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Agaricus bisporus 705 균사쳐|의 액혜배양메 의한 
l-octen-3-ol 샘t베를 위한 배양조건의 최적화 
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Abslracl 

For the production of l-octen-3-ol, the main chemical responsible for mushroom flavor, culture conditions 
were investigated in the submerged culture of Agaricus bisporus 705. In flask culture, optima1 initia1 pH, 
temperature and inoculum level for the production of l-octen-3-ol were 5.5 , 250C and 5%(v/v), respectively. 
The level of biomass and l-octen-3-ol obtained in a 2.5 L stirred fermentor was lower than the level of those 
obtained in flask culture, but culture time was reduced by 4 days. Maximum l-octen-3-ol concentration was 
obtained when agitation speed and aeration rate were 150 rpm and 0.5 vvm, respectively. 
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서 를 

세계적으로 식품향료 시장은 매년 큰폭으로 매출 

신장을 보이고 있고 국내향료 수요도 최근 국민 소 

득의 증가와 음식 문화의 변화， 소비재의 고급화 추 

세로 급속적으로 증가하고 있다. 저가이고 안정적으 

로 공급될 수 있는 합성향료가 전체 ;..1-용량의 70% 

이상을 차지하고 있지만 천연향료가 안정성이나 기 

호도에서 선호되고 있는데 생물공학적 기술에 의해 

생산된 식품 소재는 천연물로 인정되고 있기 때문에 

최근 미생물， 효소， 조직 배양 동올 이용하여 향료 

관련 물질을 생산하려는 연구가 활발하게 진행되고 

있다(Fa1connier et al. , 1994; Sharpell, 1985). 우리나 

라의 경우 식품 향료의 원료를 대부분 수입에 의존 

하는 형편이며， 향료는 부가 가치가 매우 높은 기술 

집약적 제품이기 때문에 생물공학 기술올 향료 산업 

에 접목시켜 향료 산업에서 필요로 하는 고품질의 상 

품을 개발하는 것은 매우 시급하고 중대한 과제라고 
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하겠다. 

버섯향은 독특한 향미를 지녔고， 식품첨가물로 다 

양하게 활용될 수 있다(Keπ et al. , 1985). 버섯은 대 
부분 고체 배양법에 의하여 재배 생산되고 있으나 그 

작업이 번잡하므로 버섯 균사체를 액체배지에서 대 

량 배양하여 버섯 향기 성분을 생산하는 기술이 향 

상되어야 한다고 사료된다. 버섯 향미(mushroom 

flavor)는 단일 성분이 아니라 여러 가지 향미 성분이 

복합적으로 작용하여 향을 나타내는 complex flavor 

의 일종이며 이들 중 가장 중요한 향기 성분은 1-

octen-3-01 이다(Kinderlerer， 1989). 

본 연구에서는 l-octen-3-01 생산성 향상을 위한 최 

적 배양조건을 플라스크 및 stirred fermentor에서 검 

토하였다. 

재료및방법 

균주및 배지 

본 실험에서 사용한 버섯균주는 플라스크 배양을 

통해 선별된 우수균주(변태강， 1999)인 Agaricus 

bisporus 705를 이용하였다. 균주 보관용 배지는 PDA 
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Thble 1. Medium composition for the production of 1-
octen-3-어 by Agaricus bisporus 705 

Component Concenσation (gι) 

Glucose 10.0 
(NH4)2HP04 2.0 
Com steep liquor 2.0 
Soybeanoil 1.5 
KH2P04 0.8 
MgS04 6H20 0.2 
FeS04 7Hp 0.01 
MnS04 4-5Hp 0.003 
ZnS04 7Hp 0.006 
CaC12 2Hp 0.008 
CuS04 5Hp 0.003 

배지 (Potato Dexσose Ag따.， Difco)를 사용하여 계대배 

양 하였고， 종균용 및 본배양용 액체배지 조성은 Table 

l과 같다. 

배양방법 

종균배양은 pe미-dish 상에서 250C, 8일간 배양한 

균사체를 직경 5 mm cork borer.로 일정하게 절취하 

여 배지 l00 mL를 넣고 1210C에서 15분간 가압 살 

균한 250 mL Erlenmeyer flask에 접종하여 7일간 

250C에서 회전 진탕배양하였다. 이 배양액을 균질기 

(lKA, Ulσa-tuπax T25)로 1-2 분간 무균적으로 균질 

화한 후 배양액의 5%(v/v)를 배지 l00 mL를 넣은 

250 mL 삼각 플라스크에 접종하여 같은 조건 하에서 

4일간 배양하여 종균액으로 사용하였다. 

플라스크 배양은 종균 배양액을 다시 균질화 시킨 

후 배지 l00 mL를 함유한 250 mL 삼각 플라스크에 

접종하여 14일간 250C, 120φm에서 진탕배양하였 

다. 배양온도가 균사체 성장 및 l-octen-3-01 생산에 

미치는 영향을 검토하기 위하여 배양온도를 15, 20, 

25, 30, 35, 때OC로 조절하였으며， pH의 영향은 초기 

pH의 범위가 4.5-7.5이 되도록 조정하여 검토하였 

다. 접종비의 영향은 종균 배양액을 l-lO%(v/v)로 변 

화시켜 접종하고， 진탕 회전속도는 l00-300rpm 범 

위로 변화시켜 조사하였다. 

2.5 L s따red fermentor(한국발효기 )를 사용하는 경 

우 10일간 배양하면서 시간 경과에 따른 균사체량과 

1-(χten-3애l량 동을 측정하였다. 배지액량은 1.5 L로 

하여 pH 5.5, 온도 250 C, 접종비 5%(v/v) 조건에서 

교반속도와 통기속도가 l-octen-3-01 생산성에 미치는 

영향을 조사하여 적정 교반속도와 최적 통기속도를 

결정하였다. 

촉정 방법 

균사체의 건조 균체량은 배양액을 2500Xg에서 30 

분간 원심분리 한 후 수거하여 850C에서 24시간 건 

조하여 평 량하였다. 배양액 중의 잔존 glucose 농도 

는 DNS(dinitrosalicylic acid)법 (Miller， 1959)을 이용 

하여 575nm에서 홉광도를 구한 후， 표준곡선으로부 

터 환산하여 구하였다. 주 향기성분인 l-octen-3-01은 

액체배양액을 원심분리한 후 침전물인 균사체에 3배 

량의 0.1 M phosphate buffer를 첨가하여 균질화시켰 

다. 이 때 내부 표준물질(intemal standard)로서 l-no­

nanol을 첨 가한 후 1 mL n-pentane을 첨 가하여 다시 

균질화 시키면서 l-octen-3-01을 추출하였다. 유기용매 

층을 무수황산나트륨으로 탈수한 후 2L 시료를 

GC(Shirnadzu, GC-14B)에서 분석하였다. 분석을 위한 

조건은 아래와 같고， column의 온도는 950C에서 1850C 

까지 150Clmin로 높혔으며， detector와 injectof.의 온도는 

각각 25α 23CY'C로 하였다(Be피빼 et al. , 1994) 

Detector: FID detector 

Column: 2-m, 10% C따bowax-20M packed column 

on WHP 

Carrier gas: Helium 

곁과및고활 

신선한 버섯에서 확인된 휘발성 향기성분은 많은 

종류가 있으나， l-octen-3-01이 주성분이며 전체 휘발 

성 향기성분에서 차지하는 비율이 Agaricus bisporus 

에서 59.0%라고 보고되었다(Macleod와 P없lchasara， 

1983). 따라서 본 연구에서 버섯향은 l-octen-3-01 만 

관찰하였다. 

플라스크배양 

배양온도가 l-octen-3-01 생산에 미치는 영향을 검 

토하기 위하여 배양온도를 15-4Q"C로 조절하였으며 

Fig. 1에서 보는 바와 같이 250C에서 가장 높은 농도 

로 l-octen-3-01이 생산되었다. 배지의 초기 pH는 4.5, 

5.5, 6.5, 7.5로 조정 하였고 pH가 5.5일 때 l-octen-3-

01 생산이 가장 우수했다(Fig. 2). 일반적으로 버섯 균 

사체의 증식을 위한 최적치는 산성 쪽에 있다고 보 

고되고 있으며 pH 5-5.5가 좋다는 보고가 대부분이 

다(강창율 둥， 1981; 고한규 둥， 1997). 본 실험에서 

초기 pH가 균사체 중식에 미치는 영향은 4.5-6.5의 

범위에선 크게 차이가 없었으나 7.5에서는 균체의 성 

장이 급격히 저하되었다. 
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Fig. 1. Effect of temper쩌ture on l -octen-3-01 produ때onin 
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Fig. 2. Effect of i피찌떠 pH on l-octen-3-머 production in 
flask C\피.ture. 

접종비의 영향을 검토한 결과 접종비가 5%(v/v) 이 

상의 경우 거의 일정한 균사체 생육 및 l-octen-3-01 

생산을 나타내었다. 진탕 회전속도의 영향을 조사한 

결과 l00-300rpm 범위에서는 진탕 회전속도는 1-

octen-3-o1 생산에 커다란 영향을 주지 못했다. 

초기 pH 5.5, 온도 250C, 진탕 회전속도 120rpm 

조건하에서 14일간 플라스크 배양하면서 균사체량， 

l-octen-3-01 및 잔폰당을 조사한 결과는 Fig. 3과 같 

다. 균사체는 접종 후 10일 이후에 빠르게 생육하였 

으며， l-octen-3-이의 생성은 6일 이후에 관찰되어 완 

만한 증가를 보였다. 최종적으로 1-octen-3-01 430 μg/ 

L, 균체 량 5.2 g/L을 얻 었 다(Table 2). A. bisporus 
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10 
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/1 
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C써lture tima (daya) 
Fig. 3. TIme course of myceli왜 mγ weigbt, l-octen-3-여 
빼 resid뻐1 g1ucose in fl잃kc띠ture. 

705의 균사체 형태는 작은 pellet을 이루고 있었다. 

Stirred fermentor에서의 배양 

Stirred tì얹nentor에서 배양한 결과 균사체 생장은 

10일 후 균사체 건조 중량이 4.7 gIL로서 flas엠1서 배 

양했을 때 보다 배양 기간을 4일 정도 단축할 수 있 

었다. 그러나 Stirred fermentor를 이용한 배양에서는 

플라스크 배양시 보다 균체량 및 l-octen-3-01 생산량 

(380μ.g/L)이 모두 감소하였는데(Table 2) 원인은 교 

반 날개나 방해판 둥에의한 균사의 손상 또는 단편 

화 및 각종 sensor<>ll 부착하여 생육하는 wall gro빼1 

둥으로 인한 적정 pellet size 유지곤란으로 사료된다. 

높은 회전수에서 배양하는 경우 전단웅력에 의해 

버섯 균사체가 파괴될 수 있고， 저속으로 교반시 산 

소전달 효과가 감소되어 생산성에 영향을 미칠 수 있 

I빌ble 2. Dry biomass and l-octen-3-01 concentration 
grown in shaken flasks or stirπd fermentor 

MushroomsOlrrce 

Shaken flasks 1J 

Stiπ'ed fermentorJ 

Dry biomass (gIL) l-octen-3-01 ( 아) 

5.2 430 
4.7 380 

Culture conditions: 250C, 5%(v/v) inoculum ratio 
l)initial pH 5.5, agita디on speed 120 φm， culture time 
14 days. 
2)pH 5.5, agitation speed 150 φm， aeration rate 0.5 vvm, 
culture time 10 days. 
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경우 균사괴를 형성하는 것보다 물질(산소)전달이 용 

이하며 따라서 비증식속도가 높다. 하지만 Fig. 4와 

5에서 보듯이 교반속도와 통기속도가 증가하는 경우 

l-octen-3-01 생산량이 오히려 감소하고 있으며 산소 

공급 과잉에의한 저해효과가 나타났다. 따라서 1-

octen-3-01올 생산하기 위하여 일반적인 호기적 조건 

보다 낮은 산소공급 속도를 유지할 필요가 있다. 그 

리고 버섯향의 생산량을 높히기 위해서는 pellet의 크 

기를 일정하게 유지하면서 배양할 수 있는 배양조건 

이 필요할 것으로 사료된다 

Agaricus bisporus 705 균주를 가지고 버 섯향기 의 

주요 향기성분인 l-octen-3-01을 대량생산하기 위하여 

배양조건을 최적화 하는 기본 연구를 수행하였다. 플 

라스크 배양에서 l-octen-3-01 생성을 위한 최적 배양 

조건은 접종비 5%(v/v), 초기 pH 5.5, 배양온도 250C 

이었다. Stirred fermentol에서 배양 시 플라스크 배양 

에서 보다 균체 량 및 l-octen-3-01 생산량이 모두 감 

소하였으나 배양 기간을 4일 정도 단축할 수 있었 

다.S따ed fermentor에서 교반속도와 통기속도가 향 

료 생산성에 미치는 영향을 조사한 결과 교반속도 

150rpm, 통기속도 0.5vvm에서 l-octen-3-01 생산이 

가장우수하였다. 

본 연구는 한국과학재단 핵심전문 연구비 (961-0605-

약 

감사의를 

요 

으므로 적정 교반속도를 조사하였다. 교반속도를 150 

300rpm으로 변화시켜 l-octen-3-01 생쇼띨 비교하였 

다(Fig. 4). 교반속도가 150rpm 일 때 균사체 및 1-

octen-3-01의 생산성이 가장 좋았으며 그 이상의 속도 

에서는 감소하였다. 교반속도가 증가함에 따라 pellet 

의 크기는 작아지며， 동시에 l-octen-3-01의 생산량이 

감소하는 것이 관찰되었다. 영지 균사체를 진탕배양 

하여 세포외 생물 고분자를 생산하는 경우에도 교반 

속도에 따른 pellet의 크기는 교반속도가 증가함에 따 

라 작아져서 l00rpm일 때는 2-3.5 mm 정도이었고， 

150rpm 이상에서는 1-2.5mm 정도로서 세포외 생물 고 

분자의 최적 생산을 위한 균사체의 적정 크기는 2-3.5 

mm 정도로 보고된 바 있다(이신영과 강태수， 1996). 

버섯 균주들은 일반적으로 호기적 특성을 가지고 

있으므로 액체 배양할 경우 적당한 통기가 필요하 

다. 따라서 stirred fermentor에서 통기 속도(air flow 

rate)를 변화시켜 배양하고 향기성분 생산량을 측정하 

여 통기속도의 영향을 조사하여 그 결과를 Fig. 5에 

나타내었다. 0.25-0.5 vvm에서 l-octen-3-01의 생산이 

좋았으나 그 이상의 값에서는 감소하여 과잉으로 산 

소를 공급히여 주는 경우 l -octen-3-01의 생산성이 떨어 

지는 것으로 생각된다. 이 결과에서 산소공급이 l -octen-

3-01의 생산에 크게 영향을 미치는 것을 알 수 있다. 

버섯향의 생산에 있어 균사체 중식형태도 또한 중 

요한 인자로 보고되고 있는데 균사괴 (pellet form)를 

이루는 경우에는 버섯향 생산성이 높고， 섬유상으로 

증식하는 섬유상(dispers잉 form) 중식균사체의 경우 

버섯향이 거의 생성되지 않는 것으로 알려져 있다 

ιitchfield， 1967). 일반적으로 섬유상 증식균사체의 
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