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Vibrio crassostreae PKA 1002의 알긴산 분해 조효소 생산 최적 조건과

조효소의 특성
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Optimization of Conditions for the Production of Alginate-degrading Crude Enzyme from Vibrio crassostreae

PKA 1002. Sunwoo, Chan1, Koth-Bong-Woo-Ri Kim1, Dong-Hyun Kim1, Seul-A Jung1, Hyun-Jee Kim1,

Da-Hyun Jeong1, Hee-Ye Jung1, Sung-Mee Lim2, Yong-Ki Hong3, and Dong-Hyun Ahn1*. 1Department
of Food Science & Technology/Institute, Pukyong National University, Busan 608-737, Korea, 2Department of
Food Science & Technology Tongmyong University, Busan 608-735, Korea, 3Department of Biotechnology, Puky-
ong National University, Busan 608-737, Korea − This study was conducted to screen an alginate-degrading

microorganism and to investigate the characteristics of the alginate-degrading activity of its crude enzyme. A

marine bacterium which produces extracellular alginate-degrading enzymes was isolated from the brown alga

Sargassum thunbergii. 16S rRNA sequence analysis and physiological profiling resulted in the bacterium’s

identification as a Vibrio crassostreae strain, named Vibrio crassostreae PKA 1002. Its optimal culture condi-

tions for growth were pH 9, 2% NaCl, 30oC and a 24 hr incubation time. The optimal conditions for the algi-

nate degrading ability of the crude enzyme produced by V. crassostreae PKA 1002 were pH 9, 30oC, a 48 hr

incubation time and 8% alginic acid. The alginate degrading crude enzyme produced 3.035 g of reducing

sugar per liter in 4% (w/v) alginate over 1 hr.

Keywords: Alginate-degrading crude enzyme, Vibrio crassostreae PKA 1002.

서 론

해조 다당인 알긴산은 미역, 다시마 및 모자반과 같은 갈

조류에 약 15-35% 함유되어 있는 산성 점질 다당류로 갈조

류의 세포벽 구성 물질이다[1]. 알긴산은 2종류의 uronic acid

인 D-mannuronic acid(M)와 L-guluronic acid(G)가 1, 4

glycoside 결합으로 이루어져 있다[2]. 알긴산은 결합구조와

분자량 크기에 따라 다양한 물성을 가지며, 식품, 화장품, 의

학 산업과 공업용으로 이용되고 있으며, 특히 식품에서는 아

이스크림, 가공유, 젤리 및 레토르트 제품의 증점제, 안정제,

유화제로 이용되고 있다[12]. 혈청 및 간장 지질의 콜레스테

롤의 농도를 감소[13]시키는 등의 기능성이 보고되고 있으

며, 난소화성 다당류로서 장의 연동 운동 촉진을 통한 비만

치유[2], 다이어트 및 성인병 예방 식재료로 주목 받고 있다

[3]. 하지만 고농도의 알긴산은 강한 점성을 나타내어 산업

적 이용이 어려운 단점이 있어 기존의 기능성을 유지하면서

광범위한 알긴산의 이용을 위해 알긴산 저분자화에 관한 연

구가 이루어지고 있다. 또한 다당류를 저분자화한 올리고당

이 항암[8], 항균[14], 면역 증진[22]과 같은 기능성이 보고

되면서 해조 다당류인 알긴산이 올리고당 제조원으로 기대

되고 있다.

현재 알긴산의 효율적인 저분자화를 위해 산[9], 열[15],

라디칼[26], 효소[30] 및 감마선 조사[4] 방법이 제시되고 있

으며, 특히, 알긴산이 산이나 염기에 비교적 안정하며, 기존

의 산 또는 염기 가수분해 방법으로 저분자화시 중화과정을

거치는 등 제조 공정에서 산업적 효율성이 떨어지는 단점을

지니고 있어, 효율적인 알긴산 저분자화 방법으로 효소처리

법에 대한 연구가 많이 진행되고 있는 실정이다.

알긴산 분해 효소는 해조류를 이용하는 군소(Dolabella

auriculria)[1], 소라(Turbo corntus)[23], 성게(Strongylocentrotus

purpuratus)[5] 등과 같은 해양 동물이나 해저 토양 및 해수

유래 미생물로부터 발견되고 있으며, 그 중 대량 배양을 통

하여 효소의 대량 생산이 가능한 알긴산 분해 미생물에 관

한 연구가 많이 이루어지고 있다. 현재 국내외적으로 알긴

산 분해능이 있는 것으로 밝혀진 미생물로는 Streptomyses

sp.[16], Sphingomonas sp.[32], Alginovibrio aquatilis[27],

Alteromonas sp.[34], Pseudomonas fluorescens[19] 및 Vibrio
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sp.[10] 등이 알려져 있지만 알긴산 분해 효소를 고효율로 생

산하는 미생물에 관한 보고는 미비한 실정이다.

따라서 본 연구에서는 알긴산 올리고당을 효소적으로 제

조하기 위한 기초연구로서 해수 및 해조류로부터 알긴산 분

해 활성이 우수한 새로운 미생물을 탐색하고, 미생물 유래

알긴산 분해 조효소의 분해 특성을 알아보고자 한다.

재료 및 방법

재료

본 실험에서 사용한 알긴산은 alginic acid sodium salt

from brown algae(Aldrich Chemical Co, USA)를 사용하였

으며, 배지는 marine broth(MB, Difco, USA) 및 marine

agar(MA, Difco, USA)를 사용하였다.

알긴산 분해 미생물의 분리 및 동정

알긴산 분해 미생물의 분리를 위해 부산의 송정 연안에서

분해중인 해조류 Sargassum thunbergii를 채집하였다. 멸균

된 2% NaCl phosphate buffer(pH 7.4)을 이용하여 해조류

를 희석하였으며, 희석액을 MA 배지에 분주·도말 후, 30oC

에서 24 hr 배양한 후, 생성된 colony를 확인하고 형태적으

로 다른 colony를 선택하였다. 선택된 colony의 알긴산 분해

능을 확인하기 위해, 4% 알긴산과 106 cfu/mL 농도의 균 배

양액을 1:1 혼합 하여 30oC에서 24 hr 반응 후, 점도 및 환

원당 함량을 측정하였다. 이중 알긴산 분해능이 높은 colony

는 (주)마크로젠에서 16S rRNA sequence analysis로 분석하

여 16S rDNA 염기서열을 구하였고, NCBI blast를 통해 동

정하였다.

분리·동정된 알긴산 분해 미생물 생육 특성 확인

분리동정된 알긴산 분해 미생물의 최적 pH, NaCl, 배양

온도 및 시간 조건을 생육 조건을 확인하기 위해, 각 조건에

서 균을 배양 한 후, 600 nm에서 흡광도를 측정하였다. MB

배지를 기본 배지로 사용하였으며, 균은 106 cfu/mL 농도로

접종하였다. pH 확인을 위해 MB 배지를 0.1 N 및 1 N HCl

과 0.1 N 및 1 N NaOH로 pH 5-10으로 조정하였으며 균을

접종 후, 30oC에서 24 hr 배양하였다. 최적 pH인 pH 9로 조

정한 MB 배지의 NaCl 농도를 2-8%로 조정한 후, 30oC에

서 24 hr 배양하여 NaCl 농도 조건을 확인하였고, 또한 최

적 pH 및 NaCl 농도인 pH 9 및 2% NaCl로 조정한 MB

배지에 균을 접종 후, 배양 온도를 10-50oC로 달리하고 24

hr 배양하여 최적 온도 조건을 확인하였고, pH 9, 2% NaCl

및 30oC 조건에서 균을 24 hr까지 배양하며 최적 배양 시간

조건을 확인 하였다.

알긴산 분해 조효소액 제조

분리동정된 알긴산 분해균을 최적 생육 조건인 pH 9, 2%

NaCl, 30oC 및 배양 24 hr 조건으로 대량 배양 후, 원심분리

기(SUPRA 22K, Hanil science co., Korea)로 4oC에서

12,000×g, 30 min 조건으로 원심 분리하여 상층액을 조효소

액으로 하였다.

알긴산 분해 조효소액의 특성 확인

분리동정된 알긴산 분해균으로 부터 얻은 알긴산 분해 조

효소액의 pH, 온도, 알긴산 농도, 반응 시간 특성을 확인하

였으며, 알긴산 분해능은 점도 및 환원당 함량을 측정하였

다. 점도 측정은 점도계(LVLTDV-II, Brookfield Co., USA)

를 이용하여 Richard 등[25]의 방법을 참고하여 25oC, 52

cP 및 0.5 rpm 조건으로 최적 pH 및 온도 조건을 확인하였

고, 25oC, 40 cP 및 0.5 rpm 조건으로 반응 시간 조건을 확

인하였다. 환원당은 Somogyi-Nelson법[24]으로 520 nm에서

표준당(glucose)으로 작성한 검량곡선으로 환원당 함량을 정

량하였다. 효소 1 unit는 1분에 1 µmole의 환원당을 생산하

는 효소양으로 정의하였고, 각 실험조건에서 최대 활성을 보

인 것을 100%로 간주 하고 상대 활성으로 나타내었다. 최

적 pH 조건을 확인하기 위해, 0.1 N 및 1 N HCl과 0.1 N

및 1 N NaOH를 이용하여 pH 2-10까지 조정하였으며, 알긴

산과 조효소액을 1:1 혼합 후, 30oC에서 24 hr 반응 시켰다.

pH 9 조건에서 온도를 10-50oC로 달리하여 알긴산과 조효소

액 1:1 혼합물을 24 hr 반응 시킨 후, 최적 온도 조건을 확인

하였으며, 최적 알긴산 농도를 확인하기위해 2-10% 농도의

알긴산을 조효소와 1:1 혼합 한 후, pH 9 및 30oC 조건에서

24 hr 반응 시켰다. 또한 반응 시간 조건에 따른 조효소액의

알긴산 분해능을 확인하기 위해 pH 9, 30oC 조건에서 8% 알

긴산과 조효소 1:1 혼합액을 72 hr까지 반응 시켰다.

결과 및 고찰

알긴산 분해균의 분리 및 동정

부산 송정연안에서 채취한 분해중인 Sargassum thunbergii

와 그 주변 해수로부터 형태적으로 다른 colony를 분리하였

으며, Colony의 알긴산 분해능을 측정한 결과(Fig. 1), 환원

당 생성량이 312 µg/mL이고, 96% 점도 감소율을 보인 알긴

산 분해능이 높은 하나의 colony를 분리하였다. 분리한

colony의 16S rDNA 염기서열 1518개를 확인하였고(Fig. 2),

Vibrio crassostreae strain CAIM 1405(NCBI accession #;

EF094887)와 99% 유사성을 보였으며, 본 연구에서 분리한

알긴산 분해균은 Vibrio crassostreae strain으로 동정되어

Vibrio crassostreae PKA 1002으로 명명하였다.

알긴산 분해균의 생육 특성 확인

최적 pH 조건을 확인한 결과(Fig. 3), pH 5, 6, 7, 8, 9

및 10에서 흡광도값은 0.076, 0.413, 0.413, 0.482, 0.659

및 0.418으로 측정되어, pH 9에서 균체의 생성량이 가장 높
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은 것으로 나타났고 V. crassostreae PKA 1002은 pH 9의

알칼리 영역에서 생육 활성이 가장 높은 것으로 확인되었다.

해양 유래 미생물인 V. crassostreae PKA 1002의 NaCl

농도와 생육관계를 알아본 결과(Fig. 4) 2%와 3% 농도에서

흡광도값이 각각 0.584, 0.558로 나타났고, 그 이상의 농도

에서는 흡광도 값이 점차 낮아져 2% NaCl이 최적 조건으

로 나타났다. 이러한 알긴산 분해 효소를 생산하는 Vibrio

sp. AL-145가 2-4% NaCl 농도 조건에서 생육이 좋으며, 생

산하는 효소 역시 2-4% NaCl 농도 조건에서 효소활성이 가

장 좋은 것으로 나타난 결과와 유사한 것으로 나타났다. 또

한 알긴산 분해균 뿐만 아니라 protease를 생산하는 Vibrio

vulnificus [11]의 경우, 2% NaCl 농도 조건에서 균의 생육

및 효소활성이 가장 높고 그 이하의 농도에서는 생육 및 효

소 활성이 낮아지는 것으로 나타났다. Vibrio rumoidensis

sp.[35]의 경우 0%에서는 균의 생육이 어려우며, 3-4% NaCl

농도에서 생육이 높은 것으로 나타나 해양 미생물인 Vibrio

sp.의 경우 2% 이하의 NaCl 농도 조건에서는 생육이 억제

되는 것으로 사료되어 진다.

최적 온도 조건을 확인한 결과(Fig. 5), 15oC에서 흡광도

값이 0.599으로 30oC까지는 0.757로 증가하였고 40oC에서

Fig. 1. The alginate degrading ability of isolated marine bacte-

ria measured by viscometry and reducing sugar assay.

Fig. 2. 16S rDNA nucleotide sequence of Vibrio crassostreae

PKA 1002.

Fig. 3. Effect of pH on growth of Vibrio crassostreae PKA 1002.

Fig. 4. Effect of NaCl concentration on growth of Vibrio cras-

sostreae PKA 1002.
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는 0.047으로 낮아져 30oC가 V. crassostreae PKA 1002의

최적 생육 온도인 것으로 측정되어 해수 유래 균이 20-30oC

부근에서 생육 활성이 높은 것과 유사한 것으로 확인되었다.

pH 9, 2% NaCl 농도 및 30oC 조건에서 V. crassostreae

PKA 1002의 시간별 생육정도를 확인한 결과(Fig. 6), 9 hr

까지 균수가 급격히 증가하는 대수증식기로 나타났고, 12 hr

이후 24 hr까지는 완만하게 증가하는 정지기로 나타나 본 실

험에서는 24 hr을 V. crassostreae PKA 1002의 최적 시간

조건으로 하였다.

V. crassostreae PKA 1002의 최적 생육 조건은 pH 9, 2%

NaCl, 30oC 및 24 hr의 배양 조건인 것으로 나타났으며, 최

적 생육 조건에서 7% 알긴산과 1:1 배양시 환원당 생성량

이 818 µg/mL로 가장 높은 것으로 나타났다(Fig. 7). 이상의

결과를 종합해 볼 때, 이미 알려진 해양 유래의 알긴산 분해

균들의 최적 생육 조건이 Pseudomonas sp. N7151-6[20]가

pH 8, 30oC, Vibrio sp. YKW-34[33]가 pH 8, 25oC 및 배

양 48 hr 그리고 Bacillus licheniformis AL-577[31]가 2%

NaCl, pH 7.5 및 30oC인 결과와 유사한 것을 확인할 수 있

었으며, V. crassostreae PKA 1002는 알칼리(pH 9) 및 중온

(30oC) 영역에서 대량 배양하여 균체외 효소를 획득할 수 있

을 것으로 사료되어진다.

알긴산 분해 조효소의 특성 확인

V. crassostreae PKA 1002이 생성한 알긴산 분해 조효소

액의 pH, 온도, 알긴산 농도 및 시간 특성을 점도 및 환원

당 함량을 측정하여 확인하였다.

최적 pH를 확인한 결과(Fig. 8), pH 7-10 영역에서 알긴

산 분해능 활성이 높으며 특히, pH 9에서 가장 높은 것으로

Fig. 5. Effect of temperature on growth of Vibrio crassostreae

PKA 1002.

Fig. 6. Effect of incubation time on growth of Vibrio crassos-

treae PKA 1002.

Fig. 7. Effect of alginate concentration on alginate degrading

activity of the Vibrio crassostreae PKA 1002 measured by

reducing sugar assay. The mixture of alginate and cell culture

fluid were incubated at 30oC for 24 hr.

Fig. 8. Effect of pH on alginate degrading activity of crude

enzyme measured by viscometry and reducing sugar assay. The

mixture of alginate and crude enzyme were incubated for 24 hr

and viscosity was measured at 25oC, 52 cP and 0.5 rpm. The rela-

tive activity was shown as percentages of the enzyme activity

(100%, 304 U).
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나타났다. 이 결과는 최적 알긴산 분해 pH 조건이 각각 pH

8.5, pH 8.1-8.4 및 9인 Pseudomonas sp. SM0524[21], Vibrio

sp.[30] 및 Agarivorans sp.[17]와 유사한 알카리 영역인 것

으로 나타났다.

조효소액의 알긴산 분해 활성과 온도와의 관계를 확인하

기위해 pH 9의 반응 조건에서 알긴산과 조효소액을 1:1혼

합한 후, 10-50oC로 배양 온도를 달리하여 24 hr 배양하였다.

그 결과(Fig. 9), 10oC에서는 분해 활성을 보이지 않았으며,

20oC부터 30oC까지 분해 활성이 증가하다가, 30oC이후에는

활성이 감소하는 것으로 나타났고, 30oC에서 점도 측정값이

18.43 cP로 가장 낮게 나타났으며, 조효소의 활성도 가장 높

은 것으로 나타났다. 이러한 결과는 Azotobacter vinelandii

[18] 및 Pseudomonas maltophilia[28] 유래 알긴산 분해효

소의 최적 온도 조건이 30oC인 결과와 일치하였고, 본 연

구에서 분리한 균주의 최적 생육 및 조효소 활성 온도가 일

치하는 것은 미생물의 서식 환경이 기인하는 것으로 사료

되어 진다.

pH 9 및 30oC 조건에서 2-10%로 알긴산 농도를 달리하

여 조효소액과 1:1 혼합 후, 30oC에서 24 hr 반응 시킨 후,

효소활성을 측정하였다(Fig. 10). 7% 알긴산 농도까지 알긴

산 효소활성은 증가하였고 그 이상의 농도에서는 활성이 다

소 감소한 것을 확인 할 수 있었다. 이러한 결과는 Uo 등

[31]의 연구에서 일정 알긴산 농도 이상의 경우 점도의 증가

로 균체의 성장 및 효소의 활성이 다소 감소 할 수 있다는

결과와 유사하며 본 연구의 8% 이상의 알긴산 농도에서 알

긴산 분해활성이 감소한 것은 알긴산 농도가 높아졌기 때문

인 것으로 사료되어진다. 또한 pH 9, 30oC조건에서 8% 알

긴산과 조효소를 1:1 혼합시 48 hr 배양 한 결과(Fig. 11), 환

원당 생성량이 1595 µg/mL로 가장 많고, 점도 측정값은

5.80 cP로 가장 낮은 것으로 나타나 다당류인 알긴산을 가

장 많이 저분자화된 것으로 사료되어진다.

이상의 결과를 종합해볼 때, 해양에서 분리한 V. crassostreae

PKA 1002 유래 알긴산 분해 조효소는 해양 미생물 유래 알

긴산 분해효소의 최적 조건이 pH 7-9, 25-40oC인[30] 결과

와 유사한 것을 확인할 수 있었다. 또한 Joo 등[10]의 Vibrio

sp. AL-145 및 Uo 등[31]의 Bacillus licheniformis AL-577,

Kim 등의 각각 환원당 생성능이 반응 50 min에 0.355 및

0.899 g/L로 산업적 이용가능성이 있다고 보고하여, 본 연구

에서 분리동정한 V. crassostreae PKA 1002의 환원당 생성

능은 반응 1시간 동안 3.035 g/L로 확인되어 높게 나타났다,

따라서 추후 V. crassostreae PKA 1002가 생산하는 알긴산

분해 효소를 정제하여 알긴산 올리고당 제조에 이용 가능할

것으로 사료되어 진다.

Fig. 9. Effect of temperature on alginate degrading activity of

crude enzyme measured by viscometry and reducing sugar

assay. The mixture of alginate and crude enzyme were incubated

for 24 hr and viscosity was measured at 25oC, 52 cP and 0.5 rpm.

The relative activity was shown as percentages of the enzyme

activity.

Fig. 10. Effect of alginate concentraion on alginate degrading

activity of crude enzyme measured by reducing sugar assay.

The mixture of alginate and crude enzyme were incubated at 30oC

for 24 hr. The relative activity was shown as percentages of the

enzyme activity (100%, 304 U).

Fig. 11. Effect of reaction time on alginate degrading activity of

crude enzyme measured by reducing sugar assay. The mixture

of alginate and crude enzyme were incubated at 30oC for 72 hr.

The viscosity was measured at 25oC, 40 cP and 0.5 rpm.
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요 약

부산 송정 연안에서 해조류 및 해수로부터 알긴산 분해

미생물을 분리동정하고 미생물의 생육 조건 및 조효소액의

알긴산 분해 특성을 확인하였다. Sargassum thunbergii로부

터 분리한 알긴산 분해균을 동정한 결과, Vibrio crassostreae

strain로 확인 되었으며, V. crassostreae PKA 1002로 명명

하였다. V. crassostreae PKA 1002 최적 생육 조건을 확인

한 결과, pH 9, 2% NaCl, 30oC 및 배양 24 hr인 것으로 나

타났으며, 최적 생육 조건에서 7% 알긴산과 1:1 배양시 환

원당이 가장 많이 생성되는 것으로 나타났다. V. crassostreae

PKA 1002를 최적 생육 조건으로 대량배양 후, 원심분리하

여 얻은 상층액을 조효소액으로 하였으며, V. crassostreae

PKA 1002 유래 알긴산 분해 조효소액은 pH 9, 30oC에서

분해 활성이 최대이며, 4% 알긴산 용액에서 1 hr 반응시

3.035 g/L의 환원당을 생성하는 것으로 나타나 추후 효소를

정제하고 알긴산 분해 특성을 구명하여 알긴산 올리고당 제

조에 이용할 수 있을 것으로 사료되어 진다.
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