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Abstract 

Locust bεan gum galactomannan was hydrolyzεd to degrεζ of polymerization (D.P.) 2, 4, 7 galactosyl 
mannooligosaccharides by the purifiεd ß-mannanasε. To il1vεstigate thε effects of locust bεan gum 
galactosyl mannooligosaccharides 011 in vitro grO\\th of Bijìdobacterilll1l longlll11, B. bjjìdlllll‘ B. i끼따ltlS‘ 

B. adolescentis, B. animalis, and B. breve, Bijìdobacterilll1l spp. wεre cultivatεd individually 011 thε 

modified-l'v1RS medíum containing carbon source such as D.P 2, 4 and 7 galactosyl matmoolgosaccha­
rides, rεspecti、'ely. B. longul11 and B. bijìdlll11 믿'ew up 9.0-fold and 6.6-fold more effectiveLy by the 
treatment of D.P 4 galactosyl mannooligosacchat'ide, compared to those of stal1dard l'v1RS mεdium. 
Especially, hεtero type of D.P 4 and 7 were morε effective than homo type of D.P 2 on the growth of 
Bijìdobactel' Î lIl11 spp and Lactobacílllls spp. 
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서 론 

Hemicellulose로서 광범 위 하게 존재 하고 있는 것 

으로는 mannan, xylan, galactan 등이 있으며 , 이중 

에 mallilall은 ß-l ，4-mannopyr따lOside 결합을 main 

chain으로하는 다당이 며 , 특히 konjac glucom뻐nan， 
locust bean gUll.l galactoll.lamlan, guar g\.Un 

galactoll.latmall, copra 잔사인 white copra meal 

galactomannall 및 brown copra meal galacto-
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mam1an에 다량 함유하고 있다. Mannall 계열의 

oligosaccharide는 인체의 정상적인 장내상태를 유지 

하는데 중요한 역 할을 하는 Bifidobacteri1l111의 좋은 

에너지원으로서 유용하다는 것이 밝혀졌다(Choi & 
Park, 2004a; Kobayashi εt al., 1984; Hoffinmm & 

Bircher, 1969; Gyrgy et al., 1954). B뼈'obacterium은 

정장 작용으로서 설사와 변비를 방지하고(Calrk & 

Martin, 1993; Tanaka & S비lllosaka， 1982) 장암예 

방， 노화방지의 효과를 나타내며， 성장기의 발육촉 

진， 조혈작용， 피부미용에 도움을 주는 비타민 B군 

을 형 성 한다(Mitsuoka， 1982; Mitsuoka, 1990; 

Modler 앉 al., 1990). 또한 칼숨의 흡수， 혈당과 콜 

레스테롤의 수치를 낮추는 등 여러 이점을 갖고 있 

다 Bffidobacteriul1l 속은 Lactobacillus 속과 더 붙어 
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Staphylococcus aureus, Salmonella typhimurium, 

Yersinia enterocolitica 및 Clostridium pe.바ingens 

등과 같은 병원성 미생물의 성장 시 길항효과를 발 

휘하며， 프로바이오틱 미생물은 항미생물 기작을 경 

유하여 장내 서식하고 있는 병원성 미생물에 대한 

저 항성 을 증진 시 키 기 도 한다(Kim et al., 2002; 
Saavedra, 1999; Lee & Lee, 2001; Hughes & 

Hoover, 1991). 또한 우리 몸에 필요한 영 OJ:분， 비 

타민， 아미노산， 단백질 등의 합성， 면역강화， 소화 

촉진 등의 유익한 작용을 하는 것을 알려져 있다 
(Goldin et al., 1980; Kaila et al., 1992; Marteau 

et al., 1990; Mitsuoka, 1980) 사람의 대장에는 대 
장 1 g당 3x10 11이상의 세균이 존재하여 flora를 형 

성하고 있으며， 이중 B떠dobacteriul11의 점유상태가 

생체건강의 중요한 factor로 작용하고 있다. 장내 

flora의 구성에는 물론 개인차가 존재하나 일반적으 

로 섭취하는 식품， 감염상태， 스트레스， 기후에 따 

라 민감하게 변화한다. Bifìdobacterium의 증식과 함 

께 생산된 대사산물(항균성인자， 유산， 유당분해효 

소 등)에 의해 직접， 간접적으로 위에 언급한 것과 

같은 효과를 발휘하게 된다(Lee， 1996). 또한 사람 
의 장내균총을 정착시킨 랫트에게 Bifidobacteriull1 

과 galactooligosaccharide를 연속적으로 혼합 투여하 

여 발암 관련 인자와 장내 부패 대사산물의 동태를 

조사한 결과， 장관내용물 중의 niπoreductase， trypto­
phanase, urease 등의 미 생물의 효소 활성과 부패산 
물인 인돌， 암모니아 함량이 저 하하여 Bacteroides와 

대장균군에 의한 장내 부패가 억제되는 것으로 나 

타났다고 보고되었으며(Heo， 1995), galactomannooli­

gosaccharide와 glucomannooligosaccharide의 중합도 

5와 7에서 Bifìdobαcterium의 생육 촉진 활성이 높 

게 나타난 바 있다. 특히 Ga13Man4에서 B. lon찔1111 

이 비교군에 비해 10배의 증식 활성을 나타내었다 

(Choi & Park ,2004b). 

따라서 본 연구에서는 η'ichoderma harzianum 유 

래 ß-mann뻐ase에 의 한 locust bean gum galacto­

mannan 가수분해 이igosaccharides를 분리 • 조제 하 

고， 중합도별 올리 고당의 Bifìdobacterium spp. 및 

Lactobacil/us spp.에 대한 생육활성을 비교검토하였다. 

재료및방법 

Trichoderma harzianum 유래 ß-mannanase의 

생산 
효소생산의 배지조성은 cellulose 3.0%, com steep 

liquor 3.0%, KHèP04 1.0%, σffi4)2S04 0.2%의 액 
체배지 2L에 종모배양액 10mL을 접종하여 280C, 

130 φm， 96시 간 jar fermentor (KFC, KF-51) 로 

배양하여 40C, 11 ,000 tpm, 15분 원심분리(Beckman， 

rotor 14) 후 상층액을 효소액으로 사용하였다(Kim 
& Park, 2005). 

단백질농도 
단백질량(280 nm)과 핵산량(260 nm)의 흡광도를 

UV-spectrophotometer (Amersham Biosciences, 

Ultrospec 11 00 pro)에서 측정해 1.5 XA280-O. 75xA260 

의 식을 이용한 결과를 단백질 농도로 사용하였고， 

정제 step중에는 Lo\Vηr의 방법 (LO\νηr et al., 1951) 

을 사용하여 단백질농도를 확인하였다. 

효소활성 
ß-matmanase의 생산량은 DNS 환원당 정량법 

(Miller, 1959a)에 의하여 수행하였다. 즉 0.5 mL의 

1 % Locust bεan gum, 0.4 ml9.J McIlvaine buffer 

(pH 6.0)와 0.1 mL의 균체가 제거된 배양액을 섞어 

500C에서 30분간 반응시킨 후 생성된 mannose를 희 

석하여 570 nm에서 흡광도를 측정하였다. 표준곡석 

은 D-mannose를 O.l ~ 1.0 mg/mL를 사용하였고， 효 

소 1m다t의 ß-matmanase는 동일조건에서 1분당 생 

성 되는 D-mannose에 해 당하는 1 mg/mL의 환원당 

을 방출하는 효소의 양으로 정의하였다. 

Locust bean gum galactomannan 가수분해 올 

리고당의 분리 및 Thin layer chromatography 
(TLC) 

효소액 에 대 해 0.5% locust bean gUll1을 600 C, 8 

시간 기수분해하여 TLC로 분해 양상을 검토하였다. 

activated carbon powder를 1000C 1시간 가열한 후 

colurnn (3x120 cm)에 충진시키고， 증류수를 이용하 

여 24시간 동안 평형화시킨 후 당용액을 주입하고， 

100 mL!hr유속으로 tube당 20mL씩 εthanol 0~50o/c왜 

linear gradient하여 활성 탄 colml1t1 chromatography 

를 이용하여 당을 분리하였다. 

TLC는 McCleary볍 (McCleary， 1982)에 따라 다음 

과 같은 조건하에서 전개 후 UV조사 및 spray 

reagent로 분무하여 1400C에서 5분간 가열하여 당을 

분석 하였다. TLC plate; 25 TLC plates 20x20 cm 
silica gel 60 F254 (Merck, Germany), Developing 

Solvent; n-propanol: methanol:water 5:2:3:(、ψ/v)，

Spray Reagent; 30% sulfì.tric acid ethanol. 
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Fig. 1. TLC of locust bean gum hydrolysates by activated 
carbon column chromatography. 
G : Galactose 
A: Authentic mannosε， mannobiose, manno-triose, m없mo­
tetraose, and m없mopentose from top to bottom 
B: Hydrolysates by the treatrnent of purified enzyme 
14-43: Fraction number 
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Fig. 2. Separation of locust bean gum hydr이ysates by 
activated carbon column chromatography. 
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2번째 mannose어11 galactose가 0，-1 ，6결합을 하고있는 

62-mono-O-a-D-ga1actopyranosyl-4-0-ß-D-mannotriose로’ 
중합도 7은 ß-l ，4결합을 하고있는 ß-l ，4-m뻐no­

hexose의 main chain의 환원말단으로 부터 2번째 

mannose에 galactose가 0，-1 ，6결합을 하고있는 62_ 

mono-O-o'-D-g외actopyranosyl-4-0-ß-D-mannohexaose 의 

구조로 통정되었다. 중합도 8로 예상되는 사료는 분 

리회수율이 낮아 구조동정을 수행중에 있다. 

중합토별 가수분해 올리고당의 ßifidobacterium 

spp 및 Lactobacillus spp.어| 대한 생육활성 
Bifìdobacterium속 균주 (B. animalis ATCC 

25527, B. b떠dum ATCC 15696, B. breve ATCC 

15701, B. 띠bη따 ATCC 15697, B. lon.쟁1m ATCC 

29521)와 Lactobacillus속 균주 (L. casei KCCM 
12452, L. plantarum KCCM 40701 , L. reuteri 

KCTC 40417)에 대한 생육촉진활성을 측정하기 위 

해 MRS 배지에서 탄소원을 포도당 대신에 조제된 

올리고당을 각각 첨가한 후 측정하였다. 조제 · 분 

리된 올리고당을 회수하여 진공농축하여 1210C 15 

분간 autoclave한 후 DNS법(Mi11er， 1959b)을 이용 

하여 dextrose와 통일한 환원당량으로 조절 한 후 

modified MRS 배지를 조제하여， 혐기적 조건하에서 

370C, 48시간 평판배양한 후 colony수를 비교하고， 

동일한 조건으로 액체배양하여 590 nm에서 흡광도 

를 측정하여 총균수를 바교하였다. 

Locust bean gum galactomannan 가수분해 올 

리고당의 분리 및조제 
효소액 100ml에 대해 0.5%(v/w) locust bean 

gum을 8시간 기수분해 하여 TLC로 pattem (Fig. 1-

B)을 검 토한 후 활성 탄 colunm chromatography 

(3x120 cm)을 이용해 100 mlJbr.유속으로 tube당 20 

ml씩 ethanol 0- 50% linear gradient법 으로 당을 분 

리하였다. 활성탄 column chromatography에 의한 당 
용액 0.2ml와 5% phen이 0.2ml를 가하여 혼합 후 

Conc.-HzS0 4 1 ml를 가하여 혼합한 후 20분간 방치 
하여 490 nm로 흡광도를 측정한후 peak:를 나타내 

는 각 fraction을 TLC로 pattem (Fig. 1)을 검토한 

결과 fraction No. 16, 17에서 중합도 2, fraction 

No. 20, 21에서 중합도 4, 효action No. 35, 36에서 

중합도 7의 galactosyl mannooligosaccharides를 회수 

하였다. 중합도 8로 추정되는 g따actosyl mannooligo­

saccharide가 TLO상에서 확인되었으나 분리도 및 회 

수율이 낮아 중합도 8에 대한 연구는 현재 진행중 

에 있다(Fig. 2) 

본 논문에서는 언급하지 않았오나 분리된 올리고 

당의 구조동정도 수행중에 았으며 분리된 중합도2 

는 mannose와 m때nose가 ß-l ，4결합을 하고있는 ß-
1 ，4-m때nobiose로， 중합도4는 ß-l ，4결합을 하고있는 

ß-l ，4-mannσiose의 main ch뻐1의 환원말단으로 부터 

결과및고찰 
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중합도별 locust bean gum galactomannan! 가 

수분해 올리고당의 Bifidobacferíum spp. 및 
Lacfobacillus spp.에 대한 생육활성 

B텐ìdobacteriurn솜 균주(B. longum, B. bifìdum, B. 

i빼ntis， B. animalis, B. breve) 및 Lactobacil!us속 

균주(L. casei, L. plantarum, L. reuteri)'에 대 한 생 

육활성을 측정하기 위해 MRS 배지에서 탄소원을 

포도당 대신에 조제된 중합도 2, 4, 7 올리고당 시 

료를 각각 첨가 후 평판배양과 액체배OJ:을 하여 측 

정한 결과 올리고당이 첨가되지 않은 MRS broth에 

비해 생육촉진 활성을 보였다. 특히 B. 10η밍1m은 중 

합도2가 6.0배， 중합도4가 9.0배， 중합도7이 7.0배로 

가장 우수한 생육활성을 나타내고 있으며 ， B. b띠dum 

에서도 중합도4와7이 각각 6.6배， 4.3배의 우수한 생 

육촉진 활성을 보이고 있다(Table 1). Homo ηpe인 

중합도2보다는 galactose가 branc바19하고 있는 hetero 

ηpe의 중합도 4와7의 올리고당이 생육촉진 활성이 

더 우수하게 나타났다. 

Lactobacil!us속 균주에 대해서는 Bifìdobacterium 

spp.보다는 낮은 생육활성을 보였으나 올리고당이 

첨가되지 않은 MRS broth에 비해 높은 생육촉진 

활성을 보였으며 특히 L. c，α'sei'에서는 중합도 압t 7 

Table 1. Summarγ of growth activity of B따dobacterium 

Spp. by the Iocust bean gum galactomannan hydrolysates 

Rel떠tive 
Bijìdobacteri;μmsp. Mεdium CFU/ml activity(% ) 

StandardMRS 3.4x108 100 

B. αnimalis 
MRS + D.P 2 7.9xl08 232 
MRS + D.P 4 8.3x108 244 
MRS + D.P 7 9.6x108 282 
Standard MRS 1.3xl08 100 
MRS + D.P 2 5.5x108 423 
MRS + D.P 4 8.6x 108 662 

B. bijìdum 

MIRS + D.P 7 5.7x108 438 
Standard MRS 2.4x 108 100 
MRS + D.P 2 6.0x108 250 
MRS + D.P 4 l.lx lO9 458 

B. breve 

MRS + D.P 7 8.7xl08 363 
Standard MRS 1.8x 108 100 

MRS + D.P 2 3.8x108 211 
MRS + D.P 4 4.2x 108 233 

B. infantis 

MRS + D.P 7 5.2xl08 289 

Standard MRS 3x lO7 100 
MRS + D.P 2 1.8x 108 600 
MRS + D.P 4 2.7xl08 900 

B.longum 

MRS + D.P 7 2.1 xl08 700 

Table 2. Summarγ of growth activity of Lactobacillus spp. 
by the Iocust bean gum galactomannan hydrolysates. 

Lactobacillus sp. Medium CFU/ml R.el~tive 
activity(% ) 

Standard MRS 4xl07 100 

L. casei 
MRS+D.P2 8xl07 200 
MRS+D.P4 1.2x lO8 300 
MRS+D.P7 2.2x108 550 
Standard MRS 4.8x108 100 

L. plantarum 
MRS+D.P2 5.6x108 117 
MRS+D.P4 6.0xl08 125 
MRS + D.P 7 8.7x108 181 
Stand않dMRS 2.3x108 100 

L.r.εuteri 
MRS+D.P2 2.2x108 96 
MRS+D.P4 1.9xl08 83 
MRS+D.P7 4.2x108 183 

이 각각 3.0배， 5.5배의 생육촉진 활성을 나타내었 

으며 Bifìdobacterium속 균주와 공통적 으로 hetero 

type인 고중합도 올리고당이 homo type인 저중합도 

올리고당보다 생육활성이 높게 나타니는 것으로 사 

료되었다(Table 2). 

요 약 

Locust b뻐1 맹m galactomannan 기수분해 올리고 

당의 분리는 효소액에 대해 0.5%의 locust bean 

맑m을 가수분해 하여 TLC로 pattem을 검토한 후 

활성 탄 column chromatography을 이 용해 ethanol 

linear gradient로 당을 분리 하였다. 분리 된 당용액 

은 phenol-H2S04법을 이용하여 측정 후， TLC로 

pattεm을 검토한 결과， locust bean gum galacto­

m뻐nan 가수분해 올리고당은 중합도 2, 4, 7로 분 

리되 었다.B띠dobacterium속과 Lactobacillus속 균주 

에 대한 생육 촉진 활성을 비교하기 위해 MRS 배 

지에서 포도당 대선 분리된 올리고당을 첨가한 

modi퍼ed MRS 배지를 조제한 후， 혐기적 조건하에 

서 370 C, 48시간 액체배양하여 590 nm에서 흡광도 

를 측정하여 총균수를 측정하고， 동일한 배지 조성 

의 평판배지에 도말하여 colony~ 수를 비교하였다. 

특히 B. 10η!gum은 중합도2가 6.0배， 중합도4가 9.0 

배， 중합도7이 7.0배로 가장 우수한 생육활성을 나 

타내고 있으며 ， B. bifìdum에서도 중합도4와 7이 각 

각 6.6배， 4.3배의 우수한 생육촉진 활성을 보이고 

있다. Homo ηpe인 중합도2보다는 galactose가 

branc피ng하고 있는 hetero ηp양1 중합도 4와 7의 
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올리고당이 생육촉진 활성이 더 우수하게 나타났다. 
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