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청국장 유래 Bacillus licheniformis의 β-Galactosidase 특성
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Properties of β-Galactosidase from Bacillus licheniformis Isolated from Cheongkookjang. Yoon, Ki-

Hong*. Department of Food Science & Biotechnology, Woosong University, Daejeon 300-718, Korea − A bac-

terial strain was isolated from homemade Cheongkookjang as a producer of the β-galactosidase, capable of

hydrolyzing lactose to liberate galactose and glucose residues. The isolate YB-1105 has been identified as

Bacillus licheniformis on the basis of its 16S rDNA sequence, morphology and biochemical properties. β-

Galactosidase activity was detected in both the culture supernatant and the cell extract of B. licheniformis YB-

1105. The enzymes of both fractions demonstrated maximum activity for hydrolysis of para-nitrophenyl-β-D-

galactopyranoside (pNP-βGal) under identical reaction conditions of pH 6.5 and 50oC. However, β-galactosi-

dase activity from the culture filtrate was affected more than that from the cell free extract at acidic pHs and

high temperatures. The hydrolyzing activity of both β-galactosidases for pNP-βGal was dramatically

decreased by the addition of low concentrations of galactose, but was only marginally decreased by high con-

centrations of glucose or mannose. 
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서 론

β-Galactosidase (β-D-galactoside galactohydrolase)는 유

당과 같은 β-D-galactopyranosides에서 비환원 말단 β-D-

galactose를 가수분해하거나 galactose의 전이반응을 촉매하

며, 미생물을 비롯하여 동식물에서 두루 존재하는 효소로 그

가수분해 활성은 우유와 유제품의 유당을 가수분해하여 유

제품 섭취시 유당 불내증을 막아주며[18], 당 전이활성은 장

내 유용미생물의 성장을 증진시키는 갈락토올리고당의 제조

에 이용된다[15]. β-Galactosidase는 그 유래에 따라 유당 가수

분해능과 당 전이효율을 비롯한 반응특성이 달라 산업적 활용

에 적합한 효소적 특성과 생산성을 확보하기 위해 여러 균주

에 대해 연구되었으며 Kluyveromyces lactis와 Aspergillus

niger 유래의 효소가 가장 잘 알려져 있다.

Bacillus속 균주는 가수분해 효소의 생산성이 우수하여 산

업용 효소 생산균으로 개발된 예가 많으며, β-galactosidase

에 대해서도 B. megaterium, B. licheniformis, B. circulans,

B. stearothermophilus와 B. coagulans를 중심으로 효소와

그 유전자의 특성이 보고되었다. B. stearothermophilus[8],

B. circulans[20]와 B. coagulans[2]는 3종 이상의 β-galac-

tosidase isozyme을 생산하는데, 온천에서 분리된 B.

coagulans RCS3의 isozyme III은 다른 isozyme과는 달리

균체외로 분비되며 lactose 분해능이 우수한 것으로 확인되

었다. 또한 B. circulans의 효소는 당 전이반응능이 높고

isozymes간에는 당 전이능에 차이가 크며[20], 고정화한 효

소를 이용하여 당 전이반응이 수행되었고[7] Daisakasei사의

효소 상품 Biolacta N5에는 이들 효소가 포함된 것으로 알

려졌다[10]. B. stearothermophilus의 효소를 고정화할 경우

열안정성이 증대되고 유당분해에 활용성이 있는 것으로 보

고되었다[4]. B. licheniformis는 당 전이효율은 낮으나 유당

분해에 적합한 효소를 생산하며[11], B. megaterium KM 균

주는 이량체와 단량체로 존재하는데 이량체가 효소활성을

갖는 것으로 알려졌다[16].

전통발효 식품인 청국장 발효미생물로 protease 활성이

우수한 균주들이 분리되고[12] 이들이 청국장의 이취를 감

소시키거나 맛을 향상시킨다고 보고되었다[9]. 대부분 청국

장을 끓여서 섭취하고 있지만, 청국장의 기능성을 유지하기

위해 생청국장이나 건조청국장 형태로 복용하거나 이를 우

유와 혼합하여 복용하기도 한다. 이와 같이 청국장 복용방

법도 다양해짐에 따라 본 연구에서는 β-galactosidase 활성

을 갖는 청국장 발효균을 이용하여 우유와 혼합한 청국장

을 섭취할 때 발생 가능성이 있는 유당 불내증 현상을 방

지하고자 가정에서 제조된 청국장으로부터 β-galactosidase

활성이 우수한 균주를 분리하고 이의 효소반응 특성을 검

토하였다.
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재료 및 방법

β-Galactosidase 생산균의 탐색

청국장을 적정량의 생리식염수에 현탁하고 적당량을 취하

여 LB 평판배지(yeast extract, 5 g; tryptone, 10 g; NaCl,

5 g; agar, 15 g; water, 1 liter)에 도말한 후 37oC에서 하룻

밤 배양하였다. 형성된 콜로니 중에서 서로 다른 모양을 보

이는 콜로니를 채취하여 1 mM p-nitrophenyl-β-D-galacto-

pyranoside (pNP-βGal)을 포함한 20 mM sodium phos-

phate 완충용액(pH 7.0)에 현탁한 후 37oC에서 1시간 동안

방치한 후 반응액의 색깔을 관찰함으로써 β-galactosidase 활

성을 갖는 균을 탐색하였다. 

분리균주의 동정

분리균의 형태적 관찰을 위해서는 그람염색과 포자염색을

실시하였으며, 배양균체 현탁액을 API 20E와 API 50

CHB(Biomereux사, France) kits에 제조사의 지침을 따라 접

종하고 37oC에서 배양하면서 1일과 2일째 각각 관찰하여 탄

수화물 이용능과 생화학적 특성을 판별하였다. 분리균의 16S

rRNA 유전자 염기서열을 분석하기 위해서 분리균의 총 염

색체 DNA를 주형으로 하고, 세균의 16S rRNA 유전자의

보존적 지역의 염기서열 5'-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-

3'(E. coli 16S rRNA 유전자 염기서열 8~27), 5'-GGTTAC-

CTTGTTACGACTT-3'(E. coli 16S rRNA 유전자 염기서열

1492~1510)을 primer로 사용하여 중합효소 연쇄반응(PCR)

을 실시하였다. 증폭된 PCR 산물을 정제하여 ABI PRISM

BigDye terminator cycle sequencing kit와 373A automatic

DNA sequencer(Perkin Elmer Co., USA)를 사용하여 염기

서열을 결정하고 이를 NCBI database와 비교하였다.

β-Galactosidase 조효소액 제조

분리균 B. licheniformis YB-1105를 LB 배지에서 하룻밤

배양한 후 배양액을 1%(v/v)가 되도록 동일 성분의 본 배양

액에 접종하고 37oC에서 24-26시간 동안 진탕배양 하였다.

배양액을 원심분리하여 얻은 배양상등액을 ammonium

sulfate(20~75%)로 처리하고 침전된 단백질을 10 mM 인산

완충용액(pH 6.5)에 현탁하여 동일 완충용액으로 투석한 후

조효소액으로 사용하였다. 또한 배양균체를 10 mM 인산 완

충용액(pH 6.5)으로 현탁하고 lysozyme을 첨가하여 37oC에

서 30분간 방치한 후 초음파 파쇄하고, 원심분리하여 얻은

균체파쇄상등액도 조효소액으로 사용하였다.

β-Galactosidase 활성 측정

1 mM pNP-βGal와 50 mM sodium phosphate 완충용액

(pH 6.5)을 포함한 반응액에 효소를 첨가하여 50oC에서 10

분간 반응시킨 후 반응액의 2배 부피의 1 M Na2CO3 용액

을 첨가하여 반응을 종결시키고 405 nm에서 흡광도를 측정

하였다. 효소의 활성도 1 unit는 1분 동안 1 µmol의 para-

nitrophenol을 유리시키는 효소량으로 정의하였다.

β-Galactosidase 반응특성 분석

β-Galactosidase 활성에 미치는 반응 온도와 pH의 영향을

조사하기 위하여 30~65oC와 pH 5.0~9.0의 범위에서 β-

galactosidase 활성을 각각 측정하였다. 이때 pH 5.0~6.0의

범위에서는 citrate 완충용액, pH 6.0~8.0에서는 phosphate

완충용액, pH 8.0~9.0의 범위에서는 Tris 완충용액을 각각

사용하였다. β-Galactosidase에 의한 lactose의 분해산물을 분

석하기 위해서는 1.0% lactose와 과량의 효소를 포함한 최

적 pH의 반응액을 40oC에서 5시간 반응시킨 후 95oC에서

3분간 열처리하야 원심분리한 다음 상등액을 적정량 취해

chloroform, acetic acid와 증류수[4.3 : 5 : 0.7, (v/v)] 혼합

용액을 전개용액으로 하여 silica gel-precoated thin layer

plate(Merck Kiesegel, No. 5748)에서 박층 크로마토그래피

를 수행하였다. 전개된 물질을 발색시키기 위해서는 9 mL

ethanol, 0.5 mL p-anisaldehyde, 0.5 mL sulfuric acid와

glacial acetate 몇 방울을 혼합한 발색제 용액을 뿌린 후,

120oC에서 10분간 방치하였다.

결과 및 고찰

β-Galactosidase 생산균의 분리와 동정 및 특성

가정에서 제조된 청국장을 14점 수집하여 생리식염수로

희석하고 LB 한천 배지에 도말한 후 37oC에서 하룻밤 배양

한 결과 각 시료당 콜로니의 모양이 다른 것으로 보이는 균

주가 3~8씩 분리되었다. 분리균 중 β-galactosidase 활성을

갖는 균을 탐색하기 위해 콜로니를 채취하여 pNP-β-Gal의

분해능을 관찰한 결과 대부분 미약한 활성을 보였고 활성이

높은 한 균주를 얻어 YB-1105로 명명하였다. 분리균의 고

분자 물질을 분해능을 조사하기 위해 1% skim milk, 0.2%

potato starch, 1% tributyrin과 0.5% carboxymethyl cellulose

를 각각 첨가한 평판배지에서 하룻밤 배양하여 분해환을 관

찰하였으며 그 결과 분리균은 이들 물질을 모두 분해하여

protease, amylase, esterase와 cellulase 활성을 보였다.

분리균 YB-1105는 포자를 형성하는 그람양성 간균이며

API 50 CHB와 20E kit를 사용하여 생화학적 특성을 조사

한 결과 B. licheniformis와 유사도가 99.9%로 가장 높게 나

타났고 당 이용성 중 sorbitol 이용능만이 차이가 있었으며

분리균은 이를 이용하지 못하였다. 또한 분리균은 arginine

dehydrolase, gelatinase, oxidase와 nitrate 환원 활성을 보였

으며, lysine decarboxylase, ornithine decarboxylase, urease,

tryptophane deaminase 등의 활성과 citrate 이용능력이 없고

acetoin, indole과 황화수소를 생성하지 못하였다. 또한 분리

균의 16S rRNA 유전자를 PCR로 증폭한 후 1,430 bp 크기

의 염기서열(Genbank accession No. JQ292848)을 결정하였
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으며, 이를 미국 NCBI의 BLAST 검색방법을 사용하여 기존

에 등록된 세균들의 상응하는 염기서열과 비교한 결과, 우유

로 끓인 죽이나 분유에서 분리된 B. licheniformis 균주들의

염기서열(FJ641025, HQ850703)과 동일하였다. 따라서 분리

균 YB-1105는 형태적, 생화학적 특성 및 16S rDNA 서열로

볼 때 B. licheniformis로 판단되는데 청국장 발효 미생물 중

에 B. licheniformis는 주요 발효균으로 보고된 바 있다[12].

B. licheniformis의 균체내 ·외로 생산된 β-galactosidase의

반응특성

B. licheniformis YB-1105를 LB 액상배지에 접종하여

37oC에서 약 24시간 배양 후 pNP-βGal을 기질로 하여 배양

상등액과 균체파쇄상등액에 존재하는 β-galactosidase활성을

조사한 결과 배양액 부피기준으로 30 mU/mL과 450 mU/

mL로 각각 나타나, 분리균이 생산하는 β-galactosidase는 대

부분이 균체내에 존재하며 소량의 활성이 균체외에서 관찰

되었다. 균체외에서 관찰된 효소가 분비된 효소인지 배양 중

용균된 균체에서 유래된 것인지는 확실하지 않은 상태이나,

B. coagulans RCS3의 경우 5개의 isozyme 중 한 개가 배양

상등액에서 관찰된 바 있으며[2] 대부분의 β-galactosidase는

B. stearothermophilus[5, 8], B. megaterium ATCC 14581

[19], B. subtiis KL88[17]에서 균체내 효소로 보고되었다.

분리균이 생산하는 균체내 효소와 균체외 효소의 반응특

성을 비교하기 위해 배양상등액과 균체파쇄상등액으로 각각

제조한 조효소액의 β-galactosidase 활성에 미치는 반응온도

와 반응 pH의 영향을 조사하였다. 그 결과 Fig. 1에 보인바

와 같이 두가지 조효소액에서 최적 반응pH는 6.5로 나타났

지만, pH 6.0에서 효소활성에 차이를 보였다. 균체파쇄상등

액의 β-galactosidase 활성은 pH 6.0에서 사용된 완충용액의

종류에 따라 큰 차이를 보이지 않았으나, 배양상등액의 효

소활성은 인산완충 용액에서는 구연산 완충용액에 비해 그

활성이 크게 낮은 것으로 나타났다. 또한 두 조효소액의 효

소활성이 정도의 차이는 있지만 산성 범위에서 급격하게 저

하되는 현상을 보였는데 이는 B. stearothermophilus 유래의

효소에서도 보고된 바 있다[6].

반응온도에 따른 효소활성을 검토하였을 때 최적반응 온

도는 50oC로 동일하며 반응온도 30-50oC 범위에서는 배양

상등액이나 균체파쇄상등액이 유사한 반응활성을 보였으나,

55oC 이상에서는 균체파쇄상등액에 비해 배양상등액의 효

소활성이 급격히 감소하였다(Fig. 1). 이러한 현상은 각 조

효소액에 존재하는 효소의 특성 차이로 판단되지만, 균체

파쇄상등액의 단백질 농도가 높아 고온에서 안정성이 유

지되어 이로 인한 효소활성이 배양상등액보다 지속적으로

유지된 때문일 수 도 있다. 실제 B. stearothermophilus 유

래 β-galactosidase의 열안정성이 단백질량에 따라 크게 영

향을 받는 것으로 보고되었다[6]. 이로써 분리균 YB-1105

유래의 효소는 B. licheniformis DSM 13[11]와 B. subtilis

[1]의 β-galactosidase와 동일하게 50oC와 pH 6.5에서 최대

활성을 보이는 것으로 확인되었다. B. coagulans[2]와 B.

stearothermophilus[5]의 효소는 최적반응 pH가 6-7 범위로

분리균과 유사하고, B. megaterium 2-37-4-1의 효소는 최적

pH는 7.5-8이며[14] 대장균에 클로닝된 B. licheniformis의

효소는 pH 5.7과 45oC에서 최대활성을 갖는 것으로 알려졌

다[21]. 그리고 분리균 효소의 최적 반응온도는 B. coagulans

RCS3, B. megaterium 2-37-4-1과 B. stearothermophilus

의 효소에 비해 낮았다. 

열안정성을 비교하기 위해 pH 6.5로 조절된 조효소액을

30-60oC 범위의 온도에서 1시간 방치한 후 잔존활성을 측

정한 결과 균체파쇄상등액에 존재하는 β-galactosidase는

45oC 이하에서는 안정하였고 50oC에서는 약 35%가 실활

되었다. 그러나 배양상등액의 효소는 균체파쇄상등액의 효

소에 비해 열안정성이 낮아 45oC 이상에서 급격하게 실활

Fig. 1. Effects of reaction temperature and pH on the β-galactosidase activity of cell-free extract (left) and culture supernatant

(right). Temperature profile (open symbols) was obtained by measuring the β-galactosidase activities at different temperatures and pH 6.5.

The reactions were done at 45oC and various pHs for determining the pH profile (closed symbols). Buffers used were as follows: sodium

citrate (-●-), sodium phosphate (-▼-), Tris (-■-).



20 YOON, KI-HONG

되었다(Fig. 2). 따라서 분리균 YB-1105가 생산하는 β-

galactosidase는 65oC에서 반감기가 2시간인 B. coagulans

RCS3[3]와 50시간인 B. stearothermophilus 유래 효소[5]에

비해 열안정성이 낮은 것으로 확인되었다. 

β-Galactosidase의 가수분해 활성에 미치는 당의 영향

β-Galactosidase, β-glucosidase, β-xylosidase와 α-galac-

tosidase 등을 포함하는 glycosidase는 가수분해 반응시 그

반응산물에 의해 활성이 저해되는 것으로 알려져 있다. 따

라서 YB-1105의 β-galactosidase 활성에 미치는 당의 영향

을 분석하기 위해 1 mM pNP-βGal을 기질로하여 glucose,

galactose, xylose, mannose의 첨가농도를 달리하고 효소활

성을 측정하였다(Fig. 3). Glucose와 mannose가 고농도로 존

재할 때는 pNP-βGal의 가수분해능이 저해되는 현상이 두

종류 조효소액에서 모두 동일하게 관찰되었으나, xylose에

의해서는 균체파쇄상등액의 효소활성은 약하게 저해되는데

반해 배양상등액의 효소활성은 200 mM 이하의 xylose가 존

재할 경우 효소활성이 약하게 증가되었다. 그러나 galactose

에 의해서는 효소활성이 크게 저해되었는데, 4 mM 이상이

존재할 경우 두 조효소액에서 모두 50% 이상의 효소활성이

저해되었다. 

분리균의 효소와는 달리 B. licheniformis DSM 13의 효

소는 galactose와 glucose에 의해 모두 ortho-nitrophenyl-β-

D-galactopyranoside 분해반응이 강력하게 저해되며[11], B.

subtilis KL88의 효소도 두 당에 의해 모두 부분적으로 활성

이 저해되는 것으로 보고되었다[17]. 또한 B. coagulans

RCS3[22]와 B. stearothermophilus[6]의 효소는 galactose에

의해서 강하게 효소활성이 저해되는 것으로 알려졌으며 분

리균의 효소는 이와 유사한 것으로 판단된다. Streptomyces

sp. YB-10 유래의 균체외 β-galactosidase도 분리균의 배양

상등액 효소와 같이 xylose 존재하에서 pNP-βGal 가수분해

능이 증가하며 그 정도가 YB-1105의 효소보다 더 높은 것

으로 알려졌다[13].

pNP-βGal 대신 lactose를 기질로 하여 분해능을 조사하기

위해 반응산물을 박층크로마토그래피로 분석한 결과 두 조

효소액 모두 lactose를 분해하여 glucose와 galactose가 생성

되는 것이 확인되었으나, lactose의 분해능은 낮아 분해반응

후에도 반응액에 상당량의 lactose가 분해되지 않은 상태로

존재하였다. 이는 pNP-βGal의 가수분해를 강력하게 억제하

는 galactose가 lactose의 분해산물로 생성되므로 lactose 분

해능이 저해된 것으로 판단된다. 또한 반응산물 중에는 당

전이반응에 의해 생성될 수 있는 lactose 보다 중합도가 큰

물질이 관찰되지 않았다. 이는 B. licheniformis DSM 13 유

래의 효소도 갈락토올리고당을 생성하는 당 전이반응능이

매우 낮다고 보고된 바와 일치하는 결과로 판단된다[11]. 이

와는 달리 B. circulans의 효소는 당 전이반응능이 높아

Fig. 2. Thermostability of the β-galactosidase in culrue filtrate

and cell-free extract. Thermostability was determined by measur-

ing the residual activities of culture filtrate (-●-) and cell-free

extract (-○-) after pre-incubation for 1 h at the different tempera-

tures.

Fig. 3. Effects of sugar on the β-galactosidase activities of the cell-free extract and culture filtrate. The relative activity was deter-

mined by measuring β-galactosidase activity of cell-free extract (open symbols) and culture filtrate (closed symbols) for pNP-βGal (1.0

mM) in the presence of various concentrations of each sugar including glucose (○, ●), mannose (▽, ▼), xylose (□, ■), and galactose

(right panel), respectively.
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lactose로부터 삼당류, 사당류 등이 생성되며[20], B. stearo-

thermophilus ATCC 8005는 유당분해와 당 전이반응능이 모

두 높은 것으로 보고되었다[5].

요 약

가정에서 제조된 청국장으로부터 lactose를 glucose와

galactose로 가수분해하는 β-galactosidase의 생산균을 분리

하였다. 분리균 YB-1105는 형태적 특성, 생화학적 성질 및

16S rRNA 유전자 염기서열에 근거하여 Bacillus licheni-

formis로 확인되었다. B. licheniformis YB-1105의 배양상등

액과 균체파쇄액에서 모두 β-galactosidase 활성이 관찰되었

으며 이들은 모두 pH 6.5와 50oC의 반응조건에서 para-

nitrophenyl-β-D-galactopyranoside의 가수분해 활성이 최대

로 나타났다. 그러나 균체파쇄상등액에 비해 배양상등액의

β-galactosidase 활성은 산성 pH와 고온에서 크게 영향을 받

았다. 한편 두 분획의 가수분해 활성은 낮은 농도의 galac-

tose에 의해도 급격하게 저해되었으나, glucose와 mannose는

고농도에 의해서는 약하게 저해를 받는 것으로 확인되었다.
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