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The culture conditions needed to maximize the production of laccase from Pholiota highlandensis myce-
lia were investigated. Among the tested media for laccase production, Coriolus versicolor medium 
(CVM; 2% dextrose, 0.4% peptone, 0.6% yeast extract, 0.046% KH2PO4, 0.1% K2HPO4, 0.05% MgSO4․
7H2O) showed the highest activity for the enzyme. Then, to optimize culture conditions for laccase 
activity, the influences of various carbon, nitrogen, phosphorus, and inorganic salt sources in CVM 
were investigated. The optimum culture medium was 2% fructose, 0.4% peptone with 0.6% yeast ex-
tract, 0.05% NaH2PO4, and 0.05% MgSO4∙7H2O as carbon, nitrogen, phosphorus, and inorganic salt 
sources, respectively. Several aromatic compounds in the medium enhanced laccase activity to varying 
degrees. Guaiacol induced maximum laccase production, yielding 114.1 U/ml laccase activity after cul-
tivation for 11 days at 25°C. The optimum pH and temperature for laccase production were 8.0 and 
35°C, respectively. Native polyacrylamide-gel electrophoresis (PAGE) followed by laccase-activity 
staining with 2,2′-azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid) (ABTS) as the substrate was per-
formed to identify the presence of laccase under the optimum conditions studied. Zymogram analysis 
of the supernatant culture showed an enzymatic band with a molecular mass of about 90 kDa.
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서   론

Laccase는 구리를 함유하는 multi-copper blue oxidase의 

일종으로✔monophenols, polyphenols, methoxy-substituted 

phenols, aromatic amines, lignin을 포함하는 많은 페놀 화합

물들을 산화시키고 산소분자의 환원과 물 분자의 방출을 동

반하는 반응을 촉매 한다[19]. 이 효소는 다양한 기질 특이성

뿐만 아니라 폭넓은 효소 반응성 때문에 염료 탈색[5], 펄프 

표백[25], 생물학적 환경 정화[23], 폴리머 합성[14], 바이오센

서[28] 및 바이오 연료전지[38] 등의 여러 분야에서 활용되고 

있다. Laccase는 고등식물, 곤충, 세균, 균류(fungi) 등에서 공

통적으로 발견되고, 주된 생산자는 백색부후균으로 알려진 

리그닌 분해 균류이다[5]. 균류의 laccase생산에 있어 가장 큰 

단점은 제한된 성장 조건하에서 효소의 생산량이 한정되어 

있고[22], 단백질 번역 후 수식과정으로 인하여 이종 생물에

서 효율적인 활성형의 발현이 어렵다는 점이다[15]. 따라서 

균류의 배양조건을 조절하여 laccase의 생산성을 향상시키기 

위한 연구가 주목을 받고 있다[33]. 균류의 laccase 생산은 배

지 조성, 탄소원 및 질소원 비율, pH, 온도, 산소량과 같은 다

양한 배양 조건에 영향을 받는다[2]. 또한 laccase 유전자의 

전사(transcription) 수준은 배지 속의 금속이온[12], 페놀 및 

방향족 화합물[32], 탄소원[31] 및 질소원[6]의 종류에 따라 조

절되고 효소 생산량이 크게 증가할 수 있다.

버섯은 자실체로부터 항암, 면역증강, 항균 및 혈압 상승 

억제 등의 효능이 밝혀져 식품 및 의약품으로 이용되고 있으

며[17], 자연생태계의 물질순환과정에서 생성되는 다양한 부

산물을 분해하는 기능이 있어 산업적인 활용에 대한 연구가 

지속적으로 진행되고 있다[24]. 재비늘버섯(Pholiota highlan-

densis)은 주름버섯목 독청버섯과 비늘버섯속으로 봄부터 가

을 사이에 불 피웠던 장소 또는 불에 탄 나무주위에 무리져 

발생하며, 한국, 일본, 유럽 및 북반구 온대에 분포한다. 재비

늘버섯에 대해서는 기능성 버섯 개발을 목적으로 버섯의 

phytosterol 함량[4]과 균사체 배양액의 항산화 활성[16]에 대

하여 연구된 바 있으나, 그밖의 다른 특성에 대해서는 알려진 

바가 없다.

본 연구에서는 재비늘버섯으로부터 리그닌 분해활성을 확

인하고, 리그닌 분해효소인 laccase의 분비 생산성을 향상시

키기 위하여 최적 배양조건을 조사하였으며, 활성염색을 통

하여 laccase의 존재 유무를 확인하였다.
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Table 1. Composition of various media used for cultivation of P. highlandensis mycelia and laccase activity in the various media

Component and 

laccase activity

Media (g/100 ml)

CVMa CDMb LEMc MCMd MYGMe YMf LPMg YSMh

Dextrose
Sucrose
Starch
Peptone
Malt extract
Yeast extract
NaNO3

KH2PO4

K2HPO4

MgSO4∙7H2O
KCl
CaCl2

FeSO4∙7H2O
Urea
Laccase activity (U/ml)

i

2.0

0.4

0.6

0.046
0.1
0.05

82.0

0.3

0.3

0.1
0.05
0.05

0.001

17.0

2.0

2.0

0.6

0.046
0.1
0.05

52.5

2.0

0.2

0.2

0.05

0.05

44.8

0.4

1.0
0.4

51.5

1.0

0.5
0.3
0.3

51.9

1.0

0.5

0.2

0.05
0.05
0.01

0.5
35.8

2.0

0.5

0.2

0.1

0.05

10.4
aCVM (Coriolus versicolor medium), bCDM(Czapex dox medium), cLEM (Lentinus edodes medium) dMCM (mushroom complete me-

dium), eMYGM (malt yeast glucose medium), fYM (yeast malt extract medium), gLPM (laccase production medium), hYSM (YpSs 

medium). 
iAll values are means ± SE.

재료 및 방법

사용 균주

본 연구에서 사용한 P. highlandensis는 농촌진흥청 농업유

전자원정보센터에서 분양 받아 사용하였고, 보관용 배지는 

potato dextrose agar (PDA) 사면배지를 사용하여 25℃에서 

7일 동안 배양한 후 4℃ 냉장고에 보관하였다. 본 균주의 리그

닌 분해능을 조사하기 위하여 0.2% lignin (Sigma-Aldrich) 및 

0.1% guaiacol (Sigma-Aldrich)을 첨가한 PDA 배지에 균주를 

접종하고 25℃에서 22일 동안 배양시킨 후 형성된 갈색환을 

확인하였다.

배양 조건

P. highlandensis 균사체로부터 laccase의 최적 생산을 위한 

배지조성을 조사하기 위해 Coriolus versicolor medium (CVM), 

Czapex dox medium (CDM), Lentinus edodes medium (LEM), 

mushroom complete medium (MCM), malt yeast glucose 

medium (MYGM), yeast malt extract medium (YM), laccase 

production medium (LPM) 및 YpSs medium (YSM)을 사용

하였으며, 각 배지의 조성은 Table 1에 나타내었다. P. high-

landensis을 PDA 평판배지 상에 접종하여 25℃에서 7일 동안 

배양한 후 한천배지 상의 균사를 직경 5 mm의 cork borer로 

punching 하여 얻은 균사 disk를 각각의 액체배지 100 ml에 

접종하여 25℃에서 18일간 120 rpm으로 진탕배양 하였다. 

효소활성측정

Laccase의 효소활성은 ullrich 등[35]의 방법을 인용하여 측

정하였다. P. highlandensis 배양액을 Whatman No. 1 filter 

paper을 사용하여 여과하고 원심분리(10,000 × g, 10분)를 통

하여 균체를 완전히 제거한 후 상등액을 회수하여 조효소액

으로 사용하였다. Laccase 활성은 50 mM sodium acetate 

buffer (pH 3.4)에서 2 mM 2,2‘-azino-bis (3-ethylbenzothia-

zoline-6-sulfonic acid) (ABTS)을 기질로 사용하여 50℃에서 

5분간 효소와 반응시켰으며, ABTS의 산화에 의해 생성된 산

화물은 420 nm (ε=36,000 M-1·cm-1)에서 측정하였다. 효소활

성의 단위는 분당 1 μM의 기질을 산화시키는 효소의 양을 

1 unit (U)로 정의하였다.

활성 염색

배양액 중에 생산된 laccase의 존재유무를 알아보기 위하

여 조효소액을 10% Native-PAGE를 사용하여 비변성 조건에

서 전기영동한 후 활성염색법을 수행하였다. 전기영동한 겔

은 0.5 M citrate buffer (pH 3.4)에서 30분간 방치한 후 새로운 

buffer로 교환하는 과정을 3회 반복하였다. 이후에 전기영동 

겔은 0.5 M citrate buffer (pH 3.4)에서 조제한 2 mM ABTS 

용액과 50℃에서 5분간 반응시키고 생성되는 단백질 band를 

확인하였다[27].

결과 및 고찰

리그닌 분해능 확인

본 실험에 사용된 P. highlandensis의 균사체에 대한 리그닌 

분해능을 확인하기 위하여 리그닌이 첨가된 PDA 배지상에서 

균사체를 배양하면서 형성되는 갈색환의 유무를 확인하였다. 

그 결과 갈색환의 크기는 배양 시간 별로 각각 16일째 2 cm, 

22일째 5 cm를 형성하여 P. highlandensis는 리그닌을 분해하
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A B

Fig. 1. Activity of lignin degradation by P. highlandensis. Mycelia 

of P. highlandensis were cultivated on PDA agar medium 

containing 0.2% lignin and 0.1% guaiacol. (A) Brown 

color zone after 16 day of cultivation (diameter 20 mm). 

(B) Brown color zone after 22 day of cultivation (diame-

ter 50 mm).

Table 2. Effect of carbon sources on the laccase production 

from P. highlandensis mycelia

Carbon source (2%) Activity (U/ml)

Control
a

CVMb

Fructose

Galactose

Mannose

Xylose

Maltose

Sucrose

Lactose

Cellobiose

Starch

Cellulose

Mannitol

Glycerol

 0.0

82.0

95.0

89.2

85.6

62.5

78.1

66.6

32.2

48.6

17.6

17.2

85.7

94.1
aThe CVM without carbon source, bCoriolus versicolor medium. 

All values are means ± SE.

Table 3. Effect of nitrogen sources on the laccase production 

from P. highlandensis mycelia

Nitrogen source (0.4%) Activity (U/ml)

Control
a

CVMb

Sodium nitrate

(NH4)2SO4

(NH4)2NO3

Peptone

Malt extract

Tryptone

Yeast extract

 0.0

82.0

12.8

17.3

21.1

15.6

13.0

15.8

25.6

aThe CVM without nitrogen source, bCoriolus versicolor medium. 

All values are means ± SE.

는 것으로 나타났고, 배양시간이 경과함에 따라 리그닌 분해 

활성이 증가하는 것으로 확인 되었다(Fig. 1). 

배지의 영향  
P. highlandensis 균사체로부터 리그닌 분해에 관여하는 lac-

case를 생산하기 위하여 Table 1에 나타낸 여러 종류의 복합

배지를 사용하여 최적배지조건을 조사하였다. 각각의 배지조

건에서 25℃로 15일간 균사체를 배양한 후 배양 상등액의 lac-

case 활성을 조사한 결과, CVM을 사용하여 배양하였을 때 

82.0 U/ml로 가장 높은 laccase 활성을 나타내었다(Table 1).

탄소원의 영향

효소 생산을 위한 탄소원의 효과를 알아 보기 위하여 복합

배지 중에서 최대 활성을 나타낸 CVM의 조성으로부터 dex-

trose를 제거하고 각 종류별 탄소원을 각각 2%씩 첨가하여 

균사체를 배양한 후 효소활성을 측정하였다. 그 결과 fructose

가 탄소원으로 첨가 되었을 때 효소 활성이 가장 우수하였고, 

원 성분인 dextrose와 비교하여 약 1.15배 정도 효소 활성이 

증가 하였다(Table 2). Trametes hirsute, Pycnoporus sangui-

neus, Pleurotus sajor-caju 및 Agaricus heterocystis의 경우, lac-

case를 생산하기 위한 탄소원 중에서 fructose가 가장 우수한 

효과를 나타낸다고 보고된 바 있어, 본 연구의 결과와 일치하

였다[3, 7, 9, 20]. 반면에 Pleurotus ostreatus, Trametes versicolor 

및 Pycnoporus cinnabarinus 유래 laccase들은 dextrose에서 배

양할 때 최대 활성을 나타낸다고 보고되었고[18, 21, 26], 

Peniophora sp. 및 Cynodon dactylon 유래 laccase는 maltose에

서 최대활성을 나타내는 것으로 보고되었다[30, 37]. 이와 같

이 laccase 생산을 위한 최적 탄소원은 곰팡이의 종류에 따라 

제각기 다른 성향을 나타내는 것으로 추정되었다. 

질소원의 영향

효소 생산을 위한 질소원의 효과를 알아 보기 위하여 최대 

활성을 나타낸 CVM의 조성으로부터 혼합질소원(0.4% pep-

tone, 0.6% yeast extract)을 제거한 후 각 종류별 질소원을 각

각 0.4%씩 첨가하여 균사체를 배양한 후 효소활성을 측정하

였다. 그 결과 CVM 조성인 혼합 질소원을 첨가하였을 때 효

소활성이 가장 높았고, 다른 질소원을 첨가한 경우에는 효소 

활성이 매우 감소하였다(Table 3). 지금까지 보고된 바에 의하

면, botryosphaeria sp. [36], T. versicolor [21], Peniophora sp. 

[30], C. dactylon [37], T. hirsute [7] 및 P. sajor-caju [3] 유래 

laccase들은 각각 yeast extract, peptone, tryptone, ammo-

nium tartrate, ammonium sulfate 및 casein과 같이 제각기 

다른 질소원에서 최대활성을 나타내었다. 이와 같이 laccase 

생산을 위한 최적 질소원은 탄소원과 마찬가지로 곰팡이의 

종류에 따라 제각기 다른 성향을 나타내었다. 

인산원 및 무기염의 영향

각 종류별 인산원 및 무기염이 P. highlandensis의 laccase 
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Table 4. Effect of phosphorus sources and inorganic salts on 

the laccase production from P. highlandensis mycelia

Phosphorus source (0.05%) Activity (U/ml)

CVM
a

Controlb

NaH2PO4

Na2HPO4

K2HPO4

82.0

70.7

94.9

79.9

71.4

Inorganic source (0.05%) Activity (U/ml)

CVM
a

Controlc

NaCl

CuSO4․5H2O

KCl

82.0

70.2

74.5

76.4

71.3
aCoriolus versicolor medium, bThe CVM without phosphorus 

source, cThe CVM without inorganic source. All values are 

means ± SE.

Fig. 2. Effects of inducer on the laccase production by P. high-

landensis. Cultivation was carried out at 25℃ in the opti-

mized medium (2% fructose, 0.4% peptone, 0.6% yeast 

extract, 0.05% NaH2PO4, 0.05% MgSO4∙7H2O) (×) with 

different inducers (5mg/ml): 2,5-dimethyl aniline (■), 4- 

hydroxybenzoic acid (▲), guaiacol (●), gallic acid (□), 

humic acid (△), lignin (○). The mycelial dry weight (◇) 

was assayed with cultivation in the optimized medium. 

All values are means ± SE.

생산에 미치는 영향을 조사하기 위하여 CVM의 인산원 및 

MgSO4․7H2O을 각각 제거하고 각 종류별 인산원과 무기염

을 각각 0.05%씩 첨가하여 균사체를 배양한 후 효소활성을 

측정하였다. 인산원은 NaH2PO4가 첨가 되었을 때 효소활성

이 가장 우수하였고(Table 4), 이것은 Fomitopsis pinicola 유래 

laccase에 대해서 보고된 것과 동일한 결과를 나타내었다[27]. 

지금까지 보고된 많은 곰팡이들(Trametes versicolor [6], Ceri-

poriopsis subvermispora [1], Coriolopsis rigida [29]은 구리이온

에 의해 laccase 유전자의 전사수준이 조절되어 효소 생산량

이 증가하는 것으로 알려져 있다. 그러나 P. highlandensis의 

laccase 생산량은 구리 존재 유무에 따라 크게 영향을 받지 

않았고 무기염은 MgSO4․7H2O가 존재할 때 가장 높은 효소 

생산량을 나타내었다(Table 4).

방향족 화합물의 영향

리그닌 및 리그닌 유도체와 구조적으로 연관된 페놀과 방

향족 화합물들은 곰팡이 배양 시에 첨가할 경우 laccase 생산

량이 증가하는 것으로 알려져 있다[8]. 앞서 결과에 따라 P. 

highlandensis 균사체의 laccase 생산을 위한 최적 배지조성은 

2% fructose, 0.4% peptone, 0.6% yeast extract, 0.05% NaH2PO4, 

0.05% MgSO4․7H2O로 결정하였다. 이 배지 조건에서 다양

한 방향족 화합물들(2,5-dimethyl aniline, 4-hydroxybenzoic 

acid, guaiacol, gallic acid, humic acid, lignin)을 laccase 생산

을 위한 유도인자로 첨가하고 균사체를 배양하면서 시간대별

로 효소활성을 측정하였다. 그 결과 guaiacol과 2,5-dimethyl 

aniline을 유도인자로 첨가할 경우 대조군에 비해 높은 활성

을 나타내었고, guaiacol의 경우 배양 후 11일째에 114.1 U/ 

ml의 최대 효소 생산량을 나타내었다(Fig. 2). Guaiacol은 

Daedalea flavida [2], Marasmius spp. [11], Pleurotus ostreatus 

[13]에서 laccase 생산을 위한 유도인자로 보고 된 바 있다. 곰

팡이로부터 유도 생산된 laccase는 페놀 및 방향족 화합물의 

중합반응을 촉매 함으로써 이들 화합물에 의해 곰팡이에게 

유발되는 산소 radical의 산화 스트레스를 감소시키는 것으로 

알려져 있다[34]. 한편, 본 균주의 배양시간에 따른 건조 균체

량을 조사한 결과, laccase 생산량은 유도기(lag phase)에 효

소활성이 급격히 증가하기 시작하여 5일 만에 최대 활성을 

나타내었고, 그 이후 거의 일정하게 유지되었다(Fig. 2). 따라

서 배양시간에 따른 laccase 생산량은 균체량과 비례하지 않

았고, 유도기에 일정량의 효소가 생산되면 그 이후로는 효소 

생산이 정지 되는 것으로 확인되었다. 

배양 pH 및 온도의 영향

Laccase 생산을 위한 최적 pH를 확인하기 위하여 pH 

5.0~10.0의 범위에서 서로 다른 완충용액을 사용하여 효소활

성을 측정하였다. pH 5.0은 0.05 M sodium acetate buffer, 

pH 6.0~7.0은 0.05 M sodium phosphate buffer, pH 8.0-9.0은 

0.05 M Tris-HCl buffer, pH 10.0은 0.05 M glycine-NaOH 

buffer를 이용하여 배지의 pH를 조정하였고 25℃에서 18시간 

배양한 후 배양 상등액을 취하여 효소활성을 측정하였다(Fig. 

3). 그 결과 P. highlandensis 균사체는 pH 7.0-9.0의 범위에서  

비교적 높은 효소활성을 나타냈고, 그 중 pH 8.0에서 가장 높

은 값을 나타내어 효소 생산을 위한 최적 pH는 8.0으로 확인

하였다. 한편 효소 생산을 위한 최적 온도를 측정하기 위하여 

15~45℃까지 5℃간격으로 배양한 후 효소 활성을 측정하였

다. 그 결과 35℃에서 가장 높은 효소 활성을 나타내어 최적 

온도는 35℃로 나타났다(Fig. 4). 이 결과는 Monotospora sp.를 

pH 8.5, 30℃에서 배양할 때 laccase 활성이 가장 우수하다는 
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Fig. 3. Effect of pH on laccase production. Cultures were grown 

at 25℃ for 18 days in 0.05 M sodium acetate buffer (pH 

5.0), 0.05 M sodium phosphate buffer (pH 6.0-7.0), 0.05 

M Tris-HCl buffer (pH 8.0-9.0), 0.05 M glycine-NaOH 

buffer (pH 10.0). Enzyme activity was assayed with cul-

ture supernatant.

Fig. 4. Effect of temperature on laccase production. Cultures 

were grown at a temperature range from 15 to 45℃ and 

pH 8.0 for 18 days. Enzyme activity was assayed with 

culture supernatant.

A B

Fig. 5. Zymogram analysis of laccase from P. highlandensis. The 

culture supernatant was run under non-denaturing con-

ditions using 10% Native-PAGE and stained with coo-

masie brilliant blue (A) or ABTS (B). M, molecular mass 

marker; lane 1, culture supernatant.

Wang 등[37]의 결과와 유사하였다.

활성 염색

P. highlandensis 균사체 배양액 중에 생산된 laccase의 존재 

유무를 확인하기 위하여 유도인자를 제외한 최적 배지조성에

서 18일간 균사체를 배양하였고, 그 조효소액을 Native- 

PAGE로 전기영동한 후 기질인 ABTS를 사용하여 활성염색

을 수행하였다. 그 결과 laccase 활성을 나타내는 1개의 band

가 약 90 kDa 부근에서 확인되었다(Fig. 5). 이것은 M. querco-

philus 유래 laccase가 분자량 60 kDa 부근에서 2종류의 iso-

zyme 형태로 존재한다는 보고와 상이하였다[10]. 그러나 

Pycnoporus sanguineus 유래 laccase는 45–55 kDa 및 76–97 

kDa 부근에서 2개의 band를 보였고, 이중 분자량이 큰 band

는 본 효소의 분자량과 거의 유사하였다[9].
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초록：Pholiota highlandensis 유래 laccase 생산을 위한 배양조건의 최적화

최혜주1․문수정1․전숭종1,2*

(1동의대학교 생명공학과, 2동의대학교 스마트바이오헬스학과)

본 연구에서는 재비늘버섯(Pholiota highlandensis)의 리그닌 분해 활성을 확인하고, laccase 생산을 위한 최적 배

양 조건을 조사하였다. 재비늘버섯 균사체로부터 laccase를 생산하기 위한 배지조건을 조사한 결과, 다양한 합성 

배지 중에서 Coriolus versicolor 배지(2% dextrose, 0.4% peptone, 0.6% yeast extract, 0.046% KH2PO4, 0.1% K2HPO4, 

0.05% MgSO4․7H2O)가 가장 높은 laccase 활성을 나타내었다. Laccase생산에 대한 배양 조건을 최적화하기 위하

여 Coriolus versicolor 배지의 조성 중에서 탄소원, 질소원, 인산원, 무기염에 대한 영향을 조사하였다. 탄소원, 질소

원, 인산원, 무기염은 각각 2% fructose, 0.4% peptone 및 0.6% yeast extract, 0.05% NaH2PO4, 0.05% MgSO4․

7H2O의 경우에 가장 높은 효소활성을 나타내었다. 본 균주는 몇 가지 방향족 화합물에 의해 laccase 생산이 유도

되었고, guaiacol을 첨가할 경우 25℃에서 11일 동안 배양하였을 때 효소의 활성이 최대치(114.1 U/ml)에 도달하

였다. 또한 본 균주의 laccase 생산을 위한 최적 pH와 온도는 각각 8.0과 35℃를 나타내었다. 최적 조건에서 배양

된 균사체 배양 상등액을 Native-PAGE로 전기영동한 후 ABTS를 기질로 사용하여 활성염색을 수행한 결과, 약 

90 kDa 부근에서 laccase 활성을 가지는 1개의 밴드를 확인하였다.
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