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Optimal Condition to Produce Protease by Strain Separated from the Intestine of
Reticulitermes speratus
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We separated the bacteria showing protease activity from Reticulitermes speratus which is known as
the only termite species in Korea. Then, we collected the best activated strain and studied the optimal
culture condition for producing the enzyme. According to the results of observing morphological and
physiological characteristics, and the type of 16S rRNA of the strain, it was identified as Serratia mar-
cescens and named S. marcescens strain TM-3215. This strain showed the best activity under conditions
of 0.8% (w/v) starch, 0.4% (w/v) peptone, 0.08% (w/v) MgSO4․7H2O, 30

o
C and pH 8.0. After being

cultivated under optimal conditions for 9 hr, the strain produced 19.8 U/ml of enzyme, an amount
1.8 times greater than the control.
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서 론

최근 생물공학 기술의 발달과 함께 식품제조, 제약, 유전자

조작 등 여러 방면에서 새로운 효소가 개발되고 있으며, 효소

제품의 사용도 계속 증가하고 있다[9]. 그 중 protease는 대부

분 사람, 동물, 식물, 또는 미생물에서 추출한 것으로 전 세계

효소시장의 약 60%를 차지하며[4,5,6], 발효와 및 전분공업에

서 널리 쓰이는 당화효소와 더불어 2대 주요한 효소 중 하나

이다[3].

현재 protease 중에도 알칼리성 protease의 연구와 더불어

내열성 또는 저온성 등의 특성을 가지고 있는 protease생산

미생물의 탐색이 이루어지고 있으나[14], 대부분의 경우 자연

계 특히, 폐수 및 토양에서 분리된 미생물이 생산한 protease

를 이용하고 있다[17,18]. 그러나 한정적인 지역에서 하는 실정

이므로 새로운 미생물의 탐색에는 한계를 가지고 있어 특이한

특성을 지닌 protease를 포함한 산업용 효소를 생산하는 미생

물을 탐색하기 위해 극지, 열수 및 심해 등지에서 새로운 미생

물의 탐색에 많은 연구가 되고 있다. 하지만 일반적으로 극한

환경 속에서 생장하는 미생물은 생장이 느리고 취급이 어려운

점이 많기 때문에 실제 산업에 이용되지 못하는 실정이다. 이

에 반해서 곤충과 관련한 미생물은 곤충의 섭식조건, 서식처

및 생태와 관련이 있기에 관련 미생물로부터 생성된 효소 또

한 다양한 특이적인 성질을 가지고 있는 것이 많다[7].

곤충류 중 흰개미는 생태계 내에서 식물이 필요로 하는 유

기물질을 분해하는 분해자로서 전 세계적으로 2,300여 종이

보고되고 있으며, 전 대륙에 걸쳐 서식하고 있다[15]. 흰개미의

장내미생물들이 음식물의 소화와 영양에 관여한다는 사실은

널리 알려져 있으며[2], 최근 분자 생물학적 기법을 활용한 곤

충 장내 미생물의 분포와 역할에 대한 연구와 목재를 가해하

는 흰개미의 장내미생물 DNA library로부터 재조합 DNA기

술을 응용한 새로운 종류의 xylanase를 탐색하는 등의 연구가

진행되고 있다[1]. 그러나 곤충 장내 미생물로부터 protease에

대한 연구는 한국산 무당거미 serralysin protease [16]와 누에

장에서 분리된 serrapeptase가 대표적이나 그 외 곤충 유래

protease 연구는 드물다[7]. 따라서 본 연구는 흰개미의 장으로

부터 protease를 갖는 미생물을 분리, 동정하고 균주가 생성하

는 protease의 최적조건을 알아보았다.

재료 및 방법

실험균주 분리

실험에 사용된 균주는 국내에서 분포하고 있는 흰개미의

장으로부터 유래된 것으로 흰개미(Reticulitermes speratus)는

경상남도 밀양시 삼랑진읍 야산에서 채집하여 일개미

(worker)의 장을 적출하였다. Protease를 분비하는 균을 분리

하기 위해 skim milk agar (skim milk 12 g/l, bactotryptone

10 g/l, yeast extract 5 g/l, NaCl 5 g/l, bactoagar 18 g/l ,

pH 7)를 이용하여 clear zone이 크고 생육이 우수한 균주를

분리하였다. 활성이 가장 큰 균주는 액체배양한 후 glycerol을

첨가하여 -70
o
C deep freezer에 보관하였다.

균주 배양 및 protease 생산조건 검토

최적의 균체생육과 효소생성을 규명하기 위해 배양시간은

3시간 간격으로 측정하였고, 온도는 15
o
C～40

o
C로 5

o
C간격으

로, pH는 4.0～10.0까지 pH 1.0간격으로 조절하여 측정하였
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다. 효소생성 최적화에 사용한 배지는 NB였으며, 균체생육과

효소생성에 관한 탄소원 영향은 glucose, fructose, sucrose,

lactose, starch를 이용하여 조사하였으며, 선정된 최적 탄소원

은 0～1%로 0.2%간격으로 최적농도를 측정하였다. 질소원 영

향은 yeast extract, peptone, malt extract, casamaino acid,

tryptone, beef extract, NaNO2, NaNO3, NH4NO3, (NH4)2SO4

를 이용하여 조사하였으며, 선정된 최적 질소원은 0～1%로

0.2% 간격으로 최적농도를 측정하였다. 그리고 무기염 영향은

K2HPO4, KH2PO4, NaCl, CaCl2․2H2O, MgSO4․7H2O를 이

용하여 조사하였으며, 선정된 최적 무기염은 0～0.1%로 0.02%

간격으로 최적농도를 측정하였다.

액체배양은 250 ml 삼각플라스크에 배양액 50 ml과 실험

균주 2% (w/v)를 접종하여 200 rpm으로 진탕배양하였다.

실험 균주의 동정

분리된 균주를 동정하기 위하여 Bergey's manual of sys-

tematic bacteriology [8]에 기술된 방법에 따라 형태학적, 생리

학적 특징을 조사하였고, 16S rRNA 염기서열을 분석하여 균

을 동정하였다.

균체의 생육 및 효소활성의 측정

균체의 생육은 배양액을 분광광도계를 사용하여 660 nm에

서 흡광도를 측정하여 결정하였고, 효소생성 측정은 배양액을

원심분리 한 후 그 상등액을 조효소액으로 사용하였다. 효소

생성 측정을 위하여 2% hammersten casein 기질용액 1 ml과

조효소액 1 ml을 첨가하여 30°C에 10분 동안 반응시켰다. 반

응액에 5% trichloroacetic acid 용액 0.5 ml을 가하여 반응을

중지시키고, 30분 동안 정치한 후 원심분리하여 상등액을 회

수하였으며, 상등액은 280 nm에서 흡광도를 측정하였다. 효소

의 1 unit은 1분당 흡광도 0.01을 증가시키는데 필요한 효소량

으로 하였다.

결과 및 고찰

균주의 동정

흰개미의 장으로부터 분리된 균은 그람음성의 운동성을 가

진 통성혐기성 간균으로 내생포자를 형성하지 않았다.

Colony의 표면은 둥글며, 매끄러웠고, catalase는 양성, oxy-

dase는 음성, glucose를 이용하여 산을 생성하였다. 특히 붉은

색소를 분비하는 것이 특징적이다. 더욱 정확한 균 동정을 위

해 16S rRNA를 이용하여 동정한 결과 Serratia marcescesns와

99% 유사성을 보였다. 따라서 본 균주 S. marcescesns strain

TM-3215 (Fig. 1)로 명명하였다.

배양시간

본 균주의 균체생육과 효소생성에 미치는 배양시간의 영향

Fig. 1. Dendrogram of strain TM-3215 through 16rDNA se-

quence homology, scale bar, and 0.01 estimate sub-

stitution per nucleotide position. - Unknown: strain

TM-3215

을 조사한 결과, Fig. 2와 같이 균체생육은 9시간이 최대였고

이후에는 감소하였다. 그리고 효소생성은 9시간 이후 효소생

성의 변화가 적어 최적 배양시간은 9시간으로 하였다.

다른 연구자들에 의한 S. marcescens의 효소생성 결과

Matsumoto [13] 등이 24시간, 최 등[3]이 30시간, Kim과 Oh

[10]가 45시간, 김 등[11]에서는 72시간이라고 보고하였다. 이

에 비해 본 균주는 9시간으로 배양시간이 훨씬 적게 소요되는

것으로 나타났다.

배양온도의 영향

본 균주의 배양온도에 따른 균체생육과 효소생성을 조사하

기 위해 20～40
o
C의 온도 범위에서 9시간 동안 배양하여 측정

한 결과 Fig. 3A와 같이 균체생육과 효소생성 모두 30
o
C에서

가장 높게 나타났고, 20oC와 40oC에서는 효소생성을 나타나지

않았다. 이 결과는 Kim과 Oh [10], 김 등[11], Lyerly와 Kreger

[12]에서와 같이 30oC에서 효소생성이 높았다는 결과와 일치

하였다.

초기 pH의 영향

배양액의 초기 pH에 따른 균체생육과 효소생성의 변화를

조사하기 위해 pH 4.0～10.0까지 조절한 후 30oC에 9시간 동안

배양한 결과, Fig. 3B와 같이 균체생육은 pH 6.0 이후로 감소하

였고, 효소생성은 pH 8.0까지 꾸준히 증가하였다. 이후 효소생

Fig. 2. Effect of culture time on cell growth and protease activity

of strain TM-3215.
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(A)

(B)

Fig. 3. Effect of culture temperature (A) and initial pH (B) on

the cell growth and protease activity of strain TM-3215.

성의 큰 변화가 거의 없음을 알 수 있다. 이 결과는 효소생성에

있어 배지의 pH를 7.2로 사용한 Lyerly와 Kreger [12], pH 8.0

을 사용한 김 등[11]의 결과와 유사하지만 본 균주가 더 높은

알칼리 범위에서 효소생성이 유지되는 것으로 나타났다.

탄소원의 영향

에너지원 및 탄소기본구조로 사용되는 균체생육과 효소생

성에 미치는 탄소원의 영향을 조사하기 위해 탄소원을 각각

0.5% (w/v)되게 한 후 pH 8.0, 30oC에 9시간 동안 배양하여

측정한 결과 Fig. 4A와 같다. 효소생성에서 starch를 첨가하였

을 때 최대 효소생성을 보였고, 다음으로 lactose, fructose의

순으로 효소생성이 나타났지만 탄소원을 첨가하지 않은 배지

보다 효소생성이 낮았다. 그리고 sucrose, glucose는 균체생육

은 높았지만 효소생성은 나타나지 않았다. 탄소원 중 효소생

성이 높은 starch의 농도는 비교적 모든 농도에서 효소생성을

보였으며, 그 중 Fig. 4B와 같이 0.8%였을 때 가장 높았다. 본

균주의 실험결과와 달리 Kim과 Oh [10], 김 등[11], Lyerly와

Kreger [12]에서는 glucose에서 효소생성이 높게 나타나 본

균주와 상이하였다.

질소원의 영향

균체생육과 효소생성에 가장 결정적인 영향을 미치는 질소

원의 종류와 농도에 따른 균체생육과 효소생성을 조사하였다.

질소원을 각각 0.5% (w/v)되게 한 후, 30
o
C, pH 8.0, 9시간

동안 배양하여 균체생육과 효소생성을 측정한 결과 peptone

(A)

(B)

Fig. 4. Effect of various carbon sources (A) and starch concen-

tration (B) on cell growth and protease activity from

strain TM-3215. (A) 1: None; 2: Glucose; 3: Fructose; 4:

Sucrose; 5: Lactose; 6: Starch

을 첨가하였을 때 최대의 효소생성을 보였다(Fig. 5A).

Peptone을 제외한 질소원에서는 유기질소원 tryptone, casa-

mino acid 순서로 효소생성을 보였으나 yeast extract, beef

extract, malt extract에서는 효소생성이 거의 나타나지 않았다.

그리고 무기질소원의 NH4NO3, (NH4)2SO4, NaNO2, NaNO3

에서는 균체생육이 낮았으며, 효소생성은 거의 나타나지 않았

다(data not shown). Peptone은 비교적 모든 농도에서 효소생

성이 나타났으나, 0.4%였을 때 가장 높게 나타났다(Fig. 5B).

이 결과는 본 균주에서 두 번째로 효소생성을 보인 trypton에

서 높았다는 김 등[11]과 유사하나 Lyerly와 Kreger [12]는 본

실험에서 효소생성이 없는 yeast extract에서 효소생성이 높은

것과 상이하였다.

무기염의 영향

균체생육과 효소생성에 미치는 무기염의 종류와 농도에

따른 영향을 검토하기 위해 각종 무기염을 각각 0.05%

(w/v)되게 한 후, 30
o
C, pH 8.0, 9시간 동안 배양하여 측정한

결과 Fig. 6과 같이 MgSO4․7H2O를 첨가하였을 때 효소생

성이 가장 높았다. MgSO4․7H2O를 제외한 무기염에서는

NaCl, CaCl2․2H2O 순으로 효소생성이 많았다. 이 결과는

MgSO4․7H2O와 CaCl2에서 효소생성이 높았다고 보고한

Kim과 Oh [10], 김 등[11]과 유사하였다. MgSO4․7H2O 농

도는 비교적 비슷하게 나타났으나, 0.08%였을 때가 가장 높

게 나타났다(data not shown).
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(A)

(B)

Fig. 5. Effect of various organic nitrogen sources (A) and pep-

tone concentration (B) on the cell growth and protease

activity from strain TM-3215. (A) 1: None; 2: Yeast ex-

tract; 3: Peptone; 4: Malt extract; 5: Casamaino acid; 6:

Tryptone; 7: Beef extract

Fig. 6. Effect of various mineral sources on the cell growth and

protease activity from strain TM-3215. 1: None; 2:

K2HPO4; 3: KH2PO4; 4: NaCl; 5: CaCl2․2H2O; 6: MgSO4

․7H2O

최적조건에서의 효소생성

본 실험에서 30
o
C, pH 8.0, 0.8% (w/v) starch, 0.4% (w/v)

peptone, 0.08% (w/v) MgSO4․7H2O의 최적조건에서 S. mar-

cescens strain TM-3215 균주를 배양하여 시간대 별로 균체생

육과 효소생성을 조사하였다. 기본배지와 최적배지의 균체생

육은 비슷하게 나타났지만, 효소생성에서 큰 차이를 보였다

(Fig. 7). 기본배지는 9시간에 최대 11.2 U/ml의 효소생성을

하고, 그 이후에는 효소생성이 감소하였다. 그러나 최적배지

는 9시간에 19.8 U/ml의 효소생성을 하여 기본배지보다 약

1.8배가 높았다.

흰개미의 장에서 분리된 본 균주는 다른 S. marcescens의

Fig. 7. Effect of optimum medium condition on the cell growth

and protease activity of strain TM-3215.

protease 생성특성과 유사한 부분도 있었지만 상이한 부분도

많았다. 이것은 분리원에 따라 생육환경과 균주마다 생리학

적, 유전학적 차이가 있기 때문에 특성이 조금씩 다른 것으로

판단된다. 특히 본 균주는 다른 균주들에 비해 짧은 시간에

효소생성을 나타내었으며, 높은 pH 범위에서도 효소생성을

유지하는 특성을 보였다.
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초록：흰개미(Reticulitermes speratus)의 장에서 분리된 세균에 의한 protease생성 최적조건

박민경․손홍주․김용균․이상몽․김근기․박현철*

(부산대학교 생명환경화학과)

국내 1종만이 분포하고 있는 흰개미(Reticulitermes speratus)의 장으로부터 protease 생성을 나타내는 균주를 분

리한 후 그 중 생성이 가장 큰 1균주를 최종 선별하여 동정하고 효소생성을 위한 최적조건을 검토하였다. 형태학

적, 생리학적 특성 및 16S rRNA를 조사한 결과 Serratia marcescens로 판명되었으며, S. marcescens strain TM-3215

라 명명하였다. 본 균주의 효소생성 최적조건을 조사한 결과 0.8% (w/v) starch, 0.4% (w/v) peptone, 0.08%

(w/v) MgSO4․7H2O, 30
o
C 및 pH 8.0에서 가장 높은 효소생성을 나타내었다. 최적조건에서 9시간 배양 후 19.8

U/ml의 효소가 생성되었으며, 이 값은 최적화 이전 배지의 효소생성(11.2 U/ml) 보다 1.8배 높은 값이었다.


