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청국장에서 분리된 Bacillus licheniformis의 Protease 생산을 위한 배지 최적화

윤기홍*·신혜영
우송대학교 식품생물과학과

Medium Optimization for the Protease Production by Bacillus licheniformis Isolated from Cheongkook-

jang. Yoon, Ki-Hong* and Hye Young Shin. Department of Food Science & Biotechnology, Woosong Univer-
sity, Daejeon 300-718, Korea − Bacillus licheniformis fermenting soybean product with highest score in

consumer acceptance had been isolated from homemade Cheongkookjang. In order to develop the medium

composition, effects of ingredients including nitrogen sources, carbon sources, metal ions and phosphate were

examined for protease production of the isolate. Potato starch increased the protease productivity, while glu-

cose repressed it. Yeast extract was the most effective nitrogen source for enzyme production. The calcium

was found to increase protease activity slightly while cell growth and enzyme production was completely

inhibited by divalent ions such as Zn2+, Cu2+ and Co2+. The maximum protease productivity was reached

approximately 800 unit/mL in the optimized medium consisting of potato starch (1.5%), yeast extract (1.5%),

CaCl2 (0.7%), K2HPO4 (0.03%) and KH2PO4 (0.03%). The protease activity of culture filtrate was gradually

decreased after incubation for 28 h. 
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Protease는 단백질을 저분자 peptide와 아미노산으로 분해

하는 효소로 동물, 식물과 미생물을 포함하는 모든 생물에

서 생산된다. 미생물 protease는 산업용 효소 시장의 60%를

차지하며, 반응특성이 다양하여 최적 반응pH에 따라 산성,

중성, 알칼리성 protease로 구별된다. 또한 미생물 유래의

protease는 casein 분해능 뿐 아니라 케라틴 분해능, 혈전 용

해능, 젤라틴 분해능을 갖는 것으로 보고되었으며 세제, 식

품, 농약, 제약, 피혁, 섬유, 사료산업 등에 널리 이용되고 있

다[6, 17]. 산업용 효소로써 protease의 유용성을 확보하기

위해 protease 생산에 적합한 배지 조성과 발효조건이 여러

종류의 미생물을 대상으로 연구되었다. 특히 Bacillus속 분

리 균주를 대상으로 탄소원, 질소원 및 무기염류와 같은 배

지조성과 접종량, 배양액 pH, 배양온도, 배양시간, 교반속도

등의 배양조건을 달리함으로써 protease 생산성을 최적화한

결과가 다수 보고되었으며 효소 활성 단위에 대한 정의가 서

로 달라 전체적으로 비교하기는 어려우나, casein 기질을 기

준으로 볼 때 액상배양 1 mL당 수백에서 수천 units를 생산

하는 균주와 그 배양조건이 알려졌다[7, 19, 20, 24]. 폐수처

리 고형물이나 농산부산물을 배지성분으로 하여 protease를

생산함으로써 효소 생산의 경제성을 높이고자 하는 시도가

있었으며[7, 18], 동물의 털 또는 깃털을 배지에 첨가하였을

때는 대부분 Bacillus속 균주에서 keratinase의 생산성이 증

가되는 것으로 알려졌다[3, 4]. 

대두 발효 식품에는 대두단백질을 분해하는 protease 생산

균이 다수 존재하고 있어 우리나라의 전통발효 식품인 간장,

된장, 청국장으로부터 혈전용해 효소를 생산하는 B.

amyloliquefaciens D4-7[11], B. amyloliquefaciens K-42

[25], B. subtilis BK-17[15], B. subtilis KCK-7[21], B.

subtilis KDO-13[16], B. subtilis LSH805[13], Bacillus sp.

D-1[10] 등이 분리되었으며, 중국의 대두 발효식품으로부터

B. amyloliquefaciens DC-4[22]가 분리된 바 있다. 또한 낫

또에서 분리된 Bacillus는 새우 양식의 생균제로 사용되어

소화기관에서 단백질 분해능을 높임으로써 새우 증식율을

높이는 것으로 알려졌다[17].

한편 청국장에서 protease 활성이 높은 균주로 분리된 B.

subtilis S2는 청국장의 이취를 감소시키고 맛을 향상시킨다

고 보고되었고[9], 청국장내 유리 아미노산 함량을 증가시켜

청국장의 관능성을 개선하는 효과를 갖는 B. pumilus도 보

고되었다[12]. 또한 가정에서 제조된 청국장으로부터 분리된

균을 이용하여 청국장을 제조한 후에 관능평가를 통해 소비

자 기호도가 높은 발효균을 선발하고 이들의 protease 생산

성을 검토한 결과 청국장의 소비자 기호도가 발효균의

protease 생산성과 일치하는 경향이 있는 것으로 확인되었다

[14]. 본 연구에서는 소비자 기호도가 높은 청국장 제조균의

protease 생산성을 증가시키기 위해 배지조성을 검토하였다.
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재료 및 방법

배지와 시약

Protease 생산균으로는 청국장으로부터 분리한 B. lichei-

formis YB915 균주를 사용하였으며, protease 활성측정을 위

한 기질로 사용된 Hammarsten casein은 Merck 회사로부터

구입하였고, L-tyrosine, trichloroacetic acid(TCA), sodium

carbonate, anhydrous sodium acetate, acetic acid와 Folin-

Ciocalteus phenol은 Sigma 회사 제품을 사용하였다.

분리균 당이용성

분리균의 생화학적 특성을 조사하기 위해 배양균체 현탁

액을 API 20E와 API 50 CHB(Biomereux사, France) kits

에 제조사의 지침을 따라 접종하고 37oC에서 배양하면서 1

일과 2일째 각각 관찰하여 탄수화물 이용능과 생화학적 특

성을 판별하였다.

Protease 활성측정

Protease 활성을 측정하기 위한 효소반응은 Hammarsten

casein(0.6%) 2.5 mL, 0.2 M sodium phosphate buffer(pH

7.0) 0.3 mL을 혼합하여 반응온도인 50oC에서 5 분간 방치

한 후 분리균의 배양상등액을 조효소액으로 0.2 mL 첨가하

여 30 분간 실시하였다. 반응액에 2.5 mL의 trichloroacetic

acid 용액(18 g trichloroacetic acid, 18.1 g anhydrous

sodium acetate, 18.8 g acetic acid per liter)을 첨가하여

혼합함으로써 반응을 중지시키고 40oC에서 30분간 방치한

후 실온에서 10분간 원심분리하였다. 원심분리된 상등액을

1 mL 취하여 실험관에 옮기고 여기에 0.55 M Na2CO3 2.5

mL, 증류수로 2배 희석한 Folin-Ciocalteus phenol 시약

0.5 mL을 첨가하여 교반한 후 40oC에서 30분간 방치하였

다. 이를 실온에서 일정시간 방치하여 식힌 후 660 nm의

파장에서 흡광도를 측정하였다. Protease 활성 1 unit는 반

응시간 1 분동안 1 µg tyrosine을 생성하는 효소량으로 정

의하였다.

Protease 생산성 분석

분리균의 protease 생산성에 미치는 배지성분의 영향을 조

사하기 위해서는 탄소원, 질소원, 인, 무기금속이온의 종류

와 첨가량을 달리하고 pH 7.2로 조절한 본배양 배지에 LB

배지에서 하룻밤 전 배양된 균액을 1%(v/v)가 되도록 접종

한 후 37oC에서 24시간 동안 200 rpm으로 진탕배양 하였다.

배양용기는 baffled flask를 사용하였으며 배양액의 부피가

배양용기의 15% 이내가 되도록 하여 배양하였다. 배양액을

원심분리한 후 배양상등액을 조효소액으로 사용하여 protease

활성을 측정함으로써 protease 생산성을 조사하였다.

결과 및 고찰

청국장 제조균의 특성

관능평가를 통해 소비자 기호도가 높고 protease 생산성이

높은 청국장 발효균으로 분리된 YB915 균주의 16S rRNA

염기서열은(GenBank accession No. GQ996726) B. licheni-

formis및 B. subtilis와 동일한 것으로 확인되었으나, YB915

분리균이 혐기적인 조건에서도 성장하는 특성을 지니고 있

어 B. licheniformis에 가까운 것으로 판단되어 B. licheni-

formis YB915로 명명하였다[24]. API 50CHB와 API 20E

kit를 사용하여 분리균의 생화학적 특성을 조사한 결과 B.

subtilis, B. amyloliquefaciens, B. licheniformis 및 B.

megaterium과 유사도가 있는 것으로 확인되었으나, 어느 균

주에 대해서도 높은 상동성을 보이지는 않았으며 B.

licheniformis의 탄수화물 이용성과는 galactose, amygdaline,

arbutin, esculine, salicine, cellobiose, D-turanose와 D-

tagatose의 이용성에 차이가 있는 것으로 나타났다. 따라서

당 이용성으로 볼 때 분리균은 분류학적으로 특징적인 특성

을 보이지 않았다. 또한 분리균은 α-amylase, cellulase, β-

galactosidase, arginine dehydrolase와 gelatinase 활성을 보

였으며, citrate를 이용하고 acetoin을 생산하는 것으로 나타

났다. 그러나 lysine decarboxylase, ornithine decarboxy-

lase, urease와 tryptophane deaminase 활성은 없으며, 황화

수소와 indole을 생성하지 못하였다.

탄소원이 B. licheniformis의 protease 생산에 미치는 영향

청국장 발효균으로 protease를 생산하는 미생물이 다수 분

리되었으며, 청국장의 맛을 증진시키는 발효균은 protease 생

산성이 높은 것으로 보고되었다[12, 14]. Protease는 배지내

탄소원과 질소원의 성분에 따라 그 생산량에 차이가 많으며

미생물의 종류에 따라 그 영향이 다르다. 또한 Bacillus속 균

주가 생산하는 protease 중에서는 CaCl2를 배지에 첨가하였

을 때와 첨가하지 않았을 때 생산성에 차이가 있으며 또한

효소활성과 안정성에도 영향을 미치는 것으로 알려졌다[8,

23]. 따라서 protease 생산성이 높고 관능평가 결과 소비자

기호도가 높은 것으로 보고된 바 있는 청국장 발효균 B.

licheniformis의 protease 생산에 적합한 배지 조성을 확립하

기 위해 우선적으로 배양상등액을 효소액으로 사용하여 반

응온도와 반응 pH 및 CaCl2가 protease의 활성에 미치는 영

향을 조사한 결과 50-55oC와 pH 7.0에서 효소활성이 가장

높았으며, CaCl2를 첨가한 상태나 첨가하지 않은 상태에서

반응시켰을 때 효소활성에 큰 변화는 없었으므로 배지성분

에 따른 효소 생산성을 결정하기 위한 효소반응은 반응액에

CaCl2를 첨가하지 않고 50oC와 pH 7.0에서 활성을 측정하

였다.

기본배지 성분으로 yeast extract(5 g/L), K2HPO4(0.1 g/

L), KH2PO4(0.1 g/L), CaCl2(1 g/L)를 포함하는 배지에 탄소
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원으로 glucose, sucrose, maltose, lactose와 potato starch

를 각각 1%(w/v)씩 포함한 배지에 분리균을 24시간 배양한

후 배양상등액에 존재하는 protease 활성과 균의 성장을 측

정하였다. 그 결과 Fig. 1에 보인바와 같이 potato starch를

포함한 배지에서 균의 성장과 효소 생산성이 가장 높았으며

탄소원을 첨가하지 않은 배지에서의 균 성장도는 600 nm에

서 흡광도(A600)가 1.18, protease 생산성은 92 U/mL이었다.

Glucose, sucrose, maltose를 첨가한 배지에서는 균의 성장도

가 증가된 것으로 확인되었으며, sucrose와 maltose의 경우

는 protease 생산성도 증가된 것으로 나타났다. 그러나

glucose를 첨가하였을 때는 균의 성장이 증가하였음에도 불

구하고 효소 생산성은 낮아졌다. 이로보아 glucose는 분리균

의 protease 생산성을 억제하는 것을 알 수 있다. Glucose를

첨가한 배지에서 B. cereus[24]와 B. licheniformis[5]도

protease 생산이 억제된다고 보고된 바 있으나 B. sphaericus

DS11[18]과 B. clausii[20]는 glucose에 의해 protrease 생산

성이 억제되지 않는 것으로 알려졌다. 한편 lactose를 첨가

하였을 때는 균의 성장이나 효소 생산성에 변화는 거의 없

는 것으로 확인되었는데 이는 API 50 CHB kit에서 lactose

를 탄소원으로 이용하지 못하는 결과와 일치하였다.

Protease 생산성을 가장 높게 증가시키는 탄소원인 potato

starch의 첨가량을 0, 0.3, 0.5, 1.0, 1.5, 2.0%로 달리한 배지에

서 배양한 결과 균의 성장은 patato starch의 첨가량에 따라

증가하는 것으로 나타났으며, protease 생산성은 potato starch

이 1.5% 첨가되었을 때 이를 첨가하지 않았을 때보다 4배 이

상 증가하는 것으로 나타났다. 그러나 potato starch를 2% 하

였을 때는 균의 성장은 증가하였으나, 효소생산성은 1.5%를

첨가하였을 때보다 낮아졌다. B. cereus도 starch를 첨가하였

을 때 protease 생산성이 높은 것으로 보고되었다[19, 24].

질소원이 B. licheniformis의 protease 생산에 미치는 영향

질소원의 영향을 조사하기 위해서 potato starch의 첨가량

을 1.5%로 고정하고 질소원을 제외한 성분(K2HPO4,

KH2PO4, CaCl2)은 동일한 조성으로 하여 종류가 다른 질소

원(ammonium sulfate, yeast extract, casein, tryptone,

urea, bacto peptone, soy peptone)을 각각 0.5% 씩 첨가한

후 배지를 pH 7.2로 조절하였다. 탄소원의 영향을 조사한 동

일한 배양조건으로 배양한 후 균의 성장과 효소생산성을 조

사하였다. 그 결과 질소원을 첨가하지 않았을 때의 균 성장

도(A600)는 0.58, protease 생산성은 20 U/mL으로 확인되었

고, 무기질소원을 첨가하였을 때는 유기질소원을 첨가하였

을 때보다 균의 성장과 효소 생산성이 매우 낮았으며, yeast

extract, soy peptone, tryptone, bacto peptone, casein의 순

서로 균의 성장도와 효소생산성이 동일하게 높은 수준을 나

타냈다(Fig. 3). 이로보아 유기질소원에 의한 protease의 생

산성은 균의 성장도에 의해 결정되는 것을 알 수 있다. B.

licheniformis NH1[8], B. pseudofirmus Mn6[1]과 B. sph-

aericus DS11[18]도 무기질소원 보다는 유기질소원에서 효

Fig. 1. Effect of carbon sources on growth and protease pro-

duction. Additional carbon sources used: A; none, B; maltose, C;

glucose, D; potato starch, E; lactose, F; sucrose.

Fig. 2. Effect of potato starch concentration on growth and

protease production.

Fig. 3. Effect of nitrogen sources on growth and protease pro-

duction. Nitrogen sources used: A; none, B; urea, C; ammonium

sulfate, D; bacto peptone, E; tryptone, F; soy peptone, G; yeast

extract, H; casein.
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소생산성이 높았으며, 유기질소원 중에서도 B. licheniformis

NH1는 yeast extract, B. pseudofirmus Mn6는 peptone, B.

sphaericus DS11는 casein을 각각 질소원으로 사용하였을 때

효소생산성이 높은 것으로 나타났다. 한편 B. cereus MCM

B-326은 대두분을 질소원으로 사용하였을 때 protease 생산성

이 가장 높았으나, 특이하게도 yeast extract, casein, tryptone,

bacto peptone과 같은 유기질소원 보다는 ammonium

chloride를 질소원으로 사용하였을 때가 효소생산성이 더 높

은 것으로 보고되었다[19].

Yeast extract의 첨가량을 달리하여 0.3, 0.5, 0.7, 1.0, 1.5,

2.0, 2.5, 3.0%까지 증가시킨 배지에서 배양한 후 균의 성장

과 효소 생산성의 관계를 조사한 결과 Fig. 4에 보인 바와

같이 yeast extract 의 첨가량이 많을수록 균 성장이 증가하

였다. 그러나 protease 생산성은 0.3%-1.5% 첨가량 범위에

서는 yeast extract 첨가량에 따라 증가하지만, 2.0% 이상에

서는 yeast extract 첨가량이 증가할수록 효소 생산성은 감소

하는 것으로 나타났다. B. cereus SH-8도 yeast extract를 첨

가한 배지에서 protease 생산성이 높으나, 0.6% 이상을 첨가

하였을 때는 균이 성장은 증가하지만 효소생산성은 급격히

저하되는 현상을 보였다[24].

인과 무기금속이온이 protease 생산에 미치는 영향

탄소원과 질소원의 양을 고정하고 무기 금속염의 종류를

달리하여 protease 생산성을 분석하였다. Potato starch(15 g/

L), yeast extract(15 g/L), K2HPO4(0.1 g/L), KH2PO4(0.1 g/

L)을 포함한 배지에 무기금속염(CaCl2, CoCl2, ZnCl2,

MgSO4, CuSO4, MnSO4)을 개별 멸균하여 0.1%의 농도로

첨가한 후 YB915를 동일한 조건으로 배양하였다. 그 결과

금속염을 첨가하지 않았을 때의 균 성장도(A600)는 15.8이었

고 MnSO4, MgSO4와 CaCl2를 첨가한 배지에서는 성장이

이보다 향상되었으나, 나머지 금속염이 첨가되었을 때는 성

장이 거의 일어나지 않았다(Fig. 5). 배양액내의 protease 활

성을 측정한 결과 CaCl2를 첨가한 배지에서 효소 생산성이

가장 높았으며 MgSO4와 MnSO4를 첨가한 배지에서는 첨가

하지 않았을 때의 생산성(375 U/mL) 보다 효소 생산성이 낮

았다. B. cereus SH-8[24], B. cereus MCM B-326[19]와

B. amyloliquefaciens An6[2]도 칼슘 이온이 첨가된 배지에

서 protease 생산성이 증가하였으며, B. mojavensis A21[7],

B. sphaericus DS11[18]과 B. pseudofirmus Mn6[1]은 마그

네슘 이온이 첨가된 배지에서 효소 생산성이 증가하는 것으

로 알려졌다.

CaCl2의 양을 달리 첨가하여 효소 생산성을 검토하기 위

해 상기 배지성분의 배지에 CaCl2를 0, 0.1, 0.3, 0.5, 0.7,

1.0% 첨가하여 배양하였다. 그 결과 균의 성장은 CaCl2의

첨가량에 관계없이 큰 변화가 없었으며 배양액내의 protease

활성은 CaCl2을 첨가하지 않은 것보다 첨가하였을 때 향상

되었으며 첨가량이 0.7%일 때 최대 생산성을 보였다(Fig. 6).

최종적으로 인의 영향을 조사하고자 배지의 기본조성을

Fig. 4. Effect of yeast extract concentration on growth and pro-

tease production. 

Fig. 5. Effect of various metal ions on growth and protease

production. Metal ions used: A; none, B; CoCl2, C; CuSO4, D;

ZnCl2, E; MnSO4, F; MgSO4, G; CaCl2.

Fig. 6. Effect of calcium chloride concentration on growth and

protease production. 
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potato starch(15 g/L), yeast extract(15 g/L), CaCl2(7 g/L)로

하고 K2HPO4와 KH2PO4를 각각 0%, 0.01%, 0.03%,

0.05%, 0.1%가 되도록 혼합하여 첨가하였다. 동일한 조건에

서 배양한 후 균의 성장과 효소생산성을 조사한 결과

K2HPO4/KH2PO4를 첨가하지 않은 배지에서는 균 성장도

(A600)는 17.2이고 protease 생산성은 737 U/mL로 나타났고

K2HPO4/KH2PO4 첨가량에 의한 변화가 크지 않았지만

0.03%가 첨가된 배지에서 균의 성장과 효소 생산성이 가장

우수하였다(Fig. 7).

균의 성장과 효소생산성

B. licheniformis YB915의 protease 생산성을 증가시키는

것으로 확인된 배지성분(potato starch 15 g/L, yeast extract

15 g/L, CaCl2 7 g/L, K2HPO4/KH2PO4 0.3/0.3 g/L(pH 7.2)

을 이용하여 배양시간에 따른 효소 생산성과 균 성장간의 관

계를 조사하였다. Fig. 8에 나타낸 바와 같이 배양시간 12

시간 정도부터 균의 성장은 정지기에 이르렀으며, 효소 생

산성은 약 24-28시간 배양 후 약 800 U/mL로 최대에 이르

는 것으로 나타났으며, 이후에는 서서히 배양액내의 protease

활성이 감소하였다. 효소활성의 단위를 동일하게 정의하여

보고된 균주의 protease 생산성과 비교해 보면 대수기 말기

에서 정지기 조기의 생육단계(24-36시간)에 이르렀을 때 효

소생산성이 최대 127 U/mL인 B. cereus MCM B-326[19]

또는 24시간이 되었을 때 436 U/mL의 최대 생산성을 보인

B. cereus SH-8보다는 높았으며[24], 24-56시간 배양후 약

1,850-2,100 U/mL의 효소생산성을 보이는 B. mojavensis

A21[7]이나 배양시간 15시간 만에 1,520U/mL의 최대생산

성을 보인 B. clausii[20]보다는 낮았다.

한편 B. licheniformis YB915의 protease 생산성을 증가시

키는 것으로 확인된 성분은 모두 식용가능한 성분이므로 청

국장 제조시 이의 첨가량을 조정할 경우 청국장 발효능을 향

상시킬 수 있을 것으로 기대된다.

요 약

청국장의 기호도를 개선하는 발효균으로 분리된 protease

생산균은 Bacillus licheniformis로 확인되었다. Protease 생

산을 위한 배지를 최적화하기 위한 탄소원, 질소원, 인, 금

속이온의 성분을 변화시키면서 균의 성장과 효소 생산성을

비교하였다. Glucose를 탄소원으로 사용하였을 때는 균의 성

장은 정상적으로 일어나지만, protease 생산이 심하게 억제

되는 것으로 나타났으며, Potato starch를 탄소원으로 사용하

였을 때 효소 생산성이 가장 높았다. 질소원으로는 yeast

extact가 효소 생산에 가장 적합하였다. 한편 2가 금속이온

중 Zn2+, Cu2+, Co2+을 배지에 첨가하였을 때는 균의 성장

이 심하게 저해되었으며, 효소 생산도 되지 않았다. CaCl2

를 첨가한 배지에서는 균이 성장과 효소 생산성이 증가되었

다. Potato starch(1.5%), yeast extract(1.5%), CaCl2(0.7%),

K2HPO4(0.03%)와 KH2PO4(0.03%)를 포함하는 것으로 구성

된 최적화 배지에서 최대효소 생산성은 800 U/mL로 나타

났으며 28시간 이후에는 배양액내 효소활성이 서서히 감소

하였다.
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