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ABSTRACT
In screening for antimicrobial activity against methicillin-resistant Staphylococcus aureus 
(MRSA) KCCM 40510 and Bacillus cereus KCTC 3624, NNIBRFG5039 was isolated from the air in 
Sangju-si, Gyeongsangbuk-do. Based on a high sequence similarity of the internal transcribed 
spacer (ITS) region, NNIBRFG5039 was determined to be closely related to Penicillium 
rubefaciens CBS 139145. The optimal media, initial pH, and temperature for mycelial growth 
and antimicrobial activity of P. rubefaciens NNIBRFG5039 were determined as follows: potato 
dextrose broth (PDB), pH 6.5, and 30°C, respectively. Under the optimal culture conditions, 
maximum mycelial growth (12.4 g L-1) and antibacterial activity (7.5 mm zone of inhibition 
against MRSA KCCM 40510, and 5.0 mm zone of inhibition against B. cereus KCTC 3624) were 
observed in a 5 L stirred-tank fermenter. We also isolated the antimicrobial compound from 
an ethyl acetate fraction, and its chemical structure was identified as (S)-6-hydroxymellein (1) 
by ESI-MS, 1H-NMR, and 13C-NMR. Consequently, the extract from P. rubefaciens NNIBRFG5039 
may be used in functional materials for antimicrobial-related applications.

Keywords: Antimicrobial activity, Methicillin-resistant Staphylococcus aureus, Penicillium 
rubefaciens, (S)-6-hydroxymellein
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서론
항생물질은 �미생물에 의해 생산되고, 다른 미생물의 발육을 억제하는 물질�로 정의되며, 이러
한 물질로 만든 병원성 박테리아 감염의 치료 및 예방에 사용되는 약을 항생제라고 한다. 인류 최
초의 항생제 penicillin은 1928년 영국의 A. Fleming이 Penicillium notatum으로부터 처음 발견되어 

널리 사용되었으나, 1950년대 초 penicillin에 의하여 사멸되지 않는 Staphylococcus 균주가 출현하
기 시작하였다[1]. 특히 methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA)는 그람양성균으로 원내 

감염의 원인균이며, penicillin 뿐만 아니라, cephalosporin, carbapenem, monobactam 등 대다수의 항
생제에 치료가 되지 않는 다제내성을 나타내는 것으로 보고되었다[2]. 최근 항생제 내성 및 다제
내성 세균의 증가로 인해 다제내성균에 대하여 항균효과를 가지는 새로운 항생물질의 개발이 절
실히 요구되고 있다.

미생물이 생산하는 대사산물은 화장품, 효소, 식품 및 의약품 산업 등 다양한 분야에서 상업적
으로 이용되고 있으며[3], 현재도 여러 분야에서 미생물에서 생산하는 새로운 천연 물질의 개발
을 위한 잠재적인 소재로서 이들의 탐색과 응용을 위한 연구가 지속적으로 이루어지고 있다[4-

6]. 본 연구에서 분리한 Penicillium rubefaciens와 같은 속인 Penicillium 속은 다양한 생리활성을 가
지는 2차대사산물을 생산한다고 보고되었다[7]. 항생물질 penicillin외에도 항진균제 griseofulvin 

[8], 면역 억제제 mycophenolic acid [9], 콜레스테롤 저해제인 mevastatin/compactin [10-12] 등이 

Penicillium 속으로부터 생산되는 대표적인 생리활성 물질이다. 최근에는 Penicillium 속에서 생
산되는 항균활성 보유 물질로 Escherichia coli와 Acinetobacter baumannii에 항균활성을 나타내는 

Mycophenolic acid 일종인 penicacid D가 Penicillium sp. SCSIO sof101균주로부터 보고되었고[13], 

MRSA, E. coli, Candida albicans에 항균활성을 가지는 purpuride D가 해양유래 균주인 Penicillium sp. 

ZZ1283로부터 분리 및 동정되었다[14]. 그러나, 본 연구에서 분리 및 동정된 항MRSA 활성을 나
타내는 Penicillium rubefaciens에 대한 연구는 거의 보고되어 있지 않다.

본 연구에서는 항균활성을 보유한 P. rubefaciens NNIBRFG5039를 분리 및 동정하였고, 항균활성
을 증진시킬 수 있는 최적 배양조건에 대한 탐색과 더불어, 배양여액으로부터 항균화합물을 분
리하였다. 

재료 및 방법

사용 균주
본 연구 수행을 위하여 모두 12종의 표적미생물을 사용하였고, 각 미생물들은 항생제내성균
주은행(Culture Collection of Antimicrobial Resistant Microbes, CCARM)으로부터 4종(methicillin-

resistant Staphylococcus aureus subsp. aureus CCARM 3089, 3090, 3091, 3095), 한국미생물보존센터
(Korean Culture Center of Microorganisms, KCCM)에서 2종(methicillin-resistant Staphylococcus aureus 

subsp. aureus KCCM 40510, Enterococcus faecalis KCCM 11814), 생명자원센터(Korean Collection for 

Type Cultures, KCTC)에서 3종(Bacillus cereus KCTC 3624, Escherichia coli KCTC 2443, Filobasidium 

neoformans KCTC 7902), 농업유전자원정보센터(Korean Agricultural Culture Collection, KACC)에
서 3종(Saccharomyces cerevisiae KACC 30068, Candida albicans KACC 7270, Bacillus subtilis KACC 

10111)을 분양 받았다.
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항균활성 측정
항균활성은 Murray 방법인 paper disc법으로 측정되었다[15]. 표적 미생물을 R2A broth 배지에 접
종하여 30℃에서 24시간 액체배양 한 뒤, 배양액을 분광광도계를 이용하여 OD600값 0.4-0.5로 희
석 후 100 μL를 고체배지에 도말하였다. 각각의 배양조건에서 얻어진 배양여액을 필터(0.22 μm 

크기)로 여과하여 400 μL를 종이디스크(paper disc)에 올려 무균상태에서 완전건조 후 표적미생물
이 도말된 R2A 고체배지에 올린 다음 28℃에서 24시간 정치배양 후 억제환(inhibition zone)을 확인
하였다.

항균 균류의 동정
항균활성 보유 균류의 생장 및 미세구조 등의 형태적 관찰을 위해 potato dextrose agar (PDA), 

Czapek yeast autolysate agar (CYA), creatine sucrose agar (CREA), yeast extract sucrose agar (YES) 배
지에 25℃에서 10일 동안 배양하였다[16]. 분자계통학적 동정을 위해 PDA (BD Biosciences, East 

Rutherford, USA)에 배양하여 균사체를 수확하였다. 수확한 균사를 glass bead가 담긴 tube에 넣어 

균질화시킨 후 NucleoSpin Plant II DNA extraction Kit (Macherey-Nagel, Duren, Germany)를 사용하여 

DNA를 추출하였다. 추출된 DNA의 internal transcribed spacers (ITS) rDNA, beta-tubulin, calmodulin 

유전자 부분을 증폭시키기 위해 각각 ITS1 및 ITS4, bt2a 및 bt2b, cmd5 및 cmd6 프라이머를 사용하
여 PCR을 실시하였다[16]. DNA 염기서열 정렬 및 편집, 계통수 작성을 위해 MEGA 7 (https://www.

megasoftware.net) [17]을 사용하였다.

효율적인 배양 조건 탐색
항균활성을 보유한 NNIBRFG5039 균주의 최적 배양조건을 알아보기 위해 배지, 온도, 초기 pH

별 균사체 생장 및 항균활성을 조사하였다. 각각의 배양 조건 별 항균활성을 비교하기 위해 2종
의 표적미생물인 MRSA KCCM 40510과 Bacillus cereus KCTC 3624를 사용하였다. PDA에 배양한 

NNIBRFG5039 균총 가장자리 부분에서 cork borer (직경 5 mm)를 사용하여 agar disc를 4조각 분리
하고, 250 mL 삼각플라스크에 100 mL PDB 배지에 접종하여 150 rpm, 25℃로 4일간 진탕 배양한 

것을 종균으로 사용하였다. 초기 배양 조건은 NNIBRFG5039 종균으로 1% (v/v)로 접종하여, 28℃, 

150 rpm으로 7일간 배양하였다. 배지는 PDB (potato dextrose broth), YPDB (yeast extract peptone 

dextrose broth), YMB (yeast malt broth), MEB (malt extract broth), CDB (czapek-dox broth)의 상용화된 

배지(BD Biosciences, East Rutherford, USA)를 사용하여 배지 종류별 균사체 성장 및 항균활성을 

확인하였다. 배양 온도는 15, 20, 25, 30℃에서 온도 별로 배양하였으며, 초기 pH는 4, 5, 6, 6.5, 7, 8

로 적정하여 각각의 최종 배양물의 균사체 성장 및 항균활성을 확인하였다. 위의 배양 조건을 바
탕으로 5 L fermenter를 이용하여 가장 효율적으로 항균활성 물질을 생산할 수 있는 배양시간을 

선정하였다.
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항균활성 물질의 분리 및 구조 동정
배양여액으로부터 항균활성 후보 화합물을 분리하기 위해, NNIBRFG5039를 기본조건인 PDB 액
체배지에 종균 배양액을 1% (v/v)로 접종하여, 28℃, 150 rpm으로 10일 동안 진탕 배양하였다. 균
사체가 제거된 배양액 10 L를 20 L 추출용기에 나누어 담아 5 L의 에틸아세트산(ethyl acetate)을 넣
고 혼합하여 방치한 후 상등액을 취하는 방법으로 3회 추출하였다. 추출액은 0.45 μm 필터로 여
과한 후 진공회전농축기를 이용하여 농축한 후 동결건조 하여 추출물 30 g을 얻었다. 추출물에 3

차 증류수 500 mL를 넣어 잘 용해시킨 후, 2 L 분획 깔때기에 넣고 동일한 부피의 에틸아세트산
(500 mL)를 넣어 에틸아세트산 분획을 얻었으며 약 2.4 g의 분획물을 얻을 수 있었다. 실험 과정에 

사용된 용매, Thin layer chromatography (TLC) 및 column용 시약 등은 모두 특급시약을 사용하였다. 

화합물 분리에는 Infinity 1260 II system (Agilent, Santa Clara, USA)을 사용하였다. 화합물 분리를 위
한 HPLC 컬럼은 Luna C18(2) (5 μm, 21.2 mm×250 mm; Phenomenex, Torrance, USA)를 사용하였다. 

컬럼 크로마토그래피 충진제는 ODS-A (Merck, Darmstadt, Germany)를 사용하였으며, NMR 스펙
트럼은 VARIAN 500 MHz 기기(VARIAN, Palo Alto, USA)로 methanol-d4 용매를 이용하여 측정하
였다.

결과

항균 균류의 분리 및 동정
NNIBRFG5039 균주는 경북 상주시의 공기 중에서 분리되었으며, NNIBRFG5039 균주의 ITS 

rDNA 부분 염기서열을 NCBI에 등록된 염기서열과 비교하여 분석하였다. 그 결과, P. rubefaciens 

CBS 139145 (JX140896.1)와 100%의 상동성을 보였으며, Fig. 1에서와 같이 계통수 상에서도 P. 

rubefaciens와 같은 group에 속하는 것을 확인하였으며, 형태적으로도 유사하였다(Fig. 2).

Fig. 1. Neighbor-joining phylogenetic tree based on ITS, beta-tubulin and calmodulin gene showing 
the position of P. rubefaciens NNIBRFG5039 and related fungal taxa. Numbers at branches are 
bootstrap values, derived only for the nodes supported by greater than 50% (1,000 replicates). The 
evolutionary distances were computed using the Kimura 2-parameter model. Bar is 0.005 substitutions 
per site.
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최적 배양 조건 선발
항균활성 증진을 위한 배양배지 최적화를 위해 상용배지에 따른 균사체 건조 중량과 항균활성
을 측정하였다(Fig. 3). 상용배지 YPDB에서 가장 높은 균사체 성장을 보였으나, 항균활성의 경우 

PDB와 MEB에서만 활성이 관찰되었다. 따라서, P. rubefaciens NNIBRFG5039의 최적배지는 가장 

높은 항균활성을 보이는 PDB배지로 선정하였고 이후 진행되는 온도, 초기 pH별 생장 및 활성비
교 실험은 PDB배지에서 배양하여 진행하였다.

최적 배지로 선정된 PDB 배지를 이용하여 온도 별 생장을 비교하기 위해 균사체 건조 중량과 항
균활성을 측정하였다(Fig. 4). 균사체 생장은 15℃에서 가장 높았고 그 외 온도범위 20-30℃에서
도 비교적 높은 균사체 생장을 보였으나, 항균활성의 경우 30℃에서만 활성이 나타남을 확인하
였다. 따라서, 항균활성을 보이는 배양온도 30℃를 최적 배양온도로 선정하였다.

Fig. 2. Penicillium rubefaciens NNIBRFG5039. Colonies A, potato dextrose agar (PDA); B, Czapek 
yeast autolysate agar (CYA); C, creatine sucrose agar (CREA); D, yeast extract sucrose agar (YESA) 
at 25℃ for 10 days; E, conidiophores and conidia on PDA.
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Fig. 3. Effect of commercial media on mycelial growth (A) and antimicrobial activities (B) of P. 
rubefaciens NNIBRFG5039. PDB, potato dextrose broth; YPDB, yeast extract peptone dextrose broth; 
YMB, yeast malt broth; MEB, malt extract broth; CDB, czapek-dox broth.
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Fig. 4. Effect of culture temperature on (A) mycelial growth and (B) antimicrobial activities of P. 
rubefaciens NNIBRFG5039.
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최적 배지로 선정된 PDB 배지와 최적 배양온도 30℃에서 초기 pH별 생육을 비교하기 위해 균사
체 건조 중량과 항균활성을 측정하였다(Fig. 5). 균사체 생장은 초기 pH 별로 유의한 차이를 보이
지 않았으나, 항균활성의 경우 pH 6.5 이상에서만 활성이 나타남을 확인하였다. 따라서, 상대적으
로 가장 높은 항균활성을 보이는 초기 pH 6.5를 최적조건으로 선정하였다.

Fig. 5. Effect of initial pH on (A) mycelial growth and (B) antimicrobial activities of P. rubefaciens 
NNIBRFG5039.
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최적조건하에서, 5 L fermenter를 이용하여 최적 배양시간을 확인하였다(Fig. 6). 선정된 flask 최적
배양조건하에서 5 L fermenter를 이용하여, 종균배양액 1% 접종, working volume 3 L, 통기량 1 vvm 

및 교반속도 150 rpm으로 조절하여 10일간 배양을 실시하였다. 배양기간 동안 pH는 조절하지 않
았으며, foam 형성을 억제하기 위해 배양기간 동안 상황에 따라 소포제를 첨가하였다. 최적조건
하에서 5L fermenter를 이용하여 배양시간에 따른 균사체 생육 및 항균활성을 비교한 결과, 배양 5

일째 최대 균사체 생장 (12.4 g L-1)과 최대 항균활성(MRSA KCCM 40510에 대해 7.5 mm, B. cereus 

KCTC 3624에 대해 5.0 mm)이 관찰되었다. 따라서, 배양 5일을 최적 배양시간으로 선정하였다.

P. rubefaciens NNIBRFG5039의 배양여액의 항균활성 스펙트럼을 조사한 결과, methicillin-resistant 

Staphylococcus aureus subsp. aureus CCARM 3089, 3090, 3091, 3095와 KCCM 40510, Bacillus cereus 

KCTC 3624, Bacillus subtilis KACC 10111, Filobasidium neoformans KCTC 7902, Enterococcus faecalis 

KCCM 11814에 대해서도 항균활성을 가지는 것을 확인하였다(Table 1).

Fig. 6. Mycelial growth, final pH and antimicrobial activities of P. rubefaciens  NNIBRFG5039 
according to culture time by 5 L fermenter.

Table 1. Inhibitory spectrum of P. rubefaciens NNIBRFG5039.

Test organism Susceptibility
methicillin-resistant Staphylococcus aureus subsp. aureus CCARM 3089 +
methicillin-resistant S.aureus subsp. aureus CCARM 3090 +
methicillin-resistant S.aureus subsp. aureus CCARM 3091 +
methicillin-resistant S.aureus subsp. aureus CCARM 3095 +
methicillin-resistant S.aureus subsp. aureus KCCM 40510 +
Bacillus cereus KCTC 3624 +
Bacillus subtilis KACC 10111 +
Escherichia coli KCTC 2443 -
Filobasidium neoformans KCTC 7902 +
Saccharomyces cerevisiae KACC 30068 -
Enterococcus faecalis KCCM 11814 +
Candida albicans KACC 7270 -
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항균활성 화합물의 분리 및 구조 동정
배양여액으로부터 얻은 Ethyl acetate 추출물에서 항균활성을 1차 확인하였고, Ethyl acetate 분획
물(2.4 g)에서 지표성분을 분리하기 위해 먼저 컬럼 크로마토그래피를 실시하였다. Glass column 

(150×250 mm)에 ODS gel을 충진하여 시료를 로딩하고 water-methanol 혼합용매(9:1, 4:1, 3:2, 1:1, 

2:3, 1:4, 0:10)의 극성에서 비극성으로 조건을 달리하여 250 mL씩 흘려주어 분리하였다. MPLC상
에서 순차적으로 분리된 7개의 1차 분획층들 (Fr1-7) 중 생리활성 효능을 나타낸 Fr-4 (100 mg)를 

선별하였다. Fr-4 분획은 Prep-HPLC (Agilent, Santa Clara, USA)와 UV 검출기(235 nm)를 사용하였
고, 컬럼은 C18 (5 μm, 21.2 mm×250 mm), 이동상은 water (A)와 MeCN (B)에 0.1% 포름산을 첨가
하였다. 분리 조건은 10%B (0분)~95%B (45분)의 기울기를 주었으며, 유량은 15 mL/분으로 머무
름 시간 24분에 화합물 1 (10 mg)을 얻을 수 있었다. 화합물 1의 화학적 구조는 NMR 및 질량분석, 

그리고 참고문헌[18]을 바탕으로 (S)-6-hydroxymellein (1)으로 결정되었다(Fig. 7).

고찰
본 연구에서는 MRSA KCCM 40510및 B. cereus KCTC 3624에 항균활성을 가지는 P. rubefaciens 

NNIBRFG5039를 분리 동정하였으며, 항균활성 증대를 위한 효율적인 배양 조건을 선발하기 위
해 일반적으로 사용되는 상용배지와 배양 조건들을 달리하여 배양여액의 항균활성을 비교하였
다. 그 결과, P. rubefaciens NNIBRFG5039는 PDB 배지, 배양온도 30oC, 초기 pH 6.5로 배양하였을 

때 항균활성이 가장 높게 나타나는 것을 확인하였으며, 균사체 생장이 최대가 되는 배양 조건과
는 상이한 결과를 얻었다. 이는 미생물에 의한 2차 대사산물은 미생물의 생장에 직접 요구되는 

물질은 아니기 때문에, 생산하고자 하는 2차 대사산물을 다량으로 생산할 수 있는 배양 조건의 

탐색이 필요하다는 기존의 연구 결과와 일치한다[19-21].

Fig. 7. Yellow amorphous powder. 1H NMR (500 MHz, methanol-d4) δH 6.21 (br s, 1H, H-5), 6.19 (br 
s, 1H, H-7), 4.65 (m, 1H, J=H-3), 2.90 (dd, 1H, J=16.3, 3.4 Hz, H-4b), 2.81 (dd, 1H, J=16.3, 11.2 Hz, 
H-4a), 1.45 (d, 3H, J=6.1 Hz, H-9); 13C NMR (125 MHz, methanol-d4) δC 171.7 (C-1), 166.2 (C-8), 
165.6 (C-6), 143.5 (C-4a), 107.8 (C-5), 102.1 (C-7), 101.4 (C-8a), 77.2 (C-3), 35.5 (C-4), 20.9 (C-9); 
LC-ESIMS m/z 193.1 [M - H]−, calcd for (C10H10O4) 194.0579.
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전세계적으로 문제가 되고 있는 항생제 내성 및 다제내성 세균에 대해 항균효과를 가지는 

다양한 미생물 유래 천연 항균물질에 대한 연구가 활발히 진행되고 있다[22-24]. 현재까지 P. 

rubefaciens의 항생제 내성균에 대한 항균활성에 관하여는 연구가 거의 진행되지 않았으며, 본 

연구를 통하여 처음으로 P. rubefaciens NNIBRFG5039의 배양여액으로부터 항균활성 화합물 

(S)-6-hydroxymellein (1)를 분리‧동정하였다. 이 화합물은 Aspergillus terreus에 의해 생산되며 

Arabidopsis thaliana(애기장대) 식물의 화분 형성을 억제하는 것으로 보고된바 있다[25]. 또한, 해양
균류 Calcarisporium sp. KF525로부터 분리된 항균화합물 calcarides의 전구체인 것으로 확인된 바 

있다[26,27]. 최근, 이집트의 연구팀에 의해 식물(Senecio flavus)의 잎 내부에 내생하는 Pencillium 

속 균주에서 6-hydroxymellein을 분리하였으며, 이는 Pencillium sp. 로부터 처음 보고된 결과이다
[28]. 하지만 본 연구에서 분리된 화합물과 비교해볼 때 4번 수소의 화학적 이동값(chemical shift)

이 차이가 있어 입체구조가 다른 광학 이성질체일 확률이 높아 이전에 분리된 6-hydroxymellein 화
합물의 입체구조 규명이 필요하다. 한 예로, Eupenicillium shearii로부터 분리된 항균효능 화합물 

eushearilide은 인간 병원체 Aspergillus fumigatus, Trichophyton spp., Candida spp. 등에 항균활성을 보
이는 것이 확인되었으며[29], 최근에는 이러한 항균활성을 가지는 eushearilide의 입체이성질체인 

23-demethyleushearilide를 인공적으로 합성하여 항균활성을 비교한 결과, 항생제 내성균 MRSA와 

vancomycin-resistant enterococci (VRE)에도 뛰어난 항균활성이 나타나는 연구 결과가 보고되었다
[30]. 실제로, 제약 및 의약분야에서 임상적으로 사용되는 항생제는 미생물로부터 분리된 천연물
질이거나, 이들 물질을 선도물질로 사용하여 합성된 반합성 물질이 대부분이다[31].

본 연구에서 P. rubefaciens NNIBRFG5039의 최적 배양 조건과 항균범위를 본 논문을 통해 보고하
였으며, 추후 P. rubefaciens NNIBRFG5039 배양여액에서 분리된 (S)-6-hydroxymellein (1)의 최소 억
제 농도 결정 및 세포독성 실험 등의 추가적인 연구를 바탕으로 항생제로서의 개발 가능성을 확
인하고자 한다.

적요
본 연구에서는 methicillin resistant Staphylococcus aureus subsp. aureus (MRSA) KCCM 40510 

및 Bacillus cereus KCTC 3624 균주에 대한 항균활성을 보유한 균류 Penicillium rubefaciens 
NNIBRFG5039를 경북 상주시 도남동 공기 중으로부터 분리‧동정하였고, 배양조건에 따른 균
사체 생육 및 항균활성을 비교하였다. 그 결과, P. rubefaciens NNIBRFG5039는 PDB 배지, 배양
온도 30℃, 초기 pH 6.5로 배양하였을 때 항균활성이 가장 높게 나타나는 것을 확인하였다. 최
적조건하에서 5L fermenter를 이용하여 배양시간에 따른 균사체 건조중량 및 항균활성을 비교
한 결과, 배양 5일째에 생장 및 항균활성이 가장 높았다. P. rubefaciens NNIBRFG5039의 배양여
액의 항균활성 스펙트럼을 조사한 결과, methicillin-resistant Staphylococcus aureus subsp. aureus 

CCARM 3089·3090·3091·3095와 KCCM 40510, Bacillus cereus KCTC 3624, B.subtilis KACC 10111, 

Filobasidium neoformans KCTC 7902, Enterococcus faecalis KCCM 11814에 대해서도 항균활성을 가
지는 것을 확인하였다. 또한, P. rubefaciens NNIBRFG5039의 배양여액으로부터 항균활성 후보물
질을 각종 크로마토그라피법으로 순수분리하고, NMR과 ESI-MS 등의 기기분석을 실시하여 구
조를 (S)-6-hydroxymellein (1)으로 동정하였다.
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