
87

리그닌의 분해가 우수한 Streptomyces halstedii ssp. scabies SA1-27과 

Streptomyces violaceusinger C1-6에서 생성되는 효소들에 한 연구

서울보건 학 임상병리과

김  태  

The Study of Enzymes Produced by Streptomyces halstedii ssp.
scabies SA1-27 and Streptomyces violaceusinger C1-6 

Which Have Good Lignolytic Activity

Tai-Jeon Kim

 Department of Biomedical Laboratory Science, Seoul Health College, Sungnam 461-713, Korea

  This study was done to know a kind and change (transition) of enzymes produceed by Streptomyces 
halstedii ssp. scabies SA1-27 and Streptomyces violaceusinger C1-6 which showed good lignolytic activity 
and a good decolorization ratio of remazol brilliant blue R(RBBR) dye. These strains were isolated  from 
soil and identified by the author. The basal medium containg 0.2% glucose was used to measure enzyme 
activity,  Lignin peroxidase 1 (Lip 1) was measured by the methods of Choi, and Bourbonnais and Paice. 
Lignin peroxidase 2 (Lip 2) was measured by the methods of Ishida et al and Ramachandra et al using 
2.4-dichlorophenol(2.4․DCP), manganese peroxidase(Mnp), veratryl alcohol oxidase (VAO), and laccase. 
They were measured by each of the methods of Choi and  Paszczynski et al, and Bourbonnais and Paice, 
and De Jong et al. In the results,  the kind of enzymes produced by Streptomyces halstedii ssp. scabies 
SA1-27 were Lip 1, Lip 2, VAO, and laccase, and their activities indicated the highest value as each 4.95 
nmol/mg protein, 8.45(×100－3) unit, 10.25 nmol/mg protein, 9.20 nmol/mg protein on the sixth day of the 
culture and decreased gradually over time. The kind of enzymes produced by Streptomyces  violaceusinger 
C1-6 were Lip 1, Lip 2, Mnp, VAO, and laccase, and their activities indicated the highest value as each 4.90 
nmol/mg protein, 13.85(×100－3) unit, 3.10 nmol/mg protein, 11.30 nmol/mg protein, 4.45 nmol/mg protein on 
the sixth day of the culture and decreased gradually over time. Consequently, the author knew the fact that 
there were few differences in the kind and quantity of enzymes produced by the two Streptomyces strains, 
but  all enzyme activities  indicated the highest value on the sixth day of the culture and decreased gradually 
over time.
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I. 서      론

유기화합물의 불완  연소나 석탄을 액화 는 기화하

는 과정에서 발생하여 공기, 토양, 담수  해수 등에서 

범 하게 발견되는 난분해성 오염물질인 여러 고리 방

향족 탄화수소 화합물(polycyclic aromatic hydrocarbons, 
PAHs)은 부분이 발암물질이며 돌연변이의 원인이 되

고, 독소가 있어 인간의 생명에 치명 이기 때문에 이러

한 물질들의 분포와 환경 향에 해 심이 증가되고 

있다(임, 2003). 일반 으로 PAHs 화합물이 오염된 지역

에서 이들의 독성을 제거하거나, 오염원을 물리 화학 으

로 제거하는 데에는 많은 비용이 들기 때문에 미생물을 

이용한 연구가 활발히 진행되고 있으며(Wilsor와 Jones, 
1993), 이러한 연구의 검색물질로 이용되고 있는 것의 하

나가 셀루로오즈와 함께 식물체를 구성하고 있는 리그닌

(Ligin) 물질이다. 이는 생물권에서 가장 풍부한  방향족 

화합물의 하나로서 복잡한 화학  구조에 의해 물리화학

으로 매우 안 성이 있는 난분해성 물질이다(최, 1995). 
이러한 리그닌들은 부분 목재에 서식하는 담자균류인 

백색부후균에 의해 가장 완벽하게 분해되는 것으로 알려

져 있으나(Cripps 등, 1990; Glenn과 Gold, 1983),  최근에

는 몇몇 방선균들에서도 리그닌과 셀루로오즈를 분해할 

수 있다는 사실이 알려져 있다(Crawford, 1978; 김, 1995)
본 자는 토양에서 분리된 방선균들  리그닌과 셀

루로오즈를 분해할 수 있는 Streptomyces  halstedii ssp. 
scabies SA1-36과 Streptomyces lavendulas SA2-14를 
분리 동정하고, 조구인 Streptomyces badius ATCC 
39117와 함께  리그닌의 분해능과  Remazol brilliant blue 
R(RBBR) 염료의 탈색률을 최 로 하는 기 배지조성을 

조사 발표한 바 있고(김, 1995; 김 등, 1997), 나아가 이 

배지와 균주를 이용하여 azo계 염료들, heterocyclic계 염

료들, triphenylmethnane계 염료들의 탈색률과 PAHs 
화합물들의 분해능을 조사한 결과 방선균에 의한 여

러 난분해성에 염료, 페놀화합물  다핵방향족탄화수소

의 화합물들의 분해가 가능함을 시사한 바 있다(윤 등, 
1998; 김 등, 1998; 김과 윤, 1999; 김, 2000; 김 등, 2002).

본 연구는 이 기 배지를 이용하여 본 자에 의해 분

리 동정되고, 리그닌의 분해능과 Remazol brilliant blue R 
(RBBR) 염료의 탈색률이 양호한 Streptomyces  halstedii 
ssp. scabies SA1-27과 Streptomyces violaceusinger 
C1-6이 생성하는 효소들의 종류와 활성도 추이를 알아보

고자 실시하 다.

II. 재료  방법

1. 균주

리그노셀루로오즈와 리그닌의 분해능이 양호한 균주로 

토양에서 분리 동정된 Streptomyces  halstedii ssp. 
scabies SA1-27과  Streptomyces  violaceusinger C1-6, 
그리고  조로 Streptomyces badius ATCC 39117를 이
용하 다(김, 1996).

2. 기본배지의 제조

효소활성도를 조사하기 하여 Remazol brilliant 
blue R(RBBR) 염료의 분해능을 최 로 하는 포도당의 

농도를 0.2%로 하는 변형된 김(1996)과 Maria 등(1990)
의 기본배지를 사용하 다 (Table 1).

    Media            Ingradients

   Modified
basal medium

0.5 M Tris buffer     100 mL
D-Glucose            2 g
Casamino acid        1 g
Thiamin              100 mg  
Biotin                100 μg
DW                  900 mL 
pH                   7.6

Table 1. The ingradients of modified basal medium.

  

               

3. 세포외 효소활성도 측정

  
 1) 조효소(crude enzyme)의 조제

기본배지에 균주를 종하여  30℃에서 진탕배양(100 
rpm)하면서 3일 간격으로 배양액을 채취하여 4℃에서  5
분간 원심분리(5000 rpm)하여 얻어진 상층액을 조효소

(crude enzyme)측정시료로 사용하 다.

2) 활성도 측정

효소활성도 측정은 RBBR 염료 탈색 시 사용하 던 분

도계를 이용하여 30℃에서 실시하 다. 조효소(crude 
enzyme)의 총 단백질량은 bovine serum albumin(Sigma 
chem. Co., USA)을 표 물질로 사용하여 Bradford 방법

으로 측정하 고, 효소 1단 는 0.01 μg/0.1 mL에서 1분 

동안 1 μmole의 기질을 변화시키는 효소량으로 정의하 다.
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(1) Lignin peroxidase 1(Lip 1)과 lignin peroxidase 
2(Lip 2) 측정

알코올은 310 nm서 흡수되지 않으나 veratraldehyde는 

강하게 흡수된다. 이 성질을 이용하여 김(1996), 그리고 

Tien과 Kirk(1988) 방법에 따라  2.0 mM  veratryl alcohol  
200  μL,  50 mM sodium tartrate(pH 2.5) 200 μL, 배양액 

520 μL를 혼합하여 1분간 반응시  킨 후 310 nm서 흡

도를 측정하여 veratryl alcohol oxidase(VAO)의 총 활성

도를 구한 다음 4.0 mM H2O2 80 μL를 가한 즉시 310 nm
서 1분간 효소활성도를 측정하 다. Veratryl alcohol은 

veratryl alcohol oxidase(VAO)의 활성에 의해서도 

veratraldehyde로 산화되므로 총 효소활성도에서 VAO의 

활성도를 제한 것을 순수한 Lip 1로 산정하 다(ε310nm 
9300M-1.cm-1)(최, 1995; Bourbonnais와 Paice, 1988).

Lip 2은 2.4-dichlorophenol(2.4-DCP)을 사용하는 Ishida 
등(1987)과 Ramachandra 등(1987)의 방법을 이용하여 활

성도를 측정하 다. 반응액은 100 mM sodium succinate 
완충액(pH 5.5) 200 μL, 82 mM 4-aminoantipyrine(Sigma 
chem. Co., USA) 220 μL, 1.0 mM 2.4-DCP 400 μL과  

4.0 mM H2O2  80 μL에 배양액 100 μL를 가하여  최종량

이 1 ml 되게 하 다.  반응은 30℃에서 H2O2가 반응 혼

합액에 가해지는 즉시 510 nm에서 2분간 흡 도를 검색

하여 최고치의 흡 도에서 최 치의 흡 도를 뺀 흡 도 

값을 peroxidase 검량선(Fig. 1)에 용시켜 실질 인 

peroxidase의 역가로 표시하 다.

(2) Manganese peroxidase (Mnp) 측정

Mnp는 최(1995)와 Paszczynski 등(1988)의 방법에 따

라 50 mM sodium malonate(pH 4.5) 200 μL, 1.0 mM 
2,6-dimethoxyphenol(DMP, Aldrich chemicals Co., USA) 
100 μL, 1.0 mM MnSO4 100 μL가 혼합된 반응액에 배양

액 520 μL를 혼합하고 1분 후 568 nm에서 흡 도를 측정

하여 총 효소활성도를 구한 후 0.4 mM H2O2 80 μL를 가

한 즉시 568 nm에서 1분간 Mnp의 효소활성도를 측정하

다.  고농도의 laccase도 DMP를 기질로 이용하므로 총 

효소활성도에서 laccase의 활성도를 제한 것을 순수한 

Mnp의 활성도로 산정하 다(ε568nm ca 10,000M-1
․cm-1).

(3) Veratryl alcohol oxidase (VAO)측정

최(1995), 그리고 Bourbonnais와 Paice(1988)의 방법에 

따라 50 mM dimethylsuccinate(DMS, pH 4.5, Sigma 
chem. Co., USA) 200 μL와 2.0 mM veratryl alcohol 

(Aldrich chemicals Co., USA) 200 μL 그리고 520 μL의 

배양액을 혼합하여 총 1 ml의 반응액을 만들었으며 이 

반응액으로 310 nm에서 1분간 효소활성도를 측정하 다. 
측정원리는 Lip I의 활성도 측정과 동일하다(ε310nm 
9300M-1․cm-1).

  
(4) Laccase 측정

Laccase는 최(1995)와 De Jong 등(1992)의 방법에 따라 

50 mM DMS(pH 4.5) 200 μL, 1.0 mM DMP 100 μL가 

혼합된 반응액에 배양액 750 μL를 가하여 총 1 ml가 되

게 한 후  1분간 반응시켰다. 반응 후 468 nm서 흡 도를 

측정하 다(ε468nm 10,000M-1․cm-1).

Fig. 1. Peroxidase(Type II, horseradish) standard curve for 
detection of Lip 2.

Ⅲ. 결      과

1. Streptomyces halstedii ssp. scabies SA1-27의 

효소활성도 

Streptomyces halstedii ssp. scabies  SA1-27 균주에 의

해 생성되는 효소들에는 표 2에 나타난 바와 같은 Lip 1, 
Lip 2, VAO, laccase와 같은 효소들인 반면, Mnp 효소는 

 생산되지 않는 것으로 나타났다. Lip 1, Lip 2, 
VAO, laccase와 같은 효소들의 활성도는 배양 6일째 각

각 4.95 nmol/mg. protein, 8.45(×100-3) unit, 10.25 nmol/ 
mg. protein, 9.20 nmol/mg. protein으로 최고치를 보 으

며, 그 이후부터는 모든 효소들의 활성도가 서서히 감소

됨을 보 다(Table 2와 Fig. 2-1).
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Strains*       Enzymes(unit)† 
Days‡

  3   6   9   12   15   18   21  
S. halstedii ssp.
scabis SA1-27

Lip 1(nmol/mg. protein)  3.52  4.95 4.01 3.50 3.31 3.21 3.15
Lip 2(×100-3, Unit )  5.85  8.45 6.85 4.95 3.85 2.85 2.85

Mnp(nmol/mg. protein)  0  0 0 0 0 0 0
VAO(nmol/mg. protein)  3.50  10.25 8.30 7.60 3.54 3.40 3.30

Laccase(nmol/mg. protein)  2.40  9.20 8.85 7.70 6.57 5.45 3.13
S. violaceusinger  C1-6 Lip 1  1.50  4.90 358 3.41 3.30 2.50 2.01

Lip 2(×100-3)  11.80  13.85 12.75 8.35 5.65 2.55 2.35
Mnp  1.05  3.10 1.50 1.47 1.36 1.27 1.26
VAO  7.80  11.30 10.03 8.17 6.05 4.50 3.55

Laccase  3.35  4.45 2.85 2.35 2.25 2.27 2.25
S. badius

ATCC 39117
Lip 1  5.66  5.97 4.89 4.89 3.75 3.68 3.12

Lip2(×100-3)        2.85  8.55 4.75 4.75 4.75 4.75 4.75
Mnp  0  0 0 0 0 0 2.90
VAO  5.66  11.94 9.78 4.89 3.75 0 0

Laccase  5.26  5.56 4.55 4.55 3.48 3.42 2.90
* S. ; Streptomyces
†Lip 1,  Lignin peroxidase, type I; Lip 2, Lignin peroxidase, typeⅡ, horseradish, 25,000 unit/135 mg solid (1.85×10-3 unit/0.01 μg), 

190 purpurogollin unit/mg solid, (1.9×10-3 unit/0.01 μg), RZ = 1.9; Mnp, Manganese peroxidase; VAO, Veratryl alcohol oxidase 
‡The unit of Lip 1, Mnp, VAO, and laccase were indicated as nmol/mg. protein and the unit of Lip 2 were indicated as 

horseradishe proxidase type Ⅱ.

Table 2. The  activities of various enzymes produced by S. halstedii ssp. scabies SA1-27, S. violaceusinger C1-6 and S. badius ATCC
39117 in modified basal medium.

2.  Streptomyces violaceusinger C1-6의 효소활성도

Streptomyces  violaceusinger C1-6 균주의 효소활성도

는 Table 2와 같이 Lip 1, Lip 2, Mnp, VAO, laccase 모두 

배양 6일째에 각각 4.90 nmol/mg. protein, 13.85(×100-3) 
unit, 3.10 nmol/mg. protein, 11.30 nmol/mg. protein,  4.45 
nmol/mg. protein로 최고치를 나타내었다. 그리고 그 이후

부터는 Streptomyces  halstedii ssp. scabies SA1-27과 

같이 서서히 감소됨을 보 다(Table 2와 Fig. 2-2).

3. Streptomyces badius ATCC 39117의 효소활성도

조구인 Streptomyces badius ATCC 39117의 효소활

성도는 Table 2와 같다. 이를  두 균주들과 비교할 때 

Mnp을 생산하지 않는 것은 Streptomyces halstedii ssp. 
scabies SA1-27과 같았다. Lip 1, Lip 2, VAO, laccase는 

배양 6일째 각각 5.97 nmol/mg. protein, 8.55(×100-3)unit, 
11.94 nmol/mg. protein, 5.56 nmol mg/mg. protein로 최고

치를 나타났으며, 그 이후부터 감소되는 상은 의 두 

균주와 같은 양상을 보 다(Table 2와 Fig. 2-3). 

IV. 고      찰

리그닌(lignin)은 불규칙한 구조를 갖는 방향족 이형

합체(aromatic heteropolymer)로 분자량이 매우 크고 목재

(woody tissue)에서 풍부하게 발견된다. 이들은 phenyl-
propanoid 단 로 구성되어 있으며 셀루로오즈(cellulose)
에 둘러싸여 있어 목재조직을 견고하게 하고 각종 미생

물의 공격에 강력히 항할 뿐 아니라 화학 , 생물학

으로도 쉽게 분해되지 않는 물질이다(임, 2003). 이러한 

리그닌의 분해기 은 최근 소수의 미생물에 의해 밝 지

고 있지만 부분이 목재를 부패시키는 미생물은 백색부

후균(white rot fungi)들로 확인되고 있다. 특히 목재 백색

부후균류의 리그닌 분해에는 몇 가지 세포외 산화 환원 

효소와 분자의 사산물 그리고 활성화된 산소가 포함

된 비특이  산화계(nonspecific oxidation system)가 리그

닌 분해에 여하는 것으로 알려져 있고, 목재 백색부후

균류가 리그닌을 분해하고 다양한 방향족 오염물질을 분

해하는 기 도 이러한 비특이 인 산화계에 기인하는 것

으로 알려져 있다(Schomaker, 1990). 그밖에 Streptomyces 
등의 방선균류와 Pseudomonas, Corynebacterium 등의 세
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Fig. 2-1. The activities of lignolytic enzyme produced by 
Streptomyces halstedii ssp. scabis SA1-27.

Fig. 2-2. The activities of lignolytic enzyme produced by 
Streptomyces violaceusinger C1-6.

Fig. 2-3. The activities of lignolytic enzyme produced by 
Streptomyces badius ATCC 39117. 

균류들도 리그닌을 분해하는 것으로 알려져 있다

(Weissehels 등, 1990). 그러나 방선균류와 세균류에서 분

비되는 효소의 종류는 단순하고 리그닌에 한 선택성의 

범 도 백색부후균에 비해 매우 좁다. 따라서 백색부후균

들이 재 생태계에서 리그닌을 가장 완벽하게 분해하는 

미생물로 알려져 있다. 
목재 백색부후균류의 세포외 효소(extracellular enzyme)

로는 laccase, peroxidases 그리고 H2O2를 생산하는 산화

효소 등으로 알려져 있고, 이들이 리그닌을 분해하는 

요한 역할을 하는 것으로 알려져 있다. 이와 같이 일부 

목재 부후균은 리그닌을 분해하는 3가지 효소를 가지고 

있지만 많은 균류들은 한두 가지의 효소를 생산하고 있

다. 백색부후균이 생산하는 산화성 세포외 효소는 in 
vitro에서 리그닌을 여러 가지로 분해하며 in vivo에서도 

리그닌을 부분 으로 생분해 한다. Laccase는 이온화 

가 낮아 비페놀화합물을 서서히 분해하는 반면 Lip, 
Mnp는 높은 이온화 를 가지고 있어 즉시 분해한다

(Srinivasan 등, 1995). Laccase와 peroxidase는 자 한개

를 산화함으로써 페놀 화합물과 방향족아민(aromatic 
amine)을 산화하여 양이온의 라디칼(cationic radical)을 

형성하며 이 라디칼은 무작 의 산화반응에 순서 로 작

용하여 산화와 탈 합 반응이 일어나 리그닌이 분해된다

(Higuchi, 1989). 그 밖에 리그닌 분해에 여하는 효소들

에는 phenol oxidase에 속하는 tyrosinase, H2O2를 생산하

는 산화효소인 glyoxal oxidase, 그리고 aryalcohol oxidase 
등이 있는 것으로 알려져 있다(Kersten과 Kirk, 1987).

본 실험에서 측정한 Lip 1과 Lip 2, Mnp, VAO, laccase
에 한 활성도를 보면 실험균주  Streptomyces 
halstedii ssp. scabies SA1-27에서 생성된 효소들  Lip 1
과 Lip 2, VAO, laccase에 활성도는 모두가 배양 6일째에 

각각 4.95 nmol/mg. protein, 8.45(×100-3) unit, 10.25 
nmol/mg. protein으로서 가장 높은 것으로 나타났으나 

Mnp는  활성도가 없는 것으로 나타났다. 그리고 6일 

이후부터 감소 상을 보 다. 이를 김과 윤(1999)이 발표

한 Streptomyces halstedii ssp. scabies SA1-36과 조구인 

Streptomyces badius ATCC 39117에서 생산되는 효소들

을 비교해 볼 때 Streptomyces halstedii ssp. scabies 
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SA1-36에서 Lip 2만 배양 3일째에 제일 높았던 것을 제

외 하면 조사된 각종 효소들 간에 다소 차이는 있어도 모

두 같은 상을 나타내고 있음을 알 수 있었다. 한 

Streptomyces  lavendulas SA2-14에서 생산되는 효소들과 

비교해 보면  laccase만 배양 3일째에 제일 높았던 것과 

약간의 Mnp를 생산하고 있다는 것을 제외 하면 모두 같

은 상을 나타내고 있었다. 이것은 시험균주가 같은 과

나 종에 속하는 균주라는 에서 모든 결과가 유사하게 

나온 것으로 사료되나 Lip 2와 laccase의 경우는 같은 과

나 종이라도 과나 아종에 따라 약간의 생리  특징이 달

을 수 있기 때문이라 생각된다. 
한편 실험균주  Streptomyces  violaceusinger C1-6에

서 생성된 효소들 가운데 Lip 1과 Lip 2, Mnp, VAO, 
laccase에 활성도도 모두가 배양 6일째에 각각 4.90 
nmol/mg. protein, 13.85(×100-3) unit, 3.10 nmol/mg. 
protein, 11.30 nmol/mg. protein, 4.45 nmol/mg. protein로

서 가장 높은 것으로 나타났다. 그리고 6일 이후부터 감

소 상을 보 다. 이와같은 결과들을 Streptomyces 
halstedii ssp. scabies SA1-27이나 김과 윤(1999)이 발표

한 Streptomyces halstedii ssp. scabies SA1-36과 조구인 

Streptomyces badius ATCC 39117에서 생산되는 효소들

과 비교해 보면 Streptomyces  violaceusinger C1-6에서는 

Streptomyces  lavendulas SA2-14와 마찬가지로 활성도에 

약간의 차이는 있지만 Mnp가 생산되고 있다는 이 다른 

으로 나타났다. 그리고 Streptomyces halstedii ssp. 
scabies SA1-36과 Streptomyces  lavendulas SA2-14에서

는 Lip 2와 laccase가 각각 배양  3일째 가장 높은 활성도

를 보인다는 은 앞서 Streptomyces halstedii ssp. scabies 
SA1-27의 결과에서 언  했던 바와 같은 이유에서라 하

겠다.
번 새로 분리된 두 방선균에서 생성되는 Lip 1과 Lip 

2,  Mnp, VAO, laccase의 양이 최(1995)나 임(2003) 등이 

담자균류에서 최근 측정한 값보다는 상당히 은 양임에

는 틀림없으나 방선균들에 의한  리그노셀루로오즈 분해 

체계가 잘 알려져 있지 않은 상태에서 이들이 분해하는 

효소의 종류와 양이 밝 지고, 한 근소한 차이가 있지

만 모두가  배양 6일째 가장 높은 효소활성도를 보이고, 
그 이후에는 차 감소한다는 사실을 알 수 있었다.   

와 같은 결과를 얻은 것은 방선균을 이용하면 리그

닌성 물질들을 분해 할 수 있다는 가능성을 열어  뿐만 

아니라 난분해성 물질들을 분해해  수 있는  하나의 

미생물체임에 틀림없음을 믿어 의심치 않는다.

방선균류에 있어 가장 큰 심거리는 이미 알려진 Lip, 
Mnp, VAO, laccase 등의 각종 효소 외에 지 까지 실험

되지 않은 다른 효소, 즉 방선균류들의 isoenzymes들에 

한 연구가 있어야 할 것으로 사료되며, 앞으로 여러 종

류들의 난분해성 폐기물의 분해 활성도가 뛰어난 방선균 

균주들을 각종 토양이나, 유기체들로부터 분리하는 것은 

매우 요한 일이라 하겠다.
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