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β-1,3-glucanase from Pyrococcus furiosus was applied for the saccharification of laminarin, which is a
major oligo-saccharide component of brown algae, and the reaction mixture produced from laminarin
was utilized as a substrate for alcohol fermentation using yeast. To prepare the recombinant β
-1,3-glucanase, a β-1,3-glucanase gene was overexpressed in Escherichia coli and purified. Laminarin
was degraded to an oligo- and mono-saccharide, such as glucose, after reaction with the purified re-
combinant β-1,3-glucanase, and the products after enzymatic treatment were confirmed by TLC and
HPLC analysis. Decomposed laminarin after enzyme reaction was only added to the medium as a
C-source for yeast alcohol production reaction. 0.3% alcohol production was detected from the cul-
tured broth by gas chromatography after 48 hr of incubation. Further evaluation for optimal con-
ditions of saccharification and alcohol fermentation can be suggested, as well as the possibility of us-
ing this enzymatic method to produce ethanol using laminarin.
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서 론

현재 전 세계는 화석연료의 지속적인 사용으로 인한 환경오

염 및 지구 온난화를 겪고 있으며, 그리고 이러한 화석연료의

고갈을 맞이하여 화석연료의 사용규제 및 대체 에너지원의

개발에 몰두하고 있다. 다양한 대체 에너지 중에서 바이오 디

젤, 바이오 수소 및 바이오 에탄올 등의 바이오 에너지에 관한

연구가 각광을 받고 있으며, 이미 미국, 브라질 및 유럽 등에선

휘발유를 대체 할 수 있는 연료로써 바이오 에너지의 실용화

에 성공하였다[3]. 그러나 미국과 브라질에서 개발된 바이오

에탄올의 경우 옥수수와 사탕수수라는 당질 또는 전분질 식량

작물을 이용한 방법을 이용하기 때문에 원료 곡식가격의 증가

로 인한 식량난과 원료가격의 상승으로 인한 원료 공급의 안

정성 감소라는 문제점이 있다[3,16]. 이러한 문제를 해결하기

위하여 비식량성 원료를 이용한 바이오 에탄올의 생산이 필요

하게 되었다. 이러한 원료로써, 목질계와 해조류가 주목 받고

있으며, 특히 해조류를 이용한 연구의 경우 해양을 이용한 해

조류 양식으로 인한 원료의 공급이 원활하며, 해조류의 높은

CO2 흡수효율을 이용한 CO2 감소라는 환경 문제의 해결 등의

경제적, 환경적 장점이 있다[16].

다당류 복합체를 분해하여 단당체을 얻는 방법은 물리적

공정, 산과 알칼리를 이용하는 화학적 공정, 그리고 효소를

이용하는 효소적 공정으로 분류된다. 그러나 이러한 방법을

이용하여 alcohol 발효를 위한 glucose형태의 단당류를 획득

하기 위해서는 물리적, 효소적 공정과정의 효율의 증가와 비

용절감, 그리고 화학적 공정 과정 후 산 또는 알칼리의 완벽한

회수라는 문제가 있다[3]. 또한 분해산물을 이용한 고농도 al-

cohol 생산을 위한 alcohol 발효 과정의 공정 또는 균주의 개발

및 alcohol 발효 후 배양액에서 순수 alcohol만을 효율적으로

정제하는 기술 개발 확립이 필요하다[3].

해조류 유래의 다당류는 이러한 공정으로써 glucose 수준

의 단당 형태의 저단위체로의 분해가 어려우며 또한 분해된

단당류를 이용한 alcohol 발효 효율이 매우 낮다는 문제가 있

다[3,16]. 따라서, 해조류 유래의 다당류를 효과적으로, 그리고

alcohol 발효가 용이한 형태의 단당체 형태로의 분해 기술의

개발을 위한 연구가 필요하다.

갈조류가 생산 또는 저장하는 탄수화물 중에서 laminarin

이라는 다당류는 Laminaria sp.의 갈조류에서 풍부하게 존재하

는 저장성 다당류이며, glucose가 β-1,3과 β-1,6 glucosidic

bond가 3:1의 비율로 결합된 다당류이기 때문에 결합상태인

β-glucosyl linkage를 효율적으로 분해한다면 다른 해조류 유

래의 다당류에 비하여 glucose의 형태로의 분해가 쉬우며, 분

해 후 alcohol 발효를 위한 기질로 사용이 용이하다[21].

해조류 유래의 laminarin을 이용한 단당류를 획득하기 위

해서는 주요 결합인 1,3-β-glucosyl linkage 결합들을 효과적

으로 분해하여야 하며, 이러한 1,3-β-glucosyl linkage를 분해

하는 대표적인 효소로는 exo- 또는 endo-β-1,3-glucanase가 잘

알려져 있다[11]. Bacillus species [1,2,7,10,12,13,17,18,20,2

2,29], Fibrobacter succinogenes [5,15], Cellvibrio mixtus [23],
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Thermotoga neapolitana [4], Ruminococcus flavefaciens [8,9],

Oerskovia xanthineolytica [6], Clostridium thermocellum [25,26,

27,30], 그리고 Rhodothermus marinus [28] 등의 다양한 미생물

에서 β-1,3-glucanase (laminarinase)에 대한 연구 및 보고가

있으며, 이러한 β-1,3-glucanase 중에서 Pyrococcus furiosus라

는 초호열성 고세균의 laminarinase의 경우 최적 반응온도가

100-105oC이며, 매우 넓은 범위의 heat 및 pH stability가 있으

며, laminarin과 β-glucan 등을 분해하여 glucose, laminar-

ibiose, 그리고 laminaritriose 등으로 다양한 분해산물을 생산

함이 밝혀졌다[11]. 본 연구에서는 호열성 세균인 P. furiosus의

β-1,3-glucanase 유전자를 대장균에서 대량 발현 시킨 후 정제

효소를 사용하여 laminarin을 분해하였으며, 분해 산물을 기

질로 alcohol 생산 효모인 Pichia angophorae를 이용한 alcohol

발효를 통하여 에탄올 생산에 관한 결과를 보고 하고자 한다.

재료 및 방법

Bacterial strains, culture conditions and vector

Cloning host로써 Novagen에서 구입한 Escherichia coli

DH5α와 BL21(DE3)을 Luria-Bertani (LB) broth (Difco, USA)

에서 37oC로 배양하였으며, pET-22b(+)를 cloning vector로 사

용하였다. Yeast (Pichia angophorae CBS5830와 Saccharomyces

cerevisiae (JENICO, Korea))를 alcohol 발효 균주로써 150 rpm,

30
o
C 조건 하에서 Horn 등[14]의 방법을 사용하여 배양 하였

으며, 에탄올 생산에 사용한 배지는 0.02% urea와 0.006%

NaH2PO4 를 basal medium으로 하였으며 배지의 pH는

Mcilvaine [19]의 방법에 따라 조정하였다. 그리고 각각의 균

주는 glycerol을 이용하여 -80oC에서 보존하였다.

Overexpression of β-1,3-glucanase of P. furiosus

본 연구에서 template로 사용한 DNA는 Georgia대학 생화

학과 Dr. M. Adams로 부터 받아 사용하였으며, endo-1,3-β

-glucanase (accession number: AF013169)의 증폭을 위한 주

형으로 사용하였다. 모든 분자생물학적 실험방법은 Sambrook

등[24]의 방법을 따랐다. Glucanase의 ORF를 각각 NdeI과

XhoI site가 존재하는 forward primer (5’-GGCCCATATGA

AAAAAGAAGCCTTGTTGTTTC-3’)와 reverse primer (5’-G

GCCCTCGAGACCACTAACGAATGAGTAAAC-3’)를 사용

하여 PCR로 증폭하였다. 증폭한 endo-1,3-β-glucanase는

pET-22b(+) vector와 ligation 한 뒤 E. coli BL21 (DE3)에 trans-

formation시켰다. 1 mM isopropyl-β-D-thiogalactopyrano-

side (IPTG)를 이용하여 대량발현을 유도 후 Ni-NTA affinity

column을 이용하여 순수하게 정제 하였다. 정제한 목적 단백

질의 유무와 정제도는 sodium dodecyl sulfate-poly-

acrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) 수행 후 coo-

massie brilliant blue로 염색하여 확인하였다.

Analysis of β-1,3-glucanase activity using laminarin

정제한 β-1,3-glucanase의 활성은 50mM Tris-HCl (pH 7.5)

buffer에 laminarin을 첨가하여 100
o
C에서 3hr 반응 하였다.

반응 후 생성된 유리환원당의 유무는 thin layer chromatog-

raphy (TLC) 법과 high performance liquid chromatography

(HPLC)를 이용하여 확인하였다. TLC는 Silica gel 60 F254를

사용하였다. 전개용매는 n-butanol: acetic acid: DW=2:1:1의

비율로 사용하였으며, 유리환원당의 유무는 10% 황산 용액을

뿌린 뒤 110
o
C에서 반응 후 spots의 생성을 관찰함으로써 확인

하였다. HPLC를 이용하여 glucose의 유무를 동시에 확인하기

위하여 aqueous GPC columns (8.0 mm i.d. x 300 mm)

(SUGAR KS-802; Shodex; Showa-Denko K.K.; Japan)을 사용

하여 isocratic 으로 100% water 를 유속 0.5 mL min-1로 re-

fractive index detector (RI-102; Shodex; Showa-Denko K.K.;

Japan)로 검색하였다.

Alcohol fermentation with laminarin degradation

products

Laminarin 분해산물을 culture media의 유일한 carbon

source로 하여 alcohol 발효를 수행하였다. Alcohol 발효에 사

용한 균주는 P. angophorae와 S. cerevisiae로써 각각 150 rpm,

30oC 조건 하에서 24 hr 또는 48 hr 동안 배양 후 생산된 에탄

올의 성분과 함량을 gas chromatography로써 분석하였다. 발

효 후 배양액에 존재하는 에탄올 함량은 flame ionization de-

tector (FID)에 ZB-WAX plus column (30 m × 0.25 mm i.d.

× 0.25 μm) (Polyethylene glycol; Zebron, USA)을 사용하여

gas chromatography (Agilent model 6890N Series)로 확인하

였다. 에탄올 함량은 에탄올 표준곡선과 비교하여 확인하였

다. Gas chromatography 분석에 사용된 gas는 모두 99.999%

의 고순도를 사용하였다.

결과 및 고찰

Construction of plasmid DNA and purification of

recombinant β-1,3-glucanase of P. furiosus

PCR 반응으로써 894 bp의 β-1,3-glucanase ORF 유전자 증

폭산물을 성공적으로 얻어 낼 수 있었으며, 이를 pET-22b (+)

vector와 ligation 후 대량발현 host인 E. coli BL21 (DE3)에

transformation하였다. Plasmid 내 β-1,3-glucanase ORF는 se-

quencing을 통하여 삽입된 정확한 염기서열을 확인한 뒤,

IPTG를 이용한 유도발현을 수행하였다. Fig. 1에 나타낸 것처

럼 host E. coli의 배양과정 중 IPTG를 이용한 대량유도 발현이

성공적임을 확인하였으며, 약 33 kDa의 대량발현 된 재조합

β-1,3-glucanase는 대부분 inclusion body의 형태로 cyto-

plasm내에서 존재함을 확인하였다. 초음파로 처리하여 cell을

파쇄 후 inclusion body를 얻었으며, 6 M urea가 첨가된 20
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97 kDa

66 kDa

45 kDa

30 kDa

14 kDa

M 4321

32 kDa

Fig. 1. SDS-PAGE of purified recombinant β-1,3-glucanase. Lane

M, protein marker; lane 1, crude E. coli lysate; lane 2,

induced E. coli lysate; lane 3, cytoplasmic protein of in-

clusion body; lane 4, purified β-1, 3-glucanase.

mM Tris-HCl (pH 8.0)을 이용해 denaturation 하였으며,

20mM Tris-HCl (pH 8.0)로 하룻동안 투석하여 re-folding 시

킨 뒤 Ni-NTA affinity column 정제 방법으로 his-tag이 부가

된 순수한 재조합 β-1,3-glucanase만을 정제 할 수 있었다.

Analysis of β-1,3-glucanase activity

정제한 재조합β-1,3-glucanase 5 μg을 laminarin이 0.5% 첨

가된 50 mM Tris-HCl (pH8.0) 1 ml에 넣어 반응시켰다. β

-1,3-glucanase와 laminarin의 반응 후 반응액을 TLC를 통하

여 laminarin의 분해 및 분해된 환원당의 유무를 확인하였다.

전개용매를 따라 이동한 spot들의 위치를 분석한 결과, 정제한

β-1,3-glucanase이 첨가되지 않고 liminarin만을 첨가한 con-

trol 용액의 spot은 전개용매에 의한 이동이 거의 없었으나,

β-1,3-glucanase와 반응한 laminarin 용액은 다양한 종류의 저

분자 올리고당 또는 단당의 형태로 분해됨을 알 수 있었으며

glucose의 Rf치와 동일한 spot도 존재하고 있었다(Fig. 2).

1 2 31 2 3

Fig. 2. TLC analysis of hydrolyzed laminarin product. Lane 1,

glucose; lane 2, laminarin; lane 3, laminarin incubated

with recombinant β-1, 3-glucanase.

HPLC를 사용한 분석에서도 TLC의 결과와 마찬가지로 stand-

ard 물질로 주입한 glucose와 retention time이 같은 peak가

존재하였으며, 다른 retention 시간에서 나타나는 peak들이 있

는 것으로 보아 고분자의 laminarin이 glucose 및 glucose 이

외의 올리고당으로 분해 되었음을 알 수 있었다(Fig. 3).

이와 같은 결과는 해조류 다당인 laminarin을 분해할 수

있는 유용효소로 이용 할 수 있음을 보여 주었다.

Alcohol fermentation with laminarin degradation

products

에탄올 생산을 위하여 Mcilvaine [19]의 방법에서 사용한 배

지의 모든 C-source를 배제하고 laminarin을 β-1,3-glucanase

로 처리한 반응액을 C-source로써 첨가하였다. 이렇게 만든

배지에 P. angophorae와 S. cerevisiae를 접종하여 alcohol 발효

를 수행하였다. 배양 후 gas chromatography로 확인한 결과

S. cerevisiae에서는 β-1,3-glucanase에 의한 laminarin의 분해

산물을 C-source로써 사용하여 생산한 에탄올의 함량이 배지

성분내에 매우 소량이었으며, P. angophorae의 경우 S. cer-

Fig. 3. Typical HPLC chromatograms of standard glucose (A)

and enzyme treated sample (B). Peak 1 means glucose

and peak 2 means Tris-HCl buffer.
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evisiae보다는 많은 양의 에탄올을 생산 함을 알 수 있었다(data

not shown). 따라서 본 연구에서는 β-1,3-glucanase에 의한

laminarin의 분해산물을 C-cource로 이용한 bio-ethanol 생산

을 위한 균주로써 P. angophorae를 사용하였다.

Laminarin 분해산물을 유일한 C-source로써 P. angophorae

를 접종한 후 배양 과정 중 생산된 에탄올은 laminarin분해

반응에 첨가된 laminarin의 농도에 따라서 생산량이 증가하였

다(Table 1). 효소반응을 위해 첨가된 laminarin의 농도가

0.5%일 경우 24시간에서 48시간까지 배양하였을 때 alcohol의

생산이 약간 증가하는데 비해 2% laminarin의 분해산물을 첨

가했을 경우 0.5%에 비해서 alcohol의 생산이 현저하게 증가

하고 있었으며 시간에 따라서도 48시간 배양 시 24시간 배양

하여 얻은 alcohol 생산량의 2배가 되는 것을 알 수 있었다.

그러나 48시간 이후에는 생산량의 변화에 차이를 보이지 않았

다(Table 1). 이와 같은 결과는 laminarin의 분해 농도가 높을

수록 P. angophorae가 알코올 발효반응에 사용할 수 있는 분해

되어 생산되는 glucose의 함량이 많다는 것을 알 수가 있었다.

하지만 동일한 비율의 laminarin 분해산물과 glucose를 이용

하여 각각의 에탄올 생산량을 비교하였을 때에는 glucose보다

는 현저하게 낮은 수율의 에탄올 생산량을 laminarin 분해물

에서 나타났다. 이와 같은 결과는 laminarin이 β-1,3-gluca-

nase에 의해 생산되는 효모 이용성 glucose의 농도가 비교대

상의 glucose의 농도보다 낮음을 알 수 있었으며, TLC 실험

및 HPLC 분석에서도 보여주고 있듯이 laminarin 분해 산물에

는 glucose이외의 분해 다당 또는 단당류가 존재함을 알 수가

있었다(Table 1). 따라서 보다 많은 에탄올을 생산하기 위해서

는 laminarin과 β-1,3-glucanase의 반응 시간, 최적 조건 및

기질과 효소의 첨가 비율 등과 같은 반응 조건을 확립하여

P. angophorae 균주가 에탄올 생산에 사용할 수 있는 glucose를

최대한 많이 laminarin으로부터 생산함이 중요하다는 것을 확

인할 수 있었다.

현재 다양한 방법을 통하여 biomass를 이용한 bio-ethanol

의 생산에 관한 연구가 활발하게 수행되고 있다. 하지만 대부

분의 bio-ethanol 생산 방식은 목질계나 해조류, 또는 이러한

biomass를 다양한 방법으로 분해한 분해산물을 직접적인 탄

소원으로써 이용한 alcohol 발효 방법을 사용하고 있으며, 이

러한 분해산물의 생산 시에 발생하는 독성물질 또는 분해산물

의 bio-conversion 의 효율 등이 최종생산 수율에 문제가 되고

Table 1. Ethanol production with different concentration of

laminarin degrading product 

Carbon source
Ethanol concentration (% v/v)

24 hr 48 hr

0.5 % laminarin

2 % laminarin

2 % glucose

0.04 %

0.15 %

0.80 %

0.05 %

0.30 %

있다[3]. 따라서 본 연구에서는 미생물을 alcohol 발효에 사용

할 수 있으며, 반응에 첨가되는 유해물질이 없는 방법을 위하

여, 해조류 유래의 laminarin이라는 다당을 사용하여 β-1,3-glu-

canase과 반응하여 분해 산물이 alcohol 발효에 이용할 수 있

는지를 확인한 결과 재조합 β-1,3-glucanase는 laminarin을

glucose 수준의 단당을 부분적으로 생산하였으며, 이러한 분

해 단당을 이용한 alcohol 발효과정을 통하여 bio-ethanol을

생산할 수 있는 가능성이 있음을 증명하였다. 앞으로 분해 과

정과 공정의 최적화를 통하여 더 높은 수율의 에탄올 생산에

관한 연구를 수행할 예정이다.
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초록：Pyrococcus furiosus의 β-1,3-glucanase를 처리한 laminarin 분해 산물을 이용한 바이오

에탄올의 생산

김동균
1
․김은영

1
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1
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1
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2
․공인수

1
*

(1부경대학교 생물공학과, 2신라대학교 의생명과학대학 바이오식품소재학과)

갈조류 유래의 다당류인 laminarin을 기질로써 호열성 미생물인 Pyrococcus furiosus의 β-1,3-glucanase와 반응

시킨 뒤, 분해산물을 yeast를 이용한 알코올 발효과정을 통하여 에탄올을 생산하고자 하는 연구를 수행하였다.

33 kDa (297 a.a, 894 bp)의 재조합 β-1,3-glucanase를 대장균에게 발현 후 순수하게 정제 하였으며, 정제한 β

-1,3-glucanase와 laminarin을 반응시킨 결과 단당을 포함하여 oligo당 형태로 분해됨을 TLC와 HPLC로써 확인하

였다. 그리고 이러한 분해산물을 에탄올 생산 배지의 유일한 탄소원으로써 첨가하여 yeast를 배양한 결과 48시간

뒤에는 세포 외로 최소 0.3%의 알코올을 생산함을 gas chromatography로써 확인하였다. 따라서 β-1,3-glucanase

와 laminarin의 최적 분해반응 및 yeast의 최적 알코올 발효 조건을 확립한다면 본 연구의 방법을 이용한 해조류

로부터의 bio-ethanol의 생산을 성공적으로 수행 할 수 있으리라고 판단된다.


