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<요 약 문>

코드번호 D-01

연구의

목적 및 내용

o NGS 기반 유전체 분석기술을 활용한 건강기능성 프로바이오틱스 미생물 소재 개

발 및 기능성식품 산업화

- 항비만 기능성 균주 라이브러리 구축 및 기능성 확인

- 선별 균주에 따른 유전체 해독 및 분석 통한 기능성 메커니즘 규명

- 프로바이오틱스의 대량 생산 및 제품화

o 항비만 젖산균주 선발, 기능성 확인 및 최적 배양조건 설정

- In vitro 모델 활용한 항비만 기능성 균주 라이브러리 구축

- In vivo 모델 활용한 항비만 기능성 확인

- 배양 조건 및 제조공정 확립 (코팅, 동결건조 조건)

- 대용량 탱크 scale up 적용 완료 (배양, 코팅 및 동결건조 조건)

연구개발성과

o In vitro 스크리닝 통한 기능성 균주 선발

- lipase, α-amylase, α-glucosidase 효소 활성 저해능 평가를 통한 기능성 균주 8개

확보

- 3T3-L1 cell line 이용 anti-adipogenetic activity 측정

- in vitro fermentation 통한 항비만 기능성 프로바이오틱스 균주 최종 선발

o 동물실험 모델 활용한 항비만 기능성 평가

- in vivo 기능성 평가를 위한 최적 식이조제 및 동물모델 구축 완료

- 최종 선별 프로바이오틱스 (L. plantarum 5종)의 항비만 기능성 확인

- NGS 분석을 통하여, 장내 균총 변화 확인 및 항비만 균주들의 전장 유전체

정보 확보

o 배양, 코팅 및 원말 제조공정 개발

- 자체보유 유산균 활용한 배양 및 scale-up 최적화 완료 및 후보균주 배양최적화

- 원심분리 및 원말 제조공정 개발

- 최종 선별 프로바이오틱스 (L. plantarum 5종)의 scale-up 최적화 적용

o 원말 제조 및 안정성 테스트

- in vivo 실험 진행을 위한 후보균주 원말 제조 및 인계

- 최종 기능성 후보균주 선별 이후 안정성 테스트

- Scale-up 최적화 적용하여 대용량 원말 생산 (시제품 생산)

o 산업화 진행

- 사업화 진행을 위한 외부기관성적서 발행 및 품목 신고 진행

o 인체 적용 시험 준비

- 인체 적용 시험 protocol 준비

연구개발성과의

활용계획

(기대효과)

o 과제 종료 후 항비만 개별인정형 프로바이오틱스 원료 등재를 위한 임상시험

추진 계획

o 경쟁력 있는 기능성 원료로의 승화 및 차별화 된 프로바이오틱스 제품생산과

판매

o 건강기능식품 원료뿐만 아니라 발효유 및 치즈 등 발효 식품에 이용 가능하므로,

농축산식품 시장의 활성화 및 제품의 다양화

o 청소년 및 성인의 항비만 효능을 통한 보건 향상으로 국민 생산성 증진

중심어 프로바이오틱스 유전체학 미생물체 항비만 제품화
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〈 SUMMARY 〉

코드번호 D-02

Purpose&

Contents

o Development of microbial materials for health functional probiotics using NGS-based

genome analysis technology and functional food industrialization

- Construction of an anti-obesity functional strain library and functional confirmation

- Identification of functional mechanism through genetic DNA readout and analysis

according to selection strains

- Mass production and commercialization of probiotics

o Establishment of anti-obesity probiotics and confirmation of function and setting of

optimum culture condition

- Construction of anti-obesity functional strain libraries using in vitro models

- Identification of anti-obesity functionalities using in vivo model

- Culture conditions and manufacturing process establishment

(coating, lyophilization conditions)

- Application of scale-up large capacity tank

(culture, coating and freeze drying conditions)

Results

o Construction of anti-obesity functional strain libraries using in vitro models

- securement of functional strain by evaluating lipase, α-amylase, α-glucosidase activity

inhibition

- Measurement of anti-adipogenetic activity using 3T3-L1 cell line

- Final selection of anti-obesity functional probiotics strains through in vitro fermentation

o Identification of anti-obesity functionalities using in vivo model

- Establishment of optimal dietary formulation and animal modeling for in vivo functional

assessment

-Identification of anti-obesity functionalities of the final screening probiotics (L. plantarum

5 species)

- Confirmation of intestinal microflora change and obtaining whole genome information of

anti-obesity strains through NGS analysis

o Culture conditions and manufacturing process establishment

- Optimization of culture, scale-up optimization using company-possess probiotics and

optimization of candidates culture

- Development of Centrifugation and powder manufacturing process

- Scale-up optimization of final selection probiotics (L. plantarum 5 species)

o Powder manufacturing and stability testing

- Powder preparation of candidate strains and take-over for in vivo experiments

- Stability test for selection of the final functional candidate strains

- Application of scale-up optimization and completion of high-volume powder production

o Industrialization

- Issuance of external agency certificate and product notification for industrialization

o Preparation of clinical test

- Preparation of clinical test protocol
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Expected

Contribution

o Promoting of clinical trials for the health supplement registration of probiotics as

an anti-obesity drug

o Transfiguration into competitive functional probiotics and production and sales of

differentiated probiotic products

o Activation of agricultural and livestock food market and product diversification

(fermented milk, cheese)

o Improving national productivity by improving health through anti-obesity effect

of adolescents and adults

Keywords

(5개 이내)
probiotics genomics microbiome anti-obesity commercialization
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1. 연구개발과제의 개요

코드번호 D-03

1-1. 연구개발 목적

가. NGS 기반 유전체 분석기술을 활용한 건강기능성 프로바이오틱스 미생물 소재 개발 및

기능성식품 산업화

(1) 항비만 기능성 균주 라이브러리 구축 및 기능성 확인

(2) 선별 균주에 따른 유전체 해독 및 분석 통한 기능성 메커니즘 규명

(3) 프로바이오틱스의 대량 생산 및 제품화

1-2. 연구개발의 필요성

가. 연구개발의 개요

(1) 대사질환의 주요 원인 중 하나인 비만을 개선하는 효과가 우수한 프로바이오틱스

균주개발 및 제품화

(2) 의약품과 달리 부작용이 거의 없는 기능성 프로바이오틱스 제품의 대량 생산 기술

확보

(3) 항비만 기능성 균주 선발, NGS 활용한 장균총 및 전장 유전체 분석, in vitro 및

in vivo 모델 활용한 효능 검증, 최적화 조건의 원말제조를 통한 신기능성

프로바이오틱스 제품 개발과 생산 원천기술 확보

(4) 연구개발 결과의 논문 게재 및 특허 출원을 통한 지적재산권 확보

나. 연구개발대상 기술의 경제적·산업적 중요성

(1) 경제적 중요성

(가) 프로바이오틱스의 경험적 효과가 과학적 방법으로 증명되면서,

건강 기능식품시장에서 중요한 품목으로 인식

(나) 프로바이오틱스 건강기능식품 (건기식) 시장의 급격한 성장세

(다) 프로바이오틱스 개별인정형 제품 매출액의 증가 추세

(라) 내수 시장의 다원화로 인한 수입단가 인하 효과 발생

(마) 고지혈증 예방 및 치료제 개발로 인한 의약품 시장규모 확대

(2) 산업적 중요성

(가) 기능성 프로바이오틱스 생산 관련 원천기술 확보 및 전문인력 확보

(나) 확보한 기술을 신규 건강기능소재 및 의약품 생산 기술 연구에 응용 연계

(다) 신규 프로바이오틱스 제품의 상업화를 통한 국내 유산균 시장의 다변화

(라) 의학적 효능을 가진 고부가가치 프로바이오틱스의 국내 생산 기반 구축

(마) 신규 기능성을 갖는 미생물자원 및 생산기술의 국산화

1-3. 연구개발 범위

가. In vitro 스크리닝 통한 기능성 균주 탐색 및 확보

나. 항비만 기능성 균주 in vitro 선별

다. 비만 유도 마우스 활용한 항비만 기능성 균주의 in vivo 선발

라. 배양 조건 최적화

마. 코팅 기술 및 원말 제조 공정 개발

바. 대용량 생산 설비 활용 scale up 공정 개발
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2-1. 국내 기술 수준 및 시장 현황

가. 초기에는 배양 또는 코팅에 관한 특허 비중이 높았으나, 최근에는 기능성 유산균에

대한 특허가 주류를 이룸

나. 2006년 이후 특허 출원 급증

다. 국내 상위 5개 업체에서 특허의 약 70%를 보유 중이며, 균주 및 조성 특허가

약 92%를 차지함

라. 의약적 효능을 가지는 프로바이오틱스의 개발이 중요한 사항으로 대두되고 있음

(면역활성, 장질환, 당뇨병, 아토피, 체지방 감소, 콜레스테롤 저하, 항균 활성 등)

마. 국내 프로바이오틱스 시장 2014년 기준 1500억원 (CAGR 32.9%)이며, 2015년

시장 2000억원대 육박할 것으로 예상

2-2. 국외 기술 수준 및 시장 현황

가. 기능성 균주에 대한 특허가 주류를 이루며, 저장기간 및 품질 개선을 위한 연구도 진행

나. 생리학 및 유전학적 연구결과가 많이 축적됨과 동시에 면역 활성 효과, 특정 유해균에

대한 저해 효과, 혈압강하 및 혈중 콜레스테롤 저하능 등 특수 기능에 대한 효능이

과학적으로 입증되어 상기 분야에 대한 제품화 연구가 더욱 가속화 되고 있음

다. 국외 프로바이오틱스 시장 2014년 기준 35조원 (CAGR 12.8%)이며, 2015년 시장

60조원대에 육박할 것으로 예상

라. 유럽, 미국, 일본 등 선진국 중심 시장이나 아시아 시장 급성장 기대되고 있음

마. 분야별로 식품 및 음료 (91%), 식품보충제 (6%), 식품원료 (3%) 시장 형성

2-3. 국내·외 연구 현황

가. 장균총과 대사질환의 상관관계

(1) 대사질환 (metabolic disorder)은 비만과 인슐린 저항성, 고지혈증, 고혈압 등이 함께

나타나는 증상으로서 비만으로 인한 만성적인 염증반응과 관련이 있고, 지방조직에

염증세포의 축적이 많아지는 대사적 염증반응의 주된 과정의 하나로 대두되고 있음

(2) 무균 마우스는 식이유도 비만에 저항성이 있으며, 정상 마우스의 장균총을 이식한

결과 지방이 축적되고 비만이 유도되었으며 이는 lipoprotein lipase inhibitor인

fasting induced adipose factor (FIAF) 발현의 감소에 의한 것임이 밝혀짐으로써

(Bäckhed 등,2004) 장균총과 숙주 비만 간의 밀접한 관계가 있음이 증명됨

(3) 최근의 연구결과들은 숙주 장균총과 대사질환 간의 밀접한 연관성을 보여주고 있음

(Furet 등, 2010; Greenblum 등, 2012). 특히 비만에 의해 장내

Bacteroidetes/Firmicutes 비율이 감소함이 잘 알려져 있음 (Ley 등, 2006)

(4) BMI가 다른 쌍둥이의 분변을 두 그룹의 무균쥐에 이식한 결과 분변 제공자와

일치하는 체중 변화 패턴을 보여줌 (Ridaura 등, 2013). 즉 교란 장균총이 비만으로

인해 유발된 결과물이 아니라 비만을 유발하는 원인이 될 수 있음이 밝혀짐
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(5) 고지방식이 유도 비만 마우스는 장균총 변화로 인해 분변 내 열량이 유의적으로

높았으며 (Turnbaugh 등, 2006), 장균총과 맹장 소화물 내의 대사체 또한

유의적으로 변화됨 (Daniel 등, 2014)

(6) 이와 같이 특정한 장균총 및 장내 대사체가 숙주 비만 및 대사질환의 핵심 인자가

될 수 있음이 밝혀지고 있음 (Delzenne 등, 2011; Turnbaugh 등, 2009). 하지만

숙주의 장균총 조절을 타겟으로 하는 선도물질 발굴은 미비한 실정임

나. 프로바이오틱스 투여에 의한 장균총 조절과 이를 통한 비만 치료

(1) 프로바이오틱스는 숙주의 장균총 불균형을 해소하고 유익한 장균총을 조성하기 위해

사용되며 (Steer 등, 2000) 프로바이오틱스의 항비만 및 항대사질환 기능성에 대한

연구 결과가 발표되어옴

(2) 비만 환자를 대상으로 Lactobacillus gasseri SBT 2055를 투여한 결과, 내장 및

피하지방이 대조군에 비해 유의적으로 감소함 (Kadooka 등, 2010)

(3) 마우스에 프로바이오틱 Lactobacillus sakei 종을 투여한 결과 백색지방 및 간에서의

지질 합성 유전자의 발현량이 유의적으로 감소하였으며, 동시에 Firmicutes /

Bacteroidetes 비율이 감소하고 특히 Clostridium cluster 14ab 그룹의 수가

유의적으로 감소함을 보고함 (Ji 등, 2012)

(3) 3종류의 프로바이오틱스 후보균주를 12주간 식이유도 비만 마우스에 투여한 결과,

교란장균총이 정상적으로 회복되었으며 대사질환이 개선되는 것을 보고함

(Wang 등, 2015). 또한 LGG를 고탄수화물식이와 함께 투여하였을 때 장벽기능

(gut-barrier function)이 개선되고 간지방 축적 및 염증 반응이 억제되는 것이 보고됨

(Ritze 등, 2014)

(4) L. rhamnosus GG를 고지방식이 유도 비만 마우스에 투여한 결과 adiponectin의

증가와 AMPK 활성화로 인해 지방축적이 감소하고 인슐린 감수성이 촉진되었음을

발표함(Kim 등, 2013). 뿐만 아니라 LGG의 투여로 db/db 마우스에서 ER stress

개선과 대식 세포 활성 개선에 의한 혈당강하작용이 나타남을 보고함 (Park 등, 2015)

(5) 최근 스위스의 네슬레사는 자사의 프로바이오틱스인 L. rhamnosus CGMCC1.3724

를 24주에 걸쳐 시험한 결과, 여성군에서 플라세보군과 비교하여 유의적인 체중감소가

있음을 발표함 (Sanchez 등, 2014)

(6) 그 외에도 미국 듀퐁 다니스코사의 VSL#3를 이용한 인체적용시험에서도

플라세보군에 비해 유의적인 체중감소가 있음을 발표함 (Osterberg 등, 2015)

(다) 장균총 핵심 대사산물인 짧은사슬지방산의 조절을 통한 체지방 감소

(1) 짧은사슬지방산 (SCFA)은 장내에서 장균총의 발효에 의해 만들어지는 주요한

대사체중 하나이며 최근 숙주의 체지방축적 및 연소와 밀접한 관계가 있음 밝혀지고

있음 (Besten 등, 2013)

(2) 장균총에 의해 만들어진 SCFA는 일차적으로 장세포의 에너지원으로 활용되며

많은 양의 SCFA가 혈액을 통해 간, 지방 또는 근육으로 이동하여 에너지원으로

활용되거나 대사 조절 신호전달 물질로의 역할을 함 (Bloemen 등, 2009)
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(3) Gao 등이 2009년 Diabetes 저널에 발표한 바에 의하면 고지방식이로 비만을 유도한

마우스에 뷰티르산을 투여할 경우 PGC1-alpha 의존적으로 근육에서의 지방산화가

증가하여 유의적인 체중감소 및 혈당의 감소가 있음을 발표함

(4) 마우스에 Lactobacillus plantarum을 투여한 결과 SCFA를 흡수하는 sodium-coupled

monocarboxylate transporter 1 (SMCT1)의 유전자 발현이 증가하여 (Borthakur 등,

2010) 프로바이오틱스가 장균총의 SCFA 생성과 장흡수에 영향을 미치는 것이 확인됨.

장균총 주요 대사산물인 SCFA는 염증억제와 인슐린 감수성 촉진작용을 나타내고

(Al-Lahham 등, 2010), 간과 지방의 PPARγ를 억제함으로써 지방 축적을 억제하며,

동시에 AMPK를 활성화하여 지방산 산화를 촉진하는 것이 밝혀짐 (den Besten 등, 2015)

(5) SCFA는 사람이 하루에 사용하는 에너지원의 10%를 차지하며(Bergman, 1990), 그

중 아세트산은 간에서 유리지방산 또는 콜레스테롤로 재합성되고 (Ballard, 1972;

Wong 등, 2006) 프로피온산은 간에서 포도당신생과정에 관여함으로 (Roy 등, 2006)

장균총 개선을 통해 소화기관내 SCFA를 조절하고 혈중 뷰티르산의 농도를 증가시킬

수 있다면 이는 프로바이오틱스를 통한 비만 치료의 새로운 작용기전이 될 수 있을

것으로 기대함
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3-1. In vitro 스크리닝 통한 기능성 균주 탐색 및 확보

가. 췌장 리파아제 활성 저해능 측정 (Pancreatic lipase inhibitory activity)

(1) 연구 방법

- Porcine pancreatic lipase를 이용하여 lipase 활성 저해능을 측정하였다.

p-Nitrophenylpalmitate (PNP)를 acetonitrile에 10mM 농도로 녹인 후 얻어진 용액을

다시 ethanol (1:2 = acetonitrile : ethanol)에 녹여 결과적으로 3.33mM의 PNP 용액을

만들어 사용하였다. Porcine pancreatic lipase는 5 mg/mL의 농도로 증류수에 녹여 사

용하였다. 다음과 같은 농도로 reaction mixture를 만들어 37℃에서 10분간 반응시켰

다 (Table 9). 반응 후 405nm에서 absorbance를 측정하며 blank는 enzyme을 증류수

로, control은 시료를 용매로 대체하였다. 각각 농도별 시료마다 enzyme을 뺀 blank의

absorbance를 측정하여 시료의 색상을 보정하였다.

◯ Lipase inhibition activity(%) = {1-(A/B)} x 100

A ; 시료의 absorbance,

B ; control의 absorbance

Table 1. 반응용액의 조성

Total reaction mixture 200㎕

Enzyme(porcine pancreatic lipase) 0.30mg/ml

Sample 0.1mg/ml

PNP 0.167mM

Tris-HCl buffer 0.061 M(pH 8.5)

(2) 연구 결과

- 김치, 원유 및 분변 분리한 총 366개 균주의 pancreatic lipase 활성 저해능

측정하였다 (Table 2)

Table 2. Anti-lipase activity

10 % 이하 10-30 % 30-60 % 60-80 % 80% 이상 총계

김치 16 17 17 87 30 167

분변 46 38 26 25 3 138

원유 17 29 14 1 0 61

총계 79 84 57 114 33 366

·☞ 80% 이상의 높은 anti-lipase activity를 가지는 33 종의 균주를 선발 완료
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나. 알파-아밀레이즈 활성 저해능 측정 (α-amylase inhibitory activity)

(1) 연구 방법

- α-amylase 활성 저해능 측정을 위해 α-amylase를 0.1g/10mL농도로 증류수를 이용

해 희석시키고, 기질인 가용성 전분은 증류수로 0.5%로 제조한 후 시료와 혼합하여

25℃에서 10분간 반응시켰다. 0.1N HCL용액으로 반응을 정지시킨 후 iodine 용액을

이용하여 30분간 발색하여 660nm로 흡광도를 측정하였다. 결과는 α-amylase만을 처

리하였을 때와 시료를 혼합하여 처리하였을 때의 흡광도를 비교하여 나타내었다.

◯ α-amylase inhibitory activity(%) = {1-(A/B)} x 100

A ; 시료의 absorbance,

B ; control의 absorbance

(2) 연구 결과

- 김치 및 분변에서 분리한 236개 균주의 α-amylase 활성 저해능을 측정하였다.

(Table 3)

Table 3. α-amylase inhibitory activity

20 % 미만 20-50 % 50-80 % 80 % 이상 총계

김치 16 27 22 86 151

분변 20 15 11 39 85

총계 36 42 33 125 236

- 80% 이상의 높은 α-amylase inhibitory activity를 가지는 125개 균주를 대상으로 3

번 반복 실험 진행하였다. (Table 4)

Table 4. α-amylase inhibitory activity

80 % 미만 80~90 % 90~95 % 95~100 % 100% 이상 총계

김치 5 11 26 30 14 86

분변 20 3 6 7 3 39

총계 25 14 32 37 17 125

☞ 3반복 실험을 진행하여 80% 이상의 높은 α-amylase inhibitory activity를 가지는

100 종의 균주를 선발 완료하였다.
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85 % 미만 85~90 % 90~95 % 95 %~100 %100 % 이상 총계

김치 47 1 5 18 10 81
분변 19 0 0 0 0 19
총계 66 1 5 18 10 100

다. 알파-글루코시데이즈 활성 저해능 측정 (α-glucosidase inhibitory activity)

(1) 연구 방법

- α-glucosidase 활성억제 효과 측정을 위해, 시료 50 uL를 0.75 unit/mL

α-glucosidase 효소액 50 uL, 200 mM potassium phosphate buffer (pH 6.5) 50 uL

와 혼합하여 37℃에서 10분간 preincubation한 후 0.1 M phosphate buffer (pH7.0)에

녹인 3 mM p-NPG (p-nitrophenyl α-glucopyranoside) 100 uL를 가하여 37℃에서 10

분간 반응시켰다. 0.1 M Na2CO3 750 uL로 반응을 정지시키고 405nm에서 흡광도를

측정하였다.

◯ α-glucosidase inhibitory activity(%) = {1-(A/B)} x 100

A ; 시료의 absorbance,

B ; control의 absorbance

(나) 연구 결과

- α-amylase inhibitory activity 실험에서 선발된 균주 100종을 대상으로

α-glucosidase inhibitory activity 측정하였다. (Table 5)

Table 5. α-glucosidase inhibitory activity

☞ 85% 이상의 높은 α-glucosidase inhibitory activity를 가지는 균주 34종을 선발완료 하

였다.

Table 6. 항비만 선발균주

No. Strain1
α-amylase
inhibitory
activity

α-glucosidase
inhibitory
activity

Lipase
inhibitory
activity

1 KC3 95.52±5.712 97.97±1.08 90.97±1.80

2 KC4 93.22±3.93 99.81±0.36 82.16±0.99

3 KC19 93.54±3.89 98.67±0.41 -

4 KC20 92.70±3.92 99.92±0.18 87.51±5.00

5 KC27 38.83 87.90±2.63

6 KC28 97.17±4.31 99.64±0.47 87.75±1.85

7 KC29 99.16±1.39 99.31±0.45 91.09±2.21

8 KC39 94.73±5.32 60.03 89.92±0.87

9 K4 96.82±2.08 99.45±0.56 91.32±1.93

10 K6 96.78±3.29 92.55±9.62 85.17±0.79

11 K8 49.64 87.40±1.41

12 K10 94.66±4.34 99.78±0.28 87.40±1.41

13 K13 78.47 89.13±2.16

14 K14 74.24 83.43±2.03

15 K20 46.65 84.02±1.96

16 K23 28.45 88.62±2.43

17 K39 32.25 90.46±3.68

18 K50 97.01±4.88 99.99±0.38 89.39±3.48
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19 K60 75.80 81.29±0.96

20 K61 59.95 87.40±6.02

21 K62 96.13±4.37 61.63 85.30±2.39

22 K63 86.85±2.57 99.37±0.32 -

23 K66 72.54 89.13±1.52

24 K71 93.31±5.85 99.91±0.49 -

25 K73 97.40±3.69 99.66±0.5 -

26 K79 76.55 93.01±2.90

27 K82 94.50±6.11 55.92 90.13±3.22

28 K97 99.70±1.15 99.92±0.09 -

29 K98 98.60±2.50 98.94±0.5 -

30 K99 99.95±0.67 95.18±5.66 -

31 K101 95.98±7.34 86.41±2.28 -

32 K105 96.34±1.43 99.86±0.09 -

33 K106 93.48±3.21 98.13±0.78 -

34 K107 93.72±2.89 97.55±1.49 -

35 K109 95.60±3.54 95.09±3.4 -

36 K110 98.64±2.89 98.85±1.19 -

37 K111 93.77±1.54 92.48±3.36 -

38 K114 95.26±1.46 73.63 92.38±1.87

39 K117 94.46±0.85 73.67 91.10±1.51

40 K118 94.92±0.91 90.96±9.03 -

41 K119 96.14±3.20 90.58±6.28 -

42 K120 89.77±5.69 96.33±5.23 87.59±2.46

43 K257 80.82±8.24 14.89 88.00±1.27

44 K259 96.20±4.23 98.62±0.4 91.52±1.82

45 K261 99.65±0.66 99.67±0.3 -

46 K262 91.83±5.23 97.4±2.16 82.98±0.08

47 K263 98.00±3.06 98.7±0.44 -

48 K264 99.23±3.13 99.66±0.22 88.46±1.93

49 Q164 88.64±1.12

50 BB39 74.09 89.92±0.87

51 BB48 18.91 91.33±1.20

1김치분리균: KC균, K균; 분변분리균: Q균, BB균.

☞ Lipase, α-amylase 및 α-glucosidase의 저해 효과가 우수한 균주 51종을 선발 완료 하

였다.

라. 확보한 기능성 균주의 동정 (16S rRNA sequencing)

(1) 연구 방법

- 젖산균의 DNA sequence는 universal primer 27F (5'-AGA GTT TGA TCC TGG

CTC AG-3')와 1492R (5'-GGT TAC CTT GTT ACG ACT T-3')를 사용하였으며,

solgent EF-Taq을 사용하여 PCR을 실시하였다. 증폭과정은 95℃, 15분을 한 후 95℃,

20초; 50℃, 40초; 72℃, 1분30초를 30회 시행하였으며 72℃, 5분으로 마무리 하였다.

서열분석은 PCR product를 solgent PCR purification kit로 purify한 후 ABI 3730XL

DNA sequencer로 자동분석 하였다.
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(2) 연구 결과

Table 7. 16S rRNA sequencing

No. Strain Identities

1 KC31 Lactobacillus plantarum WCFS1 strain WCFS1 1505/1505 (100%)

2 KC4 Lactobacillus plantarum WCFS1 strain WCFS1 1504/1505 (99%)

3 KC19 Pediococcus pentosaceus ATCC 25745 strain ATCC 25745 1515/1515 (100%)

4 KC20 Lactobacillus plantarum WCFS1 strain WCFS1 1504/1505 (99%)

5 KC27 Lactobacillus plantarum WCFS1 strain WCFS1 1453/1454 (99%)

6 KC28 Lactobacillus plantarum WCFS1 strain WCFS1 1465/1466 (99%)

7 KC29 Lactobacillus plantarum WCFS1 strain WCFS1 1454/1455 (99%)

8 KC39 Lactobacillus plantarum WCFS1 strain WCFS1 1489/1489 (100%)

9 K4 Lactobacillus plantarum WCFS1 strain WCFS1 1514/1520 (99%)

10 K6 Lactobacillus plantarum WCFS1 strain WCFS1 1503/1505 (99%)

11 K8 Pediococcus pentosaceus ATCC 25745 strain ATCC 25745 1515/1515 (100%)

12 K10 Lactobacillus plantarum WCFS1 strain WCFS1 1506/1506 (100%)

13 K13 Pediococcus pentosaceus ATCC 25745 strain ATCC 25745 1515/1515 (100%)

14 K14 Pediococcus pentosaceus ATCC 25745 strain ATCC 25745 1524/1527 (99%)

15 K20 Pediococcus pentosaceus ATCC 25745 strain ATCC 25745 1522/1524 (99%)

16 K23 Pediococcus pentosaceus ATCC 25745 strain ATCC 25745 1514/1515 (99%)

17 K39 Pediococcus pentosaceus ATCC 25745 strain ATCC 25745 1515/1515 (100%)

18 K50 Lactobacillus plantarum WCFS1 strain WCFS1 1505/1505 (100%)

19 K60 Pediococcus pentosaceus ATCC 25745 strain ATCC 25745 1516/1516 (100%)

20 K61 Lactobacillus plantarum WCFS1 strain WCFS1 1509/1513 (99%)

21 K62 Lactobacillus plantarum WCFS1 strain WCFS1 1507/1509 (99%)

22 K63 Lactobacillus plantarum WCFS1 strain WCFS1 1503/1505 (99%)

23 K66 Lactobacillus plantarum WCFS1 strain WCFS1 1512/1516 (99%)

24 K71 Lactobacillus plantarum WCFS1 strain WCFS1 1510/1515 (99%)

25 K73 Lactobacillus plantarum WCFS1 strain WCFS1 1522/1528 (99%)

26 K79 Lactobacillus plantarum WCFS1 strain WCFS1 1517/1520 (99%)

27 K82 Lactobacillus plantarum WCFS1 strain WCFS1 1523/1528 (99%)

28 K97 Lactobacillus plantarum WCFS1 strain WCFS1 1512/1515 (99%)

29 K98 Lactobacillus plantarum WCFS1 strain WCFS1 1508/1511 (99%)

30 K99 Lactobacillus plantarum WCFS1 strain WCFS1 1445/1445 (100%)

31 K101 Lactobacillus plantarum WCFS1 strain WCFS1 1511/1513 (99%)

32 K105 Lactobacillus plantarum WCFS1 strain WCFS1 1508/1509 (99%)

33 K106 Lactobacillus plantarum WCFS1 strain WCFS1 1522/1529 (99%)

34 K107 Lactobacillus plantarum WCFS1 strain WCFS1 1476/1476 (100%)

35 K109 Lactobacillus plantarum WCFS1 strain WCFS1 1515/1520 (99%)

36 K110 Lactobacillus plantarum WCFS1 strain WCFS1 1519/1523 (99%)

37 K111 Lactobacillus plantarum WCFS1 strain WCFS1 1504/1505 (99%)

38 K114 Lactobacillus plantarum WCFS1 strain WCFS1 1467/1467 (100%)
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Strains KC3 KC4 KC20 KC27 KC28 KC29 KC39 K4 K6 K10
Control - - - - - - - - - -

Glycerol - - - - - - - - - -

Erythritol - - - - - - - - - -

D-Arabinose - - - - - - - - - -

L-Arabinose - + + - - - + + + +

D-Ribose + + + + + + + + + +

D-Xylose - - - - - - - - + -

L-Xylose - - - - - - - - - -

D-Adonitol - - - - - - - - - -

Methyl-βD-Xylopyran

oside
- - - - - - - - - -

D-Galactose + + + + + + + + + +

D-Glucose + + + + + + + + + +

D-Fructose + + + + + + + + + +

D-Mannose + + + + + + + + + +

L-Sorbose - - - - - - - - - -

L-Rhamnose - ± - - - - ± ± - ±

Dulcitol - - - - - - - - - -

Inositol - - - - - - - - - -

D-Mannitol + + + + + + + + + +

D-Sorbitol + + + + + + + + + +

Methyl-αD-

Mannopyranoside
+ + + + + + - - + -

39 K117 Lactobacillus plantarum WCFS1 strain WCFS1 1467/1468 (99%)

40 K118 Lactobacillus plantarum WCFS1 strain WCFS1 1510/1511 (99%)

41 K119 Lactobacillus plantarum WCFS1 strain WCFS1 1505/1505 (100%)

42 K120 Lactobacillus plantarum WCFS1 strain WCFS1 1504/1505 (99%)

43 K257 Pediococcus pentosaceus ATCC 25745 strain ATCC 25745 1516/1516 (100%)

44 K259 Lactobacillus plantarum WCFS1 strain WCFS1 1505/1505 (100%)

45 K261 Lactobacillus plantarum WCFS1 strain WCFS1 1505/1505 (100%)

46 K262 Lactobacillus plantarum WCFS1 strain WCFS1 1380/1380 (100%)

47 K263 Lactobacillus plantarum WCFS1 strain WCFS1 1446/1446 (100%)

48 K264 Lactobacillus plantarum WCFS1 strain WCFS1 1391/1391 (100%)

49 Q164 Lactobacillus plantarum WCFS1 strain WCFS1 1388/1388 (100%)

50 BB39 Enterococcus faecium strain DSM 20477 1440/1441 (99%)

51 BB48 Pediococcus pentosaceus ATCC 25745 strain ATCC 25745 1515/1515 (100%)

1김치분리균: KC균, K균; 분변분리균: Q균, BB균.

- 총 51개의 균주를 대상으로 16S rRNA 동정한 결과 Pediococcus pentosaceus

10종, Enterococcus faecium 1종, Lactobacillus plantarum 40종으로 확인하였다.

마. 당 발효 실험

(1) 연구 방법

- API 50CHL kit (API bioMerieux, France)를 이용하여 당 발효 실험을 실시하였다.

▶ 연구 결과

Table 8. API 당 발효 실험

Table 8 (계속)
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Methyl-αD-

Glucopyranoside
- + - - - - - - - -

N-AcetylGlucosamine ± + + + + + + + ± +

Amygdalin + + + + + + ± + + +

Arbutin + + ± ± + ± + + + +

Esculin ferric citrate + + + + - - + + + +

Salicin ± ± ± ± ± ± + ± + +

D-Celiobiose + + + + + + + + + +

D-Maltose + + + + + + + + + +

D-Lactose + + + + + + + + + +

D-Melibiose + + + + + + + + + +

D-Saccharose + + + + + + + + + +

D-Trehalose + + + + + + + + + +

Inulin - - - - - - + - - -

D-Melezitose + + + + + + + + + +

D-Raffinose + + + + + + + + + +

Amidon - - - - - - - - - -

Glycogen - - - - - - - - - -

Xylitol - - - - - - - - - -

Gentiobiose ± ± ± ± ± ± ± ± ± ±

D-Turanose - + + + + + + + + +

D-Lyxose - - - - - - - - - -

D-Tagatose - - - - - - - - - -

D-Fucose - - - - - - - - - -

L-Fucose - - - - - - - - - -

D-Arabitol - - - - - - - - - -

L-Arabitol - - - - - - - - - -

potassium Gluconate - ± ± ± ± ± ± ± ± ±

potassium 2-

KetoGluconate
- - - - - - - - ± -

potassium 5-

KetoGluconate
- - - - - - - - - -

Strains K50 K61 K62 K63 K66 K71 K73 K79 K82 K97
Control - - - - - - - - - -

Glycerol - - - - - - - - - -

Erythritol - - - - - - - - - -

D-Arabinose - - - - - - - - - -

L-Arabinose + + + + + + + - + +

D-Ribose + + + + + + + + + +

D-Xylose + - - + - + + - - -

L-Xylose - - - - - - - - - -

D-Adonitol - - - - - - - - - -

Methyl-βD-Xylopyran

oside
- - - - - - - - - -

D-Galactose + + + + + + + + + +

D-Glucose + + + + + + + + + +

D-Fructose + + + + + + + + + +

D-Mannose + + + + + + + + + +

L-Sorbose - - + - - - - - - -

L-Rhamnose ± ± - ± ± ± ± - ± ±

Dulcitol - - - - - - - - - -

Inositol - - - - - - - - - -

D-Mannitol + + + + + + + + + +

D-Sorbitol + + + + + + + + + +

Methyl-αD-

Mannopyranoside
- - + - + - - + + -

Methyl-αD-

Glucopyranoside
- - - - - - - - - -

N-AcetylGlucosamine + + + + + + + + + ±

Amygdalin + + + + + + + + + +

Arbutin + + + + + + + + + +

Esculin ferric citrate + + + + + + + + + +

Salicin + + + ± + + + + + +

D-Celiobiose + + + + + + + + + +

D-Maltose + + + + + + + + + +

            Table 8 (계속)
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Strains K98 K99 K101 K105 K106 K107 K109 K110 K111 K114
Control - - - - - - - - - -

Glycerol - - - - - - - - - -

Erythritol - - - - - - - - - -

D-Arabinose - - - - - - - - - -

L-Arabinose + + + + + + + + + +

D-Ribose + + + + + + + + + +

D-Xylose - + + + - ± + - - -

L-Xylose - - - - - - - - - -

D-Adonitol - - - - - - - - - -

Methyl-βD-Xylopyran

oside
- - - - - - - - - -

D-Galactose + + + + + + + + + +

D-Glucose + + + + + + + + + +

D-Fructose + + + + + + + + + +

D-Mannose + + + + + + + + + +

L-Sorbose - - - - - - - - - -

L-Rhamnose ± ± ± ± ± - ± ± ± ±

Dulcitol - - - - - - - - - -

Inositol - - - - - - - - - -

D-Mannitol + + + + + + + + + +

D-Sorbitol + + + + + + + + + +

Methyl-αD-

Mannopyranoside
- + + - - ± - - - -

Methyl-αD-

Glucopyranoside
- - - - - - - - - -

N-AcetylGlucosamine + ± + + + + + + + +

Amygdalin + + + + + + + + + +

Arbutin + + + + + + + + + +

Esculin ferric citrate + + + + + + + + + +

Salicin ± ± + ± ± ± ± ± + +

D-Celiobiose + + + + + + + + + +

D-Maltose + + + + + + + + + +

D-Lactose + + + + + + + + + +

D-Melibiose + + + + + + + + + +

D-Saccharose + + + + + + + + + +

D-Trehalose + + + + + + + + + +

Inulin - - - - - - - - - -

D-Melezitose + + + + + + + + + +

D-Raffinose + + + + + + + + + +

Amidon - - - - - - - - - -

Glycogen - - - - - - - - - -

D-Lactose + + + + + + + + + +

D-Melibiose + + + + + + + + + +

D-Saccharose + + + + + + + + + +

D-Trehalose + + + + + + + + + +

Inulin - - - - - - - - - -

D-Melezitose + + + + + + + + + +

D-Raffinose + + + + + + + + ± +

Amidon - - - - - - - - - -

Glycogen - - - - - - - - - -

Xylitol - - - - - - - - - -

Gentiobiose ± ± ± ± - ± ± ± ± ±

D-Turanose + + + + ± + + - + +

D-Lyxose - - - - - - - - - -

D-Tagatose - - - - - - - - - -

D-Fucose - - - - - - - - - -

L-Fucose - - - - - - - - - -

D-Arabitol - - - - - - - - - -

L-Arabitol - - - - - - - - - -

potassium Gluconate ± ± ± ± ± ± ± ± ± ±

potassium 2-

KetoGluconate
± - - ± - - - - - -

potassium 5-

KetoGluconate
- - - - - - - - - -

            Table 8 (계속)
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Strains K117 K118 K119 K120 K259 K261 K262 K263 K264 K164
Control - - - - - - - - - -

Glycerol - - - - - - - - - -

Erythritol - - - - - - - - - -

D-Arabinose - - - - - - - - - -

L-Arabinose + + + + + + + + + +

D-Ribose + + + + + + + + + +

D-Xylose - - - - + - + + + -

L-Xylose - - - - - - - - - -

D-Adonitol - - - - - - - - - -

Methyl-βD-Xylopyran

oside
- - - - - - - - - -

D-Galactose + + + + + + + + + +

D-Glucose + + + + + + + + + +

D-Fructose + + + + + + + + + +

D-Mannose + + + + + + + + + +

L-Sorbose - - - - - - - - - -

L-Rhamnose ± ± ± ± ± - + ± + +

Dulcitol - - - - - - - - - -

Inositol - - - - - - - - - -

D-Mannitol + + + + + + + + + +

D-Sorbitol + + + + + + + + + +

Methyl-αD-

Mannopyranoside
+ - + - - + + + + -

Methyl-αD-

Glucopyranoside
- - - - - - - - - -

N-AcetylGlucosamine + ± + + + + + + + +

Amygdalin + + + + + + + + + +

Arbutin + + + + + + + + + +

Esculin ferric citrate + + + + + + + + + +

Salicin ± ± ± ± + + + + + +

D-Celiobiose + + + + + + + + + +

D-Maltose + + + + + + + + + +

D-Lactose + + + + + + + + + +

D-Melibiose + + + + + + + + + +

D-Saccharose + + + + + + + + + +

D-Trehalose + + + + + + + + + +

Inulin - - - - - - - - - -

D-Melezitose + + + + + + + + + +

D-Raffinose - + - - + ± + + - +

Amidon - - - - - - - - - -

Glycogen - - - - - - - - - -

Xylitol - - - - - - - - - -

Gentiobiose ± ± ± ± ± ± + ± + +

D-Turanose + + + + + + + + + +

D-Lyxose - - - - - - - - - -

D-Tagatose + - + + + - - - + -

D-Fucose - - - - - - - - - -

L-Fucose - - - - - - - - - -

D-Arabitol - ± - - - - - - - -

Xylitol - - - - - - - - - -

Gentiobiose ± ± ± ± ± ± ± ± ± ±

D-Turanose + + + + + + + + + +

D-Lyxose - - - - - - - - - -

D-Tagatose - - + - - - - - - +

D-Fucose - - - - - - - - - -

L-Fucose - - - - - - - - - -

D-Arabitol - - - - - - - - ± ±

L-Arabitol - - - - - - - - - -

potassium Gluconate ± ± ± ± ± ± ± ± ± ±

potassium 2-

KetoGluconate
- ± ± - - - - - - -

potassium 5-

KetoGluconate
- - - - - - - - - -

             Table 8 (계속)
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L-Arabitol - - - - - - - - - -

potassium Gluconate ± ± ± ± ± ± + ± + +

potassium 2-

KetoGluconate
- - - - ± - - ± - -

potassium 5-

KetoGluconate
- - - - - - - - - -

☞ anti-lipase, α-amylase 및 α-glucosidase inhibitory activity 실험과 16S rRNA

sequencing, 당발효 실험 결과를 바탕으로 KC3, KC4, KC28, K6, K10, K50, K120,

K259 총 8개 균주를 선발하였다.

Figure 1. 항비만 선발 균주의 효소 억제 활성

바. Anti-adipogenetic activity (3T3-L1 cell line)

(1) 연구 방법

- 3T3-L1 세포배양 방법은 Hemati 등 (1997)의 방법을 변형하여 사용하였다.

Adipogenesis (지방세포분화) 측정은 3T3-L1 cell line을 분화시키고 지방축적

(adipogenesis)을 유도하여 특정한 소재의 첨가가 지방축적에 미치는 영향을 측정하는

방법으로서 pre-adipocyte 상태의 3T3-L1 cell에 dexamethasone,

3-isobuthylmethy-1-xanthine 그리고 insulin으로 처리하여 cell의 분화

(differentiation)를 유도하면 PPARγ 등의 지방합성촉진 인자들의 발현이 일어나고 궁

극적으로 지방의 세포내 축적이 이루어진다. 대체적으로 3T3-L1 cell의 pre-adipocyte

기간을 포함하여 9일 안에 지방의 축적이 일어나며 이들 축적된 지방구를 Oil Red O

용액으로 추출하고 520nm에서 흡광도를 측정함으로서 세포내 지방축적 정도를 측정

하였다 (Ramirez- Zacarias 등, 1992).

(2) 연구 결과

- 8개의 선별 균주의 3T3-L1 지방세포 분화 억제율 측정하였다. (Table 9, Figure 2)

Table 9. 3T3-L1 지방세포 분화 억제율

대조군 KC3 KC4 KC28 K6 K10 K50 K120 K259
억제율

(%)1
- 37.59 45.35 36.99 22.27 32.61 6.96 7.95 22.09

1대조군 대비 억제율
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Figure 2. (A) 3T3-L1 지방 전구 세포 분화 억제률 및 (B) Oil-red 염색 사진

*p< 0.05, (vs. control). *p< 0.05, **p<0.01 and ***p<0.001 compared to control (t-test).

사. 균주 특성 조사

(1) 항생제 내성

(가) 연구 방법

- 항생제 내성 시험은 MRS 액체배지에 균주를 접종하고, 37℃에서 18시간 배양한

후 0.1% peptone 용액에 적정농도로 희석하였다. 각 항생제가 각 농도 별로 포함된

tryptic soy 액체배지에 105~106 CFU/mL 수준으로 접종하고 37℃에서 48시간 배양한

후 육안으로 관찰하여 생장 여부를 결정하였다. 항생제 내성 측정은 2배 희석방법을

사용하였으며, 억제된 가장 낮은 농도를 MIC(Minimal inhibitory concentration) 값으

로 결정하였다. 항생제는 Sigma (USA)로부터 구매하여 사용하였다. 항생제는

Amikacin, Gentamicin, Kanamycin, Streptomycin, Ampicillin, Penicillin-G, Oxacillin,

Bacitracin, Polymyxin B, Ciprofloxacin, Tetracycline, Clindamycin, Erythromycin,

Rifampicin, Vancomycin 및 Chloramphenicol을 시험에 사용하였다.
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(나) 연구 결과

Table 10. 선별균주의 항생제 감수성

Antimicrobal agents
MIC (ug/mL)

KC3 KC4 KC28 K6 K10 K50 K120 K259 299v

Amikacin 4 8 8 4 4 4 32 2 8

Gentamycin 1 1 1 1 1 1 16 0.5 2

Kanamycin 16 32 32 16 64 16 16 8 32

Stretomycin 8 16 16 8 16 8 32 4 16

Ampicillin 256 1024 2048 1024 2048 2048 8 2048 1024

Penicillin-G 1 4 2 2 16 4 8 4 2

Oxacillin 8 16 16 16 32 16 512 16 16

Bacitracin 32 32 16 16 64 16 32 16 16

Polymyxin B 128 256 128 256 256 512 256 256 256

Ciprofloxacin 8 16 128 16 64 16 16 16 16

Tetracycline 16 16 16 16 32 16 64 16 16

Clindamycin 0.0156 0.0625 0.125 0.25 0.5 0.5 32 0.5 1

Erythromycin 0.125 0.125 0.125 0.125 0.25 0.125 4 0.0625 0.125

Rifampicin 1 2 1 0.5 4 2 1 1 2

Vancomycin 2048 2048 2048 2048 2048 2048 4096 2048 2048

Chloramphenicol 4 8 4 8 8 4 8 4 4

- 8개의 선별 균주의 항생제 감수성을 측정하였다. (Table 10)

(2) 효소 활성

(가) 연구 방법

- MRS 액체배지에서 37℃, 18시간 동안 배양한 균주를 생리식염수로 희석하여 105~106

CFU/mL 수준의 시료를 조제한 후, API ZYM kit (API bioMerieux, Lyon, France)를 이용하

여 37℃에서 5시간 배양한 다음 효소반응시켰다. 효소활성은 표준색상표를 비교하여 0~5의 수

치로 표시하였으며, 대조구 이외의 alkaline phosphatase, eterase(C4), esterase lipase(C8), li-

pase(C14), leucine arylamidase, valine arylamidase, cystine arylamidase, trypsin,

chymotrypsin, acid phosphatase, naphthol-AS-BI-phosphohydrolase, α-galactosidase, β

-galactosidase, β-glucuronidase, α-glucosidase, β-glucosidase, N-acetyl-β-glucosaminidase,

α-mannosidase, β-fucosidase 효소의 활성을 측정하였다.

(나) 연구 결과

Table 11. 선별균주의 효소활성
Enzyme KC3 KC4 KC28 K6 K10 K50 K120 K259 299v

Alkaline phosphatase 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Esterase (C4) 0 0 1 0 0 0 0 0 0

Esterase Lipase (C8) 0 1 1 0 1 0 0 0 1

Lipase (C14) 0 0 0 0 0 0 0 0 1

Leucine arylamidase 5 5 5 3 5 5 4 4 5

Valine arylamidase 5 4 4 2 5 4 3 3 5

Cystinearylamidase 2 2 3 0 2 2 1 0 4

Trypsin 0 0 0 0 0 0 0 0 0

α-chymotrypsin 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Acid phosphatase 1 2 2 1 2 2 1 1 4

Naphtol-AS-BI-phosphohydrolase 1 2 3 1 3 2 1 2 3

α-galactosidase 3 0 1 0 0 0 0 0 0

β-galactosidase 4 5 5 3 5 5 2 3 5

β-glucuronidase 0 0 0 0 0 0 0 0 0

α-glucosidase 3 3 4 0 2 2 1 1 4

β-glucosidase 3 4 5 2 3 4 4 4 4

N-acetyl-β-glucosaminidase 5 3 3 1 4 3 4 3 5

α-mannosidase 0 0 0 0 0 0 0 0 0

α-fucosidase 0 0 0 0 0 0 0 0 0

*: A value ranging from 0 to 2 is assigned to the standard color: zero represents a negative; 5 represents a reaction of maximum intensity. Values 1 through 4

represent intermediate reactions depending on the level of intensity. The approximate activity may be estimated from the color strength: 1 corresponds to the

liberation of 5 nanomoles; 2, to 10 nanomoles; 3, to 20 nanomoles; 4, to 30 nanomoles; and 5, to 40nanomoles or more.
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- 8개의 선별 균주의 효소 활성을 측정하였다. (Table 11)

(3) 내담즙 활성

(가) 연구 방법

- Gilliland와 Walker (1990)의 방법에 따라 MRS 액체배지에서 37℃, 18시간 배양된

균주를 0.05% cysteine이 함유된 MRS 액체배지에 0.3% oxgall을 첨가한 배지와 대

조구로서 oxgall을 첨가하지 않은 배지에 각각 1% 접종하였다. 37℃의 incubator에

서 7시간까지 혐기배양하면서 시간별로 BCP plate count agar 평판에서 부어 굳힌

후 37℃에서 48시간 혐기배양하여 계수하였다.

(나) 연구 결과

- 8개의 선별 균주를 0.3% oxgall이 첨가된 MRS 액체 배지에서 내담즙 활성 측정하였다

(Talbe 12, Figure 3)

Table 12. 선별균주의 내담즙 활성

KC3 KC4 KC28 K6 K10 K50 K120 K259
생존률

(%)
95.55 93.03 92.46 93.47 94.32 92.73 93.46 94.43

Figure 3. 0.3% oxgall 처리 MRS 배지에서 균주 배양성 확인

* Lactobacillus plantarum KC3 (A), KC4 (B), KC28 (C), K6 (D), K10 (E), K50 (F), K120 (G), K259 (H), and 299v (I)
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(4) 내산성 확인

(가) 연구 방법

- Clark 등(1993)의 방법에 따라 37% HCl을 증류수에 섞어 pH 2, 3, 4 용액과 대조구

로서 pH 6.4 용액을 제조하였고, 제조된 pH 용액 10 mL에 0.05% cysteine이 함유된

MRS 액체배지에서 37℃, 24시간 배양된 균주(약 109 CFU/mL)를 1 mL씩 섞은 후

37℃에서 혐기 배양하면서 0, 1, 2, 3시간 후의 생균수를 BCP plate count agar 평판

에서 부어 굳힌 후 37℃에서 48시간 혐기배양한 다음 계수하였다.

(나) 연구 결과

- 8개의 선별 균주를 pH2, 3, 4, 6.4에서 내산성 측정하였다. (Figure 4)

Figure 4. L. plantarum 균주의 내산성 확인 (pH2.0, 3.0, 4.0 and 6.4)

* Lactobacillus plantarum KC3 (A), KC4 (B), KC28 (C), K6 (D), K10 (E), K50 (F), K120 (G), K259 (H), and 299v (I)
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(5) 항균력 확인

(가) 연구 방법

- Gilliland와 Speck(1977)의 방법에 따라 항균력 측정에 사용한 지시균인 Escherichia

coli, Salmonella Typhimurium, Listeria monocytogenes 및 Staphylococcus aureus는

한국식품연구원으로부터 분양받았으며, 지시균의 증식배지로서 Escherichia coli,

Salmonella Typhimurium, Listeria monocytogenes, Staphyloccous aureus는 nutriunt

액체배지에서 호기적으로 37℃, 24시간 배양하였다. 혼합배양 및 대조군에 사용된 배

지는 MRS 액체배지로서 젖산균과 지시균을 각각 접종하여 37℃에서 24시간 배양하

였다. 선택배지로서 Escherichia coli는 EMB agar, Salmonella Typhimurium은

Bismuth sulfite agar, Listeria monocytogenes는 Supplement(X123)가 함유된

Listeria Isolation Agar, Staphyloccous aureus는 Baird parker agar를 사용하여 37℃

에서 6시간 배양하였다. 젖산균에 의한 지시균의 억제율은 다음의 식으로 구하였다.

◯ Inhibition (%) = (A-B)/A

A; 대조군 균수 (CFU/ml)

B; 혼합 배양 후의 균수 (CFU/ml)

(나) 연구 결과

- 8개의 선별 균주를 병원성 균주에 대하여 항균력 확인하였다. (Table 13~21)

Table 13. MRS 배지에서 Lactobacillus plantarum KC3의 병원성 균주에 대한 항균력

Pathogens

Growth 　

pathogensa KC3+pathogensa Inhibition

(%)CFU/mL pH CFU/mL pH

Escherichia coli 3.23±0.25×106 5.98 1.51±0.15×106 4.98 53.78%

Salmonella Typhimurium 6.46±0.35×106 6.10 1.50±0.26×106 5.54 76.80%

Listeria monocytogenes 1.57±0.20×105 6.06 1.16±0.12×105 5.07 26.27%

Staphyloccous aureus 3.46±0.87×106 6.08 2.26±0.11×106 5.05 34.61%

* Initial count of Lactobacillus plantarum KC3: 2.10±0.17 × 106CFU/mL
a Determined after 6 h of incubation at 37℃

Table 14. MRS 배지에서 Lactobacillus plantarum KC3의 병원성 균주에 대한 항균력

Pathogens

Growth 　

pathogensa KC4+pathogensa Inhibition

(%)CFU/mL pH CFU/mL pH

Escherichia coli 3.23±0.25×106 5.98 8.50±0.05×105 4.84 73.98%

Salmonella Typhimurium 6.46±0.35×106 6.10 4.00±0.26×106 5.25 38.14%

Listeria monocytogenes 1.57±0.20×105 6.06 1.13±0.06×105 4.94 27.97%

Staphyloccous aureus 3.46±0.87×106 6.08 2.83±0.61×106 4.9 18.27%

* Initial count of Lactobacillus plantarum KC4: 4.43±0.57 × 106CFU/mL

a Determined after 6 h of incubation at 37℃
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Table 15. MRS 배지에서 Lactobacillus plantarum KC28의 병원성 균주에 대한 항균력

Pathogens

Growth 　

pathogensa KC28+pathogensa Inhibition

(%)CFU/mL pH CFU/mL pH

Escherichia coli 8.30±0.98×105 5.93 7.56±1.29×105 5.53 8.84%

Salmonella Typhimurium 1.13±0.04×107 5.91 7.43±0.38×106 5.58 34.41%

Listeria monocytogenes 7.20±0.92×105 5.94 2.13±0.15×105 5.54 70.37%

Staphyloccous aureus 1.87±0.03×106 5.93 8.27±1.12×105 5.57 55.79%

* Initial count of Lactobacillus plantarum KC28: 6.23±0.40×106 CFU/mL

a Determined after 6 h of incubation at 37℃

Table 16. MRS 배지에서 Lactobacillus plantarum K6의 병원성 균주에 대한 항균력

Pathogens

Growth 　

pathogensa K6+pathogensa Inhibition

(%)CFU/mL pH CFU/mL pH

Escherichia coli 8.30±0.98×105 5.93 4.00±0.20×105 5.60 51.81%

Salmonella Typhimurium 1.13±0.04×107 5.91 6.53±0.72×106 5.60 42.35%

Listeria monocytogenes 7.20±0.92×105 5.94 2.77±0.71×105 5.56 61.57%

Staphyloccous aureus 1.87±0.03×106 5.93 8.43±1.02×105 5.55 54.90%

* Initial count of Lactobacillus plantarum K6: 5.23±0.32×106 CFU/mL
a Determined after 6 h of incubation at 37℃

Table 17. MRS 배지에서 Lactobacillus plantarum K10의 병원성 균주에 대한 항균력

Pathogens

Growth 　

pathogensa K10+pathogensa Inhibition

(%)CFU/mL pH CFU/mL pH

Escherichia coli 3.23±0.25×106 5.98 3.03±0.06×105 4.94 90.71%

Salmonella Typhimurium 6.46±0.35×106 6.10 5.70±0.79×106 5.35 11.86%

Listeria monocytogenes 1.57±0.20×105 6.06 1.35±0.18×105 5.1 14.19%

Staphyloccous aureus 3.46±0.87×106 6.08 2.67±0.75×106 5.02 23.08%

* Initial count of Lactobacillus plantarum K10: 4.43±0.15 × 106CFU/mL
a Determined after 6 h of incubation at 37℃

Table 18. MRS 배지에서 Lactobacillus plantarum K50의 병원성 균주에 대한 항균력

Pathogens

Growth 　

pathogensa K50+pathogensa Inhibition

(%)CFU/mL pH CFU/mL pH

Escherichia coli 3.23±0.25×106 5.98 2.10±0.36×106 4.89 35.71%

Salmonella Typhimurium 6.46±0.35×106 6.10 3.63±0.42×106 5.37 43.81%

Listeria monocytogenes 1.57±0.20×105 6.06 1.15±0.13×105 5.03 26.91%

Staphyloccous aureus 3.46±0.87×106 6.08 2.20±0.78×106 4.98 36.54%

* Initial count of Lactobacillus plantarum K50: 4.13±0.81×106 CFU/mL

a Determined after 6 h of incubation at 37℃
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Table 19. MRS 배지에서 Lactobacillus plantarum K120의 병원성 균주에 대한 항균력

Pathogens

Growth 　

pathogensa K120+pathogensa Inhibition

(%)CFU/mL pH CFU/mL pH

Escherichia coli 8.30±0.98×105 5.93 7.10±1.05×105 5.61 14.46%

Salmonella Typhimurium 1.13±0.04×107 5.91 7.63±0.35×106 5.61 32.65%

Listeria monocytogenes 7.20±0.92×105 5.94 4.67±0.21×105 5.61 35.19%

Staphyloccous aureus 1.87±0.03×106 5.93 1.15±0.10×106 5.60 38.32%

* Initial count of Lactobacillus plantarum K120: 2.00±0.10×106 CFU/mL
a Determined after 6 h of incubation at 37℃

Table 20. MRS 배지에서 Lactobacillus plantarum K259의 병원성 균주에 대한 항균력

Pathogens

Growth 　

pathogensa K259+pathogensa Inhibition

(%)CFU/mL pH CFU/mL pH

Escherichia coli 8.30±0.98×105 5.93 1.58±0.50×106 5.65 81.00%

Salmonella Typhimurium 1.13±0.04×107 5.91 1.07±0.06×107 5.67 5.00%

Listeria monocytogenes 7.20±0.92×105 5.94 3.27±0.38×105 5.62 54.63%

Staphyloccous aureus 1.87±0.03×106 5.93 1.43±0.14×106 5.66 23.17%

* Initial count of Lactobacillus plantarum K259: 3.33±0.49×106 CFU/mL
a Determined after 6 h of incubation at 37℃

Table 21. MRS 배지에서 Lactobacillus plantarum 299v의 병원성 균주에 대한 항균력

Pathogens

Growth 　

pathogensa 299v+pathogensa Inhibition

(%)CFU/mL pH CFU/mL pH

Escherichia coli 3.23±0.25×106 5.98 1.86±0.06×106 4.95 43.16%

Salmonella Typhimurium 6.46±0.35×106 6.10 1.50±0.26×106 5.40 76.80%

Listeria monocytogenes 1.57±0.20×105 6.06 1.16±0.12×105 5.12 76.80%

Staphyloccous aureus 3.46±0.87×106 6.08 2.26±0.11×106 5.02 34.61%

* Initial count of Lactobacillus plantarum 299v: 2.87±0.42×106 CFU/mL

a Determined after 6 h of incubation at 37℃
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(6) 장내 부착능 (HT-29) 확인

(가) 연구 방법

- 실험에 사용한 HT-29 세포는 한국세포주은행(Seoul, Korea)을 통하여 구입하였고,

Kim 등(2008)의 방법에 따라 10% fetal bovine serum (FBS; Gibco, USA)과 1%

penicillin-streptomycin (P/S; Gibco, USA)이 첨가된 RPMI 배지를 이용하여 37℃,

5% CO2/95% air가 공급되는 조건의 항온기(incubator)에서 배양하였다. HT-29 세

포를 배양하기 위하여 세포를 12 well plate의 각 well에 106 cells/well로 분주하고, 2

일에 한 번씩 배지를 교체해 주며, 실험 전날, 95%까지 세포가 찼을 때 serum free

medium으로 교체하여 cell이 더 이상 차는 것을 막아주었다. 균주의 장 내 부착능을

실험하기 위해 2차 계대배양한 균주 1 mL를 취해 12,000 rpm에서 3분간 원심분리

하고 serum free medium을 이용해 두 번 세척하였다. 세척한 균주를 RPMI 배지로

희석하여 600 nm에서 흡광도를 측정하여 0.5값이 나오도록 맞춘 후 0.1% peptone

용액으로 희석한 다음 BCP plate count agar에 pouring 하여 초기 균수를 측정하였

다. OD 값을 맞춘 균체 100 mL를 well에 분주한 후 37℃, 5% CO2에서 2시간 배양

한 뒤 PBS를 이용해 붙지 않은 균을 5번 세척해 준다. Trypsin-EDTA 1 mL를 첨

가하여 cell-bacteria를 떼어낸 후 0.1% peptone 용액으로 희석한 다음 BCP plate

count agar에 pouring하여 균수를 측정하였다.

(나) 연구 결과

- 8개의 선별 균주의 장 상피세포 (HT-29)의 부착능 확인하였다. (Figure 5)

Figure 5. L. plantarum 의 장 상피 세포 부착률

(KC3, KC4, K10, K50, and 299v (A), K6, K120, KC28, and K259 (B))

All values are within the mean±standard deviation of the three replicates; *p< 0.05, **p<0.01 and

***p<0.001 compared with control strain (t-test).
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(7) Biogenic amine (BA) 생성능

(가) 연구 방법

- 아미노산 전구체(L-Tyrosine disodium salt, L-Histidine monohydrochloride

monohydrate, L-Ornithine monohydrochloride, L-Lysine monohydrochloride)를

0.1% 첨가한 MRS broth를 만든 다음 18시간 배양한 균주 1% 접종한 뒤 5~10번 교

대 배양하여 decarboxylase 효소를 활성화시켰다. Bover-Cid and Holzapfel(1999)에

의해 고안된 decarboxylase media에 효소 활성화된 균을 도말하고 37℃에서 24~48

시간 배양 후 보라색으로 변함을 통하여 BA 생성균을 판별하였다.

(나) 연구 결과

- 8개의 선별 균주의 바이오제닉 아민 생성능 확인하였다. (Table 22)

Table 22. 선별 균주의 바이오제닉 아민 생성능

Strains
Biogenic amines

Putrescine Tyramine Histamine Cadaverine

KC3 - - - -

KC4 - - - -

KC28 - - - -

K6 - - - -

K10 - - - -

K50 - - - -

K120 - - - -

K259 - - - -

299v - - - -

☞ In vitro screening 결과 안정성이 확인된 L. plantarum KC3, KC4, KC28, K6,

K10, K50, K120, K259 총 8개 균주 선발하였다.

아. In vitro fermentation을 통한 균주 선별

(1) 연구 방법

- In vitro fermentation : 쥐의 맹장을 추출하여, 조직을 제거한 맹장액에 각각 10개의 프

로바이오틱스 균주를 접종하고, 이를 혐기환경에서 발효 시킨 후, gas chromatography를

통해 배양액의 SCFA 양을 비교함으로써 프로바이오틱스에 의한 장균총의 SCFA 생성능

변화를 확인하였다.

- SCFA 분석 : Gas chromatography (Shimadzu GC2010)를 이용하여 분석했다. Sigma

(Supelco) 사의 volatile fatty acid mixture (ultrapure)를 사용하여 standard curve 와 피크

검출retention time을 분석한 후 분변과 혈액에서 SCFA를 추출하여 standard curve에 대

조하여 분석하였다. SCFA추출은 Schwiertz et.al., (2009)에서 기술한 방법을 사용하였다.

간략하게 oxalic acid (0.1mole/liter) 와 sodium azide (40mmole/liter) 가 들어간 추출액을

샘플 (최대80mg) 에 섞은 후 1시간 동안 상온에서 shaking incubation 한 후 16,000 g, 2

4℃, 5분간 원심분리하여 상등액을 (FID) 기기를 사용하여 분석했다. 컬럼은 HP

INNO-WAS 30m x 32mm를 사용하며 splitter 온도 260 ℃, FID 260 ℃, 컬럼은 100℃에

서 180℃까지 25℃/m 의 속도로 27.1 psi 압력으로 분석하였다.
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(2) 연구 결과

- In vitro fermentation 실험 결과로 보아 8개의 균주 중 KC4, K10, K50, K259가

SCFA 생산을 통한 선별 기준에 부합한다고 볼 수 있다. KC28의 경우 acetate 생성이

크게 감소하면서 propionate와 butyrate의 생성은 증가했으므로, 다른 균주와 확연히

다른 패턴을 보이고 있기 때문에 KC4를 대체하여 실험 균주로 선택하였다.

(Figure 6)

(A) 각 균주의 총 SCFA 생산량 (B) 각 균주에 의해 생산된 acetate양

(C) 각 균주에 의해 생산된 propionate양 (D) 각 균주에 의해 생산된 butyrate양

Figure 6. 선별 균주의 SCFA(short chain fatty acid) 생산량

3-2. In vivo 스크리닝 통한 기능성 균주 탐색 및 확보

가. 비만 마우스 모델 구축을 위한 최적의 고지방 및 고탄수화물 식이 조제

(1) 연구 결과

- 항비만 기능성 균주 연구를 위한 연구모델 구축을 위하여, 일반 마우스 식이인

AIN93G를 기본으로 지방과 탄수화물 배합을 서로 다르게 하여 이상식이를

조제하였다. (Table 23)

Table 23. 마우스 연구모델 구축에 사용된 조제 식이의 종류
Maximum
Fat
(MF)

Intermediate
Fat
(IF)

Intermediate
Carbohydrate

(IC)

Maximum
Carbohydrate

(MC)

성분 (g)

AIN-93G 100 100 100 100

Sucrose 50 99 115 165

Maltodextrin 50 99 115 165

Casein 80 80 80 80

Lard 172 128 114 70

영양소 (Kcal%) 　 　 　 　

Carbohydrate 25% 40% 45% 60%

Fat 60% 45% 40% 25%

Protein 15% 15% 15% 15%
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나. 마우스 실험을 통한 최적의 이상식이 조성 결정 및 대사질환 마우스 모델 구축

(1) 연구 방법

- AIN93G식이를 비롯하여 4가지의 조제된 이상 식이들 (Table 17 참조)과 Research

Diet사의 10%fat (D12450B), 45%fat (D12451), 60%fat (D12492)식이를 투여한 그룹

의 무게변화 차이를 비교하였다. 식이 및 물은 자유급여되었으며 매주 1회 체중을

측정하였다. 또한 실험 4주차에는 당부하검사 (oral glucose tolerence test)를 실시하

여 대사질환의 중요한 지표인 내당성을 악화 정도를 검증하였다. (16시간 금식한 마

우스의 공복혈당 측정 후 2g/kg의 포도당을 경구투여, 15분, 30분, 60분, 90분, 120분

간격으로 혈당치 체크. 혈당 체크는 꼬리 끝 정맥혈을 혈당지를 통해 측정) 식이 투

여 14주 후 실험을 종료한 후에는 마우스 희생 후 간과 지방등의 조직을 수거하여

무게를 측정, 비교하였다.

(2) 연구 결과

(가) 당부하검사

- 마우스 모델의 비만 유도 정도뿐만 아니라 대사질환 심화 정도 또한 파악하기

위하여 당부하 검사를 식이 투여 4주 경과 후에 실시하였다. 그 결과 IF

투여그룹의 마우스의 내당성이 유의적으로 악화된 것을 확인할 수 있었다.

(Figure 7)

Figure 7. 4주차 당부하검사 결과의 시간별 혈당변화 그래프의 area under the curve

CTL: control (AIN93G식이 투여그룹), MC: maximum carbohydrate, IC: Intermediate carbohydrate, IF:

Intermediate fat, MF: maximum fat, RD10: Research Diets 10% fat, RD45: Research Diets 45% fat, RD60:

Research Diets 60% fat. 그래프는 평균과 표준편차로 나타내었으며, AIN93G식이 투여그룹(CTL)에 대하여

t-test 양측 검정 후 p<0.05 일 때 *, p<0.01 일 때 **를 표기함 (A그래프에서는 IF, B그래프에서는 RD60그룹

에 해당).
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(나) 무게 변화

- 각 그룹마다 해당 식이와 멸균된 식수를 자유식이로 공급하였고 14주간 각각의

식이를 투여한 후 총 무게 변화는 Figure 8과 같으며, 당부하검사뿐 아니라

무게변화에서도 조제식이 그룹 중 IF그룹의 무게변화가 가장 큰 것을 확인할 수 있었다.

(Figure 8)

Figure 8. 14주간의 마우스의 최종적인 무게 변화

CTL: control (AIN93G식이 투여그룹), MC: maximum carbohydrate, IC: Intermediate carbohydrate, IF:

Intermediate fat, MF: maximum fat, RD10: Research Diets 10% fat, RD45: Research Diets 45% fat, RD60:

Research Diets 60% fat. 그래프는 평균과 표준편차로 나타내었으며, 제조식이 (MC, IC, IF, MF) 투여그룹은

AIN93G식이 투여그룹(CTL)에 대하여, Research Diet사의 고지방식이 투여그룹은 RD10그룹에 대하여 Dunnet

으로 0ne-way ANOVA 사후 검정 후 p<0.05 일 때 *, p<0.01 일 때 **를 표기함.

(다) 장기 무게 변화

- 비만 및 대사질환 진행정도와 밀접한 상관관계를 가지는 간과 각종 지방의 무게

차이를 비교한 결과 조제식이 중 IF 투여군에서 비만이 가장 효과적으로 유도된 것을

확인할 수 있다. (Figure 9)

Figure 9. 적출한 간 (A)과 정소지방 (B)의 무게 차이

CTL: control (AIN93G식이 투여그룹), MC: maximum carbohydrate, IC: Intermediate carbohydrate, IF: Intermediate fat,

MF: maximum fat, RD10: Research Diets 10% fat, RD45: Research Diets 45% fat, RD60: Research Diets 60% fat. 그래프

는 평균과 표준편차로 나타내었으며, 제조식이 (MC, IC, IF, MF) 투여그룹은 AIN93G식이 투여그룹(CTL)에 대하여, Research

Diet사의 고지방식이 투여그룹은 RD10그룹에 대하여 Dunnet으로 0ne-way ANOVA 사후 검정 후 p<0.05 일 때 *, p<0.01 일

때 **를 표기함.

☞ 각 이상식이 투여 그룹에서의 당부하 검사 및 총무게변화와 장기무게를 고려하였을 때,

조제식이 중 IF식이가 비만 및 대사질환 유도에 가장 적합할 것이라는 결론을 내렸다.
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다. 비만 유도 마우스에 대한 기능성 확인

(1) 연구 방법

- 각 그룹당 8마리의 5주령 C57BL/6 수컷 마우스에 프로바이오틱스 후보 균주, 2개의

참고균주 (해외 수입 프로바이오틱스), 그리고 항비만 약물 대조군인 Xenical을 투여

하였다. AIN-93G를 사용하는 음성대조군과 IF식이를 사용하는 10 그룹을 12주간 체

중 증가량을 확인함으로 분리된 프로바이오틱스의 항비만/항대사질환 기능성을 확인

하였다. 연구 종료 후에 희생하여 장기 무게 및 프로바이오틱스를 통한 장균총, 대사

체 조절 및 지방내 생체지표를 규명하였다. (Table 24)

Table 24. 마우스 실험 그룹 (N=10)

그룹명 투여물질 투여식이

1 ND - AIN-93G

2 HFD -

IF 식이

탄수화물: 45%;

지방: 40%;

단백질: 15%

3 Xenical 40mpk (Anti-obesity drug)

4 LGG 1x109 CFU Lactobacillus rhamnosus GG
5 299V 1x109 CFU Lactobacillus plantarum 299V
6 KC3 1x109 CFU Lactobacillus plantarum KC3
7 KC4 1x109 CFU Lactobacillus plantarum KC4
8 KC28 1x109 CFU Lactobacillus plantarum KC28
9 K10 1x109 CFU Lactobacillus plantarum K10
10 K50 1x109 CFU Lactobacillus plantarum K50
11 K259 1x109 CFU Lactobacillus plantarum K259

(2) 연구 결과

(가) 무게 변화

- IF식이를 이용한 12주간의 식이 유도 비만/대사질환 연구를 수행한 결과 본 연구를

통해 개발된 KC3, KC28, K50 균주가 상용화된 수입 프로바이오틱스 균주인 LGG

보다 우수한 체중 감소가 확인되었으며 고지방, 고탄수화물이 투여되지 않은 ND군과

항비만 약물인 Xenical 군에서 가장 유의적인 체중 감소가 확인되었다. (Figure 10)

Figure 10. 12주 연구 후 각 그룹의 마우스 무게 (g)

그래프는 평균과 표준편차 (SD)로 나타내었으며, 통계적 유의성은 HFD군에 대하여 Fisher’s LSD test로 검정하였다(

p<0.05 일 때 *, p<0.01 일 때 **, p<0.001 일 때 ***를 표기함).
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(나) 장기 무게 변화

- 2주간의 마우스 실험이 종료된 후 마우스를 희생하여 혈청, 간, 정소지방 (EAT),

피하지방 (SAT), 내장지방 (MAT), 장, 맹장 및 근육을 적출하여 무게를 측정한 후 –

80˚C에 보관하였다. 항비만 지표의 주요 장기인 간, 정소지방, 피하지방, 내장지방의 무

게는 아래와 같다 (Table 25). KC3 투여군에서는 간, 정소지방, 피하지방, 내장지방의

무게가 유의적으로 감소함이 확인되었으며, K50 투여군에서는 간 및 정소지방의 무게

가 유의적으로 감소함을 확인하였다. K 10 투여군의 경우 내장지방 무게가 유의적으로

감소하여 KC3, K50, K10이 가장 우수한 항비만 균주로 판명되었다. (Figure 11)

Table 25. 장기 무게 및 증감량

그룹명
무게 (g) / HFD군 대비 증감량 (%)

간 정소지방 피하지방 내장지방

1 ND 1.04 -32% 0.81 -60.1% 0.38 -73.6% 0.34 -61.8%

2 HFD 1.53 0% 2.03 0% 1.44 0% 0.89 0%

3 Xenical 1.26 -17.6% 0.75 -63.1% 0.36 -75.0% 0.25 -71.9%

4 LGG 1.22 -20.3% 1,73 -14.8% 0.97 -32.6% 0.57 -36.0%

5 299V 1.44 -5.88% 1.81 -10.8% 1.12 -22.2% 0.76 -14.6%

6 KC3 1.20 -21.6% 1.64 -19.2% 0.91 -36.8% 0.52 -41.6%

7 KC4 1.39 -9.15% 1.75 -13.8% 1.05 -27.1% 0.79 -11.2%

8 KC28 1.39 -9.15% 1.76 -13.3% 1.03 -28.5% 0.61 -31.5%

9 K10 1.50 -1.96% 1.94 -4.43% 1.01 -29.9% 0.57 -36.0%

10 K50 1.28 -16.3% 1.68 -17.2% 0.96 -33.3% 0.68 -23.6%

11 K259 1.39 -9.15% 1.83 -9.85% 0.92 -36.1% 0.68 -23.6%

(A) 간 (B) 정소지방

(C) 피하지방 (D) 내장지방

Figure 11. 적출한 (A)간, (B)정소지방, (C)피하지방, (D)내장지방 무게 차이.
그래프는 평균과 표준편차 (SD)로 나타내었으며, 통계적 유의성은 HFD군에 대하여 Fisher’s LSD test로 검정하였다( p<0.05

일 때 *, p<0.01 일 때 **, p<0.001 일 때 ***를 표기함).
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(다) 장투과성 차이 확인

- Fluorescein isothiocyanate conjugated dextran (FITC-dextran) (Sigma-Aldrich)를

이용한 장 투과성을 측정법을 사용하였고, 15주간 IF 식이를 투여한 마우스에

FITC-dextran을 쥐 무게 100g당 44mg을 투여한 후 혈청내 존재하는 FITC-destran

의 양을 측정하여 장 투과성을 확인하였다. Lactobacillus plantarum K10, K50,

KC28, KC259 및 299v는 대조군 (HFD)에 비해 장 투과성이 유의적으로 개선되었

다. (Figure 12)

Figure 12. Fluorescein isothiocyanate conjugated dextran (FITC-dextran)

(Sigma-Aldrich)를 이용한 후보균주 장 투과성 차이 측정

그래프는 평균과 표준편차 (SD)로 나타내었으며, 통계적 유의성은 HFD군에 대하여 Fisher’s LSD test로 검정하였다( p<0.05

일 때 *, p<0.01 일 때 **, p<0.001 일 때 ***를 표기함).

(라) 혈액 생화학 분석을 통한 비만 및 질병 상태 평가

- 비만을 유도했을 때 KC3, KC28, K10, K50을 투여한 군에서 HFD보다 유의적으로

낮은 농도의 총콜레스테롤이 측정이 되었으며, 심지어 KC3, K50은 상용화된 수입

프로바이오틱스인 LGG와 299v보다 유의적인 콜레스테롤 감소가 확인되었다. 또한

혈중저밀도 지단백 콜레스테롤 (LDLC) 농도를 측정해본 결과 KC3, KC28, K10,

K50에서 유의적으로 감소함을 확인하였다. 또한 대사성질환과 밀접한 관련이 있는

중성지방의 수치 또한 KC3, KC4, KC28, K10, K259 투여군에서 LGG와

299V보다 유의적으로 감소함을 확인하였다. (Figure 13)
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(A) 혈중 총 콜레스테롤 (B) 혈중 LDL (C) 혈중 중성지방

Figure 13. (A)혈중 총콜레스테롤, (B) LDL 및 (C) 중성지방 분석 결과

그래프는 평균과 표준편차 (SD)로 나타내었으며, 통계적 유의성은 HFD군에 대하여 Fisher’s LSD test로 검정하였다( p<0.05

일 때 *, p<0.01 일 때 **, p<0.001 일 때 ***를 표기함).

(마) Gas chromatography를 이용한 짧은 사슬 지방산 측정

- 마우스의 SCFA를 맹장에서 측정하였으며 KC4, K28, K10, K50에서 HFD 대조군

에 비해 유의적으로 높은 부티르산 농도가 확인되었다 (Figure 14).

(A) Total SCFA 분포 (B) Butyrate 생성량

Figure 14. (A)Total SCFA 분포 및 (B) Butyrate 생성량

그래프는 평균과 표준편차 (SD)로 나타내었으며, 통계적 유의성은 HFD군에 대하여 Fisher’s LSD test로 검정하였다( p<0.05

일 때 *, p<0.01 일 때 **, p<0.001 일 때 ***를 표기함).
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(바) 프로바이오틱스 투여에 따른 장균총 변화 관찰

- 마우스의 맹장내 장균총을 분석하였다. 맹장에서 Qiagen stool mini kit를 이용하여

DNA를 추출한 후 바코딩하여 16s rRNA의 V3-V4 구간의 유전체를 분석하였고 이

를 통해 샘플당 15,000 read 이상, 450bp read length 이상의 데이터를 수집하여

QIIME pipeline을 통해 분석한 결과는 다음과 같다 (Figure 15, 16).

Figure 15. 미생물의 문(phylum) 수준에서 분석한 장균총 결과
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Figure 16. 미생물의 속(genus) 수준에서 분석한 장균총 결과

(사) 비만 및 대사질환 생체지표 분석 통한 선발 균주의 항비만 메커니즘 규명

- 실험 종료 후 적출한 정소지방에서 항비만 생체지표를 분석하였다. 정소지방 무게

가 유의적으로 감소한 KC3, K10 투여군에서 지방산 산화에 관여하는

CPT1a(Carnitine palmitoyltransferase 1a) 및 PPARα (Peroxisome proliferator

activated receptor alpha)가 유의적으로 증가하는 것을 확인하였으며, KC4의 경우

CPT1a가 유의적으로 증가하는 것을 확인하였다. KC28의 경우 PPARa가 유의적으

로 증가하였다. 염증 지표인 IL10과 IL12를 비교하였을 때 K50, K259에서 IL10인

항염증 관련 지표가 유의적으로 증가하였고, HFD 대조군에 비해서 IL12에서는 모든

군에서 유의적인 차이를 보이지 않았다. 하지만 IL12/IL10 염증생체지표/항염증생체

지표 비율을 봤을 때 HFD군에 비교하여, ND, KC4 및 Xenical을 제외한 나머지 군

들에서 유의적으로 감소하는 것을 확인하였다 (Figure 17).

☞ In vivo 실험 결과, 항비만 기능성이 우수한 균주로 L. plantarum K10, K50, K259,

KC3, KC28 균주가 선별되었다.
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Figure 17. 정소지방에서 생체지표 분석 결과

그래프는 평균과 표준편차 (SD)로 나타내었으며, 통계적 유의성은 HFD군에 대하여 Fisher’s LSD test로 검정하였다. (p<0.05

일 때 *, p<0.01 일 때 **, p<0.001 일 때 ***를 표기함).
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다. 항비만 후보균주 유전체 분석

(1) 연구 방법

- 항비만 후보균주로 선별된 L. plantarum K10, K50, K259, KC3, KC28 균주의 유전

체 분석을 위하여, 각각의 균주를 배양한 후 전장유전체 분석 업체 (㈜테라젠이텍스)

에 유전체 의뢰를 수행 하였다.

(2) 연구 결과

(가) 전략미생물해독

- L. plantarum K10 유전체분석 결과 3,282,775 bp 크기의 유전체였으며,

L. plantarum KC28 균주는 3,291,849 bp, L. platarum K259 균주는 3,332,097 bp 크기

의 유전체를 가지고 있었다 (Figure 18).

Figure 18. 전략미생물해독 결과
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(나) 표준유전체해독

- L. plantarum KC3과 K50균주는 표준유전체해독을 통하여 control (299v)균주와 유

전자차이를 확인하였다 (Figure 19, Table 26, 27).

L. plantarum KC3

L. plantarum K50

Figure 19. 표준유전체해독 결과

Table 26. Control (299v)와 KC3 균주의 유전자 비교 (KC3 균주만 존재하는 유전자)

Pres
ence Category Subcategory Subsystem Role

KC3
Amino Acids and

Derivatives

Aromatic amino

acids and derivatives

Chorismate: Intermediate

for synthesis of

Tryptophan, PAPA

antibiotics, PABA,

3-hydroxyanthranilate

and more.

Para-aminobenzoate

synthase,

amidotransferase

component (EC

2.6.1.85)

KC3
Cell Wall and

Capsule

Capsular and

extracellular

polysacchrides

dTDP-rhamnose

synthesis

dTDP-rhamnosyl

transferase RfbF (EC

2.-.-.-)

Table 26. 계속
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KC3
Clustering-based

subsystems

Two related

proteases
CBSS-257314.1.peg.676

Competence/damage-

inducible protein

CinA

KC3

Cofactors, Vitamins,

Prosthetic Groups,

Pigments

Riboflavin, FMN,

FAD

Riboflavin, FMN and

FAD metabolism

5-amino-6-(5-phosph

oribosylamino)uracil

reductase (EC

1.1.1.193)

KC3

Cofactors, Vitamins,

Prosthetic Groups,

Pigments

Riboflavin, FMN,

FAD

Riboflavin, FMN and

FAD metabolism

Diaminohydroxyphosp

horibosylaminopyrimi

dine deaminase (EC

3.5.4.26)

KC3 DNA Metabolism DNA repair DNA repair, bacterial

Methyl-directed

repair DNA adenine

methylase (EC

2.1.1.72)

KC3

Phages, Prophages,

Transposable

elements, Plasmids

Phages, Prophages Phage capsid proteins
Phage head

maturation protease

KC3

Phages, Prophages,

Transposable

elements, Plasmids

Phages, Prophages Phage capsid proteins
Phage major capsid

protein

KC3

Phages, Prophages,

Transposable

elements, Plasmids

Phages, Prophages Phage capsid proteins
Phage minor capsid

protein

KC3

Phages, Prophages,

Transposable

elements, Plasmids

Phages, Prophages Phage replication
DNA helicase,

phage-associated

KC3

Phages, Prophages,

Transposable

elements, Plasmids

Phages, Prophages Phage replication
Phage replication

protein

KC3

Phages, Prophages,

Transposable

elements, Plasmids

Phages, Prophages Phage tail proteins
Phage major tail

protein

KC3

Phages, Prophages,

Transposable

elements, Plasmids

Phages, Prophages Phage tail proteins
Phage minor tail

protein

KC3

Phages, Prophages,

Transposable

elements, Plasmids

Phages, Prophages Phage tail proteins Phage tail assembly

KC3

Phages, Prophages,

Transposable

elements, Plasmids

Phages, Prophages Phage tail proteins Phage tail protein

KC3
Regulation and Cell

signaling
no subcategory

Sex pheromones in

Enterococcus faecalis

and other Firmicutes

Putative pheromone

precursor lipoprotein,

related to Cad

Table 26. 계속
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KC3
Regulation and Cell

signaling
no subcategory

cAMP signaling in

bacteria

Prophage Clp

protease-like protein

KC3 Stress Response Osmotic stress

Choline and Betaine

Uptake and Betaine

Biosynthesis

Choline binding

protein A

KC3 Stress Response Osmotic stress

Choline and Betaine

Uptake and Betaine

Biosynthesis

Glycine betaine ABC

transport system,

ATP-binding protein

OpuAA (EC 3.6.3.32)

KC3 Stress Response Osmotic stress

Choline and Betaine

Uptake and Betaine

Biosynthesis

Glycine betaine ABC

transport system,

glycine

betaine-binding

protein OpuAC

KC3 Stress Response Osmotic stress

Choline and Betaine

Uptake and Betaine

Biosynthesis

Glycine betaine ABC

transport system,

permease protein

OpuAB

Table 27. Control (299v)와 K50 균주의 유전자 비교 (K50 균주만 존재하는 유전자)

Pres
ence

Category Subcategory Subsystem Role

K50
Amino Acids and

Derivatives

Lysine, threonine,

methionine, and

cysteine

Cysteine Biosynthesis
Sulfate permease,

Trk-type

K50 Carbohydrates
Central carbohydrate

metabolism

Pyruvate metabolism

II: acetyl-CoA,

acetogenesis from

pyruvate

Pyruvate oxidase

[ubiquinone,

cytochrome] (EC

1.2.2.2)

K50 Carbohydrates
Di- and

oligosaccharides

Maltose and

Maltodextrin

Utilization

Putative

oxidoreductase YcjS

(EC 1.-.-.-),

NADH-binding

K50 Cell Wall and Capsule

Capsular and

extracellular

polysacchrides

Exopolysaccharide

Biosynthesis

Glycosyl transferase,

group 2 family

protein

K50 Cell Wall and Capsule

Capsular and

extracellular

polysacchrides

dTDP-rhamnose

synthesis

dTDP-rhamnosyl

transferase RfbF (EC

2.-.-.-)

K50
C l u s t e r i n g - b a s e d

subsystems

Two related

proteases

CBSS-257314.1.peg.67

6

Competence/damage-i

nducible protein CinA

Table 27. 계속
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K50

Cofactors, Vitamins,

Prosthetic Groups,

Pigments

Riboflavin, FMN,

FAD

Riboflavin, FMN and

FAD metabolism

5-amino-6-(5-phosph

oribosylamino)uracil

reductase (EC

1.1.1.193)

K50

Cofactors, Vitamins,

Prosthetic Groups,

Pigments

Riboflavin, FMN,

FAD

Riboflavin, FMN and

FAD metabolism

Diaminohydroxyphosp

horibosylaminopyrimid

ine deaminase (EC

3.5.4.26)

K50 DNA Metabolism DNA repair DNA repair, bacterial

Methyl-directed repair

DNA adenine

methylase (EC

2.1.1.72)

K50

Phages, Prophages,

Transposable

elements, Plasmids

Phages, Prophages Phage capsid proteins
Phage major capsid

protein

K50

Phages, Prophages,

Transposable

elements, Plasmids

Phages, Prophages
Phage packaging

machinery

Phage DNA

packaging

K50

Phages, Prophages,

Transposable

elements, Plasmids

Phages, Prophages Phage replication
DNA helicase,

phage-associated

K50

Phages, Prophages,

Transposable

elements, Plasmids

Phages, Prophages Phage replication

DNA replication

protein,

phage-associated

K50

Phages, Prophages,

Transposable

elements, Plasmids

Phages, Prophages Phage replication
Phage replication

protein

K50

Phages, Prophages,

Transposable

elements, Plasmids

Phages, Prophages
Phage tail fiber

proteins
Phage tail fibers

K50

Phages, Prophages,

Transposable

elements, Plasmids

Phages, Prophages Phage tail proteins
Phage major tail

protein

K50 Potassium metabolism no subcategory
Potassium

homeostasis

Osmosensitive K+

channel histidine

kinase KdpD (EC

2.7.3.-)

K50 Potassium metabolism no subcategory
Potassium

homeostasis

Potassium-transportin

g ATPase A chain

(EC 3.6.3.12) (TC

3.A.3.7.1)

K50 Potassium metabolism no subcategory
Potassium

homeostasis

Potassium-transportin

g ATPase B chain

(EC 3.6.3.12) (TC

3.A.3.7.1)

Table 27. 계속
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K50 Potassium metabolism no subcategory
Potassium

homeostasis

Potassium-transporting

ATPase C chain (EC

3.6.3.12) (TC

3.A.3.7.1)

K50 Protein Metabolism Protein biosynthesis tRNAs tRNA-Ser-GGA

K50 RNA Metabolism no subcategory

Group II

intron-associated

genes

Retron-type

RNA-directed DNA

polymerase (EC

2.7.7.49)

K50
Regulation and Cell

signaling
no subcategory

cAMP signaling in

bacteria

Prophage Clp

protease-like protein

K50 Stress Response Osmotic stress

Choline and Betaine

Uptake and Betaine

Biosynthesis

Glycine betaine ABC

transport system,

glycine

betaine-binding

protein OpuAC
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3-3. 배양 조건 및 제조공정 확립

가. 배양 조건 최적화

(1) 연구 방법

① Flask level

㉮ 탄소원 최적화

- 배양 조건 최적화를 위해 탄소원 종류별 실험을 진행하였다. 탄소원은 glucose,

fructose, sucrose, mannose, galactose를 각각 20 g/L의 농도로 사용하였다. 배양

은 500ml flask에서 37 ℃, 정치배양, 혐기적인 조건에서 24시간 동안 수행하였다.

탄소원 종류별 실험을 진행한 후, 선정된 탄소원에 대하여 10, 20, 30, 40, 50 g/L

농도별로 실험을 진행하였다.

㉯ 질소원 최적화

- 최적화된 탄소원을 기준으로 질소원 최적화를 실험을 진행하였다. 질소원은

Yeast extract, Skim milk, Tryptone, Peptone, Soy peptone, Potato peptone을

각각 20 g/L의 농도로 첨가하여 배양하였다. 또한 질소원 종류별 실험을 진행한

후 선정된 질소원에 대하여 10, 20, 30 g/L 농도별 실험 및 두 종류 질소원의 조

합 영향을 조사하였다.

② Jar-fermenter

㉮ 탄소원 최적화

- 배양 조건 최적화를 위해 탄소원 종류별 실험을 진행하였다. 탄소원은 glucose,

fructose, sucrose, mannose, galactose를 각각 20 g/L의 농도로 사용하였다. 전배

양을 위하여 100 mL flask, 37 ℃, pH 5.5 조건에서 12~20시간 동안 정치배양하

였고, 본배양은 Jar fermentor (7 L)에서 37 ℃, pH 6,0 80 rpm, 1vvm 혐기적인

조건에서 16~20시간 동안 수행하였다. 별도의 언급이 없는 한 모든 배양실험은

상기 조건과 동일하게 하였다. 탄소원 종류별 실험을 진행한 후, 선정된 탄소원에

대하여 10, 20, 30, 40, 50 g/L 농도별로 실험을 진행하였다.

㉯ 질소원 최적화

- 최적화된 탄소원을 기준으로 질소원 최적화를 실험을 진행하였다. 질소원은

Yeast extract, Skim milk, Tryptone, Peptone, Soy peptone, Potato peptone을

각각 20 g/L의 농도로 첨가하여 배양하였다. 또한 질소원 종류별 실험을 진행한

후 선정된 질소원에 대하여 10, 20, 30 g/L 농도별 실험 및 두 종류 질소원의 조

합 영향을 조사하였다.

㉰ 전배양 시간 및 접종량

- 전배양 시간 및 접종량 최적화 실험을 위하여 전배양 시간은 10, 14, 18, 22 시간

으로 달리하였고, 접종량은 각각 0.1, 0.5, 1.0, 5.0 %로 하여 진행하였다.

㉱ 전배양 시간 및 접종량

- 최적 전배양 온도를 파악하기 위하여 25, 30, 37, 45 ℃에서 각각 전배양을 수행

하였고, 온도를 제외한 나머지 전배양 조건과 본배양 조건은 상기 조건과 동일하

게 진행하였다.
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㉲ 본배양 pH control

- 본배양 시 pH의 영향 실험은 pH를 조절하지 않았을 경우와 pH 4.5, 5.0, 5.5, 6.0

으로 조절한 경우를 비교하였으며, pH 조절을 위해 암모니아수를 사용하였다.

③ 350L-fermenter

㉮ 탄소원 최적화

- 배양 조건 최적화를 위해 탄소원 종류별 실험을 진행하였다. 탄소원은 glucose,

fructose, sucrose, mannose, galactose를 각각 20 g/L의 농도로 사용하였다. 전배

양을 위하여 350 mL flask, 37 ℃, pH 5.5 조건에서 12~20시간 동안 정치배양하

였고, 본배양은 Jar fermentor (350 L)에서 37 ℃, pH 6,0 80 rpm, 1vvm 혐기적

인 조건에서 16~20시간 동안 수행하였다. 별도의 언급이 없는 한 모든 배양실험

은 상기 조건과 동일하게 하였다. 탄소원 종류별 실험을 진행한 후, 선정된 탄소

원에 대하여 10, 20, 30, 40, 50 g/L 농도별로 실험을 진행하였다.

㉯ 질소원 최적화

- 최적화된 탄소원을 기준으로 질소원 최적화를 실험을 진행하였다. 질소원은

Yeast extract, Skim milk, Tryptone, Peptone, Soy peptone, Potato peptone을

각각 20 g/L의 농도로 첨가하여 배양하였다. 또한 질소원 종류별 실험을 진행한

후 선정된 질소원에 대하여 10, 20, 30 g/L 농도별 실험 및 두 종류 질소원의 조

합 영향을 조사하였다.

㉰ 전배양 시간 및 접종량

- 전배양 시간 및 접종량 최적화 실험을 위하여 전배양 시간은 10, 14, 18, 22 시간

으로 달리하였고, 접종량은 각각 0.1, 0.5, 1.0, 5.0 %로 하여 진행하였다.

㉱ 전배양 시간 및 접종량

- 최적 전배양 온도를 파악하기 위하여 25, 30, 37, 45 ℃에서 각각 전배양을 수행

하였고, 온도를 제외한 나머지 전배양 조건과 본배양 조건은 상기 조건과 동일하

게 진행하였다.

㉲ 본배양 pH control

- 본배양 시 pH의 영향 실험은 pH를 조절하지 않았을 경우와 pH 4.5, 5.0, 5.5, 6.0

으로 조절한 경우를 비교하였으며, pH 조절을 위해 암모니아수를 사용하였다.

(2) 연구 결과

① 제2 협동 연구기관으로부터 입수한 균주의 Flask 배양

- 대상 균주 (3종) : L. plantarum K1-2f, L. paracasei 5, L. sakei HACO7

- Flask level : 500ml flask

- 배양 조건 : 37 ℃, 정치배양

- 배양 결과
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Table 28. 항비만 입수 균주의 flask 배양 결과

균주 배지 종류
배양성

(CFU/ml)
시간

L. plantarum K1-2f
MRS 2.19E+09 22hr

LPC 3.33E+08 18hr

LPV10 1.00E+09 22hr

L. paracasei 5

MRS 1.82E+09 18hr

LPCC 7.43E+08 18hr

LPCV1 7.00E+08 22hr

LPCV2 6.00E+08 14hr

LPCV3 3.50E+08 22hr

LPCV4 9.00E+08 22hr

LPV7 5.00E+08 22hr

LPV8 9.75E+08 14hr

LPV11 6.00E+08 14hr

L. sakei HACO7 진행 보류

- L. plantarum K1-2f : LPV10 배지에서22시간배양시최대균수1.00E+09 CFU/ml 확인하였다.

- L. paracasei 5 : LPV8 배지에서 14시간배양시최대균수 9.75E+08 CFU/ml 확인하였다.

② 자체 보유 균주 Mini-Jar 배양

- 대상 균주 (4종) : L. reuteri CKDB16, L. rhamnosus 86, L. fermentum

CKDB002, L. plantarum CKDB081

- Jar level : 7L fermenter

- 배양조건 : 37 ℃, pH, 6.0 control, RPM 80

- 배양 결과

Table 29. 자체 보유 유산균의 Mini jar 배양 결과

균주 배지종류
배양성

(CFU/ml)
시간

L. reuteri CKDB16 LRV2 2.23E+09 20hr

L. rhamnosus 86 LRC 4.90E+09 14hr

L. fermentum CKDB002 LFC 1.05E+09 18hr

L. plantarum CKDB081 LPV10 1.03E+10 14hr

- L. reuteri CKDB16 : LRV2 배지에서 20시간배양시최대균수 2.23E+09 CFU/ml확인하였다.

- L. rhamnosus 86 : LRC 배지에서 14시간배양시최대균수 4.90E+09 CFU/ml 확인하였다.

- L. fermentum CKDB002 : LFC 배지에서18시간배양시최대균수1.05E+09 CFU/ml 확인하였다.

- L. plantarum CKDB081 : LPV10 배지에서14시간배양시최대균수1.03E+10 CFU/ml 확인하였다.

③ 제 1협동기관 (한국식품연구원)으로부터 입수한 균주의 Mini-Jar 배양

- 대상 균주 (2종, 10균주) : L. plantarum 8균주

control 2균주 (L. rhamnosus GG, L. plantarum 299v)

- Jar level : 7L fermenter

- 배양조건 : 37 ℃, pH, 6.0 control, RPM 80
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- 배양 결과

Table 30. 항비만 입수 균주의 mini-jar 배양 결과

균종 Strain
배양 growth

(CFU/ml)
배양시간

L. plantarum

K10 3.6E+9 16hr

K6 5.0E+9 16hr

K120 1.63E+9 16hr

K259 3.0E+9 16hr

KC4 3.0E+9 16hr

K50 2.23E+9 16hr

KC3 2.95E+9 16hr

KC28 5.0E+9 16hr

L. plantarum 1) 299V 4.8E+9 16hr

L. rhamnosus 1) GG 3.0E+9 16hr

1) : Control 균주

* 사용 media : L. plantarum – LPC media

L. rhamnosus – LRC media

- 모든 균주에 대해 mini-jar level에서 16시간 배양 시 최대 균수를 확인하였다.

④ 자체 보유 균주 350L fermenter 배양

- 대상 균주 (4종) : L. plantarum CKDB081

- Jar level : 350L fermenter

- 배양조건 : 37 ℃, pH, 6.0 control, RPM 80

- 배양 결과

Table 31. L. plantarum CKDB081의 350L fermenter 배양 결과

균주 배지 종류 배양성 (CFU/ml) 시간

L. plantarum CKDB081

LPC 2.0E+09 16hr

LPV1 3.5E+09 16hr

LVP2 4.1E+09 24hr

LPV4 1.1E+09 24hr

LPV7 1.1E+09 20hr

LPV9 5.0E+09 22hr

LPV10 5.4E+09 20hr

- L. plantarum CKDB081 : Mini jar level 최적 배지 scale-up 진행 결과 LPV10

배지에서 20hr 배양시 최대 균수 5.4E+09 CFU/ml 확인하였다.

(Min-jar 대비 52%수준)
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나. 균체 회수, 코팅 및 동결 건조 조건 최적화

(1) 연구 방법

① 원심 분리 및 농축 조건

㉮ 원심 분리 조건에 따른 영향

- 배양액을 농축하기 위하여 350L fermenter에서 16~24시간 배양된 배양액을 2~5

L 취하여 batch type인 원심 분리기로 균체를 회수하였다. 원심분리 시 온도의

영향을 알아보기 위해 4, 10, 15, 20 ℃ 조건으로 5,000 RPM에서 20분간 원심분

리한 후 균체를 합하여 약 20배로 농축하였다. 원심 분리기의 RCF에 관한 영향

을 알아보기 위해 1509, 2683, 4193, 6037 RCF의 조건으로 10 ℃, 20분간 원심분

리 후 균체를 합하여 약 20 배로 농축하였다. 각각의 최적조건은 동결건조 후 생

존율로 확인하였다.

㉮ 원심 분리 조건에 따른 영향

- 농축 정도에 따른 동결건조 생존율의 영향을 확인하기 원심분리 최적 조건인 10

℃, 4193 RCF에서 20분간 원심분리 하여 약 20, 40, 60배 농축이 되도록 하였고,

동결건조 후 생존율을 조사하였다.

② 보호제 종류에 따른 동결 건조 생존율

- 동결 시 유산균의 생존율을 향상시키는 조건을 확인하기 위하여 위의 방법으로

농축한 유산균 농축액에 보호제 (lactose, trehalose, maltose, glucose, fructose,

MSG, Yeast extract, sorbitol, proline, valine, levan)를 5, 10 g/L 농도로 첨가

하여 보호제에 대한 동결과 해동을 거친 후 생존율을 확인하였다.

③ 동결 시간 및 동결건조 온도에 따른 생존율

㉮ 동결시간의 영향

- 동결시간을 최적화하기 위하여 원심 분리하여 얻어진 농축액 및 코팅액의 동결

시간을 0, 24, 48, 60, 72, 84시간으로 달리하여 각각 동결 및 해동한 후 생균수를

측정하였다.

㉯ 동결시간의 영향

- 동결시간 최적화 후 동결건조 조건을 최적화하기 위하여, 동결한 농축액을 이용

하여 동결건조 일차별로 제조된 원말의 생균수를 측정하였다.

(2) 연구 결과

① 원심 분리 조건에 따른 영향 확인

- 대상균주 : L. plantarum CKDB081

- Fermenter level : 350L fermenter

- 배양 조건 : 37 ℃, pH 6.0 control, RPM 60

- 원심분리 조건 (농축배수 20배)

- 온도 (4, 10, 15, 20 ℃)

- RCF (1509, 2683, 4193, 6037)

- 원심분리 시간 (10분, 15분, 20분)
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Table 32. 원심분리 조건에 따른 생균수

원심 분리 조건
배양 생균수

(CFU/ml)

생균수

(CFU/ml)

원심분리온도

4℃

5.4E+09

4.40E+10

10℃ 5.40E+10

15℃ 2.20E+10

20℃ 1.40E+10

RCF

1,509 4.30E+10

2,683 4.50E+10

4,193 5.40E+10

6,037 5.50E+10

원심분리 시간

10분 3.60E+10

15분 4.60E+10

20분 5.30E+10

- 원심분리 온도 : 10 ℃에서 최대 생균수 5.4E+10 CFU/ml 확인하였다.

- 원심분리 속도 : 4,193 RCF에서 최대 생균수 5.4E+10 CFU/ml 확인하였다.

- 원심분리 시간 : 20분에서 최대 생균수 5.3E+10 CFU/ml 확인하였다.

② 농축 정도에 따른 영향 확인

- 대상 균주 : L. plantarum CKDB081

- Fermenter : 350L fermenter

- 배양 조건 : 37 ℃, pH 6.0 control, RPM 80

- 농축배수 : 20, 40, 60배

Table 33. 농축 배수에 따른 생균 수

원심 분리 조건
배양 생균수

(CFU/ml)

생균수

(CFU/ml)

농축배수

20배

5.4E+09

3.60E+10

40배 4.60E+10

60배 5.30E+10

- 40배 농축 시 최대 생균수 5.3E+10 CFU/ml 확인하였다.

③ 보호제 종류에 따른 동결 생존율 확인

- 대상 균주 : L. plantarum CKDB081

- Fermenter : 350L fermenter

- 배양 조건 : 37 ℃, pH 6.0 control, RPM 80

- 보호제 종류 : Lactose, trehalose, maltose, glucose, fructose, MSG, Yeast extract,

sorbitol, valine, proline, levan
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Figure 20. 보호제 종류에 따른 생존율

- 보호제 종류에 따른 생존율을 비교한 결과, 비코팅 시의 생존율이 가장 높음을

확인 하였다.

④ 동결 시간, 동결건조 온도 및 건조 시간에 따른 생존율 확인

- 대상 균주 : L. plantarum CKDB081

- Fermenter : 350L fermenter

- 배양 조건 : 37 ℃, pH 6.0 control, RPM 80

- 동결건조 조건

: 동결 시간 (24, 48, 60, 84시간)

: 동결건조 온도 (30, 37, 42℃)

: 건조 시간 (1, 2, 3, 4일)

Table 34. 동결시간 및 동결건조 온도에 따른 생존율

동결건조 조건 생존율

동결시간

24시간 80%

48시간 72%

60시간 66%

84시간 60%

동결건조 온도

30℃ 66%

37℃ 75%

42℃ 50%

건조시간

1일 45%

2일 50%

3일 65%

4일 54%

- 동결시간 : 24시간에서 최대 생존율(80%) 확인하였다.

- 동결건조온도 : 37 ℃에서 최대 생존율(75%) 확인하였다.

- 건조시간 : 3일에서 최대 생존율 (65%) 확인하였다.
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다. 원말 제조

(1) In vivo 항비만 후보 균주 선발용 원말 제조

(가) 연구 결과

- 대상 균주 (2종, 10균주) : L. plantarum 8균주,

control 2균주 (L. rhamnosus GG, L. plantarum 299v)

- Jar level : 7L fermenter

- 배양 조건 : 37 ℃, pH 6.0 control, RPM 80,

- 원심분리 조건 : 10 ℃, 4,193 RCF, 농축시간 20분, 농축배수 40배

- 동결건조 조건 : 비코팅, 동결시간 24시간, 동결건조 온도 37℃

Table 35. 항비만 입수 균주 원말 생산 결과

균종 Strain

원말 생산 결과
배양 growth

(CFU/ml)

Product

(g)

원말

(CFU/g)
Total CFU

L. plantarum

K10 3.6E+9 13.35 5.4E+11 7.28E+12

K6 5.0E+9 8.15 7.0E+11 5.74E+12

K120 1.63E+9 7.1 2.6E+11 1.85E+12

K259 3.0E+9 13.09 5.6E+11 7.0E+12

KC4 3.0E+9 11.17 1.94E+11 2.17E+12

K50 2.23E+9 11.48 5.6E+11 6.43E+12

KC3 2.95E+9 12.96 2.5E+11 3.24E+12

KC28 5.0E+9 14.74 6.1E+11 8.99E+12

L. plantarum1) 299V 4.8E+9 12.65 7.4E+11 9.36E+12

L. rhamnosus1) GG 3.0E+9 19.0 3.4+11 6.46E+12

1) : Control 균주

- 확립한 원말 제조공정 조건을 적용하여 기능성 후보 균주에 대한 원말을 제조한 결

과, 1.94E+11 ∼ 7.40E+11 CFU/g spec. 범위에 해당하는 원말을 획득하였다.

라. 최적화 배양 조건 적용 및 원말 안정성 확인

(1) 최적화 배양 및 원말 조건 적용

(가) 연구 방법

① 배양 조건 적용

- In vivo 실험 결과 선별된 5종의 유산균을 앞서 최적화된 유산균 배양

조건에 적용시켜, Mini-Jar(7L)에서 배양하였다.

② 원말 제조

- In vivo 실험 결과 선별된 5종의 유산균을 앞서 최적화된 유산균 원말 제조

조건에 적용시켜, 원말을 제조 하였다.
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(나) 연구 결과

① 배양 조건 적용

- 대상 균주 (5균주) : L. plantarum KC3, KC28, K10, K50, K259

- Jar level : 7L fermenter

- 배양 조건 : 37 ℃, pH 6.0 control, RPM 80

Table 36. 항비만 선별 균주 최적화 배지 적용 결과

균주 배지 종류 배양성 (Max) 배양 시간 (hr)

L. plantarum KC3

LPC 3.0E+09 16

LPV1 2.1E+09 18

LVP2 3.3E+09 19

LPV4 4.1E+09 22

LPV7 5.3E+09 20

LPV9 4.9E+09 21

LPV10 6.3E+09 20

L. plantarum K10

LPC 3.5E+09 16

LPV1 3.1E+09 20

LVP2 4.2E+09 22

LPV4 4.7E+09 20

LPV7 3.3E+09 18

LPV9 5.2E+09 20

LPV10 6.6E+09 18

L. plantarum K50

LPC 2.5E+09 16

LPV1 1.4E+09 16

LVP2 3.8E+09 22

LPV4 4.3E+09 21

LPV7 5.0E+09 18

LPV9 5.3E+09 18

LPV10 5.6E+09 18

L. plantarum KC28

LPC 5.0E+09 16

LPV1 5.0E+09 18

LVP2 4.2E+09 16

LPV4 3.3E+09 20

LPV7 5.4E+09 20

LPV9 6.2E+09 16

LPV10 6.5E+09 14

L. plantarum K259

LPC 3.0E+09 16

LPV1 4.0E+09 18

LVP2 4.2E+09 16

LPV4 3.3E+09 20

LPV7 5.1E+09 16

LPV9 5.5E+09 18

LPV10 6.3E+09 16
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Table 37. 항비만 선별 균주 최적화 배지 적용 비교 (LPV10 배지)

균주 배지 종류
배양성

(CFU/ml)

배양 시간

(hr)

초기 배지

대비 증감률

L. plantarum KC3

LPV10

6.3E+09 20 210%

L. plantarum K10 6.6E+09 18 190%

L. plantarum K50 5.6E+09 18 220%

L. plantarum KC28 6.5E+09 14 130%

L. plantarum K259 6.3E+09 16 210%

- 항비만 선별 균주를 Mini jar level 최적 배지 scale-up 진행 결과 LPV10

배지에서 최대 배양성을 확인하였다. (5.6 ~ 6.6E+09 CFU/ml)

② 원말 제조

- 대상 균주 (5균주) : L. plantarum KC3, KC28, K10, K50, K259

- Jar level : 5L fermenter

- 배양 조건 : 37 ℃, pH 6.0 control, 100 rpm

- 농축 조건 : 40배 농축

- 동결건조 조건 : 동결시간 - 24시간, 온도 - 37 ℃,

건조시간 - 3일 (최적 조건 적용)

Table 38. 원말 제조용 항비만 선별 균주 배양

균주 동물실험 결과
배지

종류

배양

시간 (hr)
O.D

배양성

(CFU/ml)

L. plantarum KC3
내장, 정소 및

피하지방의 무게 감소

LPV10 18

0.496 5.2E+09

L. plantarum KC28 피하지방의 무게 감소 0.581 1.2E+10

L. plantarum K10 내장지방의 무게 감소 0.611 8.8E+09

L. plantarum K50 정소지방의 무게 감소 0.602 1.1E+10

L. plantarum K259 피하지방의 무게 감소 0.567 7.6E+09

- 최적화된 배지를 이용하여 선별균주를 18시간동안 배양한 결과, 5.2E+09 ~

1.2E+10 CFU/ml 의 배양성을 확인하였고, 이를 이용하여 원말을 제조하였다.
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Table 39. 항비만 선별 균주 원말 제조 결과

균주 동결보호제
원말

(CFU/g)

동결건조생존

률 (%)

총 무게

(g)

L. plantarum

KC3

무첨가 1.0E+12 95 4.98

Trehalose 1.1E+12 163 5.48

Sucrose 8.2E+11 119 5.52

Trehalose + Proline 1.0E+12 147 5.76

L. plantarum

KC28

무첨가 1.8E+12 78 5.21

Trehalose 9.3E+11 59 5.85

Sucrose 9.2E+11 60 5.46

Trehalose + Proline 1.0E+12 66 5.79

L. plantarum

K10

무첨가 1.2E+12 71 5.36

Trehalose 6.8E+11 60 5.76

Sucrose 9.0E+11 82 5.78

Trehalose + Proline 8.6E+11 81 6.09

L. plantarum

K50

무첨가 1.2E+12 63 5.53

Trehalose 1.2E+12 93 5.78

Sucrose 1.3E+12 98 5.86

Trehalose + Proline 1.3E+12 104 6.13

L. plantarum

K259

무첨가 1.3E+12 87 5.23

Trehalose 1.0E+12 100 5.60

Sucrose 1.1E+12 111 5.69

Trehalose + Proline 1.1E+12 114 5.77

- 최적의 원말 제조 조건과 보호제를 사용하여 선별균주의 원말을 제조한 결과,

6.8E+11 ~ 1.8E+12 CFU/g spec.의 원말을 제조하였다.

(2) 원말 안정성 확인

(가) 연구 방법

① 가혹 조건 가속 안정성 확인

- 제조한 원말을 PE 재질의 포장지와 알루미늄 재질의 포장지로 이중 포장하여 40oC, 습

도 75% 조건의 항온 항습기에서 0~4주까지 유지하고, 식품공전에 명기된 유산균 분석 방

법에 따라 생균수를 측정하였다.

② 장관 환경 안정성 확인

- 제조한 원말 1g을 pH 2.5로 조절한 MRS 배지에서 잘 섞은 후, 37℃에서 배양하면서

0, 1, 2시간 후의 생균수를 식품공전에 명기된 유산균 분석 방법에 따라 생균수를 측정하

였다.

- 제조한 원말 1g을 0.3% oxgall이 포함된 MRS 배지에 잘 섞은 후, 37℃에서 배양하면서

0, 1, 2시간 후의 생균수를 식품공전에 명기된 유산균 분석 방법에 따라 생균수를 측정하

였다.
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(나) 연구 결과

① 가혹 조건 가속 안정성 확인

Table 40. 항비만 선별 균주 원말의 가혹조건 안정성 (4주)

균주 동결보호제
초기 원말

(CFU/g)

4주 가혹 원말

(CFU/g)

4주 가혹

생존률 (%)

L. plantarum

KC3

무첨가 1.0E+12 8.1E+11 81

Trehalose 1.1E+12 7.4E+11 65

Sucrose 8.2E+11 4.4E+11 54

Trehalose + Proline 1.0E+12 5.9E+11 58

L. plantarum

KC28

무첨가 1.8E+12 1.2E+12 64

Trehalose 9.3E+11 9.5E+11 102

Sucrose 9.2E+11 6.2E+11 67

Trehalose + Proline 1.0E+12 7.8E+11 78

L. plantarum

K10

무첨가 1.2E+12 1.1E+12 92

Trehalose 6.8E+11 6.5E+11 96

Sucrose 9.0E+11 8.1E+11 90

Trehalose + Proline 8.6E+11 7.3E+11 84

L. plantarum

K50

무첨가 1.2E+12 1.3E+12 102

Trehalose 1.2E+12 7.9E+11 63

Sucrose 1.3E+12 7.0E+11 56

Trehalose + Proline 1.3E+12 6.1E+11 46

L. plantarum

K259

무첨가 1.3E+12 1.2E+12 93

Trehalose 1.0E+12 7.8E+11 78

Sucrose 1.1E+12 6.1E+11 55

Trehalose + Proline 1.1E+12 6.1E+11 56

② 장관 환경 안정성 확인

Table 41. 항비만 선별 균주 원말의 장관환경 안정성

Strain　 초기원말
(CFU/g)

시간
내산성 (pH 2.5) 내담성 (0.3% oxgall)

CFU/g 생존율(%) CFU/g 생존율(%)

L. plantarum

K10
8.0E+11

0 5.4E+11 68 6.4E+11 79

1 4.0E+11 50 5.7E+11 72

2 3.9E+11 48 3.6E+11 45

L. plantarum

KC28
1.1E+12

0 1.1E+12 98 1.0E+12 92

1 9.0E+11 81 2.8E+11 25

2 9.0E+11 80 2.2E+11 19

L. plantarum

K259
9.6E+11

0 1.2E+12 121 1.0E+12 104

1 1.0E+11 10 7.4E+11 77

2 8.8E+10 9 6.8E+11 70

L. plantarum

KC3
8.8E+11

0 5.81E+11 66 3.52E+11 40

1 3.52E+11 40 2.90E+11 33

2 8.80E+10 10 2.20E+11 25

L. plantarum

K50
1.2E+12

0 9.72E+11 81 7.92E+11 66

1 3.24E+11 27 6.00E+11 50

2 1.32E+11 11 5.16E+11 43

- L. plantarum K10 균주가 배양성, 동결건조 & 가혹조건보관 안정성 및 장관환경

안정성이우수함을 확인하였다.
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마. Scale-up 공정 적용

(1) Scale-up 공정 적용

(가) 연구 방법

① 배양 조건 적용

- In vivo 실험 결과 선별된 5종의 유산균을 앞서 최적화된 유산균 배양

조건에 적용시켜, 대용량 생산 설비 (2,000L tank)를 이용하여 배양하였다.

② 원말 제조

- In vivo 실험 결과 선별된 5종의 유산균을 앞서 최적화된 유산균 원말 제조

조건에 적용시켜, 대용량 원심 분리기 및 동결건조기를 이용하여 원말을 제조

하였다.

(나) 연구 결과

① 배양 조건 적용

Table 42. 항비만 선별 균주의 대용량 생선 설비 (2,000L) 배양성

균주 배지 종류 배양 시간 (hr) O.D 배양성

L. plantarum KC3 LPV10

0 0.078 -

8 0.274 1.6E+09

10 0.568 7.2E+09

12 0.858 8.3E+09

14 0.982 1.0E+10

16 0.989 1.1E+10

L. plantarum K10 LPV10

0 0.078 -

8 0.266 1.0E+09

10 0.520 6.3E+09

12 0.765 7.8E+09

14 0.991 9.0E+10

16 1.005 1.1E+10

L. plantarum K50 LPV10

0 0.080 -

8 0.223 1.6E+09

10 0.364 3.2E+09

12 0.770 6.2E+09

14 0.881 8.8E+09

16 0.910 9.6E+10

L. plantarum KC28 LPV10

0 0.077 -

8 0.136 2.1E+09

10 0.567 4.8E+09

12 0.880 8.6E+09

14 0.920 1.0E+10

16 0.993 1.3E+10

L. plantarum K259 LPV10

0 0.081 -

8 0.264 2.5E+09

10 0.631 7.7E+09

12 0.721 8.6E+09

14 0.988 1.0E+10

16 1.001 1.2E+10
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- 대용량 생선 설비로의 scale-up 적용 결과, 모든 균주들이 Mini-Jar 수준의

배양성을 확인하였다.

② 원말 제조

Table 43. 항비만 선별 균주의 대용량 생산 설비에서 원말 제조 결과

균주 동결보호제
원말

(CFU/g)

L. plantarum KC3 무첨가 1.2E+12

L. plantarum KC28 무첨가 1.7E+12

L. plantarum K10 무첨가 1.1E+12

L. plantarum K50 무첨가 1.0E+12

L. plantarum K259 무첨가 1.0E+12

- 대용량 생선 설비로의 scale-up 적용 결과, 모든 균주들이 Mini-Jar 수준의

원말 spec.을 확인하였다.

바. 사업화 진행

(1) 공인기관 성적의뢰

Table 44. 공인기관 성적의뢰 결과

(A) Lactobacillus plantarum K10 (B) Lactobacillus plantarum K50

Table 44. 계속
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(C) Lactobacillus plantarum K259 (D) Lactobacillus plantarum KC3

(E) Lactobacillus plantarum KC28
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(2) 품목 신고

(가) 품목신고 균주

- Lactobacillus plantarum K10 (락토바실러스 플란타럼 케이 10)

(나) 품목신고 서류

① 공인기관 성적서

② 유통기한 설정 사유서
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③ 제조방법 설명서

④ 제조지시서_배양
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⑤ 제조지시서_회수

⑥ 제품표준서
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(다) 품목신고 허가증

☞ 락토바실러스 플랜타럼 케이 10 품목신고 및 사업화 완료
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3-4. 인체 적용 시험 준비

가. 인체 적용 시험 protocol 준비

(1) 체지방 감소 protocol 제시

Table 45. 체지방 감소 예시 Protocol

제목
체지방 감소에 대한 프로바아오틱스 복합물의 유효성 및 안정성을 평가하기 위한

12주, 무작위 배정, 이중 눈가림, 위약 대조 인체 적용 시험

실시 기관
해당 병원

ex) 연세대학교 세브란스 병원 기간
연구심의위원회(IRB) 승인일로부

터 12개월
연구책임자 해당 교수

대상

BMI(body mass index) 기준으로

정상 범위(18.5~25)

또는 과체중 범위(25~30)에 있는

사람

섭취방법

1) 스틱포

ex) 2회/일, 2g/회 직접 또는 물과

섭취 (유산균으로서 5.0E+09

CFU/day)

2) 캡슐

ex) 1일/2정/회 충분한 물과 함께

섭취 (5.0E+09CFU/day)

방법 대상자수

시험군 대조군 합계

Drop-out 

고려 예수
40 40 80

최종평가 

예수
34 34 68

유효성평가

1차유효성 평가 항목 2차 유효성 평가 항목

1. BMI 변화

2. 체지방량 및 체지방률 변화

3. 내장지방 및 복부지방 면적

4. 체중 및 허리둘레, 허리-엉덩이

둘레비율

1. Triglyceride

2. Apoprotein A1, B

3. Lipoprotein A

4. 혈중 동맥경화지수

5. 산화 LDL 수준

6. Paraoxonase 활성

7. CETP, LCAT 활성도
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3-5. 지속적인 항비만 기능성 후보주 발굴

가. 연구 방법

- 변형 MRS 배지를 이용하여 지역별(서울, 경기, 경상, 충청, 제주) 34종의 김치로부터

156종의 균주를 확보하였다. 이를 pancreatic lipase, α-amylase, α-glucosidase 활성

저해능이 80%이상인 균주를 선별하였다. 선별된 균주는 16s RNA sequencing을 통

하여 동정하였고, 당 발효능, 항생제 내성, 효소활성시험, 내담즙 및 내산 실험, 항균

력, 장내 부착능을 확인하였다.

나. 연구 결과

(1) In vitro 스크리닝을 통한 항비만 기능성 균주 선발

Table 46. 지속적인 항비만 균주 선발

No. Strain1
Anti-lipase

activity

α-amylase

inhibitory

activity

α-glucosidase

inhibitory

activity

1 KI 2 63.33±4.461 96.99±3.00 71.07±2.09

2 KI 3 69.94±0.86 94.56±0.90 77.28±1.88

3 KI 6 41.19±15.47 91.42±4.44 56.44±2.46

4 KI 7 76.25±1.51 83.82±0.83 73.55±4.81

5 KI 9 84.52±8.18 96.25±1.85 81.17±4.07

6 KI 11 65.87±3.41 83.93±2.95 79.65±2.45

7 KI 14 88.37±6.26 92.64±2.84 83.92±2.09

8 KI 15 65.44±3.61 93.90±5.27 77.70±4.24

9 KI 16 83.36±1.99 98.17±0.41 93.27±4.69

10 KI 17 73.44±2.81 98.11±1.26 79.78±2.98

11 KI 20 64.72±3.50 83.87±1.80 77.69±2.24

12 KI 22 65.84±0.16 87.73±0.38 36.82±3.66

13 KI 23 72.59±0.11 85.25±1.47 75.51±1.22

14 KI 24 67.77±1.81 98.64±0.81 65.90±0.23

15 KI 32 24.20±2.35 30.95±0.71 13.27±2.51

16 KI 34 65.02±0.92 79.28±1.19 74.55±1.94

17 KI 40 70.69±1.70 85.57±0.67 75.23±3.99

18 KI 41 63.94±3.91 91.70±5.60 76.35±1.08

19 KI 42 61.84±6.98 84.99±1.66 11.40±4.63

20 KI 46 68.56±0.23 74.45±0.90 60.67±5.91

21 KI 47 59.00±3.72 89.86±0.52 53.96±0.74

22 KI 48 74.03±0.22 91.41±0.56 78.59±5.04

23 KI 49 65.22±0.99 88.21±3.75 66.38±7.25

24 KI 62 103.32±0.89 94.86±3.30 98.59±0.52

25 KI 68 88.92±0.51 90.86±0.98 79.51±0.29

26 KI 69 81.89±1.37 91.17±2.23 98.71±4.23

27 KI 70 74.93±4.13 90.25±1.01 70.07±3.41

28 KI 73 67.02±1.91 83.83±0.95 51.30±4.62

29 KI 74 50.05±7.84 98.90±0.62 42.95±2.04

30 KI 81 68.63±0.15 84.99±2.75 53.68±1.03

31 KI 83 54.17±3.86 54.27±3.83 35.22±1.66

Table 46 계속
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32 KI 85 47.14±4.75 69.37±0.49 59.21±4.20

33 KI 88 73.77±1.10 66.68±3.45 83.95±2.61

34 KI 91 63.67±1.12 60.68±1.62 62.88±2.96

35 KI 92 81.90±2.62 85.69±3.03 80.36±4.10

36 KI 97 62.07±3.15 88.91±5.62 71.23±0.85

37 KI 98 71.81±4.43 93.08±1.78 79.20±1.71

38 KI 99 58.29±2.92 62.87±2.95 43.28±2.65

39 KI 101 46.50±1.01 101.50±1.60 59.20±5.12

40 KI 102 55.23±0.49 80.71±2.66 69.23±2.07

41 KI 104 74.31±3.73 87.34±0.97 75.20±4.98

42 KI 106 71.76±1.83 67.11±3.88 64.38±2.66

43 KI 108 80.92±0.39 88.23±2.79 86.49±3.01

44 KI 110 81.26±0.07 89.47±2.44 80.19±3.67

45 KI 117 68.99±0.04 76.02±1.30 52.67±2.11

46 KI 120 80.90±0.87 94.64±3.58 89.41±0.69

47 KI 122 75.26±2.77 95.36±2.76 71.02±4.85

48 KI 129 88.63±1.25 94.75±4.73 82.03±2.44

49 KI 133 91.41±0.25 78.78±2.89 90.23±1.98

50 KI 134 80.29±0.52 91.64±5.99 75.61±0.89

51 KI 139 80.91±2.67 80.61±1.09 72.33±1.26

52 KI 143 68.21±2.45 99.89±5.99 72.36±2.08

53 KI 147 73.13±3.92 87.57±1.93 69.33±2.74

54 KI 148 82.01±5.28 84.69±4.02 82.39±3.67

☞ Lipase, α-amylase 및 α-glucosidase의 저해 효과가 우수한 균주 10종을 선발 완료 하

였다.

(2) 16s rRNA seqeuncing (균주 동정)

Table 47. 16s RNA 균주동정

No. Strain Identities

1 KI 9 Lactobacillus plantarum strain CIP 103151 1525/1527 (99%)

2 KI 14 Lactobacillus plantarum strain CIP 103151 1516/1518 (99%)

3 KI 16 Lactobacillus plantarum strain CIP 103151 1525/1527 (99%)

4 KI 62 Pediococcus pentosaceus strain DSM 20336 1552/1556 (99%)

5 KI 69 Lactobacillus plantarum strain CIP 103151 1522/1524 (99%)

6 KI 108 Lactobacillus plantarum strain CIP 103151 1516/1518 (99%)

7 KI 110 Lactobacillus plantarum strain CIP 103151 1523/1527 (99%)

8 KI 120 Lactobacillus plantarum strain CIP 103151 1525/1527 (99%)

9 KI 129 Pediococcus pentosaceus strain DSM 20336 1527/1537 (99%)

10 KI 148 Lactobacillus plantarum strain CIP 103151 1524/1527 (99%)

- 총 10종의 균을 대상으로 16S rRNA sequencing을 한 결과 Pediococcus

pentosaceus 2종, Lactobacillus plantarum 8종으로 동정되었다.

☞ 16S rRNA 분석 결과 및 in vitro 스크리닝 결과 총 합이 가장 높은 KI 16, KI 62

및 KI 69를 최종 균주로 선발하여 추후 실험을 진행하였다.
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Strains KI 16 KI 62 KI 69
Control - - -

Glycerol - - -

Erythritol - - -

D-Arabinose - - -

L-Arabinose + + +

D-Ribose + + +

D-Xylose - + +

L-Xylose - - -

D-Adonitol - - -

Methyl-βD-Xylopyranoside - - -

D-Galactose + + +

D-Glucose + + +

D-Fructose + + +

D-Mannose + + +

L-Sorbose - - -

L-Rhamnose ± ± ±

Dulcitol - - -

Inositol - - -

D-Mannitol + + +

D-Sorbitol + + +

Methyl-αD-Mannopyranoside + - -

Methyl-αD-Glucopyranoside + + +

N-AcetylGlucosamine + + +

Amygdalin + + +

Arbutin + + +

Esculin ferric citrate + + +

Salicin ± ± +

D-Celiobiose + + +

D-Maltose + + +

D-Lactose + + +

D-Melibiose - + +

D-Saccharose + + +

D-Trehalose + + +

Inulin + + ±

D-Melezitose + + +

D-Raffinose - + +

Amidon - - -

Glycogen - - -

Xylitol - - -

Gentiobiose ± ± ±

D-Turanose - - +

D-Lyxose - - -

D-Tagatose - + +

D-Fucose - - -

L-Fucose - - -

D-Arabitol - - -

L-Arabitol - - -

potassium Gluconate ± ± ±

potassium 2-KetoGluconate - - -

potassium 5-KetoGluconate - - -

(3) 당 발효실험

- 선별된 3개의 균주에 대하여 당 발효 실험을 수행하였다. (Table 48)

Table 48. 당 발효 실험
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(4) 균주 특성 조사

(가) 항생제 내성

- 선별된 3개의 균주에 대하여 항생제 내성 실험을 수행하였다. (Table 49)

Table 49. 선별 균주 항생제 내성

Antimicrobal agents
MIC (ug/mL)

KI 16 KI 62 KI 69 299v

Amikacin 16 64 16 8

Gentamycin 4 128 64 2

Kanamycin 64 128 64 32

Stretomycin 32 256 32 16

Ampicillin 1024 >2048 >2048 1024

Penicillin-G 4 0.5 0.125 2

Oxacillin 16 4 4 16

Bacitracin 124 128 128 16

Polymyxin B >512 >512 >512 256

Ciprofloxacin 256 128 >512 16

Tetracycline 32 64 64 16

Clindamycin 0.25 1 8 1

Erythromycin 0.25 2 2 0.125

Rifampicin 2 0.5 0.125 2

Vancomycin >4096 >4096 >4096 2048

Chloramphenicol 4 4 4 4

(나) 효소 활성 시험

- 선별된 3개의 균주에 대하여 효소 활성 실험을 수행하였다. (Table 50)

Table 50. 선별 균주 효소 활성

Enzyme KI 16 KI 62 KI 69 299v

Alkaline phosphatase 0 0 0 0

Esterase(C4) 0 0 0 0

Esterase Lipase(C8) 0 0 1 1

Lipase(C14) 0 1 0 1

Leucine arylamidase 3 5 4 5

Valine arylamidase 3 4 4 5

Cystinearylamidase 1 1 2 4

Trypsin 0 0 1 0

α-chymotrypsin 0 0 0 0

Acid phosphatase 1 2 1 4

Naphtol-AS-BI-phosphohydrolase 1 3 2 3

α-galactosidase 0 0 1 0

β-galactosidase 4 2 5 5

β-glucuronidase 0 0 0 0

α-glucosidase 2 0 0 4

β-glucosidase 5 2 5 4

N-acetyl-β-glucosaminidase 4 2 5 5

α-mannosidase 0 0 0 0

α-fucosidase 0 0 0 0

*: A value ranging from 0 to 2 is assigned to the standard color: zero represents a negative; 5 represents a reaction of

maximum intensity. Values 1 through 4 represent intermediate reactions depending on the level of intensity. The

approximate activity may be estimated from the color strength: 1 corresponds to the liberation of 5 nanomoles; 2, to

10 nanomoles; 3, to 20 nanomoles; 4, to 30 nanomoles; and 5, to 40nanomoles or more.
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(다) 내담즙 실험

- 선별된 3개의 균주에 대하여 내담즙 실험을 수행하였다. (Figure 21)

Figure 21. 0.3% oxgall 처리 MRS 배지에서 균주 배양성 확인

* Lactobacillus plantarum KI 16 (A), Pediococcus pentosaceus KI 62 (B), Lactobacillus plantarum KI 69

(C), and Lactobacillus plantarum 299v (D)

(라) 내산성 확인

- 선별된 3개의 균주에 대하여 내산성 실험을 수행하였다. (Figure 22)

Figure 22. 선별 균주의 내산성 확인 (pH2.0, 3.0, 4.0 and 6.4)

* Lactobacillus plantarum KI 16 (A), Pediococcus pentosaceus KI 62 (B), Lactobacillus plantarum KI 69

(C), and Lactobacillus plantarum 299v (D)



- 71 -

코드번호 D-05

(라) 항균력 확인

- 선별된 3개의 균주에 대하여 항균력 확인 실험을 수행하였다. (Table 51 ~ 53)

Table 51. MRS 배지에서 Lactobacillus plantarum KI 16의 병원성 균주에 대한

항균력

Pathogens

Growth 　

pathogensa KI 16+pathogensa Inhibition

(%)CFU/mL pH CFU/mL pH

Escherichia coli 6.80±0.14×106 6.22 5.35±0.21×106 5.83 21.32

Salmonella Typhimurium 3.15±0.64×107 6.17 1.50±0.14×107 5.71 52.38

Listeria monocytogenes 1.45±0.07×105 6.24 8.00±0.00×104 5.55 44.83

Staphyloccous aureus 7.13±0.75×106 5.24 4.73±1.10×106 5.12 33.64

* Initial count of Lactobacillus plantarum KI 16: 3.40±0.69×106 CFU/mL
a Determined after 6 h of incubation at 37℃

Table 52. MRS 배지에서 Pediococcus pentosaceus KI 62의 병원성 균주에 대한

항균력

Pathogens

Growth 　

pathogensa KI 62+pathogensa Inhibition

(%)CFU/mL pH CFU/mL pH

Escherichia coli 6.80±0.14×106 6.22 4.80±0.28×105 4.72 29.41

Salmonella Typhimurium 3.15±0.64×107 6.17 1.95±0.21×107 4.75 38.10

Listeria monocytogenes 1.45±0.07×105 6.24 7.00±0.14×104 4.67 51.72

Staphyloccous aureus 7.13±0.75×106 5.24 3.53±0.60×106 4.67 50.47

* Initial count of Lactobacillus plantarum KI 62: 3.63±0.35×106 CFU/mL

a Determined after 6 h of incubation at 37℃

Table 53. MRS 배지에서 Lactobacillus plantarum KI 69의 병원성 균주에 대한

항균력

Pathogens

Growth 　

pathogensa KI 69+pathogensa Inhibition

(%)CFU/mL pH CFU/mL pH

Escherichia coli 6.80±0.14×106 6.22 5.75±0.35×105 5.64 15.44

Salmonella Typhimurium 3.15±0.64×107 6.17 1.55±0.64×107 5.63 50.79

Listeria monocytogenes 1.45±0.07×105 6.24 7.0±0.14×104 5.47 58.62

Staphyloccous aureus 7.13±0.75×106 5.24 4.43±0.60×106 5.03 37.85

* Initial count of Lactobacillus plantarum KI 69: 5.40±0.87×106 CFU/mL
a Determined after 6 h of incubation at 37℃
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(라) 장내 부착능 확인

Figure 23. 장 상피 세포 부착능 확인

*p< 0.05 compared with control strain (t-test).

- 선별된 3개의 균주에 대하여 장 상피 세포 부착능 확인 실험을 수행하였다.

(Figure 23)

☞ L. platarum KI 69 및 P. pentosaceus KI 62 균주는 상피세포 표면에

부착능이 우수한 것으로 확인됐다.
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4-1. 목표달성도

1. 연구 개발 목표 및 달성도

구분

(연도)
연구개발의 목표 연구개발 수행 내용 달성도

1차년도

(2016년)

In vitro 모델 활용한 항비
만 기능성 균주 라이브러리

구축

○ In vitro 스크리닝통한기능성균주탐색및확보
- Anti-lipase activity (porcine pancreatic lipase이용)

- α-amylase activity

○ 항비만 기능성 균주 선별

- Anti-adipogenetic activity (3T3-L1 cell line 이용)

100%

In vivo 모델 활용한 항비

만 기능성 확인

○ 비만 유도 마우스에 대한 기능성 확인

- 고지방식이 유도 비만 마우스 모델

- 고탄수화물 식이 유도 비만 마우스 모델

○ NGS 활용하여 선발균주의 장균총 조절능 확인

100%

배양 조건 및 제조공정 확

립

○ 배양 조건 최적화

- 배지 및 발효조 가동 조건

○ 코팅 기술 및 원말 제조공정 개발

- 동결 보호제 및 최적 코팅 조건

○ 원말 제조 및 안정성 테스트

- 저장, 장관환경 및 가속 안정성

100%

2차년도

(2017년)

제품화 가능 안전성 및

안정성이 확보된 균주 선별

○ 선발 균주 특성화

- 항생제 내성 : Amikacin 등 15종에 대한 MIC

- 효소활성 : API ZYM kit

- 내담즙성 : 0.3% oxgall 첨가 배지 배양

- 내산성

- 항균력 : 선발 젖산균이 Escherichia coli,
Salmonella typhimurium 및 Staphyloccous
aureus의 억제율 측정
- 장내 부착성

- Biogenic amine (BA) 생성능

- 동정

100%

기능성 균주의 계속적 선별
○ 항비만 기능성 균주의 in vitro 모델 활용한
계속적 선별

100%

대사체 및 생체지표 분석을

통한 항비만 기능성 검증

○ 대사체 분석 통한 선발 균주 유래 항비만

기능성 물질 탐색

- 소화 기관 및 분변 대사체 분석

○ 비만 및 대사질환 생체지표 분석 통한 선발

균주의 항비만 메커니즘 규명

100%

NGS 활용 프로바이오틱스

유전체 해독 및 분석
○ NGS 활용하여 선발 균주의 전장 유전체 분석 100%

건강 기능성 프로바이오틱

스 제품화

○ 배양 최적화 조건 pilot scale 적용 및

가속안정성 확인

○ 코팅 및 원말 제조공정 scale-up

○ 제품의 제형화 및 디자인 연구 (시제품 제조)

○ 안정성 테스트 및 유통기한 설정

100%

항비만 기능성 프로바이오

틱스의 개별인정 위한 후속

연구

○ 인체적용시험 protocol 준비 100%
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4-2. 관련분야 기여도

○ 항비만 선별 균주에 대한 지적 소유권 확보 및 특허화 진행

○ 항비만 기능성 유산균 선별을 위한 in vitro, in vivo 실험 기술력 확보

○ 이너뷰티. 건강기능식품시장 참여를 통한 기업의 매출 창출

○ 고 부가가치 균주의 개발을 통한 안정적인 수익 마련
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코드번호 D-07

가. 연구개발결과의 활용방안 (제품화, 산업화(시기) 계획 등 명시)

(1) 연구결과 논문화 및 특허 계획

본 연구를 통해 개발된 프로바이오틱스 균주는 동물실험을 통하여 기존에 많이 알려진 L.

rhamnosus GG (LGG) 및 L. plantarum 299v (299v)에 비교하여 우수한 항비만 효과가 있음

이 확인되었다.

이들 균주의 항비만 우수성에 대한 과학적 근거 제시를 위해 다수의 특허, 논문 및 해외

발표를 수행하였으며, 이들 이외의 균주 또한 계속적으로 발굴하고 있는 중이다. 과제 종료

후 논문은 과제 종료 1년차 (2018년) 상반기에 3건, 하반기에 3건을 투고할 계획이며, 출원한

특허는 종료 2년차 (2019년)에 모두 등록할 예정이다.

[표 1. 논문 및 특허 등록 계획]

2018 (종료 1년차) 2019 (종료 2년차)

상반기 하반기 상반기 하반기

특허 등록 - - 2 3

논문
한동대학교 2 2 - -

한국식품연구원 1 1 - -

합계 3 3 2 3

(2) 산업화계획

선별된 균주는 배지 및 원말 최적화 과정과 scale-up 과정 등을 통한 원료 표준화를 진행

하여 5개 제품의 시제품을 만들었으며 그중 1개의 제품에 대해서는 품목신고를 완료하였고,

고시형 프로바이오틱스로 판매 예정이다. 이후 인체 적용 시험을 착수하고 완료된 후에는 개

별인정형 프로바이오틱스로 등록한 후, 개별인정형 제품으로 제품을 판매할 예정이다.

[표 2. 고시형, 개별인정형 제품 판매 및 고용 계획]

2018년 2019년 2020년 2021년

고시형 제품

매출액 (백만원)

국내 200 1,000 600 -

해외 50 100 60 -

개별 인정형 제품

매출액 (백만원)

국내 - - 12,000 14,000

해외 - - 1,000 2,000

고용목표 (명)

*연구, 생산, 품질, 마케팅, 영업 인력
2 4 2 2
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(3) 후속 연구 계획

과제 종료 후에는 개발된 균주를 활용하여 항비만 인체 적용 시험을 수행할 예정이며, 이

를 통하여 개별인정형 프로바이오틱스 원료로 등재하고자 한다.

개별인정형 프로바이오틱스 원료 등재를 위하여, in vitro 세포 분석(지질합성 유전자 및

단백질 발현수준등)과 in vivo 동물실험 (지방합성 및 체지방 합성의 분자적 메카니즘 분석

등) 추가적으로 수행하여 항비만 메카니즘을 확인하고, 완료한 전장 유전체 분석을 통하여

유전자 level에서의 기작을 규명할 예정이다. 그리고 표준화된 유산균 원료를 활용하여 인체

적용 시험용 샘플 레시피를 개발하고 완제 시제품 제작 후, 인체 적용 시험을 착수할 예정이

다.

[표 3. 인체 적용시험 및 개별인정형 등록 계획]

항목 기간

인체 적용 시험

- Protocol 개발

- 레시피 개발 및 완제 시제품 생산

- IRB 승인 및 인제 적용 시험 개시

- 결과 모니터링 및 보고서 작성

2년

(2018년 ~ 2019년)

개별 인정 원료

신청 및 등록

- 개별 인정 원료 신청

- 개별 인정 원료 등록

1년

(2019년 ~ 2020년)

제품 생산 및 출시
- 개별 인정 원료로써 품목 신고

- 개별 인정 원료 생산 및 출시

6개월

(2020년 ~ 2021년)

[과제 종료 후 연구 계획 추진일정]

2018 2019 2020 2021 2020

1Q 2Q 3Q 4Q 1Q 2Q 3Q 4Q 1Q 2Q 3Q 4Q 1Q 2Q 3Q 4Q 1Q 2Q 3Q 4Q

매커니즘 확인을 위한

세포실험 및 동물실험

레시피 개발 및

완제 시제품 생산

임상실험 검토, 착수 및 실행

식약처 개별인정 추진

개별인정제품 출시 및 판매

(개별인정 등록 시)

고시형 제품 판매

(원료 및 완제품)
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나. 기대성과

○ 기술적 측면

- 항비만 프로바이오틱스 균주 개발은 건강기능식품 원료뿐만 아니라 발효유 및 치즈 등

발효 식품에 이용 가능함으로 제품의 다양화를 유도하여 신기술 개발에 이용할 수 있음

○ 경제적․산업적 측면

- 항비만 프로바이오틱스를 개발함으로써 소비기반 및 경쟁력 확보

- 2000억원 (2015년 기준)대로 형성되어 있는 국내 프로바이오틱스 시장 중, 점유시장을

10%로 예측할 때 200억원의 신규 시장 형성 가능함

- 본 제품 개발로 기능성 프로바이오틱스 종균의 수입대체 효과

- 경쟁력 있는 프로바이오틱스 제품으로 항비만 식품시장에 참여

- 청소년 및 성인의 항비만 효능을 통한 보건 향상으로 국민 생산성 증진
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○ M-SHIME® experiment design and protocol

- 장내 환경을 in vitro로 재현하여 물질의 발효 및 장내 환경 변화를 추측함

○ 항비만과 장내 균총 변화에 대한 probiotics의 연구 동향

- Lactobacillus curvatus HY7601와 Lactobacillus plantarum KY1032를 비만유도쥐에 투

여하여, 항비만 기능성, 장내 균총 변화와 매커니즘을 확인하였다. 두 유산균으로 인하여 항

비만 기능성을 확인하였으며, 장내 균총의 유의적인 변화와 fat accumulation, 염증인자 및

지방산화에 대한 유전자 발현을 확인하였다.

- 가자미 식혜에서 분리된 Lactobacillus plantarum LG42가 지방전구세포인 3T3-L1에 작

용하여 중성지방의 축적과 PPARγ와 C/EBP 유전자 발현을 감소시키고, adipogenic 마커인

aP2, leptin, GPDH, CD36의 발현도 상당히 감소시킴으로써, 지방세포의 분화를 억제함을 확

인하였다.

- 여러 리뷰 논문을 통하여 장내균총과 비만이 매우 연관되어 있음을 확인하였다.
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7. 연구개발결과의 보안등급

코드번호 D-09

○ 일반 과제

8. 국가과학기술종합정보시스템에 등록한 연구시설·장비 현황

코드번호 D-10

구입 기관
연구시설/

연구장비명

규격

(모델명)
수량 구입 연월일

구입 가격

(천원)

구입처

(전화번호)

비고

(설치

장소)

NTIS장비

등록번호

○ 해당 사항 없음
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9. 연구개발과제 수행에 따른 연구실 등의 안전조치 이행실적

코드번호 D-11

○ 안전관리대책
- 개인 보호 장비 및 실험실 안전 보호 장비 구축
- 작업공정의 위험성 및 안전 작업 방법에 관한 사항 숙지
- 유해위험물 취급 안전 교육 실시
- 안전관리보건 규정 준수

○ 실험실 안전 점검 체계
※ ⌜연구실 안전환경 조성에 관한 법률⌟ 제 6조 제1항의 규정에 의거 한동대학교의 연
구실(실험실)에서 실험.실습 및 연구 활동을 수행할 때 발생할 수 있는 안전사고예방과 대
책에 관한 사항을 규정(‘연구실 안전관리 규정’, 제정 2007. 10. 25 규정 제102호)하여 연구
자원을 효율적으로 관리하고 연구 활동의 안전을 확보한다.
※ 해당 연구실의 소속기관(한동대학교)은 특수실험실에 관한 해당사항이 없음.

○ 정기점검 및 실험실 정밀안전진단 실시
- 대상 : 연구개발활동에 유해화확물질 관리법 제2조 7호에 따른 유해화학물질을 취급하
는 연구실, 산업안전보건법 제39조에 따른 유해인자를 취급하는 연구실, 과학기술부령이 정
하는 독성가스를 취급하는 연구실
- 실시 : 2년마다 1회 실시하여 교육과학기술부에 보고

○ 교육 훈련
1) 개요 : 연구실 안전환경 조성에 관한 볍률 시행규칙 제9조에 따라 연구활동 종사자를

대상으로 안전 사고 예방과 환경 오염방지에 관한 교육 및 훈련을 연 1회 이상
실시한다.

2) 교육대상 : 교수, 대학원생, 실험조교, 전문직원, 소속연구원, 실험참여 학부생 및 업체
직원 등

3) 교육구분 
     - 비정기 임시교육 :
          o 대상 : 새로운 실험과정의 신설시, 연구소의 신설시, 교육 미 이수자(신입 대

학원생, 전담직원, 연구원, 업체직원, 유해물질 취급자 등)
o 방법 : 자료/유인물, 외부 온라인상, 외부강사, 전문교육기관의뢰 등

     - 특별교육: 해당기관에서 자체 또는 외부의 전문기관에 의뢰하여 위탁교육 실시

○ 추가 이행 실적

 1) 실험실 환경개선공사 일상점검을 통한 지속적인 실험실 노후화 모니터링 및 개선공사 시행

 2) 고압가스 안전관리  안전시설 설치

 3) 안전보호장비 시설 보완  안전보호장비와 안전표지 설치
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10. 연구개발과제의 대표적 연구실적
코드번호 D-12

번호

구분

(논문

/특허

/기타

논문명/특허명/기타
소속

기관명
역할

논문게재지/

특허등록국

가

Impact

Factor

논문게재일

/특허등록일

사사여부

(단독사사

또는

중복사사)

특기사항

(SCI여부/인

용횟수등)

1 특허
항비만 효과를 갖는
락토바실러스 플란타룸
K10 균주 및 이의 용도

㈜종근당바이오,

한국식품연구원,

한동대학교

- 한국 - 2017.12.26 단독사사 -

2 특허
항비만 효과를 갖는
락토바실러스 플란타룸
K50 균주 및 이의 용도

㈜종근당바이오,

한국식품연구원,

한동대학교

- 한국 - 2017.12.26 단독사사 -

3 특허
항비만 효과를 갖는
락토바실러스 플란타룸
K259 균주 및 이의 용도

㈜종근당바이오,

한국식품연구원,

한동대학교

- 한국 - 2017.12.26 단독사사 -

4 특허
항비만 효과를 갖는
락토바실러스 플란타룸
KC3 균주 및 이의 용도

㈜종근당바이오,

한국식품연구원,

한동대학교

- 한국 - 2017.12.26 단독사사 -

5 특허
항비만 효과를 갖는
락토바실러스 플란타룸
KC28 균주 및 이의 용도

㈜종근당바이오,

한국식품연구원,

한동대학교

- 한국 - 2017.12.26 단독사사 -

6 논문

Physiological

Characteristics and

Anti-Obesity

Effect of Lactobacillus

plantarum K6 isolated

from Kimchi

한국식품

연구원

제1저자,

교신저자

Journal of

Milk Science

and Biotech-

nology

- 2017.12.31 단독사사 비SCI

7 논문

The Inhibitory Effect of

L. plantarum Q180 on

Adipocyte Differen

-tiation in 3T3-L1 and

Reduction of Adipocyte

Size in Mice Fed

High-fat Diet

한국식품

연구원

제1저자,

교신저자

Korean

Journal for

Food Science

of Animal

Resources

0.484 2018.2.28 중복사사 SCIE

8 논문

Modulation of Active

Gut Microbiota by

Lactobacillus rhamnosus

GG in a Diet Induced

Obesity Murine Model.

한동대학

교

제1저자,

교신저자

Frontiers in

Microbiology
4.504 2018.4.10 중복사사 SCI

11. 기타사항
코드번호 D-13

○ 없음
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