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The purposes ofthis study were to determine the optimalculture
conditionsformycelialgrowthandexo-polysaccharideproductioninliquid
cultureandtestthebiologicalactivitiesof Inzenga.
The optimal temperature and pH for mycelial growth and

exo-polysaccharide production were 25℃ and a range of 6.5 to 7.0,
respectively. Theoptimalinoculum ageandvolumepercentwere7days
and 5%(w/v),respectively.Among the various carbon sources tested,
glucosewasthebestcarbonsource.Themaximum mycelialgrowthand
exo-polysaccharide production were obtained when glucose concentration
was5%.Thebestnitrogen sourceswerepolypeptoneandyeastextract,
respectively.Especially,inthecaseofthemixtureofpolypeptone(0.8%)
andyeastextract(1.0%),theexo-polysaccharideproductionwashigherthan
thatofsolepolypeptoneoryeastextract.K2HPO40.12% (w/v)andMgSO
4․7H2O 0.12% (w/v)werethemosteffectiveinorganicsaltsformycelial
growthandexo-polysaccharideproduction.
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Using optimum culture conditions in flask, the exo-polysaccharide
productionafter10daysofculturewitha jarfermentorcontaining the
optimizedmedium were3.85g/L,whichwas1.5foldhigherthanthatof
basalconditions.Usingoptimum cultureconditionsinflasks,theeffectsof
aeration on mycelial growth and exo-polysaccharide production were
investigatedin5Lairbubblebioreactor.When1.0-2.0vvm ofaerationwas
used,themaximum exo-polysaccharideproductionafter12daysofculture
was obtained 3.32 g/L,which was 1.7 fold higherthan thatofbasal
conditions.
To investigate the antioxidant activities of Inzenga

extracts,theDPPH scavenging rate,superoxideanion radicalscavenging
rate,linoleic acid scavenging rate,and nitric oxide production were
determined .When the fruit body extract concentration was
increasedfrom 150ug/mLto1000ug/mL,theDPPH scavengingratewas
increasedfrom 8.2% to42.3%.However,itwasnotincreasedmorethan
1200ug/mL.Thelinoleicacidscavengingrateofthefruitbodyextractwas
increasedfrom 48% to82% whentheincubationtimewasincreasedfrom 6
hrto22hr.However,theincubationtimewasincreasedfrom 27hrto56
hr,itwasdecreasedby62%,whichwasafew higherthanthatofBHT.
Whenthefruitbodyextractconcentrationwasincreasedfrom 31ug/mLto
63ug/mL,theinhibitionofnitricoxideproductionincreasedfrom 9.6% to
31%.
Theeffectsofdecoctionsprepared from Inzengafruit

body (PNIFB)on glutathioneproduction,glutathioneperoxidase,catalase,
alcoholdehydrogenase,andacetaldehydedehydrogenaseactivitiesinratliver
afterchronicethanolintakefor14dayswerestudied.Whenthedecoctions
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prepared from PNIFB wasadded,theglutathioneconcentration was13.5
uM/gofliver,whichwasabout2.2foldhigherthanthatofcontrol.The
activitiesofGSH-peroxidase,catalase,andalcoholdehydrogenasebyadding
thedecoctionspreparedfrom PNIFBwere4.1U/mgofprotein,121.3KU/
mgofprotein,and2.1mU/mgofprotein,respectively,whichweresimilar
tothoseofcontrol.Inthecaseofacetaldehydedehydrogenaseactivity,it
was 9.0 mU/ mg ofprotein,which about80% was increased when
comparedtocontrol
Inordertocomparethehotwaterandmethanolextractof

Inzengaontheantitumoractivities,variouscancercells wereexamined.
Thehotwaterextractconcentrationwasincreasedfrom 125ug/mLto500
ug/mLtheviabilityofLaw 264.7cellwasdecreasedbyabout60%.Onthe
otherhand,inthecaseofmethanolextract,whenitwasincreasedfrom 63
ug/mLto500ug/mLtheviabilityofLaw 264.7cellwasdecreasedbyabout
45%.When the methanolextractconcentration was increased from 250
ug/mLto500ug/mL,theviabilityofHEL299cellwasdecreasedbyabout
87%.Ontheotherhand,inthecaseofthehotwaterextract,whenitwas
increasedfrom 63ug/mL to500ug/mL,theviabilityofHEL299cellwas
decreasedbyabout38%.
Forselectingthebestextractsolventsonthenitritescavengingratio,

varioussolventswereused.WhenthediethyletherextractofPNIFB was
used,the maximum nitrite scavenging ratio was obtained,28.1%.The
maximum nitritescavengingratiowas40.1% whenpH ofPNIFB extract
was1.5.However,whenpH ofextractofPNIFBwasincreasedfrom 3.0to
6.0,itwasdecreasedfrom 34.2% to2.3%. InthecaseofPNIM,itwas
alsoaffectedbyhighpH.
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제제제ⅠⅠⅠ장장장...서서서 론론론
III---111...배배배경경경

과학 기술발달과 더불어 다양한 생물 자원중 “대형진균”혹은 “버섯균”등
의 균류 생물은 식품,제약,농업,임업,등 다양한 분양에서 중요한 연구 및 개
발 대상으로 주목 받고 있다.통계에 의하면 대형진균은 약 1만여 종으로 추정
되고 있지만 그 중에서 직접 이용 가능한 종은 약 500종으로 보고되었다.또한
배양 분석,추출,검증기술 등의 발달에 의한 인공 재배법이 개발되어 약리,생
리활성,식품등을 위한 버섯의 성분들이 밝혀짐에 따라 버섯의 이용 개발이 급
속하게 이루어지고 있다.버섯은 이미 고대로부터 식용으로 뿐만 아니라 약용
으로 사용되어져 왔다.700여년의 중국문명에서 버섯은 기능성 의약으로 중요한
역할을 하여 왔으며 고대로부터 목이버섯은 중요한 식품으로 사용되어 왔다.張
仲景(2세기～3세기초),華佗(109～207)등의 중국의 명의들에 의해 고대의 의학적
지식을 기록된 책으로 알려진 신농본초경에는 영지버섯류 6가지가 나열되어 있고
그 효능에 대하여 자세히 기술하고 있다.기원전 109년의 漢武帝시대에는 궁중
에 9개의 대가 달린 영지버섯이 나와서 대소동이 일어났고 축하의 시를 헌상하였
다는 이야기가 전하여 오는 것으로 미루어보아 이미 기원전부터 영지버섯은 불
로초로서 인식되었고 약용으로 사용하였던 것으로 보인다.일본의 경우 훗가이도
에 살았던 아이누아족들은 오래 전부터 화상,열상,통증의 치료에
spp.(말불버섯)을 사용하였고 위통을 치료하기 위하여 를
달여서 음용하였던 것으로 알려져 있다.아메리카인디언들도 ,

및 spp.를 의료용으로 사용하였고 spp.를 지혈
제로 사용하였다.유럽의 경우에 Pliny(A.D.23～78)는 그의 저서에 여러 버섯종
(당시에는 mushroom 또는 Agaricum이라고 일반명으로 명명하였으며 약리효과
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및 음용법에 대해서 기술하고 있고,로마황제 네오 시대의 군의관이었던
Dioscorides는 Agaric(오늘날에는 로 생각됨)을 지혈제로
서 뿐 만 아니라 신장질환,천식,월경불순등 여러 질병치료에 사용하였다.우
리나라에서도 오래 전부터 여러 버섯이 약용으로 사용되어져 왔던 것으로 생각된
다.또한 버섯은 칼로리(calories),나트륨(sodium),지방(fat),그리고 콜레스테롤
(cholesterol)이 낮은 반면,단백질(proteins),탄수화물(carbohydrates),섬유
(fiber),비타민(vitamins),그리고 무기질(minerals)등이 풍부한 영양학적 특성
을 지녀 매우 좋은 건강식품으로 각광받고 있다[1-2].예로부터 버섯은 한방에
서 자양강장,소자,혈중지질강하,거담,관상동맥의 혈류량 증대,혈압강하 등
의 약리효과와 면역증강 효과가 있는 것으로 알려져 왔다.버섯류에 관한 연구
는 중국,일본 및 한국에서 활발히 이루어지고 있으며 일본의 경우 기능성 식
품으로 표고버섯 균사체 추출물이 이미 일반화되어있다. 또한, 1992년

자실체로부터 추출한 고분자 다당체가 암세포 증식 억제뿐만
아니라,류머티스관절염이나 만성기관지염,위염처럼 면역기능 약화가 원인인
모든 질병에 효능이 있다고 알려지면서 그 활용방안에 대한 연구가 큰 진전을
보이고 있으며,최근 기능성 식품으로 상품화 되었다[3,57].
버섯의 성분 중 면역증강작용을 나타내는 것은 다당체이며,일반적으로 베

타-1,3glucan의 골격에 베타-1,6glucan의 가지 구조를 갖는 단일물질임에도
불구하고 생태기능에 다양한 효과를 나타내는 것으로 알려져 있다[4].버섯으로
부터 세포의 다당류(exo-polysaccharide)에 관한 최근의 연구들은 생물학적 활
성등에 대하여 보고되었다[5].예를 들면 의 Lentinan[6],

의 Schizophyllan[7],그리고 의
Krestin[8]등과 같은 버섯 추출물들로부터 생산된 여러 항암성 물질들이 현재
상업적으로 이용되고 있다. 지난 수십년 동안 버섯의 인공생산은 급속도로 증
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가하였고,버섯의 생산과 소비는 아시아 특히,중국,일본 및 한국에서 주로 이
루어지고 있다.이러한 상황에도 불구하고 버섯의 고체배양을 위한 생리적
(physiological),환경적(environmental)배양조건에 대한 연구가 광범위하게 이
루어지지 않았기 때문에 버섯 생산성의 향상은 다소 제한적인 상황에 놓여있다
[9-14].특히 백영고( Inzenga)버섯은(Fig.1)많은 단백
질을 함유하고 있으며, 특히 다당류(polysacchrides)가 면역계(Immune
System)를 강화시키는 효능을 가지고 있는 것으로 알려져 있다[24,58-60].그
러나 백영고의 영양학적․약리적 효능이 매우 우수한 것으로 기대되지만,느타
리속의 다른 버섯에 대한 많은 연구에 비하여 국내․외적으로 매우 드문 실정
이다.
따라서 본 연구에서는 첫째,flask액체배양을 이용하여 백영고의 균사체 대

량생산 및 세포외 다당류 생성에 미치는 영양요구성 및 배양조건의 최적화를
검토하였다.둘째,flask최적 배양조건을 이용하여 jarfermentor및 airbubble
bioreactor에서 scaleup을 하였다.셋째,백영고버섯의 자실체 및 균사체의 추
출물를 이용하여 항산화,항암,및 아질산소거능을 테스트 하였다.
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III---222...느느느타타타리리리속속속 ((( ssspppppp))) 버버버섯섯섯의의의 생생생산산산

1.고체배양

는 맛있고 영양학적 가치가 높은 식용버섯으로 “Oyster
mushroom",또는 ”Hiratlke"로써 잘 알려져 있다. 는 세계에
서 가장 많이 재배되고 있는 버섯들에 속한다[25].이 버섯의 생산은 1986년과
1990년 사이에 4배로 증가하였고 현재 년간 일백만톤 정도로 추산되고 있다
[26].1996년에 중국의 경우 약 70만톤 정도 생산하고 있고,미국에서는 양송이
버섯( )다음으로 많이 생산되고 있다.1995년에 미국의

생산은 880만톤 정도 생산되었는데 이는 1994년도의 94%정
도 증가한 것이다[27]. 는 칼로리(calories),나트륨(sodium),
지방(fat),그리고 콜레스테롤(cholesterols)이 낮은 반면,단백질(proteins),탄수
화물(carbohydrates),섬유(fiber),비타민(vitamins),그리고 무기질(minerals)등
이 풍부하여 좋은 건강식품으로 평가되고 있다[15-17].느타리속의 야생종들
가운데 의 경제적 중요성은 많이 인식되고 있는데,그 자실체
의 맛과 향기의 특성은 다른 느타리속의 버섯보다 뛰어난 것으로 평가되고 있
다[28].Mau등[29]은 에 함유된 향기성분에 관하여 조사하였
는데 그들 대부분은 휘발성(volatiles)및 미각 성분인 것으로 보고하였다.

spp는 CottonStalks,밀/볏 짚,그리고 톱밥 등과 같은 기질이 함
유된 lignin과 Cellulose에서 재배되는 사물기생( )균류이다.이러한
기질을 이용하기 위해서는 및

와 같은 효소들을 분비하여야 하는데, spp는 이러한 효소들
을 분비하는 특성을 지니고 있다. spp의 이점 중의 하나는 퇴비화
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(composting)와 Casing layer가 필요없이 lignocellulosic기질에서 재배할 수
있다는 점이다.이러한 담자균류( )의 상업적 생산기술은 잘 개발
되었으며 의 경우와 비교하였을 때 비교적 단순한 특징을 지니고
있다[30]. spp는 화학적 또는 생물학적 전처리 없이 효율적으로
lignocellulose를 분해할 수 있기 때문에 다양한 lignocellulose계 부산물들을 이
용 및 재활용할 수 있다. spp의 기질로서 연구되어진 농업부산물로
는 coffeepulp,flaxshive,corncob,sugareanebagasse및 ricehulls등이 있
다.Cotton은 세계적으로 중요한 작물중의 하나이며 지역 농업부산물중에서 가
장 많이 발생하고 있다.버섯재배를 위한 기질로서 cottonstalks를 사용하는데
가장 큰 장애물은 보관상의 문제점이다.이들은 밀짚(wheatstraw)의 0.4-
1.4%와 비교하였을 때,2-4%의 수용성 탄수화물을 함유하고 있고,수분함량
이 매우 높기 때문이다[31,32].지질은 급속하게 사상균(mold)이 무성하게 자
라 결국 부패와 호기성 분해를 가져오게 된다.Silage생산은 Silanikove등[32]
에 의하여 연구가 이루어졌는데,이러한 물질은 수확 후 9개월까지 상업적

생산을 위해 사용될 수 있다.

2.액체배양

spp는 fungalprotein,종균(spawn)또는 향기성분의 생산을 위하
여 액체배양을 통하여 균사배양을 할 수 있다.Hadar과 Cohen-Arazi[33]는
cottonstraw에서 생산된 자실체와 액체배양에서 생산된 균사체의
화학적 성분을 조사하였다.자실체와 균사체의 총 단백질,아미노산,지방산 등
의 조성은 거의 유사한 것으로 나타났다.식용버섯의 자실체들은 특유의 향미
및 향기성질로 잘 알려져 있다.식용버섯 양미 성분 중의 휘발성 화합물 중에
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1-octan-3-ol은 버섯 특유의 향미를 나타내는 주요한 화합물이라고 알려져 있
다[34].액체배양에 의해 생산된 균사체는 매우 적은 정도의 향미성분을 가지고
있어 이러한 기술은 여전히 중요한 과제가 되고 있다[35].사실 Belinky등[36]
은 의 액체배양에서 성장배지에 Soybeanflour와 Soybeanoil을
첨가하여 자실체에서 생산된 1-octan-3-ol함유량보다 유사 내지 더 높은 정도
의 1-octan-3-ol 생성을 증가시켰다. 는 불포화지방산(주로
linoleicacid)의 hydroperoxides의 형성을 통하여 향미 성분의 생합성에 주요한
효소로 간주되고 있다. Assaf등[37]은 의 균사체 균질액
(homogenate)에 의해 linoleicacid가 13-hydroperoxylinoleate와 1-octan-3-ol로
전환된다고 보고하였다.
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III---333...느느느타타타리리리속속속 ((( ssspppppp)))의의의 약약약리리리적적적 특특특징징징

버섯추출물들은 향균성(antibacterial),혈액학적(hematological),항바이러스
(antiviral),항암성(antitumor),고혈압과 간보호 효과를 가지고 있는 것으로 보
고되어 있다[38,39]. spp는 약리학적 특징을 지니고 있어 한방에서
많이 애용되어 왔고 잘 알려진 약용버섯이다[40].Waser와 Weis[39]는 고등 담
자균류(즉 버섯)로부터 약용으로 사용이 가능한 물질을 분리 및 동정하였다.지
난 수십년동안 spp를 비롯한 담자균류의 자실체로부터 많은 성분들
이 분리되었고 약리학적 특성을 가지고 있는 점으로 나타났다[41].Table.1-1
은 여러 종류의 spp의 약리학적 효과들을 나타낸 것이다.
담자균이 생성하는 항생물질에는 항균성이나 항암성을 가지고 있는 것이 많

은 것이 하나의 특징이다.담자균류의 제암성 물질에 관해 가장 많이 연구된
것은 다당류이다. 원숭이안장버섯과 진흙버섯과의 열수추출물이 흰쥐의

180에 유효한 것으로 나타나 담자균류 유래 다당류의 연구는 활발히
진행되어 왔다. 구름버섯( )의 Psk, 표고버섯(

)의 Lentinan,치마버섯( )의 Schizophyllan,잎새
버섯류와 영지버섯류의 다당류들은 폭넓게 연구되어왔으며, 이중 Psk와
Lentinan은 일본에서 실용화되고 있다.柳進 등[82]은 항종양성 다당류를 형성
하는 담자균류를 계통적으로 정리하여 보고하였다(Table.1-2).그러나 대부분
의 다당류는 화학적인 검토에서 끝나고 항종양 활성에 관해서는 연구가 많이
이루어지지 않는 상태이다.이러한 다당류의 효과는 면역 부활작용에 의한다고
한다.면역을 담당하는 세포는 주로 림파구와 이다.림파구에서는
B-cell과 T-cell이 있으며 B세포는 골수에서 항체를 생산하고 체액성 면역의
주체가 된다.T세포는 흉선에서 연유되어 면역응답에 관여하는 Helper-T로 직
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접 암세포를 공격하는 Kill-T등 여러 종류가 있어 세포성 면역의 주체이다.
는 이물질을 세포내로 들어가게 처리하는 활동이 있다.이러한 세

포는 서로 유기적으로 암세포에 대하여 면역시스템을 활성화시키고 있다(Fig.
1-2)[18].담자균 다당류는 T세포를 부활시켜 흉선 의존성 면역반응을 회복한
다고 되어있다.이에 대하여 의 다당류나 BCG는
를 활성화하여 세균의 endotoxin이나 lipopolysacchatide(LPS)는 B세포를 부활
시키는 작용을 가지고 있다[18].Psk및 lentinan에 관해서는 많은 동물실험이
이루어져 왔으나 Krestin은 경구투여에서도 유효하고 독성은 낮은 것으로 나타
났다.항종양 스펙톨은 잘 알려져 있어 이물성이 높은 암,예를 들면 이식암에
극소 X-ray조사로 이물화된 암에 유효하나 자가암이나 동계암에는 효과가 낮
은 결점을 가지고 있으며 어떤 다른 화학요법제와 병용할 경우 효과가 크다.
이러한 것은 액체성 항체 생성에 암상태에서의 세포성 면역의 저하방지에

유효하나,Lentinan은 helper-T로 세포 부활물질이며,Psk는 T세포 부활이외의
기능은 약하기 때문에 직접 암세포를 공격하는 활성은 낮다.담자균의 다당류
는 자실체에서 추출뿐만 아니라 배양균사체에서도 추출되는 것으로도 대량생산
이 가능하다.담자균에서 생성하는 당단백질 중에는 Suppressor-T세포를 부활
하는 것도 있다.이 경우는 역으로 과잉된 면역 반응을 억제하는 것으로 알레
르기 질환에 적용이 검토되고 있다.담자균 다당의 구조와 활성과의 상관관계
는 어느정도 잘 알려져 있다[83].일반적으로 활성이 높은 다당류는 수용성으로
써 가수분해로 D-glucose만 생성하는 중성 homoglucan이다.화학구조는 β

-(1,3)-D-glucan이 주체로 하여 2-12glucosyl잔기당 1개의 β-(1-6)의 분자를
가지고 있다(Fig.1-4).수용액중에는 right-handed삼중나선구조를 갖는 것으
로 알려져 있다.분자량은 104-106이 필요하고 이 분자량 이하에서는 삼중쇄
의 분율이 줄어 활성이 저하되는 것으로 알려져 있다.활성이 높은 수용성
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D-glucan의 함량은 적어서 양적으로 많은 알칼리 가용의 β-D-glucan을 화학
구조에 따라 활성의 발현이나 개선이 시도되고 있다.예를 들면 복령의
pachymane은 활성이 없는 β-D-glucan이나 이것을 화학수식된
hydroxyethyl-pachyman스미스 분해로 β-(1,6)분자를 제거한 Pachymaran효
소와 가열처리된 U-pachyman은 활성이 있는 것으로 나타났고,목이버섯의 고
분기형 저활성 Curdlan에도 측쇄를 polyol화 하는데서 활성이 현저하게 증가한
다.활성이 없는 직쇄형 Cudlan에도 carboxymethyl화 되어 CM-curdlan으로
변환되면 활성이 증가하게 되는 것으로 알려져 있다[83].
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Table1-1.Medicinaleffectof spp[42-56].

Medicinaleffect Fungus Substance

Antibiotic spp Mycelia
Popysaccharide

Antibacterial spp
Beta-D-Glucan(pleuran)

-

Antiviral
spp -

Polysaccharide
Ubiquitin-likeprotein

Immunomodulating Glucan

Antitumor
spp
spp

Glycopeptides
Mushroom grownoncorncobs

-
-

Mushroom
Lectin

Beta-D-Glucan(pleuran)

Antiinflamimatory spp -

Anicholesterolic

Lovastatin
Mushroom
Lovastatin
Mushroom

Hemagglutination Lectin
Antioxidant Beta-D-Glucan(pleuran)
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Table1-2.Theeffectofpolysaccharidesextractedfrom anti-tumoragainst
"Sarcoma180"solidcancer[42-56].

Strains Tumorimpediment
rate (%)

Complete
disappearancerateof
tumor(viabilityNo/
treatmentNo)

64.9 5/10
77.5 4/8
65.0 2/10
49.2 1/10
23.9 0/8
70.2 4/7
44.2 3/10
44.8 0/7
45.5 1/10
59.5 0/10
71.9 0/10
5.7 2/8
51.2 3/9
77.8 2/10
49.2 0/7
80.1 0/8
67.9 1/9
87.4 6/9
96.7 7/8
80.7 6/10
81.1 3/10
75.3 5/10
72.3 0/8
91.8 5/9
86.5 3/10
2.7 0/10
42.6 0/9
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제제제 IIIIII장장장...FFFlllaaassskkk액액액체체체 배배배양양양

IIIIII---111...연연연구구구배배배경경경

버섯은 식료음료중심으로 기능성식품의 개발이 급속도로 진행되고 있는 현
실에서 고부가 기능성식품의 검색 및 제품화 소비자의 선택적 구매요구를 충족
시키는 능동적인 태도가 될것이며 건강식품의 개발소재로 활용하기 위하여 다
양한 식품의 기능성에 대한 관심이 높아지고 있다.천연식품의 일종인 버섯은
자실체를 가진 고등식물로서 옛날부터 부작용이 없는 저칼로이 식품으로서 영
양적인 측면과 의약품으로서 효능을 가진 wholesomefood로 인식되어 소비량
이 날로 증가하는 추세이다.버섯은 분류학상으로 균류계중에서 진균류에 위치
하며 대부분 담자균류에 속하나 일부는 자낭균류 그리고 드물게는 점균류 중에
서도 보여 진다.이러한 버섯은 미세하고 살같은 균사로 되어있으며 수많은 균
사의 집합체를 균사체라고 하고 이들이 모여 자실체를 형성 한다.이 들 버섯
류들은 향미성분과 약리효과 때문에 식용 및 약용으로 이용되며 최근 들어

등으로부터 얻은 단백다당체가
항암효과가 있다고 보고 되고 있으며, 의 단백다당체는 면
역 증강제 (상품명:Kresrin)로, 의 단백 다당체는 위암치료제
(상품명:Lentinan)로 알려진 이래 많은 연구가 이루어지고 있다[33-38].특히
백영고 버섯의 기원은 중국의 XinjiangAutonomous지역에서 Gobi사막에서 서
식하였다고 보고 되었다. 이 버섯은 건조한 기후에 잘 적응한 식물이고,색은
흰색이며 자실체는 두꺼운 구조와 층을 이루고 있다.오래전부터 중국에서
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WesternParadiseWhite 라고 불러졌다.특히 모양은 전통적인 중
국의 종와 비슷하고,중국의 FoodExaminationCenter에 따르면 단
백질이 약 14%,비타민 C,D,그리고 E는 다른 버섯보다 아주 높은 것으로 보
고 되고 있다 [23].이러한 많은 연구는 액체배양보다는 고체 인공배지에서 버
섯을 배양을 하는데 많은 노력을 기울려 왔다.특히 고체배양은 많은 노동력과
시간을 소비하므로 액체배양에 의한 발효조 내에서의 균사체 배양을 통한 효율
적인 생산이 바람직하다[15,16].또한,액체 배양은 곰팡이에 의한 오염발생의
위험이 덜하고 조밀한 공간과 짧은 시간에 균사체 대량 생산의 이점을 가지고
있다[17].그동안 많은 연구자들이 여러종의 버섯으로부터 균사체 생산과 생리
활성물질(세포외 다당류)을 생산하기 위한 최적 액체배양 조건을 얻기 위하여
많은 연구가 있었음에도 불구하고 백영고 버섯의 액체배양을 위한 영양요구성
(nutritionalequirement)및 배양조건에 대하여 광범위하게 이루어지지 않은 상
황에 있다 [18-22]. 따라서 본 연구에서는 flask액체배양으로부터 백영고버섯
의 균사체 대량생산 및 세포외 다당류 생성에 미치는 영양요구성 및 배양조건
의 최적화를 검토하였다.
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IIIIII---222...재재재료료료 및및및 방방방법법법

1.균주 및 보존

본 연구에서 사용한 균주는 백영고( Inzenga)버섯으
로 충남 가야 백송 종균배양소에서 분양받아 사용하였으며,patotodextrose
agar(PDA)배지에서 25℃,7일간 배양한 후 4℃에서 보존하였고,2주마다 계대
배양하면서 실험에 사용하였다.

2.접종원

접종원의 준비는 고체배양의 경우,냉장보관하던 균주를 YMGA배지(malt
extract10g/L,glucose4g/L,yeastextract4g/Landagar20g/L)의 중앙
부에 5mm corkborer로 절취한 mycelium disk를 접종하여 25±1℃의 항온기에
서 배양한 후 실험에 사용하였으며,액체배양의 경우는 300mL플라스크에 50
mL의 기본배지(YMG :glucose20g/L,yeastextract3g/L,maltextract3
g/L,KH2PO41g/LandMgSO4․7H2O 0.5g/L)를 121℃,15분간 고압멸균한
후 5mm corkborer로 mycelium disk4-5개를 절취하여 접종한 후 25℃,8일
간 진탕배양한 다음,배양액을 균질기로 무균적으로 30sec동안 균질화하여
접종원으로 사용하였다.

3.Flask배양 조건

백영고버섯의 균사생육에 가장 좋은 최적 온도를 조사하기 위하여 YMGA
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배지를 조제하여 121℃에서 15분간 고압멸균하고,petri-dish에 20mL씩 분주
하여 굳힌 다음,접종원을 접종하고 20,25,30℃의 온도 범위로 조절된 항온기
에서 10일간 배양하면서 균사의 생육 정도를 하루 간격으로 조사하였다.각종
미생물 배양에 있어서 배지조성과 산소공급조건이 미생물 증식에 커다란 영향
을 미치듯이 균사체의 심부배양에서도 산소공급조건에 따라 균사체 생장에 영
향을 미친다.심부배양을 할 경우 균사체 생장에 필요한 영양원의 경우에 산소
공급조건이 필수적인데 물에 대한 산소의 용해도는 10-3이하로 매우 낮기 때문
에 배양기간 동안에는 산소가 배지에 용해되도록 공급하여야한다.산소용해속
도와 액중에서의 이동속도가 극히 낮기 때문에 산소공급이 기포에서 세포내로
산소공급이 원활히 이루어져야 할 필요성이 대두된다.이러한 산소공급을 원활
하게 하기 위한 수단으로 배양액의 강제교반 또는 강제통기가 이용되며 이 조
작에 들어가는 동력은 큰 것으로 산소공급도 버섯 균사체의 심부배양에 있어서
없어서는 안될 중요한 환경인자가 된다.또한 산소공급이 과잉상태가 되면 공
급과잉에 따른 생장저해효과가 나타난다. 따라서 백영고버섯의 균사생장에 관
한 접종원의 배양일수와 접종량에 따른 영향을 조사하기 위하여 300mL삼각
플라스크에 기본배지를 50mL씩 분주하여,121℃에서 15분간 고압멸균 한 후,
미리 준비된 접종원을 각각 1,3,5,7,10%(v/v)로 달리하여 접종하여 25±1℃,
100rpm의 조건하에서 shakingincubator에서 5-10일 동안 배양하여 균사생
장과 세포외다당류 생산을 조사하였다.균사체 생장 최적 초기 pH를 조사하기
위하여 기본배지를 300 mL 삼각플라스크에 50 mL씩 분주하여 1N-HCl과
1N-NaOH로 초기 pH를 4.0-8.0범위로 달리하여 조절한 다음,121℃,15분간
고압멸균하여 무균적으로 균질화된 접종원을 5%(v/v) 접종하여 25±1℃,
100rpm으로 8일간 진탕배양 하였다.체적에 따른 공기의 영향을 조사하기 위하
여 300mL삼각플라스크에 기본배지를 50-200mL씩 달리하여 pH를 6.5-
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7.0로 조절한 다음 121℃,15분간 고압멸균한 후,무균적으로 균질화된 접종원
을 25±1℃,100rpm으로 8일간 진탕배양하였다.

4.영양요구성

Flask에서 탄소원에 따른 균사체 생장과 세포외 다당류 생산을 조사하기 위
하여 glucose외 9종의 당류를 각각 2%(w/v)씩 첨가하고 배지의 pH를 6.5로 조
절한 다음 300mL삼각풀라스크에 50mL씩 분주하여 121℃에서 15분간 고압
멸균한 후,접종원을 5%(w/v)로 접종하여 25±1℃,150rpm으로 12일간 진탕배
양하였고,선발된 최적 탄소원의 농도에 따른 영향을 조사하기 위하여 각각 1
-10%(w/v)씩 달리하여 탄소원 선발실험과 같은 방법으로 조사하였다.최적
탄소원인 glucose를 5%(w/v)첨가된 기본배지에 yeastextract외 11종의 질소
원을 0.6% 씩 달리하여 조제하고 pH를 6.5로 조절한 다음 300mL삼각풀라스
크에 50mL씩 분주하여 121℃,15분간 고압멸균한 후 접종원을 5%(w/v)로
접종하여 25±1℃,150rpm을 12일간 진탕배양 하였고,선발된 최적 질소원 농
도에 따른 균사생장과 세포외 다당류 생산에 미치는 영향을 조사하기 위하여
최적 질소원의 농도를 각각 0.2-2.0%(w/v)씩 달리하여 질소원 선발 실험 조
건과 같은 방법으로 조사하였다.최적 무기염류의 선발 및 농도를 조사하기 위
하여 MgSO4외 8종의 무기염류를 최적 탄소원과 질소원으로 선발된 glucose
5.0%(w/v),poly-peptone1.0%(w/v),그리고 yeastextract0.8%(w/v)인 배지
에 0.15% 씩 달리하여 조제한 다음 pH를 6.5로 조절하여 300mL삼각플라스
크에 50mL씩 분주하여 121℃,150rpm으로 12일간 진탕배양 하였고,선발된
최적 무기 염류의 농도에따른 영향을 조사하기 위하여 최적 무기염류의 농도를
0.02-0.3%(w/v)씩 달리하여 무기염류 선발 실험조건과 같은 방법으로 균사
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생장과 세포외 다당류 생산을 조사하였다.

5.분석방법

고체배지에서 균사생장 측정은 접종된 균사절편의 중심을 직교하는 수직선
과 수평선을 평판배지인 petri-dish의 밑면에 유성펜으로 그렸으며,하루 간격
으로 배양이 완료될 때까지 종축과 횡축의 직경을 측정한 후 두 값을 평균하여
균사의 생장 직경을 측정하였다[85].액체배양에서의 건조 균체량은 배양액을
3,000rpm에서 15분간 원심분리하여 침전된 균사체를 2-3회에 걸쳐서 수세
한 다음,60℃에서 24시간 건조하고 deciccator에서 항량이 될 때가지 방치하여
건조중량을 측정하였고,상등액은 4배의 95% ethanol을 첨가하여 4℃에서 하루
동안 방치한 후 침전된 세포외 다당류를 3,000rpm에서 10분간 원심분리하여
분리한 다음 60℃에서 하루 동안 건조하여 desiccator에서 항량이 될 때까지 방
치하여 건조중량을 측정하였다. 기질중의 glucose 정량은 DNS
(di-nitrosalicyclicacid)법에 준하여 정량하였다(Fig.2-1)[86].
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IIIIII---333...결결결과과과 및및및 고고고찰찰찰

II-3-1.온도 영향

백영고 버섯 균사체의 균사생육에 적합한 최적 배양온도를 검토하기 위하여
20,25,및 30℃에서 실험을 진행 하였다.배양 결과는 Fig.2-2에 나타 내었
다.20℃ 이하와 30℃이상에서는 백영고버섯 균사체 생육이 급속히 저하되는
것을 알 수 있으며,25℃에서 균사생육이 가장 양호하였다.그러므로 최적 배양
온도는 25℃로 결정 하였다.이러한 결과는 같은 느타리속인
는 25℃, 와 는 30℃인 보고[87]와

(Fr)는 25-30℃라는 보고[88], 는 25℃라
는 보고[89],그리고 (Fr.)는 25℃라는 보고[90]와 거
의 유사한 결과임을 알 수 있고, [91]와

[92]은 최적 배양온도가 30℃라는 보고와는 상반된 경향을 보여주고 있
어 버섯 종류마다 최적 배양온도는 다소 차이가 있는 것으로 나타났다.
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II-3-2.배양시간 및 접종량 영향

접종원(inoculum)의 배양기간 및 접종량의 최적화를 통하여 균사 배양기간
동안의 변이(varience)를 최소화하고자 접종원의 배양기간과 접종량에 따른 균
사생장과 세포외 다당류 생산의 특성을 조사하였다.그 결과를 Fig.2-3에 나타
내었다.결과에서 보는 바와 같이 접종원의 배양기간과 접종량에 따라 균사생
장과 세포외 다당류 생산에 영향을 미치고 있음을 알 수 있다.10일 동안 배양
한 접종원을 1-10%(w/v)접종량으로 배양한 시험군은 5일과 7일간 배양한
접종원 시험군의 균사생장보다 저조하였는데 이는 접종원의 균사체가 사멸기
(dyingphase)상태에 있었고,배양 환경이 급속히 악화되었기 때문에 균사생장
과 세포외 다당류 생산이 급격히 저하된 것으로 사료된다. 전체적으로
5%(w/v)의 접종량으로 시험한 군들은 최대 균사생장과 세포외 다당류 생산을
나타냈으며,5%(w/v)이상 또는 이하의 접종량 시험군들의 균사생장과 세포에
다당류 생산은 다소 저조한 것으로 나타났다.접종량이 증가 할수록 균사생장
과 세포외 다당류 생산이 증가하지 않는 이유는 분명하지 않지만,배지내의 영
양분을 이용하는데 있어서 다소 제한을 받게 되어 균사생장이 저조하게 된 것
으로 사료된다.이상의 결과에서 백영고버섯 균사체의 균사생장과 세포외 다당
류 생산을 위한 최적 접종원의 조건은 7일간 배양한 균사체를 5%(w/v)의 접종
량으로 접종하는 것이 가장 효과적인 것으로 나타나 이후의 실험에서는 7일간
배양한 균사체를 5%(w/v)의 접종량으로 접종하여 실험을 수행하였다.



- 26 -

Fig.2-3.Effectsofinoculum ageandvolumeon Inzenga
mycelialgrowthandexo-polysaccharideproduction.
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II-3-3.pH영향

백영고 버섯 균사체의 균사생장에 최적 pH를 규명하기 위해 실험한 결과는
Fig2-4에 나타 냈다.초기 pH 6.0이상의 범위에서 균사생장과 세포외 다당류
생산이 양호한 것으로 나타났으며,초기 pH 4.0-5.5범위에서는 균사생장과
세포외 다당류 생산은 다소 억제되는 경향이었다.초기 pH 6.5에서 균사생장과
세포외 다당류 생산은 각각 6.35g/L와 2.07g/L이었고,초기 pH 7.0에서 균사
생장은 5.95g/L이지만 세포외 다당류 생산은 2.09g/L로 최대 생산량을 보였
다.그러나 균사생장과 세포외 다당류 생산 측면에서 검토하였을 때,백영고버
섯 균사체의 최적 초기 pH는 6.5-7.0임을 알 수 있다.버섯에 따른 최적 pH
범위는 의 최적 초기 pH는 4.2이며 pH 5.0이상에서는 균사생
장이 모두 정지되었다는 보고[93], [94]는 6.0,

[92]는 5.0, [95]는 6.2-6.5, [96]은
4.0 - 4.5, [97]은 4.0, [98]는 4.2,

[99]는 6.0인 것으로 보고하였는데,이러한 경향은 다소 차이는 있지만
담자균류의 균사생장 최적 pH의 범위에 대하여 Wolport[100]가 pH 4.0-7.0이
라는 보고와 거의 일치한다는 경향임을 알 수 있다.
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Fig.2-4.EffectofinitialpHon mycelialgrowthand
exo-polysaccharideproduction
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II-3-4.Surfaceareation영향

액체배양에 있어서 배지조성과 함께 산소공급조건이 균사생장을 크게 좌우
하는 인자인데,산소의 용해도는 물에 대하여 10-3이하로 극피 낮아 배양기간
중에는 공기가 배지에 용해되도록 공급해야 하는데,이는 산소의 용해하는 속
도와 액중에서의 이동속도가 극히 낮기 때문에 산소공급이 기포에서 세포내에
로 산소공급단계가 좋아야 하기 때문이다.배양부피에 따른 균사생장과 세포외
다당류 생산에 관한 결과는 Fig2-5에서 나타낸 바와 같이 배양부피가 작을수
록 산소공급이 원활하여 균사생장과 세포외 다당류 생산이 훨씬 향상되고 있음
을 알 수 있으며,최대 균사생장(6.69g/L)과 세포외 다당류 생산(1.91g/L)을
보인 배양 부피는 50mL이었다.이러한 결과는 백영고 버섯 균사체의 균사생
장과 세포외 다당류 생산을 위해서는 산소의 용해하는 속도와 액중에서의 이동
속도가 원활하도록 적절한 배양부피를 유지하여 주는 것이 더욱 효과적임을 알
수 있다.
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Fig.2-5.Effectofsurfaceaeration on Inzenga mycelial
growthandexo-polysaccharideproductionwithflaskculture
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II-3-5.Shakingspeed영향

배양액 내의 점성(viscosity)는 배양기간 동안의 균사생장과 더불어 세포외
다당류 생산물 등의 배양액 내의 축적으로 인하여 증가하게 된다.따라서 물질
전달을 용이하게 하기 위한 효율적인 혼합(mixing)은 균사생장과 세포외 다당
류 생산 수율 향상을 증가시킬 수 있는 주요한 환경인자이다.따라서 shaking
speed에 따른 균사생장과 세포외 다당류 생산에 미치는 영향을 조사하였다.
Shakingspeed에 따른 균사생장과 세포외 다당류 생산에 대한 결과는 Fig.2-6
에서 보는 바와 같이 최대 균사생장과 세포외 다당류 생산은 150 rpm의
shakingspeed에서 얻어졌으며,shakingspeed가 증가할수록 양호한 균사생장
과 세포외 다당류 생산을 보였다.이러한 결과는 shakingspeed가 증가할수록
물질전달속도가 증가함에 따라 균사생장과 세포외 다당류 생산에 더욱 효과적
임을 알 수 있다.그러나 150rpm 이상에서의 shakingspeed는 균사생장과 세
포외 다당류 생산은 100rpm에서의 경우보다 다소 낮은 경향을 보였는데,이는
배양액 내의 균사체에 증가된 shearstress가 작용하여 균사체의 손상으로 인
한 것으로 사료된다.따라서 flaskculture에서의 최적 shaking speed는 150
rpm임을 알 수 있다.
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Fig.2-6.Effectofshakingspeedon mycelial
growthandexo-polysaccharideproductionwithflaskcultureat
25℃ andinitialpH 6.5-7.0
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II-3-6.탄소원 영향

탄소원은 균류에 있어서 탄수화물,단백질,지질,핵산 등의 합성과 에너지
공급원으로서 균주의 생장에 필수적인 영양원이다.백영고 버섯 균사체의 생장
에 미치는 10종의 탄소원을 각각 2%(w/v)로 첨가하여 실험을 진행 하였다.
Table2-1에 나타낸것과 같이,균사생장은 glucose(6.48g/L)첨가구에서 가장
양호하였고,fructose(5.68g/L)와 maltose(5.27g/L),mannose(4.59g/L)순으
로 양호하였으며 arabinose(2.25g/L)로 무첨가구보다 매우 적은 균사생장을 보
였다.세포외 다당류 생산에 있어서는 glucose(2.64g/L)첨가구에서 가장 우수
하였고,fructose(1.39g/L),maltose(1.20g/L)순으로 비교적 양호하였지만 다른
첨가구에서의 세포외 다당류 생산은 무첨가구에서의 세포의 다당류보다 저조한
세포외 다당류 생산을 보였다.이러한 결과는 [101]를 액체배양
하였을 때 glucose가 가장 양호하였다는 보고와 [102]의 최적 탄소
원이 glucose라는 것을 보고한 결과와 일치하는 경향이었다.또한,백영고 버섯
균사체의 세포외 다당류 생산 경향은 균사생장과 더불어 증가하고 있는데 이는
탄소원이 세포외 다당류 생산수율을 향상시키는데 중요한 역할을 하고 있음을
알 수 있다.Park등[104]은 양호한 균사생장이 protein-bound다당류 생산과 일
정한 관계를 가지고 있다는 보고와 일치하는 경향임을 알 수 있다.최적 탄소
원으로 선발된 glucose의 농도에 따른 균사생장과 세포외 다당류생산에 미치는
영향을 조사한 결과 (Fig.2-7)백영고버섯 균사체의 최대 균사생장과 세포외
다당류 생산은 glucose5%(w/v)첨가구에서 얻어졌으며,5%(w/v)농도 이상
또는 이하의 첨가구에서는 균사생장과 세포외 다당류 생산은 저조한 것으로 나
타났다.이러한 결과는 Miko등[105]이 의 균사 배양에
있어서 5%(w/v)glucose농도이상 또는 이하로 첨가하였을 때 균사생장과
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L-malicacid생산이 저해하는 효과를 나타낸다는 보고와 일치함을 알 수 있
다.따라서 균사생장과 세포외 다당류 생산을 위한 농도는 5%임을 알 수 있다.
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Carbon
source

Mycelialdryweight
(g/L)

Exo-polysaccharide
(g/L)

Specific
production
(g/L/g/L)

Control
Glucose
Mannose
Galactose
Fructose
Arabinose
Xylose
Maltose
Lactose
Sucrose
Manitol

2.89
6.48
4.59
2.96
5.68
2.25
3.54
5.27
3.01
3.05
3.62

0.77
2.64
1.20
0.59
1.39
0.64
0.72
1.29
0.60
0.53
0.56

0.27
0.40
0.26
0.20
0.25
0.27
0.20
0.24
0.20
0.17
0.15
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Fig.2-7.Effectofglucoseconcentrationon Inzengamycelial
growthandexo-polysaccharideproductionwithflaskculture.
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II-3-7.질소원 영향

질소원은 세포질을 구성하고 있는 주요 성분의 합성에 필수적인 영양원으로
본 연구에서 질소원이 백영고 버섯의 균사생장 및 세포외 다당류생산에 미치는
영향을 조사하기 위하여 최적 탄소원인 glucose를 5%(w/v)로 첨가된 배지에
유기태 질소원 및 무기태 질소원 등 12종을 첨가하여 조사하였다.배양 결과는
Table2-2에 나타 내었다.유기태 질소원인 polypeptone과 yeastextract첨가
구에서 가장 양호한 균사생장과 세포외 다당류 생산을 보였으며,다른 유기태
질소원인 tryptone,peptone,maltextract와 첨가구에서는 다소 억제되는 현상
이었다.무기태 질소원의 경우 유기태 질소원 첨가구에서 보다도 상대적으로
저조한 생산수율을 보이고 있으며,대체적으로 버섯 균사생장에는 암모니아태
질소가 질산태 질소보다 유리하다는 보고[105,106]와 비교하였을 때 백영고 버
섯 균사체의 경우와 유사한 경향임을 알 수 있다.그러나
의경우는 무기질소원을 사용 할 경우 균사생장과 세포외 다당류 생산은 유기질
소원과 거의 비슷한 결과가 나타났다 [18].또한 배양에서
는 cornsteeppowder이 가장 효과적인 질소원이였다 [40].
의 경우는 yeastextract와 maltextract이 함유한 배지에서 높은 균사생장과
세포외 다당류 생산이 나타났다 [81].
균사생장과 세포외 다당류 생산에 최적 polypeptone농도를 조사하기 위하여

polypeptone농도를 0.2에서 2%(w/v)씩 달리하여 glucose5%(w/v)가 함유된
배지에 첨가하여 조사 하였다. 배양 결과 Fig. 2-8에 나타 내었다.
Polypeptone1.0%(w/v)첨가구에서 최대 균사생장 및 세포외 다당류 생산을
나타냈다.균사생장과 세포외 다당류 생산은 polypeptone첨가 농도가 1.0%까
지 증가하였지만,1.0%(w/v)이상의 고농도에서는 억제되는 경향이었다.Yeast
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extract의 농도에 따른 균사생장과 세포외 다당류 생산에 미치는 영향을 조사
하고자 yeast extract의 농도를 0.1 - 1.0%(w/v)까지 달리하여 glucose
5.0%(w/v)와 polypeptone1.0%(w/v)가 함유된 배지에 첨가하여 조사하였다.
Fig.2-9에서 보는 바와 같이 균사생장과 세포외 다당류 생산은 polypeptone
1.0%(w/v)만 첨가된 경우보다 0.8%(w/v)의 yeastextract을 혼합하여 첨가되었
을 때의 균사생장과 세포외 다당류 생산은 훨씬 더 향상된 생산수율을 보였다.
따라서 최적 질소원인 polypeptone과 yeastextract의 최적 첨가농도는 각각
1.0%(w/v)와 0.8%(w/v)임을 알 수 있다.이러한 혼합 질소원의 효과는

의 경우와 거의 비슷한 결과가 얻어졌다 [81].
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Nitrogen
source

Mycelialdryweight
(g/L)

Exo-polysaccharide
(g/L)

Specific
production
(g/L/g/L)

Control
Ca(NO3)2
NaNO3
(NH4)2SO4
NH4NO3
NH4H2PO4
(NH4)2HPO4
KNO3

Maltextract
Peptone
Tryptone

Yeastextract
Polypeptone

1.14
2.20
0.01
0.75
0.71
3.68
3.01
1.09
2.22
3.04
4.65
6.19
6.84

0.49
0.81
N.D.
N.D.
N.D.
1.07
1.02
0.36
1.44
1.59
1.79
2.45
3.55

0.43
0.37
-
-
-
0.29
0.33
0.33
0.65
0.52
0.38
0.40
0.51
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Fig.2-8.Effectofpolypeptoneconcentration on Inzenga
mycelial growth and exo-polysaccharide production with flask
culture.
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Fig.2-9.Effectofyeastextractconcentrationon Inzenga
mycelial growth and exo-polysaccharide production with flask
culturecontaining1% ofpolypeptone.
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II-3-8.무기염류 영향

균사생장과 세포외 다당류생산에 관한 무기염류의 영향을 조사하기 위하여
glucose5%(w/v),polypeptone1.0%(w/v),yeastextract0.8%(w/v)가 함유된
배지에 9종의 무기염류를 각각 0.15%(w/v)씩 첨가하여 조사하였다.그 결과
Table3-3에서 보는 바와 같이 6종의 무기염류는 백영고 버섯 균사생장에 효
과적이었고 그 중에서도 K2HPO4와 MgSO4․7H2O 첨가구에서 균사생장과 세
포외 다당류 생산이 가장 우수하였다.이러한 결과는 Chen과 Liy[107]가

의 효소생산에 있어서 K2HPO4와 MgSO4․7H2O의 첨가
가 효과적이었음을 보고한 결과와 유사한 경향임을 알 수 있다.또한 buffering
reagent로 작용하는 PO43-,세포구조를 형성하는 K+,그리고 균류의 세포벽의
생합성 및 이온 투과성에 영향을 미치는 Mg2+의 효과에 의하여 균사생장과 세
포외 다당류 생산수율을 향상시킨 것으로 사료된다.최적 무기염류로 선발된
K2HPO4의 첨가농도에 따른 영향을 조사하고자 glucose5%(w/v),polypeptone
1.0% (w/v),yeastextract0.8%(w/v)가 함유된 배지에 0.02-0.3%(w/v)씩 첨
가하여 조사한 결과 Fig.2-10에서와 같이 0.12%(w/v)농도의 K2HPO4첨가구
에서 최대 균사생장(12.9g/L)과 세포외 다당류 생산(4.15g/L)을 보였다.
또한 MgSO4․7H2O의 첨가에 의해 따른 균사생장과 세포외 다당류 생산을

조사하기 위하여 glucose 5%(w/v),polypeptone 1.0%(w/v),yeastextract
0.8%(w/v),K2HPO40.12%(w/v)가 함유된 배지에 0.02-0.3%(w/v)씩 첨가하
여 조사한 결과 Fig.2-11에서와 같이 균사생장은 MgSO4․7H2O 첨가에 따른
수율증가 효과는 나타내지 않았지만,MgSO4․7H2O 0.12%(w/v)농도가 첨가
된 시험군에서의 세포의 다당류 생산의 수율은 K2HPO4의 첨가 농도에 따른 실
험결과에서 나타난 세포외 다당류 생산보다 향상된 수율을 보였다.
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따라서 백영고버섯 균사체의 균사생장과 세포외 다당류의 생산을 위한 최
적 무기염류인 K2HPO4와 MgSO4․7H2O의 최적 첨가농도는 똑같이
0.12%(w/v)임을 알 수 있다.이러한 결과은 에서 결과와 거의 비슷
한 결과가 얻어졌다.그러나 and 배양에 Mg2+,K+,
와 Ca 2+을 첨가 할경우 균사성장을 촉진한다고 하였고, ,경우는
KH2PO4 와 CaCl2이 균사성장에 가장 효과적이다고 보고 하였다 [28].또한
Kim등은 의 배양시 CaCl2·2H2O,KH2PO4,MnSO4·5H2O,또는
ZnSO4·7H2O을 첨가 할때 높은 균사성장과 세포외 다당류의 생산이 얻어졌고
특히 MnSO4.·5H2O0.05%을 첨가 할때 균사성장과 세포외 다당류의 생산은 약
10% 증가 하였다고 보고 하였다 [82].
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Mineral
source

Mycelialdryweight
(g/L)

Exo-polysaccharide
(g/L)

Specific
production
(g/L/g/L)

Control(none)
MgSO4

CaCl2·2H2O
ZnSO4·7H2O
MgCl2

MgSO4·7H2O
Na2HPO4
FeSO4·7H2O
K2HPO4
KH2PO4

7.15
6.84
7.30
0.16
8.57
9.69
7.32
6.64
10.92
8.31

1.90
2.51
0.54
N.D.
1.48
3.34
1.27
1.02
3.75
2.64

0.27
0.37
0.07
-
0.17
0.34
0.17
0.15
0.34
0.32
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Fig.2-10.EffectofK2HPO4 concentration on Inzenga
mycelialgrowth and exo-polysaccharide production with flask
culture.
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Fig.2-11.EffectofMgSO4․7H2O concentrationon Inzenga
mycelial growth and exo-polysaccharide production with flask
culture.
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IIIIII---444...결결결론론론
본 연구는 백영고버섯의 액체배양로부터 균사체 대량생산 및 세포외 다당

류 생성에 미치는 배양조건의 최적화를 flask에서 검토하여 다음과 같은 결과
를 얻었다.

1.배양온도 20℃ 이하와 30℃이상에서는 백영고버섯 균사체 생육이 급속히 저
하되는 것을 알 수 있으며,25℃에서 균사생육이 가장 양호하였다. 접종량
5%(w/v)로 시험한 군들은 최대 균사생장과 세포외 다당류 생산을 나타냈으며,
초기 pH 7.0에서 균사생장은 5.95g/L이지만 세포외 다당류 생산은 2.09g/L
로 최대 생산량을 보였다.

2.여러 탄소원중에서 균사생장에 대하여 단당류인 glucose(6.48g/L)첨가구에
서 가장 양호하였고,세포외 다당류 생산에 있어서는 glucose(2.64g/L)첨가구
에서 가장 우수하였다. 유기태 질소원인 polypeptone과 yeastextract첨가구
에서 가장 양호한 균사생장과 세포외 다당류 생산을 보였다. 특히
Polypeptone1.0%(w/v)와 yeastextract0.8%(w/v)의 혼합 질소원인경우는 단
독 질소원보다도 균사생장과 세포외 다당류 생산이 증가 하였다.6종의 무기염
류는 백영고 버섯 균사생장에 효과적이었고 그 중에서도 K2HPO4 0.12%,
MgSO4․7H2O 0.12% 첨가구에서 균사생장과 세포외 다당류 생산이 가장 우수
하였다.
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제제제 IIIIIIIII장장장...JJJaaarrrfffeeerrrmmmeeennntttooorrr및및및 AAAiiirrrbbbuuubbbbbbllleeebbbiiiooorrreeeaaaccctttooorrr
배배배양양양

IIIIIIIII---111...서서서론론론

버섯의 식품학적 가치는 맛뿐만 아니라,아미노산,당,비타민 등을 풍부하
게 함유한 건강식품으로 평가되고 있으며 버섯 균사체의 심부배양도 식품이나
사료를 목적으로 한 것[65-67],배양 균사체의 비타민이나 질소함량[68,69]등
의 성분,그리고 원료비의 절감을 위한 폐자원의 이용[69-71]등에 관하여 많은
검토가 이루어진 바가 있다.또한 버섯류에는 세균,곰팡이,효모 및 방선균 등
과 같이 생리활성물질 생산균의 탐색대상이 되고 있어 여러 종의 항생물질
[72,73],항암물질[74,75],효소[76]및 기타 여러 가지 물질[77,78]등이 보고 되었
다.따라서,심부배양에 의한 유용물질 생산을 위한 버섯 균사체의 배양이 시도
되고 있으나 배양공학 측면에서의 버섯 균사체 대량 생산 및 세포외다당류에
미치는 여러 배양조건 등에 관한 연구는 아직 부족 한 상태이다.
Stirredtankbioreactor시스템은 aerobicbioprocessing을 위한 가장 전형적

인 bioreactor이다. 대부분의 버섯 균사체 심부 배양은 선단력 (shearstress)
이 있는 bioreactor에서 진행 되고 있다.이러한 선단력 (shearstress)은 균사
체 형성,productionformation및 productyield등을 영향을 주고 있다.특히
mechanicalpower가 많이 필요로 하고 있어 경제적으로 문제가 될 수 있고 운
전이 복잡하다.또한 구조가 복잡하여 maintenance가 아주 어렵다.그러나 선
단력 (shear stress)이 없는 air-bubble reactor은 bioreactor 구조 및
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maintenance가 아주 간단하여 경제적으로 아주 유용하게 사용되고 있으며 및
scale-up하기 쉽다.그러나 이러한 air-bubblereactor은 산소 공급이 기존의
bioreactor(stirredtankbioreactor)보다도 일반적으로 낮아 areation에 대한 최
적 배양조건이 필요하다.
따라서 본 연구는 flask 최적 배양조건을 이용하여 jarfermentor및 air

bubblebioreactor에서 scaleup을 하기 위해 jarfermentor에서의 agetiaion
speed및 aeration그리고 air-bubblereactor에서 aeration을 검토 하였다.
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IIIIIIIII---222...재재재료료료 및및및 방방방법법법

1.균주 및 보존

본 연구에서 사용한 균주는 백영고( Inzenga)버섯으
로 충남 가야 백송 종균배양소에서 분양받아 사용하였으며,patotodextrose
agar(PDA)배지에서 25℃,7일간 배양한 후 4℃에서 보존하였고,2주마다 계대
배양하면서 실험에 사용하였다.

2.접종원

접종원의 준비는 고체배양의 경우,냉장보관하던 균주를 YMGA배지(malt
extract10g/L,glucose4g/L,yeastextract4g/Landagar20g/L)의 중앙
부에 5mm corkborer로 절취한 mycelium disk를 접종하여 25±1℃의 항온기에
서 배양한 후 실험에 사용하였으며,액체배양의 경우는 300mL플라스크에 50
mL의 기본배지(YMG :glucose20g/L,yeastextract3g/L,maltextract3
g/L,KH2PO41g/LandMgSO4․7H2O 0.5g/L)를 121℃,15분간 고압멸균한
후 5mm corkborer로 mycelium disk4-5개를 절취하여 접종한 후 25℃,8일
간 진탕배양한 다음,배양액을 균질기로 무균적으로 30sec동안 균질화하여
접종원으로 사용하였다. 종균 배양액 10%을 Jar fermentor 및 bubble
bioreactor에 접종하여 균사체 및 세포외 다당류를 검토 하였다.

3.분석방법
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분석방법은 제 2장과 동일함

4.Jarfermentor배양

발효조 배양에서 발효조는 5 L 용량(working volume 2L)의 Jarfer-
memter(Kobiotech,Korea)로써 자동온도조절기,교반속도 조절기,용존산소농
도(DO)센서 및 pH센서를 부착하고 있다.산소의 공급은 공기 압축기를 이용하
여 여과 필터를 거쳐 발효기 안으로 유입되게 하였으며,배양시 발생하는 거품
을 제거하기 위하여 Silicon소포제를 사용하였다.유량(areation)은 0.5vvm과
1.5vvm으로 달리하여 areation에 따른 균사생장과 세포외 다당류 생산을 조사
하였고 교반속도는 100,200,300rpm으로 변화를 주면서 교반속도에 따른 영
향을 조사하였다.발효조 배양에 사용한 배지는 flask배양에서 영양요구성 실
험을 통하여 얻어진 최적 배지를 사용하였고,조업 온도와 pH는 각각 25℃,6.5
로 하여 배양기간 동안 일정하게 유지되도록 조절하였고 배양기간은 8-12일
간 배양하여 균사생장과 세포외 다당류 생산을 조사하였다.

5.Airbubblebioreactor배양

Airbubblebioreactor을 이용한 배양은 workingvolume3L가 함유한 5
L용량의 Reactor로써 자동온도조절기,용존산소농도(DO)센서 및 pH센서를 부
착하고 있다.산소의 공급은 공기 압축기를 이용하여 여과 필터를 거쳐 발효기
안으로 유입되게 하였으며,배양시 발생하는 거품을 제거하기 위하여 Silicon
소포제를 사용하였다.유량(areation)은 0.5 vvm과 3.0 vvm으로 달리하여
areation에 따른 균사생장과 세포외 다당류 생산을 조하였다.Airliftbioreactor
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배양에 사용한 배지는 flask배양에서 영양요구성 실험을 통하여 얻어진 최적
배지를 사용하였고,조업 온도와 pH는 각각 25℃,7.0로 하여 배양기간 동안 일
정하게 유지되도록 조절하였고 배양기간은 8-12일간 배양하여 균사생장과 세
포외 다당류 생산을 조사하였다.
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IIIIIIIII---333...결결결과과과 및및및 고고고찰찰찰

III-3-1.Jarfermentor의 agitationspeed영향

Flask culture에서의 영양 요구성 실험 결과 얻어진 최적배지(glucose
5%(w/v),polypeptone 1.0%(w/v),yeastextract0.8%(w/v),K2HPO4 0.12
%(w/v)및 MgSO4․7H2O 0.12%(w/v))가 함유한 workingvolume2.0L를 5
Ljarfermintatior에서 agitationspeed을 검토 하였다.백영고 버섯의 균사생장
과 세포외 다당류 생산에 관한 agitationspeed의 영향은 100-300rpm으로
달리하여 조사하였다.배양온도,pH 및 aeration은 각각 25℃,7.0그리고 0.5
vvm으로 배양기간 동안 일정하게 유지되도록 조절하였다.결과는 Fig.3-1에
나타 내었다.100-300rpm agitationspeed하에서 배양기간 동안의 균사생장과
세포외 다당류 생산에 관한 것으로 결과에서 보는 바와 같이 agitationspeed는
균사생장과 세포외 다당류 생산에 영향을 미치고 있음을 알 수 있다.Agitation
speed가 200rpm이상까지 증가시켜 주었을 때 균사생장과 세포외 다당류 생산
을 감소하고 있음을 알 수 있다.이러한 결과는 agitationspeed가 증가할수록
impeller에 의한 강한 shearstress가 발생하여 발효조 내의 균사에 손상을 입
혀 균사생장과 세포에 다당류 생산에 부정적인 영향을 끼쳤기 때문인 것으로
사료된다.최대 균사생장과 세포외 다당류 생산은 150rpm의 agitationspeed
조건하에서 얻어졌으며 그 생산량은 배양 9일후 각각 8.5g/L와 3.10g/L로 나
타났다.따라서 최적 agitationspeed는 150rpm으로 나타 났다..
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Fig.3-1.Effectofagetationrateon Inzengamycelial
growthandexo-polysaccharide productioninthejarfermentor.
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III-3-2.Jarfermentor의 aeration영향

Jarfermenter에서의 aeration에 따른 균사생장과 세포외 다당류생산에 미
치는 영향을 조사하기 위하여 aeration을 각각 0.5,1.0,1.5,2.0vvm으로 하여
실험을 하였다.배양은 Flaskculture에서의 영양 요구성 실험에서 얻어진 최적
배지 (glucose 5%(w/v),polypeptone 1.0%(w/v),yeastextract0.8%(w/v),
K2HPO4 0.12 %(w/v)및 MgSO4․7H2O 0.12 %(w/v))2.0 L를 5 L jar
fermentor에 사입후 배양 온도 25℃,agitationspeed150rpm에서 9일동안 하
였다. 배양 결과는 Fig.3-2에 나타 내었다. Aeration이 0.5vvm에서 1.0vvm
으로 증가 할 경우 배양 9일후 균사성장도 증가 하였다.그러나 1.5vvm으로
증가 할 경우 감소 하였다.또한,세포외 다당류 생산도 aeration이 0.5vvm에서
1.0vvm으로 증가 할 경우 함께 증가 하였다.그러나 1.5vvm으로 증가 할 경
우 감소 하였다.그러므로 최적 aeration은 1.0으로 결정 했다.이러한 결과는
aeration공급이 증가할수록 배양액 내의 산소전달속도가 증가하여 백영고버섯
의 균사생장에 유리한 환경을 조성하게 되어 결국 균사생장과 세포외 다당류
생산의 수율의 영향에 미친 것으로 사료된다.
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Fig.3-2.Effectofaerationon Inzengamycelialgrowthand
exo-polysaccharideproductioninthejarfermentor.
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III-3-3.Jarfermentor에서 최적배양

Basalcultureconditions와 optimum cultureconditions을 비교하기 위해
배양시간에 따른 균사생장,세포외 다당류 생산,pH,그리고 기질인 glucose소
비량을 조사하였다.Fig.3-3은 배양시간에 따른 백영고버섯의 균사생장과 세포
외 다당류 생산 및 잔존 glucose농도의 변화를 나타낸 것이다.Basalculture
conditions에서 배양 할 경우 균사 성장은 배양시간 증가와 함께 증가 하였다.
특히 배양 4일까지는 optimum cultureconditions와 비교할 때 거의 비슷하게
성장 하였다.그러나 배양 6일후부터는 optimum cultureconditions보다 감소
하였다.pH는 배양 일후부터 감소하기 시작하여 배양 3일후에서부터 배양 10일
까지 6.4-6.6의 범위였다.그러나 배양 11일부터 증가하기 시작하여 배양 12
일후에는 7.2까지 상승 했다.Glucose는 배양시간 증가와 함께 서서히 소비가
증가하여 배양 12일후 약 27g/L가 소비되었다.세포외 다당류 생산은 배양 시
간 6일까지 함께 증가 하였다.그러나 배양 7일후부터는 더 이상 증가 하지 않
했고,세포외 다당류 최대 생산은 배양 6일후 2.5g/L이 얻어졌다.
그러나 Optimum cultureconditions에서 배양할 경우 균사생장은 배양시간

4일 이후부터 균사생장이 급격히 이루어져 배양시간 10일 경에 최대 균사생장
(10.24g/L)을 보인 다음 그 이후 균사생장이 증가 하지 않했다.pH는 배양 초
기에 7.0에서 배양 2일에 6.4로 감소하기 시작하여 배양 전기간동안 6,3-6,5로
유지 했다.Glucose소비는 배양시간 5일까지 급격히 증가하였다.그러나 배양
6일부터는 서서히 증가하여 배양 12일후 약 46g/L가 소비되었다.세포외 다당
류 생산은 배양 증가와 함께 증가 하여 배양 10일째 최대 생산량(3.85g/L)을
보인다음 그 이후에 균사생장의 억제됨에 따라 세포외 다당류 생산도 저하되었
다. 이 결과는 Basalcultureconditions보다 1.5배 증가 하였다. 백영고버섯
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균사체의 균사생장은 급격히 증가하기 시작하는 시점에서 배지내의 기질인
glucose의 이용도 급격히 증가하고 있으며,배양기간 동안 배지 내의 glucose
농도는 50g/L에서 4g/L로 감소하였다.이러한 결과는 백영고 버섯의 세포외 다
당류 생산 방식이 증식 연동형 방식인 것으로 판단되는데,이에 대한 보다 많
은 연구가 필요한 것을 사료된다.



- 59 -

Fig. 3-3. Changes of Inzenga mycelial growth and
exo-polysaccharideproductioninjarfermentorunderoptimum and
basalconditionsofcultureandmedia.
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III-3-4.AirBubblebioreactor의 aeration영향

Flask culture에서의 영양 요구성 실험 결과 얻어진 최적배지(glucose
5%(w/v),polypeptone 1.0%(w/v),yeastextract0.8%(w/v),K2HPO4 0.12
%(w/v)및 MgSO4․7H2O 0.12%(w/v))2.0L를 3LAir-Bubblebioreactor
에 사압한 후 배양온도 25℃,pH 7.0에서 9일동안 그리고 aeration변화 (0.5,
1.0,2.0,3.0vvm)에 따른 균사생장의 세포외 다당류 생산을 조사하였다.
Aeration변화에 따른 균사생장과 세포외 다당류 생산은 Fig.3-4에 나타 냈다.
결과에서 보는 바와 같이 aeration1.0-2.0vvm에서 균사생장이 배양시간 5일
이후부터 균사생장이 급격히 이루어져 배양시간 9일 경에 최대 균사생장(8.3
g/L)이 보였다. 그러나 aeration2.0vv일때 세포외 다당류 생산은 배양시간 9
일경에 2.60g/L으로 최대결과였다. 또한 접종후 배양일로부터 5일까지 비교
적 낮은 통기량에서 균사생장이 활발하였지만,7일정도를 기점으로 균사체의
생장속도가 비교적 1.0-2.0vvm 통기량에서 균사생장이 잘 되는 것으로 보아 균
사 생장이 활발한 시점부터 최적 통기량이 요구 되는 것으로 판단된다.
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Fig.3-4.Effectofaerationon Inzengamycelialgrowthand
exo-polysaccharideproductioninanairbubblebioreactor.
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II-3-5.AirBubblebioreactor에서 최적배양

Airbubblebioreactor에서 basalcultureconditions와 optimum culture
conditions을 비교하기 위해 배양시간에 따른 균사생장의 세포외 다당류 생산,
pH,그리고 기질인 glucose소비량을 조사하였다.Fig.3-5은 배양시간에 따른
백영고버섯의 균사생장과 세포외 다당류 생산 및 glucose농도의 변화를 나타
낸 것이다.Basal배양 조건을 이용할 경우 균사 성장은 배양시간 증가와 함께
증가 하였다.특히 배양 4일까지는 optimum cultureconditions와 비교할 때 거
의 비슷하게 성장 하였다. 그러나 배양 6일후부터는 optimum culture
conditions보다 감소 하였다.pH는 배양 일후부터 감소하기 시작하여 배양 3일
후에서부터 배양 10일까지 6.4-6.6였다.그러나 배양 9일부터 증가하기 시작하
여 배양 12일후에는 7.4까지 상승 했다.Glucose는 배양시간 증가와 함께 서서
히 소비가 증가하여 배양 12일후 약 21g/L가 소비되었다.세포외 다당류 생산
은 배양 시간 10일까지 증가와 함께 증가 하였다.그러나 배양 10일후부터는
더 이상 증가 하지 않했다.세포외 다당류 최대 생산은 배양 10일후 2.1g/L이
얻어졌다.그러나 Optimum cultureconditions에서 배양 할경우 결과에서 보는
바와 같이 균사생장은 배양시간 증가와 함께 증가 하여 배양시간 12일 경에 최
대 균사생장(8.2g/L)이 보였고 그 이후는 증가 하지 않했다.pH는 배양 초기
에 7.0에서 배양 3일에 6.4로 감소하기 시작하여 배양 전기간 동안 6,3-6,7로 유
지 했다.Glucose는 배양시간 6일까지 급격히 소비가 증가하였다.그러나 배양
7일부터는 서서히 소비가 증가하여 배양 12일후 약 36g/L가 소비되었다.세포
외 다당류 생산은 배양 증가와 함께 증가 하였다.최대 세포외 다당류 생산은
배양 12일째 최대 생산량(3.3.2g/L)이 얻어졌다.이 결과는 basalconditions보
다 약 1.7배 증가 하였다.
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Fig. 3-5. Changes of Inzenga mycelial growth and
exo-polysaccharide production in air bubble bioreactor under
optimum andbasalconditionsofcultureandmedia.
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IIIIIIIII---444...결결결 론론론

본 연구는 백영고버섯의 액체 배양로부터 균사체 대량생산 및 세포외 다당
류 생산을 위한 flask 최적배양 조건을 이용하여 jarfermentor와 air-buble
bioreactor에서 scaleup하여 다음과 같은 결과를 얻었다.

1.Jar fermentor의 최대 균사생장과 세포외 다당류 생산은 150 rpm의
agitationspeed조건하에서 얻어졌으며 그 생산량은 배양 9일후 각각 8.5g/L
와 3.10g/L로 나타났다. Aeration경우는 0.5vvm에서 1.0vvm으로 증가 할 경
우 배양 9일후 균사성장도 증가 하였다. 최적 배양조건을 이용하여 Jar
fermentor에서 세포외 다당류 생산은 배양 10일째 최대 생산량(3.85g/L)을 보
인다음 그 이후에 균사생장의 억제됨에 따라 세포외 다당류 생산도 저하되었
다.이 결과는 Basalcultureconditions보다 1.5배 증가 하였다.

2.Air-BubleBioreactor에서 aeration2.0vv일때 세포외 다당류 생산은 배양시
간 9일경에 2.60g/L으로 최대결과 였다. 특히 optimum cultureconditions에서
배양 할경우 균사생장은 배양시간 12일 경에 최대 균사생장(8.2g/L)이 보였고
그 이후는 증가 하지 않했다.최대 세포외 다당류 생산은 배양 12일째 최대 생
산량(3.3.2g/L)이 얻어졌다. 이 결과는 basalconditions보다 약 1.7배 증가 하
였다.

그러나 본 연구에서 얻어진 결과는 백영고버섯으로부터 균사생장과 세포외
다당류의 생산을 위한 효율적인 공정의 개발에 있어서 불충분한 점이 있다.따
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라서 대규모의 균사체 및 세포외 다당류 생산을 위해서는 백영고버섯 균사체로
부터 생산되는 세포외 다당류의 특성,배양조건의 최적화,적절한 반응기의 구
성 및 고안 등의 많은 연구가 필요한 것으로 사료된다.

.
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제제제 IIIVVV 장장장...생생생물물물활활활성성성에에에 대대대한한한 연연연구구구

IIIVVV---111...연연연구구구 배배배경경경

최근 국제무역기구 (WTO)체제출범으로 우리 농산물도 세계시장에서 치열
한 경쟁을 해야 하는 매우 절박한 상황에 처하게 되었으며,농산물의 수입으로
인해 농촌의 경제가 위기에 처하게 되었다.따라서 우리의 농업도 이와 같은
개방화와 국제경제상황에서 능동적으로 대처할 수 있는 부가가치가 높은 농산
물을 다양하게 개발하고 상품화할 필요가 있다.버섯은 전통적인 식품및 의약
품으로 오래동안 사용되어왔다.특히 담자균의 버섯은 영양,의학 및 약효의특
성이 많아 많은 연구가 진행되고 있다.일본에서는 1977년에 구름버섯에서 추
출된 PSK(polysaccha-rideKureha,Krestin,상표;三共,회사;吳羽,경구약)
가 항암제로 사용되었다.표고버섯에서 Lentinan이 항암효과와 면역 자극활
성을 나타내는 것으로 보고되었으며,1985년에는 咪の素라는 상표로 山之內
제약과 森下제약에서 위암치료를 위한 주사약으로 판매가 되기 시작하였다
[79-81].치마버섯은 Schizophyllan이라는 다당체를 함유하고 있고,이 물질이 제
암,세포면역증가 및 항생제로서 작용하는 것이 밝혀져 있다.이는 1986년에
台糖이라는 이름으로 科硏제약에서 자궁암의 치료를 위한 주약으로 개발하
였다.한편 중국에서는 저령다당체 주사약과 표고다당체 타블렛이 개발되어 시판되
고 있다.복령에 있는 다당체인 pachyman이 백혈구감소증을 회복하는데 효과가
있고,단백질결합 다당체인 Hll은 제암효과를 나타내었다 [108-111].팽이버섯으로
부터 얻어진 산성 peptide인 profuramine은 항암제로서 실용화가 검토되고 있다.
이외에도 로부터 Calvacin이 펩티드성 제암불질로 알려져 있
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고 로부터 로부터 sparasin이 발견
되어졌는데 이 역시 주목되고 있는 유용성 물질이다,현재까지 버섯에서 여러
종류의 유용한 물질들이 보고되고 있으며[61-64],600여종 이상의 버섯에 대하
여 생물활성을 탐색한 결과 자실체 및 균사배양액에 유효성이 있다는 것이 입
증되었다 [112-116].따라서 여러 버섯을 이용하여 이들 물질의 기능에 대해
보다 더 심도 있는 연구를 하고 이를 기반으로 한 새로운 생물제제의 개발이
필요하다.
본 연구에서 연구하고자 하는 버섯은 백영고(

Inzenga)로 새송이버섯( )의 변이종으로서,담자균류의 느타리
버섯과( ),느타리버섯속( )에 속하는 버섯의 일종이다.중
국의 ChineseFoodExaminationCenter의 보고에 따르면 백영고는 14.7%의
단백질을 함유되어 있다고 하였으며 [117-119],특히 다당류(Polysacchrides)가
면역계(ImmuneSystem)를 강화시키는 효능을 가지고 있는 것으로 알려져 있
다[24].또한,백영고는 식용버섯 중에서 가장 육질이 풍부하고 송이의 맛과 향
을 가지고 있어 다른 버섯에 비하여 식용가치가 높으면서도 생장주기가 짧으
며,생산량이 높고,질이 좋아서 개발전망이 매우 높은 버섯이다 [120-122].그
러나 백영고의 영양학적․약리적 효능이 매우 우수한 것으로 기대되지만,느타
리속의 다른 버섯에 대한 많은 연구에 비하여 국내․외적으로 매우 드문 실정
이다.
그래서 본 연구는 백영고 버섯의 균사체 및 자실체 추출물을 이용하여 항

산화,항암 및 아질산소거능 등을 검토 하였다.먼저 항산화 활성 측정 을 위
해 에서 DPPH (1,1-diphenyl-2-picrylhydrazylscavengingRates)소
거능,superoxideanion radical소거능,Linoleicacid과산화저해측정하였다.
간(liver)에서는 superoxidedismutase(SOD),glutathion(GSH),glutathione
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peroxidase (GSH-px), alcohol dehydrogenase (ADH), catalase, alcohol
dehydrogenase(ADH)및 acetaldehydedehydrogenase(ALDH)등을 측정하였
다.그리고 백영고버섯의 항암효과를 검토하기위해 간암세포인 SNU-354
(hepatocellular carcinoma, human), 폐암세포인 A549 (lung carcinoma,
human),자궁경부암세포인 HeLa(cervixcarcinoma,human),상피색소세포인
HO-1 (melanoma cells,human)및 정상폐세포인 HEL299 (lung normal,
human)등를 사용하였다.또한 백영고버섯 자실체 및 균사체 추출물로부터
pH변화에 따른 아질산소거율를 측정 하였다.
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IIIVVV---222...재재재료료료 및및및 방방방법법법

IV-2-1.백영고버섯의 미네랄,비타민,및 아미노산 분석

1.미네랄 분석

미네랄 분석은 백영고 시료를 습식분해법 [123]으로 분해하여 증류수로 정용
하고 여과하여 검액으로 사용하였다.각 성분의 정량은 원자흡광광도계(Varian
ModelSpectrAA-300A)을 사용하였으며 인의 정량은 molybdenum blue흡광
도법으로 비색정량하였다.

2.아미노산 분석

유리아미노산 분석은 시료 10g에 75% ethanol20㎖를 가하고 이를 환류 냉
각장치에 연결하여 80℃에서 40분간 가열한 뒤,이를 Büchnerfunnel을 사용하
여 여과 하였고 남은 고형물은 75% ethanol50㎖로 3회 세척하여 다시 여과
하였다.위의 여과액을 vacuum evaporator로 감압건조하여 ethanol을 증발시키
고 ethylether50㎖로 3회에 걸쳐 재추출하였다.ether층을 회수하여 감압건조
시켜 잔류의 ether를 제거한 후 0.2M citratebuffer(pH 2.2)를 가하여 시료용
액으로 사용하였다.아미노산의 형광 유도체화를 위해 Edman's Reagent인
PITC(phenylisothiocyanate)를 사용하였으며,이들 유도체를 분리하기 위해
3.9×300㎜ Pico-Tagcolumn을 사용하여 Table1과 같은 조건에서 분석하였
다.구성아미노산은 Pico-Tag방법[124]에 의하여 시료 분말 1g에 6N-HCl
10㎖를 가한 후 N2gas로 충전시켜 밀봉하여 110±5℃에서 24시간 가수분해
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시킨 다음 실온에서 냉각한 후 pH 2.2의 sodium citratebuffer3㎖에 용해시
켜 0.2㎛ milliporefilter로 여과하였다.이 여액을 200㎕를 취해 HPLC에 주
입하여 Pico-Tagcolumn을 이용하여 유리아미노산 분석과 같은 조건에서 분석
하였다.



- 71 -

System:Waters510HPLCPump×2
WatersGradientController
Waters717Automaticsampler
Waters996PhotodiodeArrayDetector(PDA)

Column:WatersPico․Tag® Column(3.9×300mm,4μm)
Detector:Waters996PhotodiodeArrayDetector(PDA),254nm
Dataanalysis:Millennium 32chromatographymanager
Injectionvolume:200uL
Mobilephase:
A:140mM sodium acetate(6% acetonitrile)
B:60% acetonitrile

GradientTable
Time Flow %A %B
Initial 1.0 100 0
9.0 1.0 86 14
9.2 1.0 80 20
17.5 1.0 54 46
17.7 1.0 0 100
18.2 1.0 0 100
20.0 1.0 0 100
20.7 1.0 0 100
21.0 1.0 100 0
24.0 1.0 100 0
25.0 1.0 100 0

Table3-1.OperatingconditionsfortheanalysisofaminoacidbyHPLC.
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3.비타민 분석

비타민 분석은 시료 1g을 식품공전의 미량 영양성분 시험법[125]에 따라 처
리하여 이 중 20㎕을 취해 HPLC(Waters510)로 분석하였다.HPLC분석조
건은 C18column(μBondapakC18,3.9×300㎜,10um)이며 유속은 solvent30
mL/hr,ningydrin20mL/hr이고,압력은 solvent55bar,ninhydrin12bar이었
다.

IV-2-2.백영고버섯의 생물활성 분석

1.실험동물

invivo실험용 동물로는 Sprague/Dawley계의 수컷 흰쥐를 구매하여 2주
일 이상 사육장 환경에 적응시킨 후 사용하였다.사육장은 인공조명설비에 의
하여 조명시간을 오전 7:00부터 오후 7:00까지 12시간으로 조절하며,실내온도
는 22±1℃,습도는 60% 내외로 유지하였고,급수는 일반 상수도를 사용하였
고 사료와 급수는 제한하지 않았다.정상사료를 食餌하면서 사육한 후에 체중
이 210-240g인 개체를 실험에 사용하였다.

2.시약 및 기기

DMSO(dimethyl sulfoxide), DPPH(1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl),
glutathione, linoleic acid, methyl pyrazole, NAD(diphosphopyridine
Nucleotide),NBT(nitrobluetetrazolium cloridemonohydrate),sodium nitrite,
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sodium azide,sodium pyrophosphate,dithiobis,trypanblue,pyrophosphate,
ferrous-chloride, magnesium chloride, phosphoric acid, PMS(phenazine
methosulfate),rotenone,semicarbazide-HCl등은 SIGMA 제품,ammonium
thiocyanate,acetaldehyde,formaldehyde,formamide,glutamine,hydrogen
peroxide, MTT[3-(4,5-dimethyl thiazol-2-yl)-2,5-diphenyl tetra zoilum
bromide], silymarin group, tanic acid, tricloroacetic acid, ammonium
thiocyanate 등은 Aldrich 제품, RPMI-1640(Rosewell Park Memorial
Institue-1640),DMEM(Dulbecco'smodifiedeaglemedium),BCS(bovinecalf
serum),Trypsin-EDTA 등은 JBI(JoinBio-Innovation,Korea)제품,penicilin-
streptomycin은 Cambrex제품,ethanol은 J.T.Baker제품,xanthineoxidase
는 Calbio제품,isofurane은 중외제약 제품을 사용하였다.
사용한 기기는 다음과 같았다.원심분리기로는 High Speed Centrifuge

(KONTRON, Model T-324, Italy), Ultra Centrifuge(KONTRON, Model
T-2000,Italy),조직마쇄용으로 Homogenizer(B․BRAUN,ModelPOTTERS,
Germany), 용액시료의 냉동건조에는 Freeze-Dryer( LABCONCO, Model
LYPH․LOCK 12,USA)와 Centra-VacSystem (VISION,ModelVS-802F,
Korea),흡광치측정용으로 UV-visibleSpectrophotometer(SHIMADZU,Model
Mini-1240,Japan),건조시료의 분쇄에는 Pulverizer(RONG-TSONG IRON
WORKERS, Taiwan), 용액시료의 농축에는 Rotary evaporator(TOKYO
RIKAKIKAI Co., Model EYELA, Japan), 세포배양에는 CO2 incubator
(NUAIRE,USA)및 Cleanbench(HansolSM,Korea)등의 기기를 이용하였
다.
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3. 에서의 항산화 활성 측정

1)DPPH 소거능

DPPH (1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl)라디칼 소거능은 다음과 같은 방법에
따라 실시하였다.1.5×10-4M의 농도로 에탄올에 녹여 조제한 DPPH 반응액과
일정농도의 시료를 30㎕를 첨가해 최종 부피가 3㎖가 되게 혼합하고 3분 후에
517㎚에서 흡광도를 측정하여 소거능(%)을 산출하였다.

2)Superoxideanionradical소거능

Superoxideanionradical소거능은 다음과 같은 방법에 따라 실시하였다.시
료 500㎕,0.1M Tris-HCl완충액 (pH 8.5)100uL,100uM PMS200uL,500uM
NBT 200uL및 500μM NADH 400uL를 가해 560㎚에서 흡광도 측정하고 시료
를 함유하지 않은 용매에 대한 소거율(%)로 결과를 나타내었다.

3)Linoleicacid과산화저해

Linoleicacid과산화저해률은 다음과 같은 방법에 따라 실시하였다.25㎎/㎖
농도의 시료용액 30uL,linoleicacid400uL,phosphatebuffer800uL,증류수
770uL를 가해 반응 혼합물을 만들어 40℃에서 자동산화를 유발하였다.이 반응
액 0.1㎖을 24시간 후 취해 0.1mL의 30% NH4SCN 및 75% 에탄올 2.7mL와 혼
합한 액에 2.45mg/mL농도의 ferrouschloride0.1mL을 가해 혼합하고 3분 후
500nm에서 흡광도 측정하여 용매를 사용한 대조군의 흡광도에 대한 저해율



- 75 -

(%)로서 항산화 효과를 나타내었다.

4. 에서의 항산화작용 측정

1)산화적 스트레스 유발 및 약재투여

Sprague-Dawley계 웅성 흰쥐를 2주일간 예비 사육한 후,알콜 단독투여군
인 음성대조군(NegativeControl),강력한 항산화제인 silymarin(1g/kgbody
weight/day)투여군,그리고 약재투여군 투여군 등으로 실험군으로 나누어,모든
실험군에 2주일 동안 매일 마리당 30% 에탄올 3.0mL을 경구투여하여 산화
적 스트레스를 유발하였다(Table4-2).산화적 스트레스 유발과 동시에 실험군
에는 시료추출액을 2 주일 동안 매일 1회에 걸쳐 17:00-18:00에 개체당
0.5mL씩 경구투여하였고,대조군(Control)과 Silymarin투여군에는 추출액 대신
에 생리식염수(0.85% NaCl)를 투여하였다.
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Table4-2.Experimentaldesignforinvivotestfor2weeks.

Exp.Groups Ethanol Administrations(with)

Control Yes No

Silymarin Yes Silymarin(1g/kgbodyweight/day)

Tests Yes Ext(0.8325gmushroom/kgbodywt/day)

*Ext0.8325=>0.8325g의 버섯으로부터 추출된 전탕액 (decoction)을 말함
(1)8주령 rats을 구매(무게 180±10g),2주일 사육=> 체중이 210±20정도가
됨,200g으로 가정하고 실험을 진행함
(2)알콜투여 :참고문헌에는 40% 알콜로 되어 있었기에 첫날은 40% 투여함

그러나 쥐가 견디지 못함=>30%로 수정하여 투여함.
(3)실험에 사용된 버섯류의 적적량은 정해져 있지 않기 때문에 다른 버섯을
기준으로 함.이를 쥐의 체중(200g)으로 환산하면 0.0333g이 됨,이 량의 5배
량을 투여하기로 함 =>0.0333x5=0.1665g/200gbodywt/day=0.8325g
mushroom/kgbodywt/day(논문에 서술하는 방식임:kg체중당 투여량으로
기술)(동물실험에서는 짧은 기간에 효능을 검정하고자 적정량의 5-10배량을
투여하여 실험함).
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2)간장 적출 및 효소액 조제

간장(liver)은 0.9%의 적출하여 식염수로 세척하여 여과지로 수분을 제거한
다음 -20℃의 냉동고에 보관하면서 사용하였으며,조직 균질액 및 효소액 준
비과정은 그림 4-1과 같았다.간장(liver)1.0g에 10.0mL의 0.1M phosphate
buffer를 가한 다음 빙냉상태에서 마쇄하였다.마쇄한 용액을 600xg로 15분간
원심분리하였으며,상등액 1.0mL을 취하여 glutathion(GSH)함량측정에 사용하
였다.나머지 9.0㎖을 8,000xg로 10분동안 재원심분리하여 얻은 침전물에
1.0mL의 50mM PBS(phosphatebefferedsaline,pH7.0)을 가하여 catalase및
acetaaldehydedehydrogenase(ALDH)활성측정에 사용하였다.상등액은 초원심
분리(105,000xg,60 min)하여 얻은 상등액을 SOD(Superoxide dismutase),
GSH-peroxidase및 ADH(alcoholdehydrogenase)측정용 시료로 사용하였다.
(Figure3-1)
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    Collect Collect Collect Collect Liver(1.0g) Liver(1.0g) Liver(1.0g) Liver(1.0g) from from from from RatsRatsRatsRats

-Add -Add -Add -Add 10.0mL 10.0mL 10.0mL 10.0mL of of of of 0.1M 0.1M 0.1M 0.1M phosphate phosphate phosphate phosphate bufferbufferbufferbuffer

-Chop-Chop-Chop-Chop

-Homogenize -Homogenize -Homogenize -Homogenize (glass (glass (glass (glass teflon teflon teflon teflon homogenizer, homogenizer, homogenizer, homogenizer, cool cool cool cool conditions) conditions) conditions) conditions) 

----CCCeeennntttrrriiifffuuugggeeeaaattt666000000×××gggfffooorrr111555mmmiiinnn

    Supernatant Supernatant Supernatant Supernatant -(1.0mL)-> -(1.0mL)-> -(1.0mL)-> -(1.0mL)-> Enzyme Enzyme Enzyme Enzyme solution solution solution solution for for for for GSH GSH GSH GSH AssayAssayAssayAssay

    Re-Centrifuge Re-Centrifuge Re-Centrifuge Re-Centrifuge at at at at 8888,,,,000000000000××××gggg    for for for for 10min10min10min10min

    Supernatant Supernatant Supernatant Supernatant     PrecipitatePrecipitatePrecipitatePrecipitate

-1.0mL -1.0mL -1.0mL -1.0mL of of of of 50mM 50mM 50mM 50mM PBS, PBS, PBS, PBS, pH7.0 pH7.0 pH7.0 pH7.0 

catalase-, catalase-, catalase-, catalase-, ALDH-assayALDH-assayALDH-assayALDH-assay

    RRRReeee----CCCCeeeennnnttttrrrriiiiffffuuuuggggeeee((((111100005555,,,,000000000000××××gggg,,,,1111    hr)hr)hr)hr)

    Supernatant Supernatant Supernatant Supernatant : : : : SOD-, SOD-, SOD-, SOD-, GSH-px-, GSH-px-, GSH-px-, GSH-px-, ADH-assayADH-assayADH-assayADH-assay

Fig.4-1.Preparationoftissuehomogenateandenzymesolutionfrom rat
liver.
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3)Glutathion측정

GSH(glutathion)의 함량은 다음과 같은 방법에 따라 간(liver)조직의 분쇄액
을 준비하여 측정하였다.잘게 절개한 간에 5배(w/v)의 50mM phosphate
bufferedsaline(PBS,pH 7.0)을 가하고 homogenizer를 이용하여 균질화시켰
다.균질화한 액을 20분간 원심분리(1,000×g,4 oC)하여 상층액을 취하였다.
Homogenate액에 0.1% picricacid를 첨가한 다음,3,000rpm에서 15분간 원심
분리하였다.상층액을 취하여 0.2mM NADPH,0.6mM DTNB,5mM EDTA 및
glutathionereductase가 포함된 0.1M pot,phosphatebuffer(pH 7.5)를 첨가하
여 412nm에서 30초 간격으로 3분간 흡광치변화를 측정하였다.

4)Glutathioneperoxidase(GSH-px)활성 측정

GSH-px 활성은 다음과 같은 방법에 따라 측정하였다.1×10-3M Sodium
azide와 1mM EDTA를 함유하는 0.1Mpotassium phosphatebuffer(pH 7.0)
500uL,효소액 100uL,glutathione reductase (2.768U/mL)100uL,1×10-2M
glutathione100uL을 혼합,37℃에서 10분 동안 예비 배양한 후 이 반응액에
0.1% NaHCO3에 녹인 1.5×10-3M NADPH 100uL를 가해 1분간 그리고
1.5×10-3M H2O2100uL을 가한 후 다시 1분간 340㎚에서 흡광도를 측정하였다.
결과는 흡광도와 NADPH의 molecularextinctioncoefficient(E=6.22×106㎠)로
부터 효소액과 blank의 1 분간의 NADPH 농도의 변화 (Δ[NADPH]/min)를
산출하고 이 효소액의 수치에서 blank의 수치와 glutathioneperoxidase와 관련
없는 인자에 의해 나타나는 Δ[NADPH]/min를 빼준 값을 다음의 식에 대입하
여 glutathioneperoxidase의 활성 (U/㎎ protein)을 산출하였다.
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U＝0.868(Δ[NADPH]/[GSH0])×t)×(Vi/Vs)
Vi/Vs:희석배수,
Vi:incubationvolume,
Vs:initialsamplevolume,
GSH0:glutathione의 초기 농도

5)간장(Liver)의 Superoxidedismutase 활성 측정

75mM sodium xanthine50uL와 10mM hydroxylaminehydrochloride50uL,원
심분리한 조직 상등액 500uL,그리고 증류수 200uL를 혼합한 후 37℃에서 10
분간 예비 배양하였다.여기에 xanthineoxidase(0.1U/mL)200uL를 가하고 다
시 37℃에서 20분간 배양한 다음 1% sulfanilamide1mL,0.02% N-(1-
naphthyl)ethylenediamine1mL를 가한 후 실온에서 20분간 방치한 후 540㎚
에서 흡광도를 측정하였다.그리고 SOD standard에 대하여 동일한 과정을 행
한 후 검량선을 얻었으며 이 검량선으로부터 총 SOD값을 구한 후,이 값에서
Mn-SOD의 값을 뺀 것을 Cu,Zn-SOD로 하였다.또한 Mn-SOD활성은 반응액
중에서 증류수 대신에 4mM KCN을 가하는 것만을 달리하여 Cu,Zn-SOD와 같
은 실험과정에 의해 분석하였고 얻어진 흡광도를 SOD standard검량선 (그림
4-2)에 대입하여 활성(U/mgprotein)을 나타내었다.
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Fig.4-2.Standardcurveofsuperoxidedismutase.
Activities of superoxide dismutase (U/mL)
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6)간장(Liver)의 catalase활성 측정

Catalase활성은 다음과 같은 방법에 따라 측정하였다.0.1㎖의 원심분리한
상등액,기질인 10.5mM H2O2그리고 50mM potassium phosphatebuffer(pH
7.0)를 합하여 3㎖이 되게 한 후 25℃에서 30초 동안 반응시켰으며,이 반응액
을 240nm에서 H2O2의 흡광도 변화로 효소 활성을 측정하였고,효소활성(k/mg
protein)은 1분간 1μM H2O2를 분해시키는 데 요구되는 효소량으로 나타내었다.

7)간장의 ADH 및 ALDH 활성 측정

ADH(alcoholdehydrogenase)와 ALDH(acetaldehydedehydrogenase)활성
은 다음과 같은 방법에 따라 측정하였고,ADH측정방법은 0.2M ethanol0.1mL,
0.5M semicarbazide0.02mL,0.1M NAD (in0.01M HCl)0.02mL 및 0.1M
Trisbuffer(pH 8.5)2.0mL를 혼합한 다음,30℃에서로 온도를 조정하였다.
이 혼합액에 미리 준비된 효소액 0.1mL를 가하여 파장 340nm에서 1분간의
흡광도변화를 측정하였으며,생성된 NADH의 량을 활성으로 환산하였다.
ALDH활성은 다음 방법에 따라 측정하였다. 75mM phosphate buffer

(pH8.8) 0.4mL에 증류수 70uL, 12mM NAD 70uL,12mM magnesium
chloride70uL,2.4mM 4-methylpyrazole70uL,8mM rotenone(inMeOH)2
uL를 혼합한 다음, 준비된 효소용액 0.1 mL을 첨가하였으며, 5mM
acetaldehyde0.1mL을 가하여 반응을 시작하였다.반응은 30℃에서 시행하였고,
340㎚에서 1분간 흡광도 측정하여 생성된 NADH의 량을 활성으로 환산하였으
며,계산식은 다음과 같았다.
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units/mL =
(ΔA340/min) x (reaction vol) x (dilition factor)

(sample vol) x 6.22

Units/mg protein 

=

 Activity (units/mL)

mg protein / mL of sample

(Note)6.22:millimolarextinctioncoefficientofNAD+at340nm

8)단백질 정량

단백질함량은 검량표준곡선 작성을 위한 표준단백질로는 BSA(bovineserum
albumin)를 사용하였다.

5.버섯의 항암효과 측정

1)세포주 및 세포 증식 배지

암세포주로는 간암세포인 SNU-354(hepatocellularcarcinoma,human),폐암
세포인 A549(lung carcinoma, human), 자궁경부암세포인 HeLa( cervix
carcinoma,human),상피색소세포인 HO-1(melanomacells,human)및 정상
폐세포인 HEL299(lungnormal,human)를 사용하였다.실험에 사용된 세포들
중 SNU-354,HeLa은 DMEM배지를 A549,AGS,HEL299는 RPMI1640배지에
10% heat-inactivatedFBS(fetalbovinserum)를 첨가하여 배양하였다.

2)MTT (3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyltetrazoilum bromide)활성
측정
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버섯의 항암효과 측정은 MTT assay법을 사용 하였다.MTTassay법은 生세
포내 미토콘드리아의 dehydrogenase에 의해 생성되는 파란색 formazan측정을
통해 세포의 증식이나 독성을 조사하는 방법으로, Monks등35)의 방법에 준
하여 실시하였다.실험대상 세포의 농도를 4～5×104cells/mL의 농도로 조절하
여 24wellplate에 900uL씩 첨가하여 24시간 동안 배양(37℃,5% CO2)시킨
후,시료를 100uL씩 첨가하여 48시간동안 다시 배양하였다.배양한 후 100
uL의 MTT(50mg/mL)용액을 첨가하여 4시간 동안 배양하여 formazan을 형
성시킨 후,DMSO 900uL를 첨가하여 formazan을 녹였으며,각 well에서 100
uL씩 취하여 96wellplate에 옮긴 다음 540nm에서 ELISA reader를 이용하여
흡광도를 측정하였다.

6.버섯의 아질산 소거능 측정

각 배양 추출물 시료의 아질산 소거능은 다음과 같은 방법으로 측정 하였다.
1mM NaNO2용액 2mL에 각 추출물 용액 1mL(60mg)을 첨가 하고 여기에
0.1NHCl및 0.2M 구연산 완충용액을 사용하여 반응액의 pH를 각각 1.5,3.0,
6.0,및 7.5로 조정한 다음 반응용액의 최종부피를 10mL로 하였다.이를 37℃에
서 1시간 반응시킨다음 반응액을 각각 1mL 취하고 여기에 2% aceticacid
5ml,Griess시약 (30% aceticacid에 각각 조제한 1% sulfanylicacid와 1%
naphthylamine를 1:1비율로 혼합한것 사용하기 직전에 조제)0.4mL를 가하여
잘 혼합시켜 15분간 실온에서 방치시틴후 흡광도를 520nm에서 측정하여 잔존
하는 아질산염량을 구하였다.대조구는 Griess시약 대신 증류수를 0.4mL를 가
하여 측정하였으며 아질산소거능 (%)은 [100-[(시료첨가군의 흡광도-시료의 흡
광도/무첨가군의 흡광도-시료의 흡광도)X100]으로 나타 내었다.
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IIIVVV---333...결결결과과과 및및및 고고고찰찰찰

IV-3-1.백영고버섯의 미네랄,아미노산 및 비티민 함량

건조한 백영고 시료의 미네랄성분을 분석한 결과 Table4-3와 같이 K,P,
Mg,Na이 주성분을 이루었으며,그 중 K가 1,61296mg%으로 가장 많이 함유
하고 있었고 다음으로 P(644.52mg%),Mg(100.32mg%),Na(97.84mg%),
Ca(13.80mg%),Fe(4.77mg%),Zn(4.32mg%),Cu(0.88mg%),Mn(0.55
mg%)의 순으로 분석되었다.아위버섯( )의 성분을 분석한
Hong등[126]의 Ca(12.2mg%),P(900.1mg%),Na(24.9mg%),Mg(108
mg%),K (2377.4mg%),Zn(5.6mg%),Fe(3mg%),Cu(0.8mg%)인 결과
와 비교할 때 Fe,Na의 함량은 백영고가 1.5배 높았으며 K,P의 함량은 아위버
섯이 1.5배 정도 높게 나타났으며 Ca,Mg,Zn,Cu,Mn 등은 비슷한 함량을
나타냈다.하지만 상황버섯( )[127]과 비교할 때 Na,Mg,K,P
의 함량은 백영고가 1.5-7배 높았으며 애느타리( )[16]와 비교
할 때 2-40배 이상 높은 함량을 나타냈다.특히 Zn,Mn과 Fe의 함량이 다른
버섯에 비해 높은 함량을 보이는 것으로 보아 항산화,항균활성도 뛰어날 것으
로 생각된다[128].이는 백영고가 우수한 무기질 공급원으로서 건강기능성 식품
으로 이용가치가 있다고 사료된다.
Table4-4에서와 같이 유리아미노산의 함량은 필수아미노산이 314.31mg%,

비필수아미노산이 345.55mg%로서 모두 659.86mg%인 것으로 측정되었으며,
이중 tryptophan이 93mg%로 전체 유리아미노산 중에서 15%를 차지하는 것
으로 나타났다.Tryptophan은 영양상 빠질 수 없는 필수아미노산의 하나로서
발육,성장,체중유지,체지방유지,혈구 성분 조성,유즙분비 등에 중요한 역할
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을 하는 아미노산이다[126].구성 총 아미노산의 함량은 1,326mg%으로 측정되
었으며,이중에서 필수아미노산은 426mg%으로 leucine(93mg%),threonine
(68mg%),valine(67mg%),phenylalanine(67mg%),isoleucine(55mg%),
lysine(47mg%)등의 함량이 비교적 높았다.비필수아미노산은 900mg%으로
glutamicacid (353mg%),asparticacid (104 mg%),arginine(89 mg%),
alanine(78mg%),serine(69mg%)등의 함량이 높은 것으로 분석되었다.이
는 한국산 아가리쿠스 버섯( )의 비타민 함량과 비교할 때 유리
아미노산의 총 함량은 백영고( )가 약 5배 더 높았으며 그 중 필
수아미노산의 함량도 1.5배 더 많았다 [127].
Table4-5은 백영고 버섯의 비타민 함량을 분석한 결과이다. 여러 비티민

중에서 vitamin E가 285.31mg%으로 가장 많았다.이는 소나무잔나비버섯
( )275.76mg%[20]보다 높았고,아위버섯( )
316.88 mg%[128]보다 낮았다.그 다음으로 vitamin C (14.8 mg%),niacin
(2.63mg%),vitaminB6(0.46mg%),vitaminB2(0.43mg%),biotin(0.267
mg%),vitamin B1 (0.25mg%),folicacid (0.069mg%),vitamin D3 (0.06
mg%),vitaminB12(0.003mg%)순으로 비타민이 함유되었다.비타민 총 함량
은 304.28 mg%으로 애느타리(Oyster mushroom)11.3mg%[129],표고버섯
( )21.07mg%[21]보다 높은 함량을 나타냈다.특히 vitaminD3
함량은 Lee[22]등의 연구결과와 비교할 때 표고버섯 (0.038 mg%),양송이
(0.004mg%),영지 (0.014mg%),팽이버섯 (0.028mg%)보다 높은 함량을 보
였다.이는 유아의 골격 형성에 도움이 되며 청소년기,갱년기 여성들의 칼슘보
충에 도움이 될 것으로 사료된다.또한 niacin은 혈중콜레스테롤 수치 저하 및
알츠하이머병과 노화에 의한 뇌의 인식기능 저하를 막는 데 효과가 있다는 보
고되었다[130].
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Mineralelement (mg%*)
Ca 13.8
Fe 4.77
Zn 4.32
Mn 0.55
Cu 0.88
Mg 100.32
P 644.52
Na 97.84
K 1,612.96

Table4-3.Mineralcontentsof
              

mg%*:mg/100g·solidsample
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Aminoacids
Concentration(mg%)
Free Total

Essential
aminoacid

Threonine 43.50 68
Valine 47.10 67

Methionine 14.01 25
Isoleucine 50.06 55
Leucine 2.19 93

Phenylalanine 40.83 67
Lysine 23.62 47

Tryptophan 93.00 4
Totalessentialaminoacids 314.31 426

Non-essential
aminoacid

Asparticacid 6.72 104
Glutamicacid 23.05 353
Serine 7.59 69
Glycine 21.69 57
Histidine 28.45 22
Arginine 4.84 89
Alanine 64.84 78
Proline 65.96 57
Tyrosine 48.54 44
Cystine 4.37 27
Asparagine 23.71 ND*
Glutamine 45.79 ND*

Totalnon-essentialaminoacids 345.55 900
Total 659.86 1,326

Table4-4.Contentsoffreeandtotalaminoacids.
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Vitamin (mg%*)
VitaminA ND*
VitaminD3 0.06
VitaminE 285.31
VitaminK1 ND*
VitaminB1 0.25
VitaminB2 0.43
VitaminB6 0.46
VitaminC 14.80
Niacin 2.63

Pantothenicacid ND*
Biotin 0.267
Folicacid 0.069
VitaminB12 0.003

Table4-5.Vitamincontentsof
                  

ND*notdetected
mg%*:mg/100g·solidcontent
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IV-3-2. 에서 백영고버섯 추출물의 항산화 효과

백영고버섯 추출물( extracts)을 에서 항산화 효
과을 검토하기 위해 DPPH (1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl)라디칼 소거능,
Superoxideanionradical소거능,Linoleicacid과산화저해률 및 nitricoxide
production등을 분석 하였다.DPPH 라디칼 소거능은 Fig.4-3에 나타 내었다.
백영고버섯 자실체 extract의 농도가 250ug/mL에서 1000ug/mL로 증가 할 경
우 DPPH 라디칼 소거능은 8.2%에서 42.3%로 증가 하였다.그러나 1200ug/mL
이상의 경우는 DPPH 라디칼 소거능은 증가 하지 않했다.Figure 4-4은
Superoxideanionradical소거능의 결과이다.Superoxideanionradical소거능
은 백영고버섯 자실체 extract의 농도가 300ug/mL이하의 경우는 거의 없었다.
그러나 500ug/mL에서 700ug/mL로 증가 할 경우 9.0%에서 14.2%로 증가 하였
다.Figure4-5은 Linoleicacid과산화저해률 결과이다.Ascorbicacid을 사용
할 경우 incubation6시간에서 15시간 사이에서 Linoleicacid과산화저해률은
크게 증가 했다.백영고버섯 자실체가 사용될경우는 Linoleicacid과산화저해률
은 incubation6시간에서 22시간으로 증가 할 경우 48%에서 82%로 증가 하였
다.그러나 incubation27시간부터 감소 하기 시작 하여 incubation56시간에서
62%로 감소 하였다.이수치는 BHT보다 약간 높았다.Figure 4-6은

extract농도에 따른 nitricoxide생산저해의 결과이다.백영고버섯
자실체 extract의 농도가 31ug/mL에서 63ug/mL로 증가 할 경우 nitricoxide
생산저해은 9.6에서 31%로 증가 하였다.그러나 백영고버섯 자실체 extract의
농도가 121ug/mL로 증가 할 경우 nitricoxide생산저해는 증가 하지 않았다.
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Fig.4-3.Effectsof Inzengaextractconcentrationsonthe
DPPH scavengingrate.
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Fig.4-4.Effectsof Inzengaextractconcentrationsonthe
superoxideanionradicalscavengingrate.
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Fig.4-5.Effectofreactiontimeof Inzengaextractsonthe
linoleicacidscavengingrate.
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Fig.4-6.Effectsofextractconcentrationsof Inzengaonthe
inhibitionofnitricoxideproduction.
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IV-3-3. 에서의 백영고버섯 추출물의 항산화 효과

간(liver)에서 백영고버섯추출물의 항산화 효과을 검토하기 위해
glutathione생산,glutathioneperoxidase,catalase,alcoholdehydrogenase,및
acetaldehydedehydrogenase등의 활성 측정 하였다.Figure4-7은 간(liver)에
서의 glutathione농도를 측정한 결과이다.백영고버섯 추출물을 투여 할때
glutathione농도는 13.5uM/gofliver였다.이것은 대조군 (administered3.0
mL of 30% ethanol )보다 약 2.2배 증가 하였다. 그러나 Silymarin
(administeredsilymarin,1g/kgofbodyweight/day)을 사용 한것보다 약간 감
소 했다.Figure4-8은 간(liver)에서의 GSH-peroxidase활성를 측정한 결과이
다.백영고버섯을 이용 할때 GSH-peroxidase활성는 4.1U/protein(mg)였
다.이것은 control(administered3.0mLof30% ethanol)보다 약간 증가 하
였다.그리고 Silymarin(administeredsilymarin,1g/kgofbodyweight/day)을
사용 한것과 비슷한 결과가 나타 났다.Figure4-9은 간(liver)에서의 catalase
활성를 측정한 결과이다.백영고버섯을 이용 할때 catalase활성는 121.3KU/
protein(mg)였다.이것은 control(administered3.0mLof30% ethanol)보다
약간 증가 하였다.그리고 Silymarin(administeredsilymarin,1g/kgofbody
weight/day)을 사용 한것보다 감소한 결과가 나타 났다.또한 물만 투여한
Normal보다 감소 하였다.만성적인 에탄올 섭취 상태에서는 식이 섭취량이 저
하되고 특정 영양소들의 흡수와 대사 장애에 기인된 저영양상태를 초래하게 되
므로 에탄올이 간장에 미치는 영향은 섭취방법에 따라 매우 다양하다고 할 수
있다.흡수된 에탄올은 우선 위장의 ADH에 의해 일부가 대사 되는데 이 효소
는 만성적으로 알콜을 섭취하는 사람들에게서는 그 활성이 저해를 받으며 연령
이 증가함에 따라 활성이 감소 된다.흡수된 에탄올은 우선 위장의 ADH에 의
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해서 일부가 대사되는데,그 대사량은 남자의 경우 약 20%-30%,여자의 경우
는 10% 정도를 차지 한다.간에서 에탄올 대사는 주로 NAD-linkedenzyme즉,
ADH와 acetaldehydedehydrogenase(ALDH)에 의해서 이루어진다.이들 효소
는 각각 acetaldehyde와 acetate를 생성하며 acetate는 acetyl-CoA로 전환되어
TCA회로를 거쳐 에너지를 발생하거나 또는 콜레스테롤과 지방산을 합성하는
데 이용된다. Figure 4-10은 간(liver)에서의 숙취해소효소 (alcohol
dehydrogenase)활성를 측정한 결과이다.백영고버섯 추출물을 이용 할때
alcoholdehydrogenase 활성는 2.1mU/protein(mg)였다.이것은 control
(administered3.0mLof30% ethanol)와 거의 비슷한 결과가 나타났고.그리
고 Silymarin(administeredsilymarin,1g/kgofbodyweight/day)을 사용 한
것보다 약 33%감소 했고.또한 물만 투여한 Normal보다 약 42% 감소 하였다.
Figure4-11은 간(liver)에서의 acetaldehydedehydrogenase활성를 측정한 결
과이다.백영고버섯을 이용 할때 acetaldehydedehydrogenase 활성는 9.0mU/
protein(mg)였다.이것은 control(administered3.0mLof30% ethanol)보다
80% 증가 하였고 그리고 silymarin(administeredsilymarin,1g/kgofbody
weight/day)을 사용 한것보다 약 27% 감소 했고.또한 물만 투여한 Normal보
다 약 85% 증가 하였다.
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Fig.4-7.Effectsofdecoctionspreparedfrom Inzengaon
liverglutathioneconcentrationafterchronicethanolintakefor14
daysinrats.
Control:administered3.0mLofethanol(30%).

:extractpreparedfrom
Silymarin:administeredsilymarin(1g/kgofbodyweight/day).
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Fig.4-8.Effectofthedecoctionspreparedfrom the Inzenga
ontheGSH-peroxidaseactivityoftheliverafterchronicethanol
intakeduring14daysinrat.
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Fig.4-9.Effectsof Inzengadecoctionsoncatalaseactivity
afterchronicethanolintakefor14daysinrat.
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Fig.4-10.Effectsof Inzengadecoctionsonthealcohol
dehydrogenaseactivityofliverafterchronicethanolintakefor14
daysinrat.
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Fig.4-11.Effectsof decoctionsInzengaextractonthe
acetaldehydedehydrogenaseactivityofliverafterchronicethanol
intakefor14daysinrat.
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III-3-4.백영고버섯 추출물의 항암효과

SNU-354/185(hepatocellularcarcinoma,human),HeLa(cervixcarcinoma,
human), HO-1 (melanoma cell, human), SK-Hep 3B, Hep3B 그리고
PLC/RF/5(livercancercells)등의 함세포을 사용 하여 백영고버섯 추출물의
항암 효과을 검토하기 위해 hotwater와methanol을 사용 하였다.Figure4-12
은 백영고 자실체 (fruitbody)의 hotwaterextrct와 methanolextract농도에
따른 Law 264.7cell생존율을 나타낸 결과이다.hotwaterextrct63ug/mL까
지 사용할 경우 세포증식은 거의변화가 없었고 125ug/mL에서부터 감소하기
시작하여 500ug/mL에서는 약 60%까지 감소 하였다.그러나 methanolextract
을 사용 할 경우 Methanolextract31 ug/mL까지는 거의 변화가 없었고
methanolextract63ug/mL부터 감소하기 시작 하여 500ug/L에서는 약 45%
까지 감소 하였다.이것은 hotwaterextrct보다 33% 증가 했다.Figure4-13
은 백영고 자실체 ( fruitbody)의 hotwaterextrct와 methanol
extract농도에 따른 정상폐세포 HEL299(lungnormal,human)생존율을 나타
낸 결과이다.Methanolextract을 사용 할 경우 methanolextract125ug/mL까
지는 거의 변화가 없었고 methanolextract250ug/mL부터 감소하기 시작 하
여 500 ug/mL에서는 약 87%까지 감소 하였다.그러나 hotwaterextrct
63ug/mL까지 사용할 경우 세포증식은 거의변화가 없었고 125ug/mL에서부터
감소하기 시작하여 500ug/mL에서는 약 38%까지 감소 하였다.이 수치는
methanolextract보다 약 44% 증가 했다.Figure4-14은 백영고 균사체 (

mycelia)의 hotwaterextrct와 methanolextract농도에 따른 자
궁경부암세포 HeLa(humancervixcarcinoma)생존율을 나타낸 결과이다.Hot
waterextrct1000ug/mL까지 사용할 경우 세포증식은 거의변화가 없었다.그러
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나 methanolextract을 사용 할 경우 methanolextract10ug/mL에서는 생존
율이 63.2%까지 증식이 억제 되었고 그 이후 농도에서는 서서히 증가 하여
500ug/mL에서부터는 control와 거의 비슷한 결과가 나타내었다.Figure4-15은
백영고 균사체 ( mycelia)의 hotwaterextrct와 methanol
extract농도에 따른 SK-HEP-1생존율을 나타낸 결과이다.Hotwaterextrct
1000ug/mL까지 사용할 경우 세포증식은 거의변화가 없었다.그러나 methanol
extract을 사용 할 경우 methanolextract10ug/mL에서는 생존율이 85%까지
증식이 억제 되었고 그 이후 농도에서는 서서히 증가 하여 200ug/mL에서부터
는 약 90%까지 생존율을 나타 내었다.Figure 4-16은 백영고 균사체 (

mycelia)의 hotwaterextrct와 methanolextract농도에 따른
HO-1cell생존율을 나타낸 결과이다.Hotwaterextrct10ug/mL에서 생존율
은 121%까지 증가하였고 500ug/mL에서는 control와 거의 같은 증식 효과를 나
타 내었다. 그러나 methanol extract을 사용 할 경우 모든 농도
(10-1000ug/mL)에서 증식율은 control와 거의 비슷한 효과를 나타 내었다.
Figure4-17은 백영고 균사체 ( mycelia)의 hotwaterextrct와
methanolextract농도에 따른 PLC/RF/5 (Livercancercell)생존율을 나타낸
결과이다. hot water extrct 와 methanol extract의 모든 농도
(10-1000ug/mL)에서 증식율은 control와 거의 비슷한 효과를 나타 내었다.
Figure4-18은 백영고 균사체 ( mycelia)의 hotwaterextrct와
methanolextract농도에 따른 Hep3B (간암세포)생존율을 나타낸 결과이다.
Hotwaterextrct100ug/ml까지는 control와 증식율이 거의 비슷하였다.그러나
200ug/mL부터는 증식율이 증가 하였다.또한 methanolextract의 모든 농도
(10-1000ug/mL)에서 증식율은 control와 거의 비슷한 효과를 나타 내었다.
Figure4-19은 백영고 균사체 ( mycelia)의 hotwaterextrct와
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methanolextract농도에 따른 SNU354cell생존율을 나타낸 결과이다.Hot
waterextrct의 모든 농도에서 증식율은 control와 거의 비슷한 효과를 나타 내
었다.그러나 methanolextract10ug/mL부터 증식이 증가 하여 200ug/mL에서
는 120%까지 증가 하였다.그리고 500ug/mL이후에서는 증가 하지 않했다.
Figure4-20은 백영고 균사체 ( mycelia)의 hotwaterextrct와
methanolextract농도에 따른 SNU185cell생존율을 나타낸 결과이다.Hot
waterextrct의 농도가 10ug/mL로 증가 할 경우 증식율은 control보다 약
30% 증가 했다.그리고 10ug/mL에서 1000ug/mL범위에서는 생존율은 거의
증가 하지 않고 비슷 하였다.그러나 methanolextract의 농도가 10ug/mL로 증
가 할 경우 약 20% 증가 하였다.그러나 100ug/mL이상의 범위에서는 거의
일정 했다.Figure4-21은 백영고 자실체 ( fruitbody)의 hot
waterextrct와 methanolextract농도에 따른 SNU185cell생존율을 나타낸
결과이다.Hotwaterextrct의 농도가 10ug/mL로 증가 할 경우 증식율은
control보다 약 30% 증가 했다.그러나 100ug/mL에서 1000ug/mL로 증가할
경우 생존율은 130%에서 118%로 감소 하였다. 그러나 methanolextract의 농
도가 200ug/mL에서는 생존율은 control와 거의 비슷했다.그러나 500ug/mL에
서 1000ug/mL로 증가 할 경우 생존율은 83%에서 70%로 감소 하였다.Figure
4-22은 백영고 자실체 ( fruitbody)의 hotwaterextrct와
methanolextract농도에 따른 SNU354cell생존율을 나타낸 결과이다.Hot
waterextrct의 농도가 10ug/mL로 증가 할 경우 증식율은 control보다 약
30% 증가 했다.그러나 10ug/mL에서 200ug/mL 범위에서는 생존율은 거의
비슷했다.또한 500 ug/mL 이상일 경우는 감소하였다.그러나 methanol
extract의 농도가 10ug/mL에서 생존율은 control보다 약간 증가 하였으나
100ug/mL에서 1000ug/mL로 증가 할 경우 생존율은 90에서 75%로 감소 하였
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다.Figure4-23은 백영고 자실체 ( fruitbody)의 Hot-water
extrct와 Methanolextract농도에 따른 Hep3B cell생존율을 나타낸 결과이
다.Hotwaterextrct의 농도가 10ug/mL로 증가 할 경우 증식율은 control보
다 약 32% 증가 했다.그러나 10ug/mL에서 200ug/mL범위에서는 생존율은
거의 비슷했다.또한 500ug/mL이상일 경우는 감소하였다.그러나 methanol
extract의 농도가 10ug/mL에서 생존율은 control보다 약간 증가 하였으나
100ug/mL에서 1000ug/mL로 증가 할 경우 생존율은 88에서 70%로 감소 하였
다.Figure4-24은 백영고 자실체 ( fruitbody)의 hotwater
extrct와 methanolextract농도에 따른 PLC/RF/5cell생존율을 나타낸 결과
이다.Hotwaterextrct의 농도가 100ug/mL로 증가 할 경우 증식율은 control
보다 약 20% 증가 했고 10ug/mL에서 200ug/mL범위에서는 생존율은 거의
비슷했다.그러나 methanolextract의 농도가 10ug/mL에서 생존율은 control보
다 약간 감소 하였으나 100ug/mL에서 1000ug/mL범위에서는 생존율은 거의
일정 하였다.Figure4-25은 백영고 자실체 ( fruitbody)의 hot
waterextrct와 methanolextract농도에 따른 HO-1cell생존율을 나타낸 결
과이다.hotwaterextrct의 농도가 10ug/mL에서 1000ug/mL로 증가 할 경우
증식율은 control와 거의 비슷 했다. 그러나 methanolextract의 농도가
10ug/mL에서 생존율은 control보다 약간 감소 하였으나 100ug/mL에서
1000ug/mL로 증가 할경우는 생존율은 89%에서 70%로 감소 하였다.Figure
4-26은 백영고 자실체 ( fruitbody)의 hotwaterextrct와
methanolextract농도에 따른 SK-HEP-1cell생존율을 나타낸 결과이다.Hot
waterextrct의 농도가 10ug/mL에서 100ug/mL로 증가 할 경우 증식율은
control보다 약 20% 증가 했다.그러나 methanolextract의 농도가 10ug/mL에
서 생존율은 control보다 약간 감소 하였으나 100ug/mL에서 1000ug/mL범위
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에서는 생존율은 약 90%였다.Figure4-27은 백영고 자실체 (
fruitbody)의 hotwaterextrct와 methanolextract농도에 따른 HeLacell생
존율을 나타낸 결과이다.Hotwaterextrct의 농도가 10ug/mL에서 약간 감소
했으나 100ug/mL에서 1000ug/mL로 증가 할 경우 증식율은 control보다 약
25% 증가 했다. 그러나 methanolextract의 농도가 10ug/mL에서 생존율은
control보다 약간 27% 증가 하였으나 500ug/mL에서 1000ug/mL 범위에서는
생존율은 다시 감소하였다.결과적으로 여러 암세포중에서 Low264.7,HEL299,
HeLa,및 SK-HEP-1은 백영고 버섯 추출물에 큰 효과가 있었다 (Table4-6).
따라서 이러한 추출물을 이용해서 의약품생리활성에 관한 연구가 더 필요하
다.
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Fig.4-12.Thecytotoxiceffectsofhotwaterandmethanolextractsfrom
Inzengafruitbodyontheviabilitiesof

Law 264.7cell.
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Fig.4-13.Thecytotoxiceffectsofhotwaterandmethanolextractsfrom
Inzengafruitbodyontheviabilitiesof

HEL299cell.
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Fig.4-14.Thecytotoxiceffectsofhotwaterandmethanolextractsfrom
Inzengamycelia ontheviabilitiesofHeLa

cell.
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Fig.4-15.Thecytotoxiceffectsofhotwaterandmethanolextractsfrom
Inzengamyceliaontheviabilitiesof

SK-HEP-1cell.
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Fig.4-16.Thecytotoxiceffectsofhotwaterandmethanolextractsfrom
Inzengamyceliaontheviabilitiesof

HO-1cell.
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Fig.4-17.Thecytotoxiceffectsofhotwaterandmethanolextractsfrom
Inzengamyceliaontheviabilitiesof

PLC/RF/5cell.
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Fig.4-18.Thecytotoxiceffectsofhotwaterandmethanolextractsfrom
Inzengamyceliaontheviabilitiesof

Hep3Bcell.
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Fig.4-19.Thecytotoxiceffectsofhotwaterandmethanolextractsfrom
Inzengamycelia ontheviabilitiesof

SNU354cell.
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Fig.4-20.Thecytotoxiceffectsofhotwaterandmethanolextractsfrom
Inzengamyceliaontheviabilitiesof

SNU185cell.
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Fig.4-21.Thecytotoxiceffectsofhotwaterandmethanolextractsfrom
InzengaontheviabilitiesofSNU185cell.
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Fig.4-22.Thecytotoxiceffectsofhotwaterandmethanolextractsfrom
InzengaontheviabilitiesofSNU354cell.
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Fig.4-23.Thecytotoxiceffectsofhotwaterandmethanolextractsfrom
InzengaontheviabilitiesofHep3Bcell.
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Fig.4-24.Thecytotoxiceffectsofhotwaterandmethanolextractsfrom
InzengaontheviabilitiesofPLC/RF/5cell.
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Fig.4-25.Thecytotoxiceffectsofhotwaterandmethanolextractsfrom
InzengaontheviabilitiesofHO-1cell.
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Fig.4-26.Thecytotoxiceffectsofhotwaterandmethanolextractsfrom
InzengaontheviabilitiesofSK-HEP-1cell.
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Fig.4-27.Thecytotoxiceffectsofhot-waterandmethanolextractsfrom
InzengaontheviabilitiesofHeLacell.
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Table4-6.Summaryofcytotoxiceffectof Inzenga
extractusinghotwaterandmethanol.

Cancercells

Viabilityofcancercells(%)

Hot-waterextract Methanolextract

Fruitbody Mycelia Fruitbody Mycelia

Low264.7 60.3 100 45.4 89.2

HEL299 38.3 100 87.1 100

HeLa 92.3 100 100 63.2

SK-HEP-1 100 100 90.1 82.1

HO-1 100 100 70.3 100

PLC/RF/5 100 100 100 100

Hep3B 100 100 70.2 100

SNU354 100 100 75.1 100

SNU185 100 100 70.3 100
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III-3-5.백영고버섯 추출물의 아질산 제거효과

아질산염은 식육제품에 첨가되어 발색제 및 보존제로 이용되고 있으나 식품
중에 존재하는 amine류와 반응하여 발암물질인 nitrosamine을 생성한다.니트
로사민 (nitrosamine)은 생체내 산화효소군에 의하여 alkonium ion(RCH2+)을
생성하는데 alkonium ion은 DNA를 알킬화함으로써 발암성을 나타 낸다.따라
서 니트로사민 (nitrosamine)생성의 전구물질인 아질산염을 소거하거나 또는
분해하는것이 아주 중요하다.Figure4-28은 백영고버섯의 자실체와 균사체의
추출용매에 따른 아질산소가능을 나타낸 결과이다.백영고버섯의 자실체의
diethyl ether추출물 첨가구에서 28.1%의 아질산 소거능을 나타 냈다.
Chloroform,ethylacetate,butanol추출물 첨가구의 경우에서는 각각 24.1%,
21.4%,18.4%로 감소 하였다.또한 증류수,에탄올 및 메탄올 추출물 첨가구에
서는 17-19%의 소거능을 나타 냈다.그러나 전반적으로 백영고버섯 균사체의
경우는 자실체에 비교하여 아질산소거능은 거의 50% 감소 했다.Lee등은 아질
산 소거능 측정결과 균사체의 diethylether추출물 첨가
구에서 53.3%의 소거능 나타 냈다.또한 배양액에서도 ethylacetateextract와
물 extract에서 각각 51.9%,58.1%로 활성이 높게 나타 냈다.

경우는 diethylether추출물에서 51%의 활성이 나타났고 배양에서도
diethylether,chloroform,butanol,물,및 diethylether추출물 첨가구에서각각
67.4%,64.9%,55.1%,54.1%로 높은 활성이 나타났는데 전반적으로

추출물이 추출물보다 아질산소거능이 좋은 것으
로 나타났다 [131].Lee등(1997)의 버섯류 추출물의 아질산소거작용에 대한 실
험결과 의 diethylether추출물에서 68.3%,butanol추출물에서 44.4%,

의 diethylether추출물에서 4.76%,butanol추출물에서 43.4%,
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의 diethylether추출물에서 3.5%의 결과를 보였고 butanol추출물에서
63.3%으로 나타낸 것으로 보고 되었다 [132].Peter등은 아질산염은 그 자체가
지니는 독성 때문에 일정농도 이상 섭취하게되면 혈증 homoglobin이 산화 되
어 methemoglobin을 형성하여 mrethmoglobinia등과 같은 각종 중독 증상을 일
으킨다고 보고 했다 [133]. Figure4-29은 백영고버섯의 자실체 및 균사체의
추출물 pH에대한 아질산소거능을 측정한 결과이다.자실체 추출물 pH 1.5강
산조건에서 아질산제거 효과는 40.1%로 나타 났다.자실체 추출물 pH가 3.0에
서 6.0로 증가하면 아질산소거율은 34.2%에서 2.3%로 감소 하였다.그리고 pH
7.5에서는 거의 없는 것으로 나타났다.또한 백영고 버섯의 균사체 추출물의 경
우도 자실체에 비해 아질산소거율이 낯지만 추출물 pH 1.5에서 가장 높았으며
pH가 증가 할수록 아질산소거율이 감소 하였다.Figure4-30은 백영고버섯의
자실체의 추출물의 15mg,30mg,45mg,및 60mg을 각각 첨가하여 pH 1.5에서
반응시간에따른 아질산염소거율를 조사한 결과이다.pH 1,5의 강산성 조건하에
서는 모든 구간에서 반응시간이 증가 할수록 아질산연소거율이 크게 증가 하였
다.특히 반응 30분까지는 빠르게 아질산 소거율이 증가 하였다.또한 반응 4시
간후에 각농도에서 21.5%에서 48.3%의 아질산 소거율을 나타 냈다.Figure
4-31은 백영고버섯의 균사체의 추출물의 15mg,30mg,45mg,및 60mg을 각각
첨가하여 pH 1.5에서 반응시간에따른 아질산염소거율를 조사한 결과이다.자실
체의 추출물보다는 아질산소거율이 전체적으로 감소 했지만 전채적으로 pH 1,5
의 강산성 조건하에서는 모든 구간에서 반응시간이 증가 할수록 아질산연소거
율이 증가 하였고.반응 4시간후 15mg,30mg,45mg,및 60mg의 첨가구에서
아질산 소거율은 10.2%,14.3%,18.6%,및 23.9%으로 각각 나타났다.이는
Maillard반응생성물 [134],야채및 해조 추출물 [36,136],결명자 추출물 [137],
유자 및 갈근 추출물 [138]에서 보고한 아질산염의 소거 효과와 약간의 차이는
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있지만 강산성에서 우수한 것으로 나타났다.또한 Chung 등[139]은 6종의
Herb추출물에서 아질산 소거능을 측정 하였다.물추출물의 아질산염소거직용
은 pH 1.2에서 56.9-86.7%를 나타 내었고 그중 rosemary추출물의 효과가 가장
큰 것으로 측정 되었다.아질산염 소가능은 pH가 증가함에 따라 점차 감소하여
pH 3.0과 3.6에서는 각각 35.9-51.7%,16.2-20.9%로 나타났고 pH 4.2에서는
0-1.7%로 특히 appleemine와 thyme은 소거 용이 없는 것으로 나타났다.
Methanol추출물의 아질산소거능은 모든 Herb는 pH 1.2에서 효과가 뛰어나
88.9-90.7%의 높은 소거율이 보였으며 Herb간에 유사한 분해율이 보인 것으로
나타났다.pH 3.0에서는 소거능이 급격히 감소하여 47.3-64.2%로 나타 내었고
이러한 감소 경향은 pH가 증가함에 따라 더욱 두드러져 pH 3.6에서는
238.4-43.8%로 pH 1.2에서 나타난 효과의 50%이하의 소거율을 보였으며 pH
4.2에서 반응시킨 경우는 5.5-15.9%에 불과 하였다.Kang등 [140]은 각종 페
농성 화합물의 농도를 0.1mM-6mM수용액으로 조제후 아질산염 소거율을 여러
pH조건하에서 측정한 결과 pH 1.2에서 가장 높게 나타 났고 pH 6.0에서 대부
분 상실되엇다고 보고 하였다.Chung등 [141]에 의하면 신선초,케일,당근,
녹즙,의 수용성 추출물아질산염 분해능을 측정한 결과 pH 1.2에서 가장 효과가
좋았고 pH 4.2와 6.0에서는 큰 차이가 없다고 하였다.Yoo등 [142]에 의하면 녹
차 추출물의 수용성은 pH 1.2에서 90%의 아질산 소거능을 나타 내었고
methanol추출물은 거의 100%에 가까운 활성을 나타 냈다고 하였다.또한 Jin
등 [143]은 대추잎의 경우는 ethanol추출물을 pH 1.2에서 반응 시킨 결과
1mg/ml의 낮은 농도에서도 40%이상 분해능을 나타 냈다고 보고 하였다.
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Fig.4-28.Effectofsolventsonnitritescavengingratio.
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Fig.4-29.EffectofpH of Inzengaextractonnitrite
scavengingratio.
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Fig.4-30.Effectofextractconcentrationoffruitbodyonnitritescavenging
ratio(pH 1.5).
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Fig.4-31.Effectofextractconcentrationofmycelium onnitritescavenging
ratio(pH 1.5).
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IIIVVV---444...결결결론론론
본 연구는 백영고 버섯의 미네랄,아미노산 및 비타민 함량을 조사하였고

또한 균사체 및 자실체의 추출물를 이용하여 항산화,항암,및 아질산제거 효과
를 검토하여 다음과 같은 결과를 얻었다.

1.미네랄성분은 K,P,Mg,Na가 주성분을 이루었으며 이 중 K가 1,612.96
㎎%로 가장 많이 함유 하고 있었다.유리아미노산중 glutamicacid가 353㎎%
로 전체 구성아미노산의 26.6%을 차지하였고 필수아미노산은 426㎎%이었다.
또한 vitaminE는 285.31㎎%로 높은 함량을 보였고 칼슘보충에 도움을 주는
vitaminD3는 0.06㎎%로 다른 버섯에 비해 함량이 높았다.

2. 백영고버섯 자실체 extract의 농도가 250ug/mL에서 1000ug/mL로 증가
할 경우 DPPH 라디칼 소거능은 8.2%에서 42.3%로 증가 하였고 superoxide
anion radical소거능은 500ug/mL에서 700ug/mL로 증가 할 경우 9.0%에서
14.2%로 증가 하였다.Linoleicacid과산화저해률은 incubation6시간에서 22시
간으로 증가 할 경우 48%에서 82%로 증가 하였다.이수치는 BHT보다 약간
높았다. extract의 농도가 31ug/mL에서 63ug/mL로 증가 할 경우 nitricoxide
생산저해은 9.6에서 31%로 증가 하였다.백영고버섯 추출물을 투여 할때
glutathione농도는 13.5uM/gofliver였다.이것은 대조군 보다 약 2.2배 증
가 하였다. Alcoholdehydrogenase 활성는 2.1mU/protein(mg)였다.이것
은 control와 거의 비슷한 결과가 나타났고 acetaldehydedehydrogenase 활
성는 9.0mU/protein(mg)였다.이것은 control보다 80%증가 하였고 또한
물만 투여한 Normal보다 약 85% 증가 하였다.
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4.백영고 자실체 Hot-waterextrct125ug/ml에서부터 감소하기 시작하여
500ug/ml에서는 약 60%까지 감소 하였다.그러나 Methanolextract을 사용
할 경우 31ug/ml까지는 거의 변화가 없었고 63ug/ml부터 감소하기 시작
하여 500ug/ml에서는 약 45%까지 감소 하였다.이것은 Hot-waterextrct보
다 33% 증가 했다.백영고 자실체 Hot-waterextrct500ug/ml에서는 약
38%까지 감소 하였다.이 수치는 Methanolextract보다 약 44% 증가 했다.
백영고 자실체 Hot-waterextrct의 농도가 10ug/ml로 증가 할 경우 SNU354
cell증식율은 control보다 약 30% 증가 했다.그러나 Methanolextract의 농도
가 10ug/ml에서 생존율은 control보다 약간 증가 하였으나 100ug/ml에서
1000ug/ml로 증가 할 경우 생존율은 90에서 75%로 감소 하였다.

5.백영고버섯의 자실체의 diethylether추출물 첨가구에서 28.1%의 아질산
소거능을 나타 냈다.Chloroform,ethylacetate,butanol추출물 첨가구의 경우에
서는 각각 24.1%,21.4%,18.4%로 감소 하였다. 자실체 추출물 pH 1.5강산조
건에서 아질산제거 효과는 40.1%로 나타 났다.자실체 추출물 pH가 3.0에서
6.0로 증가하면 아질산소거율은 34.2%에서 2.3%로 감소 하였다.자실체의 추출
물의 15mg,30mg,45mg,및 60mg을 각각 첨가하여 pH 1.5에서 반응시간에 따
른 아질산염소거율은 반응 30분까지는 빠르게 아질산 소거율이 증가 하였다.
또한 반응 4시간후에 각농도에서 21.5%에서 48.3%의 아질산 소거율을 나타 냈
다.
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제제제 IIIVVV 장장장...종종종합합합 결결결론론론 및및및 제제제언언언

본 연구는 백영고 버섯의 액체 배양에서 균사체 생산 및 세포외 다당류
생성에 미치는 배지 및 배양조건을 검토하였고 이러한 최적 배양 조건을
이용하여 jarfermentor와 airbubblebioreactor에서 scaleup을 하였고,또한
균사체 및 자실체의 추출물을 이용하여 및 에서 항산화,항암
및 아질산 제거에 관한 연구를 수행한 결과 다음과 같이 결론을 얻었다

1.배양온도 25℃에서 균사생육이 가장 양호하였고 접종량 5%(w/v)로 시험
한 군들은 최대 균사생장과 세포외 다당류 생산을 나타냈으며, 특히 초기 pH
7.0에서 균사생장 및 세포외 다당류 생산은 가장 안정 하였다.여러 탄소원중에
서 균사생장 및 세포외 다당류 생산에 대하여 glucose4-6% 첨가구에서 가장
양호하였고, 또한 유기태 질소원인 polypeptone과 yeastextract첨가구에서
가장 양호한 균사생장과 세포외 다당류 생산을 보였다.특히 Polypeptone
1.0%(w/v)와 yeastextract0.8%(w/v)의 혼합 질소원인경우는 단독 질소원보
다도 균사생장과 세포외 다당류 생산이 증가 하였다.여러 무기염류중에서
K2HPO40.12%,MgSO4․7H2O 0.12%첨가구에서 균사생장과 세포외 다당류 생
산이 가장 우수하였다.영양요구성 인자는 미생물 및 유효성분을 함유한 물질
의 생산을 위한 선행조건 중의 하나이다.그러나 백영고 버섯 균사체의 균사생
장과 세포외 다당류 생산을 위한 영양 요구성 인자에 대한 연구는 매우 부족한
실정이어서 균사생장과세포외 다당류 생산을 위한 영양 요구성 인자를 조사하
기 위하여 회분식 배양을 실시하였다
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2. Flask최적 배양조건을 이용하여 jarfermentor에서 세포외 다당류 생산
은 배양 10일째 최대 생산량을 보인다음 그 이후에 균사생장의 억제됨에 따라
세포외 다당류 생산도 저하되었다.이 결과는 basalcultureconditions보다 1.5
배 증가 하였다.또한 최적 배양조건을 이용하여 airbuble bioreactor에서
optimum cultureconditions에서 배양 할경우 균사생장은 배양시간 12일 경에
최대 균사생장이 보였고,세포외 다당류 생산은 배양 12일째 최대 생산량이 얻
어졌다. 이 결과는 basalconditions보다 약 1.7배 증가 하였다. 그러나 5L
Jarfermenter와 air-bubblebioreactor에서 백영고 버섯의 균사체 생산과 세포
외 다당류 생산이 동일한 배지에서 배양함에도 불구하고 차이가 나는 것은 다
른 미생물과는 달리 담자균으로서 다세포의 균사가 모여서 균사체를 이루어
5Ljarfermenter에서는 균사체의 균사가 Impeller의 영향으로 분사되어 활발한
생성을 하였지만,air-bubblebioreactor에서는 균사가 모여서 배양기의 아래에
침체되는 현상이 발생되어 차이가 있는 것으로 판단되었다.

3.백영고버섯 추출물의 미네랄성분은 K,P,Mg,Na가 주성분을 이루었으
며 이 중 K가 가장 많이 함유 하고 있었다.유리아미노산중 glutamicacid가
전체 구성아미노산의 26.6%을 차지하였고 또한 vitaminE는 285.31mg%로
높은 함량을 보였고 칼슘보충에 도움을 주는 vitaminD3는 0.06mg%로 다른
버섯에 비해 함량이 높았다.백영고버섯 자실체 extract의 농도가 250ug/mL에
서 1000ug/mL로 증가 할 경우 DPPH 라디칼 소거능은 8.2%에서 42.3%로 증
가 하였고.Linoleicacid과산화저해률은 incubation6시간에서 22시간으로 증
가 할 경우 48%에서 82%로 증가 하였다.이수치는 BHT보다 약간 높았다.백
영고버섯 추출물을 투여 할때 glutathione농도는 대조군 보다 약 2.2배 증가
하였다. Alcoholdehydrogenase 활성는 control와 거의 비슷한 결과가 나타
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났고 acetaldehydedehydrogenase 활성는 control보다 80%증가 하였고 또한
물만 투여한 Normal보다 약 85% 증가 하였다.백영고 자실체 hotwater
extrct500ug/mL에서는 약 60%까지 감소 하였다.그러나 methanolextract을
사용 할 경우 500ug/mL에서는 약 45%까지 감소 하였다.이것은 hotwater
extrct보다 33% 증가 했다.백영고 자실체 hotwaterextrct500ug/mL에서
는 약 38%까지 감소 하였고 이 수치는 methanolextract보다 약 44% 증가
했다.백영고 자실체 hotwaterextrct의 농도가 10ug/mL로 증가 할 경우
SNU354 cell증식율은 control보다 약 30% 증가 했다.그러나 methanol
extract의 농도가 10ug/mL에서 생존율은 control보다 약간 증가 하였으나
100ug/mL에서 1000ug/mL로 증가 할 경우 생존율은 90에서 75%로 감소 하였
다.백영고버섯의 자실체의 diethylether추출물 첨가구에서 28.1%의 아질산 소
거능을 나타 냈다. 자실체 추출물 pH 1.5강산조건에서 아질산제거 효과는
40.1%로 나타 났다.자실체의 추출물의 15mg,30mg,45mg,및 60mg을 각각
첨가하여 pH 1.5에서 반응시간에 따른 아질산염소거율은 반응 30분까지는 빠르
게 아질산 소거율이 증가 하였다.또한 반응 4시간후에 각농도에서 21.5%에서
48.3%의 아질산 소거율을 나타 냈다.이상의 결과은 백영고 버섯 추출물의 항
산화 효과 있어 기능성 식품으로도 개발 가능하고 특히 여러 암세포중에서
Low264.7,HEL299,HeLa,및 SK-HEP-1은 백영고 버섯에 큰 효과가 있어 의
약품으로도 개발이 가능하다고 사료된다.그리고 아질산 제거 효과가 있어 식
료제품에 첨가되어 식품중에 존재하는 amine류와 반응하여 발암물질인
nitrosamine생성을 막을수 있어 발색제 및 보존제로써 충분한 가치가 있다고
사료 된다.또한 아질산염이 존재할 수 있는 가공식품과 함께 섭취할 경우 각
종 중독증상 및 암발생과 같은 질병을 다소 예방할 수 있을것으로 사료 된다
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감감감사사사의의의 글글글

多事多難 했던 2007년을 뒤로 하고 2008년 새해를 맞이하여 정말 뜻 깊은 일
들로 가득하길 기원하면서 몇 글자를 적고자 합니다.知天命을 앞두고 있는 나
이에 博士論文을 쓴다는 것이 어느 누구보다도 感懷가 깊고 흐뭇함을 감출수가
없습니다.博士論文을 마무리 하면서 저한테 힘이 되어 주신 모든 분들께 感謝
의 글을 전하고자합니다
人間으로 태어나서 어느 한순간에 끝을 맺는다는 것은 정말 어려운 일 아닐

까 생각합니다.긴 터널을 통과하여 이제 끝을 맺는 시간에 이제 하나에 터널
을 넘고 또 다른 터널을 기다리는 저의 마음은 너무나 값진 結實이 아닐 수 없
습니다.항상 곁에서 묵묵히 지켜준 아내 이현숙에게 감사하고 오직 자식걱정
으로 一貫하신 父母님,이번에 아버님께서 七旬을 맞이하여 더욱더 기쁩니다.
이렇게 기쁨을 함께 할 수 있다는 것이 모두가 父母님의 사랑이 있기 때문이라
고 감히 말씀드릴 수가 있습니다.또한 이번 論文을 끝까지 포기하지 않고 指
導鞭撻 해주신 차월석 교수님,유영제 교수님,박돈희 교수님,권규혁 교수님께
깊은 감사의 말씀을 드리고 싶습니다.
이제 學者로서 社會活動하면서 그 누구보다도 열심히 살아갈 것입니다.자랑

스러운 아버지로 그리고 남편으로서 최선을 다 하는 사람이 될 것입니다.사랑
스러운 우리 딸 대산이,그리고 아들 대건이 항상 건강하고 튼튼하게 자랄 수
있게 간절히 祈禱합니다.6형제 長男으로 태어나서 晩學을 한다는 것이 어렵고
힘들지만 곁에서 지켜봐준 우리 동생들 제수씨,형래-최미연,형권-최정애,윤
관-최애정,윤선-김례미,형기-정혜정 모두에게 感謝합니다.앞으로도 더욱더
邁進하여 새로운 길에 挑戰하고 여기서 멈추지 않고 未來에 挑戰하는 人間으로
살아 갈수 있게 최선을 다 하겠습니다.
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아울러 學部때부터 지금까지 指導鞭撻해주신 김선일 교수님,조병욱 교수님,
김정규 교수님,홍완해 교수님,송연호 교수님 정말 고맙습니다.앞으로 제가
社會에 還元되더라도 그 恩功은 모두 교수님께 돌리고 싶습니다.
박사과정동안 實驗室에서 열심히 實驗하면서 밤잠도 못자고 실험에 열중한

우리 이준한 선생,그리고 中國에서 留學 와서 날마다 論文 쓰느라 餘念이 없
는 우리 정길록 선생,이제 막 大學院에 入學한 맹정무,임환희 너무 고맙고 자
랑스럽습니다.앞으로도 제가 할 수 있는 일이 있다면 최선을 다하고 模範이
되는 사람으로 남아있겠습니다.언제나 열심히 하면 좋은 結果,좋은 일들이 항
상 우리 곁에 있다는 것을 깨닫게 되었습니다.
오늘 感謝의 글을 적으면서 정말 눈물이 앞을 가립니다.晩學이란 것이 이렇

게 어렵고 힘들지만 모두의 사랑으로 보살펴주신 덕분에 祝福의 날을 맞게 되
었던 것 같습니다.앞으로도 계속 指導鞭撻해주시고 도와주십시오.최선을 다하
는 남 형근이가 될 것을 감히 약속드립니다.
감사합니다!

2009년 2월 일

남 형 근 올 림
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