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서 론

단백질 분해 효소는 전체 효소시장의 약 60%를 차지하고

있으며[1], 식품산업, 세제산업, 피혁산업, 환경산업 등 각종

분야에서 광범위하게 응용되고 있다[1, 2]. 단백질 분해 효소

는 동물이나 식물로부터 추출하기도 하나, 미생물을 이용하

여 생산하는 방법은 안정성, 생산성, 비용절감 등 경제적으

로 유리한 장점이 있다[3]. 또한 미생물 유래의 단백질 분해

효소는 반응 특성이 다양하여 반응조건에 따라 산성, 중성,

알칼리성으로 구별되며, casein, keratin, gelatin, 혈전 등을

분해할 수 있는 것으로 보고되었다[4−6].

단백질 분해 효소의 생산에 이용되는 미생물로는 고초균

(Bacillus sp.)을 비롯한 세균, 캔디다(Candida sp.)를 포함

한 효모, Aspergillus sp. 및 Rhizopus sp. 등의 곰팡이를 들

수 있다[2, 7−9]. 이 중 세균은 단백질 분해 효소를 주로 균

체 외부로 분비하며, 열 안정성 및 상대적으로 넓은 pH 범

위에서 활성을 보유하여 산업적으로 널리 사용되고 있다[10].

고초균은 1971년에 알칼리성 단백질 분해 효소가 발견된 이

후 알칼리 반응조건에서 활성과 안정성이 높은 단백질 분해

효소에 대한 연구가 지속되고 있다[11, 12]. B. subtilis, B.

brevis, B. stearothermophilus 및 B. cereus 등의 균주에서

알칼리성 단백질 분해 효소의 생산이 보고되었으며[1, 13−

15], 내열성, 내산성 또는 내알칼리성 특성을 지닌 단백질 분

해 효소[2, 7, 16, 17], 내열성이 우수한 균주로부터 정제한 단

백질 분해 효소가 116−130℃에서 효소활성을 나타내는 연

구결과 등이 보고된 바 있다[18, 19].

김치를 비롯한 전통 발효식품에서 분리된 고초균의 경우

대부분 높은 NaCl 농도에서 성장이 가능한 내염 또는 호염

성균이기 때문에 효소 생산공정에 이용할 경우 잡균의 오염

을 줄일 수 있는 장점이 있으며[19, 20], 김치에서 분리된 B.

subtilis 균주의 항균 및 항진균 활성이 보고된 바 있다[21].

일본의 발효식품인 낫토에서 분리된 B. subtilis var. natto

에서 높은 섬유소 용해성을 갖는 알칼리성 단백질 분해 효

소를 생산하는 연구가 진행되었으며[22], 국내에서도 전통
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장류로부터 분리된 B. subtilis 균주에서 단백질 분해 효소,

전분질 분해 효소, 섬유소 분해 효소, 지방질 분해 효소 등

과 같은 효소들이 생산되는 것으로 보고되었다[1, 23−25]. 최

근 김치로부터 섬유소 분해 및 전분질 분해 효소활성을 나

타내는 B. subtilis 균주에 대한 연구결과가 보고되었으나

[4, 26], 단백질 분해 효소에 대한 연구는 상대적으로 미비한

실정이다. 

B. subtilis 균주는 GRAS (Generally Recognized As

Safe) 미생물로서 이 균주가 생산하는 단백질 분해 효소는

안전성이 인정되어 식품 및 의약산업에서 널리 이용되고 있

다[27, 28]. 또한 최근에 구명된 유전체 정보 등 다른 균주

에 비하여 생리적인 정보가 많이 축적되어 있는 장점도 있

다[13]. 

본 연구는 전통발효식품인 김치로부터 단백질 분해 효소

생산성이 우수한 B. subtilis 균주를 분리하고 효소활성의 특

성 및 균주의 성장특성을 조사하였다.

재료 및 방법

발효식품 수집 및 균주 분리
강원도(평창, 진부, 대관령, 양구, 삼척, 동해), 경상도(예천,

대구, 부산, 울산, 영덕, 울진), 제주 및 충남 지역에서 김치

를 비롯한 전통 발효식품을 수집하였다. 발효식품 1 g과 9 ml

의 펩톤수(BD Diagnostic, USA)를 혼합하여 적정 배수로 희

석한 후 skim milk (1%, BD Diagnostic, USA)가 포함된

Tryptic Soy Agar (TSA; BD Diagnostic, USA) 평판배지에

도말하였다. 도말한 배지는 37℃에서 24시간 동안 배양한 후

투명환(clear zone)을 형성하는 균주 8점을 확보하였다[1]. B.

subtilis KCTC13112 균주를 한국미생물자원센터(KCTC,

Korea)로부터 분양받아 대조구 균주로 사용하였다.

효소활성 측정
균주의 효소활성을 정량적으로 평가하기 위하여 단일 집

락을 TSB 배지에 접종하여 37℃에서 24시간 동안 배양하였

다. 배양액을 원심분리(15,115 × g, 5분)하여 얻은 상등액은

단백질 농도 및 효소활성 측정을 위한 조효소액으로 사용하

였다. 단백질 분해 효소활성의 정량적 측정은 Cupp-Enyard

등의 방법[29]을 일부 변형하여 사용하였다. 인산염 완충액

(50 mM, pH 7.5)에 casein (BD Diagnostic, USA)의 농도가

0.65% (w/v)가 되도록 용해한 것을 기질 용액으로 사용하였

다. 1 ml의 기질용액에 200 μl의 조효소액을 혼합하여 37℃

에서 10분간 반응한 후, 1 ml의 110 mM trichloroacetic acid

를 첨가하여 반응을 종료하였다. 반응액을 원심분리(15,000

× g, 10분)한 후 상등액 400 μl를 1 ml의 500 mM sodium

carbonate (Sigma-Aldrich, USA), 200 μl의 folin & ciocalteu’s

phenol reagent (Sigma-Aldrich, USA)와 혼합하여 37℃에

서 30분 동안 반응시켜 660 nm에서 흡광도를 측정하였다.

효소활성(1 unit)은 반응조건에서 1분간 1 μmole의 tyrosine

을 생성하는 효소의 양으로 정의하였다[1]. 

반응조건에 따른 효소활성을 비교하기 위하여 반응온도를

25−70℃ 범위로 조정하였으며, 50 mM citric acid-sodium

citrate buffer (pH 3.0), acetic acid-sodium acetate buffer

(pH 4.0−5.0), phosphate buffer (pH 6.0−8.0), glycine-sodium

hydroxide buffer (pH 9.0−10.0)로 반응 pH를 조절하여 효소

활성을 측정하였다[30]. 단백질 농도는 조효소액을 적정 농

도로 희석하여 bradford dye reagent (Bio-Rad, USA)와

반응한 후 595 nm에서 흡광도를 측정하였으며, bovine

serum albumin (BSA; Biosesang, Korea)을 표준물질로

사용하였다.

균주 동정
분리된 균주를 5 ml의 TSB 배지에 접종하여 37℃에서

24시간 배양한 후 Sim과 Kim [36] 방법으로 염색체 DNA를 추

출하였다. 염색체 DNA를 주형으로 27F(5'-AGAATTTGATCM

TGGCTCAG-3')와 1492R(5'-GGTTACCTTGTTACGACTT-

3') 프라이머를 이용하여 중합효소 연쇄반응을 수행한 후 증

폭한 16S rRNA 유전자의 염기서열을 확보하였다[32].

BLAST (NCBI, USA)를 이용하여 기존에 보고된 균주와의

상동성을 근거로 동정하였다[31]. 

생리학적 특성
탄소원 대사 및 균주가 보유한 효소계의 특성을 조사하기

위하여 API 50 CHB Kit (BioMérieux, France) 및 API

ZYM kit (BioMérieux, France)를 제조사에서 제시한 방법

에 따라 사용하였다.

비성장속도 측정
균주의 생육특성을 조사하기 위하여 TSB 배지에 초기 세

포흡광도(OD600)가 0.1이 되도록 접종한 후 다양한 온도에서

배양하여 대수 증식기에서 비성장속도를 측정하였다. 배지

의 pH 변화가 균체성장에 미치는 영향을 조사하기 위하여,

완충용액을 사용하여 배지의 pH를 조정한 후 최적 배양온

도에서 비성장속도를 측정하였다. 

내염성 평가
숙성 김치의 염도를 고려하여 0, 1, 2, 3%의 NaCl이 함유

된 TSB 배지를 사용하여 균주를 배양하였다[33, 34]. 대수기

로 성장하고 있는 균주 배양액을 적정배수로 희석한 후 TSA

평판배지에 10 μl를 점적하여 37℃에서 24시간 동안 배양하

였다. 
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통계처리

모든 측정은 3회 반복하였으며 통계처리는 SPSS Statistics

(v. 22, IBM, USA)를 사용하여 Duncan의 다중범위검정법

으로 유의성을 검정하였다[35].

결과 및 고찰

균주 선발 및 동정
대조구 및 김치로부터 분리한 균주 8점을 37℃에서 24시

간 동안 배양한 후 원심분리(15,000 × g, 10분)하였으며 회

수한 상등액을 이용하여 단백질 분해 효소활성을 측정하였

다(Fig. 1). MBE/L1177 균주의 효소활성은 4.08 ± 0.34 U/

mg protein으로 가장 낮은 효소활성을 나타내었다. MBE/

L865 균주의 효소활성은 146.20 ± 3.09 U/mg protein으로

대조구로 사용한 B. subtilis KCTC13112 균주의 효소활성

(56.34 ± 7.18 U/mg protein)의 약 2.6배에 해당하는 높은 효

소활성을 나타내어 최종 균주로 선정하였다. MBE/L865 균

주는 김치유래의 B. stearothermophilus 균주에 비해 우수한

Fig. 1. Determination protease activity for the isolated
strains. Extracellular culture supernatant harvested from 24-h
shake flask cultivation was used for activity assay performed at
37℃ and pH 7.5. Different letters indicate significant difference
between means. B. subtilis KCTC13112 was used as control. 

Table 1. Characteristics of carbohydrate utilization by B. subtilis KCTC13112 and KCCM43059.

Characteristics KCTC13112 KCCM43059 Characteristics KCTC13112 KCCM43059
Control - - Esculine + +
Glycerol + - Salicine - -
Erythritol - - Cellobiose + -
D-Arabinose - - Maltose + +
L-Arabinose + - Lactose - -
Ribose + + Melibiose - -
D-Xylose + - Saccharose - +
L-Xylose - - Trehalose + +
Adonitol - - Inuline - -
β-Methyl-xyloside - - Melezitose - -
D-Galactose - - D-Raffinose + -
D-Glucose + + Amidon - -
D-Fructose + + Glycogen + -
D-Mannose + - Xylitol - -
L-Sorbose - - β-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 - -
Amygdaline + - 2-Keto-gluconate - -
Arbutine - - 5-Keto-gluconate - -

+, positive; -, negative.
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단백질 분해 효소활성을 나타내었다[36]. MBE/L865 균주의

16S rRNA 유전자 염기서열을 분석한 결과 B. subtilis KFP-

17 (GenBank Accession No. KT380826.1) 균주와 가장 높

은 상동성(99%)을 나타내어 한국미생물보존센터에 B.

subtilis KCCM43059로 기탁하였다.

대조구 및 B. subtilis KCCM43059 균주의 탄소원 대사능

및 균주가 보유한 효소계의 특성을 조사하였다. 대조구 및

KCCM43059 균주 모두 ribose, glucose, fructose, esculine,

maltose, saccharose, trehalose 등의 탄소원을 대사하는 것

으로 나타났다(Table 1). 그러나 대조구 균주는 glycerol,

arabinose, xylose, mannose, inositol, mannitol, sorbitol

등을 탄소원으로 이용할 수 있는 것으로 나타나 김치에서 분

리된 KCCM43059 균주에 비해 상대적으로 더 많은 종류의

탄소원을 대사하는 것으로 판단되었다. 김치로부터 분리된

Bacillus sp. JK-43 균주[37]는 glucose, fructose, esculine,

maltose 등의 탄소원을 대사하여 본 연구에서 분리된

KCCM43059 균주와 유사한 탄소원 대사특성을 나타내었다.

대조구 및 KCCM43059 균주가 보유한 효소활성을 조사

한 결과 esterase, lipase, acid phosphatase, α-glucosidase

등의 효소활성을 보유하고 있는 것으로 나타났다(Table 2).

KCCM43059 균주는 alkaline phosphatase, crystine

arylamidase 등의 효소활성을 보유하는 것으로 나타내었으

며, 대조구 균주는 trypsin, β-glucosidase 등의 효소활성을

나타내어 두 균주가 서로 다른 특성을 나타내었다. 따라서

김치에서 분리된 KCCM43059 균주는 16S rRNA 유전자의

염기서열은 B. subtilis 균주와 높은 상동성을 나타내었으나

탄소원 대사특성과 균주가 보유한 효소계는 상이한 것으로

판단되었다. 

효소활성 평가
대조구 및 KCCM43059 균주를 37℃에서 24시간 동안 배

양하여 원심분리한 후 얻은 상등액을 이용하여 다양한 반응

온도 및 pH에서 효소활성을 측정하였다. 완충용액의 pH를

7.5로 고정하고 반응온도를 달리하여 효소활성을 측정한 결

과 대조구 및 KCCM43059 균주는 25℃에서 각각 33.41 ±

8.38, 58.61 ± 9.80 U/mg protein 으로 가장 낮은 단백질 분

해 효소활성을 나타내었다(Fig. 2A). 반응온도가 증가할수록

KCCM43059 균주의 효소활성이 유의적으로 증가하였으며

Table 2. Evaluation of enzyme activity of B. subtilis KCTC13112 and KCCM43059.

Characteristics KCTC13112 KCCM43059 Characteristics KCTC13112 KCCM43059
Control - - Acid phosphatase + +
Alkaline phosphatase - + Naphtol-AS-BI-phosphohydrolase + +
Esterase (C 4) + + α-galactosidase - -
Esterase Lipase (C 8) + + β-galactosidase - -
Lipase (C 14) - - β-glucuronidase - -
Leucine arylamidase + + α-glucosidase + +
Valine arylamidase - - β-glucosidase + -
Crystine arylamidase - + β-glucosaminidase - -
Trypsin + - α-mannosidase - -
α-chymotrypsin + + α-fucosidase - -

+, positive; -, negative.

Fig. 2. Influences of temperature (A, pH 7.5) and pH (B, 60℃)
on protease activity of B. subtilis KCTC13112 (■) and
KCCM43059 (□). Different letters indicate a significant differ-
ence between means, ND: not detected.
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60℃에서 가장 높은 효소활성(367.64 ± 33.07 U/mg protein)

을 나타내었다. 반응온도 60℃에서 pH에 따른 효소활성의

변화를 측정한 결과 KCCM43059 균주의 효소활성은 pH 6

에서 429.37 ± 18.65 U/mg protein로 대조구 균주(313.74 ±

11.41 U/mg protein)보다 높은 효소활성을 나타내었다(Fig.

2B). 그러나 pH 7부터 효소활성이 현저히 감소하여 pH 10

에서 63.59 ± 3.12 U/mg protein으로 대조구인 KCTC13112

균주(72.51 ± 7.56 U/mg protein)보다 유의적으로 낮은 효소

활성을 나타내었다. 이러한 결과로부터 B. subtilis KCCM43059

균주는 반응온도 60℃, pH 6 조건에서 가장 높은 단백질 분

해 효소활성을 나타내는 것으로 판단되었다. 

Bacillus sp. JE 375 균주가 생산하는 단백질 분해 효소의

경우 최적 반응조건은 65℃, pH 6.5로[38], 본 연구의 단백

질 분해 효소와 유사한 특성을 나타내었다. Bacillus sp.이

생산하는 단백질 분해 효소들의 온도에 대한 활성은 알칼리

효소가 60℃, 중성 효소는 30−37℃에서 최적 활성을 나타낸

다고 보고되어[38], 본 연구에서 분리한 KCCM43059 균주

가 생산하는 단백질 분해효소 경우 60℃에서 최적 활성을 나

타내는 알칼리 효소라고 판단하였다.

균주의 생육특성
배지 pH 7.3에서 배양온도를 달리하여 대조구 및

KCCM43059 균주의 비성장속도를 측정한 결과, KCCM43059

균주의 비성장속도는 2.00 ± 0.02(1/h) 로 대조구인 KCTC13112

균주(1.74 ± 0.04(1/h))보다 높은 비성장속도를 나타내었다

(Fig. 3A). 배양온도 40℃부터 KCCM43059 균주의 비성장

속도가 감소하였으며 55℃에서의 비성장속도는 1.42 ± 0.10

(1/h)로 대조구인 KCTC13112 균주(1.63 ± 0.03 (1/h))보다

낮은 비성장속도를 나타내었다.

배양온도 37℃에서 완충용액으로 배지의 pH를 조정하여

균주의 비성장속도를 측정한 결과 pH 3, 4 및 5조건에서 두

균주 모두 성장하지 못하였다(Fig. 3B). KCCM43059 균주

는 pH 8에서 1.76 ± 0.06(1/h)로 대조구 균주에 비하여 높은

비성장속도를 나타내었다. 결과적으로 KCCM43059 균주는

배양온도 37℃, pH 8에서 가장 높은 비성장속도를 나타내었다.

NaCl 농도에 따른 대조구와 KCCM43059 균주의 균체성

장을 비교하여 내염성을 평가하였다(Fig. 4). KCCM43059 균

주는 1%의 NaCl이 함유된 TSA 평판배지에서 가장 우수한

성장을 나타내었으며, 2%의 NaCl이 함유된 TSA 평판배지

에서도 성장이 확인되었다. 그러나 대조구 균주는 NaCl의

첨가에 의하여 성장이 현저히 감소하였으며, 3%의 NaCl이

함유된 배지에서는 두 균주 모두 성장이 어려운 것으로 나

타났다. 결과적으로 KCCM43059 균주가 대조구 균주에 비

하여 상대적으로 내염성이 우수한 것으로 판단하였다. 

메주에서 분리된 B. licheniformis NH20 균주는 NaCl 농

도 0−5%에서 생육이 가능하였으며, 최적 농도는 2−3%이었

Fig. 3. Effects of temperature (A, pH 7.3) and pH (B, 37℃) on
specific growth rate of B. subtilis KCTC13112 (■) and
KCCM43059 (□). Cells were grown in TSB at an indicated tem-
perature and pH. Different letters indicate a significant difference
between means, ND: not detected.

Fig. 4. Tolerance of B. subtilis KCTC13112 (■) and KCCM43059 (□) to NaCl. Cultures were grown to exponential phase in TSB and
diluted to an OD600 of 0.1 with the same medium and spotted on TSA plate supplemented with NaCl. Cells were incubated at 37℃
and photographed after 24 h.  
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다[39]. 본 연구에서 분리한 KCCM43059 균주의 성장을 위

한 최적 NaCl 농도가 1−2%인 것을 고려하면 유사한 결과라

고 판단되었다. 장류, 젓갈 등 고염도의 발효식품에서 분리

된 고초균은 10%의 NaCl 농도에서도 성장하는 특성을 나타

내었는데[19, 40], 이는 분리원의 특성이 균주의 내염성에 영

향을 미치는 것으로 추정되었다.

본 연구에서는 김치 유래의 B. subtilis 균주의 단백질 분

해 효소활성 및 균주의 성장특성을 구명하였다. 최근에도 고

초균의 생육특성 및 단백질 분해 효소활성 특성에 관한 연

구가 지속적으로 보고되고 있으며[1, 41, 42], 추가연구를 통

하여 산업적으로 활용이 가능한 균주로서 개발이 기대된다.

요 약

전국에서 수집한 발효식품으로부터 단백질 분해 효소활성

을 보유한 균주를 분리하였다. Skim milk를 첨가한 TSA 평

판배지에서 투명환을 형성한 8점의 균주 중 김치에서 분리

된 MBE/L865 균주가 대조구인 KCTC13112 균주에 비하여

약 2.6배의 효소활성을 나타내었으며 Bacillus subtilis로 동

정하여 한국미생물보존센터에 KCCM43059 균주로 기탁하

였다. B. subtilis KCCM43059 균주의 최적 배양조건은 37℃,

pH 8으로 대조구인 KCTC13112 균주의 비성장속도보다 우

수하였다. 반응조건 60℃, pH 6에서 429.37 ± 18.65 U/mg

protein의 최적 효소활성을 나타내었으며 동일조건에서 대

조구 균주보다 효소활성이 우수하였다. 또한 B. subtilis

KCCM43059 균주는 대조구 균주에 비하여 NaCl에 상대적

으로 높은 내성을 나타내었다. 
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