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기후변화협약 이행으로 인한 온실가스배출 저감 및 고유

가로 인한 대체에너지 요구가 커지는 상황에서 미국, EU
일본과 같은 선진국에서는 향후 년내에 자동차연료의5~20

를 바이오연료로 대체하고자하는 에너지정책이 실5~30%
행되어 기술개발에 대한 투자 등 적극적인 노력을 경R&D
주하고 있다(Energy efficiency and Renewable Energy,
2008; Rockvill, 2005; Aden et al., 2002; Wyman, 1999;
Fujisankei Business I. 2007; http://racer.kemco.or.kr/newsletter/

특히 전량 수입에 의존하고20070521 /he_focus_01.htm).
있는 국내 현실에서는 수송용 대체에너지개발이 시급한 상

황이다산업자원부( , 2007).

수송용 바이오연료로 미국등지에서 상용화된 바이오에

탄올의 경우 원료로 옥수수와 같은 곡물을 이용하기 때문에

그로 인한곡물 가격앙등과사회적 영향성 등의 부작용이 발

생하여제 세대바이오에탄올원료로목질바이오매스가주목2
받는상황으로전환되었다(Energy efficiency and Renewable

산업자원부 그러나 목질바이오매스Energy, 2008, , 2007).
로 전환된 에탄올의 경우 옥수수유래 에탄올에 비해 고비용

으로 상용화에 어려움이 많아 현재는 목질바이오매스를 강

한 산성용액에 처리하여 를 생산해 내는 기술이 실glucose
증 생산에 도입되고 있어 설비부식 및 환경오염 등의 부작

용을 야기하는 문제점을 지니고 있어 이를 극복할 연구가

다수 이루어져 왔다(Oh et al., 2002; Schell et al., 2003;
Ikeda et al., 2007).

* Corresponding author: (E-mail) yskim@kookmin.ac.kr
본 연구는 농촌진흥청 바이오그린 사업 의 일환으로 수행된 것임21 (20050401034819) .※

침엽수 혼합목분에서 배양조건을 달리한 Fomitopsis palustris의

균체외효소 활성 변화

이영민1 최두열･ 1 김현정･ 1 윤정준･ 2 김영숙･ 1*

1국민대학교 삼림과학대학 임산공학과, 2한국생산기술연구원 환경에너지본부 신재생에너지팀

Effect of Various Culture Conditions on the Activity of Extracellular

Enzymes from Fomitopsis palustris, Brown Rot Fungi

Young-Min Lee1, Doo-yul Choi1, Hyun-Jung Kim1, Jeoung-Jun Yoon2, and Yeong-Suk Kim1*

1Forest Products, Kookmin University, Seoul, Korea
2Division of Environment and Energy, Korea Institute of Industrial Technology Seoul, Korea

ABSTRACT : Extracellular enzyme activities of Fomitopsis palustris were determined by the particle sizes, culture periods and
concentrations of wood particle substrate which was mixture of 4 domestic coniferous woods, such as Pinus densiflora, Larix
leptolepsis, Pinus koraiensis, and Pinus rigida. The results showed that the culture conditions had an effect on the secretion of
most of the extracellular enzymes from Fomitopsis palustris in the mixed wood particle substrate. :The optimal culture conditions
for enzyme activities were 80~100 mesh in wood particle size, 7.5% in concentrations of wood substrate, and 4~8 weeks in culture
period.
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목질계 에탄올 생산에서 강산사용의 이 같은 문제점을

해결하기 위해 미국 가 시도해온 기술이 목질바이오매DOE
스의 전처리에 희석산을 사용하고 당화에 고효율의 효소를,
이용하는 방법(NREL, 2008; Fred et al., 2003; Genecor
International, Inc. 2003; http://www1.eere.energy.gov/biomass,

인데 여기서 사용되는 효소가 목2007; Aden et al., 2002)
질계 에탄올 생산기술의 핵심요소라 할 수 있다.
상용화된효소들은 Trichoderma reesei 또는 Phanerochaete

chrysosporium(Eriksson and Pettersson, 1975; Claeyssens
et al., 1989; Eriksson et al., 1990; Miettinen-Oinonen,

으로 목재분해균에서 유래한 효소들인데 국내에서도2004)
이같은 효소의 국산화가 바이오에탄올 산업과 함께 시급한

과제라고 할 수 있다 국내에서 과 같은 를. Avice cellulose
기질로 한 효소 연구(Song et el., 2008; Yoon et el., 2008;
윤 등 는 다수 있으나 천연의 목, 2006, 2007; Kim, 1995) ,
재를 기질로 한 목재분해균의 효소활성에 대한 연구는 미미

한 상황이다.
저자들은 국내에서 분포가 많아 이용가능성이 가장 높은

소나무 낙엽송 리기다소나무 잣나무 등 국내산 침엽수 기, , ,
질로 대상으로 목재분해력이 높은 Fomitopsis palustris가
분비하는 균체외효소에서 나타나는 효소패턴과 셀룰로오스

분해성에 대해 연구한 결과 침엽수기질에 나타난 효소패턴

은 수종 및 심변재 간에 차이를 크게 보이지 않았으나 효소

활성에서는 다소간의 차이가 있음을 보고한 바 있다(Kim
국내산 효소개발을 위해서는 셀룰로오스 분et al., 2006).

해능이 우수하면서 효소활성이 좋은 유전인자 탐색이 이루

어져야 하는데 이를 위해서는 최대 효소활성을 나타내는 최

적배양조건 도출이 중요한 과정이라고 할 수 있다.
본 연구에서는 혼합목분을 기질로 했을 때 균주로부터

생산되는 균체외효소의 활성과 배양조건의 관계를 구명하

여 미이용 균주 및 효소 탐색의 배양조건으로 활용하고자

하였다 즉 목질 바이오매스를 효율적으로 분해하는 최적. ,
배양조건을 확립하기 위하여 다양한 수종의 목질바이오매

스를 간편하게 혼합 처리하여 목분의 적정입도 배양기간, ,
기질 첨가농도별 균주의 효소활성을 측정하였다.

재료 및 방법

공시재료

목질 바이오매스를 효율적으로 분해하는 균주 선발 등에

사용될 최적 배양조건을 확립하기 위하여 다양한 수종의 목

질바이오매스를 간편하게 혼합 처리하여 목분의 적정입도,
배양기간 기질 첨가농도별 균주의 효소활성을 측정하였다, .
공시수종은 국내에서 사용가능성이 높은 침엽수 개 수종4
소나무 낙엽송 잣나무 리기다소나무을 사용하였고 심( , , , ) ,
재와 변재를 로 혼합하였다 그러나 심재율이 높은 낙엽1:1 .
송은변재대신에심재를 변재율이현저히많은리기다소나무,
는심재대신에변재를대체하여혼합하였다 목분의적정입도.
를결정하기위하여목분의입도를 및40~60, 60~80 80~100

로 조정하였다 공시균으로 갈색부후균인mesh . Fomitopsis
palustris를 사용하였다.

공시균 배양 및 본배양

공시균은 배지에서 배양된PDA(Potato Dextrose Agar)
균사체를 배지 에 접종PDB(Potato Dextrose Broth) 100 ml
한 후 에서 일간 진탕배양 하는 방법으로, 28 5 (115 rpm)℃
전배양을 실시하고 이들을 본배양에 이용하였다 본배양에, .
는 glucose 0.5%, peptone 0.8%, KH2PO4 0.5%, K2HPO4
0.5%, MgSO4 7H･ 2 을 포함한O 0.3%, Thiamin HCl 5 ppm
액체배지 를 사용하였다 조제된 액체배지에 전배(pH 5.0) .
양액 를 첨가하고 적정기질농도를 구명하기위해 목분5 ml ,
혼입율을 로 조정하여 본배양을 실시5%, 7.5%, 10%(w/v)
하였다 이때목분의입도를 및. 40~60, 60~80 80~100 mesh
로 조정하였고 배양기간별 효소활성의 차이를 보기위해 배,
양기간을 주로 나누어 에서 진탕배양4, 8, 12 28 (150 rpm)℃
하였다.

효소활성 및 단백질 정량

β-glucosidase 측정

튜브에1.5 mL 100 L 1 M sodium acetate buffer(pHμ
5.0), 100 L 10 mM p-nitrophenyl-μ β-D-glucopyranoside

증류수 와 효소를넣고(pNPG, Sigma), 700 L 100 L 50μ μ ℃
에서 분간 반응을 시켰다 그 후에15 . 100 L 2 M Naμ 2CO2
를 첨가시킨 후에 에서405 nm -glucosidaseβ 의 활성을 측

정하였다 효소활성단위는 일정 조건하에서 분간 반응용. 1
액 당 을 방출하는데 필요한 효1 mL p-nitrophenol 1 molμ
소의 양을 로 표시하였다1 unit .

Endo- -1,4-glucanaseβ 측정

법 에 따Somogyi-Nelson (Nelson, 1944; Somogy, 1952)
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라서 의5 L 1 M sodium-acetate, 5 L 1% carboxymethylμ μ
나 증류수에 효소cellulose(CMC) 1% xylan, 35 L 5 Lμ μ

를 첨가시킨 후 에서 분간 반응시켰다 효소반응이, 50 30 .℃
끝난 샘플에 구리 시약 를 넣고 잘 혼합한 후50 L 100μ ℃
에서 분간 효소반응을 정지시켰다 반응이 정지된 샘플15 .
을 실온까지 냉각하였다 발색 시약을 첨가. 50 L Nelsonμ
하여 청색으로 변색하는 것을 확인하고 증류수를 넣1 mL
고 충분히 혼합하였다 샘플을 실온에서 분간 반응시킨. 15
후에 흡광도를 측정한 다음 검량선에 의거 효소활660 nm ,
성을 구하였다.

Cellobiohydrolase 측정

1 M CH3COONa(pH = 5) 100 l, 10 mM p-NPL(p-μ
itrophenyl-β 효소 증류수-lactopyranoside) 100 l, 100 l,μ μ

를 혼합한 후 에 분간 반응 후 효소활성 저해700 l 40 30μ ℃
제인 2 M Na2CO3 투입한 후100 l UV-Vis spectroμ -

를 이용 에서 흡광도를 측정한 다음scopy 405 nm cellobio-
활성을 구했다hydrolase .

-1,4-xylosidaseβ 측정

1 M CH3COONa(pH = 5) 100 l, 10 mM p-NPX(p-μ
itrophenyl-β 효소 증류수-xylopyranoside) 100 l, 100 l,μ μ

를 혼합한 후 에 분간 반응 후 효소활성 저해700 l 40 30μ ℃
제인 2 M Na2CO3 투입한 후100 l UV-Vis spectroμ -

를 이용 에서 흡광도를 측정한 다음 효소활성scopy 405 nm
을 구하였다.

단백질의 정량

배양액을 로 여과시킨 후filter paper(Adventec No. 2) ,
농축기를 사용하여 농축액을 얻었다Amicon Membrane .

여기서 얻은 농축액을 분석용 추출물로 사용하였다.
단백질 정량은 방법 에 따라Bradford (Bradford, M, 1967)

정량하였고 다음 식에 의거하여 단백질 농도를 구하였다, .

Protein Concentration(mg/mL) = A595×0.811+0.009

결과 및 고찰

최 등 의 보고에서 국내 주요 침엽수종의 기질에서(2007)
나타난 각 수종의 효소패턴이 매우 유사한 결과로부터

Fomitopsis palustris균주에 대해 각 수종별 목재바이오매

스의 혼합가능성이 시사된 바 있어 국내 주요 수종낙엽송( ,
소나무 잣나무 리기다소나무과 수종별 심 변재의 혼합효, , ) ,
과 및 최적 배양조건을 탐색한 결과 에 나타낸 바, Fig. 1~4
와 같은 결과를 얻었다 혼합목분을 기질로 했을 때 공시균.
주인 Fomitopsis palustris의 경우 에 나타낸 바와, Fig. 1~4
같이 Endoglucanase(EG), Cellobiohydrolase(CBH), β-gluco-

등의 효소가 분비되지sidase(BGL), and -1,4-xylosidaseβ
만 이들의 효소활성은 목분의 입도와 배양기간 기질농도를,
달리 했을때 현저한 차이가 나는 것으로 밝혀졌다 목분의.
입도가 및 기질의 경우 기질의40~60 mesh 60~80 mesh
농도가 에서 와 에 비해 효소 활성이 높게 나타5% 7.5% 10%
났으며 에서는 에서 보다 활성이큰 결과, 80~100 mesh 7.5%
를 보여 목분 입도와 기질농도 상호 관련성이 있는 것을 알

수 있었다 그리고. , Endoglucanase(EG), Cellobiohydrolase
및 의 효소(CBH), -glucosidase(BGL), -1,4-xylosidaseβ β

활성은 모두 나 에 비해40~60 mesh 60~80 mesh 80~100
의 기질에서 효소활성이 큰 결과를 보여 목분 입도가mesh

작아질수록 비교적 높은 활성을 나타내었다 일반적으로 셀.
룰로오스의 결정화도를 낮추거나 입자의 크기를 감소시키

면 기질의 표면적이 넓어지고 셀룰로오스 체인을 짧게 끊어

주어 효소분해력이 상승하고 입자크기가, 325~400 mesh,
정도로 미세하게 했을 때 리그닌 성분에 의한 저해 효과가

있는 것으로 알려져 있다황 등 본 연구결과의 경우( , 1998).
입자가 작아짐에 따라 셀룰로오스의 결정영역이 파괴되고

표면적이 증가되면서 효소접근성이 좋아지는 결과로 효소

활성이 다소 크게 나타난 것으로 고찰되었다 또한 본 연구.
에서 사용한 목분은 에 의해 분쇄되었으나Willey mill ball

에 의해 분쇄한 것과 유사한 결과를 보여주었다milling .
한편 국내산 주요 유용수종인 소나무 낙엽송 잣나무, , , ,

리기다소나무와 같은 공시수종과 수종별 심 변재부위를 모･
두 혼합한 기질에서의 대부분의 효소활성이 에서Fig. 1~4
볼 수 있는 바와 같이 김 등 이 보고한 단독수종의 목, (2007)
재 기질보다 낮은 결과를 보였다 여러 수종에 함유된 리그.
닌 추출물 등이 기질에 혼합되어 나타남으로서 이들 성분,
이 효소활성의 로 작용한 것으로 해석하였다 특히inhibitor .

의 활성이 목분 입도와 목분 투입 농도Endoglucanase(EG)
에 관계없이 활성이 매우 낮고 활성이 가장 크게 억제되는

결과를 보여 주어서 이에 대한 원인구명이 필요하고 목재,
분해균의 효소탐색을 위한 배양의 경우에는 추출물과 약간
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Fig. 1. Enzyme activities in 40~60 mesh wood biomass substrates (Incubation time: 4, 8, 12 weeks)
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Fig. 2. Enzyme activities in 60~80 mesh wood biomass substrates (Incubation time: 4, 8, 12 weeks)
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의 리그닌을 제거한 목분의 사용이 바람직할 수도 있을 것

으로 고찰되었다 한편 다른 조건에 비해 비교적 큰 효소활.
성을 나타낸 8 기질과 기질투입농도 를0~100 mesh 7.5%
기준으로 했을 때 배양기간별 효소활성은 주 배양조건4~8

에서 주에 비해 현저하게 높은 활성을 나타내 주이상12 8
경과하면 오히려 기질의 분해물질 농도가 높아지면서 효소

활성은 오히려 억제되는 결과를 보여 효소탐색의 적정배양,
기간이 주가 적정하다는 결과를 얻었다4~8 .
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Fig. 3. Enzyme activities in 80~100 mesh wood biomass substrates (Incubation time: 4, 8, 12 weeks)
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결 론

목질 바이오매스 를 효율적으로 분해하는(wood biomass)
최적 배양조건 을 확립하기 위(optimum culture conditions)
하여 국내산 수종소나무 낙엽송 잣나무 리기다소나무4 ( , , , )
의 목질바이오매스를 혼합하여 목분 의 적정(wood particle)
입도 배양기간 기질첨가농도(particle size), (culture period),
별 균주(concentration of wood particle substrate) (wood-

의 균체외효소 활성decaying fungi) (extracellular enzyme
을 측정하였다 연구 결과 혼합activity) . , 목분을 기질로 했을

때 Fomitopsis palustris가 분비하는 Endoglucanase(EG),
Cellobiohydrolase(CBH), -glucosidase(BGL), and -1,4-β β

등의 효소분비를 유도하는 최적 조건은 목분 입xylosidase
도는 목분 투입농도는 가 적정한 것으80~100 mesh, 7.5%
로 밝혀졌다 또한 최적의 목분입도 및 투입농도 조건에서.
배양기간은 주로 적절한 것으로 밝혀졌다4~8 .

요 약

목질 바이오매스 를 효율적으로 분해하는(wood biomass)
최적 배양조건을 확립하기 위하여 국내 침엽수 수종소나4 (
무 낙엽송 잣나무 리기다소나무의 목질바이오매스를 혼, , , )
합하여 목분의 적정입도 배양기간 기질첨가농도별 균주의, ,
균체외효소 활성을 측정하였다 연구 결과 혼합목분을 기. ,
질로 했을때 Fomitopsis palustris가 분비하는 균체외효소

활성은 효소 종류에 따라 기질농도 목분입도 및 배양기간, ,
등의 배양조건에 따라 다른 효소활성 값을 나타냈다 침엽.
수 혼합목분을 기질로 했을 때 대부분의 분비를cellulase
유도하는 최적 조건은 목분 입도 기질 농도, 80~100 mesh,
는 가 적정한 것으로 밝혀졌다 또한 최적의 목분입도7.5% .
및 투입농도 조건에서 배양기간은 주로 적절한 것으로4~8
구명되었다.
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