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명 세 서

청구범위

청구항 1 

a) 미세조류를 배양하는 단계; 및

b) 상기 미세조류에 초음파를 처리하는 단계를 포함하는, 미세조류 내 아스타잔틴(astaxanthin)의 함량을 증대

시키는 방법.

청구항 2 

제1항에 있어서,

상기 미세조류는 헤마토코쿠스 플루비아리스(Haematococcus pluvialis)인 것을 특징으로 하는, 방법.

청구항 3 

제1항에 있어서,

상기 a) 단계에서 미세조류는 적색의 휴면 포낭 세포 형태로 배양하는 것을 특징으로 하는, 방법. 

청구항 4 

제1항에 있어서,

상기 b) 단계에서 초음파는 30-50 kHz 세기로 처리하는 것을 특징으로 하는, 방법.

청구항 5 

제1항에 있어서,

상기 b) 단계에서 초음파는 1일(day) 당 10-30분씩 1-6일 동안 처리하는 것을 특징으로 하는, 방법.

발명의 설명

기 술 분 야

본 발명은 초음파 자극을 통한 미세조류 내 아스타잔틴(Astaxanthin)의 함량을 증대시키는 방법에 관한 것이다.[0001]

배 경 기 술

적색의 케토카로티노이드(Ketocarotenoid)인 아스타잔틴(Astaxanthin, 3,3'-dihydroxy-β, β'-carotene-4,4'-[0002]

dione)은 동물의 체내합성이 불가능한 불포화성 이소프렌 유도체의 일종으로서, 베타-카로틴에 비하여 양쪽 말

단기에 하이드록실기(-OH)와 케톤기(=O)를 하나씩 더 가지고 있는데, 이와 같은 아스타잔틴의 독특한 분자 구조

적 특성으로 인하여 기존의 항산화 물질보다 항산화 활성이 월등히 높으며, 특히 비타민 C보다 약 6000배 높은

항산화 능력을 가지고 있는 것으로 알려져 있다.

이러한 높은 항산화 활성기능으로 인해 아스타잔틴은 의약품, 식품 첨가제, 착색제 및 동물과 치어의 사료 첨가[0003]

제 등으로 널리 사용되고 있어, 그 수요량 및 활용 범위가 급격히 확대될 것으로 예상되고 있으며, 눈 건강에도

좋은 것으로 알려져 의약품, 식품 첨가제 등 다양한 분야에 활용되고 있다.

미세조류인 헤마토코쿠스 종(Haematococcus)은 높은 광량, 질소원 부족 등의 스트레스를 받으면 세포벽이 두꺼[0004]

워지면서 세포 내에 아스타잔틴을 축적하는 것으로 알려져 있다. 기존에는 아스타잔틴의 생산량을 늘리기 위해

헤마토코쿠스의 배양 환경의 환경적 요소(광 주기, 광 세기, 온도, 배지 조성 등)를 조절하는 형태의 기술이 접

목되었다.

다만, 이러한 직접적인 생장환경을 조절하는 기술은 여러 가지 배양 조건(배지 조성, 온도, 광 세기 등)과 바이[0005]

오매스 생산성과 관련된 변수를 확인해야하며 기존 방법은 아스타잔틴 생합성과 바이오매스 생산성 사이에서의
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최적화하기 어렵다는 단점이 존재한다.

이에 본 발명자는 아스타잔틴 생산을 보다 증대시킬 수 있는 방법에 대해 예의 연구하던 중, 헤마토코쿠스의 아[0006]

스타잔틴 생합성 시기에 초음파 자극을 적용하는 경우 헤마토코쿠스 종의 아스타잔틴 생합성이 효과적으로 촉진

되는 것을 확인함으로써 본 발명을 완성하였다.

선행기술문헌

특허문헌

(특허문헌 0001) 한국등록특허 제10-1960188호 [0007]

(특허문헌 0002) 한국공개특허 제10-2019-0082107호 

발명의 내용

해결하려는 과제

따라서 본 발명의 목적은 미세조류 내 아스타잔틴(astaxanthin)의 함량을 효과적으로 증대시킬 수 있는 방법을[0008]

제공하는 것이다.

과제의 해결 수단

상기와 같은 본 발명의 목적을 달성하기 위해서,[0009]

본 발명은 a) 미세조류를 배양하는 단계; 및 b) 상기 미세조류에 초음파를 처리하는 단계를 포함하는, 미세조류[0010]

내 아스타잔틴(astaxanthin)의 함량을 증대시키는 방법을 제공한다.

본 발명의 일실시예에 있어서, 상기 미세조류는 헤마토코쿠스 플루비아리스(Haematococcus pluvialis)일 수 있[0011]

다.

본 발명의 일실시예에 있어서, 상기 a) 단계에서 미세조류는 적색의 휴면 포낭 세포 형태로 배양할 수 있다.[0012]

본 발명의 일실시예에 있어서, 상기 b) 단계에서 초음파는 30-50 kHz 세기로 처리할 수 있다.[0013]

본 발명의 일실시예에 있어서, 상기 b) 단계에서 초음파는 1일(day) 당 10-30분씩 1-6일 동안 처리할 수 있다.[0014]

발명의 효과

본 발명에 따른 방법은 미세조류 배양 과정 중 초음파 처리를 통해 미세조류 내 아스타잔틴(astaxanthin)의 함[0015]

량을 효과적으로 증대시킬 수 있는바, 고부가가치 물질인 아스타잔틴 생산을 위해 유용하게 사용될 수 있다.

도면의 간단한 설명

도 1은 본 발명에 따른 미세조류에 초음파 자극을 주는 방법을 간략하게 보여주는 모식도이다.[0016]

도 2는 초음파 자극 부여에 따른 미세조류 생애주기별 헤마토코쿠스 종의 세포 생존율을 나타낸 것이다(2a:

Green stage, 2b: brown stage, 3c: red stage).

도 3은 헤마토코쿠스(적색 세포) 종에 주기적인 초음파 자극을 부여한 후 시간경과에 따른 세포수, 건중량, 세

포 크기, 총 아스타잔틴 함량 및 세포 당 아스타잔틴 함량 변화를 확인한 것이다(3a: 세포수, 3b: 건중량, 3c:

세포 크기, 3d: 총 아스타잔틴 함량, 3e: 세포 당 아스타잔틴 함량).

도 4a는 헤마토코쿠스(적색 세포) 종에 주기적인 초음파 자극을 부여한 후 시간경과에 따른 활성산소(ROS)의 변

화를 확인한 것이며, 도 4b는 헤마토코쿠스(적색 세포) 종에 주기적인 초음파 자극에 따른 아스타잔틴 생합성

관련 유전자(BKT, CHY)의 발현량을 확인한 결과이다.

발명을 실시하기 위한 구체적인 내용

본 발명자들은 미세조류에 초음파 처리하여 아스타잔틴의 생산량을 증대시킬 수 있다는 것을 확인하고, 이에 기[0017]
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초하여 본 발명을 완성하였다.

이하 본 발명을 상세히 설명한다.[0018]

본 발명은 초음파를 처리하여 미세조류 내 아스타잔틴(astaxanthin)의 함량을 증대 시키는 방법을 제공한다.[0019]

본 발명의 "미세조류(microalgae)"는 크기 50 μm 이하의 단세포 조류로서, 자연계의 먹이사슬에서 최하위에 위[0020]

치하여 광합성 색소를 가지며 광합성을 통해 유기물을 생산하는 독립영양생물이다. 미세조류의 대표종으로 규조

류(diatom)와 와편모조류(dinophyta)를 들 수 있다.

상기 미세조류는 파피아(Phaffia)속, 파라코커스(Paracoccus)속, 및 헤마토코쿠스(Haematococcus)속의 군으로부[0021]

터  선택되는  어느  하나에  속하는  미세조류일  수  있으나,  본  발명과  같이  초음파  처리에  의해  아스타잔틴

(astaxanthin)의 함량을 증대되는 미세조류라면 이에 제한되는 것은 아니며, 바람직하게는, 헤마토코쿠스 플루

비아리스(Haematococcus pluvialis)일 수 있다.

본 발명의 "헤마토코쿠스(Haematococcus)"는 난형 또는 구형의 형태이며, 전단에 2개의 편모가 있어 헤엄을 치[0022]

는 단세포 녹조류로서, 세포 본체의 원형질은 약간 떨어져서 세포벽으로 둘러싸여 있고, 그 사이에는 한천과 같

은 용액이 풍부하며, 원형질과 세포벽은 방사상인 다수의 세포질 실로 연결되어 있으며, 아스타잔틴을 축적하여

홍색을 나타내는 것이 많다. 2분열인 무성생식과 동형 배우자에 의한 유성생식을 하는 것으로 알려졌고, 부적당

한 환경에서는 편모를 상실한 영양체의 3~4배 크기의 구상체가 되어 아스타잔틴을 다량으로 축적한 아키네트

(akinete)를 형성하며, 상기 아키네트는 환경이 호전되면 분열하여 4, 8 또는 16개의 유주자를 형성하고, 유주

자는 방출 후 영양세포가 된다. 바위 위의 물이 고여 있는 곳 등에서 생육한다.

본 발명의 "아스타잔틴(astaxanthin)"은 카로티노이드의 하나로서, 가재나 새우 등의 갑각류에 가장 많이 보이[0023]

지만 생선의 살, 금눈돔의 표피 등 동물계에 굉장히 널리 분포하는 조오카로티노이드의 대표적인 것이다. 또한,

하등 식물에서도 관찰할 수 있는데, 유리 상태 혹은 에스테르로서 존재하고 있는 것 외에, 단백질과 결합하여

여러 가지 색의 색소 단백질로서 존재하는 것도 많다.

본 발명에 따른 미세조류 내 아스타잔틴(astaxanthin)의 함량을 증대시키는 방법은 a) 미세조류를 배양하는 단[0024]

계; 및 b) 상기 미세조류에 초음파를 처리하는 단계를 포함할 수 있다.

본  발명의  상기  미세조류는  헤마토코쿠스  종일  수  있으며,  더욱  자세하게는  헤마토코쿠스  플루비아리스[0025]

(Haematococcus pluvialis)일 수 있다.

본 발명의 상기 a) 단계는 미세조류를 배양하는 단계로서, 자세하게는 미세조류를 적색의 휴면 포낭 세포 형태[0026]

로 배양하는 단계일 수 있다.

미세조류의 일종인 헤마토코쿠스 플루비아리스(Haematococcus pluvialis)는 외부 성장 환경에 따라 크게 두 가[0027]

지 형태, 즉 두개의 편모를 가지고 유영하는 녹색의 성장 세포 형태(green vegetative cells)와 이동성이 없는

적색의 휴면 포낭 세포 형태(red cyst cells)로 나눠진다. 우호적 환경에서 녹색의 성장 세포가 안정적으로 성

장하다가 여러 가지 외부 환경 조건 변화에 따라 발생하는 비우호적 환경에 노출 시 녹색의 세포들은 자기 보호

기작에 따라 적색의 포낭 세포로 전환하며, 이러한 적색의 휴면단계에서 아스타잔틴을 다량 축적하는 것으로 알

려져 있다.

본  발명의  하기  실시예에서는  헤마토코쿠스  세포  주기에  따른  초음파  자극  부여  시  세포  생존율을[0028]

확인하였으며, 그 결과 Green, Brown stage의 헤마토코쿠스 세포는 초음파 자극에 견디지 못하고 사멸하나, 적

색의 휴면 포낭 세포 형태(red cyst cells)의 경우 초음파 자극을 충분히 견딜 수 있음을 확인하였다(도 2 및

표 1 참조).

따라서 본 발명의 미세조류 내 아스타잔틴(astaxanthin)의 함량을 증대시키는 방법에 있어서, 상기 a) 단계의[0029]

미세조류는 적색의 휴면 포낭 세포 형태로 배양하는 것이 바람직하다.

본 발명의 상기 b) 단계는 미세조류에 초음파를 처리하는 단계로서, 자세하게는 상기 a) 단계를 통해 배양된 적[0030]

색의 휴면 포낭 세포 형태의 미세조류에 초음파를 특정 세기로 반복하여 처리하는 단계이다.

본 발명의 일실시예에 있어서, 상기 b) 단계에서 초음파는 30 ~ 50 kHz 세기로 처리할 수 있다.[0031]

초음파 세기가 30 kHz 미만인 경우 자극이 어려울 수 있으며, 초음파 세기가 50 kHz 초과인 경우 세포 생존이[0032]

어려울 수 있다.
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본 발명의 다른 실시예에 있어서, 상기 b) 단계에서 초음파는 1일(day) 당 10-30분씩 1-6일 동안 처리할 수 있[0033]

다.

초음파는 1일당 10-30분씩 6일 초과하여 처리하는 경우 초음파의 자극에 따른 세포 생존이 어려운 문제점이 있[0034]

다.

본 발명의 하기 실시예에서는 지속적 초음파 자극 부여에 따른 헤마토코쿠스 생장 변화를 확인하였다. 그 결과[0035]

지속적인 초음파 자극을 통해 헤마토코쿠스 세포수가 감소하였으나(도 3a 및 표 2 참조), 반면에 세포의 건중량

은 대조군에 비하여 높은 현상을 확인하였다(도 3b 및 표 3 참조). 이와 같은 현상은 초음파 자극 부여 시 대조

군에 비하여 헤마토코쿠스 세포의 크기의 변화에 의해 유도되었을 것으로 예상된다(도 3c 및 표 4 참조). 또한,

초음파 자극 부여 시 총 아스타잔틴 생합성량은 일정 시기(Day 2)에 최대값에 도달하고 감소하는 것을 보여주었

다(도 3d 및 표 5 참조). 한편, 세포 당 아스타잔틴 함량의 경우 초음파 자극 부여 시 지속적으로 증대되는 것

으로 나타났으며(도 3e 및 표 6 참조), 초음파 자극 부여를 통해 아스타잔틴의 생합성이 증대되는 것을 확인하

였다.

상기와 같은 결과를 통해, 미세조류에 지속적 초음파 자극 부여하는 경우 세포 수가 감소하는 반면, 세포 크기[0036]

가 변화하며 이와 더불어 세포 내 아스타잔틴의 생합성이 증대되는 것을 알 수 있었다.

따라서 본 발명의 미세조류 내 아스타잔틴(astaxanthin)의 함량을 증대시키는 방법에 있어서, 상기 b) 단계에서[0037]

미세조류에 처리하는 초음파 처리는 30-50 kHz 세기의 초음파를 1일(day) 당 10-30분씩 1-6일 동안 처리할 수

있다.

이하, 실시예를 통하여 본 발명을 보다 상세히 설명하고자 한다. 이들 실시예는 본 발명을 보다 구체적으로 설[0039]

명하기 위한 것으로, 본 발명의 범위가 이들 실시예에 한정되는 것은 아니다.

<실시예 1>[0041]

헤마토코쿠스 배양 및 성장, 아스타잔틴 측정[0042]

본 실험에서는 헤마토코쿠스 플루비아리스(Haematococcus pluvialis) 종을 이용하였다. 본 실험에 활용한 헤마[0043]

토코쿠스 플루비아리스는 미국 UTEX에서 연구목적으로 구매하여 사용하였다. 배양 배지는 OHM 배지를 이용하였

으며, 1L 3차 증류수에 0.41g KNO3, 0.03g Na2HPO4, 0.246g MgSO4·7H2O, 0.11g CaCl2·2H2O, 2.62mg Fe(III)-

citrate·H2O, 0.011mg CoCl2·6H2O, 0.12mg CuSO4·5H2O, 0.075mg Cr2O3, 0.98mg MnCl2·4H2O, 0.12mg Na2MoO4·

2H2O, 0.005mg SeO2, 50ug biotin, 35ug 티아민(비타민 B1), 그리고 30ug 비타민 B12를 첨가하였다. 배지는 121

℃에서 20분간 멸균을 한 후 사용하였다. 실험을 위해 250 mL 둥근바닥플라스크(DURAN 제조)에 150 mL의 배지를

주입하였으며 접종 세포 수는 10×10
5
 cells/mL가 되도록 하였다. 빛 광량은 50 umolm

-2
s
-1
, 온도 25℃에서 배양

하였고, 1 vvm의 공기를 주입하였다.

헤마토코쿠스 세포 수는 Hemacytometer(Hausser  Scientific  제조)를 이용하여 측정하였다. 건중량은 1.45  um[0044]

공극 크기를 가진 필터를 이용하여 측정하였다. 아스타잔틴 함량 측정은 bead-beater(BioSpec 제조)를 이용하여

헤마토코쿠스  세포를  90%  아세톤(SAMCHUN  제조)과  마이크로비드(micro-bead)가  담긴  튜브에  담아  파쇄하고

13000rpm에서 원심분리하여 상층액을 분리한 다음 분광광도계(GENESYS 제조)를 이용하여 측정하였다. 획득한 상

층액의 경우 474 nm에서 측정을 진행하였으며, 산출된 아스타잔틴 계산식인 (OD474-0.0831)/0.1426을 이용하여

계산하였다(단위: mg/L).

<실시예 2>[0046]

초음파 자극 방법[0047]

도 1은 헤마토코쿠스 세포에 초음파 자극을 부과하기 위한 방법을 나타낸 모식도이다. 초음파 자극을 주기 위하[0048]

여 초음파 세척장치(Ultrasonic cleaner, 성동초음파, SD-200H)를 이용하였다. 150 mL의 세포를 250 mL의 둥근

플라스크에 담아 조심스럽게 흔든 후 플라스크를 초음파 세척장치 안에 넣어 40 kHZ 세기의 초음파 자극을 30분
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간 주었다.

<실시예 3>[0050]

헤마토코쿠스 세포 주기에 따른 초음파 자극 부여 시 세포 생존율 변화[0051]

본 발명의 방법에 따라 헤마토코쿠스 세포의 세포 주기(Green, Brown, Red)에 따라 초음파 자극을 부여함에 따[0052]

라  세포  수  변화  확인을  통해  세포  생존율을  확인하였다.  세포의  생존율을  확인하기  위하여

Hemacytometer(Hausser Scientific 제조)와 Trypan Blue Stain(logosbio 제조)를 사용하였다.

그 결과 도 2 및 표 1에서 나타낸 바와 같이, 초음파 자극을 주었을 때 헤마토코쿠스의 세포 주기에 따라 세포[0053]

의 생존율 변화를 확인할 수 있다. 상기 결과에 따르면 Green, Brown stage의 헤마토코쿠스 세포는 초음파 자극

에 견디지 못하고 사멸하나(도 2a 및 2b), 적색 헤마토코쿠스 세포의 경우 초음파 자극을 충분히 견딜 수 있음

을 확인할 수 있다(도 2c).

표 1

헤마토코쿠스 세포의 세포 주기에 따른 초음파 자극 부여 시 세포 생존율[0055]

세포 주기 초음파 자극 부여 후 시간 경과에 따른 세포 생존율(%)

5분 10분 15분 20분 30분

Green 78.95 34.74 21.05 9.47 4.21

Brown 76.19 69.05 54.76 54.29 54.76

Red 98.04 98.04 96.08 92.16 92.16

<실시예 4>[0057]

지속적 초음파 자극 부여에 따른 헤마토코쿠스 생장 변화[0058]

본 발명의 방법에 따라 헤마토코쿠스 적색 세포에 초음파 자극을 주지 않은 대조군과 30분 주기로 매일 30분씩[0059]

초음파 자극을 부여하였을 때 세포의 변화를 측정하였다.

그 결과 지속적인 초음파 자극을 통해 헤마토코쿠스 세포수가 감소함을 알 수 있었다(도 3a 및 표 2 참조). 하[0060]

지만 세포 수가 감소하였음에도 불구하고 세포의 건중량은 대조군에 비하여 높은 현상을 확인할 수 있었다(도

3b 및 표 3 참조). 이와 같은 현상은 초음파 자극 부여 시 대조군에 비하여 헤마토코쿠스 세포의 크기의 변화에

의해 유도되었을 것으로 예상된다(도 3c 및 표 4 참조). 이와 동일하게 초음파 자극 부여 시 총 아스타잔틴 생

합성량은 일정 시기(Day 2)에 최대값에 도달하고 감소하는 것을 보이며(도 3d 및 표 5 참조), 이와 같은 현상은

세포수 감소에 의해 총 아스타잔틴 함량의 감소를 유발하였음을 알 수 있다. 하지만 세포 당 아스타잔틴 함량의

경우 초음파 자극 부여 시 지속적으로 증대되는 것으로 보아(도 3e 및 표 6 참조), 초음파 자극 부여를 통해 아

스타잔틴의 생합성이 증대되는 것을 확인할 수 있다.

표 2

헤마토코쿠스 적색 세포에 초음파 자극에 따른 세포 밀도 [0062]

세포 밀도 (*10
4
 cells mL

-1
)

0일 1일 2일 3일 4일 5일 6일

대조군 5 4.5 4.8 4 3.7 3.2 3.2

처리군 5 4.3 4 3.8 2.7 1.8 1.3
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표 3

헤마토코쿠스 적색 세포에 초음파 자극에 따른 건중량 [0064]

건중량 (gL
-1
)

0일 1일 2일 3일 4일 5일 6일

대조군 0.2222 0.2222 0.1889 0.2278 0.1889 0.1944 0.2111

처리군 0.2222 0.3000 0.2889 0.3167 0.2556 0.2556 0.2389

표 4

헤마토코쿠스 적색 세포에 초음파 자극에 따른 세포 직경 [0066]

세포 직경 (μm)

1일 3일 5일

대조군 26.38 27.03 25.28

처리군 31.43 33.77 33.83

표 5

헤마토코쿠스 적색 세포에 초음파 자극에 따른 아스타잔틴 함량[0068]

아스타잔틴 함량 (mgL
-1
)

0일 1일 2일 3일 4일 5일 6일

대조군 5.6328 5.6515 4.6253 4.4663 2.1732 3.5640 3.0147

처리군 5.6328 7.2971 8.1480 5.2938 5.5720 4.0666 3.6272

표 6

헤마토코쿠스 적색 세포에 초음파 자극에 따른 세포 당 아스타잔틴 함량 [0070]

세포 당 아스타잔틴 함량 (pg cell
-1
)

0일 1일 2일 3일 4일 5일 6일

대조군 112.6554 125.5883 95.6964 111.6585 59.2689 112.5477 95.2009

처리군 112.6554 168.3959 203.6992 138.1011 208.9472 221.8197 272.0440

<실시예 5>[0072]

초음파 자극 부여에 따른 적색 헤마토코쿠스 세포의 ROS 및 유전자 발현량 변화[0073]

본 발명의 방법에 따라 헤마토코쿠스 적색 세포에 초음파 자극을 주지 않은 대조군과 실험군의 세포 내 ROS(활[0074]

성산소)를 측정하였다. ROS 수치변화 측정을 위해 30분 동안 초음파 처리 후 미세조류 세포를 수확하였다. ROS

를 검출하기 위해 니트로블루테트라졸륨(NBT; Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)을 이용하여 세포 내 염색을 진행

하여 ROS 측정을 진행하였다.

간략하게는, 13,000rpm에서 원심 분리하여 1mL의 세포를 수확하고 0.2 mL의 0.2 %(w/v) NBT에 재현탁시켰다.[0075]

12시간 동안 배양한 후, 세포를 원심 분리하고 0.5mL의 50% (v/v) 빙초산에 반응시켰다. 그 이후 비드비터를 사

용하여 염색된 세포를 파쇄하였다. 추출된 상층액은 560nm 파장에서 UV-Vis 분광광도계를 사용하여 흡광도 값을

기반으로 ROS 수치를 측정하였다.
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그 결과 초음파 자극 부여와 맞추어 세포 내 활성산소가 증가함을 관찰하였다(도 4a 참조). 이와 같은 현상은[0076]

헤마토코쿠스에 초음파 자극이 산화 자극(Oxidative stress)으로 작용하는 것으로 예측되며, 그에 따른 반응으

로 세포 내 아스타잔틴 생합성이 촉진된다는 뒷받침 근거로 작용할 수 있다.

또한, 초음파 자극 부여 시 실험군에서의 아스타잔틴 생합성 관련 유전자 발현량 변화를 대조군과 비교하였다.[0077]

간략하게는,  제조사의  프로토콜에  따라  RNeasy  mini  kit  (Qiagen,  CA,  USA)를  이용하여  H.  pluvialis에서[0078]

Total RNA를 분리하였다. 샘플의 핵산 농도는 260 nm에서 분광 광도계를 이용하여 측정하였다. RNA의 순도는

OD260/OD280 비율로 계산되었다. 그런 다음 AMPIGENE® cDNA 합성 키트(Enzo Life Sciences, Farmingdale, NY,

USA)를 사용하여 cDNA를 합성한 다음 제조업체의 프로토콜을 따라 진행하였다. 총 RNA(4μg)와 2×RT 효소 혼합

물을 반응 튜브에서 혼합하고 42℃에서 30분동안 배양하고 85℃에서 10분 동안 비활성화한 다음 얼음에서 빠르

게  냉각하였다.  아스타잔틴  생합성  관련  유전자인  BKT(NCBI  Gene  ID  :  D45881)  및  CHY(NCBI  Gene  ID  :

AF162279)의 발현은 정량적 역전사 PCR(qRT-PCR)과정으로 측정하였다. RNA에 대한 정량적 RT-PCR은 AMPIGENE®

qPCR  Green  Mix  Lo-ROX  (Enzo  Life  Sciences)를 사용하여 95℃에서 15초동안 40사이클, 60℃에서 30초 동안

CFX connect Real-Time PCR (Bio-Rad) (Bio-Rad, Hercules, CA, USA)를 제조업체의 지침에 따라 진행하였다.

여기에 사용된 유전자 특이적 프라이머는 하기 표 7에서 나타내었다.

표 7

Real-Time PCR에 사용된 프라이머 서열[0080]

유전자 프라이머 서열(5’->3’)

BKT 포워드 GGCACTAATGGTCGAGCAGAA

리버스 ACAATGAAGACTGCGGCGATG

CHY 포워드 CATTGCCATCTTCGCCACCTA

리버스 GGGCAGTCCATTGGATGATTGG

그 결과 대조군에 비하여 초음파 처리군의 경우 BKT 유전자가 약 39배, CHY 유전자가 약 25배 증가하였음을 확[0082]

인하였다(도 4b 참조). 이를 통해 초음파 자극의 경우 적색 헤마토코쿠스의 산화 자극원으로 작용하며, 이에 대

한 반응으로 아스타잔틴 생합성을 증대시키는 것을 확인하였다.

이제까지 본 발명에 대하여 그 바람직한 실시예들을 중심으로 살펴보았다. 본 발명이 속하는 기술 분야에서 통[0084]

상의 지식을 가진 자는 본 발명이 본 발명의 본질적인 특성에서 벗어나지 않는 범위에서 변형된 형태로 구현될

수 있음을 이해할 수 있을 것이다. 그러므로 개시된 실시예들은 한정적인 관점이 아니라 설명적인 관점에서 고

려되어야 한다. 본 발명의 범위는 전술한 설명이 아니라 특허청구범위에 나타나 있으며, 그와 동등한 범위 내에

있는 모든 차이점은 본 발명에 포함된 것으로 해석되어야 할 것이다.
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