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지 재 생 규I. :

연 개II.

연 개1.

본 연 에 지 재 고 생리 규 고 다.

지에 재 미생 과 생 산 들 사

지 개 고 나 가 재 건강‘ ’ ,

들 개 것 다 같 실험 통 여 지 산업 시도.

여 지 식 계 에 지 고 다, .

연 개2.

우리나 가 식 식 산균 비타민 염, , ,

생리 등 고루 갖 건강 보고 다 미 계보건 에.

건강식 고 특 개월 상 시킨 지 산균, 6

질 철 량 많 꺼 에 얻 식, ,

다 에 또 다 맛과 건강 식.

고 에 러 지 만들어 도 나 만드 나,

보 에 지 질 건강 에 크게 달 질 다.

지 산업 지 재 고

생리 시킬 다 과 근거가 다 나 가 질 균.

가 것 극 염 사질, ,

첨단 식 개 여 식 계 식 개 여 다.

연 개 내III.
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지 재 생리 규1.

지 미생 신규 생리 재 연1)

지 시료 비①

지②

미생 미생 생리 동 연,③

지내 포 도④

지 재들 profile⑤

균 질⑥

내 균 변 연⑦

지 공 개 질 리 규격⑧

지 포 역 생리2)

역 포에 미①

역 포 연②

③

염④

비만 동 실험( )⑤

지 염지 생리 규 연3)

지 사질 연2.

지 간 포 독 연1)

지 포 태 포 사 과 비2)

지 사 후 마커3)

사 후 마커 사 도4)

린과 지 간 포 사과5)

지 간 포 신 달체계6)
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재3. 식 상

지 개1) CODEX ,

지 특 미생 산 개2)

공 시 립 연 균3) ( , )

연 개 결과 에 건IV.

연 개 결과1.

지 재 생리 규1)

지 미생 집①

본 연 에 지 신 들 쇄 후 곧 산blender pH, DO,

도 염 도 미생 등 다, , , .

또 지 신 미생 집 개체 균체 사 균(NA,

도 나 산균 지등 균 내 균TYE), (PIA), (MRS, PES ), (EC,

E 지등 식 독균 지 지MB ), (SS, TCBS, Listeria , Legionella , Staphylococcus

지 등 등 택 지 여 사 다) .

그 결과 지 가 신 에 비 염 도가 낮 짐 었고(2 ) 15.7%

등 당 들도 낮 짐 었다Fructose, Sucrose, glucose .

지 균 식 독균 검 여 사에 니 색 등, ,

볼 균 식 독균 검 지 다.

지 미생 집 개체 균체 사 결과 다 생리

지닌 미생 리 후 염 열 동184 170 16S rDNA

다.

지 미생 들 생리②

지 많 산균들에 과 생 사산 과 들 복

체 체에 운 병원 균 식 균 식 억 여 튼튼,

게 상시키 연동운동 가 가 역 강 과 나타내, ,

것 보고 어 다.
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지 에 남 미생 검 고 특 미생 남 다,

지 과 에 그들 역 과 산 사 여

에 비 여 지가 지니 생 에 연 고 다.

등 다 지 통 여 차 별 리 균주 상NA, MRS 1 184

가지 생리 지 여 포 가 등8

사 다. 색시 첨가 실험 통 여 단 질

미생 지질 미생 미생 룰(PA), (LA), (SA),

미생 염 가 미생(CA), (Ca3(PO4)2, Mg3(PO4)2

첨가 지 들 생 사 다 개 균주 생리) . 184

트럼 다. Bacillus subtilis Bacillus magaterium 사과 에

, Lactobacillus paraplantarum 산염 가 과 에 역

담당 다.

재들 profile③

또 지 재들 산 미 산profile ,

실 다 그 결과 산 에 신 지에 만. Citric

가 도 어 다 편acid 48.1ppm . Oxalic acid Citric acid

지에 만 나타났다 지 에 비 지에. Lactic acid 1 2

게 나타났다.

결과 지 에 과 량 가 량(2 ) Ca P Na

가 낮 다 지 산 결과 통 식 지 시 에 매.

지에 비 가드 산 키돈산 에 사트리에 산 등EPA, DHA , ,

포 지 산 다 게 나타났다.

미 산 결과 미 산 량 지에 가2 1,445mg

닌 트산 티 신 량 지(Arg), (Asp), (Tyr) (1, 2 )

에 낮 량 나타냈다 다 미 산들 신 지에 비 지에. ,

가 거나 비슷 량 보 다 특 지에 나타난 상. 2 100KDa

고 단 질 지 가 다validation biomarker .

④ 지 포 역 염지 생리 규 연

식 포주 에 처리 다 생Raw 264.7 LPS (Lipopolysaccharide)

리 질 어 체내 염 도 다 특(Cytokines) . , TNF ,α

- 5 -

에 상당 가 지IL-6, IL-1 LPS , 1 / 2β ㎎ ㎖

단시간 처리 감 다 또5 , IL-1 35% . , 1 /β ㎎ ㎖

지 시간 처리 나 감2 1 IL-6 , 97% , IL-1

량 가 다 편 시간동 처리. , LPS 6 , TNFβ

감 경 보 고 특 신 지에 그 과가 가 다, .α

다 여 생리 질들 생 량 검사 여러 생, ELISA ,

리 질들 에 가 에 그 생 량 가 비 신 지TNF LPS ,α

지 지에 상당 감 보 다 마지막 염 매개1 , 2 . ,

지에 것 지 생리 질 억PLD

과가 지 여 결과 에PLD , LPS

가 었 신 지에 지 갈 차 감PLD 2

다.

지 사질 연2)

린 당뇨병 다 당뇨병2 .

당 지 거나 린 시그 에 들 결 돌연변 에,

다 본 연 에 지 린 개 시키 편. ,

린 시그 들 다 간 간 포.

포주 여 통 독(HepG2) MTT assay FACS

실험 차 진 도 단 질 에 비1 , mRNA

다 지 린 신 달체계 그리고 사. IRS-1, ER,

질 들 변 가 나타났다 미 운AKT, mTOR, p70S6K .

지 처리 후 도 린 처리 여도 고 도 린,

처리 것과 같 간 포 사과 결과 얻어내었다 러.

결과 지 사 질 다 것 미

식 것 사료 다, .

재3) ․식 상

시 가지 동결건 지 동결건 지 말4 : , ,① ① ②

지 다시다 지 미료,③ ④

보 지 차별 고 우 통: JTBC(2012. 4) ( )②

지 차별 고 우 통MBN(2012. 5) ( )

내 미 동남 시 들에게 시식 개 보 시, , , buyer , ,③
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우 차별 맛 다 도 등, , , ,

재 식 시 들 검사결과·④

재 식 비 시 가지 각각 지3

통 검사 실시 다 시 가지 각각 동결건 지. 3 2①

말 동결건 지 말 다시다 동결건 지 말, 2 + , 2 +② ③

재들 다 사 과 사 격 가진.

다시다 말 사 여 검사 상 들에게 가지 시3

과 께 공 다.

미각 식감 미 시각 그리고 체 도 등 에, , ,

다시다 말 보다 다 평가 결과 다 또 미 건강. ,

미지 고 가 가 보여진다 평가 다, .

연 개 에 건2.

신 차별 지 본특 등 규1) , .

도 단 질 지질 지 산 상validation biomarker : 1 , 3 , 4①

매 얼 통 재료 차별(60 )-②

지 고 과 근거 립2) .․

립 지 산Brand marker : 4①

지만 우 에 심 연 과 도3)

지 미생 생 등 규, , ,①
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SUMMARY

( )

I. Title

Discovery and Biofunctionality of Bioactive Compounds Originated from Old

Matured Kimchi

II. Goal and Importance of the research

1. Goal of the research

This study was carried out to find out functional material and physiological

activity of old matured Kimchi. As research of microbes, fermented products

and enzymes in old matured Kimchi, this study will develop functional old

matured Kimchi and health functional food using old matured Kimchi.

Ultimately, in this study will contribute to globalization of Korean food and

increase export of old matured Kimchi.

2. Importance of the research

Most of Kimchi studies have been focused on the freshly fermented-Kimchi

till now. Old matured-Kimchi(OMK) is expected to be quitely different from the

freshly fermented-Kimchi in those of flavors, metabolites and microbes. To

find out new biofunctionalities and resources of OMK, several factors(pH, DO,

salinity) and, components(carbohydrate, protein, lipid) were investigated in

1month old matured-Kimchi(1m OMK), 1year old matured-Kimchi(1y OMK) and

2years old matured-Kimchi(2y OMK). Like this, OMK can vary significantly

from recipe and keeping method. Therefore, a scientific basis of OMK is

required for its industrialization and internationalization. Old matured kimchi will

ultimately be a functional food that targets anti-inflammatory and metabolic

disease related genes.

- 9 -

III. Research Contents and Scope

1. Characterization and biofunctionality upon functional resources originated

from old-matured-Kimchi(OMK)

1) Characterization of new physiologicalyl bioactive resources from old-

matured-Kimchi-extracts(OMKE)

2) Cytoimmunological analysis of old matured Kimchi

3) Anti-inflammatory response analysis of old-matured-Kimchi-extracts

2. Study of metabolic disease on old matured Kimchi

1) Cell death on liver cells using old matured Kimchi extracts (OMKE)

2) Morphological and cell death effect analysis using OMKE

3) Identifying of metabolic disease related marker genes using OMKE

4) Measurement of transcriptional activity of metabolic disease related

genes

5) Identifying of metabolic pathway in liver cells using OMKE and insulin

6) Accomplishment of signaling pathway in liver cells using OMKE

3. Commercialization and formulatiom of functional resources and food

1) Development of functional old matured Kimchi (CODEX) for export

2) Development of unique old matured Kimchi fermented microbes and its

products

3) Accomplishment of fermentation process system

IV. Results and their applications

1. Physiological research and identifying functional material of old-

-matured-Kimchi(OMK)

1) Characteristics of old-matured-Kimchi and its microbes.

The salinity is decreased 15.7% in 2y OMK compared with 1m OMK. 2y
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OMK contains the lowest percentage of sugar contents such as fructose,

sucrose and glucose. From the viewpoint of colony color and morphology on

the selective media, E.coli and food poisoning bacteria were not detected in

OMKs at all. On the basis of selective media, 184 bacterial strains were newly

isolated in OMK for the purpose of analyzing the biofunctionalities and

population dynamics. Interestingly, B. subtilis and B. megaterium in 1m OMK

played a key role in amylose metabolism, on the other hand, L. paraplantarum

in phosphate solubilizing activity.

2) Biofunctionalities and Metabolites of old-matured-Kimchi(OMK) Bacteria.

On the 184 strains isolated from old matured-Kimchi, biofunctionalities

including proteolytic, lipolytic, amylolytic, cellulolytic activities and phosphate

solubilizing(PS) activities were analyzed with the specific plates and enzyme

assay. The 1month old matured-Kimchi(1m OMK) contains the high

percentage(50%) of amylolytic bacteria, while 1year old matured-Kimchi(1y

OMK) contains 65% of cellulolytic bacteria. 2years old matured-Kimchi(2y

OMK) showed the similar contents of amylolytic(45%), cellulolytic(45%) and

proteolytic(40%) bacteria. The 1m OMK comprises with 48.1ppm of citric acid

uniquely. While the 1m OMK does not have oxalic acid, 1y OMK and 2y OMK

contain the oxalic acid. In 2y OMK, the contents of lactic acid, Ca and P

reached the highest value, on the contrary, Na contents showed the lowest.

And also, OMK consists of various kinds of unsaturated fatty acid such as

EPA, DHA, gadoleic acid, arachidonic acid, eicosatrienoic acid etc. 2y OMK

contains the highest contents (1,445mg/100g) of total amino acid compared

with 1m OMK and 1y OMK while 2y OMK comprises with lower contents of

Arg, Asp and Tyr. Especially, the specific high molecular weight(100KD ) of↑

protein was produced uniquely in 2y OMK. This protein could be utilized as

standard marker for the validation of OMK.

3) Old-matured Kimchi suppresses Expressions of LPS-induced TNF , IL-1α

, and IL-6β

It has been also reported that old-matured kimchi might have some effects

to anti-cancer, anti-oxidation, and enhanced immune reaction. However, what

kind of signaling mechanism is directly responsible for anti-inflammatory

- 11 -

effects has not been studied well. So, we investigated whether old-matured

kimchi has effect on production of inflammatory cytokine. We checked the

expression profiles of lipopolysaccharide (LPS)-induced cytokines in Raw264.7

cells, Among the cytokines, expression of Tumor Necrosis Factor alpha (TNF

), Interleukin-1 (IL-1 ), and Interleukin-6 (IL-6) are increased by LPS.α β β

Interestingly, we found that increased expression of LPS-induced cytokines

(especially, TNF ) is suppressed by treatment of old-matured Kimchi.α

2. Study of metabolic disease on old matured Kimchi

Insulin resistance is an important component of the pathogenesis of type 2

diabetes mellitus (DM). It is intimately associated with a high glucose

concentration in blood and is due to defects in either insulin secretion or

insulin action. The purpose of present study was to test if old matured-Kimchi

Extracts (OMKE) could improve insulin resistance at the cellular level and to

determine which genes are involved in. Effects of OMKE in human liver cells

were examined on the expression of genes which constitue the integral parts

of the insulin signaling pathway. Employing RT-PCR and western blot,

expression of the insulin receptor (IR), IR substrate (IRS-1, 2, 4), Estrogne

receptor (ER) and metabolic disease related genes were assayed in HepG2

cells which were treated with OMKE. MTT and FACS analysis were also

performed to investigate the general effects of OMKE on the cell. Indeed,

OMKE activates IR, IRS-1, ER, AKT, mTOR and p70S6K gene expression.

Furthermore, OMKE synergistically affected insulin sensitivity in a low

concentration (1~10 nM) of insulin. These results suggest that the molecular

mechanism for the effects of OMKE on insulin resistance in liver cells is via

increased expression of metabolic related genes.

3. Commercialization and formulatiom of functional resources and food

1) Development of functional old matured Kimchi (CODEX) for export

2) Development of unique old matured Kimchi fermented microbes and its

products

3) Accomplishment of fermentation process system
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연 개 과 개1

연 개1

본 연 지 재 생 규 고 다 지에.

재 미생 과 생 산 들 사

므 “ ” 지 개 고 나 가 들 재, 건강

들 개 상 연 연계 여 지가 고 다

염 과가 탁월 특 질 탐색 동 고 염 매개 지에, PLD

신 달계에 억 규 지 생체 재 과,

고 계 신 달계 어 염 재PLD 개․

고 다 또 계통 포 사질 연 간췌 포. ․

여, 지 과 사질 니 규 므

과 사 후 료 과 가지 재 다 여 강.

게 업그 드 사질 식 개 고 다

극 지 미생 사산 등 재들과 들, , , ,

지 규 지 보 첨가 연, , , , ,

역 강 염 사질, , ․ ․ 첨단 식 개

고 다.

연 개2

우리나 가 식 식 산균 비타민 염, , ,

생리 등 고루 갖 건강 보고 다, .

미 계보건 에 역 체계 진 과에 어 건WHO( )

강식 고 다.

에 또 다 맛 고 에 사 들 러

지 만들어 도 다 지 만드 나 보 에.

지 질 나 건강 에 가 가 크게 달 질 것 다.

특 개월 상 시킨 지 산균 질 철 량6 , ,

많 꺼 에 얻 식 다.

- 15 -

지 가 가 월동 겨울 철에 담 어 동,

도에 보 여 연 시 가 갈 고 맛 우러나

통 다.

그리고 지 신 재료 량도 다

게 어 시킨다 또 도 보 도 다 특징 다 지. . ,

신 단지 랫동 시킨 것과 뚜 차별 어 다.

지 많 산균들에 과 생 사산 과 들 복

체 체에 운 병원 균 식 균 식 억 여 튼튼 게 상,

시키 연동운동 가 가 역 강 과 나타내 것 보고, ,

어 다.

산균 사 에 도달 여 생균 과 나타내(probiotics)

체 열 경 극복 지에 생 산균들 러.

미생 생 경에 내 갖 내산 과 내담 에 과가 뛰어난 것

지만 지 체 사 과 근 다.

사 에 만연 사질 고 리 고염 식 취에 신체내 상,

균 지 것 그 원 균 사과 당뇨병 고지.

뿐만 니 뇌 질 과 심 질 등 것 사

후 병 질 가 지난 만 어 것 사 어5 1,000

다 그림( 1).

처 나 당 원 원 료실* :

사 후 병 질[2006 2010 ] 5∼
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지 가 가 월동 겨울 철에 담 어 동,
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후 병 질 가 지난 만 어 것 사 어5 1,000

다 그림( 1).

처 나 당 원 원 료실* :

사 후 병 질[2006 2010 ] 5∼
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개월 상 지 가 많 산균과 질 각6

가 극 어 계통 연 식 에도 고 그 가

고 지 못 다.

리 식 지 식 많 고 어 체 계통질

막 주 탁월 가진 것 다.

지에 생 산과 다 비타민들 에

운 균 돕 끼 균 생 억

것 다 탕 등 계통 과에 뛰.

어난 것 나 뒷 과 근거 매우 상

다.

어가 식습 에 계통 계 째

사망 도 째 뿐 니 료

통 과 과 다.

처 보험개 원* :

별 사망 원

지 에 남 미생 검 고 특 미생 남 다,

지 과 에 그들 역 과 산 사 여 지 가 재

볼 가 다.

담그 마 비 에 비 여 지가 지니 생 에

직 연 없 에 에 본 든 연 내,

여 비 므 지에 어 생 생리 가․

고 본 연 매우 다.
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내 개2

많 내 연 들 연 에 재,

산균 여 고 미 산 니틴 생산 연GABA, ,

연 균개 연 간 연, ,

과 식 독균과 같 병원 미생 에 균 연 생 어연 ,

재료 산균 에 연 등 다.

에 에 재 산균 여 고 미 산 고생산 에

연 근 고 다.

재 지 보고 연 료 여편에 고 나 개월 상1000 6

간 거 지에 연 매우 미비 다 특 지에 사질.

염 억 신 달체계에 연 다 지 통.

고 식 에 지 체 연 그나마,

내에 도 지 에 다 연 들에.

지 보다 고염 식 사 에 도움 주지 못 다고 말 고

나 지에 당 결과 뿐 보 상태나 시키 재료에, , ,

사 역 에 결과 다 게 나타날 것 고 상 고

다.

본 연 지 보 과 여 지

보 다 포 생 실험 통 사 실험 역,

에 연 심도 게 진 다 또 본 연 결과 식 계.

지가 것 고 다.
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연 개 내 결과3

지 재 생리 규1

1. 지 미생 신규 생리 재 연

가 연 내 결과.

지 시료 비1)

지 통 연 생산 업에 지 개월(6 ~2

신 그리고 신 에 본 연 진 개 보 고 균들) , ․

여 지 개월 상 다(15 ~2 ) .

통 연 과 통 매 얼 재료60 , ,

찹 새우 고 가루 마 생강 고 생, , , , , , , , , , ,

강 갓 탕 등 어 다 업 매 얼에 척, , . , ,

도 보 에 거 여 지 다 각각 재(

비 내 니다).

지 시료 지 개월 신 지 지 동결건1 , 1 , 2

후 말 시킨 지 말 시료 사 다 업에 비

신 지 비 시료 비 다(Fig 1).

지 동결건 시료Fig 1.

- 19 -

지2)

상 지 신 들 쇄 후 곧 산도 염 도blender pH, DO, , ,

미생 산 근원연 등 다, , , , .

지 신 쇄시료 또 동결건 지 말 시료 에탄 탄( ) , ,

클 탄 산 클 포 등 매 여 매별 지, ,

시료 다.

여 시료 량 주 여 냉동 보 다(-80 ) .℃

지3)

가 지)

탄 식염 식 공, , , , fructose, glucose, sucrose (2011)

지 단 질 다, chlorofom-methanol , kjeldahl .

포 지 다AOAC Official method(963.22) .

나 지 결과)

연 지 결과(1)

간에 연 지 다 과 같다(Table 1).

시료 특징

A
동 매 얼에 통 지60

개월 시킨, 1 지 개월 신< 1 >

B
동 매 얼에 통 지60

시킨, 1 지<1 >

C
동 매 얼에 통 지60

시킨, 2 지<2 >

D 비 지1
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연 지 결과Table 1.

결과

단 시험
A B C D

90.3 91.1 91.3 88.8 g/100g 식 공 상 가열건(2001)

지 0.3 0.3 0.3 0.3 g/100g Chloroform-methanol

단 질 1.7 1.9 2.0 2.0 g/100g Kjeldahl

2.3 2.3 2.1 2.9 g/100g 식 공 시험(2001)

탄 5.4 4.4 4.3 6.0 g/100g 식 공 계산(2001)

식염 1.9 1.7 1.6 2.3 g/100g 식 공 식염시험(2001)

Fructose 0.4 0.2 0.0 0.0 g/100g 식 공 당질시험(2001)

Glucose 1.1 0.2 0.1 0.1 g/100g 식 공 당질시험(2001)

Sucrose 0.1 0.0 0.0 0.0 g/100g 식 공 당질시험(2001)

포 지 0.1 0.1 0.1 0.1 g/100g AOAC Ofiicial Method 963.22

EPA 7.6 - - 0.5 mg/100g 식 공 지 산시험(2001)

DHA 12.2 - - 1.0 mg/100g 식 공 지 산시험(2001)

신 지 지 지 비 지A : , B : 1 , C: 2 , D :

- 21 -

연 지 결과 지Table 2. ( , )

김치 신선묵은지 김치 년 묵은지 김치 년 묵은지 김치 비교용 묵은지A: , B: 1 , C: 2 , D:

연 지 량 간 신 달 지( 1 < 1

지 지 지에 가 다< 2 ) , 2 1% .

지 량 경우 간에 상 없 지 다0.3g/100g .

지 시료들 지 에 재료 량

다.
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연 지 결과 단 질Table 3. ( , )

단 질 량에 어 역시 간 어질 1.7g/100g 1.9g/100g→ →

다 간 에 미생 식과 사 복 어2.0g/100g . ,

재료들 단 질 생 단 질들과 것 생각

다.

경우 지에 감 상 지에 포 산2 2

량과 산 생 미생 들과 계가 것 생각 다.

- 23 -

연 지 결과 탄 식염Table 4. ( , )

탄 량도 간 지 지2 ( C;4.3g/100g) 1

에 신 지 에 비 여 감 었다( B;4.4g/100g) ( A;5.4g/100g) .

같 탄 량감 미생 미 산 산과 같,

산 생 과 것 생각 다.

염 도 역시 간 지에 지 낮 다2 1.6% .

비 지 탄 량 과 염 도 가 상 매우( D) (6.0%) (2.3%)

다.
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연 지 결과 과당 탕 포도당Table 5. ( , , )

탄 당 탕 간 짧 신 지에 만2 (Sucrose)

량 탐지 었고 지 지 에0.1g/100g , 1 ( B) 2 ( C)

탐지 지 다 상. , 1 지 지Validation 나

재 천 것 다 냐 탕 과Sucrose . ,

에 재료 나 다.

특 탕 포도당 과당 차 포도당과 과당( + ) ,

도 포도당 량 변 간에 연 감 지만

간 내내 탐지 나타났다 포도당 량 역시. (0.2~0.1g/100g) 지

지Validation 다고 생각 다.

과당 역시 간 지들에 감 었다.
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연 지 결과 포 지Table 6. ( )

포 지 시료 량 보 간에 상 없0.1g/100g

다.

연 지 결과Table 7. (EPA, DHA)

포 지 산 량 매 얼에- EPA, DHA

신 지 지 시료 에 비 지 에 비 여A( ), C(2 ) D( )

매우 게 나타났다8 ~ 15 .
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연 지 결과 과당 탕 포도당Table 5. ( , , )
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미생 미생 생리 동 연4) ,

가 지 미생 집 개체 균체 사)

지 미생 집 개체 균체(1)

균((Nutrient Agar medium 균Difco Co.), (Actinomycete Isolation

도 나Agar medium Difco Co.), (Pseudomonas Isolation Agar medium

산균 곰Difco Co.), (Lactobacilli MRS Agar medium Difco Co), (Potato

등 택 지 여 사 별 다Dextrose Agar medium Difco Co.) · .

지 미생 집 개체 균체 결과(2)

가 지 미생 집 개체 사 결과 과 같다( ) Table 8. .

매 얼에 거 여 신 지 지 지, 1 , 2

균 지 포(NA ) 8.23X107, 8.8X104, 1.57X105 나타났다CFU/g .

나 신 지에 비 여 지 지에 균 각( ) 1 , 2

각 폭 감 었다1/935, 1/524 .

다 산균 지 미생 집 역시 지에( ) (MRS ) 2 1.798X106 CFU/g

감 었다.

랫동 지에 신 지에 비 여 미생 균체( ) 2

감 었 나 특 만 사실 여러 가지 생리 보 미생 개체 들 균,

체 가 었다.

마 룰 균 지 단 질 균 지 균( ) , (CA ), (PA ),

지 집들 가 었 산염 가 균(AA ) , (Tri-Ca,

지 집들도 지 고 었다Tri-Mg ) .

또 신 지 지 지들 동결건 시킨 후 말( ) , , 1 , 2

시료들 상 미생 개체 사 재생 비 도

균 지 게 나타났다61% .
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사 동결건 식 동결건 지 말들에 균 생 복원( )

경우 들 여 재 고 매우 다.

동결건 지 말들 생균 등 재( ) ,

다 료 다.

지 미생 집 개체 균체 사 결과Table 8.

단( : 103 CFU/ml, 103 CFU/g )

NA MRS PIA Actino LA CA PA AA Tri-CaTri-Mg

신 지 82300 293300 203 34 0 348 303 71 8200 1019

지 1 88 368900 933 0 0 204 353 214 1073 381

지 2 157 1798 1727 1 0 382 962 360 1526 188

동결건 신 지 41100 46900 0 23 0 25 7 24 324 76

동결건 지 1 54 25353 0 0 0 20 48 38 337 96

동결건 지 2 74 126 86 0 0 76 100 88 125 19

타사 신 33500 93500 0 7 0 23 52 13 91000 1291

타사 지  26 27786 183 0 0 20 29 12 206 39

나 지 균 식 독균 검 여 사) ,

균 식 독균(Eosin Methylene Blue Agar medium Difco Co), (Salmonella

Shigella Agar medium Difco Co, TCBS, Listeria Enrichment Agar medium Difco

등 택 지 여 사 결Co, Mannitol Salt Agar medium Difco Co)

과 니 색 등 볼 균 식 독균 검 지 다, .
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다 지 미생 들 생리)

고체 지상 포 도(1)

고체 지에 포 도 다 질 첨가 지 여 paper

과 다 본 연 에 지 다 과 같다disk patching . .

가 지질( ) (lipolytic enzyme)

변 것 고체 지Sierra tween 80 (peptone 10g,

CaCl2 에 균주 고 에 간0.1g, Bacto-agar, Tween 80 10 / ) 25 3㎖ ℓ ℃

후 균체 주 에 결 체가 나타나 지 것,

다(Sierra, 1957).

나( ) (amylase)

가 지Soluble starch (starch 5g, peptone 10g, CaCl2 0.5g, MgCl2 5g,

MgSO4 2g, KCl 1g, FeSO4 에 간 후0.001g, Bacto-agar 20g/ ) 25 3ℓ ℃

균체에 첨가 여 균체 주 에 지 찰Gram s Iodine clear zone′

다.

다( ) (cellulolytic enzyme)

지Carboxymethylcelluose(CMC) (CMC 5g, MgSO4 2g, CaCl2 0.5g, KCl

1.0g, FeSO4 에 간 후0.001g, peptone 5g, Bacto-agar 20g/ ) 25 5ℓ ℃

균체에 처리 여 지 찰 다0.5% Congo-red clear zone .

단 질( ) (proteolytic enzyme)

첨가 지Gelatin ( gelatin 5g, beef extract 3g, peptone 5g, Bacto-agar

에 균체에 첨가 고 지에 미 결15g/ ) 1% tannic acidℓ

체 나타내 지 다.

마 실험( ) -Glucosidaseβ

가 지Aesculin(6,7-dihydroxycoumarin 6-glucoside) [Aesculin 3g,

- 29 -

Czapek soln. (NaNO3 40g, KCl 10g, MgSO47H2O 200 / ) 50 , 2% K㎎ ℓ ㎖․ 2HPO4 50

, 1% ZnSO㎖ 47H․ 2O 1 , 0.5% CuSO㎖ 4 5H2O 1 , ferric citrate 0.2g, Bacto-agar㎖․

에 간 후 균체 주 에 지 찰12g/ ] 25 5 Black zoneℓ ℃

다(Skerman, 1969).

실험( ) Ligninase

가 첨가 지Poly R-478 dye(Sigma) [KH2PO4 0.6g, MgSO4 7H․ 2O 0.5g,

K2HPO4 0.4g, (NH4)2 tartrate 0.22g, sorbose 4g, Poly R-478 0.2g, mineral

soln.(CaCl2 2H․ 2O 7.4g, ferric citrate 1.2g, ZnSO4 7H․ 2O 0.7g, MnSO4 5H․ 2O 0.5g,

CoCl2 6H․ 2 에O 0.1g, Thiamine HCl 10 / ) 10 , Bacto-agar 15g, pH 4.5] 2㎎ ℓ ㎖

간 후 균체 주 에 지 찰 다 과5 5 clear zone (Glenn℃

Gold, 1983).

사 산염( ), ( ) (Tri-Mg, Tri-Ca)

산염 첨가 지[Glucose 10g, MgSO4 7H․ 2O 0.2g, NaCl 1g, CaCl

22H․ 2O 0.2g NH4NO3 에 산염1.5g yeast extract 0.5g Bacto-agar 15g

또 첨가 에 간 후 균체 주 에(Tri-Mg 4g Tri-Ca) 4g / L] 25 5℃

지 찰 다clear zone

지 미생 들 생리 결과(2)

가 등 다 지 통 여 차 별 리 균주 상( ) NA, MRS 1 184

가지 생리 지 여 포 가 등8

사 다.

나 균주에 독특 생리 었다( ) 154 .

다 균주 생리 트럼 사 결과 다 과 같다( ) 184 .(Table 9.)

룰 단 질 과 같 여러(CA), (AA), (PA)

가지 강 균주들 등 들 들KA6, KA7 ,

Bacillus subtilis 동 었다.(Table 11.)

만 난 강 보 균주들(AA) KA15, KA18, KA19,
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만 난 강 보 균주들(AA) KA15, KA18, KA19,
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등 게도KA20, KA 21 Bacillus megaterium 동 었다.(Table 11.)

지에 재 포 근원cellulase, amylase, protease

Bacillus subtilis, Bacillus megaterium 심 것 생각 다.

지질 과 룰 그리고 염 가(LA) (CA) (Tri-Ca,

동시에 강 균주Mg) KA 118 Bacillus pumilus , KA 119 Bacillus

safensis 동 었다.

처럼 포 염 가 등 가지 생리 동시에8

비 본연 결과 지내 재 미생 들 생리 트럼

특 과 규 매우 다.

- 31 -

지 미생 들 생리 결과Table 9.

X : no growth, no activity

O : growth, weak activity

O(mm) : growth, strong activity

ex)

직경3(5) : · 3cm=30mm

니 끝 가 리 거리가( ~ 5mm)

Strains CA AA PA LA Tri-Mg Tri-Ca Lig -Gβ 원

1 KA1 O O O O
O

1.6(6)

O

0.9(2)
X X

신

지

/ NA

2 KA2 X O X X X X X X

3 KA3
O

3(5)

O

4(3)

O

3.4(10)
O O O X X

4 KA5 O O
O

2.2(8)
O O O X X

5 KA6
O

3.6(4)

O

4(5)

O

3.4(10)
O O O X X

6 KA7
O

3(14)

O

3(11)

O

4.4(12)
O

O

1(1)
O X X

7 KA8 X X X X X X X X

신

지

/ MRS

8 KA9 O O O X
O

1.6(4)

O

1.6(6)
X X

9 KA11-2 O O O X X X X X

10 KA13 O O O X
O

0.8(4)
X X O

11 KA15 O
O

3(10)
O O O O X O

신

지

/ Tri-Ca

12 KA18 O
O

3(6)
O O O O X X

13 KA19 O
O

2.8(8)
O O O O X X

14 KA20 O
O

3(10)
O O O O X O

15 KA21 O
O

3(10)
O O O O X X

16 KA22 O
O

3(9)
O O O O X O

신

지

/ Tri-Mg

17 KA23 X X X X X X X X

18 KA24 O
O

3(10)
O O O O X O

19 KA25 O O O O O O X X

20 KA26 O
O

3(8)
O O O O X O
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O O O O X X

13 KA19 O
O

2.8(8)
O O O O X X

14 KA20 O
O

3(10)
O O O O X O

15 KA21 O
O

3(10)
O O O O X X

16 KA22 O
O

3(9)
O O O O X O

신

지

/ Tri-Mg

17 KA23 X X X X X X X X

18 KA24 O
O

3(10)
O O O O X O

19 KA25 O O O O O O X X

20 KA26 O
O

3(8)
O O O O X O
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Strains CA AA PA LA Tri-Mg Tri-Ca Lig -Gβ 원

21 KA27 O
O

2.6(7)
O O O O O O

신

지

/ Tri-Mg

22 KA28-1 O O O X O X X X

23 KA28-2 O X O O O X X X

24 KA30
O

0.9(2)

O

3.4(13)
O O O X X X

25 KA32-2 O O O X O
O

1.2(3)
O O

26 KA33 O O O O O
O

0.9(2)
O O

27 KA34 O O O O O O O X

1

지

/ NA

28 KA35 O O O O O
O

1(3)
O X

29 KA36
O

2.4(9)

O

2.8(10)
O O O

O

1.2(1)
O X

30 KA37
O

1.8(7)
O O O O

O

0.8(1)
X X

31 KA38 O O O O
O

2(5)

O

0.8(1)
X X

32 KA39
O

2(7)
O O O

O

1.8(6)

O

0.8(1)
X X

33 KA40
O

2.7(10)

O

3.2(11)
O O

O

2.7(2)

O

1.2(1)
X X

34 KA41 O
O

3.4(13)
O O O

O

2.5(1)
X X

35 KA42
O

1.3(5)
O O O

O

2.2(5)

0

1(1)
X X

36 KA44 X X X X X X X X

1

지

/ MRS

37 KA46 X X X X X X X X

38 KA48 X X X X X X X X

39 KA49 X X X X X X X X 1

지

/Tri-Ca40 KA50
O

3.2(13)

O

3.2(10)
O O O

O

2.2(1)
O X
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Strains CA AA PA LA Tri-Mg Tri-Ca Lig -Gβ 원

41 KA51
O

3.2(12)

O

3.2(12)
O O O O O O

1

지

/ Tri-Ca

42 KA52
O

1.5(5)
O O O

O

2(5)
O O X

43 KA53
O

2.4(10)

O

2.4(9)
O O O O O X

44 KA54
O

3(12)
O O O O O O X

45 KA55
O

2.2(8)
O O O

O

2.4(5)
O O X

46 KA56
O

3.4(13)

O

3.5(11)
O O

O

3(5)
O O X

47 KA57
O

2.4(11)

O

2.6(10)
O O O O O X 지1

/ Tri-Mg

48 KA58 X O O X X X X X

2

지

/NA

49 KA59 X X X X X X X X

50 KA60
O

3.6(15)

O

3.3(11)
O O O O O X

51 KA61
O

1.8(8)

O

2.6(8)

O

3(10)
O O O O X

52 KA62 O O O O O O O X

53 KA63
O

2.3(8)

O

2.5(9)

O

4(12)
O O O X X

54 KA64 O
O

1(2)
O O

O

1(2)
X X X

55 KA66 X O X X X X X X

2

지

/ MRS

56 KA67 X X X X X X X X

57 KA68
O

3.3(13)

O

3.4(10)

O

4(18)
O O O O X

58 KA70 X O X X X X X X

59 KA71 X X X X X X X X

60 KA72 X X X O X X X X
지2

/ Tri-Ca



- 32 -

Strains CA AA PA LA Tri-Mg Tri-Ca Lig -Gβ 원

21 KA27 O
O

2.6(7)
O O O O O O

신

지

/ Tri-Mg

22 KA28-1 O O O X O X X X

23 KA28-2 O X O O O X X X

24 KA30
O

0.9(2)

O

3.4(13)
O O O X X X

25 KA32-2 O O O X O
O

1.2(3)
O O

26 KA33 O O O O O
O

0.9(2)
O O

27 KA34 O O O O O O O X

1

지

/ NA

28 KA35 O O O O O
O

1(3)
O X

29 KA36
O

2.4(9)

O

2.8(10)
O O O

O

1.2(1)
O X

30 KA37
O

1.8(7)
O O O O

O

0.8(1)
X X

31 KA38 O O O O
O

2(5)

O

0.8(1)
X X

32 KA39
O

2(7)
O O O

O

1.8(6)

O

0.8(1)
X X

33 KA40
O

2.7(10)

O

3.2(11)
O O

O

2.7(2)

O

1.2(1)
X X

34 KA41 O
O

3.4(13)
O O O

O

2.5(1)
X X

35 KA42
O

1.3(5)
O O O

O

2.2(5)

0

1(1)
X X

36 KA44 X X X X X X X X

1

지

/ MRS

37 KA46 X X X X X X X X

38 KA48 X X X X X X X X

39 KA49 X X X X X X X X 1

지

/Tri-Ca40 KA50
O

3.2(13)

O

3.2(10)
O O O

O

2.2(1)
O X
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Strains CA AA PA LA Tri-Mg Tri-Ca Lig -Gβ 원

41 KA51
O

3.2(12)

O

3.2(12)
O O O O O O

1

지

/ Tri-Ca

42 KA52
O

1.5(5)
O O O

O

2(5)
O O X

43 KA53
O

2.4(10)

O

2.4(9)
O O O O O X

44 KA54
O

3(12)
O O O O O O X

45 KA55
O

2.2(8)
O O O

O

2.4(5)
O O X

46 KA56
O

3.4(13)

O

3.5(11)
O O

O

3(5)
O O X

47 KA57
O

2.4(11)

O

2.6(10)
O O O O O X 지1

/ Tri-Mg

48 KA58 X O O X X X X X

2

지

/NA

49 KA59 X X X X X X X X

50 KA60
O

3.6(15)

O

3.3(11)
O O O O O X

51 KA61
O

1.8(8)

O

2.6(8)

O

3(10)
O O O O X

52 KA62 O O O O O O O X

53 KA63
O

2.3(8)

O

2.5(9)

O

4(12)
O O O X X

54 KA64 O
O

1(2)
O O

O

1(2)
X X X

55 KA66 X O X X X X X X

2

지

/ MRS

56 KA67 X X X X X X X X

57 KA68
O

3.3(13)

O

3.4(10)

O

4(18)
O O O O X

58 KA70 X O X X X X X X

59 KA71 X X X X X X X X

60 KA72 X X X O X X X X
지2

/ Tri-Ca
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Strains CA AA PA LA Tri-Mg Tri-Ca Lig -Gβ 원

61 KA73 X X X X X X X X

2

지

/ Tri-Ca

62 KA74
O

3.2(12)

O

3(12)
O O O O X X

63 KA75
O

2.4(8)
O

0

3.6(13)
O O O X X

64 KA76
O

3.6(13)

O

3(11)

O

4(11)
O O O O X

65 KA77
O

3.4(13)

O

3(11)

O

3.8(7)
O O O X X

66 KA78
O

3.5(13)
O

O

4.4(15)
O O X X X

67 KA79 O
O

2.3(1)

O

4(10)
O O X X X

동결건

신 지

말/NA

68 KA80 O O O O
O

1.3(3)
X X X

69 KA81 O O O O X X X X

70 KA82 O
O

3(10)
O O O O O X

71 KA83
O

3(11)

O

3.4(12)
O O O O X X

72 KA84 O O O O
O

1.4(6)
O O X

73 KA85
O

3(12)

O

3.4(8)
O O O O X X

74 KA86
O

3.3(13)

O

3.5(3)

O

5(18)
0 0 0 0 X

75 KA87
O

1.3(4)
O O O

O

1.3(2)
O X X

76 KA88
O

2(8)
X X X X X X X

77 KA89 O O O O
O

1.7(7)

O

1(1)
X X

동결건

신 지

말/MRS

78 KA91 O O O O
O

3(13)

O

1.2(2)
X X

79 KA94 O O O O
O

1.5(5)

O

0.8(1)
O X

80 KA97
O

1(3)
O O O X

O

0.8(2)
O O

동결건 신

지/Tri-Ca

- 35 -

Strains CA AA PA LA Tri-Mg Tri-Ca Lig -Gβ 원

81 KA98
O

2.6(8)

O

3(12)
O O O O O X

동결건

신 지

말/Tri-Ca

82 KA99
O

2.4(10)

O

3.2(13)
O O O O O X

83 KA100
O

3(12)

O

4(10)
O O O O O O

84 KA101
O

3(12)

O

3.4(12)
O O O O O X

85 KA102
O

3.2(12)

O

3.2(12)
O O O O O O

86 KA103
O

2(6)

0

3.4(8)
O O O O O O

87 KA105
O

2.6(11)

O

2.8(10)
O O O O O O

동결건

신 지

말/Tri-Mg

88 KA107
O

3.2(3)

O

3.2(1)
O O O O O X

89 KA108
O

3.8(14)

O

3.4(12)
O O O O O O

90 KA109
O

1.8(6)
O O O O O O X

91 KA110
O

2.6(11)

O

3.2(13)
O O O O X X

92 KA111 X X X X X X X X

93 KA112
O

3(11)

O

3(12)
O O O O O X

동결건

지1

말/NA

94 KA113
O

3.2(13)

O

3.2(12)
O O O O X X

95 KA114
O

2.4(8)
O O

O

1.4(1)

O

1.7(2)
O O X

96 KA115
O

1.8(7)

O

3(10)
O O O

O

1.6(1)
O X

97 KA116
O

3(12)

O

3.4(14)
O O O

O

1.4(1)
X X

98 KA117
O

2.3(8)
O O O

O

1.7(2)

0

1.1(1)
X X

99 KA118
O

2.2(9)
O O

O

1.2(1)

O

1.2(1)

O

1.1(1)
X X

100 KA119
O

1.8(6)
O O

O

1.2(1)

0

1.3(1)

O

1.1(1)
X X
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Strains CA AA PA LA Tri-Mg Tri-Ca Lig -Gβ 원

61 KA73 X X X X X X X X

2

지

/ Tri-Ca

62 KA74
O

3.2(12)

O

3(12)
O O O O X X

63 KA75
O

2.4(8)
O

0

3.6(13)
O O O X X

64 KA76
O

3.6(13)

O

3(11)

O

4(11)
O O O O X

65 KA77
O

3.4(13)

O

3(11)

O

3.8(7)
O O O X X

66 KA78
O

3.5(13)
O

O

4.4(15)
O O X X X

67 KA79 O
O

2.3(1)

O

4(10)
O O X X X

동결건

신 지

말/NA

68 KA80 O O O O
O

1.3(3)
X X X

69 KA81 O O O O X X X X

70 KA82 O
O

3(10)
O O O O O X

71 KA83
O

3(11)

O

3.4(12)
O O O O X X

72 KA84 O O O O
O

1.4(6)
O O X

73 KA85
O

3(12)

O

3.4(8)
O O O O X X

74 KA86
O

3.3(13)

O

3.5(3)

O

5(18)
0 0 0 0 X

75 KA87
O

1.3(4)
O O O

O

1.3(2)
O X X

76 KA88
O

2(8)
X X X X X X X

77 KA89 O O O O
O

1.7(7)

O

1(1)
X X

동결건

신 지

말/MRS

78 KA91 O O O O
O

3(13)

O

1.2(2)
X X

79 KA94 O O O O
O

1.5(5)

O

0.8(1)
O X

80 KA97
O

1(3)
O O O X

O

0.8(2)
O O

동결건 신

지/Tri-Ca
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Strains CA AA PA LA Tri-Mg Tri-Ca Lig -Gβ 원

81 KA98
O

2.6(8)

O

3(12)
O O O O O X

동결건

신 지

말/Tri-Ca

82 KA99
O

2.4(10)

O

3.2(13)
O O O O O X

83 KA100
O

3(12)

O

4(10)
O O O O O O

84 KA101
O

3(12)

O

3.4(12)
O O O O O X

85 KA102
O

3.2(12)

O

3.2(12)
O O O O O O

86 KA103
O

2(6)

0

3.4(8)
O O O O O O

87 KA105
O

2.6(11)

O

2.8(10)
O O O O O O

동결건

신 지

말/Tri-Mg

88 KA107
O

3.2(3)

O

3.2(1)
O O O O O X

89 KA108
O

3.8(14)

O

3.4(12)
O O O O O O

90 KA109
O

1.8(6)
O O O O O O X

91 KA110
O

2.6(11)

O

3.2(13)
O O O O X X

92 KA111 X X X X X X X X

93 KA112
O

3(11)

O

3(12)
O O O O O X

동결건

지1

말/NA

94 KA113
O

3.2(13)

O

3.2(12)
O O O O X X

95 KA114
O

2.4(8)
O O

O

1.4(1)

O

1.7(2)
O O X

96 KA115
O

1.8(7)

O

3(10)
O O O

O

1.6(1)
O X

97 KA116
O

3(12)

O

3.4(14)
O O O

O

1.4(1)
X X

98 KA117
O

2.3(8)
O O O

O

1.7(2)

0

1.1(1)
X X

99 KA118
O

2.2(9)
O O

O

1.2(1)

O

1.2(1)

O

1.1(1)
X X

100 KA119
O

1.8(6)
O O

O

1.2(1)

0

1.3(1)

O

1.1(1)
X X
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Strains CA AA PA LA Tri-Mg Tri-Ca Lig -Gβ 원

101 KA121
O

1.5(5)
O O X

O

2(5)

O

0.8(1)
X X 동결건

지1

말/NA102 KA122 O O O X
O

2.2(6)

O

0.8(1)
X X

103 KA130
O

1.4(4)
O O X

O

1.8(3)

0

0.8(1)
X X

동결건

지1

말/Tri-Ca

104 KA131
O

1.3(4)
O O X

O

1.5(3)

O

0.8(1)
X X

105 KA132
O

2.2(9)
O O X

O

2.2(6)

O

0.8(1)
X X

106 KA133
O

2.4(8)

O

2.6(9)
O X O O X X

107 KA134
O

3(11)

O

3(11)
O X O

O

1.4(1)
X X

108 KA135
O

3(10)

O

3.4(13)
O X

O

1(3)
O X X

109 KA136
O

3(12)

0

3.2(10)
O X O O X X

110 KA137
O

4.2(18)

O

3(8)
O X O O X X

111 KA138
O

3(11)

O

4(15)
O X O O O X

112 KA139
O

1.8(7)
O O X

O

1.8(5)
O O X

113 KA140
O

3(12)

O

3.4(12)
O X O O O O

114 KA141
O

3.4(12)

O

2.4(10)
O X O

O

1.1(1)
O X

115 KA142
O

3.2(13)

O

3(10)
O X O O X X

116 KA143 O
O

3(11)
O X O O X X

117 KA144
O

3(10)

O

3(10)
O X O O X X

118 KA145
O

4(14)

O

2.8(10)
O X O O X X

동결건

지2

말/NA

119 KA146
O

3(13)

O

3(10)
O X O O X X

120 KA147 O
O

4(10)
O X

O

2(3)
O O O

- 37 -

Strains CA AA PA LA Tri-Mg Tri-Ca Lig -Gβ 원

121 KA148
O

2.3(7)

O

2.6(8)
O O O O X X

동결건

지2

말/NA

122 KA149
O

2(3)

O

3.2(1)
O O O O X X

123 KA151
O

3(12)

O

3(8)
O O O O X X

124 KA152
O

2(7)

O

3(10)
O O O O X X

125 KA153
O

2(7)

O

2.6(10)
O O O O X X

동결건

지2

말/MRS

126 KA155
O

2.3(8)

O

2.4(7)
O O O O X X

127 KA156 O
O

4(13)
O O

O

1.1(1)
O X O

128 KA157
O

3.2(12)

O

2(5)
O O O O X X

129 KA158 O
O

2.6(7)
O O O O X X

130 KA159
O

2.8(10)

O

2.5(5)
O O O O X X

131 KA160
O

2.2(7)

O

2.6(9)
O O O O X X

132 KA161
O

3(12)

O

3(13)
O O O O X X

133 KA162
O

2.4(9)
O O O

O

1.3(3)
O X X

134 KA163
O

3.2(10)

O

3.2(10)
O O O O X X

135 KA165
O

2.6(4)

O

3(1)
O O O O X X

동결건

지2

말/Tri-Ca

136 KA166
O

2.6(10)

O

2.8(10)
O O O O X X

137 KA167
O

3(12)

O

3(10)
O O

O

2(6)
O X X

138 KA168
O

3.8(14)

O

3.2(12)
O O O O X X

139 KA169
O

3(10)

O

3(10)
O O O O X X

140 KA170
O

3(10)

O

3(10)
O O O O X X
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Strains CA AA PA LA Tri-Mg Tri-Ca Lig -Gβ 원

101 KA121
O

1.5(5)
O O X

O

2(5)

O

0.8(1)
X X 동결건

지1

말/NA102 KA122 O O O X
O

2.2(6)

O

0.8(1)
X X

103 KA130
O

1.4(4)
O O X

O

1.8(3)

0

0.8(1)
X X

동결건

지1

말/Tri-Ca

104 KA131
O

1.3(4)
O O X

O

1.5(3)

O

0.8(1)
X X

105 KA132
O

2.2(9)
O O X

O

2.2(6)

O

0.8(1)
X X

106 KA133
O

2.4(8)

O

2.6(9)
O X O O X X

107 KA134
O

3(11)

O

3(11)
O X O

O

1.4(1)
X X

108 KA135
O

3(10)

O

3.4(13)
O X

O

1(3)
O X X

109 KA136
O

3(12)

0

3.2(10)
O X O O X X

110 KA137
O

4.2(18)

O

3(8)
O X O O X X

111 KA138
O

3(11)

O

4(15)
O X O O O X

112 KA139
O

1.8(7)
O O X

O

1.8(5)
O O X

113 KA140
O

3(12)

O

3.4(12)
O X O O O O

114 KA141
O

3.4(12)

O

2.4(10)
O X O

O

1.1(1)
O X

115 KA142
O

3.2(13)

O

3(10)
O X O O X X

116 KA143 O
O

3(11)
O X O O X X

117 KA144
O

3(10)

O

3(10)
O X O O X X

118 KA145
O

4(14)

O

2.8(10)
O X O O X X

동결건

지2

말/NA

119 KA146
O

3(13)

O

3(10)
O X O O X X

120 KA147 O
O

4(10)
O X

O

2(3)
O O O
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121 KA148
O

2.3(7)

O

2.6(8)
O O O O X X

동결건

지2

말/NA

122 KA149
O

2(3)

O

3.2(1)
O O O O X X

123 KA151
O

3(12)

O

3(8)
O O O O X X

124 KA152
O

2(7)

O

3(10)
O O O O X X

125 KA153
O

2(7)

O

2.6(10)
O O O O X X

동결건

지2

말/MRS

126 KA155
O

2.3(8)

O

2.4(7)
O O O O X X

127 KA156 O
O

4(13)
O O

O

1.1(1)
O X O

128 KA157
O

3.2(12)

O

2(5)
O O O O X X

129 KA158 O
O

2.6(7)
O O O O X X

130 KA159
O

2.8(10)

O

2.5(5)
O O O O X X

131 KA160
O

2.2(7)

O

2.6(9)
O O O O X X

132 KA161
O

3(12)

O

3(13)
O O O O X X

133 KA162
O

2.4(9)
O O O

O

1.3(3)
O X X

134 KA163
O

3.2(10)

O

3.2(10)
O O O O X X

135 KA165
O

2.6(4)

O

3(1)
O O O O X X

동결건

지2

말/Tri-Ca

136 KA166
O

2.6(10)

O

2.8(10)
O O O O X X

137 KA167
O

3(12)

O

3(10)
O O

O

2(6)
O X X

138 KA168
O

3.8(14)

O

3.2(12)
O O O O X X

139 KA169
O

3(10)

O

3(10)
O O O O X X

140 KA170
O

3(10)

O

3(10)
O O O O X X
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141 KA171
O

3(11)

O

2.6(14)
O O O O X X

동결건

지2

말/Tri-Ca

142 KA172
O

3(11)

O

3(10)
O O O O X X

143 KA173
O

3(13)

O

2.6(10)
O O O O X X

144 KA174
O

3.8(13)

O

3(8)
O O O O X X

145 KA175
O

3(10)

O

2.6(9)
O O O O O X

146 KA176
O

2.5(11)

O

2.4(9)
O O O O X X

147 KA177
O

2.3(8)

O

2.2(8)
O O O O O X

148 KA179 O
O

2.2(8)
O O O O X X

149 KA180
O

2(5)

O

2.6(6)
O O O O O X

비

신

/NA

150 KA181
O

2.9(11)

O

2.2(8)
O O O O O X

151 KA182
O

3.8(15)

O

3(10)
O O O O O X

152 KA183
O

3(9)

0

3.2(6)
O O O O O X

153 KA184
O

3.8(15)

O

3.2(13)
O O O O X O

154 KA185
O

3(12)

O

3(11)
O O

O

1.8(4)
O O O

155 KA186
O

3(8)

O

2(5)
O

O

1.8(5)
O O O O

156 KA187 X O X X X X X O

157 KA188 O O O O
O

3.5(13)

O

1.2(2)
O O

비

신

/MRS

158 KA189 O O O O X X O O

159 KA190 O O O O O
O

1.8(6)
O O

160 KA191
-1 O O O O O

O

1.8(7)
O O
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161
KA191
-2

O O O O
O

3.4(15)

O

1.4(5)
O O

비 신

MRS

162 KA194
O

2.4(11)

O

3.1(11)
O O

O

3.4(15)
O O O 비 신

/Tri-Ca163 KA195 O O O O O
O

1.1(3)
X X

164 KA196
O

3(12)

O

3(12)
O O O O X X

비

지

/NA

165 KA197
O

2(6)

O

2.6(10)
O O O O X X

166 KA198
O

1.3(4)
O O O O O X X

167 KA199
O

2(6)
O O O O O X X

168 KA200
O

3(9)

O

2.6(8)
O O O O X X

169 KA201
O

2.5(10)

O

2.8(100
O O O O X X

170 KA202 O O O O O X X X

171 KA203
O

3.1(10)

O

3(8)
O O O O O O

172 KA204
O

2.2(8)
O O O O O X X

173 KA209 X X X X X X X X
비 지

/MRS

174 KA210 X X X X X X X X

비

지

/Tri-Ca

175 KA215
O

3(12)

O

3.2(10)
O O O O O X

176 KA216
O

3.2(13)

O

3.4(12)
O O O O O O

177 KA217
O

1.2(2)
O O O O

O

1.3(1)
X X

178 KA218
O

2.8(11)

O

3(10)
O O O O O X

179 KA219
O

2.6(10)

O

3(11)
O O O O O O

180 KA220
O

3(11)

O

3.2(12)
O O O O O X

181 KA221
O

3(12)

O

3.2(10)

O

5.4(20)
O O O X X

182 KA222
O

1.8(1)

O

1.8(1)
O O O O X X

비

지

/Tri-Mg

183 KA224
O

1(3)
O

O

4(10)
O

O

2.2(4)

O

1.2(1)
X X

184 KA225 X X O X X X X X
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룰 결과 사진Fig 2. (CA)

결과 사진Fig 3. (AA)
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단 질 결과 사진Fig 4. (PA)

지질 결과 사진Fig 5. (LA)
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리그닌 사진Fig 6. (Lig)

결과 사진Fig 7. -G ( -G )β β
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마그 산 가 결과 사진Fig 8. (Tri-Mg)

산 가 결과 사진Fig 9. (Tri-Ca)
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지 신 미생 동)

지 신 미생 동(1)

지 생리 지 등에 우 생리 보MRS, PES

미생 들 별 여 과 등 동16S rDNA API kit .

가( ) Primer

지 생리 지 등에 우 생리 보MRS, PES

미생 들 여 다16S rDNA PCR primer (Table 10).

Name Phenotype

Plasmids

pBluescript Ⅱ pBluescript SK(+/-) phagemid, AmpⅡ r, lacz gene, MCS Stratagen

E. coli

DH5α
F- 80dΦ lacZ (△ lacZYA-argF)U160 endA1 recA1
hsdR17(rk-mk+) deoR thi-1 supE44 -λ gyrA96 relA1

Primer
16s 63F 5'-CCCAAGCTTAACTGCAGCAGGCCTAACACATGCAAGTC-3'
16s 1406R 5'-CGGAATTCGGGATCCACGGWGTRCAAG-3'

Table 10. The bacterial strains and plasmids used in this study

나( ) Genomic DNA

리 미생 에 균주 여 에 시간동NB broth 5 37 12 16㎖ ℃ ～

후 에 균주 다시 여 시간동, NB broth 50 12 16㎖ ～

다 에 동 원심 리 후 상등 리고. 4 13,000rpm 10min℃

포 얻었다 얻어진 포에. TE buffer 567 , 10% SDS 30 , proteinase K(20 /㎕ ㎕ ㎎

첨가 후 여 균질 고 에 시간동) 3 vortexing , 37 1 incubation㎖ ㎕ ℃

다 첨가 후 균질 고 첨가 후. 5M NaCl 100 CTAB/NaCl solution 80㎕ ㎕

v 여 에 동 시 다 에ortexing 65 10min . chloroform:isoamyl-alcohol℃

동량 첨가 고 후 동 원심 리 여 상등 새 에(24:1) vortexing , 5min tube

겼다 상등 에 동량 첨가 고. phenol:chloroform:isoamyl alcohol(25:24:1)

다 간 원심 리 여 상등 새 에 겼다 얻어진 상등vortexing 10min tube .

에 첨가 후 천천 여 가0.6 isopropanol inverting genomic DNA

게 다 색 가닥 보 리 건 내어. genomic DNA ,

에탄 첨가 후 동 원심 리 여 상등70% 1 4 , 13,000rpm 10min㎖ ℃

리고 건 다 가 첨가 균 탁 후 에 간. RNase 37 30min℃
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여 거 후 에 보 다RNA -20 .℃

다 에 폭( ) PCR

균주에 사 고 폭genomic DNA template DNA , PCR

Gene CycleTM 사 여 다(BIO-RAD Co.) . PCR

각각 첨가 균primer(10pmol) 3 , template DNA(10ng Genomic DNA) 5 ,㎕ ㎕

에 첨가 여 후39 PCR Mixer (Bioneer Co. Korea) mineral oil㎕

첨가 다 건 간 동. PCR 94 4min denaturation 1cycle, 94 1min℃ ℃

간 간 과denaturation, 60 1min annealing 72 1min 30sec elongation℃ ℃

시 후 에 동 다 폭30cycle , 72 10min final extension . DNA℃

동 여 다0.8% agarose gel .

( ) Competent cell

E. coli 평 지에 도말 후 에 시간 동strain DH5 TYE 37 12 16α ℃ ～

여 얻었다single colony . Single colony 5ml SOB(2% tryptone, 0.5%

에 고yeast extract, 0.058% NaCl, 0.019% KCl, pH 7.0) 1/100 A600

값 지 시간 다 에 원심 리0.4 0.6 ( 3 ) . 4～ ℃

후 첨가 여 척 다 게(4,000 rpm, 10 ) 10% glycerol 3 .

각각 주 여 에 보 여competent cell 80 electroporation -70㎕ ℃

사 다. EcoR enzyme digestionⅠ pBluescript KS vectorⅡ

것과self-ligation p 각각 에Bluescript vector 1 competent cellⅡ ㎕

여 격 질electroporator(BioRad) (transformation)

여 고체 지에 질 다TYE-Amp .

마( ) Cloning

폭DNA cloning PCR product 16S DNA Bam 과HⅠ HindⅢ

고double digestion p 도Bluescript KS vectorⅡ Bam 과HⅠ Hind digestionⅢ

다 단 산 과 여. PCR cloning vector T4 ligase(Elpis co.)

에 시간 실 다 간ligation 16 2 . Ligation 20-30 drop dialysis℃

실 여 거 후 에salt , cuvette E. coli 어DH5 ligation sample 30α

간 에 후 실시 다ice eletroporation . SOC 1 (SOB 980 . 2M Mg㎖ ㎕ 2+

에 겨 담 후10 , 40% glucose 10 ) cuvette sample 37 shaking㎕ ㎕ ℃

에 시간 동 다 도말incubator 1 2 . 80 X-gal (20mg/DMF 1 )～ ㎕ ㎖

고체 지에 에 재 체 도말 여 에 시간 동TYE Amp SOC 37 16℃

여 통 별 산 내 삽, Blue-White screen colony PCR vector

여 고 리 다 리plasmid . plasmid Bam 과HⅠ
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에 시간 동 다 도말incubator 1 2 . 80 X-gal (20mg/DMF 1 )～ ㎕ ㎖

고체 지에 에 재 체 도말 여 에 시간 동TYE Amp SOC 37 16℃

여 통 별 산 내 삽, Blue-White screen colony PCR vector

여 고 리 다 리plasmid . plasmid Bam 과HⅠ
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Sal ,Ⅰ Eco 과RⅠ Sal 가 여 에 시간 동 다37 2 digestion 0.8% agaroseⅠ ℃

에 다gel insert DNA .

리( ) Plasmid DNA sequencing

생 가 첨가 지 에 별 균주 여 에(Amp) TYE broth 5 37㎖ ℃

시간동 후 에 간 원심 리 여 얻었다12 16 , 4 , 12,000rpm 5 cell .～ ℃

얻어진 에cell 100 solution (0.9% glucose, 10mM EDTA, 25mM Tris-HCl㎕ Ⅰ

고 여 균질 후pH 8.0, 4 / ) , 200 solution (0.2N NaOH, 1%㎎ ㎖ ㎕ Ⅱ

어 시 얼 에 동 시 다 경과 지 도 주SDS) 5 . 10

150 solution (5M potassium acetate 60 , glacial acetic acid 11.5 ,㎕ Ⅲ ㎖ ㎖

dH2 첨가 후 동 얼 에 시킨 후 에 동 원O 28.5 ) , 10 4 10㎖ ℃

심 리 여 얻 상등 새 에 고 동량tube phenol: chloroform:

처리 여 탁 시킨 다 동 상 에 원심 리isoamylalcohol(25:24:1) 5

다 얻어진 상등 새 에 후 에탄 첨가 여. tube 100% (-20 ) 1 salt℃ ㎖

거 고 에 동 원심 리 여 상등 린다 어 에탄4 5 . 70% (-2℃

첨가 여 시킨 후 에 동 원심 리 여 상등 리고0 ) 1 4 5℃ ㎖ ℃

건 시킨 다 균 고 여 에 보RNase (10 / ) RNA -20㎎ ㎖ ℃

다 염 열 리 시 사. plasmid DNA Promega　

사 다 염 열 결 진 에 뢰 여 실험plasmid purification kit .

고 상동 에 사 여 실시 다, NCBI BLAST research program .

지 신 미생 동 결과(2)

지 시료에 리 별 개 균주 개 균주 염 열· 184 170 16S rDNA

결 었다(Table 11).

시료별 간 다 신 달 지 지 지 비( 1 , 1 , 2 ,

지 동결건 지 말 등 리동 므 균주가 리 시료 원과) ,

연계 특 개 균주들 생리 트럼과 연계 볼, 184

지 시료들 미생 특 과 근원등 었다.
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통 미생 동 결과Table 11. 16S DNA

Strains Scientific Name 원

1 KA 1 Enterococcus faecalis

신
지

/NA

2 KA 2 Bacillus subtilis
3 KA 3 Escherichia coli
4 KA 5 Lactobacillus plantarum
5 KA 6 Bacillus subtilis
6 KA 7 Bacillus subtilis
7 KA 8 Lactobacillus sakei

신
지

/MRS

8 KA 9 Lactobacillus paraplantarum
9 KA 11-2 Lactobacillus sakei strain
10 KA 13 Escherichia coli
11 KA 15 Bacillus megaterium

신
지

/Tri-Ca

12 KA 18 Bacillus megaterium
13 KA 19 Bacillus megaterium
14 KA 20 Bacillus megaterium
15 KA 21 Bacillus megaterium
16 KA 22 Enhydrobacter aerosaccus

신
지

/Tri-Mg

17 KA 24 Bacillus megaterium
18 KA 25 Staphylococcus sps.
19 KA 26 Bacillus megaterium
20 KA 27 Bacillus flexus
21 KA 28-2 Bacillus asahii
22 KA 30 Escherichia coli
23 KA 32-2 Leuconostoc mesenteroides
24 KA 33 Leuconostoc mesenteroides
25 KA 34 Staphylococcus sps.

지
1
/NA

26 KA 35 Lactobacillus casei
27 KA 36 Bacillus tequilensis
28 KA 37 Bacillus pumilus
29 KA 38 Bacillus subtilis
30 KA 39 Bacillus pumilus
31 KA 40 Bacillus subtilis
32 KA 41 Bacillus subtilis
33 KA 42 Escherichia coli
34 KA 44 Lactobacillus malefermentans 지1 /MRS

35 KA 50 Bacillus subtilis

지1
/Tri-Ca

36 KA 51 Bacillus subtilis
37 KA 52 Bacillus pumilus
38 KS 53 Bacillus subtilis
39 KA 54 Bacillus subtilis
40 KA 55 Escherichia coli



- 46 -

Sal ,Ⅰ Eco 과RⅠ Sal 가 여 에 시간 동 다37 2 digestion 0.8% agaroseⅠ ℃

에 다gel insert DNA .

리( ) Plasmid DNA sequencing

생 가 첨가 지 에 별 균주 여 에(Amp) TYE broth 5 37㎖ ℃

시간동 후 에 간 원심 리 여 얻었다12 16 , 4 , 12,000rpm 5 cell .～ ℃

얻어진 에cell 100 solution (0.9% glucose, 10mM EDTA, 25mM Tris-HCl㎕ Ⅰ

고 여 균질 후pH 8.0, 4 / ) , 200 solution (0.2N NaOH, 1%㎎ ㎖ ㎕ Ⅱ

어 시 얼 에 동 시 다 경과 지 도 주SDS) 5 . 10

150 solution (5M potassium acetate 60 , glacial acetic acid 11.5 ,㎕ Ⅲ ㎖ ㎖

dH2 첨가 후 동 얼 에 시킨 후 에 동 원O 28.5 ) , 10 4 10㎖ ℃

심 리 여 얻 상등 새 에 고 동량tube phenol: chloroform:

처리 여 탁 시킨 다 동 상 에 원심 리isoamylalcohol(25:24:1) 5

다 얻어진 상등 새 에 후 에탄 첨가 여. tube 100% (-20 ) 1 salt℃ ㎖

거 고 에 동 원심 리 여 상등 린다 어 에탄4 5 . 70% (-2℃

첨가 여 시킨 후 에 동 원심 리 여 상등 리고0 ) 1 4 5℃ ㎖ ℃

건 시킨 다 균 고 여 에 보RNase (10 / ) RNA -20㎎ ㎖ ℃

다 염 열 리 시 사. plasmid DNA Promega　

사 다 염 열 결 진 에 뢰 여 실험plasmid purification kit .

고 상동 에 사 여 실시 다, NCBI BLAST research program .

지 신 미생 동 결과(2)

지 시료에 리 별 개 균주 개 균주 염 열· 184 170 16S rDNA

결 었다(Table 11).

시료별 간 다 신 달 지 지 지 비( 1 , 1 , 2 ,

지 동결건 지 말 등 리동 므 균주가 리 시료 원과) ,

연계 특 개 균주들 생리 트럼과 연계 볼, 184

지 시료들 미생 특 과 근원등 었다.

- 47 -

통 미생 동 결과Table 11. 16S DNA

Strains Scientific Name 원
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신
지

/NA

2 KA 2 Bacillus subtilis
3 KA 3 Escherichia coli
4 KA 5 Lactobacillus plantarum
5 KA 6 Bacillus subtilis
6 KA 7 Bacillus subtilis
7 KA 8 Lactobacillus sakei

신
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신
지

/Tri-Ca

12 KA 18 Bacillus megaterium
13 KA 19 Bacillus megaterium
14 KA 20 Bacillus megaterium
15 KA 21 Bacillus megaterium
16 KA 22 Enhydrobacter aerosaccus

신
지

/Tri-Mg
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21 KA 28-2 Bacillus asahii
22 KA 30 Escherichia coli
23 KA 32-2 Leuconostoc mesenteroides
24 KA 33 Leuconostoc mesenteroides
25 KA 34 Staphylococcus sps.

지
1
/NA

26 KA 35 Lactobacillus casei
27 KA 36 Bacillus tequilensis
28 KA 37 Bacillus pumilus
29 KA 38 Bacillus subtilis
30 KA 39 Bacillus pumilus
31 KA 40 Bacillus subtilis
32 KA 41 Bacillus subtilis
33 KA 42 Escherichia coli
34 KA 44 Lactobacillus malefermentans 지1 /MRS

35 KA 50 Bacillus subtilis

지1
/Tri-Ca

36 KA 51 Bacillus subtilis
37 KA 52 Bacillus pumilus
38 KS 53 Bacillus subtilis
39 KA 54 Bacillus subtilis
40 KA 55 Escherichia coli
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Strains Scientific Name 원

41 KA 56 Bacillus sp. 지1 /Tri-Ca

42 KA 57 Bacillus sp. 지1 /Tri-Mg

43 KA 60 Bacillus subtilis

지2
/NA

44 KA 62 Bacillus subtilis
45 KA 63 Bacillus sp.
46 KA 64 Paenibacillus sp.
47 KA 68 Bacillus subtilis

지2 /MRS
48 KA 71 Pediococcus inopinatus
49 KA 74 Bacillus subtilis

지2
/Tri-Ca

50 KA 75 Bacillus safensis
51 KA 76 Bacillus subtilis
52 KA 77 Bacillus subtilis
53 KA 78 Micrococcus luteus
54 KA 79 Bacillus licheniformis 지2 /Tri-Mg

55 KA 80 Staphylococcus

동결건
신 지
말/NA

56 KA 81 Enterococcus faecium
57 KA 82 Bacillus subtilis
58 KA 84 Enterococcus faecium
59 KA 85 Escherichia coli
60 KA 86 Bacillus licheniformis
61 KA 87 Bacillus pumilus
62 KA 88 Microbacterium oxydans
63 KA 89 Enterococcus lactis partial

동결건
신 지
말/MRS

64 KA 91 Leuconostoc mesenteroides
65 KA 94 Pediococcus pentosaceus
66 KA 98 Bacillus amyloliquefaciens

동결건
신 지
말/Tri-Ca

67 KA 97 Leuconostoc mesenteroides
68 KA 99 Bacillus amyloliquefaciens
69 KA 100 Bacillus subtilis
70 KA 101 Bacillus subtilis
71 KA 102 Bacillus subtilis
72 KA 103 Bacillus tequilensis
73 KA 105 Bacillus subtilis

동결건
신 지
말/Tri-Mg

74 KA 107 Bacillus licheniformis
75 KA 108 Bacillus subtilis
76 KA 109 Bacillus pumilus
77 KA 110 Bacillus amyloliquefaciens
78 KA 111 Pseudomonas fragi
79 KA 112 Bacillus subtilis 동결건 지1

말/NA80 KA 113 Bacillus subtilis
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Strains Scientific Name 원

81 KA 114 Bacillus safensis

동결건
지1

말/NA

82 KA 115 Bacillus methylotrophicus
83 KA 116 Bacillus subtilis
84 KA 117 Bacillus aryabhattai
85 KA 118 Bacillus pumilus
86 KA 119 Bacillus safensis
87 KA 121 Bacillus safensis
88 KA 122 Bacillus pumilus
89 KA 130 Bacillus pumilus

동결건
지1

말/Tri-Ca

90 KA 131 Bacillus pumilus
91 KA 132 Bacillus pumilus
92 KA 133 Bacillus vallismortis
93 KA 134 Bacillus tequilensis
94 KA 135 Bacillus subtilis
95 KA 136 Bacillus subtilis
96 KA 137 Bacillus tequilensis
97 KA 138 Bacillus subtilis
98 KA 139 Bacillus safensis
99 KA 140 Bacillus subtilis
100 KA 141 Bacillus subtilis
101 KA 142 Bacillus licheniformis
102 KA 143 Bacillus methylotrophicus
103 KA 144 Bacillus subtilis
104 KA 145 Bacillus subtilis

동결건
지2

말/NA

105 KA 146 Bacillus tequilensis
106 KA 147 Bacillus cereus
107 KA 148 Bacillus subtilis
108 KA 149 Bacillus licheniformis
109 KA 151 Bacillus subtilis
110 KA 152 Bacillus subtilis
111 KA 153 Bacillus subtilis

동결건 지2
말/MRS

112 KA 155 Bacillus methylotrophicus
113 KA 156 Bacillus sp.
114 KA 157 Bacillus subtilis
115 KA 158 Bacillus subtilis
116 KA 159 Bacillus tequilensis
117 KA 160 Bacillus subtilis
118 KA 161 Bacillus amyloliquefaciens
119 KA 162 Bacillus safensis
120 KA 163 Bacillus subtilis
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Strains Scientific Name 원

121 KA 165 Bacillus licheniformis

동결건 지2
말/Tri-Ca

122 KA 166 Bacillus subtilis
123 KA 167 Bacillus subtilis
124 KA 168 Bacillus subtilis
125 KA 169 Bacillus subtilis
126 KA 170 Bacillus subtilis
127 KA 171 Paenibacillus jamilae
128 KA 172 Bacillus subtilis
129 KA 173 Bacillus subtilis
130 KA 174 Bacillus tequilensis
131 KA 175 Bacillus subtilis
132 KA 176 Bacillus subtilis
133 KA 177 Bacillus subtilis
134 KA 179 Bacillus subtilis
135 KA 180 Bacillus amyloliquefaciens

비 신
/NA

136 KA 181 Bacillus subtilis
137 KA 182 Bacillus subtilis
138 KA 183 Bacillus subtilis
139 KA 184 Bacillus amyloliquefaciens
140 KA 185 Bacillus amyloliquefaciens
141 KA 186 Bacillus licheniformis
142 KA 187 Micrococcus sp
143 KA 188 Leuconostoc mesenteroides

비 신
/MRS

144 KA 189 Lactobacillus curvatus
145 KA 190 Lactobacillus plantarum
146 KA191-1 Lactobacillus paraplantarum
147 KA191-2 Lactobacillus paraplantarum
148 KA 194 Bacillus subtilis 비 신 /Tri-Ca

149 KA 195 Leuconostoc mesenteroides 비 신 /Tri-Mg

150 KA 196 Bacillus methylotrophicus

비 지
/NA

151 KA 197 Bacillus subtilis
152 KA 198 Bacillus safensis
153 KA 199 Bacillus pumilus
154 KA 200 Bacillus subtilis
155 KA 201 Bacillus amyloliquefaciens
156 KA 202 Micrococcus luteus
157 KA 203 Bacillus subtilis
158 KA 204 Bacillus pumilus
159 KA 209 Bacillus subtilis 비 지/MRS

160 KA 210 Bacillus axarquiensis 비 지/Tri-Ca

- 51 -

Strains Scientific Name 원

161 KA 215 Bacillus subtilis

비 지/Tri-Ca

162 KA 216 Bacillus subtilis
163 KA 217 Bacillus pumilus
164 KA 218 Bacillus subtilis
165 KA 219 Bacillus subtilis
166 KA 220 Bacillus subtilis
167 KA 221 Bacillus subtilis
168 KA 222 Bacillus licheniformis

비 지/
/Tri-Mg169 KA 224 Bacillus pumilus

170 KA 225 Paracoccus yeei
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동결건 지 말내 포 도4)

가 동결건 지 말내 포 도)

동결건 지 말 쇄 다 들 도

다.

지 쇄 체 포 체 도 지에 직 사

실험 다 동결건 지 말 균 후. (1g) (9ml)

후 원심 리 다 상등 취 여vortexing . 0.8, 0.45, 0.2 membrane filter㎛

여 시료 비 후 고체 지에 포 도 다 질 첨filtration ,

가 지 지질[ (lipolytic enzyme), (amylase),

단 질 실험(cellulolytic enzyme), (proteolytic enzyme), -Glucosidase ,β

실험 산염 여Ligninase , (Tri-Mg, Tri-Ca)] paper disk

또 산 시료 다 에 간 후loading . 28 3 incubation℃

색시 과 시 처리 여 찰 다.

나 동결건 지 말내 포 도 결과)

본 실험 동결건 지 말 산등 상 재

실험 동결건 지 말들에 미생 들 여과 거 므, ·

내 상태 포 산 등 생 생cell fee ·

것 다.

지질 동결건 신 지 말에(Lipolytic enzyme, lipase)

게 었다.(Fig 10.)

동결건 신 지(Amylolytic enzyme, amylase) (Fig

에 매우 강 게 나 에 동결건 지 말에 검11-1, 4) 2

지 다 균 지 말시료에 도 매우 강 볼 었. amylase

다.(Fig11)

룰 동결건 지 말시(Cellulolytic enzyme, cellulase)

료들 에 나타나 간과 경 에 계없,

다.(Fig12)

단 질 경우 동결건 신 지(proteolytic enzyme, protease)
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말과 동결건 지 말에 비 강 보 다2 .(Fig13)

동결건 신 지 말에 만 강 나타내었-glycosidaseβ

다.(Fig14)

동결건 지 말에 보 다Ligninase .(Fig15)

특 만 연 결과 동결건 지 말에 마그 산염2

(Mg3(PO4)2 가 나타났다 도에 것보다 동결건) .

지 말에 재 산에 가 생각 다2 .(Fig16)

지내 포 도 결과Table 12.

단 : mm/

Strains CA AA PA LA Tri-Mg Tri-Ca Lig -Gβ

1 동결
신 지

O
(12)

O
(24)

O
(9)

O
(17) X X O

(10)
O
(25)

2 동결
지 1

O
(11)

O
(21) X X X X O

(8) X

3 동결
지 2

O
(11) X

O
(10) X O

(11)
X O

(8) X

4 동결 비 지
(2 )℃

O
(11) X

O
(8) X X X 0

(7)
X

5
동결

지
후(28 2day 2 )℃ ℃

O
(11) X

O
(9) X X X 0

(7)
X

6
동결

지
(2 )℃

O
(11) X O

(8) X X X 0
(7) X
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동결건 지 말내 포 도4)

가 동결건 지 말내 포 도)

동결건 지 말 쇄 다 들 도

다.

지 쇄 체 포 체 도 지에 직 사

실험 다 동결건 지 말 균 후. (1g) (9ml)

후 원심 리 다 상등 취 여vortexing . 0.8, 0.45, 0.2 membrane filter㎛

여 시료 비 후 고체 지에 포 도 다 질 첨filtration ,

가 지 지질[ (lipolytic enzyme), (amylase),

단 질 실험(cellulolytic enzyme), (proteolytic enzyme), -Glucosidase ,β

실험 산염 여Ligninase , (Tri-Mg, Tri-Ca)] paper disk

또 산 시료 다 에 간 후loading . 28 3 incubation℃

색시 과 시 처리 여 찰 다.

나 동결건 지 말내 포 도 결과)

본 실험 동결건 지 말 산등 상 재

실험 동결건 지 말들에 미생 들 여과 거 므, ·

내 상태 포 산 등 생 생cell fee ·

것 다.

지질 동결건 신 지 말에(Lipolytic enzyme, lipase)

게 었다.(Fig 10.)

동결건 신 지(Amylolytic enzyme, amylase) (Fig

에 매우 강 게 나 에 동결건 지 말에 검11-1, 4) 2

지 다 균 지 말시료에 도 매우 강 볼 었. amylase

다.(Fig11)

룰 동결건 지 말시(Cellulolytic enzyme, cellulase)

료들 에 나타나 간과 경 에 계없,

다.(Fig12)

단 질 경우 동결건 신 지(proteolytic enzyme, protease)
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말과 동결건 지 말에 비 강 보 다2 .(Fig13)

동결건 신 지 말에 만 강 나타내었-glycosidaseβ

다.(Fig14)
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지 말에 재 산에 가 생각 다2 .(Fig16)

지내 포 도 결과Table 12.
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Strains CA AA PA LA Tri-Mg Tri-Ca Lig -Gβ

1 동결
신 지

O
(12)

O
(24)

O
(9)

O
(17) X X O

(10)
O
(25)

2 동결
지 1

O
(11)

O
(21) X X X X O

(8) X

3 동결
지 2

O
(11) X

O
(10) X O

(11)
X O

(8) X

4 동결 비 지
(2 )℃

O
(11) X

O
(8) X X X 0

(7)
X

5
동결

지
후(28 2day 2 )℃ ℃

O
(11) X

O
(9) X X X 0

(7)
X

6
동결

지
(2 )℃

O
(11) X O

(8) X X X 0
(7) X
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동결건 지 말내 포 지질Fig 10. (lipolytic enzyme)

트럼 결과

동결건 신 지 말 동결건 지 말 동결건 지 말 동1 : , 2 : 1 , 3 : 2 , 4 :

결건 균비 지 말 냉 동결건 균 지 말 후 냉(2 ), 5 : (28 2day 2℃ ℃ ℃

동결건 균 지 말 냉), 6 : (2 )℃
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동결건 지 말내 포Fig 11. (amylase)
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동결건 균 지 말 냉), 6 : (2 )℃
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동결건 지 말내 포Fig 12. (cellulolytic enzyme)

트럼 결과 찰(UV )

동결건 신 지 말 동결건 지 말 동결건 지 말 동1 : , 2 : 1 , 3 : 2 , 4 :

결건 균비 지 말 냉 동결건 균 지 말 후 냉(2 ), 5 : (28 2day 2℃ ℃ ℃

동결건 균 지 말 냉), 6 : (2 )℃
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동결건 지 말 내 포 단 질Fig 13. (proteolytic enzyme)
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동결건 지 말내 포 트럼 결과Fig 14. -Glucosidaseβ

동결건 신 지 말 동결건 지 말 동결건 지 말 동1 : , 2 : 1 , 3 : 2 , 4 :

결건 균비 지 말 냉 동결건 균 지 말 후 냉(2 ), 5 : (28 2day 2℃ ℃ ℃

동결건 균 지 말 냉), 6 : (2 )℃
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동결건 지 말내 포 트럼 결과Fig 15. Ligninase

동결건 신 지 말 동결건 지 말 동결건 지 말 동1 : , 2 : 1 , 3 : 2 , 4 :

결건 균비 지 말 냉 동결건 균 지 말 후 냉(2 ), 5 : (28 2day 2℃ ℃ ℃

동결건 균 지 말 냉), 6 : (2 )℃
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동결건 지 말내 포 트럼 결과Fig 14. -Glucosidaseβ

동결건 신 지 말 동결건 지 말 동결건 지 말 동1 : , 2 : 1 , 3 : 2 , 4 :

결건 균비 지 말 냉 동결건 균 지 말 후 냉(2 ), 5 : (28 2day 2℃ ℃ ℃

동결건 균 지 말 냉), 6 : (2 )℃

- 59 -
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동결건 지 말내 포 마그 산염 가Fig 16. (Tri-Mg)

결과

동결건 신 지 말 동결건 지 말 동결건 지 말 동1 : , 2 : 1 , 3 : 2 , 4 :

결건 균비 지 말 냉 동결건 균 지 말 후 냉(2 ), 5 : (28 2day 2℃ ℃ ℃

동결건 균 지 말 냉), 6 : (2 )℃
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동결건 지 말내 포 산염 가Fig 17. (Tri-Ca)

결과
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동결건 지 말내 포 마그 산염 가Fig 16. (Tri-Mg)
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동결건 지 말내 포 산염 가Fig 17. (Tri-Ca)

결과
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지 재들 특5) profile

산 미 산들 등 여 사profile TLC, HPLC, LC-MS

등 여 사 다ICP-MS, AAS .

가) 지내 산

지내 산(1)

지 시료 내 산 여 컬럼HPLC : -Aminex 87H column

동상-Ultimater 3000 (Dionex, USA), - 0.01N H2SO4, Detector-RI

(Shodex RI-101)

지내 산 결과(2)

신 달 지 에 만 도 어 다· Citric acid A( 1 ) 48.1ppm .

달리 간 지Oxalic acid citric acid B, C(1 ,

지 비 지 에 도 재 다2 , ) 3ppm .

지에 도 재 다Acetic acid 2 (177ppm) .

경우 간 량 비Lactic acid , 2

지 신 지 에 비 도 재( C) ( A) 2.7

다.(Fig18-1~2, Table13)

산 결과Table 13.

단( : ppm)

Citric acid Oxalic acid Lactic acid Acetic acid

A 48.076 0 473.143 230.637

B 0 3.948 1182.378 287.529

C 0 3.013 1331.950 177.318

D 0 3.375 883.550 343.491

신 지 지 지 비 지A : , B : 1 , C: 2 , D :
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산 트럼 사진Fig 18-1.

산 결과 그Fig 18-2.

신 지 지 지 비 지A : , B : 1 , C: 2 , D :
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지내 산 도 비 산 산(3) ( / )

도비Acetic acid / Lactic acid 간에 달 신A(1

지 지 지 에 보), B(1 ), C(2 ) A 0.49, B

값 보 다 간에 비 계 보0.24, C 0.13 .

고 어 산 산 도비, / 간에 validation marker

것 사료 다.(Fig19)

내 산 산 도 비Fig19. A, B, C /

나) 지내

지내(1)

다ICP-AES .

지내 결과(2)

연 지 결과Table 14.

결과
단 시험

A B C D

Ca 49.0 49.4 62.7 51.0 mg/100g ICP-AES

Na 589.6 6040 559.3 906.5 mg/100g ICP-AES

P 56.5 70.6 73.5 60.9 mg/100g ICP-AES

Zn 0.3 0.3 0.3 0.2 mg/100g ICP-AES

Fe 0.5 0.4 0.4 0.4 mg/100g ICP-AES

Mg 16.0 15.8 18.9 23.1 mg/100g ICP-AES

Se - - 0.1 0.1 mg/kg ICP-MS

Ge - - 검 검 mg/kg ICP-MS

신 지 지 지 비 지A : , B : 1 , C: 2 , D :
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연 지 결과 나트Table 15. ( , )

칼슘 경우 묵 지 김치 시료에 월등히 게 나타났다 는 김치 재2 ( C) .

료 중 치 치액 기 등에 기원하는 뼈, , Ca3(PO4)2 과 같

산염 화합물 가 화 시킬 수 는 기산 나 들 기산 생 하는 미생물 개

체 향과 강 히 연 지어 볼 수 다.

본 연 에 치 는 결과 에 볼 수( )

나트 경우 묵 지 김치 에 가 낮 함량 보 뿐만2 ( C;559.3mg/100g)

아니라 비 묵 지 김치 에 비하여 무 상 낮 값 나타( D;906.5mg/100g) 1.6

내었다 김치 시료 김치 에 비하여 나트 함량 낮게 나타났다. A, B, C D .
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연 지 결과 연Table 16. ( , )

량 역시 지 에 가 량 보P( ) 2 ( C) Ca

량 동태 것 생각 다 지내 산염. ,

연 가 어났 었다 과 미생.

집 변 에 생 변 것 사료 다.

연 량 간에 계없 값 보 다Zn( ) .

- 67 -

연 지 결과 철 마그Table 17. ( , )

철 량 지 지 시료 에 비A, 1 ( B), 2 ( C)

지 에 비 여 상 게 나타났다 량 비 지에 게 나타( D) 2 . Mg

났다.
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연 지 결과 철 마그Table 17. ( , )

철 량 지 지 시료 에 비A, 1 ( B), 2 ( C)

지 에 비 여 상 게 나타났다 량 비 지에 게 나타( D) 2 . Mg

났다.
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연 지 결과 게 마Table 18. ( , )

지 비 지 에(Se) 2 ( C) ( D) 0.1mg/100g

특 게 탐지 었다.

게 마 검 지 다(Ge) .

- 69 -

다) 지내 지 산

지 산 포 지 산 포 지 산( , ) AOAC Official method(963.22)

다.

연 지 지 산 결과(1)

연 지 지 산 결과Table 19.

식 지 산( )
지 당 비100g (%)

시험
A B C D

포

지 산

C14:0 미리 트산(Myristic acid) 2.8 2.5 2.2 0.9

AOAC

Official

Method

963.22

C16:0 미트산(Palmitic acid) 18.9 21.4 20.3 16.4

C18:0 산(Stearic acid) 3.0 3.4 3.1 2.4

C20:0 키드산(Arachidic acid) 0.5 0.5 0.5 0.4

포 지 산 계 25.2 27.8 26.1 20.1

포

지 산

C14:1 미리 산(Myristileic acid) 0.1 0.1 0.1 0.1

C16:1 미 산(Palmitoleic acid) 3.7 2.1 1.8 0.7

C18:1 산(Oleic acid) 12.4 12.1 13.3 11.3

C18:2 리 산(Linoleic acid) 32.7 34.2 36.6 52.6

C18:3 리 산(Linoleic acid) 12.9 11.1 11.3 14.0

C20:1 가드 산(Gadoleic acid) 1.2 1.2 1.2 0.2

C20:2
에 사 에 산

(Eicosadienoic acid)
0.1 0.1 0.1 0.1

C20:3
에 사트리에 산

(Eicosatrienoic acid)
0.1 0.1 0.1

C20:4 키돈산(Arachidonic acid) 0.3 0.4 0.3

C20:5 EPA 4.0 3.0 2.4 0.5

C22:6 DHA 4.2 5.3 4.1 0.3

포 지 산 계 71.7 69.7 71.3 79.8

Unknown 3.1 2.5 2.6 0.1

계 100.0 100.0 100.0 100.0

신 지 지 지 비 지A : , B : 1 , C: 2 , D :
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연 지 결과 미리 트산 미트산Table 20. ( , )

포화지 산 계열 미리스트산 김치 시료 에 비 김치 에 비하여A,B,C D

게 검 었다2.4 ~ 3.1 .

미트산 역시 비 김치 에 비하여 게 나타났다D 1.2 ~ 1.3 .
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연 효 묵 지 결과 스 아 산 아라키드산Table 21 . ( , )

포화지 산에 하는 스 아 산과 아라키드산 김치 시료 비- A, B, C

김치 에 비해 게 검 었다D .
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연 효 묵 지 결과 포화지 산 합계Table 22. ( )

포화지 산 함량 김치 시료가 비 김치 에 비하여A,B,C D 1.3 ~ 1.4

게나타났다 포화지 산 함량 차 김치 시료 비 김치 는 김. A,B,C D

치 재료 효미생물 확연히 다 생각할 수 다.
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연 효 묵 지 결과 미리스 산 미 산Table 23. ( , )

포화 지 산 중 미리스 산 함량 든 묵 지 김치 시료 에(A,B,C,D)

똑같 낮 값 검 었다.

미 산 경우 숙 효기간 길수 비 감 하 다 라 준매뉴. ,

얼에 해 하게 는 묵 지 김치 경우 미 산 함량값 묵( A,B,C)

지 숙 도 Validation Marker 활 할 수 것 생각 다.
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연 효 묵 지 결과 산 리 산Table 24. ( , )

산 경우 든 김치 시료 에 비 비슷한 함량 나타(11.3 ~ 13.3%)

냈다.

리 산 경우 김치 비 묵 지 가 김치 시료에 비하여 월등히D( ) A,B,C

함량 나타냈다.
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연 효 묵 지 결과 가드 산 에 사 에 산Table 25. ( , )

가드 산 경우 준매뉴얼에 해 묵 지 시료 김치 에( A,B,C)

동 한 함량 보여 숙 효기간에 하여 우 지 않는 알 수 었다.

에 사 에 산 경우는 든 시료 에 미량 동 한 함량 검(0.1%)

었다.
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연 효 묵 지 결과 에 사트리에 산 아라키돈산Table 26. ( , )

에 사트리에 산과 아라키돈산 특 하게도 김치 시료 에 량씩 검A,B,C

었다 들 포화지 산 준매뉴얼에 해 브랜드 묵 지 독립.

나타내는 브랜드 마커(Brand Marker) 활 수 것 다.
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연 효 묵 지 결과Table 27. (EPA, DHA)

준매뉴얼에 해 가리 묵 지 김치 는 비 묵 지 김치 에( A,B,C) ( D)

비하여 뿐만 아니라 가드 산 아라키돈산 에 사트리에 산 등 기능EPA, DHA , ,

포화 지 산 다양하게 나타났다.
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연 효 묵 지 결과Table 27. (EPA, DHA)
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연 효 묵 지 결과 포화지 산 합계Table 28. ( )

포화지 산 함량 준매뉴얼에 해 묵 지 김치 가 비( A,B,C)

묵 지 김치 에 비해 비 낮 값 보 나 상기한 같 등과 같( D) , EPA, DHA

기능 포화지 산 재하므 건강증진 등 생리활 에 울 것 생

각 어진다 비 묵 지가 포화지 산 함량 까닭 과도하게 많 리.

산 문 생각 다.
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) 지내 미 산

미 산(1)

미 산(16 ) Derived ninhydrin HPLC analytical method .

연 지 미 산 결과 미 산(2) ( )

연 지 미 산 결과Table 29. 단( :mg/100g)

미 산
결과

시험
A B C D

트산(Aspartic acid) 146.3 58.3 90.0 123.1

Derived by

ninhydrin

HPLC

analytical

method

닌(Threonine) 56.0 52.0 53.4 45.2

린(Serine) 60.0 59.8 67.5 49.1

루타민산(Glutamic acid) 301.9 351.5 446.1 515.1

린(Proline) 58.3 132.4 73.6 63.5

리신(Glycine) 66.4 69.4 74.1 70.6

닌(Alanine) 104.7 198.8 192.4 131.1

린(Valine) 61.6 68.9 66.3 60.7

닌(Methionine) 14.2 18.5 21.3 17.4

신(Isoleucine) 48.4 55.7 58.3 48.9

신(Leucine) 94.3 97.9 100.2 87.7

티 신(Tyrosine) 22.4 11.9 15.1 18.4

닐 신(Phenylalanine) 48.4 50.7 53.7 50.8

리신(Lysine) 92.5 73.9 86.8 69.4

티 (Histidine) 27.2 26.9 27.4 21.4

닌(Arginine) 32.8 18.4 19.0 32.5

Total 1,235.4 1,345.0 1,445.2 1,404.9

신 지 지 지 비 지A : , B : 1 , C: 2 , D :
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연 효 묵 지 결과Table 30. 아미 산 중 아스 트산 스 닌( : , )

트산 간에 량 변동 심 게 나타나 미생 개체

변 것 다.

닌 경우 간에 상 없 량 나타낸다.

연 효 묵 지 결과Table 31. 아미 산 중 린 글루타민산( : , )

린과 특 루타민산 시료 에 처럼 간A,B,C

량 나타내었다.

- 81 -

연 효 묵 지 결과Table 32. 아미 산 중 프 린 글리신( : , )

린 간에 량 변동 심 다.

리신 루타민산처럼 간 지 에 가2 ( C)

량 나타내었다.

연 효 묵 지 결과Table 33. 아미 산 중 알라닌 린( : , )

닌 린 시 가 상 에 량 나타냈다, 1 B,C .
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연 효 묵 지 결과Table 32. 아미 산 중 프 린 글리신( : , )
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연 효 묵 지 결과Table 34. 아미 산 중 치 닌 신( : , )

닌과 신 경우 간 가 미 산 었다.

연 효 묵 지 결과Table 35. 아미 산 중 신 티 신( : , )

신 역시 간 미 지만 가 었 나 티 신 경우 감,

었다가 다시 가 경 나타내었다, .
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연 효 묵 지 결과Table 36. 아미 산 중 닐알라닌 리신( : , )

닐 닌 경우 량 변동 폭 크진 지만 계 가 었다.

리신 간에 등 상 나타내었다.

연 효 묵 지 결과Table 37. 아미 산 중 히스티 알기닌( : , )

티 간에 계없 상 량 지 다.

닌 간 짧 에 량 보 나 상A (32.8mg/100g) , 1

지 경우 량 나타내었다( B,C) (18.4~19.0mg/100g) .
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연 효 묵 지 결과Table 34. 아미 산 중 치 닌 신( : , )

닌과 신 경우 간 가 미 산 었다.

연 효 묵 지 결과Table 35. 아미 산 중 신 티 신( : , )

신 역시 간 미 지만 가 었 나 티 신 경우 감,

었다가 다시 가 경 나타내었다, .
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연 효 묵 지 결과 아미 산 합계Table 38. ( )

미 산 량 간 비 지 상 보여,

지 에 량 나타내었다2 ( C) (1445.2mg/100g) .

지 특징 뚜 게 보여주 결과 나 고2

겠다.

미 산 량 지에 가 닌* 2 1,445mg

트산 티 신 량 지 에 낮 량 나타(Arg), (Asp), (Tyr) (1, 2 )

냈다.
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마) 재 탐색Vilidation biomarker

계열 탐색(1) protein marker

지 단 질 상 고 단 질 특 게100KDa 2

지에 검 었다 상 고 단 질 지. 100KDa 2 validation

강 후보 질 재 에 틀림없다 재biomarker . N-terminal sequnce

R-P-P-P(E)-P-D(Q)-I-P(T)-D(Q)-G 사 었다 복 열 나. Pro

타나 가 다cyclic peptide form .

탐색 지 단 질 사진Fig 20. Vilidation biomarker gel

지질계통 탐색(2) Validation marker

가 지내 지질계통( )

동결건 지 시료 신 지 지 지( , 1 , 2 ) Campbell and

에 지질 다Lueking(1983) Bligh and Dyer(1959) .

쇄 동결건 지 시료 에 가 여, 5g methanol 20ml vortex mixer

간 시킨 후 가 여 간 었30 , chloroform 20ml 40 vortex mixer

다 그 후 원심 리 여 상등 취 여 에 진공건. (3000rpm, 5 ) (35ml) 40℃

시 다 건 시료에 가 여 지질 리 시료. chloroform 3ml TLC

사 다. TLC plate silica gel on aluminum(20X20cm, w/UV indicator,

에 시간 시킨 후 사 개 매SIGMA Co.) 110 1 ,℃

사 여 개시 다 개 후 실 에chloroform : methanol : DW(65 : 25 : 4) .

건 시킨 다 지질 색 여 고5% Sulfuric acid(in ethanol)
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에 간 시 다110 5~10 .℃

그 결과 지내 지질 통 지에 만 나타나, TLC 2

개 다 개 가 가 매우 크3 band . 3 band validation merker

다.

동결건 지내 지질 결과 사진Fig 21. TLC

개 후 찰 사진 개 후 찰 사진 개 후 색사진 동A : UV(366nm) , B : UV(254nm) , C : , D :

결건 지 특 재 사진2 band

동결건 신 지 동결건 신 지1 : (chloroform/methanol ), 2 : (chloroform

재 동결건 신 지 재 동결건 지), 3 : (methanol ), 4 : 1

동결건 지 재 동결(chloroform/methanol ), 5 : 1 (chloroform ), 6 :

건 지 재 동결건 지1 (methanol ), 7 : 2 (chloroform/methanol

동결건 지 재 동결건 지 재), 8 : 2 (chloroform ), 9 : 2 (methanol

차 특 값), a~c : 2 band(Rf : a : 0.43, b : 0.33, c : 0.28)

- 87 -

리 미 산 역(3) validation marker biomarker

지내 재 리 미 산 량 과 통 여TLC HPLC⦁

사 후 역 고 다, validation biomaker .

가 리 미 산( )

동결건 말 신 지 지 지 들TLC : ( , 1 , 2 )①

취 여 리 미 산5g (methanol : chloroform :

첨가 후 었다D.W = 12 : 5 : 3) 50ml voltex mixer .

그 후 원심 리 다 상등 취 여 미 산 TLC

에 후 개 매plate(Silica G) 100 (1-butanol : acetic㎕

여 개 다 개 후 실 에acid : D.W = 80 : 20 : 20) .

건 시킨 다 미 산 색 여, 1% ninhydrin / ethanol

후 미 산 색 여 에 간110 5~10℃

시 다.

리 미 산 에 비 시료 다 과 같HPLC :②

건에 다.

유리아미노산 분□

전처 방법1.

시료 약 에 희석 후 분간 방치(1) 1ml URIPREP 1ml 5

분간 원심분 후 로 여과(2) 13,000rpm 10 0.2 PVDF syringe filter㎛

사 하여 배 희석(3) Lithium diluent 10

및 제조사URIPREP Lithum diluent : Pickering( ), www.pickeringlabs.com※

분석방법2.

사 기기(1) : Agilent 1100 Series(Maker : Agilent)

(2) Column : Cation exchange 8 , 3×250mm(Maker : Pickering)㎛

(3) Column Temp.: 40 (4) Reactor : PININACLE PCX (Maker : Pickering)℃

분석조건(5) Reactor temp.: 130 (6) : 1) Flow rate : 0.3ml/min 2) Mobile phase℃

병 실험 결과 어 다TLC HPLC : TLC band③

다시 후 에 다 그 다 과 같다HPLC . .
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나 리 미 산 결과( )

① 결과TLC

우 단 질 미 산들과 미 산 진 GABA,⦁

등 가지 미 산에ornithine, citrulline 17 Rf

다TLC .(Fig 22.)

신 지 지 지 에 재( A), 1 ( B), 2 ( C)⦁

리 미 산 결과 사 었TLC , 6~7 band

다.(Fig 23.)

미 산들Fig 22. TLC 리 미 산에Fig 23. TLC

② 결과HPLC

신 지 지 지내 재 리 미 산, 1 , 2⦁

량과 결과 다 과 같다(Fig 24, Table 39.)

과 시료Fig 24. HPLC chromatograms

- 89 -

리 미 산 량 역시 신 지에 비 여 지1 , 2⦁

지에 량 다.

리 미 산 지 지에1 , 2 h⦁ ydroxylysine,

등proline, alanine, isoleucine, leucine, glutamic acid

재 다.

리 미 산 량 변 에 어 간 신( ) , ,⦁

개월 지 지 갈 량 가 미 산1 2→

h 나타났다ydroxylysine, leucine, histidine .

신 지에 비 여 지에Tyrosine , 1 2⦁

량 나타내었다(12.26mg/100g) .

간 량 감 미 산⦁

나타났다hydroxy proline, serine, arginine .

리 미 산 결과 신Table 39. HPLC ( : A, 1 : B, 2 : C)
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여러가지 것 진 간에citrulline⦁

계없 비 량 지 다(2.30~3.64mg/100g) .

과 경우 신 지에 각각Ornithine GABA , 19.62mg/100g,

량 보 지에 거20.10mg/100g , 2

량 나타내었다(9.76mg/100g, 11.27mg/100g) .

특 만 사실 량 신 지에 만argine 4.13mg/100g⦁

보 뿐 지 지에 검 지 다, 1 2 .

신 지에 비 상 지에 게 량 나타1⦁

내 미 산 등 다isoleucine, leucine, methionine .

- 91 -

참고 리 미 산들 특징 다 과 같다, .③

리 미 산 특징◉

드 시 린- Hydroxy proline ( ; Hyp)

겐에 다량 어 과 께 겐 사 지 단 질· , Hydroxylysine(Hyl)

지 다.

동 직에 나타나 미 산 차지 다· 4% .

에 산 가 어 므· Proline Prolyl-hydroxylase (posttranslational modification

겐 가 다) fiber .

많 당단 질들 식 포벽에 도 많 나타난다· Hyp .

- Proline

미 산 니다 생 다· . glutamic acid .

당 고갈시 공 에 지원 다· ATP .

- Serine(Ser, S)

에 지만 과 에 에 지 다· , .

주 리신 단 질과 브 단 질에 많 재 다· .

산업 에 여 생산 어 진다· L-Serine . (100t ~ 1,000t/yr)

균에 과 등 여러 미 산과 염산 등· glycine, Cysteine Tryptophan Sphingolipid,

질 다 퓨린 리미 생 에도 역 다. , .

많 에 재 다 또 산 가 루어지 단 질 미 산· protease .

도 다.

루탐산- Glutamic acid(Glu, E ; )

루탐산 비 미 산 다· .

루탐산 뇌과 에 신경 달 질 습과 억과 같 지 에· ,

역 다.

식 미에 공헌 고 다· .

같 염 태 식 첨가 미 강 사· MSG(monosodium glutamate)

도 다.

루탐산 에 여 가 만들어진다· GAD(Glutamic acid decarboxylase) GABA .

- Glycine(Gly, G)

색 단맛 고 다· Glycine .

공업 에 니· chloroacetic acid (2NH3 처리 므 생산 다 만) . (1,500 kg/yr)

신경 달 질 취 에 질 상시킨다· 3g .

동 사료 첨가 사 에게 단맛 강 리고 다· , .

에 첨가 므 진시킨다· .

또 산 진통 억 등에 사 고 다· , , , (buffering agent) .

에 계 재가 생 우주에 리 재 다· 2009 Glycine , “ .”

지지 탕 었다“Panspermia ” .

- Alanine(Ala, A)

닌 많 단 질 내 미 산 비 에 차지 여 째 많 나타난다· 7.8% 2 .

닌 루브산 원 민 과 통 생산 다· .

당과 포도당 신생 연산 등 질 사 경 에 게 연 어 다· , , .

간 포에 에 과 가· ALT(Alanine aminotransferase) Alanine d-Ketoglutarate Glutamic

어 재생 어 근 돌리게 다acid Pyruvate Pyruvate Glucose .

지 당뇨병 험 가 다· ALT , .Ⅱ

- Valine(Val, V)

미 산 비극 다 단 질 태 취 어 진다· . .

식 에 루브산 시 여 여러단계 거쳐 다· .
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동 직에 나타나 미 산 차지 다· 4% .

에 산 가 어 므· Proline Prolyl-hydroxylase (posttranslational modification

겐 가 다) fiber .

많 당단 질들 식 포벽에 도 많 나타난다· Hyp .

- Proline

미 산 니다 생 다· . glutamic acid .

당 고갈시 공 에 지원 다· ATP .

- Serine(Ser, S)

에 지만 과 에 에 지 다· , .

주 리신 단 질과 브 단 질에 많 재 다· .

산업 에 여 생산 어 진다· L-Serine . (100t ~ 1,000t/yr)

균에 과 등 여러 미 산과 염산 등· glycine, Cysteine Tryptophan Sphingolipid,

질 다 퓨린 리미 생 에도 역 다. , .

많 에 재 다 또 산 가 루어지 단 질 미 산· protease .

도 다.

루탐산- Glutamic acid(Glu, E ; )

루탐산 비 미 산 다· .

루탐산 뇌과 에 신경 달 질 습과 억과 같 지 에· ,

역 다.

식 미에 공헌 고 다· .

같 염 태 식 첨가 미 강 사· MSG(monosodium glutamate)

도 다.

루탐산 에 여 가 만들어진다· GAD(Glutamic acid decarboxylase) GABA .

- Glycine(Gly, G)

색 단맛 고 다· Glycine .

공업 에 니· chloroacetic acid (2NH3 처리 므 생산 다 만) . (1,500 kg/yr)

신경 달 질 취 에 질 상시킨다· 3g .

동 사료 첨가 사 에게 단맛 강 리고 다· , .

에 첨가 므 진시킨다· .

또 산 진통 억 등에 사 고 다· , , , (buffering agent) .

에 계 재가 생 우주에 리 재 다· 2009 Glycine , “ .”

지지 탕 었다“Panspermia ” .

- Alanine(Ala, A)

닌 많 단 질 내 미 산 비 에 차지 여 째 많 나타난다· 7.8% 2 .

닌 루브산 원 민 과 통 생산 다· .

당과 포도당 신생 연산 등 질 사 경 에 게 연 어 다· , , .

간 포에 에 과 가· ALT(Alanine aminotransferase) Alanine d-Ketoglutarate Glutamic

어 재생 어 근 돌리게 다acid Pyruvate Pyruvate Glucose .

지 당뇨병 험 가 다· ALT , .Ⅱ

- Valine(Val, V)

미 산 비극 다 단 질 태 취 어 진다· . .

식 에 루브산 시 여 여러단계 거쳐 다· .
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- Citrulline

시트룰린 틴어 미 지닌 에 원 었다· Citrullus .

포 가 니 경 에 주 간 사 질 다· Urea cycle .

시트룰린 심 나 과 만· Urea cycle Ornithine Carbamoyl phosphate

들어지 도 고 에 매 어진 산, NOS(Nitrogen Oxide Synthetase) family

만들어지 도 다Arginine .

사 에 시트룰린 도 사 고 다· , Bio-marker .

또 시트룰린 시키 것 지고 다· .

- Methionine(Met, M)

티 닌 과 다 여러 지질· Cystein, Carnitine, Taurine, Lecithin, phophatedylcholine

들 생 과 에 간 사 산 다.

사 생 없 미 산 에 티 닌 또 티 닌 단· ,

질 취 여 만 다.

식 과 미생 에 티 닌 다 사 경 통 여· Aspartic acid Cysteine

어진다.

티 닌 달걀 견과 생 고 식 등에 게 재 다· , , , , , .

에 과 과 채 티 닌 량 매우 다· .

- Leucine(Leu, L)

미 산 다· .

식 과 미생 에 여러 가지 들에 루브산 다· .

간 지 직 근 직에 다· Leucine , , .

지 직과 근 직에 에 사 다· Leucine Sterol .

비 근 매 각 고 다· Leu:Ile:Val 2:1:1 .

뇌에 주 시키 경 통 여 식 취 체 감 다· Leucine , mTOR

보고도 다.

- Phenylalanine(Phe, F)

비극 미 산 다· .

생· Phenylalanine Tylosine L-DOPA Dopamine Norepinephrine→ → →

( 등 어 진다noradrenaline) Epinephrine(adrenaline) . Dopamine, Norepinephrine,→

들 다Epinephrine Catecholamine .

식 에 닐 닌 생 과 시 질 도 다· (Phe) flavonoid .

- Ornithine(Orn)

니틴 복 에 지 비 고 니 진시키·

다.

트 시키고 간경 에 니틴과 트산 염 태 다· , (LOLA) .

몬 므 체미 역도 가 주 다· , .

·

- r-Aminobutyric acid(GABA)

신· 경 달 질 척 동 경우 원 질막에 특, GABA transmembrane receptor

에 결 므 뇌에 억 시냅 에 다.

러 결· , Cl- 포 게 거나

K+ 포 내보내게 열도 만든다ion channel .

러 에 여 막 차 에 어 고극· transmembrane potential( ) (Hyperpolarization)

상 나타나게 다.

가지 가 다· GABA receptor .

GABAA 복 체receptor Ligand gated ion channel , GABAB receptor

에 열리거나 닫G-protein ion channel metabotropic receptor(Gprotein-coupled

다receptor) .
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- Isoleucine(Ile, I)

동 에 지 못 미 산 다· .

식 과 미생 에 루브산과 시 어 여러단계 거쳐 다· d-Ketoglutarate .

동 에 다 지 도 동 고 량 가지고 다 신· , . (Ile)

달걀 단 질 닭 생 등에 많 재 다, , , , , .

- Lysine(Lys, K)

미 산 다· .

많 단 질 에 등 역 후 변 과· Lisine Methylation, Acetylation, Ubiguitination

에 고 특 겐에 에, Lysylhydroxylase Lysine Hydroxylysine

상태 재 도 다.

식 과 미생 에 어진다· aspartic acid .

몸 게 루에 취 것 고 다· 30mg/kg .

개월 루 량 다· (3~4 ) 103mg/kg, (2 ) 64mg/kg .

동 사료에 여 규 시 다· Lysine 700,000t .

산업 미생 통 여 생산 고 다· Lysine .

- Histidine(His, H)

미 산 들 매 에 역 다· .

타민 에 루어진다· Histidine Histidine decarboxylase .

균 사상진균 에 티 산 다· , ergothioneine .

티 연 도 빠 게 진 다· (Zn) 3~6 .

- Arginine(Arg, R)

미 산 생단계나 건강상태에 비 다· ,

지 시트룰린 닌 신 다· ND .

닌 포 열 상처 니 거 역 몬 등에 다· , , , , .

- Hydroxylysine(Hyl)

드 시 신 단 질 지 다· .

린과 신에 산 과 에 비타민 가 다· (-OH) C .

척 동 에 드 시 린과 께 겐 등에 나타나 균 에 도 나타난다· , .

산 신과 린 통 차결 므 겐 만들어진다· .

몬 겐 에 개 에 산 당 과 어나· Adiponectin 4 Lysine , ,

지게 다Adiponecin insulin-sensitizing . (Y. Wang et al.2002)

- Tyrosine(Tyr, T)

티 신 갑상 에 재 고 닐 닌 생체 내에 생 산 가지· , 2

경 가 다.

나 마 산 트산 고 다 경 티 시나 에 도· ,

가 고 그 후 드 날린 생 경 다.

티 신 체 어지고 어지 심 경우 다리가 리고 식· ,

린다.

티 신 뇌 도 우울 상태 시키 도 다· .

티 신 신경 몬 가시키고 킨 병에도 리 에· , ,

닌 색 역시 티 신 다.

참고 나다 건강식 쇼 몰 도 다· L-Tyrosine(250mg) .

우울 심 나 과 같 우울 나 에 트립 과· , · · ,

같 병 과가 다 갑상 몬 생 갑상 료 식 체. , , ,

지 감 체 료에 과가 다, · .
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지 직과 근 직에 에 사 다· Leucine Sterol .

비 근 매 각 고 다· Leu:Ile:Val 2:1:1 .

뇌에 주 시키 경 통 여 식 취 체 감 다· Leucine , mTOR

보고도 다.

- Phenylalanine(Phe, F)

비극 미 산 다· .

생· Phenylalanine Tylosine L-DOPA Dopamine Norepinephrine→ → →

( 등 어 진다noradrenaline) Epinephrine(adrenaline) . Dopamine, Norepinephrine,→

들 다Epinephrine Catecholamine .
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신· 경 달 질 척 동 경우 원 질막에 특, GABA transmembrane receptor

에 결 므 뇌에 억 시냅 에 다.
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많 단 질 에 등 역 후 변 과· Lisine Methylation, Acetylation, Ubiguitination

에 고 특 겐에 에, Lysylhydroxylase Lysine Hydroxylysine

상태 재 도 다.

식 과 미생 에 어진다· aspartic acid .

몸 게 루에 취 것 고 다· 30mg/kg .

개월 루 량 다· (3~4 ) 103mg/kg, (2 ) 64mg/kg .

동 사료에 여 규 시 다· Lysine 700,000t .

산업 미생 통 여 생산 고 다· Lysine .
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미 산 들 매 에 역 다· .

타민 에 루어진다· Histidine Histidine decarboxylase .

균 사상진균 에 티 산 다· , ergothioneine .
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린과 신에 산 과 에 비타민 가 다· (-OH) C .
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산 신과 린 통 차결 므 겐 만들어진다· .

몬 겐 에 개 에 산 당 과 어나· Adiponectin 4 Lysine , ,

지게 다Adiponecin insulin-sensitizing . (Y. Wang et al.2002)

- Tyrosine(Tyr, T)

티 신 갑상 에 재 고 닐 닌 생체 내에 생 산 가지· , 2

경 가 다.

나 마 산 트산 고 다 경 티 시나 에 도· ,

가 고 그 후 드 날린 생 경 다.

티 신 체 어지고 어지 심 경우 다리가 리고 식· ,

린다.

티 신 뇌 도 우울 상태 시키 도 다· .

티 신 신경 몬 가시키고 킨 병에도 리 에· , ,

닌 색 역시 티 신 다.

참고 나다 건강식 쇼 몰 도 다· L-Tyrosine(250mg) .

우울 심 나 과 같 우울 나 에 트립 과· , · · ,

같 병 과가 다 갑상 몬 생 갑상 료 식 체. , , ,

지 감 체 료에 과가 다, · .
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④ 병 실험 결과TLC HPLC

리 미 산에Fig 25. TLC Fig 26. HPLC chromatogram

결과Table 40. HPLC

M.W. No 화합물명　 1 2 3 4 5 6 비 고

131 1 Hydroxyproline - - - 0.16 - -
105.1 2 Serine - - 0.71 - - -
132.1 3 Asparagine - 0.34 - - - -
147.1 4 Glutamic acid - - 0.98 0.38 - -

115.1 5 Proline - - 1.44 - - -
75.07 6 Glycine - -　 0.35 - - -
89.09 7 Alanine - - 0.33 2.81 - -

175.2 8 Citrulline - - 0.20 - - -
117.2 9 Valine - - - - 1.66 -
149.2 10 Methionine - - - - 0.35 -

131.2 11 Isoleucine - - - - -　 2.88

131.2 12 Leucine - - - - -　 2.02
181.2 13 Tyrosine - - - - -　 0.55
165.2 14 Phenylalanine - - - - -　 1.02

103.1 15 Gaba - - - -　 1.11 -　

162.2 16 Hydroxylysine 0.23 0.35 0.74 0.61 0.79 0.45
132.2 17 Ornithine 1.01 - - 0.01 - -

146.2 18 Lysine 1.33 -　 -　 - - -
155.2 19 Histidine 0.76 - - - -　 -

147.2 20
a-Amino-b-guanidi

nopropionic acid
0.09 0.07 0.09 0.06 0.09 0.08 ×

계 3.43 0.76 4.85 4.02 3.99 7.00
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다 리 미 산 도( ) biomaker

결과 결과 병 실험 결과 그리고 리 미 산TLC HPLC◉

특징 리 보 ,

본 연 결과 여러 가지 도 었다validation biomarker .◉

첫째 량 신 지 지 지, hydroxylysine , 1 , 2①

갈 량 보 에 단 질 지 사 hydroxylysine

량 validation marker 것 단

었다.

째 여러가지 생리 보 미 산 량 역시, tyrosine 2②

지에 많 재 므 지 다 생 에, 2

역 어 당뇨병과tyrosine , II IRS(Insulin

등과 연계 실험 진 다Receptor Substrate) .(

과 연계 여2 )

그 결과 게도 매우 강 게 도tyrosine IRS II

당뇨병 상 에 게 도insulin resistance insulin sensitive

도 주 결과 나타냈다.

tyrosine 진 재IRS 처 시 었다.

째 다 지니고 과 도 연계 여, ornithine GABA IRS③

사실험 진 과에 어 니틴 미IRS

지 고 매우 미미 다GABA .

째 본 연 에 사 신 지에 량, , 1 , 2 citrulline④

비 량 재 나 다 감 여, citrulline IRS

진과 실험 진 결과 과 비슷tyrosine

진 과 보 다IRS .

citrulline 도 진 재IRS 새 게 규 었다.

여러 가지 연 에도 커다 여 것 다.
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132.2 17 Ornithine 1.01 - - 0.01 - -

146.2 18 Lysine 1.33 -　 -　 - - -
155.2 19 Histidine 0.76 - - - -　 -

147.2 20
a-Amino-b-guanidi

nopropionic acid
0.09 0.07 0.09 0.06 0.09 0.08 ×

계 3.43 0.76 4.85 4.02 3.99 7.00
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다 리 미 산 도( ) biomaker

결과 결과 병 실험 결과 그리고 리 미 산TLC HPLC◉

특징 리 보 ,

본 연 결과 여러 가지 도 었다validation biomarker .◉

첫째 량 신 지 지 지, hydroxylysine , 1 , 2①

갈 량 보 에 단 질 지 사 hydroxylysine

량 validation marker 것 단

었다.

째 여러가지 생리 보 미 산 량 역시, tyrosine 2②

지에 많 재 므 지 다 생 에, 2

역 어 당뇨병과tyrosine , II IRS(Insulin

등과 연계 실험 진 다Receptor Substrate) .(

과 연계 여2 )

그 결과 게도 매우 강 게 도tyrosine IRS II

당뇨병 상 에 게 도insulin resistance insulin sensitive

도 주 결과 나타냈다.

tyrosine 진 재IRS 처 시 었다.

째 다 지니고 과 도 연계 여, ornithine GABA IRS③

사실험 진 과에 어 니틴 미IRS

지 고 매우 미미 다GABA .

째 본 연 에 사 신 지에 량, , 1 , 2 citrulline④

비 량 재 나 다 감 여, citrulline IRS

진과 실험 진 결과 과 비슷tyrosine

진 과 보 다IRS .

citrulline 도 진 재IRS 새 게 규 었다.

여러 가지 연 에도 커다 여 것 다.
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다 째 량 신 지에 만 미량 재 고, arginine (4.13mg/100g)⑤

상 지에 검 지 다1 .

상 지에 생1 Arg Orn, Cit→

미생 들에 것 어, 량arginine 역시 지

지validation 다고 생각 다.

여 째 리 미 산 비 량 보 고 질 사고 에 폭, ,⑥

게 여 proline, alanine, leucine, isoleucine, valine, phenylalanine,

등 상 지에 많 량 보 므lysine 1

지 리 미 산 보고 겠다.

들 미 산 본 과 특징 고 볼 지 건강

지 질병 복 등에 큰 도움 것 생각 다, .
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) 질 등 연(ornithine, citurulline, GABA ) bioconversion

질 등 에(1) (ornithine, citurulline, GABA ) bioconversion

연

질 에 연(ornithine, citurulline, GABA) bioconversion

에 여 연 다TLC(Thin Layer Chromatography) .

에 여 택 각각 미생 차TLC 1 MRS(Lactobacillus

), TYE(Bacillus 상 지에 동 후 다 과 같 비 실험) 2day

건 지에 후 에 여 시료 비 다100 28 50h TLC .㎕ ℃

본 복 지 지Table 41.

체 지 단 고체 지 첨가/ L ( , agar 20g/L )

MRS

Proteose Peptone No.3

Beef Extract

Yeast Extract

Dextrose

Polysorbate 80

10.0g

10.0g

5.0g

20.0g

1.0g

Ammonium Citrate

Sodium Acetate

Magnesium Sulfate

Manganese Sulrate

Dipotassium Phosphate

2.0g

5.0g

0.1g

0.05g

2.0g

TYE
Tryptone

Yeast Extract

15.0g

5.0g

Sodium chloride 8.0g

Minimal

Medium

(M)

Glucose

KH2PO4

Ca(NO3)2

15.0g

0.25g

1.0g

MgSO4

KCl

FeCl3

0.25g

0.12g

trace

시료 균주별 본 건Table 42. TLC 실험 건 지 건( )

균주 지 비고

산균

- MRS, MRS+Arg(0.1%), MRS+Glu(0.1%)

- M, M+Arg(0.1%), M+Glu(0.1%)

28 /50h℃

Arg : Arginine

Glu : Glutamic acid

산균 복 지MRS :

등TYE : Bacillus

균주 복 지

지M :

(Minimal medium)

Bacillus
- TYE, TYE+Arg(0.1%), TYE+Glu(0.1%)

- M, M+Arg(0.1%), M+Glu(0.1%)
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상 같 실험 건 지에 어진 본 체(sup+cell / 500ul)

원심 리 여 상등 포 시료 비 후 각 각(500ul) (sup), (cell)

상등 포 시료에 리 미 산 매 비(sup+cell), (sup), (cell)

가 도 처리 다 시료(methanol : chloroform : D.W = 12 : 5 : 3) 5ml .

었다 그 후 원심 리 여 상등 취 여 미vortex mixer . (3000rpm 5 )

산 에 후 개 매TLC plate(silica G) 100ul (1-butanol : acetic

여 개 다 개 후 실 에 건 시킨 다acid : D.W = 80 : 20 : 20) .

미 산 색 여 여 후, 1% ninhydrin/ethanol 110℃

에 간 시 다5~10

생 실험(2) Ornithine, citrullline, GABA (bioconversion)

실험에 사 균주들 균주 실험실에 보 균주들16 , (LKS 2, LKS

과 본 연 에 새 게 리동 균주LKS 42, LKS 49, LKS 26, LKS 28) 11

(KA 5, KA 8, KA 9, KA 11-2, KA 35, KA 71, KA 94, KA 15, KA 20, KA 21,

들 다KA 24) .(Table 43)

생 실험에 사 균주Table 43. ornithine, citurulline, GABA

Strains Scientific Name Strains Scientific Name

LKS 2 Weissella kimchii KA 71 Pediococcus inopinatus

LKS 42 Weissella koreensis KA 94 Pediococcus pentosaceus

LKS 49 Lactococcus lactis sub sp. LKS 26 Bacillus methylotrophicus

KA 5 Lactobacillus plantarum LKS 28 Bacillus aryabhattai

KA 8 Lactobacillus sakei KA 15 Bacillus megaterium

KA 9 Lactobacillus paraplantarum KA 20 Bacillus megaterium

KA 11-2 Lactobacillus sakei KA 21 Bacillus megaterium

KA 35 Lactobacillus casei KA 24 Bacillus megaterium
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실험에 참고 료가 공시 미 산 값 다 과 같TLC Rf

다.(Fig 27.)

미 산 값Rf

1 Alanine 0.2

2 Threonine 0.2

3 Leucine 0.36

4 Isoleucin 0.34

5 Valine 0.28

6 Methionine 0.29

7 Tyrosine 0.33

8 Tryptophan 0.36

9 Asartic acid 0.14

10 Glutamic acid 0.28

11 Glutamine 0.13

12 Histidine 0.06

13 Lysine 0.05

14 Choline 0

15 Arginine 0.08

16 Ornithine 0.05

17 Citrulline 0.14

18 GABA 0.28

미 산 결과Fig 27, 18 TLC (2 )㎍

균주별 실험 결과(3) biocoversion

가( ) 균주 LKS 49(Lactococcus lactis sub. sp.) MRS(lane1), MRS+Arg(lane2),

같 복 지에 균주MRS+Glu(lane3) (Lactococcus lactis LKS49)

에 보듯 첨가, lane4(MRS), lane5(MRS+Arg) lane6(MRS+Glu)

닌 니틴 것(Arg) 100% (Orn) bioconversion(lane5)

었다.(Fig 28-A)

특 만 생 포 지 포내에Orn ,

지도 사 다.

에 균주 상등 첨가 지에Lane7(MRS LKS 49 ), lane8(MRS+Arg LKS

균주 상등 첨가 지에 균주 상등49 ), lane9(MRS+Glu LKS49

에 보듯 생 니틴 다 그리고) (lane8) .

에 후 시킨 균주 포 지에lane10(MRS LKS49 ), lane11(MRS+Arg

후 시킨 균주 포 첨가 지에 후 시킨LKS49 ), lane12(MRS+Glu
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균주 포 에 보듯 포내에 도 과량 것 었다LKS49 ) .(Fig

28-A)

지에 생 실험 경우 들 시료들* , lane1~12(B : a, b, c, d)

공 복 지 신 지 사 것만 다 다 그 결과 지에 도. 100%

생 루어지 것 었다(Arg Orn) (lane5) .(Fig 28-B)→

나( ) 균주 KA94 Pediococcus pentosaceus 경우, MRS(lane1), MRS+Arg(lane2),

같 복 지에 균주MRS+Glu(lane3) (Pediococcus pentosaceus KA94)

에 보듯, lane4(MRS), lane5(MRS+Arg) lane6(MRS+Glu)

첨가 생 어나고 었다Arg (Arg Orn) (A-lane5).→

특 만 생 포 지 포내에Orn ,

지 사 다.

에 균주 상등 첨가 지에Lane7(MRS KA 94 ), lane8(MRS+Arg KA

균주 상등 첨가 지에 균주 상등94 ), lane9(MRS+Glu KA 94

에 보듯 생 니틴 것보다) (A-lane8)

에 후 시킨 균주 포 지에lane10(MRS KA94 ), lane11(MRS+Arg

후 시킨 균주 포 첨가 지에 후 시킨KA94 ), lane12(MRS+Glu

균주 포 에 보듯 포내에 보다 많 었다 복KA94 ) (A-lane11) .

지뿐만 니 지에 도 생 거 어남, 100%

다.(B-lane5)(Fig 29).

다( ) 균주 LKS28 Bacillus aryabhattai 경우 에 보여 주듯Fig 25

같 복 지에 균주TYE(lane1), TYE+Arg(lane2), TYE+Glu(lane3)

(Bacillus aryabhattai LKS28) 후 50h , lane4(TYE),

에 나타난 같 복 지에 생lane5(TYE+Arg) lane6(TYE+Glu)

찰 미 나 매우 특 게 지에 생 매우(A-lane5),

어남 었다.(B-lane5)(Fig 30)

( ) 균주 KA 21 Bacillus megaterium 과 KA24 Bacillus megaterium 경우

에 보여 주듯 같Fig26, Fig27 TYE(lane1), TYE+Arg(lane2), TYE+Glu(lane3)

복 지에 균주(Bacillus megaterium KA21/24) ,

에 보듯 복 지에 포에lane4(TYE), lane5(TYE+Arg) lane6(TYE+Glu)

고 지에 생 상 게 진(A-lane11) (80% ) (B-lane5)

것 볼 었다(Fig 31, 32).
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러 생 실험 결과 과

닌 니틴 생 지 복 지 신 비(Arg) (Orn)① →

지 상 다(100 ) .

또 생 도 복 지 못지 게 균주 경우(Arg Orn) , LKS 49 KA 94② →

지에 도 생 보 므 비 고생산 공 공 다100% · .

균주(③ Lactococcus lactis LKS49, Pediococcus pentosaceus KA94,

Bacillus aryabhattai LKS28 Bacillus megaterium 들 체 특 생KA 21/KA 24)

염가 균 등 다 가지므 다(Arg Orn), ,→

사료 미생 생 비료 생균 식 경보 등 에( , , , , , , , )

다 매우 다.

균주들 실 비 고 생 공 비, · (Arg Orn) ·→

지에 매우 탁월 고생산 고 나타난 역시 에·

매우 다.

뿐만 니 지에 생 루어 지므(Arg Orn) 100% ,④ →

생 산 고가 니틴 매우 게 리(Orn) · ·

다 다.

시간 경 뿐 니 도 산 게 득,

본 연 또 다 다.
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다( ) 균주 LKS28 Bacillus aryabhattai 경우 에 보여 주듯Fig 25

같 복 지에 균주TYE(lane1), TYE+Arg(lane2), TYE+Glu(lane3)

(Bacillus aryabhattai LKS28) 후 50h , lane4(TYE),

에 나타난 같 복 지에 생lane5(TYE+Arg) lane6(TYE+Glu)

찰 미 나 매우 특 게 지에 생 매우(A-lane5),

어남 었다.(B-lane5)(Fig 30)

( ) 균주 KA 21 Bacillus megaterium 과 KA24 Bacillus megaterium 경우

에 보여 주듯 같Fig26, Fig27 TYE(lane1), TYE+Arg(lane2), TYE+Glu(lane3)

복 지에 균주(Bacillus megaterium KA21/24) ,

에 보듯 복 지에 포에lane4(TYE), lane5(TYE+Arg) lane6(TYE+Glu)

고 지에 생 상 게 진(A-lane11) (80% ) (B-lane5)

것 볼 었다(Fig 31, 32).
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러 생 실험 결과 과

닌 니틴 생 지 복 지 신 비(Arg) (Orn)① →

지 상 다(100 ) .

또 생 도 복 지 못지 게 균주 경우(Arg Orn) , LKS 49 KA 94② →

지에 도 생 보 므 비 고생산 공 공 다100% · .

균주(③ Lactococcus lactis LKS49, Pediococcus pentosaceus KA94,

Bacillus aryabhattai LKS28 Bacillus megaterium 들 체 특 생KA 21/KA 24)

염가 균 등 다 가지므 다(Arg Orn), ,→

사료 미생 생 비료 생균 식 경보 등 에( , , , , , , , )

다 매우 다.

균주들 실 비 고 생 공 비, · (Arg Orn) ·→

지에 매우 탁월 고생산 고 나타난 역시 에·

매우 다.

뿐만 니 지에 생 루어 지므(Arg Orn) 100% ,④ →

생 산 고가 니틴 매우 게 리(Orn) · ·

다 다.

시간 경 뿐 니 도 산 게 득,

본 연 또 다 다.
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리 미 산 시료 건Table 44. Fig 23, 24 ( TLC )

도 Lane No. 지 건 비고

A

Lane 1 지MRS

지원Lane 2 첨가 지MRS+Arg(0.1%)

Lane 3 첨가 지MRS+Glu(0.1%)

Lane 4 지MRS
후

균주 또( LKS 49 KA

에94 28 50h )℃

상등sup( )

포+Cell( )
Lane 5 첨가 지MRS+Arg(0.1%)

Lane 6 첨가 지MRS+Glu(0.1%)

Lane 7 지MRS
후

균주 또( LKS 49 KA

에94 28 50h )℃

상등sup( )Lane 8 첨가 지MRS+Arg(0.1%)

Lane 9 첨가 지MRS+Glu(0.1%)

Lane 10 지MRS
후

균주 또( LKS 49 KA

에94 28 50h )℃

포cell( )Lane 11 첨가 지MRS+Arg(0.1%)

Lane 12 첨가 지MRS+Glu(0.1%)

B

Lane 1 지M

지원Lane 2 첨가 지M+Arg(0.1%)

Lane 3 첨가 지M+Glu(0.1%)

Lane 4 지M
후

균주 또( LKS 49 KA

에94 28 50h )℃

상등sup( )

포+Cell( )
Lane 5 첨가 지M+Arg(0.1%)

Lane 6 첨가 지M+Glu(0.1%)

Lane 7 지M
후

균주 또( LKS 49 KA

에94 28 50h )℃

상등sup( )Lane 8 첨가 지M+Arg(0.1%)

Lane 9 첨가 지M+Glu(0.1%)

Lane 10 지M
후

균주 또( LKS 49 KA

에94 28 50h )℃

포cell( )Lane 11 첨가 지M+Arg(0.1%)

Lane 12 첨가 지M+Glu(0.1%)
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<LKS 49 Lactococcus lactis sub sp. bioconversion>

Fig 28. TLC chromatograms of amino acid profiles

A: on complex medium, B: on minimal medium
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리 미 산 시료 건Table 44. Fig 23, 24 ( TLC )
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Lane 3 첨가 지MRS+Glu(0.1%)
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포+Cell( )
Lane 5 첨가 지MRS+Arg(0.1%)

Lane 6 첨가 지MRS+Glu(0.1%)
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균주 또( LKS 49 KA

에94 28 50h )℃
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Lane 10 지MRS
후

균주 또( LKS 49 KA

에94 28 50h )℃

포cell( )Lane 11 첨가 지MRS+Arg(0.1%)

Lane 12 첨가 지MRS+Glu(0.1%)

B

Lane 1 지M

지원Lane 2 첨가 지M+Arg(0.1%)

Lane 3 첨가 지M+Glu(0.1%)

Lane 4 지M
후

균주 또( LKS 49 KA

에94 28 50h )℃

상등sup( )

포+Cell( )
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Lane 7 지M
후

균주 또( LKS 49 KA

에94 28 50h )℃

상등sup( )Lane 8 첨가 지M+Arg(0.1%)

Lane 9 첨가 지M+Glu(0.1%)

Lane 10 지M
후

균주 또( LKS 49 KA

에94 28 50h )℃

포cell( )Lane 11 첨가 지M+Arg(0.1%)

Lane 12 첨가 지M+Glu(0.1%)
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<LKS 49 Lactococcus lactis sub sp. bioconversion>

Fig 28. TLC chromatograms of amino acid profiles

A: on complex medium, B: on minimal medium
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<KA 94 Pediococcus pentosaceus bioconversion>

Fig 29. TLC chromatograms of amino acid profiles

A: on complex medium, B: on minimal medium
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리 미 산 시료 건Table 45. Fig 25, 26, 27 ( TLC )

도 Lane No. 지 건 비고

A

Lane 1 지TYE

지원Lane 2 첨가 지TYE+Arg(0.1%)

Lane 3 첨가 지TYE+Glu(0.1%)

Lane 4 지TYE 후

균주 또( LKS 28

KA21/24

에28 50h )℃

상등sup( )

포+Cell( )
Lane 5 첨가 지TYE+Arg(0.1%)

Lane 6 첨가 지TYE+Glu(0.1%)

Lane 7 지TYE 후

균주 또( LKS 28

KA21/24

에28 50h )℃

상등sup( )Lane 8 첨가 지TYE+Arg(0.1%)

Lane 9 첨가 지TYE+Glu(0.1%)

Lane 10 지TYE 후

균주 또( LKS 28

KA21/24

에28 50h )℃

포cell( )Lane 11 첨가 지TYE+Arg(0.1%)

Lane 12 첨가 지TYE+Glu(0.1%)

B

Lane 1 지M

지원Lane 2 첨가 지M+Arg(0.1%)

Lane 3 첨가 지M+Glu(0.1%)

Lane 4 지M 후

균주 또( LKS 28

KA21/24

에28 50h )℃

상등sup( )

포+Cell( )
Lane 5 첨가 지M+Arg(0.1%)

Lane 6 첨가 지M+Glu(0.1%)

Lane 7 지M 후

균주 또( LKS 28

KA21/24

에28 50h )℃

상등sup( )Lane 8 첨가 지M+Arg(0.1%)

Lane 9 첨가 지M+Glu(0.1%)

Lane 10 지M 후

균주 또( LKS 28

KA21/24

에28 50h )℃

포cell( )Lane 11 첨가 지M+Arg(0.1%)

Lane 12 첨가 지M+Glu(0.1%)
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<KA 94 Pediococcus pentosaceus bioconversion>

Fig 29. TLC chromatograms of amino acid profiles

A: on complex medium, B: on minimal medium
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리 미 산 시료 건Table 45. Fig 25, 26, 27 ( TLC )

도 Lane No. 지 건 비고

A

Lane 1 지TYE

지원Lane 2 첨가 지TYE+Arg(0.1%)

Lane 3 첨가 지TYE+Glu(0.1%)

Lane 4 지TYE 후

균주 또( LKS 28

KA21/24

에28 50h )℃

상등sup( )

포+Cell( )
Lane 5 첨가 지TYE+Arg(0.1%)

Lane 6 첨가 지TYE+Glu(0.1%)

Lane 7 지TYE 후

균주 또( LKS 28

KA21/24

에28 50h )℃

상등sup( )Lane 8 첨가 지TYE+Arg(0.1%)

Lane 9 첨가 지TYE+Glu(0.1%)

Lane 10 지TYE 후

균주 또( LKS 28

KA21/24

에28 50h )℃

포cell( )Lane 11 첨가 지TYE+Arg(0.1%)

Lane 12 첨가 지TYE+Glu(0.1%)

B

Lane 1 지M

지원Lane 2 첨가 지M+Arg(0.1%)

Lane 3 첨가 지M+Glu(0.1%)

Lane 4 지M 후

균주 또( LKS 28

KA21/24

에28 50h )℃

상등sup( )

포+Cell( )
Lane 5 첨가 지M+Arg(0.1%)

Lane 6 첨가 지M+Glu(0.1%)

Lane 7 지M 후

균주 또( LKS 28

KA21/24

에28 50h )℃

상등sup( )Lane 8 첨가 지M+Arg(0.1%)

Lane 9 첨가 지M+Glu(0.1%)

Lane 10 지M 후

균주 또( LKS 28

KA21/24

에28 50h )℃

포cell( )Lane 11 첨가 지M+Arg(0.1%)

Lane 12 첨가 지M+Glu(0.1%)
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<LKS 28 Bacillus aryabhattai bioconversion>

Fig 30. TLC chromatograms of amino acid profiles

A: on complex medium, B: on minimal medium
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<KA 21 Bacillus megaterium bioconversion>

Fig 31. TLC chromatograms of amino acid profiles

A: on complex medium, B: on minimal medium
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<LKS 28 Bacillus aryabhattai bioconversion>

Fig 30. TLC chromatograms of amino acid profiles

A: on complex medium, B: on minimal medium
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<KA 21 Bacillus megaterium bioconversion>

Fig 31. TLC chromatograms of amino acid profiles

A: on complex medium, B: on minimal medium
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<KA 24 Bacillus megaterium bioconversion>

Fig 32. TLC chromatograms of amino acid profiles

A: on complex medium, B: on minimal medium
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균 질6)

산균 가운 에 산 그 체 비 여 리 신 루 린 등,

균 질 비 산균들 많다 연 실에 보 고 균.

진균에 지가 들에 균 보 여 고 새 운 균,

질 탐색 다.

본연 진 연 실에 미 진 어 다 진균 미생 과 균 미.

생 에 연 통 여 결과에 많 균 질 특 과 등

연 통 균 보 미생 들 다 보 고 특허,

원 등 균주가 다 다 본 연 통 보 균 미생 들 보 거· .

나 특허등 균주들과 겹 에 연 본 크리닝 연 신

다.



- 108 -

<KA 24 Bacillus megaterium bioconversion>

Fig 32. TLC chromatograms of amino acid profiles

A: on complex medium, B: on minimal medium
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균 질6)
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내 균 변 연7)

가 내 균)

산균 취 게 내 균 에 큰 변 다 내.

균 변 가 비만과 다 보도도 었 본 연 실에 도 연,

다 산균 어나고 지 에.

게 게 도 변 거 고 변 에 몸 가벼워지게 다.

상 미생 들 어나게 연 비만 도 것도

같 맥 에 다 또 가 마 어 겠지만. data base ,

에 내 균 변 역시 여pyrosequencing

다 특 다 과 같다. Pyrosequencing .

변Mouse Genomic DNA extraction, PCR (Barcode tagging PCR),

Purification, Quantification, Pyrosequencing

Pyrosequencing 개 었1996 , dideoxynucleotide chain termination

과 다 게 새 운 사슬에 가 결 어 나Sanger sequencing DNA nucleotide

지 여 염 열 다 에pyrophosphate . Roche 454 Life science

다pyrosequencing platform .

Pyrosequencing 가지 등4 DNA polymerase, sulfurylase,luciferase, apyrase enzyme

다 질 가 에 어cascade . Double stranded DNA fragmentation

진다 진 쪽 끝에 도 주. fragment amplification sequencing adaptor A,B

다 다 에 어 다 상에. DNA library DNA capture bead . DNA capture bead adaptor

열과 상보 가 결 어 므 에 결 게 다 그primer DNA fragment bead .

후 통 후 각 당 개 가 가지 께emPCR amplification , plate well bead 4

들어가게 다.
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나 내 균 비만 동 실험)

내 균 비만 생 실험(1)

내 균 변채취 비만 사 다 과 같⦁

가지 실험 나 어 사 다5 (G1~G5) .

Fig 33. 내 균 비만 생 실험

G1: Standard diet, G2: High Fat Diet, (HFD: standard diet w/ lard),

마리 신 지 경 여 마리 신 지G3: 2 , 3 HFD+ ,

마리 지 마리 지 마리 지 마리 지G4: 2 1 , 3 HFD+1 , G5: 2 2 , 3 HFD+2

비만 실험 결과(2)

식 건에 개 실험 에 식 건별 비만여 비 결과 지5 ,⦁

취 실험 들 상사료만 실험 과 사(G3, G4, G5) (G1)

지 지 취 지 실험 에 고도 비만상태, (G2)

었다.

고지 도 지 동시에 취 경우 비만(G3, 4, 5)

과가 연 나타났다.

식 건에 개 실험 비만 실험 결과Fig 34. 5
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나 내 균 비만 동 실험)

내 균 비만 생 실험(1)

내 균 변채취 비만 사 다 과 같⦁

가지 실험 나 어 사 다5 (G1~G5) .

Fig 33. 내 균 비만 생 실험

G1: Standard diet, G2: High Fat Diet, (HFD: standard diet w/ lard),

마리 신 지 경 여 마리 신 지G3: 2 , 3 HFD+ ,

마리 지 마리 지 마리 지 마리 지G4: 2 1 , 3 HFD+1 , G5: 2 2 , 3 HFD+2

비만 실험 결과(2)

식 건에 개 실험 에 식 건별 비만여 비 결과 지5 ,⦁

취 실험 들 상사료만 실험 과 사(G3, G4, G5) (G1)

지 지 취 지 실험 에 고도 비만상태, (G2)

었다.

고지 도 지 동시에 취 경우 비만(G3, 4, 5)

과가 연 나타났다.

식 건에 개 실험 비만 실험 결과Fig 34. 5
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다 내 균 포 실험) (pyrosequencing)

생 변(1) Genomic DNA extraction

생 변 에 그룹별 여 채취 다 채취 변 실험에day 57 .

사 지 에 보 다 변 균 에 어 역시80 . 1X PBS (pH7.2)– ℃

균 사 여1X PBS (pH 7.2) OD600 고:0.8~1.0 , G-spinTM

사 여genomic DNA extraction kit for bacteria (Intron, Korea) genomic

다 변에DNA . DNA sample pyrosequencing

비과 에 사 다.

(2) Polymerase Chain Reaction (PCR)

변 에 비Day 57 sample genomic DNA pyrosequencing

업 실barcode tagging PCR test PCR

다 변에 포 어 많 미생 들 폭. 16S RNA V3 region gene

사 다 염 열27f, 518r primer (Bioneer, Korea) . Primer

다 과 같다.

27f GAGTTTGATCMTGGCTCAG

518r WTTACCGCGGCTGCTGG

다 과 같다PCR mixture . 0.25 I-Taq polymerase 5U/ (Intron,㎕ ㎕

Korea), 5 10X PCR buffer with MgCl㎕ 2 (Inton, Korea), 1 10mM dNTPs㎕

(2.5mM each, Intron, Korea), 1 50pM 27f primer, 1 50pM 518r primer, 2㎕ ㎕ ㎕

첨가 고 균 체 가 게 맞 었다template DNA TDW 50 .㎕

에 간 고 에 간Thermocycle 94 5 pre-denaturation , 94 30℃ ℃

에 간 에 간denaturation, 55 45 annealing, 72 1 30 extension 20℃ ℃

복 에 간 다, 72 7 final extension . PCR products 1% agarose gel℃

과(Seakem GTG agarose, FMC bioproducts, Rockland, ME USA) 1X TAE buffer

여 동 후 간 염색 고 간 척 여(100V, 30 ) , 20 EtBr 3
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시료 비(3) Sequencing

가( ) Barcode tagging PCR

신Barcode tagging PCR 27f, 518r primer 27f, 518r primer

에 개 루어진 개sequence 6 nucleotide barcode sequence 2

루어진 여주어 만든nucleotide adapter link sequence barcode tagged

사 여 진 다 생 변에primer (Table 2). Barcode tagging PCR

진 비과template DNA pyrosequencing , sequencing

결과 그룹별 게 주어 염 열 료 편리 게

다 에 사 에 첨가. Barcode tagging PCR primer adapter link sequence

다 염 루어bacterial 16S RNA V3 region gene sequence

어 후 별 게sequencing barcode target gene sequence

주 역 다 염 열 에 과 염. adenine (A) cytosine (C)

다.

다 과 같다Barcode tagging PCR mixture . 0.25 I-Taq㎕

polymerase 5U/ (Intron, Korea), 5 10X PCR buffer with MgCl㎕ ㎕ 2 (Intron,

Korea), 1 10mM dNTPs(2.5mM each, Intron, Korea), 1 50pM 27f barcode㎕ ㎕

첨tagged primer, 1 50pM 518r barcode tagged primer, 2 template DNA㎕ ㎕

가 고 균 체 가 게 맞 었다TDW 50 . Thermocycle 94㎕ ℃

에 간 고 에 간 에5 pre-denatureation , 94 30 denaturation, 55 45℃ ℃

간 에 간 복 에 간annealing, 72 1 30 extension 20 , 72 7 final℃ ℃

다extension . PCR products 1% agarose gel (Seakem GTG agarose, FMC

과 여 동bioproducts, Rockland, ME USA) 1X TAE buffer (100V,

후 간 염색 고 간 척 여 찰 다30 ) , 20 EtBr 3 band .

Table 46. List of PCR primers for pyrosequencing with barcode

Barcode 27f/518r

TCATCG
TCATCGACGAGTTTGATCMTGGCTCAG

TCATCGACWTTACCGCGGCTGCTGG

GAGTAC
GAGTACACGAGTTTGATCMTGGCTCAG

GAGTACACWTTACCGCGGCTGCTGG

TAGCAC
TAGCACACGAGTTTGATCMTGGCTCAG

TAGCACACWTTACCGCGGCTGCTGG

ACAGTG
ACAGTGACGAGTTTGATCMTGGCTCAG

ACAGTGACWTTACCGCGGCTGCTGG

CACATG
CACATGACGAGTTTGATCMTGGCTCAG

CACATGACWTTACCGCGGCTGCTGG
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나( ) Purification

PCR product PCR quick-spin
TM
PCR product purification kit (Intron,

여 다Korea) . 1% agarose gel (Seakem GTG agarose,

과 여 동FMC bioproducts Rockland, ME USA) 1X TAE buffer

후 간 염색 여 찰 다(100V, 30 ) , 20 EtBr band .

다( ) Quantification

량PCR product fluorometer (TBS-38, Turner Biosystems,

여 도 량 고 사USA) , dye picogreen (PicoGreen

다 량 후 각dsDNA Quantitation kit (MOP-P-11496)) . sample DNA

동 게 맞 울 생 과 공동 원 에 뢰250ng , (NICEM)

여 다Roche 454_GS_FLX (Roche, Germany) sequencing .
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) 내 균 결과

변에 염 열 통bacterial 16s rRNA fecal

변 결과 만 공 그룹 나microbiome , standard diet high fat

만 공 그룹에 비 지 경 여 그룹에 가diet sequence

많 다.

결과 공Sequence data phylum level high fat diet group2

에 비 에 가 차standard diet group1 fecal microbiome Bacteroidetes

지 비 감 고 비 가 다 것 다 에Firmicutes .

지 에 비 고group3, 4, 5 group2 Bacteroidetes

감 다Firmicutes .

취에 도 비만 결과 감 고High fat diet bacteroidetes

가 지Fermicutes (Turnbaugh et al, 2006), high fat

에 도 비만에 포 변 상상태diet fecal microbiome

복시킨다 것 다.

Table 47. Summary of reads from pyrosequencing for exploring microbial

community structures in the mouse fecal samples after sequence trimming

and assembly.

　 group1 group2 group3 group4 group5

number of sequences 6638 6475 7153 8658 9406

number of contigs 4933 4237 4018 6568 7104
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Table 48. The number of identified phyla from the fecal microbiome

Name of phyla Group1 Group2 Group3 Group4 Group5

Firmicutes 4142 4713 4294 5044 5990

Bacteroidetes 2152 1511 2531 2881 3235

Verrucomicrobia 190 73 17 259 23

Tenericutes 29 56 109 233 11

Proteobacteria 76 35 50 82 76

Bacteria_unclassified 23 20 66 68 14

Actinobacteria 19 55 44 43 25

TM7* 6 1 38 38 9

Cyanobacteria 0 0 0 3 11

Acidobacteria 1 6 1 4 2

Deferribacteres 0 1 0 0 10

Chloroflexi 0 2 1 1 0

Lentisphaerae 0 0 0 2 0

Planctomycetes 0 0 2 0 0

TM6* 0 1 0 0 0

Nitrospirae 0 1 0 0 0

*TM6 and 7 is belonged to Candidatus_uncultured.
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Table 49. The percentage of identified phyla from the fecal microbiome

Name of phyla Group1 Group2 Group3 Group4 Group5

Firmicutes 62.40 72.79 60.03 58.26 63.68

Bacteroidetes 32.42 23.34 35.38 33.28 34.39

Verrucomicrobia 2.86 1.13 0.24 2.99 0.24

Tenericutes 0.44 0.86 1.52 2.69 0.12

Proteobacteria 1.14 0.54 0.70 0.95 0.81

Bacteria_unclassified 0.35 0.31 0.92 0.79 0.15

Actinobacteria 0.29 0.85 0.62 0.50 0.27

TM7* 0.09 0.02 0.53 0.44 0.10

Cyanobacteria 0.00 0.00 0.00 0.03 0.12

Acidobacteria 0.02 0.09 0.01 0.05 0.02

Deferribacteres 0.00 0.02 0.00 0.00 0.11

Chloroflexi 0.00 0.03 0.01 0.01 0.00

Lentisphaerae 0.00 0.00 0.00 0.02 0.00

Planctomycetes 0.00 0.00 0.03 0.00 0.00

TM6* 0.00 0.02 0.00 0.00 0.00

Nitrospirae 0.00 0.02 0.00 0.00 0.00
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Table 50. The percentage of most abundant identified phyla and its ratio

　

　

Group1 Group2 Group3 Group4 Group5

STD HFD 신선HFD with 년HFDwith 1
HFDwith 2

년

Firmicutes (%) 62.40 72.79 60.03 58.26 63.68

Bacteroidetes (%) 32.42 23.34 35.38 33.28 34.39

Firmicutes

/Bacteroidetes
1.92 3.12 1.70 1.75 1.85
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지 공 개 질 리 규격8)

가 재 생 규 연 신 지) 1

차 지 공 보 질 리규격 등, ( )

특 업 담당 과 에 연 다3 (knowhow)

공 균 도( )

질 Biomarker

단 질 질 Biomarker

지질 질 Biomarker

산 량 량비

당도 염 도,

미 산 당 등 비등 질규격에, ,

나 균 공 료 립)

균 과 료 실험 사 료 다· ·

과 같다 들 료 과 참고 료.

것 다(Table 51~54, Fig 35~39).

균 과 도식Fig 35.
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균(1)

균 지 결과Table 51.

결과

단 시험

A B C D E F G H I

87.3 87.9 88.1 88.8 87.9 88.2 89.4 87.9 87.9 g/100g
식 공 (2001)

상 가열건

지 0.5 0.3 0.4 0.5 0.4 0.4 0.4 0.5 0.5 g/100g
Chloroform-methanol

단 질 1.9 1.8 1.8 1.8 1.6 1.7 1.7 1.7 1.7 g/100g Kjeldahl

2.7 3.1 3.2 3.2 3.2 2.7 3.2 2.8 2.8 g/100g
식 공 (2001)

시험

탄 7.6 6.9 6.5 5.7 6.9 7.0 5.3 7.1 7.1 g/100g
식 공 (2001)

계산

식염 2.1 2.7 2.2 2.4 2.5 2.3 2.5 2.3 2.2 g/100g
식 공 (2001)

식염시험

Fructose 0.4 0.1 0.1 0.0 0.1 0.2 0.0 0.4 0.1 g/100g
식 공 (2001)

당질시험

Glucose 1.3 1.2 1.3 0.0 1.1 1.1 0.0 1.2 0.3 g/100g
식 공 (2001)

당질시험

Maltose 0.8 0.6 0.6 0.2 0.7 0.5 0.2 0.7 0.4 g/100g
식 공 (2001)

당질시험

포 지 - - - 0.1 - - 0.1 - 0.1 g/100g
AOAC Ofiicial

Method 963.22

EPA - - - 0.2 - - 0.2 - 0.2 mg/100g
식 공 (2001)

지 산시험

DHA - - - 0.2 - - 0.1 - 0.2 mg/100g
식 공 (2001)

지 산시험

신 지 후 후 후 후A : (2 ), B : 24h(28 ), C : 48h(28 ), D : 1m(48h℃ ℃ ℃

신 지 신 지 신 지 후2 ), E : 24h(2 ), F : 48h(2 ), G : 1m(2 ), H :℃ ℃ ℃ ℃

후48h(2 ), I : 1m(2 )℃ ℃
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신 지 신 지 신 지 후2 ), E : 24h(2 ), F : 48h(2 ), G : 1m(2 ), H :℃ ℃ ℃ ℃

후48h(2 ), I : 1m(2 )℃ ℃
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균 지 결과 그Fig 36.

신 지 후 후 후A : (2 ), B : 24h(28 ), C: 48h(28 ), D : 1m(2 ), E :℃ ℃ ℃ ℃

신 지 신 지 신 지 후24h(2 ), F : 48h(2 ), G : 1m(2 ), H : 48h(2 ), I :℃ ℃ ℃ ℃

후 1m(2 )℃
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균 지 결과(2)

균 지 결과Table 52. 단( : mg/100g)

결과

시험
A B C D E F G H I

Ca 32.1 34.9 34.5 32.6 38.3 34.4 37.0 35.9 33.7
ICP-AES

Na 735.2 804.9 814.4 803.1 941.7 785.1 886.7 797.2 781.5
ICP-AES

P 50.6 49.9 49.3 49.0 44.6 45.1 44.7 44.7 43.1
ICP-AES

Zn 0.3 0.3 0.3 0.3 0.3 0.4 0.3 0.3 0.3
ICP-AES

Fe 0.7 0.6 0.7 0.5 0.7 0.9 0.6 0.6 0.6
ICP-AES

Mg 19.3 20.3 20.8 20.3 20.8 19.7 20.6 18.7 18.7
ICP-AES

신 지 후 후 후A : (2 ), B : 24h(28 ), C: 48h(28 ), D : 1m(2 ), E :℃ ℃ ℃ ℃

신 지 신 지 신 지 후24h(2 ), F : 48h(2 ), G : 1m(2 ), H : 48h(2 ), I :℃ ℃ ℃ ℃

후 1m(2 )℃

지 결과 그Fig 37. .

신 지 후 후 후A : (2 ), B : 24h(28 ), C: 48h(28 ), D : 1m(2 ), E :℃ ℃ ℃ ℃

신 지 신 지 신 지 후24h(2 ), F : 48h(2 ), G : 1m(2 ), H : 48h(2 ), I :℃ ℃ ℃ ℃

후 1m(2 )℃
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균 지 결과 그Fig 36.
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후 1m(2 )℃
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균 지 지 산(3)

균 지 지 산 결과Table 53.

식 지 산( )
지 당 비100g (%)

시험
D G I

포

지 산

C12:0 우 산(Lauric acid) 0.2 0.2 0.2

AOAC

Official

Method

963.22

C14:0 미리 트산(Myristic acid) 1.0 0.9 1.0

C16:0 미트산(Palmitic acid) 16.3 16.8 17.0

C18:0 산(Stearic acid) 2.4 2.4 2.5

C20:0 키드산(Arachidic acid) 0.4 0.4 0.4

C22:0 헨산(Behenic acid) 0.4 0.4 0.4

C24:0 리그 산(Lignoceric acid) 0.4 0.6 0.6

포 지 산 계 21.1 21.7 22.1

포

지 산

C14:1 미리 산(Myristileic acid) 0.1 0.1 0.1

C16:1 미 산(Palmitoleic acid) 0.6 0.6 0.6

C18:1 산(Oleic acid) 11.0 11.3 11.3

C18:2 리 산(Linoleic acid) 58.1 54.9 55.8

C18:3 리 산(Linoleic acid) 8.3 10.3 9.2

C20:1 가드 산(Gadoleic acid) 0.1 0.1 0.1

C20:2
에 사 에 산

(Eicosadienoic acid)
0.1 0.1 0.1

C22.6 EPA 0.1 0.1 0.1

C24.1 DHA 0.1 0.1 0.1

C24:1
트 산

(Tetracosaenoic acid)
0.3 0.4 0.4

포 지 산 계 78.8 78.0 77.8

Unknown 0.1 0.3 0.1

계 100.0 100.0 100.0

신 지 후 후 후A : (2 ), B : 24h(28 ), C: 48h(28 ), D : 1m(2 ), E :℃ ℃ ℃ ℃

신 지 신 지 신 지 후24h(2 ), F : 48h(2 ), G : 1m(2 ), H : 48h(2 ), I :℃ ℃ ℃ ℃

후 1m(2 )℃
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균 지 지 산 결과Fig 38.

신 지 후 후 후A : (2 ), B : 24h(28 ), C: 48h(28 ), D : 1m(2 ), E :℃ ℃ ℃ ℃

신 지 신 지 신 지 후24h(2 ), F : 48h(2 ), G : 1m(2 ), H : 48h(2 ), I :℃ ℃ ℃ ℃

후 1m(2 )℃
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균 지 지 산(3)
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식 지 산( )
지 당 비100g (%)

시험
D G I

포

지 산

C12:0 우 산(Lauric acid) 0.2 0.2 0.2

AOAC

Official

Method

963.22

C14:0 미리 트산(Myristic acid) 1.0 0.9 1.0

C16:0 미트산(Palmitic acid) 16.3 16.8 17.0

C18:0 산(Stearic acid) 2.4 2.4 2.5

C20:0 키드산(Arachidic acid) 0.4 0.4 0.4

C22:0 헨산(Behenic acid) 0.4 0.4 0.4

C24:0 리그 산(Lignoceric acid) 0.4 0.6 0.6

포 지 산 계 21.1 21.7 22.1

포

지 산

C14:1 미리 산(Myristileic acid) 0.1 0.1 0.1

C16:1 미 산(Palmitoleic acid) 0.6 0.6 0.6

C18:1 산(Oleic acid) 11.0 11.3 11.3

C18:2 리 산(Linoleic acid) 58.1 54.9 55.8

C18:3 리 산(Linoleic acid) 8.3 10.3 9.2

C20:1 가드 산(Gadoleic acid) 0.1 0.1 0.1

C20:2
에 사 에 산

(Eicosadienoic acid)
0.1 0.1 0.1

C22.6 EPA 0.1 0.1 0.1

C24.1 DHA 0.1 0.1 0.1

C24:1
트 산

(Tetracosaenoic acid)
0.3 0.4 0.4

포 지 산 계 78.8 78.0 77.8

Unknown 0.1 0.3 0.1

계 100.0 100.0 100.0

신 지 후 후 후A : (2 ), B : 24h(28 ), C: 48h(28 ), D : 1m(2 ), E :℃ ℃ ℃ ℃

신 지 신 지 신 지 후24h(2 ), F : 48h(2 ), G : 1m(2 ), H : 48h(2 ), I :℃ ℃ ℃ ℃

후 1m(2 )℃
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균 지 지 산 결과Fig 38.

신 지 후 후 후A : (2 ), B : 24h(28 ), C: 48h(28 ), D : 1m(2 ), E :℃ ℃ ℃ ℃

신 지 신 지 신 지 후24h(2 ), F : 48h(2 ), G : 1m(2 ), H : 48h(2 ), I :℃ ℃ ℃ ℃

후 1m(2 )℃
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균 지 미 산(4)

균 지 미 산Table 54.

미 산
결과

시험
A B C D E F G H I

Aspartic

acid
161.7 148.1 154.1 141.6 139.2 141.0 126.2 152.6 144.3

Derived

by

ninhydrin

HPLC

analytical

method

Threonine 51.3 46.2 49.3 46.2 43.3 45.0 40.1 47.9 44.4

Serine 68.1 62.3 62.0 58.7 56.2 60.3 52.8 61.9 57.0

Glutamin

acid
408.9 415.4 395.6 370.9 361.9 399.3 343.6 391.1 371.2

Proline 63.1 55.3 56.2 61.9 47.2 58.6 55.4 55.0 53.1

Glycine 63.7 55.2 59.7 60.2 50.7 54.1 50.8 58.2 55.8

Alanine 112.3 113.7 109.8 118.3 95.4 109.9 104.4 99.7 98.7

Valine 62.8 58.3 63.4 60.9 51.8 54.7 50.4 59.1 56.8

Methionine 16.1 13.4 17.5 14.2 12.5 11.5 9.3 12.8 13.2

Isoleucine 43.2 41.1 44.8 42.6 34.8 37.3 33.5 41.4 38.8

Leucine 87.5 73.7 80.4 73.1 64.5 71.2 60.1 77.8 71.5

Tyrosine 21.3 17.8 17.3 18.4 15.2 16.0 14.7 17.2 14.7

Phenyl

alanine
50.8 43.3 46.7 45.6 38.5 41.3 38.3 45.2 42.9

Lysine 88.5 79.5 81.6 73.2 71.3 78.9 67.1 80.5 73.8

Histidine 22.6 20.1 20.7 18.8 16.8 18.4 15.8 19.9 18.1

Arginine 37.8 30.6 32.5 32.3 26.8 28.6 25.3 34.2 29.9

Total 1,359.7 1,274.0 1,291.6 1,236.9 1,126.1 1,226.1 1,087.8 1,254.5 1,184.2

신 지 후 후 후A : (2 ), B : 24h(28 ), C: 48h(28 ), D : 1m(2 ), E :℃ ℃ ℃ ℃

신 지 신 지 신 지 후24h(2 ), F : 48h(2 ), G : 1m(2 ), H : 48h(2 ), I :℃ ℃ ℃ ℃

후 1m(2 )℃
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균 지 미 산 결과 그Fig 39.

신 지 후 후 후A : (2 ), B : 24h(28 ), C: 48h(28 ), D : 1m(2 ), E :℃ ℃ ℃ ℃

신 지 신 지 신 지 후24h(2 ), F : 48h(2 ), G : 1m(2 ), H : 48h(2 ), I :℃ ℃ ℃ ℃

후 1m(2 )℃
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신 지 후 후 후A : (2 ), B : 24h(28 ), C: 48h(28 ), D : 1m(2 ), E :℃ ℃ ℃ ℃

신 지 신 지 신 지 후24h(2 ), F : 48h(2 ), G : 1m(2 ), H : 48h(2 ), I :℃ ℃ ℃ ℃

후 1m(2 )℃
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균 지 미 산 결과 그Fig 39.

신 지 후 후 후A : (2 ), B : 24h(28 ), C: 48h(28 ), D : 1m(2 ), E :℃ ℃ ℃ ℃

신 지 신 지 신 지 후24h(2 ), F : 48h(2 ), G : 1m(2 ), H : 48h(2 ), I :℃ ℃ ℃ ℃

후 1m(2 )℃
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지 포 역 염지 생리 규 연2. ⦁

가 역 포 비 건)

실험에 사 역 포 포주Raw 264.7 mouse macrophage cell⦁

에DMEM 10% FBS 1% penicillin (100 U/ml), streptomycin (100

어U/ml) 37 °C, 5% CO2 건에 었다.

나 지 포 역 염지 생리 규 실험 결과) ·

상 건 식 포 포에 지 별 도별Raw264.7 , ,⦁

처리시간 첨가 후 등 여러 가지 실험 건 나 어 염지LPS ·

생리 실험 진 다.

에 염 도에 지 단시간 처리 과(1) LPS 5

지 별 신 지 지 지 도별( , 1 , 2 ), (10, 100, 1000 g/ml)μ⦁

처리 후 고 시간 후에5 , LPS (1 g/ml) harvest , mRNAμ

여 들 에 진 다extraction cytokine (TNF ,IL-1 ,IL-6) RT-PCR .α β

지 시료 각각 처리 고 후에 염10 / , 100 / , 1000 / 5㎍ ㎖ ㎍ ㎖ ㎍ ㎖⦁

시키 시간동 처리 여 다 게 얻LPS 1 harvest .

시료 통 결과 에 보RT-PCR cytokine , Fig 40

같 처리 에 비 지 에control (LPS ) 2 (1 / ) IL-1㎎ ㎖ β

감 감 량 미미 다35% , IL-6 TNF .α

에 가에 지 짧게 처리Fig 40. LPS Cytokine , 5 ,

지 도별 량 변
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에 가에 지 시간 처리 과(2) LPS cytokine 1

지 처리 시간 에 시간과 시간 처리 도 과5 1 3 , 1mg/ml⦁

가시킨 후 시간 처리 고 여 상5mg/ml LPS 1 mRNA

들에 진 다cytokine RT-PCR .

시료 도 처리시간 가시 량, TNF , IL-1 , IL-6α β⦁

다 도에 변 보 과 지 각각 처. 1 / 5 /㎎ ㎖ ㎎ ㎖

리 고 처리 시간별 변 보 에 처리 것 시간, 5 1

과 시간 여 처리 다 에 보 같 지3 . Fig 41 ,

처리 도나 시간 가 도 량 감 습 보 지cytokine

고 경우에 지 처리에 량 가 경, IL-1β

보 다 지만 도 시간동 지 처리. 1 / 1 ,㎎ ㎖

량 지 지 처리에 각각 격IL-6 1 , 2 87% 97%

게 감 다 에 량 처리 보 결과. , IL-1 5β

지 처리에 량 가 것 었

보고, (Papanicolaou, et al. Med Oral Patol Oral Cir Bucal.

내 다2012 Jan 1;17(1):e56-62) .

에 가에 지 처리 시간과 도Fig 41. LPS Cytokine

가시 량 변,
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시간 시간 처리 지에 억 과(3) LPS 6 , cytokine

에 염 극 시간 가시LPS , TNF , IL-1 , IL-6α β⦁

량 변 다 지 시료 시간동 처리 후에. 1 / 1 , LPS㎎ ㎖

각각 시간 시간 시간 처리 여 고 그 시료 가지고1 , 3 , 6 harvest ,

통 다RT-PCR cytokine .

에 같 시간 처리 가 감 과 보Fig 42 LPS 6 ,⦁
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에 생 가에 지 억 과(4) LPS cytokine

실험들 통 지 시료 도 시간 처리 후1 / 1 , LPS㎎ ㎖⦁

시간동 처리 여 가 뚜 염 과가 나타남 게6 harvest ,

었다 러 건 통 가지. ELISA 10 cytokine (TNF , IL-1α

생 여, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-10, IL-17, IFN , GM-CSF)α γ

다screening .

같 에 비가 지 시료 처리에 거Fig 43 , LPS TNFα⦁

감 것 편 비 지 처리에, IL-1β

큰 변 가 없 것처럼 보 다.

지 처리에 생 량 변Fig 43. cytokine screening
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극에 가 지 처리에 변(5) LPS PLD PLD

염 매개 지에 것 지PLD cytokine⦁

억 과가 지 여 다PLD .

그 결과 에 가 었 감 지 처리LPS PLD 2⦁

에 거 감 볼 었다basal level .

고 신 달계 통 시 염 어나도PLD cytokine⦁

매개 지 역 것 다 러. 가 지 처리에PLD

억 염 생리 질 억 시킬 가,

견 다.

보다 심도 연 통 지가 억 시킴 체내염PLD ,⦁

억 고 나 가 계 신 달계 어, PLD

염 식 지 릴 가 시 다, .

에 가에 지 과Fig 44. LPS PLD
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지에 만 특 나타나 지질 처리에 염 과(6) 2

지 여 지질 진 지에 만 특TLC , 2⦁

가 개 나타났고 각각 어 다lipid band 3 , .

시 에 시간 처리 후DMSO Raw264.7 cell 1mg/ml 1 , 3⦁

시간동 처리 여 염 도 다LPS .

것 통 각각 상 사 다 그 결과RT-PCR cytokine .⦁

염 과에 결과 얻 없었다 러 결과가 도.

단 어 샘 고 도 처리 여 실험 진 고 다.

에 에 지에 만 나타난 처리Fig 45. LPS cytokine 2 lipid
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지내 재 니틴 시트룰린 처리에 염 과(7) 2 , , GABA

지에 어 미 산들2 L-Ornithine, L-Citrulline,⦁

들 억 과 원 질 지 여 가리GABA cytokine

포에 각각 질 시간 처리 후 시간 처Raw264.7 1mg/ml 1 , 3 LPS

리 여 염 도 다.

결과 에 가RT-PCR , LPS cytokine TNF ,α⦁

에 처리 에 처리IL-1 L-Citrulline , IL-6 L-Ornithineβ

간 억 과가 것처럼 보 지만 그 도 미미 다, .

에 에Fig 46. LPS cytokine L-Ornithine, L-Citrulline, GABA
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지 사질 에2

질 규

1. 지 포독

재 님 실험실 지 신 지(1 , 2 )

공 .

각 사 후 실험에 지 에 독 실험 .

본 실험실 과 에 간 간 포주 여 독 실험(2 ) (HepG2)

다 생 포생 실험 진· .

포독 실험에 실험 여 신 지MTT assay

지 간 포주에 시간 도별 처리(1 ,2 ) 24 , (Fig 47.).

Fig 47. 포독 실험 실험 략

지 처리 도에 포 사 달MTT assay

지 에 포 생 독 실험 .

신 지 지 도 보 고 단0.1g/ml 1/10

여 실험 비 각 도에 포독 간 차 보.

나 도에 포가 생 것, 0.01mg 1mg/ml (Fig 48).∼
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Fig 48. 포 생MTT assay

같 결과 신 지 지 다 포 생·

실험 료 것 나 보다 심도 포 생 비,

가 .
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2. 지 포 태 포 사 과 비

결과 탕 지 에 간 간 포주 포 변

그FACS(Fluorescence-activated cell sorting) ,

에 나타내었Fig 47 .

포에 사 생 포FACS

주 여 포 사 도(cell cycle) .

본 실험결과 도 같 도 에 포 생 보MTT assay

미경 포 태 에 특 찾지 못, (Fig

49).

또 처리에 포주 가 변 지 에 신 지 지

체가 포 과 없 것 .

Fig 49. 포 주FACS
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3. 사 후 마커

본 실험에 간 간 포주 많 연 들에 사 후(HepG2)

간 포주 .

특 당뇨병 린 포신 달 연 에 많 고 그2 ,

사질 연 에도 고 (Fig 50).

Fig 50. 포내 린 달체계 식도

린 포신 달 체계에 그 에IRS-1,2,4 ,

도 돌연변 억 심각 린 여 당뇨병IRS-1 2

것 .

연 결과 도 신 지 지 도 간 포에 처

리 상 에 고IRS-1,2,4 mRNA (Fig 51).

- 139 -

Fig 51. 상 비RT-PCR IRS family

도가 가 에 지 과 에1 2 IRS-1 mRNA

가 것 나 신 지 에 변 지mRNA .

단 간 포주 에 거 지, IRS-2, 4 (HepG2) .

같 결과 상 지 또 새 가1

포내 린 신 달체계 시킬 다 료 .

본 실험실에 과 지 상 계 보다 심IRS-1

린 도 당뇨병 식 가

시 고 .
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4. 사 후 마커 사 도

등 사과 에 마커LXR, HNF4, PPAR, Estogen, beta-catenin

각 돌연변 간병변 당뇨병 비만 간 등 것, ,

.

본 실험실에 LXR, HNF4, PPAR, Estogen, beta-catenin

보 고 신 지 지 과 통Luciferase-vector

사 고 .

지 신 지 과 비 에 트 겐2 (1mg/ml) ,

체에 사 가 것 그 마커 들,

사 변 지 (Fig 52).

사 헌 사에 간 포에 에 트 겐 역 린에,

억 시킬 뿐만 니 린에 민감도 가시 린에도

빨리 도 도 주 몬 것 .

탕 지 에 에 트 겐 체 사 당뇨병

과 린 민감 에 도움 것 사료 .

다 생 실험과 지 취 동 실험 같

료 뒷 것 실험 통 나갈 것, .

Fig 52. 통 사 후 마커 사Luciferase assay
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5. 린과 지 간 포 에 사과

린 췌 타 포에 식후 비 어 근 포도당 취 고 간에,

포도당 생 억 여 당 .

간과 지 직에 지 산 억 고 취 포도당 지

근 에 단 질 도 억 등 식후 취 에 지 게 .

러 린 생리 린 도에 상보다(Insulin sensitivity)

사상태 린 고(Insulin resistance) .

당뇨병 사질 가 계 보 비2 ,

만 고지 식 원 .

재 당뇨병 들 고 린 상태 상2 (Hyperinsulinemia)

당 지 지만 린 비 린 극복 지 못 당뇨병 나타

나게 .

린 사 후 가 견 고 또 다

생과 상 계 보여 비만과 께 사 후 근본

원 시 고 .

간에 린 역 포도당 생 억 맞 고 간,

에 포도당 루 곤에 시 당 거쳐 사 .

린에 간 포 과 린 체에 린 결 후,

산 과 거 게 그 후 포신 달체계IRS1, IRS2 . PI3K AKT

거쳐 포도당 생 억 것 .

린 감 직 근 간 지 직 린 에 포,

도당 사 량 에 주 근 간에 어남.

근 과 간 포도당 사 직 변 없 사

없 .

본 연 에 신 지 지(FKE) , 1 (1
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과 린과 상 계에 실험 진yr-OMKE) 2 (2 yrs-OMKE)

.

실험 간 포에 린 도별 포에 처리, (1 100 nM)∼

여 산 단 질 변 도 가AKT ,

(Fig 53).
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과 시키 다 마커 단 질 비(IRS1, mTOR, p70S6K)

지 에 욱 것 었, 2

또 지 보다 지가 사 상1 2

결과 지 건강식 시에 시간 것, 2

.

Fig 54. 린과 단 질 변 량AKT
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Fig 55. 린 도 가에 산 단 질 변 량IRS

Fig 56. 린과 단 질 변 량IRS
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Fig 57. 린 도 가에 산 단 질 변 량mTOR

Fig 58. 린과 단 질 변 량mTOR
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Fig 55. 린 도 가에 산 단 질 변 량IRS

Fig 56. 린과 단 질 변 량IRS
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Fig 57. 린 도 가에 산 단 질 변 량mTOR

Fig 58. 린과 단 질 변 량mTOR
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Fig 59. 린 도 가에 산 단 질 변 량p70S6K

Fig 60. 린과 단 질 변 량p70S6K
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6. 지 간 포 신 달체계

간 포 사 마커 들 여10

고 .

지 린과 께 간 포에 처리 후 결과 탕 그,

등 단 질 변 가 없, GSK3, IGF1R, PTEN, TSC2

등 단 질 지 에AKT, IRS, mTOR, p70S6K 2

결과 보

신 달 체계AKT, IRS, mTOR, p70S6K Glycogenesis

도 지 못 각 사질 것,

본 연 결과 보 도 린 간 사 에(1 nM)

없지만 지 처리 후에 도 린에 도 간 사 에

여 들 나타냄.

비 단 질 리 것 닌 지 연 결과 지

만 지 린에 간 포내 민감 여 다 결과 얻, 2

었 나 가 당뇨병과 같 사질 료에 도움 식, 2

가 열어 었다 에 연 가 .
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Fig 61. 사과 과 마커 들 단 질 변

Fig 62. 지 포신 달 체계
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지 에 재 처리에7. tyrosine, citrulline, ornithine, GABA

상IRS

지에 재 미 산들 미 산 에4 IRS⦁

미 사 다.

그 결과 특 게도 과 처리 매우 강 게tyrosine citrulline IRS⦁

진시키 과 보 다. 과tyrosine citrulline IRS

진 재 가 었다.

Fig 63. T 처리에 상yrosine, citrulline, ornithine, GABA IRS
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재식 상3 ․

재 식 개 상1. (․

지 개 계1) CODEX , < >

지 특 미생 산 개 보 첨가2) : ( , )

지 특 개 연3) ( , )

공 시 립 연 균4) ( , )

염 사질 지 식 개 상 근5) , , ( , )․

거 립

2. 시 가지4 동결건 지 동결건 지 말: ① ②

지 말 다시다 지 말 미료③ ④

보 지 차별 고 우 통3. : JTBC(2012. 4) ( )

지 차별 고 우 통MBN(2012. 5) ( )

내 미 동남 시 들에게 시식 개 보 시4. , , , buyer , ,

우 차별 맛 다 도 등, , , ,

재 식5. · 검사결과

재 식 비 시 가지 각각 지 통3

검사 실시 다 시 가지 각각 동결건 지 말. 3 2 ,① ②

동결건 지 말 다시다 동결건 지 말2 + , 2 +③

재들 다 사 과 사 격 가진 다시다 말.

사 여 검사 상 들에게 가지 시 과 께 공 다3 .

그 결과 다 에 나타난 같다 미각 식감 미 시각 그리고 체. , , ,

도 등 에 다시다 말 보다 다 평가 결

과 다 또 미 건강 미지 고 가 가 보여. , ,

진다 평가 다.

상 재 생들과 사 참여시 통계처리* 23 ( )

다.

다시다 본 평 건 시 다* 2 .
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본 연 통 여 개 시 들Fig 64.

다시다 동결건 지 말 동결건 지 다시다 동결건 지 미료0 : , 1. , 2. , 3.
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달 도 에 여도4

- 157 -

연 개 결과 계5

신 차별 지 본특 등 규1) , .

도 단 질 지질 지 산 상validation biomarker : 1 , 3 , 4①

매 얼 통 재료 차별(60 )-②

지 고 과 근거 립2) .․

립 지 산Brand marker : 4①

지만 우 에 심 연 과 도3)

지 미생 생 등 규, , ,①

포 우 지 말- (6 ) ; ( )

산 량비 간 산 산 도- : validation marker( / )

미 산 생 우 미생 도- (Arg Orn) (5 )→

지 도- validation marker(Hyl)

진 재 당뇨병 도- IRS (II ) 2 (Tyr, Cit)

염 염 억 심 억(IL-6 )②

억- IL-6, TNF- , PLDα

고 신 달계 통 생리 질 시 염 어나도 매개PLD

지 역 것 다 러 가 지 처리에 억. PLD

생리 질 억 시킬 가 견 다 보다 심도, .

연 통 지가 억 시킴 체내염 억 고PLD , ,

나 가 계 신 달계 어 염 식 지PLD ,

릴 가 시 다.

당뇨병 식 가 시③

지 포독 실험 에 생 에 미 지 다 당뇨병1mg/ml . 2

린 포신 달체계에 돌연변 억IRS-1, 2, 4 IRS-1

린 여 당뇨병 지 도가2 , IRS-1

가 .

지 가공식 다 고 가가 원 개4)

연 과 게재 특허 원 산업 과 에5) , , ,

어 당 계 과지 에 도달,

편 특허 원 편 상 건 도( 5 , 4 , 4 ).
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연 과5)

편5 :① 미생 연 편4 (2012 10.11~12),

포생 편1 (2012. 10.10~12)

특허 원 편4② 원( : 10-2013-0007201, 10-2013-0007202,

10-2013-0007203, 10-2013-0007204)

시 개4③

① ② ③ ④

동결건 지①

동결건 지 말 원 재 산 미 산 지 산 등( , , - , , , EPA, DHA )②

지 다시다 지 미료③ ④
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지 재 규 첨단생 과 지 과 결과1) -

지 차별 우 보2) /

본 등에 도 못 지 재3) ,

미 동결건 말 등 시 내 미 동남 시 들에게 시식 개4) , , , buyer , ,

보 시 우 차별 맛 다 도 등 었, , , , .

경 사 연 과내 책 료 보 지도 등에5) , , , .․

시 검사 결과 보 책 료6) ·

지 평균 매가격 원 각 복 천연 미료 원 천연7) 1Kg 5,000 , 1Kg 80,000~100,000 ,

미료 말 단 마 개 다시마 등 각각 원 사 었다( : , , )1kg 100,000 .

지 보다 가량 비싼가격에 동 등1.5~2

가격폭 시 량 매 여 지 시 가 업체 큰 얻 다.

또 지 동결건 말 미료 만들어 검사 등 통 시 결과 매시

보다 상 가격 경 것 단 다1.5 .
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연 개 과 에 집 과 보6

포막에 재 리 지질PLD (Phospholipase D)

결 가(glycerophopholipid) terminal diester phosphatidic acid

결 어 다 산(PA) head group . PLD PA

에 뀌거나Phospholipase A2 (PLA2) lyso-PA PA

에 러 들 포 내 신 트워phosphohydrolase DAG ,

킹에 차 역 포2 survival, proliferation, differentiation,

등 다 포 도 포 내에 역 고 다inflammation .

근에 여 에 생 연PLD , Neurite outgrowth

연 포 태변 에 연 등 게 루어지고,

특 과 도 가 나, inflammation PLD Nitric Oxoide cytokine

등 통 염 시키 상 에 지역cascade

고 연 가 진 다 또 게 포 내 다. PLD

지 연 개 또 게 다루어지고 지만 직 지PLD

특 억 개 실 다PLD .

가 식 과 에 산균과 미생 량

지 다 특 개월 상 지 보다 산 여. 6
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