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Structural Identification of Antibiotics from Pseudomonas sp. RRj 228, a
Antifungal Activity of Collectotrichum acutatum Causing Anthracnose on Pepper
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Microorganisms near the plant rhizosphere usually inhabit the surface or the inside of the plant roots
and have a direct effect on plant growth by secreting plant growth promoters or antagonistic materials
which protect the root zone system from various pathogens. This study was carried out to identify
and isolate the antagonistic materials after isolation of microorganisms showing high antagonistic ac-
tivities, in hopes of contributing to the development of sustainable agriculture and the preservation
of agricultural environments. A number of antagonistic bacteria were isolated from paddy soil.
Among isolates, RRj 228 showed plant growth promotion and antagonistic activity. RRj 228 was iden-
tified as Pseudomonas sp. according to the results of physiological properties and genetic methods. On
the basis of the results of anti-fungal spectrum against several pathogens by RRj 228, the antagonistic
effect of the isolate against Botrytis cinerea, Pythium ultimum, Phytopthola capsici, and Rhizoctonia solani,
especially against red-pepper anthracnose caused by Colletotrichum acutatum, was remarkable. The ex-
periment evaluating the biological control effect by RRj 228 revealed that the ED50 value by the RRj
228 culture against C. acutatum, R. solani and P. ultimum were 0.14 mg/ml, 0.16 mg/ml and 0.29
mg/ml, respectively. An antagonistic substance was isolated and purified by several chromatographies
from the RRj 228 culture. The 1H and 13C assignment of the antagonistic substance was achieved from
two-dimensional 1H-1H COSY, HMQC, and HMBC. Finally, the antagonistic substance was identified
as Phenazine-1-carboxylic acid (C13H8N2O2, M.W.=224).
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서 론

고추는 우리나라의 대표 과채류로서 음식에 많이 사용을

하고 있으나 1990년 후반부터 재배면적이 줄어들고 있고, 작

황에 따라 생산량도 차이를 보이고 있다. 고추생산량에 가장

큰 영향을 주는 것은 병해피해와 전년도 가격형성이 가장 큰

요인이 되어지며, 재배농민의 노령화도 하나의 요인으로 볼

수 있다. 병원균의 피해는 Phytophthora capsici에 의한 역병

[16,22,24,25]과 Colletrichum 속 병원균에 의한 탄저병으로

[1,2,5,8,21], 진균에 의한 피해가 대부분이다. 진균병은 발생시

기와 발생부위에 다양한 요인에 따라 차이를 보이고 있으며,

역병은 전 생육기에 걸쳐서 발생된다. 역병은 토양에 가까운

줄기에서부터 발병되어져 식물체를 고사시키며, 고추생산의

약 20%가 감소시키는 피해를 입힌다. 탄저병은 역병과 함께

고추의 최대병해로 주로 과실을 침해하여 수량감소에 직접적

인 영향을 미친다. 발생초기에는 작은 반점이 생기고 점차 확

대되어 둥글게 썩어가며 흑갈색을 띄게 된다. 탄저병의 발생

은 재배지와 기후에 따라 큰 차이를 보인다. 노지재배에서는

장마철에 많이 발생하고, 비가 잦은 해에 많이 발생하며, 하우

스 재배에서는 수분관리를 잘해주면 발생빈도가 적고, 탄저병

은 빗물에 의한 전파양식 때문에 하우스에서는 적게 발생한

다. 고추탄저병으로부터 피해를 줄이기 위해 esterase gene을

삽입하여 고추탄저병 저항성품종 개발 연구[11]와 감염률이

일정 이하인 품종을 저항성 품종으로 선발하는 연구 등이 있

었으나 국내에 재배되는 대부분의 고추품종은 탄저병 감수성

품종이라 할 수 있다. 국내 고추재배에서 발생하는 탄저병의

병원균은 Colletotrichum acutatum, C. coccodes, C. dematium, C.

gloeosporioides 및 Glomerella cingulata 5종이 분리 동정되어 보

고[19] 되어있으며, C. acutatum은 국내 고추탄저병원균을 모

니터링 한 결과 주된 탄저병원균이었으며, 이는 고추탄저병

발병의 98.2%를 차지하는 우점종으로 풋고추와 붉은 고추 모
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두에 발생하여 많은 피해를 주고[9,14], 유묘와 성묘 및 열매까

지 전 생육기에 강한 병원성을 나타내며 고추재배에 큰 피해

를 주는 것을 확인했다[7]. C. coccodes는 불완전균으로 고추

유묘의 잎과 줄기, 및 어린 과실에 병원성이 강하고, C. gloeo-

sporioides는 고추탄저병균 중 제일 강력한 병원균으로 보고되

어 있으며, C. acutatum과 같이 풋고추와 붉은 고추 모두에

병을 발생시킨다. 고온 다습할 때와 강우 시에 발생이 많고

종자전염의 대표적인 균으로 병든 과실의 종자 내 외부에 흡

착하여 전염된다. 고추는 진균에 의한 피해가 심하여 농약사

용을 많이 하는데 주로 생으로 섭취를 하기 때문에 잔류농약

에 대한 주의가 요구되는 대표적인 과채류이다. 최근에는 농

산물안전성에 대한 소비자들의 요구도가 높아짐으로써 농약

의 사용을 줄이고, 천연물과 미생물을 이용한 생물학적 제제

사용이 늘어나고 있어 생물학적 제제의 연구와 개발이 많이

이루어지고 있다. 고추역병을 생물학적으로 방제하기 위해 황

련추출물을 이용한 고추역병균에 대한 항균활성조사[3]와 길

항미생물의 탐색과 길항기작에 대한 연구[13,22,23] 등이 이루

어졌다.

고추탄저병 방제를 위한 길항미생물의 연구는 엽면에서 분

리한 B. subtilis [17], 점액세균 Myxococcus 속[6], 토양에서 분

리한 Bacillus sp. [20], Pseudomonas sp. [4] 등의 보고가 있다.

본 연구는 논토양에서 분리한 Pseudomonas sp. RRj 228을

이용하여 C. acutatum에 대한 항균활성과 항균물질에 대한 연

구결과를 보고하여, 고추탄저병원균의 생물학적방제재 개발

에 기초자료를 제공하고자 한다.

재료 및 방법

길항세균 분리

논토양에서 벼의 근권 미생물을 분리하기 위하여 무균적으

로 발아시킨 볍씨를 0.6% agarose 배지 위에 치상하고, 벼 뿌

리로부터 1~2 cm 거리에 논토양 0.5 g을 놓고 28에서 48시간

항온처리한 후, 뿌리를 갈아서 현탁액으로 만든 다음 LC배지

에 도말하여 균주를 분리하였다. 본 연구에 사용한 길항균 RRj

228균주는 농촌진흥청 공동연구팀으로부터 분양 받아 사용하

였다.

길항세균 동정

분리한 길항세균을 동정하기 위하여 Bergey's Manual of

Systematic Bacteriology를 이용하여 생리, 생화학적인 특성을

조사하였고[18], 분자유전학적 분류법은 16S rDNA sequence

분석법으로 실시하였다. 추출한 rDNA는 PCR을 수행하여 증

폭시켜서 pGEMT-T vector에 삽입한 후, 염기서열결정은 자동

염기서열분석기(ABI 3100, Applied Biosystem, USA)를 사용

하여 분석하였다. 결정된 염기서열은 NCBI의 등록 염기서열

과 비교하여 분석하여 동정하였다.

길항세균의 항균스펙트럼

순수 분리한 세균 중에서 항균력이 뛰어난 Pseudomonas sp.

RRj 228균을 재배작물 주요병원균인 Colletotrichum acutatum

KACC40804 (고추탄저균), Phytopthola capsici (고추역병균),

Botrytis cinerea (잿빛곰팡이균), Pythium ultimum (모잘록병원

균) 및 Rhizoctonia solani, Fusarium oxysporum (토양병원균)에

대한 PDA plate 대치배양법으로 항균력을 조사하였다.

Colletotrichum acutatum은 (주)청미바이오에서 분양을 받았으

며, PDA plate는 1/5 strength PDA로 각 병원균과 RRj 228균

을 동시에 접종하여 28
o
C에서 1~6일 간 배양한 다음 생육저지

대를 측정하여 항균활성스펙트럼으로 조사하였다[10].

배양여액과 배양여액 추출물의 항균효과

Pseudomonas RRj 228을 NB배지에 접종하여 26
o
C에서 5일

간 정취배양 한 다음, 배양액을 원심분리를 실시하여 배양여

액을 얻고, 배양여액을 고체배지 제조에 0.5배, 10배, 100배의

희석농도로 첨가하였다. 배양여액을 첨가한 배지에 고추탄저

균 C. acutatum, 모잘록병균 P. ultimum, 토양병원균 R. solani를

접종하여, 균의 생육정도로 항균효과를 측정하였다. 배양여액

추출물은 CHCl3을 이용하여 배양여액을 추출하고, 회전농축

기로 완전히 농축시킨 다음, DMSO에 녹여 배지에 0.1

mg/ml, 1 mg/ml, 2 mg/ml의 농도로 첨가하였다. 대조구에

는 추출물용해에 사용한 DMSO 500 μl를 첨가하여 균의 생육

정도를 측정하였다.

ED50값은 probit analysis software로 산출하였다. ED50측정

에 사용한 균주는 고추탄저균 C. acutatum, 모잘록병균 P. ulti-

mum, 토양병원균 R. solani를 배양여액과 추출물을 첨가한 배

지에 접종하여 생육정도를 측정하였다.

항균물질의 분리정제

고추탄저균에 대해 강력한 항균활성을 나타내는 물질을 분

리하기 위하여 RRj 228 균을 NA배지에 접종한 후 26
o
C에서

2일간 배양한 후 NB배지에 접종하여　26
o
C에서 5일간 정치배

양하였다. 배양액을 원심분리로 균체를 제거하고 pH를 7.0으

로 조정한 다음 ethylacetate로 추출하여 물질분리에 이용하였

다. 병원균 배양에 추출물을 처리하여 항균활성을 확인하였

고, 항균물질을 분리하기 위하여 open column chromatog-

raphy를 실시하였다. 시료를 180 g의 silica gel (Kiesel gel 60,

70-230 mesh: Merck, Germany) column에 가한 다음 n-hex-

ane:ethylacetate (4:1, 3:2, 1:1, 2:3, 1:4 v/v) 및 ethylacetate 등

의 용매조건으로 용출시켜 89개의 fraction을 얻었으며, 물질

의 분리 pattern을 확인하기 위하여 TLC를 실시한 다음 Rf값

이 유사한 것을 6개 그룹으로 나누어 회수하였다. 항균활성을

나타내는 물질은 column 용매조건 n-hexane:ethylacetate

(4:1)과 n-hexane:ethylacetate (3:2)에서 용출되어져 나왔다. 활

성이 있는 그룹을 농축한 결과 4.67 g의 시료를 획득하였다.
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1차 column에서 얻은 항균활성물질을 2차 column으로 80 g

의 silica gel (Kiesel gel 60, 70-230 mesh: Merck, Germany)이

충진된 column에 가한 다음 n-hexane:ethylacetate (1:0, 4:1,

8:5, 8:7, 8:10, 8:20, 8:40 v/v) 및 ethylacetate 등의 용매조건으

로 용출시켜 150개의 fraction을 얻었으며, 물질의 분리 pat-

tern을 확인하기 위하여 TLC를 실시하여 Rf값이 유사한 것을

9개 그룹으로 나누어 회수하였다. 활성을 나타내는 6, 7번 그

룹을 농축하여 4 g을 얻어 인접한 물질을 제거하기 위하여

TLC를 실시하였다. TLC는 chloroform:ethylacetate (5:1, v/v)

조건으로 preparative TLC (20×10 cm, 0.25 mm, Kiesel gel

60, F254, Merck)를 실시하였다. TLC를 통하여 78.6 mg의 항

균활성물질을 순수 분리하였다.

항균물질 구조동정

순수 분리한 항균물질의 구조분석을 위하여 질량분석은

double-focusing high-resolution (HR) mass spectrometer

(JEOL JMS DX-303: JEOL Ltd, Tokyo, Japan)으로 electron

impact (EI) mode, chemical ionization(CI) mode에서 분석하

였고, fast atom bombardment (FAB) mass 방법으로 분자량을

측정하였다. 시료의 matrix로는 glycerol과 Xe를 혼합액으로

사용하였다. 핵자기공명(
1
H-NMR,

13
C-NMR, DEPT,

1
H-

1
H

COSY, HMQC, HMBC) 분석은 Bruker AMX-500 (500 MHz)

NMR spectrometer (Bruker Analytische Messtechnik Gmbh,

Rheinstetten, Germany)로 측정하였다. 분리한 물질은

CD3OD에 녹여 측정하였으며, 내부표준 물질로는 tetra-

methyl silane (TMS)을 사용하였다.

결과 및 고찰

길항세균 분리 및 배양

작물의 재배에 있어 근권환경이 아주 중요하며, 근권의 미

생물 생육상이 작물의 생육과 토양환경조성에 많은 영향을

미친다. 작물의 근권미생물에는 병을 일으키는 병원균과 식물

생육 촉진물질을 분비하여 식물의 생장을 촉진하는 생장촉진

균 및 항생물질을 분비하여 병원균의 생육을 억제하는 길항균

등이 생육하고 있다. 식물 생육촉진 활성과 병원균 길항활성

을 동시에 갖는 균주들도 볼 수 있다. 벼 재배지 토양으로부터

벼 뿌리 착생력을 갖는 미생물을 분리하기 위하여 Fig. 1의

A와 같은 방법으로 미생물을 배양한 다음 벼 뿌리로부터 균을

분리하였다. 분리한 균주는 막대기 모양을 하고 있었고, 전자

현미경사진에서 편모를 확인할 수 있었다(Fig. 1B). Photodex-

trose agar 배지에 접종하여 배양을 하면 24시간 이후에는 적

황색을 띄다가 일주일 정도 경과하면 다소 색상이 엷어진다

(Fig. 2). 분리한 균주는 벼 뿌리에 대한 착생력이 아주 높았으

며, 식물의 생육을 촉진하는 활성이 있었고, 병원균에 대한

항균활성도 아주 높았다(Fig. 2). 특히 고추탄저균 C. acutatum

A B

Fig. 1. Scanning electron microscopy of isolation bacterium from

paddy soil.

에 대한 항균활성이 뛰어났다(Fig. 2). 분리한 길항세균의 배양

은 nutrient broth (NB)배지에 접종하여 26
o
C에서 5~7일간 정

취배양 한 다음 배양여액을 얻고, 배양여액을 물질추출과 항

균실험에 이용하였다.

길항세균의 항균스펙트럼

논토양에서 분리한 길항세균 RRj 228을 배양조건을 달리하

여 항균물질의 생산을 조사한 결과, PBD배지에서 배양하는

것 보다 NB배지에 배양했을 때 항균물질의 생산이 많았으며,

진탕배양보다 정취배양에서 항균물질의 생산이 많았다. 온도

조건은 26oC에서 28oC 범위 내에서는 큰 차이가 없었으며, 배

지의 pH를 조절도 큰 영향이 없었고, 배지의 종류 즉, 영양원

의 종류에 많은 차이를 보였다. 26
o
C에서 일주일 정취 배양한

다음 배양여액과 용매추출물을 이용하여 B. cinerea, C. acuta-

tum, F. oxysporum, P. capsici, P. ultimum, R. solani에 대한 plate

대치배양법으로 항균력을 조사하였다(Table 1). 그 결과 고추

탄저균, 고추역병균 및 잿빛곰팡이병원균에 강한 항균활성을

나타냈으며, 시들음병원균에도 좋은 항균활성을 나타냈다. 그

러나 모잘록병원균에는 약한 항균활성을 보였으며, F. oxy-

A B

Fig. 2. Growth inhibition of C. acutatum (A) and B. cinerea (B)

by antagonistic bacteria RRj 228.
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Table 1. Antifungal spectrum of plant pathogens by isolated antagonistic bacterium RRj 228

C. acutatum B. cinerea F. oxysporum P. capsici P. ultimum R. solani

Pseudomonas sp.

RRj 228
++++ +++ - ++ ++ ++

Inhibition zone: ++++; > 20 mm, +++; > 15 mm, ++; > 10 mm, +; > 5 mm.

sporum에는 항균활성이 나타나지 않았다. 고추재배에 있어서

탄저병과 역병이 가장 많은 피해를 입히는 병해로서, 역병은

P. capsici가 병원균이고, 탄저병은 C. gloeosporioides와 C. acuta-

tum가 강력한 병원성을 가진다. C. acutatum는 국내 탄저병

발병포장에서 분포도를 조사한 결과 가장 많은 분포도를 나타

내며, 전생육기에 탄저병을 일으키기 때문에 방제가 꼭 필요

하다. 더욱이 수확기 과실에도 병이 발생하기 때문에 화학농

약의 사용이 어려워 온도와 습도조절 등의 환경조건을 조절하

여 병해를 축소시키는 것이 중요하며, 수확기에 비가 내릴 경

우에는 탄저병의 발생이 심하므로 RRj 228균이나 Burkhoderia

sp. AK-17 [12] 등을 이용한 생물제제를 사용하여 탄저병 확산

을 막는 것이 가장 바람직할 것으로 여겨진다. RRj 228균은

잿빛곰팡이병원균에도 좋은 항균활성을 나타내므로 딸기나

잎들깨 등의 잿빛곰팡이병과 고온다습한 환경에서 연작재배

에 의한 병의 다발을 막을 수 있고, 밀폐된 시설하우스의 특이

환경에서 병원성 곰팡이의 피해를 줄일 수 있을 것으로 보여

진다. 시설하우스 뿐만 아니라 일반 노지에도 RRj 228을 이용

한 생물학적 방제시스템을 구축하면 저농약 재배로 안전한

농산물생산이 가능할 것이다.

길항세균 동정

RRj 228을 "Bergey's Manual of Systematic Bacteriology"를

이용한 생리, 생화학적인 특성을 조사결과 gram staining에

음성이었으며 막대형의 호기성균이었다. 효소활성 검사에는

catalase와 oxydase 활성은 나타났으나 lipase 활성은 없었으

며, casein과 gelatin 가수분해력은 보였으나 starch 분해력은

없었다. 배지에 첨가된 탄소원이 arabinose, fructose, gal-

actose, glucose, mannitol, sucrose, xylose의 경우에는 생육

중에 산을 생성하고, 탄소원이 lactose, dextrine, ramnose, sor-

bitol, maltose, dulcitol의 경우에는 알칼리를 생성하는 것을

확인할 수 있었다(Table 2). 분자유전학적인 분류를 위해 추출

한 DNA로 PCR을 수행한 결과 1,500 bp 정도의 증폭된 DNA

단편을 확인할 수 있었으며, 16S rDNA 부분 염기서열을

GenBank library의 염기서열과 상동성을 조사한 결과

Pseudomonas chlorororaphis, P. Corrugata, P. tolaasii 등 다수의

Pseudomonas 종과 99% 이상의 염기서열 상동성을 나타내었으

므로 Pseudomonas sp.로 분류하고 Pseudomonas sp. RRj 228

균주로 명명하여, 농촌진흥청 농업생명공학연구원 부설 한국

농용미생물보존센터(KACC)에 기탁하여 수탁번호 KACC

1052를 부여 받았다.

Table 2. Physiological properties and carbon utilization of

strain RRj 228

Content Characteristic

Gram staining

Shape

Motility

Catalase

Oxydase

Lipase

Starch hydrolysis

Casein hydrolysis

Gelatin hydrolysis

Glucose

Arabinose

Lactose

Sucrose

Maltose

Fractose

Galactose

Ramnose

Sorbitol

Mannitol

Dulcitol

Glycerol

-

rod

+

+

+

-

-

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

배양여액과 배양여액 추출물의 항균효과

RRj 228 배양 여과액을 0.5배, 10배, 100배의 희석농도로 고

체배지제조에 첨가하여 병원균의 생육억제효과를 조사하였

다. 배양여액의 희석농도에 비례해서 병원균의 생육이 억제되

는 것을 확인했다(Fig. 3). 고추탄저균의 경우에는 배양여액을

Fig. 3. Inhibition of cell growth of plant pathogens by culture

filtrate of RRj 228.
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Table 3. Antifungal activities of chloroform extract from RRj 228 culture filtrate

ED50

(mg/ml)

Probit regression
95% Limits

slope intercept

C. acutatum
R. solani

P. ultimum

0.14

0.16

0.29

3.65

4.01

3.68

1.57

1.25

2.51

0.46

0.53

0.63

0.03

0.01

0.11

10배 희석을 하여 처리하면 탄저균의 생육이 10% 억제되는

것을 확인할 수 있었다. R. solani도 배양여액을 10배 희석하여

처리하면 10% 이상의 병원균생육 억제효과가 나타났다. 사용

한 모든 균주에 2배 희석농도에서는 20~30%의 생육억제효과

를 볼 수 있었다. 고추를 비롯한 과채류재배에 RRj 228배양여

액을 일정농도로 물에 희석하여 살포하거나 관주를 하면 병원

균의 피해를 예방할 수 있다. 배양여액 뿐만 아니라 배양액을

그대로 토양에 관주를 혼합하여 사용하면 PGPR (plant

growth-promoting rhizobacterium) 처리효과를 얻을 수 있을

것이다.

배양여액을 원심분리한 다음 CHCl3으로 추출하고, 농축하

여 추출물을 0.1 mg/ml, 1 mg/ml, 2 mg/ml의 농도로 배지조

제에 첨가하여 만든 plate에 병원균을 접종하여 C. acutatum,

P. ultimum, 및 R. solani의 생육정도를 조사하였다. 사용한 모

든 균주에서 강력한 항균활성이 나타났고, 1 mg/ml의 농도에

서 아주 미약한 생육을 확인할 수 있었으며, 2 mg/ml의 농도

에서는 모든 균주가 전혀 생육을 하지 못했다. 반복실험을 통

하여 얻은 값으로 ED50 분석프로그램에 도입하여 ED50값을

산출한 결과, 고추탄저병원균에 대한 ED50값은 0.14 mg/ml

로 나타났고, 뿌리썩음병원균에 대한 ED50값은 0.16 mg/ml

로 1차 추출물로서는 높은 활성을 나타냈다(Table 3). 골프장

에서는 잔디뿌리썩음 병원균인 R. solani피해를 줄이기 위해서

과대한 살균제 사용을 하고 있는 실정으로 이는 수계환경보호

에 큰 문제가 되어지고 있다. 이러한 문제를 해결하기 위하여

미생물제제를 비롯한 생물제제 방제법을 택하고 있다. RRj

228균주의 배양액제제나 생균을 처리하면 R. solani방제에 많

은 도움이 될 것으로 사료되어진다.

항균물질 구조동정

Pseudomonas sp. RRj 228균의 배양액으로부터 분리한 228-7

물질의 구조동정은 FAB질량분석,
1
H-NMR,

13
C-NMR,

1
H-

1
H

COSY, HMQC 그리고 HMBC 분석을 통하여 화학적인 구조

분석을 시도하였다. 228-7 물질을 FAB 질량분석에서 [M+H]
+

225과 EI 질량분석에서 [M+H]- 223을 확인되어져 분자량이

224 dalton으로 결정되었다. 정확한 구조를 결정하기 위하여
1H-NMR과 13C-NMR 분석을 실시한 결과, 1H-NMR 분석에서

하나의 hydroxyl group이 존재함을 알 수 있었고, 13C-NMR

분석에서 탄소수가 13개이며, 1개의 carboxyl group (C-1' δc

166.1 ppm)이 존재하는 것이 관찰되었다(Table 4). 7개의 met

hine proton (H-2, δH 8.98 → δC 137.7; H-3, δH 8.05 → δC

Table 4. 13C and 1H-NMR data for phenazine-1-carboxylic acid

Position 13C 1H (J in Hz)b

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12

1'

125.2s

137.7d

130.5d

135.3d

143.6s

144.3s

128.2d

131.9d

133.5d

130.3d

140.3s

140.0s

166.1s

－
8.98 d (J=7.5 Hz, 1H)

8.05 dd (J1=1.5 Hz, J2=1.5 Hz, 1H)

8.53 d (J=8.5 Hz, 1H)

－
－
8.36 d (J=8.3 Hz, 1H)

7.99 dd (J1=1.5 Hz, J2=1.5 Hz, 1H)

8.02 dd (J1=1.0 Hz, J2=1.5 Hz, 1H)

8.29 d (J=8.8 Hz, 1H)

－
－
－

a
Recorded at 500 MHz for

1
H- and

13
C-NMR, respectively.

b
Multiplicity was established from a DEPT experiment.

130.3; H-4, δH 8.53 → δC 135.4; H-7, δH 8.36 → δC 128.2; H-8,

δH 7.99 → δC 131.9; H-9, δH 8.02 → δC 133.5; H-10, δH 8.29

→ δC 130.3)을 확인하였다. Liu가 S. salina에서 분리한 phena-

zine-1-carboxylic acid와 chemical shift를 비교한 결과, me-

thine proton의 chemical shift는 일치하였고, C-7과 C-10의

chemical shift가 130.1 ppm과 128.0 ppm에서 128.2 ppm과

130.3 ppm으로 이동하였으나 다른 carbon의 chemical shift는

일치하였다[15].
1
H-

1
H COSY 분석을 통하여 양성자들 사이의

cross peak를 관찰하였다. 이상의 결과들을 정리한 결과, me-

thine proton chemical shift와 carbon chemical shift 및 분자

량 결과를 종합한 결과 Phenazine-1-carboxylic acid로 동정하

였다(Fig. 4).

N

N

COOH

1

3
56

10
12

8

1'

Fig. 4. Chemical structure of phenazine-1-carboxylic acid.
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초록：Pseudomonas sp. RRj 228이 분비하는 항균물질의 동정과 고추탄저균 C. acutatum에 대한

항균활성

전상윤․김용균․손홍주․박현철․이상몽․김선태
1
․박기도

2
․강위금

2
*․김근기*

(부산대학교 생명환경화학과, 1부산대학교 식물생명과학과, 2농촌진흥청)

식물 근권미생물은 식물의 뿌리 표면과 내부에 정착하면서 식물생장 촉진물질을 분비하여 식물생육에 직접적

인 영향을 주거나, 항균물질을 분비하여 병원균으로부터 식물 근권환경을 보호하여 식물의 생육을 촉진하게 된

다. 이러한 활성을 갖고 있는 미생물을 분리하여 동정하며, 항균물질을 분리, 동정하여 지속농업의 발전과 농업환

경의 보전을 위하여 연구를 실시하였다. 논토양으로부터 식물생육촉진활성과 항균활성을 갖는 RRj 228균주를 분

리하여, 생리ㆍ생화학적방법과 유전학적 방법으로 동정한 결과, Pseudomonas sp.로 동정되었다. RRj 228균주는

B. cinerea, P. ultimum, P. capsici와 R. solani에도 높은 항균활성을 보였으며, 특히 고추탄저병원균인 C. acutatum에

강력한 항균활성을 나타냈다. RRj 228균의 배양여액을 C. acutatum, R. solani 및 P. ultimum에 대한 ED50값을 측정

한 결과 0.14, 0.16, 0.29 mg/ml로 나타났다. 항균활성물질은 RRj 228 배양여액으로부터 각종 크로마토그라피법으

로 순수분리하고, NMR과 GC/MS 등의 기기분석을 실시하여 구조를 Phenazine-1-carboxylic acid (분자량 224)로

동정하였다.


