
http://dx.doi.org/10.4014/kjmb.1212.12002

Korean J. Microbiol. Biotechnol. (2013), 41(3), 372–378
http://dx.doi.org/10.4014/kjmb.1212.12002
pISSN 1598-642X eISSN 2234-7305

Korean Journal of Microbiology and Biotechnology

Shewanella oneidensis PKA 1008의 알긴산 분해 조효소 생산 최적
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현재 해조류는 새로운 기능성 소재로 많은 연구가 이루어

지고 있는데, 이는 육상과는 다른 환경에 서식 하는 해조류

의 특성상 육상 생물과는 다른 생리활성 물질을 함유할 것

으로 기대되고 있기 때문이며 해조류의 풍부한 다당류가 새

로운 생리활성 물질의 보고라고 할 수 있기 때문이다[10]. 이

러한 해조류의 특이적 생육 환경으로 기인한 기능성으로는

항종양[15], 항혈액응고[23] 및 면역력 증강[2] 등이 알려져

있다. 해조류의 기능성 성분은 녹조류(green algae), 홍조류

(red algae) 및 갈조류(brown algae)의 골격, 구성 및 저장 다

당류에서 많이 찾을 수 있으며, 대표적인 것은 다시마

(Laminaria japonica), 감태(Ecklonia cava), 미역(Undaria

pinnatifada) 및 모자반(Sargassum fulvellum)과 같은 갈조

류에 포함되어 있는 알긴산이다. 알긴산은 갈조류 세포벽 구

성 다당류로서 2종류의 uronic acid인 D-mannuronic acid와

L-guluronic acid가 다양한 비율로 1,4 glycoside 결합을 하

고 있는 polyuronide이다[26]. 알긴산은 분자량, 결합 순서, 결

합 구조에 따라 다양한 겔형성능, 점도 증진능, 수분 흡수능,

결착능 및 필름 형성능 등의 물리적 특징을 가지며, 이러한

특징은 식품산업에서 안정제, 보습제 및 증점제로 이용되고

있다[8]. 또한 알긴산은 난소화성 특성을 부각시켜 식이섬유

로서 변비 치유[3], 비만 억제 등의 성인병 예방 식품으로 기

대되고 있으며[4], 중금속 배출 및 콜레스테롤 배출 등의 효

능이 보고되고 있다[9]. 

이와 같은 다양한 기능성이 밝혀지면서 알긴산의 이용을

확대하기 위해 많은 연구가 이루어지고 있지만, 상온에서 용

해 시간이 길고 농도가 높아짐에 따라 고점도 특성을 보여

산업적 이용이 제한적이다. 이를 해결하기 위해 알긴산의 저

분자화 방법이 제시되고 있으며, 산업적 이용이 가능한 알긴
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산 올리고당 생산을 위해 알긴산 분해 효소에 관한 연구가

많이 이루어지고 있다. 

현재 해양 환경, 해양 동물 및 미생물 유래의 알긴산 분해

효소의 탐색과 생화학 및 분자생물학적 연구가 활발히 이루

어지고 있다[18]. 알긴산 분해 효소는 성게, 전복, 소라 등 해

조류 섭식 동물[30] 및 해수와 해저 토양 유래 미생물인

Azotobacter vinelandii [7], Vibrio sp. [27], Pseudomonas

sp. [17], Klebsiella aerogenes [13], Flabobacterium sp.

[1], Alginovibrio aquatilis [24] 등에서 생산하는 것으로 알

려져 있지만 알긴산 분해 효소를 고효율로 생산하는 미생물

에 관한 보고는 아직 미비한 실정이다.

따라서 본 연구에서는 알긴산 올리고당을 효소적으로 제조

하기 위한 기초연구로서, 분해중인 해조류 및 그 주변 해수로

부터 알긴산 분해 활성이 우수한 미생물을 탐색하고, 미생물

이 생성한 알긴산 분해 조효소의 분해 특성을 확인하고자 한다.

재료 및 방법

재료

본 실험에서 alginic acid sodium salt from brown algae

(Aldrich Chemical Co., USA)를 사용하였으며, marine

broth (MB, Difco, USA) 및 marine agar (MA, Difco, USA)

를 사용하였다.

알긴산 분해 미생물의 분리 및 동정

 

부산의 송정 연안에서 분해중인 해조류 Ulva pertusa를

채집한 후 멸균된 2% NaCl phosphate buffer (pH 7.4)을

이용하여 희석하였다. 희석액은 MA 배지에 분주·도말 한

후 30oC에서 24시간 배양하였으며, 생성된 colony 중에서 형

태적으로 다른 colony를 선택하였다. 선택한 colony는 알긴

산 분해능을 확인하기 위해 4% 알긴산과 106 cfu/ml 농도의

균배양액을 1:1 혼합 하여 30oC에서 24시간 반응 후 점도 및

환원당 함량을 측정하였다. 이 중 알긴산 분해능이 높은

colony는 (주)마크로젠에 의뢰하여 16S rRNA sequence

analysis로 분석하였고 이후 16S rDNA 염기서열은

National Center for Biotechnology Information (NCBI;

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/)의 blast server를 사용하여

염기서열을 비교 분석하여 균들을 동정하였다. 

분리·동정된 알긴산 분해 미생물의 생육 특성 확인

분리·동정된 알긴산 분해 미생물의 최적 생육 조건(pH,

NaCl, 배양 온도 및 배양 시간)을 확인하기 위해 MB 배지

를 기본 배지로 사용하였고, 균은 106 cfu/ml 농도로 접종하

여 각 실험 조건에서 배양한 후 600 nm에서 흡광도를 측정

하였다. 먼저, pH 확인을 위해 MB 배지를 0.1 N 및 1 N

HCl과 0.1 N 및 1 N NaOH로 pH 2-10으로 조정하였으며,

균을 접종 후 30oC에서 24시간 배양하였다. 최적 NaCl 농도

를 확인하기 위해 최적 pH인 pH 9로 조정한 MB 배지의

NaCl 농도를 2-8%로 조정한 후 균을 접종하고 30oC에서

24시간 배양하였다. 최적 pH 및 NaCl 농도인 pH 9 및 2%

NaCl로 조정한 MB 배지에 균을 접종 후 배양 온도를 10-

50oC로 조정하고 24시간 배양하여 최적 온도 조건을 확인하

였고, pH 9, 2% NaCl 및 30oC 조건에서 균을 36시간까지

배양하며 3시간 간격으로 균체량을 측정하여 최적 배양 시

간 조건을 확인하였다.

알긴산 분해 조효소액 제조

분리·동정한 알긴산 분해균을 최적 생육 조건(pH 9, 2%

NaCl, 30oC 및 배양 24시간)으로 대량 배양하였으며, 배양

액을 원심분리기(SUPRA 22K, Hanil Science Co., Korea)

로 12,000 × g, 30 min, 4oC 조건으로 원심 분리하여 상층액

과 침전물을 분리하였고, 상층액을 조효소로 하였다.

알긴산 분해 조효소의 특성 확인

분리·동정한 알긴산 분해균이 생성한 조효소의 최적 알긴

산 분해 pH, 온도, 알긴산 농도 및 반응 시간 조건을 확인하

기 위해 점도 및 환원당을 측정하였다. 점도 측정은 점도계

(LVLTDV-II, Brookfield Co., USA)를 이용하여 Richard 등

[21]의 방법을 참고하여 25oC, 52 cP 및 0.5 rpm 조건에서

실험을 수행하였다. 환원당 측정은 Somogyi-Nelson법[19]으

로 520 nm에서 표준당(glucose)으로 작성한 검량 곡선으로

환원당 함량을 정량하였다. 효소 1 unit는 1분에 1 µmole의

환원당을 생산하는 효소양으로 정의하였고, 각 실험 조건에

서 최대 활성을 보인 것을 100%로 간주하고 상대 활성으로

나타내었다. 최적 pH 조건을 확인하기 위해 0.1 N 및 1 N

HCl과 0.1 N 및 1 N NaOH를 이용하여 pH 2-10까지 조정

하였으며, 알긴산과 조효소를 1:1 혼합 후 30oC에서 24시간

반응시켰다. pH 9 조건에서 온도를 10-50oC로 달리하여 알

긴산과 조효소 1:1 혼합물을 24시간 반응 시킨 후 최적 온도

조건을 확인하였으며, 최적 알긴산 농도를 확인하기 위해 1-

9% 농도의 알긴산을 조효소와 1:1 혼합한 후 pH 9 및 30oC

조건에서 24시간 반응 시켰다. 또한 반응 시간에 따른 조효

소의 알긴산 분해능을 확인하기 위해 pH 9, 30oC 조건에서

7% 알긴산과 조효소를 1:1 혼합한 후 60시간까지 반응시키

며 시간별로 분해정도를 확인하였다.

결과 및 고찰

알긴산 분해균의 분리 및 동정

부산 송정연안에서 채취한 분해중인 해조류 Ulva pertusa
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로 부터 형태적으로 다른 다수의 colony를 분리하였으며, 그

중 알긴산 분해능이 우수한 colony는 환원당 생성량이 418

µg/ml이고, 99% 점도 감소율을 보였다(Fig. 1). 또한 이 균주

의 16S rRNA 염기서열을 분석하였고(Fig. 2) NCBI blast

search를 통해 확인한 결과, Shewanella oneidensis strain

(NCBI accession #; AB447987)와 99% 유사성을 보여

Shewanella oneidensis strain으로 동정되었으며, Shewanella

oneidensis PKA 1008로 명명하였다.

알긴산 분해균의 생육 특성 확인

S. oneidensis PKA 1008의 최적 pH 조건을 확인한 결과

(Fig. 3), pH 6, 7, 8, 9 및 10에서 흡광도값은 0.279, 0.309,

Fig. 1. The alginate degrading ability of isolated marine bac-

teria measured by viscomerty and reducing sugar assay.

Fig. 2. 16S rRNA nucleotide particle sequence of Shewanella

oneidensis PKA 1008.

Fig. 3. Effect of pH on growth of Shewanella oneidensis PKA

1008.

Fig. 4. Effect of NaCl concentrtaion on growth of Shewanella

oneidensis PKA 1008.
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0.355, 0.442 및 0.298으로 측정되었으며 pH 9에서 흡광도

값이 가장 높게 측정되어 S. oneidensis PKA 1008은 pH 9

에서 생육 활성이 가장 좋은 것으로 확인되었다.

해양에서 분리한 S. oneidensis PKA 1008의 NaCl 농도와

생육관계를 알아본 결과(Fig. 4), 2%와 3% 농도에서 흡광도

값이 각각 0.449, 0.385로 나타났고, 4% 이상에서는 흡광도

값이 급격히 줄어드는 것으로 측정되었다. 해양 유래 미생물

의 경우 NaCl 농도가 3% 내외의 범위에서 최적 생육 조건

인 것으로 알려져 있으며[14], 해양에서 분리한 알긴산 분해

균인 Bacillus licheniformis [29]와 Methylobacterium sp.

HJM27 [11]은 2%와 2.5%가 최적 NaCl 농도인 것으로 알려

져 있다. 또한 Joo 등[5]의 연구에서 해양에서 분리한 4종의

균주는 2.5-3.0% NaCl에서 알긴산 분해 활성이 높고 토양에

서 분리한 1종의 균주는 0.85% NaCl 이하에서 분해 활성이

높다고 보고된바 있다. 이러한 결과를 미루어 볼 때, 해양 유

래의 알긴산 분해균의 생육 및 알긴산 분해 활성이 NaCl 농

도 2% 이상에서 높은 것으로 사료되어지며, 본 연구에서 분

리한 알긴산 분해균 S. oneidensis PKA 1008 역시 2%

NaCl에서 가장 높은 생육 활성을 보였다. S. oneidensis

PKA 1008의 최적 생육 온도를 확인한 결과(Fig. 5), 10, 20,

25, 30 및 35oC에서 흡광도 값이 각각 0.153, 0.203, 0.313,

0.497 및 0.294로 30oC에서 균주의 활성이 최대인 것을 확

인하였다. 이러한 결과는 해수 유래 미생물이 20-30oC 부근

에서 생육 활성이 높은 것과 유사한 것으로 확인되었다.

S. oneidensis PKA 1008의 시간별 생육정도를 확인한 결

과(Fig. 6), 배양 24시간까지는 균수가 증가하는 대수증식기

로 확인되었으며, 배양 24시간부터 36시간까지는 균수가 완

만하게 증가하는 정지기로 나타나 본 실험에서는 24시간을

S. oneidensis PKA 1008의 최적 생육 시간 조건으로 하였다. 

이상으로 S. oneidensis PKA 1008의 최적 생육 조건은

pH 9, 2% NaCl, 30oC 및 배양 24시간인 것으로 확인되었으

며, 이러한 해양 유래의 알긴산 분해균인 Vibrio crassostreae

PKA 1002 [25]가 pH 9, 2% NaCl, 30oC 그리고 Bacillus

licheniformis AL-577 [29]가 2% NaCl, pH 7.5 및 30oC인

결과와 유사한 것을 확인할 수 있었으며, S. oneidensis PKA

1008도 알칼리(pH 9) 및 중온(30oC) 영역에서 대량 배양하

여 균체외 효소를 획득할 수 있을 것으로 사료되어진다.

알긴산 분해 조효소의 특성 확인 

S. oneidensis PKA 1008이 생성한 알긴산 분해 조효소의

최적 pH를 확인한 결과(Fig. 7), pH 8, 9 및 10의 알칼리 영

역에서 알긴산 분해능 활성이 높았으며 특히, pH 9에서 분

해 활성이 가장 높은 것으로 확인되었다. 이러한 결과는

Pseudomonas sp. SM0524 [16]과 Agarivorans sp. [12]이

각각 약알칼리 영역인 pH 8.5 및 강알칼리 영역인 pH 10 부

근에서 알긴산 분해 효소의 활성이 최대인 결과와 유사한 것

으로 나타났다.

조효소의 알긴산 분해 활성과 온도와의 상관관계를 확인

한 결과(Fig. 8) 10oC에서는 분해 활성이 상당히 낮았으나,

분해활성이 20oC부터 증가하여 30oC에서 최대로 증가하였

으며, 그 이후에는 활성이 감소하는 것으로 나타났다. 점도

측정 결과에서도, 30oC에서 110 cP로 가장 낮은 값을 나타

내어 조효소의 알긴산 분해 활성이 최대로 보인 온도와 일

치하였다. 이러한 결과는 Azotobacter sp. [7], Enterobacter

cloacae M-1 [20] 및 Alteromonas sp. strain H-4 [22]가 생

성한 효소의 최적 활성 온도가 30oC인 결과와 일치하였다.

또한 본 연구에서 분리한 균주의 최적 생육 온도가 30oC인

것으로 미루어 보아 미생물의 서식 환경이 분비하는 효소의

Fig. 5. Effect of temperature on growth of Shewanella

oneidensis PKA 1008.

Fig. 6. Effect of incubation time on growth of Shewanella

oneidensis PKA 1008.
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최적 활성 온도와 상관 관계가 있는 것으로 사료되어 진다.

알긴산 농도를 0.5-4.5% (working concentration)로 달리

하여 조효소액과 1:1 혼합 후 30oC에서 24시간 반응 시킨 후

효소 활성을 측정하였다. 그 결과(Fig. 9), 3.5%인 알긴산 농

도까지 조효소의 알긴산 분해 활성은 증가하였고, 그 이상의

농도에서는 활성이 다소 감소하여 최적 기질 농도가 3.5%임

을 확인하였다. 이러한 결과는 일정 알긴산 농도 이상에서

균체 성장의 급격한 저하와 함께 알긴산 분해 활성이 저하

된다고 보고한 Yonemoto 등[31] 및 Uo 등[29]의 연구와 유

사한 것으로 배지의 alginate 농도가 높아지면 점성이 커져

교반이 제대로 되지 않아 배지의 조효소 작용이 잘 이루어

지지 않기 때문인 것으로 사료되어진다. 또한 pH 9, 30oC 및

3.5% 알긴산 조건에서 60시간까지 반응한 결과(Fig. 10), 환

원당 생성량이 반응 0시간부터 반응 40시간까지 점차적으로

증가하였으며, 반응 48시간에는 1681 µg/ml로 가장 많았으

며, 점도의 경우 반응 0시간에 17146 cP에서 반응 48시간에

는 18.43 cP로 가장 낮은 값을 나타내었다. 

따라서 S. oneidensis PKA 1008이 생성한 알긴산 분해 조

Fig. 7. Effect of pH on alginate degrading activity of crude

enzyme measured by viscometry and reducing sugar assay. 

The mixture of alginate and crude enzyme were incubated for 24 h

and viscosity was measured at 25oC, 52 cP and 0.5 rpm. The rel-

ative activity was shown as percentages of the enzyme activity.

Fig. 8. Effect of temperature on alginate degrading activity of

crude enzyme measured by viscometry and reducing sugar

assay.

The mixture of alginate and crude enzyme were incubated for 24 h

and viscosity was measured at 25oC, 52 cP and 0.5 rpm. The rel-

ative activity was shown as percentages of the enzyme activity.

Fig. 9. Effect of alginate concentration on alginate degrading

activity of crude enzyme measured by reducing sugar assay. 

The mixture of alginate and crude enzyme were incubated at 30oC

for 24 h. The relative activity was shown as percentages of the

enzyme activity. Means with different letters, displayed in figure,

are significantly different (p < 0.05).

Fig. 10. Effect of reaction time on alginate degrading activity

of crude enzyme measured by reducing sugar assay. 

The mixture of alginate and crude enzyme were incubated at 30oC

for 72 h. The viscosity was measured at 25oC, 40 cP and 0.5 rpm.
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효소는 pH 9, 배양온도 30oC, 3.5% 알긴산, 배양시간 48시

간 조건에서 알긴산을 가장 효과적으로 분해하는 것으로 나

타났다.

이상의 결과로 미루어 보았을 때, 해양에서 분리한 S.

oneidensis PKA 1008 유래 알긴산 분해 조효소의 특성은

Thiang 등[28]이 대부분의 해양 세균 유래의 알긴산 분해 효

소의 최적 pH 및 온도 조건이 pH 7.5-8.5 및 25-50oC라고 보

고한 바 있는데[28], 이러한 결과와 유사한 것으로 나타났

다. 또한 Methylobacterium sp. HJM27 [11], Vibrio sp.

AL-145 [6] 및 Bacillus licheniformis AL-577 [29]가 각각

환원당 생성능이 반응 1시간에 1.217 g/l, 반응 50분에 0.355

및 0.899 g/l로 산업적 이용가능성이 있다고 보고하였으며

본 연구에서 분리·동정한 알긴산 분해균 S. oneidensis PKA

1008의 환원당 생성능은 반응 1시간에 1.001 g/l로 확인되었

다. 따라서 추후 S. oneidensis PKA 1008가 생산하는 알긴

산 분해 효소를 정제하여 알긴산 저분자화에 이용 가능할 것

으로 사료되어 진다.

요 약

부산 송정 연안에서 분해중인 해조류로부터 알긴산 분해

미생물을 분리·동정하고 미생물의 생육 조건 및 미생물이

생성한 조효소의 알긴산 분해 특성을 확인하였다. Ulva

pertusa로부터 분리한 알긴산 분해균을 동정한 결과,

Shewanella oneidensis strain로 확인되었으며, S. oneidensis

PKA 1008 명명하였다. S. oneidensis PKA 1008의 최적 생

육 조건을 확인한 결과, pH 9, 2% NaCl, 30oC 및 배양 24시

간인 것으로 확인되었다. 또한 S. oneidensis PKA 1008 유

래 알긴산 분해 조효소는 pH 9, 30oC에서 분해 활성이 최대

이며, 3.5% 알긴산(working concentration)에서 1시간 반응

시 1.001 g/l의 환원당을 생성하는 것으로 확인되었다.
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