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A bacterium hydrolysing various organic materials including cellulose, protein, starch and lipid was
isolated. The isolate was identified as Bacillus subtilis, and named Bacillus subtilis CK-2 in this paper.
This bacterium showed optimal growth at 40~45℃, pH 6~9, and 0~3% of NaCl. B. subtilis CK-2
seemed to synthesis highly active autolysin. The hydrolytic enzymes produced by B. subtilis CK-2
were primary enzymes because extracellular enzyme activities varied similarly to the growth curve.
The hydrolytic enzymes seemed to be stable at basic pH conditions. From these results, B. subtilis
CK-2 was found to bea useful bacterial agent for composting, or for use in feed-production waste in
agriculture, fishery, forest materials, livestock farming, and food.
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서 론

생태계의 구성 요인으로서의 세균은 유기물을 분해하여 물

질의 순환에 큰 기여를 할 뿐만 아니라, 이들이 분비하는 여러

가지 유기물 분해효소들은 산업적으로도 매우 중요하게 활용

되고 있다.

섬유소(cellulose)는 지구상에서 가장 풍부한 유기물로서

인간은 수백년 동안 이 물질을 에너지원이나 사료 등으로

이용하였다. 섬유소를 이용하기 위해서는 먼저 섬유소분해

효소에 의한 가수분해가 선행되어야 하는데, 이는 균류나

세균 등 미생물에 의해 생성된다[18]. 섬유소분해효소는 섬

유소가 존재할 때만 합성되는 유도성 효소로서[12], 섬유소

를 완전히 분해하기 위해서는 endoglucanase와 exocellobio-

hydrolase, 그리고 β-glucosidase 등 서로 다른 효소를 필요

로 한다[23]. 섬유소분해효소는 광범위한 분야에서 많은 관

심을 끌어왔다. 무엇보다 큰 관심은 산업적인 측면에서 가

졌는데, 섬유광택제나 세제 등의 개발에 많이 이용되었고

[4], 포도당이나 알코올, 단백질 등의 생산에 대한 연구도 많

이 이루어졌다[6]. 최근에는 산업 부산물 또는 음식물 폐기

물의 재활용 차원에서 버섯부산물이나 음식물 쓰레기의 퇴

비화 또는 사료화를 위한 섬유소 분해 미생물에 대한 연구

가 많이 이루어지고 있다[1,16].

녹말은 식물세포 속에 다량 함유된 유기중합체로서 생태계

내에서 중요한 재활용 가능한 자원이다. 근래에 여러 산업 분

야에서 미생물을 이용하여 경제성이 있는 제품을 생산하기

위한 노력이 많이 이루어지고 있는데, 그 중에서도 Bacillus

sp.는 그람 양성 세균으로서 다양한 효소를 합성하여 세포 외

부로 분비하는 특성이 있어 여러 분야에서 응용되고 있는 세

균이다[8]. 아밀라제(amylase)는 녹말을 분해하는 효소로서 섬

유산업, 제과․제빵업, 제지업, 주류업 등에서 광범위하게 이

용되는 효소로서 많은 종류의 미생물에 의해 합성된다[5]. 최

근에는 동물 사료에도 cellulase나 protease 등과 더불어 많이

이용되고 있다[10]. Bacillus sp.는 아밀라제를 생산하는 대표적

인 세균 중 하나로서 현재 다양한 산업 분야에서 활동되고

있다[13].

단백질 분해효소는 산업적으로 이용되는 효소들 중에서도

가장 중요한 것으로서 전체 효소 시장의 60%를 차지하고 있으

며[20], 이들 효소는 대부분 세균에 의해 생산되고, 농업, 피혁,

식품, 의학, 폐기물 처리 등의 산업 분야에서 다양하게 이용된

다[17].

지방분해효소는 triacylglycerol을 가수분해하는 효소로서

지방 가공 공정이나 세제, 식품 가공 공정, 화공 및 제약 합성,

제지 공업, 화장품 제조 공정 등 다양한 분야에 이용되고 있으

며[19], 지방성 폐기물과 polyurethane의 분해 촉진제로 이용

되기도 한다[21]. 본 연구에서는 음식물이나 축산 폐기물 처리,

사료 생산 등의 과정에 활용할 수 있는 미생물 자원을 확보하

기 위하여 섬유소, 단백질, 지질, 녹말 등의 다양한 유기화합물

을 분해할 수 있는 세균을 분리하여 그 특징을 확인하고자

하였다.

재료 및 방법

유기물 분해세균의 분리

다양한 유기물을 분해할 수 있는 세균을 분리하기 위해 먼저

섬유소 분해능을 갖는 세균을 1차 분리하였다. 분리원은 우리

나라 전통음식인 김치와 된장, 청국장 등 식용 가능한 재료를

이용하였다. 적당히 희석한 시료를 CMC (Carboxymethyl cel-
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Fig. 1. Photographs showing extracellular hydrolytic enzyme activities against cellulose (A), protein (B), starch (C), and lipid (D).

lulose, Difco) 5 g/l을 포함하는 3% NaCl TSB 한천평반배지

(Tryptic soy broth 3 g, NaCl 30 g, agar 18 g/l)에 도말하여

30℃ 배양기에서 2일간 배양한 후 0.1% congo red 염색약으로

염색하여 콜로니 주위에 투명환을 형성하는 균주를 선별하였

다[22].

분리균주의 다양한 유기 중합체 분해능 확인

섬유소 분해능이 있는 균주를 대상으로 하여 지질, 단백

질, 녹말의 분해능을 확인하였다. 이를 위하여 섬유소 분해

활성을 나타내는 350여 개의 콜로니를 선별하여 상기의 각

각의 유기물이 첨가된 TSB 한천평판배지에 접종하여 30℃

배양기에서 2일간 배양한 후 지질 분해능과 단백질 분해능

은 직접 눈으로 확인하였고, 녹말 분해능은 요오드 용액을

처리하여 콜로니 주위에 투명환을 형성하는 균주를 최종 선

별하였다.

분리균주의 생장 특성 및 동정

분리균주의 최적 생장 조건(pH, 온도, 염도)은 서로 다른

조건에서 배양하면서 일정시간 간격으로 시료를 취하여 660

nm에서의 흡광도를 측정하여 확인하였다. 분리균주는 생장

특성과 이화학적 특성, 그리고 당 이용능 시험인 API 50 CHB

kit (BioMerieux, France) 결과 등을 근거로 하여 Bergey's

Manual of Systematic Bacteriology에 의하여 동정하였으며,

16S rRNA 염기서열 분석을 통한 동정을 병행하였다.

효소 활성 측정

분해효소의 활성은 다음과 같이 흡광도법으로 측정하였다.

섬유소분해효소의 활성은 3, 5-dinitrosalicylic acid (DNS) 법

에 의거하여 CMC로부터 유리되는 환원당의 농도로 측정하였

다[2]. 녹말분해효소의 활성은 DNS법에 의거하여 녹말이 분

해될 때 유리되는 환원당의 농도로 측정하였다[15]. 단백질 분

해효소의 활성은 azocasein으로부터 유리되는 peptides의 양

을 측정하였다[9].

분리세균의 생장에 따른 세포외 효소 활성 변화

분리균주를 NB (Nutrient broth, Difco) 배지에 접종하여

180 rpm, 35℃ 배양기에서 배양하면서 1시간 간격으로 시료를

채취하여 pH 변화와 세포외 섬유소분해효소의 활성을 측정하

였다. 먼저 시료를 6,000× g에서 10분간 원심분리한 후 상등액

을 구경 0.22 μm의 막여과지로 여과한 용액을 이용하여 효소

활성을 측정하였다[7].

결과 및 고찰

유기물 분해세균의 분리

먼저 CMC가 첨가된 3% NaCl TSB 한천평반배지 상에서

섬유소 분해능을 갖는 균주를 1차 선별하고, 이들 균주를 단백

질, 지질, 녹말이 첨가된 TSB 한천평판배지에 배양하여 모든

유기물에 대한 분해활성을 갖는 균주를 분리하였다. 분리균주
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Table 1. Characteristics of isolate

Items Results Items Results

Shape Rod Amygdalin -

Endospore formation + Arbutin +

Motility + Esculin +

Gram stain + Salicin -

Oxygen demand Facultative Cellobiose +

Catalase + Maltose +

Glycerol + Lactose -

Erythriol - Melibiose -

D-Arabinose - Sucrose +

L-Arabinose + Trehalose +

Ribose + Inulin +

D-Xylose + Melezitose -

L-Xylose - Raffinose -

Adonitol - Starch +

β-Methyl-D-xyloside - Glycogen +

Galactose - Xylitol -

D-Glucose + Gentiobiose +

D-Fructose + D-Turanose +

D-Mannose + D-Lyxose -

L-Sorbose - D-Tagatose -

Rhamnose - D-Fucose -

Dulcitol - L-Fucose -

Inositol + D-Arabitol -

Mannitol + L-Arabitol -

Sorbitol + Gluconate -

α-Methyl-D-mannoside - 2-keto-gluconate -

α-Methyl-D-glucoside + 5-keto-gluconate -

N-Acetyl glucosamine +

는 Fig. 1에서 보는 바와 같이 각 유기 중합물질에 대한 분해활

성을 보였다. 이와 같이 분리세균이 대표적 고분자 유기물질

들 모두에 대해 분해활성을 갖는다는 것은 향후 이 세균의

응용에 있어 큰 의미를 가진다.

분리균주의 생장 특성 및 동정

분리균주는 40~45℃ 범위의 온도에서 잘 자랐으며, pH 6~9

의 넓은 범위의 수소이온농도에서 잘 자랐고, TSB 배지에

NaCl 0~3%를 첨가한 배지에서 유사한 생장을 보였다. TSB

배지에 NaCl 3% 이상을 첨가한 배지에서는 생장이 급격히

감소하는 양상을 나타내었다.

분리균주는 Table 1에서 나타낸 것과 같은 특성을 가지며,

Bergey's Manual of Systematic Bacteriology과 16S rRNA 염

기서열 분석 결과 Bacillus subtilis로 분류되었고, Bacillus sub-

tilis CK-2로 명명하였다.

분리세균의 생장에 따른 세포외 효소 활성 변화

분리세균을 TSB 배지에서 배양하면서 분리균주의 생장곡

선과 배지의 pH 변화, 그리고 세포외 유기물분해효소의 활성

도 변화를 측정한 결과 Fig. 2에 나타낸 바와 같았다. 분리세균

은 배양 후 2~3시간부터 급격하게 생장하여 7시간 경과 후

최고 생장을 보이다가 이후에는 급격하게 사멸하는 양상을

보였다. 이러한 생장 특성은 일부 유기물 분해활성이 높은 균

주에서 볼 수 있는 것으로, 세균이 합성하는 다양한 가수분해

효소 중 자가분해효소(autolysin)의 작용에 의한 것으로 생각

한다[11]. 세균의 생장에 따라 배지의 pH는 배양 초기에는 점

차 감소하여 배양 후 3시간 경에 pH 7.1을 나타낸 이후에는

점차 증가하여 배양 12시간 후에는 pH 8.7 정도의 높은 염기성

을 나타내었다. 세포외 유기물 분해효소의 활성은 배양 초기

에는 세균의 생장곡선과 거의 비슷한 양상을 나타내며 상승하

다가 세균의 개체군 생장이 멈추는 정체기에 접어들면서 최고

의 활성을 나타낸 후 거의 일정한 수준을 유지하였다. 섬유소

분해효소와 녹말 분해효소에 비해 단백질 분해효소는 세균

배양 과정에서 약간 빠른 시기부터 세포외 효소 활성을 나타

내는 것을 알 수 있었다. 이러한 결과로부터 Bacillus subtilis

CK-2가 분비하는 가수분해효소가 1차 대사산물이라는 것을

알 수 있으며, pH 8.7 정도의 높은 pH 조건에서도 활성을 유지

한다는 점에서 염기성 조건에서의 안정성을 가지는 것으로
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Fig. 2. Growth curve (■), pH variation of culture medium (◆), and variation of extracellular enzyme activities of Bacillus subtilis
CK-2. ◇: amylase, □: cellulase, △: protease.

생각된다.

이상의 결과로부터 본 연구에서 분리한 Bacillus subtilis

CK-2는 섬유소, 지질, 단백질, 녹말 등 다양한 유기 중합체를

분해하는 것을 확인할 수 있었다. 지금까지 각각의 물질에 대

한 분해 세균에 대한 연구는 활발하게 이루어졌지만, B. sub-

tilis CK-2와 같이 다양한 유기물을 분해할 수 있는 세균에 대

한 연구는 거의 이루어지지 않았다. 이와 같은 특징은 B. sub-

tilis CK-2가 통기성의 내생포자 형성균으로서 3% 정도의 염분

에서도 왕성한 생장이 가능하다는 점 등과 더불어 각종 유기

성 폐기물 처리나 세제 개발 등에 응용 가능할 것이며, 또한

분리원이 우리가 널리 식용으로 이용하는 된장이라는 점을

감안하면 안전성을 확보할 수 있어 사료 생산 공정에도 활용

이 가능할 것으로 생각된다.
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초록：다양한 유기물을 분해하는 Bacillus subtilis CK-2의 분리

김철호*․이상협

(경남과학기술대학교 제약공학과)

섬유소를 비롯한 단백질, 지질, 녹말을 분해할 수 있는 세균을 된장으로부터 분리하여 동정한 결과 Bacillus

subtilis로 분류되었으며, Bacillus subtilis CK-2로 명명하였다. 분리균주는 40~45℃의 비교적 넓은 온도 범위와 pH

6~9의 넓은 pH 범위, 그리고 NaCl 0~3% 범위에서 잘 자랐으며, 높은 자가분해효소 활성을 갖는 것을 알 수 있었

다. B. subtilis CK-2가 분비하는 가수분해효소들은 대부분 세균의 생장과 거의 비례적으로 세포외 활성을 나타내

는 1차 대사산물로 확인되었다. 이상의 결과로부터 B. subtilis CK-2는 농수임산물 폐기물이나 음식물 폐기물의

퇴비화, 사료 생산 등에 유용하게 이용될 수 있을 것으로 생각한다.
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