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본 발명에 따른 자일란 분해효소, Xyn628은 pH 5 내지 13의 넓은 범위에서 안정하였으며, 이는 알칼리 내성 자일

란 분해효소임을 나타낸다. Xyn628는 자일란으로 부터 주요 가수분해 생성물로서 자일로바이오스 및 자일로트리

오스를 생산하였는데 이는 엔도 타입 자일란 분해효소임을 의미한다. Xyn628는 셀룰라아제 활성이 결핍된 것으로

나타났으며, 저분자량 및 다양한 생화학적 특성으로 인하여 바이오 표백 및 기타 바이오산업에 있어서 이 효소가

더 적합하게 이용될 수 있다.
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특허청구의 범위

청구항 1 

스트렙토마이세스 균주로 부터 분리되고, SDS-PAGE 및 자일란 자이모그래피에 의해 측정된 바의 분자량은 ~18.1

kDa이며, 60 ℃의 온도 및 pH 11.0의 고알칼리 조건하에서 활성을 지니고, pH 5 내지 13의 넓은 범위에서 안정

된 활성을 나타내는 알칼리 내성 자일란 분해효소로서, 주요 가수분해 생성물로서 자일로바이오스 및 자일로트

리오스를 생산하는 엔도 타입 자일란 분해효소이며, 셀룰라아제 활성이 결핍된 것을 특징으로 하는 알칼리 저항

성 자일란 분해 효소.

청구항 2 

제1항에 있어서, 상기 균주가 스트렙토마이세스 종 균주(Streptomyces sp.) CS628(균주기탁번호 KCTC 18252P)

인 것인 자일란 분해효소. 

청구항 3 

제1항에 있어서, N-말단의 처음 12개의 아미노산이 서열번호 1의 것인 자일란 분해효소.

청구항 4 

제1항에 따른 자일란 분해효소를 바이오표백제로서 이용하거나 또는 자일로올리고사카라이드 생산에 이용하는

것을 특징으로 하는 방법.

청구항 5 

스트렙토마이세스 종 균주(Streptomyces sp.) CS628을 선별하는 단계;

상기 선별된 균주를 자일란 풍부 농업 폐기물인 밀기울과 단독 탄소원으로 2% 밀기울, 0.5% 효모 추출물, 1% 트

립톤, 0.75% 인산칼륨(KH2PO4), 0.15% 제이인산칼륨(K2HPO4) 및 0.05% 황산마그네슘(MgSO4) 포함하는 조성물을 포

함하는 배지에서 250 mL 배지를 포함하는 1리터 플라스크 내에서 30ㅀC 및 120 rpm의 조건에서 4일 동안 배양하

는 단계;

 조 세포외 자일란 분해효소를  6,000 x g로 45 분 동안 4 ℃에서 배양액을 원심분리하여 조 상층액을 얻는 단

계;

상기 조 상층액을 30 ~ 75% 황산 암모늄으로 침전시키는 단계;

상기 침전된 단백질들은 6,000 x g로 1 시간 동안 원심분리하여 회수하고, 10mM Tris/HCl(pH 7.5)에 대하여 투

석하고, 한외여과막으로 농축시키는 단계;

효소 용액을 Sepharose CL-6B column (1.7cm x 77.5 cm)에 가하고, 컬럼을 10 mM Tris/HCl, pH7.5로 평형시키

고, 동일 완충액으로 5.29 cm/h (각 분획 중 2.5 mL)의 유속으로 세척하는 단계를 포함하는 것을 특징으로 하는

자일란 분해 효소의 정제 방법.

명 세 서

기 술 분 야

본 발명은 스트렙토마이세스 종 CS628 균주 유래의 알칼리 저항성 신규 자일란 분해 효소 및 그의 용도에 관한[0001]

것이다. 

배 경 기 술

식물 바이오매스, 주로 리그노셀룰로오스 바이오매스는 다양한 고가의 생물 제품의 지속적인 생산을 위한 가장[0002]

풍부하고 널리 퍼져있는 재생가능한 원재료이다[참조문헌: 1]. 최근에, 농업 폐기물 산물을 이용하는 미생물 자

일란 분해효소의 생산에 상당한 연구 관심이 집중되고 있는데, 이들이 값싸고 쉽게 구할 수 있으며, 리그노셀룰
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로오스, 특히 헤미셀룰로오스가 고도로 풍부하기 때문이다.

그럼에도 불구하고, 농산 폐기물은 불필요하게 공간을 점유하고 있고 환경 오염을 일으킨다. 산업적인 목적의[0003]

이러한  값싸고  얻기  쉬운  폐기물에  대한  이용은  부적절한  폐기  문제를  해결할  뿐만  아니라  부가가치를

창출한다.

자일로올리고사카라이드는 자일란으로 헤미셀룰로오스 분획의 주요 성분으로서, 농업적인 바이오매스의 대부분[0004]

에 고유하게 존재한다[참조문헌: 2]. 

따라서, 자일로올리고사카라이드의 대규모 생산은 리그노셀룰로오스 바이오매스로부터 특히, 헤미셀룰로오스가[0005]

풍부한 것으로부터 수행하였다. 중요한 성분으로서 자일로올리고사카라이드의 중요성은 이것이 음식, 의약 등에

서 다양한 건강상의 이점들을 가지고 있다는 점에서 현재 관심이 증대되고 있다는 점이다[참조문헌: 3].

자일란은 지구상에서 두 번째로 풍부한 폴리사카라이드이고 전체 식물 바이오매스의 20-40%를 구성하는 식물세[0006]

포벽의 주된 헤미셀룰로오스이다. 자일란은 1,4-결합된 D-자일로스 단위의 선형 뼈대로 구성된 헤테로폴리사카

라이드이며,  리그닌과 다른 폴리사카라이드 사이의 물리적 결합을 형성하고,  β-1,  4-엔도자일란분해효소(EC

3.2.1.8), β-자일로시다아제(EC 3.2.1.37) 및 기타 몇 개의 측쇄 절단 효소의 상승 작용에 의해 완전히 가수분

해된다[참조문헌: 4-5]. 

또한, 세균, 균류 및 효모를 포함하는 많은 미생물들은 상이한 타입의 엔도 자일란 분해효소를 생산하고, 미생[0007]

물성 자일란 분해효소는 동물 사료, 제지, 펄프, 쓰레기 처리, 제빵, 양조업, 바이오연료 산업에서 널리 사용되

어 오고 있다[참조문헌: 6]. 자일란 분해효소는 크라프트(kraft) 쿠킹된 펄프의 전처리에 사용될 경우 저분자량

자일란 분해효소는 작은 구멍들을 연속적으로 형성하여 가수분해를 위하여 내부로 들어간다[참조문헌: 7-8]. 게

다가, 저분자량, 알칼리성 pH에서 활성을 보이고, 셀룰로오스가 없는 자일란 분해효소는 제지 및 펄프 산업에

있어서 생물 표백에 사용이 매우 용이하다[참조문헌: 9]. 제지 및 펄프 산업은 저분자량 자일란 분해효소를 필

요로 하는데 섬유 상에 재침전되고 재배치된 자일란은 더 많은 양의 산화제를 필요로 하기 때문이다. 그러나 이

들 산업에 직면한 문제는 비용 및 효소의 입수성이다. 더 양호한 미생물 균주, 효율적인 발효 및 회수 시스템

뿐만 아니라 농업 폐기물로부터의 생산은 항상 이들 방향에 있어서 환영받는 접근법일 것이다.

지금까지, 자일란 분해효소 활성은 스트렙토마이세스 라메우스(Streptomyces rameus) L2001[참조문헌 : 10), 스[0008]

트렙토마이세스  시아네우스(Streptomyces  cyaneus)  SN32[참조문헌:  11],  스트렙토마이세스  캐트레우시스

(Streptomyces chartreusis) L1105[참조문헌 : 12 ], 스트렙토마이세스 종(Streptomyces sp.) SWU10[참조문헌

:  13],  스트렙토마이세스  종(Streptomyces  sp.)  CS802[참조문헌  :  14],  스트렙토마이세스  마텐시스

(Streptomyces matensis)[참조문헌 : 15], 스트렙토마이세스 종( Streptomyces sp.) S38[참조문헌 : 16] 등의

스트렙토마이세스 종에서 보고되었다.

본 발명에 있어서는 밀기울 배지에서 생산되고 정제에 의해 스트렙토마이세스 균주로 부터 분리된 Xyn628로 명[0009]

명된 강력한 자일란 분해 효소 및 이 효소의 생화학적 특성에 대하여 기술한다. 

선행기술문헌

비특허문헌

(비특허문헌 0001)  문헌 1: Simkhada J, Cho S, Choi H, Kim S, Lee H, Sohng J, Yoo J. A new thermolabile[0010]

alkaline phospholipase D from Streptomyces sp. CS 628. Biotechnol Bioproc E. 2010;15:595-602. 

발명의 내용

해결하려는 과제

본 발명자들은 농산 폐기물을 효율적으로 활용하기 위한 방안을 찾기 위하여 예의 연구한 결과, 스트렙토마이세[0011]

스 종(Streptomyces sp.) CS628를 주변으로부터 쉽게 구할 수 있고 값싼 농산 부산물인 밀기울로 보충한 배양

배지 중에서 배양함으로써 Xyn628 자일란 분해효소가 경제적으로 생산될 수 있음을 발견하고, 이것이 농산 폐기

물을 효과적으로 처리함과 동시에 저비용으로 농산 폐기물로부터 기능성 성분을 효율적으로 생산하는 것이 가능

함을 발견하고 본 발명을 완성하기에 이르렀다.
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과제의 해결 수단

따라서, 본 발명의 목적은, 일면에 있어서, 스트렙토마이세스 균주로 부터 분리되고, SDS-PAGE 및 자일란 자이[0012]

모그래피에 의해 측정된 분자량은 ~18.1 kDa이며, 60 ℃의 온도 및 pH 11.0의 고알칼리 조건하에서 활성을 나타

내고, pH 5 내지 13의 넓은 범위에서 안정된 활성을 보이는 알칼리 내성 자일란 분해효소로서, 주요 가수분해

생성물로서 자일로바이오스 및 자일로트리오스를 생산하는 엔도 타입 자일란 분해효소이며, 셀룰라아제 활성이

결핍된 것을 특징으로 하는 자일란 분해 효소를 제공하는 데에 있다.

본 발명이 해결하려는 과제는 이상에서 언급한 기술적 과제로 제한되지 않으며 언급되지 않은 또 다른 기술적[0013]

과제들은 아래의 기재로부터 본 발명이 속하는 기술 분야에서 통상의 지식을 가진 자에게 명확하게 이해될 수

있을 것이다.

발명의 효과

본 발명에 따른 자일란 분해효소, Xyn628은 pH 5 내지 13의 넓은 범위에서 안정하였으며, 이는 알칼리 내성 자[0014]

일란 분해효소임을 나타낸다. Xyn628는 자일란으로 부터 주요 가수분해 생성물로서 자일로바이오스 및 자일로트

리오스를 생산하였는데 이는 엔도 타입 자일란 분해효소임을 의미한다. Xyn628는 셀룰라아제 활성이 결핍된 것

으로 나타났으며, 저분자량 및 다양한 생화학적 특성으로 인하여 바이오 표백 및 기타 바이오 산업에 있어서 이

효소가 더 적합하게 이용될 수 있다.

도면의 간단한 설명

도 1은 Sepharose CL-6B 컬럼(1.7 cm ㅧ 77.5 cm)을 사용한 겔투과 크로마토그래피 후 Xyn628의 용출 프로필을[0015]

나타내는 도면.

도 2는 Xyn628로부터의 정제된 자일란 분해효소의 SDS-PAGE 및 자모그래피 결과를 나타내는 도면.

도 3은 Xyn628에 의한 너도밤나무 자일란의 시간 경과에 따른 가수분해를 나타내는 도면.

도 4는 Xyn628에 의한 밀기울 및 옥수수 속대 분말 분해를 나타내는 주사 전자 현미경 사진.

발명을 실시하기 위한 구체적인 내용

본 발명은, 일면에 있어서, 스트렙토마이세스 균주로 부터 분리되고, SDS-PAGE 및 자일란 자이모그래피에 의해[0016]

측정된 바의 분자량은 ~18.1 kDa이며, 60℃의 온도 및 pH 11.0의 고알칼리 조건하에서 활성을 지니고, pH 5 내

지 13의 넓은 범위에서 안정된 활성을 나타내는 알칼리 내성 자일란 분해효소로서, 주요 가수분해 생성물로서

자일로바이오스 및 자일로트리오스를 생산하는 엔도 타입 자일란 분해효소이며, 셀룰라아제 활성이 결핍된 것을

특징으로 하는 자일란 분해 효소를 제공한다.

본 발명은, 다른 일면에 있어서, 상기 균주가 스트렙토마이세스 종 균주(Streptomyces sp.) CS628(균주기탁번호[0017]

KCTC 18252P)인 것인 자일란 분해효소를 제공한다.

본 발명은, 추가의 다른 일면에 있어서,  N-말단의 처음 12개의 아미노산이 서열번호 1의 것인 자일란 분해효소[0018]

를 제공한다.

본 발명은, 더욱 추가의 일면에 있어서, 자일란 분해효소를 바이오표백제 또는 자일로올리고사카라이드 생산에[0019]

이용하는 것을 특징으로 하는 방법을 제공한다.

본 발명은, 더욱 추가의 일면에 있어서, 스트렙토마이세스 종 균주(Streptomyces sp.) CS628를 선별하는 단계;[0020]

상기 선별된 균주를 자일란 풍부 농업 폐기물인 밀기울과 단독 탄소원으로 2% 밀기울, 0.5% 효모 추출물, 1% 트[0021]

립톤, 0.75% 인산칼륨(KH2PO4), 0.15% 제이인산칼륨(K2HPO4)  및 0.05% 황산마그네슘(MgSO4)을  포함하는 조성물을

포함하는 배지에서 250 mL 배지를 포함하는 1리터 플라스크 내에서 30ㅀC 및 120 rpm으로 진탕배양기에서 4일

동안 배양하는 단계;

 조 세포외 자일란 분해효소를  6,000 ㅧ g로 45 분 동안 4ㅀC에서 원심분리하여 조 상층액을 얻는 단계;[0022]

상기 조 상층액을 30 ~ 75% 황산 암모늄을 침전시키는 단계;[0023]

상기 침전된 단백질들은 6,000 x g로 1 시간 동안 원심분리하여 회수하고, 10mM Tris/HCl(pH 7.5)에 대하여 투[0024]
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석하고, 한외여과 막으로 농축시키는 단계;

효소 용액을 Sepharose CL-6B column (1.7cm x 77.5 cm)에 가하고, 컬럼을 10 mM Tris/HCl, pH7.5로 평형시키[0025]

고, 동일 완충액으로 5.29 cm/h (각 분획 중 2.5 mL)의 유속으로 세척하는 단계를 포함하는 것을 특징으로 하는

자일란 분해 효소의 정제 방법을 제공한다.

이하, 본 발명을 더욱 구체적으로 설명한다.[0026]

본 발명자들은 스트렙토마이세스 종(Streptomyces sp.)으로부터 강력한 저분자량 자일란 분해효소를 한국의 토[0027]

양으로 분리하여 밀기울이 포함된 배지에서 배양하였다. 세포외 자일란 분해 효소, Xyn628은 겔 투과 크로마토

그래피(Sepharose  CL-6B  컬럼)에  의해 정제되었고,  생화학적으로 특성화  하였다.  정제된 자일란  분해효소는

SDS-PAGE 및 자일란 자이모그래피에 의해 측정된 바 분자량이 ~18.1 kDa이었으며, 이는 스트렙토마이세스로부터

지금까지  보고된  정제  자일란  분해효소  중  가장  작은  크기이다.  Xyn628의  N-말단  아미노산  서열은

AYIKEVVSRAYM(서열 번호 1)로서 보고된 자일란 분해효소와는 다른 것이다. 그의 효소 활성은 pH 11.0 및 60 ℃

에서 최대이었으며, 넓은 범위의 (5.0 ~ 13.0) 및  60 ℃의 온도에서 안정하였다. Xyn628 활성은 다양한 세제에

의해 증대되었다.

이 자일란 분해효소는 자일란으로부터 주된 가수분해 산물로서 자일로바이오스 및 자일로트리오스를 생성하였는[0028]

데 이는 천연에서 엔도 자일란 분해효소임을 의미한다. 중요한 점은 주사현미경 분석 결과, Xyn628이 적은 단위

의 효소(20 U/g)에 의해 옥수수 속대 및 밀기울 등의 농업 폐기물을 안정적으로 분해하는 것으로 나타났다는 점

이다.

간단히 말해서 정제의 간단함, 매우 낮은 분자량, 알칼리 저항성, 열안정성 및 자일로올리고사카라이드를 생산[0029]

하는 능력으로 볼 때, Xyn628은 바이오표백제, 농산 폐기물을 적절히 이용하는 자일로올리고사카라이드 생산 등

의 바이오산업에서 잠재적인 응용성을 갖는 것으로 나타났다.

<실시예>[0030]

이하, 본 발명은 다음의 대표적인 실시예에 의하여 더욱 구체적으로 설명되나, 본 발명이 이들 실시예에 의해[0031]

어떤 식으로든 제한되는 것은 아니다. 

후술하는 실시예에서 사용된 자일로오스,  너도밤나무 및 자작나무 자일란은  Sigma-Aldrich  (St  Louis,  MO,[0032]

USA)로부터 구매하였다. Sepharose CL-6B는 Amersham Bio-Sciences AB (Uppsala, Sweden)으로부터 구매하였다.

박층 크로마토그래피 실리카 겔 플레이트는 Merck (Darmstadt, Germany)로부터 구매하였다. 자일로바이오스, 자

일로트리오스 및 자일로테트라오스는  Megazyme (Ireland)로부터 구매하였다. 기타 모든 화학약품은 분석등급의

것을 사용하였다.

실시예 1: 미생물 균주, 효소 생산 및 정제[0033]

스트렙토마이세스 균주 CS628는 한국의 전남지역 토양에서 분리되었고, 자일란이 포함된 고체배지에서 강력한[0034]

자일란 분해효소의 생산자로서 동정되었다[참조문헌: 17]. 이 균주는 본 발명자들이 이전에 보고한 바에 따라

동정되었다[참조문헌: 18]. 

이 균주의 16S rDNA 서열은 스트렙토마이세스 시아넥푸스카투스(Streptomyces cyanecfuscatus) (Accession no.[0035]

AY999770)  및  스트렙토마이세스  카보우렌시스  아종  워싱토네시스(S.  cavourensis  subsp.  washingtonesis

NRRLB-8030T  (Accession  no.  DQ026671)와  100%  상동성을  보여,  본  균주를  Streptomycessp.  CS628로

명명하였다.

이 균주를 선별하고, 자일란 풍부 농업 폐기물인 밀기울과 단독 탄소원으로 2% 밀기울, 0.5% 효모 추출물, 1%[0036]

트립톤, 0.75% 인산칼륨(KH2PO4), 0.15% 제이인산칼륨(K2HPO4)  및 0.05% 황산마그네슘(MgSO4)  포함하는 조성물을

포함하는 배지에서 배양하였다. 배양은 250 mL 배지를 포함하는 1리터 플라스크 내에서 30ㅀC 및 120 rpm의 조

건에서 진탕배양기로 4일 동안 수행하였다. 4일 후, 조 세포외 자일란 분해효소를  6,000 x g로 45 분 동안 4ㅀ

C에서 배양액을 원심분리하여 얻었다. 조 상층액을 30 ~ 75% 황산 암모늄으로 침전시켰다.
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단백질들은 6,000 x g로 1 시간 동안 원심분리하여 회수하고, 10mM Tris/HCl(pH 7.5)에 대하여 투석하고, 한외[0037]

여과막(YM  5  kDa,  Millipore Corp,  Amicon  Danvers, MA,  USA)으로 농축시켰다. 이어서, 투석된 효소 용액을

Sepharose CL-6B 컬럼 (1.7cm x 77.5 cm)에 가하였다. 컬럼을 10 mM Tris/HCl, pH7.5로 예비평형시키고, 동일

완충액으로 5.29 cm/h (각 분획 중 2.5 mL)의 유속으로 세척하였다. 이 정제 과정에 의해 하나의 활성 자일란

분해효소 분획(도 1)을 얻었는데 그의 균질성은 SDS-폴리아크릴아마이드 겔 전기영동에 의해 체크하였다.  도 1

은 SepharoseCL-6B 컬럼(1.7 cm x 77.5 cm)을 사용한 겔투과 크로마토그래 후 Xyn628의 용출 프로필을 나타내

는 도면이다.

자일란분해효소를 생산하고 이를 4일 후에 수확하였는데 이때 최대 활성을 나타내었다(데이터 나타내지 않음).[0038]

기질로서 밀기울을 사용한 자일란 분해효소의 생산(6757 U/mL)은 밀기울을 사용한 스트렙토마이세스 시아네우스

(S. cyaneus) SN3210로부터의 자일란 분해효소의 것보다 9.38배 높았다. 그러나, S. olivaceoviridis E-86 23

및 S. rameus L200110에서 생산된 최대 자일란 분해효소 활성은 각각 옥수수 속대를 사용했을 때 1385 U/mL and

1810.9U/mL이었다. 밀기울, 옥수수 대, 볏집, 옥수수 속대, 담배 줄기 등은 헤미셀룰로오스가 풍부하고 산업적

이용을 위한 잠재적인 사료로서 여겨진다. 산업적 목적을 위한 이들 재료들의 이용은 폐기물의 적절한 처리를

해결할 뿐만 아니라 농가에 부가적인 수입을 제공하고 고용을 창출한다. 따라서 균주 CS628은 기질로서 농산 폐

기물인 밀기울을 이용하는 강력한 자일란 분해효소 생산자인 것으로 관찰되었고, 저렴하고, 쉽게 구입할 수 있

어 다양한 바이오 산업에 적용될 수 있다.

실시예 2: 효소 활성 및 단백질 측정[0039]

자일란 분해효소 활성은 Miller의 방법에 따라 분석하였다[참조문헌: 19]. 반응 혼합물은 0.5% (w/v) 너도밤나[0040]

무 자일란 0.1 mL에 희석한 효소(10mM, KCl/NaOH, pH 11.0) 0.1 mL을 함유하여 60 ℃에서  5 분 동안 반응시켰

다. 대조군은 얼음물(0 ℃)에서 반응물과 함께 동시에 시작하였다. 환원당의 양은 표준으로서 자일로오스를 사

용하여 디니트로살리실산(DNS) 방법에 의해 결정하였다. 자일란 분해효소의 1 단위는 표준 분석 조건하에서 1

분에 1 μmol의 자일로오스 당량의 방출을 촉매하는 효소의 양으로 정의하였다. 셀룰라아제 활성은 시그마 세포

세룰로오스, 카복시메틸 셀룰로오스, 아비셀 및 파라니트로페닐 D-셀로비오사이드(pNPC) 및 파라니트로페닐-β-

D 글리코파라노시드(pNPG) 등의 인공 기질을 사용하여 평가하였다. 또한, 단백질 농도는 표준으로써 소 혈청 알

부민을 사용하여  Bradford 방법[참조문헌: 20] 에 따라 결정하였다.

배양 상층액 CS628으로부터 Xyn628 정제 단계의 요약은 표 1에 나타냈다.[0041]

표 1

정제단계[0042] 총단백질

(mg)

총 활성(U) 특이 활성(U/mg) 수율(%) 순도 

배수

(NH4)2SO4 Fractionation 2.29 459836 200802 100.0 1.0

Sepharose CL-6B 0.15 155324 1035493 33.78 5.16

 [0043]

크로마토그래피의 종료시, 5.16배 순도 및 33.78% 활성이 회수되었다. 순도 배수는 S. cyaneus SN32[참고문헌:[0044]

11]  및  S.  Sp.  CS802[참고문헌:  14]로  부터의 자일란 분해효소의 것보다 더  높은 반면,  활성 회수율은 S.

chartreusis L1105[참조문헌: 12]의 것과 거의 유사하였다.

실시예 3: 겔 전기영동[0045]

정제 효소는 공지된 방법[참조문헌: 21]에 따라 12% (w/v) 폴리아크릴아마이드 겔 상에 SDS-PAGE를 수행하였다.[0046]

참고 단백질로서, 단백질 사이즈 마커(MBI,  Fermentas)를 사용하였다. 단백질들은 Coomassie Brilliant Blue

R-250으로 염색하고, 메탄올 : 빙초산 : 증류수 = (1:1:8 용적비)를 함유한 용액으로 탈색하여 관찰하였다. 분

자량은 참고 단백질의 상대적 이동성과 비교함으로써 측정하였다. 또한, 자일란 자이모그래피는 문헌[참조문헌:

22]에 기재된 바와 같이 수행하였다.

SDS-PAGE 상의 정제된 자일란 분해효소의 분석 및 겔 전기영동으로 염색한 활성(자이모그램) 분석 결과는 도 2[0047]
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에 나타냈다. 도 2는 Xyn628로부터의 정제된 자일란 분해효소의 SDS-PAGE 및 자이모그래피 결과를 나타내는 도

면이다. 레인에 있어서, Mr은 단백질 분자량 마커이고, lane 1은 SDS-PAGE 상의 Sepharose CL-6B 후의 정제된

자일란 분해효소이고, lane 2는 자이모그래피 상의 정제된 밴드이다.

이 효소는 약 18.1 kDa의 분자량을 가진 단일 밴드로서 이동하였으며, 그의 순도는 균질하였다.[0048]

자일란 분해효소는 콩고 레드 염색에 의해 검출된 자이모그램 겔 상에서 비교적 맑은 밴드를 나타냈는데, 이는[0049]

활성임을 나타낸다. SDS-PAGE 및 자이모그래피에 의하면, 이 자일란 분해효소는 지금까지 보고된 정제된 스트렙

토마이세스 중에서 가장 작은 크기를 나타내었다. 그러나, S. cyaneus SN32[참조문헌 11], S. rameus L2001[참

조문헌: 10] 및 S. matensis DW6715가 생산하는 자일란 분해효소가 Xyn628의 분자량과 비슷하였다.

실시예 4:  pH 및 온도의 영향[0050]

최적 pH는 60 ℃에서 다양한 pH 값(3.0 ~ 13.6)으로 10 mM pH 완충액, 즉 시트르산/소듐 포스페이트(pH 3.0[0051]

~7.5), Tris/HCl (pH 7.0 ~9.5), CAPS (pH 9.0 ~11.0), 및 염화칼륨-수산화나트륨(KCl/NaOH (pH 11.0 ~13.6))

을 사용하여 효소 반응 분석을 수행하여 결정하였다. 자일란 분해효소에 대한 최적 온도는 효소를 상이한 온도

(40 ~ 80 ℃)에서 10 mM KCl/NaOH(pH 11.0) 중에서 반응 시킴으로써 수행하였다. pH 안정성은 효소 시료를 다

양한 pH 완충액(10mM)으로 0 ~4 ℃에서 12 시간 동안 반응시킨 후 잔여 효소 활성을 측정함으로써 결정하였다.

효소 온도 안정성을 결정하기 위하여, 효소 시료들은 다양한 온도(80 ℃ 이하)에서 60 분 동안 반응시키고, 잔

여 활성을 표준 활성 분석법 조건하에서 측정하였다.

효소 활성 및 안정성은 pH 및 온도에 의해 현저히 영향을 받았다. 자일란 분해 효소에 대한 pH의 영향은 2.0 내[0052]

지 13.6의 pH 범위 내에서 결정하였다. Xyn628는 pH 11.0에서 최대 활성을 보이며, pH 5.0 내지 13.0에서 활성

을 나타냈다. pH 5.0 및 13.0에서 상대 활성은 각각 86%이었고 최대 활성의 거의 80%이었다. 또한, Xyn628는 pH

5.0 내지 12.5의 범위에 걸쳐 넓은 pH에서 매우 안정하였고, pH 11.0에서 최대 안정성을 나타냈다. 이 효소의

안정성은 pH 12.5에서 50% 정도의 잔여 활성을 나타내었다. 이러한 독특한 특징은 Xyn628이 극히 알칼리성 자일

란분해효소임을 나타낸다. 넓은 범위의 pH에서 안정한 이유는 단백질의 가역적인 변성에 기인할 수 있고 상이한

pH에서 반응 시 효소 활성에 아무런 영향을 보이지 않을 수 있다. 또 다른 보고에 의하면 이 효소의 촉매적 중

심 근처의 아미노산(들)이 그러한 고알칼리성 성질에 관여하는 것을 언급한 바 있다[참조문헌:  24]. 그러나,

Xyn628은 S. cyaneus SN32[참조문헌: 11], S. rameus L2001[참조문헌: 10], S. matensis DW67, [참조문헌 15],

및 S. olivaceoviridis E-86[참조문헌: 23] 보다 더 알칼리성 배지에서 더욱 안정하였다.  또한, Xyn628는 50

ㅀC 내지 70ㅀC에서 활성을 나타냈으며, 60ㅀC에서 최대 활성을 나타냈다. 50 내지 75 ℃의 온도에서, 효소 활

성은 최대 활성의 70% 이상이었다. 이 효소는 50 ℃에서 1 시간 동안 반응시킨 후에도 완전히 안정하였다. 이

최대 활성 및 안정성은 다른 많은 스트렙토마이세스의 자일란 분해효소[참조문헌: 15-16, 23, 25]와 비교할 만

하다. 그럼에도 불구하고, 최대 활성의 거의 50%가 65 ℃에서 1 시간 동안 반응시킨 후에도 남아있는 것이 밝혀

졌다. 65 ℃에서도 부분적으로 안정되긴 하였으나, 고온에서 최대 활성의 빈도는 최적 시간 동안 Xyn628에 대한

기질의 보호 영향에 기인할 수 있는 것으로 보인다. 많은 산업적인 공정들은 극단적인 pH (산성 및/또는 알칼리

성) 및 증가된 온도에서 가동되므로, 효소는 그러한 공정 요건에 적합해야 하고 연장된 기간 동안 또는 적어도

본 발명자들이 Xyn628에서 찾아낼 수 있는 공정 시간 동안 그러한 가혹한 조건을 견딜 수 있어야만 한다. 넓은

범위의 pH 값에 대한 관용성, 높은 최적 온도, 및 그의 상당한 열안정성은 Xyn628로 하여금 바이오표백, 자일란

가수분해, 바이오에탄올 생산 등의 다양한 국면의 바이오테크놀로지에서 적용가능케 한다.

실시예 5: 다양한 첨가제의 영향[0053]

Xyn628 활성은 세제, 금속이온, 환원 및 산화제 등의 다양한 첨가제의 존재하에 연구하였다. 다양한 금속 이온[0054]

의 Xyn628 활성에 대한 영향은 일가(Na
+ 
및 K

+
) 및 2가(Ca

2+
, Mn

2+
, Zn

2+
, Co

2+
, Cu

2+
, Mg

2+ 
및 Fe

2+
) 금속 이온들을

반응 혼합물에 1mM의 농도로 첨가함으로써 조사하였다. 반대로, Xyn628 활성에 미치는 산화 및 환원제의 영향은

과산화수소, 소듐 보레이트, 소듐 퍼보레이트, β-머캅토에탄올 및 디티오트레이톨을 5 mM의 농도로 첨가하여

시험하였다. 한편, Xyn628 활성에 미치는 킬레이트제의 영향은 EDTA 및 에틸렌글리콜 테트라아세트산(EGTA)으로

평가하였다. 또한, Xyn628 활성에 미치는 다양한 타입의 세제의 영향은 0.25%의 농도로 수행하였다.  세제의
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Xyn628 활성은 Triton X-100, Tween-20, Tween-80, 폴리옥시에틸렌-4-라우릴에테르,  데옥시콜산(DCA) 및 SDS

를 첨가하여 조사하였다. 모든 경우에, 첨가제가 없는 효소 활성은 표준 활성 분석법 조건하에서 100%로 간주하

였다. Xyn628 활성에 미치는 다양한 첨가제의 영향은 표 2에 나타냈다.

표 2

[0055] 농도 이온의 종류 상대 활성
e
(%) 

세제  
a
Triton X-100 0.25% Non-ionic 109 ± 3.3

a
Tween-20 0.25% Non-ionic 130 ± 2.3

a
Tween-80 0.25% Non-ionic 118 ± 3.0

a
Polyoxylethylene-4-
laurylether

0.25% Non-ionic 97 ± 1.5

a
Deoxycholic Acid 0.25% Anionic 16 ± 3.1

a
Sodium Dodecyl Sulphate 0.25% Anionic 19 ± 3.9

Modulators  
b
과산화수소 5 mM 18 ± 1.8

b
Sodiumperborate 5 mM 43 ± 2.9

c
β-mercaptoethanol 5 mM 97 ± 4.5

c
1,4-dithiothreitol 5 mM 128 ± 4.7

d
EDTA 1 mM 18 ± 1.5

d
EGTA 1 mM 26 ± 2.4

None  - 100 ± 2.1

a
세제; 

b
산화제; 

c
환원제; 

d
킬레이트제,[0056]

e
 결과는 평균 ㅁ 표준 편차로 나타냄(n=3)[0057]

 [0058]

Xyn628 활성은 다양한 세제, 금속 이온, 금속 킬레이트제(EDTA 및 EGTA), 환원 및 산화제에 의해 고도로 영향을[0059]

받았다. 세제 중에서, Tween-20  (130%)가 활성에 영향을 미쳤고, 그 다음으로는 Tween-80(118%),  Triton  X-

100(109%)의 순서이었고,  폴리옥시에틸렌-4-라우릴에테르(97%)는 거의 영향을 미치지 않았다. 또한, β-머캅토

에탄올  및  DTT의  영향은  거의  미치지  않았는데  이는   시스테인  잔기가  효소의  활성에  관여하지  않음을

의미하고,  이와 유사한 결과가 본 발명자들의 이전의 문헌에서 발견된 바 있다[참조문헌:  14].  세제에 의한

Xyn628 활성의 증가는 스트렙토마이세스에서 보고되었다[참조문헌: 24, 26]. 한편, 효소 활성은 SDS에 의해서

상당히 억제되었다(19%).  대조적으로,  SDS[참조문헌:  27-28]은  Streptomyces  sp.  B-12-2,  및  Bacillus  sp.

41M-1 등의 다른 기원으로부터의 자일란 분해효소에 영향을 미치지 않았다.

SDS에 기인한 전체적인 불활성화는 상이한 기원[참조문헌: 29]에서도 역시 보고되었는데 불활성은 그러한 조건[0060]

하에서 효소의 중첩풀림에 기원하였다. 그러나, Xyn628은 SDS를 제외한 모든 타입의 세제의 존재하에서도 뛰어

난 활성을 보였으며, 이는 Xyn628이 독특한 것으로서 바이오산업에서 더욱 적용 가능함을 의미한다.

또한, Xyn628 활성은 다양한 금속이온, 금속 킬레이트제(EDTA 및 EGTA)에 의해 고도로 영향을 받았는데, 이는[0061]

그의 메탈로 타입을 의미하고, 본 발명자들의 이전의 보고와 유사하다[참조문헌 : 14]. 그러나 금속 이온이 없

는 대조군 시료에 비하여 Ca
2+
, Mg

2+
, Cu

2+
, Co

2+
, Zn

2+
, Mn

2+
, Fe

2+
, K

+
, Na

+
의 존재하여 그의 상대 활성은 각각

111 ± 3.5, 62± 3.2, 0± 3.0, 95± 3.7, 52± 4.3, 1± 2.7, 47± 3.7, 102± 3.0, 및 97± 4.8%이었고,

Xyn628는 Ca
2+
를 제외한 2가 금속 이온에 의해 고도로 영향을 받는 것으로 나타났다. 금속 이온에 의한 유도된

자일란 분해효소 활성은 몇가지 금속이온, 특히 Ca
2+
 가 구조적 안정성을 유지하기 위하여 필요함을 제시한다.

그러나 Cu
2+  

이온은 시스테인의 자가-산화를 촉매하는 것으로 알려져 있는데, 이는 분자간 및 분자내 이황화 결

합 형성 또는 설펜산의 형성을 초래한다[참조문헌: 30]. 대부분의 자일란 분해효소, 특히 스트렙토마이세스 유
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래의 것은 Mn
2+
이온에 의해 활성이 억제되는 것으로 밝혀졌다[참조문헌: 10, 12-13, 15]. 또한, Xyn628 활성은

산화제 H2O2 및 소디움-퍼보레이트에 의해 완전히 억제되었는데 이는 산화제에 민감함을 의미한다.

실시예 7: N-말단 아미노산 서열 분석[0062]

Xyn628의 N-말단 아미노산 서열은 Procise Model 492 protein sequencer (Applied Biosystems, CA, USA)을 사[0063]

용하여 Edman 분해법에 의해 결정하였다. Xyn628의 N-말단의 처음 12 개의 아미노산 서열은 AYIKEVVSRAYM(서열

번호 1)이었다. 이들 서열은 유사한 타입의 보고된 효소와 어떠한 유의성 있는 상동성을 나타내지 않았다. 이러

한 유일성은 이 효소의 신규성을 제시한다.

실시예 8: 기질 특이성 및 운동 변수[0064]

정제 효소의 기질 특이성을 평가하기 위하여, 효소를 각 기질 0.5% (w/v)와 함께 반응시키고, 활성을 표준 활성[0065]

측정법 조건하에서 측정하였다. 또한, hyperbolic 컴퓨터 소프트웨이 프로그램을 사용하여 운동 변수를 결정하

였다. Michaelis-Menten 상수 (Km) 및 최대 속도 (Vmax)는  Hanes plot에 의해 결정하였다. 실험에 있어서, 다섯

개의 상이한 농도(2.5-40 mg/mL)의 너도밤나무 자일란 및 일정 효소 농도(0.18 x g)를 준비하여 최적 조건에서

표준 활성 측정법 조건하에서 실험을 수행하였다.

정제 Xyn628 효소는 다양한 상업적인 기질로 분석 하였으며, 가장 높은 자일란 분해효소 활성은 자작나무 자일[0066]

란(53%)에 비하여 너도밤나무 자일란에서 관찰되었다. 이 효소는 아비셀, 카복시메틸 셀룰로오스, p-니트로페닐

글루코피라노시드(pNPG) 및 p-니트로페닐-β-D-셀로비오시드(pNPC)를 사용하였을 때 어떠한  셀룰로오스 활성도

나타내지 않았다(데이터 나타내지 않음). 이들 결과는 Xyn628이 스트렙토마이세스[참조문헌: 10, 28]에서 보고

된 자일란 분해효소와 유사하게 셀룰라아제 프리임을 입증하며, 이는 제지 및 펄프 산업에서 바이오 표백제로로

서 중요한 특징 중 하나이다.

또한, 너도밤나무 자일란을 사용하여 Hanes 플롯에 의해 계산한 이 효소의 운동 상수 (Km) 및 (Vmax)는 각각 6.4[0067]

± 0.8 mg/ml 및 437± 21 mmol/min mg이었다. Xyn628의 Km 값은 S. rameus L2001[참조문헌: 12] 보다 약간 낮

았으나, 그의 높은 Vmax 값은 S. sp. CS802[참조문헌: 14] 보다 더 효율적임을 의미한다.

실시예 9: 가수분해 및 자일로올리고사카라이드 생산에 있어서 효소의 이용 가능성[0068]

Xyn628의 작용 모드 및 자일로올리고사카라이드의 생산에 있어서 이용 가능성을 알아보기 위하여, 박층 크로마[0069]

토그래피(TLC)라는 간단하고도 실질적인 평가 방법을 공지의 방법에 따라 수행하였다[참조문헌: 22]. 효소반응

액(50 x L)을 상이한 시간 간격 (120 분 까지)으로 취하여 10% (v/v) 트리클로로아세트산 5 x L을 첨가하여 반

응을 정지시키고, 시료들을 실리카 겔 플레이트 60F 254 (E. Merck, Germany) 상에 점적하였다.

 플레이트들(6 cm x 6.5 cm)을 클로로포름: 아세트산: 물(6: 10: 2, v/v)로 전개시키고, 이어서 플레이트들을[0070]

메탄올:  황산 혼합물(95:  5,  v/v)로 분무시킨 후 130℃에서 열판에서 수분 동안 열을 가하였다.  자일로오스

(X1), 자일로바이오스 (X2), 자일로트리오스 (X3), 자일로테트라오스 (X4)로 구성된 자일로올리고사카라이드의

혼합물 (10 mg/mL)을 표준으로 사용하였다. 또한, Xyn628에 의한 밀기울 및 옥수수 속대 분말의 분해를 평가하

기 위하여 문헌[참조문헌: 10]에 기재된 방법에 따라 주사 전자 현미경을 통해 분석하였다. 실험을 위해, 미처

리 옥수수 속대 및 밀기울을 중성 pH  까지 증류수로 세척하였다.  이어서,  밀기울 및 옥수수 속대를 Xyn628

20U/g 및 2000 U/g로 안정된 온도(50 ℃)에서 3 시간 동안 최적 pH(11.0)에서 처리한 반면 완충액으로 대체한

효소 시료는 대조군 시료로 사용하였다.

도 3에 Xyn628에 의한 너도밤나무 자일란의 시간 경과 가수분해를 나타냈다. 도 3은 Xyn628에 의한 너도밤나무[0071]

자일란의 시간 경과 가수분해를 나타내는 도면이다. S는 자일로오스(X1), 자일로바이오스(X2), 자일로트리오스

(X3) 및 자일로테트라오스(X4)의 혼합물임.

Xyn628은 주로 자일로바이오스 (X2) 및 자일로트리오스 (X3)에 이어 자일로올리고사카라이드 시리즈를 생산하였[0072]

는데 이는 이것이 성질상 엔도 자일란 분해효소임을 나타낸다. 일반적으로, 엑소 작용 효소의 경우, 단지 단량
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체 또는 이량체가 효소 반응을 통하여 축적된다. 본 실시예에서는 자로바이오스 및 몇몇 옥시올리고사카라이드

가 효소의 작용에 의해 생성되었는데 Xyn628가 엔도 타입 자일란 분해효소임을 나타내며, 유사한 타입의 결과가

또한 Streptomyces.[참고문헌: 14-15]로부터의 자일란 분해효소에서 보고되었다.

최근의 경향에 있어서, 자일로올리고사카라이드는 이들의 프리바이오틱 잠재성으로 인하여 식품 산업 뿐만 아니[0073]

라 현대 의학적 적용에 있어서도 큰 관심이 되고 있다. 특히, 자일로바이오스 및 자일로트리오스는 식품 성분으

로 직접 사용될 수 있는데 이들은 장의 미생물상을 적극적으로 조정하고 병원성 미생물의 성장을 억압하는 것으

로 알려져 있기 때문이다[참조문헌: 31]. 그러나 자일로올리고사카라이드 생산 공정 동안 높은 자일로바이오스

및 낮은 자일로스가 바람직한데 자일로오스 12% 이상을 함유하는 가수분해물은 산업적인 목적에 효과가 낮기 때

문이다[참조문헌: 32]. 도 4는 Xyn628에 의한 밀기울 및 옥수수 속대 분말 분해를 나타내는 주사 전자 현미경

사진이다(배율 1,000 x).

또한, 도 4에 나타낸 바와 같이 주사 전자 현미경(SEM)에 의해 분석된 바와 같이 매우 낮은 용량(20U/g)에서도[0074]

Xyn628는 밀기울 및 옥수수 속대 분말을 효과적으로 분해하였다. 이 결과는 Xyn628이 밀기울, 옥수수 속대 및

기타 많은 자일란이 풍부한 농산 부산물 등의 분해에 적합하고, 따라서 자일로올리고사카라이드, 바이오에탄올

등의 부가가치 생성물의 생산에 이용될 수 있음을 나타낸다.

기본적으로, Xyn628에 의한 농산 부산물의 연속적인 분해는 자일로올리고사카라이드의 생산 단가가 값싸고, 재[0075]

생가능하며, 쉽게 입수할 수 있고 불필요하게 공간을 점유하는 자일란 풍부 농업 부산물을 이용함으로써 현저히

줄어들 가망성이 있음을 의미한다.

보다 중요한 점은 펄프 및 제지 산업에 있어서 표백제로서 저분자량 자일란 분해효소가 바람직한데, 이들은 펄[0076]

프의 표면상에 재침전된 자일란 내로 쉽게 투과하기 때문이다. 이는 후속 화학적 표백 단계 동안 펄프를 포함하

는 리그닌의 표면상에 자일란 장벽의 문제를 경감시킨다[참조문헌: 33].

그러나 셀룰로오스 활성의 결핍은 자일로올리고사카라이드의 생산에 보다 중요하다[참조문헌: 15]. 또한, 바이[0077]

오 표백에 유용한 이상적인 자일란 분해효소에 대한 다수의 보고서가 이미 발행되었는데, 이는 고온 및 알칼리

조선에서 활성이 있어야하고 안정되어야 하며, 또한 셀룰라아제 활성을 가져야 한다는 것이다[참조문헌: 15,

34]. 따라서,  Xyn628는 이러한 특징들을 가지고 있어서 다양한 바이오산업에 적용할 가능성이 높은 중요한 것

이다.

결론적으로, 본 발명자들은 농업 폐기물(밀기울) 배지 중에서 생산된 강력한 저분자량의 세포외 자일란 분해효[0078]

소인 Xyn628을 정제하고 생화학적으로 특성화하였다. 이 자일란 분해효소는 60 ℃ 및 고알칼리 조건(pH 11.0)하

에서 적합하게 활성을 지녔다.

흥미롭게도, Xyn628은 pH 5 내지 13의 넓은 범위에서 안정하였으며, 이는 알칼리 내성 자일란 분해효소음을 나[0079]

타낸다. Xyn628는 자일란으로 부터 주요 가수분해 생성물로서 자일로바이오스 및 자일로트리오스를 생산하였는

데 이는 엔도 타입 자일란 분해효소임을 의미한다. Xyn628는 셀룰라아제 활성이 결핍된 것으로 나타났으며, 저

분자량 및 다양한 생화학적 특성으로 인하여 바이오 표백 및 기타 바이오 산업에 있어서 이 효소가 더 적합하게

이용될 수 있다.

또한, 주사현미경 분석은 Xyn628에 의해 농업 폐기물인 옥수수 속대 및 밀기울의 연속적인 분해를 나타내었으며[0080]

이는 부가가치의 자일로올리고사카라이드의 생산에 유용할 뿐만 아니라 낮은 경제 비용에 의해 환경을 쾌적하게

유지시키고 공해로부터 자유롭게 할 수 있다.
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