
The Korean Journal of Microbiology, Vol. 45, No. 1, March 2009, p. 63-68
Copyrightⓒ2009, The Microbiological Society of Korea

63

Aureobasidium pullulans IMS-822가 생산하는 
β-(1→3)(1→6)-Glucan의 특성 분석

이석준·안극현·박찬선·윤병대·김민수*

한국생명공학연구원 생물산업기술연구센터

국내 토양시료로부터 점액성 고분자물질을 생산하는 효모 균주를 분리 및 동정하여 Aureobasidium pullulans
IMS-822라 명명하였다. A. pullulans IMS-822가 생산하는 외분비성 폴리머를 정제 및 동결 건조하여 구조분석을
수행하였다. HPLC를 이용한 구성당 성분분석에서 포도당 단일성분으로 구성되어 있음을 확인하였다. FT-IR을
이용한 구조분석에서는 890 cm-1 부근에서의 β-configuration을 확인하였으며, 3300 cm-1 부근으로 shift 된 완만한
-OH stretching은 폴리머를 구성하고 있는 분자 사이에 강한 수소결합이 작용하고 있는 것으로 추측되었다. 13C-
NMR 분석결과는 A. pullulans IMS-822가 생산하는 외분비형 다당류인 (1,3)-linked β-D-glucosyl unit의 6개의 탄
소, δ 105.05 ppm (C1), 75.82 ppm (C2), 86.62 ppm (C3), 70.61 ppm (C4), 78.13 ppm (C5), 63.22 ppm (C6) 및 β-
(1,3)D-glucosyl 잔기에 분기사슬 되어 있는 δ 72.11 ppm의 C-6의 signal을 확인할 수 있었다. A. pullulans IMS-822
가 생산하는 β-(1→3)(1→6)-glucan의 알칼리 수용액(0.5%, w/v)에 24.0 µM의 Congo red 첨가하여 30분간 반응시
킨 후 400~700 nm의 범위에서 최대흡수파장의 변화를 조사한 결과 NaOH의 농도가 증가함에 따라 최대흡수파
장은 장파장으로 이동하여 498 nm에서 515 nm까지 이동하였다. 최대흡수파장은 0.4 M NaOH 농도에서 점차로
감소하여 506 nm 부근에서 안정화되는 것으로 나타남으로써 순차적 구조를 가지는 것으로 확인되었다. 
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conformation 

β-Glucan은 지질대사 개선작용, 정장작용, 혈당치 상승 억제

효과, 항종양 효과, 면역 증강 효과 등과 같은 우수한 생체 조절

기능성이 밝혀짐에 따라 그 용도 측면에서 주목받고 있는 생물

소재로서 미생물류, 담자균류, 식물의 세포벽에 주로 포함되어

있으며, 이러한 생물체의 골격인 세포벽을 구성하는 성분으로서

존재하고 있다. β-glucan의 구조는 β-(1→2), (1→3), (1→4),

(1→6)-D-glucopyranose 중합체의 주사슬(backbone)로 구성되어

있으며, 다양한 형태의 β-glucan 중에서도 면역증강작용을 가지

는 다당류로서는 β-(1→3)-glucan이 많아, shizophyllan (22, 23),

scleroglucan (21), curdlan (6), Aureobasidium sp.의 β-(1→3)-

glucan (12, 17) 등 항종양활성이 있는 것이 밝혀져 왔고,

Coriolus versicolor의 단백다당인 PSK (20), Lentinus edodes의

다당류인 lentinan, Schizophyllum commune의 다당류인

schizophyllan은 이미 일본에서 의약품으로 인가되어 암치료제로

서 시판되고 있다(1). 버섯류를 포함하는 다양한 곰팡이류가 생

산하는 β-(1→3)(1→6)-glucan은 면역증강을 통한 다양한 암에

대한 항암활성, 항세균성, 항바이러스성 활성이 뛰어나고(16, 18),

또한, 상처 치료효과와 피부재생 효과가 탁월해 항염증 및 피부

의 노화방지 효과가 확인 되었으며(3), 이밖에, 혈압강하작용 또

는 혈당강하작용 등의 다양한 약리학적 효능이 발표되어 의약품

산업 및 건강보조식품, 화장품 산업 등에의 응용이 기대되고 있

다(7, 11, 13, 14, 15). 

동물의 면역계에 대한 활성 증진력을 갖는 β-(1→3)-glucan은

여러 가지 종류의 식용버섯, 효모, 보리, 귀리 등에 함유되어 있

는 것으로 알려져 있다. 특히 담자균(버섯)의 자실체나 균사체에

함유되어 있는 β-glucan은 면역 증강 활성이 높고, 표고버섯 자

실체로부터 추출되는 lentinan과 같은 β-(1→3)-glucan은 의약품

으로서 이용되고 있다. 그러나 일반적으로 담자균의 자실체나 균

사체에 함유되어 있는 β-glucan은 그 생육·재배 조건에 따라 함

량이나 분자량 등이 크게 차이가 있고, 여러 가지 종류의 불순물

을 포함하고 있어 분리 및 정제에 어려움이 따르며, 물에 대한

용해성이 낮아 다양한 용도로의 이용에 많은 제한이 있다. 

이에 비하여, 균체 외로 면역 증강 활성이 높은 수용성 β-

glucan을 분비 생산하는 미생물을 이용한 발효 생산은 균일하고,

생산수율이 우수하며, 정제하기에 간편하면서도 수용성인 고활성

의 β-glucan을 얻을 수 있으므로 매우 유효한 방법으로 판단되며,

β-glucan을 생산하는 미생물로는 Aureobasidium sp. 등이 알려져

있다(1, 2, 17). 

Aureobasidium sp.의 한 균주로부터 세포외로 생산되는 β-

(1→3)-glucan은 main chain의 glucose 4개마다 3개가 β-(1→6)

으로 결합한 포도당의 분지를 갖고, sulfoacetate를 2.5% 결합한

β-(1→3)(1→6)-glucan 구조로서, 의약품으로 사용되고 있는

lentinan 및 schizophyllan과 동일한 구조 및 수용액 상태에서 유
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사한 물성적·기능적 특성을 가지는 것으로 알려져 있다(12). 일

반적으로 β-(1→3)-glucan은 분자량, β-(1→6)결합의 분지도, β-

glucan chain간의 상호결합 및 이에 따른 전체적인 입체구조

(triple helix) 형성능 등에 따라 생리적 활성이 크게 영향 받는 것

으로 보고되어 있다(24, 25, 26). 또한, 분자량 100,000~200,000

이상의 β-glucan들이 항암활성이 높으며, 5,000~10,000의 저분자

의 물질들은 활성이 거의 없는 것으로 보고되어 있다(4, 5, 9). 

재료 및 방법

생산균주의 분리 및 동정

각지에서 채취한 토양 시료 일정량을 멸균된 생리 식염수에

넣고 진탕한 후 상등액 일정량을 취하여 희석하고, 그 희석액을

potato dextrose agar plate (pH 5.6, 30oC)에서 24~72시간 배양하

여 점액성 물질을 생산하는 약 60여 종을 1차 분리하였다. 순수

분리된 미생물들을 potato dextrose broth (pH 5.6, 30oC)에서 5

일간 진탕배양한 후 원심분리(12,000×g, 20분)하여 균체를 제거

하였다. 균체를 제거한 상등액에 3배 volume의 에탄올을 첨가하

여 폴리머들을 침전시켰다. 침전된 폴리머를 증류수에 재용한 후

laminarinase (Sigma)를 처리하였을 때 유리되는 단당을 환원당

정량법으로 분석하여, 유리되는 환원당의 수치가 가장 높은 종을

선별하여 IMS-822로 명명하였다.

분리한 균주 IMS-822의 동정을 위하여 배양학적 및 생리학적

특성을 확인하였으며(자료 미제시), 18S 리보솜 RNA 유전자의

내부 전사 스페이서(internal transcribed spacer) 1, 5.8S 리보솜

RNA 유전자 그리고 내부 전사 스페이서 2를 포함하는 500 bp

의 염기서열을 분석하였다. 선별한 균주로부터 18S rDNA 분절

5’-TCC GTA GGT GAA CCT GCG G-3’을 프라이머(primer)

세트로 중합효소 연쇄반응(PCR)하여 증폭시킨 후, 증폭 산물을

정제한 다음 자동염기서열 분석 장치(Applied Biosystems model

373A automatic sequencer)와 키트(Big Dye Terminator Cycle

Sequencing kit, Perkin-Elmer Applied Biosystems)를 이용하여

염기서열을 분석하였다. 선별한 균주의 18S rDNA는 유전자은행

의 블라스트 프로그램을 이용하여 상동성을 분석하였다. 그 결과,

선별된 균주는 표준 균주인 Aureobasidium pullulans UWFP 769

와 100%의 상동성을 나타내었다. 이에 Aureobasidium pullulans

IMS-822라 명명된 균주를 한국생명공학연구원 유전자은행

(KCTC, Korean Collection for Type Cultures)에 기탁하였다(기탁

번호: KCTC 11179BP).

Exo-polysaccharide의 생산 및 정제

Exo-polysaccharide의 생산을 위한 A. pullulans IMS-822의 배

지는 sucrose 100 g/L, NaNO3 4 g/L, K2HPO4 1 g/L, MgSO4·

7H2O 0.5 g/L, KCl 0.5 g/L, FeSO4 0.01 g/L, oxalic acid 0.7 g/

L로 구성되었으며, 30oC로 조절된 5-L의 발효조에서 pH를 4.5로

유지하면서 5일간 배양하였다. 배양액을 증류수로 2배 희석하여

원심분리(8,000×g, 20 min)하고, 균체를 제거한 상등액에 3배

volume의 ethanol을 첨가하고 30oC에서 30분간 진탕 교반하여

침전시킨 후 증류수에 녹였다. β-Glucan을 생산하는 A. pullulans

는 일반적으로 pullulan을 동시에 생성함으로 배양액 내에 혼재

하는 pullulan을 제거하기 위하여 1차 정제된 배양액 1 L에 50

mM sodium acetate buffer (pH 5.0)에 용해된 50 unit의

pullulanase (Novozyme) 및 100 mM sodium acetate buffer (pH

5.0) 3 L를 첨가하여 37oC에서 24시간 반응하였다. 반응이 종료

된 후 3배 volume의 ethanol을 첨가하고 30oC에서 30분간 진탕

교반하여 침전시켰으며, 여분의 단당류를 제거하기 위하여 상기

의 과정을 3회 반복하였다. 침전물을 일정량의 증류수에 재용해

한 후 동결 건조하여 exo-polysaccharide 분말을 얻을 수 있었다.

또한 pullulan 분해효소인 laminarinase 처리, Bradford법 및 UV

scanning (200~660 nm)을 통하여 pullulan, 단백질 및 색소를 포

함하고 있지 않음을 확인하였다. 위와 같은 배양조건에서 A.

pullulans IMS-82는 배양 96시간에 생산량이 최고에 달하여 약

30 g/L의 exo-polysaccharide를 생산하였으며, 구성은 pullulan이

약 60%이며 β-(1→3)-glucan이 약 40% 정도를 차지하는 것으로

분석되었다. 

점도평균 분자량 분석

점도평균 분자량 분석을 위하여 동결 건조한 분말을 0.65 M

의 NaCl 용액에 용해하여 0~0.4%의 용액을 제조한 후

Ubbelohde type의 capillary viscometer를 이용하여 30±1oC에서

고유점도(intrinsic viscosity)를 측정하였다. 고분자의 고유점도는

분자량의 크기 및 모양 등에 따라 다르게 나타날 수 있으나

Mark-Houwink equation에 의하여 분자량과 다음과 같은 관계에

있다. 여기서 K와 a는 고분자의 구조적 특성에 기인하는 상수이

며, 고유점도를 측정하기 위한 기본함수들은 다음과 같다. 

Relative viscosity : ηr = η/η0 ~= t/t0
(η0 : solvent viscosity, η: solution viscosity)

Specific viscosity : (t/t0)-1 ~= (η/η0)-1 = ηr-1 = ηsp

Reduced viscosity : {(t/t0)-1}/C = {(η/η0)-1}/C = (ηr-1)/C =

ηsp/C = ηred

(T : time, C : concentration)

Inherent viscosity : ln  ηr/C = ηinh

Intrinsic viscosity : lim ηsp/C = lim ln ηr/C = [η] (Huggin's

equation)

C→0 C→0

Mark-Houwink equation ; [η] = KMwα (K and α : Mark-

Houwink constant)

구성당 성분분석

동결 건조한 시료를 증류수에 용해하여 0.2% 용액(w/v)을 제

조한 후 동일분량의 2 M Trifluoroacetic acid (TFA)를 첨가하여

121oC에서 1시간동안 가수분해하였다. 가수 분해물을 원심분리

(15,000×g, 30 min)하여 불순물을 제거한 다음 speed-vac에서

TFA가 완전히 제거될 때까지 건조하였다. 증류수에 재용해하여

얻어진 가수 분해물 일정량을 당분석용 column (YMC-Pack
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Polyamine, 250×4.6 mm ID)에 5 µl injection하였다. 이동상으로

는 H2O를 사용하여 1.0 ml/min의 속도로 용출시키고, RI

detector가 장착된 HPLC (Agilent Technologies 1200 series)로 분

석하여, 당 표준품(Sigma)과의 용출시간을 비교하여 분석하였다.

FT-IR 분석

A. pullulans IMS-822가 생산하는 exo-polysaccharide의 IR

spectrum은 Perkin-Elmer 1750 spectrometer와 Perkin-Elmer 7300

data processor (128 scans at 2 cm-1 resolution)를 사용하였으며,

동결 건조된 시료 2 mg과 IR spectroscopic grade의 KBr 200

mg을 혼합한 KBr disc 방법으로 측정하였다.

13C-NMR 분석

NMR 결과를 얻기 위하여, 동결 건조된 시료 2 g을 200 ml의

증류수에 용해한 후 1 M의 TFA 용액 200 ml을 혼합하였다.

50oC의 교반기에서 24시간 반응시킨 후 원심분리(12,000×g, 30

min)하여 상등액을 감압 농축하였다. 농축액을 Bio-Gel P2 레진

을 이용하여 유사분자량 범위를 분획하여 동결건조한 후 일정량

을 D2O에 용해하여 25oC에서 NMR (Varian, 400 MHz) 분석을

위한 시료로 사용하였다. 

결과 및 고찰

점도평균분자량

A. pullulans IMS-822가 생산하는 exo-polysaccharide의

intrinsic viscosity를 계산하기 위하여 Ubbelohde type의 capillary

viscometer를 이용하여 0~0.4%의 농도에서 감소점도(reduced

viscosity)를 측정하였다(Fig. 1). 고유점도란 고분자의 농도가 0에

무한히 근접할 때 나타나는 고분자의 점도를 의미함으로 직선회

귀식을 이용하여 계산할 수 있다. Carboxylmethyl cellulose

(CMC)를 표준물질로 사용하고, Huggin's equation과 Mark-

Houwink equation을 이용하여 측정한 점도평균분자량은 약

8.9×105인 것으로 측정되었다. Aureobasidium sp.가 생산하는 β-

glucan에 대한 연구가 보고되어 있으나 분자량에 관한 정보가 제

공되지 않아 직접적인 비교가 어려우나(2, 17), Hericium

erinaceus로부터 추출한 β-glucan의 분자량 1.0×106 (8)과 비슷하

였으며, Lentinus edodes로부터 추출한 β-(1→3)-glucan의 분자량

5.2×105 (24)에 비하여서는 다소 큰 분자량을 가지는 것으로 나

타났다. β-(1→3)-glucan의 분자량은 분지도 및 삼중 나선 구조

와 더불어 항암활성에 중요한 역할을 하며(6), 분자량

5,000~10,000 범위의 저분자들은 항암활성이 극히 낮으며, 분자

량 100,000~200,000 이상의 고분자들만이 높은 항암활성을 나타

내는 것으로 보고되어 있으므로(1), A. pullulans IMS-822가 생산

하는 β-(1→3)(1→6)-glucan도 항암활성을 나타내기 위한 적당한

분자량으로 생각된다. 

구성당 분석

HPLC를 이용하여 A. pullulans IMS-822가 생산하는 polymer

의 구성당 성분을 분석한 결과 glucose 단일성분으로 구성된 것

으로 나타났다(Fig. 2). Aureobasidium sp.가 세포외로 분비하는

외분비형 다당류 중에서 포도당으로만 구성된 폴리머는 pullulan

과 β-(1→3)-glucan 두 종류가 알려져 있고, 실험재료로 사용한

폴리머는 laminarinase를 처리하여 pullulan을 제거한 상태임으로,

Fig. 1. Intrinsic viscosity of the exo-polysaccharide at the 0.65 M
NaCl solution.

Fig. 2. Component determination of the exo-polysaccharide by HPLC
analysis. The peak at 8.856 min represents that of glucose.

Fig. 3. Infrared spectra of exo-polysaccharide produced by A.
pullulans IMS-822.
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이 결과는 A. pullulans IMS-822가 생산하는 exo-polysaccharide

가 β-(1→3)-glucan임을 추측할 수 있다. 

FT-IR 분석

A. pullulans IMS-822가 생산하는 exo-polysaccharide의 구조분

석을 위하여 KBr-disc 방법을 이용한 IR spectrum에서 나타난

흡수피크는 891 cm-1 부근에서의 β-configuration, 3300 cm-1 부

근에서의 -OH stretching, 1030 cm-1 부근에서의 -OH 또는 -CH

stretching, 1570 cm-1 및 1740 cm-1 부근에서의 -CO stretching로

나타났다(Fig. 3). 이러한 결과는 Lentinus edodes로부터 추출한

β-glucan과 유사한 경향을 나타내었으며(24), A. pullulans IMS-

822가 생산하는 exo-polysaccharide가 D-glucose의 β-configuration

으로 구성된 β-glucan임을 알 수 있다. 

13C-NMR 분석

A. pullulans IMS-822가 생산하는 exo-polysaccharide의 구조분

석을 위하여 실시한 13C-NMR 결과는 (1→3)-linked β-D-

glucosyl unit의 6개의 탄소, δ 105.05 ppm (C1), 75.82 ppm
(C2), 86.62 ppm (C3), 70.61 ppm (C4), 78.13 ppm (C5), 63.22

ppm (C6) 및 β-(1→3)-D-glucosyl 잔기에 분기사슬되어 있는 δ
72.11 ppm의 C-6임을 분명하게 나타내고 있다(Fig. 4). 본 연구

에서는 저분자화된 시료를 대상으로 하여 13C-NMR 분석을 행한

결과로 인하여 β-(1→3) 결합과 β-(1→6) 결합의 분지도를 파악

할 수 없어 정확한 구조를 추정하기는 어려우나 β-(1→3)(1→6)-

D-glucan으로서 상용되고 있는 lentinan 및 scleroglucan의 구조와

유사하였다. 저분자화하지 않은 시료의 NMR data를 얻기 위하

여 NaOD/D2O 및 DMSO-d 등의 용매를 사용하고 측정온도를

100oC로 높여 분석을 실시하였으나 만족할 만한 결과를 얻을 수

없었는데, 이는 거대분자가 가지는 분자량 또는 분자자체의 견고

한 구조에 기인한 것으로 판단된다. 향후 거대한 생물고분자의

명확한 구조를 파악하기 위하여서는 저분자화하지 않은 상태에서

도 13C-NMR 분석이 가능한 기술개발이 필요한 것으로 생각된다.

수용액상의 구조

고분자의 β-(1→3)(1→6)-D-glucan이 수용액 상태에서 나선형

의 구조를 가지고 있으며 강한 알칼리 조건하에서 분자간 및 분

자 내의 수소결합이 절단되어 나선형구조의 변성을 유도하는 것

으로 알려져 있으므로, A. pullulans IMS-822가 생산하는 β-

glucan의 입체구조를 파악하기 위하여 0~1.0 M NaOH 수용액에

β-glucan의 농도를 0.5%로 조정하여 Ubbelohde 형태의 capillary

viscometer를 이용하여 비점도를 측정한 결과, NaOH의 농도 0.4

M에서 수용액의 비점도가 급격하게 감소하는 것으로 보아 나선

형 구조의 변성이 진행되는 것으로 생각된다(자료 미제시). 이러

한 비점도 변화는 NaOH의 첨가가 분자간 및 분자 내에 존재하

는 수소결합을 절단하는 것을 의미하며, 0.4 M의 NaOH 농도에

서 수소결합의 대부분이 절단되는 것으로 추정된다. 고분자의 β-

(1→3)(1→6)-glucan이 알칼리 수용액 상태에서 Congo red dye

와 결합하여 Congo red dye의 최대흡수파장(max)을 변동시키는

특징을 가지는 것으로 알려져 있으므로, 0~1.0 M NaOH 수용액

(β-glucan의 농도, 0.5%)에 24.0 µM의 Congo red를 첨가하여 30

분간 반응시킨 후 400~700 nm의 범위에서 최대흡수파장의 변화

를 조사하였다(Fig. 5). Congo red dye의 최대흡수파장은 NaOH

의 농도에 따라서 다르게 나타났는데, NaOH의 농도가 증가함에

따라 최대흡수파장은 장파장으로 이동하여 498 nm에서 515 nm

까지 이동하였다. 최대흡수파장은 0.4 M NaOH 농도에서 점차

로 감소하여 506 nm 부근에서 안정화되는 것으로 나타났다. 이

러한 결과는 Hericium erinaceus로부터 추출한 β-glucan이 0.15

M NaOH 농도에서 나선 구조의 착란현상이 나타나는 것과 비교

해 볼 때(8), A. pullulans IMS-822가 생산하는 β-glucan은 상당

히 정렬된 구조를 가지고 있으며 강알칼리 조건하에서도 비교적

안정된 상태를 유지하고 있다는 것을 의미한다. 

Fig. 4. 13C-NMR spectroscopy of exo-polysaccharide produced by A. pullulans IMS-822.

Fig. 5. Change in λmax of Congo red and Congo red-exopolysaccharide
complex at different NaOH concentration. The solution contained 24.0
µM of Congo red and 0.5% of β-(1→3)(1→6)-glucan. (■ ), Congo
red; (● ), Congo red containing β-(1→3)(1→6)-glucan.
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ABSTRACT : Analysis of β-(1→3)(1→6)-Glucan Produced by Aureobasidium pullulans IMS-822
Seog June Lee, Keug Hyun Ahn, Chan Sun Park, Byung Dae Yoon, and Min Soo Kim*
(Bioindustry Research Center, Korea Research Institute of Bioscience and Biotechnology, Dae-
jeon 305-806, Republic of Korea) 

The exo-polysaccharide producing microorganism, Aureobasidium pullulans IMS-822, was isolated and iden-
tified from soil. The viscosity-average molecular weight of exo-polysaccharide was calculated as 8.9×105 by
Mark-Houwink equation. The sugar component of exo-polysaccharide was determined as glucose by HPLC
analysis. The IR spectra indicated that the exo-polysaccharide has an absorption peak at 890 cm-1 for the β-con-
figuration of D-glucan. The 13C NMR signal at δ 86.62 ppm arose from the substituted C-3 of glucose. The sig-
nal at δ 72.11 ppm was assigned to C-6 of branched β-(1→3)-D-glucosyl residues. Viscosity and Congo red
reaction indicated that β-(1→3)(1→6)-glucan produced by A. pullulans IMS-822 has a highly ordered hydro-
gen-bond dependent conformation in aqueous solution, which collapses in strong alkaline solution. 


