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Abstract The research was aimed to analyze the functional

constituents (GABA and isoflavone), radical (2,2-diphenyl-1-

picrylhydrazyl (DPPH), 2,2-azino-bis (3-ethylbenzothiazoline-6-

sulfonic acid) (ABTS), and hydroxyl) scavenging activities and

enzyme (α-glucosidase and lipase) inhibitory effects of soy-

powder milk (SPM) and fermented soy-powder milk (FSPM) with

varied Lactobacillus brevis. Ten γ-aminobutyric acid (GABA)

producing lactic acid bacteria that showed 96-99% similarity with

L. brevis, according to 16S rRNA gene sequence analysis, were

isolated from fermented kimchi. The conversion rates of GABA

were obtained 66.96-93.51, 63.76-84.58, and 57.05-69.75% in

monosodium glutamate, gluten and soy protein, respectively. The

levels of pH and glutamic acid of FSPM were found lower than

those of SPM, but the acidity and GABA contents were higher.

The GABA conversion rate of FSPM with BMK484 strain was

attained the highest 69.97%. The contents of isoflavone glycoside

(1290.93 μg/g) was higher in SPM, but the content of isoflavone

aglycone (287.27-501.9 μg/g) was higher in FSPM. The levels of

isoflavone aglycone such as daidzein, glycitein and genistein,

were found as the highest 240.2, 61.24 and 200.45 μg/g, respectively,

when FSPM was made with BMK484 strain. The DPPH, ABTS

and hydroxyl radical scavenging and α-glucosidase and pancreatic

lipase inhibitory activities of FSPM made with BMK484 strain

were the relatively higher 60.31, 88.10, 61.25, 52.71, and 39.37%,

respectively. Therefore, the L. brevis can be used as a material

capable of simultaneously enhanced GABA and isoflavone

aglycone in FSPM.

Keywords Antioxidant activity · Fermented soy-powder milk ·

Gamma-aminobutyric acid · Isoflavone · Lactobacillus brevis

서 론

콩(Glycine max)은 영양성분의 구성이 가장 이상적이고 식물성

단백질이 풍부하여 밭에서 나는 쇠고기로 잘 알려져 있으며 이

를 이용한 가공식품으로는 두부, 두유, 청국장, 된장 등이 있다.

콩은 발효 중에 미생물이 생성하는 여러 가수분해 효소 활성으

로 인해 트립신 저해제, 페놀산, 여러 비타민류의 함량이 증대

되어 다양한 생리활성 효과가 있는 것으로 보고되었다[1,2]. 이
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러한 콩에는 여러 생리활성 물질이 고루 함유되어 있고 특히

여성호르몬과 화학 구조식이 유사한 이소플라본이 함유되어 있

으며 섭취 시 항암 효과, 심혈관 질환 감소 등의 우수한 생리

활성을 나타내게 된다[3]. 이소플라본은 배당체(glycosides)와 비

당체(aglycones) 형태로 분류되어 있으며 콩 품종과 종자 색깔

등에 따라 조금씩 차이는 있으나 일반적인 장류콩의 경우에는

glycosides (25%), malonyl-glycosides (70%), acetyl-glycosides

(3%), aglycones (2%) 형태로 존재한다[4]. 특히 비당체 형태들

은 우수한 항산화 작용을 갖고 있으나 대략 2%에 불과하여 화

학적 처리방법 등으로 함량을 증가시키지만 안전성 문제로 인

해 미생물을 이용한 발효공법을 주로 이용하고 있다. 특히 콩

발효 과정 중에는 발효 균주에 따라 비당체(daidzein, glycitein,

및 genistein) 형태가 30~80%까지 증가하게 된다[5].

Gamma-aminobutyric acid (GABA)는 탄소 4개로 구성된 비

단백성 아미노산으로 glutamate decarboxylase (GAD)에 의해

글루탐산(glutamic acid, GA)으로부터 탈탄산 반응에 의해

GABA로 전환된다[6]. GABA는 중추신경계 신경전달물질로 주

요 기능으로는 혈압과 심박수와 같은 심혈관계 기능 조절에 관

여하며 통증과 불안감 해소를 완화 시켜주는 것으로 알려져 있

다[7]. 이는 뇌의 정보전달 기능에 있어 GA의 흥분 유발과

GABA의 흥분 억제라는 상반된 신호 체계에 의한 균형유지로

정상적인 뇌의 기능을 가능케 함이 보고되었다[8]. 또한 현미,

녹차 또는 뽕잎 등에는 GABA가 함유되어 있으나 약리작용을

나타내기에는 그 함량이 매우 낮은 관계로 GABA의 효능을 기

대하기는 어려운 실정이다[9,10]. 이러한 이유로 오래 전부터

GABA 함량을 증가시키기 위한 합성 연구가 활발히 진행되었

으나 변비 및 설사와 같은 부작용 사례가 보고되어 화학적 합

성방법이 아닌 생물전환기술 등으로 GABA 함량을 증대시키는

연구가 대부분 보고되었다. 대표적으로 현미[11] 또는 콩[12]의

발아 및 발효[13] 그리고 열이나 저온충격과 같은 스트레스 요

법[14]과 혐기적 처리 방법 등의 연구가 보고되었다[15]. 특히

Bouche와 Fromm [16]은 원료콩에 비해 발아콩에서 글루탐산

함량이 현저하게 증가한다고 하였으며 Huang 등[17]과 Lin과

Lai [18], Devi 등[19]은 GABA 생성과 동시에 수용성 페놀릭

스 및 이소플라본과 같은 기능성 물질들이 생성된다고 보고하

였다. 그러므로 콩에는 GABA 전구물질인 GA가 다량 함유되

어 있어 미생물 발효를 통해 GABA를 증가시킬 수 있으며 특

히 GABA 생산 능력이 있는 미생물 탐색 결과, Oh [20]와

Park과 Oh [21]는 Lactobacillus 유산균이 고농도의 GABA를

생성한다고 보고하였다.

따라서 본 연구에서는 유산균 발효를 통해 비당체 이소플라

본 뿐만 아니라 GABA 함량을 동시에 증진시켜 기존의 발효두

유보다 식품영양학적 측면에서 영양소 강화 및 발효 연구의 수

준을 향상시키기 위해 실시하였다. 즉, 발효식품으로부터 GABA

생성 유산균을 선발하고 16S rRNA 염기서열 분석을 통해 기

존에 알려져 있던 유산균과 이들의 accession number와 비교하

여 계통발생학적 관계를 조사하였고 이들 균주의 GABA 전환

율을 GA 기질 종류에 따라 비교 측정하였다. 또한, GABA 고

생성 유산균을 종균으로 사용하여 콩-분말 두유(soy-powder

milk, SPM)를 발효하여 발효 콩-분말 두유(fermented soy-

powder milk, FSPM) 제조 후 각각의 균주 종류에 따른 발효특

성, 이소플라본 및 생리활성을 비교 분석하였다.

재료 및 방법

재료, 시약 및 기기

새단백콩 품종은 농촌진흥청 국립식량과학원 남부작물부에서 제

공 받아 사용하였고 monosodium glutamate (MSG), 활성 글루

텐과 콩 단백질은 시중의 대형 할인마트에서 구입하여 사용하

였다. 유산균 배양은 Lactobacilli MRS broth (MRS, Difco

Co., Becton Dicknson Co., Sparks, MD, USA) 배지를 구입

하여 사용하였다. 6종류의 이소플라본 유도체 중 비배당체

(daidzein, glycitein 및 genistein)는 Sigma-Aldrich, Inc. (Merck

KGaA, Darmstadt, Germany)에서 구입하였고 배당체(daidzin,

glycitin 및 genistin)는 Indofine (Hillsborough, NJ, USA)에서

구입하였다. 2N Folin-Cialteu phenol, GA, GABA, 2,2-diphenyl-

1-picrydrazyl (DPPH), 2,4,6-azino-bis (3-ethylbenzthiazoline-6-

sulphnoic acid) (ABTS), thiobarbituric acid (TBA), trichloroacetic

acid (TCA), p-nitrophenyl-α-D-glucopyranoside (p-NPG), p-

nitrophenyl-butyrate (p-NPB), α-glucosidase 및 pancreatic lipase

는 Sigma-Aldrich, Inc. 제품을 사용하였다. Thin layer

chromatography (TLC) 분석은 silica gel 코팅 유리판(0.5 mm,

Merck KGaA)을 사용하였다. HPLC용 methanol, acetonitrile,

water 및 acetic acid 등의 시약과 유기용매는 Fisher Scientific

International, Inc. (Fairlawn, NJ, USA)에서 구입하여 사용하였

으며 그 외 기타시약은 필요에 따라서 분석용 1급 또는 특급시

약을 구입하여 사용하였다.

GABA를 포함한 유리아미노산 함량은 아미노산 자동분석기

(Hitachi, L-8900, Tokyo, Japan)를 이용하여 분석하였고, 페놀릭

스 함량, 항산화 활성 및 소화효소 저해활성 측정은 분광광도

계(UV-1800 240V, Shimadzu Co., Kyoto, Japan)를 사용하여

측정하였다. 이소플라본 함량은 high performance liquid

chromatography (HPLC, Agilent 1260 series, Waldbronn,

Germany)를 사용하여 분석하였다.

GABA 생성 유산균 분리

GABA 생성 유산균 확보를 위해 김치 등의 발효식품을 적당히

희석하고 일정량 취하여 37 oC 조건하에서 MRS 평판배지에 도

말 배양하였다. 도말 배양하여 나타난 각기 다른 집락들에 대

해 MRS 평판배지에 각각 순수 분리하여 최종 약 500여종의

유산균을 분리 및 확보하였으며 MRS 평판배지 혹은 20% (v/v)

glycerol에 저장 후 −70 oC에서 보관하면서 필요에 따라 활성화

시켜 사용하였다. GABA 생성 유무 확인은 5% GA가 함유된

MRS 액체배지에 각각의 유산균들을 접종하여 30 oC에서 48시

간 동안 배양 후 원심 분리하여 상등액을 준비하였다. TLC

plate에 5% GA 및 GABA 표준품과 유산균 배양 상등액을 각

각 2 μL씩 spotting하였고 부탄올:초산:증류수 (4:1:1, v/v/v)에

서 20분간 전개시킨 후 건조하고 1% ninhydrin 발색용액에 침

지 후 다시 건조시켜 100 oC에서 약 10초간 발색시켜 GABA

생성 유무를 확인하였다[22]. 한편, GABA 생성능이 우수하다

고 보고된[22] Lactobacillus brevis KCTC3320 균주는 한국생

물자원센터(Korean Collection for Type Cultures, KCTC)에서

분양 받아 양성 대조구로 사용하였다.
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16S rRNA 염기서열 분석

최종 10종의 GABA 생성 유산균을 선발하였고 이들 균주 확

인을 위하여 16S rRNA 염기서열 분석을 실시하였다. 각각의

유산균을 MRS 액체배지에 접종하여 30 oC에서 48시간 배양한

후 균체를 모은 후 G-spin Genomic DNA Purification Kit

(iNtRON Biotechnology, Suwon, Korea)를 이용하여 genomic

DNA를 추출하였다. 16S rRNA 유전자의 polymerase chain

reaction (PCR) 증폭을 위한 primer는 정방향 #1F (5'-CGG

AGA GTT TGA TCC TGG-3')와 역방향 #2R (5'-TAC GGC

TAC CTT ACG AC-3')를 사용하였으며, PCR은 95 oC에서 5

분간 변성 후 94 oC-30초, 49 oC-30초, 72 oC-1분 30초 반응을

30회 반복 수행하였으며 72 oC에서 10분간 반응 후 4 oC로 온

도를 내려 반응을 종료하였다. 증폭된 PCR 산물은 PCR

Purification Kit (iNtRON Biotechnology)를 사용하여 정제한

후 1% 아가로오스 겔 상에서 전기영동을 실시하여 확인 후 이

를 주행으로 하여 사슬종결법로 염기서열을 분석하였다. 16S

rRNA 유사성 값은 DNAMAN analysis system (Lynnon Biosoft,

Quebec, Canada)을 사용하여 alignments 및 evolutionary

distance로부터 계산하였다[23].

GA 기질 종류에 따른 GABA 함량, 전환율 및 유리아미노산 분석

GA 기질은 MSG, 활성 글루텐과 콩 단백질을 사용하였다.

MRS 액체배지 0.05% MSG를 첨가한 후 121 oC에서 15분 살

균한 후 GABA 생성 유산균 배양액을 2.5% 접종하여 30 oC에

서 60시간 배양하여 분석하였다. 한편, 정제수 50 mL에 2% 설

탕 및 5% 활성 글루텐 혹은 5% 콩 단백질 분말을 혼합하고

121 oC에서 15분 살균한 후 GABA 생성 유산균 배양액을

2.5% 접종하여 30 oC에서 60시간 배양하였다.

유리아미노산 분석은 각 시료 1 mL에 증류수 4 mL를 가한

후 60 oC에서 1시간 반응시키고 10% 5-sulfosalicylic acid 1

mL를 첨가하여 4 oC에서 2시간 방치시켜 단백질을 침전시키고

원심분리 후 상등액을 0.45 μm membrane filter (Dismic-25CS,

Toyoroshikaisha, Ltd, Tokyo, Japan)로 여과하였다. 이 여과액을

60 oC에서 감압농축하고 건조시킨 뒤 pH 2.2 lithium buffer 2

mL를 첨가하여 용해 후 0.45 μm membrane filter로 다시 여과

시킨 것을 아미노산 자동분석기로 분석하였다[24]. 한편 GABA

전환율은 유리아미노산 분석 후 아래와 같은 식으로 GABA 전

환율을 확인하였으며 각각의 유리아미노산 함량은 mg/100 mL

로 환산하여 나타내었다.

GABA 전환율(%)=[GABA÷(GA+GABA)]×100

콩-분말 두유와 발효 콩-분말 두유 제조

새단백콩 1,000 g을 6시간 수침하고 물기를 제거한 후 100 oC

에서 30분간 증자한 후 55 oC에서 건조하고 분쇄하여 100

mesh 콩-분말을 제조하였다. 발효 콩-분말 두유 제조는 콩-분말

10 g에 증류수 100 mL와 설탕 2 g을 첨가하고 용해시킨 뒤

121 oC에서 15분 살균하여 콩-분말 두유(SPM)을 제조하였다. 제

조된 SPM에서 선발 유산균을 2.5%씩 접종하여 30 oC에서 72

시간 발효를 유도하여 발효 콩-분말 두유(FSPM)를 제조하였다

[23].

pH, 산도 및 생균수

pH는 pH meter (MP 220 pH meter, London, UK)를 사용하여

측정하였고 산도는 증류수 50 mL에 시료 1 mL를 첨가하여 분산

시킨 후 0.1 N NaOH 용액으로 pH 8.3±0.2까지 중화시킨 후 젖

산 양으로 환산하여 %로 나타내었다. 생균수 확인은 시료를 10

단 희석법으로 희석하고 MRS 평판배지에 도말하고 30 oC에서

48시간 배양한 후 30-300개 정도의 집락이 생성된 평판배지를

선택하여 생균수를 측정하여 log CFU/mL로 나타내었다.

총 페놀릭스 분석

SPM과 FSPM을 동결건조 한 후 분쇄시켜 분말로 제조하고 분

말 1 g에 50% 메탄올 10 mL를 첨가하여 상온에서 12시간 추

출하고 상등액을 0.45 μm membrane filter로 여과하여 추출물을

제조하였다. 추출물 0.5 mL와 25% 탄산나트륨(Na2CO3) 용액

0.5 mL를 시험관에 분주하고 3분간 정치시킨 후 2 N Folin-

Ciocalteu phenol 시약 0.25 mL를 첨가하여 혼합한 다음 37 oC

에서 1시간 동안 발색시켜 750 nm에서 분광광도계를 이용하여

측정하였다[23].

이소플라본 분석

이소플라본 함량 분석은 HPLC를 사용하여 Cho 등[4]의 방법

에 준하여 실시하였다. 분석에 사용된 칼럼은 Lichrophore 100

RP C18 column (4.6×250 mm, 5 μm, Merck KGaA)을 사용

하였고 이동상 용매는 0.2% 초산 함유 HPLC water (solution

A)와 0.2% 초산 함유 acetonitrile (solution B)로 분석하였다.

이동상 조건은 A 용매 기준으로 0분때 100%, 15분-90%, 25분

-80%, 35분-75%, 45분-65% 및 50분-65%로 분석하였다. 분석

시료는 20 μL를 주입하였으며 이동상 속도는 30 oC에서 1 mL/

min으로 유지하였다. 검출기는 diode array detector를 사용하여

UV 254 nm에서 검출하였다. 검출된 각각의 이소플라본 peak들

은 표준품 검량곡선에 대입하여 함량을 계산하였다.

라디칼 소거활성

DPPH, ABTS 및 hydroxyl 라디칼 소거활성은 Hwang 등[24]

의 방법을 따라 측정하였다. 추출물(0.5 mg/mL) 0.2 mL에

DPPH 용액 0.8 mL를 가하여 상온에서 30분간 방치 후 525

nm에서 측정하였다. ABTS 라디칼 소거활성은 7 mM ABTS 용

액과 2.45 mM potassium persulfate (K2S2O8)를 1:1로 섞고 암

실에서 12-16시간 보관하여 ABTs radical (ABTS＋•)을 형성시

켰다. 이 후 추출물(0.25 mg/mL) 0.1 mL에 ABTS 용액 0.9

mL를 첨가하여 3분 후에 분광광도계를 이용하여 732 nm에서

측정하였다. Hydroxyl 라디칼 소거능은 FeSO4
.7H2O-EDTA (10

mM) 0.2 mL, 2-deoxyribose (10 mM) 0.2 mL, H2O2 (10 mM)

0.2 mL와 각각의 추출물(0.5 mg/mL) 1.4 mL를 혼합하고 37 oC

에서 4시간 동안 반응시켰다. 이 반응물에 TBA (1%)와 TCA

(2.8%)를 각각 1 mL씩 가하여 100 oC에서 20분간 발색시켜

520 nm에서 흡광도를 측정하였다. DPPH 및 ABTS의 음성대조

구는 시료대신 증류수를 사용하였고 hydroxyl 라디칼 소거능의

음성 대조구는 PBS 완충액(NaCl 8.76 g, NaH2PO3 0.11 g,

Na2HPO3 0.596 g)을 사용하여 시료 첨가구와 무첨가구 사이의

흡광도의 차이를 백분율(%)로 나타내었다.
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소화효소 저해활성

α-Glucosidase 저해활성은 pH 6.8로 조정된 인산나트륨 완충액

(200 mM) 50 μL에 시료와 α-glucosidase 효소 50 μL를 첨가하

여 37 oC에서 10분간 예비 반응시킨 후 여기에 인산나트륨 완

충액(100 μL)과 p-NPG (5 mM) 100 μL를 가하여 37 oC에서

10분간 반응을 시킨 후 탄산나트륨(100 mM) 0.75 mL를 가하여

반응을 종료시킨 후 420 nm에서 흡광도를 측정하였다[24].

Pancreatic lipase 저해활성은 각각의 추출물 50 μL, pancreatic

lipase (1.0 U/mL) 효소용액 50 μL 및 pH 6.8로 조정된 인산나

트륨 완충액(100 mM) 50 μL를 혼합하여 37 oC의 수욕상에서

10분간 예비 반응시키고 인산나트륨 완충액에 녹인 p-NPB (5

mM) 100 μL를 첨가 후 다시 10분간 반응시킨 후 탄산나트륨

(100 mM) 0.75 mL를 가해 효소반응을 종결시켜 420 nm에서 흡

광도를 측정하였다[25]. α-Glucosidase와 pancreatic lipase 저해

활성 측정에 사용된 음성 대조구는 추출물 대신 증류수를 사용

하였고 시료용액의 첨가구와 무첨가구 사이의 흡광도 차이를 백

분율(%)로 나타내었다.

통계처리

각 실험은 삼 반복 수행하였고 이 결과는 SPSS 12.0 package

를 사용하여 분산 분석을 수행하였고 평균 ±표준편차로 나타내

었으며 각각의 분석 결과는 유의성 검정을 위해 분산분석 후 p

<0.05 수준에서 Duncan’s multiple range test를 실시하였다.

결과 및 고찰

GABA 생성 유산균 선발 및 기질에 따른 GABA 전환율 비교

TLC로 확인한 결과 GA 표준품의 경우 Rf 0.8과 GABA 표준

품의 경우 Rf 2.0이었다. WCP02, LAB28, LAB40, LAB48,

LAB62, LAB112, LAB224, BMK41, BMK184, BMK484로

명명된 유산균들에게서 GA로부터 GABA를 생성하는 것으로

나타났다(Fig. 1). 10종의 GABA 생성 유산균들의 16S rRNA

염기서열을 분석한 결과 모두 Lactobacillus brevis와 96-99%의

상동성을 보였다(Supplementary data Table 1S).

선발 유산균의 기질에 따른 GABA 전환율을 살펴본 결과

Table 1과 같았다. MSG 기질의 경우 GA 및 GABA 함량은

각각 844.58 및 42.86 mg/100 mL가 검출되었고 WCP02 균주

는 43.72 mg/100 mL로 GA 함량이 감소하였고 GABA 함량은

629.79 mg/100 mL로 증가하였으며 전환율은 93.51%로 이들 중

가장 높은 것으로 나타났다. 한편 LAB28 균주는 66.96%로 이

들 중 가장 낮은 GABA 전환율을 보였으며 이외 나머지 균주

들은 평균 80% 이상의 우수한 GABA 전환율을 나타내었다. 활

성 글루텐의 GA 및 GABA 함량은 각각 25.73 및 1.12 mg/

100 mL가 검출되었고 MSG 기질에서 전환율이 가장 우수하였

던 WCP02 균주는 82.93%의 비교적 우수한 전환율을 나타내

었으며 LAB62와 LAB224 균주는 63.76%와 64.54%로 조금

낮은 전환율을 나타내었고 이외 균주들은 70% 이상의 전환율

을 보였다. 콩 단백질의 GA 함량은 250.69 mg/100 mL였으며

GABA는 27.09 mg/100 mL가 검출되었다. LAB40 균주는

69.75%로 가장 전환율이 우수하였고 LAB62 균주는 57.05%로

이들 중 가장 낮은 전환율을 보였으며 이외 균주들은 약 60%

이상의 전환율을 나타내었다(Table 1).

이전의 많은 연구 결과들을 통해 Lactobacillus sakei, L.

brevis 및 Lactobacillus plantarum과 같은 여러 유산균들이

GABA를 생성할 수 있는 능력이 있는 것으로 보고되고 있다

[22,26-28]. Tung 등[29]은 탈지유에 MSG를 각각 0.1, 0.6,

1.2%만큼 첨가한 후 L. plantarum NTU 102 균주를 배양한

결과 0.6% MSG 농도에서 GABA (33 mg/L) 함량이 가장 높

았으며, Kook 등[28]은 3% MSG 함유 탈지유에서 L. sakei

유산균은 17,014 mg/L만큼 GABA를 생성한다고 보고하였다.

Cagno 등[26]과 Stragusa 등[30]은 L. plantarum의 경우 498과

125 mg/L가 생성됨을 보고하였다. 따라서 본 연구 결과를 바탕

으로 MSG (66.96-93.51%), gluten (63.76-82.93%), 및 soy-

protein (57.05-64.42%)을 기질로써 첨가하였을 시 대부분 균주

들은 GABA 전환율이 우수하였으며 특히 MSG와 gluten 첨가

시 GABA 전환율이 우수하므로 향후 GABA 생성을 위한 유

산균 배양에서는 MSG나 gluten을 발효기질로 첨가하는 것이

적합할 것으로 사료된다.

SPM과 FSPM의 이화학적 특성 및 유리아미노산 함량 비교

선발된 GABA 생성 유산균을 이용하여 발효 두유를 제조한 후

이화학적 특성과 GABA 전환율을 비교한 결과는 Table 2와

Fig 2에 나타내었다. SPM의 경우 pH는 6.49, 산도는 0.32%였

으며, GA와 GABA의 함량은 각각 175.59 mg/100 mL 및

27.86 mg/100 mL가 검출되었다. FSMP은 SPM보다 pH는 약간

감소하였으며, 이에 상응하여 산도와 생균수는 증가하였으나, 균

주별 차이는 없었다(Table 2). 대조구로 사용한 KCTC3320 균

주로 발효시킨 FSPM은 GA가 조금 감소하였고 GABA는 약간

증가하였다(Fig. 2). 특히 BMK484 균주로 발효시킨 FSPM은

Fig. 1 Thin layer chromatography (TLC) profiles of GA and GABA standards and culture medium of Lactobacillus brevis
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GA 함량이 47.94 mg/100 mL로 급격히 감소하였고 이에 상응하

여 GABA 함량은 111.72 mg/100 mL로 가장 크게 증가하였으

며 GABA 전환율은 69.97%로 가장 우수하였다(Table 2). 한편

ornithine은 대부분의 FSPM에서 높은 함량이 검출되었고 특히

LAB48 균주의 FSPM에서는 372.38 mg/100 mL로 가장 많은

함량이 검출되었고 BMK184 (3.97 mg/100 mL) 및 BMK484

(3.29 mg/100 mL)를 제외한 나머지 FSPM들 역시 313.60 mg/

100 mL (LAB224) 346.30 mg/100 mL (LAB40) 수준으로 비교

적 높은 함량이 검출되었다(Table 2). Taurine은 두유에서는 검

출되지 않았으나, FSPM에서 검출되었고 이는 유산균 발효에

의해 생합성 된 것으로 추정하였다. Aspartic acid, serine,

alanine의 경우 두유와 비교하였을 시 발효 후에 감소하였고

Table 1 Comparison of glutamic acid and γ-aminobutyric acid contents and conversion rate on monosodium glutamate, gluten, and soy-protein

substrates by the various Lactobacillus brevis

Isolates

Contentsa (mg/100 mL)

0.05% MSG 5% Gluten 5% Soy-protein

GA GABA
Conversion 

rateb (%)
GA GABA

Conversion 
rate (%)

GA GABA
Conversion 

rate (%)

SPMc 844.58±42.23a 42.86±2.14d - 25.73±1.29a 1.12±0.06d - 250.69±12.53c 27.09±1.35d -

FSPMd

 KCTC3320 66.65±3.33f 581.43±29.07b 89.72 4.08±0.20c 23.58±1.18b 85.25 135.56±6.78e 193.43±9.67a 58.79 

 WCP02 43.72±2.19g 629.79±31.49a 93.51 4.83±0.24c 23.47±1.17b 82.93 108.89±5.44f 197.19±9.86a 64.42 

 LAB28 236.62±11.83b 479.56±23.98b 66.96 6.71±0.34c 18.56±0.93c 73.45 115.64±5.78f 169.08±8.45b 59.07 

 LAB40 97.17±4.86e 586.30±29.32b 85.78 9.07±0.45b 24.01±1.20b 72.58 061.39±3.07h 141.56±7.08c 69.75 

 LAB48 81.08±4.05e 588.88±29.44b 87.90 8.07±0.40b 24.92±1.25b 75.54 123.18±6.16e 197.65±9.88a 61.61 

 LAB62 98.73±4.94e 577.21±28.86b 85.39 12.13±0.61b0 21.34±1.07b 63.76 142.36±7.12e 189.06±9.45a 57.05 

 LAB112 107.39±5.37d 609.92±30.50b 85.03 9.17±0.46b 23.68±1.18b 72.09 113.28±5.66e 0200.65±10.03a 63.92 

 LAB224 101.58±5.08d 578.41±28.92b 85.06 10.39±0.52b0 18.91±0.95b 64.54 117.54±5.88e 195.98±9.80a 62.51 

 BMK41 120.97±6.05c 576.27±28.81b 82.65 6.43±0.32c 35.28±1.76a 84.58 088.48±4.42g 174.29±8.71b 66.33 

 BMK184 131.69±6.58c 558.92±27.95c 80.93 6.78±0.34c 32.11±1.61a 82.56 120.29±6.01d 189.19±9.46a 61.13 

 BMK484 78.65±3.93f 530.70±26.54c 87.09 5.94±0.30c 24.84±1.24b 80.70 113.78±5.69e 185.29±9.26a 61.96 

aAll values are presented as the mean ± SD of triplicate determination. All values within a column with different superscript letters are significantly
different from each other at p <0.05 by Duncan’s multiple range test
bGABA conversion rate were determined using the following equation: % GABA = [GABA ÷ (GA + GABA)] ×10; GA, glutamic acid; GABA, γ-
aminobutyric acid.
cSPM: soy-powder milk
dFSPM: fermented soy-powder milk

Table 2 Comparison of physiochemical property and GA, GABA, and ornithine contents on the soy-powder milk (SPM) and fermented SPM with the

various Lactobacillus brevis 

Samples/
Isolates

Indexa Contentsa (mg/100 mL) 

pH
Acidity

(%, as lactic acid)
Viable cell numbers

(log CFU/mL)
GA GABA Ornithine

SPMb 6.49±0.32a 0.32±0.02b 07.24±0.36b 175.59±8.78a 27.86±1.39 e 3.70±0.19a

FSPMc

 KCTC3320 5.56±0.28b 0.45±0.02b 11.24±0.56a 101.52±5.08d 49.11±2.46d 346.49±17.32a

 WCP02 5.57±0.28b 0.45±0.02b 11.01±0.55a 119.04±5.95g 65.89±3.29d 331.05±16.55a

 LAB28 5.66±0.28b 0.52±0.03a 10.88±0.54a 122.45±6.12c 61.87±3.09d 338.88±16.94a

 LAB40 5.61±0.28b 0.54±0.03a 10.78±0.54a 131.10±6.56c 63.97±3.20d 346.30±17.32a

 LAB48 5.67±0.28b 0.55±0.03a 10.99±0.55a 131.06±6.55c 61.09±3.05d 372.38±18.62a

 LAB62 5.55±0.28b 0.61±0.03a 11.45±0.57a 110.32±5.52d 88.27±4.41c 332.61±16.63a

 LAB112 5.64±0.28b 0.58±0.03a 11.09±0.55a 133.04±6.65b 77.39±3.87d 328.28±16.41a

 LAB224 5.62±0.28b 0.57±0.03a 10.99±0.55a 087.30±4.37e 87.24±4.36c 313.60±15.68a

 BMK41 5.51±0.28b 0.42±0.02b 11.54±0.58a 134.12±6.71c 72.36±3.62d 340.92±17.05a

 BMK184 5.48±0.27b 0.48±0.02b 11.44±0.57a 050.70±2.54f 106.24±5.31b0 03.97±0.20b

 BMK484 5.40±0.27b 0.46±0.02b 10.45±0.52a 047.94±0.90g 111.72±6.59a0 03.29±0.16b

aAll values are presented as the mean ± SD of triplicate determination. All values within a column with different superscript letters are significantly
different from each other at p <0.05 by Duncan’s multiple range test
bSPM: soy-powder milk
cFSPM: fermented soy-powder milk
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LAB48 균주 이용 FSPM에서는 공통적으로 aspartic acid와

serine이 검출되지 않았다. 총 유리미노산 함량은 SPM보다

FSMP에서 낮게 검출됨에 따라 발효 과정 중 생성된 젖산 혹

은 아미노산 분해효소에 의해 분해된 것으로 추정되었다

(Supplementary data Table 2S).

여러 식물체 내의 GABA 생합성 경로는 저온 충격, 저산소

증, 온도, 탈수현상 및 발아 등과 같은 스트레스 조건에 노출되

었을 시 식물체 스스로가 방어하기 위한 물질로서 GABA를 생

성하게 된다[31,32]. Park과 Oh [33]의 연구에서는 현미를 발아

시킨 후 유산균 발효를 진행한 결과 L. plantarum KCTC3103

은 30.09 nmol/mL의 GABA를 생성한 반면, L. brevis OPY-1

는 8,003.29 nmol/mL를 생성하였고 일반적으로 L. plantarum

보다는 L. brevis의 GABA 생성력이 우수하다고 보고한바 있다.

GABA 생성은 GAD 효소 반응에 의해 CO2가 방출되면서 GA

로부터 GABA가 생성되게 된다[34]. 좀더 상세하게는, GABA

가 생성되기 위해서는 여러 전구물질들이 필요하며 특히 GAD

가 가장 대표적인 필요성분 중 하나이다. 즉, GAD 활성에 의

해 결과적으로 GA로부터 GABA가 생성되게 되며 Snedden 등

[35] 및 Oh와 Cha [36]는 Ca2+/calmodulin 단백질이 GAD 활

성을 유도시키며 이는 중성의 조건보다 산성일수록 GAD 활성

이 촉진됨을 보고하였다. 또한 Kook과 Cho [37]의 연구 결과

에서도 마찬가지로 pH 감소에 따라 GAD 활성이 증가하며 이

에 따라 GABA가 생성되고 이는 유산균이 생성하는 젖산 농도

에 따른 것으로 보고하였다. 한편 Jo 등[38]은 본 연구와 유사

한 콩 발효식품인 된장의 GABA 함량을 분석한 결과 숙성 1

년 후 43.8 mg/kg이었고 3년 후에는 120.6 mg/kg으로 증가함에

Fig. 2 Comparison of GA and GABA chromatogram on the soy-powder milk (SPM) and fermented SPM with the various Lactobacillus brevis. A;

SPM, B; KCTC3320 strain using FSPM, and C; BMK484 strain using FSPM. 1; GA and 2; GABA
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따라 전구물질인 GA는 감소한다고 보고하였다. 이는 발효 후

에 GA 함량이 감소하면서 이에 비례적으로 GABA 함량이 증

가하는 본 연구 결과와도 일치하였다. 또한 GABA가 함유되어

있는 녹차의 경우 혐기적 조건에서 처리하였을 때 GA는 감소

하고 GABA 함량이 현저하게 증가한다고 보고되어있다[39]. 이

러한 현상 역시 녹차에 함유된 GA가 GAD에 의해 이산화탄소

가 방출되어 GABA가 생성되는 것으로 보고되었다[38,40,41].

최근 Hwang 등[22]은 새단백콩의 발아조건에 따라 GABA 전

구물질인 GA 함량에 따라 GABA 생성량은 101.6 mg/100

mL로 보고하였다. 따라서 본 연구 결과 역시 FSPM은 유산균

이 생성하는 GAD 활성에 의해 최종적으로 GABA는 증가하고

전구체인 GA가 감소되는 것으로 사료된다.

Diana 등[42]의 연구 결과에서는 치즈 숙성 초기 단계에서

ornithine이 유산균의 GAD 효소활성 의해 생성된다고 보고하였

으며 본 연구에서 BMK184와 BMK484를 제외하고 8종의 선

발 유산균들에서는 많은 양의 ornithine이 검출되어 유산균 발

효 중 GAD 활성에 따른 결과로 추정되었다. 한편 GABA가 생

성되는 주요 요인은 앞서 기술한 바와 같이 GABA 생성 유산

균들의 GAD 효소활성에 반응하여 GABA로 전환된다. Kurata

등[43]은 스트레스가 유도된 mice에게 ornithine을 경구 투여했

을 시 항우울증 효과가 있음을 보고하였으며, Sugino 등[44]은

ornithine은 간의 독성 암모니아를 제거한다고 보고하였다.

Hwang 등[22]은 새단백콩의 발아와 유산발효에 필수아미노산이

약간 증가한다고 보고하였으나, 본 연구에서는 약간 감소하였다.

Fig. 3 Comparison of isoflavone HPLC chromatogram on the soy-powder milk (SPM) and fermented SPM with the various Lactobacillus brevis. A;

SPM, B; KCTC3320 strain using FSPM, and C; BMK484 strain using FSPM. 1; daidzin, 2; glycitin, 3; genistin, 4; daidzein, 5; glycitein, and 6;

genistein
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따라서 이전의 결과를 토대로 본 연구에서는 김치로부터 분리

한 10종의 GABA 생성 균주인 L. brevis가 생성한 GAD 활성

에 의해 ornithine 혹은 GABA로 전환된 것으로 판단되며, 기

질의 사용에 따라 ornithine 혹은 GABA의 생성량이 다른 것으

로 판단되었다.

SPM과 FSPM의 총 페놀릭스 및 이소플라본 함량 비교

SPM과 FSPM의 총 페놀릭스 함량 비교 결과, SPM은 0.42

mg/g이 검출되었고 FSPM에서 0.64-0.67 mg/g 수준으로 약간

높은 함량이 검출되었다(Supplementary data Fig. 1S).

폴리페놀 화합물은 C6H6의 수소 중 하나가 -OH로 치환된 물

질을 말하며 -OH를 2개 이상 갖고 있는 물질을 총칭한다. 이

러한 구조를 갖는 화합물은 자연계에 많이 존재하며 특히 녹차

에 함유 되어있는 catechin이 가장 대표적이며 이 외 커피는

chlorgenic acid, 포도나 검정콩 등에는 anthocyanin 형태로 함

유 되어있다. 폴리페놀 화합물들은 오래 전부터 대표 항산화 물

질로 알려져 있으며 열처리, 발효 등의 가공처리에 의해서 수

용성 페놀릭스 함량이 증가한 것으로 보고되어 있으며[1], 특히

콩 발효식품인 청국장, 된장뿐만 아니라 두유 요구르트에서 함

량이 증가하는 것으로 보고되어 있다[22,23,45]. 따라서 본 연

구에서 유산균 발효를 통해 제조된 FSPM은 발효 중 유산균이

생성하는 젖산 또는 β-glucosidase와 같은 효소활성에 의해

SPM에서보다는 총 페놀릭스 함량이 증가된 것으로 추정된다.

SPM과 FSPM 모두에서 공통적으로 이소플라본 화합물 6종

류가 검출되었고 SPM의 경우 배당체인 daidzin과 genistin이 주

요 화합물로 검출되었으나(Fig. 3A), 대조구로 사용한

KCTC3320 균주와 BMK484 균주를 사용한 FSPM은 비당체인

daidzein과 genistein이 주요 화합물로 검출되었다(Fig. 3B-C).

배당체인 daidzin, glycitin과 genistin 함량은 SPM에서 각각

485.06, 198.29, 및 607.58 μg/g이었고 FSPM에서는 크게 감소

하여 평균 30.07, 23.53, 및 10.98 μg/g 수준이었고, 이와 반대

로 비당체인 daidzein, glycitein과 genistein 함량은 평균 26.85,

16.19, 및 16.22 μg/g (SPM)에서 217.63, 53.71, 및 168.16 μg/g

(FSPM) 수준으로 증가하였다. 즉, SPM에서는 배당체 화합물의

분포도가 4.39%에 불과하였으나, FSPM에서는 비당체 화합물의

분포도가 평균 87.23% 수준으로 크게 증가하였다(Table 3).

콩은 배당체 이소플라본(glycosides, malonyl-acetyl glycosides)

을 대부분 함유하고 있으나 화학적 가수분해 처리 또는 여러

종류의 미생물에 의해 발효 과정 중 배당체는 감소하고 비당체

가 증가하는 것이 많은 연구를 통해 보고되었다[3]. Hwang 등

[23]은 L. plantarum 종균을 사용하여 두유 발효 시 48시간째

배당체 이소플라본은 감소하고 비당체 이소플라본은 약 35% 정

도 증가하는 것으로 보고하였고 Donkor와 Shah [46]의 두유 발

효에서는 Lactobacillus acidphilus, Lactobacillus casei 및

Bifidobacterium에 의해 배당체 함량이 감소하고 이에 따라 비

당체 함량이 증가함을 보고하였다. 특히 L. acidophilus L10 유

산균의 경우에는 발효 36시간째 비당체 함량이 약 63% 가량

증가하였고 B. lactis B94 및 L. casei 균주들은 발효 24시간

및 12시간째 각각 77%와 71% 증가함을 보고하였다[46]. 배당

체 이소플라본 함량이 감소하고 비당체 이소플라본 함량이 증

가하는 이러한 연구 결과는 본 연구 결과와도 일치하는 경향을

나타내었으나 각각의 이소플라본 함량 차이는 있는 것으로 나

타났다. 이러한 차이는 원료 콩의 품종과 재배환경(토양, 광량,

기후 등), 발효 미생물 종류와 미생물이 생성하는 각기 다른 효

소와 그 활성도 차이 또는 연구에 사용되는 콩 품종, 발효 환

경 등에 따라 여러 양상에 의한 것으로 판단되었다.

SPM과 FSPM의 라디칼 소거활성 및 소화효소 저해활성 비교

SPM과 FSPM의 항산화 활성(DPPH, ABTS 및 hydroxyl) 및

소화효소 저해활성(α-glucosidase 및 pancreatic lipase) 결과는

Table 4와 같았고, SPM보다 FSPM의 활성이 높게 나타났다.

DPPH 라디칼 소거활성은 SPM의 경우 47.25% 활성을 보였

고 FSPM에서는 활성이 증가하여 57.09-65.19%를 나타내었다.

ABTS 라디칼 소거활성은 전체적으로 DPPH보다는 그 활성이

Table 4 Comparison of biological relative activity on the soy-powder milk (SPM) and fermented SPM with the various Lactobacillus brevis

Samples/
 Isolates

Radical scavenging activitiesa (%) Enzyme inhibitory activitiesa (%)

DPPH ABTS Hydroxyl α-Glucosidase Pancreatic lipase

SPMb 47.25±2.36b 53.80±2.69b 25.83±1.29b 6.49±0.32b 15.02±0.75d

FSPMc

KCTC3320 61.32±3.07a 93.07±4.65a 60.23±3.01a 53.04±2.65a 34.81±1.74b

WCP02 63.65±3.18a 98.82±4.94a 62.52±3.13a 55.11±2.76a 41.12±2.06a

LAB28 63.54±3.18a 98.56±4.93a 62.42±3.12a 52.38±2.62a 40.83±2.04a

LAB40 60.58±3.03a 91.24±4.56a 59.50±2.98a 50.87±2.54a 32.81±1.64b

LAB48 58.89±2.94b 87.06±4.35a 57.83±2.89a 53.88±2.69a 28.22±1.41c

LAB62 65.19±3.26a 95.42±4.77a 61.17±3.06a 53.69±2.68a 37.39±1.87b

LAB112 62.06±3.10a 94.90±4.75a 60.96±3.05a 50.31±2.52a 36.82±1.84b

LAB224 58.25±2.91b 85.49±4.27a 57.21±2.86a 49.27±2.46a 26.50±1.33c

BMK41 57.09±2.85b 82.61±4.13a 56.06±2.80a 54.96±2.75a 23.35±1.17c

BMK184 63.49±3.17a 98.43±4.92a 62.36±3.12a 51.25±2.56a 40.69±2.03a

BMK484 60.31±3.02a 88.10±4.41a 61.25±3.06a 52.71±2.64a 39.37±1.97c

aAll values are presented as the mean ± SD of triplicate determination. All values within a column with different superscript letters are significantly
different from each other at p <0.05 by Duncan’s multiple range test 
bSPM: soy-powder milk
cFSPM: fermented soy-powder milk
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높게 나타났고 SPM에서는 53.80%의 활성을 나타내었고 FSPM

에서는 이 보다 높은 82.61-98.82%의 라디칼 소거활성을 나타

내었다. Hydroxyl 라디칼 소거활성 역시 DPPH 및 ABTS와 마

찬가지로 전체적인 경향이 유사하였고 SPM에서는 25.83%의 다

소 낮은 라디칼 소거활성을 보였으나 FSPM에서는 56.06-

62.52%로 활성이 크게 증가하였다(Table 4).

탄수화물 분해효소인 α-glucosidase 저해활성 결과로는 SPM

의 경우 6.49%의 아주 낮은 활성을 나타내었으나 FSPM의 경

우 대부분 약 50%가 넘는 저해활성을 나타내었다. 지방분해 효

소 저해활성인 pancreatic lipase는 SPM의 경우 15.02%를 나타

내었고 FSPM은 23.35-41.12%로 활성이 증가하였다(Table 4).

특히 FSPM에서 GABA 생성능이 우수한 BMK484의 경우 라

디칼 소거활성과 소화효소 저해활성 역시 우수하였다.

라디칼 소거활성은 폴리페놀과 이소플라본 화합물 함량에 비

례적으로 증가하는 것으로 Choi 등[5]과 Cho 등[45]은 보고하였

다. 특히 이소플라본 중 비당체 형태인 daidzein과 genistein이 강

력한 항산화 물질임을 Tyug 등[47]은 보고하였고 콩의 물 추출

액(두유)과 콩 분말 두유를 비교 측정하였을 시 콩 분말 두유의

라디칼 소거활성이 더 우수하다 보고하였다. 또한 Hwang 등[23]

은 비지가 제거된 일반 두유보다 콩-분말 두유가 라디칼 소거활

성 역시 높은 것으로 보고하였다. 이러한 결과들은 콩 껍질에 생

리활성 물질이 더 많이 함유되어있기 때문이며 이는 본 연구 결

과와도 유사한 것으로 판단된다. 한편 원료 콩에 비해 콩 발효

를 통해 daidzin→daidzein, genistin→genistein으로 화합물의 변

화가 일어나는 것은 유산균이 발효 과정 중에 생성하는 β-

glucosidase 활성에 의한 것임을 Donkor와 Shah [46]는 보고하였

고 본 연구 역시 이들의 결과와 일치하였다. 또한 혈당과 지방

흡수를 저해시키는데 도움이 될 수 있는 물질은 플라보노이드

화합물인 것으로 Kim 등[48]의 연구 결과에서 보고되었다. 한편

Behloul와 Wu [49] 및 Lee 등[50]의 연구에서는 3T3-L1 지방전

구 세포에 daidzein 및 genistein 추출물을 투여하였을 시 혈당과

혈중 지질 농도를 유의적으로 감소시키는 것으로 나타나 이들

화합물들은 항당뇨와 항비만 효능이 있는 것으로 보고하였다. 본

연구 역시 원료 콩이 발효됨에 따라 폴리페놀과 비당체 이소플

라본 증가에 따라 항산화 활성 및 항비만 효과가 나타나는 것으

로 추정되었다. 따라서 지금까지의 연구결과를 바탕으로 본 연

구에서 제조한 FSPM은 GABA와 비당체 이소플라본 함량이 증

대되어 우수한 항산화 효과와 함께 SPM에 비해 소화효소 저해

활성이 개선되므로 기능성 소재로 발전 가능성이 높을 것으로

기대된다. 또한 현재까지 유산균을 이용한 GABA 생성 연구는

MSG나 GA를 인위적으로 첨가하여 증가시키는 결과들이 대부

분 보고되었다. 그러나 본 연구에서는 기질을 첨가하지 않고 콩

에 함유되어 있는 천연 기질 성분으로만 GABA를 생성시키는

연구로써 학술적 가치가 우수할 것으로 사료된다.

초 록

본 연구는 Lactobacillus brevis 균주들을 이용하여 제조된 발효

콩-분말 두유(fermented soy-power milk, FSPM)의 기능성물질

함량(GABA 및 isoflavone)과 항산화 활성 및 소화효소 저해활

성을 비교 측정하였다. 김치로부터 가바 생성 유산균 10종을 분

리하였고 16S rRNA 유전 분석 결과 L. brevis와 96-99% 상동

성을 나타내었다. GABA 전환율은 MSG, 활성 글루텐과 콩 단

백질에서 각각 66.96-93.51%, 63.76-84.58%과 57.05-69.75%

있었다. FSPM은 콩-분말 두유(SPM)보다 pH와 GA 함량은 낮

았으나, 산도와 GABA 함량은 높았다. BMK484 균주 FSPM의

GABA 전환율은 69.97%로 가장 우수하였다. 한편, SPM은 배

당체 이소플라본의 함량(1290.93 μg/g)이 높았으나, FSPM는 비

당체 이소플라본의 함량(287.27-501.9 μg/g)이 높았다. BMK484

균주 FSPM의 경우 비당체 이소플라본인 daidzein, glycitein과

genistein 함량이 각각 240.2, 61.24과 200.45 μg/g으로 가장 높

았다. BMK484 균주 FSPM의 DPPH, ABTS와 hydroxyl 라디

칼 소거활성 및 α-glucosidase와 pancreatic lipase 저해활성은

각 60.31, 88.10와 61.25 및 52.71와 39.37%로 비교적 우수하

였다. 따라서 본 연구의 L. brevis들은 발효 콩-분말 두유에서

GABA 및 비당체 이소플라본을 동시에 강화할 수 있는 소재로

서 사용될 수 있다.
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