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색인용어 농산부산물 리그닌 사철느타리 분해효소, , ,

연구배경1.

리그닌은 식물의 차 목부 세포벽의 주성분의 하나로 목질계의 약 를 차지하며 섬유2 25%

소 다음으로 지구상에 다량으로 존재하는 천연 유기화합물로 지구상의 탄소 순환에 중요한

역할을 하고 있다 광합성에 의하여 매년 지구상에 생성되는 리그닌 양은 막대하다고 보며.

자연분해는 리그닌 분해균에 의해 주로 이루어지고 있다 이 같은 리그닌은 다양한 방법으.

로 분해가 가능하지만 그 분해속도 및 기질 친화도가 낮아 재활용에 어려움이 많아 토양에

축적되어 오염의 원인이 되기도 한다.

특히 최근 식품가공산업이 발전하면서 발생되는 부산물의 리그닌도 이러한 이유로 인해

토양오염의 원인이 되고 있는데 강원도에서 많이 생산되는 인진쑥박 메밀 폐기물 등도 이,

에 속한다고 볼 수 있을 것이다 한편 과일쥬스 제조시 리그닌 및 불용성 셀룰로스 때문. ,

에 침강 물질이 형성되어 이물질감 물성 등 제품의 품질에 나쁜 영향을 주고 있다 따라, .

서 과일쥬스 제조시 대부분 제조공정에서 정제하여 리그닌을 수거 폐기하고 있는데 이럴 경

우에도 리그닌은 전량 수거되고 있지 않기 때문에 여전히 품질에 나쁜 영향을 주고 있다.

따라서 본 연구는 인진쑥박 등 농산가공식품 부산물의 리그닌과 과일쥬스 제조시 완전제거

가 어려워 품질을 저하시키는 리그닌을 생화학적 처리에 의해 분해시킬 수 있는 실용적인

기술을 개발하기 위하여 리그닌 분해력이 우수한 것으로 알려져 있는 백색부후균의 일종인

사철느타리버섯 균사체 및 균사체 기원의 정제효소를 이용하여 분해하는 실험을 수행하였는

데 그 결과를 보고하는 바이다

재료 및 방법2.

본 연구는 년부터 년까지 개년간 사철느타리버섯 균사체와 균사체로부터 분1999 2001 3

리한 리그닌 분해효소의 농산 및 산업폐기물의 리그닌 분해 능력을 검토하였는데 연차별 공

시재료는 다음과 같다.

가 사철느타리 버섯 균사체의 리그닌 분해 능력.

년차에는 인진쑥박 솔잎 메밀페기물 복합폐기물1 , , , Chinese matrimony vine, (Chinese

일본오리나무 칡 감초 인진쑥박 의 비율로matrimony vine : : : : = 3 : 1 : 4 : 0.5 : 1.5

혼합 에 대한 분해 능력을 검토하였으며 년차에는 이중 폐기물량이 비교적 많은 인진쑥박) 2



과 메밀폐기물을 대상으로 분해능력을 검토하였고 년차3 에는 쓰레기매립장의 폐기물과 감귤

및 당근 착즙액 중의 리그닌 분해 능력을 검토하였다.

실험에 사용된 사철느타리 균주는 패트리디쉬 배지에 접종하여 에서 일간 배PDA 27 5 7℃ ～

양한 후 표면에 형성된 만을 순수하게 분리하여 사용하였다 접종방법은 분리한conidia . conidia

를 를 사용해서 를 이용하여 씩 취해 의 액체배지에 접종하eppendorf tube homogenizer 0.2g 50g

였다.

분해정도를 측정하기 위해 농산부산물을 열풍 건조 후 기본 배지에 배지 전체 부lignin

피에 대해 폐기물을 첨가하여 배양하였다 균사체 배양액과 상기 폐기물이1, 5, 7, 10% .

들어있는 를 진탕 배양기에서 에서 일간 배양하면서 균사체의 변화량flask 200rpm, 27 10℃

과 리그닌의 분해량을 측정하였다 리그닌 분해량 측정은 액체배지를 감압여과하여. flask

폐기물과 균사체를 걸러내고 걸러낸 균사체와 폐기물을 시간동안 열풍건조시켰다 건조, 24 .

시킨 균사체와 폐기물의 무게 를 측정하고 농황산을 각각 를 섞어 상(A) , 72% 1, 5, 7, 10%

온 에서 시간 동안 가수분해하였다 여기에 농황산 혹은 증류수를 넣어 황산농도(20 ) 4 . 3%℃

로 희석시키고 상온에서 시간동안 냉각시켰다 냉각을 마친 가수분해액을 감압여과하여 갈1 .

색의 불용성 리그닌을 분리해 내고 시간동안 완전히 열풍건조시켜 무게 를 측정하였, 24 (B)

다 이렇게 얻어진 값을 이용 증가한 균사체의 양과 분해된 불용성 리그닌의 양을 계산했.

다 또 균사체를 넣지 않은 각 폐기물별 리그닌의 함량을 동일한 방법으로 리그닌의 양을. ,

측정하여 표준량 을 정하였고 다음 식을 이용해 리그닌의 양을 계산하였다(x) , .

증가된 균사체의 양(X) = 균사체와 폐기물의 건물중 황산으로 가수분해시킨(A) -

균사체와 폐기물의 건물중(B)

분해된 리그닌의 양 각 폐기물의 리그닌 함량(L) = (x) - B

또한 균체의 비 생육속도와 의 분해속도는 다음의 식으로 구하였다lignin .

μ 비 생육속도( ) =

qs 최대 리그닌 소비속도( ) =

나 사철느타리 버섯 균사체로부터 분리한 리그닌 분해효소의 리그닌 분해 능력.

본 연구는 사철느타리 버섯 균사체로부터 분리한 리그닌 분해효소의 리그닌 분해 능력을 검

토하기 위해 몇단계의 검토과정을 수행하였는데 단계별 수행방법을 기술하면 다음과 같다.

1) 사철느타리 버섯 균사체로부터 리그닌 분해효소의 분리를 위한 최적배양조건 구명

사철느타리 버섯 균사체로부터 리그닌 분해효소를 추출하기 위한 효율적인 방법을 구명

하기위해 균사체 액체배양시 온도 탄소원을 다르게 하여 분해효소의 생산성 변pH, , lignin

화 등 최적배양 조건을 검토하였다.

효소액의 조제2)



위 실험을 통해 구명한 최적조건을 이용 배양한 사철느타리 버섯 균사체를 원심분리를

통해 상등액을 의 필터로 여과하고 이 여과액을 효소액으로 하였다0.2 .㎛

효소의 분리 및 정제3)

효소를 분리하기 위하여 이온교환수지를 의CM-sepharose pH 6.0, 6.5, 7.0, 7.5, 8.0

완충용액으로 회 세척하여 를 조절한 후 효소액을 씩 가5mM sodium phosphate 5 pH 50㎖

하여 혼합 정치하여 상등액의 효소활성을 측정한 결과 에서 가장 높은 흡착율을 보, pH 6.8

였다 효소액으로부터 대상 효소를 분리하기 위하여 먼저 이온교환수지에. CM-sepharose 2

배량의 를 가하여 반응시킨 후 과량의 증류수로 세척한 후 다시 배량의0.2N NaOH 2 0.2N

를 가하여 반응시킨 후 과량의 증류수로 세척하였다 를HCl . 10mM Na-K phosphate buffer

사용하여 를 조절하여 활성화된 를 씩 시험관에 담아 활성화시키고pH CM-sepharose 1㎖

인산 완충용액 으로 를 조절한 후 이온교환수지 에 효소액 을20mM (pH 6.0) pH 250 350㎖ ㎖

가하여 에서 분간 교반하면서 동일한 인산완충용액 를 부가하였다 그 후 정치하여4 5 1 .℃ ℓ

이온교환수지를 가라앉히고 상등액을 제거하였다 활성을 나타내는 획분을 모아 다시 아세.

톤으로 침전시킨 후 완충용액 에 용해 후 동결건조하여20mM glycine-NaOH (pH 9.8) -7

에 보관하였다0 .℃

정제는 이온 교환수지를 사용하여 분리된 효소를 정제하기 위하여CM-sepharose gel

를 수행하였다filtration chromatography . Toyopearl HW-55(fine, Toyo Soda, Tokyo, Jen)

를 필터로 여과한 차 증류수에 현탁시킨 후 정치하여 회 한 후 직경0.2 3 3 decantation㎛

길이 의 컬럼에 충진하고 에서 완충용액1.5 , 40 4 20mM glycine-NaOH (pH 8.9) 1㎝ ㎝ ℃ ℓ

로 세척한 후 에서 회수한 효소를 완충용액에 녹CM-sepharose column chromatography

여 에 한 후 동일한 완충용액으로 용출하였다 각 획분당 을 용출하여column loading . 5㎖

에서 흡광도를 측정하였으며 활성을 나타내는 획분을 동결건조하였다280 .㎚

분해 정제효소의 특성 구명4) lignin

효소의 활성에 미치는 의 영향을 조사하기 위하여 배지의 로 변화시켜 정제효pH pH 4-8

소액 을 혼합한 다음 에서 분간 정치한 뒤 을 로 첨가하고 에50 30 30 lignin 1.0g/ 25㎕ ℃ ℓ ℃

서 분간 반응시키고 효소활성에 미치는 온도의 영향을 조사하기 위해서 에서30 , 10 80℃ ℃

까지 변화시키면서 분간 반응시켰으며 또한 본 효소의 열 안정성을 조사하기 위하여30 , 40,

에서 분간 반응시킨 후 효소활성을 측정하였다50, 60, 70, 80 10 60 .℃ ～

또한 기질농도와 효소활성과의 관계를 검토하기 위하여 미리 조제된 시료를, lignin

1.0×10-5 2.0×10～ -4 까지 기질의 농도를 달리 하였을 때 효소활성 변화를 측정한 결과를M

바탕으로 하여 값을 구하였다 또한 정제효소의 활성도를 얻기Lineweaver-Burk plotting Km .

위해 식을 사용해 기질 친화도 등을 확인하였다Lineweaver-Burk .

(1/V) = KM/(VmaxS) + 1/Vmax

여기서 는 효소의 반응속도V (g/day/ ), Vℓ max는 최대 효소반응속도 는 기질(g/day/ ), Sℓ

인 농도lignin (g/ ), Kℓ M 는 기질 친화도 이다(g/ ) .ℓ

정제 효소의 활용도 실험5)



본 실험에서 분리한 효소의 실용성을 검토하기 위해 이 많이 함유된 춘천 폐기물lignin

처리소의 목질폐기물을 이용하였다 고체 상태의 건조 폐기물 당 정제효소 을 첨가하. 1kg 5g

고 수분을 로 조절한 후 일반 교반기를 이용 실온에서 으로 일간 교반하10% 50-100 rpm 7

였다 이후 분해된 폐기물의 무게와 분해 정도를 측정했다 또한 본 효소의 식품 첨. lignin .

가제로 이용 가능성을 검토하기 위해 시판 밀감과 당근을 착즙 후 로 차 여과한 액500 1㎛

을 시료로 했다 이 착즙액 당 분말 효소를 씩 첨가해 에서 으로 교반하. 1kg 2g 25 100rpm℃

여 분해 정도 및 탁도 변화를 조사하였다lignin .

결과 및 고찰3.

가 사철느타리 버섯 균사체의 리그닌 분해 능력.

폐기물의 첨가농도별 느타리 균사체의 생장량 및 리그닌 분해량을 조사한 결과는 그림<

와 같았다 복합폐기물을 첨가하여 일간 배양하였을 경우 사철느타리 균사체 생1, 2> . 5% 6

장속도가 로 가장 높았으며 리그닌 분해속도도 균사체 생장속도와 비례하였다9g/ /day , .ℓ
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한편, 농산폐기물별 첨가농도에 따른 사철느타리 균사체의 생육속도를 비교한 결과는 표<

와 같았다1, 2> . 농산폐기물의 첨가농도가 높을수록 사철느타리의 균사체 생장 속도는 낮

아 지는 경향이었으며 리그닌 분해속도도 같은 경향이었다 한편 폐기물 종류간에는 단일. ,

폐기물보다는 복합폐기물에서 균사체 생육 및 리그닌 분해속도가 높았다

표 1. 농산폐기물별 첨가농도에 따른 사철느타리 균사체의 생육속도 비교
( /day)ℓ

폐기물첨가

농도(%)
인진쑥박 솔잎 메밀폐기물

Chinese
matrimony

vine
복합폐기물♩

1 0.103 0.079 0.122 0.141 0.166

5 0.120 0.141 0.174 0.113 0.207

7 0.053 0.06 0.063 0.038 0.066

10 0.033 0.054 0.053 0.011 0.054

표 사철느타리 균사체 배양에 의한 농산폐기물내 리그닌의 분해속도2.
(g/g day)

구 분 인진쑥박 솔잎 메밀폐기물
Chinese

matrimony
vine

복합폐기물

1% 0.093 0.105 0.110 0.108 0.103

5% 0.108 0.117 0.176 0.218 0.319

7% 0.037 0.038 0.053 0.110 0.127

10% 0.036 0.040 0.042 0.072 0.100

한편 인진쑥박과 메밀폐기물만을 공시하여 균사체 생장량과 리그닌 분해속도를 정밀 검정한,

결과도 표 와같이 폐기물 첨가농도 순으로 균사체의 증가량이 컸< 3, 4> 5%> 1%> 7%> 10%

다.



표 인진쑥박의 혼합농도별 균사체 생육 및 리그닌 소비속도 비교3.

폐기물

혼합 농도

리그닌의 양(g) 균사체 비 생육속도

( /day)ℓ

리그닌 소비속도

(g/day)초기량 잔류량

1% 0.29 0.26 0.1413 0.14

5% 1.11 0.94 0.1127 0.12

7% 2.38 2.25 0.0383 0.07

10% 3.12 3.11 0.0107 0.01

표 메밀폐기물 혼합농도별 균사체 생육 및 리그닌 소비속도 비교4.

폐기물

혼합 농도

리그닌 양(g) 균사체 비

생육속도(1/day)

리그닌 소비속도

(g/day)초기량 잔류량

1% 0.26 0.22 0.1655 0.16

5% 0.93 0.83 0.2065 0.34

7% 2.21 2.18 0.0663 0.19

10% 3.05 3.04 0.0537 0.2

나.. 사철느타리 버섯 균사체로부터 분리한 리그닌 분해효소의 리그닌 분해 능력

사철느타리 버섯 균사체로부터 분리한 리그닌 분해효소의 리그닌 분해 능력은 액체배양 후 원심 분리한

효소인 조효소와 정제과정을 거친 정제효소로 나누어 검토하였다.

조효소액의 리그닌 분해 능력1)

조효소의 리그닌 분해능력인 최대 활성을 나타내는 조건 및 효소 특성을 확인하기 위해

온도 첨가량의 영향을 검토한 결과는 그림 과 같, pH, glucose, yeast extract < 3, 4, 5, 6>

았다 온도는 는 부근의 중성 그리고 배지조성 중 가장 중요한 탄소원인. 29-30 , pH 7 ,℃

농도는 에서 최대치를 나타내었으며 배지의 주요 미량원소 및 질소원인glucose 30g/ ,ℓ

는 와는 달리 의 농도가 증가할수록 분해 속도도yeast extract glucose yeast extracts lignin

지속적으로 증가하는 현상을 보여 배지의 조성 중 단백질원 공급이 으로 작용limiting step

할 가능성이 높은 것으로 나타났다.

Fig 3. 온도에 따른 7%농도 메밀 폐기물의 리그닌

        분해 속도 변화(사철느타리).
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그림 5. 온도에 따른 7% 메밀폐기물 리그닌 분해<그림 3> 온도에 따른 메밀폐기물의 리그닌 분해
Fig 4. pH에 따른 7%농도 메밀 폐기물의 리그닌 분해속

도 변화(사철느타리).
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그림 6. pH에 따른 7% 메밀폐기물 리그닌 분해<그림 4> pH에 따른 메밀폐기물의 리그닌 분해



Fig 5. Glucose의 첨가량에 따른 7%농도 메밀 폐기물의 리그

        닌 분해속도 변화(사철느타리).
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그림 7. Glucose 농도에 리그닌 분해속도<그림 5>  goucose 농도에 따른 리그닌 분해

Fig 6. Yeat Ext.의 첨가량에 따른 7%농도 메밀 폐기물의 리그

        닌 분해속도 변화(사철느타리).
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그림 8. Yeast ext. 농도에 리그닌 분해속도
<그림 6> yeast extract 농도에 따른 리그닌 분해

정제효소의 리그닌 분해 능력2)

리그닌 분해효소의 정제를 위한 결과는 그CM-Sepharose Column Chromatography <

림 와 같았다7> .
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그림 7. 리그닌 분해효소의 순수 정제를 위한 CM-sepharose column chromatography

이 효소액으로 정제한 효소의 활성 검정결과는 그림 과 같았다< 8> .
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균사체 생육 및 효소생산에 관한 동력학적 실험을 한 결과는 그림 과 같았다 균사체< 9> .

의 생육은 접종 시간까지 증가하여 정지기에 들어갔으며 그 이후에는 약간 감소하였다8 .

배지 는 최초 에서부터 점차 감소하여 정도까지 감소하였으며 효소의 생산pH 8.0 pH 7.4

은 균체의 생육과 비례하는 양상을 보였다 또한 실험방법의 배양조건을 바탕으로 접종. 5%

량으로 배양 시간에서 최대활성을 얻었으며 이때의 배양액의 효소활성은 기본배지를 사용8

하였을 때보다 배 이상의 효소 생산성의 증대를 보였다 이로써 사철느타리버섯 균사체의2 .

배양 상등액으로부터 효과적으로 다량의 효소를 얻을 수 있었다.
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그림 균사체 생육 및 효소생산에 관한 동력학9.

정제효소의 안정성3)

본 효소의 안정성을 범위에서 조사한 결과는 그림 과 같았다pH pH 3 13 < 10> . pH～



이하에서는 감소에 따라 잔존활성이 급격히 감소하기 시작하여 에서는6.0 pH pH 5.0

만 잔존활성을 나타내어 불안정하였으며 범위에서는 안정성을 나타내었고63% pH 7.5 10～

이상에서는 불안정하여 활성이 저하되었다pH 11 .
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그림 가 효소의 활성과 안정성에 미치는 영향10. pH

그림 는 온도가 효소 활성에 미치는 영향을 검토하기 위하여 배양온도별 효소의 활< 11>

성을 측정한 결과를 나타내었다 이 효소는 에서 최대의 활성을 나타내었으며. 25 27 3～ ℃

에서는 에서는 정도의 활성을 나타냈으나 그 이하와 그 이상의 온도에0 80%, 50 75%℃ ℃

서는 활성이 현저하게 저하되었다.
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기질 농도에 따른 효소활성4)

또한 기질의 농도가 효소 활성에 미치는 영향을 검정하기 위하여 농도를 달리하lignin

였을 때 효소활성 변화를 측정한 후 한 결과 그림 과 같이Lineweaver- Burk plotting < 12>

값으로Km 4.8×10-5 을 얻었다 이 결과는 본 효소의 에 대한 기질 친화력이 상대적M . lignin

으로 높은 것으로 생각되어진다.
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그림 효소 동역학의12. Linweaver-Burk plot

다 리그닌 분해효소의 실용성 검토.

본 효소의 폐기물처리장의 목질폐기물 중에 함유된 리그닌의 분해능력을 검정한 결과는

그림 와 같이 분해능력이 인정되었다< 13> .
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그림 13. 정제효소 투여시 폐기물 중 리그닌 분해

그림 은 효소의 식품 첨가제로서의 가능성을 검토하기 위한 것으로 감귤< 14, 15, 16>

및 당근 착즙액에 본 효소를 처리한 결과 무처리에 비해 리그닌의 분해가 급격히 증가하였

고 감귤 착즙액의 투명도 개선되었다 이로써 본 효소가 쥬스 제조시 리그닌 분해를 통한.

액상 천연 쥬스의 제품성 향상에 이용될 수 있을 것으로 판단되었다.
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그림 14. 정제효소 투여시 감귤착즙액 중 리그닌 분해
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그림 15. 정제효소 투여시 당근착즙액 중 리그닌 분해
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그림 16. 정제효소 투여시 감귤 착즙액의 투명도 변화



적 요4.

본 연구는 리그닌 분해능이 우수한 백색부후균의 일종인 사철느타리버섯을 이용한 폐기물

및 식품 중 리그닌의 효율적인 분해기술을 개발하기 위해 실시하였는 바 그 결과를 요약하

면 다음과 같다.

가 복합폐기물 인진쑥등 종 등을 농도별로 첨가하여 사철느타리 액체배양시 폐기물 농. ( 5 ) ,

도는 의 순으로 균사체량과 리그닌 분해량도 많았다 리그닌 분해효소는5> 1> 7> 10% .

균사체 생육과 함께 체외 생산되는 효소임을 알 수 있었다.

나 사철느타리 액체배양에 의해 생산된 균사체로부터 원심분리에 의해 추출한 조효소의 농산.

폐기물 분해를 위한 최대 활성조건은 온도 및 글루코스 농도 였고29-30 , pH 7 30g/℃ ℓ

의 농도가 증가할수록yeast extract 리그닌 분해 속도도 지속적으로 증가하는 현상을 보여

배지의 조성 중 단백질원 공급이 으로 작용할 가능성이 높은 것으로 나타났다limiting step .

다 조효소를 정제한 효소의 리그닌 분해 능력은 온도 에서 활성이. pH 7.5 10, 25 27～ ～ ℃

높았다. 리그닌에 대한 효소 활성도를 평가한 결과 기질인 리그닌에 대해, 4.8×10-5 로M

상당히 낮은 KM 수치로 계산되어 이 효소는 리그닌 에 대한 친화도가 상당히 높아 그

활용 가능성이 높을 것으로 판단되었다.

라. 쓰레기 매립장의 폐기물을 대상으로 정제효소의 실용성을 검토한 결과, 무처리에 비하여

최고 배 가량 빠른 분해 속도를 보였고 과즙 음료 제조시의 첨가제로의 활용성을 검토5 ,

한 결과, 제주산 밀감과 당근 착즙액 중 리그닌의 분해속도가 무처리에 비하여 최고 7 8～

배 증가하였고 과즙음료의 탁도, 개선에도 효과가 있는 것으로 나타나 금후 이 효소의 산

업화에 대한 연구가 필요한 것으로 판단되었다.
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