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요 약 문

제 목 신발효기법을 이용한 자돈용 대두사료의. :Ⅰ
개발에 관한 연구

연구개발의 목적 및 필요성.Ⅱ

안전성이 입증된 발효 식품용 미생물인 유산균 황국균 고초균을 종균으로, ,
사용한 발효물 중의 미생물 유래 효소류 차 대사산물 균체multi-step , 1, 2 ,
성분은 면역체계를 활성화시킨다 특히 등. , bacteriocin, diacetyl, lactic acid
의 천연항균성 물질은 설사증 유발균인 대장균과 살모넬라 등 유해균의 장

내 생육을 억제함으로써 자돈에서의 질병을 예방할 수 있을 것으로 기대된

다 대두 발효물은 대두 중의 단백질을 저분자의 펩타이드 형태. Multi-step
로 효율적으로 분해시킨 것으로써 각종 고기능성 물질을 다량 함유하고 있

으며 섭취시 식물성 단백질의 소화흡수능이 우수하여 고품질의 돈육을 생․
산할 수 있으므로 국내산 축산물의 경쟁력을 강화시킬 수 있을 것이다.
이에 본 연구에서는 축산농가의 난제 중의 하나인 이유기 자돈 사망률을

낮추기 위한 방법으로 발효 시스템을 이용하여 가공한 대두 발효multi-step
물을 첨가한 고기능성 자돈 영양 사료를 생산하고자 한다.
난분해성 다당류로 인한 장내 정상 균총의 파괴 결과 발생되는 미생물성

설사증 이외에도 사료 중의 에 기인한 알레르기성 설사증도 발food allergen
생할 것으로 추측되지만 아직 식품알레르기에 의한 자돈 설사증에 관한 정

확한 보고가 없다 이에 원인불명 설사증 자돈의 혈청을 인체에 알레르기를.
유발하는 단백질과 면역학적으로 분석함으로서 식품알레르기의 가능성을 규

명하고 대두의 품종에 따른 항원성 물질을 정량하고자 한다 발효. Multi-step
시스템에 의해 항원성 단백질이 한계 크기인 이하 펩타이드로 분해됨으10kD
로써 항원성을 원천적으로 제거하여 장관흡수가 용이한 형태로 분해됨과 동

시에 다량의 기능성 펩타이드도 생성되어 자돈 사망률을 현저히 감소시키고

축산 농가의 경제적 손실을 절감시키는 것이 본 연구의 최종 목표이다.
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연구개발 내용 및 범위.Ⅲ

식물성 고단백 자원인 대두의 효율적인 소화 분해를 위한 발효법 개발1.

최적 발효시스템 구축을 위한 유용균주1) screening
알레르기성에 따른 대두의 분류 및 선별①
안전성이 확보된 전통발효 식품으로부터 유용균주 선별②
대두 자화능과 천연항균제 생산능 높은 유산균 선별③
천연 항균제 친화성 있고 단백질 당질 지질 등의 분해능이 강하고, ,④

생산력이 우수한 황국균 선별GABA
암모니아 등의 이취 생성능 결실 각종, protease, fibrinolytic enzyme,⑤

와 생산능이 높은 고초균 선별polyglutamic acid fructan

단일 및 발효시스템의 확립 및 비교2) multi-step
단일 종균을 이용한 대두 발효물의 제조①
복합 종균을 이용한 발효물의 제조multi-step②

의 특성 비교③ ①②
대두 자화성 생산 균주의 선별 및 발효 조건 규명GABA④

발효물에 의한 기능성 대사산물의 퓨전조건 확립Multi-step⑤
황국균 발효에 의한 차 대사산물 생산 및 유지 조건검토2 (GABA)⑥
최대 점질물 형성 고초균 발효공정 설정⑦

발효시스템 중 의 최대 생성을 위한 발효공정 개량과 생multi-step GABA⑧
성된 의 안정화GABA
효율적인 발효시스템 선별 및 최적발효공정 개발multi-step⑨

발효시스템 의한 고품질 기능성 발효 자돈 사료의 대량 생산3) Multi-step
공정 및 발효물의 효율적인 저장조건 개발

기능성 발효물의 대량 생산 공정 확립multi-step①
다른 사료성분과 혼합방안 및 시기 설정②

에 의한 기능성 발효 자돈 영양사료 첨가물의 에너지 절감 건조Multi-step③
법 개발

기능성 발효 자돈 영양사료용 발효물의 장기 저장법 개발multi-step④
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사료의 생리활성 효능에 관한 분자생물학적 기전 해석2.

대두 및 시판 발효 대두 중의 기능성 의 분리 및 항염증 효능 비교1) peptide
기능성 의 분리 정제 공정 확립peptide /①
대두 및 시판 발효 대두 중의 기능성 비교peptides②
염증유발 물질처리에 따른 후보 의 세포독성 여부 조사peptide③

관련 유전자의 발현에 미치는 후보 의 효Cyclooxygenase pathway peptide④
능 비교

관련 조절 유전자들의 발현에 미치는 후보 의 효능 비NF-kappaB peptide⑤
교

신경교 세포에서 에 의한 세포독성 보호 기전 해석2) -amyloidβ
신경교세포의 성장에 미치는 및 후보 영향 조사-amyloid peptides① β
신경교② 세포의 세포주기 조절 관련 유전자 발현에 미치는 후보 의peptides
영향 조사

신경교③ 세포에서 유발 관련 유전자 발현에 미치는 후보apoptosis peptides
의 영향 조사

의 에 미치는 후보 의 영향 조사-amyloid cytotoxicity peptides④ β
세포주기 관련 유전자 발현 변화에 미치는 및 후보 의-amyloid peptides⑤ β
영향 비교

관련 유전자 발현 변화에 미치는 및 후보Apoptosis -amyloid peptides⑥ β
의 영향 비교

발효물 유래 기능성 의 항암 면역증강 효능에 관한 연구3) peptide /
인체 뇌종양세포의 성장에 미치는 후보 의 영향 비교peptides①
세포주기교란에 따른 관련 유전자들의 발현에 미치는 후보 의 영peptides②
향 조사

후보 에 의한 뇌종양세포의 분화 여부의 확인peptides③
후보 에 의한 뇌종양세포의 관련 기전 해석peptides apoptosis④

면역활성 연관 유전자들의 발현에 미치는 후보 의 역할In vitro peptides⑤
분석

실험동물에서의 후보 의 면역 활성 여부 조사peptides⑥
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에의 식이에 의한 영양병리학적 효능 평가3. Piglet ․

발효영양사료 투여 의 영양학적 효과1) Multi-step piglet
발효영양사료와 일반사료 급여군의 증체율 비교Multi-step①
발효영양사료와 일반사료 급여군의 혈액학적 차이 비교Multi-step②

급여 사료내 발효물의 적정 조성비 확립multi-step③

의 설사증에 의한 사망률 저감 효과 검토2) Piglet
발효사료와 일반사료 급여군의 설사증 발생 비교multi-step①
발효사료와 일반사료 급여군에 대한 대장균 공격시험multi-step②
발효사료와 일반사료 급여군에 대한 살모넬라 공격시험multi-step③

발효 사료 급여 돼지의 생산량 조사3) Multi-step
발효사료 급여 돼지 출하시 육질 등급 조사Multi-step①
발효사료 급여 돼지 도체 병변 조사Multi-step②
발효물을 이용한 각종 사료 시험Multi-step formulation③

발효 시스템에 따른 대두 알레르기성 분석4.

대두 품종별 알레르기성 비교1)
국산수입산 대두의 품종별 알레르기성 비교분석① ․
식품 대두 에 의한 동물 알레르기 발생에 관한 정보 조사 및 확보( )②
대두에 알레르기 반응을 일으키는 사람 및 동물의 혈청 확보③

발효시스템 산물의 알레르기성 분석2)
단일 종균을 이용한 대두 발효물의 알레르기성 분석①
복합 종균을 이용한 시스템물의 알레르기성 분석multi-step②
최적③ 발효 시스템에 따른 발효물의 알레르기성 분석
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연구개발 결과 및 활용에 대한 건의.Ⅳ

제 절 연구개발 결과1

제 세부과제 식물성 고단백 자원인 대두의 효율적인 소화분해를 위한1. 1 :
발효법 개발

가 발효식품에서 최적 유산 발효 시스템 구축을 위해 대두 자화능과 천연항균.
제인 생성능이 우수하고 산도의 하락이 완만한 유산균을 선별하였다nisin .

나 유산 발효 대두에서 생육이 가능하며 천연항균제 친화성이 있고 단백질 당. ,
질 지질 등의 분해능이 강하며 생성능이 우수한 황국균을 선별하였고, GABA
암모니아 등의 이취 생성능이 결실되고 혈전 용해 각종 분해 효소 등의 생산능,
이 높은 고초균을 선발하였다.

다 분리된 유산균 황국균 고초균을 이용한 대두의 단일 및 복합 발효물을 제. , ,
조하여 비교하였으며 각 균주들 간의 상호 연관성과 품질특성을 고려하여 최적

발효 조건을 탐색하였다multi-step .

라 대두의 단일 및 발효 중 수분 환원당 총당 조지방 조단백. multi-step , pH, , , ,
질 등 일반성분 함량과 유리아미노산 등 영양성분 변화를 확인하여 효, GABA
율적인 발효 시스템 선별 및 최적 발효 공정을 개발하였다multi-step .

마 기능성 발효물의 대량 생산 공정 확립을 위하여 기존. multi-step multi-step
발효법을 개선하여 발효 시간을 단축하고 에너지를 절감할 수 있는 속성

발효법을 개발하였다multi-step .

바 발효물과 속성 발효물의 수분 환원당 조지방. multi-step multi-step , pH, , ,
조단백질 등 일반성분 함량과 유리아미노산 등 영양성분을 비교하여 영, GABA
양적인 측면에서는 차이가 없으나 경제적으로 우수한 속성 발효법의multi-step
최적 발효 공정을 개발하였다.
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사 최적 속성 발효 공정에 의해 생산된 발효물의 건조 방법에 따른. multi-step
저장 중 영양성분 변화를 확인함으로써 건조 방법에 자돈 사료의 저장 방법을

확립하였다.

제 협동과제 사료의 생리활성 효능에 관한 분자생물학적 기전 해석2. 1 :

가 이. Genistein 처리된 SK-MEL-2 세포는 처리 농도 의존적으로 세포의 증식
이 현저히 감소되었으며 심한 형태적 변형이 동반되었다 이러한. SK-MEL-2
세포의 증식억제 및 형태 변형은 기의 세포주기 억제 및 유발과G2/M apoptosis
연관성이 있는 것으로 나타났다 이는. 인체흑색종세포에서 의 항암작용genistein
을 이해하는데 중요한 자료가 될 것이고 나아가 을 포함한 그와 유사genistein
한 항암제 후보물질들의 연구에 있어서 기초 자료로서 사용될 수 있을 것으로

생각된다.

나 이. Genistein 처리된 및 세포는 처리 농도 의존적으로 세포의 증T24 U937
식이 현저히 감소되었으며 심한 형태적 변형이 동반되었으나 세포에서, U937
보다 높은 감수성을 보였다 이러한 및 세포의 증식억제 및 형태 변. T24 U937
형은 기의 세포주기 억제 및 유발과 연관성이 있는 것으로 나타G2/M apoptosis
났다 이는. 인체방광암 및 백혈병 세포에서 의 항암작용을 이해하는데genistein
중요한 자료가 될 것이고 나아가 을 포함한 그와 유사한 항암제 후보genistein
물질들의 연구에 있어서 기초 자료로서 사용될 수 있을 것으로 생각된다.

다 에 의한 인체위암세포 및 흑색종세포의 성장억. Genistein AGS SK-MEL-2
제는 유발과 밀접한 관련이 있었으며 이러한 유발에는apoptosis , apoptosis

및 의 발현 변화와 그에 따른 의 활성화에 의Bcl-2 family IAP family caspase
한 표적 단백질들의 발현 저하와 직접적인 연관성이 있음을 관찰할 수 있었다.

라 과. TRAIL 의 동시 처리에 의한 유도에 미토콘드리genistein apoptosis DR5,
아의 기능 손상 및 의 활성이 매우 중요한 역할을 하는 것을 확인하caspase-3
였으며 아울러 대두에 함유되어 있는 은 저항성 극복을 위한, genistein TRAIL
매우 훌륭한 후보물질이 될 수 있음을 알 수 있었다.

마. 세포에서 와 각종 질병의 유발과 진행에 중요한 역할을 하는U937 COX-2
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것으로 알려져 있는 PGE2의 발현 정도는 대조구와 비교하여 고초균 단일 발효

대두 및 발효 대두 처리에 의해서 강하게 억제되었다(FSB) multi-step (TFS) .
특히 에 비하여 를 전처리하였을 경우 에 의하여 과발현된FSB TFS PMA

및COX-2 PGE2 생성의 억제정도가 더 강하게 나타났다 이는 및 의. FSB TFS
항염증기전 해석을 위한 이해와 향후 지속적인 연구를 위한 귀중한 자료가 될

것으로 사료된다.

바. 대두 산물 등에 많이 함유되었을 것으로 추정되는 의linoleic acid(LA)
항암활성을 인체 위암세포를 대상으로 조사하였다. 가 처리된 위암LA AGS
세포는 처리 농도 의존적으로 세포의 증식이 억제되었으며LA , apoptotic body
형성 염색질 응축 및 세포의 빈도를 동반하여 가 유도되었음, sub-G1 apoptosis
을 알 수 있었다 대두 유래 의 항암활성 해석을 위한 이해와 향후 지속적. LA
인 연구를 위한 귀중한 자료가 될 것으로 사료된다.

제 협동과제 에의 식이에 의한 영양병리학적 효능 평가3. 2 : Piglet ․

가 발효물의 첨가 적정 조성비 확립을 위한 실험 결과 자돈의 증체. Multi-step
율과 사료효율 그리고 경제적인 면을 고려한 결과 의 첨가가 가장 효율적인5%
것으로 나타났다 발효물을 첨가한 시험구와 일반사료만을 급여. Multi-step 5%
한 대조구의 증체율을 비교한 결과 개월 후의 출하까지 평균체중은 의4 8.6kg
차이를 보였으며 설사증의 발생은 일반사료와 차이가 없는 것으로 나타났다, .
혈액학적 차이 비교시험 결과 발효물은 돼지 혈액 성상에는 아무런Multi-step
영향을 미치지 않는 것으로 추정되었다.

나. Salmonella가 감염되었을 때 발효물이Multi-step Salmonella를 억제하는

항균력이 있는 것으로 나타났다.

다 육질조사에서는. 일반사료를 급여하여 사육한 대조구에 비하여 Multi-step
발효물을 첨가한 사료를 급여하여 사육한 시험구가 조지방 함량 풍미 단맛 관, ,
련 및 총 아미노산 함량은 많았으며 지방의 명도 불포화지방산 필수지방, pH, , ,
산 불포화지방산 포화지방산 비율 필수지방산 불포화지방산 비율 오메가 지, / , / , -3
방산 신선육 및 가열육 관능 평가 결과 등 모든 항목에서도 결과가 높게 나타,
났다 또한 대조구에 비하여 시험구가 경도 표면경도 및 씹힘성 포화지방산은. , ,
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낮은 장점을 나타낸 반면 가열감량은 많았고 육 및 지방의 황색도 오메가, , , -6
지방산과 오메가 오메가 비율이 높았고 수분 함량은 적은 단점을 나타내었-6/ -3 ,
다.

라 도체병변조사에서는. 발효물이 돼지 질병에 미치는 영향은 거의Multi-step
없는 것으로 나타났다 하지만 이는 주로 호흡기 질병에만 초점이 맞추어져 도.
출된 결과라고 할 수 있다 만약 현실적인 실험여건으로 소화기질병가지 확실히.
조사할 수 있었다면 더욱 효율적인 차이가 인정되었을 것으로 생각된다.

마 발효물을 이용한 각종 사료 시험에서는. Multi-step formulation Multi-step
발효물 첨가량은 도체등급에 영향이 없는 것으로 판정되었으며 결론적으로 갓

난 돼지 사료에 첨가되는 대두 발효물의 함량은 정도가 적합하multi-step 10%
며 돈기의 적정 배합비는 사료 효율과 경제적 측면도 고려하여 정도가 적5%
합하리라 사료된다.

위탁과제 발효 시스템에 따른 대두 알레르기성 분석4. :

가 국내산 대두 종과 수입산 대두 종 그리고 유전자 재조합 대두 종의 비정. 6 3 1
제된 항원은 상에서 그 단백질띠의 분포가 유사하였으며 따15% SDS-PAGE
라서 대두 품종들 간의 단백질 밴드 차이는 없었다.

나 년 월부터 년 월까지 알레르기 질환으로 인해 삼성서울병원 알. 2005 4 2006 1
레르기 센터를 방문하여 결과 대두에 양성으로 판정된 소아 환자CAP assay
명을 대상으로 를 이용하여 품종별 알레르기성을 조사 하였다 명의16 ELISA . 16

환자별 수준은 품종 간에 의미 있는 차이가 나지 않았지만 수입산 에IgE Jack
서 다소 높은 값을 확인할 수 있었다IgE .

다 효소면역측정법에 의한 혈청 특이 항체 측정치를 비교하여 명 환자를. IgE 9
대상으로 를 수행하였다 환자마다 혈청의 와 반응IgE immunoblot analysis . IgE
하는 단백질 밴드간의 차이가 있었으나 한 환자가 품종별 와 반응하는 단백, IgE
질 띠에는 차이를 보이지 않았다.

라 품종별 을 시행한 대두에 양성 반응을 보인 환자 명을 대상으. immunoblot 9
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로 여러 다른 식품에 대한 특이 항체의 상관성을 측정한 결과 혈청 는IgE IgE
여러 다른 식품에서도 강한 양의 상관관계를 나타내는 것을 확인하였다.

마. 국내산 대두와 단일 발효물 그리고 복합 발효물의 조항원은 12%
상에서 그 단백질 밴드의 분포가 상이한 차이를 보이며 발효시키SDS-PAGE ,

지 않은 정상군의 콩은 에서 까지 광범위한 단백질 밴드를 확인10 kDa 100 kDa
할 수 있었다 반면 단일 발효물와 단백질들은 모두 이하 그리고 복합. , 15 kDa ,
발효물의 단백질들은 이하로 분해된 것을 확인할 수 있었다 따라서 복10 kDa .
합종균으로 발효시킨 대두의 단백질들이 단일 종균보다 단백질 분해가 높음을

확인할 수 있었다.

바 발효시키지 않은 정상대두에서는 환자마다 혈청의 와 반응하는 단백질. IgE
밴드의 차이가 확인되었다 그러나 단일 발효물와 복합 발효물에서는 혈청. , IgE
와의 반응성에서 많은 차이를 보였다 복합 발효물보다 단일 발효물에서 강한.

반응성을 확인할 수 있었다 따라서 단일 발효물보다 복합 발효물의 알레르IgE .
기성이 감소하였음을 확인할 수 있었다.

제 절 활용에 대한 건의2

발효시스템을 응용하여 다른 난분해성 폐자원을 분해시켜 산업적1. Multi-step
활용

최적발효시스템으로 발효시킨 대두 성분을 추출하여 설사증 자돈용 영양제2.
개발

고기능성 자돈 영양 사료를 축산농가에 보급 및 활용3.
식물유래 기능성 발효 자돈 영양사료를 통한 고품질의 돈육 생산4.
기능성 물질을 분리정제하여 건강보조식품 및 의약품으로 개발5. ․
얻어진 고부가가치의 사료 결과를 산업화 및 축산농가에 이전6.
신 발효기술을 토대로 신규 벤쳐 기업 창업 후 이전7.
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SUMMARY

. TitleⅠ
Development of soybean weaning of piglets using new fermenting method

. Research Objectives and NecessityⅡ
Multi-step ferments were fermented by lactc acid bacteria, Aspergillus

oryzae and Bacillus subtilis that was improved as a safety microorganism in
food. It is not only activating the immune system by hydrolysis enzymes,
primary and secondary metabolites and bacterial substances, but also
restraining intestinal growth of hazardous bacteria such as E. coli and
Salmonella, which cause a diarrhea remedy, by natural antibiosis of
bacteriocin, diacetyl and lactic acid. As a result, it is expected to prevent
and treat diseases in pigs.
The soybean ferments efficiently separated by multi-step fermentation

system contained various highly functional materials. We will be improving
competitiveness of stock farm products in Korea by production of high
quality pork due to superior digestive activity and absorbing power of
vegetable proteins.
In this study, we performed to produce high- functional pigs feeds by

multi-step ferments using the methods to decrease mortality rate of pigs.
We will get a line of functionality of food allergies and determinate
antigenicity substances of soybean according to cultivars by immunoassay
analysis of unknown cause of diarrhea suckling pigs's serum and proteins
that causes allergies to human body.
Antigenic protein is divided into less than 10kD peptides, limited to this
size by multi-step. It makes it easy to absorb into the intestinal tract by



- 12 -

basically removing its antigenicity and simultaneously producing a
considerable amount of functional peptides. In this respect, the final aim of
this project, remarkably, is to decrease the mortality of pigs, and to reduce
economic damages for raisers of livestock.

. Research Scope and ContentsⅢ
1. Fermentation development for efficient digestion degradation of soybean,
vegetable high-protein resources.

1) Screening of producing-microorganism for optimum fermentation system
Classification and selection of soybean by allergic character①
Isolation of useful bacteria from safety guaranteed traditional②

fermentation food
Isolation of lactic acid bacteria that is independent in soybean and,③

natural anti-microbial production was excellent
Isolation of④ Aspergillus oryzae having the natural anti-microbial

compatibility, powerful resolvability of protein, sugar and fat so on, and
high productivity of GABA
Isolation of bacillus subtilis with the loss of bad smell production such as⑤

ammonia , high production of various protease, fibrinolytic enzyme,
polyglutamic acid and fructan.

2) A comparison and establishment of single and multi-step fermentation
system
Production of soy bean fermentation using single strains①
Production of soy bean fermentation using multi strains②
Characteristic comparison between and③ ① ②
Study on fermentation conditions and isolation of GABA producing④

strains
Fusion condition establishment of functional metabolites by multi-step⑤
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fermented production

Condition studies in production and maintenance of GABA secondary⑥
metabolites by Aspergillus oryzae fermented
Fermentation establishment of maximum viscous substance product⑦

Bacillus subtilis
Fermentation improvement of GABA for maximum product and safety of⑧

product GABA in multi-step fermented system
Establishment of efficient multi-step fermentation system and optimum⑨

fermentation processing

3) Mass production and efficient storage condition development of high
quality functional fermented pig feed by multi-step fermentation system
Establishment of mass production processing to functional multi-step①

fermented products
Establishment of the time and the mixing plan with other ingredients②
Development of drying methods for energy saving of high quality of③

functional multi-step fermented pig feed
Development of long storage condition on high quality of functional④

multi-step fermented pig feed

2. Molecular mechanism studies of physiological activity effect in feed

1) Comparison between anti-inflammatory effects and isolation of functional
compounds
in soybean and commercial fermented soybean
Establishment of isolation and purification processing of functional①

peptides
Comparison study on funtional peptides of soy bean and commercial②

fermented soybean
Cytotoxicity on functional peptides by treatment of inflammatory material③
Effects of functional peptides on expression of cyclooxygenase④

pathway-related genes
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Effects of functional peptides on expression of NF-kappaB-related genes⑤

2) Cytotoxicity protects mechanism studies of -amyloidβ in glial cell
Effects of① -amyloid and functional peptides on growth of glial cellβ
Effects of functional peptides on expression of cell cycle-related genes in②

glial cell
Effects of functional peptides on expression of apoptosis-related genes in③

glial cell
Effects of functional peptides on cytotoxicity of -amyloid④ β
Comparison study on the effects of -amyloid and functional peptides on⑤ β

expression of cell cycle-related genes
Comparison study on the effects of -amyloid and functional peptides on⑥ β

expression of apoptosis-related genes

3) Anti-cancer and immunostimulating effects of functional physiological
activity compound
Effects of peptides in human brain tumor cell growth①
Effects of peptides in gene expression by cell cycle disturbance②
Identification of brain tumor cell differentiation by peptides③
Apoptosis mechanism studies of brain tumor cell by peptides④
The role of peptides in immunity related gene expression in vitro⑤
Immunity studies of peptides in experiment animals⑥

3. Investigation of Nutritional and Pathological Effects on the Piglets fedb
with Multi-step Fermented Product.

1) Study on the nutritional effect of piglets fed with Multi-step fermented
product
Comparison study on body weight gain in piglets fed with Multi-step①

fermented product
Comparison study on outbreak of diarrhoea in piglets fed with Multi-step②

fermented product
Comparison study on the hematological difference in piglets fed with③
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Multi-step fermented product

2) Study on the diarrhoea prevention effect of Multi-step fermented product
in Piglets
Comparison of diarrhea prevention effect of multi-step fermented products①

and commercial pigs feed
Effects of multi-step fermented products and commercial pigs feeds②

infected with E. coli.
Effects of multi-step fermented products and commercial pigs feeds③

infected with Salmonella.

3) Study on the productivity of Multi-step fermented product in pigs.
Evaluation of meat quality in Pigs fed with Multi-step fermented product①
Evaluation of carcass check in slaughter-house on Pigs fed with②

Multi-step fermented product
Establishment of adequate ratio for addition of Multi-step fermented③

product in Pigs' feeds

4. Soybean allergenic analysis according to fermentation systems
1) Allergenic comparison of soybean according to cultivars
Allergenic comparative analysis of the imported and domestic soybean①

according to cultivars
Investigation and collection about animal allergy occurrence by②

foods(soybean)
Acquisition of Human and animal serum as a cause of soybean allergenic③

reaction
2) Allergenic analysis of fermentation system products
Allergenic analysis of soybean fermentation products using single germs①
Allergenic analysis of Multi-step system products using composite germs②
Allergenic analysis of a optimum fermentation system③
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. Research Results and ApplicationsⅣ
1. Research Results

1) Development of efficient new fermenting method of soybean

On safety guaranteed traditional foods like cheese, yogurt, ham, bacon○
and so on, we isolated useful bacteria. Also we isolated lactic acid bacteria
of excellent independence in soybean and nisin production.

Isolation of aspergillus oryzae having the natural anti-microbial○
compatibility , powerful resolvability of protein, sugar and fat so on, high
production of GABA. And Isolation of bacillus subtilis without bad smell
production such as ammonia and with high production of various protease,
fibrinolytic enzyme, polyglutamic acid and fluctan.

Isolated lactic acid bacteria,○ Aspergillus oryzae and Bacillus subtilis were
used for the single and complex fermented manufactures of soybean, and we
investigated optimum multi-step fermentation conditions.

We developed optimum fermentation processing of multi-step fermentation○
system by change of compounds contents in single-step and multi-step
ferments.

For establishment mass production processing of functional multi-step○
ferments, we developed attribute multi-step fermentation method.

We developed optimum fermentation processing of attribute multi-step○
fermentation method by comparisons of compounds contents in multi-step
ferments and attribute multi-step ferments.

We established storage methods of mass pigs' feeds according to drying○
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methods by confirmation of the nutrition ingredient change while storing of
ferments producted by optimum attribute multi-step fermentation processing.

2) Molecular mechanism studies of physiological activity effect in feed

○ Genistein could inhibit the cell growth in a dose-dependent manner,
which was associated with dendrite-like morphological change and apoptotic
cell death. The present results suggest that genistein has divergent
biological function, additional studies will be needed to evaluate the
molecular mechanisms of the interaction between genistein and other agents.

○ Genistein significantly inhibited the cell growth and induced morphological
changes, and induced the G2/M arrest of the cell cycle in both T24 and
U937 cells with a relatively stronger cytotoxicity in U937. These data
suggests that genistein may exert a strong anticancer effect and additional
studies will be needed to evaluate the different mechanisms between T24
and U937 cells.

W○ e investigated the effect of genistein on apoptosis of AGS human
gastric carcinoma and SK-MEL-2 melanoma cells. Genistein treatment
resulted in the inhibition of cell proliferation in a concentration-dependent
manner. These findings partially provide novel insights into the possible
molecular mechanism of the anti-cancer activity of genistein.

C○ aspase-3 is a key regulator of apoptosis in response to combined
genisteinand TRAIL in human gastric adenocarcinoma AGS cells through the
activation of death receptors and mitochondrial dysfunction.

W○ e examined the effects of the fermented soybeans by Bacillus subtilis
(FSB) and the novel three-step fermented soybeans (TFS) on the expression
and activity of COX-2 in human leukemic U937 cell model. Treatment of
phorbol 12-myristate 13-acetate (PMA) significantly induced
pro-inflammatory mediators such as COX-2 expression and prostaglandin E2
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(PGE2) production, whereas the levels of COX-1 remained unchanged. These
findings provide important new insights into the possible molecular
mechanisms of the anti-inflammatory activity of FSB and TFS.

W○ e investigated the effects of linoleic acid (LA), a polyunsaturated fatty
acid found in most vegetable oils and certain food products, on the
growth of AGS human gastric adenocarcinoma cells. The present results
indicate that the Fas/FasL pathway might be involved in LA-induced
apoptosis of AGS cells.

3) Investigation of Nutritional and Pathological Effects on the Piglets
fed with Multi-step Fermented Product.

In studies on nutritional effect of Multi-step fermented product in piglets,○
the body weight gain of piglets was highest in the Multi-step fermented
products that 10% feed was added, compared with Multi-step fermented
product 5%, 2.5% added , and not added with feed. Also feed efficacy was
highest ,compared with Multi-step fermented product 5%, 2.5% added and
not added with feed. Comparison study on outbreak of diarrhoea and
hematological difference was not found specificallya in data.

Investigation of diarrhoea prevention effect was used to the 4 Piglets○
infected with Salmonella. The Salmonella bacterial number was decreased in
feces of piglets fed with Multi-step fermented product.

○ We did the comparative analysis for the meat qualities between pork fed
Multi-sep fermented product and a control. The crude fat, flavorous amino
acid, sweet taste amino acid and total amino acid value were rich than a
acontrol. And pH, lightness, unsaturated fatty acid, essential fatty acid, ratio
of unsaturated fatty acid / saturated fatty acid, ratio of essential fatty acid /
unsaturated fatty acid, omega-3 fatty acid, sensory score in fresh pork and
cooked pork were higher than a control. And hardness, Brittleness,
chewingness and saturated fatty acid were lower then a control. But porks
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fed Multi-sep fermented product has a fault of cooking loss, meat shear
force and fat shear force, omega-6 fatty acid, ratio of omega-6 / omega-3
fatty acid higher than a control. And moisture was of small quantity than a
control.
In survey of carcass check for the disease lesion in slaughter-house was
not significantly different.

4) Soybean allergenic analysis according to fermentation system

IgE levels of sera to soybean allergy patient treated by domestic soybean○
or imported soybean were detected by immunoblotting and ELISA. In IgE
levels, treated domestic soybean and imported were not different.

Sera was obtained from 145 children patients suspected in food allergy○
diseases.

IgE reactivity of sera to soybean allergy patient treated by single○
fermented soybean was detected by immunoblotting. Treated single
fermented soybean reduced IgE reactivity.

IgE reactivity of sera to soybean allergy patient treated by multi-step○
fermented soybean was detected by immunoblotting. Treated multi-step
fermented soybean reduced IgE reactivity.

Allergy decrease was more effective in multi-step fermented soybean○
than in single fermented soybean.

2. Applications

Industrial application by fermenting different non-biodegradable waste○
materials in Multi-step fermentation system

Development of nutrients for diarrhea suckling pig using soybean○
component extracts fermented in optimum fermentation system
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Spreading high functional suckling pigs fed with nutritional feeds and○
application to livestock Farmhouses

Production of high quality pork meat using functional fermented suckling○
pigs fed with nutritional feeds from plants

Development of health supplement foods and medicines application by○
isolating and refining functional material

Transfer to high value feed factory and livestock farm houses based on○
the obtained results

As from foundation of venture on the basis of a new fermentation○
technology transfer
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제 장 연구개발과제의 개요1
제 절 연구개발의 필요성1
양돈 사료에 널리 이용되는 대두에는 다량의 단백질이 함유되어 있어 보리,

옥수수 밀 등에 부족한 아미노산이나 질소성분을 보급해주는 중요한 역할을 한,
다 그러나 대두 중에는 단백질 분해를 방해하는 와 난분해성인. trypsin inhibitor

등의 항영양성 인자가 다수phytate, stachyose, galactomannan, -galactosidesα
함유되어 있어 영양학적인 효율이 그다지 높지 않다 단일 위장 가축의 경우 이.
들 다당류를 분해하는 효소가 충분하지 못하여 위장을 통과한 후 장에 도달한

후 일부 균에 의해 분해되므로 장내 균총의 급격한 변화가 유발되어 대장균 살,
모넬라 등 세균성 설사증이 일어나게 된다 또한 이유기의 어린 동물의 경우 소.
화기관의 발달 미숙으로 통과된 알레르기성 단백질에 감작되어 알레르기성 설

사증으로 설사 성장장애가 일어나고 심한 경우 사망하는 개체가 생겨 축산 농,
가에 심각한 정신적 경제적인 피해를 유발하고 있다 항영양성 인자에 의한 사, .
료 효율 저하를 최소화하기 위해 cellulase, galactanase, mannanase, pectinase,

등 고가의 효소제품을 인위적으로 가축사료에 첨가하고galactanase, phytase
있으나 균일한 배합 저장 중 효소역가의 저하 사료가격상승 등의 문제점이 지, ,
적되고 있다 본 연구에서는 유산균 황국균 고초균 등의 안전한 식품용 미생물. , ,
로 대두 중의 난 소화성 물질까지도 효율적으로 분해시킨 대두 발효multi-step
물을 자돈 영양사료화하여 고부가가치의 사료산업 및 축산 농가를 활성화함으

로써 경제적 효과를 극대화할 수 있다.
항영양성 인자에 의한 사료효율저하를 최소화하기 위해 고가의 효소류를 가축

사료에 인위적으로 첨가하고 있으나 균일한 배합 저장 중 효소역가의 저하 등,
의 문제점이 있으므로 효소를 첨가하는 것보다는 사료의 단백질원인 대두를 발

효시킴으로써 항영양물질을 분해시키는 효소를 자연스럽게 첨가하여 경제적 효

과가 증대될 것으로 생각된다.
이유를 끝낸 자돈은 장관의 발달 미숙으로 소화능과 선택적 흡수능이 낮은

반면 정상 발육을 위해 다량의 영양분을 필요로 하므로 자돈에게는 대두 중의

단백질 다당체 전분 등을 아미노산 의 형태로 충분히, , , peptide, monosaccharide
발효시킨 분해사료를 섭취시키는 것이 건강유지에 더욱 효과적이다.
자돈의 설사예방을 위해 가축 사료에 소량 첨가하는 항생제가 최종 섭식자인
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인체에 항생제 내성을 일으켜 심각한 의료상의 문제를 야기하므로 사회적 문제

점으로 지적받고 있다 따라서 천연항균제를 생산하는 생균제 는 다. (probiotics)
른 사료 첨가제나 항생제의 부작용이란 공포감을 해소해줄 수 있는 안전한 대

체제로서 세계적으로 널리 이용되고 있고 게다가 유산균 황국균과 고초균은 옛,
날부터 전통 발효식품제조에 애용되고 있어 인축에게 전혀 해가 없는 유익한

균종이며 그 발효산물인 김치 국물 누룩 메주 등은 소화제 등의 보조 의료식( ), ,
으로 널리 이용되고 있다.
사료에 영양제 항생제 항균물질 등의 인위적 투여를 억제하고 발효물 형태, ,

로 가공함으로써 소화율을 향상시켜 설사로 인한 자돈의 폐사를 예방하고 생존

율을 높이기 위해서는 시스템에 의한 기능성 대두 발효물을 사용한multi-step
고영양 기능성 사료 생산 공정을 연구 개발하고 관련분야의 국가 경쟁력을 향

상시킬 할 필요가 있다.

연구개발의 필요성1.

가 기술적 측면.
첫째 대두의 새로운 발효법 발효시스템 의 개발이 필요하다, (multi-step ) .
대두발효식품은 단순 가공품보다 소화율이 높을 뿐만 아니라 발효 시 관여1)

하는 미생물 유래의 각종 효소들과 발효과정 중 생성된 기능성 차 대사산물1, 2
이 다량 함유되어 그 우수성이 널리 보고되어 있다.

현재 통용되는 대두 발효법은 단일 종균 고초균 또는 황국균 만으로 발효시2) ( )
키는 방법으로 다량의 항영양물질 등(phytate, galactomannan, -galactosides )α
이 분해되지 않은 상태로 잔존하여 소화율과 에너지 이용율이 낮고 자돈 설사

의 원인이 되므로 효율적인 발효법을 개발할 필요가 있다.

일본의 대두 발효업계는 꾸준히 독특한 기술 계발로 미국 캐나다 유럽 등지3) , ,
에 수출 또는 현지 생산공장 설립 등으로 세계시장을 넓혀가고 있으나 우리나

라는 그런 노력이 부족한 실정임.

국제 경쟁력과 시장의 확대 소비증대 및 국민 건강 증진을 위해 뇌기능 증4) ,
진 효과 면역증강 등의 기능성이 있는 대두 발효물의 개발이 필요하다, .
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둘째 발효대두를 첨가한 양돈 사료의 개발이 필요하다, .
다른 식물성 사료원료에 비해 그 영양학적 가치가 높은 대두는 양돈사료의1)

주요한 단백질 공급원으로서 옥수수와 함께 널리 사용되고 있다.

사료에 첨가되는 미가공 대두는 난분해성 물질 함량이 높아 소화흡수가2) ․
용이한 형태로 분해 후 사료화해야 귀중한 자원손실과 피틴산 중의 phosphorus
에 의한 환경오염을 막을 수 있다.

대장균 설사증 과 살모넬라 감염증으로 인한 돼지의 치사률을3) (Colibactillosis)
감소시키고 항생제 첨가량이 적은 고영양 자돈 사료의 개발이 절실하다.

축산 농가의 수입을 향상시키기 위해 자돈 설사증으로 인한 피해를 최소화4)
하고 자돈의 생육을 촉진하는 기능성 발효대두 첨가 양돈 사료의 개발이 필요

하다.

이러한 문제점을 해결해야 할 연구의 필요성을 아래와 같이 요약 정리할 수

있다.

대두 중의 단백질 다당류 피틴산 등을 효율적으로 분해시킬 수 있는 최적, ,○
의 발효시스템을 개발하고 뇌기능 증진 면역부활 등의 기능성 물질의 최적 생,
산 조건을 고려한 발효시스템을 확립하고 기능성 물질을 확인하고 첨가 사료의

안전한 저장조건 등을 설정하여 고영양 기능성 자돈사료 화formulation .

자돈의 장내균총 변화 최소화 설사증 발생빈도 저하 소화율을 향상 등의, ,○
목적을 충족시킬 수 있는 발효대두 첨가한 사료를 개발하고 그 효능을 본 연구

를 통해 과학적으로 입증하여 고영양고기능성의 발효 자돈 영양 사료를 개발․
함으로써 고품질의 돈육을 생산할 수 있을 것이다.

나 경제 산업적 측면. ⋅

기능성의 발효 자돈 영양 사료의 개발로 다음과 같은 경제산업적인□ ․
효과를 얻을 수 있다.



- 28 -

대두를 안전한 식품용 미생물인 황국균으로 발효시켜 생산된 가 난phytase○
분해성 를 분해시키면 와 결합형으로 존재하여 장내로 흡수phytic acid phytate
가 불가능했던 미네랄성분 칼슘 아연 철 마그네슘 등 도 유리형의 미네랄로( , , , )
분해되므로 인위적으로 값비싼 미네랄염을 보강하지 않고 사료성분에 함유된

량만으로도 충분히 공급가능하고 항생제나 항균물질을 첨가하지 않더라도 발효

물 자체에 함유된 유용균이 생균제 역할을 하므로 사료생산의 원가를 절감할

수 있다.

자돈에게 신 시스템으로 잘 분해된 고기능 사료를 섭취시키면 대두단백질이○
용이하게 소화흡수되므로 증체율이 향상되어 사료효율을 극대화할 수 있고․
고품질의 돈육을 생산할 수 있다.

저분자 대두 발효물이 자돈의 생체 면역 능력을 최대로 활성화하여 PMWS○
를 예방하거나 치료에 도움이 되고 질병으로 인한 자돈의 사망을 방지하므로

축산 농가의 수입을 증대시킬 수 있다.

발효시스템으로 가공한 대두발효물로 제조한 고기능성 발효 자Multi-step○
돈 영양사료를 유럽 미국 등지로 수출함으로써 원료대비 고부가가치 사료 산업,
의 활성화 및 수출확대로 경제적 파급 효과를 기대할 수 있다.

다 사회 문화적 측면. ⋅

기능성의 발효 자돈 영양 사료의 개발로 다음과 같은 사회문화적인□ ․
효과를 얻을 수 있다.

뇌기능 증진 효과 면역체계의 활성화 등의 생리 활성 효과가 높은 기능성,○
발효 자돈 영양사료를 투여함으로서 웰빙시대에 발맞춰 고품질의 건강한 돈육

제품을 공급하여 국민건강 증진에 기여한다.

자돈의 주검을 처리할 필요가 없으며 콩 중의 피틴산이 분해되어 인이 유리○
되어 이용되므로 환경오염을 줄일 수 있어 양돈업자의 정신적 안정에 도움이

될 것으로 사료된다.



- 29 -

제 절 연구개발의 목표 및 내용2
발효시스템으로 가공한 대두발효물을 첨가한 고기능성 자돈 영Multi-step

양사료를 생산함으로서 축산농가의 난제 중의 하나인 이유기 자돈 사망률을

낮출 수 있다.
곡류를 주성분으로 하는 사료에 부족한 아미노산을 보충하기 위해 식물성 고

단백질원인 대두원료를 자돈사료의 경우 약 까지 첨가하고 있다 대두 중20% .
에는 단백질의 소화 및 분해를 방해하는 물질 과 가열 처리나(trypsin inhibitior)
미생물 발효시 분해되지 않아 장내 미생물 균총을 파괴하는 등의 다stachyose
당류가 다량 함유되어 있다 이런 난분해성 대두를 복수 균종을 이용한 정상발.
효시스템으로 가공하면 고분자 영양물질이 소화흡수가 용이한 저분자 물질로

분해되고 발효 미생물의 작용으로 일부 기능성 가 생성됨으로써 고영양peptide
성 자돈 사료 원료로 이용하고자 한다.
장내 정상 균총의 파괴로 인해 발생하는 미생물성 설사증 이외에도 사료 중

의 에 기인한 알레르기성 설사증도 발생할 것으로 추측되지만 아food allergen
직 식품알레르기에 의한 자돈 설사증에 관한 정확한 보고가 없다 본 연구진은.
사람의 식품 알레르기 연구경험이 많은 전문가를 위탁연구자로 구성하여 원인

불명 설사증 자돈의 혈청을 인체에 알레르기를 유발하는 단백질 항원( : Gly m
Bd 28K, Gly m 등 과 면역학적으로 분석함으로서 식품알레르기의 가Bd 30K )
능성 규명과 대두의 품종에 따른 항원성 물질의 정량하고자 한다 발. Multi-step
효시스템으로 항원성 단백질의 한계 크기인 이하 펩타이드로 분해함으로서10kD
항원성을 원천적으로 제거하여 장관흡수가 용이한 형태로 분해됨과 동시에 기

능성 펩타이드도 생성되어 자돈 사망률을 현저히 감소시키고 축산 농가의 경제

적 손실을 절감시키는 것이 본 연구의 최종 목표이다.

이러한○ 목표를 달성하기 위해서 다음과 같은 연구를 수행할 것이다.
최적 발효 시스템을 위한 발효 종균의 선발①

발효 시스템의 구축Multi-step②
국산 대두 품종별 항원성 조사③

발효대두의 항원성 비교 조사Multi-step④
대두 알레르겐에 의한 자돈 장염유발 가능성 확인⑤
사람과 돼지 알레르기성 장염 유발 물질의 비교⑥
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대두 발효물로부터의 기능성 의 분리 및 후보Multi-step peptide⑦
의 선정peptides

후보 의 항염증 뇌세포 기능 향진 항암 및 면역활성 여부peptides , ,⑧
조사

발효물 첨가 기능성 자돈식의 개발Multi-step⑨
투여 후 영양학적병리학적 효과 조사Piglet⑩ ․

항염증성 펩타이드의 작용기전 해명⑪
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제 장 국내 외 기술개발 현황2 ․
최근 유럽을 비롯한 미국 캐나다 그리고 일본 등에서 문제시되고 있는 소해,

면상뇌증 일명 광우병 을 비롯하여 사슴의 만성소모성질병 와 양의 스크( ) CWD( )
래피와 같은 프리온 질병이 알려지기 시작한 이후 곡류는 동물의 사료로 사용

하고 인간은 육류를 섭취한다는 관념이 팽대되어 있다 한국 일본 등과 같이. ,
대두 등의 식물성 소재를 생체에 안전한 미생물로 발효시켜 소화율을 높여 식

용하지 않아 이러한 식품의 개발이 미비한 서구에서는 이 분야의 관련 기술이

낙후되어 있는 실정이며 국내에도 알레르기를 유발할 수 있는 대두단백질의 완

전한 분해법에 대한 기술은 알려져 있지 않다.

낙농사료는 국내생산이 미비하고 주로 수입에 의존하고 있는 실정이므로 고, ,
가로 판매되어 낙농가들이 어려움을 겪고 있다 이에 따라 양돈사료 업체는.

년 월 친환경 고품질의 저단가 사료인 자연 고급 부산물 혼합사료2005 7 TMR( )
를 개발하여 경제 불황의 어려움 속에서도 낙농가들의 경영비를 크게 절감하여

농가소득을 증대시켜 화제가 되었으며 다른 양돈사료 업체들도 이에 부응하기,
위한 친환경 양돈사료 출시를 준비하고 있다.

국내에서는 년 월부터 시행된 농장의 악취방지법 시행에 따라 각 사료2005 2
회사별 대응방안 수립의 일환으로 해외 기술제휴를 통한 친환경 관련 사료개발,
에 초점을 두어 환경 및 악취 저감을 고려한 사료 제품 개발이 진행 중이다 국.
내 여러 양돈사료 회사들은 성장단계에 맞는 영양소 요구량을 설정하고 소화율

을 높여줘 배설량을 줄일 수 있는 사료 개발에 주력하고 있으며 첨가제를 통해,
악취를 저감할 수 있는 방안도 모색하고 있다.

돼지가 섭취하는 사료 중 영양소는 사실상 흡수이용이 불가능하다100% .․
돼지의 사료 중 아미노산 소화율이 로 비교적 높은 편이나 인 소화율60 90% ,～
은 로 낮거나 폭이 매우 크며 구리와 아연 같은 광물질 소화율은20 70% , 5～ ～

에 불과하고 한다 따라서 돼지의 배설물은 섭취한 사료와 밀접한 관련을45% .
갖고 있음은 물론 분뇨 발생량과 악취 발생에 대한 잠재성을 가지고 있음을 알

수 있다.
과거에는 사료 효율 생산성 개선을 목적으로 사용하여 왔으나 현재는 질소와,
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인 배설량 즉 친환경 사료배합을 통하여 양돈 분뇨와 악취로 인한 환경 부담을,
줄이기 위하여 효소제 효모와 생균제 및 항생제 등과 같은 각종 물질들을 사용,
하고 있는 추세이고 양돈장 발생 악취조절 전략 중 가장 바람직한 방법이 영양

학적 조절 즉 사료의 단백질량을 낮추고 합성 아미노산 첨가하는 방안이라는

견해도 있다 이 방법에 의해 악취 발산은 까지 질소와 인의 배설량은. 70% , 50%
까지 구리와 아연의 배설은 까지 저감할 수 있다, 80% .

현재 일반적인 사료 급여 체계에 따른 영양소 공급수준은 사양 표준에 비하

여 공급되는 사료 중의 영양소가 과잉 상태이다 그러나 돼지의 각 단계에 맞는.
영양소 공급을 통해 사료비 절감뿐만 아니라 환경친화적 양돈 시스템을 위한

기본적인 접근이 필요하다.
따라서 돼지가 섭취한 사료 중의 영양소가 돼지가 요구하는 수준과 거의 일

치하게 하는 사료 배합 및 급여가 필요하다 아울러 사료 중 단백질의 소화와.
이용 효율을 높이면 배설되는 분뇨의 양과 악취를 줄이는 것이 가능해질 것이

다.

세계의 사료산업은 늘어나는 인구와 소득의 증대로 성장율이 높은 산업으로 특히 개발,
도상국의 성장율은 연간 에 달하고 있다 그러나 국내 낙농사료는 생산이 미비하8 10% .～
고 주로 수입에 의존하고 있어 고가에 판매되므로 낙농가들이 어려움을 겪고 있다 이, .
에 따라 양돈사료 업체는 년 월 친환경 고품질의 저단가 사료인 자연 고급2005 7 TMR(
부산물 혼합사료 를 개발하여 낙농가들의 경영비를 크게 절감하여 농가소득을 증대시켜)
화제가 되었으며 다른 양돈사료 업체들도 이에 부응하기 위한 친환경 양돈사료 출시를,
준비하고 있다.
돼지의 영양소 이용률은 품종 사료의 품질과 원료의 조성 사료 섭취량 사료내 영양소, , ,
수준 및 사육환경 등과 같은 많은 요인에 의해 영향을 받으며 어떠한 조건에서도 섭취,
한 영양소를 이용할 수 없다 따라서 사료의 영양소 이용율을 높이는 것이 사료100% . ,
비를 절감하는 방법이라고 할 수 있다 돼지의 영양소 이용성을 높이기 위해서는 소화율.
이 높은 원료를 선정하는 것이 무엇보다 중요하다 한 가지 고려해야 할 점은 사료의 동.
일한 원료 간에도 전처리 및 가공방법에 따라 영양소의 이용성이 큰 차이를 나타낸다는

것이다 원료사료의 전처리 및 가공방법을 개선하여 소화율을 높이는 것이 사료비 절감.
및 돼지의 품질향상에 가장 적합할 것이다.
또한 악취 및 배설물 중의 질소 인 등 오염물질을 감소시킬 수 있는 친환경 사료배합, ·
을 위한 효소제 효모제 및 생균제 와 같은 사료용 첨가제가(enzymes), (yeast) (probiotics)
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많이 개발 보급되고 있다 이들은 특이적 기질에 작용하여 생체반응을 촉진시키고 돼지. ,
체내에서 단백질 지방 탄수화물 광물질 등의 소화작용을 촉진시키며 체내의 대사과정, , , ,
활성화에 의한 생산성을 향상시키며 소화율을 향상시킨다는 연구결과를 제시하고 있어

산업현장에 활발히 적용됨은 물론 오염물질 저감 효과도 기대하고 있다 그리고 식물체.
내의 인은 피틴태인 상태로 존재하여 돼지의 내생효소에 의해 가수 분해되지 않기 때문

에 이에 대한 대응기술로 를 첨가하여 줌으로서 인의 이용성 증진과 배설량 감phytase
소를 기대하고 있어 국내외적으로 많은 관심을 모으고 있으며 특히 유럽에서는 상용화

추세이다.
미국 사우스다코타 주립대학 한스 스테인 박사는 국제 양돈 심포지엄의 양돈사료‘2004 ’ ‘
내항생제 대체 전략이란 주제 발표를 통해 이같이 밝히고 항생제를 줄이기 위해서는 사’
료 성분의 배합비가 고려돼야 한다고 주장하였다 한스 박사는 일반적으로 합성아미노산.
으로 만들어진 저단백질 사료는 고단백질 사료보다 소화 문제를 줄이는 결과를 나타냈

다며 자돈의 경우 이유 후 설사나 소화기관 이상을 예방하기 위해 저단백질 사료를 급

여하게 되면 이유 이후 설사를 일으킬 확률이 낮다고 강조하고 사료에 항생제가 첨가되

지 않는다면 저단백질 사료를 급여하는 방법이 효과적이라고 역설하였다 축 수산업. ․
자들은 항생제가 섞인 사료를 먹이면 몸 속의 유해한 균을 죽여 질병을 예방하고 결과

적으로 성장도 촉진된다고 여긴다 하지만 사료에 섞는 항생제 상당수는 이미 내성이 생.
겨 질병 예방 목적을 달성하기는 힘들다 단적으로 축 수산업에서 가장 많이 쓰이고. ․
있는 테트라사이클린계 항생제는 내성률이 이상이나 돼 사실상 사용 효과가 거의80%
없는 것으로 나타났다 항생제 사용이 규제를 받음으로써 돼지를 효율적으로 사육할 수.
있도록 사료의 영양수준이 강화되고 면역 증강 물질 항암물질의 함량을 향상시킬 수 있,
는 방법이 요구된다.
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제 장3 대두의 효율적인 신발효기법 개발

제 절 서 론1
양돈 사료에 널리 이용되는 대두에는 다량의 단백질이 함유되어 있어 보리,

옥수수 밀 등에 부족한 아미노산이나 질소성분을 보급해주는 중요한 역할을 한,
다 그러나 대두 중에는 단백질 분해를 방해하는 와 난분해성인. trypsin inhibitor

등의 항영양성 인자가 다수phytate, stachyose, galactomannan, -galactosidesα
함유되어 있어 영양학적인 효율이 그다지 높지 않다 단일 위장 가축의 경우 이.
들 다당류를 분해하는 효소가 충분하지 못하여 위장을 통과한 후 장에 도달한

후 일부 균에 의해 분해되므로 장내 균총의 급격한 변화가 유발되어 대장균 살,
모넬라 등 세균성 설사증이 일어나게 된다 또한 이유기의 어린 동물의 경우 소.
화기관의 발달 미숙으로 통과된 알레르기성 단백질에 감작되어 알레르기성 설

사증으로 설사 성장장애가 일어나고 심한 경우 사망하는 개체가 생겨 축산 농,
가에 심각한 정신적 경제적인 피해를 유발하고 있다 항영양성 인자에 의한 사, .
료효율저하를 최소화하기 위해 cellulase, galactanase, mannanase, pectinase,

등 고가의 효소제품을 인위적으로 가축사료에 첨가하고galactanase, phytase
있으나 균일한 배합 저장 중 효소역가의 저하 사료가격상승 등의 문제점이 지, ,
적되고 있다.
본 연구에서는 유산균 황국균 고초균 등의 안전한 식품용 미생물을 이용하, ,

여 대두 중의 난소화성 물질까지도 효율적으로 분해시킨 대두 발효multi-step
시스템을 확립하고 대두 발효물을 자돈 사료와 혼합하여 고기능성multi-step
영양 사료화함으로써 고부가가치의 사료산업 및 축산 농가를 활성화하여 경제

적 효과를 극대화하고자 한다.

제 절 재료 및 방법2
발효 종균의 분리선별1. ․

대두의 정상 발효를 유도하기 위해 항균성 물질을 생산하는 유산균을 선별하
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였다 박테리오신 생산 유산균 중 증자 대두에서 정상적으로 생육하면서 이미. ․
이취를 생성하지 않고 정상적으로 항균성 물질인 박테리오신을 생성하는 균주

를 선별하였다 황국균은 천연 항균제인 박테리오신에 친화성이 있으며 단백질. ,
당질 지질 등의 분해능이 우수하며 생산력이 우수한 황국균을 선별하였, GABA
다.
대두 발효시 생성되는 이취를 억제하고 대두의 분해능과 기능성 물질의 생산

을 향상시키기 위해 된장에서 암모니아 등의 이취 생성능이 결실되어 있으며

각종 와 생산능이 높은protease, fibrinolytic enzyme, polyglutamic acid fructan
균주를 선별하였다.

생성능 측정2. Bacteriocin(nisin)

발효 대두 중의 활성을 측정하기 위해 대두 을bacteriocin(nisin) 5g 0.02N HCL
과 혼합 후 에서 시간 이상 진탕용출하여 원심분리 후 상징액을 시45ml 4 12℃ ․

료로 Micrococcus luteus 를 피검균주로 사용하여KCCM 11905 agar well
법으로 측정하였다diffusion .

활성 측정3. Protease

산성 중성 및 알칼리성 측정용 기질 용액의 는 젖산, protease 2% casein pH
및 용액으로 각각 및 을 조절하고 완충용액은0.1N NaOH 3.0, 6.0 9.0 McIlvaine

와 를 사용하였다 발효 대두 을 차buffer Boric acid-Borex buffer(pH 9.0) . 10g 3
증류수 에 용해하여 시간동안 용출시킨 후 여과지로 여과시킨 여액을 효100ml 4
소액으로 사용하였다.
각각의 완충용액에 용액 와 각 별 씩을 시험2% casein 1.5ml pH buffer 1.0 ml
관에 넣은 다음 효소액 을 넣고 에서 분간 반응시켰다0.5ml 40 60 .℃
반응 종료 후 용액 을 첨가하여 반응을 정0.4M Trichloroacetic acid(TCA) 3ml
지시키고 실온에서 분간 방치한 다음 여과하여 얻은 여액 에10 1ml 0.4M

용액 과 배 희석한 용액 을 첨가하여 에서Na2CO3 5ml 5 Folin-ciocalteu 1ml 40℃
분간 발색시켜 에서 흡광도를 측정하였다 효소 활성 단위는 분간30 660nm . 60

을 생성하는 효소량으로 로 하였다tyrosine 1 1unit .㎍

활성 측정4. Fibrinolytic enzyme
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혈전용해효소의 활성은 법을 변형하여 으로 측정하였다fibrin plate lysed zone .
는 을 에 용해시킨 후Fibrin plate 0.06% fibrinogen 0.01M PBS Buffer(pH 7.25)

샤레에 를 분주하고 를 가하여 균일한 두께의 을10ml thrombin 20unit fibrin clot
형성시킨 후 실온에서 분방치 후 혈전용해효소 활성 측정에 사용하였다 발효30 .
시킨 대두 중의 혈전용해효소를 에 용출시킨 후 여과하여 여0.01M PBS buffer
액을 조효소로 사용함 활성 측정은 조효소액 를 에 흡수시킨 후. 20 paper disc㎕
제조한 에 올려 에서 시간동안 반응 후 생성된 투명한 부위의fibrin plate 37 4℃
직경을 측정하였다.

대두 발효5.

우선 대두를 수돗물로 회 세척한 후 대두의 무게가 배가 될 때까지 수침하2 2.2
여 시간이상 물배기한 후 에서 가압증자하여 충분히 냉각된 대두에 선별1 121℃
된 종균을 접종하여 온도 수분등을 최적조건에서 발효시켰다.

최적 발효조건 설정 온도 습도 통기량 발효 시간 등6. ( , , , )

선별 분리된 발효 종균의 특성과 기능성 물질 생산 등을 고려하여 대두 발효

온도와 습도 등을 설정하기 위해 대두 발효 중 샘플을 채취하여 각종 protease,
와 같은 효소 활성을 측정하고 와 같은 기능성 물질fibrinolytic enzyme GABA

의 최대 생산을 위해 황국균 발효 종료 후 호기혐기조건에서 발효시간을 다․
양하게 함으로써 최적 조건을 설정하였다.

항영양인자인 의 측정7. phytate

가 시료 전처리.
발효 대두를 건조하여 약 정도 달아서 에 넣고2g , 125ml flask 2.4% HCl 40ml
를 첨가함 를 막은 후 상온에서 자석 교반기로 시간동안 혼합하여. Flask 3

로 여과한 여액을 냉장 보관하여 일주일 이내에 분whatman filter paper (No.1)
석에 사용하였다.

나 함량 분석. phytate
먼저 을 차 증류수에 부유시켜 칼럼에 충진한 후 편0.5g resin(AGI-X4 resin) 3



- 37 -

편한 에 차례대로 의 과 차 증류수 를 흘려주어resin bed 15ml 0.7M NaCl 3 15ml
칼럼을 준비하였다 식품여과액 과. 1ml Na2 을 섞고EDTA-NaOH regent 1ml 3
차 증류수로 을 채운 뒤 이를 준비된 칼럼에 흘린 후 의 차 증류수25ml , 15ml 3
와 을 차례대로 흘려주고 로 를 용출15ml 0.1M NaCl 0.7M NaCl 15ml phytate
시켜 그 용출액을 받았다 용출액 전량을 에 옮겨 담고 개. Kjeldahl flask 8-10

와glass bead HNO3 3ml, H2SO4 을 넣고 분해시킨다 바닥에 하얀 염이0.5ml .
생기면 반응을 끝냄 를 냉각한 후 염을 녹이기 위해 정도의 증류수. flask 15ml
를 넣고 항온수조에 분간 담가두었다 염이 모두 녹으면 전량 정55 15 . 50ml℃
용 에 옮기고 과 을 넣고flask molybdate solution 2ml sulfonic acid reagent 1ml

로 한 후 분간 발색반응을 시키고 에서 흡광도를 측정50ml volume up 30 640nm
하였다 표준곡선에 대입하여 함량을 계산하였다. phytate .

다 표준곡선 작성.
용액을 만들어 각 단계별로 희석을 한 후 여기에80 g/ml molybdateμ
과 을 넣고 로 하고 잘 흔solution 2ml sulfonic acid reagent 1ml 50ml volume up

들어 준 후 분간 발색반응을 시켰다 에서 흡광도를 측정하였고 각각, 30 . 640nm ,
의 농도와 흡광도로 표준곡선을 작성하였다.

발효물의 유리아미노산 측정8.

발효 대두의 유리아미노산 함량은 일본 장류 시험법에 준하여 실험하였다 발.
효 대두 에 에틸 알콜을 가하여 균질화한 후 여과하였다 이 여액을50 g 150ml .
감압농축하여 로 탈지시키고 차 증류수를 첨가하여 로 정용diethyl ether 3 50ml
하여 엑스분으로 하였다 유리 아미노산은 엑스분을 취하여 감압 농축하. 10ml
고 로서 로 정용하여 아미노산 자동분석기로lithium citrate buffer(pH 2.2) 10ml
분석하였다.
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제 절3 최적 발효시스템 구축을 위한 유용균주

screening
전통 발효 식품에서의 대두 자화능과 천연항균제 생산능 우수 유산균1.
선별

가 전통 발효 식품 치즈 요구르트 햄 베이컨 등 에서의 유산균 분리. ( , , , )
년 월부터 월까지 경남지역에서 시판 중인 육가공제품 유가공제품2005 4 6 , 36

건을 샘플링하여 증균 배양 후 생육한 총균수는 결과 과 같다 각각의 발효유1 .
제품을 현탁하여 배양한 것을 임의로 육가공제품을 치즈류는Ya Ye, Ma Mi,～ ∼

로 나타내었다 결과 에 나타난 바와 같이 발효유제품에서의 총균수 범Ca Cv . 1～
위는 2.0×104 1.8×10∼ 7

육가공제품에서는CFU/g, 2.0×104 6.8×10∼ 9
와 치CFU/g

즈류에서는 2.0×102 8.3×10∼ 9
으로 나타났다 샘플 시료 에 존재하는 총CFU/g . 1g

균수를 관찰한 결과 육가공제품과 치즈류의 총균수는 거의 유사하게 나타났으,
나 발효유에서는 이보다 적은 양의 균이 관찰된 것은 유산균을 에 증M17-GL
균 배양하였으므로 배지조성 중의 영양성분이 우유와 다르기 때문에 유도기가

길어질 것으로 추정된다.

생성 유산균 선별1) Nisin
에 도말하여 나타난 균들 중 배지 상에서 진한 우유색 광Plate counter agar

택을 가진 전형적인 콜로니 중 락토오스의 대부분을 유산으로 분해시킨 결과

가 낮아져 노란색의 콜로니를 형성하고 형태학상 양성 구균으로 확인pH gram
된 균주를 유산균으로 추정하여 방법으로 유산균의agar well diffusion nisin
생성능을 확인한 결과를 결과 에 나타내었다 유산균 집락을 선별하여2 . YA∼

로 임의로 정하였고 은 양성대조구로 사용한 을YE, MA MI, CA CV , LL nisin∼ ∼
생성능이 있는 Lc. lactis 이다 결과 에서 보는 바와 같이 유제품 식육가공 제. 2 ,
품 유래의 가지 균 중 민감 균주인36 nisin M. luteus의 생육을 저해하여 clear

이 나타난 균이 종이었다zone 11 .
법으로 확인된 피검균주의 생육저해환 크기를 측정한 결Agar well diffusion

과는 결과 과 같다 유산균 배양액 중의 함량을 정확히 측정하기는 곤란3 . nisin
하여 각 분리 균주 및 대조구의 상대적인 함량을 비교하였다 치즈에서 분리된.
균이 가장 넓은 을 형성한 점으로 미루어 양성 대조구로 사용된CM clear zone
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Lc. lactis보다 생성능이 높고 발효유 유래 균인 는 피검균인nisin YA YE∼ M.
luteus의 생육을 저해하지 않음으로 미루어 생성능이 없는 것으로 사료된nisin
다.
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증자 대두 중의 유산균 생육 특성2)
증자 대두 중 유산균의 경시적인 생육 및 변화를 관찰하여 결과 에 나타pH 4

내었다 분리된 생성균을 각각 증자 대두 당. nisin 1 g 106 로 접종하여CFU 3
에서 배양한 결과 세 균주 모두0 10℃ 9

까지 증식함을 알 수 있었다 이CFU/g .
결과로 미루어 복잡한 영양요구성을 가진 유산균이 당류 비타민 아미노산 등, ,
을 별도로 첨가하지 않고도 증자 대두 중에서 정상적으로 생육가능하다는 것을

확인할 수 있었다 분리된 균주로 시간 유산발효시킨 증자. 12 대두의 는pH 4.9

로 급격히 감소하였으나 의 는 로 변화가 거의 없었다1 5.14 12007 pH 6.2 pH .～
배양 시간에도 은 급격한 감소가 일어나지 않았다 일반적으로 증자24 12007 pH .
대두 중에 유산균이 생육하면 젖산이 생성되어 급격히 산도가 증가되므로 잡균

오염을 방지하는 효과가 있지만 완숙 된장에서 강한 신맛을 내므로 기호도를

하락시킨다 유산균을 증자대두 발효용 종균으로 사용하기 위해서는 증자 대두.
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중에 잘 증식하여 박테리오신을 생산하고 변화가 적어야 이상적일 것으로pH
생각된다 분리된 가지 균주는 증자 대두 중에 잘 증식하지만 과도한 유산을. 7
생산하여 급격한 변화를 초래하기 때문에 양성대조구로 사용한pH L. lactis
subsp. lactis 는 분리된 가지 균주 대신 균주를 대두 발효용IFO 12007 7 12007
종균으로 사용할 것이다.

나 전통 발효 식품 청국장 메주 된장 에서의 대두 발효용 우수 고초균 분리. ( , , )
전통 대두 발효 식품에서 우수 고초균 분리 및 특성1)
년 월부터 월까지 경남지역에서 시판 중인 청국장 재래식 된장을 수2005 10 11 ,

집하여 우수 고초균 분리용 시료로 사용하였다 각 시료를 단계희석 후 평판배.
지에 도말하여 균주의 고초균을 순수 분리하였으며 결과 점질물 생성능이59 ( 5)
강한 균주를 선택하여 법으로 혈전용해능을 조사하였다 결과20 fibrin plate ( 6).
가지의 배양 균액을 원심분리하여 여과한 조효소액을 멸균20 membrane filter

한 에 로딩하여 미리 제조한 에 올려 에서 시간 반응paper disc fibrin plate 37 4℃
후 생성되는 투명환을 관찰하였다 결과 표준 곡선에 의해 환산한( 6). Plasmin
이들의 혈전용해 활성은 이하가 균주 이 균주50 unit /ml 9 , 50-100 unit /ml 4 ,

이상이 균주로 나타났다100 unit/ml 7 .
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혈전 용해효소 역가가 이상인 균주의 이취 생성능 점질물 생성100 unit /ml ,
도 색택 등을 관능평가를 통하여 조사한 결과 가장 우수한 균주를 선, GSB 4015
택하였다 선발된 균주의 형태학적 특성을 조사한 결과 포자를 형성하는.
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균으로 결과 과 같이 세포의 크기가 의 간균이었다Gram(+) 8 0.5 ×2 .㎛ ㎛
분리된 균주의 특성을 살펴본 결과 호기성균이고 는 의 온, pH 6.0-9.5, 20-65℃
도범위에서 잘 생육하는 특성을 보였다 결과 생리학적 특성으로( 9). casein,

를 분해하며 등의 활성이 관찰gelatin, starch catalase, oxidase, citrate, urease
되었으나 nitrate reduction, indol, H2 에 활성을 나타내지 않았다 결과 또S ( 10).

를 이용하여 당 이용능을 관찰한 결과 가지 당류 중API 50 CHB kit , 14 lactose,
와 를 제외한 당류인inositol, melibiose, xylose, rhamnose mannitol glucose,

를 모두 이cellobiose, fructose, sallicin, solbitol, sucrose, amygdlin, arabionose
용하는 것으로 나타나 Bacillus subtilis와 의 상동성을 보였다 형태학생93% . ․
리학적 특성과 분석결과로 미루어API Bacillus subtilis로 동정하여 최종적으로

분리균을 Bacillus subtilis 으로 명명하였다GSB 4015 .
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2) Bacillus subtilis 의 증자대두에서의 생육GSB 4015
선발균주인 B. subtilis 이 증자대두 중에서의 정상적인 생육 유무GSB 4015

와 혈전용해효소 생성능을 관찰하기 위해 증자대두에, 104 되게 분리균을CFU/g
접종하여 일반적인 청국장 발효온도인 에서 발효 중 생균수와 혈전용해 활37℃
성의 변화를 경시적으로 측정하여 결과 에 나타내었다 혈전용해효소활성11, 12 .
은 발효 시간째인 대수증식기부터 활성을 보이기 시작하여 정지기인 발효6 24
시간에 최대였다 발효가 계속됨에 따라 완만하게 감소하는 추세를 보였다 이. .
로 미루어 혈전용해효소는 의 차 대사생산물로 추정된다 또 발효ideophase 2 . 30
시간이후부터 후각으로 느낄 수 있을 정도의 암모니아취가 생성되었고 발효, 48



- 45 -

시간이후에는 자극적이어서 부패취로 인식될 만큼 증가하였다.
증자 대두에 104 되게 분리균을 접종하여 에서 발효시키면서 경시CFU/g 37℃
적으로 변화를 측정하여 결과 에 나타내었다 증자 직후 대두의 는pH 13 . pH

였으나 발효가 진행됨에 따라 높아져6.35 B. subtilis 균에 의하여 대GSB 4015
두 단백질이 분해되어 알칼리성 화합물을 생성되어 발효 시간에 시간24 7.4, 48
에 에 도달하였다7.68 .
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분리 균주가 증자 대두에서 혈전용해효소를 생산하는지를 확인하기 위해 B.
subtilis 을 접종하여 에서 시간 발효시킨 후 에 발GSB 4015 37 24 fibrin plate℃
효 대두를 얹어 확인한 결과 대두를 기질로 이용시에도 혈전용해효소의 생성능

이 우수함을 확인하였다 결과 시간 발효 후 대두의 표면에 점질물이 생( 14). 24
성되어 대두와 대두의 분리가 용이하지

않으면서 암모니아취는 거의 없었고 약,
간의 광택을 가지면서 주름져 있음을 확

인하였다 분리된. B. subtilis GSB 4015
으로 증자 대두 발효시 혈전용해 효소도

다량 생산할 뿐만 아니라 이취를 생성하

지 않으면서 대두의 정상적인 발효를 진

행함으로 대두 발효용 우수 종균으로 이

용할 수 있음을 확인하였다.

제 절 단일 및 발효시스템의 확립 및 비교4 multi-step
1. 유산균 고초균의 최적 발효 조건 결정,

차 년도에 선별된 대두 발효용 종균인1 L. lactis subsp. lactis 의IFO 12007
최적 발효시간을 설정하기 위해 증자대두 당, 1g 106 로 접종하여 최적 생육CFU
온도인 에서 발효시키면서 경시적으로 항균물질인 생성량을30 nisin℃
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Micrococcus luteus 를 피검균주로 사용하여KCCM 11905 agar well diffusion
법으로 측정하였다 시판 으로 표준곡선 결과 을 작성하여 발효. nisin(Sigma) ( 1)
시간에 따른 함량을 정량적으로 측정하였다nisin .

(A) (B)
결과 농도에 따른1. Nisin M. luteus의 생육저해활성 및 표준 곡선(A) (B)

L. lactis subsp. lactis 에 의해 대두 발효가 진행됨에 따라IFO 12007 nisin
생성량은 점차 증가하여 발효 시간 후 생육 저해환의 직경은 로 최24 11.7 mm
대값을 나타낸 이후 감소하는 것을 확인할 수 있었다 결과 따라서 증자대두( 2). ,
에 생성 유산균을 접종하여 에서 시간 발효시키면 공기 유래 오염nisin 30 24℃
성 미생물의 생육을 억제할 수 있는 천연항균물질인 의 생성량이 최대가nisin
되며 식미상의 신맛이나 감소도 거의 없었다 증자 대두 발효시 빈번히 발, pH .
생하는 야생 에 대한 이미이취 생성에 따른 상품성 저하 및 분해력 감Bacilli ․
소현상을 천연보존제인 생성 유산균 발효공정을 도입함으로써 사전에 봉nisin
쇄할 수 있는 기술을 확립하였다 증자 후 적당한 온도 로 냉각된 대두를. (33 )℃
L. lactis subsp. lactis 로 시간 유산 발효시켰다IFO 12007 30 , 24 .℃

결과 유산균 발효시간에 따른 증자대두 중 생성2. nisin

차년도에 선발된1 Bacillus subtilis 의 최적 발효 조건을 규명하기GSB 4015
위해 증자대두 당, 1g 106 되도록 접종하여 각각의 온도에서 시간동안 배양CFU 24
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하여 발효고정 중 생성 된 혈전용해효소 활성과 열안정성을 확인하였다. 25 5～
온도에서 발효시킨 대두 중에 함유된 혈전용해효소 활성은0 50, 25, 30, 48,℃

순으로 높게 나타났다 각 온도 조건에서 발효시킨 대33, 45, 35, 43, 40, 37 .℃
두에 생성된 혈전용해효소의 상대적 활성은 와 는 이하 와50 25 30% , 30℃ ℃ ℃

는 는 였으나 와 는 이상 특히 는 였48 65%, 33 78% , 35 45 80% , 40 92%℃ ℃ ℃ ℃ ℃
고 에서는 최대치에 도달했다 결과 따라서 혈전용해효소의 최적 생산37 ( 3).℃
온도인 에서37℃ B. subtilis 를 접종한 증자 대두를 에서 시간GSB 4015 37 24℃
발효시킨 후 다양한 온도에서 분간 처리시킨 후 혈전용해효소 활성을10 fibrin

법으로 측정하여 열안정성을 확인하였다 결과 발효된 대두를 각 온도에plate ( 4).
서 분간 처리 후의 혈전용해효소 상대 활성은 에서10 25 33 100%, 35 43～ ℃ ～ ℃
에서 처리시 이상 에서는 이상이 유지되었다 따라서90% , 50 80% . ,℃ B. subtilis

는 폭넓은 온도 범위에서 대두 발효 중 혈전용해효소를 생산하고 자GSB 4015
극적인 암모니아취를 거의 형성하지 않으며 점질물 생성량도 충분한 발효 시24
간을 최적 발효 시간으로 설정하였다.

결과 발효온도에 따른 혈전용해효소의 활성3.

결과 반응온도에 따른 혈전용해효소의 열 안정성4.
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대두 자화성 생산 국균의 선별 및 발효 조건 규명2. GABA

대두 자화성 생산 균주를 선별하기 위하여 사에서 분양받은GABA H A.
awamori, A. luchuensis 및 A. oryzae와 사에서 분양받은C A. oryzae로 각각

대두 발효를 실시하여 함량을 측정비교하였다 결과GABA ( 5).․ A. luchuensis
로 발효시킨 대두의 함량은 였으며 사에서 분양받은GABA 32.25 mg% H A.
oryzae로 발효시킨 대두의 함량은 로 가장 낮게 나타났다GABA 10.76 mg% .
A. awamori와 사에서 분양받은C A. oryzae로 발효시킨 대두의 함량은GABA
각각 와 로 매우 높은 함량을 나타냈으므로 대두를 발효60.61 mg% 56.54 mg%
시켜 함량이 높은 우수한 발효 대두 가공품을 제조하기 위해서는 이 두GABA
균주를 사용하는 것이 좋을 것으로 생각되어진다 그러나. , A. awamori로 발효

시킨 대두 발효물은 형성된 포자의 색상이 너무 진하여 식이하거나 장류용으로

사용하기에는 문제가 있을 것으로 예상된다 결과( 6). A. awamori는 주류제조용

곰팡이로서 구연산 등의 유기산 생성능이 우수한 균주이므로 신맛이 강하여 맛

을 손상시킨 가능성이 있어 대두 발효에 적합하지 않을 것으로 예상되어 사에C
서 분양받은 생선성이 높은GABA A. oryzae를 사용하는 것이 최종생산물의

활용도가 높을 것으로 생각된다 한편 사와 사의 균주간 발효능의 차이는. , C H
균주자체의 효소 역가 혹은 포자의 생산 및 저장 상태에 따른 것으로 사료된다.

결과 국균 종류에 따른 대두 발효물의 함량5. GABA
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결과 국균 종류에 따른 대두 발효물의 형상6.

결과 은 활성 측정에 널리 이용되는 피검균인7 nisin Micrococcus luteus를
사용하여 대두 발효물 중의 활성 변화를 나타낸 것이다 증자된 대두의nisin .
유산발효 과정 중 생성된 의 농도는 발효 시간이 경과됨에 따라 즉 유산균nisin ,
의 증식이 진행될수록 활성이 높아졌다 유산발효 시간 후 생성nisin . 24 GABA
능이 우수한 A. oryzae로 차 발효를 진행함에 따라 함량이 점차 감소되2 nisin
어 국균발효 시간째 활성이 현저히 낮아짐을 확인할 수 있었다 또한 이30 nisin .
시기의 국균발효 대두는 외관상 관찰한 결과 흰색 균사가 대두 전체를 감싸고

있는 상태로서 대두 중의 고분자 물질을 효과적으로 분해시키는 시기로 생각된

다.
효율적인 발효공정을 구축하기 위해 국균발효용 균주로 함multi-step GABA

량이 높은 사에서 분양받은C A. oryza 를 선택하였고 발효시간은 유산발효에e ,
의해 생성된 이 대부분 분해되고 황국균에 의한 대두 자화 및 효소 생성이nisin
최대인 시간 즉 발효 시간 적합할 것으로 생각된다 원료 대두의 품종 수, 30 .
확보존상태 수침증자 등 전처리 조건 온도습도 등의 발효조건에 따라;․ ․ ․
국균 발효에 소요되는 시간은 달라질 수 있다.
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결과 유산 국균에 의한 차 발효 중 활성 변화7. - 2 nisin

선별된 미생물을 이용한 발효 공정 개발3. multi-step

재래식 방법에 의한 증자 즉 대두를 익히는 과정은 세척한 원료 대두를 물과,
같이 솥에서 자비시키므로 대두 중의 수용성 유효 성분이 과다하게 용출되어

발효 종균의 정상적인 생육을 저해 할 뿐만 아니라 환경오염을 초래한다 또한.
재래식 방법은 선별된 발효 종균이 아니라 자연 유래의 균주로 발효되어 이

미이취가 생성되어 대두 발효 가공품의 품질을 저하시킨다.․
본 과제에서는 상기의 단점을 보완하기 위해 대두를 스팀으로 증자함으로써,

수용성 영양분과 미량성분의 용출을 최소화 하였으며 대두를 증자한 후 공기

중 야생 미생물에 의한 이상발효현상을 천연 항균성 물질인 으로 억제하여nisin
정상발효를 유도하고 대두 중의 난분해성 물질을 저분자 상태로 분해시켜 소

화흡수성을 향상시켰다 기능성 자돈 사료용 발효 대두를 생산하기 위해서는.․
선별된 종의 식품용 미생물을 어떤 순서에 입각해서 어느 정도 발효시킨 후3
다음 미생물을 접종할 것인지를 규명하기에 앞서 우선 각 균주간의 경쟁관계를

이해해야 한다.
유산균 황국균과 고초균은 모두 옛날부터 발효식품 제조에 널리 사용되어 식,
용해도 안전한 미생물로 관습적으로 인식되고 있어 대두 발효에 사용 후 살균

혹은 멸균 처리를 하지 않고 식용가능한 장점이 있다 발효 대두 중의 잔존 미.
생물은 생균제로 이용되고 발효물에 분비되거나 균체 중의 효소는 효소제 역할

을 하여 동물의 장관 내 미생물의 정상 균총을 유지하며 면역력을 강화시켜 질

병저항성을 향상시키므로 사료로 사용시에도 동일한 작용을 기대할 수 있을 것

으로 생각된다.
유산균은 생육 중 젖산을 분비하고 를 저하시키므로 발효 산물을 산성화시pH

키는 특징이 있으나 효소학적인 문제인지 영양분 자화상의 문제인지는 알 수
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없으나 식물성 원료인 대두 중의 단백질을 분해하는 효소 역가는 물론 전분 자

화성이 아주 약한 단점과 유사종의 미생물 포자의 발아나 생육을 근본적으로

억제하는 항균성 물질을 생산하여 자신에게 유리한 환경을 선점하는 장점이 있

다 황국균은 전분과 식물성 단백질 분해효소의 활성과 난분해성 물질인 피틴산.
분해력도 강하여 곡물발효에 널리 사용되고 있는 미생물이지만 고초균의 증식

에 의해 생육이 저해되는 단점이 있다 고초균은 일부 유산균의 박테리오신 작.
용에 의해 아포의 발아는 물론 증식이 치명적으로 억제되는 단점이 있으나 자

연계에 널리 분포하여 식물성 자원의 분해와 식품의 부패에 관여하고 선악의․
성질을 모두 가진 미생물로서 최근 박테리오신 등의 펩타이드성 물질 세제용,
효소생산은 물론 기능성 물질 생산에 활용되는 등 인간의 생활과 밀접한 관계

를 가지고 있다.
이런 균주간의 상호작용과 특성을 고려하여 유산균 황국균 고초균 순으로, ,

진행되는 발효법을 고안하여 결과 에 간략히 도식화하였다 우선multi-step 8 .
대두를 수돗물로 회 세척한 후 대두의 무게가 배가 될 때까지 수침하여 시2 2.2 1
간 이상 물빼기한 후 에서 가압 증자하여 충분히 냉각된 대두에 전 배양115℃
한 생산 유산균nisin (L. lactis subsp. lactis 을 대두 당IFO 12007) 1g 106 CFU
되도록 접종하여 에서 시간동안 유산 발효시켰다 유산발효가 종료된 대30 24 .℃
두에 황국균(A. oryzae 포자를) 106 되게 접종하고 대두의 표면에 균사spore/g
가 완전히 덮일 때까지 에서 국균발효를 실시하였다 유산 국균 발효 종료30 . -℃
후 고초균 (B. subtilis 을 대두 당GSB 4015) 1g 106 되게 접종하여 황국균CFU
의 생육이 억제되는 에서 발효시켜 발효물을 제조하였다 결과43 multi-step (℃
최종 발효물은 고초균 증식에 의해 대두 표면에 점질물이 생성9). multi-step

되어 주름이 관찰되었다.
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결과 발효 공정도8. Multi-step

원 료 대 두 온도 소요 시간

↓

세척 회( 2 ~ 3 )

↓

침 지 20 ℃ 10 h

↓

물 빼 기 20 ℃ 1 ~ 2 h

↓

증 자 115 ℃ 20 min〉

↓

방 냉 33 ℃

↓ ← Lactococcus lactis subsp. lactis IFO 12007

(106 CFU/g)

유 산 발 효 30 ℃ 24 h

↓ ← Aspergillus oryzae (106 spores/g)

국 균 발 효 30 ℃ 30 h

↓
←Bacillus subtilis GSB4015 (106 CFU/g)

고 초 균 발 효 43 ℃ 24 h

↓

발효물Multi-step
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결과 단일 발효물과 발효물9. multi-step

대두의 단일 및 발효물의 특성 비교4. multi-step

발효가 완료된 단일 발효물과 발효물의 수분 등을 법으multi-step pH, AOAC
로 측정하였다 결과 증자대두 유산균 또는 황국균으로 발효된 단일 발효물( 10). ,
의 는 정도였으나 고초균 단일 발효물과 발효물은 정도로pH 6.4 multi-step 7.6
약알칼리성을 나타내었다 감미를 결정하는 대표적인 인자인 환원당 함량은 유.
산균 황국균 고초균 순으로 높게 나타났으며 발효미생물의 영양원, , multi-step,
이 되는 당의 총함량은 발효물에서 현저히 낮게 나타나 발효에 관여multi-step
하는 미생물에 의해 효율적으로 당이 분해된 것으로 생각된다 단일 발효물과.

발효물의 조단백 및 조지방 함량에는 유의적인 차이는 관찰되지 않multi-step
았다.
결과 단일 및 발효물의 일반성분 함량10. multi-step

  증자대두 유산발효 국균발효 고초균발효 발효Multi-step

    pH 6.5 6.3 6.2 7.6 7.6

수 분   (%) 60.4 60.7 57.9 54.9 57.0

환원당(%) 0.7 1.5 9.2 21.8 11.9

총 당   (%) 75.5 89.5 37.5 40.0 11.5

조단백(%) 19.29 19.50 19.4 19.6 20.12

조지방(%) 10.29 10.32 8.91 8.88 10.12
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발효 중 대두의 성분 변화5. Multi-step

단백질을 분해시켜 아미노산 등을 생성하는 단백질분해효소의 역가, peptide
를 최적 에 따라 산성 중성 알칼리성으로 구별하여 살펴본 결과 유산 발효pH , ,
에서는 단백질분해효소의 활성이 거의 검출되지 않았고 국균 발효시에는 중성

단백질분해효소 고초균 발효 중에는 알칼리성 단백질분해효소의 활성이 높게,
나타났다 결과 는 발효 중 산성 단백질분해효소 활성을 경시적으로 측정. 11 A
한 결과이다 발효 시간 시간까지는 단백질분해효소의 활성이. 42 54 90 U/g～
이상이었으나 특히 발효 시간째에 으로 가장 높게 나타났다 발효24 192 U/g .
시간 발효 후 다시 산성 단백질분해효소 활성증가가 관찰되었으며 발효78 102

시간까지 로 유지되었다 생략18 U/g (data ).
중성 단백질분해효소 활성 변화는 결과 와 같다 발효 시간 이후부터11 B . 42

급격히 증가하여 발효 시간이 시간에는 로 중성 단백질분해효소의 활54 636 U/g
성이 가장 높게 나타났으나 고초균 발효가 진행됨에 따라 감소하여 중성 단백

질분해효소의 활성이 약 로 유지되다가 발효 시간에 약간 증가하여390 U/g 78
가 되었다 발효 중의 알칼리성 단백질분해효소 활성을 측정한 결과를432U/g .

결과 에 나타내었다11 C .
알칼리성 단백질분해효소의 활성이 점차 증가하여 발효 시간에66 627.6 U/g

로 최고값을 보였으며 산성이나 중성 단백질분해효소 활성과는 달리 고초균 발

효 중에 알칼리성 단백질분해효소의 활성이 높게 나타났다.
발효가 완료된 대두 발효물의 유리 아미노산 함량은 결과 에 나타내었다12 .

총 유리 아미노산 함량은 발효물이 로 고초균 단일 발multi-step 4460.61 mg%
효물 와 황국균 단일 발효물 에 비해 각각 배1033.30 mg% 3362.75 mg% 4.3, 1.3
높게 나타났다 등 몇몇 제외한 대부분의. Arginine, asparagine, glutamic acid
유리아미노산 함량은 발효물에서 높게 검출되었다 또한 유리되어multi-step .
단맛을 내는 과 도 발효물에alanine, lysine, proline, threonine glycine multi-step
서 대조구에 비해 월등히 높게 검출되었다 즉 발효물 황국균 단일. , multi-step ,
발효물 고초균 단일 발효물 순으로 좋은 맛과 관련된 유리 아미노산 함량이 높,
게 나타났다 따라서. multi-step 발효물에서 유리된 우수한 맛 성분의 함량이

단일 발효물보다 월등히 높게 검출되어 본 과제에서 개발한 발효물의 우수성이

입증되었다.
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(A)

(B)

(C)

결과 발효 중 단백질분해효소 활성의 변화11. Multi-step

pH 3.0
192

42

90

120

10 10 10
18

24
12

16 18

0

50

100

150

200

6 24 30 36 42 48 54 60 66 72 78 84

발효시간(h)

단
백

질
분

해
효

소
활

성
(U

/g
)

pH 6.0

10 18 10 18

258

576

390 396 384
432

276

636

0

100

200

300

400

500

600

700

6 24 30 36 42 48 54 60 66 72 78 84

발효시간(h)

단
백

질
분

해
효

소
활

성
(U

/g
)

pH 9.0

0.2 0.2 10 10

132

264

480

552

627.6

552

456

396

0

100

200

300

400

500

600

700

6 24 30 36 42 48 54 60 66 72 78 84

발효시간(h)

단
백

질
분

해
효

소
활

성
(U

/g
)



- 57 -

결과 발효물과 단일 발효물의 유리 아미노산 함량12. Multi-step

대두 발효 과정 중 항영양인자인 phytic acid(myo-inositol 1, 2, 3, 4, 5, 6
를 와 로 분해하는hexakis dihydrogen phosphate) phosphate phosphate inositol

효소인 활성을 측정하여 결과 에 나타내었다 원료대두의 활phytase 13 . phytase
성은 으로 나타났으며 증자대두에서는 활성이 거의 나타나지 않았다1.7 U/g , .
황국균 단일 발효물의 활성은 으로 약간 증가되었으며phytase 0.54 U/g ,

발효물의 활성은 으로 다른 실험구보다 매우 높게multi-step phytase 7.3 U/g
나타나 다량의 가 분해되었을 것으로 추측된다phytic acid .
다양한 발효법에 의해 제조된 대두 발효물의 함량은 결과 에phytic acid 13
나타내었다 원료대두의 함량은 이었으며 대두를 증자하. phytic acid 13.8 mg/g ,
면 약간 증가하는 경향을 보였으나 원료대두와 유의적인 차이는 보이지 않았다.



- 58 -

또한 발효가 진행됨에 따라 함량은 점차 감소하여 황국균 단일phytic acid
발효물과 고초균 단일 발효물에서는 각각 이었으며10.49, 11.01 mg/g ,

발효물은 로 가장 낮게 나타났다 발효시 대두 중에서 다multi-step 9.07 mg/g .
가 양이온과 불용성 복합체의 형태로 존재하는 가 발효phytic acid multi-step
에 관여하는 미생물에 의해 다량 분해되어 음식물로 섭취할 경우 다가 양이온

과 인의 소화흡수율을 높일 수 있을 것으로 사료된다.․

(A)

(B)

결과 발효 중 와 함량 변화13. Multi-step phytase phytic acid

발효 중 의 분해에 따른 미네랄의 유리화 정도를 확인하기 위하여phytic acid
칼슘 아연 철 망간 마그네슘을 중심으로 총 미네랄에 대한 가용성 미네랄의, , , ,
비를 결과 에 나타내었다 원료대두와 증자대두의 칼슘 유리율은 거의 변화가14 .
없었으나 발효가 진행됨에 따라 점차 증가하여 발효물에multi-step multi-step
서는 가 유리되었다 다른 발효물에 비해 발효물의27.7% . multi-step 칼슘 유리

율이 우수한 것으로 미루어 섭취시 체내 칼슘의 흡수율이 향상되어 성장기 어

린이는 물론 성인의 골밀도 향상 등의 효과가 있을 것으로 기대된다 그리고. ,
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아연은 체내 대사조절에 관여하는 많은 금속효소들 의 구성 성(metalloenzymes)
분이며 인슐린 호르몬 생리와 직접적으로 관련되는 필수적인 영양소로 본 연구

에서 초기 원료대두의 경우 였으나 발효가 진행됨에 따라 증가하여17.4% ,
발효물에서 가 유리되었다 또한multi-step 27% . , 철은 다른 미네랄과 달리 황국

균 단일 발효물에서 로 높은 유리율을 나타나 발효물의 철 유29.0% multi-step
리율보다 높게 나타났다 이는 에 의해 유리된 철이 발효 중 식이섬유. phytase ,
저분자 펩타이드 등과 재결합된 것으로 사료된다. 곡류의 외피 두류 채소 등에, ,
다량 함유되어 있는 망간의 유리율도 칼슘 아연과 같이 발효가 진행됨에 따라,
소폭으로 증가하였다.
이 결과들로 미루어 보아 단일 종균을 사용하는 것보다는 복수의 종균으로

대두를 발효시키는 것이 와 결합되어 있던 미네랄이 의 작용phytic acid phytase
에 의해 유리화되어 유리형태로의 전환이 더 높아짐을 확인할 수 있었다.

작용으로 인해 와 결합되어 있던 미네랄의 유리율이 상승하Phytase phytic acid
고 체내에서 소화흡수가 용이해질 것으로 사료된다 이로써 값비싼 미네랄 보.․
조제를 첨가하지 않고도 식품원료에 함유되어 있던 물질의 효율적인 이용이 가

능할 것으로 생각된다.

결과 발효 중 미네랄의 유리율14. Multi-step
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효율적인 발효 시스템 선별 및 최적 발효 공정 개발6. multi-step

는 중추 신경계의 신경전달 저해물질로 뇌의 기전과 기능에 필수적인GABA
이며 혈압강화 간질환 예방 및 위기능의 활성화와 항당뇨 등의 작용을peptide ,

하는 물질이다. Lactococcus, Aspergillus, Rhizopus에 의해 생산된 glutamte
에 의해 혐기적 조건에서 나 가 로 전환decarboxylase glutamate aspartate GABA

되는 것으로 보고되어 있다 발효시 의 최대 생성시기를 확인. Multi-step GABA
하기 위하여 발효 시간 국균발효 완료 부터 발효완료시까지 경시적으로, 48 ( )

함량을 측정하였다 결과 국균발효 완료시 였으나 고초균GABA ( 15). 67.09mg%
발효가 진행됨에 따라 점차 증가하여 발효 시간에 로 최대 함량을60 72.48mg%
나타낸 이후 감소하였다 따라서 발효법으로 대두 발효시 시. , multi-step 60 66～
간 사이에 의 함량이 가장 높을 것으로 생각된다 효율적인GABA . multi-step
발효시스템을 확립하기 위해 대두의 발효시 생산되는 또 다른 기능, multi-step
성을 나타내는 혈전용해효소의 활성을 고려한 실험이 진행 중이다.

결과 발효 중 경시적인 함량 변화15. Multi-step GABA
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제 절 발효시스템에 의한 고품질 기능성5 Multi-step
발효 자돈 사료의 대량 생산 공정 및 발효물의

효율적인 저장조건 개발

기능성 발효물의 대량 생산 공정 확립1. multi-step

가 발효 공정을 이용한 속성 발효법 개발. multi-step
재래식 방법에 의한 대두 발효 가공품의 품질은 대두를 익히는 자비 과정에

서 대두의 수용성 유효 성분이 과다하게 용출되어 발효 종균의 생육을 저해 할

뿐만 아니라 자연 유래의 균주로 연중 균일한 제품을 생산 할 수 없었다 이에.
본 연구에서는 선행 연구 결과를 통해 발효 공정으로 연중 균일하고multi-step
그 품질이 매우 우수한 대두 가공품을 개발하였다.

발효법은 안전성이 입증된 발효 식품용 미생물인 유산균 황국균Multi-step , ,
고초균을 종균으로 미생물 유래의 각종 가수분해 효소류 차 대사산물 균체, 1, 2 ,
내제 물질 등에 의해 면역체계가 활성화될 뿐만 아니라 bacteriocin, diacetyl,

등의 천연 향균성에 의해 설사 유발균인 대장균과 살모넬라 등과 같lactic acid
은 유해균의 장내 생육을 억제할 수 있다 또한 대두 발효물은 대두. multi-step
단백질을 저분자의 펩타이드 형태로 효율적으로 분해시킨 것으로서 각종 고기

능성 물질을 다량 함유하고 있으며 섭취시 식물성 단백질의 소화흡수능이 우․
수하여 자돈 사망률을 낮추고 고품질의 돈육을 생산할 수 있다.
유산균은 생육 중 젖산을 분비하고 를 저하시키므로 발효 산물을 산성화pH

시키는 특징이 있으나 유사종의 미생물 포자의 발아나 생육을 근본적으로 억제

하는 향균성 물질을 생산하여 자신에게 유리한 환경을 선점하는 장점이 있다.
황국균은 전분과 식물성 단백질 분해효소의 활성과 난분해성 물질인 피틴산 분

해력도 강하여 곡물발효에 널리 사용되고 있는 미생물이며 고초균은 청국장 발

효균으로써 단백질 분해 효소의 활성이 매우 뛰어나 대두 단백질을 분해하여

소화흡수되기 쉽게 하며 대두 발효물의 독특한 맛을 부여하도록 한다.․
이런 균주간의 상호작용과 특성을 고려하여 유산균 황국균 고초균 순으로, ,

진행되는 발효법을 개발 하였으나 발효 완료시까지 시간이 소요되multi-step 72
기 때문에 에너지 소비가 크다 또한 자돈 사료로 활용하기 위해서는 단시간에.
많은 양의 제품을 생산해야 한다 이러한 단점을 개선하기 위하여 본 년차 연. 3
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구에서는 제조시간 단축을 위한 속성 발효법을 개발하였으며 결과multi-step 1
에 간단히 도식화 하였다 우선 대두를. 수돗물로 회 세척한 후 대두의 무게가2
배가 될 때까지 수침하여 시간 이상 물빼기한 후 에서 가압증자하여2.2 1 115℃

충분히 냉각된 대두에 전 배양한 생산 유산균nisin (L. lactis subsp. lactis IFO
을 대두 당12007) 1g 106 되도록 접종한 후 이어서 황국균CFU (A. oryzae 포자)

를 106 되게 접종한다 대두의 표면에 유산발효 후 균사가 완전히 덮일spore/g .
때까지 에서 국균발효를 실시하였다 유산 국균 발효 종료 후 고초균30 . - (℃ B.
subtilis 을 대두 당GSB 4015) 1g 106 되게 접종하여 황국균의 생육이 억제CFU
되는 에서 발효시켜 속성 발효물을 제조하였다 결과 최종 속43 multi-step ( 1).℃
성 발효물은 고초균 증식에 의해 대두 표면에 점질물이 생성되어 주multi-step
름이 관찰되었다.

결과 속성 발효 공정도1. Multi-step

원 료 대 두 온도 소요 시간
↓

세척 회( 2 ~ 3 )
↓

침 지 20 ℃ 10 h
↓

물 빼 기 20 ℃ 1 ~ 2 h
↓

증 자 115 ℃ 20 min〉
↓

방 냉 33 ℃

↓
← Lactococcus lactis subsp. lactis IFO 12007

(106 CFU/g)

← Aspergillus oryzae (106 spores/g)

유산 국 균 발 효․ 30 ℃ 24 h

↓
←Bacillus subtilis GSB4015 (106 CFU/g)

고 초 균 발 효 43 ℃ 24 h

↓

발효물Multi-step
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결과 발효물과 속성 발효물2. multi-step multi-step

나 대두의 발효물 및 속성 발효물의 특성 비교. multi-step multi-step
발효가 완료된 발효물과 속성 발효물의 수분 및multi-step multi-step pH,

환원당 함량 등을 법으로 측정하였다 결과 발효법을 대두AOAC ( 3). Multi-step
발효물의 는 정도로 약 알칼리성을 나타내었으며 속성 발효법pH 7.9 multi-step
을 이용한 대두 발효물은 으로 대략 중성으로 나타났다 이는 단기간에 제7.3 .
조된 속성 발효물의 유산발효에 의해 가 다소 떨어졌을 것이라multi-step pH
사료된다 또한 장기간 발효에 의해 미생물의 이용과 증발에 의한 수분 함량은.

발효물이 속성 발효물에 비해 다소 높게 나타났다multi-step multi-step .
대두 발효물의 감미를 결정하는 대표적인 인자인 환원당 함량은 속성

발효물의 함량이 발효물에 비해 높게 나타나 대두 발효multi-step multi-step
물의 감미도가 다소 높을 것으로 사료된다 또한 발효 미생물의 영양원이 되는.
당의 총 함량은 발효물과 속성 발효물이 각각multi-step multi-step 10.73 %,

로 비슷하게 나타나 두 발효법 모두 미생물에 의해 효율적으로 당이11.18 %
분해된 것으로 생각된다.

발효물의 조단백질 함량이 속성 발효물에 비해 다소Multi-step multi-step
높게 나타났는데 장시간 발효에 의한 활성이 높았기 때문으로 사료된protase
다 또한 발효물과 속성 발효물의 조지방 함량에는 큰 차. multi-step multi-step
이가 나타나지 않았다.
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결과 발효물과 속성 발효물의 일반성분 함량3. multi-step multi-step

다 발효물과 속성 발효물의 성분 변화 비교. multi-step multi-step

단백질 분해효소 활성1)
발효물과 속성 발효물의Multi-step multi-step 단백질을 분해시켜 아미노산,

등을 생성하는 단백질분해효소의 역가를 최적 에 따라 산성 중성peptide pH , ,
알칼리성으로 구별하여 결과 에 나타내었다 발효물의 유산 발효에4 . Multi-step
서는 단백질분해효소의 활성이 거의 검출되지 않았고 국균 발효시에는 중성 단

백질분해효소 고초균 발효 중에는 알칼리성 단백질분해효소의 활성이 높게 나,
타났으며 속성 발효물에서도 비슷한 경향을 나타내었다multi-step .
결과 는 발효 중 산성 단백질분해효소 활성을 경시적으로 측정하여 나타4 (A)
내었다 발효물의 단백질분해효소 활성은 발효 시간에. Multi-step 48 188 U/g,
즉 황국균 접종 후 시간에 가장 높은 활성을 보였으며 속성 발효18 multi-step
물의 단백질분해효소 활성은 발효 시간에 으로 가장 높게 나타났다24 181 U/g .
두 발효법 모두 산성에서는 황국균의 단백질 분해효소 활성이 높게 나타났다.
중성 단백질분해효소 활성 변화는 결과 와 같다 발효물은4 (B) . Multi-step

발효 시간 이후부터 급격히 증가하여 시간에는 로 중성 단백질분해42 54 636 U/g
효소의 활성이 가장 높게 나타났으나 고초균 발효가 진행됨에 따라 감소하여

중성 단백질분해효소의 활성이 약 로 유지되다가 발효 시간에 약간390 U/g 78
증가하여 가 되었다 반면 속성 발효물은 고초균 발효 이후432U/g . multi-step

발효물Muti-step 속성 발효물Mutli-step
pH 7.90 7.30

수분(%) 58.60 63.30
환원당(%) 13.75 18.00
총당(%) 10.73 11.18
조단백질(%) 18.37 15.31
조지방(%) 7.52 5.69
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급속히 증가하여 발효 시간에 으로 가장 높게 나타났으며 이후 점차30 620 U/g
감소하다가 시간 이후부터 유지하는 경향을 보였다 따라서 두 발효법 모두48 .
중성에서의 단백질 분해효소 활성은 황국균 및 고초균 발효법 모두에서 높게

나타났다.
발효 중의 알칼리성 단백질분해효소 활성을 측정한 결과를 결과 에 나4 (C)

타내었다 발효물의 알칼리성 단백질분해효소 활성은 발효 시간이. Multi-step
경과함에 따라 점차 증가하여 발효 시간에 로 최고값을 보였으며66 627.6 U/g
산성이나 중성 단백질분해효소 활성과는 달리 고초균 발효 중에 알칼리성 단백

질분해효소의 활성이 높게 나타났다 또한 속성 발효법에서도 고초. multi-step
균 발효시 증가하기 시작하여 발효 시간에 으로 가장 높았으며 단백42 590 U/g
질 분해 정도는 각 제조 방법을 비교한 결과 비슷한 경향을 나타내었다.

및 속성 완료 발효물의 유리아미노산 함량 비교2) multi-step multi-step
발효가 완료된 대두 발효물의 유리 아미노산 함량은 결과 에 나타내었다5 .

총 유리 아미노산 함량은 발효물이multi-step 3,511.81 로 속성mg%
발효물multi-step 3,466.3 에 비해 다소 높게 나타났다mg% . Serine,

등 몇몇을 제외한 대부분의 유리아미노산 함량은asparagine, glycine
발효물에서 다소 높게 검출되었으나 큰 차이는 나타나지 않았다 또multi-step .

한 유리되어 단맛을 내는 과 도 발alanine, lysine, proline threonine multi-step
효물에서 속성 발효물에 비해 다소 높게 검출되었다 반면 발효물의multi-step .
감칠맛을 내는 g 는 에 비해 속성 발효물에서lutamic acid multi-step multi-step
높게 나타났는데 이는 발효법의 장기간 발효에 의한multi-step glutamic acid
가 에 의해 다른 유리아미노산으로 변했기 때문으로 사료된다decarboxylase .

발효법에 의한 발효물이 속성 발효물에 비해 좋은 맛Multi-step multi-step
을 내는 유리아미노산의 함량이 다소 높게 나타났으나 두 발효물의 맛을 비교

했을 경우 큰 차이는 없을 것으로 생각된다 즉 속성 발효물은. , multi-step
발효물에 비해 발효시간이 감소되었으며 영양적인 측면에서도 차이multi-step

를 보이지 않아 대량 발효시 에너지 절감에 매우 큰 효과가 있을 것으로 사료

된다.
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(A) pH 3.0
발효물 속성 발효물Multi-step Multi-step
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(B) pH 6.0
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(C) pH 9.0
발효물 속성 발효물Multi-step Multi-step
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결과 및 속성 발효물의 단백질 분해효소 활성의4. Multi-step Multi-step
변화
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결과 발효물과 속성 발효물의 유리아미노산 함량5. Multi-step multi-step
(mg/100g)

발효물과 속성 발효물의 발효 중 및3) Muti-step multi-step phytase phytic
함량 비교acid

대두 발효 과정 중 항영양인자인 phytic acid(myo-inositol 1, 2, 3, 4, 5, 6
를 와 로 분해하는hexakis dihydrogen phosphate) phosphate phosphate inositol

효소인 활성을 측정하여 결과 에 나타내었다 발효법을phytase 6(A) . Multi-step
이용한 발효물의 함량은 으로 속성 발효물의phytase 7.23 U/g multi-step 6.98

발효물multi-step 속성 발효물multi-step
Threonine 292.94 167.80
Serine 43.12 82.02

Asparagine 30.14 36.02
Glutamic acid 137.97 370.75
Proline 586.20 373.94
Glycine 107.52 129.25
Alanine 228.22 118.63
Valine 436.90 405.23

Methionine 60.15 16.93
Isoleucine 334.04 273.50
Leucine 554.45 506.31
Tyrosine 51.59 59.05

Phenylalanine 198.13 340.38
Lysine 384.97 384.82
Histidine 185.07 196.56
Arginine 18.37 5.11
Total(mg%) 3,511.81 3,466.3
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에 비해 다소 높게 나타났으나 큰 차이는 보이지 않았다 또한U/g . multi-step
발효법에 의해 제조된 대두 발효물의 함량은 결과 에 나타내었phytic acid 6(B)
다 발효물의 함량은 이었으며 속성. Multi-step phytic acid 9.78 mg/g ,

발효법을 이용한 발효물의 함량은 으로multi-step phytic acid 10.44 mg/g
발효물에 비해 다소 높았으나 큰 차이는 보이지 않았다 발효시 대multi-step .

두 중에서 다가 양이온과 불용성 복합체의 형태로 존재하는 가 속성phytic acid
발효법을 통해서도 관여하는 미생물에 의해 다량 분해되어 음식물로multi-step

섭취할 경우 다가 양이온과 인의 소화흡수율이 발효물과 같이 높multi-step․
을 것으로 사료된다.

(A) (B)

결과 발효물과 속성 발효물의 및6. Multi-step multi-step phytase phytic
함량 변화acid

발효물과 속성 발효물의 미네랄 유리율 비교4) Multi-step multi-step
발효 중 의 분해에 따른 미네랄의 유리화 정도를 확인하기 위하여phytic acid

칼슘 아연 철 망간 마그네슘을 중심으로 총 미네랄에 대한 가용성 미네랄의, , , ,
비를 결과 에 나타내었다 발효물의 칼슘 유리율은 로 속성7 . Multi-step 25%

발효물에 비해 다소 높게 나타났으나 큰 차이는 나타나지 않았다multi-step .
따라서 속성 발효물도multi-step 칼슘 유리율이 우수한 것으로 미루어 섭취 시

체내 칼슘의 흡수율이 증가하여 성장기 어린 자돈의 골밀도 향상 등의 큰 효

과가 있을 것으로 기대된다 그리고 아연은 체내 대사조절에 관여하는 많은 금.
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속효소들 의 구성 성분이며 인슐린 호르몬 생리와 직접적으로(metalloenzymes)
관련되는 필수적인 영양소로 본 연구에서 발효물과 속성multi-step multi-step
발효물의 아연 유리율은 로 차이가 없었다 또한20% . , 철과 곡류의 외피 두류, ,
채소 등에 다량 함유되어 있는 망간의 유리율도 발효물이 속성multi-step

발효물에 비해 각각 로 약 씩 높게 나타났으나 큰 차이multi-step 24%, 29% 1%
를 나타내지는 않았다.
이 결과들로 미루어 보아 속성 발효물 또한 작용으로 인multi-step phytase
해 와 결합되어 있던 미네랄의 유리율이 상승하고 체내에서 소화phytic acid ․
흡수가 용이 뛰어 날 것으로 생각된다 따라서 식품원료에 함유되어 있던 물질.
의 이용으로 값비싼 미네랄 보조제를 첨가하지 않고도 고품질의 자돈을 생산할

수 있는 사료로 사용할 수 있을 것이다.
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결과 및 속성 발효 중 미네랄의 유리율7. Multi-step multi-step

발효물과 속성 발효물의 함량5) Multi-step multi-step GABA
는 중추 신경계의 신경전달 저해물질로 뇌의 기전과 기능에 필수적인GABA
이며 혈압강화 간질환 예방 및 위 기능의 활성화와 항 당뇨 등의 작용peptide ,

을 하는 물질이다. Lacococcus, Aspergillus, Rhizopus에 의해 생산된 glutamte
에 의해 혐기적 조건에서 나 가 로 전환decarboxylase glutamate aspartate GABA

되는 것으로 보고되어 있다 본 연구의 년차 결과로 의 최대 생성 시기. 2 GABA
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는 발효 시간으로 보고되어 속성 발효법을 고초균 발효 후 시간60 multi-step 12
후 함량을 측정하여 결과 에 나타내었다 발효물의GABA 8 . Multi-step GABA
함량은 이며 속성 발효물의 함량은 로34.5 mg% multi-step GABA 39.2 mg%
큰 차이는 나타나지 않았다.
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결과 발효물과 속성 발효물의 함량8. Multi-step multi-step GABA

다른 사료 성분과 혼합방안 및 시기 설정2.

본 연구에서 개발된 자돈 영양 발효물은 사료회사 혼합기를 사용할 경우 기

본적인 양이 너무 많기 때문에 현 연구 규모로는 사용 불가능 할 것으로 생각

된다 본 연구에서는 기존의 배합 사료에 속성 발효물을 분쇄하여. multi-step
제 협동과제 팀에 제공하였으며 농가에서 기존의 자돈 사료 급여시 수동으로2
혼합하여 연구에 사용하였다.

자돈 영양 사료의 대량 건조 및 저장 방법 탐색3.

가 및 속성 발효물의 최적 건조 온도 탐색. Multi-step multi-step
개발된 속성 발효물의 최적 건조 온도를 탐색하기 위하여 발효물multi-step
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을 각각 에서 시간 건조시켜 결과 에 나타내었다 건조 전60 , 70 , 80 24 9 .℃ ℃ ℃
속성 발효물의 수분함량은 였으나 및 에서multi-step 62,5% 60 , 70 80 12℃ ℃ ℃
시간 건조 후 수분 함량은 각각 및 로 나타났다 또한12.5%, 11.4% 5.5% . 60℃
와 에서 시간 건조 후 수분함량은 각각 로 크게 감소하였으나70 24 6.8%, 6.2%℃

에서 시간 건조시킨 발효물은 로 큰 변화가 없는 것으로 나타났다80 24 5.2% .℃
따라서 에너지 절감 측면으로 볼 때 에서 시간 건조시키는 것이 가장 경80 12℃
제적일 것으로 생각된다.
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결과 속성 발효물의 온도에 따른 수분함량9. multi-step

나 및 속성 발효물의 최적 건조 방법 탐색. Multi-step multi-step
자돈 영양 발효물의 최적 건조방법을 탐색하기 위하여 및 속성Multi-step

발효물의 동결 건조 시 수분 함량과 열풍 건조 시 수분함량을 그림multi-step
에 나타내었다 최적 온도 탐색 결과에 의해 에서 시간 건조시켰으며10 . 80 12℃

동결 건조는 동결 건조기에서 시간 건조시켜 수분함량을 측정하였다24 .
발효물과 속성 발효물의 동결 건조 시 수분 함량은Multi-step multi-step
로 각각 나타났으며 열풍 건조 시 발효물의 수분함량은 각각8.9%, 9.9% 5.7%,

로 나타나 동결 건조물의 수분 함량이 다소 높게 나타났으며5.9% multi-step
발효물에 비해 속성 발효물의 수분 함량이 약간 낮게 나타났다 즉multi-step . ,
동결 건조법에 의한 건조는 시간과 효율 측면에서 열풍 건조에 비해 낮아 사료
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의 대량 생산 시 열풍 건조법을 통한 건조가 경제적일 것으로 생각된다.
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결과 및 속성 발효물의 건조방법에 따른10. Multi-step multi-step
수분함량

다 동결 및 열풍 건조법을 통한 발효물의 유리아미노산 함량 비교.
자돈 사료의 대량 건조법 개발을 위한 발효물과 속성multi-step multi-step

발효물의 동결 건조 및 열풍 건조 후 유리아미노산 함량을 결과 와 에 각12 13
각 나타내었다 동결 건조는 동결 건조기를 이용하여 시간 건조시켜 분석 시. 24
료로 사용하였으며 열풍 건조는 선행 연구 결과를 바탕으로 에서 시간80 12℃
건조 시켜 시료로 사용하였다 결과 건조 전의 유리아미노산 결과 의 함량( 11). ( 5)
에 비해 동결 건조 및 열풍 건조 후 유리아미노산의 함량이 다소 높게 나타났

는데 이는 건조 전 수분 함량이 총 시료 무게에 포함되어 측정 되었으며 건조

후 발효물은 수분이 대부분 제거되었기 때문에 높을 것으로 생각된다 따라서.
건조 전 발효물과 건조 후 발효물의 유리아미노산 함량 비율은 유사하게 나타

났다.
속성 발효물의 과 함량은 동결 건조물에 비해multi-step methionine tyrosine

열풍 건조물에서 다소 낮게 나타났다 또한 발효물의 동결 건조물에. multi-step
비해 의 함량이 열풍 건조물에서 다소 감소하는 경향을 나타났으glutamic acid
며 의 함량이 증가하는 것으로 보아 열에 의해 가phenylalanine glutamic acid

으로 변했을 것으로 사료된다 그러나 발효물과 속성phenylalanine . multi-step
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발효물을 동결 건조시킨 유리아미노산 총 함량이 열풍 건조시킨 발multi step
효물의 유리아미노산 총 함량에 비해 약간 낮게 나타나는 경향은 있으나 이는

수분 함량에 의한 중량차이로 생각된다 즉 에서 시간 건조시킨 발효물. , 80 12℃
과 시간 동결 건조한 발효물은 영양적인 측면에서 큰 변화가 없었으며 동결24
건조에 비해 열풍건조를 통한 건조법은 경제적으로 우수할 것이다.

결과 동결 및 열풍 건조된 발효물과 속성11. multi-step multi-step
발효물

동결 건조한 발효물A : multi-step
동결 건조한 속성 발효물B : multi-step
열풍 건조한 발효물C : multi-step
열풍 건조한 속성 발효물D : multi-step
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결과 및 속성 발효물의 동결건조 유리아미노12. Multi-step multi-step
산 함량
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결과 및 속성 발효물의 열풍건조 유리아미노13. Multi-step multi-step
산 함량
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라 열풍 건조된 발효물의 저장기간에 따른 함량 비교. GABA
발효물과 속성 발효물을 에서 시간 열풍건조 후Multi-step multi-step 80 12℃

저장기간에 따른 함량을 결과 에 나타내었다 열풍 건조물GABA 11 . Multi-step
의 함량이 속성 열풍 건조물에 비해 다소 낮게 나타났으나GABA multi-step
큰 변화는 없었다 또한 저장기간이 지남에 따라 다소 두 발효법 모두 감소하는.
경향은 있으나 큰 변화는 보이지 않아 열풍 건조한 발효물의 함량은 장GABA
기간 저장해도 변화가 없을 것으로 생각된다 경제적인 발효물의 대. multi-step
량생산을 위해 개발된 속성 발효물의 성분 분석 및 저장기간을 조사multi-step
함으로써 속성 발효법은 저장기간과 에너지를 감소시켜 경제적으로multi-step
매우 효과적이며 그 성분 또한 일반 발효법에 비해 큰 차이가 없게multi-step
나타났다.

결과 및 속성 발효물의 저장기간에 따른11. Multi-step multi-step
함량GABA
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제 장 사료의 생리활성 효능에 관한 분자생물4
학적 기전 해석

제 절 서 론1
한국 일본 등과 같이 대두 등의 식물성 소재를 생체에 안전한 미생물로 발효,

시켜 소화율을 높여 식용하지 않아 이러한 식품의 개발이 미비한 서구에서는

이 분야의 관련 기술이 낙후되어 있는 실정이며 국내에도 알레르기를 유발할

수 있는 대두단백질의 완전한 분해법에 대한 기술은 알려져 있지 않다.
또한 대두를 첨가한 사료 중의 기능성 물질의 확인과 기전해석에 관한 연구

가 미비한 실정이다.
발효 시스템에 의하여 가공된 대두 발효물의 생리 활성 물질에Multi-step

대한 효능을 분자생물학적 수준에서 그들의 생리활성 기전을 해석함으로서 고

부가 고기능성 자돈 사료의 영향을 평가하고자 한다 이를 위하여 기존 알려.·
진 대두 함유 기능성 생리활성 물질들에 대한 평가를 내리고 본 과제에서 도출

된 후보물질들의 생리활성을 면역학적 항염증 효능 및 항암 효능 측면에서 체,
계적으로 조사하여 자돈 영양 사료의 현장 적용을 위한 기능성을 평가할 것이

다 이러한 평가는 아래 제시된 다양한 방법들을 동원하여 년차별 기술 개발 목.
표를 달성할 것이다.

발효 대두를 첨가한 사료의 생리활성 효능에 관한 분자생물학적Multi-step
기전을 확인으로서 고기능성 사료를 개발하고자 한다.
본 연구에서는 발효 대두 중 생리활성 물질을 분리정제하고 시Multi-step ․

판 발효 대두 중의 기능성 물질과 비교한다 또한 뇌기능 증진 펩타이드와 항염.
증성 펩타이드를 다량 함유한 사료를 개발함으로서 자돈의 발병으로 인한 폐사

율을 감소시키고 자돈의 육질을 향상시키고자 한다.

제 절 재료 및 방법2
세포배양 대두발효 산물 및 의 처리1. , genistein, TRAIL

본 연구에 사용된 인체 위암세포 대장암세포 및 흑색종세포(AGS), (HT-1080)
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대전의 한국세포주은행 에서 분양받아(SK-MEL-2) ; (KCLB, Taejeon, Korea)
의 또는 배지90% DMEM RPMI-1640 (Gibco BRL, Grand Island, NY, USA),

에 의 및10% fetal bovine serum (FBS, Gibco BRL) 1% penicillin streptomycin
이 포함된 성장배지를 사용하여(Gibco BRL) 37 , 5% CO℃ 2조건 하에서 배양하

였다 본 실험에 사용된. genistein, tumor necrosis factor-related
및 는apoptosis-inducing ligand (TRAIL) linoleic acid Sigma Chemical Co.

에서 구입하였으며 의 농도로(St. Luis, MO, USA) 100 M dimethylsulfoxideμ
에 용해하여 에 보관하였고 처리 전 배지에 희석하여 사(DMSO, Sigma) -20 ,℃

용하였다 본 실험에 사용된 대두발효 산물 중 탈지고초. , (fermented soybeans
by Bacillus subtilis 및 탈지 단, FSB) 3 (three-step fermented soybeans, TFS)
산물은 주관연구 기관인 경상대학교에서 제조된 것을 사용하였다 또한.
c 및 는aspase-3 inhibitor 1 (z-DEVD-fmk) caspase-9 inhibitor (z-VAD-fmk)

에서 구입하였다Calbiochem (San Diego, CA, USA) .

에 의한 세포 성장억제 조사2. MTT assay

또는 대부발효 산물에 의한 세포 성장 억제 여부를 정량적으로 조Genistein
사하기 위하여 준비된 세포들을 세포 배양용 에6 well plate 5 X 104개 정도/ml
로 분주하고 시간 동안 안정화시킨 다음 또는 대부발효 산물을 적24 genistein
정농도로 처리한 후 제시된 시간 동안 배양하였다 적정 시간동안 처리 후. ,
3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazollum bromide (MTT,

를 농도가 되게 성장배지로 희석하여Amresco, Solon, OH, USA) 0.5 mg/ml 2
씩 분주하고 시간 동안ml 3 CO2 에서 배양시킨 다음 로 에incubator DMSO well

생성된 을 모두 녹인 후formazin ELISA reader (Molecular Devices,
로 에서 흡광도를 측정하였다 측정은 모두 세 번Sunnyvale, CA, USA) 540 nm .

을 하였으며 그에 대한 평균값과 표준 오차를 프로그램, Sigma Plot 4.0 (SPSS
으로 구하였다Ins.) .

세포의 형태 변화3.

준비된 세포를 분주하여 시간 동안 안정화시킨 다음 및 대두 발24 genistein
효 산물을 적정농도로 희석 처리하여 제시된 시간 동안 배양한 후 위상차 현미,
경 을 이용하여 배의 배율로 각(inverted microscope, Carl Zeiss, Germany) 200
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농도에 따른 형태의 변화를 관찰한 다음 자동 카메라용 필름을 이용하Kodak
여 사진을 촬영하였다.

세포핵의 형태 변화 관찰4.

또는 대부발효 산물 처리에 따른 유발 여부 확인을 위한Genistein apoptosis
핵의 형태적 변화를 관찰하기 위하여 준비된 세포를 모은 다음 3.7%

용액을 처리하여 상온에서 분 동안 고정하였다 로formaldehyde 10 . PBS
하고 용액을 이용하여washing 4',6-diamidino-2-phenylindole (DAPI, Sigma)

염색하였다 이를 및 증류수로 세척한 다음 형광 현미경. PBS (Carl Zeiss,
을 이용하여 배의 배율로 각 농도에 따른 암세포의 핵의 형태 변Germany) 400

화를 관찰한 다음 프로그램을 이용하여 사진 촬영을 하였다Axio Vision .

유발의 정량화 및 세포주기 변화에 미치는 영향 비교5. Apoptosis

염색에 의한 유발을 재확인하고 세포주기 교란에 미치는DAPI apoptosis
또는 대부발효 산물의 영향을 유세포분석기 를 사용genistein (flow cytometry)

하여 정량적으로 비교 분석하였다 이를 위하여 또는 대부발효 산물이. genistein·
처리된 세포를 모아서 로 충분히 씻은 다음 으로 분간 원심분PBS 1,000 rpm 10
리 한 후 상층액만 버리고 남은 세포를 로 잘 부유시키고 차가운PBS , ethanol
을 첨가하여 에서 한 시간 동안 고정시켰다 고정된 세포들을 핵산에 특이적4 .℃
으로 결합하는 형광물질인 DNA intercalating dye propidium iodide (PI,

와 의 를 처리하여 암concentration, 50 g/ml; Sigma) 10 kunit RNase (Sigma)μ
실 에서 시간 동안 염색하였다 로 두 번 과정을 거친 후, 4 1 . PBS washing℃

에 적용시켜 형DNA flow cytometry (Becton Dickinson, San Jose, CA, USA)
광반응에 따른 을 을 사용하histogram ModiFit LT (Becton Dickinson) program
여 분석하였다.

에 의한6. Reverse transcription-polymerase chain reaction (PT-PCR)
발현의 분석mRNA

또는 대부발효 산물 처리에 따른 세포의 반응에 대한 기전 해석 연Genistein
구를 위한 해당 유전자들의 전사 수준에서의 발현 변화를 방법으로RT-PCR
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조사하였다 이를 위하여 준비된 세포를 로 세척하고. PBS TRIzol reagent
를 에서 시간 동안 처리하여(Invitrogen Co., Carlsbad, CA, USA) 4 1 total℃

를 분리하였다 분리된 를 정량한 후 각각의 그RNA . RNA , primer, DEPC water
리고 를 넣고ONE-STEP RT-PCR PreMix Kit (Intron, Korea) Mastercycler

를 이용하여 증폭하였다 각 산gradient (Eppendorf, Hamburg, Germany) . PCR
물들의 양적 차이를 확인하기 위하여 로 을 만1X TAE buffer 1% agarose gel
들고 당 각각의 에 해당하는 산물에well primer PCR DNA gel loading

을 섞어서 한 후 에서 전기영동을 하였다 전기영동으로solution loading 100 V .
분리가 끝난 을 를 이용하여 염색한DNA gel ethidium bromide (EtBr, Sigma)

후 하에서 확인하였다 을 이용하여 분석을 시도한 유전자의 종류UV . RT-PCR
는 표 에 나타낸 바와 같으며 이때 유전자인1 , housekeeping

를 로 사glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH) internal control
용하였다.

표 1. Gene-specific primers for RT-PCR
Gene
name Sequence

GAPDH Sense
Antisense

5'-CGG AGT CAA CGG ATT TGG TCG TAT-3'
5'-AGC CTT CTC CAT GGT GGT GAA GAC-3'

cyclin A Sense
Antisense

5'-TCC AAG AGG ACC AGG AGA ATA TCA-3'
5'-TCC TCA TGG TAG TCT GGT ACT TCA-3'

cyclin
B1

Sense
Antisense

5'-AAG AGC TTT AAA CTT TGG TCT GGG-3'
5'-CTT TGT AAG TCC TTG ATT TAC CAT
G-3'

Cdc2 Sense
Antisense

5'-GGG GAT TCA GAA ATT GAT CA-3'
5'-TGT CAG AAA GCT ACA TCT TC-3'

Cdk2 Sense
Antisense

5'-GCT TTC TGC CAT TCT CAT CG-3'
5'-GTC CCC AGA GTC CGA AAG AT-3'

p53 Sense
Antisense

5'-GCT CTG ACT GTA CCA CCA TCC-3'
5'-CTC TCG GAA CAT CTC GAA GCG-3'

p21 Sense
Antisense

5'-CTC AGA GGA GGC GCC ATG-3'
5'-GGG CGG ATT AGG GCT TCC-3'

Bax Sense
Antisense

5'-ATG GAC GGG TCC GGG GAG-3'
5'-TCA GCC CAT CTT CTT CCA-3'

Bcl-xL Sense
Antisense

5'-CGG GCA TTC AGT GAC CTG AC-3'
5'-TCA GGA ACC AGC GGT TGA AG-3'

Bcl-2 Sense 5'-CAG CTG CAC CTG ACG-3'
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분석에 의한 단백질 발현의 분석7. Western blot

정상 또는 대두발효 산물이 처리된 배지에서 자란 세포들을 적당량, genistein
의 lysis buffer [25 mM Tris-Cl (pH 7.5), 250 mM NaCl, 5 mM EDTA, 1%
NP-40, 1 mM phenymethylsulfonyl fluoride (PMSF), 5 mM dithiothreitol

로 용해한 후 고속원심분리로 세포내 잔사물을 분리시킨 다음 동량의(DTT)] ,
단백질을 을 이용하여 전기sodium dodecyl sulphate (SDS)-polyacrylamide gel
영동으로 분리하였다 분리된 단백질을. nitrocellulose membrane (Schleicher

으로 에 의해 전이시킨 후 특정and Schuell, Keene, NH, USA) electroblotting ,
단백질에 대한 항체와 그에 대한 이차 항체 반응을 실시한 후 enhanced

용액chemiluminoesence (ECL) (Amersham Life Science Corp., Arlington
을 적용시킨 다음 암실에서 에 감광시켜 특정단백Heights, IL, USA) X-ray film

질의 양을 분석하였다 본 실험에 사용된 항체들은. Santa Cruz Biotechnology
및 에서 구입Inc. (Santa Cruz, CA, USA) Calbiochem (Cambridge, MA, USA)

하였으며 차 항체로 사용된 및, 2 peroxidase-labeled donkey anti-rabbit

Antisense 5'-ATG CAC CTA CCC AGC-3'
XIAP Sense

Antisense
5'-GAA GAC CCT TGG GAA CAA CA-3'
5'-CGC CTT AGC TGC TCT CTT CAG T-3'

cIAP-1 Sense
Antisense

5'-TGA GCA TGC AGA CAC ATG C-3'
5'-TGA CGG ATG AAC TCC TGT CC-3'

cIAP-2 Sense
Antisense

5'-CAG AAT TGG CAA GAG CTG G-3'
5'-CAC TTG CAA GCT GCT CAG G-3'

survivin Sense
Antisense

5'-GCA TGG GTG CCC CGA CGT TG-3'
5'-GCT CCG GCC AGA GGC CTC AA-3'

Fas Sense
Antisense

5'-TCT AAC TTG GGG TGG CTT TGT CTT
C-3'
5'-GTG TCA TAC GCT TTC TTT CCA T-3'

FasL Sense
Antisense

5'-GGA TTG GGC CTG GGG ATG TTT CA-3'
5'-AGC CCA GTT TCA TTG ATC ACA AGG-3'

COX-1 Sense
Antisense

5'-TGC-CCA-GCT-CCT-GGC-CCG-CCG-CTT-3'
5'-GTG-CAT-CAA-CAC-AGG-CGC-CTC-TTC-3'

COX-2 Sense
Antisense

5'-TTC-AAA-TGA-GAT-TGT-GGG-AAA-AT-3'
5'-AGA-TCA-TCT-CTG-CCT-GAG-TAT-CTT-3'

iNOS Sense
Antisense

5'-AGA-GAG-ATC-CGG-TTC-ACA-3'
5'-CAC-AGA-GCT-GAG-GGT-ACA-3'
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은peroxidase-labeled sheep anti-mouse immunoglobulin Amersham Life
에서 구입하였다Science .

8. In vitro 및 의 활성 측정caspase-3, -8 -9

의Caspase in vitro 활성 측정을 위한 는colorimetric assay kits R&D
에서 구입하였다 활성 측정을 위하여 정상Systems (Minneapolis, MN, USA) .

및 이 처리된 배지에서 시간 배양된 세포를 모은 뒤 단백질을 추출genistein 48
하고 정량하여 각각 의 단백질을 기질 이 함150 g fluorogenic peptide 100 Mμ μ
유된 에 혼합하였으며 에 다시extraction buffer 50 l , microtiter plateμ

에 희석하여 각 당 총 이 가 되게 하였다extraction buffer sample volume 100 l .μ
실험에 사용된 기질은 의 경우에는caspase-3 Asp-Glu-Val-Asp

이었고 의 경우에는(DEVD)-p-nitroaniline (pNA) caspase-8 Ile-Glu-Thr-Asp
이었으며 은 였다 준비(IETD)-pNA , caspase-9 Leu-Glu-His-Asp (LEHD)-pNA .

된 를 에서 시간동안 시킨 후 를 이용하여plate 37 2 incubation ELISA reader℃
의 흡광도를 이용하여 반응도를 측정하였다405 nm .

9. 를 이용한 세포 생존율의 측정Hemocytometer

세포 배양용 에 해당 세포를6 well plate 5 X 104개 의 개수로 당/ml well 2
씩 분주하고 시간 동안 안정화시킨 다음ml 24 genistein 또는 대부발효 산물을

적정농도로 처리하여 배양하였다 적정 시간 처리 후 배지를 제거하고. 0.05%
를 처리하여 세포를 부유시켜서trypsin-EDTA phosphate-buffered saline

를 각 당 적정량을 첨가하여 세포를 모은 다음 으로 분(PBS) well , 2,000 rpm 5
간 원심분리 하였다 상층액을 제거하고 세포만 남긴 다음 다시 를. PBS 1 ml
첨가하여 잘 섞은 후 세포 부유액과 를 동량으0.5% trypan blue (Gibco BRL)
로 섞은 후 분간 처리한 후 위상차 현미경 을 이용하여2 (Carl Zeiss, Germany)
살아있는 세포를 계수하였다 이에 따른 결과를 을. Microsoft EXCEL program
사용하여 분석하였다.

의 생성능 비교10. Prostaglandin E2 (PGE2)

또는 대두 발효 산물 처리에 따른Genistein prostaglandin E2 (PGE2 생성)
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양의 측정을 위한 PGE2 는EIA kit Cayman Chemicals (Ann Arbor, MI, USA)
에서 구입하였으며, PGE2의 양을 측정하기 위하여 세포에 다양한 농도의U937

및 를 시간 선 처리 후 를 처리한 배지에서 시간 동FSB TFS 1 PMA (40 nM) 6
안 세포를 배양시킨 다음 상층액만 이용하여 제시된 방법에 따라 처리한 다음

를 이용한 의 흡광도로 반응의 정도를 측정하였다ELISA reader 420 nm .

염색에 의한 유발의 정량화11. JC-1 dye apoptosis

다양한 조건에서 나타난 세포들의 유도가apoptosis mitochondrial membrane
의 변화를 관찰하기 위하여 정상 및 이 처리된 세포를potential (MMP) genistein

모은 뒤 차가운 로 충분히 씻은 다음 으로 분간 원심분리 한 후PBS 2,000 rpm 5
상층액만 버린다 남아 있는 을 농도의. pellet 10 M 5,5 ,6,6 -tetrachloro-1,μ ′ ′

이 들어있는1 ,3,3 -tetraethylbenzimidazolylcarbocyanine iodide (JC-1)′ ′
에 부유시켜 암실 에서 분 동안 염색하였다serum free medium 1 ml , 37 20 .℃

다시 차가운 로 두 번 세척과정을 거친 후 의 에 부유시켜PBS 500 l PBS DNAμ
에 적용시켜 분석하였다flow cytometry .
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제 절 대두 및 시판 발효 대두 중의 기능성 후보물3
질의 분리 및 항염증성 효능 비교

인체 암세포주의 증식에 미치는 의 영향1. genistein

몇 가지 암세포의 증식에 미치는 의 영향을 분석하기 위하여 준비된genistein
암세포들을 시간 동안 안정화시킨 후 시간 동안 다양한 농도 의24 48 (0 50 uM)～

을 처리한 후 적정 농도를 설정하여 얻어진 결과는 결과 과 같다 결genistein , 1 .
과에서 알 수 있듯이 조사된 가지 암세포주에서 위암세포가 처3 AGS genistein
리에 대해 가장 민감함을 알 수 있었다 따라서 본 과제의 년차 연구에서는. 1

의 처리에 대해 가장 민감한 반응성을 보이는 위암세포와genistein AGS
흑색종 세포를 대상으로 대두의 유효 성분 표지물질로서SK-MEL-2 genistein

의 생리활성 정도를 비교분석하였다.․

처리에 따른 암세포의 형태 변화2. Genistein

결과 에서 관찰된 처리에 따른 암세포의 증식 억제 현상과 연관된1 genistein
형태변화는 결과 에 나타낸 것과 같다 먼저 암세포 전체적인 결과 변화에서2A .
알 수 있듯이 처리에 따른 암세포의 성장은 의 농도 의존적genistein genistein
으로 감소되었으며 처리 농도의 증가에 따라 암세포의 부착력이 점점 상실되어,
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부유됨을 관찰할 수 있었다 그리고 처리에 따른 위와 같은 암세포의. genistein
증식억제와 형태변화가 유발과 관련이 있는지의 여부를 조사하기 위apoptosis
하여 을 다양한 농도로 처리한 후 암세포에서 핵의 형태변화를 조사하genistein
였다.
그림 에서 볼 수 있듯이 정상 조건에서 배양된 암세포 핵의 경우 염2B DAPI

색법을 통하여 핵의 모양이 매우 일정하며 아무런 변화를 관찰할 수 없었다 그.
러나 이 처리된 배지에서 배양된 암세포의 경우 염색질의 응축에 의한genistein

의 출현의 빈도가 처리 농도가 점점 증가할수록 조사된apoptotic body genistein
두 암세포주 양쪽 모두에서 높아져 처리에 따른 암세포의 성장억제는, genistein

유발과 연관이 있음을 확인하였다apoptosis .

세포주기 변화에 미치는 의 영향3. genistein

다음은 처리에 따른 암세포의 주기 변화 여부를 조사하기 위하여genistein
동일한 조건에서 배양된 암세포들을 대상으로 분석을 실시하였flow cytometry
다 결과 은 조사된 두 암세포주에서의 얻은 결과이며 이를 정량화한 결과는. 3 ,
결과 에 나타낸 바와 같다 먼저 정상 배지에서 배양된 위암세포의 경우4 . AGS ,
기에 해당되는 세포의 빈도는 약 정도였고 및 기에 해당되는G1 39% , S G2/M

세포의 빈도는 각각 및 정도였다 그러나 의 처리 농도 증가29% 33% . genistein
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에 따라 및 기에 해당되는 세포의 빈도는 점차 감소되는 반면 기에G1 S , G2/M
속하는 세포의 빈도는 점차 증가되어 처리군에서는 대조군에 비하여 약40 uM
배 증가되어 정도로 증가하였음을 관찰할 수 있었다 이러한 기1.8 58% . G2/M

세포의 증가 현상은 세포에서 더욱 뚜렷하게 나타났는데 결과 에SK-MEL-2 , 4
서 볼 수 있듯이 및 처리군에서 대조군의 에 비하여 배30 uM 40 uM 31% 2.6
및 배 증가된 및 로 나타났다 아울러 및 기에 해당되는 세포2.9 80% 88% . G1 S
의 빈도는 처리 농도 증가에 따라 매우 감소함을 알 수 있었다 즉genistein .

처리에 따른 암세포의 증식 억제는 세포주기 현상과 매genistein G2/M arrest
우 밀접한 연관성이 있음을 알 수 있었다.
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세포주기 조절 관련 유전자의 발현에 미치는 의 영향4. G2/M genistein

이상의 결과에서 의 처리에 따른 암세포의 증식 억제는 세포주기genistein
유발과 밀접한 연관이 있음을 알았기 때문에 이에 관한 기전 해G2/M arrest ,

석을 위하여 기 조절과 진행에 관련된 여러 유전자의 발현에 미치는G2/M
의 영향을 조사하였다 결과 는 기 조절에 가장 중요한genistein . 5 G2/M cyclins

및 의 전사 수준 이 처리된cyclin-dependent kinases (Cdks) (mRNA level)
의 영향으로 세포에서는 의 처리 농도 의존적으로genistein AGS genistein

및 의 발현이 다소 감소하였으나 세포에cyclin A, cyclin B1 Cdc2 SK-MEL-2
서는 처리에 따른 그다지 큰 변화는 관찰할 수 없었다 결과 은genistein . 6

기 조절 및 진행과 관련된 중요한 몇 가지 유전자들의 단백질 발현에 미G2/M
치는 의 영향을 조사한 결과로서 세포에서 및genistein AGS cyclin A cyclin
의 발현이 다소 감소되었으며 와 의 발현도 다소 감소하였음을B1 , Cdc25C Wee1

알 수 있었다 그러나 세포의 경우 의 발현이 처리. SK-MEL-2 Cdk2 genistein
농도 의존적으로 매우 감소하였으며 단백질의 발현 자체는 큰 변화가 없, Cdc2
었으나 인산화된 단백질의 발현은 다소 억제되었음을 알 수 있, Cdc2(p-Cdc2)
었다.
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종양억제 유전자 및 의 발현에 미치는 의 영5. p53 Cdk inhibitors genistein
향

선행 보고된 논문들에 의하면 에 의한 는 종양억제 유전genistein G2/M arrest
자 비의존적인 의 발현 증가와 밀접한 연관이 있을 가능p53 Cdk inhibitor p21
성이 매우 높은 것으로 알져 있다 본 연구의 조건에서도 이와 부합된 경로에.
의한 암세포 증식억제 현상이 일어나는지를 조사하기 위하여 두 가지 암세포의

증식에 미치는 및 의 발현을 비교 분석하였다 먼저 의 결과에p53 p21 . RT-PCR
의하면 세포에서는 처리에 의하여 두 유전자의 전사 수준 발현, AGS genistein
이 처리 농도 의존적으로 증가되었으나 세포에서는 큰 변화가 없, SK-MEL-2
었다 아울러 이나 유전자의 전사 수준도 큰 변화는 없는 것으로 나. p27 PCNA
타났다 그러나 세포주에서 의 단백질 발현은 큰 변화가 없었으나. AGS p53 , p21
의 발현은 처리 농도 의존적으로 매우 증가하였음을 알 수 있었다genistein .
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및 의 발현에 미치는 의 영향6. Bcl-2 IAP family genistein

다음은 처리에 따른 조사된 유발에 어떤 경로를 통하여genistein apoptosis
일어나는지를 조사하기 위하여 먼저 유발에 가장 중요한 역할을 하는apoptosis

및 에 속하는 유전자들의 발현 정도를 단백질 및 전사Bcl-2 IAP family mRNA
수준에서 조사하였다 우측에 나타낸 결과 결과 및 에서 알 수 있듯이. ( 9 10)

세포에서 처리에 의하여 인자에 속하는 의 발AGS genistein pro-apoptotic Bax
현이 다소 증가하였으며 특히 의 단백질 발현이 두 세포주 모두에서, Bid

처리 농도 의존적으로 매우 감소하는 것을 관찰할 수 있었으나 단편genistein ,
화된 형태의 관찰은 어려웠다band .
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그리고 유전자로 알려져 있는 에 속하는 유전자들anti-apoptotic IAP family
의 발현에 미치는 영향은 결과 및 에 나타내었다 결과에서 알 수 있듯이11 12 .

유전자의 대부분이 단백질 수준에서는 발현이 매우 감소되었음을IAP family
알 수 있었다 따라서 의 처리는 와 어떤 연관성이 있음을. genistein IAP family
확인할 수 있었다.

발현에 미치는 의 영향7. Fas/FasL system genistein

다음은 세포막에 존재한 관련 유발에 중요한 인자중death receptor apoptosis
의 하나인 발현에 미치는 의 영향을 조사하였다 결Fas/FasL system genistein .
과 및 에 나타내었듯이 세포에서 의 처리 농도 의존적으로13 14 , AGS genistein

의 발현이 다소 감소하였으나 단백질 발현의 경우 오히려 두 암세Fas mRNA ,
포주 모두에서 처리 농도 의존적으로 증가되었음을 알 수 있었다 그genistein .
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리고 의 경우 세포에서 다소 증가된 단백질 발현 양상을 보여FasL SK-MEL-2
주었다.
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및 의 발현에 미치는 의 영향8. COXs iNOS genistein

염증을 포함한 다양한 생체 반응에서 은 세포분열이나 증식에 영prostaglandin
향을 주며 인체 질병의 유발과 진행에 중요한 역할을 한다 의 합, . Prostaglandin
성에서 가지의2 이 관여하고 있는데 대부분의 조직에서 일정한 수COX isoform ,
준으로 발현되는 의 경우 인체의 항상성 유지와 연관된 기능수행에 관여COX-1
하며 는 암을 포함한 세포의 성장 및 분화와 연관된 각종 퇴행성 질환, COX-2
의 발병과 진행 그리고 염증 반응에서 중요한 역할을 한다. 역학적 조사와 여러

종류의 암 조직에서 와 가 높은 수준으로 발현되고 있으며 이들 두COX-2 iNOS
유전자의 발현을 증대시킬 경우 에 대한 저항성을 가지는 점으로 보아apoptosis
특히 염증반응과 함께 세포의 암화에 는 와 밀접한 관계를 가진다COX-2 iNOS
고 볼 수 있다 따라서 의 처리에 의한 암세포의 증식억제에 따른 이들. genistein
유전자들의 발현 조절 가능성을 탐색하기 위하여 및 의COX-1, COX-2 iNOS

및 단백질 수준의 발현에 미치는 의 영향을 조사하였다mRNA genistein .
결과 및 에 나타내었듯이 의 처리에 따라 세포에서15 16 genistein AGS
의 변화는 없었으나 의 발현이 및 단백질 수준에서 모두COX-1 , COX-2 mRNA

처리 농도 의존적으로 감소되었음을 알 수 있었다 그러나 세포에. SK-MEL-2
서는 처리에 따라 의 발현 변화는 관찰되지 않았다 이는genistein COXs . PGE2
생성의 결과와도 매우 일치됨을 알 수 있었다 결과 그리고 의 경우( 17). iNOS

세포에서는 처리 농도가 증가될수록 감소되었지만AGS genistein SK-MEL-2
세포에서는 그다지 큰 변화가 없었다.
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처리에 따른 의 활성화9. Genistein caspases

이상의 결과에서 처리에 따른 위암세포 및 흑색종세포의genistein apoptosis
유발에는 를 조절하는 다양한 유전자들의 발현 변화에 따른 결과가 밀apoptosis
접히 연관이 있음을 알 수 있었으나 조사된 세포주에 따라 다소 상이한 결과들,
이 도출되었다 이런 결과들에 의해서 의 처리는 특이적으로. genistein cell type
그 영향성을 발휘한다고 볼 수 있을 것이다 그리고 일반적으로 의 모. apoptosis
든 단계에 라는 효소가 관여할 수 있기 때문에 중요한 의 발현caspases caspase
및 활성에 미치는 의 영향을 조사하였다 결과 에서 알 수 있듯이genistein . 18

의 처리 농도가 증가함에 따라 의 비활성형 단백질의 발현genistein caspase-3
이 및 세포에서 모두 감소되었음을 알 수 있었으며 그 중AGS SK-MEL-2 ,

의 경우 세포에서도 다소 감소되었다 이러한 비활성형caspase-8 SK-MEL-2 .
단백질의 발현 감소가 실질적인 효소로서의 활성을 가지는지의 여부를caspase
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in vitro 를 통하여 조사한 결과 처리에 따라 특히 의assay genistein caspase-3
활성 정도가 매우 높게 증가되었다 결과 그리고 조사된 두 세포주 모두에( 19).
서 의 활성도 다소 증가하였으나 의 경우 활성의 정도가caspase-8 , caspase-9
가장 낮게 나타났다.
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제 절 신경교세포에서 염증성 질환 관련 세포독성4
보호 기전 해석

1. 에 의한 및 세포의 증식 억제Genistein T24 U937

인체 방광암 및 백혈병 세포의 증식에 미치는 의 영향을T24 U937 genistein
조사하기 위하여 그들 세포의 증식에 미치는 의 영향을 로genistein MTT assay
비교 조사하였다 결과 은 다양한 농도의 처리 시간 후의 결과로서. 1 genistein 48
두 세포주에서 모두 처리 농도 의존적으로 증식 억제 효과를 관찰할genistein
수 있었으나 보다 세포가 에 배 이상 감수성이 높음을 알, T24 U937 genistein 5
수 있었다. 이러한 암세포의 증식 억제 효과는 의 농도 증가에 따른 심genistein
한 형태적 변형과도 연관성이 있었다 결과( 1).

결과< 1>

2. 에 의한 및 세포의Genistein T24 U937 G2/M arrest

다음은 의 암세포 증식억제 현상이 특정 세포주기 교란 현상과의 연genistein
관성이 있는지의 여부를 조사하기 위하여 염색 후 분석을PI flow cytometry
실시한 결과는 결과 에 나타낸 바와 같다 결과 의 결과에서 기를3A . 3A sub-G1
제외한 나머지 세포군을 대상으로 세포주기 각각의 시기에 해당되는 세포의 빈

도를 정량화하여 결과 에 나타내었다 결과에서 알 수 있듯이 정상 조건에서2 .
배양된 세포의 경우 기에 해당되는 세포의 빈도가 약 정도인데U937 G1 51%
비하여 및 기에 속하는 세포의 빈도는 각각 약 및 정도였다S G2/M 29% 21% .
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그러나 이 처리된 배지에서 배양된 세포의 경우 기에 해당genistein U937 G2/M
되는 세포의 빈도가 처리 농도가 증가할수록 매우 증가되어genistein 20 Mμ
및 처리군에서 각각 약 및 로 나타났으며 상대적으로 기 및40 M 37% 71% , G1μ
기에 해당되는 세포의 빈도는 감소되었음을 알 수 있었다 이러한S . genistein
처리에 따른 현상은 세포에서도 같은 결과를 보여 주었다 또G2/M arrest T24 .
한 결과 의 결과에서 알 수 있듯이 의 처리 농도가 증가될수록3A genistein

유발군으로 추정할 수 있는 기의 빈도가 점차 증가함을 알 수apoptosis sub-G1
있었기에 이를 정량적으로 비교한 결과는 결과 에 나타낸 바와 같다 결과3B .
에서 알 수 있듯이 의 유발의 정도에서도 세포보다3B genistein apoptosis T24
세포에서 매우 감수성이 높음을 알 수 있었다U937 .

결과 2. Fractions of each cell cycle phase of T24 and U937 cells cultured in
the presence or absence of various concentrations of genistein

Exponentially growing cells at 50% confluency were treated for 48 h with
indicated concentrations of genistein. Cells were trypsinized and pellets were
collected. The cells were fixed and digested with RNase, and then cellular
DNA was stained with PI, and analyzed by flow cytometry.

3. 기 조절 관련 및 의 발현에 미치는 의 영향G2/M cyclins Cdks genistein

이상의 결과에서 감수성의 차이는 있었으나 처리에 의한 암세포의genistein
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결과< 3>

증식억제는 유발과 연관성이 있었기에 세포주기 조절 관련G2/M arrest G2/M
및 의 발현에 미치는 의 영향을 조사하였다 결과 및cyclins Cdks genistein . 4A

의 및 의 결과에서 나타낸 바와 같이 의B RT-PCR Western blotting cyclin B1
경우 및 세포에서 전사 및 번역 수준에서 처리 농도 의존T24 U937 genistein
적으로 발현이 감소되었으나 의 경우 전사 수준에서 큰 변화 없이 번, cyclin A
역 수준에서 서로 다른 결과를 보여 주었다 즉 세포에서는 의 발. T24 cyclin A
현이 감소되었으나 세포에서의 경우 처리 농도가 증가될수록U937 genistein

의 발현은 증가되었다 의 경우 세포에서 의 경우를 제cyclin A . Cdks , T24 Cdc2
외하고 단백질 수준에서 큰 변화를 보이지 않았다 결과 역시 기 조절( 5). G2/M
에 중요한 역할을 하는 단백질 발현의 경우는 두 세포주에서Wee1 genistein
처리에 따른 큰 차이가 없었으나 세포에서와는 달리 세포에서U937 T24

의 처리에 따라 의 발현과 활성이 감소되었음을 알 수 있었다genistein Cdc25C
결과( 6).
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결과< 4>

결과< 5>
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결과< 6>

종양억제 유전자 및 의 발현에 미치는 의 영향4. p53 Cdk inhibitor p21 genistein

다음은 세포증식 억제 인자에 해당되는 유전자 중 세포주기 조절과 가장 밀

접한 관련을 가지는 종양억제 유전자 및 의 발현에 미치p53 Cdk inhibitor p21
는 의 영향을 조사하였다 본 연구에 사용된 세포는 정상 유genistein . T24 p53
전자를 가지지만 세포는 유전자가 결손된 세포주이다, U937 p53 결과. 에서 볼7
수 있듯이 세포에서 처리에 의하여 및 유전자 모두 전T24 genistein p53 p21
사 및 번역 수준에서 큰 차이가 없었다 그러나 이 결손된 세포에서는. p53 U937

처리에 따라 의 단백질 수준에서의 발현 증가를 관찰할 수 있었genistein p21
다 이러한 결과는 세포에서 처리에 따른 세포증식 억제에 두 유. T24 genistein
전자는 큰 관여를 하는 것 같지 않으며 세포에서 단백질의 발현 증, U937 p21
가가 비의존적으로 일어날 수 있음을 의미한다p53 .
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결과< 7>

및 활성 조사를 위한 생존율 조사5. Telomerase cyclooxygenase

에 의한 암세포의 증식억제 과정에서 및Genistein telomerase cyclooxygenase
활성의 변화가 동반되는지의 여부를 조사하기 위하여 실험 방법에서 설명한 방

법에 준하여 다양한 암세포 위암 흑색종 백혈병세포(AGS, ; SK-MEL-2, ; U937, ;
방광암 의 증식억제 정도는 결과 에 나타낸 바와 같이T24, ) 8 , AGS,

과 에서는 농도 의존적인 증식억제를 관찰할 수 있었지SK-MEL-2, U937 T24
만 과 사이에는 약 배 정도의 감수성 차이, AGS, SK-MEL-2, U937 T24 3 - 5
를 확인할 수 있었다.

결과< 8>
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조절 관련 유전자 발현과 활성에 미치는 의 영향6. Telomere telomerase genistein

이상의 결과에 따른 증식억제를 확인하고 으로 작용하는mitotic clock
조절 관련 유전자에 발현에 미치는 의 영향을 조사하였다 결telomere genistein .

과 에 나타난 바와 같이 의 조절에 직접적으로 관여하는 인자들9 telomere
및[hTERT, human telomerase RNA(hTR) telomerase-assciated

의 수준을 조사하였을 때 조사한 모든 암세포주protein(TEP-1)] mRNA , (T24,
및 에서 의 농도가 증가함에 따라 농도 의존U937, AGS SK-MEL-2) genistein

적인 와 의 발현 감소가 관찰되었고 와 에서는hTERT TEP-1 , T24 AGS hTR
의 감소 역시 관찰 할 수 있었다 하지만 의 단백질 수준에서의 조사에. hTERT
서는 및 세포에서만 단백질의 발현 감소를 관찰할 수U937, AGS SK-MEL-2
있었다 결과 그 외에 에 영역의 조절인자에 해당하는( 10). hTERT promoter

과 의 수준을 조사하였을 때 결과 에 나타난 바와 같이c-myc Sp-1 mRNA , 11
및 세포에서 의 발현 감소를 관찰 할 수 있었지U937, AGS SK-MEL-2 c-myc

만 의 발현변화는 관찰 할 수 없었다 이러한 결과에 따라 및, Sp-1 . AGS
세포에서 활성을 조사하였을 때 의 처리 농도SK-MEL-2 telomerase , genistein

가 증가함에 따라 및 두 세포주 모두에서 활성이AGS SK-MEL-2 telomerase
감소하는 것을 확인 할 수 있었다 결과( 12).

결과< 9>
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결과< 10>

결과< 11>
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결과< 12>

및 발현과7. COXs iNOS Prostaglandin E2 (PGE2 생성에 미치는 의 영향) genistein

염증반응과 여러 생체 반응에 관여하는 에 합성에는prostaglandin
가 작용한다 이에 따라 처리에 따른 와cyclooxygenases (COXs) . genistein COXs

발현 변화와iNOS PGE2 생성을 조사하였다 결과 과 같이 및. 13 T24, U937
와 세포에서 와 의 전사수준을 조사 하였을 때 모AGS SK-MEL-2 COXs iNOS ,

든 세포주에서 은 변화가 없었으나 의 경우 처리 농도COX-1 , COX-2 genistein
의존적인 감소는 관찰 할 수 있었으며 역시 를 제외한 모든, iNOS SK-MEL-2
세포주에서 발현 감소를 관찰 할 수 있었다 하지만 번역 수준의 조사에서는.

와 세포에서만 의 감소를 관찰 할 수 있었으며AGS SK-MEL-2 COX-2 , COX-1
의 변화는 관찰 할 수 없었다 그리고 역시도 과 에서만 발현. iNOS U937 AGS
감소를 관찰 할 수 있었다 결과 이러한 결과에 따라 및( 14). AGS SK-MEL-2
세포의 PGE2 생성을 조사하였을 때 농도가 증가함에 따라 두 세포주, genistein
모두에서 PGE2생성이 감소하는 것을 확인 할 수 있었다 결과( 15).
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결과< 13>

결과< 14>

결과< 15>
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및 혼합 처리에 따른 세포의 유발 증가 효과8. Genistein TRAIL AGS apoptosis

에 저항성을 가지는 인체위암 세포에 과 의 단독TRAIL AGS genistein TRAIL
처리 및 같이 처리하였을 경우 에 어떠한 영향을 미치는 지를apoptosis MTT

염색 및 를 이용하여 조사하였다 먼저assay, DAPI DNA flow cytometry .
를 이용하여 세포증식의 억제 정도를 관찰하여 결과 에 나타난MTT assay 16A

바와 같다 을 및 의 농도로 시간동안 단독처리 하였. Genistein 50 M 100 M 24μ μ
을 경우와 을 의 농도로 단독처리 하였을 경우는 세포증식의TRAIL 100 ng/ml
억제에 큰 영향을 미치지 못하였지만 에 을 동시에100 ng/ml TRAIL genistein
처리하였을 경우 농도 의존적으로 세포의 증식이 강하게 억제되는 것을 알 수

있었다 특히 과 을 동시에 처리하였을 경우. 100 ng/ml TRAIL 50 M genisteinμ
는 약 정도의 증식억제 효과가 나타났고 과60 % 100 ng/ml TRAIL 100 Mμ

을 동시에 처리하였을 경우는 이상의 증식억제 효과가 나타났다genistein 70 % .
이러한 증식억제 효과가 와 연관성이 있는지를 알아보기 위하여apoptosis DAPI
염색을 이용하여 핵의 형태 변화는 결과 에 나타난 바와 같이 및16B TRAIL

을 단독으로 처리하였을 때는 핵의 형태가 정상이었으나genistein 100 ng/ml
과 을 동시에 처리하였을 경우에는 가 일어난TRAIL 50 M genistein apoptosisμ

세포에서 전형적으로 관찰되는 염색질 응축에 의한 가 관찰되었apoptotic body
다 따라서 및 을 동시에 처리했을 때 일어나는 증식억제 현상. TRAIL genistein
이 와 연관이 있음을 알 수 있었다 다음으로 이러한 유발의apoptosis . apoptosis
정도를 를 이용하여 정량적인 분석을 하여 결과 에 나DNA flow cytometry 16C
타내었다 즉 의 및 의 을 단독으로 처리하였. 100 ng/ml TRAIL 50 M genisteinμ
을 경우는 의 비율이 각각 및 로 나타나 대조군과 큰 차이sub-G1 5.4 % 8.8 %
를 보이지 않았지만 의 및 의 을 동시100 ng/ml TRAIL 25 M, 50 M genisteinμ μ
에 처리하였을 경우는 의 비율이 각각 및 로 증가하는 것sub-G1 17.9 % 30.6 %
으로 나타났다 이상의 결과에서 이 에 저항성을 가지는. genistein TRAIL AGS
인체 위암세포에서 에 의하여 유도되는 를 증가시킨다는 것을TRAIL apoptosis
알 수 있었다.

의 기능에 미치는 및 의 혼합 처리 효과9. Mitochondria genistein TRAIL

최근 연구에 따르면 의 유발에 있어서 가 매우 중요한apoptosis mitochondria
역할을 하는 것으로 보고되어지고 있다 에 의한 세포 사멸의 경우는. Apoptosis
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결과< 16>

의mitochondria 이 유발이 되어depolarization cytochrome c가 세포질로 방출되
는데 이때 관여하는 유전자가 이다Bcl-2 family . 에 속하는 몇 가Bcl-2 family
지 중요한 인자들은 유발 조절에 가장 대표적인 유전자로 알려져 있apoptosis
다 그 중 는 분자로서 의 유발을 억제하는 기능을. Bcl-2 anti-apoptotic apoptosis
가지며 는 분자로 단백질 발현의 증가는 의 유, Bax pro-apoptotic Bax apoptosis
발과 관계가 있다 이들 두 유전자는 세포 내 소기관 중 로부터의. mitochondria

를 유리시켜 단백질분해효소인 종양억제cytochrome c cysteine-related caspase,
유전자인 의 단편화와 연관된 등의 활성을 조절하며 서p53, DNA endonuclease ,
로 의 형태로 존재하지만 그들의 발현 수준에 변화가 초래되면dimer apoptosis
가 유발되는 것으로 알려져 있다 따라서 및 의 처리에 따른. TRAIL genistein
이들 유전자의 발현정도를 관찰하여 결과 에 나타내었다 의 경우는17A . Bcl-2

과 각각을 단독으로 처리하였을 때와 동시에 처리하였을 경우TRAIL genistein
큰 차이가 나타나지 않았지만 분자인anti-apoptotic Bcl- 의 경우는 동시에xL
처리하였을 경우 현저하게 감소하는 것으로 나타났고 분자인pro-apoptotic
의 경우는 과 을 동시에 처리하였을 경우 현저하게 증가하Bax TRAIL genistein

는 것으로 나타났다 또한 에 의하여 영향을 받는 의 경우는. caspase-8 Bid
및 을 단독으로 처리하였을 경우 발현양이 조금 감소하였지만TRAIL genistein

동시에 처리하였을 경우에는 발현양의 감소가 더욱 강하게 나타났다 다음으로.
이러한 유전자들에 의하여 영향을 받는 mitochondrial membrane potential
(MMP, Δψm 을 관찰하여 결과 에 나타낸 바와 같다 및 을) 17B . TRAIL genistein
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단독으로 처리하였을 경우는 대조군 결과< 17>
에 비해서 큰 차이가 나타나지 않았

지만 및100 ng/ml TRAIL 50 Mμ
을 동시에 처리하였을 경우genistein

대조군에 비해서 Δψm이 현저하게 증

가되는 것으로 나타났다 이상의 결과.
에서 및 을 동시에TRAIL genistein
처리했을 때 유도되는 에서apoptosis

가 중요한 역할을 한다mitochondria
는 것을 알 수 있었다.

및 에 미치는 및 의 영향10. Caspases PARP genistein TRAIL

C 단백질분해효소 에 속하는 단백질들은 세포에서 핵과aspase family
의 외막에 불활성 상태인 형태로 존재하다가mitochondria proenzyme

와 같은 유도를 활성화 시키는 신호에 의해 활성화Bcl-2/Bax family apoptosis
된단백질분해효소로 전환되어 직접 또는 간접적으로 세포 내에 존재하는 많은

표적 단백질의 분해에 관여한다 의 활성화는 의 유발에 대한. Caspase apoptosis
또 다른 증거가 될 수 있으며 많은 선행연구 등에서 검증되어 왔지만 많은 경

우에 는 이러한 유전자들의 발현이나 세포주기 비의존적으로도 일어날apoptosis
수 있다 지금까지 알려진 중 가 유발된 대부분의 세포에서. caspase apoptosis

및 이 높은 활성도를 나타내므로 및caspase-3, caspase-8 caspase-9 TRAIL
genistein이 이들 의 발현에 미치는 영향을 를 통caspases western bolt analysis
하여 조사하였다 결과 에서 볼 수 있듯이 의 및. 18A 100 ng/ml TRAIL 50 Mμ
의 을 단독으로 처리하였을 경우는 아무런 변화가 관찰되지 않았지만genistein

및 을 동시에 처리하였을 경우는 및TRAIL genistein caspase-3, caspase-8
모두에서 단백질의 발현이 감소하였고 특히 및caspase-9 caspase-3 caspase-9

에서는 활성형 단백질이 관찰되었다 따라서 활성형 단백질이 관찰되지 않은.
은caspase-8 in vitro 를 이용하여 측정하여 결과 에 나타낸 바와 같assay 18B
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이 및 을 동시에 처리하였을 경우 각각을 단독으로 처리하였을TRAIL genistein
경우에 비해서 활성 정도가 증가하는 것을 알 수 있었다 다음으로. DNA repair
나 의 유지에 매우 중요한 역할을 하며 유발과정genomic stability , apoptosis
중 활성화된 에 의하여 분해가 일어나는 단백질의 경우는 정상caspases PARP
적인 세포의 경우 의 분자량을 가지지만 가 일어난 경우116 kDa apoptosis 85

크기의 단편이 관찰되거나 주 의 발현이 감소되는 것으로 알려져 있kDa band
는데 결과 에서와 같이 및 을 동시에 처리하였을 경우 단18A TRAIL genistein
독으로 처리했을 경우에 비해서 발현양의 감소 및 단편화 현상이 현저하게 나

타났다 이상의 결과에서 및 에 의해서 유도되는 에는. TRAIL genistein apoptosis
이들 들이 관여할 것이라고 생각된다caspases .

11. G 및 에 의한 에서enistein TRAIL apoptosis 의 영향caspase-3 inhibitor

결과 에서 나타낸 바와 같이 및 을 동시에 처리하였을 경18 TRAIL genistein
우 유발되는 에서 가 중요한 역할을 하는 것을 알 수 있었다apoptosis caspases .
따라서 의 활성을 억제하였을 경우 의 유발이 억제 되는지를caspases apoptosis

인caspase-3 inhibitor z-DEVD-fmk 및 인pan caspase inhibitor z-VAD-fmk
를 이용하여 알아보았다 먼저 결과 에 나타낸 바와 같이. 19A DNA flow

를 이용하여 관찰한 결과cytometry 및 을 동시에 처리하였을TRAIL genistein
경우 의 비율이 로 나타났지만 를 선처리 하였을sub-G1 30.6 % z-DEVD-fmk
경우는 로 나타났고 를 선처리 하였을 경우는 로 현저2.7 % z-VAD-fmk 1.6 %
하게 감소되는 것을 알 수 있었다 의 활성의 경우도 에서와. caspase-3 Fig. 19B
같이 및 을 동시에 처리하였을 경우 대조군에 비해서 약 배TRAIL genistein 5
정도 증가 하였지만 를 선처리 하면 현저하게 감소되는 것으로 나z-DEVD-fmk
타났다 또한 에서 나타난 바와 같이 의 단백질의 발현정도도. Fig. 19C caspase-3

으 처리에 의하여 활성형 단백질이 감소하였으며 의 표z-DEVD-fmk caspase-3
적 단백질인 의 경우PARP 및 의 동시처리에 의해서 유발된TRAIL genistein
단편화 현상도 의 선처리에 의하여 완벽하게 억제되는 것을 알 수z-DEVD-fmk
있었다 이상의 결과에서. 및 을 동시에 처리하였을 경우 유발TRAIL genistein
되는 에는 의 활성화가 매우 중요한 역할을 하는 것으로 생apoptosis caspase-3
각되어진다.
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결과< 18>

결과< 19>

의 발현에 비치는 및12. Death receptors (DR4 & DR5) genistein TRAIL
의 영향

또는Tumor necrosis factor-related apoptosis inducing ligand (TRAIL
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은 여년 전에 최초로 발견되었다Apo2L) 10 . Tumor necrosis factor (TNF)
에 속하는 은 암세포에 있어서 를 유도하는 것으로superfamily TRAIL apoptosis

알려져 있다 은 모두 다섯 종류의 와 결합을 하는데 정상세포의 경.TRAIL ligand
우는 및 와 같은 세 종osteoprotegerin, DcR1 (TRAIL-R3) DcR2 (TRAIL-R4)
류의 와 결합을 함으로서 를 일으키지 못하지만 암세포decoy recptor apoptosis
에서는 및 와 결합을 하여 를 일DR4 (TRAIL-R1) DR5 (TRAIL-R2) apoptosis
으키는 것으로 알려져 있다 이 및 와 결합을 하면. TRAIL DR4 DR5

과 을 포함하는procaspase-8 Fas Associated Death Domain (FADD) Death
을 형성함으로서 를 유도한다 즉Inducing Signaling Complex (DISC) apoptosis .

은 정상세포에서는 독성을 가지지 않고 암세포에서만 독성을 가지므로TRAIL
새로운 항암물질로서의 가능성을 인정받고 있다 따라서. 및TRAIL genistein에
의한 유발에 중 및 가 관여하는지의 여부를apoptosis death receptor DR4 DR5

으로 조사하였다 먼저 의 과 의Western blotting . 50 M genistein 100 ng/mlμ
을 단독으로 처리하였을 경우 결과 및 에서와 같이 아무런 변화가TRAIL 20A B

관찰되지 않았다 하지만. 및 을 동시에 처리하였을 경우에는TRAIL genistein
결과 에서와 같이 는 변화가 없었지만 의 경우는 처리시간이 증가20C DR4 DR5
할수록 발현의 정도도 증가하는 것으로 나타났다 이상의 결과에서 및. TRAIL

을 동시에 처리할 경우 를 통한 에 의하여genistein DR5 death receptor pathway
가 유발된다는 것을 알 수 있었다apoptosis .

탈지고초 탈지증자 탈지황국및탈지 단추출물에의한 세포의증식억제13. , , 3 U937

백혈병 세포의 증식에 미치는 탈지고초 탈지증자 탈지황국 및 탈지 단U937 , , 3
의 영향을 조사하기 위하여 세포의 증식에 미치는 각각의 시료에 대한 영향을

로 비교 조사하였다 결과 은 다양한 농도의 탈지고초 탈지증자MTT assay . 21 , ,
탈지황국 및 탈지 단을 시간 동안 처리한 결과로서 농도가 높아질수록 약간3 6
의 증식억제 효과가 나타났지만 네 가지 시료 모두에서 이상의 생존율이80 %
유지되는 것으로 나타났다.

세포에서 처리에 따른 의 발현 증가14. U937 PMA COX-2

인체 혈구암세포에서 처리에 따른 의 발현의 정도를 알아U937 PMA COX-2
보았다 먼저 결과 에서와 같이 시간동안 다양한 농도의 를 처리하였. 22A 6 PMA
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을 경우 의 농도에서부터 의 발현이 강하게 나타나는 것을 확인할40nM COX-2
수 있었다 또한 에서와 같이 의 농도를 처리한 후 시간별로. Fig. 22B 40nM

의 발현의 정도를 관찰한 결과 시간 까지는 발현이 관찰되지 않았지만COX-2 2
시간째부터 의 발현이 관찰되었고 시간에서는 의 발현이 강하4 COX-2 6 COX-2
게 나타났다 하지만 및 의 발현은 아무런 변화가 관찰되지 않았. iNOS COX-1
다 이러한 결과들은 상기 의 결과와 융합된 향후 실험의 진행에 사용될. Fig. 21
기본 결과로 활용될 것이다.

결과< 20>
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결과< 21>

결과< 22>
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제 절 기능성 생리활성 후보 물질의 항암 면역증강5 /
효능에 관한 연구

암세포의 생존에 미치는 의 영향1. genistein

을 적정농도로 희석하여 및 세포에 시간 동안Genistein AGS SK-MEL-2 48
처리한 후 로 살아있는 세포의 수를 계수하여 이 처리, hemocytometer genistein
되지 않은 대조군과 비교하여 결과 에 나타낸 바와 같다 결과에서 알 수 있듯1 .
이 처리된 의 농도가 증가될수록 생존율은 두 세포주 모두에서 농도genistein
의존적으로 감소함을 알 수 있었으며 특히 처리군에서 세포의 생, 40 M AGSμ
존율은 약 정도로 나타난 반면 세포의 생존율은 약 로10% SK-MEL-2 40%
나타나 세포가 에 대해 민감하게 반응하는 것을 알 수 있었으며AGS genistein ,
이는 에 의한 결과와 거의 유사하였다MTT assay .

결과< 1>

처리에 의한 유도2. Genistein apoptosis

의 처리에 따른 암세포의 증식억제에는 암세포의 전체적인 모양에서Genistein
다양한 형태적 변형을 유발하였으며 이러한 암세포의 성장억(data not shown),
제와 형태적 변형이 유발과 상관성이 있는지를 조사하기 위하여apoptosis

을 실시하여 핵의 형태를 조사하였다 결과 에 나타낸 바와 같DAPI staining . 2
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이 세포에서 이 처리되지 않은 정상 배지에서 자란 암세포에서AGS genistein
핵의 형태가 뚜렷하게 정상으로 염색이 되었으나 이 처리된 암세포의genistein
경우 염색질 응축에 의한 가 일어난 세포에서 전형적으로 관찰되는, apoptosis

가 농도 의존적으로 증가되었으며 이는 세포에서도apoptotic body , SK-MEL-2
유사하게 관찰된 바 있다.

결과< 2>

이상의 형태적 분석에서 에 의한 암세포의 증식억제는 유발genistein apoptosis
과 직접적인 관련이 있었기에 처리에 따른 유발의 정도를genistein apoptosis

를 이용하여 정량적인 분석을 하여 결과 에 나타내었다 즉 정flow cytometry 3 .
상 배지에서 자란 암세포에서의 자연적 유발 빈도는 매우 낮았지만apoptosis

미만 의 처리 농도가 증가될수록 의 유발 정도가 증가(2% ) genistein apoptosis
하여 농도에서 세포는 의 비율이 약 였고40 M AGS sub-G1 32%μ

세포는 약 로 나타나 의 처리에 따른 의 경우SK-MEL-2 16% genistein sub-G1
도 세포에서 높게 나타났음을 알 수 있었다AGS .

결과< 3>



- 114 -

및 의 발현에 미치는 의 영향3. Bcl-2 IAP family genistein

다음은 의 처리에 의한 유발에 관여하는 기전을 조사하기genistein apoptosis
위하여 세포를 대상으로 및 에 속하는 유전자의 발현 수AGS Bcl-2 IAP family
준을 및 방법으로 조사하였다 결과 및RT-PCR Western blot analysis . 4A B
에 나타낸 바와 같이 처리 농도 의존적으로 유도에 관여하genistein apoptosis
는 의 발현이 증가하였고 유발 억제에 관여하는 의 발현이Bax apoptosis Bcl-2
감소하였음을 알 수 있었다 하지만 세포에서는 및 모. SK-MEL-2 Bax Bcl-2
두 처리에 따른 변화가 거의 관찰되지 않았다 의 경우genistein . IAP family ,

에 나타난 바와 같이 세포에서 의 처리에 의해 전사 및Fig. 19 AGS genistein
번역수준에서 의 선택적 감소 현상이 관찰되었다IAP family .

결과< 4>

의 발현 및 활성에 미치는 의 영향4. Caspases genistein

지금까지 알려진 중 대부분의 가 유발된 세포에서 높은 활caspase apoptosis
성도를 보여주는 및 의 발현에 미치는 의 영향을 조caspase-3, -8 -9 genistein
사하였다 결과 의 결과에서 볼 수 있듯이 세포에서 의 처리에. 5A AGS genistein
의하여 불활성형인 단백질의 발현은 농도 의존적으로 감소되었pro-caspase-3
으나 뚜렷한 활성형의 단백질 발현 증가를 정확히 관찰하기는 어려웠다 따라서.

의 활성 정도를 직접 분석한 결과 결과 에 나타난 바와 같이caspases , 5B



- 115 -

이 처리된 암세포에서는 처리 농도 의존적으로 의 활성이 모genistein caspase-3
두 증가되었음을 알 수 있었다 특히 을 처리하였을 경우. genistein 40 Mμ

의 활성이 약 배 정도 증가하였다caspase-3 4.7 .

결과< 5>

및 의 발현에 미치는 의 영향5. PARP PLC- 1 genisteinγ

다음은 유발시 에 의하여 특이하게 분해가 일어나는 몇 가apoptosis caspase
지 표적 단백질의 발현에 미치는 의 영향을 방genistein Western blot analysis
법으로 조사하였다 결과 에서 볼 수 있듯이 세포에서 의 처리. 5A AGS genistein
농도 증가에 따라 와 에 관여하는 단백질의DNA repair genomic stability PARP
발현의 단편화가 나타났으며 세포의 성장과 증식에 중요한 역할을 하는, PLC-γ
단백질의 발현 또한 의 처리 농도 의존적으로 발현의 감소 또는 단1 genistein

편화현상이 나타났다.

에 의한 의 억제6. Caspase-3 inhibitor apoptosis

이상의 결과들을 살펴볼 때 의 활성이 에 의한caspase-3 genistein apoptosis
에 중요한 역할을 하는 것으로 생각되어 가 에 의caspase-3 inhibitor genistein
한 를 어떠한 영향을 주는지 조사하여 보았다 결과 에서 나타낸 바apoptosis . 6
와 같이 위암세포 및 흑색종세포 모두에서 의 처리AGS SK-MEL-2 genistein
에 의해 유도되는 가 인 전 처리에apoptosis caspase-3 inhibitor z-DEVD-FMK
의해서 약 정도 억제되는 것으로 나타났다 따라서 에 의해서 유15% . genistein
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도되는 에는 이 중요한 역할을 하는 것으로 생각되어진다apoptosis caspase-3 .

결과< 6>

7. 및 혼합 처리에 따른 세포의 유발 증가 효과Genistein TRAIL AGS apoptosis

에 저항성을 가지는 인체위암 세포에 과 의 단독TRAIL AGS genistein TRAIL
처리 및 같이 처리하였을 경우 에 어떠한 영향을 미치는 지를apoptosis MTT

염색 및 를 이용하여 조사하였다 먼저assay, DAPI DNA flow cytometry .
를 이용하여 세포증식의 억제 정도를 관찰하여 결과 에 나타내MTT assay 7A

었다 을 및 의 농도로 시간동안 단독처리 하였을 경. Genistein 50 M 100 M 24μ μ
우와 을 의 농도로 단독처리 하였을 경우는 세포증식의 억제TRAIL 100 ng/ml
에 큰 영향을 미치지 못하였지만 에 을 동시에 처리100 ng/ml TRAIL genistein
하였을 경우 농도 의존적으로 세포의 증식이 강하게 억제되는 것을 알 수 있었

다 특히 과 을 동시에 처리하였을 경우는 약. 100 ng/ml TRAIL 50 M genisteinμ
정도의 증식억제 효과가 나타났고 과60 % 100 ng/ml TRAIL 100 Mμ
을 동시에 처리하였을 경우는 이상의 증식억제 효과가 나타났다genistein 70 % .

이러한 증식억제 효과가 와 연관성이 있는지를 알아보기 위하여apoptosis DAPI
염색을 이용하여 핵의 형태 변화는 결과 에 나타난 바와 같이 및7B TRAIL

을 단독으로 처리하였을 때는 핵의 형태가 정상이었으나genistein 100 ng/ml
과 을 동시에 처리하였을 경우에는 가 일어난TRAIL 50 M genistein apoptosisμ
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세포에서 전형적으로 관찰되는 염색질 응축에 의한 가 관찰되었apoptotic body
다 따라서 및 을 동시에 처리했을 때 일어나는 증식억제 현상. TRAIL genistein
이 와 연관이 있음을 알 수 있었다 다음으로 이러한 유발의apoptosis . apoptosis
정도를 를 이용하여 정량적인 분석을 하여 결과 에 나DNA flow cytometry 7C
타내었다 즉 의 및 의 을 단독으로 처리하였. 100 ng/ml TRAIL 50 M genisteinμ
을 경우는 의 비율이 각각 및 로 나타나 대조군과 큰 차이sub-G1 5.4 % 8.8 %
를 보이지 않았지만 의 및 의 을 동시100 ng/ml TRAIL 25 M, 50 M genisteinμ μ
에 처리하였을 경우는 의 비율이 각각 및 로 증가하는 것sub-G1 17.9 % 30.6 %
으로 나타났다 이상의 결과에서 이 에 저항성을 가지는. genistein TRAIL AGS
인체 위암세포에서 에 의하여 유도되는 를 증가시킨다는 것을TRAIL apoptosis
알 수 있었다.

결과< 7>

의 기능에 미치는 및 의 혼합 처리 효과8. Mitochondria genistein TRAIL

최근 연구에 따르면 의 유발에 있어서 가 매우 중요한apoptosis mitochondria
역할을 하는 것으로 보고되어지고 있다 에 의한 세포 사멸의 경우는. Apoptosis

의 이 유발이 되어mitochondria depolarization cytochrome c가 세포질로 방출되

는데 이때 관여하는 유전자가 이다Bcl-2 family . 에 속하는 몇 가Bcl-2 family
지 중요한 인자들은 유발 조절에 가장 대표적인 유전자로 알려져 있apoptosis
다 그 중 는 분자로서 의 유발을 억제하는 기능을. Bcl-2 anti-apoptotic apoptosis
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가지며 는 분자로 단백질 발현의 증가는 의 유, Bax pro-apoptotic Bax apoptosis
발과 관계가 있다 이들 두 유전자는 세포 내 소기관 중 로부터의. mitochondria

를 유리시켜 인 종양억제 유전cytochrome c cysteine-related protease caspase,
자인 의 단편화와 연관된 등의 활성을 조절하며 서로p53, DNA endonuclease ,

의 형태로 존재하지만 그들의 발현 수준에 변화가 초래되면 가dimer apoptosis
유발되는 것으로 알려져 있다 따라서 및 의 처리에 따른 이들. TRAIL genistein
유전자의 발현정도를 관찰하여 결과 에 나타내었다 의 경우는8A . Bcl-2 TRAIL
과 각각을 단독으로 처리하였을 때와 동시에 처리하였을 경우 큰 차genistein
이가 나타나지 않았지만 분자인anti-apoptotic Bcl- 의 경우는 동시에 처리하xL
였을 경우 현저하게 감소하는 것으로 나타났고 분자인 의 경pro-apoptotic Bax
우는 과 을 동시에 처리하였을 경우 현저하게 증가하는 것으로TRAIL genistein
나타났다 또한 에 의하여 영향을 받는 의 경우는 및. caspase-8 Bid TRAIL

을 단독으로 처리하였을 경우 발현양이 조금 감소하였지만 동시에 처genistein
리하였을 경우에는 발현양의 감소가 더욱 강하게 나타났다 다음으로 이러한 유.
전자들에 의하여 영향을 받는 mitochondrial membrane potential (MMP, Δψm)
을 관찰하여 결과 에 나타내었다 및 을 단독으로 처리하였8B . TRAIL genistein
을 경우는 대조군에 비해서 큰 차이가 나타나지 않았지만 100 ng/ml TRAIL
및 을 동시에 처리하였을 경우 대조군에 비해서50 M genisteinμ Δψm이 현저하

게 증가되는 것으로 나타났다 이상의 결과에서 및 을 동시에. TRAIL genistein
처리했을 때 유도되는 에서 가 중요한 역할을 한다는 것apoptosis mitochondria
을 알 수 있었다.

결과< 8>
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및 에 미치는 및 의 영향9. Caspases PARP genistein TRAIL

C 에 속하는 단백질들은 세포에서 핵과 의aspase protease family mitochondria
외막에 불활성 상태인 형태로 존재하다가 와 같은proenzyme Bcl-2/Bax family

유도를 활성화 시키는 신호에 의해 활성화된 로 전환되어 직apoptosis protease
접 또는 간접적으로 세포 내에 존재하는 많은 표적 단백질의 분해에 관여한다.

의 활성화는 의 유발에 대한 또 다른 증거가 될 수 있으며 많Caspase apoptosis
은 선행연구 등에서 검증되어 왔지만 많은 경우에 는 이러한 유전자들apoptosis
의 발현이나 세포주기 비의존적으로도 일어날 수 있다 지금까지 알려진.

중 가 유발된 대부분의 세포에서 및caspase apoptosis caspase-3, caspase-8
이 높은 활성도를 나타내므로 및caspase-9 TRAIL genistein이 이들 caspases

의 발현에 미치는 영향을 를 통하여 조사하였다 결과western bolt analysis . 9A
에서 볼 수 있듯이 의 및 의 을 단독으로 처100 ng/ml TRAIL 50 M genisteinμ
리하였을 경우는 아무런 변화가 관찰되지 않았지만 및 을 동시TRAIL genistein
에 처리하였을 경우는 및 모두에서 단백질의caspase-3, caspase-8 caspase-9
발현이 감소하였고 특히 및 에서는 활성형 단백질이 관찰caspase-3 caspase-9
되었다 따라서 활성형 단백질이 관찰되지 않은 은. caspase-8 in vitro 를assay
이용하여 측정하여 결과 에 나타낸 바와 같이 및 을 동시에9B TRAIL genistein
처리하였을 경우 각각을 단독으로 처리하였을 경우에 비해서 활성 정도가 증가

하는 것을 알 수 있었다 다음으로. 나 의 유지에DNA repair genomic stability
매우 중요한 역할을 하며 유발과정 중 활성화된 에 의하여, apoptosis caspases
분해가 일어나는 단백질의 경우는 정상적인 세포의 경우 의 분PARP 116 kDa
자량을 가지지만 가 일어난 경우 크기의 단편이 관찰되거나apoptosis 85 kDa
주 의 발현이 감소되는 것으로 알려져 있는데 결과band 9 에서와 같이A TRAIL
및 을 동시에 처리하였을 경우 단독으로 처리했을 경우에 비해서 발현genistein
양의 감소 및 단편화 현상이 현저하게 나타났다 이상의 결과에서 및. TRAIL

에 의해서 유도되는 에는 이들 들이 관여할 것이라고genistein apoptosis caspases
생각된다.
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결과< 9>

10. G 및 에 의한 에서enistein TRAIL apoptosis 의 영향caspase-3 inhibitor

결과 에서 나타낸 바와 같이 및 을 동시에 처리하였을 경우9 TRAIL genistein
유발되는 에서 가 중요한 역할을 하는 것을 알 수 있었다 따apoptosis caspases .
라서 의 활성을 억제하였을 경우 의 유발이 억제 되는지를caspases apoptosis

인caspase-3 inhibitor z-DEVD-fmk 및 인pan caspase inhibitor z-VAD-fmk
를 이용하여 알아보았다 먼저 결과 에 나타낸 바와 같이. 10A DNA flow

를 이용하여 관찰한 결과cytometry 및 을 동시에 처리하였을TRAIL genistein
경우 의 비율이 로 나타났지만 를 선처리 하였을sub-G1 30.6 % z-DEVD-fmk
경우는 로 나타났고 를 선처리 하였을 경우는 로 현저2.7 % z-VAD-fmk 1.6 %
하게 감소되는 것을 알 수 있었다 의 활성의 경우도 결과 에서와. caspase-3 10B
같이 및 을 동시에 처리하였을 경우 대조군에 비해서 약 배TRAIL genistein 5
정도 증가 하였지만 를 선처리 하면 현저하게 감소되는 것으로 나z-DEVD-fmk
타났다 또한 결과 에서 나타난 바와 같이 의 단백질의 발현정도. 10C caspase-3
도 으 처리에 의하여 활성형 단백질이 감소하였으며 의z-DEVD-fmk caspase-3
표적 단백질인 의 경우PARP 및 의 동시처리에 의해서 유발된TRAIL genistein
단편화 현상도 의 선처리에 의하여 완벽하게 억제되는 것을 알 수z-DEVD-fmk
있었다 이상의 결과에서. 및 을 동시에 처리하였을 경우 유발TRAIL genistein
되는 에는 의 활성화가 매우 중요한 역할을 하는 것으로 생apoptosis caspase-3
각되어진다.
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결과< 10>

의 발현에 비치는 및11. Death receptors (DR4 & DR5) genistein TRAIL
의 영향

또는Tumor necrosis factor-related apoptosis inducing ligand (TRAIL
은 여년전에 최초로 발견되었다Apo2L) 10 . Tumor necrosis factor (TNF)
에 속하는 은 암세포에 있어서 를 유도하는 것으로superfamily TRAIL apoptosis

알려져 있다 은 모두 다섯 종류의 와 결합을 하는데 정상세포의 경.TRAIL ligand
우는 및 와 같은 세 종osteoprotegerin, DcR1 (TRAIL-R3) DcR2 (TRAIL-R4)
류의 와 결합을 함으로서 를 일으키지 못하지만 암세포decoy recptor apoptosis
에서는 및 와 결합을 하여 를 일DR4 (TRAIL-R1) DR5 (TRAIL-R2) apoptosis
으키는 것으로 알려져 있다 이 및 와 결합을 하면. TRAIL DR4 DR5

과 을 포함하는procaspase-8 Fas Associated Death Domain (FADD) Death
을 형성함으로서 를 유도한다 즉Inducing Signaling Complex (DISC) apoptosis .

은 정상세포에서는 독성을 가지지 않고 암세포에서만 독성을 가지므로TRAIL
새로운 항암물질로서의 가능성을 인정받고 있다 따라서. 및TRAIL genistein에
의한 유발에 중 및 가 관여하는지의 여부를apoptosis death receptor DR4 DR5

으로 조사하였다 먼저 의 과 의Western blotting . 50 M genistein 100 ng/mlμ
을 단독으로 처리하였을 경우 결과 및 에서와 같이 아무런 변화가TRAIL 11A B

관찰되지 않았다 하지만. 및 을 동시에 처리하였을 경우에는TRAIL genistein
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결과 에서와 같이 는 변화가 없었지만 의 경우는 처리시간이 증가11C DR4 DR5
할수록 발현의 정도도 증가하는 것으로 나타났다 이상의 결과에서 및. TRAIL

을 동시에 처리할 경우 를 통한 에 의하여genistein DR5 death receptor pathway
가 유발된다는 것을 알 수 있었다apoptosis .

결과< 11>

세포의 증식에 미치는 및 의 영향12. PMA, FSB TFS

및 를 단독 처리했을 경우와 와 같이 처리했을 경우 세FSB TFS PMA U937
포의 증식에 미치는 영향을 알아보기 위하여 를 이용하였다 결과MTT assay .

및 에서 나타난 바와 같이 를 시간동안 처리했을 경우는12A B FSB 6 3.0 mg/ml
의 농도까지 아무런 변화가 나타나지 않았고 의 경우는 및, TFS 2.5 3.0 mg/ml
의 농도에서는 세포의 증식이 유의적으로 감소하였지만 이하의 농도2.0 mg/ml
에서는 변화가 관찰되지 않았다 또한 결과 및 와 같이 및 를. 12C D FSB TFS 1
시간 전처리한 다음 의 를 시간동안 처리했을 경우는 의40 nM PMA 6 2 mg/ml
농도까지 세포의 증식에 아무런 변화가 관찰되지 않았다 이상의 결과에서. 40
의 와 의 및 는 세포의 증식에 아무런 영향nM PMA 2.0 mg/ml FSB TFS U937

을 미치지 않는 것을 알 수 있었다.
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세포 형태에 미치는 및 의 영향13. PMA, FSB TFS

와 및 의 처리에 따른 세포의 전체적인 형태 변화를 알PMA FSB TFS U937
아보기 위하여 를 시간 선처리한 다음 및 를 시간 처리하였을PMA 1 FSB TFS 6
경우 결과 에서 보는 바와 같이 세포의 밀도도 감소하지 않았으며 세포의12E
형태에도 변화가 없음을 알 수 있었다 또한 결과 에서 나타난 바와 같이. 12F

세포 핵의 형태적 변화를 관찰하였을 경우 염색질 응축에 의한U937 , apoptosis
가 일어난 세포에서 전형적으로 관찰되는 가 관찰되지 않았고 핵apoptotic body
의 형태가 뚜렷하게 정상으로 염색되었다 이는 와 및 의 처리에. PMA FSB TFS
따른 세포 증식 결과와 잘 부합되는 결과였다.

결과< 12>

의 발현에 미치는 의 영향14. COXs PMA

세포에서 처리농도 또는 시간에 따른 단백질의 발현 정U937 PMA COX-2
도를 으로 관찰하였다 결과 에서 나타난 바와 같이Western blotting . 13A PMA
를 농도별로 시간동안 처리하였을 경우 의 경우는 아무런 변화가 관찰6 COX-1
되지 않았지만 의 경우는 의 농도에서부터 강하게 발현되는 것을COX-2 40 nM
확인 할 수 있었다 다음으로 처리시간에 따른 의 발현정도를 관. PMA COX-2
찰하여 결과 에서 나타낸 바와 같이 처리 시간까지는 아무런 변화가13B PMA 2
나타나지 않았지만 시간부터 의 발현이 나타나기 시작하여 시간에서는4 COX-2 6
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현저하게 증가하는 것을 관찰할 수 있었다 이상의 결과를 살펴볼 때 는. PMA
세포에서 증식 및 의 발현에는 큰 영향을 미치지 못하지만 염증발U937 COX-1

현에 중요한 역할을 하는 의 발현을 증가시켰음을 알 수 있었다COX-2 .

에 의한 의 발현 증가에 미치는15. PMA COX-2 및 의 영향FSB TFS

인체의 거의 모든 세포에서 의 과발현은 여러 가지 질병을 일으키는COX-2
요인이 되는 것으로 밝혀지면서 이러한 염증매개인자의 억제에 관한 연구가 많

이 진행되고 있는 실정이다 따라서. 세포에서 에 의한 의 과U937 PMA COX-2
발현 현상에 대한 및 의 영향을 관찰하기 위하여 및 를FSB TFS FSB TFS 2

의 농도로 단독 처리하였을 경우와 를 시간 선처리한 후 및mg/ml PMA 1 FSB
를 처리하여 시간 경과 후의 및 의 발현 정도를TFS 6 COX-1 COX-2 Western
및 방법으로 관찰하였다 결과 및 에서 나타난 바와 같이blot RT-PCR . 13C E
의 경우는 아무런 변화가 없었지만 에 의해서 과발현된 의COX-1 PMA COX-2

경우는 단백질 및 발현 모두에서 및 의 선처리에 의해서 현저mRNA FSB TFS
히 감소하는 것으로 나타났다 특히 에 비해서 를 선처리하였을 경우. FSB TFS

발현의 억제정도가 증가하는 것으로 관찰되었다COX-2 .
결과< 13>
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및 의16. FSB TFS 에 의한PMA PGE2 생성의 억제

염증성 질환을 포함한 다양한 생체반응에서 PGE2는 세포분열이나 증식에 영
향을 줌으로써 각종 질병의 유발과 진행에 관여하는 것으로 알려져 있으며,

는 전사조절인자들의 발현을 통하여PMA PGE2의 생성을 증가시키는 것으로 보

고되고 있다 따라서 세포에서 에 의한. U937 PMA PGE2의 생성 증가에 미치는

결과 에서 보는 바와 같이 처리에 의해서14 PMA PGE2의 생성이 현저하게

증가하는 것을 알 수 있었고 또한 및 의 선처리에 의하여, FSB TFS PGE2의 생

성이 매우 억제됨을 알 수 있었다 이러한. PGE2의 생성 억제에 미치는 영향은

에 비하여 처리군에서 더욱 효과적이었다 이상의 결과를 살펴볼 때FSB TFS .
및 는 모두 의 활성 저해로 인한FSB TFS COX-2 PGE2의 생성 억제작용이 있

음을 알 수 있었다.
결과< 14>

에 의한 위암세포의 증식억제 및 유도17. LA apoptosis

결과 의 항암작용 기전 해석의 시도를 위하여 인체 위암LA ( 15A) AGS
세포의 증식에 미치는 의 영향을 로 조사하였다 결과LA MTT assay . 15B
에 나타낸 바와 같이 처리 농도의 증가에 따라 세포의 증식이 점LA AGS
차 억제되었으며 및 처리군에서 약 및 정도, 100 M 200 M LA 40% 78%μ μ
의 증식 억제 효능이 있었다 동일조건에서 암세포의 형태적 변화 결과는.
결과 에 나타낸 바와 같이 접착력 상실 및15C , cytoplasm shrinkage

현상이 관찰되어 유도 가능성을 제시하여 주membrane blebbing apoptosis
었다 그러나 세포주기 특이적 현상은 관찰할 수 없었다. arrest (data not
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이러한 처리에 따른 위암세포의 증식억제가 유도와shown). LA apoptosis
연관이 있을 것으로 관찰되었기에 이에 대한 증거제시를 위하여 DAPI

에 의한 핵의 염색을 실시하였다 결과 에 나타낸 바와 같이staining . 16 LA
처리 농도의 증가에 따라 의 증가 결과 및apoptotic body ( 16A, B) sub-G1
기 해당되는 세포 빈도의 증가 결과 가 관찰되어 에 의한 세포( 16C) LA AGS
의 증식억제는 세포주기 와 무관한 유발에 의한 것임을 알arrest apoptosis
수 있었다.

결과< 15>

결과< 16>
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및 인자들의 발현에 미치는 의 영향18. Bcl-2 IAP family LA

에 의한 유도과정에서 및 인자들의 관련LA apoptosis Bcl-2 IAP family
여부를 조사하여 결과 에 나타낸 바와 같이 의 경우17 pro-apoptotic Bax

및 단백질 수준에서 처리에 의하여 처리 농도 의존적으로 발현mRNA LA
이 매우 증가하였으며 의 경우 전사 및 번역 수준에서, anti-apoptotic Bcl-2

처리에 따라 발현이 감소되었다 의 경우 조사된 가지 유전LA . IAP family 3
자 모두 처리에 따른 큰 변화는 관찰되지 않았다LA .

결과< 17>

에 의한 및 발현의 증가19. LA Fas, FasL p21

의 발현 변화가 처리에 따른 유도과정에서 관Fas/FasL system LA apoptosis
찰되는지의 여부를 조사하여 결과 에 나타낸 바와 같다 결과에서 알 수 있듯18 .
이 처리 농도가 증가할수록 및 발현이 전사 및 번역 수준에서LA Fas FasL
모두 증대되었음을 알 수 있었다 그리고 종양억제 유전자 과. p53 Cdk inhibitor
의 발현 변화를 조사한 결과 의 발현은 큰 변화가 없었으나 의 발현p21 p53 , p21
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은 처리에 따라 전사 및 번역 수준에서 모두 증대되어 처리에 따른LA LA
발현의 증가는 과 무관함을 보여주었다p21 p53 .

결과< 18>

처리에 따른 활성의 증가와 및 단백질20. LA caspases PARP PLC- 1γ
의 분해

다음은 처리에 따른 유도에 의 관련성 여부를LA apoptosis caspase
및 를 이용한Western blotting fluorogenic peptide in vitro caspase activity

를 조사하여 결과 에 나타내었다 결과에서 알 수 있듯이 처리에 따19 . LA
라 조사된 가지 및 모두 비활성형 단백질의 발현이3 caspase (-3, -8 -9)
감소되었으며, in vitro 역시 처리에 따라 증가되었다 특히activity LA . LA
처리에 따라 의 활성이 가장 높게 나타났으며 배 이상 활성화caspase-3 (2.6 ),
된 에 의하여 분해가 일어나는caspase-3 및 단백질의 단편화PARP PLC- 1γ
가 처리 농도 의존적으로 매우 강하게 발현되었다LA .
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결과< 19>
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제 장 에의 식이에 의한 영양 병리학5 Piglet ․
적 효능 평가

제 절 서 론1
자돈의 장내균총 변화 최소화 설사증 발생빈도 저하 소화율을 향상 등의 목, ,
적을 충족시킬 수 있는 발효대두 첨가한 사료를 개발하고 그 효능을 본 연구를

통해 과학적으로 입증하여 발효 자돈 사료를 개발함으로서 고품질의 돈육을 생

산할 수 있을 것이다.
최근 유럽을 비롯한 미국 캐나다 그리고 일본 등에서 문제시되고 있는 소해면,
상뇌증 일명 광우병 을 비롯하여 사슴의 만성소모성질병 와 양의 스크래( ) CWD( )
피와 같은 프리온 질병이 알려지기 시작한 이후 곡류는 동물의 사료로 사용하

고 인간은 육류를 섭취한다는 관념이 팽대되어 있다 한국 일본 등과 같이 대. ,
두 등의 식물성 소재를 생체에 안전한 미생물로 발효시켜 소화율을 높여 식용

하지 않아 이러한 식품의 개발이 미비한 서구에서는 이 분야의 관련 기술이 낙

후되어 있는 실정이며 국내에도 알레르기를 유발할 수 있는 대두단백질의 완전

한 분해법에 대한 기술은 알려져 있지 않다.
본 연구에서는 발효시스템으로 가공한 대두 발효물을 첨가한 고기능multi-step
성 자돈 영양사료를 직접 급여하여 돼지의 증체량의 변화를 검증하고 면역활성,
능력 설사병 예방효과 등 병리학적 효능을 평가하고자 한다, .

제 절 재료 및 방법2
발효사료 투여 의 영양학적 효과1. piglet

가 발효물의 일반 사료 내 첨가 적정 조성비 확립을 위한 시험. Multi-step
임상관찰에서 건강상태가 양호하고 체중의 편차가 심하지 않은 일 일정20 23～

도의 이유 직후 체중 약 인 자돈 두를 개 군으로 완전 임의로 배치6-6.5kg 80 4
하고 사육하였다 발효물을 배합사료 총급여량의 및. Multi-step 2.5%, 5% 10%
수준으로 차별 첨가하여 개군을 사육하고 개군은 발효물이 첨가되지 않은 알3 1
반 사료를 급여하여 대조구로 공시하였다 사양관리는 일반 개방식 슬러리 돈사.
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에서 사육하였으며 사료는 자유로이 섭취토록 하고 급수는 돈방벽에 부착된 니

플을 이용하여 자유로이 섭취토록 하였다 시험개시 일 후 자돈들의 체중을. 45
측정하여 각 군별로 평균증체량과 일일증체량을 조사하였으며 사료 섭취량 및

사료효율 조사도 실시하였다.

나 출하기까지의 증체율 비교시험.
발효물의 첨가가 가장 적정한 조성비로 결정됨에 따라Multi-step 5%

발효물을 첨가한 사료와 일반사료를 급여하여 돼지의 출하기까Multi-step 5%
지의 증체량을 비교 시험하였다.
임상관찰에서 건강상태가 양호하고 체중의 편차가 심하지 않은 일령의 이25

유 직후 체중 약 전후의 자돈 두씩 개 군을 완전 임의로 배치하고7.0kg 15 2 2
개군 중 시험구에는 배합사료 총급여량 수준의 발효물을 첨가하5% Multi-step
고 대조구에는 발효물이 첨가되지 않은 일반사료를 급여하면서 이유기부터 출

하기까지 사육 관리하였다 체중측정은 시험개시일로부터 일 간격으로 개월. 30 4
간 실시하였으며 개체간의 체중편차를 줄이기 위해 시험개시일로부터 개월 후1
인 일령에 체중을 측정하여 평균보다 위축된 개체 두씩을 시험구와 대조구55 5
에서 제외하고 두만을 시험에 공시하였다 사양관리는 개방식 슬러리 돈사에10 .
서 사육하였으며 사료는 자유로이 섭취토록 하고 급수는 돈방벽에 부착된 니플

을 이용하여 자유로이 섭취토록 하였다.

다 발효물 첨가사료 및 일반사료 급여군의 혈액학적 차이 비교시험. Multi-step
발효물 첨가 사료를 급여하여 증체율 조사를 위해 사육 시험한Multi-step

시험구와 대 조구를 대상으로 혈액을 채취하였다 시험구와 대조구 개군의 전. 4
공시개체를 대상으로 시험 개시 전과 시험 일 후 그리고 종료일에 실시하였25
으며 헤파린이 첨가된 진공 채혈병으로 의 전혈을 채취하였으며 채취한 혈, 5ml
액을 즉시 실험실로 옮겨 총백혈구 호중구 단핵구 그리고 림프구의 수치를 측, ,
정하였으며 혈액검사를 실시한 전혈을 원심 분리하여 그 상청액으로 주요 질병

면역조사를 위한 시료로 공시하였다.

의 설사증에 의한 폐사율 저감 효과 검토2. Piglet

가. 발효사료와 일반사료 급여군에Multi-step 대한 살모넬라 공격시험

발효물의 설사병 원인균에 대한 억제 효과를 조사하기 위한Multi-step
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발효물 급여한 시험구와 일반사료를 급여한 대조구의 자돈에Multi-step
Salmonella 인공감염시험을 차 년도에 실시하지 못하였다 또한 차 년도에는2 . 3

년 일자로 동물보호법이 공포되어 동물실험의 엄격한 규정에 따라 실2007 1. 26
험방법을 변경 추진하였다.

1) 발효사료 급여가Multi-step 살모넬라 감염자돈에 미치는 영향 조사

살모넬라 감염증이 발생된 양돈장으로부터 임상증상은 나타내지 않았으나 살

모넬라 감염이 의심되는 자돈 두를 제공받아 인공감염과 같은 조건으로 실험4
을 실시하였다 공시축 각각 두씩을 임의로 배치하고 시험구에는. 2 Multi-step
발효물을 첨가한 사료를 급여하고 대조구에는 일반사료를 급여하면서 시10%
험개시일 시간 후부터 매일 돼지의 임상증상 관찰과 함께 분변을 채취하여24
분변 에 존재하는1g Salmonella균수를 측정하였다.

세균수 측정2)
Salmonella 세균수 측정은 최확수법 으로 실시하였으며 이때 액체배지(MPN)
는 를 사용하였으며 또한 오염균의 발육을 최대한RV broth(MERCK, Germany)
억제하기 위하여 Sodium tetradecyl sulfate 26 28% solution(MERCK,～

를 에 첨가하였다Germany) 4.6 / RV broth .㎖ ℓ
즉 인공 감염시킨 자돈의 분변 을, 1g PBS(Phosphate buffered saline; pH

에 균질화하고 균질화된 분변액을 진 희석하였다 진 희석액 중7.4) 10 . 10 . 10 5㎖
단계(10-5 단계), 6 (10-6 그리고 단계) 7 (10-7 희석액 를 개의 에) 1 5 RV broth 9㎖ ㎖
각각 접종하였다 즉 한 단계 희석배수에 개의 를 접종하였다 결과. 5 RV broth .
판독은 분변 희석액 접종 를 시간 배양한 후 각각의 배양액을 다시RV broth 18

평판배지에 접종하여 시간 배양하고RAMBACH Agar(MERCK, Germany) 24
Salmonella균을 확인하였으며 확인된 시험관을 양성관으로 판정하였다 그리고.
Salmonella균이 확인된 양성관의 갯수를 최확수표에 대입하여 계산하였다.

주요 질병 면역학적 조사3)
년차 연구에서 수행하지 못했던1 발효물 첨가Multi-step 사료와 일반사료를 급

여한 개군에 대한 면역학적 조사를 실시하였다 개군에서 채취하여 에 보관4 . 4 -70℃
해 두었던 혈청에 대하여 돼지생식기호흡기증후군( 에 대한 항체 형성유무를PRRS)

법으로 실시하였다ELISA .
진단 는ELISA kit Porcine Reproductive and Respiratory Syndrom Virus
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를 이용하였으며 시험 방법은 제조사의 권장방Antibody Test Kit(IDEXX, USA) kit
법에 따라 실시하였다.

발효 사료 급여 돼지의 생산량 조사3. Multi-step

가 발효 사료 급여 돼지의 육질 조사. Multi-step
발효물을 급여하였을 때 돼지 육질의 변화를 조사하기 위하여 임Multi-step

상관찰에서 건강상태가 양호하고 체중의 편차가 심하지 않은 일령의 이유 직25
후 체중 약 전후의 자돈 두씩 개 군을 완전 임의로 배치하였다 개구7.0kg 15 2 . 2
중 시험구에는 배합사료 총급여량 수준의 발효물을 첨가하고 대5% Multi-step
조구에는 발효물이 첨가되지 않은 일반사료를 급여하면서 이유기부터 출하기까

지 사육 관리하였다 시험개시일로부터 개월 후인 일령에 체중을 측정하여. 1 55
평균보다 위축된 개체 두씩을 시험구와 대조구에서 제외하고 두만을 시험에5 10
공시하였다 사양관리는 개방식 슬러리 돈사에서 사육하였으며 사료는 자유로이.
섭취토록 하고 급수는 돈방 벽에 부착된 니플을 이용하여 자유로이 섭취토록

하면서 사육하였다 시험구와 대조구 돼지가 평균 정도가 되었을 때 도. 100kg
축장에 출하하여 도축을 실시 한 후 돈육의 좌반 도체 등지방을 포함하는 알등

심을 채취하였다 정확한 도체 육질 조사를 위해 채취한 시료를 진주산업대학교.
생명자원과학대 동물소재공학과 식육가공과학연구실에 의뢰하여 콜레스테롤 등

항목의 육질분석을 방법에 따라 실시하였으며 분석항목은 아래17 AOAC(1990)
와 같다.

수분1)
건조법으로 실시하였다.
조단백질 함량2)

방법으로 실시하였다Micro kjeldahle .
조지방 함량3)

추출법으로 실시하였다Soxhlet .
조회분 함량4)
전기회화로를 이용하여 측정하였다.

5) pH
근막 지방 등을 제거한 후 세절한 시료 을 증류수 와 함께, 10g 90 mL

로 에서 초간 균질homogenizer(T25B, IKA Sdn. Bhd., Malaysia) 13,500 rpm 10
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화하여 로 측정하였다pH-meter(8603, Metrohm, Swiss)
보수력6)
마쇄한 시료를 의 항온수조에서 분간 가열한 다음 냉각하여70 30 1,000rpm℃

에서 분간 원심분리한 후 무게를 측정하여 시료 무게 유리수분 무게 시료10 ( - )/
무게 의 식으로 계산하였다×100 .
가열감량7)
시료를 두께로 일정하게 절단하여 무게를 측정한 다음 전기오븐2 cm , 200℃

에서 전면 초 후면 초 가열하여 식힌 후 시료의 무게를 측정하여 가열 전90 60
무게에 대한 백분율로 계산하였다.
전단가8)

을 이용하여 비가열 시료를 가로로Instron 3343(US/MX50, A D Co., USA)＆
눕혀 형 로knife plunger 측정하였다.
조직감9) (texture analysis)

을 이용하여 가열한 시료를 식힌 후Instron 3343(US/MX50, A D Co., USA)＆
세로로 세워서 으로 측정하였고 이 때 분석 조건은 표 과 같다plunger No. 3 1 .

표 조직 분석을 위한 조건1.

Items 전단가Fresh meat( ) 조직감Cooked meat( )

Table speed 200 mm/min 200 mm/min

Sample speed 80 m/s 60 m/s

Load cell 10 kg 10 kg

Adapter area 30 mm2 28 mm2

Sample size Ø20×20 mm Ø20×20 mm

콜레스테롤10)
방법에 따라 시료 에 을 사용하여 추출한 후AOAC(1969) 1 g ethanol , 50%

용액으로 비누화시킨 후 을 넣어 재추출한 후 와 증류KOH Toluene , 0.5 M KOH
수를 사용하여 층을 여러 번 세척한 후 용액을 감압하여 시toluene , 3 mL DMF
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약에 녹여서 를 이용하여 표 와 같은 조건으GC(HP 6890, Agilent Co., USA) 2
로 분석하였다.

표 콜레스테롤 분석을 위한 조건2. GC
Items Conditions

Instrument GC(HP 6890, Agilent Co., USA)
Column Phenomenex, 30 m, 5% Phenyl Polysiloxane 0.25 mm

I.D×0.25 m film, Cat. No.: ZB-5μ
Injector temp. 250℃
Detector temp 300℃
Oven
temperature

190 (2min hold) 20 /min climb, 230 (3min hold)℃ → ℃ ℃
→
40 /min climb, 255 (25min hold)℃ ℃

육색11)
등심근 단면적의 전 부위를 균일하게 측정하였다.
지방색12)

등심에 붙어있는 등지방 부위를 를Chromameter(CR-400, Minolta Co., Japan)
사용하여 동일한 시료를 회 반복 측정하였다 이때 표준색판은9 . L*=89.2,
a*=0.921, b* 으로 하였으며 백색도 는=0.783 , W L* - 3b*로 나타내었다.

지방산 조성13)
시료 을 이용하여 등 의 방법으로 조지방을 추출하고 추출된10 g Folch (1957) ,

조지방 시료에 를 넣어 녹인 다음 이 중 를 취하여chloroform 1 mL , 100 L 20μ
에 넣는다 이때 의 시약을 넣mL tube . 1 mL methylation(methanolic-HCl-3 N)

고 항온수조에서 로 분간 반응시켰다 반응이 끝난 후 방냉시키고60 40 . ,℃
와 증류수 를 넣고 강하게 섞어준 다음 시료를 시간 방치hexane 3 mL 8 mL 24

하여 층분리시키고 상층액 중 를 주입하여1 L GC(HP 6890, Tekmar Precert,μ
를 이용하여 표 과 같은 조건으로 분석하였다Agilent Co., USA) 3 .
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표 지방산 분석을 위한 조건3. GC
Items Conditions

Instrument GC(HP 6890, Tekmar Precert, Agilent Co., USA)

Column

Allech AT - Silar capillary column
30 m×0.32 mm×0.25 Lμ
Initial temp.: 140 , Final temp.: 230℃ ℃
Injector temp.: 240 , Detector temp.: 250 ,℃ ℃
Programming rate: 2 /min.℃

Detector Flame Ionization Detector
Carrier gas He
Flow rate 50 ml/min
Split ratio 100:1

아미노산 조성14)
방법에 따라 시료 약 에 를 가하여AOAC(2000) 0.02 g 6 N HCl 15 mL , 11

에서 시간 이상 동안 산가수분해한 후 에서 감0 dry oven 24 55 Water bath℃ ℃
압농축하여 로 에 정용하pH 2.20 sodium citrate buffer 25 mL Volumetric flask
여 아미노산자동분석기 를 이용하여 표 와(Biochrom 20, Pharm Tek, England) 4
같은 조건으로 분석하였다.

표 아미노산 분석 조건4.
Items Conditions

Instrument Biochrom 20, Pharm Tek, England
Column Cation Separation Column LCA K06, 4.6 × 150㎜ ㎜

Catalog NO. 51 12 001
Absorbance 570 and 440㎚ ㎚
Reagent flow rate 0.25 mL/min
Buffer flow rate 0.45 mL/min
Reactor
temperature 130℃
Reactor size 15 m
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관능검사15)
잘 훈련된 명의 요원에 의해 신선육과 가열육을 대상으로 점 척도법으로10 9

실시하였으며, 점은 매우 나쁘거나 낮음 점은 매우1 (extremely bad or slight), 9
좋거나 강함 으로 표시하게 하여 관능검사를 실시하였(extremely good or much)
다 다만 신선육의 드립로스만 수치가 낮을수록 좋고 나머지 모든 항목은 높을.
수록 좋다.

통계처리16)
이상의 실험에서 얻어진 결과는 의SAS(1999) 방법GLM(General linear model)

으로 분석하였고 처리 평균 간의 비교를 위해 의Duncan Multi 가 이용ple range test
되었다.

나 발효 사료 급여 돼지의 도체병변조사. Multi-step
발효물 첨가사료 급여 돼지와 일반사료 급여 돼지의 도체병변을Multi-step

비교하기 위해 도체병변조사를 실시하였다 도체병변조사 질병 항목은 일반적으.
로 도축검사에서 관찰할 수 있는 종의 병변을 기준으로 하였으며 판정은 표8 5
의 기준으로 실시하였다.

표 도체 병변조사 항목 및 판정기준5
질 병 명 판 정 기 준

복 막 염 복막염 유무를 양성과 음성으로 구분

회 장 염 회장염 유무를 양성과 음성으로 구분

흉 막 염 흉막염 유무를 양성과 음성으로 구분

심 낭 염 심낭염 유무를 양성과 음성으로 구분

간 백 반 간백반 유무를 양성과 음성으로 판정(Milk spot)
흉 막 폐 렴 흉막폐렴 유무를 양성과 음성으로 구분

유행성폐렴 유행성폐렴 유무를 양성과 음성으로 구분

위축성비염

비갑개골 위축정도에 따라 단계로 구분0 - 5
정상 미약한 위축 약하게 변화가 있는 상태 많은0 : , 1 : , 2 : , 3 :

변화가 인정 상당한 정도의 위축 아주 심한 상태, 4 : , 5 :
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다 발효물을 이용한 각종 사료 시험. Multi-step formulation
시험구 배치1)

발효물을 이용한 각종 사료의 적정 배합비를 얻기 위한 실험은Multi-step
두개의 시험구로 수행하였다 먼저 첫 번째 시험구는 어미돼지의 젖을 먹고 있.
는 복의 일령 어린돼지 마리에 발효물이 첨가된 갓난돼지5 10 41 Multi-step 20%
사료를 급여하고 주간 사육한 후 이유기부터는 발효물이 첨가되지2 Multi-step
않은 일반사료를 출하기까지 급여하였다 두 번째 시험구는 복의 마리에. 5 44

발효물이 첨가된 갓난돼지 사료를 급여하고 주간 사육한 후Multi-step 10% 2
이유기부터는 발효물이 첨가되지 않은 일반사료를 출하기까지 급여Multi-step
하였다.

사료 시험을 위한 도체등급 비교 분석2) formulation
각각의 시험구 돼지들을 대략 에 도달하였을 때 도축장으로 출하하였으100㎏

며 사료 적정 배합비를 조사하기위해 각 시험구의 도체등급을 조사하였다 도체.
등급은 도축장에 근무하는 축산물등급 판정사에 의해 판정하였으며 발급된 도

체등급판정결과서 비교 분석하여 보았다 도체등급은 육질등급과 육량등급으로.
나누어 측정하였으며 그 기준은 아래 표 과 같다6 .

표 돼지 도체등급 판정 기준6.
축산물등급판정소기준( )

구 분 기 준 도 체 중 등 지 방

육 질 등급 기준1 이상76 ㎏ 이상15 ㎜
육 량 등급 기준A 80 93～ ㎏ 17 26～ ㎜

제 절 발효사료 급여 의 영양학적3 Multi-step piglet
효과

1. 발효물의 일반 사료내 첨가 적정 조성비 확립을 위한 시험Multi-step
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가 자돈의 증체량 조사.
발효물을 배합사료 총급여량의 및 수준으로 차별Multi-step 2.5%, 5% 10%

첨가하여 개군을 사육하고 개군은 발효물이 첨가되지 않은 일반사료를 급여3 1
하여 일간 자돈 을 사육한 후 증체량을 비교시험한 결과는 결과 과 같다45 1 .․
평균증체량은 사료 내 발효물을 첨가한 시험구가 으로Multi-step 10% 24.5kg

가장 높았으며 대조구와 비교하면 정도가 높았다 또한 일일증체량도3.8kg .
첨가한 시험구가 으로 가장 높아 대조구에 비해 의 높은 증10% 545.56g 84.45g

체를 보였다 또한 첨가군은 대조구에 비해 평균증체량 일일증체. 2.5% 1.38kg,
량 이 높았으며 첨가군도 대조구보다 평균증체량은 일일증체30.67g , 5% 1.9kg
량은 높은 결과를 보였다 한편 발효물 와 첨가 급42.22g . Multi-step 2.5% 5%
여군의 비교에서도 첨가 급여군이 평균 증체량과 일일증체량이 공히 높게5%
나타났다.

결과 발효물 첨가사료와 일반사료 급여군의 증체량 비교1. Multi-step

구 분 평균이유일
일령( )

시험개시
평균체중
두( /kg)

시험종료
평균체중
두( /kg)

평균증체량
두( /kg) 일일증체량

두( /g)
T1 21 6.50 28.63 22.13 491.78
T2 21 6.00 28.65 22.65 503.33
T3 21 6.00 30.55 24.55 545.56
C 21 6.50 27.75 20.75 461.11

사료내 발효물을 첨가하여 급여한 시험구T1 : Multi-step 2.5%※
사료내 발효물을 첨가하여 급여한 시험구T2 : Multi-step 5%
사료내 발효물을 첨가하여 급여한 시험구T3 : Multi-step 10%
일반사료만 급여한 대조구C :

나 사료 섭취량 및 사료효율 조사.
발효물 첨가사료와 일반사료 급여군에 대한 사료섭취량과 사료효Multi-step

율 비교시험은 시험 개시일에서 시험종료일까지 섭취한 각 군별 사료섭취량을

기록하여 급여량을 측정하여 결과 에 나타내었다2 .
각 시험구간의 사료섭취량은 사료내 발효물을 첨가하여 급Multi-step 10.0%
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여한 군이 가장 높았다 또한 사료효율을 비교해 본 결과 사료 내 대두 발효물.
을 첨가하여 급여한 군이 로 가장 높게 나타나 발효물을10% 0.667 Multi-step
다량 첨가한 사료가 자돈의 증체률과 사료효율을 높게 나타났다.

결과 발효물 첨가사료와 일반사료 급여군의 사료섭취량과 사료효2. Multi-step
율 비교

시험구
총사료섭취량

(kg)
두당평균사료

섭취량(kg)
두당일일사료섭

취량(kg)
사료효율

(FE)
T1 698.00 34.90 0.776 0.634
T2 699.00 34.95 0.777 0.647
T3 735.00 36.75 0.817 0.667
C 660.00 33.00 0.733 0.628

사료내 발효물을 첨가하여 급여한 시험구T1 : Multi-step 2.5%※
사료내 발효물을 첨가하여 급여한 시험구T2 : Multi-step 5%
사료내 발효물을 첨가하여 급여한 시험구T3 : Multi-step 10%
일반사료만 급여한 대조구C :

다 사료 내 발효물 첨가 적정 조성비 확립. multi-step
위의 시험결과에서 발효물이 많이 첨가된 사료를 급여할수록 자돈multi-step

의 증체률과 사료 효율 공히 높게 나타난다는 결론을 얻었다 이러한 결과 또한.
대두발효사료가 자돈의 단백질 흡수율을 높이는 작용할 뿐만 아니라 그 이외

사료효율을 높여주는 여러 인자들이 있을 것으로 사료된다 그러나. multi-step
발효물의 생산비용과 사료효율 측면을 감안하면 발효물 수준의 첨가가 가5%
장 경제적으로 적정하다고 사료된다.

라 출하기까지의 증체율 비교시험.
발효물의 일반 사료 내 첨가 조성비 확립을 위한 시험에서 가장Multi-step

적정한 량인 첨가 배합사료와 일반사료를 급여한 돼지에 대한 증체량을 측5%
정하여 결과 에 나타내었다3 .
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결과 발효물 첨가사료와 일반사료 급여군의 평균체중 비교3. Multi-step 5%

구 분

시험개시일

일령25
( )㎏

개월 후1
일령55
( )㎏

개월 후2
일령85
( )㎏

개월 후3
일령115
( )㎏

개월 후4
일령145
( )㎏

T 6.7±0.4 22.2±1.4 39.0±1.2 65.8±2.3 89.5±3.9
C 6.8±0.3 20.9±1.2 33.9±1.5 57.6±2.1 80.9±3.8

사료 내 발효물을 첨가하여 급여한 시험구T : Multi-step 5%※
일반사료만 급여한 대조구C :

일령의 이유기 자돈 두씩을 발효물 첨가사료 첨가한 시험25 15 Multi-step 5%
구와 대조구로 구분하여 일간 사육하고 체중을 측정한 후 증체량이 낮은 두30 5
를 각각 제외한 두의 평균체중을 조사한 결과 시험구는 대조구는10 22.2 , 20.9㎏
으로 나타나 의 차이가 인정되었다 또한 개월 후는 시험구가1.3 . 2 39.0 ,㎏ ㎏ ㎏

대조구는 으로 의 차이가 인정되었으며 개월 후는 시험구가33.9 5.1 , 3 65.8 ,㎏ ㎏ ㎏
대조구는 으로 두 군간의 체중차이가 으로 증체량 차이가 더욱 크게57.6 8.2㎏ ㎏
나타났다 개월 후 측정결과 시험구는 대조구는 으로 의 차. 4 89.5 , 80.9 8.6㎏ ㎏ ㎏
이를 나타내었다.

결과 발효물 첨가사료와 일반사료 급여군의 평균 일일증체량4. Multi-step 5%
비교

구 분

개월 후1
일령55
(g)

개월 후2
일령85
(g)

개월 후3
일령115
(g)

개월 후4
일령145
(g)

평균일일

증체량

(g)
T 516 560 893 790 690
C 470 433 790 777 618

사료내 발효물을 첨가하여 급여한 시험구T : Multi-step 5%※
일반사료만 급여한 대조구C :
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한편 발효물 첨가사료와 일반사료 급여군의 평균 일일증체량multi-step 5%
을 개월 간격으로 비교한 결과는 결과 와 같다 발효물 첨가1 4 . Multi-step 5%
사료를 급여한 시험구가 시험개시일로부터 일간 사육 후 일일 증체량을 조사30
한 결과 으로 나타났으며 대조구는 으로 나타났다 개월째는 시험구516g 470g . 2
의 일일증체량이 대조구가 으로 개월째는 시험구가 대조구가560g, 433g , 3 893g,

으로 개월째는 시험구가 대조구가 으로 나타났다 이런 결과를790g 4 790g, 777g .
최종적으로 분석한 개월간의 사육 후 평균일일증체량은 시험구가 대조구4 690g,
가 으로 나타나 발효물 첨가사료로 사육한 돼지가 일반사료618g multi-step 5%
를 급여하여 사육한 돼지의 일일증체량이 이나 높게 나타났다72g .

2. 발효물 첨가사료Multi-step 및 일반사료 급여군의 설사증 발생 비교

발효물 첨가 사료를 급여하여 증체율 조사를 위해 사육 시험한Multi-step
시험군과 대조군을 대상으로 자돈시기의 설사병 발생률을 조사한 결과 시험 개

시 약 주 후인 일령의 시험돈군 전체에서 설사병이 발생되었다 설사병의 원2 35 .
인은 대장균증으로 판정되었으며 계속적인 실험을 위해 치료를 실시하였는데

원인균을 분리 한 후 원인 대장균에 대하여 항생제감수성시험을 실시하였고 대

장균증 대표적인치료제인 암피실린과 콜리스친 항생제를 일간 음수로 투여하5
였으며 그 결과 설사병은 치료되었으며 시험 종료까지 설사병은 발생되지 않았

다.
이러한 결과로 보아 발효사료의 설사병 발생은 일반사료와 차이가 없는 것으

로 생각되며 특히 병원성미생물에 의한 설사병은 예방효과가 없는 것으로 추정

된다 그러나 발효 하거나 열처리를 하지 않은 대두에 의한 알러지 반응과 같은.
식이성설사병에 대한 예방 효과는 계속적으로 관찰할 필요가 있을 것으로 사료

된다.

발효물 첨가사료 및 일반사료 급여군의 혈액학적 차이 비교3. Multi-step
시험

가 혈액검사.
발효물 첨가 사료를 급여하여 증체율 조사를 위해 사육 시험한Multi-step

시험구와 대조구를 대상으로 실시한 혈액 검사한 결과는 결과 와 같다5 .
각 군별로 비교한 혈액성상의 변화는 약간의 차이는 있었으나 유의성이 없는
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것으로 나타나 발효물이 돼지의 혈액 성상에는 아무런 영향을 미치Multi-step
지 않는 것으로 추정된다.

결과 발효물 첨가사료와 일반사료 급여군의 혈액학적 비교5. Multi-step

시험구

T1 T2 T3 C
1 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2 3

총백혈구(k/ )㎕ 15.2±2.1 14.6±3.3 16.2±1.1 15.7±2.4 16.1±1.5 16.8±0.8 15.6±1.2 15.3±1.3 14.8±2.4 15.1±3.1 15.6±24 15.4±1.8
호중구(%) 33±2.3 41±0.2 35±3.3 35±4.2 43±0.3 37±2.3 36±3.5 41±1.2 38±3.4 34±3.3 39±2.1 39±1.2
단핵구(%) 4.8±0.2 5.2±0.4 5.3±0.3 3.9±0.2 5.4±0.1 6.1±0.1 4.9±0.2 5.3±0.3 6.2±0.1 4.9±0.2 5.4±0.3 5.6±0.2

사료내 대두 발효물을 첨가하여 급여한 시험구T1 : 2.5%※
시험 개시전 시험 일 후 시험종료일(1; , 2; 25 , 3; )

사료내 대두 발효물을 첨가하여 급여한 시험구T2 : 5%
시험 개시전 시험 일 후 시험종료일(1; , 2; 25 , 3; )

사료내 대두 발효물을 첨가하여 급여한 시험구T3 : 10%
시험 개시전 시험 일 후 시험종료일(1; , 2; 25 , 3; )

일반사료만 급여한 대조구C :
시험 개시전 시험 일 후 시험종료일(1; , 2; 25 , 3; )

나 주요 질병 면역학적 조사.
발효사료와 일반사료를 투여한 개의 전 시험군에 대한 주요 질병 면역학적 조4
사는 PRRS, Mycoplasma hyopneumoniae, Actinobacillus pleuropneumoniae 등 종3
의 예방접종을 표준 프로그램에 맞추어 아래와 같이 전 공시개체에 예방접종하

였다 또한 채혈은 전 공시 개체를 대상으로 시험 개시 전과 시험 일 후 그리. 25
고 종료일에 실시하였으며 각 예방 백신에 대한 면역 활성도는 에 대하여PRRS

법으로 검사를 실시할 예정이나 검사 진단 킷트 국내 생산수입지연으로ELISA
에 보관하며 실험하였다-70 .℃
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제 절 의 설사증에 의한 폐사율 저감 효과4 Piglet
검토

발효물이 살모넬라 감염 의심축에 미치는 영향1. Multi-step

발효물의 설사병 원인균 억제를 관찰하기 위해 살모넬라 감염이Multi-step
의심되는 자돈에 발효물을 첨가한 사료를 급여한 시험구와 일Multi-step 10%
반사료를 급여한 대조구를 비교 관찰한 결과는 다음과 같았다 시험개시일 시. 24
간 후 관찰에서 일반사료를 급여한 대조구와 발효물 첨가사료Multi-step 10%
를 급여한 시험구의 돼지들 공히 어떠한 임상증상을 나타내지 않았다 시간. 48
후 관찰에서도 특별한 임상증상이 나타내지 않았으나 대조구의 자돈들에서 설

사소견이 관찰 되었다 시간 후 관찰에서는 시험구와 대조구 공히 정도의. 72 39℃
체온상승과 함께 약간의 침울 소견을 보이며 설사증상이 관찰되었다 접종 일. 4
째인 시간 후 관찰에서 시험구와 대조구 공히 체온상승과 함께 심한 설사가96
진행되었다 일째 이후부터는 심한 원기소실과 함께 설사를 나타내었으며 폐사. 5
할 우려가 있어 안락사를 시켜 도태하였다.

세균수 측정 결과2.

시험개시일로부터 시간 간격으로 채취한 분변의 세균수를 측정한 결과는 결24
과 과 같았다1 .

결과 발효물 첨가사료 및 일반사료 급여 자돈의 살모넬라 억제1. Multi-step
시험 결과

구 분 1day 2days 3days 4days 5days
T 79×105 920×105 2,400×105 2,400×105 2,400×105

C 2,400×105 2,400×105 2,400×105 2,400×105 2,400×105

발효물을 첨가한 사료를 급여한 시험구T : Multi-step 10%
일반사료를 급여한 대조구C :
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시험개시일로부터 시간 후 에 채취한 시험구의 분변은 진 단계24 (1day) 10 5
(10-5 희석액을 접종한 개 모든 시험관이) 5 Salmonella균이 배양되어 양성관으

로 판정되었으며 단계6 (10-6 희석액에서는 개 시험관중 개가 양성관으로 판) 5 3
정되었다 그러나 단계. 7 (10-7 에서는 개 모든 시험관이 아무런 세균도 배양되지) 5
않아 음성관으로 판정되었다 한편 일반사료를 급여한 대조구의 분변은 진. 10 5
단계(10-5 단계), 6 (10-6 그리고 단계) 7 (10-7 희석액을 접종한 각각의 개 시험관) 5
모두에서 Salmonella균이 배양되어 양성관으로 판정되었다 이 성적을 최확수표.
에 대입한 결과 으로 판정된 시험구의 세균수는5 3 0 79×10․ ․ -5

수준으로 측정

되었으며 로 판정된 대조구의 결과는, 5 5 5 2,400×10․ ․ 5
수준으로 측정되었으

나 이 수준은 측정불가를 의미하는 것이다.
시험개시일로부터 시간 후 에 채취한 분변은 시험구가 으로48 (2days) 5 5 3․ ․

판정되어 920×105 수준으로 측정되었으며 대조구는 시간 후와 같이24
2,400×105 수준으로 측정 불가하였다 시험개시일로부터 시간 후 에 채. 72 (3days)
취한 분변은 시험구와 대조구 공히 측정불가인 2,400×105 수준으로 나타났으며
그 이후는 모두 동일한 결과를 나타내었다.
이러한 결과를 분석하여 보면 자돈에서 Salmonella가 감염되었을 때

발효물이Multi-step Salmonella를 억제하는 항균력이 있는 것으로 추정되며 권
등이 보고한 낫도균으로 발효한 청국장이 닭에서 Salmonella균이 감염율을 저

하시킨다는 결과와 일치하였다.

주요 질병 면역학적 조사3.

년차 연구에서 수행하지 못했던1 발효물 첨가Multi-step 사료와 일반사료를 급

여한 개군에 대한 면역학적 조사를 위해 실시한 돼지생식기호흡기증후군4 (PRRS)
에 대한 항체 형성유무를 법으로 실시한 결과는 결과 와 같다ELISA 2 .

결과 2. 발효물 첨가사료와 일반사료 급여군의 항체 형성률Multi-step PRRS
구 분

합 계

두( )
항체 검출PRRS

양 성 음 성

T1 20 19 1
T2 20 20 0
T3 20 18 2
C 20 20 0
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사료내 발효물을 첨가하여 급여한 시험구T1 : Multi-step 2.5%※
사료내 발효물을 첨가하여 급여한 시험구T2 : Multi-step 5%
사료내 발효물을 첨가하여 급여한 시험구T3 : Multi-step 10%
일반사료만 급여한 대조구C :

사료 내 발효물을 첨가하여 급여한 시험구 두 중multi-step 2.5% 20 PRRS
두가 항체가 형성 되었으며 사료 내 발효물을 첨가하여 급여19 , multi-step 5%

한 시험구는 두 모두 항체가 형성되었다 또한 사료 내 발효물을20 . multi-step
첨가하여 급여한 시험구는 두가 형성된 반면 일반사료를 급여한 대조구10% 18

는 두 모두 항체가 형성 되었다20 .
이러한 결과로 보아 발효물이 돼지 체내에서 항체에 대하여 항체Multi-step

를 형성하는 면역원성 차이는 관찰되지 않았다 그러나 이 실험과 같이 예방접.
종에 의한 항원에 대하여 항체 형성 유무를 양성과 음성으로 판정한 후 면역원

성의 높고 낮음을 규정한다는 것은 분석을 위한 실험설계 수준이 너무 부족하

였다고 사료된다.

제 절 발효사료 급여 돼지의 생산량5 Multi-step
조사

발효 사료 급여 돼지의 육질 조사1. Multi-step

가 발효물 첨가사료 급여 돈육의 일반성분 검사. Multi-step
발효물 첨가사료를 급여한 돼지의 육질 조사에서 일반성분인 수Multi-step

분(Moisture) 조단백질, (Crude protein) 조지방 그리고 조회분, (Crude fat) (Crude
에 대한 검사결과는 결과 에서 보는 바와 같다ash) 1 .

일반성분에 있어 대조구에 비하여 시험구가 수분 함량은 적었으며 조지방 함

량은 많았다 조단백질과 조회분 함량은 처리 간에 유의적 차이가 없었다. .
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결과 성분함량1. (%)

처리구
1)

수분 조단백질 조지방 조회분

C 74.00A 23.15 1.71B 1.08
T 73.04B 23.25 1.83A 1.26
SE 0.21 0.25 0.11 0.05

일반사료를 급여한 대조구C :
발효물을 첨가한 사료를 급여한 시험구T : Multi-step 5%

나 발효물 첨가사료 급여 돈육의 이화학적 특성 검사. Multi-step
발효물 첨가사료를 급여한 돼지의 육질 조사에서 이화학적 특성Multi-step

인 보수력 가열감량 육 및 지방의 전단가 그리고 콜레스테롤 함량은pH, , , 결과

과 에서 보는 바와 같다2 3 .
이화학적 특성에 있어 대조구에 비하여 시험구가 는 높았고 가열감량은pH ,
많았다 보수력 육 및 지방의 전단가와 콜레스테롤 함량은 처리 간에 유의적. ,
차이가 없었다.

생화학적 특성Table 2. ( )Ⅰ

처리구
1) pH 보수력(%) 조리시 손실량

(%)

C 5.18B 51.77 35.52B

T 5.35A 61.45 37.83A

SE 0.03 1.00 0.55

일반사료를 급여한 대조구C :
발효물을 첨가한 사료를 급여한 시험구T : Multi-step 5%
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결과 생화학적 특성3. ( )Ⅱ

처리구
1) 육 전단가

(kg/cm2)
지방 전단가

(kg/cm2)
함량Cholesterol

(mg/100g)

C 2.66 6.38 38.06
T 2.70 7.89 31.47
SE 0.13 1.00 4.81

일반사료를 급여한 대조구C :
발효물을 첨가한 사료를 급여한 시험구T : Multi-step 5%

다 발효물 첨가사료 급여 돈육의 육색 및 지방색의 특성 검사. Multi-step

발효물 첨가사료를 급여한 돼지의 육질 조사에서 육색의 특성은Multi-step
결과 지방색 특성은 결과 에서 보는 바와 같다4, 5 .
육색 및 지방색에 있어 대조구에 비하여 시험구가 육색의 황색도가 높았고,
지방색의 명도와 황색도가 높았다 육색의 명도 적색도 백색도 및 지방색의 적. , ,
색도 백색도는 처리 간에 유의적 차이가 없었다, .

결과 육색4.

처리구
1) 육색

L* a* b* W
C 58.33 11.43 0.83B 55.83
T 57.70 13.07 1.76A 52.41
SE 1.95 0.56 0.29 1.56

* W = L* - 3b*
일반사료를 급여한 대조구C :

발효물을 첨가한 사료를 급여한 시험구T : Multi-step 5%
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결과 지방색5.

처리구
1) 지방색

L* a* b* W
C 78.11B 7.19 -0.82B 80.57
T 81.62A 7.07 0.82A 79.16
SE 0.41 0.19 0.25 0.92

* W = L* - 3b*
일반사료를 급여한 대조구C :

발효물을 첨가한 사료를 급여한 시험구T : Multi-step 5%

라. 발효물 첨가사료 급여 돈육의 조직감 특성 검사Multi-step

발효물 첨가사료를 급여한 돼지의 육질 조사에서 조직감 특성은 결Multi-step
과 에서 보는 바와 같다6, 7 .
조직감에 있어 대조구에 비하여 시험구가 경도 표면경도 및 씹힘성은 낮았고 응집, ,

성 탄력성 검성및부착성은처리간에유의적차이가없었다, , .

결과 조직감 특성6. ( )Ⅰ

처리구
1) 경도

(kg)
표면경도

(kg)
응집력

(%)
탄력성

(mm)
C 1.70A 1.67A 0.45 1.09

T 1.32B 1.21B 0.42 1.04

SE 0.09 0.08 0.02 0.04

일반사료를 급여한 대조구C :
발효물을 첨가한 사료를 급여한 시험구T : Multi-step 5%
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결과 조직감 특성7. ( )Ⅱ

처리구
1) 검성

(kg)
씹힘성

(kg,mm)
부착성

(kg)
C 6.38 0.85A 0.25

T 0.55 0.57B 0.19

SE 3.94 0.06 0.03

일반사료를 급여한 대조구C :
발효물을 첨가한 사료를 급여한 시험구T : Multi-step 5%

마 발효물 첨가사료 급여 돈육의 지방산 조성 검사. Multi-step

발효물 첨가사료를 급여한 돼지의 육질 조사에서 지방산 조성 검Multi-step
사 결과는 결과 에서 보는 바와 같다8 .
지방산 조성에 있어 대조구에 비하여 시험구가 미리스틱산 올레익산 포화지, ,
방산은 적었고 리놀산 리놀렌산 및 아라키돈산 불포화지방산 필수지방산 불, , , , ,
포화지방산 포화지방산 비율 필수지방산 불포화지방산 비율 오메가 및 지/ , / , -3 6
방산과 오메가 오메가 비율은 높았다 팔미틱산 팔미톨레익산 및 스테아릭-6/ -3 . ,
산 비율은 처리 간에 유의적 차이가 없었다.

바 발효물 첨가사료 급여 돈육의 아미노산 조성 검사. Multi-step

발효물 첨가사료를 급여한 돼지의 육질 조사에서 아미노산 조성Multi-step
은 결과 에서 보는 바와 같다9 .
아미노산 조성에 있어 대조구에 비하여 시험구가 풍미 관련 아미노산FAA( ),

단맛 관련 아미노산 및STAA( ) T 총 아미노산 함량은 많았고AA( ) , A 방향AA(
족아미노산), 쓴맛 관련 아미노산 및BAA( ) 필수아미노산 함량은EAA( ) 처리 간

에 유의적 차이가 없었다.
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결과 지방산 조성8.

지방산
처리구

1)

C T SE
Myristic acid (C14:0) 0.87A 0.69B 0.06
Palmitic acid (C16:0) 22.99 22.03 0.38
Palmitoleic acid (C16:1) 2.22 2.00 0.2
Stearic acid (C18:0) 9.05 8.66 0.16
Oleic acid (C18:1) 28.38A 24.55B 1

Linoleic acid (C18:2, n-6) 28.46B 32.27A 0.89
Linolenic acid (C18:3, n-3) 0.54B 0.70A 0.04
Arachidonic acid (C20:4, n-6) 7.51B 9.10A 0.4

SFA1) 32.90A 31.38B 0.38
UFA1) 67.10B 68.62A 0.38
EFA1) 36.50B 42.08A 1.19
UFA/SFA 2.04B 2.19A 0.04
EFA/UFA 0.54B 0.61A 0.02

n-3 fatty acid 0.54B 0.70A 0.04
n-6 fatty acid 35.96B 41.37A 1.17
n-6/n-3 69.38B 60.23A 4.26

1) SFA (saturated fatty acid), UFA (unsaturated fatty acid), EFA (essential fatty acid), 일반C :
사료를 급여한 대조구 발효물을 첨가한 사료를 급여한 시험구, T : Multi-step 5%
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결과 9. Amino acid compositions (%)

Amino acids 처리구
1)

C T SE
Aspartic acid 1.45B 1.91A 0.04
Threonine*, 3) 0.64B 0.81A 0.02
Serine3) 0.54B 0.77A 0.01
Glutamic acid2) 2.50B 3.05A 0.06
Proline 0.63B 0.70A 0.02
Glycine3) 0.72B 0.82A 0.02
Alanine3) 0.84B 1.18A 0.02
Valine*, 6) 0.91B 0.99A 0.2
Isoleucine*, 6) 0.90B 0.97A 0.02
Leucine* 1.58 1.64 0.03
Tyrosine5), 6) 0.73A 0.66B 0.01
Phenylalanine*, 5), 6) 0.75B 0.81A 0.02
Histidine*, 6) 1.20A 1.05B 0.02
Lysine* 1.82 1.84 0.04
Arginine*, 6) 1.48A 1.36B 0.03
FAA2) 2.50B 3.05A 0.06
STAA3) 2.74B 3.58A 0.07
AAA5) 1.48 1.47 0.03
BAA6) 5.97 5.84 0.12
EAA* 9.28 9.47 0.18
TAA7) 16.70B 18.56A 0.35

1) 일반사료를 급여한 대조구 발효물을 첨가한 사료를 급여한 시험구C : , T : Multi-step 5%
2) FAA (flavorous amino acid), 3) STAA (sweet taste amino acid), 4) AAA(aromatic amino
acid), 5) BAA (bitter amino acid), 6) EAA (essential amino acid), 7) TAA (total amino acid).
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사 발효물 첨가사료 급여 돈육의 신선육 관능평가. Multi-step
발효물 첨가사료를 급여한 돼지의 육질 조사에서 신선육에 대한Multi-step

관능평가 결과는 결과 에서 보는 바와 같다10 .
신선육 관능평가에 있어 대조구에 비하여 시험구가 육색 드립량 마블링 정, ,
도 및 전체적 기호도 모든 항목에서 높았다.

결과 10. 신선육에 대한 관능평가

처리구
1)

육색 량Drip Marbling
정도

기호도

C 6.32B 5.80B 5.92B 6.08B

T 7.03A 7.02A 7.20A 7.04A

SE 0.1 0.1 0.1 0.09
* Sensory scores were assessed on 9 point scale base on 1=very poor or
unpalatable, 9=very good or palatable.
1) 일반사료를 급여한 대조구C :

발효물을 첨가한 사료를 급여한 시험구T : Multi-step 5%

아 발효물 첨가사료 급여 돈육의 가열육 관능평가. Multi-step
발효물 첨가사료를 급여한 돼지의 육질 조사에서 가열육에 대한Multi-step

관능평가 결과는 결과 에서 보는 바와 같다11 .
가열육 관능평가에 있어 대조구에 비하여 처리구가 육색 향 맛 연도 다즙, , , ,
성 및 전체적 기호도 모든 항목에서 높았다.
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결과 가열육에 대한 관능평가11.

처리구
1)

색 Aroma Flavor 연도 다즙 기호도

C 5.92B 6.06B 5.56B 5.43B 5.67B 5.82B

T1 6.84A 6.64A 6.62A 6.77A 6.67A 6.83A

SE 0.07 0.08 0.06 0.07 0.07 0.08
관능평가는 점법으로 나타냈으며 아주 나쁘거나 약하다 아주 좋거나 강9 1= , 9=
하다로 나타냄. 1) 일반사료를 급여한 대조구C : ,

발효물을 첨가한 사료를 급여한 시험구T : Multi-step 5%

이상의 결과를 요약하면 일반사료를 급여하여 사육한 대조구에 비하여

발효물을 첨가한 사료를 급여하여 사육한 시험구가 조지방 함량 풍Multi-step ,
미 단맛 관련 및 총 아미노산 함량은 많았으며 지방의 명도 불포화지방, , pH, ,
산 필수지방산 불포화지방산 포화지방산 비율 필수지방산 불포화지방산 비율, , / , / ,
오메가 지방산 신선육 및 가열육 관능 평가 결과 등 모든 항목에서도 결과가-3 ,
높게 나타났다.
또한 대조구에 베하여 시험구가 경도 표면경도 및 씹힘성 포화지방산은 낮, ,
은 장점을 나타낸 반면 가열감량은 많았고 육 및 지방의 황색도 오메가 지, , , -6
방산과 오메가 오메가 비율이 높았고 수분 함량은 적은 단점을 나타내었-6/ -3 ,
다.
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발효물 첨가사료 급여 돼지와 일반사료 급여 돼지의 도체병2. Multi-step
변조사

발효물 첨가사료를 급여한 시험구와 일반사료를 급여한 대조Multi-step 5%
구의 출하기까지 사육한 후 도축하여 도체병변조사를 실시한 결과를 결과 에12
나타내었다.

결과 발효물 첨가사료 급여 돼지의 도체병변 조사 결과12. Multi-step

구 분 복막염 회장염 흉막염 심낭염 간백반
흉막

폐렴

유행성

폐렴

위축성비염

감염지수

0 1 2 3 4 5

T - - 4 - - 4 3 3 4 2 1 - -

C - - 5 - - 5 4 4 2 3 1 - -

사료내 발효물을 첨가하여 급여한 시험구T : Multi-step 5%※
일반사료만 급여한 대조구B :

시험구와 대조구 공히 복막염 회장염 심낭염 그리고 간백반 현상은 나타나, ,
지 않았으나 흉막염과 흉막폐렴이 시험구에서 두 대조구에서 두 발생되었고4 , 5 ,
유행성폐렴의 경우 시험구에서 두 대조구에서 두가 양성으로 나타났다 또한3 , 4 .
위축성 비염의 경우 정상이 시험구에서 두 대조구에서 두 그리고 위축상태에3 , 4
따라 지수를 측정한 결과 심한 감염상태는 아니었으나 감염개체가 다수 관찰되

었다 따라서 발효물이 돼지 질병에 미치는 영향은 거의 없는 것으. Multi-step
로 나타났다.
이러한 성적은 일반적으로 도축장에서 실시하고 있는 도체 병변조사의 항목

이 주로 호흡기 질병에 초점이 맞추어져 있어서 나타나는 결과로 사료된다 만.
약 소화기질병의 병변을 중점적으로 관찰하였다면 일반사료를 급여한 돼지와

발효물이 첨가된 사료를 급여한 돼지간의 병변의 차이가 어느 정도Multi-step
는 인정되었을 것으로 생각된다.
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결과 도살 확인 위축증 비염 과 유행성 폐렴13. : (Atrophic rhinitis) (Epidemic
pneumonia)

발효물을 이용한 각종 사료 시험3. Multi-step formulation

가 시험구 출하 및 도축.
발효물 적정 배합비 시험을 위해 배치한 개 시험구를 사육한 결Multi-step 2

과 첨가 시험구는 두중 두 첨가 시험구는 두 중 두가 최종20% 41 28 , 10% 44 34
출하되었다.

나 도체등급 비교분석.
발효물이 각각 와 를 첨가된 갓난돼지 사료를 급여한 돼Multi-step 20% 10%

지의 출하시 도체등급판정결과서는 결과 과 같았으며 이 결과를 종합하여15, 16
등급별로 구분하여 보면 결과 와 같다14 .

결과 발효물 및 첨가 갓난 돼지 사료 급여 돼지의 출14. Multi-step 20% 10%
하시 도체등급성적

합 계 등급A 등급B 등급C 등급D
합 계 62 21(33.9) 18(29.0) 10(16.1) 3(4.8)
T1 28 9(32.1) 11(39.3) 7(25) 1(3.6)
T2 34 12(35.3) 17(50.0) 3(8.8) 2(5.9)

사료내 발효물을 첨가하여 급여한 시험구T1 : Multi-step 20%※
사료내 발효물을 첨가하여 급여한 시험구T2 : Multi-step 10%
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발효물 첨가된 갓난 돼지 사료를 급여한 시험구 를 성돈Multi-step 20% (T1)
까지 사육한 후 도축한 두의 도체등급을 판정한 결과 등급이 두28 A 9 (32.1%), B
등급이 두 로 나타나 등급 이상이 를 차지하였다 이에 비교하11 (39.3%) B 71.4% .
여 발효물이 첨가된 갓난 돼지 사료를 급여한 시험구 의multi-step 10% (T2) 34
두의 경우 등급이 두 등급이 두 로 나타나 등급 이상으로A 12 (35.3%), B 17 (50%) B
판정된 개체가 를 차지하였다 즉 를 첨가하여 급여한 시험구보다85.3% . 20%

를 참가하여 급여한 시험구의 도체등급이 다소나마 우수하게 나타남으로써10%
발효물 첨가량은 도체등급에 영향이 없는 것으로 판정되었다multi-step .

결론적으로 위의 성적과 차년도 연구에서 발효물이 첨가된 사료1 Multi-step
를 급여하여 돼지를 사육하면 증체량이나 사료효율은 높아진다는 성적을 종합

하여 분석하여 보면 젖을 떼기 전에 급여하는 갓난 돼지 사료에 첨가량은 10%
정도가 적합하리라 사료된다 또한 젖을 떼는 시기인 이유 후부터 자돈기의 적.
정 배합비의 경우 발효물 첨가로도 일반사료 보다도 영양적으로Multi-step 5%
높은 효율을 나타내고 있어 사료 효율과 경제적 측면도 고려하여 정도가5%
적합하리라 사료된다.
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결과 발효물 첨가 갓난 돼지 사료 급여 돼지의 출하시15-1. Multi-step 20%
도체판정결과서
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결과 발효물 첨가 갓난 돼지 사료 급여 돼지의 출하시15-2. Multi-step 20%
도체 판정결과서
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결과 발효물 첨가 갓난 돼지 사료 급여 돼지의 출하시16-1. Multi-step 10%
도체 판정결과서
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결과 발효물 첨가 갓난돼지 사료 급여 돼지의 출하시16-2. Multi-step 10%
도체판정결과서
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발효물의 사료내 권장 첨가량 분석4. Multi-step

위의 결과를 분석하여 돼지의 사육 시기별 사료에 발효물을 첨가Multi-step
하는 적정 배합비를 확립하여 보면 결과 과 같이 권장할 수 있을 것 같다17 .

결과 돼지의 사육 시기별 급여사료와 발효물 권장 첨가량17. Multi-step

구 분
체 중

( )㎏
사육시기

주령( ) 사 료 명
권장 첨가율

(%)
포유기 분만 - 7 1 - 4 갓난돼지사료 10
이유기 7 - 10 4 - 6 젖먹이돼지사료 5
자돈기 10 - 40 6 - 12 젖뗀돼지사료 2.5
육성기 40 - 80 12 - 20 육성돈사료 1
비육기 80 -110 이상20 비육돈사료 -

돼지가 어린시기에는 어미돼지의 젖만으로도 영양분의 공급이 충분하지만 생

후 주령에 이르게 되면 어미의 젖양도 줄어들기 시작하고 자돈도 증체되면서3
어미젖만으로는 영양분이 부족하게 된다 따라서 보조 사료가 필요한데 생후.

일령부터 먹이는 것이 소화능력이 좋아지고 발육도 빨라지며 젖떼기를 하7-10
더라도 지장이 없이 커갈 수 있으므로 포유기의 갓난 돼지에 급여하는 사료는

매우 중요하다고 할 수 있다 따라서 이 시기에는 발효물이 정. Multi-step 10%
도 첨가된 갓난돼지 사료를 급여하여 사료급여에 대한 적응과 충분한 단백질을

공급하여 주는 것이 좋을 것으로 사료된다

포유기에 갓난돼지 사료와 같은 입붙이기 사료를 급여하고 나면 농가에 따라

약간의 차이는 있으나 보통 일령에 이유 즉 젖을 떼기 시작한다 돼지는20 30 .～
이유직후 환경의 급격한 변화에 의해 성장지연 및 체중감소 현상을 보인다 더.
욱이 사료의 주요 성분으로 구성되는 대두는 대부분 열처리 과정을 거치지 않

고 분말화 되어 첨가됨에 따라 아직 소화기관이 미성숙한 어린 자돈에서는 흡

수하지 못하고 배출되어 식이성 자돈설사의 원인이 되기도 한다 또한 이유 후.
주간의 증체량이 출하일령에 약 일 정도 영향을 미치므로 자돈기 사료를 비2 10
록 가격이 비싸더라도 고품질의 사료를 선택해야 하며 이유기와 자돈기 이(
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유 및 육성기 동안 골격 및 근육조직이 왕성하게 발달하므로 고~30 ) (30~50 )㎏ ㎏
열량 고단백 사료를 급여하여야 한다 그러나 이 시기에는 사료의 섭취량이 급, .
격히 증가함을 감안하여야 한다 따라서 이 시기에는 발효물이. Multi-step 5%
정도 첨가된 사료를 급여하여 주는 것이 좋을 것으로 사료된다.
자돈기와 육성기 돼지의 성장속도는 사료섭취량보다 훨씬 높으며 높은 아미,

노산을 공급하더라도 그 아미노산을 이용할 수 있는 에너지가 충분하지 못하면

정육생산에 효율적으로 이용되지 못하므로 최대의 성장효과를 위해서는 고에너

지 사료가 필수적이다 따라서 이 시기의 사료섭취량을 감안하여 자돈기에는.
육성기에는 정도의 발효물을 첨가하여 주는 것이 좋을 것2.5%, 1% Multi-step

으로 사료된다.
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제 장 발효 시스템에 따른 대두 알레르기성6
분석

제 절 서 론1
이유기의 어린 동물의 경우 소화기관의 발달 미숙으로 통과된 알레르기성 단

백질에 감작되어 알레르기성 설사증과 성장장애가 일어나고 심한 경우 사망하

는 개체가 생겨 축산 농가에 심각한 정신적 경제적인 피해를 유발하고 있다, .
본 연구에서는 유산균 황국균 고초균 등의 안전한 식품용 미생물로 대두 중의, ,
난 소화성 물질까지도 효율적으로 분해시킨 대두 발효물을 자돈 영multi-step
양사료화함으로써 고부가가치의 사료산업 및 축산 농가를 활성화하여 경제적

효과를 극대화할 수 있다.
미국 유럽등지에서 이유기 자돈에서 알레르기 유사 반응이 발견되고 있으나,
그 원인이나 사료의 알레르기 유발 가능성에 대한 국내 연구가 미비한 실정이

다 따라서 본 연구에서는 사료에 단백질원으로 첨가되는 대두의 알레르기성을.
규명하고자 한다.
원인불명 설사증 자돈의 혈청을 인체에 알레르기를 유발하는 단백질 항원( : Gly
m Bd 28K, Gly m 등 과 면역학적으로 분석함으로서 식품알레르기의Bd 30K )
가능성 규명과 대두의 품종에 따른 항원성 물질의 정량하고 발효시스multi-step
템으로 항원성 단백질의 한계 크기인 이하 펩타이드로 분해함으로서 항원10kD
성의 분해도를 확인하고자 한다.

제 절 재료 및 방법2

대두 단백질 분리1.

처리하여 얻어진 탈지 대두분말 씩을 증류수로 배 희석Hexane 0.5 g 20 (w/w)
하고 콩가루 용액을 얻는다 로 으로 맞춘 뒤 분간 진탕하여 용. NaOH pH 8.0 60
해하고 으로 분간 원심분리하며 상층액 중 을 다른 시험관에6000 rpm 60 0.5 mL
옮긴 후 이를 로 표시한다 나머지 상층액은 타 시험관에 옮긴 후soy total . HCl
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을 첨가하여 를 으로 조정하며 을 분간 원심분리하여 얻어진pH 4.0 , 6000 rpm 10
상층액을 으로 표시한다 원심분리된 침전물은 증류수에 현탁하여whey fraction .

를 이용하여 를 로 조정하며 침전물의 용해 후 으로 분NaOH pH 7.5 6,000 rpm 8
간 원심분리하여 얻어진 상층액은 으로 표시한다 같은 방법으globulin fraction .
로 발효 처리된 대두의 단백질을 분리하여 확보한다.

단백질 농도 측정2.

분리된 단백질 농도는 에서 제공한Bio-Rad Protein Assay Kit(Cat. No.
를 이용하여 측정500-001) 하고 이때 를 표준물질로bovine serum albumin(BSA)

사용한다.

대상 환자 및 혈청 확보3.

환자혈청은 아토피증상으로 삼성서울병원에 내원한 환자를 대상으로 대두에

대한 상 이상이거나 피부단자검사상 이상인 경우를 확CAP assay 0.7 ku/L 3+
인하여 혈청을 확보한다 얻어진 혈청은 에서 냉동보관하며 환자의 연령. 20 , ,℃
진단 여부 등의 임상정보를 화하여 정리한다, challenge database .

4. SDS-PAGE

과 을 이용한다 시료로서는 분리된13% separating gel 5% stacking gel . raw
대두단백조제유 피부단자검사용 시약 등을 사용한다 시료는soybean extract, , .

배 농도의5 sample buffer (1M Tris-HCl: pH 6.8, 50% glycerol, 10% SDS,
와 로 섞은 후 끓는 물에서2-mercaptoethanol, 1% bromphenol blue) 4:1(w/w) 5

분간 중탕 가열한 뒤 당 의 농도로 분리한다 전기영동은 에서lane 30 g . 100 volt
분 에서 분 시행하며 전기영동 후 은5 , 200 volt 40 , gel Coomassie staining
solution(1.0 g Coomassie blue R-250, 450 mL methanol, 450 mL H2O, 100

로 분간 염색하고mL glacial acetic acid) 5 Coomasie destaining solution(100
mL methanol, 100 mL glacial acetic acid, 800 mL H2 로 적절히 탈색 후 건O)
조보관한다 분리된 을 시료에 따라 비교 분석한다. fraction .



- 166 -

5. Immunoblotting

와 혼합한 시료는 의 농도로 전기영동한SDS-PAGE sample buffer 10 g/cm
후 에nitrocellulose membrane(NC) transfer buffer(Tris base 11.5 g, Glycine 58

를 사용하여 에g, 10% SDS 20 mL, methanol 400 mL, 1500 mL H2O) 100 volt
서 시간 하고 의 이 포함된 로 시간 실온에1 electrotransfer 0.3% Tween 20 PBS 1
서 한다 이 들어있는 용액으로 환자 혈청을 희석blocking . 0.02% Tween-20 TBS
한 후 을 상온에서 시간동안 한다 로 회membrane 3 incubation . Washing buffer 3

한 뒤 을 로 상온에서 시washing membrane biotin-conjugated antihuman IgE 2
간동안 한다 이 포함된 용액으로 회 세척 후incubation . 0.03% Tween-20 PBS 3 1

으로 희석한 와 분간 반응시키며 회: 3000 streptavidin alkaline phosphatase 30 3
세척한다 이후 를 반응시켜 발색반응. alkaline phosphatase conjugate substrate
을 관찰한다 의 를 확인하고 환자에 따른 분포를 확. IgE-binding molecule size
인한다 환자군을 다시 세 이하군과 세 이상군으로 나누어 주된 알레르겐의. 3 10
분포를 비교분석한다.․

제 절 국산 수입산 대두의 품종별 알레르기성 비교3 ,
분석

국내산 대두와 수입산 대두 그리고 대두 시료1. , GM

국내산 대두 황금콩 태광콩 다원콩 화엄풋콩 대원콩 진품콩 품종은 농촌, , , , , 6
진흥청으로부터 제공받았으며 수입산 품종인 윌리암스 은 농282, Jack, Perking
업생명공학연구원으로부터 제공받았다 그리고 유전자재조합 작물인 대두. GM
는 경희대학교로부터 제공받아 사용하였다.

항원 추출 및2. SDS-PAGE

국내산 및 수입산 대두와 유전자 재조합 대두를 분쇄한 후, 처리하Hexane
여 시간 상온에서 건조시킨다 을24 . Phosphate buffered salin (PBS) 1 : 10 w/v
혼합하여 시간 동안 에서 추출하였다 이 용액을2 4 . 3,000g℃ 로 분간 원심분리20
한 후 상층액을 투석막 을 이용하여 시간 동안 투석하였(dialysis membrane) 48
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다 여과된 추출 용액을 동결건조 시키고 사용하기 전까지 에서 보관하였. -20℃
다 추출된 항원은 를 실시하여 단백질 밴드를 확인하였다 결과. SDS-PAGE ( 1).
국내산 대두 종과 수입산 대두 종 그리고 유전자 재조합 대두 종의 조항6 3 1

원은 상에서 그 단백질 밴드의 분포가 유사하였으며 따라서15% SDS-PAGE
대두 품종들 간의 단백질 차이는 없었다.
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결과 국산 수입산 유전자 재조합 대두 추출물의1. , , SDS 전기영동-PAGE
황금콩 태광콩 다원콩 화엄풋콩(M: Molecular weight marker/ 1: , 2: , 3: , 4: ,

대원콩 진품콩 윌리암스5: , 6: , 7: , 8: Jack, 9: Perking, 10: GM)

혈청 특이 항체의 측정3. IgE

국내산 및 수입산 대두와 유전자 재조합 대두 추출물을 농도로10 /ml㎍
에 을 넣고 에서 시간 이상 반96-well microplate (Nunc, USA) 100 /well 4 12㎕ ℃

응시킨 후 이를 으로 회 세척하였다 비특이적 결합을 방0.05% PBS-Tween20 4 .
지하기위해 2% Bovine Serum Albumin-phosphate buffered saline (BSA-PBS)
을 각 당 씩 넣어 시간 반응시켰다 희석한 환자의 혈청을well 200 1 . 1 : 50㎕
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당 씩 넣어 상온에서 시간 반응시켰다 회 세척한 후well 100 2 . 4 biotin㎕
항체 를 당 씩labeled goat anti-human IgE (KPL, USA) 1:4,000 v/v well 100㎕

넣고 시간 반응시킨 후 회 세척하였다 여기에1 4 . NeutrAvidin-HRP(Pierce.
를 당 씩 투여하여 시간 반응시킨 후 다시 회 세USA) 1:8,000 v/v well 100 1 4㎕

척하였다 를 당 넣고 분간 발색반. TMB substrate(Bio-Rad, USA) 100 well 10㎕
응 후 6N H2SO4로 발색을 중지시키고 를 이용하여 에서 흡plate reader 450 nm
광도를 측정하였다 이때 정상 대조군의 평균값에 배의 편차치를 더하여. 3

치를 산출하여 그 이상인 경우를 양성 반응으로 간주하였다cut-off .
년 월부터 년 월까지 알레르기 질환을 주소로 삼성서울병원 알레2005 4 2006 1

르기 센터를 방문하여 결과 대두에 양성으로 판정된 소아 환자CAP assay 16
명을 대상으로 를 이용하여 품종별 알레르기성을 조사 하였다 의ELISA . ELISA
흡광도 에 따른 값을 상대적으로 비교하면 결과 와 같다 명의 환자(OD) IgE 2 . 16
별 수준은 품종 간에 의미 있는 차이가 나지 않았지만 수입산 에서 다IgE Jack
소 높은 값을 확인할 수 있었다IgE .

결과 흡광도에 따른 대두 품종별 값2. ELISA IgE

대두품종
국내산 수입산 GM

황금콩 태광콩 다원콩 화엄풋콩 대원콩 진품콩 윌리암스 Jack, Perking GM
양성혈청의

IgE(AU)
6.47±
0.032

5.64±
0.035

3.07±
0.020

4.97±
0.032

6.16±
0.031

5.50±
0.024

5.17±
0.026

8.21±
0.028

2.87±
0.029

4.85±
0.041

분석4. IgE immunoblot

효소면역측정법에 의한 혈청 특이 항체 측정치를 비교하여 명 환자를IgE 9
대상으로 를 수행하였다 각 대두 항원을IgE immunoblot analysis . 15%

에 전기영동 후 으로 전이 시킨 후 을SDS-PAGE PVDF membrane , 2% NFDM
이용하여 시간 동안 비특이적 결합을 방지하였다 으로 희석한 환자 혈청1 . 1:10
으로 에서 시간 이상 반응시켰다 항4 12 . Biotin labeled goat anti-human IgE℃
체 를 시간 반응시킨 후 회 세척하였다 여기에(KPL, USA) 1:4,000 v/v 1 3 .

를 투여하여 분 반응시킨 후 다NeutrAvidin-HRP(Pierce. USA) 1:10,000 v/v 30
시 회 세척하였다 용액을 넣은 후 감광하여 확인하였3 . ECL(Amersham, USA)
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다.
환자마다 혈청의 와 반응하는 단백질 띠에는 차이가 있었으나 한 환자가IgE ,

품종별 와 반응하는 단백질 띠에는 차이를 보이지 않았다 결과IgE ( 3).
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결과 환자 혈청 완충액 와 정상인 혈청 을 이용한 대두 추출물의3. (1 9), (B) (N)～
IgE. 황금콩 태광콩 다원콩 화엄풋콩 대원콩(Lane 1: , 2: , 3: , 4: , 5: ,

진품콩 윌리암스6: , 7: , 8: Jack, 9: Perking, 10: GM )
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대두에 의한 동물 알레르기 발생에 관한 정보 조사 및 확보5.

년 월부터 년 월까지 알레르기 질환을 주소로 삼성서울병원 알레2005 4 2006 1
르기 센터를 방문하여 식품 알레르기 질환으로 의심되는 소아 환자를 대상으로 혈

청을 확보하여 에 보관하였다 알레르기질환의 원인이 되는 식품을 파악하기-70 .℃
위하여 특정식품에 대한 특이 항체를 를 이용하여IgE Pharmacia CAP system FEIA
측정하였다 확보된 혈청은 품종별 대두와 반응성을 분석하는데 사용하였다. IgE .
품종별 을 시행한 대두에 양성 반응을 보인 환자 명을 대상으로immunoblot 9

여러 다른 식품에 대한 특이 항체의 상관성을 살펴본 결과 혈청 는 여IgE IgE
러 다른 식품에서도 강한 양의 상관관계를 나타내는 것을 확인하였다 결과( 4).
이는 식품군에 의한 교차반응뿐만 아니라 유전적인 요소가 관여한다는 점을 의

미한다.

결과 에 의해 분석한 임상학적 결과4. CAP-FEIA

항원 난백 우유 밀 메밀 콩 땅콩

Patient 1 0 0 2.6 2.53 3.35 9.46
Patient 2 7.81 4.56 7.28 1.84 3.86 11.3
Patient 3 61.9 86.5 101.0 2.2 29.6 52.3
Patient 4 11.8 0.52 0 0 0.6 0
Patient 5 1.29 0 1.13 ․ 0.44 ․
Patient 6 6.66 0.43 0.5 0.55 1.32 20.1
Patient 7 69.9 27.9 0.98 0.81 1.09 8.27
Patient 8 6.08 ․ 0.41 ․ 0.41 0.84
Patient 9 151 15.9 1.37 0 3.82 11.5

대두에 알레르기 반응을 일으키는 사람 및 동물의 혈청 확보6.

대두 알레르기의 진단 평가는, CAP-FEIA(Fluorescent Enzyme Immunoassay)
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을 이용하여(Pharmacia, Uppsala, Sweden) 분석하였다. 현재까지 삼성서울병원

에 확보되어 있는 대두 알레르기 환자 혈청은 다음과 같다 결과( 5).

결과 확보된 대두 알레르기 사람의 혈청5.
CAP
class 1 2 3 4 5 6

갯수 44 56 26 11 5 3

총합 145

제 절 대두 발효물과 혈청을 이용한 알4 Multi-step
레르기성 분석

국내산 대두의 단일 및 복합 발효1.

단일종균과 복합종균으로 발효시킨 대두는 세부기관 책임자인 경상대학교 류

충호 교수님으로부터 제공받아 사용하였다 단일 발효는 고초균을 사용하였으며.
복합 발효는 유산균 고초균 황국균을 사용하였다, , .

대상 환아2.

년 월부터 년 월까지 삼성서울병원 소아과를 내원한 소아 환자2006 3 2006 8
명 중 아토피피부염 질환으로 의심되는 환자를 대상으로 대두 특이 수1,075 IgE

치가 30 kUA 이상인 환자를 선정하였다/L .

항원 추출 및 확인3.

국내산 및 단일 및 복합 발효물을 분쇄한 후, 처리하여 시간 상온Hexane 24
에서 건조시킨다 을 혼합하여 시간. Phosphate buffered salin (PBS) 1:10 w/v 2
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동안 에서 추출하였다 이 용액을4 . 3,000g℃ 로 분간 원심분리한 후 상층액을20
을 이용하여 여과하였다 여과된 추출 용액을 동결건조 시키0.45 m membrane .μ

고 사용하기 전까지 에서 보관하였다 추출된 항원은 를 실시-20 . SDS-PAGE℃
하여 단백질 밴드를 확인하였다 결과( 2).

결과 1. Clinical data for patients with soy allergy

결과 단일 및 발효물의2. multi-step SDS-PAGE
국내산 대두 고초균 단일발효물M : Molecular marker, 1 : , 2 : ,

발효물3 : Multi-step
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국내산 대두와 단일 발효물 그리고 복합 발효물의 조항원은 12%
상에서 그 단백질 밴드의 분포가 상이한 차이를 보이고 있다 발효SDS-PAGE .

시키지 않은 정상군의 콩은 에서 까지 광범위한 단백질 밴드를10 kDa 100 kDa
확인할 수 있었다 반면 단일 발효물의 단백질들은 모두 이하 그리고. , 15 kDa ,
복합 발효물의 단백질들은 이하로 분해된 것을 확인할 수 있다 따라서10 kDa .
복합종균으로 발효시킨 대두의 단백질들이 단일종균보다 단백질 분해가 높음을

확인할 수 있었다.

분석4. IgE immunoblot

검사법에 의해서 혈청 특이 항체 측정치를 비교하여 대두 항원에CAP IgE
대하여 30 kUA 이 넘는 환자를 대상으로 를 수행하/L IgE immunoblot analysis
였다 각 대두 항원을 에 전기영동 후 으로. 12% SDS-PAGE PVDF membrane
전이 시킨 후 을 이용하여 시간 동안 비특이적 결합을 방지하였다, 2% NFDM 1 .

으로 희석한 환자 혈청으로 에서 시간 이상 반응시켰다1:10 4 12 . Biotin labeled℃
항체 를 시간 반응시킨 후 회goat anti-human IgE (KPL, USA) 1:4,000 v/v 1 3

세척하였다 여기에 를 투여하여. NeutrAvidin-HRP(Pierce. USA) 1:10,000 v/v
분 반응시킨 후 다시 회 세척하였다 용액을 넣은 후30 3 . ECL(Amersham, USA)

감광하여 확인하였다.
실험 에서 발효시키지 않은 정상대두에서는 환자마다 혈청의 와 반응하는1 , IgE

단백질 밴드의 차이가 확인되었다 결과 그러나 단일 발효물와 복합 발효물( 3). ,
에서는 혈청 와의 반응성에서 많은 차이를 보이고 있다 이것은 발효가 되면IgE .
서 발효시키기 전 대두에서의 단백질이 이하로 분해되면서 생긴 것으로15 kDa
보인다 은 단일 발효물와 복합 발효물에서 혈청 반응성의 차이를. Patient 1 IgE
확인할 수 없었다 그리고 은 복합 발효물에서 혈청 반응이 단. Patient 2, 6 IgE
일 발효물보다 강하게 반응성을 나타내고 있다 이러한 결과는 복합 발효물이.
단일 발효물 보다 알레르기성이 증가했음을 나타내는 결과이며 실험 과정에서,
문제가 있었던 것으로 추측되었다 따라서 본 연구자들은 혈청으로. Patient 6
다시 실험을 하였다.
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실험< 1>
(a)

(b)

(c)

결과 환자 혈청을 대두 추출물의 분석3. IgE immunoblot .
( 국내산대두 단일 발효물 복합 발효물a: , b: , c: ,
환자 혈청 정상인혈청1 9: , B: buffer, N: )～
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실험 는 실험 에서 복합 발효물에서 단일 발효물보다 강하게 반응성을 보인2 1
를 대상으로 을 다시 시행하였다 실험방법은 실험 과 동일Patient 6 immunoblot . 1

하였다 정상대두에서는 실험 과 동일한 혈청 반응성을 확인하였다 그러나. 1 IgE .
복합 발효물보다 단일 발효물에서 강한 반응성을 확인할 수 있었다 이러한IgE .
결과는 단일 발효물보다 복합 발효물의 알레르기성이 감소함을 보여주고 있다.
따라서 단일 발효물보다 복합 발효물의 알레르기성이 감소하였음을 확인할 수

있었다.

실험< 2>

(a) (b) (c) (d)

결과 국산콩 고초균 단일 발효물 대두 발효물 의4. (1), (2), multi-step (3) IgE
분석immunoblot
대조구 정상인혈청 환자 혈청 환자혈청(a: , b: , c: 2, d: 6).
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제 장 목표달성도 및 관련분야에의 기여도7
제 절 세부과제 경상대학교1 ( )
가 유제품에서 생성 유산균을 스크리닝하였으나 낮은 와 강한 산미로. nisin pH
인하여 전통 대두 발효공정에 사용하기 부적합하므로 생성능이 우수하nisin
고 중성 를 유지할 수 있는pH Lactococcus lactis subsp. lactis IFO 12007
균주를 이용하여 대두발효를 실시하였다.

나 시판 전통사각메주 및 콩알 메주에서 분리한 균주와 충무발효에서 장류용.
국균을 구입하여 실험에 사용하였다.

다 청국장과 메주 등에서 혈전용해효소 활성이 있는 균주를 스크리닝한 다음.
이취생성능이 결여된 우수한 고초균을 선별하였다.

라 천연항균제 생성 유산균 생성능이 우수한 황국균 혈전용해효소생성. , GABA ,
고초균의 최적발효조건을 규명하여 대두의 발효 기반 확립하였multi-step
으며 국외 학술지에 논문을 게재하여 우수성을 홍보하였다, .

마 최적발효 조건에서 제조된 단일 및 발효물의 수분 환원당 총당. multi-step , ,
등 일반성분 특성을 비교하였으며 확립된 발효 조건으로 대두multi-step
발효 중 단백질분해효소 유리 아미노산 함량 활성과 각종 미네랄, , phytase
성분의 유리율 등을 측정하여 발효물의 우수성을 입증하였다multi-step .

바 의 최적 생성 및 혈전용해효소 활성 최대시기를 검토하여 효율적인. GABA
발효 시스템을 구축하였다multi-step .

제 절 협동과제 동의대학교2 ( )
가. 대두 유래 의 항암 활성 기전의 확인 및 세포주별 비교를 통하여genistein
후보물질들의 항암활성 비교를 위한 중요한 자료로 활용될 것으로 평가됨.



- 177 -

나 대두 유래 의 항염증 가능성의 확인 및 기전 연구를 통해 후보물질. genistein
들의 항염증 효능 비교를 위한 중요한 자료로 활용될 것으로 평가됨.

다. 세포에서 와 각종 질병의 유발과 진행에 중요한 역할을 하는U937 COX-2
것으로 알려져 있는 PGE2의 발현 정도는 대조구와 비교하여 고초균 단일 발효

대두 및 발효 대두 처리에 의해서 강하게 억제되었다(FSB) multi-step (TFS) .
특히 에 비하여 를 전처리하였을 경우 에 의하여 과발현된FSB TFS PMA

및COX-2 PGE2 생성의 억제정도가 더 강하게 나타났다 이는 및 의. FSB TFS
항염증기전 해석을 위한 이해와 향후 지속적인 연구를 위한 귀중한 자료가 될

것으로 사료된다.

라. 대두 산물 등에 많이 함유되었을 것으로 추정되는 의linoleic acid(LA)
항암활성을 인체 위암세포를 대상으로 조사하였다. 가 처리된 위암LA AGS
세포는 처리 농도 의존적으로 세포의 증식이 억제되었으며LA , apoptotic body
형성 염색질 응축 및 세포의 빈도를 동반하여 가 유도되었음, sub-G1 apoptosis
을 알 수 있었다 대두 유래 의 항암활성 해석을 위한 이해와 향후 지속적인. LA
연구를 위한 귀중한 자료가 될 것으로 사료된다.

제 절 협동과제 경남축산진흥연구소3 ( )
가 평균증체량과 일일증체량은 사료 내 대두 발효물을 첨가한. Multi-step 10%
시험구에서 가장 높게 나타났다.

나 발효물을 다량 첨가한 사료가 자돈의 증체률과 사료 효율을 높. Multi-step
게 나타났다.

다 자돈에서. Salmonella가 감염되었을 때 발효물이Multi-step Salmonella를
억제하는 항균력이 있는 것으로 추정되며 권 등이 보고한 낫도균으로 발효

한 청국장이 닭에서 Salmonella균이 감염율을 저하시킨다는 결과와 일치하

였다.
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라 사료 내 발효물을 첨가하여 급여한 시험구 두 중. Multi-step 2.5% 20 PRRS
두가 항체가 형성되었으며 사료 내 발효물을 첨가하여 급19 , Multi-step 5%

여한 시험은 두 모두 항체가 형성되었다 또한 사료 내 발효20 . , Multi-step
물을 첨가하여 급여한 시험구는 두가 형성된 반면 일반사료를 급여10% 18
한 대조구는 두 모두 항체가 형성되었다20 .

마 육질조사에서는. 일반사료를 급여하여 사육한 대조구에 비하여 multi-step
대두 발효물을 첨가한 사료를 급여하여 사육한 시험구가 조지방 함량 풍미, ,
단맛 관련 및 총 아미노산 함량은 많았으며 지방의 명도 불포화지방, pH, ,
산 필수지방산 불포화지방산 포화지방산 비율 필수지방산 불포화지방산 비, , / , /
율 오메가 지방산 신선육 및 가열육 관능 평가 결과 등 모든 항목에서도, -3 ,
높게 나타났다 대조구에 비하여 시험구가 경도 표면경도 및 씹힘성 포화. , ,
지방산은 낮은 장점을 나타내었다.

바. 도체병변조사에서는 발효물이 돼지 질병에 미치는 영향은 거의Multi-step
없는 것으로 나타났다.

사 발효물을 이용한 각종 사료 시험에서는. Multi-step formulation multi-step
발효물 첨가량은 도체 등급에 영향이 없는 것으로 판정되었으며 결론적으로

갓난 돼지 사료에 첨가되는 대두 발효물의 함량은 정도가 적multi-step 10%
합하며 돈기의 적정 배합비는 사료 효율과 경제적 측면을 고려하여 정5%
도가 적합하리라 사료된다.

제 절 위탁과제 성균관대학교4 ( )
가 대두 알레르기환자 혈청과 국산 및 수입산 대두와 및 방. immunoblot ELISA
법으로 값의 수준을 분석한 결과 환자에 따른 품종별 반응 정도는 차이IgE
를 보이지 않았다.

나. 식품 알레르기 질환으로 의심되는 소아 환자를 대상으로 개 혈청을 확보하였145
다.
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다. 대두 알레르기환자 혈청과 단일 발효물을 방법으로 반응성immunoblot IgE
을 분석한 결과 단일 발효물에서 반응성이 낮아짐을 알 수 있었다IgE .

라. 대두 알레르기환자 혈청과 발효물을 방법으로multi-step immunoblot IgE
반응성을 분석한 결과 발효물에서 반응성이 낮아짐을 알 수multi-step IgE
있었다.

마 단일 발효물보다 발효물이 알레르기성 감소에 효과적임을 알 수. multi-step
있었다.



- 180 -

제 장 연구개발결과의 활용계획8
제 절 연구결과의 활용계획1
본 연구는 발효 시스템으로 항원성 단백질의 한계 크기인multi-step 10 KDa

이하 수준으로 대두단백질을 분해시킴으로써 항원성을 원천적으로 제거하고 장

관흡수가 용이한 형태로 분해시킴과 동시에 기능성 펩타이드도 생성되어 자돈

사망률을 현저히 감소시키고 축산 농가의 경제적 손실을 절감시키고자 실시하

였다.
본 연구과정을 통해 평가되어진 연구결과는 국내외 각종 학회지나 저널지․
등에 게재하여 발효 대두를 혼합하여 제조한 자돈 사료에 대한 영양multi-step
학적사료적 가치를 홍보할 계획이다 이미 대두 발효물에 대한 연. multi-step․
구 결과 국내외 학술지에 게재한 바 있으며 한국미생물생명공학회지 학술․ ․
회의에서 발표된 바 있다 현재 주 양지푸드에 대두 발효 시스템. , ( ) multi-step
관련 기술이전이 이루어진 상태이며 발효 시스템을 활용한 다양한, multi-step
산업에 적용하기 위한 기술이전을 시도할 계획이다.
본 연구에서는 사료에 영양제 항생제 항균물질 등을 인위적 투여를 억제하, ,
고 발효물 형태로 가공함으로서 소화율을 향상시키고 설사로 인한 자돈의 폐사

를 예방하기 위해 유산균 황국균 고초균 등의 안전한 식품용 미생물로 대두, ,
중의 난소화성 물질을 효율적으로 분해시킨 대두 발효물을 자돈 영multi-step
양 사료화함으로써 고부가가치의 사료 산업 및 축산 농가에 보급 및 활용화하

여 농가소득 증대를 극대화할 수 있을 것으로 기대한다.
또한 확립된 발효 시스템을 이용하여 다른 난분해성 폐자원을 발, multi-step
효함으로써 새로운 산업적 활용이 가능하며 발효 대두의 유용성분, multi-step
을 추출하여 설사증 자돈용 영양제로의 개발뿐만 아니라 건강보조식품 및 의약

품으로의 활용이 가능할 것으로 사료된다.

제 절 연구로부터 발생된 업적2
국내외 전문학술지 논문게재1. ․
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주 의

이 보고서는 농림수산식품부에서 시행한 농림기술개발사업의 연구보고서입니1.
다.

2. 이 보고서 내용을 발표할 때에는 반드시 농림수산식품부에서 시행한 농림기술개
발사업의 연구결과임을 밝혀야 합니다.

국가과학기술 기밀유지에 필요한 내용은 대외적으로 발표 또는 공개하여서는3.
아니됩니다.
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