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서 론

Xylan은 목재의 세포벽에 존재하는 반섬유소의 주요 구

성물이며, 초본류와 곡류에도 두루 존재한다. Xylan은 D-

xylose 잔기간에 β-1,4 배당결합의 골격을 하고 있는 다당

류이며 식물의 종류에 따라 xylose 잔기의 2번 또는 3번 탄

소위치에 acetyl, L-arabinofuranosyl, 4-O-methyl-α-D-

glucuronopyranosyl 과 D-xylosyl 잔기가 서로 다른 함량으

로 결합되어 있다. 또한 L-arabinofuranose는 ferulic acid 또

는 D-galactose가 결합된 형태로도 존재한다[5]. Xylan의 분

해에는 D-xylosyl 잔기간 배당결합을 절단하는 endo-β-1,4-

xylanase (xylanase)와 β-xylosidase가 중요한 역할을 하지만

α-L-arabinofuranosidase, α-D-glucuronidase, acetylxylan

esterase, feruloyl esterase와 α-galactosidase 등의 여러 효

소가 관여하여 xylan 분해 효율에 영향을 미친다[14]. 

Xylanase는 제빵과 제과, xylo 올리고당과 xylitol 생산, 과

일음료와 커피 가공 등의 식품산업, 가축 사료의 소화 효율

을 높이기 위한 사료산업, 제지와 펄프 산업과 직물가공 및

바이오 매스 당화 과정에 활용되어 산업적으로 중요한 효소

이다[8]. 상품화된 대부분의 xylanase는 균류인 Aspergillus,

Trichoderma, Humicola로부터 생산되며, Bacillus속 균주

에서 생산되는 효소도 있다[17]. 세균은 균류에 비해 효소 생

산성이 낮지만, 다수의 세균으로부터 xylanase의 생산성, 효

소 및 그 유전자에 대한 연구가 수행되었다. 

세균 중에서도 단백질을 균체외로 분비 생산하는 능력이

우수한 Bacillus속이나 이와 유사한 Geobacillus속과

Paenibacillus속의 균주로부터 여러 종류의 xylanase 유전

자가 보고되었으며 이들 중 다수의 xylanase는 glycosyl
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hydrolase (GH) family 10과 11에 속한다. GH11에 속하는

xylanase는 GH10의 효소보다 그 크기가 작으며 활성

domain으로만 구성되어 있다. B. pumilus (228 잔기;

GenBank accession no. ABM54186), B. safensis (228 잔

기; KIZ54927), B. subtilis (213 잔기; ACT79298), B.

licheniformis (213 잔기; ACF05486), B. circulans (213 잔기;

P09850)와 B. firmus (210 잔기; AAQ14588) 의 xylanase

는 GH11에 속하며, GH10에 속하는 G. stearothermophilus

(331 잔기; ABI49937, 412 잔기; ABI49951), B. cellulosilyticus

(335 잔기; ADU28829), B. coagulans (358 잔기; AEP00091),

P. barcinonensis (1,086 잔기; CAA07173)의 xylanase는

GH11 xylanase와 달리 2개 이상의 domain들로 구성된 효

소도 있다. GH2에 속하는 xylanase는 B. pumilus (409 잔

기; AAM21605), B. safensis (409 잔기; KDE27822)와 B.

altitudinis (408 잔기; KDE32897)의 효소이며, 이외에도 B.

firmus (396 잔기; AAQ83581)의 xylanase는 GH35, B.

subtilis (513 잔기; AEP90993), B. atrophaeus (512 잔기;

EIM08957), B. safensis (512 잔기; KDE26331), B.

pumilus (511 잔기; AEK35326)의 xylanase는 GH43, G.

stearothermophilus (620 잔기; BAA05669)의 xylanase는

GH52에 각각 속하여 아미노산 배열이 다양한 xylanase들이

존재한다. 

B. safensis는 B. pumilus, B. stratosphericus, B.

altitudinis 및 B. aerophilus와 함께 B. pumilus 그룹에 속

하는 균으로 2006년 미국 항공우주국의 우주선 조립시설에

서 오염균으로 분리된 FO-36b가 B. safensis로 처음 동정되

었으며[20], 우주의 저중력 상태에서 성장이 우수한 B.

safensis JPL-MERTA-8-2가 지구의 작업환경에서 분리되었

다[6]. 한편 균체외 효소로 keratinase [11], xylanase [24],

inulinase[21]를 생산하는 B. safensis가 분리되어 효소 생산

성에 대한 연구가 수행되었으며, 발효식품에서도 B. safensis

가 분리된 바 있다[1, 10]. 한편 B. safensis와 분류학적으로

유사도가 매우 높은 B. pumilus SV-205의 경우 탄소원과 질

소원을 포함한 배지 첨가물, 배양 시간, 배지의 pH, 배양온

도, 교반 속도를 최적화함으로써 xylanase 생산성이 크게 향

상된 바 있다[16]. 본 연구에서는 사찰에서 제조된 된장으로

부터 xylan 분해능이 우수한 B. safensis을 분리하고 부가 탄

소원과 그 가수분해산물이 분리균의 xylanase 생산에 미치

는 영향을 조사하였다. 

재료 및 방법

효소 생산균 분리
충청남도에 소재한 사찰에서 제조된 된장을 수집하여 밀

기울, 왕겨, 쌀기울과 옥분이 각각 0.5% 농도로 첨가된 SMM

배지(0.2% (NH4)2SO4, 1.4% K2HPO4, 0.6% KH2PO4, 0.1%

trisodium citrate· H2O, 0.02% MgSO4· 7H2O)에 접종하여

30℃에서 약 4일간 진탕 배양하고 동일한 배지에 3−4일 간격

으로 4회 계대 배양을 실시하였다. 최종 계대 배양액을 동일

한 성분을 함유한 평판배지에 각각 도말하여 30℃에서 콜로

니가 형성될 때까지 배양한 후 서로 다른 형태의 콜로니를

선발하여 oat spelt xylan (0.5%)이 함유된 LB 평판배지에

접종하였다. 동일온도에서 배양하면서 oat spelt xylan의 분

해환을 관찰하여 xylanase를 생산성이 우수한 균주를 분리

하였다. 

분리균의 동정
분리균의 형태적 관찰을 위해서는 그람 염색과 포자 염색

을 실시하였으며, LB 액체 배지에서 배양한 균체를 0.85%

NaCl 용액에 현탁한 후 제조사의 지침을 따라 API 20E와

API 50 CHB (Biomereux, France) kits에 접종하여 37℃에

서 배양하면서 1일과 2일째 각각 탄수화물 이용능과 생화

학적 특성을 관찰하였다. 분리균의 16S rRNA 유전자와

DNA gyrase subunit B (gyrB) 유전자의 염기서열을 분석

하기 위해서 분리균의 총 염색체 DNA를 주형으로 하고, 세

균의 16S rRNA 유전자의 보존적 지역의 염기서열 5'-

AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3' (E. coli 16S rRNA 유전

자 염기서열 8−27), 5'-GGTTACCTTGTTACGACTT-3' (E.

coli 16S rRNA 유전자 염기서열 1,492−1,510)과 gyrB 유전

자의 염기서열 5'-TTATCTACGACCTTAGACG-3' (B. pumilus

gyrB 유전자 염기서열 382−400) 5'-TAAATTGAAGTCTTC

TCCG-3' (B. pumilus gyrB 유전자 염기서열 1,446−1,464)

을 primer들로 사용하여 중합효소 연쇄반응(PCR)을 실시함

으로써 얻은 PCR 산물을 정제하여 그 염기서열을 결정하였

다. 균의 동정을 위해서는 16S rDNA와 gyrB 유전자 염기서

열을 미국 NCBI의 BLAST 검색방법을 사용하여 다른 세균

의 유전자 염기서열과 그 상동성을 비교하였다. 

Xylanase 활성 측정
Xylanase 활성은 oat spelt xylan을 기질로 하여 효소 반

응 후에 유리된 환원당을 3,5-dinitrosalicylic acid (DNS) 방

법으로 다음과 같이 정량함으로써 측정하였다. 증류수에 현

탁시킨 1% (w/v) oat spelt xylan 용액 0.5 ml와 200 mM

sodium phosphate 완충액(pH 6.5) 0.25 ml를 효소 용액

0.25 ml와 혼합하여 50℃에서 15분 동안 반응시켰다. DNS

용액 3 ml를 첨가하여 반응을 정지시키고 끓는 물에서 5분

동안 방치하여 발색시킨 후 540 nm에서 흡광도를 측정하였

다. Xylose를 표준시료로 사용하여 동일조건에서 발색시켜

조사한 흡광도와 비교함으로써 유리된 환원당의 양을 결정

하였다. 효소 활성도 1.0 unit는 위의 조건에서 1분 동안
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xylan으로부터 1 μmol의 xylose에 상응하는 환원당을 생성

하는 효소의 양으로 정의하였다.

결과 및 고찰

증균 배양을 이용한 xylanase 생산균의 탐색과 분리균의
특성

국내 사찰에서 제조된 된장을 수집하여 다양한 미생물을

분리하기 위해 합성 배지인 SMM에 왕겨, 밀기울, 쌀기울,

옥분을 탄소원으로 각각 첨가한 배지에 된장을 접종하였다.

동일 배지에서 계대 배양을 하여 증균한 후 최종 배양액을

동일한 성분의 평판배지에 도말한 후 4일간 배양한 결과 증

균 배양액별로 형태적으로 차이가 있는 2−4 종류의 콜로니

가 분리되었다. 이들 분리균을 LB 평판배지에 배양하여 콜

로니 모양을 비교하였을 때 증균 과정 중에 배지에 첨가된

탄소원의 종류에 따라 분리된 균종은 차이가 있는 것으로 나

타났다. 

이들 콜로니 중에서 xylan의 분해능이 우수한 균주를 선

발하기 위해서 평판배지에서 oat spelt xylan 분해환의 크기

를 비교하여 xylan 분해능이 가장 우수한 균주를 1 주 분리

하였다. 분리균 YB-1301의 다른 고분자 물질 가수분해능을

조사하기 위해 skim milk (1%), potato starch (0.2%),

tributyrin (1%)과 carboxymethyl cellulose (CMC; 0.5%)를

각각 첨가한 LB 평판배지에서 24시간 배양하여 분해환을 조

사한 결과, YB-1301은 esterase, protease, CMCase 활성을

보였으나 amylase 활성은 보이지 않았다. 배양온도에 따른

성장도를 조사한 결과 50℃ 이하에서는 성장하였으며 45℃

부근에서 성장속도가 가장 높았고 55℃ 이상에서는 거의 성

장하지 못하였다. 

분리균의 동정을 위해 형태적 특성을 관찰한 결과 YB-1301

은 그람 양성 간균이며 포자를 형성하였다. YB-1301의 유전

체로부터 증폭된 1,410 bp 크기의 16S rDNA 염기서열을 결

정하여(Genbank accession No. KX277964) 다른 세균들의

상응하는 염기서열과 비교한 결과, 분리원이 다른 B. safensis

(KU714601, KP717556). B. pumilus (KU160384, KR091846),

B. altitudinis (KT719761) 균주들의 16S rDNA 서열과 동

일하였다. B. pumilus 그룹에 속하는 B. pumillus, B. safensis,

B. stratosphericus, B. altitudinis와 B. aerophilus 사이에

는 16S rDNA 서열이 99% 이상으로 유사도가 매우 높은 균

종이 많아 이들 균주를 서로 구별하기 위해서는 16S rDNA

서열보다 gyrA (DNA gyrase subunit A), gyrB (DNA

gyrase subunit B), rpoB (RNA polymerase subunit B) 유

전자의 염기서열을 비교하는 것이 바람직한 것으로 보고된

바 있다[1, 3, 12]. 그러므로 YB-1301의 gyrB 유전자 중의 일

부를 증폭하여 999 bp 크기의 염기서열을 결정하였으며

(KX277965) 이를 다른 균주와 비교한 결과 B. safensis

Bs31 [3], B. safensis KL-052 [20], B. safensis SAFN-027

(AY167876), B. safensis C91b [10]을 비롯한 다수의 B.

safensis 분리균과 98% 이상의 상동성을 보였다. 

한편 B. safensis, B. pumilus와 B. altitudinis 표준균과

비교한 결과 YB-1301의 16S rDNA 서열은 B. safensis FO-

036b (AF234854)와 동일하고, B. pumilus ATCC 7061

(AY876289)과는 2개 염기서열이 달랐으며, B. altitudinis

41KF2b (AJ831842)와는 7개 염기서열이 차이가 있는 것으

로 나타나 YB-1301은 이들 표준균과 16S rDNA 서열이

99.5% 이상의 상동성을 보였다. 이러한 결과는 B. pumilus

그룹에 속하는 종이 다른 균주간에 16S rDNA 서열이 99.5%

이상의 상동성을 보인다는 결과와 일치하였다[12]. 그러나

YB-1301의 gyrB의 염기서열을 비교한 결과 B. safensis FO-

036b (AY167867), B. pumilus ATCC 7061 (AY167869)

및 B. altitudinis 41KF2b (KJ809604)와 각각 97.8%,

91.5%, 91.4%의 상동성을 보여 B. safensis와 상동성이 가장

높은 것으로 나타났다. Liu 등은 B. pumilus 그룹에 속하는

균주를 대상으로 gyrB 유전자의 염기서열 상동성을 조사하

여 약 96% 이상의 상동성을 보이면 동일한 종에 속하며, 약

89−96%의 상동성을 보이면 다른 종에 속하는 것으로 보고

한 바 있다[12]. 그러므로 분리균은 gyrB 유전자 염기서열의

상동성으로 볼 때 B. safensis에 속하는 것으로 확인되었다.

국내 된장에서 B. safensis가 분리된 보고는 없었으나, 아프

리카 지역의 콩류 발효식품인 Yanyanku와 ikpiru에서 분리

된 균 중에서 8−19% 정도가 B. safensis에 속하는 균주로 보

고되었으며[1], 또한 가나에서 식물종자와 카사바 가루를 원

료로 제조된 천연 발효식품인 kantong에서도 B. safensis가

약 23% 수준의 우점균으로 분리된 바 있다[10]. 

또한 API 50 CHB와 20E kit를 사용하여 분리균의 생화

학적 특성을 조사한 결과 glycerol, L-arabinose, ribose, D-

xylose, D-glucose, D-fructose, D-mannose, mannitol,

methyl α-D-mannoside, methyl α-D-glucoside, N-acetyl

glucosamine, amygdaline, arbutine, esculine, salicine,

cellobiose, maltose, saccharose, trehalose, gentiobiose, D-

turanose, D-tagatose를 이용하였으며 다른 탄수화물은 이용

하지 못하는 것으로 확인되었다. 또한 분리균은 β-

galactosidase와 gelatinase의 활성을 보이며, citrate 이용능

과 acetoin을 생성하였다. 한편 B. pumilus ATCC 7061과

B. safensis FO-36b 균주간에 탄소원 이용성의 가장 큰 차이

를 보이는 것은 inositol, methyl α-D-glucopyranoside,

maltose와 D-turanose로 보고되었다[20]. B. safensis FO-

36b는 이들 탄소원을 모두 이용하는 반면에 B. pumilus는

이를 모두 이용하지 못하였는데, 분리균 YB-1301은 methyl

α-D-glucopyranoside, maltose와 D-turanose를 이용하여 B.
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safensis와 같았지만 inositol은 이용하지 못해 두 균주 중 어

느 것과도 완전히 일치하지는 않았다. 

부가탄소원에 의한 Xylanase 생산성
Xylanase는 배지에 포함된 탄수화물 종류와 함량에 의해

생산성이 크게 좌우되며, 일반적으로 xylan이나 밀기울이 함

유된 배지에서 xylanase의 생산이 증가되는 것으로 보고되

었다[7, 9, 16]. YB-1301의 효소 생산성에 미치는 탄수화물

의 영향을 조사하기 위해 LB 액체배지를 기본배지로 하여

단당류와 다당류 및 농산부산물을 0.5% (w/v)가 되도록 각

각 첨가하고 37℃에서 24시간 동안 진탕 배양한 후 배양상

등액에 존재하는 xylanase 활성을 측정하였다(Table 1). 

LB 배지에서는 효소 생산성이 0.3 U/ml 미만 정도로 매

우 낮았으며, glucose와 mannose가 첨가된 배지에서도 효소

생산성에 변화는 미미한 수준이었다. 그러나 xylose가 첨가

된 배지에서는 13.3 U/ml로 약 47배 정도로 효소 생산성이

급증하는 현상을 나타냈으며 xylan이 첨가된 경우 가장 높

은 생산성을 보였다. 또한 xylan은 그 종류에 따라 효소 생

산성에 미치는 영향이 차이가 있으며 birchwood xylan,

beechwood xylan과 oat spelt xylan 순으로 효소 생산성이

증가하였다. Xylan들의 종류에 따라 효소 생산성의 증가 정

도의 차이가 발생하는 원인 중 하나로 xylose 잔기 함량의 차

이를 고려할 수 있다. 효소 생산성 증대 효과가 높은

beechwood xylan이나 birchwood xylan은 xylose 잔기 함량

이 90% 이상인데 비해 oat spelt xylan은 70% 이상이다. 농

산 부산물에 의해서도 효소 생산성이 증가하였는데 쌀기울

이나 왕겨 보다는 밀기울에 의한 생산성 증가가 더 높았다.

이는 밀기울이 쌀기울이나 왕겨보다 xylan 성분을 더 많이

함유하고 있기 때문으로 여겨진다[13]. 한편 xylanase의 생

산성이 불용성 cellulose인 α-cellulose에 의해서도 크게 증

가한 현상은 α-cellulose의 제조과정 중 xylan이 완전히 제

거되지 않고 최종 제품에 잔존한 때문일 수 있다. 그러나 팜

유 추출부산물인 palm kernel meal이 첨가된 배지에서는 균

의 성장이 매우 저조하여 효소 생산성이 낮았다. 

Xylanase의 생산성을 증가시키는 효과가 높은 밀기울과 3

종류의 xylan들을 각각 0.5−3.0% 범위로 첨가된 배지에서 효

소 생산성을 조사하였다. 그 결과 Table 2에 보인 바와 같이

밀기울은 2%를 첨가하였을 때 170 U/ml로 효소 생산성이 가

장 높았으며 2.5% 이상에서는 약간 감소하였다. Oat spelt

xylan도 2%를 첨가하였을 때 133 U/ml로 효소 생산성이 가

장 높았으며 0.5−3.0% 범위에서 첨가량에 따른 효소 생산성

의 차이가 크지는 않았다. Birchwood와 beechwood xylan은

2.5% 첨가하였을 때 효소 생산성이 각각 341 U/ml와 314 U/

ml로 가장 높았다. 

Xylan이나 밀기울은 수용성 성분과 불용성 성분으로 구성

되어 있는데 이들 중 어느 성분이 효소 생산성을 증가시키

는지 확인하기 위해 효소 생산성을 최대로 하는 농도로 각

물질을 증류수에 현탁한 후 원심 분리하여 불용성 성분과 수

용성 성분으로 분획하였다. 각 분획에 LB 배지를 첨가하여

xylanase 생산성을 조사한 결과 밀기울과 oat spelt xylan은

불용성 성분이 첨가된 배지에서 효소 생산성이 높았으며,

birchwood xylan과 beechwood xylan은 수용성 성분이 함유

Table 1. Effects of additional carbon sources on xylanase pro-
duction from B. safensis YB-1301.

Additional 
carbon sources 

(0.5%)

Xylanase 
productivity 

(U/ml)

Additional 
carbon sources 

(0.5%)

Xylanase 
productivity 

(U/ml)
LB 0.28 Rice straw 7.41
Glucose 0.32 Rice bran 7.53
Mannose 0.14 Oat spelt xylan 128.76
Xylose 13.34 Beechwood xylan 188.73
α-Cellulose 10.08 Birchwood xylan 210.07
Palm Kennel meal 0.13 Wheat bran 62.65

Table 2. Effects of additional amounts of wheat bran or
xylans on xylanase production from B. safensis YB-1301.

Amount of 
additional 

carbon 
source (%)

Xylanase productivity (U/ml)

Oat spelt 
xylan

Beechwood 
xylan

Birchwood 
xylan

Wheat 
bran

0.0 0.33 0.31 0.33 0.32
0.5 128.09 188.55 210.08 59.99
1.0 129.13 203.10 238.79 72.74
1.5 132.15 234.87 251.22 135.09
2.0 133.06 273.71 312.91 169.82
2.5 127.24 313.98 340.70 156.60
3.0 113.30 275.80 330.78 156.01

Table 3. Xylanase production from B. safensis YB-1301
according to soluble and insoluble fractions. 

Additional carbon 
sources 

Xylanase productivity (U/ml)
Totala Solubleb Insolublec

Oat spelt xylan (2%) 145.42 38.74 91.96
Beechwood xylan (2.5%) 315.94 236.20 85.10
Birchwood xylan (2.5%) 340.41 284.75 55.39
Wheat bran (2%) 159.24 19.39 143.49
aTotal fraction of additional carbon sources suspended in water 
without physical separation.
bSoluble supernatant of the total fraction separated by centrif-
ugation.
cInsoluble precipitate of the total fraction separated by centrif-
ugation.
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된 배지에서 효소 생산성이 높았다(Table 3). 불용성과 수용

성으로 구분하지 않고 전체를 첨가한 배지에서는 불용성과

수용성 성분이 따로 첨가된 배지에서 각각 생산된 xylanase

생산성의 합과 유사한 수준으로 효소가 생산되었다. 

밀기울과 xylan들에 존재하는 환원당은 주로 수용성 성분

에 존재한다. 밀기울과 xylan들에 존재하는 환원당의 양을

측정한 결과 밀기울에 포함된 소당류(3.7%)로 인하여[22] 밀

기울의 환원당 함량이 가장 높았으며 xylan들 중에서는

beechwood, birchwood와 oat spelt xylan 순서로 환원당이

높았다(Table 4). 그러므로 밀기울과 oat spelt xylan의 경우

수용성 성분에 의한 xylanase 생산성 증가 정도가 낮은 것

은 수용성 성분에 xylan 유래의 xylosyl 잔기를 함유한 당이

적은 때문으로 판단된다. Birchwood xylan과 beechwood

xylan은 전체를 첨가하였을 때에 비해 수용성 성분에 의해

생산된 xylanase가 각각 83.6%와 74.8% 수준인 것으로 나

타났다. Birchwood xylan은 beechwood xylan에 비해 환원

당이 약 63% 수준인데 비해 수용성 성분에서 효소 생산성이

높은 것은 birchwood xylan에 xylanase 생산을 유도하는 물

질이 많은 때문으로 판단된다. 

B. pumilus SV-205는 밀기울이 첨가된 배지에서 6,000−

8,500 U/ml의 매우 높은 수준으로 xylanase를 생산하였으며

[16], B. halodurans PPKS02는 옥수수피를 1% 첨가한 배지

에서 최대 85 U/ml의 생산성을 보였다[18]. B. amyloliqufaciens

는 xylan이 첨가된 배지에서 xylanase 생산성이 증가되었으

나 10.5 U/ml로 낮았다[19]. 목화밭에서 분리된 B. mojavensis

는 밀기울 보다 귀리기울에서 생산성이 높으며 2%일 때 최

대 생산성을 보였고[2], B. aerophilus KGJ는 고체 배양과정

에서 밀기울과 볏짚을 첨가하였을 때 xylanase 생산성이 증

가하였다[7]. 또한 xylose를 첨가하였을 때 B. subtilis AMX-

4의 xylanase 생산성은 약 15배 정도 증가하여 YB-1301과

유사한 수준으로 효소 생산성이 증가되었으나 oat spelt

xylan과 밀기울에 의한 증가 정도는 3.2배와 3.9배로 나타나

YB-1301과 큰 차이를 보였다[29]. 한편 cellulase를 생산하

는 Bacillus sp. 79-28은 밀기울에서 효소 생산성이 증가하

였는데 YB-1301과 같이 밀기울의 불용성 성분이 수용성 성

분보다 효소 생산성 증가에 기여한 것으로 보고되었다[28].

YB-1301의 xylanase가 그 기질인 xylan들에 의해 생산성이

증가된 것처럼 B. safensis AS-08의 inulinase도 반응 기질

인 다알리아 괴경의 이눌린에 의해 생산성이 증가된 것으로

알려졌다[21]. 

균의 성장과 효소 생산성
배양시간에 따른 효소 생산성을 조사하기 위해서 부가 탄

소원으로 xylan들과 밀기울을 최적 농도로 첨가한 LB 배지

를 사용하였고, 균의 성장을 조사하기 위해서는 부가 탄소원

이 첨가되지 않은 LB 배지를 사용하였다. 37℃에서 진탕 배

양하면서 일정 시간마다 LB 배지의 배양액을 채취하여 흡

광도를 측정한 결과 Fig. 1에 보인 바와 같이 균의 성장은 7−

8시간만에 최대에 도달하였으며 그 후에는 사멸기로 진입하

여 배양액의 흡광도가 감소하였다. LB 배지의 배양상등액에

존재하는 xylanase 활성을 조사한 결과 활성이 매우 낮은 수

준이기는 하지만 30시간 배양할 때까지 꾸준히 증가하는 현

상을 보였다. 

배양시간이 4시간이 되었을 때 균의 성장이 중기 대수기

단계에 도달하였지만, xylan들이나 밀기울이 첨가된 배양액

에 존재하는 xylanase 활성은 LB 배지와 유사한 수준으로

매우 낮았다. 밀기울과 oat spelt xylan의 첨가배지에서는

6시간 배양하였을 때도 LB 배지와 큰 차이가 없었으며 8시

Table 4. Reducing sugar amount of additional carbon sources
before and after enzymatic hydrolysis.  

Additional 
carbon sources

(10 mg/ml)

Reducing sugars (mg/ml) Efficiency of 
hydrolysis

(%)
Before 

hydrolysis
After 

hydrolysis
Oat spelt xylan 0.02 1.59 15.7
Beechwood xylan 0.16 2.09 19.3
Birchwood xylan 0.10 1.85 17.5
Wheat bran 0.19 0.99 8.0

Fig. 1. Growth and xylanase production of B. safensis YB-
1301. B. safensis YB-1301 was grown at 37℃ in LB medium with
or without additional carbon sources. The cell growth (-●-) was
determined by measuring absorbance of the cell culture grown
in LB medium at wavelength of 600 nm. Xylanase activities of
culture filtrates were determined in the reaction condition of pH
6.5 and 50℃. Xylanase productivities were indicated according
to additional carbon sources as follows: none (-○-), oat spelt
xylan (-◇-), beechwood xylan (-△-), birchwood xylan (-□-) and
wheat bran (-▽-). Each curve for xylanase production represents
the average of three independent experiments within standard
errors of 3% between them.
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간 배양하였을 때는 효소 생산성이 증가하기 시작하였다. 그

러나 birchwood xylan과 beechwood xylan은 6시간 배양하

였을 때부터 효소 생산성이 증가하기 시작하였고 특히

birchwood xylan에 의한 효소 생산성의 증가 정도가 높았다.

밀기울 첨가 배지에서는 12시간 배양시 최대 활성을 보였고

그 후에는 서서히 감소하였으며, ost spelt xylan 첨가 배지

에서는 18−20시간까지 증가하다가 그 후에는 약간 감소하

였다. Beechwood xylan 첨가 배지에서는 26시간까지,

birchwood xylan 첨가 배지에서는 28시간까지 효소 생산성

이 각각 증가하다가 그 후에는 30시간까지 큰 변화가 없이 유

지되었다. 이와 같이 YB-1301은 배지내 첨가된 부가탄소원

의 종류에 따라 효소 생산성 뿐 아니라 효소 생산단계, 효소

생산성이 최대에 이르는 배양 시간과 그 후 생산성의 감소

와 유지되는 형태가 다른 것을 알 수 있다. 

부가 탄소원의 종류에 따라 차이는 있지만 생육 정지기 단

계에 이를 때부터 효소 생산이 시작되었고 그 후 급격하게

증가하여 사멸기에 이르기까지 지속적으로 효소 생산성이

증가한 것은 균의 성장 과정에서 항시적으로 생산되는 적은

양의 xylanase에 의해 배지에 첨가된 부가 탄소원의 xylan

성분이 xylose와 xylosyl 잔기를 포함한 소당류로 전환되고

이들이 균체내로 흡수되어 효소 생산을 유도하였을 것으로

예상되었다[17]. 밀기울 첨가배지에서는 최대 활성이 이르는

시간이 xylan들에 비해 짧은 것은 밀기울에 존재하는 xylan

함량이 적으므로 배양 중 배양액에 생성되는 xylan 가수분

해 산물의 함량도 낮으므로 지속적으로 xylanase의 생산을

유도하지 못하기 때문으로 여겨진다. 이와 유사하게 다른

2종류 xylan들에 비해 oat spelt xylan이 첨가된 배지에서

20시간 이후에는 효소 생산성 지속적으로 증가하지 못하는

것도 oat spelt xylan에 존재하는 xylose 잔기 함량이 낮기

때문으로 판단된다. 더구나 birchwood xylan과 beechwood

xylan이 첨가된 배지에서 효소 생산이 더 빠르게 유도되기

시작한 것은 이들 xylans의 수용성 성분이 배양 중 생성되

는 xylanase에 의해서 빠르게 분해되어 xylanase 생산을 유

도할 수 있는 소당류로 전환되었기 때문으로 추정된다. 

낙타 배설물에서 분리된 B. safensis M35는 밀기울이 첨

가된 배지에서 24시간만에 xylanase 생산성이 3.2 U/ml로

최대로 나타났으며[24], B. pumilus AJK는 밀기울(2%)가 첨

가된 배지에서 60시간 배양하였을 때 xylanase 생산성이

300−330 U/ml에 이르는 것으로 보고되었다[9]. Keratinase

를 균체외로 분비 생산하는 B. safensis LAU 13 [11]은 72시

간 배양하였을 때 효소 생산이 최대에 이르고 그 후에는 서

서히 감소하는 현상을 보였으며, B. pumilus의 xylanase 유

전자를 함유한 Kluyveromyces lactis는 72시간 배양하였을

때 xylanase 생산성이 최대 180 U/ml로 나타났다[25]. 한편

B. halodurans PPKS와 B. subtilils YB-30은 YB-1301과는

달리 xylanase 생산성이 균의 성장과 연계하는 양상으로 증

가하고 정지기에 최대에 도달하였다[18, 27].

Xylan 가수분해 산물에 의한 Xylanase 생산 유도
배지내에 첨가된 xylan이 가수분해된 후 그 가수분해물이

xylanase의 생산성을 유도하는지 확인하기 위해 xylan들과

밀기울을 xylanase로 전처리한 후 가수분해물을 배지에 첨

가하여 효소 생산성을 조사하였다. 밀기울 또는 xylan들의

가수분해 산물을 제조하기 위해서는 이들이 2% 첨가된 각

반응액에 모두 동량의 xylanase를 처리하여 45℃에서 약

5시간 반응을 실시하였다. Xylanase를 처리하기 전과 후의

반응액에 존재하는 환원당의 양을 조사한 결과 beechwood

xylan, birchwood xylan, oat spelt xylan과 밀기울 순으로

가수분해에 의해 생성된 환원당의 양이 높은 것으로 확인되

었다(Table 4). 

LB 배지에 접종하여 진탕 배양을 하면서 균의 생육이 중

기 대수기(OD600 = 4.5)에 이르렀을 때 효소로 전처리 하거

나 전처리 하지 않은 부가 탄소원을 포함한 LB 배지와 균 배

양액을 혼합하여 최종적으로 배양액에 부가 탄소원의 함량

이 0.2%와 1.0%가 되도록 하였다. 이를 37℃에서 진탕 배양

하면서 30분, 1시간, 2시간 마다 배양액을 채취하여 배양상

등액에 존재하는 xylanase 활성을 조사하였다(Table 5). 그

결과 30분 배양액에서는 모든 배지에서 효소 생산이 거의 유

도되지 않았으며(결과 미제시) 1시간이 되었을 때부터 첨가

물 성분에 따라 xylanase 생산성에 차이를 보였다. 가수분해

하지 않은 부가 탄소원을 첨가한 배지에서는 1시간 배양한

Table 5. Induction of xylanase biosynthesis in B. safensis YB-
1301 by enzymatically hydrolyzed products of xylans and
wheat bran.

Additional 
substrates

Concen-
tration 

(%)

Xylanase productivity (U/ml)a 
Non-hydrolyzed

 substrates
Hydrolyzates

1 h 2 h 1 h 2 h
None 0.14 0.15 0.14 0.14
Oat spelt xylan 0.2 0.14 0.16 0.21 5.43

1 0.15 0.20 3.87 30.78
Beechwood xylan 0.2 0.14 0.31 0.30 19.66

1 0.16 3.63 3.04 41.03
Birchwood xylan 0.2 0.14 0.24 0.45 25.89

1 0.16 4.28 4.34 43.05
Wheat bran 0.2 0.14 0.22 0.21 9.33

1 0.16 0.25 1.29 23.36
aXylanase productivity was determined at 1 h and 2 h after
addition of non-hydrolyzed substrates or hydrolyzates to cul-
ture medium.
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후에도 무첨가 배지와 거의 차이가 없었으며 2시간이 되었

을 때 1%의 birchwood xylan과 beechwood xylan이 첨가된

배지에서 xylanase 활성이 증가하기 시작하여 4.3 U/ml과

3.6 U/ml로 나타났다. 그러나 가수분해하지 않은 부가 탄소

원이 0.2% 첨가된 배지에서는 2시간 배양 후에도 무첨가 배

지에 비해 뚜렷한 차이를 보이지 않았다. 

효소 가수분해물을 0.2% 첨가한 배지에서 1시간 배양하였

을 때 효소 생산성이 매우 미약하게 증가되었지만 1% 첨가

한 배지에서는 분명하게 관찰되었다. 밀기울과 oat spelt

xylan을 가수분해하지 않고 첨가한 배지에서 2시간 배양하

였을 때 보다 가수분해물을 첨가한 배지에서 1시간 배양 하

였을 때가 효소 생산성이 훨씬 높았다. 또한 birchwood

xylan과 beechwood xylan 가수분해 산물을 첨가한 배지의

1시간 배양액에 존재하는 효소활성이 가수분해하지 않은

xylan들을 첨가한 배지의 2시간 배양액에 존재하는 효소활

성과 유사한 수준이었다. 이와 같이 가수분해물을 첨가한 배

지에서 효소가 빨리 생산되는 것으로 보아 xylan 가수분해

산물이 xylanase의 생산을 유도한 것으로 판단된다. 그리고

xylanase 생산이 유도되는 시간이 xylan 가수분해 산물의 첨

가량에 따라 차이가 있으며 최소 1시간 이상 걸리는 것으로

보아 xylan 가수분해 산물이 일정량 이상 균체로 운반되어

xylanase 유전자의 전사를 촉진하는 것으로 보인다[17]. 

가수분해 산물을 첨가한 배지에서 2시간 배양 후에는 부

가 탄소원의 종류와 첨가량에 따라 효소 생산성에 큰 차이

를 보였다. Oat spelt xylan의 경우는 0.2%를 첨가하였을 때

보다 1%를 첨가하였을 때 약 6배 이상의 활성에 차이가 있

었으며, 밀기울의 경우 oat spelt xylan와 비교하였을 때 첨

가량이 0.2%일 때는 oat spelt xylan 보다 높았으나, 1%일

때는 낮은 것으로 나타났다. 

한편 birchwood xylan과 beechwood xylan의 가수분해물

을 0.2%로 첨가하였을 때 각각의 효소 생산성은 25.9 U/ml

과 19.7 U/ml이며 이는 oat spelt xylan (1.0%) 가수분해물

에 의한 효소 생산성 대비 약 84%와 64%이고 밀기울(1.0%)

의 가수분해물에 비해서 약 110%와 84% 수준이었다.

Xylanase에 의해 가수분해되어 생성된 환원당을 기준으로

oat spelt xylan (1%)과 밀기울(1%) 가수분해물과 각각 비교

하였을 때 0.2% birchwood xylan 가수분해물에 존재하는 환

원당은 23%와 45%, 0.2% beechwood xylan 가수분해물에는

24%와 48% 수준의 환원당이 존재하였다. 그런데 birchwood

xylan와 beechwood xylan 가수분해물(0.2%)을 첨가한 배지

에서 효소 생산성의 비율이 환원당의 비율보다 높은 것은 밀

기울이나 oat spelt xylan보다 birchwood xylan과 beechwood

xylan 가수분해물의 성분의 차이 때문으로 판단되며, 이와 유

사하게 가수분해물의 환원당 함량이 beechwood xylan 보다 적

은 birchwood xylan 가수분해물에 의한 효소 생산성이 더 증

가한 것도 birchwood xylan 가수분해산물에 B. safensis의

xylanase 생산을 효율적으로 유도하는 물질이 상대적으로

많이 존재하기 때문으로 여겨진다. 

본 연구에서는 xylan 가수분해물 중에서 어떠한 물질이

xylanase 생합성을 유도하는지 확인되지 않았지만, Thermoascus

aurantiacus의 xylanase는 xylobiose에 의해 생산이 유도되

며 또한 낮은 농도의 xylose에 의해서도 생산이 유도된다고

알려져 있으며[4], Cryptococcus albidus의 xylanase도

xylobiose의 유사물질이며 대사가 되지 않는 β-methylxyloside에

의해 유도되는 것으로 보고되었다[15]. 

Xylanase의 반응 특성
YB-1301에 의해 생산된 xylanase의 특성을 조사하기 위

해 xylanase의 생산성이 높은 birchwood xylan을 첨가한

LB 배지에서 얻은 배양상등액을 효소액으로 사용하였다. 효

소를 정제하지 않았으므로 배양상등액에 β-xylosidase, α-

arabinofuranosidase, acetyl xylan esterase, α-glucuronidase

및 ferulic acid esterase와 같은 xylan 분해에 관여하는 효소

들이 존재할 경우 xylanase의 반응성에 영향을 미칠 가능성

은 있지만 xylanase 생산성이 높은 배지를 사용함으로써 그

가능성을 줄이고자 하였다. 반응 pH와 온도가 배양 상등액

의 xylanase 활성에 미치는 영향을 조사한 결과 최적 반응

Fig. 2. Effects of reaction temperature and pH on the
xylanase activity. Temperature profile (-●-) was obtained by
measuring the xylanase activity with a fixed pH 6.5 at different
temperatures. The reactions were done at various pHs and 55℃
for determining the pH profile. Buffers (50 mM) used were as fol-
lows: sodium citrate (pH 4.5−9.0, -○-), sodium phosphate (pH
6.0−8.0, -▽-), Tris (pH 8.0−9.0, -□-). Each curve for pH and tem-
perature profiles represents the average of three independent
experiments within standard errors of 2% between them.
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조건이 55℃와 pH 6.5−7.0으로 확인되었으며, 인산완충용액

에서 보다는 citrate 완충용액에서 활성이 높게 나타났다

(Fig. 2). 

열안정성을 조사하기 위해서 배양상등액을 여러 온도에서

30분과 1시간 동안 각각 방치한 후에 잔존활성을 측정한 결

과 Fig. 3에 보인 바와 같이 40℃ 이하에서는 1시간 방치한

후에도 95%의 잔존활성을 보였으며, 45℃ 이하에서 30분간

방치하였을 때는 거의 실활이 되지 않았다. 그러나 50℃ 이

상에서는 급격하게 실활되었으며 50℃에서 1시간 방치하였

을 때 50% 잔존활성을 보였다. 

B. safensis는 2006년도에 처음 분류되었으므로 이 균주가

생산하는 xylanase 반응특성에 대해 보고된 바가 거의 없으

나, 이와 유사도가 매우 높은 B. pumilus 균주의 xylanase

특성은 알려진 바가 있다. B. pumilus SSP-34의 xylanase는

50℃와 pH 6.0에서 최대 활성을 보이며 50℃ 이하에서 30

분간 방치하였을 때 안정하였고[23], 알칼리성 B. pumilus

BYG의 xylanase는 50℃와 pH 8.0−9.0에서 최대활성을 보

이고 55℃에서 30분간 방치하였을 때 잔존활성이 55% 미만

이었다[26]. K. lactis 재조합 균주로부터 생산된 B. pumilus

MTCC 5015의 xylanase는 50−60℃와 pH 9.0−10.0에서 최

대활성을 보이고 60℃ 이하에서 1시간 방치하여도 실활되지

않았으며[25], B. safensis M35의 xylanase는 60℃에서 반감

기는 약 30분으로 보고되어[24] B. safensis YB-1301의

xylanase는 이들 효소에 비해 열안정성이 낮은 것으로 확인

되었다. 또한 B. pumilus 그룹의 B. aerophilus KGJ 균주에

의해 생산되는 xylanase는 70℃와 pH 4.0에서 최대활성을

보여 YB-1401의 효소와 반응 특성에 큰 차이를 보였다[7].

요 약

왕겨를 탄소원으로 사용하여 증균 배양을 실시함으로써 국

내 사찰에서 제조된 된장으로부터 xylan 분해능 우수한 균

주를 분리하였다. 분리균 YB-1301은 DNA gyrase subunit

B 유전자(gyrB)의 염기서열에 근거하여 Bacillus safensis로

동정되었다. B. safensis YB-1301을 밀기울 또는 여러 종류

의 xylan들이 첨가된 배지에서 배양하였을 때 xylanase의 생

산성이 급격하게 증가되었다. 특히 birchwood xylan이 첨가

된 LB 배지에서 플라스크 배양을 하였을 때 최대 340 U/ml

이상의 xylanase 생산성을 보였다. Xylan이 첨가되지 않은

LB 배지에서는 매우 소량의 xylanase가 균의 성장과 연계

되어 항시적으로 생산되지만, xylan이 첨가된 배지에서는 정

지기 생육단계에서 xylanase의 생산이 크게 유도되었다. 더

구나 xylanase 생합성은 가수분해되지 않은 xylan 보다

xylan의 효소적 가수분해 산물에 의해 더 빠르게 유도되었

다. 또한 B. safensis YB-1301의 배양상등액에 존재하는

xylanase는 55℃와 pH 6.5−7.0의 반응조건에서 최대활성을

나타냈다. 
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