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Abstract

The objective of this paper was to investigate optimal culture conditions for the production of an inhibitor 
against subtilisin-like protease from Streptomyces thermocarboxydus (S. thermocarboxydus) C12 isolated from 
sediments of Gwangyang coast. The optimal temperature and initial pH for the production of subtilisin-like 
protease inhibitor were 40

o
C and pH 8.0, respectively. Inhibition activities were high for galactose, glucose 

and fructose. The best carbon source and its concentration were galactose and 1.6% (w/v), respectively. 
Inhibition activities were also high in medium containing polypeptone, proteose and peptone. Optimal nitrogen 
source and concentration were protease peptone and 0.5% (w/v), respectively. Optimal concentrations for 
inhibitor production were 1% (w/v) for NaCl and 1 mM LiCl for metal salts. The subtilisin-like protease 
inhibitor from S. thermocarboxydus C12 showed a maximum inhibitor activity after cultivation for 84 h under 
the optimized medium.
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서   론

Protease는 동물, 식물  미생물계에 범 하게 분포되

어 있으며, 모든 생체기능에 직  혹은 간 으로 여한

다. 그러나 이상 환경에 의해 비정상 으로 발 된 protease

는 염증, virus 감염, 암세포의 이 등의 다양한 질병 발병과

정에 여하며 생명 상과 한 계가 있다고 알려져 있

다(1). Protease 해제는 이와 같은 protease의 활성을 억제

하거나 조 하는 역할을 수행한다. Protease 해제에 한 

연구는 육상의 동․식물  미생물에 하여 수행되어왔다

(2). 미생물 유래 protease 해제는 동물과 식물에서 얻은 

해제와 크게 다르며, 효소의 반응 기작 해명에 유용할 뿐

만 아니라 물질 정제 시에 일어나는 효소에 의한 가수분해 

반응의 방지, 식품공정상에서 불필요한 protease 활성의 억

제에 효율 인 것으로 알려져 있다(3-5). 특이 인 protease 

해제는 변이유발 지, 암 이 지, 폐기종  췌장염과 

같은 인체 질병발병과정에 여하는 protease들을 불활성화 

시킬 수 있다(6). 산업 으로 경제성이 높은 새로운 protease 

해제를 생산하기 해 균주를 자연계에서 탐색하거나, 

protease 해제 생산 균주의 생산성을 향상시킬 목 으로 

생산 조건의 최 화에 많은 노력을 기울이고 있다. 미생물이 

생성하는 해제와 련하여 Actinomyces류로부터 

trypsin, plasmin 등을 해하는 leupeptin(7), Streptomyces 

mauvecolor로부터 trypsin, papain, cathepsin A와 B, 

chymotrypsin을 해하는 antipain  chymostatin(8,9), 

pepsin과 renin을 해하는 pepstatin(10), Streptomyces속

에서 protease 해제인 Streptomyces subtilisin-like 

protease 해제 등이 분리되었다(11). Kourteva와 Boteva 

(12)는 Streptomyces에서 단리한 단백질의 아미노산 조성과 

해특성을 조사하여 미생물 기원의 alkaline protease에 하

여 강력한 해활성을 가진다고 보고하 다. Streptomyces

가 생성하는 새로운 subtilisin-trypsin 해제의 일차 구조
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를 해명하고 다른 해제들과 상 성을 조사하여 차이를 보

고하 고(13), Streptomyces subtilisin 해제(SSI)와 동일

한 단백질성 protease 해제는 여러 Streptomyces 종들이 

생성하며, 이들을 SSI-유사 단백질이라 명명하 다(14). 

자들은 남해 연안 해역에서 해수, 해조류  갯벌을 채집하

여 배양한 배양 표면의 집락에서 약 1,000 균주를 분리하고, 

이 에서 강력한 subtilisin-like protease 해제를 생성하

는 새로운 Streptomyces thermocarboxydus(S. thermo-

carboxydus) C12를 동정하 다(15).

본 연구는 라도 양만의 갯벌에서 분리한 S. thermo-

carboxydus C12가 생산하는 protease 해제를 량으로 생

산하기 해 배양 온도, pH, 탄소원과 질소원  이들의 최

농도와 속염의 향을 측정하여 최 배양조건을 조사하

다.

재료  방법

 재료  시약

효소는 subtilisin(Fluka, Switzerland), trypsin, α-chymo-

trypsin, amino peptidase, collagenase(Sigma, USA)와 

protease K(Promega, USA)를 사용하 고, 기질은 gelatine 

(Yakuri, Japan)을 사용하 다. 해제 반응의 발색시약은 

ninhydrin(Lancaster, England)을 사용하 으며, 그 외에 사

용한 모든 시약은 특  혹은 분석용 시약을 사용하 다. 

사용 균주

본 실험에 사용된 균주는 양만 갯벌에서 분리․동정한 

S. thermocarboxydus C12를 사용하 다(15). 균주는 액체배

지에서 27
oC, 4～6주 동안 배양하여 포자를 형성시킨 후 

glycerol은 최종농도 10%로 조정하여 첨가하고, -70
o
C에 동

결보존한 것을 본 실험에 사용하 다.

분리  해물질 생산배지

균주의 분리  배양을 한 배지조성은 인공해수(증류수 

1 L 당 NaCl 23.0 g, KCl 0.7 g, MgCl2․6H2O 10.6 g, CaCl2 

1.1 g, Na2SO4 3.9 g, NaHCO3 0.2 g, (NH4)2SO4 1.0 g, 

K2HPO4 0.01 g, Tris-HCl 6.05 g, pH 7.8)에 Bennet's 배지

(glucose 10.0 g, peptone 1.0 g, yeast extract 1.0 g, beef 

extract 1.0 g, pH 7.5)를 기본배지로 사용하 다. 평 배지

에서 얻은 분리균주를 액체배지 20 mL에 종하여 25
oC에

서 180 rpm으로 3일 동안 진탕 배양하 다. 이 때 진탕배양

한 배양은 50 mL 본배양에 1% 종하여 25oC에서 4일 

동안 진탕배양(180 rpm)하 다.

균체량과 단백질 함량의 측정

균체량은 액체 배양액을 Whatman No. 1 여지에 여과한 

후 충분한 양의 증류수로 세척한 다음 100oC의 항온건조기

(model-175, Johnsam, Korea)에서 12시간 건조시켜 dry 

cell weight(DCW)로 측정하 다. 단백질 농도는 UV spec-

trophotometer(Ultrospec 3000, Pharmacia Co., Sweden)를 

이용한 Lowry법(16)에 의해 측정하 으며, 표 물질은 

bovine serum albumin을 사용하여 작성한 검량선으로 단백

질 농도를 구하 다.

효소 해활성 측정

Subtilisin-like protease 해제 측정은 ninhydrin법을 변

형시켜 사용하 다(17). 즉 50 mM Tris-HCl buffer 50 μL에 

10 μL subtilisin(0.1 mg/mL)과 증류수로 3배 희석한 배양 

상층액 10 μL 용액을 섞고 37
oC에서 20분간  처리한 후 

0.2% gelatin(w/v)이 포함된 기질용액 0.5 mL(50 mM 

Tris-HCl buffer, pH 7.5)를 가하여 37oC에서 30분간 반응시

켰다. 반응을 지시키기 해 10.0% trichloroacetic acid 

(TCA, w/v) 0.1 mL를 첨가한 후 ninhydrin 용액 0.5 mL을 

혼합하여 100
oC에서 10분간 끓인 후, 얼음물에서 냉각시켰

다. 가수분해되지 않은 단백질을 침 시키기 해 2.5 mL 

희석액(1-propanol : H2O＝1:1)을 가하여 15분간 방치한 후, 

원심분리기(5415C, CE, Germany)로 1,570×g에서 10분간 

원심분리하여 570 nm에서 분 도계(UV-1700, Shimadzu, 

Japan)로 흡 도를 측정하 다. 해율(%)은 해제를 첨가

한 것의 반응 (A)과 반응 후(B)의 흡 도, 해제를 첨가

하지 않은 것의 반응 (C)과 반응 후(D)의 흡 도로부터 

다음과 같은 식으로 계산하 다. 

해율(%)＝[(D－C)－(B－A)] / (D－C)×100

해제 생산을 한 최 배양조건의 측정

해양에서 분리한 S. thermocarboxydus C12의 subtilisin- 

like protease 해제 생산을 한 최 배양조건은 온도, 

기 pH, 탄소원, 질소원, NaCl, 속염의 향을 측정하는 순

서로 진행하 다. 해물질의 최 생산 시기는 최 배양조

건하에서 배양하여 시간별로 활성을 측정함으로써 배양 최

시간을 결정하 다.

결과  고찰

배양온도의 향

배양온도는 미생물의 사물질 생산에 향을 미치는 질

소원과 함께 요한 요인 의 하나이다. 효소 해제 생산에 

미치는 배양온도의 향을 조사하기 하여 10～60oC의 온

도 범 에서 4일 동안 배양하여 각 온도에서의 균체성장  

해활성을 측정한 결과를 Fig. 1에 나타내었다. 일반 으로 

해양세균은 온미생물로서 20～30
oC 부근에서 잘 성장하

는 것으로 알려져 있는데, 본 균주 S. thermocarboxydus C12

는 40oC에서 배양하 을 때 해활성과 균체성장이 가장 높

았으나, 50
oC 이상의 온도에서는 균체성장과 해활성이 

격히 감소하므로 온성 균으로 사료된다. Streptomyces 
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Fig. 1. Effect of temperature on the production of subtilisin- 
like protease inhibitor by S. thermocarboxydus C12.

albogriseolus(S. albogriseolus) S-3253의 경우 30oC에서 

균체성장이 최 이며, 해활성은 45oC에서 가장 높은 것으

로 조사되었다(18-20). 그러나 Cephalosporium sp.가 생성

하는 trypsin 해제(21), Streptomyces mozunensis MK- 

23가 생성하는 protease 해제인 talopeptin(MK-1)(22)  

Actinomyces GF 155-2가 생성하는 pepsin 해제(23)는 27 

～35oC의 온도 범 에서 해활성을 보여 본 연구의 결과와 

다소 차이를 보 다. 

기 pH의 향

배양액의 pH는 양분, 성장인자 등의 세포막 이동속도

에 향을 미치며, 외부의 pH가 변하면 양물질 분자의 이

온화 경향이 달라져 물질 흡수 능력에 차이를 보이기 때문에 

미생물의 성장과 해물질 생산에 요한 역할을 한다. 

Protease 해제 생산에 미치는 기 pH의 향을 조사하기 

하여 배양액의 기 pH를 3～10까지 조 하여 배양 후 

해활성을 측정하 다(Fig. 2). 균체성장은 기 pH 6～7 

범 에서 가장 잘 성장하여 호 성 미생물인 것으로 단되

었으나, 해활성은 pH 6.5～8.0의 성과 약알칼리 범 에

서 가장 높은 것으로 확인되었다. 이와 같은 결과는 알칼리 

protease 해제를 생산하는 균주는 pH 7에서 해활성이 

높다고 보고한 결과와 유사하 고(19,24), Kim 등(25)이 

Streptomyces 속이 생산하는 protease 해제는 pH 8～9의 
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Fig. 2.  Effect of initial pH on the production of subtilisin- 
like protease inhibitor by S. thermocarboxydus C12. 

범 에서 해활성이 높다고 보고한 것과도 유사하 다. 이

처럼 성 범 의 pH에서 효소 해활성이 가장 높게 유지

되는 것은 이 부근에서 해활성이 가장 안정화되기 때문인 

것으로 보인다. 

탄소원의 향

Protease 해제의 생산에 미치는 탄소원의 향을 조사

하기 하여 인공해수에 0.2% peptone(w/v), 0.1% yeast 

extract(w/v), 0.1% malt extract(w/v)를 첨가한 배지에 

glucose, maltose, fructose, galactose, saccharose, starch, 

lactose, sorbitol, mannose를 각각 1%(w/v)씩 첨가하여 균

체성장  해물질의 활성을 측정하여 Table 1에 나타내었

다. 단당류인 galactose, glucose, fructose와 다당류인 

starch에서 높은 해활성을 보 다. Pandhare 등은 starch, 

glucose, mannose  fructose 등이 해제 생산에 좋은 탄

소원으로 보고하 고(26), protease 해제 생산에 최  탄

소원으로서 glucose와 starch가 효과 인 것으로 보고하여

(20,22,24,25) 본 연구와 일치하 다. 일반 으로 glucose와 

같이 쉽게 이용 가능한 기질은 그 자체가 이차 사산물의 

생합성 련 효소들을 해할 뿐만 아니라 방선균 발효에서

도 과량의 glucose가 존재할 때 pyruvic acid  α- 

ketoglutaric acid 등의 축 으로 이들에 의한 간 인 해

효과도 래할 수 있는 것으로 알려져 있다(26,27). 본 연구

에서 탄소원을 첨가하지 않을 경우 균체성장  해활성이 

나타나지 않았기 때문에 protease 해제 생산에 탄소원이 

요한 인자인 것으로 단하 다. 

최 의 탄소원으로 선정한 galactose를 농도별로 2.8% 

(w/v)까지 첨가하여 균체성장  해활성을 측정한 결과

(Fig. 3), 해활성은 1.6%(w/v)에서 가장 높았으며, 이 이상

의 농도에서는 해활성이 차 감소한 반면에 균체성장은 

계속 증가하는 것으로 나타났다.

질소원의 향

질소원은 미생물의 사증식에 가장 요한 향을 미치

는 성분으로 알려져 있어 각종 유․무기 질소원으로 나 어 

Table 1. Effect of various carbon sources on the production 
of subtilisin-like protease inhibitor by S. thermocarboxydus 
C12

Carbon source 
(1.0%)

Dry cell weight
(g/50 mL)

 RIA1)

(%)
Final pH
(-)

Control
Glucose
Galactose
Fructose
Maltose
Lactose
Sorbitol
Saccharide 
Starch
Mannose

0.049
0.155
0.132
0.156
0.146
0.159
0.053
0.042
0.138
0.159

  0.0
 88.2
100.0
 84.0
  1.9
 15.8
  8.3
  5.6
 84.0
 10.8

8.25
7.45
7.76
7.83
7.77
7.98
8.32
8.34
7.76
7.62

1)Relative inhibitor activity.
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Galactose (%)  
Fig. 3.  Effect of galactose concentration on the production 
of subtilisin-like protease inhibitor by S. thermocarboxydus  
C12.

Table 2.  Effect of organic nitrogen sources on the pro-
duction of subtilisin-like protease inhibitor by S. thermo-
carboxydus C12

Nitrogen source
(0.5%)

Dry cell weight
(g/50 mL)

 RIA1)

(%)
Final pH
(-)

Control
Poly peptone
Bacto peptone
Beef extract
Yeast extract
Bacto soytone
Meat extract
Proteose peptone
Urea
Casamino acid
Gelatin
(NH4)2SO4
NH4NO3
(NH4)2HPO4
NH4Cl
NaNO3

0.046
0.173
0.087
0.102
0.173
0.092
0.102
0.098
0.030
0.180
0.056
0.081
0.011
0.062
0.029
0.054

  0.0
 98.9
 66.3
  7.5
 44.1
 90.1
 72.8
100.0
  0.0
  0.0
  0.0
  2.2
  0.0
  0.0
  2.4
  1.2

7.38
7.67
7.99
5.19
7.36
7.93
8.00
8.01
8.17
5.64
7.24
5.52
6.09
7.29
5.71
8.01

1)Relative inhibitor activity.

실험을 행하 다. 먼  기본배지에 peptone, yeast extract, 

malt extract를 제외하고 각종 유기 질소원을 각각 0.5% 

(w/v)씩 첨가하여 균체성장  protease 해를 측정하 다

(Table 2). 해 효과는 복합배지인 polypeptone과 proteose 

peptone에서 가장 높게 나타났으며, 이 같은 결과는 

Cephalosporium sp.가 생산하는 trypsin 해제와 S. al-

bogriseolus S-3253이 생산하는 alkaline protease 해제 생

산에 polypeptone을 사용하 을 때와 유사한 결과를 보 다

(11,21). 본 실험의 결과는 Pandhare 등이 Actinomyces가 

생성하는 alkaline protease 해제는 casein, yeast extract, 

malt extract에서 해활성이 높다는 보고와 차이를 보이고 

있었다(26). 한편 천연 질소원과 무기 질소원의 경우 해활

성이 거의 나타나지 않았다. 이것은 무기 질소원보다는 유기 

질소원이 해물질의 생합성과정에서 효과 으로 이용하기 

때문인 것으로 사료된다. 이 결과를 토 로 최  질소원으로

는 균체 제거를 고려하여 proteose peptone을 선정하 다. 선

Proteose peptone (%)

Fig. 4. Effect of proteose peptone concentration on the pro-
duction of subtilisin-like protease inhibitor by S. thermo-
carboxydus C12.

NaCl (%)

Fig. 5. Effect of NaCl concentration on the production sub-
tilisin-like protease inhibitor by S. thermocarboxydus C12.

정한 proteose peptone을 3%(w/v)까지 농도별로 첨가하여 

해활성을 조사한 결과, 0.5% (w/v)에서 가장 높은 해활

성을 보 으며, 0.5%(w/v) 이상의 농도에서는 농도 증가와 

더불어 해활성은 감소하 다(Fig. 4). 

NaCl 농도의 향

일반 으로 해수에는 약 3% NaCl(w/v)이 함유되어 있기 

때문에 NaCl 농도에 따른 균체성장  protease 해활성에 

미치는 향을 조사하 다. NaCl 농도를 1～9%(w/v)까지 

조 한 배지에서 균체를 배양한 후 protease 해활성을 측

정한 결과(Fig. 5), 균체는 2% NaCl(w/v)에서 가장 많이 성

장한 반면, 해활성은 1～4% NaCl(w/v)에서 높은 수 을 

유지하 다. 나아가 5%와 같은 높은 NaCl(w/v) 농도에서도 

해활성은 80% 이상을 나타내었다. 이 같은 결과는 해양에

서 생육하는 미생물의 경우 NaCl 농도는 삼투압 조 과 

한 련이 있기 때문이다. 2%의 NaCl 농도에서 해양미생

물의 성장과 사물질의 생산은 증가한다고 보고하 다(28). 

속염의 첨가 효과

1.6% galactose(w/v), 0.5% proteose peptone(w/v), 1% 

NaCl(w/v)로 고정한 조건에서 최종 농도가 1 mM이 되도록 

각종 속염을 첨가하여 균체성장  해활성에 미치는 
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Table 3.  Effect of metal salts on the production of sub-
tilisin-like protease inhibitor by S. thermocarboxydus C12

Metal salt 
(1 mM)

Dry cell weight
(g/50 mL)

RIA1)

(%)
Final pH
(-)

Control
MgCl2
CaCl2
FeCl2
Fe3+-citrate
LiCl
KCl
CoCl2․6H2O
CuSO2․6H2O
ZnCl2

0.086
0.075
0.057
0.064
0.052
0.081
0.079
0.000
0.000
0.000

 94.3
 97.8
 95.4
 85.2
 90.1
100.0
 97.6
  0.0
  0.0
  0.0

8.02
7.95
8.04
7.92
7.91
8.03
8.01
6.53
5.94
6.69

1)Relative inhibitor activity.

향을 측정하 다(Table 3). LiCl, MgCl2와 KCl은 조군보

다 해활성이 유의 으로 높았으며(p<0.05), LiCl 첨가시

에 가장 높은 해활성을 보 다. 속염은 여러 가지 효소 

해물질의 생산에 향을 미치고 특히 속염의 첨가는 

균체성장  해활성을 억제하는 것으로 보고하 다(20,24). 

속은 -SH 작용기를 지닌 단백질과 결합하면 단백질을 

비활성화 시키기 때문에 해활성이  나타나지 않는 것

으로 추정된다(29). 

최 배양조건에서 해제의 생산

Protease 해제 생산을 한 최  배지  배양 조건인 

40oC, pH 8.0, 1.6% galactose(w/v), 0.5% proteose peptone 

(w/v), 1% NaCl(w/v), 1 mM LiCl이 첨가된 배지에서 S. 

thermocarboxydus C12 균주를 배양하여 시간별로 균체성

장과 해활성을 조사하 다. 균체는 12시간 이후부터 성장

하기 시작하여 48시간 이후에는 정지기에 도달하 다(Fig. 

6). 해활성은 48시간 이후부터 나타났으며, 84시간에 최고 

수 에 도달하 으며, 차 시간이 경과하여도 해활성에

는 변화가 없는 것으로 나타났다. 이 같은 결과는 단백질 

분해효소 해제가 2차 사산물임을 지 한다. 시간이 경

과할수록 pH는 차 감소한 후 72시간 이후에 약알칼리로 

증가하는 것은 형 인 방선균의 사 시에 발견되는 상
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Fig. 6.  Time course for the production of subtilisin-like 
protease inhibitor by S. thermocarboxydus C12.

이며 pH의 감소는 당에서 생성되는 유기산에 기인한 것으로 

추정된다. 

요   약

양만의 해안 뻘에서 protease 해력이 우수한 균주 S. 

thermocarboxydus C12를 분리하여 최 의 해제 생산 조

건을 조사하 다. 최  해활성을 보이는 온도와 기 pH

는 각각 40
oC와 8.0이었다. 해제 생산에 미치는 탄소원의 

향을 검토한 결과, 단당류인 galactose, glucose, fructose

와 다당류인 starch에서 높은 해활성을 보 으며, 최 의 

탄소원과 농도는 각각 galactose와 1.6%(w/v) 다. 질소원

의 경우 복합배지인 polypeptone과 proteose peptone에서 가

장 높은 해활성이 나타났으며, 최 의 농도와 질소원은 

0.5%(w/v)와 proteose peptone이었다. 최 의 NaCl 농도와 

속이온은 각각 1%(w/v)와 1 mM LiCl이었다. 선정된 최

배양조건에서 균주를 배양한 결과, 84시간 동안 배양 시 

해활성이 최 인 것으로 나타났다.
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