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시켜 초기 배양을 수행하는 제1 단계에 이어, 상기 헤마토코쿠스 종을 상기 제1 단계에서 적용한 것보다 더 높은

광 에너지에 노출시켜 상기 헤마토코쿠스 종을 후속 배양하는 제2 단계로 이루어진 헤마토코쿠스 종의 2-단계 배

양 과정을 피하여, 아스타크산틴 형성을 유도하는 단계, 및 선택적으로 - 상기 배양된 헤마토코쿠스 종을 수확하

는 단계 및/또는 - 아스타크산틴을 분리하는 단계를 포함하는 것인 방법.
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명 세 서

청구범위

청구항 1 

아스타크산틴 (astaxanthin)의 제조를 위해 헤마토코쿠스 종 (Haematococcus species)을 배양하는 방법으로서, 

- 기질 (substrate)을 제공하는 단계,

- 상기 기질의 표면에 헤마토코쿠스 종을 배열하는 (arranging) 단계,

- 상기 기질에 배열된 헤마토코쿠스 종을 배양 과정 초기부터 높은 광 강도로 노출시키고, 상기 높은 광

강도는 200 ㎛ol 광자 m
-2
s
-1
 또는 그 이상이고, 및 

상기 헤마토코쿠스 종을 낮은 광 에너지에 노출시켜 초기 배양을 수행하는 제1 단계에 이어, 상기 헤마

토코쿠스 종을 상기 제1 단계에서 적용한 것보다 더 높은 광 에너지에 노출시켜 상기 헤마토코쿠스 종을 후속

배양하는 제2 단계로 이루어진 헤마토코쿠스 종의 2-단계 배양 과정을 피하여, 아스타크산틴 형성을 유도하는

단계, 및

- 아스타크산틴을 분리하는 단계를 포함하는 것인 방법으로서, 

상기 제1 단계에서 낮은 광 에너지는 50 ㎛ol 광자 m
-2
 s

-1
 내지 200 ㎛ol 광자 m

-2
 s

-1
 미만이고, 

상기 제2 단계에서 더 높은 광 에너지는 적어도 200 ㎛ol 광자 m
-2
 s

-1
 인 것인 방법.

청구항 2 

청구항 1에 있어서, 상기 아스타크산틴을 분리하는 단계 이전에, 배양된 헤마토코쿠스 종을 수확하는 단계를 더

포함하는 것인 방법.

청구항 3 

청구항 2에 있어서, 상기 아스타크산틴은 수확된 헤마토코쿠스 종으로부터 분리되는 것인 방법.

청구항 4 

청구항 1에 있어서, 상기 헤마토코쿠스 종은 헤마토코쿠스 플루비알리스 (Haematococcus pluvialis)인 것인 방

법.

청구항 5 

청구항 1 내지 4 중 어느 한 항에 있어서, 상기 기질은 시트-형 (sheet-like) 물질인 것인 방법.

청구항 6 

청구항 5에 있어서, 상기 시트-형 물질기질은 다공성 시트인 것인 방법.

청구항 7 

청구항 5에 있어서, 상기 시트-형 물질은 종이, 셀룰로스 에스테르, 셀룰로스 아세테이트, 혼합된 셀룰로스 에

스테르, 셀룰로스, 셀룰로스 니트레이트, 폴리아미드, 폴리에스테르, 및 폴리올레핀으로 구성된 그룹으로부터

선택되는 것인 방법.

청구항 8 

바이오매스 생산성을 증가시킴과 동시에 아스타잔틴 생산을 유도 및 증가시키기 위해 높은 광 강도 하에서 1 단

계 배양으로 기질 상에서 헤마토코쿠스 의 바이오필름 배양하는 것을 포함하고, 상기 높은 광 강도는 200 ㎛ol
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광자 m
-2
s
-1
 또는 그 이상인, 개선된 아스타크산틴의 생산 방법. 

청구항 9 

청구항 8에 있어서, 상기 아스타크산틴은 수확된 헤마토코쿠스 종으로부터 분리되는 것인 방법.

청구항 10 

청구항 8에 있어서, 상기 헤마토코쿠스 종은 헤마토코쿠스 플루비알리스 (Haematococcus pluvialis)인 것인 방

법.

청구항 11 

청구항 8 내지 10 중 어느 한 항에 있어서, 상기 기질은 시트-형 (sheet-like) 물질인 것인 방법.

청구항 12 

청구항 11에 있어서, 상기 시트-형 물질은 다공성 시트인 것인 방법.

청구항 13 

청구항 11에 있어서, 상기 시트-형 물질은 종이, 셀룰로스 에스테르, 셀룰로스 아세테이트, 혼합된 셀룰로스 에

스테르, 셀룰로스, 셀룰로스 니트레이트, 폴리아미드, 폴리에스테르 및 폴리올레핀으로 구성된 그룹으로부터 선

택되는 것인 방법.

청구항 14 

청구항 8 내지 10 중 어느 한 항에 있어서, 상기 배양 동안 14/10 시간의 광/암 주기를 5% CO2 와 조합하여 사용

되는 것인 방법.

청구항 15 

청구항 8 내지 10 중 어느 한 항에 있어서, 상기 아스타크산틴의 양은 4 g m
-2
보다 높은 것인 방법. 

청구항 16 

청구항 8 내지 10 중 어느 한 항에 있어서, 낮은 광 노출은 필수적이지 않고, 상기 낮은 광은 50 ㎛ol 광자 m
-2

s
-1
 내지 200 ㎛ol 광자 m

-2
 s

-1
 미만인 것인 방법.  

발명의 설명

기 술 분 야

본 발명은 아스타크산틴 (astaxanthin)을 제조하기 위해 헤마토코쿠스 종 (Haematococcus species)을 배양하는[0001]

개량된 방법에 관한 것이다.

배 경 기 술

미세조류 (microalga)인 헤마토코쿠스 플루비알리스 (Haematococcus pluvialis)는 그의 2차 대사 화합물인 아[0002]

스타크산틴으로 알려져 있고, 이는 높은 색소침착 (pigmentation) 및 항산화 (antioxidant) 능력을 갖는다.  이

의 착색 특성은 연어와 새우 살의 분홍빛을 띠는 색상을 증가시키기 위해 주로 양식 (aquaculture)에서 사용된

다  (Lorenz  &  Cysewski  2000).   항산화제로서,  아스타크산틴은  인간의  건강  보충  제품으로  시판되고  있다

(AstaReal, Algatechnologies Ltd, Cyanotech Ltd, Nutrex Hawaii Ltd, Fuji Health Science Inc. 참조).  오

늘날 아스타크산틴의 주요 공급원은 화학 합성이다 (CARDAX 및 BASF 참조, 동물 사료 용도로만 허용됨).

그러나, 천연 공급원으로부터의 아스타크산틴은 더 좋은 생체이용률 및 항산화 능력을 보여주는 몇가지 연구 및[0003]

천연 또는 "바이오 (bio)" 제품에 대한 소비자의 일반적인 선호도로 인해 관심이 증가되고 있고, 높은 가치를

지니고 있다 (Nguyen 2013). 

등록특허 10-2767149
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그럼에도 불구하고, 에이취. 플루비알리스 (H. pluvialis)에 의한 아스타크산틴의 생산은 여전히 비용이 많이[0004]

들고, 도전적인 기술이다.  어느 정도까지, 이는 에이취. 플루비알리스에 의한 아스타크산틴 생산은 세포 분열

이 중단되었을 때 보통 일어난다는 사실에 기반한다.  아스타크산틴 생산은 특정 스트레스 요인, 가령 높은 광

강도 (200 ㎛ol 광자 m
-2
 s

-1
 이상), 염 스트레스 및 영양 결핍에 의해 유도된다 (Aflalo et al. 2007).

그러므로, 최근 배양 방법 (cultivation methods)은 2 단계로 구성된다: (i) 배양 파라미터가 충분한 바이오매[0005]

스 (biomass)를 제공하기 위해 높은 세포 밀도의 생산에 최적인 "그린 단계 (green phase)" (광 강도: 50-200

㎛ol 광자 m
-2
s
-1
; 온도: 20-25 ℃; pH 6.5-8); 및 (ii) 세포 분열의 현저한 감소 또는 중지와 함께, 아스타크산

틴 생산 및 축적을 증강시키기 위해 스트레스가 적용되는 "레드 (red)" 단계.  결과적으로, 산물로서의 아스타

크산틴에 대한 견해와 함께, 수립된 기술은 전체 생산 기간의 약 50%에 기여하는 비생산 그린 단계로 고통받고

있다  (Suh  et  al.  2006;  Aflalo  et  al.  2007).   또한,  2-단계  절차는  2개의  개별의  생물반응기  시스템

(bioreactor systems)에 대한 요구 사항에 따라 더 많은 기술적 노력을 필요로 한다:  낮은 광 강도를 제공하기

위해, 상기 그린 단계는 주로 실내에 위치하고, 광화학적 스트레스를 피하기 위해 인공 광원으로 조명되는 반면

에, 상기 레드 단계는 실외 광생물반응기 (outdoor  photobioreactors)에서 볼 수 있는 높은 일사량 (solar

irradiances)이 유익하다.

불연속 2-단계 방법의 명백한 단점 외에도, 최근 배양 시스템은 관형 반응기 (tubular reactors) 및 개방된 연[0006]

못 (open ponds)에서 현탁 성장에 기반한다 (Lorenz and Cysewski 2000).  그러나, 이들 시스템은 예를 들면

구축, 작업 및 유지하는데 많은 비용이 드는 것으로 잘 알려져 있다 (Ozkan et al. 2012).  생물반응기 디자인

의 최근 진보에서 바이오필름 (biofilm)-기반 생물반응기가 현탁-타입 생물반응기의 상기 단점의 일부를 극복할

수 있는 잠재력을 제공하는 것이 입증되었다 (예컨대, Berner et al. 2014).  구체적으로, 에이취. 플루비알리

스는 낮은 광 강도에서 다공성 기질 생물반응기를 사용하여 바이오필름에서 성공적으로 성장되었다 (Wan et al.

2014; Yin et al. 2015; Zhang et al. 2014).  아스타크산틴 형성이 또한 졸-겔 고정화된 살아있는 미세조류

(sol-gel immobilized living microalgae)에서도 개시되었다 (Fiedler et al 2007).

본 발명의 목적은 바이오매스 생산력을 증가시키고 아스타크산틴 생산을 유도 및 증가시키기 위해 높은 광 강도[0007]

를 사용하는 1-단계 절차로 헤마토코쿠스의 바이오필름 (고정된) 배양을 사용하여 향상된 아스타크산틴 생산을

제공하는데 있다.  본 발명의 또다른 목적은 최근 기술의 2-단계 절차의 단점을 피하는데 있다.

발명의 내용

해결하려는 과제

본 발명의 목적은 아스타크산틴의 제조를 위해 헤마토코쿠스 종을 배양하는 방법에 의해 해결되고, 상기 방법은[0008]

하기 단계들을 포함한다:

- 기질 (substrate)을 제공하는 단계,[0009]

- 상기 기질의 표면에 헤마토코쿠스 종을 배열하는 (arranging) 단계,[0010]

- 상기 기질에 배열된 헤마토코쿠스 종을 배양 과정 초기부터 높은 광 강도로 노출시키는 단계 및 [0011]

- 상기 헤마토코쿠스 종을 낮은 광 에너지에 노출시켜 초기 배양을 수행하는 제1 단계에 이어, 상기 헤마[0012]

토코쿠스 종을 상기 제1 단계에서 적용한 것보다 더 높은 광 에너지에 노출시켜 상기 헤마토코쿠스 종을 후속

배양하는 제2 단계로 이루어진 헤마토코쿠스 종의 2-단계 배양 과정을 피하여, 아스타크산틴 합성을 유도하는

단계;

- 선택적으로, 상기 배양된 헤마토코쿠스 종을 수확하는 단계; 및/또는[0013]

- 상기 아스타크산틴을 분리하는 단계.[0014]

본 발명은 낮은-광 노출하에 제1 단계 (그린 단계)에서 헤마토코쿠스 종의 세포 물질 (cell mass)의 충분한 양[0015]

을 생성하고 또한 높은 광 강도에서 아스타크산틴 형성을 유도하기 위해 세포 물질의 충분한 양을 형성하는 것

이 필수적이지 않다는 예상치 못한 발견에 기반한다.

2-단계 배양인 최근 기술에 따른 헤마토코쿠스 종, 구체적으로 에이취. 플루비알리스의 배양과는 대조적으로,[0016]

본 발명의 제조 방법은, 구체적으로 바이오필름 광생물반응기의 적용에 의해 제공되는 적은 유지 및 수확 비용
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과 함께 높은 광 강도하에 바이오매스와 아스타크산틴 모두의 한-단계 배양을 제공한다.

본 발명에 따르면, 용어 높은 광 강도 (high light intensities)는 당분야의 통상의 지식을 가진 자에 의해 상[0017]

대적 용어가 아닌 구체적인 용어로서, 예를 들면 적어도 약 150, 200, 250 또는 500 ㎛ol 광자 m
-2
s
-1
 또는 그

이상과 동등한 것으로 이해된다.

스트레스 요인 (stress factors)은 헤마토코쿠스 종, 구체적으로 에이취. 플루비알리스에서 아스타크산틴 생산[0018]

을 유도하는 환경적 영향, 가령 150 ㎛ol 광자 m
-2 

s
-1
 이상의 광 강도 (light intensities), 염도 (salinity)

(0.8% NaCl), 30 ℃ 초과의 온도 및 영양 결핍 (nutrient starvation), 구체적으로 질소 및 인의 영양 결핍이

있고, 다른 결핍도 또한 역할을 할 수 있다.  구체적으로, 본원에서 개시된 바와 같이 바이오필름에서 성장한

헤마토코쿠스 종, 구체적으로 에이취. 플루비알리스의 세포에서 아스타크산틴 함량은 높은 광 강도 이외에 질소

또는 인 공급원이 없는 배지로 상기 세포를 처리할 때 약 50%까지 증가될 수 있다.  동일한 설정에서, 성장 표

면당 전체 아스타크산틴 생산력은 질소 및/또는 인 결핍의 적용으로 대략 최대 15%까지 증가될 수 있다.

에이취. 플루비알리스를 배양하는데 사용된 광은 규칙적으로 300 nm 내지 780 nm 범위의 UV 및 가시광이다.[0019]

높은 광 강도 (약 1,000 ㎛ol 광자 m
-2
 s

-1
)에서 에이취. 플루비알리스의 바이오매스 생산에 대한 몇가지 데이터[0020]

가 존재하지만, 아스타크산틴 축적은 낮고, 높은 광이 영양 한계와 결부되는 경우에만 발생한다 (Del Rio et

al. 2005; Garcia-Malea Lopez et al. 2006).  본 발명에 따르면, 전체 배양 공정은 (자연) 조명의 높은 강도

하에 일-단계로 수행될 수 있고, 수확 방법에 따라, 높은 바이오매스 생산력, 높은 아스타크산틴 함량 및 높은

아스타크산틴 생산력을 갖는 연속 제조 공정에 최적화될 수 있다.  785 ㎛ol 광자 m
-2
 s

-1
의 광 강도에서 10일에

걸쳐서, 바이오매스 생산력은 16 g의 건조 물질 (dry matter) m
-2
d
-1
 만큼 높을 수 있고, 건조 물질의 2-2.5 %의

아스타크산틴 함량을 갖는다.  그러므로, 상기 아스타크산틴 생산력은 0.39 mg m
-2
 d

-1
에 도달할 수 있다.  종래

의 2-단계 접근법에서, 상기 값은 두번째 단계, 즉 레드-단계에서만 더 낮아지는 경향이 있었다.  두 단계의 전

체 기간을 고려한 더 정확한 산출에서 Wang et al. (2013)에 의해 관찰된 바와 같이 더욱 낮아질 것이다.

본 발명의 일 구체예에서, 상기 헤마토코쿠스 종은 헤마토코쿠스 플루비알리스이다.  본 발명은 에이취. 플루비[0021]

알리스를 참조하여 더 개시될 것이다.  당 분야의 통상의 지식을 가진 자라면 에이취. 플루비알리스와 관련된

개시내용이 아스타크산틴을 생산할 수 있는 헤마토코쿠스의 다른 종에도 또한 유효하다는 것을 이해한다.

본 발명의 다른 구체예에서, 상기 제1 단계 (그린 단계)에서 낮은 광 에너지는 약 50 ㎛ol 광자 m
-2
 s

-1
 내지 약[0022]

200 ㎛ol 광자 m
-2
 s

-1
 미만이다.

또다른 구체예에서, 상기 제2 단계 (레드 단계)에서 더 높은 광 에너지는 적어도 약 200 ㎛ol 광자 m
-2
 s

-1
, 구[0023]

체적으로 적어도 약 500 ㎛ol 광자　m
-2
　s

-1
이다.

본 발명의 다른 구체예에서, 헤마토코쿠스는 물질 (기질)의 표면에서 배양된다.[0024]

본 발명의 또 다른 구체예에서, 상기 물질은 시트-형 (sheet-like) 물질이다.[0025]

본 발명의 다른 구체예에서, 상기 시트-형 물질은 다공성 (porous)이다.[0026]

본  발명의  부가의  구체예에서,  상기  시트-형  물질은  종이,  셀룰로스  에스테르,  구체적으로  셀룰로스[0027]

아세테이트, 혼합된 셀룰로스 에스테르, 셀룰로스, 셀룰로스 니트레이트, 폴리아미드, 폴리에스테르 및/또는 폴

리올레핀으로 구성된 그룹으로부터 선택된다.

도면의 간단한 설명

도 1은 실험실-규모 (laboratory-scale)의 트윈-레이어 (Twin-Layer) 테스트 튜브를 나타낸다.[0028]

도 2는 다른 광 강도에서 배양된 에이취. 플루비알리스에 의한 바이오매스 및 아스타크산틴 생산을 나타낸다.

도 3은 본원에서 제시되는 바와 같이 10일의 일-단계 공정의 에이취. 플루비알리스의 바이오매스 (g m-2) 및 아

스타크산틴 (g m-2) 생산력을 "그린 단계"와 "레드 단계"를 각 5일씩 조합시킨 가상의 (hypothetical) PSBR 2-

단계 공정과 비교하였다.
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발명을 실시하기 위한 구체적인 내용

WO 2005/010140 A1에서, 바이오필름에서 미세조류를 배양하고, 이를 성장시키고, 및 아스타크산틴을 수확하는[0029]

특히 유용한 방법, 구체적으로 본 발명에서 사용하기 위한 다공성 기질이 개시되어 있다.  이 참고문헌은 참조

로 포함된다.  도 1은 실험실-규모의 트윈-레이어 테스트 튜브를 나타낸다.  다양한 광 및 CO2 조건하에 바이오

필름에서 미세조류를 배양하기 위해 Schultze et al. (2015)에 의해 제시된 바와 같은, alg - 고정된 미세조류,

pcm - 미세조류에 대한 담체로서 폴리카르보네이트 멤브레인 (membrane), gf - 유리 섬유 매트, air 공기 공급

을 위한 멤브레인 펌프, cm - 배양 배지.  WO 2005/010140 A1에서 개시된 원리를 실현하는 다공성 기질 생물반

응기의 다른 실험실-규모의 변형은 Liu et al. (2013); Murphy et al. (2012); Nowack et al. (2005)에 의해

개시되어 있고, 이는 참조로 포함된다.

바이오필름 배양을 위해 최대 수 평방 미터의 기질 표면을 제공하는 이러한 특별한 기술의 스케일 업 개발[0030]

(scaled up developments)은 Naumann et al. (2013) 및 Zhang et al. (2015)에 의해 개시되어 있고, 모두 참조

로 포함된다.

에이취. 플루비알리스는 Zhang et al. (2014), Wan et al. (2014) 및 Yin et al. (2015)에 의해 제시된 장치를[0031]

사용하여 낮은 광 강도에서 다공성 기질 생물반응기를 사용하여 성장시켰다.

다공성 기질 생물반응기의 이러한 변형에서 에이취. 플루비알리스를 배양하는 대신에, 에이취. 플루비알리스는,[0032]

2개의 주요 표면을 나타내지 않는, 다른 기질 상의 바이오필름에 고정되어 성장될 수 있다.  이는 상기 바이오

필름의 표면에 적용되는 배양 배지와 함께 공급되는 플라스틱 또는 콘크리트 구조물 등일 수 있다.

이러한 배양 절차를 사용하여, 에이취. 플루비알리스는 높은 광 강도에서 배양될 수 있고, 처리될 수 있다.[0033]

도 2는 하기 실시예 1에 개시되는 바와 같은 실험에서 5 %의 보충 (supplementary) CO2를 갖는 다른 광 수준에[0034]

서 에이취. 플루비알리스의 배양을 나타낸다.  (현탁 배양의 그린 단계와 비교되는) 45 ㎛ol m
-2
 s

-1
의 낮은 광

강도에서, 아스타크산틴 생산은 없었고, 단지 중간 정도의 바이오매스 생산력에 도달하였다.  약 530 및 785 ㎛

ol m
-2
 s

-1
의 높은 광 강도는 바이오매스와 아스타크산틴 생산력을 동시에 증가시켰고, (i) 높은 광에 의한 아스

타크산틴 유도는 현탁-타입 생물반응기에서 관찰되는 바와 같이 성장을 저해하지 않았고, 또한 (ii) 아스타크산

틴의 생산은 연속 일 단계 공정으로 수행될 수 있어서, 이는 비-생산적인 (그린) 성장 단계를 겪지 않는다는 것

을 보여주었다.  최대 아스타크산틴 생산력은 785 ㎛ol m
-2
 s

-1
에 도달했다.  높은 광은 약 0.39 g 아스타크산틴

m
-2
 d

-1
의 전체 아스타크산틴 생산력을 유도했고, 이는 실험 기간 동안 선형이었고, 10일의 성장 후에 3.3 g m

-

2
에 도달했다.  배양 기간이 더 길어지면, 아스타크산틴은 4 g m

-2
보다 높을 수 있고, 1,013 ㎛ol m

-2
 s

-1
의 더

높은 광 강도에서, 아스타크산틴 생산력은 0.32 g m
-2
 d

-1
로 여전히 높았다 (데이터는 개시되지 않음).  가상의

2-단계 시나리오가 본 발명에 따른 일-단계 시스템과 생산력을 비교하기 위해 제작되었다.

도 3은 본원에서 제시되는 바와 같이 16일의 일-단계 공정의 에이취. 플루비알리스의 바이오매스 (g m
-2
 ± SD,[0035]

n=3; 도 3 (A)) 및 전체 아스타크산틴 (g m
-2
 ± SD, n=3; 도 3 (B)) 생산력을, "그린 단계"와 "레드 단계"를

각 8일씩 조합시킨 PSBR 2-단계 공정과 비교하여, 광이 유일하게 적용된 스트레스 요인인 경우 일-단계 접근법

과 2-단계 접근법의 효율을 비교하였다.  상기 일-단계 접근법은 16일 동안 1,000 ㎛ol 광자 m
-2
 s

-1
에 노출시키

는 것으로 구성되고 (검정색 네모), 반면에 상기 2-단계 접근법은 8일 동안은 90 ㎛ol 광자 m
-2 
s
-1
 및 8일 동안

은 1,000 ㎛ol 광자 m
-2
에 노출시키는 것으로 구성된다 (회색 네모).  수직의 점선은 광 강도가 2-단계 접근법의

경우 전환된 시점을 나타낸다.  광/암 주기는 14/10 시간이고, 통기는 전체 배양 기간 동안 5% CO2가 보충되었

다.  바이오매스는 각 배양 단계에서, 매우 다른 속도로 선형으로 증가하였다 (도 3 (A)).  5.4 g m
-2
 d

-1
의 성

장 속도가 낮은 광에서 관찰되었고, 높은 광으로 전환되었을때 17.2 g m
-2
 d

-1
로 증가되었다.  상기 값은 상기

일-단계 접근법에서 1,000 ㎛ol 광자 m
-2
 s

-1
로 직접 배양하는 처음 8일 동안에 수득된 것과 유사했다.  또한, 8

일째에, 현존량 (standing crop)은, 상기 2-단계 접근법의 48.2 g m
-2
와 비교하여, 상기 일-단계 접근법에서 3

배 더 높은, 146 g m
-2
이었다.  유사한 경향이 전체 아스타크산틴 값을 분석할 때 관찰되었고: 상기 2-단계 그룹
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에서의 축적은 높은 광에서만, 상기 일-단계 접근법의 처음 8일 동안 관찰된 것과 유사한 속도로 발생했다: 각

각 0.34 및 0.35 g m
-2
 d

-1
 (도 3 (B)).  8일째에, 아스타크산틴 수득율은 1,000 ㎛ol 광자 m

-2
s
-1
 에서 2.5 g m

-2

이었고, 90 ㎛ol 광자 m
-2
 s

-1
에서 0.08 g m

-2
이었으며, 이는 32-배 증가되었다.  이러한 차이는 높은 광에 노출

된 후에 폐기되었고, 아스타크산틴 생산은 16일째에 두 그룹에서 2.8 g m
-2
에 도달하였다.  그러나, 상기 2-단계

시스템에서, 이는 상기 일-단계 접근법에서보다 2배 더 긴 시간을 필요로 했다.  그러므로, 높은 조도의 효과는

노출의 시작과는 무관했다.  즉, 낮은 광의 그린 단계를 사용하면 높은 생산력을 방해하고, 유사한 수득율에 도

달하기 위해 더 긴 배양 기간을 필요로 하고, 이는 비용 및 오염 위험을 증가시킨다.

본 발명에 따르면, 배양 후에, 에이취. 플루비알리스는, 물질을 블로우 오프 (blow off)하기 위한 에어 블레이[0036]

드 (air blade) 또는 다른 적합한 도구에 의한 스크래핑 (scraping) 또는 분리 (detachment)와 같은 기계적 힘

의 효과, 또는 계면활성제 및/또는 유기 용매에 의한 처리와 같은 화학적 처리에 의해, 상기 지지체, 구체적으

로 천공된 지지체로부터 유리될 (loosened) 수 있다.

다른 구체예에서, 상기 에이취. 플루비알리스는 상기 천공된 지지체와 함께 수확될 수 있다.  이는 상기 지지체[0037]

상에 잔류하는 에이취. 플루비알리스가 분해되어, 예를 들면 추출에 의해 성분들을 수득하는 것이 실용적일 수

있다.  상기 추출된 에이취. 플루비알리스 또는 세포 파편 (cellular debris)은 상기 지지체와 함께 상기 추출

물로부터 기계적으로 분리될 수 있다.

또 다른 구체예에서, (적은) 부피의 액체 (예컨대 물, 배양 배지)가 상기 고정된 에이취. 플루비알리스를 상기[0038]

천공된 지지체로부터 씻어내기 위해 사용되어, 추가의 프로세싱 (아스타크산틴의 농축, 건조, 및/또는 추출)을

위한 에이취. 플루비알리스의 진한 현탁물을 수득할 수 있거나, 또는 에이취. 플루비알리스는 유동 배양 배지

(flowing culture medium)에서 유리된 바이오매스를 수집함으로써 수득될 수 있다.

구체적으로, 에이취. 플루비알리스는 건조 후에 상기 지지체로부터 유리될 수 있고, 그 후에 수집될 수 있다.[0039]

다른 구체예에서, 에이취. 플루비알리스는 상기 지지체로부터 유리되어, 건조 후에 또는 건조 없이, 또는 아스[0040]

타크산틴의 추출 없이 사용될 수 있다.

또다른 구체예에서, 아스타크산틴의 추출은, 에이취. 플루비알리스가 상기 기질에 남아있고 아스타크산틴이 에[0041]

이취. 플루비알리스로부터 화학물질에 의해 제거될 때, 화학물질, 가령 용매, 구체적으로 유기 용매에 의한 처

리에 의해 수행될 수 있다.

구체적으로, 건조되거나 또는 농축된 에이취. 플루비알리스 세포로부터 아스타크산틴의 추출은 유기 용매를 사[0042]

용하는 방법 (Dong et al., 2014) 가령 염산 전처리에 이은 아세톤 추출, 헥산/이소프로판올 혼합물 용매 추출,

메탄올 추출에 이은 아세톤 추출, 또는 다른 천연 오일 가령 대두유 또는 팜유에 의해 수행될 수 있다.  아스타

크산틴은  또한  에이취.  플루비알리스  세포의  분쇄  (crushing)  후에  이산화탄소를  사용하는  초임계  추출

(supercritical extraction) (예컨대 Nobre et al., 2006)에 의해 수득될 수 있다.

본 발명은 하기 비-제한적인 실시예에 의해 개시된다.[0043]

실시예 1[0044]

실험 설정[0045]

벤치 스케일 (Bench scale) 바이오필름 광생물반응기[0046]

사용된 벤치 스케일 트윈-레이어 광생물반응기 (photobioreactor: PBR)는 Schultze et al (2015)에 의해 개시[0047]

되어 있고, 이는 참조로 포함된다.  간단하게, 상기 시스템은 폴리비닐클로리드 (polyvinylchloride: PVC) 지지

체 상에 투명한 PMMA 튜브 (50 cm 길이, 12 cm 직경) 내부에 수직으로 놓인 유리 섬유 매트 (50 x 10 cm)로 구

성된다.  배양 배지는 연동 펌프 (peristaltic pump)에 의해 일정하게 순환된다.  이는 상기 유리 섬유 상부에

적용되어, 중력에 의해 아래로 퍼지면서, 상기 PVC 지지체 내부에 놓인 배지 저장소 (medium reservoir)로 되돌

아간다.  상기 시스템에 1 L의 배양 배지가 공급되고, 이는 매 2-3일에 교환되어 조류 성장을 위한 영양소 제한

을 피한다.  통기는 상기 PVC 튜브 내부에 공급된다.

상기 생물반응기의 접종을 위해, 에이취. 플루비알리스 현탁 배양액이 농축되었고, 그 후 Naumann et al (201[0048]

3)에 의해 개시되고 본원에 참조로 포함된 폴리카르보네이트 멤브레인 (PC40, 0.4 ㎛ 공극 크기, 25 mm 직경,

Whatman, Dassel, Germany) 상에서 여과되어, 5 g m
-2
의 초기 바이오매스 밀도를 수득하였다.  필터를 그 후에
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상기 PBRs에서 습윤 유리 섬유 매트위에 놓았다.

상기 일-단계 접근법의 경우, 영양소-풍부 배양 배지가 실험 기간동안 사용되었고, 다른 광 강도가 평가되었다.[0049]

비교를 위해, 2-단계 실험이 낮은 광에서 수행되었다.  완전한 배양 배지는 초기에 성장을 위해 사용되었다.  6

일 후에, 상기 배지를 변경함으로써, 즉 질소 공급원을 제외하고 및/또는 부가의 염 (0.8%)을 가하여 스트레스

가 유발되었다.

시료채취 및 건조 중량의 측정[0050]

각 시료채취 시점에서, 적어도 3개의 필터가 각 PBR로부터 수집되었다.  상기 접종 부위에서 과도하게 성장한[0051]

바이오매스가  제거되었고,  상기  필터를  일정  중량으로  동결  건조시켰다.   건조  중량은  중량측정으로

(gravimetrically) 결정되었고, 바이오매스는 아스타크산틴을 분석할 때까지 -20 ℃로 보관하였다.

아스타크산틴 결정[0052]

아스타크산틴은 Li et al (2012)에 의해 개시된 바와 같이 분광광도측정으로 (spectrophotometrically) 결정되[0053]

었다.  동결 건조된 바이오매스 시료는 디메틸 술폭시드 (DMSO, Merck, Darmstadt, Germany)로 추출되었고, 70

℃에서 5분 동안 인큐베이트된 후, 5분 동안 4000 g로 원심분리되었다.  추출은 무색의 펠렛 (pellet)이 수득될

때까지 반복되었다.  상층액이 수집되었고, 530 nm에서 OD가 측정되었다 (Infinite M200 plate reader, Tecan,

Mannedorf, Switzerland).  완전한 추출을 필요로 하는 경우, 세포를 샌드(sand)와 그라인딩하여 분쇄시켰다.

아스타크산틴 농도는 DMSO에 용해되고 희석시킨 아스타크산틴 표준 (98.6% 순도, Dr. Ehrenstorfer, Ausburg,

Germany)에 의해 제작된 검정 곡선에 기반하여 결정되었다.

또한, 미세조류 성장을 촉진하는데 적합한 다른 인공 또는 천연 배양 배지가 에이취. 플루비알리스 배양을 위해[0054]

사용될 수 있다.

보충의 CO2는 구체적으로 높은 광 조건하에 바이오매스 성장을 촉진하는데 유익하지만, 필수적인 것은 아니다.[0055]

광원은 일반적으로 인공 조명일 수 있고, 자연 일광을 사용할 수 있고, 일광의 사용이 경제적인 이유로  (구체[0056]

적으로 높은 강도가 필요한 경우) 바람직할 수 있다.
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