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Spore-forming bacteria are being used as probiotic supplements for human and animal use, due to
their low pH stability and ability to survive the gastric barrier. In this study, the BCNU 9028 strain
was screened from meju, a Korean fermented soybean food starter. Biochemical and physiological
characteristics, as well as 16S rDNA sequence analyses, indicate that this strain belongs to the genus
Bacillus. Bacillus sp. BCNU 9028 showed a 92% survivability at pH 2.5 and could also withstand 0.3%
ox bile. Furthermore, it was postulated that Bacillus sp. BCNU 9028 could prevent biofilm formation
and adherence of food-borne pathogens such as Listeria monocytogenes, S. aureus and E. coli on the basis
of its autoaggregation and coaggregation capacity with food-borne pathogens. It was shown that
BCNU 9028 has good abilities to adhere to the intestinal tract from its hydrophobic character (63.3%).
The Bacillus sp. BCNU 9028 strain especially elicited antibacterial activity against both Gram-positive
and -negative pathogens. These findings suggested that the Bacillus sp. BCNU 9028 strain could be
used as a potential probiotic.
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서 론

인간의 위장관내에는 10
13

~10
14
의 미생물 세포들이 자연군

총을 이루며 존재한다. 이들은 병원체와 경쟁하며 장내의 상

피세포에 집락을 형성하는 것을 막아 감염을 예방한다[4]. 하

지만 영양의 결핍, 스트레스, 항생제 과용 등은 장내에 유익한

정상군총의 균형유지에 부정적인 영향을 준다[7]. 그 결과 장

내의 면역력이 저하됨으로써Staphylococcus aureus및 shigella

sp. 등과 같은 병원성 세균이 이상 증식돼 이질과 같은 질병이

발생하게 된다[14,21].

한편, 오늘날 건강 증진을 위해 체내 자연군총을 새롭게 형

성하거나 변화시키기 위해 선택적으로 섭취하는 미생물인 프

로바이오틱스(probiotics: 그리스어로 pro는 ‘위한’, bios는 ‘생

명’ 이라는 뜻)는 인체 의약품인 정장제나 유산균 제제, 사료첨

가제로서의 생균제등으로 사용되고 있다. 일반적으로 프로바

이오틱스로 사용되는 미생물들은 위장의 위산, 담낭의 담즙

및 소장에서 분비되는 각종 소화효소와 같은 저해환경으로부

터 저항력을 가지며 대장과 직장에 도달해 증식하고 정착하는

능력을 구비해야 한다[11,16]. 또한 프로바이오틱스는 장내군

총의 정상화를 돕고, 유해세균의 정착을 억제함으로써 부패산

물의 생성을 감소와 질병예방[3], 항암작용, 면역의 활성화, 혈

중 콜레스테롤 저하 및 항산화 등의 효용성이 입증되었다

[17,19].

현재, 프로바이오틱스로는 Lactobacillus acidophilus,

Lactobacillus sporogenes, Enterococuus faecium, Bacillus poly-

fermenticus, Bacillus subtilis등이 주로 연구되었다. 그 중

Bacillus속은 산업적으로 중요한 종으로 오랜 세월 동안 식품,

의약품 및 각종 발효 산업에서 사용되어 안전성이 확립되어

있다[2,15]. 또한 중요한 효소인 protease, amylase, glucanase

및 cellulase를 생성하며[28], 폴리펩타이드형과 같은 항균 활

성물질을 생산해 식중독균 외에도 위암의 원인인 Helicobacter

pylori에 대한 항균력을 가짐으로써 프로바이오틱스로 적합한

특성을 갖는다[24]. 이미 1958년 이탈리아에서 일반의약품으

로서 B. clausii를 성분으로 한Enterogermina의 상품화를 시작

으로 Bacillus 속 사용 프로바이오틱스는 최소 50년 이상 사용

되어 왔으며, 미국의 nature's first Food, 일본의 bispan 및

중국의 medilac-vita등 여러 나라에서 프로바이오틱 상품으로

시판되고 있다[6]. 최근 Bacillus속을 이용한 프로바이오틱스에

관한 산업적 관심이 증대되고 있으나 국내에서 개발되어 사용

된 Bacillus속 생균제는 없으며 연구 또한 미비한 실정이다.

따라서 본 연구팀은 한국인에게 맞는 새로운 생균제를 개발

하고자 한국의 재래식 식품인 메주에서 Bacillus 속을 탐색,

분리하여 BCNU 9028라 명명하였으며 내산성 및 인공 담즙산
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에 대한 내성, 병원성 세균에 대한 길항능력, 세포표면의 소수

성 등 이용 가능성을 조사하여 보고하는 바이다.

재료 및 방법

분리 및 동정

수집한 일반 가정의 재래식 메주 1 g을 nutrient broth (NB)

에 첨가하여 37℃에서 48시간 배양하였다. 내열성 및 protease

활력이 높은 균주를 분리하기 위해 80℃ 항온기에서 중탕 후

1% (w/v) skim milk (Difco, Bacton Dikinson France S. A.,

France)가 함유된 nutrient agar (NA)에서 배양하여 skim

milk 분해능이 우수한 균주를 스크리닝하여 최종 선발하였다

[33]. 선발된 균주의 생리학 및 생화학적 특성을 조사하기 위하

여 Bergey's manual of systematic bacteriolog에 기술된 방법

에 준하여 전분 분해능, gelatin 액화력, catalase 생산능 및 탄

소원 자화능 등을 조사하였으며 균주의 분자생물학적 동정을

위해 27F (5’-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3’)와 1492R

(5’-GGTTACCTTGTTACGACTT-3’) primer를 사용해 16S

rDNA를 PCR로 증폭하여 염기서열을 분석하였다. 이 결과를

BLAST 프로그램을 이용해 GeneBank의 database에 등록된

16S rDNA염기서열을 비교하였으며 clustal X2.0 (CLC bio,

Denmark)을 사용하여 상동성을 분석한 후 최종적으로 neigh-

bor joining method를 기반으로 계통수를 구축하였다[26,29].

항생제 감수성

National committee for clinical laboratory standards

(NCCLS, 2002)에 준하여 디스크확산법으로 선발균의 항생제

감수성을 검사하였다. 18시간 배양한 균을 10
8

CFU ml
-1
이 되

도록 균체수를 조정한 후 NA에 도말하였다. 선발 균을 접종한

배지에 항생제를 각각 첨가한 후 37℃에서 24시간 배양한 뒤

생육저해환을 조사하였다. 항생제로는ampicillin, tetracy-

cline, streptomycin, gentamicin, chlorhamphenichol을 사용

하였다.

안전성 시험

분리된 균주의 인체안전성을 확인하기 위하여 적혈구의 분

해현상인 β-용혈성 여부를 검사하였다. Sheep blood agar (아

산제약)에 분리균주를 streaking 한 후 37℃에서 48시간 배양

하여 균체 주위에 투명환의 생성여부로 판단하였으며, 양성반

응 대조군으로 S. aureus ATCC 6538을 사용하였다. 그 외 인체

내 유해효소는 생성확인배지를 이용하여 tryptophanase, ure-

ase, phenylalanine deaminase (PAD)의 생성 여부를 확인하

였다[14].

산 및 인공 담즙 내성

산성 pH에 대한 분리균주의 내성을 확인하기 위해, pH가

각각 2.5, 3.0, 4.0 인 0.8% NaCl, 0.02% KH2PO4, 0.015%

Na2HPO4를 함유한 HCl용액에 배양액을 접종 후 4시간 동안

배양하였다. 인공담즙산에 대한 내성은 0.3% oxgall (Sigma

Co., USA)이 첨가된 NB에 배양액을 접종 후 24시간 동안 배양

하였다. 산 및 인공 담즙산에 대한 생존률은 시간별로 시료를

채취하여 NA에 접종해 총균수(cfu/ml)를 측정하여 조사하였

다[12,23].

항균스펙트럼 조사

병원성 세균에 대한 항균활성 측정을 위해 그람양성 세균인

Bacillus cereus KCTC 3624 (ATCC 14579), Listeria mono-

cytogenes KACC 10764 (ATCC 15313), Staphylococcus aureus

IMSNU 11088 (ATCC 6538)와 그람음성 세균인 Escherichia

coli IMSNU 10080 (ATCC 10798), Shiggella sonnei KCTC 2518

(ATCC 25931), Salmonella typhimiurium KCTC 1926 (ATCC

14028) 및 인체병원성 진균인 Aspergillus niger KACC 40280

(ATCC 4695)와 Candida albicans KACC 30062 (ATCC 10231)

총 8종을 사용하였다. 이들 균주들은 한국생명공학연구원생

물자원센터(Korean Collection for Type Culture, KCTC), 한국농

업미생물자원센터(Korean Agricultural Culture Collection,

KACC), 서울대학교미생물연구소(Institute of Microbiology

Seoul National University, IMSNU)에서 분양받았다. 항균 스

펙트럼은 평판배지확산법으로 조사하였다.

세포표면 소수성

미생물세포의 장내 부착성은 세포표면의 구조와 조성에 많

은 영향을 받는데, 특히 세포표면의 소수성이 주요한 요인으

로 알려져 있다[8,23]. 용매에 대한 미생물의 부착능(microbial

adhesion to solvents, MATS)은 Doyle과 Rosenberg의 방법을

변형하여 측정하였다[8]. 배양액으로부터 균체를 회수(5,000×

g, 15 min)후 PBS를 사용하여 약 10
8

CFU ml
-1
되도록 현탁액을

만들어 흡광도(600 nm)를 측정하였다(A0). 현탁액에 동량의

소수성이 높은 유기용매를 가하여 충분히 voltexing후 30분간

실온에서 정치하였다. 두 층이 나뉘게 한 후 유기용매를 제외

한 현탁액의 흡광도(600 nm)를 측정(A1)해 실험균주가 용매에

부착하는 정도를 계산하였다.

MATS (%)=(1-A1/A0)×100

본 실험에서 사용한 유기용매는 소수성이 높은xylene,

n-hexadecane과 미생물 세포표면의 전자 공여체의 특성을 나

타내는 chloroform (polar acidic solvent) 및 전자수용체 특성

을 나타내는 ethyl acetate (polar basic solvent)를 사용하였다

[18].

응집반응

BCNU 9028의 응집정도 검사는 Doyle과 Rosenberg의 방법
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을 응용하여 실험하였다[9]. NB에 실험균주를 18 시간 배양

후 원심분리(5,000× g, 15 min)를 이용해 회수한 뒤 두 번

washing하였다. 회수된 균체를 각각 PBS와 실험균주의 상층

액에 재현탁하여 10
8

CFU ml
-1
인 현탁액을 만들었다. 또한 NA

의 집락을 PBS를 이용하여 현탁액을 제조하였고 각각의 현탁

액을 10초간 voltexing 후 5시간 동안 배양하였으며 시간별로

흡광도(600 nm)를 측정한 후 자가결합정도(auto -aggregation)

를 계산하였다.

Auto-aggregation (%)={1-(At/A0)}×100

At=1, 2, 3, 4, 5시간별 흡광도 측정값

A0=0시간 흡광도 측정값

병원성 균주로는 E. coli, L. monocytogenes, S. aureus를 사용

하였다. 병원성균과 응집정도는 실험균주와 병원성 균의 현탁

액 동량(2 ml)을 각각 혼합 후, 1시간 뒤 상층부 1 ml을 채취하

였으며 흡광도(600 nm)를 측정(A)해 응집정도(coaggregation)

를 다음의 식과 같이 계산하였다.

Coaggregation (%)=[{(Ax+Ay)/2}-A(x+y)]/{(Ax+Ay)/2}×100

Ax, Ay=각 두 균주의 초기 흡광도 측정값

A(x+y) =혼합 후 흡광도 측정값

결 과

균주의 동정 및 안전성

일반가정의 재래식 된장에서 아포성(spore-forming) 간균

인 Bacillus를 분리하기 위해 열안정성 및 protease효소를 분비

하는 특성을 이용하여 BCNU 9028를 최종 선발하였다. 생리학

적 및 생화학적 특성은 Table 1에 제시하였다. BCNU 9028은

그람양성 간균으로 운동성이 없는 호기성 균주이며 내생포자

를 형성하였다. 최적 배양온도는 35℃였으며, 넓은 온도와 다

양한 pH, 12%의 높은 염분 농도에서도 안정적으로 생육하였

다. 자화능 조사에서 다양한 탄소원을 이용하는 것으로 나타

났으며, 특히 glucose, fructose 및 mannitol을 생육에 이용하

는 것으로 나타났다. 또한 amylase, protease, gelatinase 및

catalase등 다양한 효소를 분비하는 것으로 나타났다. 균주의

정확한 동정을 위해 16S rDNA gene의 염기서열을 분석 후

GeneBank에 등록된 표준균주(type strain)들의 16S rDNA

gene의 염기서열들과 blast search한 결과, Bacillus subtilis 및

Bacillus amyloliquefaciens와 99% 상동성을 보였으며, 계통적으

로도 B. subtilis와B. amyloliquefaciens의 subcluster에 속하는 균

주로 확인 되었다(Fig. 1). 안전성 시험결과 BCNU 9028은 비

병원성인 α-용혈현상을 보였으며, 유해효소인 tryptophanase,

urease, PAD를 생성하지 않는 것으로 확인되었다. 그러므로,

전체적으로 안전한 것으로 판단된다(Table 2).

Table 1. Biochemical and physiological characteristics of Bacillus
sp. BCNU 9028

Contents BCNU 9028

Growth under anaerobic conditions -
Gram staining +
Motility -
Sporulation +
Voges-Proskauer test -
Growth temperature range 15-50℃
Optimum growth temperature 35℃
Growth pH range 2-9
Growth in the presence of NaCl (%) 3-12

Assimilation of
Arabinose -
Fructose ++
Glycine -
Glucose ++
Lactose -
Mannitol ++
Mannose -
Raffinose -
Starch +
Sucrose +
Xylose +

Production of
Amylase -
Protease ++
Gelatinase +
Catalase +
Oxidase -

+, high activity; -, no activity

Values are mean with SD of three replications.

Fig. 1. A phylogenetic tree, showing the position of Bacillus sp.
BCNU 9028 among the Bacillus species.
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Table 2. Production of haemolysin and harmful enzyme by Bacillus sp. BCNU 9028

Organisms Haemolysin Phenylalanine deaminase
a

Tryptophanase
b

Urease
c

S. aureus ATCC 6538 β- -

E. coli ATCC 10798 + -

P. mirabillis ATCC 49565 + - +

L. acidophilus ATCC 4356 γ-

Bacillus sp. BCNU 9028 α- - - -
a Phenylalanine deaminase activity, decomposition of 10% FeCl2
b

Typtophanase activity, Kovac’s reagent
c Urease activity, deconposition of phenol red

Values are mean with SD of three replications.

항생제 감수성

사용된 항생제의 농도 구간은 NCCLS를 참고하였다.

BCNU 9028은 다양한 항생제에 대하여 감수성을 가지는 것으

로 나타났다. 세포벽합성저해 항생제인 ampicillin과 단백질합

성저해 항생제인 tetracycline, chloramphenicol, gentamicin모

두에 대하여 감수성을 나타내었다(Table 3). ampicillin (10 ug)

에 대하여 31 mm의 생육 저해환을 보였으며, streptomycin

(10 ug)에 대하여 18 mm, tetracycline (30 ug)은 24 mm로

나타났으며, chloramphenicol (30 ug), gentamycin (10 ug)에

대하여 각각 24 mm, 30 mm의 생육 저해환을 나타냈다.

내산성 및 내담즙산성

pH 3, 4로 조정된 HCl용액에서 4시간 후 초기접종농도

7.82 log cfu/ml에서 각각7.81 log cfu/ml, 7.20 log cfu/ml로

생존하는 것으로 나타나 초기접종농도와 동일한 수준인 90%

이상의 생존율을 보였다. 같은 조건 하에 pH 2.5로 조정했을

때4시간 후 총균수는 5.59 log cfu/ml 정도 생존하는 것으로

나타났다(Fig. 2). 인공담즙산에 대한 내성을 확인한 결과 장

내군총으로서 견뎌야 하는 기준농도인 0.3%에서 내성을 가

졌으며, 특히 초기접종균수(7.34 log cfu/ml)보다 증식(7.52

log cfu/ml)하였음을 확인할 수 있었다. 그러므로 시험에 사

용된 Bacillus sp. 균주는 안정성면에서도 우수한 것으로 확인

되었다(Fig. 3).

Table 3. Antibiotic resistance of Bacillus sp. BCNU 9028

Antibiotic (ug)a Diameter of

inhibition (mm)b Result

Ampicilllin (10) 31±0.5 S

Gentamycin (10) 27±0.6 S
Streptomycin (10) 18±0.6 S
Tetracyclin (30) 24±0.3 S
Chloramphenicol (30) 30±1.0 S

a
Antibiotic-impregnated discs (6 mm) with amount, in ug

shown in brackets.
b Diameter of inhibition on three individual experiments.

Values are mean with SD of three replications. (S)=

susceptible.

Fig. 2. Colony forming unit of Bacillus sp. BCNU 9028 in pH

2.5, 3.0 and 4.0.

Fig. 3. Colony forming unit rates of Bacillus sp. BCNU 9028 in

artificial bile acid after treated for 24 hr at 37℃.

항균활성 측정

그람양성 세균 2종, 그람음성 세균 4종 및 인체병원성 진균

2종을 대상으로 BCNU 9028의 항균 및 항진균 활성을 조사한

결과, 주로 그람양성 세균과 인체병원성 진균에 대해 넓은 항

균 스펙트럼을 가지고 있었으며 그람양성 세균과 그람음성
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Table 4. Antimicrobial activity of Bacillus sp. BCNU 9028 against test human pathogenic bacteria

Strains Diameter of inhibition (mm)

B. cereus ATCC 14579 12.0±0.96

L. monocytogenes ATCC 15313 14.0±0.80

S. aureus ATCC 6538 17.5±0.65

E. coli ATCC 10798 12.0±0.12

S. sonnei ATCC 25931 11.0±0.23

S. typhimiurium ATCC 14028 11.0±0.01

C. albicans ATCC 10231 18.0±0.02

A. niger KACC 40280 20.0±0.99

Values are mean with SD of three replications.

세균에 비해 인체병원성 진균에서 상대적으로 높은 억제환이

나타났다(Table 4). 그람양성 세균인 B. cereus와 L. mono-

cytogenes에 대해서 각각 12 mm와 14 mm의 억제환을 보였다.

S. aureus에 17.5 mm의 넓은 억제환을 나타냈으며, 그람음성

세균인 E. coli에 대해서는 12 mm의 억제환이 나타났으며, S.

sonnei와 S. typhimiurium에 대해서 11 mm의 억제환을 나타냈

다. 그리고 인체 병원성 효모인 C. albicans와 인체 병원성 진균

인 A. niger에 대해서도 각각 18 mm, 20 mm로 진균에 대해

넓은 항균 스펙트럼을 가진 것으로 확인되었다(Fig. 4).

소수성과 응집능력 측정

소수성이 높은 용매에 미생물의 소수성 표면이 부착하는

정도를 측정한 결과, BCNU 9028의 소수성 정도는 xylene에

대해 63%, n-hexadecane에 대해서는 59.4%로 나타났다. 전

자 공여체인 ethylacetate (17.2%) 보다 choloroform

(20.02%)에 대한 부착능이 높게 나왔으므로, 전자 수용체적

인 특성이 강함이 확인되었다(Table 5). NB에서 회수 후

PBS에 현탁한 균주의 자가결합정도(52.6%)와 상층액에 현

탁한 균주의 자가결합정도(48.8%)는 비슷하게 나타났으므로

washing과정 중 소수성과 관련있는 세포표면 물질이 소실

되지 않음이 확인되었다. NA에서 배양한 균체의 자가결합

Fig. 4. Antagonistic effect of Bacillus sp. BCNU 9028 on the

growth of (A) B. cereus, (B) L. monocytogenes, (C) S. aur-
eus, (D) E. coli, (E) S. sonnei, (F) S. typhymirium, (G) C.
albicans (H) A. niger after 24 hr of incubation.

Fig. 5. Comparison of the autoaggregation ability of Bacillus sp.

BCNU 9028 resuspended in phosphate buffered saline

(pH 6.5) after grown on NA (◆) in NB (■) or re-

suspended in their own culture supernatant fluid (△).

Error bars represent standard deviations of the mean val-

ues of results from three replicate experiments.

Table 5. Percent hydrophobicity of Bacillus sp. BCNU 9028

against various solvents

Solvent Hydrophobicity (%)

Xylene 63.3±8.5

Hexadecane 59.4±2.6

Chloroform 12.0±2.0

Ethyl acetate 17.2±6.2

Values are mean with SD of three replications.

Table 6. Coaggregation ability of Bacillus sp. BCNU 9028 after

1 hr incubation at room temperature in phosphate buf-

fered saline (pH 6.5)

Bacteria
Coaggregation with

BCNU9028 (%)

L. monocytogenes ATCC 15313 6.57±0.07

E. coli ATCC 10798 7.86±1.30

S. aureus ATCC 6538 8.24±1.42

Values are mean with SD of three replications.
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정도(40%)가 NB에서 회수한 균체보다 낮은 자가결합정도를

보였는데, 이는 고체배지보다 액체배지에서 균이 잘 생육하

는 것과 약간의 상관성이 있을 것으로 판단된다(Fig. 4.). 병

원성균과의 응집정도 측정 결과 L. monocytogenes (6.57%),

E. coli (7.86%), S. aureus (8.24%) 모두 6~8% 차이로 낮은 응

집정도를 확인하였다(Table 6).

고 찰

프로바이오틱스로서 가져야 하는 가장 중요한 특성은

GRAS (generally recongnized as safe) 미생물로서 숙주의 장

내에서 생존력이 우수해야 하며, 유익한 장내 미생물의 증식

및 유해균 억제 또는 배변을 원활하게 하는 기능성이 필요하

다[32]. 최근 Scientific commission on animal nutrition

(SCAN), Scientific committee on food (SCF) 및 Scientific

committee on plants (SCP)는 사료, 식품의 생산에 사용되는

미생물의 안전성 평가에 대한 일반 접근법으로 QPS (qualified

presumption of safety, 안전성의 정성 추정법)를 제안하였으

며 2008년 유럽식품안전청(European Food Safety Authority,

EFSA)에 의하여 식품·사료용으로 첨가될 수 있는 미생물들이

목록화되었다. QPS에 인정되는 조건은 식중독, 장독성 및 계

면활성이 없어야 하며, 한국 전통 대두 발효식품(청국장, 메주)

의 우점 Bacillus속인 B. subtilis, B. pumilis, B. licheniformis 및

B. amyloliquefaciens는 모두 QPS목록에 등재되어있다[3,9]. 본

연구에 사용한 BCNU 9028은 메주에서 분리하여 B. subtilis,

B. amyloliquefaciens와 99%의 상동성을 가지며 유럽식품안전

청에서 인정된 안전한 균주라고 볼 수 있으나 현재 여러 나라

에서 유통되고 있는 일부 Bacillus속 제품들에 대하여 안전성

에 대한 문제들이 제기되고 있으므로 병원성 유전자의 확인과

임상연구를 통한 보다 정확한 안전성 검토가 사료된다.

프로바이오틱스는 위액 및 담즙에서 안정적이며, 소화효소

에 의해 분해되지 않는 성질을 가지고 있어야 한다[5]. El-

Naggar 등[10]이 보고한 B. subtilis, L. brevis, L. plantarum 균주

가 pH 3.0의 조건에서 2시간째의 생존율이 각각45%, 57%,

12%인 것에 비하면 BCNU 9028은 보다 높은 내산성을 지니면

서 동시에 담즙에 대한 높은 저항성을 나타내어 프로바이오틱

스로 적합한 안정성을 갖추었다고 할 수 있다. 프로바이오틱

스 선발기준 중에서 안정성과 더불어 장관세포에 대한 부착성

은 매우 중요하다. 국내 야쿠르트 중앙연구소(2006)는 부착성

이 우수한 균주 선발 시 1차적으로 분리균주의 세포표면 소수

성정도 측정을 통한 선발가능성을 보고하였고[20], Todorov

등[30]은 9개의 유산균주의 소수성과 Caco-2 세포에 대한 부착

능이 상관관계가 있음을 보고한 바 있다. 소수성이 높은 균주

는 L. curvatus ET 06 (61.9 ~ 64.6%), P. acidilactici ET 34

(51.3%) 균주 였으며, Caco-2 세포 부착능은 각각 12.6%, 13.7%

로 나타났다. Ananthaya Sansawat [1]이 보고한 n-hex-

adecane, xylene에 대하여 25.6%, 32.2%의 소수성을 가지는B.

subtilis P 33의 자가결합정도는14.3%이며Caco-2 세포에 4.2

log cfu/ml 부착한 점과 비교했을 때 BCNU 9028은 보다 높은

소수성(59.4~63%)과 자가결합정도(15%)를 가지므로, 부착능

이 높을 것으로 기대된다. 하지만 Ouwehand 등(1999)은 소수

성은 부착에 도움을 주는 것은 맞지만 강한 상관관계를 발견

하지 못하였다는 연구결과가 있으므로, BCNU 9028의 Caco-2

세포 부착능과 동물실험을 통한 구체적인 부착능에 대한 연구

결과가 필요할 것으로 생각된다[20,32].

본 연구는 한국 전통 식품 유래 Bacillus속 균주를 프로바이

오틱스 제제로 개발 및 생산하기 위하여, 메주로부터 BCNU

9028을 최종 선발하였고 우수한 안정성을 확인했으며 높은

세포표면 소수성과, 자가결합정도를 가져 적절한 조건을 구비

하였다고 판단된다. 프로바이오틱스 균주의 응집능력 역시 장

부착능과 상관관계가 있으며, 병원성균과의 낮은 응집정도는

병원체의 생물막형성과, 장점막세포에 부착하는 것을 저해하

는 중요한 역할을 한다[25]. Xu 등[33]은 L. paracasei가 L. mono-

cytogenes와 38%, L. casei는 S. aureus와 28.7%의 응집정도를

가지는 것을 보고하였다. 이와 비교할 때, BCNU 9028의 병원

성균과 낮은 응집반응은 병원성균이 장점막에 부착하는 것을

저해하고, 8종의 병원성균에 대한 길항능력을 가져 장내유해

균 억제 및 저해에 유용한 효과를 가져 감염예방에 탁월할

것으로 판단되며, BCNU 9028이 분비하는 항균물질에 대한

활용의 범위가 넓을 것으로 기대된다[22,30]. 위 결과로부터

BCNU 9028균주는 프로바이오틱스로서 산업적 이용 가능성

이 있는 것으로 판단된다.

한편 프로바이오틱스 정장제 Biosporin은 B. subtilis와 B.

licheniformis의 혼합제제로서 그 구성원인 B. subtilis 2335가

위암의 원인균인 H. pylori를 저해하는 항균물질인 amicouma-

cin A를 분비한다는 연구결과가 있으며 일본제품에서 분리되

어 Bispan제품에서 사용되고 있는 Bacillus poyfermenticus SCD

역시 polyfermenticin SCD라고 명명된 박테리오신을 생성한

다고 보고되고 있다[6,17]. 또한 일본의 콩 발효 식품인Natto에

서 분리된 B. subtilis var. Natto가 분비하는 serine protease로

알려진 Nattokinase는 혈전용해의 기능성과 더불어 상용화되

어 시판되고 있다. 그리고 BCNU 9028균주와 subcluster를 구

성하는 B. subtilis는 subtilin, botrycin 및 sulfactin와 같은 펩타

이드 항균물질 및 여러가지 효소를 분비하는 특징을 가진다

[27,28]. 따라서 그람양성 세균 2종과 그람음성 세균 3종 및

인체병원성 진균 2종에 대해 항균활성을 가지는 BCNU 9028

는 장에 머물면서 병원성 균주를 효과적으로 억제하는 항균물

질을 생산할 것으로 기대할 수 있으며 본 균주가 생성하는

protease, amylase, glucanase 및 cellulase 등의 효소들은 천연

보존제등 다양한 관련 산업에 활용될 수 있을 것으로 기대되

므로 본 연구에서 사용한 균주에 의해 생산되는 항균물질과

유용효소에 대한 지속적인 연구가 필요하다.
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초록：메주로부터 분리한 토착 Bacillus sp. BCNU 9028의 프로바이오틱스로서 이용 가능성
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포자형성균은 사람과 동물용의 프로바이오틱 제제로서 사용되어져 왔다. 포자형성균의 낮은pH에 대한 안정성

과 위내 생육저해 환경에 생존능은 프로바이오틱 제제로서 매력적이다. 본 연구는, 한국 전통 대두 발효 식품의

종균인 BCNU 9028균주를 메주로부터 분리하였다. 생리학적, 생화학적 특성과 16S 리보좀 DNA 염기서열 분석

결과 BCNU 9028균주는 Bacillus에 속하는 것을 확인하였다. Bacillus sp. BCNU 9028은 pH 2.5에서 92%의 생존률

을 보였으며, 0.3% 담즙산에서도 저항성을 나타냈다. 그리고, 식품 병원성균과의 응집정도와 자가결합능에의해

Bacillus sp. BCNU 9028는 Listeria monocytogenes, S. aureus 및 E. coli와 같은 식품 병원성균의 생물막형성과 부착

을 저해할 수 있는 것을 확인하였다. BCNU 9028의 소수성 특성(63.3%)은 장관내 부착능이 우수할 것으로 나타났

다. 특히, Bacillus sp. BCNU 9028균주는 그람양성 및 그람음성 병원성균 모두에 항균력을 갖는 것을 확인하였다.

이상의 결과로Bacillus sp. BCNU 9028균주가 프로바이오틱스로서 이용가능성이 있음을 제시하였다.
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