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Abstract

Speciesofthemushroom mycelium weregrown in adefined synthetic

liquid medium(YM)and dilute citrus extracts for culture characteristics,

antioxidant activity, antibacterial activity, superoxide radical scavenging

activity.

Coriolusversicolor,Lentinusedodes,Cordycepsmilitaris,Agaricusblazei,

followedbyfastgrowthand Sparassiscrispawasthelatefor15days.

After culture weightofdried cells was Lentinus edodes,Ganoderma

lucidium, Coriolus versicolor, and exo-polysaccharide was formed by

Lentinus edodes, Hericium erinacium, Coriolus versicolor, Cordyceps

militaris.

Theantibacterialactivity ofthecultureextractsobtainedfrom theYM

medium wasSparassiscrispa>Coriolusversicolor>Phellinuslinteus>Agaricus

blazei>Hericicum eninacium andthecultureextractsobtainedfrom thedilute

citrusextractsmedium was gotsimilarresults.

Thecultureextractsobtainedfrom theSparassiscrispashowed 80% ofthe

DPPH radicalscavengeractivityin1mg/mLandallcultureextractsshowed

40% ofthe DPPH radicalscavengeractivity over5mg/mL.Also culture

extractsobtainedfrom theSparassiccrispashowedover70% oftheenzyme

activity by superoxideradicalscavenging activity.Overallcultureextracts

showedBHA,syntheticantioxidizingagent,higherthantheenzymeactivity.

Coriolus versicolor was grown in a defined YM medium and citrus

extracts, andthecultureextractswereexaminedforantioxidantactivity,

nitrite scavenging activity,and in vitro anticanceractivity againstHeLa

(femalecervixadenocarcinoma),PC-3(maleprostateadenocacinoma),HepG2

(humanhepatoblastoma)andA-549(malelungcarcinoma)cells.Whereasthe
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cultureextractsobtainedfrom theYM medium andtheun-inoculatedcitrus

extractshowed 60and 22% oftheDPPH radicalscavengeractivity,the

cultureextractsobtainedfrom thecitrusmedium exhibitedantioxidantactivity

upto89%.Thenitritescavengingactivityofthecultureextractsobtained

from thecitrusmedium andtheYM medium,andtheun-inoculatedcitrus

extractatpH1.2wereupto67,55,and34%,respectively.thecultureextract

obtainedfrom theYM medium inhibitedthegrowthofHeLa,PC-3,HepG2,

and A-549 up to 66,23,18,10% at48 hrofincubation,respectively;

however,thecultureextractobtainedfrom thecitrusmedium inhibitedthe

growth ofHeLa,PC-3,HepG2,and A-549 up to 75,82,55,and 82%,

respectively.Asanegativecontrol,theun-inoculateddilutecitrusextractwas

examinedinthesamewayandinhibitedthegrowthof HeLa,PC-3,and

HepG2cells20,6,and15% at48hrofincubation,respectively;theinhibition

ofA-549cellgrowthwasnegligible.Theseresultsclearlyshowedthatthe

fermentationofCoriolusversicolorinthedilutecitrusextractsratherthanin

the defined YM medium significantly enhanced the anticancer activity,

antioxidantactivity,andnitritescavengingactivity.

Theethylacetateextractsfrom theliquidculturesofCoriolusversicolor,

Phellinuslinteus,and Hericium erinaceusshowed significantantibacterial

activitiesagainstE.coliK88,E.coliK99,E.coli987P,and Salmonella

typhimurium 14058whichareknowntocausebacterialdiarrheainKorean

housepigsandchicken.Oftheseextracts,Coriolusversicolorextractshowed

the highestantibacterialactivity.In addition,these extracts also showed

significantgrowthinhibitionagainstStaphylococcusaureusCARM3230andE.

coliCARM1381 which are known as kanamycin and ampicillin-resistant

strains,withthehighestactivitybytheCoriolusversicolorextract.These

results showed thatthe mushrooms extracts could be developed as a

livestockfeedadditivesthatcanreplaceor,atleast,reducetheintensiveuse

of commercialantibiotics,and also could be a good source for the
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developmentofanew antibacterialagent.

TheliquidcultureextractofCoriolusversicolorgrownoncitrusmedium

waspreparedbydirectlyboilingthewholeculturebrothonday7ofthe

growthandthenremovalofmycelialdebristhroughfiltration.Thisextract

wasfurtherextractedwithequalvolumeofethylacetate(1:1,v/v).Theethyl

acetate extracts showed significant antibacterial activities against

Staphylococcus aureus CCARM3230 and Pseudomonas aeruginosa

CCARM2171,which are resistantto severalantibiotics.The mostactive

fraction was eluted from a silica gel column with a mixture of

dichloromethane and methanol(9:1,v/v) and the purity ofthis active

substancewasconfirmedbyHPLC analysis.Theresultssuggestthatthe

purifiedactivesubstancecouldbeagoodsourceforthedevelopmentofa

new antimicrobialagent,especiallyforthetreatmentof antibioticresistant

bacteria.

The optimalculture condition ofPhellinus linteus,Cordyceps militaris,

Coriolus versicolor,Sparassis crispa,Agaricus blazei,Inonotus obliquus,

Lentinusedodes,Hericium erinacium,Ganodermalucidium showedabout2

5℃,pH 4.5～6.5.Manitol,mannose,sucrose,solublestarch,maltose,glucose

hasbeenasavarietyofcarbonsourceandyeastextract,maltextracthas

beenusedtonitrogensource,mostlyK2HPO4wasusedasamineralsource.

LentinusedodeshasbeenusedtoCaCl2formineralsource.

Mixing culture condition of Phellinus linteus and Coriolus versicolor

showedthatafter3daysofculturedrespectivelyandtherateofmixing1:2

havebeenhighlevelofgrowthandproductionofexo-polysaccarides.

Theantibacterialactivity ofthecultureextractsobtainedfrom theYM

medium and the mixing culture extracts obtained from the dilute citrus

extractsmedium weresimilarresults.
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서 론

버섯은 주로 죽은 나무나 유기질을 함유한 기질에 생육하면서 다양한 세포외

효소를 분비하여 필요한 양분을 조달하는 고등균류로서 자연에는 수많은 식용

가능한 버섯이 생육하고 있고(성 등,1998),자연 생태계의 유기물 분해자로서

요한 역할을 할 뿐만 아니라 로부터 인류 생활과는 한 계를 유지해 오

고 있다(Chang,1999).

버섯 의 생리 활성 물질에 한 연구로는 항균 항바이러스,항종양,항변

이원성, 압강하, 당강하,항 ,신경계 작용 항염증등의 활성물질등이

보고되었다(Mizuno,1992).

버섯의 항균활성물질에 한 연구로는 Kavanaghetal.(1949)이 낙엽버섯의 일

종인 Marasmiusconigenum으로부터 그람양성균에 해 강한 항균활성을 보이

는 marasmicacidA,B,C를 분리한 이래 재까지 약 100여종 이상의 항생물질

이 보고되었으며,Marasmiussccorodonius의 scorodonin(Ankeetal.,1980)과

Aleurodiscusroseus의 marasin(Cambieetal.,1963)이 각각 방선균,세균,곰팡

이 효모에 하여 범 한 활성을 가지는 것으로 보고되어 있다.뽕나무버섯

(Armillariamellea)으로부터 melleolide(Midlandetal.,1982),흰구멍버섯 (Poria

medullaepanis)으로부터 pereniporinsA,B(Kidaetal.,1986),구름버섯류의 일

종인 Coriolusconsors와 Coriolusversicolor에서 coriolin(Kupkaetal.,1979),

번데기동충하 (Cordycepsmilitaris)에서 cordycepin(Iinumaetal.,1983),노루

궁뎅이버섯(Hericium erinaceus)에서 chlorinatedorcinol유도체(Okamotoetal.,

1993),표고버섯(Lentinusedodes)추출물의 항균활성(Kim etal.,2003)등이 보고

된 바 있다.

버섯 항암성분에 한 연구로는 다당체 는 단백 다당체의 항암효과에

한 연구가 주로 이루어지고 있는데 항암 성분에 한 연구는 Rolandetal.(1960)

이 Calvatiagigantea로부터 분리한 calvacine의 항암효과를 보고함으로써 본격

으로 시작되었다.버섯균사체의 항종양 단백다당류는 일반 인 화학요법제와는

달리 정상 세포에 독작용을 나타내지 않을 뿐만 아니라 오히려 면역기능을 강화
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함으로써 항암력을 발휘하는 것으로 알려져 있다.그 표 인 로 구름버섯의

배양균사체와 표고의 자실체에서 분리한 성분은 항체 생성능력 지연성 과민

반응 능력을 회복시키며(Nomotoetal.,1975),세포매개성 면역반응을 진시키

는 등의 면역활성이 입증되어 항종양제로 리 사용되고 있다.

버섯균사체의 액체배양은 비용으로 균일한 품질의 균사체를 량생산할 수 있

으며,이로부터 유용물질의 추출,분리가 간편하여 고부가가치의 생리활성물질의

생산이 가능하다고 보고되었다(Gento,1979;Humfeld,1948).버섯균사체 추출물

생리활성을 나타내는 성분으로는 주로 항생물질과 같은 분자의 활성물질과

다당류 는 단백다당류 등의 고분자 물질로 별된다.특히,고분자물질의 경우,

그 활성정도는 고분자물질의 평균분자량,구조 용해도 등에 따라 차이가 있으

며,이들 성분 에서도 표 인 것이 β-D-glucan(Mizunoetal.,1982)으로

난치병인 암 등에 효과가 있음이 알려져 있다.

구름버섯(운지버섯)은 protein-bound polysaccharide라는 polysaccharide-K

(krestin)가 함유되어 있으며 그 에서 glucose,mannose등의 주종을 이루는 5

종의 당과 Asp,Glu Leu등이 주종을 이루는 15종의 아미노산으로 구성된

proteoglycan(TsukagoshiandOhashi,1974;Mauetal.,2001) 스테로이드등이

보고(Kim,1978)되었고 이 성분들은 항바이러스,항세균 항암효과를 나타냈

다는 연구가 보고 되었다.

버섯으로부터 단백다당체는 표고버섯(Lentinusedodes)의 lentinan(Chiharaet

al.,1970),구름버섯(Coriolus versicolor)의 krestin(Tsukagoshiand Ohashi,

1974). 치마버섯(Schizophyllum commune)의 schizophyllan(Komatsu et al.,

1969) 목질진흙버섯(Phellinuslinteus)의 mesima(Songetal.,1995)등이 있

으며 잎새버섯(Grifolafrondosa)의 D-grifolan(Ohno,etal.,1984)과 같은 다당체

가 있으며, 재 항암 면역요법제 등으로 리 사용되어지고 있다.이 에서

종양 지율은 표고버섯이 80.7%,구름버섯이 77.5%, 지버섯이 64.9%이며,목

질진흙버섯(상황버섯)이 96.7%로 가장 높다고 보고되었다(Shibataetal.,1968).

이러한 항암효능을 나타내는 항암활성 다당류의 구조는 Mizunoetal.(1982)에

의하여 β-(1-6)-glucosyl의 분지를 가진 β-(1,3)-D-glucan임이 밝 졌다.평균분

자량은 50-200만 dalton이고,비선 도는 ［α］D +80～20̊인데,분자량,분지도
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수용성의 정도 등이 항암활성에 향을 미치는 것으로 알려지고 있다(Sone

etal.,1985).이와 같은 항암활성 다당류를 얻는 방법에는 고체배양에 의해 생산

된 버섯자실체로부터 유기용매를 이용하여 추출하여 얻는 방법(Usuietal.,

1981)과 액체배양에 의해 배양된 균사체나 배양여액으로부터 유용물질을 추출,

분리하여 얻는 방법( 등,1990)이 있다.

지 까지 버섯 균사체에 한 액체배양은 Humfeld(1948)가 Agaricus

campestris를 사용하여 최 로 시도한 이래 Humfeld와 Sugihara(1952)에 의해

Agaricuscampestris액체 배양시 양 요구성 배양방법 등에 한 연구가

있었으며,Moustafa(1959)가 역시 Agaricuscampestris의 액체배양에서의 생육

조건을 검토하 다.그 후 Litchfieldetal.(1963)이 Morchella속을 이용한 액체배

양에 있어서 균사체의 생육에 미치는 향인자에 한 연구를 보고하 으며,

Mizunoetal.(1982)이 Ganodermaapplanatum을 액체배양하여 얻은 균사체로부

터 항종양 활성이 강한 다당류를 분리하고 이들 다당류의 구조를 결정하 다.

버섯류의 액체배양은 일정한 조건하에서 배양이 가능하여 균일한 균사체 배

양액을 얻을 수 있어 원하는 유용물질의 획득이 매우 간단하다는 장 을 갖고

있다(강 과 천,1988). 한 식량자원으로서의 균사체 이용(Moustafa,1960),버섯

자실체 생산을 한 종균(liquidspawn)으로서의 사용(Dijkstraetal.,1972)

유용물질(비타민,효소,핵산,수용성 다당,항생물질 등)의 생산(Gentaoetal.,

1979)등 산업 응용에 목 을 연구되고 있다.국내의 경우는 버섯류의 액체배

양 련 연구로서 박 등(1979)이 표고버섯을 상으로 액체배양을 실시한 이래,

심(1981)과 강 등(1981)이 각각 구름버섯 지버섯의 액체배양에 한 연구를

수행하 고,그 후 정 등(1990)과 이 등(1990)이 지의 액체배양을 행하여 얻은

균사체로부터 유용물질을 분리라고 그 효능에 해 실험하 다.

구름버섯(Coriolusversicolor)은 구멍장이버섯과에 속하는 버섯으로,형태학

으로 균모는 얇고 단단한 가죽질이며 반원형이고,침엽수나 활엽수의 고목에 군

생하는 일년생이며 한국,일본, 국을 포함한 아시아 유럽과 북아메리카등

주로 북반구의 산악지 에 자생하고 있다(Lee,1993).구름버섯은 일명 운지버섯

이라고도 불리며 통 으로 건강보조식품이나 민간치료약으로 이용되었으며,구

름버섯의 일반성분은 수분 5.62%,단백질 4.20%,탄수화물 65.09%,섬유질
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23.24%,회분 6.37%,지방질 1.10%을 함유하고 있다 (Mauetal.,2001).구름버

섯의 특수성분인 핵산과 아미노산,다당류,스테로이드 등이 보고되었고,(Cui

andChisti,2003;Yokokawa,1980)구름버섯 균사체 배양액에서 추출한 단백다

당체의 화학성분은 다당체 42.2%,단백질 10.5%라 하 다(Leeetal.,1992).

목질진흙버섯(Phellinuslinteus)은 한방에서 상황버섯 이라고도 불리며 민주름

버섯목(Aphylloporales), 소나무비늘버섯과(Hymenochaetaceae), 진흙버섯속

(Phellinus)에 속하는 균으로 다년생이며 활엽수,특히 뽕나무,산벚나무 등의 입

목이나 고목 에 단생하는 목재백색 부후를 일으키는 버섯으로 항암 버섯으로

리 알려져 있다(박 등,1999).Phellinus linteus 와 Phellinusigniarius가

Phellinus속의 균종 에서도 매우 강력한 종양 지율을 나타내는데,이들의 자

실체 추출물이 각각 96.7% 87.4%의 높은 항암활성을 나타내는 것으로 보고되

었다(Ikekawaetal.,1986;Shibataetal.,1968).이들 버섯 균사체 추출물에

해서도 항종양작용,면역조 효과 임상실험에 의한 안정성이 입증되었으며

(Leeetal.,1996;Jongetal.,1991)각종 산업 인 측면에서의 응용연구가 활발

하게 진행되기에 이르 다.

새로운 식량자원의 개발 유용물질 생산연구의 일환으로 사상균(filamentous

fungi)류,특히 버섯류의 이용에 한 연구가 큰 심의 상이 되고 있다

(Smithetal.,1980;Wainwrightetal.,1992).이와 같은 버섯균의 생육특성을

이용하여 액체배양을 할 경우,배지의 조성과 생육조건에 따라 항균활성 항산

화력을 갖는 다양한 사산물을 얻을 수 있다.즉,버섯균은 배지에 함유된 성분

을 다양한 기능성을 갖는 물질로 생물 환할 수 있거나,배지에 함유된 특수한

기능을 갖는 2차 사산물 자체도 배양액으로 유입시킬 수도 있다.

부분의 생물에 의한 바이오매스 물질 생산은 계 의 제한을 받지만 이와

같은 버섯균 배양물의 생산은 계 에 향을 받지 않고,값싸게 량생산이 가능

하여 원료공 이 용이하고,산업화가 쉽다는 특징을 가지고 있다.

기능성 식품 의약품 소재로 크게 주목받고 있는 버섯은 기호성이 높을 뿐

만 아니라 심장병,고지 증,뇌졸 등의 성인병에 한 방과 항암효과 면

역증강 효과가 보고되고 있고 버섯 자실체보다 량으로 생산이 용이한 균사체

이들이 분비해내는 세포외 기능성 물질의 이용에 더 많은 심을 갖게 되었
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다(Kim etal.,,2001;Muraokaetal.,2000). 한 버섯 균사체는 자실체와 유사

한 항암작용,체지방감소, 콜 스테롤 하 작용 면역증강 활성 등이 있

는 것으로 알려져 있으나,균사체의 생리 활성과 액체배양 등의 연구는 미흡한

실정이다.

본 연구는 버섯균사체의 배양을 한 액체배지로서 제주에서 용이하게 구할

수 있는 감귤농축액을 이용하여 배양한 후 이 배양액으로부터 항균활성,항산화

활성,항암활성을 시 용 배지에서 배양한 추출물과 비교 하여,감귤농축액이 버

섯균사체를 량생산하기 한 액체배양에 효과 이용 여부를 조사하 다.

한 구름버섯균사체의 배양추출물이 항생제 내성균주에 한 항균활성을 확인

후 분리 정제하여 향후 새로운 항균활성물질의 개발을 한 기 자료를 제공하

고자 하 고,약용버섯으로 알려져 있는 수종의 버섯균사체의 배양특성을 조사하

여 항균활성,항산화 활성 등이 뛰어난 구름버섯균사체와 목질진흙버섯균사체를

혼합배양 하여 버섯균사체의 혼합배양을 한 기 자료를 제공하고자 하 다.
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제1장 감귤농축액배지에서 배양한 버섯균사체 배양액의

항산화 항균활성

1.1.서론

균류는 세계 으로 50,000여종을 넘고 있으며 이 가운데서 담자균에 속하는

버섯은 세계 으로 약 2,000여종으로 알려져 있다(Chang,1999).일반 으로

버섯류의 식품 기능은 양 가치에 의한 1차 기능과 기호성에 따른 2차

기능,식용 후 인체 내의 다양한 조 기능에 여하는 3차 기능으로 나 수 있

는데 최근 이러한 기능을 이용하기 해 많은 연구가 진행 에 있다(이 등,

2002).

제주지역을 심으로 량 생산 되고 있는 온주 감은 매년 생산량이 증하

고 있으나,재배여건에 따른 지역 제한 때문에 감귤에 한 연구가 다른 분야

에 비해 매우 미흡하다.이로 인해 감귤을 원료로 하는 가공제품의 생산에 심

을 기울이고 있고,용도개발을 통한 고부가치 제품을 생산하려는 노력을 하고 있

다(Leeetal.,2003).

본 연구는 액체배양을 한 배지로서 감귤농축액을 이용하여 버섯균사체를 배

양한 후 이 배양액으로부터 항균활성,항산화 활성,항암활성을 일반화학배지에

서 배양한 추출물과 비교 하여,감귤농축액이 버섯균사체를 량생산하기 한 액

체배양에 효과 이용 여부를 조사하 다.
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1.2.재료 방법

1.2.1.사용균종

본 실험에 사용한 균종은 목질진흙버섯(Phellinus linteus),번데기동충하

(Cordyceps militaris), 구름버섯(Coriolus versicolor), 꽃송이버섯(Sparassis

crispa),신령버섯(Agaricusblazei),차가버섯(Inonotusobliquus),표고버섯(Lentinus

edodes),노루궁뎅이버섯(Hericium erinacium), 지버섯(Ganodermalucidium)의 9

종이었다(Table1-1).균주는 20mL 시험 으로 PDA(potatodextroseagar)

YM agar(Dextrose1%,Peptone0.5%,Maltextract0.3%,Yeastextract0.3%,Agar

1.8%)에서 사면배양 후 4℃로 보 하면서 필요할 때마다 같은 배지의 8.5㎜ 평

배양기에 이식하여 증균 배양을 하 다.그리고 균사체 직경이 5㎝ 이상 자랐

을 때 균사체 가장자리에서 corkborer(내경 6㎜)로 떼어서 계 배양 하 다.

1.2.2.사용배지

본 실험에서는 합성배지로 PDA,YM agar를 사용하 고,천연배지로 감귤농축

액 배지를 사용하 는데 사용한 감귤 농축액은 제주도 서귀포시 소재 제주도 지방

개발공사에서 생산하여 시 인 감귤 농축액(62brix)을 구입한 후 멸균 증류수로

10%(멸균 증류수 :감귤농축액 =9:1)가 되게 희석하여 4℃에 보 하면서 실험에

사용하 다.10%로 희석한 감귤 농축액의 pH는 3.7이 다.

1.2.3.시험방법

1)배양방법 활성 측정

온도 pH실험에는 PDA YM agar평 배지의 앙에 종원으로 사용

할 균사의 선단을 내경 6㎜의 corkborer로 취하여 종하 으며,온도별 성장

실험을 제외하고는 28±1℃의 항온배양기에서 암 배양하 다.
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Table1-1.Listoffungalspeciesusedinthisstudy

Species Koreanname

PhellinuslinteusKCTC6190

Ganodermalucidium KCTC6366

nonotusobliquusKCTC26152

SparassiscrispaIUM 00201

Hericium erinacium IUM 00217

CoriolusversicoloKCTC6365

Lentinusedode IUM 00095

AgaricusblazeiIUM 00103

CordycepsmilitarisKACC40659

목질진흙버섯

지버섯

차가버섯

꽃송이버섯

노루궁뎅이버섯

구름버섯

표고버섯

신령버섯

번데기동충하
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2)액체배양

액제배양은 YM agar와 PDA 조성 agar가 제거된 성분의 액체배지를 사

용하 으며 300mL삼각 flask에 100mL씩 분주하여 고압 멸균하 다.

공시균주 균사체를 corkborer(내경 6㎜)로 5개씩 떼어서 종 후 진탕 배양

기에서 120rpm,28±1℃으로 배양하 다.배양기간은 꽃송이버섯 균사체는 15일

간 배양하 고 나머지 버섯 균사체는 7일간 배양하 다.

3)발효조 배양

발효조배양은 5L발효조(BEST KoreaFermentorCo,Korea.)에 배양된 종

균을 5%로 종하여 30±1℃,workingvolume3L로 하 고,공기의 주입속도는

0.5～1.0(vvm) 교반속도는 100-400rpm으로 8일간 배양을 실시하 다.pH는

1N HCl과 1N NaOH를 사용하여 조 하 다.배지는 PDA와 YM agar,감귤농

축액 배지(멸균 증류수 :감귤 농축액 =9:1)를 사용하 다.

4)균사체의 건조 량

배양된 균사체 탁액을 Whatmanpaper2(110mm)로 걸러 균사체와 배양액

을 분리한 다음 균체에 잔류하는 배지성분을 제거하기 하여 증류수로 충분히

세척한 후 60℃의 항온기에서 24시간 건조하여 건조균체량(g/L)로 환산하여 나

타내었다.

5)추출물의 조제

배양액을 여과하여 여과액과 균사체를 분리한 다음 균사체는 제거하고 여과액

을 모아 감압 농축기로 1/10로 농축한 후 3배량의 ethanol을 가하여 4℃에서 24

시간 방치하 다.생성된 침 물을 8,000rpm에서 30분간 원심분리로 수거한 뒤

증류수로 2회 세척한 후 회 감압농축기로 농축 후 동결 건조하여 -70℃의

deepfreezer에 보 하면서 각 실험에 사용하 다.

6)항균활성측정

항균활성은 조제된 버섯균사체 배양액 추출물 분말 10mg을 멸균증류수 1mL에
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용해한 후,membranefilter(0.45μm)로 여과한 것을 항생 물질 검정용 paperdisc

(ADVANTEC,USA)에 각각 100μL씩 흡습시킨 후 40℃로 조 된 건조기에서

30분 동안 충분히 건조시킨 다음 항균활성을 측정하 다.항균활성 실험에 사용

된 공시균주는 어류에 병원성을 나타내는 그람 음성균 9종,그람 양성균 3종이었

다.이들 균주들은 각각의 최 배지와 생장 최 조건에서 배양한 후,muller

hintonagarplate(DifcoCo.,USA)에 100μL를 골고루 도말한 후,제작한 버섯

균사체 배양액이 함유된 disc를 올려놓고,각각의 균주 배양 온도에 맞추어서 24

시간 배양한 다음 생육 지환을 측정하 다.

7)항산화 활성 측정

9종류의 버섯균사체 배양액의 항산화 활성은 DPPH 법으로 측정하 다(Blois,

1958).DPPH는 항산화성 물질로부터 자,수소를 받아 불가역 으로 안정한 분

자를 형성하므로, 자공여능(electrondonatingability)으로부터 항산화 활성을

추정할 수 있다. 자공여능은 150μM DPPH 용액 2mL와 균사체 추출용액 1

mL를 혼합한 후,상온에서 30분간 반응시킨 후,525nm의 흡 도차로 측정하

다.시 되는 항산화제인 BHA(butylated hydroxyanisole)와 BHT(butylrated

hyroxytoluene)를 조구로 사용하 다.

8)Superoxideradical(O2
-
)소거 활성 측정

Superoxideradical소거활성능은 알칼리 상태에서 pyrogallol의 자동산화에 의

한 발색을 이용한 방법 에 따라 측정하 다(Marklund,1984).

본 실험에서 사용된 시료는 동결 건조된 추출물을 증류수에 10mg/mL의 농도

로 희석된 것을 사용하 으며,측정방법은 50mM phosphatebuffer2.61mL,3

mM pyrogallol90 μL를 첨가하여 30 간격으로 3분간 spectrophotometer

(HansonOPRON-3000,Korea)에서 standard를 측정한 후,추출물들의 시료들은

50mM phosphatebuffer(pH 8.24)2.61mL와 시료 50μL,3mM pyrogallol90

μL를 첨가하여 325 nm에서 30 간격으로 6분간 측정하 으며,superoxide

radical소거활성 값은 다음과 같은 식에 의해서 나타내었다.
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Superoxideradicalscavengingactivity(%)=(a-b)/a×100

a=standard의 반응 과 반응후의 흡 도 차이

b=sample의 반응 과 반응후의 흡 도 차이
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1.3.결과 고찰

1.3.1.버섯 균사체의 성장특성

9종류의 버섯을 YM 감귤농축액배지에서 각각 배양한 특성은 Fig.1-1에 나

타냈다.버섯균사체의 배양속도는 구름버섯,표고버섯,번데기동충하 ,신령버섯

순으로 약 4-7일만에 배양이 완료되었으며,꽃송이버섯은 배양일수가 15일이 소

요되었다.특히,표고버섯균사체는 YM배지보다 감귤농축액 배지에서 성장이 우

수 하 다.

배양 후 건조 균체량을 측정한 결과 다른 균에 비해 표고버섯, 지버섯,구름

버섯등에서 상 으로 높은 건조균체량을 형성하 고 세포외 다당체 형성에서

는 표고버섯,노루궁뎅이버섯,구름버섯,번데기동충하 등의 순으로 형성되었는

데 이는 감귤농축액 배지를 잘 이용하여 균사체의 사가 활발히 이루어지는 것

으로 사료된다.
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Fig.1-1.Effectofmediaon themycelialgrowth and exo-polysaccharide

formationofdifferentfungalspecies.

DCW,driedcellweight;CV,Coriolusversicolor;AB,Agaricusblazei;CM,

Cordyceps militaris; PL,Phellinus linteus; IO,Inonotus obliquus; SC,

Sparassiscrispa;GL,Ganoderma lucidium;HE,Hericium erinacium;LE,

Lentinusedodes.

□,synthesismediummycelialweight(g/L);■,synthesismediumexo-polysaccharide(g/L);

▒,citrusextractmedium mycelialcellweight(g/L);▥,citrusextractmedium

exo-polysaccharide(g/L).
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1.3.2.버섯균사체 배양액의 항균활성

YM broth 감귤농축액 배지를 이용하여 배양된 균사체를 제거한 배양액을

사용하여 어류질병 원인세균에 한 항균활성을 조사한 결과 Table1-2,1-3과

같이 부분의 시료에서 항균활성이 있는 것으로 나타났다.Table1-2에서와 같

이 일반화학배지 균사체 배양액에서의 항균활성은 꽃송이버섯,구름버섯,목질진흙버

섯,신령버섯,노루궁뎅이버섯 순으로 높은 활성을 나타내었으며,어류 병원성 균주

에 한 항균활성은 꽃송이버섯,구름버섯 배양액에서 높은 활성을 보 으며,Vibrio

pelagius와 Edwardsiellatarda에 한 감수성은 꽃송이버섯과 구름버섯에서 가장 높은

활성을 보 다. 한 그람양성세균에 한 항균활성 실험에서는 꽃송이버섯,구름

버섯,목질진흙버섯 배양액에서 다른 실험구와 비교 해보았을 때 비교 높은 감

수성을 보 다.

반면 감귤농축 첨가배지에서 배양된 배양액의 항균활성은 Table1-3에 나타내었다.

YM배지와 거의 유사한 결과를 얻을 수 있었는데, 체 인 항균활성을 비교해 보았

을 때,항균활성이 조 증가한 결과를 얻을 수 있었다.감귤농축배지의 경우,감귤의

유리된 유기산,유리당 무기질 등이 다량으로 함유됨으로 인하여 균사체 수증식

기에 향을 주어 항균활성을 나타내는 물질이 다량 생성되는 것으로 사료된다.

이러한 결과를 종합해 볼 때 꽃송이버섯과 구름버섯 배양액은 어류 병원성 세

균에 한 항균활성이 가장 높게 나타난 것을 볼 수 있었다 (Table.1-2).이는 시

되는 항생제와 거의 비슷한 수 의 생육 지환을 보여 주는 것으로서 이러한 결과는

기존 항생제를 체하여 어류 양식장에서 사료 첨가제로 사용할 수 있는 가능성이 있

고,특히 꽃송이버섯 배양액인 경우 그 가능성이 매우 높은 것으로 사료된다.

한 천연배지로 사용된 감귤농축액 배지 한 버섯균사체의 량 배양에 있어서 시

되는 화학배지보다 항균활성이 높게 나타나고 있으므로,기존의 화학배지를 체할

수 있을 것으로 사료된다.
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Fungia) PL CV CM AB IO HE GL LE SC

Bacteria
Antibacterialactivitiesindifferentconcentration(mg/ml)ofextract

10 20 10 20 10 20 10 20 10 20 10 20 10 20 10 20 10 20

Vibrio harvey + + ++ +++ + ++ ++ +++ - + + ++ + + + + ++ +++

V. mimicus + + + ++ - + + ++ + + + + + + + + ++++++

V. alginolyticus + ++ + + - + + + - - + ++ + + + + ++ +++

V. vulnificus + ++ ++ ++ + + + ++ + + + ++ - + + + ++ +++

V. parahaemolyticus ++ ++ ++ +++ + + + ++ + + + + + ++ - + ++ +++

V. campbelli + + + + + + - - + + + + + + - + ++++++

V. anguillarum + ++ ++ ++ + + + + + + + + + + + + ++++++

V. pelagius - - - + - - - - - - + + - - - + ++++++

Edwrdseilla tarda + + + + + + + + + + - - - - - - ++ ++

Streptococcus sp. + ++ + ++ + + + + + + + + - - + + ++ ++

S. iniae - + - + + + - - + + - - - + + + + ++

S. parauberis - + + + + + - - + ++ - - - + - - + ++

Table 1-2.Antibacterialactivities ofthe extractofYM media on fish

pathogenicbacteriaaftercultivationofdifferentfungalspecies

a)
PL,Phellinuslinteus;CV,Coriolusversicolor;CM,Cordycepsmilitaris;AB,

Agaricusblazei;IO,Inonotusobliquus;HE,Hericicum erinacium;GL,Ganoderma

lucidum;LE,Lentinusedodes;SC,Sparassiscrispa.

-,inhibitiondiameterisbellow6mm;+,6∼12mm;++,13∼19mm;+++,above20mm.
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Table 1-3.Antibacterialactivities oftheextractofcitrus media on fish

pathogenicbacteriaaftercultivationofdifferentfungalspecies

Fungia) PL CV  CM AB IO HE GL LE SC

Bacteria
antibacterial activities in different concentration(mg/ml) of extract

10 20 10 20 10 20 10 20 10 20 10 20 10 20 10 20 10 20

Vibrio harvey + ++ + ++ + ++ + ++ + ++ + ++ + ++ + + ++ +++

V. mimicus + ++ + ++ + + + + + + + ++ + + + + + +++

V. alginolyticus + ++ + ++ + + + + + + + ++ + + + ++ ++ ++

V. vulnificus + ++ + ++ - + + + + ++ + ++ + ++ + ++ + ++

V. parahaemolyticus ++ ++ ++ ++ - - + + + + + ++ + + + ++ ++ +++

V. campbelli + + + + + + - - - + + ++ + + + ++ +++ +++

V. anguillarum ++ ++ + ++ + + + ++ + ++ + ++ + ++ + ++ ++ +++

V. pelagius - + + + - - - - - - + + - - + + + ++

Edwrdseilla tarda + + + + + + + + + + - - - - - - + ++

Streptococcus sp. ++ ++ + + + + + + + + + ++ - - + + ++ +++

S. iniae - + + ++ + + - - + + - - - + - + ++ ++

S. parauberis - + + + + + - - + ++ - - + - - - + -

a)
PL,Phellinuslinteus;CV,Coriolusversicolor;CM,Cordycepsmilitaris;AB,Agaricus

blazei;IO, Inonotusobliquus;HE,Hericicumerinacium;GL,Ganodermalucidum;

LE,Lentinusedodes;SC, Sparassiscrispa.

-,bellow6mm;+,6∼12mm;++,13∼19mm;+++,above20mm.
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1.3.3.항산화 활성 측정

항산화물질의 가장 특징 인 역할은 oxidativefreeradical과 반응하여 산화력

을 억제시키는데 있다.DPPH법은 tocopherol,ascorbate,flavonoid화합물,방향

족 아민류,maillard형 갈변 생성물질,peptide등의 항산화 활성을 나타내는 생리

활성 물질에 의해 환원됨으로서 짙은 자색이 탈색되는 정도에 따라 항산화 효과

를 자공여능으로 측정하는 방법으로 항산화제 탐색에 일반 으로 이용되는 방

법으로 알려져 있다 (Blois,1958).감귤농축액배지에서 배양한 버섯균사체 배양

추출물과 YM배지에서 배양한 버섯균사체 배양액에 의한 항산화 효과를 DPPH

에 의한 자공여능 소거작용을 측정하여 Fig.1-2,1-3에 나타내었다. 부분의

버섯 배양액에서 농도가 높아질수록 항산화력이 증가하 으며,특히 꽃송이버섯

배양액인 경우에 1mg/mL의 낮은 농도에서도 80%에 가까운 radical소거 활성

을 보 으며,이러한 결과는 시 되는 항산화제인 BHA와 비교할 시 비슷한 결

과를 나타내는 것으로서 천연항산화제의 사용가능성을 있을 것으로 사료된다.모

든 버섯 배양액에서 5mg/mL이상의 농도에서는 40% 이상의 radical소거 활성

능이 찰되었으며,감귤농축배양액에서 지버섯,번데기동충하 배양액의

radical소거 활성능이 증가한 것을 확인할 수 있었으며,다른 균사체 배양액에서

는 감소하는 양상을 나타내었다 (Fig.1-2,1-3).이러한 결과는 재 문제가 되고

있는 합성항산화제의 안 성,가격,항산화 활성에 한 천연 항산화제의 개발

가능성이 있으며,이와 하게 련되어 있는 질환의 발병을 방 는 치료할

수 있는 생리활성 물질로서 작용할 가능성이 높을 것으로 사료된다.
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Fig.1-2.Electrondonatingactivity(EDA)oftheextractofYM mediaafter

cultivationofdifferentfungalspecies

A,Ganoderma lucidum;B,Hericicum erinacium;C,Lentinus edodes;D,

Inonotus obliquus;E,Sparassis crispa;F,Agaricus blazei;G,Cordyceps

militaris;H,Coriolus versicolor;I,Phellinuslinteus.

□,10mg/mL;■,5mg/mL;▒,1mg/mL.

Eachvalue representstheaverageofthreeindependentexperiments.
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Fig.1-3.Electrondonatingactivity(EDA)oftheextractofcitrusmediaafter

cultivationofdifferentfungalspecies.

A,Ganodermalucidum;B,Hericicum erinacium;C,Lentinusedodes;D,Inonotus

obliquus;E,Sparassiscrispa;F,Agaricusblazei;G,Cordycepsmilitaris;H,Coriolus

ersicolor;I,Phellinuslinteus;CE,Citrusmedium;BHA,butylatedhydroxyanisole.

□,10mg/mL;▒,5mg/mL;▥,1mg/mL.

Eachvaluerepresentstheaverageofthreeindependentexperiments.
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1.3.4Superoxideradical(O2
-
)소거활성

Pyrogallol은 수용액에서 자동산화가 빠르게 일어나는데 여기에는 superoxide가

여한다고 알려져 있다.그러므로 SOD(superoxidedismutase)나 SOD유사활성물질이

존재하는 경우 이의 자동산화가 억제될 수 있고,이 억제되는 정도를 비교하여 실험

상의 물질의 효능을 비교한 결과는 Fig.4.에 나타내었다.항균활성,radical소거활성의

결과와 마찬가지로 superoxideradical소거능 역시 꽃송이 버섯 배양액에서 70% 이

상의 높은 효소활성을 보 다. 한 노루궁뎅이 버섯,표고버섯,번데기동충하 ,

꽃송이버섯,목질진흙버섯 배양액은 BHA 보다도 높은 효소활성이 찰되었으며,

부분이 YM 배양액에서 높은 활성을 보 으며,감귤농축배양액에서는 차가버섯

배양 추출물에서 높은 효소활성이 찰되었다.

Superoxideradical은 호기 사기 에서 여러 가지 생화학 반응으로 생성

되며,주로 세포막 지질의 불포화 지방산과 반응하여 지질 과산화물을 생성하므

로 세포손상을 래한다고 알려져 있다.생체는 이러한 지질 과산화에 한 반응

체계로서 SOD에 의하여 superoxide radical을 H2O2로 바꾸며,다시 H2O2는

catalase와 glutathionperoxidase의 작용에 의해 H2O로 환원되므로 이들 효소계

의 반응에 의해서 freeradical로부터 생체를 보호할 수 있다 (Marklund,1984).

실제로 일본의 Niwaetal.,(1987)은 새로운 산화 방지제를 발굴하고 임상실험을

통하여 효능을 평가하고 식품을 개발하여 상품화하 고,이들의 활성산소의 시발

물질이라고 할 수 있는 superoxideanion을 scavenging함으로써 생체에 실질

으로 상해를 유발하는 hydroxylradical과 과산화수소의 생성을 억제하여 유용한

생리활성을 나타낸다고 보고하 다.이는 산화 방지제의 일종으로 SOD와 작용

기작은 다르지만 인체 내에서의 역할이 유사하여 통상 으로 SOD 유사활성 물

질이라고 불린다.
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Fig.1-4.SOD-likeactivity oftheextractofYM and citrusmedia after

cultivationofdifferentfungalspecies.

A,Ganodermalucidum;B,Hericicum erinacium;C,Lentinusedodes;D,Inonotus

obliquus;E,Sparassiscrispa;F,Agaricusblazei;G,Cordycepsmilitaris;H,Coriolus

ersicolor;I,Phellinuslinteus;BHA,butylatedhydroxyanisole;CE,Citrusmedium.

▒,CulturebrothoftheYM media;□,Culturebrothofthecitrusmedium.

Eachvaluerepresentstheaverageofthreeindependentexperiments.
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1.4요약

YM 배지 감귤농축액배지로 액체 배양된 버섯균주 9종류의 배양특성을 확

인하기 해 YM 배지와 감귤농축액에서 8-10일간 배양한 결과 버섯균사체에 따

라 배양속도가 달랐으며 균사체의 배양속도는 구름버섯,표고버섯,번데기동충하

,신령버섯 순으로 배양일수 약 4-7일 정도로 빨랐으며,꽃송이버섯은 배양일

수가 15일이 소요되었다.

배양 후 건조균체량을 측정한 결과 다른 균에 비해 표고버섯, 지버섯,구름

버섯에서 상 으로 높은 건조균체량을 나타냈고 세포외 다당체 형성에서는 표

고버섯,노루궁뎅이버섯,구름버섯,번데기동충하 순으로 보 다.

한,YM배지 감귤농축액배지로부터 배양된 버섯균사체 배양액에서 버섯 균

사체를 제거한 배양액을 사용하여 어류 병원성 세균에 한 항균활성을 조사한

결과 부분의 버섯 배양액에서 항균활성이 있는 것으로 나타났다.YM 배양액의

항균활성은 꽃송이버섯,구름버섯,목질진흙버섯,신령버섯,노루궁뎅이버섯 순으로

높은 활성을 나타내었으며,반면 감귤농축액 배양액에서의 항균활성은 일반 화학배지

에서와 거의 유사한 결과를 얻을 수 있었는데, 체 인 항균활성을 비교해 보았을

때,항균활성이 조 증가한 양상의 결과를 얻을 수 있었다.DPPH 자공여능을 이

용한 항산화 활성은 모든 버섯 배양액의 농도가 높아질수록 항산화력이 증가하 으며,

특히 꽃송이 버섯 배양액인 경우에 1mg/mL의 농도에서도 80%에 가까운 radical소거

활성을 보 으며,모든 실험구에서 5mg/mL이상의 농도에서는 40%이상의 라디칼 소거

활성능을 보 다.Superoxideradical소거능 역시 꽃송이버섯 배양액 에서 70%이상의 높

은 효소활성을 보 다. 반 으로 모든 버섯 배양액은 시 되는 항산화제인 BHA보다 높

은 효소활성을 보 다.

이러한 결과를 종합해 볼 때 기존의 항생제와 항산화제를 체 할 수 있는 천

연 항산화제로의 개발가능성을 확인 할 수 있었고,배지로 사용된 감귤농축액은 버섯

균사체의 액체 배양에 있어서 기존의 화학배지를 체 할 수 있을 것으로 사료된다.
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제2장 구름버섯균사체 배양추출물의 생리활성 분리정제

제1 구름버섯균사체 배양 추출물의 생리활성

2.1.1.서론

버섯균에 함유된 유효성분 항암성분에 한 연구는 Rolandetal.(1960)에

의해 Calvatiagigantea로부터 calvacin을 분리함으로써 시작되어,향미성분과

약리효과 때문에 식용 약용으로 알려진 버섯류들에 한 항암효과 연구가 최

근에 활발히 진행되고 있다(Leeetal.,1992).이 Letinusedodes(Fujietal.,

1978;Leeetal.,1990),Coriolusversicolor(Parketal.,1989),Lepiotaprocera

(Kim et al.,1989),Grifola frondosa (Mizuno et al.,1986),Lyophyllum

ulmarium(Kazuneetal.,1990),Gandermaapplantantum(Usuietal.,1983)등으

로부터 얻은 유효성분 항암효과를 나타내는 것이 단백 다당체라고 알려져 있

다.이들 단백다당체는 종양에 한 생체고유의 방어력을 높여 으로서 간 으

로 종양세포를 지하고,암세포나 병균을 직 사멸시키는 식세포의 수를 증

가시킨다고 보고하 다(Fujietal.,1978).이런 항암기 은 세포면역반응의 진

에 기인한 것으로 비경구 투여,특히 복강내 주사시 유효하지만 경구투여시에는

효력이 없었다고 보고되었다(Chiharaetal.,1970;Shim etal.,1981).이에 비해

구름버섯의 단백다당체는 경구투여를 하여도 항암효과가 유효한 결과를 얻었다

고 보고되었다(Parketal.,1977). 한,한국산 담자균류 구름버섯,느타리버

섯,표고버섯,메꽃버섯,만년버섯 등의 자실체에서 추출한 항암성분 에서 가장

항암효과가 높은 것은 구름버섯이라고 보고하 다(Shim,1981).

버섯은 다양한 약리작용이 밝 지면서 항균활성물질에 한 연구들이 많이 보

고되어 왔다. Kavanagh et al.(1945)이 낙엽버섯의 일종인 Marasmius

conigenum으로부터 그람양성균에 한 강한 항균활성을 보이는 marasmicacid

A,B,C를 분리한 이래 재까지 약 100여종 이상의 항생물질이 보고되었다.

가축의 질병 유발 세균은 가축사료 등에 의해 장내로 유입되어 장내 미생물에

향을 주어 사료효율 하,증체율 감소,출하일령 지연 등으로 인한 경제 손
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실로 이어져 축산농가에 막 한 피해를 주는 것으로 알려져 있다 (Leeetal.,

1997).

구름버섯은 부터 가을에 걸쳐 활엽수의 썩은 기나 가지에 군생하고 세

계 으로 분포하여 생육시기와 장소에 구애받지 않고 쉽게 채취가 가능하며 민

간요법에 이용되어온 약용버섯이다.한편,제주지역을 심으로 량 생산 되고

있는 온주 감은 매년 생산량이 증하고 있으나,재배여건에 따른 지역 제한

때문에 감귤에 한 연구가 다른 분야에 비해 매우 미흡하다.이로 인해 감귤을

원료로 하는 가공제품의 생산에 심을 기울이고 있고,용도개발을 통한 고부가

치 제품을 생산하려는 노력을 하고 있다(Songetal.,1998).

본 연구에서는 유리당,유기산,무기질 등이 다량 함유된 감귤농축액을 배양배

지로 하여 구름버섯 균사체를 액체 배양한 배양추출물과 YM배지에서 배양한 구

름버섯 배양추출물을 이용하여 invitro에서 다양한 암세포에 한 항암효과 항

산화 효과를 비교 조사하 다. 한 구름버섯,목질진흙버섯,노루궁뎅이버섯의

균사체 배양액의 ethylacetate추출물의 가축질병 병원미생물균주와 kanamycin

과 ampicillin내성균주에 한 항균활성을 평가하 다.
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2.1.2.재료 방법

1)감귤농축액과 YM배지에서의 구름버섯 균사체 배양

평 배지의 구름버섯 균사체를 YM배지에 종하고 30℃에서 4일간 진탕 배양한

종균 10mL씩을 각각 100mL의 YM배지와 감귤농축액 배지(멸균증류수 :감귤

농축액 =9:1)에 종하여 30℃에서 6일간 진탕배양(150rpm,VisionScientific

Co.Korea)하면서 균사체 생장을 비교하 다.균사체 생장은 배양 후 Whatman

filterpaper#4로 여과한 후 80℃에서 24시간 건조하여 건조 량을 측정하 다.

2)발효조를 이용한 구름버섯균사체 배양 배양추출물의 제조

평 배지의 구름버섯 균사체를 상기의 YM배지에 종하고 30℃에서 3일간 배

양한 종균을 homogenizer로 균질화 하여 7Ljarfermentor(HanilCo.Korea)를

이용하여 workingvolume4L의 YM배지와 감귤농축액에 각각 종량이 10%

(v/v)되게 종하여 통기량 1vvm으로 30℃에서 7일간 배양하 다.배양완료 후

발효조의 온도를 100℃로 조정하여 3시간 동안 열처리하여 추출한 다음 filter

paper(WhattmanNo.2)로 여과하여 그 여액을 구름버섯 배양추출물로 하여 실험

에 사용하 다.

조구로 이용된 목질진흙버섯,노루궁뎅이버섯의 균사체 배양도 상기의 방법

으로 배양 후 추출하 고,배양하지 않은 감귤농축액도 상기와 동일한 조건으로

열처리 한 후 여과하여 실험에 사용하 다.

3)암세포 배양배지

실험에 사용된 암세포는 HeLa(femalecervix adenocarcinoma),PC-3(male

prostate adeno carainoma), A-549(male lung carcinoma), HepG2(human

hepatoblastoma)세포를 원자력 병원 세포생물학연구실로부터 분양받아 액체질소

에 보 하면서 실험에 사용하 으며,세포배양은 T-75flask(TPP,Switzerland)
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로 37℃,5% CO2 incubator(NUAIRE Co,USA)에서 배양하 다.배지는 2

mg/mL sodium bicarbonate(Sigma,USA),10% Fetalbovine serum(FBS,

Gibco,USA)과 1% penicillin-streptomycin을 첨가한 RPMI1640(Gibco,USA)배

지를 사용하 다.

4)니트로사민 생성억제효과 측정

발암성인 니트로사민의 체내생성에 있어서 가장 직 인 생성인자가 아질산

으로서 이들 아질산을 효과 으로 제거하는 것이 니트로사민 생성억제에 직결되

므로 각 배양추출물 시료의 아질산염 소거능을 Leeetal.(2003)의 방법에 하여

측정하 다.즉,1mM NaNO2용액 2mL에 각 추출물 용액 1mL을 첨가하고,

여기에 0.1N HCl 0.2M Sodium citrate용액을 사용하여 반응용액의 pH를

각각 1.2,3.0 6.0으로 조정한 다음 반응용액의 최종 부피를 10mL로 하 다.

이를 37℃에서 1시간 반응시킨 다음 반응액을 각각 1mL씩 취하고 여기에 2%

aceticacid5mL,Griess시약(30% aceticacid에 각각 조제한 1% sulfanylic

acid와 1% naphthylamine을 1:1비율로 혼합한 것,사용하기 직 에 조제)0.4

mL를 가하여 잘 혼합시켜 15분간 실온에 방치시킨 후 흡 도를 520nm에서 측

정하여 잔존하는 아질산염량을 구하 다. 조구는 Griess시약 신 증류수를

0.4mL를 가하여 측정하 으며,아질산염 소거능은 100-[(시료첨가군의 흡 도-

시료의 흡 도/무첨가군의 흡 도-시료의 흡 도)×100]으로 나타내었다.

5)암세포 생육 해능 측정

배양한 각 암세포를 96wellplate에 1.5×10
4
cells/well로 100μL를 배양을 하

고 24시간 후 버섯배양추출물을 각 농도(1,5,10,20,40,60,80,100μL/mL)별

로 처리하여 습도는 95%,온도는 37℃를 유지하면서 48시간 동안 5% CO2

incubator에서 배양하 다.

MTT(3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyltetrazolium bromide)를 이용한

Cellviability assay는 배양종료 2시간 에 빛을 차 하고 cellproliferation
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assaysolution(CellTiter96
Ⓡ
AQueousCellProliferationAssay.PromegaCo.

USA)을 20mL/well을 처리하고,흡 도를 ELISA reader로 490㎚ 에서 측정

하여 조군의 흡 도와 비교하여 세포 증식율을 백분율로 환산하 다.

6)항균력 측정

버섯 균사체 배양 추출물의 항균력시험용 평 배지는 muellerhinton(Difco,

USA)배지를 사용하 고 한천배지확산법(discplatemethod)으로 측정하 으며

(Piddocketal,,1990)직경이 8mm인 paperdisc를 사용하 다.시험균주는 국

립수의과학검역원에서 분양 받은 돼지의 설사 유발균인 EscherichiacoliK88,

E.coliK99,E.coli987P와 양계의 설사 유발균인 Salmonellatyphimurium

1405P균주를 상으로 하 으며,항생제 내성균주는 kanamycin과 ampicillin에

내성을 갖는 StaphylococcusaureusCARM3230와 E.coliCARM1381균주를 서

울여자 학교 항생제내성균주은행에서 분양받아 사용하 다.
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2.1.3.결과 고찰

1)YM배지와 감귤농축액배지에서 구름버섯 균사체 생장 비교

YM배지와 감귤농축액 배지에서 구름버섯 균사체의 생육을 비교한 결과를

Fig.2-1에 나타내었다.

YM배지의 경우,배양 4일째 균사체 건조량이 5g/L로 최 성장을 보 으며,

구름버섯 균사체 증식에 반비례 으로 최종 pH는 감소하는 경향을 보이며,생장

율이 최 일 때 최종 pH는 4.4이었다.정지기에 도달되었을 때,최종 pH가 증가

하 다.이런 결과로 인해 구름버섯 균사체 증식은 배지의 pH에 상당히 의존

임을 알 수 있었다.

감귤농축액 배지의 경우,감귤에서 유리된 유기산의 향으로 pH가 약산성으

로 구름버섯 균사체 증식의 유도기가 YM배지의 유도기 보다 길었다.이는 구름

버섯이 pH에 한 내성을 유지하는 것으로 사료된다.그러나 배양시간이 지남에

따라 감귤 농축액의 낮은 pH에서도 구름버섯의 증식이 YM배지와 유사한 증식

을 이루어짐을 알 수 있었고,배양 5일째 균사체 건조량이 7g/L로 최 성장을

보 다.이러한 결과를 바탕으로 구름버섯 균사체를 발효조에서 량 배양하여

균사체 배양추출물을 제조하여 실험에 사용하 다.
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Fig.2-1.ComparisonofthecellgrowthofCoriolusversicolorontheYM

medium andthecitrusmedium.

●,CellgrowthofCoriolusversicolorinthecitrusmedium;○,FinalpH of

thecitrusmedium; ■,CellgrowthofCoriolusversicolorintheYM medium;□,Final

pHoftheYM medium.
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2)구름버섯 배양추출물의 아질산 제거 효과

구름버섯 배양추출물의 아질산 제거능에 한 결과를 Fig.2-2에 나타내었다.

Extract-Ⅰ,Ⅱ,Ⅲ에 한 pH 별 (pH 1.2,3,6)아질산염 제거능은 pH가 낮을

수 록 효과 이며,항산화 활성과 같은 결과로 감귤농축액에서 배양한 구름버섯

추출물이,감귤농축액 자체 는 YM배지에서 배양한 추출물 보다 아질산 제거

능이 가장 우수함을 보 다.pH 1.2에서 Extract-Ⅰ,Ⅱ,그리고 Ⅲ에 의한 아질산

염 제거능은 각각 67%,55%,34% 다.니트로사민의 구물질인 아질산염과

아민이 식품내에 리 존재하고 있으므로 이들을 함유하고 있는 음식물을 동시

에 섭취했을 때 니트로사민이 생성될 가능성 있다.특히,니트로사민은 산성 pH

에서 용이하게 생성되고 그 생성 최 pH가 인체의 의 pH 조건과 유사하므로

인체의 내에서 니트로사민의 생성이 매우 높다.Fig.3의 결과에서 배양추출물

의 아질산 제거능이 pH 1.2에서 가장 효과 으로 제거하 으므로 생체 내에서

아질산 제거능이 아주 효율 으로 작용할 것으로 사료된다.아질산 제거능이 우

수한 배양추출물을 아질산염과 아민이 존재할 수 있는 생체식품 가공식품과

함께 섭취하면 니트로사민에 의한 암의 발생을 방하는 데 도움을 수 있을

것으로 사료된다.
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Fig.2-2.Comparison ofnitritescavenging activity ofCoriolusversicolor

culture extracts obtained from the YM medium and the citrus extract

medium.

Extract-ⅠistheCoriolusvesicolorcultureextractobtainedfrom thecitrus

medium,Extract-Ⅱ istheCoriolusvesicolorcultureextractobtainedform

theYM medium,andExtract-Ⅲ istheun-inoculatedcitrusmedium.
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3)구름버섯 배양추출물에 의한 암세포 생육 해 효과

감귤농축액 배지에서 배양한 구름버섯 배양추출물(Extract-Ⅰ)과 YM배지에서

배양한 구름버섯 배양추출물(Extract-Ⅱ),그리고 종하지 않은 감귤농축액

(Extract-Ⅲ)을 농도별로 HeLa cell(자궁암세포),PC-3 cell( 립선암세포),

HepG2cell(간암세포)와 A-549cell(폐암세포)배양액에 처리하여 48시간 배양

한 후 암세포에 한 생육 해 효과를 Fig.2-3에 나타내었다.

Extract-Ⅰ은 모든 암세포의 생육을 히 해하 고, 해양상이 각각의 암세

포마다 약간의 상이성을 보 다.Extract-Ⅰ의 처리농도가 100 μL/mL 일 때,

HeLa세포,PC-3세포,HepG2세포,A-549세포의 생육 해율은 각각 75%,

82%,45%,82%이었다.Extract-Ⅰ에 의한 각 암세포의 생육 해를 일으키는

기 처리농도와 IC50은 암세포마다 상이한 결과를 나타내었다.

HeLacell의 생육 해를 일으키는 기농도와 IC50은 10μL/mL와 30μL/mL이었

고,PC-3cell의 경우는 40μL/mL와 70μL/mL이었고,HepG2cell은 20μL/mL

와 75 μL/mL이었으며,A-549cell은 20 μL/mL와 40 μL/mL이었다.따라서,

Extract-Ⅰ에 의한 항암효과는 HeLacell,A-549cell,PC-3cell,HepG3cell순

으로 항암활성이 높게 나타남을 알 수 있었다.한편,YM배지에서 배양한 구름버

섯 배양추출물(Extract-Ⅱ)은 4종류의 암세포 에서 HeLacell에 해서만

한 생육 해를 나타내었다.

생육 해를 일으키는 기농도와 IC50은 40 μL/mL와 70μL/mL이었고,생육

해율은 66%이었다. 종하지 않은 희석 감귤농축액인 Extract-Ⅲ의 암세포

생육 해는 4종류의 암세포 에서 거의 일어나지 않았다.
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Fig.2-3.Inhibition ofcancercellgrowth by Coriolus versicolorculture

extractsobtainedfrom theYM medium andthecitrusmedium.

●,theun-inoculatedcitrusmedium (Extract-Ⅲ);■,thecoriolusversicolor

cultureextract(Extract-Ⅱ)obtainedfrom theYM medium;◆,thecoriolus

versicolorcultureextract(Extract-Ⅰ)obtainedfrom thecitrusmedium.
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4)버섯 배양추출물에 의한 항균활성

각 버섯의 균사체 배양액으로부터 얻어진 ethylacetate추출물의 양은 구름버

섯의 경우 1,550mg,목질진흙버섯의 경우 610mg,노루궁뎅이버섯의 경우 760

mg으로,목질진흙버섯이나 노루궁뎅이버섯에 비해 구름버섯 균사체 배양 추출물

이 2배정도 높게 나타났다.이들 추출물을 살균 증류수에 녹여 disc당 10mg

되게 동일하게 처리하여 항균 실험에 사용하 다.가축 설사유발 병원균을 상

으로 실험하 고 항균실험의 조군으로서는 기존 항생제인 ampicillin과

kanamycin을 disc당 12.5μg되게 처리하 으며,항생제 내성 균주에 한 항균

실험에서는 각 각 disc당 25μg되게 처리하 다.한천배지 확산법을 이용하여 4

종의 가축 설사유발 병원균을 상으로 항균활성을 검색한 결과를 Table2-1과

Fig.2-3의 (A)와 (B)에 나타내었다.목질진흙버섯 노루궁뎅이버섯 균사체 배

양 추출물은 가축 설사 유발 병원균에 해 유사한 생육 지능을 나타낸 반면

구름버섯 추출물을 첨가한 군에서는 높은 수치의 항균활성을 나타내었다.이는,

Kim etal.(2003)이 보고한 표고버섯 자실체의 물 에탄올 추출물의 일반 병원

성 세균인 S.aureus,E.coli,S.typhimurium에 한 항균활성(추출물 43.1

mg/disc)결과에 비해 높은 항균활성을 보여주었으며(Table 2-1),Choiet

al.(2003)과 Leeetal.(2003)이 보고한 오배자 소목유래의 추출물에 한 항균

활성의 효과와 유사한 경향을 보 다.이러한 결과는 이들 세 가지 버섯류의 모

두 기존 항생제를 체하여 가축사료 첨가제로 사용할 수 있는 가능성이 있고,

특히,구름버섯 배양 추출물의 경우 그 가능성이 높은 것으로 사료된다.
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Table2-1.AntibacterialactivitiesofthemycelialcultureextractsofCoriolus

versicolor,Phellinuslinteus,andHericium erinaceusagainstKoreanisolates

oflivestockdiarrhea-causingbacteria

Strains

Inhibitionzone(mm)
a)

Coriolus

versicolor

Phellinus

linteus

Hericium

erinaceus

EscherichiacoliK88 16 11 10

EscherichiacoliK99 14 10 10

Escherichiacoli987P 15 12 11

Salmonellatyphimurium 1405P 13 10 10

a)
CellsweregrownonLBplatesfor24hat37

o
Cafter10mgeachofethyl

acetateextractofmushroom liquidcultureswasabsorbed intopaperdisc(8

mm indiameter)andthenthediameter(mm)ofthegrowthinhibitionzone

wasmeasured.Thevalueswerethemeanoftriplicates.
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5)버섯 배양추출물에 의한 항생제 내성균에 한 항균활성

버섯 배양 추출물의 항생제 내성균에 한 항균활성을 검색한 결과를 Table

2-2와 Fig.2-3의 (C)와 (D)에 나타내었다.기존 항생제인 ampicillin과 kanamycin

(12.5μg/disc)에 해 항생제 내성 균주인 StaphylococcusaureusCARM3230와

E.coliCARM1381는 생육 해를 받지 않은 반면,상황,노루궁뎅이버섯,구름버

섯 균사체 배양 추출물 모두 한 항균 활성을 나타냈으며,특히,구름버섯 배

양 추출물의 경우,가축 설사 유발 세균에 한 경우와 마찬가지로 가장 높은 항

균 활성을 보 다.이러한 결과는,이들 버섯류로부터 항생제 내성균을 억제할

수 있는 신규 항균성 물질의 발견 가능성을 보여 주며 특히,항생물질의 남용으

로 인해 기존 항생물질의 처리에 의해 제어되지 않는 다제내성 균의 출 빈도가

외국에 비해 월등히 높은 우리나라의 실에서 매우 의미 있는 연구결과라 사료

된다.
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Table2-2.AntibacterialactivitiesofthemycelialcultureextractsofCoriolus

versicolor,Phellinus linteus,and Hericium erinaceus against antibiotic

resistantbacterialstrains

Strains

Inhibitionzone(mm)
a)

Coriolus

versicolor

Phellinus

lenteus

Hericium

erinaceus
Ampicillin Kanamicin

Escherichiacoli

CARM1381
16 12 11 0 0

Staphylococcusaureus

CARM3230
18 13 12 0 0

a)
CellsweregrownonLBplatesfor24hat37

o
Cafter10mgeachofethyl

acetateextractofmushroom liquidcultureswasabsorbed intopaperdisc(8

mm indiameter)andthenthediameter(mm)ofthegrowthinhibitionzone

wasmeasured.Thevalueswerethemeanoftriplicates. Kanamycinand

ampicillin(12.5μgperdisc)wereusedasreferences.
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(A) (B)

(C) (D)

Fig.2-4.AntibacterialactivitiesofthemycelialcultureextractsofCoriolus

versicolor,Phellinuslinteus,andHericium erinaceusagainstKoreanisolates

oflivestockdiarrhea-causingbacteriaandantibioticresistantbacterialstrains.

(A),E.coliK88;(B),S.typhimurium;(C),E.coliCARM1381;(D),S.aureus.

CARM3230.

1,Coriolus versicolor; 2,Hericium erinaceus; 3,Phellinus linteus; 4,

ampicillin;5,kanamycin.
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2.1.4.요약

감귤농축액배지 는 YM배지에서 구름버섯을 배양했을 때 보다 감귤농축액에

구름버섯을 배양하 을 때 그 배양추출물의 아질산 제거능 항암효과가

히 상승하는 결과를 나타냄을 알 수 있었다.이는 희석 감귤농축액에 구름버섯을

배양하는 동안에 균사체외에서 감귤농축액에 함유 되어 있던 물질이 생물 환

(bioconversion)되었거나 균사체내에 새로운 사산물이 축 되었거나 기존 활성

물질의 생합성이 더욱 증가하여 축 된 결과일 것으로 사료된다.

구름버섯,목질진흙버섯,노루궁뎅이버섯의 균사체 배양액의 ethylacetate추출

물이 돼지와 가 류의 설사 유발 세균류인 E.coliK88,E.coliK99,E.coli

987P와 S.typhimurium 1405P균주에 하여 항균활성을 보 으며,특히 구름버

섯 추출물은 가장 높은 항균활성을 보 다.한편,kanamycin과 ampicillin에 해

내성을 보이는 S.aureusCARM3230과 E.coliCARM1381균주에 해서도 세

가지 버섯 배양 추출물 모두 항균활성을 보 으며,특히,구름버섯 추출물은 가

장 높은 항균활성을 보 다.이는,이들 버섯 균사체 배양 추출물이 기존 항생제

체용으로 가축 사료에 첨가제로 사용될 수 있다는 가능성을 보 으며, 한 이

들 버섯류로부터 항생제 내성균을 억제할 수 있는 신규 항생물질의 탐색을 한

기 자료로서 활용될 수 있으리라 사료된다.
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제2 항균활성물질 분리정제

2.2.1.서론

1930년 페니실린이 발견되어 여러 세균,특히 포도상구균(Staphylococcus

aureus)에 높은 항균력을 보여 세균감염 치료에 지 한 역할을 했으나,항생제

내성으로 효력이 곧 사라지게 되었다.메티실린이 도입되면서 포도상구균 감염증

의 치료에 크게 기여해 왔으나,1961년 국에서 메티실린 내성 포도상구균

(methicillin-resistantStaphylococcusaureus,MRSA)이 처음 보고되었고,1970

년 호주에서 MRSA에 의한 집단발생이 보고된 이후 세계 으로 계속 발생

하고 있다(Lockleyetal.,1982;Crowford,1995).Gram 양성 구균인 S.aureus

는 수술부 의 감염,폐렴 등 병원 내 감염을 일으키는 균으로 알려져 있으며,

장염을 일으키고 다발성 장 궤양과 천공을 래하며(Francis,1995;Hanetal.,

1999),피부연조직 감염증,골 염,폐렴,균 증 등 증 감염증을 일으키는 병

원체이고,Gram 음성 간균인 Pseudomonasaeruginosa는 조직의 염증을 일

으키는 가장 일반 인 병원균으로 피부, , ,귀,요도 ,심장 등의 질병의 원

인이며,특히 면역력이 약화되어 있는 환자에게 치명 이다(Kielhofneretal.,

1992).특히,MRSA는 methicillin 뿐 만 아니라 cephalosporin,ampicillin,

kanamycin,oxacillin 등 다양한 항생제에 내성을 나타내고,Pseudomonas

aeruginosa등 많은 병원균도 여러 항생제에 복합 인 항생제 내성을 보이는 것

으로 보고되고 있어 이들에 감염되면 질병유발율과 사망률이 높은 편이며(Cohen

etal.,1991;Troilletetal.,1997),우리나라에서도 1980년 부터 여러 병원에서

MRSA 발생이 보고되고 왔고,최근에는 여러 항생제에 내성을 보이는 균주들의

출 빈도가 증가하고 있어,이들 다제내성균들을 제어할 새로운 항생제의 개발이

시 한 사회 심사로 두되고 있는 실정이다.내성균 출 문제와 함께 장

장애,피부 발진,독성 등 기존 항생제의 부작용 한 심각한 문제가 되고 있어,

기존 항생물질과 같은 효과를 가지며 인체에 해 무해한 항균물질을 천연물로

부터 개발하기 한 연구가 활발히 진행되고 있다.

버섯의 항균성(Vogeletal.,1974),항암효과(Ikekawaetal.,1969) 효소

(Eunetal.,1989;Impoolsupetal.,1982)등에 한 연구가 활발해지면서 버섯
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유래 생리활성물질에 한 심도가 높아지고 있다.

본 연구에서는 감귤 농축액을 배지로 배양한 구름버섯 균사체 배양액의 ethyl

acetate추출물이 복합 항생제 내성균주인 P.aeruginosaCCARM2171에도

한 항균활성이 있음을 확인하여,S.aureusCCARM3230에 한 항균활성과 비

교하고,그 활성물질을 정제하 다.
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2.2.2.재료 방법

1)시험 균주 배양

시험균주는 kanamycin과 ampicillin에 내성을 갖는 Staphylococcus aureus

CCARM3230과 cefotaxime,cefotaxime,gentamycin,norfloxacin,piperacillin등에

내성을 갖는 PseudomonasaeruginosaCCARM2171균주를 서울여자 학교 항

생제내성균주은행에서 분양받아 사용하 다.

2)항균활성측정

항균력 시험은 Difco사의 muellerhinton(DetroitMichigan,USA)평 배지에

시험균액을 직 도말하고,디스크 확산법(discplatemethod)으로 측정하 다.

3)항균물질의 분리 정제

항균활성 물질을 정제하기 해, dichloromethane(DCM)에 녹인 Ethyl

acetate(EA)추출물을 MerckSilicaGel60(particlesize:0.063-0.2mm)이 충진

된 glass column(2.5×15 cm)에 올리고, column의 두 배 부피의 DCM,

DCM:Methanol(9:1,8:2,6:4,1:9,v/v)로 순차 으로 용출한 다음 Methanol

(100%),EA(100%)로 용출하 다(Fig.2-5).얻어진 각 분획물을 회 감압농축기

로 농축하고 동결건조 한 후,동량의 건조 분획물을 10% Dimethylsulfoxide

(DMSO)에 각 각 녹여 S.aureusCARM3230균주에 해 디스크 당 10mg되

게 처리하여 디스크 확산법으로 항균활성을 비교하 다.

4)HPLC분석

항균활성이 있는 각 분획물을 HPLC로 분석하여 분획별 활성물질을 확인하여

정제 여부를 확인하 다.각 활성 분획물을 methanol에 녹이고 0.45μm syringe

filter로 여과한 후, Luna5μLsilicacolumn(250×4.6mm,Phenomenex,USA)

이 장착된 HPLC(P680HPLC system,DionexCO,USA)를 이용하여 10μL를

injection하여 1.0mL/min속도로 acetonitrile/methanol(6:4,v/v)용매로 20분간

isocraticmode로 용출하면서,ELSD(EvaporativeLightScatteringDetecter,

Alltech,USA)검출기로 Drifttubetemperature90℃,gasflow 2L/min조건에

서 분석하 다.
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Coriolus versicolor Liquid culture 

Ethyl acetate extraction (1:1, v/v)

Ethyl acetate extract Aqueous phase

Silica gel column chromatography

DCM DCM / MeOH
9 : 1(v/v)

DCM /MeOH
8 : 2(v/v)

DCM / MeOH
6 : 4(v/v)

DCM /MeOH
1 : 9(v/v)

EA (100%) MeOH (100%) 

Hot water extraction (90-95℃, for 3 hr)

Water extract

Filtration (Whatman#3)

Coriolus versicolor Liquid culture 

Ethyl acetate extraction (1:1, v/v)

Ethyl acetate extract Aqueous phase

Silica gel column chromatography

DCM DCM / MeOH
9 : 1(v/v)

DCM /MeOH
8 : 2(v/v)

DCM / MeOH
6 : 4(v/v)

DCM /MeOH
1 : 9(v/v)

EA (100%) MeOH (100%) 

Hot water extraction (90-95℃, for 3 hr)

Water extract

Filtration (Whatman#3)

Fig.2-5.Procedureforextractionandpurificationofantibioticsubstancefrom

the Coriolus versicolor mycelial liquid cultures grown in 10% citrus

medium.
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2.2.3.결과 고찰

1)다제내성균주에 한 항균활성

감귤농축액을 배지로 하여 구름버섯 균사체를 배양한 후 배양추출물로부터 얻

어진 ethylacetate추출물의 다제내성균주(multidrugresistantbacteria)에 한

항균활성을 디스크 확산법으로 측정하 다.Fig.2-4과 Table.2-3에 나타낸 바

와 같이,항균실험의 조군으로서 기존 항생제인 ampicillin과 kanamycin(12.5μ

g/disc)에 해 항생제 내성 균주인 S.aureusCARM3230와 P.aeruginosa

CCARM217모두 생육 해를 받지 않은 반면,추출물을 디스크 당 12.5mg으로

처리하 을 때,P.aeruginosaCCARM2171는 평균 12mm(Fig.2-4)의 생육

해를 보 으며,S.aureusCCARM3230에 해서는 17mm의 증식 해를 보여

(Fig.2-4),구름버섯 균사체 배양액의 ethylacetate추출물이 시험 균주 모두에

서 한 항균활성을 보 다.이러한 결과는 표고버섯 자실체의 물 에탄올

추출물의 일반 병원성 세균인 S.aureus,E.coli,S.typhimurium,에 한 항균

활성(추출물 43.1mg/disc)결과에 비해 높은 항균 활성이 있는 것으로 나타났다

(Kupka etal.,1979).그러나,Leeetal.,(2005)이 보고한 감 의 CHCl3과

hexane추출물 2mg/disc이 methicillin내성균인 MRSA균주에 13-16mm의 생

육 해를 나타낸 결과보다는 약간 낮은 활성을 보 으며,Parketal.,(2001)이

보고한 복분자 추출물(10mg/disc)이 16.6mm의 생육 해를 나타낸 결과와 오배

자(Choi,2003) 소목유래(Lee,2003)의 추출물에 한 항균활성의 효과와는 유

사한 경향을 보 다.

2)항균물질의 분리 정제

감귤농축액에서 배양한 구름버섯 균사체 배양액으로부터 항생제 내성균에 한

항균활성물질의 분리 정제 과정을 Fig.2-5에 나타냈다.균사체 배양액의 열

수 추출물에 동일 부피의 ethylacetate로 처리하여 얻어진 추출물을 SilicaGel

60columnchromatography로 분획하고 각 분획물에 해 디스크 확산법 (10

mg/disc)으로 S.aureusCARM3230균주에 한 항균활성을 측정한 결과,DCM

분획물과 MeOH 분획물,EA 분획물에서는 항균활성이 보이지 않았으나,
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DCM:MeOH(9:1,v/v)의 용매조건으로 용출한 분획물의 항균활성이 14.5mm로

다른 분획물과 비교했을 때 가장 높았다.DCM:MeOH(8:2,v/v)의 용매로 용출된

분획물의 항균 효과는 4mm로 약했으며,6:4(v/v)인 경우는 1.5mm로 미약하

고,1:9(v/v)의 용매 분획물에는 항균활성을 보이지 않았다(Fig.2-6).

항균활성이 가장 높은 DCM:MeOH(9:1,v/v)분획물의 정제도를 알아보기

해 HPLC시스템으로 분석한 결과,조정제물인 EA 추출물에서는 retentiontime

이 각각 3.879(peaka),4.267(peakb)에서 두 개의 majorpeaks가 검출되었다

(Fig.2-8).그러나 EA 추출물을 silicagelchromatography로 분획하고 각 분획

물 항균활성이 가장 높았던 DCM:MeOH(9:1,v/v)분획물에서는 retention

time이 3.703분에서 단일 피크로 검출되었다(Fig.2-7).결과 으로 두 개의 주요

물질 항균활성 물질이 3.703분에서 단일 피크로 검출되는 (a)peak의 물질이

며,이 활성물질이 높은 순도로 정제되었음을 보 다(Fig.2-7).

S.aureusCCARM3230은 ampicillin,kanamycin,oxacillin,methicillin에,P.

aeruginosa CCARM2171은 ampicillin,kanamycin,cefotaxime,gentamycin,

norfloxacin,piperacillin등의 항생제에 해 복합 인 내성을 보이는 복합 내성

균주들로서,본 추출물이 이들 다제내성 균주들에 해 한 항균 활성을 보인

것은 새로운 항균물질로서의 가능성을 보여주는 것으로 사료되었다.

P.aeruginosaCCARM2171과 S.aureusCCARM3230균주 모두에서 한

항균활성을 나타낸 것은 본 추출물의 활성물질이 범 항균 스펙트럼을 갖는

신규의 항생물질로 개발될 수 있는 가능성을 보 다.이러한 결과는,특히,항생

물질의 남용으로 인해 기존 항생물질에 해 내성 다제내성균의 출 빈도가

외국에 비해 월등히 높은 우리나라의 실에서 매우 의미 있는 연구결과라 사료

된다.
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Table2-3.AntibacterialactivitiesoftheethylacetateextractofCoriolus

versicolorliquid cultures grown in 10% citrus medium againstantibiotic

resistantbacterialstrains.

Strains
Inhibitionzone(mm)a)

EthylacetateextractofCoriolusversicolor Ampicillin Kanamicin

Pseudomonasaeruginosa

CCARM2171
12 0 0

Staphylococcusaureus

CARM3230
17 0 0

a)
CellsweregrownonMH platesfor24hat37

o
C aftertheethylacetate

extractof Coriolus versicolor liquid cultures was absorbed into paper

disc(12.5mg/8mm disc)andthenthediameter(mm)ofthegrowthinhibition

zonewasmeasured.Kanamycin and ampicillin(12.5㎍/disc)wereused as

references.Thevalueswerethemeanoftriplicates.
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Fig.2-6.Antibacterialactivitiesoftheethylacetateextractofthemycelial

liquid cultures of Coriolus versicolor grown in 10% citrus medium

againstKoreanisolatesofantibioticresistantbacterialstrains.

(A)P.aeruginosaCCARM2171;(B)S.aureusCCARM3230.

1,ethylacetateextractofCoriolusversicolor(12.5mg/disc);2,ampicillin

(12.5ug/disc);3,kanamycin(12.5ug/disc).
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Fig.2-7.Antibacterialactivitiesofeachfractionelutedfrom thesilicagel

column.

TheethylacetateextractsoftheCoriolusversicolormycelialliquidcultures

grownin10% citrusmedium weredissolvedindichloromethane,appliedto

Silica Gel 60 column, and eluted with mixtures of solvents: 1,

dichloromethane(DCM);2,DCM/methanol(MeOH)(9:1,v/v);3,DCM/MeOH(8:2,

v/v);4,DCM/MeOH(6:4,v/v);5, DCM/MeOH(1:9,v/v);6,MeOH(100%);7,

ethylacetate(100%).Theantibacterialactivityofeachfractionwasdetermined

by measuring the inhibition zones created on the growth ofS.aureus

CCARM3230.
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Fig.2-8.HPLC analysisofthemostactivefractionfrom theSilicaGel60

columnforevaluatingthedegreeofpurification.
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2.2.4.요약

구름버섯 균사체를 감귤농축액에서 7일간 배양한 배양액을 열수 추출한 후 균

사체 잔사를 제거하고,동량의 ethylacetate(v/v)로 추출하 다.추출물을 10%

DMSO에 녹여 디스크 확산법으로 MRSA 균주인 S.aureusCCARM3230와 P.

aeruginosaCCARM2171에 균사체추출물을 12.5mg/disc로 처리하여 항균활성을

조사한 결과,S.aureus CCARM3230네 해서는 17 mm,P.aeruginosa

CCARM2171에 해서는 12mm의 생육 지환을 보 다.본 추출물을 silicagel

chromatography로 분획하고 각 분획물에 해 디스크 확산법(10mg/disc)으로

S.aureusCARM3230균주에 한 항균활성을 측정한 결과,DCM:MeOH (9:1,

v/v)의 용매조건으로 용출한 분획물의 항균활성이 14.5mm로 다른 분획물과 비

교했을 때 가장 높았으며,활성물질이 높은 순도의 단일 물질로 정제되었음을

HPLC 시스템으로 확인하 다. P. aeruginosa CCARM2171과 S. aureus

CCARM3230균주 모두에서 한 항균활성을 나타낸 것은 감귤농축액으로 배

양한 구름버섯 균사체 배양 추출물의 활성물질이 범 항균 스펙트럼을 갖는

신규의 항생물질로 개발될 수 있는 가능성을 보여주는 것으로 사료되었다.
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제3장 수종 약용 버섯균사체의 배양특성 혼합배양 특성

3.1서론

구름버섯 (Coriolusversicolor)은 일명 운지버섯이라고도 불리며 통 으로

건강보조식품이나 민간치료약으로 이용되었으며,구름버섯의 일반성분은 수분

5.62%,단백질 4.20%,탄수화물 65.09%,섬유질 23.24%,회분 6.37%,지방질

1.10%을 함유하고 있다(Mauetal.,2001).구름버섯의 특수성분인 핵산과 아미노

산,다당류,스테로이드 등이 보고되었고(Cuietal.,2003;Yokokawa,1980).구

름버섯 균사체 액체배양액에서 추출한 단백다당체의 구성성분은 다당체 42.2%,

단백질 10.5%라 하 다(Leeetal.,1992).

지(Ganodermalucidum)은 다공균과 불로 속에 속하는 담자균으로서 항균,

항바이러스,콜 스테롤 하, 압강하,항 ,면역증강 항종양작용등을 나

타내는 약효성분이 보고되었고(Jang, 1992), 표고(Lentinus edodes)에서는

hyocholesterol성 물질인 lentinacin과 항암성 물질인 lentinan을 생성하며 polyene

계의 항균활성,항바이러스 작용이 있는 물질이 알려져 있다(Chihara etal.,

1971).

표고버섯(Lentinusedodes)의 약리효과는 자실체뿐만 아니라 액체배양액에서

도 여러 효능을 가지는 물질이 보고되었는데 자실체 배양액에 존재하는 다당

체가 종양에 한 생체고유의 방어력을 높여 으로써 간 으로 종양세포의 증

식을 해하거나(Chihara,1985),암세포나 병원성균을 직 사멸시키는 역할을 하

는 식세포의 수를 증가시키는 작용한다는 보고가 있다(Takehara,1975).

목질진흙버섯으로 알려진 P.linteus와 P.igniarius가 Phellinus속의 균종 에

서도 매우 강력한 종양 지율을 나타내는데,이들의 자실체 추출물이 각각

96.7% 87.4%의 높은 항암능을 나타내는 것으로 보고되어 있다(Ikekawa,et

al.,1986;Shibataetal.,1968).

그 외 박 등(1999)은 노루궁뎅이버섯(Hericium erinacium)의 약효가 신체의

면역기능을 강화시키고 궤양,십이지장 궤양,만성장염 암,식도암의 치료
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에도 효과 이라 보고 하 고,차가버섯(Inonotusobliquus)은 다른 약용버섯과

마찬가지로 항종양 활성을 나타내는 다당체를 많이 함유하고 있고(kahlosetal.,

2002),꽃송이버섯(Sparassiscrispa)에 많이 함유된 성분이 활성화 된 백 구의

수를 증가시킴으로써 세포조직의 면역기능이 향상되어 항암효과, 당량을 조

함으로써 항당료, 압조 작용 등의 효과(Ohnoetal.,2002;2003)가 알려져있

다.

본 연구에서는 통 인 약용버섯으로 알려져 있는 목질진흙버섯,번데기동충

하 ,구름버섯,꽃송이버섯,신령버섯,차가버섯,표고버섯,노루궁뎅이버섯, 지

버섯균사체의 최 온도, 양 요구성,배양기간 등의 배양 특성에 해 조사

하 다.
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3.2.재료 방법

3.2.1.평 배양

온도 pH실험에는 PDA YM agar평 의 앙에 종원으로 사용할 균

사의 선단을 내경 6㎜의 corkborer로 취하여 종하 으며,온도 실험을 제외하

고 28±1℃의 항온배양기에서 암 배양하 다.

3.2.2.액체배양

각각의 액체배지는 300mL삼각 flask에 100mL씩 분주하여 고압 멸균하

다.공시균주 균사체를 Corkborer(6㎜)로 5개씩 떼어서 종하 다. 배양은

120rpm의 회 수에 온도는 20∼35℃사이에서 진탕배양을 하 으며,실험 배양

균에 따라 7일에서 15일까지 배양하 다.

3.2.3.균총의 신장직경

정온도 pH실험에서 일정 기간 배양 후 종된 균사 편의 심의 직교하

는 수직선과 수평선을 평 배지인 페트리디쉬의 면에 유성펜으로 종축과 횡축

의 직경을 24시간 단 로 측정하여 두 값을 평균하여 균총의 신장직경(mm/day)

을 조사하 다.

3.2.4.균사체의 건조 량

배양된 균사체 탁액을 Whatmanpaper2(110mm)로 걸러 균사체와 배양액

을 분리한 다음 균체에 잔류하는 배지성분을 제거하기 하여 증류수로 충분히

세척한 후 60℃의 항온기에서 24시간 건조하여 건조균체량 (g/L)으로 환산하여

나타내었다.

3.2.5.세포외 다당체 함량

배양액을 여과하여 여과액과 균사체를 분리한 다음 균사체는 버리고 여과액을

모아 감압 농축기로 1/10로 농축한 후 3배량의 ethanol을 가하여 4℃에서 24시간

방치하 다.생성된 침 물을 8,000rpm에서 30분간 원심분리로 수거한 뒤 증류
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수로 2회 세척한 후 동결 건조하여 세포외 다당체 (g/L)를 얻었다

3.2.6. 양 요구성

1)탄소원

9균주의 균사생장에 합한 탄소원을 선발하기 하여 YM medium를 기본배

지로 하여 glucose외 9종의 탄소원을 각각 2% (W/V)농도로 첨가하여 배지를

조제하 다.

2)질소원

균사생장에 합한 질소원을 선발하기 하여 YM medium를 기본배지로 하

여 yeastextract외 12종의 유기·무기질소원을 각각 0.5% (W/V)농도로 첨가하

여 배지를 조제하 다.

3)무기염류

균사생장에 합한 무기염류를 선발하기 하여 YM medium를 기본배지로 하

여 K2HPO4외 7종의 무기염류를 각각 0.1% (W/V)농도로 첨가하여 배지를 조제

하 다.

4)배양기간

배양온도 27℃,교반속도 200rpm, 종량 5%로 하 고 250mL삼각 라스크

에 배지액량 100mL로 하여 배양하 으며 기 pH는 조 하지 않고 10일간 배

양을 실시하 다.
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3.3결 과 고찰

3.3.1.균사생육환경조건

1)최 온도

9균주의 균사생장에 미치는 온도의 향을 조사한 결과(Fig.3-1),구름버섯은

25℃ 후의 조건에서 배양이 완료되었고,신령버섯과 노루궁뎅이버섯,꽃송이버

섯은 20∼25℃에서 균사생장이 우수하 으며,목질진흙버섯과 지버섯,표고버

섯은 25～30℃에서 균사의 생장이 우수하 다. 한 번데기동충하 와 차가버섯

은 25℃에서 균사생장이 우수하게 나타났다. 체 으로 25℃ 후에서 균사의 생

장이 우수하게 나타났으며 20∼30℃정도의 조건에서 균사생장이 가능하 다.이

는 부분의 버섯류 생육 최 온도가 25∼30℃범 로 알려진 것과 잘 일치 하

다.

2)pH

기pH의 향을 조사한 결과,표고버섯은 pH 4의 산성조건에서 균사생장이

우수하 고,pH 5의 약산성조건에서는 구름버섯,꽃송이버섯, 지버섯,노루궁뎅

이버섯이 균사성장이 우수하 으며,pH 6이상에서는 신령버섯,번데기동충하 ,

차가버섯에서 균사생장이 우수하 다.pH 7정도의 성조건에서는 상황버섯이

균사생장이 우수하 다. 체 으로 pH 4.5～6.5의 넓은 약산성의 범 에서 균사

생장이 우수하 고(Fig.3-2),번데기동충하 균사체만이 pH 6이상의 조건에서

균사의 생장속도가 차이를 보 는데 이는 pH6.0～8.0에서 균사 생장이 양호하다

는 보고(성 등,2002)와 일치하 다.
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Fig.3-1.Effectoftemperatureonmycelialgrowthofdifferentfungalspecies.

CV,Coriolusversicolor;AB,Agaricusblazei;CM,Cordycepsmilitaris;PL,

Phellinuslinteus;IO,nonotusobliquus;SC,Sparassiscrispa;GL,Ganoderma

lucidium;HE,Hericium erinacium;LE,Lentinusedodes;■,15℃;□,20℃

▒,25℃;▥,30℃;▤,35℃.
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Fig.3-2.EffectofpHonmycelialgrowthofdifferentfungalspecies.

CV,Coriolusversicolor;AB,Agaricusblazei;CM,Cordycepsmilitaris;PL,

Phellinuslinteus;IO,nonotusobliquus;SC,Sparassiscrispa;GL,Ganoderma

lucidium;HE,Hericium erinacium;LE,Lentinusedodes;■,pH 3;□,pH 4;

▒,pH5;▥,pH6;▤,pH7;▨,pH8.
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3) 양요구성

가)탄소원

탄소원은 세포구성성분의 50%를 차지하고 있어 균사체 증식에 있어서 구성

성분이 될 뿐만 아니라 증식에 필요한 에 지원으로 작용하므로 각 균주에 한

정탄소원을 규명하여 배양의 효율을 높일 수 있을 것이다.

각 탄소원에 한 9균주의 균사생장에 미치는 향을 조사한 결과 Fig.3-3.

Fig.3-4,Fig.3-5과 같았다.

구름버섯의 경우 mannitol을 첨가한 배지에서 균체량이 가장 우수하 다.그리

고 galactose,xylose에서 비교 높은 균체량이 형성되었고 그 외의 탄소원에서

도 균사생장에는 비교 우수하 으며,세포외 다당체 생성에서는 solublestarch

에서 비교 높은 세포외 다당체를 형성하 다.

신령버섯에서는 mannose가 가장 높은 균체량이 형성되었고,fructose,glucose

에서도 비교 높은 균체량이 형성된 반면,sucrose,maltose에서는 균사생장이

낮게 나타났다.세포외다당체 형성은 glucose,galactose,solublestarch에서 우수

하 다.

번데기동충하 에서는 sucrose가 가장 높은 균체량을 형성되었고 glucose,

solublestarch에서 높은 균체량이 형성된 반면,mannitol,fructose에서는 탄소원

첨가 효과가 나타나지 않았다.세포외 다당체 형성은 solublestarch,xylose에서

우수하 고,다른 균에 비해 세포외 다당체 형성도 우수하게 나타났다.

목질진흙버섯의 경우 soluble starch에서 가장 높은 균체량이 형성되었고,

xylose,maltose에서 비교 높은 균체량을 형성되었고, 체 으로 탄소원 첨가

효과가 있다.세포외 다당체 형성에서도 solublestarch에서 다당체형성이 우수하

다.

차가버섯의 경우 maltose에서 가장 높은 균체량이 형성되었고,sucrose,

mannitol에서 비교 높은 균체량을 형성되었다.그리고 세포외 다당체 형성에서

는 maltose,fructose에서 다당체 형성이 우수하 다.

꽃송이버섯에서는 mannitol에서 가장 높은 균체량이 형성되었고,maltose,

fructose,xylose에서 비교 높은 균체량을 형성되었고,세포외 다당체 형성에서
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도 mannitol에서 가장 높은 세포외 다당체가 형성되었다.정 등(2008)에 의하면,

꽃송이버섯은 dextrin,starch,mannitol등의 다당류는 잘 이용하지 못한다는 보

고와는 차이가 있었다.이는 배양방법의 차이,공시균주의 특성에 기인한 것으로

사료된다.

지버섯의 경우 soluble starch에서 가장 높은 균체량이 형성되었고,

mannose,maltose에서도 비교 높은 균체량을 형성되었고,세포외 다당체 형성

에서도 solublestarch,mannose,glucose에서 높은 세포외 다당체가 형성되었다.

노루궁뎅이버섯의 경우 glucose에서 가장 높은 균체량이 형성되었고,xylose,

mannose에서 비교 높은 균체량을 형성하 고,세포외 다당체 형성에서는

xylose,fructose에서 높은 세포외 다당체가 형성되었다.

표고버섯의 경우 mannitol에서 가장 높은 균체량이 형성되었고,solublestarch,

glucose에서 비교 높은 균체량이 형성되었으며,galactose에서 세포외 다당체

형성이 가장 우수하 다.

9종류의 버섯균사체의 탄소원을 조사한 결과 버섯의 종류에 따라 균사 생장에

합한 탄소원의 종류가 상이하여 정탄소원이 규명되어야 배양효율이 증 되

리라 사료된다.
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Fig.3-3.EffectofvariouscarbonsourcesonthemycelialgrowthofCoriolus

versicolor,AgaricusblazeiandCordycepsmilitaris.

■,Coriolusversicolor(driedcellweight);□,Coriolusversicolor(exo-polysaccharide);

▒,Agaricusblazeidriedcellweight);▥,Agaricusblazei(exo-polysaccharide),

▤,Cordycepsmilitaris(driedcellweight);▨,Cordycepsmilitaris(exo-polysaccharide).
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Fig.3-4.Effectofvarious carbon sources on the mycelialgrowth of

Phellinuslinteus,InonotusobliquusandSparassiscrispa.

■,Phellinuslinteus(driedcellweight);□,Phellinuslinteus(exo-polysaccharide);

▒,Inonotusobliquus(driedcellweight);▥,Inonotusobliquus(exo-polysaccharide);

▤,Sparassiscrispa(driedcellweight);▨,Sparassiscrispa(exo-polysaccharide).
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Fig.3-5.Effectofvarious carbon sources on the mycelialgrowth of

Ganodermalucidium,Hericium erinacium,Lentinusedodes.

■,Ganodermalucidium(driedcellweight);□,Ganodermalucidium(exo-polysaccharide);

▒,Hericiumerinacium(driedcellweight);▥,Hericiumerinacium(exo-polysaccharide);

▤,Lentinusedodes(driedcellweight);▨,Lentinusedodes(exo-polysaccharide).



-63-

나)질소원

9균주에 하여 질소원의 향을 검토하기 해 선발된 YM medium의 질소

원인 yeastextract 신에 9종의 질소원을 0.5%씩 첨가하여 실험을 수행한 결과

는 Fig.3-6,Fig.3-7,Fig.3-8과 같다.

구름버섯의 경우 yeastextract을 첨가한 배지에서 균사량이 가장 우수하 다.

그리고 soytone,maltextract에서 비교 높은 균체량이 형성되었고 무기태질소

에 비해 유기태질소에서 균사생장에는 비교 우수하 으며,세포외 다당체 생성

에서는 soytone에서 비교 높은 세포외 다당체를 형성하 다.

신령버섯에서는 soytone가 가장 높은 균체량이 형성되었고,trytone,yeast

extract에서도 비교 높은 균체량이 형성되었다.세포외 다당체 형성은 trytone

에서 다른 질소원보다 조 우수하 나 체 으로 질소원이 세포외 다당체 형

성에는 큰 향이 미치지 않는 것으로 보인다.

번데기동충하 에서는 yeastextract가 가장 높은 균체량을 형성되었고 malt

extract에서 비교 균체량이 형성되었고,세포외 다당체 형성은 maltextract,

peptone에서 우수하 다.

목질진흙버섯의 경우 maltextract에서 가장 높은 균체량이 형성되었고,yeast

extract에서 비교 높은 균체량을 형성되었고,세포외 다당체 형성에서도

peptone에서 다당체 형성이 가장 우수하 다.

차가버섯은 yeastextract가 가장 높은 균체량이 형성되었고,maltextract에서

비교 높은 균체량을 형성되었다.그리고 세포외 다당체 형성에서는 yeast

extract에서 다당체 형성이 우수하 다.

꽃송이버섯은 maltextract에서 가장 높은 균체량이 형성되었고,yeastextract,

peptone에서 비교 높은 균체량을 형성되었고,세포외 다당체 형성에서도 yeast

extract에서 가장 높은 세포외 다당체가 형성되었다.

지버섯은 yeastextract에서 가장 높은 균체량이 형성되었고,trytone,malt

extract에서도 비교 높은 균체량을 형성되었고,세포외 다당체 형성에서도

yeastextract,urea에서 높은 세포외 다당체가 형성되었다.

노루궁뎅이버섯은 yeastextract에서 가장 높은 균체량이 형성되었고,soytone,
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trytone에서 비교 높은 균체량을 형성하 고,세포외 다당체 형성에서도 yeast

extract에서 높은 세포외 다당체가 형성되었다.

표고버섯의 경우 maltextract에서 가장 높은 균체량이 형성되었고,peptone,

yeastextract에서 비교 높은 균체량이 형성되었으며,yeastextract에서 세포

외 다당체 형성이 가장 우수하 다.
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Fig.3-6.Effectofvarious nitrogen sources on the mycelialgrowth of

Coriolusversicolor,AgaricusblazeiandCordycepsmilitaris.

■,Coriolusversicolor(driedcellweight);□,Coriolusversicolor(exo-polysaccharide);

▒,Agaricusblazei(driedcellweight);▥,Agaricusblazei(exo-polysaccharide);

▤,Cordycepsmilitaris(driedcellweight);▨,Cordycepsmilitaris(exo-polysaccharide).
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Fig.3-7.Effectofvarious nitrogen sources on the mycelialgrowth of

Phellinuslinteus,InonotusobliquusandSparassiscrispa.

■,Phellinuslinteus(driedcellweight);□,Phellinuslinteus(exo-polysaccharide);

▒,Inonotusobliquus(driedcellweight);▥,Inonotusobliquus(exo-polysaccharide);

▤,Sparassiscrispa(driedcellweight);▨,Sparassiscrispa(exo-polysaccharide).
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Fig.3-8.Effectofvarious nitrogen sources on the mycelialgrowth of

Ganodermalucidium,Hericium erinacium,Lentinusedodes.

■,Ganodermalucidium(driedcellweight);□,Ganodermalucidium(exo-polysaccharide);

▒,Hericiumerinacium(driedcellweight);▥,Hericium erinacium(exo-polysaccharide);

▤,Lentinusedodes(driedcellweight);▨,Lentinusedodes(exo-polysaccharide).
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다)무기염류

무기염류가 균체성장 세포외 다당체 생성에 미치는 향을 검토하기 하

여 YM meduim에서 KH2PO4외 7종의 무기염류를 각각 0.1%씩 첨가하여 균체량

세포외 다당체를 측정한 결과 Fig.3-9,Fig3-10,Fig.3-11과 같았다.

구름버섯은 CaCl2을 첨가한 배지에서 균체량이 가장 우수하 다.그리고

MgSO4,K2HPO4에서 비교 높은 균체량이 형성되었고,세포외 다당체 생성에서

는 K2HPO4에서 비교 높은 세포외 다당체를 형성하 다.

신령버섯에서는 K2HPO4가 가장 높은 균체량이 형성되었고,MgSO4,FeSO4,

KH2PO4에서도 비교 높은 균체량이 형성되었다.세포외 다당체 형성은 MnSO4

에서 가장 우수하 다.

번데기동충하 에서는 MgSO4가 가장 높은 균체량을 형성되었고 CaCl2에서 비

교 균체량이 형성되었고,세포외 다당체 형성은 MgSO4에서 우수하 다.

목질진흙버섯은 KH2PO4에서 가장 높은 균체량이 형성되었고,MgSO4에서 비

교 높은 균체량을 형성되었고,세포외 다당체 형성에서는 FeSO4에서 다당체

형성이 가장 우수하 다.

차가버섯은 K2HPO4가 가장 높은 균체량이 형성되었고,MgSO4에서 비교 높

은 균체량을 형성되었다.그리고 세포외 다당체 형성에서는 K2HPO4에서 다당체

형성이 우수하 다.

꽃송이버섯은 K2HPO4에서 가장 높은 균체량이 형성되었고,KH2PO4에서 비교

높은 균체량을 형성되었고,세포외 다당체 형성에서도 K2HPO4에서 가장 높은

세포외 다당체가 형성되었다.

지버섯은 KH2PO4에서 가장 높은 균체량이 형성되었고,K2HPO4,CuSO4에

서도 비교 높은 균체량을 형성되었고,세포외 다당체 형성에서도 KH2PO4,

K2HPO4에서 높은 세포외 다당체가 형성되었다.

노루궁뎅이버섯은 CaCl2에서 가장 높은 균체량이 형성되었고,K2HPO4,MgSO4

에서 비교 높은 균체량을 형성하 고,세포외 다당체 형성에서도 CaCl2,

KH2PO4에서 높은 세포외 다당체가 형성되었다.

표고버섯의 경우 CaCl2에서 가장 높은 균체량이 형성되었고,K2HPO4에서 비교
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높은 균체량이 형성되었으며,K2HPO4에서 세포외 다당체 형성이 가장 우수하

다.
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Fig.3-9.EffectofmineralsaltonmycelialgrowthofCoriolusversicolor,

AgaricusblazeiandCordycepsmilitaris.

■,Coriolusversicolor(driedcellweight);□,Coriolusversicolor(exo-polysaccharide);

▒,Agaricusblazei(driedcellweight);▥,Agaricusblazei(exo-polysaccharide);

▤,Cordycepsmilitaris(driedcellweight);▨,Cordycepsmilitaris(exo-polysaccharide).
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Fig.3-10.Effectofmineralsalton mycelialgrowth ofPhellinuslinteus,

InonotusobliquusandSparassiscrispa.

■,Phellinuslinteus(driedcellweight);□,Phellinuslinteus(exo-polysaccharide);

▒,Inonotusobliquus(driedcellweight);▥,Inonotusobliquus(exo-polysaccharide);

▤,Sparassiscrispa(driedcellweight);▨,Sparassiscrispa(exo-polysaccharide).
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Fig.3-11.EffectofmineralsaltonmycelialgrowthofGanodermalucidium、

Hericium erinacium andLentinusedodes.

■,Ganodermalucidium(driedcellweight);□,Ganodermalucidium(exo-polysaccharide);

▒,Hericiumerinacium(driedcellweight);▥,Hericium erinacium(exo-polysaccharide);

▤,Lentinusedodes(driedcellweight);▨,Lentinusedodes(exo-polysaccharide).
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4)배양기간

각각의 버섯균주는 배양온도 27℃,교반속도 200rpm, 종량 5%로 하 고

250mL삼각 라스크에 배지액량 100mL로 하여 배양하 으며 기 pH는 조

하지 않고 실험을 실시하 다.배지조건은 YM medium에 각 각 균주에 정조

성을 하여 배양실험을 실시하 다.(Fig.3-12)(Fig.3-13)

구름버섯의 경우 지속 인 성장이 이루어지다가 4일 후로 일시 균체량의

증가가 둔화되다가 5일 이후에 지속 인 성장을 이루어 배양 8일경에 균체량이

6.0g에 정체기를 이루었으며 이후에는 자가분해기로 이어졌다.그리고 세포외 다

당체 형성도 배양 8-9일경에 1.13g으로 가장 많이 생성하 다.

신령버섯의 경우 기부터 지속 인 성장이 이루어지면서 배양 9일경에 균체

량이 6.8g으로 배양 정 이 이루어지고 이후에는 균체량이 감소하 다.세포외

다당체는 0.9g이었다.

번데기동충하 는 배양 2일경부터 격히 균체량이 속하게 증하 다가 배

양 7-8일경에 균체량이 6.5g으로 배양정 에 이루어져고,다른 균에 비해 배양속

도가 빨리 이루어졌다.세포외 다당체는 1.3g이었다.

목질진흙버섯은 배양 5일까지 지속 성장이 되었다가 배양 5일경부터 격히

균체량이 증가하 다가 배양 8일경부터 균사체의 성장이 조 씩 증가하 다가

배양 10-12일경에 정체기를 이루었다.그리고 세포외 다당체는 배양 10-12일경

에 가장 많이 형성하 다.

차가버섯은 배양속도가 다른 버섯균주에 비해 균사생장이 느린 버섯균주로 배

양 3일부터 균체량의 증가가 조 씩 증가하다가 배양 10-11일경에 배양정 이

이루어졌고,세포외 다당체는 1.2g을 형성하 다.

꽃송이버섯은 배양속도가 매우 느린 버섯균주로 배양이 진 으로 증가하면

서 배양 정 은 17일경이 되었으며 균체량 3.2g이 되었고,세포외 다당체는 0.3g

으로 세포외 다당체 형성도 낮게 나타났다.

지버섯은 배양 2일째부터 격히 균체량이 증가하다가 배양 4일부터 진

으로 균체량이 증가하다가 배양 7일경에 균체량이 8.5g으로 정 에 이루어졌고,

그 이후에 균체량의 감소가 이루어졌다.세포외 다당체는 0.36g이었다.
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노루궁뎅이버섯은 배양이 체 으로 9일경까지 지속 인 배양이 이루어졌으

며 균체량 4.8g이 정 을 이루었다.세포외 다당체는 1.4g이었다.

표고버섯은 배양 4일경부터 격히 균체량이 증가하다가 배양 9일경에 균체량

이 8.3g으로 정 을 이루었고,세포외 다당체는 1.9g으로 다른 버섯균주에 비해

다당체 형성이 높았다.
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Fig.3-12.Effectofcultureperiodon mycelialgrowth ofdifferentfungal

species.

●,Coriolusversicolor;○,Agaricusblazei;■,Cordycepsmilitaris;□,Phellinus

linteus;◆,nonotusobliquus;◇,Sparassiscrispa;▲,Ganodermalucidium;△

Hericiumerinacium;*,Lentinusedodes.
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Fig3-13.Effectofmediaonthemycelialgrowthandexo-polysaccharideof

differentfungalspecies.

CV,Coriolusversicolor;AB,Agaricusblazei;CM,Cordycepsmilitaris;PL,

Phellinuslinteus;IO,nonotusobliquus;SC,Sparassiscrispa;GL,Ganoderma

lucidium;HE,Hericium erinacium;LE,Lentinusedodes.

■,driedcellweight;□,exo-polysaccharide.
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3.3.2.혼합배양의 배양 특성

1)혼합 배양의 정 종량

5Ljarfermentor를 이용한 배양 시 혼합 종 방법를 확인하기 해 배지액량

2L의 멸균된 배지에 일정비율로 동시에 구름버섯과 목질진흙버섯의 종균을 종

한 후 배양하는 방법과 종원을 각각 1L의 멸균된 배지에 구름버섯과 목질진흙

버섯을 종하여 3일 배양한 후 두 배지를 혼합하여 배양하는 실험을 실시한 결

과,균체량과 세포외 다당체에서는 큰 차이가 없었다(Fig3-14).

구름버섯과 목질진흙버섯의 배양 특성을 조사하기 해 기 종비에 의한

건조균체량과 세포외 다당체(g/L)생산에 미치는 향을 조사한 결과 (Fig.

3-15),구름버섯과 목질진흙버섯의 정혼합 종비로 1:2의 비율에서 균체량이

높게 형성 되어 정 혼합비는 구름버섯 과 목질진흙버섯을 각각 1:2비율로 하

다.구름버섯과 목질진흙버섯의 생육성장속도는 같은 조건에서 구름버섯균사체

가 목질진흙버섯균사체의 2배 속도로 성장이 이루어지므로 기 종량을 동일

하게 하면 목질진흙버섯균사체가 성장하기 에 구름버섯균사체가 수생장기에

이르러 두 균의 생물 기회가 감소하므로 기 종량을 상황버섯균사체

와 구름버섯균사체의 비율을 2:1로 비율로 정하 고, 체 으로 단일배양 보다

혼합배양이 균체량이 높게 형성되었다.

2)감귤농축액 농도별 균체량 변화

산업용 배지로 감귤농축액의 정 배지 농도를 확인한 결과.감귤농축액의 농

도일수록 증가할수록 균체량과 세포외다당체의 형성이 높게 형성되었으나 지고

있으나 감귤농축액 20%이상에서는 배양과정에서 감귤농축액의 이용도가 낮아

과잉 배지 투여로 생산비에도 향이 발생하여 정 농도로는 10～15% 정도로

확인하 다.(Fig.3-16)
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Fig.3-14.Effectofmycelialgrowth ofmixed culture(Coriolus versicolor

andPhellinuslinteus)ininoculate(initialor3dayafter)of5Ljarfermenter.
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(CoriolusversicolorandPhellinuslinteus)in5Ljarfermenter.

■,mycelialcellweight;□,exo-polysaccharide.



-80-

3)탄소원 첨가 효과

건조균체량 세포외 다당체의 형성과 생산가격의 조율을 해 기본배지인

감귤농축액(10%)에 산업 으로 이용이 가능한 탄소원으로 쉽게 구입이 가능한

물엿,올리고당,포도당,황백당을 일정한 비율로 첨가하여 배양실험을 한 결과,

황백당이 다른 첨가물보다 높은 건조균체량 세포외 다당체를 형성하 고,첨

가농도가 증가할수록 건조균체량 세포외 다당체가 증가하 다.황백당 10%을

첨가한 실험구에서 산업용 배지를 첨가하지 않은 감귤농축액(10%)사용한 조

구에 비해 균체량 생산이 50%정도 증가되었다 (Fig.3-17).

4)통기 조건

균류를 생물반응기에서 배양할 경우 높은 agitation와 aeration은 심한 wall

growth를 유발하는 것으로 보고 되고 있다.따라서 이러한 wallgrowth를 방지

하기 하여 균류의 경우 일반 으로 낮은 rpm에서 배양하는 것으로 보고 되고

있다.Fig.3-18에서는 0.5～2.5vvm의 조건에서 통기실험을 실시하 다.낮은

통기량에서 균체의 형성이 증가하다가 2.0vvm에서 가장 높은 균체형성을

이루었다.그러나 2.0vvm으로 통기할 경우 배양과정에서 수분손실이나 기포의

발생으로 인한 오염 등의 문제 이 두되었다.
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Fig 3-16.Effectofcitrusextractconcentrateon themycelialgrowth of

mixedculture(CoriolusversicolorandPhellinuslinteus)in5Ljarfermenter.

■,mycelialcellweight;□,exo-polysaccharide.
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Fig.3-17.Effectofvariouscarbonsourcesadditiveonthemycelialgrowthof

CoriolusversicolorandPhellinuslinteusin5Ljarfermentor.

■,mycelialcellweight;□,exo-polysaccharide.
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Fig.3-18 EffectofaerationrateonmycelialgrowthofCoriousversicolor

andPhellinuslinteusin5Ljarfermenter.

■,mycelialcellweight;□,exo-polysaccharide.
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Fig.3-19.EffectofagitationspeedonmycelialgrowthofCoriousversicolor

andPhellinuslinteusin5Ljarfermenter.

■,mycelialcellweight;□,exo-polysaccharide.



-85-

5)교반 속도 향

Fig.3-19는 배양기의 교반기 회 속도에 따른 건조균체량 세포외 다당체의

변화를 확인한 결과 가장 높은 건조균체량 형성은 300rpm일 때에 얻어졌다.그

러나 세포외 다당체의 형성에서는 큰 변화는 없었다.
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3.4.요 약

약용버섯으로 알려져 있는 상황버섯,번데기동충하 ,구름버섯,꽃송이버섯,

신령버섯,차가버섯,표고버섯,노루궁뎅이버섯, 지버섯균 9종류의 버섯균사체

의 최 온도는 체 으로 25℃ 후에서 균사의 생장이 우수하게 나타났으며 20

∼30℃정도의 조건에서 균사생장이 가능하 다

기pH의 향을 조사한 결과 체 으로 pH 4.5～6.5의 넓은 약산성의 범 에

서 균사생장이 우수하 고,번데기동충하 만이 pH 6이상의 조건에서 균사의

생장속도가 차이가 났다.

탄소원은 구름버섯의 경우 mannitol를 잘 이용하 고,신령버섯은 mannose가

번데기동충하 는 sucrose가,목질진흙버섯, 지버섯의 경우 solublestarch가 차

가버섯의 경우 maltose이 꽃송이버섯,표고버섯 에서는 manitol이 노루궁뎅이버

섯에서는 glucose가 쉽게 탄소원으로 이용되었다.

질소원으로써 보편 으로 yeast extract,malt extract를,무기염의 경우

K2HPO4를 주로 이용하 고,표고버섯의 경우 CaCl2의 이용성이 높았다.

각각의 버섯 균사체를 배양한 결과 동충하 가 가장 빠른 성장을 보 으며 꽃

송이버섯이 가장 늦게 배양되었다.구름버섯과 목질진흙버섯의 경우 비숫한 성장

곡선을 보 다.

혼합배양 조건으로 배양과정에서 정 혼합 시기는 3일 배양하여 혼합한 처리구

에서 높은 세포외 다당체가 형성하 고 혼합 종비로 1:2의 비율과 3:3,4:4에서

높은 균체량을 형성하 다.

배양 에 새로운 배지를 첨가한 처리구가 조 높은 세포외 다당체를 형성되었

다.

배양 통기조건은 통기량이 증가할수록 증가 하다가 2.0vvm에서 가장

높은 균체형성을 이루었다.교반속도도 가장 높은 건조균체량 형성은 300rpm일

때에 얻어졌다.그러나 세포외 다당체의 형성에서는 큰 변화는 없었다.
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종합고찰

본 연구에서는 통 인 약용버섯으로 알려져 있는 목질진흙버섯,번데기동충

하 ,구름버섯,꽃송이버섯,신령버섯,차가버섯,표고버섯,노루궁뎅이버섯, 지

균사체를 감귤농축액을 배양기질로 하여 버섯균사체를 배양한 후 이 배양액으로

부터 항균활성,항산화 활성,항암활성을 일반 인 배지에서 배양한 추출물과 비

교 하여,감귤농축액이 버섯균사체의 액체배양에 효과 이용 여부를 조사하

다.

감귤농축액 배지로부터 액체 배양된 버섯균주 9종류의 배양 특성은 버섯균

사체에 따라 구름버섯,표고버섯,번데기동충하 ,신령버섯 순으로 배양이 완료

되어 양 요구성이 비슷하 고,꽃송이버섯이 가장 늦게 배양이 완료되어 꽃송

이버섯이 복잡한 양요구 균주로 사료된다.

배양 후 건조균체량을 측정한 결과 다른 균에 비해 표고버섯, 지버섯,구름

버섯에서 상 으로 많은 균체량을 형성하 는데 이는 감귤농축액을 잘 이용

하여 세포 성장이 원활히 이루어진 것으로 사료된다.

한편,세포외 다당체 형성에서는 표고버섯,노루궁뎅이버섯,구름버섯,번데기동

충하 의 순으로 형성되었다.

한,YM배지 감귤농축액배지로부터 추출된 배양액을 사용하여 병원성세균

어류질병세균에 한 항균활성을 조사한 결과 부분의 시료에서 항균활성이

있는 것으로 나타났다.YM배지 균사체 배양액에서의 항균활성은 꽃송이버섯,구름

버섯,목질진흙버섯,신령버섯,노루궁뎅이버섯 순으로 높은 활성을 나타내었으며,반

면 감귤농축액배지에서의 버섯균사체 배양액의 항균활성은 YM배지에서와 거의 유사

한 결과를 얻을 수 있었는데, 체 인 항균활성을 비교해 보았을 때,항균활성이 조

증가한 양상의 결과를 얻을 수 있었다.

항산화 활성 실험에서는 실험 처리구에서 농도가 높아질수록 항산화력이 증가하

으며,특히 꽃송이버섯 배양액인 경우에 1mg/mL의 농도에서도 80%에 가까운 radical

소거 활성을 보 으며,모든 실험구에서 5mg/mL이상의 농도에서는 40%이상의 radical

소거활성능이 찰되었다.
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Superoxideradical소거능 역시 꽃송이버섯 배양액에서 70% 이상의 높은 효소활성을 보

다. 반 으로 BHA보다 높은 효소활성이 찰되었다.이러한 결과를 종합해 볼 때

천연 항산화제로의 개발가능성을 확인 할 수 있었다.

구름균사체 배양기질로서 유리당,유기산,무기질 등이 다량 함유된 감귤농축

액을 배양배지로 하여 구름버섯 균사체를 액체 배양한 배양추출물과 YM배지에

서 배양한 구름버섯 배양추출물을 이용하여 invitro에서 다양한 암세포에 한

항암효과 항산화 효과를 비교 조사한 결과,배양추출물의 아질산 제거능 항암

효과가 히 상승하는 결과를 나타냄을 알 수 있었다.이는 희석 감귤농축액에

구름버섯을 배양하는 동안에 균체외에서 감귤농축액에 함유 되어 있던 물질이

상기 활성이 보다 우수한 물질로 생물 환(bioconversion)되었거나 균사체내에

신규의 활성 사산물이 축 되었거나 기존 활성물질의 생합성이 더욱 증가하여

축 된 결과일 것으로 사료된다.

구름버섯,상황버섯,노루궁뎅이버섯의 균사체 배양액의 ethylacetate추출물

의 가축질병 병원미생물균주와 kanamycin과 ampicillin내성균주에 한 항균활

성을 평가하 고 활성물질을 분리정제 하 다.구름버섯,상황버섯,노루궁뎅이버

섯의 균사체 배양액의 ethylacetate추출물이 돼지와 가 류의 설사 유발 세균

류인 E.coliK88,E.coliK99,E.coli987P와 S.typhimurium 14058균주에

하여 항균활성을 보 으며,특히 구름버섯 추출물은 가장 높은 항균활성을 보

다.한편,kanamycin과 ampicillin에 해 내성을 보이는 S.aureusCARM3230과

E.coliCARM1381균주에 해서도 세 가지 버섯 배양 추출물 모두 항균활성을

보 으며,특히,구름버섯 추출물은 가장 높은 항균활성을 보 다.이는 이들 버

섯 균사체 배양 추출물이 기존 항생제 체용으로 가축 사료에 첨가제로 사용될

수 있다는 가능성을 보 으며, 한 이들 버섯류로부터 항생제 내성균을 억제할

수 있는 신규 항균성 물질의 탐색을 한 기 자료로서 활용될 수 있을 것으로

사료 되며,활성물질이 높은 순도의 단일 물질로 정제되었음을 HPLC시스템으

로 확인하 다.

감귤농축액으로 배양한 구름버섯 균사체 배양추출물은 P. aeruginosa

CCARM2171와 S.aureusCCARM3230균주 모두에서 한 항균활성을 나타

낸 것은 본 추출물의 활성물질이 범 항균 스펙트럼을 갖는 신규의 항생물질
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로 개발될 수 있는 가능성을 보여주는 것으로 사료되었다.

9종류의 버섯균사체의 최 온도, 양 요구성,배양기간 등의 배양 특성은

버섯균사체는 체 으로 25℃ 후에서 균사의 생장이 우수하게 나타났으며 20

∼30℃,pH 4.5～6.5의 약산성의 범 에서 균사생장이 우수하 고,번데기동충하

만이 pH6조건에서 균사의 생장속도 빨랐는데 이는 곤충류를 기질로 하는 균

주특성으로 사료된다.

탄소원은 구름버섯의 경우 mannitol를 잘 이용하 고,신령버섯은 mannose가 번

데기동충하 는 sucrose가,목질진흙버섯, 지버섯의 경우 solublestarch가 차가

버섯의 경우 maltose이 꽃송이버섯,표고버섯에서는 mannitol이 노루궁뎅이버섯

의 경우 glucose가 쉽게 탄소원으로 이용되었다.

질소원으로써 보편 으로 yeastextract,maltextract를,무기염의 경우 K2HPO4

를 주로 이용하 고,표고버섯의 경우 CaCl2의 이용성이 높았다.

구름버섯과 목질진흙버섯을 혼합배양시 정 혼합 시기는 3일 배양하여 혼합

한 처리구에서 높은 세포외 다당체가 형성하 고 혼합 종비로 1:2의 비율에서

높은 균체량을 형성하 고,배양 에 새로운 배지를 첨가한 처리구가 조 높은

세포외 다당체를 형성되었다.

배양 통기조건은 통기량이 증가할수록 증가 하다가 2.0vvm에서 가장

높은 균체형성을 이루었다.

결론 으로 본 연구는 제주에서 량으로 생산되며,냉동보 에 의해 원료공

이 용이하고 유리당,유기산,무기질 등이 함유된 감귤농축액이 버섯 균사체 배

양에 우수한 기질로 이용될 수 있음을 확인 하 다.

다내제성균주에 해서 구름버섯 추출물의 높은 항균활성은 기존 항생제 체용

으로 사용될 수 있다는 가능성을 보 으며,버섯류로부터 항생제 내성균을 억제

할 수 있는 신규 항균성 물질의 탐색을 한 기 자료로서 활용될 수 있을 것으

로 사료 되며,향후 활성물질이 범 항균 스펙트럼을 갖는 신규의 항생물질로

개발될 수 있게 활성물질의 구조와 항균작용 기작 등의 연구가 이루어져야 할

것으로 사료된다.
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종합 요약

수종 버섯균주의 배양 특성을 확인하기 해 YM배지와 감귤농축액에서 배

양한 결과 구름버섯,표고버섯,번데기동충하 ,신령버섯순 으로 배양일수 약

4-7일 정도로 빨랐으며,꽃송이버섯(Sparassiscrispa)은 배양일수가 15일이 소요

되었다.

배양 후 건조 균체량은 표고버섯, 지버섯,구름버섯에서 상 으로 높은 건조

균체량을 형성하 고 세포외 다당체 형성에서는 표고버섯,노루궁뎅이버섯,구름

버섯,번데기동충하 의 순으로 형성되었다.

YM배지 균사체 배양 추출물에서의 항균활성은 꽃송이버섯,구름버섯,목질진흙버

섯,신령버섯,노루궁뎅이버섯 순으로 높은 활성을 나타내었으며,감귤농축액배지에서

의 버섯균사체 배양 추출물의 항균활성은 YM배지에서와 거의 유사한 결과를 얻을 수

있었는데, 체 인 항균활성을 비교해 보았을 때,항균활성이 조 증가한 양상의 결

과를 얻을 수 있었다.

DPPH 자공여능을 이용한 항산화 활성 실험에서 꽃송이버섯 균사체배양 추출물인

경우에 1mg/mL의 농도에서도 80%에 가까운 radical소거 활성을 보 으며,모든 실험구

에서 5mg/mL이상의 농도에서는 40%이상의 라디칼 소거활성능이 찰되었다.

Superoxideradical소거능 역시 꽃송이버섯 배양추출물에서 70% 이상의 높은 효소활성을

보여 반 으로 배양추출물은 합성항산화제인 BHA보다 높은 효소활성이 찰되었다.

구름버섯을 감귤농축액배지와 YM배지에서 각각 배양한 배양물을 열탕 추출하

고 여과하여 얻어진 배양추출물과 버섯균주를 종하지 않은 감귤농축액 자체에

한 항산화 활성,아질산 제거능,항암활성을 조사 비교하 다.DPPH 자공여

를 이용한 항산화 활성은 감귤농축액배지에서 얻어진 배양추출물은 89%,YM배

지에서 얻어진 배양추출물은 66%, 조구로 사용된 버섯균주를 종하지 않은

감귤농축액 자체는 22%의 항산화 활성을 나타내었다.

아질산 제거능은 배양액 모두 산성 조건일수록 증가하 으며,감귤농축액에서

얻어진 배양추출물은 67%,YM배지에서 얻어진 배양추출물은 54%,그리고 감귤

농축액 자체는 34%의 아질산 제거능을 보 다.
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HeLa(femalecervixadenocarcinoma),PC-3(maleprostateadenocacinoma),

HepG2(humanhepatoblastoma) A-549(malelungcarcinoma)cell에 한

항암활성을 조사한 결과,감귤농축액에서 얻어진 배양추출물은 각각의 암세포들

에 해서 순차 으로 75%,82%,55%,그리고 82%의 높은 생육 해 활성을

보 다.반면에 YM배지에서 얻어진 배양추출물 HeLacell에 해서만 66%의 생

육 해를 보 고,감귤농축액 자체는 모든 암세포의 생육을 해하지 않는 것으

로 조사되었다.따라서 구름버섯을 감귤농축액에 배양함으로서 YM배지에서 배

양하거나 감귤농축액 자체 보다 항산화 활성과 항암활성을 히 증가시킬 수

있었다.

구름버섯,목질진흙버섯,노루궁뎅이버섯의 균사체 배양액의 ethylacetate추

출물이 돼지와 가 류의 설사 유발 세균류인 E.coliK88,E.coliK99,E.coli

987P와 S.typhimurium 1405P균주에 하여 항균활성을 보 으며,특히 구름버

섯 추출물은 가장 높은 항균활성을 보 다.한편,kanamycin과 ampicillin에 해

내성을 보이는 S.aureusCARM3230과 E.coliCARM1381균주에 해서도 세

가지 버섯 배양 추출물 모두 항균활성을 보 으며,특히,구름버섯 추출물은 가

장 높은 항균활성을 보 다.

구름버섯 균사체를 감귤농축액에서 7일간 배양한 배양액을 열탕 추출한 후 균

사체 잔사를 제거하고,동량의 ethylacetate(1:1,v/v)로 추출하 다.추출물을

10% DMSO에 녹여 디스크 확산법으로 ampicillin, kanamycin, oxacillin,

methicillin등에 내성을 갖는 MRSA 균주인 S.aureusCCARM3230와 ampicillin,

kanamycin,cefotaxime,gentamycin,norfloxacin,piperacillin등의 항생제에 해

복합 인 내성을 보이는 복합 내성 균주인 P.aeruginosaCCARM2171에 추출물

12.5mg/disc로 처리하여 항균활성을 조사한 결과,S.aureusCCARM3230에

해서는 17mm,P.aeruginosaCCARM2171에 해서는 12mm의 생육 지환을

보 다.이 추출물을 silicagelchromatography로 분획하고 각 분획물에 해 디

스크 확산법(10mg/disc)으로 S.aureusCARM3230균주에 한 항균활성을 측

정한 결과,dichloromethane:methanol(9:1,v/v)의 용매조건으로 용출한 분획물의

항균활성이 14.5mm로 다른 분획물과 비교했을 때 가장 높았으며,활성물질이

높은 순도의 단일 물질로 정제되었음을 HPLC시스템으로 확인하 다.
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다제내성 균주들에 해 한 항균 활성을 보이고,특히,Gram 음성균인 P.

aeruginosaCCARM2171과 Gram 양성균인 S.aureusCCARM3230균주 모두에

서 한 항균활성을 나타냈다.

본 연구에 사용된 9종류의 버섯균사체의 최 온도는 체 으로 pH 4.5～6.5,

25℃ 후에서 균사의 생장이 우수하게 나타났다.탄소원은 manitol,mannose,

sucrose,solublestarch,maltose,glucose등 다양하게이용 되었다.질소원으로써

보편 으로 yeastextract,maltextract를,무기염의 경우 K2HPO4를 주로 이용

하 고,표고버섯의 경우 CaCl2의 이용성이 높았다.

혼합배양 조건으로 배양과정에서 정 혼합 시기는 3일 배양하여 혼합한 처리

구에서 높은 세포외 다당체가 형성하 고 혼합 종비로 1:2의 비율에서 높은 균

체량을 형성하 다.
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