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요 약

본 연구에서는 톨루엔 분해 균주인 Pseudomonas putida와 아세트산 분해 균주인 Cupriavidus necator에 무세포 효

소 시스템(cell-free enzyme system)을 적용하여 톨루엔과 아세트산에 대한 분해 가능성을 확인하는 실험을 수행하였다.

P. putida는 톨루엔 존재 하에서만 toluene dioxygenase를 생성하여 톨루엔을 cis-toluene dihydrodiol로 분해하며, C.

necator는 acetyl coenzyme A synthetase-1을 생성하여 아세트산을 acetyl CoA로 전환시켜 생존에 필요한 ATP나 생분

해성(biodegradable) 고분자인 Polyhydroxyalkanoate (PHA)를 합성한다. P. putida의 톨루엔 분해 효소인 toluene

dioxygenase는 유도효소이기 때문에 toluene dioxygenase 생성 전과 후로 나누어 실험을 진행하였다. P. putida의 톨루

엔 분해능력 확인을 위한 gas chromatography (GC) 분석 결과, 대조군과 toluene dioxygenase 생성 전인 실험군 1에서

는 검출된 톨루엔의 양이 거의 유사하였으나, toluene dioxygenase 생성 후인 실험군 2에서는 검출된 톨루엔의 양이 대

조군 및 실험군 1에 비해 감소하였다. 또한 C. necator의 아세트산 분해능력 확인을 위한 gas chromatography-mass

spectrometer (GC-MS) 분석 결과, 무세포 효소 시스템을 적용한 실험군에서는 아세트산에 대한 피크가 검출되지 않았

다. 따라서 P. putida와 C. necator는 무세포 효소 시스템 적용 후에도 톨루엔 및 아세트산 분해 능력이 유지되었으나,

P. putida는 무세포 효소 시스템을 적용하기 전에 유도 효소를 생성하는 과정이 필요하다.

Abstract – This study deals with the possible degradation of toluene and acetic acid when subjected to cell-free

enzyme system from the toluene degrading bacteria Pseudomonas putida and acetic acid degrading bacteria Cupriavi-

dus necator. P. putida produces toluene dioxygenase only under the existence of toluene in culture medium and toluene

is degraded to cis-toluene dihydrodiol by this enzyme. C. necator produces acetyl coenzyme A synthetase-1 and con-

verts acetic acid to acetyl CoA in order to synthesize ATP to need for growth or PHA which is biodegradable polymer.

In case of toluene degradation, the experiment was conducted before and after production of toluene dioxygenase as this

enzyme, produced by P. putida, is an inducible enzyme. Toluene was detected using gas chromatography (GC). Similar

amount of toluene was found in control group and before production of toluene dioxygenase (experimental group 1).

However, reduction in toluene was detected after the production of toluene dioxygenase (experimental group 2). Acetic

acid was detected through application of gas chromatography-mass spectrometer (GC-MS). The results showed the ace-

tic acid peak was not detected in the experimental group to apply cell-free enzyme system. These results show that the

cell-free enzyme system obtained from P. putida and C. necator retained the ability to degrade toluene and acetic acid.

However, P. putida needs to produce the inducible enzyme before preparation of the cell-free enzyme system.
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1. 서 론

톨루엔은 높은 휘발성으로 인하여 적은 양에 의해서도 심한 악취

를 풍긴다. 톨루엔은 두통, 인지기능 장애, 혼수 등 마취작용을 유

발하고, 톨루엔에 노출되는 시간이 점점 증가할수록 만성적으로

중추신경계 장애, 시력 저하, 근육 마비, 심지어 사망에까지 이르

게 하는 인체에 매우 유해한 물질이다. 공기 중에 휘발되면 자외선

에 의해 분해되어 오존을 생성하고 스모그(smog)를 유발하는 등

대기오염을 일으키는 위험한 물질이다[22]. 아세트산도 높은 휘발

성을 가지며, 공장 폐수로부터 발생하거나, 혐기 상태에서의 생물

학적 분해에 의해 발생하기 때문에 주로 하수처리장, 쓰레기매립

장, 생활폐수 등에서 발생한다[1]. 아세트산은 낮은 농도의 수용액

상으로 존재하면 살균능력이 있기 때문에 음식물의 부패를 막는

등의 이점이 있지만, 높은 농도로 액상이나 기상으로서 존재하면

톨루엔과 같이 인체에 유해한 물질이다. 아세트산을 호흡기로 흡

입하면 천식 및 호흡곤란 등이 일어나고, 장기적으로는 만성 기관

지염을 유발할 수 있다. 또한 피부, 눈에 접촉하면 화상 및 피부질

환 등이 일어날 수 있다. 따라서 이러한 톨루엔과 아세트산을 다른

공해물질을 생산하지 않는 친환경적으로 분해하는 방법을 찾는 것

이 시급하다.

무세포 효소 시스템은 미생물 유래의 효소를 이용하는 방법으로,

미생물을 이용하는 시스템에서 발생하는 활성온도 및 저해(inhibition)

등의 몇 가지 단점을 보완할 수 있다[4]. 무세포 효소 시스템은 효

소의 활성온도가 미생물의 활성온도에 비해 높기 때문에 열적 안정

성이 뛰어나다. 예를 들면 일반적인 미생물의 활성온도는 약

25~35 oC이지만, Planococcussp. strain S5에 의해 생성되는 catechol 분

해관여효소인 catechol 2,3-oxygenase의 경우, 효소 활성온도가 60 oC로

미생물이 생존하지 못하는 온도에서도 catechol 분해가 가능하다는

장점이 있다[2,3,23]. 무세포 효소 시스템은 필요한 효소만을 사용할

수 있기 때문에 미생물을 이용하였을 때 발생하는 glucose effect,

pasteur effect 등에 의한 저해도 막을 수 있다는 장점이 있다[4,5].

또한 칼슘 알지네이트(Ca-alginate)등의 캡슐에 효소를 고정화함으

로써 효소의 재사용 및 안정화를 통하여 기존 미생물을 이용하였을

때에 비해 보다 저렴하고 높은 수율을 얻을 수 있다는 연구도 진행

되었다[6,7].

이전 연구에서 톨루엔을 분해하는 균주로 Pseudomonas putida

가 발견되었고[8], 아세트산을 분해하는 균주로 Cupriavidus

necator가 발견되었다[9]. 그러나 이전의 연구와 같은 미생물에 의

한 분해는 앞서 언급한 바와 같은 몇 가지 단점이 존재한다. 이러

한 단점을 해결할 수 있는 방법이 바로 무세포 효소 시스템을 적용

하는 것이다. 본 연구실의 이전 연구에서 폐기물인 맥주 폐 효모액

(Waste of Beer Fermentation Broth)에 무세포 효소 시스템을 적용하여

바이오 에탄올을 생산하고[10], Gluconacetobacter hansenii PJK

(KCTC 10505BP)에 무세포 효소 시스템을 적용하여 바이오 셀룰

로오스를 생산하는 연구가 진행되었다[11]. 따라서 이번 연구에서

는 무세포 효소 시스템의 생물공학적 적용을 위해 앞서 설명한 톨

루엔 분해 균주인 P. putida와 아세트산 분해 균주인 C. necator를

이용하여 단일 균주 유래 무세포 효소 시스템을 제조하고, 그 세포

용해물이 각각 톨루엔 및 세트산에 대한 분해기능을 갖는지 파악

하여 균주에 대한 무세포 효소 시스템의 개발 가능성에 대해 알아

보고자 한다. 

2. 실 험

2-1. 사용 균주, 배지 조성 및 배양 조건

본 연구에서는 2가지의 균주를 이용하였다. 톨루엔 분해 균주인

Pseudomonas putida (P. putida, KCTC 1452)와 아세트산 분해 균

주인 Cupriavidus necator (C. necator, KCTC 2337)는 미생물자원

센터(KCTC)에서 동결 건조된 상태로 분양받았다. 미생물 배양에

이용한 배지는 KCTC medium인 beef extract 3 g/L, peptone 6 g/L

를 포함하는 NB 배지(pH 7)를 이용하였다. 균주 보관을 위한 고체

배지는 NB배지조성에 agar 15g/L를 첨가한 NB-ager 배지(pH 7)를

이용하였고, 미생물배양은 100 mL의 배지가 함유된 250 mL 삼각

플라스크 2개에 고체배지에서 보관중인 colony 형태의 두 균주를

루프(loop)를 이용하여 각각 액체배지에 접종한 후 30 oC, 150 rpm 하에

서 진탕배양 하였다. 

2-2. 단일 균주 유래 무세포 효소 시스템 제조 및 식별

본 연구에서 이용한 두 가지 균주를 이용하여 단일 균주 유래 무

세포 효소 시스템을 제조하기 위해, 배양이 완료된 2가지 배양액에

425~600 µm직경의 Glass beads (Sigma Aldrich, G9268)를 121 oC,

15psi에서 20분간 멸균처리 후 상온에서 냉각시킨 다음 vial에 첨가

하여 bead-beating을 진행하였다. 2개의 20 mL vial에 5 mL 부피만

큼 냉각된 glass beads를 넣고 5 mL의 미생물 배양액(pre-culture)을

각각 넣은 후 vortex를 이용해 15분간 bead-beating 진행하였고,

bead-beating에 의해 발생한 마찰열에 의해 효소가 변성되는 것을

방지하기 위해서 매 3분마다 얼음물에 담가 냉각시켰다[12]. 이후

잔여 세포 파괴물(cell debris) 및 파쇄되지 않은 세포를 제거하기 위해

Whatman® microfilter (0.45µm pore diameter; GE Life Sciences, USA)

에 통과시킨 후 세포 용해물(cell-lysate)을 얻었고[6,12], 무세포 효소

시스템이 적용된 것을 식별하기 위하여 세포 용해물과 미생물 배양

액을 NB-agar 배지에 30 oC에서 각각 2일간 배양한 후 colony 형

성 여부를 확인하였다. 

2-3. 톨루엔 및 아세트산 분해 실험

무세포 효소 시스템이 적용된 두 균주의 톨루엔 및 아세트산 분해

능력을 알아보기 위해, 대조군으로는 250 mL 삼각플라스크 2개에

각각 100 mL의 증류수와 톨루엔 50 ppm 및 100 mL의 증류수와

아세트산 50 ppm 을 넣어서 제조하였으며, 실험군으로는 250 mL

삼각플라스크 2개에 각각 95 mL의 증류수와 P. putida 및 C.

necator의 세포 용해물을 각각 5 mL 넣어 100 mL 용액 2개를 제조

하고 마찬가지로 톨루엔 및 아세트산을 각각 50 ppm 농도로 넣었

다. 이후 30 oC, 150 rpm에서 5일간 진탕배양 하였고, 배양 후 플라

스크 내에 남아있는 톨루엔을 확인하기 위해 가스크로마토그래피

Table 1. Operating conditions of gas chromatography [21]

Instrument Agilent 7890A

Column HP5 (30 m × 0.25 mm × 0.25 µm)

Oven temp. 40 oC (15 min) → 20 oC/min → 260 oC (10 min)

Injection temp. 250 oC

Detector temp. 300 oC

Carrier gas N
2
 (1 mL/min)

Headspace GERSTEI MPS

Pretreatment 70 oC (10 min)
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(GC, Agilent 7890A, USA)를 이용하였으며 또한 배양 후 플라스

크 내에 남아있는 아세트산을 확인하기 위해 가스크로마토그래피-

질량분석계(GC: Agilent 6890, MS: Agilent 5973MSD, USA)를

이용하였다. GC 및 GC-MS의 분석조건은 Table 1 및 2에 나타내

었다.

2-4. 유도 효소(Inducible enzyme) 실험

앞서 실시한 톨루엔 및 아세트산 분해 실험에서 무세포 효소 시

스템을 적용하였을 때 분해 능력이 사라진다면, 두 가지 균주의 톨

루엔 및 아세트산 분해 효소를 상시 효소가 아닌 유도 효소로 가정

할 수 있다. 따라서 이에 대한 추가 실험을 다음과 같이 진행하였다.

유도 효소 생성을 위해, 앞서 설명한 방법대로 미생물 배양액을 제

조하고, 배양액에 톨루엔 및 아세트산을 50 ppm농도로 각각 넣어

준 뒤 30 oC, 150 rpm에서 24시간 동안 추가로 배양하여 두 균주가

톨루엔 및 아세트산을 분해하도록 하였다. 이후 배양액을 bead-

beating을 진행한 뒤 2개의 250 mL 삼각플라스크에 95 mL의 증류

수를 넣은 후, 세포 용해물을 각각 5 mL넣어 100 mL의 용액 2개를

제조하고 톨루엔 및 아세트산을 50 ppm 농도로 넣어 30 oC,

150 rpm에서 5일간 진탕배양 하였다. 이후 GC 및 GC-MS를 이용

하여 남아있는 톨루엔 및 아세트산을 확인하였다.

3. 결과 및 고찰

3-1. Colony 형성 여부 확인

일반적인 배양액과 달리 무세포 효소 시스템은 미생물의 세포막

을 파쇄하기 때문에 미생물이 살아있지 못한다. 따라서 세포 용해

물을 NB-agar 배지에 배양하면 살아있는 균이 없기 때문에 colony

가 형성되지 않고, 이를 통해 미생물 배양액과 세포 용해물의

colony 형성 여부를 확인함으로써 무세포 효소 시스템이 적용되었

는지를 간단하게 식별할 수 있다. 

본 연구에서 이용된 두 균주에 대하여, 각각의 미생물 배양액과

세포 용해물을 NB-agar 배지에 배양한 사진을 Fig. 1 및 2에 나타

내었다. Fig. 1은 P. putida, Fig. 2는 C. necator에 대하여 미생물 배

양액과 세포 용해물을 나타낸 것으로, 공통적으로 (a)와 대조하여

(b)에서 colony가 존재하지 않는다는 것을 볼 수 있다. 이를 통해 세

포 용해물에는 살아있는 세포가 존재하지 않으며, 따라서 무세포

효소 시스템이 제대로 적용되었다는 것을 확인할 수 있다.

3-2. 톨루엔 분해

이전 연구에서 P. putida는 탄소원 및 에너지원으로써 톨루엔, 벤

젠 등을 이용하는 것으로 알려졌으며[18], 이 중 톨루엔을 분해하는

효소는 toluene dioxygenase로 밝혀졌다[8]. 이 효소는 전자가 플라

보단백질(flavoprotein)에 의해 NADH에서 ferredoxinTOL으로 운

반되고, ferredoxinTOL에 운반된 전자가 iron-sulfur protein-TOL

(ISPTOL)에 전달된 후 산소와 결합하여 톨루엔을 cis-toluene dihydrodiol

로 분해한다[13,19,20]. 이전 연구에서는 cis-toluene dihydrodiol의

생성량을 측정함으로써 toluene dioxygenase의 생성 여부를 확인하였고,

톨루엔 존재 하에서 배양된 균주에서만 cis-toluene dihydrodiol이

형성되는 것을 확인하였다. 이를 통해 톨루엔 분해 효소인 toluene

dioxygenase는 톨루엔 존재 하에서만 합성되는 유도효소임이 밝혀

졌으며, 또한 tod operon에 의해서 생산량이 조절된다는 것이 밝혀

졌다[13-15,19].

P. putida의 톨루엔 분해 능력 측정을 알아보기 위해 GC 분석을

이용한 잔여 톨루엔 농도 측정 및 몰 수 계산 결과를 Table 3에 나

타내었다. 대조군에 남아있는 톨루엔의 몰 수는 0.0269 mmol로 나

타났고, 실험군 1에 남아있는 톨루엔의 몰 수는 0.0258 mmol로 나

타났다. 잔여 톨루엔 양이 대조군과 실험군 1에서 거의 유사했음에

따라 톨루엔 분해 능력이 사라진 것으로 간주하여 유도 효소 실험

을 진행하였고, 이에 대한 잔여 톨루엔 부피 및 몰 수를 실험군 2에

나타내었다. 실험군 2에서의 잔여 톨루엔 몰 수는 0.0232 mmol로

나타났으며, 잔여 톨루엔 몰 수가 대조군에 비해 0.0037 mmol이

낮다는 것은 P. putida에 무세포 효소 시스템을 적용하면 톨루엔 분

해 능력이 완전히 사라지지는 않으나, P. putida를 톨루엔이 포함된

배지에 배양하여 유도 효소 생산 단계를 거쳐야 한다는 것을 알 수

있다.

3-3. 아세트산 분해

C. necator의 아세트산 분해 능력을 알아보기 위해 GC-MS 분석

결과로 나온 피크(peak)를 Fig. 3에 나타내었다. Fig. 3(a)는 대조군

의 아세트산 피크 측정 결과이고, Fig. 3(b)는 실험군의 아세트산

피크 측정 결과 이다. GC-MS 분석 결과, Fig. 3(a)의 머무름 시간
Fig. 1. Confirmation of colony about P. putida, pre-culture (a) and

cell-lysate (b).

Table 2. Operating conditions of gas chromatography-mass spectrometer

[21]

Instrument GC: Agilent 6890, MS: Agilent 5973MSD

Column HP INNOWAX (30 m × 0.25 mm × 0.25 µm)

Oven temp. 40 oC (12 min) → 10 oC/min → 250 oC (10 min)

Injection temp. 240 oC

Carrier gas He (1mL/min)

Fig. 2. Confirmation of colony about C. necator, pre-culture (a) and

cell-lysate (b).
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(retention time) 20.626 min에서 존재하던 피크가 (b)에서는 사라진

것을 볼 수 있었다. 이 피크에 대한 mass spectrum을 Fig. 4(a)에 나

타내었고, 아세트산에 대한 mass spectrum library (reference)를 (b)

에 나타내었다. Fig. 4(b)의 아세트산 reference mass spectrum에서

분자 이온(molecular ion)은 m/z=60 (CH
3
COOH)이고, base 이온은

m/z=45 이므로, fig 4(a)의 분자이온에 해당하는 m/z와 base 이온에

해당하는 m/z 및 조각(fragment) 이온에 해당하는 m/z 값이 reference

와 유사하게 검출되었기 때문에, Fig. 3(a)에서 검출된 피크는 아세

트산에 해당하는 피크임을 알 수 있다. C. necator는 아세트산, 프

로피온산 등의 지방산(fatty acid)을 분해하여 성장에 이용하거나,

고분자와 유사한 특성을 갖고 있어 생분해성 물질로 이용되는 PHA와

같은 고분자 물질 합성에 이용되는데[9,16], 이 균주는 acetyl coenzyme

A synthetase-1를 이용하여 아세트산을 acetyl CoA로 전환 시킨 후

이를 바로 PHA 합성에 이용하거나 시트르산 회로(TCA cycle)를

거쳐 ATP를 합성하는데 이용하고 또한 아세트산을 succinyl-CoA로

전환시킨 후 PHA를 합성하는데 이용한다[17]. 이 중 아세트산을

acetyl CoA로 전환 시키는 acetyl coenzyme A synthetase-1은 ATP

합성을 위한 필수적인 효소이기 때문에 상시 효소이고, 아세트산의

피크가 Fig. 3(b)에서 나타나지 않은 것으로 보아 C. necator는 P.

putida와 달리 추가 단계를 거칠 필요 없이 무세포 효소 시스템 적

용 후에도 아세트산을 분해할 수 있는 능력을 유지하는 것으로 판

단된다.

4. 결 론

본 연구에서는 톨루엔 분해 균주인 P. putida와 아세트산 분해 균

주인 C. necator에 대해 단일 균주 유래 무세포 효소 시스템을 적용

하여 각각의 분해 능력이 유지되는지에 대하여 실험을 진행하였다.

P. putida가 생산하는 toluene dioxygenase는 전자가 NADH, ferredoxin

및 iron-sulfur protein를 거쳐 산소와 결합하여 톨루엔을 cis-toluene

Fig. 3. GC-MS peak of acetic acid to remain after acetic acid was degraded by C. necator, control group (a) and experimental group (b).

Table 3. Concentration, volume and mole of toluene after shaking incubation at 30 oC, 150 rpm and 120 h

Toluene
Liquid Gas Total

Concentration (ppm) Volume (µL) Concentration (ppm) Volume (µL) Volume (µL) Mole (mmol)

*Control 7.41 0.741 11.34 2.120 2.861 0.0269

**Experimental Group 1 7.69 0.769 10.94 1.969 2.738 0.0258

***Experimental Group 2 11.15 1.115 7.32 1.354 2.469 0.0232

*Control: water + toluene

**Experimental Group 1: toluene-uninduced cell-lysate of P. putida + toluene

***Experimental Group 2: toluene-induced cell-lysate of P. putida + toluene
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dihydrodiol로 분해하며, C. necator는 TCA cycle을 통해 ATP를 합

성하거나 생분해성 고분자인 PHA를 합성하기 위해 아세트산을 이

용하는데, 이 과정에서 아세트산을 acetyl CoA로 분해하는 효소인

acetyl coenzyme A synthetase-1가 생성된다. P. putida는 무세포 효

소 시스템을 적용하였을 때, 톨루엔 분해 능력이 사라진 것을 볼 수

있었지만, 톨루엔을 함께 넣어 배양한 미생물 배양액에 대하여 무

세포 효소 시스템을 적용하였을 때는 분해 능력이 유지되었다. C.

necator는 무세포 효소 시스템을 적용하였을 때, 아세트산의 농도를

보여주는 가스 크로마토그래피-질량분석기에서 아세트산의 피크가

실험군에서는 사라진 것을 볼 수 있었다. 따라서 P. putida와 같이

유도 효소를 갖는 균주가 있기 때문에 무세포 효소 시스템을 생물

공학적으로 적용할 때는 이용 하려는 균주의 특성을 고려한 후 적

절한 단계를 거쳐 적용해야 할 필요성이 있다. 본 연구 결과는 무세

포 효소 시스템을 개발하기 위하여 필요한 효소준비 방법에 대한

유용한 정보를 제시함으로써, 무세포 효소 시스템을 기존보다 간편

하게 개발 할 수 있으므로, 무세포 효소 시스템은 다양한 분야로 그

응용 범위가 확장될 것이다.
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