
(19) 대한민국특허청(KR)
(12) 공개특허공보(A)

(11) 공개번호   10-2015-0120288

(43) 공개일자   2015년10월27일

(51) 국제특허분류(Int. Cl.)

     C12P 23/00 (2006.01)  C12N 1/12 (2006.01)

     C12N 13/00 (2006.01)

(52) CPC특허분류

     C12P 23/00 (2013.01)

     C12N 1/12 (2013.01)
(21) 출원번호       10-2015-0048444

(22) 출원일자       2015년04월06일

     심사청구일자   2015년04월06일 

(30) 우선권주장

1020140045962  2014년04월17일  대한민국(KR)

(71) 출원인

고려대학교 산학협력단

서울특별시 성북구 안암로 145, 고려대학교 (안암
동5가)

(72) 발명자

심상준

서울특별시 강남구 선릉로 221, 301동 803호 (도
곡동, 도곡렉슬아파트)

홍민의

서울특별시 성북구 안암로 145 고려대학교 창의관
615호 (안암동5가)

(74) 대리인

이처영, 장제환

전체 청구항 수 : 총 8 항

(54) 발명의 명칭 고온에서 성숙포자 접종 및 철이온매개 하버-바이스 반응에 의한 해마토코쿠스 플루비알리스
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본 발명은 이단(two-stage) 광배양 공정으로 해마토코쿠스 플루비알리스 내 아스타잔틴의 생산량을 증진시키는

방법에 관한 것으로서, 구체적으로는 고온의 자가영양조건에서 성숙 포자(cyst)의 접종 및 철이온 첨가로 해마토

코쿠스 플루비알리스 세포 내 아스타잔틴의 생산량을 증진시키는 방법에 관한 것이다. 본 발명에 따르면, 옥외배

양 시 자가영양조건으로 태양을 이용한 아스타잔틴 생산에서 성숙 포자(cyst) 세포를 접종한 후 철이온을 첨가하

는 이단(two-stage) 광배양 공정은 고온에서 아스타잔틴 합성이 저해되는 문제를 해결하여, 보다 경제적으로 아

스타잔틴 생산을 증진시킬 수 있고 이러한 아스타잔틴은 강력한 항산화물질로서 다양한 산업분야에서 유용하다.
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명 세 서

청구범위

청구항 1 

다음 단계를 포함하는 해마토코쿠스 플루비알리스(Haematococcus pluvialis)의 배양에 의한 아스타잔틴의 생산

량을 증진시키는 방법:

(a) 해마토코쿠스 플루비알리스의 성숙 포자(cyst)를 접종하여 증식 (vegetative growth) 시키는 단계; 및

(b) 질소가 결핍되고 철이온이 첨가된 자가영양조건에서 100-300μE/m
2
/s의 광도를 조사하여 해마토코쿠스 플루

비알리스 내 아스타잔틴의 생성을 유도하는 단계.

청구항 2 

제1항에 있어서, 상기 배양 온도는 25 ~ 40℃ 인 것을 특징으로 하는 아스타잔틴의 생산량을 증진시키는 방법.

청구항 3 

제1항에 있어서, 상기 자가영양조건은 광합성을 위한 무기 탄소원으로 3~4% 이산화탄소를 공급하는 것을 특징으

로 하는 아스타잔틴의 생산량을 증진시키는 방법.

청구항 4 

제1항에 있어서, 상기 (a) 단계는 35μE/m
2
/s 이하의 광도를 조사하는 것을 특징으로 하는 아스타잔틴의 생산량

을 증진시키는 방법.

청구항 5 

제1항에 있어서, 상기 철이온은 Fe2SO4, FeCl2, FeCl3 및 Fe2(SO4)3로 이루어지는 군으로부터 선택되는 1종 이상

인 것을 특징으로 하는 아스타잔틴의 생산량을 증진시키는 방법.

청구항 6 

제1항에  있어서,  상기  철이온의  농도는  40-80μM인  것을  특징으로  하는  아스타잔틴의  생산량을  증진시키는

방법.

청구항 7 

제1항에 있어서, 상기 철이온은 활성산소 O2
-
 및 H2O2 함량에 대하여 100-600 몰비로 첨가되는 것을 특징으로 하

는 아스타잔틴의 생산량을 증진시키는 방법.

청구항 8 
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제1항에 있어서, 상기 아스타잔틴의 함량은 해마토코쿠스 플루비알리스 세포내 활성산소 O2
-
 및 H2O2가 활성산소

O2 및 OH·로 전환에 의해 증진되는 것을 특징으로 하는 아스타잔틴의 생산량을 증진시키는 방법.

발명의 설명

기 술 분 야

본 발명은 이단(two-stage) 광배양 공정으로 해마토코쿠스 플루비알리스 내 아스타잔틴의 생산량을 증진시키는[0001]

방법에 관한 것으로서, 구체적으로는 고온의 자가영양조건에서 성숙 포자(cyst)의 접종 및 철이온 첨가로 해마

토코쿠스 플루비알리스 세포 내 아스타잔틴의 생산량을 증진시키는 방법에 관한 것이다.

배 경 기 술

일반적으로  적색을  띄는  케토카로티노이드(Ketocarotenoid)인  아스타잔틴(Astaxanthin,  3,3'-dihydroxy-β,[0002]

β'-carotene-4,4'-dione)은 베타-카로틴(β-carotene)과 같은 화학적 구조를 가진 카로티노이드계 색소의 일종

으로, 유해 활성산소를 없애는 항산화 기능성 물질로 베타-카로틴에 비해 양쪽 말단기에 하이드록실기(-OH)와

케톤기(=O)를 하나씩 더 가지는 독특한 분자 구조적 특성 때문에 기존의 항산화 물질보다 월등히 높은 항산화

활성을 갖는다. 아스타잔틴은 대표적인 항산화제인 비타민 E보다 500배, 베타-카로틴보다 20배 정도 높은 항산

화 활성을 지닌다. 이러한 높은 항산화 활성기능으로 인해 아스타잔틴은 의약품, 식품 첨가제 및 동물과 치어의

사료 첨가제로 널리 사용되고 있고, 그 수요량 및 활용 범위가 급격히 확대될 것으로 예상되고 있다.

이러한 아스타잔틴은 효모 균주인 파피아 로드지마(Phaffia  rthodozyma)와 버비박테리아(Bervibacterium)에서[0003]

생성되며, 또한, 해양 동물과 담수 동물에 많이 분포되어 있지만, 새우나 가재 등의 갑각류에서 추출된 아스타

잔틴은 함량이 적고, 추출 과정이 어려워 적용되지 않고 있으며, 파피아 로드지마 균주는 성장률이 높으나 아스

타잔틴의 수율이 낮다는 문제점을 가지고 있다.

이에, 지구상에서 아스타잔틴의 축적함량과 수율측면에서 가장 우수한 미세조류인 해마토코쿠스 플루비알리스[0004]

(Haematococcus pluvialis)를 사용하여 빛에 의한 이산화탄소의 고정화와 동시에 아스타잔틴의 생산성을 높이기

위한 다양한 연구가 수행되고 있다.

종래 KR2005-0005341 A에서는 아스타잔틴을 생산할 수 있는 균주를 배양시켜 이러한 균주를 이용하여 고함량의[0005]

아스타잔틴을 생산하기 위한 방법으로 광 조사량을 증가시켜서 미세조류에 의한 아스타잔틴의 생산량을 증가시

키기 위한 연구가 이루어졌지만, 이 경우 특별한 형태의 반응기가 필요하고 높은 광 조사량을 위한 에너지 비용

이 크다는 단점이 있다. 또한, KR2010-0105193 A에서는 방사선 조사를 이용하여 아스타잔틴의 생산방법을 개시

하고 있으나, 방사선 조사 비용을 절감할 수 없는 문제점이 있다.

한편, 세포 성장 및 아스타잔틴 합성에 필요한 탄소원으로 오로지 이산화탄소만을 이용하는 자가영양조건에서[0006]

아스타잔틴 생산 유도를 위한 해마토코쿠스 플루비알리스의 가장 핵심적인 아스타잔틴 합성 촉진 인자는 바로

강력한 빛인데, 광원으로 태양을 활용했을 경우, 온실가스의 주범인 이산화탄소의 아스타잔틴 전환공정에 보다

경제성을 부여할 수 있고, 강력한 빛에 의해 아스타잔틴 합성이 촉진되는 반면, 태양광을 흡수하는 미세조류 광

배양기  내  배지의  온도  상승에  따라  외부  박테리아에  의한  오염이  가속화되는  등의  다양한  문제점들이

야기된다.

따라서, 아스타잔틴 축적 능력이 우수한 해마토코쿠스 플루비알리스를 옥외에서 태양을 활용하여 산업적으로 이[0007]

산화탄소 전환 공정에 이용하기 위해서는 고온의 자가영양조건에서의 느린 아스타잔틴 생산성 문제를 해결하는

것이 무엇보다 시급히 필요한 실정이다.

이에, 본 발명자들은 해마토코쿠스 플루비알리스를 옥외 태양광에서 배양하여 아스타잔틴 생산수율 향샹 방법을[0008]

찾고자 예의 노력한 결과, 고온의 자가영양조건에서 성숙 포자(cyst)를 접종한 후 철이온을 첨가하는 이단(two-

stage) 광배양 공정으로 해마토코쿠스 플루비알리스 세포 내 아스타잔틴의 생산량이 현저히 증가하는 것을 확인

하고 본 발명을 완성하게 되었다.
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발명의 내용

해결하려는 과제

본 발명의 목적은, (a) 해마토코쿠스 플루비알리스의 성숙 포자(cyst)를 접종하여 증식 (vegetative growth)시[0009]

키는 단계; 및 (b) 질소가 결핍되고 철이온이 첨가된 자가영양조건에서 100-300μE/m
2
/s의 광도를 조사하여 해

마토코쿠스  플루비알리스  내  아스타잔틴의  생성을  유도하는  단계를  포함하는  해마토코쿠스  플루비알리스

(Haematococcus pluvialis)의 배양에 의한 아스타잔틴의 생산량을 증진시키는 방법을 제공하는데 있다.

과제의 해결 수단

상기 목적을 달성하기 위하여, 본 발명은 (a) 해마토코쿠스 플루비알리스의 성숙 포자(cyst)를 접종하여 증식[0010]

(vegetative growth)시키는 단계; 및 (b) 질소가 결핍되고 철이온이 첨가된 자가영양조건에서 100-300μE/m
2
/s

의 광도를 조사하여 해마토코쿠스 플루비알리스 내 아스타잔틴의 생성을 유도하는 단계를 포함하는 해마토코쿠

스 플루비알리스(Haematococcus pluvialis)의 배양에 의한 아스타잔틴의 생산량을 증진시키는 방법을 제공한다.

발명의 효과

본 발명에 따르면, 옥외배양 시 자가영양조건으로 태양을 이용한 아스타잔틴 생산에서 성숙 포자(cyst)를 접종[0011]

한 후 철이온을 첨가하는 이단(two-stage) 광배양 공·정은 고온의 조건에서 다량 발생되는 LROS(O2
-
, H2O2)를

효과적으로 MROS(O2, OH·)로 전환하여 세포 내 지질 산화 신호를 증폭하여 LROS(O2
-
, H2O2)의 과량 발생에 의한

아스타잔틴 합성을 저해하는 문제점을 해결할 수 있으므로, 보다 경제적으로 아스타잔틴 생산을 증진시킬 수 있

고 이러한 아스타잔틴은 강력한 항산화물질로서 다양한 산업분야에서 유용하다.

도면의 간단한 설명

도 1은 고온(30℃, 36℃)의 자가영양조건에서 철이온 매개 하버-바이스 반응을 통한 해마토코쿠스 플루비알리스[0012]

의 아스타잔틴 생산 능력 증대를 위한 유도과정을 도식화한 개략도이다.

도 2는 자가영양조건에서 아스타잔틴 합성 동안 각각의 온도 조건(23℃, 30℃, 36℃)과 철이온의 첨가에 따른

해마토코쿠스 플루비알리스의 바이오매스 및 아스타잔틴 생합성 능력에 미치는 영향을 나타내는 결과이다.

도 3은 자가영양조건에서 아스타잔틴 합성 18일째 각각의 온도 조건(23℃, 30℃, 36℃)과 철이온의 첨가에 따른

해마토코쿠스  플루비알리스의  아스타잔틴  축적  정도를  나타낸  광학현미경  이미지  결과이다.  (Scale  bars  =

40㎛)

도 4는 자가영양조건에서 아스타잔틴 합성 18일 동안 각각의 온도 조건(23℃, 30℃, 36℃)과 철이온의 첨가에

따른 해마토코쿠스 플루비알리스의 DCF 함량, SOD 활성 및 MDA 함량에 미치는 영향을 나타내는 결과이다. 

도 5는 23℃ 온도의 자가영양조건에서 아스타잔틴 합성 촉진시, O2
-
를 인위적으로 방출하는 Methyl viologen의

농도와 철이온(Fe
2+
) 증가에 따른 해마토코쿠스 플루비알리스의 아스타잔틴 축적 능력의 감소 및 이와 대조적으

로 금속 이온매개 Fenton 반응에 의한 아스타잔틴 축적능력의 유지 및 증가 정도를 나타내는 결과이다. 

도 6은 23℃에서 그린 스테이지로 배양된 세포를 고온 (23.4 - 33.5 ℃)의 자가영양조건에서 철이온을 첨가하여

해마토코쿠스 플루비알리스의 아스타잔틴 생산을 확인한 결과이다.

도 7은 고온 (23℃, 30℃, 33℃) 조건에서 성숙 포자(red cyst) 접종을 통한 그린 스테이지에서 해마토코쿠스

플루비알리스의 vegetative growth를 확인한 결과이다.
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도 8은 여름철 고온의 자가영양조건에서 그린 스테이지로 15일간 배양 후 철이온을 첨가하여 레드 스테이지로

63일간 배양으로 해마토코쿠스 플루비알리스의 아스타잔틴 생산량 증가를 확인한 결과이다.

도 9는 옥외의 중온 및 고온(23-28℃ 및 28-33℃) 조건에서, 이단(two-stage: 그린 및 레드 스테이지) 광배양을

통한 해마토코쿠스 플루비알리스의 아스타잔틴 생산 능력 증대를 유도한 과정 및 결과를 나타낸 것이다.

발명을 실시하기 위한 구체적인 내용

다른 식으로 정의되지 않는 한, 본 명세서에서 사용된 모든 기술적 및 과학적 용어들은 본 발명이 속하는 기술[0013]

분야에서 숙련된 전문가에 의해서 통상적으로 이해되는 것과 동일한 의미를 갖는다. 일반적으로, 본 명세서에서

사용된 명명법은 본 기술 분야에서 잘 알려져 있고 통상적으로 사용되는 것이다.

본 발명에서는 고온의 자가영양조건에서 H.pluvialis의 생산량을 증가시켜 아스타잔틴을 대량 생산하기 위하여,[0014]

성숙  포자(cyst)를  접종하고  철이온이  첨가된  자가영양조건의  해마토코쿠스  플루비알리스  세포에  100-300μ

E/m
2
/s의 광도로 조사함으로써, 해마토코쿠스 플루비알리스 내 아스타잔틴의 생성을 유도하였다.

본 발명에서 사용한 미세 조류인 H. pluvialis는 자연계에 존재하는 생물체 중 아스타잔틴의 축적량이 가장 높[0015]

으나, 이산화탄소를 유일한 탄소원으로 사용하는 자가영양조건에서는 아스타잔틴 생산성이 낮은 단점이 있다. 

특히, 한국과 같은 여름철 태양은 강한 빛과 더불어 높은 온도(30 - 40℃)를 동반하게 되는데, 이러한 고온의[0016]

자가영양조건에서 해마토코쿠스 플루비알리스 세포에서 아스타잔틴 합성 시 아스타잔틴 생합성 능력이 현저히

감소하는 현상이 일어난다. 아스타잔틴 농도 및 생산성의 지속적인 감소로 세포가 극심한 환경적 스트레스에 견

디지 못하고 결국 세포의 사멸이 초래되며, 고온(30 - 40℃)에서 생육이 활발한 박테리아에 의한 오염은 이런

문제를 더욱 심각하게 한다.

따라서, 본 발명은 일관점에서 (a) 해마토코쿠스 플루비알리스의 성숙 포자(cyst)를 접종하여 증식 (vegetative[0017]

growth)시키는 단계; 및 (b) 질소가 결핍되고 철이온이 첨가된 자가영양조건에서 100-300μE/m
2
/s의 광도를 조

사하여 해마토코쿠스 플루비알리스 내 아스타잔틴의 생성을 유도하는 단계를 포함하는 해마토코쿠스 플루비알리

스(Haematococcus pluvialis)의 배양에 의한 아스타잔틴의 생산량을 증진시키는 방법에 관한 것이다.

본 발명에 있어서, 상기 배양온도는 25 - 40℃ 인 것이 바람직하나, 이에 한정되는 것은 아니다. [0018]

일반적인 봄의 중온 조건은 17.5  -  27.7℃이며,  여름의 고온조건은 23.4  -  33.5℃이다.  따라서,  본 발명의[0019]

moderate temp는 23 - 28℃이며, high temp는 28 - 33℃인 것이 바람직하나, 이에 한정되는 것은 아니다.

본 발명에 있어서, 상기 자가영양조건은 광합성을 위한 무기 탄소원으로 3~4% 이산화탄소를 공급하는 것이 바람[0020]

직하나, 이에 한정되는 것은 아니다.

본 발명에 있어서, 상기 (a) 단계는 35μE/m
2
/s 이하의 광도를 조사하는 것이 바람직하나, 이에 한정되는 것은[0021]

아니다.

본 발명의 (a)  단계는 "그린 스테이지"를 의미하며,  상기 "그린 스테이지"는 질소가 포함된 자가영양조건에[0022]

3~4%  이산화탄소를  공급하면서  35μE/m
2
/s  이하의  광도를  조사하는  낮은  스트레스의  배양조건을  의미한다.

또한, (a) 단계의 증식은 영양생장 (getative growth)을 의미한다.

본 발명의 (b)  단계는 "레드 스테이지"를 의미하며,  상기 "레드 스테이지"는 질소가 결핍된 자가영양조건에[0023]

3~4% 이산화탄소를 공급하면서 100-350μE/m
2
/s의 광도를 조사하는 높은 스트레스의 배양조건을 의미한다.

본 발명에 있어서, 상기 철이온은 Fe2SO4, FeCl2, FeCl3 및 Fe2(SO4)3로 이루어지는 군으로부터 선택되는 1종 이[0024]

상인 것이 바람직하나, 이에 한정되는 것은 아니다. 또한, 상기 철이온의 농도는 40-80μM인 것이 바람직하나,

이에 한정되는 것은 아니다.

본  발명에  있어서,  상기  철이온은  활성산소  O2
-
 및  H2O2  함량에  대하여  100-600  몰비로  첨가되는  것이[0025]

바람직하나, 이에 한정되는 것은 아니다.
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본 발명에 있어서, 상기 아스타잔틴의 함량은 해마토코쿠스 플루비알리스 세포내 활성산소 O2
-
 및 H2O2가 활성산[0026]

소 O2 및 OH·로 전환에 의해 증진되는 것을 특징으로 할 수 있다.

일반적으로 미세조류는 고온의 환경에 노출 시, 광합성을 담당하는 엽록체 안에서 틸라코이드(thylakoids)의 누[0027]

출(leak),  심할 경우에는 분해(disintegration)가  발생한다.  이어서 틸라코이드의 산소흡수률(oxygen  uptake

rate)이  증폭되고,  캘빈회로(calvin  cycle)를  통해  환원되지  못한  전자들이  Mehler  Reaction(O2  uptake  +

electron → O2
-
)에 의해 산소와 결합하여 O2

-
가 틸라코이드 안에 다량으로 생성된다. 이어서 세포는 과량 생산

된 O2
-
로부터 세포 성분을 보호하기 위해 SOD(superoxide dismutase)를 발현시키게 되고, 생성된 O2

-
는 엽록체

내 SOD(superoxide  dismutase)에 의해 H2O2로 전환된다. 결과적으로 고온의 환경은 미세조류 세포 내 다량의

H2O2를 발생시킨다. 

H2O2는 O2
-
와는 달리 확산을 통한 세포막 투과가 용이하기 때문에 엽록체 기관으로부터 나온 H2O2는 핵산, 미토콘[0028]

드리아,  액포  등  다른  세포기관으로  세포  산화  관련  시그널을  전달하게  되며,  이때  카로티노제네시스

(carotenogenesis)에 관련된 유전인자들 중 H2O2에 민감한 효소들을 직접적으로 비활성화시켜 결과적으로 해마토

코쿠스 플루비알리스의 아스타잔틴 합성이 저해되었을 가능성이 있다

한편, 식물체에서 카로티노이드는 색소체(plastid)안에서 배타적으로 합성된다고 보고된 바 있으나, 해마토코쿠[0029]

스 플루비알리스는 스트레스 반응에 의하여 색소체 밖의 지질 소포(lipid vesicles, globules)에 아스타잔틴을

포함하는 카로티노이드를 축적한다. 앞서 언급하였듯이 H2O2는 O2
-
와는 달리 확산을 통한 세포막 투과가 용이하기

때문에 철이온 매개 펜톤 반응(Fe
2+
 + H2O2 → Fe

3+
 + OH·은 색소체 밖에서도 충분히 발생한다. 그러므로 해마토

코쿠스 세포는 철이온 매개 Haber-Weiss 반응을 통하여 과량 생성된 OH·로 인한 극심한 지질 산화로부터 자신

을 방어하기 위하여 아스타잔틴 합성을 촉진 시켰을 가능성이 크다.

또한, O2, OH·는 O2
-
, H2O2 보다 반응성이 높은 것으로 보고되었다. OH·는 0.3 msec(diffusion lengths of 1.7[0030]

- 20μm)의 매우 짧은 수명(lifetime)을 가지는 반면, H2O2는 E = 1.77 V, pKa 11.6의 강력한 2개의 전자 산화

제(electron-oxidant)이지만, 생물학적 분자들(biological molecules)에 대한 반응성이 낮기 때문에 대부분의

H2O2에 의한 세포 손상은 Fe
2+
와 같은 전이 금속(transition metal)이나 효소(enzyme)의 매개로 하여 H2O2의 O2

및 OH·전환을 유도하여 발생한다. O2
-
 역시 적당히 높은 reduction potential(E = 0.94 V)을 가지고 있음에도

불구하고 여전히 생물학적 분자들(biological molecules)에 대한 반응성이 낮다.

따라서, 고온의 배양조건(30 - 40℃)에서 세포 내 다량 생성된 LROS(O2
-
, H2O2)로부터 철이온 매개 Haber-Weiss[0031]

반응을 유도하여 상당 부분 전환된 MROS(O2, OH·)는 PUFA(불포화 지방산)을 비롯한 각종 세포성분들을 산화시

켜 결과적으로 MDA 함량이 증가하였을 가능성이 크다. 더욱이 실온(23℃)의 조건에서 FeSO4을 추가적으로 첨가

하지 않은 세포가 FeSO4을 추가적으로 첨가한 세포에 비하여 MDA, 카로티노이드 함량이 더 높은 점으로 미루어

보아 지질 산화는 Haber-Weiss 반응 시 철이온 농도와 LROS(O2
-
, H2O2)의 조절을 통하여 가속화될 수 있으며, 철

이온과 LROS 함량비 조절(ratio control)이 자가영양조건에서 해마토코쿠스 플루비알리스 세포의 아스타잔틴 생

산을 위해서 매우 중요한 요소임에 틀림이 없으며, 이에 따라, 세포 내 O2
-
의 H2O2 함량의 면밀하게 제어할 수 있

다.

본 발명의 일 실시예에서는, 상기 철이온은 활성 산소 O2
-
 및 H2O2 함량에 대하여 100 내지 600 몰비로 첨가되는[0032]

것이 바람직하며, 상기 범위를 벗어나 활성 산소 O2
-
 및 H2O2 함량에 대하여 100 몰비 미만으로 첨가되는 경우에

는 아스타잔틴 축적 효율이 떨어지는 문제점이 있을 수 있고, 활성 산소 O2
-
 및 H2O2 함량에 대하여 600 몰비를
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초과하여 첨가되는 경우에는 부반응이 일어나 아스타잔틴 합성이 저해되는 문제점이 있을 수 있다.

본 발명에 있어서, 상기 아스타잔틴의 함량은 해마토코쿠스 플루비알리스 세포 내 활성산소 O2
-
 및 H2O2가 활성산[0033]

소 O2 및 본 발명의 일 실시예에서는, 상기 철이온은 활성 산소 O2
-
 및 H2O2 함량에 대하여 100 내지 600 몰비로

첨가되는 것이 바람직하며, 상기 범위를 벗어나 활성 산소 O2
-
 및 H2O2 함량에 대하여 100 몰비 미만으로 첨가되

는 경우에는 아스타잔틴 축적 효율이 떨어지는 문제점이 있을 수 있고, 활성 산소 O2
-
 및 H2O2 함량에 대하여

600 몰비를 초과하여 첨가되는 경우에는 부반응이 일어나 아스타잔틴 합성이 저해되는 문제점이 있을 수 있다.

본 발명에 있어서, 상기 아스타잔틴의 함량은 해마토코쿠스 플루비알리스 세포 내 활성산소 O2
-
 및 H2O2가 활성산[0034]

소 O2 및 OH·로 전환에 의해 증진되는 것을 특징으로 할 수 있다.

본 발명의 다른 실시예에서는, 더욱 효율적인 아스타잔틴의 생산량 증진을 위하여, 고온의 배양 조건에서 그린[0035]

스테이지에서 성숙 포자 (red cyst) 접종을 통한 헤마토코쿠스 세포의 생산량을 조사하였으며, 이에 28-30℃의

고온자가배양조건의 그린 스테이지에서 성숙 포자 (red cyst) 접종 및 레드 스테이지에서 철이온의 첨가는 헤마

토코쿠스 세포의 생산량과 생산수율을 현저히 증진시킬 수 있다.

본 발명의 용어 '자가영양조건'은 식물이 몸 밖에서 무기물을 양분으로 섭취하여 그것을 유기물로 합성할 수 있[0036]

도록 하는 배지의 상태를 의미하며, '자가영양배양조건'이라고도 표현하며, 일반적으로 자가영양조건에서 광합

성을 위한 무기 탄소원으로는 이산화탄소를 공급하고, 배지 조성은 Ca(NO3)2 또는 CaCl2·2H2O, KNO3 또는 KCl,

Na2Glycerophosphate·5H2O,  MgSO4·7H2O,  Tris-aminomethane,  Thiamine,  Biotin,  Vitamin  B12,  PIV  metal

solution, Na2EDTA, FeCl3·6H2O, MnCl2·4H2O, ZnSO4·7H2O, CoCl2·6H2O 및 Na2MoO4·2H2O 을 포함할 수 있으나,

이에 한정되는 것은 아니다.

[실시예][0037]

이하, 실시예를 통하여 본 발명을 더욱 상세히 설명하고자 한다. 이들 실시예는 오로지 본 발명을 보다 구체적[0038]

으로 설명하기 위한 것으로, 본 발명의 요지에 따라 본 발명의 범위가 이들 실시예에 의해 제한되지 않는다는

것은 당업계에서 통상의 지식을 가진 자에 있어서 자명할 것이다.

재료[0039]

본  발명에  사용된  균주는  Haematococcus  pluvialis  NIES-144로서  National  Institute  for  Environmental[0040]

Studies, Tsukuba, Japan으로부터 구입하여 사용하였다.

본 실시예에 사용된 배지의 종류는 모두 NIES-C 배지 및 NIES-N 배지 2가지이고, 이들의 구성성분을 하기 표 1[0041]

에 나타내었다.

하기 표 1에서,[0042]

- NIES-C 배지: autotrophic medium (자가영양배지, 목적: 생장)[0043]

- NIES-N 배지: autotrophic medium (자가영양배지, 목적: 생육억제, 광유발, 아스타잔틴 생산)[0044]

- CO2 supply: 3%(v/v)[0045]

- 광조건: 20μE/m
2
/s (for vegetative growth); 150μE/m

2
/s (for inductive growth)[0046]

- FeSO4: 450μM[0047]

- MV (methyl viologen): 10-11M, 10-9M, 10-7M(artificial O2-generator)[0048]
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- H2DCFDA (carboxy-2',7'-dichlorofluorescein diacetate) 5 μM[0049]

- DCF: H2DCFDA가 활성산소(O2
-
, H2O2)에 의해 산화되어 생성되는 물질[0050]

- SOD(superoxide dismuase): SOD는 세포 내에서 O2
-
를 H2O2로 전환하는 효소[0051]

- MDA(malondialdehyde): MDA는 세포 내 PUFA(polyunsaturated fatty acids)가 산소(O2) 및 활성산소(O2

-
, H2O2[0052]

및 OH·)에 의해 산화되어 전환되는 2차 대사 물질로서, 세포 내 MDA 양을 통하여 세포의 산화 정도를 간접적으

로 확인할 수 있는 일종의 산화 지표이다.

표 1

NIES-C[0053] NIES-N

성분 함량(/L) 성분 함량(/L)

Ca(NO3)2 0.15 g CaCl2·2H2O 0.13 g

KNO3 0.10 g KCl 0.07 g

Na2Glycerophosphate·5H2O 0.05 g Na2Glycerophosphate·5H2O 0.05 g

MgSO4·7H2O 0.04 g MgSO4·7H2O 0.04 g

Tris-aminomethane 0.05 g Tris-aminomethane 0.05 g

Thiamine 0.01 ㎎ Thiamine 0.01 ㎎

Biotin 0.10 ㎍ Biotin 0.10 ㎍

Vitamin B12 0.01 ㎍ Vitamin B12 0.01 ㎍

PIV metal solution

(per liter)

Na2EDTA 1 g

FeCl3·6H2O 0.196 g

MnCl2·4H2O 0.036 g

ZnSO4·7H2O 0.022 g

CoCl2·6H2O 4 ㎎

Na2MoO4·2H2O 2.5 ㎎

3 ㎖ PIV metal solution

(per liter)

Na2EDTA 1 g

FeCl3·6H2O 0.196 g

MnCl2·4H2O 0.036 g

ZnSO4·7H2O 0.022 g

CoCl2·6H2O 4 ㎎

Na2MoO4·2H2O 2.5 ㎎

3 ㎖

실시예 1: 자가영양조건에서 다양한 고온의 배양조건 및 철이온 매개 Haber-Weiss 반응이 해마토코쿠스 플루비[0054]

알리스의 바이오매스 및 아스타잔틴 축적에 미치는 영향

자가영양조건에서 다양한 고온의 배양조건 및 철이온 매개 Haber-Weiss 반응이 해마토코쿠스 플루비알리스의 아[0055]

스타잔틴 축적에 미치는 영향을 알아보기 위하여, 하기 실험을 수행하였다.

유기 탄소원이 결핍된 NIES-C 배지에서 낮은 광도의 빛(20μE/m
2
/s)과 오직 이산화탄소만을 유일 탄소원으로 생[0056]

육하여 대수기에 이른 세포 배양액(OD680 = 약 0.8) 내 세포를 NIES-N 배지로 옮겨서 증식을 억제하고, 강한 빛

(150μE/m
2
/s)과 함께 일반적인 실온의 배양 온도(23℃)와 고온의 배양 온도(30℃, 36℃) 그리고 이와 더불어

각각의 온도 조건에 철이온 매개 Haber-Weiss 반응을 유도하는 물질 FeSO4 (450μM)을 첨가하였을 경우와 하지

않았을 경우를 나누어 배양 18일 동안 바이오매스 증가량 및 아스타잔틴 축적 정도를 분석하였다. 

1-1: 바이오매스[0057]

도 2(A)에 나타낸 바와 같이, 자가영양 조건에서 온도의 증가로 인한 해마토코쿠스 플루비알리스의 바이오매스[0058]

생산 능력은 23℃에 비해서 30℃에서 30%, 36℃에서 57% 감소하는 것이 확인된 반면에, 배양 온도가 30℃이고,

Fe
2+
를 첨가하여 Haber  Weiss  반응을 유도하였을 경우, 해마토코쿠스 플루비알리스의 바이오매스 생산 능력은

Fe
2+
을 첨가하지 않고, 배양 온도가 23℃인 경우에 비해서 9% 증가한 것이 확인되었고, Fe

2+
를 첨가하지 않고,
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배양 온도가 30℃인 경우에 비해서 41% 증가한 것이 확인되었다. 

또한, 배양 온도가 36℃인 경우, Fe
2+
를 첨가하여 Haber-Weiss 반응을 유도하였을 때, 해마토코쿠스 플루비알리[0059]

스의 바이오매스 생산 능력은 Fe
2+
을 첨가하지 않고, 배양 온도가 23℃인 경우에 비해서 3% 증가한 것이 확인되

었고, Fe
2+
를 첨가하지 않고, 배양 온도가 30℃인 경우에 비해서 77% 증가한 것이 확인되었다. 

1-2 : 아스타잔틴 축적[0060]

도 2(B)에 나타낸 바와 같이, 자가 영양의 조건에서 온도의 증가로 인한 해마토코쿠스 플루비알리스의 아스타잔[0061]

틴 생산 능력은 배양온도가 23℃인 경우에 비해서 30℃에서 23%, 36℃에서 42% 감소하는 것이 확인된 반면에,

배양온도가 30℃이고, Fe
2+
를 첨가하여 Haber Weiss 반응을 유도하였을 경우, 해마토코쿠스 플루비알리스의 아스

타잔틴 생산 능력은 Fe
2+
을 첨가하지 않고, 배양 온도가 23℃인 경우에 비해서 17%  증가한 것이 확인되었고,

Fe
2+
를 첨가하지 않고, 배양온도가 30℃인 경우에 비해서 66% 증가한 것이 확인되었다.

또한, 배양 온도가 36℃인 경우, Fe
2+
를 첨가하여 Haber-Weiss 반응을 유도하였을 때, 해마토코쿠스 플루비알리[0062]

스의 아스타잔틴 생산 능력은 Fe
2+
를 첨가하지 않고, 배양 온도가 23℃인 경우에 비해서 7% 감소하였지만, Fe

2+

를 첨가하지 않고, 배양 온도가 30℃인 경우에 비해서 152% 증가한 것이 확인되었다.

나아가, 2일 동안 아스타잔틴 합성을 수행하여 해마토코쿠스 세포의 아스타잔틴 축적 정도를 나타내는 광학현미[0063]

경 사진으로 확인한 결과, 도 3에 나타낸 바와 같이, 고온의 조건이 자가영양조건에서 해마토코쿠스 플루비알리

스의 아스타잔틴 생산에 부적합하다는 것을 의미함과 동시에 고온에서 Haber-Weiss 반응의 도입이 해마토코쿠스

플루비알리스의 아스타잔틴 생산 능력의 유지에 효과적임을 확인하였다.

실시예 2: 자가영양조건에서 다양한 고온의 배양조건 및 철이온 매개 Haber-Weiss 반응이 해마토코쿠스 플루비[0064]

알리스의 아스타잔틴 합성 초기 세포 내 활성산소 함량, SOD 활성도, 지질산화도 및 카로티노이드 함량에 미치

는 영향

고온의 자가영양조건에서 아스타잔틴 합성 시, 해마토코쿠스 플루비알리스의 아스타잔틴 생합성 저해 현상을 규[0065]

명하기 위하여, 하기 실험을 수행하였다. 

먼저 유기 탄소원이 결핍된 NIES-C 배지에서 낮은 광도의 빛(20μE/m
2
/s)과 오직 이산화탄소만을 유일 탄소원으[0066]

로 생육하여 대수기에 이른 세포 배양액(OD680 =약 0.8)을 NIES-N 배지로 옮겨서 증식을 억제하고, 강한 빛 (150

μE/m
2
/s)과 함께 일반적인 실온의 배양 온도(23℃)와 고온의 배양 조건(30℃, 36℃) 그리고 이와 더불어 각각

의 온도 조건에 철이온매개 Haber-Weiss 반응을 유도하는 물질 FeSO4 (450μM)을 첨가하였을 경우와 하지 않았

을 경우를 나누어 아스타잔틴 합성 조건을 조성한 후 배양 이틀 동안 세포 내 활성산소 함량(DCF 함량), SOD 활

성도, 지질산화도(MDA 함량) 및 카로티노이드 축적 정도를 분석하였다. 

그 결과, 도 4(A)에 나타낸 바와 같이, DCF 함량(활성산소 함량 - O2
-
, H2O2)은 고온의 조건(30℃, 36℃)에서 급[0067]

격히 상승하였으나, 고온의 배양 조건에 FeSO4 (450μM)을 첨가하여 Haber-Weiss 반응을 유도하였을 경우 활성

산소 함량은 급격히 감소하였다. 

또한, 도 4(B)에 나타낸 바와 같이, 아스타잔틴 합성 과정 중 SOD(superoxide dismutase) 활성은 전체적으로 증[0068]

가하는 양상을 보였지만, 고온의 배양 조건(30℃, 36℃)에서 SOD 활성은 급격히 상승한 반면 고온의 배양 조건

에 FeSO4 (450μM)을 첨가하여 Haber-Weiss 반응을 유도하였을 경우 SOD 활성은 현저히 감소하였다. 이것은 세

포 내 과량 발생한 O2
-
가 철이온 매개 Haber-Weiss 반응을 통하여 O2로 효과적으로 전환되었기 때문인 것으로 볼

수 있다.

나아가, 도 4(C)에 나타낸 바와 같이, MDA(malodialdhyde) 함량은 고온의 조건(30℃, 36℃)에서 DCF함량(O2

-
,[0069]
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H2O2)과 정비례하여 상승하였으나, 고온의 배양조건(30 ℃, 36 ℃)에 FeSO4 (450μM)을 첨가하여 Haber-Weiss 반

응을 유도하였을 경우 MDA 함량은 더욱 증가하는 것이 확인되었다. 이는 고온에서 생산된 활성산소 O2
-
, H2O2가

철이온 매개 Haber-Weiss 반응에 의하여 신속히 O2, OH·로전환되어 세포 내 PUFA(불포화지방산)와 빠르게 반응

하여 MDA 형성을 가속화하였기 때문인 것으로 보인다.

실시예 3: 실온(23 ℃)의 자가영양조건에서 O2
-
의 인위적인 발생과 철이온매개 Haber-Weiss 반응이 해마토코쿠스[0070]

플루비알리스의 아스타잔틴 합성 초기 세포내 아스타잔틴 축적에 미치는 영향

실온(23℃)의 자가영양조건에서 아스타잔틴 합성 시 해마토코쿠스 플루비알리스 세포 내 LROS(O2
-
, H2O2)의 증가[0071]

로 인한 아스타잔틴 생합성 저해 현상을 규명하기 위하여, 유기 탄소원이 결핍된 NIES-C 배지에서 낮은 광도의

빛(20μE/m
2
/s)과 오직 이산화탄소만을 유일 탄소원으로 생육하여 대수기에 이른 세포 배양액(OD680 =약 0.8)을

NIES-N  배지로 옮겨서 증식을 억제하고,  강한 빛  (150μE/m
2
/s)과  함께 다양한 농도(10-11  내지 10-7  M)의

Methyl viologen을 첨가하여 O2
-
를 인위적으로 강도 별로 발생시키고, 이와 더불어 일반적인 실온의 배양 온도

(23℃)에서 철이온매개 Haber-Weiss 반응을 유도하는 물질 FeSO4 (450μM)을 첨가하였을 경우와 하지 않았을 경

우를 나누어 아스타잔틴 합성 조건을 조성한 후 배양 4일째 세포 내 아스타잔틴 축적 정도를 분석하였다. 

그 결과, 도 5에 나타낸 바와 같이, 해마토코쿠스 플루비알리스는 매우 적은 양의 Methyl viologen에도 민감하[0072]

게 반응하여 과량의 O2
-
가 발생되는 조건에서 아스타잔틴 축적 능력이 감소하는 것이 확인되었는데, 반면에 철이

온의 첨가에 의한 LROS(O2
-
, H2O2)의 MROS(O2, OH·)로 신속한 전환은 해마토코쿠스 플루비알리스의 아스타잔틴

축적 능력을 증진시켰다. 이는 실온(23℃)의 자가영양조건에서 해마토코쿠스 플루비알리스세포의 효과적인 아스

타잔틴 생산을 위해서는 아스타잔틴 합성시, 세포내 O2

-
의 H2O2 함량의 면밀한 제어가 필요함을 의미한다.

실시예 4: 고온의 자가영양조건에서 성숙 포자(cyst)의 접종 및 철이온 첨가에 의한 아스타잔틴 생산 증가[0073]

4-1: 그린 스테이지에서 성숙 포자(cyst)의 접종[0074]

본 실시예에서는 이단(two-stage) 광배양 공정으로 해마토코쿠스 플루비알리스 내 아스타잔틴의 생산량이 증진[0075]

되는 것을 확인하였다.

봄 (중온 조건: 17.5 - 27.3℃) 및 여름 (고온 조건: 23.4 - 33.5℃)의 평균 광도와 온도의 변화를 조사하여,[0076]

봄과 여름의 광도는 동일하게 유지하고 온도는 특별히 조절하지 않은 채, 옥외에서 헤마토코쿠스를 활용한 보다

경제적인 생물학적 이산화탄소 제거를 위한 공정의 조건을 조사하였다. 

그린 스테이지 (질소가 포함된 자가영양조건에 3~4% 이산화탄소를 공급하면서 35μE/m
2
/s 이하의 광도를 조사하[0077]

는 낮은 스트레스의 배양조건) 동안 23℃에서 배양된 green vegetative 세포를 옥외 여름철 고온 조건인 레드

스테이지 (질소가 결핍된 자가영양조건에 3~4% 이산화탄소를 공급하면서 100-350μE/m
2
/s의 광도를 조사하는 높

은 스트레스의 배양조건)에서 철이온을 첨가하여 36일 동안 아스타잔틴의 생산량을 조사하였다.

그 결과, 50μM의 철이온 농도에서 효과적으로 헤마토코쿠스 세포의 아스타잔틴 생합성이 효과적으로 진행됨을[0078]

확인하였으며(도 6), 반면 철이온이 첨가되지 않은 광반응기 내 헤마토코쿠스 세포는 아스타잔틴 생합성이 저해

되었다.

더욱 효과적인 아스타잔틴의 생산량 증진을 위하여, 고온의 배양 조건에서 그린 스테이지에서 성숙 포자(red[0079]

cyst) 접종을 통한 헤마토코쿠스 세포의 영양생장 (vegetative growth) 가능성 여부를 21일간 인도어 랩 스케일

에서 확인하였다. 그 결과, 비록 고온의 배양조건에서 성숙 포자 (red cyst) 접종 시 23℃ 배양 온도 조건보다

lag phase는 이틀 정도 길어졌지만, 성공적으로 그린 스테이지가 진행되었다(도 7).
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4-2: 그린 스테이지에서 성숙 포자(cyst) 세포의 접종 및 레드 스테이지에서 철이온 첨가[0080]

실시예 4-1의 결과에 따라, 여름철 고온의 자가영양조건의 그린 스테이지에서 성숙 포자(red cyst) 접종 및 레[0081]

드 스테이지에서 철이온 첨가를 통하여, 헤마토코쿠스 세포의 아스타잔틴 생산량을 조사하였다. 그린 스테이지

배양은 15일간 수행하였으며, 철이온 첨가 후 레드 스테이지 배양은 63일간 수행하였다.

그 결과, 성숙 포자(red cyst) 접종 및 50μM의 철이온 첨가에 의해 헤마토코쿠스 세포의 아스타잔틴 생산량[0082]

(mg/L/day)은  봄철  중온의  조건에서  옥외배양은  2.24  mg/L/day이고,  고온  배양조건에서는  3.29  mg/L/day로

147% 증가한 것으로 나타났다(도 8).

도 9는 옥외의 중온 및 고온(23-28℃ 및 28-33℃) 조건에서, 이단(two-stage: 그린 및 레드 스테이지) 광배양을[0083]

통한 해마토코쿠스 플루비알리스의 아스타잔틴 생산능 증대를 유도한 과정 및 결과를 나타낸 것으로, 중온의 그

린 스테이지 및 철이온이 첨가되지 않은 레드 스테이지 배양조건 (57일간 2.24mg/L/day)에 비해 고온의 자가영

양 그린 스테이지에서 성숙 포자(red cyst) 접종 및 레드 스테이지의 철이온 첨가 배양조건은 아스타잔틴 생산

량 및 생산수율의 현저한 증가(27일간 5.53mg/L/day)를 나타냈다.

이상으로 본 발명 내용의 특정한 부분을 상세히 기술하였는 바, 당업계의 통상의 지식을 가진 자에게 있어서,[0084]

이러한 구체적 기술은 단지 바람직한 실시양태일 뿐이며, 이에 의해 본 발명의 범위가 제한되는 것이 아닌 점은

명백할 것이다. 따라서 본 발명의 실질적인 범위는 첨부된 청구항들과 그것들의 등가물에 의하여 정의된다고 할

것이다.
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