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Abstract:1)To enhance cyclo-His-Pro (CHP) content, soybean 
hydrolysate was obtained using the strains isolated from 
Chungkukjang and further purified by various purification steps. 
First, twenty two strains were screened from Chungkukjang 
containing high level of CHP. Among them, the strain No. 12, 
which showed higher productivity of CHP from soybean 
ferment and have homologous sequence with 16S rDNA of 
Bacillus amyloliquefaciens, was named B. amyloliquefaciens 
CHP-12. Through various purification processes, CHP was 
concentrated from soybean ferment using ultrafiltration, 
which showed the best efficiency of CHP production, with 
the yield (71.3%) and CHP content (2.14 mg/g). Moreover, 
when glucose tolerance test was performed in Type I 
Sprague-Dawley rat induced by streptozotocin using the 
soybean ferments [0.5 g soybean ferment/kg body weight 
(CHP-0.5 group)] and 1.0 g soybean ferment/kg body weight 
(CHP-1.0 group), there were significant differences in glucose 
levels between diabetes-control group (265.3 mg/dL) and 
soybean ferment-treated groups (CHP-0.5 group: 84.3 mg/dL 
and CHP-1.0 group: 85.3 mg/dL) 120 min after glucose 
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injection (2 g/kg body weight) (p < 0.05). Accordingly, it is 
suggested that the soybean ferment containing high level 
of CHP might be a candidate material as an anti-diabetic 
supplement for manufacturing functional healthy foods.

Keywords: Cyclo-His-Pro (CHP), chungkukjang, soybean 
ferment, Bacillus amyloliquefaciens

   
1. 서론

현대인은 가공식품과 동물성 식품의 섭취 증가에 따른 식물
성 식품의 섭취 감소로 인해 동맥경화, 고혈압, 비만 및 당뇨
병 등의 성인병 문제에 심각하게 직면하고 있으며 그 중 당뇨
병 유병률은 세계적으로 급속히 증가하는 추세를 보여 중대
한 문제로 대두되고 있다 [1,2]. 또한 당뇨병 이전 단계인 
pre-diabetes 상태에 있는 사람이 상당수에 이르므로 이를 근
거로 향후 당뇨병 환자의 급격한 증가가 경고되고 있다 [2-4]. 
Pre-diabetes는 아직 당뇨병은 아니지만 혈당치가 정상보다 
높은 상태를 의미하며 이들은 운동이나 식이조절 없이 방치
하였을 경우 10년 이내에 당뇨병으로 진행된다고 보고되고 
있다 [3,4]. 당뇨병은 혈당을 조절하는 호르몬인 인슐린의 체
내 생성 및 조절 능력에 이상이 온 것으로 심각한 자각 증상
이 있기까지 당뇨병인 것을 인식 못하는 경우가 많다. 당뇨
병의 치료는 대부분 약물치료와 식이요법에 의존하고 있으
나 약물복용에 따른 독성 및 내성 문제가 심각하게 대두되
고 있어 근래에 와서는 인슐린 등의 약물치료 이외에 민간
요법이나 자연식품이 각광받고 있다. 이에 국민들에게 더 
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많은 곡류, 시리얼 등의 탄수화물 식품, 과일, 채소 등을 섭
취하고 지방 및 당류의 섭취를 줄일 것을 권고하고 있으며 
당뇨병 환자 또는 pre-diabetes를 대상으로 다양한 건강 기능
성 식품이 개발되고 있다 [5-7].
  Cyclo-His-Pro (CHP)는 갑상선 자극호르몬 방출호르몬
(thyrotropin-releasing hormone, TRH)의 대사과정과 de novo
로 체내에서 합성되기도 하는 bioactive dipeptide로써 뇌 
전반과 척수 및 위장관 등에 널리 분포하며, 간과 부신에 CHP 
receptor가 존재함이 보고되고 있다. CHP와 TRH는 유사한 
구조 및 생물학적 활성을 지니며 TRH의 투여 시 CHP가 
증가하므로 TRH 투여에 의한 몇 가지 생물학적 효과가 
CHP를 통해서 일어남을 알 수 있다. TRH로부터 분해 생성
된 CHP는 인간의 중추신경 [8]과 소화기관 [9]에 고루 분포
되어 있으며, 간과 부신에 수용체가 존재하고 있음이 보고
되고 있다 [10]. 또한 CHP는 뇌하수체로부터 prolactin의 
분비를 저해하며 [11], 알콜에 의한 부작용을 완화하고 [12], 
또한 식사욕구를 완화하여 비만을 예방할 수 있는 효과를 
지니고 있다. 동물과 사람의 당뇨 유발 시 혈청 내의 TRH 
수준이 감소되어지는 것을 확인하였으며, TRH는 인슐린 
분비를 촉진하며, 조직 내에서는 뇌와 전립선에서 가장 높은 
함량을 보이고 있다 [13]. 
  CHP는 당뇨 환자의 혈당을 조절할 수 있는 인슐린 기능 
개선 소재로 사람의 소화기관, 혈액, 뇌척수액, 척수, 정액 
등에서 발견되며, CHP는 endogenous cyclic dipeptide로  
tyrotropin-releasing hormone (TRH)의 대사산물로서 생성
된다 [14]. 포도당 주입 후 혈중 CHP가 증가하는 것으로 
보아 CHP가 당뇨에서 혈당과 관련된 작용이 제안되어 있
고, 아연과 함께 투여 시 당뇨 모델 쥐에서 인슐린 민감성 
(insulin sensitivity) 및 포도당 제거율 (glucose clearance)
을 유의하게 향상시킨다고 보고되었고, 또한 CHP는 중추
신경에서 도파민 기전과 관련되어 있으며 렙틴과 유사한 작
용을 한다 [15,16]. 이러한 보고들로부터 CHP는 당뇨병과 
관련하여 인슐린과 렙틴의 작용에 있어 중요한 역할을 하는 
것으로 생각되고 있다.
  현재 CHP가 함유된 소재로는 소의 전립선 분말 (약 1% 
함유)이 있으며 그 외에 새우, 젓갈, 참치, 흰빵, 국수 등에서 
CHP 함량이 보고되고 있으나 그 양이 매우 적어 ppm 수준
으로 보고되고 있다 [17]. 그리고 식품에 존재하는 CHP를 
활용할 경우 인체에 부작용을 야기하지 않을 것으로 생각되
고 있으며, 실제로 현재 미국에서는 CHP가 함유된 카제인 또
는 대두를 활용한 제품들이 개발되어 판매되고 있다 [17,18]. 
이에 CHP를 함유한 단백질 가수분해물의 생산을 통해 안전
하면서 효능있는 소재 개발이 가능하며 아울러 이를 활용한 
액상, 분말, 과립형의 소재 개발과 CHP 함량에 따른 소재화
의 가능성이 두각되고 있다.
  따라서 본 연구는 이러한 CHP 소재를 활용하여 CHP가 
지니는 생리활성을 이용한 기능성 식품의 제조를 위해 단백
질과 아미노산 함량이 높은 건강 기능성 소재인 대두를 청국
장에서 분리한 다양한 균주를 통해 CHP 함량이 높은 발효
물을 생산하고, 분리 균주를 규명하며, 적합한 정제 과정을 
적용하여 CHP 함량을 높인 최종 대두 발효물을 제조하고자 

하였다. 또한 생체 내에서의 당뇨 개선 효과의 검증을 위해 
당뇨를 유발시킨 동물 모델을 대상으로 대두 발효물의 당부
하 검사를 실시하였다.

  
2. 재료 및 방법

2.1. 재료
CHP는 Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, USA)에서 
구입하여 CHP 분석 시 표준물질로 사용하였다. 탈지 대두는 
새롬바이오 (Kyonggi-do, Korea)로부터 제공받아 실험에 
사용하였다. 그 외에 분석에 필요한 시약은 일급 이상의 
시약을 사용하였다. 

2.2. CHP 분석
CHP는 high performance liquid chromatography (HPLC, 
Varian 230, Varian Inc., Palo Alto, CA, USA)를 이용하
여 다음과 같은 조건에서 분석하였다. Hamilton PRP-1 RP 
10 μM (250 mm × 4.1 mm ID, Hamilton Co. NV, USA) 
column과 pre-column Hamilton PRP 10 μM (25 mm × 
1.3 mm ID)에 시료를 20 μL 주입하여 유속 0.5 mL/min으
로 eluent (acetonitrile: 0.75 g/L 1-heptanesulfonic acid in 
0.004 M aqueous trifluoroacetic acid=1:9 v/v)로 용출하고 
시료 내 CHP 함량은 UV Spectrophotometer (Beckman 
Du® 650, CA, USA)를 이용하여 206 nm에서 측정하였다. 
 
2.3. 청국장으로부터 균주 분리
청국장은 Bacillus sp.에 의해서 발효되는 식품으로 이 균주
들은 내생 포자를 생성한다. 따라서 수집된 시료를 5 g씩 
시험관에 넣고 멸균수 10 mL을 가한 후 80℃에서 15분간 
물중탕하였다. 이 상등액을 Luria-Bertani (LB) agar 배지에 
희석하여 도말하고 호기적 조건하 30℃에서 2-3일간 배양
한 후 colony 색상과 형태 등을 기준으로 균주를 분리하였다.

2.4. 분리 균주들의 특성 및 동정
분리한 균주들은 Bergey’s manual [19]에 따라 형태학적, 
생리학적 특성을 검토하기 위해 세포형태, 운동성, 그람 염색, 
포자 염색과 catalase 활성을 분석하였다. 분리 균주들의 생육
곡선 측정은 LB 액체배지 50 mL에 균을 접종하고 37℃에서 
58시간 동안 배양하면서 600 nm에서 흡광도를 측정하였다.
  분리한 균주의 chromosomal DNA를 Wizard genomic 
DNA purification kit (Promega, WI, USA)를 이용하여 분리
한 후 16S rDNA sequencing에 사용하는 universal primer
인 27F (5’-AGAGTTTGATCATGGCTCAG-3’)와 1492R 
(5’-GGATACCTTGTTACGACTT-3’) primer를 사용하여 
PCR로 증폭한 다음 증폭된 PCR 산물을 Wizard SV Gel and 
PCR clean-up system (Promega)을 이용하여 정제하였다 [20]. 
정제한 PCR 산물은 ABI PRISM 3700 DNA Analyzer를 이용
하여 염기 서열을 분석하였다. 그 결과를 BLASTEN 프로
그램을 이용하여 GENBANK의 ribosomal DNA sequence
와 비교하였으며 sequence의 상동성은 Clustal X와 Mega 3 
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program을 이용하여 비교 분석하였다 [21].

2.5. 발효 중 성분 변화
발효 과정 중의 성분 변화량을 측정하기 위해 단백질 및 아
미노태 질소 (amino nitrogen, A-N)함량을 측정하였다. 단백
질 함량은 BCA protein assay kit (Thermo Fisher Scientific 
Inc. IL, USA)를 이용하여 측정하였으며 아미노태 질소는 
trinitrobenzensulfonate (TNBS)를 사용하여 다음과 같이 
측정하였다 [22]. 적당량 희석한 시료 0.125 mL를 취하고 
1 mL phosphate buffer (pH 8.2, 0.212 M)와 1 mL 0.1% 
TNBS를 가하여 50℃에서 1시간 반응시킨 후 2 mL 100 mM 
HCl로 반응을 정지시켰다. 20분 후 반응액에 4 mL 증류수
를 가한 후 10분간 방치하고 340 nm에서 흡광도를 측정하였
으며 표준물질로는 leucine을 이용하였다.

2.6. 대두 발효물 제조 및 CHP 함량 증가 
대두 발효물은 대두분 (새롬바이오, 산본) 10% 현탁액을 
121℃에서 15분간 가압멸균한 후 30℃로 냉각한 다음 청
국장 분리 균주 Bacillus amyloliquefaciens CHP-12 전배
양액을 4% 접종하여 30℃에서 4일간 발효시켰다. 이때 B. 
amyloliquefaciens CHP-12 전배양을 위해 LB (Luria-Bertani, 
Difco, Franklin Lakes, NJ) 배지를 사용하였다. 
  대두 발효물에 함유된 CHP의 함량을 높이기 위해 산 
처리, 활성탄 처리 및 한외여과를 실시하였다. 산 처리는 5% 
발효물 용액에 구연산을 가하여 pH 3.5로 조정한 후 30분간 
방치하여 생긴 침전을 여과하여 제거한 다음 NaOH로 pH 7.0
으로 중화 처리하여 건조하였다. 활성탄 처리는 5% 발효물 
100 mL에 활성탄 1 g을 가하여 30분간 진탕한 후 여과하여 
여액을 제거하여 얻은 활성탄에 0.3% 암모니아수를 70 mL 
가하여 다시 30분간 진탕시킨 후 여과하여 얻은 여액을 pH 
7.0으로 조정하여 건조하였다. 한외여과는 5% 발효물을 한
외여과막을 이용하여 5 kDa 이하의 여과액을 건조하였다. 
 
2.7. 경구 당부하 검사
제1형 당뇨 모델로는 중앙실험동물 (Central Lab Animal Inc., 
Seoul, Korea)에서 공급받은 10주령의 웅성 Sprague-Dawley 
rat (160 ± 10 g)를 이용하였다. 실험동물은 당뇨를 유발시키
기 전 7일간 적응시키고 당뇨 유발 전 12시간 동안 절식시킨 
후 0.1 M citrate buffer (pH 4.5)에 streptozotocin (Sigma 
Chemical Co.)을 녹여 55 mg/kg BW 농도로 복강 내에 주입
하였다. 당뇨 유발 다음날은 24시간 동안 5% glucose 용액
을 물 대신 주어 일시적인 저혈당 현상을 방지하도록 하였으
며 당뇨 유발 72시간 후에 혈당을 측정하여 250 mg/dL 이상
인 개체를 선별하고 이를 제1형 당뇨 모델로 이용하였다. 
경구 당부하 검사는 사육 7주째에 실험동물을 12시간 절식
시킨 후 공복 시 혈당을 측정하고 경구로 시료를 투여한 다
음 30분 후에 glucose 2 g/kg BW을 경구로 투여하고 이후 
30분 간격으로 혈당을 측정하였다. 혈당은 혈액을 꼬리 정맥
으로부터 채혈하여 채혈 즉시 Superglucocard Ⅱ (ARKRAY 
Inc., Kyoto, Japan)로 혈당을 측정하였다. 실험군은 control
군 (정상 혈당 대조군), DM-control군 (당뇨 유발 대조군), 

CHP-0.5군 (당뇨 유발 모델에 0.5 g/kg BW 대두 발효물 경구 
투여군), CHP-1.0군 (당뇨 유발 모델에 1.0 g/kg BW 대두 
발효물 경구 투여군)으로 군당 8마리씩 4개군으로 구성하
였다. 대두 발효물은 Bacillus amyloliquefaciens CHP-12에 
의한 대두 발효물을 한외여과 처리한 시료를 이용하였다. 
군간의 차이는 SPSS program (ver. 10.0)을 이용하여 p = 
0.05 수준에서 one-way ANOVA와 구체적인 사후 검정은 
Duncan’s multiple range test로 유의성을 검증하였다.

3. 결과 및 고찰 

3.1. 대두 발효물의 CHP 함량
대두는 건조 분말의 20-45%에 해당하는 조단백질을 함유
하여 과거에는 주요 단백질 공급원으로서 연구되었으나 현재
는 단백질 부족 현상이 감소하면서 대두의 다양한 유용 생리 
활성에 연구가 집중되고 있다 [23]. 또한 대두에는 lectin
과 같은 phytohemagglutinin 및 Kunitz trypsin inhibitor, 
Bowman-Birk protease inhibitor 등의 소화효소 저해제를 
포함하고 있어 생 대두의 섭취는 설사, 영양분의 흡수저해, 
체중감소, 성장억제 등 동물에게 농도 의존적 독성을 나타
내어 가열 처리 또는 발효 과정을 거쳐 유해 성분을 제거한 
가공 식품으로 제조 유통되고 있다 [24,25]. 본 실험에서는 
시중에서 유통되는 대두 관련 제품인 청국장과 된장을 구입하
여 시료 40 g에 증류수 200 mL를 가하여 열수추출 후 여과
하여 얻은 여액의 건물량과 CHP 함량을 측정한 결과 (Fig. 1), 
청국장 열수추출물 시료는 3.94 g 이상의 건물량을 보인 반
면 된장 열수추출물 D-1, D-2, D-3의 건물량은 각각 3.38, 
3.21, 3.88 g으로 청국장 시료에 비해 건물량이 적었다. 또한 
CHP의 함량을 측정한 결과, D-1과 D-3 된장에서는 CHP
가 검출되지 않았으며 청국장 시료인 C-1, C-2, C-3에서는 
각각 21.0, 28.5, 16.0 μg/g의 CHP가 검출되었다. 대두 발효
물인 된장에서는 CHP 함량이 검출되지 않은 시료도 있는 
반면 청국장 시료에서는 함량 차이는 있었으나 모두 CHP
를 함유하는 것으로 나타났다. Hilton 등 [17]은 햄, 달걀, 
참치, 새우 등 여러 식품에서 CHP의 양을 측정한 결과 건조
된 새우에서 6576 pmol/g의 가장 높은 함량을 보고하였고, 
Choi 등 [26]은 다른 식품에 비해 청국장에서 26.5 mg/g (건
물량)의 높은 함량을 보고하였다. 증자 대두에 Bacillus sp. 
균주들을 이용, 발효 제조한 청국장은 전통 대두 발효 식품
류 중 가장 단기간에 제조 가능하고 영양적, 경제적으로 가장 
효과적인 콩의 섭취방법이며 [27], 청국장의 생리활성으로
는 혈전 용해능, 면역기능 강화, 항산화 효과, phytoestrogen 
효과가 잘 알려져 있고, 최근 정확한 생리활성 지표 물질과 
작용 기전은 밝혀지지는 않았으나 청국장의 항당뇨 작용 
가능성에 대한 연구 결과가 보고되었으며 [28], 청국장에 상
대적으로 높은 함량의 CHP가 함유되어 있음이 보고된 바 
있다 [26]. 대두 발효식품인 된장과 청국장의 경우 숙성에 
사용되는 균주에 따라 유리 아미노산, 유리당 및 유기산의 
차이가 숙성 균주의 종류에 따라 달라지므로 [29-31] CHP의 
함량도 청국장 발효에 관여하는 균의 특성에 따라 차이가 
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나타나고 청국장에 비해 장기간 숙성이 필요한 된장은 숙성 
과정 중에 생성되었던 CHP가 분해되어 적은 양을 함유하는 
것으로 추정된다. 따라서 청국장에 함유된 균주를 분리하고 
분리 균주를 이용한 대두 발효물을 제조하여 CHP 함량의 
증진 여부를 확인하였다.

Fig. 1. Solid and Cyclo-His-Pro (CHP) contents of commercial 
soybean pastes, Chungkookjang (C 1-3) and Daenjang (D 1-3). 
Values are mean ± SD of triple determinations. 

3.2. 청국장으로부터 분리한 미생물 특성
청국장으로부터 분리한 미생물을 배양하여 대두 가수분해 
활성을 보일 수 있는 단백질 분해 활성을 측정한 결과, 단
백 분해능을 가지는 12개의 균주를 분리하였으며 분리 균
주의 유단백 분해능은 Fig. 2와 같다. 12개의 균주 중 10 
unit 이상의 활성을 보이는 균주는 strain 1, 4, 5, 12번 균
주로 각각 14.3, 10.8, 10.9, 12.4 unit의 활성을 보였다.

Fig. 2. Caseinolytic activity of isolated strains from Chungkukjang. 
Values are mean±SD of triple determinations.

  비교적 우유단백 분해능이 높았던 분리 균주 strain 1, 4, 
5, 12번 균주의 morphology는 Fig. 3과 같았다. 분리 균주의 
생화학적 특성을 검토한 결과 (Table 1), 탄수화물의 이용성
은 strain 4, 5번 균주 비교 시 xylose, trehalose, maltose, 
palatinose, salicin의 이용성에 차이를 보였으며 strain 1, 12번 

균주도 inositol, arabinose, salicin, sorbitol의 이용성에 차이
를 보임에 따라 각각 다른 균주로 추정되었다.

Table 1. Characteristics of carbohydrate utilization for the isolated 
strains (strain 1, 4, 5 and 12) from Chungkukjang

Carbohydrate
Strain

1 4 5 12
Sucrose
Tagatose 
Glucose
Inositol 
Galactose 
Arabinose 
Xylose 
Mannitol 
Raffinose 
Salicin 
Amygdalin 
Inulin 
Ribose
Maltose
Trehalose 
Palatinose 
Sorbitol 
N-Acetyl-D-Glucosamine
Amylopectin 
Arabitol 

+
-
+
-
-
+
+
+
-
-
-
+
-
+
+
+
+
+
-
-

+
-
+
-
-
-
+
+
-
+
-
+
-
+
+
+
-
+
-
-

+
-
+
-
-
-
-
+
-
-
-
-
-
-
-
-
+
+
-
-

+
-
+
+
-
-
+
+
-
+
-
+
-
+
+
+
-
+
-
-

 ＋, - means positive and negative, respectively.

Strain 1
  

Strain 4

Strain 5
  

Strain 12
Fig. 3. Morphologies of the isolated strains (strain 1, 4, 5 and 12) 
from Chungkukjang. Morphologies of strains showed typical 
loosely aggregated cells and rod-shaped cell. 

3.3. 분리 균주에 의한 대두 발효물의 성분 변화
대두 10% 용액에 분리 균주를 preculture하여 각각 2%씩 
접종한 후에 30℃에서 6일간 배양하면서 단백질, 아미노태 
질소 및 CHP의 성분 변화를 측정하였다. 단백질의 함량 변화
는 Fig. 4에서와 같이 발효가 진행될수록 점차 감소하는 경향
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을 보였으며 단백질 함량간의 다소 차이는 있었으나 뚜렷한 
경향 차이는 없었다. 대두에 함유된 단백질은 발효가 진행될
수록 가수분해 되어 free amino acid로 전환되어 아미노태 
질소는 배양 시간이 증가할수록 점차 증가하는 경향을 보였
다 (Fig. 4). 단백질이나 아미노태 질소의 함량 변화는 배양 
3일 후에 점차 변화 폭이 줄어드는 경향으로 보아 청국장에서 
분리한 균주는 3-4일 정도 발효가 적당한 것으로 생각된다.

Fig. 4. Changes of protein and amino-nitrogen (A-N) content 
during fermentation of soybean by isolated strains (strain 1, 4, 5 
and 12) from Chungkukjang. Values are mean ± SD of triple 
determinations.

Fig. 5. Changes of Cyclo-His-Pro (CHP) content during fermentation 
of soybean by isolated strains (strain 1, 4, 5 and 12) from 
Chungkukjang.

  발효 과정 중의 CHP 함량 변화를 측정한 결과 (Fig. 5), 
발효 초기에 CHP는 검출되지 않았으나 발효가 진행될수록 
함량에 변화를 보였다. Strain 5번 균주의 경우 발효 2일째
에 CHP 함량이 가장 높았으며 발효가 진행될수록 약간 감
소하는 경향을 보였고 strain 12번 균주는 발효 시간이 경
과할수록 증가하는 경향을 보였다. 반면 strain 1, 4번 균주
는 발효 시간이 증가할수록 약간 증가하다가 다시 감소하
는 경향을 보였다. 따라서 발효 과정 중에 CHP 함량 변화
가 나타났지만 분리 균주에 의한 CHP 생산을 확인할 수 
있었다. 그러나 발효 과정은 적어도 3-4일 정도 시간이 소
요될 뿐만 아니라 효모 가수분해물 [32]에 비해 CHP 함량
이 상대적으로 낮은 수준이지만 4개의 균주 중 strain 12번 
균주가 가장 높은 CHP 함유한 발효물을 생산하였다. 따라
서 대두 발효물 제조에 적합한 균주 strain 12번 분리 균주
를 CHP-12로 명명하였다.
  분리 균주 strain 12번의 16S rDNA의 염기서열을 분석
한 후 기존에 보고된 다른 균과의 상동성을 측정하여 계통
수를 그린 결과 (Fig. 6), 분리 균주는 Bacillus sp. Bacillus 
subtilis, Bacillus amyloliquefaciens, Bacillus velezensis와 
상동성이 높았으며 상동성이 높은 균주와 일반적으로 알려
진 Bacillus cereus와 Bacillus pumilis와 계통적 특성을 비교
한 결과, 상동성이 높은 균주인 Bacillus amyloliquefaciens와 
유사한 균주 특성을 가지고 있음을 확인하였다. 따라서 분리 
균주를 Bacillus amyloliquefaciens CHP-12로 명명하였다.

Fig. 6. Phylogenetic tree of Bacillus amyloliquefaciens CHP-12. 
Neighbour-joining tree presents the phylogenetic position of the 
isolated strain, some Bacillus sp. and representatives of some other 
taxa based on 16S rDNA sequences. Bootstrap values are expressed 
as percentage per 1,000 replicates.

3.4. Bacillus amyloliquefaciens CHP-12에 의한 대두 발효
물의 CHP 함량 증진
Bacillus amyloliquefaciens CHP-12에 의한  대두 발효물에 
함유된 CHP는 펩타이드로 알콜에 의해 정제가 가능하므
로 이를 확인하고자 알콜 분획을 실시한 결과 60-80% 분획
에서 32.9 μg/g의 CHP가 함유되어 있었으며 상등액에는 
1345.7 μg/g의 함량을 보였다 (데이터 미게재). 알콜 80% 
첨가 시까지 침전으로 회수가 되지 않는 것으로 보아 상당히 
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작은 펩타이드로 구성되어 있는 것을 확인할 수 있었으며 
알콜에 의해 분획되지 않는 것으로 확인되었다.
  대두 발효물의  CHP 함량 증진을 위해 산 처리에 의한 침
전 회수, 활성탄 처리 및 한외여과 처리를 실시하여 얻은 건조
물의 CHP 함량을 측정한 결과 (Table 2), 수율은 한외여과 
(5 kDa 이하 회수)가 71.3%, 산 처리가 13.5%의 수율을 
각각 보였고, CHP 함량은 활성탄 처리 시 1.21 mg/g로 비교
적 높았으며 한외여과는 2.15 mg/g로 가장 높은 함량을 보였
다. 이상의 결과에 의하면 CHP의 함량과 수율이 가장 높은 
한외여과가 가장 바람직한 정제 과정으로 사료되었다.

Table 2. Yield and Cyclo-His-Pro (CHP) content after purification 
treatment in soybean fermented by Bacillus amyloliquefaciens 
CHP-12

Treatment Yield (%) CHP (mg/g)

Non-treatment
Acid precipitate
Active carbon
Ultrafiltration

100
  13.5
   4.3
  71.3

 0.6 ± 0.08
1.61 ± 0.05
1.21 ± 0.21
2.15 ± 0.11

Values are mean ± SD of triple determinations.

  CHP는 pyroglutamyl peptidase에 의해 시상하부 TRH의 
대사산물로서 생성되며 [33] 비효소적으로 pH 6-7, 37℃ 조건
에서 dipeptide His-Pro-NH2의 연속적인 고리화 (cyclization)
를 통해 형성된다 [34]. Diketopiperazines는 dipeptide esters
나 dipeptides로부터 쉽게 형성되고 dipeptide esters와 amides 
또한 화학적 열처리를 통해 diketopiperazine으로 쉽게 고리
화된다 [14,35]. 식품 중의 CHP는 대부분 식품 가공 중에 단
백질 가수분해의 열처리 과정에서 생성되는 것으로 생각되고 
있으며 [13], 실제로 단백질 가수분해물의 제조 공정 동안의 
열처리 정도에 따라 CHP 함유량이 달라진다 [14]. 본 연구
에서 His-Pro 또는 Pro-His dipeptide를 다량 함유한 대두는 
특정 균주에 의한 발효 과정에서 효소적 가수분해와 열처리
를 통해 고용량의 CHP를 형성하는 것으로 추정된다.
 
3.5. Bacillus amyloliquefaciens CHP-12에 의한 대두 발효
물의 당부하능
Bacillus amyloliquefaciens CHP-12로 제조한 대두 발효물의 
CHP 함량 증진을 위해 한외여과 처리한 시료 0.5 g, 1.0 g
을 각각 경구투여하여 당부하 검사를 실시하였다 (Fig. 7). 
포도당을 투여하고 30분 후에 모든 실험군에서 최고 혈당
치를 나타냈으며 투여 전 (0시간)에 비해 30분에서 혈당이 
당뇨 대조군인 DM-control군은 247.6 mg/dL, CHP-0.5군
은 157.3 mg/dL, CHP-1.0군은 117.7 mg/dL, 정상 혈당군인 
control군은 173.3 mg/dL로 상승하였다. 또한 시간이 경과할
수록 대두 발효물 경구 투여군인 CHP-0.5군과 CHP-1.0군은 
혈당 상승폭이 점차 감소하여 2시간 경과 후 84.3, 85.3 mg/dL
로 각각 상승 억제 효과를 보여 당뇨 대조군인 DM-control
군에 비해 유의하게 낮은 수준을 나타냈으며 (p < 0.05) 3시
간 이후에는 통계적으로 정상 혈당 대조군인 control군의 혈
당 회복 수준과 같은 수준을 나타내었다. 따라서 한외여과 

처리한 대두 발효물은 당부하 검사를 통해 항당뇨 활성을 
가지고 있음을 알 수 있었다. Hilton 등 [17]의 연구에 의하
면 고용량의 CHP를 섭취할 경우 혈액 내 CHP의 양이 증가
된다고 한다. 식이로 섭취한 CHP는 소화관을 통해 흡수되며, 
인체는 CHP 섭취 60분 후에 정상 수준에 비해 182%의 높은 
혈중 CHP 수준을 나타낸다고 보고된 바 있다 [13]. CHP는 
세포 내 아연 유입과 장내 아연 대사를 촉진하는데 [13,15,36] 
당뇨 동물 모델에서 아연과 함께 CHP를 투여 할 경우 당뇨 
개선 효과를 보인다 [13-16]. CHP의 정확한 항당뇨 기전이 
밝혀지진 않았지만 CHP는 아연 대사를 자극하므로서 인슐
린과 렙틴 작용의 조절에 관여하는 것으로 생각되고 있다. 
Wilber 등 [37]은 실제로 in vitro 실험 결과 고용량의 CHP
는 직접적으로 췌장 세포에서 인슐린 및 글루카곤 분비에 관
여함을 관찰하였다. 본 연구에서도 경구 당부하 검사 2시간 
경과 후 당뇨 대조군에 비해 고용량의 CHP를 함유한 대두 
발효물을 처치한 군은 유의하게 혈당 회복을 나타내어 CHP
에 의한 당뇨 개선 효과를 확인할 수 있었다.

Fig. 7. Oral glucose tolerance test in streptozotocin-diabetic rats 
fed with soybean ferment containing a high content of Cyclo-His- 
Pro (CHP). Values are mean ± SD for 8 rats. Means with different 
superscript letters are significantly different at p < 0.05 by Duncan’s 
multiple range tests. Control: normal blood glucose rats, DM control: 
streptozotocin-diabetic rats fed saline, CHP-0.5: streptozotocin- 
diabetic rats fed soybean ferment 0.5 g/kg BW, CHP-1.0: 
streptozotocin-diabetic rats fed soybean ferment 1.0 g/kg BW.

4. 결론

본 연구는 대두를 소재로 하여 청국장에서 분리한 다양한 
균주를 통해 CHP 함량이 높은 발효물을 생성하고 적합한 
정제 과정을 적용하여 CHP 함량을 높인 최종 대두 발효물을 
제조하였으며 이에 대한 생체 내에서의 당뇨 개선 효과의 
검증하고자 하였다. 그 결과 청국장으로부터 단백 분해능을 
가지는 12개의 균주 중 strain 12번 균주에 의한 발효물이 가
장 높은 CHP 함량을 보였으며 strain 12번 균주의 16S rDNA
의 염기서열의 상동성 측정 결과 Bacillus amyloliquefaciens
와 유사한 균주 특성을 가지는 것으로 나타나 이를 Bacillus 
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amyloliquefaciens CHP-12로 명명하였다. 다양한 정제 과정
을 적용한 결과에서는 CHP의 함량과 수율이 가장 높은 한
외여과가 가장 바람직한 정제 과정으로 판단되었다. 최종 대
두 발효물에 대해 당뇨 유발 동물 모델을 대상으로 경구 당부
하 검사를 실시한 결과, 대두 발효물은 당뇨 대조군에 비해 
혈당 회복에 유의적인 영향을 미치는 것으로 나타나 항당뇨 
효과가 있음을 알 수 있었다.
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