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In today’s society, functional whitening cosmetics are important to beauty. Fungi are known to pro-
duce a variety of whitening-related metabolites. In this study, we searched for tyrosinase inhibitors 
with metabolic products derived from Trichoderma atroviride supernatant in order to apply a material 
for whitening functional cosmetics. In addition, the inhibitory effect was compared to arbutin, which 
has already been approved as a whitening raw material by the Korea Ministry of Food and Drug 
Safety (KMFDS). The metabolites from the T. atroviride supernatant showed higher tyrosinase in-
hibitory activity than that of arbutin. Some of the tyrosinase inhibitors were stable to heat, whereas 
some were unstable. The heat unstable material was exhibited in the case of samples treated with little 
amounts, such as 0.02~0.2%. They were very unstable in acidic and alkali pHs, especially under acidic 
conditions. However, it was found that a weakly-acidic to neutral pH range was the optimal working 
pH, especially neutral pH. Since the activity of the inhibitory substances in the T. atroviride super-
natant was maintained regardless of proteinase K treatment, it was assumed that the metabolites, but 
not the bioactive peptides, were involved in the activity. In summary, we propose that the metabolites 
derived from T. atroviride supernatant have strong potential as whitening raw material.
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서   론

오늘날, 피부보호 및 항노화 화장품은 전세계적으로 유행되

고 있으며, 특히 아시아에서는 이 산업이 지속적으로 확장되

어 오고 있다[3]. 또한, 미백화장품은 전세계 인구의 15%가 

애용하고 있는 것으로 나타나고 있다[13]. 이러한 미백화장품

은 멜라닌과 관련이 있는데, 멜라닌은 사람의 피부색을 결정

하는 데 중요한 역할을 한다. 멜라닌은 흑갈색 또는 검은색을 

띄는 알갱이로서 사람의 피부에 존재하는 색소이다. 멜라닌의 

양이 많을수록 검은색 피부를 띄게 된다.

멜라닌의 생합성은 멜라노좀에서 수행되며, 주요한 역할은 

자외선을 흡수하여 자외선이 인체 내에 침투하는 것을 차단하

는 매우 중요한 작용을 한다[5]. 그러나 이러한 멜라닌이 과도

하게 생성이 되면 기미나 주근깨를 형성하고 피부 노화를 촉

진하여 피부암 유발에 관여를 한다[1, 2, 19, 20]. 멜라닌 합성의 

개시는 tyrosine이 tyrosinase라는 효소에 의해 진행되며, 본 

효소에 의해 DOPA와 멜라닌 전구체인 DOPA quinone으로 

전환이 되고 최종적으로 멜라닌이 합성된다[7, 8]

현재 밝혀진 미백원료는 vitamin C, vitamin C 유도체, 태반 

추출물, kojic acid 등이다[13]. 그러나 원료의 안전성 등을 이

유로 현재에는 식약처 고시 미백원료는 알부틴, 유용성감초추

출물, 에칠아스코빌에텔, 닥나무추출물 등이 사용되고 있다

[10]. 대표적인 tyrosinase를 억제하는 작용 기전을 지니고 있

는 원료는 식약처 고시 원료인 arbutin과 전통발효식품인 간

장, 된장 등에서 분리된 누룩의 발효로 인해 얻어진 kojic acid

이다[4, 6, 12].

따라서 본 연구에서는 가장 많이 사용되는 식약처 고시 미

백원료인 arbutin보다 안정하고 효능이 강한 tyrosinase를 억

제하는 물질을 탐색하는 것을 목표로 연구를 진행하였고 그 

결과 Trichoderma atroviride가 tyrosinase를 억제하는 것을 발

견하였다. 

재료 및 방법

재료 및 시약

실험에 사용한 균주는 Trichoderma atroviride로 2018년 9월 

13일에 버섯배지(소나무)에서 발견한 것으로 같은 해 10월 5일

에 마크로젠에 동정을 받았다. 이 균주를 PDB에 25℃ 5일간 

배양하여 0.2 μm syringe filter로 여과한 상등액을 실험에 사

용하였다. 처리된 상등액은 적절하게 희석하여 시험에 사용하

였고, positive control로 arbutin을 사용하였다.

농도별 tyrosinase 억제 활성 시험
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Fig. 1. Comparison of tyrosinase inhibition rate by concentration 

of Trichoderma atroviride supernatant. The treated super-

natant was reacted depending on concentration. The pos-

itive control was applied by arbutin. The prepared sol-

ution was reacted for 30 min at 37℃, and then measured 

at 490 nm in wavelength. X- and Y-axes mark super-

natant amount (%) and inhibition ratio (%), respectively.

시험액을 E-tube에 100 μl씩 3반복하여 만든 후 37℃에서 

30분간 반응시킨 다음 96 well plate에 옮겨 microtiter reader 

(Multiscan GO, Thermo Scientific Co. Ltd., Rochester, NY, 

USA)에 의해 490 nm에서 흡광도를 측정하여 억제율을 조사

하였다.

온도별 억제 활성 시험

상등액 원액 500 μl 5개를 dry bath incubator에서 각각 60 

℃, 70℃, 80℃, 90℃, 100℃ 1시간 가열하였다. 각 온도별로 

가열 후 37℃에서 30분간 반응시킨 다음 96 well plate에 옮겨 

microtiter reader 490 nm (Multiscan GO, Thermo Scientific 

Co. Ltd., Rochester, NY, USA)에 의해 490 nm에서 흡광도를 

측정하였다.

Proteinase K 처리 후 tyrosinase 억제 활성 분석

Proteinase K 처리 그룹은 상등액(원액) 500 μl에 Proteinase 

K 5 μl를 첨가한 후 37℃에서 1시간 반응 한 후 80℃에서 10분

간 열처리하여 Proteinase K를 불활성화한 상등액을 사용하였

다. Proteinase K 비처리 그룹은 상등액(원액) 500 μl를 37℃에서 

1시간 반응한 다음 80℃에서 10분간 열처리하여 사용하였다.

pH별 억제 활성 시험

pH 4.83인 상등액 원액을 0.2 N HCl과 0.1 N NaOH를 첨가

하여 pH 2, 4, 7, 10이 되도록 pH를 조정한 후 각 pH별로 37℃

에서 30분간 반응시킨 다음 96 well plate에 옮겨 microtiter 

reader (Multiscan GO, Thermo Scientific Co. Ltd., Rochester, 

NY, USA)에 의해 490 nm에서 흡광도를 측정하였다.

결과 및 고찰

농도별 tyrosinase 억제 활성 분석

Trichoderma atroviride로부터 유래된 물질대사산물이 ty-

rosinase의 활성을 억제할 수 있는지를 확인하기 위해, T. atro-

viride의 상등액을 농도 0.02%, 0.05%, 0.1%, 0.2%, 0.5%, 1%, 

2%, 5%, 10% 조건에서 반응을 시켰으며, 이들 상등액의 농도

별 test 결과 값을 Fig. 1에 나타내었다. 기능성화장품의 유효성

평가를 위한 가이드라인의 In vitro tyrosinase 활성저해시험

에 따라 490 nm에서 흡광도 값을 측정하였다[10].

양성대조군인 arbutin 10%는 46.4%의 저해율을 나타내고 

T. atroviride 상등액 동일 조건인 10%에서는 약 81.3% 저해율

을 나타내었다(Fig. 1). 그러나 이미 0.2%에서 포화상태를 보였

기 때문에 실질적으로 arbutin과 유사한 활성을 보이는 구간

은 T. atroviride 상등액의 농도가 0.11%이기 때문에, T. atro-

viride 상등액의 활성은 arbutin에 비교하여 약 95배 높은 것으

로 나타났다. 그러나 본 배양 상등액에는 다양한 산물들이 혼

합에 의해 활성을 보이지만, 명확하게 높은 활성을 보이기 때

문에, 본 배양여액은 미백개선제로써 활용가능성이 있는 것으

로 제의된다.   

자연에서 발견되는 tyrosinase inhibitor의 소재는 식물, 곰

팡이, 세균 등에서 다양하게 발견되고 있다[21]. 최근에 tyros-

inase inhibitor가 Aspergillus sp., Trichoderma sp., Paecilomyces 

sp., Phellinus linteus, Daedalea dickinsii, Dictyophora indusiata 

등 다양한 균류에서 발견되고 있으며, 이들을 활용한 산업화 

연구가 활발히 진행되고 있다[21]. 이들 중에 버섯류에서 chal-

cones, flavanone, resveratrol analog, coumarin derivatives 

등 다양한 tyrosinase inhibitor들이 발견되어 있다[13, 14, 17]. 

따라서 비록 활성은 높게 평가되었지만, 추후 보다 정밀한 연

구가 필요한 것으로 추정된다.

온도별 tyrosinase 억제 활성 분석

T. atroviride의 상등액을 온도 60℃, 70℃, 80℃, 90℃, 100℃

에서 각각 1시간 반응을 시켰으며, 각 온도별로 가열한 상등액

을 농도별로 test한 결과 값은 Fig. 2에 나타내었다. 저농도인 

0.02%에서는 모든 온도에서 58% 미만의 저해율을 보였고, 특

히 100℃에서 24.8% 저해율로 매우 저조한 것으로 나타났다. 

90℃ 미만에서는 0.2% 이상에서 모두 포화상태 이상의 활성을 

보였지만, 100℃에서는 5% 이상에서 포화상태의 저해 활성을 

보였다. 

이 결과로 볼 때, T. atroviride의 물질대사산물 중에 부분적

으로 온도에 매우 안정한 물질들이 존재하지만, 일부 물질들

은 열에 불안정한 것으로 추정된다. 또한, 고농도의 상등액에

서 저해활성이 온도에 따른 포화상태에 도달할 수 있는 것은 

열에 안정한 물질이 과량으로 존재함에 기인된 것으로 추정된

다. 따라서 본 결과를 종합해 보면, T. atroviride 유래의 ty-

rosinase 억제물질들은 다양한 산물들이 관여하며, 이들은 열
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Fig. 2. Comparison of tyrosinase inhibition rate by concentration 

of Trichoderma atroviride supernatant depending on 

temperature. The treated supernatant was reacted at the 

indicated temperature. The positive control was applied 

by arbutin. The prepared solution was reacted for 30 min 

at 37℃, and then measured at 490 nm in wavelength. 

X- and Y-axes mark supernatant amount (%) and in-

hibition ratio (%), respectively.

Fig. 3. Comparison of tyrosinase inhibition rate by concentration 

of pH-adjusted Trichoderma atroviride supernatant. The 

treated supernatant was reacted at the indicated pH. The 

positive control was applied by arbutin. The prepared 

solution was reacted for 30 min at 37℃, and then meas-

ured at 490 nm in wavelength. X- and Y-axes mark su-

pernatant amount (%) and inhibition ratio (%), respec-

tively.

Fig. 4. Comparison of tyrosinase inhibition rate by Trichoderma 

atroviride supernatant treated with Proteinase K. The 

treated supernatant was reacted with proteinase K. The 

deactivation of proteinase K was done for 10 min at 80℃. 

The treated solution was reacted for 30 min at 37℃, and 

then measured at 490 nm in wavelength. X- and Y-axes 

mark treated condition and inhibition ratio (%), respec-

tively.

에 안정한 것과 불안정한 것들이 공존하는 것으로 추정된다.

본 연구 결과 tyrosinase inhibitor는 온도에 대한 안정성이 

존재하는 것과 불안정한 물질이 양립하였다. 온도에 안정한 

산물은 물질대사 산물이거나[13, 14, 17], 열에 안정한 환형 펩

타이드로 구성된 것으로 추정된다[16]. 최근래 연구에서 ty-

rosinase 억제물질 중에 peptide 기반의 억제제가 존재하는 

것이 확인되었다[9, 11, 15, 18]. 열에 불안정한 물질은 이들과 

유사한 열에 의해 실활될 수 있는 펩타이드성 산물로 추정된다.

pH별 tyrosinase 억제 활성 분석    

산과 염기를 첨가하여 pH를 조절한 Trichoderma atroviride

의 상등액을 반응을 시켰으며, 각 pH별 상등액을 농도별로 

test한 결과 값은 다음 Fig. 3에 나타내었다. Fig. 3에서 T. atro-

viride의 상등액을 pH 4.83인 control과 비교하였을 때 pH 2.0

에서는 저해 효과가 나타나지 않는 것을 확인할 수 있었고, 

매우 고농도에서 낮은 정도의 활성만이 검출되었다. 또한, pH 

4.0와 10.0으로 조정한 경우에는 0.5% 이하의 농도에서 활성이 

소실되는 것으로 나타났다. 그러나 pH 4.0은 pH 10.0에 비교

하여 저농도에서 높은 활성이 유지되는 것으로 관찰되었다. 

이 결과로 볼 때 본 균류에서 생산되는 조건이 약산성이기 

때문에, 알칼리 조건보다 비교적 활성이 유지되는 것으로 추

정된다. 

산성과 알칼리 조건과 비교할 때 중성인 pH 7.0은 대조군인 

pH 4.83과 가장 근접한 활성을 보였고, 대부분의 활성이 0.1% 

부근에서 회복되는 것으로 관찰되었다. 따라서 본 tyrosinase 

억제물질들의 대부분은 약알칼리에서 중성 부근의 pH에서 최

적 활성을 보유하고 있는 것으로 추정된다. 또한, 약산성인 

pH 4.0과 약알칼리인 pH 10.0에서 저농도로 투여될 때 다른 

활성을 보이는 것으로 볼 때, 이들 pH에서 작용하는 물질들이 

상호 다른 기능 group을 가지거나 완전히 다른 물질일 가능성

이 높은 것으로 추정된다.  

Tyrosinase의 활성을 억제하는 물질 중 활성 부위에 per-

oxide group에 proton 전위에 의해 활성이 억제되거나 산화/

환원의 단계에 의해 활성이 조절하는 inhibitor들이 존재한다

[21]. 따라서 본 연구에서 대부분의 tyrosine inhibitor들은 특

정 pH 영역에서만 안정한 것으로 볼 때, 활성 부위에 proton전

위나 산화/환원 반응의 매개에 의해 활성을 조절하는 것으로 

추정된다.
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T. atrovirde 물질대사산물의 물질 특성

최근래 연구에서 tyrosinase 억제물질 중에 peptide 기반의 

억제제가 존재하는 것이 확인되었다[9, 11, 15, 18]. 따라서 본 

tyrosinase 억제물질 중에 peptide 기반에 의한 활성 억제제가 

존재하는 지에 대해 확인하기 위해, T. atroviride의 상등액을 

추출하여 proteinase K를 처리하여 반응을 시킨 것과 동일한 

조건에서 proteinase K만 처리하지 않은 샘플에 대해 비교하

여 보았다(Fig. 4). 

T. atroviride의 상등액에 proteinase K 처리 그룹과 비처리 

그룹의 저해율이 94~96%로 비슷한 저해율을 나타난 것을 확

인할 수 있다. 이는 proteinase K를 첨가하여도 저해능력에는 

전혀 영향을 미치지 않는다는 것을 알 수 있다.

본 proteinase K 처리 test에서 proteinase K 처리군과 미처

리 군의 저해율이 비슷한 것으로 보아 Trichoderma atroviride의 

상등액에 존재하는 tyrosinase 억제물질의 대부분이 물질대사 

산물이며, 일부 protease에 저항성이 환형 또는 직쇄상 펩타이

성 물질이 존재할 것으로 추정된다. 
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초록：Thrichoderma atroviride 배양액의 tyrosinase 억제제에 관한 연구

강동우․김규민․김예성․서유진․송다영․오다윤․최시온․황주현․김삼웅․방규호․갈상완*

(경남과학기술대학교 제약공학과)

현대인에게 미백화장품은 미를 나타내는 중요한 요소이다. 균류는 미백에 연관된 다양한 물질대사산물을 생산

한다. 본 연구에서 미백기능성 화장품에 소재를 탐색하기 위해 Trichoderma atroviride 배양액에 물질대사산물에 

의한 tyrosinase inhibitors를 조사하였다. 또한, 억제 효과는 식의약안전처에 미백화장품 원료로 승인된 알부틴과 

비교하였다. T. atroviride 배양액에 물질대사산물은 알부틴의 활성보다 높은 tyrosinase 억제 활성을 보였다. T. 

atroviride 배양액에 포함된 tyrosinase inhibitors 중 일부는 열에 안정한 반면에, 일부는 열에 불안정하였다. 본 물

질들은 약산성~중성 pH 영역에서는 안정하였지만, 그 외 영역에서는 매우 불안정하였다. Proteinase K에 의해 

활성 영향이 거의 없었기 때문에 inhibitor들은 대부분 물질대사산물로 구성된 것으로 추정된다. 따라서 본 T. 

atroviride 배양액에 물질대사산물은 미백화장품 소재로써 잠재적 가치가 있는 것으로 제의된다.
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