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요 약 문

Ⅰ. 제 목

장내 유해미생물 제어를 위한 담자균류 소재의 산업화 기술 개발

Ⅱ. 연구개발의 목적 및 필요성

건강 기능성 식품시장은 고령화 사회로의 진입, 생활수준의 향상과 고령화로 인한 건강지

향 욕구증대, 건강식품에 대한 지식의 축적, 대체의학 및 자가 치료의 관심증대, 식품 및

천연물에 대한 관심축적, 기능성식품의 종류와 공급증대, 기능성식품에 대한 각국의 법규지

원추세 등으로 시장이 계속적으로 성장할 것으로 예측된다.

1991 ～ 2004년 농림업 총생산액은 20조에서 37조로 연평균 약 4.9%의 성장을 기록하고

있음 반면 버섯류는 같은 기간 금액으로는 2,300억 원에서 7,800억 원 수준으로, 연평균 약

10%의 성장을 보이고 있음 따라서 버섯산업이 농림업 전체 생산에서 자치하는 비중 구조

는 2004년 2.1%로서 1990년대 후반 이후 특약용 작물을 능가하고 있다.

버섯 산업의 성장은 2000년대 이후에도 지속되고 있으며 2000-2004년 사이에 농림업의 연

평균 성장률은 3.0% 이지만 버섯은 3.4%를 나타내고 있을 정도로 지속 성장하고 있으나

성장속도는 과거보다 상당히 느려졌으나, 이는 생산량의 문제라기보다는 가격의 문제로 나

타는 결과이며 버섯의 1인당 소비량이나 전체는 소비량은 증가하고 있다.

버섯의 가격은 과거 5년 전과 비슷한 수준이며 다른 품목의 농산물 가격에 비해 상대적으

로 하락하고 있으나 종합적으로 볼 때 버섯산업은 분명 성장산업이며 2000년대 이전과 같

은 빠른 성장을 기대하기는 어려우나 여전히 생산량과 생산액에서 성장하고 있다.
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사람이 섭취한 음식물은 위장관을 통해 이동하면서 주로 위와 소장상부에서 분비되는 소

화효소에 의해 대부분이 소화 흡수되지만, 흡수되지 않은 영양물질들은 대장 내에서 유해

세균에 의하여 분해되어 각종 아민류, 암모니아, 지방산 등이 되고 이는 상피세포를 통하여

수분과 함께 흡수되어 건강에 나쁜 영향을 주는 것으로 알려져 있다

대장 내 전체 미생물은 그 내용물의 40-55%를 차지하며 그 종류는 약 200-400여 종이고

균수는 100조에 달하고 있으며, 현재까지의 연구 결과 장내세균은 사람의 건강에 유익한

작용을 하는 균과 유해한 작용을 하는 균으로 나누고 있다.

최근 Nature지(Vol.444, 2006)에 발표된 내용에 따르면 장내 세균의 조성이 비만의 원인중

하나로 작용하는 것으로 밝혀짐. 비만 증상을 보인 사람들의 장 속에는 정상인에 비해 유

익균의 일종인 Bacteriodetes문에 속하는 세균 종이 적고, Firmicutes문에 속하는

Clostridium, Eubacterium, Peptostreptococcus, Desulfotomaculum, Veilonella속 세균이

장내 미생물의 90%를 차지하고 있음이 발견되었고, 이 현상은 쥐를 이용한 동물실험에서도

동일하게 증명되었다.

사람의 장내에서 유해균은 감소시키고 유익균은 증가시키기 위한 여러 가지 연구가 이루

어졌으나, 장내 유해미생물의 생육 억제를 위하여 담자균류를 조사하는 연구는 아직까지

이루어지지 않았다.

더욱이 광범위한 버섯종의 인체 장내 미생물중 유해균의 항균효과에 대해서는 그간 연구

가 거의 진행되지 않고 있음. 버섯 종은 인간이 오래전부터 섭취해왔으므로 안전성이 확보

된 식품으로 다양한 생리활성 효과가 입증되어 있다.

버섯의 생산량 증가에 따른 가격 하락으로 인한 버섯산업의 위기를 극복하기 위해서는 새

로운 수익모델의 개발을 통한 버섯산업의 고부가가치화가 필요하며 현재의 표고버섯에 집

중된 연구에서 벗어나 다양한 버섯류의 생리활성물질을 발견하고 그 물질을 산업화하여 대

량 생산하는 연구가 필요하다.
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Ⅲ. 연구개발 내용 및 범위

제 1절 인체 장내 유해미생물 제어를 위한 담자균류 탐색 및 식품 신소재 개발

1. 장내 유해미생물 생육 억제를 위한 담자균류 탐색 및 선발

가. 다양한 용매를 이용하여 추출된 각각의 분획별 항균효과 분석

나. 다양한 담자균류의 항균성 확인(in vitro 시험)

다. 장내 세포에 부착된 유해 미생물의 생육 억제 효과 분석

2. 선발 담자균류의 생리활성 물질 분리 및 in vivo test를 통한 항균효과 분석

가. 선별 담자균류에 의한 실험동물의 장내균총 변화 분석

나. 생리활성물질의 MIC 분석

3. 장내 유해미생물 생육억제 소재를 이용한 식품신소재개발

가. 유해미생물 생육억제 담자균류 소재의 캡슐화

나. 선발 소재의 저장성 분석 및 향상 방안 모색

제 2 절 장내 유해미생물 제어를 위한 담자균류와 천연소재 혼합 배양 기술 확립

1. 장내 유해미생물 제어를 위한 담자균류 배양기술 개발

가. 효능이 확보된 담자균류의 균사체 배양기술 개발확보

나. 인체에 무해한 산업적 대량배양 배지 개발 최적 탄소원, 질소원등 선정

다. 선발 배지의 실용성 검토 : 균사체량, 기능성분 생성량 등

2. 유용 담자균류 및 천연소재 혼합 배양 기술 개발

가. 최적 한방원료 조사 및 유용균류에 의한 발효 가능성 타진

나. 기확보 담자균류와 천연소재의 최적 첨가농도 구명

다. 기확보 담자균류와 소재의 혼합배양 산업적 최적조건 확립

3. 담자균류와 천연소재 발효제품의 경제성 및 안정성 검토

가. 적정 부재료 첨가에 의한 기호성 조사 및 선발

나. 산업적 혼합배양을 위한 경제성 검토

다. 시생산 상품의 안정성 검토
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제 3 절 유용 담자균류 배양액과 가공제품의 생리활성 및 성분 분석

1. 담자균류 배양액의 생리 활성 구명 및 품질 지표 결정

가. 담자균류 배양액 생리활성 및 기능성분 분석

2. 유용 담자균류 활성 상승 천연소재 혼합 배양액 선발 및 품질 특성 분석

가. 담자균류 및 천연소재 혼합 배양액의 생리활성과 성분분석

3. 유해 미생물 제어 기능성 소재 및 활용 제품의 생리활성 및 품질 특성 구명

가. 유해 미생물 제어 기능성 소재 및 활용 제품의 생리활성 및 성분 분석

제 4 절 인체 장내 유해 미생물 제어를 위한 담자균류 소재의 산업화

1. 담자균류와 천연소재 혼합 제품 시생산 기술개발(병입 제품)

가. 병입 상품 산업화를 위한 적정 배합비 결정

나. 병입 제품의 유통기한 설정

다. 천연물(유자 등) 소재 함유 담자균류 병입 제품으로 시생산

2. 담자균류와 천연소재 혼합 제품 시생산 기술개발 (파우치 제품)

가. 파우치 상품 산업화를 위한 적정 배합비 결정

나. 파우치 상품의 유통기한 설정

다. 천연물(유자 등) 소재 함유 담자균류 파우치 상품으로 시생산

3. 담자균류와 천연소재 혼합 제품화 기술개발(기능성 담자균류 상품화 기술 확보)

가. 최종 상품의 포장기술 및 제조공정 확보

나. 공정 확보에 따른 담자균류의 상품화

다. 천연물소재(유자 등)이용 상품의 해외소비자 선호도 테스트실시
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Ⅳ. 연구개발결과

제 1절 인체 장내 유해미생물 제어를 위한 담자균류 탐색 및 식품 신소재 개발

식이섬유소가 풍부하고 저칼로리인 담자균류 추출물을 이용하여 인체 장내 유해미생물 제어

를 위한 담자 균류 소재를 탐색한 결과, 장내 유해 미생물의 생육을 억제하는 동시에, 장내 유

익 미생물의 생육을 증진 시키는 석이버섯 자실체와 운지버섯 균사체의 추출물을 선발하였고,

선발된 담자균류 소재 추출물의 기능성을 분석한 결과 열에 대단히 안정하였고, pH에도 비교

적 안정한 것으로 나타났다. 또한 Rat을 이용한 In vivo에서도 석이버섯 80%에탄올 추출물군

이 고지방식이만 투여한 군에 비해 Bifidobacterium의 경우 상당히 증가되었고, Clostridium

spp와 Eubacterium spp는 감소되는 것으로 나타났다. 또한 이러한 결과를 바탕으로 석이버섯

과 운지버섯 추출물을 첨가하여 비만에 영향을 줄 수 있는 장내 균총 개선에 도움을 줄 수 있

는 기능성 음료를 제조하고자 관능 평가를 실시한 결과 운지버섯 균사체 배양액에 석이버섯

추출물을 3% 첨가한 실험구가 관능적으로 우수함을 보여, 장내 균총을 개선하는 음료로의 개

발이 가능할 것으로 생각된다.

제 2 절 장내 유해미생물 제어를 위한 담자균류와 천연소재 혼합 배양 기술 확립

최적 탄소원으로 조사된 sucrose 3%, 대두분 0.3%의 배지를 조제 후 1.200L fermentor에서

800L를 working volumn으로 하여 발효조에 넣은 후, 121℃에서 40분간 멸균 하였다. 특히 대

두분의 배지 제조시 미리 대두분을 용수에 넣고 30-40분 동안 침전 후 상등액 만을 취하여 수

행하였다. 이렇게 조제된 배지에, 30L의 seed tank에 working volumn이 15L가 되도록 미리

배양한 공시균주를 1%의 농도로 첨가하여 통기량 1vvm, 150rpm으로 배양 하면서1200L 산업

적 대량배양에 접종후 48시간 경과후 오미자 3%를 첨가후 72시간 혼합배양을 실시하였다. 그

결과 예비 조건과 동일한 결과로 생육에는 문제가 없었다.

제 3 절 유용 담자균류 배양액과 가공제품의 생리활성 및 성분 분석

본 연구에서는 β-glucuronidase 저해 활성이 강화된 상황균사체 배양액을 식품 소재로 개발

하고자, 상황균사체의 최적 액체 배양 조건을 확립하고, β-glucuronidase 저해활성을 갖는 천

연소재를 탐색하여 이를 첨가한 상황균사체 배양액의 β-glucuronidase 저해활성, 전자공여능,

ACE 저해활성, 혈당강하능, β-glucan 함량 분석 및 관능평가를 수행하였다. 그 결과, 상황균사

체 최적배양조건은 30℃, pH 5.0, 최적배양기간은 8일이었다. 갈근, 감초, 결명자, 대추, 오미자
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5종의 생리활성을 측정한 결과, β-glucuronidase 저해활성, 전자공여능, ACE 저해활성, 혈당강

하능을 측정한 결과, 결명자가 각각 95.0%, 80.9%, 96.1%, 24.2%로 다른 식품소재에 비해 우수

하였다. 따라서 상황균사체 배양을 위한 배지에 첨가 할 식품소재로 결명자를 선정하였다. 상

황버섯 자실체의 생리활성 및 β-glucan 함량을 측정한 결과, β-glucuronidase 저해활성

54.1%, 전자공여능 81.9%, ACE 저해활성 30.0%, 영지버섯 55.5%, 혈당강하능 20.1%이었고, β

-glucan 함량은 25.6% 이었다. 상황 균사체 배양 시 결명자 추출액의 배지 첨가량과 첨가시기

를 결정하기 위해, 결명자 3∼10%의 농도로 배양 전과 배양 후에 첨가하여 배양한 결과, 결명

자 첨가량 7% 까지 균체량이 유의적으로 증가하였고, 최종 pH에는 영향을 주지 않는 것으로

나타났다. 색도는 첨가량에 따라 L값은 감소하였고, a값과 b값은 증가하였으며, 첨가시기에 따

라 L값은 배양 전에 첨가한 것이 낮은 값을 나타내었고, a값과 b값은 배양 전에 첨가한 것이

높은 값을 나타내었다. β-glucuronidase는 결명자의 첨가량에 따라 증가하였으며 배양 전에 첨

가한 것이 높았다. 전자공여능은 결명자의 첨가량에 따라 약간 증가하였으며 배양 후에 첨가한

것이 높았다. ACE 저해활성은 배양 전 첨가구에서 모두 40%이상의 활성을 보였으나, 유의적

차이가 없었고, 배양 후 첨가구는 7% 첨가구까지 증가 하였으나 모두 배양 전의 저해활성 보

다 낮았다. 혈당 강하능은 모두 30% 이내의 낮은 활성을 보였는데, 결명자의 첨가량에 따라

증가하였으며, 첨가 시기는 배양 후 첨가구가 약간 높은 정도를 보였다. β-glucan 함량은 대조

구는 4.18 mg/L, 결명자 10% 첨가구는 16.81 mg/L로 결명자 첨가량에 따라 β-glucan 함량이

증가하였다. 관능평가는 배양 전 첨가구에서는 색, 향, 맛, 전반적인 기호도에서 유의적 차이를

보이지 않았으나 배양 후 첨가구에서는 첨가량에 따라 기호도가 감소하는 경향을 보았다.

종합적으로 색도, β-glucuronidase 저해활성, 전자공여능, ACE 저해활성, 혈당강하능, 관능평가

를 고려 할 때, 결명자의 첨가 시기는 배양 전 첨가가 적당하며, 첨가량이 많아질수록 생리활

성은 증가하나, 기호도는 감소하므로 5∼7% 첨가량이 상황균사체 배양의 식품 또는 식품소재

로서 응용 가능성이 높을 것으로 판단된다.
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제 4 절 인체 장내 유해 미생물 제어를 위한 담자균류 소재의 산업화

기존의 병제품이 갖는 운반 및 유통의 어려움을 해결한 새로운 포장(가볍고, 파손위험이 적

고, 운반이 편리한) 제품을 개발하였다. 개발포장재의 수준 및 성능을 아래 표에 나타내었다.

Table. 개발포장재의 수준 및 성능

제품비교 포장형태 용기무게 파손위험 유통기한 제품형태

기존제품 병 포장 무겁다 크다 짧다 국내시장형

개발제품 AL+PET 포장 가볍다 작다 길다 해외시장형

Ⅴ. 연구성과 및 성과활용 계획

기존에 연구되지 않은 장내 유해 미생물에 대한 버섯류의 항균성을 평가하여 새로운 기능

성을 부여함으로서 버섯 재배 농업 부문의 활성화에 기여 가능할 것으로 판단되며 대장 내에

서 유해미생물에 의해 생성되어 수분과 함께 흡수되는 유해 저분자 단백질 분해산물을 제어함

으로써, 혈액 혼탁을 막는 동시에 비만을 방지할 수 있는 두 가지의 효과를 기대할 수 있는 기

능성식품을 개발하여 지방 소재 농식품 제조 중소기업의 활성화에 기여할 수 있다.
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SUMMARY

The functional food components from various Basidiomycota were investigated to improve

the balance of human intestinal microflora, especially associated with obesity. The 80%

ethanol extracts of Gyrophora Esculanta showed effective antimicrobial activities on

Eubacterium limosum, Clostridium perfrigens, Clostridium paraputrificum, Clostridium

difficile and Clostridium ramosum. The water extracts of Coriolus versicolor judae mycelia

were effective in increasing the growth of Bifidobacterium bifidum and Bacteroides fragilis.

The feeding of Gyrophora Esculanta and Coriolus versicolor judae mycelia extracts

increased the body and kidney weight of rats. Although the extract did not reduce weight

of the rat in high fat diet , it decreased the level of LDL-cholesterol. Also in case of

Coriolus versicolor judae mycelia extract, the concentration of total cholesterol,

HDL-cholesterol and TG were decreased. These results demonstrated the possibilities of

Coriolus versicolor judae and Gyrophora Esculanta as a functional food components to

control intestinal microbial flora.
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제 1 장   연구개발과제의 개요

제 1 절 연구 개발의 목적 및 필요성

○ 건강 기능성 식품시장은 고령화 사회로의 진입, 생활수준의 향상과 고령화로 인한 건강지향

욕구증대, 건강식품에 대한 지식의 축적, 대체의학 및 자가 치료의 관심증대, 식품 및 천연

물에 대한 관심축적, 기능성식품의 종류와 공급증대, 기능성식품에 대한 각국의 법규지원추

세 등으로 시장이 계속적으로 성장할 것으로 예측된다.

○ 전 세계 건강식품 시장은 2002년 기준 약 1600억 달러 규모로 추산되고 있는데 이 중 미국

시장이 전체의 약 30%인 565억 달러 규모를 점유하는 것으로 알려졌으며, dietary

supplement로 표현되는 식이보조제 즉 건강기능식품 시장 규모는 전체의 약 33% 정도에

해당하는 185억 달러 규모로 추정한다.

○ 1991 ～ 2004년 농림업 총생산액은 20조에서 37조로 연평균 약 4.9%의 성장을 기록하고 있

음 반면 버섯류는 같은 기간 금액으로는 2,300억 원에서 7,800억 원 수준으로, 연평균 약

10%의 성장을 보이고 있음 따라서 버섯산업이 농림업 전체 생산에서 자치하는 비중 구조는

2004년 2.1%로서 1990년대 후반 이후 특약용 작물을 능가하고 있다.

○ 버섯 산업의 성장은 2000년대 이후에도 지속되고 있으며 2000-2004년 사이에 농림업의 연

평균 성장률은 3.0% 이지만 버섯은 3.4%를 나타내고 있을 정도로 지속 성장하고 있으나 성

장속도는 과거보다 상당히 느려졌으나, 이는 생산량의 문제라기보다는 가격의 문제로 나타

는 결과이며 버섯의 1인당 소비량이나 전체는 소비량은 증가하고 있다.

○ 버섯의 가격은 과거 5년 전과 비슷한 수준이며 다른 품목의 농산물 가격에 비해 상대적으

로 하락하고 있으나 종합적으로 볼 때 버섯산업은 분명 성장산업이며 2000년대 이전과 같

은 빠른 성장을 기대하기는 어려우나 여전히 생산량과 생산액에서 성장하고 있다.
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○ 약리·생리활성 물질의 탐색과 소재화는 기술의존도가 높은 무공해 산업으로 향후 국내산업

의 재편과정에서 중추적인 역할을 담당하게 될 것이며 특히 제조공정 상 하나의 시설로 다

양한 제품의 생산이 가능하고 공정이 단순하기 때문에 소량 다품종 생산의 특성을 지니는

중소기업형 산업으로 발전시킬 수 있다.

○ 우리 고유의 자원으로부터 탐색된 물질은 1차적으로 외국의 기존특허와 마찰을 일으키지

않는 신규후보물질일 가능성이 높고 오랫동안 먹어 온 식품 중에 함유되어 있는 물질이므

로 유기합성에 의한 신규물질들보다 안전성의 확보가 용이하여 따라서 의약과 식품용

leading compound의 연구개발과 실용화에 있어 기술선진국보다 비교우위에 있다.

○ 사람이 섭취한 음식물은 위장관을 통해 이동하면서 주로 위와 소장상부에서 분비되는 소화

효소에 의해 대부분이 소화 흡수되지만, 흡수되지 않은 영양물질들은 대장 내에서 유해세균

에 의하여 분해되어 각종 아민류, 암모니아, 지방산 등이 되고 이는 상피세포를 통하여 수

분과 함께 흡수되어 건강에 나쁜 영향을 주는 것으로 알려져 있다.

○ 대장 내 전체 미생물은 그 내용물의 40-55%를 차지하며 그 종류는 약 200-400여 종이고

균수는 100조에 달하고 있으며, 현재까지의 연구 결과 장내세균은 사람의 건강에 유익한 작

용을 하는 균과 유해한 작용을 하는 균으로 나누고 있다.

○ Bifidobacterium, Lactobacillus, Streptococcus속 등의 유익균은 젖산, 초산과 같은 유기산

을 생성하여 유해균의 성장을 억제하고 발암물질들을 분해하거나 이들 물질과 쉽게 결합하

여 항암성에 중요한 역할을 하며 숙주의 면역체계를 자극하거나 면역반응의 보조인자로 작

용하여 감염에 대한 저항성을 강화시켜 주는 것으로 알려져 있다.

○ 반면 Clostridium, Eubacterium, Peptostreptococcus, Desulfotomaculum, Veilonella속 등의

유해균은 단백질, 담즙산 또는 콜레스테롤로부터 유독한 부패성 대사산물을 생성하거나, 장

내의 유해효소들을 생산하여 독성물질이나 돌연변이원 들을 생성하여 장 점막과 각종 장기

에 손상을 입히며 대장 관련 질병, 면역기능 저하 및 암세포 유발을 초래하는 것으로 알려

져 있다.



- 14 -

○ 상기의 장내 유해미생물들은 노인과 환자들에서 현저히 증가되는 것으로 나타나 노화 및

면역기능 저하와 관계가 있는 것으로 판단되는 반면, 대표적인 유익균인 Bifidobacterium속

은 장내에서 유기산과 항생물질을 생산하여 외부 병원균의 성장과 유해균총의 과잉성장을

억제하는 것으로 보고되었다.

○ 최근 Nature지(Vol.444, 2006)에 발표된 내용에 따르면 장내 세균의 조성이 비만의 원인중

하나로 작용하는 것으로 밝혀짐. 비만 증상을 보인 사람들의 장 속에는 정상인에 비해 유익

균의 일종인 Bacteriodetes문에 속하는 세균 종이 적고, Firmicutes문에 속하는

Clostridium, Eubacterium, Peptostreptococcus, Desulfotomaculum, Veilonella속 세균이 장

내 미생물의 90%를 차지하고 있음이 발견되었고, 이 현상은 쥐를 이용한 동물실험에서도

동일하게 증명되었다.

○ 사람의 장내에서 유해균은 감소시키고 유익균은 증가시키기 위한 여러 가지 연구가 이루어

졌으나, 장내 유해미생물의 생육 억제를 위하여 담자균류를 조사하는 연구는 아직까지 이루

어 지지 않았다.

○ 인류가 활용하고 있는 대표적 고등균류인 버섯은 분류학상 담자포자를 형성하는 담자균류

(Basidiomycota)와 자낭포자를 형성하는 자낭균류 (Ascomycota)로 나뉘며 자연계에서 유기

물질을 분해하여 순환하는 organic recycling에 매우 중요한 분해자의 역할을 수행하는 동

시에 그 자실체는 기능성 바이오소재로서 식용 및 약용으로 사용되는 고소득 농산물이다.

○ 세계적으로 고등균류의 종류는 약 15,000여종으로 추산되며 그 중 식용으로 개발 가능한 것

은 약 2,000여종으로 알려져 있으며, 우리나라에서 자생하는 것은 약 1,500여종으로 그 중

330여종이 식용 및 약용으로 분류되고 있으나 실제적으로 이용되고 있는 것은 20여 종이다.

○ 식용 및 약용으로 널리 이용되어 온 버섯의 약리효과에 대하여 지금까지 여러 종류의 버섯

으로부터 항암효과(Chihara등, 1970; Fukuda등, 1975; Vanisolalo등, 1983; Kawagishi등,

1988), 혈중 콜레스테롤 함량저하 효과(Suzuki와 Oshima, 1976), 및 혈압강하효과(Kabir와

Kimura, 1989)와 이밖에 다양한 약리작용을 나타내는 생리활성물질들에 대한 연구가 광범
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위하게 진행되었다.

○ 버섯의 2차 대사산물 중 항균물질에 관하나 연구로는 Kavanagh등(1949)과 Bose(1955)에

의하여 담자균류의 항균성분에 대한 연구가 보고된 이래 현재까지 몇몇 제한된 종류의 버

섯으로부터 그람 양성 및 음성세균, 효모 또는 곰팡이류에 대한 항균물질에 대하여 연구가

진행되었다.

○ Takeuchi등(1969)은 Coriolus consors 배양액으로부터 그람 양성세균에 대하여 항균성을

갖는 coriolin을 분리하였으며, Anke등(1977)은 Cyathus striatus 균사체로부터 그람 양성 및

그람 음성세균과 불완전균류에 대한 항균물질 striatins A, B, C를 분리하여 이들의 분자식

을 비롯한 물리화학적 성질을 밝혔다.

○ 세균 및 곰팡이에 대한 항균활성물질로서 Oudemansiella mucida중의 oudemansin(Anke등,

1979), Calvatia cranformis중의 calvatic acid(Umezawa, 1975), Agrocybe aegerita중의

antifungal compounds(Stransky등, 1992), 그리고 Aleurodiscus mirabilis중의

aleurodiscal(Lauer와 Anke, 1989)등이 보고되었다.

○ 이상에서와 같이 일부 국한된 버섯 종으로부터 항균활성물질의 생물학적 항균력과 그 화학

구조가 밝혀져 있으나, 그 외 대부분의 버섯 종에서 항균활성의 검색 및 구조구명에 대한

연구는 아직 미흡한 실정이다.

○ 더욱이 광범위한 버섯종의 인체 장내 미생물중 유해균의 항균효과에 대해서는 그간 연구가

거의 진행되지 않고 있음. 버섯 종은 인간이 오래전부터 섭취해왔으므로 안전성이 확보된

식품으로 다양한 생리활성 효과가 입증되어 있다.

○ 버섯의 생산량 증가에 따른 가격 하락으로 인한 버섯산업의 위기를 극복하기 위해서는 새

로운 수익모델의 개발을 통한 버섯산업의 고부가가치화가 필요하며 현재의 표고버섯에 집

중된 연구에서 벗어나 다양한 버섯류의 생리활성물질을 발견하고 그 물질을 산업화하여 대

량 생산하는 연구가 필요하다.
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○ 균류는 기능성 바이오 소재 혹은 의약품 소재 발굴을 위한 최고의 재료이며 이는 영지버섯,

상황버섯, 차가버섯 등을 포함한 수종의 버섯이 약용으로 사용되고 있는 것으로 입증됨. 또

한 인삼, 홍삼, 대추, 갈근, 감초, 오미자, 결명자 등 한방소재등도 다양한 기능을 가진 소재

로서 농가 소득증대에 도움을 줄 것으로 기대된다.

○ 담자균류는 균사체의 생육 특성상 동일한 생육조건을 유지한다면 동일한 품질의 제품을 대

량생산 하는 것이 가능하므로, 그 기반 하에 기능성 생리활성물질을 대량생산하고 산업화

한다면 국내 버섯 생산 업계의 지속적 성장에 큰 도움이 될 수 있을 것으로 판단된다.
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제 2장 국내외 기술개발 현황

제 1 절 연구개발 대상 기술의 국외 현황

○ 담자균류(버섯류)가 항생물질, 항종양물질, 항바이러스물질, 면역조절물질, 혈압조절물질, 혈

당조절물질, 콜레스테롤저하물질, 항혈전 물질, 간기능 보호물질, 항소염 물질 등 다양한 생

물활성을 나타내는 것을 발견, 기능성 식․의약품 소재로 활용하고 있다.

○ 과학적인 근거에 의하여 실제 의약품으로 연구하기 시작한 것은 1970년 초부터이며 버섯류

가 생산하는 다당류(polysaccharide)를 항암면역증강제로 개발하여 의약품으로 이용함. 즉

Coriolus versicolor CM 101 균주의 배양균사체로부터 Krestin (PSK), Lentinus edodes의

자실체로부터 Lentinan, Schizophyllum commune 균주의 액내 배양생성물로부터

schizophyllan 등의 다당류 항암면역증강제가 개발되어 현재 시판되고 있다.

○ 버섯류는 다양한 항생물질을 생산하는데 항생물질 연구는 1945년 marasmic acid가 보고된

이래 현재까지 약 100여종의 항생물질이 보고됨. 현재 의약용으로 개발된 항생물질은 아직

없으나 strobilurin 계열의 화합물들이 농업용 항생물질로서 개발되었다.

○ 버섯류의 생체기능조절물질로서 혈당강하물질 ganoderan 화합물, 콜레스테롤 감소물질

eritadenin, 신경제작용물질 ibodenic acid, lipoxygenase 저해물질 grifolic acid, 유독물질인

amanitin, phallodin을 포함한 혈압저하물질, 항혈전 물질 등 많은 다양한 구조의 저분자 생

리활성물질들이 보고됨에 따라 천연물 학자들을 중심으로 활발한 연구가 진행되었다.

○ 버섯의 β-glucan은 10만 이상의 고분자 물질이면서도 저분자의 생리활성물질들이 갖는 체

내 penetration을 보이고 있어 업계에서는 기능성 식품 개발로의 응용 및 의약품 원료로까

지 그 연구 분야를 확장하고 있다.
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제 2 절 연구개발 대상 기술의 국내 현황

○ 버섯에 관한 연구 중 품종 확인, 분류에 대한 연구는 오래전부터 진행되어 왔으며 특히 표

고버섯에 대한 연구는 높은 수준이다.

○ 버섯의 형질 중 대치배양, 균사 피막형성 유모, 군총 표면의 색 유무, 갓 인피의 유무, 대의

표면색 유무 등을 통한 형질 구분에 관한 연구도 진행되어 있으며, 각종 기능성 식품으로써

의 활용방안에 대한 연구도 활발하게 진행되고 있다.

○ 제한된 버섯 종으로부터 항균활성물질의 생물학적 항균력과 그 화학구조가 밝혀져 있으며,

1980년대부터 약용버섯 유래의 항암활성물질인 다당체(polysaccharide)를 중심으로 버섯 유

래 기능성 바이오 소재 및 한방소재의 연구가 시작되었다.

○ 산업계에서는 한국신약, 광동제약, 일양약품 등에서 다당체 항암활성물질을 개발하였는데

한국신약에서 Phellinus linteus로부터 meshima, 광동제약에서 Coprinus versicolor로부터

copolang이 개발되어 시판되고 있고 일양약품에서는 Ganoderma applanatum으로부터 간염

치료 물질을 개발 중이다.

○ 국내의 버섯 유래 저분자 생리활성물질에 관한 연구는 한국생명공학연구원의 연구팀에 의

하여 주도되어 왔으며 그 결과 조개껍질버섯(Lenzites betulina) 및 금빛시루뻔버섯

(Inonotus xeranticus)으로부터 각각 강력한 지질과산화 저해 항산화 화합물인 betulinan A,

B 및 inoscavin A를, 두엄먹물버섯(Coprinus atramentarium ASI 20013)의 균사체 배양액으

로부터 항균항생물질인 신규 illudin계열 화합물 illudin C2 및 C3를, 우단버섯(Paxillus

curtisii)과 은행잎우단버섯 (Paxillus panuoides)로부터 강력한 신규 terphenyl 계열 항산화

화합물인 curtisians A～D 및 leucomentin 화합물을, 젖비단그물버섯(Suillus granulatus)으

로부터 결장암 세포주, 피부암 세포주에 선택적으로 세포독성을 나타내는 새로운 형태의 화

학골격을 지닌 suillusin을 분리, 보고함. 또한 한방소재들이 다양한 생리활성을 나타냄이 다

수 보고되었다.
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○ 이상에서와 같이 일부 국한된 버섯 종으로부터 생리활성물질에 대한 연구가 진행되고 있으

나 그 외 대부분의 버섯 종에서 항균활성의 검색 및 구조 구명에 대한 연구는 아직 미흡한

실정이며, 버섯종의 생리활성물질이 인체 장내 미생물군총의 조성에 미치는 영향에 대한 연

구는 거의 전무한 실정이다.

○ 담자균류의 생리활성 물질에 대한 탐색/선발, 균사체의 대량배양, 생리활성물질 추출 및 대

량 생산, 산업화 같은 실질적인 버섯산업에 영향을 미칠 수 있는 연구도 매우 미흡하다.

○ 본 연구팀에서는 광범위한 담자균류에 대하여 장내 유해미생물에 대한 생육저해 최소농도

측정 방법(in vitro MIC test)을 이용한 항균성 분석, 동물실험을 통한 생리활성물질 효과

측정, 생리활성 물질 추출 분리, 균사체 배양 기술, 생리활성물질에 대한 마이크로/마크로

캡슐화 기술 등을 기 확보하고 있으므로, 버섯산업의 고부가가치화에 기여하고 신개념 건강

기능식품소재를 이용하는 몇 가지 형태의 가공식품의 제조 기술 확립이 가능할 것으로 판

단된다.
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제 3 절 연구개발대상 기술에 관련된 국내외 연구현황

[버섯의 항균력에 관한 연구]

연구수행 기관 연구개발의 내용 연구개발성과의 활용현황

제주대학교 외

감귤농축액 첨가배지에서 배양한

버섯균사체 추출물의 항균활성 및

항산화활성 비교

감귤농축액에 의한 버섯의

항균성 및 항산화성

기능성 소재 개발

동국대학교
버섯 추출물이 인체 병원성 균에

미치는 항균활성의 특성

항균활성 버섯 추출물

소재 개발

순천대학교

광주보건대학

표고버섯(Lentinus edodes)추출물

의 항균활성

식이 버섯의 항균성

소재의 개발 가능

동국대학교

버섯 중 항균물질의 검색 및 개발

에 관한 연구 - 그람음성균 및 곰

팡이에 대한 항균물질의 검색

다양한 항균물질의 탐색

및 식품 소재 가능성 제시

동국대학교

버섯중 항균물질의 검색 및 개발

에 관한 연구 - 버섯중 항진균활

성 물질의 검색

항진균물질 소재 개발

가능

[버섯 균사체 배양 관련 연구]

연구수행 기관 연구개발의 내용 연구개발성과의 활용현황

단국대학교
건강식품 소재화를 위한 신령버섯

균사체의 배양조건 최적화

균사체 배양 조건의

향상에 따른 건강식품

소재로서의 적용 가능

임업연구원 간버섯과 주걱간버섯의 배양특성
각각의 버섯 배양 특성

분석으로 버섯 생산 향상
동의대학교

창원대학교

버섯 균사체 배양에 의한 혈전용

해효소 생산 조건의 검토

혈전용해효소 제품의 생산

가능

환인제약 외

Phellinus linteus WI - 001 균사체

의 고밀도 배양을 위한 배양학적 특

성 연구

Phellinus linteus 균사체의
대량 생산 가능

대구대학교

영남대학교

천연물을 이용한 담자균의 균사체

배양

천연물 함유 담자균

균사체의 배양 방법 확립

연세대학교

강원대학교

Air - lift Fermenter System 을

이용한 Ganoderma lucidum 균사
체의 심부배양에 의한 세포외 다

당류의 생산 조건

다당류 생산조건 확립에

따른 균사체 소재로서 적용

가능

영남대학교

대구대학교

대구공업대학

화학합성배지 및 곡물을 이용한

Phellinus iginiarius 의 균사체

배양조건

균자체 소재로서 적용

가능

충북대학교
산학협력단
(누리사업)

담자균류를 이용한 전통식품의

개발 및 산업화

담자균류 전통식품의 개발

가능
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○ 2000년대부터 버섯의 기능에 대한 다양한 연구가 시작되었음. 즉 린테우스균 상황버섯, 차

가버섯추출물 등의 기능성에 대한 연구 및 건강기능성 식품으로의 연구가 그것이다. 천연의

약용버섯을 이용한 항암활성 등 기능성 바이오소재로의 연구는 1980년대부터 시작되었다.

○ 국내의 주요 중소기업으로는 (주)바이오알앤즈(http://www.biornds.co.kr), 하나바이오텍(주)

(http://www.hanabiotech.co.kr), (주)하나팜리드(http://www.hplead. co.kr), (주)더멋진바이

오텍(http://www.dmjbio.com)등의 기업들이 수입대체를 위하여 제품개발에 열중하고 있다.

○ 중대형 업체로는 한국신약, 광동제약, 일양약품 등에서 다당체 항암활성물질을 개발하여 의

약품으로 시판되고는 있으나, 식품에 적용된 사례는 없는 실정이다.

○ 특히 보존성을 위한 연구와 상업적으로 경쟁력 있는 대량배양기술에 의한 생산 및 제품 등

산업적으로 가치 있는 제형화 기술은 확보되어 있지 않다.

○ 버섯의 배양 중 분비되거나 균사체내에 존재하는 생리활성물질에 대한 연구는 오래전부터

진행되어 왔으나, 이러한 담자균류 구성 물질이 인체 장내 유해미생물 생육에 미치는 영향

과 균사체 배양 방법을 이용하여 기능성식품을 제품화하는 연구는 전무하다.
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제 3 장 연구개발수행 내용 및 결과

제 1 절 장내 유해미생물 생육 억제를 위한 담자균류 탐색 및 선발

1. 장내 유해 미생물의 생육 저해를 위한 다양한 담자 균류 탐색

본 실험에 사용하기 위한 담자 균류는 지금까지 약용으로 이용되는 담자 균류들과 식용으로

이용되는 담자 균류들 중 15종을 탐색하였고 각 담자 균류들에 대한 효능 및 이용은 Table

1-1에 정리 하였다.

Table 1-1. 장내 유해 미생물 생육 제어를 위한 다양한 담자 균류 소재

담자 균류 소재 효능 및 이용 비고

느타리 버섯 항암 효과 박무현, 한국식품과학회지, 1998

애느타리 버섯 식용

양송이 버섯 식용

팽이 버섯 다양한 약리 작용 한서영, 한국식품과학회지, 2003

영지 버섯 영지 버섯 다당체의 항 미생물 작용 및 항암 작용
김성한,한국식품영양과학회지,

1998

백만송이 버섯 식용

두송이 버섯 식용

맛느타리 식용

표고 버섯 표고 버섯 균사체로부터 추출한 단백 다당체의 항암 효과 이병우, 한국식품과학회지, 1998

해송이 버섯 해송이 버섯 열수 추출물의 항산화 효과
서효매,한국식품영양과학회지,

2007

새송이 버섯 노화 억제와 항암 작용
고진복, 한국식품영양과학회지,

2005

석이 바섯 석이 버섯 용매 추출물의 항산화 및 아질산염 소거 효과
정은재, 한국식품영양과학회지,

1998

목이 버섯 항암 효과 이송애, 한국균학회지, 1981

흰구름 버섯 항암 성분의 면역 촉진 효과 심미자, 한국균학회지, 1980

황금꽃 버섯 식용
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2. 장내 유해 및 유익 균주에 대한 생육 활성 조절 능력을 가진 담자 균류 소재의 선발

  가. 실험재료

   

   (1) 담자 균류 소재

본 연구에서 사용하고자 하는 담자균류는 식용버섯의 경우 홈에버 청주점에서 구입하

였고 약용버섯의 경우 제천 약초 시장에서 구입하여 사용하였다.

   (2) 균주

본 연구에 사용된 장내 유해 균주는 Eubacterium. limosum KCTC 3326이고 장내 유

익 균주는 Bacteroides fragilis KCTC 3688이며, 이 균주들은 생물 자원센터(BRC)에서 분양

받아 9ml Reinforced Clostridial Medium(DIFCO)에 접종하고 혐기조정장치를 이용하여 혐기

조건을 만들어주고 37℃에서 24시간 혐기 배양하여 사용하였다. 그리고 혐기 배양 장치는 Fig.

1-1에 나타내었다.

Fig. 1-1. Anoxomat system WS8080

①. Anoxomat WS-Model

②. Mart Jars

③. Vacuum pump

④. Gases

⑤. Reducing valves(1.8 bar)
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(3) 시료 추출 및 농축

      

버섯 균사체로부터 유용성분을 추출하기 위한 추출방법은 배양액을 filter paper(advantec

No.2)로 여과하여 균사체와 배양여액을 분리하였다. 균사체는 상압가열건조방법으로 80℃에서

12시간 건조하고 blender ( HALLDE MASKINER, Sweden)로 분쇄 후 균사체 10 g에 추출

용매인 80% 에탄올과 증류수 200 mL을 각각 첨가하여 shaking incubator(SI-300R, Lab. Companion)

을 이용하여 60℃에서 200 rpm에서 3시간 추출한 후 원심분리(대용량원심분리기, 한일 model

Union55R, 3000 rpm, 10분)하여 상등액을 1 mL씩 eppendorf tube에 분주하여 회전진공증발기

speed vac (SC110A, Thromo Electron Co.)을 이용하여 농축하였다. 자실체도 균사체 추출 및

농축 방법과 동일한 방법으로 추출 및 농축하였다. 또한 배양여액은 그대로 농축하여 실험에

사용하였다.

나. 실험 방법

각각의 버섯 추출물의 항균력 및 최소저해농도를 비교 분석하기 위해 먼저 96 well

plate에 RCM broth 100㎕를 분주하였고, 각 버섯의 80%에탄올 및 열수 추출물을 30% DMSO로

녹인 버섯 시료를 100㎕를 분주한 다음 10-fold dilution법으로 각각의 버섯 시료를 희석하였다.

그리고 준비된 well에 103 CFU/mL의 균들이 배양된 RCM broth 100㎕를 첨가하고 37℃에서

Bacteroides fragilis KCTC 3688은 24시간 Eubacterium limosum KCTC 3326은 36시간동안

혐기배양 하였으며, 버섯 시료를 첨가하지 않고 균주를 접종하여 positive control로 이용하였

고, 버섯 시료를 첨가하였지만 균주를 접종하지 않은 well을 negative control로 이용하였다. 각

각의 배양된 균주 시육은 650nm에서 흡광도를 이용하여 측정하였으며, 각각의 흡광도는

positive 및 negative control의 흡광도와 각각의 담자 균류에 추출물의 흡광도 측정값을 통하

측정하여 아래 식을 이용하여 통하여 아래 미생물 생육 조절에 대한 항균력을 비교 측정하였다.

Inhibitory effect(%)

={1-(24 hr sample- 0 hr sample blank)/(control-control blank)}×100

다. 실험 결과

시중에서 구입할 수 있는 담자 균류 소재중에서 장내 유해균인 Eubacterium limosum

KCTC 3266를 억제하고 유익균인 Bacteroides fragilis KCTC 3688를 증진시키는 소재를 선발
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하기 위해 분석한 결과는 Fig. 1-2와 Fig. 1-3와 같다. 석이, 상황 버섯의 80% 에탄올 자실체

추출물과 영지 버섯 열수 추출물은 Eubacterium limosum KCTC 3266에 대하여 80%이상의

높은 항균력을 나타내었으나 유익균인 Bacteroides fragilis KCTC 3688에 대한 생육에는 영향

을 미치지 못했다. 또한 운지버섯은 장내 유해균인 Eubacterium limosum KCTC 3266의 생육

에는 영향을 미치지 못했지만 Bacteroides fragilis KCTC 3688를 60%이상 증진시켰고, 상황,

전복느타리, 팽이 버섯도 장내 유해균인 Eubacterium limosum KCTC 3266의 생육에는 영향

을 미치지 못했지만 Bacteroides fragilis KCTC 3688를 증진시켰다. 따라서, 본 결과를 통하여

장내 유해 균주와 유익 균주에 대한 생육 조절을 위한 담자 균류 소재로서 석이 버섯, 상황 버

섯과 장내 유해균인 Eubacterium limosum KCTC 3266의 생육에는 영향을 미치지 못했지만

본 실험에 장내 유익균으로 사용한 Bacteroides fragilis KCTC 3688을 증진 시킨 운지 버섯을

선발하였다.
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Figure 1-2. Antimicrobial activity of edible mushroom extracts against Eubaeterium limosum KCTC 3266

1. Esculanta Agaricuss subfunereus. 2. Ganoderma lucidum 3. Pleurotus osteratus 4.

Pyophyllum shimegi 5. Umbilicaria esculenta 6. Sparassis crispa 7. Coriolus versicolor 8.

Tremella fuciformis 9. Agrocybe aegerita 10. Agaricus bisporus 11. phellinus linteus 12.

Lentinus edodes13. Flammulina velutipes
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Figure 1-3. Antimicrobial activity of edible mushroom extracts against Bacteroides fragilis KCTC 3688

1. Esculanta Agaricuss subfunereus. 2. Ganoderma lucidum 3. Pleurotus osteratus 4.

Pyophyllum shimegi 5. Umbilicaria esculenta 6. Sparassis crispa 7. Coriolus versicolor 8.

Tremella fuciformis 9. Agrocybe aegerita 10. Agaricus bisporus 11. phellinus linteus 12.

Lentinus edodes13. Flammulina velutipes

3. 선발된석이버섯의 80% 에탄올추출물에대한 paper disc method를 이용한장내유해미생물억제실험

가. 사용 균주

본 실험에 사용한 균주는 Eubaeterium limosum KCTC 3326, Clostridium perfrigens

KCTC 5100, Clostridium paraputrificum KCTC 5331, Clostridium difficile KCTC 5009,

를 사용하였다.

나. 실험 방법

한천배지확산법(Disc plate method)으로 선발된 소재 중 석이버섯 80% 에탄올 추출물에

대한 항균력을 측정하였다. 굳기전 상태의 Reinforced Clostridial Medium(RCM,Difco) agar

에 37℃에서 24시간 배양된 균액을 1 % 접종하고 배지와 시험균액을 고루 섞이게 한 후

petri dish에 약 15 mL 씩 분주하여다. 균이 접종된 RCM agar에 지름 8 mm의 멸균된

filter paper disc(ADVANTEC 8 mm, Toyo Roshi Kaisha, Ltd, Japan)에 추출액(500

mg/mL) 30 ㎕을 흡수시킨 후, 평판배지위에 밀착시키고 37℃에서 48시간 배양 후 filter
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paper disc 주변에 발생되는, 생육저해환에 대한 clear zone의 직경을 측정하여 생육 저해환

유무를 확인하였다.

다. 실험 결과

장내 미생물 생육 조절을 위한 담자 균류 탐색을 통하여 선발된 소재인 석이버섯 80%

에탄올 추출물이 4균주에 대한 항균력을 측정한 결과는 Table 1-2와 같다. 석이버섯 80% 에

탄올 추출물은 특히 Clostridium spp. 3종에 대하여 높은 항균력을 보였고 Eubaeterium

limosum KCTC 3266에 대해서도 항균력을 나타내었다.

Table 1-2. Antimicrobial activity of 80% EtOH extract on Umbilicaria esculenta against microorganisms

Microorganism 1) Clear zone(mm)2)

Eubaeterium limosum KCTC 3326 13

Clostridium perfrigens KCTC 5100 15

Clostridium paraputrificum KCTC 5331 17

Clostridium difficile KCTC 5009 14

1)
Final cell concentration for each bacterium was approximately 1.0 × 10

6
cfu/mL

2) 500 mg/mL of extract was absorbed into paper disc (￠8mm) and diameter of clear zone was measured.

4. 선발된 석이 버섯추출물 항균력에 대한 pH 및 열 안정성 실험

가. 사용 균주

본 실험에 사용한 균주는 Eubacterium limosum KCTC 3266와 Clostridium perfrigens

KCTC 5100를 사용하였다

나. 실험 방법

열 안정성 실험은 80℃, 100℃에서 10분, 미생물 살균 조건인 121℃에서 15분 열처리 후

대 조구와 같이 한천배지 확산법으로 생육저해환을 측정하여 비교하였다. pH의 안정성 실험은

pH 2, 4, 8로 0.1N NaOH와 0.1N HCl를 사용하여 조정한 후 실온에서 1시간 방치한 후, 중
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화시켜 대조구와 같이 한천배지확산법으로 생육저해환을 측정하여 비교하였다. 이때 사용한

시료원액의 농도는 500 mg/mL이었다.

다. 실험 결과

석이버섯 80% 에탄올 추출물의 pH에 대한 안정성을 살펴본 결과는 Fig 1-4와 같다. 시

료를 pH 2, 4, 8 으로 조정한 후 실온에서 1시간 방치하고 중화시켜 항균력을 살펴본 결과 산

성 또는 pH 4, 8에서는 활성을 잃어버리지 않았으나 pH 2에서는 어느정도 항균활성이 pH 4,

8 보다 실활 되는 현상을 나타내었다. 석이버섯 80% 에탄올 추출물의 열에 대한 안정성을 살

펴본 결과는 Fig 1-5와 같다. 80℃, 100℃에서 10분, 121℃에서 15분 열처리하여 시료로 사용

한 경우의 항균력은 열처리하지 않은 대조구의 항균력에 비해 항균력이 감소하지 않은 결과로

나타나 매우 높은 열안정성을 나타내었다.

1 2 4

3

5

Figure 1-4. pH Stability of the antimicrobial activity of Umbilicaria esculenta 80% EtOH

extract for Eubaeterium limosum KCTC 3266

①: 0.1N NaOH ②: 0.1N HCl ③: pH 8 ④: pH 4 ⑤: pH 2
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1

4
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 5

Figure 1-5. Heat Stability of the antimicrobial activity of Umbilicaria esculenta 80% EtOH

extract for Eubaeterium limosum KCTC 3266

①: not temperature treatment

②: 80% EtOH ③: 121℃, 15분 ④: 100℃, 10분 ⑤: 80℃, 10분

5. 선발된 석이 버섯추출물에 대한 최소 저해 농도(MIC) 분석

가. 사용 균주

본 실험에 사용한 균주는 Eubaeterium limosum KCTC 3266와 Clostridium perfrigens

KCTC 5100를 사용하였다

나. 연구 방법

석이버섯 자실체 80% EtOH에 대한 최소 저해농도 측정은 한천배지 확산법과 동일한 방

법으로 실험하였다. 사용한 시료액의 농도는 500 mg/mL, 100 mg/mL, 50 mg/mL, 25 mg/mL,

12.5 mg/mL이었다. MIC는 생육저해환이 나타나지 않는 최소농도로 결정하였다.

다. 연구 결과

항균력 검색에서 항균력이 높은 석이버섯 80% 에탄올 추출물의 최소저해 농도를 측정한

결과 Fig 1-6과 같다. 300 mg/mL, 100 mg/mL, 50 mg/mL, 25 mg/mL, 12.5 mg/mL로 희석한

것을 시료로 하여 Eubaeterium limosum KCTC 3266와 Clostridium perfrigens KCTC 5100

에 대한 MIC를 구한 결과 Eubaeterium limosum KCTC 3266에 대해서는 300 mg/mL, 100
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mg/mL, 25 mg/mL에서 항균력을 보였고, Clostridium perfrigens KCTC 5100도 동일하였다.

2
1

6
4

3

5

12

34

5

6

Eubaeterium limosum KCTC 3266 Clostridium perfrigens KCTC 5100

Figure 1-6. Antimicrobial activity of Umbilicaria esculenta 80% EtOH extract against

microorganism

①: 300 mg/ml ②: 100 mg/ml ③: 50 mg/ml ④: 25 mg/ml ⑤: 12.5 mg/ml ⑥: 80% EtOH

  

 6. 생육증진

가. 실험 균주

본 실험에 사용한 균주는 Bacteroides fragilis KCTC 3688를 사용하였다

나. 실험 방법

Reinforced Clostridial Medium(RCM, Difco) broth 9 mL에 Bacteroides fragilis KCTC

3688(37 ℃에서 24시간 전 배양한 균 O D값 0.1) 균 액을 0.5 mL 분주한 후 시료를 1 mL 혼

합하였다. 대조구로는 시료대신 증류수를 1 mL 혼합하여 37℃에서 36시간 배양하면서 일정시

간 간격으로 시료를 채취하여 650 nm에서 흡광도를 측정하였다. 또한 대수기에서 시료를 채취

하여 균수를 측정하여 대조구와 비교하였다.

다. 실험 결과

항균력 시험에서 장내 유익균인 Bacteroides fragilis KCTC 3688의 생육을 증진시킨 운

지버섯 자실체를 균사체 배양을 통해 액체 배양 시 생육특성에 미치는 영향을 Fig 1-7과

Fig 1-8에 나타내었다. 운지버섯 균사체 열수 추출물이 80% 에탄올 추출물보다
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Bacteroides fragilis KCTC 3688의 생육을 증진시키는 것을 보았고, 이를 바탕으로 운지 균사

체의 농도를 200, 100, 50, 25, 12.5 mg/mL 로 희석하여 실험한 결과 200, 100 mg/mL 농도의

시료는 대수기에 도달하는 시간이 다소 늦었지만 모든 농도에서 대조구 보다 높은 흡광도 값

을 나타내어 Bacteroides fragilis KCTC 3688의 생육을 증진시켰다. 또한 대수기에서 운지버

섯 균사체 열수 추출물의 경우 총균수가 2.6 × 108 CFU/mL이고 대조구의 경우는 2.1 × 108

CFU/mL였다.
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Figure 1-7. Effect of Coriolus versicolor mycelium extracts on Bacteroides fragilis KCTC

3688
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Figure 1-8. Effect of Coriolus versicolor mycelium water extracts on Bacteroides fragilis

KCTC 3688
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제 2 절 선별 담자균류에 의한 실험동물의 장내 균총 및 생리 활성 분석

1. 동물 실험

가. 실험동물의 식이 및 사육

(주)중앙실험동물의 Sprague-Dawley(120～140 g)계 수컷 Rat을 대상으로 하고, 일반식

이군(Control 1), 고지방식이군(Control 2), 고지방식이 +석이버섯 80% EtOH 추출물군 및 고

지방식이 + 운지버섯 균사체 열수 추출물군으로 분류하여 각 군당 8마리씩 1주간 일반식이

로 적응기간을 거친 후 6주 동안 석이버섯 80% EtOH 추출물과 운지버섯 균사체 열수 추출

물을 1일 1회 경구투여 사육하고 실험에 사용하였다.

나, 체중 측정 및 장내 균총 변화와 생리활성 분석

체중은 주2회 측정하였고, 실험종료일에 20시간 절식시킨 실험동물을 ethyl ether로 마취

하여 개복한 후 장내균총의 변화는 맹장 취한 후 0.85% NaCl 희석액에 넣어 균질화하고 미쯔

오까 방법에 따라 실험하였고 각 균 특성에 맞는 배지와 배양방법에 따라 배양하였다.(Table

2-1) 배지에 나타난 집락들에 대하여 Mitsuoka의 방법에 따라 집락 모양과 균의 형태 등을 조

사함으로써 속(genus)을 동정하였고 각각의 균수를 측정하여 장내균총 변화를 확인하였다. 생

리 활성 분석은 심장에서 채혈하였고, 혈액은 실온에서 30분간 두었다가 3,000 rpm에서 20분간

원심 분리하여 혈청을 분리한 후 즉시 혈액 분석에 사용하였다. 간과 부고환 지방을 채혈 후

즉시 떼어 생리식염수로 혈액을 씻은 다음 무게를 측정하였다. 혈청의 중성지질과 총 콜레스테

롤 농도는 WAKO kit 시약(,JAPAN)을 사용하였고, HDL-콜레스테롤과 LDL-콜레스테롤 농도

는 DAIICHI kit 시약(JAPAN)으로 측정하였고 분석기기(HITACHI7080, JAPAN)를 사용하였

다.
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Table 2-1. Characteristics of culture media and conditions of incubation

Used media
Major bacteria Culture Dilution Incubaction

forming colonies condition (log10) time(hr)

Enrichment 　 　 　 　 　

BL Strictly anaerobic bacteria Anaerobic 6,7,8 48

TS Aerobic bacteria Aerobic 6,7,8 48

Selective & Differential 　 　 　 　

DHL Enterobacteriaceae Aerobic 2,4,6,8 24

P Yeast Aerobic 2,4,6,8 24

BS Bifidobacterium Anaerobic 2,4,6,8 48

PEES Staphylococcus Anaerobic 2,4,6,8 48

NN Clostridium Anaerobic 2,4,6,8 48

다. 실험 결과

(1) 장내 균총 및 장내 유해 미생물 균총 변화

석이버섯이 장내세균총에 미치는 영향은 Bifidobacterium spp를 상당히 증가시켰고,

Clostridium spp와 Eubacterium spp를 억제시켰다. 운지버섯 균사체의 경우는

Bifidobacterium spp와 Bacteroidaceae를 증가시켰다.(Table 2-2)

Table 2-2. Analysis of intestinal microflora in the rats fed with the Basidiomycota extracts

by Mitsuoka method

Microorganisms
Group1) (CFU/mL)

Normal High fat EC CV

Enterobacteriaceca 1.3×107 4.2×108 2.7×106 4.8×106

Bifidobacterium 4.1×108 4.0×108 5.2×1011 5.7×106

Clostridium 6.8×107 8.5×108 8.8×106 5.0×107

Staphylococcus 1.0×108 2.1×107 8.8×104 3.3×104

Eubacterium 1.9×106 2.5×108 1.0×106 1.9×106

Bacteroidaceae 2.9×107 3.6×108 3.6×108 3.9×106

Yeast 2.8×108 2.9×108 6.3×106 1.3×106

1)Normal = normal diet group, High fat = High fat diet group, EC = 80% extract on Gyrophora

Esculanta, CV = Water extract on Coriolus versicolor
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(2) 장내 생리활성 변화 분석

석이버섯 80% 에탄올 추출물과 운지버섯 균사체의 열수 추출물을 6주간 급여한 결과

실험 동물의 체중증가량, 부고환지방의 무게는 Table 2-3과 같다. 체중증가량은 일반식이와 고

지방 식이군에 비하여 증가하였고 부고환 지방의 무게 또한 증가하였지만 유의적 차이는 나타

나지 않았다. 보고서에 의하면 8주령의 흰쥐에 고콜레스테롤식이로 6주간 사육한바 정상군에

비하여 간과 부고환지방의 무게가 유의하게 증가하여 비대 되었다고 하였다. 본 실험결과도 고

지방식이를 섭취한 쥐에 석이버섯과 운지버섯을 급여하여도 지방이 축적되어 부고환지방이 비

대해진 것으로 보아 석이버섯과 운지버섯이 체중 감소에 영향을 주지 않고 부고환지방의 지방

축적을 억제하지는 못하는 것으로 나타났다. 혈청의 지질농도는 Table 2-4와 같다. 석이버섯의

경우 혈청의 총 콜레스테롤, HDL-콜레스테롤, TG 농도는 고지방식이군에 비해 증가하였고,

LDL-콜레스테롤은 유의하게 감소하였다. 또한 운지버섯의 경우 혈청의 총 콜레스테롤,

HDL-콜레스테롤, TG 농도는 고지방식이군에 비해 다소 감소하였고, LDL-콜레스테롤은 고지

방식이군과 비슷한 경향으로 나타났다.

Table 2-3. The body weight gain, food intake and organ weights of the rats fed with the

Basidiomycota extracts for six weeks

Groups
1)

Weight gains (g)

Initial Final Gains Kidney

Normal 222.83±7.22
2)NS

347.66±6.56
NS3)

124.83±6.88
NS

6.14±1.50
NS

High fat 230.50±3.72 368.83±9.70 138.33±6.71 8.93±1.06

EC 238.33±8.31 390.16±23.47 151.83±15.89 11.69±2.53

CV 232.62±9.23 398.16±25.02 165.54±17.13 10.74±1.30

1)
Normal = normal diet group, High fat = High fat diet group, EC = 80% extract on Gyrophora Esculanta, CV

= Water extract on Coriolus versicolor

2)
All values are mean±SD (n=8)

3)
Not significant
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Table 2-4. The serum cholesterol concentrations of the rats fed with the Basidiomycota

extracts for six weeks

Groups1)
Serum (mg/dL)

T-CHO HDL-C LDL-C TG

Normal 66.25±4.582)NS3) 28.11±0.73a 5.68±2.95b 82.98±18.58a

High fat 63.06±3.19 24.05±1.40b 11.16±3.15a 51.75±19.06b

EC 66.26±13.33 25.05±3.18b 9.21±6.47ab 70.58±14.23a

CV 61.48±5.86 22.80±3.21b 12.68±2.08a 41.35±5.70b

1)
Normal = normal diet group, High fat = High fat diet group, EC = 80% extract on Gyrophora Esculanta,

CV = Water extract on Coriolus versicolor, 2)All values are mean±SD (n=8)
3)
Not significant

a,b
Values within a column with different superscripts letters are significantly different at p<0.05

2. 선발된 담자균류 추출물의 생리활성물질의 분석

가. 총 폴리페놀 함량 및 항산화력 측정

(1) 실험 방법

총 폴리페놀 화합물의 함량은 Folin-Denis법으로 측정하였다. 각 추출액을 100 ㎍/mL에

알칼리 조건을 형성하기 위해 2% Na2CO3 용액 2 mL를 가한 후 3분 방치하여 50%

Folin-Ciocalteu'sphenol reagent(Sigma) 100 μL를 가하였다. 30분 후 반응액의 흡광도 값을

720 nm에서 측정하였고 표준물질로 0.1% gallic acid(Sigma Chemical Co., USA)를 사용하

였고 추출물의 총 폴리페놀 함량은 mg gallic acid equivalent per 100 g sample로 나타내었

다. ABTS 측정은 7.4 mM ABTS 용액과 2.6 mM과 황산칼륨을 혼합하여 암소에서 약 15시

간 반응시킨 후 414 nm에서 흡광도가 1.5가 되도록 희석하였다. 희석한 용액 3 mL에 각 농

도별로 조제한 시료 150 μL를 첨가하여 vortex mixer로 초간 진탕하고 실온에 90분간 방치

한 다음 414 nm에서흡광도를 측정하였다. 한편, ascorbic acid를 시료와 같은 농도로 조제하

여 동일한 방법으로 흡광도를 측정함으로써 비교하였다. 양이온 소거능은 RAEAC(relative

ascorbic acid equivalent antioxidant capacity)로 나타내었으며, 이는 ascorbicacid의 소거능

을 1.000으로 하였을 때 동일 농도 시료의 ABTS 양이온 소거능을 나타내는 것으로 다

음과 같은 식에 의해 계산하였다.
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RAEAC ＝ Caa
△Aaa

×
△As
Cs

ΔAaa: ascorbic acid를 넣었을 때의 흡광도의 변화

Caa: ascorbic acid의 농도

ΔAs: 시료를 넣었을 때의 흡광도의 변화

Cs: 시료의 농도

(2) 연구 결과

석이버섯과 운지버섯 자실체, 균사체의 추출 용매 별 총 폴리페놀 함량은 시료 100g에

해당하는 항산화물질을 mg 수준으로 Table 2-5에 나타내었다. Gallic acid를 표준물질로 하여

Folin-Ciocateu assay에 의해 시행하였다. 석이버섯의 80%에탄올 추출물은 423.51 mg/100g였

고, 열수 추출물은 368.56 mg/100g으로 80%에탄올 추출물이 더 높았다. 운지버섯 자실체 80%

에탄올 추출과 열수 추출물은 각각 45.99 mg/100g, 51.08 mg/100g로 열수추출물이 더 높았고,

운지버섯 균사체의 경우는 80% 에탄올 추출과 열수 추출물에서 각각 13.83mg/100g,

3.48mg/100g로 운지버섯 자실체와는 반대로 80% 에탄올 추출에서 더 높은 폴리페놀함량을 보

였다. 또한 운지버섯 균사체 배양액의 경우는 7.99 mg/100g로 운지버섯 균사체 열수 추출물보

다는 높았다. 위와 동일한 시료의 추출 용매 별 총 항산화력을 측정한 결과는 Table 2-6와 같

다. 시료 100g에 해당하는 석이버섯의 80% 에탄올 추출물과 열수 추출물의 총 항산화력은 각

각 1595.85mg AA eq/100g, 1124.73 mg AA eq/100g로 가장 높은 항산화력을 보였고 이는

100g당 ascorbic acid 1595.85 mg과 1124.73 mg에 해당하는 항산화력을 지니는 것으로 해석

할 수 있다. 운지버섯 자실체 80% 에탄올 추출과 열수 추출물의 경우 각각 59.83 mg AA

eq/100g, 39.87 mg AA eq/100g로 총 폴리페놀 함량과 상관성을 나타내지 않았다. 운지버섯 균

사체 80% 에탄올 추출물, 열수 추출물 및 배양액에서는 각각 11.92 mg AA eq/100g, 21.23

mg AA eq/100g, 4.61 mg AA eq/100g로 운지버섯 자실체와 마찬가지로 총 폴리페놀 함량과

상관성을 보이지 않았다.
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Table 2-5. Contents of total polyphenolic compounds (mg of gallic acid mushroom per 100g of

sample)

Mushroom Extracts
Total polyphenol

(mg/100g)

Gyrophora Esculanta
fruit body

80% EtOH 423.51±2.37

Water 368.56±1.81 

Coriolus versicolor
fruit body

80% EtOH 45.99±0.60

Water 51.08±0.17

Coriolus versicolor
mycelia

80% EtOH 13.83±0.26

Water 3.48±0.03

Culture broth 7.99±0.10

Table 2-6. Scavenging effect of extracts from mushroom on ABTS radical (mg ascorbic

acid mushroom per 100g of sample)

Mushroom Extracts
ABTS radical

scavanging activity(mg/100g)

Gyrophora Esculanta
fruit body

80% EtOH 1595.85±0.09

Water 1124.73±0.01

Coriolus versicolor
fruit body

80% EtOH   59.83±0.09

Water   39.87±0.02

Coriolus versicolor
mycelia

80% EtOH   11.92±0.07

Water   21.23±0.00

Culture broth    4.61±0.02

3. 시음료 제조 및 관능평가

가. 실험 방법

석이버섯과 운지버섯 균사체를 이용한 시음료 제조를 위해 콩가루 0.5%, 설탕 3% 를 기

본배지로 하여 pH를 5～5.5로 조정한 배지에 운지 균사체를 접종하여 28℃, 150 rpm에서 7일

간 배양하였다. 배양 후 배양액 전체를 추출하여 여과 후 여과액에 석이버섯 추출액을 3%,
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5%, 7%첨가하였다. 관능평가는 충분한 훈련을 거쳐 품질 차이를 식별할 수 있는 능력이 갖추

어진 검사요원 5명을 선발하여 실시하였다. 평가 항목은 색, 향, 맛, 전반적인 기호도에 대하여

9점 기호 척도법을 이용하여 실시하였으며, 관능검사 항목에 대하여 평가하였다.

  나. 실험 결과

석이버섯과 운지버섯 균사체를 혼합하여 제조한 시음료에 대한 관능평가 결과는Table 2-7

와 같다. 석이버섯 추출물 3%, 5%, 7% 첨가구 모두 0.05% 유의수준에서 유의차를 보이지 않

았고, 관능평가 항목인 색과 향은 석이버섯 추출물을 3% 첨가한 샘플이 각각 6.0, 6.33의 비교

적 높은 점수를 나타냈고, 맛에서는 석이버섯 추출물을 7% 첨가한 샘플이 6.0으로 가장 우수

하게 나타났으며, 전반적 기호도는 석이버섯 추출물을 3% 첨가한 샘플이 5.90으로 다른

sample에 비해 높은 점수를 받았다(P > 0.05). 그러므로 기호도에서 다른 샘플 군에 비해 좋은

평가를 받은 운지버섯 균사체 배양액에 석이버섯 추출물 3%을 첨가한다면 앞으로 맛과 기능

성을 가미한 음료로의 개발이 가능할 것으로 생각된다.

Table 2-7. Sensory evaluation of liquid culture Coriolus versicolor containing Gyrophora

esculanta 80% EtOH extracts

Mushroom(%)
Sensory score

color flavor taste overall

0 5.00
a

5.00
a

5.00
a

5.00
a

3 6.0±0.92b 6.33±0.72NS1) 4.53±0.96a 5.90±0.91a

5 4.93±1.43
b
5.46±1.30

NS
4.86±2.13

a
5.23±1.43

a

7 4.53±1.80b 4.93±1.57NS 6.00±1.45b 5.01±1.42b

F-value 9.91 0.69 1.47 4.37

1)Not significant

Any means in the same column followed by the same letter are not significantly

(p<0.05) different by Duncan’s multiple range test
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제 3 절 장내 유해미생물 제어를 위한 담자균류 배양기술 개발

○ 효능이 확보된 담자균류의 균사체 대량배양 조건 및 배지 선발 통한 산업적 배양기술 확보

하고자 함

○ 기존의 상황 자실체는 1-2년 이상의 재배기간이 길고 이에 따라 경비가 많이 드는 단점이

상존하고 있으나 균사체 배양은 단시간에 다량의 균사체를 얻을 수 있으며, 배양액 중에 함유

된 기능성 생리활성물질을 파괴나 손실 없이 이용이 가능함

○ 본 차년도에서는 상황버섯균사체 배양을 위한 최적의 배양조건을 검토한 후 이를 바탕으로

식품에 이용 가능한 배양원료 선발 및 대량배양 조건을 확보하고자 함

○ 또한 액체배양시의 다당체 등의 햠량 분석을 통한 배양액 및 균사체의 기능성 물질을 확보

하고자 함.

1. 효능이 확보된 담자 균류의 균사체 배양기술 확보

가. 사용균주의 생리적, 영양적 특성

기확보 상황 균주의 형태적 특성을 PDB(potato dextrose broth)에서 28℃에서 48시간

배양한 후 현미경 관찰한 결과는 Fig. 3-1과 같이 균사가 왕성하게 생육하였으며, 평판 배양하

여 colony를 관찰한 결과는 Fig. 3-2와 같다. 한편, 상기의 배양액을 10,000rpm에서 10분간 원

심분리 후 균체를 회수하여 80℃에서 항량이 될 때까지 건조한 후 건조 균체의 조단백, 탄수화

물, 조지방, 조회분 등의 일반 성분을 분석한 결과는 Table 3-1과 같이 건조균체 단백질이 단

백질 23.5%, 탄수화물은 총당 49.3%, 섬유성분 6.8, 지질 3.9%, 회분 4.1% 등이 함유되어 양질

의 단백질 및 탄수화물 공급원으로 작용할 수 있을 것으로 추측된다.

Fig. 3-1. Mycellium of Phellinus linteus on the PDB
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Fig. 3-2. Mycellium of Phellinus linteus on the PDA

Table 3-1. Approximate composition of Phellinus linteus mycelium broth (dry basis)

Crude protein

(%)
Crude ash(%) Crude fat(%) Carohydrate(%)

0.13 0.03 0.01 4.53

나. 플라스크에서의 최적 배양조건 설정

(1) 최적배양조건 설정

(가) 최적온도

균주의 대량 배양을 위한 최적 배양조건을 설정하기 위해 250㎖, 5000㎖ 삼각플라스크에

PDB 배지를 일정량 넣은 후 120℃에서 30분간 가압멸균한후 전배양액 0.1%를 접종하여 30℃,

150rpm으로 진탕 배양하면서 최적 배양온도, 배양시간, 초기 pH 등을 따른 건조 균체량과 균

밀도를 검토한 결과 Phellinus linteus는 250㎖, 5000㎖ 삼각플라스크 모두 25℃와 30℃ 에서

우수한 건조 균체량을 나타내었으며, 특히 30℃에서 건조 균체량 및 균 밀도가 각각 3.68,

3.53g/L, 와 5.7×107, 5.23×107cfu/㎖ 로 가장 우수한 것으로 조사되었으며, 40℃ 이상의 조건에

서는 모두 현저한 감소를 보였다. 한편 플라스크 용량에 따른 차이는 거의 없는 것으로 나타났

다.

(나) 최적 pH

초기 생육 최적 pH는 250㎖의 경우 pH 6.0에서 균 밀도와 건조 균체량은 각각

6.2×107cfu/㎖, 4.83g/L이었으며, 5000㎖의 대량 플라스크 배양에서는 6.9×107cfu/㎖, 5.01g/L을

보여 가장 우수하였고, 5000㎖ 대량 플라스크 배양이 250㎖의 배양보다 다소 높게 나타났다.
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(다) 최적 배양선정

한편 최적 배양시간을 검토한 결과 250㎖의 경우 120시간에서 균 밀도와 건조 균체량은

각각 7.8×107cfu/㎖, 5.91g/L, 5000㎖의 대량 플라스크 배양에서는 배양 96시간에 9.2×107cfu/㎖,

6.87g/L을 보여 가장 우수하였다. 250㎖과 5,000㎖플라스크를 이용한 배양조건 검토에서 전체

적으로 5,000㎖배양에서 균 생육이 우수한 것으로 나타났는데, 이와 같은 결과는 담자균류들이

호기성 미생물로 5000㎖의 경우 산소 공급량이 높았기 때문인 것으로 추측되어지며 공기의 주

입이 용이한 fermentor에서 배양 시 보다 우수한 배양결과가 예측된다. 따라서 대량 배양을 위

한 배양조건을 30℃, pH 6.0, 배양시간 96시간으로 확립하여 산업적 대량배양 및 배지를 선발

하였다.

2. 인체에 무해한 산업적 대량배양 배지 개발 최적 탄소원, 질소원의 선정

가. 최적 배양배지 설정

상황균주의 최적 배양 배지를 설정하기 위해 상기의 최적 배양 조건, 즉 96시간의 배양

시간, 초기 pH 6.0, 배양온도 30℃로 배양조건을 설정하고, glucose, surcose, starch등의 탄소

원 각 3% 농도로 첨가하고 질소원으로는 yeast extract를 0.9% 농도로 첨가하여 수행하였고,

최적 질소원 선발에는 최적 탄소원으로 조사된 탄소원 3% 농도에 yeast extract, peptone,

tryptone 등의 질소원 을 각 농도별로 첨가하여 최대 균 밀도 및 건조 균체량을 조사한 결과,

탄소원의 경우 조사한 모든 탄소원을 기질로 이용하였는데, 특히, surcose 첨가구에서 건조 균

체량 및 균 밀도가 8.65g/l, 7.5×108cfu/ml로 가장 우수한 결과를 보였다. Phelinus linteus 경우

단당 및 2당류뿐만 아니라 전분과 같은 다당 첨가에서도 이와 유사한 정도의 높은 균 밀도 및

건조 균체량을 보였다. 한편 질소원의 경우 시험한 전 질소원에서 6.94-7.36g/L,

4.2×107-7.5×108cfu/ml의 높은 건조균체량 및 균밀도를 보였으나, 시험에 사용한 질소원의 경우

그 가격이 상대적으로 고가이므로 산업적 배양에는 가격이 저렴한 질소원의 선발이 필요할 것

으로 생각된다.
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Table 3-2. Effect of various carbon sources on the dry weight and colony number of

Phelinus linteus

Glucose Sucrose Potao strach

Dry weight of mycelium(g/L) 7.36 8.65 6.94

Colony number(cfu/ml) 2.84 × 108 7.5 × 108 4.2 × 107

Table 3-3. Effect of various nitrogen sources on the dry weight and colony number of

Phelinus linteus

Yeast extract Peptone Tryptone

Dry weight of mycelium(g/L) 8.44 7.21 7.95

Colony number(cfu/ml) 6.37 × 108 2.46 × 108 5.17 × 107

나. Jar- fermentor을 이용한 대량배양 확립

산업적 대량배양을 위한 조건을 설정하기 위해, 상기의 최적 배양조건 및 배지 조성을

이용하여 Fig 3-3과 같은 7L-Jar fermentor에서 수행하였다. 7L 발효조 배양에서는 고형물을

3% sucrose, 0.9% soybean meal을 넣어 제조한 배지 4L를 발효조에 채운 다음, 121℃에서

30분간 멸균하고, 미리 배양한 공시균주를 1%의 농도로 첨가하여 통기량 1vvm, 150rpm에서

배양하면서 시간에 따라 시료를 채취하여 건조균체량 및 균밀도를 조사한 결과는 Table 3-4와

같다. 7L-발효조 배양시 삼각플라스크 배양에서 최대 균 밀도 및 균체 생성이 배양 96시간만

에 최대를 보인 것과 유사한 시간에 최대 균 밀도 및 균체 생성율을 나타내었는데 특히 건조

균체량 및 균 밀도는 9.21g/L, 4.64×109cfu/㎖ 을 나타내 5,000㎖ 플라스크 배양의 6.87g/L,

9.2×107cfu/㎖ 에 비해 균체 생성량이 약 30% 정도 증가하였다.

Fig. 3-3. Incubation of Phelinus linteus in the 7L-jar fermentor
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Table 3-4. Dry weight and colony number of Phelinus linteus in the 7L-jar fermentor

during the incubation time

48 hrs 72 hrs 96 hrs 120 hrs 144 hrs

Dry weight of mycelium(g/L) 5.33 7.98 9.88 9.71 8.53

Colony number(cfu/ml) 4.76×106 6.43×108 4.2×109 5.17×109 4.56×108

다. 산업적 대량 배양

(1) 최적 배양배지 선정

산업적 생산을 위한 대량배양 조건을 설정하기 위해서는 PDA 배지는 너무 고가이고 또

한 식용으로 사용하기에는 부적절하다. 따라서 상기의 배양조건에서 최적 탄소원으로는 조사된

sucrose를 기본으로 경제적 질소원의 선발이 시급한 실정이다. 따라서 경제적 질소원을 선정하

기 위해 sucrose 3%를 첨가하고, 질소원의 경우 경제성을 고려하여 비교적 가격이 저렴하고

손쉽게 구입할 수 있는 대두박, 옥침수 등을 이용하여 7L-Jar fermentor에서 4L를 working

volumn으로 하여 각각의 배지를 발효조에 넣은 후, 121℃에서 40분간 멸균하고, 미리 배양한

공시균주를 1%의 농도로 첨가하여 통기량 1vvm, 150rpm으로 배양 하면서 시간에 따라 시료

를 채취하여 실험에 사용한 결과는 Table 3-5와 같다. 조사된 질소원의 경우 어분을 제외한

대두박, 옥침수 등에서 높은 균 밀도 및 건조균체량을 보였으며 특히 0.9% 대두박 첨가구가

건조 균체량 및 균 밀도 6.95g/l, 1.54×108cfu/ml로 가장 우수한 결과를 보였다. 특히 탄소원의

농도를 고정한 후 대두박의 첨가농도를 달리 하였을 때(Table 3-6), 0.9%와 2% 첨가에서 건조

균체량 및 균 밀도가 각각 7.29g/l, 3.54× 108cfu/ml, 8.92g/l, 6.99×108cfu/ml 로 대두박의 첨가

농도가 증가 할수록 균 밀도 및 건조 균체율이 증가하였는데, 경제성을 고려할 때 0. 9% 첨가

가 적당할 것으로 생각되며, 또한 대두박의 경우 손쉽게 구입할 수 있으며 가격이 비교적 저렴

한 장점을 지니고 있다. 특히, 배양액 전체를 전부 이용하여 제품 개발시 배양액중의 성분이

식용가능한 식품 원료이어야 한다는 식품공전 상이 법적인 문제도 고려할 경우 대두분을 이용

한 산업적 대량배양에 충분히 이용 가능할 것으로 추측된다.
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Table 3-5. Effect of various nitrogen sources on the dry weight and colony number of

Phelinus linteus

Soybean meal
Cornsteep 

liquor
fish meal

Dry weight of mycelium(g/L) 6.95 5.37 3.67

Colony number(cfu/ml) 1.54 × 108 7.54 × 107 2.7 × 106

Table 3-6. Effect of various soybean meal concentration on the dry weight and colony

number of Phelinus linteus

0.9% 1.5% 2%

Dry weight of mycelium(g/L) 7.29 8.33 8.92

Colony number(cfu/ml) 3.54 × 108 7.54 × 108 6.99 × 108

(2) 1,200L 배양조를 이용한 산업적인 배양

상기에서 확립된 최적 배양조건으로 1,200L 대량 발효조를 이용한 scale-up 실험을 수행

하였다. 즉, 최적 탄소원으로 조사된 sucrose 3%, 대두분 0.3%의 배지를 조제 후 1.200L

fermentor에서 800L를 working volumn으로 하여 발효조에 넣은 후, 121℃에서 40분간 멸균하

였다. 특히 대두분의 배지 제조시 미리 대두분을 용수에 넣고 30-40분 동안 침전후 상등액만을

취하여 수행하였다. 이렇게 조제된 배지에, 30L의 seed tank에 working volumn이 15L가 되도

록 미리 배양한 공시균주를 1%의 농도로 첨가하여 통기량 1vvm, 150rpm으로 배양 하면서 시

간에 따라 시료를 채취하여 실험에 사용한 결과 Fig. 3-5와 같이 120 시간만에 최적 균체량에

도달하였으며, 이와 같은 결과는 7L 발효조에서와 같은 수준으로, 거품발생도 전혀 없었기 때

문에 성공적으로 액체대량배양기술이 확립된 것으로 평가된다.

Fig. 3-4. Incubation of Phelinus linteus in the 1,200L fermentor system
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Table 3-7. Optimun culture medium and condition of Phelinus linteus

Component Concentration(%)

Surcose 3.0

Soybean meal 0.9

Temperature 28℃

pH 6.5

Incubation time 72hrs

48 시간

98 시간

72 시간

120 시간

48 시간

98 시간

72 시간

120 시간

Fig. 3-5. Incubation of Phelinus linteus

.

3. 선발 배지의 실용성 검토(기능성분 생성량등)

가. 다당체 분석

상황버섯 균사체배양액의 열수추출물을 단계적으로 EtOH 침전을 하여 60% EtOH에

soluble하고 80%EtOH에 insoluble한 활성분획을 얻었고, 이것을 Diethylaminoethyl(DEAE) -

cellulose를 행한 결과 0.5M NaCl로 용출시 나온 분획이 강한 활성을 보였다. 분자량에 의한

활성 차이를 검토하기 위해 0.5M NaCl에서 용출 된 분획을 Toyoperl hw65F에 의한 gel

permeation chromatography를 행하여 분자량이 일정한 다당체를 얻었다.

상황버섯 균사체 배양액에서 추출된 조지방 함량은 0.01%였으며 조단백질은 0.13%, 총

당 4.53%, 그리고 조회분은 0.03%였다. 분리되어진 유효 다당체의 활성을 비교하여본 결과 자

연산은 65.7%이고 재배산은 63.9%였으며 상황버섯 균사체 배양액은 균사체에 41.95%, 배양액
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에 21.87%로 총 63.82%로 재배산과 비교하여 큰 차이를 보이지 않았다. DEAE-cellulose에 의

해 얻어진 활성본체는 DEAE-cellulose에 흡착되었으므로 산성다당류이고 gel permeation

HPLC를 수행하여본 결과 분자량 15만의 순수한 다당체임을 확인하였다. 또한, 탄수화물이 대

부분이었으며 약간의 단백질과 ursolic acid를 함유한 단백다당류로 다당체의 주요구성 비율은

분석 결과 라이보스 8.0%, 만노스 41.5%, 갈락토오스 22.3%, 글루코오스 20.1%였다.

나. 기타성분

상황버섯 균사체 배양액에서 추출된 조지방 함량은 0.01%였으며 조단백질은 0.13%, 총

당 4.53%, 그리고 조회분은 0.03%였다. 분리되어진 유효 다당체의 활성을 비교하여본 결과 자

연산은 65.7%이고 재배산은 63.9%였으며 상황버섯 균사체 배양액은 균사체에 41.95%, 배양액

에 21.87%로 총 63.82%로 재배산과 비교하여 큰 차이를 보이지 않았다. DEAE-cellulose에 의

해 얻어진 활성본체는 DEAE-cellulose에 흡착 되었으므로 산성다당류이고 gel permeation

HPLC를 수행하여본 결과 분자량 15만의 순수한 다당체임을 확인하였다. 또한, 탄수화물이 대

부분이었으며 약간의 단백질과 ursolic acid를 함유한 단백 다당류로 다당체의 주요구성비율은

분석 결과 라이보스 8.0%, 만노스 41.5%, 갈락토오스 22.3%, 글루코오스 20.1%였다.

다. 산업적 대량배양의 경제성 검토

산업적 대량배양을 위한 실요성 검토는 제품의 품질 및 가격과 관련을 가지고 있으므로

경제적인 배지의 선발은 매우 중요하다. 1,200L 배양조를 이용한 산업적인 배양결과 최종 선발배

지(sucrose 3%, soybean meal 0.9%)는 일반적으로 사용하는 담자균류 배양배지인 PDB에 비교

하여, 1,200L(working volumn 800L) 배양시 배양시간은 거의 유사하였다. 한편, 각 배지의 경제성을

검토한 결과, PDB의 경우 800L 배양시 약 900만원이 소요되었으나, 본 최종 선발배지의 경우 약

153,000원이 소요되어 PDB에 비해 약 60배 정도의 가격 경쟁력이 있는 것으로 나타났다. 또한 일반

적으로 사용되는 담자균 배양배지인 PDB의 경우 공업용으로 시판되어 식용으로 사용이 제한되나

본 최종 선발배지는 sucrose 와 soybean meal 을 사용함에 따라 식품공전상 법적인 문제가 발

생하지 않을 것으로 사료된다.종합적으로 검토시 상황버섯 균사체 배양액 및 균사체 중에는 기

능성 다당체가 총 63.82%로 재배산과 비교하여 큰 차이를 보이지 않았으며 구성당의 조성은

라이보스 8.0%, 만노스 41.5%, 갈락토오스 22.3%, 글루코오스 20.1%로 조사되었고 담자균 배

양 배지인 PDB에 비해 본 최종선발배지는 경제성이 확보 된 것으로 나타났다.
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Table 3-8. 산업적 대량배양의 경제성 검토

배지종류 성분및함량 배양시간 원료가격
대량배양

단가(800L)
경제성 비고

PDB 24g/L 96시간
11,520원

(120,000원/250g.sigma)
9,216,000원

식용으로

사용불가(공업용)

최종선발

배지

sucrose 3%

96시간

102원(3,400/kg)

192원 153,600원
PDB에 비해

60배 저렴
식용으로 사용가능

soybean meal

0.9%
90원(4,000/400g)
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제 4 절 장내 유해미생물 제어를 위한 담자균류와 천연소재 혼합 배

양 기술 확립

○ 유용 담자균류 및 천연 소재 혼합배양 산업적 기술 확보

1. 기 확보(상황버섯) 담자균류와 천연소재의 혼합 발효 가능성 및 최적 첨가농도 구명

가. 충북대에서 장내 유해미생물 억제능이 확인된 오미자를 선발 후 추출액을 통하여 실시

함. 기확보 배양 조건에 오미자 추출액 첨가후 생육여부 조사 및 최적 첨가 조건을 위하

여 다음과 같이 실시하였다.

나. 상황 및 오미자 배양액을 10,000rpm에서 10분간 원심분리 후 균체를 회수하여 80℃에서

항량이 될 때까지 건조한 후 건조 균체의 조단백, 탄수화물, 조지방, 조회분 등의 일반

성분을 분석한 결과는 표 1과 같이 건조균체 단백질이 단백질 22.1%, 탄수화물은 총당

53.3%, 섬유성분 6.3, 지질 3.2%, 회분 3.6% 등이 함유되어 양질의 단백질 및 탄수화물

공급원으로 작용할 수 있을 것으로 추측하며 오미자 미첨가 분석과 비교시 큰 차이가

(dry basis)

Crude protein

(%)
Crude ash(%) Crude fat(%)

Carohydrate(%)

Crude fiber Tatal sugar

22.1 3.6 3.2 6.3 53.3

Table 4-1. 오미자 첨가(3%)후 일반성분 분석

다. 상황균주와 오미자의 최적 배양 배지를 설정하기 위해 기 설정 최적 배양 조건, 즉 120

시간의 배양 시간, 초기 pH 6.5, 배양온도 28℃로 배양조건을 설정하고, glucose, surcose,

starch등의 탄소원 각 3% 농도로 첨가하고 질소원으로는 대두분을 0.9% 농도로 첨가하

여 수행하였고, 최대 균 밀도 및 건조 균체량 을 조사한 결과, 탄소원의 경우 조사한 모

든 탄소원을 기질로 이용하였는데, 특히, surcose 첨가구 에서 건조 균체량 및 균 밀도가

8.65g/l,.5×108cfu/ml로 가장 우수한 결과를 보였다(Table 4-2).
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Table 4-2. 오미자 추출액 첨가(3%) 배양시 탄소원에 따른 최적 생육조건조사

Glucose Sucrose Potao strach

Dry weight of mycelium(g/L) 6.36 8.65 6.94

Colony number(cfu/ml) 2.84 × 108 7.5 × 108 4.2 × 107

라. 한편 질소원의 경우 시험한 전 질소원에서 7.11-78.24g/L, 5.22×107-6.57×108cfu/ml의 높

은 건조 균체량 및 균밀도를 보였으나, 시험에 사용한 질소원의 경우 그 가격이 상대적

으로 고가 이므로 산업적 배양에는 가격이 저렴한 대두분이 균체생성량 및 균밀도 에서

적합하였으며 생육도 우수하였다.(Table 4-3).

Table 4-3. 오미자 추출액 첨가(3%) 배양시 질소원에 따른 최적 생육조건조사

Yeast extract Peptone 대두분

Dry weight of mycelium(g/L) 8.24 7.11 7.65

Colony number(cfu/ml) 6.57 × 108 2.34 × 108 7.22 × 107

마. 산업적 대량배양을 위한 조건을 설정하기 위해, 상기의 최적 배양조건 및 배지 조성을

이용하여 7L-Jar fermentor에서 수행하였다. 7L 발효조 배양에서는 고형물을 3%

sucrose, 0.9% soybean meal을 넣어 제조한 배지 4L를 발효조에 채운 다음, 121℃에서

30분간 멸균하고, 미리 배양한 공시균주를 1%의 농도로 첨가하여 통기량 1vvm, 150rpm

에서 배양하면서 시간에 따라 시료를 채취 하여 건조균체량 및 균밀도를 조사한 결과는

Table 4-4와 같다.

Table 4-4. 오미자 첨가후(3%) 7L-jar fermentor 생육조건

48 hrs 72 hrs 96 hrs 120 hrs 144 hrs

Dry weight of mycelium(g/L) 5.63 8.13 9.02 9.71 9.13

Colony number(cfu/ml) 3.56×106 5.23×108 4.0×109 5.17×109 4.76×108

바. 오미자 첨가후 7L-발효조 배양시 오미자 미첨가 배양과 시간에 따른 최대 균 밀도 및

균체 생성율을 비교한 결과 미첨가 건조 균체량 및 균 밀도는 9.55g/L, 5.47×109cfu/ml발

효조 배양시 나타 났으며 오미자 첨가타 났양의 9.71g/L, 5.17×108cfu/m 시와 비교시 건

조 균체량 및 균 밀도가타유사하게 나타났다.
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사. 오미자 첨가에 따른 유용성분 변화를 관찰하기 위하여 오미자 첨가 상황배양액과 미첨가

상황배양액 내에 존재하는 대표적 유용성분인 β-glucan의 변화 양상을 조사하였다.

아. Megazyme사의 Mushroom and Yeast Bata-Glucan Assay kit를 사용하여 β-glucan 함

량을 분석한 결과는 Table 4-5 과 같다.

Table 4-5. 오미자 첨가후(3%) β-glucan 함량분석

Total-glucan(mg/L) α-glucan(mg/L) β-glucan(mg/L)

균사체

배양액
13.9 5.97 7.9

오미자첨가

후배양
13.0 5.11 7.89

자. β-glucan 함량은 Megazyme사 (Wicklow, Ireland)의 β-glucan 분석법인 ‘Mushroom

and Yeast Bata-Glucan Assay’법69)을 변형하여 실험하였다. Total glucan은 분석시료

20 mg을 정확히 측량하여 glass cap tube (16 × 120 mm)에 넣고, 1.5 mL 37% HCl 용

액을 vortex한 후 30℃에서 45분 반응한 후 10 mL water를 첨가하고 끓는 물에서 2시

간 반응한 후 냉각시킨 후 10 mL 2 N KOH를 첨가하였다. 이를 100 mL 메스플라스크

에 넣고 200 mM sodium acetate buffer(pH 5.0)로 정용하였다. 시료액에 생기는 불용

성 물질은 1500 ×g에서 10분간 원심 분리하였다. 원심분리액 0.05 mL에 exo-1,3-β      

-glucanase plus β-glucosidase(Megazyme, Wicklow, Ireland)를 0.05 mL 첨가한 후

40℃에서 60분간 반응시켰다. Glucose 정량 kit인 GOPOD reagent (Megazyme,

Wicklow, Ireland)를 사용하여 glucose를 정량하여 계산법 에 의해 total-glucan으로 환

산하였다. α-Glucan은 분석시료 20mg을 정확히 측량하여 glass cap tube (16 × 120

mm)에 넣고, 2 mL 2M KOH 용액을 넣은 후 Ice bath에서 20분간 교반 한 후 1.2 M

sodium acetate buffer (pH 3.8) 8 mL을 넣고 즉시 0.2 mL amyloglucosidase plus

invertase(Megazyme, Wicklow, Ireland)를 0.2 mL 첨가한 후 40℃에서 30분간 반응시

켰다. 이를 1500 ×g에서 10분간 원심 분리하였다. 원심분리액 0.05 mL에 glucose 정량

kit인 GOPOD reagent (Megazyme, Wicklow, Ireland)를 사용 하여 glucose를 정량하여

계산법에 의해 α-glucan으로 환산하였다. β-Glucan은 total-glucan과 α-glucan의 차에

의해 구한다.
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차. 그 결과 오미자 첨가후 및 미첨가시의 β-glucan의 차이는 7.9mg/L, 7.89mg/L와 비교시

거의 나타나지 않았다.

카. 위와 같은 실험을 의하여 Table 4-4와 4-5를 기준으로 같은 오미자 1-5, 설탕 3%,

대두분 0.9%, 배양온도 28℃, pH 6.5, 오미자 첨가후 72시간 배양을 최적 조건으로 확립

하였다.

타. 산업적 최적 첨가조건 확립을 위하여 오미자 첨가에 따른 균밀도 및 생육량을 조사하였

다.

파. 오미자 첨가량을 1-5% 첨가후 균밀도 및 생육량을 조사한 결과 농도에 따른 큰 차이는

보이지 않았으나 3% 첨가시 8.21g/L, 7.44 × 108 로 나타나 적당한 것으로 판단되었다

(Table 4-6).

Table 4-6. 오미자 첨가량에 따른 상황균사체 생육조사

1% 3% 5%

Dry weight of mycelium(g/L) 7.49 8.21 8.62

Colony number(cfu/ml) 3.23 × 108 7.44 × 108 7.09 × 108

하. 오미자 첨가 농도 0.1∼5% 첨가시 생육에는 문제가 없었으며 그 이상 농도에서는

생육 저하가 관찰되었다. 위와 같은 실험을 통해서 Table 4-7과 같은 최적 혼합배양

조건을 선정 하였다.

Table 4-7. 오미자 첨가후 최적 혼합배양조건

Component Concentration(%)

오미자 3%

설탕 3.0

대두분 0.9

온도 28℃

pH 6.5

배양시간 72hrs
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Fig. 4-1. 오미자 미첨가 상황배양액 Fig. 4-2. 오미자 첨가 상황배양액

2. 기 확보 담자균류와 소재의 혼합배양 산업적 최적조건 확립

가. 상기에서 확립된 최적 배양조건으로 1,200L 대량 발효조를 이용한 혼합배양 scale-up

실험을 수행하였다. 즉, 최적 탄소원으로 조사된 sucrose 3%, 대두분 0.3%의 배지를 조제

후 1.200L fermentor에서 800L를 working volumn으로 하여 발효조에 넣은 후, 121℃에서

40분간 멸균 하였다. 특히 대두분의 배지 제조시 미리 대두분을 용수에 넣고 30-40분 동

안 침전 후 상등액 만을 취하여 수행하였다. 이렇게 조제된 배지에, 30L의 seed tank에

working volumn이 15L가 되도록 미리 배양한 공시균주를 1%의 농도로 첨가하여 통기량

1vvm, 150rpm으로 배양 하면서1200L 산업적 대량배양에 접종후 48시간 경과후 오미자

3%를 첨가후 72시간 혼합배양을 실시하였다. 그 결과 예비 조건과 동일한 결과로 생육에

는 문제가 없었다.

48 hrs 72 hrs 96 hrs 120 hrs 144 hrs

Dry weight of mycelium(g/L) 4.63 7.73 9.12 9.33 9.26

Colony number(cfu/ml) 3.86×106 5.62×108 4.8×109 5.97×109 4.76×108

Table 4-8. 오미자 첨가후(3%) 1200L fermentor 생육조건

나. 오미자 첨가후 1200L 발효조 배양시 오미자 미첨가 배양과 시간에 따른 최대 균 밀도

및 균체 생성율을 비교한 결과 미첨가 건조 균체량 및 균 밀도는 9.33g/L, 5.97×108cfu/m

로서 7L-발효조와 비교시 건조 균체량 및 균 밀도가 유사하게 나타났다.
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다. 대량 배양시 에도 오미자 첨가 시기는 초기 배양후 48시간 경과 후 투여하는 것이 우수

하였으며 혼합 배양후 72 시간후 배양액을 회수하였다.

Fig. 4-3. 혼합배양 산업적 최적조건 확립

라. 충북대로부터 장내 유해미생물 억제능이 확인된 운지버섯의 배양조건을 조사하였다.

(1) 균사체의 최적배양조건

운지균사체의 초기 pH와 배양 온도, 배양 기간을 최적화하기 위해 PDB(2.4 g/200 mL)

를 기본배지로 하여 5 %(v/v)의 균사체를 접종하였다. pH는 0.1N NaOH와 0.1N HCl를 이용

하여 배지의 pH를 4.5, 5.0, 5.5, 6.0 및 6.5로 조절하여 30 ℃에서 150 rpm으로 4일 동안 배양

하였고, 온도는 pH가 5인 배지에서 20℃, 25℃, 28℃, 30℃, 35 ℃조건으로 하여 4일 동안 정치

배양하였다. 배양기간은 선정 된 pH, 온도 조건으로 150 rpm에서 10일 배양하여 균사체량을

균사체량 측정은 상압가열건조방법으로 배양액 20 mL을 filter paper disc(ADVANTEC 8mm,

Toyo Roshi Kaisha, Ltd, Japan)로 여과하고 60℃에서 24시간 건조한 후 잔존하는 건조 균사

체의 무게를 측정하였고, 시료를 filter paper disc(ADVANTEC 8 mm, Toyo Roshi Kaisha,

Ltd, Japan)로 여과 한 여액을 pH meter(720 A, Orion, USA)를 이용하여 측정하였다.

Coriolus versicolor의 균사생장에 적합한 최적 pH를 규명하기 위해 0.1N NaOH와 0.1N HCl

사용하여 pH를 4.5, 5.0, 5.5, 6.0 및 6.5로 조절한 PDB(2.4 g/200mL)배지에 5%(v/v)의 종균을

접종한 후 150 rpm으로 4일 동안 배양하여 균사체량을 측정한 결과 Fig. 4-4와 같았다. 통계

분석 결과 pH 5와 pH 5.5에서 유의적 차이(p<0.05)가 없었으며, 균사체량도 가장 높았다. 이

는 균사체 액체 배양 시 pH 5.2～5.6이 운지버섯 균사체 배양최적 pH 조건이라고 한 보고와

유사하였으나, pH가 4.0, 5.5, 7.0이 최적 pH 조건이라고 한 보고와는 달랐는데 배양기간과 배
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양조건이 다르기 때문인 것 같았다.
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Fig. 4-4. 운지버섯 액체배양시 pH 및 균사체량

(2) 최적 온도

Coriolus versicolor의 균사생장에 적합한 최적 온도를 규명하기 위해 pH 5.0에서 배양

온도를 20℃, 25℃, 28℃, 30℃, 35℃로 다르게 하여 4일 후 균사체량을 측정한 결과는 Fig. 4-5

와 같았다. 통계분석 결과 28℃에서 유의적 차이가 없었으며 균사체량이 높아 전형적인 중온성

균주의 양상을 보였다.
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Fig. 4-5. 운지버섯 배양온도에 따른 최적 생육 조건
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(3) 배양 기간

Coriolus versicolor의 균사 생장에 적합한 최적 배양기간을 규명하기 위해, 앞에서 선정

된 조건인 pH 5.5, 28℃에서 10일간 배양하여 이틀마다 균사체량을 측정 한 결과는 Fig. 4-6

과 같았다. 접종 후 4일까지 균체량이 급속히 증가한 반면 그 이후부터는 증가정도가 감소하는

경향을 나타내었다.
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Fig. 4-6. 배양시간에 따른 최적 생육조건

(4) 일반성분 조사

다당체 구성성분을 분석하기 위하여 표준물질로 만노즈 갈락토즈 혼합액(1:1)을 사용하

여 페놀-황산법으로 측정하였고, 당 구성성분은 Jones와 Albersheim의 방법에 따라 가수분해

및 아세틸화하여 GC로 분석하였다.

배양액을 100℃에서 3시간 추출한 다음 8,000rpm에서 20분간 원심분리하여 얻은 상등액

을 감압 농축하고, ethanol을 가하여 4℃ 에서24시간 방치 하였다. 침전물을 회수하여 증류수로

녹인후 같은 조작을 2회 실시한 후 동결건조 하여 단백 다당체를 분리하였다.

총 단백질 함량은 표준물질로서 보바인 씨럼 알부민을 사용하여 Lowry등의 방법에 따

라 측정하였고, 아미노산 구성성분은 단백질 가수분해 후 Na-form 컬럼으로 바이오크롬 20 아

미노산 자가 분석기로 분석하였다.
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Table 4-9. 운지버섯 균사체배양여액으로 부터 다당체 및 아미노산 및 당 성분

당 조성(%)1 아미노산 조성(%)2

퓨코오스 8.0 아스파트산 7.0

리보오스 0.3 트레오닌 6.5

아라비노스 0.7 세린 8.1

자일로즈 1.7 글루탐산 7.0

만노즈 18.5 글리신 2.5

갈락토즈 15.0 알라닌 12.7

글루코스 20.1 발린 3.3

이소루이신 14.5

루이신 5.5

티로신 3.6

페닐알라신 4.2

히스티딘 trace

라이신 2.3

아르기닌 2.6

총당함량 64.3 총아미노산 함량 28.5

*1퍼센트는 총당량으로 계산하였다.

*2퍼센트는 총 아미노산당 함량으로 계산하였다

운지버섯 균사체는 건조중량으로 17.2~27.32g/L, 배양액에 포함된 베타글루칸 양은

6.2g/L의 생산량을 나타냈으며. 운지버섯 균사체 배양여액의 다당체는 탄수화물 64.3%와 단백

질 28.5%로 이루어져있고 7종류의 탄수화물로 구성되어 있고, 주요 구성당은 만노오즈(18.5%),

그루코스(20.1%), 갈락토즈(15.0%)였다. 단백질은 15종의 아미노산으로 구성되었으며, 주요 구

성 아미노산은 이소루신(14.5%), 아라닌 (12.7%), 세린(8.1%)이었다.
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제 5 절 장내 유해미생물 제어를 위한 담자균류와 천연소재 혼합 대

량 배양 기술 확립

1. 적정 부재료 첨가에 의한 기호성 조사 및 선발

가. 확보된 혼합배양조건과 적정 부재료 첨가 기호성 조사

배합 원료의 종류와 함량은 아래 표와 같이 각 원료의 종류별로 양을 다르게 하여 배양

하였다. 배양액은 관능적 평가와 색차계를 이용하여 최적 품성을 선정하였다. 각 배합비에 의

한 배양액은 맛과 색도에 차이가 있었다. 첨가 예비실험은 운지버섯 오미자 배양액, 유자, 대추,

당귀, 구기자, 등을 사용하였다. 각 시료는 0.1- 10% 까지 첨가후 기호성 검증을 실시하였다. 그

결과 활성이 있는 유자등을 첨가하여 조사하였다. 배양액은 엷은 황색 계통의 색깔을 나타내고

약간의 산미가 있는 성상으로 조정하였다.

나. 최적 배합비 결정

최적 배합비는 관능적 평가와 색도 및 추출물의 농도, 기호성 등을 종합적으로 고려하여

판단하였다. 추출물의 색는 황색계통으로 색이 맑고 선명한 것을 기준으로 하여 선별하고 맛과

향의 기호성을 관능검사를 통하여 우선 선발하였다. 최적 기호성 검증을 위하여 식품전공 학생

및 다양한 연령층의 일반인 50명을 대상으로 선발 배양액에 대한 기호성 조사를 실시하여 아

래와 같은 결과를 얻었다. 만족도를 10점 만점으로 하였고 맛, 색감, 규격, 포장 등에 대한 전

반적인 평가를 실시하였다.
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Table 5-1. 최적 배합비 설정 및 관능적 평가

오미자 운지균사체 배양액 유자 기타한약재

함량(%) 5 85 5 5

만족도 10점

구분
주관적 개관적

평점맛 색 당도 규격 포장

제품사양 감미강화 황색 식후및식전 80-120ml 병및파우치

1 8 8 8 9 10 43

2 8 9 8 9 10 44

종합 8 8.5 8 9 10 43.5

평가 우수 오미자부각 우수 우수 우수

2. 산업적 혼합배양을 위한 경제성 검토

가. 선발제품의 액상, 고형화 연구

기호성이 우수한 두종류의 액상 형태 연구를 실시하였다. 오미자, 유자 함유 운지버섯

균사체 배양액을 회수후 원심분리 또는 부직포를 이용하여 필터후 액상형태 로 제조하였으며

건조 분말 형태는 배양액 회수후 필터한 시제품과 균사체가 함유되어 있는 상태로 동결건조

및 열풍건조(80-100℃)를 실시하였다.

Fig. 5-1. 배합 1 Fig. 5-2. 배합 2
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Fig. 5-3. 오미자 운지버섯 건조소재

나. 선발제품의 경제성 검토

오미자, 유자 함유 운지버섯 균사체 배양시 배양 배지의 경우 식용 대두분 및 설탕을 사

용하여 배양시 단가상승이 크지 않았으며 대형 발효조 배양비용도 큰 비중을 차지 않았다. 첨

가 유자 및 오미자등 한약재의 경우도 농축액 등을 사용하여 전처리 비용 등이 발생하지 않았

다. 건조 분말 소재의 경우에는 한약재를 첨가하여 동결건조 및 열풍건조를 실시하였는데 방법

에 따른 비용의 차이가 커서 열풍건조 방법을 선정하였다.

Table 5-2. 경제성 검토

배지종류 성분및함량 배양시간 원료가격
대량배양

단가(800L)
경제성 비고

PDB 24g/L 96시간
11,520원

(120,000원/250g.sigma)
9,216,000원

식용으로

사용불가(공업용)

최종선발

배지

sucrose 3%

96시간

102원(3,400/kg)

192원 153,600원
PDB에 비해

60배 저렴
식용으로 사용가능soybean meal

0.9%
90원(4,000/400g)

3. 혼합 배양물의 안정성 검토를 통한 적정 배양공정 확립

가. 안정성 확보를 위한 기확보 운지버섯 균사체와 오미자(5%) 및 유자(5%)와 혼합 배양물

의 혼합 배양 배양기간, 온도 및 pH 최적 조건 확립
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(1) 균사체의 최적배양조건

운지균사체의 초기 pH와 배양 온도, 배양 기간을 최적화하기 위해 선정배지에 균사체를

접종하였다. pH는 10N NaOH와 6N HCl를 이용하여 배지의 pH를 4.5, 5.0, 5.5, 6.0 및 6.5로

조절하여 30 ℃에서 150 rpm으로 5일 동안 배양하였고, 온도는 pH가 6인 배지에서 20℃, 2

5℃, 28℃, 30℃, 35 ℃조건으로 하여 5일 동안 정치 배양하였다. 배양기간은 선정 된 pH, 온도

조건으로 150 rpm에서 5일 배양하여 균사체량을 균사체량 측정은 상압가열건조방법으로 배양

액 20 mL을 filter paper disc(ADVANTEC 8mm, Toyo Roshi Kaisha, Ltd, Japan)로 여과하고

60-70℃에서 24시간 건조한 후 잔존하 는 건조 균사체의 무게를 측정하였고, 시료를 filter

paper disc(ADVANTEC 8 mm, Toyo Roshi Kaisha, Ltd, Japan)로 여과 한 여액을 pH

meter(720 A, Orion, USA)를 이용하여 측정하였다.

그 결과 pH 5와 pH 6.5에서 차이가 없었으며, 균사체량도 가장 높았다. 이는 균사체 액체 배

양 시 pH 5.2～5.6이 운지버섯 균사체 배양최적 pH 조건 이었으나 오미자, 유자 첨가 후 에는

다소 차이가 발견되어 pH 6.0-6.5 에서도 최적 생육 을 보였다.

(2) 최적 온도

운지버섯균주와 오미자 유자 첨가 배양 에 적합한 최적 온도를 규명하기 위해 pH6.5 에

서 배양 온도를 20℃, 25℃, 28℃, 30℃, 35℃로 다르게 하여 5일 후 균사체량을 측정한 결과

28℃에서 유의적 차이가 없었으며 균사체량이 높아 전형적인 중온성 균주의 양상을 보였다.

(3) 배양 기간

운지버섯 의 균사 생장에 적합한 최적 배양기간을 규명하기 위해, 앞에서 선정된 조건인

pH 6.0-6.5, 28℃에서 10일간 배양하여 이틀마다 균사체량을 측정 한 결과 접종 후 5일까지 균

체량이 급속히 증가한 반면 그 이후부터는 증가정도가 감소하는 경향을 나타내었다.

나. 안정성 확보를 위한 기확보 담자균류와 혼합 배양물 배양을 위한 식용가능 탄소원, 질소

원 최적 조건 확립

(1) 탄소원 설정

운지버섯과 오미자, 유자의 최적 배양 배지를 설정하기 위해 기 설정 최적 배양 조건,

즉 120시간의 배양 시간, 초기 pH 6.5, 배양온도 28℃로 배양조건을 설정하고, glucose,

surcose, starch등의 탄소원 각 3% 농도로 첨가하고 질소원으로는 대두분을 0.9% 농도로 첨가

하여 수행하였고, 최대 균 밀도 및 건조 균체량 을 조사한 결과, 탄소원의 경우 조사한 모든
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Yeast extract Peptone 대두분

Dry weight of mycelium(g/L) 8.04 7.23 7.98

Colony number(cfu/ml) 6.26 × 108 2.55 × 108 7.01 × 107

탄소원을 기질로 이용하였는데, 특히, surcose 첨가구 에서 건조 균체량 및 균 밀도가 우수한

결과를 보였다.

Table 5-3. 오미자 추출액, 유자 첨가 배양시 탄소원에 따른 최적 생육조건조사

Glucose Sucrose Potao strach

Dry weight of mycelium(g/L) 7.08 9.25 6.84

Colony number(cfu/ml) 2.78 × 108 7.1 × 108 4.7 × 107

(2) 질소원 설정

질소원의 경우 시험에 사용한 질소원의 경우 그 가격이 상대적으로 고가 이므로 산업적

배양에는 가격이 저렴한 대두분이 균체생성량 및 균밀도 에서 적합하였으며 생육도 우수하

였다.

Table 5-4. 오미자 추출액, 유자 첨가 배양시 질소원에 따른 최적 생육조건조사

Fig. 5-4. 오미자, 유자 함유 탄소원, 질소원 조건 확립 7L fermentor 실험



- 63 -

다. 3톤 대형 발효조를 이용한 안정성 확보된 대량배양조건 확립

확립된 최적 배양조건으로 3,000L 대량 발효조를 이용한 혼합배양 scale-up 실험을 수

행하였다. 즉, 최적 탄소원으로 조사된 sucrose 3%, 대두분 0.9%의 배지를 조제후 3,000L

fermentor에서 2,100L를 working volumn으로 하여 발효조에 넣은 후, 121℃에서 60분간 멸균

하였다. 특히 대두분의 배지 제조시 미리 대두분을 용수에 넣고 30-40분 동안 침전 후 상등액

만을 취하여 수행하였다. 이렇게 조제된 배지에, 200L의 seed 발효조에 공시균주를 1%의 농도

로 첨가하여 통기량 1vvm, 150rpm으로 배양 하면서 3,000L 산업적 대량배양에 접종후 48시간

경과후 오미자 5%, 유자 5% 첨가후 72시간 혼합배양을 실시하였다. 그 결과 예비 조건과 동일

한 결과로 생육에는 문제가 없었다. 결과는 아래와 같다.

Table 5-5. 오미자, 유자 첨가후 3,000L fermentor 생육조건

48 hrs 72 hrs 96 hrs 120 hrs 144 hrs

Dry weight of mycelium(g/L) 4.91 8.14 9.28 9.95 10.01

Colony number(cfu/ml) 3.89×106 5.71×108 5.2×109 5.9×109 6.76×109

접종사진 종균 배양 종균 배양 및 공급장치
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2차 원료 투입 2차 원료 투입

대량 발효 2 배양액 회수

Fig. 5-5. 배양액 생산 공정

라. 혼합배양물의 균사체량, 조지방, 조단백, 조회분 및 기능성분등 식품공전에 의한 검사

(1) 다당체 구성성분을 분석하기 위하여 표준물질로 만노즈 갈락토즈 혼합액(1:1)을 사용하

여 페놀-황산법으로 측정하였고, 당 구성성분은 Jones와 Albersheim의 방법에 따라 가

수분해 및 아세틸화하여 GC로 분석하였다.

(2) 배양액을 100℃에서 3시간 추출한 다음 8,000rpm에서 20분간 원심분리 하여 얻은 상등

액을 감압 농축하고, ethanol을 가하여 4℃ 에서24시간 방치 하였다. 침전물을 회수하여

증류수로 녹인후 같은 조작을 2회 실시한 후 동결건조 하여 단백 다당체를 분리하였다.
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당 조성(%)1 아미노산 조성(%)2

퓨코오스 7.0 아스파트산 7.2
리보오스 0.3 트레오닌 6.3
아라비노스 0.9 세린 8.0
자일로즈 1.8 글루탐산 7.5
만노즈 19.3 글리신 2.3

갈락토즈 15.6 알라닌 13.1

글루코스 23.1 발린 2.9
이소루이신 16.2
루이신 6.1
티로신 3.9

페닐알라신 4.9
히스티딘 trace

라이신 2.8
아르기닌 2.9

총당함량 68 총아미노산 함량 84.1

(3) 총 단백질 함량은 표준물질로서 Bovine serum albumin을 사용하여 Lowry등의 방법에

따라 측정하였고, 아미노산 구성성분은 단백질 가수분해 후 Na-form 컬럼으로 바이오크

롬 20 아미노산 분석기로 분석하였다고 그 결과는 아래표 와 같다.

Table 5-6. 운지버섯 균사체배양여액으로 부터 다당체 및 아미노산 및 당 성분

*1퍼센트는 총당량으로 계산하였다.

*2퍼센트는 총 아미노산당 함량으로 계산하였다

(4) 대량배양 생산을 위한 안정성 확립을 통한 식품소재로의 산업화

위 결과를 통해 3종의 식품소재 개발 하였으며 산업화를 통한 경제성이 확보되어 대량

생산 예정임.

(가) 오미자, 유자 함유 운지버섯 균사체 배양액

Fig. 5-6. 배합 1 Fig. 5-7. 배합 2
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(나) 오미자, 유자 함유 운지버섯 배양액 및 균사체 건조분말

Fig. 5-8. 오미자 운지버섯 건조소재

(다) 오미자, 유자 함유 운지버섯 배양액 함유 젤류

젤화 식품의 목적은 씹지 않고 삼켜 먹을 수 있는 용도와 난분해성 식이섬유의 포만감

으로 인한 다이어트 소재로 응용가능하다. 젤화베이스에 용도에 따라 적정한 보양 및 유용한

배합의 식품 등을 혼입시킴으로서 새로운 형태와 물성은 물런 소비접근성을 향상시킬 수 있는

다양한 향과 색소 등을 함께 혼입함으로서 상품성을 배가시킬 수 있는 식품을 제조할 수 있다.

물 500 ㎖에 펙틴 0.5g, 산탄껌 0.5g, 소듐알긴에이트 0.5g, 글루코만난 3.0g을 순차적으로 가열

하면서 넣고 용해액의 응고시 이수(물분자의 유리현상)방지를 위하여 가용성 전분 또는 한천

1.0g을 첨가하고 완전히 녹으면 80℃를 유지하면서 오미자 함유 운지버섯 균사체 배양여과액

20%을 가한후 약 20분간 유지하여 기포를 제거 후 완성하였다.

Fig. 5-9. 운지버섯 배양액 함유 젤류
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제 6 절 담자균류 배양액과 가공제품의 생리활성 및 성분 분석

1. 연구배경

가. 상황버섯과 버섯의 β-glucan

뽕나무의 그루터기에 자생하는 다년생 담자균류인 상황버섯(Phellinus linteus)은 분류학

적으로 담자균문(Basidiomycotina), 민주름버섯목(Aphyllophorales), 소나무 비늘과

(Hymenochaetaceae), 진흙버섯속(phellinus)에 속하는 백색부후균으로 형태적 특징은 뽕나무의

그루터기에 자생하여 그 모양은 초기에는 노란 진흙 덩이가 뭉친 것 같은 형태를 유지하다가

다 자란 후의 형태는 그루터기에 혓바닥을 내민 모습이어서 수설(樹舌) 이라고도 한다.1) 옛 문

헌에 의하면 상황버섯은 본초강목에서 목이(木耳)의 항으로 분류하여 상이(桑耳), 상황(桑黃)

등으로 기록하고 있고, 동의보감에서는 탕액편에 상목이(桑木耳)라는 이름으로 기록되어 있으

며 어혈, 혈병, 종양 등의 각종 지병 치료약으로 이용되어 온 것으로 기록되어 있다.2) 또한 상

황버섯은 항암·항종양효과3-10), 항돌연변이원성11), 면역 활성12-16), 항산화능17,18), 염증저해효과

19-22), 항알르레기성23), 항돌연변이원성24), 항균효과25) 등의 다양한 생리활성을 가지고 있다.

β-glucan은 자연계에 주로 yeast, 버섯, oat, barley에 존재하는 식이섬유로부터 유래한

다당체이다. Yeast와 버섯의 β-glucan은 (1→3), (1→6)-β-D-glucan 구조로 존재하고, oat와

barley는 (1→4), (1→6)-β-D-glucan 구조로 존재한다. β-glucan은 면역, 콜레스테롤 저하, 체

중 감소, 항산화, 질병예방, 항암 등의 효과가 있다.26) 버섯의 β-glucan 연구는 많이 진행되었

는데, Guerra27)은 갈색공방귀버섯의 물 추출물 다당체에서 항산화활성과, 면역 활성을 확인하

였고, Chakraborty28) 은 Termitomyces eurhizus의 알칼리 추출물의 β-glucan 구조는 NMR 결

과 (1→3)-β-D-glucose 임을 밝혀내었다. Pacheco-Sanchez29)는 애기버섯의 다당체는 면역 활

성을 갖고 있고, 다당체의 구조는 (1→3), (1→4)-glucose 결합을 갖고 있으며, 그 구조는 표고

버섯의 β-glucan 구조와 유사하다고 하였다. Smiderle FR30)은 팽이버섯에서 2개의 다당체를

분리해 내었는데, 2% KOH 추출물에서는 (1→3)-glucose back bone 에 (1→6)-glucose 가

branch 된 구조를 가지고 있었고, 25% KOH 추출물에서는 (1→6) 결합 자리에 glucose,

xylose, mannose 와 결합되어 있는 구조를 가지고 있다고 하였다. Angeli31)는 신령버섯의 β

-glucan에서 항돌연변이 효과가 있음을 확인하였다. Shin32)은 상황버섯 다당체의 구조는 NMR

결과 (1→3)-glucose back bone에 (1→6)-glucose가 branch 된 구조임을 확인 하였고, 다당체



- 68 -

를 carboxymethylation한 결과, solubility, NO synthase, HT1080에 대항하는 cytoxic activity

가 증가하는 것을 보고하였다.

나. β-glucuronidase

대장암은 북미, 서유럽을 비롯한 선진국에서 발생 빈도가 높은 반면 남미, 아프리카, 아

시아 등에서는 그 빈도가 낮다. 그러나 우리나라에서도 식생활의 서구화와 생활수준 향상과 더

불어 대장암 발생 빈도가 증가하는 추세이며 암으로 인한 사망률의 4위를 차지하는 주요 암으

로 대두되고 있다. 이러한 경향은 식습관의 차이에 의한 것으로 채소의 섭취가 적고 육류의 섭

취가 높은 식습관은 장내세균의 β-glucosidase, β-glucuronidase, tryptophanase, azoreductase,

nitroreductase 등의 활성을 높여 아민류와 독성물질, 변이원 등을 생성하여 장점막에 손상을

주어 대장암을 일으키고, 장관내로 흡수된 유독 물질들은 체내를 순환하면서 암유발, 동맥경화,

간장 장해, 면역기능 저하등의 원인이 된다.33,34) 장내세균의 구성은 음식물, 연령, 유산균 섭취,

발암원의 흡수 등에 의해 영향을 받으며 그 결과 장내세균이 생산하는 효소활성도 영향을 받

는다. 한편 probiotic의 기능은 장내 lactobacillus와 bifidobacteria와 같은 유산균의 증식을 돕

고, 장내유해세균의 생육을 떨어뜨리며 β-glucuronidase의 생성과 활성을 떨어뜨려 대장암을

예방한다.35)

β-glucuronidase(EC 3.2.1.31)는 glucuronic acid의 β-형태의 1번 탄소에 비당체가 결합

한 glucuronide unit를 가수분해하는 효소이다. 이 효소는 미생물, 식물, 동물 등에 폭넓게 분포

하고 있으며, 동물에서는 주로 간장과 신장에 분포하고 있다. 이 효소중 간장에서 분리한 것은

분자량이 300,000 dalton이고 동일한 4개의 subunit로 구성되어 있으며 등전점은 5.8이다. 사람

의 장내세균인 E.coli HGU-3로부터 분리정제 한 이 효소는 분자량이 290,000 dalton이고 동일

한 4개의 subunit로 구성되어 있으며 등전점은 4.8이다.36) 이 효소는 간에서 benzopyrene 등 β

-glucoside 배당체 화합물과 glucuronic acid 화합물이 glucuronic acid conjugate로 무독화 되

어 장으로 보내졌을 때 이 결합을 끊어 주어 발암 원을 제공한다.37) β-glucuronidase는 세균

및 장내의 생태에 의해 결정되는데, Clostridium sp.에서 가장 활성이 높고 Bacteroides sp.,

Eubacterium sp., Peptostreptococcus sp. 등도 이 효소를 생산하고 있으나 Bifidobacterium

sp.에서는 β-glucuronidase의 활성이 없다.38)

현재, β-glucuronidase 저해효과를 갖는 식품들이 많이 알려져 있는데, 이33) 는 감초의

ether 분획과 대추의 ethylacetate 분획에서 β-glucuronidase 생산성 저해효과가 우수하였으며,
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대추의 ether 및 ethylacetate 분획, 인삼 ether 분획, 감초의 ether 분획에서 β-glucuronidase

효소 저해활성이 가장 우수하다고 보고하였다. 심36)은 현재 많이 사용되는 생약류의 β

-glucuronidase 저해활성을 조사한 결과, 오배자의 물 추출 분획에 대해 흰쥐의 간장 및 대장

균의 β-glucuronidase 저해 활성 IC50 은 각각 0.02와 0.01 mg/mL이라고 보고하였다. 배38)는

표고버섯으로부터 분리한 trehalose가 β-glucuronidase가 80% 이상 저해함을 발견하였다. 김39)

은 재배상황버섯을 배지에 첨가한 경우 lactulose 보다는 약하지만 대조군과 비교해서는 사람

의 장내세균 총과 흰쥐의 장내세균 총을 이식한 모든 경우에 약 30%의 저해효과를 나타내었

다고 보고하였다.

다. 버섯균사체의 액체배양

버섯균사체의 생육특성을 이용하여 액체배양을 할 경우, 배지의 조성과 생육조건에 따라

발효대사작용에 의해 생리활성을 갖는 다양한 중간 또는 대사산물을 얻을 수 있다. 즉, 버섯균

사체는 배지에 함유된 성분을 다양한 기능성을 갖는 물질로 생물 전환할 수 있으며, 배지에 함

유된 기능성 물질도 배양액으로 포함시킬 수도 있다. 또한 버섯균사체가 생산하는 여러 가지

기능성 물질도 배양액에 부가시킬 것이다. 대부분의 생물에 의한 바이오메스 및 물질 생산은

계절에 제한을 받지만 이와 같은 버섯균사체 배양액의 생산은 계절에 영향을 받지 않고, 값싸

게 대량생산이 가능하여 원료공급이 용이하고, 산업화가 쉽다는 특징을 가지고 있다.40)

천연소재를 이용한 버섯균사체 배양에 관련 된 연구는 활발히 진행되고 있다. 김40)은 감

귤농축액 첨가배지에서 배양 한 번데기동충하초와 영지버섯의 배양 추출물의 라디칼 소거능이

증가한 것을 확인하였고 superoxide radical 소거능은 대부분의 합성배지 배양 추출물에서 높

은 활성을 보였으며, 감귤농축액 첨가 배지에서의 버섯균사체 배양 추출물의 항균활성은 일반

합성 배지에서와 거의 비슷한 결과를 확인하였다. 장41)은 소나무잔나비버섯의 녹차 및 귤피 물

추출물에서 배양한 균사체와 배양액의 다당류와 유리아미노산의 함량을 조사하였고, 한42) 는

곡물 액체배지에서 배양시킨 팽이버섯의 생리특성을 보고하였으며, 문43) 은 마늘 첨가 복합배

지에서 배양된 영지 균사체의 면역 증진 효과를 관찰하였다. 강44) 은 현미, 가시오가피 및 인

진쑥을 기질로 하여 큰 느타리버섯 균사의 고체배양 조건을 검토하고 배양 산물의 성분분석

및 추물물의 ACE 저해 활성을 조사하였고 김45)은 대두 추출물에서 배양한 버들송이와 말똥진

흙버섯의 암 예방효과를 조사하였다.
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라. 버섯균사체의 생리활성

상황균사체의 생리활성에 관한 연구가 활발히 진행되고 있다. Lee46) 는 쥐에 상황균사체

를 미리 섭취한 결과 mucus 막을 유지시켜 ethanol로 인한 위궤양을 방지하는 것을 확인하였

고, Inagaki47)는 상황균사체 열수추출물이 항알르레기 효과를 갖는 것을 확인하였으며, Lim48)

은 발아현미에서 키운 상황버섯의 IgE 생산 억제능이 존재하는 것을 확인하였다. Kim49)은 상

황균사체의 ethyl acetate fraction이 간의 glutathione과 RNA 합성 수준을 유지시켜 H2O2- 또

는 glactosamine의 hepatotoxin에 의한 간 손상으로부터 간을 보호해주는 것을 확인하였고,

Pack50)은 yeast-malt medium 에서 키운 상황균사체에서 분리한 노인성 치매예방 물질인

hispidin이 super oxide anion radical, hydroxyl radical, DPPH radical 저해 효과가 있으나

hydrogen peroxide radial 저해효과가 없음을 확인하였고, Choi
51)
는 상황버섯균사체의

immunomodulatory 와 anti-tumor activities 작용 기작을 알아보았다. Nakamura
52)
는 상황버

섯 균사체는 항종양효과가 있으며 그 효과를 갖는 물질은 α-1,3-glucan chain 을 형성하고 있

음을 확인하였고, Jeon53)은 발아현미에서 키운 상황균사체 추출물이 사염화탄소에 의한 간 손

상 저해 효과가 있음을 확인하였다. 한편, 송54)은 상황버섯 자실체추출 다당의 면역 활성이

63.94%로 균사체추출 다당의 활성 41.95% 그리고 균체외 다당 21.87% 보다 높은 활성을 나타

내었다고 하였고, Lee55)는 상황버섯 자실체추출 다당과 균사체추출 다당의 항암 활성, 항보체

활성, 독성물질 및 금속이온의 유리기 반응에 대한 항산화 효과를 비교하였으나, 상황버섯 자

실체와 균사체의 생리활성 비교 연구는 미흡한 실정이다.

마. 생리활성

DPPH(1,1-diphenyl-2-picryl hydrazyl)를 이용하여 전자공여능을 측정하였다. DPPH는

분자 내 radical을 함유하여 다른 free radical들과 결합하여 안정한 complex를 만들고 있어 항

산화 활성이 있는 물질과 만나면 라디칼이 소거되며 이 때 고유의 청남색이 엷어지는 특성을

가지고 있어 이 색차를 비색 정량하여 전자공여능을 측정하였고, 이 방법은 항산화제 탐색에

일반적으로 이용되는 방법으로 알려져 있다. 56) 고혈압 발생기작에서 renin-angiotensin

system은 혈압 조절에 매우 중요한 역할을 한다. 특히 Angiotensin converting enzyme(ACE)

는 일명 kininase라고도 불리며 인체 내에서 renin에 의해 angiotensinogen으로부터 생성된

decapeptide인 angiotensin Ι로부터 C-말단의 dipeptide(His-Leu)를 가수분해시킴으로써 강력한

혈관수축 작용을 나타내는 octapeptide인 angiotensin Ⅱ로 전환시켜 강력한 혈관수축 작용을

일으켜 혈압상승 작용을 유발하는 효소이다. 생성 된 angiotensin Ⅱ는 부신피질에서 알도스테
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론의 분비를 촉진하여 물과 나트륨의 배설을 억제하며, 혈관 이완작용을 돕는 nonapeptide인

bradykinin을 분해하여 불활성화 시키므로 결과적으로 혈압 상승을 일으키는 역할을 한다. 그

러므로 ACE 작용억제는 혈압상승의 원인인 angiotensin Ⅱ의 생산을 저해하므로 혈관수축을

막고, 체내 수분저류를 막아 고혈압을 치료하는데 효과적이며, 실제 고혈압 환자의 치료제로

ACE 저해제는 이뇨제 칼슘실항제 및 angiotensin 수용체 차단제 등과 함께 사용되고 있

다.44,56,57) 이러한 ACE의 저해인자로서는 저분자 peptide 들과 그 유도체들, 차(tea)에 존재하는

catechin 과 메밀의 rutin 같은 polyphenol 성분들이 대표적으로 알려져 있다.58) 당뇨병은 암 및

순환기 질환과 더불어 3대 질병의 하나로 지목되고 있는데, α-glucosidase는 소장의

brush-border membrane에 존재하는 소화효소이며, 이당류나 다당류를 탄수화물이 소화 흡수

되기 위한 상태인 단당류로 가수분해하는 역할을 한다. α-glucosidase 저해제는 탄수화물 식이

후 혈당상승을 억제할 수 있다.
59)

본 연구에서는 β-glucuronidse 저해 활성이 강화된 상황균사

체 배양액을 이용한 식품 또는 식품 소재를 개발하고자, 상황버섯의 최적 액체 배양 조건을 확

립하고, β-glucuronidase 저해활성을 갖는 천연소재를 탐색하여 β-glucuronidase 저해활성이

우수한 천연소재를 첨가한 상황균사체 배양액의 전자공여능, ACE 저해활성, 혈당강하능 생리

활성 평가 및 관능평가를 수행하였다.

2. 재료 및 방법

가. 재료 및 시약

결명자는 거창북부농협협동조합에서 갈근, 감초, 대추, 오미자, 영지버섯은 농협약용작물

전국협회에서 건조체로 구입하였고, 상황버섯 자실체는 ㈜머쉬빌에서 건조체로 구입하였다.

Angiotensin converting enzyme (EC 3.4.15.1, from rabbit lung), α-glucosidase (EC 3.2.1.20,

from bacillus stearothemophilus), β-glucuronidase (EC 3.2.1.31, from Escherichia coli),

1,1-Diphenyl-2-picryl-hydrazyl, N-Benzoyl-Gly-His-Leu, ρ-nitrophenyl beta-D-glucuronide,

ρ-nitrophenol 은 Sigma Chem. Co.(USA)에서 구입하였으며, potato dextrose broth는 Difoco

사에서 구입하여 사용하였고, 그 외 시약은 특급시약을 사용하였다.

나. 균주

본 연구에서 사용 된 Phellinus linteus는 ㈜바이오라이프(BF-1)으로부터 분양 받아 사용

하였다. 200 mL의 PDB(2.4g/200 mL)배지에 Phellinus linteus 균주를 5%(v/v) 접종하여 30℃,
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150 rpm으로 4일 동안 배양한 후, 이를 냉장고(4℃)에 보관하여 사용하였다.64)

다. 배양특성

상황균사체의 배양 온도와 초기 pH, 배양기간을 최적화하기 위해 PDB(2.4g/200 mL)를

기본배지로 하여 5%(v/v)의 균사체를 접종하였다. 온도는 pH가 5인 배지에서 20℃, 25℃, 3

0℃, 35℃, 40℃ 조건으로 하여 4일 동안 정치 배양하였다. pH는 0.1N NaOH와 0.1N HCl를 이

용하여 배지의 pH를 4.5, 5.0, 5.5, 6.0 및 6.5로 조절하여 30℃에서 150 rpm으로 4일 동안 배양

하였다. 배양기간은 선정 된 pH, 온도 조건으로 150 rpm 에서 10일 배양하여 균사체량을 상압

가열건조방법으로 측정하였다.

라. 천연소재 첨가량 결정

상황균사체 배양액의 생리활성을 강화하기 위한 천연소재로 결명자가 선택 되었으며, 결

명자 추출액의 배지 첨가량과 첨가시기를 결정하기 위한 연구를 수행하였다.

- 배양 전 결명자 첨가 : 기본배지 조성은 30mesh 콩 0.5%, 설탕 3%로 하여 고형물 함량

이 2.28%인 결명자 추출액을 3%, 5%, 7%, 10% 첨가하여 배지를 제조 한 후 pH를 5로

조정한 다음 121℃, 15분 멸균하였다. 종균은 5%(v/v) 접종하고 30℃, 170 rpm에서 8일 동

안 배양 하였다.

- 배양 후 결명자 첨가 : 기본배지 조성은 30 mesh 콩 0.5%, 설탕 3%로 하여 배지를 제조

한 후 pH를 5로 조정한 다음 121℃, 15분 멸균하였다. 종균은 5%(v/v) 접종하고 30℃, 170

rpm에서 8일 동안 배양 한 후 고형물 함량이 2.28%인 결명자 추출액을 3%, 5%, 7%, 10%

의 농도가 되도록 첨가하였다.

마. 추출

(1) 천연소재 추출

Blender (HALLDE SB-4, HALLDE MASKINER, Sweden)로 분쇄 한 시료 30 g에 증

류수 300 mL를 가하여 3시간 동안 환류추출 하였다. 이를 filter paper(advantec No. 2)로 여과

한 후 -40℃ 냉동보관하면서 생리활성 분석에 사용하였다.
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(2) 버섯 추출

Cyclotec 1093 Sample Mill (I fecator, Japan)을 이용하여 100 mesh로 분쇄 한 시료 2

g에 증류수 100 mL를 가하여 4시간 동안 환류추출한 후 filter paper(advantec No. 2)로 여과

하여 얻은 물 추출액을 -40℃ 냉동보관하면서 생리활성 분석에 사용하였다.

(3) 상황균사체 배양액 추출

추출방법은 Fig. 6-1과 같다. 배양액을 균질화하여 121℃에서 60분간 고압추출 한 후

2000 ×g에서 10분간 원심분리 한 후, filter paper(advantec No. 2)로 여과하여 균사체를 제거

하였다. 여과액의 일부는 생리활성 분석에 사용하였고, 나머지 여액에 3배량의 Ethanol을 첨가

하여, 4℃에서 24시간 방치한 후 12000 rpm 에서 30분간 원심 분리하였다. Ethanol 층을 제거

하고 얻어진 침전물은 동결 건조하여 β-glucan 실험에 사용하였다.
55,65)

Culture broth

Powder

Ethanol layerPrecipitation

FiltrateMycelium

• Autoclave (121℃, 60min)
• Centrifuge (2000×g, 10min)
• Filtration (Advantec No.2)

• Addition of 3 vol. Ethanol
• Standing 24 hours at 4℃
• Centrifuge (2237×g, 30min)

• Dissolve in water
• Freeze drying

Culture broth

Powder

Ethanol layerPrecipitation

FiltrateMycelium

• Autoclave (121℃, 60min)
• Centrifuge (2000×g, 10min)
• Filtration (Advantec No.2)

• Addition of 3 vol. Ethanol
• Standing 24 hours at 4℃
• Centrifuge (2237×g, 30min)

• Dissolve in water
• Freeze drying

Figure 6-1. Extraction procedure from liquid culture of P . linteus mycelium

바. 건조 균체량

균사체량 측정은 상압가열건조방법으로 배양액 20 mL을 80 mesh로 여과 ∙ 세척한 후

, 80℃에서 24시간 건조한 후 잔존하는 건조 균사체의 무게를 측정하였다.42)



- 74 -

사. pH 측정

시료를 2000 ×g에서 10분간 원심분리 한 후, filter paper(advantec No. 2)로 여과 한 여

액을 pH meter (720A, Orion, USA)를 이용하여 측정하였다.

아. 색도

시료를 2000 ×g에서 10분간 원심분리 한 후, filter paper(advantec No. 2)로 여과 한 여

액의 색도를 Spectrophotometer(CM-3500d, Minolta, Japan)를 이용하여 L값(lightness), a값

(redness), b값(yellowness)을 측정하였다.

자. β-glucuronidase 저해활성

β-glucuronidase 저해활성은 이33)의 방법을 변형하여 실험하였다. 100 unit

beta-glucuronidase 효소액 0.02 mL에 2 mM ρ-nitrophenyl-β-D-glucuronide 0.2 mL, 0.2 M

phosphate butter(pH 7.0) 0.2 mL, 시료 0.1 mL를 혼합하였고, 대조구는 시료 대신 0.1 mL의

증류수를 첨가하여 37℃에서 30 min 반응시킨 후 0.25 N NaOH 0.5 mL를 가하여 반응을 종료

시키고 증류수 1 mL를 가하여 원심분리(2000 ×g, 20분)한 후 상등액으로 효소에 의해 기질로

부터 분리된 ρ-nitrophenol을 405 nm에서 흡광도를 측정하였다. 다음 식에 의하여 β

-glucuronidase inhibition을 계산하였고, 대조구로는 증류수를 사용하였다.

Inhibiton (% ) =
C ρ­n itr ophenol-S ρ­n itr ophenol

C ρ­n itr ophenol

×100

C ρ­nitr ophnol
: Amount of ρ-nitrophenol of Control (ppm)

S ρ­nitr ophnol
: Amount of ρ-nitrophenol of Sample (ppm)

차. 전자공여능

전자공여능은 Blois66)의 방법을 변형하여 측정하였다. 각 시료 0.2 mL에 0.4 mmol α,α

-diphenyl-2-picryl-hydrazyl(DPPH) 용액 0.8 mL를 넣고 vortex한 후 10분 동안 방치한 다음

510 nm에서 흡광도를 측정하였다. 전자공여능은 다음 식으로 나타내었으며 대조구로는 증류수
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를 사용하였다.

Inhibiton(%) =
C Abs-S Abs

C Abs

×100

CAbs
: Absorbance of Control

SAbs
: Absorbance of Sample

카. ACE 저해활성

ACE 저해활성은 Cushman과 Cheng의 방법67)으로 측정하였다. 0.3 M NaCl을 포함한

0.1M potassium phosphate buffer(pH 8.3)에 기질 5 mM hippuryl-histidyl-leucine용액 0.1 mL

와 ACE (0.2 unit/mL)용액 0.08 mL 및 저해용액 0.1 mL를 혼합하였고, 대조구는 저해용액 대

신 0.1 mL의 증류수를 가하여 37℃에서 30분간 반응시키고, 1 N HCl을 0.25 mL 첨가하여 반

응을 중지시킨 뒤 1.25 mL의 ethylacetate를 첨가하였다. 이를 vortex 한 후 원심분리 하여

ethylacetate층 1 mL을 취하고 휘발 시킨 후, 증류수 1 mL을 첨가하여 효소에 의해 기질로부

터 분리된 hippuric acid를 280 nm에서 흡광도를 측정하여 다음과 같은 식으로 ACE 저해도를

계산하였다. 대조구로는 증류수를 사용하였다.

In hibiton (% ) = ( 1-
C Abs- S Abs

C Abs

)×100

CAbs
: Absorbance of Control

SAbs
: Absorbance of Sample

타. 혈당강하능

혈당강하능은 Wenling68)의 방법으로 측정하였다. 기질 20 mmol maltose 0.08 mL와 시

료 0.02 mL에 α-glucosidase 효소액 0.02 mL을 가하여 37℃에서 20분간 반응시키고, 반응액

0.02 mL에 glucose 정량 kit 인 Quantichrom TM Glucose Assay kit Reagent 1.5 mL를 가하

여 끓는 물에서 8분간 반응시키고 4분간 냉각시킨 후 생성된 glucose를 510 nm흡광도에서 측

정하였다. 다음과 같은 식에 의해 혈당강하능을 구하였으며 대조구로는 증류수를 사용하였다.
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Inhibiton(%) = (1-
C glc-S glc

C glc
)×100

Cglc
: Amount of glucose of Control (ppm)

Sglc
: Amount of glucose of Sample (ppm)

파. β-glucan 함량

버섯 자실체는 100 mesh 건조체를 시료로 사용하였고, 상황균사체 배양액은 ethanol 침

전하여 얻은 다당체를 사용하였다. β-glucan 함량은 Megazyme사 (Wicklow, Ireland)의 β

-glucan 분석법인 ‘Mushroom and Yeast Bata-Glucan Assay’법69)을 변형하여 다음과 같이 실

험하였다. Total glucan은 분석시료 20 mg을 정확히 측량하여 glass cap tube (16 × 120 mm)

에 넣고, 1.5 mL 37% HCl 용액을 vortex 한 후 30℃에서 45분 반응한 후 10 mL water를 첨

가하고 끓는 물에서 2시간 반응한 후 냉각시킨 후 10 mL 2 N KOH를 첨가하였다. 이를 100

mL 메스플라스크에 넣고 200 mM sodium acetate buffer(pH 5.0)로 정용하였다. 시료액에 생

기는 불용성 물질은 1500 ×g에서 10분간 원심 분리하였다. 원심분리액 0.05 mL에 exo-1,3-β

-glucanase plus β-glucosidase(Megazyme, Wicklow, Ireland)를 0.05 mL 첨가한 후 40℃에서

60분간 반응시켰다. Glucose 정량 kit인 GOPOD reagent (Megazyme, Wicklow, Ireland)를 사

용하여 glucose를 정량하여 계산법에 의해 total-glucan으로 환산하였다. α-Glucan은 분석시료

20 mg을 정확히 측량하여 glass cap tube (16 × 120 mm)에 넣고, 2 mL 2M KOH 용액을 넣

은 후 Ice bath에서 20분간 교반 한 후 1.2 M sodium acetate buffer (pH 3.8) 8 mL을 넣고

즉시 0.2 mL amyloglucosidase plus invertase (Megazyme, Wicklow, Ireland)를 0.2 mL 첨가

한 후 40℃에서 30분간 반응시켰다. 이를 1500 ×g에서 10분간 원심 분리하였다. 원심분리액

0.05 mL에 glucose 정량 kit인 GOPOD reagent (Megazyme, Wicklow, Ireland)를 사용하여

glucose를 정량하여 계산법에 의해 α-glucan으로 환산하였다. β-Glucan은 total-glucan과 α

-glucan의 차에 의해 구한다.

Total ­Glucan (% w/w) = △E ×F ×
21.6
0.05

×
1

1000
×

100
W

×
162
180

α ­Glucan (% w/w) = △E ×F ×
10.3
0.05

×
1

1000
×

100
W

×
162
180
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β ­Glucan = Total ­Glucan - α ­Glucan

where:

DE = reaction absorbance - blank absorbance

F = a factor to convert of absorbance to ㎍ of glucose

F =
50(㎍ of the D­glucose standar d)

GOPOD absor bance for 50㎍ D­glucose standar d

21.6/0.05 = volume correction factor; for total glucan

(0.05 mL out of 21.6 mL was analysed)

10.3/0.05 = volume correction factor; for α-glucan

(0.05 mL out of 10.3 mL was analysed);

1/1000 = conversion from µg to milligrams;

100/W = conversion back to weight of sample (i.e. as %);

W = weight of sample analysed;

162/180 = a factor to convert from free glucose, as determined, to anhydroglucose, as

occurs in β-glucan.

하. 관능평가 및 통계분석

상황균사체 배양액을 관능검사용 시료로 하여 검사요원 10명이 9점 평점법과 차이척도

법70)을 변형하여 평가하였다. 색, 향, 맛, 전반적인 기호도를 평가하였고, 평가방법은 제시 된

표준시료와 비교하여, 표준시료에 비하여 좋을 경우 5점 보다 높은 점수를, 나쁠 경우 5점 보

다 낮은 점수를 주었으며 3회 반복 실시하였다. 실험결과는 3회 반복 실험을 실시하였고, 모든

측정치를 평균과 표준편차로 나타내었으며, 통계분석은 Statistical Analysis System(SAS)

program을 이용하여 분산분석(ANOVA) 하였으며, 시료 간 차이의 유무는 Duncan's multiple

range test를 사용하여 비교분석하였다.(p<0.05)71)

3. 결과 및 고찰

가. 상황균사체의 최적배양조건
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상황버섯의 액체배양을 통한 균사체의 생육특성을 알아보기 위한 최적배양조건을 조사

하였다.

(1) 최적온도

Phellinus linteus의 균사생장에 적합한 배양온도를 규명하기 위해 pH 5.0에서 배양온도

를 20℃, 25℃, 30℃, 35℃, 40℃로 달리하여 4일 후 균사체량을 측정한 결과 Fig. 6-2와 같았

다. 통계분석 결과 25℃, 30℃에서 유의적 차이가 없었으며 균사체량이 높아 전형적인 중온성

균주의 양상을 보였다. Phellinus 속 균주의 최적배양온도는 25∼30℃에서 최적이었다고 보고

한 지
72)
와 허

73)
의 보고와 일치하였으며, Phellinus linteus의 최적배양온도가 30℃라고 한

Hwang
64)
과 이

74)
의 보고와도 유사하였다.
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Figure 6-2. Effect of temperature on the mycelial growth in liquid culture of P . linteus

(2) 최적 pH

Phellinus linteus 의 균사생장에 적합한 최적 pH를 규명하기 위해 0.1 N HCl 혹은 0.1

N NaOH를 사용하여 pH를 4.5, 5.0, 5.5, 6.0 및 6.5로 조절한 PDB 배지에 종균을 5%(v/v)로

접종한 후 150 rpm, 30에서 4일간 배양하여 균사체량을 측정한 결과 Fig. 6-3과 같았다. 통계

분석 결과 pH 4.5 와 pH 5.0에서 유의적 차이(p<0.05)가 없었으며, 균사체량도 가장 높았다.

이는 액체배양 시 pH 5.0이 최적 pH 조건이라고 한 Hwang64)의 보고와 유사하였고, 이74)은

pH 5.0과 pH 6.0에서 생육이 양호하였다고 하였다. 그러나 YMB 배지에서 배양한 Phellinus

linteus 의 최적 pH는 6.0∼7.0 으로 조사 한 지72)의 보고와 Phellinus spp. 의 최적 pH는 6.0
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∼8.0 으로 조사 한 허73)의 보고와는 다르다. pH 5.5∼6.5에서는 유의적 차이가 없었는데, 이는

Phellinus spp.가 pH 5.0∼8.0에서는 큰 차이 없이 비교적 양호한 생장속도를 나타낸 허73)의

보고와 유사하다.
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Figure 6-3. Effect of initial pH on the mycelial growth in liquid culture of P . linteus

(3) 배양기간

Phellinus linteus의 균사생장에 적합한 최적 배양기간을 규명하기 위해, 앞에서 선정된

조건인 30℃, pH 5에서 10일간 배양하여 균사체량을 측정 한 결과는 Fig. 6-4와 같다. 접종 후

8일까지 균사체량이 증가하였고, 이는 배양기간 15일까지 균사체량이 증가 한 Hwang64)의 보

고와 MYB배지를 이용하여 300 mL삼각플라스크에서 배양 시 20일에 최적 균사체량을 얻었고,

8 L 삼각플라스크에서 배양 시 12일에 최적 균사체량을 얻었다고 보고한 이74)의 보고와 다르

다. 이는 접종방법, 배지조성, 배양용기, 공기주입량에 따라 상황 균사체의 최적 배양기간이 다

르며, 상황 균사체를 대량 생산하기 위한 기초 연구가 활발히 진행되고 있다.75,76) 본 실험 결

과, 상황버섯의 최적배양조건은 온도 30℃, pH 5.0, 배양기간 8일로 각각 선정되었다.
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Figure 6-4. Effect of culture period on the mycelial growth in liquid culture of P . linteus
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나. 천연 첨가 소재의 결정

상황균사체 배양 시 배지의 첨가소재를 결정하기 위하여 갈근, 감초, 결명자, 대추, 오미

자의 생리활성을 분석 한 결과는 Table 6-1과 같다. 각 시료 30 g에 물 300 mL을 넣고 3시간

환류추출 한 후 여과하여 추출액의 고형물 함량이 5 mg/mL이 되도록 조정하여 실험하였다.

(1) β-glucuronidase 저해활성

β-glucuronidase 저해활성은 갈근, 감초는 50% 이상의 저해활성을 나타내었는데, 결명

자가 95%로 가장 높았으며 대추는 활성이 나타나지 않았다. 이
33)
는 β-glucuronidase를 생산하

는 E.coli HGU-3를 사용하여 저해활성을 측정한 결과, 갈근 77%, 감초 91%, 결명자 62%, 대

추75%, 오미자 0%의 활성이 보였다고 보고하였고, 심
36)
은 β-glucuronidase를 생산하는 E.coli

HGU-3를 사용하여 0.08 mg/mL 물 추출물에서 저해활성을 측정한 결과, 감초 36.5%, 결명자

20.8%, 대추 0%, 오미자 7.5%의 활성을 보였다고 보고하였다. 본 실험 은 β-glucuronidase를

이용하여 저해활성을 측정하였고, 이34)와 심36)은 β-glucuronidase을 생산해 내는 E.coli

HGU-3을 이용하여 β-glucuronidase의 활성을 측정 한 것으로, 측정 방법에 따라 결과가 다르

게 나온 것으로 생각된다.

(2) 전자공여능

DPPH에 대한 전자공여능을 측정한 결과, 물 추출물 5 mg/mL에서 결명자가 80.9%로

높은 항산화력을 보였고, 감초, 대추, 오미자는 50% 미만의 낮은 항산화력을 보였다. 김77)은 물

추출물 1 mg/mL에서 갈근 16.8%, 감초 13.3%, 오미자 33.5% 의 전자공여능을 확인하였고, 임

78)은 결명자 methanol 추출물 0.1 mg/mL에서 36.5%의 전자공여능을 보았다. 강79)은 전자공여

능이 phenolic acids와 flavonoids 및 기타 phenol성 물질에 대한 항산화 작용의 지표라 하였으

며, 이러한 물질은 환원력이 큰 것 일수록 전자공여능이 높다고 하였다. DPPH는 아스코르빈

산, 토코페롤, polyhydroxy 방향족 화합물, 방향족 아민류에 의하여 환원되어 짙은 자색이 탈

색됨으로써 전자공여능의 차이 측정이 가능하다, 따라서 항산화물질의 전자공여능을 측정할 때

는 DPPH법이 편리하다고 알려져 있다. 결명자와 갈근의 경우 추출물의 색소로 인하여 측정에

많은 어려움이 있었는데, 김80)은 색소가 함유된 추출물의 경우 DPPH법의 적용에는 많은 경험

이 요구된다고 하였다.
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(3) ACE 저해활성

ACE 저해활성을 측정한 결과, 감초, 결명자가 물 추출물 5 mg/mL에서 각각 97.7%,

96.1% 로 우수한 활성을 보였고, 대추는 13.1%로 가장 낮은 활성을 보였다. 결명자 물 추출물

1 mg/mL에서 ACE 저해활성을 측정해 본 결과 66.2%의 ACE 저해활성을 보였는데, 윤81)은

결명자 70% methanol 추출물 1 mg/mL에서 64.2% 의 ACE 저해활성을 보고하였다.

(4) 혈당강하능

저해활성을 측정한 결과 물 추출물 5 mg/mL에서 결명자가 24.2% 로 가장 높게 나왔고,

갈근, 감초, 대추, 오미자는 모두 10% 이내로 낮은 활성을 보였다. 본 실험의 결과 상황균사체

배양 시 배지의 첨가소재는 β-glucuronidase 저해활성, 전자공여능, ACE 저해활성, 혈당강하

능이 다른 소재에 비해 우수한 결명자로 선정하였다.

Table 6-1. Biological activities of water extract of some plants1,2)

Plant EDA (%)
β-glucuronidase

inhibition (%)
3)

ACE

inhibition (%)

α-glucosidase

inhibition (%)

Pueraria thunbergiana(갈근) 56.0±0.82 51.9±0.91 67.7±2.60 8.8±0.19

Glycyrrhizz uralensis(감초) 9.0±0.04 85.25±0.08 97.7±2.40 7.8±2.39

Cassiae semen(결명자) 80.9±0.25 95.3±1.80 96.1±7.38 24.2±0.00

Zizyphi fructus(대추) 13.18±0.97 ND4) 13.1±2.48 4.8±0.15

Schizandra chinensis(오미자) 20.43±0.21 6.8±1.27 43.8±1.07 7.8±0.45

1) Each plant extract was measured at 5 mg/mL

2) Values are mean ± S.D. of triple determinations

3) Produced enzyme activity, 0.08 unit per tube

4) ND Not detectable

다. 상황버섯 및 영지버섯 자실체의 생리활성 비교

상황버섯 자실체의 생리활성을 영지버섯과 비교하여 측정하기 위하여 버섯 중량의 20배

의 물을 가하여 추출 여과 하여 시료로 사용하였다. 생리활성을 분석한 결과는 Table 6-2와

같다.
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(1) β-glucuronidase 저해활성

β-glucuronidase 저해활성은 상황 54.7%, 영지 6.1%로 상황버섯이 더 우수하였으며, 김

39)은 사람 및 흰쥐의 장내세균총으로써 신선한 분변 또는 Bifidobacterium breve JCM 1192를

상황 추출물 0.1% 함유한 배지에 접종하여 혐기적 조건에서 배양한 결과, 사람은 51%, 흰쥐는

30%의 β-glucuronidase 저해활성을 확인하였다.

(2) 전자공여능

전자공여능은 상황 81.9%, 영지 29.7%로 상황버섯이 더 우수하였고, 권82)은 추출방법에

따른 상황버섯의 전자공여능은 ethanol에서 80℃, 4시간, 50 g/L 조건에서 추출 한 추출액의

IC50이 17.14 mg/mL로 가장 우수하였다고 보고하였고, 이
57)
도 ethanol 농도별 추출물 대부분이

80% 이상의 전자공여능을 나타내었으며 100% ethanol 추출물에서 전자공여능이 94.61%로 가

장 우수하다고 하였다. 송
83)
은 0.1 mg/mL 찔레영지버섯의 물 추출물의 전자공여능이 28.1%라

고 보고하였다.

(3) ACE 저해활성

ACE 저해활성은 상황 30.0%, 영지 55.5%로 영지버섯이 더 우수하였고, 이57)은 상황버

섯을 ethanol 농도별로 추출한 결과, 80% ethanol 추출물의 ACE 저해도가 95.1%로 가장 우수

하다고 보고하였다. 송83)은 40% ethanol에서 찔레영지버섯 추출물의 ACE저해활성은 12.0%로

나타내었다고 보고하였고, Hagiwara84) 는 노랑느타리버섯의 물 추출물이 6 mg/mL의 ACE저

해활성 IC50을 나타내었고, 노랑느타리버섯에서 분리한 D-mannitol과 그 외 당알코올에서도

ACE 저해활성이 있음을 확인하였다. Lee85)는 여름느타리버섯, 느타리버섯, 팽이버섯, 왕송이버

섯, 양송이버섯, 복령버섯, 저령버섯, 표고버섯을 30℃, 12 시간 추출하여 ACE 저해활성을 측

정한 결과, 왕송이버섯 물 추출물의 저해활성이 61.3%로 가장 높았고, ACE 저해활성을 나타내

는 물질은 tripeptide로 구성되어 있음을 확인하였다.

(4) 혈당강하능

혈당강하능은 영지 40.1%, 상황 20.1%로 영지버섯이 더 우수하였다. 한편, Matsuur86)는

잎새버섯의 물 추출물에서 α-glucosidase 저해효과가 있음을 확인하였고, 이를 나타내는 물질

은 D-(+)-trehalose 임을 확인하였다.
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Table 6-2. Biological activities of water extract of mushrooms1)

mushroom EDA (%)
β-glucuronidase

inhibition (%)
2)

ACE

inhibition (%)

α-glucosidase

inhibition (%)

Phellinus linteus 81.9±0.19 54.74±1.05 30.0±6.9 20.1±0.33

Ganoderma lucidum 29.7±0.03 6.1±4.67 55.5±12.24 40.1±5.12

1) Values are mean ± S.D. of triple determinations

2) Produced enzyme activity, 0.08 unit per tube

(5) β-glucan 함량

Megazyme사의 Mushroom and Yeast Bata-Glucan Assay kit를 사용하여 β-glucan 함

량을 분석한 결과는 Table 6-3과 같다. 상황버섯 건조분말의 β-glucan 함량은 25.6%이고, 영

지버섯 건조분말의 β-glucan 함량은 16.0%로 상황버섯의 β-glucan 함량보다 낮은 수준이었

다. Pamela87)이 변형된 MCCeary 법에 의해 분석한 β-glucan 함량은 느타리버섯은 0.38%, 새

송이버섯은 0.38%, 산느타리 버섯은 0.53%, 표고버섯은 0.22% 으로 보고하였다. 본 실험 결과,

상황버섯 자실체의 생리활성은 β-glucuronidase 54.7%, 전자공여능 81.9%, ACE 저해활성

30.7%, 혈당강하능 20.1%를 갖고 있는 것을 확인하였다.

Table 6-3. β-glucan contents in some mushrooms1,2)

Sample β-glucan (%)(w/w)

Phellinus linteus powder 25.6±1.36

Ganoderma lucidum powder 16.0±0.09

1) Values are mean ± S.D. of triple determinations

2) Samples were analysed by Megazyme method of "Mushroom and Yeast

Beta-Glucan Assay"

라. 결명자 추출액을 첨가한 배지에서 상황균사체 배양

상황균사체의 생리활성을 강화하기 위하여 갈근, 감초, 대추, 오미자 보다 β

-glucuronidase, 전자공여능, ACE 저해도, 혈당강하능 생리활성이 우수한 결명자를 첨가하여
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상황버섯 균사체를 배양하였다. 콩 0.5%, 설탕 3%로 구성된 기본 배지에 고형물 함량이 2.28%

인 결명자 추출액을 3%, 5%, 7%, 10% 첨가하여 첨가량을 결정하였고, 첨가시기는 상황균사체

배양 전에 배지 성분으로 결명자 추출액을 넣은 것과 배양 후 배양이 완료된 배양액에 결명자

추출액을 넣은 것을 비교 실험하여 생리활성이 우수하게 나타난 것으로 결정하였다. 배양 조건

은 pH를 5로 조정한 배지를 이용하여 30℃, 170rpm에서 8일간 배양하였다.

(1) 결명자 추출액이 균사체량에 미치는 영향

배양 전에 결명자 추출액을 첨가한 배지에서 상황균사체를 배양 한 결과는 Fig. 6-5와

같다. 균사체량은 첨가량에 따라 7%까지 유의적으로 증가하는 것으로 나타났다. 최88)은 배지에

식물추출물을 첨가하여 뽕나무버섯 균사체를 배양한 결과, 가시오가피 뿌리, 유근피, 홍삼박 추

출물 첨가에 따라 균사체량이 증가하였으며, 당귀, 상백피 첨가구는 균사체량에 영향을 미치지

않으며, 옻피, 참마, 가시오가피 가지는 첨가농도에 의존적으로 저해를 받는다고 하였다.

기본배지에 상황균사체를 배양 한 후 결명자 추출액을 3%, 5%, 7%, 10% 첨가하여 균사체량

을 측정한 결과 7%까지는 유의적 차이(p<0.05)가 없는 것으로 나타났다.

Figure 6-5. Effect of Cassiae semen extracts on the mycelial growth in liquid culture of P .

linteus Addition Cassiae semen in medium before culture Addition Cassiae semen in

medium after culture

(2) 결명자 추출액이 pH 에 미치는 영향

상황 균사체 배양시 결명자 추출액 첨가량에 따른 pH 변화는 Fig. 6-6과 같으며, 결명

자 첨가 전, 3∼10% 첨가량에 따라 pH는 7.21∼7.67 이었고, 결명자 첨가 후 3∼10% 첨가량에

따라 pH는 7.06∼7.67로 결명자 첨가량과 첨가시기에 따라 pH에는 영향을 주지 않는 것으로

보인다.
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Figure 6-6. Effect of Cassiae semen extracts on the final pH in liquid culture of P . linteus

Addition Cassiae semen in medium before culture Addition Cassiae semen in medium after

culture

(3) 결명자 추출액이 색도에 미치는 영향

결명자를 첨가한 상황 균사체 배양액의 색도를 측정하기 위하여 배양액을 2000 ×g에서

원심 분리하여 균사체를 제거한 후 색도를 측정한 결과 Fig. 6-7과 같다.
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Figure 6-7. Hunter color value of P . linteus mycelia cultured with Cassiae semen extracts (A) L

value (B) a value (C) b value Addition Cassiae semen in medium before culture Addition

Cassiae semen in medium after culture

명도를 나타내는 L값은 결명자의 첨가량에 따라 감소하였으며, 배양 전에 첨가한 것이

배양 후에 첨가 한 것보다 낮은 경향을 보였다. 적색도를 나타내는 a값은 결명자의 첨가량에

따라 증가하였으며, 배양 전에 첨가한 것이 배양 후에 첨가한 것보다 약간 높은 경향을 보였

다. 이는 결명자 첨가 배지 제조 시 결명자 추출액의 유리당89)인 raffinose, fructose, glucose

와 배지성분인 콩의 단백질과 반응하여 열에 의해 색이 변성되는 Maillard reaction90)에 의한

것으로 생각된다.

(4) β-glucuronidase 저해활성

상황 균사체 배양 시 결명자의 첨가량과 첨가시기에 따른 β-glucuronidase 저해활성 변

화는 Fig. 6-8과 같으며, 결명자의 첨가량에 따라 증가하였고, 첨가 시기는 배양 전에 첨가한

것이 배양 후에 첨가한 것 보다 높은 활성을 보였다. 특히, 결명자 추출액 10% 첨가구에서는

배양 전보다 배양 후에 26.4%의 저해활성이 증가하였다. 이는 결명자의 기능성과 함께 액체

배양에 따른 결명자 구성물질의 생물전환에 의해 β-glucuronidase 저해활성이 증가한 것으로

사료된다.
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Figure 6-8. Inhibition effect on β-glucuronidse by the extract of P . linteus mycelia

cultured with Cassiae semen extracts Addition Cassiae semen in medium before culture

Addition Cassiae semen in medium after culture

(5) 전자공여능

결명자의 첨가량과 첨가시기에 따른 전자공여능은 Fig. 6-9와 같다. 전자공여능은 결명

자 첨가량이 증가함에 따라 약간 증가하였으며, 첨가 시기는 배양 후에 첨가한 것이 배양 전에

첨가한 것보다 높은 활성을 보였다. 이는 감귤 농축액 첨가 배지에서 상황버섯, 번데기동충하

초, 운지버섯, 꽃송이버섯, 신령버섯, 차가버섯, 표고버섯, 노루궁뎅이버섯, 영지버섯 균주를 배

양한 결과, 영지버섯과 번데기동충하초를 제외한 대부분의 버섯에서 배양액의 전자공여능이 감

소한 결과와 비슷하다.40) 이는 액체배양에 따른 발효대사작용에 의해 결명자의 전자공여능이

감소된 것으로 사료된다
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Figure 6-9. Electron donating activities of the extract of P . linteus mycelia cultured with

Cassiae semen extracts Addition Cassiae semen in medium before culture Addition

Cassiae semen in medium after culture
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(6) ACE 저해 활성

결명자의 첨가량과 첨가시기에 따른 ACE저해활성 변화는 Fig. 6-10과 같다. 결명자를

배양 전에 첨가한 것은 첨가량에 따라 모두 40% 이상의 저해활성을 보였으며, 그룹 간에 유의

적인 차이를 보이지 않았으나, 배양 후에 첨가한 것은 결명자 7% 첨가구의 ACE 저해활성이

38.8%로 가장 높은 수준이었다. Kim91)은 버섯 액체배양액의 ACE저해활성을 측정하였는데,

잎새버섯 8.1%, 표고버섯 44.4%, 마른진흙버섯 27.4%, 맛비늘버섯 45.4%, 영지버섯 16.4%, 팽

이 버섯 52.8%, 느타리버섯 18.9%로 보고하였다. 이는 결명자 무첨가구의 ACE 저해활성

44.6% 보다 낮은 수준이다. 또한 Kim91)는 sucrose, ammonium acetate, glutamic acid를 이용

하여 팽나무버섯 액체배양 시 ACE 저해활성을 80% 이상 높였다.
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Figure 6-10. Inhibition effect on angiotensin converting enzyme by the extract of P . linteus

mycelia cultured with Cassiae semen extracts Addition Cassiae semen in medium before

culture Addition Cassiae semen in medium after culture

(7) 혈당강하능

결명자의 첨가량과 첨가시기에 따른 혈당강하능은 Fig. 6-11과 같다. 결명자를 배양 전

에 첨가한 것은 결명자 5%까지 유의적 차이를 보이지 않았으나 7%, 10% 첨가구에서는 유의

적으로 혈당강하능이 증가하였다. 배양 후에 첨가한 것은 첨가량에 따라 증가하였다.
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Figure 6-11. Effects of the extracts of P . linteus mycelia cultured with Cassiae semen

extracts on the digestion of maltose by α-glucosidase. Addition Cassiae semen in

medium before culture Addition Cassiae semen in medium after culture

(8) β-glucan 함량

상황 균사체 배양액의 β-glucan 함량은 세포 내외의 β-glucan 함량을 측정하기 위하여

균사체와 배양액을 분리하지 않고 같이 열수 추출하여 얻은 다당체를 이용하여 측정하였다. 배

양 전에 결명자를 배지에 첨가하여 키운 상황 균사체 배양액의 β-glucan 함량을 측정한 결과

는 Fig. 6-12와 같다. 결명자 첨가량에 따라 증가하는 경향을 보였다. 무첨가구는 4.18 mg/L,

결명자 10% 첨가구에서는 16.81 mg/L로 4배의 증가율을 보였다. 또한 PDB에서 키운 상황버

섯 배양액의 β-glucan 함량은 8.77 mg/L이고 결명자를 10% 첨가한 상황버섯 배양액의 β

-glucan 함량은 16.81 mg/L로 PDB에서 키운 상황버섯 배양액의 β-glucan 함량에 비해 2배의

증가율을 보였다.

이65)는 아가리쿠스 버섯 균사체 배양 시 배지의 feeding을 통해 세포 외 β-glucan 생성

량을 2.8 g/L에서 5.2 g/L로 증가시켰고, 일반적으로 균사체 내에 단백질이나 기타 고분자와

결합된 구조로 추출효율이 높지 않은 β-glucan을 효소반응을 통해 3.5 g/L까지 추출하게 되어,

세포 내외의 β-glucan을 합하여 총 8.7 g/L을 얻었다고 보고하였다. Reverberi92)는 olive mill

wastewater에서 10종은 버섯을 액체배양 한 결과, 표고버섯과 느타리버섯에서의 β-1,3-glucan

synthase의 활성이 증가하는 것을 관찰하였다. 이는 결명자의 첨가가 발효대사과정에 영향을

주어 β-glucan 합성을 증진시키는 것으로 생각된다.
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또한 β-glucan이 β-glucuronidase 활성 저해에 관련 된 보고는 없었으나, 식이 섬유 중

하나인 β-glucan은 항암효과를 가지고 있는 것으로 밝혀져 있고,93) 식이 섬유의 섭취로 인한

항암효과와 β-glucuronidase 활성 저해효과에 대한 보고가 있어,94,95) β-glucan 함량 증가에 따

라 β-glucuronidase 저해활성이 증가 된 것으로 생각된다. 따라서 향후 β-glucan의 β

-glucuronidase 저해활성에 대한 연구 필요하다.
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Figure 6-12. Changes of β-glucan content of P . linteus mycelia cultured with Cassiae semen

extracts Addition Cassiae semen in medium before culture

(9) 관능평가

관능평가는 9점 평점법과 차이척도법을 변형하여 평가 하였으며 통계분석은 0.05% 유의

수준에서 검정 한 결과 Table 6-4와 같다. 배양 전, 배양 후 모두 0.05% 유의수준에서 유의차

를 보이지 않았고, 배양 전에 첨가한 것은 색, 향, 맛, 전반적인 기호 도에서 모두 각 시료별

grouping에서 차이를 보이지 않았으나, 5% 첨가 구에서 전반적인 기호도가 5.27점으로 가장

좋은 점수를 얻었다. 배양 후 첨가한 것에서 색은 유의적 차이가 없었으나 향과 전반적인 기호

도는 각 시료별로 3 group 으로 나뉘었으며, 첨가량이 많아질수록 낮은 점수를 얻었다.
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Table 6-4. Sensory evaluation of liquid cultured P . linteus with Cassiae semen extracts1,2) (A)

Addition Cassiae semen in medium before culture. (B) Addition Cassiae semen in medium after

culture

(A)

Cassiae semen 

(%)

Sensory score

color flavor taste
overal

l

0 5.00a 5.00a 5.00a 5.00a

3 5.07a 4.20a 4.87a 4.67a

5 5.07a 4.80a 5.27a 5.27a

7 5.07a 4.60a 5.00a 5.20a

10 4.87a 4.73a 4.67a 4.60a

F-value 0.06NS 0.78NS 0.42NS 0.72NS

(B)

Cassiae semen 

(%)

Sensory score

color flavor taste
overal

l

0 5.00a 5.00a 5.00a 5.00a

3 4.73a 4.13ab 3.80c 4.07ab

5 5.47a 4.40ab 4.73ab 4.33ab

7 5.60a 4.73ab 4.93ab 4.73ab

10 4.93a 4.07b 4.07bc 3.93b

F-value 1.41NS 1.82NS 3.20NS 1.77NS

1)
Means within a column not followed by the same letter are significantly different (p <0.05).

2)
NS not significant

따라서 색도, β-glucuronidase 저해활성, 전자공여능, ACE 저해활성, 혈당강하능, 관능평

가를 고려 할 때, 결명자의 첨가시기는 배양 전 첨가가 적당하며, 첨가량이 많아질수록 생리활

성은 증가하나, 관능평가는 감소하므로 첨가량은 5∼7%가 적당하다.

4. 요 약

본 연구에서는 β-glucuronidase 저해 활성이 강화된 상황균사체 배양액을 식품 소재로

개발하고자, 상황균사체의 최적 액체 배양 조건을 확립하고, β-glucuronidase 저해활성을 갖는

천연소재를 탐색하여 이를 첨가한 상황균사체 배양액의 β-glucuronidase 저해활성, 전자공여

능, ACE 저해활성, 혈당강하능, β-glucan 함량 분석 및 관능평가를 수행하였다.
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○ 상황균사체 최적배양조건은 30℃, pH 5.0, 최적배양기간은 8일이었다.

○ 갈근, 감초, 결명자, 대추, 오미자 5종의 생리활성을 측정한 결과, β-glucuronidase 저해활

성, 전자공여능, ACE 저해활성, 혈당강하능을 측정한 결과, 결명자가 각각 95.0%, 80.9%,

96.1%, 24.2%로 다른 식품소재에 비해 우수하였다. 따라서 상황균사체 배양을 위한 배지에

첨가 할 식품소재로 결명자를 선정하였다.

○ 상황버섯 자실체의 생리활성 및 β-glucan 함량을 측정한 결과, β-glucuronidase 저해활성

54.1%, 전자공여능 81.9%, ACE 저해활성 30.0%, 영지버섯 55.5%, 혈당강하능 20.1%이었고,

β-glucan 함량은 25.6% 이었다.

○ 상황 균사체 배양 시 결명자 추출액의 배지 첨가량과 첨가시기를 결정하기 위해, 결명자 3

∼10%의 농도로 배양 전과 배양 후에 첨가하여 배양한 결과, 결명자 첨가량 7% 까지 균체

량이 유의적으로 증가하였고, 최종 pH에는 영향을 주지 않는 것으로 나타났다. 색도는 첨가

량에 따라 L값은 감소하였고, a값과 b값은 증가하였으며, 첨가시기에 따라 L값은 배양 전에

첨가한 것이 낮은 값을 나타내었고, a값과 b값은 배양 전에 첨가한 것이 높은 값을 나타내

었다.

○ β-glucuronidase는 결명자의 첨가량에 따라 증가하였으며 배양 전에 첨가한 것이 높았다.

전자공여능은 결명자의 첨가량에 따라 약간 증가하였으며 배양 후에 첨가한 것이 높았다.

ACE 저해활성은 배양 전 첨가구에서 모두 40%이상의 활성을 보였으나, 유의적 차이가 없

었고, 배양 후 첨가구는 7% 첨가구까지 증가 하였으나 모두 배양 전의 저해활성 보다 낮았

다. 혈당강하능은 모두 30% 이내의 낮은 활성을 보였는데, 결명자의 첨가량에 따라 증가하

였으며, 첨가시기는 배양 후 첨가구가 약간 높은 정도를 보였다. β-glucan 함량은 대조구는

4.18 mg/L, 결명자 10% 첨가구는 16.81 mg/L로 결명자 첨가량에 따라 β-glucan 함량이 증

가하였다 .

○ 관능평가는 배양 전 첨가구에서는 색, 향, 맛, 전반적인 기호도에서 유의적 차이를 보이지

않았으나 배양 후 첨가구에서는 첨가량에 따라 기호도가 감소하는 경향을 보았다.

종합적으로 색도, β-glucuronidase 저해활성, 전자공여능, ACE 저해활성, 혈당강하능, 관

능평가를 고려 할 때, 결명자의 첨가시기는 배양 전 첨가가 적당하며, 첨가량이 많아질수록 생

리활성은 증가하나, 기호도는 감소하므로 5∼7% 첨가량이 상황균사체 배양의 식품 또는 식품

소재로서 응용 가능성이 높을 것으로 판단된다.
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Pilot 공정 Check Point 시생산 범위 최적치

발효

1차 발효시간 10～14일 12～13일

2차 발효시간 3～5일 2일

Brix 5～15 12

발효온도 30～40℃ 35℃

제품의 색 흑갈색

* 원료 배합비

원료 함량 %

홍삼농축액 5.38

쌍화농축액 3.23

대추농축액 43.1

당귀농축액 10.73

구기자농축액 16.1

감초농축액 10.73

계피농축액 10.73

합 계 100

제 7 절 병입 제품의 산업화 기술개발

1. 병입 상품으로의 산업화를 위한 적정 배합비를 설정하였다.

가. 실험실 공정 실험

실험실 공정 실험은 제3세부 연구기관인 바이오라이프의 발효공정을 답습하여 자사의

소형(10ℓ) 발효기에서 시험 실시한 다음, 본 연구과제의 자체적으로 제품의 맛과 향에 대한

선호도 조사를 실시하여 재설계되었다. 따라서 원료로써는 홍삼엑기스를 주원료로 하여 가능한

한방원료와 유자추출액 사용하였다.

나. 한방원료를 이용한 대량생산 연구

Table 7-1. 간단한 제조공정

소형발효기를 활용하여 자체적으로 테스트를 실시한 결과, 가장 우수한 풍미를 제공하는

것으로 다음과 같은 배합비를 결정하였다.

Table 7-2. 원료 배합비
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* 원료 배합비

원료 함량 %

유자과즙 5.5

정백당 5

고과당 4

벌꿀 2

사과엑기스 2

구연산 0.2

사과산 0.15

펙틴 0.4

정제수 80.75

합 계 100

다. 유자를 이용한 대량생산 연구

해외 수출상품화 상품으로 개발하기 위한 제품으로 맛과 향에서 보다 우수한 유자를 이

용한 제품개발을 시도하였으며, 이 역시 자체적으로 테스트를 실시한 결과, 가장 우수한 풍미

를 제공하는 것으로 다음과 같은 배합비를 결정하였다.

라. 식용배지에 발효 후 혼합에 의한 제품화 연구

Table 7-3. 수출 상품화를 위한 원료 배합비

담자균류를 이용한 상품은 그 발효시간이 길어 단가에 있어서 단시간에 이루어지는 유

산균 제품 등에 비하여 상품화가 매우 불리하다. 이것을 해결하기 위한 연구로써, 발효가 완료

된 균제체에 맛과 향을 위한 첨가물을 혼합하여 제품화하는 공정을 개발하였다.

유통기한 설정시험 결과 미생물적(세균수와 대장균군)으로나 이화학적(성상)으로 어떠한

변화도 감지되지 않았다. 즉 미생물적 안전성과 이화학적 안정성이 확보되었다.
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담자균 발효음료

1. 제품유형 : 기타가공식품

- 과채 또는 착즙액 원료를 담자균에 의하여 발효하고 여기에 당을 혼합하여

제조한 액체상.

- 또는 액상에에 식품 또는 식품 첨가물을 혼합 하여, 직접 식용 또는 음용수

에 희석하여 사용하는 제품.

2. 제품 규격(자가규격)

1) 성 상 : 고유의 색택과 향미를 가지고 이미 이취가 없어야한다.

2) 타르색소 : 검출되어서는 아니된다.

3) 대 장 균 : 음성이어야 한다.

3. 제품 기본 배 합 비

1) 1차 발효공정

원 료 명 비 율 비 고

정백당 5% @700원/kg
함수포도당 5% @700원/kg
대두분말 0.2%
정제수 89.8%
계 100

2) 살균공정

- 살균온도 및 살균시간 : 75℃에서 30분

3) 혼합공정(1차) - 발효액 + 첨가제

원 료 명 비 율 비 고

상황균사체 발효액 20% 10brix 이상
과당 7% @700원/kg

사과엑기스 3%
대추엑기스 2%
구연산 0.3%

사과산 0.2%
구연산삼나트륨 0.15%

펙틴 0.3%
젱제수 67.05%
계 100

Table 7-4. 담자균 발효음료
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2. 병입 제품개발 공정을 수립

상업적으로 경쟁력 있는 제품화를 위하여 발효원료에 첨가물을 혼합하여 제품을 완성하는

제품화 기술을 개발하였으며, 제품의 품질관리항목을 설정하여 관리하였다.

1차 발효 처리공정

2차 원료 혼합공정

제품 포장공정

** 제조공정설계

탄수화물원(10brix) + 단백질원(0.2brix)

↓

발효(35℃, 15days)

↓

발효액(10brix) + 당류 + 산류 + 천연향료 등

(기능성 원료 및 첨가물)

↓

배합 (배합기) - 50℃

↓

살균(배합기) - 75℃, 30Min

↓

정치 및 이송(Standing & Moving)

↓

충 진 (Filling)

↓

후 살 균 (Q.C.)

↓

포 장(packing)

공 정 공 정 설 명 관 리 항 목

발 효 담자균류를 대량발효한다

- 발효온도 : 35℃

- 규정농도 : 10brix

- 발효방식(batch. 또는 연속식)

혼 합

(농축액+부용제)

당과 첨가제를 혼합하여,

맛을 강화하고 제품의 안

정성확보

- 발효액 대비 첨가물 비율 준수

살 균 가열살균 - 온도 준수 75℃, 30분

충 진 충진기 이용 - 충진 온도 관리(75℃이상)

후살균 곰팡이 사멸 - 살균 온도 관리(75℃이상)

포 장 포장단위 포장 - 작업장 온.습도 관리(30%이하)

Table 7-5. 담자균류 발효 제품의 제조 공정설계 및 설명
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3. 홍삼을 함유한 한방발효음료 100% 제품화 기술 연구

100% 발효음료(고기능성)를 개발하였으며, 그 제조방법 및 배합비는 다음과 같다. 더불어 본

제품은 시제품을 활용하여 바이어의 Quality Test와 소비자의 선호도 조사용으로 개발하기

위하여, 식품위생법을 준수하여 아래와 같은 규격 및 제조방법을 만족하는 품목을 개발하였

다.

홍삼을 포함한 한방 발효 상황

1. 식 품 유 형 : 기타홍삼식품

2. 규격 : 기타홍삼식품의 규격과 동일

3. 성분배합비율 : 상황균사체 발효액 99.95%. (원료조성비 홍삼농축액 5.38%.

쌍화농축액 3.23%. 대추농축액 43.1%. 당귀농축액 10.73%. 구기자농축액 16.1%. 감

초농축액 10.73%, 계피농축액 10.73%.) 안식향산나트륨 0.05%.

4. 제조방법

1)원 료 : 원료를 혼합한다.

2)멸균 및 발효 : 배양액을 멸균처리하고, 상황버섯균사체 배양액에 혼

합 발효한다.

3)추가발효 : 발효가 끝난 배양액에 첨가물 투입한 후 추가 발효 한다.

4)혼 합 : 추가 첨가물을 투입하고 혼합한다.

5)살 균 : 90℃에서 10분 살균처리 한다.

6)충 진 : 살균 처리된 혼합액을 정량 충전한다.

7)포 장 : 충전된 액을 규격 case에 수량만큼 담는다.

8)외포장 : 운반용 상자에 규격수량 포장한다.

5. 성 상 : 갈색의 약한 점조상으로 상황버섯 균사체가 있는 액상

6. 용 법 : 직접음용

7. 포장단위 : 30ml ～ 500ml

8. 유통기한 : 제조일로부터 24개월

Table 7-6. 홍삼을 포함한 한방 발효 상황
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4. 병입 개발제품의 유통기한 설정

연구된 대량생산 공정에 따라 시험제조된 제품의 유통기한을 확인하기 위하여 아래와 같은

식을 생성하고 그에 따라 시험을 실시하였다. 연구결과 개발제품은 약 2년의 유통기한 동안

에 미생물적으로 그리고 물리화학적으로 안정성이 확인되었다.

l 요구하는 유효기한 2년(24개월)이고

l TAA(가속보존온도) = 50℃

l TRT(실온 환경온도) = 25℃로 설정하였음

☞ 각 요소를 대입한 결과는 다음과 같다.

AAF = Q 10[(TAA - TRT)/10]

▶▶▶
AAF = 2

[55 - 25)/10]
= 8

AAT = 24개월(104주)/8 = 3개월(13주)

Figure 7-1. 유통기한 설정시험

아래와 같이 개발제품 2종 에 대한

유통기한설정시험을 실시하였다.

1. 발효제품 100%

① 식품유형 : 기타홍삼식품

② 성상 : 액체식품

③ 포장재질 및 포장방법 : 병, 진공

포장

④ 유통 및 보존온도 : 상온

⑤ 보존료 사용여부 : 사용

⑥ 살균 또는 멸균방법 : 75℃, 30분

2. 발효제품 20% + 첨가물 80%

① 식품유형 : 기타식품

② 성상 : 액체식품

③ 포장재질 및 포장방법 : 병, 진공

포장

④ 유통 및 보존온도 : 상온

⑤ 보존료 사용여부 : 비사용

⑥ 살균 또는 멸균방법 : 75℃, 30분

** 바이어의 QUALITY TEST를 위한

제품을 분석한 결과는 다음과 같다.

Figure 7-2. 제품을 분석한 결과

유통기한설정시험 중 사진
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5. 미생물 시험사진(무방부제 제품)

대장균군 일반세균 효모, 곰팡이

항온기

투입 전

항온기

투입 후

Figure 7-3. 미생물 시험사진(무방부제 제품)

6. 시생산 중인 현장 사진

[3세부-바이오라이프에서 실행 및 연구]

접종 종균 배양 원료 투입 대량 발효

[2세부-미드미에서 실행]

배양액 회수 시험 충진 중 모습 생산된 시제품 사진

Figure 7-4. 시생산 중인 현장 사진



- 100 -

제 8 절 파우치 제품의 산업화 기술개발

1. 파우치 상품으로의 산업화를 위한 전처리공정과 전처리 원료배합비를 설정하였다.

가. 원료 전처리 생산공정 및 배합비 설정

원료 전처리 생산 공정 설정은 제3세부 연구기관인 바이오라이프와 협력하여 실시하였

고, 제품 배합비는 농업기술원과의 협력을 바탕으로 완성하였다. 전처리의 원료 배합비와

BRIX를 아래의 표에 나타내었다.

나. 오미자함유 발효원료 배합비

* 오미자 발효원료 배합비

원료 함량 %

오미자 추출물 4%

유자청추출액 5%

정제수 92%

혼합 BRIX 5.4

Table 8-1. 원료 전처리 과정에서의 원료 배합비

다. 결명자함유 발효원료 배합비

* 결명자 발효원료 배합비

원료 함량 %

결명자 추출물 4%

유자청추출액 5%

정제수 92%

혼합 BRIX 5.4

Table 8-2. 원료 전처리 과정에서의 원료 배합비



- 101 -

2. 파우치 제품의 유통기한 설정

가. 유통기한 설정

유통기한 시험을 실시하여 관능검사와 미생물학적인 안전성을 확인하였으며 그 결과를

아래의 표로 나타내었다.

유통기한설정시험은,

1) 요구하는 유효기한 1년(12개월)이고,

2) 가속보존온도는 55℃,

3) 실온 환경온도는 25℃로 설정하였으며,

각 요소를 대입한 결과는 다음과 같다.

AAF = Q 10[(TAA - TRT)/10]

▶▶▶ AAF = 2[55 - 25)/10] = 8

AAT = 12개월(52주)/8 = 1.5개월(6.5주)

나. 부원료 중 당 알코올의 선정

본 과제의 특성인 장내세균 활성화를 위하여 당의 종류를 일반적인 당(설탕, 과당, 포도

당)과 함께 당 알코올을 사용하였다. 당 알콜의 특성 및 식품 산업에서의 응용에 관하여 당 관

련 업체인 (주)삼양제넥스 생명공학연구소의 도움을 받아 진행하였으며, 결과적으로 Maltitol,

Solbitol, Xylitol을 사용하였다.

다. 유통기한 설정을 위한 미생물 시험결과

3M 배지를 사용하여 미생물학적인 안전성을 확인한 결과는 아래의 표와 같이 나타내었

다. 약 50일까지의 실험결과 일반호기성세균, 대장균군, 효모/곰팡이 배지에서 안전성이 확인되

었다.
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미생물
일자 AerobicCountPlate

E.coli/ColiformCount
Plate YeastandMold

1일차

오미자

발효분말(차)

무가당결명자발

효차

20일차

오미자

발효분말(차)

무가당결명자발

효차

50일차

오미자

발효분말(차)

무가당결명자발

효차

Table 8-3. 유통기한 설정시험 중 미생물 검사사진

3. 파우치 포장 완제품응용시험

가. 제품화 공정을 확립

Pilot 시생산 및 완제품 응용시험을 하였으며 본 제품 시생산 공정 최적화 및 lot별로 시

생산 시 생산품의 최종 완제품 적용시험을 완료하였고, 최종 배합비를 확립하였다. 제품 유형

및 배합비를 아래의 표에 정리하였다. 즉, 오미자 발효 분말 제품유형 및 배합비와 무가당 결

명자 발효차 제품유형 및 배합비를 결정하였다.
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오미자 발효분말(차)

1. 제품유형 : 기타가공품

- 과채 착즙액 원료를 물리적 고농축하고, 여기에 유자청(유자50%)을 혼합하여

원료로 한 다음, 상황버섯 균사체로 발효한 후, 여기에 분말당을 혼합하여 건

조한 분말상.

- 본 제품(분말)에 식품 또는 식품 첨가물을 혼합 하여, 직접 식용 또는 음용수

에 희석하여 사용하는 제품.

2. 제품 규격(자가규격)

1) 성 상 : 고유의 색택과 향미를 가지고 이미 이취가 없어야한다.

2) 수 분(%) : 10.0이하(고형제품)

3) 타르색소 : 검출되어서는 아니된다.

4) 대 장 균 : 음성이어야 한다.

3. 제품 기본 배 합 비

1) 농축공정

- 발효액(5.6°brix)을 농축기 투입하여, 55℃에서 60°brix 까지 농축한다.

2) 살균공정

- 살균온도 및 살균시간 : 65℃ 이상에서 30분

3) 혼합공정(1차) - 농축액 + 부용제

원 료 명 비 율 비 고

농 축 액 20% 60brix 이상

함수포도당 80% @700원/kg

계 100 %

- 건조 후 중량 : 수율 97%

- 건조시간 : 수분 함량 3%이하로 함.

- 열풍건조 : 55℃에서

- 농축액 단가

w 발효액 5.6 brix 기준 6,000원/kg

w 농축액 60 brix : 6,000원/kg ÷ 13%(수율) ≒ 46,150원/kg

w 혼합 powder 단가 : 9,790kg/원 ÷ 97%(수율) ≒ 11,000원/kg

4) 혼합공정(2차) - 건조분말 + 유자향
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원 료 명 비 율 비 고

건조분말 99.77%

flavor coating향 0.23%

계 100 %

- Flavor coating powder 단가 : 11,060kg/원

5) 혼합공정(3차) - 최종 배합비

원 료 명 비 율
예상단가

(kg/원)

소요단가

(kg/원)
비 고

Flavor

coated

powder

농축액 8.7

43.5 11,060 4,810

유자즙으로

65.25%

Glucose 34.7

flavor 0.1

소 계 43.5

Xylitol(crystal) 45.3 6,000 2,720

Sucrose

Vitamin-C 1.7 15,000 260

Citric Acid 0.3 1,300 4

Collagen powder 10 60,000 6,000

합 계 100 13,794

Table 8-4. 오미자 발효 분말 제품유형 및 배합비

 

무가당 결명자 발효차

1. 제품유형 : 액상차

2. 제품 규격(자가규격)

1) 성 상 : 고유의 색택과 향미를 가지고 이미 이취가 없어야한다.

2) 수 분(%) : 10.0이하(분말제품에 한한다.)
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3) 타르색소 : 검출되어서는 아니된다.

4) 대 장 균 : 음성이어야 한다.

5) 주석 : 150이하(mg/kg)

6) 납 : 2.0(mg/kg)이하

7) 세균수 : 1ml당 100이하

8) 내용량 : 표시량의 98%이상

3. 배 합 비

- 당알코올 : sorbitol, maltitol, amamil-k

- 감미료 : sucralose, stevio side

- 배합실험과 관능테스트를 통해 당알코올에는 말티톨을 사용하고

감미료는 sucralose를 사용하기로 함.

- 배합비 결정

원재료명 배합비(무감미료)1 배합비(감미료)2

결명자 상황 발효액

(60%)
70 70

말티톨시럽 29.2 29.15

비타민 c 0.2 0.2

구연산 0.4 0.4

Pectin 0.1 0.1

CMC 0.1 0.1

sucralose 0 0.05

계 100 100

brix 48 48

Table 8-5. 무가당 결명자 발효차 제품유형 및 배합비
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나. Pilot 시생산 공정을 확립

Pilot 설계 및 시설, 시생산 및 최적화를 통하여 기능성 함유 제품의 pilot 시생산 공정을

확립하였고, 제조 특성을 연구하였다. 발효 분말 제품의 제조 공정을 아래의 표에 나타내었다.

1차 원료 처리공정

2차 원료 처리공정

제품 포장공정

 ** 제조공정설계

발효액(5.6brix)

↓

농축(60℃)

↓

발효 농축액(60brix) + 함수 포도당

↓

건조 (열풍건조기) - 50℃. 수분 함량 3% 이하

↓

발 효 분 말(base)

↓

분쇄 및 여과(crushing and filtering)

↓

혼 합 (기능성 원료 및 첨가물)

↓

여 과 (filtering)

↓

포 장(packing)

공 정 공 정 설 명 관 리 항 목

농 축 발효 원액을 고농축 한다.

- 농축온도 : 55℃

- 규정농도 : 60brix

- 농축방식(batch. 또는 연속식)

혼 합

(농축액+부용제)
분말 당을 활용 한 혼합 - 농축액 대비 분말 당 비율 준수

건 조 열 풍 건 조 - 온도 준수 50-55℃

파쇄(과립) 규격 mesh를 이용 - 작업장 온.습도 관리(30%이하)

혼 합 기타 식품 및 첨가물 혼합 - 작업장 온.습도 관리(30%이하)

포 장

포장단위 1회용 포장

(사면 또는 스틱. bulk

type)

- 작업장 온.습도 관리(30%이하)

Table 8-6. 상황발효 분말 제품의 제조 공정설계 및 설명
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제 9 절 기능성 담자균류 상품화 기술개발

1. 최종 상품의 포장기술 및 제조공정확보

가. 포장지 개발

기존의 병제품이 갖는 운반 및 유통의 어려움을 해결한 새로운 포장(가볍고, 파손위험이

적고, 운반이 편리한) 제품을 개발하고자 한다. 산업화 기술개발이 본 기술개발과제의 최종목

표로서, 개발포장재의 수준 및 성능을 아래 표에 나타내었다.

Table 9-1. 개발포장재의 수준 및 성능

제품비교 포장형태 용기무게 파손위험 유통기한 제품형태

기존제품 병 포장 무겁다 크다 짧다 국내시장형

개발제품 AL+PET 포장 가볍다 작다 길다 해외시장형

나. 기존 포장재(알루미늄 포장재)

(1) 포장재 재질

PET 12㎛ + AL 증착 + 30㎛ + L-LDPE 45㎛ = 87㎛

(2) 포장재 특징

(가) PET(Poly Ethylene Tere Phthalate) 의 특징

증착 광택도 우수

항장력 : 항장력이 좋기 때문에 인쇄나 라미네이션 등의 가공시 텐션을 가해도 피치가 빠

지지 않음.

내열성 : 필름의 융점이 264℃로 높고 사용가능 온도 범위도 -60℃ ~ 150℃로 광범위해

서 특히 Retort처리나 고온 Seal 등에서 PET필름의 내열성이 발휘됨.

BARRIER성 : PET필름의 산소나 습기에 대한 Barrier성은, Barrier Film에 비해서는 다

소 부족하지만, 향신료에 대한 보향성이나 유기용제에 대한 Barrier성은 우수함.
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PET필름은 알루미늄과 밀착성이 좋고 더욱이 증착적성(항장력, 생산성)도 좋아서 증착

PET필름은 Barrier포장재 (산소, 습기, 자외선)로 널리 사용되고 있음.

SEALING 부위에 액체. 분말이 묻어 있는 경우 부적합한 재질.

(접질 부분 또는 액체 가 묻은 경우 SEALING 불량 가능성 있음)

(나) L-LDPE(Linear Low Density Poly Ethylene ) 특징

융점 : 118~122℃

접착온도 : 150℃ (수동 씨링 할 경우)

작업온도 : A포장 설비 : 세로접착 195℃, 가로접착 175℃

B포장 설비 : 세로접착 215℃, 가로접착 135℃

다. 본 연구에서 선정된 포장재 (알루미늄 포장재)

(1) 포장 재질

PET 12㎛(인쇄) + AL 9㎛ + Poly Ethylene 30㎛ + SURLYN 33㎛ = 84㎛

(2) 포장재 특징 (내포장재: SURLYN-PE)

원료의 일종으로 저온에서 내약품성이 좋으며, 저온 고속 가공에 적합.

SEALING성은 밀봉부위에 액체. 분말이 묻어 있는 경우 적합한 재질.

저온에서도 유연하며, 충격에 잘 견디며 금속, 나일론, 폴리올레핀, 에폭시 그리고 우레탄

완제품에 쉽게 접착됨

제과류, 가공육류, 냉동식품포장에 많이 쓰이며, 초고분자 수지로 PVC 배합에 사용하면

내구성과 활용도를 배가시켜 줌

가구용 피혁제품, 비닐테이프, 자동차 시트, 경음기 패드 및 창문의 성애 억제를 위한 내

장재, 전선절연과 케이블 자켓, 신발에 사용

접착온도 : 110 - 120℃(수동씨링 할 경우)

B 포장설비: 세로접착 135℃, 가로접착 115℃

(3) test 결과

접착 면에 이물이(유자 또는 당액) 끼일 경우 겹쳐 질수 있으나 접착력은 강함

열에 민감한 관계로 pet 부분 크랙 발생

표면이 열에 의하여 꾸겨짐 현상 발생
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증착 pet 와 대체 film의 장점인 surlyn 으로 내면 처리한 ALl-증착 pet 사용하면

sealing 에 대한 안전성이 있을 것임.

sample film 규격 : 무지pet12 + 접착제 + AL-증착pet12 + surlyn 33 = 57㎛

sample test 일자 : 2009. 5 ~ 2010년 4월

(4) 본 연구에서 선정된 내포장지필름(Surlyn)의 특성

Surlyn : 아이노머(innomer, 공유결합과 이온결합을 동시에 소유하고 있는 열가소성 프

라스틱)수지에 대한 듀폰의 등록상표

(가) 저온실 강도가 크다.

Surlyn은 LLDPE에 비해 연화점이 낮기 때문에 20℃이상 저온에서 히트실이 가능하다.

용융온도가 높기때문에 실링부위의 수지밀림이 적고, Surlyn의 항장력이 LLDPE에 비해 크다.

(나) 히트실 강도가 크다.

(다) 열간 실링성이 극히 우수하다.

실성에 관계되는 최대의 특징은 열간 실성이 극히 우수하기 때문이다. 열간 실성이란 자

동충진 포장에 있어서 히트실이 행하여진 직후에 내용물이 충진되어 실링부위에 내용물의 중

량이 박리 시키는 힘으로 작용하는 경우의 히트 실성을 가르키는 것으로 자동충진 포장의 포

장 속도를 좌우하는 중요한 성능이다. 넓은 온도 범위에서 박리거리가 작고 열간 실성이 양호

하여 안정하다. Surlyn의 열간 실성이 양호한 것은 실링 부분이 냉각 고형화 단계에서 이온가

교에 의해 용융 장력이 매우 크기 때문인 것이다. 따라서 LLDPE의 경우와 같이 가공조건으로

부터 오는 산화도의 대소(大小)에 의한 열간 실성이 크게 변동하는 것이 없이 포장재의 충진

적성이 매우 양호하며 안정하다.

(라) 협잡물 부착 실성이 양호하다.

자동충진 포장에서 실링면에 충진물이 묻을 경우 실 온도를 통상보다 30℃ 이상 높게

해서 실링하는 것이 일반적으로 행하여지고 있다. 이 경우 LLDPE는 실링온도를 높인 것 때문

에 용융점 이 낮아지게 되고 열간 실성이 낮아져 내용물의 중량에 견딜 수 없게 되어 대

(袋:Pouch)의 하부가 종종 박리되는 경우가 있다. Surlyn은 원래 협잡물 부착 실강도가 크고

실 온도가 높아도 열간 실성이 변하지 않기 때문에 완전한 히트실이 가능하다. 따라서 액체,
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분말식품의 고속 자동충진포장에 많이 활용된다.

(마) 내굴곡성이 우수하고 내핀홀(Pinhole)성이 양호하다.

내굴곡성이 양호하여 핀홀(Pinhole) 발생이 어려워 실용적인 차단성은 LLDPE보다 우

수하다. 특히 Surlyn과 알루미늄박의 조합은 Surlyn의 내굴곡성이 양호한 점이 AL-FOIL의 핀

홀 발생을 방지하기 때문에 우수한 차단성을 부여한다.

(바) 금속에 대한 접착성이 양호하다.

Surlyn은 분자 중에 카르복실기를 갖기 때문에 금속에의 접착성이 양호하다. Surlyn을

알루미늄박에 코팅한 경우 접착제 처리가 없어도 높은 접착력을 얻을 수 있다.

(사) 내유성, 내그리이스성이 양호하다.

Surlyn은 오일의 투과 속도가 늦고 오일이 침투하기 어렵기 때문에 지방분이 많은 식품

포장에 사용되고 있다. Surlyn의 내유성은 아이노머 분자중의 극성 카르복실기 및 금속 이온결

합의 소유(疎油) 작용이 유지(油脂)의 침투에 저항성을 갖고 있기 때문이다.

(아) 용도

Surlyn은 AL-FOIL과의 접착성 및 각종 물성이 우수하며 또 미국FDA의 위생시험에 합

격한 것으로 여려가지 식품 포장에 널리 사용 되고 있다. 햄, 소시지, 액체포장 종이용기, 분말

식품, 유성식품, 청량음료, 식용유, 커피, 차, 초콜릿 등의 포장에 많이 사용되고 있다.

나. 제조(공정)기술 확보

1차년도와 2차년도의 연구결과를 토대로 최종적으로 2개의 상품 출시용 제품 배합비 및

제조방법을 설정하였다.
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(1) 80ml 음료 제조방법 및 배합비

Table 9-2. 80ml 음료 제조방법

제조방법설명서

제 품 명 : 장운지(음료)
충 전 량 : 80ml

[발효용액A조제]
1. ( 500 )L 발효기를 준비한다.
2. 다음 원료를 투입 후 121℃에서 60분간 가압 멸균한다.
sucrose 3% , soybean meal 0.9%, 정제수

3. 운지버섯균주를 접종 한 후 통기량 1vvm, 150rpm으로28℃에서 5일간 배양
(발효)한다.

[용액B조제]
1. (30 )L 고속회전 믹서기를 준비한다.
2. 산탄검 5%, 펙틴5%, 정제수를 투입 후 고속 교반한다.

3. 계속 교반하며 85℃ 까지 가온하여 완전히 수화시킨다.

[용액C조제]
1. (500)L 가온탱크를 준비한다.
2. 다음 원료를 투입 후 교반하며 60~80℃까지 가온 용해시킨다.
유자청추출물(유자과즙) 5%, 오미자추출물 5%, 콜라겐파우더 3%, 정백당(또는
자일리톨) 3%, 꿀 2%, 비타민 C 0.3%, 비타민 B6 0.2%, 정제수

[혼합]
1. 용액C를 교반하며 용액A와 용액B를 투입한다.
2. 5분 간 교반 후, 구연산 0.5% 투입하여 산+당+펙틴결합 유도를 위하여 5분
간 더 교반한다.

[여과]
1. 150um 카트리지 필터를 이용하여 여과한다.(80 mesh 체에 통과)
2. 80℃ 를 유지, 교반하며 보관한다.

[공정검사]
성상 : 갈색의 점조성 내용물
pH : 3.8
당도 : 11 ~12 brix

[충전]
1 호파에 가온장치를 연결한다.
2 내용물을 이송 후 75~85℃으로 충진한다.

[정치][냉각][포장]
10분간 정치 후, 50℃ 이하로 냉각한다음 정해진 수량을 포장한다.
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(2) 15gr의 젤 제조방법 및 배합비

Table 9-2. 15gr의 젤 제조방법

제조방법설명서

제 품 명 : 장운지(겔)

충 전 량 :15g

[발효용액A조제]

1. ( 500 )L 발효기를 준비한다.

2. 다음 원료를 투입 후 121℃에서 60분간 가압 멸균한다.

sucrose 3% , soybean meal 0.9%, 정제수

3. 운지버섯균주를 접종 한 후 통기량 1vvm, 150rpm으로28℃에서 5일간 배양

(발효)한다.

[용액B조제]

1. (30 )L 고속회전 믹서기를 준비한다.

2. 산탄검 5%, 펙틴5%, 정제수를 투입 후 고속 교반한다.

3. 계속 교반하며 85℃ 까지 가온하여 완전히 수화시킨다.

[용액C조제]

1. (500~1,000)L 가온탱크를 준비한다.

2. 다음 원료를 투입 후 교반하며 60~80℃까지 가온 용해시킨다.

정백당(또는 자일리톨) 35%, 올리고당 10%, 꿀 5%, 유자청추출물(유자과즙)

5%, 오미자추출물 5%, 콜라겐파우더 3%, 비타민 C 0.3%, 비타민 B6 0.2%, 정

제수

[혼합]

1. 용액C를 교반하며 용액A와 용액B를 투입한다.

2. 5분 간 교반 후, 구연산 0.5% 투입하여 산+당+펙틴결합 유도를 위하여 5분

간 더 교반한다.

[여과]

1. 150um 카트리지 필터를 이용하여 여과한다.(80 mesh 체에 통과)

2. 80℃ 를 유지, 교반하며 보관한다.

[공정검사]

성상 : 갈색의 점조성 내용물

pH : 3.5

당도 : 62.5 brix

[충전]

1 호파에 가온장치를 연결한다.

2 내용물을 이송 후 75~85℃으로 충진한다.

[정치][냉각][포장]

10분간 정치 후, 50℃ 이하로 냉각한 다음 정해진 수량을 포장한다.
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2. 공정확보에 따른 담자균류의 상품화

가. 디자인개발

디자인 컨셉 : 핵심기술중 하나인 운지버섯균사체가 인체장관내에 좋다는 내용으로 제품

명을 “장운지”라고 하였으며, 건강하고 심플한 장내환경을 나타내는 의미의 자연친화적인 느낌

으로 디자인하였음.

Figure 9-1. 디자인개발

나. 문구표시

본 상품은 농림부에서 시행한 농림기술개발과제의 연구결과물입니다. 본 제품에 포함된

성분은 “인체 장관 내에 존재하는 유해미생물의 생육을 억제하여 대장 내에서 생성되는 유해

물질을 감소시키고, 상대적으로 장내 유익미생물을 증가시킬 수 있는 것”으로 발표된 바 있습

니다. 게제년도: 학술지명: Volumn: 연구자: 충북대학교 산학협력단, 충청북도농업기술원, 바이

오라이프, (주)미드미

3. 천연물소재(유자 등)이용 상품의 해외소비자 선호도 테스트실시

2010년 3월 2～5일에 개최되었던 동경식품박람회에 출전하여 시상품의 소비자 선호도를 조

사하였다. 조사결과 기능성 음료(차) 그 중 장내유익균의 증식을 유도하고 유해균의 증식을

억제한다는 제품에 관심이 큰 것으로 나타났으며, 또한 시험삼아 구매하겠다는 소비자가 많
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이 있었다. 설문 문항은 일본 오사카농업무역관의 도움을 받아 만들었으며, 설문진행은 (주)

뷰/다카미 사장에게 도움을 받아서 진행하였다. 설문시 소비자의 관심을 고조시키고, 보다 객

관적인 답변을 얻기 위하여 설문 진행전에 자사제품을 선물로 기증하였다.

가. 80ml 음료 소비자 선호도 조사

일본인들을 대상으로 한국전통차를 변형하여 일본인의 입맛에 맞추어 유자를 함유한 음

료를 갖고 소비자 선호도 조사를 실시하였다. 표 12에서 보는 바와 같이 총 58명이 설문조사에

응답하였으며, 맛과 향 그리고 포장 패키지에 대해서는 85%가 딱 알맞다고 응답하였다. 또한

구매의향이 있는 이유로는 45%가 맛 때문에 35%가 기능성을 함유하고 있기 때문이라고 응답

한 반면, 기타는 4%로 한류의 영향과는 관련이 없었다. 즉 현재까지 한국제품이 특히 한국의

식품이 일본에 대량 수출되지 못하고 있는 이유는 철저한 현지화가 되지 않았기 때문이므로,

현지화한 제품이 탄생된다면 얼마든지 대량수출의 길로 나아갈 수 있다고 판단되었다. 소비자

선호도 조사결과 맛과 향에는 만족하였으나, 시험 삼아 마셔보기 위해서 구매한다는 응답이 많

이 나온 것으로 나타났으며, 전체응답자 58명중 20명이 전반적인 평가를 부탁하는 문항에 “흥

미 없다”라고 답변한 것으로 보아 제품의 판매를 위해서는 보다 깊이 있는 마케팅 계획이 필

요하다고 판단되었다.

나. 15gr 젤 소비자 선호도 조사

80ml 음료와 동시에 진행하였던 일본인들을 대상으로 젤 제품을 갖고 소비자 선호도 조

사를 실시하였다. 일본인들에게는 젤 제품을 직접 먹는 문화가 없고 또한 익숙하지 않기 때문

에 일본인들이 좋아하는 유자를 첨가하여 제조하였으며, 유자를 갖고 만든 기능성 제품이라고

홍보하며 시험 테스트를 실시하였다. 표13에서 보는 바와 같이 92명의 소비자가 설문조사에 응

하였으며, 90%이상이 맛은 “좋다” 향은 “적당하다”고 응답하였다. 특히 제품가격이 약 2배인데

도 불구하고 기능성 제품을 구매하겠다고 응답한 소비자가 50%를 차지하였다. 기능성 제품군

에서도 전체응답자 92명중 45명이 다이어트 제품, 그리고 28명이 미용에 좋은 제품을 구매하겠

다는 답변을 보였으며, 이는 현재 일본에는 한국 상품을 구매할 여력이 있는 고급소비자 층이

매우 폭넓게 자리하고 있는 결과라고 판단되며, 향후 그들을 목표로 한 제품이 출시되면 많은

소비자의 사랑을 받을 것임에 틀림이 없을 것이다. 포장관련해서 구매의향을 질문했던 항목에

서는 분말 비닐포장 제품이 46명 파우치 포장 제품이27명 그리고 액상 병 포장 제품이 15명으

로 나타난 것으로 보아, 휴대와 사용이 편리한 1회용이 압도적으로 높았으며, 1회용 중에서도
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분말포장제품이 높은 것을 나타났다.

Figure 9-2. 소비자 선호도 조사
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Table 9-3. 80ml 음료 소비자 선호도 조사표

2010 FOODEX JAPAN (마쿠하리 메세)

2010. 3. 2-5

*하기의 물음에 귀하의 의견을 말해주세요.

----- 본 제품의 개선점 -----

1. 맛은? 강함( 8 ) 약함( ) 알맞음( 50 ) 강하게( ) 약하게( )

2. 향은? 강함( 7 ) 약함( ) 알맞음( 49 ) 강하게( 2 ) 약하게( )

3. 패키지 디자인은? 아주좋음( 20 ) 좋음( 22 ) 별로 마음에 안듬( 16 )

----- 구매에 대한 평가 -----

1. 본 제품을 구매한다면 그 이유는?

품질( 10 ) 디자인( ) 기능성( 20 ) 맛( 26 ) 기타( 2 )

2. 본 제품을 구매하지 않는다면 그 이유는?

품질( ) 디자인( ) 기능성( ) 맛( ) 기타( )

3. 본 제품을 사고 싶다고 생각한 이유는?

선물( 10 ) 시험삼아 마시기 위해( 48 ) 기타( )

4. 본 제품을 전반적인 평가는?

높음( 15 ) 보통( 23 ) 낮음( ) 흥미가 없음( 20 )

귀하의 성별은? 남 ( 20 ) 여 ( 38 )

귀하의 나이는? 20 - 30 ( 5 ) 30 - 35 ( 32 ) 35 - 40 ( 11 )

40 - 45 ( 6 ) 45 - 55 ( 4 ) 55이상 ( )

☞ 감사합니다. 성의표시로 작은 선물을 드립니다.
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2010 FOODEX JAPAN (마쿠하리 메세)

2010. 3. 2-5

*하기의 물음에 귀하의 의견을 말해주세요.

1. 맛은? 좋다( 83 ) 나쁘다( 2 ) 기타( 7 )

2. 향은? 강하다( 4 ) 약하다( 4 ) 적당( 84 ) 기타( )

3. 아래의 조건에서 어느것을 구매하겠습니까?

(1) 기능성 젤 : 100g : JP￥600.- ( 47 )

(다이어트, 항암, 면역강화 등)

(2) 일반(보통) 젤 : 100g : JP￥300.- ( 11 )

(3) 일반(보통) 젤 : 300gr : JP￥700.- ( 34 )

4. 기능성 젤을 구매할 때에는 어느것을 사시겠습니까?

(1) 다이어트용 ( 45 )

(2) 항암 또는 면역에 좋은 제품 ( 13 )

(3) 미용에 좋은 제품 ( 28 )

(4) 기타 ( 9 )

5. 만일 귀하가 본 젤 제품을 구매한다면 어떤 포장의 제품을 사시겠습니까?

(1) 파우치 포장 제품 ( 27 )

(2) 액상 병 포장 제품 ( 15 )

(3) 분말 비닐포장 제품 ( 46 )

(4) 기타 포장 제품 ( 4 )

귀하의 성별은? 남 ( 40 ) 여 ( 52 )

귀하의 나이는? 20 - 30 ( 14 ) 30 - 35 ( 24 ) 35 - 40 ( 35 )

40 - 45 ( 11 ) 45 - 55 ( 8 ) 55이상 ( )

☞ 감사합니다. 성의표시로 작은 선물을 드립니다.

Table 9-4. 15gr 젤 소비자 선호도 조사표
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제 4장 목표 달성도 및 관련 분야에의 기여도

제 1 절 연도별 연구 목표 및 평가 착안점

구분 연도 세부연구목표 가중치 평가의 착안점 및 기준

1차

연도
2007

○ 식용 및 약용으로 이용되고

있는 담자 균류 소재 탐색
8 %

연구 내용의 가설 설정, 진행

방법, 연구 내용의 타당성

○ 다양한 담자 균류 소재의 추출

방법별 항균성 분석
8 %

연구 내용의 가설 설정, 진행

방법, 연구 내용의 타당성

○ 장내 유해균 활성 억제 담자

균류 소재의 선별
9 %

연구 내용의 가설 설정, 진행

방법, 연구 내용의 타당성

◦ 병입 상품 산업화를 위한 적정

배합비 결정
8 % 제품 품목보고 여부

◦ 병입 제품의 유통기한 설정 8 % 유통기한 시험 결과

◦ 천연물(유자 등) 소재 함유 담

자균류 병입 상품으로 시생산
9 % 시생산 여부

◦ 효능이 확보된 담자균류의 균

사체 배양기술 개발확보
8 % 균사체 함량 조사

◦ 인체에 무해한 산업적 대량배

양 배지 개발 최적 탄소원, 질

소원의 선정

8 %
식용 가능한 탄소원 질소원을

이용한 대량배양 조건 확보

◦ 선발 배지의 실용성 검토 : 균

사체량, 기능성분 생성량 등
9 %

최대 균체 및 생리활성 성분

생성조건 및 산업적 생산을 위

한 최적조건확보

◦ 담자균류및 배양액의 기능성

성분 분석
8 %

담자균류의 β-glucan분석 및

배양액의 품질분석 방법 설정

및 분석

◦ 담자균류 및 배양액의 생리

활성 분석
9 %

담자균류 및 배양액의 생리활

성인 ACE저해도, 혈당강하능,

항산화성 등 분석

◦ 담자균류 배양액의 품질평가

방법 선정
8 %

균사체량, β-glucan 및 생리활

성 등의 분석으로 균사체 품질

평가 가능
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구분 연도 세부연구목표 가중치 평가의 착안점 및 기준

2차

년도
2008

○ 선별 담자균류에 의한 실험

동물의 장내 균총 변화 분석
10 %

연구 내용의 진행 방법, 연구

내용의 타당성

○ 유해미생물 분포의 변화 및

유용 미생물 분포 의 변화

분석

8 %
연구 내용의 진행 방법, 연구

내용의 타당성

○ 다양한 형광 항체와 공초점

현미경을 이용한 장내 유해

미생물 분포 분석

8 %
연구 내용의 진행 방법, 연구

내용의 타당성

○ 1회용 파우치 포장 상품

산업화를 위한 적정 배합비

결정

8 % 배합비의 적정성

○ 1회용 파우치 포장 제품의

유통 기한 설정
8 % 유통기한 시험 결과

○ 천연물(유자 등) 소재 함유

담자균류 1회용 파우치

포장 상품으로 시생산

8 % 시생산 여부

○ 최적 한방원료 조사 및

유용균류에 의한 발효

가능성 타진

8 % 최적한방원료선정 및 발효확인

○ 기 확보 담자균류와 천연소

재의 최적 첨가농도 구명
8 % 혼합 배양 최적 첨가농도 선정

○ 기 확보 담자균류와 소재의

혼합배양 산업적 최적조건

확립

8 % 산업적 최적혼합배양 조건선정

○ 장내유해세균 억제 천연

소재선정
8 %

장내유해세균 억제 활성이

우수한 천연유용소재 선발

○ 천연소재의 생리활성 분석 8 %
천연소재의 생리활성분석 및

평가

○ 선정된 천연소재 첨가 균사

체 배양조건 선정
10 %

선발된 천연소재 첨가로 균사

체 배양액의 생리활성 상승
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구분 연도 세부연구목표 가중치 평가의 착안점 및 기준

3차

년도 2009

◦ 유해미생물 생육억제 담자

균류 소재의 캡슐화
12 %

연구 내용의 진행 방법, 연구

내용의 타당성

◦ 선별 소재의 저장성 분석

및 향상 방안 모색
11 %

연구 내용의 진행 방법, 연구

내용의 타당성

◦ 담자균류와 천연소재 혼합

제품화 기술개발
11 % 포장기술 및 제조공정 확인

◦ 기능성 담자균류 상품화 기

술 확보
11 % 상품화 기술의 적정성 검토

◦ 병입 제품의 가공안정성

검토
11 % 유통기한 설정 및 시제품 확인

◦ 적정 부재료 첨가에 의한

기호성 조사 및 선발
11 % 선발의 적정성 검토

◦ 산업적 혼합배양을 위한

경제성 검토
11 % 선발 제품의 경제성 검토

◦ 혼합 배양물의 안정성 검토

를 통한 적정 배양공정 확립
11 % 최적 배양조건 확립 평가

◦ 유용미생물 제어 기능성 소

재 및 활용 제품의 생리활성

및 성분 분석

11 %
연구 내용의 진행 방법, 연구

내용의 타당성
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제 2 절 관련분야에의 기여도

가. 기존에 국내에서 한번도 연구되지 않은 비만 관련 장내 세균총에 대한 담자균류의 항균

성을 평가한 결과, 운지버섯을 최종 선발하였다. 운지버섯에 새로운 식품소재로서의 기능성을

부여함으로서 버섯 재배 농업 부문의 활성화와 지방 소재 농식품 제조 중소기업의 수익 증대

에 기여할 수 있게 되었다.

나. 담자균류 이외에도 생리활성이 우수한 천연소재를 in vitro 및 동물실험을 통하여 평가한

결과, 오미자를 최종 선발하였고, 이러한 천연소재 추출물을 첨가한 균사체 배양액 음료의 건

강기능성을 확보함으로서 시장성 제고를 가속화시킬 것으로 기대된다.

다. 버섯 균사체 배양액 및 관련제품의 영양성분 및 생리활성성분을 종합적으로 분석하였고,

제품화 공정을 확립하였다. 본 연구과제에서 도출된 정보들을 다른 기업과 공유할 수 있으며,

이는 향후 관련분야의 저변 확대와 산업체 발전에 적극 활용되어 국민건강에 일익을 담당할

수 있을 것으로 기대된다.
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제 5 장   연구개발 성과 및 성과활용 계획

1. 사업화

NO. 사업화명 제품명 업체명 사업화형태

1

오미자와 운지균사체를

이용한 기능성 음료

사업화

오미양운지군 (주)미드미
기존업체에서

상품화

2

대추와 상황균사체를

이용한 기능성 음료

사업화

상황진대추 바이오라이프
기존업체에서

상품화

2. 논문 발표

NO. 논문명 주저자 학술지명 Vol.(No.) SCI구분

1

오미자 추출물이 비만과

관련된 장내 세균의 생육에

미치는 영향

정은지 한국식품과학회지 41(6) 비SCI

2

석이버섯과 운지버섯 균사체

추출물이 장내 세균의 생육에

미치는 영향

박경란
한국식품영양과학

회지
게재확정

3. 국내 및 국제학술회의

NO. 발표자 발표제목 발표일시 장소/국명

1 박경란

Screening of functional food

components in Basidiomycota to

improve human intestinal

2008. 06 미국 뉴올리언즈

2 박경란

Investigation of functional food

components inhibiting obesity

associated intestinal bacteria

2008. 10 중국 상하이

3 오은희

Biological activities of Phellinus

Linteus Mycelium culture with

Cassiae Semen extract

2008. 06 한국식품과학회
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4. 인력지원 성과

지원

총인원

지원 대상 (학위별, 취득자) 성별 지역별

박사 석사 학사 기타 남 여 수도권 대전 기타지역

6 1 5 2 4 1 5

5. 기술이전

가. 무상기술이전.

- 결명자 첨가 상황균사체 쌀식초 제조방법. 2010. 충청북도농업기술원

6. 기타 활용 계획

가. 실용화․산업화 계획(기술실시 등)

- 배양액 및 분말소재, 젤화 소재에 대한 산업화 진행중

나. 특허, 품종, 논문 등 지식재산권 확보계획 등

- 개발 3종에 대하여 특허 출원 예정

- Optimum Conditions for the Enzymatic Hydrolysis of Citron Waste Juice using

Response Surface Methodology(Food Sci & Biotechnology 논문 투고중 )
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