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서 론

자일란은 자일로스 단위체로 이루어진 다당류이며, 지구

상에서 셀룰로오스 다음으로 가장 풍부하게 존재하는 천연

다당류이다[1]. 이들 고분자화합물은 목재나 볏짚과 같은 육

상식물 세포벽을 구성하는 헤미셀룰로스의 주요 성분이며,

또한 많은 해조류의 세포벽에서도 발견된다. 자일란을 분해

할 수 있는 효소는 endo-1,4-β-xylanase, β-xylosidase, α-

arabinofuranosidase, acetylxylan esterase로 구성된다[2].

이중, 자일라네이즈는 자일란에서 1,4-β-D-자일로시드 결합

을 가수 분해하는 효소이다. 자일라네이즈는 펄프 및 제지산

업의 biobleaching 공정[3], 동물 성장 촉진을 위한 사료 제

조[4], 식품 및 베이커리 산업을 포함한 다양한 생명공학 및

산업 분야에서 중요하며[5], 특히 헤미셀룰로스 바이오매스

를 연료 및 화학물질로 생물전환하기 위한 청정공정용 효소

로서도 많은 관심을 받고 있다[2].

자일라네이즈 효소는 박테리아, 사상균, 효모, 해조류, 갑

각류, 원생동물, 곤충 및 달팽이와 같은 다양한 생물체에 의

해 생산된다[6]. 이러한 다양한 생물체 중에서도, 미생물은

생육이 빠르고 스케일업이 쉬운 장점이 있어 산업용 효소의

생산 분야에서 월등한 경쟁력을 갖고 있다. 또한, 자일라네

이즈의 생명공학분야에서의 중요성이 확대됨에 따라, 미생

물을 이용하여 자일라네이즈를 생산하기 위한 연구도 점점

증가하고 있다[5]. 따라서 보다 유용하고 새로운 특성을 가

진 새로운 자일라네이즈 효소의 공급원으로서, 신규의 자일

라네이즈 생산 균주를 분리하려는 연구가 활발하게 이루어

지고 있다[7−10].

본 연구에서는 대한민국 제주도 연안의 해수에서 우수한
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자일란 분해 활성을 갖는 새로운 미생물을 분리하고, 미생물

이 생산하는 자일라네이즈의 특성을 규명하고자 하였다. 우

리는 북태평양의 제주도 연안 바닷물에서 분리한 자일란 분

해 미생물이 Aestuariibacter 속에 속하는 미생물 임을 밝히

고, Aestuariibacter 속에서는 처음으로 세포 외로 분비되는

자일라네이즈의 특성을 규명하였다. 본 연구에서 밝힌 새로

운 해양 미생물자원과 자일라네이즈 효소는, 헤미셀룰로스

의 이용과 식품산업 등에 유용하게 활용될 수 있을 것으로

기대한다.

재료 및 방법 

시약 및 재료
Bactopeptone, yeast extract 등 배지 성분은 BD

Biosciences사(USA)에서 구매하였고, 분석용 시약은 Sigma-

Aldrich 사(USA)에서 구입하였다. Beechwood xylan은

Megazyme (Ireland)에서 구입하였으며, 기타 특별한 재료

는 별도로 명시하였다.

자일라나아제를 생산하는 해양 미생물의 분리
자일라나아제 생산 균주 PX-1을 대한민국 제주도 연안의

해수로부터 다음과 같은 방법으로 분리하였다. 해수 샘플을

멸균 식염수(9 g NaCl in 1 L distilled water)를 사용하여

10-3에서 10-5배로 연속 희석하였다. 희석 용액 100 μl를 0.2%

(w/v) beechwood xylan (Sigma-Aldrich)을 첨가한 인공해수

배지(ASW, artificial sea water) 조성[11]을 갖는 평판배지

에 도말하고, 40℃에서 3일간 배양하였다. 자일라네이즈 활

성을 나타내는 박테리아 콜로니를 시각적으로 구별하기 위

해, 2% (w/v) congo red 용액으로 염색하여 콜로니 주변에 자

일란 분해환을 형성하는 콜로니를 선별하였다. 자일라네이

즈 생산자 후보로 선택된 각 콜로니를 빠르게 성장시키기 위

해, ASW 배지에 0.02% yeast extract와 0.3% bactopeptone을

첨가한 ASW-YP 한천 플레이트에 도말하고 28℃에서 1일 동

안 배양하였다. 단일 콜로니를 골라 다시 새로운 ASW-YP

플레이트로 옮겨 배양하는 과정을 반복하여, 순수한 배양체

를 확보하였다. 분리한 박테리아 균주는 20% (v/v) 글리세롤

에 현탁하고, -80℃에서 보관하면서 사용하였다.

16S rRNA 유전자 서열 및 계통발생학적 분석
균주 PX-1의 염색체 DNA는 ASW-YP 액체 배지에서 40℃에

서 1일간 배양 한 세포로부터 Genomic DNA preparation

kit (DyneBio, Korea)를 사용하여 제조사 지침에 따라 분리

하였다. 16S rRNA 유전자는, 염색체 DNA를 주형으로 하고

bacterial universal primers [12]를 사용하여 PCR법으로 증

폭하였고, 증폭된 DNA의 유전자 서열은 Genotech 사

(Korea)에 의뢰하여 Applied Biosystems 3730xl DNA 분석

기(Applied Biosystems, USA)로 분석하였다. 16S rRNA 유

전자 서열을 이용하여 NCBI의 BLAST [13] 검색을 실시하

였으며, 그 결과, 균주 PX-1이 Aestuariibacter 속에 속함을

예상하였다. 기존에 보고된 표준 균주의 16S rRNA 유전자

서열을 EzTaxon 서버[14]로부터 수집하고, 관련 균주와의

서열을 Clustal W 소프트웨어를 사용하여 분석하였다[15].

계통발생도는 PHYLIP 프로그램[16]의 Neighbor-joining

(NJ) 방법[17]을 사용하여 구성하였다. 진화상의 거리는

Kimura’s-two 파라미터 모델 방법[18]으로 계산하였으며, 신

뢰도(bootstrap value)는 1,000회의 재구성된 자료로부터 새

롭게 tree를 작성하여 계산하였다[19].

PX-1 균주의 형태학적 및 생화학적 특성
미생물의 그람염색은 Gram Stain Kit (Becton Dickinson,

USA)를 사용하여 제조사의 지침에 따라 실시하였다. 세포의

형태 및 크기, 편모의 존재 등은 1% phosphotungstic acid

염색 후, 투과전자현미경(JEM1010; JEOL, Japan)으로 관

찰하였으며, ASW-YP 평판배지에서 배양하며 대수증식기에

있는 세포를 대상으로 관찰하였다. 미생물 성장 온도 범위는

ASW-YP 평판배지상에서의 성장 유무를 4−50℃에서 배양

하여 관찰하였다. 미생물 성장 pH 범위는, 0.1 M HCl 또는

0.1 N NaOH를 사용하여 pH 4.0−10.0 범위로 조정한 ASW-

YP 평판배지상에서의 미생물의 성장 유무를 40℃에서 배양

하여 판별하였다. 미생물의 내염성 범위는 0−20% (w/v) 농

도로 NaCl을 첨가한 ASW-YP 평판배지상에서의 미생물의

성장 유무를 40℃에서 배양하여 관찰하였다. 항생제 감수성

은 ASW-YP 평판배지 위에서 agar-diffusion method로 측정

하였다. 즉, PX-1 현탁액을 도말한 평판배지 위에 항생제액

(30 μl)을 적신 paper disc (직경 5 mm)를 올려 놓고, 항생제

에 의한 미생물 성장 억제 여부를 40℃에서 배양하여 판별

하였다. 항생제는 ampicillin, kanamycin, thiostrepton,

chloramphenicol, neomycin을 각각 100 μg 농도로 사용하

였다. 미생물의 생화학적 특성 및 효소 생산 능력은 API
20NE, API Staph, API ZYM galleries (BioMérieux,

France)를 사용하였으며, 시험 방법은 제조사의 지침을 준수

하였다. 단, 접종에 사용한 미생물 현탁액은 2% (w/v) NaCl

을 첨가한 ASW 혹은 AUX 배지(BioMérieux)를 사용하였

다. Fatty acid methyl ester (FEME) 분석은 Microbial

Identification (MIDI) system [20]에 제시된 표준 프로토콜을

준수하였다. PX-1 균주의 주요 퀴논 및 DNA G+C 함량은 역

상 HPLC로 분석하였다[21, 22].

세포 성장 및 자일라네이즈 활성 측정
자일라네이즈 생산을 유도하기 위해, PX-1 균주를 0.2%
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(w/v) 자일란이 포함된 ASW-YP 액체배지 100 ml (500 ml

baffled flask)에 접종하고 40℃에서 3일간 진탕배양

(150 rpm) 하였다. 주기적으로 배양액 1 ml를 채취하여, 분

광광도계로 600 nm에서 세포농도를 측정하여 성장곡선을

완성하였다. 배양액을 14,000 ×g에서 10분간 원심분리하여

얻은 상등액을 취하여 자일라네이즈 효소활성을 dinitrosalicylic

acid (DNS) 방법으로 측정하였다[23]. 간략히, 효소액 100 μl

를 0.2% (w/v) beechwood xylan을 함유한 20 mM Tris

buffer (pH 7.0) 3.9 ml와 섞어 총 4 ml의 반응액을 준비하였

다. 40℃에서 10분간 효소반응 후, DNS reagent 용액
(dinitrosalicylic acid 6.5 g, 2 M NaOH 325 ml, glycerol

45 ml in 1 L distilled water) 4 ml를 첨가하였다. 반응액을

10분간 끓는 물에 중탕하고, 얼음물에서 식힌 후 분광광도계

로 540 nm에서 자일라네이즈에 의해 분해되어 방출된 환원

당의 농도를 측정하였다. 

PX-1 균주 배양액으로부터 자일라네이즈 정제
PX-1 균주를 0.2% (w/v) 자일란을 함유한 ASW-YP 액체

배지 250 ml (1,000 ml baffled flask)에 접종하고 40℃에서

3일간 진탕배양하였다. 배양액을 14,000 ×g에서 10분간 원

심분리하여 얻은 상등액을 취하여 자일라네이즈 정제에 사

용하였다. 상등액(230 ml)에 ammonium sulfate를 최종

75% (w/v)가 되도록 조금씩 첨가하고 4℃에서 12시간 방치

후, 20,000 ×g에서 1시간 원심분리 하여 단백질을 침전 시

켰다. 침전물을 10 ml의 완충액 A (10 mM Tris-Cl, pH 8.0)

에 현탁시키고, 동일한 완충액으로 투석(MWCO 2000,

Sigma-Aldrich 사) 하여 염을 제거하였다. 단백질 용액

(10 ml)에 불용성의 oat spelt xylan (400 mg)을 넣은 후, 4℃

에서 30분간 진탕하면서 자일라네이즈를 흡착시켰다. 반응

물을 14,000 ×g에서 10분간 원심분리 한 후, 침전된 자일란

-단백질 복합체를 회수하고 이를 다시 1 M NaCl 함유 완충

액 A 10 ml로 세척하였다. 자일란-단백질 복합체를 8 M

Urea (10 ml)에 현탁시켜 단백질을 유리시킨 후, 원심분리

로 얻은 상층액만을 완충액 A로 투석하고, 0.1% sodium
dodecyl sulfate-12% polyacrylamide gel electrophoresis

(SDS-PAGE)로 용출된 단백질을 분석하였다[24]. 

겔여과 크로마토그래피에 의한 단백질의 분자량 측정
정제한 단백질의 분자량을 겔 여과 크로마토그래피로 측

정하였다. 겔 여과 크로마토그래피는 ÄKTA-FPLC 시스템

(GE Healthcare Life Sciences, Chicago, USA)을 사용하였

다. 컬럼은 Superose 12 10/300 GL을 사용하였고, 이동상은

100 mM NaCl을 함유하는 완충액 A를 적용하였다. 겔 여과

는 실온에서 0.5 ml/분의 유속으로 수행하였고, 단백질 용출

을 280 nm에서 모니터링하였다.

정제한 자일라네이즈의 특성
효소의 최적 pH를 조사하기 위해 pH 4.0에서 10.0 (pH

1.0 간격) 범위에서 활성을 측정하였으며, 반응온도는 40℃

에서 실시하였다. 각 pH 구간에 따라 완충액은 20 mM
citrate buffer (pH 4.0−6.0), 20 mM MOPS buffer (pH

6.0−7.0), 20 mM Tris-Cl buffer (pH 7.0−9.0), 20 mM

glycine buffer (pH 9.0−10.0)를 사용하였다. 효소 활성의 최

적 온도 결정 시험은, 20 mM MOPS buffer (pH 6.0)를 사

용하여 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80℃에서 반응을 실시하였다.

효소 활성에 미치는 미량원소(NaCl, KCl, ZnCl2, CaCl2,

MnCl2, MgCl2, CoCl2, EDTA)의 영향은, 20 mM MOPS

buffer (pH 6.0)에 각 미량원소를 최종 5 mM 넣고 45℃에서

효소 반응을 실시하였다. Michaelis-Menten 상수 (Km)와 최

대반응속도(Vmax) 등의 동역학 계수는 Lineweaver and

Burk의 방법[25]을 적용하였다. 간단히, 효소 반응은 20 mM

MOPS buffer (pH 6.0)로 45℃에서 수행하였고, 기질은

beechwood xylan (1.0−20.0 mg/ml)을 사용하였다. 효소 활

성은 DNS 방법으로 측정하였다. 자일라네이즈 1 unit는 상

기 조건에서 1분당 1 μmol의 자일로스를 생산하는 효소양

으로 정의하였다. 정량을 위한 표준곡선 작성에는 자일로스

를 표준물질로 사용하였다.

박층트로마토그래피(Thin layer chromatography)에 의
한 효소 반응물 분석
효소액(0.8 μg)과 0.5% beechwood xylan을 함유한 20

mM MOPS 완충액(pH 6.0)을 최종 부피 80 µl가 되도록 혼

합하였다. 40℃에서 24시간 반응 후, 반응물 7 µl를 silica gel

60 plate (Merck, Germany)에 스폿팅하였다. 박층트로마토

그래피의 이동상은 n-Butanol: Acetic acid: Water (2:1:2,

v/v/v)를 사용하였으며, 해상도를 높이기 위해 동일한 이동상

에서 전개를 2회 연속 실시하였다. 전개된 당들은 10% (w/v)

sulfuric acid/EtOH 용액을 스프레이 한 후, 120℃에서 색이

나타날 때까지 가열하였다. 

결과 및 고찰

해양미생물 PX-1 균주의 분리
제주도 연안의 해수로부터 자일라네이즈 활성을 보이는

26개의 콜로니를 분리하였다. 이 중, 균주 PX-1이 가장 큰 자

일란 분해환을 보였으므로, 본 연구의 대상으로 선정하였다

(Fig. 1A). PX-1 세포는 그램-음성이며, 형태는 가로 0.5−

0.6 μm, 세로 1.2−1.5 μm의 막대형이다. 음성염색을 한 PX-

1 세포의 투과전자현미경 분석 결과 1개의 극성 편모를 관

찰 할 수 있었다(Fig. 1B). 일반적으로, 새롭게 분리한 미생

물의 동정에는 16S rRNA 유전자 서열 분석과 생화학적-형
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태학적 분석들이 사용된다. 따라서, PX-1 균주의 16S rRNA

유전자 서열 분석을 우선적으로 실시하고, 서열을 유전자은

행에 등록(GenBank accession number; JF309276) 하였다. 

16S rRNA 유전자 서열 분석
균주 PX-1의 16S rRNA 유전자 서열(1,423 bp)을 EzTaxon

Server 2.1에서 추출할 수 있는 유사 16S rRNA 유전자 서

열과 비교하였다. 그 결과, 16S rRNA 유전자 서열은 표준 균

주 Aestuariibacter aggregatus WH169T [26]의 유전자 서열

과 99.91%의 상동성을 보였다. 그 외, Aestuariibacter

halophilus JC2043T (95.45%), Aestuariibacter salexigens

JC2042T (95.45%), Alteromonas genovensis LMG24078T

(95.42%)와도 높은 상동성을 보였다. 이러한 상동성 결과는

계통발생분석 결과와도 잘 일치한다(Fig. 2). 계통수 그림에

서, PX-1은 가장 상동성이 높은 A. aggregatus WH169T와

함께 분기(clade)를 이루고, 이외의 상동성 높은 균주들이 이

루는 분기와는 확실히 구분이 가능하다. 일반적으로, 두 균

주 사이에 16S rRNA 유전자 서열의 상동성이 98.7% 이하

이면, 서로 다른 종(species)으로 구분할 수 있다[27]. 따라서,

16S rRNA 유전자 서열 분석 결과 PX-1 균주는 표준 균주 A.

aggregatus WH169T에 속할 것으로 예상되었다. 

PX-1 균주의 형태학적, 생화학적 특성
PX-1은 ASW-YP 평판배지에서 40℃에서 2일간 배양했을

때, 직경 1 mm 내외의 원형 콜로니를 형성하였고, 표면은 부

드럽고 베이지색의 콜로니를 형태를 나타냈다. PX-1은 20−

42℃ (최적 온도, 30−40℃) 온도 범위에서 성장하지만, 4℃

또는 45℃에서는 성장하지 않았다. 또한, PX-1은 pH 6.0과

pH 8.0 (최적 pH, pH 6.0−7.0) 사이에서는 성장할 수 있지

만, pH 5.0과 pH 9.0에서는 성장하지 않았다. 특히, PX-1은

성장에 1−5% (w/v)의 NaCl (최적 농도, 2−3%)을 요구하였

Fig. 1. Characteristic features of strain PX-1. (A) Detection of
xylanase activity by Strain PX-1. PX-1 was streaked on ASW-YP
agar plate containing 0.2% (w/v) xylan azure and incubated at
40℃ for 2 days. (B) Transmission electron microscopy (TEM)
analysis. Strain PX-1 grown on ASW-YP agar plate at 40℃ for 2
days was negatively stained and observed using transmission
electron microscope. Scale bar=0.5 µm.  

Fig. 2. Neighbour-joining phylogenetic tree based on 16S rRNA gene sequences. Distances was determined according to the
Kimura-two model and bootstrap values (>50%) based on 1,000 replicates are listed as percentages at nodes. Nucleotide sequence
accession numbers are given in parentheses. Scale bar, 0.01 substitutions per 100 nucleotides. 
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으며, 0%와 10% NaCl 농도에서는 성장하지 않았다. PX-1

은 chloramphenicol에는 감수성을 보였지만, ampicillin,

kanamycin, thiostrepton, neomycin에는 저항성을 나타냈다.

생화학적으로 nitrate reduction, alkaline phosphatase,
gelatinase, esterase (C4), esterase (C8), lipase (C14),

leucine arylamidase, valine arylamidase, cystine arylamidase,

trypsin (weak positive), acid phosphatase, naphtol-AS-

BI-phosphohydrolase, arginine dihydrolase 등에 대해 양

성 반응을 나타났다. 그러나, indole 생산, α-chymotrypsin,
α-galactosidase, β-galactosidase, β-glucuronidase, α-

glucosidase, N-acetyl-β-glucosaminase, α-mannosidase,

α-fucosidase, urease 등에 대해서는 음성반응을 보였다. 탄

소원 이용 능력에서는 D-maltose에 대해서는 양성을, D-
glucose, L-arabinose, D-mannose, D-mannitol, N-acetyl-

glucosamine, potassium gluconate, capric acid, adipic

acid, malic acid, trisodium citrate, phenylacetic acid에

대해서는 음성 반응을 보였다. 유기산 생성 시험에서는 D-
glucose (weak positive), D-maltose, D-trehalose (weak

positive), D-melibiose, D-raffinose (weak positive), D-

xylose, methyl-α D-glucopyranoside (very weak positive), D-

saccharose (weak positive) 등에서 유기산 생성이 검출되었

다. 그러나, D-fructose, D-mannose, D-lactose, D-mannitol,

xylitol, N-acetyl-glucosamine 등에서는 유기산 생성이 검출

되지 않았다. 주요한 지방산은 summed feature 3 (C16:1ω7c/
iso-C15:0 2-OH, 28.6%), C16:0 (20.4%), C18:1 ω7c (11.57%)

등의 순서로 존재하였다. PX-1의 DNA G+C 함량은 51.14

mol%, 주요 ubiquinone은 ubiquinone-8 (Q-8)로 나타났다. 

PX-1은 16S rRNA 유전자 서열 분석에서 A. aggregatus

WH169T (LMG 25283T)와 가장 가까우며, 같은 종에 속할 것

으로 예상되었다. 그러나, 두 균주의 비교 결과, PX-1은
nitrate reductase, esterase (C4), lipase (C14), cystine

arylamidase, D-xylose로부터 유기산 생성에 대해 양성 반

응을 보인 반면, A. aggregatus WH169T는 음성 반응을 보였

다. PX-1은 45℃, pH 9.0 및 10% NaCl에서 성장 할 수 없었

지만, 균주 WH169T의 동일한 조건에서 좋은 성장 능력을 보

여주었다. 특히, 균주 WH169T은 ASW-YP 평판배지 상에서

PX-1과는 달리 xylanase 활성을 확인할 수 없었다. 또한,

PX-1은 kanamycin (100 μg) 및 neomycin (100 μg)에 대한

내성을 보인 반면, 균주 WH169T는 두 항생제에 대해 감수

성을 나타냈다. 이러한 생화학적 차이로 인해, 균주 PX-1은

A. aggregatus WH169T과 동일한 종으로 판단하기는 어려우

며, 따라서 새롭게 분리한 PX-1 균주를 Aestuariibacter sp.

PX-1으로 명명하였다. Aestuariibacter sp. PX-1 균주는 한

국생명공학연구원 생물자원센터에 기탁하였다(기탁번호
KCTC 23763).

Fig. 3. Production and purification of extracellular xylanase
from liquid culture of strain PX-1. (A) Cell growth and xylanase
production depending on cultivation time. Strain PX-1 was culti-
vated in ASW-YP broth. Cell density was measured at 600 nm and
xylanase activity was measured by DNS method at 540 nm using
UV/VIs spectrophotometer. -■-, cell growth; -●-, xylanase activity.
(B) Sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis
(SDS-PAGE) analysis of the purified xylanase. The purified protein
from culture broth of strain PX-1 was separated on 0.1% SDS-
12% PAGE and stained with Coomassie Brilliant Blue R-250. M,
molecular weight standards; lane 1, protein sample after xylan-
affinity purification. The arrow indicates purified protein. (C)
Determination of molecular mass by gel filtration chromatogra-
phy. Gel filtration chromatography of the purified protein (XylA)
and size marker proteins was performed on a Superose 12 10/
300 GL column: position a, beta-amylase (200 kDa); position b,
yeast alcohol dehydrogenase (150 kDa); position c, bovine serum
albumin (66 kDa); position d, bovine carbonic anhydrase (29 kDa).
The position of the elution peak for XylA is indicated with an arrow. 



220 Kim, Jong-Hee 

http://dx.doi.org/10.4014/mbl.2001.01009

균주 PX-1이 생산한 자일라네이즈의 특성
ASW-YP 액체 배지에 균주 PX-1을 접종한 후, 배양 시간

에 따른 세포 성장 및 균주가 생산한 자일라네이즈 활성을

측정하였다. 세포 성장은 초기부터 급격히 증가하기 시작하

여 배양 12시간에 정지기에 도달하였다. 자일라네이즈 활성

또한 세포 성장에 비례하여 증가하였고, 배양 48시간에 최

대값에 도달한 후 천천히 감소하였다(Fig. 3A).

균주 PX-1의 배양액으로부터 순수하게 정제 한 단백질은

SDS-PAGE (Fig. 3B) 및 겔여과 크로마토그래피(Fig. 3C) 분

석 결과 대략 64 kDa의 분자량을 갖으며, monomer로 존재

할 것으로 예상되었다. 정제된 단백질은 beechwood xylan을

효율적으로 분해할 수 있는 자일라네이즈 활성을 보였으므

로 XylA로 명명하였다. XylA는 pH 6.0에서 최대 활성을 보

였고 중성 pH 범위(pH 7.0과 pH 8.0)에서 상대적으로 높은

활성을 보인 반면, 낮은 pH 범위(<pH 5.0) 또는 높은 pH 범

위(>pH 9.0)에서는 활성을 거의 소실하였다(Fig. 4A). 다양

한 반응온도에서 자일라네이즈 효소 활성을 측정했을 때,

XylA의 효소 반응 최적 온도는 45℃였으며, 30−50℃ 범위

에서 최대 활성의 60% 이상의 활성을 유지하였다. 그러나,

70℃ 이상에서는 활성을 완전히 소실하였다(Fig. 4B). 자일

라네이즈 활성은 Co2+에 의해 완전히 억제되었고, Mg2+,

Ca2+, Mn2+에 의해서도 강한 억제(각각 16.8, 20.2% 및

55.9%)가 야기되었다. 금속 킬레이트제 EDTA는 효소 활성

을 49.2% 억제하였다(Fig. 4C). Beechwood xylan에 대한

XylA 효소의 동력학적 계수를 계산한 결과, Km
은 27.78 mM

(4.17 mg/ml), Vmax
는 78.13 μM/min이었다(Fig. 4D). 

Beechwood xylan을 XylA로 24시간 가수분해한 반응물

을 박층크로마토그래피로 분석하였다(Fig. 5). 그 결과,

XylA는 자일란을 자일로스와 자일로테트라오스보다 큰

xylooligosaccharides (XOSs)로 분해하는 자일라네이즈임을

확인하였다.

현재까지 Aestuariibacter 속에 속하는 미생물 종에는 A.
halophilus JC2043T [28], A. salexigens JC2042T [28], A.

aggregatus WH169T [26], A. litoralis KMM 3894T [29]

Fig. 4. Enzymatic properties of the purified xylanase, XylA. (A) Effect of pH on xylanase activity of XylA. The reaction was carried
out at 40℃ at various pH conditions. The values obtained at pH 6.0 were taken to be 100%. -◆-, 20 mM citrate buffer; -●-, 20 mM
MOPS buffer; -▲-, 20 mM Tris-Cl buffer; -■-, 20 mM glycine-NaOH buffer. All data shown are mean values from at least three replicate
experiments. (B) Effect of temperature on xylanase activity of XylA. The reaction was carried out at pH 6.0 at various temperatures. The
values obtained at 45℃ were taken to be 100%. The relative activities are the averages from three independent experiments. (C) Effect
of metal ion and chelator on xylanase activity of XylA. The reaction was carried out at 45℃ for 30 min in 20 mM MOPS buffer (pH 6.0)
containing different chemicals. The activity value without chemical was taken to be 100%. All data shown are mean values from at least
three replicate experiments. (D) Lineweaver-Burke double-reciprocal analysis of XylA. The enzyme activity was measured at 45℃
at pH 6.0.  
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등 4종의 해양미생물이 보고되었다. 이 중에서 A. litoralis

KMM 3894T는 Aliiglaciecola litoralis KMM 3894T로 재분

류되어[30], 현재는 Aestuariibacter 속에는 3종만이 표준 균

주로 남아있다(Fig. 2). Aestuariibacter 속에 관련된 보고는

모두 미생물의 분류에 대한 내용이며, 다른 특성에 관해서는

보고된 바가 전혀 없다. 본 논문에서는 Aestuariibacter 속에

속하는 미생물 Aestuariibacter sp. PX-1이 높은 자일라네이

즈 활성을 보이며, 이로부터 자일라네이즈를 정제하고 효소

의 특성을 규명한 최초의 보고이다. 특히, Aestuariibacter와 계

통수에서 가장 가까우면서 많은 종을 포함하는 Alteromonas

속에서도 자일라네이즈 효소는 전혀 보고된 바 없으므로, 이

러한 보고는 학문적으로 큰 의미가 있다.

자일라네이즈는 제지 및 펄프 산업의 생표백 공정에서 독

성 염소 화학 물질의 대안으로 널리 사용될 수 있는 생체 촉

매이지만, 이 공정에는 셀룰레이즈가 오염되지 않은 순수한

자일라네이즈를 사용하는 것이 효과적이다[3, 31]. 균주 PX-

1은 배양액 또는 한천 플레이트에서 셀룰레이즈 활성이 전

혀 검출되지 않았기 때문에, 셀룰레이즈가 오염되지 않은 상

태의 자일라네이즈를 생산 할 수 있는 중요한 자원으로 예

상되었다. 균주 PX-1로부터 정제 된 XylA는 자일로스 및

XOS의 혼합물을 생성한다. 이와 같은 효소적 특징은 다양한

미생물로부터 보고 된 자일라네이즈들의 특성과 아주 유사

하다[5, 32]. XOS는 프리바이오틱 활성, 항산화 및 항균 작

용과 같은 다양한 생리활성을 나타내기 때문에 식품 및 사

료 첨가제, 약학 및 화장품 산업에서 광범위하게 사용될 수

도 있다[33]. 또한, 자일라네이즈에 의해 생성된 자일로스는

효모 발효에 이용되어 바이오에탄올로 전환이 가능하다. 이

런 의미에서 Aestuariibacter sp. PX-1 균주와 이 균주가 생

산하는 자일라네이즈는 충분한 산업적 활용가치가 있을 것

으로 예상된다.

XylA의 자일라네이즈 활성에 대한 반응 최적 조건은 pH

6.0, 반응 온도 45℃였다. 효소 활성은 50℃에서 최대 활성

의 80% 이상, 60℃에서 최대 활성의 40% 이상을 유지하는

등, 비교적 고온에서도 활성을 유지하는 장점을 갖고 있다.

이에 반해 저온성 해양미생물 Pseudoalteromonas haloplanktis

에서 보고된 자일라네이즈는 10℃ 이하의 저온에서 활성이

높은 것으로 알려져 있다[1]. 그러나, 생리활성화합물의 제

조, 제지 펄프의 생물학적 표백, 바이오연료 생산을 위한 리

그노셀룰로스 바이오매스의 당화, 식품 및 베이커리 산업과

같은 산업 공정에는 저온성 효소보다는 고온성 효소가 더 적

합한 것으로 알려져 있다[5]. 이러한 점에서도 Aestuariibacter

sp. PX-1 균주 및 자일라네이즈는 충분한 활용가치가 있을

것으로 판단된다. 따라서, Aestuariibacter sp. PX-1의 유전

체 분석을 통한 xylA 및 기타 유용한 유전자원을 새롭게 발

굴하는 후속 연구가 필요할 것으로 사료된다. 

요 약

자일란(xylan)을 가수 분해할 수 있는 해양 미생물 PX-1

을 제주도 연안의 해수 로부터 순수하게 분리하였다. 16S

rRNA 유전자 서열 및 생화학적 분류 결과에 기초하여, PX-

1은 Aestuariibacter 속의 한 종으로 확인되어 Aestuariibacter

sp. PX-1로 명명하였다. PX-1을 액체 배양한 배양액으로부

터 암모늄 설페이트 침전법과 불용성 자일란을 이용한 흡착

크로마토그래피 방법을 이용하여, 세포 외로 분비된 자일라

네이즈 후보 단백질을 순수하게 정제하였다. 정제한 후보 자

일라네이즈 단백질(XylA)은 sodium dodecyl sulfate-

polyacrylamide gel electrophoresis 및 겔여과 크로마토그래

피 분석결과, 분자량이 대략 64 kDa인 것으로 추정되었다.

XylA는 실제로 beechwood xylan 을 가수분해하는 자일라네

이즈 활성을 보였으며, pH 6.0과 45℃에서 최대의 효소 활

성을 나타냈다. XylA에 의한 자일란 가수 분해산물을 TLC

로 분석한 결과, XylA 는 자일란을 자일로스와 자일로올리

고당으로 분해하는 endo-type의 자일라네이즈임을 확인하였

다. Beechwood xylan 에 대한 XylA의 Km 및 Vmax 값은 각

각 27.78 mM (4.17 mg/ml), 78.13 μM/min이었다.
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Fig. 5. Thin layer chromatography analysis of the hydrolysate
of xylan by XylA. The reaction was performed in 50 mM MOPS,
pH 6.0, at 45℃ for 24 h. X1, Xylose; X2, Xylobiose; X4, Xylo-
tetraose; S, hydrolysate of xylan by XylA. Xylose and xylooligo-
sacchrides (XOSs) are indicated by arrows.  
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