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ABSTRACT: A bacterial strain producing extracellular mannanases was isolated from soil of chestnut tree farm located in Gongju city of 

Korea by enrichment culture using Avicel as a carbon source. 16S rDNA sequence of the isolate YB-43 was highly homologous to those of 
genus Cellulosimicrobium strains with sequence similarities of above 99.6%. Mannanase productivity was significantly increased when 
the Cellulosimicrobium sp. YB-43 was grown in the presence of locust bean gum (LBG) or konjac. The mannanases were partially 

purified to be mannanase A (ManA) and mannanase C (ManC) by DEAE-Sepharose column and Q-Sepharose column chromatography 
from the culture filtrate of Cellulosimicrobium sp. YB-43 grown in LB medium supplemented with 0.7% LBG for 24 h. The partially 
purified ManA showed the highest activity at 55°C and pH 6.5, while ManC activity was optimal at 65°C and pH 7.5. ManA was stable up to 

40°C for 1 h, but ManC activity decreased significantly even after 1 h at 20°C. ManA and ManC showed difference from each other 
according to their substrate specificities and predominant products resulting from the mannanase hydrolysis for mannooligosaccharides. 
As a result, Cellulosimicrobium sp. YB-43 was found to produce two different kinds of mannanases. 
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β-1,4-Endo-mannanase (mannanase)는 β-mannan 다당류

에서 mannose간의 β-1,4-mannosyl 결합을 무작위적으로 분

해하여 mannooligosaccharide (MOS)로 전환시키며, mannan 

다당류의 가수분해에 관여하는 효소 중 가장 중요한 역할을 

담당한다. Mannanase는 펄프와 제지의 표백, 바이오매스 자

원의 당화, 커피 추출물의 점도 저감, 석유 시추시 잔유를 회수

하기 위해 투입한 guar gum의 제거, 올리고당 생산, 식기 세척 

및 사료효율 개선을 위한 효소로 이용되고 있다(Dhawan and 

Kaur, 2007; You et al., 2015). Mannanase에 의해 가수분해 되

는 물질인 mannan 다당류는 식물 세포벽, 콩과식물 종자의 배

유와 일부 비두과류 식물의 완숙한 종자나 덩이식물의 줄기에 

존재하며 구성당에 따라 mannan, glucomannan, galactomannan

과 galactoglucomannan으로 분류된다. Mannan은 cellulose 및 

xylan과 함께 식물 세포벽을 이루는 주요 성분이지만, cellulose

와 xylan을 분해하는 효소에 비해 mannan을 분해하는 효소에 

대한 연구는 미비한 형편이었다. 

대체에너지로 바이오 에탄올 생산을 위해 곡물이 사용되면

서 사료 곡물의 품질은 저하됨에 따라 mannanase는 xylanase

와 함께 사료 곡물의 이용능을 향상시키는 효소로 관심을 받

게 되었고(Mok et al., 2013), 최근에는 MOS가 장내 유익한 미

생물의 성장을 촉진하고 장관의 치료효과를 보이는 것으로 알

려지면서(Srivastava and Kapoor, 2014; Zhang et al., 2014) 

mannanase에 대한 연구는 크게 활성화되고 있다. 내열성을 비

롯하여 호냉성, 산성과 알칼리성 및 내염성을 포함한 다양한 

특성을 갖는 mannanase를 생산하는 미생물이 탐색되었으며
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(Huang et al., 2012; Lu et al., 2013; Vijayalaxmi et al., 2013; 

You et al., 2015), 이들은 대부분 균체외 분비 효소이며 활성

영역의 아미노산 배열이 glycosyl hydrolase (GH) family 5와 

26에 속하는데, 특이하게 균체내 효소로 GH113에 속하는 

mannanase도 보고되었다(Zhang et al., 2008). 또한 Mannanases

는 활성 영역만으로 구성되거나 cellulose 결합영역과 같은 다

른 기능성 영역도 함께 포함하는 것으로 알려져 있다(Kweun 

et al., 2004; Kim et al., 2011a). Mannanase의 생산성은 배지조

성에 따라 크게 영향을 받으므로 배양조건을 최적화하거나 유

전자 재조합 균주를 이용하여 생산성을 높이기 위한 시도가 

활발히 진행되고 있다(Yoon and Lim, 2007; Huang et al., 

2012; Lu et al., 2013).

Cellulosimicrobium 속의 주요 균종은 C. cellulans, C. funkei

과 C. terreum으로 알려져 있으며, 식물 성장촉진이나 식물병

원성 진균류에 대한 길항효과를 갖거나(Nabti et al., 2014) 유

용한 효소를 생산하는 균주들이 탐색되었다. 효모와 곰팡이 

세포벽 분해하는 endo-1,3-β-glucanase와 chitinase의 생산균

(Fleuri et al., 2009; Tanabe and Oda, 2011), 인삼의 ginsenosides

의 전환활성을 갖는 β-glucosidase 생산균(Yuan et al., 2015), 

cellulase, xylanase의 생산균이 토양이나 동물의 장관에서 분

리되었다(Kim et al., 2009; Song and Wei, 2010). 땅강아지 장

관에서 분리된 Cellulosimicrobium sp.로부터 xylanase의 유

전자와 효소특성이 보고되었으며(Oh et al., 2008), 특히 

Cellulosimicrobium sp. HY-13로부터는 2종류의 mannanases

가 확인되었다(Kim et al., 2011a, 2011b). 본 연구에서는 밤 나

무 농장의 토양으로부터 분리된 Cellulosimicrobium 속 균주

가 생산하는 2종류 mannanases의 반응 특성을 비교하였다. 

재료 및 방법

증균배양을 이용한 미생물 탐색과 동정

공주시 정안면에 소재한 밤 나무 농장의 토양시료를 채취

하여 Avicel (0.5%; Sigma-Aldrich Co.)이 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°C에서 약 4

일간 진탕 배양하고 동일한 배지에 3–4일 간격으로 4회 계대 

배양을 실시하였다. 계대 배양액을 동일성분의 평판배지에 도

말하여 30°C에서 콜로니가 형성될 때까지 배양하면서 Avicel 

분해균을 분리하였다. 분리균의 16S rRNA 유전자 염기서열

을 분석하기 위해서 분리균의 총 염색체 DNA를 주형으로 하

고, 세균의 16S rRNA 유전자의 보존적 지역의 염기서열을 5ʹ- 

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

자 염기서열 8–27), 5ʹ-GGTTACCTTGTTACGACTT-3ʹ (E. 

coli 16S rRNA 유전자 염기서열 1492–1510)을 primers로 사

용하여 중합효소 연쇄반응(PCR)을 실시하였다. PCR 반응액

의 조성은 주형 DNA (20 ng), 10 mM Tris (pH 8.3), 50 mM 

KCl, 1.5 mM MgCl2, 0.2 mM dNTP, 50 pmol primers와 2.5 U 

Pfu polymerase로 구성하여 94°C에서 30초, 55°C에서 30초, 

72°C에서 50초간 반응을 30회 반복하여 16S rRNA를 코드하

는 DNA 단편을 증폭하였다. 증폭된 PCR 산물을 정제하여 

ABI PRISM BigDye terminator cycle sequencing kit와 373A 

automatic DNA sequencer (Perkin Elmer Co.)를 사용하여 염

기서열을 결정하였다.

Mannanase의 부분 정제

Cellulosimicrobium sp. YB-43을 LB 배지에 접종하여 30°C

에서 하룻밤 진탕 배양한 후 0.7% LBG가 첨가된 LB 배지에 

1% (v/v)가 되도록 접종하여 24시간 동안 진탕 배양하였다. 

배양액을 원심분리하고 배양상등액을 한외여과막(Amicon 

PM30, Millipore)으로 농축한 후 ammonium sulfate (20–70%)

로 침전하여 단백질을 분획하였다. 침전된 단백질을 20 mM 

Tris 완충용액(pH 8.0)으로 현탁하고 동일 완충액으로 투석하

여 조효소액을 제조하였다. 동일한 완충용액으로 평형화한 

DEAE-Sepharose CL-6B column (2.5 × 20 cm; Sigma-Aldrich 

Co.)에 조효소액을 흡착시킨 후 NaCl의 농도를 0 M에서 1.0 

M까지 농도구배를 주어 증가시킨 20 mM Tris 완충용액(pH 

8.0)으로 1분당 1 ml의 용출속도로 흡착된 효소를 추출하였다. 

Mannanase 활성을 갖는 분획을 따로 모아 다시 20 mM Tris 완

충용액(pH 8.0)으로 투석한 후 Q-Sepharose column (2.5 × 15 

cm; Sigma-Aldrich Co.)에 흡착시키고 NaCl의 농도를 0 M에

서 0.6 M까지 농도구배를 주어 증가시킨 20 mM Tris 완충용

액(pH 8.0)으로 용출하여(1 ml/min) mannanase 활성을 갖는 

분획만을 모음으로써 mannanase를 부분 정제하였다. 부분 정

제된 효소액은 최종적으로 20 mM sodium phosphate 완충용

액(pH 6.0)으로 투석하여 효소 반응에 사용하였다. 

Mannanase 반응특성 분석

Mannanase 활성을 측정하기 위해서는 0.5% locust bean 

gum (LBG), 50 mM pH 완충액을 포함한 반응액에 효소를 혼

합하여 총 부피를 1 ml로 하여 50°C에서 15분 동안 반응시켰

다. DNS 용액 3 ml를 첨가하여 반응을 정지시키고 끓는 물에

서 5분 동안 방치하여 발색시킨 후 540 nm에서 흡광도를 측정
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하였다. Mannose를 표준시료로 사용하여 동일조건에서 발색

시켜 조사한 흡광도와 비교함으로써 유리된 환원당의 양을 결

정하였다. 효소 활성도 1.0 unit는 위의 조건에서 1분 동안 

LBG로 부터 1 μmol의 mannose에 상응하는 환원당을 생성하

는 효소의 양으로 정의하였다. 기질특이성을 조사하기 위해서

는 LBG와 함께 사용된 guar gum, yeast mannan은 Sigma- 

Aldrich Co., konjac은 Megazyme International Ireland로부터 

각각 구입하여 사용하였다. Xylanase 활성의 측정은 mannanase 

활성 측정과정과 동일하게 실시하였으며 오직 반응액 성분 중

에서 mannanse 기질로 사용된 LBG 대신 oat spelt xylan 

(Sigma-Aldrich Co.)을 기질로 사용하였다. 반응 온도와 pH가 

효소 활성에 미치는 영향을 조사하기 위해서 30–75°C와 pH 

3.5–10.0의 범위에서 mannanase 활성을 각각 측정하였다. 이

때 pH 3.5–6.0의 범위에서는 citrate 완충용액, pH 6.0–8.0에서

는 phosphate 완충용액, pH 8.0–10의 범위에서는 KCl-borate 

완충용액을 각각 사용하였다. 열안정성은 20–60°C, pH 안정

성은 pH 3.5–10.0의 조건에 mannanase를 1시간 동안 방치한 

후 잔존활성을 측정하여 결정하였다. Mannanase에 의한 MOS

의 분해산물을 분석하기 위해서는 Megazyme International 

Ireland로부터 구입한 MOS (0.5%)와 20 mM sodium phosphate 

완충액(pH 6.5, pH 7.5)을 함유한 반응액에 부분 정제된 효소

를 과량 첨가하여 40°C에서 5시간 반응한 후 반응액을 95°C에

서 3분 동안 열 처리하였다. 이를 원심분리하여 단백질 침전물

을 제거하고 상등액을 적정량 취해 n-propanol, nitromethane

과 증류수[7:1:2, (v/v)] 혼합용액을 전개용액으로 하여 silica 

gel-precoated thin layer plate (Merck Kiesegel, No. 5748)에서 

박층 크로마토그래피를 수행하였다. 전개된 물질을 발색시키

기 위해서는 9 ml ethanol, 0.5 ml p-anisaldehyde, 0.5 ml 

sulfuric acid와 glacial acetic acid 몇 방울을 혼합한 발색제 용

액을 뿌린 후, 120°C에서 10분간 방치하였다. 

결과 및 고찰

농후배양을 통한 mannanase 생산균의 탐색

섬유소 물질의 가수분해에 관여하는 효소의 생산균을 분리

하기 위해서 불용성 섬유소 분말인 Avicel이 탄소원으로 첨가

된 SMM 합성 배지에 토양을 접종하고 30°C에서 진탕 배양하

면서 일정기간 마다 동일배지에 계대 배양하였다. 계대 배양

액을 동일한 성분의 평판배지에 도말한 후 3일간 배양하였을 

때 콜로니 주변에 Avicel의 분해환이 명확하게 보이는 균과 함

께 분해환은 있지만 명확도가 낮은 콜로니도 관찰되었다. 

Avicel이 유일 탄소원으로 첨가된 배지에서 증균 배양된 균 중

에서 Avicel의 분해환이 약한 균이 다른 섬유소 물질인 반섬유

소의 분해능을 조사하기 위해 0.5% oat spelt xylan 또는 0.5% 

LBG가 첨가된 LB 평판배지에 접종하여 2일간 배양한 후 분

해환을 관찰한 결과 Avicel의 분해환이 약한 분리균 YB-43은 

xylan과 LBG를 모두 분해하였으며 배양상등액에서 xylanase

와 mannanase의 활성이 관찰되었다. 

분리균 YB-43은 그람 양성의 무포자 단간균이며 1,484 bp 

크기의 16S rDNA 염기서열을 결정하여(GenBank accession 

No. GU012422) 미국 NCBI의 BLAST 검색방법을 사용하여 

기존에 등록된 세균들의 상응하는 염기서열과 비교한 결과, 1

개의 염기가 다른 것으로 확인된 Cellulosimicrobium cellulans 

DSM 43879 (NR_119095)와 가장 상동성이 높았으며, 야채 

부숙물에서 단백질 분해균으로 분리된 Cellulosimicrobium 

sp. TUT1242 (AB188222)와는 4개, 페놀 분해균으로 분리된 

Cellulosimicrobium sp. CH6 (HQ619223)과는 5개 염기가 각

각 차이가 있었고 대부분의 Cellulosimicrobium 속 균주와 유

사한 것으로 나타나 분리균은 Cellulosimicrobium 속 균으로 

판단되었다. 한편 YB-43는 16S rDNA 염기서열의 상동성이 

99.6% 이상인 이들 균주와 동일균일 가능성도 있으므로 그 특

성을 비교할 필요가 있다고 하겠다. 

반섬유소가 풍부한 밀기울, palm kernel meal (PKM)과 같

은 농산부산물이나 guar gum을 탄소원으로 사용하여 토양 미

생물을 증균 배양함으로써 galactomannan의 분해능이 우수

한 Cellulosimicrobium과 Enterobacter 속 균주가 탐색된 바 있

다(Yoon, 2011; You et al., 2015). 그런데 섬유소인 Avicel을 

유일 탄소원으로 하여 증식한 경우에도 반섬유소 효소의 생산

능이 있는 Cellulosimicrobium sp. YB-43이 분리된 것으로 보

아 섬유소 분해능이 있는 균은 섬유소와 유사 물질인 반섬유소

의 분해 효소도 동시에 생산하는 것으로 추정된다. 한편 지렁이 

장관에서 분리된 Cellulosimicrobium sp. HY-13도 xylanase와 

mannanase를 생산하는 것으로 보고되었다(Oh et al., 2008; 

Kim et al., 2011b). 

부가탄소원에 따른 mannanase 생산성

Guar gum galactomannan은 LBG galactomannan 보다 

galactosyl 측쇄가 많이 함유되어 LBG에 비해 mannanase에 

의한 분해 효율이 저조하다(Kweun et al., 2004). Cellulo-

simicrobium sp. HY-13의 mannanase K는 guar gum의 분해활

성이 LBG의 70% 수준인 것으로 보고되어 galactosyl 측쇄가 

많은 galactomannan의 효율적 분해에 적합한 효소로 판단된

다(Kim et al., 2011b). 그러므로 분리균 Cellulosimicrobium 



266 ∙ Ki-Hong Yoon

미생물학회지 제51권 제3호

Table 1. Effects of additional carbon sources on the mannanase production 

of Cellulosimicrobium sp. YB-43

Additional carbon 

sources
Cell growth (OD600)

Mannanase 

productivity (U/ml)

None 5.3 0.14

Glucose 4.6 -

Mannose 3.7 -

Lactose 3.8 0.19

Maltose 6.2 0.17

Xylose 3.6 -

Galactose 5.4 0.34

α-Cellulose ND 0.21

Locust bean gum ND 11.43

Guar gum ND 5.75

Konjac ND 10.64

Oat spelt xylan ND 0.15

Avicel ND 0.35

Rice straw ND 0.26

Wheat bran ND 0.24

-, not detected; ND, not determined.

Table 2. Effects of various amounts of LBG or konjac on mannanase 

production

Additional 

amount (%) of 

LBG

Mannanase 

productivity 

(U/ml)

Additional 

amount (%) of 

konjac

Mannanase 

productivity 

(U/ml)

None 0.14

0.1 4.42 0.1 7.82

0.5 10.97 0.2 11.51

0.7 12.12 0.4 10.70

1.0 11.18 0.6 8.04

1.2 10.83 0.8 7.62

1.5 5.54 1.0 7.61

sp. YB-43가 생산하는 mannanase의 특성을 조사하기 위해 우

선 mannanase에 대한 생산성에 적합한 배지성분을 검토하였

다. 세균의 mannanase 생산성은 xylanase나 cellulase에 비해 

배지내 탄수화물 종류에 따라 매우 큰 차이를 나타내므로

(Kataoka and Tokiwa, 1998; Kim et al., 2011b) LB 액체배지

를 기본배지로 하고 단당류나 이당류는 1% (w/v), 다당류와 

농산부산물은 0.5%가 되도록 각각 첨가하여 YB-43을 20시간 

진탕 배양하여 배양상등액에 존재하는 mannanase 활성을 각

각 조사하였다. Table 1에 보인 바와 같이 glucose, mannose 와 

xylose를 첨가하였을 때는 배양액 중에 mannanase의 활성이 

관찰되지 않았고 다른 단당류나 이당류는 효소 생산성에 큰 

영향을 미치지 못하였다. 한편 mannan 다당류에 속하는 LBG, 

konjac이나 guar gum을 첨가한 배지에서 mannanase 생산성

이 크게 증가되었으며 LBG와 konjac을 첨가한 배지에서 유사

한 수준으로 가장 생산성이 우수하였다. Mannan 다당류나 이

를 함유한 농산 부산물이 첨가된 배지에서 mannanase의 생산

성이 증가된 경우는 다수의 균주 등에서 보고된 바 있다

(Kansoh and Nagieb, 2004). 또한 YB-43 균주와 같이 대부분

의 미생물에서는 guar gum 보다 LBG에 의한 mannanase 생산

성 증가 정도가 훨씬 높은데 비해 특이하게도 Clostridium 

tertium KT-5A는 LBG 보다는 guar gum에 의해 mannanase 생

산성이 더 크게 증가하였다(Kataoka and Tokiwa, 1998).

LBG와 konjac을 0.1%–3.0% 범위로 달리 첨가한 LB 배지

에서 mannanase 생산성은 LBG 첨가량이 0.7%, konjac 첨가

량이 0.2%일 때 가장 높은 것으로 확인되었다(Table 2). 한편 

LBG와 konjac의 첨가량이 많으면 효소 생산성이 감소하였으

며 특히 konjac이 2% 이상 첨가된 배지에서는 0.2 U/ml 이하의 

생산성을 나타냈다(결과 미제시). LBG와 konjac을 혼합하여 

첨가할 때 효소 생산성이 증가하는 효과를 조사하기 위해 

LBG 첨가량을 0.7%로 하고 konjac의 첨가량을 0.1%, 0.15%, 

0.2%, 0.25%, 0.3%로 달리 첨가한 배지에서 mannanase 생산

성을 조사한 결과 konjac 첨가량이 0.1%일때 약간 증가하였으

나 0.15% 이상부터 생산성이 감소하였으며, 0.3%를 첨가하였

을 때는 최대 생산성의 약 30% 수준에 해당하는 생산성을 보

였다. Konjac만을 첨가하였을 때는 0.2%에서 효소 생산성이 

가장 높았으나, LBG와 동시에 첨가하였을 때는 감소하는 현

상을 보인 것으로 보아 LBG나 konjac이 직접 mannanase의 생

산성을 유도하는 것은 아니고 균이 성장하면서 소량 생산하는 

mannanase에 의해 배지내 LBG와 konjac이 분해되어 저당류

가 생성되면 이들이 효소 생산성을 유도하는 것으로 추측된

다. 또한 LBG와 konjac의 첨가량이 많아질수록 배지의 점도

가 높아져 균의 성장이 낮아지게 되면서 효소 생산성이 감소

하는 것으로 여겨진다. 

Mannanase의 부분정제와 반응특성

LBG를 첨가한 LB 배지에서 YB-43을 24시간 배양하여 얻

은 배양상등액을 ammonium sulfate (25%–70%)로 처리하여 

침전된 단백질을 투석하여 제조한 조효소액을 사용하여 반응 

pH와 온도가 효소활성에 미치는 영향을 조사하였다(Fig. 1). 

그 결과 mannanase의 최적반응 pH는 6.5로 나타났으나 반응

온도가 55°C와 65°C에서 효소 활성이 증가하는 것으로 확인

되었다. 그러므로 YB-43에 의해 생산되는 mannanase는 2종

류 이상일 것으로 판단되어 컬럼 크로마토그래피를 수행하여 
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Fig. 1. Effects of reaction temperature and pH on the crude enzyme 

activities. The pH profile (-■-) was obtained by measuring the mannanase 

activities at various pH’s and at a constant temperature of 50°C. Buffers 

(50 mM) used were as follows: sodium citrate (pH 3–6), and sodium 

phosphate (pH 6–8). Temperature profile (-●-) was obtained by measuring 

the mannanase activities at pH 6.5 and different temperatures. Each curve 

represents the average of three independent experiments.

Fig. 2. Temperature and pH optima of the partially purified mannanases, 

ManA and ManC. The pH profiles (-■-) were obtained by measuring the 

mannanase activities at various pH’s and at a constant temperature of 

50°C. KCl-borate buffer (50 mM) was used for pH 8–10. Temperature 

profiles (-●-) were obtained by measuring the mannanase activities at pH 

6.5 for ManA or 7.5 for ManC and different temperatures. Each curve 

represents the average of three independent experiments.

Fig. 3. Thermostability (A) and pH stability (B) of the partially purified 

mannanases, ManA and ManC. Thermostabilities were determined by 

measuring the residual activities after pre-incubation for 1 h at different 

temperatures. pH Stabilities were determined by measuring the residual 

activities after pre-incubations in various buffers for 24 h at 4°C. -●-, 

ManA; -▼-, ManC. Each curve represents the average of three independent 

experiments.

효소를 부분 정제하였다. Mannanase 조효소액을 DEAE- 

Sepharose 컬럼 크로마트그래피를 수행한 결과 NaCl의 농도 

구배에 따라 3개 활성 peaks가 나타났으나 중간의 peak의 분

획은 다른 peak의 분획과 겹쳐질 수 있어 앞과 뒤 peaks에 해당

하는 mannanase 활성 분획만을 따로 모아 Q-Sepharose 컬럼 

크로마토그래피로 각각 정제를 하였다. 앞 peak의 분획 효소

액에서는 NaCl의 농도가 0.06–0.17 M, 뒤 peak의 분획 효소액

에서는 0.25–0.46 M일 때 mannanase가 각각 용출되었다. 

NaCl의 농도가 낮은 지역에서 용출된 효소를 mannanase A 

(ManA), 높은 지역에서 용출된 것을 mannanase C (ManC)로 

명명하고 각 효소액을 SDS-PAGE로 분석한 결과 단일한 단백

질이 아니고 부분 정제된 상태로 확인되었다(결과 미제시). 

부분 정제된 ManA와 ManC가 서로 다른 효소인지 확인하

기 위해 반응특성을 비교하였다. 반응 온도를 50°C로 고정하

고 여러 pH에서 mannanase 활성을 측정한 결과 ManA는 pH 

6.5에서 최대 활성을 보이고 pH 6.0–7.0 범위에서 최대활성의 

90% 이상의 활성을 나타냈다(Fig. 2). ManC는 pH 7.5에서 활

성이 가장 높았으며 pH 10에서도 최대활성의 80% 이상의 활

성을 보여 ManA 보다 알칼리 pH에서 활성이 높은 것으로 확

인되었다. 반응온도에 따른 효소활성을 조사하기 위해 ManA

와 ManC 반응액의 pH를 6.5와 7.5로 각각 달리하고 여러 온도

에서 반응을 실시한 결과 ManA는 55°C, ManC는 65°C에서 

최대활성을 보였다(Fig. 2). ManA와 ManC를 여러 온도에서 1

시간 동안 방치한 후에 잔존 효소활성을 측정하여 열안정성을 

조사한 결과 ManA는 40°C 이하에서는 실활되지 않았으며 

50°C에서는 약 60%의 활성을 유지하였다(Fig. 3). 그러나 최

적 반응온도가 ManA에 비해 10°C가 높은 ManC는 기질이 없

는 상태에서는 매우 불안정한 것으로 확인되어 20°C에서 40% 

이상 실활되어 ManA와 큰 차이를 보였다. ManC는 배양온도

인 30°C에서도 1시간 방치하였을 때 50% 이상이 실활되는 것

으로 나타났는데 이로 보아 30°C에서 배양 중에도 생산된 

ManC는 실활되어 그 활성이 거의 상실될 것으로 예측되지만 

배양상등액으로부터 ManC가 부분정제된 것은 배지에 첨가

된 LBG가 배양 중에 온도에 의한 ManC의 실활을 방지한 때문

으로 판단된다. 여러 pH 완충액에서 효소를 1시간 동안 방치

하였을 때 ManC는 pH 5–10에서는 90% 이상의 활성을 유지하

였으나 pH 4.0에서는 완전히 실활되었고, ManA는 pH 10에서 
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Fig. 4. Thin-layer chromatogram of hydrolysis products of β-1,4-linked manno-oligosaccharides with partially purified ManA and ManC. The reaction 

mixtures containing the partially purified mannanases and mannooligosaccharides or LBG in 50 mM sodium phosphate buffer (pH 6.5 for ManA or 7.5 for 

ManC) were incubated for 4 h at 50°C. M1 to M6 represent mannose to mannohexaose; E, partially purified mannanase. MO stands for 

mannooligosaccharides including mannose, mannobiose, mannotriose, mannotetraose, mannopentaose, and mannohexaose.

Table 3. Substrate specificities of the partially purified mannanases

Substrates

Relative activity (%) of

Crude 

enzyme
ManA ManC

Locust bean gum galactomannan 100.0 100 100

Konjac glucomannan 206.0 92.0 112.9

Guar gum galactomannan 69.4 60.2 57.3

Yeast mannan 1.2 ND <0.1

ND, not detected.

84% 수준으로 ManC 보다는 안정성이 낮았으나, pH 4.0에서

는 73%의 활성을 유지하여 ManC에 비해 알칼리에서는 약간 

불안정하나 산성에서는 안정한 것을 알 수 있다(Fig. 3). 

토양에서 분리된 Cellulosimicrobium sp. YB-1107의 배양

상등액에서는 반응 온도 55°C와 pH 6.5에서 mannanase 활성

이 가장 높은 것으로 보고되었는데(Yoon, 2011), YB-43의 조

효소액은 이와 동일하나 65°C에서도 활성이 높아졌다는 점

이 다르다고 하겠다. Cellulosimicrobium sp. HY-13 유래의 

mannanase H (Kim et al., 2011a)는 50°C와 pH 6.0, mannanase 

K (Kim et al., 2011b)는 50°C와 pH 7.0에서 최대활성을 보여 

ManA와 유사하였으며 mannanase H는 30°C에서는 1시간 동

안 열처리하여도 실활되지 않으나 50°C에서는 잔존활성이 

20% 미만인데 비해 mannanase K는 50°C에서 1시간 열처리

하였을 때 50% 활성을 유지하였으며 ManA와 유사하였다. 한

편 Streptomyces sp. S27의 mannanase는 pH 7.0과 65°C에서 

최대활성을 보여 ManC와 유사하였으며(Shi et al., 2010), guar 

gum을 탄소원으로 하여 증균 배양하여 분리된 Enterobacter 

sp. N18의 mannanase는 pH 7.5와 50°C에서 최대활성을 보였

다(You et al., 2015). 40°C에서 반감기가 15분으로 열에 불안

정한 Sphingomonas의 mannanase (Zhou et al., 2012)는 최적 

반응온도도 40°C로 낮은 것과 같이 열안정성이 낮으면 최적 

반응온도도 낮아지는데 열에 매우 불안정한 ManC의 최적 반

응온도가 65°C로 나타난 것은 반응 중 기질인 LBG와 결합할 

경우 열안정성이 크게 증가하여 반응온도가 높아져도 쉽게 실

활되지 않아 최적 반응온도가 크게 상승한 것으로 판단된다

기질특이성과 최종 가수분해 산물

기질 특이성을 비교하기 위해 기질로 LBG, konjac, guar 

gum과 yeast mannan을 사용하여 활성을 측정하였다. ManA

와 ManC는 guar gum의 분해활성이 LBG와 대비하였을 때 약 

60% 정도로 비슷한 수준으로 나타났으며, konjac에 대한 활성

은 ManC가 더 높았다(Table 3). 한편 컬럼 크로마토그래피를 

수행하기 전의 조효소액에서는 konjac에 대한 가수분해 활성

이 LBG에 비해 2배 이상 높았는데 이는 mannanase 뿐 아니라 

조효소액에 존재하는 cellulase에 의해서도 konjac이 분해된 

때문으로 판단된다. 또한 조효소액이 guar gum과 yeast 

mannan에 대한 분해활성이 ManA와 ManC 보다 높은 것으로 

보아 부분 정제과정 중에 회수할 수 없었던 또 다른  mannanase

가 존재할 가능성이 높다고 여겨진다. 여러 종류의 Bacillus 속 

균주 유래의 mannanase는 guar gum에 대한 활성이 LBG에 비

해 10–15% 수준이며(Yoon and Lim, 2007), Cellulosimicrobium 

sp. HY-13의 mannanase H도 약 11%로 보고되어 ManA와 

ManC의 활성과는 차이가 큰 것으로 나타났다. 그러나 

Cellulosimicrobium sp. HY-13의 mannanase K와 C. tertium의 

mannanase는 guar gum 분해활성이 약 72%와 46%로 각각 보

고되었으며(Kataoka and Tokiwa, 1998; Kim et al., 2011b), 이

는 ManA와 ManC의 특성과 유사하다고 하겠다.

MOS를 ManA와 ManC로 각각 분해하여 최종 분해산물을 

TLC로 분석하였다(Fig. 4). 두 효소는 모두 mannobiose를 분
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해하지 못하였으며 mannotriose 이상의 중합도를 갖는 MOS

는 분해하는 공통점은 보였으나, MOS의 가수분해 산물은 차

이가 있었다. Mannotriose의 가수분해 산물을 비교할 때 

ManA의 반응액에서는 분해되지 않은 mannotriose가 ManC

에서 보다 많이 관찰된 것으로 보아 ManA는 ManC 보다 

mannotriose의 분해능이 낮았다. ManA와 ManC에 의한 MOS

의 가수분해 산물에서 mannobiose와 mannotriose가 주된 반

응산물로 나타났으며, ManA의 반응산물에서는 mannose가 

관찰되기 어려운 수준으로 존재하는데 비해 ManC의 반응산

물에는 mannose도 다량 존재하였다. Cellulosimicrobium sp. 

HY-13의 mannanase H는 ManA와 ManC 효소와 유사하게 

mannobiose 보다 중합도가 큰 MOS를 분해하여 mannobiose

를 가장 많은 양 생성하고 mannose는 미량 생성하였다. 그러

나 mannanase K는 mannobiose 뿐 아니라 mannotriose도 분해

하지 못하였으며, mannotetraose의 분해산물로는 mannobiose, 

mannotriose와 mannotetraose가 비슷한 양으로 존재하였고 

mannopentaose를 기질로 사용하였을 경우에는 mannotetraose

의 분해산물과 함께 mannopentaose도 다량 관찰되어 ManA

와 ManC의 MOS 가수분해능과는 차이가 있었다. 한편 

mannanase의 종류에 따라서는 mannotriose 이상의 중합도를 

갖는 MOS를 가수분해할 수 있거나(Kweun et al., 2004), 

mannotetrase 이상의 중합도를 갖는 MOS를 가수분해하는 것

으로 보고되었다(Jiang et al., 2006). 

Cellulosimicrobium sp. YB-43의 배양상등액으로부터 부

분 정제된 ManA와 ManC는 최적 반응조건, 열안정성, 기질특

이성과 MOS의 가수분해 산물이 서로 다른 효소인 것으로 확

인되었을 뿐 아니라, Cellulosimicrobium 속 균주 중에서 현재

까지 유일하게 그 특성이 보고된 Cellulosimicrobium sp. 

HY-13의 mannanase H 및 mannanase K와도 차이를 보여 이

들 효소와 다른 mannanases일 것으로 추정된다. 또한 컬럼 크

로마토그래피를 수행하기 전 단계의 조효소액이 ManA와 

ManC에 비해 guar gum과 yeast mannan의 분해능이 높았던 

점으로 볼 때 Cellulosimicrobium sp. YB-43은 ManA와 ManC

외에도 다른 종류의 mannanase를 생산할 가능성이 있다고 여

겨진다.

적  요

탄소원으로 Avicel이 첨가된 배지에서 공주에 소재한 밤 나

무 농장의 토양 미생물을 증균 배양하여 mannanase를 생산하

는 미생물을 분리하였다. 분리균 YB-43의 16S rDNA 서열은 

Cellulosimicrobium 속 균주와 유사도가 99.6% 이상으로 가장 

높게 나타났다. Locust bean gum (LBG)이나 konjac이 첨가된 

배지에서 분리균의 mannanase 생산성이 크게 증가하였다. 

0.7% LBG가 첨가된 LB 배지에서 Cellulosimicrobium sp. 

YB-43이 균체외로 생산한 mannanase를 DEAE-Sepharose와 

Q-Sepharose 컬럼 크로마토그래피로 부분 정제하여 mannanase 

A (ManA)와 mannanase C (ManC)로 분획하였다. ManA는 

55°C와 pH 6.5, ManC는 65°C와 pH 7.5에서 최대활성을 보였

으며, ManA는 40°C 이하에서 1시간 동안 실활되지 않았으나 

ManC는 20°C에서도 상당량 실활되었다. 또한 ManA와 ManC

는 기질특이성과 mannooligosaccharides의 최종 분해산물에

도 차이가 있는 것으로 나타났다. 이로 보아 Cellulosimicrobium 

sp. YB-43은 특성이 서로 다른 2종류 mannanases를 생산하는 

것으로 판단된다. 
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