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담자균뽑의 배양에 의한 풀리퍼|놓 함유 농산률의 전환 효과 
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Abstract 

The phenolics contents of eight agric비tural resources(Angelica, aη'ow root, 1깨in mugwort, red-ginseng, 
biji, onion, potato and brown rice) were determined. Both the solid state or submerged cultivation by 
four Basidiomycetes (Ganoderma lucidum, Lentìnus edodes, Hericium erinaceum and Cordyceps milita
rìs) on these substrates(or wheat bran) were examined for mycelial growth and βglucosidase production. 
The good growth of G. lucidum and H. erinaceus were observed at red-ginseng and 1매in mugwort, 
respectively. AIso, the totμ1 free phenolics after solid state cultivation of 8 weeks by H. erinaceus on 
Injin mugwort was produced up to 3 times higher than that of no cultivation. While the bound phen이lCS 

was reduced with increasing trend of free phenolics indicating that bound phenolics was hydrolyzed by 
βglucosidase of H. erinaceum. The high production of total free phen이ics was also obtained through 
two staged submerged cultivation of G. lucidum with red-ginseng exσact as medium. These results sug
gested that the phenolics rich agricultural resources were modified by cultivation of Basidiomycetes, 
indicating potential application of functional beverages due to increasing the free phenolics content. 
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서 혼 

Phenolics는 산야초류， 과채류 둥 농산물의 중요 

성분의 하나로， 광범위한 스펙트럼의 in-vitro 제약 

활성을 나타내므로 인체 건강에 대한 잠재적 유용 

효과가 널리 인정되고 았다(Kuhnau， 1976, Hertog 

et al. , 1993, Decker, 1997). 일반적으로 천연물 유 

래 페놀류와 이들의 산화물은 천연 음료 둥의 색택 

이나 맛에도 기여하는 주요 구성성분인데， 최근에 

는 항산화， 항돌연변이， 항암 및 항고혈압 효과 둥 
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의 각종 생리활성을 나타냄이 밝혀지고 있다(Cliffe 

et al., 1994; Cook and Samman, 1996; Shetty, 
1997; Bocco et a l., 1998). 따라서 이들 페놀류를 

활용한 제품의 개발은 기능성 식품 개발 추세나 농 

산물의 고도 이용 측면에서 매우 중요한 과제가 되 

었고， 산업적 응용체제도 점차 시도되고 있다. 

일반적으로 페놀성 물질은 농산물 둥 식물계에 

널리 분포되어있는 2차 대사산물의 하나로서 크게 

flavonoids와 nonflavonoids의 두 가지 그룹으로 분 

류된다. Aglycone과 당 conjugate으로 존재하는 

flavonols , myricetin, quercetin, kaempfer，이 및 

isorhamnetin; flavan-3-01s, ( + )-catethin과 (-)-epica

techin; malvidin-3-glucoside와 같은 anthocyanin은 

전자에 속하고， g외lic acid; p-coumaric acid, caffeic 

acid 및 caftaric acid를 포함한 hydroxycinnmates; 
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stibenes, trans-reveraπ01， cis-resveratro1 및 trans

resveraσ01-0-βglucoside 등은 후자에 속한다(Burns 

et al., 2000). 

이와 같이， 페놀성 물질은 구조적으로 매우 다양 

하고， 이에 따라 그 이화학적 성질 및 생리적 기능 

성이 다른데， 특히， 배당체나 결합형으로 존재하여 

농산물 원료의 그대로 또는 기존의 단순 가공만으 

로는 체내 홉수상의 문제가 있어 고도 기능성을 얻 

기가 어렵다(Huang et al., 1986). 또， 농산물 원료 

로부터 페놀류를 분리정제하여 상품화할 경우도 공 

정이 복잡하고 대량 생산이 어려워 산업 경제성 측 

면에서 부적합한 실정이다. 

결합형 페놀류의 유리 페놀류로의 전환은 효소작 

용 또는 세포조직의 붕괴를 통하여 달성된다. 또 이 

러한 페놀 화합물의 유리화는 기존 농산물이 갖고 

있던 이취를 제거하여 품질을 향상시킬 수 잇는 가 

능성을 갖고 있다. 

통상 βD-glucosidase는 페놀 배당체를 유리 페놀 

산으로 가수분해하여 식품 및 음료 산업에서의 적 

용 가능성올 갖게 하는데 이 효소는 단지 탄수화 

물 잔기를 함유한 배당체 뿔만 아니라 a11yl 및 a1kyl 

βglucoside에서 글루코시드 결합의 가수분해도 촉 

매할 수 었다(Woodward， 1982). 이 효소는 동식물， 

세균 및 곰팡이에 널리 존재하며， 특히 많은 곰팡 

이는 리그노 셀룰로오스 폐기물상의 고체발효 중 

βglucosidase를 생산할 수 있음이 알려지고 있다 

(Woodward, 1982; Hang and Woodams, 1994). 

본 연구에서는 각종 생리 기능성을 발현하는 페 

놀성 화합물 성분에 기인한 농산물로부터 고 기능 

성 발효 제품화의 연구 일환으로， 지금까지 검토된 

바 없는 담자균류에 의한 이들 농산물의 발효를 시 

도하고 페놀류의 생물학적 전환 또는 수식효과를 

검토하였다. 즉 페놀류 함량이 높은 몇몇 농산물을 

선정하고， 페놀류의 생물전환에 중요한 βglucosidase 

의 생성능이 높은 답자균류를 선정하였으며， 선정 

기질 및 답자균류에 의해 고체(또는 액체) 배양하 

여 페놀류의 생물전뺀 의한 수식효과를 검토히였다. 

재료및방법 

재료 
본 연구에 사용한 재료는 생리 기능성이 기대되 

는 폴리페놀 함유 8종 농산물(신선초， 칩， 인진 쑥， 
홍삼， 비지， 양파， 감자 및 현미)로， 모두 시중 구입 

하여 40C의 저온으로 유지하면서 실험에 사용하였다. 

균주및 배앙농법 
공시 균주는 본 연구실에 보관중인 영지 

(Ganoderma lucidum), 표고(Lenti.ηus edodes), 노루 
궁맹이 (Hericium erinaceus) 및 번데기 동충하초 

(Cordyceps militaris)를 사용하였다. 

시료의 담자균류에 의한 고체 배양은 플라스크에 

8종 농산물 및 밀기울의 조분쇄 시료를 넣고 2배량 

의 물올 넣었다. 121"C에서 30분간 살균한 다음， 

PDA (Potato-Dexσose Ag따) 배지에 사면배양한 균 

주를 접종하고 25-300에서 40-6<J일간 배양하였다. 

영지의 l차 액체배양은 최적배지 (glucose 60 gIL, 

yeast exσact 6 gIL, KH2P04 0.5 gIL, (NH4)2HP04 

5 glL, pH 4)를 사용하여 자체 제작한 3L 용량의 

air-lift fermenter에서 접종비를 5%로 하여 온도 

300C, 통기속도 2.5 vvm으로 6일 간 배양하였다(Lee 

et al., 1998; Lee et al. , 1999). 이 때， 액체 배양 

의 균사 생육은 원심분리(10，이)() g, 15 min.)후 건조 

균체량으로 측정하였고， 고체배양의 경우는 육안 관 

찰하였다. 홍삼액을 기질로 한 2차 배양은 영지 l 
차 배양액을 500 m1 플라스크에 옮기고 여기에 홍 

삼액 1, 3, 5 및 1O%(v/v)를 넣어 진탄배양기에서 

진탕(100 rpm) 또는 정치하면서 배양하였고， 각종 측 

정값의 자료화는 홍삼액의 첨가 부피를 보정하여 

산출하였다. 

한편， 액체배양의 균사형태는 형태는 image 

analysis system (Optimas Co. USA).으로 분석하였으 

며， 세포외 생성물인 다당 생성 량은 아세톤 침전법 

으로 조사하였다(Lee et al., 1999). 

유리형과 결합형 페놀화합물의 추출 및 정량 
유리 상태의 페놀성 성분과 ester 형태로 결합된 

페놀성 성분은 다음과 같이 추출하였다(Maillard and 

Berset, 1995; Bocco et 띠.， 1998). 즉， 각 시료 분 

말 4g올 40 m1의 methanol로 30분간 2회 환류추출 
하였다. Methan이 추출물올 여지(Whatrnan No. 1)로 

여과하고 petro1eum ether.로 3회 세척하였다. 세척 

후 400C하에서 진공건조하고 이를 dimethylformal

dehyde 4ml로 용해하였으며， 0.45μm filter.로 여과 

하여 유리 페놀성 화합물의 측정시료로 하였다. 한 

편， metanol 추출후 얻어진 케이크는 실온에서 질소 

기류하에 2 M NaOH 200 ml로 가수분해하였으며 , 
2N HCl을 사용하여 pH 1.0으로 산성화하였다. 이 
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를 ethylacetate 200 ml로 3회 추출하였고， 350C의 

진공하에 건조하였다. 이를 dimethylformaldehyde 

4ml로 용해 하였으며 , 0.45 μm δlter로 여과하여 결 

합형 페놀성 화합물의 측정시료로 하였다. 

각 시료의 총 페놀함량은 Folin-Denis 법 (Bray 

and Thorpe, 1954)에 따라 다음과 같이 정 량하였 

다. 즉， 시료 100μl를 미리 증류수로 IO배 희석한 

Folin-Ciocalteu 시 약 0.75 ml와 혼합하고 실온에서 5 

분간 방치하였다. 여기에 N~C03(60 gIL) 0.75 ml를 
가하고 실온에서 %분간 방치한 후， 분광광도계로 

725nm에서의 홉광도를 측정하였다. 페놀 함량은 

catechin(Sigma, C-1251)올 표준물질로 이용한 표준 

곡선으로부터 구하였다. 

조효소액의 추출 및 βD-glucosidase.으| 정량 
고체배양 완료 후의 시료에 증류수 100ml를 가 

하고 Waring blender로 l분간 균질화한 후， 40C에 

서 15000 g로 20분간 원심분리하였다. 상징액은 여 

과(Whatman No. 1 paper)후 조효소용액으로 사용 

하였다. 

조효소액 의 βD-glucosidase(βD-glucoside gluco

hydrolase, EC 3.2.1 .21)의 활성은 Hang과 Woodams 

(1 986)의 개량법에 의해 다음과 같이 측정하였다. 

즉， 9mM의 p-nitrophenol-βD-glucopy-ranoside 

(PNPG) 0.1 ml, 200 mM sodium acetate buffer(pH 

4.6) 0.8 ml 및 효소 용액 0.1 ml를 함유하는 표준 

반웅액을 400C에서 5분간 incubation하였다. 0.1 M 

N~C03 1 ml를 가하여 반웅을 정지시켰고， 유리된 

p-nitrophenol은 400nm에서의 홉광도로 측정하여 효 

소활성도로 나타내었다. 효소활성도 1 unit는 400C, 

pH 4.6에서 l분당 p-nitrophenol 1 l..Imol을 유리하는 

데 소요되는 효소의 양으로 정의하였다. 

곁과및고활 

시료및 균주의 선정 
생리적 기능성이 기대되는 폴리페놀 함유 시료를 

선정하기 위해 문헌(Hermann， 1976; Huang et a l., 

1986, 1992; Lee and Lee, 1994)조사를 통해 l~} 

스크리닝하고， 신선초， 칩， 인진 쑥， 홍삼， 비지， 양 

파， 감자， 현미 둥 8종의 농산물올 선정하였다. 

이들의 유리 페놀류 함량을 조사한 결과는 Fig. 

l과 같다. 유리 페놀류의 함량은 신선초， 침， 인진 

쑥， 홍삼， 비지 둥에서 높았고， 양파， 감자 및 현미 

둥에서는 상대적으로 낮았다. 

또 이들 8종 시료에 대해 답자균류에 의한 고체 

배양 가능성을 보기 위해 영지， 표고， 노루궁댐이 

및 동충하초의 4균주를 고체 배양한 결과는 Table 

l과 같다. 양파를 제외한 모든 시료에서 균사 생육 

을 보였다. 영지는 홍삼과 현미시료에서， 노루궁맹 

이는 인진쑥 및 신선초에서， 그리고 동충하초는 현 

미에서 비교적 양호한 생육을 보였으나 그 외의 농 

산물 시료에는 생육이 저조하였다. 이와 같이 사용 

되는 배지의 종류에 따라서 각 균주의 생육상태가 

다르기 때문에 배지로 사용되는 농산 재료의 선정 

이 중요함을 알 수 있다. 

일반적으로 βglucosidase는 페놀산의 생물전환에 
중요한 역할올 하므로 이 효소 활성이 높은 것이 

균주 선정의 한 지표로 볼 수 있다(Woodward， 

1982). 따라서 영지， 표고， 노루궁맹이 및 동충하초 

Table 1. Mycel뻐I growth of Basidiomycetes 00 various solid substrates 

Solid sustrates Ganoderma lucidum Lentinus edodes Hericium erinaceus Cordyceps militaris 

I띠in mugwort 
+ + ++ + (Aηemisia capillaris) 

Korean red ginseng 
++ + + + (Panιx ginseng) 

Brown rice 
++ 

(0ηza sativa L.) + + ++ 

Angelica (Angelica keiskei) + + ++ + 
Onion 

(Allium cepa L.) 

Potato 
+ (Solanum tuberlosum L.) + + + 

Arrow root 
(Pueraria thunbergiana) + + + + 

Biji(Tofu-residue) + + + + 
-: no growth, +: bad growth, ++: good growth 
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의 4균주를 밀기울 고체배지에서 8주간 고체배양하 

고 βglucosidase의 활성을 측정하였으며， 그 결과는 

Fig.2와 같다. 표고에서는 약 11 unitlg로 가장 높은 

활성을 보였고， 영지와 노루궁댐이도 약 8-9 unitlg 

로 비교적 높은 활성올 보였으나 동충하초는 미미 

하였다. 

이상의 결과를 종합하면， 폴리페놀 자원으로서는 

인진 쑥， 신선초 및 홍삼이 우수하였으며， 균주로는 

βglucosidase 활성이 비교적 높았던 표고， 영지， 노 

루궁뱅이가 우수하였다. 특히， 노루궁댐이와 영지는 

각각 인진 쑥 및 홍삼에서 균사 활착 특성이 우수 

하였으므로 이들을 본 연구의 균주와 실험재료로 

선정하였다. 
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고체배g뻐| 의한 페놀화합물의 전환효과 
페놀 화합물 함유 농산물이 버섯 균주에 의해 생 

물학적으로 전환되는지를 조사하기 위해 인진 쑥에 

노루궁댐이를 접종한 후， 고체배양하면서 유리 페 

놀화합물의 경시적 변화를 조사하였으며， 그 결과 

는 Fig. 3과 같다. 대부분의 천연 페놀류는 결합형 

이고 단지 소량만이 유리 페놀산 형태이므로 초기 

총 유리 페놀산 함량은 1% 정도의 매우 낮은 수준 

이었다. 그러나 총 유리 페놀산 함량은 배양경과에 

따라 약 5배량 까지 급격히 증가하여 배양 6주 후 

8주까지 이 값을 유지하였다. 일반적으로 다당류 둥 

과 ester 결합하거나 배당체로 존재하는 결합형 페 

놀화합물은 βglucosidase의 작용으로 유리형으로의 
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전환이 가능하다아'oodward， 1982). 따라서 ß.gluco

sidase 활성 및 유리형과 결합형 페놀화합물 비의 

배양 중 경시적 변화를 조사하였으며， 그 결과는 

Fig. 양} 같다. 

배양경과에 따라 βglucosidase 활성도 유리 페놀 

산의 증가와 비슷하게 유사한 경향으로 증가하였 

다. 또 결합형 페놀화합물은 점차 감소하여 배양 8 

주 후에는 초기의 약 30%까지 감소하였다. 따라서 

배양경과에 따라 총 유리 페놀산의 함량이 높아진 
것은 증가된 βglucosidase 활성의 결과로서 결합형 
페놀화합물이 유리된 때문이라 생각되었으며， 결국 

노루궁맹이 버섯의 고체배양에 의해 인진 쑥 중의 

페놀류에 대한 생물학적 전환이 가능한 것으로 판 

단되었다. 

액체배댐l 으|한 페놀화합물의 수식효과 
홍삼의 영지에 의한 고체배양의 결괴는 자료로서 

나타내지는 않았지만 배양기간이 약 9주로 너무 길 
어 고체배양에 비해 대량생산 및 경제성이 더 높은 

홍삼의 추출액을 이용한 액체배양을 시도하였다. 

Fig. 5는 최적 배지에서 영지를 액체배양한 결과 
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Fig. S. Time cour앞 of pH, MDW (myceli에 dry wei빙1t)， 
EPS (exopolysaccharide, and resldual sugar contents 
during 1st batch cultivation of G. lucidum. The 1 st batch 
cultivation was carried out in the tlask for 6 days. 
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7 

이다. pH는 배양경과에 따라 서서히 감소하여 초기 

pH 4.0에서 배양 6일 후 pH 2.2로 떨어졌다. 기질 

인 포도당 농도가 서서히 감소하면서 균사체가 증 

가하여 배양 4일 후 약 llgι.7]- 되었고， 세포외 다 

당류의 농도는 약 6 gIL가 되었다 그러나 홍삼액을 

기질로 5%(v/v) 첨가한 경우는 Fig. 6에서 보는 바 

와 같이， 배양 초기 (0일)에 홍삼액을 기질로 첨가할 
경우 균사생육의 저해를 보였다. 배양 1, 2, 3 및 4 
일째 첨가한 경우도 균사생육의 저해를 보였는데， 

아마도 이는 홍삼 농축액에 함유된 페놀화합물의 

항균작용에 기 인하는 것으로 보인다(Lee and Lee, 

1994; Rozes and Peres, 1998). 그러나 첨가시기가 

늦어질수록 균사생육의 저해 정도는 낮아지는 경향 

이어서 균사생육이 충분히 이루어진 배양 후기에 

첨가한다면 균사생육의 저해를 방지할 수 있을 것 

으로 생각되었다. 따라서 균사생육이 충분히 이루 

어진 후(5일)， 여기에 몇몇 농도의 홍삼액을 넣어 

정치 또는 진탕배양하는 2단계 배양을 시도하였다. 
Fig. 7은 2단계 진탕 배양의 경시 변화로 48시간 
동안 조사한 결과이다. 홍삼 추출액의 첨가로 초기 

pH가 상승하였으나 배양경과에 따른 변화는 다소 
감소되었다. 또 균사체도 대조구의 경우는 배양경 

과에 따라 배양 24시간까지 증가하였으나 시료 첨 
가구의 경우는 거의 변화가 없었으며， Fig. 8에서 
보는 바와 같이， 균사의 용균현상도 관찰되지 않았 

다. 그러나 총 유리 페놀함량은 대조구 및 1% 첨 

가구에서는 배양경과에 따른 큰 변화가 없었으나 

7 
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Fig. 7. Effect of Korean.red gin앞ng extract addition on 
pH, MDW and free phenolics du꺼ng the 2nd batch 
cultivation of G. lucidum. The cultivation was carried out in 
shaking flask by adding Korean red ginseng extract (1 ,3,5% 
and 10%, v/v) after the cultivation of 5 days under air-Iift 
fermentor system. 
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Fig. 9. Effect of Korean.red ginseng extract additionon 
pH, MDW and free phen이ics during the 2nd batch 
cultivation of G. lucidum. The cu1tivation was c없끼ed out in 
standing flask by adding Korean red ginseng extract (1,3,5% 
and 10%, v/v) after the cu1tivation of 5 days under air-1ift 
fermentor system. 

| • ! • 

Fig. 8. Time courses of mycelial morpholo빙es of G. lucidum during the 2nd culture with and without red.휠nseng 
addition. The cu1tivation was c따끼ed out in shaking flask at 400C after 5 days of batch cultivation under air-1ift fermentor 
system. (A) Contro1, (B) 5%(v/v) addition of red-ginseng extract, (C) 10%(v/v) addition of red-ginseng extract. 
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Fig.lO. Mycelial morpholo명es of G. lucidum after completion of the 2nd culture in standing (bottom) and shaking (top) 
Oasks. η1e cultivation was c따끼ed out in standing or shaking tlasks at 400 C after 5 days of batch cultivation under air-lift 
fermentor system. (A), (C): Control, (B), (D): Korea red-ginseng extract added (1 0%, v/v). 

3%이상의 첨가구에서 배양 6-12시간에 급격히 증 

가하여 10% 첨가의 경우는 초기보다 약 3배나 높 

아졌다. 

반면， 정치배양한 경우(Fig. 9)는 홍삼 추출액의 

첨가로 진탕배양과는 달리， 초기 pH가 상숭하였으 

며， 배양경과에 따라 24 시간까지 증가경향을 보였 

다. 또 균사체는 시료 챔가의 농도 영향이 크게 나 

타나지 않았으나 배양시간의 경과에 따라 감소경향 

을 보여 균체 생육의 저해 현상을 보였으며， Fig. 

10에서 보는 바와 같이 정치배양의 배양 종료 후 

균사형 tõlj (Fig. 10. C, D)는 진탕배양의 균사형태 (Fig. 

10. A, B)에 비해 용균현상이 관찰되었다. 특히， 홍 

삼 추출물의 농도와 거의 무관하게 균사체량이 감 

소하여 첨가 농도보다는 정치 또는 진탕의 배양방 

법이 균사 생육에 더 큰 영향을 주는 것으로 생각 

되었다. 또 총 유리 페놀성 화합물도 진탕배양의 경 

우와 마찬가지로 대조구 및 1% 첨가구에서는 배양 

경과에 따른 큰 변화가 없었으나 3%이상의 첨가구 

에서 배양 6-12시간에 급격히 증가하여 초기보다 

약 3배나 높아졌다. 그러나 이 이후 균사체의 감소 

로 유리 페놀함량의 감소 경향을 보였다. 하지만 진 

탕배양의 경우와 비교할 때 유리 페놀함량의 최대 

값에 도달한 시간은 더욱 빨라서 정치배양이 더 유 

리한 것으로 생각하였으며， 2단계 배양은 배양 12 

시간 이내가 적합한 것으로 판단하였다. 

이상의 결과로부터 따라서 홍삼 추출액 중의 페 

놀성 화합물은 영지의 액체배양에 의해 전환되어 

유리 페놀산의 함량이 높아지고， 결국 영양학적 가 

치를 증대시킬 수 있음을 알 수 있다. 특히， 이들 

유리 페놀산은 과일주스， 와인 둥에서 맛， 색택 및 

향(aroma)올 증가시키는 수단도 되므로(Schwab and 

Schreier, 1988), 본 결과는 기능성 식품 및 음료 산 

업에의 잠재적 적용 가능성을 제시하는 결과라 생 

각된다. 

곁 혼 

생리 기능성이 기대되는 페놀성 화합물 함유 8종 

농산물(신선초， 칩， 인진쑥， 홍삼， 비지， 양파， 감자 

및 현미) 시료를 대상으로 4종 버섯 균주(영지， 표 
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고， 노루궁멍이 및 동충하초)에 의한 고체 배양 중 

균사생육 및 페놀류 생산성을 조사하였다. 

각 시료의 담자균류에 의한 고체배양 결과， 영지 

는 홍삼과 현미시료에서， 노루궁댐이는 인진 쑥 및 

신선초에서， 그리고 동충하초는 현미에서 비교적 양 

호한 생육을 보였으나 그 외의 농산 시료에서는 생 

육이 저조하였다. 밀기울배지에서 8주간의 고체배 

양 중 표고 및 영지에서 βglucosidase의 높은 활성 
을 보였고， 노루궁맹이도 비교적 높았으나 동충하 

초는 미미하였다. 이상의 결과를 분석하여 페놀류 

함유 자원으로서 인진 쑥을 선정하고 실험 균주로 

는 노루궁멍이를 선정하였다. 이의 고체배양에서는 

균사 활착과 더불어 βglucosidase의 활성이 증가 

하였고， 이와 비례하여 결합형 페놀류 함량이 감소 

및 총 유리 페놀산의 함량이 높아졌다. 또 홍삼 추 

출액을 이용한 영지의 2단계 액체배양(정치 및 진 
탕배양)에서도 총 유리 페놀 함량의 증가를 보이는 

결과가 얻어졌다. 따라서 답자균류의 배양에 의해 

페놀류 성분이 전환(modifica디00)됨을 알 수 있었으 

며， 이를 이용하여 페놀류 함량이 풍부한 음료화의 

가능성이 탐색되었다. 
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