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Trametes versicolor에 의한 Bisphenol A 생분해의 최적조건

강애리·최형태·송홍규*

강원대학교 자연과학대학 생명과학부, 강원대학교 생명과학연구소

국내에서 분리된 구름버섯(Trametes versicolor)에 의한 내분비계 장애물질 bisphenol A의 생분해 효율을 높이기
위하여 그 생분해 최적조건을 조사하였다. T. versicolor는 Yeast extract-Malt extract-Glucose (YMG) 배지에서 12
시간 이내에 50 mg/L bisphenol A를 100% 생분해하며, 5일 동안 선배양 시에는 2시간 이내에 100% 제거하였다.
Bisphenol A의 농도가 낮을수록, 온도는 35oC, pH 6에서 생분해율이 가장 높았으며 교반의 영향은 크지 않았다. 최
소배지에서는 생분해율이 약간 낮았지만 최적조건은 YMG 배지에서와 유사하였다. 생분해에 관여하는 리그닌 분
해효소 laccase의 mediator인 ABTS [2,2'-azino-bis(3-ethylbenzo-thiazoline-6-sulfonic acid) diammonium salt]를 최소
배지에 첨가할 경우 bisphenol A의 생분해가 촉진되었다. 접종물 중 배양 상등액에 대한 균체량의 비율이 높을
수록 생분해율이 증가하였는데 그 비율이 50%일 때 폐수에 첨가한 50 mg/L의 bisphenol A가 4일째에 100% 분
해되었다. YMG 배지에서 bisphenol A의 생분해에 따라 내분비계 장애효과를 나타내는 에스트로겐 활성은 감
소하였다.
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인간을 포함한 많은 동물의 내분비계 기능을 방해하는 것으로

알려진 내분비계 장애물질은 근래 들어 다양한 종류가 지속적으

로 자연계에 유입되어 잠재적인 영향이 매우 심각한 문제로 대

두되고 있어 그에 따른 연구가 광범위하게 이루어지고 있다(11).

상당수의 내분비계 장애물질은 여성호르몬인 에스트로겐과 유사

한 작용을 하여 정상적인 스테로이드 호르몬 수용체와 결합하는

것을 방해한다(6, 19). 내분비계 장애물질 중의 하나인 bisphenol

A는 polycarbonates, epoxy resins, phenol resins, polyesters 그리

고 polyacrylates의 합성을 위한 재료물질로 사용되는데(3), 두 개

의 고리가 연결되어 있는 매우 안정된 구조로 자연적인 분해가

잘 일어나지 않는다. Bisphenol A를 분해한다고 알려진 여러 미

생물이 있지만 목재를 분해시키는 담자균류에 속하는 백색부후

균(white rot fungi)이 난분해성 물질을 CO2로 완전히 분해시킬

수 있는 것으로 주목을 받고 있다(5, 20). 백색부후균이 분비하는

리그닌 분해효소가 bisphenol A 분해에 주요 효소로 작용하는데

대표적인 리그닌 분해효소로는 lignin peroxidase (LiP),

manganese dependent peroxidase (MnP), laccase 등이 있다(16).

이 리그닌 분해효소들에 의한 분해는 선택적 분해작용을 하는

세균과는 달리 다양한 범주의 난분해성 화합물을 동시에 비특이

적으로 분해할 수 있으며, 대상물질이 아닌 영양물질의 고갈에

의해 효소가 유도되므로 이를 환경에 응용하려는 연구가 활발히

진행되고 있다(4).

본 연구에서는 국내에서 분리된 백색부후균 Trametes

versicolor을 대상으로 최적 분해조건을 조사하고, 분해활성이 우

수한 방법을 조사하여 bisphenol A의 생분해능을 증가시키고자

하였으며, bisphenol A의 생분해에 따른 에스트로겐 활성

(estrogenic activity)의 감소를 조사하였다.

재료 및 방법

균주 및 배양 조건

실험에 사용된 균주인 구름버섯 Trametes versicolor 951007-

22-5 monokaryon 균주는 강원대학교 생명과학부 미생물생리학실

험실에서 분양받았다. T. versicolor는 Potato Dextrose Agar

(PDA, Difco Lab., USA) 배지에 접종하여 균사체가 평판배지

끝까지 생장하는 약 7일간 30oC에서 배양하였다. PDA 평판배지

에서 자란 균주를 마쇄기로 마쇄한 후 YMG (4 g/L Yeast

extract, 10 g/L Malt extract, 4 g/L Glucose) 액체배지에 접종하

고 30oC 130 rpm에서 5일간 배양하였다. 이 선배양된 균주는

원심분리 (6,140×g, 30 min)하여 균사체를 상등액의 10% (v/v)

로 맞춘 뒤 20 ml의 YMG 배지 또는 최소배지 [glucose 10 g/
L, KH2PO4 1 g/L, K2HPO4 1 g/L, (NH4)2PO4 3 g/L, MgSO4

0.3 g/L, CaCl2 0.1 g/L]에 0.5 ml 접종하여 일정기간 진탕배양

하였다.

Bisphenol A 분해의 최적조건

T. versicolor를 YMG 배지와 최소배지에 접종한 직후

bisphenol A를 첨가하여 일정 시간 배양한 후, 잔류 bisphenol A

를 추출하여 분해능을 비교하였다. 또한 YMG 배지와 최소배지

에서 균주를 일정 시간 선배양한 후 bisphenol A를 첨가하고 배
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양하여 bisphenol A의 생분해 정도를 비교하였다. Bisphenol A

의 농도(1, 25, 50, 100 mg/L), 온도(25, 30, 35, 40oC), 배지 초

기 pH (4, 5, 6, 7, 8), 교반속도(정치, 80, 130, 200 rpm), 접종

물의 선배양 시간(5, 7, 9, 11, 13, 15일)을 달리하고 또한 리그

닌 분해효소인 laccase의 mediator인 ABTS [2,2'-azino-bis(3-
ethylbenzo-thiazoline-6-sulfonic acid) diammonium salt] 200 µM

과 HBT [1-hydroxy-benzotriazole] 200 µM을 첨가하여 T.

versicolor에 의한 bisphenol A의 분해율을 분석하였다.

Bisphenol A (50 mg/L)가 포함된 춘천 하수종말처리장 유입수

에 최소배지의 영양분을 첨가하고 T. versicolor의 균사체와 상등

액의 비율을 10, 20, 30, 40, 50% (v/v)로 달리하여 접종한 후 6

일 동안의 분해율을 조사하였다. 폐수는 여과지와 여과막으로 여

과하여 다른 미생물에 의한 bisphenol A의 분해를 배제시켰다.

Bisphenol A 추출과 분석방법

분해실험에 사용되었던 bisphenol A가 첨가되었던 배양체를

마쇄기로 1분간 마쇄한 후 10 ml의 methylene chloride를 넣고,

extraction shaker (Recipro shaker RS-1, JEIO TECH)에서 300

rpm으로 30분간 잔류 bisphenol A를 추출한 후 원심분리(4oC,

6,140×g, 30 min)를 통해 유기용매층만을 분리하였다. 분리된 유

기용매에서 기체크로마토그래프(GC)를 이용하여 bisphenol A의

잔존량을 분석하였으며 GC의 운전조건은 다음과 같다. 영린 GC

(M600D, 영린기기, Korea) column, HP-1 (15 m× 0.53 mm× 5.0
µm); injector, 275oC; oven, 270oC; detector, 280oC. Chromato-

gram의 수집과 처리는 Autochro-Win (영린기기, Korea)을 사용

하였다.

에스트로겐 활성 측정

T. versicolor에 의한 bisphenol A 생분해 과정에서 에스트로겐

활성의 변화는 Nishikawa 등(1999)에 의해 개발된 yeast two-

hybrid assay system을 이용하여 측정하였다. Bisphenol A가 첨

가된 T. versicolor 배양액을 원심분리(6,140×g, 30 min)하여 상

등액을 회수하였다. SD 배지[minimal SD base (Clontech, USA)

27.6 g-1, DO Supplement (Clontech, USA) 0.64 g-1]에서 12시간

배양한 yeast transformant Y 190 (200 µl)를 상등액(12 µl)이 포

함된 SD 배지(800 µl)에 첨가하고 이 혼합액을 4~12시간(30oC,

150 rpm) 동안 배양한다. 배양된 혼합액 400 µl를 원심분리

(387×g, 2 min)하여 회수된 yeast pellets을 800 µl의 Z-buffer
[0.1 M sodium phosphate (pH 7.0), 10 mM KCl, l mM MgSO4,

0.001% sodium dodecyl sulfate]에 재현탁하면서 16 µl의 chloroform

을 첨가하여 15분 동안 30°C에서 반응시켰다. 시료에 4 mg/ml

o-nitrophenyl-ß-D-galactopyranoside (160 µl)를 첨가하여 8시간

이상 반응시킨 후 1 ml의 1 M Na2CO3를 첨가하였다. 시료에

나타난 노란색의 β-galactosidase activity는 분광광도계를 이용하

여  420/550 nm에서 측정하였다(14).

모든 실험은 triplicate로 수행하였으며 결과는 그 평균치로 나

타내었고 편차는 error bar로 표시하였다. 

결 과

YMG 배지 내 bisphenol A의 생분해 최적조건

YMG 배지에 T. versicolor의 접종과 동시에 bisphenol A 50

mg/L를 넣어 6시간 간격으로 bisphenol A의 잔존량을 조사하였

다. 그 결과 T. versicolor는 12시간 이내에 bisphenol A를 100%

분해시켰다. YMG 배지에 T. versicolor를 접종하여 5일 동안 선

배양한 후 bisphenol A 50 mg/L를 첨가한 결과 T. versicolor는

bisphenol A를 1시간 동안 56.1%, 2시간에는 100% 분해하였다.

Bisphenol A를 1, 25, 50, 100 mg/L의 농도로 첨가하여 생분해

율을 조사하였을 때, 6시간 동안 각각 95.7, 56.6, 4.3, 0%의 분

해를 나타내었으며 12시간째에는 모든 농도에서 거의 다 제거되

었다(Fig. 1). T. versicolor의 접종과 동시에 bisphenol A 50 mg/

L을 넣고 온도조건을 달리하였을 때 12시간 배양 후 35oC에서

100% 제거되어 분해율이 가장 우수하였다(Fig. 2). YMG 배지의

초기 pH를 달리하여 T. versicolor의 접종과 동시에 bisphenol A

50 mg/L을 첨가하여 12시간 배양하였을 때 초기 pH 6에서

bisphenol A가 91% 제거되어 분해율이 가장 우수하였다(Fig. 3).

교반의 영향은 그리 크지 않아 12시간 경과 후 정치배양은 99.4

%, 진탕배양은 95.4~98.8%의 분해를 나타내었다. YMG 액체배

Fig. 1. Degradation of different concentration of bisphenol A (BPA)
in YMG medium by T. versicolor. Symbols: (● ) 1 mg/L (○ ) 25 mg/
L (■ ) 50 mg/L (□ ) 100 mg/L 

Fig. 2. Degradation of 50 mg/L bisphenol A (BPA) by T. versicolor in
12 hr at different temperature when the fungal inocula were added
with BPA into YMG medium.
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지에서 T. versicolor의 선배양 시간을 달리한 접종원이 생분해에

미치는 영향을 조사하였을 때 7일 선배양 균주 접종 시

bisphenol A가 6시간 만에 100% 분해되어 가장 높은 생분해율

을 나타내었다(Fig. 4).

최소배지에서 bisphenol A 생분해 최적조건

최소배지에서 T. versicolor의 접종과 동시에 bisphenol A 50

mg/L를 첨가하였을 때 24시간에 49.4%, 36시간 이내에 100%

분해하였다. 그러나 T. versicolor를 5일 선배양한 후 bisphenol

A 50 mg/L를 첨가한 결과 6시간 배양 이내에 bisphenol A가

100% 분해되었다. T. versicolor의 접종과 동시에 bisphenol A

50 mg/L를 넣어 온도와 pH가 bisphenol A 생분해에 미치는 영

향을 조사하였을 때 30oC (Fig. 5)와 pH 6 (Fig. 6)에서 분해율

이 가장 우수하였다. T. versicolor의 접종과 동시에 bisphenol A

50 mg/L를 넣은 후 ABTS 200 µM을 첨가한 경우에는 24시간

이내에 bisphenol A가 100% 분해되었으나 HBT는 24, 36, 48시

간동안 각각 25.2, 96.9, 100%로 mediator를 첨가하지 않았을 때

와 비교하여 오히려 낮은 분해율을 보였다.

폐수에서의 bisphenol A의 생분해

폐수에 최소배지의 영양성분과 bisphenol A 50 mg/L를 첨가

한 후 T. versicolor 접종물 중 마쇄된 균사체의 비율이 높을수록

bisphenol A의 제거능이 높아져서 50%의 경우 4일 이내에,

Fig. 3. Degradation of 50 mg/L bisphenol A (BPA) by T. versicolor in
12 hr when the fungal inocula were added with BPA into initial pH-
adjusted YMG medium.

Fig. 4. Degradation of 50 mg/L bisphenol A (BPA) in YMG medium
with T. versicolor inocula of different period of preincubation.
Symbols: incubation time 6 hr (closed bar), 12 hr (hatched bar)

Fig. 5. Degradation of 50 mg/L bisphenol A (BPA) in a minimal
medium by T. versicolor at different temperature. Symbols:
incubation time 24 hr (closed bar), 36 hr (hatched bar), 48 hr (dotted bar)

Fig. 6. Degradation of 50 mg/L bisphenol A (BPA) by T. versicolor
when the fungal inocula were added with BPA into the initial pH-
adjusted minimal medium. Symbols: incubation time 1 day (closed
bar), 2 day (hatched bar), 3 day (open bar)

Fig. 7. Biodegradation of 50 mg/L bisphenol A (BPA) by different
inocula of T. versicolor in the domestic wastewater containing
nutrients of the minimal medium. Symbols: 4-day incubation (closed
bar),  6-day incubation (hatched bar).
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30%의 경우 6일 이내에 bisphenol A가 100% 분해되었다(Fig.
7).

생분해 시 에스트로겐 활성 감소

YMG 배지에서 bisphenol A의 생분해 시 yeast two-hybrid

system (14)을 이용하여 에스트로겐 활성을 측정하였는데 1, 25,

50, 100 mg/L bisphenol A 농도에서 6시간째에 에스트로겐 활성

이 각각 100, 63.5, 32.4, 15.3%, 12시간 반응 후에는 100, 89.1,

93.1, 62.5%가 각각 감소하였다.

고 찰

백색부후균 중 구름버섯 Trametes versicolor는 리그닌뿐만 아

니라 다양한 난분해성 방향족 화합물을 효율적으로 분해한다고

보고된 바 있다(13). 본 연구에서 구름버섯 균주 접종과 동시에

bisphenol A 50 mg/L를 첨가하였을 때 YMG 배지에서 T.

versicolor는 12시간 이내에 bisphenol A를 100% 분해하였으며

최소배지에서는 36시간 이내에 bisphenol A가 100% 분해되었다.

영양물질이 풍부한 YMG 배지에서는 균주의 생장이 빠르기 때

문에 최소배지에서보다 생분해율이 높았으며 동일한 현상이 여

러 백색부후균에 의한 2,4,6-trinitrotoluene (TNT) 분해에서도 나

타났다(9). 접종과 동시에 bisphenol A를 첨가할 경우 bisphenol

A의 독성으로 인하여 균주의 생장이 저해를 받을 수 있기 때문

에 균주가 충분히 생장할 수 있도록 5일 선배양 후 bisphenol A

를 첨가할 때에는 YMG 배지에서는 2시간 만에, 최소배지에서는

6시간 이내에 100% 분해되었다. 선배양 시 bisphenol A의 생분

해가 증가되는 현상은 Irpex lacteus에서 보고된 바 있으며(18),

구름버섯을 포함한 여러 백색부후균에 의한 TNT 분해 시에도

나타났다(9). Fusarium sporotrichioide NFRI-1012에 의해 40

mg/L bisphenol A가 5일 만에 99% 이상 분해되었으며(2), 강에

서 분리된 Streptomyces sp.은 1 mg/L bisphenol A를 10일 만에

90% 이상 분해하며(8), Pleurotus ostreatus는 91.2 mg/L bisphenol

A를 12일 동안 80% 분해하였다(5). 이와 비교할 때 T.

versicolor는 bisphenol A의 분해율이 매우 우수함을 알 수 있다.

백색부후균에 의한 bisphenol A의 생분해에 대한 최적 환경조

건을 탐색하기 위해 온도, pH 및 교반 등을 달리하여 생분해율

을 조사하였다. Bisphenol A는 농도가 높을수록 그 독성 때문에

생분해율이 감소하였는데 1 mg/L의 경우 6시간 이내에 100%

분해가 일어났으며 100 mg/L의 농도에서도 12시간 후에는

100% 제거되었다(Fig. 1). YMG 배지에서 온도조건을 달리하여

생분해에 미치는 영향을 조사한 결과 35oC에서 분해율이 가장

높게 나타났으며 30oC에서도 거의 유사하였다(Fig. 2). 반면에 최

소배지에서는 30oC에서 생분해율이 가장 우수하였으며 35oC에서

는 분해율이 30oC에 비해 약간 떨어졌다(Fig. 5). 백색부후균의

리그닌 분해효소인 laccase는 bisphenol A 생분해에 관여한다고

알려졌으며 45oC의 비교적 높은 온도에서 laccase에 의한

bisphenol A의 전환율이 가장 높은 것으로 보고되었는데(10),

bisphenol A의 생분해에 있어 최소배지에 비해 짧은 시간 내에

분해가 일어나는 YMG 배지에서는 균체량에 의한 의존도보다는

분비된 laccase에 의존한 분해의 가능성이 높을 것으로 예상된다.

실제로 laccase 활성과 연관된 bisphenol A 분해의 영향을 조사

하기 위하여 T. versicolor의 laccase 분비 활성이 매우 높은 시기

인 배양 7일째 균주를 접종물로 사용하여 T. versicolor의 접종과

동시에 bisphenol A 50 mg/L를 첨가하였을 때 6시간 만에 100%

분해되는 매우 높은 분해능을 보였다. 이 결과는 상당량의 균체

량을 확보한 후 bisphenol A와 반응시키는 선배양의 결과와 비

교하였을 때에도 분해율의 큰 차이를 보이지 않으며 bisphenol

A의 분해에 있어 laccase 활성이 크게 좌우함을 알 수 있다. 백

색부후균이 분비하는 리그닌 분해효소로 laccase, manganese-

dependent peroxidase (MnP), lignin peroxidase (LiP)가 대표적인

것으로 알려져 있는데(15), YMG 배지에서 T. versicolor의 생장

시 MnP와 LiP에 비해 laccase의 분비가 매우 높게 나타났다(결

과 미제시).

배지 초기 pH에 따른 영향은 YMG 배지와 최소배지 모두 초

기 pH 6의 배지에서 분해율이 가장 우수하였고 pH 7 이상의 조

건에서는 생분해율의 급격한 감소를 보였다(Fig. 3 and 6). 백색

부후균은 약 산성조건에서 우수한 생장을 보이며, laccase 또한

pH 5에서 bisphenol A의 전환이 우수하다고 조사된 바 있다(10).

초기 pH 6의 배지에 T. versicolor를 접종하고 bisphenol A를 첨

가하여 일정시간 배양한 뒤 pH를 조사하였을 때 pH 5로 변화되

었다. 교반이 생분해에 미치는 영향을 조사하였는데 정치배양과

진탕배양이 큰 차이를 나타내지 않았다. 백색부후균의 생분해는

정치배양에서 효율적이라는 보고도 있으나 진탕배양에서 더 높

은 경우도 있기 때문에 균주와 대상물질에 따라 교반이 생분해

율에 영향을 미칠 수 있는 것으로 추정된다(7). 200 rpm으로 진

탕배양을 하였을 때 균사체가 뭉쳐 자라는 현상이 나타나며, 정

치배양을 하였을 경우 균사가 배지 내에 넓게 퍼져 정치 배양

시 균사체의 생장이 더 많이 일어난 듯 보이지만 균사체의 건조

중량을 조사하였을 때 이들 간의 균체량에도 큰 차이가 나타나

지 않았다(결과 미제시). Mediator는 laccase에 의해 산화되는 작

용범위를 넓혀주는 역할을 하는데(1), 생분해율을 높이기 위하여

laccase의 mediator를 첨가하여 bisphenol A의 분해율을 조사하였

을 때 최소배지에서 ABTS가 분해율을 크게 증가시켰으나 HBT

첨가 시에는 오히려 대조군보다 생분해율이 낮았다. ABTS는 T.

versicolor가 laccase의 활성을 3일까지 2배 가량 높이지만 이후

에는 laccase의 활성이 급격히 감소되기 때문에 단시간 내의

laccase와의 반응이 필요한 경우에 이용가능하다.

Bisphenol A는 체내에 유입되어 여성호르몬인 에스트로겐과

유사한 작용을 하여 내분비 기능을 교란시킨다(17). Bisphenol A

가 생분해되면 그 에스트로겐 활성도 감소된다고 보고되었는데

(21), T. versicolor에 의한 bisphenol A 생분해 중 에스트로겐 활

성을 측정하였을 때 1 mg/L의 bisphenol A는 6시간 내에 100%

생분해되면서 에스트로겐 활성도 100% 제거되었지만 12시간째

에는 높은 농도에서도 잔류 bisphenol A는 없었지만 에스트로겐

활성은 약간 남아있었다. 이는 bisphenol A의 분해산물이 에스트

로겐 활성을 나타내기 때문인 것으로 추정되며 내분비계 장애물
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질의 제거 시 에스트로겐 활성을 지니는 중간대사물까지 완전히

제거해야할 필요성을 제시하고 있다.

이상과 같은 생분해 기초자료를 실제 오염 환경에 사용할 수

있는지 확인하기 위해 T. versicolor에 의한 생분해를 bisphenol

A가 포함된 폐수에 직접 적용하여 생분해율을 측정하였다. 이전

실험에서처럼 상등액에 대한 균사체의 비율이 10%일 경우에는

분해율이 그다지 높지 않았는데 이는 폐수 내 성분들에 의해 백

색부후균의 생장과 분해효소 분비가 제한되었기 때문인 것으로

추정되었다. 이에 따라 저해현상을 극복하고 단기간에 생장이 일

어날 수 있도록 접종물 중 균체량의 비율을 높인 경우, 30%의

비율로 접종하였을 때에는 6일째에, 50%의 경우에는 4일째에

bisphenol A가 100% 분해되었다(Fig. 7). 이런 결과는 선배양 시

생분해능이 촉진되는 현상과 유사하며 일정량 이상의 균사체가

확보된 경우에는 T. versicolor가 충분히 추가적으로 생장하며 생

분해능을 나타낼 수 있을 것으로 추정된다. 따라서 고정화 백색

부후균 반응조 등을 활성슬러지 반응조와 조합을 만들어 이용할

경우 bisphenol A 함유폐수에 적용할 수 있을 것으로 기대된다.
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ABSTRACT : Optimization of Bisphenol A Biodegradation by Trametes versicolor
Ae-Ri Kang, Hyoung Tae Choi, and Hong-Gyu Song* (Division of Life Sciences, and
Research Institute of Life Sciences, Kangwon National University, Chuncheon 200-701,
Republic of Korea)

Optimal conditions for the biodegradation of endocrine-disrupting bisphenol A (BPA) were examined for the
white rot fungus Trametes versicolor isolated in Korea. T. versicolor degraded 100% of 50 mg/L bisphenol A
during 12 hr in yeast extract-malt extract-glucose (YMG) medium. When BPA was added to the 5-day pre-
incubated fungal culture in YMG medium, all BPA was removed in 2 hr. T. versicolor could efficiently degrade
BPA at 35oC, pH 6 in YMG medium. T. versicolor could more easily remove BPA of 1~25 mg/L than that of
higher concentrations (50~100 mg/L) in YMG medium. T. versicolor degraded 100% of 50 mg/L BPA for 36 h
in a minimal medium, which is lower degradation rate than that in YMG medium. Optimal conditions for BPA
biodegradation in the minimal medium were similar to those in YMG medium. When BPA (50 mg/L) was
added into domestic wastewater, it could be completely removed by T. versicolor. During the biodegradation of
BPA by T. versicolor in YMG medium, its estrogenic activity decreased.


