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회전식 통풍관 생물반응기 사용에 따른 느타리균의 
manganese peroxidase 생산 및 특성

하효철*

대구한의대학교 바이오산업융합학부

Production of manganese peroxidase from Pleurotus ostreatus 

using a rotary draft tube bioreactor (RTB) and characterization 
of its activity

Hyo-Cheol Ha*

Department of bio-technology and convergence, Daegu Haany University

ABSTRACT: Ligninolytic enzymes were produced by Pleurotus ostreatus No.42, cultivated in a new kind of bioreactor that has a
rotating draft tube with a helical ribbon. Maximum laccase (Lac) production (about 8,200 U/bioreactor) was reached after 3 days
of incubation, then production decreased. Production of manganese peroxidase (MnP) in this fermenter reached a maximum
level of about 8,400 U/bioreactor after 6 days of incubation. Lignin peroxidase (LiP) was not detected under these growth
conditions. These results indicate that the rotary draft tube bioreactor (RTB) is compatible with large scale production of
ligninolytic enzymes. MnP produced under these fermentation conditions was purified via a multistep process that included
chromatography on Sepharose CL-6B, prep grade Superdex 75, and Mono-Q. This major isoenzyme was confirmed to have an
apparent molecular weight of 36,400 by sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE), and its isoelectric
point (IEF) was determined to be 3.95. N-terminal sequencing of the major isoenzyme from this fermentation was identical to
that reported for an MnP3 isoenzyme isolated under different cultivation conditions, including stationary and shaking culture.
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서 론

일반적으로 목질 바이오매스 성분은 리그닌, 셀룰로오

스, 헤미셀룰로오스로 구성되어 있으며 그 중 리그닌은

모든 고등 식물에서 발견되는 불특정 방향족 중합체이며

미생물 공격에 대한 장벽 역할을 하는 것으로 알려져 있다.

리그닌은 페녹시 라디칼을 생성하는 전구체 p-coumaryl

aclcohol, coniferyl alcohol 및 sinaryl alcohol이 차례로

합성된 다음 하나의 전자 산화에 의해 중합이 일어난다.

이러한 비특이적 반응은 고분자량의 불균일한 3차원

biopolymer를 생성하며 페닐프로판 단위의 복잡한 3차원

중합체로 완전히 무정형이며 미세 섬유를 둘러싸는 외피

역할을 한다(Eaton and Hale, 1993). 

1970년대 오일쇼크 시기에 화학 공급원료로 자연계에서

풍부한 리그닌을 사용하는 것에 관심이 높아졌음에도 리

그닌은 고부가가치 소재로 개발되지 않았다. 그러나 최근

에 리그닌을 기능성 유기화합물로 재활용할 수 있는 리그

닌 분해효소 및 촉매제의 역할과 특성에 관한 연구들이

활발하게 진행되어 오면서 리그닌 이용에 관한 관심이 높

아지고 있다(Bilal et al., 2017; Li et al., 2017; Martinez

et al., 2017).
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리그닌 분해균의 일종인 판막버섯균(Phanerochaete

chrysosporium)으로부터 1980년대 초 리그닌 분해 관련

효소인 lignin peroxidase(LiP; EC 1.11.1.14), manganese

peroxidase(MnP; EC 1.11.1.13)가 밝혀진 이후(Kuwahara

et al., 1984; Tien and Kirk, 1983) 지금까지 많은 연구자

들에 의해 이들 효소와 관련된 연구 결과가 보고되어 왔

다(Gold and Alic 1993; Pollegioni et al., 2015; Wang et

al., 2015). 특히 이러한 리그닌 분해효소는 광범위한 독성

유기화합물인 polyhydrocarbons 및 polychlorinated

biphenyls과 같은 다양한 석유화학 물질들과 농약을 무독

성 대사 산물과 CO2로 산화하는데 작용하여 최근에는 생

물정화에 적용하는 연구들도 활발하게 진행되어 오고 있

다(Chang et al., 2021; Itoh and Kuwahara 1998; Kadri

et al., 2017; Steffen et al., 2003; Yang et al., 2011).

리그닌 분해효소의 잠재적 적용은 다음과 같은 장점 때

문에 매우 중요하다고 판단된다. 첫째, 목질 바이오매스로

부터 재생 가능한 바이오에탄올 생산을 위한 리그닌의 분

해에 이용함으로써 화석 연료에 대한 의존도를 줄일 수

있다. 둘째, 독성 유기화합물인 다양한 환경 오염물질 및

합성염료들을 분해하는데 적용할 수 있다. 셋째, 식량 및

동물 사료의 부족을 완화하는데 도움이 되며 마지막으로

제지산업 등 생물공학 분야에 적용할 수 있다. 그러므로

리그닌 분해효소의 특성을 알고 생물공학 산업에 이용하

기 위해서는 대량 생산 기술이 선행되어야 한다. 

Yoshida 등이(1996) 회전식 고체 생물반응기(rotary-

solid bioreactor)를 활용하여 줄버섯균(Bjerkandera adusta)

를 6일간 배양하여 목재 부산물 180 g에서 manganese

peroxidase 18U/bioreactor를 생산하였다. 한편, 펠렛 형태

로 균사체를 배양하는 것이 효과가 있다는 몇몇 연구자의

보고(Leisola et al., 1985; Li et al., 2011; Moreira et al.,

1996)는 액체배양으로서 가능성을 확인할 수 있었으며,

최근에는 펠렛 형태의 균사체 배양이 산소 및 기질의 공

급을 원활히 하고 점성을 낮추는 장점이 있는 것으로 보

고하였다(Veiter et al., 2018).

본 연구자는 식용버섯이며 리그닌 분해균인 느타리균

(Pleurotus ostreatus)으로부터 고농도의 질소원과 Mn
2
+

혹은 망간 이온을 킬레이팅 할 수 있는 촉매제를 첨가하

여 세포외 분비효소인 manganese peroxidase(MnP3)를

연구, 보고하여 왔다. 이에 본 연구에서는 회전식 통풍관

생물 반응기(Rotary draft tube Bioreactor)를 사용하여

manganese peroxidase를 대량 생산할 수 있는 조건에 대

한 결과를 보고하는 바이다.

재료 및 방법

공시균주 및 배양방법
리그닌 분해효소 활성이 우수한 느타리균(P. ostreatus

No. 42)를 선발하여 대구한의대학교 발효공학 실험실에서

보관하며 본 실험에 사용하였다. 느타리균(P. ostreatus

No. 42)을 potato-dextrose 액체배지(PDB, Difco Co.)

20 ml에서 28
o
C, 7일 동안 정치 배양한 후 균사체를 회수

한 뒤에 증류수 20 ml를 넣고 균질화하여 glucose-peptone-

yeast extracter-wheat bran 배지(GPYW) 250 ml에서 28
o
C,

7일 동안 120rpm의 조건으로 진탕 배양한 후 본 배양을

위한 접종원으로 사용하였다. 본 배양은 회전식 통풍관

생물반응기를 사용(Imai et al., 1993)하였으며 드래프트

튜브(draft tube)를 회전시키면 배양액이 표면으로 밀려

올라와 튜브 내부에서 아래쪽으로 흐르도록 설계되어 있

는 형태의 3500 ml 생물배양기(Kawasaki Heavy Industry

Co.)이다. Fig. 1에 나타낸 배양시스템에 따라 산소통으로

부터 일정한 양의 산소 공급을 유지하기 위해 산소 유량

계를 설치하고 산소공급은 Midisart 2000(Goettingen

Co.,) 0.2 um 박막필터를 사용하였으며, glucose-peptone-

yeast extracter-wheat bran 배지(GPYW) 2000 ml에서

28
o
C, 120rpm의 속도를 유지하고 glucose함량이 완전히

고갈될 때까지 배양하면서 리그닌 분해 효소활성을 측정

하였다.

리그닌 분해효소 측정
리그닌 분해효소의 효소활성은 이전 보고의 방법(Ha et

al., 2001)으로 진행하였다. 각각의 배양액으로부터 1 ml

씩 취하여 4
o
C, 5000rpm, 5분간 원심분리한 후 상등액을

취하여 UV-Visible spectrophotometer(Shimadzu UV-

1201)을 사용하여 아래 리그닌 분해효소 측정법에 의해

측정하였다. Lignin peroxidase(LiP)의 효소 활성농도는 1

분간 1 nmol의 veratryl alcohol이 veratryl aldehyde로 산

Fig. 1. Set up of the cultivation system using a rotary draft
tube bioreactor (RTB). A: O2 reserver, B: gas flow meter, C:
gas filter, D: RTB, F: speed control.
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화하는 정도를 310 nm의 파장에서 흡광도로 나타내었다.

Manganese peroxidase(MnP)의 효소 활성 농도는 Mn 이

온 존재 하에서 1분간 반응으로 생성된 물질의 465 nm에

서의 흡광도로 나타내었다. Laccase(Lac)의 효소 활성농

도는 o-phenylendiamine을 기질로 하여 1분간 반응으로

생성된 물질의 440 nm에서의 흡광도로 나타내었다. 

용존산소 측정
용존 산소 농도 측정은 O2 전류 측정 전극(Ingold, Paris,

France)으로 28
o
C에서 측정하였으며 전극의 보정은 EYELA

Co.의 매뉴얼에 따라 각 측정 세트 전에 실시하였다. 

글루코오스 측정
글루코오스 농도는 이전 보고한 방법(Ha et al., 2001)

으로 mutarotase GOD법(Glucose C-test, Wako Pure

Chemical)으로 측정하였다.

총 단백질 함량
총 단백질 함량은 Bradford 방법(1976)에 준하여 Bradford

reagent 1ml를 시료와 반응시킨 후 595 nm에서 흡광도를 측

정하였으며, Bovine serum albumin(Sigma Co.)를 표준곡선

으로 시료 중 단백질의 함량을 측정하였다. 

Manganese peroxidase(MnP)의 정제 
효소의 정제는 Ha 등의 방법(2001)에 준하여 실시하였

다. 배양액을 회수하여 박막여과장치에 의해 농축시킨 조

효소액을 20 mM succinate buffer(pH 4.5)로 평형화 시

켜 놓은 이온교환 크로마토그래피 컬럼(Ion-exchange

chromatography column)에 적용하고 염농도를 0.1, 0.2M

로 단계적으로 증가하면서 분리하였다. Manganese

peroxidase 분리정제는 DEAE- Sepharose CL-6B column

(Amersham Phamacia Biotech., UK)으로 실시하였으며

분광광도계를 이용하여 manganese peroxidase의 활성을

갖는 분획을 모아서 박막여과장치를 이용하여 농축하였다.

농축한 manganese peroxidase의 활성 분획을 겔 크로마

토그래피 컬럼(Gel chromatography column)인 Superdex

75(Amersham Phamacia Biotech., UK)으로 분리한 후 최

종적으로 Mono-Q anion-exchange column(Amersham

Phamacia Biotech., UK)을 이용하여 염농도에 따른

gradient방법으로 분리 정제하였다. 

겔 전기영동 및 등전점
최종 컬럼을 통해 분리된 manganese peroxidase를 겔

전기영동 장치를 이용하여 실시하였다. 단백질 전기영동

은 Phast System(Amersham Pharmacia Biotech. UK)에

의한 SDS-PAGE(sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide

gel electrophoresis)에서 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 MnP활성은 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
N-말단 아미노산 서열분석은 최종 분리한 manganese

peroxidase를 SDS-PAGE 상에서 전개하여 단일 밴드를

확인하여 semi-dry electrophoretic transfer를 실시하였다.

즉, 전기영동 상에서 확인된 단일밴드를 0.05% SDS용액,

25 mM Tris, 20% methanol, 40 mM ε-Amino-n-caproic

acid를 함유한 전이용매를 이용하여 1.2 mA/cm2, 120분

간 polyvinyldifluoride(PVDF, Bio-red con.)막에 옮긴 후

전이된 단백질 부분을 절단하였다. 절단한 단백질 부분을

단백질 자동서열 분석기를 이용하여 아미노산 서열을 분

석하였다(Model 491A, Applied Biosystems, USA).

결과 및 고찰

회전식 통풍관 생물 반응기(RTB)를 사용한 느타리균의
리그닌 분해효소 생산 

 이전 연구에서 느타리균(P. ostreatus No. 42) 액체 배

양시 펠렛(pellet) 크기 및 적정한 용존산소량을 유지하는

것이 manganese peroxidase활성을 높이고 대량 생산에

관여한다고 보고하였다(Ha et al., 2001). 이에 본 연구에

서는 회전식 통풍관 생물반응기(RTB)에서 펠렛 직경이

1~2 mm가 되도록 임펠라속도(impeller speed)와 용존산

소량(5~15 ppm)을 조절하였다. 그리고 이전 연구보다 10

배 배지량이 증가한 2000 ml 조건에서 manganese

Fig. 2. Time course of the ligninolytic enzymes production
by a rotary draft tube bioreactor(RTB).
●: laccase activity, ○: manganese peroxidase activity, ▲:
glucose conc., △: dissolved oxygen
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peroxidase의 대량 생산 가능성을 확인하였다. 실험 결과,

Fig. 2에서 나타난 바와 같이 laccase는 3일째 8200(4.1)U/

bioreactor(ml)의 최대 활성을 나타낸 후 감소하는 경향을

나타내었으며 manganese peroxidase는 6일째 8400

(4.2)U/bioreactor(ml)의 최대 활성을 나타낸 후 감소하는

것을 확인할 수 있었다. 

이러한 결과는 리그닌 분해효소의 생산 패턴도 laccase

가 먼저 세포외로 생산된 후 manganese peroxidase가 생산

된다는 이전 보고(Camassola et al., 2013; Elisashvili et al.,

2008; Ha 2019)들과 일치하였으며, 특히 manganese

peroxidase의 경우 glucose농도가 급격히 감소한 4일 이후

에 활성이 증가하여 80% 이상 감소한 시점인 6일째 최대

값을 나타내었는데 이러한 결과는 manganese peroxidase

가 glucose와 같은 영양소가 고갈되면서 발현되는 이차 대

사산물임을 나타내는 결과라는 이전 보고들과 일치하였다

(Ha et al., 2001; Orth et al., 1991). 따라서 manganese

peroxidase와 같은 이차 대사산물의 경우 생산 기간을 단축

시키기 위해 탄수화물인 glucose의 초기 소비량도 중요한

인자라고 생각된다. 한편, Table 1과 같이 이전 보고에서

실험실 수준에서 20 ml 정치 배양한 경우 laccases는 9일째

50U/flask, manganese peroxidase는 11일째 80U/flask을 나

타내었으며 본 연구 결과 laccase는 164배, manganese

peroxidase는 105배 증가하였으며 최대 생산일도 각각 6일,

5일을 단축시킨 것으로 나타났다. 이전 보고에서 200 ml

진탕 배양한 펠렛 형태로 용존 산소량이 5 ppm 미만일 경

우 laccase는 6일째 500U/flask, manganese peroxidase는

생산되지 않았으며, 본 연구결과 laccase는 16.4배,

manganese peroxidase는 8400배 증가하였다. 또한 동일

조건인 200 ml 진탕 배양한 펠렛 형태로 용존 산소량이

5~10 ppm 경우 laccase는 6일째 560U/flask manganese

peroxidases는 7일째 780U/flask을 나타내었으며, 본 연구

결과 laccase는 14.6배, manganese peroxidase는 10.8배

증가하였다. 따라서 본 연구결과는 배지량을 증가시키더

라도 리그닌 분해효소 대량 생산은 가능하며 특히

manganese peroxidase 대량생산에는 용존산소 농도가 가

장 중요한 인자이며, 펠렛 형태 및 크기를 조절하여 배양

하는 것이 점성을 낮추고 효소량을 증대시키며 생산 기간

을 단축시킬 수 있을 것으로 판단된다.

리그닌 분해효소의 일종인 manganese peroxidase의 대

규모 생산은 교반(agitation)에 대한 균사체의 민감성으로

인해 많은 연구자들은 실험실 수준에서 정치배양을 통해

기질 표면에 균사(hypha)형태로 배양하면서 리그닌 분해

효소를 생산했다. 따라서, manganese peroxidase를 대량

생산하기 위해 나일론(Laugero et al., 1996), 폴리우레탄

(Moreira et al., 1997), 스테인레스 스틸(Herpoël et al.,

1999) 등과 같은 다양한 지지체에 고정된 바이오매스를

사용하거나 다양한 형태의 생물반응기(bioreactor)를 적용

하였는데 가장 일반적인 형태인 교반형(Stirred type), 에

어리프트 혹은 버블형(air-lift type or bubble type), 고정

지지층형(fixed bed type), 유동층형(fluidised bed type),

실리콘막형(silicone-membrane type)등이 보고된 바 있다

(Asses et al., 2009; Aragão et al., 2020; Babič et al.,

2012; Méndez-Hernández et al., 2015). 그러나 지금까지

보고된 많은 연구 결과들은 실험에 적용한 생물반응기

(bioreactor)로 인해 점성이 높아지거나 균사체 형태 그리

고 규모 확대(scale-up)에 있어 한계점을 가지고 있는 것

이 사실이다. 본 연구에 적용한 회전식 통풍관 생물 반응

기(RTB)는 교반 탱크 반응기와 비교하여 전단력을 줄일

수 있고 에어-리프트 혹은 버블형과 같이 높은 에너지 효

율을 갖는 장점이 있으며 산소 및 기질의 공급을 원활하

게 할 수 있는 반응기이므로 배양 시간이 경과 하더라도

일정한 크기의 펠렛 형태를 유지하면서 균사체 배양이 가

Table 1. Comparison of the ligninolytic enzymes produced by P. ostreatus No.42

White-rot fungi 
name

Growth 
type

Vol. of 
medium(ml)

 Dissolved oxygen 
concentration(ppm)

Lac
(U/bioreactor)

MnP
(U/bioreactor) Reference

P. ostreatus No.42 pellet 2000 5~15 8,200(3)a) 8,400(6)a) This study
P. ostreatus No.42 pellet 200 5~10 560(6) 780(7) Ha et al.(2001)
P. ostreatus No.42 pellet 200 < 5 500(6) 0 Ha et al.(2001)
P. ostreatus No.42 mycelium 20 N.Db) 50(9) 80(11) Ha(2019)

a) The number in parentheses indicate the culture days which showed the maximum activity.

b) Not determined

Fig. 3. Formation of mycelial pellets in a rotary draft tube
bioreactor(RTB).
Lane 1: after 1day, Lane 2: after 2days, Lane 3: after 4days,
Lane 4: after 7days.
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능하며 향후 더 큰 규모의 manganese peroxidase 대량 생

산에 적용할 수 있을 것으로 판단된다(Fig. 3).

Manganese peroxidase 분리 및 정제
느타리균(P. ostreatus No. 42)을 회전식 통풍관 생물 반

응기(RTB)를 사용하여 대량 생산한 리그닌 분해효소인

manganese peroxidase를 분리 정제하였다. Table 2와 같

이 manganese peroxidase 조효소액 2099 unit를 박막여과

장치, 이온교환 컬럼, 겔 컬럼 및 Mono Q 이온교환 컬럼 순

으로 분리 정제하였으며 최종적으로 비활성도 359.5 units/

mg, 13.4배의 정제도를 갖는 manganese peroxidase (MnP3)

를 29% 회수하였다.

겔 전기영동 및 등전점
느타리균(P. ostreatus No. 42)을 회전식 통풍관 생물 반

응기(RTB)를 사용하여 대량 생산한 리그닌 분해효소인

manganese peroxidase를 분리 정제한 결과 전기영동장치

를 이용하여 SDS-PAGE(A) 및 Servalyt Precoats

polyacrylamide gels(B)로 분리하여 단백질 염색을 진행한

결과 분자량 약 36.4 KDa, 등전점(pI)은 3.95를 나타내었

다. 또한 과산화효소의 특징인 활성 염색을 실시한 결과

갈색으로 산화되는 것을 확인하였다(Fig. 4). 이러한 결과

는 이전에 보고한 MnP3와 분자량 및 등전점이 동일한 것

을 확인하였다(Ha et al., 2001). 한편 아미노산 염기서열 분

석 결과, 정제한 manganese peroxidase의 N-말단으로부터 총

19개의 아미노산 배열은ATCADGRTTANAACCVLFP으로

밝혀졌으며 이전에 보고한 manganese peroxidase MnP3인 것

으 로 확인하였다(Ha, 2019).

적 요

리그닌 분해효소의 생산은 나선형 리본이 있는 새로운

형태의 회전식 통풍관 생물 반응기(RTB)를 사용하여 느

타리(Pleurotus ostreatus) No.42에 의해 실시하였다. 락게

이즈(laccase)의 최대 생산량은 배양 3일 후 약 8,200 U/

bioreactor 수준에 도달한 후 감소하였다. 반면에, 망간퍼

옥시데이즈(MnP)의 최대 생산은 6일 배양 후 약

8,400 U/bioreactor의 수준에 도달하였다. 그러나 이 발효

조에서 리그닌퍼옥시데이즈(LiP)는 검출되지 않았다. 그

결과 회전식 통풍관 생물 반응기(RTB)가 리그닌 분해효

소를 대규모 생산을 위해 성공적으로 생산할 수 있음을

보여주었다. 이 발효기에서 망간퍼옥시데이즈의 정제 과

정은 Sepharose CL-6B, Superdex 75 prep grade 및

Mono-Q에 대한 크로마토그래피를 포함하여 정제하였다.

이 주요 효소는 sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide

겔 전기영동(SDS-PAGE)에서 분자량 36,400, pI 3.95의

등전점(IEF)으로 각각 확인되었다. 이 발효기의 주요 효

소 N-말단 서열은 정치 및 진탕배양과 같은 다른 배양조

건에서 보고된 MnP3 효소와 동일하였다.
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