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명 세 서

청구범위

청구항 1 

GABA(γ-aminobutyric  acid)  생산  활성을  갖는  락토바실러스  락토바실러스  플란타럼  KS2020(KCCM  12782P)

균주.

청구항 2 

제 1 항에 있어서,상기 균주는 김치에서 분리한 것을 특징으로 하는 균주.

청구항 3 

(1) 홍삼추출물을 농축하여 얻은 농축액 또는 옻나무 추출물을 농축하여 얻은 농축액을 준비하는 단계;

(2) 상기 농축액을 희석하여 얻은 희석액에 모노소듐 글루타메이트(mono sodium glutamate; MSG), 글루코오스

(glucose), 및 탈지유(skim milk)를 혼합하여 혼합물을 제조하는 단계;

(3) 상기 단계 (2)의 혼합물에 고초균 스타터(starter)를 접종 및 배양하여 상기 단계 (2)의 혼합물을 1차 발효

시킴으로써 1차 발효물을 획득하는 단계;

(4) 상기 1차 발효물에 대하여 탈지유(skim milk) 및 글루코오스(glucose)로 이루어진 군으로부터 선택된 1종

이상을 혼합하여 혼합물을 제조하는 단계; 및

(5)  상기  단계  (4)의  혼합물에  젖산균인  락토바실러스  플란타럼(Lactobacillus  plantarum)  KS2020  (KCCM

12782P) 균주 스타터(starter)를 접종 및 배양하여 상기 단계 (4)의 혼합물을 2차 발효시킴으로써 2차 발효물을

획득하는 단계;를 포함하는 고농도 γ-PGA 및 GABA 함유 홍삼발효물 또는 옻나무발효물의 제조방법.

청구항 4 

제 3 항에 있어서,상기 단계 (2)에서 고초균은 (1) 단계에서 홍삼 추출물을 준비한 경우 서브틸리스(Bacillus

subtilis) HA (KCCM 10775P) 균주 또는 바실러스 벨레젠시스(Bacillus velezensis) WK2019 (KCCM 12589P) 인

것을 특징으로 하는 고농도 γ-PGA 및 GABA 함유 홍삼발효물 또는 옻나무발효물의 제조방법.

청구항 5 

제 3 항에 있어서,상기 단계 (2)에서 고초균은 (1) 단계에서 옻나무 추출물을 준비한 경우 바실러스 벨레젠시스

(Bacillus velezensis) MK 균주인 것을 특징으로 하는 고농도 γ-PGA 및 GABA 함유 홍삼발효물 또는 옻나무발효

물의 제조방법.

청구항 6 

제 3 항에 있어서,상기 단계 (3)에서 고초균 스타터는 상기 단계 (2)의 혼합물 100 중량부에 대하여 1 중량부

내지 10 중량부로 접종되는 것을 특징으로 하는 고농도 γ-PGA 및 GABA 함유 홍삼발효물 또는 옻나무발효물의

제조방법.

청구항 7 

제 3 항에 있어서,상기 단계 (3)에서 1차 발효는 30℃ 내지 50℃의 발효 온도에서 1 내지 3일 동안 진행되는 것

을 특징으로 하는 고농도 γ-PGA 및 GABA 함유 홍삼발효물 또는 옻나무발효물의 제조방법.

청구항 8 

제 3 항에 있어서,상기 단계 (3)에서 1차 발효 시 고초균은 단계 (2)에서 혼합한 MSG를 γ-PGA로 전환시키는 것

을 특징으로 하는 고농도 γ-PGA 및 GABA 함유 홍삼발효물 또는 옻나무발효물의 제조방법.
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청구항 9 

제 3 항에 있어서,상기 단계 (5)에서 2차 발효는 25℃ 내지 35℃의 발효 온도에서 5 내지 15일 동안 진행되는

것을 특징으로 하는 고농도 γ-PGA 및 GABA 함유 홍삼발효물 또는 옻나무발효물의 제조방법.

청구항 10 

제 3 항에 있어서,상기 단계 (5)에서 2차 발효 시 락토바실러스 플란타럼 KS2020 균주는 1차 발효물에 잔존하는

MSG를 GABA로 전환시키는 것을 특징으로 하는 고농도 γ-PGA 및 GABA 함유 홍삼발효물 또는 옻나무발효물의 제

조방법.

청구항 11 

제 3 항 내지 제 10 항 중 어느 하나의 항에 따른 제조방법에 의해 제조된 고농도 γ-PGA 및 GABA 함유 홍삼발

효물 또는 옻나무발효물.

청구항 12 

제 11 항에 따른 홍삼발효물 또는 옻나무발효물을 유효성분으로 함유하는 γ-PGA 및 GABA 증진용 건강식품 조성

물.

발명의 설명

기 술 분 야

본 발명은 GABA 생산 활성을 갖는 신규한 락토바실러스 플란타럼 KS2020 균주 및 이를 이용한 고농도 γ-PGA 및[0001]

GABA 함유 홍삼발효물 또는 옻나무발효물의 제조방법에 관한 것으로, 상세하게 고초균인 바실러스 균주와 신규

젖산균인 락토바실러스 플란타럼 KS2020 (KCCM 12782P) 균주를 이용한 이단발효를 통해 γ-PGA 및 GABA가 증진

된 발효물을 제조하는 방법에 관한 것이다. 상기의 방법에 의해 제조된 발효물은 γ-PGA, GABA, 펩티드, 프로바

이오틱스 등 다양한 기능성 물질을 함유하여 있기에 식품 및 기능성 식품, 화장품, 사료 소재로 이용할 수

있다.

배 경 기 술

홍삼(紅蔘)은 수삼(水蔘, Panax ginseng C.A. Meyer)의 뿌리를 쪄서 말린 붉은 인삼을 말한다. 홍삼의 중요 성[0002]

분으로는 백삼과 같이 배당체(glycosides), 인삼향성분(panacen), 폴리아세틸렌계 화합물, 함질소성분, 플라보

노이드, 비타민(B군), 미량원소, 효소, 항산화 물질과 유기산 및 아미노산 등이 있다. 홍삼은 중추신경에 대해

서 진정작용과 흥분작용이 있으며, 순환계에 작용하여 고혈압이나 동맥경화의 예방효과가 있다고 알려져 있다.

그 외에도 혈당치(血糖値)를 저하시켜 주고, 간을 보호하며, 내분비계에 작용하여 성행동(性行動)이나 생식효과

에 간접적으로 유효하게 작용하며, 항염(抗炎) 및 항종양작용(抗腫瘍作用)이 있고, 방사선에 대한 방어효과와

피부를 보호하며 부드럽게 하는 작용이 있다. 또한 최근 홍삼의 면역 개선, 피로 회복, 혈액순환 개선, 항산화,

갱년기 증상 완화, 항암 효과 등 다양한 효과들이 임상 및 연구를 통해 보고되고 있다.

옻나무는 뿌리, 뿌리껍질 및 줄기껍질, 심재(心材), 수지(樹脂), 칠엽(漆葉), 종자 등도 약용으로 쓰고 있으며,[0003]

절상 치료, 소적(消積), 구충(驅蟲), 어혈제, 신경통, 관절염, 피부병, 결핵균억제 등에 효능이 있다고 알려져

있으며, 옻나무의 주성분으로는 건칠이란 생칠속의 우루시올(Urushiol)이 락케이즈(laccase)의 작용으로 공기중

에서 산화되어 생성된 검은색의 수지(resin)이란 물질이 함유되어 있다. 최근에는 옻나무에서 MU2 및 머틸 칼레

이르라는 항암물질이 국내에서 추출되었는데, 이는 인체노화방지에 뛰어난 효과가 있고, 기존의 항암치료제보다

암세포 증식억제에 탁월한 효과가 있는 것으로 보고된 바 있다.

한편, 감마-아미노부티르산(γ-aminobutyric acid; GABA)은 비단백질 구성 아미노산으로서 사람에 있어서는 신[0004]

경계 및 혈액에 함유되어 있고, 이의 대부분은 뇌의 골수에 존재하여 아세틸 콜린이라 불리는 신경전달 물질은

증가시키고, 뇌 기능을 촉진시키는 등의 생리작용을 한다. GABA는 신경전달물질, 뇌기능 촉진 뿐만 아니라, 다

른 여러 생리활성을 가지고 있는데 오래 전부터 혈압저하작용, 이뇨작용 등을 가진다는 것이 알려져 있으며, 특

히 뇌졸중 치료제로서 의약품에도 등록되어 있다. GABA 함유 차, 쌀 및 콩 발효 식품, 김치 등에서 분리한 유산

균들이 GABA를 고농도로 생산한다는 연구 보고가 있는데 실제 일본에서는 김치에서 분리한 젖산균을 이용하여
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GABA를 고농도 생산함으로써 식품에 실제 응용하고 있다.

또한, 일본 소주에서부터 락토바실러스 브레비스(Lactobacillus brevi)를 배양하여 직접 GABA를 만드는 방법까[0005]

지 보고되고 있다. 이런 고혈압 예방, 뇌기능 촉진 등의 효과는 계속 건강에 대한 관심이 높아지고 있는 시점에

서 GABA의 산업적 응용을 더욱 가속화할 것으로 예측된다.

이러한 배경 하에서, 본 발명자들은 홍삼을 이용하여 γ-PGA, GABA, 펩티드, 프로바이오틱스 등 다양한 기능성[0006]

물질을 함유된 홍삼발효물 또는 옻나무발효물을 개발하고자 하였다.

선행기술문헌

특허문헌

(특허문헌 0001) 대한민국 등록특허 제10-1616187호 (2016.04.21. 등록) [0007]

발명의 내용

해결하려는 과제

홍삼은 국내에서 잘 알려진 건강기능식품으로 6년된 수삼의 껍질을 제거하지 않고 증기를 통해 오랜 시간 찐 후[0008]

건조한 것을 홍삼이라 한다. 이 홍삼으로부터 물과 주정 등 용매를 통해 추출 및 여과하여 농축한 것을‘홍삼농

축액’이라고 하는데, 인삼에는 진세노사이드(Ginsenoside)라고 하는 트리테르페니드(Triterpenid)계 인삼사포

닌이 함유되어 있고, 항암 활성, 면역기능 조절, 항산화 활성 및 노화 억제 등의 효능이 알려져 있다. 이러한

인삼을 통해 제조한 홍삼에는 인삼에는 없는 사포닌을 함유하고 있으며, 최근 홍삼의 면역 개선, 피로 회복, 혈

액순환 개선, 항산화, 갱년기 증상 완화, 항암 효과 등 다양한 효과들이 임상 및 연구를 통해 보고되었다. 이러

한 홍삼은 발효를 통해 특정 진세노사이드를 강화하며 다양한 기능성 물질을 포함할 수 있다. 세계적으로 고령

화와 생활 습관성 질병 및 만성 질환에 대한 관심과 함께 건강기능식품의 소비 또한 증가되는 추세이다. 따라서

홍삼농축액을 이용하여 종래의 고초균과 신규 젖산균인 락토바실러스 플란타럼 KS2020 균주의 혼합 발효를 통해

점질물, γ-PGA, GABA, 펩티드, 프로바이오틱스 등 다양한 기능성물질이 강화된 발효홍삼 제품을 개발하였다.

상세하게, 본 발명자들은 홍삼농축액(RGC)을 희석한 5% 홍삼 희석액에 발효성 당으로 포도당 및 탈지유(skim[0009]

milk)를 첨가한 후 점질물 r-PGA와 GABA 생산의 전구물질인 MSG를 소정량 첨가하여 고초균으로 1차 발효하고,

다시 신균 젖산균인 락토바실러스 플란타럼 KS2020 균주를 접종하여 2차 발효를 통해 이단발효(또는 복합발효)

를 최적화하는 경우 고농도 γ-PGA 및 GABA 함유 발효물을 제조할 수 있음을 확인할 수 있었다. 또한 본 발명에

서 이용한 신규 젖산균인 락토바실러스 플란타럼 KS2020 균주는 종래에 알려진 균주인 락토바실러스 플란타럼

EJ2014와 대비하여 GABA 전환능이 월등히 우수하다는 것을 확인하였다.

따라서, 본 발명은 GABA 생산 활성을 갖는 신규한 락토바실러스 플란타럼 KS2020 균주를 제공한다.[0010]

또한,  본  발명은  고초균과  젖산균을  이용한  이단발효법을  통해  고농도  감마-폴리글루타민산(gamma-poly[0011]

glutamic acid; γ-PGA)과 감마-아미노뷰티르산(gamma-aminobutyric acid; GABA)를 포함하는 고농도 γ-PGA 및

GABA 함유 홍삼발효물 또는 옻나무발효물의 제조방법을 제공한다.

또한, 본 발명은 상기 제조방법으로 제조된 홍삼발효물 또는 옻나무발효물을 유효성분으로 함유하는 γ-PGA 및[0012]

GABA 증진용 건강식품 조성물을 제공한다.

과제의 해결 수단

상기 목적을 달성하기 위하여, 본 발명은 GABA(γ-aminobutyric acid) 생산 활성을 갖는 락토바실러스 락토바실[0013]

러스 플란타럼 KS2020(KCCM 12782P) 균주를 제공한다.

또한, 본 발명은 (1) 홍삼추출물을 농축하여 얻은 농축액 또는 옻나무 추출물을 농축하여 얻은 농축액을 준비하[0014]

는 단계; (2) 상기 농축액을 희석하여 얻은 희석액에 모노소듐 글루타메이트(mono sodium glutamate; MSG), 글

루코오스(glucose), 및 탈지유(skim milk)를 혼합하여 혼합물을 제조하는 단계; (3) 상기 단계 (2)의 혼합물에

고초균 스타터를 접종 및 배양하여 상기 단계 (2)의 혼합물을 1차 발효시킴으로써 1차 발효물을 획득하는 단계;

(4) 상기 1차 발효물에 대하여 탈지유(skim milk) 및 글루코오스(glucose)로 이루어진 군으로부터 선택된 1종
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이상을 혼합하여 혼합물을 제조하는 단계; 및 (5) 상기 단계 (4)의 혼합물에 젖산균인 락토바실러스 플란타럼

KS2020 (KCCM 12782P) 균주 스타터(starter)를 접종 및 배양하여 상기 단계 (4)의 혼합물을 2차 발효시킴으로써

2차 발효물을 획득하는 단계;를 포함하는 고농도 γ-PGA 및 GABA 함유 홍삼발효물 또는 옻나무발효물의 제조방

법을 제공한다.

또한, 본 발명은 상기 제조방법으로 제조된 홍삼발효물 또는 옻나무발효물을 유효성분으로 함유하는 γ-PGA 및[0015]

GABA 증진용 건강식품 조성물을 제공한다.

발명의 효과

본  발명은  고초균과  신규한  젖산균을  이용한  이단발효법을  통해  감마-폴리글루타민산(gamma-poly  glutamic[0016]

acid;  γ-PGA)과  감마-아미노뷰티르산(gamma-aminobutyric  acid;  GABA)를  동시에  생산하는  방법에  관한

것으로, 혼합 발효 형태인 2단 발효를 수행함으로써 풍미가 우수하고 점질물, GABA, 혈전용해효소 등을 포함하

는 기능성 홍삼발효물 또는 옻나무발효물을 제조함으로써, 이를 활용하여 기능성 음료 및 식품 개발의 가능성을

높일 수 있다.

도면의 간단한 설명

도 1은 신규 젖산균을 동정하기 위해 균주를 MRS 배지에 도말하는 모습을 나타낸 것이다.[0017]

도 2는 본 발명에 따른 L. plantarum KS2020 균주의 동정을 위한 BLAST 결과이다.

도 3은 본 발명에 따른 L. plantarum KS2020 균주의 계통수(Phylogenetic tree)이다.

도 4는 본 발명에 따른 고초균 및 젖산균을 이용한 이단 발효 과정을 나타낸 모식도이다.

도 5는 홍삼농축액(RGC)에 대한 고초균인 B. subtilis HA 또는 B. velezensis WK2019에 의한 발효 과정을 나타

낸 모식도이다.

도  6은  홍삼농축액(RGC)에  대한  고초균인  B.  velezensis  및  L.  plantarum  균주(L.  plantarum  EJ2014,  L.

plantarum KS2020)에 의한 발효 과정을 나타낸 모식도이다.

도  7은  옻나무희석액(TVE)의  고초균인  B.  velezensis  MK  및  L.plantarum  균주(L.  plantarum  EJ2014,  L.

plantarum KS2020)에 의한 발효 과정을 나타낸 모식도이다.

도 8은 홍삼농축액(RGC)의 고초균을 이용한 발효 시 발효물의 pH 및 산도를 나타낸 그래프이다.

도  9는  홍삼농축액(RGC)의  고초균을  이용한  발효  시  점조도(Consistency  index)  및  점질물양(Mucilage

content)을 나타낸 그래프이다.

도 10은 홍삼농축액(RGC)의 B. velezensis WK2019 및 L. plantarum 균주(L. plantarum EJ2014, L. plantarum

KS2020)를 이용한 이단발효 시의 발효물의 pH 및 산도를 나타낸 그래프이다.

도 11은 홍삼농축액(RGC)의 B. velezensis WK2019 및 L. plnatarum 균주(L. plantarum EJ2014, L. plantarum

KS2020)를 이용한 이단발효 시 발효물 내 생존 가능한 박테리아 수를 확인한 결과 그래프이다.

도 12는 홍삼농축액(RGC)의 B. velezensis WK2019 및 L. plantarum 균주(L. plantarum EJ2014, L. plantarum

KS2020)를 이용한 이단발효 시 발효물의 TLC 분석 결과이다.

도 13은 옻나무희석액(TVE)의 B.  velezensis  MK  및 L.  plantarum  균주(L.  plantarum  EJ2014,  L.  plantarum

KS2020)를 이용한 이단발효 시 발효물의 TLC 분석 결과이다.

도 14는 L. plantarum EJ2014 균주와 L. plantarum KS2020 균주의 GABA 생성 능력을 glucose 2%, MSG 3%가 첨

가된 MRS broth에서 배양 후 TLC 분석을 통해 비교한 결과이다.

도 15는 홍삼농축액(RGC)의 B. velezensis WK2019와 L. plantarum 균주(L. plantarum EJ2014, L. plantarum

KS2020)에 의해 이단발효 시 티로신 함량 결과를 나타낸 그래프이다.

도 16은 홍삼농축액(RGC) 시료의 RAW264.7 대식세포에 대한 세포 독성 결과이다.

도 17은 홍삼농축액(RGC) 시료의 RAW264.7 대식세포에 대한 산화질소(NO) 생성 결과를 나타낸 그래프이다.

도 18은 LPS가 처리되어 염증이 유도된 RAW264.7 대식세포에 대한 홍삼농축액 및 홍삼농축액 발효물의 세포 생
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존율을 측정하여 나타낸 그래프이다.

도 19는 LPS가 처리되어 염증이 유도된 RAW264.7 대식세포에 대한 산화질소(NO) 생성 억제 결과를 나타낸 그래

프이다.

도 20은 L. plantarum KS2020의 API 50CHL 키트 결과를 토대로 균주를 동정한 결과이다.

도 21은 L. plantarum KS2020의 API 50CHL 키트 결과로 반응전(좌) 및 반응후(우)를 나타내는 사진이다.

발명을 실시하기 위한 구체적인 내용

본 발명자들은 고초균과 젖산균을 이용한 이단발효법을 통해 감마-폴리글루타민산(gamma-poly glutamic acid;[0018]

γ-PGA)과 감마-아미노뷰티르산(gamma-aminobutyric acid; GABA)를 동시에 생산하는 방법에 관한 것으로, 더욱

상세하게는  홍삼  추출물  또는  옻  추출물에  고초균(Bacillus  subtilis)인  바실러스  서브틸리스(Bacillus

subtilis) HA (KCCM 10775P) 균주 또는 바실러스 벨레젠시스(Bacillus velezensis) WK2019 (KCCM 12589P)를 이

용한 1차 발효를 수행한 후 젖산균인 신규한 락토바실러스 플란타럼 KS2020 (KCCM 12782P) 균주로 2차 발효를

통해 혼합 발효를 수행함으로써 풍미가 우수하고 점질물, GABA, 펩티드 등을 포함하는 기능성 발효물을 제조할

수 있다는 것을 알게 되었다. 특히, 락토바실러스 플란타럼 KS2020 (KCCM 12782P) 균주는 종래의 락토바실러스

플란타럼 EJ2014와 대비하여 GABA 전환능이 월등히 우수하다는 것을 확인하였다.

따라서, 종래의 발효물 제조방법보다 고농도 γ-PGA, GABA, 펩티드 등의 성분이 다량 함유된 홍삼발효물 또는[0019]

옻나무발효물을 얻을 수 있다는 것을 알게 되어 본 발명을 완성하기에 이르렀다.

이에  본  발명은  GABA(γ-aminobutyric  acid)  생산  활성을  갖는  락토바실러스  락토바실러스  플란타럼[0020]

KS2020(KCCM 12782P) 균주를 제공한다.

상기 균주는 김치에서 분리된 것으로, 한국미생물보존센터에 KCCM 12782P로 수탁하였다.[0021]

또한, 본 발명은 (1) 홍삼추출물을 농축하여 얻은 농축액 또는 옻나무 추출물을 농축하여 얻은 농축액을 준비하[0022]

는 단계; (2) 상기 농축액을 희석하여 얻은 희석액에 모노소듐 글루타메이트(mono sodium glutamate; MSG), 글

루코오스(glucose), 및 탈지유(skim milk)를 혼합하여 혼합물을 제조하는 단계; (3) 상기 단계 (2)의 혼합물에

고초균 스타터(starter)를 접종 및 배양하여 상기 단계 (2)의 혼합물을 1차 발효시킴으로써 점질물인 감마-폴리

글루탐산(γ-polyglutamic acid, γ-PGA)이 생성된 추출물 1차 발효물을 획득하는 단계; (4) 상기 1차 발효물에

대하여 탈지유(skim milk) 및 글루코오스(glucose)로 이루어진 군으로부터 선택된 1종 이상을 혼합하여 혼합물

을 제조하는 단계; 및 (5) 상기 단계 (4)의 혼합물에 젖산균인 락토바실러스 플란타럼 KS2020 (KCCM 12782P) 균

주 스타터(starter)를 접종 및 배양하여 상기 단계 (4)의 혼합물을 2차 발효시킴으로써 점질물 및 감마-아미노

뷰티르산(gamma-aminobutyric acid; GABA)이 생성된 2차 발효물을 획득하는 단계를 포함하는 고농도 γ-PGA 및

GABA 함유 홍삼발효물 또는 옻나무발효물의 제조방법을 제공한다. 도 4는 본 발명에 고초균 및 젖산균을 이용한

이단 발효 과정을 나타낸 모식도를 나타낸 것이다.

상세하게, 상기 (1) 단계는 홍삼추출물을 농축하여 얻은 농축액 또는 옻나무 추출물을 농축하여 얻은 농축액을[0023]

준비하는 단계로서, 홍삼 또는 옻나무를 물과 또는/및 주정 등의 용매를 통해 추출 및 여과하여 농축하여 얻은

농축액을 말하나, 반드시 이에 제한되지 않는다.

다음으로  상기  (2)  단계는  상기  농축액을  희석하여  얻은  희석액에  모노소듐  글루타메이트(mono  sodium[0024]

glutamate; MSG), 글루코오스(glucose), 및 탈지유(skim milk)를 혼합하여 혼합물을 제조하는 단계이다.

본 발명에 있어서, "스타터(starter)"란 발효물을 제조하는 경우에 사용하는 미생물 배양액을 말한다. 따라서[0025]

스타터 미생물의 종류는 그 제품의 특성을 결정하게 되며 제품의 품질에 중요한 영향을 미친다. 일반적으로 미

생물 중에서 스타터로 사용되고 있는 것은 박테리아, 곰팡이, 효모 등이 있으며, 이것을 단독 혹은 혼합하여 사

용할 수 있다.

본 발명에 사용된 바실러스 서브틸리스 HA(Bacillus subtilis HA)(KCCM 10775P) 균주는 전통 청국장에서 분리[0026]

및 동정한 균주이다.

또한, 본 발명에 사용된 바실러스 벨레젠시스(Bacillus velezensis) WK2019 (KCCM 12589P) 균주는 김치에서 분[0027]

리 및 동정한 균주이다.

또한, 본 발명에 사용된 바실러스 벨레젠시스(Bacillus velezensis) MK 균주는 맥아에서 분리 및 동정한 균주로[0028]
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서 공지된 균주이다.

상기 (1) 단계에서 홍삼 추출물을 사용하는 경우 서브틸리스(Bacillus subtilis) HA (KCCM 10775P) 균주 또는[0029]

바실러스 벨레젠시스(Bacillus velezensis) WK2019 (KCCM 12589P)일 수 있으나, 반드시 이에 제한되지 않는다.

또한, 상기 (1) 단계에서 옻나무 추출물을 준비한 경우 바실러스 벨레젠시스(Bacillus velezensis) MK 균주일[0030]

수 있으나, 반드시 이에 제한되지 않는다.

본 발명에 있어서, "점질물"에는 "감마-폴리글루탐산(gamma-poly glutamic acid; γ-PGA)"이 포함되어 있으며,[0031]

상기 γ-PGA는  글루탐산 단량체(monomer  glutamic  acid)의  a-아미노기와 γ-카르복실기 사이의 아미드 결합

(amide linkage)에 의해 결합된 동종 중합체(homopolymer)이다. 일본의 전통발효식품인 낫토(natto)의 점액성물

질이  고초균(Bacillus)에  의해  생산되는  대표적인  γ-PGA로서  바실러스  낫토  사와무라(Bacillus  natto

Sawamura)에 의해 생산되었다는 보고가 있다. 일반적으로 γ-PGA는 수용성, 음이온성, 무독성, 생분해성, 생체

적합성, 식용 등의 다양한 특성이 있기 때문에 다양한 분야에서 응용되고 있다.

또한, 본 발명에서 사용된 락토바실러스 플란타럼(Lactobacillus plantarum) EJ2014 균주는 한국미생물보존센터[0032]

에 KCCM 12782P로 수탁하였다.

본 발명에 있어서, "감마 아미노부티르산(gama amino butyric acid; GABA)"은 4-아미노부틸산으로써 L-글루타메[0033]

이트(L-glutamate) 기질이 탈탄산 반응에 의해 생성되며, 이에 관여하는 효소로는 글루타메이트 디카르복실라제

(glutamate  decarboxylase;  GAD)가 있으며 피리독시드-5'-포스페이트(pyridoxid-5'-phosphate) 의존성 경로로

합성된다. GABA는 단백질에서는 발견이 되지 않는 비단백질성 아미노산으로 뇌나 척수에 존재하는 신경전달물질

로 혈류를 개선하며 뇌의 산소공급을 증가시켜 뇌의 대사촉진 및 뇌 기억을 증진시키는 뇌의 영양제로 알려져

있다. GABA는 글루타메이트(glutamate)가 신경을 활성화시키는 것과는 달리 신경활성을 억제하는 것으로 알려져

있으며, 이러한 기능은 신경세포의 기능과 정보처리에 지대한 영향을 미치게 되는데 특히 감각 뇌에서 방향 민

감성, 각도 민감성 반응 등을 결정하며 정교한 운동기능도 조율하는 것으로 알려져 있다. GABA의 뇌혈류 촉진효

과와 산소공급 증가효과는 뇌세포의 대사를 촉진시킴으로써 뇌졸중의 후유증 및 뇌동맥경화증 등에 개선효과가

나타나 의약품으로 사용되고 있다.

상기 단계 (3)에서 바실러스 균주 스타터는 상기 단계 (2)의 혼합물 100 중량부에 대하여 1 중량부 내지 10 중[0034]

량부로 접종될 수 있는 바, 상기 수치 범위 내에서 가장 효과적으로 1차 발효를 진행하여 고농도의 γ-PGA를 포

함하는 추출물 1차 발효액을 제조할 수 있다.

이때 상기 단계 (3)에서 1차 발효는 30℃ 내지 50℃의 발효 온도에서 1 내지 3일 동안 진행될 수 있으며, 바람[0035]

직하게는 42℃의 발효 온도에서 2일 동안 진행할 수 있으나, 반드시 이에 제한되는 것은 아니다.

상기 (4) 단계는 상기 1차 발효물에 대하여 탈지유(skim milk) 및 글루코오스(glucose)로 이루어진 군으로부터[0036]

선택된 1종 이상을 혼합하여 혼합물을 제조하는 단계로서, 홍삼농축액을 사용하는 경우 (4) 단계에서 탈지유 및

글루코오스를 모두 혼합하는 것이 바람직하다.

상기 단계 (5)에서 2차 발효 시에, 락토바실러스 플란타럼 KS2020 균주가 1차 발효물에 잔존하는 MSG를 GABA로[0037]

전환시킬 수 있는 바, 최종적으로 얻어지는 추출물 2차 발효액은 고농도의 γ-PGA 뿐만 아니라 고농도의 GABA를

더 포함하여 다양한 생리 활성 기능을 나타낼 수 있다.

상기 단계 (5)에서 2차 발효는 25℃ 내지 35℃의 발효 온도에서 7 내지 15일 동안 진행될 수 있으나 반드시 이[0038]

에 제한되는 것은 아니다.

또한, 본 발명은 상기 방법에 의해 제조된 고농도 γ-PGA 및 GABA 함유 홍삼발효물 또는 옻나무발효물을 제공한[0039]

다.

상기 발효물은 혼합 발효액은 면역 활성을 증진시키거나 알러지 반응을 억제할 수 있는 바, 고농도의 GABA를 포[0040]

함함으로써 인지능 기능을 향상시키면서도, 면역 활성 또는 알러지 반응과 관련된 질환을 예방, 개선 또는 치료

하는 효과를 나타낼 수 있다.

또한, 본 발명은 상기 홍삼발효물 또는 옻나무발효물을 유효성분으로 함유하는 GABA 증진용 건강식품 조성물을[0041]

제공한다.

상기 건강식품은 분말, 과립, 정제, 캡슐, 시럽 또는 음료 등으로 제조될 수 있고, 본 발명에 따른 상황버섯 발[0042]

효물, 또는 상황버섯 추출물 이외에 다른 식품 또는 식품 첨가물과 함께 제조될 수 있다. 즉, 상기 건강식품은
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당 업계에서 통상적으로 사용되는 방법에 의하여 제조가능하고, 건강식품으로 인정되는 제형이면 제한 없이 제

조될 수 있다. 또한, 상기 건강식품 제조 시에는 당 업계에서 통상적으로 첨가하는 원료 및 성분을 첨가하여 제

조할 수 있으며 통상적인 방법에 따라 적절하게 사용될 수 있다. 상기 건강식품은 일반 약품과는 달리 식품을

원료로 하여 약품의 장기 복용 시 발생할 수 있는 부작용 등이 없는 장점이 있고, 휴대성이 뛰어나, 불면증 개

선, 스트레스 해소, 우울증 완화, 혈압강하, 면역 증진 등의 다양한 효과를 위한 보조제로 섭취될 수 있다.

상기 발효물 유효성분의 혼합양은 그의 사용 목적, 예를 들어, 예방, 건강 개선 등 처치에 따라 적합하게 결정[0043]

될 수 있다.

상기 건강기능 식품 조성물은 여러 가지 영양제, 비타민, 광물(전해질), 합성 풍미제 및 천연 풍미제 등의 풍미[0044]

제, 착색제 및 중진제(치즈, 초콜릿 등), 펙트산 및 그의 염, 알긴산 및 그의 염, 유기산, 보호성 콜로이드 증

점제, pH 조절제, 안정화제, 방부제, 글리세린, 알코올, 탄산음료에 사용되는 탄산화제 등을 함유할 수 있다.

이하, 본 발명의 이해를 돕기 위하여 실시예를 들어 상세하게 설명하기로 한다. 다만 하기의 실시예는 당업계에[0045]

서 평균적인 지식을 가진 자에게 본 발명을 보다 완전하게 설명하기 위해 제공되는 것이며 본 발명의 내용을 예

시하는 것일 뿐이므로 본 발명의 범위가 하기 실시예에 한정되는 것은 아니다.

<준비예 1> 재료 준비[0046]

본 발명에 사용한 홍삼농축액(Red ginseng concentrate, 이하‘RGC’임)은 고려금산홍삼(Geumsan, Korea)에서[0047]

구입하여 사용하였다. 고초균(1차 발효) 및 젖산발효(2차 발효) 시 γ-PGA와 GABA 생성을 위하여 첨가한 부원료

인 모노소듐 글루타메이트(MSG)와 글루코오스(glucose)는 각각 CJ Cheiljedang (Seoul, Korea), Samyang Genex

Corporation(Incheon, Korea)에서 구입하였고, 펩타이드(peptide) 생성을 위해 첨가한 탈지유(skim milk)는 서

울우유(Seoul, Korea)에서 구매하여 사용하였다. MRS 배지는 Difco™ Lactobacilli MRS(Becton, Dicknson and

Company, Sparks, MD, USA)사의 제품을 구매하여 사용하였고, 그 외 실험에 사용된 시약은 특급 시약들을 구매

하여 사용하였다.

<준비예 2> 균주 동정[0048]

(1) 시료채취 및 유산균 분리[0049]

가정에서 제조한 김치 시료를 수거하여, 1차적으로 내산성, 내담즙성을 갖는 유산균을 분리하였다. 김치액에[0050]

0.1% pepsin solution(pH 2.0; Sigma-Aldrich Co.)을 첨가한 후, 37℃에서 2시간 동안 배양하였다. 연속 배양

을  위해  2시간  동안  반응한  용액을  0.3%  담즙염(pH  6  ~  7;  Sigma-Aldrich  Co.)에  접종하였다.  반응액을

BCP(Bromocresol-purple)지시약을 첨가한 MRS 배지에 도말하고, 30℃ 배양기에서 24 시간 배양 후, 젖산 생산에

의해 노랗게 형성된 콜로니(colony)를 분리하였다. 분리한 콜로니를 3회 이상 MRS agar medium에 순수 배양한

것을 동결보관 및 유지하여 균주의 특징을 분석하였다.

(2) 균주의 특징 분석 및 동정[0051]

선별된 균주의 형태학적 및 생화학적 특징을 분석하였다. API 50CHL kit를 통해 분석 결과(그림 20,21), 균주의[0052]

속종은 Lactobacillus plantarum으로 확인되었고 Lactobacillus plantarum은 잘 알려진 Gram(+), Catalase(-

)인 혐기성-통성 혐기성 간균으로 발효에 사용하는 당은 하기 표 1과 같음을 확인할 수 있었다.

표 1

[0053] 당 결과 당 결과

0 Control - 25 Esculin ferric citrate +

1 Glycerol + 26 Salicin +

2 Erythritol - 27 D-cellobiose +

3 D-arabinose - 28 D-maltose +

4 L-arabinose - 29 D-lactose(bovine origin) +

5 D-ribose + 30 D-melibiose +

6 D-xylose - 31 D-saccharose(sucrose) +

7 L-xylose - 32 D-trehalose +

8 D-adonitol - 33 Inulin -

9 Methyl-βD-xylopyranoside - 34 D-melezitose +

10 D-galactose + 35 D-raffinose -
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11 D-glucose + 36 Amidon(starch) -

12 D-fructose + 37 Glycogen -

13 D-mannose + 38 Xylitol -

14 L-sorbose - 39 Gentiobiose +

15 L-rhamnose - 40 D-turanose +

16 Dulcitol - 41 D-Lyxose -

17 Inositol - 42 D-tagatose -

18 D-mannitol + 43 D-fucose -

19 D-sorbitol + 44 L-fucose -

20 Methyl-αD-mannopyranoside - 45 D-arabitol -

21 Methyl-αD-glucopyranoside - 46 L-arabitol -

22 N-acetylglucosamine + 47 potassium gluconate -

23 amygdalin + 48 potassium 2-ketogluconate -

아울러, 도 2에 나타낸 바와 같이 블라스트(Blast)를 이용하여 데이터베이스(Database)에 등록된 염기서열과 상[0054]

동성을 비교하고 계통도 작성(MEGA-X Program)한 결과로서, 본 발명자는 상기 균주를 새로운 락토바실러스 플랜

타럼(L. plantarum) 균주로 동정하였고, 락토바실러스 플랜타럼 KS2020로 명명하여 한국미생물 보존센터(KCCM)

에 2020년 9월 9일자로 기탁하였다(기탁번호 KCCM 12782P)(도 2 및 도 3).

<준비예 3> 균주 스타터(starter) 제조[0055]

1차 발효에 사용되는 고초균인 Bacillus subtilis HA 균주를 MRS 배지에 접종하여 42℃에서 24시간 배양하고,[0056]

영양배지(Nutrient broth)에 접종하여 42℃에서 24시간 160 rpm으로 진탕배양 하였다. 이후 원심분리하여 상등

액을 제거하고 균체를 멸균수로 희석하여 10배 농축하여 Bacillus subtilis HA 스타터를 제조하였다. 또 다른

고초균인 Bacillus velezensis WK2019 균주도 동일한 방법으로 제조하였다.

아울러,  옻나무  추출액의  발효를  위해  맥아에서  분리된  B.  velezensis  MK  균주  스터터는  MRS  배지에  B.[0057]

velezensis MK 균주를 접종하고 42℃에서 24시간 배양 후 5% 탈지유 배지(skim milk broth)에 접종하여 42℃에

서 24시간 160rpm으로 진탕 배양하여 스타터로 제조하였다.

본 발명자들이 동정한 신규 균주인 L. plantarum KS2020 균주는 MRS 배지에 접종하고 30℃에서 24시간 배양 후[0058]

스타터로 제조하였다.

<실험예 1> 고초균 발효(1차 발효)를 위한 최적 균주 선별 및 발효[0059]

점질물의 생산 최적화를 위한 균주 선별을 목적으로 121℃, 15분간 오토클레이브(autoclave)에서 고압증기멸균[0060]

과정을  거친  5%  홍삼농축액(red  ginseng  concentrate,  RGC)에  40%  글루코스,  50%  MSG를  사용하여  각각

2%(w/v), 5%(w/v) 농도로 혼합하였다. 특히, 10% 탈지유 용액(w/v)을 각각 전체 부피의 10%, 2%, 5%, 2.5%가

되도록 첨가 후 1차 고초균 발효(alkaline fermentation)를 위해서 B. subtilis HA 균주 또는 B. velezensis

WK2019 균주의 농축 스타터를 5% 접종하여 진탕배양기(SI-900R, Jeio Tech. Co., Ltd., Daejeon, Korea)에서

42℃, 160 rpm으로 2일 동안 진탕배양한 후 점질물 생산이 우수한 균주를 최적 균주로서 채택하였다(도 5, 표

2).

표 2

component (mL)[0061]
A
1)

B
2)

50% RGC 20

40% glucose 10

50% MSG 20

10% skim milk 50

D, W. 90

HA starter 10 -

WK2019 starter - 10

Total 200
1)
A : B. subtilis HA, 

2)
B : B. velezensis WK2019

공개특허 10-2022-0133520

- 10 -



<실험예 2> 고초균 발효(1차 발효)[0062]

점질물의 생산 최적화를 위해,  발효 조건을 최적화하여 발효시켰다.  상세하게,  121℃,  15분간 오토클레이브[0063]

(autoclave)에서 고압증기멸균 과정을 거친 50% 홍삼농축액(RGC), 40% 글루코오스, 50% MSG, 10% 탈지유(Skim

milk) 용액(w/v)을 각각 전체 부피의 10%, 2%, 5%, 2.5%가 되도록 첨가 후 B. velezensis WK2019 균주 스타터

5%를 접종하여 진탕배양기에서 42℃, 160 rpm으로 2일 동안 진탕 배양한 후 발효물의 이화학적 분석을 하였다

(도 6 및 표 2).

<실험예 3> 고초균 및 젖산균을 이용한 이단발효(복합발효)[0064]

실험예 2에서 수득한 고초균에 의한 1차 발효물을 이용하여 GABA 생산 최적화를 위해 젖산균을 통한 2차 혼합[0065]

발효를 위해, 먼저 고초균 발효를 진행한 1차 발효물에 L. plantarum EJ2014 스타터 또는 L. plantarum KS2020

스타터를 각각 1%(v/v) 접종한 홍삼농축액 배지를 항온배양기(IS-971R, JeioTech. Kimpo, Korea)에서 30℃로 7

일간 정치 배양 후 홍삼발효물의 이화학적 분석을 하였다(도 6 및 표 3).

표 3

Component (mL)[0066]
A
1)

B
2)

50% RGC 20

40% glucose 10

50% MSG 20

10% skim milk 50

D. W. 90

WK2019 starter 10

Total 200

Fermented RGC 200

40% glucose 10

10% skim milk 100

D. W. 86

EJ2014 starter 4 -

KS2020 starter - 4

Total 400
1)
A : L. plantarum EJ2014, 

2)
B : L. plantarum KS2020

<실험예 5> 옻나무 추출물을 이용한 이단발효(복합발효)[0067]

농업법인(주)옻가네의 발효를 통해 우루시올이 제거된 참옻 발효진액을 옻나무 추출물로써 준비하였다. 이렇게[0068]

준비한 옻나무 추출물을 실험예 1 내지 4와 동일한 과정으로 진행하되, 도 7에 나타낸 바와 같이 고초균의 경우

B. subtilis MK를 사용하여 이단발효를 수행하였다(표 4).

표 4

Component (mL)[0069]
A
1)

B
2)

C
3)

D
4)

TVE 60

50% glucose - 8

50% MSG 20

MK starter 10

D, W. 110 102

Total 200

10% skim milk 200

EJ2014 starter 4 - 4 -

KS2020 starter - 4 - 4

Total (mL) 404
1)
A : glucose 0%, EJ2014 starter, 

2)
B : glucose 0%, KS2020 starter, 

3)
C : glucose 2%,

EJ2014 starter, 
4)
D : glucose 2%, KS2020 starter
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<실시예 1>  홍삼발효물의 이화학적 성분 분석[0070]

1-1. 고초균 발효 시 pH 및 산도 변화[0071]

홍삼농축액(RGC) 5%, 글루코오스 2%, MSG 5%, 탈지유 2.5% 첨가한 조건에서 1차 고초균 발효 0일차 pH 6.40,[0072]

산도(acidity)  0.20%에서 1차 접종 균주인 B.  subtilis  HA,  또는 B.  velezensis  WK2019  조건에서 각각 pH

6.66,  6.96,  및 산도(acidity) 0.24%,  0.21%로 나타내었다. 발효 시작 후 2일차에 pH 7.48,  7.67,  및 산도

(acidity) 0.15%, 0.14%로 pH는 증가하고 산도는 감소하는 경향을 보였다(도 8).

1-2. 고초균 발효 시 점조도 및 점질물 생성 변화[0073]

홍삼농축액(RGC) 5%, 글루코오스(glucose) 2%, MSG 5%, 탈지유(skim milk) 2.5% 첨가한 조건에서 고초균인 B.[0074]

subtilis HA, 또는 B. velezensis WK2019 균주 스타터를 이용한 발효 2일간의 점조도 및 점질물 생성 변화를

측정하였다.

그 결과, 점조도는 B. subtilis HA, 및 B. velezensis WK2019 균주는 0 일차일 때 각각 0.00 Pa-sn, 0.00 Pa-[0075]

sn에서  1일차일  때  0,05  Pa-sn,  0.14  Pa-sn까지  증가한  후  2일차에  B.  subtilis  HA는  0.05  Pa-sn,  B.

velezensis  WK2019는 0.08  Pa-sn로 감소하는 경향을 보였다. 점질물의 경우 B. subtilis HA, B. velezensis

Wk2019는 각각 1일차 3.90%, 2.80%로 나타났고, 발효 2일차에 B. subtilis HA는 감소하였으며, B. velezensis

WK2019는 증가하여 각각 2.00%, 4.20%의 점질물 함량을 나타내었다(도 9).

1-3. 고초균 및 젖산균을 이용한 혼합 발효 시 pH 및 산도 변화[0076]

홍삼농축액(RGC) 5%, 글루코오스(glucose) 2%, MSG 5%, 탈지유(skim milk) 2.5% 첨가한 조건에서 고초균으로 1[0077]

차 발효 0일차 pH 6.53, 산도(acidity) 0.16%에서 발효 2일차 pH 7.79, 산도(acidity) 0.09%로 pH는 증가하고

산도는  감소하는  경향을  보였다.  고초균인  B.  subtilis  HA  또는  B.  velezensis  WK2019와  젖산균인  L.

plantarum KS2020을 이용하여 2차 혼합 발효가 진행되면, 발효 7일차 발효물의 pH는 크게 감소하여 B. subtilis

HA를 고초균으로 사용한 경우 pH 4.68, B. velezensis WK2019를 고초균으로 사용한 경우 4.80를 보였다. 아울

러, 산도(acidity)는 B. subtilis HA를 고초균으로 사용한 경우 1.57%, B. velezensis WK2019를 고초균으로 사

용한 경우 1.30%를 나타내었다(도 10).

<실시예 2> 홍삼발효물의 생균수 변화[0078]

홍삼농축액(RGC) 5%, 글루코스 2%, MSG 5%, 탈지유(skim milk) 2.5% 첨가한 조건에서 B. subtilis HA 또는 B.[0079]

velezensis  WK2019를  이용하여  1차  발효  시  생균수는  발효  0일차  8.10  log  CFU/mL에서  2일차에  9.54  log

CFU/mL까지 증가하였다.  아울러, L. plantarum EJ2014 또는 L. plantarum KS20202를 이용하여 2차 발효 시 각

각 0일차 7.14, 7.25 log CFU/mL에서 발효 7일차 8.97, 9.16 log CFU/mL로 증가하는 경향을 나타내었다. B.

subtilis HA, 또는 B. velezensis WK2019를 이용한 경우 생균수는 2차 발효 기간 동안 두 조건 모두 감소하는

경향을 나타냈고 7일차 각각 6.91, 6.50 log CFU/mL로 나타내었다(도 11).

<실시예 3> 락토바실러스 플란타럼 KS2020 균주의 우수한 GABA 생산능 확인[0080]

3-1. 홍삼발효물에서의 GABA 생산능 확인[0081]

홍삼농축액(RGC)  5%,  글루코스  2%,  MSG  5%,  탈지유(skim  milk)  2.5%  첨가한  조건에서  1차  B.  velezensis[0082]

WK2019에 의해서 배양된 점질물 배양액을 이용하여 L. plantarum EJ2014 또는 L. plantarum KS2020을 이용한

혼합 발효 기간 동안 MSG에서 GABA 전환을 TLC(Thin Layer Chromatography) 분석을 통해 비교 측정하였다.

그 결과, L. plantarum EJ2014 경우 발효 5일차까지 MSG가 잔존하며 7일차에 GABA 전환이 완료된 것을 확인하였[0083]

고, L.  plantarum  KS2020의 경우 발효 3일차에 MSG가 모두 소진되면서 GABA  전환이 완료되어 약 2%  이상의

GABA 함량을 나타내었다. 이는 기존의 GABA 생산 우수 균주인 L. plantarum EJ2014를 사용하는 경우 보다 신규

젖산균인 L.  plantarum  KS2020이 전구물질 MSG로부터 GABA전환이 보다 짧은 발효 기간 동안에 이루어지면서

GABA 생성 능력이 우수하다는 것으로 확인할 수 있었다(도 12).

3-2. 옻나무 발효물에서의 GABA 생산능 확인[0084]

옻나무 추출액의 1차 고초균 발효물은 글루코스 2%, MSG 5% 첨가 후에 B. velezensis MK을 5% 탈지유에서 배양[0085]

시킨 스타터를 5% 접종하여 점질물을 함유한 1차 고초균 발효물을 제조하였다. 2차 발효를 위해서 추가적으로
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5% 탈지유를 첨가한 후 젖산균인 L. plantarum EJ2014 또는 L. plantarum KS2020을 1% 수준으로 접종하고 혼합

발효(도 7) 하여 GABA 생산을 비교하였다.

젖산균과의 혼합 발효에서 발효 기간 동안 MSG에서 GABA 전환을 TLC(Thin Layer Chromatography) 분석을 통해[0086]

확인하였다. 그 결과 L. plantarum KS2020을 사용한 B, D 조건에서 발효 3일차부터 GABA 전환이 이루어져 5일차

에 MSG가 대부분 소진된 것을 확인하였다. 반면에 L. plantarum EJ2014를 사용한 A, C 조건에서는 발효 5일 동

안 GABA 전환이 미비하였다. 결과적으로 L. plantarum KS2020이 옻나무 추출액의 고초균 및 젖산균 혼합 발효를

통해서 GABA 생성이 우수한 것으로 나타났다(도 13).

3-3. L. plantarum EJ2014와 L. plantarum KS2020의 GABA 생성능 비교[0087]

50%  MRS  배지에 글루코스 2%,  MSG  3%가  추가된 배지에 젖산균인 L.  plantarum  EJ2014  또는 L.  plantarum[0088]

KS2020을 1 loop 씩 접종 후 7일 동안 배양하여 MSG에서 GABA 전환 정도를 TLC(Thin Layer Chromatography) 분

석을 통해 비교 측정하였다.

그 결과, L. plantarum EJ2014 EJ2014 경우 발효 7일차까지 MSG가 잔존하며 GABA 전환이 완료되지 않은 것을[0089]

확인되었고, L. plantarum KS2020의 경우 발효 1일차에 GABA 생성이 뚜렷하게 확인되었고 MSG의 소진은 3일차에

완전히 이루어진 것으로 확인되었다. 이는 기존의 GABA 생산 우수 균주인 L. plantarum EJ2014 균주를 사용하는

경우보다 신규 젖산균인 L. plantarum KS2020이 전구물질 MSG로부터 GABA 전환이 보다 짧은 시간 동안에 이루어

지면서 GABA 생성 능력이 우수함을 확인할 수 있었다(도 14).

<실시예 4> 홍삼발효물의 타이로신 함량 측정[0090]

홍삼농축액(RGC) 5%, 글루코스 2%, MSG 5%, 탈지유 2.5% 첨가한 조건에서 1차 고초균 WK2019로 발효된 후 2차[0091]

젖산균 발효시에 탈지유가 추가로 첨가되어 혼합 발효를 수행하였다. 혼합 발효 기간 동안 발효물에 존재하는

펩티드 함량을 측정하기 위해서 타이로신 함량은 측정하였다. 측정 결과, 고초균 발효 0일차 59.07 mg%에서 2일

차 143.33 mg%로 증가한 후 혼합 발효가 진행되며 혼합 발효 7일차 A, B 조건 각각 117.53, 120.56 mg%로 유지

되는 경향을 나타냈다(도 15).

<실시예 5> 홍삼발효물의 면역활성 확인[0092]

5-1. RAW264.7 대식세포에 대한 세포 독성[0093]

RGC
1)
, RGC 1-2

2)
, RGC 2-7

3)
은 식품공전에 따른 고형분 분석 방법에 의해 측정하였으며 그 결과 각각 3.6, 8.4,[0094]

6.6%의 고형분 함량을 나타냈다(RGC
1)
 : 20배 희석한 홍삼농축액, RGC 1-2

2)
 : B. velezensis WK2019로 발효한

발효물, RGC 2-7
3)
 : B. velezensis WK2019 및 L. plantarum KS2020로 혼합 발효한 발효물).

아울러, 홍삼농축액 및 발효기간에 따른 홍삼농축액 발효물의 농도(10  ~  1000배 희석액) RAW264.7  대식세포[0095]

(macrophage)에  대한  세포  독성을  측정한  결과,  시료  3종  RGC
1)
,  RGC  1-2

2)
,  RGC  2-7

3)
 모두  전  농도에서

RAW264.7 대식세포에 대한 세포 독성이 없음을 알 수 있었다(도 16).

5-2. RAW264.7 대식세포에 대한 산화질소 생성 증진을 통한 면역활성[0096]

RAW264.7 대식세포에서 홍삼농축액 및 발효기간에 따른 홍삼농축액 발효물의 산화질소(NO) 생성을 측정하였다.[0097]

그 결과, 발효 전의 홍삼농축액의 희석농도에서 산화질소 생성은 음성 대조군과 비슷하게 산화질소 생성이 미약

하면서 면역활성을 보이지 않았다. 반면에 1차 고초균 발효한 홍삼발효물(RGC 1-2)을 처리한 경우 산화질소 생

성이 크게 증가하면서 면역 활성이 농도 의존적으로 증가하는 것을 나타내었다. 특히 희석배수가 250배일 때

29.00 μM으로 가장 높은 산화질소 발생량을 보여 대식세포의 활성이 가장 우수함을 알 수 있었다. 이는 면역증

진 기능성 소재로 알려진 r-PGA의 500ug/mL 농도에서와 유사한 효과를 나타내었다. 고초균 및 젖산균을 이용하

여 혼합 발효한 홍삼발효물(RGC 2-7)의 경우 희석배수가 50배일 때 가장 좋은 대식세포 활성을 나타내었다(도

17). 이는 고초균 및 젖산균을 이용하여 혼합 발효한 홍삼발효물이 면역 활성이 우수함을 시사한다.

<실시예 6> 홍삼발효물의 항염증 효과[0098]

6-1. LPS가 처리된 RAW264.7 대식세포에 대한 세포 독성 평가[0099]

RGC
1)
, RGC 1-2

2)
, RGC 2-7

3)
은 식품공전에 따른 고형분 분석 방법에 의해 측정하였으며 그 결과 각각 3.6, 8.4,[0100]
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6.6%의 고형분 함량을 나타냈다(RGC
1)
 : 20배 희석한 홍삼농축액, RGC 1-2

2)
 : B. velezensis WK2019로 발효한

발효물, RGC 2-7
3)
 : B. velezensis WK2019 및 L. plantarum KS2020로 혼합 발효한 발효물). 또한, 홍삼농축액

및 발효기간에 따른 홍삼농축액 발효물의 농도에 따른 LPS가 처리된 RAW264.7 대식세포 대한 세포 독성을 측정

한 결과, 시료 3종 RGC
1)
, RGC 1-2

2)
, RGC 2-7

3)
 모두 전 농도에서 RAW264.7 대식세포에 대한 세포 독성이 없음을

알 수 있었다(도 18).

6-2. LPS가 처리된 RAW264.7 대식세포에 대한 산화질소(NO) 생성 억제[0101]

LPS가 처리되어 염증이 유도된 RAW264.7 대식세포에서의 시료 3종의 산화질소(NO) 생성을 측정한 결과, 시료 3[0102]

종에서 공통적으로 10배 희석 구간에서 산화질소 생성이 감소되면서 항염증 효능이 가장 우수하였다. 특히 고초

균 및 젖산균을 이용하여 혼합 발효한 홍삼발효물(RGC 2-7)의 경우 15.11 μM으로 나타났다(도 19). 이는 고초

균 및 젖산균을 이용하여 혼합 발효한 홍삼발효물이 염증을 억제함을 시사한다.

따라서, 본 발명은 홍삼추출물 또는 옻나무 추출물을 고초균과 신규한 젖산균인 락토바실러스 플란타럼 KS2020[0103]

균주의 혼합 발효하여 점질물, γ-PGA, GABA, 펩티드, 프로바이오틱스 등 다양한 기능성물질이 강화된 홍삼발효

물 또는 옻나무 발효물을 제공할 수 있다.

이상으로 본 발명의 특정한 부분을 상세히 기술하였는바, 당업계의 통상의 지식을 가진 자에게 있어서 이러한[0104]

구체적인 기술은 단지 바람직한 구현 예일뿐이며, 이에 본 발명의 범위가 제한되는 것이 아닌 점은 명백하다.

따라서 본 발명의 실질적인 범위는 첨부된 청구항과 그의 등가물에 의하여 정의된다고 할 것이다.
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