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Abstract:1)This research was to examine the effects of 
various cyclodextrins on the solubility and stability of 
prodigiosin in seawater. Among them, β-cyclodextrin was 
found to have the best efficiency and formation of the 
inclusion complex was saturated when prodigiosin and 
β-cyclodextrin were mixed in a ratio of 1：8 and shaken at 
25℃ and pH 8.0 for 6 h. The maximum algicidal activity against 
Chattonella antiqua using the inclusion complex stored at 
4℃ for 5 weeks of culture was obtained, 52.28 ± 3.41%, 
which was about 5.0 fold higher than that of control. Our 
results suggest that inclusion complexes of prodigiosin and 
β-cyclodextrin could serve as effective algicidal agents.
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1. 서론

Prodigiosin은 Serratia marcescens [1,2], Vibrio psychroerythrus 
[3], Pseudomonas magnesiorubra [4] 및 Hahella chejuensis 
[5]와 같은 다양한 미생물 등에서 생산되는 붉은 색소이다. 
Prodigiosin은 3개의 pyrrole ring으로 구성되는 독특한 구조
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를 가지며 [6], pyrrolylpyrromethene 골격을 가지는 물질의 
그룹에 속하는 물질이다. Prodigiosin은 면역억제효과, 항진
균효과 등을 가진다고 알려져 있으며 [7-10], 또한 여러 암세
포의 세포사멸을 유도한다고 알려져 있다 [11,12]. 최근 연구
에서 prodigiosin은 Chattonella antiqua와 같은 적조생물
에 대한 생물학적 방제물질로서 사용될 수 있음이 밝혀졌
다 [13]. 그러나 prodigiosin의 물에 잘 녹지 않는 특성 때문
에 바다에서 생물학적 방제제로서 사용하기에 많은 어려움
을 겪고 있다 [14].
  Cyclodextrin은 소수성의 내부와 친수성의 외부로 구성된 
원통형 다당체이다 [15,16]. 이러한 구조적, 화학적 특성 때
문에, cyclodextrin은 음식으로부터 콜레스테롤을 추출하거
나 [17], 다이옥신 [18]이나 페놀 [19,20]과 같은 환경오염
물질을 분리해 내는 것과 같은 다양한 분야에서 흡착제로
서 사용되고 있다. Cyclodextrin 내부의 치환기들은 어떤 
물질의 소수성과 친수성을 조율하기 위한 연구에서 소개되
거나, 색깔 변화에 의한 품질검사에서 자주 이용된다 [21]. 
Cyclodextrin은 물에 잘 용해되는 성질을 갖고 있어 [15], 물
에 잘 용해되지 않는 소수성의 물질을 내부에 포획한 상태
로 그 물질의 물에 대한 용해도를 높이는데 이용될 수 있다. 
  비록 prodigiosin에 대한 여러 연구사례들이 보고되고 있
지만, 해수 내에서 prodigiosin의 용해도와 안정성을 증가시
키기 위해 cyclodextrin을 이용한 보고는 아직 없다.
  본 연구에서는 prodigiosin과 cyclodextrin이 서로 복합체
를 형성함으로써, prodigiosin의 안정성 및 용해도를 증가 
시키기 위해, 다양한 조건에서 prodigiosin과 cyclodextrin
간의 복합체를 형성함으로써 prodigiosin이 안전하게 보호되
는 것을 증명하였고 이 복합체를 이용해 C. antiqua에 대한 
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살조력 또한 검증하였다.

2. 재료 및 방법
    
2.1. 종배양 및 발효에 의한 prodigiosin의 생산
Prodigiosin 생산 균주인 H. chejuensis M3349 [22]는 sucrose- 
based marine agar (SMA: sucrose, 10 g/L; peptone, 8 g/L; 
yeast extract, 2 g/L; NaCl, 10 g/L; Na2SO4, 12 g/L; CaCl2, 
1.8 g/L; MgCl2, 0.7 g/L; H3BO3, 22 mg/L; Na2HPO4, 20 mg/L; 
Na2SiO3, 8 mg/L; and agar, 20 g/L)에서 25℃, 3일간 배양하
였다. 충분히 자란 H. chejuensis M3349의 단일 colony를 취
해 50 mL의 Zobell 액체배지 (peptone, 5 g/L; yeast extract, 
1 g/L; and seawater, 750 mL/L)에 다시 접종하고, 25℃에서 
24 시간 동안 배양하였다. Prodigiosin 생산을 위한 생물반응
기 배양은 sucrose-based marine broth (SMB: sucrose, 10 g/L; 
peptone, 8 g/L; yeast extract, 2 g/L; NaCl, 10 g/L; Na2SO4, 
12 g/L; CaCl2, 1.8 g/L; MgCl2, 0.7 g/L; H3BO3, 22 mg/L; 
Na2HPO4, 20 mg/L; and Na2SiO3, 8 mg/L)를 이용하여 5 L 
배양기 (Minifors, Infors HT, Switzerland)에서 25℃조건
으로 5일간 배양하였다. 생물반응기 배양은 용존산소 농도 
15% 이상, 500 rpm에서 실시하였다.

2.2. Prodigiosin의 정제
본 연구에서 사용된 prodigiosin은 전자동 preparative 
chromatography system (Yamazen Corporation, Japan)과 
DAVISIL 633NC18E 레진 (Grace Davison Discovery 
Sciences, USA)을 충전한 컬럼 (50 × 150 mm)을 이용해 
정제하였다. 이동상 A는 1%의 formic acid가 첨가된 멸균
수가, 이동상 B는 1%의 formic acid가 함유된 acetonitrile이 
각각 사용되었다. Prodigiosin은 분당 30 mL의 유속으로 
0~10분 동안 B 10%, 10~30분 동안 B 10~50%, 30~60분 
동안 B 50~80%, 60~80분 동안 B 80~95%의 조건에서 정제
하였다. Prodigiosin의 존재 여부는 분당 0.5 mL의 유속으
로 0~10분 동안 B 10%, 10~30분 동안 B 10~100%의 조건
에서 분석하였다.

2.3. 복합체 형성을 위한 최적조건 결정
2.3.1. 최적 cyclodextrin의 선정
Prodigiosin과 최적의 복합체를 형성하는 cyclodextrin을 선별
하기 위해, α-, β-, 2-hydroxypropyl (2-HP)-β-cyclodextrin, γ- 
cyclodextrin 등을 사용하였다. 각 cyclodextrin과 prodigiosin
의 효과적인 복합체 형성을 유도하기 위해, 각 cyclodextrin
은 해수에, 그리고 정제된 prodigiosin은 아세톤에 0.5 g/L
의 농도로 각각 용해시킨 후, 1：1로 섞고, 각 혼합물들을 
24시간 동안 상온에서 가볍게 흔들어 주었다. 각 물질을 용해
시키기 위해 사용되었던 해수와 아세톤을 증발시킨 뒤, 
cyclodextrin과 prodigiosin의 복합체에 1 mL의 해수를 
첨가해 완전히 녹였다. 각 샘플들은 지름 0.45 m의 필터로 
한번 거른 뒤, cyclodextrin과 prodigiosin의 복합체의 양은 
LC-MS (Agilent 6300 Series Ion Trap LC/MS system, Agilent 

Technologies, USA)로 분석하였다. 측정된 값은 3회 반복 
수행하여 표준편차를 구해 표시하였다.

2.3.2. 최적 혼합 비율
정제된 prodigiosin은 아세톤에, 그리고 cyclodextrin은 해수
에, 각각 0.5 g/L의 농도로 용해하였다. Prodigiosin의 양은 
고정한 채, prodigiosin에 대한 cyclodextrin의 비율은 각각 
1：1, 1：2, 1：3, 1：4, 1：5, 1：6, 1：7, 1：8, 1：9, 1：10
으로 첨가하였다. 각 혼합물은 24시간 동안 상온에서 가볍
게 흔들어 주었다. 각 물질을 용해시키기 위해 사용되었던 
해수와 아세톤을 증발시킨 뒤, 분석을 위한 절차는 2.3.1과 
동일하게 수행하였다.

2.3.3. 최적혼합 시간 
정제된 prodigiosin과 cyclodextrin을 1：8의 비율로 혼합하
고, 상온에서 각각 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 18, 24시
간 동안 가볍게 흔들어 주었다. 각 물질을 용해시키기 위해 
사용되었던 해수와 아세톤을 증발시킨 뒤 분석을 위한 절차
는 2.3.1과 동일하게 수행하였다.

2.3.4. 최적반응 온도
Cyclodextrin과 prodigiosin과의 복합체 형성에 반응 온도
가 미치는 영향을 알아보기 위해, 정제된 prodigiosin과 
β-cyclodextrin을 1：8의 비율로 혼합하고, 6시간 동안 4, 
25, 37℃에서 가볍게 흔들어 주었다. 각 물질을 용해시키기 
위해 사용되었던 해수와 아세톤을 증발시킨 뒤 분석을 위한 
절차는 2.3.1과 동일하게 수행하였다.

2.3.5. 최적 반응 pH
5 g의 β-cyclodextrin을 10 mL의 해수에 녹인 후 각 용액의 
pH는 HCl과 NaOH를 이용해 1부터 14까지 조절하였다. 
정제된 prodigiosin과 각각의 pH로 조절된 cyclodextrin
을 1：8의 비율로 섞고, 모든 혼합물들은 prodigiosin과 
cyclodextrin과의 복합체가 잘 형성 되도록, 25℃에서 6시
간 동안 가볍게 흔들었다. 각 물질을 용해시키기 위해 사
용되었던 해수와 아세톤을 증발시킨 뒤 분석을 위한 절차
는2.3.1과 동일하게 수행하였다.

2.4. 살조력 검증
Prodigiosin과 β-cyclodextrin 복합체의 안정성을 확인하기 
위해, 대표적인 적조생물인 C. antiqua에 대한 살조력 검증
을 실시하였다. C. antiqua는 Guillard가 제안한 f/2액체배
지 [23] 30mL가 함유된 100 mL flask를 이용해 25C에서 
16시간의 명 조건과 8시간의 암 조건을 반복하면서 배양하
였다. C. antiqua의 농도가 약 5.0 × 103/30 mL에 도달 했을 
때, 다른 배양용기로 계대하면서 개체수를 유지하였다.
  살조력 측정을 위해, 용매를 완전히 증발시킨 prodigiosin
과 β-cyclodextrin 복합체를 4, 25, 37℃에 각각 보관하였다. 
Prodigiosin과 β-cyclodextrin 복합체는 7일에 한번씩 살조
력을 측정함으로써, 그 안정성을 조사하였다. 7일마다 각 온도
에 보관하고 있던 prodigiosin과 β-cyclodextrin 복합체는 
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C. antiqua에 대한 살조력을 측정하기 바로 직전에 1 mL의 
해수를 첨가하여 충분히 녹였다. 바닥이 평평한 96 well plate
에서 해수에 충분히 용해된 prodigiosin과 β-cyclodextrin 
복합체 10 L와 C. antiqua 배양액 90 L를 혼합한 뒤, 1시간 
동안 상온에 방치하였다. 2% Lugol’s 염색시약을 100 L를 
첨가하여 30분간 방치한 후에 살아있는 세포수를 현미경으
로 확인함으로써 살조력을 측정하였다. 살조력 (%)은 초기 
세포수에 대한 사멸한 세포수의 비율로 계산하였으며 3회 
반복을 통해 평균 및 표준편차를 구하였다.

3. 결과 및 고찰

3.1. prodigiosin의 생산과 정제
Prodigiosin 생산 균주인 H. chejuensis M3349를 종균한 배양
액을 5 L발효조에 접종 한지 5일만에, 최대 생산량인 4.43 g/L
의 prodigiosin을 얻었다 (data not shown). 배양액을 원심
분리하여 세포고형물을 취한 후 아세톤을 배양액에 대해 1배 
첨가하여 실온에서 약 20분간 교반하여 prodigiosin을 추출
하였다. 이 추출물을 컬럼을 통과시켜 24.571분의 체류시간
을 갖는 94.7%의 정제된 prodigiosin을 얻었다 (Fig. 1).

Fig. 1. Detection of prodigiosin by HPLC. The retention time of 
purified prodigiosin was 24.571 min, and its purity was 94.7%.

3.2. 복합체 형성을 위한 최적 비율과 시간
Cyclodextrin을 이용해, 해수에서 prodigiosin의 용해도를 
증대시키기 위해, α-,β-,2HP-β-cyclodextrin,γ-cyclodextrin
을 이용하여 prodigiosin과의 복합체 형성을 최적화 하였다. 
α-Cyclodextrin을 제외한 모든 cyclodextrin과 prodigiosin 
복합체 형성은 1：8로 혼합했을 때 가장 높은 효율을 나타
내었다 (Fig. 2). β-Cyclodextrin은 해수에서 prodigiosin과 
복합체를 형성함에 있어서 가장 높은 효율을 보여 두 번째
로 높은 효율을 보인 2HP-β-cyclodextrin 보다 약 1.3배 정
도 효율이 좋았다. 더욱이, prodigiosin과 β-cyclodextrin이 
1：8의 비율로 혼합했을 때, 아세톤에 대한 해수에서의 
용해도 비율로 79.9 ± 7%의 높은 용해도를 나타내었다. 
그 밖에, 2HP-β-cyclodextrin은 60% 이하의 용해도를, γ- 
cyclodextrin은 20% 이하의 아주 낮은 용해도를 각각 나타
내었다. 다른 cyclodextrin과는 달리, α-cyclodextrin은 1：6
의 비율로 혼합했을 때, 가장 높은 용해도를 나타내었으며, 
용해도는 68 ± 8.2%를 나타내었다.
  β-Cyclodextrin과 prodigiosin을 6시간 동안 가볍게 흔들
면서 반응시켰을 때, 이 복합체의 해수에 대한 용해도는 아세
톤에 대한 용해도에 비해 93.9 ± 9%로 가장 높은 값을 나타

내었다 (Fig. 3).

Fig. 2. Effects of various cyclodextrins and the cyclodextrin to 
prodigiosin ratio on inclusion complex formation (black, α-cyclodextrin 
gray, β-cyclodextrin dark gray, 2 HP-β-cyclodextrin and light gray, 
γ-cyclodextrin). Asterisks denote significant difference (P < 0.1 by 
t-test). Maximum efficiency was confirmed at a prodigiosin and 
β-cyclodextrin ratio of 1：8.

Fig. 3. Effect of the incubation time on inclusion complex formation. 
A 1:8 mixture of prodigiosin and β-cyclodextrin was incubated for 
1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 18, and 24 h. Inclusion complex 
formation was saturated at 6 h.

  C. antiqua와 같은 심각한 적조생물에 대한 생물학적 방제 
후보물질로서 prodigiosin을 적용하고, 살조력을 증가시키기 
위해서는 해수에 대한 용해도는 아주 중요한 성질이 될 수 
있을 것이다. 본 실험에서, 부형제의 일종인 β-cyclodextrin
을 이용함으로써, 해수에 대한 prodigiosin의 용해도를 향상
시킬 수 있다고 사료 된다.

3.3. 복합체형성을 위한 최적 온도 및 pH
β-Cyclodextrin과 prodigiosin 복합체 형성에 온도가 미치
는 영향을 알아보기 위해 prodigiosin과 β-cyclodextrin을
1：8의 비율로 혼합하고 4, 25, 37℃에서 6시간 동안 가볍
게 흔들면서 각각 반응 시켰다. 37℃에서 반응시킨 복합체
가 가장 낮은 효율을 보인 반면, 25℃에서 반응시킨 복합체
가 가장 높은 효율을 보였으며, 그 효율은 약 1.4배 이상 높
게 나타났다 (Fig. 4).
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Fig. 4. Effect of temperature on inclusion complex formation 
(1, 4℃; 2, 25℃; and 3, 37℃). The inclusion complex at 25℃ 
showed the highest efficiency.

  β-Cyclodextrin과 prodigiosin 복합체 형성에 pH가 미치는 
영향에 관한 실험에 사용된 pH 범위는 1~14까지였다. 실험 
결과, pH 4 에서 pH 8의 범위에서 통계적으로 유의성 있는 
높은 효율을 보였으며 pH 8에서 반응시킨 복합체가 가장 
높은 효율을 나타내었다 (Fig. 5). 특이하게도 pH 1부터 8까
지는 β-cyclodextrin과 prodigiosin 복합체 형성 효율이 점차
적으로 증가하였으나, pH 9에서부터 급격하게 감소하였다. 
보통 해수의 pH는 8.15~8.25로 알려져 있으며, prodigiosin 
활성의 최적 pH는 8.0~8.5로 알려져 있다 [24]. 본 실험에서 
β-cyclodextrin과 prodigiosin 복합체 형성은 pH 8에서 가장 
높은 효율을 보였다. Prodigiosin 용액의 색깔 역시 pH가 
8에서 9로 변하는 동안 붉은색에서 오렌지색으로 변하였다. 
그리고 HCl을 첨가하여 prodigiosin 용액의 pH를 9에서 8로 
낮추었을 때, prodigiosin 용액의 색깔은 오랜지색에서 붉
은색으로 다시 회복 되었다 (Fig. 5). 본 결과들을 종합해 볼  

Fig. 5. Effect of pH on inclusion complex formation. The inclusion 
complex formed at pH 8 showed the highest efficiency. Asterisks 
denotesignificant difference (P<0.1 by t-test).The color changed 
from red (pH 8) to orange (pH 9) and was restored from orange to 
red (pH 8) by the addition of HCl.

때, β-cyclodextrin과 prodigiosin이 복합체를 이루기 위해
서는 25℃와 pH 8의 조건에서 반응 시켰을 때, 가장 높은 
친화력을 나타내었으며, 본 연구에서는 β-cyclodextrin과 
prodigiosin 복합체의 최적 pH와 유사한 pH를 가지는 해수
에서 적조생물방제제를 개발하는데 있어서 β-cyclodextrin
을 이용하면, prodigiosin과의 친화력이 높아지고, 용해도 
또한 개선되어, prodigiosin을 단독으로 적용할 때 보다 더 
효과적인 적조방제물질이 될 수 있을 것이라고 사료된다.

3.4. 복합체의 안정성
위 연구 결과, β-cyclodextrin과 prodigiosin이 복합체를 이
루었을 때 용해도가 증가하는 것을 확인하였다. 그러나 오랜 
기간 동안 보관할 때 β-cyclodextrin과 prodigiosin 복합체
가 안전하게 그 활성이 유지되는지가 불분명 하였다. 다양
한 온도조건에서 복합체의 안정성을 확인하기 위해, 최적의 
조건으로 β-cyclodextrin과 prodigiosin의 복합체를 형성하
고, 용매를 증발시킨 후, 4, 25, 37℃에 5주간 보관하면서 
1주에 1회 살조력 검토를 하였다.
  복합체의 안정성은 4℃에서 보관했을 때, 가장 높게 유지
되었으며, 5주 후에 C. antiqua에 대한 살조력은 52.28 ± 
3.41%를 나타내었다 (Fig. 6). 4℃에서 보관되었던 복합
체는 대조군과 비교했을 때, 약 5배 이상의 높은 살조력을 
나타내었고, 그 밖에 25℃와 37℃에 5주간 보관했던 복합
체의 살조력은 35.19 ± 8.18%와 32.85 ± 1.11%를 각각 나
타내었으며, 보관 온도가 높아질수록 살조력은 감소되는 
경향을 보였다.

Fig. 6. Algicidal activity of the inclusion complex against C. antiqua. 
The inclusion complex of prodigiosin and β-cyclodextrin was 
stored at 4℃ (△), 25℃ (■), and 37℃ (□ for 5 weeks (prodigiosin 
0.5 g/L only, ● β-cyclodextrin only, ○ prodigiosin dissolved in 
seawater, ▼).

  따라서, 본 결과들을 통해 β-cyclodextrin과 복합체를 형성
한 prodigiosin을 저온에 보관할 경우, prodigiosin의 활성이 
오랜 기간 대조군에 비해 안전하게 유지되는 것을 증명하였
으며, 이는 β-cyclodextrin이 prodigiosin의 용해도를 증가
시킴과 더불어 prodigiosin이 살조력을 나타내는 특정 부위
를 보호해주는 역할을 하는 것으로 해석된다.
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4. 결론

Prodigiosin과 cyclodextrin이 복합체를 형성하는데 있어서 
cyclodextrin의 종류, 반응 비율, 반응 시간, 반응 온도 그
리고 pH가 미치는 영향에 대해 조사하였고 이에 기초하
여 대표 적조생물인 C. antiqua에 대해 살조력 검토를 실시
하였다. 해수에서 prodigiosin의 용해도는 prodigiosin과 β- 
cyclodextrin을 1：8의 비율로 혼합 했을 때 최대값을 보이
는 것을 확인하였다. 그리고 β-cyclodextrin은 25℃와 pH 
8.0에서 6시간 동안 혼합했을 때 prodigiosin과 가장 높은 
친화력을 보였다. 본 연구는 해수에서 β-cyclodextrin을 이
용해서 prodigiosin의 살조력을 증가시켜 적조방제물질로서 
prodigiosin을 이용한 최초의 연구이다. 결론적으로, 대표 
적조생물인 C. antiqua에 대한 효과적인 생물학적 방제제
로서 β-cyclodextrin과 prodigiosin의 복합체를 이용하는 것
은 산업적으로 아주 유용한 방법이고 또한 다른 적조에도 응
용 될 것으로 사료 된다.
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