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ABSTRACT

젓갈과 같은 발효 식품에서 분리된 미생물은 항균, 항산화, 항염증 효능이 있는 것

으로 알려져 기존의 화장품 및 의약품의 부작용을 줄일 수 있는 천연 원료 탐색에

있어서 중요성이 강대되고 있다. α-glucosidase는 탄수화물 소화를 촉진시키는 효소

로, α-glucosidase 저해제는 체내 탄수화물의 흡수 속도와, 탄수화물에 유도되는 저

밀도 지질 단백질 (Low density lipoprotein, LDL)의 생합성을 감소시켜 항비만제로

사용할 수 있다. tyrosinase는 피부의 색을 결정하는 색소인 멜라닌 생합성의 초기

반응에 작용하는 효소이며, tyrosinase 활성 억제제를 미백제로 사용할 수 있다. 이

번 연구는 제주도 지역 전통 발효 식품인 갈치속젓에서 분리한 Bacillus subtilis

JNUCC 균주의 2차 대사산물 추출물로 항비만 및 미백 개선 원료로서의 가능성을

알아보고 균주의 유전체를 분석하여 미생물 유전자원의 확보를 하고자 하였다.

제주산 어린 갈치를 사용해 제조한 갈치속젓에서 17개의 균주를 분리하여 각 균주

의 배양액으로 항비만 및 미백 개선 효능을 탐색하고 결과를 종합적으로 판단하여

우수 균주를 선발하였다. 선발 균주는 16S rRNA 유전자 염기서열 database와 비교

하여 Bacillus subtilis와 가장 근연 종임을 확인하였고 균주 명은 JNUCC로 정하였

다. MiSeq 플랫폼 (Illumina Inc, USA)을 이용하여 균주의 전장 유전체를 분석하여

14개의 contig에 4,170,746 bp의 염기서열로 4,338개의 유전자를 가지고 있음을 확인

하였다. 이를 통해 G + C 함량은 43.6% 임을 알 수 있었다.

Bacillus subtilis JNUCC 2차 대사산물 추출물을 서로 다른 농도로 각각 α

-glucosidase 및 tyrosinase 억제 활동에 대해 평가하였으며, 각각 acarbose와

arbutin을 대조군으로 사용하였다. α-glucosidase 활성 저해 평가에서 균주의 2차

대사산물 추출물과 대조군의 반수 억제 농도(IC50)값은 각각 101.92 μg/mL, 100.94

μg/mL이었다. Tyrosinase 활성 저해 평가에서 균주의 2차 대사산물 추출물과 대조

군의 IC50값은 각각 669.52 μg/mL와 79.23 μg/mL이었다. 이번 연구는 Bacillus

subtilis JNUCC 2차 대사산물 추출물이 acarbose와 흡사한 활성을 가졌으며 억제

활성이 농도에 의존한다는 것을 발견하였다. 또한 Bacillus subtilis JNUCC 2차 대

사산물 추출물의 tyrosinase 억제 활성은 대조군인 arbutin보다는 약한 활성을 가졌

으나 농도 의존적으로 증가함을 보였다. 따라서 갈치속젓에서 분리한 Bacillus
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subtilis JNUCC는 α-glucosidase 및 tyrosinase 억제제로서 잠재적인 기능성을 가졌

으며, 항비만제 및 미백 개선제로 화장품 및 의약품 산업에서 사용될 수 있음을 시

사한다.
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I. 서 론

급속한 경제발전과 생활 수준 향상, 편리한 생활을 위해 발전한 자동화는 신체 활

동량을 감소시켜 운동량 부족으로 비만 인구의 증가를 불러 일으켰다. 비만은 칼로

리 과다 섭취시 칼로리의 잉여 부분이 체내 말초조직 및 복부 등의 지방조직에 축

적되어 나타나는 질병으로 당뇨병, 고혈압, 심혈관계 질환, 암과 같은 만성질환을

유발하는데, 이러한 만성질환은 전 세계 사망률 원인에 큰 부분을 차지하며[1], 우

리나라에서는 식생활의 서구화로 고지혈증을 동반한 비만율이 높아지고 고지혈증에

기인된 뇌졸중 및 동맥경화 등의 심혈관계 질환이 한국인 사망 원인의 30 % 이상

을 차지한다는 보고로 미루어볼 때, 비만은 심각한 사회문제로 간주 되며 이에 대

한 대책이 필요하다[2]. 최근 현대 사회에서는 대중매체의 영향으로 건강과 미의 대

한 관심이 높아지면서 다이어트라는 용어가 일상어로 정착할 만큼 아름답고 건강한

신체를 만들고자 하는 사회적 분위기가 더해져 비만 치료와 다이어트에 대한 관심

이 증가하고 있다.

기본적인 비만 치료 방법에는 식사요법, 운동요법, 행동요법, 수술요법, 약물요법 등

이 있다. 그 중 체중 감량을 목적으로 하는 약물요법은 식사요법과 운동 요법의 보

조 치료로 이용이 가능하다[3-4]. 이전 연구에서 혈당강하제의 한 부류인 α-glucosi

dase의 억제제는 장내 소화 산물인 소당류와 이당류의 단당으로의 분해를 억제하며

탄수화물에 유도되는 저밀도 지질 단백질 (Low density lipoprotein, LDL)의 생합

성, 혈중 중성 지방을 감소시킨다고 보고되었다[5]. 이는 곧 섭취한 탄수화물의 흡

수를 저해하고 바로 배출시켜 식후 혈당 저하를 유도하여 당뇨, 비만과 고지혈증

등의 치료제로서의 개발 가능성을 갖는다[6]. α-glucosidase는 포유류의 소장 점막

상피세포에 존재하는 소당류(oligosaccharidases) 중의 하나로 올리고당과 다당류의

비환원 말단으로부터 α-D-glucosidic 결합을 가수분해하여 D-glucose를 유리시키는

효소이며, 이는 섭취된 소장에서의 탄수화물 흡수를 촉진시킨다[7]. (Figure 1)

α-glucosidase의 대표적인 억제제로 acarbose, voglibose 등을 예로 들 수 있다. 이

러한 α-glucosidase 저해제의 지속적인 복용은 설사와 복통 등의 부작용을 불러오

기 때문에 이러한 부작용이 개선된 α-glucosidase 억제제의 개발이 필요한 실정이

다[8].
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Figure 1.  Mechanism of hydrolysis of p-NPG by α-glucosidase.
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우리나라에서는 예로부터 밝고 잡티 없는 깨끗한 피부를 상징적인 아름다움으로 인

식해왔으며, 현재까지 사회적으로도 피부 미백 개선에 대한 수요가 상당하며 미백

개선을 강조한 기능성 화장품 시장들이 앞다투어 제품을 개발해 내는 등 미백 개선

화장품 시장은 지속적인 성장세를 이어가는 중이다[9]. 사람의 피부의 색은 주로 멜

라닌이라는 피부나 눈 등의 조직에 존재하는 갈색 또는 검은색의 고분자 색소 물질

에 의해 결정이 된다. 이 멜라닌은 인체의 피부에 존재하며 자외선, 건조, 극한온도

등에 대한 생존 능력을 높여주기도 하지만, 과도한 멜라닌 생성은 기미, 주근깨, 검

버섯과 같은 피부 노화를 촉진시키며 피부암 유발에 관여하기도 한다[10]. Melanin

은 색소 생성을 촉진하는 여러 가지 인자 중 tyrosinase가 주요 인자로 인식되고 있

으며 생체 내의 melanin 생합성 반응은 tyrosine을 tyrosinase가 산화시키며 시작이

되는데 tyrosine은 L-DOPA에서 dopaquinone으로 바뀌게 되며, 여기서 생성된 dop

aquinone은 다양한 경로를 통하여 Eu-Melanin 또는 Pheo-Melanin을 생성한다[11-

12]. (Figure 2) 따라서 tyrosinase의 억제는 피부의 멜라닌 색소의 조절을 통하여

피부의 미백효과를 기대할 수 있다. 현재 개발된 대표적인 tyrosinase 저해제로는 a

rbutin, kojic acid 등이 있으나 피부의 안전성과 제형 안정성 등의 문제로 피부 미

백제로 적용하기엔 다소 어려운 단점을 가졌다. 그 단점을 보완하기 위해 현재 미

백제로 활용 가능한 새로운 천연 원료를 찾기 위한 연구가 많이 진행되어 오고 있

다.
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Figure 2. The biosynthetic pathway of melanin.
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천연 원료를 찾기 위한 노력에서, 최근 미생물을 활용한 발효 식품은 미래 사회 사

람들의 건강증진과 질병 예방을 위한 요소로 전망되어지고 있다. 과거 세대의 발효

는 식품을 오래 보존하고 유지, 저장하는 정도의 개념 정도 뿐이였다면, 현대 사회

에서의 발효는 여러 가지 유익한 요소들을 첨가하여 최상의 효과를 내고자 하는 조

성과 조건에 초점을 맞추었다[13]. 식품 뿐만 아니라 발효 물질, 효소류, 에너지원

등으로 활용이 가능하며 그 용도는 발효 식품을 넘어 의약, 특수물질 생산 창출로

이어진다. 이전의 연구를 통해 발효 식품 내 미생물의 2차 대사산물을 식품, 의약,

화장품 산업에서의 폭넓은 이용 가능성을 밝힌 많은 사례를 볼 수 있다[14-15]. 그

러한 이유들로 발효 식품 유래 미생물을 활용한 기능성 보강 및 구명을 통한 응용

기술의 확립, 제품 및 산업화의 필요성이 제기되고 있다. 발효 식품 유래 미생물이

가진 여러 산업에서의 이용 가능성을 평가하기 위해 각 미생물의 유전적인 특성 확

인 및 보충하고자 하는 유효 성분의 생산 능력 여부를 확인하기도 하는데, 이를 위

해 차세대 염기서열 분석(NGS, Next Generation Sequencing)를 이용하여 유전체를

분석하는 기술이 사용될 수 있다. 차세대 염기서열 분석의 발달은 이전의 유전체

해독 방식인 Sanger sequencing 방식과 달리 대량의 염기서열을 저렴한 비용으로

분석할 수 있게 되었는데, 이는 수많은 생물 종들의 유전체 및 전사체 분석을 가능

케 하였다[16]. 이전 연구에서 된장, 청국장, 고추장 등의 발효 식품 유래 미생물의

특성을 확인하는데 차세대 염기서열 분석 방법이 유용하게 사용되었으며[17-20], 그

에 더불어 차세대 염기서열 분석 방법은 미생물 유전자원의 확보에 대한 유용한 도

구로도 사용될 수 있다. 전통 발효 식품 내 미생물의 유전체 분석을 통하여 유전자

의 기능을 탐색하는 이러한 노력은 우수한 미생물의 수집 및 보존, 전통 발효 식품

유래 유용 미생물 자원이 산업적으로 활용되게끔 할 수 있다.
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우리나라의 3대 전통 염장 발효 식품에는 젓갈, 장류, 김치류가 속하였으며 그 중

젓갈은 어패류의 살, 내장, 알을 20 – 30% (w/w) 식염에 절여 상온에서 일정 기

간 동안 발효, 숙성시켜 제조한다[21]. 젓갈의 발효 과정 중에는 protease, amylase,

lipase, cellulase와 같은 미생물 유래 다양한 효소가 분비되며, 이러한 효소에 의해

항균, 항산화, 항암 작용 등 다양한 기능성을 갖는 2차 대사산물이 생성된다고 보고

되고 있다[22-25].

이러한 젓갈의 주 발효 미생물 중 Bacillus 속에 속한 Bacillus subtilis는 유용한 2

차 대사산물을 생산해내는 토양미생물로 식품 산업, 화장품산업 및 농업 부분에서

의 이용이 가능하며[26], 또한 GRAS(General Recognized As Safe : 미국 FDA에서

지정한 일반적으로 안전한 물질로 인정되는 목록)로 인증되어 있으며 대표적인 프

로바이오틱스 미생물로 알려져 있다[27]. 이러한 Bacillus 속 균주들은 이전 연구에

서 poly-γ-glutamic acid, 1-deoxynojirimycin 등과 같은 물질을 2차 대사산물로 하

여 tyrosinase 또는 α-glucosidase 효소를 저해하여 미백제, 항비만제로 이용 가능

성이 있다고 알려져 있다[28-29]. 그러나 젓갈에서 분리한 균주에서의 항비만 및 미

백 개선 활성을 나타내는 연구는 아직 보고된 바가 거의 없었기에, 따라서 젓갈에

서 유래한 새로운 미생물의 항비만 및 미백 활성에 대한 탐색을 할 필요가 있다.

우리나라의 지역별 특산물로 만든 젓갈의 종류는 무궁무진하며 다른 지역에 비해

따뜻한 날씨 탓에 소금으로 염장을 하는 젓갈이 발달한 남해안에선 어패류의 내장

으로 만든 독특한 젓갈이 다른 지역에 비해 많다. 그 중 제주도의 전통 발효 음식

인 갈치속젓은 갈치(Trichiurus lepturus)와 그 내장을 발효시킨 것으로, 약 25 %의

소금을 함유하고 있다. 갈치속젓은 갈치 육젓에 비해 감칠맛이 더 우수한데, 이는

갈치 내장에 존재하는 많은 자가분해 효소와 그 외의 다양한 호염성 세균이 분비하

는 효소에 의해 영향을 받는다[30]. 본 연구에서는 제주도의 향토 발효 식품인 갈치

속젓으로부터 세균을 분리하여 현대 사회에서 수요가 커지고 있는 외적인 요건을

위한 다이어트(항비만) 및 피부 미백에 효능이 있는 원료로서의 가능성을 알아보고

자 하였다. 이를 위하여 제주산 갈치를 재료로 하여 제조한 갈치속젓에서 분리한

미생물들 중 tyrosinase와 α-glucosidase 억제 능력이 우수한 균주를 선발하고 균주

의 2차 대사산물을 추출 및 효능 평가를 하며 우수 균주에 대한 유전체 분석을 통

해 미생물 유전자원 확보를 하고자 하였다.
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II. 재료 및 방법

2.1. 시료의 준비

제주의 대표 전통 발효 식품 중 하나인 갈치속젓을 주 시료로 활용하였다. 제주산

어린 갈치와 천일염을 재료로 사용한 연중 13 °C 내외를 유지하는 동굴에서 12개월

이상을 숙성하여 제조한 ㈜오름물산의 갈치속젓을 2016년에 구입하였다. (Figure 3)

Figure 3. Galchisok-Jeot.
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2.2. 세균 분리

 준비한 시료를 무균대 내에서 1 g을 취하여 멸균한 생리식염수 9 mL에 담아 현

탁을 하였으며, 동일한 용액에서 10-1 ∼ 10-5 배까지 희석을 한 후에 LB (Difco 24

4620) 고체 배지에 100 μL씩 도말하여 30 °C에서 3일간 배양하였다. (Table 1) 집

락의 형태와 크기에 유의하여 균주를 선별하고, 선별한 균주를 단일 집락이라고 판

단될 때까지 계대 배양하며 순수분리를 하였다. 순수분리 된 균주는 액체 배양한

뒤에 배양액을 글리세롤(20 %, w/v) 용액에 현탁하여 –80 °C에 냉동보관 하였다.

Table 1. Composition of LB medium.

Media Composition Ratio (%) pH

Luria-Bertani medium Tryptone 1 7

Yeast Extract 0.5

Sodium chloride 1

Agar 1.5
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2.3. 1차 효능 탐색 및 균주 선발

갈치속젓에서 분리하여 얻은 균주들을 대상으로 항비만과 피부 미백 개선제로서의

개발 가능성을 알아보기 위해 효소 저해 효능 평가를 진행하였다. 균주를 액체 배

양시킨 배양액을 시료로 사용하였으며 α-glucosidase 저해 활성 평가를 통하여 항

비만 원료로서의 가능성을, 그리고 tyrosinase 저해 활성 평가를 통해 피부 미백 개

선 원료로의 가능성을 확인하고자 하였다. 그 결과를 토대로 원료 개발로서의 가능

성이 있는 우수 균주를 선발하고자 하였다.
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2.3.1. 균주 배양 및 시료 준비

갈치속젓에서 분리한 각 균주의 단일 집락을 LB 액체 배지 (Difco 244620) 20 mL

에 옮겨 액체배양(30 °C, 3일)을 한 후 원심분리기(9분, 12,000 rpm)를 이용하여 균

체와 배양 상등액으로 분리를 하였다. 그 후 상등액을 별도의 튜브로 옮겨 담아 α-

glucosidase와 tyrosinase를 저해하는 활성의 유무를 판단하기 위한 시료로 사용하

였다.
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2.3.2. α-glucosidase 저해 활성 시험

α-glucosidase 저해 활성 측정은 Pistia-Brueggeman G [31]의 방법을 변형하여 사

용하였다. 분리 균주들의 α-glucosidase 저해 활성을 평가하기 위해서 효소로 α

-glucosidase (α-glucosidase from Saccharomyces cerevisiae, SIGMA G5003), 버

퍼로 1X PBS buffer (Biosesang p2004, pH 7), 기질로는 5 mM p-NPG

(p-nitrophenyl-α-D-glucopyranoside, SIGMA N7006)를 사용하였다. 실험방법은 각

각의 균주 배양액 20 μL을 첨가한 각각의 well에 1.5 mM p-NPG 100 μL, 750 μ

U/mL α-glucosidase 20 μL 순으로 첨가한 뒤 암반응을(37 °C, 10분) 시킨 후에 정

지액인 1 M Na2CO3 60 μL를 넣고 파장 405 nm에서 분광 광도계 (Microplate

reader, Sunrise, TECAN Austria GmbH)로 측정하여 아래의 공식으로 α

-glucosidase 저해율을 구하였다. 효소 저해 활성 (%)은 아래의 식에 따라 계산하

였다. α-glucosidase 효소 저해 활성 실험은 각각 3 회 이상 수행되었고, 데이터는

평균 값 ± 표준 편차(SD)로 표시되었으며 IC50 값은 비선형 회귀 알고리즘

(SigmaPlot version 12.0)에 의해 추정되었다.

α-glucosidase inhibition (%) =
   × 100

A : 시료 용매를 넣고 기질에 효소를 첨가하여 기질이 반응한 후의 흡광도

B : 시료 용매를 넣고 기질에 효소를 첨가하기 전의 흡광도

C : 시료를 넣고 기질에 효소를 첨가하여 기질이 반응한 후의 흡광도

D : 시료를 넣고 기질에 효소를 첨가하기 전의 흡광도



- 12 -

2.3.3. Tyrosinase 저해 활성 시험

Tyrosinase 저해 활성 측정은 Yagi A [32]의 방법을 변형하여 사용하였다. 분리 균

주들의 tyrosinase 저해 활성을 평가하기 위해서 효소로 Mushroom tyrosinase

(SIGMA T3824), 기질로는 L-tyrosine (SIGMA T3754), 버퍼로 0.1 M potassium

phosphate buffer (pH 6.8)를 사용하였다. 실험방법은 균주 배양액 20 μL을 첨가한

각각의 well에 2 mM L-tyrosine 130 μL, 250 units/mL tyrosinase 50 μL 순으로

첨가하고 암반응을(37 °C) 시키며 5분 간격으로 파장 490 nm에서 분광 광도계

(Microplate reader, Sunrise, TECAN Austria GmbH)로 흡광도를 측정하고, 대조군

흡광도 값이 0.3 ∼ 0.4 에 도달할 때의 흡광도 값으로 tyrosinase 효소 저해율을 아

래의 공식에 따라 계산하였다. tyrosinase 효소 저해 활성 실험은 각각 3 회 이상

수행되었고, 데이터는 평균 값 ± 표준 편차(SD)로 표시되었으며 IC50 값은 비선형

회귀 알고리즘 (SigmaPlot version 12.0)에 의해 추정되었다.

Tyrosinase inhibition (%) =
   × 100

A : 시료 용매를 넣고 기질에 효소를 첨가하여 기질이 반응한 후의 흡광도

B : 시료 용매를 넣고 기질에 효소를 첨가하기 전의 흡광도

C : 시료를 넣고 기질에 효소를 첨가하여 기질이 반응한 후의 흡광도

D : 시료를 넣고 기질에 효소를 첨가하기 전의 흡광도
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2.4. 선발 균주의 2차 대사산물 추출 및 효능 평가

앞에서의 1차 탐색 단계에서 좀 더 정확한 효능을 평가하기 위해, 배지의 조성, pH,

배양 온도 등이 균주의 생육 및 2차 대사산물의 생성에 있어 중요한 요인임을 고려

하며 선발한 우수 균주의 2차 대사산물 추출물을 제조하였다[33]. 그 후 2차 대사산

물 추출물로 항비만 및 미백 효능을 평가하였다.
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2.4.1. 대사 배지 제조 및 배양

대사 배지는 M J SEO [34]의 방법을 참고하여 증류수에 glucose (1 %), yeast

extract (1 %), KH2PO4 (0.05 %), (NH4)2SO4 (0.05 %)를 첨가하고 pH 7.2으로 조정

한 후 멸균 처리를 하여(121 °C, 15 분) 사용하였다.

Table 2. Composition of metabolite medium.

Medium Composition Contents (%) pH

Metabolite medium Glucose 1 7.2

Yeast extract 1

KH2PO4 0.05

(NH4)2SO4 0.05
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2.4.2. 2차 대사산물 추출물 제조

LB (Difco 244620) 액체 배지에 집락 하나를 접종하여 전배양(aerobic condition, 30

°C, 1일)을 하였다. 그리고 전배양한 배양액 1 mL를 대사 배지 50 mL에 접종하여

액체배양(aerobic condition, 30 °C, 7일)을 하였다. 그 후 300 mm filter paper

(ADVANTEC 01511300)를 사용하여 배양액을 걸러 균체를 제거하였다. 그 다음 2

차 대사산물 배양액에 동량의 95 % EtOH을 첨가하고 상등액만 취하여 농축 후 동

결건조하여 실험에 사용하였다.
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2.4.3. α-glucosidase 저해 활성 평가

선발 균주 2차 대사산물 추출물에 대한 α-glucosidase 저해 활성 측정은 Lee J M

[35]에서 주어진 방법을 변형하여 평가하였다. α-glucosidase 저해 활성을 평가하기

위해서 효소로 α-glucosidase (α-glucosidase from Saccharomyces cerevisiae,

SIGMA G5003), 버퍼로 1X PBS buffer (Biosesang p2004, pH 7), 기질로는 5 mM

p-NPG (p-Nitrophenyl-α-D-glucopyranoside, SIGMA N7006)를 사용하였다. 실험

방법은 1X PBS 75 μL에 대사산물 추출물 5 μL을 첨가하고, 효소 α-glucosidase

(0.75 units/mL) 20 μL을 첨가한 뒤 암반응을(37 °C, 5분) 시킨 후, 기질인 1.5 mM

p-NPG 100 μL를 첨가한 뒤에 37 °C 에서 25분간 추가로 반응시켰다. 정지액인 1

M Na2CO3을 60 μL 첨가하여 파장 405 nm에서 분광 광도계 (Microplate reader,

Sunrise, TECAN Austria GmbH)로 측정하였다. 효소 저해 능력은 아래와 같은 식

에 의해 %로 계산되었고, 각 시료의 IC50 값을 구하였다. 이때 사용된 대조군으로는

acarbose를 사용하였다. α-glucosidase 효소 저해 활성 실험은 각각 3 회 이상 수행

되었고, 데이터는 평균 값 ± 표준 편차(SD)로 표시되었으며 IC50 값은 비선형 회귀

알고리즘 (SigmaPlot version 12.0)에 의해 추정되었다.

α-glucosidase inhibition (%) =
   × 100

A : 시료 용매를 넣고 효소에 기질을 첨가하여 효소가 반응한 후의 흡광도

B : 시료 용매를 넣고 효소에 기질을 첨가하기 전의 흡광도

C : 시료를 넣고 효소에 기질을 첨가하여 효소가 반응한 후의 시료의 흡광도

D : 시료를 넣고 효소에 기질을 첨가하기 전의 시료의 흡광도
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2.4.4. Tyrosinase 저해 활성 평가

선발 균주의 2차 대사산물 추출물에 대한 tyrosinase 저해 활성 측정은 Yagi A

[36]에서 주어진 방법을 수정하여 평가하였다. Tyrosinase 저해 활성을 평가하기 위

해서 효소로 2500 units/mL tyrosinase (mushroom tyrosinase, SIGMA T3824), 버

퍼로 0.1 M potassium phosphate buffer (pH 6.8), 기질로는 농도 2 mM의

L-tyrosine를 사용하였다. 실험방법은 균주 추출물 20 μL을 첨가한 각각의 well에

2500 units/mL tyrosinase 5 μL와 0.1 M potassium phosphate buffer (pH 6.8) 45

μL을 첨가하고 암반응을(37 °C, 10분) 시킨 후, 2 mM L-tyrosine 70 μL와 0.1 M

potassium phosphate buffer (pH 6.8) 60 μL을 첨가한 뒤 파장 490 nm에서의 대조

군 흡광도 값이 0.3 ∼ 0.4 사이가 될 때까지 흡광도를 5분 간격으로 분광 광도계

(Microplate reader, Sunrise, TECAN Austria GmbH)로 측정하였다. 효소 저해 능

력은 다음과 같은 식에 의해 %로 계산되었고, 각 시료의 IC50 값을 구하였다. 이때

사용된 대조군으로는 arbutin을 사용하였다. Tyrosinase 효소 저해 활성 실험은 각

각 3 회 이상 수행되었고, 데이터는 평균 값 ± 표준 편차(SD)로 표시되었으며 IC50

값은 비선형 회귀 알고리즘(SigmaPlot version 12.0)에 의해 추정되었다.

Tyrosinase inhibition (%) =
   × 100

A : 시료 용매를 넣고 효소에 기질을 첨가하여 효소가 반응한 후의 흡광도

B : 시료 용매를 넣고 효소에 기질을 첨가하기 전의 흡광도

C : 시료를 넣고 효소에 기질을 첨가하여 효소가 반응한 후의 시료의 흡광도

D : 시료를 넣고 효소에 기질을 첨가하기 전의 시료의 흡광도
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2.5. 균주의 전장 유전체 분석

2.5.1. 16S rRNA 염기서열 분석

선발 균주의 16S rRNA 염기서열 분석은 균주를 배양한 후에 ㈜솔젠트(Daejeon,

Korea)에 의뢰하여 진행하였으며, 16S rRNA 유전자 증폭을 위하여 Universal PCR

primer인 27F(5’- AGAGTTTGATCCTGGCTCAG - 3’)와 1492R(5’-GGTTACCT

TGTTACGACTT- 3’) primer를 사용하였다. 분석한 선발 균주의 염기서열은 NCB

I (National Center for Biotechnology Information) 및 EzBioCloud (http://www.ezb

iocloud.net/) 데이터베이스에서 유사한 염기서열을 비교하였고 가장 근 연속이나 종

으로 나타나는 서열을 확인하였다.

2.5.2. 전장 유전체 분석

선발 균주의 전장 유전체 분석을 위하여 ㈜천랩에 의뢰하여 MiSeq platform (Illu

mina Inc, USA) 을 이용하여 진행하였다. LB 배지 (Difco 244620)에서 3일 동안 액

체 배양한 균주를 원심분리하여 균체를 모은 후에 –20 °C에서 동결하여 Genomic

DNA 분리에 이용하였다. Genomic DNA는 FastDNA Spin Kit for Soil (MPbio 65

60200)을 사용하여 추출되었으며, MP biomedicals (MP biomedicals Inc, USA)의 p

rotocol을 따라 진행되었다. 추출된 DNA는 Quant-iT PicoGreen dsDNA Assay Ki

t (Invitrogen P7589), Qubit dsDNA HS assay kit (Invitrogen Q32851)를 사용하여

Qubit 2.0 Fluorometer (Thermo fisher Inc, USA) 에 의해 정량화되었다. 제작된 L

ibrary는 paired-end sequencing protocol (2 × 300 bp)에 따라 MiSeq platform (Ill

umina Inc., USA)을 사용하여 염기서열을 분석하여 SPAdes 3.1.18로 조립되었으며,

유전체는 NCBI의 Prokaryotic Genome Annotation Pipeline (PGAP, http://www.nc

bi.nlm.nih.gov/genome/annotation_prok/)으로 주석을 달았다.
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III. 결과 및 고찰

3.1. 세균 분리

갈치속젓을 희석하여 배양한 결과 세균의 집락 수는 10-4 배에서 84개의 집락, 10-5

배에서 9개의 집락을 확인하였다. (Table 3) 이를 통하여 갈치속젓의 세균 수는 0.8

7 × 106 CFU/g 임을 확인하였다. 이 중 집락의 모양, 색깔, 크기를 비교하여 17개

의 집락을 선별하여 순수 분리하였다. 그리고 분리된 순서에 따라 1번부터 17번까

지의 번호를 붙였다.

Table 3. Number of cultured colonies by dilution ratio.

Dilution ratio CFU number

101 TNTC

102 TNTC

103 TNTC

104 84

105 9

- TNTC : Too Numerous To Count.
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3.2. 균주 선발 및 분류

갈치속젓에서 분리한 17개의 균주의 배양액으로 미생물의 항비만제 및 피부 미백제

로서의 잠재적인 가능성을 평가하기 위해 α-glucosidase와 tyrosinase를 저해하는

활성의 정도를 확인하였다. α-glucosidase 저해 활성은 8번째 균주가 4.84 %, tyrosi

nase 저해 활성은 7번째 균주가 22.92 %로 가장 높게 나타났다. α-glucosidase와 t

yrosinase를 비교적 높게 저해하는 활성을 나타내는 균은 7, 9, 11번째 균주였으며

균주 별 tyrosinase 효소의 억제 활성 격차가 크다는 점 등을 종합적으로 판단하여

7번째 균주를 우수 균주로 선발하였다. (Table 4)
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Table 4. α-glucosidase and tyrosinase inhibitory activity of Galchisok-jeot

isolated strains culture medium.

Screening

bacteria NO.

α-glucosidase

inhibition (%)

Screening

bacteria NO.

Tyrosinase

inhibition (%)

8 4.84 7 22.92

2 4.25 3 18.03

4 3.65 9 14.90

6 3.64 16 14.05

1 3.56 15 9.86

11 2.87 5 8.94

9 2.78 11 6.43

13 2.23 14 2.13

7 1.70 4 0.75

15 1.62 1 -0.37

3 0.42 2 -0.48

10 0.40 12 -1.14

5 0.08 6 -1.55

16 -0.61 8 -3.53

12 -1.08 10 -16.62

17 -1.44 13 -17.75

14 -2.65 17 -30.04
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3.3. Bacillus subtilis JNUCC 균주의 분류

우수 균주로 선발된 7번째 균주의 16S rRNA 염기서열을 NCBI GenBank와 EZBio

Cloud에 등록 된 자료와 비교하여 가장 유사성이 높은 종을 알아보았다. 이를 통하

여 본 연구에서 선발한 균주는 Bacillus subtilis 와 가장 유사성이 높은 종임을 확

인하여 균주명은 Bacillus subtilis JNUCC로 정하였다.

Bacillus subtilis JNUCC의 16S rRNA 유전자 염기서열은 NCBI GenBank에 등록

하여 MT033075의 번호를 부여 받았다. (Figure 4) 또한 이 균주는 국립농업과학원

(Korean Agricultural Culture Collection, Korea)에 기탁하여 KACC 92300P 등록번

호를 부여받았다.
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Figure 4. Nucleotide database of Bacillus subtilis JNUCC.
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3.4. 선발 균주의 2차 대사산물 효능 분석

3.4.1. α-glucosidase 저해 활성

Bacillus subtilis JNUCC의 2차 대사산물 추출물을 제조하여 2차 대사산물의 α

-glucosidase 저해 활성을 분석하였다. α-glucosidase 저해 활성을 측정한 결과

62.5, 125, 250, 500, 1,000 μg/mL 농도에서 Bacillus subtilis JNUCC 2차 대사산물

추출물은 α-glucosidase 활성도를 각각 30.69 %, 61.11 %, 80.17 %, 89.42 %, 90.04

% 억제하였다. 2차 대사산물 추출물과 대조군인 acarbose에 대한 반수 억제 농도

(IC50) 값은 각각 101.92 μg/mL와 100.94 μg/mL이었다. (Figure 5) Bacillus subtilis

JNUCC 2차 대사산물 추출물은 농도 의존적으로 α-glucosidase 활성을 억제하였으

며 대조군으로 사용된 acarbose와 근접한 IC50 값을 얻을 수 있었다.
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Figure 5. α-glucosidase inhibition activities of (A) extract of Bacillus

subtilis JNUCC and (B) acarbose.

The appropriate amount of acarbose was used as a positive control. The

inhibition of p-nitrophenol, a reaction product produced by α-glucosidase, was

confirmed by measuring absorbance. α-glucosidase inhibition activities data are

expressed as mean ± SD (n = 3).

*IC50 Values : Extract of Bacillus subtilis JNUCC = 101.92 μg/mL, acarbose

(positive control) = 100.94 μg/mL
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3.4.2. Tyrosinase 저해 활성

Bacillus subtilis JNUCC의 2차 대사산물 추출물을 제조하여 2차 대사산물의

tyrosinase 저해 활성을 분석하였다. tyrosinase 저해 활성을 측정한 결과 62.5, 125,

250, 500, 1,000 μg/mL 농도에서 Bacillus subtilis JNUCC 2차 대사산물 추출물은

tyrosinase 활성도를 각각 6.98 %, 11.92 %, 13.50 %, 35.75 %, 58.19 % 억제하였

다. Bacillus subtilis JNUCC 2차 대사산물 추출물과 대조군으로 사용한 arbutin의

IC50 값은 각각 669.52 μg/mL, 79.23 μg/mL이었다. Bacillus subtilis JNUCC 2차 대

사산물 추출물은 대조군으로 사용된 arbutin보다 약한 억제 활동을 보였지만, 억제

활성이 농도 의존적으로 증가함을 보였다. (Figure 6)
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Figure 6. Tyrosinase inhibition activities of (A) extract of Bacillus

subtilis JNUCC and (B) arbutin.

The appropriate amount of arbutin was used as a positive control. The inhibition

of DOPAchrome, a reaction product produced by tyrosinase, was confirmed by

measuring absorbance. The data are expressed as mean ± SD (n = 3).

*IC50 Values : Extract of Bacillus subtilis JNUCC = 669.52 μg/mL, arbutin

(positive control) = 79.23 μg/mL.
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3.5. Bacillus subtilis JNUCC의 전장 유전체 분석

Bacillus subtilis JNUCC의 전장 유전체는 MiSeq platform (Illumina Inc, USA)을

사용하여 분석하였다. 분석 결과 14개의 contig를 얻었으며 이를 통하여 전체 유전

체의 크기는 4,170,746 bp, G + C 함량은 43.6 % 임을 확인할 수 있었다. 전체 유

전자 수는 4,338개로 tRNA 81개, rRNA 21개(5S rRNA 8개, 16S rRNA 9개, 23S r

RNA 4개)로 구성되었다. 단백질 코딩 DNA 서열(CDSs, coding DNA sequence)는

4,112개로 나타났다. (Table 5, Figure 7) 본 연구에서 분석한 전장 유전체는 GenBa

nk에 VPFB00000000 번호로 등록되었다. (Figure 8)
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Table 5. General genome features and genome sequencing information

Bacillus subtilis JNUCC.

Features Data

Genomic size (bp) 4,170,746

G + C content 43.6 %

rRNA 21

tRNA 81

CDSs 4,112

NCBI project ID PRJNA559441

Accession number VPFB00000000

Sequencing platforms Illumina MiSeq

Fold coverage 186.01 ×

Assemblers SPAdes v 3.13.0

Annotation source PGAP
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Figure 7. Circular map of Bacillus subtilis JNUCC genome.

The whole genome sequence visualization was performed using CGView

software. From outside to the center : Genes on the forward strand (color by

COG categories), genes on the reverse strand (color by COG categories), RNA

gens (tRNAs : green, rRNAs : red, other RNAs : black), G + C content (red

and green), GC skew (yellow and blue).
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Figure 8. Registered status in Genbank.
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IV. 결론

최근 화장품 및 의약품의 부작용을 줄일 수 있는 천연 원료를 찾기 위한 연구들에

서 미생물을 활용한 발효 식품의 중요성이 증대되고 있으며, 젓갈에서 분리한 미생

물의 미백, 항비만 효능이 보고되지 않은 것을 토대로 본 연구에서는 제주도의 향

토 발효 식품인 갈치속젓에서 미생물을 분리하여 항비만 및 미백제로서의 소재 탐

색을 진행하였다.

㈜오름물산에서 구입한 갈치속젓에서 총 17개의 균주들을 순수분리하고 순서대로

번호를 붙인 뒤 항비만과 피부 미백 개선제로서의 개발 가능성을 알아보기 위하여

각 균주의 배양액으로 α-glucosidase 저해 실험으로 항비만 효능을, 그리고 tyrosin

ase 저해 실험을 통해 피부 미백 효능을 확인하였다. 그 결과를 바탕으로 효소 저

해 활성이 비교적 가장 우수하였던 7번째 균주를 우수 균주로 선정하였다.

우수 균주는 16S rRNA 유전자 염기서열 데이터베이스 자료와 비교하여 가장 유

사성이 높은 종으로 Bacillus subtilis 임을 확인하고 균주명을 Bacillus subtilis JN

UCC로 정하였다.

Bacillus subtilis JNUCC 균주의 2차 대사산물 추출물을 제조한 후에 α-glucosidas

e 및 tyrosinase 저해 활성 평가를 추가로 진행하였다. 그 결과 Bacillus subtilis JN

UCC 균주의 2차 대사산물은 농도 의존적으로 두 효소의 활성을 억제함을 보였고,

두 효소에 대한 IC50 값은 각각 101.92 μg/mL, 669.52 μg/mL로 나타나서 산업화의

가능성을 보여 주었다. 특히 α-glucosidase 저해 활성 실험에서 대조군으로 사용한

acarbose와 근접한 활성을 보였다.

그리고 Bacillus subtilis JNUCC 균주의 전장 유전체를 MiSeq platform (Illumina I

nc, USA)을 사용하여 분석하였다. 분석 결과 14개의 contig를 얻었으며 이를 통하

여 전체 유전체의 크기는 4,170,746 bp, G + C 함량의 값은 43.6 %으로 확인할 수

있었다. 전체 유전자 수는 4,338개로 tRNA 81개, rRNA 21개 (5S rRNA 8개, 16S r

RNA 9개, 23S rRNA 4개)로 구성되었다. 단백질 코딩 DNA 서열 (CDSs, coding

DNA sequence)는 4,112개로 나타났다.
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갈치속젓 유래 분리 균주인 Bacillus subtilis JNUCC와 가장 근연종인 Bacillus sub

tilis는 유용한 2차 대사산물을 생산해내는 토양세균의 일종으로 식품 산업, 화장품

산업 및 농업 부분에서 이용할 수 있다.

본 연구의 결과들을 토대로 갈치속젓에서 분리한 Bacillus subtilis JNUCC 균주의

배양액 및 2차 대사산물 추출물은 α-glucosidase 및 tyrosinase 저해제로서의 효능

을 가졌으며, 항비만 및 미백 개선으로서의 기능성 소재로 화장품 및 의약품 산업

에서 사용될 수 있을 것으로 기대할 수 있다.
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