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Bacillus sp. KN-517에 의한 keratinase의 생산 
최적 조건과 모발분해에 적용
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Abstract A microbial strain having high keratinase activity was isolated from the soil of poultry factories of Gyeonggi or 
Chungcheong-do. The isolated strain was identified as Bacillus sp. based on its morphological and biochemical 
characteristics. In this study, the optimal conditions for the production of keratinase by this strain were investigated.
The optimal medium composition for the keratinase production was determined to be 3.5% chicken feather as 
carbon source, 1.0% tryptone as organic nitrogen source, 1.0% KNO3 as inorganic nitrogen source and 0.05%
KCl, 0.05% KH2PO4, 0.03% K2HPO4 as mineral source and 0.01% yeast extract as growth factor. The optimal 
temperature and pH was 40℃ and 8.5 with shaking culture (200 rpm), respectively. The maximum keratinase 
production reached to 123 units/ml after 42 hr of cultivation under the optimal condition. When the hair was 
used as the sole carbon source, the maximum enzyme activity was 88 units/ml after 120 hr and in this case, 
the hair added in the medium was not degraded completely but got thinner than the control by 20%.
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서  론1)  

  Keratin은 불용성의 단백질로 사람의 머리카락과 손톱 

및 조류의 feather를 구성하는 대표적인 물질이다. 이러한 

keratin은 물리적, 화학적으로 강하여 보통의 단백질과는 

달리 부패되지 않고 여러 가지 화학약품에 대하여 저항력

이 있으며 물리적 강도 또한 높다. Keratin의 물리 화학적 

안정성은 keratin의 구조적인 특이성에서 기인한다. Keratin
은 cysteine 함량에 따라서 soft keratin과 hard keratin으로 

구분되며, soft keratin은 cysteine 함량이 약 10%이하이며 
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피부 등의 keratin이 여기에 포함되며, hard keratin은 cysteine
이 약 10∼14%로 disulfide 결합이 많은 머리카락, 손발톱, 
뿔, 발굽, 양털, 깃털 등이 이에 속한다 [1]. Keratin은 구조적

으로 polypeptide chain이 supercoiled된 상태에서 α-helix 
(α-keratin)나 β-sheet (β-keratin)의 구조로 단백질 사슬이 

매우 단단하게 쌓여있으며, polypeptide chain사이에 수많

은 disulfide 결합과 수소결합 및 소수성결합 등이 존재하

기 때문에 매우 안정하며 [2], 단백질 분해 효소에 대한 저

항성이 매우 크다 [3]. Chicken feather를 분해하는 미생물이 
생산하는 특이적인 protease를 keratinase 또는 keratinolytic 
protease라고 하는데, 이 효소들은 매우 compact한 기질을 

분해한다는 측면에서 다른 protease 또는 peptidase와 구별

되어 진다 [4]. 그리고 유도효소인 keratinases를 생산 시 

대부분 탄소원으로 chicken feather를 사용한다 [5].
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  가금류의 feather는 생물학적으로 난 분해성 단백질인 

keratin으로 구성되어 있다 [6]. 가금류 도축과정의 부산물

로 발생되는 가금류 폐기물은 국내의 고압, 가열처리하여 

건조, 분쇄한 후 우모분 사료로 사용되고 있다. 그러나 공정

상 에너지의 소모가 많고 처리 과정에서 필수 아미노산의 

손실을 야기하며 사료로 사용 시 동물의 소화관 내에서 낮은 
소화율을 나타내는 단점이 있다 [7,8]. 이러한 단점을 극복

하기 위하여 미생물이 생산하는 keratinase를 산업적으로 이

용하고자 하는 많은 노력들이 시도되고 있다 [9,10].
  모발은 모표피, 모피질, 모수질의 3층으로 구성되어 있고 
대부분 (80∼90%)이 keratin으로 되어 있으며 나머지는 지

질, 수분, melanin색소, 미량원소 (trace elements)로 이루어

져 있고 [9,4,10], 14∼18%의 cystine 아미노산을 함유하

고 있는데 cystine의 이황화 결합은 모발에 유연성을 부여

한다. 모표피는 약 5∼10개의 cuticle cell로 구성되어 있으

며 모발의 장축에 따라 납작하게 뻗어 있다. Cuticle cell은 

외측으로부터 epicuticle, exocuticle, endocuticle으로 되어 

있고, 큐티클 층의 기능은 피질을 둘러싸서 물리적 자극으

로부터 모피질의 손상을 방지하는 역할을 하고, 손상되지 

않은 큐티클 표면은 빛을 굴절시키고 모발의 마찰력을 줄여

준다 [11]. Epicuticle는 큐티클세포의 세포막으로서 모발

에 윤기를 갖게 해준다. Epicuticle와 exocuticle은 cysteine
성분이 많이 존재하고 있고 높은 교차결합으로 물리적으로 

강한 부위이다 [12]. Endocuticle은 모표피의 가장 안쪽에 

위치하고 있는 부분으로 양면 접착테이프와 같은 세포막 

복합체 (cell memberance complex, CMC)로 한쪽은 인접한 

모피질을 밀착시키고 다른 한쪽은 외표피의 틈과 중첩되어 

있다 [13]. 모피질 (cortex)은 모발에서 가장 중요한 부분으

로 모발의 약 85∼90%를 차지하고 있으며 모발섬유 방향과 

평행한 원통형의 macrofibril이 다수 모여 모피질 세포를 
이룬 결정영역과 세포 간 결합물질인 비 결정영역으로 구성

되어 있다 [14]. 모발 시술 시 환원제와 염모제와 같은 화학 
약품은 세포막복합체의 틈으로 침투하게 되어 모발의 단백

질 구조를 변화시키는데 이로 인해 모발은 윤기가 없고, 내부

의 수분과 간충 물질의 유출로 인해 건조하고 푸석푸석하며, 
탄력성이 떨어진다 [15]. 그런 상태에서 반복 화학적 시술을 
할 경우 손상은 더욱 가속화되어 퍼머넌트 시술 시 컬의 
탄력성이 떨어지고 염색 시 색상의 유지력이 짧으며 염착력

이 저하된다. 또한 환경오염에서 오는 공해와 스타일링 제품 

속 화학약품의 잔류는 모발을 오염시켜 큐티클을 들뜨게 하

고 윤기를 상실시키며 질감을 거칠게 하는 문제를 발생시

킨다 [16]. 또한 정상모발이라 할지라도 오구가 붙어있으면 
매끄럽지 못하다. 이러한 모발의 문제점을 해결하기 위하여 

keratinase를 모발에 처리하면 오구가 제거되며, 이때 모피

질까지는 손상시키지 않으면서 모발 표피부분을 부분 분해

함으로 퍼머넌트 시술의 효율을 높이는 것을 예비실험에서 

확인하였다. 따라서 모발을 매끄럽게 하거나 퍼머넌트와 

같은 모발 시술 전처리제로 keratinase를 사용하여 모표피

를 부분 분해할 경우 모발의 손상을 줄이면서 원하는 퍼머

넌트 시술을 효과적으로 수행할 수 있겠다.
  본 연구에서는 whole chicken feather를 분해할 수 있는 

높은 keratinolytic protease를 생산하는 균주를 screening
하고 keratinase의 생산을 최적화하고 모발의 개선효과 및 

모발 화장품으로 응용 가능성을 보고자 모발과 배양 시 모발

이 분해되는 것을 확인하였다.

재료 및 방법   

Chicken feather의 전처리

  양계장에서 수집한 chicken feather에서 이물질들을 분

리해낸 후, 증류수를 이용하여 10회 세척하였다. 세척한 
chicken feather를 60℃ dry oven에서 완전 건조가 되도록 

3일 동안 건조하고, 가위를 이용하여 약 5 mm의 길이로 절단

하여 배지 성분 및 activity test를 위한 기질로서 사용하였다.

Keratin azure의 전처리

  Keratin azure를 기질로 사용하기 위하여 다음과 같이 

전처리하였다. Keratin azure를 1∼2 mm로 절단한 후 막자

사발에 넣고 액체질소를 가하여 급랭시킨 후 미세하게 분쇄

하여 분말화하였다.

시험 균주의 분리 및 배양

  Keratinase 생산균주를 분리하기 위하여 경기도 일대의 

가금류 처리공장과 폐기물 처리장 부근의 토양에서 채취하여 
균원 시료로 사용하였다. Keratinase 생산 균주는 5.0% skim 
milk, 1.7% agar (pH 7.0)로 하는 1차 선별 배지를 이용하여 

균원시료 희석액을 도말하고 37℃에서 36시간 배양하여 
clear zone이 큰 균주를 1차 분리하였다. 이들 균주 중에서 

feather keratin에 대한 분해능이 우수한지 확인하기 위하

여 분리된 각 균주를 0.5% chicken feather, 0.05% NH4Cl, 
0.05% NaCl, 0.03% K2HPO4 0.04% KH2PO4, 0.01% 
MgCl2 ․ 6H2O, 0.01% yeast extract (pH 7.0)로 하는 2차 

선별 배지에 접종하여 37℃에서 200 rpm으로 48시간 배

양하였다. 배양 후 원심분리한 상층액을 37℃에서 keratin 
azure를 이용하여 keratinase 활성을 측정하였다. 여기에서 

활성이 가장 우수한 균주를 분리하여 KN-517라 명명하였

다. 최종 선별된 균주는 NB (Nutrient Broth) 100 mL을 

300 ml Erlenmeyer flask에 넣어 배양 한 후 30% glycerol 
현탁액과 1：1로 혼합하여 -70℃ deep freezer에서 보관하

였다. 그리고 효소 생산 조건을 검토하기 위한 배양은 2차

선별 배지를 500 mL Erlenmeyer flask에 100 mL을 분주

하여 121℃에서 20 min동안 가압 살균 한 후 2차 선별배지

에서 활성화시킨 전 배양액 1 mL을 접종하여 37℃ 200 rpm
에서 48시간 동안 진탕 배양하였다.
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균체량의 측정

  균체량의 측정은 직물을 이용하여 잔여 깃털을 제거한 후 

8,000 rpm으로 15 min동안 원심분리하여 얻은 균체를 
105℃에서 항량이 되도록 건조한 후 건조중량 (D.C.W. dry 
cell weight)을 측정하였다.

Chicken feather 분해균의 동정

  분리된 균주를 동정하기 위하여 Bergey’ manual of 
systematic bacteriology를 기준으로 하여 형태학적, 배양학

적, 생리학적 특성을 조사하였다 [17].

효소 활성 측정

  Keratin azure를 이용한 Assay - 배양조건 검토를 위하

여 효소의 활성은 Suntornsuk 등 [18],의 방법을 변형하여 

조사하였다. 조효소액 (원심분리액) 1 mL을 keratin azure 
현탁액 (0.01 M Tris-HCl buffer pH 7.5, 4 mg/mL) 1 mL에 

첨가하여 water bath에서 37℃, 150 rpm으로 1시간 반응

시킨 후 10분간 끓여서 반응을 정지시키고 8,000 rpm에서 

원심분리하여 기질에서 유리된 발색단을 595 nm에서 측정

하였다. 대조군은 조효소액과 keratin azure현탁액의 혼합

액을 반응 전에 10분간 끓인 것으로 하였다. 그리고 효소

의 units는 37℃에서 1분 동안 기질과 반응한 반응액의 흡

광도를 0.01 증가시키는 효소량을 1 unit라고 하였다.
  깃털을 이용한 Assay - 깃털을 이용한 효소활성의 측정

은 Farag 등 [6]의 keratin을 이용한 효소활성 측정 방법을 

변형하여 사용하였다. 조효소액 5 mL을 0.1 g의 절단된 깃

털에 첨가하여 37℃에서 1시간 동안 반응시킨 후 8,000 rpm으

로 원심분리하여 잔여 깃털을 제거한 후 Lowry method [19]
를 이용하여 770 nm에서 흡광도를 측정하였다.

시료 모발

  본 연구에서 이용된 모발은 염색, 퍼머넌트, 탈색 등의 

화학적 처리를 전혀 하지 않고, 특정한 질병이나 약물 복용, 
흡연이나 다이어트 등을 실시한 적이 없는 건강한 20대 여성

의 모발을 사용하였다. 시료 모발은 모근으로부터 약 10 cm 
길이로 잘라 시료로 이용하였다.

모발의 굵기 측정

  모발 시료를 24∼25℃, 상대습도 50∼55%의 환경에서 

24시간 동안 실온에서 방치한 후 자연 건조하였다. 시료 당 
20 가닥을 취하여 digital micrometer (Mitutoyo model no. 
IP 65)로 모발 굵기를 10회 반복 측정 후 그 평균값을 구하

였으며 측정지점은 모근 부위 쪽으로부터 5 cm 지점으로 

하였다. 모발 굵기의 오차를 최소화하고 실험의 신뢰성을 부

여하기 위하여 같은 방법으로 10회 측정하여 SPSS program
을 이용하여 평균값과 표준편차를 구하였다.

사용 기기 및 시약

  본 실험에 사용한 spectrophotometer는 Hitachi model 
2000을 사용하였다. 본 실험에 사용한 시약은 Sigma 사의 

keratin azure를 사용하였으며, 그 외의 시약은 특급 내지 

1급 시약을 사용하였다.

결과 및 고찰

균주의 동정

  본 실험에 사용한 분리된 KN-517 균주의 형태학적 특성 
및 각종 배지를 이용한 배양상의 특성을 조사한 결과 본 
균주는 Gram 양성의 호기성 간균이며 내생포자를 형성하며 
운동성이 있고 catalase는 양성이고 oxidase는 음성이었다 

(data not shown). Glucose를 이용하여 산을 형성하였으며 

가스 발생은 음성이었다. Gelatin, casein, starch의 가수분해

능이 있으며 indole 생성능에서는 음성이었다. 이와 같은 

결과를 종합하여 볼 때 본 실험에 사용한 균주는 Bacillus 
licheniformis와 가장 가까운 특성을 보였으나 정확한 균종

을 확인할 수 없었으며 Bacillus sp. KN-517로 명명하였다. 

탄소원의 영향

  동정한 Bacillus sp. KN-517 균주의 균체 증식과 효소

활성에 미치는 탄소원의 영향을 조사하기 위하여 chicken 
feather 0.5%를 첨가하고 탄소원을 배제한 2차 선별 배지에 
각종 탄소원을 0.5% 되도록 첨가하여 37℃에서 48시간 진탕

배양 (200 rpm)한 후 균체량과 효소활성을 조사한 결과는 

Table 1과 같다. Table 1에서 D-sorbose, dextrin, mannitol, 
sorbitol 등이 chicken feather만을 유일 에너지원으로 하였

을 때와 거의 같은 효소활성을 나타내었다.
  본 연구에서 glucose는 효소활성에 영향을 미쳐 효소활성

이 41%로 나타났다. 이와 같은 결과는 Kim [20]의 1.0% 
glucose를 첨가 시 효소활성 및 균체생성을 촉진하였다는 

결과와는 상이하였다. 또한 Bang 등 [21]의 결과와 비교하

였을 때 D-sorbose, dextrin, mannitol, sorbitol에서 활성이 

높게 나왔다는 결과와도 상의하였다. 그리고 Wang 등은 
B. licheniformis PWD-1와 재조합 B. subtilis FDB-29에 
의한 keratinase 생산은 탄수화물들에 의해 저해를 받는다고 
하였다 [22]. 이렇게 keratinase 생산을 저해 하는 glucose
와 달리 D-sorbose, dextrin, mannitol, sorbitol 등의 탄소원

에서는 효소활성이 chicken feather만 0.5% 첨가 시와 거와 
같게 나타난 것은 효소생산에 이들 탄소원들은 거의 영향을 
미치지 않는다는 것이다. 이것은 아마도 이들 탄소원을 자화
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하는 능력이 떨어져 나타난 결과로 보인다.

Table 1. Effect of C-source on the production of keratinase 
produced by Bacillus sp. KN-517

C-source1) D.C.W. (g/L)2) Final pH Relative activity (%)

None
Xylose

Glucose
Galactose
D-Sorbose

Lactose
Sucrose
Maltose
Dextrin

Mannitol
Sorbitol

Soluble starch

0.75
0.34
0.27
0.37
0.84
0.81
0.75
0.86
0.88
0.93
0.91
0.45

6.68
4.81
4.35
6.52
6.09
4.79
4.38
4.67
4.98
4.29
4.26
4.68

100
69.34
41.39
69.76

100.31
98.55
83.10
96.14

102.02
103.09
101.53
66.01

1) All carbon sources were added to 0.5%.
2) Cultivation was carried out at 37℃ for 48 h in the 2nd 

isolation medium.

  Table 1에서 keratinase 효소활성에 특별히 도움이 되는 

탄소원이 없어 chicken feather만을 유일 에너지원으로 다음 
실험을 진행하였다. Fig. 1은 chicken feather 첨가에 따른 

효소생산의 결과이다. Fig. 1에 의하면 chicken feather 3%, 
3.5% 첨가에서 효소활성이 급격히 증가하였다. 배양액의 

pH의 변화는 초기의 pH 7.0에서 최고 활성을 나타낸 3.5% 
chicken feather의 농도까지 꾸준히 증가하는 경향을 보였으며 

최대 pH 7.8까지 증가하였다가 효소활성과 더불어 chicken 
feather 농도 4.0%에서는 다시 감소하는 경향을 보였다.

Fig. 1. Effect of feather concentration on the production of the 
keratinase by Bacillus sp. KN-517. Cultivation was carried 
out at 37℃ for 48 h in each concentration of chicken 
feather using 2nd isolation medium with shaking culture 
(200 rpm/min).

  Adigüzel 등 [23]은 B. cereus에 의한 keratinase 분비는 

peptide가 배지에서 고갈되어야 분비된다고 하였다. 또한 
Wang 등 [22]은 Bacillus licheniformis PWD-1과 재조합 

B. subtilis FDB-29균주에서 keratinase는 단백질 배지에서만 

유도된다고 하였다 [22]. 그리고 본 Bacillus sp. KN-517를 
casamino acids 함유 배지에서 배양 시 효소활성은 45% 정도

이며, glucose 함유배지에서 효소활성이 41%이었다 (Table 1). 
이와 같이 casamino acids와 glucose 존재 하에서 chicken 
feather 배지에 비해 효소활성이 떨어지는 것으로 보아 본 
Bacillus sp. KN-517 균주는 keratinase 유도 효소인 것으

로 판단된다. 따라서 Fig. 1에서 chicken feather 3%부터 

효소활성이 급격히 증가한 것은 keratinase 분비 유도에 적정 
농도의 chicken feather가 있어야 급격히 유도되기 시작하는 
것으로 생각되었다. 그리고 적정 농도 초과 시는 catabolite 
repression [24,25]와 같은 어떤 기작으로 chicken feather의 
분해 산물 등에 의해 저해를 받는 것으로 생각되었다.

질소원의 영향

  본 Bacillus sp. KN-517 균주의 균체 증식과 효소활성에 
영향을 미치는 질소원의 영향을 조사하기 위하여 유일 에너

지원으로 chicken feather을 3.5% 첨가한 2차 선별배지에 

각 질소원을 0.1%가 되도록 첨가하여 37℃에서 48시간 진탕

배양하여 균체량과 효소활성을 조사한 결과는 Table 2와 

같다. 유기질소원으로 tryptone을 첨가하였을 때 효소활성 

및 균체 증식이 가장 우수하였으며 peptone을 첨가하였을 때

에도 좋은 결과가 나타났다. 무기질소원으로는 KNO3를 첨가

하였을 때 효소활성과 균체 증식이 뛰어났으며 NH4H2PO4, 

(NH4)2SO4, NaNO3, NH4NO3를 사용하였을 때에는 chicken 
feather을 유일 에너지원으로 사용하였을 때보다 활성과 균체

증식이 낮게 나타났다 (Table 2).

Table 2. Effect of N-source on the production of keratinase 
produced by Bacillus sp. KN-517

N-source1) D.C.W. (g/L)2) Final pH Relative activity (%)
None

Beef extract
Yeast extract

Tryptone
Peptone

NH4H2PO4

(NH4)2SO4

NaNO3

NH4NO3

KNO3

0.48
0.41
0.37
1.21
1.06
0.23
0.34
0.47
0.29
1.23

7.02
6.35
5.94
7.41
7.31
5.48
5.88
6.15
5.41
7.06

100
79.15
58.41

137.90
116.05
10.44
53.95
82.83
30.90

105.90
1) All nitrogen sources were added to 0.1%.
2) Cultivation was carried out at 37℃ for 48 h using 2nd 

isolation medium containing 3.5% feather.

  이는 Rosa [8]의 keratin을 유일한 질소원으로 사용하였다

는 보고와는 상이하였다. Table 2에서 NH4, NO3 함유 무기

태 질소원들에 비해 tryptone, peptone의 유기 질소원에서 효소

활성이 우수한 것으로 나타난 것은 이들의 유기 질소 이용이 
용이하였기 때문으로 생각된다. 또한 tryptone이 peptone보다 

효소활성이 좋은 것은 peptone은 우유, 고기 등을 단백질 
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분해효소로 분해하여 당 종류가 함유되어 있으나 trypton은 
casein을 protease trypsin으로 분해하여 peptides 등이 함유

되어 있어 서로 간에 조성차이로 나타난 결과로 생각된다. 
그리고 NaNO3에 비해 KNO3가 효소활성이 높은 것은 NO3 

이온의 질소원이 필요하나 무기이온으로 K이온도 필요한 

것으로 해석되었다.
  따라서 Table 2의 결과를 바탕으로 유기질소원으로는 

tryptone을 사용하여 실험하였고 무기질소원이면서 무기이

온인 KNO3를 사용하여 각각의 최적 농도를 측정한 결과 

Fig. 2와 Fig. 3과 같이 tryptone 1%, KNO3 0.5%에서 최적

의 효소활성과 균체 증식을 보였다. 효소의 생산 최대농도에

서 최종 pH는 tryptone의 경우 7.28과 KNO3의 경우 7.58
을 나타내었으며 무첨가 이외에 효소활성이 가장 낮은 3% 
첨가 시 각각 tryptone의 경우 7.11과 KNO3의 경우 7.03으

로 감소하는 경향을 보였다.
  Fig. 2에서 효소활성이 tryptone 1%에서 가장 높고 그 외

에는 떨어지는 것으로 나타났는데 이는 유도효소인 keratinase
가 tryptone 1%까지는 효소유도에 도움이 되었으나 그 이

상의 tryptone 농도에서는 굳이 깃털을 분해하는 keratinase 
없이도 tryptone에 함유된 저분자 peptide 등을 이용할 수 

있으므로 효소활성이 떨어진 것으로 생각되었다 [23].
  그리고 Fig. 3에서 보면 균체농도와 효소활성에 비례관

계가 나타난다. 이것은 KNO3가 NO3 이온과 K 이온으로 

균체생육에 직접적인 영향을 미치는 인자로 0.5%까지는 

생육을 촉진하나 그 이상에서는 저해하여 생육에 적정 농도

가 있는 것으로 보이며 그에 따라 효소활성도 변하는 것으로 
생각되었다. 보다 엄밀히 얘기하면 K 이온이 존재 시 NO3 
이온은 0.5%까지는 생육을 촉진하며 효소활성도 그에 따라 
증가하는 것으로 생각되었다. 그리고 Bang [21]의 보고에

서도 KNO3에 의한 효소활성과 균체농도 사이의 관계는 
Fig. 3과 거의 같은 모양을 보였다.

Fig. 2. Effect of tryptone concentration on the production of the 
keratinase by Bacillus sp. KN-517. Cultivation was carried 
out at 37℃ for 48 h in each concentration of tryptone 
using 2nd isolation medium containing 3.5% chicken 
feather with shaking culture (200 rpm/min).

Fig. 3. Effect of KNO3 concentration on the production of the 
keratinase by Bacillus sp. KN-517. Cultivation was 
carried out at 37℃ for 48 h in each concentration of 
KNO3 using 2nd isolation medium containing 3.5% 
chicken feather and 1.0% tryptone with shaking culture 
(200 rpm/min).

금속염의 영향

  본 Bacillus sp. KN-517 균주의 균체 증식과 효소활성에 

미치는 금속염의 영향을 조사하기 위하여 금속염을 제외하

고 chicken feather 3.5%, 1.0% trypton 그리고 0.5% KNO3

를 함유한 2차 선별배지에 각종 금속염을 각각 0.05%가 

되도록 첨가하여 37℃에서 48시간 진탕배양한 후 균체량

과 효소활성을 조사한 결과는 Table 3과 같다. Table 3에 

의하면 KCl을 첨가하였을 때 효소생산이 가장 우수하였다. 
KCl의 농도에 대한 영향은 Fig. 4와 같이 KCl을 0.05% 
첨가하였을 때 효소활성이 가장 우수하였다. 배양액의 pH 
변화는 최저 7.41에서 효소 활성이 가장 우수한 농도에서 

최대 7.69까지로 급격한 변화를 보이지는 않았다.

Table 3. Effect of metal ions on the production of keratinase 
produced by Bacillus sp. KN-517

Metal ion1) D.C.W. (g/L)2) Final pH Relative activity (%)

None
AgNO3

NaCl
KCl

Li2SO4・H2O
BaCl2・2H2O

CaCl2
CuSO4・5H2O
FeSO4・7H2O

HgCl2
MgSO4・7H2O
MnSO4・7H2O

ZnSO4

1.08
0.26
1.23
1.52
0.47
0.31
0.84
1.02
0.89
0.11
1.18
1.27
1.02

7.05
7.12
6.48
7.34
6.71
6.52
6.49
6.15
6.42
6.21
7.26
6.40
7.03

      100
 43.66
 81.16
111.62
 65.74
 42.20
 33.16
 31.81
 97.07
 90.74
 94.28
 37.17
 87.82

1) All metal ions were added to 0.05%.
2) Cultivation was carried out at 37℃ for 48 h using 2nd isolation 

medium containing 3.5% hair, 1.0% tryptone and 0.5% KNO3.
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Fig. 4. Effect of KCl concentration on the production of the 
keratinase by Bacillus sp. KN-517. Cultivation was carried 
out at 37℃ for 48 h in each given KCl concentration 
with shaking culture (200 rpm/min) using 2nd isolation 
medium containing 3.5% chicken feather, 1.0% tryptone 
and KNO3 0.5%.

  Table 3에서 KCl 첨가가 효소활성이 가장 우수하였는데 
이는 MgSO4와 FeSO4를 첨가하였을 때 활성이 우수했다는 

Page 등 [26]의 보고와는 상이한 결과이다. 이는 균주 차이

에 의한 것으로 생각되었다. Fig. 4에서 보면, 균체농도와 

효소활성이 KCl 0.05% 첨가 시 효소활성이 가장 우수하였

고 그 외에는 떨어졌는데 균 농도도 이때가 가장 높았다. 
이러한 이유는 균체생육에 K 이온이 더 필요하여 Fig. 3의 

0.5%와 Fig. 4의 0.05%를 합한 0.55%의 K 이온이 균체생

육과 효소활성에 최적이어서 나타난 결과라고 생각되었다. 
그리고 KCl 0.06%이상에서는 균체농도가 떨어지면서 효소

활성은 더욱 급속히 떨어졌는데 이는 유도효소인 keratinase 
유도에 적정 농도의 K이온이 매우 중요한 역할을 할 것으로 
보였다. 또한 Table 3에서 Ca, Mn, Cu, Ag 이온의 경우에 

효소활성이 30-40%대로 떨어졌는데 이러한 이온들은 효소

유도를 저해하여 나타난 결과로 생각되었다. Bang [21]의 

보고에서도 KCl 농도에 따른 Bacillus의 ketatinase 활성은 

Fig. 4와 유사한 형태를 보였으나 Ag 이온의 경우 효소활성

이 10% 대였고, Ca, Mn, Cu 이온의 경우는 50%-80%대의 

효소활성을 보여 이온 종류에 따라 본 논문과는 약간 다른 

경향을 보여 이는 균주 차이로 생각되었다.

배양 온도의 영향

  본 Bacillus sp. KN-517 균주의 배양 온도에 따른 균체증

식과 효소활성을 조사하기 위하여 각 온도에서 48시간 배양

하여 각각의 균체량과 효소활성을 측정한 결과는 Fig. 5와 

같이 40℃에서 균체증식 및 효소 활성이 가장 우수하였

고 35℃∼42℃까지 90% 이상의 효소활성을 보였다. 이는 

Streptomyces 속을 사용하여 30℃에서 효소활성이 가장 우

수했다는 Brigitle [27]과 50℃의 Young [16]의 보고와는 

상이하였고, Streptomyces 속을 사용한 Kim [20]과의 보고

와는 일치하였다. 또한 같은 Bacillus sp 속을 사용한 Kang 

등 [28]의 결과와 일치하였다.

Fig. 5. Effect of temperature on the production of the keratinase 
by Bacillus sp. KN-517. Cultivation was carried out at 
each temperature for 48 h using 2nd isolation medium 
containing 3.5% chicken feather, 1.0% tryptone, 0.5% 
KNO3 0.05% KCl with shaking culture (200 rpm/min).

초기 pH의 영향

  본 Bacillus sp. KN-517 균주의 초기 pH에 따른 균체증식

과 효소활성을 조사하기 위하여 탄소원으로 chicken feather 
3,5%, 질소원으로 tryptone 1%, KNO3 0.5%, 금속염으로 
KCl을 0.05%를 첨가한 선별배지를 pH 3.5에서 pH 10
까지 조절한 후 48시간 배양하여 pH에 따른 균체량과 효소

활성을 측정하였다. 결과는 Fig. 6과 같이 pH 8.5에서 가장 
효소활성이 우수하였으며, pH 8.0에서 균체생산이 가장 많

았다. 또한 pH 6.5에서부터 pH 9.0까지의 넓은 범위에 걸쳐 
균체생산과 효소활성이 우수하였다. 이는 pH 9.0에서 가장 
높은 효소 활성을 보였다는 Suntornsuk 등 [18], Kim [20] 

및 Giongo 등 [29]의 결과와 유사하였다. 하지만 pH 7.5에

서 가장 높은 효소 활성을 내었다는 Lee 등 [30] 등의 결과

와는 상의하였다.

Fig. 6. Effect of initial pH on the production of the keratinase by 
Bacillus sp. KN-517. Cultivation was carried out at 40℃ 
for 48 h in each pH using 2nd isolation medium containing 
3.5% chicken feather, 1.0% tryptone, 0.5% KNO3 0.05% 
KCl with shaking culture (200 rpm/min).
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배양시간의 영향

  본 Bacillus sp. KN-517 균주의 배양 시간에 따른 keratinase 
생산에 대한 영향을 조사하기 위하여 지금까지 조사된 효소 
최적 활성조건인 탄소원으로 chicken feather 3.5%, 질소원

으로 tryptone 1%, KNO3 0.5%, 금속염으로 KCl을 0.05%
를 첨가한 효소생산 배지에 전배양한 종균을 1% (v/v)되
게 접종한 후 pH 8.5, 40℃에서 배양하며 6시간 간격으로 

균주의 생장과 효소활성을 조사하였다. 결과는 Fig. 7과 같이 

접종 후 18시간 후부터 효소활성이 급격하게 증가하여 42시
간에서 가장 높은 분당 123 units/mL 효소활성을 보였으

며 균체증식은 24시간부터 약간씩 감소하는 경향을 보였다. 
이는 Williams 등 [31]와 Yu 등 [23]의 5일보다 효소활성

이 증가하는 시간이 매우 빠름을 알 수 있었다. 현재 산업적

으로 미생물이 생산하는 keratinase의 실용화가 활발하지 

않은 이유 중 가장 큰 이유는 chicken feather의 분해를 위

하여 많은 시간을 요구하기 때문인데 본 균주의 경우 산업적 
이용성이 매우 높을 것으로 사료된다.

Fig. 7. Effect of concentration with time in the culture of Bacillus 
sp. KN-517. Cultivation was carried out at 40℃ for each 
given time using 2nd isolation medium containing 3.5% 
chicken feather, 1.0% tryptone, 0.5% KNO3 0.05% KCl 
(pH 8.5) with shaking culture (200 rpm/min).

주영양원으로 모발 사용

  Keratinase 생산을 위해서는 거의 대부분 chicken feather
를 사용하며 사람 모발의 경우 모발의 powder를 사용한 

경우가 있다 [5].
  여기에서는 keratinase를 이용한 모발 화장품 개발을 목

적으로 하므로 모발을 직접 그대로 탄소원으로 사용하여 
Bacillus sp. KN-517 균주의 keratinase 생산능을 보았다. 
본 균주의 배양 시간에 따른 keratinase 생산에 대한 영향

을 조사하기 위하여 Fig. 7의 배지 조성에서 탄소원으로 
chicken feather 3.5% 대신에 사람 모발을 3.5% 첨가하였

다. 그 결과는 Fig. 8과 같이 접종 후 40시간 후부터 효소

활성이 급격하게 증가하여 120 시간에서 가장 높은 효소

활성을 보여 분당 88 units/mL에 도달하였다. 균체증식은 

급격히 증가하다가 40시간부터 약간씩 증가하였다. 
  이는 chicken feather를 탄소원으로 사용하는 경우보다 

효소 생산이 매우 느리게 증가하였으며 그 활성 또한 Fig. 7
의 분당 123 units/mL에 비해 분당 88 units/mL로 28% 떨어

졌다. 이러한 이유는 모발은 chicken feather에 비하여 매우 
굵어 효소의 분해가 쉽지 않았기 때문으로 보인다. 그것은 

모발 단백질의 주성분이 cysteine으로서 약 14∼18%의 함유

량을 나타내고 있는 반면 [32], chicken feather는 cysteine
을 6.8∼7.3%를 함유하고 있기 때문이다 [33]. 그러나 모발 
powder가 아닌 모발을 직접 첨가한 배지에서 keratinase가 

활성을 보였고 본 효소는 모발을 분해할 수 있으며 Bacillus 
sp. KN-517 균주에 의해 생산되는 keratinase는 모발화장

품으로의 가능성을 보였다.

Fig. 8. Effect of cultivation time on the production of the 
keratinase by Bacillus sp. KN-517. Cultivation was carried 
out at 40℃ for each given time using 2nd isolation 
medium containing 3.5% human hair, 1.0% tryptone, 
0.5% KNO3 and 0.05% KCl (pH 8.5) with shaking culture 
(200 rpm/min).

모발의 굵기

  Fig. 8과 같이 모발을 탄소원으로 keratinase 생산 시 사용

하였는데 이 때 배양시작 5일 후 모발을 sampling하여 
모발의 굵기 변화를 보았다. 모발의 굵기를 측정하여 평

균값과 표준편차를 구한 결과는 Fig. 9와 같다. 균주 접

종 전의 배지에 함유된 대조군 모발의 굵기는 0.06880 ± 
0.00673 mm이며, 120시간 배양 시 분해된 시험군 (Exp.) 
모발은 0.050.5 ± 0.003955 mm로 20% 정도 굵기가 줄어

들었다. 따라서 Bacillus sp. KN-517 균주는 모발을 탄소

원으로 사용 시 keratinase를 생산하며 이 효소에 의해 모발

이 분해되어 모발이 가늘어지는 것을 알 수 있었다.
  따라서 keratinase 생산균주를 분리 동정하여 Bacillus sp. 
KN-517 균주를 얻었고 탄소원으로 chicken feater를 사용

하여 효소생산 최적화를 하였다. 그리고 탄소원으로 chicken 
feather 대신에 모발을 사용한 경우도 keratinase 생산과 이 

효소에 의해 모발이 분해되어 굵기가 가늘어지는 것을 확인

할 수 있었다. 앞으로 모발보다 keratinase 분비 유도가 빠
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르고 분비율이 높은 chicken feather를 이용하여 생산된 
keratinase를 이용하여 모발의 오구제거, 퍼머넌트 전처리제 
등 모발 화장품을 개발하고자 한다.

a: was significant difference from the control group p<0.001.
Fig. 9. Change of hair thickness by the enzyme produced from 

the cultivation for 5 days.

결  론

  본 연구에서는 경기도와 충청도 일대의 가금류 처리 공

장과 폐기물 처리 공장 부근 토양으로부터 keratinase 활성

이 높은 단일 균주를 최종 선별하여 동정하고 효소활성이 

가장 높은 배양조건을 검토한 결과는 다음과 같다. 선별된 

균주의 형태학적 생화학적 특성을 조사한 결과 Bacillus sp. 
KN-517으로 판명되었다. 이 균주에 의한 keratinase 활성의 
최적 조건을 검토하였는데, 최적 배지 조성은 탄소원으로 

chicken feather 3.5%, 유기 질소원으로 tryptone 1.0% 무기

질소원으로 KNO3 0.5%, 무기염으로 KCl 0.05%, K2HPO4 

0.03%, KH2PO4 0.04%이며, 생육인자로 yeast extract 0.01%
였다. 진탕배양 시 (200 rpm/min), 최적 온도와 배지의 초

기 pH는 각각 40℃와 8.5로 나타났으며, 위와 같은 최적 

조건 하에서 keratinase의 최대 활성은 42시간 만에 분당 
123 unit/mL이었다 또한 모발을 탄소원으로 사용 시 120시

간 만에 효소활성이 분당 88 unit/mL에 도달하였으며, 이 때 
모발은 대조군에 비하여 20% 정도 가늘어졌다.
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