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This study compared the characteristics of five Bacillus strains capable of aerobic and anaerobic
growth, CBW3, CBW4, CBW9, CBW14 and EBW10. They were isolated and selected from a poly-
chaete, Perinereis aibuhitensis, which is known as a good degrader of organic compounds in marine
wetland. Based on a 16S rRNA sequence, CBW3 and CBW14 were found to share more than 99.8%
similarity with B. nanhaiensis, B. arsenicus and B. barbaricus. CBW4, CBW9 and EBW10 shared 92.7%,
99.8%, and 99.8% similarity with B. anthracis, B. algicoa and B. thuringiensis, respectively. The temper-
ature, salinity, and pH ranges of the cell growth of the Bacillus strains were 4-45℃, 0-17%, and pH
5-pH 9, respectively. All Bacillus strains were found to exhibit enzyme activities for the degradation
of casein and starch. Notably, strain EBW10 exhibited the enzyme activities for all the tested macro-
molecules, DNA, casein, starch, cellulose, and four kinds of Tweens, which suggests the possibility
that it had protease, amylase, cellulose, and lipase. All five Bacillus strains had alkaline phosphatase
activities, and the strains CBW3, CBW4, and EBW10 also had acid phospatase. Strains CBW3 and
EBW10 exhibited the enzyme activities both for esterase (C4) and esterase lipase (C8). The analysis
of fatty acids revealed that in all strains, major fatty acids were anteiso C15:0 and iso C15:0.
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서 론

갯지렁이는 해양 무척추동물로 조간대 갯벌과 강 하구에

넓게 분포되어 있는 저서생물 중의 하나로, 스트레스를 받은

환경 조건에 대한 적응능력 때문에 연구자들은 이들 갯지렁이

들을 환경 파수꾼으로서 뿐만 아니라 모니터링 프로그램을

위해 잠재적으로 중요한 생태종으로 간주한다[6, 12, 36]. 조간

대에 위치한 저서생물들은 흔히 가정이나 수서생태계에서 물

의 유기물을 제거하고 정화하는데 흔히 사용되며[7, 9, 35, 50],

특히 Perinereis sp.를 비롯한 여러 종의 갯지렁이들이 새우 양

식장 환경에서 비통제 방식으로 사용되는 것으로 알려져 있다

[13]. 특히 부유성 세균의 영양학적 기능과 관련하여 갯지렁이

를 비롯한 여과 섭식자(suspension feeders)를 대상으로 폭넓

게 연구되어 왔으며[16, 34, 37], 갯지렁이 Sabella spallanzanii는

주위 환경으로부터 매우 효과적으로 박테리아를 축적하고 농

축할 수 있는 능력이 있음을 보고한 바 있다[44].

Bacillus 종들은 해양환경에서 여러 해양 생물의 미생물상의

일부를 차지하는 것으로 알려져 있으며[21, 27], 그람 양성, 포

자 형성균으로 상업적으로 소화계와 면역계를 촉진할 수 있는

능력이 있어 프로바이오틱스(probiotics)로 사용되기도 한다

[14, 52]. 특히, B. subtilis는 숙주의 자연적 소화 활동에 기여할

수 있는 단백질 분해효소와 다른 효소들을 생산할 수 있는

능력뿐만 아니라 많은 생물들의 먹이로 사용되는 것으로 알려

져 있다[49, 52]. B. subtilis는 항미생물제를 생산하거나 영양과

공간에 대한 경쟁을 통하여 잠재적인 병원성 미생물에 의한

숙주 생물 창자의 집락화를 방지하는 것으로 알려져 있다[48].

B. licheniformis는 항바이러스제를 생산하는 것으로 밝혀져 있

고[1], 해양 어류에서 흔하게 나타나는 B. pumilus는 소화 활동

에 관련된 주요 효소를 생산하는 것으로 알려져 있다[15, 45].

흥미롭게도 B. subtilis를 B. licheniformis 또는 B. pumilus와 함

께 송어에 투여하였을 때 송어의 성장과 면역 저항성을 도울

수 있으며[2, 38], Bacillus의 몇몇 종은 새우 양식에서 항생제

대체제로 제안되고 있다[3].

본 연구는 연안 갯벌에서 유기물 분해능이 매우 우수한 것

으로 알려진 갯지렁이(Perinereis aibuhitensis)에 서식하고 있는

미생물 중 영양물질의 소화 및 생물면역과 밀접하게 연관된

것으로 알려져 있는 Bacillus균의 특성 분석에 초점을 맞추어

수행되었다.
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재료 및 방법

균주 분리 및 배양 조건

본 연구에서 균주 분리원으로 사용한 갯지렁이(Perinereis

aibuhitensis)는 순천만 갯벌 양식장에서 채취하였다. 갯지렁이

내부에 존재하는 미생물을 분리하기 위해 살아있는 갯지렁이

를 Burk's Medium (BM) buffer [31] 50 ml가 포함된 conical

tube에 넣은 후 vortex mixing후 세 번 세척한 다음, 70% etha-

nol에서 2-3초간 세척하였다. 멸균된 면도날로 세척한 갯지렁

이의 복부를 가르고 다시 여러 개의 매우 짧은 마디로 절단한

후, BM buffer 50 ml가 포함된 conical tube에 넣어 격렬하게

vortexing하여 갯지렁이 내생 미생물이 buffer 안으로 빠져나

오게 하였다. 이어서 갯지렁이를 제거한 후 12,000 rpm으로

원심분리하여 pellet을 모아 2 ml의 BM buffer를 첨가하여 잘

섞은 후 100 μl씩 고체 Bacto marine agar 2216 (MA) (Difco)

배지에 접종하여 미생물을 배양하였다. MA 배지는 1:10과 1:2

로 희석한 배지 및 희석하지 않은 배지를 동시에 사용하여

배양법에 의하여 분석할 수 있는 미생물 다양성을 높이고자

하였다. 기타 환경조건별 균주의 생장 여부를 파악할 때는 분

리한 모든 균주가 Luria-Bertani (LB) [41] 배지에서 생장할 수

있었기 때문에 LB 또는 LB agar 배지를 기본배지로 사용하였

으며, 이들 균주 배양조건은 아래 환경 조건별 생장시험에 자

세히 나타내었다.

Total genomic DNA 분리와 정제

각 균주를 50 ml의 LB 배지에 접종하고 30℃에서 180 rpm

으로 24시간 동안 배양한 후 원심분리(6,300× g, 10 min, 4℃)

하여 세포를 수확하였다. 회수된 배양세포를 5 ml TES buffer

[0.1 M Tris-HCl (pH 7.0), 0.01 M EDTA, 1 M NaCl]로 재현탁

하고, lysozyme (10 mg/ml)을 200 μl 첨가하여 37℃에서 15분

간 반응시켰다. 10% sodium dodecyl sulfate (SDS)를 100 μl

첨가하고, 물리적인 DNA 절단을 방지하기 위하여 천천히 섞

어준 후 50 μl proteinase K (20 mg/ml)와 5 μl RNase를 첨가

하여 37℃에서 30분간 반응시켰다. 5 ml TES buffer를 더 첨가

하여 10 ml의 phenol을 첨가하여 잘 섞어주었다. 원심분리를

통하여 얻어진 상징액을 취하여 새로운 tube로 옮긴 후 동량의

phenol/choroform/isoamyl alcohol로 2회, chlorofrom으로 1

회 처리하였다. 상징액을 취하여 새로운 tube로 옮긴 후 1/10

volume의 3M sodium acetate (pH 5.4)와 2-3 fold volume의

100% ethanol을 첨가하여 30분간 실온에서 방치하였다. 원심

분리 후 상징액을 버리고 70% ethanol을 처리하여 염류를 씻

어낸 후 다시 한 번 원심분리하였다. 상징액을 버리고 공기

중에서 ethanol을 제거한 후 침전물 500 μl의 멸균수에 녹여

다음 실험에 사용하였다. 0.8% agarose gel에 전기영동을 실시

하여 DNA band를 확인한 후 UV-spectrophotometer (DU

800, Beckman Coulter, Fullerton, USA)를 이용하여 정량하였

다. Total DNA의 정제를 위해 crude DNA를 10 ml cesium

chloride용액에서 녹인 후 ethidium bromide를 첨가하고 0.2

μm membrane filter를 이용하여 30분간 투석하여 DNA 용액

을 회수하여 농축한 후 특정 유전자의 증폭 또는 클로닝을

위한 시료를 사용하였다. 기타 언급하지 않은 여러 가지 분자

생물학적 방법은 이미 잘 알려진 방법[41]에 따라 수행하였다.

16S rRNA 유전자 염기서열 및 계통관계 분석

세균의 16S rDNA 염기서열 분석은 분리 균주들을 액체

배지에서 30℃에서 2-3일 동안 배양한 후 이로부터 추출된 ge-

nomic DNA와 27F (5'-AGA GTT TGA TCC TGG CTC AG-3')

와 1522R (5'-AAG GAG GTG ATC CAR CCG CA-3')로 이루

어진 한 세트의 프라이머를 사용하여 이미 알려진 방법[30]에

따라 PCR을 수행하였다.

PCR 반응은 GeneAmp PCR System 9700 (Applied

Biosystems, CT)를 사용하여 수행하였고, 반응 조건은 95℃에

서 5분간 초기 열처리를 한 후, 95℃에서 1분, 55℃에서 1분,

72℃에서 1분씩 30번 반복하였고, 이어 72℃에서 10분간 처리

한 후 4℃에 반응액을 보관하였다. 증폭된 DNA는 1.0% agar-

ose gel에서 전기영동한 후 gel extraction kit (SolGent)에 의해

회수하였다. 회수된 DNA는 pGEM-T easy vector (Promega,

Madison, Wisconsin)에 ligation한 후 E. coli JM109에 형질전

환하였다. 형질전환 된 클론의 플라스미드 DNA를 분리한 후

promoter primer나 SP6 promoter primer를 이용하여 ABI

377 자동염기서열 분석기(Applied Biosystem, Foster, USA)에

서 양방향으로 DNA sequencing을 수행하였다.

결정된 염기서열은 Ribosomal Database Project-Ⅱ

(http://rdp.cme.msu.edu)와 GenBank (http://ncbi.nlm.nih.gov)

의 database를 이용하여 분석하였다. 염기서열이 결정된 미생

물의 계통관계는 EZtaxon server를 이용하여 type 균주들의

16S rRNA 염기서열과의 관계를 나타내었다[8]. Alignment는

CLUSTAL X 1.83 [47]에 의해 수행되었으며, 염기서열 간 gap

은 BioEdit 프로그램을 이용하여 편집하였다[20]. 계통도는

MEGA 5 program [29]의 neighbor-joining 방법[40]으로 그렸

고, 계통도의 지형은 bootstrap 분석[11]을 통해 평가되었다.

갯지렁이 유래 Bacillus 균주의 생리학적 특성 시험

절대 호기성 세균은 대사과정에서 필요한 에너지를 생성하

기 위해서 최종 전자수용체로서 산소를 이용하고, 절대 혐기

성 세균은 catalase가 없어서 산소에 노출되면 세포에 독성을

띠는 hydrogen peroxide (H2O2)가 축적되기 때문에 산소의

존재여부는 균 생장에 영향을 줄 수 있다. 본 연구에서는 호기

생장 여부와 함께 혐기성 조건에서 균들의 생장 여부를 알아

보고자 Oxoid사의 혐기성 배양기 안에 AnaeroGen
TM
을 넣어

산소가 없는 조건을 만들어주고, 30℃에서 48시간 균을 배양

하여 조사하였다. 균의 운동성을 조사하기 위해 운동성 배지
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[10]을 제조한 후 순수 배양된 균을 멸균된 백금선을 사용하여

수직으로 중앙에 2 cm 깊이까지 접종하고, 30℃에서 24시간

동안 배양한 후 관찰하였다.

그람 염색을 통한 세포 형태 및 크기 관찰은 Hucker의 방법

[22]에 따라 Gram 염색을 실시한 후 광학현미경을 통해 관찰

하였다. 세포벽이 두꺼운 waxy 물질로 덮여 있어서 염색이

쉽게 되지 않으며 일단 염색이 되면 acid alcohol로도 탈색이

되지 않는 성질을 항산성이라 하는데 항산성은 갯지렁이

Bacillus 균주들을 Ziehl-Neelsen의 방법[4]에 따라 염색한 후,

균체가 내는 색의 변화로 관찰하였다. Bacillus의 내생포자를

관찰하기 위하여 균주들을 Marine Broth (MB) 배지에 접종

후 30℃ shaking incubator에 24시간 전배양한 균을 60℃ wa-

ter bath와 80℃ water bath에서 10분간 방치한 후 MA 배지에

도말하고 30℃에서 24시간 배양한 균을 Moeller의 방법[32]에

따라 염색한 후 현미경으로 관찰하였다. Catalase 활성은 MA

배지에 48시간 동안 전배양한 균주에 3% H2O2를 한 방울 떨어

뜨려 기포 발생여부를 관찰하였고, oxidase 활성은 MA 배지

에 48시간 동안 전배양한 균주의 colony 한 개를 멸균된 이쑤

시개로 따서 filter paper 위로 옮기고 Kovάcs 시약[28] 한 방울

떨어뜨려 균주의 색이 변하는지 관찰하였다. Cytochrome oxi-

dase system이 있는 균은 H2O2로부터 환원형의 cytochrome

의 산화를 통하여 산소를 생성하므로 30초 이내로 균주의 색

이 보라색으로 바뀌면 양성판정을 하였다. 탄수화물의 발효는

다양한 유기산과 알코올을 형성하는데 본 연구에서는 10%

lactose가 포함된 Ammonium Salt Sugars (ASS) 배지에 균을

접종하여 균의 성장과 산의 생성 여부를 조사하였다. 균이 탄

수화물을 산화하는지 발효하는지 여부는 Oxidation-

Fermentation (OF) 배지[23]에 같은 균을 접종한 후 30℃에서

배양한 후 14일간 매일 관찰하면서 판정하였다.

본 연구에서는 배지별 생장여부와 온도, pH, 염도 등 세

가지 환경 조건을 달리하여 균주의 생장 여부를 조사하였다.

배지별 균 생장능은 이미 알려진 방법[41]에 따라 제조한 LB

agar, Tryptic Soy Agar (TSA), Nutrient Agar (NA) 배지와

MA (Difco), R2A (Difco) 배지에서 30℃에 배양하여 조사하였

다. 온도별 균 생장능은 MA 고체 배지에 접종 후 4-50℃ 범위

에서 배양하여 조사하였다. 배양의 최적 pH는 액체상의 MB

배지 제조 시 10N NaOH와 6N HCl을 이용하여 pH 3-pH

11까지 pH 1씩 차이를 두고 9개 tube에 각각 접종한 후 30℃에

서 72시간 배양하면서 생장 유무를 관찰하였다. 염도에 따른

균 생장의 영향을 알아보기 위해 MA 배지를 제조할 때 salts

성분을 제거해 염도 0% 배지를 만들고 추가적으로 원하는 농

도만큼의 sea salts를 첨가하여 배지의 염도를 0-17%까지 염도

1%씩 차이를 두고 만든 후 균을 접종, 30℃에서 배양한 후

균들의 생장여부를 조사하였다. 균주의 생장 여부는 균주 접

종 후 각 균주의 적정 생장 온도에서 5일간 배양하면서 생장여

부를 확인하였다.

갯지렁이 유래 Bacillus 균주의 탄소원 이용능 및 주요 효

소 활성 분석

탄소원 이용성 및 효소 활성 특성 조사는 API 50 CHB/E,

API 20 E, API ZYM kit를 사용하였다. API 50 CHB/E는

Bacillus 동정에 사용되며 API 20 E는 API 50 CHB/E의 결과를

보완하기 위해 사용하였다. 모든 시험은 incubation box를 준

비하고 증류수 5 ml을 tray에 부어서 수분을 유지하도록 하였

다. API 50 CHB/E Test는 API 50 CHB/E medium의 뚜껑을

열고 배지에서 집락을 여러 개 취해서 2 McFarland로 탁도를

맞추었다. 탁도를 맞춘 API 50 CHB/E medium을 스트립의

튜브에 분주하여 30℃에서 24-48시간 배양하여 결과를 판독하

였다. API 20 E Test는 suspension medium (5 ml)의 앰플을

열고 배지에서 하나의 colony를 취한 후 골고루 부유하도록

하는데, 본 연구의 대상 균주들은 해양 생물로 API kit를 이용

하기 위하여 Sea Salts (SS) 3-4% 용액에 부유시켰다. ⌞CIT⌟,

⌞VP⌟, ⌞GEL⌟은 큐플까지 균액으로 가득 채우고 나머지

는 큐플을 제외하고 튜브만 채웠다. ADH, LDC, ODC, H2S,

URE는 혐기적인 조건을 만들어주기 위해 광유(mineral oil)로

큐플을 채웠다. Incubation box를 호기적인 상태에서 30℃,

API 50 CHB/E와 같은 시간 배양하고 결과를 판독하였다.

API ZYM Test는 suspension medium (2 ml)에 균을 풀어 탁

도를 5-6 McFarland로 맞추고 피펫을 이용하여 각 큐플에 65

μl씩 분주하여 37℃에서 4시간동안 배양하였다. 4시간 뒤 스트

립을 꺼내어 ZYM A와 ZYM B 시약을 각각의 큐플에 한 방울

씩 떨어뜨리고, 5분 후 결과를 판독하였다. 색의 변화정도에

따라 0 - 5까지의 값으로 표시하여 3이상인 반응을 양성으로

판정하였다.

고분자 물질 분해 효소 활성 시험

Bacillus 균들의 고분자 분해능을 알아보기 위해 DNA를 제

외하고는 기본배지를 MA로 하고 carboxymethylcellulose

(CM/cellulose, Sigma), soluble starch (Sigma-Aldrich), 그리

고 skim milk (Difco)를 각각 1%씩 첨가해 목적한 배지를 만든

후 각각의 배지에 균을 접종한 후 30℃에서 배양해 분해능을

확인하였다. 그리고 고분자 지질 분해 가능성을 알아보기 위

해 Tween 20 (Sigma), Tween 40 (Sigma), Tween 60 (Sigma),

Tween 80 (Sigma)를 각각 1%씩 첨가해 목적한 배지를 만든

후 각각의 배지에 균을 접종한 후 30℃에서 배양해 분해능을

확인하였다. DNA를 분해할 수 있는 효소인 DNase를 생산할

수 있는지 확인하고자 DNA가 함유된 배지에 균을 배양한 후

1N HCl을 부어 투명대가 형성되는지 확인하였다[25].

Cellulose 분해 여부 관찰시 congo-red (0.1%)를 떨어뜨리고

30분이 지난 뒤 1M NaCl로 세척하였다. 균이 cellulose를 분해

할 경우 균체 주변에 희미한 노란색이 나타나는 것으로 cellu-

lase 활성 여부를 확인하였다. Starch의 분해 여부는 균을 배양

한 후 Lugol's iodine을 부은 후 색변화를 관찰하였다. starch
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Fig. 1. Neighbour-joining tree based on 16S rRNA gene sequences showing the phylogenetic relationships among Bacillus spp.

isolated from polychaete (Perinereis aibuhitensis) and their closest neighbours of the genus Bacillus. Bootstrap values (expressed

as percentages of 1000 replications) greater than 30% are given at the nodes.

가 존재하는 부분은 진한 청색으로 변하고 starch 분해능이

있는 균체 주변은 투명대가 나타나는 것으로 amylase 효소활

성을 조사하였고, Casein 분해능은 균 배양 후 투명대 생성

여부를 확인하였다. Tween을 분해하는 균은 Tween을 포함하

는 배지에서 배양된 균체 주변이 뿌옇게 변하는 것으로 확인

하였다[43].

세포막의 지방산 분석

분리균주에 대한 세포지방산 분석은 MIDI를 이용하여 수

행하였다. 이를 위하여 분리 균주를 MA 배지에서 25℃에서

72시간 동안 배양하였다. 분석기기는 미생물 동정 시스템

(Microbial Identification System MIDI, Microbial ID. Inc.,

DE)을 사용하였으며, 분석된 데이터는 TSBA40 (Sherlock

Version 4.0; Microbial Identification System MIDI, Microbial

ID. Inc., DE)에서 검색하였다. 배양제 40 mg을 루프로 캡튜브

에 취한 후 메탄올 : 증류수(methanol : D.W) 1:1 혼합용액에

15% 수산화나트륨이 포함된 시약 1 ml을 가하여 100℃에서

25분간 반응시켜 세포내 지방산을 추출하였다. 추출된 지방산

의 메틸화를 위하여 6N HCl 2 ml을 첨가하고 80℃에서 10분

간 반응 시킨 후 재빨리 냉각시켰으며, 수용성의 상태인 지방

산을 유기상으로 전환시키기 위하여 hexane과 methyl - tert

buthyl ether를 1:1 혼합한 용액 1.25 ml을 첨가한 후 10분 동안

회전시켜주어 상층액만을 취했다. 마지막으로 포화된 수산화

나트륨용액 3 ml로 시료를 씻어준 후 분석기기를 통하여 동정

하였다.

결과 및 고찰

갯지렁이 내생 Bacillus spp.의 계통관계

갯지렁이 추출물을 접종한 MA 배지에서 생장하여 나타난

집락을 선별하여 순수배양한 후 16S rRNA 염기서열에 기초하

여 동정한 결과 12 균주가 Bacillus 속(genus)에 포함되는 것으

로 밝혀졌다(Data not shown). 그 중 호기성 및 혐기성 조건에

서 모두 생장 가능한 5 균주, CBW3, CBW4, CBW9, CBW14

그리고 EBW10을 선별한 후 1295 bp의 16S rRNA 염기서열을

기초로 선별균주들 간의 계통관계를 분석하였다(Fig. 1).

CBW3와 CBW14는 같은 종으로 B. nanhaiensis JSM082006
T
,

B. arsenicus Con a/3
T
, 그리고 B. barbaricus V2-BⅢ-A2

T
와 99%

이상의 높은 상동성을 나타내었고, CBW4는 이미 알려진

Bacillus 균주와 계통관계에서 비교적 거리가 먼 것으로 나타

났다. CBW9는 B. algicola KMM 3737
T
와 99.8%, B. hwajinpo-

nensis SW-72 3737
T
와 B. hemicentroti JSM 076093

T
와도 97%

이상의 높은 상동성을 나타내었고, EBW10은 B. thruingiensis

ATCC 10792
T
와 99.8%의 높은 상동성을 보였다.

CBW3와 CBW14와 높은 상동성을 가지는 B. barbaricus

V2-BⅢ-A2T는 실험벽 수채화로부터 분리된 세균으로 B. meg-

aterium, B. flexus 그리고 B. cohnii와 94% 이상의 상동성을 가

진 것으로 알려져 있다[46]. CBW9와 높은 상동성을 가지는
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Table 1. Test for aerobic growth of Bacillus spp. isolated from polychaete (Perinereis aibuhitensis) in five different media, pigment

production, and oxidation and fermentation (OF)

Strain MA LB NA TSA R2A Pigment production OF

CBW3 + + + + + - F

CBW4 + + + + + - F

CBW9 + w + - + Yellowish orange No action

CBW14 + + + + + - O

EBW10 + + + + + - F

+: positive, -: negative, w: weak positive, O: oxidation, F: fermentation

Table 2. Effect of temperature on cell growth of Bacillus spp. isolated from polychaete (Perinereis aibuhitensis)

Strain
Temperature (℃)

4 10 15 - 35 40 45 50

CBW3 + + + + + -

CBW4 + + + + + -

CBW9 - + + + + -

CBW14 w + + + + w

EBW10 w + + + w -

+: positive, -: negative, w: weak positive

B. algicola KMM 3737T는 갈조류인 Fucus evanescens에서 분리

한 세균으로 갈조류의 엽상체가 분해될 때 농화배양을 통해

분리된 것으로 알려져 있다[24]. CBW9은 B. anthracis ATCC

14578
T
와도 높은 상동성을 가지는데 이 균주는 한국의 토양

에서 분리한 탄저병의 원인균으로 가축과 인간에게 치명적인

감염을 일으킨다[39]. EBW10은 B. thruingiensis ATCC 10792
T

와 16S rRNA 유전자 염기서열에서 본 연구에서 비교대상으

로 정한 1376개 염기서열 중 단 1개가 달라 같은 종일 것으로

추정된다.

다양한 종류의 갯지렁이로부터 유래된 Bacillus 속 세균으로

는 alkaline protease를 생산하는 균주, Bacillus sp. [26] 등이

알려져 있으나 본 연구에서 사용한 갯지렁이(Perinereis aibuhi-

tensis)의 미생물상에 대해서는 본 연구에서 처음으로 보고하

는 것으로 파악되었다. Bacillus는 수질 정화 능력을 통하여

배양 생물의 생존을 향상시키고 성장을 촉진하는데 긍정적

효과를 미칠 수 있다고 보고한 바 있다[17, 27, 33]. 최근 연구에

서 Bacillus sp. L14는 엄청난 양의 카드뮴을 축적할 수 있는

능력 때문에 생물학적 환경복원을 통한 중금속의 제거에 활용

될 수 있음을 보여주었으며[19], 또한 지질이 많이 포함되어

있는 유기물의 제거에도 lipase를 다량 생산하는 Bacillus 종들

이 활용될 수 있음을 보고한 바 있다[18]. 따라서 본 연구에서

얻어진 다양한 Bacillus 균주들에 대한 심층적인 연구의 가치

가 크다고 할 수 있다.

배지별 Bacillus spp.의 생장능, 색소 생성 및 산화 발효능

본 연구에서 사용한 5 종류의 Bacillus 균주들의 호기성 및

혐기성 조건에서의 생장능을 30℃, MA 배지에서 시험한 결과,

다섯 균주 모두 생장함을 확인하였다(Data not shown). MA.

LB agar, NA, TSA, R2A 등 5개의 다른 배지를 이용하여 30℃,

호기성 조건에서 생장능을 시험한 결과, CBW3, CBW4,

CBW14 그리고 EBW10은 모든 배지에서 생장하였지만 CBW9

은 LB에서는 약한 생장을 TSA에서 생장하지 않았다(Table 1).

이러한 사실은 본 연구에서 분리 사용한 Bacillus 균주들은 모

두 통성 호기성인 균주임을 제시해준다. 산화와 발효 중 어떤

방법으로 탄수화물을 이용하는지 알아보고자 기질로써 glu-

cose를 첨가한 OF 배지에 균을 접종한 후 배양한 결과 CBW14

는 산화를 CBW3, CBW4, EBW10은 발효를 통해 당을 이용할

수 있었으며, 이들 균주들은 발효 산물로 산을 형성하지는 않

은 것으로 나타났다(Table 1). 또한 다섯 균주 중 CBW9 균주만

이 노란 오렌지색의 색소를 생성하는 것으로 나타났다.

주요 환경 조건별 Bacillus spp.의 생장능

실험 균주 모두가 10-40℃까지는 공통적으로 생장하였으며

CBW14는 50℃에서도 미약하게 성장하였다. CBW3와 CBW4

는 4℃에서도 잘 생장하였으며, CBW14와 EBW10은 약한 생

장을 나타내었다(Table 2). 따라서 CBW14는 4-50℃까지 넓은

범위에서 생장 할 수 있는 중온성 세균으로 분류되었다. 균주

CBW9와 계통관계가 가장 가까운 B. algicola [26]의 생장 온도

범위는 10-45℃로 CBW9의 생장 온도 범위와 일치하였다. 16S

rRNA 분석에서 B. barbaricus [48]과 계통관계가 가장 가까운

것으로 알려진 CBW3는 45℃에서는 생장하였으나 50℃에서

생장하지 않은 것으로 보아 생리학적 특성이 상당히 일치하는

것으로 나타났으나, 같은 종에 포함되는 CBW14은 미약하지

만 50℃에서도 생장하여 B. barbaricus의 생리학적 특성과 조금

다른 결과를 보였다.

배지의 염도를 달리하여 CBW3, CBW4, CBW9, CBW14 그
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Table 3. Effect of salinity on cell growth of Bacillus spp. isolated from polychaete (Perinereis aibuhitensis)

Strain
Salinity (%)

0-11 12 13 14 15 16 17

CBW3 + + w w w w -

CBW4 + + w w w - -

CBW9 + + + + + + +

CBW14 + + + + w w -

EBW10 + w w w w - -

+: positive, -: negative, w: weak positive

Table 4. Effect of pH on cell growth of Bacillus spp. isolated from polychaete (Perinereis aibuhitensis)

Strain
pH

3 4 5 6 7 8 9 10 11

CBW3 - - + + + + + - -

CBW4 - - + + + + + + -

CBW9 - - + + + + + - -

CBW14 - - + + + + + - -

EBW10 - - + + + + + - -

+: positive, -: negative

리고 EBW10 균주의 생장유무를 관찰한 결과 0-11%까지는 5

종 모두 잘 생장하였다(Table 3). CBW3, CBW4 그리고 EBW10

은 11-17% 염도 범위에서 균주에 따라 약간의 차이가 있었지

만 약한 생장을 하여 극고염 농도에서도 내성을 나타내는 중

호염성 세균(moderate halophile)일 것으로 사료되었다.

CBW3 및 CBW14와 계통관계에서 가장 가까운 것으로 분석된

B. barbaricus [46]은 5% NaCl 이상의 농도에서 생장하지 않아

비교 대상 균주들 간에는 생리학적 특성이 상당한 차이가 있

었다. 특히 CBW9는 본 연구에서 시험한 최고 농도인 17%에서

도 생장을 잘하였으며, 극호염성 세균(extremohalophile)의 생

장범위가 15-30%라는 점을 고려해본다면 CBW9는 극호염성

환경에서도 살아가는 균으로 염분이 없는 환경에서부터 극고

염성 환경에 이르기까지 매우 폭 넓은 범위 염도 조건에서

생장할 수 있는 균으로 밝혀졌다. CBW9와 계통학적 관계가

가장 가까운 것으로 여겨지는 B. algicola [24]의 염분 내성 농도

인 NaCl 3%이고 다른 균주인 B. arsenicus [42]는 2% NaCl에서

도 생장할 수 없는 것으로 나타나 CBW9와 이들 균주 간에는

염도 내성에 있어 상당한 차이가 있는 것으로 나타났다. 하지

만 CBW9와 16S rRNA 상동성이 97% 이상으로 계통관계가

가까운 균으로 나타난 B. hwajinponensis는 15% NaCl에서는

생장하였으나 20% NaCl에서는 생장하지 않은 것으로 알려져

있어[51] 본 연구에서 얻어진 결과와 어느 정도 일치하는 것으

로 나타났다. 이는 CBW9이 다른 균주들에 비하여 다양한 환

경에 잘 적응했음을 제시해준다.

본 연구에서 사용한 Bacillus 균주 CBW3, CBW4, CBW9,

CBW14 그리고 EBW10 모두 pH 5-pH 9까지 생장하는 것으로

보아 약산성부터 약알칼리성에서 생장하였다(Table 4). B. bar-

baricus의 생장범위 pH 6.0-pH 9.5, B. algicola의 생장범위 pH

7.0-pH 10, B. arsenicus의 생장범위 pH 5.5-pH 8.0, B. hwajinpo-

nensis의 생장범위 pH 5.0-pH 9.5를 고려해본다면, 본 연구에

서 분리 사용한 Bacillus 균주들은 생장 가능한 pH 범위에서

기존 알려진 Bacillus 균주들의 특성과 상당히 일치하였다.

Bacillus spp.의 고분자물질 분해 효소 활성능

Table 5는 DNA, cellulose, starch, casein 그리고 4 가지

Tween 등의 고분자 물질 을 사용하여 각 물질 분해에 관련된

효소 활성을 측정한 결과이다. DNA 물질이 포함된 배지에

1M HCl을 떨어뜨렸을 때 DNase 활성을 갖고 있는 균주는

DNA를 분해하여 균체 주변이 투명하게 변하는데 CBW3,

CBW4, CBW9, CBW14 그리고 EBW10 모두 균체 주변에 뚜렷

한 투명대를 형성하여 DNase 활성이 있었으며, 특히 CBW9와

CBW14는 크기가 매우 큰 투명대를 형성하여 DNase 활성이

매우 높음을 알 수 있었다. Cellulose 분해 여부를 관찰하고자

cellulose가 함유된 배지에 균을 48시간 배양한 뒤 congo-red

(0.1%)로 염색, 30분 후 1M NaCl로 세척을 해 색을 관찰한

결과 오직 EBW10만이 균 주위에 희미한 노란색이 나타났다.

이는 CBW3, CBW4, CBW9, CBW14 균주는 cellulase 활성을

갖고 있지 않으며 EBW10균만이 Cellulose 분해에 필요한 cel-

lulase 활성을 가지고 있음을 제시해준다. Starch 또는 casein

을 함유한 배지를 이용하여 그 분해능을 시험한 결과 본 연구

에서 사용한 모든 균주들이 다당류인 Starch 분해에 필요한

amylase와 단백질인 casein 분해에 필요한 효소 활성이 있음

을 알 수 있었다. Tween이 포함된 배지에서 균을 배양한 후

균체 주변이 뿌옇게 변하는 것을 확인한 결과 CBW14만

Tween 분해능이 없었으며 다른 균주들은 Tween 20, Tween

40, Tween 60, Tween 80 등 분자량이 다른 고분자 물질을 모두
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Table 5. Evaluation of enzyme activities for the utilization of macromolecules in Bacillus spp. isolated from polychaete (Perinereis
aibuhitensis)

Strain DNA Cellulose Starch Casein
Tween

20 40 60 80

CBW3 w - + + + + + +

CBW4 w - + + + + + +

CBW9 + - w + v + + +

CBW14 + - w + - - - -

EBW10 w + + + + + + +

+: positive, -: negative, w: weak positive, v: variable

Table 6. Test for utilization of carbohydrates by Bacillus spp. isolated from polychaete (Perinereis aibuhitensis)

Substrate CBW3 CBW4 CBW9 CBW14 EBW10 Substrate CBW3 CBW4 CBW9 CBW14 EBW10

Control C C C C C Esculin + + + + +

Glycerol + + + + + Salicin + + + + +

Erythritol - - - - + Cellobiose + + + + +

D-Arabinose - - - - + Maltose + + + + +

L-Arabinose - - - - + Lactose + + - + -

Ribose + + + + + Melibiose + - - + -

D-Xylose - - - - + Sucrose + - + + +

L-Xylose + - - - + Trehalose + + + + +

Adonitol + - - - + Inulin - - - + +

β-Methyl-D-mannoside + - - - - Melezitose - - - + +

Galactose - - - + + Raffinose - - - + +

Glucose + + + + + Starch + + + + +

Fructose + + + + + Glycogen + + + + +

Mannose - - + + + Xylitol - - - + +

Sorbose - - - - + Gentiobiose + - - + +

Rhamnose - - - - + D-Turanose - - + + -

Dulcitol - - - - + D-Lyxose - - - + -

Inositol - - - - + D-Tagatose - - - + -

Mannitol - - - - + D-Fucose - - - + -

Sorbitol - - - - + L-Fucose - - - + -

α-Methyl-D-mannoside + + + + + D-Arabitol - - - + -

α-Methyl-D-glucoside + + + + + L-Arabitol - - - + -

N-Acetyl-glucosamine + + + + + Gluconate - - - + -

Amygdalin + + + + + 2-keto-Gluconate - - + + +

Arbutin + + + + + 5-keto-Gluconate - - + + +

분해할 수 있는 것으로 나타났다.

해양생물의 장내에서 발견되는 Bacillus균들은 다양한 유기

물을 분해할 수 있는 protease, amylase, cellulase 등의 효소들

을 생산할 수 있는 능력이 있는 것으로 보고된 바 있다[15,

49, 52]. 매우 흥미롭게도 CBW3 및 CBW14와 계통학적 관계가

가까운 것으로 여겨지는 B. barbaricus는 예상과는 달리 Tween

20과 Tween 80 등을 이용할 수 있는 능력이 없는 것으로 알려

져 있다[46]. 동해에서 분리된 것으로 균주 CBW9와 계통학적

관계가 가까운 것으로 여겨지는 B. hwajinponensis [51]은 cae-

sin, starch, Tween 20, Tween 40, Tween 60, Tween 80 등을

분해할 수 있는 것으로 알려져 두 균주 간 특성이 매우 유사하

였다. 특히 균주 EBW10은 시험한 모든 고분자 물질을 분해하

여, protease, amylase, cellulase. lipase 등의 효소 활성을 가지

고 있을 것으로 추정되었다.

Bacillus spp.의 탄소원 이용능 및 주요 효소 활성 분석

균의 탄소원 이용 여부를 시험한 결과 5 균주 모두 amyga-

lin, arbutin, cellobiose, esculin, fructose, glucose, glycerol,

glycogen, maltose, ribose, salicin, starch, trehalose, α

-methyl-D-mannoside, α-methyl-D-glucoside, N-acetyl-glu-

cosamine 등을 잘 이용할 수 있는 것으로 나타났다(Table 6).

매우 흥미롭게도 탄소원으로 사용한 기질 중 erythritol,
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Table 7. Enzyme assay for major biochemical reactions in Bacillus spp. from polychaete (Perinereis aibuhitensis)

Enzyme assayed for CBW3 CBW4 CBW9 CBW14 EBW10

Acid phosphatase + + - - +

Alkaline phosphatase + + + + +

Arginine dihydrolase + -  + - +

α-Chymotrypsin - + - - -

Esterase (C4) + - - + +

Esterase lipase (C8) + - + - +

Gelatinase - +  + + +

β-Glucosidase - + - - -

Leucine arylamidase +  +  - - +

Lysine decarboxylase -  -  + - +

Naphtol-AS-BI-phosphohydrolase + - - - +

+: positive, -: negative

Table 8. Fatty acid composition (%) of Bacillus spp. isolated from polychaete (Perinereis aibuhitensis).

Fatty acid CBW3 CBW4 CBW9 CBW14 EBW10

iso C14:0 9.4 6.6 8.6 9.4 6.4

C14:0 0.7 0.7 0.6 0.6 0.9

iso C15:1 AT 0.7 - - 0.5 -

iso C15:0 19.0 46.9 5.5 17.0 22.8

anteiso C15:0 42.8 22.2 55.7 47.1 45.7

C15:0 2-OH - - - - -

C15:0 0.9 0.5 2.4 1.2 0.5

C16:1ω7c 3.7 - - 2.8 1.2

iso C16:0 7.1 6.2 9.0 6.0 -

C16:1ω9c 2.4 1.8 1.2 2.8 1.6

C16:1ω11c 2.8 1.3 1.8 2.4 1.2

C16:0 2.0 0.5 0.9 1.2 1.0

C16:1ω7c alcohol 2.6 8.0 6.4 3.2 7.6

iso C17:0 - 0.8 - 0.6 -

iso C17:1ω10c - 1.2 - - 2.0

anteiso C17:0 - 3.2 7.3 2.0 1.8

anteiso C17:1 A 2.6 - 0.5 0.8 1.2

Summed Feature 2* 1.1 - - 1.5 3.8
*Summed features represent groups of two or three fatty acids that could not be separated by GLC with the MIDI system. Summed

feature 2 contained one or more of following fatty acids: iso-C16:1 I and/or 2-OH and/or C14:0 3-OH. Fatty acids amounting to

less than 0.5% in all strains tested are not listed. tr, Trace (<0.5 %); -, not detected. All data from this study.

D-arabinose, L-arabinose, D-xylose, sorbose, rhamnose, dul-

citol, inositol, mannitol, sorbitol 등은 오직 균주 EBW10만이,

D-lyxose, D-tagatose, D-fucose, L-fucose, D-arabitol, L-arabi-

tol, gluconate 등은 균주 CBW14만이 이용할 수 있었고, β

-methyl-D-xyloside는 CBW3만이 이용할 수 있었다. 매우 특

이한 점은 B. barbaricus [48]과 계통관계가 가장 가까운 것으로

알려진 CBW3과 CBW14간에 탄소 이용능에 있어 상당한 차이

가 있었다. CBW14는 CBW3 균주에 비해 훨씬 많은 종류의

기질들을 탄소원으로 이용할 수 있는 것으로 나타났다. CBW9

와 상동성을 가지는 B. algicola [24]는 ribose, D-arabinose,

D-mannose, gluconate를 이용하지 못하는 것으로 나타났으

나, CBW 9는 D-arabinose, D-mannose, gluconate는 이용하지

못하였으나 ribose를 이용할 수 있는 것으로 나타나 2 균주

간에는 생리학적 특성이 조금 다른 것으로 나타났다. B. thur-

ingiensis [5]와 가장 상동성이 높은 것으로 나타난 균주 EBW10

도 매우 많은 수의 기질들을 탄소원으로 이용할 수 있었다.

API ZYM kit을 이용해 갯지렁이에서 분리 선별한 5 균주의

효소활성을 시험한 결과 대상 균주 5 종 모두 alkaline phos-

phatase 활성을 가지며, CBW3, CBW4 그리고 EBW10은 acid

phospatase 활성을 동시에 가지는 것으로 나타났다(Table 7).

CBW3, CBW9 그리고 EBW10은 arginine dihydrolase 양성

반응을, CBW4와 CBW14는 arginine dihydrolase 음성반응을

나타냈다. 시험한 균주 중 CBW4만 α-chymotrypsin 양성반응

을 보였고, CBW3, CBW14, EBW10은 esterase (C4) 활성을,
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CBW3, CBW9, EBW10은 esterase lipase (C8) 활성을 나타냈

다. CBW3를 제외한 4 균주는 gelatinase 활성을 가지며, β

-Glucosidase 활성은 CBW4에서만 관찰되었다. CBW3,

CBW4, EBW10은 leucine arylamidase 활성을 가지는 반면,

CBW9와 CBW14는 leucine arylamidase 활성을 갖고 있지 않

았다. Lysine decarboxylase는 CBW9와 EBW10에서,

Naphtol-AS-BI-phosphohydrolase 활성은 CBW3과 EBW10에

서 관찰되었다. 특히 시험한 모든 고분자 물질을 분해할 수

있는 것으로 밝혀진 균주 EBW10은 esterase (C4)와 esterase

(C8)의 활성을 갖고 있는 것으로 밝혀져 산업적 활용 범위가

매우 클 것으로 사료되며, 다른 Bacillus 세균들은 용도에 따라

산업적 활용 가치가 있다고 할 수 있다.

Bacillus spp.의 지방산 분석

본 연구에서 사용한 CBW3, CBW4, CBW9, CBW14 그리고

EBW10 등 5 균주 모두에서 주요 지방산으로 anteiso C15:0, iso

C15:0, iso C14:0, iso C16:0 그리고 C16:1ω7c alcohol 등이 나타났다

(Table 8). CBW3, CBW9, CBW14, EBW10 균주에서는 anteiso

C15:0이 균주에 따라 차이가 있었지만 약 42.8%에서 55.7%까지

가장 많은 비율을 차지하는 지방산으로 분석되었고, 오직

CBW4에서만 iso C15:0이 분석된 전체 지방산의 46.9%를 차지

하였고 anteiso C15:0은 22.2% 비율로 나타났다. iso C15:0의 경우

CBW3, CBW9, CBW14, EBW10 균주에서 그 비율이 최저 5.5%

에서 22.8%까지 매우 다양하게 나타났다. 많은 Bacillus 균주의

세포막 지방산 분석에서 가장 큰 비율로 나타나는 주요 지방

산으로는 iso C15:0과 anteiso C15:0으로 알려져 있으나 균주마다

이들의 비율은 상당한 차이를 나타내고 있다[42, 46, 51].

결론적으로 본 연구에서 분리한 다섯 균주 중, CBW4 균주

는 기존 알려진 균주와 계통학적 관계가 상당히 먼 것으로

나타나 신종일 가능성이 매우 높은 것으로 사료되었다. 본 연

구에서 분리한 균주들과 가장 가까운 균주들과의 유전학적

특성과 생리생화학적 특성 비교 분석에서, 시험 항목에 따라

비교 대상 균주들 간에는 차이가 많이 존재하는 것으로 나타

났다.
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초록：갯지렁이(Perinereis aibuhitensis)에서 분리한 Bacillus spp.의 생리생화학적 특성 분석

신세연1․Khorloo Yundendorj1․이상석2․강경호3․강형일1*

(
1
순천대학교 환경교육과,

2
순천대학교 동물자원학과,

3
전남대학교 수산양식학부)

본 연구에서는 연안 갯벌에서 유기물 분해능이 매우 우수한 것으로 알려진 갯지렁이(Perinereis aibuhitensis)에

내생하고 있는 균주 중 호기성과 혐기성 조건에서 생장 가능한 5 종류의 Bacillus 균주 CBW3, CBW4, CBW9,

CBW14 그리고 EBW10를 선별하여 그 특성을 비교 분석하였다. 16S rRNA 염기서열에 기초하여 동정한 결과,

CBW3과 CBW14는 B. nanhaiensis, B. arsenicus 그리고 B. barbaricus와 99.8% 이상의 높은 상동성을, CBW4, CBW9

그리고 EBW10 균주는 B. anthracis, B. algicoa 그리고 B. thuringiensis와 각각 92.7%, 99.8% 그리고 99.8%의 상동성

을 보였다. 이들 대부분 균주들의 생장온도 범위는 4-45℃, 염도는 0-17%, pH는 5-9 범위로 매우 다양하게 나타났

다. 모든 균주들이 casein, starch 분해 효소를 가지고 있었으며 특히 균주 EBW10은 시험한 모든 고분자 물질을

분해할 수 있는 protease, amylase, cellulase. lipase 등의 효소 활성을 가지고 있을 가능성이 높음을 제시해주었

다. 대상 균주 5 종 모두 alkaline phosphatase 활성을 가지며, CBW3, CBW4 그리고 EBW10은 acid phospatase

활성을 동시에 가지고 있었으며, CBW3, CBW14, EBW10은 esterase (C4) 활성을, CBW3, CBW9, EBW10은 CBW4

는 esterase lipase (C8) 활성을 나타냈다. 지방산 분석 결과 CBW3, CBW9, CBW14, EBW10 균주에서는 anteiso

C15:0이 균주에 따라 차이가 있었지만 약 42.8%에서 55.7%까지 가장 많은 비율을 차지하는 지방산으로 분석되었

고, 오직 CBW4에서만 iso C15:0이 전체 지방산의 46.9%로 가장 많은 비율로 나타났다.
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