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회전식 통풍관 생물반응기로부터 생산된 느타리균의 다목적 
과산화효소(VP) 정제 및 특성
하효철*

대구한의대학교 바이오산업융합학부

Purification and characterization of versatile peroxidase from 
Pleurotus ostreatus produced in a rotary draft tube bioreactor

Hyo-Cheol Ha*

Department of bio-technology and convergence, Daegu Haany University, 1, Hanui-daero, Gyeongsan 712-715, Korea

ABSTRACT: In this study, Pleurotus ostreatus No.42 was cultured in glucose-peptone-yeast-wheat bran medium using a previously
reported novel rotary draft tube bioreactor. Versatile peroxidase (VP), a lignin-degrading enzyme, was isolated from a pellet-type
mycelium culture grown in the medium for seven days. The VP was purified by sequentially applying ultra-filtration, DEAE-
Sepharose CL-6B column, and Mono Q column. SDS-PAGE analysis revealed the molecular weight of VP to be 36.4 KDa with an
isoelectric point of 3.65. The amino acid sequence was confirmed as VTCATGQTT. The purified VP was observed to possess the
property of not only oxidizing Mn ions but also decomposing veratryl alcohol, a non-phenolic compound. The catalytic ability of
VP is a subject for future research.
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서 론

백색부후균의 리그닌 분해 시스템에 있어서 주요 구성

요소 중 하나는 여러 구성원으로 이루어진 과산화 효소

계열이다. 리그닌 분해 관련 과산화 효소는 다양한 기질

의 산화 반응을 촉매하기 위해 과산화수소를 이용하는 산화

환원효소로 잘 알려져 있다. 이러한 리그닌 분해 관련 과산

화 효소는 과산화수소(H2O2)와 반응하여 페놀성 화합물, 염

료, 다방향족 탄화수소 (polycyclic aromatic hydrocarbons;

PAHs), 폴리염화비페닐(Polychlorinated biphenyl; PCBs),

살충제, 소수성 휘발성 유기물(hydrophobic volatile

organic compounds; VOCs)과 같은 다양한 기질들을 촉

매하여 산화시킬 수 있는 것으로 보고되고 있어 리그닌

분해 능력뿐만 아니라 탄소 저감화, 바이오 연료, 표백,

바이오 기반 화합물 합성, 식품, 화장품, 생물학적 정화

등 산업적으로도 매우 가치가 높은 효소로 알려져 있다

(Singh et al, 2023; Sellami et al, 2022; Wang et al,

2018).

 리그닌 분해 시스템에서 가장 많이 연구 발표된 판막버

섯균(Phanerochaete chrysosporium)의 경우 효소적으로

생성된 과산화수소 (H2O2)가 리그닌 분해 과산화 효소인

망간 과산화 효소 (MnP)와 리그닌 과산화 효소(LiP)에

의해 촉매 되는 반응에서 리그닌 중합체를 산화시키는 효

소적 연소 과정에서 핵심 반응으로 설명하고 있다(Gold

MH and Alic M, 1993). LiP의 경우 리그닌의 비 페놀 단

위를 산화하여 방향족 고리에 양이온 라디칼을 생성하여

차례로 고분자를 분해할 수 있는 것으로 알려져 있으며

(Tien M and Kirk TK, 1983), MnP의 경우 Mn
2+

 결합 부

위를 갖고 Mn
2+
를 Mn

3+
로 산화한 후 페놀 기질을 산화시
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키는 것으로 보고되어 있다(Wariishi et al, 1989). 

Vesatile peroxidase(EC 1.11.1.16)는 많은 산화 활성 영

역을 결합하는 하이브리드 분자 구조를 가진 헴(Fe) 함유

산화환원효소로, 처음에는 MnP의 isozyme으로 연구되었

지만 Mn
2+
에 의존하지 않고 베라트릴 알코올(veratryl

alcohol; VA)과 같은 비 페놀성 화합물도 산화시킬 수 있

어 LiP와 같은 기능도 갖는 것으로 알려져 있으며 백색부

후균인 큰느타리균(Pleurotus eryngii)으로부터 처음 보고

(Ruiz-Dueiias et al, 2001; Martinez, 2002)된 이래 많은

연구자들에 의해 밝혀져 왔다 (Tsukihara et al, 2006;

Salame et al, 2012; Kong et al, 2017). 특히 MnP의 중

요한 특성인 Mn
+ 
이온과 결합하는 부위와 LiP의 중요한

특성인 비 페놀성 화합물을 산화시킬 수 있는 높은 전위

차를 일으키는 트립토판(triptophan) 잔기를 갖는 특징 때

문에 생화학적 특성 측면에서 LiP와 MnP의 하이브리드

로 평가받고 있다. 따라서 2개의 활성 부위를 지닌 VP는

낮은 산화환원 전위뿐만 아니라 높은 산화환원 전위로 인

해 리그닌을 직접 산화시킬 수 있는 능력이 있는 것으로

알려져 있다 (Knop et al, 2016). 그러나 백색부후균이 생

산하는 VP의 경우 기질 산화를 위한 뚜렷한 활성 부위가

복잡하여 이종 발현에 어려움이 있는 것으로 보고되고 있

으며 현재까지 큰느타리균 유래 VP만이 생화학적, 구조적

으로 특성화되어있다(Perez- Boada et al, 2005). 최근에

는 VP의 단백질 구조를 확립하고 단백질 공학 기법을 이

용하여 페놀성 및 비 페놀성 화합물, 살충제, 산화환원 전

위가 높은 염료, 다환 방향족 탄화수소 및 리그닌을 포함

한 광범위한 물질을 보다 안정적이고 효율적으로 산화하

는 방법을 보고한 바 있다(Barber-Zucker et al, 2022).

느타리균(Pleurotus ostreatus)은 전 세계에서 두 번째로

많이 소비되는 상업적으로 중요한 식용버섯이며 리그닌을

분해하는 백색부후균으로 리그닌 생분해와 관련된 메커니

즘 연구를 위한 좋은 모델로 많은 연구자들에 의해 연구

되어 왔다(Knop et al, 2015; Saez-Jimenez et al, 2016;

Nakazawa et al, 2017). 특히 느타리균에서는 리그닌 분

해 시스템을 구성하는 세포 외 과산화 효소인 MnP, VP를

생산하는 것으로 알려져 있으며 앞에서 언급한 리그닌을

선택적으로 광물화하는 특징을 가지는 판막버섯균과는 다

르게 LiP는 생산되지 않는 것으로 알려져 있다.

본 연구에서는 백색부후균으로 잘 알려져 있는 느타리

균을 회전식 통풍관 생물반응기 (Rotary draft tube

Bioreactor)에서 펠렛 형태로 액체 배양한 조건에서 처음

으로 VP를 생산하여 분리, 정제하였기에 이에 보고하는

바이다.

재료 및 방법

공시균주 및 배양방법
이전 보고의 방법(Ha, 2021)으로 대구한의대학교 생물

공학 연구실에서 보관하고 있는 느타리균 No. 42를

potato-dextrose액체배지(PDB, Difco Co.) 20 mL에서

28
o
C, 7일 동안 정치 배양한 후 균사체를 회수한 뒤에 증

류수 20 mL를 넣고 균질화하여 글루코오스-펩톤-효모추

출물-밀기울(glucose-peptone-yeast-wheat bran; GPYW)

250 mL에서 28
o
C, 7일 동안 120 rpm의 조건으로 진탕 배

양한 후 본 배양을 위한 접종원으로 사용하였다. 본 배양

은 3,500 mL 회전식 통풍관 생물반응기(Rotary draft

tube Bioreactor, Kawasaki Heavy Industry Co.)를 사용하

였으며 전배양 조건과 동일한 GPYW배지에 접종하여 최

종적으로 2,000 mL로 되도록 하였다. 배양조건은 28
o
C,

120 rpm의 속도를 유지하면서 글루코오스 함량이 완전히

고갈되는 7일 이후 배양액을 회수하여 분리, 정제 여액으

로 사용하였다.

다목적 과산화 효소 측정
VP의 효소활성은 이전 보고의 방법(Ha et al., 2001)으

로 진행하였다. 각각의 배양액으로부터 1mL씩 취하여

4
o
C, 5000 rpm, 5분간 원심분리한 후 상등액을 취하여

UV-Visible spectrophotometer(Shimadzu UV-1201)을 사

용하여 아래 다목적 과산화 효소 측정법에 의해 측정하였

다. VP 효소활성 농도는 1분간 1 nmol의 veratryl alcohol

이 veratryl aldehyde로 산화하는 정도를 310 nm의 파장

에서 흡광도로 측정하였다. 또한 Mn 이온 존재 하에서

guaiacol을 기질로 하여 1분간 반응으로 생성된 물질의

465 nm에서의 흡광도로 측정하였다. 

총 단백질 함량 
총 단백질 함량은 Bradford 방법(Bradford, 1976)에 준

하여 Bradford reagent 1ml를 시료와 반응시킨 후

595 nm에서 흡광도를 측정하였으며, Bovine serum

albumin (Sigma Co.)를 표준곡선으로 시료 중 단백질의

함량을 측정하였다. 

Vesatile peroxidase(VP)의 분리 및 정제 
VP 효소의 정제는 이전의 방법(Ha et al, 2001)에 준하

여 실시하였다. 즉, 배양액을 회수하여 박막여과장치에 의

해 농축시킨 조효소액을 20 mM succinate buffer(pH 4.5)

로 평형화시켜 놓은 DEAE-Sepharose CL-6B column

(Amersham Phamacia Biotech., UK)에 적용하고 염 농도

를 0.1, 0.2 M로 단계적으로 증가하면서 활성을 갖는 분

획을 모아서 농축, 분리하였다. 최종적으로 Mono-Q

anion-exchange column(Amersham Phamacia Biotech.,

UK)을 이용하여 염 농도에 따른 점진적인(gradient) 방법

으로 분리 정제하였다. 

겔 전기영동 및 등전점
최종 컬럼을 통해 분리된 VP를 겔 전기영동 장치를 이
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용하여 실시하였다. 단백질 전기영동은 Phast System

(Amersham Pharmacia Biotech. UK)에 의한 SDS-PAGE

(sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis,

2.5% glycerol)에서 1시간 실시하였으며 등전점(Isoelectric

point; IEF) 측정은 Servalyt precoats polyacrylamide

gels(Serva Fine Biochemical Inc., pH 3-5)을 구입하여

사용하였으며 전기영동이 끝난 후 0.1% Coomassie blue

R-250로 단백질 밴드를 염색하였으며 VP활성은 3.3‘-

diamino-benzidine을 기질로 염색하였다. 분자량 마커는

standard mark(Daiichi Pure Chemicals, Japan)를 사용하

였으며 등전점 마커는 calibration kit(pI 2.4~5.65, BDH

BmbH, Germany)를 사용하여 실시하였다. 

N-말단 아미노산 서열분석
최종 분리 정제한 VP의 N-말단 아미노산 서열분석을

진행하기 위해서 semi-dry electro-phoretic transfer방법으

로 실시하였다. 즉, 전기영동 상에서 확인된 단일밴드를

0.05% SDS용액, 25 mM Tris, 20% methanol, 40 mM ε-

Amino-n-caproic acid를 함유한 전이 용매를 이용하여

1.2 mA/cm
2
, 120분간 polyvinyldifluoride(PVDF, Bio-red

con.)막에 옮긴 후 전이된 단백질 부분을 절단하였다. 절

단한 단백질 부분을 단백질 자동서열 분석기를 이용하여

에드만(Edman) 분해법으로 아미노산 서열을 분석하였다

(Model 491A, Applied Biosystems, USA).

결과 및 고찰

회전식 통풍관 생물 반응기(RTB)를 사용한 느타리균의
다목적 과산화 효소(VP) 분리 정제
이전에 회전식 통풍관 생물 반응기(RTB)를 사용한 조

건(Ha, 2021)에 따라 느타리 No. 42가 생산하는 과산화

효소 여액을 박막여과, DEAE-Sepharose CL-6B 컬럼,

Mono Q 컬럼을 순차적으로 적용하여 분리 정제하였으며

최종 Mono Q 컬럼 크로마토그래피의 결과를 Fig. 1에 나

타내었다. 이전의 보고한 연구 결과(Ha, 2019; Ha, 2021)

에서 MnP3의 경우 컬럼에 머무는 시간(retention time;

RT)이 100분경에 염의 농도를 0.3M에서 1.0M로 급격히

증가시킬 때 용출되는 것으로 보고한 바 있으나 이에 반

해 이번에 보고하는 다목적 과산화 효소의 경우 80분 전

후 시간에서 용출되는 것으로 확인하였다. 이러한 결과는

Kamitsuji 등(2005)이 무기 질소원인 ammonium oxalate

를 함유한 배지 조건에서 과산화 효소를 분리하여 최종적

으로 양이온 Mono Q 컬럼에서 두 개의 과산화 효소를

분리, 정제하였으며 다목적 과산화 효소가 먼저 용출되고

그 이후에 MnP3가 용출되는 것으로 보고하여 본 연구 결

과와 일치하였다.

Kamitsuji 등(2004)은 글루코오스-펩톤-효모추출물(glucose-

peptone-yeast; GPY)배지 조건 에서 MnP3만 생산되었으

며 또 다른 조건인 글루코오스-효모추출물 (glucose-

Yeast; GY) 배지 조건에서는 VP만 생산하는 것으로 보고

하였다. 이러한 결과는 GPY배지 조건에서는 MnP3이 가

장 많이 생산되지만 GY배지 조건에서 가장 많이 생산되

는 리그닌 분해 효소는 MnP가 아니라 VP를 생산하는 것

으로 이러한 결과는 질소원인 펩톤(peptone)의 영향에 따

른 것으로 기술하였다. 

본 연구 결과에 따르면 GPYW배지 조건에서 가장 많이

생산되는 과산화 효소가 MnP3인 것은 Kamitsuji 등

(2004)의 연구 보고와 일치하였으나 이번 실험에서는 소

량이지만 VP도 생산되는 것으로 확인하여 연구 결과가

약간 차이가 있는 것으로 나타났다. 그러나 Sarkar 등

(1997)의 보고에 의하면 느타리균을 GPY배지 조건에서

정치 배양한 결과, 두 개의 망간 과산화 효소를 생산하였

으며 VP의 특징인 비페놀성 화합물인 베라트릴 알코올

(veratryl alcohol; VA)을 산화 시키는 능력이 있는 것으로

확인되어 본 연구 결과와 일치하였다. 이러한 결과는 질

소원으로 효모 추출물(yeast extract)만 첨가하면 VP만을

생산하나 효모추출물에 또 다른 질소원인 펩톤을 첨가하

면 가장 많이 생산되는 MnP3와 함께 효모추출물에서 생

산되는 VP도 같이 생산될 수 있다는 것을 의미한다. 한편,

느타리균 No.42가 생산한 VP의 분리 정제 결과는 Table

1에 나타내었다. 먼저 회전식 통풍관 생물반응기에서 생

산한 과산화 조효소액 2099U/2,000mL을 박막여과,

DEAE- Sepharose CL-6B 컬럼, Mono Q 컬럼의 순서대

로 분리, 정제하였으며 최종적으로 비활성도 244.8 units/

mg, 9.1배의 정제도를 갖는 VP를 2.9% 회수하였다.

Kamitsuji 등 (2004)의 보고에 따르면 느타리균의 GY배

지 조건하에서 최종적으로 Mono Q 컬럼에서 정제한 결

과 비활성도 369.0 units/mg, 23배의 정제도를 갖는 VP를

회수하였다고 보고하여 약간의 차이를 나타내었는데 이러

한 결과는 VP를 생산하는 배지 조건 및 배양 조건의 차

이 때문인 것으로 생각된다. 

Fig. 1. Profiles of vesatil peroxidase(VP) by Mono Q column
chromatography.
─: Absobance at 280nm; …: Absobance at 407nm
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겔 전기영동 및 등전점
회전식 통풍관 생물반응기(RTB)로부터 7일간 배양한

후, VP를 최종적으로 Mono Q 컬럼으로 분리 정제한 후, 전

기영동장치를 이용하여 단일밴드로 분리하였다. Fig. 2에서

와 같이 SDS-PAGE(A) 및 Servalyt Precoats polyacrylamide

gels(B)상에서 단백질 염색을 진행한 결과, 분자량

36.4 KDa, 등전점(IEF)은 3.65를 나타내었다. 또한 과산

화 효소의 특징인 활성 염색을 실시한 결과 갈색으로 산

화되는 것을 확인하였다. 이러한 결과는 이전에 본 연구

자가 보고(Ha, 2021)한 MnP3와 비교하면 같은 분자량

(36.4KDa)을 나타내었으며 등전점(3.95)은 0.3 정도 차이

가 나는 것으로 확인하였다. 한편 Kamitsuji 등(2004)이

보고한 GY배지의 정치배양 조건 하에서 생산한 VP의 분

자량은 약 42KDa, 등전점은 3.77로 보고하여 본 연구 결

과와는 약간의 차이가 있는 것을 확인하였다. 이러한 차

이는 단백질 합성에 있어서 글리코실화하는 과정에 있어

곁사슬에 결합하는 당의 분자량에 따라 전체 효소의 분자

량이 약간 차이가 나는 것으로 생각되며 아미노산 배열은

331개의 잔기로 구성되어 있으며 순수한 단백질 분자량은

34.6KDa인 것으로 보고(Perez-Boada, M et al, 2005)되

고 있어 본 연구 결과는 VP의 분자량 범위에 있는 것으

로 판단된다. 한편 GPY배지에서 생산된 MnP3과 비교하

면 VP와 분자량은 같고 등전점은 0.4 정도 차이가 나는

것으로 보고하여 본 연구 결과와 유사한 패턴을 나타내었

다. 한편 아미노산 염기서열 자동분석기를 통하여 회전식

통풍관 생물반응기에서 대량 생산하여 단일밴드로 정제한

VP의 아미노산을 분석한 결과 N-말단으로부터 총 9개의 아

미노산 배열 VTCATGQTT을 확인할 수 있었으며 지금까

지 다른 연구자들이 보고한 VP 및 MnP3와 비교 분석하

였다(Table 2).

느타리 속 균주가 생산하는 다목적 과산화 효소(VP)의
기질 산화비교

Table 2에서와 같이 아미노산 배열 분석 결과, VP의 경

우 발린(Val)부터 시작하였으며 이전에 보고(Camarero et

al, 1998; kamitsuji et al, 2004; Fernandez-Fueyo et al,

2014)한 VP도 발린부터 시작하였으며 9개의 동일한 아미

노산 배열을 나타내었다. 또한 이러한 특성은 다른 백색

부후균인 줄버섯균(Bjerkandera adust)에서도 매우 높은

상동성을 갖는 것으로 보고하였다 (Wang Y et al, 2002).

또한 이들 VP들은 액체배양 및 고체 배양, 균사형태, 배

지조건 등에 관계없이 베라트릴 알코올과 망간을 산화시

키는 특성을 갖는 것으로 알려져 있다. Kamitsuji 등

(2005)에 따르면 GY배지에서 생산된 VP는 베라트릴 알

코올과 Poly R-478 및 RNaseA와 같은 고분자 화합물을

직접 산화할 수 있다고 보고하였으며 모든 VP에서 보존

되어 있는 트립토판 잔기도 함유되어 있음을 나타내었다.

따라서 본 연구에서 확인된 VP 역시 베라트릴 알코올과

망간을 산화시키는 특성 이외에 고분자 화합물을 직접 산

화하는 트립토판 잔기도 함유하는 특성을 갖고 있을 것으

로 추론하는 바이다. 한편, 펩톤 혹은 밀기울(wheat bran)

과 같은 질소원 첨가 배지에서 다량으로 생산되는 것으로

보고 되어 있는 MnP3의 경우 모두 알라닌 (Ala)부터 시

작하였으며 이전에 본 연구자가 보고한 것처럼 동일한 아

미노산 배열과 함께 망간 이온은 산화시키는 반면 비페놀

성 화합물인 베라트릴 알코올은 산화시키지 않는다는 것

을 확인하였다 (Giardina et al, 2000; Cohen et al, 2001).

이와 같이 VP는 MnP3와 혼재되어 있어 분리 정제 하는

데 어려운 점이 있으나 비 페놀성 화합물을 산화시킬 수

있으며 아미노산 배열에서도 차이가 있는 것을 알 수 있

었다. 이와 같이 느타리균이나 줄버섯균이 생산하는 VP

Table 1. Purification of vesatile peroxidase(VP) produced by a rotary draft tube bioreactor (RTB)

Purification step Total activity
(units)

Total protein
(mg)

Specific activity
(Units/mg) Yield(%) Purification(fold)

Crude enzyme 2099.0 77.90 26.9 100.0 1.0
Ultrafiltration 1757.0 43.90 40.0 84.0 1.5

DEAE-Sepharose 263.6 1.30 202.8 12.6 7.5
Mono Q 61.2 0.25 244.8 2.9 9.1

Fig. 2. Electrophoresis of purified vesatile peroxidase(VP)
enzyme.
A. SDS-PAGE; Lane 1; MW marker, Lane 2; VP
B. IEF; Lane 1; VP, Lane 2; active stain of VP
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가 아조 염료인 Orange II, Reactive Black 5 및

Amaranth를 탈색(Salame et al, 2012)시킬 수 있으며 5가

지 내분비 교란화합물(endocrine disrupting compounds;

EDC)인 비스페놀 A(BPA), 트리클로산(TCS), 에스트론

(E1), 17b-에스트라디올(E2) 및 17a-에티닐에스트라디올

(EE2)에 대해 높은 분해율 (Taboada-Puig R et al, 2016)

을 나타내었으며, 2단계 막 생물반응기를 적용하여 VP가

노닐페닐(Nonylphenol)을 효과적으로 연속 제거하는데

성공하였다고 보고(Mendez- Hernandez JE et al, 2015)

하였다.

최근에는 폐수로부터 선발한 새로운 백색부후균으로부

터 생산된 VP가 다양한 산업용 폐수 염료를 분해하는 것

으로 보고(Juarez- Hernandez et al, 2021)하여 다양한 기

질에 대해 산화할 수 있는 능력을 확인하였다. 따라서

LiP나 MnP와 같은 다른 리그닌 분해 관련 과산화 효소와

마찬가지로 VP도 현재까지는 낮은 기질 농도 및 제한된

환경 조건(예; 온도, pH)에서만 반응 하기 때문에 앞으로

는 이러한 문제를 해결하기 위해 고부가가치 재조합 효소

개발 및 대량생 산 방법 등을 연구하는 방향으로 나아가

야 할 것으로 생각한다.

적 요

본 연구에서 Pleurotus ostreatus No.42는 이전에 보고

된 새로운 유형의 회전식 통풍관 생물반응기(RTB)를 사

용하여 포도당-펩톤-효모-밀기울(GPYW) 배지에서 배양

하였다. 이 배지에서 7일 동안 펠렛형 균사체 배양 후, 리

그닌 분해효소인 다목적 과산화 효소(VP)를 분리 및 정제

하였 다. 다목적 과산화 효소의 정제 과정은 한외여과,

DEAE-Sepharose CL-6B 컬럼, Mono Q 컬럼을 순차적으

로 적용하여 정제하였다. 그 결과, SDS-PAGE상에서 분

자량(MW)은 36.4 KDa, 등전점 (IEF)은 3.65로 나타났으

며, 아미노산 조성은 VTCATGQTT로 확인되었다. 정제

된 다목적 과산화 효소는 Mn 이온을 산화시킬 뿐만 아니

라 비페놀성 화합물인 베라트릴 알코올을 분해하는 특성

을 갖는 것으로 나타났다.
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