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최근 COVID-19으로 인한 만성피로증후군과 함께 면역력을 높
여주는 건강 기능성 식품에 대한 관심이 증가하고 있다(Hong, 
2020). 이중 섭취를 통해 숙주의 장속 환경을 개선하여 건강을 증 

 
진시키는, 유익한 미생물들을 프로바이오틱스(Probiotics)라 한다
(Hill et al., 2014). 유익균들은 섭취 후 소화관을 통해 장에 도달하
여 장 점막에서 생육할 수 있으며, 유기산, 비타민 등을 생성해 
영양소를 보충하여 숙주의 면역력 증진에 기여한다(Kerry et al., 
2018). 아울러 프로바이오틱스는 건강한 상태의 장내 미생물 집단
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 프로바이오틱스는 다양한 환경에서 분리되어 왔으며, Bacillus 균주는 유산균과 같은 일반적인 
프로바이오틱스의 한계를 보완할 수 있는 내생포자 형성 능력으로 인해 프로바이오틱스 균주 
중에서 유리하다. 본 연구의 목적은 한국에서 오염되지 않은 환경으로 알려진 울릉도 토양에서 
분리된 Bacillus 균주의 프로바이오틱스 잠재성을 조사하는 것이다. 토양 시료는 울릉도 각지에
서 채취하였으며, 항생제 내성과 효소 활성을 평가하였다. 항생제에 내성을 나타내지 않는 6개
의 Bacillus 균주를 확보하였고 이후에 효소 활성을 검사하였다. 인체에 악영향을 미칠 수 있
는 β-glucuronidase 효소는 활성이 나타나지 않았으며, 시중에서 판매되고 있는 Bacillus 프로바
이오틱스와 유사한 효소의 활성과, 추가적으로 펩타이드 가수분해효소인 Leucine arylamidase
의 활성이 나타난 NB-1 균주가 확인되었다. 이에, 추가적인 효능 연구 및 안정성 실험을 통해 
프로바이오틱스 균주로서의 가능성을 모색해야 할 필요가 있다고 판단된다. 
 
Probiotics have been isolated from various environments and Bacillus species are 
advantageous among the probiotic bacteria due to their ability to form endospores that 
can compensate for the limitation of typical probiotics such as lactic acid bacteria. The aim 
of this study is to investigate the probiotic potential of Bacillus species from Ulleungdo 
soil, known as an unpolluted environment in Korea. Soil samples were collected from 
various areas of Ulleungdo, and Bacillus spp. were isolated, and assessed for antibiotic 
resistance and enzymatic activity. Six Bacillus spp. were not resistant to all tested antibiotics 
and subsequently tested for enzyme activity. We found the six Bacillus spp. were all inactive 
β-glucuronidase enzyme, which can have detrimental effects on human health, and one of 
Bacillus spp. showed an activity of Leucine arylamidase suggesting its probiotic potential. 
 
Keywords: Antibiotic resistant bacteria(항생제 내성균), Ulleungdo(울릉도), Probiotics(프
로바이오틱스) 
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을 안정화 시키고 유해 미생물의 증식을 억제하여, 장내미생물 
생태계의 불균형 상태인 Dysbiosis를 예방하여 건강상 이점을 제
공한다(Park et al., 2014; Seo et al., 2019). 

프로바이오틱스의 효능을 위해서는, 섭취 후 위장관에서 장까지 
도달하여 증식이 가능해야 하기 때문에 위장의 낮은 pH(공복 시: 
pH 1~2; 식후: pH 3.5~5.0)와 소화효소에 대한 내성이 필요하며 
유해균들에 대한 항균 활성이 있어야 하며, 이외 프로바이오틱스
는 건강 기능성 식품의 소재이기에 항생제 내성이나 독성 유전자, 
용혈 활성 등의 안정성 평가 역시 중요하다(Saarela et al., 2000; 
Gueimonde and Salminen, 2006). 현재 프로바이오틱스 제품에 사
용되는 균주로는 숙주에게 유용한 대사물질과 효소 능력을 가진 
것으로 알려진 Lactobacillus, Bifidobacterium, Streptococcus, Bacillus 
등이 있으며(Seong and Park, 2019) 이중 Bacillus 속의 균주는 당
류를 분해하는 효소를 분비하고 항생물질과 아미노산 등의 대사
산물을 생합성 하여 숙주의 면역 활성을 촉진시키는 것으로 알려
져 있다(Schallmey et al., 2004). 

Bacillus 속의 균주는 막대 모양의 형태를 가진 그람 양성균이며 
토양이나 하천에서 흔하게 발견된다. 종에 따라 식품의 발효부터 
병원성을 비롯한 자연계의 물질순환에 이르기까지 다양한 기능
을 가지고 있으며, 고온, 건조, 자외선 등의 외부 스트레스와 생장
에 필요한 영양분이 부족한 환경에서는, 내생포자(endospore)를 
형성하여 자신을 보호할 수 있는 저항성을 가진다. 이는 프로바이
오틱스로서 Bacillus 속의 균주를 섭취하였을 경우, 위장관의 낮은 
pH와 담즙에서 Bacillus 균주의 생존율 증진에 기여할 수 있다
(Schallmey et al., 2004; Cutting, 2011). 

지구 환경에서 미생물이 존재하지 않는 곳은 거의 없으며 환
경을 비롯한 주변의 생물권과 긴밀하게 연결되어 있지만, 우리
는 그 생리와 생육 기능들을 아직 제대로 파악하지 못하고 있

다. 미생물은 환경에 적응하여 생장하는 과정에서 다양한 효소
들을 생산하며, 우리는 오랜 기간 경험적으로 그 산업적 유용성
을 파악하여 활용하고 있다. 현대의 생명과학에서는 다양한 환경
에서 미생물을 발굴하여 산업분야에서 활용하고자 노력하고 있
다(Mongkolthanaruk, 2012; Nagórska et al., 2007; Sugita et al., 
1998). 본 연구에서는 국내의 청정지역으로 알려진 울릉도 토양에
서 Bacillus 속의 균주들을 선별한 뒤, 효소 활성과 항생제 내성 유
무를 확인하여 프로바이오틱스 활용 가능성을 평가하였다. 

재료 및 방법 

1. 미생물 분리 

울릉도의 토양에서 박테리아 균주를 탐색하기 위하여 2021년 
7월 울릉도 일대의 6 지점을 선정하여 토양을 채집하였다(Fig. 1, 
Table 1). 각 채집 지점에서 70% 에탄올로 소독한 삽을 이용하여 
토양 표면 5 cm 아래의 흙을 채집한 후, 24시간 동안 60℃에서 건
조하였다. 건조한 토양 1 g을 Phosphate Buffer Saline (PBS) 용액으
로 10배씩 연속 희석한 뒤, 항진균제인 Cycloheximide (20 mg/l)
를 첨가한 R2A agar (Kisan Bio Co., Ltd., Korea) 배지에 도말하여 
25℃에서 하루 동안 배양하였다. 각 시료의 배양 배지에서 색상과 
크기가 서로 다른 12개의 단일 콜로니들을 선별하여 2차례 계대
배양을 수행한 뒤, 총 73개의 균주들을 확보하여 이후의 실험에 
사용하였다. 

2. 16S rRNA 유전자 염기서열 분석을 통한 분리균
의 동정 

울릉도의 토양에서 분리한 73개의 균주를 동정하기 위하여, 각
각의 genomic DNA (gDNA)를 추출한 뒤 16S rRNA 유전자의 염
기서열을 분석하였다. 먼저, 각 균주로부터 AccuPrep® Genomic 
DNA Extraction Kit (Bioneer Co., Korea)를 이용하여 gDNA를 추출
하고 16S rRNA 유전자(27F: AGAGTTTGATCMTGGCTCAG; 1492R: 

Table 1. Sampling sites in Ulleungdo 

Site Latitude (N) Longitude (E) Date 

A (Taeha-ri) 37° 30' 38" 130° 47' 58" 21. 07. 19 

B (Hyeonpo-ri) 37° 31' 07" 130° 48' 51" 21. 07. 19 

C (Nari-Basin) 37° 31' 14" 130° 52' 03" 21. 07. 20 

D (Nari-Basin) 37° 31' 14" 130° 52' 14" 21. 07. 20 

E (Nari-Basin) 37° 31' 12" 130° 52' 17" 21. 07. 20 

F (Dodong-ri) 37° 28' 53" 130° 54' 32" 21. 07. 20 
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TACGGYTACCTTGTTACGACTT) 구간을 SolgTM 2X Taq PCR Pre-
Mix (SolGent Co., Ltd. Korea)를 사용해 Polymerase Chain Reaction 
(PCR) 30 cycle (denaturation: 95℃, 2분; annealing: 55℃, 40초; 
extension: 72℃, 1분) 수행하였다. 증폭된 PCR 산물은 AccuPrep® 
PCR/Gel Purification Kit (Bioneer Co., Korea)를 사용하여 정제한 
뒤, agarose gel (1%) 전기영동으로 확인하였다. 이후, 염기서열 분
석(Macrogen Co. Ltd., Korea) 의뢰하였으며, 염기서열의 균 동정은 
NCBI (National Center for Biotechnology Information) BLASTn에서 
수행하였다. 

3. 항생제 내성 측정 

울릉도 토양에서 분리된 균주들에서 Bacillus 속을 선별한 뒤, 
항생제 내성을 디스크 확산법으로 확인하였다. Clinical labora- 
tory Standards Institute (CLSI) 프로토콜에 따라 Mueller-Hinton 
agar 배지에 균주를 도말한 뒤, Chloramphenicol, Trimethoprim-
sulfamethoxazole, Streptomycin, Tetracycline, 그리고 Erythromycin
의 항생제 디스크를 사용하여 실험을 진행하였다. 균주가 도말된 
배지 위의 항생제 디스크들은 37℃에서 24시간 배양 후, 생육 저
지환의 크기를 Antibiogram J (v1.0) 프로그램(Alonso et al., 2017)
을 이용하여 측정하였다. 이때 항생제 내성의 표준 균주는 그람 
양성균인 Enterococcus faecalis KCTC5191 균주를 선정하여 CLSI의 
내성 허용범위와 비교하였으며, 추가로 Bacillus 프로바이오틱스 
제품인 Biscanen Cap. (Binex, Korea)의 B. licheniformis를 대조군으
로 내성 평가를 진행하였다. 

4. 효소 활성 측정 

항생제 내성이 나타나지 않은 균주들을 선별한 뒤, API ZYM 
kit (Biomerieux, Co.)를 사용하여 18가지 효소반응(Alkaline phos- 

phatase, Esterase (C4), Esterase lipase (C8), Lipase (C14), Leucine 
arylamidase, Valine arylamidase, Cystine arylamidase, Trypsin, α-
chymotrypsin, Acid phosphatase, Naphthol-AS-BI-phosphohydrolase, 
α-galactosidase, β-galactosidase, β-glucuronidase, α-glucosidase, 
β-glucosidase, N-acetyl-β-glucosaminidase, α-mannosidase, α-
fucosidase)에 대한 활성을 측정하였다. 멸균된 증류수 2 ml을 사용
하여 균체를 희석한 뒤, OD 값을 McFarland standard (bioMerieux 
Co.) 5~6으로 맞추었다. 균주 현탁액을 API ZYM kit에 65 μl씩 접
종하여 현탁액이 마르는 걸 방지하기 위해 트레이에 멸균 증류수
를 5 ml을 넣은 후 37℃의 암실에서 4시간 동안 배양하였다. 배양 
후 API ZYM kit의 사용 매뉴얼에 따라 보조 시약을 접종하면서 
색의 변화를 관찰하였으며, 색상의 차이를 사용 매뉴얼에서 명시
한 0~5까지의 값으로 측정하였다. 효소반응의 실험 대조군으로는 
Bacillus 프로바이오틱스인 B. licheniformis를 사용하였다. 

결 과 

1. 미생물의 분리 및 동정 

울릉도 토양에서 분리한 73개의 균주들의 DNA를 추출하여 16S 
rRNA sequencing을 수행한 결과 총 56개의 균주가 Bacillus 속으
로 동정 되었으며, 나머지 18개의 균주들은 각각 Priestia (N=7), 
Psedomonas (N=3), Stenotrophomonas (N=3), Flavobactereium 

Table 2. 56 Bacillus spp. isolated from Ulleungdo soil 

Bacillus spp. Number of isolate 

Bacillus pseudomycoides 12 

Bacillus toyonensis 10 

Bacillus cereus 7 

Bacillus zanthoxyli 5 

Bacillus mycoides 4 

Bacillus butanolivorans 3 

Bacillus thuringiensis 3 

Bacillus wiedmannii 3 

Bacillus sanguinis 2 

Bacillus mobilis 2 

Bacillus safensis 2 

Bacillus hominis 1 

Bacillus pacificus 1 

Bacillus paranthracis 1 
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Table 3. Antibiotic susceptibility test using disk diffusion method for Bacillus spp. 

Antibioticsa Disk conc. 
(μg) 

E. faecalis 
(mm)b 

DS-14 
(mm) 

NB-1 
(mm) 

NB-3 
(mm) 

NB-7 
(mm) 

NB-11 
(mm) 

NC-14 
(mm) 

Biscanen Cap. 
(mm) 

CHL 30 ≤12 27.0 21.5 24.5 25.5 26.0 25.5 22.0 

TRI/SUL 1.25/23.75 - 20.0 28.5 29.0 24.5 26.5 24.0 35.0 

STR 10 - 19.0 24.0 21.5 20.5 21.5 20.5 19.5 

TET 30 ≤14 24.5 24.5 21.5 22.5 22.0 22.0 28.5 

ERY 15 ≤13 27.0 27.5 26.5 25.0 25.0 18.3 16.5 

a: Chloramphenicol (CHL), Trimethoprim-sulfamethoxazole (TRI/SUL), Streptomycin (STR), Tetracycline (TET), Erythromycin (ERY) 
b: Zone diameter 

Table 4. Enzyme activity test using API ZYM Kit 

Enzyme assayed for 
Activity* 

NB-1 NB-3 NB-11 NB-7 NC-14 DS-14 Biscanen Cap. 

Control -- -- -- -- -- -- -- 

Alkaline phosphatase +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ 

Esterase (C4) ++ ++ ++ ++ ++ + + 

Esterase lipase (C8) + ++ ++ + - + + 

Lipase (C14) -- -- -- -- -- -- -- 

Leucine arylamidase + -- -- -- -- ++ - 

Valine arylamidase -- -- -- -- -- -- -- 

Cystine arylamidase -- -- -- -- -- -- -- 

Trypsin -- -- -- -- -- -- -- 

α-chymotrypsin - -- -- -- -- -- -- 

Acid phosphatase + - + + - +++ +++ 

Naphthol-AS-BI-phosphohydrolase + + + + - ++ ++ 

α-galactosidase - -- -- -- -- -- -- 

β-galactosidase + -- -- -- -- -- +++ 

β-glucuronidase -- -- -- -- -- -- -- 

α-glucosidase ++ -- -- -- -- - +++ 

β-glucosidase -- -- -- -- -- -- - 

N-acetyl-β-glucosaminidase -- -- -- -- -- -- -- 

α-mannosidase -- -- -- -- -- -- -- 

α-fucosidase - -- -- -- -- -- -- 

*Activity level [0: (--); 1~2: (-); 3: (+); 4: (++); 5: (+++)] 
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(N=1), Microbacterium (N=1), Peribacillus (N=1) 그리고 Leifsonia 
(N=1)의 균주들로 확인되었다(Fig. 2). Bacillus 속의 균주들은 B. 
pseudomycoides 균주가 12개로 가장 많았으며, 순서대로 B. toy-
onensis 10균주, B. cereus 7균주, B. zanthoxyli 5균주, B. mycoides 
4균주, B. butanolivorans 3균주, B. thuringiensis 3균주, B. wiedmannii 
3균주, B. sanguinis 2균주, B. mobilis 2균주, B. safensis 2균주, B. 
hominis 1균주, B. pacificus 1균주, B. paranthracis 1균주로 각각 동
정 되었다(Table 2). 

2. 항생제 내성 검사 

선별된 56개의 Bacillus 속 균주들의 항생제 내성을 확인한 결과 
6개의 균주 B. pseudomycoides (N=1), B. zanthoxyli (N=5)가 모든 
항생제에 내성을 보이지 않았고, 이들 균주를 DS-14, NB-1, NB-3, 
NB-7, NB-11, NC-14로 각각 명명하였다(DS-14: B. pseudomycoides; 
NB-1: B. zanthoxyli; NB-3: B. zanthoxyli; NB-7: B. zanthoxyli; NB-11: 
B. zanthoxyli; NC-14: B. zanthoxyli) 대조군으로 사용된 프로바이
오틱스 B. licheniformis 균주 또한 항생제 내성을 나타내지 않았
다(Table 3). 

3. 효소 활성 검사 

선별된 DS-14, NB-1, NB-3, NB-7, NB-11, NC-14의 Bacillus 속 균
주들과 대조군인 B. licheniformis 균주의 효소 활성 검사 결과, 실
험 균주들 모두 Alkaline phosphatase의 활성이 강하게 나타났으
며 Esterase (C4) 반응에서도 양성반응을 나타냈다. Esterase lipase 
(C8) 활성은 NC-14 균주 이외에 모두 활성이 나타났다. 그 외 
Esterase lipase (C8) 반응에서 NC-14를 제외한 균주에서 양성반
응이 나타났으며 NB-3, NC-14를 제외한 균주에서 Acid phos- 
phatase 활성이 나타났고, NC-14를 제외한 균주에서 Naphthol-
AS-BI-phosphohydrolase 활성이 나타났다. 또한 B. licheniformis 
균주에서 양성반응이 나오지 않았던 Leucine arylamidase의 활성
이 나타난 NB-1, DS-14 균주가 확인되었다(Table 4). 

고 찰 

환경에는 다양한 미생물들이 존재하며, 자연계의 물질순환 외 
인간활동에도 유익한 발효 대사와 해로운 감염성 질병 등의 영향
을 주고 있다. 본 연구에서는 청정지역인 울릉도의 토양 환경에
서 내생포자를 형성하는 Bacillus 속 균주를 분리 · 동정하여, 산업
적으로 활용할 수 있는 프로바이오틱스의 가능성을 평가하였다. 
내생포자를 형성하는 Bacillus 속 균주는 내열성이 있기 때문에 고
온에서도 생존이 가능할 것으로 판단하였고, 이에 토양 시료에 존
재하는 다양한 균주들로부터 내열성 균주를 일차적으로 선별하고
자 배양 전 토양 시료들을 모두 60℃에서 하루 동안 건조하였다. 

그 결과 울릉도 토양 시료에서 분리한 총 73개의 균주들 중 56개
가 Bacillus 속의 균주로 동정되었으며, 이를 통해 환경 시료에서 
Bacillus 속의 균주를 선택적으로 배양하기 위해서는 고온 · 건조 
등의 적절한 전처리 과정이 수반되어야 함을 확인하였다. 

상기의 Bacillus 속의 균주들을 대상으로 프로바이오틱스의 안
정성을 확인하고자 항생제 내성 테스트를 진행하였다. 환경에는 
산업적으로 유용한 균주들이 다수 존재하지만, 최근 오염과 항생
제 남용으로 인하여 청정지역에 대한 환경위해성 확산이 우려되
고 있다(Lee et al., 2022). 항생제 내성의 경우 미생물들 간 서로 내
성 유전자의 전달이 가능하기에(Blair et al., 2015), 산업적으로 유
용한 미생물들을 인구밀도가 낮은 청정지역에서 확보하였더라도 
다른 경로로 항생제 내성을 확보할 가능성이 있다. 실제 본 연구
에서 확보한 56개의 Bacillus 속의 균주들 중에서 50개의 균주들
이 한 개 이상의 항생제에 내성을 가지고 있었으며, 6개의 균주만
이 모든 항생제들에 내성을 가지고 있지 않았다. 이외 현재 시중
에서 판매되고 있는 Bacillus 프로바이오틱스 제품인 Biscanen Cap.
의 B. licheniformis 또한 본 연구에서 사용한 항생제들에 내성을 
가지지 않았다. 전 세계적으로 항생제 내성에 대한 우려가 높아지
고 있는 상황임을 고려할 때(Aslam et al., 2018), 환경 내 미생물자
원 발굴에서도 항생제 내성 확인은 필수적인 요소라고 판단된다. 

항생제 내성이 없는 6개의 Bacillus 균주들을 대상으로 효소 활
성 능력을 확인한 결과, 실험대상인 6개의 Bacillus 균주와 대조
군인 B. licheniformis 모두 Alkaline phosphatase의 활성을 보였으
며, 이는 실험 균주들이 기존의 프로바이오틱스와 유사하게 생체 
내 장에서 지방 소화에 관여가 가능할 것이라는 것을 의미한다. 
아울러 지질(lipid) 성분에 대한 가수분해효소인 Esterase (C4) 역시 
6개의 Bacillus 균주들에서 활성을 나타냈으며, DS-14를 제외한 
균주들에서 B. licheniformis를 상회하는 효소 활성을 나타내었다. 
이는 음식물 섭취 시 기존의 프로바이오틱스 제품에 비하여 보다 
개선된 소화 능력을 숙주에게 제공할 것이라 예상된다. 아울러 펩
타이드 가수분해효소인 Leucine arylamidase의 활성의 경우, B. 
licheniformis에서는 관찰되지 않았으나 NB-1와 DS-1 균주에서는 
효소 활성을 확인할 수 있었다. 특히 NB-1 균주의 경우 lactose를 
glucose와 galactose로 가수분해하는 효소인 galactosidase에 대한 
활성이 유일하게 관찰되었기에 해당 균주를 사용한 프로바이오틱
스의 제품 개발을 통하여, 기존의 B. licheniformis 기반 프로바이
오틱스에서는 존재하지 않는 유당 불내증(Lactose intolerance) 개
선 효과가 가능할 것으로 예상된다. 이외, 암 발생 가능성을 증가
시키는 것으로 알려진 β-glucuronidase 효소(Myung and Joo, 2012; 
Rhee et al., 1998)에 대한 활성은 본 연구에서 사용한 Bacillus 균
주들과 B. licheniformis에서 모두 관찰되지 않았다. 

본 연구에서 선별된 6개의 Bacillus 균주들 중, NB-1은 기존 상
용화된 프로바이오틱스인 B. licheniformis와 유사한 효소 활성을 
가지며, 추가적으로 유당 불내증 개선에 대한 잠재적 기능성을 암
시하고 있다. 본 연구에서는 NB-1을 비롯한 NB-3, NB-7, NB-11, 
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그리고 NC-14의 균주들이 작물에 질병 저항성을 제공하는 것으
로 보고된 B. zanthoxyli 균주(Li et al., 2017; Usmonov et al., 2021)
로 동정 되었으며, 이중 NB-1의 경우 프로 프로바이오틱스로서의 
잠재성을 기대할 수 있는 B. zanthoxyli strain으로 확인되었다. 이
후의 연구에서는 NB-1에 대한 추가적인 안정성 테스트와 효능 
연구를 비롯한 전장유전체 분석을 수행하여 프로바이오틱스로서
의 가치창출과 자원화 방안을 모색해야 할 필요가 있다고 판단
된다. 
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