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명 세 서

청구범위

청구항 1 

(a) 코디셉스 균사체를 종균 배양하는 단계;

(b) 상기 종균 배양된 코디셉스 균사체를 액체 배지에 접종하여 액침 배양하는 단계; 및

(c) 상기 액침 배양 후 코디세핀을 회수하는 단계;를 포함하는 코디세핀(Cordycepin) 생산 방법.

청구항 2 

제1항에 있어서,

상기 액침 배양은 22 내지 28 ℃의 조건에서 수행되는 것을 특징으로 하는 코디세핀 생산 방법.

청구항 3 

제1항에 있어서,

상기 액침 배양은 pH 5.5 내지 6.5의 조건에서 수행되는 것을 특징으로 하는 코디세핀 생산 방법.

청구항 4 

제1항에 있어서,

상기 액침 배양은 교반 속도 30 내지 80 rpm의 조건에서 수행되는 것을 특징으로 하는 코디세핀 생산 방법.

청구항 5 

제1항에 있어서,

상기 코디셉스 균사체는 코디셉스 시넨시스(Cordyceps sinensis), 코디셉스 밀리타리스(Cordyceps militaris),

코디셉스 오피오글로쏘이데스(Cordyceps ophioglossoides), 코디셉스 시카데(Cordyceps cicadae), 코디셉스 소

보리페라(Cordyceps  sobolifera),  코디셉스  베아우베리아(Cordyceps  beauveria)  및  코디셉스  바씨아나

(Cordyceps bassiana)로 이루어진 군으로부터 선택되는 1종 이상인 것을 특징으로 하는 코디세핀 생산 방법.

발명의 설명

기 술 분 야

본 발명은 코디셉스를 액침 조건에서 균사체 형태로 배양시 교반속도, 온도, pH와 같은 환경 조건 조절을 통해[0001]

코디세핀의 생산량을 향상시키는 방법에 관한 것이다.

배 경 기 술

동충하초는(cordyceps; 코디셉스)는 예로부터 불로장생의 묘약으로 알려져 있었으며, 중국의 진시황과 양귀비도[0002]

동충하초를 복용하였다는 등 역사적으로 귀인들이 쓰는 고급 약초로 알려져 있다. 동충하초란 겨울에는 벌레 몸

속에 들어가 숙주를 영양원으로 삼아 잠복하고 있다가 여름에는 곤충의 몸을 뚫고 버섯이 자라나게 된다는 뜻에

서 유래된 말로 원래 나방의 유충에서 유래한 버섯을 지칭하였으나 현재는 곤충, 균류 등에서 나오는 버섯을 모

두 총칭하여 동충하초(코디셉스)라고 부른다. 발생조건이 까다롭기 때문에 자연에서 발견되는 동충하초는 극히

드물고 희귀성 때문에 매우 고가로 거래되어 일반인이 접하기는 어려웠었다. 우리 나라에서는 2000년대 이후 인

공재배 방법이 국내 농가에 보급되면서 점차 일반화되고 있지만, 대한민국 식품의약안전처에는 아직 밀리타리스

동충하초 (Cordyceps militaris) 한 종만이 식품으로 등재되어 있고, 기능성과 안전성에 대한 과학적인 자료가

부족하여 현재도 많은 연구가 진행중이다.

한편, 상기 동충하초의 유용성분으로 가장 주목받고 있는 코디세핀(cordycepin)은, 1950년 쿠닝햄(Cunningham)[0003]
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등에 의해 밝혀진 이후, 약리 활성에 관해 많은 연구가 이루어졌다. 코디세핀은 m-RNA의 합성을 저해하고 항세

균, 항진균, 면역증강 및 항암효과가 있는 것으로 주로 알려져 있다. 또한, 최근에는 코디세핀의 혈소판 응집억

제 작용에 대한 연구가 많이 진행되고 있는데, 이에 대한 예로, 한국등록특허 제464876호에서는 동충하초의 코

디세핀을 함유하는 항혈전제 조성물이 개시되어 있다.

이에, 버섯 형태인 인공 자실체 배양방법에 대한 연구는 오래 전부터 진행되어왔으나, 일반적으로 자실체 배양[0004]

은 약 60 ~ 90일 정도가 소요되며, 유용 성분인 코디세핀을 자실체로부터 추출하기 위해서는 복잡한 추출 과정

을 거쳐야 한다는 단점으로 인해 코디세핀을 유효성분으로 하는 기능성 식품, 화장품, 의약품 등의 분야에 높은

함량을 사용하기 어려운 단점이 있다.

선행기술문헌

특허문헌

(특허문헌 0001) 한국등록특허 제464876호 [0005]

발명의 내용

해결하려는 과제

본 발명은 상술한 문제점을 해결하기 위해 안출된 것으로, 본 발명에서는 코디셉스를 액침 조건에서 균사체 형[0006]

태로 배양시 교반속도, 온도, pH와 같은 환경 조건 조절함으로써 생산성이 극대화된 코디세핀 생산 방법을 제공

하고자 한다.

과제의 해결 수단

본 발명은 상기 과제를 해결하기 위하여,[0007]

(a) 코디셉스 균사체를 종균 배양하는 단계;[0008]

(b) 상기 종균 배양된 코디셉스 균사체를 액체 배지에 접종하여 액침 배양하는 단계; 및[0009]

(c) 상기 액침 배양 후 코디세핀을 회수하는 단계;를 포함하는 코디세핀(Cordycepin) 생산 방법을 제공한다.[0010]

본 발명에 따르면, 상기 액침 배양은 22 내지 28 ℃의 조건에서 수행될 수 있다. [0011]

본 발명에 따르면, 상기 액침 배양은 pH 5.5 내지 6.5의 조건에서 수행될 수 있다. [0012]

본 발명에 따르면, 상기 액침 배양은 교반 속도 30 내지 80 rpm의 조건에서 수행될 수 있다.[0013]

본  발명에  따르면,  상기  코디셉스  균사체는  코디셉스  시넨시스(Cordyceps  sinensis),  코디셉스  밀리타리스[0014]

(Cordyceps  militaris),  코디셉스  오피오글로쏘이데스(Cordyceps  ophioglossoides),  코디셉스  시카데

(Cordyceps  cicadae),  코디셉스  소보리페라(Cordyceps  sobolifera),  코디셉스  베아우베리아(Cordyceps

beauveria) 및 코디셉스 바씨아나(Cordyceps bassiana)로 이루어진 군으로부터 선택되는 1종 이상일 수 있다.

발명의 효과

본 발명에 따르면, 코디셉스 균사체를 최적의 환경 조건 하에서 액침 배양함을써 고가의 물질인 코디세핀을 높[0015]

은 함량으로 생산할 수 있다. 따라서, 기능성은 입증되었지만 가격으로 인해 활용에 제한을 받고 있는 코디세핀

의 생산 단가를 낮출 수 있다.

도면의 간단한 설명

도 1은 본 발명에 따른 코디세핀 생산방법 공정을 나타낸 순서도이다.[0016]

도 2는 코디셉스 균사체를 액침 배양시 배양 온도에 따른 코디세핀 생산량을 나타낸 그래프이다.

도 3은 코디셉스 균사체를 액침 배양시 배양 pH에 따른 코디세핀 생산량을 나타낸 그래프이다.

도 4는 코디셉스 균사체를 액침 배양시 교반 속도에 따른 균주의 생장 형태를 나타낸 이미지이다.
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도 5는 코디셉스 균사체를 액침 배양시 교반 속도에 따른 코디세핀 생산량을 나타낸 그래프이다.

발명을 실시하기 위한 구체적인 내용

이하, 본 발명을 보다 상세하게 설명한다.[0017]

종래 코디셉스로부터 코디세핀을 생산하는 방법인 자실체 배양은 일반적으로 약 60 ~ 90일 정도의 장기간이 소[0018]

요되며, 유용 성분인 코디세핀을 자실체로부터 추출하는 방법이 복잡할 뿐만 아니라 생산성이 낮고 높은 단가로

인하여 우수한 기능성에도 불구하고 식품, 화장품, 의약품 등에 적용하기 어렵다는 문제가 있었다.

이에, 본 발명자들은 코디세핀 생산량 증가를 위한 연구 중에 코디셉스 균사체를 액침 배양 시에 배양 온도,[0019]

pH, 교반 속도 조절을 통해 코디세핀의 생산량을 급격히 증가시킬 수 있음을 확인하였으며, 특히 교반속도 조절

을 통해 배양액 내에 공급되는 산소량을 조절함으로써 코디세핀의 생산성이 크게 향상될 수 있음을 확인하고 본

발명을 완성하였다.

따라서, 본 발명은 (a) 코디셉스 균사체를 종균 배양하는 단계; (b) 상기 종균 배양된 코디셉스 균사체를 액체[0020]

배지에 접종하여 액침 배양하는 단계; 및 (c) 상기 액침 배양 후 코디세핀을 회수하는 단계;를 포함하는 코디세

핀(Cordycepin) 생산 방법을 제공한다.

구체적으로 상기 (a) 단계는 코디셉스 균사체를 종균 배양하는 단계이다. 이때, 상기 종균 배양은 코디셉스 균[0021]

사체를 육안으로 확인하기 위하여 PDA(Potato Dextros Agar) 고체배지를 이용하는 것이 바람직하며, 20-30 ℃에

서 약 2-3주 동안 배양하는 것이 바람직하다. 상기 배양을 통해 오염 여부 및 단일 종 여부를 확인한 후 상기

균사체 배지를 멸균된 루프를 이용하여 YPD(Yeast extract, Peptone, Glucose, Agar) 사면 배지에 접종한 후

20-30 ℃ 약 1-2주 동안 배양하는 것이 바람직하다.

다음으로, 상기 (b) 단계는 상기 사면 배지에서 배양된 균사체를 액체배지에 접종하여 액침 배양하는 단계이다.[0022]

보다 구체적으로, 상기 (b) 단계에서는 상기 (a)단계의 사면배지 내 균사체를 멸균수 또는 계면활성제 0.1%가

첨가된 멸균수 10 ~ 20 ml를 첨가하여 포자를 액체로 회수한 후 포자 농도를 헤모사이토미터(Haemocytometer)로

계수하여 상기 액체 배지 내 총 포자 수를 약 0.8 ~ 1.6 × 10
8
로 맞추어 주는 것이 바람직하다. 이때, 상기 액

체 배지는 당해 기술분야에서 통상적으로 사용되는 곰팡이 배양용 액체 배지일 수 있으며 그 조성은 Glucose 20

g/L, Yeast extract 10 g/L, Peptone 5 g/L, MgSO47H2O 1 g/L, KH2PO4 2 g/L 일 수 있으나 반드시 이에 제한되는

것은 아니다.

또한, 본 발명은 상기 액침 배양 시 배양 온도, pH, 교반 속도 등의 환경 조건 조절을 통해 코디세핀의 생산량[0023]

을 급격히 증가시키는 방법을 제공한다.

구체적으로 상기 (b) 단계의 액침 배양은 하기 실시예의 결과로부터 알 수 있는 바와 같이 22 내지 28 ℃의 조[0024]

건에서 수행되는 것이 바람직하다.

또한, 상기 (b) 단계의 액침 배양은 하기 실시예의 결과로부터 알 수 있는 바와 같이 pH 5.5 내지 6.5의 조건에[0025]

서 수행되는 것이 바람직하다.

또한, 상기 (b) 단계의 액침 배양은 하기 실시예의 결과로부터 알 수 있는 바와 같이 교반 속도 30 내지 80 rpm[0026]

의 조건에서 수행되는 것이 바람직하다. 이때, 상기 교반 속도 조절을 통해 배양액 내에 공급되는 산소량을 조

절할 수 있는데. 상기 교반 속도 범위 내에서 코디세핀의 생산성이 크게 향상되는 것은 배양액 내에 코디셉스

균사체 배양시 어느 정도의 산소 공급이 필요하기는 하지만 코디셉스 균사체가 무기 호흡에 가까운 과정을 거치

도록 공급되는 산소량을 조절하는 것이 코디세핀 생산량 향상에 유리하다는 것을 암시한다.

다음으로, 상기 (c) 단계는 상기 액침 배양 후 코디세핀을 회수하는 단계이다. 이때, 상기 코디세핀의 회수는[0027]

상기 액침 배양 후 코디세핀의 농도가 가장 높은 시기에 원심분리 또는 기타 일반적인 여과 방법을 통해 균체를

분리함으로써 수행될 수 있다.

본  발명에  따르면,  상기  코디셉스  균사체는  코디셉스  시넨시스(Cordyceps  sinensis),  코디셉스  밀리타리스[0028]

(Cordyceps  militaris),  코디셉스  오피오글로쏘이데스(Cordyceps  ophioglossoides),  코디셉스  시카데

(Cordyceps  cicadae),  코디셉스  소보리페라(Cordyceps  sobolifera),  코디셉스  베아우베리아(Cordyceps

beauveria) 및 코디셉스 바씨아나(Cordyceps bassiana)로 이루어진 군으로부터 선택되는 1종 이상일 수 있으며,

바람직하게는 코디셉스 밀리타리스(Cordyceps militaris)일 수 있다.
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이하에서는 바람직한 실시예 등을 들어 본 발명을 더욱 상세하게 설명한다. 그러나 이들 실시예 등은 본 발명을[0030]

보다 구체적으로 설명하기 위한 것으로, 본 발명의 범위가 이에 의하여 제한되지 않는다는 것은 당업계의 통상

의 지식을 가진 자에게 자명할 것이다.

실시예 1. 코디세핀 함량 분석[0032]

코디세핀  함량분석은  UV  Detector  (SPD-  20A,  Shimadzu,  Japan)가  탑재된  HPLC(high  performance  liquid[0033]

chromatography)를 이용하였고, 컬럼(column)은 XBridge C18 5 um (250 × 4.6 mm, Waters)를 사용하였다. 컬

럼의 이동상 (mobile  phase)은 15%  methanol이 포함된 20  mM  phosphoric  acid를 사용하였으며, 유속은 0.6

mL/min 이었다.

실시예 2. 액침 배양시 환경 조건 조절을 통해 생산된 코디세핀 함량 분석[0035]

먼저, PDA(Potato Dextrose Agar) 평판 배지에 보관중인 코디셉스 밀리타리스(Cordyceps militaris) 균주를 멸[0036]

균된 루프를 이용하여 YPD (Yeast extract, Peptone, Glucose, Agar) 사면배지에 접종한 후 25 ℃에서 약 1-

2주 동안 배양하였다. 다음으로, 상기 사면배지 내 균사체는 멸균수 또는 계면활성제 0.1%가 첨가된 멸균수 10-

20 ml를 첨가하여 포자를 액체로 회수한 후 포자 농도를 Haemocytometer로 계수하고 곰팡이 배양용 액체배지

(Glucose 20 g/L, Yeast extract 10 g/L, Peptone 5 g/L, MgSO47H2O 1 g/L, KH2PO4 2 g/L)에 총 포자 수가 약

0.8 ~ 1.6 × 10
8
로 되도록 희석하여 접종하고, 배양시 배양온도, pH 및 교반속도를 조절하면서 배양하였다.

먼저, 전술한 배양 조건 중 액침 배양시 배양 온도에 따른 코디세핀 생산량 변화를 측정하였으며, 그 결과를 하[0037]

기 도 2에 나타내었다.

이를 통해 코디세핀 생산량은 배양 온도와 밀접한 관련이 있으며 특히 배양 온도가 25 ℃일 때 코디세핀 생산량[0038]

이 가장 높다는 것을 확인하였다.

다음으로, 전술한 배양 조건 중 액침 배양시 배양 pH에 따른 코디세핀 생산량 변화를 측정하였으며, 그 결과를[0039]

하기 도 3에 나타내었다.

이를 통해 pH 6의 약산성에서 약 67 ppm의 cordycepin이 생산됨을 확인하였는바 본 발명에 따른 코디셉스 균사[0040]

체는 산성 또는 염기성 배지보다 pH 6의 약산성에서 가장 높은 코디세핀 생산능을 보인다는 것을 확인하였다.

다음으로, 전술한 배양 조건 중 액침 배양시 교반 속도에 따른 코디셉스 균사체의 생장 형태 및 코디세핀 생산[0041]

량 변화를 측정하였으며, 그 결과를 각각 하기 도 4 및 도 5에 나타내었다.

이를 통해 교반 속도 0, 50, 100 rpm에서 균주가 배양액 표면에 분포하여 균사체가 자라는 것을 관찰할 수 있었[0042]

고, 150, 200 rpm에서 균주가 배양액 내 고르게 퍼져 생장하는 것을 확인한 반면, 코디세핀의 생산량은 교반속

도가 50 rpm에서 최대 약 420 ppm으로 가장 많이 생산되는 것을 확인하였다. 이를 통해 코디셉스 균사체는 교반

속도가 높을수록 배양액 내에서 고르게 잘 생장하지만 코디셉스 균사체로부터 생산되는 코디세핀은 교반 속도에

비례하지 않고, 교반 속도 조절을 통해 코디셉스 균사체가 무기 호흡을 하게 되는 정도의 산소가 공급될 경우에

생산성이 높아진다는 것을 확인하였다.
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