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Gas Chromatograph-Mass Spectrometer를 이용한 γ-Linolenic Acid(GLA)

생성 균주탐색 및 확인
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In order to select γ-Linolenic acid (GLA)-producing fungi, a total of forty-four strains of 4 genera such as Phy-

tophthora, Pythium, Mucor and Rhizopus were obtained from Koran Agricultural Culture Collection (KACC) and

then analysed by using GC-FID and GC-MS. GLA was detected on 39 fungal strains, and the highest rate of GLA

was found as 24.8% of total fatty acids on Mucor hiemalis f. sp. hiemalis KACC 40264. Total GLA content of

Zygomycota was comparatively high - Mucor (14.2%) and Rhizopus (14.3%), whereas that of Oomycetes was low

- Phytophthora (3.3%) and Pythium (3.0%). Moreover, total fatty acids of the Zygomycota fungi such as Mucor

(15.4 mg/100 ml) and Rhizopus (7.1 mg/100 ml) were higher compared with the Oomycetes such as Phytophthora

(2.6 mg/100 ml) and Pythium (4.5 mg/100 ml). Thus, two genera such as Mucor and Rhizopus have higher potential

as an useful microbial resource. The total fatty acid content varies even within the strains of the same genus e.g.

Mucor. M. blumbeus KACC 40935 showed the highest values on productivity (18.2%) of GLA and total fatty acid

contents (50.8 mg/100 ml liquid medium).
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지방산은 체내에서 주로 triglyceride형태로 존재하면서

생체막의 구조나 에너지대사에 관여하는 것이 기본기능이

다.
 
특히 고도불포화지방산(polyunsaturated fatty acid)은

진핵세포에 필수성분이며 유동성(flexibility)이나 점도

(fluidity) 그리고 선택적 침투성(selective permeability)

등 특이한 성질이 생체막에서 중요한 역할을 한다(Bayley

et al., 1972; Certik et al., 1977; Owen and Ajay, 2005).

그 중에서도 지방산이 암세포의 인지질 부분에 중요한

대사물질로 밝혀지면서 γ-Linolenic acid: all-cis-6,9,12-

octadecatrienoic acid(GLA)가 docosahexaenoic acid(DHA),

α-linolenic acid(ALA) 등과 함께 관심이 높아지고 있다

(Ronald, 2006). Prostaglandin의 전구체이자 노화와 당뇨

병 등의 환자에게 필수영양소로 이용되고 있는 GLA는

비슷한 구조를 가진 ALA와는 달리 자연계에 흔하지 않

은 특이지방산이다(Hinman, 1972; Kim et al., 2001). 달

맞이꽃(Oenothera biennis)과 지치(Borrago officinalis),

black currant(Ribes nigrum) 그리고 대마(Cannabis sativa)

등의 식물체와 조류(algae), 곰팡이 등 일부에만 분포하는

GLA는 국내에서도 컴프리, 지치, 달맞이종자 등에 분포

자원임을 확인 한 바 있고 지치세포배양에 의한 기내생산

연구보고가 있다(Kim et al., 1995).

GLA를 함유하는 흑조 종자유는 아토피성 질환에 치료

효과가 있는 것으로 알려져 있으며 이를 복용할 경우 피

부질환 예방에도 도움이 되는 것으로 알려져 있다. 결핍

시에는 피부질환을 일으키는데 이를 치료하는데 역시

GLA를 필요로 한다. 오랫동안 GLA의 주요 공급원으로

식물성인 달맞이꽃 종자유가 사용되었는데 전체 지방산

중에서 GLA를 9~15% 정도 함유하고 있지만 식물체로서

의 재배기간과 정제 등 기술적인 한계를 극복하지 못하고

있을 뿐만 아니라 생산에 소요되는 시간 등의 제한적인

요소 때문에 산업화되고 있지 못하는 실정이다(Wolf et

al., 1983; Hiruta et al., 1996). 따라서 영국에서 1993년

부터 Mucor circinelloides 균주를 이용한 GLA의 생산연
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ramanniana 돌연변이체를 활용한 세포배양방법으로 성공

적인 연구결과를 발표한바 있다(Hiruta et al., 1996). 최

근에는 GLA를 생성하는 Rhizopus속 곰팡이 균을 양조균

주로 개발하여 사람이 식품에서 직접 GLA를 섭취하는

방법이 개발되고 있는 등 미생물에 의한 대량생산 및 응

용연구가 증가하고 있다(Elena et al., 2001; Xian et al.,

2003).

본 연구에서는 GLA를 생성하는 유망한 미생물자원을

확보하기 위하여 먼저 문헌 등의 기초조사를 통해서 선발

된 Pythium속, Mucor속, Rhizopus속, Phytophthora속에

속하는 44종의 균주를 한국농업미생물자원센터(Korean

Agricultural Culture Collection, 이하 KACC)에서 분양받

아 GC-FID로 탐색하고 질량분석기를 이용하여 동정한

결과를 보고하고자 한다.

재료 및 방법

실험재료

KACC로부터 분양받은 균주(Table 1)는 potato dextrose

broth(PDB), malt extract broth(MEB) 배지를 사용하였고,

Phytophthora, Pythium 등의 난균류는 별도로 V8 juice

(163 ml/l)를 추가하여 배양하였다. 액체배지상에서 180

rpm으로 진탕배양 방법으로 1주일 동안 배양하였으며 이

들 시료 100 ml를 액체질소에 의해서 급속 동결시킨 다음

2일 동안 동결건조 하였다(Jessup et al., 1976).

추출

추출용매(chloroform : methanol = 2 : 1) 5 ml와 내부표

준물질 0.5 mg PDA(pentadecanoic acid in MeOH)를 시

료(배양액 100 ml 상당)와 함께 실온에서 초음파로 30분

간 추출하였으며, 0.58% NaCl 용액 5 ml를 넣어 희석한

후에 원심분리(2,000 rpm, 10 min)하여 상등액을 제거하

고 부유물과 잔사가 남은 상태로 nitrogen flow로 건조시

켜 유도체합성시료로 사용하였다. 건조된 시료에 toluene

0.5 ml, NaOH용액(0.5 N in MeOH) 2 ml를 가하여 끊은

물에 3분간 반응시킨 후 방냉하여 BF3용액(2 N in MeOH)

2 ml를 넣고 다시 같은 조건에서 5분간 반응시킨 후에 10

ml의 물과 10 ml의 petroleum ether를 넣어 층분리한 다음

상등액에 분리된 지방산유도체를 수거하여 습기를 제거한

다음 GC-MS 분석을 실시하였다(Metcalfe et al., 1966).

Gas Chromatograph-Mass Spectrometer

사용한 기기는 Hewlett Packard 5890 series(Hewlett

Packard, Houston, TX 77070 USA)로서 검출기는 FID를

사용하여 정량하였으며 컬럼은 HP 20 M(0.2 mm, 25 m,

0.25 µm film thickness; Hewlett Packard, Houston, TX

77070 USA) capillary column을 사용하였다. 시료 주입

기 온도는 200
o
C, 컬럼 온도는 180

o
C, 그리고 검출기의

온도는 200
o
C였다. GLA의 정성분석은 GC-MS(HP GCD

plus, Hewlett Packard, Houston, TX 77070 USA)를 활용

하였으며 GC-FID와 같은 조건에서 200
o
C interface 온도

조건에서 분석하였다. 지방산의 정량은 내부표준물질

pentadecanoic acid의 면적에 기준하여 반응지수(response

factor)를 보정하지 않고 환산하였으며 retention time과

질량스펙트럼이 일치하는 6개 peak와 미지 지방산(U1~U3)

3개의 면적을 합하여 지방산총량으로 하였다(Kim and

Janick, 1991).

결과 및 고찰

분자량과 이중결합의 갯수가 같은 GLA와 ALA는

methyl ester 형태로 GC분석에서는 retention time이 각각

29분과 26분으로서 뚜렷이 구분되었으나, 시료에 포함된

다른 지방산과의 구분을 위해서 질량분석을 실시하여 질

량스펙트럼을 얻었다(Fig. 1). 두 물질의 분자이온(m/z

292)과 base peak(m/z 79)가 일치하였으나, 주요 이온 경

향에서는 차이를 보였다. GLA의 주요 fragment ion은 m/

z 93, 107, 121, 135, 150, 163, 175, 194인 반면에, ALA

의 주요 fragment ion은 m/z 95, 108, 121, 135, 149,

161, 175, 191 등이었다. 주요 fragment 이온에서 약간씩

차이를 보이는 것은 이중결합의 위치가 9번과 6탄소로 다

Fig. 1. GC/EI-MS full scan spectra of the methylesters of (a)

α-linolenic acid (ALA/18:3n-3) and (b) γ-Linolenic

acid (GLA/18:3n-6).
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르기 때문에 나타난 결과로 추정할 수 있으며 이와 같은

결과는 Saskia and Walter(2005)의 보고내용과 일치하

였다.

Table 1과 2에서 나타난 바와 같이 총지방산에 대한 4 속

의 전체적인 GLA함량은 Mucor 속(14.2%)과 Rhizopus 속

(14.3%)이 상대적으로 높은 함량을, 그리고 Phytophthora

속(3.3%)과 Pythium 속(3.0%)은 낮은 함량을 나타냄으로

서 Zygomycota와 Oomycota 간에 뚜렷한 양분현상을 나

타냈으며 지방산총량에서도 Phytophthora 속과 Pythium

속은 각각 2.6 mg/100 ml과 4.5 mg/100 ml으로 낮게 나타

나서 지방산 관련 균주자원으로서는 적당하지 않은 것으

로 판단되었다. Mucor 속의 경우는 그보다 평균 3~4배

Table 1. The fatty acid composition and total fatty acid amounts of 44 fungal strains belonging to Mucor, Phytophthora, Pythium

and Rhizopus species

Scientific name
KACC

no.

Fatty acid composition (%)
a

Total

(mg)U1 U2 U3 16:0 18:0 18:1 18:2 GLA 18:3

Mucor ambigus 40286 0.3 0.1 1.4 2.1 14.3 50.4 26.9 4.5 8.2

M. blumbeus 40935 0.3 0.5 3.9 4.5 4.4 47.6 20.6 18.2 50.8

M. circinelloides 41329
b
−

b
1.7 13.2 5.6 49.9 11.1 18.5 5.4

M. circinelloides 40295 − 1.3 2.7 20.0 47.0 15.5 13.5 9.5

M. hiemalis 40228 − 0.7 1.7 21.4 47.8 17.7 10.7 13.9

M. hiemalis 40288 − 0.2 2.2 1.1 8.0 53.5 16.6 18.4 14.7

M. hiemalis f. hiemalis 40271 0.4 0.6 4.0 22.6 48.8 12.1 11.5 49.6

M. hiemalis f. hiemalis 40264 − 0.8 1.8 14.6 3.5 39.6 14.9 24.8 5.8

M. hiemalis f. silvaticus 40260 0.3 0.4 2.9 3.6 60.4 15.2 17.2 32.9

M. miehei 40290 2.9 29.8 3.4 36.4 17.6 9.9 4.4

M. mucedo 41768 4.8 28.5 10.6 15.6 24.1 16.1 0.3 8.0

M. mucedo 41769 7.1 27.2 5.6 15.9 23.3 20.9 4.1

M. plumbeus 41331 0.4 0.9 4.6 23.5 5.8 39.7 10.1 15.0 30.5

M. pyriformis 41010 4.4 21.1 5.1 31.3 21.1 17.0 4.8

M. racemosus 41012 1.3 1.0 4.4 20.6 11.6 39.9 10.9 10.3 10.8

M. racemosus 40287 2.7 35.5 5.8 34.2 11.0 10.8 1.4

M. racemosus 41332 0.4 0.1 4.0 2.9 59.3 18.3 15.0 20.5

Mucor sp. 40262 1.2 3.1 25.8 2.8 38.2 12.3 16.6 2.0

Phytophthora cambivora 40159 0.2 10.9 41.5 0.4 22.8 23.1 1.1 4.5

P. cinnamomi 40182 11.9 33.9 22.1 26.6 5.5 2.0

P. citricola 40184 10.7 28.3 3.2 17.6 40.2 2.6

P. citrophthora 40188 13.1 39.8 1.6 25.7 18.3 1.5 3.9

P. cryptogea 40469 0.8 0.9 26.8 26.5 1.0 22.8 17.6 3.6 1.7

P. cryptogea 40702 0.3 0.2 20.3 0.9 1.1 39.1 32.8 5.3 5.5

P. drechsleri 40190 0.5 1.2 20.5 30.6 25.3 17.4 4.5 2.5

P. erythroseptica 40200 16.5 31.3 15.5 36.7 0.5

P. nicotianae 40402 20.3 32.4 3.8 21.5 22.0 0.6

Pythium debaryanum 41052 16.3 2.8 2.7 38.1 37.8 2.3 9.8

Pyt. inflatum 41055 1.6 27.4 9.7 37.4 13.3 10.6 3.9

Pyt. irregulare 41075 9.6 41.9 7.0 35.8 3.8 1.9 1.6

Pyt. irregulare 41075 9.2 6.2 5.3 42.4 35.2 1.7 6.0

Pyt. paroecandrum 41059 10.0 30 3.2 31.6 23.5 1.3 0.4 6.9

Pyt. sylvaticum 41061 11.9 31.9 4.1 18.3 31.5 2.3 3.6

Pyt. ultimum 41062 11.8 29.4 2.9 22.7 31.0 2.2 1.8

Pyt. mamillatum 41076 1.2 10.3 30.9 3.3 25.2 27.0 2.1 2.7

Rhizopus acidus 40535 0.8 2.7 11.4 47.1 20.5 17.5 100 10.4

R. delemar 40296 6.1 19.0 38.6 12.6 23.7 5.5

R. formosaensis 40533 1.6 2.9 28.7 11.3 44.9 10.6 6.8

R. japonicus 40536 0.7 0.6 64.9 17.8 16.0 20.0

R. microsporus 41363 1.4 1.1 29.1 15.0 26.3 11.4 15.7 4.4

R. oryzae 40297 0.1 0.4 0.8 22.4 10.1 33.5 21.6 11.1 4.6

R. shanghaiensis 40534 0.5 23.6 10.2 36.2 15.6 13.9 5.8

R. stolonifer var. stolonifer 41364 0.3 0.8 30.2 7.6 33.4 13.0 14.7 3.2

R. oryzae 40936 0.5 19.9 12.6 36.7 15.4 14.9 3.9

a
U = unidentified fatty acid, 16:0 =, 18:0 =, GLA = γ-linoleic acid.
b
− = not detected.
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가량 높은 15.4 mg/100 ml까지로서 높게 나타났다. Mucor

속내에서도 균주별로 큰 차이를 나타내었는데 18.2%의

GLA를 생성함으로 지방산총량이 50.8 mg/100 ml까지 이

른 Mucor blumbeus KACC 40935이 실제적으로 가장 활

력이 좋은 균주로 평가되었다. 지방산 총량을 제외한

GLA의 상대적 함량비율이 높은 균주로는 같은 속의

KACC 40264(M. hiemalis f. sp. hiemalis)가 24.8%(5.8

mg/100 ml로서 가장 높았으며 KACC 40286(M. ambigus)

은 4.5%로서 큰 차이를 나타냈다. KACC 40264는 순도

는 좋으나 지방산총량(5.8 mg/100 ml)이 KACC 40935에

비해서 극히 적은 양이 생산되는 것으로 평가되었다. 이

런 결과는 Hiruta et al.(1996)이 Mortierella ramanniana

의 돌연변이체를 이용하여 보고한 27.1% 순도와 근소한

차이를 보였으나 Elena et al.(2001)이 Cunninghamella

elegans 균주를 이용한 연구결과(순도 15.6%)에 비하면

크게 높은 순도를 나타냈다(Whipkey et al., 1998; Tan

and Jones, 1991).

전체적인 지방산의 종류 분포면에서도 탄소수가 14 이

하로서 미확인 지방산으로 추정되는 U1, U2, U3가 분포되

어 있는 Mucor 속이 비교적 다양한 지방산분포를 나타냈

는데, 특히 이번 탐색에 사용된 균주에는 분자량과 불포

화도가 GLA와 같은 ALA가 거의 없거나 극히 미량

(Pythium paroecandrum 등 2점)이 확인되어 식물체의 일

반적인 지방산조성과 비교해볼 때 크게 다른 양상을 나타

냈으며 그중에서도 Phytophthora 속이나 Rhizopus 속에

서는 ALA가 전혀 확인되지 않았다. 한편 Phytophthora

속 중에서 Phytophthora citricola 등 3가지 균주에서는

예상과 달리 GLA가 전혀 생성되지 않아서 계통간에도

GLA 생성능력의 차이를 크게 나타냈다(Kennedy et al.,

1993). 선발된 균주는 지방산조성 품질개선을 위한 유지

자원의 GLA 형질전환용 유전자소재로 활용할 수 있을

것으로 판단된다.

적 요

가스크로마토그라프와 질량분석기(GC-MS)를 이용하여

감마리놀렌산(GLA) 생산 균주를 선발하였다. KACC에

보존 중인 Phytophthora 속, Pythium 속, Mucor 속 및

Rhizopus 속 등 4속에 속하는 44개 균주를 GC-FID를 통

하여 GLA를 분석하였다. 4속 39종의 곰팡이 균주에서

GLA를 확인하였으며, M. hiemalis f. sp. hiemalis KACC

40264 균주에서는 GLA의 조성비가 전체 지방산의 24.8%

로서 가장 높은 비율을 나타냈다. 속간에 전체적인 GLA

함량은 Mucor 속(14.2%)과 Rhizopus 속(14.3%)의 Zygo-

mycota가 상대적으로 높은 함량을, 그리고 Phytophthora

속(3.3%)과 Pythium 속(3.0%)의 Oomycota는 낮은 함량

을 나타냄으로서 뚜렷한 양분현상을 나타냈다. 지방산총

량에서도 Mucor 속(15.4 mg/100 ml)과 Rhizopus 속(7.1

mg/100 ml)가 Phytophthora 속(2.6 mg/100 ml)와 Pythium

속(4.5 mg/100 ml)보다 높게 나타나서 전체적으로 지방산

을 생산하는 유용한 균류자원으로 평가되었다. Mucor 속

내에서도 계통별로 큰 차이를 나타냈는데 18.2%의 GLA

를 생성함으로 지방산총량이 50.8 mg/100 ml까지 이른

Mucor blumbeus KACC 40935가 실제적으로 가장 활력

이 좋은 균주로 평가되었다.
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