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서 론

생물막은 미생물이 세포 밖으로 스스로 분비하는 고분자

물질(extracellular polymeric substances, EPS) 속에 형성

된 미생물군집의 3차원적 구조물이다[1]. 생물막은 미생물의

생존과 증식의 기본 형태로써 미생물이 접근할 수 있는 모

든 종류의 표면과 생물 조직 등에서 형성될 수 있다[2−4]. 다

양한 환경에서 발견되는 생물막은 감염성 질환의 주요 원인

이 되며 산업 분야에서 많은 문제를 발생시켜 경제적 손실

을 야기하기 때문에 생물막을 조절하기 위한 전략이 큰 관

심을 받고 있다[5, 6].

생물막 형성은 특정 신호전달 물질을 매개로 한 세균의 신

호전달 체계인 quorum sensing (QS)에 의한 것으로 QS는

미생물의 표면 부착, EPS 생성 등 생물막 형성에 중요한 영

향을 미친다[7, 8]. 세균이 세포 외로 분비하는 autoinducer

라는 신호전달 물질은 세포 밀도와 비례하여 축적되며 물질

이 특정 농도에 도달하면 그에 대한 반응으로 유전자 발현

이 조절된다[9, 10]. 다양한 유전자들의 발현으로 특정 세포

밀도에서 세균의 집단적 행태가 변화하는데 생물막 형성이

대표적인 현상 중의 하나이다[7]. QS 과정은 그람 음성균과

그람 양성균 모두에서 발견되며 다양한 신호전달 물질 중에

주로 N-acyl homoserine lactones (AHL)은 그람 음성균에

서 작용하고, autoinducing peptide (AIP)는 그람 양성균에
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서 작용하는 것으로 잘 알려져 있다[10, 11]. 

신호전달 물질의 분해를 기반으로 생물막 형성을 억제하

는 연구가 활발하게 진행되고 있다[5, 6, 12]. 생물막 형성을

조절하기 위한 다양한 anti-QS 전략 중에서 quorum

quenching (QQ)은 QS 과정에서 신호전달 물질을 분해하여

생물막 형성을 억제하는 메커니즘으로써 QQ 효소는 QS를

조절하고 효과적인 생물막 형성 억제를 가능하게 한다[13,

14]. QQ 효소 중 AHL의 분해와 관련되어 있는 대표적인 효

소는 AHL의 lactone ring의 ester 결합을 분해하는

lactonase와 lactone ring과 acyl side chain 사이의 amide

결합을 분해하는 acylase가 있다[15]. 특히 acylase는 생물막

을 억제하기 위한 QQ 전략으로써 다양한 연구에서 이용되

고 있다[12, 16]. 예를 들어, 수처리 기술에 널리 사용되고 있

는 막생물반응기(membrane bioreactor)에서 생물막에 의해

발생하는 biofouling 현상을 조절하기 위해 acylase를 적용

한 연구가 다양하게 진행되고 있다[13, 14]. QQ 효소를 널

리 이용하기 위해서는 비용 및 안정화 등의 문제가 해결되

어야 하며 QQ의 효율적인 적용 전략을 수립하기 위해서는

이에 관한 연구가 지속적으로 이루어져야 한다. Acylase의

농도와 처리량뿐만 아니라 생물막 형성 과정에서 단계에 따

른 acylase의 처리 시기도 생물막 형성에 중요한 영향을 미

칠 수 있다.

본 연구에서는 9종의 박테리아로 구성된 컨소시엄을 사용

하여 acylase의 처리 시기(생물막 형성 단계에 따른 acylase

의 처리) 및 처리 기간(1−4일)이 다종 생물막(multispecies

biofilm) 형성에 미치는 영향을 규명하였다. Acylase의 처리

조건(처리 시기 및 기간)에 따라 10가지 episode를 디자인하

고 각 episode에서 다양한 acylase 농도(1, 5, 10, 20,

50 mg·l-1)에 따라 생물막 형성 특성을 분석하였다. 또한, 10

가지 episode에서 시간에 따른 생물막 형성 특성을 규명하

였다.

재료 및 방법

사용 균주 및 접종원

본 연구에서는 생물막 형성을 위한 접종원으로써 9종의 박

테리아로 구성된 컨소시엄을 사용하였으며, 각 박테리아는

다양한 환경으로부터 분리되었다(Table 1) [17−19]. 각 박테

리아는 사용 전까지 1 g· l-1의 R2A 고체배지(MB cell,

KisanBio Co., Ltd., Korea)에서 순수 콜로니 상태로 보관되

었다. 박테리아의 순수 배양액을 획득하기 위해서 콜로니를

1 g· l-1의 R2A 액체배지에 접종한 후 30℃, 200 rpm 조건에

서 최대 36시간 동안 배양하였다. 각 순수 배양액을 증량하

기 위해서 1 g· l-1의 R2A 액체배지 60 ml에 배양액 1 ml을

접종한 후 30℃, 200 rpm 조건에서 최대 36시간 동안 배양

하여 9종의 순수 배양액을 획득하였다. 멸균된 2 l media

bottle에 각 순수 배양액을 섞어 9종의 박테리아로 구성된 컨

소시엄을 제조하였다. 모든 실험 조건에서 동일 컨소시엄을

사용하기 위해서 컨소시엄의 건조균체량(dry cell weight)을

측정하고 농도 0.5 g· l-1의 컨소시엄을 15 ml conical tube에

분주하여 사용 전까지 -70℃에 보관하였다. 컨소시엄은 모든

조건의 실험 수행 시 5℃에서 4시간 30분 동안 해동하여 사

용하였다.

사용 균주의 생물막 형성 특성

Acylase가 각 박테리아의 생물막 형성에 미치는 영향을 분

석하였다. 각 순수 콜로니를 1 g· l-1의 R2A 액체배지에 접종

한 후 30℃, 200 rpm 조건에서 최대 36시간 동안 배양하였

다. 배양액을 회수하여 원심분리 후 상등액을 제거하고 0.9%

NaCl solution을 이용하여 현탁하였다. 각 배양액의 초기 바

이오매스를 동일하게 하기 위해 건조균체량을 측정하여 9종

모두 최종 농도 0.5 g· l-1로 맞추어 주었다. 생물막 형성을 위

해 멸균된 96 well plate (SPL Life Sciences Co., Ltd.,

Table 1. Bacterial isolates used in this study.

No. Isolate Source Culture collection Reference
1 Acinetobacter sp. YS01 Wetland soil KCTC 82588 Noh et al. 2021
2 Bacillus sp. AS03 Activated sludge KCTC 43305 In this study
3 Escherichia coli KCTCa KCTC 2791 Noh et al. 2021
4 Enterobacter sp. YS02 Wetland soil KCTC 82586 Noh et al. 2021
5 Microbacterium sp. NM2 Soil KCTC 29496 Jeong et al. 2018
6 Sphingobium xanthum FBCCb FBCC 500366 In this study

7 Sphingopyxis sp. NM1 Soil KCTC 32429 Jeong et al. 2014
8 Staphylococcus warneri KCTCa KCTC 3340 Noh et al. 2021
9 Xanthomonas translucens FBCCb FBCC 500042 In this study

a Korean Collection for Type Cultures (KCTC).
b Freshwater Bioresources Culture Collection (FBCC).
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Korea)를 사용하였으며, well의 직경과 높이는 각각 6.9 mm

와 10.8 mm였다. 접종원으로써 각 배양액 100 µl에 acylase

(porcine kidney acylase I, Sigma-Aldrich, USA)를 50 mg·l-1

농도로 혼합하여 plate well에 분주한 후 25℃, 40 rpm 조건

에서 배양하였다. Acylase를 혼합하지 않은 배양액 100 µl를

대조군으로써 사용하였다. 24시간 후에 기존 상등액은 제거

한 후 새 배지를 교체하기 위해 acylase를 50 mg·l-1로 혼합

혹은 혼합하지 않은 1 g· l-1 R2A 배지 100 µl를 분주하였으

며 48시간 경과 시점에 생물막 형성 특성을 분석하였다. 모

든 실험은 3반복으로 수행하였다. 

10가지 episode에서 acylase 농도별 생물막 형성 특성

Acylase 처리 조건(처리 시기 및 기간)에 따른 10가지

episode에서 acylase 농도별(1, 5, 10, 20, 50 mg·l-1) 생물막

형성 특성을 분석하였다. 기존 연구 결과를 바탕으로 생물막

형성 억제를 나타내는 농도 범위를 설정하였으며 본 연구에

서 사용한 acylase(porcine kidney acylase I, Sigma-

Aldrich) 1, 5, 10, 20, 50 mg·l-1는 제조사 설명서 기준으로

각각 최대 1,500, 7,500, 15,000, 30,000, 75,000 unit· l-1의

효소 활성을 나타낸다. 생물막 형성을 위해 접종원으로써 미

생물 컨소시엄 100 µl에 acylase를 농도별로 혼합하여 멸균

된 96 well plate에 분주한 후 25℃, 40 rpm 조건에서 배양

하였다. 24시간 간격으로 새 배지를 교체하기 위해 기존 상

등액은 제거한 후 조건에 따라 acylase를 농도별로 혼합 혹

은 혼합하지 않은 1 g· l-1 R2A 배지 100 µl를 분주하였으며

총 5일 동안 반복하였다. Acylase 농도(1, 5, 10, 20,

50 mg·l-1)에 따른 생물막 형성 특성을 분석하기 위해서 본

실험의 episode A와 episode C 결과를 활용해서 추가 분석

하였다(Fig. 1). 모든 실험은 3반복으로 수행하였다. 

10가지 episode에서 시간에 따른 생물막 형성 특성

Acylase 농도는 20 mg·l-1로 고정하고 acylase 처리 조건

(처리 시기 및 기간)에 따른 10가지 episode에서 시간에 따

른 생물막 형성 특성을 분석하였다. 생물막 형성을 위해 접

종원으로써 미생물 컨소시엄 100 µl에 acylase를 20 mg·l-1

농도로 혼합하여 멸균된 96 well plate에 분주한 후 25℃,

40 rpm 조건에서 배양하였다. 24시간 간격으로 새 배지를

교체하기 위해 기존 상등액은 제거한 후 조건에 따라 acylase

를 20 mg·l-1 농도로 혼합 혹은 혼합하지 않은 1 g· l-1 R2A 배

지 100 µl를 분주하였으며 총 5일 동안 반복하였다. 모든 실

험은 3반복으로 수행하였다. 

Table 2. Different acylase treatment episodes.

Treatment episode Day 1 Day 2 Day 3 Day 4 Day 5
C No acylase
L1 No acylase Acylase
L2 No acylase Acylase
L3 No acylase Acylase
L4 No acylase Acylase
B1 Acylase No acylase
B2 Acylase No acylase
B3 Acylase No acylase
B4 Acylase No acylase
A Acylase

Acylase, acylase was added to a final concentration of 1, 5, 10, 20 or 50 mg·l-1. 
No acylase, acylase was not added.

Fig. 1. Biofilm developments under the treatment episodes
A and C with different acylase concentrations. Error bars rep-
resent standard deviation of the mean (n = 3). 
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생물막 정량

생물막 형성 특성을 분석하기 위해 crystal violet (CV) 염

색법으로 생물막을 정량하였다[20]. 각 실험에서 생물막 형

성이 완료되면 멸균수 800 ml을 채운 1 l 비커에 plate를 담

가서 생물막을 washing한 후 물기를 제거하였다. Plate의 각

well에 0.1% CV 용액(Sigma Aldrich) 200 µl를 분주한 후

25℃에서 15분 동안 생물막을 염색하였다. 멸균수 800 ml을

채운 1 l 비커에 plate를 담가서 남아있는 CV 용액을

washing한 후, plate를 뒤집어서 24시간 동안 건조시켰다.

각 well에 30% acetic acid 용액(Duksan pure chemicals

Co., Ltd., Korea) 200 μl를 분주하고 25℃에서 15분 동안

CV를 용해시켰다. UV-1800 240 V 분광광도계(Shimadzu

Corp., Japan)를 이용하여 550 nm 파장에서 CV 흡광도를

측정하였다. 

결 과

사용 균주의 생물막 형성 특성

Acylase가 각 박테리아의 생물막 형성에 미치는 영향을 분

석하였다(Table 3). Acylase 50 mg·l-1을 처리했을 때 총 9종

의 박테리아 중 Acinetobacter, Enterobacter, Sphingobium

3종의 생물막 형성이 억제되었다(p < 0.05). Acinetobacter는

24시간 경과 시점에 acylase에 의해 대조군 대비 25.4% 생

물막 형성이 억제되었으며, Enterobacter와 Sphingobium은

48시간 경과 시점에 대조군 대비 각각 62.7%, 80.8% 생물막

형성이 억제되었다.

Acylase 농도에 따른 생물막 형성 특성

Acylase 농도(1, 5, 10, 20, 50 mg·l-1)에 따른 생물막 형성

특성을 분석하였다(Fig. 1). 대조군으로써 5일 동안 acylase

를 처리하지 않은 조건(episode C)에서 형성된 생물막의 OD

평균값은 2.37(2.12−2.66)이었다. 각 농도별로 acylase를 5일

동안 처리한 조건(episode A)에서 형성된 생물막은 1 mg·l-1

acylase 농도에서 OD 값 2.68, 5 mg·l-1 농도에서 2.19,

10 mg·l-1 농도에서 1.75, 20 mg·l-1 농도에서 0.86, 50 mg·l-1 농

도에서 0.11이었다. Acylase 농도가 증가할수록 생물막 형성

은 억제되었다(Y = -0.05· x + 2.37, R2 = 0.88, p < 0.05). 

10가지 episode에서 acylase 농도별 생물막 형성 특성

Acylase 처리 조건에 따른 10가지 episode에서 acylase 농

도(1, 5, 10, 20, 50 mg·l-1)에 따른 생물막 형성 특성을 분석

하였다(Fig. 2, Table 3). Acylase를 5일 동안 처리한 조건

(episode A)과 처리하지 않은 조건(episode C)에서 형성된 생

물막은 acylase 5 mg·l-1 이하 농도에서 양적인 차이를 나타

내지 않은 반면에(p > 0.05) 10 mg·l-1 이상의 acylase 처리

조건에서 생물막 형성은 억제되었다(p < 0.05). 생물막 형성

시작 단계에서 acylase를 처리한 경우(B1−B4)는 생물막이

형성된 후에 acylase를 처리한 경우(L1−L4)에 비해서 생물

막 형성이 더 효과적으로 억제되었다(L1−L4 vs. B1−B4,

p < 0.05). Acylase 농도 1 mg·l-1로 처리한 L1−L4와 B1−B4

조건에서 형성된 생물막의 OD 평균값은 각각 2.87, 2.05였

다. Acylase를 5 mg·l-1 처리한 L1−L4와 B1−B4 조건에서 형

성된 생물막의 OD 평균값은 각각 2.90, 1.89 였으며 acylase

를 10 mg·l-1로 처리한 L1−L4와 B1−B4 조건에서 형성된 생

물막의 OD 평균값은 각각 2.59, 1.71이었다. Acylase 농도가

20 mg·l-1 일 때 L1−L4와 B1−B4 조건에서 형성된 생물막의

OD 평균값은 각각 2.40, 1.19였으며 acylase 농도가

50 mg·l-1 일 때 L1−L4와 B1−B4 조건에서 형성된 생물막의

OD 평균값은 각각 1.60, 0.44였다. 

각 acylase 농도별로 생물막 형성 시작 단계에 acylase를

Table 3. Characteristics of bacterial isolates used in this study.

No. Genus Phylum
Colony growth on R2A agar

AHL signala
Acylase
effectbColor Shape

1 Acinetobacter Proteobacteria Cream Irregular Yes [23] Yes
2 Bacillus Firmicutes Greyish white Irregular No No
3 Escherichia Proteobacteria Cream Circular Yes [24] No
4 Enterobacter Proteobacteria Cream Irregular Yes [24] Yes
5 Microbacterium Actinobacteria Light yellow Irregular No No
6 Sphingobium Proteobacteria Yellow Circular Yes [26] Yes
7 Sphingopyxis Proteobacteria Yellow Circular Yes [26] No
8 Staphylococcus Firmicutes Cream Circular No No
9 Xanthomonas Proteobacteria Light yellow Irregular Yes [25] No

a It has been known to sense the N-acyl homoserine lactones (AHL) molecules.
b Effect of 50 mg·l-1 acylase on biofilm development in this study. Yes, biofilm inhibition (p < 0.05).
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처리 하지 않은 조건(L1−L4)과 acylase를 처리한 조건(B1−

B4)에서 acylase 처리 기간과 생물막 형성 사이의 선형 회귀

분석을 수행하였다(Table 4). Acylase 농도 5 mg·l-1 이하

L1−L4과 B1−B4 모든 조건에서 acylase의 처리 기간이 증가

함에도 불구하고 생물막 형성은 억제되지 않았다(p > 0.05).

Acylase 농도 10 mg·l-1 이상의 L1−L4와 B1−B4 모든 조건

에서 acylase의 처리 기간이 증가함에 따라 생물막 형성은

억제되었다(acylase 20 mg·l-1 의 B1−B4 조건 제외). 특히,

acylase 농도가 10 mg·l-1에서 50 mg·l-1로 증가할수록 L1−

L4 조건에서 acylase의 처리 기간이 증가하면 생물막 형성

은 급격하게 억제되었다(slope value, -0.12에서 -0.62로 감

소). ANOVA 결과에 따르면 acylase의 처리 시기(생물막 형

성 단계에 따른 acylase의 처리)에 상관없이 acylase

10 mg·l-1 이상 농도에서 acylase의 처리 기간은 생물막 형성

에 유의한 영향을 미쳤다(p < 0.05).

10가지 episode에서 시간에 따른 생물막 형성 특성

Acylase 20 mg·l-1를 이용하여 10가지 episode에서 시간에

따른 생물막 형성 특성을 분석하였다(Fig. 3). 10가지 모든

조건에서 생물막은 시간에 따라 증가하였다(p < 0.05). 시간

이 경과함에 따라 episode C와 episode A에서 생물막 OD 값

은 각각 1.12에서 2.80, 0.82에서 2.45까지 증가했다. L1에서

의 OD 값은 1.03에서 3.15, L2의 OD 값은 1.03에서 2.98,

L3의 OD 값은 1.10에서 3.02, L4의 OD 값은 1.16에서 3.05

까지 증가했다. B1에서의 시간에 따른 생물막 OD 값은 0.89

에서 2.50, B2의 OD 값은 0.93에서 1.91, B3의 OD 값은

0.97에서 2.01, B4의 OD 값은 0.92에서 2.17까지 증가했다. 

각 episode에서 배양 시간과 생물막 형성 사이의 선형 회

귀 분석을 수행한 후, 각각의 slope value를 분석하였다

(Fig. 4). Episode C와 A의 slope value는 모두 0.42였다.

L1−L4과 B1−B4 조건에서의 평균 slope value는 각각 0.48

Fig. 2. Biofilm developments under different acylase treatment episodes. (a) 1 mg·l-1 acylase; (b) 5 mg·l-1 acylase; (c) 10 mg·l-1

acylase; (d) 20 mg·l-1 acylase; and (e) 50 mg·l-1 acylase. Error bars represent standard deviation of the mean (n = 3). Treatment episodes
were described in Table 2. 
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Table 4. Linearity test results between biofilm development and acylase treatment period (Fig. 2). The symbol * indicates statis-
tical significance (p < 0.05). Treatment episodes were described in Table 2.

Concentration (mg·l-1) Treatment a b R2 p value

1
L1-L4 -0.0336 2.9493* 0.1337

p < 0.05
B1-B4 0.0155 2.0093* 0.0324

5
L1-L4 -0.0293 2.9747* 0.0663

p < 0.05
B1-B4 -0.0288 1.9613* 0.0742

10
L1-L4 -0.1179* 2.8880* 0.6205

p < 0.05
B1-B4 -0.2749* 2.3987* 0.9411

20
L1-L4 -0.1835* 2.8573* 0.6465

p < 0.05
B1-B4 -0.1155 1.4747* 0.2189

50
L1-L4 -0.6205* 3.1507* 0.9482

p < 0.05
B1-B4 -0.1109* 0.7160* 0.6646

Fig. 3. Temporal biofilm variation at each acylase treatment episode. (a) C episode; (b) L1; (c) L2; (d) L3; (e) L4; (f) B1; (g) B2; (h) B3;
(i) B4; and (j) A. Temporal biofilm dynamics were monitored at an acylase concentration of 20 mg·l-1. Error bars represent standard devi-
ation of the mean (n = 3). 
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과 0.30으로 생물막 형성 시작 단계에서 acylase의 처리는 시

간에 따른 생물막 증가를 더디게 하였다(p < 0.05).

고 찰

본 연구에서는 다양한 환경에 광범위하게 분포하며 유기

물을 이용하여 성장하는 종속영양세균(heterotrophic

bacteria)으로써 6종의 그람 음성균과 3종의 그람 양성균을

선택하여 연구를 수행하였다(Table 3). 이들은 종종 토양, 활

성슬러지 등 다양한 환경에서 공존하고 있음을 알 수 있다.

예를 들어, 식물 뿌리 토양의 미생물군집에서 Acinetobacter,

Enterobacter, Staphylococcus가 공존하고 있었으며, 활성슬

러지 미생물군집에서 Acinetobacter, Bacillus, Enterobacter,

Sphingopyxis가 공존하는 결과가 보고되었다[21, 22]. 

본 연구에서 사용한 그람음성균에 해당하는 6종의 속

(genus)은 신호전달 물질인 N-acyl homoserine lactones

(AHL)을 감지할 수 있다고 보고된 바 있다[23−26]. 본 연구

결과에 따르면 6종의 그람음성균 중 acylase에 의해

Acinetobacter, Enterobacter, Sphingobium 3종의 생물막

형성이 억제되었다(p < 0.05). 이를 통해 3종의 생물막 형성

은 AHL에 의한 quorum sensing (QS)을 통해 조절되었을

것이라고 추측된다. Acylase 50 mg·l-1에 의한 생물막 형성

억제 효과는 실험 시작 후 48시간 이내에 가장 크게 나타났

으며 이후 72, 96시간 경과 시점에 acylase에 의한 생물막 형

성 억제 효과는 감소하였다. 단일종 생물막 형성에 미치는

acylase의 영향은 다양한 환경 조건에 따라 달라질 수 있으

며 이들이 다른 종과 혼합된 상태에서 형성되는 생물막에서

의 acylase 영향은 또 다른 특성을 나타낼 수 있다. 

Acylase의 처리 시기 및 기간에 따른 10가지 episode에서

다양한 acylase 농도(1, 5, 10, 20, 50 mg·l-1)에 따라 다종 생

물막 형성 특성을 분석하였다. 각 농도별로 acylase를 5일 동

안 처리한 조건(episode A)에서 acylase의 농도가 1 mg·l-1에

서 50 mg·l-1까지 증가함에 따라 생물막 형성은 억제되었으

며(Y = -0.05· x + 2.37, R2 = 0.88, slope value, p < 0.05),

acylase를 처리하지 않은 조건(episode C)에서 생물막 형성

은 양적으로 거의 변하지 않았다(Y = -0.01· x + 2.46, R2 =

0.10, p > 0.05). Acylase 5 mg·l-1 이하 농도에서 생물막은

양적으로 감소하지 않은 반면에(episode A vs. episode C,

p > 0.05) acylase 10 mg·l-1 이상 농도에서 생물막 형성은 억

제되었다(p < 0.05). Acylase 10, 20, 50 mg·l-1 의 농도에서

생물막 형성은 대조군 대비 각각 33%, 59%, 95% 억제되었

다(Fig. 1). 다른 연구 결과에 따르면 5 mg·l-1 acylase는

Aeromonas와 Pseudomonas에 의해 생성되는 생물막을 대

조군(0 mg·l-1)에 비해 각각 60%와 73% 감소시켰다[12]. 또

다른 연구에서는 수족관에서 채취한 물 샘플에 acylase를

15 mg·l-1 또는 150 mg·l-1 혼합한 후 1시간 또는 22시간 동

안 생물막을 형성시킨 경우 대조군 대비 최대 생물막 형성

이 각각 10%와 40% 억제되었다[27]. 다양한 미생물 종에 의

한 생물막 형성은 영양분 농도, 배양 조건 등 여러 환경요인

에 따라 변화하겠지만 acylase는 단일종에 의한 생물막 형

성뿐만 아니라 다종 생물막 형성을 효과적으로 억제할 수 있

음을 나타내었다.

모든 acylase 농도(1, 5, 10, 20, 50 mg·l-1)에서 생물막 형

성 시작 단계에 acylase를 처리한 경우(B1−B4)는 생물막이

형성된 후에 acylase를 처리하는 경우(L1−L4)보다 생물막 형

성이 더 크게 억제되었다(L1−L4 vs. B1−B4, p < 0.05). 다른

연구 결과에 따르면 치아 표면에 생물막을 형성하는

Streptococcus mutans에 chitosan을 처리했을 때 생물막 형

성 단계에 따라 생물막 억제 효과가 다르게 나타났다[28]. 생

물막 형성 초기 단계에서 chitosan을 처리한 경우 생물막이

완전히 제거된 반면에 생물막 형성이 진행된 후에는 더 높

은 농도와 긴 처리 시간이 요구되었다[28]. 일반적으로 생물

막이 표면에 부착되고 성장을 하면 단단한 구조체를 형성하

면서 외부 물질에 대한 저항성이 높아지기 때문에 생물막 형

성을 억제하기 위해서는 생물막 형성 시작 단계에서 생물막

을 조절하는 것이 더욱 효과적일 것이다. 다종 생물막 형성

시작 단계에서 acylase의 처리는 active colonizer 또는

stimulator의 역할을 하는 특정 종의 생물막 형성을 억제할

수 있다고 추측된다. Acylase가 다종(multispecies)의 신호전

달 물질이나 그들의 상호작용 등에 미치는 영향을 규명하기

위해서는 추가적인 연구가 필요하다고 판단된다. 각 농도별

acylase의 처리 시기(L1−L4 또는 B1−B4)에서 acylase의 처

리 기간이 생물막 형성에 미치는 영향을 분석하였다(Fig. 2

and Table 4). Acylase 5 mg·l-1 이하 농도에서 acylase의 처

Fig. 4. A slope value in linear relationship between biofilm
development and time under the acylase treatment epi-
sodes (Fig. 3).  
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리 시기에 상관없이 처리 기간이 증가함에도 불구하고 생물

막 형성은 억제되지 않았다(p > 0.05). 다종 생물막 형성을

억제하기 위해서는 어느 정도 이상의 acylase 농도가 요구

되며 5 mg·l-1 이하의 농도는 처리 기간보다 적절한 acylase

의 처리 시기가 생물막 형성 억제에 더 효과적임을 알 수 있

다. 반면에 acylase 10 mg·l-1 이상 농도는 모든 L1−L4와

B1−B4 조건에서 acylase의 처리 기간이 증가함에 따라 생

물막 형성은 억제되었다(p < 0.05, 20 mg·l-1 B1−B4 제외).

Acylase 농도가 높아질수록(10 mg·l-1에서 50 mg·l-1으로 증

가) L1−L4 조건에서 acylase의 처리 기간에 따라 생물막 형

성은 급격하게 억제되었다. Acylase 10 mg·l-1 이상의 농도

는 acylase의 처리 시기뿐만 아니라 처리 기간도 생물막 형

성 억제에 중요한 요인으로 작용하고 있음을 알 수 있다. 또

한, 이미 생물막이 형성된 후에도 acylase의 농도와 처리 기

간을 증가시키면 효과적으로 생물막 형성을 억제할 수 있음

을 보여주었다. 본 연구에서는 50 mg·l-1의 농도로 대조군에

비해 생물막 형성을 95%까지 억제시킨 결과로 보아 acylase

가 적정 농도에 도달하면 생물막 형성 억제 효과가 최대치

에 도달할 것으로 판단된다. 다른 연구 결과에 따르면

borosilicate glass 표면에서 형성된 Aeromonas의 생물막은

5 mg·l-1의 acylase 농도에서 대조군(0 mg·l-1) 대비 생물막

형성이 15% 감소되었으며 6 mg·l-1에서 36%가 감소한 반면

에 그 이상의 농도에서는 더 이상 생물막 억제 효과가 나타

나지 않았다[12]. 동일한 borosilicate glass 표면에서

Pseudomonas에 의해 형성된 생물막은 11 mg·l-1의 acylase

농도에서 대조군 대비 생물막 형성이 23% 억제되었으며 그

이상의 농도에서는 더 이상의 억제 효과가 나타나지 않았다

[12]. 이와 같이 다양한 조건과 환경에 따라 생물막 형성 억

제를 위한 최적의 acylase 농도가 다르게 나타난다. 따라서

적절한 acylase 농도 조건을 규명한다면 생물막 형성 조절

을 위한 acylase의 효율적인 사용 전략을 제시할 수 있을 것

이다.

Acylase 20 mg·l-1를 이용하여 10가지 episode에서 시간에

따른 생물막 형성 특성을 분석하였다(Fig. 3). 10가지 모든

episode에서 생물막은 saturation없이 5일 동안 시간에 따라

증가하였으며(p < 0.05), acylase의 처리 시기는 생물막의 증

가 속도를 조절할 수 있음을 보여주었다. 배양 시간과 생물

막 형성 사이의 선형 회귀 분석 결과에서 slope 값을 비교해

보면 생물막 형성 시작 단계에 acylase를 처리한 경우(B1−

B4)가 생물막 형성 후 단계에서 acylase를 처리한 경우(L1−

L4)에 비해 더 작은 값을 나타냈다(B1−B4 vs. L1−L4,

p < 0.05). 이는 생물막 형성 시작 단계에서 acylase의 처리

는 시간에 따른 생물막의 양적 증가를 더디게 할 수 있음을

의미한다. 유사하게 막생물반응기(membrane bioreactor)에

acylase를 처리한 경우 분리막의 막 오염이 감소했으며 분리

막 사이의 압력 증가가 지연되는 결과가 보고되었다[13].

Acylase에 의한 AHL의 quorum quenching이 분리막의

biofouling을 억제할 수 있다고 보고되었으며 더 나아가

acylase의 처리 시기에 따라 생물막이 증가되는 속도를 조절

할 수 있다면 더욱 효율적인 시스템 운영이 가능할 것이다. 

본 연구에서 acylase의 처리 시기(생물막 형성 단계에 따

른 acylase의 처리)는 acylase 농도에 상관없이 생물막 형성

에 영향을 미쳤다(B1−B4 vs. L1−L4, p < 0.05). 반면에

acylase의 처리 기간은 10 mg·l-1 이상의 농도에서 생물막 형

성에 영향을 미쳤다. 생물막 형성 시작 단계에서 acylase를

처리하면 생물막을 더 효과적으로 억제할 수 있지만 이미 생

물막이 형성된 후에도 acylase의 농도와 처리 기간을 증가

시키면 생물막 형성이 억제되었다. 하지만 acylase 농도의

무한 증가보다는 생물막 종류와 환경 조건에 따라 생물막 형

성 억제를 위한 최적의 농도가 존재할 것이라 추측된다. 본

연구에서는 acylase의 처리 시기 및 기간이 다종 생물막 형

성에 중요한 영향을 미치고 있음을 제시하였다.

요 약

Quorum quenching 활성을 나타내는 acylase 효소는 생물

막 형성에 중요한 영향을 미친다. 본 연구에서는 acylase 처

리 조건(acylase 처리 시기 및 기간)이 다종 생물막

(multispecies biofilm) 형성에 미치는 영향을 규명하였다. 서

로 다른 속(genus)에 속하는 9종의 박테리아로 구성된 컨소

시엄을 사용하여 acylase 처리 조건에 따른 10가지 episode

에서 다양한 acylase 농도(1, 5, 10, 20, 50 mg· l-1)에 따라

5일 동안 생물막을 형성시켰다. 각 농도별로 5일 동안

acylase를 처리한 조건에서 acylase의 농도가 증가함에 따라

생물막 형성은 억제되었다(linear regression, Y = -0.05· x +

2.37, p < 0.05, R2 = 0.88). 모든 acylase 농도 조건에서

acylase를 생물막이 형성된 후에 처리한 경우(L1−L4)에 비

해서 생물막 형성 시작 단계에 처리한 경우(B1−B4) 생물막

형성이 더 효과적으로 억제되었다(p < 0.05). ANOVA 결과

에 따르면 acylase 10 mg·l-1 이상 농도에서 acylase 처리 기

간(period)은 acylase 처리 시기(application timings, beginning

or later)에 상관없이 생물막 형성에 영향을 미쳤다(p < 0.05).

각 농도별 처리 시기(L1−L4 또는 B1−B4)에서 처리 기간과

생물막 형성 사이의 선형 회귀 분석 결과에 따르면 acylase

10 mg·l-1 이상 농도에서 acylase 처리 기간이 증가함에 따라

생물막 형성은 억제되었다(p < 0.05, 20 mg·l-1 농도의 L1−L4

제외). 시간에 따른 생물막 형성 결과에 따르면 모든 10가지

episode에서 생물막은 시간에 따라 점차 증가했으며(p <

0.05), 배양 시간과 생물막 형성 사이의 선형 회귀 분석 기울

기 값은 acylase를 생물막 형성 시작 단계에 처리했을 때 더
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낮게 나타났다(p < 0.05). 본 연구 결과는 생물막 형성 억제

에 대한 acylase의 처리 시기 및 기간의 중요성을 시사한다.
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