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Two bacterial strains producing extracellular man nanase were isolated from doenjang, a traditionally 
fermented soybean paste in Korea. The isolates, WL-6 and WL-11, were identified as Bacillus subtiis 
on the basis of their 16S rRNA gene sequences, morphological, and biochemical properties. Two genes 
encoding the mannanase of both B. subtilis WL-6 and B. subtilis WL-11 were each cloned into 
Escherichia coli, and their nucleotide sequences were determined. Both mannanase genes consisted of 
1,086 nucleotides, encoding polypeptides of 362 amino acid residues. The deduced amino acid se-
quences of the two WL-6 and WL-11 mannanases, designated Man6 and Man11, respectively, differed 
from each other by eight amino acid residues, and they were highly homologous to those of man-
nanases belonging to the glycosyl hydrolase family 26. The 26 amino acid stretch in the N-terminus 
of Man6 and Man11 was a predicted signal peptide. Both Man6 and Man11 were localized at the level 
of 94–95% in an intracellular fraction of recombinant E. coli cells. The enzymes hydrolyzed both lo-
cust bean gum and mannooligosaccharides, including mannotriose, mannotetraose, mannopentaose, 
and mannohexaose, forming mannobiose and mannotriose as predominant products. The optimal re-
action conditions were 55° C and pH 6.0 for Man6, and 60° C and pH 5.5 for Man11. Man11 was 
more stable than Man6 at high temperatures. 
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서   론

β-1,4-Mannanase (mannanase)는 mannan 다당류에 속하

는 β-mannan, glucomannan, galactomannan과 galactogluco-

mannan의 기본 구성당인 mannose간의 β-1,4-mannosyl 결합

을 무작위적으로 분해하여 mannooligosaccharide (MOS)로 

전환시키며 바이오매스 자원의 당화, 커피 가공, 펄프 제조나 

사료첨가용 효소로 산업적 활용성이 높다[2, 14]. 최근에는 

MOS가 장관내 유익한 균총의 성장을 촉진하고 유해균의 성

장을 억제하는 prebiotics로서 역할을 할 뿐 아니라 장관의 치

료 효과도 알려지면서 여러 종류의 식물성 mannan 다당류를 

mannanase로 분해하여 MOS를 생산하기 위한 연구가 활발히 

진행되고 있다[15, 24]. 

Mannanase는 B. subtilis WL-7 [6]과 B. pumilus GBSW19 

[23] 유래의 효소와 같이 활성 domain 만으로 구성되거나 

Bifidobacterium animalis [10]와 Clostridium thermocellum [4]이 

생산하는 효소와 같이 carbohydrate binding domain을 비롯

한 여러 기능영역으로 포함한 것이 있다. 이들의 활성 영역은 

대부분 glycosyl hydrolase (GH) family 5와 26에 속하며 

GH26 mannanase에는 Aspergillus nidulans가 생산하는 효소

도 있지만[17] 세균성 효소가 대부분을 차지하고[4, 6] GH5의 

효소로는 곰팡이 유래 또는 세균 유래 효소가 두루 포함되어 

있다[10, 11, 23]. 최근에는 GH113에 속하는 Alicyclobacillus속 

균주의 mannanase [19]와 GH134에 속하는 A. nidulans의 

mannanase [13]가 보고되었다. 한편 GH5와 GH113에 속하는 

mannanase는 GH26의 mannanase와는 달리 당 전이활성을 

보이는 것으로 알려졌다[11, 19]. Bacillus속 균주로부터 여러 

종류의 mannanases에 대한 반응특성, 구조 및 그 유전자가 

밝혀졌으며, 대장균을 비롯하여 B. subtilis, B. brevis [25], Pichia 

pastoris [8] 등의 다양한 균주를 숙주균으로 하여 Bacillus 유래

의 mannanase를 생산하는 재조합 균주가 개발되었다. 외래 

숙주로부터 생산되는 mannanase는 균체내 또는 균체외 효소

로 생산되는 비율에 차이가 있는 것으로 보고되었다[6, 16, 20, 

21]. 또한 효소 생산을 위한 배지 및 배양조건에 대한 연구도 

활발히 수행되었으며 활용에 적합한 특성을 갖도록 man-

nanase 성능을 개량하기 위해서 각종 변이효소가 개발되고 

있다[3, 20]. 

세균 유전체의 염기서열을 기반으로 유추된 아미노산 배열

의 유사성이 매우 높은 mannanase에 대한 정보는 많아지고 

있는데 비해 이들 효소의 특성에 대한 보고는 많지 않다. 본 

연구에서는 mannanase를 생산하는 Bacillus속 균주로 된장에
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서 분리된 두 균주로부터 mannanase 유전자를 클로닝하고 

재조합 대장균이 생산하는 mannanase의 반응특성을 비교하

였다.

재료 및 방법

Mannanase 생산균의 분리와 동정

된장으로부터 분리된 균주 중 mannanase를 생산하는 미생

물을 탐색하기 위해서 0.5% locust bean gum (LBG)이 첨가된 

nutrient 평판배지(beef extract, 3 g; bacto-peptone, 5 g; agar, 

15 g; water, 1 liter)에서 하룻밤 배양한 후 congo red로 염색하

여 집락 주변의 분해환을 관찰하였다. Mannanase 생산균을 

동정하기 위해서는 API 50 CHB kit (Biomereux사, France)를 

사용하여 제조사의 지침에 따라 균 현탁액을 접종한 후 37℃

에서 배양하면서 1일과 2일째 당 이용능을 관찰하였다. 세균

의 16S rRNA 유전자의 보존적 지역의 염기서열 5'-AGAGTT 

TGATCCTGGCTCAG-3' (E. coli 16S rRNA 유전자 염기서열 

8~27)과 5'-GGTTACCTTGTTACGACTT-3' (E. coli 16S rRNA 

유전자 염기서열 1492~1510)을 primers로 사용하여 분리균의 

16S rDNA를 중합효소 연쇄반응(PCR)으로 증폭한 후 이를 정

제하고 그 염기서열을 결정하였다. 

Mannanase 유전자 클로닝

Mannanase를 생산하는 두 균주를 LB 액체배지(yeast ex-

tract, 5 g; tryptone, 10 g; NaCl, 5 g; water, 1 liter)에 각각 

접종하여 37℃에서 8배양 동안 배양한 후 Genomic DNA prep 

kit (Solgent, Korea)를 사용하여 회수한 균체로부터 총 유전체 

DNA를 분리하였다. Mannanase 유전자를 클로닝하기 위해 

분리된 염색체 DNA를 제한효소 PstI으로 절단하고 2.0 kb 이

상의 DNA 단편을 분획하여 이를 동일효소로 절단된 pUC19

와 ligation한 후 E. coli DH5α에 도입하였다. Mannanase 활성

을 갖는 형질전환주를 탐색하기 위해서는 0.5% LBG를 첨가한 

LB 평판배지에 배양하여 LBG 분해환을 보이는 균을 선발하였

다. 

Mannanase 조효소액 제조 

재조합 대장균이 생산하는 mannanase의 조효소액을 제조

하기 위해서는 재조합 대장균을 ampicillin이 첨가된 LB 배지

에서 배양온도를 37℃로 하고 12시간 동안 진탕 배양한 후 

균체를 회수하여 10 mM 구연산 완충용액(pH 6.0)으로 현탁하

였으며 초음파로 균체를 파쇄한 후 15,000× g, 4℃에서 20분간 

원심분리하여 얻은 상등액을 채취하였다. 

Mannanase 활성 측정 

Mannanase 활성은 LBG을 기질로 하여 효소 반응 후에 유

리된 환원당을 3, 5-dinitrosalicylic acid 방법으로 다음과 같이 

정량 함으로써 측정하였다. 증류수에 현탁 시킨 1%(w/v) 

LBG 용액 0.5 ml와 200 mM sodium citrate 완충용액(pH 5.5 

또는 6.0) 0.25 ml를 효소 용액 0.25 ml와 혼합하여 50℃에서 

15분 동안 반응시켰다. DNS 시약 3 ml을 첨가하여 반응을 

정지시키고 끓는 물에서 5분 동안 방치하여 발색시킨 후 540 

nm에서 흡광도를 측정하였다. Mannose를 표준시료로 하여 

작성된 검량곡선으로 효소 반응으로 생성된 환원당을 결정하

였고 mannanase 활성도 1.0 unit은 위의 조건에서 LBG를 분

해하여 1분 동안 1 μmol의 mannose에 상응하는 환원당을 생

성하는 효소의 양으로 정의하였다. 반응 pH에 따른 man-

nanase 활성을 조사하기 위해서는 반응온도를 50℃로 하고 

반응액 pH를 달리하여 반응을 수행하였으며, 완충용액으로는 

50 mM sodium citrate (pH 4.0-6.0)와 50 mM sodium phos-

phate (pH 6.0-8.0)가 사용되었다. 반응온도가 효소활성에 미

치는 영향을 조사하기 위해서는 반응 pH를 최적이 되도록 고

정하고 반응온도를 달리하여(30~70℃) 효소활성을 측정하였

다. 단백질의 농도는 bovine serum albumin을 표준물질로 사

용하여 Bradford 방법으로 정량하였다[1]. 

반응산물 분석   

Mannanase에 의한 LBG와 MOS의 가수분해 산물을 분석

하기 위해서는 기질이 0.5% 첨가된 반응액에 과량의 man-

nanase를 첨가하여 40℃에서 5시간 동안 효소반응을 수행하

고 95℃에서 3분 동안 열 처리한 후 원심 분리하여 단백질 

침전물을 제거하였다. 반응 상등액을 2 μl를 취해 silica gel- 

precoated thin layer plate (Merck Kiesegel, No. 5748)에 점적

한 후 n-propanol:nitromethane:water [7:1:2, (v/v)] 혼합용액

을 전개용액으로 하여 박층 크로마토그래피를 수행하였으며 

사용된 n-propanol과 nitromethane은 Sigma-Aldrich Co. 

(USA)의 ACS 시약이다. 전개된 물질은 9 ml ethanol, 0.5 ml 

p-anisaldehyde, 0.5 ml sulfuric acid와 glacial acetic acid 몇 

방울을 혼합한 발색제 용액을 뿌린 후, 120℃에서 10분간 방

치하여 발색하였다. 

결과 및 고찰

Mannanase 생산균의 분리와 동정 및 특성

된장을 0.85% NaCl 용액에 현탁하고 희석한 후 이를 nu-

trient 평판배지에 도말하여 얻은 집락을 LBG가 첨가된 nu-

trient 평판배지에 접종하였다. 약 20시간 배양한 후 콜로니 

주변의 LBG 분해하는 2주의 mannanase 생산균을 선발하였

다. Mannanase 생산균으로 분리된 WL-6과 WL-11 균주가 

mannanase외에 고분자 물질 가수분해 효소도 생산하는지 확

인하기 위해 CMC, skim milk, potato starch, oat spelt xylan과 

tributyrin의 분해능을 관찰한 결과 이들 기질을 모두 분해하

는 것으로 나타났으므로 두 분리균은 cellulase, protease, 
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Fig. 1. Phylogenetic tree based on 16S rRNA gene sequence comparisons indicating the position of isolated strains, WL-6 and WL-11, 

and related type species of the genus Bacillus. The tree was constructed using the neighbor-joining method with Clustal 

V. Nucleotide sequences used for sequence comparisons are originated from AB325583 (NBRC 15535), KC510187 (Plantarum), 

AB363731 (NBRC 15539), EF433410 (BCRC 11702), AB021191 (ATCC 51516), AY456263 (DSM 27), AB681259 (NBRC 100820), 

AB681416 (NBRC 101234), AJ27635 (DSM 10), AB325584 (NBRC 101239), HQ223107 (BCRC 17634), AB021198 (BCRC 17183) 

and EF433407 (BCRC 17467). 

amylase, xylanase와 esterase의 활성도 갖고 있음을 알 수 있

었다. 

분리균 WL-6과 WL-11은 모두 그람 양성 간균으로 포자를 

형성하였으며, API 50 CHB kit로 탄수화물 이용능을 조사한 

결과 galactose, β-gentiobiose와 xylitol의 이용능을 제외하고

는 두 균주의 당 이용능이 모두 동일하며 이들의 당 이용능을 

Biomeriux의 API web (https://apiweb.biomerieux.com/jsp/ 

login.jsp)에서 다른 균주와 비교하였을 때 WL-6와 WL-11은 

B. subtilis와 유사도가 각각 97.4%와 94.6%로 가장 높게 나타났

다. 또한 두 균주의 16S rDNA를 PCR로 증폭하여 1,524 bp 

(WL-6)와 1,517 bp (WL-11) 크기의 염기서열을 결정한 결과 

두 균주간에는 1개 염기에 차이가 있었으며(Genbank ac-

cession no. DQ198162, KK446995), Bacillus속 표준 균주와 비

교하였을 때 Fig. 1에 보인 바와 같이 모두 B. subtilis와 가장 

유사도가 높았다. NCBI database에서 다른 균주의 것과 비교

하였을 때도 B. subtilis에 속하는 여러 균주의 16S rDNA 

(CP015975, CP015004, CP014858, CP014166, CP011882)와 가

장 높은 상동성을 보였다. 이로 보아 mannanase 생산균 WL-6

과 WL-11은 동일하게 B. subtilis에 속하는 균으로 판단되었다. 

Mannanase 유전자의 클로닝과 염기서열

재료 및 방법에서 언급한 방법으로 B. subtilis WL-6와 WL- 

11의 유전체 DNA로부터 mannanase 유전자를 클로닝하여 

LBG 분해환을 보이는 형질전환주를 각각 선발하였다. 각각의 

형질전환주로부터 플라스미드 DNA를 추출하여 제한효소로 

절단한 결과 약 4.0 kb 크기의 DNA가 동일하게 삽입되었으

며, 클론된 DNA의 mannanase 유전자 부분을 포함한 1.3 kb 

크기의 염기서열을 결정하였다. 두 균주의 mannanase 구조유

전자는 개시코돈(TTG)과 종결코돈(TGA)이 동일하였으며 염

기서열은 97%의 유사도를 보였고 362 아미노산 잔기로 구성

된 단백질을 코드하는 1,086 bp의 염기로 구성되었다. 개시코

돈으로부터 6 nucleotides가 떨어진 부분에 ribosome 결합위

치로 추정되는 서열(GGGGAG)도 동일하였다. 

염기서열로부터 유추된 WL-6 (Man6)와 WL-11 (Man11)의 

mannanase간에는 8개 아미노산 잔기 배열에 차이가 있었으

며 SignalP 4.1 프로그램을 사용하여 분석한 결과 염기성 아미

노산과 소수성 아미노산이 배열된 아미노 말단의 26개 아미노

산 잔기가 signal peptide로 예측되었는데 이 부분에서는 한 

개의 잔기만이 달랐다(Fig. 2). 이들을NCBI의 database에서 다

른 단백질과 아미노산 잔기배열을 비교한 결과 Man11은 B. 

subtilis Z-2의 mannanase (AAV84100)와 동일하였고, Man6과 

동일한 서열을 갖는 효소는 없었다. Man6은 수세미에서 분리

된 B. subtilis SG6의 mannanase (AIX06292)와 2개 잔기가 다

르고 상동성이 가장 높았다. B. pumilus Nsic-2의 mannanase 

(AGI16498)는 아미노 말단에 5개 아미노산 잔기가 추가되어 

367개 잔기로 구성되어 있지만 이부분을 제외하면 Man6과 

2개의 잔기만 다른 것으로 나타났다. 이외에도 3~6개 잔기가 

다른 B. subtilis, B. pumilus와 Bacillus sp. 유래의 mannanases 

(BAI84100, AEO79931, GAK82422, CUB57299, AGT37255, 

AKE22413, OAZ66395, CUB26411, ERI41944, AEB98481, 

ACX94025, ACY00389)가 다수 확인되었으며 모두 GH26에 속

하는 mannanase 활성영역만으로 구성되어 있다. 한편 B. sub-

tilis E1의 유전체 서열로부터 추론된 glutamine aminotrans-

ferase class-II (CCU60887)가 Man6과 아미노산 배열이 2개만 

다른 것으로 확인되었는데 이는 유전체 서열에 근거하여 추론

한 ORF의 기능이 잘못 판단된 것으로 여겨진다.  
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Fig. 2. Amino acid sequence comparison of the Man6 and Man11 with other mannanases. The amino acid sequences of nine man-

nanases from B. subtilis strains WL6 (WL6), WL7 (WL7), WL8 (WL8), WL11 (WL11), 168 (168), B10-02 (B102), SG6 (AIX0), 

SRCM101280 (OAZ6), and B. pumilus Nsic-2 (AGI1) are indicated by the one-letter code. Residues identical to the amino 

acid sequence of the WL-6 mannanase are indicated by asterisks in other sequences. Underlined amino acids indicate the 

signal peptide. Numbers at the end of each line correspond to the amino acid position in the mannanases.

재조합 대장균의 Mannanase의 생산성

Mannanase 유전자와 함께 동일한 주변지역의 염기서열을 

포함하는 2.8 kb 크기의 DNA가 pUC19의 PstI과 HindIII 위치

에 lac promoter와 동일한 방향으로 삽입된 재조합 플라스미

드를 E. coli DH5α에 도입하였다. 재조합 대장균을 ampicillin

이 첨가된 LB 배지에서 12 시간 동안 진탕 배양한 후 배양상등

액과 균체파쇄 상등액의 효소활성을 측정한 결과 균체 파쇄상

등액에서 Man6과 Man11은 13.3 U/ml과 426.5 U/ml의 활성

을 보였으며 균체외로 분비된 활성은 Man6과 Man11이 각각 

0.8 U/m과 19.3 U/ml로 나타났다. 이로 보아 Man6은 94.3%, 

Man11은 95.7%가 균체내 효소로 확인되어 이들은 매우 적은 

양으로 분비된 것을 알 수 있다. Man6와 5개와 6개 아미노산

이 각각 다른 B. subtilis WL-7과 B. subtilis WL-8의 mannanase

는 재조합 대장균에서 약 50% 정도가 균체외 효소로 분비된 

것으로 알려졌다[6, 21]. 그런데 이들 효소간에 signal peptide

의 아미노산 잔기 배열은 동일한데도 불구하고 분비 효소량에 

차이가 큰 것은 mature protein의 아미노산 배열의 차이에 의

해 균체외 분비 효율의 차이가 발생하였거나 재조합 대장균의 

배양조건의 차이에 의한 것으로 판단된다. 또한 B. subtilis 

B10-02의 mannanase 유전자를 B. subtilis 168에 도입한 형질

전환주와 B. subtilis B10-02에 의해 생산된 mannanase는 균체

외로 53.9%와 80.2%가 각각 분비되어 모 균주인 B. subtilis 

B10-02보다 B. subtilis 168의 형질전환주에서 생산된 효소가 

균체내에 더 많이 존재하는 것으로 밝혀졌으며[20], Man6와 

아미노말단의 길이가 5개 더 길고 mature protein의 아미노산 

잔기가 3개 다른 B. pumilus Nsic2 균주의 mannanase 유전자

를 함유한 재조합 E. coli BL21 (DE3)에 의해 생산된 man-

nanase는 균체내에 존재하고 반면에 B. subtilis WB800N 형질

전환주에서는 균체외로 분비되었다[16]. 최근에는 재조합 

Lactobacillus plantarum에 의해 생산된 B. lichniformis man-
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Fig. 3. Effects of reaction temperature and pH on both Man6 and Man11 activities of cell-free extract of recombinant E. coli. 

Temperature profiles (-●-) were obtained by measuring the mannanase activities at different temperatures with fixed pH 

6.0 for Man6 (left) or pH 5.5 for Man11 (right). The pH profiles were obtained by measuring the mannanase activities 

at various pH’s with a constant temperature of 50℃. Buffers (50 mM) used were as follows: sodium citrate (-○-), and 

sodium phosphate (-▽-). Each curve represents the average of three independent experiments within standard errors of 

2% between them.

nanase의 83.7%가 균체외로 분비 생산된 바 있으며[12], P. 

pastoris 재조합 균주로부터 B. subtilis BS5의 mannanase가 균

체외로 892 U/ml이 생산되었다[8]. 

한편 재조합 대장균에서 Man6과 Man11의 생산성은 큰 차

이가 있었는데 균 성장 정도의 차이 때문인지 확인하기 위해 

균체파쇄 상등액의 단백질량을 기준으로 생산성을 비교한 결

과 Man6은 27.2 U/mg, Man11은 710.8 U/mg로 약 26배의 

차이를 보여 균 성장 정도와 관련성은 없다고 하겠다. 그러므

로 Man6과 Man11의 유전자가 pUC19의 동일한 위치에 같은 

방향으로 각각 삽입된 재조합 플라스미드를 동일한 숙주균에 

도입하여 동일한 조건으로 배양하였음에도 불구하고 균체파

쇄 상등액에서 mannanase 활성이 26배 차이가 발생한 것은 

mannanase의 promoter 지역의 염기서열이 달라 mannanase 

유전자 발현량의 차이가 발생하였거나 또는 두 효소간 아미노

산 잔기의 차이에 의해 비활성이 다른 때문일 것으로 추정된

다. 한편 B. subtilis WL-7과 WL-8의 mannanase는 서로간에 

3개의 잔기만 다른데, 이들을 LB 배지에 배양하였을 때는 효소 

생산성이 유사하지만 LBG 또는 konjac을 첨가한 배지에서는 

10배 이상의 차이가 나는 것으로 보고되어 유전자 발현에 의

해 생산성이 차이가 발생한 것으로 추정된 바 있다[21]. 

Mannanase의 활성과 열안정성

균체파쇄 상등액을 효소액으로 하여 Man6과 Man11의 활

성에 미치는 반응온도와 pH의 영향을 조사하였다(Fig 3). 반

응온도와 반응 pH를 달리하고 LBG의 가수분해 활성을 조사

였을 때 Man6과 Man11은 최적 반응조건에 차이를 보였다. 

Man6의 경우는 55℃와 pH 6.0, Man11은 60℃와 pH 5.5에서 

각각 최대활성을 보였으며 Man6은 pH 5.0~7.0, Man11은 pH 

5.0~6.5 범위에서 최대활성의 90% 이상의 활성을 나타냈다. 

B. subtilis WL-8의 mannanase는 Man11보다 Man6과 아미노

산 배열의 유사도가 높았으나 Man11과 동일하게 60℃와 pH 

5.5에서 최대활성을 나타냈으며[21], Man6보다 Man11과 아미

노산 배열의 유사도가 높은 B. subtilis WL-7의 mannanase는 

최적반응 조건이 55℃와 pH 6.0로 Man6과 동일한 것으로 보

고되었다[6]. B. subtilis BS5와 B. subtilis G1의 mannanase가 

P. pastoris 재조합 균주에서 생산된 바 있는데 B. subtilis BS5의 

효소는 50℃와 pH 6.0 [8], B. subtilis G1의 효소는 45℃와 pH 

6.5에서 최대활성을 보여[18] B. subtilis G1의 효소는 대부분의 

Bacillus 유래의 효소보다는 최적온도가 낮은 것으로 보고되었

다. 한편 Bacillus sp. N16-5의 mannanase는 GH5에 속하는 

효소로 70℃와 pH 9.5의 고온의 알칼리 조건에서 최대 활성을 

보여 GH26에 속하는 Man6 및 Man11과는 차이가 큰 것으로 

나타났다[9]. 

열안정성을 조사하기 위해서 여러 온도범위에서 효소액을 

30 분간 열처리한 후 잔존활성을 측정한 결과 두 효소는 40℃ 

이하에서는 모두 안정하였으며, 50℃ 이상에서는 열안정성에 

차이를 보였다(Fig. 4). Man11은 50℃에서도 약 98%의 활성을 

유지하였지만 Man6은 약 75%를 유지하였으며, 55℃에서는 

Man6과 Man11은 각각 31%와 92%의 잔존활성을 나타내 

Man11이 Man6보다 열에 안정하였다. Man6와 8개 아미노산 

배열이 다른 B. subtilis B10-02 mannanse는 55℃와 pH 6.5에서 

최대 활성을 보이며 60℃에서 60분간 방치하였을 때 약 82% 

활성을 유지하여 Man6과 Man11 보다 열안정성이 높았다[20]. 

Man6과 Man11에 의한 MOS와 LBG의 가수분해 산물을 조

사하기 위해 동일한 활성도의 효소를 사용하여 중합도가 2～6

인 MOS와 LBG 를 기질로 하여 효소 반응을 실시한 후 가수분

해 산물을 TLC로 분석하였다. 그 결과 두 효소는 Fig. 5에 나타

낸 바와 같은 반응 산물을 동일하게 보였으며 두 효소 모두 
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Fig. 4. Thermostability of the Man6 and Man11 in cell-free ex-

tract of recombinant E. coli. Thermostability was de-

termined by measuring the residual activities of Man6 

(-○-) and Man11 (-●-) after pre-incubations for 30 min 

at the different temperatures. Each curve represents the 

average of three independent experiments within stand-

ard errors of 2% between them. 

Fig. 5. Thin-layer chromatogram of hydrolysis products of β- 

1,4-linked manno-oligosaccharides and LBG galacto-

mannan with Man6. The reaction mixtures containing 

the purified mannanase and mannooligosaccharides or 

LBG in 50 mM sodium citrate buffer (pH 6.0) were in-

cubated for 5 hr at 40℃. M1 to M6 represent mannose 

to mannohexaose; E, Man6; MO, mannooligosaccharides 

with a degree of polymerization 1-6.

mannobiose를 분해하지 못하였고 mannotriose는 매우 소량

분해하였다. 중합도가 큰 MOS와 LBG는 가수 분해되어 최종 

산물로 mannotriose와 mannobiose가 다량 생성되었으며 동

시에 mannose도 소량 생성되었다.     

Man6과 Man11이 mannobiose를 분해하지 못하는 것은 대

부분의 mannanase와 동일하며 MOS의 가수분해 산물이 B. 

subtilis WL-3의 효소와 유사하지만, Man6과 Man11의 LBG 

주된 가수분해 산물로 mannotriose와 mannobiose가 관찰된 

것에 비해 WL-3 효소의 LBG 가수분해 산물로 mannobiose와 

mannose가 생성된 것은 차이가 있었다[22]. 또한 WL-7의 

mannanase는 Man6이나 Man11과는 달리 mannotriose 분해

력이 높을 뿐 아니라 MOS와 LBG의 주된 가수분해 산물로 

mannobiose와 mannose가 생성된 것으로 보고되었다[7]. 

Man6이나 Man11과 같이 mannotriose 이상의 중합도를 갖는 

MOS를 분해하는 B. pumilus GBSE29의 효소는 LBG를 분해하

여 mannobiose, mannotriose와 mannopentaose를 주된 반응

산물로 생산하며[23], A. nidulans가 생산하는 GH134의 man-

nanase는 β-mannan이나 mannohexaose를 분해하여 man-

nobiose, mannotriose와 mannotetraose를 생성하였다[13]. 한

편 B. subtilis WY3의 mannanase는 Man6이나 Man11과는 달

리 mannotriose는 분해하지 못하고 mannotetraose 이상의 중

합도를 갖는 MOS를 분해하는 것으로 알려졌다[5]. 이로써 28

개 아미노 잔기로 구성된 signal peptide에서 1개 아미노산 

잔기가 다르고 mature protein에서는 7개 잔기가 다른 Man6

과 Man11은 반응온도와 pH에 따른 활성 및 열안정성에 있어

서 서로간 차이가 있으나 LBG와 MOS는 동일한 양상으로 가

수분해하는 것을 확인하였다.
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초록：Bacillus subtilis 분리균 2주 유래 mannanases의 특성 비교 

윤기홍*

(우송대학교 바이오식품과학전공)

우리나라의 전통 발효 된장으로부터 균체외 효소로 mannanase를 생산하는 세균 2주가 분리되었다. 분리균 

WL-6과 WL-11은 형태적 특성, 생화학적 성질 및 16S rDNA의 염기서열에 따라 Bacillus subtilis로 확인되었다. 

이들 두 균주로부터 각각 mannanase 유전자를 대장균에 클로닝하여 염기서열을 결정한 결과 mannanase 유전자

는 362 아미노산으로 구성된 단백질을 코드하며 1,086 뉴클레오티드로 동일하게 이루어졌다. WL-6과 WL-11 

mannanase (Man6, Man11)의 아미노산 잔기 배열은 서로 8개 잔기가 다르며 GH family 26에 속하는 B. subtilis의 

mannanases와 매우 상동성이 높았다. Man6과 Man11의 아미노 말단의 26개 아미노 잔기가 signal peptide로 예

측되었다. 재조합 대장균로부터 각각 생산된 Man6과 Man11은 94~95% 정도가 균체내에 존재하였고, manno-

triose, mannotetraose, mannopentaose, mannohexaose와 같은 만노올리고당과 locust bean gum을 유사하게 분해

하여 주된 반응산물로 mannobiose와 mannotriose를 생성하였다. Man6는 55℃와 pH 6.0, Man11은 60℃와 pH 

5.5에서 각각 최대 반응활성을 보였으며, Man11이 Man6에 비해 열안정성이 높았다. 



<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles true
  /AutoRotatePages /All
  /Binding /Left
  /CalGrayProfile (Dot Gain 20%)
  /CalRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CalCMYKProfile (U.S. Web Coated \050SWOP\051 v2)
  /sRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CannotEmbedFontPolicy /Warning
  /CompatibilityLevel 1.4
  /CompressObjects /Tags
  /CompressPages true
  /ConvertImagesToIndexed true
  /PassThroughJPEGImages true
  /CreateJDFFile false
  /CreateJobTicket false
  /DefaultRenderingIntent /Default
  /DetectBlends true
  /DetectCurves 0.0000
  /ColorConversionStrategy /LeaveColorUnchanged
  /DoThumbnails false
  /EmbedAllFonts true
  /EmbedOpenType false
  /ParseICCProfilesInComments true
  /EmbedJobOptions true
  /DSCReportingLevel 0
  /EmitDSCWarnings false
  /EndPage -1
  /ImageMemory 1048576
  /LockDistillerParams false
  /MaxSubsetPct 100
  /Optimize true
  /OPM 1
  /ParseDSCComments true
  /ParseDSCCommentsForDocInfo true
  /PreserveCopyPage true
  /PreserveDICMYKValues true
  /PreserveEPSInfo true
  /PreserveFlatness true
  /PreserveHalftoneInfo false
  /PreserveOPIComments false
  /PreserveOverprintSettings true
  /StartPage 1
  /SubsetFonts true
  /TransferFunctionInfo /Apply
  /UCRandBGInfo /Preserve
  /UsePrologue false
  /ColorSettingsFile ()
  /AlwaysEmbed [ true
  ]
  /NeverEmbed [ true
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /CropColorImages true
  /ColorImageMinResolution 300
  /ColorImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleColorImages true
  /ColorImageDownsampleType /Bicubic
  /ColorImageResolution 300
  /ColorImageDepth -1
  /ColorImageMinDownsampleDepth 1
  /ColorImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeColorImages true
  /ColorImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterColorImages true
  /ColorImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /ColorACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /ColorImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000ColorACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000ColorImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasGrayImages false
  /CropGrayImages true
  /GrayImageMinResolution 300
  /GrayImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleGrayImages true
  /GrayImageDownsampleType /Bicubic
  /GrayImageResolution 300
  /GrayImageDepth -1
  /GrayImageMinDownsampleDepth 2
  /GrayImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeGrayImages true
  /GrayImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterGrayImages true
  /GrayImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /GrayACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /GrayImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000GrayACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000GrayImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasMonoImages false
  /CropMonoImages true
  /MonoImageMinResolution 1200
  /MonoImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleMonoImages true
  /MonoImageDownsampleType /Bicubic
  /MonoImageResolution 1200
  /MonoImageDepth -1
  /MonoImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeMonoImages true
  /MonoImageFilter /CCITTFaxEncode
  /MonoImageDict <<
    /K -1
  >>
  /AllowPSXObjects false
  /CheckCompliance [
    /None
  ]
  /PDFX1aCheck false
  /PDFX3Check false
  /PDFXCompliantPDFOnly false
  /PDFXNoTrimBoxError true
  /PDFXTrimBoxToMediaBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXSetBleedBoxToMediaBox true
  /PDFXBleedBoxToTrimBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXOutputIntentProfile ()
  /PDFXOutputConditionIdentifier ()
  /PDFXOutputCondition ()
  /PDFXRegistryName ()
  /PDFXTrapped /False

  /Description <<
    /CHS <FEFF4f7f75288fd94e9b8bbe5b9a521b5efa7684002000500044004600206587686353ef901a8fc7684c976262535370673a548c002000700072006f006f00660065007200208fdb884c9ad88d2891cf62535370300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c676562535f00521b5efa768400200050004400460020658768633002>
    /CHT <FEFF4f7f752890194e9b8a2d7f6e5efa7acb7684002000410064006f006200650020005000440046002065874ef653ef5728684c9762537088686a5f548c002000700072006f006f00660065007200204e0a73725f979ad854c18cea7684521753706548679c300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c4f86958b555f5df25efa7acb76840020005000440046002065874ef63002>
    /DAN <>
    /DEU <>
    /ESP <>
    /FRA <>
    /ITA <>
    /JPN <>
    /KOR <FEFFc7740020c124c815c7440020c0acc6a9d558c5ec0020b370c2a4d06cd0d10020d504b9b0d1300020bc0f0020ad50c815ae30c5d0c11c0020ace0d488c9c8b85c0020c778c1c4d560002000410064006f0062006500200050004400460020bb38c11cb97c0020c791c131d569b2c8b2e4002e0020c774b807ac8c0020c791c131b41c00200050004400460020bb38c11cb2940020004100630072006f0062006100740020bc0f002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e00300020c774c0c1c5d0c11c0020c5f40020c2180020c788c2b5b2c8b2e4002e>
    /NLD (Gebruik deze instellingen om Adobe PDF-documenten te maken voor kwaliteitsafdrukken op desktopprinters en proofers. De gemaakte PDF-documenten kunnen worden geopend met Acrobat en Adobe Reader 5.0 en hoger.)
    /NOR <>
    /PTB <>
    /SUO <>
    /SVE <>
    /ENU (Use these settings to create Adobe PDF documents for quality printing on desktop printers and proofers.  Created PDF documents can be opened with Acrobat and Adobe Reader 5.0 and later.)
  >>
  /Namespace [
    (Adobe)
    (Common)
    (1.0)
  ]
  /OtherNamespaces [
    <<
      /AsReaderSpreads false
      /CropImagesToFrames true
      /ErrorControl /WarnAndContinue
      /FlattenerIgnoreSpreadOverrides false
      /IncludeGuidesGrids false
      /IncludeNonPrinting false
      /IncludeSlug false
      /Namespace [
        (Adobe)
        (InDesign)
        (4.0)
      ]
      /OmitPlacedBitmaps false
      /OmitPlacedEPS false
      /OmitPlacedPDF false
      /SimulateOverprint /Legacy
    >>
    <<
      /AddBleedMarks false
      /AddColorBars false
      /AddCropMarks false
      /AddPageInfo false
      /AddRegMarks false
      /ConvertColors /NoConversion
      /DestinationProfileName ()
      /DestinationProfileSelector /NA
      /Downsample16BitImages true
      /FlattenerPreset <<
        /PresetSelector /MediumResolution
      >>
      /FormElements false
      /GenerateStructure true
      /IncludeBookmarks false
      /IncludeHyperlinks false
      /IncludeInteractive false
      /IncludeLayers false
      /IncludeProfiles true
      /MultimediaHandling /UseObjectSettings
      /Namespace [
        (Adobe)
        (CreativeSuite)
        (2.0)
      ]
      /PDFXOutputIntentProfileSelector /NA
      /PreserveEditing true
      /UntaggedCMYKHandling /LeaveUntagged
      /UntaggedRGBHandling /LeaveUntagged
      /UseDocumentBleed false
    >>
  ]
>> setdistillerparams
<<
  /HWResolution [2400 2400]
  /PageSize [612.000 792.000]
>> setpagedevice


