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청국장 발효균주 Bacillus licheniformis B1의 β-1,4-glucanase 특성

황재성·유형재·김성조·김한복*

 호서대학교 자연과학대 생명공학과, 호서대 기초과학연구소

대두가 발효된 청국장에는 미생물, 다양한 효소와 생리활성물질이 존재한다. 청국장의 탄수화물을 분해하는
cellulase에 대한 연구는 많지 않다. Oligosaccharide는 다양한 생리활성을 지니고 있다. Congo red test 및 활성염색
을 통해, 효소액이 cellulase를 포함하는 것을 확인했다. 청국장 발효 균주 Bacillus licheniformis B1이 분비하는
cellulase활성의 최적 pH와 온도는 각각 10과 40oC이었다. TLC분석을 통해 효소액은 carboxymethyl cellulose
(CMC)를 분해하여 2탄당 이상을 생성함을 확인하였다. 본 균주를 이용해서 제조한 보리 청국장에서는 효소의
활성이 증가되었다. 본 균주의 cellulase 유전자를 클로닝하여 분석한 결과, 본 효소는 β-1,4-glucanase였으며, 전체
coding 영역 10~460번째 아미노산 영역 중, 32군데서 polymorphism을 보였다.
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대두가 발효된 청국장에는 미생물과 다양한 효소, 생리활성물

질이 존재하며 장건강 및 혈액순환 개선 등의 효과로 요즘 크게

각광을 받고 있다(10). 청국장은 항산화(16), 혈압강하(12) 및 면

역조절 효과(6) 등이 알려져 있다. 또한 대두식품은 유방암과 전

립선암의 발생을 감소시킨다(17). 

청국장에는 혈전용해효과가 있는 단백질분해효소가 존재하며

이에 대한 많은 연구가 진행 중이다. 그러나 그 밖에 청국장에서

탄수화물을 분해하는 효소에 관한 연구는 많지 않다. 고분자 탄

수화물이 분해된 oligosaccharide는 다양한 생리활성을 지니고 있

다(2, 8, 9). 본 연구에서는 청국장발효균주의 β-glucanase의 특성

을 분석하고 유전자를 클로닝하였다. β-Glucan은 면역력을 증가

시키는 것으로 알려져 있으며(15), 또한 당뇨예방 효과도 보고되

고 있다(9). β-Glucan 자체는 고분자 물질이며, 생체내에서 효율

적으로 흡수되기 위해서는 이를 작은 단위로 분해할 수 있는 β-

glucanase의 도움이 필요하다. 본 연구에서는 청국장에 보리를 첨

가함으로써 효소의 활성을 증가시킬 수 있는지 여부도 알아보았

으며, 본 효소의 유전자를 클로닝함으로써, 효소를 대량생산할

수 있는 발판을 마련하였다. 

재료 및 방법

청국장발효

Bacillus licheniformis B1을 LB 배지에서 37oC, 18시간 동안

배양한 액을 starter로 이용하였다(10). 정선된 백태를 18시간 동

안 수지하였다. 120oC에서 30분간 멸균한 원료 대두 500 g 혹은

여기에 5 g의 분말 보리가 포함된 대두에(보리청국장), 상기 균

주 배양액이 1%가 되도록 접종하였다. 접종 후 40℃ 배양기에서

발효시켰다.

조효소액 제조

1% Cellulose가 첨가된 LB 액체배지에서, B. licheniformis B1

을 16시간 동안 배양한 후 원심분리하여 상등액을 얻었다. 상등

액을 3,000 Da의 membrane filter에 넣고 원심분리하여 3,000

Da 이상의 단백질을 얻었다. Filter에 붙어 있는 단백질을 pH

7.0의 PBS에 녹여 사용하였다. 

Congo red test

0.3% (w/v) Carboxymethyl cellulose (CMC, Sigma, USA)를

넣은 LB 한천배지에 B. licheniformis B1을 도말하여 37oC에서

14시간 동안 배양하였다. 배양된 평판배지에 0.1% (w/v) Congo

red 용액을 처리한 후 30분간 방치하였다. 1 M NaCl 용액으로

Congo red 용액을 세척한 뒤 활성을 측정하였다. 

활성염색

 기질과 반응시키기 위해 SDS-denaturing polyacrylamide gel에

들어가는 증류수 대신 1% (w/v) CMC 수용액을 사용하였다. 조

효소액을 전기영동한 후 0.1 M phosphate buffer (pH 7)로 세척

한 후 2.5% (v/v) Triton X-100에 30분간 실온에 두었다. 동일

완충용액에서 40oC에서 4시간 동안 효소-기질 반응을 진행시켰

다. 이어서 0.1% Congo red 용액으로 15분간 염색하고 1 M

NaCl로 충분히 세척한 후 활성대를 관찰하였다.

β-Glucanase의 효소활성 측정

가수분해로 생성된 환원당은 3,5-dinitrosalicylic acd (DNS)에

의한 방법에 따라 550 nm에서 흡광도를 측정하였다(13). 
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효소의 최적 pH 및 온도의 결정

0.1 M Tris-Cl의 pH를 HCl이나 NaOH로 조절하여 다양한 범

위의 pH buffer를 제조하였다. 조효소액 0.5 ml와 1% CMC를

녹인 기질 0.5 ml를 혼합하여 40oC, 각 pH에서 1시간 반응 시

킨 후, DNS법을 이용하여 흡광도를 측정하였다. pH 10의 0.1

M Tris-Cl에 1% CMC를 녹인 기질 0.5 ml와 조효소액 0.5 ml을

혼합하여 각 온도에서 1시간 반응 시킨 후 DNS법을 이용하여

흡광도를 측정하였다. 

TLC 분석

조효소액 0.5 ml와 1% CMC를 녹인 기질 0.5 ml를 혼합하여

40oC에서 24시간 동안 반응시킨 후 Silica gel 60 TLC plate

(Merck, Germany)에 spot하였다. 이 때 isoamylalcohol:ethanlol:

ammonia:water를 50:60:1:30으로 혼합하여 전개용매로 사용하였

다. 전개한 후 공기 중에서 건조시키고, 4-methoxybenzaldehyde:

H2SO4:glacial acetate:ethanol을 5:5:1:90으로 혼합된 용액을 분사

한 후 120oC에서 10분간 발색시켰다.

β-1,4-Glucanase 유전자의 cloning
B. licheniformis의 chromosomal DNA를 분리·정제하였다.

PCR을 위한 primer로 forward primer는 5'-ATGAAACGGTCAA

TCTCTAT-3', reverse primer로는 5'-CTAATTTGGTTCTGTTCC

CCA-3'를 사용하였다. PCR은 1 cycle당 95oC에서 1 분, 55oC에

서 1분, 72oC에서 1분 30초의 조건으로 30 cycle을 수행하였다.

이 PCR 산물을 pGEM-T-EASY vector (Promega, USA)에 연결

하였다. 

Glucanase 아미노산 배열의 다중 비교

Bacillus licheniformis B1의 β-1,4-glucanase의 아미노산 배열을
Bacillus licheniformis strain K11 (cellulase) (GenBank EF070195),

Bacillus amyloliquefaciens strain UMAS 1002 endoglucanase A

(engA) (GenBank AF363635), Bacillus subtilis DLG endo-β-1,4-

glucanase (GenBank M16185)와 비교하였다(http//:bioinfo.

genopole-toulouse.prd.fr/multalin/의 multiple sequence alignment

with hierarchical clustering을 이용하여 분석하였다.). 

결과 및 고찰

Congo red test 및 활성염색

CMC가 포함되어 있는 배지에 청국장 발효 균주를 접종했을

때 CMC가 분해되면서 Congo red로 염색되었다. 또한 gel상에서

효소활성을 알아보기 위해 활성염색을 사용했을 때도, 하나의 활

성밴드가 확인되었다(자료 미제시). 이로써 청국장 발효 균주는

cellulase를 분비하는 것으로 사료되었다. 

효소액의 최적 pH 및 온도

pH 7 이하에서는 효소의 활성이 약하다, pH 10에서 최고의

활성을 나타내었으며, 그 이상의 pH 범위에서도 상당한 활성을

유지하였다(Fig. 1). 몇몇 호알칼리성 Bacillus β-1,4-glucanase가

보고되어 있다(1, 3, 5). 본 연구에서 확인된 효소는, pH 10의

강한 알칼리에서 최적 활성을 보이기 때문에, 세제로서 개발될

수도 있을 것이다. 대부분의 세제는 곰팡이에서 추출되었으나,

Bacillus 균주의 배양 이점 등을 고려한다면, 경쟁력이 있을 것이

다. 효소활성의 최적온도는 40oC이었으며, 20oC에서는 최대활성

의 40%를, 50oC에서는 최대활성의 68%를 나타내어 어느 정도

의 내열성을 보여 주었다(Fig. 2). 온도가 60oC가 넘어가자 효소

의 활성은 급격히 떨어졌다(Fig. 2). 

TLC 분석
조효소액에 의한 CMC의 가수분해 산물이 glucose 아래에 보

이는 것으로 보아 가수분해물은 2탄당 이상의 oligosaccharide로

사료된다(Fig. 3). 또한 CMC를 분해하는 것으로 보아 조효소액

은 cellulase를 함유할 것으로 사료된다.

보리청국장

대두에 균주를 접종하여 청국장 발효를 시킨 후에 일정량을

물에 녹인 상등액을 얻었다. 그 상등액의 DNS 분해능을 측정하

면 배양 6시간부터 30시간 동안 활성이 더욱 증가하는 것을 볼

Fig. 1. Effect of pH on the enzyme activity. The enzyme activities
were determined at various pHs using DNS. Relative enzyme activity
is shown. 

Fig. 2. Effect of temperature on the enzyme activity. The enzyme
activities were determined at various temperatures using DNS
method. Relative enzyme activity is shown.
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수 있었다(Fig. 4). 이는 균주의 분해효소가 배양 6시간부터 유도

되는 것으로 사료된다. 효소가 유도되는 것으로 보아 대두 자체

에도 효소의 기질이 다량 존재하는 것으로 추정된다. 또한 대두

에 보리를 추가로 포함시켜서 발효 시키면, 대두 단독의 경우보

다 효소의 활성이 더욱 증가하였다(Fig. 4). 보리에도 효소의 기

질이 상당량 존재하는 것을 뜻한다. 보리의 가수 분해물에 포함

되어 있을 β-1,3결합은 면역증강 효과가 있을 것으로 추정된다

(15). 보리 내배유의 β-glucan은 glucose를 기본단위로 구성되며

β-1,3-1,4 결합으로 이루어진 homopolymer이다(4, 7). 

β-Glucanase에는 β-1,3, β-1,4, β-1,3-1,4-glucanase 등 3가지 종

류가 있다(7). 이 중, β-1,3-1,4-glucanase는 보리나 lichenan의 β-

1,3에 인접한 β-1,4 결합을 인식하여 절단한다(7, 11). 본 연구에

서 사용한 청국장 발효 균주에서도 이러한 효소들이 존재하는

여부를, 해당 유전자의 클로닝과 효소 활성 등을 통해 확인한 결

과, β-1,3-1,4-glucanase가 아닌 β-1,4-glucanase로 확인되었다(Fig.

5). 청국장에도 β-1,3 결합을 지닌 보리를 첨가, 발효시킴으로써,

면역 효과를 증가시킬 수 있을 것이다.

유전자 분석

클로닝된 cellulase 유전자를 NCBI의 BLAST를 이용하여 검색

한 결과, 상동성이 매우 높은 다음 3개의 β-1,4-glucanase 유전자

를 확인하였다. Bacillus licheniformis B1 glucanase의 단백질 서

Fig. 3. TLC analysis of CMC degraded by the enzyme solution.
Carboxymethyl cellulose (CMC) was not treated with the enzyme
solution (lane 1). The enzyme solution was added into 0.1% CMC
solution (lane 2, 3). Glucose is shown as the arrow.

Fig. 4. Enzyme activity in Chungkookjang. The glucanase activities
in Chungkookjang (■ ) and Chungkookjang containing barley (□ )
were determined using DNS method. Relative enzyme activity is
shown.

Fig. 5. Comparison of amino acid sequences of β-1,4-endoglucanases. B1; B. licheniformis B1, dlg; B. subtilis DLG, K11; B. licheniformis K11,
eng; B. amyloliquefaciens UMAS 1002. 
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열을, B. licheniformis strain K11 (cellulase), B. amyloliquefaciens

strain UMAS1002 endoglucanase A (engA), B. subtilis DLG

endo-β-1,4-glucanase (14)와 비교하였다. 단백질을 코딩하는 영역

10~460번째 아미노산 영역 중, 4개의 glucanase는 32군데서

polymorphism을 보였다(Fig. 5). B. licheniformis B1과 B. subtilis

DLG와 비교했을 때는 위의 영역 중, 16군데서 차이를 보였다

(Fig. 5). 또한 B. licheniformis B1과 B. licheniformis K11과 비

교했을 때는 같은 영역에서, 20군데서 polymorphism의 차이를

보였다(Fig. 5). Consensus sequence와 비교했을 때, B.

licheniformis B1 glucanse는 12군데서 일치하지 않았으나 나머지

부분은 전부 일치하였다(Fig. 5). Bacillus sp. strain KSM-N252

의 endo-β-1,4-glucanase (Eg1)와 아미노산에서 상동성을 비교한

결과, 본 균주의 glucanase는 Eg1등과는 전혀 다른 종류로 판명

되었다(3, 5)(자료 미제시). 이미 알려진 DLG와 비교해서 유추해

본 결과(14), 본 endoglucanase의 signal sequence는 10~38이며

Ala36-Ser-Ala38의 Ala38위 뒤에서 절단이 일어나고 mature 효소의

아미노말단은 Ala39-Gly-Thr-Lys-Thr-Pro-Val-Ala-Lys47를 포함할

것으로 사료된다. 본 효소의 signal sequence는 아미노 말단에는

Lys-Arg과 같은 염기성 아미노산의 반복, 그 뒤로 hydrophobic

region이 따라오는 등 전형적인 siganl sequence의 특징을 보여주

고 있다(Fig. 5). B. subtilis DLG의 효소활성에 대해서는 간략한

보고가 있으나(14), 나머지 glucanase의 생화적인 특성에 대한 보

고는 전혀 없는 상태이다. 특히 이들 3개 β-1,4-glucanase의 최적

pH가 염기성이란 보고는 아직까지 없었다. 일단 B. licheniformis

β-1,4-glucanase 유전자가 클로닝되어 있기 때문에, 이를 바탕으

로 본 효소 유전자 발현의 조절기작, 효소의 대량생산, 분리정제,

생화학적 특성 결정 등의 작업이 보다 용이할 것이다. 
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ABSTRACT : Characterization of β-1,4-Glucanase Activity of Bacillus licheniformis B1 in Chungkookjang 
Jae Sung Hwang, Hyung Jae Yoo, Sung Jo Kim, and Han Bok Kim* (Department of Bio-
technology, The Research Institute for Basic Scinences, Hoseo University, Ansan 336-795,
Republic of Korea)

Fermented soybeans contain microorganisms, diverse enzymes, and bioactive compounds. Few studies on cel-
lulase in Chungkookjang exist. Oligosaccharides play diverse roles of bioactivity. Through Congo red test and
activity staining, it was confirmed that the enzyme solution contained cellulase. Optimal pH and temperature of
the cellulase produced by Bacillus licheniformis B1 were 10 and 40oC, respectively. Through TLC analysis, it
was demonstrated that the enzyme solution degraded carboxymethyl cellulose (CMC), whose main products
contained dimer and trimer oligosaccharides. Cellulase activity of barley-Chungkookjnag fermented by the
strain increased, compared with that of Chungkookjang. The cellulase was found to be a β-1,4-glucanase
through the analysis of the cloned gene, showing polymorphism at 32 amino acid sites in the coding range of
amino acid 10 and 460. 


