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서 론

비올라세인은 아마존 강에서 분리된 Chromobacterium

violaceum에 의해 생산되는 보라 색소 물질로 1881년에 학

계에 처음 보고되었다. 이 후 Shewanella Pseudoaltermonas,

Janthinobacterium, Duganella, Collimonas 등과 같이 다

양한 미생물 종에서도 이 물질이 생산된다는 것이 최근까지

계속 보고되고 있다[4, 10, 11, 14, 16, 18, 22]. 

비올라세인은 보라색 색소의 특성 외에도 다양한 생리활

성을 가지기 때문에 산업적 응용성이 매우 광범위하여 최근

에 많은 관심을 받고 있다. 예를 들어 그람 양성균과 곰팡이

에 대한 항균활성, 항원생생물(anti-protozoan), 항말라리아,

항암성, 항바이러스, 항산화성, 항설사, 항궤양, 진통제, 면역

조절능 등과 같은 다양한 의약적 기능이 보고되고 있다

[2, 3, 5-8, 12, 13, 15, 17, 19]. 이 밖에도 천연 및 합성 직물의

청, 보라색 염색제나 항산화성과 항균성을 이용한 친환경적

색소화장품(립스틱, 눈 화장 등), 또는 식품색소 첨가제로 응

용 가능하며, 이 외에도 식물의 다양한 곰팡이 병이나 선충

으로부터의 피해도 방제할 수 있는 농업적 응용이 시도되고

있다[4, 5]. 이러한 비올라세인의 산업적 가치가 높아짐에 따

라 이를 생산하는 미생물에 대한 관심도 급격히 증가하고 있

으며 특히 고 수율의 비올라세인 생산 증대기술에 필요한 새

로운 균주 개발 및 생산 방법에 대한 연구가 최근에 활발히

진행되고 있다. 

본 연구에서는 한국의 삼림토양에서 분리 확보한 저 영양

세균자원에서 보라색 색소물질인 비올라세인을 생산하는 균

주인 EP15224를 선발하였고, 기존 보고된 비올라세인 생산

세균들과 계통분류학적으로 다른 Massilia 종 임을 확인하
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Violacein has received much attention due to its various important biological activities, including broad-spectrum antibacterial

and antifungal activity, anti-malarial, anti-tumoral, anti-oxidant, and anti-diarrheal activities. EP15224 strain isolated from forest

soils in Korea was found to be a new species belonged to the genus Massilia based on its 16S ribosomal DNA sequences. The

16S ribosomal DNA of strain EP15224 displayed 97% homology with Massilia sp. BS-1, the nearest violacein-producing bacte-

rium. Strain EP15224 produced bluish-purple pigment well in a synthetic MM2 medium containing glucose, (NH4)2SO4,

Na2HPO4·7H2O, KH2PO4, MgSO4·7H2O, and 1 mM L-tryptophan. The chemical analysis of the pigment by LC/MS/MS showed

that it is violacein with molecular weight of 343.34. This is the second report on the production of violacein by a Massilia spe-

cies. In this study, the optimal culture conditions for violacein production were established under which 280 mg/l crude violacein

was produced : glucose 2 g/l, (NH4)2SO4 1 g/l, Na2HPO4·7H2O 2 g/l, KH2PO4 1 g/l, MgSO4·7H2O 0.1 g/l, L-tryptophan 0.24 g/l,

25 ml medium in a 250 ml flask, with an inoculumn size of 10% (v/v), 72 h of cultivation with 250 rpm at 25oC. 
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였다. 또한 이 균주로부터 플라스크 배양상에서 비올라세인

의 생산성을 높여주는 배지성분과 삼각플라스크 진탕 배양

조건을 조사하였다.

재료 및 방법

미생물

본 연구에 사용된 EP15224 균주(한국농용미생물센타 기

탁균주 KACC91872P)는 산림토양에서 분리한 저 영양미생

물자원에서 선발된 보라색소를 생산하는 균주이다. 

배지 및 배양

EP15224 균주의 계대와 일반적 배양은 R2A (Difco사) 배

지를 사용하였고 비올라세인을 생산하는 최적 조성을 찾기

위해서 MM2 합성배지 조성(MM2-B: 리터당 glucose 2 g,

(NH4)2SO4 1 g, Na2HPO4·7H2O 4 g, KH2PO4 2 g, MgSO4·

7H2O 0.1 g, 1 mM tryptophane; pH 6.8)을 이용하였다. 플

라스크 진탕배양은 균 접종량 10% (v/v), 배양온도 25oC, 진

탕 속도 250 rpm에서 3일간 실시하였다. 최적배지 조성을

찾기 위한 MM2 합성배지의 조성표는 Table 1과 같다. 이들

액체배지에서 5일간 배양하면서 주기적으로 채취한 배양액

내 비올라세인의 함량을 측정하여 가장 경제적인 생산의 최

적 배지조성을 조사하였다. 비올라세인의 정량은 배양액 1 ml

에 메탄올 3 ml을 부가하여 30분간 진탕시키고 원심분리한

상층을 585nm에서 흡광도를 측정하고 OD585nm = 0.12일 때

2.1 µg/ml 로 환산하여 정량하였다[18].

비올라세인 추출, 분리

EP15224 균주를 200 ml의 MM2-B 액체배지(1리터 삼각

플라스크)에 25oC, 250 rpm으로 3일간 진탕 배양한 뒤 원심

분리하여(8,000 rpm, 10분) 상층액을 버리고 남은 보라색 균

체에 200 ml 에탄올을 첨가하여 균체에서 보라색이 추출 될

때까지 초음파처리를 10분 이상 실시하였다. 에탄올 추출액

은 다시 원심분리하여(8,000 rpm, 10분) 균체를 제거하고 진

공감압 농축하여 메탄올 20 ml로 최종 용해한 뒤, 이를 실리

카겔 칼럼(직경 25 mm ×길이 500 mm)에 로딩하고 메탄올

로 보라색소를 분획하였으며 다시 진공감압 농축한 뒤 5 ml

의 메탄올로 최종 용해하여 이를 LC/MS/MS의 분석시료로

사용하였다.

LC/MS/MS 분석 

보라색소 물질은 역상칼럼(Mightysil RP-18 GP, 250 mm ×

4.6 mm, Kanto Chemical, Tokyo, 일본)을 이용한 HPLC-

PDA (Shimadzu, Japan; SPD-M20A)로 분리하였으며 580 nm

파장에서 피크를 검출하였다. 분리된 피크는 Water사의 고

해상 QTOF-ESI/MS [ACQUITY (UPLC, Waters Corp.,

USA) SYNAPT G2-S (Waters Corp., USA)]을 사용하여

MS/MS 분석을 수행하였다. 

16S rRNA 염기서열 및 근연 관계 분석

선발된 EP15224의 분자생물학적 동정을 위해 27F(5'-

AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3') 및 1492R(5'-GGCTAC

CTTGTTACGACTT-3') primer로 PCR을 수행하여 16S rRNA

유전자를 증폭하였다(94oC에서 5분간 변성시킨 뒤 94oC에

서 1분, 30oC에서 1분 30초, 72oC에서 2분간, 34 사이클). 분

리된 DNA는 PCR 2.1 Topo TA Vector system (Invitrogen사)

에 클로닝하고 이를 ABI 3700 (Perkin Elmer, Co.) 기기로

염기서열분석을 수행하였다. 상동성은 GenBank DB의 Blast

프로그램을 이용하여 비교하였으며, 염기서열은 DNA Plus

Version 3.0 Sequence Alignment 프로그램(Scientific and

Educational Software)을 이용하여 병렬로 정렬하였다.

EP15224 균주의 계통분석도(phylogenetic tree) 작성은 16S

rRNA 유전자 염기서열 분석에서 비올라세인을 생산하는 것

으로 보고된 다른 세균이나 이와 상동성이 높은 세균 종의

16S rRNA 유전자 염기서열과 비교 분석해서 MEGA

version 5.0 [21]의 근린결합법[20]으로 작성하였다.

결과 및 고찰

비올라세인 생산 균주의 선발

한국의 삼림 토양에서 분리한 800여 주의 저 영양미생물

자원으로부터 R2A 고체배지(Difco사) 상에서 보라색 집락을

형성하는 EP15224 균주를 육안으로 우선 1차 선발 분리하

였다. 선발 균주에 의해 생산되어 추출된 보라색 색소물질은

HPLC에 의해 주 피크(retention time 4.52분)와 작은 피크

(retention time 5.24분)로 분리되었다. 각각의 피크를 MS/

MS로 분석한 결과, 주 피크는 molecular mass (m/z)가

344.1029 (positive), 작은 피크는 328.1089 (positive)으로

결정되었다(Fig. 1). 이는 violacein과 deoxyviolacein의 이론

상 분자량이 각각 343.335와 327.335 달톤 임을 고려하였을

Table 1. Compositions of four MM2 synthetic media

 Media components MM2-B MM2-I MM2-II MM2-III

Glucose 2 2 2 2 

(NH4)2SO4 1 1 1 1 

Na2HPO4·7H2O 4 2 1 0.5 

KH2PO4 2 1 0.5 0.25 

MgSO4·7H2O 0.1 0.1 0.1 0.1 

Tryptophan 0.2 0.2 0.2 0.2 

 (g/l)
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때 이 균주가 생산하는 두 종의 보라 색소물질이 violacein

과 deoxyviolacein임을 확인해 주는 결과이다. 그리고 HPLC

정량 분석결과는 EP15224 균주가 생산하는 보라색소 중

90% 이상이 violacein이라는 것을 제시하였다.

균주의 생리 생화학적 특성과 분류학적 위치 

EP15224 균주는 운동성을 가지는 그람 음성 균의 호기성

간균이다. R2A 고체 배지에서 28oC로 배양하면 2일 후에는

보라색 집락으로 변한다. R2A 액체배양 시에는 25-28oC에

서 균도 잘 자라고 보라색소의 생산량도 많지만 32oC 이상

에는 균 성장은 우수하나 보라색소가 잘 형성되지 않았다.

API32GN에 의한 생화학반응을 분석한 결과에서 이 균주는

4개의 당(D-glucose, maltose, glycogen, D-mannitol)과 4개

의 유기산(acetate, citrate, lactate, propionate)을 주 탄소

원과 성장원으로 이용하였으나 L-rhamnose, D-ribose,

sucrose, D-melibiose, L-fucose, L-arabinose, D-mannose는

이용하지 못하였다. 이것은 2011년 Massilia 종에서 비올라

세인 생산으로 최초 보고된 Massilia sp. BS-1 균주가 8개의

당(D-glucose, D-mannose, D-galactose, D-xylose, D-

fructose, maltose, cellobiose, dextrin)과 3개의 유기산

(acetate, citrate, malate)을 탄소원과 에너지원으로 이용한

다는 결과와는 다른 특성을 보여준다[1]. 그리고 Massilia의

Fig. 1. HPLC chromatogram and MS/MS spectra of the purple-coloured pigment isolated from Massilia sp. EP15224 cultivated

in MM2 synthetic liquid media.
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표준균주로 사용한 KACC 12152와 12178의 생화학적 특성

과도 상이하였다. 

또한 이 균은 16S rRNA 유전자 염기서열에서 Massilia

dura KACC12152와 가장 높은 97.5%를 나타냈다. 그러나

이 표준 균주는 비올라세인을 생산하지 않음은 물론, 탄소원

으로의 이용성을 조사한 API 32GN의 반응에서도 EP15224

균주와 많은 점이 달랐다(Table 2). 그리고 Massilia 종에서

처음으로 비올라세인의 생산을 보고한 Massilia sp. BS-1 균

주와는 97%의 상동성을 보였기 때문에 EP15224 균주는

Massilia 속 내의 다른 종임을 의미하다. 또한 비올라세인

을 생산하는 다른 종의 세균과 Massilia 표준균주들 간의

16S rRNA 유전자 염기서열에 근거해 작성된 계통분석도

(phylogenetic tree)에서 보는 바와 같이 이 Massilia sp.

EP15224는 다른 종들과 뚜렷이 구분되어 있다(Fig. 2). 

비올라세인 최적 생산 조건 

EP15224 균주가 플라스크 배양 수준에서 경제적으로 보

라색의 색소물질인 비올라세인을 생산할 수 있는 최적의 배

Table 2. Investigation of major carbon source utilization of EP15224 by API 32GN kit

Reactions of API 32GN 
KACC12178

(Massilia plicata)

KACC12152

(Massilia dura)
EP15224

 L-Rhamnose (RHA) − − −

 N-Acetylglucosamine (NAG) − − −

 D-Ribose (RIB) − − −

 Inositol (INO) − − −

 D-Saccharose (SAC), Sucrose − − −

 D-Maltose (MAL) − + +

 Itaconic acid (ITA) − − −

 Suberic acid (SUB) − − −

 Sodium malonate (MNT) − − −

 Sodium acetate (ACE) − − +

 Lactic acid (LAT) − − +

 L-Alanine (ALA) − + −

 Potassium 5-Ketogluconate (5KG) − − −

 Glycogen (GLYG) − + +

 3-Hydroxybenzoic acid (mOBE) − − −

 L-Serine (SER) − − +

 D-Mannitol (MAN) − − +

 D-Glucose (GLU) − + +

 Salicin (SAL) − − −

 D-Melibiose (MEL) − + −

 L-Fucose (FUC) − − −

 D-Sorbitol (SOR) − − −

 L-Arabinose (ARA) + + −

 Propionic acid (PROP) − − +

 Capric acid (CAP) − − −

 Valeric acid (VALT) − − −

 Trisodium Citrate (CIT) − + +

 L-Histidine (HIS) − − +

 Potassium 2-Ketogluconate (2KG) − − −

 3-Hydroxybutyric acid (3OBU) − + +

 4-Hydroxybenzoic acid (pOBE) − − −

 L-Proline (PRO) − − +
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지 조성 및 배양 조건을 조사하였다. MM2-B 기본 액체배지

를 사용하여 22-37oC에 걸친 비올라세인 생산능을 분석하였

을 때, 32oC 이상에서는 보라색소 생산능이 현저히 떨어졌

으며 37oC에서는 균의 성장은 왕성하나 색소생산을 관찰 할

수 없었다. 이와 반면에 22-28oC 에서는 비교적 우수한 생산

능을 보였으나 배양일 3일 기준으로 볼 때 25oC가 우수한 비

올라세인 생산 온도였다. 그리고 균의 접종 량을 비교하였을

때, 1% 보다는 10%로 접종하면 배양기간이 크게 단축되며

생산량도 현저히 높아졌다. 또한, MM2-B 기본배지에서 탄

소원으로 0.2% glucose, 질소원으로 0.1% (NH4)2SO4, 1 mM

tryptophane, 0.1% MgSO4·7H2O로 고정하고 Na2HPO4· 7H2O

와 KH2PO4의 농도를 달리한 Table 1의 배지조성에 따라 비

올라세인 생산량을 5일간 조사한 결과는 Fig. 3과 같다.

MM2-B 배지를 제외한 3종의 MM2배지 모두 배양 3일까지

는 비례적으로 생산이 증가했으나 그 이후엔 생산량이 증가

되지 않았다. 그러나 MM2-B 배지는 5일까지 증가했지만 생

산량은 3일째 MM2-I 배지에 미치지 못했다. MM2-I 배지에

서 배양 3일을 기준으로 비올라세인은 리터당 최대 280 mg

까지 생산되었으며 이는 Massilia sp. BS-1에 의해 보고된

비올라세인 최대 생산량 40 mg/l 보다 높은 결과이다. 특히

Massilia sp. BS-1의 경우 tryptophane과 histidine이 동시에

첨가되었을 때 비올라세인 생산량이 높았으나 본 균주는

tryptophane 첨가만으로도 생산이 증가되었다. 그리고 본 균

주는 영양분이 풍부한 Luria-Bertani 액체배지나 nutrient

액체배지에서 성장은 잘 되지만 보라색소 생산능은 현저히

저하되었다. 그러나 배지 내 영양 성분 함량이 매우 낮은 저

영양배지인 R2A 액체배지나 MM2 합성액체배지에서 보라

색소의 생산이 우수해지는 것은 기존의 비올라세인 생산 균

Fig. 2. Neighbor-joining (NJ) phylogenetic tree based on 16S rRNA gene sequence showing phylogenetic relationships of strain

EP15224 between its relatives and violacein-producing bacteria (bold letter). Filled circles at nodes indicate generic branches that

were also recovered by using both maximum-parsimony and maximum likelihood algorithm. Bootstrap percentages (based on 1000 rep-

lications) >70% are shown at branching points. Bar, 0.01 substitutions per nucleotide position. The numbers in parentheses are accession

numbers in the GenBank database. Also, EP45600 and EP15214 strains are obtained in this study.

Fig. 3. Violacein production of Massilia sp. EP15224 accord-

ing to the cultivation period in four MM2 synthetic liquid

media with different component compositions. Massilia sp.

EP15224 was cultivated using a 1-L ∆ flasks with agitation

(250 rpm) at 25oC. 
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주의 보고와는 다른 점이며 이는 실용화 단계에서 생산단가

를 낮출 수 있는 장점이 될 수 있다. 

요 약 

비올라세인은 항균, 항암, 항산화, 항말라리아, 항설사 활

성과 같은 다양한 생리활성을 가지는 보라색소 물질로 알려

져 있다. 본 연구에서는 한국의 산림토양에서 분리되었으며 보

라색 색소를 생산하는 EP15224 균주를 선발하여 16S rRNA

유전자의 염기서열을 분석하였다. 그 결과 Massilia sp. BS-

1과 97%의 가장 높은상동성을 보였다. 또한 16S rRNA 유

전자에 근거한 계통분류학적 분석에서 EP15224는 기존 보

고된 비올라세인 생산 세균들과는 별개로 구분되는 Massilia

속의 새로운 종임을 확인하였다. 이 균주가 생산하는 보라색

소물질을 분리하여 LC/MS/MS로 분석한 결과, 분자량이

343.34인 비올라세인과 일치하였다. 또한 비올라세인의 생

산효율을 높여주는 최적의 배지성분[glucose 2 g/l, (NH4)2SO4

1 g/l, Na2HPO4· 7H2O 2 g/l, KH2PO4 1 g/l, MgSO4· 7H2O

0.1 g/l, L-tryptophan 0.24 g/l]과 배양조건[25oC에서 72시간

배양, 250 rpm, 10% 접종량]을 조사하였으며 이 조건에서 액

체배양 하였을 때 리터 당 280 mg의 비올라세인이 생산되

었다.
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