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명 세 서

청구범위

청구항 1 

(1)  클로렐라  (Chlorella)  속의  미세조류에  수탁번호  KCTC  15499BP로  기탁된  바실러스  아밀로리퀴파시엔스

(Bacillus amyloliquefaciens) MU2 균주를 접종하여 배지에서 발효시키는 단계; 및

(2) 상기 배지 또는 이의 배양물로부터 조 단백질을 회수하는 단계를 포함하는, 클로렐라 속의 미세조류 유래의

조 단백질의 제조방법.

청구항 2 

삭제

청구항 3 

제1항에 있어서, 

상기 클로렐라 속의 미세조류는 클로렐라 불가리스 (Chlorella vulgaris), 클로렐라 소로키니아나 (Chlorella

sorokiniana)  및 클로렐라 프로토테코이데스 (Chlorella  protothecoides)로 이루어진 그룹으로부터 선택되는

것을 특징으로 하는, 클로렐라 속의 미세조류 유래의 조 단백질의 제조방법.

청구항 4 

제1항에 있어서, 

상기 배지는 질소원을 포함하는 것을 특징으로 하는, 클로렐라 속의 미세조류 유래의 조 단백질의 제조방법.

청구항 5 

제4항에 있어서,

상기 질소원은 펩톤, 효모 추출물, 소고기 추출물, 맥아 추출물, 옥수수 침지액, 대두밀 및 요소 및 무기 화합

물로 이루어지는 군으로부터 선택되는 어느 하나 이상인 것을 특징으로 하는, 클로렐라 속의 미세조류 유래의

조 단백질의 제조방법.

청구항 6 

제4항에 있어서,

상기 질소원은 1 내지 5 (중량/부피)%로 첨가되는 것을 특징으로 하는, 클로렐라 속의 미세조류 유래의 조 단백

질의 제조방법.

청구항 7 

제1항에 있어서, 

상기 발효는 30~40℃ 조건에서 10 내지 120시간 동안 발효시키는 것을 특징으로 하는, 클로렐라 속의 미세조류

유래의 조 단백질의 제조방법.
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청구항 8 

(1)  클로렐라  (Chlorella)  속의  미세조류에  수탁번호  KCTC  15499BP로  기탁된  바실러스  아밀로리퀴파시엔스

(Bacillus amyloliquefaciens) MU2 균주를 접종하여 배지에서 발효시키는 단계; 및

(2) 상기 배지 또는 이의 배양물로부터 분지쇄 아미노산 (Branched chain amino acid; BCAA)을 회수하는 단계

를 포함하는, 분지쇄 아미노산 생산 방법.

청구항 9 

제8항에 있어서, 

상기 분지쇄 아미노산은 발린, 이소루신 및 루신으로 이루어진 군으로부터 선택되는 1종 이상인 것인, 분지쇄

아미노산 생산 방법.

발명의 설명

기 술 분 야

본 발명은 바실러스 아밀로리퀴페시언스 (Bacillus amyloliquefaciens) MU2 균주의 발효를 이용하여 클로렐라[0001]

단백질을 추출하는 방법에 관한 것이다. 

* 본 발명은 (재)부산테크노파크의 수산 가공식품 혁신성장 현장밀착형 기술개발사업, 블루푸드테크 기반의 미[0002]

래 고부가 수산식품 개발(과제번호 202303370001, 연구기간 2023.04.01~2024.03.31) 및 한국연구재단의 중점연

구소지원사업,  해양바이오닉스융합기술센터(과제번호  2021R1A6A1A03039211,  연구기간:  2023.03.01~2024.02.2

9)의 지원을 받은 발명이다.

배 경 기 술

기존 단백질 추출에 사용되는 초음파 처리 등의 물리적 방법과 산-염기 처리 등의 화학적 방법은 단백질 추출[0003]

수율이 낮거나, 생리활성 물질이 파괴되는 등 품질 저하를 야기할 수 있다. 미생물 발효를 통한 단백질 추출은

미생물이 대사산물로 생산하는 효소를 이용하여 단백질을 효과적으로 추출할 수 있으며, 현재 식품, 의약품, 환

경 산업 등의 다양한 응용 분야에서 사용되고 있다. 또한 생산성 및 효율성이 높고, 저렴한 생산 비용으로 대량

생산에 용이하며, 환경 친화적으로 에너지 소모가 낮은 장점이 있다.

바실러스 아밀로리퀴페시언스 (Bacillus amyloliquefaciens)를 이용한 발효 기술은 농업, 식품, 생명과학 등의[0004]

다양한 분야에서 활용되고 있다. 바실러스 아밀로리퀴페시언스는 대사활동을 통하여 원료의 특성을 개선하거나

원하는 물질을 추출 및 생산하며, 이를 통한 제품의 품질 향상에 도움을 주는 것으로 알려져 있다. 또한, 발효

기술은 여타 식품 가공 기술과는 달리 자연에 미치는 영향이 적은 친환경적인 생산방법으로 인식되고 있다. 

클로렐라에는 단백질, 각종 비타민, 미네랄, 식이섬유, 엽록소가 고루 포함되어 있어 신체의 신진대사를 원활하[0005]

게 하고 면역력을 증진시키며 체액의 산성화를 방지하여 건강 증진에 도움이 된다. 특히, 클로렐라는 단백질 함

량이 건조중량 기준 50% 이상으로 소고기 등의 축산물보다 높은 것으로 알려져 있다. 그러나 클로렐라에는 세포

벽이 존재하여 그 내부의 단백질을 세포벽 밖으로 꺼내어 단백질 자체를 추출하거나 아미노산으로 분해하여 추

출하는데 어려움 있다. 

이에 본 발명자들은 세포외 효소인 프로테아제 (protease), 셀룰라아제 (cellulase) 등의 단백질 분해 효소와[0006]

세포벽 분해 효소 활성이 우수한 바실러스 아밀로리퀴페시언스 MU2 균주 발효를 이용하여 클로렐라 단백질의 추

출 수율을 높였으며, 발효 전 원물과 비교하여 추출된 클로렐라 단백질의 구성 아미노산, 유리아미노산, 총 아

미노산 및 BCAA 함량이 유의적으로 증가함을 확인함으로써 본 발명을 완성하였다.

발명의 내용

해결하려는 과제
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본 발명의 목적은 클로렐라 속의 미세조류 유래의 조 단백질의 제조방법을 제공하는 것이다.[0007]

본 발명의 다른 목적은 클로렐라 속의 미세조류로부터 분지쇄 아미노산 생산 방법을 제공하는 것이다.[0008]

과제의 해결 수단

상기 목적을 달성하기 위하여, 본 발명은 (1) 클로렐라 (Chlorella) 속의 미세조류에 바실러스 아밀로리퀴파시[0009]

엔스 (Bacillus amyloliquefaciens) MU2 균주를 접종하여 배지에서 발효시키는 단계; 및 (2) 상기 배지 또는

이의 배양물로부터 조 단백질을 회수하는 단계를 포함하는 클로렐라 속의 미세조류 유래의 조 단백질의 제조방

법을 제공한다.

또한, 본 발명은 (1) 클로렐라 (Chlorella) 속의 미세조류에 바실러스 아밀로리퀴파시엔스 MU2 균주를 접종하여[0010]

배지에서 발효시키는 단계; 및 (2) 상기 배지 또는 이의 배영물로부터 분지쇄 아미노산 (BCAA)을 회수하는 단계

를 포함하는 분지쇄 아미노산 생산 방법을 제공한다.

발명의 효과

본 발명은 바실러스 아밀로리퀴페시언스 MU2 균주 및 이를 이용한 클로렐라 단백질 추출 방법에 관한 것으로,[0011]

상기 균주를 이용하여 추출한 클로렐라 단백질은 구성 아미노산 및 유리 아미노산의 함량이 풍부한 대체 단백질

소재로 유용하게 사용될 수 있다.

도면의 간단한 설명

도 1은 질소원 첨가에 따른 클로렐라 단백질 추출 수율을 나타낸 그래프이다.[0012]

도 2는 클로렐라 원물과 발효 후 동결건조된 분말의 사진 및 조단백 함량을 나타낸 도이다.

발명을 실시하기 위한 구체적인 내용

이하, 본 발명을 상세하게 설명한다.[0013]

본  발명은  (1)  클로렐라  (Chlorella)  속의  미세조류에  바실러스  아밀로리퀴파시엔스  (Bacillus[0014]

amyloliquefaciens) MU2 균주를 접종하여 배지에서 발효시키는 단계; 및 (2) 상기 배지 또는 이의 배양물로부터

조 단백질을 회수하는 단계를 포함하는 클로렐라 속의 미세조류 유래의 조 단백질의 제조방법을 제공한다.

또한, 본 발명은 (1) 클로렐라 속의 미세조류에 바실러스 아밀로리퀴파시엔스 MU2 균주를 접종하여 배지에서 발[0015]

효시키는 단계;  및  (2)  상기  배지  또는 이의 배양물로부터 분지쇄 아미노산 (Branched  chain  amino  acid;

BCAA)을 회수하는 단계를 포함하는 분지쇄 아미노산 생산 방법을 제공한다.

본 발명에 있어서, 클로렐라 속의 미세조류는 클로렐라 불가리스 (Chlorella vulgaris), 클로렐라 소로키니아나[0016]

(Chlorella sorokiniana) 및 클로렐라 프로토테코이데스 (Chlorella protothecoides)로 이루어진 그룹으로부터

선택되는 어느 하나일 수 있으나, 이에 제한되지 않는다.

본 발명에 있어서, 상기 아밀로리퀴파시엔스 MU2 균주는 수탁번호 KCTC 15499BP로 기탁된 것일 수 있고, 서열번[0017]

호 1의 16S rRNA 유전자 서열을 가질 수 있다.

본 발명에 있어서, 상기 배지는 통상의 클로렐라 배양에 사용되는 배지라면 제한되지 않고 사용될 수 있다. 예[0018]

를 들어, 사용될 수 있는 당원으로는 글루코즈, 사카로즈, 락토즈, 프락토즈, 말토즈, 전분, 셀룰로즈와 같은

당 및 탄수화물, 대두유, 해바라기유, 피마자유, 코코넛유 등과 같은 오일 및 지방, 팔미트산, 스테아린산, 리

놀레산과 같은 지방산, 글리세롤, 에탄올과 같은 알코올, 아세트산과 같은 유기산이 포함될 수 있다. 이들 물질

은 개별적으로 또는 혼합물로서 사용될 수 있으며, 이에 제한되는 것은 아니다. 사용될 수 있는 질소원으로는

펩톤, 효모 추출물, 소고기 추출물, 맥아 추출물, 옥수수 침지액, 대두밀 및 요소 또는 무기 화합물, 예를 들면

황산암모늄, 염화암모늄, 인산암모늄, 탄산 암모늄 및 질산암모늄이 포함될 수 있다. 질소원 또한 개별적으로

또는  혼합물로서  사용할  수  있으며,  이에  제한되는  것은  아니다.  상기  질소원은  배지  내에  1  내지  5

(중량/부피)%로 첨가될 수 있으나 이에 제한되는 것은 아니다. 사용될 수 있는 인원으로는 인산이수소칼륨 또는

인산수소이칼륨 또는 상응하는 나트륨-함유 염이 포함될 수 있다. 또한, 배양 배지는 성장에 필요한 황산마그네

슘 또는 황산철과 같은 금속염을 함유할 수 있다. 추가적으로, 아미노산 및 비타민과 같은 필수 성장 물질이 사

용될 수 있다. 또한, 배양배지에 적절한 전구체들이 사용될 수 있다. 상기된 원료들은 배양과정에서 배양물에

등록특허 10-2734764

- 5 -



적절한 방식에 의해 회분식으로 또는 연속식으로 첨가될 수 있으나, 이에 제한되는 것은 아니다.

수산화나트륨, 수산화칼륨, 암모니아와 같은 기초 화합물 또는 인산 또는 황산과 같은 산 화합물을 적절한 방식[0019]

으로 사용하여 배양물의 pH를 조절할 수 있다. 또한, 지방산 폴리글리콜 에스테르와 같은 소포제를 사용하여 기

포 생성을 억제할 수 있다. 호기 상태를 유지하기 위해 배양물 내로 산소 또는 산소-함유 기체(예, 공기)를 주

입할 수 있다. 배양물의 온도는 20 내지 45 ℃, 구체적으로는 30 내지 40 ℃일 수 있다. 배양은 원하는 조 단백

질 또는 분지쇄 아미노산의 생성량이 최대로 얻어질 때까지 계속될 수 있다. 이러한 목적으로 배양 시간은 10

내지 120 시간일 수 있다. 조 단백질 또는 분지쇄 아미노산은 배양 배지 중으로 배출되거나, 세포 중에 포함되

어 있을 수 있다. 그러나, 이에 제한되는 것은 아니다.

본 발명에 있어서, 상기 배지 또는 배양물로부터 조 단백질 또는 분지쇄 아미노산을 회수하는 방법은 당업계에[0020]

알려진 적합한 방법을 이용하여 수행될 수 있다. 예컨대 원심분리, 여과, 결정화 단백질 침전제에 의한 처리

(염석법), 추출, 초음파 파쇄, 한외여과, 투석법, 분자체 크로마토그래피 (겔여과), 흡착크로마토그래피, 이온

교환 크로마토그래피, 친화도 크로마토그래피 등의 각종 크로마토그래피, HPLC 및 이들의 방법을 조합하여 사용

될 수 있으나, 이들 예에 한정되는 것은 아니다. 또한 상기 조 단백질 또는 분지쇄 아미노산을 회수하는 단계는

추가적인 정제단계를 포함할 수 있으며, 당해분야에 공지된 적합한 방법을 이용하여 수행될 수 있다.

본 발명에 있어서, 분지쇄 아미노산은 곁사슬에 분지알킬기가 있는 아미노산을 말하며, 발린, 류신 및 이소류신[0021]

을 포함한다. 

이하, 본 발명을 하기의 실시예에 의하여 더욱 상세히 설명한다. 그러나 이들 실시예는 본 발명을 예시하기 위[0022]

한 것일 뿐이며, 본 발명의 범위가 이들 실시예에 의하여 한정되는 것은 아니다.

<실시예 1> Bacillus spp. 균주별 클로렐라 단백질 추출 수율 확인[0023]

Bacillus spp. 균주별로 클로렐라를 발효하여 단백질 추출 수율을 검토하였다. [0024]

구체적으로, 클로렐라를 증류수와 혼합하여 5% (w/v) 현탁액으로 제조한 뒤, 8 log CFU/mL 이상의 균 배양액을[0025]

1% 접종하여 37℃에서 24시간 발효하였으며, 발효액을 원심분리(10,000 g, 20 min)하여 상등액을 시료로 사용하

였다. 

조  단백질  함량은  bicinchoninic  acid  assay  (BCA;  Pierce™  BCA  Protein  Assay  Kit,  Thermo  Fisher[0026]

Scientific, Rockford, IL, USA)로 계산하였으며, 계산식은 다음과 같다. 

단백질 추출 수율(%) = Pf / Pc × 100% [0027]

[Pc = 클로렐라 원말의 단백질 함량, Pf = 발효 클로렐라 원말의 단백질 함량] [0028]

그 결과, 표 1에 나타난 바와 같이, 바실러스 아밀로리퀴페시언스 (Bacillus amyloliquefaciens) MU2의 추출[0029]

수율이 31.45±1.21%로 가장 높게 나타났다.
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표 1

[0030]

<실시예 2> 바실러스 아밀로리퀴페시언스 MU2를 이용한 클로렐라 발효 배지 탐색[0031]

클로렐라 단백질 추출 수율이 가장 높은 바실러스 아밀로리퀴페시언스 MU2의 추출 수율을 증가시키기 위해 클로[0032]

렐라 발효 배지를 탐색하였다. 

구체적으로, 질소원 (yeast extract, beef extract, peptone)을 1, 2, 3, 4 및 5%를 첨가하여 클로렐라 단백질[0033]

추출 수율을 비교하였다. 단백질 추출 수율 계산은 실시예 1과 동일한 방법을 사용하였다.

그 결과, 도 1에 나타난 바와 같이, yeast extract 1% 첨가 시 클로렐라 단백질 추출 수율이 가장 높은 것으로[0034]

나타났다.

<실시예 3> 발효 클로렐라 단백질의 색상 및 조단백 함량 분석[0035]

초록색 계열은 식욕을 저하시키는 연구 결과가 보고되어 있어, 발효를 통해 클로렐라의 색소를 제거하였으며,[0036]

발효 후의 조단백 함량을 비교하였다. 

발효 클로렐라 상등액을 동결건조한 것을 시료로 하였으며, 조단백 함량은 실시예 1과 동일한 방법을 사용하여[0037]

계산하였다.

그 결과, 도 2에 나타난 바와 같이, 발효 전 클로렐라의 단백질 함량은 60.0±1.8 g/100 g per dry weight이었[0038]

으나, 발효 후 클로렐라의 단백질 함량은 78.2±1.2 g/100 g per dry weight으로 확인하였다. 

상기의 결과를 통해 발효 후의 클로렐라에서 조단백 함량이 발효 전보다 증가함을 알 수 있다.[0039]

<실시예 4> 추출 단백질의 아미노산 분석[0040]

발효를 이용하여 추출한 클로렐라 단백질의 구성 아미노산 및 유리 아미노산을 분석하였다. [0041]

구체적으로, 클로렐라 원물, 효소 처리 (3% 프로테아제; pH 9.1, 45.6℃, 49.8분) 및 발효 클로렐라 분말을 이[0042]

용하여 구성 아미노산 및 유리 아미노산의 함량을 분석하였다.

구성  및  유리아미노산  함량은  아미노산  자동분석기  (L-8900;  Hitachi  High-Techonologies  Corp.,  Tokyo,[0043]

Japan)를 사용하였다.

구성 아미노산을 분석한 결과, 표 2에 나타난 바와 같이, 클로렐라 원물에 비해 발효 클로렐라 분말에서 필수아[0044]

미노산 및 비필수아미노산 함량이 모두 유의적으로 증가하였다 (P〈0.05). 
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표 2

[0045]

[EAA: 필수 아미노산 (Essential Amino Acid), NEAA: 비필수아미노산 (Non-Essential Amino Acids, TAA: 총 아[0046]

미노산 (Total Amino Acid), 숫자 위의 다른 문자는 결과값에 유의미한 차이가 있음을 의미한다 (P<0.05)]

또한, 유리 아미노산을 분석한 결과, 표 3에 나타난 바와 같이, 구성 아미노산과 마찬가지로 클로렐라 원물에[0047]

비해 발효 클로렐라 분말에서 필수아미노산 및 비필수아미노산 함량이 유의적으로 증가하였으며, 특히 분지쇄

아미노산 (branched chain amino acid, BCAA)인 발린 (valine), 류신 (leucine) 및 이소류신 (isoleucine)의

함량이 원물에 비해 각 약 30배, 59배, 83배 증가하였다.
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표 3

[0048]

[EAA: 필수 아미노산 (Essential Amino Acid), NEAA: 비필수아미노산 (Non-Essential Amino Acids, TAA: 총 아[0049]

미노산 (Total Amino Acid), 숫자 위의 다른 문자는 결과값에 유의미한 차이가 있음을 의미한다(P<0.05)]

따라서, 클로렐라 단백질 추출 수율이 우수하고, 구성 아미노산 함량, 유리아미노산 함량, 총 아미노산 함량 및[0050]

BCAA 생성능이 월등히 높은 바실러스 아밀로리퀴페시언스 MU2를 이용하여 대체 단백질 개발에 유용하게 이용할

수 있을 것으로 기대된다.

수탁번호

[0051]

기탁기관명 : 한국생명공학연구원 생물자원센터(KCTC)

수탁번호 : KCTC15499BP

수탁일자 : 20230711
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도면

도면1

도면2
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