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무당벌레 소화기관으로부터 산성 단백질 분해효소를 

생산하는 Staphylococcus sp. CB2-3의 분리 및 특성
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Six protein-degrading bacteria were isolated from digestive organ of Harmonia axyridis. These 

isolates were categorized as Staphylococcus sciuri subsp. sciuri (3 strains), Bacillus subtilis (1 strain), 

and Bacillus thuringiensis (2 strains) by 16S rRNA gene sequence analysis. The Staphylococcus sp. 

CB2-3 was selected as a protease-producing bacterium which showed the highest protease activity of 

58.5 U/ml at the pH 5.0 medium. The optimal pH and temperature of protease activity were pH 5.0 

and 40°C, respectively. This acid protease had a relatively high stability of 80% between 30-50°C 

at broad temperature range. The opimal medium compositions of carbon, nitrogen and mineral 

source for cell growth and protease activity were investigated. When sorbitol (0.5%) was used as 

carbon source, enzyme activity was increased about 2 times than that of the basal medium. When 

skim milk (0.5%) was used as nitrogen source, activity was increased about 2.5 times than that of 

the control. Cell growth and enzyme activity were increased by mineral source such as KCl, 

K2HPO4, FeSO4, but was completely inhibited by divalent ions such as Co2+, Zn2+, Mn2+, Cu2+.
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동물성(포식성, 기생성, 육식성, 시식성) 섭취 곤충  살아

있는 해충을 잡아먹는 표 인 포식성 천  곤충으로는 무당

벌 , 풀잠자리, 노린재, 등애류 등이 있으며(37), 이들 포식성 

천  곤충들은 시설작물에 심한 피해를 주고 있는 진딧물, 응

애, 온실가루이, 총채벌  등과 같은 해충의 친환경 생물방제

제에 활용되고 있다(22). 최근에는 곤충의 생육과 한 련

이 있는 공생 장내미생물에 한 연구가 활발히 이루어지면서 

분자생물학  기법에 근거한 곤충 장내미생물의 계통학  다

양성에 한 연구 결과가 보고되었으며(9, 14, 23), 소화기  

내 서식하는 장내미생물들이 곤충의 소화와 양에 여하고 

있다는 사실을 밝혔다(8).

해충을 포식하는 무당거미(Nephila clavata)에서 분리한 

Serratia proteamaculans가 생산하는 단백질 분해효소의 특성
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(5, 6, 27, 33), 고추좀잠자리(Sympetrum depressiusculum)로

부터 분리한 리그닌 분해세균 Serratia marcescens의 특성

(24), 자일란(xylan)이 풍부한 식물의 기나 목질부를 주로 

섭식하는 털두꺼비하늘소(Moechotypa diphysis)의 장으로부터 

자일라나제를 생산하는 균주의 특성에 한 보고(20) 등 곤충 

소화기 으로부터 효소를 생산하는 균주를 분리하여 산업 으

로 활용하고자 하는 연구들이 활발히 진행되고 있다. 특히, 무

당거미의 장내 공생미생물로부터 분리한 고효율 단백질 분해

효소를 활용해 자연친화용 피부미용 종합 리제 아라자임

(ARAZYME)을 개발하여 상업화한 바 있다(6).

표 인 해충 포식성 곤충으로 알려진 딱정벌 목(Coleop-

tera) 무당벌 과(Coccinellidae)에 속하는 무당벌 (Harmonia 

axyridis)는 한국, 국, 만  일본을 비롯한 아시아 륙과 

일부 유럽지역에까지 리 분포하고 있다(35). 무당벌 과의 

65% 이상이 진딧물을 포식하는 것으로 알려져 있으며, 진딧
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물뿐만 아니라 총채벌 , 배추 좀나방의 유충, 깍지벌 , 온실

가루이 등의 여러 미소 곤충을 포식하는 익충으로 생물학  

방제에 활용되고 있다(19). 이와 같은 포식성 무당벌 는 먹이

의 양성분  단백질의 종류와 조성에 따라 생리  특성에 

심한 차이를 나타내며(21, 31), 먹이의 양분조성에 따라 곤충

의 장내에서 분비되는 효소의 종류와 양도 다른 것으로 알려

져 있다(10, 11). 한, 부분의 곤충과 공생 계를 나타내는 

장내미생물들은 주로 섭식과 련되어 미생물 군집을 형성하

며, 장내미생물들이 생산하는 세포외효소가 곤충의 소화와 

양에 여하고 있는 것으로 다수 보고되었으나 다양한 해충을 

포식하는 한국산 무당벌 의 소화기  내 서식하는 장내미생

물 군집이 생산하는 효소의 종류와 특성에 한 연구는 매우 

미흡한 형편이다. 최근, 공동연구자는 무당벌  소화기  내 

서식하는 장내세균의 계통학  다양성을 연구하고, 무당벌

의 소화기 으로부터 장내세균 116균주를 순수분리하 다

(23). 한, 무당벌  소화기  내 우  세균군으로 밝 진 

Staphylococcus 속의 장내세균이 무당벌 의 발육에 미치는 

향에 한 연구결과를 보고하 다(32).

본 연구에서는 무당벌  소화기 으로부터 수집한 장내세

균  단백질 분해미생물을 분리하고, 우수균주를 선발하여 

계통학  특성과 효소학  특성을 조사함과 동시에 우수 균주

의 생육과 단백질 분해효소 생산을 한 최 의 배지 성분을 

조사하고자 하 다.

재료 및 방법

사용 균주 및 배양

단백질 분해세균의 선발에는 10-fold diluted NB (0.1% 

peptone, 0.05% NaCl, 0.1% beef extract, pH 7.5)에 1.0% 

skim milk가 첨가된 양한천배지를 사용하 으며, 30°C에서 

3일간 배양한 후 단백질 분해능을 별하 다. 배지성분에 따

른 균체 생육과 효소 활성 실험에는 0.05% NaCl이 첨가된 기

본배지를 사용하 으며, 실험균주는 30°C에서 24시간 배양

한 후 사용하 다.

단백질 분해세균의 계통해석

단백질 분해 우수세균의 계통해석을 하여 NB 평 배지

에 형성된 콜로니를 주형 DNA로 이용하 다. 16S rRNA 

PCR 증폭을 해 Escherichia coli 16S rRNA 부분의 

conserved sequence를 기 로 한 27F (5'-AGAGTTTGATCC 

TGGCTCAG-3') 라이머와 1492R (5'-AAGGAGGTGATC 

CAGCCGC-3') 라이머를 사용하 다. PCR은 95°C에서 5

분간 반응한 다음 94°C, denaturation 40 , 55°C, annealing 

40 , 72°C, extention 1분의 조건으로 30회 반복하고, 72°C

에서 7분간 final extention의 조건으로 PCR (Gene AMP 

PCR System 9700, Applied Biosystems, USA) 반응을 수행

하 다. 16S rRNA의 PCR 증폭산물은 0.8% agarose gel, 

0.5×TBE buffer (0.045 M Tris-borate, 0.001 M EDTA)에서 

100 V, 25 mA로 30분 동안 기 동(Mupid-21, Gel docu-

mentation system, Bio-Rad)한 다음, 10 mg/ml EtBr (ethidium 

bromide)로 15분간 염색하여 UV하에서 증폭 여부를 확인하

고, QIAquick® PCR Purification Kit (QIAGEN Inc., 

Germany)를 이용하여 정제하 다. 정제된 PCR 증폭산물의 

16S rRNA 염기서열 결정에는 ABI PRISM BigDye 

Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kit (Applied 

Biosystems, USA)를 이용하여 cycle sequencing을 수행한 후, 

ABI PRISM 3700 Genetic Analyser (Applied Biosystems)로 

1210-1389 bp의 16S rRNA  염기서열을 결정하 다(36). 

각 균주의 염기서열은 RDP (http://rdp.cme.msu.edu/)에서 계

통군을 확인하고 DDBJ/NCBI/RDP/GeneBank database의 

BLAST program을 이용하여 16S rRNA 유 자 염기서열 상

동성을 분석하 다.

단백질 분해효소 활성 측정

단백질 분해효소의 활성 측정은 10-fold diluted NB 기본배

지에 30°C에서 3일 동안 배양된 균주의 배양 상등액을 사용

하여 Anson의 방법(1)을 개량하여 다음과 같이 수행하 다. 

각 시료의 배양액을 취해 spectrophotpmeter (UV-1650PC, 

Shimadzu, Japan)로 균의 성장을 흡 도 600 nm에서 측정하

고, 배양액을 4°C, 7,920×g (Supra 22K, Hanil, Korea)로 20

분간 원심 분리하여 균을 제거한 상등액을 조효소액으로 사용

하 다. 표 반응에서 효소의 기질용액은 50 mM Tris-HCl 

buffer (pH 7.0)에 기질인 azocasein (Sigma, USA)을 0.6% 

(w/v) 첨가하고 녹여 사용하 다. 기질용액 2.5 ml과 조효소

액 0.5 ml를 혼합하여 37°C에서 20분간 반응시킨 후 50% 

(w/v) trichloroacetic acid (TCA) 2.5 ml를 가하여 반응을 정

지시켰다. 반응 정지액을 4°C, 22,250×g (Micro 17R, Hanil, 

Korea)에서 5분간 원심 분리하여 침 물을 제거한 상등액 1 

ml에 0.55 M Na2CO3 용액 2.5 ml과 6배로 희석한 Folin 

reagent 용액 0.5 ml을 혼합한 후 실온에서 30분간 반응시킨 

다음 660 nm에서 흡 (UVICON Spectrophotometer 930, 

Kontron Instruments, USA)을 측정하 다. 효소 활성도(Unit)

는 tyrosine 표 도표를 이용하여 상기 조건하에서 1분간 기질

로부터 1 μg의 tyrosine에 해당하는 peptide를 생성하는 효소

량으로 정의하 다. 효소의 활성 측정은 3회 반복 수행하여 

평균값을 산출하고 상  활성으로 표시하 다.

단백질 분해효소 활성 특성

단백질 분해효소의 최  활성 pH를 조사하기 하여 pH 

3.0-10.0까지 효소 활성을 측정하 다. pH에 따른 효소 활성

은 50 mM citrate-phosphate 완충용액(pH 3.0-6.0), 50 mM 

Tris-HCl 완충용액(pH 7.0-8.0)과 50 mM glycine-NaOH 완

충용액(pH 9.0-10.0)에 녹여 사용하 다. 효소의 활성 측정은 

각각의 pH 완충용액에 조효소액을 넣고 37°C에서 20분 동안 

반응시킨 다음 효소 활성을 측정하 다. 효소의 최  활성 온

도를 조사하기 하여 50 mM citrate-phosphate 완충용액(pH 

5.0)의 기질용액에 조효소액을 가한 다음, 10-80°C까지 각각

의 반응 온도에 20분간 반응시킨 후 효소 활성을 측정하 다. 
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Table 1. Comparison of protease activity of enterobacteria 
collected from digestive organ of Harmonia axyridis

Strain
Skim milk

clear zone (mm)

Protease activity (U/ml)

3 4 5 6 7

CB2‐2 8.0 1.1 2.3 5.7 3.3 0.4

CB2‐3 8.5 24.6 38.0 48.5 40.3 35.2

SB2‐1 9.0 1.9 4.5 10.7 9.1 5.6

CHB1‐3 8.5 2.2 28.4 44.6 40.5 31.8

CB2‐1 8.0 2.9 7.5 17.5 4.0 1.8

SAK3‐2 9.0 0.9 1.9 24.3 3.8 1.7

3-7: Initial pH of basal (10-fold diluted NB) medium.

Table 2. 16S rRNA gene sequencing of protein degrading bacteria isolated from digestive organs of Harmonia axyridis

Strain Accession no. Closest microorganisms (Accession no.) Sequence (bp) Similarity (%)

CB2‐2 JN811566 Staphylococcus sciuri subsp. sciuri DSM 20345
T 

(AJ421446) 1336/1337 99.93

CB2‐3 JN811561 Staphylococcus sciuri subsp. sciuri DSM20345
T 

(AJ421446) 1389/1389 100

SB2‐1 JN811562 Staphylococcus sciuri subsp. sciuri DSM20345
T 

(AJ421446) 1381/1381 100

CHB1‐3 JN811563 Bacillus subtilis DSM10
T 

(AJ276351) 1210/1211 99.92

CB2‐1 JN811564 Bacillus thuringiensis ATCC10792
T 

(AF290545) 1309/1310 99.92

SAK3‐2 JN811565 Bacillus thuringiensis ATCC10792
T 

(AF290545) 1340/1341 99.93

효소의 열안정성 측정은 50 mM citrate-phosphate 완충용액

(pH 5.0)에 조효소액을 첨가하고 30-70°C 온도에서 10-60분

까지 10분 간격으로 효소액을 미리 반응시킨 다음 최  온도

에서 20분 동안 잔여 효소 활성을 측정하는 방법을 이용하

고, 각각의 효소 활성을 상  활성으로 표시하 다.

탄소원, 질소원 및 무기염류의 종류에 따른 균체생육 및 효

소활성 측정

탄소원, 질소원, 무기염류가 균체의 생육과 효소 활성에 미

치는 향을 조사하기 해 0.05% NaCl이 첨가된 기본배지

를 조구로 하고 16 종류의 탄소원(glucose, fructose, 

rhamnose, saccharose, maltose, lactose, glycerol, galactose, 

sorbitol, mannitol, starch, mannose, arabinose, raffinose, 

sucrose, CMC), 16 종류의 질소원(beef extract, casein, 

gelatin, peptone, skim milk, tryptone, yeast extract, urea, 

malt extract, soytone, (NH4)H2PO4, (NH4)2PO4, NH4Cl, 

NaNO3, KNO3, NH4NO3), 13 종류의 무기염류(CaCl2, 

CaCO3, CoCl2, CuSO4, FeSO4, K2HPO4, KCl, KH2PO4, 

MgSO4, MnSO4, NaCl, ZnCl2, ZnSO4)를 각각 0.5% (w/v) 

첨가하고 pH를 5.0으로 제조한 다음 30°C에서 3일 동안 배양

한 후 균체 생육과 효소 활성을 측정하 다.

결과

단백질 분해 우수균주 선발

선행연구에서 국내 다양한 지역으로부터 수집한 무당벌  

소화기 으로부터 분리된 장내세균은 Proteobacteria, Firmicutes, 

Actinobacteria 그리고 Deinococcus-Thermus 등 다양한 계통

군을 포함하는 세균으로(23), 수집된 이들 무당벌  장내세균

을 상으로 1% 탈지유(Skim milk)가 함유된 평 배지 상의 

단백질 분해능을 검토한 결과, 8-15 mm의 높은 분해능을 나

타내는 6균주(CB2-2, CB2-3, SB2-1, CHB1-3, CB2-1, 

SAK3-2)를 1차 선발하 다.

상기의 단백질 분해능 우수 균주를 pH 3.0-7.0으로 각각 조

정한 배지에 30°C에서 3일간 배양한 후 조효소의 활성을 측

정하 다. CB2-3 균주의 경우 24.6-48.5 U/ml로 높은 활성능

을 나타내었으며, 특히 pH 5.0 배지에서 48.5 U/ml로 효소 활

성이 가장 높게 나타났다. 상기의 결과에 따라 CB2-3 균주를 

단백질 분해효소 생성 우수 균주로 최종 선발하 다(Table 1).

단백질 분해세균의 계통분류

무당벌  소화기 으로부터 분리한 단백질 분해 우수균주

의 16S rRNA 유 자 염기서열을 해석하여 계통학  치를 

확인한 결과, 3균주(CB2-2, CB2-3, SB2-1)는 Staphylococcus 

속에 속하는 균주로 S. sciuri subsp. sciuri DSM 20345
T와 

99.93-100%의 상동성을 나타내었다. Bacillus 속에 속하는 3

균주  CHB1-3은 Bacillus subtilis DSM10T와 99.92%의 상

동성을 나타내었으며, CB2-1과 SAK3-2 균주는 Bacillus 

thuringiensis ATCC10792T와 98.8%의 상동성을 나타내었다

(Table 2). 상기 균주들의 염기서열은 NCBI GenBank에 각각 

accession no. JN811561-JN811566로 등록하 다.

효소 활성에 대한 pH의 영향

Staphylococcus sp. CB2-3 균주가 생산하는 단백질 분해효

소의 최  활성 pH를 조사하기 해 세 가지 완충용액에 기

질을 녹여 pH를 3.0-10.0까지 변화시키면서 조소효액과 반응

시킨 후 활성을 측정한 결과, pH 4.0-6.0까지 범 에서 

55.6-59.8 U/ml로 90% 이상의 활성을 나타내었다. 효소의 최

 활성은 pH 5.0 (59.8 U/ml)이었으며, pH 7.0 (48.6 U/ml) 

이상에서 효소 활성이 격히 감소하는 경향을 나타내었다

(Fig. 1). 상기의 결과로부터 Staphylococcus sp. CB2-3 균주

는 최  pH가 4.0에서 6.0 사이인 산성 단백질 분해효소를 생

산하는 것으로 나타났다.

단백질 분해효소의 최적온도

Staphylococcus sp. CB2-3 균주가 생산하는 산성 단백질 

분해효소의 최  온도를 조사하기 해 기질을 녹인 50 mM 

citrate-phosphate 완충용액(pH 5.0)에 반응 온도를 10-80°C까

지 변화시키면서 조효소액과 반응시켜 활성을 조사한 결과, 
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Fig. 1. Effect of reaction pH on the activity of protease 
produced by Staphylococcus sp. CB2-3. The protease 
activity was assayed at 37°C for 20 min in 50 mM 
citrate-phosphate (pH 3.0-6.0), 50 mM Tris-HCl (pH 
7.0-8.0) and 50 mM glycine-NaOH (pH 9.0-10.0) buffer.

Fig. 2. Effect of reaction temperature on the activity of 
protease produced by Staphylococcus sp. CB2-3. The 
protease activity was assayed at various temperatures for 20 
min in 50 mM citrate-phosphate buffer (pH 5.0).

Fig. 3. Thermal stability of the acid protease produced by 
Staphylococcus sp. CB2-3. The protease activity was 
determined at optimal condition after preheating of the 
enzyme solution at the indicated various temperatures for 
the different time periods. Symbols: □, 30°C; ▲, 40°C; ●, 
50°C; ○, 60°C; ■, 70°C.

30-60°C까지 범 에서 80% 이상의 효소 활성을 나타내었다. 

효소의 활성은 20°C에서 증가하기 시작하여 40°C에서 63.5 

U/ml로 최  활성을 나타내었으나, 이 이상의 온도에서는 효

소 활성이 격히 감소되었다(Fig. 2).

효소의 열안정성을 조사하기 해 기질을 녹인 50 mM 

citrate-phosphate 완충용액(pH 5.0)에 조효소액을 첨가하고 30- 

70°C에서 10-60분까지 10분 간격으로 미리 반응시킨 후 최  

반응 온도인 40°C에서 20분간 반응시켜 잔여 효소 활성을 측

정하 다. 그 결과 Fig. 3에서 보는 바와 같이 40°C에서는 60

분 동안 가열하여도 97% 이상의 활성을 유지하 다. 30°C에

서는 88%의 잔존 활성을 보 으며, 50°C에서는 83%의 활성

을 유지하 다. 60°C에서는 77%의 활성이 존재하 고, 70°C

에 60분 동안 가열하여도 71%의 잔여 활성을 유지하 다.

이상의 결과로부터 Staphylococcus sp. CB2-3의 생육과 효

소 활성을 하여 기본배지의 pH를 5.0으로 조제하여 사용하

고, 효소 활성 측정은 최  반응 온도인 40°C에서 수행하

으며, 50 mM citrate-phosphate 완충용액(pH 5.0)에 기질을 

녹여 사용하 다.

미생물이 생산하는 Protease는 배지 내 탄소원과 질소원, 

무기염류의 성분에 따라 효소 생산량의 차이가 크며 미생물의 

종류에 따라 향이 다르다(17). 따라서, Staphylococcus sp. 

CB2-3 균주의 생육과 효소 활성에 미치는 배지성분의 향을 

조사하기 해 탄소원와 질소원, 무기염류가 각각 다른 양

배지를 이용하여 배양된 균체의 생육과 조효소액의 활성 측정

을 통하여 효소 생산성을 조사하 다.

탄소원이 Staphylococcus sp. CB2-3의 생육과 효소 생

산에 미치는 영향

탄소원의 종류에 따른 Staphylococcus sp. CB2-3의 생육과 

효소 활성을 조사하기 해 기본배지를 조구로 하고 기본배

지에 glucose, fructose, rhamnose, saccharose, maltose, lactose, 

glycerol, galactose, sorbitol, mannitol, starch, mannose, 

arabinose, raffinose, sucrose, CMC (carboxymethyl cellulose)

를 각각 0.5% (w/v) 첨가하여 제조하고 30°C에서 3일 동안 

배양한 후 균체 생육과 조효소액의 활성을 측정한 결과 Table 

3과 같다. 탄소원의 첨가에 따른 균주의 생육도를 측정한 결

과, sorbitol 사용시 가장 높은 생육을 나타내었다. 효소 활성

을 측정하여 조구와 상  평가한 결과, sorbitol 첨가시 

196%, saccharose 첨가시 185%, fructose 첨가시 179%로 효

소 활성이 높게 나타났다. 상기의 결과로 볼 때 Staphylo-

coccus sp. CB2-3 균주의 최  탄소원은 sorbitol이 가장 합

하다고 단된다.

질소원이 Staphylococcus sp. CB2-3의 생육과 효소 생

산에 미치는 영향

질소원의 종류에 따른 Staphylococcus sp. CB2-3의 생육과 
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Table 4. Effect of nitrogen sources on the cell growth and 
protease production by Staphylococcus sp. CB2-3

Source
(0.5%, w/v)

Cell growth
(OD600)

Relative activity
(%)

Control 0.231 100

Beef extract 0.664 142

Casein 0.747 148

Gelatin 0.549 137

Peptone 0.480 128

Skim milk 1.989 248

Tryptone 1.639 212

Yeast extract 1.617 198

Urea 0.192 78

Malt extract 1.416 175

Soytone 1.852 220

(NH4)H2PO4 0.291 98

NH4Cl 0.422 105

NaNO3 0.233 97

KNO3 0.207 85

NH4NO3 0.411 108

(NH4)2SO4 0.275 101

Table 5. Effect of mineral sources on the cell growth and 
protease activity produced by Staphylococcus sp. CB2-3 

Mineral source
(0.5%, w/v)

Cell growth
(OD600)

Relative activity
(%)

Control 0.286 100

CaCl2 0.364 118

CaCO3 0.412 132

CoCl2 0.032 12

CuSO4 0.081 38

FeSO4 0.531 141

K2HPO4 0.609 152

KCl 0.634 155

KH2PO4 0.324 120

MgSO4 0.464 138

MnSO4 0.095 35

NaCl 0.314 105

ZnCl2 0.069 23

ZnSO4 0.112 54

Table 3. Effect of carbon sources on the cell growth and 
protease production by Staphylococcus sp. CB2-3

Source
(0.5%, w/v)

Cell growth
(OD600)

Relative activity
(%)

Control 0.245 100

Glucose 0.789 145

Fructose 1.108 179

Rhamnose 0.591 121

Saccharose 1.171 185

Maltose 1.041 160

Lactose 0.625 115

Glycerol 0.871 124

Galactose 0.484 110

Sorbitol 1.387 196

Mannitol 1.108 169

Starch 0.944 155

Mannose 1.001 150

Arabinose 0.493 117

Raffinose 0.776 136

Sucrose 0.979 145

CMC 0.304 97

효소 활성을 조사하기 해 기본배지를 조구로 하고 기본배

지에 유기질소원(beef extract, casein, gelatin, peptone, skim 

milk, tryptone, yeast extract, urea, malt extract, soytone)과 

무기질소원[(NH4)H2PO4, (NH4)2PO4, NH4Cl, NaNO3, KNO3, 

NH4NO3]을 각각 0.5% (w/v) 첨가하여 제조하고 30°C에서 3

일 동안 배양한 후 균체 생육과 조효소액의 활성을 측정한 결

과 Table 4와 같다. 질소원의 첨가에 따른 균주의 생육도를 

측정한 결과, skim milk 사용시 가장 높은 생육도를 나타내었

다. 효소 활성을 측정하여 조구와 상  평가한 결과, skim 

milk 첨가시 248%, soytone 첨가시 220%, tryptone 첨가시 

212%로 효소 활성이 높게 나타났으며, urea와 KNO3첨가 시

는 활성이 크게 하되었다. 한, 부분의 무기질소원은 유

기질소원보다 균체 생육과 효소 활성이 상 으로 낮아 효소

를 생산하는데 사용되는 양원으로는 부 합한 것으로 단

된다. 따라서, Staphylococcus sp. CB2-3 균주의 최  질소원

은 skim milk가 가장 합하다고 단된다.

무기염류가 Staphylococcus sp. CB2-3의 생육과 효소 

생산에 미치는 영향

무기염류의 종류에 따른 Staphylococcus sp. CB2-3의 생육

과 효소 활성을 조사하기 해 기본배지를 조구로 하고 기

본배지에 무기염류(CaCl2, CaCO3, CoCl2, CuSO4, FeSO4, 

K2HPO4, KCl, KH2PO4, MgSO4, MnSO4, NaCl, ZnCl2, 

ZnSO4)를 각각 0.5% (w/v) 첨가하여 제조하고 30°C에서 3일 

동안 배양한 후 균체 생육과 조효소액의 활성을 측정한 결과 

Table 5와 같다. 무기염류의 첨가에 따른 균주의 생육도를 측

정한 결과, KCl 사용시 가장 높은 생육도를 나타내었다. 효소 

활성에서는 조구와의 상  평가 결과, KCl 첨가시 155%, 

K2HPO4 첨가시 152%, FeSO4 첨가시 141%로 효소 활성이 

높게 나타났으며, CoCl2, ZnCl2, MnSO4, CuSO4, ZnSO4 첨가 

시는 조구에 비해 활성이 크게 하되는 것으로 보아 균체

의 생육과 효소 생산에 큰 향을 미치는 것으로 사례된다. 따

라서, 효소 생산을 하여 무기염류를 사용할 시에는 KCl, 

K2HPO4, FeSO4이 가장 합할 것으로 단된다.

고찰

포식성 곤충 소화기  내 서식하는 장내미생물을 산업 으

로 요한 미생물 유 자원으로 인식하면서 곤충 장내미생물 
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Table 6. Comparison of characteristics with other staphylococcal proteases from various environment.

Strain Isolation source Protease
Mol mass

(kDa)
Optimum

pH

Temperature (°C)

Optimum Stable

S. aureus V8 Patient with chronic furunculosis Metalloprotease 38 7.0

S. aureus V8 Patient with chronic furunculosis Metalloprotease III 28 7.4 40

S. hyicus subsp. hyicus Exudative epidermitis ShpI 42 7.9 55 42

S. hyicus subsp. hyicus Exudative epidermitis ShpII 34 7.4 55 60

S. caseolyticus Milk of cattle Neutral protease 38 7.4 40

S. epidermidis Patient with native valve endocarditis Metalloprotease 33 7.0 37 50

Staphylococcus sp. CB2-3 Digestive organ of Harmonia axyridis 5.0 40 30-50

탐색과 함께 이들 미생물들이 생산하는 다양한 종류의 유용 

효소, 미생물유래 항생물질과 더불어 생물농약, 곤충 유인성 

페로몬 개발 등 많은 연구가 진행되어왔다(5, 6, 27, 39, 43, 

44).

공동연구자가 무당벌  소화기 으로부터 수집한 장내세균 

 34균주를 상으로 5 종류의 효소(protease, cellulase, amylase, 

chitinase, lipase) 생성능에 해 조사한 결과, protease 생성균

주는 29균주로 85%를 차지하 으며, amylase 생성균주는 13

균주를 나타내었다. Moon 등(33)의 보고에 의하면 식충성인 

무당거미(Nephila clavata)의 경우 장에서 분리된 장내미생

물의 약 63%가 단백질 는 지질 분해능이 있는 것으로 밝

혔다. 한편, French 등(16)은 표 인 식식성인 흰개미

(Nasutitermes takasagoensis) 내장에서 리그닌을 분해할 수 

있는 Enterobacter agglomerans를 분리하 으며, Kinya 등

(25)은 Burkholderia cepacia가 리그닌 분해효소를 생산한다

고 보고한 바 있다. 이와 같은 곤충의 장에 서식하는 우 미생

물이 생산하는 효소는 곤충이 섭식한 먹이의 분해와 한 

계가 있는 것으로 사료된다.

본 연구를 통해 Staphylococcus 속에 속하는 균주가 단백질 

분해 우수세균으로 다수 분리되었다. 선행연구에서 무당벌  

소화기  내 우  장내세균은 Staphylococcus속 계통군임을 

밝힌 바 있다(23). 이상의 결과로부터 Staphylococcus속 계통

군은 무당벌  소화기 내에서 미생물 유 생태학 으로 요

한 의미를 부여하는 것으로 단되었다.

Staphylococcus 속에 속하는 세균류가 응애류(Dermanyssus 

gallinae), 나방류(Manduca sexta)의 장  흰개미류 소화기

에서 발견된 바 있으나(15, 34, 42), 이들 공생균들이 분비

하는 효소에 하여 보고되지 않았다. 재 다양한 환경으로

부터 분리된 Staphylococcus 속의 protease 생성균주와 본 연

구를 통해 선발된 Staphylococcus sp. CB2-3 균주의 효소학  

특성을 비교하여 Table 6에 정리하 다. 만성종기증에서 분리

한 S. aureus V8 (2, 7, 13), 돼지삼출성표피염에서 분리한 S. 

hyicus subsp. hyicus (3, 4), 소 우유에서 분리한 S. caseolyticus 

(12), 자연 막 심내막염에서 분리한 S. epidermidis (41) 균주

가 보고되었다. S. aureus V8 균주가 생성하는 protease는 

metalloprotease, metalloprotease III이며, S. hyicus subsp. 

hyicus는 ShpI, ShpII, S. caseolyticus는 neutral protease, S. 

epidermidis는 metalloprotease로 28-42 kDa 정도의 크기를 

갖는 것으로 보고되었다. 이들 균주의 효소 활성 최  pH는 

7.0-7.9로 성 단백질 분해효소 으며 40-60°C에서 효소 활

성이 안정한 것으로 보고되었다.

본 연구에서 분리된 Staphylococcus sp. CB2-3 균주가 생

성하는 단백질 분해효소는 pH 5.0 배지에서 최  활성을 나타

내었으며, 효소는 pH 3.0-7.0에서 70% 이상, 30-50°C에서 

80% 이상의 활성을 유지하며 매우 안정한 온성 산성 단백

질 분해효소로 상기의 다양한 환경으로부터 분리된 Staphylo-

coccus속 균주가 생성하는 protease와는 상이한 특성을 나타

내었다. 한편, 무당거미의 장에서 분리한 Serratia protea-

maculans가 생산하는 단백질 분해효소의 경우 최  활성은 

pH 8.0-8.5, 37°C 이었으며, 25-45°C에서 80% 이상의 활성을 

유지하는 serralysin 군에 속하는 단백질 분해효소를 생산하는 

것으로 보고되었다(28).

미생물 유래 단백질 분해효소는 체 공업효소 매량의 

70% 이상을 차지하는 상업 으로 매우 유용한 효소이다(38). 

재 산업분야에서 이용되는 단백질 분해효소는 알칼리성 효

소들이 부분을 차지하며 피 의 탈모 공정과 세제 성분으로 

많이 사용되고 있다(18). 산성 단백질 분해효소는 생선, 간장, 

치즈 등 식품 발효산업에 이용되고 치즈 제조과정에서 우유응

고효소제로 가장 많이 사용된다. 산성 단백질 분해효소를 생

산하는 세균으로는 Xanthomonas sp., Pseudomonas sp. (26), 

Bacillus sp. (30), Sulfolobus acidocaldarius (29), Thermo-

plasma volcanium (40) 등이 보고된 바 있다. 이들 균주가 생

산하는 산성 단백질 분해효소는 부분 고온성으로 Staphylo-

coccus sp. CB2-3 균주의 효소는 30-50°C 범 에서도 최  

활성도의 80% 이상을 유지하여 산업 으로 응용 가능성이 클 

것으로 사료된다.

향후 본 균주의 정제된 효소를 상으로 Staphylococcus속 

균주가 생산하는 metalloprotease에 한 연구와 산성 단백질 

분해효소의 병원성 여부  안정성에 한 연구를 통하여 

Staphylococcus sp. CB2-3 균주의 실용화를 한 기반연구가 

필요하다고 단된다.

적요

무당벌  소화기 으로부터 단백질 분해 우수세균 6균주를 

분리하 다. 단백질 분해세균의 16S rRNA 유 자 염기서열
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을 해석하여 계통학  특성을 검토한 결과, Staphylococcus 

sciuri subsp. sciuri (3균주), Bacillus subtilis (1균주), Bacillus 

thuringiensis (2균주)로 확인되었다. 이들 균주  pH 5.0 배

지에서 58.5 U/ml의 높은 효소 활성을 나타내는 Staphylo-

coccus sp. CB2-3을 최종 선발하 다. 효소의 특성을 조사한 

결과, pH 4.0-6.0에서 높은 활성을 나타내어 산성 단백질 분

해효소임이 확인되었다. 효소의 최  반응 온도는 40°C 이었

으며, 30-50°C의 범 에서 80% 이상의 효소 활성을 유지하

다. Staphylococcus sp. CB2-3 균주의 생육과 효소 활성을 

한 최 의 배지성분을 조사하 다. 탄소원으로 0.5% 솔비톨을 

첨가하 을 때 효소 활성이 2배로 증가되었으며, 질소원으로 

0.5% 탈지유를 첨가한 경우 효소 활성이 2.5배 증가되는 것으

로 나타났다. 무기염류로는 KCl, K2HPO4, FeSO4를 첨가하

을 때 효소 활성이 가장 높은 반면에 2가 속이온인 Co2+, 

Zn2+, Mn2+, Cu2+를 첨가하 을 때는 균의 성장과 효소 활성

이 심하게 해되는 것으로 나타났다.
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