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Abstract:1)Bacillus clausii I-52 which produced SDS- and 
H2O2-tolerant extracellular alkaline protease (BCAP) was 
isolated from heavily polluted tidal mud flat of West Sea in 
Incheon, Korea and stable strain (transformant C5) of B. clausii 
I-52 harboring another copy of BCAP gene in the chromosome 
was developed using the chromosome integration vector, 
pHPS9-fuBCAP. When investigated the production of BCAP 
using B. clausii transformant C5 through pilot-scale submerged 
fermentation (500 L) at 37℃ for 30 h with an aeration rate 
of 1 vvm and agitation rate of 250 rpm, protease yield of 
approximately 105,700 U/mL was achieved using an optimized 
medium (soybean meal 2%, wheat flour 1%, sodium citrate 
0.5%, K2HPO4 0.4%, Na2HPO4 0.1%, NaCl 0.4%, MgSO4 · 
7H2O 0.01%, FeSO4 · 7H2O 0.05%, liquid maltose 2.5%, 
Na2CO3 0.6%). The enzyme stability of BCAP was increased 
by addition of polyols (10%, v/v) and also, the stabilities of 
BCAP towards not only the thermal-induced inactivation at 
50℃ but also the SDS and H2O2-induced inactivation at 50℃ 
were enhanced. Among the polyols examined, the best result 
was obtained with propylene glycol (10%, v/v). The BCAP 
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supplemented with propylene glycol exhibited extreme stability 
against not only the detergent components such as α-orephin 
sulfonate (AOS) and zeolite but also the commercial detergent 
preparations. The granulized enzyme of BCAP was prepared 
with approximately 1,310,000 U/g of granule. Wash performance 
analysis using EMPA test fabrics revealed that BCAP granule 
exhibited high efficiency for removal of protein stains in 
the presence of anionic surfactants as well as bleaching 
agents. When compared to Savinase 6TⓇ and Everlase 6TⓇ 
manufactured by Novozymes, BCAP under this study probably 
showed similar or higher efficiency for the removal of protein 
stains. These results suggest that the alkaline protease produced 
from B. clausii transformant C5 showing high stability against 
detergents and high wash performance has significant potential 
and a promising candidate for use as a detergent additive.
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1. 서론

단백질 분해효소는 전체 산업용 효소 시장의 약 60%를 차
지하고 있어 산업적 관점에서 볼 때 가장 중요한 효소 중의 
하나이다. 단백질 분해효소 중에서 알칼리성 단백질 분해효
소는 세제, 식품, 사료, 가죽 산업, peptide 합성 등의 다양한 
산업적 응용성을 가지고 있으며 사용량이 매년 증가하고 
있다 [1-3]. 비록 몇 가지 Aspergillus 같은 곰팡이 유래의 
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단백질 분해효소가 사용되고 있지만 [4-6], 1960년대에 
B. licheniformis에서 생산된 ‘Subtilisin Carlsberg’가 세제
에서 최초로 사용된 이래로, 대부분 B. amyloliquefaciens, 
B. licheniformis 및 B. clausii와 같은 Bacillus strain 유래의 
단백질 분해효소가 개발되어 상용화되었다 [7-16]. Bacillus 
속 미생물들은 높은 pH 및 온도에서 효소 안정성과 활성을 
가지고 있는 알칼리성 단백질 분해효소를 생산하는 것으로 
잘 알려져 있으며, 또한, 이들 미생물은 빠른 성장속도, 많은 
양의 효소 분비능력, 안전성 (GRAS, generally recognized as 
safe) 및 유전적 background가 잘 밝혀져 있기 때문에 단백
질 분해효소를 대량 생산하기 위하여 산업적으로 매우 유용
한 것으로 알려져 있다 [2,17-21]. 예를 들면, Novozymes사 
(덴마크)는 B. licheniformis로 부터 AlcalaseⓇ를, B. clausii
로 부터 SavinaseⓇ를 개발하여 상용화 하였으며, Genencor
사 (미국)는 B. lentus로부터 PurafectⓇ를, B. alkalophilus 
PB92로부터 ProperaseⓇ를 개발하여 상용화하였다 [15,21].
  단백질 분해효소를 산업적으로 사용하기 위해서 여러 가
지 극복해야 할 제약들이 있는데, 그 중에서도 단백질 분해
효소의 생산성을 높이는 것이 가장 큰 문제인 것이다. 단백질 
분해효소의 생산성을 높이기 위하여 배지 성분들과 배양 
조건의 최적화가 필요하며, 미생물로부터 단백질 분해효소
를 생산하기 위한 배지 성분은 전체 생산 비용의 약 30~40% 
정도를 차지한다고 보고되어 있어, 유기 질소원으로 대두박, 
nug meal 등과 같이 저렴하고 쉽게 구할 수 있는 성분들을 
사용하게 된다 [17,22-24]. 또한 통기 및 교반속도 등과 같은 
배양공정의 최적화에 의하여 단백질 분해효소의 생산성에 
커다란 영향을 미치는 것으로 보고되었으며 [25-29], 산화제, 
계면활성제 및 여러 가지 다양한 세제 성분들에 대한 안정성
도 중요한 요소 중의 하나이다. 일반적으로, Bacillus 유래의 
단백질 분해효소는 높은 pH 및 온도에서 활성을 갖지만, 
많은 경우 음이온성 계면활성제 및 peroxides와 같은 강력한 
산화제의 존재 하에서는 효소 활성을 잃게 된다 [21,30]. 
이런 문제점을 해결하기 위하여 단백질 공학 기법을 이용하
여 극한 조건 하에서도 효소 활성을 유지하는 효소를 얻으
려는 시도가 많이 이루어지고 있다 [31]. 예를 들면, subtilisin 
BPN에서 oxidation-sensitive Met 잔기를 Ser 또는 Ala과 같
은 산화되지 않는 아미노산 잔기로 치환하였을 때, 효소의 
산화제에 대한 안정성은 증가하지만 효소 활성이 급격하게 
감소한다는 단점을 가지고 있다 [32]. 1997년 이후로, gene 
shuffling 방법에 의해 유기 용매, 온도 및 높은 pH에 대한 
안정성이 개선된 여러 가지 subtilisin variant들이 보고되었
다 [33]. 그러나 유전공학적 방법으로 안정성이 개선된 단백
질 분해효소들이 많이 보고되어 있지만, 많은 경우 효소 활
성의 감소를 수반하는 문제점을 가지고 있다. 효소의 안정성
을 증가시키기 위한 또 다른 방법으로 화학적 수식법이 있는
데, 이는 subtilisin 계열의 단백질 분해효소에서 아미노산 
잔기의 화학적 수식에 의해 효소의 특성을 변화시켜 효소의 
활성 및 안정성에 영향을 주는 것으로 알려져 있어 오랫동안 
연구되었지만 비용이 비싼 관계로 세제 산업에 사용할 수 있
는 경제적 가치가 낮아 지금은 사용되고 있지는 않다 [34].
  현재, 세제는 환경 친화적인 zeolites, bleaching agents와 

같은 non-phosphate builder를 사용하고 있으며, 세제 첨가
용 단백질 분해효소의 세제 성분들에 대한 안정성을 증가시
키기 위하여 효소를 granule에 encapsulation 한 형태로 첨가
하고 있으며, 따라서 세제 첨가용으로 이상적인 단백질 분해
효소는 세척 온도에서 계면활성제 용액에 효소가 안정해야 
할 뿐만 아니라 높은 활성을 나타내야 한다 [35-38].
  심하게 오염된 인천 연안 갯벌로부터 최적 활성 온도가 
60℃, 최적 활성 pH가 11이며 음이온성 계면활성제 및 산
화제에 매우 안정한 알칼리성 단백질 분해효소 (B. clausii 
alkaline protease, BCAP)를 생산하는 B. clausii I-52를 탐색하
여, 액침 배양법 (submerged fermentation)에 의해 단백질 분
해효소를 생산하기 위한 최적조건을 보고하였으며 [13,39-40], 
그 균주로부터 BCAP 유전자를 클로닝 하였고, 또한 B. 
clausii I-52의 염색체 DNA에 BCAP 유전자를 결합시켜 
단백질 분해효소의 생산성이 향상된 형질전환체 B. clausii 
I-52 C5를 보고하였다 [41-42]. 따라서 본 논문에서는 B. 
clausii I-52의 염색체 DNA에 BCAP 유전자를 결합시켜 제
조한 B. clausii transformant C5로부터 생산한 단백질 분해
효소를 이용하여 세제 첨가제로 사용하기 위한 적합성 및 
세척력 연구를 수행하였다.

  
2. 재료 및 방법

2.1. 시약 및 재료
Kanamycin 및 Antifoam A는 Sigma사 (미국)에서 구입하
였고, EMPA 116 (cotton soiled with blood/milk/ink) 및 
EMPA 117 (polyester/cotton soiled with blood/milk/ink)은 
EMPA사 (St. Gallen, 스위스)에서 구입하였다. Zeolite, linear 
alkylbenzene sulfonates (LAS), α-orephin sulfonate (AOS), 
과립효소 Savinase® 6T 및 Savianse® 12T는 Nuvo사 (한국)
에서 제공 받아 사용하였다.

2.2. Bacterial strain 및 배지 
본 연구에서는 심하게 오염된 인천 연안 갯벌로부터 분리
한 알칼리성 단백질 분해효소를 생산하는 B. clausii I-52 
균주의 염색체 DNA 내로, -35 서열 (TCTACT), -10 서열 
(TACAAT), 라이보좀 결합서열 (GGAGAGGG), 29개 아미
노산으로 이루어진 신호서열, 77개 아미노산으로 이루어진 
전구체 서열 및 275개 아미노산으로 이루어진 활성형 단백
질 분해효소 서열을 갖는 총 381개 아미노산 서열을 암호화
하는 BCAP 유전자가 cloning되어 있는 pHPS9-fuBCAP 
plasmid를 도입하여 단백질 분해효소의 생산성을 향상시킨 
형질전환체 B. clausii C5를 사용하였다 [13,41-42]. 형질전
환체 B. clausii C5는 10 ug/mL chloroamphenicol 및 0.6% 
(w/v) sodium carbonate를 포함하는 tryptic soy broth (TSB) 
배지에서 배양하였고, 4℃에서 보관하면서 활성화 후 실험에 
사용하였다.

2.3. 단백질 분해효소 활성 측정
알칼리성 단백질 분해효소 활성은 Hammasten casein (USB
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사, 미국)을 기질로 사용하여 측정하였다. 즉, 기질용액 (0.5% 
casein/0.1 M glycine-NaOH buffer, pH 11) 0.5 mL에 적당
하게 희석한 효소 시료 10 uL를 가하여 잘 혼합한 다음, 60℃
에서 10분 동안 반응시키고 0.5 mL의 반응 중지 용액 (10% 
trichloroacetic acid)을 가하고 잘 혼합하여 준 후, 4℃에
서 10분 동안 방치하여 반응을 중지하였다. 상기 반응액을 
13,000 × g로 10분 동안 원심분리 하여 상층액을 회수하여 
275 nm에서 흡광도를 측정하였다. 이때, tyrosine을 사용하
여 표준 곡선을 얻은 후 반응에 의하여 생성된 tyrosine의 양
을 계산하였다. 단백질 분해효소 활성 1 unit (U)은 최적 활
성 조건 (pH 11, 60℃) 하에서 1분 동안 1 ug의 tyrosine 생
성에 필요한 효소의 양으로 정의하였다 [13].
 
2.4. Pilot-scale 발효, 회수 및 농축
Pilot scale (500 L)을 이용하여 B. clausii C5로부터 생산되
는 단백질 분해효소 발현 양상을 조사하였다. 단백질 분해
효소를 생산하기 위한 배지의 조성은 다음과 같다: 대두박 
2%, 밀가루 1%, 구연산나트륨 0.5%, K2HPO4 0.4%, Na2HPO4 

0.1%, NaCl 0.4%, MgSO4 · 7H2O 0.01%, FeSO4 · 7H2O 
0.05%, 물엿 2.5%, 탄산나트륨 0.6% (w/v). 이 때, 50% 물
엿 용액 및 30% 탄산나트륨 용액을 121℃에서 20분간 고압 
멸균하여 각각 제조하고, 상기 조성의 배양배지에 균 접종 
직전에 물엿과 탄산나트륨의 농도가 각각 2.5% (w/v)와 
0.6% (w/v)가 되도록 하여 사용하였다 [41-42]. 상기와 동일
한 배지조성으로 37℃에서 24시간 동안 진탕 배양하여 종자 
배양액으로 사용하였으며, 500 L (working volume, 300 L) 
발효기 (코바이오텍사, 한국)에 각각 최종 농도가 1% 되게 
접종하여 공기의 공급 속도는 1 vvm, 교반 속도는 250 rpm
으로 37℃에서 48시간 동안 배양하였다. 이 때, antifoam A
를 거품 생성을 최소화하기 위하여 사용하였다. 세포 배양액
은 연속 원심분리기 (Westfalia사, 미국)로 회수하고, molecular 
weight cut-off 10 kDa membrane (Dimension, 20.6 × 17.8 × 
1.5 cm; 단면적 0.5 m2) 네 장을 사용하여 한외여과기 (Pall사, 
미국)로 약 10배 농축하였으며, 효소의 안정성을 증가시키
기 위하여 최종 농도가 10% (v/v) 되게 propylene glycol를 
첨가한 후 냉장 보관하였으며, 여러 실험을 위한 효소원으로 
사용하였다 [13].

2.5. 안정화 연구
일반적으로 효소의 안정화를 위해 사용하고 있는 polyol
을 첨가하여 BCAP 효소의 활성 및 안정성에 미치는 영향
을 조사하였다. 최종 농도가 10% 되게 glycerol, mannitol, 
polyethyleneglycol 6000 및 propylene glycol을 효소 용액
에 처리하고 잘 혼합하여 준 후, 50℃에서 방치하고, 일정한 
시간 간격으로 시료를 취한 후 표준 효소 활성 측정 방법에 
따라 잔류 효소활성을 측정하여 효소의 열 안정성 증가를 
측정하였다. 또한, polyol 첨가가 단백질 분해효소의 SDS 및 
H2O2에 대한 안정성에 미치는 영향도 조사하였다. 즉, polyol
을 첨가한 후, 5% (w/v) SDS 및 5% (v/v) H2O2를 처리하고 
잘 혼합하여 준 후, 50℃에서 방치하고, 일정한 시간 간격으
로 시료를 취한 후 표준 효소 활성 측정 방법에 따라 잔류 

효소활성을 측정하여 polyol의 SDS 및 H2O2에 의한 효소활
성 보호 여부를 확인하였다.
 
2.6. 세제 성분에 대한 안정성
여러 가지 세제 첨가제 성분 (예: Zeolite, 상용세제 등)들이 
단백질 분해효소 활성 및 안정성에 미치는 영향을 알아보기 
위하여, 각 세제 성분들과 효소액을 mixing 한 후 상온에서 
일정 시간 동안 방치하고, 표준 효소 활성 측정 방법에 따라 
잔류 효소활성을 측정하였다.

2.7. Washing performance
형질전환체 B. clausii C5 균주로부터 유래된 단백질 분해효
소의 세척 능력은 표준 시험 천 (EMPA test fabric) EMPA111 
(cotton soiled with blood), EMPA116 (cotton soiled with 
blood/milk/ink) 및 EMPA117 (polyester/cotton soiled with 
blood/milk/ink)을 사용하여 측정하였다. 액상 효소의 세척력 
시험 (wash performance) control로서 Savinase 16 L EXⓇ 
및 Alcalase 2.5 LⓇ (Novozymes사) 단백질 분해효소 용액
을 사용하였으며, 과립형 효소의 control은 Savinase 6TⓇ 
및 Everlase 6TⓇ (Novozymes사) 단백질 분해효소를 각각 
사용하였다. 즉, test fabric (7 × 7 cm2), 과립형 (또는 액상) 
단백질 분해효소 (최종 농도, 100 U/mL), 각 세제 성분 및 
수돗물 (200 mL)을 세척기 (Nuvo사 제조, 한국)에 넣고 40℃
에서 150 rpm으로 10분 동안 세척하였다. 세척이 끝난 후, 
천을 회수하여 잘 말리고 reflectance meter (Chromameter 
CR-210b, 미놀타, 일본)를 이용하여 반사되는 빛 (reflectance)
을 측정하였다. 과립형으로 제조한 BCAP의 보관 안정성을 
측정하기 위하여 제조한 과립 효소를 상온에서 보관한 후 
일정한 시간 간격으로 시료를 취하여 효소를 포함하지 않는 
detergent base를 사용하여 상기와 동일한 방법으로 세척력
을 측정하였다. 이 때, test fabric은 EMPA117을 사용하였
으며, control 과립 효소로는 Savinase 6TⓇ를 사용하였다.

3. 결과 및 고찰

3.1. Pilot-scale 발효
Pilot-scale 발효기 (500 L)를 이용하여 BCAP 유전자가 도
입되어 형질전환된 B. clausii transformant C5로부터 알칼
리성 단백질 분해효소의 발현을 조사하였다. 단백질 분해효
소를 생산하기 위한 배지의 조성은 다음과 같다: 대두박 2%, 
밀가루 1%, 구연산나트륨 0.5%, K2HPO4 0.4%, Na2HPO4 

0.1%, NaCl 0.4%, MgSO4 · 7H2O 0.01%, FeSO4 · 7H2O 
0.05%, 물엿 2.5%, 탄산나트륨 0.6% (w/v). 상기와 동일한 
배지조성으로 37℃에서 24시간 동안 C5 균주를 진탕 배양하
여 종자 배양액으로 사용하였으며, 500 L (working volume, 
300 L) pilot-scale 발효기에 최종 농도가 1% 되게 접종하여 
배양하였다 (공기 공급 속도, 1 vvm,; 교반 속도 250 rpm; 
배양 온도 37℃; 배양 시간 48 h). 일정한 시간 간격으로 시
료를 채취하고 효소 활성을 측정한 결과, 휴지기 (stationary 
phase)인 24시간부터 단백질 분해효소의 발현이 급격하게 
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증가하였으며, 약 30시간 배양하였을 때 최대로 발현되었다 
(평균 105,700 U/mL). 그러나, 배양 시간이 증가함에 따라 
단백질 분해효소의 발현이 약간 감소하였지만 큰 변화는 나
타나지 않았다 (Table 1, Fig. 1). 발효액을 연속 원심분리기 
(Westfalia사, 미국)로 회수하고, molecular weight cut-off 
10 kDa membrane (Dimension, 20.6 × 17.8 × 1.5 cm; 
단면적 0.5 m2) 네 장을 사용하여 한외여과기 (Pall사, 미
국)로 농축한 결과, 농축 회수율은 약 93%로 매우 높았
으며, 한외여과법이 대량 생산한 단백질 분해효소를 농축
할 때 매우 유용하게 사용되었다 (data not shown). 농축한 
효소용액에 최종 농도가 10% (v/v) 되게 propylene glycol
을 첨가한 다음 냉장 보관하였으며, 여러 실험을 위한 효소
원으로 사용하였다 [14].

Table 1. Protease productivities through pilot-scale submerged 
fermentation (500 L). B. clausii C5 was cultivated in an optimized 
medium at 37℃ for 48 h with the rate of agitation and aeration of 
250 rpm and 1 vvm, respectively. The cell-free supernatant was 
recovered by continuous centrifugation and used for determining 
protease activity

　 Protease activity (U/mL)
18 h 24 h 30 h 36 h 42 h 48 h

1st 
2nd
3rd

51,857
38,438
48,162

93,096
97,599
93,981

108,528
112,466
96,061 

95,707 
105,564
98,008 

94,479 
100,840
96,902 

93,008 
99,756 
91,271 

Average 46,152 94,892 105,685 99,760 97,407 94,678

Fig. 1. Time course profile of BCAP production through pilot-scale 
submerged fermentation. B. clausii transformant C5 was cultivated 
in an optimized medium at 37℃ with the rate of agitation and 
aeration of 250 rpm and 1 vvm, respectively. The cell-free supernatant 
was recovered by centrifugation, and used for determining the 
protease activity.

3.2. 안정화 연구
심하게 오염된 인천 연안 갯벌로부터 최적 활성 온도가 60℃, 
최적 활성 pH가 11이며, 음이온성 계면활성제인 SDS (5%, 
w/v) 및 강력한 산화제인 H2O2 (5%, v/v)로 72시간 처리하
여도 효소 활성을 각각 75% 및 100% 이상을 유지하는 SDS 
및 H2O2에 매우 안정한 알칼리성 단백질 분해효소 (BCAP)

를 생산하는 B. clausii I-52를 탐색하여 보고하였다 [13]. 
단백질 분해효소를 세제 첨가제로서 사용하기 위하여 물리적, 
화학적 안정성과 특히, 산화제 및 여러 가지 계면활성제에 
대한 안정성을 갖추는 것이 중요하지만 상기의 조건들을 갖
춘 단백질 분해효소는 매우 제한적이다 [2,26,30,31]. 이러한 
문제점을 극복하기 위하여 여러 가지 방안들이 시도되고 있
다. 예를 들면, site-directed mutation [32], DNA shuffling [33], 
또한 극한 생물로부터 안정성 및 기능성이 향상된 효소를 
screening하는 방법도 이용이 되고 있다 [13,19,30]. 돌연변
이 등과 같은 유전공학적인 방법을 사용하지 않고 효소의 
안정성을 높이는 대표적인 방법이 glycerol, mannitol과 같
은 polyols을 효소 용액에 첨가하는 것이다 [43]. 최종 농도
가 10% 되게 glycerol, mannitol, polyethyleneglycol 및 
propylene glycol을 가하고, 50℃에서 incubation 한 후, 일정
한 시간 간격으로 시료를 취한 후 표준 효소 활성 측정 방법
에 따라 잔류 효소활성을 측정하였다. Polyol을 첨가하지 않
은 BCAP 용액은 2시간 후에 효소 활성이 약 50% 정도 감소
하였으며, 24시간 후에는 90% 이상의 활성이 감소되었다. 
그러나, glycerol, mannitol, polyethyleneglycol 및 propylene 
glycol과 같은 polyol을 10% 농도로 첨가하였을 때, BCAP
의 heat-inactivation (50℃)으로부터 보호 효과를 나타내며, 
특히 propylene glycol에 의해 효소 활성이 100% 보호되는 
것으로 나타났다 (Fig. 2). 또한, polyol을 첨가 하였을 때 
단백질 분해효소의 SDS 및 H2O2에 대한 안정성에 미치는 
영향을 조사하기 위하여, polyol을 첨가한 후, 5% SDS 및 
5% H2O2를 처리하고 잘 혼합하여 준 후, 50℃에서 방치하
고, 일정한 시간 간격으로 시료를 취한 후 표준 효소 활성 
측정 방법에 따라 잔류 효소활성을 측정하여 polyol의 SDS 
및 H2O2에 의한 효소 활성 보호 여부를 확인하였다. B. clausii 
transformant C5에서 발현된 BCAP을 50℃에서 5% SDS
로 30분 incubation 하였을 때 효소 활성은 65% 정도 감소
하였으며, 2시간 후에 효소 활성은 92% 정도 감소하였고, 
3시간 후에는 거의 모든 효소 활성이 감소하였다. 그러나, 
효소용액에 glycerol, polyethyleneglycol 및 propylene glycol
과 같은 polyol을 첨가하였을 때, 효소활성은 SDS에 의한 
inactivation (50℃)으로부터 보호 효과를 나타내며, 특히 
propylene glycol (10%, v/v) 첨가는 사용한 polyol들 중에서 
효소활성 보호 효능이 가장 높았다. 10% (v/v) propylene 
glycol을 첨가한 BCAP 효소 용액을 50℃에서 5% SDS로 
30분 incubation 하였을 때 효소 활성은 거의 잃지 않았으며 
(99.6% 유지), 2시간 incubation 하여도 효소 활성은 87% 
정도가 유지되며, 12시간 incubation 후에도 약 60% 정도
의 효소 활성이 유지되었다 (Fig. 3). SDS는 CMC (critical 
micelle concentration; 8 mM for SDS; 약 0.23%) 이상의 
농도에서 단백질을 unfolding하여 단백질을 변성시키는 강
력한 변성제로서 CMC 이상의 농도에서 SDS의 음전하를 
갖는 sulfate group은 단백질의 표면에 존재하는 양전하의 
아미노산과 반응하여 단백질 unfolding을 시작하고, SDS의 
소수성 alkyl chain과 단백질 내부의 비극성 (nonpolar)을 
띠는 부분과 interaction 하여 단백질의 내부로 들어감으로써 
단백질을 변성시키는 것으로 알려져 있다 [44,45].
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Fig. 2. Effect of polyols on thermal stability of BCAP produced 
from B. clausii transformant C5. BCAP was incubated with or 
without 10% (v/v) polyols. After incubation at 50℃ for indicated 
times, the residual activities were measured under standard assay 
condition. PEG, polyethyleneglycol ; PG, propylene glycol. 

Fig. 3. Protective effects of polyols from inactivation of BCAP 
produced from B. clausii transformant C5 by treatment of SDS at 
50℃. BCAP solutions containing 5% SDS were incubated with 
and without 10% (v/v) polyols at 50℃. Aliquots were taken at 
regular time intervals, and then the residual activities were measured 
under standard assay condition. 

  B. clausii transformant C5에서 발현된 BCAP을 50℃에
서 5% H2O2로 2시간 incubation 하였을 때 효소 활성은 
25% 정도 감소하였으며, 9시간 후에 50% 정도, 24시간 
후에 76% 정도 감소하였다. 그러나 효소용액에 glycerol, 
polyethyleneglycol 및 propylene glycol과 같은 polyol을 
첨가 하였을 때, 효소활성은 H2O2에 의한 inactivation (50℃)
으로부터 보호 효과를 나타내며, 특히 propylene glycol (10%, 
v/v) 첨가는 사용한 polyol들 중에서 H2O2에 의한 inactivation
으로부터 보호 효능이 가장 높았다. 10% (v/v) propylene 
glycol을 첨가한 BCAP 효소 용액을 50℃에서 5% H2O2

로 24시간 incubation 후에도 효소 활성을 거의 잃지 않았
다 (Fig. 4). 과산화수소 (hydrogen peroxide, H2O2)는 강력
한 산화제로 알려져 있으며, 단백질을 산화시켜 활성을 
inactivation 하는 것으로 알려져 있다. 특히, 대부분의 
subtilisin 계열의 단백질 분해효소는 catalytic triad의 Ser 
근처에 산화적 손상을 받기 쉬운 Met residue가 존재하여 

강력한 산화제에 의하여 oxidative inactivation에 의하여 효
소 활성을 잃는 것으로 알려져 있다 [46]. B. brevis, B. cereus 
BG1, B. licheniformis NH1 및 B. subtilis NCIM No. 64 
유래의 알칼리성 단백질 분해효소는 Ca2+의 첨가에 의하여 
열 안정성이 증가하며, 이는 Ca2+이 단백질 내부의 아미노산 
residue와 interaction을 강화하며 autolysis site에 결합하여 
열 안정성을 증가한다고 보고되었으며 [10,47-50], B. cereus 
BG1 유래의 알칼리성 단백질 분해효소는 glycerol, mannitol, 
sorbitol 및 xylitol과 같은 polyol의 첨가에 의하여 열 안정
성이 증가한다고 보고되었다 [49]. 현재 상업적으로 이용하고 
있는 세제에는 peroxides나 perborates와 같은 강력한 산
화제 및 음이온성 계면활성제를 세제의 기본 성분으로 이용하
고 있어, 단백질 분해효소를 세제 첨가용으로 사용하기 위해
서는 음이온성 계면활성제 및 산화제에 안정성을 갖추어
야 한다 [15,51]. 이상의 결과로부터, B. clausii transformant 
C5에서 발현된 효소 용액에 polyol, 특히 propylene glycol 
(10%, v/v) 첨가에 의해서 열에 대한 안정성, SDS 및 H2O2

에 대한 안정성이 크게 증가하므로, BCAP을 세제 첨가제로 
사용하기 위하여 효소 용액에 propylene glycol을 첨가하는 
것이 바람직한 것으로 사료된다.

Fig. 4. Protective effects of polyols from inactivation of BCAP 
produced from B. clausii transformant C5 by treatment of H2O2 
at 50℃. BCAP solutions containing 5% H2O2 were incubated with 
and without 10% (v/v) polyols at 50℃. Aliquots were taken at regular 
time intervals, and then the residual activities were measured under 
standard assay condition. 

3.3. 세제 성분에 대한 안정성
단백질 분해효소를 세제 첨가제로 사용하기 위한 또 다른 
조건은 다양한 세제 첨가제에 대한 안정성이다. 따라서, 세제 
성분들이 단백질 분해효소 활성에 미치는 영향을 알아보기 
위하여 여러 가지 세제 첨가제 성분들 (예: Zeolite 등)에 
대한 단백질 분해효소 (BCAP)의 안정성을 조사하였다. 
최종 농도가 10% (v/v) 되게 propylene glycol을 첨가한 후, 
각 세제 성분들과 mixing 한 후 상온에서 일정한 시간 동
안 방치하고, 표준 효소 활성 측정 방법에 따라 잔류 효소
활성을 측정하였다. BCAP의 효소 활성은 10% (w/v) zeolite, 
10% (w/v) sodium sulfate, 10% (v/v) linear alkylbenzene 
sulfonates (LAS)와 10% (v/v) α-orephin sulfonate (AOS)
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를 처리한 후 상온에서 3일간 방치하였을 때, 효소 활성은 
95% 이상을 유지하였으며, 30일 방치하여도 효소 활성은 
80% 정도를 유지하고 있어 B. clausii transformant C5 유래
의 BCAP 효소는 세제 성분들에 매우 안정한 단백질 분해
효소임을 알 수 있었다 (Fig. 5). 또한, BCAP의 효소 활성은 
현재 우리나라에서 상용화되어 있는 몇 가지 상용세제 (스
파크Ⓡ, 한스푼Ⓡ 등)를 최종 농도가 2.5% (w/v) 되게 처리한 
후 상온에서 30일간 방치하여도 효소 활성은 거의 잃지 않
는 매우 안정한 단백질 분해효소임을 알 수 있었다 (Fig. 6). 
현재, 세제 첨가용 단백질 분해효소의 세제 성분들에 대한 
안정성을 증가시키기 위하여 효소를 granule에 encapsulation 
한 형태로 첨가하고 있다. 이는 세제를 저장하는 동안 물리
적, 공간적으로 효소를 여러 가지 세제 성분들로부터 격리
시킴으로써 효소의 안정성을 증가시키는 효과를 가져 온다. 
그러나, 효소가 granule로부터 해리된 후에는 음이온성 계면
활성제, 과산화수소수를 생성하게 하는 sodium perborate와 
같은 산화제 및 여러 가지 세제 조성물 등에 안정성을 가져
야만 한다. 세제는 계면활성제, builder, co-builder, 표백제, 
효소 및 추가 효능을 나타내기 위한 첨가제 등으로 구성되어 
있다. 세제에 사용되는 가장 대표적인 음이온성 계면활성제
는 linear alkylbenzene sulfonates와 α-orephin sulfonate
이며, 일반적으로 단백질 분해효소의 안정성에 많은 영향을 
주는 계면활성제로 알려져 있다 [52,53]. 계면활성제의 소
수성 부분은 oil 및 grease particles과 결합하여 micelles 
내로 끌어 들이며 계면활성제의 친수성 부분은 물과 결합하
여 결과적으로 소수성 물질을 물에 녹여 주는 역할을 한다. 
Builder는 세제의 두 번째로 중요한 구성 성분으로, 낮은 농
도에서 물속에 존재하는 calcium 및 magnesium ion 등을 
제거함으로써 계면활성제의 효능을 증진시켜 주는 역할을 
한다. Zeolites는 고체 성분의 ion exchanger로서 이가 금속
이온과 결합하여 물을 부드럽게 해주는 역할을 하는 builder
로서 세제 첨가제 중에서 매우 중요한 성분으로써, 이는 
phosphate-based 세제 사용에 의한 부영양화를 방지할 수 있
어 환경오염을 감소시키는 역할을 한다고 보고되어 있다 [56]. 
Sodium carbonate 또한 용액의 pH를 올리기 위하여 첨가
하는데, 이는 pH 상승에 의하여 zeolite의 효능을 올려 주는 
역할을 한다. Sodium sulfate는 세제 성분들이 자유롭게 움직
이게 하는 역할을 하며, 세제의 부서지기 쉬운 성질을 개선
하며, 섬유에 세제의 현탁성을 개선하여 불순물이 섬유에 재
흡수를 억제하는 역할을 하는 것으로 보고되어 있다. 그 외, 
sodium perborate는 bleaching activator와 함께 약 35℃ 
정도의 낮은 온도에서 표백제 역할을 한다 [36,51,54,55]. 
이와 같이 세제에는 다양한 세제 성분들이 포함되어 있으며, 
많은 단백질 분해효소들은 이러한 세제 성분에 대한 안정성
이 감소하는 것으로 알려져 있으며, 이러한 문제점을 극복
하기 위하여 alcohol ethoxyates 성분의 물질을 세제에 첨가
하여 줌으로써 단백질 분해효소의 안정성을 높여준다는 보고
가 있으며 [57], sucrose (0.5 M) 첨가에 의해서도 효소 활성
이 약 50% 정도 증가한다는 보고가 있다 [51]. 이상의 결과로
부터 B. clausii transformant C5 유래의 BCAP 효소는 세제 
첨가제로서 사용할 수 있는 좋은 후보 효소임을 알 수 있었다.

Fig. 5. Effects of some detergent components on the protease activity 
of BCAP produced from B. clausii I-52 transformant C5.

Fig. 6. Effects of commercial detergents on the protease activity of 
BCAP produced from B. clausii I-52 transformant C5.

3.4. Washing performance
형질전환된 B. clausii transformant C5 유래의 단백질 분해
효소, BCAP의 세척 능력은 표준 시험 천 (EMPA test fabric), 
EMPA111 (cotton soiled with blood), EMPA116 (cotton 
soiled with blood/milk/ink) 및 EMPA117 (polyester/cotton 
soiled with blood/milk/ink) 등을 사용하여 측정하였다. 액
상 BCAP (최종 농도, 100 U/mL)과 효소를 포함하지 않은 
detergent base 및 수돗물 200 mL을 세척기에 넣고 40℃에
서 150 rpm으로 10분 동안 세척하였을 때, 우유 또는 혈액
으로 오염시킨 EMPA test fabric으로 부터 효과적으로 단백
질을 제거하였다. BCAP은 현재 Novozymes사의 대표적 
세제 첨가용 효소인 Savinase 16L EXⓇ와 비교하였을 때, 
세 가지 test fabric에 대하여 거의 동등한 세척 능력을 나타
내었으며, Alcalase 2.5LⓇ와 비교하였을 때 세척 능력이 훨
씬 우수함을 알 수 있었다 (Fig. 7). B. clausii transformant 
C5 유래의 BCAP으로 과립형 효소를 제조하였으며, 건조한 
과립효소로부터 단백질 분해효소를 추출한 후, 효소 활성을 
측정한 결과 과립 1 g당 약 1,313,400 unit을 함유하고 있었
으며, 이는 Novozymes사의 Savinase 6TⓇ (약 1,524,500 U/g 
과립)와 유사한 효소 활성을 나타내었고, 따라서 효율적으로 
효소 과립을 제조하였음을 알 수 있었다. BCAP으로 제조한 
과립형 단백질 분해효소 (최종 농도, 100 U/mL)와 세제에 
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사용되는 여러 가지 계면활성제 성분 및 수돗물 200 mL
을 세척기에 넣고 40℃에서 150 rpm으로 10분 동안 세척
하여, 이들 성분들이 과립형 BCAP의 세척력에 미치는 
영향을 조사하였을 때, 과립형 BCAP은 15% (v/v) LAS 
(Fig. 8(a)), 15% (v/v) AOS1416 (Fig. 8(b)), 15% (v/v) LA-9 
(Fig. 8(c))와 같은 음이온성 계면활성제뿐만 아니라 15% 
(v/v) SOFTANOL 90 (Fig. 8(d))과 같은 비이온성 계면활성
제의 존재 하에서도 뛰어난 세척 능력을 나타내었다. 이는 
전 세계적으로 대표적인 세제 첨가제용 과립형 단백질 분해
효소로서 사용되고 있는 Savinase 6TⓇ 및 Everlase 6TⓇ 
(Novozymes사)와 동등한 세척 능력을 나타내는 것이고, 또
한, 음이온성 계면활성제 15% SLES5 (sodium lauryl ether 
sulfonate)와 표백제 (5% ethylene oxide)의 존재 하에서도 
Savinase 6TⓇ 및 Everlase 6TⓇ와 유사한 세척 능력을 보이
는 것이다 (Fig. 8(e)). 과립형 BCAP의 보관 안정성을 측정
하기 위하여 각 과립형 효소를 상온에서 보관한 후, 일정한 
시간 간격으로 시료를 취하여 EMPA117 test fabric으로 
세척력을 측정한 결과, 상온에서 3주일 보관하여도 세척력
에는 큰 변화가 없었으며, 따라서 granule 내에서도 BCAP
은 매우 안정하게 효소 활성을 유지하는 것으로 보이며, 
Novozymes사의 Savinase 6TⓇ와도 비교해 볼 때 거의 유사
한 안정성을 나타내는 것으로 판단된다 (Fig. 9).

Fig. 7. Wash performance by BCAP solution produced from B. 
clausii I-52 C5. Savinase 16L EXⓇ and Alcalase 2.5LⓇ were used as 
control protease solution manufactured by Novozymes (Denmark). 
EMPA 111, EMPA 116 and EMPA 117 were used as the standard 
test fabrics. One test fabric was subjected in the laundry meter for 
10 min with 150 rpm at 40℃ with the protease (100 U/mL) containing 
non-enzymatic detergent base in the tap water, and resulting reflectance 
was measured. All the experiments were performed in triplicate.

  궁극적으로 B. clausii transformant C5 유래의 알칼리성 
단백질 분해효소를 pilot-scale 발효를 통하여 대량 생산하는 
방법 및 BCAP 효소의 안정화 방법을 확립하였다. 또한, 농
축한 BCAP 용액을 이용하여 과립효소를 제조하였으며, 전 
세계적으로 세제 첨가제용 과립형 단백질 분해효소로써 대표
적으로 사용되고 있는 Savinase 6TⓇ 및 Everlase 6TⓇ와도 
동등한 세척 능력 및 상온 보관 안정성을 나타내었다. 따라
서 이상의 결과로부터 판단할 때, B. clausii transformant C5 
유래의 알칼리성 단백질 분해효소는 충분히 안정적으로 세제 

첨가용 효소로서 사용할 수 있음을 보여 주는 것이다.

Fig. 8. Effects of anionic surfactants and bleaching agent on wash 
performances by the granulized BCAP produced from B. clausii 
I-52 C5. Savinase 6TⓇ and Everlase 6TⓇ were used as control 
granulized protease manufactured by Novozymes (Denmark). 
EMPA 116 and EMPA 117 were used as the standard test fabrics. 
One test fabric was subjected in the laundry meter for 10 min with 
150 rpm at 30℃ with the protease (100 U/mL) in the presence of 
the surfactants, and resulting reflectance was measured. All the 
experiments were performed in triplicate. (a) in the presence of 15% 
LAS (anionic surfactant); (b) 15% AOS1416 (anionic surfactant); 
(c) 15% LA-9 (anionic surfactant); (d) 15% SOFTANOL 90 (non- 
ionic surfactant); (e) 15% SLES 5 (SDS + 5% ethylene oxide). 

Fig. 9. Storage stability of the granulized BCAP. The wash 
performance was measured at regular time intervals as described 
in washing conditions using EMPA 117 test fabric with non-enzymatic 
detergent base. Savinase 6TⓇ was used as control granulized protease 
manufactured by Novozymes (Denmark). All the experiments were 
performed in triplicate.
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4. 결론
 
산화제 및 계면활성제에 안정성을 갖는 알칼리성 단백질 분
해효소 (BCAP)를 분비하는 Bacillus clausii I-52부터 BCAP 
유전자를 클로닝 한 후, 염색체 DNA에 integration하여 BCAP
의 발현을 증가시킨 B. clausii transformant C5를 제조하였
고, pilot-scale (500 L) 발효를 통하여 BCAP을 대량 생산하
여 세제 첨가제로서의 응용성을 조사하였다. Pilot-scale 발효 
(500 L)를 통하여 B. clausii transformant C5를 배양하였을 
때, BCAP 발현은 약 30시간 경과하였을 때 최대로 발현되
는 것으로 나타났다 (105,700 U/mL). BCAP 효소 용액에 
polyol의 첨가는 단백질 분해효소의 열 안정성뿐만 아니라 
산화제 및 계면활성제에 대한 안정성도 증가시켰으며, polyol
들 중에서 propylene glycol을 첨가하였을 때 가장 높은 보
호 효과를 나타내었다. Propylene glycol을 첨가한 BCAP은 
zeolite, linear alkylbenzene sulfonates 및 α-orephin sulfonate 
등과 같은 세제 성분들 (10%, v/v) 뿐만 아니라, 상용 세제 
(2.5%, w/v)들에 대한 안정성 또한 매우 높은 것으로 나타났
다. BCAP 효소 용액을 과립 효소로 제조한 후, EMPA116 
및 EMPA117 test fabric을 사용하여 세척력 시험을 진행한 
결과, BCAP 과립효소는 비이온성 계면활성제, 음이온성 
계면활성제 및 산화제가 동시에 존재하는 조건에서도 세
척력이 우수하였으며, 대조군으로 사용한 Novozymes사의 
Savinase 6TⓇ 및 Everlase 6TⓇ와 동등한 세척력을 나타내
었다. 또한 BCAP 과립 효소의 상온 보관 안정성을 측정한 
결과, 상온에서 3주일 동안 보관하여도 세척력에는 큰 변화
가 없었으며 Novozymes사의 Savinase 6TⓇ와 유사한 안정
성을 나타내었다. 이상의 결과로부터, B. clausii transformant 
C5 유래의 BCAP은 세제 첨가제로써 아주 유용하게 사용할 
수 있을 것으로 사료된다.
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