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요  약  문

Ⅰ. 제 목

버섯유래 복합효소를 이용한 미강으로부터의 생리활성물질 생산기

술 및 가공제품 개발

Ⅱ. 연구개발의 목적 및 중요성

가. 균사체 배양을 통한 생리활성물질 생산공정 및 가공기술 개발

     아라비녹실란은 면역계에서 매우 중요한 역할을 하는 NK(natural killer)세

포를 활성화시켜 암치료에 있어서 화학요법 및 호르몬 요법에 대한 부작용을 현

저히 감소시킬 수 있으며 AIDS 치료에 있어서 잠재적 가치가 있다고 보고되고 

있다. 자일로즈(xylose)를 주쇄로하여 측쇄에 아라비노즈(arabinose)를 갖는 아라

비녹실란은 면역부진에 기인한 질병환자가 증가하는 요즈음 면역력을 강화시키

는 물질로서 새로운 식물소재의 가치가 대단히 크다. 따라서 일본 및 미국을 비

롯한 여러 선진국에서 항암 및 면역강화 등 인체에 탁월한 효능을 지닌 아라비

녹실란을 제품화하고자 분리정제기술을 개발하고 있다. 그러나 국내에서는 아라

비녹실란의 분리정제기술 및 생산기술 개발에 대한 연구가 거의 전무한 실정으

로 이에 대한 연구개발이 절실히 요구되고 있다. 본 연구에서는 표고버섯

(Lentius edodes) 균사체 액체배양공정을 개발하므로써 복합효소를 생산하여 미

강중의 헤미셀루로즈를 효소처리하여 아라비녹실란을 생산하는 공정기술을 개발

하고자 하 고, crude한 아라비녹실란을 분말화하여 여러 가지 기능성 가공제품

에 응용하고자 하 다. 
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나. 생리활성물질 분리정제공정 개발

     쌀겨, 보리,  등과 같은 볏과식물의 세포벽을 구성하는 헤미셀루로오즈의 

주성분이고 분자량이 3 000∼5000 dalton정도인 물질인 아라비녹실란은 항암, 혈

당 및 혈압강하, 인체면역체계의 강화, 소화기능을 증진에 탁월한 효능을 보이는 

관계로 많은 관심을 불러일으키고 있으나, 국내에서는 아라비녹실란의 효능 검증 

및 분리․정제공정 개발에 대한 연구가 거의 전무한 상태로 연구가 절실히 요구

되고 있다. 본 연구에서는 항암, 인체면역기능 향상에 탁월한 효능을 지닌 생리

활성물질인 아라비녹실란을 볏과식물 중 면역조정물질로 특히 주목이 되는 쌀겨

에서 추출하고, 기존의 분리․정제기술에 있어서의 문제점을 극복하기 위한 새로

운 분리․정제공정 기술을 개발하고자 하 다.

다. 가수분해 복합효소 활성평가

     본연구의 대상물인 Lentinus edodes로부터 생산된 endo-1,4-xylanase 와 α

-glucuronidase의 정제와 xylan을 효과적으로 가수분해하기 위한 두 효소의 각각

의 활성의 특징과 두 효소 간의 synergistic effect에 대하여 연구하 다. 해당 두 

효소의 다양한 특질을 바탕으로 정제과정을 수행하였으며, Sephadex G-75 컬

럼을 이용한 켈 크로마토그래피의 단계에서 endo-1,4-xylanase 와 �

-glucuronidase의 활성 분획이 불리 정제 되었으며 이들은 각각의 효소의 분자

량을 측정하고 연속된 실험에 쓰였다. Endo-1,4-xylanase의 반응 최적온도는 4

0℃이며 α-glucuronidase는 50℃ 다. Endo-1,4-xylanase의 경우 45℃이상의 온

도가 오를 경우 효소 안정성이 급격히 감소하는 현상을 보 다. 

Endo-1,4-xylanase와 α-glucuronidase의 optimal pH는 각각 4.0과 6.0으로 나타

났으며 endo-1,4-xylanase의 pH에 대한 안정성은 pH 3.0 ~ 6.0 범위에서 40℃, 

60분간 동일하게 안정함을 보 다. 
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Ⅲ. 연구개발 내용 및 범위

가. 균사체 배양을 통한 생리활성물질 생산공정 및 가공기술 개발

     본 연구에서는 표고버섯(Lentinus edodes)의 액체배양에서 균사체 성장을 

위한 최적 조건으로 온도, pH, 교반속도, 배지액량에 대해 검토하 고, 최적 배지

조성으로는 탄소원, 질소원, 무기염류에 대해 검토하 다. 또한 탄수화물 복합가

수분해효소의 생산을 위한 최적배지조성을 확립하 다. 생물반응기를 이용한 응

용 회분식 배양에서는 기본배지외 탄소원으로 glucose를 첨가해 줌으로써 탄수화

물 복합가수분해효소의 생산성을 향상시켰다. 여기에 미강으로부터 추출된 헤미

셀룰로즈를 반응시켜 최종 아라비녹실란을 생산하 고, 아라비녹실란을 기능성 

제품으로 개발하기 위하여 분말화를 통한 가공기술을 개발하 다.

나. 생리활성물질 분리정제공정 개발

     미강으로부터 헤미셀룰로즈를 추출하기 위해 유기용매와 pH 조절을 하여 

리그닌과 셀룰로즈가 제거된 헤미셀룰로즈 A와 B를 얻었다. 이렇게 추출된 헤미

셀룰로즈와 아라비녹실란의 구조적 특성을 검토기 위하여 
13
C-NMR 스펙트럼과 

FT-IR 스펙트럼을 사용하 고, HPLC를 사용하여 헤미셀룰로즈와 아라비녹실란

의 구성당을 검토하 다. 또한  헤미셀룰로즈와 아라비녹시란의 주쇄결합을 확인

하기 위하여 Fungi-Fluor Kit을 사용해 형광으로써 주쇄 결합이 α 인지 β 인지

를 확인하 다. 헤미셀룰로즈 B와 표고버섯 배양여액의 반응시간(3시간, 6시간, 

12시간, 24시간)에 따른 crude한 아라비녹실란의 구성당 변화를 검토하 다. 

다. 가수분해 복합효소 활성평가
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     Endo-1,4-xylanase 와 α-glucuronidase의 상호작용의 효과는 xylan과 

4-O-methyl-D-glucurono-D-xylan을 기질로 하 을 때 연구 되었으며, 이 두 

효소의 기질 종류에 따른 활성에 의한 xylooligomer와 4-O-methylglucuronic 

acid의 정량은 4-O-methyl-D-glucurono-D-xylan을 기질로 쓰 을 때가 xylan

을 기질로 썼을 때 보다 2배 정도 값이 커짐을 보 다. Endo-1,4-xylanase 와 α

-glucuronidase의 혼합액을 이용하여 4-O-methyl-D-glucurono-D-xylan을 가수 

분해한 경우 α-glucuronidase에 의해 생산되는 4-O-methylglucuronic acid의 양

은 α-glucuronidase을 독립적으로 처리 할 때 보다 24배 증가를 보 고, 반면 

endo-1,4-xylanase를 처리할 경우 생산되는  xylooligomers의 양은  

endo-1,4-xylanase를 개별적으로 처리할 때보다 3배만이 증가 하 다. 

Ⅳ. 연구개발결과 및 활용에 대한 건의

가. 균사체 배양을 통한 생리활성물질 생산공정 및 가공기술 개발

      탄수화물 가수분해효소의 생산을 위해 먼저 표고버섯(Lentinus edodes)의 

액체배양에서 균체 성장을 위한 최적 조건은 배양온도 24 ℃, 교반속도 200rpm, 

접종량 10 %, working volume 100 mL, 초기 pH 5.5에서 효과적이었다. 최적 배

지조성은 glucose 30 g/L, yeast extract 20g/L이었다. 최대 균체량은 배양 8.5일

째 약 18 g/L의 결과를 나타내었다. 플라스크 배양에서 가수분해효소 생산을 위

한 최적배지조성을 검토한 결과 배지조성은 cellulose 1 %(w/v), yeast extract 1 

% (w/v), CaCl2․2H2O 0.1 %(w/v)이었다. 이때 배양 10일째 β-glucosidase 43.5 

U/mL, β-glucuronidase 0.33 U/mL, 그리고 β-galactosidase 0.8 U/mL의 효소활

성을 나타내었다. 생물 반응기를 이용한 응용 회분배양에서는 최적배지조성으로 

배양중 4일, 5일째 glucose (5 g/L) 100mL을 pulse feeding한 결과 기본 회분배양 
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에서와 비교했을 때 균체량을 살펴보면 약 2.5 g/L정도의 증가된 결과를 나타내

었고, 가수분해효소 활성의 경우 β-glucosidase는 약 5 U/mL, β-glucuronidase는 

약 0.1 U/mL, β-galactosidase는 약 0.2 U/mL정도 증가된 결과를 나타내었다. 여

기에 미강으로부터 추출된 헤미셀룰로즈를 반응시켜 crude한 아라비녹실란을 생

산하 다. 이 아라비녹실란을 분말화하여 capsule이나 Tea-bag등으로 가공하면 

기능성제품 및 건강보조식품 소재으로 활용이 가능하다고 판단되어졌다.

나. 생리활성물질 분리정제공정 개발

     미강으로부터 헤미셀룰로즈 B의 추출과정에서 반응온도를 65℃에서, 에탄

올 volume을 3배로 하 을 때 헤미셀룰로즈 B의 수율이 38.5 %로 최대를 나타

내었다. 이로써 헤미셀룰로즈 B의 추출과정에서의 최적조건을 확립하 다. 

    13C-NMR 스펙트럼, FT-IR 스펙트럼을 통해 헤미셀룰로즈 B와 아라비녹실

란의 구조적인 특성을 검토하 다. 그리고 HPLC를 이용해 헤미셀룰로즈 B와 아

라비녹실란의 구성당의 조성비를 검토한 결과 헤미셀룰로즈 B는 xylose 15.4 %, 

arabinose 13.9 %, glucose 67.2 %, galactose 3.5 % 고, ara/xyl ratio는 0.9이었

다. 이 헤미셀룰로즈 B를 효소처리하여 얻은 아라비녹실란의 구성당 조성비는 

xylose 63.5 %, arabinose 11.1 %, glucose 18.9 %, galactose 2.7 % glucuronic 

acid 3.8 % 고 ara/xyl ratio는 0.17의 결과를 나타내었다. 또한, 헤미셀룰로즈 B

와 표고버섯 배양여액의 반응시간에 따른 아라비녹실란 구성당 조성비를 검토한 

결과 반응시간이 지나감에 따라 glucose가 분해되어 glucose의 조성비는 크게 감

소하는 경향을 나타내었고, 반면에 상대적으로 자일로즈와 아라비노즈의 조성비

는 증가하는 경향을 나타내었다. 헤미셀룰로즈 B와 아라비녹실란의 주쇄 결합형

태를 확인하기 위하여 Fungi-Flour Kit을 사용하여 형광을 측정하 다. 예상대로 

아라비녹실란에서는 β-결합이 아주 적기 때문에 희미한 형광을 나타내어 주된 

결합형태가 α-결합임을 확인 할 수 있었고, 헤미셀룰로즈 B에서는 아라비녹실란

에 비해 β-결합이 더 많이 존재함을 알 수 있었다.
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다. 가수분해 복합효소 활성평가

     두 효소의 상호작용의 결과는 α-glucuronidase 활성의 정도에 대한 

4-O-methyl glucuronic acid의 정량적 비교를 통해 알 수 있었다.  이를 통해 α

-glucuronidase는 endo-1,4-xylanase의 xylose 주쇄의 가수분해에 크게 의존적이 

다는 것을 알 수 있었다. 즉, endo-1,4-xylanase의 xylan 주쇄의 가수분해 정도

의 증가는 α-glucuronidase의 활성을 증가시키는 것과 연관되어 있음을 보 다.

그러므로 arabinoxylan 또는 그에 유사한 물질을 생산하기 위한 효소적 처리 방

법은 각 해당 효소의 optimal condition에서 endo-1,4-xylanase와 α

-glucuronidase가 적용되어야 한다. 또한 해당 효소들의 기질인 xylan 주쇄를 분

해 할 수 있는 endo-1,4-xylanase의 처리가 선행되어야 한다. 그리고 이러한 효

소 반응에 의해 생산된 4-O-methyl glucurono xylooligomer를  4-O-methyl 

glucuronic acid 단위체에 활성이 있는 α-glucuronidase를 처리함으로써 xylan 복

합체로부터 목적하고자 하는 물질 또는 그 유도체를 얻을 수 있다.
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SUMMARY

I. Title

Development of arabinoxylan production technology and manufactured goods  

with rice bran using carbohydrolases complex derived from mushroom 

II. Purpose and significance of the study

A.Process development and manufacturing technology of    

           arabinoxylan by mycelium cultivation of       

           mushroom

     Recently in United States and Japan, arabinoxylan has been well 

recognized as a plants-derived source of immunomodulators. It has been 

reported that arabinoxylan activates NK(natural killer) cell in the immune 

system and reduces side effects of chemical or hormone therapeutics in 

cancer treatment. Although arabinoxylan has been well recognized in 

overseas, little effort has been made to study the process of arabinoxylan 

production in Korea.  Thus, it has been necessary to research and develop 

the isolation, purification and production technology of arabinoxylan.

     This project was carried out to study the process of arabinoxylan 

production by liquid cultivation of mycelium from Lentinus edodes specie and 

its application to functional products.

B. Process development for isolation and purification of  

   arabinoxylan
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     Arabinoxylan is a main component of hemicellulose in cell wall of plants 

such as rice bran, barley, and wheat. Arabinoxylan has xylose as a main 

chain and arabinose as a branched unit.  Its molecular weight is about 

3000~5000 dalton.

     Arabinoxylan is known to be effective for anti-cancer treatment, blood 

sugar and blood pressure dropping, enhancement of human immune system 

and strengthening digestive tract. As little research has been done on the 

arabinoxylan production in domestic, this project attempted to produce 

arabinoxylan. Among the plant sources, rice bran has been getting enormous 

attention as a immune modulating agent. Thus it was chosen in this study 

for the source of arabinoxylan. Besides, an attempt to develop new technology 

for isolation and purification was made in order to overcome problems caused 

from the existing technology. 

C. Estimation of carbohydrolases complex

    Endo-1,4-xylanase and α-glucuronidase, among the extracellular enzymes 

produced by Lentinus edodes, were purified and investigated with respect to 

their individual activities and the synergistic effect between both enzymes on 

the efficient hydrolysis of xylans. The purification steps were done on several 

characters of both enzyme. On gel filtration using Sephadex G-75 column, the 

active fractions of endo-1,4-xylanase and α-glucuronidase were separated 

respectively. The separated enzyme pools were used to determined their M.W. 

and  do following reactions.  The temperature optima were 40℃ for 

endo-1,4-xylanase and 50℃ for α-glucuronidase. On endo-1,4-xylanase it 

show the stability decreased above 45℃ in course of time significantly. The 

pH optima of the purified endo-1,4-xylanase and α-glucuronidase were pH 4.0 
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and 6.0, respectively. In addition, endo-1,4-xylanase shows stable between 3.0 

~ 6.0 under the condition of 40℃, 60min incubation.

III. Contents and scope of the study

A. Process development and manufacturing technology of   

    arabinoxylan by mycelium cultivation of mushroom

     In this project, optimum conditions such as temperature, pH, agitation 

speed and amount of liquid media were studied for mycelium growth from 

the liquid cultivation of Lentinus edodes.  In terms of optimal media 

compositions, carbon, nitrogen and mineral sources were examined. Optimal 

media compositions for the production of carbohydrolases were also 

formulated.

     In modified batch-culture, productivity of carbohydrolases was enhanced 

by adding glucose as a carbon source.  Then by reacting these 

carbohydrolases with hemicellulose extracted from rice bran, final 

arabinoxylan was produced. Manufacturing technology producing a powder 

form of arabinoxylan was developed for the application to various functional 

products.

B. Process development for isolation and purification of  

   arabinoxylan

     Hemicellulose A and B without lignin and cellulose in their structure 

were obtained from rice bran by adjusting organic solvent and pH level. In 

order to study structural characteristics of the hemicellulose and arabinoxylan, 
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C-NMR Spectrum and FT-IR Spectrum were used. Compositional sugar of 

arabinoxylan was examined using HPLC. In order to determine the structures 

of main chain in hemicellulose and arabinoxylan, Fungi-Fluor Kit was used. 

Changes of compositional sugar of crude arabinoxylan were examined 

according to the reaction time (3hrs, 6hrs, 12hrs and 24hrs) of hemicellulose 

B with the culture broth of Lentinus edodes .

C. Estimation of carbohydrolases complex

    The hydrolysis products of xylan were xylobiose, and xylotriose by 

endo-1,4-xylanase. Xylobiose, xylotriose, and 

4-O-methyl-glucuronoxylooligomer were produced from 

4-O-methyl-glucuronoxylan by endo-1,4-xylanase. The synergistic effect 

between endo-1,4-xylanase and α-glucuronidase was investigated using xylan 

or 4-O-methyl-D-glucurono-D-xylan as the substrate. The hydrolyzing 

activities of both enzymes in the cleavage of xylooligomers and the liberation 

of 4-O-methylglucuronic acid groups from the 

4-O-methyl-D-glucurono-D-xylanwere approximately 2.0-fold higher than the 

oat spelts xylan. 

IV. Results and recommendation

A. Process development and manufacturing technology of   

    arabinoxylan by mycelium cultivation of mushroom

     For the production of carbohydrolases, optimum culture temperatrure of 

24℃, agitation speed of 200rpm, inoculum of 10%, working volume of 100mL 
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and initial pH 5.5 were effective in liquid cultivation of mycelium. Optimal 

glucose and yeast extract concentration for the growth of mycelium were 

determined as  30g/L and 20g/L, respectively. Maximum cell mass were 

about 18g/L at 8.5
th
 day of the cultivation. As a result of flask culture, the 

optimum media composition for the production of carbohydrolases were 

determined as cellulose 1%(w/v), yeast extract 1%(w/v) and CaCl2․2H2O 

0.1%(w/v). At 10th day of cultivation, activities of β-glucosidase, β

-glucuronidase and β-galactosidase were determined as 43.5U/mL, 0.33U/mL 

and 0.8U/mL, respectively.

     For the modified batch culture, additional 100mL of glucose (5g/L) was 

fed to the basal batch culture at 4th and 5th day. Pulsed feeding strategy was 

applied to feed the glucose.. Compared with the results between basal batch 

culture and modified batch culture, cell mass of 2.5g/L was increased in 

modified batch culture.  For the activities of carbohydrolases, 5U/mL of β

-glucosidase, 0.1U/mL of β-glucuronidase and 0.2U/mL β-galactosidase were 

increased repectively. 

     It appeared that powdered arabinoxylan could be utilized as a sources of 

the functional or health supplement foods in a form of capsule or tea-bag.

B. Process development for isolation and purification of  

   arabinoxylan

     The highest Yield of hemicellulose B was 38.5% when volume of 

ethanol was increased three times at the reaction temperature 65℃.  From 

the result of this, it was proved that they were the optimum condition. 

Structural characteristics of hemicellulose B and arabinoxylan were observed 

using C-NMR and FT-IR spectrums. 

     Component ratio of compositional sugars of arabinoxylan were examined 
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by HPLC.  In the results, hemicellulose B consists of xylose 15.4%, arabinose 

13.9%, glucose 67.2% and galactose 3.5%. The ratio of ara/xly was 0.9. 

Compositional sugars of enzyme treated hemicellulose B were determined as 

xylose 63.5%, arabinose 11.1, glucose 18.9%, galactose 2.7% and glucuronic 

acid 3.8%. The ratio of ara/xly in this case was 0.17.

     The component ratio of compositional sugars in arabinoxylan was also 

examined through the observation of reaction time of hemicellulose B with 

the culture broth of Lentinus edodes. The longer the reaction time was, the 

lower the component ratio of glucose was. On the other hand, the ratio of 

xylose to arabinose tended to increase.

     In order to examine the respective binding structures of  hemicellulose B 

and arabinoxylan,  UV fluorescences were measured using Fungi-Flour Kit.  

As expected, it was confirmed that the main chain of arabinoxylan was α

-linkage, and hemicellulose B showed more β-linked structure than 

arabinoxylan did.  

C. Estimation  of carbohydrolases complex

     The results of synergy reaction indicated that 4-O-methyl glucuronic 

acid release by α-glucuronidase depended largely on the hydrolysis of the 

xylan backbone by endo-1,4-xylanase. The increasing hydrolysis-degree of 

xylan back bone  by endo-1,4-xylanase may increase α-glucuronidase activity 

on  4-O-methyl glucuronic acid unit linked D-xylopyranose backbone.

     Therefore, to produce an arabinoxylan or its derivatives, the catalytic 

property of α-glucuronidase must make to release 4-O-methyl glucuronic acid 

unit form D-xylopyranose backbone, after endo-1,4-xylanase cuts xylan 

backbone on the condition of optimal temperature and pH of both enzymes.
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제 1장 연구개발과제의 개요

     최근에 미강(쌀겨), 보리,  등과 같은 볏과 식물의 세포벽을 구성하는 헤

미셀루로즈의 주성분이고 분자량이 3000 ∼ 5000 KD 정도인 아라비녹실란

(arabinoxylan)은 항암, 혈당 및 혈압강하, 면역체계강화, 소화기능 등을 증진시키

는 탁월한 효능을 보이고 있어 많은 관심을 불러일으키고 있다. 

     아라비녹실란은 면역계에서 매우 중요한 역할을 하는 NK(natural killer)세

포를 활성화시켜 암치료에 있어서 화학요법 및 호르몬 요법에 대한 부작용을 현

저히 감소시킬 수 있으며 AIDS 치료에 있어서 잠재적 가치가 있다고 보고되고 

있다. 크실로즈(xylose)를 주쇄로하여 측쇄에 아라비노즈(arabinose)를 갖는 아라

비녹실란은 면역부진에 기인한 질병환자가 증가하는 요즈음 면역력을 강화시키

는 물질로서 새로운 식물소재의 가치가 대단히 크다. 또한 저분자의 신소재 식이

섬유로서 아라비녹실란은 소화기관에서의 흡수력이 매우 우수하여 면역강화 증

대는 물론 지질대사 개선, 당질대사 개선 및 식이성 유래물질 독성저지 등의 작

용을 가지고 있어 많은 관심이 집중되고 있다. 

     따라서 일본 및 미국을 비롯한 여러 선진국에서 항암 및 면역강화 등 인체

에 탁월한 효능을 지닌 아라비녹실란을 제품화하고자 분리정제기술을 개발하고 

있다. 그러나 국내에서는 아라비녹실란의 분리정제기술 및 생산기술 개발에 대한 

연구가 거의 전무한 실정으로 이에 대한 연구개발이 절실히 요구되고 있다. 

     본 연구에서는 버섯유래 균사체 액체배양공정을 개발하므로써 복합효소를 

생산하여 미강중의 헤미셀루로즈를 효소처리하여 아라비녹실란을 생산하는 공정

기술을 개발하고자한다. 분리정제기술을 개발하여 생산성을 높이므로써 국가경쟁

력을 확보하고자 한다. 또한 아라비녹실란 생산에 관여하는 복합효소를 검색하여 

상업화에 필요한 마케팅 전략을 확립하므로써 고부가가치의 기능성 가공제품을 

개발하고자 한다. 
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     1) 기술적 측면

       ○ 미강에 존재하는 양은 매우 미미하기 때문에 항암 및 면역강화 효능  

          을 지닌 아라비녹실란의 대량생산기술 개발이 필요

       ○ 액체배양공정을 최적화하여 생리활성물질의 생산성을 극대화

       ○ 분리정제공정을 최적화하여 생리활성물질 생산을 산업화

       ○ 가수분해 복합효소 반응 특성 및 활성을 평가하여 기능성 가공제품   

          개발 촉진

       ○ 가공제품 개발을 위한 가공기술 개발 필요

     2) 경제․산업적 측면

 

       ○ 항암 및 면역계 관련 기능성 가공제품의 수입대체 효과 및 국제시장  

          에 수출할 수 있는 경쟁력 강화

       ○ 최적 생산기술 개발을 통하여 기능성 천연물질 함유 가공제품을 개발  

          하므로써 기능성식품 산업 활성

       ○ 배양 및 분리정제 공정 최적화 기술을 국내 자체적으로 개발하므로써  

          시장 경쟁력 강화 및 생물산업관련 경제 발전에 기여

       ○ 기능성 가공제품의 다양화를 통하여 미강 및 버섯재배 관련 농가의   

          소득증대 기여

     3) 사회․문화적 측면

       ○ 아라비녹실란은 최근 미국, 일본을 중심으로 의약품 또는 건강보조식  

          품 소재로서 많은 관심을 받기 시작하여 관련 제품을 개발하고 있음

       ○ 건강식품에 관심이 많은 국내의 사회․문화적 환경변화에 따른 소비  

          자의 요구도를 충족시킬 수 있는 과학적으로 효능이 검증된 다기능   

          가공제품 개발 필요
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       ○ 항암 및 면역강화 기능에 탁월한 효능을 지닌 생리활성물질 관련 다  

          양한 가공제품을 개발하여 국민건강 증진에 기여

       ○ 가공제품 개발을 통하여 경증환자의 치료식 및 예방식 개발 가능

       ○ 대표적인 질병인 암 또는 염증치료과정에서의 부작용을 최소화하고   

          복용이 간편한 기능성 가공 제품의 개발이 절실히 필요
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제 2장 국내외 기술개발 현황

 1.  국내․외 관련 기술의 현황과 문제점

       ○ 현재 국내에서는 아라비녹실란에 대한 연구는 거의 전무한 실정이다. 

       ○ 일본에서는 현재 미강(쌀겨)에서 버섯 균사체로부터 생산된 탄수화물  

          분해효소를 이용하여 분리정제된 아라비녹실란을 상품화하여 판매하  

          고 있으나 생산기술이 아직 미흡하다. 

       ○ 미국에서는 아라비녹실란의 의학적 효능에 대한 연구가 활발히 진행  

          되고 있다. 

       ○ 최근 캐나다, 미국 및 유럽 선진국에서 볏과식물에 함유된 아라비녹실  

          란의 추출인자 변화에 따른 분리정제에 관한 기술개발 및 특성 분석  

          이 연구되고 있으나 미미한 상황이다. 

       ○ 따라서 본 연구과제를 통해 국내기술을 개발하여 자체적으로 생산된  

          아라비녹실란에 대해 이미 밝혀진 생리활성 검토는 물론 새로운 생리  

          활성 역가의 가능성을 검토할 필요가 있다. 

       ○ 미국, 캐나다 및 유럽 지역은 건강식품에 대한 관심이 높아 시장규모  

          는 대단히 크지만 생산은 활발하지 못하다. 따라서 국내 차체기술을   

          개발하여 아리녹실란에 대한 분리정제기술 및 대량생산기술을 바탕으  

          로 가공제품을 개발할 필요성이 절실히 요구된다. 

 2.  앞으로 전망

       ○ 건강에 대한 국민 인식의 질이 향상되면서 항암 및 면역기능강화에   

          효능이 있는 기능성 식품에 대한 수요가 급증할 것으로 예상된다. 

       ○ 따라서 치료 및 예방 효과를 얻을 수 있는 생리활성물질의 생산성을  

          향상시킬 수 있는 기술 개발이 필요한 것으로 전망된다. 
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       ○ 생산공정 기술개발을 통하여 다양한 기능성 물질의 생산성을 높임으  

          로써 폭넓은 가공 제품개발을 촉진시킬 수 있는 발효기술이 개발되어  

          야 할 것으로 판단된다. 

 3.  기술도입의 필요성

       ○ 현재 아라비녹실란에 대한 연구는 일본을 중심으로 진행중에 있으나  

          아직 초기 단계이므로 기술도입의 필요성은 없다고 판단된다.  현시점  

          에서 국내 연구개발을 바탕으로 독자적인 개발 기술 및 전략을 확보  

          하는 방향이 국내시장 증가 및 국가 경쟁력 강화에 기반이 될 것으로  

          판단된다. 



- 24 -

제 3장 연구개발수행 내용 및 결과

제 1절 균사체 배양을 통한 생리활성물질 생산공정 및  

       가공기술개발

1. 서 론

     최근에 미강(쌀겨), 보리,  등과 같은 볏과 식물의 세포벽을 구성하는 헤

미셀루로즈의 주성분이고 분자량이 3000 ∼ 5000 Da 정도인 아라비녹실란

(arabinoxylan)은 항암, 혈당 및 혈압강하, 면역체계강화, 소화기능 등을 증진시키

는 탁월한 효능을 보이고 있어 많은 관심을 불러일으키고 있다(1,2).

     아라비녹실란은 면역계에서 매우 중요한 역할을 하는 NK(natural killer)세

포를 활성화시켜 암치료에 있어서 화학요법 및 호르몬 요법에 대한 부작용을 현

저히 감소시킬 수 있으며 AIDS 치료에 있어서 잠재적 가치가 있다고 보고되고 

있다(3). 자일로즈(xylose)를 주쇄로하여 측쇄에 아라비노즈(arabinose)를 갖는 아

라비녹실란은 면역부진에 기인한 질병환자가 증가하는 요즈음 면역력을 강화시

키는 물질로서 새로운 식물소재의 가치가 대단히 크다. 또한 저분자의 신소재 식

이섬유로서 아라비녹실란은 소화기관에서의 흡수력이 매우 우수하여 면역강화 

증대는 물론 지질대사 개선, 당질대사 개선 및 식이성 유래물질 독성저지 등의 

작용을 가지고 있어 많은 관심이 집중되고 있다(4,5).

     아라비녹실란의 구조(Fig. 1)를 살펴보면 자일로즈가 α-(1→4)결합으로 이루

어진 중합체에 5탄당인 아라비노즈가 부분적으로 결합되어 있는 형태인데, 자일

로즈와 아라비노즈의 비율에 따라 점성, 용해도, 입체구조에 향을 준다고 보고

되어 있다(6-8). 이러한 아라비녹실란은 여러 가지 기능을 가지고 있는데 그 중 

첫 번째는 면역 강화 기능이다. β-glucan 이 면역력을 강화시켜 함암 효과가 있

는 것과 유사하게 아라비녹실란은 저분자 상태로 장내로 흡수되어 혈중에 있는 
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    Figure 1.  Crude hemicellulose model in extract of rice  

               bran treated enzymatically by glycosidases    

               from edible mushroom. The structure of      

               arabinoxylan(3)
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임파구와 매크로파지를 담당하는 세포를 자극해 NK(Natural Killer) cell을 활성

화시켜 항암 효과를 나타낸다는 보고가 있다(9). 이렇게 NK cell을 활성화 시키

는 생물학적 반응 조절제 (Biological Response Modifiers)에는 아라비녹실란 뿐

아니라 운지버섯으로부터 생산되어지는 단백다당체(Krestin)(12)와 표고버섯균사

체(LEM)(10), killed streptococcal preparations(OK432)(13), Corynebacterium 

parvum(11), 그리고 bacille Calmette-Guerin(14) 등이 있다고 보고되어 있다.

     그 밖에 아라비녹실란은 항바이러스 및 항균활성(3), 당뇨 예방 활성(16), 

콜레스테롤 저해효과(5) 등 여러 가지 기능을 가지고 있다. 이러한 아리비녹실란

은 원료물질(source), ara/xyl ratio, ferulic acid 함량 등에 따라 물리화학적 성질

이 달라진다(21). Rye water-extractable 아라비녹실란의 경우 평균 분자량이 

275,000 이라고 보고되었고(17), Vinkx 등(7)은  rye water-extractable 아라비녹

실란의 40%가 분자량이 약 160,000에 가깝다고 보고하 다. 또한 rye 아라비녹실

란의 intrinsic viscosity는 5.9 dL/g, water-binding capacity는 0.47g/g이라고 보

고되었다(19). Wheat 아라비녹실란의 경우 intrinsic viscosity는 6.12 dL/g, 

ara/xyl ratio는 0.5, 분자량은 65.000 이라고 보고되었다(8). 또 barley, rice, 

sorghum에서 추출되어지는 아라비녹실란의 물리화학적 특성이 각기 다른데, 이

는 추출방법(물, 알카리)에 따라서 달라진다고 보고되어 있다(21). 이러한 물리화

학적 특성에 따라 가루 반죽이나 빵의 품질에 향을 준다는 보고도  있다

(21). 또 water binding capacity를 이용한 생체의료공학 소재로서의 이용도 연구

되어지고 있다(22,47). 이처럼 다양한 기능을 가지고 있는 아라비녹실란 생산을 

위해서는 전구물질인 헤미셀룰로즈가 필요한데, 헤미셀룰로즈는 대부분의 식물체

에 포함되어 있는 자연계에 풍부한 polysaccharide중 하나이며, 식물체의 종류마

다 함량이 조금씩 달라진다(23). 헤미셀룰로즈는 xylose가 α-(1→4)결합으로 이루

어진 중합체에 arabinose, glucose, galactose, glucuronic acid, mannose, 

rhamnose 등이 곁사슬에 결합되어 있는 구조를 가진다. 헤미셀룰로즈는 작은 분

자량을 갖는 polysaccharide이며, 식물체의 세포벽에 셀룰로즈, 리그닌과 함께 연

결되어 있고 주로 알칼리 추출방법에 의해 분리되어진다(24). 추출되어지는 

fraction에 따라 헤미셀룰로즈 A, 헤미셀룰로즈 B로 나뉘어 지는데 헤미셀룰로즈 
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B의 구조는 일반적으로 알려져 있으나, 헤미셀룰로즈 A의 구조는 아직 알려져 

있지 않은 상태이다. Fang 등(25)은 wheat straw에서 추출되어지는 헤미셀룰로

즈를 fraction 별로 A, B, C로 나타내었는데, 비율은 각각 7.3, 25.7, 1.0% 이라고 

보고하 다. 그리고 헤미셀룰로즈 B의 당 구성비는 xylose(73.5%), 

arabinose(12.2%)로 major component를 이루고 minor sugar로는 glucose(7.7%), 

galactose(5.7%), rhamnose(1.1%)로 구성되어 있다고 하 다. 한편 Anis 등(24)은 

ara/xyl ratio가 높을수록 water holding capacity가 더 높다고 보고하 다. 이러

한 헤미셀룰로즈는 에탄올 생산이나, xylitol 생산의 원료물질로도 이용되어지고 

있다(26,27). 

     이처럼 아라비녹실란의 생산에 있어서 필수적인 또 다른 요소는 헤미셀룰

로즈의 곁사슬에 결합되어 있는 잔당(glucose, galactose, glucuronic acid 등)의 

제거에 필요한 탄수화물 가수분해효소이다. 탄수화물 가수분해효소는 여러 미생

물에 의해 생산되는데, 본 연구에서는 버섯을 사용하 다. 버섯은 식물계의 균류

중 진균류에 속하며 대부분은 담자균류의 일종으로 고등식물과는 달리 엽록소가 

없기 때문에 광합성을 하지 못하므로 유기물질을 생체내 여러 효소의 작용으로 

분해하여 양 성분으로 섭취하여 균사의 발육과 자실체의 구성에 이용하는 기

생생활을 하는 것이 특징이다(28,29). 이러한 버섯은 예로부터 식용 뿐 아니라 약

용으로 이용되어졌으며, 양학적으로 여러 가지 양성분이 포함되어 있고, 요

즘에 들어서는 버섯에 함유되어 있는 β-glucan이 항암작용에 효과를 보인다는 

연구보고가 늘어나고 있는 추세이다(30-33). 이러한 버섯들중 표고버섯에 함유되

어 있는 PBP(Protein-bound Polysaccharide)는 인테페론을 생성하는 물질을 자

극하여 종양세포를 간접적으로 저해하고, macrophage의 수를 증가시켜 종양세포 

및 기타 다른 병원균을 사멸시키는 역할을 한다고 알려져 있다. 또 이런 항종양 

효과를 나타내는 PBP는 자실체에서보다 균사체에 더 많이 함유되어 있고 이 물

질이 바이러스성 질환에 효과적이며, 암 치료에 이용되는 인터페론같은 물질을 

생성하는데 큰 역할을 담당한다고 보고되고 있다(34-36). 또 다른 버섯의 하나인 

운지버섯으로부터는 PSK(Polysaccharide krestin)이라는 다당체가 생산되어지는

데 추출방법에 따라 polysaccharide와 protein의 비율이 약간씩 달라지게 된다. 
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PSK 역시 여러 가지 종양세포에 저해활성을 나타내고, 부작용과 독성이 없다는 

것이 큰 장점으로 부각되고 있다(37-41). 이 밖에 다른 버섯들중에도 항암효과를 

나타내는 것들이 많이 보고되어지고 있다(42,48). 

     표고버섯(Lentinus edodes)은 분류학상 진균식물문, 담자균강, 송이버섯목, 

느타리과에 속하며, 예전부터 향기성분과 약리효과 때문에 식용 뿐아니라 약용으

로도 널리 이용되어 왔다(43). 이러한 표고버섯의 자실체로부터 생산되어지는 다

당체의 항암효과에 대한 연구가 진행되고 있으며, 기타 다른 담자균류에서 생산

되어지는 다당체에 대한 연구 또한 활발히 진행되고 있다(30,44-46). 표고버섯에

서 생산되어지는 다당체인 베타(1-3) 루칸은 glucose가 다수 결합한 polymer 상태의 

탄수화물이다.  이 물질은 T임파구(흉선임파구)를 증진시키고 B임파구로 하여금 항체를 

만들도록 돕는 역할을 하여 암의 억제, 항종양효과 등 인체의 면역을 강화하는 작용을 한

다.  그 밖에 간장세포 및 신장세포의 활성화는 대표적인 효능으로 꼽힌다(31,32). 표고버

섯은 균사 액체배양을 통해 antibacterial, antifungal activity를 나타내는 황을 포

함하고 있는 lenthionine이라는 물질을 생산하고(50), lenthionine의 유도체 물질인 

bis[(methylsulfonyl)methyl]disulfide는 Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis 

그리고 Escherichia coli에 대해 강한 저해효과를 나타낸다는 보고가 있다(51). 

표고버섯은 액체배양시 여러 효소들을 분비하는데 이중 본 연구와 접한 관계

가 있는 탄수화물 가수분해효소에 대한 특성은 Table 1에 나타내었다. 이처럼 여

러 미생물에서 탄수화물 가수분해효소들이 생산되어지는데 본 연구에서 표고버

섯을 사용한 이유는 다른 종에 비해 안정성이 뛰어나다는 이유에서이다. 

     본 연구내용은 탄수화물 가수분해효소 고수율 생산균주의 개발 및 안정화, 

최적 배지조성, 최적 성장조건을 검토하고, 가수분해효소 생산수율 촉진 및 저해

요인, 가수분해효소의 대량생산공정 및 안정화 기술을 개발하는 것이다. 또한 고

농도 배양공정을 개발하여 가수분해효소의 생산성을 극대화시키는 것이 본 연구

의 목적이다. 따라서 본 연구에서는 이렇게 생산된 가수분해효소를 미강으로부터 

추출된 헤미셀룰로즈와 반응시켜 최종 아라비녹실란을 생산하는 기술을 개발하

고자 하 다. 
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Table 1. Properties of carbohydrolases in 

microorganism(52-70)

Strain Optimum pH
Optimum 

temperature(℃)

β-glucosidase

L. edodes(52) 3.5 60

A. niger(53) 4.8 60-70

T. reesei(54) 4.0 60

S. commune(55) 5.3 30

V. volvacea(56) 7.0 60

X. regalis(57) 5.0 50

T. aurantiacus(58) 5.0 70

S. cerevisiae(59) 6.4-6.8 45

C. guilliermondii(60) 6.8 37

C. peltata(61) 5.0 50

β-glucuronidase

A. niger(62) 6.5 60

B. vulgaris(63) 4.0 37

E. coli(64) 7.3 37

β-galactosidase

A. fonsecaeus(65) 2.6-4.5 50

P. chrysogenum(66) 4.0 30

A. oryzae(67) 5.0 50

K. marxianus(68) 7.5 50

Thermoanaerobacter(69) 6.0 70

A. caviae(70) 7.0 37
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2. 재료 및 방법

가. 실험 재료

1) 균주 및 보존

     본 실험에 사용된 균주는 Lentinus edodes(KCTC 6734)를 사용하 으며  

보관용 배지로는 PDA (potato dextrose agar)를 사용하 으며 8주마다 계대배양

하 다. 전배양에서 사용된 접종원은 YMK medium(Table 1)을 사용하 으며 7

일간 배양한 후 homogenizer (Heidolph Co., DIAX 600)를 이용하여 균질화

(homogenization)한 후 8 mL을 취하여 멸균된 glycerol 2 mL을 20 mL vial에서 

잘 혼합한 후 -75℃에서 냉동 보관하 다. 

2) 배지

가) 균체성장을 위한 배지

     균체성장을 위해 사용된 배지들은 전배양에서는 YMK medium(Table 2)을 

사용하 으며 본배양의 플라스크배양에서는 YMK medium과 modified 

medium(Table 3)을 사용하여 실험을 수행하 다.

나) 가수분해효소 생산을 위한 배지

     가수분해효소 생산을 위해 사용된 배지들은 전배양에서는 modified  

medium을 사용하 고 본배양의 플라스크 및 생물반응기에서는 optimum 

medium(Table 4)을 사용하여 실험을 수행하 다.
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  Table 2 Compositions of the YMK medium

        Components Concentration (g/L)

        Glucose      20.0 

        Yeast extract             5.0

        KH2PO4      2.0

        MgSO4 7H2O      1.0

Table 3. Compositions of the modified medium

        Components Concentration (g/L)

        Glucose      30.0 

        Yeast extract             20.0

Table 4. Compositions of the optimum medium

        Components Concentration (g/L)

        Cellulose      10.0 

        Yeast extract             10.0

        CaCl2 2H2O       1.0
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나. 배양조건

1) 플라스크 배양

균체는 PDA 평판배지에서 60일간 증식시킨 후, 균체를 1 cm2 크기로 분리하여 

액량 100 mL의 배지성분에 혼입한 후, homogenizer로 균질화한 다음 24 ℃, 200 

rpm에서 10일간 1차 종균배양을 하 다. 본배양에서는 250 mL 삼각플라스크를 

사용하여 100 mL의 배지에 접종비 10 %인 10 mL의 전배양액을 접종하 다.

2) 생물반응기 배양

     생물반응기에서의 배양은 5 L 생물반응기 (Ko Bio Tech Co., KF-5L)에서 

전배양액을 10 %로 접종하여 배양온도 24 ℃, working volume 3 L로 하 고, 

공기의 주입속도는 1 vvm 및 교반속도는 200 rpm으로하여 10일간 배양을 실시

하 다. 배양기간동안 pH는 조절하지 않았다. 

다. 분석방법

1) 균체량 분석

     균체량 측정은 건조균체량을 이용하여 행하 다. 건조균체량은 세포 배양액

을 filter paper (Whatman #4)를 사용하여 여과한 후 2회 세척한 후, 60 ℃에서 

항량이 될 때까지 약 24시간 건조시켜 균체량을 측정하 다.

2) Polysaccharide 정량

     Polysaccharide 정량은 세포 배양액을 filter paper (Whatman #4)를 사용하
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여 균체와 배양여액을 분리한 후 배양여액에 2배부피의 ethanol을 가하여 4 ℃에

서 24시간 방치하 다. 상층부에 있는 부유물을 filter paper (Whatman #4)를 사

용하여 걸러낸 후 60 ℃에서 항량이 될 때까지 약 24시간 건조시켜 crude 

polysaccharide를 정량하 다.

3) Glucose 분석

     배양액중의 glucose 농도는 세포 배양액을 filter paper(Whatman #4)를 사

용하여 균체와 배양액을 분리한 후 얻은 배양여액을 glucose kit(Sigma 

Chemical Co., 510-A)를 사용하여 측정하 다. 분석범위는 0.25∼3.0 g/L로 하여 

배양여액에서의 glucose 농도가 이 범위에 들어가도록 희석하여 사용하 으며, 

낮은 농도(0.25 g/L 이하)에서는 분석 절차상 희석을 생략하 다. 반응은 37 ℃에

서 30 분간 행하 으며, 반응이 끝난 후 분광광도계(Spectronic Co., GENESYS 

5)를 사용하여 440 nm에서 흡광도를 측정하 다. 

             OD sample

Glucose (g/L) =                          × 100

             OD standard

4) 효소반응 및 활성측정

     탄수화물 가수분해 복합효소의 활성은 발색기질(Chromogenic substrate)를 

이용해 발색정도를 측정하여 활성을 측정하 다. 발색기질로서는 PNPG, 

ONPG(Sigma)를 사용하 다(Fig. 2). 탄수화물 가수분해 복합효소 1U은 1분당 

유리되어지는 1 μmol의 p-nitrophenol 또는 o-nitrophenol의 양으로 정의하 다. 

탄수화물 가수분해 복합효소 반응에서 β-glucosidase와 β-glucuronidase는 0.1M 

citric acid - Na2HPO4 (McIlvaine) buffer (pH 4.0) 1 mL에 표고버섯 배양여액 

0.5 mL과 0.01 M의 PNPG(p-nitrophenyl-β-D-glucopyranoside/ p-nitrophenyl-β
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-D-glucuronide ) 0.5 mL을 첨가한 후 water bath에서 60 ℃, 10분간 반응시킨 

후 반응 정지액으로는 0.2 M의 NaOH 2 mL을 첨가후 분광광도계(Spectronic 

Co., GENESYS 5)를 사용하여 405 nm에서 OD값 측정후 p-nitrophenol 

standard curve(Fig. 3)를 이용해 효소활성을 계산하 다. 그리고 β-galactosidase

는 citric acid - Na2HPO4(McIlvaine) buffer (pH 3.0) 1 mL에 배양여액 0.5 mL

과 0.01 M의 ONPG(o-nitrophenyl-β-D-galactopyranoside) 0.5 mL을 첨가후 

water bath에서 50 ℃, 10분간 반응시켰다. 그리고 반응정지액으로 0.2 M의 

NaOH 2 mL을 첨가한 후 분광광도계를 사용하여 405 nm에서 OD값 측정후 

o-nitrophenol standard curve(Fig. 4)를 이용해 효소활성을 계산하 다. 
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Figure 2. Reaction mechanism of enzyme with 

   PNPG and ONPG as substrate
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3. 결과 및 고찰

가. 액체배양기술 개발

1) 복합효소 고수율 생산균주 개발 및 안정화

     여러 균주를 확보하여 활성이 높은 균주를 선별하 다. 이 균주를 여러 차

례에 걸친 계대배양을 하여 균체의 안정성을 검토하 다. 본배양은 250 mL 

flask에서 working volume 100 mL로하여 YMK medium (Table 2)을 이용해 

shaking incubator(Vision Scientific Co., VS-8480SR)에서 24 ℃, 200 rpm으로 

실시하 고, 초기 pH는 조절하지 않았다. Fig. 5는 기본배지의 조성(YMK 

medium)에서 균체량의 경시변화를 관찰한 결과이다. 배양 2일까지는 lag phase

를 나타내다가 3일째부터 급격한 성장을 보 으며 6일이후부터는 성장속도가 완

만해졌고, 12일째 최대 균체량을 나타내었다. 그러나 최대 균체량이 약 2.5 g/L에

도 미치지 못하는 결과이기 때문에 균체의 성장에 향을 주는 요인에 대한 검

토가 실행되어졌다.

2) 최적 성장조건 검토

가) 온도와 pH의 향 

     일반적으로 담자균류의 균체배양은 20∼35 ℃의 온도범위에서 양호하다고 

보고되고 있다(71-74). 이 보고를 토대로 본 균주 또한 20∼35 ℃ 범위에서 균체

의 성장에 대한 향을 검토한 결과 24 ℃에서 가장 높은 균체량을 나타내었다

(Fig. 6). 하지만 22∼28 ℃사이에서의 균체량을 비교해 보면 거의 차이가 나지 

않는 것으로 보아 온도에 대한 향을 그리 크지 않다고 판단되어졌다. Fig. 7은 

pH에 대한 향을 검토한 결과이다. 일반적인 담자균류에서 균체의 생육에 적합

한 최적 초기 pH는 약산성 내지 중성으로 알려져 있다. Phellinus linteus의 경우 
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pH 범위는 6∼7정도이며, Coriolus versicolor는 중성범위인 5.2∼5.6, Tricholoma 

matsutake는 pH 5∼5.5에서 균체성장이 가장 우수하다고 보고되어 있고, 

Lentinus edodes는 비교적  낮은 pH 범위인 4.3∼4.8에서 균체성장이 좋다고 보

고되어 있다(75-79). 본 균주도 역시 이러한 범위의 pH인 5.5에서 최대 균체량을 

나타내었다.

나) 교반속도, 접종량, 배지액량의 향

     Fig. 8은 교반속도가 균체성장에 미치는 향을 검토한 결과이다. 50과 100 

rpm에서는 균체량이 낮은 결과를 나타내었는데 이는 낮은 rpm에서는 균체 clum

이 커지면서 외부로부터의 양공급이 원활하지 않아 성장에 저해를 준 것으로 

판단되어지며, 250 rpm에서는 shear stress로 인해 균체의 성장에 저해를 준 것

으로 판단된다. 결국 최대 균체량은 200 rpm에서 약 3.3 g/L를 나타내었다. Fig. 

9는 본배양시 접종량이 균체의 성장에 미치는 향을 검토한 결과이다. 접종량 

10%일 때 가장 높은 균체량을 나타내었다. 5∼15%사이에서는 균체량의 변화가 

크게 나타나지 않았지만, 2%에서는 유난히 낮은 균체량을 나타내었는데 이는 균

체가 자랄 때 cell to cell communication이 원활하지 못해 발생한 결과라고 추측

되어진다. Fig. 10은 배지액량이 균체성장에 미치는 향을 검토한 결과이다. 5

0∼125 mL에서 거의 유사한 균체량을 나타내었지만, 최대 균체량은 100 mL의 

배지액량에서 약 3.2 g/L의 균체량을 나타내었다.

다) 최적 성장조건에서의 경시변화

     Fig. 11은 기본배지인 YMK medium을 사용하여 배양조건은 지금까지 살펴

본 결과를 토대로 250 mL flask에서 working volume은 100 mL로 하여 접종량 

10%, 24 ℃, 200 rpm, 초기 pH는 5.5로 조절한 후 균체의 성장을 검토한 결과이

다. Fig. 6과 비교했을 때 최대 균체량은 최적 성장조건하에서 약 1 g/L 정도 상

승한 결과를 나타내었고, Fig. 6에서는 배양 6일째부터 균체성장 속도가 감소하
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는 경향을 나타었는데 Fig. 11에서는 배양 8일째부터 균체성장이 멈추는 추세를 

보 다. Fig. 6과 비교해 배양기간은 다소 길어지긴 했지만 균체량의 증가와 배

양말기에도 cell의 활성이 유지되는 것을 관찰할 수 있었다. 그러나 증가된 균체

량이 매우 낮은 수준이기 때문에 성장조건외에 배지성분에 대한 검토가 필요하

다고 판단되어졌다.

3) 최적 배지조성 검토

가) 탄소원의 향

     일반적으로 버섯의 배양에서 탄소원은 세포구성 및 에너지원으로 이용되어 

진다고 알려져 있다. 탄소원으로는 다당류, 이당류, 단당류 등이 배지성분으로 주

로사용되어지는데 Fig. 12에서는 단당류에 glucose, galactose, fructose, 이당류에

는 maltose, lactose, sucrose, 다당류로는 starch를 검토하 다. 배양은 질소원인 

yeast extract를 5 g/L로 고정시킨 후 각각의 탄소원들은 20 g/L 씩 첨가하여 

최적 성장조건에서 10일간 배양하 다. 검토 결과 예상대로 glucose에서 약 3.5 

g/L로 최대 균체량을 나타내었다. maltose, starch, fructose의 경우에서도 비교적 

높은 결과를 나타냈지만, 경제성을 고려해서 탄소원으로는 glucose를 선택하 다.

나) 질소원의 향

     질소원 역시 탄소원과 같이 생물체가 생명을 유지하고, 성장하기 위한 필수

적인 성분으로 알려져 있다. 질소원에는 유기질소원과 무기질소원으로 분류되는

데 일반적으로 담자균류는 유기질소원에서 균체의 성장이 좋은 것으로 알려져 

있다. Fig. 13에서는 유기질소원과 무기질소원이 균체의 성장에 미치는 향을 

검토한 결과이다. 알려진 바와 같이 유기질소원인 yeast extract에서 약 3.3 g/L

의 최대 균체량을 나타내었다. 다른 유기질소원에서도 무기질소원에 비해 좋은 

성장을 보 지만 yeast extract에 비해 다소 낮은 결과를 나타내 질소원으로는 
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유기질소원인 yeast extract를 선택하 다. 

다) 무기염류의 향

     Fig. 14에서는 균체성장에 대한 무기염류의 향을 검토한 결과이다. 담자

균류의 배양에 주로 사용되어지는 무기염류인 KH2PO4, K2HPO4, MgSO4․7H2O

를 농도변화와 조합을 통해 균체량을 검토한 결과 일반적인 담자균류와는 다르

게 무기염류를 첨가하지 않았을 경우(control)에서 더 높은 균체량을 나타내었다. 

KH2PO4 0.5 g/L에서와 MgSO4․7H2O 0.6 g/L에서는 다른 성분들과 비교했을 

때 다소 높은 결과를 나타내었지만 control과 비교했을 경우에는 다소 떨어지는 

균체량을 나타내었기 때문에 균체 성장에 대해 무기염류의 향은 좋지 않은 것

으로 판단되어졌다.

라) C/N ratio의 향

     탄소원과 질소원의 비율, 즉 C/N ratio는 균체의 성장에 중요한 향을 주

기 때문에 Fig. 15과 Fig 15-1에서는 glucose 농도를 10 ∼ 100 g/L까지 변화를 

주었고, yeast extract 농도는 1 ∼ 30 g/L까지 변화를 주어 균체량을 검토하

다. YMK medium(Table 2)을 이용한 배양에서 균체량은 약 4 g/L인데 비해 

glucose 30 g/L와 yeast extract 20 g/L에서는 2배 이상인 약 9 g/L를 나타내었

다. 따라서 최적의 비율은 glucose 30 g/L, yeast extract 20 g/L 즉, C/N ratio 

1.5에서 최대 균체량을 나타내었다.

마) 최적배지에서의 경시변화

     Fig. 16에서는 지금까지 검토되어졌던 최적 성장조건과 최적 배지조성에서

의 균체량, pH, 잔존당을 검토한 결과이다. 균체량의 경우를 살펴보면 배양 10일

째 약 9 g/L로 최대 균체량을 보 고, pH는 5.8부터 시작해서 3.5∼4.0을 계속 유
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지되는 것을 관찰할 수 있었다. 잔존당의 경우는 처음 glucose 30 g/L로 시작으

로 해서 배양초기에는 천천히 감소하는 추세를 나타내다가 배양 5일째 이후부터 

급속히 감소해 배양말기에는 약 10 g/L 정도까지 소모되는 것을 관찰할 수 있었

다. 그러나 다른 담자균류 버섯들에 비해 탄소원의 소모속도와 소모량 모두 떨

어지는 것을 알 수 있었다. 탄소원의 빠른 소비속도와 균체의 성장속도는 비례

하는 것으로 추측되어지나, 다당체 생산의 경우는 배지내에 어느 정도의 탄소원

이 유지될 때 더 효과적이라는 보고(73)가 있는데 이는 탄소원이 고갈되면 균체 

내부로부터 다당체를 분해해서 탄소원으로 사용할 수 있는 효소를 분비해 다당

체를 에너지원으로 이용하기 때문에 다당체의 생산에 저해를 일으킨다고 판단되

어진다. 

     지금까지 표고버섯의 균사 액체배양의 최적 성장조건과 최적 배지조성을 

검토하 다. 이 결과는 본 실험의 목적인 표고버섯으로부터 생산되어지는 탄수화

물 가수분해 효소의 활성을 높이기 위한 기초자료로 활용되었다. 따라서 이후 실

험은  가수분해효소의 활성 및 생산을 높이기 위한 배지조성 검토가 이루어졌다. 

나. 액체배양공정 개발

1) 복합효소 생산수율 촉진 및 저해요인 검토

가) 기본배지성분의 향

     Fig. 17은 가수분해효소 생산을 위한 탄소원의 향 검토에 앞서 modified 

medium을 이용하여 최적 조건으로 배양한 결과이다. Agar plate의 계대배양에 

의해 균주의 활성이 좋아져 균체량은 배양 8.5일째 약 18 g/L의 높은 균체량을 

얻을 수 있었다. 가수분해효소의 활성은 β-glucosidase의 경우 배양 8.5일째 7.8 

U/mL로 최대치를 나타내었고, β-glucuronidase와 β-galactosidase의 경우는 배양 

9일째 각각 0.037 U/mL, 0.028 U/mL로 최대치를 나타내었다. 그러나 본 실험에
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서 목표로 하는 가수분해효소의 활성에는 너무 떨어지는 수치이기 때문에 먼저 

탄소원의 향에 대해 검토하 다. Fig. 18는 기본적인 탄소원으로써 단당류에는 

glucose, fructose, galactose, mannose, 이당류에는 maltose, lactose, sucrose, 다

당류에는 starch를 사용하여 각각 1%(w/v)를 첨가하 으며 이 때 질소원은 

yeast extract 1%(w/v)로 고정시켜 배양 8일째 검토한 결과이다. 균체량을 살펴

보면 sucrose와 control을 제외하고는 나머지 탄소원에서는 큰 차이가 없지만, 가

수분해효소의 활성을 보면 β-glucosidase는 mannose와 maltose에서 다른 탄소원

보다 다소 높은 효과를 나타내었고, β-glucuronidase와 β-galactosidase는 거의 

차이가 나타나지 않았다. 균체량과 가수분해효소의 활성을 같이 검토할 때 

maltose, mannose, starch가 나머지 탄소원 보다 나아 보이지만 균체 성장이 비

교적 좋은 glucose와 비교했을 때 그리 큰 차이가 아니기때문에 경제성을 고려해

서 가수분해 효소생산을 위한 기본 탄소원으로는 glucose를 선택하 다. Fig. 19

과 Fig. 20은 유기질소원과 무기질소원의 향을 검토한 결과이다. 먼저 Fig. 19

에서 탄소원은 glucose 1%(w/v)로 고정시킨 후 유기질소원들을 각각 1%(w/v)씩 

첨가하여 배양 8일째 검토한 결과이다. 그림에서 보는 바와 같이 yeast extract에

서 균체량, 가수분해효소의 활성 모두 나머지 유기질소원에 비해 높은 결과를 나

타내었다. Fig. 20에서도 Fig. 19와 같은 방법으로 무기질소원에 대한 향을 검

토한 결과 control에 비해서 균체량은 KNO3에서 약간 높은 결과를 나타내었고, 

가수분해 효소의 활성에서는 NH4Cl이 control과 비슷한 수치를 나타내었지만 유

기질소원들과 절대 수치로 비교하 을 경우 무기질소원에서의 균체량, 가수분해

효소의 활성 두가지 모두 매우 저조한 결과를 나타내어 질소원으로는 yeast 

extract가 가장 적당하다고 판단되어졌다. Fig. 21은 무기염류에 대한 향을 살

펴본 결과이다. Fig. 14에서 이미 균체량에 대한 향을 검토한 결과 좋은 효과

를 나타내지 않았던 것과 같이 가수분해효소의 활성도 무기염류의 첨가에 의해 

향상되는 효과는 보이지 않았다. 다만 control보다 약간 떨어지는 결과를 나타내

었으나 CaCl2․2H2O, MgSO4․7H2O, KH2PO4는 추후에 다시 검토되어져야 한다

고 판단되어졌다. 
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나) 응용배지성분의 향

     앞 절에서 기본 배지성분들이 가수분해효소의 활성에 미치는 향을 검토

하 으나 여전히 가수분해효소의 활성은 낮은 수준이었다. 따라서 기본 배지성분

들에서 검토되어지지 않았던 성분들중 cellobiose, CMC(carboxymethyl 

cellulose), cellulose 등 polymer 위주의 탄소원을 검토해 보았다. Fig. 22는 탄소

원으로 cellobiose를 농도별로 변화를 주고 질소원은 yeast extract 1 %(w/v)로 

고정시킨 후 검토한 결과이다. Cellobiose 4 %(w/v)에서 β-glucosidase의 활성이 

약 17.2 U/mL로 지금까지의 결과중 최대치를 나타내었다. 그러나 cellobiose가 

고가인데다가 배지에 첨가되어지는 양 또한 4 %(w/v)의 많은 양이어서 경제성

을 고려할 때 배지성분으로 사용하기가 곤란하 다. Cellobiose나 CMC를 β

-glucosidase의 inducer로써 사용되었다는 보고(49)가 있어 CMC를 농도별 변화

를 주고 질소원은 역시 yeast extract를 1 %(w/v)로 고정하여 가수분해효소의 

활성을 검토하 다(Fig. 23). 그러나 보고와는 상이한 결과로 균체 성장 및 가수

분해효소의 활성 모두 기본 배지성분에서보다 더 낮은 수준의 결과를 나타내었

다. Woodward 등(59)은 glucose가 배지내에 존재할 경우 β-glucosidase의 생산

을 저해하 고, fructose와 cellobiose 역시 β-glucosidase의 생산에는 효과적이지 

못하 으나 탄소원으로 cellulose를 사용했을 때 가장 좋은 효과를 나타내었다고 

보고하 다. 한편 Grajek(15)은 β-glucosidase를 생산할 때 탄소원으로 wheat 

bran과 sugar-beet pulp를 사용했을 때 가장 효과적이었으며, β-glucosidase의 

생산에 있어 가장 중요한 요인은 탄소원과 배지내의 pH라고 하 다. 또 Chen 

등(18)은 β-glucosidase의 생산을 자극하는 인자로 Mg2+, Mn2+, Co2+, Ni2+이 

있고, 저해인자로는 Ag2+, Fe2+, Cu2+, Hg2+, SDS, p-chloromercuribenzoate가 

있다고 보고하였다. 그러나 Patchett 등(20)은 β-glucosidase의 생산에 있어서 

활성인자로 I-, EDTA, 2-mercaptoethanol, dithiothreitol가 있고, 저해인자로는 

Chen 등(18)이 보고한 것과 유사한 Ag2+, Fe2+, Cu2+, Hg2+, Cd2+, Co2+ 등 대

체적으로 중금속 이온들에 의해 β-glucosidase의 생산이 저해되어진다고 하였

다. 이 밖에 β-glucosidase의 생산에 있어 배지성분이나 배양 조건 등 여러 가
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지 요인들에 의해 생산성이 향상된다는 보고들이 있다.(49,80,81,84) Fig. 24와 

Fig. 25는 Fig. 18에서 검토되어진 탄소원 중에서 비교적 좋은 효과를 보인 

starch와 lactose의 농도를 변화시키면서 질소원은 yeast extract 1 %(w/v)로 

고정 시킨후 가수분해효소의 활성을 검토한 결과이다. Fig. 24에서는 starch 2 

%(w/v)에서 균체량과 β-glucosidase의 활성이 가장 높게 나타났고, β

-glucuronidase와 β-galactosidase의 활성은 starch 0.5 %(w/v)에서 높게 나타

났으나, 이 역시 가수분해효소의 활성들이 대체로 낮은 수준이었다. Fig. 25 에

서는 lactose의 농도별로 균체량에만 약간의 차이를 보였을 뿐 가수분해 효소의 

활성들은 낮은 수치를 나타내었다. 특히 lactose를 사용하였을 때 β

-galactosidase의 생산성이 향상된다는 보고(82,83)와는 달리 본 실험에서는 β

-galactosidase의 활성에 효과를 나타내지 못했다. Fig. 26은 cellulose를 탄소

원으로 사용하였을 경우 β-glucosidase의 활성에 효과적이라는 보고들

(49,59,80,81,84)을 토대로 cellulose를 농도별로 변화를 주고 질소원은 yeast 

extract 1 %(w/v)로 고정시킨 후 가수분해효소의 활성을 검토한 결과이다. Fig. 

27에서 보는 바와 같이 cellulose 1 %(w/v)의 농도에서 균체량은 지금까지 탄소

원으로 사용되어졌던 것과 별 차이가 없지만, 가수분해 효소의 활성 면에서 보면 

cellobiose 4 %(w/v)에서 보다 β-glucosidase의 경우는 2배 이상인 34.1 

U/mL을 나타내었고  β-glucuronidase와 β-galactosidase의 경우에서도 각각 

약 3배 정도 높은 0.42 U/mL과 0.69 U/mL의 수준을 각각 나타내었다. 이로써 

본 실험에서 목적하는 수준의 가수분해효소의 활성에 도달하 다는 판단하에 최

종 가수분해효소의 생산을 위한 탄소원으로는 cellulose 1 %(w/v)를 선택하 다. 

Fig. 27에서는 탄소원인 cellulose를 1 %(w/v)로 고정시킨 후 yeast extract를 농

도별로 변화를 주어 검토한 결과이다. Yeast extract 역시 cellulose와 같이 1 

%(w/v)에서 가수분해효소의 활성이 최대치를 나타내어 최종 가수분해효소의 생

산을 위한 질소원으로 yeast extract 1 %(w/v)를 선택하 다. Fig. 28에서는 

mineral source의 향을 살펴보았다. Mineral source의 종류는 기본배지 성분의 

향 검토시 추후 검토되어질 성분들인 CaCl2․2H2O, MgSO4․7H2O, KH2PO4를 

농도 0.05 % ∼ 0.5 %(w/v)의 범위에서 각각 변화를 주어 가수분해 효소의 활성
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을 검토하 다. 이 때 탄소원으로는 cellulose 1 %(w/v), 질소원으로는 yeast 

extract 1 %(w/v)으로 하 다. 그 결과 기본배지 성분에서의 mineral의 향과는 

달리 CaCl2․2H2O 0.1 %(w/v)에서 control에 비해 균체량과 가수분해효소의 활

성 모두 조금씩 향상된 결과를 나타내었다. 따라서 가수분해효소 생산을 위한 최

종 배지성분은 탄소원으로 cellulose 1 %(w/v), 질소원으로는 yeast extract 1 

%(w/v), mineral source로서는 CaCl2․2H2O 0.1 %(w/v)로 결정하 다. 

다) 최적 배지성분에서의 경시변화

     Fig. 29는 플라스크배양에서 최적 배지성분을 이용하여 가수분해효소의 활

성을 검토한 결과이다. 균체량은 배양 5일째까지 급격히 상승해 약 8 g/L에 도달

한 후 배양말기까지 지속적으로 감소하는 경향을 나타내었다. pH는 5.5에서 시작

해 배양 5일째 약 pH 3.3까지 떨어지다가 배양말기에 pH 6까지 상승하는 경향

을 나타내었으며, polysaccharide는 배양기간동안 거의 바닥에 가까운 수준을 

나타내었다. 가수분해효소의 활성을 살펴보면 모두 배양 10일째 최대치를 나타내

었는데 β-glucosidase는 43.5 U/mL, β-glucuronidase는 0.33 U/mL, β

-galactosidase는 0.8 U/mL의 활성을 각각 나타내었다. 배양 10일째 이후에 β

-glucosidase는 활성이 떨어지는 경향을 나타내었으며, β-glucuronidase와 β

-galactosidase의 경우 비록 낮은 수준이나 활성이 유지되는 경향을 보여 가수분

해효소 생산에 있어서 플라스크배양에서는 10일까지 배양하는 것이 최적임을 알 

수 있었다. 

2) 복합효소 추출물 대량생산공정 개발

가)  pH의 향

     Fig. 30은 배양 초기 pH에 의한 향을 검토한 결과이다. pH 4일때 β
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-glucosidase와 β-glucuronidase가 다른 조건에 비해 조금 높은 결과를 나타내었

고 β-galactosidase의 경우는 pH 3일때 다른 조건에서보다 높은 결과를 나타내었

다. 여기서 가수분해효소의 활성들은 산성 역이 알카리성 역에서보다 더 높

은 활성을 나타냄을 알 수 있는데 이는 표고버섯의 균사체 액체배양에서 배양액

의 pH 역시 약산성에서 잘 자라기 때문이라고 판단되어진다. 

나) 온도에 의한 향

     Fig. 31은 배양온도에 따른 가수분해효소의 활성을 검토한 결과이다. 배양

온도 24 ℃에서 세 가지 효소의 활성이 모두 최대치를 나타내었으나 온도에 의

한 향 역시 pH에 의한 향과 마찬가지로 가수분해효소의 생산에 큰 향을 

미치지는 않았다. 따라서 가수분해효소의 활성에는 배지성분 중 탄소원의 향이 

가장 크게 향을 끼치는 것을 알 수 있었다. 

3) 복합효소 추출물 안정화 기술 개발

가) 최적 반응온도 및 pH 검토

     Fig. 32과 Fig. 33은 가수분해효소의 최적 온도와 최적 pH를 검토한 결과이

다. 먼저 Fig. 32에서는 최적 온도를 검토하 는데 β-glucosidase와 β

-glucuronidase는 60℃에서 최대 활성을 나타내었고, β-galactosidase는 50℃에서 

최대 활성을 나타내었다. Fig. 33에서는 최적 pH를 검토하 는데 β-glucosidase

와 β-glucuronidase는 pH 4에서 최대 활성을 나타내었고, β-galactosidase는 pH 

3에서 최대 활성을 나타내었다. 본 균주로부터 생산되어지는 가수분해효소의 특

성은 다른 미생물로부터 생산되어지는 가수분해효소의 특성과 약간의 차이를 나

타내고 있음을 Table 1에서 확인할 수 있었다. 또 같은 종의 균주라 하더라도 생

산되어지는 가수분해효소의 특성은 다를 수 있다는 것 또한 알 수 있었다. 
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나) 열 안정성 및 pH 안정성 검토

Fig. 34과 Fig. 35는 가수분해효소에 대한 열 안정성 및 pH 안정성에 대해 검토

한 결과이다. Fig. 34은 각각의 온도에서 1시간동안 방치한 후 가수분해효소의 

활성을 검토한 결과인데 β-glucosidase의 경우 45 ℃까지는 매우 안정하 으며 

60 ℃까지 어느 정도 안정성이 유지되다가 60 ℃이상부터는 급격히 활성이 떨어

지는 것을 확인할 수 있었다. β-glucuronidase와 β-galactosidase의 경우 45 ℃까

지는 매우 안정하 으며 50 ℃까지 활성이 어느 정도 유지되다가 그 이상의 온

도에서는 급격히 활성이 감소하는 결과를 나타내었다. Fig. 35에서는 pH 안정성

을 검토하기 위해 각각의 pH에서 4 ℃로 overnight시킨 결과이다. β-glucosidase

의 경우 pH 4∼4.5의 좁은 역에서 안정성을 보 고, β-glucuronidase의 경우 

pH 3∼4.5의 역에서 안정성을 나타내었으며, β-galactosidase의 경우는 강산성 

쪽인 pH 2∼3.5의 역에서 안정성을 나타내었다. 이 결과들로부터 본 실험에서 

사용한 표고버섯 균주로부터 생산되어지는 가수분해효소의 특성은 열에 어느 정

도 안정한 편이며, pH는 주로 약산성 역에서 안정하다는 사실을 알 수 있었다. 

다. 액체배양공정 최적화 기술 개발

1) 고농도 배양공정 개발

     회분배양에서의 배양조건은 5 L 생물반응기(Ko Biotech Co., KF-5L)에서 

working wolume을 3 L로 하여 배양온도 24 ℃, 교반속도 200 rpm, 통기량 1 

vvm으로 하여 배양하 으며, 배지는 optimum medium(Table 5)으로 하여 배양

을 실시하 다. Fig. 36에서는 배양 8일째 약 6.1 g/L로 최대 균체량을 나타내었

으며, 가수분해효소의 활성은 배양 10일째 β-glucosidase 40.54 U/mL, β
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-glucuronidase 0.28 U/mL, β-galactosidase 0.68 U/mL로 최대치를 나타내었다. 

플라스크배양(Fig. 29)에서의 결과와 비교해보면 균체량이나 가수분해효소의 활

성모두 비슷한 수치를 나타내고 있으나, 균체량의 경우 플라스크배양에서는 배양 

4일째까지 급격히 증가하는 반면에 생물반응기에서는 배양 5일째까지 완만하게 

증가하는 경향을 나타내었다. 가수분해효소의 경우 β-glucosidase의 활성은 균체

량과 비슷한 경향을 나타내었고 β-glucuronidase와 β-galactosidase의 활성은 플

라스크배양과 생물반응기에서의 배양 모두 배양 7일째 소폭 상승하여 유지되는 

모습을 나타내었다. 

2) 복합효소 생산성 최대화

Fig. 37에서는 회분배양의 배양조건으로 배양을 진행하다가 배양 4일째와 5일째 

glucose (5 g/L) 100mL을 pulse feeding한 결과이다. 기본 회분배양(Fig. 36) 에서와 

비교했을 때 균체량을 살펴보면 약 2.5 g/L정도의 증가된 결과를 나타내었고, 가

수분해효소 활성의 경우 β-glucosidase는 약 5 U/mL, β-glucuronidase는 약 0.1 

U/mL, β-galactosidase는 약 0.2 U/mL정도 증가된 결과를 나타내었다. Fig. 38은 

회분배양조건으로 배양을 진행하다가 배양 4일째와 5일째 cellulose (5 g/L) 

100mL을 pulse feeding한 결과이다. 균체량에서 보면 Fig. 36과 Fig. 37에서보다 

소폭 증가했지만, 가수분해효소의 활성에서 보면 특히 β-glucosidase의 경우 약 

20 U/mL이 감소하는 결과를 나타내었다. 따라서 기본 회분배양에서보다 배양도

중 저농도 (5 g/L)의 glucose를 feeding해 주는 것이 균체량과 가수분해효소의 

활성 면에서 모두 유리하다는 판단을 하 다. 

3) 생산성 극대화를 위한 생산공정 최적화

     기본 회분배양에서 배양 중 glucose를 feeding 했을 경우에 가수분해효소의 

활성이 가장 좋은 결과를 나타내었다. 이 결과를 토대로 배양 10일째 rice bran

을 feeding 하여 30 ℃에서 12시간 반응을 시켰을 경우 생산성 극대화 및 생산공
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           bioreactor with optimum medium(adding 100mL      

           cellulose 5 g/L)
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정을 최적화하 다. 이를 모식도를 통해 나타내었다. 

 Temp,

  rpm

  vvm

contant

Rice bran

  feeing

30 ℃

12 hr

Rice bran

Hemicellulose 

arabinoxylan

단당

균사체, 여액 유효성분

culture 10 day

농축 → 동결건조 → 분말

라. 가공기술 개발

     본 연구에서는 가공제품 개발 유형을 크게 4가지로 나누었다. 먼저 첫 번째

(Type 1)로 배양액에 rice bran을 첨가하여 30 ℃에서 12∼24 hr 동안 반응을 거

쳐 생성물(rice bran, hemicellulose B, 단당, 균사체, 여액 유효성분)을 농축하

다. 그 후 동결건조 과정을 거쳐 최종 분말화를 하여 capsule이나 tablet 등과 같

은 제품으로 생산할 수 있다. Type 2에서는 균사체가 제거된 배양여액과 rice 

bran을 첨가하여 30 ℃에서 12∼24 hr 동안 반응을 거쳐 생성물(rice bran, 

hemicellulose B, 단당, 여액 유효성분)을 농축하 다. 그 후 동결건조 과정을 거

쳐 최종 분말화를 하여 capsule 형태의 제품으로 생산이 가능하 고, Type 3에

서는 균사체가 제거된 배양여액과 hemicellulose B를 첨가하여 30 ℃에서 72 hr 
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가공기술 Type 1

배양액 + rice bran

Rice bran
Hemicellulose B

단당
균사체, 여액 유효성분

농축

동결건조

분말화

Capsule

Tablet

12~24hr30 ℃

(2일)
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가공기술 Type 2

배양여액 + Rice bran

Rice bran
Hemicellulose B

단당
여액 유효성분

분말화 Capsule

농축

동결건조

 30 ℃   12~24 hr

2일
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가공기술 Type 3

배양여액 + Hemicellulose B 

Rice bran
Hemicellulose B

단당, arabinoxylan
여액 유효성분

분말화

Tea-bag

포

  30 ℃   72 hr

동결건조

농축

2일
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가공기술 Type 4

의약품
(ample, vial)

배양여액 + Hemicellulose B 

투석

Arabinoxylan

동결건조

분말화

  30 ℃ 72 hr

(Cut off size : 1000)

(3일)

2일
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동안 반응을 거쳐 생성물(hemicellulose B, 단당, arabinoxylan, 여액 유효성분)을 

농축하 다. 그 후 동결건조 과정을 거쳐 최종 분말화를 하여 tea-bag이나 포 등

으로 제품화가 가능하 다. 마지막인 Type 4는 균사체가 제거된 배양여액과 

hemicellulose B를 첨가하여 30 ℃에서 72 hr 동안 반응을 거치고 난후 cut off 

size가 1,000인 membrane을 사용하여 투석을 한 후 생성물인 arabinoxylan을 동

결건조하여 분말화 하 다. 이는 의약품중 ample이나 vial등으로 이용되어질 것

으로 판단되어졌다. 이중 경제적이고 효율적인 가공방법은 Type 1, 2로써 분리정

제에서의 비용이 저렴하기 때문이고, 고부가가치의 면에서보면 Type 4의 가공기

술이 유리하다고 판단되어졌다. 
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4. 결 론

     본 연구는 아라비녹실란 생산에 필요한 미강으로부터 헤미셀룰로즈 B를 추

출하는 것과 탄수화물 가수분해효소의 생산성 향상을 위해 Lentinus edodes의 

액체배양 공정개발을 위해 진행되었다. 

     탄수화물 가수분해효소의 생산을 위해 먼저 Lentinus edodes의 액체배양에

서 균체 성장을 위한 최적 조건은 배양온도 24 ℃, 교반속도 200rpm, 접종량 10 

%, working volume 100 mL, 초기 pH 5.5에서 효과적이었다. 최적 배지조성은 

glucose 30 g/L, yeast extract 20g/L이었다. 최대 균체량은 배양 10일째 9 g/L이

었으나, 지속되는 agar plate의 계대배양을 통해 균주의 활성이 개선되어 최대 균

체량은 배양 8.5일째 약 18 g/L까지 상승되는 결과를 나타내었다. 

     플라스크 배양에서 가수분해효소 생산을 위한 배지조성을 검토한 결과 기

본적으로 사용되어지는 탄소원에서 가수분해효소의 활성이 미약하여 polymer 위

주의 탄소원을 검토한 결과 cellulose 1 %(w/v)를 탄소원으로 사용했을 때 가수

분해효소의 활성에 매우 효과적임을 알 수 있었다. 질소원으로는 yeast extract 1 

% (w/v)에서 가장 좋은 활성을 나타내었고, 무기염류로는 CaCl2․2H2O 0.1 

%(w/v)에서 좋은 활성을 보 다. 따라서 최적 배지조성은 cellulose 1 %(w/v), 

yeast extract 1 % (w/v), CaCl2․2H2O 0.1 %(w/v)으로 하 다. 이때 배양 10일

째 β-glucosidase 43.5 U/mL, β-glucuronidase 0.33 U/mL, 그리고 β

-galactosidase 0.8 U/mL의 효소활성을 나타내었다. 

     생물 반응기를 이용한 응용 회분배양에서는 optimum medium으로 배양중 

4일, 5일째 glucose (5 g/L) 100mL을 pulse feeding한 결과 기본 회분배양(Fig. 36) 

에서와 비교했을 때 균체량을 살펴보면 약 2.5 g/L정도의 증가된 결과를 나타내

었고, 가수분해효소 활성의 경우 β-glucosidase는 약 5 U/mL, β-glucuronidase는 

약 0.1 U/mL, β-galactosidase는 약 0.2 U/mL정도 증가된 결과를 나타내었다.

     기본 회분배양에서 배양 중 glucose를 feeding 했을 경우에 가수분해효소의 

활성이 가장 좋은 결과를 나타내었다. 이 결과를 토대로 배양 10일째 rice bran
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을 feeding 하여 30 ℃에서 12시간 반응을 시켰을 경우 생산성 극대화 및 생산공

정을 최적화하 다. 또한 4가지 유형의 가공기술을 개발하여 기능성식품이나 건

강보조식품의 원료로서의 활용이 기대된다. 
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제 2절 생리활성물질 분리정제공정 개발

1. 서 론

     최근에 미강(쌀겨), 보리,  등과 같은 볏과 식물의 세포벽을 구성하는 헤

미셀루로즈의 주성분이고 분자량이 3000 ∼ 5000 KD 정도인 아라비녹실란

(arabinoxylan)은 항암, 혈당 및 혈압강하, 면역체계강화, 소화기능 등을 증진시키

는 탁월한 효능을 보이고 있어 많은 관심을 불러일으키고 있다. 

    아라비녹실란은 면역계에서 매우 중요한 역할을 하는 NK(natural killer)세포

를 활성화시켜 암치료에 있어서 화학요법 및 호르몬 요법에 대한 부작용을 현저

히 감소시킬 수 있으며 AIDS 치료에 있어서 잠재적 가치가 있다고 보고되고 있

다. 크실로즈(xylose)를 주쇄로하여 측쇄에 아라비노즈(arabinose)를 갖는 아라비

녹실란은 면역부진에 기인한 질병환자가 증가하는 요즈음 면역력을 강화시키는 

물질로서 새로운 식물소재의 가치가 대단히 크다. 또한 저분자의 신소재 식이섬

유로서 아라비녹실란은 소화기관에서의 흡수력이 매우 우수하여 면역강화 증대

는 물론 지질대사 개선, 당질대사 개선 및 식이성 유래물질 독성저지 등의 작용

을 가지고 있어 많은 관심이 집중되고 있다. 따라서 일본 및 미국을 비롯한 여러 

선진국에서 항암 및 면역강화 등 인체에 탁월한 효능을 지닌 아라비녹실란을 제

품화하고자 분리정제기술을 개발하고 있다. 그러나 국내에서는 아라비녹실란의 

분리정제기술 및 생산기술 개발에 대한 연구가 거의 전무한 실정으로 이에 대한 

연구개발이 절실히 요구되고 있다. 

     볏과식물의 세표벽을 구성하고 있는 재료 중의 하나가 헤미셀룰로오즈이며,  

헤미셀룰로오즈의 주성분이 생리활성물질인 아라비녹실란이다. 헤미셀룰로오즈는 

몇종류의 단당류로 구성되는 헤테로 리칸으로 매우 복잡한 구조를 가진 물질이

며, 이들 중에서 면역조정물질로 주목되는 것이 쌀겨의 헤미셀룰로오즈 B의 아

라비녹실란이다. 쌀겨의 헤미셀룰로오즈 B는 본 연구의 목적산물인 생리활성물

질인 아라비녹실란의 전구체로서 고도로 분지된 복잡한 당조성을 가지고 있으며, 
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주된 구성당은 아라비노오즈, 크실로오즈이며 그 외에도 람노오즈, 갈락토오즈, 

만노오즈, 루코오즈, 우론산, 등이 포함되어 있다고 알려져 있다.

     일반적으로 생물학적으로 유용한 생리물질들은 그 추출수율이 매우 낮은 

경우가 많고 다양한 불순물과 함께 혼합되어 있으며, 분리․정제 공정에 있어서 

추출용매, pH, 완충용액, 충진 물질, 염 등의 다양하고도 많은 변수들에 따라 추

출물의 분리정도 및 회수율이 크게 달라진다. 또한, 기존의 분리․정제방법으로 

사용되고 있는 용매추출 및 크로마토그래피법은 유기용매의 유독성에 따른 식품

의 적용 부적절성, 환경 오염 문제 발생, 분리 매체로 외부로부터 공급되는 용리

액의 사용에 따른 후농축 공정의 필요성으로 인하여 산업화에 있어서 많은 문제

점이 발생된다. 때문에 생리활성물질을 고순도로 대량으로 생산하기 위해서는 분

리․정제기술에 대한 연구는 필수적이라 사료되며, 실제 제품생산에 있어서 생산

단가에 분리정제 비용이 높은 비중을 차지하고 있으므로 제품의 시장경쟁성을 

확보하기 위해서는 이 분야에 대한 연구가 반드시 필요하다.

     따라서 본 연구에서는 항암, 인체면역기능 향상에 탁월한 효능을 지닌 생리

활성물질인 아라비녹실란을 볏과식물 중 면역조정물질로 특히 주목이 되는 쌀겨

에서 추출하고, 기존의 분리․정제기술에 있어서의 문제점을 극복하기 위한 새로

운 분리․정제공정 기술을 개발하고자 하 다. 
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 Figure 1. Structure of hemicellulose B
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2. 재료 및 방법

가. 미강으로부터 헤미셀룰로즈 B의 분리․정제

     볏과식물의 세표벽을 구성하고 있는 재료 중의 하나가 헤미셀룰로오즈이며, 

헤미셀룰로오즈의 주성분이 생리활성물질인 아라비녹실란이다. 헤미셀룰로오즈는 

몇종류의 단당류로 구성되는 헤테로 리칸으로 매우 복잡한 구조를 가진 물질이

며, 이들 중에서 면역조정물질로 주목되는 것이 쌀겨의 헤미셀룰로오즈 B의 아

라비녹실란이다. 헤미셀룰로오즈 B와 아라비녹실란의 구조는 Fig. 1과 Fig. 2에 

나타낸 바와 같다. 쌀겨의 헤미셀룰로오즈 B는 본 연구의 목적산물인 생리활성

물질인 아라비녹실란의 전구체로서 고도로 분지된 복잡한 당조성을 가지고 있으

며, 주된 구성당은 아라비노오즈, 크실로오즈이며 그 외에도 람노오즈, 갈락토오

즈, 만노오즈, 루코오즈, 우론산, 루크론산 등이 포함되어 있다고 알려져 있

다. 일반적으로 쌀겨 100g당 3-5mg 정도 포함되어 있으며 물에 녹는 성질을 가

지고 있다. 아라비녹실란을 얻기 위한 전구체인 헤미셀룰로오즈 B를 쌀겨로부터 

Fig. 3에 도식화된 방법으로 분리․정제하 다.

나. 헤미셀룰로즈 B의 정량․정성적 특성 분석

1)  헤미셀룰로오즈 B의 구조적 특성 

     - 13C-NMR 스펙트럼은 대체로 자일로즈의 13C-NMR 스펙트럼과 비슷하며 

이는 헤미셀룰로즈 B를 구성하는 주 구성성분이 자일로즈이기 때문이다. Fig. 

5에서 제시한 헤미셀룰로즈 B의 13C-NMR 스펙트럼에서 나타나는 99.8, 73.5, 

72.8, 71.7, 69.5ppm에 해당하는 피크신호는 각각 헤미셀룰로즈 B의 주쇄를 구
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성하는 자일로즈의 C-1, C-4, C-3, C-2, C-5에 해당하는 피크이며, 107.7, 

84.5, 81.2, 76.9, 60.6에 해당하는 피크신호는 헤미셀룰로즈 B의 측쇄 중에서 가

장 많은 성분으로 구성된 아라비노오즈의 C-1, C-4, C-3, C-2, C-5에 해당된

다. 또한 57.5에 해당하는 피크신호는 주쇄인 자일로즈의 측쇄에 붙어있는 우

론산의 4-O-methoxyl 그룹의 C-6에 해당하는 피크이다.

2) 헤미셀룰로즈 B를 구성하는 단당류의 결합구조 분석

     - FT-IR 스펙트럼을 측정하여 이들을 구성하는 단당류의 결합구조를 분석

하 으며, 이를 Fig. 6에 나타내었다. Fig. 6에서 897cm
-1
파수대에 뽀족한 피크

를 볼 수 있는데, 이는 헤미셀룰로즈 B를 구성하는 여러 단당류들 사이의 β

-glucosidic linkages에 해당하는 피크이다. 이는 헤미셀룰로즈 B의 주쇄를 구

성하고 있는 자일로즈의 β형태의 결합을 하고 있음을 나타내며, 일반적인 헤미

셀룰로즈 B의 결합구조화 상동한다. 또한 전형적인 헤미셀룰로즈에서 나타나

는 1030cm-1, 1370cm-1파수대의 피크가 나타나는 걸로 봐서 본 연구에서 쌀겨

로부터 분리․정제한 물질이 헤미셀룰로즈 B임을 재차 확인할 수 있었다.

3) 헤미셀룰로즈 B와 아라비녹실란의 구성당 분석

     - 미강으로부터 추출되어진 헤미셀룰로즈와 가수분해 효소처리를 통해 생

산된 arabinoxylan의 구성당 분석을 위해서 먼저 산 가수분해를 통한 전처리를 

하 다. 전처리 과정은 2M TFA(Triflouroacetic acid)로 110 ℃에서 4시간동안 

가수분해를 거친후 동결건조를 통해 산을 제거한 powder 시료를 알맞게 희석

하여 HPLC를 사용해서 다음과 같은 조건에서 분석하 다.

     Column : carbosep column CHO-682

     Detector : Refractive Index detector(16*)(shodex RI-71)

     Mobile phase : DI water
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     Running temperature : 90 ℃

     Flow rate : 0.4 mL/min 

     Injection volume : 20 μL

4) Glucuronic acid 정량 (Carbazole assay)

재 료

  A : Dissolve sodium tetra decahydrate (0.8g) + 10 mL water +

          add 90 mL of ice-cold 98% H2SO4

  B : Dissolve 100 mg of carbazole in 100 mL of absolute ethanol

방법

  1. Preparation of samples, standards, and controls(250㎕)

  2. Add ice- cold reagent A (1.5㎖) with mixing and cooling in the

     ice-bath

  3. Heat the mixtures at 100 ℃ for 10 min

  4. Add 50 ㎕ of reagent B and mix well

  5. Re-heat at 100 ℃ for 15 min

  6. Determined the absorbance at 525 nm

5) 헤미셀룰로즈 B와 아라비녹실란의 주쇄 결합구조 분석

    헤미셀룰로즈 B와 아라비녹실란의 주쇄를 이루고 있는 polymer의 결합형태

가 α 결합인지, β 결합인지 확인하기 위하여 Fungi-Fluor Kit(Polysciences, Inc., 

USA)를 사용해 α 또는  β 결합인지를 구별하 다. Kit의 사용방법은 먼저 Slide

에 sample을 올려놓고 dry oven(or air dried)에 약 5분간 건조시켰다. 그리고 5

분 후 메탄올을 첨가시키고 약 20분간 건조시킨 다음 solution A를 몇 방울 떨어

뜨리고 약 3분간 염색시킨 후 증류수로 가볍게 washing후 UV table에서 형광 

유, 무를 확인하여 헤미셀룰로즈 B와 아라비녹실란의 주쇄 결합형태를 확인하
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다. 또한 육안으로 확인하기 위하여 solution B를 몇 방울 떨어뜨리고 약 1분간 

염색시킨 후 증류수로 가볍게 washing후 형광 유, 무를 재확인 하 다.

▶ Solution A : 0.05 % disodium salt of 4-4'-bis[4-anilino-6-bis-(2-hydroxyethel)  

   amino-striazin-2-ylamino]-2,2'-stilbenedisulfonic acid in deionized H2O     

   with KOH

▶ Solution B : counter-stanining solution

6) 아라비녹실란의 반응시간대별 구성당 분석

     미강으로부터 추출되어진 헤미셀룰로즈 B와 표고버섯 배양여액을 시간대별

로 반응시켜 반응시간에 따른 구성당의 변화를 HPLC로 확인하 다. 먼저 헤미

셀룰로즈 B와 배양여액을 3시간, 6시간, 12시간, 24시간동안 각각 30 ℃에서 반응

시킨 후 membrane(MWCO : 1000)을 이용하여 분해 된 잔당들을 제거한 후 동

결건조한 후 이를 산 가수분해하여 시간대별 구성당 변화를 확인하 다. 
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Delignification with sodium chlorite at 75oC (pH4.2) for 2h

Extraction with 10% KOH at room temp. for 18h

Neutralization with 8M acetic acid to pH 5.5

Concentration at reduced pressure and then precipitation in 3vols ethanol

Wash with 95% ethanol and air-dried

Wash with 70% ethanol and air-dried
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Hemicellulose BHemicellulose B

Delignification with sodium chlorite at 75oC (pH4.2) for 2h

Extraction with 10% KOH at room temp. for 18h

Neutralization with 8M acetic acid to pH 5.5

Concentration at reduced pressure and then precipitation in 3vols ethanol

Wash with 95% ethanol and air-dried

Wash with 70% ethanol and air-dried

Figure 3. Extraction procedure of hemicellulose B from rice 

           bran
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Figure 4. Standard curve of glucuronic acid
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3. 결과 및 고찰

가. 생리활성물질 분리정제기술 개발

1) 복합효소 처리에 의한 목적산물 분리정제기술 개발

     먼저 정미소에서 구입한 쌀겨를 oven내에서 55℃에서 16시간 동안 건조시

킨 후 사용하 다. 건조된 쌀겨를 NaClO2이 1:25(w/v) 비율로 용해된 acetic 

solution(pH 4.2, 아세트산으로 적정)에 1:15(w/v)의 비율로 혼합한 후 75℃에서 

2시간동안 교반시키면서 반응시킴으로써 각질을 분리하 다. 이 물질을 

10%KOH용액과 1:20(v/v) 비율로 혼합하여 18시간동안 상온에서 교반시키면서 

반응시킨 후 여과시켜 셀룰로즈가 제거되고 헤미셀룰로즈가 용해되어있는 여과

액을 얻었다. 여과액을 아세트산(8M)을 이용하여 pH 5.0∼5.5로 적정시킴으로써 

헤미셀룰로즈 A를 침전시킨 후 이를 원심분리(8000 rpm, 12분, 10℃)하여 제거하

다. 헤미셀룰로즈 A가 제거된 용액을 95% ethanol(1:3(v/v))을 이용하여 재침

전시키고, 이를 원심분리(8000 rpm, 12분, 10℃)하여 헤미셀룰로즈 B를 pellet상태

로 얻은 후 이를 70%의 ethanol로써 세척시키고 건조기에서 40℃로 5시간 건조

시킴으로써 powder상태의 헤미셀룰로즈 B를 얻었다. 쌀겨로부터 분리․정제된 

헤미셀룰로즈 B의 수율은 대략 20%정도가 된다.

2) 추출물의 정량․정성적 특성 분석

가) 헤미셀룰로즈 B의 구조적 특성 분석

     생리활성물질인 아라비녹실란을 얻기 위한 전구체인 헤미셀룰로즈 B의 구
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Figure 5. 13C-NMR spectrum of hemicellulose B
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조적 특성을 
13
C-NMR 스펙트럼을 측정하여 분석하 다. 이를 Fig. 5에 나타내었

다. 일반적인 헤미셀룰로즈 B의 구조를 살펴보면, 주쇄 부분은 자일로즈로 구성

되며 측쇄부분은 아라비노오즈, 루코오즈, 갈락토오즈, 람노오즈, 우론산, 만노

오즈으로 구성된다. 헤미셀룰로즈 B를 구성하는 단당류 중 자일로즈와 아라비노

오즈가 헤미셀룰로즈 B를 구성하는 전체 단당류의 약 85%이상을 차지하며, 본 

연구의 목적산물인 아라비녹실란은 이들 단당류로 구성된다고 알려져 있다.

     헤미셀룰로즈 B의 
13
C-NMR 스펙트럼은 대체로 자일로즈의 

13
C-NMR 스펙

트럼과 비슷하며 이는 헤미셀룰로즈 B를 구성하는 주 구성성분이 자일로즈이기 

때문이다. Fig. 5에서 제시한 헤미셀룰로즈 B의 13C-NMR 스펙트럼에서 나타나

는 99.8, 73.5, 72.8, 71.7, 69.5ppm에 해당하는 피크신호는 각각 헤미셀룰로즈 B의 

주쇄를 구성하는 자일로즈의 C-1, C-4, C-3, C-2, C-5에 해당하는 피크이며, 

107.7, 84.5, 81.2, 76.9, 60.6에 해당하는 피크신호는 헤미셀룰로즈 B의 측쇄 중에

서 가장 많은 성분으로 구성된 아라비노오즈의 C-1, C-4, C-3, C-2, C-5에 해당

된다. 또한 57.5에 해당하는 피크신호는 주쇄인 자일로즈의 측쇄에 붙어있는 우

론산의 4-O-methoxyl 그룹의 C-6에 해당하는 피크이다. 이를 통하여 본 연구에

서 쌀겨로부터 분리․정제한 물질이 헤미셀룰로즈 B임을 확인할 수 있었으며, 

이를 구성하는 주성분이 본 연구의 목적산물인 아라비녹실란임을 또한 확인할 

수 있었다. 또한 헤미셀룰로즈 B의 FT-IR 스펙트럼을 측정하여 이들을 구성하

는 단당류의 결합구조를 분석하 으며, 이를 Fig. 6에 나타내었다. Fig. 6에서 

897cm-1파수대에 뽀족한 피크를 볼 수 있는데, 이는 헤미셀룰로즈 B를 구성하는 

여러 단당류들 사이의 β-glucosidic linkages에 해당하는 피크이다. 이는 헤미셀

룰로즈 B의 주쇄를 구성하고 있는 자일로즈의 β형태의 결합을 하고 있음을 나타

내며, 일반적인 헤미셀룰로즈 B의 결합구조화 상동한다. 또한 전형적인 헤미셀룰

로즈에서 나타나는 1030cm-1, 1370cm-1파수대의 피크가 나타나는 걸로 봐서 본 

연구에서 쌀겨로부터 분리․정제한 물질이 헤미셀룰로즈 B임을 재차 확인할 수 

있었다. 일반적으로 볏과식물로부터 헤미셀룰로즈를 분리하게 되면, 1510cm-1, 

1460cm-1, 1420cm-1, 1245cm-1, 1150cm-1파수대에서 약한 피크들이 나타나는데 이

는 헤미셀룰로즈의 리그닌에 해당하는 피크들이다. 그러나, 본 연구에서 분리된 
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Figure 6. FT-IR spectrum of hemicellulose B
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헤미셀룰로즈 B에서 이러한 약한 피크들이 거의 보이지 않은 것으로 봐서, 쌀겨

로부터 리그닌의 제거가 잘 이루어졌음을 의미한다.

나) 헤미셀룰로즈 B의 단당 분석

     본 연구의 목적산물인 아라비녹실란의 전구체로서 쌀겨로부터 분리된 헤미

셀룰로즈 B는 Fig. 1에 나타낸 바와 같이 일반적으로 고도로 분지된 복잡한 당

조성을 가지고 있으며, 주된 구성당은 아라비노오즈, 자일로즈이며 그 외에도 람

노오즈, 갈락토오즈, 만노오즈, 루코오즈, 우론산( 루크론산) 등이 포함되어 있

다고 알려져 있다. 이에 본 연구에서는 Fig. 3 도식화된 방법을 토대로 쌀겨로부

터 헤미셀룰로즈 B를 분리하여 그 구성단당들의 조성비를 검토하 으며, 이를 

Table 1에 나타내었다. 실험은 헤미셀룰로즈 B를 가수분해시켜 실시하 으며,    

     분석결과를 살펴보면, 본 과제에서 쌀겨로부터 분리한 아라비녹실란의 전구

체인 헤미셀룰로즈 B는 일반적으로 알려진 헤미셀룰로즈 B의 구성당인 아라비노

오즈, 자일로즈, 람노오즈, 갈락토오즈, 만노오즈, 루코오즈, 우론산( 루크론산) 

중 람노오즈와 만노오즈를 제외한 아라비노오즈, 자일로즈, 갈락토오즈, 루코오

즈, 우론산으로 이루어져 있음을 알 수 있다. 위의 결과는 주쇄의 성분인 자일로

즈의 함량이 측쇄 성분 중 하나인 루코오즈에 비해 상당히 적음을 나타낸다. 

이는 쌀겨로부터 헤미셀룰로즈 B를 분리할 때, 루코즈를 주성분으로 하는 셀

룰로오즈의 제거가 완전히 이루어지지 않았기 때문으로 사료된다. 따라서, Fig. 3

에 나타내는 쌀겨로부터 헤미셀룰로즈 B 분리과정에서 셀룰로즈 제거를 위한 단

계가 추가될 필요가 있다고 사료된다. 그러나, 각 구성성분을 살펴보면, 상대적으

로 루코오즈를 제외한 다른 당에 비해 아라비녹실란의 주 구성성분인 아라비

노오즈와 자일로즈가 커다란 부분을 차지함을 알 수 있으며, 이 결과를 토대로 

본 과제에서 쌀겨로부터 분리해낸 헤미셀룰로즈 B는 충분히 아라비녹실란을 얻

기 위한 전구체로 사용 가능함을 알 수 있다. 
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Table 1. Compositional sugars of hemicellulose B

Sugars Xylose Arabinose Glucose Galactose
Glucuronic 

acid
mannose

Ara/Xyl

 ratio

Composition 

(%)
15.4 13.9 67.2 3.5 0 0 0.9
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나. 생리활성물질 분리정제공정 개발

1) 아리비녹실란 분리정제공정 개발

가) 헤미셀룰로즈 B의 수율검토

     Fig. 7은 헤미셀룰로즈 B의 분리정제공정 단계에서 중요하다고 판단되어지

는 단계가 변화에 따라 헤미셀룰로즈 B의 수율이 어떻게 변화하는지를 검토한 

결과이다.  먼저 첫 번째 변화를 준 곳은 10% acetic solution(pH 4.2) 75℃, 

2hr 이 단계에서 65℃, 75℃, 85℃로 반응온도의 변화를 주어 수율을 검토하 다. 

그다음 두 번째 변화는 hemicellulose B가 얻어지는 에탄올 침전단계이다. 에

탄올의 volume을 2배, 3배, 4배로 변화를 주어 수율을 검토하 다. 

먼저 65℃, 에탄올 volume 2배에서는 리그닌이 52.1%, 헤미셀룰로즈 A가 

1.4%, 헤미셀룰로즈 B가 28.9%의 수율이 나왔다.  그리고 65℃, 에탄올 volume 

3배에서는 리그닌, 헤미셀룰로즈 A는 변화가 없었고 헤미셀룰로즈 B가 38.5%가 

나왔다. 또 65℃, 에탄올 volume 4배일 경우에는 마찬가지로 리그닌, 헤미셀룰로

즈  A는 변화가 없었고 헤미셀룰로즈 B에서는 37.4%를 나타냈다. 결국 65℃, 에

탄올 volume 3배에서 헤미셀룰로즈 B의 수율이 가장 높게 나타났다. 

   위와 같은 방법으로 75℃, 85℃에서 에탄올 volume의 변화를 주어 수율을 검

토한 결과 에탄올 volume 3배에서 65℃에서와 마찬가지로 가장 높을 수율을 나

타냈다. 위의 실험결과를 토대로 첫 번째 반응온도에서는 65℃에서, 두 번째 에

탄올 volume의 변화에서는 3배가 가장 높은 수율을 나타냈다. 

나) 아라비녹실란 분리․정제공정

     항암, 인체면역기능 향상에 탁월한 효능을 지닌 생리활성물질인 아라비녹실
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란은 쌀겨로부터 분리․정제한 헤미셀룰로즈 B를 Table 1에 기술한 자료를 토대

로 구성된 탄수화물 복합효소과 반응시킴으로서 얻어낼 수 있었다. 헤미셀룰로즈 

B를 탄수화물 복합효소와 반응하기에 앞서 다음과 같은 방법으로 Fig. 3에서 도

식화된 방법으로 얻은 헤미셀룰로즈 B 산물 중의 불순물을 제거하 다. 먼저 헤

미셀룰로즈 B를 증류수에 용해시킨 후, 원심분리기(12000rpm, 20분)를 통해서 잔

존 불순물이 제거된 상층액을 얻었으며, 이를 α-armylase와 반응시킴으로서 헤미

셀룰로즈 B에서 잔존되어있는 starch를 완전히 제거하 다. 사용된 효소는 10

0℃, 10min의 조건에서 불활성화시킨 후, 원심분리기(13000rpm, 20분)를 이용하

여 제거하 다. 마지막으로 얻어진 산물을 ethanol를 이용하여 두번 재침전시킴

으로서 starch를 포함한 잔존 불순물이 제거된 헤미셀룰로즈 B를 얻었다. 불순물

이 제거된 헤미셀룰로즈 B는 Table 1을 토대로 구성된 탄수화물 복합효소 (β

-glucosidase, cellobiohydrolase, cellulase, β-galactosidase)와 0.2M sodium 

acetate buffer(pH 4.5)하에서 40℃, 30분동안 반응시킴으로서 자일로즈 주쇄에 

측쇄로 연결된 루코오즈, 갈락토오즈를 제거시킨 후 ethanol로 재침전 시켜 아

라비녹실란을 얻었다. 얻어진 아라비녹실란의 구성 단당 분석 결과를 Table 2에 

나타내었다. 실험은 위의 실험방법을 통해서 얻어진 아라비녹실란을 가수분해시

켜 실시하 다.

     본 연구에서 헤미셀룰로즈 B와 탄수화물 복합효소와의 반응 결과로서 얻은 

아라비녹실란은 위에서 제시한 Table 2의 결과를 토대로 살펴보면, 주요 구성당

류는 주쇄인 자일로즈와 측쇄인 아라비노오즈가 차지함을 알 수 있다. 물론 불순

물로 루코오즈가 상당 부분 차지하고 있으며 그 밖에 갈락토오즈와 루크론

산도 소량 포함되어 있음을 알 수 있다. 불순물 중 가장 많은 부분을 차지하고 

있는 루코오즈는 아라비녹실란을 얻기 위해서 사용한 헤미셀룰로즈 B를 얻는 

과정 중에서 셀룰로즈의 완전 제거가 이루어지지 않았기 때문으로 사료되며(표 

1. 참조), 갈락토오즈는와 루크론산은 이를 분해하는 효소인 β-galactosidase와 

β-glucuronidase의 반응의 최적화를 통해 해결될 수 있을 것이라 사료된다. 
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Table 2. Compositional sugars of arabinoxylan

Sugars Xylose Arabinose Glucose Galactose
Glucuronic 

acid
mannose

Ara/Xyl

 ratio

Composition

(%)
63.5 11.1 18.9 2.7 0 3.8 0.17
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다) 아라비녹실란의 구조적 특성 분석

     생리활성물질인 아라비녹실란을 헤미셀룰로즈 B와 탄수화물 복합효소와 반

응시켜 얻어냈으며, 이에 대한 구조적 특성을 FT-IR 스펙트럼을 측정하여 분석

하 다. 이를 Fig. 8에 나타내었다. 일반적인 아라비녹실란 구조를 살펴보면, 주

쇄 부분은 자일로즈, 측쇄부분은 아라비노오즈로 각각 구성된다.

Fig. 8에서 나타나는 3350cm
-1
파수대의 피크와 2800-3000cm

-1
파수대 피크는 각각 

물의 hydrogen결합을 포함한 다당류의 hydroxyl-stretching vibration과 C-H 

stretching vibration에 의해 생성되는 피크들이다. 또한 1650cm-1파수대 피크는 

역시 물에 관계된 피크이다. 일반적으로 800 - 1500cm
-1
파수대의 피크들이 고분

자 주쇄의 C-C, C-O, C-OH 그리고 C-O-C에 관여된 피크들로 위의 결과를 토

대로 본 연구에서 헤미셀룰로즈 B에서 얻은 아라비녹실란이 

xylooligosaccharides 특성을 나타냄을 알 수 있다. 특히, 990cm
-1
대 피크는 키시

로즈 주쇄의 O-3위치에 아라비노오즈의 결합을 나타내는 피크로서, 본 연구에서 

헤미셀룰로즈 B에서 얻은 아라비녹실란의 FT-IR 스펙트럼을 나타내는 Fig. 8에 

분명히 살펴볼 수가 있었다. 이 결과로부터 쌀겨로부터 헤미셀룰로즈 B를 얻고, 

이와 탄수화물 복합효소와의 반응 산물로 아라비녹실란을 얻는 일련의 과정으로 

쌀겨로부터 아라비녹실란을 분리․정제할 수 있음을 알 수가 있었다.

2) 아라비녹실란의 수율 검토

     아라비녹실란의 수율을 검토하기 위해 먼저 미강으로부터 헤미셀룰로즈 B

의 수율을 검토한 결과 38 %의 수율을 얻을 수 있었다. 이렇게 얻어진 헤미셀룰

로즈 B 100 mg을 배양여액과 30 ℃에서 3시간, 6시간, 12시간, 24시간, 48시간, 

72시간동안 반응시킨 후 각각의 시간대별로 투석을 통해 분해된 단당을 제거한 

후 동결건조를 통해 수율을 검토하 다. Table 3.은 시간대별 수율을 나타낸 것

이다. 반응시간이 지남에 따라 가수분해효소에 의해 분해된 단당들이 제거되어 
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Figure 8. FT-IR spectrum of arabinoxylan
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수율이 떨어지는 것을 볼 수 있다. 72시간에서 수율이 가장 낮은 것을 볼 수 있

는데 이는 정제된 아라비녹실란에 가장 가깝다고 볼 수 있다. Fig. 9는 이 수율

을 막대그래프로 나타낸 것이다. 역시 시간에 따라 수율이 감소되어지는 경향을 

쉽게 알 수 있다. 

3) 생산성 향상을 위한 추출공정 개발

     헤미셀룰로즈 B와 표고버섯 배양여액과의 반응을 통한 아라비녹실란의 생

산에 있어서 반응시간에 따른 아라비녹실란의 구성당의 변화를 검토하기 위하여 

먼저 쌀겨로부터 추출된 헤미셀룰로즈와 표고버섯 배양여액을 3시간, 6시간, 12

시간, 24시간동안 반응을 시킨 후 분해 된 단당 (glucose, galactose, glucuronic 

acid)을 제거하기 위하여 membrane을 통해 투석을 실시한 후 동결건조를 하여 

분말화 하 다. 이를 2M TFA (Triflouroacetic acid)로 110 ℃에서 4시간동안 

가수분해를 거친 후 다시 동결건조를 통해 분말화 된 시료를 HPLC에 사용하였

다. Fig. 11의 결과를 보면 처음 헤미셀룰로즈 B에서 반응시간이 지남에 따라 

글루코우즈의 양이 상당히 감소하는 경향을 볼 수 있다. 상대적인 조성비로 보면 

자일로즈와 아라비노우즈는 증가하는 추세를 나타내었다. 이때 갈락토우즈와 글

루크론산의 비율도 상대적으로 상승하는 경향을 나타내지만 증가율이 자일로즈

와 아라비노우즈에 비해 떨어지기 때문에 이는 β-galactosidase와 β

-glucuronidase에 의해 갈락토우즈와 글루크론산이 분해되어지지만 β

-glucosidase에 의해 분해되는 글루코우즈의 양에 비하면 극도로 낮은 수치를 

나타내기 때문에 이와 같은 결과를 나타낸 것이다. Fig. 11을 막대그래프로 나타

낸 것이 Fig. 12이다. Fig. 12에서 볼 수 있듯이 반응시간이 지남에 따른 

glucose의 조성비가 감소함에 따라 자일로즈와 아라비노즈의 조성비가 상대적으

로 증가하는 것을 알 수 있었다. Fig. 13은 Fig. 12를 상대농도로 표현한 결과이

다. 역시 glucose의 조성비가 감소하면서 자일로즈와 아라비노즈의 조성비가 시

간이 지남에 따라 증가하는 경향을 볼 수 있다. Fig. 14와 Table 4는 glucose의 

감소율과 나머지 당들의 증가율을 나타낸 결과이다.



- 101 -

Table 3. Yields in production of arabinoxylan

reaction

time
3 hr 6 hr 12 hr 24 hr 48 hr 72 hr

Yield(%) 67 59.2 53.4 51.3 49.7 46.5
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Figure 9. Yields in production of arabinoxylan
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헤미셀룰로즈 A

     

                               헤미셀룰로즈 B

Figure 10. HPLC peak diagram of hemicellulose A, B
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               반응시간 3시간 후 헤미셀룰로즈 B의 구성당

 반응시간 6시간 후 헤미셀룰로즈 B의 구성당

반응시간 12시간 후 헤미셀룰로즈 B의 구성당
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반응시간 24시간 후 헤미셀룰로즈 B의 구성당

반응시간 48시간 후 헤미셀룰로즈 B의 구성당

반응시간 72시간 후 헤미셀룰로즈 B의 구성당

Figure 11. HPLC peak diagram according to the reaction    

        time of hemicellulose B with culture broth
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Figure 12. Change of compositional sugars in hemicellulose  

            B on reaction time (Absolute concentration)
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Figure 13. Change of compositional sugars in hemicellulose  

            B on reaction time (Relative concentration)
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Figure 14. The tendency of increasing rate and decreasing  
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Table 4. Reaction rate of each reaction time in compositional 

sugar concentrations

1st step 2nd step 3rd step 4th step 5th step 6th step

Glucose -7.83 -0.8 -1.13 -0.325 -0.175 -0.237

Xylose 2.96 0.43 0.2 0.17 0.092 0.096

Galactose 1.9 0.13 0.4 -0.03 0.004 0.054

Arabinose 2.07 0.13 0.38 0.183 0.071 0.075

Glucuroni

c acid
0.9 0.1 0.15 0.008 0.008 0.012

∑reaction

rate
0 +0.01 0 +0.006 0 0
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Fig. 15는 Fungi-Flour Kit (Polysciences, Inc., USA)을 사용하여 헤미셀룰로즈 

A 및 B의 주쇄 결합형태를 확인한 결과이다. Fungi-Fluor Kit에서 사용된 

staining solution A는 증류수에 용해시킨 고순도의 Cellufluor에 clearing agent

로써 potassium hydroxide를 첨가시킨 용액으로 주로 미생물 유래 다당류의 β-

결합에 비특이적으로 반응하여 형광을 나타내는 것으로 알려져 있다. 이러한 반

응이 식물 유래인 헤미셀룰로즈에도 적용되는지 확인해 본 결과 헤미셀룰로즈에

서는 미생물 유래 다당류에 비해 명확하지는 않으나 주된 결합형태가 α 인지 또

는 β 인지를 알기에 충분할 정도의 유의적 해석은 가능한 것으로 판단되었다. 각 

시료를 10 mg/mL의 농도로 먼저 A slide에는 헤미셀룰로즈 A , B slide에는 헤

미셀룰로즈 B, C slide에는 curdlan, D slide에는 dextran , E slide에는 

arabinoxylan 시료를 놓고 staining solution A로 염색한 후 UV table에서 관찰

하 다. 그 결과 curdlan (C slide)에서와 같이 헤미셀룰로즈 A (A slide)에서 형

광을 나타내어 주된 결합형태가 β결합임을 알 수 있었다. 반면에, α결합을 하는 

dextran (D slide)에서는 형광을 띄지 않았다. 또한 헤미셀룰로즈 B(B slide)의 

경우 주쇄는 α결합, 곁사슬 결합은 β결합을 하고 있는 것으로 알려져 있어 예상

대로 형광을 띄나 헤미셀룰로즈 A에서보다 형광이 약함을 나타내었다. 따라서 

헤미셀룰로즈 B의 주쇄 결합형태가 α결합임을 알 수 있었다. 더욱이 아라비녹실

란 (E slide)의 경우 주쇄 결합이 α결합형태이며 곁사슬 결합은 β결합이다. 구성

당의 조성비를 고려할 때, α결합 3번마다 β결합이 한번 존재하므로 곁사슬인 β결

합에 의한 형광도는 매우 낮은 것으로 예상되었으며 그 결과 예상보다도 다소 

더 낮은 형광도를 나타냄을 알 수 있었다. Fig. 16은 Fungi-Flour Kit solution B

로 염색후 육안으로 확인한 결과이다. UV table에서의 사진 같은 결과를 나타내

었다.

다. 분리정제공정 최적화 및 시스템 구축

1) 분리정제공정 최적화
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 C

 D

 A

 B

 E

 A : Hemicellulose A, B : Hemicellulose B, C: Curdlan, D : Dextran 

 E : Arabinoxylan (reaction time 72hr)

  Figure 15. Visualization of β-linked polysaccharides by use  

              of Fungi-Fluor Kit (solution A)
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 A

 B

 E

 C

 D

 A : Hemicellulose A, B : Hemicellulose B, C: Curdlan, D : Dextran 

 E : Arabinoxylan (reaction time 72hr)

  Figure 16. Visualization of β-linked polysaccharides by use  

              of Fungi-Fluor Kit (solution B)
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Fig. 17은 최적 배지조성인 cellulose 1 %(w/v), yeast extract 1 % (w/v), CaCl

2․2H2O 0.1 %(w/v)으로 회분배양을 하다가 배양 4일, 5일째 glucose 5 g/L 

(100 mL)를 feeding하여 배양 10일째 균사체와 배양여액을 분리하 다. 여기에 

미강으로부터 유기용매와 pH 조절에 의해 셀룰로즈와 리그닌이 제거된 헤미셀룰

로즈 B를 투여한 후 30 ℃, 72 hr 동안 반응을 시켰다. 그 후 cut off size 1,000

인 membrane으로 투석과정을 3일간 거친 후 동결건조를 통한 분말화로 아라비

녹실란 생산의 분리정제공정의 최적화를 하 다.

2) 분리정제공정 시스템 구축

     분리정제공정 최적화를 통해 먼저 고수율을 고려한 공정단계로 배양여액과 

헤미셀룰로즈 B의 반응조건에 있어서 반응시간을 12시간으로 하 을 경우 72시

간과 비교해 높은 수율을 얻을 수 있었다. 그러나 수율이 높은 반면 정제도에서

는 72시간이 더 유리 함을 알 수 있었다. 그리고 저비용을 고려한 공정단계는 배

양액 자체에 헤미셀룰로즈 B를 첨가해서 12시간동안 반응 후 농축과정을 거친 

후 동결건조를 통해 분말화함으로써 분리정제공정에서의 비용을 감소시키는 결

과를 얻을 수 있었다.

3) 대량생산 최적공정의 scale-up을 위한 데이터베이스 구축

     분리정제공정 최적화를 통해 배양여액과 헤미셀룰로즈 B를 반응시킬때 

scale-up (1 L, 10 L, 100 L)에서의 효율 및 수율을 예측할 수 있는 기본적인 데

이터베이스를 구축할 수 있었다.
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배양

배양여액균사체

투석

동결건조

분말
(Arabinoxylan)

Rice bran

Hemicellulose B

분리

  30 ℃, 72 hr

(cut off size : 1,000)

3일

2 일

유기용매, pH 조절

(셀룰로즈,리그닌제거)

원심분리, 에탄올첨가, 

동결건조

(헤미셀룰로즈A, B 구별)

 Figure 17. Diagram in production of arabinoxylan
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4. 결 론

     미강으로부터 헤미셀룰로즈 B의 추출과정에서 반응온도를 65℃에서, 에탄

올 volume을 3배로 하 을 때 헤미셀룰로즈 B의 수율이 38.5 %로 최대를 나타

내었다. 이로써 헤미셀룰로즈 B의 추출과정에서의 최적조건을 확립하 다. 

    
13
C-NMR 스펙트럼, FT-IR 스펙트럼을 통해 헤미셀룰로즈 B와 아라비녹실

란의 구조적인 특성을 검토하 다. 그리고 HPLC를 이용해 헤미셀룰로즈 B와 아

라비녹실란의 구성당의 조성비를 검토한 결과 헤미셀룰로즈 B는 xylose 15.4 %, 

arabinose 13.9 %, glucose 67.2 %, galactose 3.5 % 고, ara/xyl ratio는 90.1이

었다. 이 헤미셀룰로즈 B를 효소처리하여 얻은 아라비녹실란의 구성당 조성비는 

xylose 63.5 %, arabinose 11.1 %, glucose 18.9 %, galactose 2.7 % glucuronic 

acid 3.8 % 고 ara/xyl ratio는 17.5의 결과를 나타내었다. 

     또한, 헤미셀룰로즈 B와 표고버섯 배양여액의 반응시간에 따른 아라비녹실

란 구성당 조성비를 검토한 결과 반응시간이 지나감에 따라 glucose가 분해되어 

glucose의 조성비는 크게 감소하는 경향을 나타내었고, 반면에 상대적으로 자일

로즈와 아라비노즈의 조성비는 증가하는 경향을 나타내었다. 따라서 헤미셀룰로

즈 B와 배양여액의 반응조건은 반응온도 30 ℃에서 반응시간은 24 시간이 가장 

최적이라는 판단을 하 다. 

     헤미셀룰로즈 B와 아라비녹실란의 주쇄 결합형태를 확인하기 위하여 

Fungi-Flour Kit을 사용하여 형광을 측정하 다. 예상대로 아라비녹실란에서는 β

-결합이 아주 적기 때문에 희미한 형광을 나타내어 주된 결합형태가 α-결합임을 

확인 할 수 있었고, 헤미셀룰로즈 B에서는 아라비녹실란에 비해 β-결합이 더 많

이 존재함을 알 수 있었다.

     최적 배지조성인 cellulose 1 %(w/v), yeast extract 1 % (w/v), CaCl2․

2H2O 0.1 %(w/v)으로 회분배양을 하다가 배양 4일, 5일째 glucose 5 g/L (100 

mL)를 feeding하여 배양 10일째 균사체와 배양여액을 분리하 다. 여기에 미강으

로부터 유기용매와 pH 조절에 의해 셀룰로즈와 리그닌이 제거된 헤미셀룰로즈 
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B를 투여한 후 30 ℃, 72 hr 동안 반응을 시켰다. 그 후 cut off size 1,000인 

membrane으로 투석과정을 3일간 거친 후 동결건조를 통한 분말화로 아라비녹실

란 생산의 분리정제공정의 최적화를 하 다.
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제 3절 가수분해 복합효소 활성평가

1. 서 론

     Hemicellulose는 지구상에서 cellulose 다음으로 풍부한 탄수화물이다. 

Hemiceillulose는 식물 조직에서 cellulose와 함께 발견되는 구조가 복잡한 다당류

이다. 고등 식물의 세포벽을 이루는 hemicellulose의 주성분 중에 하나인 Xylan

은 D-xylopyranose 잔기를 주쇄로 가진 거대 분자이다. Xylan을 이루는 

D-xylopyranose 잔기의 중합의 비율은 종에 따라 다르며 목재의 경우 20 ~ 25 

%를 차지한다. 침엽수(softwood) xylan의 경우 70 ~ 130개 정도의 

D-xylopyranose 잔기들이 중합체를 형성하며 주로 4-O-methyl glucuronoxylan

과 4-O-methyl glucuronoarabinoxylan으로 구성되어 있으며 arabinose 잔기가 

존재하고 acetyl기는 존재하지 않으며 uronic acid 잔기가 xylose 잔기 4 ~ 9 개

당 1개의 비율로 존재하고 있다. 활엽수(hardwood) xylan의 경우 150 ~ 200개의 

D-xylopyranosyl 잔기들이 중합체를 형성하며 4-O-methyl glucuronoxylan으로 

주로 구성되어 있으며 arabinose 잔기가 존재하지 않고 많은 부분에 acetyl기가 

존재하며 uronic acid 잔기는 xylose 잔기 5 ~ 15 개당 1개를 가지고 있다. xylan

의 주쇄를 형성하고 있는 몇몇의 잔기들은 D-xylopyranose의 두 번째 탄소나 세 

번째 탄소에 acetylation되어 다양한 당의 형태를 보여준다. 주쇄와 곁가지를 이

루는 보조 잔기의 분포 역시 종에 따라 다양하며 보조 잔기를 형성하는 당류들

은 glucuronic acid 또는 4-O-methylglucuronic acid 그룹이  D-xylopyranose와 

α-1,2 결합을 하여 glucuronoxylan의 형태를 가지고  arabinofuranose 잔기와는 

α-1,3결합을 하여 arabinoxylan을 형성하며 많은 수의 ferulic 와 coumaric acid 

와의 결합을 가지고 있다. 

     식물체의 기관마다도 구성된 xylan의 조성이 다르며 식물체 내 xylan의 종

류에 따라서도 식물의 진화상 분포와 양태를 설명할 수도 있다(Fig. 1). 모든 고

등 식물들의 xylan은 β-(1→4) 결합을 가진 xylopyranose unit들을 주쇄로 가지
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Sporophyta

Unicellular

Vascular Pteridophyta

Talophyta

Bryophyta

Spermatophyta

Gymnospermae

Angiospermae
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ALGAE:
Nemiales (Xb)
Chlorophyta (Xa)
Rhodymenales (Xb,Xc)
Chaetangiaceae (Xa)

Fungid
Lichens

Mosses

Ferns
Filicineae (AGXa)

Ginkgo (AGXa)

Ferns
Softwoods (AGXa)

Grasses (Xa, AGXa, HXa)
Cereals (AGXa, AXa, HXa)

Hardwoods (GXa)
Herbs and woody plants
(GXa, AGXa, HXa, HXc)

Dicotyles

                 

Figure 1. 식물계내에 존재하는 xylan형의 다당류
                 

 a) β-1,4-D-Xylopyranosyl  backbone, 

b) β-1,3-D-Xylopyranosyl  backbone, 

        c) β-1,3 and 1,4-D-Xylopyranosyl  backbone, 

            d) pentosan 또는 xylose를 포함하고 있는 다당류

              X : homoxylan,     GX : 4-O-methylglucuronoxylan,

              AGX : arabino(glucurono)xylan,    AX : arabinoxylan, 

      HX : heteroxylan            :  진화의 방향
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고 있으나 순수한 xylopyranose 중합체로 이루어진 homoxylan은 거의 고등식물

체 내에는 발견되지 않으며 다양한 보조 당 잔기들이 연결된 heteroxylans이 널

리 분포되고 있다고 한다. 이러한 heteroxylans에서 

4-O-methyl-glucurono-xylan 형태는 고등 식물체에 많이 분포하고 있는데 2- 

또는 4-O-methyl-α-D-glucopyranosyl uronic acid 단위체들은 단독으로 

D-xylose 주쇄와 연결되어 있는 형태를 갖는다(Fig. 2-A). Glucuronoxylan에서 

4-O-methyl-α-D-glucopyranosyl uronic acid 단위체는 주쇄 상의 분포가 xylose

에 대해 4~16 : 1로써 존재되고 있다고 한다. Arabio(glucurono)xylan 형태는 주

쇄의 D-xylose의 두 번째 탄소와 연결된 (methyl)-α-D-glucopyranosyl uronic 

acid 단위체와 세 번째 탄소와 결합된 α-L-arabinofuranose 단위체가 단독으로 

연결되어 있는 조합으로 이루어져 있다(Fig. 2-B). 천연 arabinoxylan은 

xylopyranose 중합체의 세 번째 탄소나 두 번째 와 세 번째 탄소에 α

-L-arabinofuranose가 연결되어 존재 한다.이와 같이 각 형태 별로 존재하는 

xylan은 heterocellulose로써 더 나가 xylopyranose 주쇄에 다양한 치환기가 연결

되어 xylan 복합체를 형성하게 된다(Fig. 2-C).

     공업적으로 Hemicellulose인  xylan의 가공은 제지공업에서 활용되며 염소 

표백법으로 Kraft 펄프를 표백함으로써 종이의 휘도를 높이는데 있었다. 최근에

는 기존의 염소 표백법을 대신하여 환경적 오염을 줄일 목적으로 cellulase의 활

성이 없는 xylanase의 사용이 제지의 표백 효과를 얻기 위한 염소 표백법에 대

한 대체 방법으로써 활용 가능성이 있다고 한다.

     식물체를 구성하는 heteroxylan의 단편은 xylopyranose를 주쇄로 하여 다양

한  당류를 포함한 다당류이며 Fig. 3의 모식도로써 나타낼 수 있다(Fig. 3). 

Heteroxylan 복합체의 완벽한 분해 작용에 참여하는 가수 분해 효소들은 

endo-1,4-xylanase (E.C. 3.2.1.8), β-xylosidase (E.C. 3.2.1.37), α

-L-arabinofuranosidase (E.C. 3.2.1.55), α-glucuronidase (E.C. 3.2.1.131)와 acelyl 

xylan esterase (E.C. 3.1.1.6)이다.

     다양한 종류의 가수분해 효소들 중에 endo-1,4-Xylanase (1,4-β-D-xylan 

xylanohydrolase, EC 3.2.1.8)는 heteroxylan 주 사슬의 내부 glycosidic 결합을 
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Figure 2. (A) 4-O-methyl-glucuronoxylan 모식도 (B) Arabino(glucurono)xylan  

         모식도 (C) water-soluble corn cob xylan 모식도 : β-D-xylopyranose  

         으로 이루어져 있는 주쇄와 주쇄에 연결된 arabinofuranose와          

         4-O-methyl-α-D-glucopyranosyl uronic acid 단위체로 이루어져 있는  

         xylan의 모식도
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Figure 3. Xylan의 가수분해과정에 관여되는 효소들의 xylan 상의 활성          

            자리들에 대한 모식도

        

        약자:  Ac, acetyl group; Araf, L-arabino-furanose; 

             MeGlcA, 4-O-methyl-D-glucuronic acid; Xyl, D-xylose;

             Fer, ferulic acid; p-Coum, p-coumaric acid.

            ꀹ ; Endo-1,4-β-xylanase (EC 3.2.1.8)

            ⇦  ; α-L-arabinofuranosidase (EC 3.2.1.55)

            ⇐  ; α-Glucuronidase (EC 3.2.1.131)

            ꀹ   ; Acetylesterase (EC 3.1.1.6) or acetyl xylan esterase

            ←  ; Feruloyl (p-coumaroyl) esterase

            ⇠  ; β-Xylosidase (EC 3.2.1.37) 
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분해하여 기질의 중합도(Degree of Polymerization)를 낮춘다. 가수 분해에 의해 

형성되는 산물은 보조 잔기가 달려있거나 달려 있지 않는 xylo-oligo 당이며 가

수분해의 진행 정도에 따라 이 oligo 당가 더욱 짧은 xylo-oligo 당의 형태로 변

한다.

     β-xylosidase (1,4-β-D-xyloside xylohydrolase, E.C.3.2.1.37)는 비환원성 말

단으로부터 짧은 xylo-oligo 당을 가수분해 하여 최종 산물로 xylose를 생산하는 

exoglycosidase이다. β-xylosidase는 세균이나 효모에서 주로 cell과 회합 되어 있

는 형태로 나타난다. 효모인 Cryptococcus albidus 에서의 β-xylosidase는   

xylo-oligo 당 (xylobiose와 xylotriose)이 β-xyloside permease transport system

을 통해 cell 내로 들어가 xylose로 전환되는 과정에 관여된다. 대부분의 경우 β

-xylosidase는 xylan 복합체를 분해하지 못한다. 하지만 xylan 복합체를 공격하

여 xylose를 생성하는 xylosidase에 대한 보고가 가끔 있다. 그러한 exoxylanase

는 heteroxylan의 곁사슬 분지점에 의해 활성이 제한되게 된다. 

     α-L-Arabinofuranosidase (E.C. 3.2.1.55)는 보조 잔기에 L-arabinose가 존

재하는  arabinoxylan, arabinan, arabinose-substituted xylooligosaccharides, 

p-nitrophenyl-α-L-arabinofuranoside의 α-L-arabinose 잔기에 대해 활성을 가진

다. arabinoxylan에 대한 이 효소의 작용으로 L-arabinose가 떨어져 나온다.

     α-Glucuronidase (E.C. 3.2.1.131)는 glucuronoxylan에서 

4-O-methyl-D-glucuronose  잔기 부분에 활성을 가지며 glucuronic acid와 

xylose 간의 α-1,2결합을 가수분해 한다. α-glucuronidase는 

4-O-methyl-glucuronic acid로 치환된 xylo-oligo당에서 4-O-methyl-glucuronic 

acid를 생산하며 xylose 중합체에는 직접 작용하지는 않는다고 알려져 있다. 

Glucuronose 치환기 옆에 있는 acetyl 그룹은 α-glucuronidase의 활성에 향을 

미쳐 효소 작용을 방해시킨다고 한다.

     Acetyl xylan esterase (E.C. 3.1.1.6)는 acetylxylan에서 xylose 잔기의 C-2

와 C-3위치의 O-acetyl 치환기를 제거한다. p-coumaric acid 와 ferulic acid  잔

기 부분에 각각의 활성을 가지고 있는 esterase의 존재도 보고 되었다. Acetyl화 

되어 있는 glucuronoxylan을 endoxylanase에 의해 반응시키면 가수분해가 잘 일
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어나지 않으며 많은 양의 치환된 oligomer가 남아있게 된다. 완전한 가수분해를 

위해서는 acetyl xylan esterase에 의한 탈 acetyl화 작용이 필요하다. Xylan 분

해 효소 시스템의 연구에 이용된 대부분의 xylan은 알카리  추출법을 이용하여 

탈 acetyl화시킨 것을 대상으로 한다.

     천연의 xylan으로부터 heteroxylan의 종류 중에 하나인 arabiroxylan을 생

산을 주 목적으로 하고 자연계에서 얻어지는 xylan 가수 분해 효소를 사용하여 

xylan의 곁사슬 중 4-O-metyl-α-glucuronic acid의 제거라는데 본 연구의 초점

을 맞추고 해당 가수 분해 부분에 활성을 가지는 α-glucuronidase의 활성 측정과 

정제가 필요하다. 아울러 α-Glucuronidase는 arabinoxylan의 생산에 가장 유력한 

효소이나 arabinoxylan에 근접된 적당한 기질을 얻기 위한 방법으로써 Lentinus 

edodes로부터 생산된 endo-1,4-xylanase가 xylan 복합체의 주쇄 부분을 가수 분

해하여 적당한 xylooligomer 형태의 산물을 생산하기 위하여 endo-1,4-xylanase

의 정제 및 활성측정을 통한 해당 효소의 연구가 필요하다. 아울러 

endo-1,4-xylanase의 가수 분해 산물에 대한 분석을 통해 endo-1,4-xylanase의 

기질 분해 정도를 측정하고 자 한다. Xylan 과 

4-O-methyl-D-glucurono-D-xylan에 대한 endo-1,4-xylanase 와 α

-glucuronidase의 개별적인 활성도를 비교하고 분리 정제 과정을 거친 

endo-1,4-xylanase 와 α-glucuronidase가 xylan과 가공 처리된 

4-O-methyl-D-glucurono-D-xylan을 기질로 하 을 때 해당 두 효소의 상호 

향 관계를 관찰하여 두 효소의 향후 이용에 대한 방법을 제시하고자 하 다. 
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2. 연구 수행 방법

가. α-glucuronidase와 endo-1,4-Xylanase의 생산을 위한 최적 배양액조성

     α-glucuronidase와 endo-1,4-Xylanase의 생산을 위한 최적 양액조성을 위

하여 다양한 탄소원과 무기물이 첨가된 각종 배양액을 조성하여 Lentinus 

edodes의 균사체를 접종하여 본 연구의 α-glucuronidase와 endo-1,4-Xylanase의 

생산율과 총 단백질 생산량을 비교하 다.

  배양액에 탄소원으로 첨가되는 배지를 따로 121℃, 20분간 가압 멸균하 으며, 

FeSO4․7H2O는 0.45㎛ 필터를 이용하여 멸균하 다. 그 외의 다른 양액성분은 

121℃, 20분간 가압 멸균하 다. 배지의 pH는 5N NaOH를 이용하여 5.5로 조정

하 다(Table 1). 배양액에 접종하는 방법은 2% potato dextrose agar plate에서 

자란 균사를 1cm×1cm크기로 절단하여 본 양액에 접종하는 방법과 접종한 다음 

14일간 배양 후 균사만 회수하여 접종하는 두 가지 방법을 이용하 다.   26℃, 

120r.m.p rotatory shaker에서 14일간 배양을 하 다. 균사를 회수하여 접종한 경

우 glucose 25g/L를 탄소원으로 사용한 배양액(양액 1)외의 양액에서는 균사가 

생장을 하지 못 하 거나 느린 생장 속도를 보 다. Glucose 25g/L를 탄소원으

로 사용한 배양액(배양액 1)에서 가장 왕성한 균사의 생장을 보 고 2, 3, 4, 5번 

양액에서의 경우 균사 접종의 방법에 상관없이 균사의 생장이 관찰되지 않았다. 

Avicel (10g/L, 양액 6)과 xylan(10g/L,양액 7) 양액의 경우 균사는 생장을 하나 

glucose (25g/L, 양액 1) 양액과 비교하면 초기 생장속도가 상대적으로 감소됨을 

관찰할 수 있었다. 배양 배지에 균사 외부로 분비된 단백질의 총량을 분석을 통

해 효율적인 양액의 선정을 하고자 하 다. 균사가 생장하지 못한 양액에서는 단

백질이 극히 소량만이 검출되거나 검출되지 않았으며 균사가 생장한  glucose 

(25g/L, 양액 1), avicel (10g/L, 양액 6)과 xylan(10g/L,양액 7) 양액의 경우 미량

의 단백질 검출되었다. 14일 배양시 xylan(10g/L,양액 7) 배양액에서 최고 

145.26ug/ml, avicel(10g/L, 양액 6) 배양액에서 최고 88.79ug/ml의 단백질이 정량
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양액 배양액 조성 <단위* (g/L)>

1  glucose 25, yeast extract 8, KH2PO4 1, MgSO4 7H2O 0.6, K2HPO4 0.3

2  xylan (from oat spelts) 10, yeast extract 0.2, (NH4)2SO4 5, KH2PO4 1

3  xylan (from oat spelts) 5, peptone 5, NaCl 5, K2HPO4 1, MgSO4 2, CaCl 1

4

 glucose 5(1), (xylan 5(2)), (NH4)2SO4 14, urea 3, KH2PO4 20, MgSO4 7H2O 3, 

 CaCl2 3, trace elements (FeSO4 7H2O 1ppm, ZnCl2 0.8ppm, MnSO4 H2O 0.5ppm,

 CoCl2 6H2O 0.5ppm)

5
 xylan 5, ammonium chloride 10(1), (sodium nitrate 10(2)), KH2PO4 2,

 MgSO 7H2O 0.3 CaCl2 0.3, trace elements

6
 avicel 10, NH4NO3 2.0, KH2PO4 0.6, NaH2PO4 0.2, MgSO4 7H2O 0.5, 

 ZnSO4 7H2O 0.001, FeSO4 7H2O 0.0005, CaCl2 2H2O 0.06, yeast extract 1.0

7
 xylan (from oatspelts) 10, NH4NO3 2.0, KH2PO4 0.6, NaH2PO4 0.2, MgSO4 7H2O 

0.5,  ZnSO4 7H2O 0.001, FeSO4 7H2O 0.0005, CaCl2 2H2O 0.06, yeast extract 1.0

Table 1. α-glucuronidase와 endo-1,4-Xylanase의 생산을 위한 배지 내 조성

        밑줄( ___ )은 양액에 첨가된 탄소원을 나타낸다.

* ppm 단위를 제외한 수치는 g/L의 농도값을 갖는다.
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되었다. 수거된 배양액은 동일하게 40배씩 농축하여 단백질 정량을 수행하 고 

단백질의 정량은 Bradford법을 이용하 으며 BSA를 표준물질로 이용하 다..

나. 최적 배양액 조성(g/L)

     Lentinus edodes의 균사체를 배양하기 위한 배양액의 조성은 carbon 

source로 xylan (from oat-spelts, 10g)을 따로 121℃, 20분간 가압 멸균하 으며, 

FeSO4․7H2O (0.0005g)는 0.45㎛ 필터를 이용하여 멸균하 다. 그 외 다른 배지

성분(NH4NO3 2.0g, KH2PO4 0.6g, NaH2PO4 0.2g, MgSO4․7H2O 0.5g, ZnSO4․

7H2O 0.001g, CaCl2․2H2O 0.06g, yeast extract 1.0g)은 121℃, 20분간 가압 멸균

하 다. 

다. 접종 및 배양

     배양액에 2% potato dextrose agar(PDA) plate에서 14일간 배양된 균사를 

1cm×1cm크기로 절단하여 본 배지에 접종하는 방법을 이용하 다. 접종된 배양

액은 30℃, 130rmp rotatory shaker에서 5, 10, 15, 20일간으로 나누어 배양을 하

다. 

라. 단백질 생산 확인

  Lentinus edodes의 균사체에서 양액으로 분비된 단백질의 정량은 Bradford법

을 이용하 으며 BSA를 표준물질로 이용하 다.

마. endo-1,4-Xylanase 활성 확인

   endo-1,4-Xylanase의 기질로 1% xylan (from oat spelts)현탁액을 이용 (50 

mM acetate buffer, pH 5.0)하 다. 기질과 수거된 양액을 10분간  
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pre-incubation시킨 후 기질 100ul에 배양액 50ul를 혼합하여 반응을 개시하 다. 

적정시간의 반응 후 끓는 물에 5분간 중탕하여 반응을 종결시켰다. 산물의 정량

은 DNS법에 의해 xylan의 분해로 생성된 환원력을 측정하 다. xylose를 표준물

질로 이용하 으나 양액내의 잔존 당으로 인한 발색으로 인하여 DNS법에 의한 

분석이 불가능 하 다. 반응산물의 분석을 위해서 배지내의 잔존 당의 제거가 필

요성이 제기되었다. 1분 1umol 해당되는 환원당의 유리를 촉매하는 효소의 활성

을 1Unit으로 정의 하 다.

바. α-Glucuronidase 활성 확인

     기질은 Reduced aldouronic acids 2mg/dl (50 mM aceate buffer, pH 5.0)를 

이용하 다. 표준물질은 glucuronic acid를 이용하 고 Somogyi-Nelson법으로 

측정하 다. 기질 100ul, crude enzyme 100ul를 incubation시킨 후 200ul를 취하

여 5분간 끓는 물에 중탕하여 반응을 종결시켰다. Ice에서 반응액을 식혀 copper 

solution 1ml를 넣고 20분간 끓인 후 식히고 마지막으로 arsenomolybdate 1ml를 

넣어 mix후 5분간 실온에서 반응을 시킨다. 그런 후 12000rpm에서 5분간 원심 

분리하여 660nm에서 측정한다. 1분간 1umol의 glucuronic acid에 해당하는 환원

력이 생성되는 효소의 활성을 1Unit로 정의하 다 
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3. 연구수행 내용 및 결과

가. 복합효소 반응특성 평가

1) 버섯유래 복합조효소의 분리정제

가) 균사와 배양액 분리, 잔존 당 제거, 단백질 농축

     최초 배양액과 균사를 분리하기 위하여 배양액을 2000g로 30분간 원심 분

리하 다. 원심분리로 분리된 상등액을 따로 취하여 0.45㎛ 여과지를 이용하여 

상등액을 여과한 후 5KD cut-off membrane을 이용하여 단백질을 농축하 으며 

이 방법을 통해 양액 내 잔존 당의 제거가 가능하 다. 반응 완충액으로 농축액

을 2회 세척하여 ×40 농축한 용액을 crude enzyme solution으로 이용하 다.

나) 단백질 정량

     배양액을 여과하여 농축(×40)한 효소 용액의 단백질을 Bradford법에 의하여 

정량하 다. 

2) α-Glucuronidase와 endo-1,4-xylanase의 활성측정

가) endo-1,4-xylanase 활성 측정

     endo-1,4-xylanase의 기질로 1% xylan (from oat spelts)현탁액을 이용 (50 

mM acetate buffer, pH 5.0)하 다. Xylose를 표준물질로 이용하여 산물의 정량

은 DNS법에 의해 xylan의 분해로 생성된 환원력을 측정하 다. 기질과 배양액

을 10분간 반응온도에서 pre-incubation시킨 후 기질 100ul에 배양액 50ul를 혼합

하여 반응을 개시하 다. 적정시간의 반응 후 끓는 물에 5분간 중탕하여 반응을 
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종결시켰다. 1분간 1umol 해당되는 환원당의 유리를 촉매하는 효소의 활성을 

1Unit으로 정의 하 다.

나) α-Glucuronidase 활성 측정

     α-Glucuronidase의 기질은 Reduced aldouronic acids 2mg/dl (50 mM 

aceate buffer, pH 5.0)를 이용하 다. 표준물질은 glucuronic acid를 이용하 고 

Somogyi-Nelson법으로 측정하 다. 기질 100ul, crude enzyme 100ul를 

incubation시킨 후 200ul를 취하여 5분간 끓인다. Ice에서 식혀 copper solution 

1ml를 넣고 20분간 끓인 후 식히고 마지막으로 arsenomolybdate 1ml를 넣어 

mix후 5분간 실온에서 반응을 시킨다. 그런 후 12000rpm에서 5분간 원심 분리하

여 660nm에서 측정한다. 1분간 1umol의 glucuronic acid에 해당하는 환원력이 생

성되는 효소의 활성을 1Unit로 정의하 다

다) α-Glucuronidase와 endo-1,4-xylanase의 배양기간에 따른 의존도

     Lentinus edodes의 배양기간에 따른 단백질 생산량을 확인하기 위하여 

xylan 배양액에서 5일 간격으로 20일간 배양하여 각 양액을 10kD membrane으

로 40배로 농축하여 단백질을 정량하 다. 효소의 활성 측정은 전술한 방법에 따

라 측정되었으며, 반응온도는 50℃에서 이루어 졌다. 그 결과 배양기간이 길어질

수록 총 단백질양은 증가를 하나 α-Glucuronidase와 endo-1,4-xylanase의 활성

은 10일에서 가장 높게 나왔다. 정제의 용이성을 위해서는 specific activity가 가

장 높은 15일에 균사를 분리한 양액을 회수하는 것이 가장 효율적 이었다(Fig. 4, 

Table 2).
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Figure 4. Lentinus edodes의 배양기간에 따른 endo-1,4-xylanase와             

              α-glucuronidase의 specific activity와 배양 여액의 단백질 농도
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Table 2. 배양기간에 따른 단백질 생산량과 endo-1,4-xylanase와               

                 α-glycoronidase의 specific activity

배양기간 

(일)

단백질양 

(ug/ml)

endo-1,4-xylanase 

activity (U/mg)

α-Glycoronidase 

activity (U/ug)

5 4.70 4.52 2.23

10 46.00 6.17 5.13

15 88.79 7.59 25.80

20 91.90 1.80 6.89
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나. 가수분해효소 특성평가

1)  효소의 정제

가) 음이온 교환 크로마토그래피

     상기 방법으로 배양한 배양액을 membrane filter를 이용하여 농축한 농축액

을 crude enzyme으로 이용하여 효소의 정제를 수행하 다. 음이온 교환수지인 

Q-sepharose(φ 2.5 × 10 cm)를 이용하여 정제를 시도 하 다. 50 mM MES 

buffer (pH 5.0)을 이용하여 평형화 한 후 같은 완충액으로 pH를 조절한 crude 

enzyme solution을 로딩 후, 동일 완충 용액으로 세척하여 비흡착 단백질을 세척

하고 0.5 ㎖/min의 유속으로 0 ~ 1.0 M NaCl 기울기로 이온강도를 조절하여 용

출되는 단백질을 분획분취기를 이용하여 분취하 다. 각 분획의 단백질 농도는 

Bradford method를 이용하여 595㎚에서의 흡광도로 측정하 으며 각 분획의 활

성을 측정하여 원하는 α-glucuronidase와 endo-1,4-xylanase의 분획을 확인하

다(Fig. 5). 활성이 확인된 분획들을 모아 4℃에 보관하고 다음 정제 과정에 사용

하 다. 각각의 α-Glucuronidase와 endo-1,4-xylanase의 활성 피크는 

Q-sepharose를 이용한 음이온 교환 크로마토그래피 수행시 부분적으로 겹침을 

확인할 수 있었다.

나) Sephadex G-100을 이용한 Gel filtration

      Q-sepharose를 이용한 음이온교환 크로마토그래피에서 α-glucuronidase와 

endo-1,4-xylanase의 활성이 확인되는 분획만을 모아 10 KDa molecular weight 

cut-off membranes을 사용해 농축하고 다음 단계의 정제를 수행하 다. 다음 단

계의 정제는 Sephadex G-100(φ 1.5 × 75 cm)을 이용한 gel filtration으로 50 

mM의 citrate phosphate buffer (pH 5.0)을 이용해 평형화 시킨 후 전단계의 과

정에서 얻어져 농축된 단백질용액을 로딩하고 동일한 완충액을 0.5 ㎖/min의 유
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               Q-sepharose를 이용한 음이온 교환 크로마토그래피
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속으로 흘려주었고 분획분취기로 각 분획을 얻었다. 분획의 단백질 농도는 

Bradford method를 이용하여 595㎚에서의 흡광도로 측정하 으며 각 분획의 활

성을 측정하여 원하는 α-glucuronidase와 endo-1,4-xylanase의 분획을 확인하

다(Fig. 6). Q-sepharose를 이용한 음이온교환 크로마토그래피에서 피크 겹침 정

도가 Sephadex G-100을 이용한 gel filtration에서 α-glucuronidase와 

endo-1,4-xylanase의 피크 분리가 개선됨을 알 수 있었다. 해당 효소들의 피크 

분리를 위해 정제 과정이 더 필요하 다.

다) Sephadex G-75를 이용한 Gel filtration

     상기의 과정인 Sephadex G-100을 이용한 겔 크로마토그래피에서 α

-glucuronidase와 endo-1,4-xylanase의 활성이 겹쳐짐에 따라 더욱 높은 해상도

와 pick의 분리를 위해 Sephadex G-75를 이용한 Gel filtration을 수행하 다. 

Sephadex G-100을 이용한 겔 크로마토그래피에서 α-glucuronidase와 

endo-1,4-xylanase의 활성이 확인되는 분획만을 모아 membranes (10 KDa 

molecular weight cut-off)을 사용해 농축하고 다음 단계의 정제를 수행하 다. 

50 mM의 citrate phosphate buffer (pH 5.0)을 이용해 equilibration 후 전단계의 

과정에서 얻어져 농축된 단백질용액을 Sephadex G-75 컬럼(φ 1 × 100 cm)에 로

딩하고 동일한 완충액을 분당 0.5 ㎖씩으로 흘려주었고 분획분취기로 각 분획을 

얻었다. 이렇게 얻은 분획의 단백질은 280㎚의 흡광도를 통해 확인하 고 각 분

획의 활성을 측정하여 α-glucuronidase와 endo-1,4-xylanase의 분획을 확인하

다. 그 결과 α-glucuronidase와 endo-1,4-xylanase의 분획이 분리되었음을 확인

하 다(Fig. 7). 

라) α-Glucuronidase분획의 Mono-Q를 이용한 음이온크로마토그래피

     Sephadex G-75을 이용한 겔 크로마토그래피에서 α-Glucuronidase의 활성

이 확인되는 분획만을 모아 membranes (10 KDa molecular weight cut-off)을 
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Figure 6. Lentinus edodes에서 유래한α-Glucuronidase와 endo-1,4-xylanase의  

               Sephadex G-100을 이용한 겔 크로마토그래피
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사용해 농축하고 다음 단계의 정제를 수행하 다. 다음 단계의 정제는 Mono-Q

를 이용한 음이온 크로마토그래피로 50 mM MES buffer (pH 5.0)을 이용해 

equilibration 후 전단계의 과정에서 얻어져 농축된 단백질용액(α-Glucuronidase)

을 로딩하고 동일한 완충액을 1㎖/min의 유속으로 흘려주었고 분획분취기로 각 

분획을 얻었다. 이렇게 얻은 분획의 단백질은 280㎚의 흡광도를 통해 확인하 고 

각 분획의 활성을 측정하여 α-glucuronidase의 분획을 확인하 다(Fig. 8). α

-glucuronidase 활성을 갖는 분획들을 모아  SDS-PAGE(Sodium Dodecyl 

Sulfate PolyAcrylamide Gel Electrophoresis)를 이용해 효소의 순도와 분자량을 

결정하 고 효소의 특성 조사에 사용하 다.

마) α-Glucuronidase분획의 Mono-Q를 이용한 음이온크로마토그래피

      Sephadex G-75을 이용한 겔 크로마토그래피에서 endo-1,4-xylanase의 활

성이 확인되는 분획만을 모아 membranes (10 KDa molecular weight cut-off)을 

사용해 농축하고 Mono-Q를 이용한 음이온 크로마토그래피를 수행하 다. 50 

mM MES buffer (pH 5.0)을 이용해 equilibration 후 전단계의 과정에서 얻어져 

농축된 단백질용액(endo-1,4-xylanase)을 로딩하고 동일한 완충액을 1㎖/min의 

유속으로 흘려주었고 분획분취기로 각 분획을 얻었다. 이렇게 얻은 분획의 단백

질은 280㎚의 흡광도를 통해 확인하 고 각 분획의 활성을 측정하여 

endo-1,4-xylanase의 분획을 확인하 다(Fig. 9). endo-1,4-xylanase 활성을 갖는 

분획들을 모아  SDS-PAGE (Sodium Dodecyl Sulfate PolyAcrylamide Gel 

Electrophoresis)를 이용해 효소의 순도와 분자량을 결정하 고 효소의 특성 조사

에 사용하 다.
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2) 정제된 α-Glucuronidase와 endo-1,4-xylanase의 분자량 결정 및              

   purification  table

     상기의 방법으로 정제과정을 수행한 α-glucuronidase와 endo-1,4-xylanase

의 분자량 결정 및 순도의 검증을 위하여 Mono-Q 음이온 교환 크로마토그래피

를  수행한 α-glucuronidase와 endo-1,4-xylanase의 분획을 모은 최종 sample을 

SDS-PAGE (Sodium Dodecyl Sulfate PolyAcrylamide Gel Electrophoresis)를 

수행하 다. SDS-PAGE상의 α-g lucuronidase와 endo-1,4-xylanase의 분자량은 

110 kD과 52KD으로 추정할 수 있었다(Fig.  10). Purification table에서는 정제 

과정 및 정제 단계별 효소의 활성도와 단백질의 수율을 나타내었다(Table  3).

다. 가수분해 복합효소 특성평가

1)  정제된 α-glucuronidase와 endo-1,4-xylanase의 분획 내 가능성 있는  다른  

    효소의 촉매작용 관찰

     Lentinus edodes에서 분리 정제 과정을 통하여 얻어진 α-glucuronidase와 

endo-1,4-xylanase의 활성을 보인 분획 내에, xylan의 가수 분해에 관여될 가능

성이 있는 glucosidase 와 galactosidase의 활성의 존재 유무를 측정했다. glucose 

와 galactose는 xylan 주쇄의 곁가지에 달려 있는 잔기로써 xylan 복합체의 구조

에 향을 미치며 glucosidase와 galactosidase의 활성이 α-glucuronidase 와 

endo-1,4-xyalanase의 활성 축정에 향을 미칠 수 있는 가능성이 있다. 그러므

로 순수하게 정제된 시료는 glucosidase와 galactosidase를 배제하여야 하며 

glucosidase와 galactosidase의 활성 측정을 통해 α-glucuronidase와 

endo-1,4-xylanase의 정제가 올바르게 수행되었는지 평가할 수 있는 자료로써  

활용했다. 정제 과정을 통해 얻어진 α-glucuronidase와 endo-1,4-xylanase의 분

획에  기질을 glucosidase에 활성이 있는 pNP-Glc (p-nitrophenyl glucose, 
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Figure 10 . Lentinus edodes로부터 유래한 α-glucuronidase 와               

                  endo-1,4-xylanase의 SDS-PAGE.  

      

                 lane A : α-Glucuronidase 

                 lane B : Molecular weight standard 

                 lane C : endo-1,4-xylanase 
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Table 3. Lentinus edodes로부터 유래한 α-g lucuronidase와endo-1,4-xylanase의  

                purification table

Enzyme 
preparation

Yield
(%)

Total 
protein 
(ugml-1

)

Endo--1,4-Xylanase �-Glucuronidase

Protein 
conc.

(ug ml-1)

Total 
activity 
(Unit)

Specific 
activity
(Unit 
mg-1)

Fold
Protein 
conc.

(ug ml-1)

Total 
activity 
(Unit)

Specific 
activity
(Unit 
mg-1)

Fold

Crude 100
206.2

7
0.0135

0.065
2

1.00 0.1581 0.7665 1.00

Q-sepharose
72.8

2
150.3

1
0.0135

0.090
1

1.38 0.3337 2.2201 2.90

Sephadex 
G-100

32.2
7

66.56 27.78 0.0651
2.344

1
35.9

3
38.78 0.3566 9.1945 12.00

Sephadex 
G-75

19.5
0

40.23 4.84 0.0238
4.912

7
75.3

0
35.39 0.3686

10.416
4

13.59

Mono Q 0.01 2.85 0.83 0.0111
13.27

77
203.
52

2.02 0.0492
24.415

1
31.85
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2mM, 0.5ml)와 galactosidase에 활성이 있는 pNP-Gal(p-nitrophenyl galatose, 

2mM, 0.5ml)를 각각 50 mM aceate buffer (pH 6.0, 1ml) 녹인 후,  정제 과정상 

분리된 α-glucuronidase와 endo-1,4-xylanase의 효소여액을 적당히 희석하여 5

0℃에서 50분간 반응을 수행하 다. 반응 종료는 0.5M sodium carbonate (1ml)

로 하고, 410nm에서 활성을 측정하 다. 1분간 1μmol의 p-nitrophenol이 생성되

는 효소의 활성을 1Unit로 정의하 다. 상기의 실험을 바탕으로 정제 과정을 통

해 얻어진 α-Glucuronidase와 endo-1,4-xylanase의 분획에서는 glucosidase와 

galactosidase의 활성이 존재하지 않았다. 아울러 α-glucuronidase와 

endo-1,4-xylanase는 xylan 복합체에 작용할 때 주쇄의 곁사슬에 존재하는 

glucose나 galactose에 활성이 없는 것으로 추정되었다(Fig  11, Table 4).

2) endo-1,4-xylanase 와 α-glucuronidase 반응 조건의 최적화

가) endo-1,4-xylanase 와 α-glucuronidase의 온도에 대한 최적화 

     Lentinus edodes에서 유래한 α-glucuronidase와 endo-1,4-xylanase의 최적 

반응 온도에 대한 조사를 위하여 다양한 온도에서 반응을 수행하고 해당하는 방

법으로 각 효소의 활성을 측정하 다.

(1)  endo-1,4-xylanase의 최적 반응 온도 및 온도 안정성

     endo-1,4-xylanase를 25, 30, 40, 50℃에서 각각 10분간 incubation 한 후 해

당 온도에서 xylan 분해 활성을 측정하 다. endo-1,4-xylanase는 40℃에서 가장 

높은 활성을 보 다(Fig. 12). endo-1,4-xylanase의 온도 안정성을 알아보기 위하

여 30, 40, 45, 50℃에서 각각 10분간 incubation 하 으며 각각의 온도에서 10분, 

30분, 60분, 120분 180분 300분간 incubation 된후 40℃에서 xylan 분해 활성을 

측정하 다. 30, 40℃에서 endo-1,4-xylanase는 90%이상의 활성을 유지하 으며 

30℃에서 300분 incubation 시 80%가까운 활성을 유지하 다(Fig. 13).
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Figure 11. 각 정제 과정에서 얻어진 α-glucuronidase와 endo-1,4-xylanase의    

            분획 내 glucosidase와 galatosidase의 활성도
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Table 4 각 정제 과정에서 얻어진 α-glucuronidase와 endo-1,4-xylanase의 분획  

              내 glucosidase와 galatosidase의 활성도

Purification steps
Glucosidase activity Galactosidase activity

 PNP-Glc 
(U/mg)

relative
 activity

PNP-Gal
(U/mg)

relative
 activity

배양원액 4.20 100 1.72 100

Q-sepharose 0.44 10.5 0.083 0.48

Sephadex G-100 0 0 0 0

Sephadex G-75 0 0 0 0

Mono Q (xyl) 0 0 0 0

Mono Q (a-glu) 0 0 0 0    
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Figure 12. endo-1,4-endo-1,4-xylanase 반응의 온도의존성 
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Figure 13. endo-1,4-xylanase의 온도 안정성

-●- : 30℃, -△- : 40℃, -○- : 45℃, -▲- : 50℃



- 148 -

(2)  α-glucuronidase의 최적 반응 온도 및 온도 안정성

     α-glucuronidase를 25, 35, 45, 50, 60℃에서 각각 10분간 incubation 한 후 

해당 온도별로 aldouronic acid 가수 분해 활성을 측정하 다. α-glucuronidase는 

50℃에서 가장 높은 활성을 보 다(Fig. 14).

나) endo-1,4-xylanase 와 α-glucuronidase의 pH에 대한 최적화 

     Lentinus edodes에서 유래한 α-glucuronidase와 endo-1,4-xylanase의 최적 

반응 pH에 대한 조사를 위하여 각각의 효소액을 다양한 온도에서 해당 기질과 

반응을 수행하고 활성을 측정하 다.

(1) endo-1,4-xylanase의 최적 반응 pH 및 pH 안정성

     Lentinus edodes에서 생산된 endo-1,4-xylanase의 최적 반응 pH에 대한 

조사를 위하여 다양한 완충용액을 이용하여 넓은 pH범위에 대한 활성을 측정하

다. pH 3 ~ 5의 범위에서는 50 mM의 citrate buffer를 이용하 고 pH 5 ~ 7의 

범위에서는 50 mM citrate-phosphate buffer를 이용하 으며, pH 7 ~ 9의 범위

에서는 50mM Tris-HCl buffer를 이용하여 pH범위를 조절하 다. 각 완충용액으

로 pH가 조절된 효소용액을 40℃에서 1시간동안 incubation을 한 후 활성을 측

정하여 각 pH에 대한 효소의 안정성을 확인 하 으며(Fig. 15) 해당 pH로 조절

된 효소용액을 각각의 완충용액으로 제조한 기질용액에서 반응을 시켜 반응의 

pH의존성을 확인하 다 (Fig. 16). endo-1,4-xylanase는 pH 3∼6사이에서 80%이

상의 활성을 유지하 으며 pH 4.0에서 가장 높은 활성을 보 다.



- 149 -

Temperature (℃)

20 30 40 50 60 70

R
el

at
iv

e 
ac

tiv
ity

 (%
)

0

20

40

60

80

100

Figure 14. α-glucuronidase 반응의 온도의존성  
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Figure 15. 정제된 endo-1,4-xylanase의 pH에 대한 안정성
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Figure 16. 정제된 endo-1,4-Xylanase 반응의 pH 의존성
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(2) α-Glucuronidase의 최적 반응 pH

     Lentinus edodes에서 유래한 α-glucuronidase의 최적 반응 pH에 대한 조사

를 위하여 다양한 완충용액을 이용하여 넓은 pH범위에 대한 활성을 측정하 다. 

pH 3∼5의 범위에서는 50 mM의 citrate buffer를 이용하 고, pH 5∼7의 범위에

서는 50 mM citrate-phosphate buffer를 이용하 으며, pH 7∼8의 범위에서는 

50mM Sod. phosphate buffer를 이용하여 pH범위를 조절하 다. 각 완충용액으

로 pH가 조절된 효소용액을 40℃에서 해당 pH로 조절된 효소용액을 각각의 완

충용액으로 제조한 기질용액에서 반응을 시켜 반응의 잔존 활성을 측정하여 pH

의존성을 확인하 다. α-Glucuronidase는 pH 6.0에서 가장 높은 활성을 보 다

(Fig. 17). 

3)  endo-1,4-xylanase에 의한 xylan과 4-O-methyl-glucuronoxylan의 가수분해  

    산물의 측정

     xylan과 4-O-methyl-glucuronoxylan이 endo-1,4-xylanase의 촉매작용에 

의하여 생산되는 산물을 분석하기 위하여 얇은막 크로마토그래피(Thin Layer 

Chromatography)를 수행하여 당의 양상을 조사하 다. 50mM citrate buffer 

(pH4.0)에 녹인 oat spelt xylan (1%)과 4-O-methyl-glucuronoxylan (1%) 현탁

액 1ml를 각각의 기질로 하여 동일 buffer내의 endo-1,4-xylanase 100ul 와 잘 

혼합해 30℃에서 최대 24 시간 동안 반응시킨 후 얻어지는 가수 분해 산물을 분

석 물질로써 이용하 다. 준비된 sample들은 thin layer chromatography용 silica 

gel plate 60 F254에 5ul 씩 점적하 고n-propanol-ethanol-water (7: 1: 2, v/v/v)

를 전개용매로 사용하 다. 충분히 전개 시킨 후 5% sulfuric acid (in ethanol)를 

판상에 골고루 분무하여 110℃에서 5분간 말려 가수 분해 산물을 확인하 다. 기

준 물질은 Xylose, xylobiose, xylotriose, xylotetraose와 xylopentaose를 사용하

다.
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Figure 17. α-Glucuronidase 반응의 pH 의존성
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시간이 경과 될수록 xylan과 4-O-methyl-glucuronoxylan 및 xylo-oligo 당이 감

소하면서 endo-1,4-xylanase에 의한 xylan의 가수분해 주된 산물은 xylobiose, 

xylotriose를 이루고 (Fig. 18) 4-O-methyl-glucuronoxylan의 가수분해 주요 산

물은 xylobiose, xylotriose 와 glucuronoxylooligomer을 이루었다(Fig. 19). 소량

의 xylose의 생산도 관찰 되었다.

4)  endo-1,4-xylanase 와 α -glucuronidase의 상호작용에 대한 연구

     Endo-1,4-xylanase에 의한 xylans의 가수분해의 결과 xylobiose, xylotriose

와 glucurono-xylooligomer를 주로 생산하는 양상을 보이며 α-glucuronidase의 

가수분해는 glucuronic acid 단위체에 활성이 있으므로  xylan의 완전 분해를 위

해서는 endo-1,4-xylanase와 α-glucuronidase의 활성이 동시에 필요하다. 

Lentinus edodes에서 생산된 이 두 효 소의 상호 작용은 1% (w/v) oat spelts 

xylan와 같이 복잡한 구조를 갖은 중합체를 대상으로 하 을 때와  xylan 중합

체의 구조가 단순화되어 glucuronic acid 단위체만을 곁가지에 가지고 있는  

4-O-methyl-D-glucurono-D-xylan 현탁액에서의 활성을 비교함으로써 해당 기

질의 종류에 따른 각각의 효소 활성에 미치는 향을 관찰할 수 있다. 특히 

4-O-methyl-D-glucurono-D-xylan의 경우 glucuronic acid 단위체 외에는 다른 

치환기가 주쇄에 연결되어 있지 않기 때문에 endo-1,4-xylanase와 α

-glucuronidase 외의 효소의 활성이 배제될 수 있는 기질이므로 해당 두 효소의 

상호작용에 대한 연구에 적합한 물질이다.  

     Lentinus edodes에서 생산된 endo-1,4-xylanase 와 α-glucuronidase사이의 

상호작용을 연구하기 위해 각각 1% (w/v) oat-spelts xylan 또는 1% (w/v) 

4-O-methyl-D-glucurono-D-xylan 현탁액을 기질로 하 다. 각각의 α

-glucuronidase와 endo-1,4-ylanase를 해당 기질에 처리하 을 때 서로 다른 조

합으로 기질에 처리함으로써 얻어진 각각의 해당 효소의 활성도와 해당효소만으

로 처리하 을 때의 활성도를 0, 30, 60, 분의 시간대 별로 비교하 다. 해당 효

소에 대한 각각의 기질의 가수 분해에 대한 반응 조건은 반응 초속도 구간 안에
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Figure 18. 30℃, 50 mM citrate buffer pH 4.0에서 1% oat-spelt         

             xylan과 endo-1,4-xylanase의 촉매 작용에 의한 가수 분해  

             산물의 Thin layer chromatography을 이용한  분석

          

        - 반응 시간

                    lane 2  (30분),  lane 3 (1시간), lane 4 (2시간),

                   lane 5  (3시간),      lane 6   (5시간),

                   lane 7  (9시간),      lane 8   (15시간),

                   lane 9  (20시간),     lane 10  (24시간)

        - 표준 물질 (lane 1)

               X1 : xylose,    X2 : xylobiose,   X3 : xylotriose,          

                X4 : xylotetraose,    X5 : xlopentaose

X1

X2

X3

X4

X5

    1     2    3    4     5     6    7     8     9
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Figure 19. 30℃, 50 mM citrate buffer pH 4.0에서 1%             

               4-O-methylglucurono-xylan과 endo-1,4-xylanase의 촉매  

               작용에 의한 가수 분해산물의 Thin layer             

               chromatography을 이용한  분석

          

        - 반응 시간

                    lane 2  (30분),  lane 3 (1시간), lane 4 (2시간),

                   lane 5  (3시간),      lane 6   (5시간),

                   lane 7  (9시간),      lane 8   (15시간),

                   lane 9  (20시간),     lane 10  (24시간)

        - 표준 물질 (lane 1)

                   X1 : xylose,    X2 : xylobiose,   X3 : xylotriose,     

                    X4 : xylotetraose,  X5 : xlopentaose

X1

X2

X3

X4

X5

    1     2    3    4     5     6    7     8     9
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서 정의하 으며 상기의 방법으로 endo-1,4-xylanase의 활성은 환원성 말단의 

정량을 통해 측정하고 α-glucuronidase의 활성은 Somogyi/Nelson 시약으로 free 

acid의 환원력을 측정하 다.

(1) 기질 종류에 따른 α-glucuronidase와 endo-1,4-xylanase 활성의 의존성

     Lentinus edodes 로부터 생산된 α-glucuronidase와 endo-1,4-xylanase를 

oat-spelt xylan과 4-O-methyl-D-glucurono-D-xylan에 각각 처리하 을 때 가

수 분해 되어 생성된 산물의 정량 비교를 하 다. 이 결과 α-glucuronidase를 각

각의 기질에 처리하 을 때 유리되는 4-O-methyl-D-glucuronic acid과 

endo-1,4-xylanase를 각각의 기질에 처리하 을 때 유리되는 xylooligomer의 산

물의 양은 4-O-methyl-D-glucurono-D-xylan을 기질로 하 을 때가 xylan을 기

질로 하 을 때 보다 생성 산물이 2배정도 증가됨을 보 다(Fig.  20).  최근에 α

-glucuronidase는 xylo-oligo당에 치환되어 있거나 천연의 xylan 복합체에 곁가

지로써 존재하는 4-O-methylglucuronic acid 단위체에만 기질 특이성이 있다는 

점에 주목받고 있다. 최근의 α-glucuronidase의 연구는 4-O-methylglucuronic 

acid 단위체만이 치환되어 있는  xylo-oligo당에서 활발히 이루어지고 있으나 천

연의 xylan 복합체에서의 α-glucunidase의 활성에 관한 연구는 아직 미흡하다. 

단지 Thermoauascus aurantiacus, Aspergillus niger와 Schizophyllum commune

에서 생산된 α-glucuronidases만이 xylan 복합체와 xylo-oligo당에 존재하고 있

는 4-O-methylglucuronic acid 단위체에 대한 활성 평가를 하 고 두 기질에 대

한 활성도는 거의 비슷한 결과 값을 보여주었다. 본 실험에서 Lentinus edodes 

로부터 생산된 α-glucuronidase는 두 기질의 활성도의 차이를 보 으며 이는 

xylan 복합체 구조상 4-O-methylglucuronic acid 단위체 주변에 있는 다른 치환 

그룹이 α-glucuronidase의 작용에 장애를 일으키는 현상으로 예상된다.

(2)  α-glucuronidase와 endo-1,4-xylanase 혼합액 내의 효소활성도 및 상호작용  

    결과
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Figure 20. Lentinus edodes 로부터 생산된 α-glucuronidase 와           

endo-1,4-xylanase 가수분해 특성 

                (A) 반응 시간별  α-glucuronidase의 가수 분해에 의한         

                      4-O-methylglucuronic acid의 유리 정도

                (B)  반응 시간 별 endo-1,4-xylanase의 가수 분해에  의한

                      xylooligomer의 유리 정도 

해당 기질 :  4-O-methyl-D-glucurono-D-xylan 과 Oat spelt xylan



- 159 -

Reaction time (min)

0 20 40 60 80 100

X
yl

oo
lig

om
er

s (
m

g/
m

l)

0.0

0.1

0.2

0.3

0.4

M
et

hy
l g

lu
cu

ro
ni

c 
ac

id
 (u

g/
m

l)

0

1

2

3

4
Xylooligomers (mg/ml)

Methyl glucuronic acid (ug/ml)

Figure 21. Lentinus  edodes로부터 생산된 endo-1,4-xylanase와  

           α-glucuronidase의 혼합액을 이용한                              

           4-O-methyl-D-glucurono-D-xylan의 가수분해 양상

              실험 조건 : 45℃, 50 mM Sodium acetate buffer (pH 5.0)

              

              Symbol : (∇) ; Xylooligomers, (●); Methyl glucuronic acids
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Lentinus edodes 로부터 생산된 α-glucuronidase 와 endo-1,4-xylanase를 혼합 

하여 4-O-methyl-D-glucurono-D-xylan에 처리하 을 때 가수 분해 산물의 정

량 비교의 결과는  4-O-methylglucuronic acid의 유리 정도가 각각의 효소를 혼

합하지 않고 α-glucuronidase만을 효소액으로 사용했을 때 보다 24 배 가량 증가

하 고 endo-1,4-xylanase의 산물인 xylo-oligo당의 경우 3배 가량 증가하 다

(Fig.  21). Endo-1,4-xylanase에 의하여 얻어지는 가수 분해 산물을 다시 α

-glucuronidase 로 처리하 을 때 얻어지는 4-O-methylglucuronic acid의 정량적 

비교는 oat-spelt xylan을 기질로 하는 경우 α-glucuronidase만을 해당 기질에 

독립적으로 처리 하 을 때 보다 대략 7.5배 증가 하 고 

4-O-methyl-D-glucurono-D-xylan을 분해 대상물로 하는 경우는 5.5배 증가를 

하 다(Fig.  22). endo-1,4-xylanase의 처리 후 얻어지는 산물을 이용하여 α

-glucuronidase의 처리하 을 때 가수 분해에 의한 4-O-methyl glucuronic acid 

와 xylooligomer의 정량적 증가 양상과는 달리 α-glucuronidase 처리 후 얻어지

는 산물을 이용하는 endo-1,4-xylanase의 촉매 작용에 의한 산물의 증가폭은 상

대적으로 매우 작았다(Fig.  23).

     Siika-aho의 연구에 따르면 Trichoderma reesei 로부터 얻어진 α

-glucuronidase는 주쇄의 비환원성 말단에 있는 xylose에 치환되어 있는 

4-O-methylglucuronic acid에만 활성이 있다고 보고 되었다. Vries의 연구에 따

르면 xylanase에 의한 xylan의 가수 분해 작용 양상은  xylan 주쇄에 치환기가 

붙어 있지 않는 부분에 대한 활성을 보일 뿐만 아니라 말단 부위의 xylose 잔기

와 인접의 잔기 사이의 가수분해 작용도 하는 것으로 보고 되었다. 
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Figure 22 . Oat spelt xylan과 4-O-methyl-D-glucurono-D-xylan을 기질로 하  

           여 endo--1,4-xylanase에 의한 가수분해 산물을 α-glucuronidase로   

           반응시킬 때 얻어지는 4-O-methyl-D-glucuronoic acid의 정량 

         실험 조건 : 45℃, 50 mM Sodium acetate buffer (pH 5.0)

           Symbol :  (○) ; oat spelt xylan, 

                     (●) ;  4-O-methyl-D-glucurono-D-xylan
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Figure 23 . Oat spelt xylan과 4-O-methyl-D-glucurono-D-xylan을 기질로 하  

            여 α-glucuronidase에 의한 가수분해 산물을 endo--1,4-xylanase로  

            반응시킬 때 얻어지는 4-O-methyl-D-glucuronoic acid의 정량 

        실험 조건 : 45℃, 50 mM Sodium acetate buffer (pH 5.0)

          Symbol :  (○) ; oat spelt xylan, 

                    (●) ;  4-O-methyl-D-glucurono-D-xylan
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4. 결 론

     본 실험에서의 α-glucuronidase 와 endo-1,4-xylanase의 상호작용에 관한 

결과는 endo-1,4-xylanase가 α-glucuronidase의 활성에 중요한 역할을 하고 있음

을 보여준다. 상기한 결과를 토대로 α-glucuronidase 와 endo-1,4-xylanase의 상

호작용은 endo-1,4-xylanase의 xylan 주쇄에 대한 가수 분해 정도에 따라 α

-glucuronidase에 의한 4-O-methyl glucuronic acid의 유리 정도가 크게 좌우됨

을 의미한다. 그러므로 xylan의 효소 분해 과정에서 endo-1,4-xylanase에 의한 

xylooligomer의 비환원성 말단과 인접부위에 위치한 D-xylopyranose 단위체의 

가수 분해 현상은 4-O-methyl glucuronic acid 단위체와 D-xylopyranose의 α

-1,2 결합에 특이성을 갖는 α-glucuronidase에 의한  가수 분해 작용보다 선행 

되어야 해당 기질의 효율적인 분해과정이 이루어 질 수 있다고 볼 수 있다.  

Lentinus edodes의  xylan 가수 분해 시스템에서 xylan의 효과적인 가수 분해를 

위한 해당 효소의 상호작용은 endo-1,4-xylanase에 α-glucuronidase가 크게 의존

적임을 결론지었다.
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제 4장 목표달성도 및 관련분야에의 기여도

1.연구목표 달성도 

                        연  도

 세부과제

 및 주요내용

2000

(1차년도)

2001

(2차년도)

2002

(3차년도)

가중

치

비

고

 ◆ 균사체 배양을 통한 생리활성

    물질 및 생산공정 개발

   - 액체배양기술 개발

   - 액체배양공정 개발

   - 액체배양공정 최적화 기술 개  

      발

   - 가공적성 검색 

   - 가공기술 개발

   - 가공제품 개발 및 마케팅 전략

      확립

 ◆ 생리활성물질 분리정제공정 개  

     발

  - 분리정제기술 개발

  - 분리정제공정 개발

  - 분리정제공정 최적화 및 시스템  

     구축

 ◆ 가수분해 복합효소 활성평가

  - 복합효소 반응특성 평가

  - 가수분해효소 활성평가

  - 가수분해 복합효소 특성평가

40

30

30

목표달성도 ( % ) 30 30 40 100
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2. 관련분야의 기여도

    가. 기술적 측면

       ○ 최적 생산공정기술을 개발하므로써 고부가가치의 기능성 가공제품의  

  생산성을 향상시켜 산업화를 이루는데 커다란 기여

       ○ 가공기술을 개발하므로써 고부가가치의 기능성 가공제품 생산성 제고

       ○ 개발된 생산공정을 다양한 생물산업 제품생산에 확대 적용하므로써   

  생물산업 제품의 국가경쟁력 강화

       ○ 초임계 유체 추출공정 및 마이크로웨이브 이용 추출공정을 개발하므  

  로써 시간 및 비용 절감을 통한 생산성 제고

       ○ 국내기술 개발을 통하여 생리활성물질 생산에 관여하는 복합효소에

          대한 연구결과를 확보하므로써 가공제품 개발 및 응용을 확대

    나. 경제․산업적 측면

       ○ 본 연구가 성공적으로 수행된다면 외국의 항암 및 면역계 관련 기능  

   성 가공 제품의 수입대체 효과를 이룸과 동시에 국내시장 뿐아니라   

   국제시장에 수출할 수 있는 경쟁력을 갖출 것으로 기대

       ○ 배양 및 분리정제 공정 최적화 기술을 개발하므로써 생산비용 절감에  

  따른 시장경쟁력 강화

       ○ 암 질환자의 치료식 또는 예방식으로 섭취가능한 기능성 식품의 개발

          을 통하여 새로운 가공제품 시장 창출 및 고부가가치 생물산업 발전

          에 기여

       ○ 기능성 가공제품의 다양화를 통하여 버섯재배관련 농가의 소득증대   

  기여
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제 5장 연구개발결과의 활용계획

     ○ 본 연구결과를 활용할 수 있는 분야로는 미강 및 버섯관련 생리활성물  

        질을 이용한 기능성 가공제품 개발분야등으로 예상

     ○ 생물산업 관련업체에 기술을 이전하여 기능성 가공제품 생산에 활용

     ○ 가공시제품 제작을 통한 고부가가치의 가공제품 개발 가능성을 제시하

며 마케팅 전략 수립에 필요한 기초자료를 확보하므로써 식품 및 제약 

업계에서의 가공제품 대량생산 유도

     ○ 최적 생산공정기술을 개발하므로써 가공제품 판매망 확보시 수요증대에 

따른 가공제품 원료를 원활히 공급

     ○ 다양한 기능성 식품소재 생산공정에 응용하여 관련 가공제품 생산성 향

        상에 활용
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제 6장 연구개발과정에서 수집한 해외과학기술  

        정보

     아라비녹실란은 면역계에서 매우 중요한 역할을 하는 NK(natural killer)세

포를 활성화시켜 암치료에 있어서 화학요법 및 호르몬 요법에 대한 부작용을 현

저히 감소시킬 수 있으며 AIDS 치료에 있어서 잠재적 가치가 있다고 보고되고 

있다. 크실로즈(xylose)를 주쇄로하여 측쇄에 아라비노즈(arabinose)를 갖는 아라

비녹실란은 면역부진에 기인한 질병환자가 증가하는 요즈음 면역력을 강화시키

는 물질로서 새로운 식물소재의 가치가 대단히 크다. 또한 저분자의 신소재 식이

섬유로서 아라비녹실란은 소화기관에서의 흡수력이 매우 우수하여 면역강화 증

대는 물론 지질대사 개선, 당질대사 개선 및 식이성 유래물질 독성저지 등의 작

용을 가지고 있어 많은 관심이 집중되고 있다. 

     따라서 일본 및 미국을 비롯한 여러 선진국에서 항암 및 면역강화 등 인체

에 탁월한 효능을 지닌 아라비녹실란을 제품화하고자 분리정제기술을 개발하고 

있다. 그러나 국내에서는 아라비녹실란의 분리정제기술 및 생산기술 개발에 대한 

연구가 거의 전무한 실정으로 이에 대한 연구개발이 절실히 요구되고 있다. 

     현재 아라비녹실란에 대한 연구는 일본을 중심으로 진행중에 있으나 아직 

초기 단계이므로 기술도입의 필요성은 없다고 판단된다.  현시점에서 국내 연구

개발을 바탕으로 독자적인 개발 기술 및 전략을 확보하는 방향이 국내시장 증가 

및 국가 경쟁력 강화에 기반이 될 것으로 판단되므로 앞으로 지속적인 연구를 

수행하여 생물산업에 있어서 활용도를 높일 필요가 있다.
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