
315

This is an Open Access article 
distributed under the terms of 

the Creative Commons Attribution Non-Commercial 
License (http: //creativecommons.org/licenses/by-
nc/4.0/) which permits unrestricted non-commercial 
use, distribution, and reproduction in any medium, 
provided the original work is properly cited.

© 2018 THE KOREAN SOCIETY OF MYCOLOGY.

The Korean Journal of Mycology Vol.46, No. 3, 2018

https://doi.org/10.4489/KJM.20180032

RESEARCH ARTICLE

인삼과 당귀 재배 토양으로부터 야생효모들의 분리 
및 미백성 Tyrosinase 저해활성
김지윤, 한상민, 이종수*
배재대학교 바이오·의생명공학과

Isolation and Tyrosinase Inhibitory Activity of 
Wild Yeasts Obtained from Soil in the Fields 
of Medicinal Plants, Ginseng and Korean 
Angelica
Ji-Yoon Kim, Sang-Min Han, Jong-Soo Lee*
Department of Biomedicinal Science and Biotechnology, Paichai University, Daejeon 35345, Korea

*Corresponding author: biotech8@pcu.ac.kr

ABSTRACT
The goal of this study was to isolate wild yeasts from the fields of medicinal plants and 
investigate its tyrosinase inhibitory activities. Wild yeasts isolated from soil in the ginseng 
and Korean angelica fields of Geumsan, Chungcheongnam-do, Korea were identified by 
comparing the nucleotide sequences of the D1/D2 domain of 26S rDNA. In total, 43 yeast 
strains belonging to 21 species were isolated from 50 soil samples obtained from two 
medicinal plant fields. From the ginseng field, six strains of Rhodotorula glutinis and four 
strains of Sampaiozyma ingeniosa were isolated, out of which Rhodotorula glutinis strains 
were dominant. In the Korean angelica field, six strains of Cyberlindnera saturnus, three 
strains of Piskurozyma taiwanensis, and three strains of Saitozyma podzolica were isolated, 
out of which Cyberlindnera saturnus strains were dominant. We prepared cell-free extracts 
of the isolated wild yeasts and their tyrosinase inhibitory activities were investigated. Among 
43 yeast strains, cell-free extracts of Naganishia globosa G1-7 showed the highest tyrosinase 
inhibitory activity (28.0%).
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서론
효모는 대부분이 GRAS(Generally recognized as safe)균이며 인간에 유용한 다양한 대사산물을 생산
할 뿐만 아니라 분자생물학에서 숙주 등의 연구 재료로도 오래 전부터 귀중하게 이용되어 오고 있
다[1].
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지금까지 효모는 주로 전통 발효식품과 이들의 주, 부원료 등에서 분리하여 주류와 장류 등의 제
조에 이용되었고[1, 2], 최근 자연환경 특히 야생화와 토양, 담수 등으로부터 야생효모들이 분리, 보
고되고 있다[3-17]. 또한, 이들의 산업적 응용을 위한 다양한 생리활성들이 보고되었다[4, 9, 10].
그러나 독특한 균류 분포특성을 가질 것으로 추정되는 약용식물 재배지 토양에서의 미생물 분포
에 관해서는 세균과 근균류에 대하여 일부 보고 되었으나[18], 아직까지 이들 지역 토양의 효모 종 
다양성 규명을 위한 야생효모들의 분리, 동정과 이들의 산업적 응용성 연구는 실시되고 않고 있다.
한편, 최근 건강과 아름다움을 동시에 추구하려는 사람들이 크게 증가함에 따라 다양한 기능성 화
장품의 수요가 증가하고 있다. 특히 검정 색소인 멜라닌의 피부 침착을 방지하거나 이들을 제거하
는 기능을 가진 미백 화장품과 관련 미용식품 등이 많이 연구, 개발되고 있다.

멜라닌 생성의 rate-limiting 효소인 tyrosinase는 L-tyrosin을 3,4-dihydroxyphenylalanine (L-DOPA)으
로 전환시키고 다시 L-DOPA를 DOPA quinone으로 변환하여 최종적으로 멜라닌을 생합성 한다[19].
현재 미백 소재로 주로 이용되고 있는 것들은 대부분이 tyrosinase 저해제들로 알부틴과 코직산 등
이 많이 알려져 있는데 이들은 vitamin C와 함께 피부 색을 밝게 하거나 멜라닌 과잉 침착을 억제하
는 효능을 갖고 있어 기능성 화장품이나 미용 식품 등의 제조에 사용되고 있다[19, 20].

그러나 이들 미백 소재들은 주로 식물체로부터 추출되고 있어 생산 기간이 길고   대량 생산에 
문제점이 있으므로 값싼 배지로 단시간에 경제적으로 대량 생산이 가능하면서 미백 활성이 높은 
새로운 미생물의 개발이 필요하다. 이를 위해 전보[21]에서는 전국 야생화에서 미백활성물질인 
tyrosinase 저해물질을 생산하는 효모들을 분리, 선발하였으나 배지조성 등 대량 생산 조건에서 일
부 비 경제적인 문제점 등이 있었다.

따라서 본 연구에서는 약용식물 재배지의 효모 종 분포특성을 조사하여 야생효모들과 이들 약
용식물들과의 생태학적 연관성 해석을 위한 기초 자료를 얻고 나아가 산업적 응용성을 가진 유용 
야생효모들을 선별하고자 본 연구를 실시하였다. 이를 위해 국내 최대 약용식물 주산지인 충남 금
산의 대표적인 약용식물로 다량의 유기물이 투입되어 다년간 밭이나 논에서 재배되고 있는 인삼
과 주로 밭이나 일부 산에서 인삼 다음으로 많이 재배되고 있는 당귀 재배지의 토양들로부터 야생
효모들을 분리, 동정하여 이들의 분포특성을 조사하였다. 또한, 이들의 무세포추출물들을 제조하
여 미백성 tyrosinase 저해활성을 측정하여 우수한 야생효모들을 선별하였다.

재료 및 방법
야생효모의 분리 및 동정
충남 금산군 금성면 하류리 정문동(N36.135239, E127.471356)에서 약 3년간 퇴비 등으로 비옥화시
킨 후 4년 동안 인삼을 재배하고 있는 논 토양 시료 25점과 인근 금산군 금성면 하류리 양지동
(N36.138185, E127.473047)에서 지난 10년 간 당귀를 재배하고 있는 밭 토양 25점을 각각 2018년 3
월에 무균적으로 5 g씩 채취하여 멸균 튜브에 넣고, 5 mL의 멸균수를 첨가한 후 2시간 동안 진탕하
였다. 이들 현탁액 일부를 스트렙토마이신(100 µg/mL)과 앰피실린(100 µg/mL)이 들어 있는 yeast 
extract-peptone-dextrose (YPD) 한천배지에 도말하고 30℃에서 48시간 배양한 후 형성된 효모 집락들
을 분리하였다[5].

분리효모들의 동정을 위해 이들의 26S rDNA의 D1/D2 부위의 염기서열들을 결정한 후, NCBI의 
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BLAST를 사용하여 데이터베이스에 등록되어 있는 효모들과 상동성을 비교하였다[5-7]. 또한 이들
의 계통수를 작성하여 분자생물학적 근연관계를 확인하고 최종 동정하였다.

야생효모 무세포추출물의 제조 
분리효모들을 YPD 배지에 접종하여 30℃에서 24시간 배양한 후 8,000 rpm으로 20분간 원심 분리
하여 세포배양물을 얻었다. 세포배양물은 다시 0.1 M Tris-HCl 완충용액(pH 8.3)에 현탁 시킨 후 초
음파 균체파쇄기(Vibra Cell; Sonics & Materials, Newtown, CT, USA)로 파쇄하고 12,000 rpm으로 20

분간 원심 분리하여 무세포추출물을 얻었다. 이들 무세포추출물들을 동결건조 시킨 후 0.1 M 
potassium phosphate 완충용액(pH 6.8)에 10 mg/mL로 용해시켜 미백성 tyrosinase 저해활성 측정용 시
료로 사용하였다[4, 10]

Tyrosinase 저해활성 측정
미백성 tyrosinase 저해활성은 야생효모 무세포추출물 시료 25 µL에 0.1 M potassium phosphate 완충
용액(pH 6.8) 150 µL, 1.5 mM L-tyrosinase 50 µL 혼합 후 37℃에서 ELISA reader를 이용하여 5분간 
incubation한 후 tyrosinase 40 U을 첨가하여 37℃에서 10분간 반응시켜 470 nm에서 흡광도를 측정한 
후 아래와 같은 식으로 tyrosinase 저해활성을 계산하였다[21].

Tyrosinase 저해활성(%) = [{C − (T − B)}/C] ⅹ 100

(C, 대조구의 흡광도; T, 시료구의 흡광도; B, 시료구 blank의 흡광도)

결과 및 고찰
인삼재배 논 토양으로부터 야생효모들의 분리 및 동정
충남 금산군 금성면 하류리의 인삼 재배 논 토양 시료 25점으로부터 야생효모들을 분리, 동정한 결
과 모두 12종 23균주의 야생효모들을 분리, 동정하였고(Table 1) 이들의 계통수는 Fig. 1과 같다. 이
들 중 Rhodotorula glutinis 6균주를 포함하는 Rhodotorula속 균이 8종으로 가장 많았고 Cryptococcus속 
균이 4균주, Sampaiozyma ingeniosa균이 3종 분리되었다. 그러나, 시료 채취 수에 비하여 적은 수의 
야생효모들이 분리되었는데 이는 생육 중인 인삼 자체 분비물의 영향이나 잡초와 병충해 방제를 
위해 일부 살포되는 화학 방제제 등에 의한 것으로 추정되었다.

또한, 비교적 수분이 많은 본 연구의 인삼재배 논 토양과 유사한 환경의 대전광역시 주요 하천변 
토양에서 공통적으로 분리되었던 Saccharomyces cerevisiae와 Candida tropicalis 등[17]은 분리되지 않
았다. 

당귀 재배지 밭 토양으로부터 야생효모의 분리 및 동정
위의 인삼 재배지와 근거리에 있는 금산군 금성면 하류리의 당귀 재배 밭 토양 시료 25점에서 야생
효모들을 분리, 동정한 결과는 Table 2와 같고 이들의 계통수는 Fig. 1과 같다.

이들 당귀 재배지 토양으로부터 모두 9종, 20균주의 야생효모들이 분리, 동정되었고 이들 중 
Cyberlindnera saturnus가 6균주로 가장 많았다. 또한 Piskurozyma taiwanensis와 Saitozyma podzolica도 
각각 3균주씩 분리되었다.

인삼 재배지 논 토양과 동일 시료 수 임에도 불구하고 당귀 재배 밭 토양에서는 이들보다 3종 3
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균주들이 더 적게 분리되었다. 이는 10여년 간 당귀를 재배하고 있는 밭이 산기슭에 있어 수분이 
상대적으로 적고 인삼 재배 논 토양은 수년간 농작물 재배 없이 퇴비 등으로 비옥화시켜 야생효모
들이 이용할 수 있는 다양한 유기 탄소원들을 많이 함유하고 있기 때문인 것으로 추정된다[18].

또한 Fig. 2와 같이 공통적으로 분리된 균은 Cyberlindnera saturnus, Papiliotrema laurentii, Saitozyma 
podzolica 등 3종의 야생효모들뿐으로 18종의 야생효모들이 인삼과 당귀 재배 지역에서 다르게 분
리되었다. 이는 약용식물들과 이들의 현재 재배지의 환경(논과 밭의 수분함량과 부식물, 햇빛과 바
람 등) 차이 등 다양한 요인[18, 22]에 의한 것으로 추정되었고, 앞으로 인삼과 당귀를 재배하고 있
는 또 다른 여러 지역들에 대한 효모 종 분포특성 연구가 실시되어야 하고 나아가 다양한 약용 식
물 재배 지역에서의 야생효모 분리, 동정 연구가 실시되어야만 할 것이다. 

지금까지 인삼 등 약용식물 재배 지역의 미생물 분포에 대한 연구로는 인삼재배지 토양의 세균
과 근균류 생육 형태에 관한 연구가 실시되었을 뿐[18, 22] 효모의 분포특성 연구는 전혀 실시되지 
않았다. 따라서 본 연구의 인삼과 당귀 재배지 토양의 효모 종 분포특성 연구 결과들은 앞으로 우
리나라 생물 종 다양성 확립과 미기록 효모균주들의 발굴 및 유용자원 개발 등에 귀중한 자료로 활
용될 수 있을 것으로 생각된다[18].

분리 야생효모들의 tyrosinase 저해활성 
미백 화장품 소재를 생성하는 야생효모들을 선별하기 위하여 위와 같이 인삼 재배 논 토양에서 분
리한 23균주의 야생효모들과 당귀 재배 밭 토양으로부터 분리한 20균주의 야생효모들의 무세포추

Table 1. Wild yeasts isolated from ginseng field of Geumsan, Chungcheongnam-do, Korea

Putative species Isolated no. Related Genebank no. Identity(%)
Candida pseudolambica G9-5 KU316731.1 590/603(98%)
Cyberlindnera saturnus G9-2 KU316712.1 606/619(98%)

G9-3 KC442289.1 548/549(99%)
Cryptococcus aureus G4-5 KT895965.1 628/640(98%)

G1-11 KT895965.1 634/640(99%)
Cryptococcus flavescens G17-3 KJ522781.1 422/431(98%)
Cryptococcus flavus G17-1 FJ743627.1 630/641(98%)
Naganishia globosa G1-1 LC134296.1 639/639(100%)

G1-7 KU316764.1 634/639(99%)
Papiliotrema laurentii G22-1 KU167675.1 420/423(99%)
Rhodotorula glutinis G1-4 MF045460.1 613/618(99%)

G3-6 MF045460.1 608/617(99%)
G3-7 MF045460.1 612/617(99%)
G4-4 HM627115.1 604/618(98%)
G4-6 MF045460.1 604/618(98%)
G6-4 MF045460.1 613/617(99%)

Rhodotorula graminis G5-7 KP171606.1 556/568(98%)
Rhodotorula ngohengohe G22-2 KY285006.1 597/610(98%)
Saitozyma podzolica G25-2 KY107252.1 634/640(99%)
Sampaiozyma ingeniosa G1-3 KY109536.1 622/632(98%)

G1-9 KY109536.1 623/631(99%)
G10-3 KY109536.1 583/583(100%)
G11c-1 KY109536.1 622/631(99%)
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Fig. 1. Phylogenetic tree of wild yeasts from ginseng field and Korean angelica field of Geumsan, 
Chungcheongnam-do, Korea based on the nucleotide sequences of large subunit 28S ribosomal DNA. 
The tree was generated by the neighbor-joining method, using MEGA7.
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출물들을 제조하여 이들의 Tyrosinase 저해활성들을 측정하였다(Table 3).
43주의 야생효모들의 무세포추출물들 중 10% 이상의 Tyrosinase 저해활성을 보인 야생효모들은 

6주이었고 특히 Naganishia globosa G1-7는 28%의 가장 높은 저해활성을 보여 우수 효모로 1차 선발
하였다. 비록 Naganishia globosa G1-7의 tyrosinase 저해활성이 전보[21]의 Starmerella bombicola 80-J-1
의 저해활성(36.2%)보다는 조금 낮은 활성이었지만 한국 인삼 재배 토양으로부터 분리한 Naganishia 
globosa G1-7로부터의 미백성 tyrosinase 저해물질 생산에 관해서는 본 연구가 첫 보고이다. 또한, 이 

Table 2. Wild yeasts isolated from Korean angelica field of Geumsan, Chungcheongnam-do, Korea

Putative species Isolated no. Related Genebank no. Identity(%)
Cryptococcus laurentii DG3-8 KU316735.1 633/640(99%)
Cryptococcus podzolicus G5-2 KT895970.1 639/641(99%)
Cyberlindnera saturnus G5-1 KU316712.1 616/619(99%)

G6-1 KU316712.1 608/619(98%)
DG6-1 KT895984.1 610/617(99%)
DG6-3 KU316712.1 611/618(99%)
DG8-6 KU316712.1 612/619(99%)
DG8-7 KU316712.1 609/618(99%)

Holtermanniella takashimae G1-4 FM242574.1 632/643(98%)
Papiliotrema flavescens G1-2 MF045447.1 629/642(98%)

R8-1 MF045447.1 631/641(98%)
Papiliotrema laurentii G5-3  KY108740.1 630/640(98%)

R10-1 KY108740.1 635/641(99%)
Piskurozyma taiwanensis DG3-1 LC178803.1 584/589(99%)

DG3-4 LC178803.1 598/604(99%)
DG3-7 LC178803.1 590/594(99%)

Saitozyma podzolica G3-5 KY107252.1 637/640(99%)
G5-5 KY107252.1 636/640(99%)
G5-6 KY107252.1 635/641(99%)

Tetrapisispora iriomotensis DG5-1 KU316722.1 611/618(99%)

Fig. 2. Yeast diversity of soil in the ginseng field and Korean angelica field in Geumsan, 
Chungcheongnam-do, Korea.
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Table 3. Tyrosinase inhibitory activities of soils of ginseng and Korean angelica field of Geumsan, 
Chungcheongnam-do, Korea.

Putative species Isolated no. Tyrosinase inhibitory 
activity (%) Remark (collected field)

Candida pseudolambica G9-5 2.9
Ginseng (Panax ginseng 

C.A. Meyer)
Cyberlindnera saturnus G9-2 n.d

G9-3 8.6
Cryptococcus aureus G4-5 1.8

G1-11 4.6
Cryptococcus flavescens G17-3 7.5
Cryptococcus flavus G17-1 7.3
Naganishia globosa G1-1 3.6

G1-7 28
Papiliotrema laurentii G22-1 n.d
Rhodotorula glutinis G1-4 n.d

G3-6 n.d
G3-7 n.d
G4-4 11.3
G4-6 n.d
G6-4 n.d

Rhodotorula graminis G5-7 n.d
Rhodotorula ngohengohe G22-2 3.9
Saitozyma podzolica G25-2 n.d
Sampaiozyma ingeniosa G1-3 n.d

G1-9 n.d
G10-3 n.d
G11c-1 n.d

Cryptococcus laurentii DG3-8 4 Korean angelica
(Angelica gigas Nakai)

Cryptococcus podzolicus G5-2 n.d
Cyberlindnera saturnus G5-1 1.4

G6-1 4.4
DG6-1 n.d
DG6-3 4.5
DG8-6 5.6
DG8-7 n.d

Holtermanniella takashimae G1-4 n.d
Papiliotrema flavescens G1-2 6.1

G8-1 10.3
Papiliotrema laurentii G5-3 14.7

R10-1 10.8
Piskurozyma taiwanensis DG3-1 n.d

DG3-4 n.d
DG3-7 n.d

Saitozyma podzolica G3-5 n.d
G5-5 n.d
G5-6 n.d

Tetrapisispora iriomotensis DG5-1 10.3
n.d, not detected.
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균주는 Turchetti 등[23]에 의하여 처음으로 빙하지역에서 분리, 보고된 저온성 효모균주이고 전분
과 지질, 단백질 분해효소 생성능이 우수하였다는 보고로 볼 때 본 연구에서 선발된 Naganishia 
globosa G1-7 야생효모는 미백성 tyrosinase 저해물질 생산 이외에도 다양한 저온내성 효소 생산 등
의 산업적 장점을 활용할 수 있는 매우 유용한 균주로 생각된다.

앞으로 선발 효모균주가 생성하는 tyrosinase 저해물질의 생산조건의 최적화와 물질특성 규명 연
구가 우선 실시되어야 하고, 선발된 저온성 야생효모 Naganishia globosa G1-7의 균학적 특성 연구도 
실시되어야 할 것으로 생각된다.

적요
약용식물 재배지 토양의 야생효모 분포특성을 조사하고 이들 야생효모들의 산업적 응용성을 위한 
자료를 얻고자 먼저 약용식물 집단 재배지인 충남 금산의 인삼과 당귀 재배지의 토양들을 2018년 
3월에 50점을 채취하여 야생효모들을 분리, 동정하였다. 이들 시료들로부터 21종 43균주의 야생효
모들이 분리되었고 인삼재배 논 토양에서는 Rhodotorula glutinis 균주가 6주, 당귀 재배 밭 토양에서
는 Cyberlindnera saturnus 균주가 역시 6균주로 가장 많이 분리되었다. 이들 야생효모들을 이용하여 
미백성 기능성 화장품 소재를 개발하고자 이들의 무세포추출물을 제조하여 tyrosinase 저해활성을 
측정한 결과 저온성 야생효모인 Naganishia globosa G1-7가 28%의 가장 높은 저해활성을 보여 우수 
효모로 선발하였다. 
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