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수변 낙엽퇴적층에서 분리한 호열성 Geobacillus의 물질 분해 특성

백현주·조영근·안태석*

강원대학교 환경학과

수변 낙엽퇴적층에서 호열성 세균의 분포와 물질분해 양상을 파악하기 위하여, 호열성 세균을 분리하고 그 특성
을 조사하였다. 고분자 유기물의 분해력이 높고 60oC에서 생장하는 균주들을 탐색한 결과, 10개의 균주가 선별되
었다. 16S rRNA 유전자 염기서열을 결정하고 계통분석한 결과, 모두 Geobacillus 속으로 동정되었다. 균주들의
최적 성장온도는 55oC와 60oC, 최적 pH는 초기 pH가 6.0~8.0일 때로 나타났으며, 염분 3%일 때를 기준으로 성장
속도의 저해가 뚜렷하게 나타났다. 균주의 효소 활성도와 API 50 CHB kit에 의한 탄수화물 이용도를 바탕으로
균주의 생태학적 기능을 알아본 결과, G. stearothermophilus 균주들과 G. kaustophilus 균주들의 특성은 다른 종의
균주들과 명확히 구분되었으며, 나머지 균주들은 최적 성장환경의 생태학적 특징이 다양하게 나타나, 종별 구분
과 정확히 일치하지는 않았다. 약산성 환경에서 최적 성장하는 G. stearothermophilus 균주들은 높은 단백질분해
효소활성을 보이면서 다당류 분해와 단당류 이용도가 낮았고, 알칼리환경을 최적 서식지로 하는 G. kaustophilus
등은 이와 대조적으로 지질 분해 및 당류의 이용도가 높게 나타났다. 따라서, 수변 낙엽퇴적층에는 호열성 내성
포자 형성 세균인 Geobacillus 속 균주들이 다양한 생태학적 지위를 가지며 퇴비화와 유사한 천이과정을 거치면
서 수변 퇴적물질을 분해하는데 기여하는 것으로 보여진다. 
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45oC 이상의 고온 환경에서 증식하는 호열성 미생물은 열에

안정하고 고온에서 기능을 유지하는 다양한 효소들을 가지고 있

다(15). 이 효소들 중 다수는 고비용의 화학공정을 보다 효율적

인 생물학적 공정으로 대치하는 데 사용할 수 있어 산업적 가치

가 높다(3, 10, 19). 또한, 일부 내열성 효소는 열에 대한 안정성

이외에도, 극한 pH 및 화학변성제에 대한 안정성도 보유하고 있

어(14), 안정성이 높은 새로운 내열성 효소를 탐색하여 발견한다

면, 각종 화합물 제조 및 처리 공정의 효율성을 제고하는 데 활

용할 수 있다.

최적 성장온도가 55oC 이상인 호열성 세균은 고세균

(archaebacteria)과 진정세균(eubacteria) 모두에서 발견된다. 호열

성 고세균은 주로 하수처리장, 호수 퇴적층, 심해 열수구 등에서

발견되며, 유기물질의 부식이 일어나는 환경에서 메탄을 생성하

는 Methanobacterium spp. (11) 등 메탄생성세균과 S, SO3
2-,

SO4
2-와 같은 유황화합물을 최종 전자수용체로 이용하여 H2S로

환원시켜 성장하는 Thermococcus spp. 등 황환원세균이 이에 속

한다(1, 13, 22). 호열성 진정세균은 호열성 고세균보다 서식환경

이 다양하다(15). 주로 염분이 낮은 화산 및 열수지역 수변에서

분리되며, Bacilli와 Thermotogales 등이 이에 속한다(4, 24). 

퇴비화 과정은 자연적으로 열이 발생하는 호기성 상태의 유기

물 분해과정으로, 내열성 및 호열성 미생물들이 유기물질 광물화

와 열의 발생을 촉매 함으로써 진행된다. 따라서 퇴비는 각종 내

열성 및 호열성 미생물들이 한시적으로 분포하는 인위적 환경을

제공한다(20). 자연환경 중 유기물질의 광물화가 활발한 환경으

로는 삼림 지역의 낙엽퇴적층과 호소 기저 퇴적층 및 수변 퇴적

층 등, 식물사체가 축적되고 분해되는 장소들을 들 수 있다. 특

히, 수변 낙엽퇴적층은 난분해성 물질을 포함하는 다양한 유기물

이 다량 존재할 뿐만 아니라, 혐기성, 호기성, 미호기성 등 다양

한 미생물의 서식 조건이 형성될 수 있다. 따라서, 임상이 다른

식물 종으로 구성된 삼림토양들이 전혀 다른 미생물상을 가진다

는 예가 시사하듯이(2), 수변 낙엽퇴적층은 다른 환경에서는 발

견되지 않는 유기물 분해능이 높은 미생물 군집의 서식처가 될

수 있다. 특히, 한시적으로 퇴비와 유사한 환경이 조성되어 고온

성 미생물이 분포하고 잔류할 가능성이 있다.

대부분의 수변 낙엽퇴적층은 계절적 수위의 변동과 삼림의 천

이 및 생태에 따라 일시적으로 존재하거나, 혐기성 환경과 호기

성 환경을 오가는 등 한시성과 역동성을 특징으로 한다. 지금까

지 수변 낙엽퇴적층의 탄소순환과정에서의 역할과 분포하는 미

생물상에 대한 연구는 미진하였으며, 특히, 호열성 미생물의 분

포와 물질 분해능에 대한 탐색과 보고는 전무한 것으로 보여진

다. 본 연구에서는 수변 낙엽퇴적층으로부터 고온성 미생물을 분

리 및 동정하고, 분리된 균주의 생리·생화학적 특성과 배양학적

특성을 분석하였다. 
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재료 및 방법

균주의 분리 및 선발 

호수로 유입되는 하천의 하구에 수직으로 목재와 낙엽이 쌓여

있는 수변 낙엽퇴적층에서 시료를 채취하여 물질 분해능이 우수

한 균주를 분리하였다. 표층 30 cm 아래에서 채취한 시료 1 g을
carboxymethyl cellulose (CMC, 1%), starch (1%), peptone (1%),

olive oil (1%)을 함유한 액체 배지에 넣은 후 60oC에서 24시간

농화 배양(enrichment culture)하였다. 이 상등액을 고체 배지로

옮겨 순수 분리(pure culture) 과정을 거친 후, 크기와 형태가 서

로 다른 colony들을 선발하였다. Cellulase, amylase, protease,

lipase를 분비하는 균주를 선발하기 위한 각각의 배지에 균주를

도말한 뒤 60oC에서 24시간 배양하였다. Cellulase 검출배지(1%
CMC, 1% tryptone, 0.5% yeast extract, 1% NaCl, 1.5% agar),

amylase 검출배지(0.3% beef extract, 2% soluble starch, 0.5%

peptone, 0.5% NaCl, 1.5% agar), protease 검출배지(0.5%
pancreatic digest of casein, 0.25% yeast extract, 0.1% glucose,

1% skim milk, 1.5% agar), lipase 검출배지(1% Tween 80, 1%

peptone, 0.5% NaCl, 0.01% CaCl2H2O, 1.5% agar)에 형성된

colony 중에서 투명환(clear zone)이 가장 큰 10개의 균주를 선발

하였다. 각각의 기질에 대한 활성도는 배양 후 나타나는 colony

주위의 환의 크기로 측정하였고, 환의 크기가 6 mm 이상은

+++, 3~5 mm는 ++, 3 mm 미만은 +로 등급을 나누어 표기하였

다. 선발한 균주는 멸균된 20% glycerol에 동결하여 -70oC에 보

존하였다.

균주의 16S rRNA 유전자 염기서열 분석 

선발한 균주를 동정하기 위하여 16S rRNA 염기서열을 분석하

였다. Universal primer (27F, 5'-AGA GTT TGA TCC TGG

CTC AG-3'; 1492R, 5'-GGT TAC CTT GTT ACG ACT T-3')를

사용하여 각 균주의 16S rRNA 유전자를 PCR로 증폭하였으며,

27F primer와 BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing kit

(Applied Biosystems Inc., USA)을 사용하여 염기서열을 분석하

였다. 결정된 염기서열들은 accession no. FJ823097~FJ823106로

GenBank에 등재하였다. 각 균주의 염기서열은 Classifier (26)와

RNA Database Project Release 10.9 (6)와 대조하였으며,

Taxonomic Outline for Bacteria and Archaea, Release 7.7 (8)에

따라 종명을 동정하였다. 분리된 균주와 Taxonomic Outline 상의

종명과의 계통관계를 파악하기 위하여, Classifier가 도출한 속명

에 속하는 표준균주들의 16S rRNA 염기서열과 대상 균주의 염

기서열을 RNA Database Project Release 10.9의 염기서열의 정

렬에 따라 정렬하고 시각적 관찰과 수작업으로 gap이 최소화 되

도록 보정한 후, Hasegawa-Kishino-Yano (HKY) model과

maximum likelihood (ML)법을 사용하여 계통도를 작성하였다.

ML 계통도에 나타난 각 계통관계는 1,000번의 bootstrapping을

실시하여 검증하였다. ML법에 의한 계통분석과 bootstrapping을

위하여, PhyML version 2.4.4 (9)를 사용하였다.

균주의 형태 및 생화학적 특성 

균주의 형태학적 특성은 그람염색(12) 후 광학현미경(Olympus

BX60, Japan)을 이용하여 관찰하였다. 생리·생화학적 특성은

API 50 CHB kit (bioMrieux, Marcy I'Etoile, France)를 사용하여,

60oC에서 3, 6, 24시간 배양하면서 제조사의 지시대로 결과를 판

독하였다. 

균주의 성장속도

각 균주의 최적 성장조건을 알기 위하여 배양온도와 초기 pH

및 염분의 농도에 변화를 주면서 분리 균주의 성장률을 측정하

였다. 분리한 균주를 Nutrient broth에 각각 접종하여 40, 50, 60,

70oC에서 배양하였으며, pH는 4.0, 5.0, 6.0, 7.0, 8.0으로 조절하

고, 염분은 0, 1, 2, 3, 4%로 달리하여 조사하였다. 염분과 pH에

따른 성장률 조사는 균주의 최적 성장 온도로 나타난 60oC에서

24시간 배양하며 측정하였다. 접종 균주는 60oC에서 24시간 배

양한 것을 1% (v/v) 농도로 접종하였다. 균주의 생장은 600 nm

에서의 optical density (OD600)를 시간에 따라 측정하였고, log

(OD600)의 시간에 대한 변화율을, 선형변이 구간을 선택하여, 선

형 회귀 분석하여 성장속도(µ)로 측정하였다.

통계분석

선형회귀 분석에는 Microsoft Excel 2007 (Microsoft, Corp.,

USA)의 LINEST 함수를 사용하였다. 균주들의 물질 분해 특성

을 이용하여 균주들 간의 관계를 집락분석(cluster analysis)하기

위하여 cellulase, amylase, protease, lipase 활성은 검출배지상에

형성되는 환의 등급에 따라 0~3으로 분류하고, API 50 CHB kit

를 이용한 탄수화물 이용도 결과는 0과 1로 분류하였다. 총 53

개의 형질을 사용하여, PAUP* version 4.10b (23)에 구현된

Wagner model과 maximum parsimony법을 적용하여 집락분석을

수행하였다.

결 과

균주의 효소활성도

10개의 균주를 분리한 후, 각 균주의 cellulase, amylase,

protease, lipase 활성을 조사한 결과 4개 균주가 두 가지 기질을,

6개 균주가 세 가지 기질을 분해하는 것으로 나타났다(Table 1).

균주 S-36, C-21, C-24, L-14는 CMC를 분해하여 3 mm 미만의

환을 형성하면서 약한 cellulase 활성을 나타내었고, 균주 S-40은

중간 수준의 cellulase 활성을 보였다. Starch를 분해하는 것으로

나타난 균주 P-22, C-21, C-24, L-17은 낮은 amylase 활성을 보

였고, 균주 S-36은 중간 수준의 amylase 활성을 나타내었으며,

균주 S-35와 S-40은 큰 환을 형성하면서 높은 amylase 활성을

보였다. 균주 P-21, S-35, C-21, C-24, L-11은 skim milk를 분해

하면서 3~5 mm의 분해 환을 형성하여 중간 수준의 protease 활

성을 보였고, 균주 P-22는 6 mm 이상의 큰 분해 환을 형성하면

서 강한 protease 활성을 나타내었으며, 나머지 균주는 protease

활성을 보이지 않았다. Tween 80을 분해하는 것으로 나타난 균
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주 P-21, P-22, S-35, S-36, S-40은 약한 lipase 활성을 나타내었

고, 균주 L-11, L-14, L-17은 중간 수준의 lipase 활성을 보였다.

균주 S-35와 S-40은 다른 8개 균주들에 비해 세 가지 기질에서

가장 높은 효소 활성을 보였다.

균주의 동정 

분리한 10개 균주의 16S rRNA 유전자의 염기서열을

27~1,492 bp 영역에서 증폭하고 판독한 결과, 52~899 bp 영역

(Escherichia coli positions; X80725)의 서열이 명확히 판독되었

다. RDP의 표준균주(type strain)들의 염기서열과 비교한 결과,

분리한 10개 균주 모두 Geobacillus 속의 표준균주의 16S rRNA

와 99% 이상의 상동성을 갖는 염기서열을 보였다(Fig. 1). 균주

S-36은 G. tepidamans, 균주 S-35와 S-40은 G. caldoxylosilyticus,

균주 P-21, P-22, L-11은 G. stearothermophilus, 균주 C-21과 C-

24는 G. thermodenitrificans, 균주 L-14와 L-17은 G. kaustophilus

의 표준균주들과 명확한 집락을 형성하여 각각의 종으로 동정되

었다. 

균주 L-14와 L-17의 경우 서로간에 2 bp의 차이를 보이고, G.

Table 1. Activities of hydrolytic enzymes based on clear zone
diameter

Strain
Enzyme

Cellulase Amylase Protease Lipase

C-21 + + ++ -

C-24 + + ++ -

S-35 - +++ ++ +

S-36 + ++ - +

S-40 ++ +++ - +

P-21 - - ++ +

P-22 - + +++ +

L-11 - - ++ ++

L-14 + - - ++

L-17 - + - ++

-, no clear zone; +, clear zone diameter < 3 mm; ++, clear zone diam-
eter 3~6 mm; +++, clear zone diameter > 6 mm

Fig. 1. Phylogenetic relationship of 16S rRNA gene sequences of isolates to those of Geobacillus type strains and the strain G. kaustophilus
HTA426, the genome of which was completely sequenced (GenBank accession no. BA000043). GenBank accession numbers of each strain were
shown after the strain name. Maximum likelihood method with HKY substitution model was applied to phylogenetic tree of the present
Geobacillus. Bootstrap supports with 1,000 times of bootstrap replications, were shown on each branch when the support value was more than
50%. The scale bar represents the number of substitutions per site. Similarity between our isolates and their closest type strains in 16S rRNA was
shown in parenthesis.
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thermoleovorans, G. lituanicus, G. kaustophilus, G. vulcani의 표

준균주 염기서열과 1~5 bp 차이를 보이면서 그 중 어느 종에 더

유사도가 높은지 maximum likelihood boostrapping support

value에 의해 결정되지 못 하였다. 이들 종에 속하는 균주들 중,

염색체 전체 염기서열이 결정되어서 염기서열에 대한 신뢰도가

높은 G. kaustophilus HTA426 (BA000043)를 추가하여 대조한

결과, HTA426 유전체의 두 개의 유전자 위치(loci)에서 L-14와

1 bp 차이를 보이고, L-17과는 동일한 염기서열이 확인되었다

(Fig. 1). 이 결과에 따르면, G. kaustophilus와 G. thermoleovorans

는 16S rRNA 유전자 염기서열에 의해 구분되지 못하고, 전체

유전체의 변이에 의해 분리되는 종 복합체(species complex)이며,

L-14와 L-17은 이 복합체에 속하는 균주들로 볼 수 있다. 이 연

구에서는 L-14와 L-17이 G. kaustophilus HTA426 (BA000043)의

16S rRNA 유전자들과 동일한, 또는 단지 한 염기만 다른 염기

서열을 가지는 것이 확인 되었으므로, 두 균주를 모두 G.

kaustophilus로 동정하였다.

균주의 형태 및 생리·생화학적 특성

분리된 모든 균주는 그람양성의 간균 형태였고, API 50 CHB

kit를 이용하여 49가지 탄수화물의 이용 여부를 확인한 결과, 균

주간 특성의 차이로 인지될 수 있는 탄수화물은 24개 이었다

(Table 2). 분리된 균주 모두가 이용한 물질로는 D-glucose, D-

fructose, D-mannose, maltose, saccharose, amidon과 같은 6개 종

류였고, D-ribose와 esculin은 균주 L-11, D-xylose는 균주 P-21

을 제외한 나머지 균주 모두가 이용하는 것으로 나타났다. 반면

D-arabinose와 dulcitol은 균주 L-14만이, methyl-β D-

xylopyranoside와 L-rhamnose는 균주 C-24만이, 그리고 methyl-α
D-mannopyranoside, lactose와 β-gentiobiose는 균주 S-36만이 이

용하였다. Erythritol, L-xylose, D-adonitol, L-sorbose, inositol, D-
sorbitol, amygdalin, arbutin, inulin, xylitol, D-lyxose, D-tagatose,

D-fucose, L-fucose, D-arabitol, L-arabitol, gluconate, 2 keto-

gluconate, 5 keto-gluconate와 같은 19개 종류는 모든 균주가 이

용하지 못하였다. 

Table 2. Utilization of carbohydrates by isolates from litter deposit

Carbohydrates
Strain

C-21 C-24 S-35 S-36 S-40 P-21 P-22 L-11 L-14 L-17

Glycerol + + + + - - + + + -

D-arabinose - - - - - - - - + -

L-arabinose + + + + + - - - + +

D-ribose + + + + + + + - + +

D-xylose + + + + + - + + + +

Methyl-β  D- xylopyranoside - + - - - - - - - -

D-galactose - - - + - + - - - -

L-rhamnose - + - - - - - - - -

Dulcitol - - - - - - - - + -

D-mannitol + + + + - - + + + -

Methyl-α D-mannopyranoside - - - + - - - - - -

Methyl-α D-glucopyranoside - - + - - - - - - +

N-acetylglucosamine - + + + + - - - - -

Esculin + + + + + + + - + +

Salicin + + + + - - - - + -

Cellobiose - + - + + - - - + +

Lactose - - - + - - - - - -

Melibiose + + + + + - - - + +

Trehalose + + + + + - - - + +

Melezitose + + - + - + + + + +

D-raffinose + - - + + - - - + +

Glycogen + - - + - - - - + +

β-gentiobiose - - - + - - - - - -

D-turanose - + + + - - - + - -

Symbols denote positive (+) and negative (-) in sugar utilization patterns of API 50 CHB kit
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배양조건에 따른 균주의 성장속도 

배양온도를 40, 50, 60, 70oC로 조절하여 6시간 간격으로 균주

의 성장률을 측정한 결과 균주 L-14는 최적 성장 온도가 55oC로

나타났고, 60oC에서도 다른 균주들에 비해 성장률이 높았다. 균

주 L-14를 제외한 나머지 9개 균주는 60oC가 최적 성장 온도였

고, 특히 균주 S-36과 L-17이 다른 균주들에 비해 60oC에서 성

장률이 높은 것으로 나타났다. 초기 pH가 6.0~8.0 사이에서 대

부분의 균주가 높은 성장을 보였고, 각 균주별로 보면, 균주 C-

21, S-40, P-21, P-22, L-11은 pH 6.0, 균주 C-24, S-35는 pH

6.5, 균주 S-36은 pH 7.0, 그리고 균주 L-14와 L-17은 pH 8.0이

최적 pH로 나타났다. 염분 농도가 높아질수록 모든 균주의 성장

속도는 감소하였으나, 고농도 염분에 대한 내성(2~4%)은 다양하

게 나타났다. 염분도 3.0%를 기준으로 성장속도의 저해가 뚜렷

하게 나타났고, 4%에서는 성장률이 최소였다(Fig. 2). 

고 찰

이 연구는 수변 낙엽퇴적층에 분포하는 호열성 세균을 분리하

고 그 특성을 분석하는 목적으로 수행되었고, 그 결과 10개의

호열성 균주가 분리되었으며, 16S rRNA 유전자의 염기서열에

근거해 종명을 동정한 결과, 모두 Geobacillus 속의 종에 속하였

다. 이 속은 대표적인 그람양성균인 Bacillus 속으로부터 최근에

분리 명명된 새로운 속이다(17). Bacillus 속으로 여겨진 세균들은

매우 다양하며, 그 중 일부는 고온에서 생장하며 내생포자를 형성

하는 특징을 가진다. B. stearothermophilus, B. caldoxylosilyticus,

B. thermodenitrificans, B. tepidamans, B. thermoleovorans로 불리던

고온성 Bacillus들이 그 예인데, 각각 G. stearothermophilus, G.

thermodenitrificans, G. thermoleovorans (17), G. caldoxylosilyticus

(7), G. tepidamans (21) 등으로 명명되었다. 이들은 호기성이면서,

통성 혐기성 세균(facultative anaerobe)이고, 45~70oC의 최적 성장

온도를 가지는 것으로 알려져 있다 (17).

호열성 Geobacillus 균주의 최적 성장조건

이 연구에서 분리된 Geobacillus 속 균주들의 최적성장 온도와

pH, 그리고 염분에 대한 내성을 종합하여, 균주들의 최적 서식지

특성을 추론하였다. 염분에 대한 내성은, 모든 균주의 성장이 일

어나는 최고 염도이면서 성장속도의 차이가 두드러진, 3% 염분

에서 균주들의 성장속도(µ3%)를 표지(index)로 사용하여 해석하였

다. µ3% 값을 유의성 95%의 k-평균집락분석법에 의해 분류한 결

과, 0.037 h-1를 경계로 염분내성도가 높은 균주와 상대적으로 내

성도가 낮은 균주들로 분류되었다. 균주들의 최적 성장조건은

16S rRNA 유전자 염기서열에 근거한 종 분류와 일치하게 5개

그룹으로 나누어졌다(Fig. 3). G. thermodenitrificans 균주 C-21과

C-24는 µ3%로 나타낸 염분내성도가 높고(0.047~0.050 h-1), 60oC

의 온도와 pH 6.0~6.5인 조건에서 잘 성장할 수 있는 것으로 나

타났다. G. stearothermophilus 균주 P-21, P-22와 L-11은 60oC의

온도와 pH 6.0인 조건에서 잘 성장하는 공통성을 보였지만, P-

21과 P-22의 경우 염분 내성도가 낮고(0.016 h-1 µ3% 0.027 h-1),

균주 L-11은 염분 내성도(µ3%=0.041 h-1)가 높게 나타나는 대비

를 보였다. G. caldoxylosilyticus 균주 S-35와 S-40은 매우 낮은

염분내성도(0.012 h-1 µ3% 0.017 h-1)가 특징으로, 60℃와 pH

6.0~7.0의 조건에서 잘 성장할 수 있는 것으로 나타났다. 계통적

으로 다른 Geobacillus 속의 종들과 가장 상이한 G. tepidamans

종에 속하는 S-36은 낮은 염분내성도(µ3%=0.022 h-1)와 중성 pH

에서 최적 성장하는 특징으로 다른 균주들과 구별되었다. G.

kaustophilus 종으로 L-14와 L-17가 분리되었는데, 두 균주의 최

적 성장환경은 pH 8.0의 알칼리성 환경이라는 점에서 다른 균주

들과 매우 달랐다. 또한, 염분내성도가 서로간에도 각각 0.058 h-1

와 0.030 h-1로 대비되는 이질성을 보였다. 이 연구에서 조사한

Fig. 2. Variation of specific growth rates (h-1) of Geobacillus isolates
with temperature (top panel), pH (middle panel) and salinity (bottom
panel). Symbol (○ ) C-24; (● ) C-21; (△ ) S-36; (▲ ) L-14; (□ )
P-21; (■ ) S-40; (▽ ) L-17; (▼ ) S-35; (◇ ) L-11; (◆ ) P-22.



Vol. 45, No. 1 수변 낙엽퇴적층에서 분리한 호열성 세균 37

10개 균주들의 최적 성장온도 분포는 다른 연구에서 관찰된 호열

성 Geobacillus들의 서식 온도의 분포의 범위와 큰 차이를 보이

지는 않았다. 일례로, G. thermodenitrificans NG80-2는 45~73oC

에서 성장하였고, 최적 온도는 65oC로 나타났다(25). 이는 동일종

의 균주 C-21과 C-24의 최적 성장온도(60oC)와 유사하였다. 

호열성 Geobacillus 균주 간의 생태학적 다양성과 분화

균주들은 온도, pH, 염분 조건에 따라 최적 성장환경이 다른

것으로 나타났고(Fig. 3), 균주 각각의 탄수화물 이용 특성도 다

른 경향을 보였다(Tables 1 and 2). 따라서 각 균주들은 서식지

에서 분해 역할이 서로 다를 것으로 판단된다. 종 및 균주에 따

라 분해 혹은 흡수/이용할 수 있는 탄수화물과 고분자 유기물의

차이를 시각화하여 고찰하기 위하여, 각 균주의 4가지 가수분해

효소 발현양상(Table 1)과 API 50 CHB kit에 포함된 49가지 탄

수화물 이용양상(Table 2)을 maximum parsimony법에 의해 집락

분석하였다(Fig. 4). Bootstrap support에 의해 G. stearothermophilus

종인 L-11, P-21, P-22 균주는 다른 균주들과 명확히 다른 물질분해

양상을 가짐을 알 수 있었고, G. kaustophilus인 L-14와 L-17 또한

유사한 기질 이용양상을 보였다. 그러나 S-35와 S-40, 그리고 C-21

과 C-24는 각각 동일 종임에도 불구하고, G. stearothermophilus와 G.

kaustophilus의 기질 이용 양상과 유사도를 보였다. 16S rRNA 유전

자 염기서열에 의한 계통분석 결과를 보면(Fig. 1), G. tepidamans S-

36이 Geobacillus 속의 공통조상과 가장 친화도를 보이므로, Fig. 4

의 계통도의 root는 균주 S-36 분지 지점 근처에 위치한다고 볼

수 있다. 이에 따라 G. stearothermophilus와 G. kaustophilus 균주

들의 집락이 공통적으로 가지는 기질 이용 양상의 계통도에 따른

변화를 보면(Fig. 4의 굵은 화살표와 점선으로 연결된 박스), 공

통조상(화살표의 시작점)에서 자손의 단계(화살표의 종점)로 변화

해 갈 때, G. stearothermophilus와 G. kaustophilus 균주들의 집

락들이 대체로 서로 상이한 기질 분해능을 습득하거나 상실하는

것을 볼 수 있다. 특히 두드러진 점은 G. stearothermophilus 집

락을 만든 계통적 변화는 cellulose, cellobiose, melibiose 등의

다당류 분해와 trehalose, salicin, arabinose 등의 단당류 이용 능

력을 상실하는 방향으로 진행된다는 점이다. 이 관찰 결과를 Table 1

의 고분자 유기물 분해 양상과 비교하면, 당류 이용능이 상대적으로

미약한 G. stearothermophilus 균주들이 최고의 protease 활성을

가진다는 점과 대조됨을 볼 수 있다.

이와 대조적으로 G. caldoxylosilyticus S-35와 S-40, 그리고 G.

thermodenitrificans C-21과 C-24는 동일종 균주들의 물질 분해능

이 상이하게 분포하는 경우이다. S-35와 S-40은 cellulase와

protease의 활성 유무에서 서로 반대의 경우이고(Table 1), 6가지

당류의 이용도에 차이가 있었다(Table 2). C-21과 C-24 사이는 7

가지 당류의 이용도에 차이가 있었다(Table 2). 이는 G.

stearothermophilus와 G. kaustophilus의 물질 분해능 관련 형질들

이 자연선택을 받으며, 종 수준에서 생태적 지위가 결정되도록

특화되어가는 반면, G. caldoxylosilyticus와 G. thermodenitrificans

의 경우 물질 분해능의 다양성이 요구되는 생태적 지위를 형성하

는 것으로 볼 수 있다.

Fig. 3. Distribution of Geobacillus isolates by their optimum growth
temperature and pH, and tolerance to salinity, i.e., specific growth rate
(h-1) at 3% salinity. Two strains (P-22 and S-40) were located at the
same position in the three-dimensional coordinate. Symbol (○ ) G.
tepidamans; (● ) G. caldoxylosilyticus; (□ ) G. stearothermophilus;
(■ ) G. thermodenitrificans; (+) G. kaustophilus.

Fig. 4. Unrooted maximum parsimony tree for phenotypic clustering
of Geobacillus isolates based on activities of the four kinds of
hydrolytic enzymes and the usage pattern of 49 carbohydrates tested
by the API 50 CHB kit. Bootstrap supports higher than 50 were shown
next to corresponding branches. Based on the phylogeny by 16S
rRNA gene sequences (Fig. 1), S-36 was assumed to branch directly
out from the common progenitor of all isolates. Arrows indicate the
route of evolution from the presumed common progenitor. Boxes
connected to each arrow by dashed lines list change of characters
during each step of evolution (a branch marked as an arrow). Small
arrows within a box indicate the direction of change of a character
along with the evolutionary step. The scale bar indicates the number of
different characters. Symbol (○) G. tepidamans; (●) G.
caldoxylosilyticus; (□) G. stearothermophilus; (■) G.
thermodenitrificans; (+) G. kaustophilus.
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균주들의 최적 성장 환경 특성(Fig. 3)은 세균 종 동정 결과

(Fig. 1)와 일치하고, Table 1, 2와 Fig. 4에 제시된 기질 이용 양

상의 다양성도 대체로 종명과 성장환경 특성의 집락들에 부합한

다. 즉, G. stearothermophilus와 G. kaustophilus 균주들은 각각

pH 6.0과 pH 8.0으로 대비되는 서식환경을 최적 성장환경으로

분화하고, G. caldoxylosilyticus와 G. thermodenitrificans 균주들은

pH 6.0~6.5의 서식환경에 산포하면서, 염분내성도가 종에 따라

분리되는 양상을 보인다. Geobacillus 속의 공통조상과 계통적

친연성이 가장 높은 G. tepidamans S-36의 경우 중간적 최적성

장 환경(Fig. 3)과 물질 분해능 분포(Fig. 4)를 보였다.

최적 성장환경 특성, 계통분류에 근거한 세균 종명, 기질 이용

양상 등의 자료를 종합하면, 10개의 Geobacillus 분리 균주들은

5개의 종류로 분류되어 그 생태적 특성이 다음과 같이 요약될

수 있다. G. kaustophilus L-14와 L-17 (group 1)은 55~60oC, pH

8.0의 약알칼리성에서 서식하고, 지질 분해 효소를 내며, G.

tepidaman S-36 (group 2)은 60oC, pH 7.0의 조건에서 서식하며

섬유소, 전분, 지질 분해 효소를 낸다. G. caldoxylosilyticus S-35

와 S-40 (group 3)은 60oC 조건에서 서식하며 amylase 활성이

매우 높다. G. thermodenitrificans C-21과 C-24 (group 4)는

60oC 조건에서 서식하며 섬유소, 전분, 단백질 분해 효소를 낸다.

Group 3~4의 균주들은 기질 이용 양상의 다양성이 높고, 최적

성장 pH는 6.0~6.5로 다양하다. G. stearothermophilus P-21, P-

22와 L-11 (group 5)은 60oC, 약산성(pH 6.0) 조건에서 서식하며

protease 활성이 높다. 

Cellobiose 및 melibiose, glycogen, β-gentiobiose 등과 같은 이

당류 혹은 다당류는 중성이나 약알칼리성 조건에서 서식하는 그

룹에서 주로 이용하는 것으로 나타났다. pH가 중성에 가까울수

록 탄수화물 이용도가 높았으며, 최적 서식환경이 pH 6.0인 균

주 P-21, P-22, L-11은 다른 균주들에 비해 탄수화물이용도가 낮

게 나타났다. 전형적인 퇴비화 과정에서 중성에서 약 알칼리성

방향으로의 산성도 변화는 단백질 분해 시 암모니아이온의 발생

때문에 나타날 수 있다(20). G. stearothermophilus 균주들은 당류

를 이용하는 능력이 제한된 반면(Fig. 4, Tables 1 and 2), 단백

질 분해 효소의 활성이 높았다. 알칼리성 조건에서 최적 성장하

는 G. kaustophilus L-14와 L-17은 이와 대조적으로 지질분해 효

소의 활성이 높고(Table 1), 다양한 당류를 이용할 수 있었다

(Fig. 4 and Table 2). 따라서, G. stearothermophilus로부터 G.

kaustophilus로 천이가 진행되면서, 단백질 분해에서 지질 및 단

당류 이용으로, 수변 낙엽퇴적층의 호열성 세균에 의한 퇴비화가

진행되는 과정을 추론할 수 있다. 그러나, 수변 낙엽퇴적층에서

는 내열성 세균으로 내성포자를 형성하는 Geobacillus 속 만이

분리되었다는 점과, 수변 낙엽퇴적층에서 열이 발생하는 것을 관

찰한 예가 보고되지 않는 다는 점에서, 이런 퇴비화 과정은 일회

적 혹은 한시적으로 나타난다고 보아야 타당하다.

이 연구에서 조사한 균주들의 기질 이용 양상과 최적 성장환

경이 일부 종에서는 유사도를 보이면서도, 동일 종내 균주간 분

화도가 또한 유의미한 정도라는 점이, 이미 보고된 다른 균주들

의 특성과 비교할 때 나타난다. 균주 L-14, L-17은 G.

kaustophilus DSM 7263T (17)과 같이 xylose, cellobiose,

trehalose를 이용하였으나, 두 균주 모두 G. kaustophilus DSM

7263 T가 이용하지 못한 ribose를 이용하였고, 균주 L-14의 경우

는 glycerol도 이용하는 것으로 나타났으며, 염분 내성도는 0~2%

로 유사하였다. 균주 S-35와 S-40는 G. caldoxylosilyticus DSM

12041 (7)과 같이 xylose를 이용하였고, glucose와 lactose는 이용

하지 못하였다. 균주 C-21과 C-24는 G. thermodenitrificans DSM

465T (16)와 같이 ribose, xylose, trehalose를 이용하지만, lactose

는 이용하지 못하였고, cellobiose는 균주 C-24만이 이용하였다.

균주 P-21, P-22, L-11은 Claus와 Berkeley의 연구에서 분리된

G. stearothermophilus (5)와 같이 cellobiose와 lactose는 이용하지

못하였지만, 균주 P-21의 경우에는 galactose를 이용하는 것으로

나타났다. 이와 같이 각 균주들은 기존에 분리된 동일종 균주들

과는 다소 다른 특성을 보였다. 

분리된 균주들의 서식 특성과 생태학적 기능을 살펴본 결과

수변 낙엽퇴적층은 내성포자를 형성하는 다양한 호열성 세균의

한시적 서식처로 작용하며, 유기물질 분해능이 우수한 내열성 효

소의 탐색 및 분리원으로 활용가치가 있음이 확인되었다. 따라서,

이들 균주들과 그 가수분해 효소들은 고열상태에서 폐기물을 처

리하는 과정에 이용 가능할 것으로 생각된다. 특히, Rhee et al.

(18)의 연구에서 균주 SC-1와 Geobacillus sp. SK-1를 혼합 배양

하였을 때 단독 배양 보다 생장이 높았던 점과, 본 연구에서 분

리된 Geobacillus 균주들이 분해하는 기질의 종류가 종 및 균주

에 따라 상이함을 고려한다면, 균주간의 편리공생과 영양공생

(syntrophism) 및 천이에 의해 물질분해 효율이 보다 높아짐을

기대할 수 있다. 따라서, 폐기물 처리에 호열성 Geobacillus를 이

용할 경우에는 균주를 혼합하여 사용하는 것이 효과적일 것으로

생각된다.
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ABSTRACT : Hydrolytic and Metabolic Capacities of Thermophilic Geobacillus Isolated from Litter
Deposit of a Lakeshore
Hyun Ju Baek, Young-Gun Zo, and Tae-Seok Ahn* (Department of Environmental Science,
Kangwon National University, Chuncheon 200-701, Republic of Korea) 

To understand contribution of thermophilic microorganisms in decomposition of litter deposits on shore of
lakes, we surveyed a lakeshore litter deposit for bacteria growing at 60oC. Ten thermophilic isolates were
selected for in-depth characterization, based on their high capacity to degrade high molecular weight organic
compounds. Based on phylogenetic analysis on their 16S rRNA gene sequences, all isolates were identified as
Geobacillus. The optimal growth temperature and pH of the strains ranged 55~60oC and 6.0~8.0, respectively.
Salinity was inhibitory to the growth of the isolates, showing marked decrease of growth rates at 3% salinity.
Based on activities of hydrolytic enzymes and profiles of carbohydrate utilization (determined by API 50 CHB
kit), three G. stearothermophilus strains showed patterns clearly distinctive from other isolates. Two G. kaus-
tophilus strains also demonstrated distinctiveness in their metabolic pattern and ecological parameters. How-
ever, ecological and metabolic profiles of the other five isolates were more variable and showed some degree of
digression from their phylogenetic classification. Therefore, it could be concluded that endospore-forming ther-
mophilic bacteria in lakeshore litter deposits contribute to degradation of organic materials with diverse eco-
logical niches while having successions similar to microbial flora in compost. We propose that the thermophilic
isolates and/or their thermo-tolerant enzymes can be applied to industrial processes as appropriate mixtures. 


