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서 론

Bacillus 속의 균주는 예로부터 식품 등의 발효 산업에 널리 사용

되어 왔으며, Bacillus 균주를 산업적으로 이용하기 위한 연구가 꾸

준히 이루어지고 있다(Zheng et al., 2011; Lee et al., 2015). 또한, 

Bacillus 속의 균주는 가수분해 효소인 protease, amylase 등 산업적

으로 활용도가 높은 효소들을 생산하며(Blanco et al., 2016; Qureshi 

et al., 2016), 포자를 형성함으로 균주가 장까지 도달할 수 있어 장 

질환에 대한 개선 효과를 기대할 수 있다(Shin et al., 2012). 이러한 

특성으로 최근 미국, 유럽 등의 여러나라에서 장 건강을 위한 프로

바이오틱스 균주로도 활용되고 있다(Cutting, 2011).

단백질 가수분해효소(Protease)는 단백질의 1차 구조를 형성하는 

펩타이드 결합을 가수분해하는 효소로서 세균에서는 Bacillus 속이 

주요 생산 균주로 알려져 있으며 다양한 산업에서 활용되고 있다

(Harwood & Cranenburgh, 2008). 또한, Bacillus 속의 균주는 일반

적이거나 특수한 자연 환경 등 다양한 조건에서 생육이 가능하기 

때문에 이들 균주들이 생산하는 효소들의 안정성과 우수한 활성을 

지닌다. 이 효소는 식품 산업, 세제 산업 등에 이용되고 있으며 세

계 효소 판매시장의 약 60%를 차지하고 있는 것으로 알려져 있다

(Contesini et al., 2018). 또한, Bacillus 균주가 생산하는 protease는 

다양한 종류의 천연물 유래의 단백질 성분을 분해하여 저분자 펩타

이드의 생산을 위해 화장품 산업이나 식품 산업에 사용되고 있다
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Abstract
This study aimed to identify a Bacillus strain isolated from Chojeong mineral water in Korea. One strain was isolated using a marine 
agar medium, and its growth temperature was analyzed in complex media. Strain identification confirmed that it was similar to 
Bacillus subtilis. The ability of the strain to produce extracellular hydrolytic enzymes was assessed to determine whether the culture 
medium of the isolated strain could be used in the cosmetics and food-related industries. The LKSU-1 strain showed higher protease 
activity when cultured in Luria-Bertani (LB) broth compared to media containing nutrient broth (NB) and tryptic soy broth (TSB). 
As a first step toward optimizing culture media, the carbon source utilization of the LKSU-1 strain was evaluated, indicating that 
it could metabolize 18 types of carbon sources. Therefore, this research contributes valuable data for securing domestic genetic 
resources and optimizing media for isolated strains. 
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(Porres et al., 2002; Latiffi et al., 2013). 또한, 산업 공정에서 발생

되는 고체 형태의 부산물의 고부가가치 자원화를 위한 대두박의 고

체 발효 균주로도 활용할 수 있어 다양한 산업에서 사용할 수 있는 

경제적 효율성이 있기에 이를 활용하기 위한 많은 연구가 이루어지

고 있다(Shivasharana & Naik, 2012; Contesini et al., 2018).
이처럼 산업적인 대량 생산 공정에서 생산 단가로 인한 충분한 영

양 성분의 공급이 제한되는 반응 조건과 유사한 환경 조건에서 생육

이 가능한 특수 환경 미생물과 이들이 생산하는 다양한 가수분해효소

들이 이러한 대량 생산 공정의 제한된 반응 조건에서도 활성을 나타

내거나 안정성을 유지할 가능성이 있다. 따라서 특수 환경의 시료에

서 미생물을 분리하고 분리된 균주의 생리학적 특성을 분석을 위한 

다양한 연구가 이루어지고 있다(Gupta et al., 2014; Lee et al., 2022). 
천연광천수는 미네랄이 많이 함유되어 있는 물로 독일, 이탈리아 

등 유럽에서는 음용 효과에 대한 생리학적 연구가 진행되었으며, 혈
압, 골 건강, 근육 건강 등에 효과가 있는 것으로 보고되고 있다

(Yoon, 2020). 초정광천수의 주요 금속이온을 분석한 결과 칼륨(K), 
망간(Mn), 아연(Zn)이 다른 광천수에 비해 높은 함량을 보였으며, 
각각 6 mg/L, 0.816 mg/L, 0.026 mg/L의 함량을 보였고 칼슘(Ca), 
알루미늄(Al), 구리(Cu), 철(Fe), 마그네슘(Mg), 나트륨(Na), 셀레늄 

(Se) 등을 함유하고 있다고 보고하였다(Kim, 2006). 초정광천수는 

세계 3대 광천수로 세종대왕이 안질과 피부병을 치료한 약수로 잘 

알려져 있다. 현재 초정광천수를 이용하여 음료, 화장품 등의 제품

을 제조 ․ 판매하고 있으며 온천수로도 활용되고 있다(Park, 2015). 
따라서 본 연구에서는 현재 식수로 사용 중인 충청북도 초정리 

지역의 초정광천수는 식음료 제품 개발을 위한 화학성분 분석 관련 

연구가 수행(Park, 2015)되었으나 아직 유용한 균주의 분리와 동정 

관련 연구는 없었다. 또한, 영양성분이 부족하고 미네랄 성분이 많

은 국내 온천수에서도 Bacillus 속의 균주들을 분리하여 특성 분석

과 같은 연구(Lee et al., 2022)들이 진행된 것처럼, 미네랄 이외 영

양성분이 부족한 광천수에서 포자를 형성할 수 있는 Bacillus 속의 

균주 분리 가능성이 높을 것으로 예상하고 균주 탐색을 시도하였

다. 이에 본 연구를 통해 Bacillus 속 균주를 분리하고 동정하였으며 

온도에 따른 생육과 다양한 복합배지 사용에 따른 세포외 가수분해

효소의 생산 특성 탐색과 함께 탄소원 이용 능력을 확인하였다. 이
를 통해 분리 균주를 다양한 천연물 유래 단백질의 분해 균주로의 

산업적 활용 가치를 확인하고자 하였다. 

재료 및 방법

균주 분리 및 배양

국내 충청북도 초정광천수로부터 Bacillus 속 균주 분리를 위해 

배양 배지로 marine agar (BD, Franklin Lakes, NJ, USA)를 사용하

였다. 시료 1 mL을 배지 표면에 점적하고 일회용 spreader (SPL, 
Pocheon, Korea)로 도말해 37℃에서 정치 배양(LIB-080M, Labtech, 
Namyangju, Korea)하였다. 배양 48 h 후 고체 배지 표면에 생성된 

콜로니를 일회용 loop (SPL)를 사용해 획선도말법으로 marine agar 
(BD)에 접종하여 단일 콜로니 분리를 수행했다. 순수 분리된 콜로

니를 3 mL의 marine broth (BD) 배지를 주입한 14 mL round tube 
(SPL)에 접종하고 37℃에서 24 h 진탕 배양(LSI-3016A, Labtech, 
Namyangju, Korea) 후, 2개의 1.5 mL microcentrifuge tube (SPL)에 

배양액을 옮긴 후 13,500 rpm에서 5 min간 원심분리(Mini, Labo-
gene, Daejeon, Korea)하고 배양상등액을 제거한 후 1 mL의 25% 
glycerol 용액을 사용해 현탁한 후 2 mL cryogenic vial (Corning, 
Glendale, AZ, USA)에 500 µL씩 분주해 균주 stock을 제조한 후 

–80℃에 보관하며 각각의 실험에 사용하였다. 
분리된 균주가 복합 배지의 생육 가능성과 함께 생육 온도를 확

인하기 위하여 nutrient agar (BD), Luria-Bertani agar (BD)와 tryptic 
soy agar (BD) 배지 각각에 획선 도말법으로 접종해 37℃, 45℃, 5
0℃로 조절된 배양기에서 24 h 정치 배양을 하였다.

균주 동정

순수 분리된 균주 동정의 분석 의뢰를 위해 marine agar (BD) 
배지에 균주 stock으로부터 획선도말법으로 접종 후 37℃에서 24 
h 배양 후 균주가 배양된 상태의 고체배지를 ㈜마크로젠에 송부해 

16S rDNA 염기서열의 분석을 통한 균주 동정을 실시하였다. ㈜마

크로젠에서 제공한 standard ID 분석 결과와 함께 16S rDNA 염기

서열 분석 결과를 사용하여 CJ 바이오사이언스의 EzBioCloud 데이

터베이스를 기반으로 하는 16S-based ID 분석 플랫폼을 사용하여 

분리된 균주 동정을 위한 분석을 실시하였다.

세포외 가수분해 효소 생산능 분석

초정광천수로부터 분리한 균주의 복합 배지 종류에 따른 가수분

해 효소들(amylase, lipase와 protease)의 세포외 생산 능력을 확인

하기 위해 먼저 앞서 언급한 각각의 복합 배지를 사용한 고체 배지

에 균주 stock으로부터 일회용 loop (SPL)를 사용해 배지 표면에 

접종하고 24 h 배양 후 각각의 동일한 종류의 3 mL의 액체 배지에 
배양된 콜로니를 접종하여 37℃에서 12 h 진탕 배양을 통해 전배양 

하였다. 전배양 후 각각의 같은 종류의 액체 배지 25 mL이 들어있

는 250 mL baffle flask에 전배양액 1%를 접종하여 37℃에서 진탕 

배양을 통해 본배양을 수행하였다. 본배양 24 h 후, 1 mL의 배양액

을 회수하고 원심분리 후 배양 상등액을 회수하였으며 다시 0.2 µm 
syringe filter (Advantec, Tokyo, Japan)를 사용해 균체를 완전히 제
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거하였다. 균체가 제거된 배양 상등액을 paper disc (Advantec)에 

25 µL 점적한 후 각각의 같은 종류의 복합 배지에 0.2% soluble 
starch (BD), 1% Tween 80 (Sigma, St. Louis, MO, USA), 그리고 

2% skim milk (BD)를 amylase와 lipase, 그리고 protease 각각의 가

수분해 효소의 기질로 사용하여 제조한 가수분해 효소 활성 평가용 

고체 배지 표면에 올려 37℃에서 48 h 배양한 후 투명환(clear zone)
의 직경으로 확인하였으며, 투명환의 크기는 디지털 캘리퍼스

(DC-150-1, CAS, Yangju, Korea)를 사용하여 측정하였다. 

탄소원 자화능 분석

국내 초정리 광천수로부터 분리한 균주의 탄수화물 대사에 사용

할 수 있는 탄소원의 확인을 위해 API 50 CH kit (Biomerieux, 
Craponne, France)를 사용하여 제조업체에서 제공되는 실험방법에 

따라 탄소원 자화능 분석을 실시하며 37℃에서 48 h 배양 후 결과

를 확인하였다. 

결과 및 고찰

균주 분리 및 동정

미네랄 성분이 많이 포함돼 있는 국내 충청북도 초정광천수로부

터 Bacillus 속 균주를 분리하기 위해 사용한 복합배지는 미네랄 성

분이 많이 포함돼 있는 해양 미생물 배양용 marine agar (BD) 배지를 

사용하였다. 초정광천수의 경우 음용수로 현재 사용중이기에 세균이 

많이 존재하지 않을 것으로 예상되어 시료를 희석하지 않고 원액을 

시료로 사용해 최종 1균주를 분리하고 LKSU-1으로 명명하였다. 
㈜마크로젠으로부터 받은 standard ID 분석 결과와 함께 제공받

은 16S rDNA 염기서열과 CJ 바이오사이언스의 EzBioCloud 분석 

플랫폼을 사용한 16S-based ID 분석 결과를 종합한 결과, Table 1에

서 나타낸 것처럼 LKSU-1 균주는 NCBI 웹사이트의 BLAST 분석 

플랫폼을 사용한 ㈜마크로젠의 standard ID 분석 결과와 CJ 바이오

사이언스의 EzBioCloud 분석 플랫폼을 사용한 16S-based ID 분석 

결과가 동일하게 Bacillus subtilis DSM 10과 99.87%의 유사도를 

보였기에 초정광천수에서 분리된 균주는 B. subtilis인 것으로 확인

되었다(Table 1). 또한, 분리된 균주의 동정 결과로 확인된 B. 
subtilis는 1960년대 초에 미국의 식품의약국(Food and Drug Ad-
ministration)이 발행한 의견서에서 GRAS (Generally Recognized 
As Safe) 균주로 인정한 미생물에서 유래된 물질(효소)로 protease
가 이미 안전한 것으로 알려져 있다(Kramer & Gilbert, 1989; 
Denner & Gillanders, 1996). 따라서, 초정광천수에서 분리한 균주

의 식품산업이나 화장품 산업에서의 기능성 소재 개발을 위한 발효 

균주로의 사용이나 산업적 활용 측면에 있어 장점이 될 수 있을 것

으로 예상되었다. 

생육 특성 분석

다음으로 분리된 균주의 복합 배지에서의 생육 가능성을 확인했

다. 이는 산업적으로 미생물의 균체를 활용하거나 미생물이 생산하

는 가수분해 효소들을 활용하기 위해선 미생물의 대량 배양과 같은 

공정이 필요하다. 이를 위해 일반적으로 배지 성분의 종류가 단순

한 복합 배지에서의 생육이 가능하면 장점이 될 수 있기에 이를 검

증하기 위해 3종류의 복합 배지(nutrient agar, Luria-Bertani agar, 
tryptic soy agar)에서 분리 균주의 생육 가능성과 함께 생육 온도

(37℃, 45℃, 50℃)의 특성을 확인했다. 그 결과 Table 2와 Fig. 1에

서 나타낸 것처럼 사용한 모든 조건의 복합 배지와 일반적인 중온 

및 고온의 배양 온도에서 균주의 생육이 확인되었으며, 균주 분리 

시 사용한 marine agar (MA) 배지와 유사한 생육이 확인되었다. 하
지만 tryptic soy agar (TSA) 배지에서는 균주의 생육이 다른 배지에 

No Isolate name Closed strain Closed strain number Similarity (%)

1 LKSU-1 Bacillus subtilis DSM 10 99.87

Table 1. Identification of a cultured strain isolated from Chojeong mineral water

Isolate
name

Media

NA* LA** TSA***

Temp. (℃) Temp. (℃) Temp. (℃)

37 45 50 37 45 50 37 45 50

LKSU-1 +1) + + + + + + + +

*: Nutrient agar, **: Luria-Bertani agar, ***: Tryptic Soy agar, 1): Well growth.

Table 2. Isolation and characterization of an isolated strain from Chojeong mineral water
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비해 퍼져 자라는 생육 특성이 확인되었다. 이는 분리 균주의 대량 

배양을 위해 일반적으로 사용하는 복합 배지의 사용 가능성을 확인

함과 함께 발효식품에서 분리된 Bacillus 속의 균주가 복합 배지 종

류에 따라 균체의 생육이나 혈전용해효소(subtilisin) 활성에 차이가 

있다는 연구(Park, 2012)처럼 배지 성분에 따른 생육 특성이 다른 

것을 나타내기에 분리 균주의 대량 배양을 위해선 배지 성분의 최

적화와 같은 추가적인 생리학적 특성 분석 연구가 필요할 것으로 

생각되었다.

복합 배지 종류에 따른 세포외 가수분해효소 생산 활

성 분석

초정리 광천수에서 분리된 균주의 다양한 종류의 복합 배지에서

의 생육이 가능함을 확인한 결과를 바탕으로 복합 배지 종류에 따른 

세포외 가수분해효소(amylase, lipase, protease)들의 활성 검증을 위

해 생육 특성 분석 시험에서 사용한 3 종류의 액체 타입의 복합 배

지를 사용하여 배양을 실시했다. 이를 통해 화장품과 식품 산업에서 

기능성 소재 개발을 위한 발효 균주로의 활용 가능성을 확인할 수 

있을 것으로 생각되며 그 결과를 Table 3과 Fig. 2에 나타냈다.

분리 균주의 경우 amylase와 lipase의 세포외로 분비되는 효소의 

활성은 사용한 3 종류의 배지에서는 확인되지 않았다(Table 3). 이와 

반대로 세포외로 분비되는 protease 활성은 분리 균주 배양에 사용한 

모든 액체 배지에서 확인되었으며, 이 중 LB broth 배지를 사용한 

경우 20.8±0.14 mm의 투명환이 측정되어 가장 높은 protease 활성이 

확인되었다(Table 3, Fig. 2). Fig. 1에서 나타낸 것처럼 nutrient agar 
(NA) 배지에서 분리 균주의 양호한 생육이 확인된 것과는 다르게 

nutrient broth (NB) 배지를 사용한 경우의 protease 활성은 사용한 

복합 배지 중에서 가장 낮은 투명환 크기(17.96±0.08 mm)가 확인되

었다. 이는 산업적으로 분리 균주가 생산하는 세포외 가수분해효소

를 활용할 경우에 배양 배지 최적화의 필요성이 있음을 시사한다. 
예를 들어 분리 균주가 생산하는 세포외 protease의 생산이나 정제 

등과 같이 protease를 목적으로 할 경우 질소원인 tryptone과 yeast 
extract, 무기염인 NaCl만이 배지 구성 성분으로 되어 있는 LB 배지 

구성 성분을 기본으로 배양 상등액 대량 생산을 위한 배지 최적화 

시험을 실시할 수 있을 것으로 예상되었다. 
또한, 분리 균주의 유전체 분석과 배지별 분리 균주에서 발현되

는 유전자를 분석하는 전사체 분석을 통해 배지 성분에 따라 특이

적으로 유도되는 protease 탐색과 in vitro 발현 및 정제, 재조합 단

백질을 사용한 P1 site 분석 등을 통해 선택적인 아미노산 서열을 

가지는 펩타이드의 생산 관련 기초 실험 결과의 확보를 위한 추가

적인 연구도 가능할 것으로 예상된다. 

탄소원 자화능 분석

탄소원 자화 능력은 탄소원 종류에 따른 미생물 대사에 이용하

Fig. 1. The result of the cultivation of an isolated strain from Chojeong 
mineral water on the diverse agar media. MA, NA, LA and TSA indicates 
the media of marine agar, nutrient agar, Luria-Bertani (LB) agar, and 
tryptic soy agar, respectively.

Islolate
name

Size of clear zone (mm)

Media

NB* LB** TSB***

Am1) Li2) Pr3) Am Li Pr Am Li Pr

LKSU-1 -4) - 17.96±0.085) - - 20.8±0.14 - - 19.05±0.18

*: Nutrient broth, **: Luria-Bertani broth, ***: Tryptic soy broth, 1): Amylase, 2): Lipase, 3): Protease, 4): No activity, 5): Data are means±standard deviation. 

Table 3. The activity of extracellular hydrolytic enzymes

Fig. 2. The activity of extracellular protease. The cultured-media filterated 
was used to analyze the activity of protease by using nutrient broth (NB), 
Luria-Bertani (LB) broth, and tryptic soy broth (TSB), respectively, for the 
cultivation of a LKSU-1 strain.
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여 균주 증식에 사용할 수 있는 능력을 평가할 수 있다. Bacillus 
속 균주의 경우 대사에 질소원을 이용하여 아민 화합물 등을 생성

함으로써 균주 배양 시 이취를 발생시켜 산업화에 적용 시 문제가 

되기도 한다(Contesini et al., 2018; Yoo et al., 2021).
본 연구 결과에서는 초정광천수로부터 분리된 균주가 3 종류의 복

합 배지 중에서 2가지의 질소원과 1가지의 무기염이 배지 성분으로 

이루어져 있는 LB 배지를 사용한 경우에서 높은 세포외 protease 활
성을 나타냈다. 향후 분리 균주 배양 시 배지 내 질소원을 대체해 사

용함으로 Bacillus 속 균주 발효 시 이취를 저감시킬 수 있을 것으로 

예상하고 분리 균주가 에너지원으로 활용 가능한 탄소원을 확인했다.
API 50 CH kit (Biomerieux)를 이용해 분리 균주의 탄수화물 대사

에 사용할 수 있는 탄소원을 평가한 결과, Table 4와 같이 실험에 사용

된 49종류의 탄소원 중 glycerol 외 18 종류의 탄소원을 대사에 사용할 

수 있는 것으로 확인되었다. 이러한 결과를 바탕으로 배지 최적화를 

위해 LB 배지 조성 성분 중 질소원인 tryptone을 자화 가능한 탄소원

으로 대체한 배지를 사용하여 분리한 균주 배양을 통해 protease 활성 

검증 등의 추가적 연구의 필요성이 있을 것으로 판단된다.
본 연구를 통해 국내 충청북도에 위치하고 있는 초정광천수를 

사용하여 B. subtilis의 1균주를 분리했다. 이는 국내에 존재하는 초

정광천수 이외의 유명한 약수로부터 Bacillus 속 균주의 분리가 가

능한 것을 나타냄과 동시에 국내 생명 자원의 다양성 확보에 있어

서도 의미가 있을 것으로 판단된다. 본 연구를 통해 분리된 균주의 

생육 특성, 세포외 분비 protease 활성과 탄소원에 따른 자화 능력의 

평가를 통해 분리 균주의 청국장과 같은 발효 식품 개발에의 적용

이나 천연물 유래 추출물의 발효를 통한 화장품 기능성 소재 개발

을 위한 발효 균주로의 산업적 활용 가능성을 검증하였으며 배지 

최적화를 위한 기초 연구 자료를 활용할 수 있을 것이다.

요 약

본 연구는 국내 충청북도 지역에 위치한 초정광천수로부터 

Bacillus 속 균주를 분리하고자 하였으며 이를 위해 marine agar 배
지를 사용하여 B. subtilis 균주를 분리했다. 분리 균주의 생육 온도

와 복합 배지에서의 생육 가능성을 확인했으며 균주 동정 결과 B. 
subtilis와 가장 유사한 것으로 확인됐다. 다음으로 분리한 균주의 

배양액이 화장품 및 식품 관련 산업에 활용 가능한지를 확인하기 

위해 세포 외 분해효소 생산 능력을 확인한 결과, LB 배지를 사용

해 배양한 경우 높은 protease 활성을 나타내는 것을 확인했다. 또
한, 분리 균주의 다양한 탄소원의 이용 능력을 확인한 결과 18 종류

의 탄소원을 대사에 사용할 수 있는 것을 확인하였다. 이번 연구는 

국내 유전자원 확보와 분리된 균주의 배지 최적화를 위해 기본 연

구 결과로 활용이 가능할 것으로 생각된다.
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Carbohydrate source Utilization Carbohydrate source Utilization

Glycerol + Salicin +

Erythritol - Celibiose +

D-arabinose - Maltose +

L-arabinose + Lactose -

Ribose + Melibiose -

D-xylose - Sucrose +

L-xylose - Trehalose +

Adonitol - Inulin +

β-Methyl-D-xylose - Melezitose -

Galactose - Raffinose +

Glucose + Starch +

Fructose + Glycogen +

Mannose + Xylitol -

Sorbose - Gentiobiose -

Rhamnose - D-turRanose -

Dulcitol - D-lyxose -

Inositol + D-tagatose -

Mannitol + D-fucose -

Sorbitol + L-fucose -

α-Methyl-D-
Mannoside

- D-arabitol -

α-Methyl-D-
glucoside

- L-arabitol -

N-Acetyl-
Glucosamine

- Gluconate -

Amygdalin - 2-Keto-gluconate -

Arbutin + 5-Keto-gluconate -

Esculin -

Table 4. Carbohydrate source utilization of the isolate LKSU-1
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