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Using enrichment procedures, we isolated organic solvent-tolerant Bacillus sp. BCNU 5005 from waste
water and soil in the Ulsan industrial plant region. BCNU 5005 had a maximum similarity of 98%
with B. subtilis and was designated as B. subtilis based on phylogenetic analyses using 16S rDNA
sequences. Generally, most bacteria and their enzymes are destroyed or inactivated in the presence
of high concentrations of organic solvents. However, the lipase activity of B. subtilis BCNU 5005 was
very stable in the presence of various kinds of solvents (25%, v/v) except chloroform, ethylbenzene
and decane. Furthermore, BCNU 5005 was determined to have a degradative ability towards organic
solvents. This organic solvent tolerant Bacillus sp. BCNU 5005 could be used as a new potential re-
source for biotransformation and bioremediation.
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서 론

방향족 화합물을 포함한 유기용매는 석유ㆍ화학관련 산업,

농업, 생활 폐수 등에서 발생되는 주요 오염물질로 화학적 발

암성분들을 다수 포함하고 있어 인간에게 심각한 위협이 되고

있다. 이들 방향족 화합물을 포함하는 유기용매들은 물리ㆍ화

학적으로 안정하기 때문에 하천 및 토양 중에 유입되면 잘

분해되지 않고 환경에 축적되는 성질을 가지고 있어 고등생물

의 생식력을 감퇴시키고, 돌연변이와 기형을 유발하며 내분비

교란물질로 작용하여 생체 내 대사에 크게 영향을 미치는 것

으로 알려져 있다[1,3,17]. 그러므로 이들 물질의 생물학적 처

리는 인류의 생존에 필수적이다.

Toluene을 포함한 다양한 유기용매는 0.1% (v/v)의 저농

도에서 대부분의 미생물 세포를 비롯한 모든 세포들을 구조

적ㆍ기능적으로 손상시킬 수 있는 강한 독성을 나타낸다.

그러나 1989년 이후로 고농도 유기용매에서 내성을 나타내

는 미생물들이 분리 보고되고 있으며[9,21], 현재는 이런 유

기용매 내성미생물의 산업적 활용도를 높이고자 하는 연구

가 활발히 이루어지고 있다. 다양한 종류의 고농도 유기용

매에 대해 내성을 가진 미생물은 방향족 화합물을 포함한

난분해성 물질을 분해하여 새로운 bioreactor로써 사용이 가

능하며 특히 환경공학, 발효공업 및 효소산업에서 중요한

역할을 할 것으로 기대된다.

현재 산업적으로 사용되고 있는 대부분의 효소는 수용액하

에서 사용되며 유기용매에 내성이 없는 효소이다. 용매로써의

물은 가수분해, 아실기의 전이, 수산화이온의 친핵적 첨가 등

의 원하지 않는 부반응으로 인해 대부분의 화학적 변환에 있

어서 그다지 좋은 반응매체가 되지 못하며, 효소반응 대상인

지방, 오일, 방향족화합물, 스테로이드 등 많은 유기화합물은

수난용성이다[16]. 따라서 지용성 또는 수난용성 화합물의 생

화학적 변환에서 이러한 난점을 극복하고자 유기용매 하에서

의 효소반응에 대한 연구와 다양한 생체촉매의 탐색과 개발에

대한 연구가 현재 활발히 진행되고 있다[11,20]. 유기용매에서

의 효소반응으로 가장 많이 연구되고 있는 lipase는 수계에서

는 불가능한 transesterification, esterification, aminolysis, thi-

otransesterification 등의 반응을 촉매하며, 최근에는 lipase의

transesterificaion 기능을 이용한 새로운 ester 화합물의 합성

과 이들 물질을 합성하는데 있어서의 가장 유리한 유기용매계

의 선택 및 반응계의 제반조건 등에 대한 연구가 다양하게

행해지고 있다[8,12,22,24]. 현재 산업적으로 활용되고 있는 li-

pase 생성균주로는 Geotrichum sp., Penicillium sp., Aspergillus

sp., Candida sp., Mucor sp., Rhizopus sp., Psudomonas sp. 등이

있으며, 그 중에서도 Psudomonas sp. 균주가 생산하는 lipase가

광범위하게 사용되고 있다[2,4,10,15,26]. 또한 유기용매 내성

효소의 탐색과 이용도 산업적으로 매우 중요한 과제로서 집중

적인 연구가 요구되고 있다.

따라서 본 연구에서는 울산공단 일대의 폐수 및 토양에서

유기용매 내성을 나타내는 균주를 분리하였고, 아직 보고가

미흡한 유기용매 내성 세균인 Bacillus sp. 균주에 대해 다양한

유기용매에 대한 내성 등 기본적인 조사를 실시하였다. 그리

고 그 유용성을 검증하기 위하여 온도, pH, 금속이온, 유기용

매 등 여러 환경인자들이 lipase에 미치는 영향과 각종 물질의

분해능력을 조사함으로써 Bacillus sp. BCNU 5005 균주의 산
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업적인 이용 가능성에 대해 조사하여 보고하고자 한다.

재료 및 방법

유기용매 내성 세균의 분리 및 lipase 생성 균주 선별

유기용매 내성세균을 분리하기 위해 울산공단 일대의 폐수

및 토양을 채취하여 nutrient broth (NB) 등의 분리배지에 10%

(v/v) n-hexane을 첨가한 후 25℃에서 농화배양을 실시하였

다. n-Hexane에 대해 내성이 있는 균을 1차 선별하였고, 10%

toluene을 첨가하여 25℃에서 48 시간 동안 배양하여 toluene

에 내성이 뛰어난 균주를 2차 선별하였다. 유기용매 내성균주

의 lipase 생산여부를 확인하기 위해서 기질인 1% (w/v) trib-

utyrin이 첨가된 nutrient agar (NA) 배지 등 분리배지에 균을

접종하여 37℃에서 24-48시간 배양 후 투명환의 생성여부를

관찰하였다.

생리, 생화학적 특성 및 형태학적 특성 조사

유기용매 내성이 뛰어난 균주에 대해 Bergey's Manual of

Determinative Bacteriology [18]에 준하여 생리, 생화학적 특

성을 조사하였고, 정확한 동정을 위하여 forward primer (5’

AGT TTG ATC CTG GCT CAG 3’)와 reverse primer (5’ ACG

GCT ACC TTG TTA CGA CTT 3’)를 사용하여 16S 리보좀

DNA를 증폭하였으며 그 염기서열을 분석하였다. 나아가 염

기서열의 유사도를 조사하였고 계통수는 neighbor joining 법

과 bootstrap 분석에 의거하여 작성하였다.

유기용매 내성 및 분해능 조사

유기용매에 대한 내성 조사를 위해 균이 접종된 NA 평판배

지에 11종의 다양한 유기용매를 overlay하여 37℃에서 48-96

시간 동안 정치배양하였고, 유기용매에 대한 분해능 조사는

최소배지인 minimum salts medium (MSM; 0.715 g Na2HPO4

․2H2O, 0.365 g KH2PO4, 0.5 g (NH4)2SO4, 0.1 g MgSO4․

7H2O, and 0.5% trace elements solution (0.88 g Ca(NO3)2․

4H2O, 0.2 g FeSO4․7H2O, 0.01 g ZnSO4․7H2O, 0.01 g

H3BO3, 0.01 g CoSO4․7H2O, 0.01 g CuSO4․5H2O, 0.004 g

MnSO4․H2O, 0.004 g Ni(NO3) 26H2O, 0.003 g Na2MoO4․

2H2O, 0.002 g Na2WO4․2H2O, 0.05 N H2SO4))를 사용하였다.

Duharm tube를 이용하여 다양한 유기용매 및 난분해성 물질

을 유일한 탄소원으로 첨가하였고 37℃에서 48-96시간 동안

정치배양한 뒤 생존유무로 분해능 여부를 확인하였다.

조효소액 조제

NB 배지에서 37℃에서 24시간 진탕 배양하여 얻은 배양액

을 원심분리 (10,000× g, 15 min)한 후, 배양 상등액을 mem-

brane filter (0.22 μm)로 여과 한 후 조효소액으로 사용하였다

[7].

Lipase 활성도 측정

Lipase의 활성은 기질인 p-nitrophenyl palmitate (pNPP)를

사용하여 측정하였다[25]. 즉, 조효소액에 50 mM pNPP 10

μl과 0.1 M Tris-HCl 완충액(pH 8) 0.9 ml을 첨가하여 37℃에

서 5분간 반응시킨 후 spectrophotometer를 이용하여 410 nm

에서 흡광도를 측정하였다. 이때 조효소액을 첨가하지 않은

용액을 대조구로 사용하였다.

효소활성은 pNPP로부터 1분 동안 1 μmol의 p-nitrophenol

(pNP)을 생산하는데 관여하는 효소의 양을 1 unit로 정의하였다.

효소의 온도와 pH 안정성 조사

조효소액의 온도 안정성을 조사하기 위하여 조효소액과 기

질, 완충액을 혼합한 효소혼합액을 30, 40, 50, 60, 70℃에서

1 시간 반응시킨 후 410 nm에서 잔존 효소 활성을 측정하였다.

또한 조효소액의 pH 안정성을 조사하기 위하여 0.1 M sodium

acetate (pH 4-5), 0.1 M potassium phosphate (pH 6-7), 그리

고 0.1 M Tris-HCl (pH 8-10) 완충액을 사용하여 37℃에서 24

시간 반응한 후 효소의 잔존 활성을 측정하였다. 양성대조구

로 고정화 리파아제인 novozyme 435 (Novozyme, Denmark)

를 사용하여 효소의 안정성을 비교하였다.

효소의 유기용매 안정성 조사

유기용매에 대한 조효소액의 안정성은 benzene, toluene,

xylene, n-hexane등 각종 유기용매를 사용하여 확인하였다

[19]. 조효소액에 25% (v/v) 농도의 유기용매를 첨가하여 37℃

에서 150 rpm으로 2시간 진탕 시킨 후 조효소액을 채취하여

잔존 효소활성을 측정하였다. 양성대조구로 novozyme 435를

사용하여 유기용매에 대한 효소의 안정성을 비교하였다.

효소 활성에 대한 금속이온 영향 조사

금속이온에 대한 효소활성도의 영향을 측정하기 위해 다양

한 금속이온(CaCl2, FeCl3, CuCl2, MgSO4, BaCl2, HgCl2, NiCl2,

ZnSO4, MnCl2, KCl, NH4Cl 및 NaCl)을 사용하여 확인하였다

[13]. 조효소액과 1 mM의 금속이온을 37℃에서 1시간 전반응

시키고 기질을 첨가하여 37℃에서 5분간 반응 시킨 후 410

nm에서 잔존 효소활성을 조사하였다.

결 과

유기용매 내성세균 및 효소 생산 균주의 분리

울산공단 일대의 폐수 및 토양시료에서 toluene에 내성을

가진 균주 10여 종을 분리하였으며, 선별된 균주를 대상으로

tributyrin이 함유된 NA 배지에서 lipase 효소 생산여부를 확

인하였다. 고농도의 toluene이 포함된 환경에서 생장률이 뛰

어나며 lipase를 생산하는 균주를 선별하여 BCNU 5005로 명

명하여 본 실험에 사용하였다.
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생리, 생화학적 특성 및 분자진화적 동정

BCNU 5005 균주의 생리, 생화학적 특성을 조사한 결과,

그람양성으로 25-70℃에서 생육가능하였으며, pH 4에서 9까

지 넓은 pH범위에서 생육가능함이 확인되었다. 또한  amy-

lase, protease, lipase, urease 그리고 lecithinase를 생산하는

것으로 확인되었고(Table 1), 16S 리보좀DNA 염기서열 분석

결과 Bacillus subtilis와 98% 상동성을 가진 것으로 나타났으며

계통학적으로도 Bacillus subtilis 그룹에 속함이 확인되었다

(Fig. 1).

Bacillus sp. BCNU 5005의 유기용매 내성 및 분해능

유기용매의 독성을 나타내는 일반적인 지표로 사용되는

log Pow 값이 3.9-0.8 사이의 다양한 유기용매에 대한 내성을

조사한 결과, propylbenzne, o-, m-, p-xylene 그리고 toluene을

포함한 log Pow 값이 3.9-2.5 사이의 다양한 유기용매에 대해

내성을 나타내었다(Table 2). 또한 최소배지에 유기용매 및 난

분해성 물질을 첨가하여 균의 생존여부로 확인하는 분해능

실험 결과 anthracene, dibenzothiophene, naphthalene, nitro-

benzene 그리고 toluene을 첨가했을 때 분해능이 우수함을 확

인할 수 있었다(Table 3).

Lipase의 안정성 및 활성에 미치는 유기용매의 영향

다양한 유기용매에 대한 효소의 안정성을 조사하기 위하여

Table 1. Physiologocal and biochemical characteristics of BCNU

5005

Characteristics  

Gram reaction +

Culture Characteristics  

  Growth temperature (25-37℃) +

  Growth pH (4-9) +

  Growth NaCl (2-7%) +

Assimilation of

mannose +

mannitol +

fructose +

lactose -

glucose +

galactose -

Production of

  amylase +

  protease +

  lipase +

  gelatinase +

  catalase -

  urease +

  oxidase -

  lecithinase +

  methyl red reaction -

  nitrate reduction test -

( +: postive, -: negatve)

Fig. 1. A phylogenetic tree of the organic solvent-tolerant

Bacillus sp. BCNU 5005 and closely related species.  

Table 2. Organic solvent tolerance of Bacillus sp. BCNU 5005

Solvent log Pow Bacillus sp. BCNU 5005

n-Hexane 3.9 +

Propylbenzene 3.6 +

Cyclohexane 3.2 +

o-Xylene 3.1 +

m-Xylene 3.1 +

p-Xylene 3.1 +

Toluene 2.5 +

Benzene 2.0 -

Chloroform 2.0 -

Phenol 1.5 -

n-Butanol 0.8 -

25%의 고농도 유기용매를 첨가한 뒤 효소의 잔존활성을 측정

하였다. 그 결과 toluene, cyclohexane, butanol 그리고 octane

을 첨가했을 때 각각 140%, 108%, 111%, 128%로 효소활성이

증가한 것으로 나타나 고정화 리파아제인 novozyme 435보다

Bacillus sp. BCNU 5005가 생산하는 lipase가 더 안정함을 알

수 있었다. 그러나 chloroform, ethylbenzene 및 hexane을 첨

가했을 때는 효소안정성이 다소 떨어지는 것으로 나타났다

(Fig. 2).
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Table 3. Biodegradative potential of Bacillus sp. BCNU 5005

Solvent Bacillus sp. BCNU 5005

Anthracene ++++

Benzene -

Benzene sulfornic acid -

Dibenzothiophene +++

p-Dichlorobenzene -

Diphenyl -

Monochloroacetic cid -

Naphthalene ++++

1-Naphthalene sulfornic acid ++

4-Nitrophenol ++

Nitrobenzene ++++

Pentachlorophenol -

Phenanthrene +

Phenolphthalein +++

Toluene ++++
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Fig. 2. Effect of organic solvent on the lipase stability. The lipase

activity of the non-solvent containing control was taken

as 100%.

Bacillus sp. BCNU 5005가 생산하는 lipase 활성에 미

치는 온도의 영향

효소 활성에 미치는 온도의 영향을 조사하기 위해서 30-7

0℃까지의 넓은 온도 범위에서 실험한 결과, 37℃에서 가장

높은 활성을 나타내었고, 30℃와 50℃에서도 각각 잔존활성이

53%, 71%로 비교적 높은 효소활성을 유지함이 조사되었다

(Fig. 3).

Lipase 활성에 미치는 pH의 영향

pH 변화에 따른 lipase 활성을 조사하기 위해 다양한 pH

범위의 완충액을 사용하여 측정한 결과 Bacillus sp. BCNU

5005는 pH 8에서 가장 높은 활성을 나타냈고, pH 5-7에서

80% 이상의 높은 효소활성을 보였으며, pH 4에서도 70% 정도

의 효소 활성을 나타내었다(Fig. 4).

Lipase 활성에 미치는 금속이온의 영향

다양한 금속이온을 첨가하여 효소 활성에 미치는 영향을
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Fig. 3. Effect of temperature on lipase activity. The diluted

cell-free supernatant was incubated with the substrate

at different temperatures. The activity (7.39 U/ml) at

37℃ was taken as 100%.
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Fig. 4. Effect of pH on the lipase stability. The remained activity

was measured by incubating enzyme with the substrate

at different pH values.

Table 4. Effect of metal ions on the lipase activity of BCNU

5005

Relative activity (%)

None 100

CaCl2 79.16

CuCl2 117.02

FeCl3 113.43

MgSO4 109.24

BaCl2 75.13

HgCl2 89.91

NiCl2 63.74

ZnSO4 61.68

MnCl2 47.88

KCl 104.06

NH4Cl 117.19

NaCl 83.64

측정한 결과, CuCl2, FeCl3, MgSO4, KCl 그리고 NH4Cl를 첨가

했을 때 1-1.2배 높은 활성을 보였으며, CaCl2, HgCl2, ZnSO4

등을 첨가했을 때는 효소활성이 저해를 받는 것으로 나타났
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다. 특히 MnCl2에 의해 lipase의 활성이 가장 떨어지는 것으로

나타났다(Table 4).

고 찰

산업적으로 유기용매에 내성을 가지는 미생물과 그 효소에

의한 생물전환 및 생물복구에 대한 기술개발이 꾸준히 요구됨

에 따라 고농도의 유기용매에서 생육할 수 있는 미생물의 탐

색과 기능해석 및 산업적 응용 개발을 위한 연구가 활발히

진행되고 있다. 현재 유기합성 공업에는 주로 미생물이나 동

물기원의 효소가 이용되고 있으며, 이들 미생물들은 유기용매

내에서 생존이 어렵거나 사멸하므로 고정화시키는 것이 일반

적이다. 그러나 유기용매 내성세균으로 대체하면 이러한 고정

화 비용 및 효소 사용비용을 절감할 수 있고 균주의 회수와

재이용이 가능하므로 유기용매 내성 세균과 그 효소는 새로운

생체촉매로서 높은 이용가치를 갖는다.

본 연구에서는 울산공단 일대의 폐수 및 토양에서 유기용매

내성 세균을 새롭게 분리하였으며, Bacillus sp. BCNU 5005의

난분해성 물질의 분해능력과 생산하는 lipase의 여러 가지 효

소학적 특성에 대해 조사하였다. 균주가 생산하는 lipase는 고

정화 리파아제인 novozyme 435와 비교했을 때 유의하게 37℃,

pH 8에서 가장 높은 활성을 나타내었고, 온도 30-50℃, pH

4-7, 9범위에서도 최고활성의 70% 이상의 활성이 있는 것으로

나타났다. Bacillus sp. RN2는 45℃, pH 9가 최적조건이나 효소

활성은 약 60%로 나타났으며[14], Bacillus cereus C71과

Pseudomonas sp. M-37은 각각 33℃, pH 9, 55℃, pH 9에서

높은 활성을 나타냈으나, 그 외 조건에서 효소활성이 급격히

떨어지는 것으로 보고되었다[5,23]. 이에 비하여 Bacillus sp.

BCNU 5005가 생산하는 lipase는 비교적 넓은 온도와 pH범위

에서도 효소 안정성이 있음이 확인되었다. BCNU 5005 균주는

hexane, propylbenzene, xylene 및 toluene을 포함한 다양한

유기용매에 대해 내성을 나타내었으며, 특히 독성이 강한 tol-

uene에서는 빠른 생육속도를 보였다. 또한 anthracene, di-

benzothiophene, naphthalene, 1-naphthalene sulfornic acid,

4-nitrophenol 및 nitrobenzene 등 다양한 난분해성 물질을 분

해하는 것으로 확인되었다.

각종 금속이온에 대한 영향은 CuCl2, FeCl3, MgSO4, KCl,

NH4Cl를 첨가했을 때 대조군에 비해 1-1.2배 높은 효소활성을

나타내어 대부분의 금속이온에 크게 영향을 받지 않는 것으로

조사되었다. Bacillus sp. RN2는 연구에서 KCl, CuCl2, ZnCl2를

첨가했을 때 효소활성이 증가했으나, 대부분의 금속이온이 대

조군에 비해 활성이 다소 떨어진다고 보고한 바 있다[14]. 또한

butanol, cyclohexane, toluene 그리고 octane을 첨가했을 때

효소활성이 100% 이상으로 고농도의 유기용매하에서도 안정

성이 뛰어났다. B. sphaericus는 정제된 lipase의 경우 n-butanol

과 toluene을 첨가했을 때 효소 안정성이 각각 23%, 40%로

떨어졌으며[23], 대부분의 유기용매에 대해 효소활성이 떨어

진 Staphylococcus saprophyticus와 비교했을 때[6] BCNU 5005

는 선택적으로 대조군에 비해 효소 활성이 뛰어남을 확인할

수 있었다.

유기용매 내성 lipase를 생산하는 Bacillus sp. BCNU 5005는

비교적 넓은 온도와 pH 범위, 다양한 유기용매 및 금속이온

하에서 안정한 효소활성을 가졌으며, 현재 산업적으로 사용하

고 있는 고정화 리파아제인 novozyme 435와 비교했을 때도

비교적 안정한 효소활성을 가진 것을 알 수 있었다. 또한 일부

유기용매 하에서는 Bacillus sp. BCNU 5005가 생산하는 lipase

가 고정화된 효소보다 더 안정함을 확인할 수 있었다. 따라서

지속적인 연구를 통해 미생물을 이용한 생분해 등 환경산업

분야와 생물전환반응 등 화학산업분야를 포함한 고부가가치

의 산업기술 분야에 유용하게 적용될 수 있을 것으로 크게

기대된다.
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