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요약

본 발명은 전분을 포함한 사료에서 사용되는 효소를 포함한 구성성분에 관한 것으로; 상기 효소는 아밀라제 활성을 

지니고 저항성 전분을 분해할 수 있다.

색인어

전분, 구성성분, 효소, 아밀라제, 활성, 저항성, 분해, 비가공

명세서

기술분야

본 발명은 사료에 관한 것이다.

특히, 본 발명은 동물 소비에 적당한 전분을 포함한 사료에 관한 것이다. 일부 실시태양에서 동물은 가금류 또는 돼지

이다.
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배경기술

사료 내 전분의 소화율은 매우 변화하기 쉽고 전분과 전분 매트릭스 모두의 물리적 구조를 포함한 많은 인자에 따라 

달라진다. 전체 식물 세포 내 또는 식량 매트릭스 내에 가둬진 전분 또는 충분히 젤라틴화되지 않은 전분 미립자는 α

-아밀라제에 의해서만 매우 느리게 가수분해되고 따라서 소장 내에서 완전한 소화를 벗어난다. 소장 내에서 아밀라

제에 의한 소화에 매우 저항적인 전분 및 전분 소화 생성물은 대장 내 미생물 발효에 대한 기질이 된다. 대장 내에서 

발효된 전분으로부터의 열량은 전분이 소장 내에서 소화되고 흡수될 때 제공된 것 보다 더 작아 서 동물에 있어서 유

의적인 에너지 손실을 초래한다.

미생물 분해 전에 소장에서 분해된 전분은 장 상피에 의해 직접적으로 흡수되어 동물에게 사료의 에너지를 효과적으

로 방출한다. 미생물 군락에 의해 분해된 전분 중에서 일부분의 에너지만이 동물에 의해 처리된다. 이는 용이하게 분

해가능한 전분 및 저항성 전분 분해 효소에 의해 분해된 저항성 전분이 미생물계에 의해 분해된 저항성 전분보다 더

욱 효과적으로 이용될 것이다.

De Schrijver et al.(6)은 저항성 전분의 양이 총 음식물의 약 6%의 양만이 존재할 때조차도 저항성 전분으로 사육된 

래트 및 돼지가 용이하게 분해가능한 전분으로 사육된 것과 비교하여 유의적으로 더 낮은 명백한 불충분한 에너지 소

화율을 지님을 보고하였다.

식이 섬유 및 저항성 전분은 단일위 동물의 결장 내에서 미생물계에 있어서의 기질이된다. 인간 건강에 대한 이들 기

질의 중요성에 의해 인간 소장을 벗어나는 저항성 전분의 양을 조사하기 위해 광범한 조사가 수행되었다. 저항성 전

분의 최상으로 수용된 효과는 결장암을 예방하는 휘발성 지방산, VFA(volatile fatty acids)의 형성이나 저항성 전분

도 다른 유익한 효과를 지닌다. 돼지 및 래트에서도 이루어졌으나 가장 많이 보고된 시도는 인간에서 이루어졌다(대

부분 일레오스토메이트(ileostomate), 예를 들어 (11)에 나타남).

시험관 내 모델 분해를 증명하는 다른 타입 전분의 생체 내(인간) 및 시험관 내 분해를 비교하는 조사는 신뢰할 수 있

는 결과를 제공한다. 예를 들어 Silvester et al.(24)는 일레오스토메이트 내의 소장을 벗어난 저항성 전분의 양을 정

량화하였고 이를 Englyst et al.(8)에 의해 기술된 방법에 기초한 시험관 내 소화와 비교하였다.

유사하게는, Englyst et al.에 의한 조사는 소장 내 소화를 벗어난 91% 저항성 전분 보다 더 큼을 나타내었다.

저항성 전분은 여러 다른 타입의 전분으로 구성된 것으로 정의되고 하나는 비가공 전분이다. 예를 들어 저항성 전분

의 예로서 비가공 전분을 확인한 Muir et al(20)이 예시적으로 나타난다.

De Schrijver et al.(6)은 저항성 전분을 수용한 래트 내에서 유의적으로 저하된 노폐물 소호가능 및 대사가능 에너지

수치를 보고하였다. 더욱이 퇴보된(retrograded) 고-아밀로스 옥수수 전분으로 사육될 때 돼지에 의한 저항성 전분 

섭취는 명백한 불충분한 에너지 소화율을 저하시켰다.

Ranhotra et al.(22)은 저항성 전분이 제공된 래트가 용이하게 분해가능한 전분이 제공된 그룹보다 유의적으로 더 낮

은 체중을 지님을 관찰하였다.

Ito et al.(15)는 일반 전분, 비가공된 고 저항성 옥수수 전분 및 가공된 고 저항성 옥수수 전분의 3가지 다른 음식물로

사육된 래트에서 소화기 계통의 다른 부분 내의 전분 양을 정량화하였다. 이들은 저항성 전분의 음식물 특히 가공된 

저항성 전분이 제공된 래트가 맹장 내 높은 전분 함량을 지님을 밝혔다. 더욱이 인간과 래트 내의 저항성 전분의 소화

를 비교함으로서 Roe et al.(23)은 래트가 인간보다 저항성 전분 및 비-전분 폴리사카라이드를 이용함에 있어서 더욱

효율적임을 밝혔다.

이와는 대조적으로 Morna(19)는 전분 소화가 가금류 내에서 문제가 되지 않고 모든 전분이 닭과 같은 가금류의 소화

기 계통에서 분해되고 흡수될 수 있음을 나타낸다.

본 발명은 전분을 포함한 동물 소비용 사료를 제조하는 유용한 수단을 제공하고자 한다.

본 발명

광범위한 관점에서 본 발명은 전분을 포함한 사료에서 사용하기 위한 효소를 포함한 성분의 이용에 관한 것이다. 또

한 본 발명은 상기 성분으로 혼합된 사료에 관한 것이다.

하나의 관점에서 본 발명은 아밀라제 활성을 지니고 전분을 포함한 사료에서 사용하기 위한 저항성 전분을 분해할 수

있는 효소를 포함한 성분의 이용에 관한 것이다. 또한 본 발명은 상기 성분으로 혼합된 사료에 관한 것이다.
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발명의 상세한 설명

발명의 설명

본 발명의 관점은 수반된 청구범위 및 하기 설명에 나타나 있다.

예로서, 첫 번째 관점에서 본 발명은 전분을 포함한 사료에서 사용하기 위한 성분에 관한 것으로, 상기 성분은 효소를

포함하고; 상기 효소는 아밀라제 활성을 지니고 저항성 전분을 분해할 수 있다.

두 번째 관점에서 본 발명은 전분 및 효소를 포함한 사료에 관한 것으로 상기 효소는 아밀라제 활성을 지니고 저항성 

전분을 분해할 수 있다.

세 번째 관점에서 본 발명은 저항성 전분을 아밀라제 활성을 지니고 저항성 전분을 분해할 수 있는 효소에 접촉시킴

을 포함한 사료 내 저항성 전분을 분해하는 방법에 관한 것이다.

네 번째 관점에서 본 발명은 저항성 전분을 분해하기 위해 전분을 포함한 사료의 제조시 효소의 이용에 관한 것으로, 

상기 효소는 아밀라제 활성을 지니고 상기 저항성 전분을 분해할 수 있다.

다섯 번째 관점에서 본 발명은 사료의 열량 수치를 증가시키기 위해 사료의 제조시 효소의 이용에 관한 것으로, 상기 

효소는 아밀라제 활성을 지니고 저항성 전분을 분해할 수 있다.

여섯 번째 관점에서 본 발명은 동물 실행을 증가시키기 위해 사료의 제조시 효소의 이용에 관한 것으로, 상기 효소는 

아밀라제 활성을 지니고 저항성 전분을 분해할 수 있다.

또다른 관점에서 본 발명은 전분과 효소를 혼합하는 것으로 구성된 사료 제조 방법에 관한 것으로, 상기 효소는 아밀

라제 활성을 지니고 저항성 전분을 분해할 수 있다.

또다른 관점에서 본 발명은 사료에 이용하기 위한 성분의 확인 방법에 관한 것으로, 상기 성분은 효소를 포함하고, 상

기 방법은 저항성 전분을 후보 성분에 접촉시키고 상기 저항성 전분의 분해 정도를 측정하는 것으로 구성되고; 상기 

효소는 아밀라제 활성을 지니고 저항성 전분을 분해할 수 있다.

일부 바람직한 관점

하나의 바람직한 관점에서 본 발명에 사용되는 효소는 아밀라제 효소이다.

하나의 바람직한 관점에서 본 발명에 사용되는 효소는 열안정적이다.

하나의 바람직한 관점에서 본 발명에 사용되는 효소는 pH 안정적이다.

하나의 바람직한 관점에서 본 발명에 사용되는 효소는 비가공 전분 분해 효소이다.

하나의 바람직한 관점에서 본 발명에 사용되는 효소는 바실러스 서큘란스( Bacillus circulans ) F2 아밀라제, 스트렙
토코커스 보비스( Streptococcus bovis ) 아밀라제, 크립토코커스( Cryptococcus ) S-2 아밀라제, 아스퍼질러스( A
spergillus ) K-27 아밀라제, 바실러스 리체니포르미스( Bacillus licheniformis ) 아밀라제 및 써모마이세스 라누기
노서스( Thermomyces lanuginosus ) 아밀라제로 구성된 군으로부터 선택된 아밀라제 효소이다.

본 발명이 하나의 바람직한 관점에서 사료는 돼지 또는 가금류용이다.

본 발명의 더욱 바람직한 관점에서 사료는 콩류 또는 곡물과 같은 비가공 물질을 포함한다.

일부 장점

본 발명의 일부 장점은 하기 설명에 나타나 있다.

예로서 아밀라제 활성을 지니고 저항성 전분을 분해할 수 있는 효소를 포함한 성분의 이용은 동물 내에서 전분 및/또

는 전분 분해 생성물의 분해에 있어서의 두드러진 증가가 있기 때문에 유리하다.
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더욱이 아밀라제 활성을 지니고 저항성 전분을 분해할 수 있는 효소를 포함한 성분의 이용은 동물에 의한 전분 및/또

는 전분 분해 생성물의 소화율에 있어서의 두드러진 증가가 있기 때문에 유리하다.

또한 예로서 아밀라제 활성을 지니고 저항성 전분을 분해할 수 있는 효소를 포함한 성분의 이용은 동물에 의한 사료

로부터의 에너지 유도 효율성을 증가시키는 수단을 제공하기 때문에 유리하다.

더욱이 아밀라제 활성을 지니고 저항성 전분을 분해할 수 있는 효소를 포함한 성분의 이용은 저항성 전분의 생체 이

용률을 증가시키는 수단을 제공하기 때문에 유리하다.

사료

본 발명에서 사용되는 동물 사료는 특정 동물군의 특정한 요구를 충족시키고 동물에 의해 대사될 수 있는 형태로 필

요한 탄수화물, 지방, 단백질 및 다른 영양분을 제공하도록 포뮬레이트된다.

바람직하게는 동물 사료는 돼지 또는 가금류용 사료이다.

여기에 사용된 '돼지'라는 용어는 피그(pig), 호그(hog) 또는 보어(boar)와 같은 비-반추성 잡식동물을 나타낸다. 일

반적으로 돼지 사료는 약 50% 탄수화물, 약 20% 단백질 및 약 5% 지방을 포함한다. 고 에너지 돼지 사료의 예는 예

를 들어 탄수화물, 단백질, 미네랄, 비타민 및 리신 및 트립토판과 같은 아미노산과 같 은 사료 보충물과 종종 조합된 

옥수수에 기초한다. 돼지 사료의 예는 동물 단백질 생성물, 해산물, 유제품, 곡물 및 식물 단백질 생성물을 포함하고 

이들 모두는 천연 조미료, 인공 조미료, 마이크로 및 마크로 미네랄, 동물성 지방, 식물성 지방, 비타민, 방부제 또는 

항생제와 같은 약물을 더욱 포함한다.

청구범위를 포함한 본 발명의 표기에서 '돼지 사료'는 '트랜지션(transition)' 또는 '스타터(starter)' 사료(이유 어린 돼

지에 사용되는) 및 '피니싱(finishing)' 또는 '그로워(grower)' 사료(돼지의 생장에서 시장에 적당한 연령 또는 크기로 

변환 단계에 사용되는)를 포함하는 것을 의미함이 이해되어야 한다.

여기서 사용된 '가금류'라는 용어는 닭, 영계, 암탉, 수탉, 카폰(capon), 칠면조, 오리, 투계, 암평아리 또는 병아리와 

같은 가금을 포함한다. 가금류 사료는 모든 단백질, 에너지, 비타민, 미네랄 및 적당한 생장, 난 생산 및 새의 건강에 

필요한 다른 영양분을 포함하기 때문에 '완전한' 사료를 나타낸다. 그러나 가금류 사료는 비타민, 미네랄 또는 구충제(

예를 들어 모네신 나트륨(Monesine sodium), 라살로시드(Lasalocid), 암프로륨(Amprolium), 살리노마이신(Salinom

ycine) and 설파퀴녹살린(Sulfaquinoxaliine)과 같은) 및/또는 항생제(예를 들어 페니실린, 바시트라신(Bacitracin), 

클로르테트라시클린(Chlortetracycline) 및 옥시테트라시클린(Oxytetracyciline)과 같은 약물을 더욱 포함한다.

육류 생산을 위해 가둬진 어린 닭 또는 영계, 칠면조 및 오리는 난 생산을 위해 보호된 암평아리와는 다르게 사육된다.

영계, 오리 및 칠면조는 난-생산 형태의 닭보다 더 큰 몸체를 지니고 더 빠르게 체중이 늘어난다. 따라서 이들 새는 더

높은 단백질 및 에너지 수준을 지닌 음식물로 사육된다.

청구범위를 포함한 본 명세서 내에 나타난 '가름류 사료'는 '스타터' 사료(부화후), '피니싱', '그로워' 또는 '디벨로퍼(d

eveloper)' 사료(6주령부터 도살 크기에 도달할 때까지) 및 '레이어(layer)' 사료(난 생산 동안의 사육)를 포함하는 것

을 의미함이 이해되어야 한다.

본 발명에 사용되는 동물 사료는 육류 생산, 유제품, 난 생산, 생식 및 스트레스에 대한 반응에 대한 동물의 영양적 요

구에 충족하도록 포뮬레이트된다. 더욱이 본 발명에 사용되는 동물 사료는 비료 양을 증가시키도록 포뮬레이트된다.

바람직한 관점에서 동물 사료는 예를 들어 완두콩 또는 대두 등의 콩류 또는 예를 들어 소맥, 옥수수, 호밀 또는 보리 

등의 곡류와 같은 비가공 물질을 포함한다. 적당하게는 비가공 물질은 감자이다.

전분

전분은 식물 내에서 우수한 식물 저장 물질이고 전 세계 인간에 의해 소비되는 열량의 70∼80%를 제공한다. 전분, 전

분으로부터 유도된 생성물 및 슈크로스는 동물 음식물 내에 대부분의 소화가능한 탄수화물로 구성된다. 식품의 제조

시 사용되는 전분의 양은 결합된 다른 사료 성분의 양을 크기 초과한다.

전분은 미립자로 불리는 분리된 입자로서 자연적으로 발생하고 이는 비교적 농밀하고 불용성이다. 대부분의 전분 미

립자는 2개이 폴리머의 혼합물로 구성된다: 아밀로스라고 불리는 본질적으로 선형의 폴리사카라이드 및 아밀로펙틴

이라고 불리는 매우 분지된 폴리사카라이드.
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아밀로펙틴은 (1→4) 결합에 의해 결합된 α-D-글루코피라노실 단위로 구성된 매우 크고 분지된 분자로서, 상기 체

인은 α-D-(1→6) 결합에 의해 부착되어 분지를 형성한다.

아밀로펙틴은 대부분의 일반적인 전분의 약 75%를 구성하는 모든 천연 전분 내에 존재한다. 아밀로펙틴 전체로 구성

된 전분은 왁스성 전분 즉, 왁스성 옥수수로 알려져 있다.

아밀로스는 본질적으로 α-D-(1→6) 분지를 거의 지니지 않는 α-D-글루코피라노실 단위로 결합된 (1→4)의 선형 

체인이다. 대부분의 전분은 약 25%의 아밀로스를 포함한다.

손상되지 않은 전분 미립자는 차가운 물에서는 용해되지 않으나 역으로 물을 흡수할 수 있다. 그러나 물의 존재 하에

서 가열시 전분 미립자 내의 분자 순서가 파괴된다. 이러한 과정은 젤라틴화라고 알려져 있다. 과도한 물 내에서의 전

분의 연속된 가열은 더한 팽창과 용해성 성분의 추가적인 용해를 초래한다. 탈취(shear)의 적용시 미립자는 파괴되고

페이스트가 형성된다. 냉각시 일부 전분 분자는 재-결합되기 시작하고 침전물 또는 겔을 형성한다. 이러한 과정은 퇴

화(retrogradation) 또는 세트백(setback)으로 알려져 있다.

다른 폴리사카라이드 분자와 같이 전분 분자는 가수분해에 의해 탈-중합되어 글루코스 및 말토스와 같은 모노사카라

이드 및 올리고사카라이드를 형성한다. 아밀로스 및 아밀로글루코시다제(글루코아밀라제)와 같은 효소는 전분을 D-

글루코스로 가수분해한다. 이소아밀라제 또는 풀라나제(pullanase)와 같은 디브랜칭(debranching) 효소는 아밀로펙

틴 내에서 (1→6) 결합을 가수분해한다. 시클로덱스트린 글루카노트랜스퍼라제(cyclodextrin glucanotransferase)

는 아밀로스 및 아밀로펙틴으로부터 (1→4) 결합된 α-D-글루코피라노실 단위의 고리를 형성한다.

젤라틴화, 퇴화 및 페이스트 형성과 같은 천연 전분의 기능성은 변형에 의해 개선된다. 변형은 열 및 가공 조건에 결

합된 산에 견디는 전분 페이스트의 능력을 증가시키고 특정한 기능성을 도입시킨다. 변형된 전분은 기능적이고 충분

한 식량 대성분(macroingredient) 및 첨가제가 된다.

일반적으로 변형은 단독으로 또는 교차결합(crosslinking) 또는 폴리머 체인, 비-교차결합 유도화 및 전젤라틴화 등

과 결합하여 이루어진다. 획득될 수 있는 특정한 개선은 증가된 용해성, 겔 형성 억제, 다른 물질과의 상호작용의 개선

및 용해성의 개선을 포함한다.

청구범위를 포함한 본 명세서 내에 나타난 '전분'은 천연 전분 및 안정화되거나, 교차결합되거나, 전젤라틴화되거나 

유도화되는 등 부분적으로 또는 전체적으로 변형된 전분을 포함함을 의미함이 이해되어야 한다.

저항성 전분

저항성 전분은 '건강한 개체의 소장 내에서 흡수되지 않은 전분 및 전분 분해 생성물의 총합'으로 정의되었다(3).

저항성 전분은 적어도 4개의 주요 타입을 지닌 이형적 혼합물이다:

저항성 전분 1 - 거칠게 갈리거나 저작된 곡류, 콩류 및 곡물에서 나타난 물리적으로 가둬진 전분

저항성 전분 2 - 젤라틴화될 때까지 α-아밀라제에 의한 소화에 매우 저항적인 저항성 전분 미립자 또는 비젤라틴화

된 전분 미립자 즉, 조리되지 않은 감자, 녹색 바나나 및 고-아밀로스 전분과 같은 비가공 전분

저항성 전분 3 - 절라틴화 후 전분이 냉각될 때 생성된 퇴화된 전분 폴리머(주로 아밀로스). 퇴화된 아밀로스는 효소 

공격에 매우 저항적인 반면 퇴화된 아밀로펙틴은 덜 저항적이고 재가열에 의해 젤라틴화될 수 있다.

저항성 전분 4 - 화학적으로 변형된 전분

식품 내 4가지 모두의 저항성 전분의 양은 식품 가공 기술 및 식물 재배 기술(즉, 곡류 및 곡물의 높은 또는 낮은 아밀

로스 변형체)을 통해 조작될 수 있다.

대장(결장)에 도달하는 전분의 양은 동물의 음식물의 성질(즉, 전분의 양 및 식물 근원) 및 전분을 포함한 사료의 제조

시 가공의 작용에 의해 크게 영향받는다. 예로서 조리되지 않은 사료 물질 내 저항성 전분의 양이 하기와 같이 Goni e

t al.(10)에 의해 분류되었다.

저항성 전분 물질 (% 건조 물질)

무시가능(<1%) 삶은 감자(뜨거움)
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삶은 쌀(뜨거움)

파스타

아침 씨리얼(겨 포함)

소맥 분말

저(1-2.5%) 아침 씨리얼

비스킷

빵

파스타

삶은 감자(차가움)

삶은 쌀(차가움)

중간(2.5-5%) 아침 씨리얼

감자 튀김

압출된 야채

고(5-10%) 조리된 콩류(렌즉콩, 병아리콩, 강낭콩)

완두콩

비가공 쌀

오토클레이브 및 냉가된 전분

(소맥, 감자, 옥수수)

조리되고 냉동된 전분성 식품

매우 높음(>10%) 비가공 감자

비가공 콩류

아밀로메이즈(amylomaize)

미숙성 바나나

퇴화된 아밀로스

본 발명에 사용되는 사료는 하나 이상의 상기 기술된 바와 같은 4개의 저항성 전분 1-4인 전분을 포함한다. 더욱이 

본 발명에 사용되는 사료는 용이하게 분해가능한 전분 및/또는 캡슐화된 전분 또는 비가공 전분과 같은 저항성 전분

을 포함한다.

현재 아밀라제 활성을 지니고 전분을 포함한 사료에서 사용되는 저항성 전분을 분해할 수 있는 효소를 포함한 성분의

이용을 제안한 사람은 아무도 없다. 예 로서 참고문헌이 하기에 나타날 수 있다.

Muir et al(Am.J.Nutr. 1995, vol.61, pages 82-89)는 식물 가공의 효과 및 소장 내 소화를 벗어난 전분의 양에 영향

을 미치는 다른 옥수수 품종을 알렸다. 특히 일반적인 곡류의 품종 보다 고-아밀로스를 이용함으로서 또는 곡물을 더

욱 거칠게 제분함으로서 전분-함유 식품이 소화를 벗어난 전분의 양을 증가시키도록 조작될 수 있음을 알렸다.

아밀라제

본 발명에 사용되는 적당한 효소는 저항성 전분 및/또는 전분 분해 생성물과 같은 전분을 가수분해하거나 분해할 수 

있다.

하나의 관점에서 본 발명에 사용되는 효소는 아밀라제 즉, 전분을 모노사카라이드 및/또는 올리고사카라이드 및/또는

그의 유도체(즉 덱스트린)로 가수분해할 수 있는 효소이다.

여기서 사용된 '아밀라제'라는 용어는 전분을 모노사카라이드 또는 말토스와 같은 다이사카라이드와 같은 올리고사카

라이드 등의 당으로 분해하는 전분의 파괴(breakdown)에 중요한 경로에 참여하는 α-아밀라제와 같은 엔도엔자임(e

ndoenzyme)을 나타낸다. 특히 α-아밀라제는 아밀로스( α(1→4) 결합에 의해 결합된 글루코스의 호모폴리머) 또는
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아밀로펙틴으로부터 주로 α-말토스를 생성하는 1,4-α-글루코시드 결합의 내부 가수분해를 촉매한다.

α-아밀라제는 전분 가공의 초기 단계(용해)에 사용되는 중요한 상업적 가치를 지닌다; 알코올 생산시 세정제 매트릭

스 내 세탁제로서; 및 전분 디사이징(desizing)을 위한 직물 산업에서.

α-아밀라제는 바실러스(Bacillus), 아스퍼질러스( Aspergillus ) 및 써모마이세스( Thermomyces )를 포함한 다양
한 미생물로부터 생산된다. 대부분의 통상적인 아밀라제는 B. licheniformis, B. amyloliquefaciens, B. subtilis 또는
B. stearothermophilus 로부터 생산된다. 최근 통상적으로 사용되는 바람직한 효소는 적어도 중성 및 약알칼리성 pH
에서의 열 안정성 및 성능 때문에 B. lichemiformis 로부터의 것이다.

바람직하게는 아밀라제는 바실러스 서큘란스( Bacillus circulans ) F2 아밀라제, 스트렙토코커스 보비스( Streptoco
ccus bovis ) 아밀라제, 크립토코커스( Cryptococcus ) S-2 아밀라제, 아스퍼질러스( Aspergillus ) K-27 아밀라제,
바실러스 리체니포르미스( Bacillus licheniformis ) 아밀라제 및 써모마이세스 라누기노서스( Thermomyces lanugi
nosus ) 아밀라제로 구성된 군으로부터 선택된 다.

재조합 DNA 기술은 어떤 잔기가 아밀라제의 촉매 활성에 중요한지를 조사하고/또는 다양한 아밀라제의 활성 사이트

내 특정한 아미노산 변형의 효과를 조사하고(Vihinen, M. et al.(1990) J.Bichem. 107:267-272; Holm, L. et al.(19

90) Protein Engineering 3:181-191; Takase, K. et al.(1992) Biochemica et Biophysica Acta, 1120:282-288; 

Matsui, I. et al.(1992) Febs Letters Vol.310, No.3, pp.216-218); 어떤 잔기가 열 안정성에 중요한지를 조사하는

데 사용되었고(Suzuki, Y. et al.(1989) J. Biol. Chem. 264:18933-18938); 한 그룹은 바실러스 리체니포르미스( Ba
cillus licheniformis ) 아밀라제(열안정적인 것으로 알려짐) 내의 다양한 히스티딘 잔기에서의 돌연변이를 도입시키
는 방법을 사용하였다. 다른 유사한 바실러스 아밀라제와 비교할 때 바실러스 리체니포르미스 아밀라제는 과도한 양

의 히스티딘을 지녀서 히스티딘의 대체는 효소의 열안정성에 영향을 미칠 수 있음이 제안되었다(Declerck, N. et al.(

1990) J. Biol. Chem. 265:15481-15488; FR 2 665 178-A1; Joyet, P. et al.(1992) Bio/Technology 10:1579-1

583).

통상적으로, α-아밀라제 효소는 통상적인 적용에 따라 다르게 높고 낮은 pH 조건과 같은 극적으로 다른 조건 하에서

사용될 수 있다. 예를 들어 α-아밀라제는 바람직하게는 저 pH(pH <5.5)에서 수행된 과정인 전분의 용해에 사용된다
. 반 대로 아밀라제는 종종 표백제 또는 과산과 같은 산화제를 포함한 통상적인 접시 관리 또는 세탁 세정제에 사용될

수 있고 이는 훨씬 더 알칼리성의 조건에서 사용된다.

다양한 조건 하에서 아밀라제 효소의 안정성 또는 활성 프로파일을 변화시키기 위해 메티오닌, 트립토판, 티로신, 히

스티딘 또는 시스테인과 같은 산화가능 아미노산의 선택적인 복위, 치환 또는 삭제가 이들의 전구체와 비교하여 다양

한 효소의 변화된 프로파일을 초래한다. 현재 통상적으로 사용가능한 아밀로스는 다양한 조건 하에서 수용가능하지 

않기 때문에(안정적) 변화된 안정성 및/또는 활성 프로파일을 지닌 아밀로스가 요구된다. 이러한 변화된 안정성(산화,

열 또는 pH 성능 프로파일)은 야생형 또는 전구체 효소와 비교하여 적당한 효소 활성을 유지할 때 달성될 수 있다. 이

러한 돌연변이를 도입함으로서 영향을 받은 특성은 열 안정성을 유지하면서 산화 안정성이 변화되거나 그 반대가 된

다. 더욱이 알파-아밀라제 전구체 서열 내 산화가능 아미노산의 다른 아미노산으로의 치환 또는 하나 이상의 산화가

능 아미노산(들)의 삭제는 전구체 알파-아밀라제에 최적인 것으로 여겨지는 pH에서의 변화된 효소 활성을 초래한다.

즉, 본 발명의 돌연변이 효소는 효소의 증가된 산화 안정성에 의한 변화된 pH 성능 프로파일을 지닌다.

여기서 사용된 '아밀라제'라는 용어는 또한 알파-아밀라제를 인코드하는 돌연변이된 DNA 서열의 발현 생성물인 알

파-아밀라제 돌연변이를 포함한 알파-아밀라 제 효소의 모든 형태를 나타내고, 상기 돌연변이 알파-아밀라제는 일반

적으로 전구체 아미노산 서열 내의 하나 이상의 아미노산 잔기의 치환 또는 삭제를 인코드하기 위해 자연발생 또는 

재조합 알파-아밀라제를 인코드하는 전구체 DNA 서열의 시험관 내 변형에 의해 수득된다.

아밀라제-생성 생물체는 동물, 식물, 조류, 진균류, 고세균 및 박테리아를 포함한다. α-아밀라제를 코딩하는 유전자

가 분리되었고 특성화되었다. 예로서 EP-B-0470145는 감자 식물 내 α-아밀라제의 뉴클레오타이드 서열을 개시하

였다. α-아밀라제는 적어도 5개 이상의 개별적 유전자로 구성된 유전자 패밀리에 의해 인코드되고, 그들의 상동성에

기초하여 2개의 서브패밀리, 타입 3 아밀라제(들) 및 타입 1 아밀라제(들)로 나뉠 수 있다. 예를 들어 감자 식물에서 2

그룹의 α-아밀라제는 다르게 발현된다; 타입 3 α-아밀라제는 뿌리, 괴경, 싹 및 줄기 조직 내에서 발현되는 반면; 

타입 1 α-아밀라제는 싹 및 줄기 조직 내에서 발현된다.

현재 아밀라제 활성을 지니고 전분을 포함한 사료에 사용되는 저항성 전분을 분해할 수 있는 효소를 포함한 성분의 

이용을 제안한 사람은 아무도 없다. 예로서 참고문헌은 하기에 나타나 있다.

Taniguchi et al.(26)은 천연 전분 상에서 높은 활성을 지니는 것으로 언급된 돼지 췌장 아밀라제 및 스트렙토코커스 

보비스( Streptococcus bovis ) 아밀라제 보다 37℃에서 천연 감자 전분을 훨씬 더욱 효율적으로 분해하는 바실러스
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서큘란스( Bacillus circulans ) F2 아밀라제를 기술하였다. 바실러스 아밀라제는 비가공 전분 결합 도메인을 지니고 
이러한 도메인의 단백질분해성 제거는 비가공 감자 전분의 활성을 17%로 감소시킨다(17).

이와 유사하게 크립토코커스종( Cryptococcus sp) S-2 아밀라제의 비가공 전분 결합 도메인은 비가공 전분에 결합
하고 분해하는 능력에 필수적인다. 비가공 소맥 및 옥수수 전분 상에서 크립토코커스 아밀라제는 돼지 췌장 아밀라제

와 동일한 활성을 지니는 반면 아스퍼질러스 오리자에( Aspergillus oryzae ) 아밀라제는 15배 더 적은 활성을 지닌
다. 비가공 감자 전분 상에서 크립토코커스 아밀라제는 돼지 췌장 아밀라제보다 3배 더 높은 활성을 지니고 아스퍼질

러스 오리자에 아밀라제 보다 70배 더 높은 활성을 지닌다. 크립토코커스 아밀라제는 열안정적이고(80℃에서 기질 

없이 2 mM CaCl 2 있는 30분 후 50% 생존) pH 3에서 >50% 활성을 지닌다(6에서 pH 최적).

1992년에 Gruchala and Pomeranz(12)는 저항성 전분을 분해하는 다른 아밀라제 능력의 차이를 나타냈다. 퇴화된 

저항성 전분의 양을 증가시키기 위해 아밀로옥수수가 조리되었다. 이후 알려진 양의 저항성 전분이 60℃에서 12시간

동안 2개 다른 아밀라제로 처리되었고, 현탁액이 여과되었고 전분의 잔여량이 측정되었고 대조군과 비교되었다(아밀

로스 첨가 없이 처리). 이들은 바실러스 리체니포르미스( Bacillus licheniformis )로부터의 열 안정적 α-아밀라제가
16%의 저항성 전분을 용해시킬 수 있는 반면 아스퍼질러스종 K-27로부터의 아밀라제는 41%의 저항성 전분을 용해

시킴을 밝혔다.

비가공 전분 분해 아밀라제

본 발명에 사용되는 아밀라제는 비가공 전분 분해 아밀라제를 포함한다.

비가공 전분 분해 아밀라제는 전분 결합 도메인을 포함하고 천연 옥수수 및 소맥 전분에서 발견된 것과 같이 비가공 

전분을 분해할 때 돼지 췌장 아밀라제와 유사하나 감자 또는 분해에 더욱 저항적인 다른 전분보다 우수한 것으로 나

타났다.

시클로덱스트린 글리코실 트랜스퍼라제(CGTase)는 시클로덱스트린의 형성에 의해 또한 통상의 아밀라제와 유사하

게 가수분해 및 불균형/트랜스글리코실레이션(transglycosylation)에 의해 전분을 분해한다. CGTase는 비가공 전분

분해인 것으로 보고되었다(25)(27).

말토제닉(maltogenic) 아밀라제 Novamyl TM (Novo Nordisk A/S)에 관련된 CGTase는 비가공 전분으로부터의 말

토스 생성에 이용된다(4).

더욱이 일부 적용에서 CGTase는 바실러스 리체니포르미스 아밀라제(Termamyl TM , Novo Nordisk A/S) 또는 바

실러스 아밀로리퀘파시엔스 아밀라제와 같은 용해 아밀라제 대신 전분 용해에 이용된다.

써모아나에로박테리움 써모술푸로게네스( Thermoanaerobacterium thermo-

sulfurogenes )(Toruzymel TM , Novo Nordisk A/S)로부터 유도된 CGTase는 매우 열안정적이고 전분의 존재시 
몇 시간 동안 90℃에서 생존할 수 있다.

아스퍼질러스종 K-27 아밀라제 및 돼지 췌장 아밀라제는 천연 소맥 및 옥수수 전분을 유사하게 분해하는 반면 아스

퍼질러스종 K-27 아밀라제는 천연 감자 및 고-아밀로스 옥수수 전분을 분해시 후자 효소보다 훨씬 더 효과적이다(2

1).

적당한 아밀라제는 아밀라제를 생성하는 슈도모나스 사카로필라(Pseudomonas saccharophila) 말토테트로아제(mal

totetroase) 및 EC 3.2.1.60의 상동적 글루칸 1,4-알파-말토테트라하이드롤라제도 포함한다.

바람직하게는 아밀라제 효소는 바실러스 서큘란스 F2 아밀라제, 스트렙토코 커스 보시스 아밀라제, 크립토코커스 S-

2 아밀라제, 아스퍼질러스 K-27 아밀라제, 바실러스 리체니포르미스 아밀라제 및 써모마이세스 라누기노서스 아밀

라제로부터 유도 및/또는 분리된다.

써모마이세스 라누기노서스 아밀라제는 PCT 공보 WO 9601323 및 Ezyme Microbiol. Technol.(1992), 14, 112-1

16 내의 실시예 내에 개시되어 있다.

아밀라제 활성

여기서 사용된 '아밀라제 활성'이라는 용어는 저항성 전분과 같은 전분 및/또는 전분 분해 생성물을 가수분해 또는 분

해할 수 있는 효소를 나타낸다.
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다른 아밀라제의 저항성 전분을 분해할 수 있는 능력은 다른 아밀라제로의 분해 후 전분의 잔여량이 측정되고 유의적

인 차이가 제공된 Gruchala and Pomeranz(12)의 방법과 같이 당분야에 잘 알려진 기술에 의해 측정될 수 있다.

일반적으로 저항성 전분 상의 아밀라제 활성은 예를 들어 Englyst et al.(9);(8), Silvester et al.(24) and Morales et

al.(18)에 기초한 방법을 이용하여 측정된다. 이러한 방법은 대장 전에 인간 소화기 계통을 자극시키는 시험관 내 소

화 방법을 이용한다.

전분 결합 도메인

본 발명에 사용되는 아밀라제는 전분-결합 도메인을 포함한다.

여기서 사용된 '전분 결합 도메인'이라는 용어는 전분에 결합하기 위한 어피니티를 지닌 모든 폴리펩타이드 서열 또는

펩타이드 서열을 정의함을 의미한다.

전분 결합 도메인은 단일 단위 전분 결합 도메인, 박테리아, 섬질성 진균 또는 효모와 같은 미생물로부터 분리된 전분

결합 도메인, 또는 전분 결합 단백질 또는 전분에 결합하도록 고안되거나/또한 설계된 단백질의 전분 결합 도메인을 

포함한다.

전분 결하 도메인은 단일 도메인 폴리펩타이드로서 또는 이량체, 삼량체 또는 폴리머로서; 또는 단백질 하이브리드의

부분으로서 유용하다. 단일 단위 전분 결합 도메인은 '분리된 전분 결합 도메인' 또는 '개별 전분 결합 도메인'으로도 

표현된다.

단일 단위 전분 결합 도메인은 단일 단위 전분 결합 도메인-함유 효소 즉, 본질적으로 촉매 도메인이 없으나 전분 결

합 도메인(들)을 보유한 폴리사카라이드 가수분해 효소의 아미노산 서열의 전체 부분까지 포함한다. 따라서 전분 분

해 효소(즉, 글루코아밀라제) 또는 하나 이상의 전분 결합 도메인을 포함한 다른 효소의 전체 촉매성 아미노산 서열은

단일 단위 전분 결합 도메인으로 간주되지 않는다.

단일 단위 전분 결합 도메인은 폴리사카라이드 가수분해 효소의 하나 이상의 전분 결합 도메인, 전분 결합 단백질 또

는 전분에 결합하도록 고안되거나/또한 설계된 단백질의 하나 이상의 전분 결합 도메인으로 구성된다.

열안정적

바람직하게는 아밀라제 활성을 지니고 저항성 전분을 분해할 수 있는 효소가 열안정적이다.

여기서 사용된 '열안정적'이라는 용어는 증가된 온도에 노출된 후 활성을 보유하는 효소의 능력을 나타낸다.

바람직하게는 본 발명에 사용되는 아밀라제 활성을 지닌 효소는 약 20℃ 내지 약 50℃의 온도에서 저항성 전분을 분

해할 수 있다. 적당하게는 효소는 약 95℃까지의 온도에 노출된 후 활성을 보유한다.

pH 안정적

바람직하게는 아밀라제 활성을 지니고 저항성 전분을 분해할 수 있는 효소는 pH 안정적이다.

여기서 사용된 'pH 안정적'이라는 용어는 광범위한 pH에 걸쳐 활성을 보유하는 효소의 능력을 나타낸다.

바람직하게는 본 발명에 사용되는 아밀라제 활성을 지닌 효소는 약 3 내지 약 7의 pH에서 저항성 전분을 분해할 수 

있다.

아밀라제 억제에 실질적으로 저항적

아밀라제 활성을 지니고 저항성 전분을 분해할 수 있는 효소는 아밀라제 억제에 실질적으로 저항적이다.

전분 소화시 아밀라제의 효율에 대한 중요한 인자는 사료 물질로부터의 아밀라제 억제제에 대한 그들의 민감도이다. 

Al-Kahtani는 대두로부터의 추출물에 의한 돼지 췌장 아밀라제뿐만 아니라 통상의 바실러스 섭틸리스( Bacillus sub
tilis )의 유의적인 억제를 보고하였다(1). 호밀은 바실러스 리체니포르미스 아밀라제뿐 만 아니라 돼지 췌장 아밀라제
에 대해 효과적인 많은 양의 아밀라제 억제제를 함유함이 보고되었다(7). 구조적으로, 바실러스 리체니포르미스 아밀

라제는 바실러스 아밀로리퀘파시엔스( Bacillus amyloliquefaciens ) 사료 아밀라제와 밀접하게 관련된다. 유사하게 
옥수수 및 대부분의 다른 사료 식물 내의 아밀라제 억제제의 존재가 보고되었다(2).
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여기서 사용된 '아밀라제 억제에 실질적으로 저항적'이라는 용어는 전분을 포함한 사료의 분해로부터 생성된 저항성 

전분을 부분적으로 또는 전체적으로 분해하기 충분한 수준의 활성을 유지하는 효소의 능력을 나타낸다.

저항성 전분을 분해 가능성

본 발명에서 사용되는 효소는 저항성 전분을 분해할 수 있다.

저항성 전분의 모노사카라이드 - 글루코스와 같은 것 및/또는 올리고사카라이드 예를 들어 디사카라이드 - 말토스 

및/또는 덱스트린 같은 것으로의 부분적인 또는 완전한 가수분해 또는 분해를 나타낸다.

본 발명에서 사용되는 효소는 동물 아밀라제에 의해 완전하게 분해되지 않은 잔여 저항성 전분을 분해한다. 예로서 

본 발명에 사용되는 효소는 저항성 전분의 분해를 증진시켜 동물의 아밀라제(즉 췌장성 아밀라제 - 췌장 α-아밀라

제와 같은 것)를 도울 수 있다.

췌장 α-아밀라제는 동물에 의한 소화기 계통에서 분비된다. 췌장 α-아밀라제는 사료 내 전분을 분해한다. 그러나 

전분의 일부, 저항성 전분은 췌장 α-아밀라제에 의해 충분해 분해되지 않고 따라서 소장 내에서 흡수되지 않는다(저

항성 전분의 정의 참조).

본 발명에 사용되는 효소는 소화기 계통 내 전분 분해시 췌장 α-아밀라제를 도울 수 있어서 동물에 의한 전분의 이

용을 증가시킨다.

저항성 전분을 분해하는 효소의 능력은 예를 들어 표본의 저항성 전분, 용해된 전분 및 총 전분 함량의 측정을 위한 M

egazyme International Ireland Ltd.에 의해 개발되고 개시된 방법에 의해 분석된다(Resistant Starch Assay Proce

dure, AOAC Method 2002.02, AACC Method 32-40).

구성성분

적당하게는 본 발명에 사용되는 효소를 포함한 구성성분은 식료품이다. 여기서 사용된 '식료품'이라는 용어는 동물 소

비에 적당한 식품 성분을 포함한다.

일반적인 식품 성분은 동물성 또는 식물성 지방, 천연 또는 합성 조미료, 산화방지제, 점성 변형제, 필수 오일 및/또는

향료, 염료 및/또는 착색제, 비타민, 미네랄, 천연 및/또는 비-천연 아미노산, 영양제, 추가 효소(유전적으로 조작된 효

소), 구아 검(guar gum) 또는 크산텀 검(xanthum gum)과 같은 결합제, 완충제, 유화제, 윤활제, 보조제(adjuvant), 현

탁제, 방부제, 코딩제 또는 용해제 등과 같은 하나 이상의 첨가제를 포함한다.

본 발명에 사용되는 구성성분은 아밀라제 활성을 지니고 저항성 전분을 분해할 수 있는 효소를 포함한다.

일반적으로 본 발명의 구성성분은 본 발명의 구성성분의 사료로의 간접적 또는 직접적 적용에 의한 동물 소비를 위한

사료의 제조에 이용된다.

본 발명에 사용되는 적용 방법의 예는 구성성분을 포함한 물질 내 사료를 코팅하고, 구성성분과 사료를 포함하고 구

성성분을 사료 표면상에 스프레이하거나 구성성분 제제 내로 사료를 담금으로서 직접적인 적용을 포함하나 이에 한

정적인 것은 아니다.

본 발명의 구성성분은 바람직하게는 구성성분과 사료를 혼합함으로서 또는 동물 소비용 사료 입자 상에 스프레이함

으로서 적용된다. 대안으로, 구성성분은 사료의 에멀젼 내 또는 주입 또는 텀블링에 의한 고형 생성물의 내부에 포함

된다.

구성성분의 적용

본 발명의 구성성분은 아밀라제 활성을 지니고 저항성 전분을 분해할 수 있는 제어된 양의 효소를 지닌 사료를 분산

시키고 코팅하고/또는 포화시키는데 적용된다. 또한 효소를 포함한 구성성분의 혼합물이 사용되고 개별적으로, 동시

에 또는 연속하여 적용된다. 킬레이팅제, 결합제, 유화제 및 마이크로 및 매크로 미네랄, 아미노산, 비타민, 동물성 지

방, 식물성 지방, 방부제, 향료, 착색제와 같은 다른 첨가제가 동시에(혼합물 내에 또는 개별적으로) 또는 연속적으로 

사료에 유사하게 적용된다.

유리하게는 효소를 포함한 구성성분은 사료의 완전한 소화가 획득될 때까지 즉, 사료의 총 열량 수치가 방출될 때까

지 동물 소비용 사료의 섭취 및 사료의 소화 동안 효과적으로 유지된다.
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사료의 제조

사료는 실시예 7에 기술된 바와 같이 당분야에 잘 알려진 기술에 의해 제조 된다.

본 발명에 사용되는 특히 적당한 사료 제조는 펠렛 형태의 사료이다.

본 발명에 사용되는 특히 적당한 아밀라제 효소는 저항성 전분을 포함한 펠렛화된 사료를 분해하는데 효과적이어야 

한다.

저항성 전분의 측정

가수분해에 저항적인 전분의 양을 측정하는 방법이 당분야에 잘 알려져 있다.

예를 들어 효소 가수분해에 저항적인 전분 프랙션의 존재는 비-전분 폴리사카라이드의 측정에 대한 연구 동안 먼저 

1982년 Englyst et al.(Analyst, 107, p.307-318, 1982)에 의해 인식되었다(1). 이러한 연구는 더욱 밀접한 모의 생

리적 조건을 위해 Englyst et al.(Analyst, 107, p.307-318, 1982)에 의해 이용된 α-아밀라제/풀룰라나제 처리를 

통합시켰으나 100℃에서의 초기 가열 단계를 생략시킨 저항성 전분의 측정에 대한 절차를 개발한 Berry(J. Cereal S

cience, 4, p.301-304, 1986)에 의해 확장되었다. 이러한 조건 하에서 측정된 표본의 저항성 전분 함량은 훨씬 더 높

았다. 이러한 발견은 건강한 일레오스토미(ileostomy) 피 험자의 연구를 통해 Englyst et al.(Am.J.Clin.Nutr, 42, p.7

78-787, 1985; Am.J.Clin.Nutr, 44, p.42-50, 1986; Am.J.Clin.Nutr, 45, p.423-431, 1987)에 의해 더욱 확립되었

다.

1990년 초까지 저항성 전분의 생리적 유의성이 충분히 이해되었다. 일부 신규하고/변형된 방법이 European Resear

ch Program EURESTA(Englyst et al. Europena J.Clin.Nutr, 46, suppl.2, S33-S50) 동안 개발되었다. 챔프(Cham

p)(Europena J.Clin.Nutr, 46, suppl.2, S51-S62) 방법은 Berry(J. Cereal Science, 4, p.301-304, 1986)에 방법의

변형에 기초하였고 인큐베이션이 pH 6.9에서 수행된 췌장 α-아밀라제를 이용한 저항성 전분의 직접적 측정을 제공

하였다.

Muir and O'Dea(Muir, J.G. amp; O'Dea, K.(1992) Am.J.Clin.Nutr, 56, 123-127)은 표본이 저작되고 펩신으로 처

리된 후 15시간 동안 pH 5.0, 37℃에서 진탕 수조 내에서 췌장 α-아밀라제와 아밀로글루코시다제의 혼합물로 처리

되는 절차를 개발하였다. 잔여 펠렛(저항성 전분을 함유한)은 원심분리에 의해 회수되었고 원심분리에 의해 아세테이

트 완충액으로 세척되었고 저항성 전분은 가열, DMSO 및 열안정적 α-아밀라제 처리의 결합에 의해 소화되었다.

더욱 최근에는 이들 방법은 Faisant et al.(Faisant, N., Planchot, V., Kozlowski, F., M.-P.Pacouret, P. Colona. a

mp; M. Champ. (1995) Sciences des Aliments, 15, 83-89), Goni et al.(Goni, I., Garcia-Diz, E., Manas, E. amp;

Saura-Calixto, F.(1996), Fd. Chem., 56, 445-449), Akerberg et al.(Akerberg, A.K.E., Liljberg, G.M., Granfeld

t, Y.E. Drews, A.W. amp; Bjorck, M.E.(1998), Am. Soc. Nutr. Sciences, 128, 651-660) 및 Champ et al.(Champ

, M., Martin, L., Noah, L amp; Gratas, M. (1999) In Complex carbohydrates in foods(S.S.Cho, L. Prosky amp; 

M. Dreher, Eds.) pp. 169-187. Marcel Dekker, Inc., New York, USA)에 의해 변형되었다. 이들 변형은 사용된 효

소 농도의 변화, 사용된 효소의 타입, 표본 전처리(저작), 인큐베이션의 pH 및 α-아밀라제 인큐베이션 단계 후 에탄

올의 첨가(또는 비첨가)를 포함한다. 이들 변형 모두는 표본 내 저항성 전분의 측정된 수분에 일부 영향을 미칠 것이

다.

더욱이 Megazyme International Ireland Ltd.는 표본 내 저항성 전분, 용해된 전분 및 총 전분 함량을 측정하기 위한

에세이를 개발하였다(Resistant Starch Assay Procedure, AOAC Method 2002.02, AACC Method 32-40).

동물 성능

더한 관점에서 본 발명은 여기에 기술된 바와 같이 동물 성능을 개선시키기 위해 사료의 제조시 효소의 이용에 관한 

것이다.

여기서 사용된 '동물 성능 개선'이라는 용어는 예를 들어 생장을 개선시키거나 식품 전환을 개선시키는 것과 같이 하

나 이상의 동물의 특징을 개선시키는 것을 나타낸다.

동물 성능은 당 분야에 알려진 다양한 방법 - 생장, 사료 전환 비율 등을 측정하는 것과 같은 방법을 이용하여 측정된

다. 또한 배설물의 양, 사망 발생, 뼈 내 인산염의 양 등이 동물 성능의 파라미터로서 측정된다.
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본 발명은 실시예를 통해 더욱 상세히 설명되고 이는 본 발명의 수행시 당업자를 돕게되고 본 발명의 범위를 한정하

지 않는다.

실시예

1. 전분을 포함한 사료 상의 아밀라제 활성을 지닌 후보 효소의 활성을 측정하는 에세이

소맥, 대두 또는 옥수수와 같은 사료 비가공 물질이 취해지고 후보 효소가 일반적인 소호 효소에 추가적으로 첨가되

었다.

시험관 내 소화 후 저항성 전분의 양이 잔여(소화되지 않은) 전분의 양으로부터 측정되고 후보 아밀라제 효소가 없는 

대조군과 비교되었다.

2. 사료 비가공 물질 내 아밀라제 억제제의 존재의 측정

아밀라제 후보 표본의 억제제 수준은 사료 비가공 물질로부터의 추출물 및 표준 아밀라제 에세이를 이용하여 측정되

었다. 사료 비가공 물질로부터 추출물의 증가된 양은 에세이에 첨가되었고 억제의 수준이 아밀라제 활성 내 감소로서

계산되었다.

α-아밀라제 억제제의 에세이 프로토콜

정의

하나의 단위의 아밀라제 활성이 기술된 조건 하에서 1분 내 1 마이크로몰 글리코시드 결합의 가수분해를 촉매한다.

억제는 1%로 측정되고 비-억제된 아밀라제 용액의 활성과 비교된 상대 활성 감소이다.

시약

기질 : 시험관 내 진단성 이용을 위한 Phadebas Amylase Test-tablet (Pharmacia Diagnostics).

시약 용액 : (증류수 내에 1000 ml의 총 부피가 되도록 용해된 0.9 g의 염화나트륨, 2.0 g의 소 혈청 알부민 및 2.2 g

의 염화칼슘)

2배 농축된 시약 용액 : (증류수 내에 500 ml의 총 부피가 되도록 용해된 0.9 g의 염화나트륨, 2.0 g의 소 혈청 알부

민 및 2.2 g의 염화칼슘)

가능한 억제제를 함유한 테스트 물질로부터의 추출물 : (표본은 미세하게 연마되고 약 2 g이 10분간 10 ml의 냉수와 

혼합되고 이후 슬러리가 여과됨)

0.5 M NaOH 용액

여과지

640 nm에서의 흡광도를 측정하는 스펙트로포토미터

테스트되는 효소의 표본

절차

테스트 효소 표본

시약 용액 내 0.2 ml의 희석된 효소 및 4.0 ml의 시약 용액이 시험관 내로 피펫팅되었고 5분간 +37℃에서 평형화되

었다. 기질 태블릿(tablet)이 같이 첨가되었고 10초간 혼합되었고 15분간 +37℃에서 인큐베이트되었다. 반응의 시작

시간은 태블릿의 첨가시 기록되었다. 1.0 ml의 0.5 M NaOH 용액이 첨가되었고 교반되었다. 용액은 여과되고 10분간

3500 rmp으로 원심분리되었고 흡광도가 620 nm 에서 시약 블랭크에 대해 측정되었다. 효소 표본의 흡광도는 일반

적으로 0.3∼0.5 사이이었다.



공개특허 10-2004-0065237

- 13 -

억제의 테스트 :

상기 기술된 동일한 절차가 테스트 효소 표본에 대해 수행되었으나 4.0 ml의 시약 용액 대신 2.0 ml의 2배 농축된 시

약 용액 및 가능한 억제제를 포함한 테스트 물질로부터의 추출물 2.0 ml이 사용되었다.

시약 블랭크

4.2 ml의 시약 용액이 5분간 +37℃에서 평형화되었다. 기질 태블릿이 같이 첨가되었고 10초간 교반된 후 15분간 +

37℃에서 인큐베이트되었다. 1.0 ml의 0.5 M NaOH 용액이 첨가되었고 교반되었다. 용액은 여과되었고 10분간 350

0 rpm으로 원심분리되었다.

계산

표본의 흡광도는 α-아밀라제 활성에 비례하였다. 각 효소 희석의 아밀라제 활성은 태블릿 키트에 동봉된 계산된 태

블릿으로부터 측정되었다. 표본의 아밀라제 활성은 하기와 같이 계산되었다 :

활성 (U/g) = { Act*Df } over {1000 }

Act = Phadebas Amylase Test tablet으로부터의 효소 희석 판독의 아밀라제 활성 수치(U/리터로 표현됨)

Df = 희석 인자(ml/g)

1000 = 리터의 ml로의 전환 인자

활성은 순수 효소 및 물질 추출물을 포함한 테스트 표본 모두에 대해 계산되었다. 추출물의 억제는 추출물이 순수 효

소의 활성 백분율로서 첨가될 때 활성의 감소로서 측정되었다.

억제 = { 추출물로의 효소 활성 } over { 순수 효소 활성 }*100%

3. 저항성 전분 양의 측정

낮은 물 함량을 지닌 전분 표본인 1 mm 체를 통해 제분되었다. ≥5%의 지방 함량을 지닌 표본이 제분 전에 지방질이

제거되었다(석유-에테르 추출). 이후 표본은 직접적으로 균질화되었고 분석을 위해 원심분리관에 옮겨졌다.

100 mg의 건조 제분 표본이 50-ml 원심분리관에 놓였고 10 ml의 KCl-HCl 완충액 pH 1.5가 첨가되었다(2 M HCl 

또는 0.05 M NaOH로 적정). 습윤 표본의 경우 건조 물질의 100 mg과 동일하게 중량 측정된 부분이 KCl-HCl 완충

액 pH 1.5 내로 첨가되었고 균질화되었고 원심분리관에 놓였다. 0.2 ml의 펩신 용액(1 펩신/10 ml 완충액 KCl-HCl)

이 첨가되었고 혼합되었고 일정한 진탕으로 40℃에서 60분간 수조 내에 시험관을 놓아두었다. 40℃에서의 인큐베이

션 후 표본이 회수되었고 상온에서 냉각되었다. 9 ml의 0.1 M Tris-maleate 완충액 pH 6.9가 첨가되었고(2 M HCl 

또는 0.5 M NaOH로의 pH 적정) 1 ml의 α-아밀라제 용액(Tris-maleate 완충액 ml 당 40 mg의 α-아밀라제). 혼

합한 후 표본은 일정한 진탕으로 37℃ 수조 내에서 16시간 동안 인큐베이트되었다. 표본은 원심분리되었고(15분, 30

00 g 및 상청액이 제거되었다.

3 ml의 증류수가 잔여물에 첨가되었고 조심스럽게 표본을 적셨다. 3 ml의 4 M KOH가 첨가되었고 표본이 혼합되었

고 상온에서 30분간 진탕되었다. 5.5 ml의 2 M HCl 및 3 ml의 0.4 M 아세트산나트륨 완충액, pH 4.75가 첨가되었고

(2 M HCl 또는 0.5 M NaOH로 pH 적정) 80 ㎕의 아밀로글루코시다제가 첨가되었다. 혼합 후 표본은 60℃ 수조 내에

서 56분 동안 일정하게 진탕되었다.

표본은 원심분리되었고(15분, 3000 g) 상청액이 수집되었다. 잔여물은 10 ml의 증류수로 적어도 1회 이상 세척되었

고 다시 원심분리되었고 상청액은 앞서 수득된 것과 혼합되었다.

3.1. 글루코스 농도를 측정하는 표준 곡선의 준비(10-60 ppm)

0.5 ml의 물, 표본 및 표준물이 시험관 내로 피펫팅되었다. 1 ml의 글루코스 측정 키트(GOD-PAP)로부터의 시약이 

첨가되었다. 용액은 혼합되었고 37℃ 수조 내에 30분간 정치되었다.

인큐베이션 후 5분과 45분 사이에서 표본 및 표준물의 흡광도가 500 nm에서 시약 블랭크에 대해 판독되었다. 표본

의 글루코스 농도가 알려진 글루코스 농도(10-60 ppm)를 지닌 표준물의 흡광도로부터 작성된 표준 곡선을 이용하여
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계산되었다. 테스트 표본의 저항성 전분 농도는 글루코스 ×0.9의 mg으로 계산되었다.

4. 순수 전분 및 식물 물질 내 저항성 전분의 측정

4.1. 테스트 표본의 제조

곡물 또는 맥아의 50 g의 표본이 1.0 mm 체를 통과하는 연마 제분기 내에서 연마되었다. 신선한 표본(즉 통조림 강

낭콩, 바나나, 감자)이 손으로 작동되는 육류 민서(mincer) 잘게 썰려서 4 mm 스크린을 통과한다. 건조 표본의 수분 

함량은 AOAC Method 925.10(14)에 의해 측정되었고 신선한 표본은 AOAC Method 925.10에 따라 동결건조 후 오

븐 건조에 의해 측정되었다.

4.2. 저항성 전분의 측정

100 mg의 표본의 중량이 나사 뚜껑 튜브 내에서 직접적으로 측정되었다. 소듐 말리에이트(sodium maleate) 완충액(

pH 6) 내에 AMG(3 U/ml)를 함유한 4.0 ml의 췌장 α-아밀라제(10 mg/ml)가 각 튜브에 첨가되었다. 혼합 후 표본은

연속적인 진탕(200 스트로크/분)으로 37℃에서 인큐베이트되었다. 16시간 후 표본은 4.0 ml의 IMS(99% v/v)으로 

처리되었고 3,000 rmp으로 10분간 원심분리되었다. 상청액이 제거되었고 펠렛은 볼텍스 믹서 상에서 강한 교반으로

2 ml의 50% IMS 내에 재-현탁되었다. 6 ml의 50% IMS가 첨가되었고 혼합되었고 튜브는 3,000 rpm으로 10분간 

원심분리되었다. 현탁액 및 원심분리 단계가 반복되었다.

2 ml의 2 M KOH가 각 튜브에 첨가되었고 펠렛은 얼음/수조 내에서 약 20분간 교반함으로서 재현탁되었다(저항성 

전분을 용해시킴). 각 튜브는 8 ml의 1.2 M 아세트산나트륨 완충액(pH 3.8)으로 교반하면서 처리되었다. 0.1 ml의 A

MG(3200 U/ml)이 즉시 첨가되었고 튜브는 연속적으로 혼합되면서 50℃에서 30분간 수조 내에 놓였다.

>10% 저항성 전분을 함유한 표본은 100 ml의 부피측정 플라스크(물 세척병 이용)에 옮겨졌고 물로 부피가 조정되었
다. 용액의 알리쿼트(aliquote)가 3,000 rpm으로 10분간 원심분리되었다.

<10% 저항성 전분을 함유한 표본(희석 없이)은 3,000 rpm으로 10분간 원심분리되었다.

희석되거나 희석되지 않은 상청액의 0.1 ml의 알리쿼트(2반복)가 유리 시험관(16 ×100 mm)에 옮겨졌고, 3.0 ml의 

GOPOD 시약(Glucose Oxidase-Peroxidase-aminoantipyrine 완충액 혼합물 - 0.4 mM 인산염 완충액 pH 7.4 내 

글루코스 옥시다제의 혼합물, >12000 U/L; 퍼옥시다제, >650 U/L; 및 4-아미노안티피린)으로 처리되었고 50℃에서
20분간 인큐베이트되었다.

시약 블랭크 용액은 0.1 ml의 0.1 M 아세트산나트륨 완충액(pH 4.5)와 3.0 ml의 GOPOD 시약을 혼합함으로서 제조

된다. 글루코스 표준물은 0.1 ml의 글루코스(1 mg/ml)와 3.0 ml의 GOPOD 시약을 혼합함으로서 제조되었다. 50℃에

서 20분간 인큐베이션 후 각 용액의 흡광도가 510 nm에서 시약 블랭크에 대해 측정되었다.

4.3. 계산

테스트 표본 내 저항성 전분 함량(건조 중량 기초, %)이 하기와 같이 계산되었다 :

>10% 저항성 전분을 함유한 표본의 경우 :

= ΔE ×F ×100/0.1 ×1/1000 ×100/W ×162/180

= ΔE ×F/W ×90.

<10% 저항성 전분을 함유한 표본의 경우 :

= ΔE ×F ×10.3/0.1 ×1/1000 ×100/W ×162/180

= ΔE ×F/W ×9.27.

ΔE = 시약 블랭크에 대해 판독된 흡광도(반응)

F = 흡광도에서 마이크로그램으로의 전환 = 100 (㎍ 글루코스)/100 ㎍의 글루코스의 흡광도
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100/0.1 = 부피 보정 (100 ml로부터 취해진 0.1 ml); 1/1000 = 마이크로그램으로부터 밀리그램으로의 전환

W = 분석된 표본의 건조 중량 [='즉' 중량 ×(100-수분함량)/100];

100/W = 표본 중량의 백분율로서의 존재 전분의 인자

162/180 = 측정된 자유 글루코스로부터 전분 내 발생한 무수-글루코스로 전환하는 인자

10.3/0.1 = 인큐베이션 용액이 희석되지 않고 최종 농도가 ∼10.3 ml인 0-10% 저항성 전분을 함유한 표본에 대한 

부피 보정 (10.3 ml로부터 취해진 0.1 ml).

5. 분해된 비가공 전분의 측정

본 실시예에서 아밀라제 활성을 지닌 2개의 효소의 비가공 전분 분해시 췌장 α-아밀라제를 돕는 능력이 측정되었다.

효소는 WO9601323에 개시된 바실러스 아밀로리퀘파시엔스 아밀라제(LTAA, Genencor International Inc.) 및 써

모마이세스 라누기노서스 아밀라제이다.

5.1. 원리

이러한 분석은 Megazyme(Megazyme International Ireland Limited)로부터의 Resistant Starch Assay Kit(Cat. n

o. K-RSTAR)에 기초한다. Resistant Starch Assay Procedure(AOAC Method 2002.02 AACC Method 32-40)의 

원리는 본 실시예의 목적에 맞게 변형되어 인큐베이션 시간은 16시간 대신 1.5시간만 수행하였다.

표본은 췌장 α-아밀라제 및 아밀로글루코시다제(AMG) 및 선택적으로는 바실러스 아밀로리퀘파시엔스 아밀라제(L

TAA, Genencor International Inc.) 또는 써모마이세스 라누기노서스 아밀라제로 37℃에서 1.5시간 동안 진탕 수조 

내에서 인큐베이트되었고 그 시간 동안 전분이 용해되었고 효소의 결합된 작용에 의해 글루코스로 가수분해되었다. 

반응은 동일한 부피의 산업적으로 메틸화된 스피릿(Industrial methylated spirits, IMS, 변성된 에탄올)의 첨가에 의

해 종결되었다. 상청액 내의 용해된 전분이 AMG로 글루코스로 정량적으로 가수분해되었 다. 글루코스는 옥시다제/

퍼옥시다제 시약(GOPOD)으로 측정되었다. 이는 표본의 용해된 전분 함량의 직접적인 측정이다.

바실러스 아밀로리퀘파시엔스 아밀라제(LTAA) 또는 써모마이세스 라누기노서스 아밀라제의 단위는 Phadebas amy

lase test(Pharmacia amp; Upjohn)에 의해 측정되었다.

5.2. 용이하게 분해가능한 전분의 측정

100 mg의 표본의 중량이 나사 뚜껑 튜브(Corning 배양 튜브; 16 ×125 mm) 내에서 직접 측정되었다. 소듐 말리에이

트 완충액 내 AMG(3 U/ml)를 함유한 4.0 ml의 췌장 α-아밀라제(10 mg/ml) 및 선택적으로 총 바실러스 아밀로리퀘

파시엔스 아밀라제 또는 써모마이세스 라누기노서스 아밀라제의 0.4 U이 각 튜브에 첨가되었다. 혼합 후 표본은 연속

적으로 진탕하면서 37℃ 15분간 인큐베이트되었다. 1.5시간 후 표본은 4.0 ml의 IMS(99% v/v)으로 볼텍스 믹서 상

에서 강한 교반으로 처리되었고 3,000 rpm으로 20분간 원심분리되었다. 상청액은 100 ml의 부피측정 플라스크로 

옮겨졌고 탈염수로 100 ml까지 채워졌다. 2 ml의 표본이 취해졌고 0.2 ml의 AMG(3200 U/ml)이 첨가되었다. 튜브는

연속적인 혼합으로 50℃에서 30분간 수조 내에 놓였다.

희석되거나 희석되지 않은 상청액의 0.1 ml의 알리쿼트가 유리 시험관(16 ×100 mm) 내로 옮겨졌고, 3.0 ml의 GOP

OD로 처리되었고 50℃에서 20분간 인큐베이트되었다. 시약 블랭크 용액은 0.1 ml의 0.1 M 아세트산나트륨 완충액(

pH 4.5)과 3.0 ml의 GOPOD 시약을 혼합함으로서 제조되었다. 글루코스 표준물은 0.1 ml의 글루코스(1 mg/ml)와 3.

0 ml의 GOPOD 시약을 혼합함으로서 제조되었다(4반복으로). 50℃에서 20분간 인큐베이션 후 각 용액의 흡광도는 

510 nm에서 물에 대해 측정되었다.

5.3. 계산

표본 내 용해된(건조 중량 기초, %) 전분 함량은 하기와 같이 계산되었다 :

= ΔE ×G ×D ×100/0.1 ×1.1 ×1/1000 ×100/W ×162/180

= ΔE ×(G ×D)/W ×99.

ΔE = 시약 블랭크에 대해 판독된 흡광도(반응)
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G = 흡광도에서 마이크로그램으로의 전환 = 100 (㎍ 글루코스)/100 ㎍의 글루코스의 흡광도

D = 상청액 희석; 100/0.1 = 부피 보정(100 ml로부터 취해진 0.1 ml); 1.1 = 1,5시간 인큐베이션 후 AMG가 표본에 

첨가될 때 희석,

1/1000 = 마이크로그램으로부터 밀리그램으로의 전환

162/180 = 측정된 자유 글루코스로부터 전분 내 발생한 무수-글루코스로 전환하는 인자

5.4. 결과

첫 번째로, 바실러스 아밀로리퀘파시엔스 아밀라제이 작용이 분석되었고 췌장 α-아밀라제 및 아밀로글루코시다제(

AMG)만을 포함한 참조와 비교되었다. 처리 후 표본 내 용해성 전분의 양(%)은 표 1에 나타나 있다.

[표 1]

효소 없음 0.4㎕ LTAA

48.97 49.45

51.02 49.51

50.09

52.27

평균 : 49.995 50.33

이들 결과는 LTAA가 췌장 α-아밀라제 및 AMG 단독과 비교하여 불용성 전분을 분해할 때 어떠한 부가 효과도 지니

지 않음을 나타낸다.

두 번째로 바실러스 아밀로리퀘파시엔스 아밀라제의 작용이 분석되었고 써모마이세스 라누기노서스 아밀라제와 비

교되었다. 바실러스 아밀로리퀘파시엔스 아밀라제 및 써모마이세스 라누기노서스 아밀라제의 처리 후 표본 내 용해성

전분의 양(%)이 표 2에 나타나 있다.

[표 2]

0.4 ㎕ LTAA 0.4 u 써모마이세스

49.45 53.99

49.51 56.03

50.09 55.98

52.27 56.64

평균 50.33 55.66

이들 결과는 써모마이세스 라누기노서스 아밀라제가 불용성 전분을 분해할 때 부가 효과를 지님을 나타낸다(평균은 

99%의 신뢰수준으로의 유의적인 차이임).

6. 동물 사료의 제조

일반적인 사료는 하기 성분으로부터 제조된다 :
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옥수수 57.71%

대두 가루 48 31.52%

콩기름 6.30%

NaCl 0.40%

DL 메티오닌 0.20%

인산이칼슘 1.46%

비타민/미네랄 믹스 1.25%

총 100%

사료 혼합물은 30초간 80℃의 온도를 제공하도록 증기를 주입시킴으로서 가열되고 펠레타이저(pelletizer) 내에서 

펠렛화된다. 펠렛은 이후 건조된다.

이러한 과정은 펠렛화된 사료를 수득하는 사료 산업에서 일반적이다.

7. 아밀라제 효소의 전분 포함 동물 사료로의 첨가의 효과

7.1. 사육 시도 - 피그

음식물

대조군 피그가 통상의 음식물로 사육되는 동안 5개의 실험적 음식물이 사료 그램 당 1-10 U의 외생적 아밀라제로 공

급되었다. 음식물은 임의적으로 제공되었다. 물도 각 홀딩 펜(holding pen) 내에 위치한 젖꼭지 급수기로부터 임의적

으로 유용하였다. 각 음식물은 스타터(starter) 및 그로워(grower) 페이스를 지녔다. 피그는 6 치료 중의 하나에 할당

되었고 각 음식물 조합(스타터 및 그로워)은 6 반복으로 사육되었다.

동물/주거

통상의 유니트로부터의 이유기의 36 암컷 피그(pig)가(생 체중 범위 7.5 - 9 kg) 이용되었다. 피그는 개별적인 축사 

내에 주거되었다.

절차

도착시 동물은 개별적으로 체중이 측정되고 즉시 실험 유니트로 옮겨졌고 적당하게 번호가 매겨진 축사 내에 주거되

었고 대조군 또는 실험 스타터 음식물로 할당되었다. 피그는 이후 7일 마다 체중이 측정되었다. 피그는 임의적으로 사

육되었고 0일로부터 소비된 사료가 주 단위로 기록되었다. 피그 체중이 16.0 kg 이상일 때 그로워 음식물로 옮겨졌다

. 사료 섭취량 및 체중이 매주 기록되었다. 동물은 급식 시간에 하루에 두 번 검사되었다. 건강, 청결도 및 다른 관련된

관찰이 기록되었다. 피글렛(piglet)이 27.5 kg의 체중에 도달하면 시도가 종결된다.

생장률, 사료 섭취량 및 사료 전환 비율이 약 10 내지 25 kg 생 체중 사이의 피글렛에서 측정되었다.

결론

저항성 전분 분해 아밀라제를 함유한 실험 음식물로 사육된 동물은 사료 전환 비율(FCR)의 현저한 감소를 나타내었

고 이는 대조군과 비교하여 주어진 체중 증가에 도달시 더 적은 사료가 요구됨을 나타내었다.

7.2. 사육 시도 - 브로일러(broiler)

음식물

대조군 동물은 통상의 음식물로 사육되었고 5 실험 음식물이 사료 그램 당 1-10 U 외생적 아밀라제와 함께 공급되었

다. 음식물은 임의적으로 제공되었다. 물은 임의적으로 이용가능하였다. 각 음식물은 스타터 및 그로워 페이스를 지녔
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다.

동물

브로일러는 6 음식물 중의 하나에 할당되었고 각 음식물 조합(스타터 및 그로워)은 42 동물 각각의 8 반복에 사육되

었다. 동물은 규칙적으로 조사되었다. 건강, 청결도 및 다른 관련된 관찰이 기록되었다.

절차

도착시 동물은 개별적으로 체중이 측정되고 즉시 실험 유니트로 옮겨졌고 적당하게 번호가 매겨진 축사 내에 주거되

었고 대조군 또는 실험 스타터 음식물로 할당되었다. 브로일러는 20일 및 40일 후 체중이 측정되었다. 20일 및 40일 

후 사료의 이용도 기록되었다. 생장률, 사료 섭취량 및 사료 전환 비율이 측정되었다.

결론

저항성 전분 분해 아밀라제를 함유한 실험 음식물로 사육된 동물은 사료 전환 비율(FCR)의 현저한 감소를 나타내었

고 이는 대조군과 비교하여 주어진 체중 증가에 도달시 더 적은 사료가 요구됨을 나타내었다.

또한 실험 음식물로 사육된 브로일러는 생장률의 현저한 증가 및 사료 섭취량의 감소를 나타내었다.

본 발명의 요약

광범위한 관점에서 본 발명은 전분을 포함한 사료 내에서 사용되는 구성성분에 관한 것으로서 상기 구성성분은 효소

를 포함하고; 상기 효소는 아밀라제 활성을 지니고 저항성 전분을 분해할 수 있다.

또다른 광범위한 관점에서 본 발명은 저항성 전분을 아밀라제 활성을 지니고 저항성 전분을 분해할 수 있는 효소에 

접촉시키는 것으로 구성된 사료 내 저항성 전분을 분해하는 방법에 관한 것이다.

본 발명의 다른 관점

본 발명의 다른 관점은 숫자로 표시된 단락에 의해 기술될 것이다.

1. 전분을 포함한 사료 내에서 사용되는 구성성분에 있어서 상기 구성성분은 효소를 포함하고; 상기 효소는 아밀라제

활성을 지니고 저항성 전분을 분해할 수 있고 상기 효소는 하나 이상의 하기 특성을 포함함을 특징으로 하는 구성성

분 :

a. 전분 결합 도메인

b. 열안정적

c. pH 안정적

d. 아밀라제 억제제에 실질적으로 저항적

2. 제 1단락에 있어서, 상기 효소는 전분 결합 도메인을 포함함을 특징으로 하는 구성성분

3. 제 1단락 또는 제 2단락에 있어서, 상기 효소는 열안정적임을 특징으로 하는 구성성분

4. 제 1, 2 또는 3단락에 있어서, 상기 효소는 pH 안정적임을 특징으로 하는 구성성분

5. 전 단락의 어느 한 단락에 있어서, 상기 효소는 아밀라제 억제제에 실질 적으로 저항적임을 특징으로 하는 구성성

분

6. 전 단락의 어느 한 단락에 있어서, 상기 효소는 비가공 전분 분해 효소임을 특징으로 하는 구성성분

7. 전 단락의 어느 한 단락에 있어서, 상기 효소는 시클로덱스트린 글리코실 트랜스퍼라제(cyclodextrin glycosyl tra

nsferase, CGTase)임을 특징으로 하는 구성성분
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8. 제 7단락에 있어서, 상기 CGTase는 써모아나에로박테리움 써모술푸로게네스( Thermoanaerobacterium thermo
sulfurogenes )로부터 유도됨을 특징으로 하는 구성성분

9. 제 7단락 또는 제 8단락에 있어서, 상기 CGTase는 Toruzyme TM 임을 특징으로 하는 구성성분

10. 제 7단락에 있어서, 상기 CGTase는 Novamyl TM 과 같은 말토스 아밀라제임을 특징으로 하는 구성성분

11. 제 1단락에 있어서, 상기 효소는 바실러스 서큘란스( Bacillus circulans ) F2 아밀라제, 스트렙토코커스 보비스(
Streptococcus bovis ) 아밀라제, 크립토코커스( Cryptococcus ) S-2 아밀라제, 아스퍼질러스 오리자에( Aspergill
us oryzae ) 아밀라제, 아스퍼질러스( Aspergillus ) K-27 아밀라제, 바실러스 리체니포미스( Bacillus licheniformis
) 아밀라제, 바실러스 섭틸리스( Bacillus subtilis ) 아밀라제 및 바실러스 아밀로리퀘파시엔스( Bacillus amylolique
faciens ) 아밀라제로 구성된 군으로부터 선택된 아밀라제 효소임을 특징으로 하는 구성성분

12. 제 11단락에 있어서, 상기 효소는 바실러스 리체니포르미스 아밀라제(Thermamyl) 또는 바실러스 아밀로리퀘파

시엔스 아밀라제와 같은 용해성 아밀라제임을 특징으로 하는 구성성분

13. 전 단락의 어느 한 단락에 따른 사료에 사용되는 구성성분에 있어서, 상기 사료는 돼지 또는 가금류용 사료임을 

특징으로 하는 구성성분

14. 제 13단락에 있어서, 상기 사료는 콩류 또는 곡류와 같은 비가공 물질임을 특징으로 하는 구성성분

15. 전분 및 효소를 포함하는 사료에 있어서; 상기 효소는 아밀라제 활성을 지니고 저항성 전분을 분해할 수 있고 상

기 효소는 하나 이상의 하기 특성을 포함 함을 특징으로 하는 사료 :

a. 전분 결합 도메인

b. 열안정적

c. pH 안정적

d. 아밀라제 억제제에 실질적으로 저항적

16. 제 15단락에 있어서, 상기 효소는 전분 결합 도메인을 포함함을 특징으로 하는 사료

17. 제 15단락 또는 제 16단락에 있어서, 상기 효소는 열안정적임을 특징으로 하는 사료

18. 제 15, 16 또는 17단락에 있어서, 상기 효소는 pH 안정적임을 특징으로 하는 사료

19. 제 15단락 내지 제 18단락의 어느 한 단락에 있어서, 상기 효소는 아밀라제 억제제에 실질적으로 저항적임을 특

징으로 하는 사료

20. 제 15단락 내지 제 19단락의 어느 한 단락에 있어서, 상기 효소는 비가공 전분 분해 효소임을 특징으로 하는 사료

21. 제 15단락 내지 제 20단락의 어느 한 단락에 있어서, 상기 사료는 돼지 또는 가금류용임을 특징으로 하는 사료

22. 콩류 또는 곡류와 같은 비가공 물질인 제 21단락에 따른 사료

23. 저항성 전분을 아밀라제 활성을 지니고 저항성 전분을 분해할 수 있는 효소에 접촉시키는 것으로 구성된 사료 내 

저항성 전분을 분해하는 방법에 있어서, 상기 효소는 하나 이상의 하기 특성을 포함함을 특징으로 하는 방법 :

a. 전분 결합 도메인

b. 열안정적

c. pH 안정적

d. 아밀라제 억제제에 실질적으로 저항적
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24. 제 23단락에 있어서, 상기 효소는 전분 결합 도메인을 포함함을 특징으로 하는 방법

25. 제 23단락 또는 제 24단락에 있어서, 상기 효소는 열안정적임을 특징으로 하는 방법

26. 제 23, 24 또는 25단락에 있어서, 상기 효소는 pH 안정적임을 특징으로 하는 방법

27. 제 23단락 내지 제 26단락의 어느 한 단락에 있어서, 상기 효소는 아밀라제 억제제에 실질적으로 저항적임을 특

징으로 하는 방법

28. 제 23단락 내지 제 27단락의 어느 한 단락에 있어서, 상기 효소는 비가공 전분 분해 효소임을 특징으로 하는 방법

29. 제 23단락 내지 제 28단락의 어느 한 단락에 있어서, 상기 사료는 돼지 또는 가금류용임을 특징으로 하는 방법

30. 제 29단락에 있어서, 상기 사료는 콩류 또는 곡류와 같은 비가공 물질임을 특징으로 하는 방법

31. 저항성 전분을 위한 전분을 포함한 사료의 제조시 효소의 이용에 있어서, 상기 효소는 아밀라제 활성을 지니고 저

항성 전분을 분해할 수 있고, 상기 효소는 하나 이상의 하기 특성을 포함함을 특징으로 하는 효소의 이용 :

a. 전분 결합 도메인

b. 열안정적

c. pH 안정적

d. 아밀라제 억제제에 실질적으로 저항적

32. 사료로부터 유도가능한 에너지의 양을 증진시키기 위한 사료의 제조시 효소의 이용에 있어서, 상기 효소는 아밀

라제 활성을 지니고 저항성 전분을 분해할 수 있음을 특징으로 하는 효소의 이용

33. 전분과 효소를 혼합하는 것으로 구성된 사료의 제조 방법에 있어서, 상기 효소는 아밀라제 활성을 지니고 저항성 

전분을 분해할 수 있음을 특징으로 하는 방법

34. 사료 내에서 사용되는 구성성분의 확인 방법에 있어서, 상기 구성성분은 효소를 포함하고, 상기 방법은 저항성 전

분을 후보 구성성부에 접촉시키고 상기 저항성 전분의 분해 정도를 측정하는 것으로 구성되고; 상기 효소는 아밀라제

활성을 지니고 저항성 전분을 분해할 수 있고 상기 효소는 하나 이상의 하기 특성을 포함함을 특징으로 하는 방법 :

a. 전분 결합 도메인

b. 열안정적

c. pH 안정적

d. 아밀라제 억제제에 실질적으로 저항적

상기 명세서 내에서 언급된 모든 문헌은 참고문헌으로 통합된다. 본 발명의 기술된 방법 및 시스템의 다양한 변형 및 

변화가 본 발명의 범위 및 정신에서 벗어남 없이 당업자에게 명백할 것이다. 본 발명이 특정한 바람직한 실시태양과 

관련하여 기술되었으나 청구된 본 발명은 이러한 특정한 실시태양에 한정되지 않음이 이해되어야 한다. 당업자에게 

분명한 본 발명을 수행하기 위한 기술된 방법의 다양한 변형은 하기 청구항의 범위 내에 있다.

참고문헌
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(57) 청구의 범위

청구항 1.
전분을 포함한 사료에 사용되는 구성성분에 있어서, 상기 구성성분을 효소를 포함하고; 상기 효소는 아밀라제 활성을

지니고 저항성 전분을 분해할 수 있음을 특징으로 하는 구성성분

청구항 2.
제 1항에 있어서, 상기 효소는 열안정적임을 특징으로 하는 구성성분

청구항 3.
제 1항 또는 제 2항에 있어서, 상기 효소는 pH 안정적임을 특징으로 하는 구성성분

청구항 4.
상기 항의 어느 한 항에 있어서, 상기 효소는 비가공 전분 분해 효소임을 특징으로 하는 구성성분

청구항 5.
상기 항의 어느 한 항에 있어서, 상기 효소는 바실러스 서큘란스( Bacillus circulans ) F2 아밀라제, 스트렙토코커스 
보비스( Streptococcus bovis ) 아밀라제, 크립토코커스( Cryptococcus ) S-2 아밀라제, 아스퍼질러스( Aspergillus
) K-27 아밀라제, 바실러스 리체니포미스( Bacillus licheniformis ) 아밀라제 및 써모마이세스 라누기노서스( Ther
momyces lanuginosus ) 아밀라제로 구성된 군으로부터 선택된 아밀라제 효소임을 특징으로 하는 구성성분

청구항 6.
상기 항의 어느 한 항에 있어서, 상기 사료는 돼지 또는 가금류용 사료임을 특징으로 하는 구성성분

청구항 7.
제 6항에 있어서, 상기 사료는 콩류 또는 곡류와 같은 비가공 물질임을 특징으로 하는 구성성분

청구항 8.
전분 및 효소를 포함하는 사료에 있어서; 상기 효소는 아밀라제 활성을 지니고 저항성 전분을 분해할 수 있음을 특징

으로 하는 사료

청구항 9.
제 8항에 있어서, 상기 효소는 열안정적임을 특징으로 하는 사료

청구항 10.
제 8항 또는 제9항에 있어서, 상기 효소는 pH 안정적임을 특징으로 하는 사료

청구항 11.
제 8항 내지 제10항의 어느 한 항에 있어서, 상기 효소는 비가공 전분 분해 효소임을 특징으로 하는 사료

청구항 12.
돼지 또는 가금류용 사료임을 특징으로 하는 제 8항 내지 제11항에 따른 사료

청구항 13.
콩류 또는 곡류와 같은 비가공 물질임을 특징으로 하는 제 12항에 따른 사료

청구항 14.
저항성 전분을 아밀라제 활성을 지니고 저항성 전분을 분해할 수 있는 효소와 접촉시키는 것으로 구성된 사료 내 저

항성 전분의 분해 방법

청구항 15.
제 14항에 있어서, 상기 효소는 열안정적임을 특징으로 하는 방법

청구항 16.
제 14항 또는 제 15항에 있어서, 상기 효소는 pH 안정적임을 특징으로 하는 방법
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청구항 17.
제 14항 내지 제 16항의 어느 한 항에 있어서, 상기 효소는 비가공 전분 분해 효소임을 특징으로 하는 방법

청구항 18.
제 14항 내지 제 17항의 어느 한 항에 있어서, 상기 사료는 돼지 또는 가금류용임을 특징으로 하는 방법

청구항 19.
제 18항에 있어서, 상기 사료는 콩류 또는 곡류와 같은 비가공 물질임을 특징으로 하는 방법

청구항 20.
저항성 전분을 분해하기 위한 전분을 포함한 사료의 제조시 효소 이용에 있 어서, 상기 효소는 아밀라제 활성을 지니

고 상기 저항성 전분을 분해할 수 있음을 특징으로 하는 이용

청구항 21.
열량 수치를 증진시키기 위한 사료의 제조시 효소 이용에 있어서, 상기 효소는 아밀라제 활성을 지니고 저항성 전분

을 분해할 수 있음을 특징으로 하는 이용

청구항 22.
동물 성능을 증진시키기 위한 사료의 제조시 효소 이용에 있어서, 상기 효소는 아밀라제 활성을 지니고 저항성 전분

을 분해할 수 있음을 특징으로 하는 이용

청구항 23.
제 20항 내지 제 22항의 어느 한 항에 있어서, 상기 효소는 열안정적임을 특징으로 하는 이용

청구항 24.
제 20항 내지 제 23항의 어느 한 항에 있어서, 상기 효소는 pH 안정적임을 특징으로 하는 이용

청구항 25.
전분과 효소를 혼합시키는 것으로 구성된 사료 제조 방법에 있어서, 상기 효소는 아밀라제 활성을 지니고 저항성 전

분을 분해할 수 있음을 특징으로 하는 방법

청구항 26.
사료에 사용되는 구성성분을 확인하는 방법에 있어서, 상기 구성성분은 효소를 포함하고, 상기 방법은 저항성 전분을

후보 구성성분과 접촉시키고 상기 저항성 전분의 분해 정도를 측정하는 것으로 구성되고; 상기 효소는 아밀라제 활성

을 지니고 상기 저항성 전분을 분해할 수 있음을 특징으로 하는 방법

청구항 27.
제 25항 또는 제 26항에 있어서, 상기 효소는 열안정적임을 특징으로 하는 방법

청구항 28.
제 25항 내지 제 27항의 어느 한 항에 있어서, 상기 효소는 pH 안정적임을 특징으로 하는 방법

청구항 29.
명세서 내에 실질적으로 기술되고 수반된 실시예에 나타난 구성성분

청구항 30.
명세서 내에 실질적으로 기술되고 수반된 실시예에 나타난 사료

청구항 31.
명세서 내에 실질적으로 기술되고 수반된 실시예에 나타난 이용

청구항 32.
명세서 내에 실질적으로 기술되고 수반된 실시예에 나타난 방법

청구항 33.
명세서 내에 실질적으로 기술되고 수반된 실시예에 나타난 사료에서 이용되는 구성성분의 확인 방법
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