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Abstract

In this study, bacteria belonging to the genus Lactobacillus were isolated

and tested for their uses in bio-industry such as bacterial cellulose production

and manufacture of antioxidant food or anti-inflammatory cosmetics.

Lactobacillus plantarum KC-09 (KCCM 80077) was isolated and tested for

its effect on bacterial cellulose production. The effects of initial concentration

of acetate and mixed culture with L. plantarum KC-09 (KCCM 80077) on

production of bacterial cellulose by Gluconacetobacter sp. gel_SEA623-2 were

examined. In mixed culture with 0.5% acetate added, the viable cell count

increased from 2.4 × 106 CFU/ml to 1.1 × 107 CFU/ml after 14 days of

culture, and total acidity was about 0.3% higher than in single culture, which

implies that additional lactate was produced by L. plantarum KC-09 (KCCM

80077). In single culture, although bacterial cellulose productivity was higher

when the initial concentration of acetate was 0.0% or 0.5%, than when it was

1.0%, there was no significant difference. However, concentration and

thickness of bacterial cellulose pellicle were 37.83±6.81 g/L and 10.33±0.58 mm

in mixed culture with 0.5% acetate added, respectively, which are significantly

different from 28.40±1.23 g/L and 7.50±0.50 mm in single culture with 1%

acetate added.

Meanwhile, lactobacillus was used as a starter for fermentation of green

barley (Hordeum vulgare L.) extract. Three isolates of L. paraplantarum

(AMI-1101), L. plantarum (AMI-1103), and L. brevis (AMI-1109) were

cultivated in the extract of barley leaves. The resulting culture products were

examined for their antioxidant activity. The antioxidant capacity of H.

vulgare L. extract was improved through bacterial fermentation. Especially,

the culture product of L. paraplantarum (AMI-1101) showed the highest

DPPH and ABTS+ radical scavenging activity of 55.4% and 59.1%,
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respectively at a concentration 500 μg/ml. In addition, the cultured

lactobacillus cells were heat-killed and split into nano-size particles with a

microfluidizer in order to maximize skin penetration and efficacy. The

antioxidant capacity of heat-killed lactobacilli was also improved through size

conversion process. The lactobacillus cells microfluidized at 20,000 psi showed

89.9% of ABTS+ radical scavenging activity at a concentration of 1,000 μg/ml,

which was higher than 61% of normal size cell products.

As another approach for industrial application of lactobacilli, the skin

microbiome was analyzed. It was confirmed that there was a difference in the

distribution of the microbiome between the testers with normal skin and acne

skin. In addition, a new lactic acid bacteria(L.rhamnosus AMI-1301) was

isolated from the skin of the only healthy infant among microbiome analysis

samples, and a study was conducted to utilize it as an antioxidant and

anti-inflammatory material.

First, the isolated lactic acid bacteria were cultured using green tea, centella

asiatica, mandarin orange, green barley and broccoli as substrates, and the

antioxidant enhancing effect of the fermented product recovered from the

culture was investigated. DPPH radical scavenging activity was typically

increased by 27.2% in fermented green barley, and ABTS radical scavenging

activity in fermented mandarin orange increased by 17.4%.

On the other hand, the effect of lactic acid bacteria extracellular vesicles

(LEVs) on cell viability and NO production was investigated. LEVs

concentration up to 20 μg/mL did not affect the cell viability(%). NO

production was inhibited by 61% at a concentration of 20 μg/mL, confirming

the inflammatory response inhibitory effect of LEVs. In addition, the effect on

the production of cytokines IL-6, IL-1β and TNF-α that regulate the

inflammatory response was investigated. Although there were some changes

depending on the type of these cytokines in the concentration of LEVs

ranging from 10 μg/mL to 20 μg/mL, the production of those cytokines was
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inhibited by 6.3-49.6%.

These results show that LEVs and nano-size lactobacillus cells can be

utilized as functional ingredients of food or cosmetic products.
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Ⅰ. 서 론

유산균은 당을 이용하여 젖산을 생성하는 균으로 Lactobacillus, Lactococcus,

Enterococcus, Bifidobacterium 등이 있으며 유제품, 김치, 장류 등과 같은 발효

식품 제조에 대표적인 starter로 이용되고 있다(Oh et al., 2020) 또한, 유산균은

젖산을 대사산물로 생성하여 장내 해로운 균의 번식을 억제하고, 유익균의 증식

을 활성화하여 장 건강을 이롭게 하는 것으로 알려져 있다(Perdigon et al.,

1990). 이러한 유산균은 항산화 및 콜레스테롤 감소효과(Ryu et al., 2020) 있음

이 확인된바 있으며, 면역증진활성(Kim et al., 2004), 아토피 유발인자 억제효과

(Jo et al., 2012), 항바이러스 및 항암효과(Jung et al., 2009) 등 다양한 기능성을

나타낸다. 김치는 한국의 전통 발효식품으로 Leuconostoc 속, Lactobacillus 속,

Sterptococcus 속, Pediococcus 속, Weissella 속 등의 유산균을 비롯한 여러 미

생물들에 의해 발효가 이루어지며, 이 과정을 통해 특유의 맛과 향미를 갖게된다

(Cheigh et al., 1994). 관련 연구로는 김치 유산균을 스타터로 이용하여 저염김치

에 활용하거나(Huang et al., 2016), 쌀 가루를 이용한 쌀 유산균 발효음료(Kim

et al., 2011), 감 발효음료(Seo et al., 2015) 등 가공제품을 개발하는 연구가 보고

되고 있다. 발효는 미생물의 대사 작용에 의해 유용 물질을 생산하고 생물 전환

시키는 가장 오래된 역사를 가진 생물학의 기술로, 전통적인 발효의 경우 김치,

장류, 주류, 식초, 유제품, 젓갈 등 다양한 발효 음식에서 사용되어 왔으며 최근

발효 기술은 그 생산물의 영양학적 가치와 생명 공학 등 관련 기술의 발전으로

천연물의 유산균 발효를 통한 항산화, 항염, 항균, 항노화 기능성 증진에 관한 연

구가 다양하게 이루어지고 있다(Jeon et al., 2011; Jun et al., 2014; Kang et al.,

2020b). 이러한 기능성 및 응용 가능성으로 인해 다양한 산업 분야에서 관심과

중요성이 높아지고 있으며, 식품, 의약품, 화장품 등 다양한 산업 분야에 적용 가

능한 기술로 발전되고 있다(Park, 2012; Kim et al., 2018).

본 연구에서는 Lactobacillus속에 해당되는 유산균을 분리 및 동정하여, 식품,

화장품 등 생물산업에 활용하고자 하였다. 이들 유산균이 섬유소의 발효 생산에

미치는 영향을 조사하고, 항산화성 또는 항염성 소재로 활용되는데 필요한 자료

를 얻고자 하였다.
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섬유소(cellulose)는 지구상에 가장 풍부하게 존재하는 천연 고분자이며 재생 가

능 자원으로서 D-glucose가 β-1,4 결합에 의하여 중합된 사슬 상의 다당류이다.

주로 식물에 의해 생성되나 일부 algae, fungi 그리고 Acetobacter,

Agrobacterium, Pseudomonas, Rhizobium속 등 다양한 세균에서 생합성이 확인

되었으며(Matthysse et al., 1981; Ko et al., 2000), 그 중에서도 당으로부터 초산

발효를 통해 식초를 만드는 초산균인 Acetobacter 속이 cellulose 생산력이 가장

우수하다고 보고된 바 있다(Ko et al., 2000; Son et al., 2000). Bacterial

cellulose(BC)를 생성하는 초산균으로는 A. xylinum, G. hansenii 등이 알려져 있

으며 특히, Acetobacter xylinum 의해서 생산되는 cellulose가 대표적이고

cellulose 생산력이 가장 우수한 균주로 많은 연구가 진행되어왔다(Matsuoka et

al., 1996; Lee et al., 2005). BC 생성균으로 Gluconacetobacter sp.의 분리는 비

교적 최근에 연구가 진행되고 있으며 16S rRNA 염기서열을 이용하여 분자계통

분류학적으로 Acetobacter 속으로부터 재분류 되었다(Lee et al., 2002; Choi et

al., 2004). BC는 식물유래 cellulose와는 달리 lignin, hemicellulose가 전혀 포함

되지 않는 순수상태로 생성되며(Klemm et al., 2001; Jung et al., 2003), 강도, 보

수성 및 결착성이 높아 화학적으로 안정하고 독성이 낮은 특성으로 인하여 고강

도용 공업재료, 복합섬유 및 의료용 재료 등 다양한 용도로 활용이 가능하다

(Jeon et al., 2013; Cho et al., 2014). BC의 생산성 향상을 위해 유전적으로 안전

한 미생물의 분리, 균주개량, 최적배지 및 배양조건에 관련된 연구가 보고되고

있으며(Lee et al., 2003; Mikkelsen et al., 2009; Park et al., 2010), pH 3–4의

배양액으로 30–35℃ 정치배양이 유리하다는 점은 대체적으로 일치하고 있다

(Choi et al., 2004). 또한 glucose, fructose 등의 탄소원과 TCA cycle에 관여하

는 lactate, pyruvate, succinate 등을 기본배지에 첨가하여 BC의 생산량을 증가

시키는 연구가 보고되고 있으며(Matsuoka et al., 1996; Naritomi et al., 1998;

Choi et al., 2004), A. xylinum의 경우 fructose 이외에 lactate를 배지에 첨가하

여 BC 생산성을 증가시켰다고 보고되었으나(Matsuoka et al., 1996; Naritomi et

al., 1998), G. hansenii의 경우에는 lactate의 농도가 높아지면 생산량을 감소시키

며, succinate 또한 BC 생산에 거의 영향을 미치지 않는다는 연구가 보고되어

(Jung et al., 2003; Jang and Jeong, 2005) 차이를 나타내고 있다. 화장품에 사용
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되는 BC는 미생물로부터 직접 합성되는 바이오폴리모로써, 화장품산업에서는 바

이오셀룰로오스로 불리며, 식물유래 셀룰로오스에 비해 섬유의 높은 물리적강도,

수분 흡수 및 유지능력, 균일한 섬유 네트워크 형성 등의 다양한 장점을 가진다

(Jun et al., 2018). 또한 이러한 BC는 20-50 nm의 미세섬유(Microfibril)가 수소

결합에 의해 서로 연결된 3차원 망상구조를 이루고 있고, 높은 신장강도와 탄성

계수 및 수분보유력을 가지고 있기때문에 고성능 진동판, 상처 피복제, 인공피부,

인공혈관 등으로서 잠재적 활용가치가 높은 것으로 알려져 있다(Park et al.,

2020). 무엇보다 미생물에 의해 생산된 셀룰로오스는 환경친화적 소재이기 때문

에 생태학적 관점에서도 매력적인 생물소재라고 할수 있다(Lee et al., 2014). 이

렇듯 유산균과 BC생성균과의 혼합배양 연구는 비상품 감귤을 이용한 다양한 가

공식품 개발의 일환으로 제주산 감귤 착즙액을 이용한 BC를 생산하는데 있어서

초기 초산농도에 따른 BC 생성량을 비교하여 최적 배합비를 결정하고자 하였다.

추가적으로 lactate 첨가에 따라 BC의 생산성이 증대되었다는 연구결과

(Matsuoka et al., 1996; Naritomi et al., 1998)를 바탕으로 높은 산도의 환경에서

도 다량의 젖산을 생성하는(Sim et al., 1995; Cho et al., 2007) 김치에서 분리된

Lactobacillus plantarum KCCM 80077 유산균을 혼합배양(mixed culture)하여

BC 생산성에 미치는 영향을 알아보고자 하였다.

보리(Hordeum vulgare L.)는 벼과(Poaceae/Gramineae)에 속하는 세계 4대 작

물 중 하나이며, 특히 보리 잎에는 항산화제인 superoxide dismutase (SOD)와

폴리페놀 화합물, 비타민C, 비타민E, catechin, β-carotene 등의 다양한 생리 활

성 물질이 풍부하게 들어 있다고 보고되었다(Ohkawa et al., 1998; Park et al.,

2008). 청보리는 누른빛을 띠는 일반 보리와는 달리 푸른빛을 띠는 보리를 의미

하며, 보리가 완숙되기 15일 이전에 수확한 것으로 일반보리에 비해 chlorophyll

이 많을 뿐만 아니라 항산화능을 갖는다(Kim and Kim, 2015; Park et al., 2019).

보리에 대한 영양학적 가치 및 다양한 생리 활성에 관한 연구는 알려져 있으나,

청보리를 활용한 발효 소재 및 사균체의 생리 활성에 대한 연구는 보고되어 있

지 않다. 산업화에 따른 다양한 화학물의 사용과 미세먼지, 자외선, 유해 환경 등

피부를 자극하는 외부 요인이 증가하고 있다. 이에 화장품 성분을 중요하게 여기

는 소비자가 많아짐에 따라 성분 트렌드도 빠르게 변화하고 있으며, 친환경적 자
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연 유래의 성분에 대한 소비자의 선호도가 매우 높아 이를 활용한 연구가 활발

히 수행되고 있다. 국내뿐만 아니라 세계적으로도 보다 안전한 성분과 보다 확실

한 효과를 추구하는 경향에 따라 기능성과 안전을 신뢰하고 구매할 수 있는 제

품들에 관심도가 높아지고 있다(Lee and Kang, 2020).

사균체는 생균의 반대되는 개념으로서 발효를 통해 얻어진 생균과 대사산물들

을 열처리 등에 의해 균의 성장이 일어나지 못하도록 한 형태로 세포질

(cytoplasm), 세포벽(cell wall), 박테리오신(bacteriocin) 등의 항균활성물질, 다당

류(polysaccharide), 유기산 등을 포함한다. 1989년 Fuller는 Probiotics를 “장내

균총을 개선시켜 줌으로써 숙주에게 유익한 영향을 주는 생균제제”라고 정의하

였고(Fuller, 1989), 살아있는 미생물로서의 정립이 이루어졌으나, 1999년

Sslminen 등이 “숙주에 유익한 작용을 갖는 미생물 또는 미생물의 성분”으로 정

의함으로써 Probiotics의 범위를 사균으로까지 확대시켰다(Salminen et al., 1999).

국내에서는 항균활성을 바탕으로 하여 설사치료를 위한 원료의약품으로 주로 많

이 사용되고 있으며 in vitro 및 in vivo 실험을 통해 면역조절기능(Hirose et al.,

2009), 독소제거(Kabak et al., 2008) 등과 같은 다양한 효능을 가지고 있음을 나

타낸바 있다. 또한 유산균 사균체 제품은 생균제품과 비교하여 높은 안전성과 안

정성을 가지고 있으며, 특히 높은 안정성으로 인하여 보관이 용이하고 유통기간

을 늘릴 수 있다는 장점을 가지고 있다(Seo et al., 2010). 따라서 사균체 소재는

건강기능식품, 식품첨가제, 의약품, 동물사료 등과 같은 기존의 유산균 생균이 적

용되어 온 분야 외에도 화장품 원료로도 적용이 가능하다. 또한 항생제 사용에

대한 규제가 강화되고 있기 때문에 대체제로서의 활용성이 높고 아직 사균체 제

품을 국내에서 본격적으로 상용화하는 업체가 많지 않기 때문에 시장성과 성장

가능성이 높은 소재로 생각된다. 다만, 현재 국내의 유산균 사균체는 외국에 비

해 연구가 부진한 상황이다(Choi et al., 2018; Kang et al., 2020a).

항산화(antioxidant)는 산화를 방지하는 효과를 말하며, 산화적 스트레스에 항상

노출되어 있는 피부는 그 항산화성 방어망의 불균형이 일어나 산화 생성물 및

과산화지질 등이 축적되어 피부 노화가 촉진된다(Kim et al., 2019b). 생체 내 정

상적인 세포 대사 과정에서 생성되거나 여러 환경 오염 및 화학 물질의 노출 등

에 의해 생성되는 수퍼옥사이드 음이온 라디칼(superoxide radical anion, O2․
-),
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과산화수소(hydrogen peroxide, H2O2), 하이드록실 라디칼(hydroxyl radical,

·OH) 등의 산소 화합물을 통틀어 활성 산소종(reactive oxygen species, ROS)이

라 하며, 세포의 산화적 스트레스를 유발하는 것으로 알려져 있다(Kim et al.,

2007; Jun et al., 2014). 이에 본 연구에서는 유산균을 활용하여 청보리 잎 추출

물을 발효하고, Microfludizer로 나노화된 사균체의 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl

(DPPH) 및 2,2'-azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid) cation (ABTS+) 라

디칼 소거 활성을 측정하여 항산화 효과를 확인하고, 청보리 발효물 및 사균체를

이용한 기능성 바이오 소재 개발을 위한 기초자료로 제공 및 응용하고자 한다.

마이크로바이옴(microbiome)이라는 용어는 노벨 생리의학상 수상자인

Lederberg와 McCray의 2001년 The Scientist지 기고를 통해 최초로 정의되었다.

그는 “마이크로바이옴은 인체에 존재하며 우리 몸을 함께 공유하며 살고 있지만

그 동안 건강이나 질병의 원인으로 거의 무시되어 온 상재균, 공생균, 병원균 등

모든 미생물들의 총합이라고 정의하였으며 현재는 세균(bacteriome)뿐만 아니라

바이러스(virome)와 곰팡이(mycobiome)까지 모든 미생물을 포괄하는 용어로 사

용된다. 마이크로바이옴은 마이크로바이오타(microbiota)라는 용어와 혼동하여 쓰

이는데 마이크로바이오타는 인체에 서식하는 미생물 군집을 유전자 수준이 아닌

개체 수준으로 한정하여 지칭할 때 쓰는 표현이며, 마이크로바이옴은 마이크로바

이오타와 그들이 가진 유전정보 전체를 통칭한다(Choi et al., 2016). 피부의 다양

한 부위는 각기 다른 틈새를 반영하여 각기 다른 미생물의 개체 수를 갖는 것으

로 알려져 있다. 겨드랑이 또는 발가락 사이와 같은 습한 영역에서 나오는 에어

로빅 박테리아의 군집수는 cm2당 107개 박테리아에 이를 수 있는 반면, 팔이나

몸통과 같은 건조한 영역은 cm2당 102개 이하의 박테리아를 포함할 수 있다. 많

은 외부 요인이 피부 생태계를 변화시킬 수 있으며, 이로 인해 미생물 집단이 변

화할 수 있다. 숙주 요인으로는 연령, 성별, 면역 상태, 입원 상태, 위생, 약물 사

용(항생제, 스테로이드), 비누와 화장품 사용, 외상 유무 등이 있다. (David,

2001) 이러한 피부 마이크로바이옴은 태아 때부터 모체의 미생물에 의해 영향을

받는 것으로 알려져 있는데 자연분만에 의해 질을 통과하여 태어난 신생아의 피

부는 모체의 질 내 세균과 유사하게 Lactobacillus, Prevotella, Sneathia 종

(species)이 많이 발견되고, 제왕절개로 태어난 신생아의 피부는 모체의 피부와
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비슷하게 Staphylococcus, Corynebacterium, Propionibacterium 종이 많이 발견

되었다(Dominguez-Bello et al., 2010). 인체에는 인간의 세포 수에 10배에 해당

하는 약 1014개의 미생물이 존재하며, 숙주인 인간과 공생하며 인간의 소화 기능,

영양분의 흡수, 면역 체계 등에서 여려 중요한 역할을 맡고 있다 (The human

microbiome project consortium, 2013). 최근 미생물의 배양가능 여부와 상관없이

다양한 서식환경에서 존재하는 대부분의 미생물을 차세대 유전자 분석(next

generation sequencing) 방법으로 규명할 수 있는 메타게놈 분석 방법이 발달하

고 이용됨에 따라 미생물 관련 분야의 연구도 폭발적으로 늘어나고 있는 추세이

다(Mathieu et al., 2014). 특히 이러한 기술의 발달과 분석 비용의 절감으로 인

해 프로바이오틱스 균주의 기능성 검증, 식중독균 분리 및 동정시 필요한 유전체

정보 데이터베이스 구축 등과 같은 다양한 연구분야에서 NGS를 보편적으로 사

용하고 있으며 또한 의료계 및 산업계에서도 활발하게 사용되고 있다 (Kwon et

al., 2019)

세포외 소포체(extracellualr vesicles)는 모든 세포가 외부 환경으로 분비하는

지질 이중층으로 둘러쌓인 나노 크기의 소포체이며 세포외 소포체의 분비는 세

균(bacteria), 고생물(archaea), 진핵생물(eukarya)에 이르기까지 모든 생물계에서

진화적으로 보존된 현상이다. 모든 세포들은 다른 세포들 또는 외부환경과 정보

교환을 위해 다양한 물질들을 외부 환경으로 분비하는데, 사이토카인(cytokines),

케모카인(chemokines), 호르몬, 신경전달 물질 등과 세포외 소포체를 통한 정보

교환이 점차 주목받고 있다(Choi el al., 2015). 세포외 소포체는 기원, 분비기작

및 크기 등을 기준으로 엑소좀(exosomes), 마이크로베시클(microvesicles), 엑토

좀(ectosomes), 마이크로파티클(microparticles), 막소포체(membrane vesicles), 나

노베시클(nanovesicles), 외막소포체(outer membrane vesicles) 등 다양한 명칭

으로 불려왔다(Choi el al., 2015). 세포외 소포체는 단백질, 지질, 핵산, 대사물질

(metabolites) 등 생물학적 활성을 보이는 다양한 물질을 포함하고 있고, 이들이

유래하는 세포들의 상태를 반영하고 있으며 일반적인 박테리아 추출물이나 정제

물 보다 더 효과적으로 세포 내 반응을 유발한다(Kim et al., 2020). 특히 박테리

아에서 유래한 세포외 소포체는 항생제 내성, 경쟁 박테리아 제거, 독성인자 전

달, 숙주 세포 조절 등에 관여한다(Gho et al., 2017).
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염증 반응은 미생물 감염, 내독소, 조직 손상과 같은 위해성 자극을 정상적으로

회복하기 위한 필수적 방어 작용으로, 정상적인 염증 반응은 시간이 지남에 따라

염증 촉진성 매개체(pro-inflammatory mediators)의 생성은 감소하고 항염증성

매개체(anti-inflammatory mediators)는 증가함으로써 스스로 염증 반응 조절 과

정을 가진다. 이러한 염증반응이 최근 암, 비만, 당뇨병 등 다양한 질환의 발병과

진행에 있어 중요한 역할을 한다고 보고되면서 염증반응 조절을 통해 염증 관련

질환이 개선될 수 있는 가능성을 보이게 되었다(Jung et al., 2016). 이러한 염증

반응에 관여하여 중요한 역할을 하는 것으로 알려져 있는 대식세포

(macrophages)는 세균 세포막 성분인 lipopolysaccharides(LPS)의 자극으로 활성

화되며 대식세포를 LPS로 자극하면 interleukin(IL)-1, IL-6, tumor necrosis

factors(TNF)-α 등과 같은 사이토카인 및 nitric oxide(NO)의 발현이 증가되므로

함염증제를 개발하는 방법으로 사이토카인 생성을 억제하는 치료제 개발이 연구

되고 있다(Zhao et al., 2005). 이렇듯 본 연구에서는 마이크로바이옴 분석을 통해

유아의 피부에서 유익한 프로바이오틱스 유산균을 분리하였고, 이를 바탕으로 다

양한 천연물을 활용한 발효소재의 항산화효과 및 세포외 소포체의 항염증 효과

를 알아봄으로써 다양한 산업에 활용될 수 있은 기초자료로서 활용하고자 하였

다.
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Ⅱ. 제 1장

Gluconacetobacter sp.를 이용한 bacterial cellulose 생산에

초산농도 및 Lactobacillus 혼합배양이 미치는 영향
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1. 재료 및 방법

1) 사용균주 및 전 배양액의 제조

본 연구에 사용한 bacterial cellulose(BC) 생성균은 국립원예특작과학원 감귤시

험장에서 분양 받은 Gluconacetobacter sp. gel_SEA623-2를 이용하였으며(Lee

et al., 2011), 균주 혼합배양 실험에 이용된 유산균은 김치에서 직접 분리한 L.

plantarum KCCM 80077을 이용하였다. 유산균의 동정은 16S rRNA 유전자 염기

서열 분석을 위하여 27F와 1492R 2개의 primer를 사용하여 PCR을 수행하였고

결정된 염기서열은 GenBank 데이터베이스와 비교 검색하여 유사도가 가장 높은

유산균으로 동정되었다.

BC를 생성하는 gel_SEA623-2는 먼저 G10 agar (glucose 100g/L, yeast

extract 10 g/L, calcium carbonate 20 g/L, agar 15 g/L)에 접종하고 30˚C에서 4

일간 배양하여 주변에 투명환이 생성된 colony를 전 배양액(감귤착즙액 10%,

sucrose 8.8%, ethanol 1%, acetate 1%, 정제수 79.2%)에 접종하고 배양병 입구

를 멸균 filter paper(HYUNDAI Micro)로 덮은 후 30˚C에서 5일간 정치배양하여

본 배양을 위한 종균(seed)으로 사용하였다.

혼합배양을 위한 유산균인 L. plantarum KCCM 80077은 BCP(Bromocresol

purple) plate count agar (yeast extract 2.5 g/L, peptone 5 g/L, dextrose 1

g/L, Tween 80 1 g/L, L-cysteine 0.1 g/L, bromocresol purple 0.04 g/L, agar

15 g/L)에 접종하고 35˚C에서 2일간 배양하여 주변에 형광색 환이 생성된

colony를 MRS broth (mixed peptones 10 g/L, yeast extract 5 g/L, meat

extract 10 g/L, glucose 20 g/L, potassium phosphate 2 g/L, sodium acetate 5

g/L, magnesium sulphate 0.2 g/L, magnasese sulphate 0.05 g/L, Tween 80

1.08 g/L, ammonium citrate 2 g/L)에 접종하고 35˚C의 온도에서 150rpm의 속도

로 24시간 동안 진탕배양하여 lactate를 생성하는 종균(seed)으로 사용하였다.

2) 단독배양 및 혼합배양

BC를 생성하는 최적조건을 알아보기 위한 단독배양(single culture)은 전 배양

액과 동일하게 10%의 감귤착즙액, 1%의 ethanol 및 10% 농도(w/w)의 설탕물
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88–89% 비율로 제조하여 이용하였다. 본 배양액 조성에 있어 초기 초산 농도에

따른 BC 생산성 차이를 비교하기 위해 초산을 0.5–1.5% 비율로 첨가하였고,

cellulose 생산을 위한 전 배양액을 각각 1%(v/v)씩 접종하여 30˚C의 온도에서

14일 동안 배양하면서 BC 생성량을 비교하였다. 대조군은 분양 받은

gel_SEA623-2로서 국립원예특작과학원 감귤시험장 에서 BC를 제조하는 배합비

를 기준으로 결정되었으며, 초산이 1% 첨가된 단독배양이다.

또한 혼합배양(mixed culture)은 단독배양(single culture)와 동일한 배합비를 바

탕으로 내산성이 강한 유산균인 L. plantarum KCCM 80077를 추가로 1%(v/v)

씩 접종하여 배양하였으며, 균주의 혼합배양을 통해 추가적으로 BC 생성량에 어

떠한 영향을 미치는지 알아보았다. 초기 초산 농도에 따른 단독배양 및 혼합배양

의 배합비율은 Table 1에 나타내었다.

3) 배양 균수 측정

Gluconacetobacter sp. gel_SEA623-2 전 배양액의 세포수는 hemacytometer

(Marienfeld)를 이용한 세포 계수법을 활용하여 측정하였으며 L. plantarum

KCCM 80077 전 배양액과 배양 일수에 따른 본 배양액의 생균수는 십진희석법

을 이용한 표준평판배양법을 토대로 BCP plate count agar를 이용하여 35˚C의

온도에서 48시간 배양 후 형광색 환을 형성하는 colony의 수를 계수하였다.

4) pH 및 총산도 측정

배양액의 pH는 pH meter (Starter3000, OHAUS)를 이용하였다. 배양액 중에 유

기산 함량은 AOAC법(1990)에 따라 측정하였으며 100 ml 비이커에 배양액 시료

10 ml을 취한 후 phenolphthalein 용액을 2–3 방울을 가하고 0.1 N-NaOH 표준

용액으로 적정하여 소비된 양을 토대로 total acidity (%)를 산출하였다.

5) bacterial cellulose 생성량의 측정

BC 생성량은 먼저 배양액 상층에 형성된 균개(pellicle)의 두께(thickness)를 기

준으로 평가하였으며, 가장 두꺼운 부분과 가장 얇은 부분 두 곳을 측정하여 평

균값으로 나타내었고, 배양일에 따라 mm 단위로 측정하였다.
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Table 1. Medium composition for single culture and mixed culture

Acetate

(%)

Citrus juice

(%)

Ethanol

(%)

10% Sugar solution

(%)

SC1)

1.0 10.0 1.0 88.0

0.5 10.0 1.0 88.5

0.0 10.0 1.0 89.0

MC2)

1.0 10.0 1.0 88.0

0.5 10.0 1.0 88.5

0.0 10.0 1.0 89.0

1)SC : single culture(inoculated with 1% preculture : Gluconacetobacter sp. gel_SEA623-2)
2)MC : mixed culture(inoculated with 1% preculture : Gluconacetobacter sp. gel_SEA623-2 and

Lactobacillus plantarum KC-09)
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또한 생성된 BC의 건조중량(dry weight)을 측정하기 위해 세척 후 건조기

(OF-22, 팜스웰바이오)에 넣고 60˚C의 온도에서 24시간 건조하여 남은 건조체의

중량을 기준으로 미세저울(FX-300i, AND)을 이용하여 소수점 둘째 자리까지 측

정하였다.

6) 통계처리

실험 결과는 SPSS 12.0 통계분석 프로그램을 이용하여 평균 및 표준편차를 구

하였으며, 분산분석(ANOVA)과 Duncan’s multiple range test를 실시하여

P<0.05 수준에서 BC 건조중량과 두께의 유의적 차이를 검증하였다.
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2. 결과 및 고찰

1) 유산균의 동정

김치로부터 분리된 유산균은 16S rRNA 염기서열분석을 통해 Fig. 1과 같은 염

기서열 및 Clustal omega의 다중서열정렬(multiple sequence alignment, MSA)

분석을 통한 계통수(phylogenetic tree) 분석결과를 확인하였다. 상동성을 비교한

결과 L. plantarum과 99.8%의 상동성을 보인 최종 균주로서 한국미생물보존센터

에 기탁 후 L. plantarum KC-09(KCCM 80077)로 명명하였다.

2) 전 배양액의 균수 측정

BC 생산을 위한 gel_SEA623-2 전 배양액의 총 균수는 hemacytometer

(Marienfeld)를 이용한 세포 계수법을 토대로 측정하였으며 2.5 × 107 CFU/ml의

균수가 확인되었다. 또한 유산균 혼합배양에 따른 BC 생산성 비교를 위해 L.

plantarum KC-09(KCCM 80077) 배양액의 생균수는 표준평판배양법을 이용하여

계수하였고 2.9 × 108 CFU/ml의 생균수가 확인되었다.

3) 배양 일수 별 pH 및 bacterial cellulose 생산성 비교

단독배양액(SC)에서 초기 초산농도에 따른 배양일 별 pH와 건조중량으로 측정

한 BC 생산성을 Fig. 2에 나타내었다. 배양 초기 초산을 첨가하지 않은 단독배

양액(SC-0.0)의 pH는 3.91에서 배양 7일 후 2.90으로 감소하였으며 배양 종료시

점인 14일 이후에는 2.45까지 감소하였다. 초산을 0.5% 및 1.0% 첨가한 단독배양

액은 각각 배양초기(0일) 3.20과 3.04에서 시작하여 배양중기(7일)에는 각각 2.74,

2.72로 감소하고 종료시점(14일)에는 각각 2.35와 2.63까지 감소하였다. 이는 pH

가 3.66–3.86에서 배양 14일 후 2.26–2.74까지 감소하였다는 보고(Choi et al.,

2004)와 비슷한 경향을 보였으며, BC를 생성함과 동시에 호기적인 조건에서 초

산이 생성됨에 따라 pH가 낮아지는 것으로 보였다. 또한 BC의 건조중량(DW)을

토대로 생산성을 비교한 결과에서는 배양 7일 후 초산을 첨가하지 않은 배양액

(SC-0.0)의 BC가 28.10±1.60 (g/L)의 생성량으로 가장 많은 생산성을 보인 반면,

배양종료시점인 14일 후에는 초산을 첨가하지 않은 배양액(SC-0.0)과 0.5% 첨가
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(A)

(B)

Fig. 1. Nucleotide sequences(a) and phylogenetic tree(b) of 16S rRNA gene

from Lactobacillus plantarum KC-09(KCCM80077).
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Fig. 2. Culture time-dependent changes in cellulose concentration and pH on

single culture(SC, single culture).
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한 배양액(SC-0.5)의 BC 생성량이 각각 31.93±1.96, 32.57±4.83 (g/L)을 나타내어

큰 차이를 보이지 않았다.

혼합배양(MC)을 통해 얻어진 BC의 건조중량과 배양일 별 배양액의 pH 값은

Fig. 3에 나타내었으며, 배양 초기 초산을 첨가하지 않은 혼합배양액(MC-0.0)의

pH는 3.94였고 배양 최종일에는 2.42까지 감소하여 단독배양(SC)과 큰 차이를

나타내지는 않았다. 초산을 0.5% 및 1.0% 첨가한 배양액도 단독배양과 마찬가지

로 배양 초기에는 초산농도에 따른 pH의 차이가 있었으나 배양 종료시점(14일)

에는 큰 차이를 나타내지 않았다. 그리고 BC 생산성은 배양 7일 후 초산을 첨가

하지 않은 배양액에서 생산된 BC가 24.20±0.60 (g/L)로 가장 많은 생산성을 보

였으나, 배양 14일 후에는 초산을 0.5% 첨가한 혼합배양액(MC-0.5)에서 생성된

BC가 37.8±6.80(g/L)으로 가장 높은 생산성을 나타내어 단독배양(SC) 보다 우수

한 BC생산성을 보여주었다.

4) 배양일 별 총산도의 변화

단독배양(SC)을 통해 얻어진 배양액의 총산도를 배양 단계별로 측정한 결과, 초

산을 첨가하지 않은 배양액은 총산도가 배양 초기(0일) 0.10%에서 배양 중기(7일

후)에는 0.40%까지 높아졌다가 배양 종료시점(14일 후)까지 0.40%로 유지되는

경향을 보였으며, 0.5%와 1.0%의 초산을 첨가한 배양액은 배양 종료시점에 산도

가 일부 감소하는 경향을 보였다. 이렇듯 배양 종료시점에 산도가 일부 감소하는

것은 BC 생성균에 의해 생성된 초산이 배양일이 길어짐에 따라 과산화 된 것으

로 보이며 (Jung et al., 2003; Kim and Choi, 2005), 초기 산도가 높을수록 산

함량이 많이 감소되는 경향을 보이고 있다.

혼합배양(MC)을 통해 얻어진 배양액의 총산도는 전체적으로 단독배양(SC) 보

다 높은 결과을 보였으며, 이는 유산균에 의해 생성된 젖산의 농도가 높아짐에

따른 영향을 받은 것으로 보인다. 배양초기(0일) 초산을 첨가하지 않은 배양액은

총산도가 0.10%에서 배양 중기(7일 후)에 0.80%까지 높아졌다가 배양 종료시점

(14일 후)에는 0.74%로 약간 감소하는 경향을 보였고, 단독배양액과 마찬가지로

1%의 초산을 첨가한 혼합배양액의 경우에도 배양 7일 후 최대 1.52%의 산도를

나타내었다가 배양 종료시점에는 1.10%까지 감소하는 경향을 보였다(Fig. 4).
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Fig. 3. Culture time-dependent changes in cellulose concentration and pH on

mixed culture(MC, mixed culture).
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Fig. 4. Culture time-dependent changes in total acidity on single culture(SC,

single culture) and mixed culture(MC, mixed culture).
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5) 배양일 별 혼합배양의 유산균 생균수 변화

생균수가 2.9 × 108 CFU/ml 수준인 전 배양액을 초산 첨가량에 따른 혼합배양

액에 각 1%씩 접종하여 배양 단계 별로 측정한 결과를 Table 2에 나타내었다.

초기 초산 첨가농도가 균주의 접종단계에 영향을 미치는지 알아보기 위해 접종

직후의 생균수를 측정하였고, 2.2–2.4 × 106 CFU/mL 수준의 유산균의 생균수가

확인됨에 따라 초기 산도는 영향을 미치지 않는 것으로 보여진다. 1.0%의 초산

을 첨가한 혼합배양액(MC)에서는 배양 중기(7일)에 생균수가 1.3 × 107

CFU/mL수준까지 증가하였고, 배양 말기(14일)에는 0.8 × 106 CFU/mL까지 감소

하여 가장 낮은 생균 활성을 나타냈다. 그리고 0.5%의 초산을 첨가한 배양액에

서는 배양중기(7일) 1.6 × 107 CFU/mL까지 생균수가 최대로 증가하였고, 배양말

기(14일)에 1.1 × 107 CFU/mL 수준까지 유산균 생균수가 유지됨에 따라 배양종

료시점까지 가장 많은 유산균의 생균수가 유지되는 배양조건임을 확인할 수 있

었다. 반면에 초산을 첨가하지 않은 배양액의 경우 배양말기(14일) 1.4 × 106

CFU/mL으로 확인되었고, 유산균의 생균수가 0.5%의 초산을 첨가한 배양액과

약 8배의 차이를 보여 배양 초기 적절한 초산농도(0.5%)가 유산균의 생육을 장

기간 유지하는데 도움을 주는 것으로 판단되었다.

6) 초산농도에 따른 bacterial cellulose 생산성 비교

1% 초산을 첨가한 단독배양액(SC)을 대조구(control)로 설정하고 초산 농도의

차이와 추가로 접종한 유산균과 혼합 배양시킨 혼합배양액(MC)에서 생성된 BC

의 생산성, total acidity 및 pH를 배양 종료 후 비교한 결과는 Table 3과 같다.

먼저 1%의 초산을 첨가한 대조구(control)는 가장 낮은 2.36±0.01의 pH와

1.16±0.35(%)의 총산도(total acidity)를 나타내었고, BC의 dry weight와

thickness는 28.40±1.23 (g/L)와 7.50±0.50 (mm)으로 가장 낮은 생산성을 나타내

었다. 그리고 SC에서는 0.0 및 0.5%의 초산 첨가 배양액 모두 평균적으로 조금

높은 BC 생산성을 보이기는 하였으나 통계학적으로 유의적인 차이를 나타내지

는 못하였다. 하지만 0.5%의 초산을 첨가한 MC 배양액에서는 2.42±0.05의 pH와

1.04±0.35(%)의 total acidity와 함께 BC 생산성은 37.83±6.81 (g/L)의 dry weight

와 10.33±0.58 (mm)의 thickness로 가장 높은 값을 나타내었으며 통계학적으로
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유의한 차이를 보였다(P<0.05). Fig. 5는 BC의 두께(thickness)를 배양 중기인 7

일과 배양 종료시점인 14일에 측정한 결과를 종합적으로 보여주고 있으며 배양

중기에는 초산을 첨가하지 않은 SC-0.0와 MC-0.0 배양액에서 높은 BC의

thickness를 나타내고 있고 SC와 MC 배양액간에 유의적인 차이를 보이지 않고

있다. 하지만 배양 14일 이후에는 그 차이가 점차 증대되고 있으며 대조군과 비

교하여 MC-배양액 모두에서 유의적인 차이를 나타내었다(P<0.05). 이는 내산성

이 강한 유산균이 배양 종료시점까지 생육활성을 나타냄을 본 실험을 통해 확인

할 수 있었고 대조군 및 SC-배양액과 비교하여 MC-배양액에서 높은 산도를 보

이는 것은 유산균이 생성한 젖산의 영향으로 판단되며 이를 통해 BC의 생산성

이 증대되는 것으로 보여진다.
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Table 2. Effect of initial acetate added on viable cell counts of lactic acid bacteria during mixed culture

Acetate 

concentration(%)

Culture time(days)

0 7 14

MC-V1)

(CFU/mL)

1.0 2.2 × 106 1.3 × 107 0.8 × 106

0.5 2.4 × 106 1.6 × 107 1.1 × 107

0.0 2.3 × 106 3.3 × 107 1.4 × 106

1) MC-V : mixed culture viable cell count of lactic acid bacteria
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Table 3. Effect of initial acetate added on cellulose production and total acidity after 14 days’ single culture or mixed

culture

Acetate

concentration(%)

Bacterial cellulose Total

acidity(%)
pH

DW(g/L)1) Thickness(mm)

SC(Control)
2) 1.0 28.40±1.23a5) 7.50±0.50a 1.16±0.35 2.36±0.01

SC3)
0.5 32.57±4.83ab 8.50±1.32ab 0.74±0.35 2.36±0.01

0.0 31.93±1.96ab 9.00±1.00abc 0.42±0.00 2.45±0.02

MC4)

1.0 34.73±5.44ab 9.67±1.15bc 1.10±0.35 2.39±0.03

0.5 37.83±6.81b 10.33±0.58c 1.04±0.35 2.42±0.05

0.0 32.27±1.17ab 9.33±0.58bc 0.74±0.35 2.42±0.01

1)DW : dry weight
2)Control : single culture solution contained in acetate of 1.0 %
3)SC : single culture(Gluconacetobacter sp. gel_SEA623-2)
4)MC : mixed culture(Gluconacetobacter sp. gel_SEA623-2 and Lactobacillus plantarum KC-09)
5)Values are mean±SD and those with different subscripts are significantly different at p<0.05 by Duncan’s multiple range

test.
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Fig. 5. Comparison of bacterial cellulose pellicle thickness on SC(single

culture) and MC(mixed culture). (Control : single culture in medium

containing 1.0% acetate initially.)
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3. 요약

본 연구에서는 BC를 생성하는 gel_SEA623-2를 이용하여 배양 초기 초산농도

와 L. plantarum KCCM 80077 유산균의 혼합배양을 통해 얻어지는 BC 생산량

을 dry weight과 thickness를 기준으로 평가하였다. 단독배양(single culture)에서

초기 초산농도가 0.0 및 0.5%일 때 1.0%와 비교하여 상대적으로 높은 BC 생산

량을 나타내었으며 이때 초기 pH는 3.91과 3.20였고 BC 생성의 배양 초기 최적

pH가 3.0–4.0으로 확인되었다는(Choi et al., 2004) 연구결과와 비슷한 결과를 나

타내었다. 혼합배양(mixed culture)의 경우 유산균의 생균수가 배양 종료시점에

1.1 × 107 CFU/ml 수준까지 가장 많이 유지된 0.5% 초산 첨가구(MC-0.5)에서

가장 높은 BC 생산성을 보였으며 이는 BC 생성단계에 lactate를 첨가한 실험구

에서 높은 생산성을 보였다는(Matsuoka et al., 1996; Naritomi et al., 1998)결과

와 일치하고 있으며 총산도가 단독배양액(SC)에서는 0.74±0.34로 측정되었으나

혼합배양액(MC)에서는 1.04±0.35로 측정된 바로 미루어보아 유산균에 의한 추가

적인 lactate 생성이 BC 생산성에 영향을 미친 것으로 판단된다. 이렇듯 본 연구

를 통해 lactate를 생성하는 L. plantarum KC-09(KCCM 80077)이 배양 단계에

초산에 대한 내성을 유지할 수 있다면 BC 생산성 향상에 도움이 될 수 있다는

것을 확인 할 수 있었으며 차후 다른 종의 유산균을 이용한 혼합배양 실험과

BC의 물성특성에 관한 연구가 추가적으로 진행되어야 할 것으로 보인다.
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Ⅲ. 제 2장

김치에서 분리된 Lactobacillus 속 유산균을 활용한 청보리

발효물과 사균체의 항산화성 평가
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1. 재료 및 방법

1) 원재료 및 사용 균주

본 실험에 사용한 청보리(Hordeum vulgare L.)는 묘종을 재배대에 옮겨 심은

후 4주간 재배된 익지 않은 청보리를 (주)만나 CEA(Korea)에서 구매하여 실험

에 사용하였다. 사용된 유산균은 김치로부터 분리 및 동정된 Lactobacillus

paraplantarum AMI-1101(LPP), Lactobacillus plantarum AMI-1103 (LP),

Lactobacillus brevis AMI-1109 (LB) 유산균을 실험에 사용하였으며, Clustal

omega의 다중서열정렬(multiple sequence alignment, MSA) 분석을 통한 계통수

(phylogenetic tree) 분석결과를 확인하였다(Fig. 6, Fig. 7, Fig. 8). 또한 2018년

11월 12일 부로 한국 미생물 보존 센터(KCCM)에 국제 기탁하였고

KCCM12383P, KCCM12384P, KCCM12385P의 기탁번호를 부여받았다.

2) 청보리 발효 및 사균체 제조방법

뿌리를 제거 후 정제수로 세척하고 건조시킨 청보리 잎를 조분쇄하여 20배의

추출 용매(정제수)로 121°C, 15분간 고압열수 추출을 하였다. 발효를 위한 종균은

멸균된 유산균 배양 배지(Lactobacillus MRS Broth, Difco)에서 배양된 유산균

LPP, LP 및 LB을 사용하였으며 배양이 완료된 후 균체만 회수하여 1 × 107

CFU/ml 농도로 청보리 추출물에 접종하였다. 발효는 발효조를 이용하여 LPP는

35°C로 1일간, LP는 35°C로 2일간, LB는 30°C로 2일간 유지하며 진행하였고, 발

효가 완료된 청보리 추출 발효물은 0.2 μm 여과지를 이용하여 필터에 남은 균체

를 분리하였다. 필터 표면에 남겨진 균체를 정제수로 씻어내어 회수한 후, 원심

분리기를 이용하여 침전된 균체만을 회수하였다. 상기 발효 균체를 121°C에서 15

분간 가열하여 사멸시킨 후, 멸균하여 동결 건조 분말화하였다. LPP, LP, LB 3

가지 균주를 활용한 복합 발효물을 기반으로 사균체를 제조하여

Microfluidizer(M110EH, Mfic)로 나노화된 압력별 사균체에 대한 항산화능을 평

가하였다.



- 34 -

(A)

(B)

Fig. 6. Nucleotide sequences(a) and phylogenetic tree(b) of 16S rRNA gene

from Lactobacillus paraplantarum AMI-1101(KCCM12383P).
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(A)

(B)

Fig. 7. Nucleotide sequences(a) and phylogenetic tree(b) of 16S rRNA gene

from Lactobacillus plantarum AMI-1103(KCCM12384P).
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(A)

(B)

Fig. 8. Nucleotide sequences(a) and phylogenetic tree(b) of 16S rRNA gene

from Lactobacillus brevis AMI-1109(KCCM12385P).
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3) 유산균 복합 사균체의 나노화

동결건조 사균체 파우더를 70% ethanol 용액에 0.1%로 혼합하여 준비된 시료를

Microfluidizer(M110EH, Mfic)를 이용하여 10,000, 15,000 및 20,000 psi의 압력별

로 각 3회씩 반복하여 균질화 후 회수하였다. 그리고 회수한 유산균 사균체를

40°C 저온 진공 농축한 후, 동결 건조하여 분말화 하였다.

4) 사균체의 영상 분석

Microfluidizer로 나노화된 사균체의 모습을 확인하기 위해, 방출 주사전자현미

경(Field Emission Scanning Electron Microscope, TESCAN, MIRA3)을 이용하

여 나노화된 사균체의 크기 및 모양을 분석하였다.

5) 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl 라디칼 소거 활성

2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) 라디칼 소거 활성 실험은 Blois 방법

(Brand-williams et al., 1995)을 응용하여 다음과 같이 실행하였다. 먼저 시료를

1 mg/ml 농도로 만든 후, 이를 31.25, 62.5, 125, 250 및 500 μg/ml 농도로 희석

하였다. DPPH 시약은 DMSO를 사용하여 2mM 농도로 녹여준 뒤 이를 ethanol

에 0.2 mM로 희석하여 사용하였다. 이 후 농도별로 희석한 시료 용액을 96 well

plate에 각각 20 μl씩 넣고 multi pipette을 사용하여 0.2 mM DPPH 180 μl를 넣

어 상온에서 10분간 반응시키고, ELISA reader를 이용하여 515 nm에서 흡광도

를 측정 하였다. DPPH 라디칼 소거율(%)은 아래의 식에 의해 계산하였으며, 각

시료는 3회 반복 실험을 실시하여 평균값을 구하였다.

A : 515 nm에서 DPPH의 흡광도

B : 515 nm에서 시료와 DPPH 반응액의 흡광도

C : 515 nm에서 시료 자체의 흡광도
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6) 2,2'-azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid) cation 라디칼

소거 활성

2,2'-azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid)(ABTS) cation 라디칼 소

거 활성은 Re 등의 방법(Re et al., 1999)을 응용하였고, 실험은 다음과 같이 진

행하였다. 7.0 mM ABTS 용액과 2.45 mM potassium persulfate 용액을 1:1

(v/v)로 혼합하여 16시간 이상 차광 상태에서 반응을 시켜 ABTS+ 라디칼을 만

들었다. 이 ABTS+ 라디칼 용액을 에탄올에 희석하여 700 nm에서 흡광도가 0.78

± 0.002가 되도록 조절하여 실험에 사용하였다. 이 후 96 well plate에 농도별로

희석한 시료 용액 각각 20 μl와 ABTS+ 라디칼 용액 180 μl를 혼합하여 15분간

차광 상태에서 반응시키고, ELISA reader를 이용하여 700 nm에서 흡광도를 측

정하였다. ABTS+ 라디칼 소거율(%)은 아래의 식에 의해 계산하였으며, 각 시료

는 3회 반복 실험을 실시하여 평균값을 구하였다.

A : 700 nm에서 ABTS의 흡광도

B : 700 nm에서 시료와 ABTS 반응액의 흡광도

C : 700 nm에서 시료 자체의 흡광도

7) 통계처리

모든 시료의 통계처리 분석은 모두 3번 반복 수행하여, 평균치와 표준편차

(Mean ± SD)값으로 표시하였다. 통계 분석은 Excel software (version 2007,

Microsoft Corp.) 프로그램으로 student’s t-test를 실시해 통계처리 하였고, 시료

가 포함되지 않은 대조구와 비교하여 유의성 검정을 실시하였으며, p value가

0.05 미만일 때 통계학적으로 유의성이 있다고 판정하였다. (* p < 0.05, ** p <

0.01, *** p < 0.001.)
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2. 결과 및 고찰

1) Microfluidizer로 나노화된 청보리 발효-유산균 사균체의 주사전자현미경

영상

청보리 잎을 LPP, LP 및 LB 유산균을 활용하여 발효 후 이를 기반으로 혼합사

균체를 제조하였으며, 주사전자현미경(SEM, Scanning Electron Microscope)을

이용하여 나노화된 사균체의 크기를 확인하였다. 사균체의 길이를 기준으로 압력

처리를 하지 않은 일반 사균체는 평균 1,368±24nm 길이를 보인반면, 10,000 psi

의 압력을 처리한 사균체는 1,046±33nm, 15,000 psi의 압력을 처리한 사균체는

985±276nm의 길이를 나타내었고, 20,000 psi의 높은 압력을 처리한 사균체는

861±115nm의 길이로 크기가 줄어드는 경향을 보였다. 결론적으로 주사전자현미

경 관찰을 통해 Microfluidizer의 압력이 최대 20,000 psi로 높아질수록 세포의 원

래형태를 유지하지 못하고 높은 압력에 의해 파괴된 결과를 보여주었으며 그에

따라 유산균의 크기도 작아짐을 확인할 수 있었다(Fig. 9).

2) 유산균 3종 활용 청보리 추출발효물의 DPPH 및 ABTS+ 라디칼 소거 활

성

DPPH는 분자 내 라디칼을 함유하고 있어서, tocopherol, polyhydroxy 방향족

화합물 및 방향족 아민류인 항산화제에 의해 환원 시 라디칼이 소거되어 짙은

자색이 탈색되는 정도를 항산화 물질의 전자 공여 능으로 측정하는 방법이며,

DPPH 분자의 움직임은 하이드록실 라디칼과 유사하여 free radical 소거실험에

활용된다고 한다. 또한, ABTS+ 라디칼 소거 활성측정은 potassium persulfate와

반응하여 생성된 ABTS+ 라디칼이 항산화 물질에 의해 제거되어 라디칼 특유의

청록색이 탈색되는 원리를 이용해 항산화 능을 측정하는 방법이다(Kim et al.,

2019a). 청보리 추출 발효물의 DPPH 라디칼 소거 활성, ABTS 라디칼 소거 활

성에 대한 실험 결과는 Figs. 10, 11에 나타내었다. DPPH 라디칼 소거능을 평

가 결과, 500 μg/ml의 농도에서 청보리 추출물의 경우 35.8% 소거능을 보였으나,

청보리 추출 발효물에서 53.7%의 소거능을 나타내며 발효 후 소거능이 증가하는

경향을 나타내었다(Fig. 10). ABTS 라디칼 소거능을 평가한 결과, 500 μg/ml의



- 40 -

Fig. 9. Scanning electron microscope images of microfluidized lactic acid

bacterial cells obtained after cultivation in the extract of green barley leaves.

(A) Control (not treated), (B) Microfluidized at 10,000 psi, (C) Microfluidized

at 15,000 psi, (D) Microfluidized at 20,000 psi.
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Fig. 10. DPPH radical scavenging activities of the extracts of green barley

leaves before and after cultivation of lactic acid bacteria. Data are

representative of three independent experiments and are presented as means ±

SD. (* p<0.05, ** p<0.01, ***p<0.001. two-tailed Student’s t-test).
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농도에서 청보리 추출물의 경우 40.3% 소거능을 보였으나, 청보리 추출 발효물

에서 59.1%의 소거능을 나타내며 발효 후 소거능이 증가하는 경향을 나타내었다

(Fig. 11). 이를 통해 발효 전 대비 발효 후 농도 의존적으로 DPPH 및 ABTS

라디칼을 소거능이 증가하는 것이 확인되었다.

3) 나노화된 복합 사균체의 ABTS+ 라디칼 소거활성 평가

Microfluidizer로 나노화된 3종 복합 사균체의 항산화능을 평가하였다. 1,000 μ

g/mL의 농도에서 일반 사균체의 경우 61% 소거능을 나타내었으나, 10,000 psi에

서 나노화된 사균체는 75.1%, 15,000 psi에서 나노화된 사균체는 73.2%, 20,000

psi에서 나노화된 사균체는 89.9%의 소거능을 보였다. 압력처리를 통한 나노화

과정을 통하여 사균체의 ABTS+ 라디칼 소거능이 증가하였고, 20,000 psi에서 처

리된 균체의 항산화 효과가 최대치를 나타냈다(Fig. 12).
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Fig. 11. ABTS cation radical scavenging activities of the extracts of green

barley leaves before and after cultivation of lactic acid bacteria. Data are

representative of three independent experiments and are presented as means ±

SD. (* p<0.05, ** p<0.01, ***p<0.001. two-tailed Student’s t-test).
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Fig. 12. ABTS+ cation radical scavenging activities of mixtures of

microfluidized Lactobacillus bacterial cells. Data are representative of three

independent experiments and are presented as means ± SD. (* p<0.05, **

p<0.01, ***p<0.001. two-tailed Student’s t-test).



- 45 -

3. 요약

본 연구는 청보리 추출 발효물 및 청보리 발효-유산균의 사균체의 항산화 활성

효과에 대한 연구를 수행한 결과이다. 청보리 잎을 김치에서 분리한 L.

paraplantarum (AMI-1101), L. plantarum(AMI-1103), L. brevis(AMI-1109)를

활용하여 발효하였고, 사균체는 피부 침투율 및 효능을 극대화하기 위해

Microfludizer로 나노화 하였는데 10,000, 15,000 및 20,000 psi의 압력별로 사균체

의 전자주사현미경을 통해 세포의 형태학적 변화정도를 관찰하였고 항산화 효능

을 DPPH 및 ABTS+ 라디칼 소거활성평가를 통해 확인하였다. Microfludizer로

나노화된 유산균 사균체 소재의 전자주사현미경 이미지 측정 결과, 압력이

20,000psi로 높아질수록 세포의 원래형태를 유지하지 못하고 압력에 의해 파괴된

상태를 보여주었으며 그에 따라 유산균의 크기도 작아짐을 확인할 수 있었다. 청

보리 추출 발효물의 항산화 평가 결과, 500μg/ml의 농도에서 55.4% DPPH 라디

칼 소거활성 및 59.1%의 ABTS+ 라디칼 소거 활성을 나타내며 발효 전 대비 라

디칼 소거능이 향상됨을 확인하였다. 사균체의 항산화 평가 결과, 1,000 μg/ml의

농도에서 일반 사균체의 경우 61%, 20,000 psi 사균체가 89.9%의 소거능을 나타

냄 으로써, 일반 사균체에 비해 나노화된 사균체의 ABTS+ 라디칼 소거능이 증

가됨을 확인하였다. 이러한 결과들을 통해서, 청보리 추출 발효물과 사균체는 항

산화 활성을 가지는 식품 및 천연 화장품 소재로의 활용이 가능할 것이라 생각

된다.
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Ⅳ. 제 3장

마이크로바이옴 분석을 통한 피부유산균 조사 및

유산균 세포외 소포체의 항염 활성 평가
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1. 재료 및 방법

1) 연령 및 피부타입별 마이크로바이옴 분석

연령 및 피부타입별 피부상재균의 분포도를 확인하기 위해 정상피부를 갖는

유아, 10대, 20대, 30대, 40대, 50대 및 60대의 남/여 대상자 14명과 여드름성 피

부를 갖고 있는 남/여 대상자 4명을 포함한 총 18명을 대상으로 조사하였다. 기

상 후 오전 세안 직전에 SWAP(ST-25 PBS, Elmex, Japan)으로 이마와 코 주변

의 표면미생물을 채취하여, ㈜MD헬스케어(Korea)에 마이크로바이옴 분석을 의

뢰하였다.

2) 피부유래 유산균의 분리 및 동정

마이크로바이옴 분석을 위해 채취한 5세 유아 피부의 표면 미생물 시료 200μL

를 Lactobacilli MRS broth(BD difco, USA) 20mL에 넣고, 35℃에서 24시간 동

안 혐기조건에서 배양하여 호기성균의 사멸과 혐기성균의 증식을 유도하였다. 선

택배양액을 BCP agar(BD difco, USA)에 획선도말하여 35℃에서 24시간 동안

배양하였고, 그로부터 노란색 환을 가진 독립군락을 선별하여 MRS agar에 계대

배양하였다. 최종적으로 순수 분리된 세균을 동정하기 위하여 ㈜솔젠트(Korea)에

16s rRNA 유전자 분석을 의뢰하였다. 2개의 primer 27F와 1492R를 사용하여 양

방향으로 유전자를 증폭시켜 염기서열을 분석하였다. 16s rRNA 유전자의 염기

서열을 기준으로 분리균주는 유산균(Lactobacillus rhamnosus AMI-1301)으로 동

정되었다.

3) 피부유래 유산균을 활용한 발효소재의 항산화성 평가

녹차(green tea), 병풀(Centella asiatica), 감귤(mandarin orange), 청보리(green

barley) 그리고 브로콜리(broccoli)를 40℃에서 48시간 동안 풍건한 다음에 거칠

게 분쇄하였다. 식물체 시료의 20배에 상당하는 정제수를 섞어서 121°C에서 15분

간 열수로 추출하였다. 본 연구에서 유아 피부로부터 분리된 유산균(L.

rhamnosus AMI-1301)와 한국미생물보존센터(KCCM)에서 분양받은 균주 L.

rhamnosus KCCM32405을 발효용 종균으로 사용하였다.
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유산균을 Lactobacillus MRS Broth(Difco)에 배양한 다음에 원심분리하여 균체

를 회수하여, 1×107 CFU/ml 농도로 각 열수추출물에 접종하였다. 35℃에서 48시

간 동안 배양하여 추출물의 발효를 유도하였다. 발효물을 0.2 μm 여과지로 여과

시켜 균체 및 고형분을 제거한 다음에 동결건조(Operon, Korea)하여 항산화 실

험용 시료로 사용하였다.

항산화 실험 중 DPPH 라디칼 소거 활성 실험은 Blois 방법(Brand-williams et

al., 1995)을 응용하여 다음과 같이 실행하였다. 먼저 발효물 시료를 1 mg/ml 농

도로 만든 후, 이를 순차적으로 희석하여 최종농도 31.25, 62.5, 125, 250, 500 μ

g/ml로 만들어 사용하였다. DPPH는 DMSO에 2mM 농도로 용해시킨 뒤,

ethanol로 희석하여 0.2 mM로 만들어 사용하였다. 96 well plate에서 희석된 시

료 20 μl와 0.2 mM DPPH 180 μl를 섞어서 상온에서 10분간 반응시킨 후에,

ELISA reader를 사용하여 515 nm에서 흡광도를 측정 하였다.

ABTS cation radical 소거 활성은 Re 등의 방법(Re et al., 1999)을 응용하여

다음과 같이 측정하였다. 우선, 7.0 mM ABTS 용액과 2.45 mM potassium

persulfate 용액을 1:1 (v/v)로 혼합하여 16시간 이상 차광 상태에서 반응을 시켜

ABTS+ 라디칼을 만들었다. ABTS+ 라디칼 용액을 에탄올로 희석하여 700 nm에

서의 흡광도가 0.78±0.002가 되도록 조절한 다음에 사용하였다. 96 well plate에

희석된 시료 20 μl와 ABTS+ 라디칼 용액 180 μl를 혼합하여 차광상태에서 15분

간 반응시킨 다음에 ELISA reader를 사용하여 700 nm에서 흡광도를 측정하였

다.

4) 유산균 세포외 소포체의 분리

분리균주 L. rhamnosus AMI-1301(KCCM 80230)를 Lactobacilli MRS broth

500mL에 접종하여 37℃에서 20시간 동안 정치배양하였다. 배양액을 13,000xg에

서 15분 동안 원심분리하여 균체를 제거하여 상등액을 얻었고, 배양 상등액을

0.22μm bottle-top filter(Corning, NY, USA)로 여과하여 여액을 회수하였다(Choi

et al., 2020). 그리고 접선유동여과장치(TFF　system, MD Healthcare, Korea)를

이용하여 여과 및 농축을 2회 수행하였고 최종적으로 37mL의 세포외 소포체를

수득하였다(Kim et al., 2020).
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5) 유산균 세포외 소포체의 항염활성 평가

100mm petridish에 DMEM complete media(Gibco, USA)를 넣고 37℃ CO2

incubator(BB 150, Thermo Fisher Scientific, USA)에서 배양한 Raw 264.7 cell

을 사용하였다. 1xPBS(Gibco, USA)로 세포를 2번 반복 세척한 후, scraper로 떼

어낸 cell을 원심분리하고 상징액을 흡입 제거하였다. DMEM complete media를

담은 새 dish에 cell을 넣고 48시간 동안 37℃에서 배양하였다. cell의 숫자는 적

혈구계수기(hemacytometer)로 계수하였으며, 실험에 필요한 cell수를 계산하여

well plate에 seeding 후 배양하였다. 유산균의 세포외 소포체와

lipopolysaccharide(LPS)를 동시에 cell을 seeding한 well plate에 처리하였다. 세

포를 24시간 동안 37℃에서 배양한 후에 ELISA reader(Sunrise, Austria)로

570nm에서 흡광도를 측정하여 결과값을 도출하였다. 세포생존율을 확인하는

MTT 측정은 다음과 같이 실시하였다. 세포외 소포체 시료를 농도별로 넣고 cell

을 24시간 동안 배양한 후, 배양된 세포에 MTT(Amresco, USA)의 최종농도가

0.4mg/mL 되도록 처리하여 1시간 동안 추가 배양하였다. 배지를 제거한 다음에

DMSO(Amresco, USA)를 well당 500μL씩 가하여 formazan 침전물을 용해시키

고 570nm에서 흡광도를 측정하였다.

6) 유산균 세포외소포체의 염증성 사이토카인 생성 억제효과

RAW264.6 세포를 24 well plate에. 1.5×105 cells/mL으로 분주하여 24시간 배양

후 LPS를1 μg/mL로 처리하여 사이토카인의 생성을 자극하였다. cytokine 생성

이 자극된 세포에 농도별로 시료를 처리하여 24시간 배양 후 상등액을 이용하여

사이토카인의 억제활성을 측정하였다. 사이토카인은 Mouse TNF-α(BD

Bio-science, San Diego, USA), IL-1β(R&D System, Minneapolis, USA),

IL-6(Invitrogen, Carlsbad, USA) ELISA kit를 사용하여 450nm에서 측정하였다.

7) 통계처리

모든 시료에 대한 실험은 3번 반복하였고, 그 결과를 평균치와 표준편차

(Mean±SD)값으로 표시하였다. Excel software (version 2007, Microsoft Corp.)

프로그램으로 student’s t-test를 실시해 통계처리하였다.
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2. 결과 및 고찰

1) 연령 및 피부타입별 마이크로바이옴 분석결과

마이크로바이옴분석을 통해 연령 및 피부타입별 피부상재균의 분포도를 조사하

여, 생물의 분류체계인 문(phylum), 강(class), 목(order), 과(family), 속(genus)

종(species)순으로 제시하였다.

문(phylum) 수준에서 연령 및 피부타입별 기준으로 보면 여드름성 피부를 갖고

있는 남성에서 Firmicutes 분포도가 평균 56.3%로 가장 넓게 나타났으며,

Actinobacteria의 경우에는 여드름성 피부를 갖고 있는 여성에서 분포도가 평균

48.06%로 가장 넓게 나타났다(Fig. 13). 이는 피지를 분비하는 피부부위인 이마,

코, 등, 가슴 등의 부위에서 phylum 수준에서 Actinobacter가 56%이상의 분포

도를 나타냈다는 연구결과(Chen et al., 2013)와 유사한 결과를 나타내었다. 또한

변수간의 상관관계를 보여주는 주성분 분석(Prinsipal component analysis)에서는

10대, 60대 및 여드름성 피부를 갖고 있는 사람에게서 유사한 형태의 분포도를

나타내었다(Fig. 14).

강(class)을 기준으로 분류하였을 때 연령 및 피부타입별 기준으로 보면,

Firmicutes(56.3%)에 속하는 Bacilli가 여드름성 피부를 갖고 있는 남성에서 평

균 55.08%의 분포도로 가장 넓게 나타내었다. 이는 피부에 존재하는 Bacilli가

Firmicutes의 대부분(92.5%)을 차지한다는 연구(Chen et al., 2013)와 유사한 결

과를 나타내었으며, Actinobacteria는 여드름성 피부를 갖고 있는 여성에서 분포

도가 평균48.03%로 가장 넓게 나타났다(Fig. 15). 또한 주성분 분석 결과에서는

20대와 30대를 제외한 나머지 사람들에게서 유사한 분포도를 갖는 결과를 확인

할 수 있었다(Fig. 16).

목(order)을 기준으로 분류하였을 때 연령, 성별 및 피부타입별 기준으로 보면,

Bacillales는 여드름성 피부의 남성에서 분포도가 평균 52.96%로 가장 넓게 나타

났으며, Lactobacillales는 가장 건강한 피부를 갖고 있는 유아에서 분포도가 평

균 35.16%로 가장 넓게 나타났고, 10대에서는 평균 28.44%을 분포도를 보였다

(Fig. 17). 그리고 남성보다는 여성의 피부에서 상대적으로 Lactobacillales의 높

은 분포도를 보였는데 이는 남학생 보다 여학생의 손바닥 피부에서
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Lactobacillales의 분포도가 340%이상 높았다는 연구(Fierer et al., 2008)와 유사

한 결과를 나타내었으며, 이는 성별에 따라 미생물의 분포도 차이를 나타낼 수

있음을 확인한 결과로 판단된다. 또한 주성분 분석 결과에서도 마찬가지로 유아

와 10대의 경우 성별에 따라 다소 분포도 차이가 있음을 확인할 수 있었고, 20대

와 30대의 경우에는 미생물의 종류와 분포비율의 차이가 크게 나타남을 확인하

였다(Fig. 18).

과(family)를 기준으로 분류할 경우 연령 및 피부타입별 기준으로 보면,

Staphylococcaceae는 여드름성 피부의 남성에서 분포도가 평균 52.84%로 가장

넓게 나타났으며, Streptococcaceae는 가장 건강한 피부를 갖고 있는 유아에서

분포도가 평균 31.06%로 가장 넓게 나타났다(Fig. 19). 이는 피부가 성숙해지는

청소년기 이후보다 유아피부에서 Streptococcaceae가 상대적으로 높은 분포도를

보였다는 연구(Sanmiguel et al., 2016)와 유사한 결과를 보여주었으며 청소년기

이후에는 피지샘 활성 증가 및 Propionibacterium sp.과 같은 미생물의 증가로

인해 미생물 분포도가 변화되는 것으로 판단된다. 또한 주성분 분석 결과에서는

20대의 경우 검출된 미생물들의 종류는 유사하나 검출비율에서 큰 차이를 보이

는 결과를 나타낸 반면에 30대의 경우 남자와 여자 피부 샘플에서 전혀 다른 미

생물 분포도를 보여주는 결과를 나타내었다(Fig. 20).

속(genus)을 기준으로 분류하였을 때, 연령 및 피부타입별 기준으로는

Staphylococcus의 경우 여드름성 피부의 남성에서 분포도가 평균 52.82%로 가장

넓게 나타났으며, 이는 아토피환자의 피부에서 Starphylococcus가 평균 66.2%의

비율로 나타났다는 연구(Kim et al., 2017)와 유사한 결과를 보여주었다. 또한

Streptococcus의 경우에는 가장 건강한 피부를 갖고 있는 유아에서 분포도가 평

균 31.05%로 가장 넓게 나타났다(Fig. 21). 전성분 분석결과 유아와 40대는 군집

분포도가 매우 유사하게 나타나 피부상재균의 상관성이 매우 높음을 알 수 있었

고, 여드름성 피부의 경우 4명 중 3명은 매우 근접한 분포도를 나타냄으로써 실

제 여드름성 피부에 피부상재균 분포도가 영향을 미칠 수 있는 요인이 될 수 있

음을 확인하였다(Fig. 22).
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Fig. 13. Skin microbiome analysis at phylum rank depending on age and skin type.
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Fig. 14. Principal component analysis of beta diversity at phylum rank depending on age and skin type.
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Fig. 15. Skin microbiome analysis at class rank depending on age and skin type.
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Fig. 16. Principal component analysis of beta diversity at class rank depending on age and skin type.



- 56 -

Fig. 17. Skin microbiome analysis at order rank depending on age and skin type.



- 57 -

Fig. 18. Principal component analysis of beta diversity at order rank depending on age and skin type.
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Fig. 19. Skin microbiome analysis at family rank depending on age and skin type.
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Fig. 20. Principal component analysis of beta diversity at family rank depending on age and skin type.
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Fig. 21. Skin microbiome analysis at genus rank depending on age and skin type.
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Fig. 22. Principal component analysis of beta diversity at genus rank depending on age and skin type.
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종(species)을 기준으로 분류할 경우 연령 및 피부타입별 기준으로는 여드름성

피부의 남성에서 Staphylococcus sp.가 평균 52.79%로 분포도가 가장 넓게 나타

났으며, 그 다음으로 Propionibacterium sp.가 평균 22.66% 수준의 높은 분포도

를 나타내었다. 이는 피지가 많은 분비되는 피부부위에서 보다 높은 비율의

Propionibacterium sp.이 나타났다는 연구(Chen et al., 2013) 및 피지모낭에서

지배적인 세균을 구성한다는 연구(Dreno et al., 2020)와 유사한 결과를 보여주었

다. 그리고 가장 건강한 피부를 갖고 있는 유아에서 Streptococcus sp.가 평균

30.65%의 가장 넓은 분포도를 나타내었고(Fig. 23), 이는 Streptococcus sp.가 유

아의 건강한 피부를 유지하는데 영향을 줄 수 있는 중요한 피부상재균으로 분류

할 수 있으며, 나이가 들수록 분포도가 줄어드는 결과를 보여준 만큼 이를 유지

하거나 증식시킬 수 있는 응용 연구가 필요할 것으로 보인다.

그리고 종(species) 수준에서의 전성분 분석결과는 속(genus)수준의 분석결과와

마찬가지로 유아, 40대 및 여드름성 피부에서 유사한 상관성을 나타내었고, 연령

및 피부타입 간에 점 분포의 차이를 보임으로써 피부 마이크로바이옴이 나이와

피부타입에 따라 변화될 수 있음을 확인할 수 있었다(Fig. 24).

결론적으로 나이가 들고 여드름성 피부를 갖고 있는 사람일수록 Streptococcus

sp.의 비율이 줄어들고 Staphylococcus sp.와 Propionibacterium sp.의 비율이 늘

어나는 경향을 보였다. 본 연구를 통해 Staphylococcus sp.와 Propionibacterium

sp.의 생육을 억제하고 Streptococcus sp.와 같은 유익한 피부 미생물들이 잘 생

육할 수 있도록 환경을 만들어 줄 수 있는 마이크로바이옴 균형 개선 소재를 개

발한다면 관련 산업 시장의 확대에 도움을 줄 수 있을 것으로 판단된다.
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Fig. 23. Skin microbiome analysis at species rank depending on age and skin type.
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Fig. 24. Principal component analysis of beta diversity at species rank depending on age and skin type.
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2) 피부유래 유산균 동정

마이크로바이옴분석을 의뢰한 연령 및 피부타입별 18명의 모든 샘플을 바탕으

로 유산균을 분리하는 실험을 진행한 결과 유일하게 5세 유아 피부에서만 유산

균이 분리되었고, 16S rRNA 유전자 염기서열과 Clustal omega의 다중서열정렬

(multiple sequence alignment, MSA) 분석을 통한 계통수(phylogenetic tree) 분

석결과를 확인하였다(Fig. 25). 분석결과 기존 균주의 유전자 염기서열과 비교를

통해 L. rhamnosus와 99.1%의 상동성을 보였으며, 한국미생물보존센터(KCCM)

에 분리균주를 기탁후 L. rhamnosus AMI-1301(KCCM 80230)으로 명명하였다.

또한 본 연구에서는 건강한 피부를 갖고 있는 유아피부 표면에서 마이크로바이

옴분석결과와 동일한 Streptococcus sp.를 분리하지는 못했지만 유일하게

Lactobacillus rhamnosus 유산균이 분리 및 동정 되었다. 이는 아토피 환자에는

Lactobacillus 속 유산균이 0%의 비율을 나타낸 반면 정상피부를 갖는 시험자에

서 Lactobacillus 속 유산균이 2.13% 비율로 나타났다는 연구(Kim et al., 2017)

를 바탕으로 정상피부를 유지하는데 Lactobacillus 속 유산균이 피부에 영향을

미치는 것으로 판단된다.

3) 유아 피부유래 유산균을 활용한 천연발효소재의 항산화성 평가

유아피부에서 분리된 유산균 L. rhamnosus AMI-1301를 녹차(green tea), 병풀

(Centella asiatica), 감귤(mandarin orange), 청보리(green barley), 브로콜리

(broccoli)의 열수추출물 발효에 사용하였다. 유산균이 접종되지 않은 열수추출물

을 대조구로 설정하여, 이들 발효물의 DPPH 및 ABTS 양이온 라디칼 소거활성

을 평가하였다.

먼저 녹차 발효물(AMI-1301)의 DPPH 및 ABTS 양이온 라디칼 소거활성 결과

를 Fig. 26에 나타내었다. DPPH 라디칼 소거활성은 농도 250μg/mL 이상에서는

100% 이상 소거효과가 나타남에 따라 농도를 낮추어 15.6∼125μg/mL 범위에서

실시하였다. 농도 125μg/mL에서 녹차대조구(control)는 82.4±1.7%의 소거능을 보

인 반면에, 녹차발효물(AMI-1301)은 88.0±0.6%의 소거능을 보여, 5.6% 정도 항

산화 활성이 증가하였다. 이는 녹차가루를 첨가한 유산균 발효유의 항산화활성

평가한 연구(Yeo et al., 2017)에서 발효 전보다 발효 이후에 DPPH radical 소거
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(A)

(B)

Fig. 25. Nucleotide sequences(a) and phylogenetic tree(b) of 16S rRNA gene

from Lactobacillus rhamnosus AMI-1301 (KCCM 80230).
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(A)

(B)

Fig. 26. Radical scavenging activity of fermentation broth of green tea

extract. (A) DPPH radical scavenging activity(%) (B) ABTS+ radical

scavenging activity(%). Data are representative of three independent

experiments and are presented as means ± SD. (* p<0.05, ** p<0.01,

***p<0.001. two-tailed Student’s t-test).
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능이 유의적으로 증가하였다는 연구 내용과 유사한 결과를 나타내었으며, 이는

유산균의 젖산발효에 의해 생성된 대사물질 및 유기산 등에 의한 작용으로 판단

된다. 그리고 ABTS 양이온 라디칼 소거활성은 62.5μg/mL 농도 이상에서는

100% 이상의 소거효과가 나타남에 따라 농도를 낮추어 3.9∼31.3μg/mL 범위에

서 실시하였다. 농도 31.3μg/mL에서 녹차대조구(control)는 88.0±1.2%의 소거능

을 보인 반면에, 녹차발효물(AMI-1301)은 92.0±1.0%의 효능을 보여, 4.0%정도

항산화 활성이 증가하였다.

이어서 병풀발효물(AMI-1301)의 DPPH 및 ABTS 양이온 라디칼 소거활성을

Fig. 27에 나타내었다. DPPH 라디칼 소거활성의 경우, 농도 1,000μg/mL에서 병

풀대조구(control)는 34.3±2.1%의 소거능을 보인 반면에, 병풀발효물(AMI-1301)

은 52.1±2.0%의 효능을 보여, 17.8% 정도 항산화 활성이 증가하였다. 이는 병풀

잎을 100℃에서 24시간 동안 건조시켜 차를 제조하는 방식으로 만들어진 발효차

의 DPPH radical 소거활성능을 평가한 연구(Heong et al., 2011)에서 항산화효과

가 오히려 감소되었다는 내용과는 대조된 결과를 보여주었다. 이러한 결과는 피

부에서 분리된 L.rhamnosus 유산균울 종균으로 사용한 부분과 병풀 열수추출물

을 이용하여 35℃에서 48시간 동안 액상 발효시킨 제조방법에 따른 차이 때문인

것으로 판단된다. 그리고 ABTS 양이온 라디칼 소거활성은 농도 1,000μg/mL에

서 병풀대조구(control)는 71.5±0.3%의 소거능을 보인 반면에, 병풀발효물

(AMI-1301)은 84.8±0.3%의 효능을 보여, 13.3% 정도 항산화 활성이 증가하였다.

감귤발효물(AMI-1301)의 DPPH 및 ABTS 양이온 라디칼 소거활성은 Fig. 28

에 나타내었다. DPPH 라디칼 소거활성의 경우, 농도 1,000μg/mL에서 감귤대조

구(control)는 37.9±4.3%의 소거능을 보인 반면에, 감귤발효물(AMI-1301)은

63.1±3.3%의 효능을 보여, 항산화 활성이 25.2% 정도 증가하였음을 나타내었다.

이는 감귤부산물에 L.plantarum 및 L.rhamnosus 등의 유산균을 접종하여 발효시

킨 발효물에 대한 DPPH radical 소거활성능이 발효 전 대비하여 증가했다는 연

구(Moon et al., 2006)와 일치한 결과를 나타내었으며, 이러한 결과를 바탕으로

감귤이 유산균 발효를 통한 항산화효과 증대에 우수한 기질로 활용될 수 있음을

확인할 수 있었다. 그리고 ABTS 양이온 라디칼 소거활성은 1,000μg/mL 농도에

서 감귤대조구(control)는 74.6±0.6%의 소거능을 보인 반면에, 감귤발효물
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(AMI-1301)은 92.0±0.2%의 효능을 보여, 17.4% 정도 항산화 활성이 증가하였다.

청보리발효물(AMI-1301)의 DPPH 및 ABTS 양이온 라디칼 소거활성은 Fig.

29에 나타내었다. DPPH 라디칼 소거활성의 경우, 1,000μg/mL 농도에서 청보리

대조구(control)는 39.8±2.9%의 소거능을 보인 반면에, 청보리발효물(AMI-1301)

은 67.0±4.7%의 효능을 보여, 항산화 활성이 27.2% 정도 증가하였음을 나타내었

다. 이는 L.brevis 및 Lparacasei 유산균으로 발효한 보리발효물이 발효하지 않

은 보리 추출물 보다 유의성 있게 항산화효과가 증대되었다는 연구결과(Lee et

al., 2018)와 유사한 결과를 보여 우수한 발효기질로 활용될 수 있는 천연물임을

확인할 수 있었다. 하지만, ABTS 양이온 라디칼 소거활성은 농도 1,000μg/mL에

서 청보리대조구(control)와 청보리발효물(AMI-1301)이 서로 비슷한 각각

99.8±0.1%와 99.3±0.2% 수준의 소거능을 보였다.

브로콜리발효물(AMI-1301)의 DPPH 및 ABTS 양이온 라디칼 소거활성을 Fig.

30에 나타내었다. DPPH 라디칼 소거활성의 경우, 1,000μg/mL 농도에서 브로콜

리대조구(control)는 63.1±6.1%의 소거능을 보인 반면에 브로콜리발효물

(AMI-1301)은 78.2±2.2%의 효능을 보여, 15.2% 정도 항산화 활성이 증가하였다.

반면에 ABTS 양이온 라디칼 소거활성은 농도 1,000μg/mL에서 브로콜리대조구

(control)와 브로콜리 발효물(AMI-1301)이 서로 비슷하게 각각 99.7±0.1%와

100.0±0.3%의 소거능을 보였다. 이번 항산화 활성 증대를 위해 발효 기질로 활용

된 브로콜리는 십자화과(Brassicaceae)에 속하는 배추속 작물로서 녹색꽃 양배추

로도 불리며 감귤과 더불어 제주지역에서 가장 많이 생산되는 대표하는 작물 중

하나이다. 이미 보고된 연구(Kim et al., 2014)에서 브로콜리의 가식부인 꽃송이

(floret)와 비가식부인 줄기(stalk) 모두 DPPH 및 ABTS radical 소거활성 평가를

통해 항산화 활성이 있음을 확인하였고 뿐만 아니라 항균활성 및 대장암세포 생

육억제 활성도 확인된바 있다. 또한 L.plantarum 유산균으로 발효시킨 브로콜리

발효물에서 생균활성이 7.15 x 109 CFU/mL 수준으로 매우 우수함을 확인(Yang

et al., 2015)하여 브로콜리가 기능성 증대를 위한 우수한 발효기질로 활용될 수

있음을 확인할 수 있었다.
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(A)

(B)

Fig. 27. Radical scavenging activity of fermentation broth of Centella asiatica

extract. (A) DPPH radical scavenging activity(%) (B) ABTS+ radical

scavenging activity(%). Data are representative of three independent

experiments and are presented as means ± SD. (* p<0.05, ** p<0.01,

***p<0.001. two-tailed Student’s t-test).
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(A)

(B)

Fig. 28. Radical scavenging activity of fermentation broth of Mandarin

orange extract. (A) DPPH radical scavenging activity(%) (B) ABTS+ radical

scavenging activity(%). Data are representative of three independent

experiments and are presented as means ± SD. (* p<0.05, ** p<0.01,

***p<0.001. two-tailed Student’s t-test).



- 72 -

(A)

(B)

Fig. 29. Radical scavenging activity of fermentation broth of green barley

extract. (A) DPPH radical scavenging activity(%) (B) ABTS+ radical

scavenging activity(%). Data are representative of three independent

experiments and are presented as means ± SD. (* p<0.05, ** p<0.01,

***p<0.001. two-tailed Student’s t-test).
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(A)

(B)

Fig. 30. Radical scavenging activity of fermentation broth of broccoli extract.

(A) DPPH radical scavenging activity(%) (B) ABTS+ radical scavenging

activity(%). Data are representative of three independent experiments and are

presented as means ± SD. (* p<0.05, ** p<0.01, ***p<0.001. two-tailed

Student’s t-test).
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추가적으로 유아피부에서 분리된 균주 L. rhamnosus AMI-1301가 항산화성 증

대효과에 미치는 역할을 해석하고자, 공시균주 L. rhamnosus KCCM32405와 비

교실험을 실시하였다. 항산화 활성이 가장 높게 나타난 녹차열수추출물을 발효기

질로 사용하여 분리균주와 공시균주를 각각 배양하여 얻은 발효물의 DPPH 및

ABTS 양이온 라디칼 소거활성을 조사하였다(Fig. 31). DPPH 라디칼 소거활성

의 경우, 농도 62.5μg/mL에서 녹차대조구(control)는 76.9±5.3%, 공시균주의 녹차

발효물은 84.2±2.9%, 분리균주(AMI-1301)의 녹차발효물은 88.0±0.9%로 나타났

다. 즉, 분리균주가 대조구와 공시균주에 비하여 각각 11.1%, 3.8% 정도 높은 항

산화효과를 나타내었다. 그리고 ABTS 양이온 라디칼 소거활성은 농도 15.6μ

g/mL에서 녹차대조구(control)는 69.0±0.1%, 공시균주의 녹차발효물은

62.2±0.1%, 분리균주(AMI-1301)의 녹차발효물은 75.5±0.0%로 나타났다. 분리균

주의 경우, 대조구와 공시균주에 비해서 각각 6.5%, 13.3% 정도 높은 항산화효과

를 나타내었다. 이와 같이 유아피부에서 분리된 균주 L. rhamnosus AMI-1301를

사용한 발효물이 대조구 및 공시균주를 사용한 발효물보다 높은 항산화 효과를

보였다. 이는 김치에서 분리한 L. rhamnosus 유산균을 활용하여 칡을 발효하였

을 때 DPPH 및 ABTS radical 소거활성능이 증대되었다는 연구(Kim et al.,

2019)와 엉겅퀴를 발효하였을 때 DPPH radical 소거활성능이 증대하고

tyrosinase 저해활성이 증대되었다는 연구(Park et al., 2019)와 유사한 결과를 보

임으로써 L. rhamnosus 유산균이 다양한 천연물을 발효하여 기능성을 증대시키

는 생물전환 starter로 산업적으로 활용될 수 있음을 확인할 수 있었다. 또한 본

연구를 통해서 동종의 L. rhamnosus 유산균이라 할지라도 분리원에 따라서 그

효능에 차이가 나타날 수 있음을 확인할 수 있었으며, 녹차추출물 이외에도 유산

균이 잘 생육할 수 있는 천연물을 기질로 하여 항산화효과가 증대된 우수한 발

효소재개발이 가능할 것으로 판단된다.
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(A)

(B)

Fig. 31. Radical scavenging activity of fermentation broth of green tea

extract by Lactobacillus rhamnosus strains. (A) DPPH radical scavenging

activity(%) (B) ABTS+ radical scavenging activity(%). Data are

representative of three independent experiments and are presented as means ±

SD. (* p<0.05, ** p<0.01, ***p<0.001. two-tailed Student’s t-test).
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4) 유산균 세포외소포체의 세포생존율 및 nitric oxide 생성 억제효과

유아의 피부로부터 분리된 유산균(L.rhamnosus AMI-1301)의 세포외소포체가 세

포생존율에 미치는 영향을 조사하였다(Fig. 32A). LPS(1μg/mL)로 자극하여 염

증반응이 유도된 Raw 264.7 cell에 세포외소포체를 0.1, 1, 10 및 20 μg/mL 농도

로 처리하여 시료를 처리하지 않은 음성 대조구와 비교하였다(Fig. 32B). 그리고

nitric oxide(NO) 생성 억제효과를 평가하기 위하여 양성대조구인 2-amino

-4-picoline(10μM)의 처리구도 함께 평가하였다. 유산균(AMI-1301) 세포외소포

체를 처리한 모든 실험구와 양성 대조구(2-amino-4-picoline) 모두 100% 이상의

세포생존율을 나타내었다. 따라서 세포생존에 부정적 영향을 미치지 않는 시료농

도를 최대 20μg/mL로 설정하여 NO 생성 억제율을 조사하였다. 유산균 세포외소

포체의 항염증 효과를 NO 생성 억제율로 평가하였다. 세포외소포체 농도에 따른

NO 생성율은 음성대조구의 100%와 비교하여, 1.0μg/mL에서 93.4±2.5%, 10μ

g/mL에서 55.3±2.8%, 20μg/mL에서 39.0±4.0%로 감소하여, 각각 1.0μg/mL에서

6.6%, 10μg/mL에서 44.7%, 20μg/mL에서 61% 수준의 NO 생성 억제효과, 즉

염증반응 억제효과가 있음을 확인하였다.

5) 유산균 세포외소포체의 염증성 사이토카인 생성 억제효과

IL-6, IL-1β 및 TNF-α는 염증반응을 조절하는 대표적인 사이토카인으로, 면역

세포의 활성, 증식 및 분화를 조절하는 인자로 알려져 있다. LPS로 염증반응이

유도된 Raw 264.7 cell에 유산균 세포외소포체를 처리하였을 때, 이들 염증성 사

이토카인의 생성에 미치는 변화를 조사하였다.

먼저, 사이토카인 IL-6의 생성은 음성대조구의 39.5ng/mL에 비하여, 세포외소포

체 농도 10μg/mL에서 34.9±4.1ng/mL, 20μg/mL에서 28.5±3.0ng/mL로 각각 감소

하였다(Fig. 33). 그리고 사이토카인 IL-1β의 생성은 음성대조구에서는

88.2ng/mL이었으나, 세포외소포체 농도 1.0μg/mL에서 51.4±4.7ng/mL, 10μg/mL

에서 49.0±5.5ng/mL로 각각 감소하였다(Fig. 34). 마지막으로 TNF-α 사이토카

인의 생성은 음성대조구의 경우 57.6 ng/mL에 비하여, 세포외소포체 농도 10μ

g/mL에서 46.2±3.1ng/mL, 20μg/mL에서 54.0±2.2ng/mL으로 각각 감소하였다

(Fig. 35). 이는 LPS를 이용한 대식세포(Raw 264.7 cell) 염증유도 모델에서 성
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체줄기세포 유래 세포외소포체가 TNF-α와 IL-10의 생성을 억제하였다는 연구결

과(Jung et al., 2016)와 L. paracasei 유산균에서 유래한 세포외소포체가 대장암

세포(HT29 cell)에서 LPS로 유도된 염증성 사이토카인 중 IL-1β, IL-2 및

TNF-α의 생성을 억제하였다는 연구(Choi et al., 2020)와 유사한 결과를 나타내

었다. 이와 같이 본 연구에서 활용된 L.rhamnosus 유산균에서 유래한 세포외소

포체는 염증유발을 유도하는 사이토카인으로 알려진 IL-6, IL-1β, TNF-α의 생

성을 억제하는 항염증 생물 소재로서 다양한 산업영역에 활용 가능성이 있음을

보여주었다.



- 78 -

(A)

(B)

Fig. 32. Effects of extracellular vesicles from Lactobacillus rhamnosus

AMI-1301 on cell viability and NO production. (A) Cell viability(%) (2) NO

production(%). Data are representative of three independent experiments and

are presented as means ± SD. (* p<0.05, ** p<0.01, ***p<0.001. two-tailed

Student’s t-test).
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Fig. 33. Effects of extracellular vesicles from Lactobacillus rhamnosus

AMI-1301 on production of cytokine IL-6(Interleukin-6). Data are

representative of three independent experiments and are presented as means ±

SD. (* p<0.05, ** p<0.01, ***p<0.001. two-tailed Student’s t-test).
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Fig. 34. Effects of extracellular vesicles from Lactobacillus rhamnosus

AMI-1301 on production of cytokine IL-1β(Interleukin-1 beta). Data are

representative of three independent experiments and are presented as means ±

SD. (* p<0.05, ** p<0.01, ***p<0.001. two-tailed Student’s t-test).
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Fig. 35. Effects of extracellular vesicles from Lactobacillus rhamnosus

AMI-1301 on production of cytokine TNF-α(Tumor necrosis factor-alpha).

Data are representative of three independent experiments and are presented as

means ± SD. (* p<0.05, ** p<0.01, ***p<0.001. two-tailed Student’s t-test).
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3. 요약

본 연구에서는 연령 및 피부상태에 따른 마이크로바이옴을 분석하였으며 정상

피부와 여드름성 피부를 갖는 시험자 사이에 마이크로바이옴 분포도 차이가 있

음을 확인하였다. 또한 마이크로바이옴 분석 샘플 중 유일하게 건강한 유아의 피

부에서 새로운 유산균(L.rhamnosus AMI-1301)이 분리되었고 이를 항산화성 소

재와 항염증 소재로 활용하고자 연구를 수행하였다.

우선, 녹차, 병풀, 감귤, 청보리 및 브로콜리를 기질로 사용하여 분리된 유산균

을 배양하였고, 배양액으로부터 회수한 발효물의 항산화성 증대효과를 조사하였

다. DPPH 라디칼 소거활성은 녹차발효물의 경우 최고농도에서 대조구 대비

5.6%, 병풀발효물 17.8%, 감귤발효물 25.2%, 청보리발효물 27.2%, 브로콜리발효

물 15.2%씩 각각 증가하여, 유산균 발효가 항산화성을 증대시켰다. ABTS 양이

온 라디칼 소거활성은 녹차발효물의 경우 최고농도에서 대조구 대비 4.0%, 병풀

발효물 13.3%, 감귤발효물 17.4%씩 각각 증가하였으나, 청보리발효물과 브로콜리

발효물의 경우에는 대조구와 유사한 소거능을 보였다.

한편, 유산균 세포외소포체가 세포생존율 및 NO생성에 미치는 영향을 조사하였

다. 세포외소포체 농도 최대 20μg/mL까지 세포생존율(%)에 영향을 미치지 않았

다. NO의 생성은 농도 20μg/mL에서 61% 억제되어, 유산균 세포외소포체의 염

증반응 억제효과를 확인하였다. 이와 더불어 염증반응을 조절하는 사이토카인

IL-6, IL-1β 및 TNF-α의 생성에 미치는 영향을 조사하였다. 세포외소포체 농도

10μg/mL-20μg/mL 범위에서 이들 사이토카인의 종류에 따라서 다소 변화는 있

지만 6.3-49.6% 억제되었다. 이러한 결과는 유산균 세포외소포체가 염증반응 억

제용 소재로서 활용될 수 있음을 보여준다.
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Ⅵ. 부 록

Table 4. Skin microbiome analysis at phylum rank depending on age and skin type.
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Table 5. Skin microbiome analysis at class rank depending on age and skin type
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Table 6. Skin microbiome analysis at order rank depending on age and skin type
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Table 7. Skin microbiome analysis at family rank depending on age and skin type
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Table 8. Skin microbiome analysis at genus rank depending on age and skin type
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Table 9. Skin microbiome analysis at species rank depending on age and skin type
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