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Characterization of alkaline cellulase from Bacillus subtilis 4-1 
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전통 장류에서 분리된 알칼리성 Cellulase 생성 Bacillus subtilis 4-1 균주의
효소학적 특성
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Abstract

In this study, we isolated a cellulase-producing bacterium isolated from traditional Korean fermented soybean paste 
and investigated the effect of culture conditions on the production of cellulase. This bacterium, which was identified 
as Bacillus subtilis 4-1 through 16S rRNA gene sequence analysis, showed the highest cellulase activity when 
the cells were grown at 45℃ for 24 hours in the CMC medium supplemented with 1.0% of soluble starch and 
0.1% yeast extract. The initial optimum pH of the medium was observed in the range of 5.0∼9.0. The optimal 
pH and temperature for the production of cellulase from B. subtilis 4-1 were pH 9.0 and 60℃ respectively. In 
addition, the enzyme showed significant activity in the temperature range of 20∼90℃, which indicates that B. 
subtilis 4-1 cellulase is an alkaline-resistance and thermo-stable enzyme. This enzyme showed higher activity with 
CMC as the substrate for endo-type cellulase than avicel or pNPG as the exo-type substrates for exo-type cellulase 
and β-glucosidase. These results suggest that the cellulase produced from B. subtilis 4-1 is a complex enzyme 
rather than a mono-enzyme.
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서 론
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우리가 살고 있는 자연계에는 일반적으로 생물의 생육이

어려운 고온, 고압, 강산 및 강알칼리 등의 극한 환경에서

생육 가능한 생물들이 다수 존재하는 것으로 알려지고 있

다. 이러한 특수 환경에 서식하는 생물은 주변 환경조건에

적응할 수 있는 특별한 효소나 각종 대사산물을 생성하며

이들을 산업적으로 유용하게 활용할 수 있다. 그 중 알칼리

내성 미생물은 pH 9.0∼11.0의 강알칼리 환경에서 생육하

지만 중성 이하에서는 생육이 느린 미생물이다(1). 알칼리

성 유래 미생물은 Bacillus 속 세균이 많이 분리되었고 이들

이 생산하는 효소는 잡균 오염방지와 더불어 발효공업, 식
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품공업 및 세제공업 등 생물화학공업에 안정성을 부여하여

산업적으로 이용하려는 연구가 진행되고 있다(2).

섬유소(cellulose)는 식물 세포막의 주요성분이며, 자연

계에 널리 분포되어 있는 고분자 유기물질로 활용가치가

매우 높은 자원임에도 불구하고 이용은 제한적이다. 또한

영양소 섭취라는 관점에서는 부분적으로 반추동물이나 일

부 미생물에 의해 분해․이용될 뿐 대부분이 그대로 폐기되

고 있는 실정이다(3).

섬유소는 지구상에 풍부하게 존재하는 biomass 자원이

며 산업적으로 유용한 물질전환을 위한 연구가 지속적으로

수행되어 왔다(4). 최근에는 cellulose로부터 올리고당과 같

은 기능성 물질 생산뿐만 아니라 차세대 대체 에너지로써

각광을 받고 있는 바이오 에탄올 생산용 원료로 활용하기

위한 연구가 수행되고 있다(5,6). 이러한 관점에서 cellulose

활용을 위해서는 이들 biomass 자원의 구성당인 glucose



Isolation and characteristic of cellulase producing B. subtilis 443

분해가 선행되어야 하고, 지구 환경오염의 문제가 현대 사

회에 심각하게 대두되면서 화학적 분해법을 대신하여 미생

물 유래의 효소를 이용한 cellulose 분해의 생화학적 방법이

많은 주목을 받고 있다(7,8).

섬유소를 활용하기 위해, 이들 중합체를 분해하는 미생

물 유래의 효소 발굴이 무엇보다도 중요한 연구 중의 하나

라고 할 수 있으며, 향후 산업적으로 효소 자원을 활용하기

위해, 대량생산 및 유전자 확보 또한 효소 자원 발굴과 함께

반드시 병행되어야 할 중요한 연구 분야라고 할 수 있다(9).

오늘날 다양한 종류의 미생물들이 cellulase를 생산하는

것으로 보고되고 있으며, cellulase는 cellulose를 분해하는

효소로 cellulose에 무작위로 작용하여 비환원성 말단기를

만드는 1,4-β-D-glucan glucanohydrolase(E.C. 3.2.1.4,

endoglucanase, CMCase)와 섬유소 사슬이 비환원성 말단기

에 작용하여 cellobiose를 생성하는 1,4-β-D-glucan

cellobiohydrolase(E.C. 3.2.1.91, exoglucanase, Avicelase), 그

리고 cellobiose를 glucose로 분해하는 β-D-glucoside

glucohydrolase(E.C. 3.2.1.21, β-Glucosidase)의 복합효소이

다(10).

많은 연구자들로부터 cellulose를 효과적으로 분해할 수

있는 미생물의 탐색 및 cellulase에 대한 연구가 진행되고

있는데, 동물이나 곤충의 소화기관과 토양 및 식물 등의

다양한 환경조건에서 cellulase 생산 미생물들이 연구되었

다(11). 특히, Bacillus 속은 호기성 또는 통성혐기성 세균으

로 배양이 간편한 미생물로, amylase, protease, cellulase 등

의 효소를 세포 외부로 분비하는 exoenzyme으로 산업적

연구가 많이 수행되고 있다.

본 연구에서는 한국의 대표 발효식품인 장류에서

cellulase 분비능이 뛰어난 균주를 분리·동정하였으며, 이들

미생물의 배양조건과 효소적 특성을 조사·분석함으로써

산업적으로 활용하는데 있어 기초자료를 제공하고자 한다.

재료 및 방법

균주 분리 및 배양

본 실험에 수집한 전통 장류에서 시료를 채취하여 멸균

된 생리식염수 (0.85% NaCl)에 현탁시켰으며, 각 단계별

희석액을 0.4% Na-carboxymethyl cellulose(Sigma, St.

Louis, MO, USA)과 1.2% plant agar가 첨가된 R2A (LAB

M, Lancashire, UK)배지에 도말하고 30℃에서 배양하였다.

각 배지에서 얻은 단일 균주의 replica plate를 만들고 24시

간 배양한 후, 0.1% Congo red(Sigma) 용액으로 염색하였으

며, 1 M NaCl로 세척한 후, 나타나는 투명환이 큰 균주들을

선발하였다.

분리 균주의 동정

선발된 균주는 16S rRNA 염기서열을 분석하여 균주를

최종 동정하였다. 선발된 균주의 16S rRNA 염기서열을

분석하기 위해, genomic DNA extraction kit(Qiagen,

Germany)로 분리 균주의 genomic DNA를 추출하였으며,

유전자를 증폭하기 위해 primer로는 27F primer (AGA-

GTTTGATCMTGGCTCAG)와 1492R primer(TACGGYTA-

CCTTGTTACGACTT)를사용하였고, PCR은 initial denaturation

5분, 그리고 94°C에서 45초간 denaturation, 55°C에서 60초

간 annealing 및 72°C에서 60초간 extension cycle을 35회

수행하였다. 16S rRNA 염기서열 확인은 (주)제노셀사에

의뢰하여 확인하였다(12). Lasergene사의 DNASTAR pro

software(SeqMan Pro V8.0)와 The National Center for

Biotechnology Information(NCBI, http://www. ncbi.nlm.nih.gov/)

에서 제공하는 advanced blast search 프로그램을 통하여

GenBank에 보고된 유사 균주와의 염기서열을 비교하여

계통분류학적 유연관계를 분석한 후, MEGA v4.0을 이용하

여 Tamura-Nei distance model과 neighbor-joining method에

의해 계통수를 작성하였다(13,14).

배양조건에 따른 균주의 생육과 효소 생산

분리균의 생육 및 효소 생산능을 조사하기 위해, CMC

액체배지(CMC 1%, Yeast extract 0.1%, (NH4)2SO4 0.1%,

NaCl 0.6%, K2HPO4 0.05%, KH2PO4 0.05%, MgSO4·7H2O

0.01%, CaCl2 0.01%, pH 7.0)에 접종하고, 30℃, 120 rpm에

서 진탕 배양하면서 일정시간 별로 시료를 채취하였다. 배

양온도는 20℃, 30℃, 37℃ 및 45℃, 초발 pH는 5.0～10.0로

각각 조절하였다. 영양원인 탄소원의 경우, CMC 대신

glucose, xylose, soluble starch, dextrin, cellulose를 각각 1.0%

씩 첨가하였으며, 질소원은 yeast extract, peptone, tryptone,

skim milk, ammonium chloride, ammonium sulfate을 각각

1.0%씩 첨가하였다. 균주의 생육은 microplate reader

(SYNERGY MX, BioTek, Winooski, VT, USA)로 600 nm에

서 배양액의 흡광도를 측정하였으며, 균주를 배양하면서

채취한 상등액을 사용하면서 효소활성을 측정하였다. 효소

활성은 DNS 환원당 정량법으로 측정하였다(15).

조효소액의 조제 및 효소활성 측정

균주를 CMC 액체배지에 접종하고 30℃에서 120 rpm으

로 24시간 전배양 후, 새로운 CMC배지에 5%(v/v) 접종하여

온도조건과 배양시간에 따라 배양한 후, 배양액을 10,000×

g, 4℃에서 20분간 원심분리한 상등액을 효소액으로 사용

하였다.

Cellulase 활성도는 DNS 환원당 정량법으로 측정하였다

(15). 즉, 1.0% CMC 500 μL, 200 mM sodium phosphaste

buffer(pH 7.0) 250 μL를 2.0 mL tube에 넣은 후, 효소액

250 μL를 첨가하여 50℃에서 15분간 반응시킨 후, CMC로

부터 유리된 glucose 함량을 DNS 환원당 정량법으로 측정

하였다(15). 효소활성도 1 U(unit)는 위 조건하에서 1분간에
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1 μM의 glucose에 상응하는 환원당을 생산하는 효소의 양

으로 정의하였다.

효소활성에 미치는 pH 및 온도 효과

Cellulase 활성과 반응에 미치는 pH 및 온도 영향을 조사

하기 위해, 선발 균주가 생산하는 조효소액을 사용하였다.

효소의 최적 pH를 조사하기 위해서, 조효소액을 아래의

각 pH별 완충용액에 넣고 50℃에서 반응시킨 후, 활성을

비교하였다. 사용한 완충액은 0.2 M sodium citrate buffer

(pH 4.0, 5.0), 0.2 M sodium phosphate buffer(pH 6.0, 7.0),

0.2 M Tris-HCl buffer(pH 8.0, 9.0, 10.0)이다. 효소의 pH

안정성은 pH 4.0에서 pH 10.0까지 각 pH별 완충용액에

조효소액을 첨가하여 4℃에서 24시간 방치한 후, 각각 0.2

M sodium phosphate buffer(pH 7.0)에 1.0% CMC 용액을

기질로 사용하여 cellulase 활성측정 방법(15)에 따라 측정

하였다. 효소 반응의 최적온도를 조사하기 위해, 조효소액

을 0.2 M sodium phosphate buffer(pH 7.0)에서 1.0% CMC

용액을 기질로 사용하여 20℃에서 70℃까지 구간별로 반응

시킨 후, 효소활성법(15)으로 측정하였다. 온도 안정성은

0.2 M sodium phosphate buffer(pH 7.0)에 1.0% CMC 용액을

기질로 사용하여 조효소액을 20℃에서 90℃까지 15～60분

동안 15분 간격으로 열처리한 후, 효소 활성을 분석(15)하였

다.

저해제 및 기질 특이성

효소활성에미치는각종저해제의영향을조사하기위하여,

phenylmethylsulfonyl fluoride(PMSF)(Sigma), ethylenediaminetetra

acetic acid(EDTA)(Sigma), Iodoacetate, 1,10-phenanthroline

(Sigma)과 p-chloro mercuribenzoate (p-CMB)(Sigma) 등 5종

류의 저해제를 조효소액에 최종농도가 각각 1 mM, 5 mM,

10 mM, 20 mM과 40 mM이 되도록 첨가하여 50℃에서

30분간 처리한 후 효소활성을 측정하였다(15-17). 조효소의

기질 특이성은 Avicel, filter paper (Whatman NO.1), CMC,

p-nitrophenyl-β-D-glucoside (p-NPG) (Sigma,)를 각각 1% 기

질용액을 제조하여 상기 서술한 효소 활성 측정법으로 효소

활성을 비교하여 기질 특이성을 확인하였다(16,17).

결과 및 고찰

Cellulase 생성 균주의 선발 및 동정

장류 시료에서 미생물을 1차 선별한 후, CMC를 함유한

배지에 접종하여 섬유소 분해 활성을 보유한 균주 중 가장

넓은 투명 환을 보여주는 4-1 균주를 선발하였다. 그리고

표준 균주(Bacillus subtilis KACC10114)와 분리균 4-1의 섬

유소분해 효소활성 결과를 Fig. 1에 나타내었다.

4-1 균주의 16S rRNA 염기서열을 분석한 결과, Bacillus

sp.와 높은 상동성을 가지고 있었다. 그리고 4-1 균주의 계통

학적 유연관계를 16S rRNA 유전자의 염기서열을 기초로

Bacillus 속의 표준 종과의 유사도를 분석한결과, B. subtilis

로 동정되어 B. subtilis 4-1로 명명하였다(Fig. 2).

Fig 1. Cellulase activities of the Bacillus subtilis 4-1 producing
cellulase isolated from Korean traditional fermented food.

배양온도에 따른 분리균주의 생육 및 cellulase 활성

B. subtilis 4-1 균주를 CMC 액체배지에 접종하여 온도별

(20℃, 30℃, 37℃, 45℃)로 조정하여 진탕 배양하면서 온도

에 따른 생육도와 효소활성 결과를 Fig. 3에 나타내었다.

분리 균주의 생육은 30～37℃ 중온 조건에서 높은 생육활성

을 보였으며, 특히 37℃ 배양조건에서 48시간 때최대 생육

활성을 나타내었다. 그러나 낮은 온도인 20℃에서는 초기

생육활성이 중온배양 조건에 비해 느리게 나타났으며,

cellulase 활성 또한 완만히 증가하는 것으로 나타났다. 45℃

배양조건에서는 배양 초기에 급격한 생육을 보였으며 배양

12시간째에 최대 생육을 보인 정지기에 도달한 후, 급격한

생육 저하로 완만한 곡선을 나타내었다. Cellulase 활성은

45℃에서 24시간 배양하였을때활성이 가장 높게 관찰되었

는데 초기 생육속도로 인해 효소의 최대 생산량을 보인

이후급격히 생육이 저하되면서 활성이낮아져다시완만한

생육 곡선으로 인해 효소활성이 높아진 것으로 추측된다.

일반적으로 Bacillus 속 유래의 탄수화물 분해효소는 세포

의 생장과 더불어 지속적으로 증가하고 정지기에 이르러

최대 활성을 나타내는 것으로 보고되고 있는데(18), 20℃～

37℃ 배양에서 B. subtilis 4-1가 분비하는 cellulase는 이러한

경향과 일치하였으나, 고온의 배양조건에서는 급격히 증가

했다가 감소하는 것으로 관찰되었다. 이것은 Ham(19)이

분리한 균주가 30℃에서 72시간 배양하였을 때, cellulase의

활성이 가장 높게 나타났다는결과와는 차이를 보여 균주마

다 독특한 배양 특성을 가지는 것으로 생각된다.
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Fig 2. Phylogenetic tree based on 16S rRNA sequences showing the positions of the Bacillus subtilis 4-1 producing cellulase isolated from
Korean traditional fermented food.

Fig 3. Time course of cellulase activities in the isolated Bacillus subtilis 4-1 at different culture temperature.

Symbols : A; cell growth, B; cellulase activity, ●; 20℃, ■; 30℃, ▲; 37℃, ♦; 45℃.

초발 pH에 따른 균주의 생육 및 cellulase 활성

CMC 액체배지의 pH를 5.0～10.0으로 조절하여 B.

subtilis 4-1균주를 접종한 후, 72시간 동안 배양하면서 초기

pH에 따른 생육도와 효소활성 결과를 Fig. 4에 나타내었다.

B. subtilis 4-1 균주는 pH 5.0～9.0까지 상당히 넓은 범위에

서 생육하였으나 고알칼리성인 pH 10.0에서는 생육하지

못하였다. 분리균 B. subtilis 4-1은 pH 5.0～9.0에서 균의

성장과 cellulase 활성이 높게 나타났으나, pH 10.0에서는

cellulase 활성이 나타나지 않았다. 최적의 pH는 cellulase

활성과 균의 성장이 높은 pH 6.0～7.0으로 관찰되었다. 이

는 Ham(19)의 분리 균주가 pH 5.0 에서 최대 효소활성을

나타난 것과 pH 10.0 이상에서는 효소 생산이 거의 일어나

지않는결과와 유사하였고, Kim 등(20)이 분리한 B. subtilis

CH-10이 pH 4.5～5.5 범위에서 효소활성이 낮게 나타났고,

pH 7.5에서 효소활성이 가장 높게 나타났다는 결과와는

차이가 있었는데 이는 같은 종이라도 균주마다 특성의 차이

를 나타내는 것으로 보인다.

영양원에 따른 균주의 생육 및 cellulase 활성

탄소원에 따른균주의 생육도와 효소생성에 미치는 영향

을 Fig. 5에 나타내었다. 탄소원으로 1.0% soluble starch를

첨가하였을 때, 균의 생육과 효소활성이 가장 높게 나타났

지만 glucose, xylose, dextrin, cellulose 첨가시 균의 생육이

매우 낮았다. Hahm 등(21)은 Bacillus sp.가 CMC를 탄소원

으로 사용하였을 때, 가장 높은 효소활성이 있다고 보고하

였으나, 분리균 B. subtilis 4-1의 cellulase 활성을 분석한
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Fig 4. Time course of cellulase activities in the isolated Bacillus subtilis 4-1 at different initial pH.

Symbols : A; cell growth, B; cellulase activity, ●; pH 5, ■; pH 6, ▲; pH 7, ○; pH 8, □; pH 9, △; pH 10.

Fig 5. Time course of cellulase activities in the Bacillus subtilis 4-1 at different carbon sources.

Symbols : A; cell growth, B; cellulase activity, ●; Soluble starch, ■; Cellulose, ▲; Dextrin, ○; CMC, □; Glucose, △; Xylose.

결과(Fig. 5), soluble starch를 탄소원으로 사용하였을 때

가장 높은 효소활성이 나타났고 dextrin 첨가시에도 비교적

효소활성이 높게 나타났다. 그러나 soluble starch, dextrin과

CMC를 제외한 다른 탄소원을 사용하였을 때는 cellulase

활성이 나타나지 않았다. CMC에서는 효소활성이 나타났

지만 cellulose에서는 효소활성이 나타나지 않았는데, 이는

cellulase 대부분이 유도효소로 존재하고, CMC는 저분자

수용성인 반면, cellulose는 거대분자이고 물에 대한 친화력

이 낮아서 효소 유도체로써의역할을 하지못한 결과(22)로

보인다. 또한 glucose와 같이 쉽게 대사를 일으키는 탄소원

의 경우, cellulase 생성을억제시키는 것으로 알려져있는데

(23), 본 연구의 저분자 탄소원에 나타난 결과도 여기에

기인 한 것으로 추측된다.

질소원에 따른균주의 생육도와 효소생성에 미치는 영향

을 Fig. 6에 나타내었다. 균의 성장은 yeast extract를 질소원

으로 첨가하였을때 가장 높게 관찰되었으며, tryptone, skim
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milk, peptone, ammonium sulfate, ammonium chloride 순으

로 균주의 생육이 저조한 것으로 나타났다. 특히, 균의 생육

도와 같이 yeast extract를 질소원으로 첨가하였을때효소활

성이 가장 높았는데 이는 Hahm 등(21)과 Jeong 등(24)이

질소원으로 1% yeast extract를 첨가하였을 때, 효소 활성이

가장 높았다는 결과와 일치하였다. Yeast extract의 경우,

타 질소원에 비해 고활성의 cellulase 생산을 위한 B. subtilis

4-1 배양에 질소원으로 효율적일 것으로 관찰되었다. 그리

Fig 6. Time course of cellulase activities in the Bacillus subtilis 4-1 at different nitrogen sources.

Symbols : A; cell growth, B; cellulase activity, ●; Peptone, ■; Tryptone, ▲; Skim milk, ○; Ammonium sulfate, □; Ammonium chloride, △; Yeast extract.

Fig 7. Effects of pH on activity and pH stability of cellulase produced by Bacillus subtilis 4-1.

Symbols: A; effects of pH, B; pH stability.

고 ammonium chloride, ammonium sulfate를 각각 첨가하였

을 때는 현저하게 낮은 효소활성을 나타내어 B. subtilis 4-1

조효소 생산에 이용할 수 없을 것으로 생각된다.

효소의 활성에 미치는 pH 및 온도 특성

B. subtilis 4-1 균주가 생산하는 cellulase 최적 pH를 조사

하기 위하여 조효소액의 pH를 달리하여 효소활성 측정 결

과를 Fig. 7(A)에 나타내었다. B. subtilis 4-1 균주가 생산하
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는 cellulase 활성은 pH 4.0에서 가장낮았고, pH 5.0～10.0에

서 모두 높게 나타났다. Kim 등(18)의 실험에서 B.

licheniformis DK42가 pH 6.0에서 최대 활성을 나타낸 결과

와 달리 B. subtilis 4-1 균주는 pH 9.0에서 효소활성이 가장

높았다. 따라서 B. subtilis 4-1에 의해 생성되는 cellulase는

알칼리성 효소로 추측된다.

조효소의 pH 안정성을 측정하여 상대 활성으로 나타내

었다(Fig. 7B). Jeong(25)이 분리한 Bacillus sp. 1-5의 pH

안정성을 조사한 결과, pH 2.0～12.0에서 cellulase 활성이

60% 이상 유지되었다고 보고하였다. 그러나 B. subtilis 4-1

이 생산하는 cellulase는 pH 4.0에서 효소활성이 약 70～80%

정도 유지되어 상대적으로 낮게 나타났지만, pH 5.0～10.0

Fig 8. Effects of temperature on activity and stability of the cellulase produced by Bacillus subtilis 4-1.

Symbols: A; effects of temperature, B; temperature stability, ●; 20℃, ■; 30℃, ▲; 40℃, ♦; 50℃, ○; 60℃, □; 70℃, △; 80℃, ◊; 90℃.

Fig 9. Effects of cellulase inhibitors on activity of the cellulase produced by Bacillus subtilis 4-1.

에서는 효소활성이 비교적 안정하여 거의 100%로 유지되

었다. 따라서 B. subtilis 4-1 균주가 생산한 조효소의 pH

안정성은 매우 높은 것으로 나타났다.

조효소의 최적 반응온도를 조사하기 위하여 20～70℃의

각 온도에서 효소활성 측정 결과는 Fig. 8(A)와 같다. B.

subtilis 4-1 균주가 생산하는 cellulase는 반응온도가 높아질

수록 효소활성은 비례적으로 상승하였다. 그리고 반응온도

60℃에서 효소활성이 가장 높게 나타났으며, 70℃에서는

효소활성이 더 이상 증가하지는않지만 60℃와 유사한값으

로 효소활성이 높게 유지되었다. 따라서 B. subtilis 4-1 균주

의 효소반응 최적온도는 60～70℃인 것으로 나타났다. 이는

Jeong(25)이 분리한 Bacillus sp. 1-5 균주의 cellulase 효소
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반응 최적온도가 20℃로 나타난결과보다 매우 높은 온도이

다. 따라서 본 실험에서 분리한 B. subtilis 4-1 균주가 생산하

는 cellulase의 최적반응 온도는 매우 높은 것으로 생각된다.

조효소의 온도 안정성을 조사하기 위하여, B. subtilis 4-1

균주의 조효소액을 열처리한 후, 효소 잔여활성을 측정하

여 상대 활성으로 표시한 결과는 Fig. 8(B)와 같다. Kim

등(18)의 실험에서 B. licheniformis DK42가 생산하는

cellulase는 45℃에서 효소활성이 매우 안정하게 유지되었

으나 55℃ 이상의 온도에서는거의 소실된다고 보고하였다.

그러나 B. subtilis 4-1 균주가 생산한 cellulase는 20～90℃에

서 60분간 열처리를 하여도 효소활성이 80% 이상 유지되는

것으로 보아 분리균인 B. subtilis 4-1이 생성하는 cellulase는

높은 열에도 비교적 안정한 것으로 나타났다.

Cellulase 저해제의 영향 및 기질 특이성

Cellulase 저해제인 PMSF, EDTA, Iodoacetate, 1,10-

phenanthroline, p-CMB를 각 농도별(1 mM, 5 mM, 10 mM,

20 mM, 40 mM)로 조정하여 50℃에서 30분간 처리한 후,

효소의 잔여활성 결과를 Fig. 9에 나타내었다. B. subtilis

4-1 균주는 화학 저해제 첨가시, 90% 이상 활성을 유지하였

고 cellulase는 cystein inhibitor인 iodoacetate와 -SH기를 특

이적으로 저해하는 p-CMB에 의해 효소 활성이 크게 영향

을 받지 않았다. 그리고 금속이온의 chelating agent인

1,10-phenanthroline과 EDTA, serine inhibitor인 PMSF의 저

해를거의 받지않는 것으로 보아 아미노산인 serine 잔기와

금속이온의 결합이 존재하지 않는 것으로 추정된다.

Fig 10. Substrate specificity of cellulase produced by Bacillus
subtilis 4-1. Symbols : CMC; Carboxymethyl cellulose sodium salt,
FP; Filter paper (Whatman NO.1), PNPG; p-nitrophenyl-β
-D-glucoside.

B. subtilis 4-1 균주가 생산하는 cellulase 기질 특이성

확인을 위해, 각각 다른 기질(Avicel, Filter paper, CMC,

pNPG)을 이용하여 효소활성을 측정하였다(Fig. 10). 분리

균 B. subtilis 4-1은 전체 cellulase의 활성을 나타내는 Filter

paper activity(FPase) 뿐만 아니라 avicel과 pNPG에 대해서

도 효소활성이 확인되었고, CMC를 기질로 사용하였을 때

가장 높은 효소활성을 나타냈다. 이는 섬유소를 분해하는

세균이 생산하는 cellulase가 avicel을 기질로 이용했을 때,

가장 많은 효소가 생산된다는 Chey 등(5)의 보고와는 차이

가 있었지만 Kim 등(20)이 분리한 B. subtilis CH-10이 CMC

를 기질로 사용하였을때가장 높은 효소활성을 나타낸다는

결과와는 유사하였다. B. subtilis 4-1 균주가 생산하는

cellulase의 경우, endo-type cellulase(EC 3.2.1.4)의 전형적

인 기질로 이용되어지는 CMC에 가장 높은 효소활성을 나

타내었으며 exo-type cellulase(EC 3.2.1.91)의 기질로 주로

이용되고 있는 avicel과 β-Glucosidase(EC 3.2.1.21)의 기질

로 이용되고 있는 pNPG에서도 활성이 나타났다. 이러한

결과로부터 B. subtilis 4-1 균주가 생성하는 cellulase는 단일

효소가 아니라 복합효소인 것으로 생각된다.

요 약

수집한 장류 시료에서 분리한 균주들을 CMC를 함유하

는 배지에 접종하여 섬유소 분해 활성이 우수한 4-1 균주를

선발하였다. 4-1 균주의 16S rRNA 염기서열을 분석한결과,

B. subtilis로 동정되었다. B. subtilis 4-1의 효소생산을 위한

최적 배양조건은 탄소원으로 1.0% soluble starch와 질소원

으로 0.1% yeast extract를 첨가하여 45℃에서 24시간 배양

하였을 때로 나타났다. 최적 배양 pH를 조사한 결과, pH

5.0～9.0에서 cellulase 효소활성이 높았다. B. subtilis 4-1의

조효소 특성은 효소반응의 최적 pH가 pH 9.0, 반응온도는

60℃에서 효소활성이 가장 높았으며, 20～90℃ 온도에서

60분간 열처리시 효소 활성이 80%이상 유지되었다. 따라서

B. subtilis 4-1에 의해 생산되는 cellulase는 내알칼리성 효소

로 추정되며, 높은 열에도 안정한 것으로 나타났다. B.

subtilis 4-1이 생산하는 cellulase는 CMC에 가장 높은 효소

활성을 나타내었으며 avicel과 pNPG에서도 활성을 보여

복합효소로 생각된다.

Acknowledgement

This work was carried out with the support of ‘Cooperative

Research Program for Agriculture Science & Technology

Development (Project No. PJ00947701)’ Rural Development

Administration, Republic of Korea.

References

1. Horikoshi K, Akiba T (1982) Alkalophilic microorganism:



한국식품저장유통학회지 제21권 제3호 (2014)450

A new microbial world, Japan Scientific Societies Press,

Tokyo, p 3-213

2. Kim JY, Hur SH, Hong JH (2004) Isolation and

characterization of an alkaline cellulase produces by

alkalophilic Bacillus sp. HSH-810. Korean J Microbiol,

40, 139-146

3. Lee KJ (1976) Enzymatic hydrolysis of cellulose. Kor

J Pharmacog, 7, 85-93

4. Kim HJ, Kim YH, Cho MJ, Shin K, Lee DH, Kim TJ,

Kim YS (2010) Characterization of cellulases from

Schizophyllum commune for hydrolysis of cellulosic

biomass. Wood Sci Technol, 38, 547-560

5. de Almeida MN, Guimaraes VM, Bischoff KM, Falkoski

DL, Pereira OL, Goncalves DS, de Rezende ST (2011)

Cellulases and hemicellulases from endophytic Acremonium

species and its application on sugarcane bagasse

hydrolysis. Appl Biochem Biotechnol, 165, 594-610

6. Varnai A, Huikko L, Pere J, Siika-Aho M, Viikari L

(2011) Synergistic action of xylanase and mannanase

improves the total hydrolysis of softwood. Bioresour

Technol, 102, 9096-9104

7. Hideno A, Inoue H, Tsukahara K, Yano S, Fang X, Endo

T, Sawayama S (2011) Production and characterization

of cellulases and hemicellulases by Acremonium

cellulolyticus using rice straw subjected to various

pretreatments as the carbon source. Enzyme Microb

Technol, 48, 162-168

8. Metz B, Seidl-Seiboth V, Haarmann T, Kopchinskiy A,

Lorenz P, Seiboth B, Kubicek CP (2011) Expression of

biomass-degrading enzymes is a major event during

conidium development in Trichoderma reesei. Eukaryot

Cell, 10, 1527-1535

9. Park CS, Kang DO, Choi NS (2012) Characterization

of cellulase and xylanase from Bacillus subtilis NC1

isolated from environmental soil and determination of

its genes. J Life Sci, 22, 912-919

10. Beguin P, Aubert JP (1994) The biological degradation

of cellulose. FEMS Microbiol Rev, 13, 25-58

11. Jager G, Wulfhorst H, Zeithammel EU, Elinidou E, Spiess

AC and Buchs J (2011) Screening of cellulases for biofuel

production: Online monitoring of the enzymatic

hydrolysis of insoluble cellulose using high-throughput

scattered light detection. Biotechnol J, 6, 74-85

12. Felske A, Akkermans ADL (1998) Spatial homogeneity

of abundant bacterial 16S rRNA molecules in grassland

soils. Microb Ecol, 36, 31-36

13. Tamura K, Dudley J, Nei M, Kumar S (2007) MEGA4:

Molecular evolutionary genetics analysis (MEGA)

software version 4.0. Mol Biol Evol, 24, 1596-1599

14. Saitou N, Nei M (1987) The neighbor joining-methods:

a new method for reconstructig phylogenetic trees. Mol

Biol Evol, 4, 406-425

15. Miller GL (1959) Use of dinitrosalicylic acid reagent

for determination of reducing sugar. Anal Chem, 31,

426-428

16. Woo SM, Kim SD (2007) Cloning of the cellulase gene

and characterization of the enzyme from a plant growth

promoting rhizobacterium, Bacillus licheniformis K11. J

Korean Soc Appl Biol Chem, 50, 95-100

17. Yoo KH, Kim JH, Chang HS (2004) Purification and

characterization of carboxymethyl cellulase from

Lampteromyces japonicas. Korean J Mycol, 32, 125-129

18. Kim MJ, Lim SJ, Kang DK (2008) Isolation of a Bacillus

licheniformis DK42 producing cellulase and xylanase,

and properties of the enzymes. J Anim Sci Technol, 50,

429-436

19. Ham SJ (2010) Isolation of cellulose producing bacteria

and the optimal condition of cellulose production.

Departure of Biology Graduate School, MS Thesis

Chengju University, Chengju, Korea, p1-26

20. Kim TI, Han JD, Jeon BS, Ha SU, Yang CB, Kim MG

(1999) Isolation and characterization of Bacillus subtilis

CH-10 secreting cellulase from cattle manure. Kor J

Microbiol, 35, 277-282

21. Hahm BK, Kim YK, Yu JH, Bai DH (1997) Isolation

and identification of cellulase-producing microorganism,

and determination of optimal culture condition. Kor J

Food Sci Technol, 29, 1028-1032

22. Oh TK, Kwon GS (1991) Immunological studies on

mutation process and substrate induction of Trichoderma

viride cellulase. Kor J Appl Microbiol Biotechnol, 19,

248-252

23. Kim HJ, Kim YH, Cho MJ, Shin K, Lee DH, Kim TJ,

Kim YS (2010) Characterization of cellulases from

Schizophyllum commune for hydrolysis of cellulosic

biomass. Wood Sci Technol, 38, 547-560

24. Jeong WH, Yang SY, Song MD, Ha JK, Kim CW (2003)

Isolation of Bacillus sp. producing xylanase and cellulase

and optimization of medium conditions for its production.

Kor J Microbiol Biotechnol, 31, 383-388

25. Jeong WH (2000) A study on isolation of Bacillus sp.

1-5 with high production of xylanase and cellulase, and

medium condition of its enzyme production. MS Thesis

Konkuk University, Seoul, Korea, p1-65

(접수 2014년 4월 22일 수정 2014년 5월 26일 채택 2014년 5월 27일)


