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Abstract
1-B-12 strain presenting α-amylase and protease activity was isolated from a local 

Doenjang product. The strain was identified as Bacillus licheniformis by 16S rRNA 

gene sequencing and named B. licheniformis 1-B-12. A combination of raw materials 

with unpolished rice (50%), rice bran (30%), and soybean (20%) was best for the 

enzyme activities. A lactic acid bacterium Lactobacillus casei GW140 was applied for 

co-culture with B. licheniformis 1-B-12 aiming at the production of a function-added 

enzyme food. Two-step fermentation, where 24 h fermentation with B. licheniformis 
1-B-12 and additional 12 h fermentation with L. casei GW140 were performed, resulted 

in maintenance of both of the enzyme activities and high level of lactic acid bacteria 

cell count. Furthermore the freeze-dried enzyme food sample was stable at 25℃ for 

45 d which was the last day we tested.
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서 론

효소(enzyme)는 생명체 내의 화학반응에 관여하는 촉매로서 인체 생리활성에서 가장 중요한 분자 중에 

하나이다(김일천, 1993). 그러나 현대사회로 접어들면서 식이 및 생활패턴의 변화로 개개인의 효소활성

이 낮아지는 경향이 있으며, 특히 중·장년층으로 갈수록 노화와 더불어 식생활에서 효소의 섭취가 부족한 

실정이다(Lee et al., 2015). 이러한 추세를 반영하듯 각종 대중매체를 통해서 효소식품 및 발효 효소액

(효소표방식품) 등의 이름으로 검증되지 않은 다양한 제품들이 소개되고 있으나, 효소식품으로서의 품질

적 수준은 천차만별이다(Kim et al., 2015). 효소식품은 다양한 효소의 활성을 높이기 위해 곡류, 과일 

및 채소로부터 유래된 효소와 이들을 기질로 하여 미생물 발효과정을 통해 그 활성을 강화한다(Lee et 

al., 2015). 효소식품은 크게 세 가지로 분류할 수 있으며, 60% 이상의 곡류를 포함하는 곡류효소식품,
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Fig. 1. α-Amylase (A) and protease (B) activities of 1-B-12 strain.
 

곡물의 배아가 40% 이상 함유된 배아효소식품, 60% 이상의 과채

류를 포함하는 과채류효소식품이 있다(박명윤, 1995). 또한 유산균

과 같은 유익균을 효소식품의 생산에 적용하여 기능성을 강화하려

는 시도들이 이루어지고 있다(Kim et al., 2006). 이러한 노력에도 

불구하고, 시중에 판매되는 효소식품의 효소활성이 제각각이며, 적

용되는 유익균의 기능성을 검증하는 것도 현실적으로 불가능하다. 

따라서 효소식품 제조공정의 최적화 및 표준화를 통해 생산되는 효

소활성을 극대화하고, 제형의 안정화를 통해서 효소식품의 기능성

을 증대시키는 연구가 필요한 시점이다. 본 연구는 α-amylase 및 

protease 활성이 우수한 Bacillus sp. 균주를 분리하여 효소식품 

제조의 스타터 균주로 활용하고, 동시에 유산균 Lactobacillus 

casei 균주와의 혼합배양을 통해 효소활성 및 유산균 생균수 확보

의 두 가지 목적을 달성하고자 하였다.

재료 및 방법

효소(α-amylase, protease) 활성 Bacillus sp. 균주 분리

충북 괴산지역의 장류 업체로부터 숙성된 된장을 얻어 α-amylase 

및 protease 활성이 우수한 Bacillus sp. 균주들을 선발하였다. 

즉, 된장 시료 3.5 g을 취하여 펩톤 수(0.1%, w/v) 31.5 mL에 넣

고 현탁시켜 십진희석법(ten-fold dilution method)으로 Nutrient 

agar(Difco, Sparks, MD, USA) 평판배지에 도말한 다음, 형성된 

콜로니 430개를 확보하였다. 3분획법에 의한 순수분리 후 5 mL의 

Nutrient broth(Difco)에 배양하고, 글리세롤(최종농도 40%)을 

첨가하여 －78℃에 보관하였다. 보관된 균주들은 Nutrient broth

에서 계대배양한 후 0.5%(w/v) starch와 1%(w/v) skim milk가 

각각 포함된 Nutrient agar 평판배지에 접종(toothpicking)하여 

하룻밤 배양 후 기질 분해 환(substrate degradation zone)의 크

기로 효소활성을 측정하였다. 

균주 동정

선발된 1-B-12 균주의 동정을 위하여 16S rRNA 유전자 염기서열 

분석법을 이용하였다. Nutrient agar에서 순수 분리한 균주를 국

내 생명공학회사(Macrogen, Daejeon, Korea)에 의뢰하여 염기

서열을 분석하였으며, 분석된 서열은 미국립보건원 생명공학정보센

터(NCBI; The National Center for Biotechnology Information)

의 BLAST (Basic Local Align Search Tool) 프로그램(blastn)을 

이용하여 상동성(homology) 평가 후 동정하였다.

효소활성을 위한 최적의 기질 조합 선발 

현미분말, 미강분말, 대두분말을 이용하여 단독 혹은 적절한 비율의 

혼합기질[현미분말(100 중량%), 미강분말(100 중량%), 대두분말

(100 중량%), 현미분말(60 중량%) + 미강분말(40 중량%), 현미분말

(50%) + 미강분말(30%) + 대두분말(20%), 현미분말(50%) + 대두

분말(50%)]을 만들고, 최종농도 60%로 수분함량을 맞춘 후 100℃

에서 1시간 증숙하였다. 실온 냉각 후 1-B-12 균주를 1% 접종하였

으며, 30℃에서 72시간 동안 배양하면서 경시적으로(0, 12, 24, 36, 

48, 60, 72시간) α-amylase와 protease의 활성을 측정하였다.

혼합배양

선발된 기질 조합을 배지원으로 B. licheniformis 1-B-12와 L. 

casei GW140 균주의 혼합배양이 가능한 조건을 확립하였다. 즉, 바

실러스와 유산균의 동시배양 혹은 단계배양(2단발효: 1-B-12 접종 

> 24 h 배양 > GW140 접종 > 12 h 배양) 방법을 도입하여 효소의 

활성이 유지되면서 유산균의 생균수도 확보하는 조건을 확립하였다. 

효소안정성

앞서 확립한 최적 기질 조합[100g; 현미(50%) + 미강(30%) + 대

두(20%)]과 혼합배양(1-B-12 1% 접종 > 24 h 배양 > GW140 

1% 접종 > 12 h 추가 배양) 조건으로 효소식품 시료를 제조한 다

음, 동결건조하여 10℃와 25℃에서 보관하면서 경시적으로 45일 

동안 효소활성을 측정하였다.

결과 및 고찰

충북 괴산 지역 장류 업체로부터 숙성된 된장을 얻어 α-amylase 

및 protease 활성이 우수한 Bacillus sp. 균주를 선발한 결과, 

1-B-12 균주의 활성이 우수하여 이 균주를 효소식품 생산의 스타

터(starter)로 사용하였다(Fig. 1). 16S rRNA 유전자 염기서열에 
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Fig. 2. α-Amylase (A) and protease (B) activities of enzyme food 
sample, where a combination of raw materials with unpolished rice 
(50%), rice bran (30%), and soybean (20%) was used, fermented 
by Bacillus licheniformis 1-B-12 strain. C: no addition of starter; 
1-B-12: B. licheniformis 1-B-12 was inoculated as a starter. 
 

Fig. 3. α-Amylase (A) and protease (B) activities of enzyme food 
sample, where a combination of raw materials with unpolished rice 
(50%), rice bran (30%), and soybean (20%) was used, fermented 
by Bacillus licheniformis 1-B-12 strain alone or with Lactobacillus 
casei GW140. 1: Control (no addition of starter); 2: 1-B-12 inoculation; 
3: 1-B-12 and GW140 co-inoculation; 4: 1-B-12 inoculation > 24 h 
fermentation > GW140 inoculation > 12 h fermentation.

Fig. 4. α-Amylase (A) and protease (B) activities of freeze dried 
enzyme food sample during storage at 10℃ (1, 3) and 25℃ (2, 4), 
where a combination of raw materials with unpolished rice (50%), 
rice bran (30%), and soybean (20%) was used, fermented by Bacillus 
licheniformis 1-B-12 strain with Lactobacillus casei GW140 (1-B-12 
inoculation > 24 h fermentation > GW140 inoculation > 12 h 
fermentation).

기초한 균주 동정 결과, 1-B-12 균주는 Bacillus licheniformis 

균주(GenBank accession no., JX203250.1)와 가장 높은 상동

성(99%)을 보여 B. licheniformis 1-B-12로 명명하였다. B. li-

cheniformis 균주들은 상업적으로 중요한 효소들(α-amylase, 

glucoamylase, protease, pectinase 및 cellulose)의 생산 미생

물로 잘 알려져 있다(Ghani et al., 2013). 효소활성 향상을 위한 

기질 선발에 있어 현미분말, 미강분말 및 대두분말을 조합하여 배

지원으로 한 다음 1-B-12 균주를 1%와 2%로 각각 접종한 후 경시

적으로 분석한 결과, 대부분의 조합에서 두 효소의 활성이 관찰되

었다(data not shown). 그 중에서도 현미(50%), 미강(30%) 및 대

두(20%)의 조합이 최적의 기질조합으로 확인되었다(Fig. 2). 효소

의 활성을 유지하면서 동시에 기능성 유산균의 생균수(109 cfu/g 

이상)를 확보하기 위한 B. licheniformis 1-B-12 균주와 L. casei 

GW140 균주의 혼합 배양 조건을 확인한 결과, B. licheniformis 

1-B-12 균주를 접종하여 24 h 배양한 후 L. casei GW140 균주

를 접종하여 추가적으로 12 h 배양하는 것이 최적의 방법으로 확

인되었다(Fig. 3). 바실러스를 유산균과 동시에 접종할 경우, 생육

이 억제되어 효율적인 효소의 생산이 불가능하며, 또한 2단 발효의 

경우에도 유산균 접종 후 배양시간이 길어지면 효소의 활성이 급격

히 떨어지는 것이 관찰되어 L. casei GW140 균주 접종 후 12 h 

추가 배양이 이상적인 것으로 확인되었다. 이러한 최적의 조건으로 효

소식품을 생산한 다음, 동결건조 후 10℃와 25℃에서 보관하면서 경

시적으로 45일 동안 효소활성을 측정한 결과, 해당기간 동안 효소활

성의 소실이 거의 일어나지 않았다(Fig. 4). 결론적으로 α-amylase 

및 protease 활성이 우수한 B. licheniformis 1-B-12와 기능성 L. 

casei GW140 균주의 조합으로 생산된 효소식품은 현대인들의 건강

증진에 일조할 수 있는 건강기능소재로서 손색이 없을 것으로 판단된다.

요 약

α-Amylase 및 protease 활성을 동시에 가지는 1-B-12 균주를 

된장으로부터 분리하였다. 16S rRNA 유전자 염기서열 분석결과, 

Bacillus licheniformis로 동정되어 B. licheniformis 1-B-12 

균주로 명명하였다. 효소활성 측면에서 현미(50%), 미강(30%) 및 

대두(20%)의 조합이 최적의 기질 조합 조건으로 확인되었다. 기능

성이 부가된 효소식품을 제조하기 위하여 Lactobacillus casei 

GW140 균주를 도입하였는데, B. licheniformis 1-B-12 균주와

의 혼합배양 조건은 2단발효(B. licheniformis 1-B-12 접종 > 
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24 h 발효 > L. casei GW140 접종 > 12 h 추가 발효)가 적합한 

것으로 나타났다. 이러한 최적 조건으로 생산된 효소식품을 동결건

조하여 25℃에서 보관하였을 때 시험 마지막 날인 45일까지 효소

의 활성이 유지되었다.
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