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    ABSTRACT

Characterization Characterization Characterization Characterization of of of of protease protease protease protease from from from from soil soil soil soil 

Actinomycetes Actinomycetes Actinomycetes Actinomycetes CS624CS624CS624CS624

 

                                   Jang So Young

                                   Adviser: Prof. Yoo Jin-Cheol Ph.D.

                                   Department of Pharmacy, 

                                   Graduate School of Chosun University

 Actinomycetes CS624, isolated from Korean soil, showed 100% 16S rRNA 

gene sequence homology with Streptomyces murinus NBRC 12799(T), 

Streptomyces costaricanus NBRC 100773(T), Streptomyces griseofuscus NBRC 

12870(T), and Streptomyces graminearus NBRC 15420(T). It produced neutral 

extra cellular proteases, when cultured in a medium containing 1.5% glucose, 

1.5% oat meal, 0.45% K2HPO, and 0.45% NaHPO₄at 28℃ and 180rpm. 

 Three forms of protease, designated as S-2, D-1 and D-2, were purified 

through Sepherose CL-6B column chromatography followed by DEAE- 

Sepherose CL-6B ion exchange column chromatography. The purified 

enzymes were then analyzed by using 10% SDS-PAGE, which revealed that 

the molecular masses of the purified enzyme, S-2, D-1 and D-2, were about 

20, 30 and 50 kDa, respectively. The temperature optima for S-2, D-1 and 

D-2 were 70, 50 and 50℃, respectively. The pH optima for S-2, D-1 and 

D-2 were pH6, pH7 and pH6, respectively. Intact enzyme activity remained in 



existence when S-2, D-1 and D-2 were treated for up to 2h at 70℃, 50℃ 

and 40℃, respectively. Moreover, all the proteases were stable in the pH 

range of 5 to 8. The activity of D-1 and D-2 were completely inhibited by 

Fe2+ and Mn2+ whereas S-2 activity was suppressed only by Fe2+. 

Furthermore, EDTA inhibited the activity of D-1 and D-2, but not that of 

S-2. In contrast, PMSF did not affect the activity of all form of proteases.

.
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ⅠⅠⅠⅠ. . . . 서      서      서      서      론론론론

 동식물의 조직이나 세포, 미생물에 널리 존재하는 Protease는 단백질 혹은 펩티드

에 작용하여 펩티드 결합의 가수분해를 촉매 할 뿐만 아니라 ester나 amide와 결

합반응을 하며 효소에 따라 전이반응을 하거나 효소 교환반응을 하는 등 다양한 

화학반응을 하는 효소이다.

  Peckman1)과 Crewth2) 가 최초로 Aspergillus속에서 분리한 protease는 활성위

치의 기능기의 구조에 따라 serine proteases3), asparate proteases, cysteine 

proteases, metallo proteases로 나누어지며, 최적 pH에 따라서 acid protease, 

neutral protease, alkaline protease로 나누어진다.4,5) 생산원에 따라 동물성 

protease, 식물성 protease, 미생물성 protease로 나누어지고6) 효소의 작용부위에 

따라서 exopeptidase와 endopeptidase로 나누어진다. exopeptidase는  펩티드 사

슬의 말단부위에서 작용하여 펩티드 사슬을 분해시키며, endopeptidase 는 N-말

단과 C-말단으로부터 떨어진 polypeptide내의 펩티드 결합에 작용하여 펩티드 결

합을 분해한다.7,8)

 Protease는 조미료 제조, 식육의 연화, 맥주, 청주의 혼탁방지, 치즈 숙성 등의 

식품공업과 소화제, 소염진통제 등 제약공업, 피혁가공, 세제산업9-13) 등 여러 분야

에 걸쳐 광범위하게 이용되고 있다. 이러한 protease는 안정성, 생산성, 비용 면에

서 고려해 볼 때 동식물에서 얻는 것보다 미생물에서 얻는 것이 더 많은 이점이 

있으므로 미생물을 통한 효소 생산이 전 세계 총 생산의 40%를 차지하고 있다.14) 

  미생물에서 유래되는 protease는 주로 곰팡이, 세균 등에서 많이 생산되고 있으

며 세균 중에서도 Bacillus sp. Aspergillus sp. Penicillium sp. Neurospora sp. 

Pseudomonas sp. Streptomyces sp. 등이 있다.15-25)

  방선균(actinomycetes)은 호기성 세균으로서 포자를 형성하고 사상체 형태로 자

라는 Gram양성 세균으로 분류학적으로 세균과 곰팡이의 중간적 위치를 차지하고 

있다. 방선균은 actinomycin, streptomycin 등 많은 항생물질과 효소저해제 등 다

양한 생리활성 물질들을 생산하고 고분자 물질을 분해하여 생태계의 물질순환에 
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크게 기여하여 산업에서 매우 중요한 세균으로 연구의 초점이 되어 이 미생물로부

터 새로운 물질을 얻으려는 탐색작업이 활발히 진행되고 있다.26,27) 
 

 방선균은 자연계에 다양하게 분포하지만 토양에 가장 많이 존재하고 있다. 토양 

중에 존재하는 방선균의 약 95%정도를 Streptomyces속이, 그 외에 Nocardia, 

Micromonospora, Thermomonospora, Actinoplanes, Microbispora속 등이 분포하

고 있다28).  방선균으로부터 유래한 alkaline protease는 기질 특이성이 높은 편이

며 비교적 고온에서 작용하는 특성 때문에 주로 세제 첨가제로 쓰이고 있는데9) 

protease를 세제나 피혁가공에 이용하기 위해서는 계면활성제, 표백제와 같은 산

화제 혹은 다른 첨가제들과 함께 광범위한 pH와 온도에서 높은 활성을 가져야만 

하기 때문에 실제 산업에서 생산되고 이용되는 종류는 극히 적은 편이다.29) 

Neutral protease는 비교적 좁은 pH 범위(pH5~8)에서 활동적이고 상대적으로 낮

은 온도내성을 갖지만 식물 단백분해효소 저해제로부터 영향을 받지 않기 때문에 

양조산업에서 유용하게 사용되고 있다. 또한 단백질 식품의 가수분해에서 동물성 

protease 보다 쓴맛을 덜하게 하여 식품산업에서도 그 유용성이 증가하고 있는 추

세다.30) 

  본 연구에서는 neutral protease를 탐색할 목적으로 한 종류의 방선균을 국내 토

양에서 분리하였으며 16S rRNA 유전자 분석을 통하여 Streptomyces 속에 속하는 

세균으로 동정하였다. 또한 본 균주에서 생산되는 protease들을 정제하여 효소의 

특성을 조사하였다.
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ⅡⅡⅡⅡ. . . . 재료 재료 재료 재료 및 및 및 및 방법방법방법방법

ⅡⅡⅡⅡ-1. -1. -1. -1. 시약시약시약시약

  방선균의 배양을 위한 배지는 주로 Junsei사의 제품을 사용하였다. 활성을 조사

하는데 쓰이는 Azocasein, EDTA, PMSF, Triton-X 100, Tween 20, Tween 80, 

Folin-Ciocalteu's phenol reagent은 Sigma사의 제품을 사용하였다.

ⅡⅡⅡⅡ-2. -2. -2. -2. 분석기기분석기기분석기기분석기기

  효소정제를 위한 Sepharose CL-6B, DEAE-Sepharose CL-6B는 Pharmacia 

(Uppsala, Sweden)의 제품을 사용하였다. 

ⅡⅡⅡⅡ-3. -3. -3. -3. ProteaseProteaseProteaseProtease활성을 활성을 활성을 활성을 가지는 가지는 가지는 가지는 토양 토양 토양 토양 방선균의 방선균의 방선균의 방선균의 분리 분리 분리 분리 및 및 및 및 동정동정동정동정

    

ⅡⅡⅡⅡ-3-1. -3-1. -3-1. -3-1. Protease Protease Protease Protease 활성을 활성을 활성을 활성을 가지는 가지는 가지는 가지는 토양 토양 토양 토양 방선균의 방선균의 방선균의 방선균의 분리분리분리분리

  전남 해안 지역에서 채취한 토양 샘플을 3일정도 건조시킨 후 단계적으로 희석

하여 Bennet's agar medium (1% Glucose, 0.1% Yeast extract, 0.2% Peptone, 

0.1% Beef extract, pH:7.0) 에 nalidixic acid (20ul/㎖) 을 첨가한 배지에 도말하

여 28℃에서 1~3주일간 배양하였다. 선별된 방선균은 ISP2 (0.2% Yeast extract, 

1% Malt extract, 0.4% Glucose, pH:7.2) 배지에 접종하여 28℃, 200rpm에서 배

양하며 protease 활성을 관찰하였다. 분리 및 선별된 균주들은 OSYM (2% 

Oatmeal, 1% Soybean meal, 1% Dried yeast, 1% Mannitol, pH 8.3) 고체배

지에서 배양한 후 4℃의 냉장고에 보관하면서 사용하였다. 균주의 장기 보관은 

포자를 20% glycerol로 보관용 vial에 취해 -80℃에 보관하고 6개월마다 계대 배
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양하여 보존하였다.

ⅡⅡⅡⅡ-3-2. -3-2. -3-2. -3-2. 16S 16S 16S 16S rRNArRNArRNArRNA의 의 의 의 염기서열 염기서열 염기서열 염기서열 

  16S rRNA는 PCR기기(Perkin-Elmer DNA Thermal Cycler)를 이용하여 증폭하였

으며 primer로는 27f(5'-AGAGTTTGATCMTGGCT-3) 1492r(5'-AAGGAGGT 

GWTCCARCC-3')31)을 사용하였다. 증폭조건의 변성은 94℃에서 1분, annealing은 

55℃에서 1분, 신장은 72℃에서 1분간 총 30회 반복하였다. 증폭된 DNA는 Taq 

DyeDeoxy Terminator Cycle Sequencing Kit(Applied Biosystems)와 oilgo- 

nucleotide primers32)를 이용하여 염기서열을 확인하였다.

ⅡⅡⅡⅡ-4. -4. -4. -4. Actinomycetes Actinomycetes Actinomycetes Actinomycetes CS624 CS624 CS624 CS624 균주의 균주의 균주의 균주의 최적 최적 최적 최적 배양 배양 배양 배양 조건조건조건조건

   OSYM  고체 배지에서 배양한 균주의 균사체 및 포자를 취하여 50㎖의 OSYM 액체

배지가 들어있는 250㎖  flask에 접종하여 28℃, 180rpm에서 3일간 전 배양하였다. 

그리고 protease의 최적 생산을 위해 자체 개발한 4가지 배지(GYT, GYTS, 

OSYM, GOKN)를 준비하여 protease 활성을 조사하였다. 

 각각의 배지조성은 다음과 같다. GYT 배지(2% glucose, 1.5% yeast extract, 

0.5% trypton, 0.1% CaCO₃), GYTS 배지(2% glucose, 1.5% yeast extract, 

0.5% trypton, 0.1% CaCO₃, 1.5% soy bean), OSYM 배지(2% Oatmeal, 1% 

soy bean, 1% Dried yeast, 1% Mannitol), GOKN 배지(1.5% glucose,1.5% oat 

meal, 0.3% K2HPO4, 0.3% NaH2PO4)에 2% 종배양액을 접종하여 28℃, 180rpm

에서 8일간 배양하여 최고 활성을 보이는 배지를 CS624 배양배지로 선정하였다. 

그리고 배양배지의 최적의 조건을 알아보기 위하여 금속염의 농도를 0%, 0.15%, 

0.3%, 0.45%로  탄소원의 농도를 0%, 0.75%, 0.15%로 나누어 protease 활성의 

최적 조건을 조사하였다. 
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ⅡⅡⅡⅡ-5. -5. -5. -5. Protease Protease Protease Protease 활성 활성 활성 활성 측정측정측정측정

  효소 활성 측정은 Azocasein 용액7)〔(2.0%(w/v), in 0.2M Phosphate Buffer( 

pH7.0)〕50㎕ 와 효소시료 100㎕를 섞어준 후, 40℃에서 20분간 반응시켰다. 여

기에 10%(w/v) Trichloroacetic acid 60㎕를 가하고 즉시 vortexing한 후 ice 위에

서 10분간 방치(산성화, 단백질 침전)하였다. Centrifuge(15,000rpm/ 20min)한 후, 

상등액 150㎕을 취하여 6배 희석된 Folin-Ciocalteu,s phenol reagent 300㎕와 

7.5%(w/v) Na2CO3 450㎕를 넣고 즉시 vortexing 한 후에  40℃에서 20분간 반응

시켜 660nm에서 흡광도를 측정했다. 효소활성의 단위(unit)는 1분 동안 1㎍ 

tyrosine을 생성시키는 효소의 양으로 정하였다.

ⅡⅡⅡⅡ-6. -6. -6. -6. 단백질 단백질 단백질 단백질 정량정량정량정량

  단백질의 농도는 Bradford의 방법(1976)33)을 이용하여 bovine serum 

albumin(BSA) (Life Technologies, Gaithersburg, MD, U.S.A.)을 표준시료로 하여 

측정하였으며 효소정제 과정 중 분획내의 상대적 단백질 농도는 595nm 흡광도로 

측정하였다.
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ⅡⅡⅡⅡ-7. -7. -7. -7. ProteaseProteaseProteaseProtease의 의 의 의 정제정제정제정제

ⅡⅡⅡⅡ-7-1. -7-1. -7-1. -7-1. 조효소액 조효소액 조효소액 조효소액 조제조제조제조제

   OSYM 고체 배지에서 배양한 균주의 균사체 및 포자를 취하여 50㎖의 OSYM 액체 

배지가 들어있는 250㎖ baffled flask에 접종하여 28℃ 180rpm에서 3일간 전 배양하

였다. 이 배양액을 protease의 생산을 위해 자체 개발한 protease용 배양배지 

GOKN 배지 1L에 2%수준으로 접종하여 28℃ 180rpm에서 8일간 배양하였다. 배양

액은 6000rpm에서 30분간 원심분리 후 상등액을 조효소로 이용하였다.

ⅡⅡⅡⅡ-7-2. -7-2. -7-2. -7-2. Ammonium Ammonium Ammonium Ammonium sulfate sulfate sulfate sulfate 분획분획분획분획

  조효소 용액에 30~90%가 포화되도록 ammonium sulfate를 가하고 원심분리 

(8,000rpm, 60분)하여 침전물을 회수하였다. 회수한 침전물에 10mM Tris-HCl 

(pH 8.0)를 가하여 용해시킨 후 YM10 (M.W 10,000) membrane을 사용하여 농축 

및 탈염하고 동일완충액으로 평형화시켰다.

ⅡⅡⅡⅡ-7-3. -7-3. -7-3. -7-3. Sepharose Sepharose Sepharose Sepharose CL-6B CL-6B CL-6B CL-6B column column column column chromatographychromatographychromatographychromatography

  Ammonium sulfate로 농축 및 탈염시킨 효소시료는 Sepharose CL-6B 

(2.2*114cm) column에 적하하고 10mM Tris-HC bufferl (pH8.0)로  4.0cm/h 전개

시켜  활성을 보이는 분획들을  회수하였다. 회수한 용액을  농축 후 동일완충액으로 

평형화시켰다. 
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ⅡⅡⅡⅡ-7-4.  -7-4.  -7-4.  -7-4.  DEAE-Sepharose DEAE-Sepharose DEAE-Sepharose DEAE-Sepharose CL-6B CL-6B CL-6B CL-6B column column column column chromatographychromatographychromatographychromatography

                

         Sepharose CL-6B를 통해 회수한 농축액을 DEAE----Sepharose CL-6B  column 

chromatography (1.2*71cm)에 적하하였다. 0~0.5M KCl 이 포함된 10mM 

Tris-HCl(pH 8.0) buffer 로 7.0cm/h 전개시켜 활성을 보이는 분획들을 회수하였

다. 분리된 효소는 생화학적 특성을 관찰하는데 사용하였다. 정제된 효소의 확인은  

Laemmli34)의 방법에 따라 SDS-PAGE(Sodium dodecyl sulphate- polyacrylamide 

gel electrophoresis)로 수행하였다. 

ⅡⅡⅡⅡ-7-5. -7-5. -7-5. -7-5. 단백질의 단백질의 단백질의 단백질의 겔 겔 겔 겔 전기영동전기영동전기영동전기영동

 

 SDS-PAGE는 5% staking gel과 10% polyacrylamide  gel(Laemmli,1970)을 사

용하였다. Molecular weight maker (17~170 kDa)는 Fermentas (Glen Burnie, 

MD, U.S.A) 회사의 제품을 사용하여 단백질의 분자량을 결정하였다. 겔은 

0.1%(w/v) coomassie brilliant blue R-250로 1시간동안 염색한 뒤 Methanol: 

glacial acetic acid : H₂O (1:1:8) 비율로 섞은 용액에 12시간 동안 탈색 시켰다. 

ⅡⅡⅡⅡ-7-6. -7-6. -7-6. -7-6. 최적 최적 최적 최적 효소활성도와 효소활성도와 효소활성도와 효소활성도와 안정성에 안정성에 안정성에 안정성에 대한 대한 대한 대한 온도의 온도의 온도의 온도의 영향 영향 영향 영향 

   최적 활성 온도는 4~80℃의 범위에서 10℃ 간격으로  효소 반응을 수행하여 효소활

성을 측정하였다. 효소의 온도 안정성을  알아보기 위해 각각의 온도(4℃, 20℃, 30℃, 

40℃, 50℃, 60℃, 70℃, 80℃, 90℃)에서 효소를  2시간 동안 incubating 시킨 후, 30

분마다 sampling 하였다. Sampling 용액에 10mM Tris-HCl buffer(최적 pH) 를 넣고  

15분 동안 실온에 방치한 후, 동일 완충용액으로 총량을 채운 뒤 효소 활성을 측정하

여 효소의 온도에 대한 안정성을 측정하였다.
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ⅡⅡⅡⅡ-7-7. -7-7. -7-7. -7-7. 효소활성도와 효소활성도와 효소활성도와 효소활성도와 안정성에 안정성에 안정성에 안정성에 대한 대한 대한 대한 pHpHpHpH의 의 의 의 영향영향영향영향

  정제된 효소활성에 대한 최적 pH를 결정하기 위해 pH 3~12 범위 안에서 pH 

1.0 간격으로 1M pH buffer (최종농도 100mM)를 넣고 최적온도에서  20분간 반

응시켜 효소활성을 측정하였다. 그리고 효소의 pH 안정성을 측정하기 위해 pH 

3~11 범위 안에서 pH 1.0 간격으로 각각의 1M pH buffer(최종농도 100mM)를 

효소용액과 넣어 4℃에서 48시간동안 방치한 뒤, 최적 pH buffer를 넣고 최적온도

에서 20분간 반응시켜 효소 활성을 측정함으로써 pH 안정성을 측정하였다. 1M 

pH buffer는 다음과 같이 pH 3~7.5은 Citrate-Na2HPO4 buffer, pH 7.5~9는 

Tris-HCl buffer, pH 9~12는 Sodium-Bicarbonate buffer를 사용하였다.

ⅡⅡⅡⅡ-7-8. -7-8. -7-8. -7-8. 효소활성도에 효소활성도에 효소활성도에 효소활성도에 대한 대한 대한 대한 금속이온과 금속이온과 금속이온과 금속이온과 계면활성제와 계면활성제와 계면활성제와 계면활성제와 저해제의 저해제의 저해제의 저해제의 영향영향영향영향

    효소 활성에 미치는 금속이온들의 영향을 조사하기 위해 효소 반응용액에 금속이온 

(Ca2+, Mg2+, Mn2+, Co2+, Zn2+, Fe2+,, Cu2+)과 EDTA, EGTA를  1mM이 되도록  첨가

하여 최적온도에서 20분 동안 반응시킨 후 효소활성을 측정하였다.  

 효소활성에 영향을 미치는 계면활성제의 영향을 조사하기 위해 Triton-X 100, 

Tween20, Tween80, SDS를 각각 0.1%(v/v)가 되도록 효소 반응용액에 첨가하였다. 

저해제로 PMSF(phenylmethylsulphonyl fluoride)를 1mM이 되게 첨가한 후 최적온도

에서 20분간 반응시켜 효소의 활성 변화를 측정하였다. PMSF는 소량의 DMSO 

(dimethyl sulfoxide)에 녹인 후 증류수로 희석하여 사용하였다.
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ⅢⅢⅢⅢ. . . . 결과 결과 결과 결과 및 및 및 및 고찰   고찰   고찰   고찰   

ⅢⅢⅢⅢ-1. -1. -1. -1. Actinomycetes Actinomycetes Actinomycetes Actinomycetes CS624 CS624 CS624 CS624 균주의 균주의 균주의 균주의 동정   동정   동정   동정   

ⅢⅢⅢⅢ-1-1. -1-1. -1-1. -1-1. 형태학적 형태학적 형태학적 형태학적 특성 특성 특성 특성 분석분석분석분석

  전남 해안 지역에서 채취한 토양에서 protease의 활성이 높은 균주인 

Actinomycetes CS624 균주를 선별하였다. Actinomycetes CS624 균주를 OSYM 

고체 배지에 접종한 후 28℃에서 배양하였을 때 4~5일이 경과하면서부터 하얀색 

colony가 관찰되었다. (Fig.1)

ⅢⅢⅢⅢ-1-2. -1-2. -1-2. -1-2. 분자생물학적 분자생물학적 분자생물학적 분자생물학적 특성 특성 특성 특성 분석분석분석분석

  Actinomycetes CS624 균주에서 추출한 total RNA를 template를 이용하여 16S 

rRNA 부분을 PCR 반응으로 증폭시켜 16S rRNA 부분의 1,497개의 염기서열

(Fig.2)을  Blast & programd을 이용하여 가장 유사도가  높은 균주들을 검색한 결과, 

분석 균주는 Streptomyces 속에 속하는 세균으로 나타났다. Streptomyces속은 약 

550종(2007년 기준)이 존재하며, 16S rRNA gene 염기서열 분석 결과, 

Actinomycetes CS624는 Streptomyces murinus NBRC 12799(T), Streptomyces 

costaricanus NBRC 100773(T), Streptomyces griseofuscus NBRC 12870(T), 

Streptomyces graminearus NBRC 15420(T)와 100% 일치하였다. (Table 1.)  

CS624의 16S rRNA gene 염기서열의 의한 계통발생학적 위치는 Neighbour- 

joining tree (Saitou & Nei, 1987)로 나타내었다. (Fig. 3)
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ⅢⅢⅢⅢ-2. -2. -2. -2. 배지 배지 배지 배지 성분의 성분의 성분의 성분의 최적화 최적화 최적화 최적화 

 Protease 생산의 최적화를 위한 4가지 배지를 통한 실험결과는 Fig.4. 나타내었

다. 다른 배지에 비해 GOKN 배지에서 월등한 효과를 나타내었다. 이 GOKN 배지

의 성분 중 금속염의 농도를 0%, 0.15%, 0.3%, 0.45% 로 나누어서 실험한 결과 

0.45%에서 최적의 상태를 나타내었으며(Fig.5), 탄소원인 oat meal의 농도를 0%, 

0.75%, 1.5%로 실험하여 1.5%에서 가장 좋은 결과를 나타내었다(Fig.6). 그래서 

CS624 배양배지를 1.5% Glucose, 1.5% oat meal, 0.45% K2HPO4, 0.45% 

NaH2PO4 로 최적화 배지를 정하였다.

ⅢⅢⅢⅢ-3. -3. -3. -3. Protease Protease Protease Protease 생산생산생산생산

  Actinomycetes CS624 균주를 GOKN (1.5% Glucose, 1.5% oat meal, 0.45% 

K2HPO4, 0.45% NaH2PO4, pH 6.91)배지 200㎖이 들어있는 1L flask에  2%의 종

배양액을 접종하고 28℃, 180rpm에서 배양하면서 배양시간에 따른 protease의 활

성, pH, 건조중량의 변화를 조사하였다. 균의 증식은 배양 1일째부터 증가하기 시

작하여 4일째까지 증가하였다가 그 이후부터 균의 생육이 차츰 감소하였다.       

 Protease의 생성은 배양 1일부터 10일까지 증가하였다가 이후에는 서서히 감소하

였다. 배양액 내의 pH는 6~7 범위 내에서 비교적 일정하게 유지되었다. (Fig. 7)

ⅢⅢⅢⅢ-4. -4. -4. -4. Actinomycetes Actinomycetes Actinomycetes Actinomycetes CS624CS624CS624CS624가  가  가  가  생산하는 생산하는 생산하는 생산하는 proteaseproteaseproteaseprotease의 의 의 의 분리 분리 분리 분리 및 및 및 및 정제정제정제정제

  Actinomycetes CS624에 의해 생산된 protease의 전반적인 정제과정들은 Table 

2.에 요약하여 나타내었다. 조효소액을 ammonium sulfate, Sepharose CL-6B 

column chromatography (Fig.8), DEAE-Sepharose CL-6B (Fig.9)에 의해 

protease를 정제하였다. Actinomycetes CS624의 배양 여액을 ammonium sulfate 

(30%-90%) 로 분획하고 농축하여 탈염시킨 효소용액을 얻었다. 원심분리 후 얻은 
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상층액은 10mM Tris-HCl buffer (pH 8.0)으로 평형화시키고 최소로 농축하여 동

일 완충액으로 평형화 시킨 다음 Sepharose CL-6B column (2.2*114cm)에 적하

하여 동일 완충액으로 4㎖/20min의 속도로 용출시켰다. Fig.8에서와 같이 

protease는 2개의 큰 피크(S-1, S-2)로 나누어졌다. S-1과 S-2의 피크는 둘 다 

1.4의 정제도를 보였으며 수율은 각각 8%, 2%를 나타내었다. Sepharose Cl-6B 

column에서 얻은 활성 분획을 두개로 나누어 각각 농축한 후 S-1을 

DEAE-Sepharose CL-6B(1.2*71cm)에 적하하여 0.0~0.5M KCl의 농도구배로 용

출 시켰을 때 protease의 활성분획은 0.2~0.3M KCl 농도에서 나타났다.(Fig.9). 

D-1의 정제도와 수율은 1.25, 1.6%, D-2의 정제도와 수율은 1.15, 0.5%였다.  

ⅢⅢⅢⅢ-5. -5. -5. -5. 겔 겔 겔 겔 전기영동전기영동전기영동전기영동

Sepharose CL-6B column chromatography를 통해 얻은 S-2와  DEAE- 

Sepharose CL-6B column chromatography 를 통해 얻은 D-1과 D-2를  

SDS-PAGE를  통하여 확인한 결과 분자량이 각각 약 20kDa, 30kDa, 50kDa 인 

것으로 확인되었다.(Fig.10) 

                 

ⅢⅢⅢⅢ-6. -6. -6. -6. 효소활성도와 효소활성도와 효소활성도와 효소활성도와 안정성에 안정성에 안정성에 안정성에 대한 대한 대한 대한 온도의 온도의 온도의 온도의 영향영향영향영향

  온도에 대한 효소활성과 안정성에 미치는 영향을 조사한 결과, S-2, D-1, D-2 

효소반응의 최적 온도는 각각 70℃, 50℃, 50℃로 나타났으며 그 이상의 온도에서

는 활성이 저하되었다. (Fig.11) 효소의 안정성은 4~90℃ 온도구간에서 10℃ 간격

으로 효소를  2시간 동안 incubating 시킨 결과 S-2, D-1, D-2는 각각 70℃, 5

0℃, 40℃까지 100% 활성을 유지하였다. 그 이후부터는 점차적인 감소를 보였다. 

(Fig.12) 
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ⅢⅢⅢⅢ-7. -7. -7. -7. 효소활성도와 효소활성도와 효소활성도와 효소활성도와 안정성에 안정성에 안정성에 안정성에 대한 대한 대한 대한 pHpHpHpH의 의 의 의 영향영향영향영향

  pH에 대한 protease의 활성과 안정성에 미치는 영향을 조사한 결과,  pH 3~12 

범위 내에서 S-2, D-1, D-2의 최적 pH는 각각 pH6, pH7, pH6으로 나타났

다.(Fig.13) 효소의 pH 안정성을 보기 위해  pH 3~11 범위에서 4℃, 48시간동안 

pH buffer를 처리한 후 효소활성을 조사한 결과 S-2, D-1, D-2는 각각  약산성

과 중성부근에서 안정한 것으로 보아 neutral protease 임이 사료된다. (Fig.14) 

ⅢⅢⅢⅢ-8. -8. -8. -8. 효소활성도에 효소활성도에 효소활성도에 효소활성도에 대한 대한 대한 대한 금속이온과 금속이온과 금속이온과 금속이온과 계면활성제와 계면활성제와 계면활성제와 계면활성제와 저해제의 저해제의 저해제의 저해제의 영향영향영향영향

  

 효소 반응용액에 금속이온(Ca2+, Mg2+, Mn2+, Co2+, Zn2+, Fe2+,, Cu2+) 과 EDTA, 

EGTA를 1mM 되도록 첨가한 후 효소 활성의 변화를 측정한 결과 S-2, D-1, D-2 

는 모두 활성에  Mg2+, Ca2+ 을 요구하였으며  Fe2+에 의해 효소 활성이 완전히 저

해되었다. 또한 D-1, D-2 는 Mn2+, Cu2+ 에 의해 효소활성이 100% 저해되었다. 

D-1, D-2가 EDTA에 의해 활성이 크게 저해되는 것으로 보아 metallo protease 

임이 사료된다. 효소에 영향을 미치는 계면활성제인 (Triton X-100, Tween 20, 

Tween 80,  SDS) 를 0.1%(v/v)와 저해제인 PMSF를 1mM로 하여 효소활성에 대

한 영향을 검토한 결과 D-1, D-2가 Triton X-100 에서 안정한 반면 S-2는 Triton 

X-100에서 30% 활성이 감소하였다. 그리고 PMSF에서는 세 가지 효소 모두 안정

함을 보여주었다.(Table 3)
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ⅣⅣⅣⅣ. . . . 결      결      결      결      론론론론

  전남 지역에서 채취한 토양 시료로부터 600여종의 방선 균주를 분리하였다. 이

들 균주의 배양 상등액 중 protease의 활성이 높은 Actinomycetes CS624 배양액

으로 protease 효소를 분리 정제하여 그 특성을 조사하였다. 16S rRNA gene 염기

서열 분석 결과, Actinomycetes CS624는 Streptomyces murinus NBRC 12799(T), 

Streptomyces costaricanus NBRC 100773(T), Streptomyces griseofuscus NBRC 

12870(T), Streptomyces graminearus NBRC 15420(T)와 100% 일치하였다. 

Actinomycetes CS624 균주는 자제 개발한 GOKN (1.5% Glucose, 1.5% oat 

meal, 0.45% K2HPO4, 0.45% NaH2PO4 , pH 6.91) 배양배지에서 28℃, 180rpm

에서 배양하였을 때 8일째 최대 활성을 나타내었으며 점차 효소 활성이 감소하였

다. Actinomycetes CS624를 GOKN 배지에서 최대 활성을 가지는 배양액을 

ammonium sulfate, Sepharose CL-6B column chromatography, DEAE- 

Sepharose CL-6B column chromatography를 이용하여 순수하게 정제된 S-2, 

D-1, D-2 효소를 얻었다. S-2, D-1, D-2 의 최적온도는 각각 70℃, 50℃, 50℃ 

이고, 여러 구간의 온도 범위에서 2시간 동안 효소 활성의 온도 안정성을 확인한 

결과 각각의 효소들은 70℃, 50℃, 40℃에서 100% 안정함을 보였다. S-2, D-1 , 

D-2 의 최적 pH는 각각 pH6, pH7, pH6 이였으며, 각 효소들은 pH 5~8에서 안

정한 것으로 나타났다. 이들이 약산성과 중성조건에서 안정한 것으로 보아 neutral 

protease 임이 사료된다. 또한 S-2가 Yoo3)의 Streptomyces tendae 의 최적온도 

70℃, 최적 pH6로 일치함과 동시에 Lee35)의 Streptomyces 속이 생성하는 효소의 

최적온도 50℃와 D-1이 일치함을 보여주었다. 계면활성제인 Triton X-100을 처리 

시 S-2는 30% 활성이 감소되었고, D-1, D-2는 안정함을 보였으며 PMSF에서는 

모든 효소가 안정함을 나타내었다. 1mM 수준에서 금속 이온들의 영향을 알아본 

결과, Fe2+은 3가지 효소를 모두 100% 억제하였으며 Mn2+는 D-1, D-2를 100% 

억제하였다. D-1과 D-2가 EDTA, EGTA에 의해 효소활성이 저해되는 것으로 보아 

metallo protease인 것으로 사료된다. 
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Fig. Fig. Fig. Fig. 1 1 1 1 Photograph Photograph Photograph Photograph showing showing showing showing the the the the colony colony colony colony morphology morphology morphology morphology of of of of 

                                                                            ActinomycetesActinomycetesActinomycetesActinomycetes    CS624CS624CS624CS624



- 15 -

5‘-TGGCTCAGGACGAACGCTGGCGGCGTGCTTAACACATGCAAGTCGAACGA

TGAAGCCCTTCGGGGTGGATTAGTGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGGGC

AATCTGCCCTGCACTCTGGGACAAGCCCTGGAAACGGGGTCTAATACCGG

ATATGACCATCTTGGGCATCCTTGATGGTGTAAAGCTCCGGCGGTGCAGG

ATGAGCCCGCGGCCTATCAGCTTGTTGGTGAGGTAATGGCTCACCAAGGC

GACGACGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGCGACCGGCCACACTGGGACTGAGA

CACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGG

GCGAAAGCCTGATGCAGCGACGCCGCGTGAGGGATGACGGCCTTCGGGTT

GTAAACCTCTTTCAGCAGGGAAGAAGCGAAAGTGACGGTACCTGCAGAAG

AAGCGCCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGCGCAA

GCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGAGCTCGTAGGCGGCTTGTCACG

TCGATTGTGAAAGCTCGGGGCTTAACCCCGAGTCTGCAGTCGATACGGGC

TAGCTAGAGTGTGGTAGGGGAGATCGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGAAAT

GCGCAGATATCAGGAGGAACACCGGTGGCGAAGGCGGATCTCTGGGCCAT

TACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCC

TGGTAGTCCACGCCGTAAACGGTGGGAACTAGGTGTTGGCGACATTCCAC

GTCGTCGGTGCCGCAGCTAACGCATTAAGTTCCCCGCCTGGGGAGTACGG

CCGCAAGGCTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGCGG

AGCATGTGGCTTAATTCGACGCAACGCGAAGAACCTTACCAAGGCTTGAC

ATACACCGGAAAGCATTAGAGATAGTGCCCCCCTTGTGGTCGGTGTACAG

GTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCC

CGCAACGAGCGCAACCCTTGTCCCGTGTTGCCAGCAGGCCCTTGTGGTGC

TGGGGACTCACGGGAGACCGCCGGGGTCAACTCGGAGGAAGGTGGGGACG

ACGTCAAGTCATCATGCCCCTTATGTCTTGGGCTGCACACGTGCTACAAT

GGCCGGTACAATGAGCTGCGATACCGTGAGGTGGAGCGAATCTCAAAAAG

CCGGTCTCAGTTCGGATTGGGGTCTGCAACTCGACCCCATGAAGTCGGAG

TCGCTAGTAATCGCAGATCAGCATTGCTGCGGTGAATACGTTCCCGGGCC

TTGTACACACCGCCCGTCACGTCACGAAAGTCGGTAACACCCGAAGCCGG

TGGCCCAACCCCTTGTGGGAGGGAGCTGTCGAAGGTGGGACCAGCGATTG

GGACGAAGTCGTAACAAGGTAGCCGTACCGGAAGGTGCGGCTGGATC-3'        

Fig. Fig. Fig. Fig. 2  2  2  2  Sequence Sequence Sequence Sequence of of of of 16S 16S 16S 16S rRNA rRNA rRNA rRNA gene gene gene gene 
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Table Table Table Table 1. 1. 1. 1. Similarity Similarity Similarity Similarity of of of of nucleotide nucleotide nucleotide nucleotide sequence sequence sequence sequence of of of of 16S 16S 16S 16S rRNA rRNA rRNA rRNA gene gene gene gene of of of of 

Actinomycetes Actinomycetes Actinomycetes Actinomycetes CS624 CS624 CS624 CS624 with with with with related related related related speciesspeciesspeciesspecies

Name/Title Strain Accession Similarity Diff/Total nt

Streptomyces murinus NBRC 12799(T) AB184155 100.0 0/1476

Streptomyces costaricanus NBRC 100773(T) AB249939 100.0 0/1480

Streptomyces griseofuscus NBRC 12870(T) AB184206 100.0 0/1476

Streptomyces graminearus NBRC 15420(T) AB184667 100.0 0/1476

Streptomyces griseofuscus KACC 20083(T) AY207605 99.8 3/1478

Streptomyces griseofuscus KCTC 9879(T) AY999809 99.6 6/1418

Streptomyces misionensis NBRC 13063(T) AB184285 98.8 17/1474

Streptomyces 
phaeoluteichromatogenes

NRRL 5799(T) AJ391814 98.6 20/1470

Streptomyces almquistii NRRL B-1685(T) AY999782 98.2 26/1482

Streptomyces lanatus NBRC 12787(T) AB184845 98.2 26/1473

Streptomyces malachitofuscus LMG 20067(T) AJ781347 98.2 26/1463

Streptomyces lanatus ISP 5090(T) AJ399469 98.2 26/1447

Streptomyces durhamensis NRRL B-3309(T) AY999785 98.2 27/1492

Streptomyces althioticus NRRL B-3981(T) AY999791 98.2 27/1485

Streptomyces thioluteus NBRC 13341(T) AB184344 98.2 27/1476

Streptomyces filipinensis NBRC 12860(T) AB184198 98.2 27/1469

Streptomyces althioticus NBRC 12740(T) AB184112 98.1 27/1458

Streptomyces malachitofuscus NBRC 13059(T) AB184282 98.1 28/1466

Streptomyces cellostaticus ISP 5189(T) AY999742 98.1 28/1447
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Fig. Fig. Fig. Fig. 3333 Neighbor-joining Neighbor-joining Neighbor-joining Neighbor-joining tree tree tree tree of of of of Actinomycetes Actinomycetes Actinomycetes Actinomycetes CS624CS624CS624CS624    
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Fig. Fig. Fig. Fig. 4  4  4  4  Protease Protease Protease Protease activity activity activity activity from from from from various various various various media media media media by by by by 

ActinomycetesActinomycetesActinomycetesActinomycetes    CS624CS624CS624CS624
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Fig. Fig. Fig. Fig. 5  5  5  5  Protease Protease Protease Protease activity activity activity activity from from from from different  different  different  different  POPOPOPO₄₄₄₄concentration concentration concentration concentration 

by by by by ActinomyceteActinomyceteActinomyceteActinomycetessss    CS624CS624CS624CS624
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Fig. Fig. Fig. Fig. 6  6  6  6  Protease Protease Protease Protease activity activity activity activity from from from from different different different different oat oat oat oat meal meal meal meal concentration concentration concentration concentration 

by by by by ActinomyceteActinomyceteActinomyceteActinomycetessss    CS624CS624CS624CS624
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Fig. Fig. Fig. Fig. 7  7  7  7  Fermentation Fermentation Fermentation Fermentation profiles profiles profiles profiles for for for for the the the the production production production production of of of of protease protease protease protease 

from from from from ActinomyceteActinomyceteActinomyceteActinomycetessss    CS624 CS624 CS624 CS624 
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Fig. Fig. Fig. Fig. 8  8  8  8  Elution Elution Elution Elution profile profile profile profile of of of of protease protease protease protease from from from from 
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Fig. Fig. Fig. Fig. 9  9  9  9  Elution Elution Elution Elution profile profile profile profile of  of  of  of  protease protease protease protease S-1 S-1 S-1 S-1 from from from from 

DEAE-Sepharose DEAE-Sepharose DEAE-Sepharose DEAE-Sepharose CL-6B CL-6B CL-6B CL-6B column column column column chromatographychromatographychromatographychromatography
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Table Table Table Table 2.  2.  2.  2.  Purification Purification Purification Purification of of of of protease protease protease protease from       from       from       from       

    Actinomycetes Actinomycetes Actinomycetes Actinomycetes CS624CS624CS624CS624

                                                   

StepStepStepStep
TotalTotalTotalTotal

proteinproteinproteinprotein
((((㎎㎎㎎㎎))))

TotalTotalTotalTotal
activityactivityactivityactivity

(U)(U)(U)(U)

SpecificSpecificSpecificSpecific
activityactivityactivityactivity
(U/(U/(U/(U/㎎㎎㎎㎎))))

FoldFoldFoldFold Yield Yield Yield Yield (%)(%)(%)(%)

CrudeCrudeCrudeCrude
supernatantsupernatantsupernatantsupernatant

240 12740 53 1 100%

AmmoniumAmmoniumAmmoniumAmmonium
sulfatesulfatesulfatesulfate

80 3356 42 0.8 26%

Sepharose Sepharose Sepharose Sepharose CL-6BCL-6BCL-6BCL-6B

S-1 14 1031 74 1.4 8%

S-2 3.5 256 73 1.4 2%

DEAE DEAE DEAE DEAE - - - - Sepharose Sepharose Sepharose Sepharose CL-6BCL-6BCL-6BCL-6B

S-1(D-1) 3.2 213 66.5 1.25 1.6%

S-1(D-2) 1.1 67 60.9 1.15 0.5%
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        Fig. Fig. Fig. Fig. 10  10  10  10  Electrophoretic Electrophoretic Electrophoretic Electrophoretic analysis analysis analysis analysis of of of of protease  protease  protease  protease  from  from  from  from  

Actinomycetes Actinomycetes Actinomycetes Actinomycetes CS624 CS624 CS624 CS624 

        

        Lane 1:  molecular weights of standard protein marker 

        Lane 2:  S-1

        Lane 3:  S-2

        Lane 4:  D-1

        Lane 5:  D-2
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Fig. Fig. Fig. Fig. 11   11   11   11   Effect Effect Effect Effect of of of of temperature temperature temperature temperature on on on on the the the the protease protease protease protease from from from from 

Actinomycetes Actinomycetes Actinomycetes Actinomycetes CS624CS624CS624CS624
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Fig. Fig. Fig. Fig. 12  12  12  12  Thermal Thermal Thermal Thermal stability stability stability stability of of of of protease protease protease protease from from from from 

Actinomycetes Actinomycetes Actinomycetes Actinomycetes CS624CS624CS624CS624
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Fig. Fig. Fig. Fig. 13   13   13   13   Effect Effect Effect Effect of of of of pH pH pH pH on on on on the the the the protease protease protease protease from from from from 

ActinomycetesActinomycetesActinomycetesActinomycetes    CS624CS624CS624CS624
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Fig. Fig. Fig. Fig. 14 14 14 14 Stability Stability Stability Stability of of of of pH pH pH pH on on on on the the the the protease protease protease protease from from from from 

Actinomycetes Actinomycetes Actinomycetes Actinomycetes     CS624CS624CS624CS624
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Table Table Table Table 3 3 3 3 . . . . Effect Effect Effect Effect of of of of metal metal metal metal ions, ions, ions, ions, detergents detergents detergents detergents and and and and inhibitor inhibitor inhibitor inhibitor on on on on the the the the 

activity activity activity activity of of of of protease protease protease protease S-2, S-2, S-2, S-2, D-1 D-1 D-1 D-1 and and and and D-2 D-2 D-2 D-2 from from from from ActinomycetesActinomycetesActinomycetesActinomycetes    CS624CS624CS624CS624    

ReagentsReagentsReagentsReagents ConcentrationConcentrationConcentrationConcentration
Relative Relative Relative Relative activity activity activity activity (%)(%)(%)(%)

S-2S-2S-2S-2 D-1D-1D-1D-1 D-2D-2D-2D-2

None 100 100 100

CaCl2 1mM 102 109 121

MgSO4 1mM 96 92 154

MnSO4 1mM 84 0 0

CoSO4 1mM 64 30 39

CuSO4 1mM 75 5 5

FeSO4 1mM 0 0 0

ZnSO4 1mM 46 15 24

EDTA 1mM 97 32 9

EGTA 1mM 99 76 12

PMSF 1mM 100 99 98

Triton X-100 0.1% 70 102 115

Tween - 20 0.1% 101 97 96

Tween - 80 0.1% 93 95 92

SDS 0.1% 74 50 75
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