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Deinococcus geothermalis의 Xylan 최적 분해조건 및 
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Deinococcus geothermalis is a moderate thermophillic radiation resistant bacterium producing greater 

abundance of sugar metabolism enzymes than other Deinococcus species. In this study, optimal 

condition for xylanolytic activity of D. geothermalis was determined and xylooligosaccharides from oat 

spelt, beechwood, and birchwood xylan hydrolysates by this organism were analyzed through HPLC. 

Reducing sugar yield was increased in the order of beechwood, birchwood, and oat spelt xylan. D. 

geothermalis displayed maximal xylanolytic activity at 40°C and pH 8.0. Magnesium ion increased 

xylanolytic activity upto 7.5 fold. Six kinds of xylooligosaccharides (xylose, xylobios, xylotriose, 

xylotetraose, xylopentaose, and xylohexalose) were detected from beechwood and birchwood xylan 

reaction products. Among them, xylose was the major product. However, only three kinds of 

xylooligosaccharides (xylose, xylopentaose, and xylohexalose) were clearly detected from oat spelt xylan. 

Gamma-ray (50 kGy) treatment of beechwood xylan, birchwood xylan and oat spelt xylan increased 

xylanolytic activity of D. geothermalis. The results indicate that D. geothermalis and pretreatment of 

radiation is useful for xylooligosaccharides production. 
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화석연료의 과도한 소비에 따른 지구 온난화와 유가상승이 

지속됨에 따라 석유를 대체할 수 있는 바이오에너지에 대한 관

심이 크게 높아지고 있다(10, 25). 자연계에 풍부하게 존재하는 

식물성 유기자원은 cellulose, hemicellulose 및 lignin으로 구성

되어 있으며, 이러한 식물성 유기자원으로부터 유용한 화학물

질, 식량 및 에너지로 이용하기 위한 연구가 전 세계적으로 활

발하게 진행되고 있다(3, 24). Cellulose 다음으로 자연계에 많

이 존재하는 hemicellulose의 주성분인 xylan은 최근 대체에너

지원인 에탄올 생산 기질뿐만 아니라 xylitol과 같은 감미료의 

* For correspondence. E-mail: fungikim@kaeri.re.kr; Tel: +82-63-570- 
3200; Fax: +82-63-570-3149

생산원료로서도 이용이 기대되고 있는 중요한 식물성 유기자

원이다. 자연계에 존재하는 xylan은 매우 복잡한 구조를 가지

고 있다. β-1,4 polyxylose의 주결합구조에 acetyl, arabinosyl 및 

glucuronyl 등의 잔기가 결합된 다양한 결합구조 가지고 있을 

뿐만 아니라, xylan 분자 상호간 또는 xylan 분자와 lignin 분

자가 서로 교차결합 되어있다. 이와 같은 복잡한 구조의 xylan

을 효율적으로 가수분해하려면 결합된 분자를 효과적으로 절

단하는 ferulic acid esterase와 acetyl xylan esterase, α
-arabinofuranosidase, glucuronidase 등의 효소와 β-1,4 주결합

구조 절단에 필수 분해 효소인 xylanase와 β-xylosidase 등과 

같은 효소의 협동작용이 필요한 것으로 보고되고 있다(13, 24). 
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Fig. 1. Detection of saccharolytic activity of D. geothermalis on 
agar plate using Gram's iodine (A). Release of reducing sugars 
from various xylans by D. geothermalis. Samples were incubated at 
50°C and pH 7.0 (10 mM sodium phosphate buffer) for 120 h (B). 
Data are presented as the mean of three individual experiments.
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Xylan의 기본골격을 분해하여 xylooligosaccharides로 전환시

키는 효소로서 xylan의 가수분해 과정에서 가장 중요한 역할을 

하는 xylanase는 곰팡이나 세균과 같은 미생물뿐만 아니라 식

물체, 곤충 그리고 원생동물 등 자연계에 광범위하게 존재한다

고 보고되고 있다(14, 18, 20, 22). Xylan의 분해산물의 일종인 

xylooligosaccharides는 2-6개의 xylose가 결합된 다당류로서 

온화감미를 갖는 시럽 또는 분말상 물질이며 Bifidus, Lacto-

bacillus 등과 같은 장내 유용미생물을 선택적으로 증식시킴으

로서 장기능을 개선시키는 기능성 식품소재로도 이용되고 있

다(1, 2, 8). 

효소가수분해의 효율을 높이기 위해 식물성 유기자원의 복

잡한 결합구조를 약하게 하여 효율적인 가수분해를 위해 전처

리 방법에 대한 연구가 오래 전부터 활발하게 진행되고 있다

(14). 전처리 방법의 종류에는 기계적 분쇄를 통해 효소가 반

응할 수 있는 표면적을 넓히는 물리적 방법(21, 22)과 산과 알

카리를 이용하는 화학적인 방법(5, 9, 19)이 많이 이용되고 있

다. 하지만 처리비용이 비싸고 전처리 후 발생하는 부산물이 

발효공정의 효율을 억제시키는 단점으로 인해 전처리 방법으

로 적합하지 않다는 주장이 제기 되었다(7, 17). 그러나 방사선 

조사를 이용한 방법은 전처리 후 부산물이 생성되지 않고 짧은 

시간 내에 생물자원의 복잡한 결합구조를 약하게 함으로서 효

소의 침투를 원활하게 할 수 있는 전처리 방법으로 알려져 있

다(4, 15, 26). 

제지공장으로부터 분리된 중호열성 방사선저항성 미생물인 

D. geothermalis는 최근 유전체의 전체 염기서열이 밝혀졌고, 

염기서열 분석결과 다른 Deinococcus 속과 비교해 당대사 작

용에 관여하는 유전자가 풍부하게 존재한다고 보고되고 있다

(11). 하지만 이 미생물을 이용한 xylan의 가수분해 및 분해산

물을 분석한 연구는 아직까지 연구된 바 없다. 따라서 본 연구

에서는 D. geothermalis에 의한 xylan의 효율적인 가수분해를 

위해 최적 분해조건을 확인하였고, 최종 분해산물을 HPLC를 

이용하여 분석하였다. 또한 방사선 조사 후 환원당 분석을 통

해 방사선 조사가 효소당화에 미치는 영향에 대하여 확인하

였다.

Xylan 분해활성 및 최적 가수분해 조건 

D. geothermalis (DSM 11300)는 한국농업미생물 자원센터

로부터 분양 받았다. 배양시 TGY 배지(tryptone 5.0 g, yeast 

extract 3.0 g, glucose 1.0 g/L)를 이용하였으며, 필요에 따라 

한천(15 g/L)을 첨가하여 50°C에서 배양하였다. D. geother-

malis의 xylan 분해활성을 측정하기 전 xylan 분해능을 한천배

지에서 Gram's Iodine 방법을 이용하여 확인하였다(12). 1%의 

xylan (beechwood xylan, birchwood xylan, oat spelt xylan)이 

포함되어 있는 Degryse medium 162 minimal (yeast extract 

2.5 g, tryptone 2.5 g, nitrilotriacetic acid 1.0 g, CaSO4·2H2O 

0.4 g, MgSO4·7H2O 2.0 g/L, 0.2 M Na2HPO4·12H2O 15 ml, 

0.2 M KH2PO4 10 ml, 0.01 M Fe(III) citrate·5H2O 0.5 ml, 

pH 7.0 trace element solution 5 ml) 한천배지 위에 D. 

geothermalis 배양액 10 μl를 한천배지 중앙에 접종한 후 50°C

에서 36시간 동안 배양하였고 Gram's Iodine (KI 6 g, iodine 

3 g/L)으로 5분간 반응 시킨 후 형성된 환을 확인하였다. D. 

geothermalis는 실험에 이용된 3종류의 xylan (beechwood 

xylan, birchwood xylan, oat spelt xylan)을 모두 분해할 수 있

는 활성이 있는 것으로 나타났다(Fig. 1A). 형성된 환의 크기

는 beechwood xylan과 birchwood xylan은 유사하였지만, oat 

spelt xylan의 환의 크기는 비교적 작게 나타났다. 

D. geothermalis를 배양한 상등액을 이용하여 xylan의 최적 

가수분해 조건을 확인하기 위하여 xylan의 종류(beechwood 

xylan, birchwood xylan, oat spelt xylan), 온도(30, 40, 50, 

60°C) 조건, pH (5.0, 6.0, 7.0, 8.0, 9.0) 조건, 금속보조인자의 

종류 1 mM (MgCl2, FeCl2, CaCl2, CuCl2, ZnCl2)에 따라 생

성된 환원당을 측정하였다. pH 조절을 위해서 각각 10 mM의 

acetic acid buffer (pH 5.0), sodium phosphate buffer (pH 

6.0-8.0), Tris-HCl buffer (pH 9.0)를 이용하였다. 환원당은 

Miller의 3,5-dinitrosalicylic acid (DNS) 방법을 사용하여 측

정하였다. 표준 검량선은 xylose를 이용하여 정량화하여 작성

하였다. 실험 결과에 표현된 당화율은 다음과 같이 계산하였다. 

[DNS 방법으로 측정한 환원당 (g/L)/실험에 이용된 xylan의 

농도 (5 g/L)]×100 (%). D. geothermalis의 최적 생장온도인 

50°C에서 상등액과 xylan을 120시간 동안 반응하여 생성된 당

화율을 분석한 결과 각각 beechwood xylan (3.1%), birchwood 
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Fig. 2. Release of reducing sugars from beechwood xylan by D. 
geothermalis optimal conditions. Effects of various temperature 
conditions. Samples were incubated with at pH 7.0 (10 mM sodium 
phosphate buffer) for 120 h (A). Effects of various pH conditions. 
Samples were incubated with at 40°C for 120 h. pH control by 10 
mM acetic acid buffer (pH 5.0), sodium phosphate buffer (pH 
6.0-8.0), Tris-HCl buffer (pH 9.0) (B). Effects of various metal ion 
conditions. Samples were incubated with at 40°C and pH 8.0 (10 
mM sodium phosphate buffer) for 120 h (C). Data are presented as 
the mean of three individual experiments.
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xyaln (2.7%) 그리고 oat spelt xylan (2.2%)의 순서로 당화율

이 높게 나타났다(Fig. 1B). 따라서 당화율이 가장 높은 beech-

wood xylan을 기질로 이용하여, 온도에 따른 당화율을 비교한 

결과 40°C에서 당화율이 가장 높게 나타났다(Fig. 2A). 당화율

은 D. geothermalis의 최적생장 온도인 50°C에 비해 40°C에서 

약 33% 증가하였다. 이 실험결과를 통해 D. geothermalis의 

생장온도와 beechwood xylan 가수분해 반응의 최적 온도조건

이 차이가 있음을 알 수 있었다. pH 조건에 따라서도 당화율의 

차이를 보였다(Fig. 2B). pH 8.0에서 당화율이 약 5.08%로 가

장 높게 나타났다. pH 8.0까지는 pH가 증가할수록 당화율이 

증가하였지만 pH 9.0에서는 당화율이 감소하였다. 비교적 광

범위한 pH 조건에서 환원당이 생성되었지만 산성과 알칼리성

에서는 분해가 저해 되는 것을 알 수 있었다. Fig. 2C는 xylan

의 가수분해 반응에서 금속보조인자가 미치는 영향에 대해 나

타낸 결과이다. 금속이온의 종류를 달리하여 beechwood xylan

을 40°C, pH 8.0 조건에서 반응한 후 당화율을 측정하였다. 금

속보조인자의 첨가에 따른 당화율은 각각 MgCl2 (23.4%), 

CuCl2 (15.9%), ZnCl2
 (8.5%), CaCl2 (3.6%) 그리고 FeCl2 

(2.9%) 순서로 증가하였다. 특히 MgCl2을 첨가하였을 때 당화

율이 7.5배 증가하였다. 또한 CuCl2와 ZnCl2를 첨가하였을 때

에도 당화율이 각각 5.1배, 2.7배 증가하였다. 하지만 FeCl2와 

CaCl2은 D. geothermalis에 의한 xylan의 분해 반응에 영향을 

주지 못했다. 이 실험 결과로부터 MgCl2과 CuCl2 그리고 

ZnCl2은 D. geothermalis의 xylan 가수분해 반응에서 보조인자

로서 작용하는 것으로 나타났다.

Xylan 분해산물 분석

가수분해반응을 통해 분해된 물질은 HPLC (Agilent, USA)

를 이용하여 분석하였다. 분석에 이용된 xylan과 xylooligo-

saccharides 표준물질은 각각 Sigma-Aldrich, USA와 Megazyme, 

Ireland으로부터 구입하였다. HPLC 분석은 Aminex HPX-87P 

column (Bio-Rad, USA)을 사용하였고, 분석시 column의 온도

는 65°C 그리고 유속은 0.8 ml/min로 유지하였다. 이동상은 

20 mM의 황산이 포함된 멸균된 증류수를 이용하였으며, RI 

detector를 이용하여 분석하였다. 최적 가수분해 조건인 40°C, 

pH 8.0 그리고 MgCl2를 첨가한 조건에서 D. geothermalis와 

반응하여 생성된 분해산물을 HPLC로 분석한 결과 beechwood 

xylan, birchwood xylan을 기질로 이용하였을 경우 xylose 

(X), xylobiose (X2), xylotriose (X3), xylotetraose (X4), 

xylopentaose (X5) 그리고 xylohexaose (X6) 모두 생성되었고 

반응 생성물 중에서 xylose (X)의 생성량이 가장 높게 나타났

다. 또한 oat spelt xylan을 기질로 이용하였을 때에는 xylose 

(X)와 xylopentaose (X5) 그리고 xylohexaose (X6)가 생성되

었다. Oat spelt xylan 역시 반응 생성물 중에서 xylose (X)의 

함량이 가장 높게 나타났다(Fig. 3). D. geothermalis로 부터 

모든 종류의 xylooligosaccharides가 생산되는 것을 확인하였다. 

방사선 조사의 전처리 효과

Xylan의 복잡한 결합구조를 약하게 하여 효율적인 분해를 

위해 전처리 방법으로서 방사선 조사를 하였다. 방사선 조사는 

한국원자력연구원의 선원 300 kCi, Co-60 감마선 조사시설 

(AECL, IR-79, Nordion)을 이용하여 실시하였다. 감마선 조사

는 4°C에서 분당 70 Gy 선량율로 각각 1, 5, 10, 30, 50 kGy

의 총 흡수선량을 얻도록 하였으며, 총 흡수선량의 오차는 

±5% 이내가 되도록 하였다. 이 때 흡수선량의 측정은 5 mm 

diameter alanine dosimeter (Bruker Instruments, Germany)로 

측정하였다. 10 mM 인산완충용액에 용해된 0.5% xylan 용액
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Fig. 3. HPLC analysis of xylooligosaccharides standard samples (A) 
and the end products of hydrolysis of beechwood xylan (B) using 
Aminex HPX-87P column. The column was eluted with 20 mM 
sufuric acid at a flow rate of 0.8 ml/min at 65°C. (Retention time 
: xylan-4.2, xylohexalose-4.66, xylopentaose-5.16, xylotetraose-5.56, 
xylotriose-5.92, xylobiose-6.47 and xylose-7.06 min.)
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Fig. 4. Effects of the only gamma ray radiation pretreatment on 
reducing sugar yield of various xylans (Black bar). Release of 
reducing sugars from various xylans by D. geothermalis after the 
gamma ray radiation (50 kGy). Samples were incubated with at 
40°C and 10 mM sodium phosphate buffer, pH 8.0 in the presence 
of 0.4 g/L MgCl2

 
(White bar). Data are presented as the mean of 

three individual experiments.
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에 방사선 조사를 이용하여 전처리 하였을 때 xylan으로부터 

환원당이 생성되었다. 또한 선량이 증가함에 따라 생성된 환원

당의 양이 증가하였다(결과 미제시). 50 kGy의 선량에서 

beechwood xylan과 birchwood xylan의 당화율은 18%, oat 

spelt xylan은 14%로 나타났다(Fig. 4). 방사선 조사를 이용한 

전처리 방법은 전처리 후 부산물이 발생하지 않고 짧은 시간 

내에 식물성 유기자원의 복잡한 결합구조를 약하게 함으로서 

효율적인 전처리 방법으로 이용될 수 있을 것이라고 사료된다. 

최적 전처리 조건인 50 kGy의 선량으로 방사선 조사 후 xylan 

(beechwood xylan, birchwood xylan, oat spelt xylan)의 최적 

가수분해 조건에서 반응을 유도한 결과 당화율은 각각 35.5%, 

32.1%, 25.6%로 나타났다. 3종류의 xylan 모두 전처리 후 가

수분해 반응을 하였을 때 전처리 전보다 환원당의 양이 증가되

는 것을 확인 할 수 있었다(Fig. 4). 따라서 방사선을 이용한 

전처리 방법은 D. geothermalis를 포함한 xylan 분해 미생물을 

이용하여 xylan의 분해를 위해 효율적인 전처리 방법으로 이용

될 것으로 사료된다.

적요

대표적인 중호열성 방사선저항성 미생물인 Deinococcus 

geothermalis에는 다른 Deinococcus 속과 비교해 당대사 작용

에 관여하는 유전자가 풍부하게 존재하는 특징이 있다. 본 연

구에서는 D. geothermalis를 이용하여 xylan의 최적 분해조건

을 확인하였고, beechwood xylan, birchwood xylan 및 oat 

spelt xylan의 최종 분해산물을 HPLC를 이용하여 분석하였다. 

기질의 종류에 따른 당화율을 비교한 결과 beechwood xylan, 

birchwood xylan 그리고 oat spelt xylan 순서로 당화율이 높



312  Im et al.

게 나타났다. D. geothermalis를 이용한 xylan의 최적 분해조

건인 40°C, pH 8.0 그리고 마그네슘 이온을 첨가하였을 때 당

화율이 7.5배 증가하였다. Beechwood xylan과 birchwood 

xylan의 최종 분해산물은 xylose, xylobios, xylotriose, xylote-

traose, xylopentaose, 그리고 xylohexalose였으며, xylose의 함

량이 가장 높았다. 또한 oat seplt xylan의 최종 분해산물은 

xylose, xylopentaose 그리고 xylohexalose가 생성되었다. Xylan

의 효율적인 당화를 위하여 전처리 방법으로서 방사선조사를 

하였고, 방사선조사 후 D. geothermalis에 의한 beechwood 

xylan, birchwood xylan 그리고 oat spelt xylan의 당화율이 증

가하였다. 본 연구를 통하여 D. geothermalis 및 방사선을 이

용한 전처리 방법이 xylooligosaccharides를 생산하는데 유용함

을 확인하였다.
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