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요 약

Hemoflavoenzyme으로서 cellobiose dehydrogenase(CDH)는 셀룰로오스를 분해하는 과정에서 세포 외부로 분비되는

효소로서 amorphous cellulose와 강하게 결합하여 셀룰라아제(cellulase)에 의해 microcrystalline cellulose의 가수분해를

증가시킨다. 따라서 CDH는 바이오 에탄올 생산의 당화공정에서 중요한 역할을 할 것으로 예상된다. 여러 백색부후균

으로부터 CDH 생산이 높은 Phanerochaete chrysosporium ATCC 32629 균주를 선정하였으며, 균주로부터 생산된 CDH

효소활성의 최적 온도와 pH는 각각 55 oC와 4이었다. CDH 활성을 증가시키기 위하여 P. chrysosporium ATCC 32629

균주를 돌연변이시켰다. 돌연변이는 새로운 시도로써 국부적으로 큰 에너지를 줄 수 있는 특징을 가진 양성자 빔을 이

용하였다. 양성자 빔 조사 후 사멸율이 약 99.9%인 1.2 kGy에서 CDH 활성이 증가된 변이주를 얻었다. 선별된 변이

주와 모균주를 액체배양했을 때 변이주가 모균주보다 CDH와 β-glucosidase 활성이 각각 약 1.4배와 20배 증가하였다.

따라서, CDH 뿐만 아니라 β-glucosidase 활성이 높은 P. chrysosporium 변이주를 확보하였다.

Abstract − Cellobiose dehydrogenase(CDH) as a hemoflavoenzyme is secreted out of cell in the cellulose degrada-

tion. As CDH strongly bound to amorphous cellulose, it helps cellulose hydrolysis by cellulase. CDH may have an

important role of saccharification process for bioethanol production. In this study, Phanerochaete chrysosporium ATCC

32629 was selected for the production of CDH among other strains tested. The optimal temperature and pH of CDH pro-

duced by P. chrysosporium ATCC 32629 were 55 oC and 4, respectively. To improve the activity of CDH, the mutation of

P. chrysosporium was performed using proton beam that has high energy level partially. As a result, P. chrysosporium

mutant with the high activity was selected at 1.2 kGy in a range of 99.9% lethal rate. The CDH and β-glucosidase activ-

ities of mutant were 1.4 fold and 20 fold higher than those of wild strain. Therefore, P. chrysosporium mutant with the

high activities of CDH and β-glucosidase was obtained from mutation by proton beam irradiation.

Key words: Cellobiose Dehydrogenase, β-Glucosidase, Phanerochaete chrysosporium, Proton Beam Irradiation, White-rot

Fungi

1. 서 론

목질계 식물의 세포벽은 40~60%가 셀룰로오스로 구성되어 있고

셀룰로오스는 연료나 화학약품의 생산에 이용되고 있다. 미생물에

의한 셀룰로오스 가수분해는 가수분해 효소들의 상호작용을 통해서

이루어지고, 종종 셀룰로오스 분해에 있어 가수분해 효소가 아닌 효

소들이 보고되고 있다. 

Hemoflavoenzyme인 cellobiose dehydrogenase(CDH)는 셀룰로오

스를 분해하는 반응에서 세포외부로 분비되는 효소로서 Westermark

와 Eriksson에 의해 백색부후균인 Phanerochate chrysosporium로부

터 처음으로 동정되었다[1-3]. 이후 여러 균주들이 CDH를 분비한다

고 보고되었지만, 아직까지 생산배지를 이용한 액체배양으로 CDH
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를 생산하는 보고는 없었다. CDH는 amorphous cellulose와 강하게

결합하여 셀룰라아제(cellulase)에 의해 microcrystalline cellulose 가

수분해를 증가시킨다. Crystalline cellulose의 가수분해는 셀룰로오

스 당화에 있어 제한적인 속도를 가지고 있다고 알려져 있었지만

CDH는 이 제한된 속도를 증가시키는 것으로 나타났다. 최근 알려진

가설로는 CDH가 Fenton-type reaction으로 수산화기(-OH) 라디칼을

생성하여 셀룰로오스, 헤미셀룰로오스(hemicellulose), 그리고 리그

닌(lignin)을 분해하거나 변형시킨다. 또한 CDH는 셀로바이오스

(cellobiose) 산화를 통하여 Fe3+를 Fe2+로 또는 Cu2+를 Cu+로 환원시

킨다[4,5]. 환원된 종들과 H
2
O

2
 간의 연속적인 반응은 식물세포벽 중

합체를 변형시키거나 탈중합(Depolymerization)시키는 수산화기 라

디칼을 발생한다. 반응에 관여하는 철은 식물에 존재하고 과산화수

소는 CDH 그 자체 또는 세포외부로 분비되는 다른 곰팡이 산화환

원 효소에 의해 쉽게 생성된다[6]. CDH, 셀로바이오스, Fe3+와 H
2
O
2
를

이용한 탈중합반응은 carboxymethyl cellulose(CMC), 수용성 xylan,

동위원소로를 이용하여 합성된 리그닌, 그리고 kraft pulp 제조에서

나오는 불용성 cellulose를 이용하여 증명되었다[7]. 몇몇 탈중합반응

은 H
2
O
2
가 효소 자체로부터 생성되기 때문에 부가적인 첨가 없이도

발생된다[8].

P. chrysosporium은 3 종류의 β-glucosidase(a soluble intracellular

enzyme, a particulate cell-wall-bound enzyme, extracellular enzyme)

를 생산한다. Intracellular와 cell-wall-bound β-glucosidase는 셀로바

이오스에 의해서, 그리고 extracellular β-glucosidase는 셀룰로오스에

의해서 유도된다[9].

한편 효소 생산용 곰팡이를 개량하기 위한 돌연변이 유발원으로

α, β, γ, X선과 같은 이온화 방사선이나 자외선 등의 물리적 돌연변

이 유도물과 알킬화 화합물, 과산화, 퓨린유도체, 발암물질, 콜히친

(colchicine) 등의 화학적 돌연변이 유도물이 사용된다[10]. 최근 새

로운 방사선으로 등장한 이온 빔은 기존의 방사선보다 국부적으로

큰 에너지를 줄 수 있는 특징이 있어, 생물산업에서 주로 작물과 화

훼, 당화 그리고 미생물 육종 산업에 접목이 시도되고 있다[11-13].

본 연구는 다양한 백색부후균으로부터 CDH 활성이 높은 P.

chrysosporium ATCC 32629 균주를 선별한 후, CDH 생산성 향상을

위해 양성자 빔을 이용하여 P. chrysosporium의 돌연변이를 시도하

여 우수한 변이주를 확보하는 것이다.

2. 재료 및 실험방법

2-1. 균주

Phanerochate chrysosporium ATCC 32629는 한국 미생물 보존센터

(KCCM)에서 분양 받아 사용하였고, 백색부후균 10종인 P. calotricha

KUC8003, P. sordida(대나무) KUC8710, P. sordida(낙엽송) KUC8801,

P. sordid-like(잣나무) KUC8370, Phanerochaete sp.(리기다) KUC8323,

Trametes versicolor(대나무) KUC8714, Trametes versicolor(신갈)

KUC8837, Phlebia radiata KUC8004, 그리고 Phlebia radiata KUC8932

등의 균주들은 KUC(Korea University Culture Collection)에서 분양

받아 사용하였다. 모든 균주는 PDA(Potato Dextrose Agar, Difco) 고

체배지를 이용하여 27 oC에서 계대배양하였다.

2-2. 배지 및 배양조건

Petri dish에서 자란 백색 부후균을 10 mm cork borer를 이용하여

agar plug를 10개 취한 후 YMB(Yeast Malt broth, Difco) 또는 PDB

(Potato Dextrose Broth, Difco) 액체배지에 접종하여 27 oC 배양기에

서 150 rpm으로 3 일간 배양하여 CDH 생산배지의 접종액으로 사

용하였다. CDH 생산을 위한 생산배지 조성은 다음과 같다: 10 g/L

Microcrystalline cellulose, 2.28 g/L (NH
4
)
2
HPO

4
, 0.5 g/L MgSO

4
·7H

2
O,

0.74 g/L CaCl
2
, 0.01 g/L FeCl

3
, 0.0158 g/L NaNO

3
, 6.6 mg/L ZnSO

4
·

7H
2
O, 3.8mg/L MnSO

4
·H

2
O, 1mg/L CoCl

2
·6H

2
O, 0.1mg/L Thiamine-

HCl, 그리고 6.75 g/L succinic acid(pH 4.5)[14]. 생산배지 100 ml가

들어있는 250 ml 삼각플라스크에 종균배양액을 10%(v/v)로 접종하

여 27 oC 배양기에서 150 rpm으로 2 주간 배양하였다.

2-3. CDH 및 β-glucosidase 활성도 측정

CDH 활성도는 전자 수용체의 흡광도 감소로 분석하였다. 100 µL

2,6-dichlorophenol-indophenol[DCIP, 3 mM in water containing 10%

(v/v) ethanol], 100 µL lactose(300 mM), 100 µL sodium acetate buffer

(100 mM, pH 4.0), 그리고 700 µL 배양상등액이 포함된 총 1.0 mL

의 효소반응액을 55 oC에서 5분간 반응시킨 후 520 nm에서 흡광도

감소를 측정하였다. 1 unit의 효소 활성도는 분당 1 µmol의 DCIP가

환원된 양으로 규정하였다[15].

β-Glucosidase 활성도는 0.05 M citrate buffer(pH 4.8)에 1 mM p-

nitrophenyl-β-D-glucoside(PNPG)를 용해시킨 후 기질용액 0.9 mL

와 0.1 mL 배양상등액을 섞은 후 50 oC 항온조에서 150 rpm으로 20

분간 반응시켰다. 반응 후 1 M Na
2
CO

3
 용액 1.0 mL를 반응액에 첨

가하여 반응을 종결시킨 후 400 nm에서 흡광도를 측정하였다. 1 unit

의 효소 활성도는 분당 1 µmol의 p-nitrophenol이 생산된 양으로 규

정하였다.

2-4. 양성자 빔을 이용한 균주 돌연변이

Phanerochate chrysosporium ATCC 32629 균주를 사면배지에 접

종한 후 30 oC에서 7일간 배양하여 포자를 형성시킨다. 0.2% Tween

80(20 mL) 용액을 사면배지에 주입하여 포자를 회수한 후, 멸균된

PCR 튜브에 담아 원자력의학원에 설치된 45 MeV 저선량 양성자 빔

을 조사하였다. 양성자 빔 조사가 완료된 후 포자용액을 멸균된 증

류수로 희석하여, 0.01% Triton X-100, lactose 그리고 전자 수용체

DCIP가 첨가된 생산배지에 도말하였다. 5~7일 후 colony 주위에 형

성된 투명환이 큰 변이주를 선별하였다.

3. 결과 및 고찰

3-1. CDH의 활성도에 따른 균주 선별

CDH는 P. chrysosporium를 포함한 다양한 백색부후균에서 발견

된다고 보고되고 있다[5]. 그러나 이들 균주를 이용한 액체배양에서

CDH를 생산하는 논문은 보고되지 않았다. 그러므로 본 연구에서는

액체배양을 통하여 CDH를 생산하기 위하여 일차적으로 다양한 백

색부후균 중에서 높은 CDH 활성을 가지고 있는 균주를 선발하고자

하였다. 이들 균주는 고체배지에서 일주일 배양 후 종균 배양하였다.

CDH 생산은 생산배지에 종균을 접종하여 27 oC 배양기에서 150

rpm으로 2주간 배양하였다. CDH 활성도는 생산 배지에서 2 주간 배

양하는 동안 흡광도 감소 변화를 통하여 확인하였다(Fig. 1).

12일 동안 배양한 결과 P. chrysosporium ATCC 32629에서 흡광

도 감소(Decrease degree of O.D)가 1.46으로 가장 큰 폭으로 변하였



Phanerochaete chrysosporium 변이주에서의 Cellobiose Dehydrogenase(CDH)와 β-Glucosidase 활성 향상 103

Korean Chem. Eng. Res., Vol. 49, No. 1, February, 2011

고, Phlebia radiata KUC8004에서는 흡광도 감소가 0.4로 나타났다.

그러나 나머지 백색부후균에서는 흡광도 감소가 거의 없어 CDH 활

성도가 나타나지 않았다. 이러한 결과로부터 향후 연구를 위한 CDH

생산균주로 P. chrysosporium ATCC 32629를 최종 선별하였다.

3-2. CDH 활성에 대한 온도와 pH의 영향

CDH는 효소활성 분석 시 반응액의 온도와 pH에 따라서 다른 활

성도가 나타내므로, CDH 활성의 최적 온도와 pH를 찾기 위해 P.

chrysosporium 배양상등액(crude enzyme)을 다양한 온도와 pH에서

CDH 활성을 측정하였다.

Fig. 2에서와 같이 반응온도를 25~75 oC까지 10 oC 간격으로 변화

시켜 CDH 활성을 측정하였을 때, 반응온도 55 oC와 65 oC에서 높은

CDH 활성을 보였다. 55 oC에서 CDH 활성이 65 oC보다는 95%로 약

간 낮았으나 재현성이 좋았다. 이러한 결과로부터 재현성을 고려하

여 CDH 활성 측정시 최적 온도는 55 oC로 결정하였다.

pH 영향에서는 다양한 완충용액을 이용하여 pH를 3~8까지 변화

시켜 효소활성을 측정하였다. pH 3~4는 sodium acetate buffer를 이

용하였으며 pH 5~8는 phosphate buffer를 이용하였다. 반응온도의

변화에 따라 효소활성이 급격하게 변화하는 것과는 다르게 조사된

pH의 범위에서는 효소 활성이 약 80% 이상 유지되었다. 그 중에서

도 pH 4에서 가장 높은 CDH 활성이 나타났다(Fig. 2).

3-3. 고활성 CDH 생산 균주 선별과 액체배양

양성자 빔 조사량을 결정하기 위하여 사면고체배지에서 일주일간

배양한 P. chrysosporium의 포자를 0.2% Tween 80 용액으로 회수하

였다. 회수된 포자액을 0.2~2 kGy로 조사하여 고체배지에 도말한 후

배양하여 성장한 colony 수를 측정하여 포자 생존율을 결정하였다.

Dose에 따른 생존율을 측정한 결과 0.4 kGy에 31%, 0.8 kGy에 19%,

1.2 kGy에 0.09%, 1.6 kGy에 0.05%, 그리고 2.0 kGy에 0.004%로

나타났으며, 이러한 결과로부터 사멸율이 약 99.9%인 1.2 kGy에서

CDH 활성이 향상된 변이주를 선별하기 위한 양성자 빔 dose로 선정

하였다(Fig. 3).

곰팡이 균주인 경우 한가지 유전형질을 지닌 변이주를 개발하기

위해서는 균사보다 포자의 변이를 유도하는 것이 효과적이므로 휴지

세포인 포자의 변이에 방사선을 이용한 돌연변이가 화학적 돌연변이

보다 효율적이다. 그리고 우수변이주 선별과정에서 곰팡이 포자액을

평판배지에 직접 도말할 경우 포자가 발아하여 성장했을 때 균사체

가 넓게 퍼져 성장하게 되어 선별배지에서 포자간의 오염이 발생할

뿐 아니라 효소활성을 나타내는 halo size의 관찰도 어렵기 때문에

선별배지에 0.01% Triton X-100을 첨가하여 균사체 생장을 억제하

였다. 또한 선별배지에서 색 변화에 의한 halo size를 관찰하여 CDH

활성 정도를 측정하기 위하여 효소활성 측정에 사용된 기질(lactose)

Fig. 1. Comparison of CDH activity between various white-rot fungi.

Fig. 2. Effect of temperature and pH on CDH activity of P. chrysos-

porium ATCC 32629.

Fig. 3. Effect of proton beam irradiation on survival rate of P. chry-

sosporium ATCC 32629.
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과 전자 수용체 DCIP를 첨가하였다. 결과적으로 1.2 kGy로 조사된

포자액을 적절히 희석하여 선별배지에 도말하여 배양한 후 큰 halo

size를 갖는 변이주를 선별하였다. 

선별된 변이주와 모균주의 액체배양을 통해 CDH와 β-glucosidase

활성을 확인하였다(Fig. 4). P. chrysosporium ATCC 32629는 β-

glucosidase의 경우 약 0.02 U/ml로 거의 활성이 나타나지 않았는데 비

해 변이주는 약 0.44 U/ml로 크게 증가하였다. CDH 활성의 경우 변이

주가 모균주보다 약 1.4배 증가했으며, β-glucosidase 활성의 경우는 모

균주보다 변이주의 활성이 약 20배 증가되었다. 효소생산을 위한 최적

생산배지가 아님에도 불구하고 이런 결과가 나왔다는 것은 최적 생산

배지에서 배양 시 더 높은 생산성을 나타낼 것이라 판단된다.

4. 결 론

본 연구는 다양한 백색부후균으로부터 cellobiose dehydrogenase

(CDH) 생산량이 좋은 Phanerochate chrysosporium ATCC 32629을

선별하였으며, P. chrysosporium의 CDH 생산량을 증가시키기 위한

새로운 돌연변이원으로 양성자 빔을 이용하였다. CDH 활성을 증가

시키기 위해 양성자 빔 기초 실험을 수행하여 1.2 kGy일 때 99.9%의

사멸율을 확인할 수 있었다. 양성자 빔을 이용하여 돌연변이를 유도

한 후 선택배지를 통해 CDH 활성도가 높은 변이주를 선별하였다. 선

정된 변이주를 액체배양했을 때 CDH 활성뿐만 아니라 β-glucosidase

활성도 향상된 것을 알 수 있었다. 위 연구를 통해 새로운 방사선원인

양성자 빔은 γ-ray나 X선에 비해 국부적으로 큰 에너지를 주는 특징

으로 DNA 이중결합절단, 결실, 전좌, 역위 등 큰 구조변화를 유발할

가능성이 높다고 보고되어, 다른 방사선이나 화학변이원 처리로 얻을

수 없었던 새로운 돌연변이체 유발 가능성을 확인하였다.
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