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Abstract:1)A novel agar-degrading bacterium mbrc-1 was 
isolated from seashore of Kyungpo at Gangwon province 
and cultured in marine broth 2216 medium. Isolated bacterium 
mbrc-1 was named as Flammeovirga sp. mbrc-1 based on the 
16S rDNA sequence. Its agarase showed maximum activity 
of 923 units/L at pH 7.0 and 45℃ and sustained 90% remaining 
activity after exposed to 45℃ for 2 hours. The enzyme 
hydrolyzed agarose to yield neoagarohexaose (18.5%), 
neoagarotetraose (38%) and neoagarobiose (43.5%), indicating 
that the enzyme is β-agarase. Thus, isolated bacterium and 
its β-agarase would be useful for the industrial production of 
neoagarotetraose and neoagarobiose.
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1. 서론

한천 (agar)은 홍조류의 세포벽에 존재하는 다당류로 
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galactopyranose와 anhydrogalactopyranose의 중합체이며, 
agarose와 agaropectin으로 구성되어 있다 [1]. 한천에는 70%
의 agarose가 포함되어 있는데 이는 β-D-galactopyranose와 
3,6-anhydro α-L-galactopyranose의 교차잔기로 구성되어 있
다 [2]. 한천은 풍부한 국내 수산자원 중 하나로 오래전부터 
아이스크림, 젤리 등의 식품생산에 널리 이용되어 왔으며, 
난소화성 다당류로서 다이어트 식품의 원료로도 사용되고 있
다 [3]. 또한, 가공된 한천은 미생물 배지 및 분자생물학 실
험에 널리 사용되고 있다. 한천은 우리나라의 남해안 일대 
및 제주도에서 주로 생산되고 있으며, 품질 또한 뛰어난 것으
로 알려져 있다.
  한천분해효소인 agarase는 한천을 가수분해하는 효소로서 
한천분해 양상에 따라 α-agarase와 β-agarase로 분류된다 [4]. 
α-Agarase는 한천의 α-1,3 결합을 절단하여 agarobiose, 
agarotetraose, agarohexaose 등의 agarooligosaccharides를 
생산하고 [5], β-agarase는 한천의 β-1,4 결합을 절단하여 
neoagarobiose, neoagarotetraose, neoagarohexaose 등의 
neoagarooligosaccharides를 생산하는 것으로 알려져 있다 [6]. 
예전에는 한천으로부터 올리고당을 생산하는 방법으로 산가
수분해법을 이용했는데 이 방법에 의해서 생산된 한천올리
고당은 기능성이 낮고 안전성에 문제가 있어 최근에는 한천
분해효소를 이용하는 방법이 더 유용한 것으로 인식되어 [7], 
많은 연구자들이 한천분해효소를 생산하는 균주의 탐색을 
위한 연구를 행해왔다 [8-11].
  한천분해산물인 한천올리고당은 생체 내에서 여러 가지 
기능성을 나타내는 것으로 알려져 왔는데, 특히, β-agarase에 
의한 한천분해산물인 neoagarooligosaccharides는 항균활성, 
대식세포 활성화 기능 및 미백기능 등의 다양한 기능성을 
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가지는 것으로 알려져 왔다 [12-14]. 또한, neoagarobiose와 
neoagarotetraose는 높은 미백활성을 나타내고, neoagarobiose
는 보습기능도 함께 가지는 것으로 확인되었다 [15,16]. 따라
서, β-agarase를 생산하는 유용균주를 발굴하고 이로부터 
β-agarase를 대량생산한다면 현재 1차 가공에 머물러 있는 
한천을 원료로 고부가가치 소재 산업의 창출이 가능할 것으
로 기대된다.
  본 연구에서는 강원도 경포 연안의 해양 미생물에서 한천
분해능이 뛰어난 신규 미생물인 Flammeovirga sp. mbrc-1을 
분리하여 동정하였고 이 세균이 생산하는 한천분해효소의 
특성을 파악하여 산업적 응용 가능성을 검토하였다.

    
2. 재료 및 방법

2.1. 한천분해 균주의 분리 및 동정
강원도 경포 연안에서 한천분해활성을 가지는 세균의 분리를 
위한 시료를 채취하였으며, 한천을 유일한 탄소원 및 에너지
원으로 한 무기염 한천배지와 [9] 일반적인 해양세균 분리 및 
증균용 배지로 사용되는 marine broth 2216 (Difco, Detroit, 
USA) 한천배지에 시료액을 도말한 후 25℃에서 배양하면서 
한천분해활성으로 평판 배지를 함몰시키는 mbrc-1 균주를 
선별하였다.
  Mbrc-1 균주의 동정을 위하여 16S rDNA 염기서열분석
을 실시하였다. 분석된 염기서열은 Blast를 사용하여 보고
된 균주와 유사도를 검토하였으며, 윈도우 버전의 Clustal 
프로그램 (ClustalX ver. 1.8)을 이용하여 다중염기배열 
(multiple alignment)을 수행한 후 Neighbor-joining method
와 Bootstrap method (n = 1000)로 분석하여 계통분류학적 
위치를 파악하였다.

2.2. 한천분해 균주의 생육 및 조효소액의 제조
0.2% (w/v) agar를 포함하는 marine broth 2216 배지 50 mL
가 들어있는 250 mL 삼각플라스크에 순수 분리한 mbrc-1 
균주를 접종한 후 shaking incubator를 이용하여 25℃, 250 rpm
에서 3일간 진탕 배양하였다. 배양 3일 후 배양액을 원심
분리 (14,000 × g, 4℃, 20 min)하여 균체를 제거한 후 얻어진 
상층액을 조효소액으로 사용하였다.

2.3. 효소활성 측정
한천분해 효소의 반응산물인 환원당의 측정은 Somogy- 
Nelson법으로 실시하였다 [9]. 각 온도와 pH 및 열안정성 
실험에서, 반응이 끝난 조효소 반응용액 0.5 mL에 2.0 mL의 
Somogy 시약 (10% CuSO4 80 mL, 1 N NaOH 100 mL, 
Na2SO4 180 g, Na2HPO4 ․ 12H2O 71 g, C4H4O6KNa ․ 
4H2O 40 g/D.W. 1 L)을 첨가하여 효소반응을 중지시키고 
10분간 끓였다. 실온으로 냉각된 용액에 arseno-molybdate 
시약 2 mL를 첨가하고 14,000 × g에서 5분간 원심분리한 
상층액의 흡광도를 550 nm에서 측정하였다. 1분당 1 μmole의 
galactose를 생산해 내는 한천분해 효소의 양을 1 unit로 정의
하였고 galactose를 이용하여 표준적정곡선을 작성하였다.

2.4. pH에 따른 한천분해 효소의 활성측정
pH에 따른 한천분해 효소의 활성을 측정하기 위하여 20 mM 
sodium acetate 완충용액 (pH 3.0-5.0), 20 mM Tris-HCl 완충
용액 (pH 5.0-8.0), 20 mM TAPS (3-[tris (hydroxymethyl) 
methyl amino]-1-propane sulfonic acid) 완충용액 (pH 8.0- 
9.0)을 이용하였다. 넓은 pH범위에서 사용가능한 완충용액인 
20 mM GTA (3,3-dimethyl-glutaric acid, Tris (hydroxymethyl)- 
aminomethane, 2-amino-2-methyl-1,3-propanediol)를 이용
하여 pH 3~9에서의 활성측정을 수행하였다. 최종농도 0.2% 
(w/v)의 한천이 포함된 완충용액을 중탕가열한 후 45℃까지 
냉각하고 반응수조를 이용하여 온도를 유지하면서 완충용액 
1.0 mL에 조효소액 0.5 mL을 첨가하여 30분간 반응시킨 후 
효소활성을 측정하였다.

2.5. 반응온도에 따른 한천분해 효소의 활성측정
조효소액을 이용하여 온도에 따른 한천분해효소의 활성을 
비교하였다. 표준 기질용액으로는 0.2% (w/v)의 한천이 포함
된 20 mM Tris-HCl (pH 7.0) 완충용액을 이용하였다. 기질
용액을 중탕가열한 후 25-60℃의 온도별로 냉각하였다. 기질
용액 1.0 mL에 조효소액 0.5 mL을 첨가하여 각 온도에서 
30분간 반응시킨 후 효소활성을 측정하였다 [8].

2.6. 한천분해 효소의 열안정성 측정
조효소액을 이용하여 온도에 따른 한천분해효소의 열안정성
을 조사하였다. 표준 기질용액으로는 0.2% (w/v)의 한천이 
포함된 20 mM Tris-HCl (pH 7.0) 완충용액을 이용하였다. 
완충용액 1.0 mL에 조효소액 0.5 mL을 첨가하여 각 온도
별로 0.5시간, 1시간, 1.5시간, 2시간 열처리한 후, 기질용액 
1.0 mL를 첨가하여 30분간 반응시켰다. 측정된 효소활성은 
열처리전의 효소활성과 비교하였다.

2.7. 한천 가수분해산물의 thin-layer chromatography (TLC) 
분석
효소액을 이용한 agarose의 분해산물을 TLC로 분석하였다. 
조효소액과 0.2% (w/v)의 agarose가 포함된 20 mM Tris-HCl 
(pH 7.0) 완충용액을 45℃에서 0, 0.1, 0.5, 1, 6, 12, 15시간 
반응시킨 후, Silica gel 60 TLC plate (Merck, Darmstadt, 
Germany)로 분석을 행하였다 [17,18]. n-Butanol/acetic acid/ 
H2O (2/1/1 (v/v/v))를 이용하여 전개시켰고, 10% (v/v) H2SO4

로 가시화시켰다. 표준물질로 neoagarohexaose (Sigma, USA)
와 neoagarotetraose (V-Labs Inc. St. Covington, LA, USA), 
galactose (ACROS, USA)를 사용하였다. 

3. 결과 및 고찰

3.1. 한천분해균주의 분리 및 배양
강원도 경포 연안에서 분리한 mbrc-1 균주가 나타내는 
한천분해 양상을 Fig. 1에 나타냈다. 분리된 한천분해능 
mbrc-1 균주의 16S rDNA 염기서열 분석결과, 1,336 bp의 
염기서열을 얻었고, Blast 탐색으로 gamma-Proteobacteria인 
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Flammeovirga kamogawensis [19]와 99%의 가장 높은 상동
성을 나타냈고 Flammeovirga arenaria [20]와도 95%의 
상동성을 나타냈으므로, 분리균주를 Flammeovirga sp. mbrc-1
로 명명하였다. 본 연구와 Genbank에서 획득한 16S rDNA 
염기서열을 Neighbor-joining method와 Bootstrap method 
(n = 1000)로 분석하여 나타난 본 연구 균주의 계통분류학적 
위치를 Fig. 2에 나타냈다.

Fig. 1. Agar degrading activity of the isolated bacterium mbrc-1 on 
a marine broth 2216 agar medium.

Fig. 2. Phylogenetic tree based on almost complete 16S rDNA 
sequence comparing strain mbrc-1 with other bacteria. The numbers 
at the branch node are bootstrap values and numbers in parenthesis 
are accession numbers at NCBI.

3.2. pH에 따른 한천분해 효소의 활성
각 pH에서의 한천분해효소의 활성을 Fig. 3에 나타냈다. 사용
한 완충용액과 pH 중 최고의 활성을 나타내는 것은 20 mM 
Tris-HCl 완충용액에서 pH 7.0으로 나타났다. 또한, 20 mM 
Tris-HCl 완충용액으로 활성을 측정하였을 때 pH 5.0과 6.0
에서 한천분해 상대활성이 85% 이상 유지되었고, pH 8.0에
서는 79% 정도의 상대활성을 나타냈으므로 중성과 약산성 
범위에서 높은 활성을 보였다. 또한, 20 mM GTA-HCl 완충
용액을 사용하여 pH별로 한천분해효소의 활성을 측정한 결과

에서도 20 mM Tris-HCl 완충용액과 같이 pH 7.0에서 가장 
높은 활성을 보였다. 따라서 완충용액의 종류에 상관없이 pH 
7.0이 최적 pH로 판단되었다. 균주에 따른 한천분해효소의 
활성에 있어서의 최적 pH는 Agarivorans sp. JA-1의 효소의 
경우 pH 8.0이었고 [9], Bacillus cereus ASK202의 효소의 
경우 pH 7.8 [21], Glaciecola sp. SL-12와 Thalassomonas 
sp. SL-5 및 Sphigomonas paucimobili AS-1의 효소의 경우
는 모두 pH 7.0으로 균주에 따른 한천분해효소의 다양한 
최적 pH가 보고되어 있다 [10,11,22].

(a) 

(b) 

Fig. 3. Effect of pH on agarase activity. (a) ● 20 mM sodium acetate, 
pH 3.0-5.0; ■ 20 mM Tris-HCl, pH 5.0-8.0; ▲ 20 mM TAPS, pH 8.0- 
9.0. (b) 20 mM GTA buffer (pH 3.0-9.0).

3.3. 온도에 따른 한천분해 효소의 활성
최적 pH인 pH 7.0의 20 mM Tris-HCl 완충용액을 사용하였
을 때 각 온도에서의 한천분해효소의 활성을 Fig. 4에 나타냈
다. 가장 높은 활성을 나타낸 45℃의 반응온도에서 나타난 효소
활성을 100%로 하였을 때, 50℃에서 94%, 55℃에서 88%, 
60℃에서 76%의 상대활성을 갖는 것으로 나타났다 (Fig. 4). 
이러한 결과로 Flammeovirga sp. mbrc-1가 생산하는 한천
분해효소는 높은 온도인 60℃에서도 높은 상대활성을 나타
내므로, 비교적 고온에 잘 견디는 효소라는 것을 알 수 있었
다. 균주에 따른 온도별 최적활성은 Glaciecola sp. SL-12는 
30℃였고 [11], Thalassomonas sp. SL-5와 Sphingomonas 
paucimobili AS-1는 40℃였는데 [10,22], 본 연구에서 분리
한 Flammeovirga sp. mbrc-1 균주 유래의 한천분해효소는 
이들보다는 5∼15℃ 정도 높은 온도에서 최적활성을 나타내
는 것을 알 수 있었다. 고체한천을 가열하여 녹인 한천용액은 
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45℃ 이하의 온도에서는 고체가 되는데, Flammeovirga sp. 
mbrc-1 유래의 한천분해효소는 45℃ 이상의 온도에서도 높은 
활성을 나타내므로 기질인 한천이 액체상태의 조건에서 분해
반응을 수행할 수 있어 보다 효율적인 한천분해공정의 개발
이 가능할 것으로 기대된다.
  또한, 한천분해활성의 강도에 있어서도 Flammeovirga 
sp. mbrc-1 유래 한천분해효소의 최고활성이 923 units/L로 
Glaciecola sp. SL-12의 233 units/L [11] 및 Thalassomonas 
sp. SL-5의 363 units/L [10] 보다 2.5~4.0배 높은 활성을 나
타내는 것을 확인할 수 있었다.

Fig. 4. Effect of reaction temperature on agarase activity. The reaction 
was carried out at 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60 or 65℃ with 1 mL 
of 0.2% agar in 20 mM Tris-HCl (pH 7.0) buffer and 0.5 mL of 
enzyme solution for 30 min.

3.4. 한천분해 효소의 열안정성
Flammeovirga sp. mbrc-1 유래 한천분해효소의 열안정성을 
Fig. 5에 나타냈다. 45℃에서는 1, 1.5, 2시간의 열처리를 행
해도 열처리하지 않은 효소에 비해 90% 이상의 상대활성을 
유지하여 열안정성을 보였지만, 55℃에서는 30분간 열처리
를 행했을 때 열처리하지 않은 효소 활성의 72%를 보였고 
1시간이 지나면서 26%로 저하되어 열안정성을 보이지 않았
다. 따라서 Flammeovirga sp. mbrc-1는 탁월한 내열성은 가지
고 있지 않다고 판단할 수 있었다.

Fig. 5. Heat stability of agarase activity. The enzyme solution was 
pre-incubated at 25, 35, 45, 55 or 65℃ for 0, 30, 60, 90 or 120 min. 
The reaction was then carried out at 25, 35, 45, 55 or 65℃ with 1 
mL of 0.2% agar in 20 mM Tris-HCl (pH 7.0) buffer and 0.5 mL of 
heat-treated enzyme solution for 30 min.

3.5. 한천 가수분해산물의 TLC 분석
Flammeovirga sp. mbrc-1 균주를 3일간 배양하여 제조
된 조효소액에 agarose를 기질로 첨가하여 시간별로 반응시
킨 후 TLC로 분석한 결과를 Fig. 6에 나타냈다. 한천 혹은 
agarose를 기질로 사용하면 β-agarase는 neoagarohexaose, 
neoagarotetraose 및 neoagarobiose를 생성할 수 있으며, 
α-agarase는 agaropentose 및 agarotriose를 생성할 수 있
다 [23-25]. 반응시간이 경과함에 따라서 neoagarotetraose와 
neoagarobiose의 농도가 증가하였으며, neoagarohexaose
는 12시간까지 증가 (25%)하다가 15시간에는 감소 (13%)
하는 양상을 보였다. 반응 0.1시간까지는 agarose가 완전
히 분해되지 않아 neoagarohexaose, neoagarotetraose, 
neoagarobiose가 소량 생성되었고, 반응시간이 경과할수록 
생성된 neoagarohexaose의 농도가 줄어들고 0.5시간부터 
neoagarotetraose가 증가되었으며, neoagarobiose는 0.1시간
에는 소량 생산되었지만 시간이 지날수록 농도가 증가하였다. 
반응 15시간에는 agarose가 모두 분해되어 주로 neoagarobiose
가 생산 (43.5%)되었고, neoagarotetraose도 생산 (38.0%)
되는 것으로 나타났다. 따라서 Flammeovirga sp. mbrc-1 
유래 한천분해효소가 β-agarase에 속하는 것으로 판단되
었다 (Fig. 6). 본 연구에서 획득한 균주와 β-agarase는 보고
된 다른 한천분해 효소처럼 배양조건의 최적화 [26] 혹은 
cloning을 통한 과다발현으로 [14,16,27] 보습과 미백기능 
소재물질의 생산에 유용하게 활용할 수 있을 것이다 [15,16].

Fig. 6. TLC analysis of the hydrolyzed products of agarose by 
agarase. The reaction was carried out at 45℃ in 20 mM Tris-HCl 
(pH 7.0) buffer with enzyme solution for 0.1, 0.5, 1, 6, 12 or 15 h. 
The reaction mixture was developed by TLC. Gal, D-galactose; 
NA4, neoagarotetraose; NA6, neoagarohexaose.

4. 결론

기능성 한천올리고당 생산에 사용할 수 있는 생물자원을 확
보하기 위하여 강원도 경포 연안에서 한천분해활성을 나타
내는 해양성세균인 mbrc-1를 분리하였으며, 16S rDNA 염기
서열분석으로 Flammeovirga sp. mbrc-1로 명명하였다. 
Flammeovirga sp. mbrc-1 균주가 생산하는 한천분해효소는 
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pH 7.0 (20 mM Tris-HCl 완충용액), 45℃에서 최적활성 
(923 units/L)을 나타냈다. 45℃에서 2시간까지의 열처리에도 
90% 이상의 잔존활성을 유지하는 열안정성을 보였다. TLC 
분석으로 Flammeovirga sp. mbrc-1 균주가 생산하는 한
천분해효소는 agarose를 분해하여 기능성 한천올리고당인 
neoagarobiose와 neoagarotetraose를 각각 43.5%와 38% 
생산하는 β-agarase로 판명되어 이들의 산업적 생산에 활용
이 가능할 것으로 기대된다.
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