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요약문

연구의

목적 및 내용

 - 새싹보리의 유산균 최적발효조건에 의한 대량생산 scale up 조건 검토

    (1차년도)

    ; 반응표면 분석을 통한 최적 발효조건 검토

    ; 최적 bioconversion 조건 검토 및 유도

    ; 대량 배양조건에 맞는 원료를 포함한 식품용 유산균 배지조성

    ; Lab- scale의 실험결과를 토대로 한 pilot 및 plant scale 생산 

 - 새싹보리 유산균 발효물 및 음료의 소아비만 및 배변기능 개선의 지표  

 물질(luteolin, lutonarin, saponarin 및 β-glucan) 함량 및 데이터 확보

    (1차년도)

    ; HPLC 분석법에 의한 luteolin, lutonarin, saponarin등 배당체화합물 

     함량측정 

    ; mixed-linkage beta-glucan kit 또는 효소법을 통한 β-glucan 

     함량법 측정

 - 새싹보리 발효물 활용한 어린이용 음료의 formulation 확립과 관능평가  

    (2차년도) 

 - 새싹보리 발효물 활용 어린이용 음료의 기능개선 동물시험 확인

    (2차년도)

    ; Mouse를 활용한 고지방 식이를 통한 비만 유도 및 음료식이를 

     활용한 test

 - 다양한 어린이 입맛 취향 관련 제품 출시(2차년도)

 - 새싹채소(땅콩 브로콜리 등 활용)관련 발효능 및 지표검사

 - 새싹채소 관련 다양한 시제품 생산과 관능검사 (2차년도)

 - 새싹채소(땅콩 브로콜리 등 활용) 제품의 효능 및 안전성 검사(3차년도)

 - 새싹채소(땅콩 브로콜리 등 활용)소비자 반응조사 및 마케팅(3차년도) 

 - 새싹보리 발효물 활용 리뉴얼 음료제품 생산, 마케팅 및 BM방안 모색

   (3차년도)

 - 새싹채소 관련 다양한 리뉴얼제품 출시(3차년도)

 - 새싹보리 유산균 발효물 활용 어린이용 음료의 패키지 디자인 개발

    (3차년도)

 - 전략적 수출상품 개발과 생산 및 해외 마케팅

   (해외전시 및 시음행사 등)(3차년도) 
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연구개발성과

 - 목적성 어린이용 음료 제품 생산 및 출시 

   ; 어린이용 항비만 및 배변 기능 개선 음료 조성과 formulation

   ; 3有(맛, 영양, 기능 有), 5無(무농약, 무설탕, 무첨가물, 무색소, 무방부  

 제) 컨셉

   ; 어린이 취향 관련 3종이상의 관련 제품 개발

 - 목적성 식물성 유산균 3종 특허기탁 

   ; 새싹보리 발효 최적화 유산균 동정 및 특허기탁(공인기탁기관).

 - 공정도 및 제조 매뉴얼 개발 및 제공 

   ; 본 연구결과를 바탕으로 음료제작에 필요한 새싹보리 전처리 조건기  

 술

   ; 새싹채소를 이용한 발효생산기술 및 발효물을 활용한 음료 조성과  

     배합비 등 생산기술에 필요한 매뉴얼을 제작

 - 최종시제품 관련한 생산을 위한 품목제조신고 3건 

 - 특허 출원 3건, 등록 1건 및 상표등록 3건 

연구개발성과의
활용계획
기대효과

 - 새싹보리 활용 어린이용 발효음료 개발후 국내 대기업 납품 및 

   PB제품 런칭기대  

 - 베트남 공기업인 ITPC와의 MOU를 통해 나노기술을 공유 등 기술 

   사업화

 - 베트남 중심의 동남아 수출상품화 추구 및 전략(해외수출)

 - 다양한 새싹원료를 어린이용 음료 기술 고도화 및 다양한 제품개발.

국문핵심어

개 이내
새싹보리 식물성 유산균 항비만 배변기능 개선 어린이음료

영문핵심어

개 이내
Barley sprouts

 Vegetable
 lactic acid
 bacteria

Anti-obesity

Defecation

functionalty

improvement

Childhood’s

beverage

국문으로 작성 영문 핵심어 제외
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 제 1 절. 연구개발의 필요성

  1. 연구개발의 개요

  가. 개발 목표

    (1) 새싹 보리의 식물성 유산균 발효물을 이용한 소아비만 및 배변기능 개선 어린  

       이용 음료 개발 및 산업화

가  목표 : 새싹보리 활용 어린이용 음료개발

     (나) 사양 : 소아 비만 및 배변 기능 개선 지표물질 (식이섬유, β-glucan, lutonarin 및    

             saponarin 등의 배당체 화합물과 luteolin 등의 aglycon 화합물)

     (다) 성능 및 용도 : 혼합추출(발효)음료

     (라) 기능 : 비만 및 배변기능 개선 

     (마) 새싹보리 내 주성분인 식이섬유 및 β-glucan, lutonarin 및 saponarin 및 aglycon 화합물  

      등의 성분을 활용하여 비만 및 배변 기능 개선을 위한 어린이용 음료를 개발하여 어린이들의 건  

       강 증진에 활용 할 수 있도록 복용이 편리하게 가공하여 관련 기능 증진 및 건강증강에 효과가   

       있는 성분을 활용한 제품을 산업화하여 생산, 국내 판매와 수출을 주목적으로 하고자 함.

    (2) 개발내용

   

     (가) 새싹보리의 유산균 최적발효조건에 의한 대량생산 scale up 조건 검토

      ① 반응표면 분석을 통한 최적 발효조건 검토

       ㉮ 원료농도 최적화, 부원료 농도 및 발효시간에 따른 균주 성장 및 유산발효능 검사  

       ㉯ 유산도 및 생균수을 종속변수로 하는 반응표면분석을 통한 최적 발효조건 검사

      ② 최적 bioconversion 조건 검토 및 유도

       ㉮ 분리 유산균의 β-glucosidase능에 의한 새싹보리내 배당체의 분해능 검토

       ㉯ 분리 유산균의 효소활성 조건 검토

       ㉰ 최적 bioconversion 조건 검토

       ㉱ 배당체 및 aglycon 화합물의 분석(발효능 및 지표성분 분석)

      ③ 대량 배양조건에 맞는 원료를 포함한 식품용 유산균 배지조성

       ㉮ Lab- scale의 실험결과를 토대로 한 pilot 및 plant scale 생산 

       ㉯ pilot 및 plant scale에서 생산조건 최적화
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     (나) 새싹보리 유산균 발효물 및 음료의 소아비만 및 배변기능 개선의 지표물질(luteolin,  

          lutonarin,   saponarin 및 β-glucan) 함량 검토 및 데이터 확보

      ㉮ HPLC 분석법에 의한 luteolin, lutonarin, saponarin등 배당체화합물 함량측정 

     (다) 새싹보리 유산균 발효물 활용한 어린이용 음료의 formulation 확립과 관능평가 

      ㉮ 어린이 음료로서 목적성에 부합하게 3有(맛, 영양, 기능을 가짐), 5無(무농약, 무설탕,  

     무첨가물,   무색소, 무방부제)의 concept으로 조제 

      ㉯ 어린이 가 선호하는 음료, 부모가 안전을 인정하는 제품, 또한 천연물과 발효물을 활  

     용한 음료제품

      ㉰ 어린이와 부모 대상 소비자 관능검사

     (라) 새싹보리 유산균 발효물 활용 어린이용 음료의 기능개선 관련 동물시험 확인

      ㉮ Mouse를 활용한 고지방 식이를 통한 비만 유도 및 음료식이를 활용한 test

     (마) 새싹보리 유산균 발효물 활용 어린이용 음료의 시생산과 마케팅 및 BM방안 모색

      ㉮ 새싹보리 유산균 발효물 활용 어린이용 음료의 패키지 디자인 개발

      ㉯ 전략적 수출상품 개발과 생산 및 해외 마케팅 (해외전시 및 시음행사 등) 

    (3) 연구개발 대상의 개념도

[그림] 연구개발 대상의 개념도

  2. 연구개발 대상의 국내•외 현황

   가. 국내 기술 수준 및 시장 현황

    (1) 새싹보리

     (가) 새싹보리는 세계적으로 중요한 재배식품 중의 하나로 단백질, 각종, 비타민, 무기질  

      이 풍부하다고 알려짐

     (나) 새싹보리에 함유된 다량의 식이섬유는 콜레스테롤 및 중성 지방 등의 흡수를 억제하  

      여 고혈압, 동맥경화, 비만 등 만성질환 예방에 효과적임

     (다) 새싹보리의 폴리코사놀이란 성분은 몸에 유익한 콜레스테롤(HDL 콜레스테롤)의 수  
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      치는 올리고, 해로운 콜레스테롤(LDL 콜레스테롤)의 수치를 낮추는 효과를 나타남

     

     (라) 2015년 기준으로 국내에서는 새싹보리의 최적 품종 선발과 재배 방법에 대한 연구  

      가 진행되었으며, 2016년 기준에는 생산시기에 따른 새싹보리의 영양성분 비교의 연  

      구가 진행되었음

     (마) 농촌진흥청에서는 2011년부터 새싹보리를 새로운 기능성 식품소재로 활용하는 연구  

      를 추진 및 개발하고 있음

      ① 새싹보리 생산 최적품종선발과 재배조건 확립

      ② 새싹보리를 이용하여 전임상, 임상시험을 통한 고지혈증, 당뇨병 개선 효과 확인

      ③ 새싹보리를 크로마토그래피를 통해 물질 분리 : 순수물질 농축

      ④ 생활 습관병 개선 효과 핵심지표 성분과 작용원리 규명

      ⑤ 이와 같이 농촌진흥청에서는 새싹보리에 대한 연구를 진행하면서, 세계 최초로 농촌  

      진흥청에서 새싹보리 질병 예방·개선 효과 찾아 특허 8건 출원·등록함

     (바) 뿐만 아니라 2016년에는 새싹보리가 농가와 산업체의 소득을 올리는 상생협력모델  

      로 자리 잡음

     (사) ㈜청보리 식품에서는 폴리코사놀을 대량생산 기술을 개발 및 사업화를 성공하였음

    (2) 새싹보리 관련 기술 및 지식 재산권 현황

     (가) 국내 특허실용 현황을 살펴보면, 특허실용신안은 거절, 소멸, 등록, 공개 등과 같은   

      행정처분을 포함한 총 760개이며, 그 중 등록 및 공개 행정처분은 370개가 있음

     (나) 음식물을 제조하는 과정이 포함된 특허가 주를 이루며, 새싹보리로 만드는 새싹잎차,  

      두부, 치즈, 호빵, 비빔밥 등에 관한 특허가 있음

     (다) 농촌진흥청에서는 세계 최초로 새싹보리 질병 예방·개선 효과 찾아 특허 8건 출    

      원·등록

     (라) 새싹보리에 관련 특허는 아래의 표와 같음

[표] 국내 새싹보리 특허 현황

연구자(기관) 연구주제 내용

대한민국

(농촌진흥청

장)

새싹보리 추출물을 포함

하는 비만 억제용 조성물

출원번호 : 1020140057305 (2014.05.13.)

루토나린 또는 사포나린이 함유된 새싹보리 

추출물 또는 그의 분획물을 포함하는 비만의 

예방 또는 치료용 약학 조성물

항산화 또는 혈당 강하 

활성 성분 함량이 증가된 

새싹보리 차

출원번호 : 1020160053270 (2016.04.29.)

항산화 또는 혈당 강하 활성 성분 함량이 증

가된 새싹보리 차의 제조방법, 상기 방법으로 

제조한 새싹보리 차

순천대학교 

산학협력단

보리잎차 분말 및 헤미셀

룰레아제를 첨가한 식빵 

및 그의 제조방법

출원번호 : 1020090093988 (2009.10.01.) 

보리잎차 분말을 첨가한 식빵 및 그의 제조

방법
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     (마) 당사는 새싹보리 추출물을 포함하는 비만 억제용 조성물 특허를 기술 이전함

     (바) 새싹보리 국내 시장은 산업으로서의 규모는 아직 초기단계이지만 최근 식품가공회   

      사, 인터넷 쇼핑몰 등에서 새싹보리 생체, 분말, 어린보리잎차, 과립, 환, 녹즙 등으로  

      가공해 판매되고 있고 매출도 꾸준한 상승세를 나타내고 있음

     (사) 새싹보리 관련 제품은 아래 표와 같으며, 차, 분말형태, 카레, 녹즙, 크래커, 환, 잼   

      등의 제품 개발이 이루어져 있음, 그러나 어린이 음료에 대한 국내 제품은 없음

[표] 새싹 보리관련 국내 제품 현황

연구자(기관) 연구주제 내용

주식회사 

부경식품

새싹 보리 치즈 및 그의 

제조방법

출원번호 :

1020150165119 (2015.11.25.)

기호뿐만 아니라 건강에도 좋은 새싹 보리 

치즈 및 그의 제조방법

전북대학교 

산학협력단

청색광 파장의 ＬＥＤ 조

사를 이용한 사포나린 함

량이 증가된 보리새싹의 

제조방법

출원번호 : 1020130158502 (2013.12.18.) 

보리새싹을 LED(light emitting diode)로 조사

하는 것을 특징으로 하는 사포나린(saponarin) 

함량이 증가된 보리새싹의 제조방법 및 상기 

보리새싹을 함유하는 가공식품의 제조방법

영광군, 

김광석

새싹보리분말을 포함하는 

프리믹스 조성물 및 이를 

이용한 새싹보리음료의 

제조방법

출원번호 : 1020150139683 (2015.10.05) 

1~100 마이크로미터의 평균 입도 크기를 가

지는 새싹보리분말 20 ~ 50중량%, 당류 50 ~ 

80 중량%를 포함하는 새싹보리분말 프리믹스 

조성물 및 분말을 통한 제조방법

업체명 제품유형 제품명 판매제품 비고

㈜참선

진녹즙
- 生녹즙 - 새싹보리녹즙

항산화 활성이 높은 노

화방지용 생녹즙

㈜새뜸

원
- 분말 - 새싹보리

비만, 고혈당 경감 효과

가 우수한 새싹보리 스

틱형 분말
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    (3) 식물성 유산균 관련 기술 및 지식재산권 현황

     (가) 식물성 유산균에 관한 국내 특허실용 현황을 살펴보면, 특허실용신안은 거절, 소멸,  

      등록, 공개 등과 같은 행정처분을 포함한 총 2,151개이며, 그 중 등록 및 공개 행정  

      처분은 1,284개가 있음

     (나) 주로 유산균을 통한 제품(식품, 화장료)의 제조방법과 조성물 혹은 기능성(치료용, 회  

      복용) 조성물에 대한 특허가 있음

     (다) 풀무원은 김치의 유산균을 독자적인 기술로 특허 등록한 식물성유산균은 

         L. plantarum PMO08(특허등록번호: 10-0264361)

     (라) 대표적인 국내 식물성 유산균 특허는 아래 표와 같이 정리하였음

[표] 국내 식물성 유산균 특허 현황

업체명 제품유형 제품명 판매제품 비고

청녹수
-분말형 

 녹즙
- 청녹수

세계최초 폴리코시놀 

대량산산 기술개발 및 

사업화 성공

㈜애농

영농조

합

- 차(茶)

- 잼

- 카레

- 새싹을 마시

다

- 새싹담은 잼

- 채담카레

주성팜

- 분말

- 환

- 크래커

- 새싹 보리 순

- 새싹보리 편

안, 강안

연구자(기관) 연구주제 내용

주식회사 

웰빙엘에스

식물성유산균을 이용한 

유산균 생성물질 제조방

법

출원번호 :

1020150056247 (2015.04.22.)

식물성유산균, 바실러스, 효모와 같은 종균을 

액체 배양하여 농축 및 동결건조시켜 부형제

를 첨가한 후 고농도의 미생물 분말을 만드

는 단계와 식물성유산균, 바실러스균, 효모균

을 농도별로 접종하여 배양하는 단계와, 발효

가 종료된 유산균 생성물질을 고압멸균하여 

열풍건조 또는 액상형태로 사용 하는 단계를 
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     (마) 식물성유산균은 김치, 장류, 과일 등 식물성 식품에서 생식하는 유산균으로 우유나   

      치즈에 함유된 동물성유산균과는 구분됨.

     (바) 식물성유산균의 종류는 200여 종 동물성유산균 종류는 10여 종으로 무엇보다 가장   

      큰 특징은 ‘강인한 생존력’

      ① 식물성유산균은 인공 위액(ph 2.5) 내 생존율은 90% 이상이나, 영양균형이 맞는 환경  

     에서 생식하는 동물성유산균은 20~30%정도에 그침. 이는 풀무원식문화 실험결과에서  

     도 밝혀짐

      ② 채식 위주의 식생활을 해온 동양인은 서양인보다 장(腸)의 길이가 더 길어 동물성 유  

     산균에 비해 식물성 유산균을 통한 유산균 섭취가 효과적임

     (사) 식물성 유산균에 대한 연구는 감 발효 음료를 제조하여, 그에 대한 특성을 연구하는  

      등 주로 약학적 효과에 대해 연구가 진행되었음. 또한, 배양법 및 발효기간에 따른   

      특성 연구가 진행되는 등 다양한 연구가 진행되고 있음

     (아) 숙주의 면역을 조절하는 새로운 생리활성인자를 탐색하고 이들의 유익한 효과를 학  

      술적으로 밝히는 것의 미래 연구 주제로 보고 있음.

연구자(기관) 연구주제 내용

포함하는 것을 특징으로 하는 유산균 생성물

질의 제조방법

* 

농업회사법

인 주식회사 

생생초

발효성 GABA 성분 함유 

팽이버섯 추출물 유산균 

발효액을 혼합한 블루베

리 식물성 유산균 발효음

료 조성물

출원번호 :

1020150135485 (2015.09.24.) 

발효성 가바(GABA) 성분을 함유한 팽이버섯 

추출물 유산균 발효액을 혼합한 블루베리 식

물성 유산균 발효음료 조성물에 관한 것

* 비고 : 본 특허물은 협동연구기관의 대구대

학교 김성호 교수와 공동연구로서 

개발한 국가연구과제(중소기업청; 연

구마을 과제)에 의해 도출된 결과물

로서 공동연구자 김성호 교수의 기

술이전으로 특허가 출원되었도 공동

발명자로 등재 되어 있음.

(주)다손

식물성 유산균을 이용한 

장개선과 변비개선효과를 

나타내는 기능성 대두 발

효조성물 제조방법

출원번호 :

1020090052230 (2009.06.12.)

식물성 유산균과 바실러스를 이용한 장개선 

및 변비개선효과를 나타내는 기능성 대두 발

효조성물 제조방법

주식회사

풀무원

항암 또는 항균 활성을 

가지는 락토바실러스 플

란타룸 피엠오08 및 식물

성 원재료를 이용한 유산

균 발효제품의 제조방법

출원번호 :

1020090130699 (2009.12.24.) 

락토바실러스 플란타룸 피엠오08를 유효성분

으로 포함하는 항암 또는 항균용 조성물
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    (4) 어린이 음료 시장현황

     (가) 기능성 식품시장의 꾸준한 성장이 지속되며, 2016년 기준 국내 건강기능식품 시장  

      규모는 1조 4천억원의 거대시장을 형성하고 있으며, 평균 28.2 %씩 성장하고 있음.  

      또한, 연평균 10%이상의 성장잠재력을 가지고 있음

     (나) 2016년 건강 트랜드 1위는 면역력 증진으로, 특히 아이들 건강과 성장 관리가 최대  

      관심사(‘16 한국건강기능식품협회)

      ① 국내 어린이 음료시장은 2011년 523억원에서 2015년 780억원, 2016년 800억원으로 5  

     년 만에 60% 가까이 빠르게 성장하고 있으며 향후 4~5년 내 1,000억원 규모로 성장  

     할 것으로 전망됨

      ② 어린이 음료 시장은 현재 과즙음료와 홍삼음료가 주를 이루고 있으며 매년 시장 규  

     모가 20% 이상 성장하고 있음

      ③ 어린이 음료 시장의 성장 원인은 저출산, 맞벌이 증가로 구매에 대한 자녀의 영향력  

      이 커졌으며 건강에 대한 관심증대로 어른이 먹는 음료와 차별화 된 음료를 먹이고  

      자 하는 부모의 규매율 증가와 유치원, 학원 등 단체 활동의 증가로 인한 어린이 음  

      료에 대한 수요 증가와 등으로 분석 됨

      ④ 어린이 음료 시장의 성장과 함께 식음료 업계에서는 건강과 맛을 생각한 다양한 기  

      능성 제품들과 어린이들이 좋아하는 캐릭터를 사용한 제품들을 출시하고 있음

[그림] 국내 어린이 음료시장 규모

     (다) 어린이 음료시장 업체별 점유율

      ①  어린이 음료 시장에서 업체별 점유율은 팔도(34.3%), 정관장(23.3%), 해태음료(11.0%),  

     웅진식품(7.5%)의 순으로 나타남
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[그림] 어린이 음료시장 업체별 점유율(출처: 링크아즈텍)

     (라) 어린이 음료시장 소비 트렌드

      ① 자녀의 건강에 대한 부모의 관심과 투자의 증가: 자녀의 면역력 강화와 발육에 대한  

     부모의 관심이 증대되었으며 이는 어린이 홍삼음료 시장의 성장에 영향을 미침. 어린  

     이 홍삼음료 시장은 2014년 기준 1,500억원 규모로 성장했음

      ② 어린이를 대상으로 하는 건강기능 식품 시장의 성장: 2016년 기준 건강기능식품 주요  

     소비자층으로 중년여성(20.4%)의 뒤를 이어 어린이(13%)가 선정됨(2016년 한국건강기  

     능식품협회 시장전망 보고서). 이는 건강기능식품의 구매 평균여령대가 점점 낮아지  

     고 있음을 의미함

      ③ 어린이의 입맛과 부모들의 깐깐한 기준을 모두 만족시킬 수 있는 제품의 소비: 어린  

     이를 대상으로 하는 음료의 경우 제품구매자와 사용자가 구분되어있음. 따라서 음료  

     를 구매하는 부모의 기준(성분, 자녀의 건강에 도움이 되는 제품 등)과 어린이들의 기  

     호(맛, 아이들의 눈높이에 맞는 캐릭터 사용 등)를 모두 충족시켜 줄 수 있는 제품을  

     소비함

      ④ 천연원료를 활용한 무첨가 제품의 선호: 부모들이 자녀의 건강을 위해 탄산음료의 구  

     매는 기피하고 합성감미료를 첨가하지 않고 천연원료를 활용한 무첨가 제품을 구매함

      ⑤ 기존의 어린이 음료관련 기업들은 단순히 제품 종류를 늘리는 차원이 아니라 기존  

     의 자사 제품, 이미지와 다른 유형의 상품을 통해 새로운 어린이 음료 시장을 개척  

     하고 있음

      ⑥ 과거 어린이 대상 음료가 화려한 색깔과 당분으로 어린이들의 이목을 집중시켰다면,  

     최근에는 어린이들의 발육에 유익하다고 알려진 각종 영양성분이 들어있는 기능성제  

     품이 개발되어 판매량이 증가하는 추세

    (5) 경쟁기관현황 

     (가) 어린이 음료 시장점유율은 팔도 뽀로로 음료, 정관장 아이키커, 한국코카콜라 쿠우,  

      이롬 앵그리버드, 한국야쿠르트 하루야채, 웅진식품 코코몽 순으로 나타남

     (나) 현재 어린이 음료는 크게 과.채주스, 과.채음료, 유산균 음료, 혼합음료, 건강기능식품  

      등의 형태로 다양한 제품이 출시되고 있음

     (다) 어린이 음료는 과.채주스, 과.채음료, 유산균음료, 혼합음료의 네 가지로 구분 할 수  
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     있음(식품의약품안전처 어린이 기호식품 유형 기준)

      ① 팔도

       ㉮ 팔도는 어린이음료 시장에서 총 120억원의 매출을 올리며, 점유율 34.3%로 시장 1위  

       를 지키고 있음

       ㉯ ‘뽀로로’ 4종(밀크/딸기/사과/블루베리)이 어린이 혼합음료로 식품의약품안전처에  

       서 인증하는 어린이 기호식품 품질인증을 획득, 또한 지난 뽀로로 샘물, 뽀로로 스  

       포츠를 출시하며 라인업을 강화함

      ② 정관장

       ㉮ KGC인삼공사의 ‘정관장 아이키커’가 23.3%의 점유율로 어린이음료 시장에서 2위  

      자리를 지키고 있음

      ③ 기타기관

       ㉮ ‘뽀로로 홍삼쏙쏙’(팔도), ‘발삼 키플러스 코코몽’(웅진식품), ‘착한 홍삼 키즈  

      엔’(농협), ‘홍삼 키즈 튼튼’(이롬) 등이 지속적으로 출시되고 있음

       ㉯ ‘식물성 유산균 제품으로는 ㈜웰빙엘에스에서 유산균 핸디제품 (다른 과즙이나 우  

      유/두유에 타서 마시는 제품)을 생산하여 판매하고 있음. 경쟁제품으로 볼 수 있으나  

      음료제품은 출시하지 않고 있음. 당사는 창업이후 식물성 유산균 과즙음료를 개발하  

      여 1개 품목에 대하여 상용화하고 있음

[표] 경쟁기관 현황 도표

업체명 제품명 구분 제품사진 강점 비고

풀무원 유산균 음료

- 국내산 배와 도라지를 

발효시켜 열대과일을 넣

은 어린이 건강음료

- 국내산 배와 도라지를 

풀무원의 특허 유산균인 

식물성유산균으로 발효

시켜 배의 달콤함은 더

하고 도라지 특유의 쓴

맛은 없앰

- 당을 추가로 넣지 않아 

당 함유량은 낮음

- 열대과일로 어린이의 입

맛에 맞춤

팔도 뽀로로 혼합음료

- 식품의약품안전처 ‘어

린이기호식품품질인증’ 

획득

- 식용 타르 색소나 합성
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업체명 제품명 구분 제품사진 강점 비고

홍삼 

쏙쏙
혼합음료

보존료를 전혀 사용하지 

않음

- 유아 성장에 도움이 되

는 비타민 B1을 1일 섭

취 영양소 기준치의 

15%로 높여 품질을 강

화

뽀로로 

비타쏙

쏙

혼합음료

뽀로로 

망고, 

멜론

유산균 음료

- 한국야쿠르트에서 개발

한 유산균 사용

- 어린이의 입맛에 맞는 

열대과일 맛

웅진식

품

발삼 

키플러

스 

코코몽

과채음료

- FMS 공법사용 

  특허 받은 발효홍삼 제

조법으로, 소화흡수가 어

려운 고분자 사포닌을 분

해해서 체내 흡수가 쉬운 

저분자 사포닌으로 전환

시켜주는 기술사용

정관장
아이키

커
과채음료

- 정관장 6년근 홍삼농축

액과 비타민, 칼슘, 천연

과즙이 함유된 어린이 

홍삼 과즙음료

- 합성감미료나 합성보존

료를 무첨가

롯데

우리아

이홍삼

장군

과채음료

- 6년근 홍삼 농축액과 함

께 비타민B2, B3, B6, C 

등 성장기 어린이에게 

필요한 영양 성분을 담

은 제품으로, 오렌지과즙 

20%를 섞어 어린이들도 

맛있게 즐길 수 있음 

한국야

쿠르트

한진생 

발효홍

삼 k 

키즈5+

유산균 음료

- 효소와 유산균의 이중 

발효과정을 통해 사포닌

을 분해해서 소화흡수가 

잘 됨

특허

(14097

61)



- 17 -

    (6) 표준화 현황

     (가) 식품의약품안전처 “어린이 기호식품 품질인증”

      ① 어린이 기호식품은 어린이 식생활 안전관리 특별법 제 14조에 따라, 품질인증기준을  

     정함으로써, 어린이 기호식품의 제조, 가공, 유통, 판매를 권장하는 목적을 가짐

      ② 이와 같이 어린이 기호식품 품질인증은 안전, 영양, 식품첨가물의 사용에 관한 기준  

     으로 나뉘어, 표준화가 되어 있음.

     (나) 출입국검사 검역기관에서는 국경위생검역법, 식품위생법, 식품위생 국가표준 등 법   

      률, 조례 및 표준에 따르고 있음 

      ① 이에 영·유아용 주식품 및 보조식품은 반드시 위생부에서 제정한 영양위생표준에   

      부합해야 함. 

      ② 식품위생 국가표준 GB10765, GB10766, GB10767, GB10769, 10770-1997, 《영·유아용  

     식품》(영아용 조제분유Ⅰ, Ⅱ, Ⅲ, 영·유아용 조제분유 및 영·유아용 보충 곡분，  

     이유기 보조식품，이유기 보충식품) 포함; 국가표준GB10775-780-89《영•유아용 보조  

     식품》, 사과즙, 당근즙, 육즙(肉泥), 골즙(骨泥), 닭고기 야채죽, 토마토 쥬스 등 포함

     (다) 이와 같이 제조, 가공, 유통, 판매를 위해 어린이 기호식품 품질 인증, 수출을 위한   

      수입국의 식품 위생 관련 규정에 부합해야 하나 우선적으로 식품 위생 국가 표준등  

      과 같이 표준이 있음

업체명 제품명 구분 제품사진 강점 비고

하루야

채 

뽀로로

과채음료

- 14가지 채소와 4가지 상

큼한 과일 100g이 함유

돼 있어 성장기 아이들

의 영양밸런스 강화에 

도움을 주며, 면역력 강

화에도 효과적인 제품

매일유

업

헬로엔

요
유산균 음료

- 어린이에게 필수적인 6

종 멀티 비타민과 칼슘

이 하루 권장량의 15%

이상 함유

- 당함량을 줄임

- 어린이기호식품 품질인

증 획득
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  나. 국외 기술 수준 및 시장 현황

    (1) 해외 새싹보리 관련 연구 현황

     (가) 요시히데 하기와라 박사의 연구에 따르면 새싹보리가 연구한 150여개의 녹색식물 중  

      새싹보리가 영양소가 많으며, 그 외 미국에서도 새싹보리를 노출시켜 암세포성장을  

      억제하는 실험을 진행하기도 하였음

     (나) 호주, 일본 등 외국에서는 새싹보리의 영양성과 건강기능성을 인식하여 황산화 건강  

      식품을 개발하여 산업화 하고 있음 

     (다) Behell JM 외 2인(2004)dp 의하면, 새싹보리에 풍부한 수용성 식이섬유소가 고지혈증  

      을 비롯한 심혈관계 질환을 개선시키는 연구결과를 도출하였으며, Artiss J 외 4인    

      (2006)에 의해 지방억제에 관한 연구와 같이, 새싹보리를 비롯한 새싹채소의 영양소  

      에 대한 연구가 활발히 진행되고 있음

     (라) 일본 문부과학성 식품표준성분표의 자료에 의하면 비타민, 칼슘, 카로틴, 비타민, 무  

      기성분함량이 풍부하여 외국에서도 새싹보리의 영양학적 가치가 증명됨

 

[표] 새싹보리의 영양적 가치

 

    (2) 시장현황

     (가) 국외에서는 영양학적 가치와 기능성을 확인해 이미 건강식품, 식품첨가물, 기능성화  

      장품 소재 등 다양한 제품을 판매중임

     (나) 일본은 새싹보리가 함유된 제품이 약 1조원의 시장을 형성하고 있음 또한, 일본에  

      서는 보리새싹은 주로 청즙(분말)형태로 대중화 되어 있음

     (다) 중국은 현재, 어린이 음료의 대다수가 유제품임. 즉, 유산균음료 및 요거트 등의 유  

      제픔

      ① 현지 유통매장에서 조사한 어린이 음료 14가지 중 88%가 유제품이며, 중국의 소프트  

     드링크 시장향후, 시장규모가 지속적으로 커질 것으로 보여짐

      ② 또한, 두 자녀 정책으로 인해 어린이 인구가 증가 할 것으로 전망됨으로써 어린이음  

     료 시장은 더욱 성장 할 것으로 보여짐



- 19 -

    (3) 베트남 음료 시장 현황

     (가) 베트남 음료시장 규모

      ① 2012년부터 2014년까지 베트남의 소프트 음료 시장은 꾸준한 성장세를 보임. 2012년  

     부터 2014년까지 순차적으로 27조 9,310억 동(1,000동= 50.10원), 34조 2,360억 동, 41  

     조 4,730억 동의 시장 규모가 확인되었으며, 3개년 연평균은 21.85% 성장률을 기록함

      ② 베트남 식품 및 음료 시장의 연간 성장률이 7~8%로 집계되어 발전가능성이 높은 시  

     장으로 떠오름. 베트남인들의 지출에 있어 음식이 차지하는 비중이 매우 큼.

(단위 : 십억 동)

[그림] 베트남 음료 시장 규모

      ③ 어린이 음료의 주요 소비층인 0~9세 인구 비중의 경우, 베트남 전체 인구의 16%인   

      약 1,512만 5,004명으로 집계됨. 한국의 0~9세의 총 인구수가 460만 1,688명임을 감  

      안하면, 베트남의 동 연령층의 규모가 3.29배 더 큰 것으로 나타남

     (나) 베트남 음료시장 소비 트렌드

      ① 베트남 어린이 음료, 바이어 선호 스펙: 보편적으로 전 연령층이 음용할 수 있는 음  

     료를 수입하며, 원산지, 브랜드, 테트라 팩에 담긴 포장 용기를 선호함

      ② 과거 베트남인들은 설탕을 많이 먹으면 머리가 좋아진다고 생각하여 설탕 섭취에 대  

     한 거부 반응이 적었다고 함. 그러나 최근 당뇨병 등 성인병 환자가 증가하면서 설탕  

     이 건강에 해롭다는 인식이 증가하고 있음

      ③ ‘건강’이 트렌드로 부상하면서 저당, 탄산을 無첨가한 음료가 각광 받고 있음

      ④ 베트남 사람들이 좋아하는 한국 상품으로는 건강 및 웰빙을 마케팅 키워드로 한 홍  

      삼, 김, 미역 제품이 있음

    (다) 베트남 시장 내 경쟁기관 현황

      ① 베트남 시장에서는 Vina milk와 FrieslandCampina가 베트남 내에서 어린이에게 인기  

      가 높은 것으로 나타남

      ② 한국기업의 경우 팔도사의 뽀로로 제품이 현지 매장에 가장 많이 진열된 것으로 나  

      타났으며 조아제약의 스마트 디노와 롱디노는 2016년 7월 베트남 어린이 음료 시장  

      에 진출한 것으로 나타남
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[표] 베트남 시장 내 어린이 음료 현황

  

    (라) 베트남 시장 진출 전략

     ① 유통망 확보: 베트남의 음료 시장은 주로 오프트레이드(하이퍼·슈퍼마켓, 면세점 등  

     의 판매 시장)에서 유통이 더욱 효율적이라고 함(야후 Financial ‘2015 베트남 음료   

     시장 보고서’). 더불어 베트남 소비자들의 한국식품 주요 구매처가 하이퍼·슈퍼마켓  

     과 같은 대형마트인 것으로 나타나 음료 제품의 진출 시 판매에 유리할 것으로 사료  

     되는 하이퍼·슈퍼마켓을 제 1의 진출 경로로 설정해야 할 것임

업체명 제품 제품사진 특징 비고

Vina 

milk

우유,

분유,

요거트

과채즙이 

함유된 

음료 

- Vina milk는 베트남에서 가장 큰 유제품 

회사로 알려져 있으며 베트남 기업 중 상

위 10위 내에 랭킹됨

Friesland

Campina

신선

우유

분유

요거트

- Dutch lady 브랜드를 통해 유아용 분유 시

장에서 강세를 보이고 있으며

- 홈페이지나 제품 포장지 전면에 주로 서

양 어린이를 인물로 삼는 경향이 있음. 

이는 최근 베트남 소비자가 어려서부터 

먹는 것을 바꾸면 외국인처럼 키도 크고 

머리도 좋아진다는 인식을가지면서 영양

에 큰 관심을 두고 있기 때문인 것으로 

사료됨

조아제약

스마트 

디노, 

롱디노

- 2016년 7월 국내 제약기업인 조아 제약이 

베트남 어린이 음료시장에 진출

- 베트남 어린이의 기호와 수요에 알맞도록 

어린이용 기능성 음료제품을 1년간의 연

구 끝에 개발

- 어린이의 키 성장에 도움이 되는 시마트 

디노, 키성장에 도움이 되는 롱디노

국내

기업

팔도
뽀로로 

음료

- 현지 매장에 가장 많이 진열되어 있는 국

내 제품 

국내

기업
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[표] 베트남 주요 유통업체 리스트(슈퍼마켓/하이퍼마켓)

    

      ② 제품에 캐릭터 장난감을 부착하여 차별화된 마케팅 실행: 베트남에 판매되고 있는 제  

     품80%가 캐릭터 이미지가 삽입된 포장용기를 사용한 것으로 나타났으며 주로 앞면에  

     뽀로로나 어린이 이미지, 스파이더 맨, 아이언 맨 같이 친근감을 주는 캐릭터를 사용  

     함. 따라서 어린이의 이목을 끌수 있는 캐릭터를 활용함으로써 차별화된 마케팅을 진  

     행해야 함

      ③ 음료의 기능을 강조: ‘건강’이 트렌드로 부상하면서 저당, 탄산을 無첨가한 음료와  

     비타민 등을 가미한 기능성 음료에 대한 정보를 제공함으로써 차별화를 해야 할 것임 

    (4) 새싹보리 관련 경쟁기관현황 

     (가) 해외의 새싹보리 관련 제품은 분말, 캡슐제형과 같이 아래 표로 정리할 수 있음

No 이름 특징 비고

1 Co. opmart

- 자사 PB 브랜드 개발, 제품 프로모션 진행

- 다수 레시피 제공

- 자사 PB 브랜드 개발

- 제품 프로모션 진행

2 Lotte mart

- 유명 슈퍼마켓 중 유일하게 온라인 주문 가능

- 주요 이용객은 한인과 고소득 소비자층

- 자사 PB 브랜드 개발

- 상시 저가세일 진행

- 온라인 쇼핑몰 운영

- 2020년까지 60개의 아울렛을 오픈할 예정이라 

밝힘. 규모를 확대하게 되면 Lotte mart 내부에 

한국 식품관이 따로 개설되어 있기 때문에 한

국산 제품 유통에 이점이 있을 것으로 사료됨

3 Vinmart

- Vinmart, Vinmart+가 베트남 내 가장 많은 점포 

수 보유

- 상시 저가세일 진행

4 Big C
- 프랑스 계열 유통업체

- 2015년 5월 말 기준, 28개 운영 중

5 Hapro
- 베트남 국영 유통기업

- 슈퍼마켓, 식품점, 의류소매체인 운영 중

6 Parkson
- 말레이시아 계열 유통업체

- 백화점, 쇼핑센터 사업에 주력
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[표] 새싹보리 관련 제품개발 해외동향

 

업체명 제품유형 제품명 판매제품 비고

야마모

토 

한방공

장

- 보리새싹 분말 
- 야마모토 한방 

보리새싹잎차

ITOH - 보리새싹 분말 - 보리새잎 

프로피

에스

- 건강 기능 식품

  (캡슐제형)
- 티얼라이브

보리새싹의 유

효성분을 농축 

및 그 외 3가지

녹색 식물과 함

께 배합하여 황

산화 물질을 포

함한 식물성 캡

슐제형의 건강 

기능식품

산토리 - 보리새싹 분말 - 극의 청즙

호코니

코
- 보리새싹 분말

- 코다와리 효소 

청즙 

어 린아 이 들 도 

먹을 수 있게 

약간의 단맛을 

첨가
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    (5) 새싹보리 관련 특허 현황

     (가) 해외의 경우, 키프리스(특허정보넷)에 따르면 새싹보리 검색하였을 경우 5,375개의 결  

      과가 나옴

     (나) 새싹보리을 주로 다룬 특허는 없으며 새싹보리가 아닌 보리씨앗, 새싹채소를 이용한  

      조성물 혹은 식료품 제조방법 등에 관한 특허를 등록하였음

    (6) 식물성 유산균 관련 기술 및 지식재산권 현황

     (가) 일본은 유산균 음료가 건강 기능성식품으로 제도화되어 발전하고 있음. 

      ① 일본에서는 84년 특정보건용 식품이 문부성의 특정연구과제로 출발하여 91년 기능성  

     식품으로 개칭하였고 95년 10개 품목이 97년에는 100개 품목으로 확대되었음. 지금은  

     167개 품목으로 성장하여 제품의 유효성과 안전성을 임상시험으로 규명한 유산균제   

     제, 올리고당, 식이섬유, 대두단백질 등이 두각을 나타내고 있음. 일본에서 건강기능  

     성식품 시장을 주도하고 있는 것은 소화기계 제품임. 설인유업, 야쿠르트, 메이지유업  

     등의 유가공업체가 중심이 되어 요구르트 등의 다양한 유산균음료를 개발 출시하였음

      ② 일본 유산균 식품 학회지에서는 다음 표와 같이 식물성, 동물성 유산균의 차이점을 

         연구하는 등 식물성 유산균의 생존력의 차이를 확인하고 있음.

[표] 식물성, 동물성 유산균의 차이점 비교

     (나) 식물성 유산균에 대한 연구는 미진한 실정이나, 활발하게 진행될 것으로 전망됨

      ① 발효 유제품 및 육제품, 사람의 분변에서 분리된 장내 유산균의 대상의 연구가 대부  

     분

      ② 동양인의 위장에는 동물성 유산균보다 식물성 유산균이 더 적합하다는 연구가 진행  

     되는 등 생리 기능성에 대한 연구도 진행되고 있음

    (7) 표준화 현황

     (가) 중국

      ① AQSIQ,, 식품리콜제 관리법 : 2012년 10월부터 중국에 식품을 수출하는 모든 업체는  

     AQSIA 등록 절차를 걸쳐야 하며, 식품리콜제 관리법을 시행하는 등 안전한 먹거리를  

     위한 표준화가 진행되고 있음

     (나) 베트남
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      ① 베트남의 최근이슈는 식품안전성 문제로 오염된 음식 유입을 막기 위해 기존 법규보  

      다 훨씬 엄격한 법을 적용하는 등 식품안전위생의 기준에 대하여 표준화를 진행하고  

      있음

      ② 식품 안전법규 위반 관련 新형사법을 개정하였음

      ③ 이와 같이 오염된 음식의 유입을 억제하기 위해 보건복지부, 농업농촌개발부, 산업무  

     역부 세 정부기관에 안전성 검사를 강화함.

      ④ 품질안정성, 창조적 혁신, 포장라벨링, 사회경제적인 효율성에 근거한 고품질 인증마  

     크 같이 권장마크가 있음으로 보아 고품질 식품에 대해 표준화를 진행중에 있음.

      ⑤ 2015년 12월 20일부터 발효된 VKFTA를 통해, 원산지 기준이 기존보다 완화되는 등,  

     이익을 위한 제도적 기반을 구축하기도 함

[그림] 통관 및 검역 정보 표준
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  3. 연구개발의 중요성

[그림] 연구개발의 중요성

   가. 기술적 중요성

    (1) 비만은 일반적으로 체내에 지방 조직이 과다한 상태인 것을 의미하며, 음식물로 섭취  

    한 에너지가 신체활동 등으로 소비한 에너지와 균형을 이루지 못하여 잉여의 에너지가  

    체지방으로 축적되는 현상임

    (2) 이러한 비만은 에너지 불균형에 의해 체지방이 비정상적으로 많아지면 당뇨병, 고지혈  

    증, 심장병, 뇌졸증, 동맥경화증, 지방간 등의 각종 대사성 질환과 성인병이 유발되며,  

    이는 서구에서뿐만 아니라 우리나라에서도 심각한 사회문제로 대두되고 있음.

    (3) 전 세계적으로 비만 치료제의 개발을 위한 다각적인 측면의 연구가 진행되고 있음.

    (4) 비만치료용 약물은 크게 지방흡수 억제, 지방 분해 및 열 발생 촉진, 식욕 및 포만감의  

    조절, 단백질 대사 저해 그리고 음식물의 섭취와 관련된 정서 조절 기전으로 나뉘고 있  

    음.

    (5) 대표적인 비만 치료제로는 오리스타트(oristat)를 원료로 하여 지방흡수를 억제하는 제  

    니칼™(Xenical™)과 시부트라민(sibutramine)을 주원료로 교감신경계를 자극하여 식욕  

    을 억제시키는 리덕틸™(Reductil™)이 있음.

    (6) 그러나 제니칼™의 경우 지방변, 복부통증, 구토, 가려움증, 간 손상등의 부작용이 보고  

    되어 있으며, 리덕틸™의 경우는 두통, 식욕부진, 불면, 변비 등의 부작용뿐만 아니라   

    심각한 심혈관계 부작용을 일으킨다는 이유로 최근 사용 기준이 강화되는 등의 논란이  

    있음.

    (7) 이러한 비만치료제를 통한 약물요법 이외에도 비만을 예방하고 치료하기 위한 방법으  

    로 음식물의 섭취를 제한하는 식이요법, 에너지 소비를 증가시키는 운동요법이 있으며,  

    정신요법, 행동요법, 외과요법 등도 실시되고 있음.

    (8) 바람직한 비만의 치료 방법으로는 운동을 통한 에너지 소비 촉진과 부작용이 적은 비  

    만치료용 약제를 병행하는것이 가장 안전하고 효과적인 방법으로 제시됨.

    (9) 비만치료용 약제의 경우, 상기의 제니칼™과 리덕틸™의 예처럼 심각한 부작용들이 보  
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    고되고 있으며 안전성에 대한 명확한 신뢰가 뒷받침되지 않고 있는 실정임. 

    (10) 따라서, 인체에 대해서 항비만의 우수한 효능을 나타내면서도 안전성이 보장되는 물  

     질의개발이 요구되고 있음.

    (11) 특히 어린이 및 소아는 신체의 균형있는 영양물의 공급과적절한 자극과 운동으로 신  

     체발달과 인체의 균형적 기관의 발달이 요구되는 시기임.

    (12) 그러나 최근 과도한 영양물의 공급, 잘못된 식습관, 잘못된 정보에 의한 식이의 조절  

     실패 등으로 우리나라 뿐만 아니라 전세계적으로 소아 시기부터 비만 인구가 늘고    

     있음.

    (13) 또한 소아와 어린이들은 활발한 신체 활동이 요구되고 있으나 최근 도시화의 팽창와  

     과도한 학업 등으로 인하여 인체활동 시간은 점차 줄고 과도한 학업으로 인한 스트레  

     스와 전자기술의 발달과 컴퓨터, 스마트폰의 보급 등으로 신체의 활동은 더욱 더 줄어  

     들고 있음. 

    (14) 결국 이러한 사정으로 소아 및 어린이 비만 인구가 증가 하고 있고 이러한 과도한 영  

     양공급과 비만은 결국 성인이 되어서는 각종 성인병의 원인이 되는 국민 전체의 건강  

     의 적이 되고 있음.

    (15) 그러나 소아나 어린이는 성장과 밀접한 시기이기 때문에 위에서 언급한 각종 비만치  

     료제의 사용과 치료에 소극적이 될 수 밖에 없는 실정임. 

    (16) 당 기업(프레쉬벨)은 농진청이 연구한 대한민국 특허기술( 10-1645464 ) ‘새싹보리   

     추출물을 포함한 비만 억제용 조성물’의 기술 이전으로 새싹보리에 관련한 기술 실  

     시를 행하고자 함.

    (17) 본 기술은 lutonarin, saponarin 을 포함하는 지방세포로의 분화 억제용 조성물, 동 조  

     성물을 이용하여 지방세포로의 분화를 억제하는 방법, lutonarin 또는 saponarin이 함  

     유된 새싹보리 추출물 또는 그의 분획물을 포함하는 비만의 예방 또는 치료용 약학   

     조성물, 비만의 예방 또는 개선용 식품 조성물, lutonarin, saponarin 또는 그들의 약학  

     적으로 허용되는 염을 포함하는 비만의 예방 또는 치료용 약학 조성물 및 식품 조성  

     물에 관한 것임.

    (18) 본 발명의 조성물을 이용하면, 비만의 원인이 되는 지방세포로의 분화를 억제하여 지  

     방세포의 수를 감소시킬 수 있을 뿐만 아니라 생성된 지방세포에 포함된 콜레스테롤  

     의 함량을 감소시킬 수 있으므로, 효과적인 비만의 치료에 널리 활용될 수 있음.

    (19) 한편 인체에 안전한 유산균을 사용하여 독성 및 부작용이 거의 없는 다양한 식품 제  

     형에서 소재로  사용될 수 있음.  

    (20) 유산균이 생산하는 다양한 glycosidase 중 β-glucosidase는 셀룰로스나 β-당쇄결합을  

     지니고 있는 기질로부터 포도당을 유리시키는 효소임.

    (21) 천연물질 배당체는 비 배당체와 당의 결합으로 이루어져 있으며 식물, 동물, 미생물   

     등 다양한 생물체에 존재. 배당체는 다양한 호르몬, 알칼로이드, 플라보노이드 등의 구  

     조를 이루며 다양한 약물과 기능성 물질의 개발에 이용됨. 

    (22) 배당체 자연계에서 존재할 때는 수용성을 부여하여 조직과 세포내에 골고루 분포되어  

     있으나 인체 내로 섭취된 후에는 상대적으로 장을 통한 혈액내로의 흡수가 낮음. 

    (23) 배당체는 생물전환 또는 효소적 전환에 의하여 당이 가수분해 될 수 있음. 
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    (24) 일반적으로 배당체는 인체의 장내에 있는 미생물에 의하여 비배당체로 전환되어지면  

     흡수율이 증가하지만 사람마다 장 내의 미생물에 의한 전환율과 전환 결과에 차이가  

     있음. 

    (25) 산과 알칼리의 화학적 처리는 epimerization, hydration, hydroxylation 등을 일으켜 다  

     양한 부 반응산물을 생성하는 단점이 있고 효소 또는 타 미생물을 사용하는 경우에는  

     안정성에 대하여 고려하여야 함. 

    (26) 이와 같은 점들을 고려하여 볼 때 건강증진 작용을 갖는 프로바이오틱스 균주와 식용  

     가능한 미생물을 이용하여 천연물 중에 존재하는 배당체의 생리활성 및 관능성을 증  

     가시킬 수 있어 새로운 기능성 식품의 개발에 활용할 수 있음.

    (27) β-Glucosidase등의 효소를 생산하는 유산균을 사용하여 생물전환을 유도하여 새싹보  

     리내 유용성분을 효과적으로 분해하고 새싹보리를 발효시키면 배당체인 성분을 비배  

     당체로 효율적으로 전환할 수 있고 궁극적으로 생리작용이 우수한 기능성 식품으로   

     개발 가능함.

    (28) 또한 발효기술을 이용하여 유산균 발효에 의하여 식이 용이한 맛과 천연의 물질을 효  

     율적으로 이용 할 수 있으며, 설탕 등의 비만의 원인 되는 물질을 첨가 하지 않고도   

     충분한 맛과 기능을 지난 음료의 개발이 가능함.

   나. 경제 산업적 중요성

    (1) 천연소재를 미생물의 다양한 효소와 생물전화 시스템에 의해 매우 안전한 새로운 기능  

    식·의약품 을 창출하는 촉매로 작용함.

    (2) 유산균으로 대표되는 프로바이오틱스 시장이 이처럼 성장한 배경으로는 어린이 장 건  

    강과 인체 면역력 증진에 좋다는 소비 인식이 높아지고 있음으로 풀이됨. 

    (3) 국내 프로바이오틱스 시장은 2013년 800억원에서 2014년 1400억원까지 가파르게 성장  

    한 데 이어 2017년까지 연평균 19.4% 성장할 것으로 전망됨.

[그림] 프로바이오틱스 시장 현황

    (4) 따라서 높은 성장률을 보이고 있는 국내 유산균 시장에 새싹보리의 식물성 유산균 발  

    효물을 활용한 소아비만 및 배변기능 개선 어린이용 음료개발 및 산업화를 통해 수익  

    을 창출하고 산업의 발전에 기여할 수 있음
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   다. 사회문화적 중요성

    (1) 최근 사회적으로 어린이의 비만과 어린이 식음료의 성분표시 강화, 어린이의 건강에   

    대한 관심이 증대되고 있음. 따라서 어린이의 비만과 배변활동, 건강에 좋은 새싹보리  

    의 식물성 유산균 발효물을 활용하여 어린이용 음료를 개발함으로써 어린이의 비만 예  

    방에 기여함

    (2) 인체에 안전한 유산균을 사용하여 독성 및 부작용이 거의 없는 다양한 식품 제형에서  

    소재로 사용함으로써 소비자에게 인체에 안전한 식품을 제공할 수 있음 
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 제 2 절. 연구개발의 목표 및 내용

  1. 연구개발의 최종목표

   가. 최종목표 

      새싹보리의 식물성 유산균 발효물을 활용한 소아비만 및 배변기능 개선 어린이용 음료  

  개발 및 산업화를 통한 매출 달성

[그림] 연구개발 목표

   나. 세부목표

    (1) 주요 기능(또는 규격)

     (가) 어린이용 혼합추출(발효)음료

    (2) 주요 성능치

     (가) 소아 비만 및 배변 기능 개선 지표물질

      ① 식이섬유

      ② β-Glucan

      ③ Lutonarin 및 saponarin 및 aglycon 화합물 

    (3) 핵심 기술

     (가) 새싹보리의 식물성 유산균 및 β-glucosidase효소 활성화 및 bioconversion기술

    (4) 적용범위(또는 서비스)

     (가) 어린이의 비만 및 배변 기능 개선을 위한 식물성 유산균음료로 어린이를 위한 건강  

    보조식품으로 활용 가능

     (나) 추가개발을 통한 어린이의 면역활성, 항 스트레스 및 뇌기능 활성 기능 개선을 위한  

    유산균음료를 개발함으로써 어린이의 건강기능 증진에 활용 가능
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    (5) 주요성과

     (가) 발효용 식물성 유산균 1종 이상 특허기탁

     (나) 소아비만 및 배변기능 개선 어린이 음료 개발 : 품목제조 신고 3종 이상

     (다) 어린이 비만 및 배변 개선 기능성 검토 : 성인용 항비만 및 배변 건강기능 음료 대  

    비 120% 이상의 기능 효과(특허 출원 및 등록 1건이상)

     (라) 제품개발 및 대량생산 공정 확립 : 생산공정도 

     (마) 관련제품 패키지 디자인 개발 : 상표 등록 3종 이상

연차별 개발 목표 및 내용

[그림] 3년 개발목표 및 내용

가 차 년도

그림 차년도 시스템 구성도
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개발 목표 

     (가) 주관연구기관(프레쉬벨) 

새싹보리의 식물성 유산균 발효물을 활용한 소아비만 및 배변기능 개선 어린이용 음  

료 시제품 개발 및 제품 성분 검사

새싹보리의 식물성 유산균 발효물을 활용한 소아비만 및 배변기능 개선 어린이용 음  

료 완성품 생산 새싹보리 식물성 유산균 음료 출시

     (나) 협동연구기관(대구대학교 산학협력단) 

새싹보리 유산균 최적발효조건 실현을 통한 조건 충족 및 대량생산기술 확  

립

      ② 새싹보리 유산균 발효물의 소아비만 및 배변기능 개선의 지표물질 함량 검토 

      ③ 마케팅용 data 및 자료 확보

      ④ 식물성 유산균을 활용(요소기술 활용)한 변비개선 음료 IP 출원

개발 내용 및 범위

그림 차년도 개발 

     (가) 주관연구기관(프레쉬벨)

      ① 새싹보리의 식물성 유산균 발효물을 활용한 소아비만 및 배변기능 개선 어린이용 음

료 시제품 개발

       ㉮ 시제품 제작: 업체선정 및 시제품 제작

       ㉯ 제품의 성분 검사 및 성능 시험

       ㉰ 개발 기술의 특허 출원 및 등록

       ㉱ 제품 디자인 개발

      ② 새싹보리의 식물성 유산균 발효물을 활용한 소아비만 및 배변기능 개선 어린이용 음

료 대량생산 완료
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       ㉮ 생산 업체 선정

       ㉯ 제품 대량 생산    

 

     (나) 협동연구기관(대구대학교 산학협력단)

      ① 최적발효 유산균주의 동정과 균주의 기탁 

       ㉮ 분리 유산균주의 인체 안전성 시험 (in vitro)

       ㉯ 16s rRNA 추출에 의한 sequencing후 gene bank의 authentic strain과의 상동성 비교

      ② Lab scale 발효조건의 최적화 

       ㉮ 예비시험 조건을 통한 중심합성계획법에 의한 발효조건 제시 (발효시간 및 발효온도  

          등)

       ㉯ RSM 기법에 의한 발효조건 최적화

       ㉰ 반응변수로서 발효물의 특성 조사 

       ㉱ 반응변수로서  지표성분 조사 

       ㉲ 새싹보리의 지표성분의 분석 – 식이섬유, luteolin, lutunarin, saponarin 및 β-glucan  

          등의 함량검사  

      ③ 분광광도 및 HPLC에 의한 분석

       ㉮ 새싹보리 발효전의 지표성붐 및 발효물의 지표성분 변화량 측정

       ㉯ 유산균의 bioconversion에 의한 물질변화 

      ④ 배당체와 비배당체 함량 검사 

      ⑤ 최적 효소 활성조건 검사

      ⑥ Pilot 및 plant scale 적용 

       ㉮ Pilot 시설에 의한 lab scale 조건의 보정

       ㉯ 대용량 발효시 변수 check 

       ㉰ 최적 발효조건  검토

 나. 2차 년도

    (1) 개발 목표 

     (가) 주관연구기관(프레쉬벨)

      ① 새싹보리 발효물 리뉴얼 제품 출시 

      ② 국∙내외 어린이 음료시장 환경분석

      ③ 소비자 선호도 및 제품 컨셉 설문조사

      ④ 제품가격 설정 및 제품 컨셉, 제품 디자인 수정 및 보완

      ⑤ 제품 판매를 위한 유통망 확보

      ⑥ “새싹 브로콜리 식물성 유산균 음료”, “새싹 땅콩 식물성 유산균 음료” 시제품

         생산

     (나) 협동연구기관(대구대학교 산학협력단)

      ① 새싹보리 유산균 발효물 활용 어린이용 음료의 기능(비만개선, 배변효능) 검증(동물시  

 험) 
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      ② 새싹보리의 유산균 발효물을 활용한 어린이용 음료 관능평가와 음료 formulation 확  

 립

      ③ 새싹채소(땅콩, 브로콜리 등 활용)관련 발효능 및 지표검사

    (2) 개발 내용 및 범위 

     

[그림] 2차 년도 개발 

     (가) 주관연구기관(프레쉬벨)

      ① 새싹보리 관련 리뉴얼 제품 생산

       ㉮ 어린이 맛 취향 관련한 관련 제품 출시

      ② 새싹채소(땅콩 및 브로콜리) 관련 시제품 생산

      ③ 국∙내외 어린이 음료시장 환경분석

       ㉮ 국내 어린이 음료시장 환경 분석: 시장현황, 트렌드, 경쟁업체 및 경쟁제품 강점, 약

          점 분석

       ㉯ 해외 어린이 음료시장 환경 분석: 시장현황, 트렌드, 타겟 소비자 소비 행태 분석 및 

경쟁제품 현황 분석

       ㉰ 환경 분석 내용을 바탕으로 SWOT분석 및 국내 시장 진출 전략 수립

      ④ 소비자 선호도 및 제품 컨셉 설문조사

       ㉮ 국내 타겟 소비자 분석: 음료의 사용자인 어린이와 구매자인 부모를 대상으로 한 제

품의 이미지와 컨셉에 대한 설문조사 실시

       ㉯ 설문조사 내용을 바탕으로 제품의 컨셉 수정 및 보완, 홍보∙광고 전략 수립

       ㉰ 해외 타켓 소비자 분석: 베트남 시장의 타겟 소비자 분석(대형마트를 선정하여 어린

이와 부모의 어린이 음료 구매 현황 관찰조사, 이는 언어의 문제로 인한 설문조사의 

한계점을 보완한 소비자 조사 방법임)

       ⑤ 국내∙외 소비자 분석 내용을 바탕으로 제품의 가격을 설정하고 기존의 제품 컨셉   

  및 디자인의 수정이 필요할 시 수정할 것임. 뿐만 아니라 소비자 분석내용을 바탕으  

  로 제품의 컨셉 및 디자인 보완
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      ⑥ 제품 판매를 위한 유통망 확보

       ㉮ 국내 유통 업체 선정 및 계약 진행: 자사는 현재 파파주스를 롯데마트에 PB상품으

          로 판매 중에 있으므로 롯데마트를 포함한 국내 대형 마트의 유통망 확보를 진행할 

것임

       ㉯ 해외 유통 업체 분석 및 유통업체 담당자와의 협상 진행: 현지 유통구조를 분석하고 

특징을 파악하여 유통망 확보 전략 수립

       ㉰ 통관 및 검역 절차 조사, 제출서류 파악: 통관 및 검역 절차에 대한 조사를 바탕으

로 유통 방법 결정, 수출시 필요한 제출서류를 파악하여 서류 준비

     (나) 협동연구기관(대구대학교 산학협력단) 

      ① 새싹채소(땅콩 및 브로콜리) 관련 발효능 및 지표물질검사

      ② 맛의 예비 test(9점 척도법)

      ③ 소비자 관능평가 – 자체 test 후 신뢰성 확보 차원에서 공인기관 의뢰

      ④ 새싹채소(땅콩 및 브로콜리)발효물 활용한 음료formulation

      ⑤ 발효물 및 음료의 항비만 동물 시험 :어린 mouse를 대상으로 한 비만 유도 후 시험  

 

   다. 3차 년도

    (1) 개발 목표 

     (가) 주관연구기관(프레쉬벨)

      ① 새싹채소(땅콩 및 브로콜리) 유산균 발효물 활용 어린이용 음료의 광고 및 홍보 진행

      ② 국내 시장 마케팅 활동 및 전략적 해외 수출상품 마케팅

      ③ 검증결과를 활용한 2년차에 출시한 제품 3종 리뉴얼 출시

      ④ 새싹채소(땅콩 및 브로콜리) 음료제품 패키지 디자인 개발

      ⑤ 새싹채소(땅콩 및 브로콜리) 음료제품 생산과 마케팅 및 BM 방안 모색

      ⑥ 새싹채소(땅콩 및 브로콜리) 음료생산 가능 시설 및 설비 확충

     (나) 협동연구기관(대구대학교 산학협력단)

      ① 새싹채소(땅콩 및 브로콜리) 유산균 발효물 활용 음료 추가개발 및 제품 확장

      ② 새싹채소(땅콩 및 브로콜리) 발효물 및 음료 효능 및 안정성 검사

      ③ 새싹채소(땅콩 및 브로콜리) 관련 bioconversion 효소 활성 증가 핵심 기술 개발
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    (2) 개발 내용 및 범위 

[그림] 3차 년도 개발

     (가) 주관연구기관(프레쉬벨 )

      ① 새싹보리 유산균 발효물 활용 어린이용 음료의 광고 및 홍보 진행

       ㉮ 국내∙외 시장의 소비자를 대상으로 한 시식행사 및 광고 진행

      ② 해외시장에 현지화 된 제품개발 및 마케팅 활동 진행

       ㉮ 베트남 시장과 중국시장의 분석을 바탕으로 한 현지화 마케팅 활동 진행

      ③ 핵심기술의 개발과 생산이 가능한 시설 및 설비 확보

       ㉮ 발효를 통한 다양한 천연재료의 특정유효성분을 높일 수 있는 연구개발의 필요성에 

의해 핵심기술을 생산하고 연구할 수 있는 기술 개발형 공장 및 시설, 설비 확보

       ㉯ 공장부지 선정 및 시설, 설비 설계 및 확보 

       ㉰ 새싹채소 유산균 발효물 활용 리뉴얼 음료의 생산 및 출시

      ④ 국내외 마케팅 방안 및 BM방안 모색

       ㉱ 판매시장 확대를 위한 마케팅 전략 추가 개발 및 BM방안 추가 개발 진행

     (나) 협동연구기관(대구대학교 산학협력단)

      ① 새싹채소(땅콩, 브로콜리) 발효물 및 음료의 효능 및 안정성 검사

      ② 새싹채소(땅콩, 브로콜리) 유산균 발효물 활용 음료 추가개발 및 제품 확장

      ③ 기 개발된 새싹채소 유산균 발효음료 개선점 보안 개발

      ④ 새싹보리 관련 핵심기술 개발

       ㉮ 발효를 통한 다양한 천연재료의 특정유효성분을 높일 수 있는 연구개발의 필요성에 

의해 (bioconversion)핵심기술 개발
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 제 1 절. 연구개발의 추진전략•방법 및 추진체계

  1. 연구개발 추진전략 및 방법

   가. 연구개발 추진전략

    기술 이전하여 기 보유한 특허(새싹보리추출물을 포함하는 비만 억제용 조성물) 및 확보된  

 식물성 유산균의 분리공정기술, 음료제조기술, 저온효소처리기술과 같이, 원천 기술력을   

 바탕으로 대구대학교 제품화 및 사업화 추진

[표] 특허 이전내용

    (1) 프레쉬벨은 정보 수집 및 제품 홍보, 국내외 판로 확보, 생산공정, 판매전략, 국내외    

   마케팅 등과 같은 사업화 추진 진행을 전담. 

    (2) 대구대학교 산학협력단(김성호 교수)은 기존 보유하고 있는 발효 및 bioconversion 기술  

    력을 바탕으로, 새싹보리 유산균 음료 기술을 공식화하고 추후 기술개발 및 기능성    

    검증(효능검사 : 비만 및 배변효능)을 진행함. 즉, IP출원과 같이 기술력 확보하여 제품  

    화 진행을 전담

    (3) 이와 같은 기술역량의 강화를 통한, 문제점 개선을 진행 및 총 5종의 제품을 개발 진  

    행 예정

     (가) 자체적인 음료제조 기술과 대구대학교 김성호 교수 Lab과 협력시스템을 통해 지속적  

      으로 제품 포트폴리오 구축

     (나) 컨설팅 등을 통한 전문가 확보를 통해 기업의 기존 비즈니스 모델 추가 보안 및 마  

      케팅 자문 진행 계획 

 

   나.  사업화 추진

    (1) 시음회, 박람회 등을 통한 바이어와의 네트워크 구축 및 기업홍보 추진

    (2) 기술역량강화와 영업 인프라를 확충하여, 사업화추진 진행

    (3) 국내외 소비자 대상 광고 및 홍보 방안 탐색 및 실행

특허번호 및 발명의 명칭 특허권자 실시권자 실시기간 실시지역
제 호

새싹보리 추출물을 포함하는 
비만 억제용 조성물

대한민국
농촌진흥청

프레쉬벨
대한민국
전역
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  2. 연구개발 추진체계

[그림] 연구 추진체계
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  3. 추진일정

1차 년도

일련
번호

연구내용

월별 추진 일정 연구
개발비
(단위:
천원)

책임자
(소속
기관)1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

1

최적발효 

유산균주의 동정과 

균주의 기탁 

5,000
김성호 
(대구대)

2
Lab scale 

발효조건의 최적화
20,000

김성호 
(대구대)

3
pilot 및 plant 

scale 적용시험 
40,000

김성호 
(대구대)

4 시제품 제작 50,000
김근화 

(프레쉬벨)

5
제품의 성분 검사 

및 성능 시험
15,000

김성호 
(대구대)

6 제품 디자인 개발 20,000
김근화 

(프레쉬벨)

7 음료 대량 시생산 50,000
김근화 

(프레쉬벨)

2차 년도

1
1년차 소비자 

관능평가
20,000

김성호 
(대구대)

2
 1년차 및 
신제품음료 
formulation

20,000
김성호 
(대구대)

3
발효물 및 음료의 
항비만 동물 시험

60,000
김성호 
(대구대)

4
국내외 어린이 음료 

시장 환경분석
45,000

김근화 
(프레쉬벨)

5

2년차 개발제품 
소비자 선호도 및 
제품 컨셉 조사 
기획 및 실행

40,000
김근화 

(프레쉬벨)

6
1,2년차 시제품 생산 

및 소비자 조사 
결과 분석

45,000
김근화 

(프레쉬벨)

7
유통망 확보 및 
해외시장 개척

70,000
김근화 

(프레쉬벨)
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3차 년도

일련
번호

연구내용

월별 추진 일정 연구
개발비
(단위:
천원)

책임자
(소속
기관)1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

1
새싹채소 발효물 및 
음료(2종) 효능 및 

안정성 검사
80,000

김성호 
(대구대)

2
리뉴얼 제품 

반응조사 및 마케팅
50,000

김근화 
(프레쉬벨)

3
제품 보완 및 

리뉴얼 제품 개발 
20,000

김성호 
(대구대)

4
리뉴얼제품 개발

 및 출시
50,000

김성호 
(대구대), 
김근화 

(프레쉬벨)

5
해외시장 현지화 

제품 개발
50,000

김근화 
(프레쉬벨)

6 시설 및 설비 확보 100,000
김근화 

(프레쉬벨)
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 제 2 절. 1차 년도 연구수행 내용 및 결과

  1. 최적 발효 유산균주의 동정

   가. 연구 수행 방법

    (1) 실험재료

      본 연구에서 사용된 새싹보리는 2017년에 9월에 수확된 것을 에코아이엠(경산)에서 구입  

    하여 실험에 사용하였으며, 과채농축액(65 °Brix)은 ㈜엘림씨아이(Elimci Co., Inc, Yongin,  

    Korea)에서 구입한 것으로 4℃ 냉장보관하면서 사용하였다. 

    (2) 유산균 분리

      유산균 분리에 사용한 발효식품은 재래시장에서 구입하거나 가정에서 수집하여  사용하  

    였으며, 각 10 g을 90 mL의 생리멸균식염수로 현탁하여 10-4까지 희석한 후 0.004%        

    Bromophenol blue(BPB)가 첨가된 MRS agar 배지에 100 μL 씩 도말하고, 37℃에서 24시간  

    배양 후 나타난 독립된 colony 중 특징적인 colony를 순수 분리하였다. 순수 분리한 유산  

    균은 MRS agar plate에 접종하여 37℃에서 24시간 배양한 후 4℃ 냉장보관하면서 사용하  

    였다.

    (3) β-Glucosidase 활성 균주 선발

      β-Glucosidase 활성을 갖는 균주의 선발을 위해 esculin agar(esculin 0.1%, peptones     

    1.8%, ferric citrate 0.1%, agar 2%)법을 이용하여 esculin이 함유된 esculin agar 배지에 균  

    주를 접종하여 배지 내에서의 색깔 변화를 관찰하였다. Esculin은 β-glucosidas에 의하여   

    glucose 와 esculin으로 분리 되며 esculin은 ferric ammonium citrate와 반응하여 colony 주  

    위에 black complex를 형성하게 된다(Fig. 1-1). 따라서 colony 주위에 black complex를 형  

    성하는 균주를 β-glucosidase 활성을 가지는 균주로 판단하였다.
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     Fig 1-1.  Decomposition of esculin into β-glucose and esculetin by β-glucosidase.

   

    (4). β-Glucosidase 활성능 측정

      β-Glucosidase 활성 측정은 1% CMC(carboxymethyl cellulose)가 첨가된 MRS 배지에 12  

    시간 전배양한 균주를 접종하여 37℃에서 24시간 배양 후, 배양액을 4℃에서 3000 rpm으  

    로 15분간 원심분리하여 세포를 제거하고, 상층액을 0.5mL 취하여 1 mL의 5 mM ρ-NPG  

    용액과 혼합한 후 37℃에서 30분간 반응시켰다. 반응액은 1 mL의 1M Na2CO3 용액을 첨가  

    하여 반응을 중지시키고, 생성된 ρ-NP(p-nitrophenol) 405 nm에서 흡광도를 측정한 후 ρ  

    -NP의 검량곡선을 이용하여 농도를 환산하였다.

    (5) 선발균주의 염기서열분석과 계통분류

      선발균주의 16S rRNA gene은 sequencing을 통하여 분석하였으며, NCBI data base를     

  이용하여 분리된 균주와 type strain의 similarity(%)를 확인하였다.

    (6) 내담즙성 시험

      내담즙성은 MRS 액체배지에 0.3% bile extract을 첨가하고, 분리된 균주들을 2%씩 접종  

    하여 37℃에서 24시간 배양하였으며, 배양종료 후 BCP 한천배지에서 생균수를 측정하였   

    다.

    (7) 내산성 시험

      1N HCl을 증류수에 희석하여 MRS 산성 broth (pH 2.5)를 준비하고 37℃ MRS broth에서  

    24시간 배양된 균주를 107 cfu/mL 수준으로 접종하여 37℃에서 3시간 동안 배양하고, BCP  

    한천배지에서 생균수를 측정하였다.
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   나. 연구 수행 결과

    (1) 새싹보리 발효를 위한 유산균 선발

      여러 발효식품 시료를 생리멸균식염수를 이용하여 10-1 ~ 10-4으로 희석하여 MRS agar   

    plate에 도말하여 37℃에서 배양한 후, 균주의 크기, 색, 모양, 투명도 등을 관찰하여, 4종  

    의 유산균을 분리하였다. 일부 발효식품에서는 숙성에 따라 유산균이 거의 검출되지 않는  

    시료도 있었으며, 발효식품의 종류와 숙성도에 따른 colony의 분포는 달랐으며 희석배수가  

    10-3~10-5일때 균주의 분리가 가장 용이하였다. 발효식품으로부터 분리한 균주는 DU.       

    La. EIJ-30 ~ DU. La. EIJ-33으로 명명하였으며 분리한 균주는 계대배양을 실시하여 단독  

    colony를 순수분리 하였다. 최종 분리된 유산균은 MRS 배지상 BCP를 환원하여 전형적인   

    노란색으로 변화시켰고 전형적인 유산균종의 형태를 보였다(Fig. 1-2). 

           <102>                         <103>                       <104>

           

Fig. 1-2. Screening of lactic acid bacteria on MRS medium from fermentation food

         

    (2) β-Glucosidase 활성 균주 Screening

      β-Glucosidase는 esculin의 beta-glucose를 절단하고 이때 생성된 esculetin이 배지 내에  

    있던 ferric ammonium citrate와 반응하여 plate 상의 colony 주위에 black complex를 형성  
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    하게 된다. 발효식품에서 분리한 유산균주들을 esculin agar를 이용하여 배양을 실시한 후  

    colony 주변에 black complex를 형성한 균주를 β-glucosidase 활성 균주로 간주하였다. 분  

    리한 균주 4주 중, 3주에서 colony 주변에 black circle을 형성하여 β-glucosidase 활성이   

    있는 것으로 나타났다(Fig. 1-3).

        

             <Arbutin>                   <Esculin>                  <ρ-NPG>

    Fig. 1-3. Esculin agar to screening lactic acid bacteria producing β-glucosidase activity.

    (3) β-Glucosidase 활성 균주의 in vitro에 의한 β-glucosidase 활성능 측정

      Esculin agar를 이용하여 colony 주변에 black complex를 형성 여부에 따라 β           

    -glucosidase 활성을 확인한 균주를 in vitro 법에 따라 정확한 효소활성을 다시 측정하였   

    다. 그 결과 DU. La. EIJ-30 10.21±0.80 U/mL, DU. La. EIJ-31 11.35±1.33 U/mL, DU. La.  

    EIJ-32 9.97±1.19 U/mL, DU. La. EIJ-33 0.94±0.23 U/mL으로 균주별로 차이를 보였으며,  

    그 중 LAB DU. LAB. IH02이 가장 높은 활성을 나타났으며, DU. La. EIJ-33은 β          

    -glucosidase 활성이 거의 없는 것으로 나타났다(Table 1-1). 따라서 새싹보리 발효를 위해  

    서는 β-glucosidase 활성이 가장 좋은 DU. La. EIJ-31로 선정하였다.

    Table 1-1. β-Glucosidase activity of screening lactic acid bacteria

    

Sample  Activity(U/mL)

DU. La. EIJ-30 10.21±0.80

DU. La. EIJ-31 11.35±1.33

DU. La. EIJ-32 9.97±1.19

DU. La. EIJ-33 0.94±0.23
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    (4) β-glucosidase 활성균주의 염기서열분석과 계통분류

      최종 분리된 균주 중 β-glucosidase 활성능이 가장 높은 1균주를 16S rRNA gene의 전  

    염기서열을 분석하여 NCBI blast DB와 비교한 결과(Table 1-2) Lactobacillus 속에 속하는   

    Lactobacillus fermentum와 99%로 상등성을 보였다. DU. La. EIJ-31균주를 Lactobacillus    

    fermentum DU. La. EIJ-31으로 명명하였다. NCBI Blast search를 통해 Lactobacillus genus  

    내에 DU. La. EIJ-31균주와 유연관계가 가까운 species들을 찾고 nucleotide sequence      

    search를 통하여 type strain들의 염기서열을 조사하였다. Bioedit program과 Clustal X     

    program을 이용하여 염기서열을 alignment 한 후 similarity를 조사해 본 결과 Fig. 1-4와   

    같으며  Lactobacillus fermentum strain NBRC 15885와 Lactobacillus fermentum strain CIP  

    102980가 99% 상등성을 보였다. 

    Table 1-2. Result of 16s rRNA partial sequencing

    

Standard strain Identities Similarity

 Lactobacillus fermentum strain 

NBRC 15885 
1/1438 99%

Lactobacillus fermentum strain 

CIP 102980 
1/1438 99%

 Lactobacillus gorillae strain 

KZ01 
27/1438 98%

 Lactobacillus gastricus strain 

Kx156A7 
61/1440 96%

Lactobacillus equigenerosi 

strain NRIC 0697 
62/1442 96%
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Fig 1-4. Phylogenetic tree based on 16S rRNA gene sequence showing the 

phylogenetic relationships among strain DU. La. EIJ-31 isolated and related species.

    (5) 내담즙성 및 내산성

      발효식품으로부터 분리한 Lactobacillus fermentum DU. La. EIJ-31의 내담즙성과 내산성  

    측정은 bile extract 0.3%와 pH 2.5의 조건에서 성장상태를 bile extract                    

    무첨가구(control)와 pH 5.7(control)에서의 성장과 비교하였으며, 37℃에서 24시간          

    동안 실험하여 실험한 결과는 Fig. 1-5와 같다.

      Bile extract 첨가구에서는 무첨가구와 비교할 때 생장율이 다소 억제되기는 하였으나,   

    내성이 강한 성장상태를 보였다. 분리균의 내산성은 위산과 유사한 pH에서 유산균주의    

    생존여부를 관찰한 결과 pH 2.5에서 어느 정도 생존력을 보였다.

                

      (A)                                        (B)

    Fig. 1-5.  Bile(A) and acid(B)-resistance of Lactobacillus fermentum DU. La. EIJ-31
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  2. 새싹보리 효소처리 조건 설정 

   가. 연구 수행 방법 

    

    (1) 가수분해 효소

       실험에 사용한 분해효소로는 상업적으로 판매되어 사용하고 있는 당 분해효소         

     Celluclast 1.5L(Novo Nordisk Co., Denmark), Viscozyme L(Novo Nordisk Co., Denmark),   

     Pectinex Ultra SL-L(Novo Nordisk Co., Denmark), Pectinex XXL(Novo Nordisk Co.,       

     Denmark)를 사용하였으며, 단백질 분해 효소로는 Alcalase 2.4 L(Novo Nordisk Co.,       

     Denmark), Flavourzyme 500 MG(Novo Nordisk Co., Denmark), Neutrase 0.8 L(Novo       

     Nordisk Co., Denmark), Protamex(Novo Nordisk Co., Denmark)를 사용하였다.

    

    (2) 효소 처리  

       효소초리는 시료 10 g에 90 mL의 증류수를 가하여 충분히 혼합한 후 각각의 효소를   

     2% 첨가하여 50℃에서 24시간동안 처리하였다. 처리가 끝난 즉시 효소처리군은 85℃에서  

     15분간 열처리 하여 효소를 불활성화하고 원심분리를 이용하여 원심분리 한 후 상등액을  

     취하여 환원당 함량과 saponarin 함량을 측정하였다.

   

    (3) 환원당 함량 측정 

       환원당 함량은 dinitrosalicylic acid (DNS)법에 따라 측정하였다. 시료용액 0.5 mL에 DNS  

     액 0.5 mL를 혼합한 뒤 100℃에서 5분간 반응시킨 후 냉각하고 증류수 4 mL를 첨가하여  

     분광광도계를 이용하여 550 nm에서 흡광도를 측정하였다. 

    (4) Saponarin 함량 분석

       Saponarin 함량은 시료용액을 시료 용액을 0.45 ㎛ membrane filter로 여과한 후,       

     Alliance e2695 HPLC System (Waters Co., Milford, MA, USA)로 분석하였다. 분석조건은   

     Table 1-3에 나타내었다. 표준품은 saponarin (Sigma Chemical Co.)를 이용하여 표준 검량  

     선을 작성한 후 각각의 함량을 계산하였다.

     Table 1-3. Operating conditions of HPLC for the analysis of sialic acid

     

Instrument Conditions

Column
Xbridge C18

(150 × 4.6 mm I.d., particle size 5 ㎛)

Mobile phase 5% acetic acid : Methanol : 80 : 20 (v/v)

Flow rate 1.0 mL/min

Injection volume 10 ㎕

Oven temperature 35℃

Detector PDA 270 nm
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    (5) 효소분해 조건 최적화를 위한 실험계획

       새싹보리의 효소처리조건을 최적화하기 위하여 반응표면분석법(repose surface         

     methodology, RSM)을 이용하였다. 효소처리조건은 중심합성계획법(Central Composite     

     Design, CCD)을 이용하여 독립변수로서 효소농도(5~15%), 반응온도(40~60℃) 및 반응시간  

     (2~10 hr)의 범위를 설정하였다. 종속변수는 효소분해 후 생성된 환원당 함량 (YRSC,       

     mg/100 g)과 saponarin 함량(YSC, mg/100 g)로 지정하여 실험을 설계하였으며 Table 1-4와  

     1-5에 나타냈다. 또한 효소분해 조건이 새싹보리 효소분해물의 환원당과 saponarin 함량  

     에 미치는 영향을 예측된 모델식을 바탕으로 Mathematica program을 이용하여 4차원 반  

     응표면 분석으로 해석하였다.

    Table 1-4. Experimental design of enzyme hydrolysis condition for barley sprouts

    

Parameter -2 -1 0 1 2

 X1 E/S (%) 5 7.5 10 12.5 15

 X2 Temp.(℃) 40 45 50 55 60

 X3 Time (hour) 2 4 6 8 10

    Table 1-5. Central composite design for the optimization of hydrolysis condition for barley  
    sprouts

    

Experiment 

number1)
Hydrolysis condition 

 E/S (%) Temp.(℃) Time (hour)

1 12.5 55 8

2 12.5 55 4

3 12.5 45 8

4 12.5 45 4

5 7.5 55 8

6 7.5 55 4

7 7.5 45 8

8 7.5 45 4

9 10 50 6

10 10 50 6

11 10 50 6

12 10 50 6

13 10 50 6

14 10 50 6

15 15 50 6

16 5 50 6

17 10 60 6

18 10 40 6

19 10 50 10

20 10 50 2
1)The number of experimental condition by central composite design.
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    (6) 최적 효소처리 조건 예측

       효소처리 조건별 새싹보리 효소분해물의 최적 조건 예측은 환원당 함량과 saponarin 함  

     량에 대한 반응표면을 superimposing 했을 때 중복되는 부분의 범위에서 최적 효소처리   

     조건을 설정하였고, 예측된 범위에서 임의의 중심점을 최적 조건으로 예측한 뒤 각 회귀  

     식에 대입하여 예측 값을 설정하였다. 또한 예측된 값들에 대하여 동일조건에서 실제 실  

     험을 통하여 얻은 실험치를 비교하였다. 

    (7) 통계 처리

       최적 효소처리 조건 설정을 위한 중심합성계획법은 statistical analysis system(SAS,      

     version 9.4 SAS institute) 프로그램을 이용하여 회귀분석하였다.
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   나. 연구 수행 결과 

    (1) 새싹보리 효소처리를 위한 예비실험 결과

     (가) 효소 종류의 영향

       새싹보리의 효소적 가수분해를 위한 효소 선택을 위해 5종의 cellulase와 4종의         

     protease에 대한 영향을 조사한 결과는 Table 1-6과 Fig. 1-6과 같다. 효소를 처리하여 얻  

    은 새싹보리 가수분해물의 경우는 환원당 함량이 Viscozyme L의 처리구에서 6.82 %으로   

    가장 높은함량을 나타내었으며, Pectinex Ultra SP-L 처리구가 가장 낮은 함량 1.77%를 나  

    타내어 효소 간에 유의적인 차이를 보였다. Saponarin 함량은 Pectinex Ultra SP-L의 처리  

    구에서 다른 효소처리구에 비해 유의적인 차이를 보이며 높은 함량(35.08 mg/100mL)을 나  

    타내었다. 이상의 결과로 발효에 도움이 될 수 있는 환원당 함량을 높이기 위해           

    Viscozyme L과 새싹보리의 유효성분 중 하나인 saponarin 함량을 증가시키기 위해        

    Pectinex Ultra SP-L을 최적조건 효소제로 선별하여 다음 단계의 실험에 사용하였다.

     Table 1-6. Effect of enzyme kind on the hydrolysis of barley sprouts 

    

Enzyme 
Reducing sugar content

(%)

Saponarin content

(mg/100 mL)

 Control 0.72 24.18

 Alcalase 2.4 L 6.38 28.5

 Flavourzyme 500 MG 4.42 31.68

 Nertrase 0.8 L 2.78 27.73

 Protamex 2.19 31.76

 AMG 300L 6.26 28.41

 Celluclast 1.5L 3.55 29.25

 Ultrafol Max 1.94 30.47

 Pectinex Ultra SP-L 1.77 35.08

 Viscozyme L 6.82 29.36
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    Fig. 1-6. Effect of enzyme kind on the hydrolysis of barley sprouts 
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     (나) 기질 농도의 영향 

       기질 농도가 새싹보리 가수분해에 미치는 영향을 알아보기 위하여 기질의 농도를 2.5%  

     에서 20%로 조절하여 효소가수분해 반응을 진행하여 비교하였다(Table 1-7 or Fig. 1-7).  

     10%까지는 기질의 농도가 증가할수록 환원당 함량과 saponarin 함량이 증가하였으나,     

     10% 이상에서는 큰 변화를 나타내지 않았다. 10%의 기질 농도에서는 환원당 함량이      

     7.72%, saponarin 함량이 37.26 mg/100 mL로 최대의 값을 나타내었다. 기질농도 10% 이상  

     에서는 환원당과 saponarin 함량이 증가하지 않는 이유로는 기질의 농도가 증가함에 따라  

     기질과 효소의 혼합이 상대적으로 원활하지 않아서 발생하는 것으로 생각된다. 

 

     Table 1-7. Effect of substrate concentration on the hydrolysis of barley sprouts 

     

Substrate conc. (%)
Reducing sugar content

(%)

Saponarin content

(mg/100 mL)

2.5 7.94 26.82

5.0 8.04 29.04

7.5 7.79 32.64

10.0 7.72 37.26

12.5 7.48 32.57

15.0 7.24 31.97

17.5 7.28 30.69

20.0 6.91 31.66
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     Fig. 1-7. Effect of substrate concentration on the hydrolysis of barley sprouts 

    (2) 반응표면분석법을 이용한 새싹보리 효소분해 최적화

      새싹보리로부터 최적 효소처리 조건을 설정하기 위해 효소농도, 반응온도 및 반응시간을  

    독립변수로 하여 중심합성계획에 의해 설계된 20구의 효소처리조건에서 얻어진 환원당 함  

    량과 saponarin 함량은 Table 1-8과 같다.

    각각의 결과를 이용하여 반응표면분석을 실시하고, 각 종속변수 즉, 환원당 함량과        

    saponarin 함량에 대한 회귀식을 얻었다(Table 1-9). 또한 변수별 최적 효소처리조건과 각  

    효소분해물의 특성값을 예측하여 Table 1-10에 나타내었으며, 이들의 4차원 반응표면을    

    효소농도, 반응온도 및 반응시간을 독립변수로 하여 Fig. 1-8과 1-9에 나타내었다.
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    Table 1-8. Experimental data on reducing sugar and saponarin content  of barley sprouts  

    under different hydrolysis condition based on central composite design by response       

    surface analysis 

    

Exp. No1)
Hydrolysis conditions Reducing sugar 

content (%)

Saponarin content 

(mg/100 g)
 E/S (%) Temp.(℃)

Time 
(hour)

1 12.5 55 8 6.84 45.03

2 12.5 55 4 5.77 31.66

3 12.5 45 8 7.79 49.26

4 12.5 45 4 5.24 32.57

5 7.5 55 8 5.91 36.97

6 7.5 55 4 5.28 30.69

7 7.5 45 8 7.24 35.13

8 7.5 45 4 6.09 31.76

9 10 50 6 8.15 51.79

10 10 50 6 8.37 52.79

11 10 50 6 8.49 49.93

12 10 50 6 7.99 50.26

13 10 50 6 8.46 48.34

14 10 50 6 7.98 51.46

15 15 50 6 6.61 38.33

16 5 50 6 4.16 31.90

17 10 60 6 6.22 34.16

18 10 40 6 7.62 36.00

19 10 50 10 6.86 38.81

20 10 50 2 3.96 28.56

    1)The number of experimental condition by central composite design.
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    Table 1-9. Polynomial equations calculated by RSM program for hydrolysis conditions of   
     barley sprouts 

    

Response  Second order polynomials R2 Significance

Reducing 

sugar 

content 

  Y = -40.992500 + 1.176000X1 + 1.331000X2 +

      3.337500X3 – 0.109200X1
2  + 0.01720 X1X2

      - 0.014200X2
2 + 0.046000X1X3 -

      0.025000X2X3 – 0.183125X3
2

0.9644 <.0001

Saponarin 

content 

  Y = -481.626080 + 13.921159X1 + 16.939761X2 +

      10.395540X3 – 0.655345X1
2  - 0.059100 X1X2

      - 0.164186X2
2 + 0.510250X1X3 -

     0.005125X2X3 – 1.113352X3
2

0.9521 <.0001

      중심합성계획법에 따라 Table 1-4와 같은 각 독립변수의 범위를 설정한 후, Design      

    Expert를 이용하여 Table 1-5과 같이 20가지의 효소처리 조건을 설정하고 새싹보리를 효  

    소분해하였다. 효소처리 조건에 따른 새싹보리 효소분해물의 환원당 함량은 3.96∼8.49%의  

    범위로 나타났으며(Table 1-8), 이를 바탕으로 한 회귀식은 Table 1-9와 같다. 환원당 함량  

    에 대한 R2값은 0.9644으로 높은 신뢰도를 보였으며, P-value는 1% 이내 유의수준을 보였  

    다. 효소처리 조건에 대한 영향에서 환원당 함량의 경우 효소처리 온도 > 효소농도 > 효소  

    처리시간 순으로 세 가지 조건 모두에서 영향을 크게 받는 것으로 나타났다(Table 1-10).  

    한편 lack of fit(적합결여검정) 값은 model의 적합도를 검정하는 통계량으로 P값이 0.05보  

    다 작을 때 model의 적합성에 문제가 있으며, 이보다 클 때 model이 적합하다고 판단하는  

    통계값이다. 환원당 함량 값의 model에 대한 lack of fit의 P-value는 0.0898로 나타나      

    model이 적합한 것으로 나타났다(Table 1-11). 효소처리에 따라 반응표면모델로 예측된 회  

    귀분석 결과 정상점은 최대점으로 나타났으며, 최적점을 산출한 결과 환원당 함량의 최댓  

    값은 8.54%이고 이때의 효소처리조건은 효소농도 10.62 %, 반응온도 46.49℃ 및 반응시간  

    7.33 hr로 나타났다(Table 1-12). 실험조건에 따라 얻은 효소분해물의 환원당 함량에 대한  

    4차원 반응표면은 Fig. 1-8과 같이 최대점의 형태를 나타내었으며, 효소 농도가 높고, 반응  

   시간이 길수록 증가하는 것으로 나타났다. 
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Response
F-Ratio

 E/S (%) Temp.(℃) Time (hour)

Reducing sugar content 28.44*** 11.73*** 44.75***

Saponarin content 21.31*** 16.35*** 29.42***

Table 1-10. Regression analysis for hydrolysis conditions of barley sprouts 

*Significant at 10% level; **significant at 5% level; ***significant at 1% level.                

Respo

-nses
Sources

Degree of 

freedom

Sum of 

squares

Means 

squares

F

-value

p

-value

Reducing 

sugar 

content 

Model 9 33.637480 - 30.06 <.0001

 Linear 3 11.274000 - 30.23 <.0001

 Quadratic 3 21.070480 - 56.50 <.0001

Cross-product 3 1.293000 - 3.47 0.0588

Residual 10 1.243200 0.124320 - -

 Lack of fit 5 0.9777200 0.195440 3.67 0.0898

 Pure error 5 0.266000 0.053200 - -

Total 19 - - - -

Saponarin 

content

Model 9 1313.914532 - 22.10 <.0001

 Linear 3 315.405969 - 15.92 0.0004

 Quadratic 3 942.050526 - 47.54 <.0001

Cross-product 3 56.458038 - 2.85 0.0913

Residual 10 66.050068 6.605007 - -

 Lack of fit 5 53.582984 10.716597 4.30 0.0677

 Pure error 5 12.467083 2.493417 - -

Total 19 - - - -

Table 1-11. Analysis of variance for response of dependent variables  
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      효소처리 조건에 따른 새싹보리 효소분해물의 saponarin 함량은 28.56∼52.79 mg/100 mL  

    의 범위로 나타났으며(Table 1-8), 이를 바탕으로 한 회귀식은 Table 1-9와 같으며, 이 모  

    델에 대한 회귀식의 R2 값은 0.9521로 1% 이내의 유의성이 인정되었다. ANOVA 결과는    

    Table 1-10과 같다. Saponarin 함량은 효소농도, 반응시간, 반응온도의 효소처리조건 모두  

    에서 영향을 받고 있는 것으로 나타났으며, 효소농도와 반응온도가 높고, 효소처리 시간이  

    길어질수록 saponarin함량이 증가하는 것으로 나타났다(Table 1-10). Saponarin함량 함량   

    을 위한 효소처리조건 model에 대한 lack of fit의 P-value는 0.0677로 나타나 model이 적  

    합한 것으로 나타났다(Table 1-11). Table 1-12와 같이 saponarin 함량의 예측된 정상점은  

    최대점으로 최댓값이 51.98 mg/100 mL이었고, 이때 효소농도 11.27%, 반응온도 49.40℃ 및  

    반응시간 7.20 hr이었다. 효소분해물의 saponarin 함량은 효소처리 조건에 따른 4차원 반응  

    표면에서 볼때 효소농도 8∼12%, 반응온도 48∼52℃ 및 반응시간 6∼8 hr에서 가장 함량  

    이 높은 것으로 나타났다 (Fig. 1-10).

Table 1-12. Predicted levels of optimum hydrolysis conditions for the maximum              

responses of barley sprouts by the ridge analysis

    

Response

Predicted response

Morphology
Response  E/S (%) Temp.

(℃)
Time 
(hour) Result

Reducing sugar 

content 

Min 10.83 49.03 2.07 3.81
Maximum

Max 10.62 46.49 7.33 8.54

Saponarin 

content

Min 11.76 51.25 2.29 23.85
Maximum

Max 11.27 49.40 7.20 51.98
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    Fig. 1-8. Response surface for reducing sugar content in barley sprouts hydrolysis at     

    constant values (reducing sugar content : 6-7-8%) according to enzyme concentration,     

    temperature and time
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    Fig. 1-9. Response surface for saponarin content in barley sprouts hydrolysis at constant  

    values (saponarin content : 30-40-50 mg/100g) according to enzyme concentration,        

    temperature and time
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    (3) 최적 효소처리조건의 예측

      새싹보리의 최적 효소처리조건을 설정하기 위하여 환원당과 saponarin 함량을 모두 만족  

    시켜주는 최적 효소처리 조건을 얻고자 각 반응표면을 superimposing하여 Fig. 1-10의 겹  

    쳐진 부분으로써 Table 1-13에 최적 조건을 나타내었다. 새싹보리 효소처리 최적 조건 범  

    위는 효소농도 8∼12%, 반응온도 45∼55℃ 및 반응시간 5∼7 hr으로 나타났다.

      따라서 이와 같은 예측 결과에 대한 모델식의 신뢰성을 확인하기 위하여 예측된 최적   

    조건 범위 내에서 임의의 조건 즉, 효소농도 10%, 반응온도 50℃ 및 반응시간 6 hr을 대   

   입하여 실제 효소처리를 실시하고, 효소분해물의 환원당 함량과 saponarin 함량을 측정한   

   결과 예측된 값들과 유사한 수준으로 비교되었다(Table 1-14).

     Table 1-13. The range of optimum hydrolysis condition for maximum response variables  

     by superimposing response surface of reducing sugar and saponarin content in barley    

     sprouts

    

Hydrolysis condition
Range of predicted condition

(optional point)

Enzyme concentration (%) 8 ∼ 12 (10)

Temperature (℃) 45 ∼ 55 (50)

Time (hr) 5 ∼ 7 (6)
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    Fig. 1-10. Superimposed response surface for optimization of reducing sugar and          

    saponarin content as function of enzyme concentration, temperature and time of barley   

    sprouts
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Table 1-14. Comparison between predicted and observed condition for physicochemical        

qualities of their hydrolyzate

Physicochemical

qualities

Predicted 

condition(A)1)
Observed 

condition(B)2)
B/A×100(%)

Reducing sugar content (%) 687.66 720.67±6.30 104.80

Saponarin content

(mg/100 g)
176.78 184.01±3.55 104.08

1) Calculated using the predicted equations for response variables.

Given optimal condition of independent variables : enzyme concentration 10%, temperature 5

0℃, time 6 hr
2) Mean values of triplicates determinations.
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 3. 새싹보리 유산발효 조건 설정 

   가. 연구 수행 방법 

    (1) 새싹보리 유산발효조건 최적화

       새싹보리의 유산발효조건을 최적화하기 위하여 중심합성계획법(central composite       

     design)에 따라 Table 1-15 같은 발효시간(X1)과 부원료 첨가 농도(X2)를 독립변수로 설정  

     하고, 반응표면분석(response surface methodology, RSM)에 의하여 설정한 13가지 발효조  

     건으로 새싹보리를 발효하였다(Table 1-16). 각 종속변수에 대한 회귀 방정식을 얻어 발  

     효조건에서 독립변수의 상호영향 및 최적 발효조건을 구하였다. 발효조건의 회귀식에 의  

     한 예측은 SAS(Statistical Analysis System) program을 사용하였다. 중섬합성계획에서 독립  

     변수(Xn)은 발효시간(12~60시간, X1) 및 부원료 첨가 농도(0~20%, X2)이며 실험계획은 –2,  
     -1, 0, 1, 2 다섯 단계로 부화화하여 실험값을 나타내었다. 최적 발효조건과 관련된 종속  

      변수(Yn)으로는 생육도, pH, 산도, 유효성분 함량 및 유기산 함량으로 각각 나타내었다. 

    Table 1-15. Experimental design of fermentation conditions for barley sprouts hydrolysate

    

Parameter -2 -1 0 1 2

 X1 Time (hour) 12 24 36 48 60

 X2 Sub material
    concentration (%)

0 5 10 15 20

    Table 1-16. Central composite design for the optimization of lactic acid bacteria          

    fermentation condition for barley sprouts hydrolysate

    

Exp. No1)
Fermentation conditions

Time (hour) Sub material concentration (%)

1 48 15

2 48 5

3 24 15

4 24 5

5 36 10
6 36 10

7 36 10

8 36 10

9 36 10

10 60 10

11 12 10

12 36 20

13 36 0

    1)The number of experimental condition by central composite design.
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     (가) 발효

       새싹보리 가수분해물을 기본 배지로 하여 실험계획에 따라 부원료인 바나나 농축액(62  

     °brix) 첨가량을 달리하여, MRS broth 배지에 12시간 전배양된 Lactobacillus fermentum  

     DU. La. EIJ-31를 종균으로 하여 3% 접종 후 발효시간을 달리하여 발효하였다.

     (나) 생육도, pH 및 산도 측정

       유산균의 생육도는 Spectrophotometer(Optizen 2120UV, Mecasys co., Ltd., Korea)로     

     660 nm에서 흡광도를 측정하였다. pH는 pH meter(Metter Toledo Group, Switzerland)를   

     사용하여,  적정 산도는 0.1 N NaOH용액으로 pH 8.3으로 중화 적정하여 소비된 0.1 N    

     NaOH용액을 lactic acid 함량(%)으로 환산하였다. 

     (다) 유기산 분석 함량 측정 

       유기산 분석을 위해 시료를 0.45 ㎛ membrane filter로 여과하여 HPLC로 분석하였다.   

     유기산 분석조건은  AminexⓇHPX-87H(7.5×300 mm, 9 m, BIO-RAD Laboratories, USA)  

     를 사용하여 5 mM sulfuric acid를 유속 0.6 mL/min의 조건으로 PDA 214 nm에서 분석하  

     였다. 모든 표준물질은 Sigma-Aldrich Co.(St, Louis, MO, USA) 제품으로 사용하였다.

     (라) 유효성분 함량 측정

       진세노사이드 함량은 시료 용액을 0.45 ㎛ membrane filter로 여과한 후, Alliance       

     2695 HPLC System (Waters Co., Milford, MA, USA)로 분석하였다. 분석조건은 Table 1-17  

     에 나타내었다. 표준품은 saponarin, vitexin, isovitexin, luteolin(ChromaDex Co.)을 이용하  

     여 표준 검량선을 작성한 후 각각의 함량을 계산하였다.

     Table 1-17. Operating conditions of HPLC for the analysis

     

Instrument Conditions

Column
  Jupiter 4u proteo 90A (Phenomenex)

  (250 × 4.6 mm I.d., particle size 4 ㎛)
Mobile phase A   5% Acetic acid 
Mobile phase B   Acetonitrile : Methanol = 1 : 1 (v/v)
Flow rate   1.0 mL/min

Gradient(%)

 

Time (min)
Profile

A B
0 95 5
7 85 15
25 80 20
35 75 25
45 65 35
55 55 45
60 95 5

Injection volume   20 ㎕
Oven temperature   35℃
Detection   PDA 338 nm
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     (마) 총 페놀성 화합물 함량 측정

       시료의 총 페놀성 화합물 함량은 Folin-Denis 법에 의해 비색정량하였다. 시료 1 mL에  

     phenol reagent 1 mL를 가하여 3분간 정치한 후 10% Na2CO3 1 mL를 혼합하고 1시간 실  

     온에서 방치하여 700 nm에서 흡광도를 측정하였다. 표준곡선은 gallic acid 용액으로 작성  

     하였다. 

     (바) DPPH 라디컬 소거능

       시료의 전자공여능은 α,α'-diphenyl-β-pycrylhydrazyl (DPPH)을 사용한 방법으로 측정  

     하였다. 즉, DPPH 시약 12 mg을 absolute ethanol 100 mL에 용해한 후 50% ethanol 용액  

     을 첨가하여 DPPH 용액의 흡광도를 517 nm에서 약 1.0으로 조정한 후, 추출액 0.5 mL에  

     DPPH 용액 5 mL를 혼합하여 흡광도를 측정하였다.

   (2) 최적 유산발효 조건 예측

       유산발효 조건별 새싹보리 발효물의 최적 조건 예측은 발효적 특성, 유기산 함량 및 유  

     용성분 함량에 대한 반응표면을 superimposing 했을 때 중복되는 부분의 범위에서 최적   

     효소처리 조건을 설정하였고, 예측된 범위에서 임의의 중심점을 최적 조건으로 예        

     측한 뒤 각 회귀식에 대입하여 예측 값을 설정하였다. 또한 예측된 값들에 대하여 동일조  

     건에서 실제 실험을 통하여 얻은 실험치를 비교하였다. 

   (3) 통계 처리

       최적 발효 조건 설정을 위한 중심합성계획법은 statistical analysis system(SAS,          

     version 9.4 SAS institute) 프로그램을 이용하여 회귀분석하였다.
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   나. 연구 수행 결과

    (1) 반응표면분석법을 이용한 새싹보리 유산발효조건 최적화

      새싹보리 가수분해물의 최적 발효조건을 설정하기 위해 발효시간과 부원료인 바나나 농  

    축액 첨가 농도를 독립변수로 하여 중심합성계획에 의해 설계된 13구의 발효조건에서 얻  

    어진 발효적 특성 즉, 생육도, pH 및 산도는 Table 1-18과 같다.

    각각의 결과를 이용하여 반응표면분석을 실시하고, 각 종속변수 즉, 생육도, pH, 산도에 대  

    한 회귀식을 얻었다(Table 1-19). 또한 변수별 최적 발효조건과 각 발효액의 특성값을 예  

    측하여 Table 1-20에 나타내었다.

    Table 1-18. Experimental data cell growth, pH and acidity of barley sprouts hydrolysate   

    under different fermentation conditions based on central composite design by response    

    surface analysis

    

Exp. No1)
Cell growth

(O.D. 600 nm)
pH Acidity (%)

1 1.785 3.39 1.13

2 1.654 3.49 0.60

3 1.745 3.40 1.10

4 1.418 3.27 0.81

5 1.618 3.32 0.95

6 1.647 3.32 0.96

7 1.632 3.36 0.90

8 1.624 3.40 0.80

9 1.635 3.48 0.77

10 1.611 3.34 1.04

11 1.204 3.98 0.43

12 1.546 3.55 1.12

13 1.314 3.16 0.48

    1)The number of experimental condition by central composite design.

      중심합성계획법에 따라 Table 1-15와 같은 각 독립변수의 범위를 설정한 후, Design     

    Expert를 이용하여 Table 1-16과 같이 13가지의 발효조건을 설정하고 새싹보리를 유산발  

    효 하였다. 발효조건에 따른 새싹보리 발효물의 생육도는 1.204∼1.785 O.D. 600 nm의 범  
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    위로 나타났으며(Table 1-18), 이를 바탕으로 한 생육도의 회귀식은 Table 1-19와 같고 R2  

    값은 0.9977로 1% 이내의 수준에서 유의성이 확인되었다. ANOVA 분석을 통한 모형에 대  

    한 적합성을 검증하기 위해서는 Lack of fit의 P-value가 0.5051로 나타나 모형의 적합성이  

    인정되었다(Table 1-19). 발효조건에 대한 영향은 Table 1-20에서와 같이 발효시간과 부원  

    료 농도 모두에 큰 영향을 받는 것으로 나타났다. 발효조건에 따라 반응표면모델로 예측된  

    회귀분석결과 임계점이 최대점으로 나타났으며, 최적점을 산출한 결과 최댓값은 1.762     

    O.D. 600 nm이며, 이때의 발효 조건은 발효시간 54.25 시간 및 부원료 농도 12.47%로 나  

    타났다(Table 1-21). 

    Table 1-19. Regression coefficient and t-value of the predicted quadratic polynomial      

    models on cell growth, pH and acidity of fermented barley sprouts hydrolysate

    

Term
Cell growth pH Acidity

Coefficient t-value Coefficient t-value Coefficient t-value

 Intercept

  β0 0.389479 9.54 4.595208 15.96 -0.380208 -3.68

  Linear 

  β1 0.035321 23.86 -0.049345 -4.73 0.036773 9.82

  β2 0.064325 16.94 -0.029730 -1.11 0.058282 6.07

 Quadratic

  β11 -0.000266 -16.79 0.000559 5.01 -0.000355 -8.89

  β22 -0.001505 -16.52 0.001170 1.82 -0.001397 -6.06

 Cross product

  β12 -0.000488 -5.37 -0.000125 -0.20 -0.000041667 0.18

 R2 0.9977 0.8994 0.9913

 Lack of fit 0.5051 0.0014 0.0619

      발효조건별로 처리된 새싹보리 발효물의 pH는 3.16∼3.49의 범위로 나타났으며(Table    

    1-18) 이를 바탕으로 한 회귀식은 Table 1-19와 같다. pH에 대한 R2값은 0.0.8994로 높은   

    신뢰도를 보였으며, P-value는 1% 이내 유의수준을 보였다. 한편 pH의 model에 대한 lack  

    of fit의 P-value는 0.0014로 나타나 model이 적합하지 않은 것으로 나타났다(Table 1-19).  

    발효조건에 대한 영향에서 pH의 경우 부원료 농도 > 발효시간 순으로 영향을 크게 받는   

    것으로 나타났다(Table 1-20). 발효조건에 따라 반응표면모델로 예측된 회귀분석 결과 정  

    상점이 최저점으로 나타났으며, 최적점을 산출한 결과 pH의 최저값은 3.23이고 이때의 발  

    효조건은 발효시간 46.14 시간 및 부원료 농도 15.57%로 나타났다(Table 1-21). 실험조건에  

    따라 얻은 새싹보리 발효물의 pH에 대한 반응표면은 Fig. 1-12에 나타내었으며, 발효시간  

    이 길수록 pH가 감소하는 것으로 나타났다. 
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    Table 1-20. Regression analysis for fermentation conditions of barley sprouts hydrolysate

    

Response
F-Ratio

Time (hour) Sub materials conc. (%)

  Cell growth 725.34*** 334.73***

  pH 128.22*** 145.56***

  Acidity 128.22*** 145.56***

    *Significant at 10% level; **significant at 5% level; ***significant at 1% level.

    Table 1-21. Predicted levels of optimum fermentation conditions for the maximum        

    responses of barley sprouts hydrolysate by the ridge analysis

    

Response

Predicted response

MorphologyRespo

nse

Time 

(hour)

Sub 

materials 

conc. (%)

Result

Cell growth
Min 16.81 3.98 1.108

Maximum
Max 54.25 12.47 1.762

pH
Min 46.14 15.57 3.23

Minimum
Max 12.17 8.80 3.89

 Acidity
Min 17.58 3.58 0.35 (%)

Maximum
Max 49.26 18.33 1.20 (%)

      발효조건에 따른 새싹보리 발효물의 산도 변화는 0.48∼1.13%의 범위로 나타났으며      

    (Table 18), 이를 바탕으로 한 회귀식은 Table 1-19와 같으며, 이 모델에 대한 회귀식의 R2  

     값은 0.9913로 1% 이내의 유의성이 인정되었다. 산도를 위한 발효조건 model에 대한 lack  

    of fit의 P-value는 0.0691로 나타나 model이 적합한 것으로 나타났다. 산도는 발효온도와  

    부원료 농도의 발효조건 모두에서 영향을 받고 있는 것으로 나타났으며(Table 1-20), 부원  

    료 농도가 높고 발효시간이 길수록 산도가 증가하는 것으로 나타났다(Fig. 1-13). Table    

    1-21과 같이 산도의 예측된 정상점은 최댓점으로 최댓값이 1.20%이었고, 이때 발효시간    

    49.26 시간 및 부원료 농도 18.33%이었다. 
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    Fig. 1-11. Contour map(top) and response surface(bottom) for cell growth of fermented   

    barley sprouts hydrolysate as a fermentation condition of time and sub material          

    concentration.
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    Fig. 1-12. Contour map(top) and response surface(bottom) for pH of fermented barley     

    sprouts hydrolysate as a fermentation condition of time and sub material concentration.
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    Fig. 1-13. Contour map(top) and response surface(bottom) for acidity fermented barley    

    sprouts hydrolysate as a fermentation condition of time and sub material concentration.

      새싹보리의 최적 유산발효 조건을 설정하기 위해 발효시간과 부원료 농도를 독립변수로  

    하여 중심합성계획에 의해 설계된 13구의 유산발효조건에서 얻어진 유기산 함량은 Table  

    1-22와 같다.  

    각각의 결과를 이용하여 반응표면분석을 실시하고, 각 종속변수 즉, 유기산 함량에 대한   

    회귀식을 얻었다(Table 1-23). 또한 변수별 최적 유산발효조건과 각 발효물의 유기산 함량  

    을 예측하여 Table 1-25에 나타내었으며, 이들의 반응표면을 발효시간 및 부원료 농도를   

    독립변수로 하여 Fig. 1-14∼1-18에 나타내었다.



- 71 -

Table 1-22. Experimental data organic acid content of barley sprouts hydrolysate under       

different fermentation conditions based on central composite design by response surface      

analysis

Exp. 

No1)

Organic acid content (mg/100 mL)

Oxalic acid Citric acid Malic acid Lactic acid Acetic acid 

1 20.63 103.95 22.46 972.50 58.81

2 17.91 63.87 9.64 742.50 28.31

3 20.23 120.17 20.81 828.69 55.33

4 17.66 49.02 9.56 447.53 36.92

5 18.34 78.06 15.85 843.58 43.14

6 17.50 79.08 16.37 857.07 48.82

7 18.22 74.25 15.13 545.45 48.28

8 18.25 87.16 15.15 824.33 47.72

9 17.89 82.16 17.79 808.91 42.88

10 18.84 80.97 19.25 903.33 43.39

11 18.32 106.16 24.98 327.73 27.95

12 19.09 148.77 28.35 854.87 60.87

13 15.51 - 5.00 369.71 33.79

 

1)The number of experimental condition by central composite design.

      중심합성계획법에 따라 Table 1-15와 같은 각 독립변수의 범위를 설정한 후, Design     

    Expert를 이용하여 Table 1-16과 같이 13가지의 발효조건을 설정하고 새싹보리를 유산발  

    효 하였다. 발효조건에 따른 새싹보리 발효물의 oxalic acid 함량은 15.51∼20.63 mg/100    

    mL의 범위로 나타났으며(Table 1-22), 이를 바탕으로 한 oxalic acid 함량의 회귀식은      

    Table 1-23과 같고 R2값은 0.7702로 5% 이내의 수준에서 유의성이 확인되었다. ANOVA 분  

    석을 통한 모형에 대한 적합성을 검증하기 위해서는 Lack of fit의 P-value가 0.0214로 나  

    타나 모형의 적합성이 인정되지 않았다(Table 1-23). 발효조건에 대한 영향은 Table 1-24에  

    서와 같이 부원료 농도에 영향을 받는 것으로 나타났으나, 발효시간의 경우는 설정된 범위  

    내에서는 영향을 받지 않는 것으로 나타났다. 발효조건에 따라 반응표면모델로 예측된 회  

    귀분석결과 oxalic aicd 함량의 임계점은 안장점으로 나타났으며, 최적점을 산출한 결과 최  

    댓값은 20.06 mg/100 mL이며, 이때의 발효 조건은 발효시간 53.07시간 및 부원료 농도     

    17.02%로 나타났다(Table 1-25). 
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      발효조건에 따른 새싹보리 발효물의 citric acid 함량의 0.00∼148.77 mg/100 mL의 범위  

    로 나타났으며(Table 1-22), 이를 바탕으로 한 회귀식은 Table 1-23과 같으며, 이 모델에   

    대한 회귀식의 R2 값은 0.9714로 1% 이내의 유의성이 인정되었다. Citric acid 함량을 위한  

    발효조건 model에 대한 lack of fit의 P-value는 0.0797로 나타나 model이 적합한 것으로   

    나타났다(Table 1-23). Citric acid 함량은 부원료 농도에서 큰 영향을 받고 있는 것으로 나  

    타났으며, 다음으로 발효시간에는 영향을 받는 것으로 나타났다(Table 1-24). Table 1-25와  

    같이 citric acid 함량의 예측된 정상점은 안장점으로 능선분석을 한 결과 최댓값이 156.85  

    mg/100 mL이었고, 이때 발효시간 22.87시간, 부원료 농도 18.37%이었다. 새싹보리 발효물  

    의 citric acid 함량의 발효조건에 따른 반응표면에서 볼 때 부원료 농도가 높아질수록 함  

    량이 증가하는 것으로 나타났다(Fig. 1-15).

      발효조건별로 처리된 새싹보리 발효물의 malic acid 함량은 5.00∼28.35                 

    mg/100 mL의 범위로 나타났으며(Table 1-22), 이를 바탕으로 한 회귀식은 Table 1-23과    

   같다. Malic acid 함량에 대한 R2값은 0.9487로 높은 신뢰도를 보였으며, P-value는 1% 이   

   내 유의수준을 보였다. Malic acid 함량의 model에 대한 lack of fit의 P-value는 0.0607로 나  

   타나 model이 적합한 것으로 나타났다(Table 1-23). 발효조건에 대한 영향에서 malic acid   

   함량의 경우 부원료 농도>발효시간 순으로 영향을 받는 것으로 나타났다(Table 1-24). 발효  

   조건에 따라 반응표면모델로 예측된 회귀분석 결과 정상점이 최저점으로 나타났으며, 최적  

   점을 산출한 결과 malic acid 함량의 최댓값은 27.78 mg/100 mL이고 이때의 발효조건은 발  

   효시간 30.52시간 및 부원료 농도 19.73%로 나타났다(Table 1-25). 실험조건에 따라 얻은 새  

   싹보리 발효물의 malic acid 함량에 대한 반응표면은 Fig. 1-16에 나타내었으며, 부원료의   

   농도가 높을수록 malic acid 함량이 증가하는 것으로 나타났다. 

      발효조건에 따른 새싹보리 발효물의 lactic acid 함량을 측정한 결과는 Table 1-22와 같

으며, 327.73∼972.50 mg/100 mL의 범위로 측정되었다. 조건에 따른 값을 이용한 lactic 

acid 함량의 회귀식은 Table 1-23과 같으며, 이 모델에 대한 회귀식의 R2 값은 0.9840으로 

회귀방정식에 대한 적합도가 높았으며, P-value는 1% 이내 유의 수준을 보였다. ANOVA 분

석을 통한 Lack of fit의 P-value는 0.00506로 분석되어 반응표면 모형에 대한 적합성이 인

정되었다(Table 1-23). 발효조건의 영향은 Table 1-24에서와 같이 발효시간과 부원료 농도 

모두에서 큰 영향을 받는 것으로 나타났다. 발효조건에 따라 반응표면모델로 예측된 정상

점은 최대점으로 구하였고, lactic acid의 최대 함량은 920.12 mg/100 mL이었고, 이때의 발

효조건은 발효시간 53.93시간, 부원료 농도 16.64%로 나타났다(Table 1-25). Lactic acid 함

량의 발효조건에 따른 반응표면에서 볼 때 부원료 농도가 높고, 발효시간이 길수록 함량이 

증가하는 것으로 나타났다(Fig. 1-17). 

      발효조건별 acetic acid 함량은 Table 1-22에 나타내었고, 이를 회귀분석하여 본 결과 회

귀식의 R2는 0.9029으로 1% 이내의 수준에서 유의성이 인정되었고, 회귀식은 Table 1-23과 

같다. Lack of fit의 P-value가 0.01417이므로 모형에 대한 적합성이 인정되었다(Table 

1-23). 부원료 농도의 영향이 가장 크며, 다음으로 발효시간에 영향을 받는 것으로 나타났

다(Table 1-24). 예측된 정상점이 안장점으로 acetic acid 함량의 최댓값은 397.18 mg/100 

mL이었고, 이때의 발효조건은 발효시간 40.85시간, 부원료 농도 19.79%이었다(Table 1-25). 

반응표면을 통한 새싹보리 발효물의 acetic acid 함량 변화는또한 발효시간과 부원료 농도

의 발효조건에 따른 acetic acid 함량의 반응표면분석은 Fig. 1-18과 같다. 
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Table 1-24. Regression analysis for fermentation conditions of barley sprouts         

hydrolysate

Response
F-Ratio

Time (hour) Sub materials conc. (%)

  Oxalic acid content 0.42 7.16**

  Citric acid content 3.90* 76.01***

  Malic acid content 5.28** 37.72***

  Lactic acid content 76.51*** 76.45***

  Acetic acid content 5.50** 15.64***

*Significant at 10% level; **significant at 5% level; ***significant at 1% level.

Table 1-25. Predicted levels of optimum fermentation conditions for the               

maximum responses of fermented barley sprouts hydrolysate by the ridge  analysis

Response

Predicted response

Morphology
Response

Time 

(hour)

Sub 

materials 

conc. (%)

Result

(mg/100mL)

Oxalic acid content
Min 35.31 0.00 15.61

Saddle
Max 53.07 17.02 20.06

Citric acid content
Min 31.39 0.18 4.78

Saddle
Max 22.87 18.37 156.85

Malic acid content
Min 39.22 0.09 3.93

Minimum
Max 30.52 19.73 27.78

Lactic acid content
Min 19.08 2.90 172.47

Maximum
Max 53.93 16.64 920.12

Acetic acid content
Min 14.84 5.27 27.79

Saddle
Max 40.85 19.79 64.89
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Fig. 1-14. Contour map(top) and response surface(bottom) for oxalic acid content of 

fermented barley sprouts hydrolysate as a fermentation condition of time and sub material 

concentration.
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Fig. 1-15. Contour map(top) and response surface(bottom) for citric acid content of fermented 

barley sprouts hydrolysate as a fermentation condition of time and sub material concentration.
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Fig. 1-16. Contour map(top) and response surface(bottom) for malic acid content of fermented 

barley sprouts hydrolysate as a fermentation condition of time and sub material concentration.
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Fig. 1-17. Contour map(top) and response surface(bottom) for lactic acid content of fermented 

barley sprouts hydrolysate as a fermentation condition of time and sub material concentration.
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Fig. 1-18. Contour map(top) and response surface(bottom) for acetic acid content of 

fermented barley sprouts hydrolysate as a fermentation condition of time and sub material 

concentration.
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      새싹보리로부터 최적 발효조건을 설정하기 위해 발효시간과 부원료 농도를 독립변수로 

하여 중심합성계획에 의해 설계된 13구의 발효조건에서 얻어진 유용성분 함량은 Table 

1-26과 같다. 각각의 결과를 이용하여 반응표면분석을 실시하고, 각 종속변수 즉, 

saponarin, isovitexin, 총페놀성 화합물 함량 및 전자공여능에 대한 회귀식을 얻었다(Table 

1-27). 또한 변수별 최적 발효조건과 각 발효물의 측정값을 예측하여 Table 28에 나타내었

으며, 이들의 3차원 반응표면을 발효시간 및 부원료 농도를 독립변수로 하여 Fig. 1-19∼

1-22에 나타내었다.

Table 1-26. Experimental data saponarin, isovitexin, totoal phenolics compound content and 

DPPH radical scavenging ability of barley sprouts hydrolysate under different fermentation 

conditions based on central composite design by response surface analysis

Exp. 

No1)
Saponarin content

(㎍/mL)

Isovitexin content

(㎍/mL)

Total phenolics 

compound content 

(mg/100 mL)

DPPH radical 

scavenging ability (%)

1 34.54 2.84 5.70 41.81

2 29.97 2.65 4.67 33.76

3 30.83 2.47 5.30 35.77

4 26.52 2.57 4.74 31.50

5 30.58 2.53 4.63 34.19

6 30.34 2.73 4.94 34.36

7 30.87 2.41 5.34 38.75

8 30.17 2.74 4.63 35.98

9 31.26 2.47 4.98 36.06

10 32.02 2.50 5.04 40.88

11 23.94 1.65 5.00 36.70

12 32.26 2.67 5.97 38.93

13 25.30 1.58 4.50 30.18

1)The number of experimental condition by central composite design.
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Table 1-28. Regression analysis for fermentation conditions of barley sprouts         

hydrolysate

Response

F-Ratio

Time (hour) Sub materials conc. (%)

 Saponarin 31.98*** 27.89***

 Isovitexin 3.28* 3.19*

 Total phenolics compound content 0.55 11.70***

 DPPH radical scavenging ability 4.68** 9.73***

*Significant at 10% level; **significant at 5% level; ***significant at 1% level.

Table 1-29. Predicted levels of optimum fermentation conditions for the maximum responses 

of fermented barley sprouts hydrolysate by the ridge analysis

Response

Predicted response

Morphology
Response

Time 

(hour)

Sub 

materials 

conc. (%)

Result

(㎍/mL)

  Saponarin
Min 16.44 4.19 23.33

Maximum
Max 50.80 17.87 34.31

  Isovitexin
Min 12.73 7.54 1.80

Maximum
Max 48.84 15.95 2.87

Total phenolics

compound

content

Min 47.73 1.27
4.38

(mg/100 mL)
Saddle

Max 44.58 19.33
6.12

(mg/100 mL)

DPPH radical

scavenging

ability

Min 37.73 0.02 29.35 (%)

Saddle
Max 55.84 15.62 44.10 (%)

      발효조건에 따른 새싹보리 발효물의 saponarin 함량을 측정한 결과는 Table 1-26과 같으

며, 23.94∼34.54 ㎍/mL의 범위로 측정되었다. 조건에 따른 값을 이용한 saponarin 함량의 

회귀식은 Table 1-27과 같으며, 이 모델에 대한 회귀식의 R2 값은 0.9615으로 회귀방정식에 

대한 적합도가 높았으며, P-value는 1% 이내 유의 수준을 보였다. ANOVA 분석을 통한 

Lack of fit의 P-value는 0.0615로 분석되어 반응표면 모형에 대한 적합성이 인정되었다

(Table 1-27). 발효시간과 부원료 농도 모두에서 큰 영향을 받는 것으로 나타났다(Table 
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1-28). 발효조건에 따라 반응표면모델로 예측된 정상점은 최대점으로 구하였고, saponarin 

함량의 최대함량은 34.31 ㎍/mL이었고, 이때의 발효조건은 발효시간 50.80시간, 부원료 농

도 17.87%로 나타났다(Table 1-29). 반응표면을 통한 새싹보리 발효물의 saponarin 함량 변

화는 Fig. 1-19와 같다. 

      발효조건별로 처리된 새싹보리 발효물의 isovitexin 함량은 124.11∼169.42 ㎍/mL의 범위  

    로 나타났으며(Table 1-26), 이를 바탕으로 한 회귀식은 Table 1-27과 같다. Isovitexin 함   

   량 값의 model에 대한 lack of fit의 P-value는 0.0537로 나타나 model이 적합한 것으로 나  

   타났다(Table 27). Isovitexin 함량에 대한 R2값은 0.7129으로 낮은 신뢰도를 보였으며,       

   P-value는 10% 이내 유의수준을 보였다. 발효조건에 대한 영향에서 isovitexin 함량의 경우  

   발효시간>부원료 농도 순으로 두 조건 모두에서 적은 영향을 받고 있는 것으로 나타났다   

   (Table 1-28).  발효조건에 따라 반응표면모델로 예측된 회귀분석결과 정상점이 최대점으로  

   나타났으며, 최적점을 산출한 결과 isovitexin 함량의 최댓값은 2.87 ㎍/mL이고 이때의 발효  

   조건은 발효시간 48.84시간, 부원료 농도 15.95%로 나타났다(Table 1-29). 실험조건에 따라  

   얻은 새싹보리 발효물의 isovitexin 함량에 대한 반응표면은 Fig. 1-20에 나타내었다.

      발효조건에 따른 새싹보리 발효물의 총 페놀성 화합물 함량을 측정한 결과는 4.50 ∼ 

5.97 mg/100 mL의 범위로 나타났으며(Table 1-26), 이를 이용한 회귀식은 Table 1-27에 나

타내었다. 반응표면 모델의 회귀식의 R2 값은 0.8348로 확인되었으며, ANOVA 분석을 통한 

Lack of fit의 P-value가 0.9292이므로 반응표면 모형에 대한 적합성이 인정되었다(Table 

1-27). 부원료 농도의 큰 영향을 받는 것으로 나타났으며, 설정된 범위 내에서 발효시간에

는 영향을 받지 않는 것으로 나타났다.(Table 1-28). 발효조건에 따라 반응표면모델로 예측

된 정상점은 안장점으로 나타났으며, 능선분석을 하여 최적점을 산출한 결과, 총 페놀성 화

합물 함량의 최댓값은 6.12 mg/100 mL였으며, 이때의 발효조건은 발효시간 44.58시간, 부원

료 농도 19.33%로 나타났다(Table 1-29). 반응표면을 통한 발효조건에 따른 새싹보리 발효

물의 총 페놀성 화합물 함량 변화는 Fig. 1-21과 같다. 

      발효조건에 따른 새싹보리 발효물의 DPPH 라디컬 소거능은 30.18∼41.81%의 범위로 나

타났으며(Table 1-26), 이를 바탕으로 한 DPPH 라디컬 소거능의 회귀식은 Table 1-27와 같

고 R2 값은 0.8617으로 1% 이내의 수준에서 유의성이 확인되었다. ANOVA 분석을 통한 모

형에 대한 적합성을 검증하기 위해서는 Lack of fit의 P-value가 0.6602로 나타나 모형의 

적합성이 인정되었다(Table 1-27). 발효조건에 대한 영향은 Table 1-28에서와 같이 부원료 

농도에 큰 영향을 받고 있는 것으로 나타났으며, 다음으로 발효시간에 영향을 받고 있는 

것으로 나타났다. 발효조건에 따라 반응표면모델로 예측된 회귀분석결과 임계점이 안장점

으로 나타났으며, 최적점을 산출한 결과 최댓값은 44.10%이며, 이때의 발효조건은 발효시간 

55.84시간, 부원료 농도 15.62%으로 나타났다(Table 1-29). 반응표면을 통한 발효  조건에 

따른 새싹보리 발효물의 DPPH 라디컬 소거능의 변화는 Fig. 1-22와 같이 부원료 농도가 높

고 발효시간이 길어질수록 활성이 증가하는 경향을 나타내었다. 
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Fig. 1-19. Contour map(top) and response surface(bottom) for saponarin content of fermented 

barley sprouts hydrolysate as a fermentation condition of time and sub material concentration.
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Fig. 1-20. Contour map(top) and response surface(bottom) for isovetexin content of fermented 

barley sprouts hydrolysate as a fermentation condition of time and sub material concentration.
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Fig. 1-21. Contour map(top) and response surface(bottom) for total phenolics         

compound content of fermented barley sprouts hydrolysate as a fermentation condition of 

time and sub material concentration.
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Fig. 1-22. Contour map(top) and response surface(bottom) for DPPH radical          

scavenging ability of fermented barley sprouts hydrolysate as a fermentation condition of time 

and sub material concentration.
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    (2) 최적 발효조건의 예측

      새싹보리의 최적 발효조건을 설정하기 위하여 발효적 특성, 유기산 함량 및 유용성분 함

량을 모두 만족시켜주는 최적 발효조건을 얻고자 각 반응표면을 superimposing하여 Fig. 

1-23의 겹쳐진 부분으로써 Table 1-30에 최적 발효조건을나타내었다. 새싹보리의 최적 발

효조건 범위는 발효시간 44 ∼ 52시간 및 부원료 농도 11 ∼ 18%로 나타났다.

      따라서 이와 같은 예측 결과에 대한 모델식의 신뢰성을 확인하기 위하여 예측된 최적 

조건 범위 내에서 임의의 조건 즉, 발효시간 44시간 및 부원료 농도 15%을 대입하여 실제 

유산발효를 실시하고, 새싹보리 발효물의 발효적 특성,  유기산 함량 및 유용성분 함량을 

측정한 결과 예측된 값들과 유사한 수준으로 비교되었다(Table 1-31).

Fig 1-23. Superimposed contour map for the optimization of cell growth, saponarin, isovitexin 

and lactic acid content as function of fermentation time and sub material concentration of 

fermented barley sprouts hydrolysate
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Table 1-30. The optimum fermentation condition of fermented barley sprouts hydrolysate by 

superimposed response surface

Fermentation conditions Range of predicted condition

  Fermentation time (hour)  44 ∼ 52

  Sub material concentration  (%)  11 ∼ 18 

Table 1-31. Comparison between predicted and observed condition for               

physicochemical qualities of fermented barley sprouts hydrolysate

Physicochemical

qualities

Predicted 

condition(A)1)
Observed 

condition(B)2)
B/A×100(%)

 Cell growth (O.D. 600 nm) 1.733 1.758 101.44

 pH 3.24 3.36 103.70

 Acidity (%) 1.08 1.11 102.77

 Functional

 components

 content

 (㎍/mL)

  Saponarin 33.72 32.38 96.03

  Isovitexin 2.87 2.35 82.45

 Organic acid

 content

 (mg/100 mL)

 Oxalic acid 22.59 21.29 94.24

 Citric acid 106.87 49.58 42.64

 Malic acid 21.86  18.34 83.89

 Lactic acid 957.29 929.58 97.12

 Acetic acid 56.15 42.44 75.26

 Total phenolics compound

 content
6.96 6.27 90.08

 DPPH radical scavenging

 ability (%) 
40.92 59.42 145.21

 

1)Calculated using the predicted equations for response variables.
2)Given optimal condition of independent variables : fermentation time 48 hour and sub       

 material concentration 15%
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  4. 발효 전 새싹보리와 새싹보리 가수분해물의 이화학적 특성 비교

Table 1-32. Comparison between pre-fermented barley sprouts and barley  sprouts 

hydrolyzate for physicochemical qualities 

Barley

sprouts

Barley sprouts

hydrolysate

  pH 5.48 5.05

  Acidity (%) 0.08 0.15

 Functional

 components

 content

 (㎍/mL)

  Saponarin 24.95 35.99

Homoorientin 0.71 0.328

  vitexin - 2.115

  Isovitexin 1.46 2.496

  Luteolin - 0.119

 Organic

 acid

 content

 (mg/100 mL)

 Oxalic acid 38.451 21.40

 Citric acid 10.95 64.31

 Malic acid - 51.58

 Lactic acid - 16.75

 Acetic acid 21.92 47.96

 Dietary fiber

TDF 0.162 0.174

SDF 0.101 0.114

IDF 0.048 0.055

 β-Glucan (mg/100 mL) 5.5 6.7
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  5. 발효 후 새싹보리와 새싹보리 가수분해물의 이화학적 특성 비교

Table 1-33. Comparison between fermented barley sprouts and barley sprouts        

hydrolyzate and sub material mixture for physicochemical qualities 

Fermented Barley

sprouts

Fermented 

barley sprouts

hydrolysate and sub 

material mixture

  pH 3.56 3.36

  Acidity (%) 0.23 1.11

 Functional

 components

 content

 (㎍/mL)

  Saponarin 22.504 38.09

Homoorientin 0.83 0.38

  vitexin - 0.17

  Isovitexin 2.19 3.31

  Luteolin - 0.18

 Organic

 acid

 content

 (mg/100 mL)

 Oxalic acid 17.392 21.29

 Citric acid 4.527 49.57

 Malic acid - 18.33

 Lactic acid 127.198 929.57

 Acetic acid 6.652 42.43

 Dietary fiber

 (%)

TDF 0.188 0.244

SDF 0.111 0.164

IDF 0.043 0.074

 β-Glucan (mg/100 mL) 6.2 8.7
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  6. 새싹보리, 새싹보리 가수분해물, 새싹보리 유산발효물 중 

    유효성분 분석 크로마토그램 

  

   가. Standard 

    (1) Saponarin, Homoorientin, Vitexin, Isovitexin, Luteolin 5종 

    (2) 발효 전 새싹보리
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    (3) 발효 전 새싹보리 가수분해물

    (4) 발효 새싹보리
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    (5) 발효 새싹보리 가수분해물

    (6) 최적발효조건 발효물

Fig 1-24. Chromatogram for saponarin, homoorientin, vitexin, isovitexin, luteolin content as 

effective Ingredient of barley sprouts hydrolysate and fermented barley sprouts hydrolysate
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  7. 새싹보리 발효물을 활용한 음료 제조 

    가. 음료 소재화를 위한 처리 공정도
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   나. 음료 배합비 결정

     새싹보리 식물성 유산발효물을 이용한 음료의 배합비율은 Table 1-34와 같다. 

Table 1-34. Formula for preparation of beverage added lactic acid fermented barley sprouts 

hydrolysate

    1) Beverage A

Ingredients Mixing ratio (%, v/v)

Fermented barley sprouts hydrolysate 25

Oligosaccharide 5

Citrus fruits concentration 10

Persimmon concentrate 5

Refined water 55

    Total 100

    2) Beverage B

Ingredients Mixing ratio (%, v/v)

Fermented barley sprouts hydrolysate 30

Oligosaccharide 5

Citrus fruits concentration 5

Persimmon concentrate 2

Dietary fiber 1

Citric acid 0.1

Vitamin C 0.05

Refined water 56.85

    Total 100
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  다. 제조공정도

      새싹보리 유산발효물을 이용한 음료제조의 공정도는 Fig. 1-25와 같다. 그림과 같은 9단  

    계의 공정도를 거친 음료는 pH, 당도, 산도 등의 여러 가지 검수 후 적합한 제품에 한하여  

    완제품으로 출하될 수 있다. 

원료 검사 모든 원료는 식품 및 식품첨가물공전 규격에 적합한 원료만을 검수하여 사용

배합 원료를 정제수와 같이 비율에 따라 배합

교반 원료를 에서 분 교반 및 용해 후 산도 당도 등 검사

살균 배합된 액을 에서 초간 순간 살균

여과 부직포 여과 및 마이크론 여과기 통과

주입 살균 및 여과된 액을 용기에 충진

봉인 용기에 캡을 덮고 자동실링기로 봉인

살균 냉각 에서 분간 살균 후 가 되도록 냉각

포장 상표 부착 및 상자 포장

Fig. 1-25. Flowchart of beverages using lactic acid fermented barley sprouts  

          hydrolysate



- 98 -

   라.  음료 제조공정도 

유산발효음료제조 유산 발효액 제조 유산 종균 배양 포장재

올리고당 등 새싹보리 배지 내포장재 외포장재

원료 입고 검수 원료 입고 검수 원료 입고 검수 입고 검수

보 관 보   관 보   관 보  관

분쇄
(10배수)

유산균배양 차
배지

효소처리
(50℃, 6 hr)

유산균 배양 차
배지

효소 불활성화
(85℃, 30 min)

유산균 배양 차
유산균 배지

유산발효 차

유산발효 차

유산발효 차

차 여과
원심력 

차 여과
규조토 

살균
냉각

살균 온도
살균 시간 초
냉각 온도

배합

살균
냉각

살균 온도
살균 시간 초
냉각 온도

여과

충진 내포장
내포장재

검   사

포   장
외포장재

검사 보관
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   8. 시제품 제조

  새싹보리 식물성 유산발효물을 이용한 음료의 배합비율 및 제조공정도에 준하여 음료 시제

품을 생산하였으며 Fig. 1-26와 같다.

Fig. 1-26. Photograph of beverages using lactic acid fermented barley sprouts hydrolysate
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    가. 음료의 품질 특성

    음료의 품질 특성은 Table 1-35에 나타내었다.

Table 1-35. Physicochemical properties of beverages 

Physicochemical property Beverage A Beverage B

pH 3.38 3.17

Sugar content (￮Brix) 12.4 9.8

Acidity (%) 0.56 0.61

Hunter’s

color

 L(lightness) 11.30 28.20

 a(redness) 7.42 7.94

 b(yellowness) 19.31 41.95

 Saponarin content (㎍/mL) 8.93 10.05

 Organic

 acid

 content

 (mg/100 mL)

 Oxalic acid 5.13 6.10

 Citric acid 225.37 207.30

 Succinic acid 80.77 36.20

 Lactic acid 250.77 289.16

 Acetic acid 17.26 13.95
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  9. Pilot 및 plant scale 적용시험



- 102 -



- 103 -

제 3 절. 2차 년도 연구수행 내용 및 결과

  1. 자체 소비자 관능검사

    (협동연구기관 : 대구대학교 산학협력단)

   가. 연구 수행 방법

    (1) 실험재료

      새싹보리 발효물과 천연원료(과즙 농축액)을 활용하여 어린이가 선호하며, 부모가 안전

을 인정하는 제품으로 3有(맛, 영양, 기능)와 5無(무농약, 무설탕, 무첨가물, 무색소, 무방부

제)의 concept으로 새싹보리발효음료 4종을 제조하여 소비자 관능검사를 실시하였다. 새싹

보리 발효액 단독으로 제조한 음료 의 경우 맛과 향 측면에서 음용하기 어려운 점이 있어 

이를 개선하기 위해 맛을 상승시키며, 냄새에 대한 masking을 위해 새싹보리 발효물의 농

도를 달리하고, 천연물질을 부재료로 첨가하여 음료를 제조하였다. 각 시료는 Table 2-1과  

같이 레시피와 3자리 난수표로 샘플표시를 부여하였다.

Table 2-1. Formula for preparation of beverage added lactic acid fermented barley sprout

527 974 425 840

재료
배합비 

(%)
재료

배합비 

(%)
재료

배합비 

(%)
재료

배합비 

(%)

 새싹보리 
 발효물

25
 새싹보리 
 발효물 

50
 새싹보리
 발효물

25
 새싹보리
 발효물

25

 프락토
 올리고당

2.5
 프락토
 올리고당

3
 프락토
 올리고당

5.0
 프락토
 올리고당

5.0

 파인애플 
 농축액

5
 혼합과일
 농축액

3
 당근
 농축액

7.0
 당근
 농축액

7.0

 배농축액 5
 배

 농축액
2

 사과

 농축액
5.0

 사과

 농축액
5.0

 혼합과일
 농축액

2.5  정제수 42 
 단호박
 농축액

3.0
 감귤
 농축액

3.0

 정제수 60
 망고

 농축액
3.0

 망고

 농축액
3.0

 정제수 52  정제수 52

    합계 100     합계 100     합계 100     합계 100
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    (2) 새싹보리발효음료 제조공정

유산발효음료제조 유산 발효액 제조 유산 종균 배양

과즙 농축액 등 새싹보리 배지

새싹보리 효소처리 유산균배양 

유산발효 

차 여과
규조토 

살균
냉각

살균 온도

살균 시간 초
냉각 온도

배합

살균
냉각

살균 온도

살균 시간 초

냉각 온도

충진 내포장

검   사

Fig. 2-1. Manufacturing method 



- 105 -

    (3) 관능검사 패널 선정

      관능검사원은 대구대학교 식품공학과 학부생과 대학원생 23명을 선정하였다. 실험자의 

연령대는 20대로 남성 8명(34.78%), 여성 15명(65.22%)으로 구성하여 진행하였다. 관능검사 

요원은 관능검사의 경험이 있고 색, 향, 맛 등 을 평가하는데 지장이 없으며, 언어의 이해

에 제한이 없는 참가자를 대상으로 하였다.

    (4) 시료 준비 및 제시

      각각의 음료의 시료는 코드화 시킨 3자리 난수표로 평가를 진행하였으며, 투명하여 시료

의 색을 잘 관찰할 수 있는 플라스틱 컵에 50 mL의 음료시료를 담아 관능검사 요원에게 

즉시 제시하였다. 각각의 시료 평가 시 입안을 헹구 기 위하여 생수를 제공하여, 시료는 왼

쪽에서 오른쪽 순서로 평가하도록 하였다. 관능검사 패널들은 실험을 검사를 실시하기 1시

간 전부터 자극적인 음식물의 섭취와 화장품의 사용 및 흡연을 자제하도록 하였다.

    (5) 관능검사 방법

      새싹보리발효음료의 관능적 품질 평가는 기호도 검사로 진행하였다. 식품공학을 전공하

는 패널 요원 23명을 대상으로 시험의 목적과 평가 방법을 주지시킨 뒤 실시하였다.  색

(color), 향(flavor), 전체적인 맛(taste), 기호도(overall quality) 항목에 대하여 9점 척도

(1:extremely dislike, 5:dislike & like, 9;extremely like)를 이용하여 평가하였다.

    (6) 통계처리

      연구결과 얻어진 자료를 SPSS (statistical package for social science, version 17.0) 통계 

프로그램을 사용하여 하위그룹 각각의 기술 통계치(mean, SD)를 산출하였다. 집단간의 차

이를 알아보기 위해 일원변량분석(one-way ANOVA)를 이용하여 분석하였고, 사후검증은 

Duncan’s multiple range test로 P<0.05 수준에서 검증하였다.
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   나. 연구수행 결과

    (1) 새싹보리발효음료의 시료별 기호도 조사

        새싹보리발효물를 바탕으로 4종의 새싹보리발효음료를 제조하였다. 새싹보리 발효음료

는 변비개선을 위한 어린이용 음료로 관능성과 기호도를 향상시키기 위해 새싹보리발효

물의 농도와 천연물을 부원료로 사용하여 음료를 제작 후 관능 평가를 실시하였다. 각 

시료별 기호도 조사는 Table 2-2에 나타내었다. 시료별 관능적 특성은 9점 척도로 1점(대

단히 싫다)에서 5점(좋지도 싫지도 않다)으로, 9점(대단히 좋다)까지 선택할 수 있도록 제

시하였다. 4종의 새싹보리발효음료에서 향, 맛, 전반적인 기호도는 유의적인 차이를 나타

내었으나, 색에 있어서는 유의적인 차이가 없는 것으로 나타났다. 색(Color)에서 4종의 시

료가 5.55～6.06으로 시료 간에 유의적인  차이가 없이 유사한 값을 보였다. 그 중에서 

527 시료의 기호도가 5.48로 가장 낮았고, 974 시료의 기호도가 6.00으로 가장 높았다. 향

(Flavor)의 항목에서는 425>527>840>974 순으로 기호도가 높았으며, 425 시료의 기호도가 

6.22로 나머지 3종의 시료보다 유의적으로 가장 높은 값을 나타내었다. 관능 패널 응답에

서 427 시료의 경우 달콤한 향과 새콤한 향이 좋고 향의 조화가 적당하다는 패널의 의견

이 나타났다. 맛(Taste)에서 4종의 시료가 4.17～6.39로 시료간의 차이를 보였다. 그 중에 

425 시료의 기호도가 6.39로 가장 높았고, 974 시료의 기호도가 4.17로 가장 낮았다. 974 

시료의 경우 신맛과 쓴맛 강하다는 부정적인 의견이 나타났고, 425 시료의 경우 부드러

운 맛과 부드러운 목넘김 등의 긍정적인 의견이 나타났다. 전반적인 기호도(Overall 

quality) 항목에서는 시료간의 유의적인 차이를 보였는데(P<0.01) 425 시료에서 가장 높은 

기호도를 보였으며, 527 > 840 > 974 순으로 나타났다. 4종의 새싹보리발효음료 중 425 

시료가 관능적으로 가장 우수한 결과를 나타내었다. 이상의 관능평가 결과를 볼 때, 새싹

보리발효음료의 경우 새싹보리발효물의 농도를 25%로 하여 신맛과 쓴맛을 줄이고, 변비

에 도움을 주는 과즙 및 야채농축액을 첨가하여 달콤하고 새콤한 음료 개발이 필요할 것

으로 생각된다.
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Table 2-2. Sensory preference scores1) for the beverage added lactic acid fermented barley 

sprout

527 974 425 840
F

-value

  Color 5.48±1.812)a3) 6.00±1.93a 5.57±2.06a 5.52±2.06a 0.20NS4)

  Flavor 5.70±1.87a 4.91±1.56b 6.22±1.59a 5.13±1.39a 2.53*

  Taste 5.33±1.85ba 4.17±1.64b 6.39±1.62a 4.70±1.58a 3.18**

  Overall quality 6.09±2.02ba 4.70±1.79b 7.04±1.52a 5.17±1.44b 4.56**

1)9-point facial hedonic scale (1:extremely dislike, 5:dislike & like, 9;extremely like)
2)Mean±S.D.
3)Means within a column not sharing a superscript letter are significantly different

(P<0.05, Duncan’s multiple range test)
4)*P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001, NS:Not Significant

    

                      Color                                  Flavor

    

                      Taste                               Overall quality

Fig. 2-2. Sensory preference scores for the beverage added lactic acid fermented barley 

sprout
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2. 신뢰성 확보를 위한 공인기관을 통한 소비자 기호도 조사

        (협동연구기관 : 대구대학교 산학협력단)

 가. 실험결과보고서

8. 실험 목적(Purpose of experiment)

 본 검사는 (주)프레쉬벨에서 개발한 새싹보리를 이용한 음료제품 5종을 비교하여 소비자 기호

도를 알아보기 위하여 실시하였다.

9. 시료 및 검사지(Sample & Questionnaire)

 1) 실험재료

 본 검사에 사용된 샘플은 (주)프레쉬벨에서 개발한 새싹보리를 이용한 음료 5종을 사용하였다.

귀사의 실험실이 되어 드리겠습니다. (We will be your laboratory)

1. 시험의뢰 번호(Document No.) FERC-2018-717

2. 의뢰자 

업체명(Client) (주)프레쉬벨

업체주소
(Client address)

경상북도 경산시 진량읍 대구대로 201 CTL 1203B

의뢰일자
(Request date)

2018년  08월  27일 

검사기간(Test period) 2018년  08월  27일  ∼  2018년  09월  4일

결과서 발급일
(Report Date)

2018년  09월  11일 

3. 시험검사결과서 용도
   (Purpose)

결과보고

4. 시료명(Sample) 영유아용 새싹보리음료의 소비자 기호도검사

5. 시험방법(Test Method) 9점 척도법

6. 패널수(Number of panels) 50명

7. 패널의 연령대(Panel age) 영유아, 유년기 자녀를 둔 20~40대 여성



 2) 실험방법

 본 검사에 참여한 20~40대 여성패널 50명은 주식회사 식품환경연구센터에서 모집하였으며, 관

능검사 이전에 평가 방법에 대하여 교육한 후 10명 씩 관능검사 부스에서 평가를 실시하였다.

 관능검사에 사용한 제품은 아래의 [그림 1]과 같으며, 검사 제품은 [그림 2]와 같이 제공하였

다. 모든 제품은 세 자리 난수표를 이용하여 표기하였으며, 검사지는 [그림 3], [그림 4]와 같다.

8. 실험 목적(Purpose of experiment)

 본 검사는 (주)프레쉬벨에서 개발한 새싹보리를 이용한 음료제품 5종을 비교하여 소비자 기호

도를 알아보기 위하여 실시하였다.

9. 시료 및 검사지(Sample & Questionnaire)

 1) 실험재료

 본 검사에 사용된 샘플은 (주)프레쉬벨에서 개발한 새싹보리를 이용한 음료 5종을 사용하였다.

 2) 실험방법

 본 검사에 참여한 20~40대 여성패널 50명은 주식회사 식품환경연구센터에서 모집하였으며, 관

능검사 이전에 평가 방법에 대하여 교육한 후 10명 씩 관능검사 부스에서 평가를 실시하였다.

 관능검사에 사용한 제품은 아래의 [그림 1]과 같으며, 검사 제품은 [그림 2]와 같이 제공하였

다. 모든 제품은 세 자리 난수표를 이용하여 표기하였으며, 검사지는 [그림 3], [그림 4]와 같다.
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개발제품 A (974번) 개발제품 B (536번) 개발제품 C (729번)

개발제품 D (286번) 개발제품 E (385번)

[그림 1] 관능검사 시료

  

[그림 2] 관능검사 시료 제공
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 관능검사는 9점 척도법을 사용하여 진행하였다.

 9점 평점법의 기호도는 1점 ‘대단히 싫다’, 2점 ‘매우 싫다’, 3점 ‘보통으로 싫다’, 4점 

‘약간 싫다’, 5점 ‘좋지도 싫지도 않다’, 6점 ‘약간 좋다’, 7점 ‘보통으로 좋다’, 8

점 ‘매우 좋다’, 9점 ‘대단히 좋다’로 평가하였다.

 음료 5종의 기호도 평가 속성은 ‘색감’, ‘향’, ‘단맛’, ‘신맛’, ‘맛’, ‘목넘김’, ‘전

체적인 기호도’에 대하여 검사하였다.

 정도는 1점 ‘대단히 연하(약하/부드럽)다’, 2점 ‘매우 연하(약하/부드럽)다’, 3점 ‘보통

으로 연하(약하/부드럽)다’, 4점 ‘약간 연하(약하/부드럽)다’, 5점 ‘연하(약하/부드럽)지도 

진하(강하/거칠)지도 않다’, 6점 ‘약간 진하(강하/거칠)다’, 7점 ‘보통으로 진하(강하/거칠)

다’, 8점 ‘매우 진하(강하/거칠)다’, 9점 ‘대단히 진하(강하/거칠)다’로 평가하였다.

 음료 5종의 정도 평가속성은 ‘색감’, ‘향’, ‘단맛’, ‘신맛’, ‘맛’, ‘목넘김’에 대하

여 검사하였다.

 검사 중 패널간의 소통을 금하게 하여 객관적인 평가를 할 수 있도록 하였으며, 충분한 시간

동안 시료를 평가할 수 있게 하였다.
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[그림 3] 영유아용 새싹보리음료 5종의 관능검사 검사지 – 1
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[그림 4] 영유아용 새싹보리음료 5종의 관능검사 검사지 – 2
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10. 결과 및 해석(Results and interpretation)

 1) 영유아용 새싹보리음료 5종의 관능검사 유의차 분석

 

[표 1] 영유아용 새싹보리음료 5종의 기호도 유의차 분석

특 성
샘플번호1)

974 536 729 286 385

기

호

도

색감 6.06±1.35a 5.88±1.30a 6.30±1.49a 6.28±1.53a 3.74±1.55b

향 5.88±1.32a 5.04±1.50b 6.00±1.41a 5.82±1.34a 3.72±1.31c

단맛 5.40±1.44b 3.66±1.33c 6.24±1.38a 6.20±1.34a 4.04±1.44c

신맛 5.14±1.47b 3.24±1.32d 5.74±1.10a 6.14±1.40a 4.10±1.79c

맛 5.16±1.50b 3.58±1.31c 6.16±1.57a 6.24±1.38a 3.50±1.74c

목넘김 5.66±1.72a 4.36±1.74b 6.16±1.45a 6.28±1.46a 3.36±1.54c

전체적인 기호도 5.38±1.44b 3.66±1.10c 6.24±1.29a 6.46±1.45a 3.28±1.51c

샘플번호1)

974 : 개발제품 A,  536 : 개발제품 B,  729 : 개발제품 C,  286 : 개발제품 D,  385 : 개발제

품 E

* 값 : 평균±표준편차, n=50

◉ 유의적 확률 : 확률값 p가 0.05보다 작을 때 유의적 차이가 있음.

◉ PASWStatistics18 program을 이용하여 일원배치 분산분석 후 Duncan의 사후검정을 실시하

였으며, 신뢰수준 95%로 나타냄. (p<0.05)

 

 [표 1]은 영유아, 유년기 자녀를 둔 20~40대 여성패널 50명을 대상으로 새싹보리를 이용한 음

료 5종의 기호도를 나타낸 결과이다.

 다섯 가지 제품의 유의차 검증은 PASW Statistics18 program을 이용하여 일원배치 분산분석 

후 Duncan의 사후검정을 실시하였으며, 모든 속성은 95%의 신뢰수준(p<0.05)으로 검증하였다.

 색감의 기호도는 974번(개발제품 A), 729번(개발제품 C), 286번(개발제품 D)가 6.06점, 6.30점, 

6.28점으로 ‘약간 좋다’로 평가 되었으며, 536번(개발제품 B)이 5.88점으로 ‘좋지도 싫지도 

않다’, 385번(개발제품 E)이 3.74점으로 ‘보통으로 싫다’로 평가되었다. 유의적 확률은 974

번, 536번, 729번, 286번이 385번보다 유의적 차이가 있게 좋은 것으로 나타났다.
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 향의 기호도는 729번이 6.00점으로 ‘약간 좋다’로 평가되었으며, 974번, 536번, 286번이 

5.88점, 5.04점, 5.82점으로 ‘좋지도 싫지도 않다’, 385번이 3.72점으로 ‘보통으로 싫다’로 평

가되었다. 유의적 확률은 974번, 729번, 286번이 536번, 385번보다 유의적 차이가 있게 좋은 것

으로 나타났으며, 536번이 385번보다 유의적 차이가 있게 좋은 것으로 나타났다.

 단맛의 기호도는 729번, 286번이 6.24점, 6.20점으로 ‘약간 좋다’로 평가되었으며, 974번이 

5.40점으로 ‘좋지도 싫지도 않다’, 385번이 4.04점으로 ‘약간 싫다’, 536번이 3.66점으로 

‘보통으로 싫다’로 평가되었다. 유의적 확률은 729번, 286번이 974번, 536번, 385번보다, 974

번이 536번, 385번보다 유의적 차이가 있게 좋은 것으로 나타났으며, 536번, 385번 제품간에는 

차이가 없는 것으로 나타났다.

 신맛의 기호도는 286번이 6.14점으로 ‘약간 좋다’로 평가되었으며, 974번, 729번이 5.14점, 

5.74점으로‘ 좋지도 싫지도 않다’, 385번이 4.10점으로 ‘약간 싫다’, 536번이 3.24점으로 

‘보통으로 싫다’로 평가되었다. 유의적 확률은 729번, 286번이 974번, 536번, 385번보다, 974

번이 536번, 385번보다, 385번이 536번보다 유의적 차이가 있게 좋은 것으로 나타났다.

 맛의 기호도는 729번, 286번이 6.16점, 6.24점으로 ‘약간 좋다’로 평가되었으며, 974번이 

5.16점으로 ‘좋지도 싫지도 않다’, 536번, 385번이 3.58점, 3.50점으로 ‘보통으로 싫다’로 

평가되었다. 유의적 확률은 729번, 286번이 974번, 536번, 385번보다 유의적 차이가 있게 좋은 

것으로 나타났으며, 974번이 536번, 385번보다 유의적 차이가 있게 좋은 것으로 나타났다. 536

번, 385번 제품간에는 차이가 없는 것으로 나타났다.

 목넘김의 기호도는 729번, 286번이 6.16점, 6.28점으로 ‘약간 좋다’로 평가되었으며, 974번

이 5.66점으로 ‘좋지도 싫지도 않다’, 536번이 4.36점으로 ‘약간 싫다’, 385번이 3.36점으

로 ‘보통으로 싫다’로 평가되었다. 유의적 확률은 974번, 729번, 286번이 536번, 385번보다, 

536번이 385번보다 유의적 차이가 있게 좋은 것으로 나타났다.

 전체적인 기호도는 729번(개발제품 C), 286번(개발제품 D)이 6.24점, 6.46점으로 ‘약간 좋다’

로 평가되었으며, 974번(개발제품 A)이 5.38점으로 ‘좋지도 싫지도 않다’, 536번(개발제품 B), 

385번(개발제품 E)이 3.66점, 3.28점으로 ‘보통으로 싫다’로 평가되었다. 유의적 확률은 729

번, 286번이 974번, 536번, 385번 제품보다, 974번이 536번, 385번 제품보다 유의적 차이가 있

게 좋은 것으로 나타났으며, 536번, 385번 제품간에는 차이가 없는 것으로 나타났다.

 아래의 [그림 5]는 20~40대 여성 50명을 대상으로 진행한 새싹보리음료 5종의 관능검사 결과 

중 각 속성별 기호도를 나타낸 결과 그래프이다.
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[그림 5] 영유아용 새싹보리음료 5종의 속성별 기호도 검사 결과
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[표 2] 영유아용 새싹보리음료 5종의 정도 유의차 분석

특 성
샘플번호1)

974 536 729 286 385

정

도

색감 4.44±1.45b 4.68±1.63b 6.82±1.16a 6.62±1.09a 6.34±1.73a

향 4.80±1.41b 5.12±1.08ab 5.58±1.42a 5.40±1.50ab 5.24±1.77ab

단맛 4.94±1.20b 3.26±1.58c 5.94±1.33a 6.28±1.13a 5.16±1.66b

신맛 5.20±1.25b 6.78±1.47a 4.58±1.57b 4.72±1.71b 4.86±1.54b

맛 5.28±1.26b 5.56±1.77ab 6.14±1.16a 6.16±1.17a 5.86±1.76ab

목넘김 4.16±1.33b 4.80±1.68b 4.32±1.80b 4.20±1.63b 6.52±1.63a

샘플번호1)

974 : 개발제품 A,  536 : 개발제품 B,  729 : 개발제품 C,  286 : 개발제품 D,  385 : 개발제

품 E

* 값 : 평균±표준편차, n=50

◉ 유의적 확률 : 확률값 p가 0.05보다 작을 때 유의적 차이가 있음.

◉ PASWStatistics18 program을 이용하여 일원배치 분산분석 후 Duncan의 사후검정을 실시하

였으며, 신뢰수준 95%로 나타냄. (p<0.05)

 [표 2]는 영유아, 유년기 자녀를 둔 20~40대 여성패널 50명을 대상으로 새싹보리를 이용한 음

료 5종의 정도를 나타낸 결과이다.

 다섯 가지 제품의 유의차 검증은 PASW Statistics18 program을 이용하여 일원배치 분산분석 

후 Duncan의 사후검정을 실시하였으며, 모든 속성은 95%의 신뢰수준(p<0.05)으로 검증하였다.

 색감의 정도는 729번, 286번, 385번이 6.82점, 6.62점, 6.34점으로 ‘약간 진하다’로 평가되었

으며, 974번, 536번이 4.44점, 4.68점으로 ‘약간 연하다’로 평가되었다. 유의적 확률은 729번, 

286번, 385번이 974번, 536번보다 유의적 차이가 있게 진한 것으로 나타났다.

 향의 정도는 536번, 729번, 286번, 385번이 5.12점, 5.58점, 5.40점, 5.24점으로 ‘약하지도 강하

지도 않다’로 평가되었으며, 974번이 4.80점으로 ‘약간 약하다’로 평가되었다. 유의적 확률은 

729번이 974번 제품보다 유의적 차이가 있게 강한 것으로 나타났다.

 단맛의 정도는 286번이 6.28점으로 ‘약간 강하다’로 평가되었으며, 729번, 385번이 5.94점, 

5.16점으로 ‘약하지도 강하지도 않다’, 974번이 4.94점을 ‘약간 약하다’, 536번이 3.26점으

로 ‘보통으로 약하다’로 평가되었다. 유의적 확률은 729번, 286번이 974번, 536번, 385번 제품

보다, 974번, 385번이 536번보다  유의적 차이가 있게 강한 것으로 나타났다.

 신맛의 정도는 536번이 6.78점으로 ‘약간 강하다’로 평가되었으며, 974번이 5.20점으로 
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‘약하지도 강하지도 않다’, 729번, 286번, 385번이 4.58점, 4.72점, 4.86점으로 ‘약간 약하

다’로 평가되었다. 유의적 확률은 536번이 다른 네 제품보다 유의적 차이가 있게 강한 것으로 

나타났으며, 974번, 729번, 286번, 385번 제품간에는 차이가 없는 것으로 나타났다.

 맛의 정도는 729번, 286번이 6.14점, 6.16점으로 ‘약간 강하다’로 평가되었으며, 974번, 536

번, 385번이 5.28점, 5.56점, 5.86점으로 ‘약하지도 강하지도 않다’로 평가되었다. 유의적 확률

은 729번, 286번이 974번 제품보다 유의적 차이가 있게 강한 것으로 나타났다.

 목넘김의 정도는 385번 제품이 6.52점으로 ‘약간 거칠다’로 평가되었으며, 974번, 536번, 

729번, 286번이 4.16점, 4.80점, 4.32점, 4.20점으로 ‘약간 부드럽다’로 평가되었다. 유의적 확

률은 385번이 다른 네 가지 제품보다 유의적 차이가 있게 거친 것으로 나타났으며, 다른 네 제

품간에는 차이가 없는 것으로 나타났다.

 아래의 [그림 6]은 20~40대 여성 50명을 대상으로 진행한 새싹보리음료 5종의 관능검사 결과 

중 각 속성별 정도를 나타낸 결과 그래프이다.

[그림 6] 영유아용 새싹보리음료 5종의 속성별 정도 검사 결과
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 11. 결론 및 제언(Conclusion and suggestion)

 본 검사는 (주)프레쉬벨에서 새싹보리를 이용하여 개발한 영유아용 음료제품 5종의 소비자 기

호도를 알아보기 위하여 실시하였다.

 영유아, 유년기 자녀를 둔 20~40대 주부패널 50명으로 관능검사를 진행한 결과 286번(개발제

품 D)이 6.46점, 729번(개발제품 C)이 6.24점으로 ‘약간 좋다’로 평가되었으며, 다른 세 제품보

다 유의적 차이가 있게 좋은 것으로 나타났다. 974번(개발제품 A)은 5.38점으로 ‘좋지도 싫지도 

않다’로 평가되었으며, 536번, 385번 제품보다 유의적 차이가 있게 좋은 것으로 나타났다.

 974번(개발제품 A)은 색감, 향의 정도는 기호도에 영향을 주지 않는 것으로 판단되나, 단맛, 신

맛의 정도는 기호도에 영향을 주는 것으로 판단된다. 729번, 286번 제품보다 단맛이 약하고 신

맛이 강한 것으로 평가되어 단맛과 신맛을 개선하면 기호도에 긍정적일 것으로 판단된다.

 536번(개발제품 B)은 색감, 향의 기호도는 5.00점 이상으로 평가되었으나, 단맛, 신맛, 맛, 목넘

김은 4.00점 이하로 평가되었다. 이는 신맛의 정도가 6.78점으로 ‘약간 강하다’로 평가되어 

단맛, 맛, 목넘김의 정도에도 영향을 주어 기호도가 낮은 것으로 판단된다.

 9점 척도법으로 관능검사를 진행할 시 6.00점 이상을 ‘약간 좋다’로 평가한다. 이번에 진행

한 영유아용 새싹보리 음료의 경우 729번(개발제품 C), 286번(개발제품 D)이 6.24점, 6.46점으로 

평가되어 소비자에게 긍정적인 것으로 판단된다.

확인 ㈜식품환경연구센터
Director of Food · Enviroment Research Center

1. 이 검사서는 의뢰자가 제시한 시료 및 시료명으로 시험한 결과로서 전체 제품에 대한 품질을    보증하지는 

않습니다. 

2. 이 검사서는 ㈜식품환경연구센터의 사전 서면동의 없이 홍보, 선전, 광고 및 소송용으로 사용될 수 없으며,

용도 이외의 사용을 금합니다. 

3. 시험검사보고서 재발행 요청 시 발급수수료가 부가됩니다. 
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  3. 새싹보리 발효물을 활용한 어린이용 음료의 기능개선 

     - 변비개선 동물실험

        (협동연구기관 : 대구대학교 산학협력단)

   가. 연구 수행 방법

    (1) 실험동물의 사육 및 식이

      실험동물은 Sprague Dawley계 4주령 수컷 흰쥐 70마리를 효창사이언스(Daegu, Korea)에

서 구입하였으며, 일주일 간 일반사료와 물을 자유롭게 섭취할 수 있도록 하여 적응시켰다. 

이때 실험실 환경은 온도 22±1℃, 상대습도 63±5%, 명암은 12시간 주기로 조절하였다. 1

주일 간 적응시킨 다음 2주째에 난괴법(randomized block design)에 따라 각 군의 체중이 

비슷하도록 각 처리군당 10마리씩 7군으로 나누어 스테인리스 케이지에 3마리씩 분리하여 

4주동안 사육하였다. 

      실험군은 일반식이를 급여하는 정상군(normal)과 일반식이를 급여하고 loperamide로 변

비를 유도하는 대조군(control), 상업용 시판음료(kkeung-a)를 투여하면서 loperamide로 변비

를 유발하는 양성대조군(PC), 새싹보리추출액을 투여하면서 loperamide로 변비를 유발하는 

시험군(S1), 새싹보리가수분해액을 투여하면서 loperamide로 변비를 유발하는 시험군(S2), 새

싹보리유산발효액을 투여하면서 loperamide로 변비를 유발하는 시험군(S3), 새싹보리발효음

료을 투여하면서 loperamide로 변비를 유발하는 시험군(S4)으로 구성하였다. 본 동물 실험

은 대구대학교 동물실험윤리위원회의 승인을 받고 그 규정에 따라 실행하였다.

      동물실험 기간은 총 5주로 1주 동안 환경에 적응시킨 뒤 4주 동안 실험을 진행했다. 흰

쥐 식이로 공급한 pellet형 고형 사료는 AIN-76A 일반 식이를 사용했다. 정상군과, 대조군

은 일반 식이만을 급여했고, S1군 새싹보리추출액을, S2군은 새싹보리가수분해액을, S3군은 

새싹보리유산발효액을, S4 시험군은 새싹보리발효음료를 각각 동결건조하여 500 mg/kg을 

하루에 한번씩 일정시간에 경구투여하였다. 7개군 중 정상군을 제외한 대조군과 양성대조

군, S1, S2, S3, S4 시험군은 loperamide로 변비를 유도시켰다. 실험에 사용한 loperamide는 

Sigma(St. Louise, MO, USA) 제품을 사용했다

    (2) 실험동물 처치 

      4주(28일) 간 식이섭취 기간이 끝나고, 29일차부터 31일차 까지 3일 동안 변비를 유도시

키지 않는 음성대조군은 0.9% 생리식염수만 경구투여(p.o, per oral)했고, 변비를 유도시킬 

대조군과 양성대조군, S1, S2, S3, S4 시험군은 loperamide(5 mg/kg)를 0.9 % 생리식염수에 

녹인 뒤 하루에 2회씩(오전 9시와 오후 9시) 3일간 경구투여했다(Fig. 2-3). Loperamide는 

설사를 치료하는 지사제로 일정 기간 연속해서 투여하면 대장 내 점 액질 분비와 장 운동

이 감소해 통과시간이 길어지는 증상이 나타나, 설사를 멈추게 하는 약품이지만, 설사 증상

이 없는 정상일 경우에는 변비를 유발한다. 실험 31일차에 장 통과시간을 측정한 뒤 32일

차에 모든 군의 실험동물을 ether로 흡입 마취해서 희생했다.
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Fig. 2-3. In vivo experiment flow

    (3) 체중 및 식이효율 측정

      실험식이 첫 급여일을 시작으로 1 주마다 체중을 측정하였고, 변비 유도기간에는 매일 

체중을 측정하였다. 실험식이는 하루에 한 번 100 g씩 일정 시간에 공급하고 24시간 후 남

은 양을 측정하여 식이섭취량을 측정하여 그 차이로 섭취한 식이량을 계산하였다. 

    (4) 변 개수, 변 중량, 변 수분함량 측정 

      변의 개수, 중량 및 수분함량의 측정값은 변비유발 전과 변비유발 기간 두 기간으로 나

누어 측정하였다. 각 실험동물의 케이지에 절식판을 설치한 후, 실험시작 당일과 이 후 1주

마다 총 4회 수거하였으며, 변비기간 중에는 매일 수거하여 변 개수를 세고 무게를 측정하

였다. 변의 수분함량은 변을 70℃ 드라이오븐에서 24시간 동안 건조시켜 중량을 측정하여 

변 중량과 건조 후의 변 중량차를 이용해 수분함량을 구하였다.

    (5) 장관 내 잔류 변 개수 측정과 형태 관찰 

      장관 내 변 개수는 loperamide 투여한 뒤 3일째 되는 날 맹장부터 직장까지 전체 부위를 

취해 10% formaldehyde 인산 염 완충액(phosphate buffered saline, PBS, pH 7.4)으로 고정 

해서 대장 안에 남아있는 변 개수를 측정했다. 대장 내에 남 아 있는 변의 크기와 형태는 

눈으로 확인했다.

    (6) 혈청 지질 함량 측정 

      혈청 분석을 위해 실험 종료일에 흰쥐를 마취시켜 개복한 뒤 하대정맥에서 혈액을 채취
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한 후 헤파린으로 처리한 멸균튜브에 모아 실험에 이용하였다. 채취된 혈액은 3,000 rpm, 

4℃에서 15분간 원심분리 한 후 혈청을 분리하여 분석 전까지 –70℃에 보관하였다. 

      혈중 중성지질의 함량은 중성지질 측정용 kit 시약(AM 157S-K, Asan Pharm. Co., Seoul, 

Korea), 총 콜레스테롤의 함량은 총 콜레스테롤 측정용 kit 시약(AM 202-K, Asan Pharm. 

Co., Seoul, Korea), HDL-콜레스테롤 함량은 HDL 콜레스테롤 측정용 kit 시약(AM 203-K, 

Asan Pharm. Co., Seoul, Korea)으로 측정하였다. 혈중 LDL-콜레스테롤 농도는 Friedewald

의 계산식으로 구하였다. 계산식은 LDL 콜레스테롤 = ((총 콜레스테롤 – HDL 콜레스테롤) 

- (중성지질/5))이다. 

    (7) 간기능 효소 측정

      혈중 Glutamic oxaloacetic transaminase (GOT), Glutamic pyruvic transaminase (GPT)의 

측정은 Reitman-Frankel의 효소법을 응용한 GOT, GPT 측정용 kit 시약(Asan Pharm. Co., 

Seoul, Korea)을 사용하여 측정하였다.

    (8) 통계처리

      모든 실험결과는 평균값과 표준편차로 표시하였으며, 통계처리는 Statistical Analysis 

System (SAS version 9.2, SAS Institute Inc., USA)을 one-way ANOVA 분석을 실시한 후  

p<0.05 수준에서 Duncan’s multiple range test에 의해 유의성을 검증하였다.

   나. 연구수행결과

    (1) 체중 변화 및 식이섭취량 

      실험기간 동안 변비 유발 rat에 대한 각 군의 체중변화량과 식이섭취량은 Table 2-3 및  

Fig. 2-3과 같다. 체중변화는 실험 종료 시 모든 시험군에서 대조군(control)에 비해 체중이 

감소하는 경향을 보였지만 유의적인 차이는 없었다. 또한 새싹보리가수분해물시험군(S2), 

새싹보리발효물 시험군(S3) 및 새싹보리음료 시험군(S4)은 정상군(normal) 보다도 체중이 감

소하는 경향이 보이나 유의하진 않았다. 식이섭취량은 loperamide로 변비 유발시킨 모든 시

험군이 정상군보다 식이섭취량이 감소하는 경향을 보였지만 유의성은 없었다. 이는 기존 

변비개선 관련 연구들과 마찬가지로 loperamide에 의해 감소되는 몸무게 및 식이섭취량은 

유의적인 차이가 없다고 보고된 것과 유사하였다. Shimotoyodomo A 등(2000)에 따르면 

loperamide를 투여 시 복부가 팽만해지고 식욕이 떨어지는 증상이 나타나, 실험동물이 식이

섭취량이 감소하는 것으로 밝혀진 바 있다.  또한 연속해서 loperamide를 투여하면 수축과 

이완을 반복하는 대장의 연동 운동이 저하되면서 변의 이동 속도가 느려며 자연스럽게 배

변 기간이 길어지고 대장 점액질 두께가 얇아져서 변비에 걸린다(Cepinskas 등 1993).
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Table 2-3. Effect of barley sprouts on body weight and food intake in experimental rats 

Groups1) Initial 
weight (g)

Final 
weight (g)

Weight increase 
(g)

Food intake 
(g/day)

Normal 109.6±4.202)ba3) 351.4±22.38a 241.8±19.31ba 25.88±2.09a

Control 104.3±7.18b 360.7±14.70a 256.4±14.25a 22.12±2.43b

PC 115.0±8.412a 358.9±25.34a 245.5±19.39ba 24.33±2.33ba

S1 110.5±9.24ba 354.8±34.86a 244.3±30.97ba   23.38±2.61ba

S2 110.0±2.42ba 335.0±25.15a 225.9±26.12b 23.42±1.98ba

S3 107.8±3.61ba 340.2±21.04a 232.4±21.66ba 24.54±2.48ba

S4 106.8±6.05ba 340.4±22.99a 233.6±17.81ba 23.71±2.03ba

1)Normal : normal diet group

Control : normal diet and loperamide group

PC : commercial beverages(kkeung-a) and loperamide group

S1 : barley sprouts extract and loperamide group

S2 : barley sprouts hydrolysate and loperamide group

S3 : fermented barley sprouts hydrolysate and loperamide group

S4 : barley sprouts beverages and loperamide group
2)Values are Man±S.D.(n=10)
3)Mean with the different superscripts are significantly different at p<0.05 by one-way   ANOVA 

with Duncan’s multiple range test.
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Fig. 2-3. Change body weight of experimental rat
1)Normal : normal diet group

Control : normal diet and loperamide group

PC : commercial beverages(kkeung-a) and loperamide group

S1 : barley sprouts extract and loperamide group

S2 : barley sprouts hydrolysate and loperamide group

S3 : fermented barley sprouts hydrolysate and loperamide group

S4 : barley sprouts beverages and loperamide group
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    (2) 간 무게

      실험동물의 간 무게 및 체중 100 g당 간 무게를 Table 2-4에 나타내었다. 간 무게는 대

조군에서 가장 높게 나타났으며, 새싹보리가수분해물 시험군(S2)이 정상군과 대조군에 비해 

유의적으로 낮게 나타났다. 이를 실험동물의 체중 100 g당 간 무게로 환산하였을 경우 대

조군이 3.11 g으로 다른 시험군에 비해 약간 높았으나 유의적인 차이는 없었다. 

Table 2-4. Liver weight in experimental rat

Groups1) Liver weight (g) Liver weight 
(g/100g body wt.)

Normal 10.55±1.102)ba3) 3.00±0.19a

Control 11.31±1.17a 3.11±0.86a

PC 10.57±1.33ba 2.94±0.25a

S1 10.22±1.31ba 2.88±0.19a

S2 9.53±1.23b 2.84±0.29a

S3 9.77±1.18ba 2.87±0.25a

S4 9.66±0.93ba 2.84±0.17a

1)Normal : normal diet group

Control : normal diet and loperamide group

PC : commercial beverages(kkeung-a) and loperamide group

S1 : barley sprouts extract and loperamide group

S2 : barley sprouts hydrolysate and loperamide group

S3 : fermented barley sprouts hydrolysate and loperamide group

S4 : barley sprouts beverages and loperamide group
2)Values are Man±S.D.(n=10)
3)Mean with the different superscripts are significantly different at p<0.05 by one-way   ANOVA 

with Duncan’s multiple range test.
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    (3) 변 개수, 변 중량, 변 수분함량

      변비 유도 전과 후로 나눠 실험동물 개체 당 변의 개수와 변의 중량, 변의 수분함량은 

Table 2-5과 같다. 변비를 유도하기 전 4주 동안 각 군에서 배설한 변 개수는 정상군과 대

조군이 각각 42.50±4.45개, 39.54±5.00개로 유의적인 차이가 없었으며, 양성대조군과 새싹보

리추출물 시험군, 새싹보리가수분해물 시험군, 새싹보리발효물 시험군, 새싹보리발효음료 시

험군은 대조군보다 변의 개수가 많은 것으로 나타났으며, 특히 새싹보리발효물 시험군은 정

상군과 대조군보다 변 개수가 유의적으로 많은 것으로 나타났다. 변비를 유도한 후 대조군의 

변 개수가 감소했고, 변비를 유도하지 않은 정상군과 비교했을 때 유의적인 감소를 하였다. 

변 개수가 감소한 대조군과 동일하게 변비를 유발한 새싹보리 시험군 모두가 변비를 유도하

기 전보다 감소했다. 그러나 대조군에 비해서는 변의 개수가 유의적으로 많았으며, 새싹보리

발효물 시험군(S3)에서 37.74±3.96개로 가장 많은 변의 개수를 나타내었다(Fig. 2-4). 변 중량

은 변 개수와 함께 비례적으로 증감 관계가 나타나는 수치였다(Fig. 2-5).

  변의 수분함량의 경우, 변비 유발 전, 정상군과 대조군보다 새싹보리 시험군(S1, S2, S3, 

S4)에서 증가한 경향이 있었지만, 유의적인 차이는 없었으며, 새싹보리가수분해물 시험군의 

변 수분함량이 43.04±3.22%로 가장 높았다. 변비를 유도한 후, 정상군과 일반식이에 

loperamide를 단독으로 투여한 대조군에서도 수분함량이 증가하는 경향이 나타났다. 또한 새

싹보리 시험군 모두에서도 변비 유발 전보다 수분함량이 증가하는 것으로 나타났지만 시험군 

간에 유의적인 차이는 없었다. 변비 유발 후에도 대조군에 비해 새싹보리 시험군에서 변의 

수분함량이 유의적인 차이 없이 증가함을 알 수 있었다(Fig. 2-6).
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Table 2-5. Number of fecal pellet, wet weight of fecal pellets and fecal water content in 

experimental rat

Groups1)
Before inducing constipation (BIC)

No. of fecal
pellet (count/day)

Wet weight of fecal 
pellets (g) Fecal water content (%)

Normal 42.50±4.452)bc3) 9.88±2.03a 38.96±6.36a

Control 39.54±5.00c 9.39±1.03a 36.90±4.52a

PC 44.39±3.20bac 10.04±1.49a 41.75±6.13a

S1 42.36±4.97bc 9.52±0.97a 39.17±4.42a

S2 46.03±4.66ba 10.18±1.50a 43.04±3.22a

S3 48.351±7.01a 11.10±1.90a 39.73±4.89a

S4 43.97±5.96bac 9.71±1.45a 39.37±6.02a

Groups1)
After inducing constipation (BIC)

No. of fecal
pellet (count/day)

Wet weight of fecal 
pellets (g) Fecal water content (%)

Normal 40.13±5.302)a3) 9.30±1.22a 45.65±3.11a

Control 28.94±3.99c 6.84±1.73b 43.53±4.38a

PC 34.11±4.92b 7.96±1.56ba 45.31±3.09a

S1 34.01±3.00b 7.60±1.83ba 45.33±5.50a

S2 33.22±3.64b 8.13±2.72a 47.97±3.35a

S3 37.74±3.96ba 8.61±1.61a 46.89±4.67a

S4 34.63±4.56b 7.63±1.51ba 44.27±4.26a

1)Normal : normal diet group

Control : normal diet and loperamide group

PC : commercial beverages(kkeung-a) and loperamide group

S1 : barley sprouts extract and loperamide group

S2 : barley sprouts hydrolysate and loperamide group

S3 : fermented barley sprouts hydrolysate and loperamide group

S4 : barley sprouts beverages and loperamide group
2)Values are Man±S.D.(n=10)
3)Mean with the different superscripts are significantly different at p<0.05 by one-way   ANOVA 

with Duncan’s multiple range test.
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Fig. 2-5. Number of fecal pellets in experimental rat

Fig. 2-6. Wet weight of fecal pellets in experimental rat

Fig. 2-7. fecal water content in experimental rat
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    (4) 장관 내 잔류 변 개수

       실험 마지막 날 모든 실험동물을 희생시켜, 결장 부위에 잔류하고 있는 변의 개수를 측정

한 결과는 Table 2-6 및 Fig. 2-8과 같다. 변비를 유도하지 않은 정상군(normal)에서 

0.70±0.95개의 가장 적은 잔류 변 개수를 확인하였고, loperamide로 변비를 유도한 대조군

(control)이 4.10±2.42개로 그 수가 유의적으로 증가함을 확인하였다. 그리고 대조군에 비해 

양성대조군이 2.20±1.14개로 유의적으로 감소하여 변비를 유발한 시험군에서 가장 적은 변

의 개수를 나타내었으며, 새싹보리 시험군인 S1은 3.30±1.16개, S2는 2.70±1.83, S3은 

2.40±1.71, S4는 3.40±1.51로 대조군보다는 유의적으로 감소하였으며, 새싹보리 시험군 간

에 유의적 차이는 없는 것으로 나타났다. 

Table 2-6. Number of fecal pellets in the colon of experimental rat

Groups1) No. of fecal
pellet (count/day)

Normal 0.70±0.952)c3)

Control 4.10±2.42a

PC 2.20±1.14bc

S1 3.30±1.16ba

S2 2.70±1.83bac

S3 2.40±1.71bac

S4 3.40±1.51ba

1)Normal : normal diet group

Control : normal diet and loperamide group

PC : commercial beverages(kkeung-a) and loperamide group

S1 : barley sprouts extract and loperamide group

S2 : barley sprouts hydrolysate and loperamide group

S3 : fermented barley sprouts hydrolysate and loperamide group

S4 : barley sprouts beverages and loperamide group
2)Values are Man±S.D.(n=10)
3)Mean with the different superscripts are significantly different at p<0.05 by one-way   ANOVA 

with Duncan’s multiple range test.
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    (5) 혈청 지질함량 측정

      새싹보리가 혈중 지질함량에 미치는 영향을 관찰하기 위해 혈액을 채취하여 실험동물의 

혈청 중 중성지방과 콜레스테롤의 변화를 측정한 결과는 Table 2-7과 같다. 중성지질(TG)

의 경우는 정상군에서 가장 높은 57.68±9.31 mg/dL로 나타났다. Loperamide를 투여한 대조

군에서는 35.13±8.74 mg/dL로 유의적으로 감소하였다. 양성대조군과 새싹보리 시험군 모두는 

대조군보다 증가했으나 정상군보다는 낮은 값을 나타내었다. 그리고 총 콜레스테롤의 경우 

변비를 유발하지 않은 정상군과 변비를 유발한 대조군 보다 새싹보리 시험군들에서 감소하는 

경향이 나타났지만 유의적인 차이는 없었다. HDL-콜레스테롤 함량에서는 새싹보리 시험군 

S1, S2, S3, S4 시험군 모두가 대조군(control)에 비해 유의적으로 증가하는 결과를 보였으며, 

S1, S2, S3 시험군의 경우는 정상군(normal)보다도 높은 함량을 나타내었다. LDL-콜레스테롤

의 측정값은 대조군에서 36.30±11.23 mg/dL로 가장 높은 함량을 나타내었으며, 새싹보리발효

물 시험군에서 19.08±8.51 mg/dL로 가장 낮은 함량을 보였으며, 새싹보리 시험군 모두가 정

상군과 대조군에 비해 감소한 것으로 나타났다.

Table 2-7. Triglyceride, total cholesterol, HDL-cholesterol and LDL-cholesterol in serum of 

experimental rats

                                                                           (unit : mg/dL)

Groups1) Triglyceride Total cholesterol HDL-cholesterol LDL-cholesterol

Normal 57.68±9.312)a3) 64.26±8.41a 25.37±4.11ba 27.38±6.47bac

Control 35.13±8.74b 65.32±10.01a 22.00±3.32c 36.30±11.23a

PC 47.23±9.70ba 56.90±14.16a 24.67±4.42bac 22.79±11.38bc

S1 43.84±12.08b 61.16±6.58a 27.60±2.63a 24.79±8.81bc

S2 43.26±9.26b 60.77±7.08a 27.67±3.78a 24.46±9.22bc

S3 57.58±6.32a 57.58±6.65a 26.97±3.80ba 19.08±8.51c

S4 43.16±6.22b 63.10±5.64a 24.13±2.71bc 30.33±6.40ba

1)Normal : normal diet group, Control : normal diet and loperamide group

PC : commercial beverages(kkeung-a) and loperamide group

S1 : barley sprouts extract and loperamide group

S2 : barley sprouts hydrolysate and loperamide group

S3 : fermented barley sprouts hydrolysate and loperamide group

S4 : barley sprouts beverages and loperamide group
2)Values are Man±S.D.(n=10)
3)Mean with the different superscripts are significantly different at p<0.05 by one-way   ANOVA 

with Duncan’s multiple range test.
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    (6)  간기능 효소 측정

      GOT와 GPT 효소는 간세포 내에 존재하는 효소로 세포가 파괴되거나 사멸하면 혈액 속

으로 분비되어 혈액 내에서도 일정량이 검출 될 수 있다. 지방간이나 알코올의 섭취, 과체

중 등의 이유로 간에 염증이나 세포의 파괴가 일어나면 정상적인 양 보다 더 많은 GOT와 

GPT가 혈액 속으로 분비된다. 따라서 간 기능관련 효소활성도를 측정한 결과는 Table 2-8

에 나타내었다. 

      혈청 중 GOT와 GPT 활성을 측정한 결과 새싹보리발효물 시험군(S3)에서 각각 

42.16±2.47 Kramen/mL, 10.45±1.83 Kramen/mL로 시험군들 중 가장 낮은 값을 나타내었으

며, 대조군에서 48.30±5.78 Kramen/mL, 13.43±2.04 Kramen/mL로 가장 높은 값을 나타내었

으며, GOT와 GPT 활성이 대조군보다 새싹보리 시험군들에서 유의적으로 감소하는 경향을 

나타내었다.

Table 2-8. Serum GOT and GPT in experimental rat

Groups1) GOT2) activity (Kramen/mL) GPT activity (Kramen/mL)

Normal 42.78±3.723)b4) 10.51±1.51b

Control 48.30±5.78a 13.43±2.04a

PC 44.57±3.47ba 12.11±1.82ba

S1 44.46±4.56ba 11.09±1.33b

S2 42.89±4.43b 10.97±1.91b

S3 42.16±2.47b 10.45±1.83b

S4 44.54±3.19ba 11.60±2.28b

1)Normal : normal diet group, Control : normal diet and loperamide group

PC : commercial beverages(kkeung-a) and loperamide group

S1 : barley sprouts extract and loperamide group

S2 : barley sprouts hydrolysate and loperamide group

S3 : fermented barley sprouts hydrolysate and loperamide group

S4 : barley sprouts beverages and loperamide group
2)GOT : glutamic oxaloacetic transaminase

 GPT : glutamic pyruvic transaminase
3)Values are Man±S.D.(n=10)
4)Mean with the different superscripts are significantly different at p<0.05 by one-way   ANOVA 

with Duncan’s multiple range test.
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  5. 새싹채소(땅콩 및 브로콜리) 관련 발효능 검사

        (협동연구기관 : 대구대학교 산학협력단)

   가. 새싹채소(브로콜리&땅콩) 발효를 위한 전처리(추출) 조건 최적화

    (1) 연구 수행 방법

     ① 실험재료

      본 연구에서 사용된 새싹채소(땅콩 및 브로콜리)는 2018년에 수확된 것을 나눔공동체(안  

    동)와 주식회사 광야(양평)에서 새싹땅콩과 새싹브로콜리를 각각 구입하여 실험에 사용하  

    였다. 이들 새싹채소는 일정한 크기로 잘라 10배수의 물을 가하여 추출조건 실험에 사용하  

    였다.

     ② 추출조건 최적화를 위한 실험계획

      새싹채소(브로콜리&땅콩) 발효를 위하여 중심합성계획법(central composite        

design)에 따라 Table 2-9와 같은 추출온도(X1)과 추출시간(X2)를 독립변수로 설정하고, 반응

표면분석(response surface methodology, RSM)에 의하여 설정한 Table 2-10의 13가지의 추

출조건으로 새싹채소(브로콜리&땅콩)를 추출하였다. 각 종속변수에 대한 회귀방정식을 얻

어 추출조건에서 독립변수의 상호영향 및 최적 추출조건을 구하였다. 

Extraction conditions -2 -1 0 1 2

X1  Temperature (℃) 50 60 70 80 90

X2  Time (hour) 2 4 6 8 10

Table 2-9. Experimental design of extraction conditions 
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Exp. No1)
Extraction conditions

Temperature (℃) Time (hour)

1 80(1) 8(1)

2 80(1) 4(-1)

3 60(-1) 8(1)

4 60(-1) 4(-1)

5 70(0) 6(0)

6 70(0) 6(0)

7 70(0) 6(0)

8 70(0) 6(0)

9 70(0) 6(0)

10 90(2) 6(0)

11 50(-2) 6(0)

12 70(0) 10(2)

13 70(0) 2(-2)

Table 2-10. Central composite design for the optimization of extraction condition 

1)The number of experimental condition by central composite design.

     ③ 분석방법 

      ㉮ 추출수율

        추출수율은 항량을 구한 수기에 추출물을 취하여 105℃에 건조시킨 후 그 무게를 측

정하여 추출물 조제에 사용된 건물량에 대한 백분율로써 추출수율을 나타내었다.

      ㉯ 총 페놀화합물 함량 

        총페놀화합물 함량은 Folin-Ciocalteu 방법에 따라 측정하였다. 즉, 시료 1        

mLdp 2 N Folin-Ciocalteu(Junsei Chemical Co, Ltd, Japan) 시약 1 mL를 첨가 하고 3분 

후, 10% Na2CO3 1 mL를 가하여 1시간 방치하였다. 반응물의 흡광도는 700 nm에서 

spectrophotometer를 사용하여 측정하였고, gallic  acid(Sigma-Aldrich, Co, St Louis, MO, 

USA)를 이용한 표준곡선으로 양을 환산하였다.

      ㉰ 총플라보노이드 함량

        추출조건별 새싹채소 추출물의의 총플라보노이드의 함량은 Davis 방법을 일부 변형하

여 분석하였다. 추출물 1 mL에 diethylene glycol(Sigma-Aldrich) 10 mL와 1 N NaOH 1 

mL를 혼합하여 37°C 항온수조에서 1시간 동안 반응시켰다. 흡광도의 변화는 420 nm에
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서 측정하였으며, 총플라보노이드의 정량을 위하여 quercetin(Sigma-Aldrich)을 이용하여 

작성한 표준 곡선으로부터 총플라보노이드 함량을 구하였다.

      ㉱ Rutin & quercetin 함량 분석

        새싹브로콜리 추출물 및 발효액의 rutin 함량 분석을 위하여 시료를 0.45 ㎛ 

membrane filter로 여과하여 HPLC (2695 Alliance HPLC, Waters, USA)로 분석하였다. 칼

럼은 X-bridge C18 column (250×4.6 mm, 3.5 ㎛ Waters, USA)를 사용하였으며, 이동상

으로는 0.5% acetic acid in water(A)과 methanol(B)를 사용하였다. 

      ㉲ Sulforaphane 함량 분석 

        새싹브로콜리 추출물 및 발효액의 rutin 함량 분석을 위하여 시료를 0.45 ㎛ 

membrane filter로 여과하여 HPLC (2695 Alliance HPLC, Waters, USA)로 분석하였다. 칼

럼은 X-bridge C18 column (250×4.6 mm, 3.5 ㎛ Waters, USA)를 사용하였으며, 이동상

으로는 Water (A)과 Acetonitrile (B)를 사용하였다. 

      ㉳ Resveratrol 함량 분석

  새싹땅콩 추출물 및 발효액의 rutin 함량 분석을 위하여 시료를 0.45 ㎛ membrane 

filter로 여과하여 HPLC (2695 Alliance HPLC, Waters, USA)로 분석하였다. 칼럼은 

X-bridge C18 column (250×4.6 mm, 3.5 ㎛ Waters, USA)를 사용하였으며, 이동상으로

는 0.1% formic acid in water(A)과 Acetonitrile(B)를 사용하였다. 이동상의 비율(A:B)은 

80:20(5 min)에서 70:30(12 min), 40:60(25 min), 20:80(35 min), 80:20(40 min)으로 순차적

으로 변화시켜 측정하였고, 유속은 0.6 mL/min, injvol 은 20 µL, 파장은 338 nm, 40분 

동안 측정하였다. 

     ④ 최적추출조건 예측 및 실증시험

      새싹채소(브로콜리&땅콩)의 추출조건 최적화를 위하여 추출물의 중요한 품질인자로 고

려되는 추출수율, 총 페놀화합물 함량, 총플라보노이드 함량 및 지표성분 함량을 최대로 설

정하여 반응표면을 superimposing 하여 최적 추출조건 범위를 예측하였다. 또한 예측된 범

위에서 임의의 점을 설정하여 회귀식에 대입한 후 그 예측된 값들에 대하여 동일조건에서 

실제 실험을 통하여 얻은 실험치를 비교하였다.

     ⑤ 통계 처리

      최적 효소처리 조건 설정을 위한 중심합성계획법은 statistical analysis                  

    system(SAS, version 9.4 SAS institute) 프로그램을 이용하여 회귀분석하였다.
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    (2) 연구 수행 결과

     (가) 추출조건에 따른 새싹브로콜리 추출물의 이화학적 특성

추출조건에 따른 새싹브로콜리 추출물의 추출수율은 3.35~4.00%의 범위로 나타났으며   

(Table 2-11), 이를 바탕으로 한 회귀식은 Table 2-12와 같다. 한편 lack of fit(적합 결여검

정) 값은 model의 적합도를 검정하는 통계량으로 P값이 0.05보다 작을 때 model의 적합성

에 문제가 있으며, 이보다 클 때 model이 적합하다고 판단하는 통계 값이다. 추출수율 값에 

대한 lack of fit의 P-value는 0.3091로 나타나 model 적합성이 인정되었다(Table 2-12). 추

출수율에 대한 R2값은 0.8120의 신뢰도를 보였으며, P<value는 5% 이내 유의수준을 보였다. 

추출조건에 대한 영향은 추출시간보다 추출온도에 큰 영향을 미치는 것으로 확인되었다

(Table 2-13). 추출조건에 따라 반응표면모델로 예측된 회귀분석 결과 정상점이 최대점으로 

나타났으며, 최적점을 산출한 결과 추출수율의 최댓값은 3.93%이며, 이때의 추출조건은 추

출온도 71.42℃, 추출시간 7.57 hr로 나타났다(Table 2-14). 새싹브로콜리 추출물에 대한 추

출  조건별 반응표면의 변화는 Fig. 2-9와 같다.

추출조건에 따른 새싹브로콜리 추출물의 총 페놀화합물 함량은 1.99~2.46 mg/mL의 범

위로 나타났으며(Table 2-11), 이를 바탕으로 한 회귀식은 Table 2-12와 같다. 총 페놀화합

물 함량에 대한 R2값은 0.9613의 높은 신뢰도를 보였으며, P<value는 1% 이내 유의적인 결

과를 나타냈다. 새싹브로콜리 추출물의 총 페놀화합물 함량 값에 대한 lack of fit의 

p-value는 0.2031로 나타나 model 적합성이 인정되었다(Table 2-12). 추출조건에 대한 영향

은 추출온도와 추출시간 모두에 큰 영향을 받고 있는 것으로 나타났다(Table 2-13). 추출조

건에 따를 새싹브로콜리 추출물의 반응표면모델로 예측된 회귀분석 결과 정상점이 최대점

으로 나타났으며, 최적점을 산출한 결과 추출수율의 최댓값은 2.40 mg/mL이며, 이때의 추

출조건은 추출온도 60.42℃, 추출시간 8.04 hr로 나타났다(Table 2-14). 새싹브로콜리 추출물

에 대한 추출조건별 반응표면의 변화는 Fig. 2-10과 같다.

추출조건에 따른 새싹브로콜리 추출물의 총플라보노이드 함량의 범위는 1.42~1.87 

mg/mL였으며(Table 2-11), 이를 바탕으로 한 회귀식은 Table 2-12와 같다. R2값은 0.9761로 

회귀방정식에 대한 설명력이 높았으며, P<value는 1%이내의 유의수준을 보였다. 새싹브로

콜리 추출물의 총플라보노이드 함량 값의 lack of fit의 P-value는 0.2012로 나타나 적합성

이 인정되었다(Table 2-12). 추출조건에 대한 영향은 Table 2-13과 같이 추출온도와 추출시

간 두 조건 모두에서 큰 영향을 받고 있는 것을 알 수 있었으며, 추출온도 보다 추출시간

에 더 큰 영향을 받고 있는 것으로 나타났다. 추출조건에 따라 반응표면 모델로 예측된 회

귀분석 결과 정상점이 최대점으로 나타났으며, 총플라보노이드 함량은 1.87 mg/mL이었으

며, 이때의 추출조건은 75.43℃, 7.17 hr로 나타났다(Table 2-14). 새싹브로콜리 추출물의 총

플라보노이드 함량값에 대한 추출조건별 반응표면의 변화는 Fig. 2-11과 같다. 

추출조건에 따른 새싹브로콜리 추출물의 rutin 함량은 15.52~24.53 ㎍/mL의 범위로 나타

났으며(Table 2-11), 이를 바탕으로 한 회귀식은 Table 2-12와 같다. Rutin 함량에 대한 R2

값은 0.8948의 높은 신뢰도를 보였으며, P<value는 1% 이내 유의적인 결과를 나타냈다. 새

싹브로콜리 추출물의 rutin 함량 값에 대한 lack of fit의 p-value는 0.2117로 나타나 model 

적합성이 인정되었다(Table 2-12). 추출조건에 대한 영향은 추출온도와 추출시간 모두에 큰 
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영향을 받고 있는 것으로 나타났다(Table 2-13). 추출조건에 따를 새싹브로콜리 추출물의 

반응표면모델로 예측된 회귀분석 결과 정상점이 최대점으로 나타났으며, 최적점을 산출한 

결과 rutin 함량의 최댓값은 23.37 ㎍/mL이며, 이때의 추출조건은 추출온도 63.13℃, 추출시

간 6.82 hr로 나타났다(Table 2-14). 새싹브로콜리 추출물에 대한 추출조건별 rutin 함량에 

대한 반응표면의 변화는 Fig. 2-12와 같다. 

추출조건에 따른 새싹브로콜리 추출물의 quercetin 함량의 범위는 0.67~1.23 ㎍/mL였으

며(Table 2-11), 이를 바탕으로 한 회귀식은 Table 2-12와 같다. R2값은 0.8088로 회귀방정

식에 대한 설명력이 높았으며, P<value는 5%이내의 유의수준을 보였다. 새싹브로콜리 추출

물의 quercetin 함량 값의 lack of fit의 p-value는 0.1472로 나타나 적합성이 인정되었다

(Table 2-12). 추출조건에 대한 영향은 Table 2-13과 같이 추출온도와 추출시간 두 조건 모

두에서 영향을 받고 있으며, 추출온도 보다 추출시간에 더 큰 영향을 받고 있는 것으로 나

타났다. 추출조건에 따라 반응표면 모델로 예측된 회귀분석 결과 정상점이 최대점으로 나

타났으며, quercetin 함량은 1.16 mg/mL이었으며, 이때의 추출조건은 68.17℃, 6.71 hr로 나

타났다(Table 2-14). 새싹브로콜리 추출물의 quercetin 함량값에 대한 추출조건별 반응표면

의 변화는 Fig. 2-13과 같다.

추출조건에 따른 새싹브로콜리 추출물의 sulforaphane 함량은 4.88~1.73 ㎍/mL의 범위

로 나타났으며(Table 2-11), 이를 바탕으로 한 회귀식은 Table 2-12와 같다. Sulforaphane 

함량에 대한 R2값은 0.8672의 높은 신뢰도를 보였으며, P<value는 1% 이내 유의적인 결과

를 나타났다(Table 2-12). 새싹브로콜리 추출물의 sulforaphane 함량 값에 대한 lack of fit의 

p-value는 0.1400으로 나타나 model 적합성이 인정되었다(Table 2-12). 추출조건에 대한 영

향은 추출온도와 추출시간 모두에 큰 영향을 받고 있는 것으로 나타났다(Table 2-13). 추출

조건에 따를 새싹브로콜리 추출물의 반응표면모델로 예측된 회귀분석 결과 정상점이 최대

점으로 나타났으며, 최적점을 산출한 결과 sulforaphane 함량의 최댓값은 6.84 ㎍/mL이며, 

이때의 추출조건은 추출온도 58.26℃, 추출시간 7.52 hr로 나타났다(Table 2-14). 새싹브로콜

리 추출물에 대한 추출조건별 sulforaphane 함량에 대한 반응표면의 변화는 Fig. 2-14와 같

다.



- 140 -

Table 2-11. Experimental data physicochemical characteristics of broccoli sprouts extract 

under different extraction conditions based on central composite design by response surface 

analysis

Exp. 

No1)

Physicochemical characteristics

Total 

yield (%)

Total phenol 

content 

(mg/mL)

Total 

flavonoid 

content 

(mg/mL)

Rutin 

content 

(㎍/mL)

Quercetin 

content

(㎍/mL)

Sulforaphane 

content

(㎍/mL)

1 3.86 2.16 1.83 19.48 1.03 5.87

2 3.75 2.14 1.68 21.05 1.13 6.26

3 3.96 2.46 1.74 24.53 1.03 7.13

4 3.68 2.20 1.54 20.89 0.96 6.22

5 4.00 2.31 1.87 21.35 1.09 6.33

6 3.78 2.36 1.84 22.91 1.17 6.72

7 3.86 2.37 1.85 23.31 1.14 6.82

8 3.83 2.33 1.81 23.26 1.23 6.81

9 3.94 2.38 1.83 23.10 1.08 6.77

10 3.72 1.99 1.78 15.52 0.84 6.19

11 3.35 2.18 1.56 20.19 0.96 6.04

12 3.85 2.22 1.75 18.41 0.97 5.60

13 3.57 2.01 1.42 20.76 0.67 4.88

1)The number of experimental condition by central composite design.
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Table 2-13. Regression analysis for extraction conditions of broccoli sprouts extract

Response
F-Ratio

Temperature (℃) Time (hour)

  Total yield 7.30** 4.12*

  Total phenol content 38.63*** 32.30***

  Total flavonoid content 32.97*** 73.82***

  Rutin content 18.15*** 6.78**

  Quercetin content 4.11* 8.27**

  Sulforaphane content 3.78* 14.80***

*Significant at 10% level; **significant at 5% level; ***significant at 1% level.

Table 2-14. Predicted levels of optimum extraction conditions for the maximum responses of 

broccoli sprouts extract by the ridge analysis

Response

Predicted response

Morphology
Response

Temp. 

(℃)

Time

(hour)
Result

Total yield (%)
Min 52.85 3.93 3.34

Maximum
Max 71.42 7.57 3.93

Total phenol content

(mg/mL)

Min 88.58 7.47 1.94
Maximum

Max 60.42 8.04 2.40

Total flavonoid content 

(mg/mL)

Min 61.68 2.36 1.38
Maximum

Max 75.43 7.17 1.87

Rutin content 

(㎍/mL)

Min 87.08 8.07 14.00
Maximum

Max 63.13 6.82 23.37

Quercetin content 

(㎍/mL)

Min 61.65 2.36 0.70
Maximum

Max 68.17 6.71 1.16

Sulforaphane content 

(㎍/mL)

Min 62.15 2.32 4.72
Maximum

Max 58.26 7.52 6.84
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Fig. 2-9. Contour map(top) and response surface(bottom) for total yield of broccoli sprouts 

extract as a extraction condition of temperature and time.
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Fig. 2-10. Contour map(top) and response surface(bottom) for total phenol content of broccoli 

sprouts extract as a extraction condition of temperature and time.
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Fig. 2-11. Contour map(top) and response surface(bottom) for total flavonoid content of 

broccoli sprouts extract as a extraction condition of temperature and time.
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Fig. 2-12. Contour map(top) and response surface(bottom) for rutin content of broccoli sprouts 

extract as a extraction condition of temperature and time.
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Fig. 2-13. Contour map(top) and response surface(bottom) for quercetin content of broccoli 

sprouts extract as a extraction condition of temperature and time.
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Fig. 2-14. Contour map(top) and response surface(bottom) for sulforaphane content of broccoli 

sprouts extract as a extraction condition of temperature and time.
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     (나) 새싹브로콜리의 최적 추출조건의 예측 및 실증 시험

새싹브로콜리의 발효를 위한 전처리 조건으로 최적 추출조건을 설정하기 위하여 각 특

성값의 반응표면을 superimposing하여 Fig. 2-15에 나타내었다. 각 항목의 최적 추출조건으

로 도출된 최대값의 반응표면을 한 도면에 합한 결과 추출수율, 총 페놀화합물 함량, 총플

라보노이드 함량 rutin, quercetin 및 sulforaphane 함량의 반응표면의 그림이 완전 또는 부

분적으로 적합하였고, 그 일치하는 부분을 각 독립변수의 범위를 읽어 최적 추출조건의 범

위로 설정하였다. 이 반응표면으로부터 설정될 수 있는 최적 조건 범위는 Fig. 2-15의 짙은 

부분으로 새싹브로콜리 추출물의 최적 추출조건은 추출온도 67℃, 추출시간 7.3 시간을 최

적 추출조건으로 예측되었다(Table 2-15). 

각 성분의 반응표면을 superimposing 하여 예측된 최적추출조건(추출온도 67℃, 추출시

간 7.3 시간)에서 실제 추출을 한 새싹브로콜리 추출물은 예측치와 실제 실험치의 비교를 

통하여 모델의 정확도를 검증하였다(Table 2-16). 그 결과, 최적 추출조건에서의 총플라보노

이드 함량은 예측된 조건에서의 값보다 실측된 값에서 그 함량이 높게 나타났고, 추출수율, 

총 페놀화합물 함량, 루틴 함량, 쿼세틴 함량 및 설포라판 함량 값은 실측값이 예측값보다 

다소 낮은 값을 나타내었다.

Fig. 2-15. Superimposed contour map for the optimization of total yield, total phenol, total 

flavonoid, rutin, quercetin and sulforaphane content as function of extraction temperature and 

time of broccoli sprouts extract
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Table 2-15. The optimum extraction condition of broccoli sprouts extract by superimposed 

response surface

Table 2-16. Comparison between predicted and observed condition for physicochemical 

qualities of broccoli sprouts extract

1) Calculated using the predicted equations for response variables.
2)Given optimal condition of independent variables : extraction temperature 67℃ and time 7.3 

hour

Extraction conditions Range of predicted condition

  Temperature (℃) 65 ∼ 69 (67)

  Time (hour) 6.4 ∼ 8.2 (7.3)

Physicochemical

qualities

Predicted 

condition(A)1)
Observed 

condition(B)2)
B/A×100(%)

 Total yield (%) 4.55 4.39±0.06 96.48

 Total phenol content (mg/mL) 2.39 1.96±0.11 82.00

 Total flavonoid content (mg/mL) 1.84 1.98±005 107.60

 Rutin content (㎍/mL) 23.02 22.56±0.71 98.00

 Quercetin content (㎍/mL) 1.15 1.08±0.10 94.91

 Sulforaphane content (㎍/mL) 6.77 6.52±0.59 96.30
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     (다) 추출조건에 따른 새싹땅콩 추출물의 이화학적 특성

추출조건에 따른 새싹땅콩 추출물의 추출수율은 3.14~4.29%의 범위로 나타났으며(Table 

2-17), 이를 바탕으로 한 회귀식은 Table 2-18과 같다. 추출수율에 대한 R2값은 0.8837의 신

뢰도를 보였으며, P<value는 1% 이내 유의수준을 보였다. 추출수율 값에 대한 lack of fit의 

p-value는 0.0768로 나타나 model 적합성이 인정되었다(Table 2-18). 추출조건에 대한 영향

은 추출온도보다 추출시간에 큰 영향을 미치는 것으로 확인되었다(Table 2-19). 추출조건에 

따라 반응표면모델로 예측된 회귀분석 결과 정상점이 최대점으로 나타났으며, 최적점을 산

출한 결과 추출수율의 최댓값은 4.26%이며, 이때의 추출조건은 추출온도 67.70℃, 추출시간 

8.35 hr로 나타났다(Table 2-20) 새싹땅콩 추출물에 대한 추출조건별 반응표면의 변화는 

Fig. 2-16과 같다.

추출조건에 따른 새싹땅콩 추출물의 총 페놀화합물 함량은 1.35~1.74 mg/mL의 범위로 

나타났으며(Table 2-17), 이를 바탕으로 한 회귀식은 Table 2-18과 같다. 총 페놀화합물 함

량에 대한 R2값은 0.9826의 높은 신뢰도를 보였으며, P<value는 1% 이내 유의적인 결과를 

나타냈다. 새싹땅콩 추출물의 총 페놀화합물 함량 값에 대한 lack of fit의 p-value는 0.0665

로 나타나 model 적합성이 인정되었다(Table 2-18). 추출조건에 대한 영향은 추출온도와 추

출시간 모두에 큰 영향을 받고 있는 것으로 나타났다(Table 2-19). 추출조건에 따를 새싹땅

콩 추출물의 반응표면모델로 예측된 회귀분석 결과 정상점이 최대점으로 나타났으며, 최적

점을 산출한 결과 총 페놀화합물 함량의 최댓값은 1.76 mg/mL이며, 이때의 추출조건은 추

출온도 71.59℃, 추출시간 7.56 hr로 나타났다(Table 2-20). 새싹땅콩 추출물에 대한 추출조

건별 반응표면의 변화는 Fig. 2-17과 같다.

추출조건에 따른 새싹땅콩 추출물의 총플라보노이드 함량의 범위는 0.18~0.36 mg/mL였

으며(Table 2-17), 이를 바탕으로 한 회귀식은 Table 2-18과 같다. R2값은 0.7856로 회귀방

정식에 대한 신뢰도를 보였으며, P<value는 5%이내의 유의수준을 보였다. 새싹땅콩 추출물

의 총플라보노이드 함량 값의 lack of fit의 p-value는 0.3353으로 나타나 적합성이 인정되

었다(Table  2-18). 추출조건에 대한 영향은 Table 2-19와 같이 추출시간 큰 영향을 받고 

있는 것을 알 수 있었으며, 추출온도에서는 영향을 받지 않는 것으로 나타났다. 추출조건에 

따라 반응표면 모델로 예측된 회귀분석 결과 정상점이 최대점으로 나타났으며, 총플라보노

이드 함량은 0.31 mg/mL이었으며, 이때의 추출조건은 73.41℃, 6.41 hr로 나타났다(Table  

2-20). 새싹땅콩 추출물의 총플라보노이드 함량값에 대한 추출조건별 반응표면의 변화는 

Fig. 2-18과 같다. 

추출조건에 따른 새싹땅콩 추출물의 resveratrol 함량은 0.11~0.19 ㎍/mL의 범위로 나타

났으며(Table 2-17), 이를 바탕으로 한 회귀식은 Table 2-18과 같다. Resveratrol 함량에 대

한 R2값은 0.9155의 높은 신뢰도를 보였으며, P<value는 1% 이내 유의적인 결과를 나타냈

다. 새싹땅콩 추출물의 Resveratrol 함량 값에 대한 lack of fit의 P-value는 0.0640으로 나

타나 model 적합성이 인정되었다(Table 2-18). 추출조건에 대한 영향은 추출온도와 추출시

간 모두에 큰 영향을 받고 있는 것으로 나타났다(Table 2-19). 추출조건에 따를 새싹땅콩 

추출물의 반응표면모델로 예측된 회귀분석 결과 정상점이 최대점으로 나타났으며, 최적점

을 산출한 결과 Resveratrol 함량의 최댓값은 0.19 ㎍/mL이며, 이때의 추출조건은 추출온도 

76.25℃, 추출시간 9.79 hr로 나타났다(Table 2-20). 새싹땅콩 추출물에 대한 추출조건별 반

응표면의 변화는 Fig. 2-19와 같다.
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Table 2-17. Experimental data physicochemical characteristics of peanut sprouts extract under 

different extraction conditions based on central composite design by response surface analysis

Exp. 

No1)

Physicochemical characteristics

Total yield (%)
Total phenol 

content (mg/mL)

Total flavonoid 

content (mg/mL)

Resveratrol

(㎍/mL)

1 3.85 1.74 0.29 0.18

2 3.58 1.59 0.26 0.16

3 4.10 1.69 0.25 0.14

4 3.67 1.53 0.20 0.13

5 4.21 1.73 0.30 0.17

6 4.15 1.74 0.34 0.17

7 4.24 1.71 0.36 0.18

8 4.01 1.71 0.33 0.17

9 4.21 1.72 0.29 0.18

10 3.79 1.51 0.28 0.14

11 3.65 1.44 0.26 0.11

12 4.29 1.67 0.23 0.19

13 3.14 1.35 0.18 0.13

1)The number of experimental condition by central composite design.
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Table 2-19. Regression analysis for extraction conditions of peanut sprouts extract

Response
F-Ratio

Temperature (℃) Time (hour)

  Total yield 4.45** 15.29***

  Total phenol content 60.97*** 92.55***

  Total flavonoid content 2.04 7.78**

  Resveratrol content 18.31*** 8.16**

*Significant at 10% level; **significant at 5% level; ***significant at 1% level.

Table 2-20. Predicted levels of optimum extraction conditions for the maximum responses of 

peanut sprouts extract by the ridge analysis

Response

Predicted response

Morphology
Response

Temp. 

(℃)

Time

(hour)
Result

Total yield  (%)
Min 64.74 2.14 3.14

Maximum
Max 67.70 8.35 4.26

Total phenol content

(mg/mL)

Min 60.99 2.42 1.34

Maximum

Max 71.59 7.56 1.76

Total flavonoid content

(mg/mL) 

Min 64.87 2.13 0.15

Maximum

Max 73.41 6.41 0.31

Resveratrol content 

(㎍/mL)

Min 50.28 5.32 1.00

Maximum

Max 76.25 9.79 0.19
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Fig. 2-16. Contour map(top) and response surface(bottom) for total yield of peanut sprouts 

extract as a extraction condition of temperature and time.
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Fig. 2-17. Contour map(top) and response surface(bottom) for total phenol content of peanut 

sprouts extract as a extraction condition of temperature and time.



- 157 -

Fig. 2-18. Contour map(top) and response surface(bottom) for total flavonoid content of 

peanut sprouts extract as a extraction condition of temperature and time.
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Fig. 2-19. Contour map(top) and response surface(bottom) for resveratrol content of peanut 

sprouts extract as a extraction condition of temperature and time.
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     (라) 새싹땅콩의 최적 추출조건의 예측 및 실증 시험

새싹땅콩의 발효를 위한 전처리 조건으로 최적 추출조건을 설정하기 위하여 각 특성 

값의 반응표면을 superimposing하여 Fig. 2-20에 나타내었다. 각 항목의 최적 추출조건으로 

도출된 최대값의 반응표면을 한 도면에 합한 결과 추출수율, 총 페놀화합물 함량 및 총플

라보노이드 함량에 대한 반응표면의 그림이 완전 또는 부분적으로 적합하였고, 그 일치하

는 부분을 각 독립변수의 범위를 읽어 최적 추출조건의 범위로 설정하였다. 이 반응표면으

로부터 설정될 수 있는 최적 조건 범위는 Fig. 8의 짙은 부분으로 새싹땅콩 추출물의 최적 

추출조건은 추출온도 68℃, 추출시간 7.0 시간을 최적 추출조건으로 예측되었다(Table 

2-21).

각 성분의 반응표면을 superimposing 하여 예측된 최적추출조건(추출온도 68℃, 추출시

간 7.0 시간)에서 실제 추출을 한 새싹땅콩 추출물은 예측치와 실제 실험치의 비교를 통하

여 모델의 정확도를 검증하였다(Table 2-22). 그 결과, 최적 추출조건에서의 추출수율과 총

플라보노이드 함량은 예측된 조건에서의 값보다 실측된 값에서 그 함량이 높게 나타났고, 

총 페놀화합물 함량 값은 실측값이 예측값보다 다소 낮은 값을 나타내었다.

Fig. 2-20. Superimposed contour map for the optimization of total yield, total phenol, total 

flavonoid and resveratrol content as function of extraction temperature and time of peanut 

sprouts extract
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Table 2-21. The optimum extraction condition of peanut sprouts extract by superimposed 

response surface

Table 2-22. Comparison between predicted and observed condition for physicochemical 

qualities of peanut sprouts extract

1) Calculated using the predicted equations for response variables.
2)Given optimal condition of independent variables : extraction temperature 68℃ and time 7.0 

hour

Extraction conditions Range of predicted condition

  Temperature (℃) 64 ∼ 72 (68) 

  Time (hour) 6.5 ∼ 7.6 (7.0) 

Physicochemical

qualities

Predicted 

condition(A)1)
Observed 

condition(B)2)
B/A×100(%)

 Total yield (%) 4.23 4.80±0.06 113.47

 Total phenol content (mg/mL) 1.76 1.25±0.08 71.02

 Total flavonoid content (mg/mL) 0.31 0.34±0.02 109.67

 Resveratrol content (㎍/mL) 0.17 0.16±0.02 94.11
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   나. 새싹채소(새싹브로콜리&새싹땅콩) 발효 균주 분리

    (1) 연구 수행 방법

     (가) 실험재료

본 연구에서 사용된 새싹채소(땅콩 및 브로콜리)는 2018년에 수확된 것을 나눔공동체

(안동)와 주식회사 광야(양평)에서 새싹땅콩과 새싹브로콜리를 각각 구입하여 실험에 사용

하였다. 이들 새싹채소는 일정한 크기로 잘라 10배수의 물을 가하여 추출조건 실험에 사용

하였다.

     (나) 유산균 분리

유산균 분리에 사용한 발효식품은 재래시장에서 구입하거나 가정에서 수집하여  사용

하였으며, 각 10 g을 90 mL의 생리멸균식염수로 현탁하여 10-4까지 희석한 후 0.004% 

Bromophenol blue(BPB)가 첨가된 MRS agar 배지에 100 μL 씩 도말하고, 37℃에서 24시간 

배양 후 나타난 독립된 colony 중 특징적인 colony를 순수 분리하였다. 순수 분리한 유산균

은 MRS agar plate에 접종하여 37℃에서 24시간 배양한 후 4℃ 냉장보관하면서 사용하였

다.

     (다) β-Glucosidase 활성 균주 선발

β-Glucosidase 활성을 갖는 균주의 선발을 위해 esculin agar(esculin 0.1%, peptones 

1.8%, ferric citrate 0.1%, agar 2%)법을 이용하여 esculin이 함유된 esculin agar 배지에 균

주를 접종하여 배지 내에서의 색깔 변화를 관찰하였다. Esculin은 β-glucosidas에 의하여 

glucose 와 esculin으로 분리 되며 esculin은 ferric ammonium citrate와 반응하여 colony 주

위에 black complex를 형성하게 된다(Fig. 2-21). 따라서 colony 주위에 black complex를 형

성하는 균주를 β-glucosidase 활성을 가지는 균주로 판단하였다.

Fig 2-21.  Decomposition of esculin into β-glucose and esculetin by β-glucosidase.
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     (라) β-Glucosidase 활성능 측정

β-Glucosidase 활성 측정은 1% CMC(carboxymethyl cellulose)가 첨가된 MRS 배지에 12시

간 전배양한 균주를 접종하여 37℃에서 24시간 배양 후, 배양액을 4℃에서 3000 rpm으로 

15분간 원심분리하여 세포를 제거하고, 상층액을 0.5mL 취하여 1 mL의 5 mM ρ-NPG 용

액과 혼합한 후 37℃에서 30분간 반응시켰다. 반응액은 1 mL의 1M Na2CO3 용액을 첨가하

여 반응을 중지시키고, 생성된 ρ-NP(p-nitrophenol) 405 nm에서 흡광도를 측정한 후 ρ

-NP의 검량곡선을 이용하여 농도를 환산하였다.

     (마) 분리유산균주의 생장조건 확립 

새싹땅콩과 새싹브로콜리 추출액을 농도별로 (5, 10, 15, 20, 50 및 100%) 첨가한 MRS 

agar에 분리균주를 획선도말하여 37℃에서 24시간 배양 후 균의 생장정도를 관찰하였다.

     (바) 새싹채소 추출액의 유산발효 검토

      ① 균주 선별 : 분리균주의 새싹채소에 대한 발효능을 조사하기 위해 새싹채소 10%를 

첨가하여 추출한 추출물을 기본 배지로 하여 위에서 선별된 유산균 3종을 MRS broth 

배지에 12시간 전배양 후 2% 접종 후 발효시간을 달리하여 발효하였다. 

      ② 부원료 과즙 농축액 첨가 : 새싹채소 추출물에 부원료(과채농축액 65 °Brix)를 0, 5, 

10, 15% 첨가하여 85℃에서 30분 살균 후 12시간 전 배양된 균주를 2% 접종 후 37℃

에서 0, 1, 2, 3일 동안 발효하였다.

      ③ 생균수, pH 및 산도 측정: 유산균수(lactic acid bacteria) 측정은 발효액 1 mL를 취하

여 10배수로 희석한 희석액을 MRS agar에 접종하여 37℃에서 24시간 배양 후 노란

색 colony 집락을 계수하였다. pH는 pH meter (AG 8603, Mettler-Torledo, 

Schwerzenbach, Switzerland)로 측정하였으며, 적정산도는 0.1N NaOH로 pH 8.3이될 

때까지 적정하고 이때 소비된 0.1N NaOH 양으로부터 lactic acid 함량(%)으로 나타내

었다.

     (사) 선발균주의 염기서열 분석과 계통분류

        유산균 선발균주의 16S rRNA gene은 sequencing을 통하여 분석하였으며, NCBI data 

base(National Center for Biotechnology Information, Martland, USA)를 이용하여 분리된 

균주와 type strain의 similarity(%)를 확인하였다. 
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    (2) 연구 수행 결과

     (가) 새싹브로콜리 발효를 위한 유산균 분리

      ① 균주 분리

발효식품(김치) 시료로부터 11종의 유산균을 분리하였다(Fig. 2-22.). 일부 발효식품에서

는 숙성에 따라 유산균이 거의 검출되지 않는 시료도 있었다. 발효식품으로부터 분리한 균

주는 DU. La. B-1~7과 DU. LAB. K-1~3로 명명하였으며, 분리한 균주는 계대배양을 실시하

여 단독 colony를 순수분리 하였다. 발효식품의 종류와 숙성도에 따른 colony의 분포는 달

랐으며 희석배수가 10-3~10-5 일 때 균주의 분리가 가장 용이하였다(Table 2-23).

Fig. 2-22. Formation of colony on the MRS-BPB agar containing broccoli sprout by lactic acid 

bacteria. 1 : Watery kimchi, 2 : Fresh kimchi, 3 : Kimchi, 4 : Radish kimchi

Strain Sample Colony color

  DU. La. B-1   Watery kimchi   Sky blue

  DU. La. B-2   Fresh kimchi   Sky blue

  DU. La. B-3   Fresh kimchi   Blue

  DU. La. B-4   Fresh kimchi   Blue

  DU. La. B-5   Kimchi   Sky blue

  DU. La. B-6   Kimchi   Sky blue

  DU. La. B-7   Kimchi   Blue

  DU. La. B-8   Kimchi   Blue

  DU. LAB. K-1   Radish kimchi   Sky blue

  DU. LAB. K-2   Radish kimchi   Sky blue

  DU. LAB. K-3   Radish kimchi   Blue

Table 2-23. List of isolated lactic acid bacteria of broccoli sprouts
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      ② 분리유산균의 β-glucosidase 활성균주 선발

β-glucosidase 활성 균주를 선발하고자 esculin agar법을 사용하였다. 새싹브로콜리의 

분리유산균들이 esculin에 의해 black complex의 생성 여부에 따른 결과는 Fig. 2-23과 같으

며, black complex 길이는 Table 16과 같다. Esculin agar에서 black complex 생성은 DU. 

La. B-1균주를 제외한 모든 분리유산균에서 colony 주변에 black circle을 형성하여 β

-glucosidase 활성이 있는 것으로 나타났으며, DU. LAB. K-3 균주가 black complex 길이가 

가장 크게 나타났다.

Fig. 2-23. Screening on esculin agar of isolated shoot broccoli lactic acid bacteria producing 

β-glucosidase activity   

      ③ 선발된 균주들의 β-glucosidase 활성능 측정

새싹브로콜리에서 분리된 11종의 유산균에 대한 β-glucosidase활성을 측정한 결과는 

Table 2-24와 같이 esculin agar에서 black complex 생성하지 않은 DU. La. B-1균주가 β

-glucosidase 활성이 2.74 mU/mL로 가장 낮게 나타났으며, DU. La. B-7균주가 β

-glucosidase 활성이 5.85 mU/mL로 가장 높은 활성을 나타내었다. 
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Strain Length of black complex 
(mm)

β-glucosidase activity 

(unit : mU/ml)

  DU. La. B-1 0.00±0.00 2.74±0.06

  DU. La. B-2 14.33±1.15 4.68±0.03

  DU. La. B-3 15.00±2.65 4.79±0.04

  DU. La. B-4 18.00±1.73 4.94±0.06

  DU. La. B-5 18.67±0.58 4.92±0.08

  DU. La. B-6 16.00±1.00 4.85±0.04

  DU. La. B-7 21.67±0.58 5.85±0.01

  DU. La. B-8 20.67±0.58 5.69±0.07

  DU. LAB. K-1 21.67±0.58 5.09±0.04

  DU. LAB. K-2 22.33±0.58 4.64±0.11

  DU. LAB. K-3 23.00±1.00 4.75±0.03

Table 2-24. The length of black complex on the esculin agar plate and β-glucosidase 

activity for isolation broccoli sprout lactic acid bacteria 

      ④ 분리유산균주의 생장조건 확립 

새싹브로콜리 추출액을  5, 10, 15, 20, 50, 100% 함유한 배지에서 분리유산균주의 생육

능을 검토 한 결과는 Table 2-25와 같다. DU. La. B-1과 DU. LAB. K-7균주를 제외한 모든 

분리유산균들은 새싹브로콜리 추출액이 함유된 배지에서 colony가 뚜렷하게 생성된 것을 

알 수 있었다. 

 

Strain
Broccoli sprout extraction(%)

5 10 15 20 50 100

  DU. La. B-1 + + + + + +

  DU. La. B-2 +++ +++ +++ +++ +++ +++

  DU. La. B-3 +++ +++ +++ +++ +++ +++

  DU. La. B-4 +++ +++ +++ +++ +++ +++

  DU. La. B-5 +++ +++ +++ +++ +++ +++

  DU. La. B-6 +++ +++ +++ +++ +++ +++

  DU. La. B-7 +++ +++ +++ +++ +++ +++

  DU. La. B-8 +++ +++ +++ +++ +++ +++

  DU. LAB. K-1 +++ +++ +++ +++ +++ +++

  DU. LAB. K-2 +++ +++ +++ +++ +++ +++

  DU. LAB. K-3 +++ ++ ++ ++ ++ ++

Table 2-25. Studies on the growth ability of a agar containing broccoli sprout extract 
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      ⑤ 새싹브로콜리의 유산발효 검토

       ㉮ 균주 선별 : 발효식품으로부터 분리한 유산 균주에 대한 새싹브로콜리 발효 여부를 

검토하기 위하여 새싹브로콜리에 β-glucosidase 활성능이 좋은 3종의 균주(DU. La. 

Broccoli-7. 8, DU. LAB. K-1)를 배양하여 37℃ incubator에서 48시간 배양하여 생균

수, pH, 산도를 측정하여 균주의 성장 및 발효능을 확인하였다(Table 2-26). 그 결과 

3종의 균주 모두가 새싹브로콜리에서 성장이 가능한 것으로 나타났으며, 세 균주 모

두가 24시간 내에 왕성하게 증식하는 것으로 보였으며, 발효 종류 후 DU. LAB. K-1

에서 가장 많은 균수 증가량을 보였다. pH의 경우는 모든 균주에서 발효시간이 경과

할수록 감소하는 것으로 나타났으며, DU. LAB. K-1 균주에서 가장 낮은 pH 값이 측

정되었다. 산도의 경우는 균주 간에 큰 차이가 없는 것으로 나타났으며, 발효 24시간 

동안 산도가 크게 증가하는 경향을 보였으며, 24시간 후 48시간 까지는 산도의 변화

가 거의 없는 것으로 나타났다. 따라서 새싹브로콜리의 발효를 위해서는 유산균수 증

가량과 pH 감소폭이 가장 큰 DU. LAB. K-1 균주를 발효균주로 선정하였다.

Fermentation 

time (day)
DU. La. B-7 DU. La. B-8 DU. LAB. K-1

pH

0 5.64±0.01 5.45±0.00 5.20±0.00

1 4.04±0.00 3.99±0.00 3.75±0.00

2 4.07±0.00 3.99±0.00 3.80±0.00

Acidity(%)

0 0.08±0.01 0.09±0.00 0.08±0.00

1 0.19±0.00 0.20±0.00 0.21±0.00

2 0.18±0.00 0.18±0.00 0.22±.000

Viable cell count 

(Log10 CFU/ml) 

0 11.09±0.00 11.08±0.01 11.13±0.02

1 17.65±0.00 17.47±0.02 17.70±0.00

2 19.07±0.01 18.80±0.00 19.45±0.01

Table 2-26. pH, acidity and viable cell count change with broccoli sprout fermentation time 

and different LAB 

       ㉯ 부원료 과co 농축액 첨가 : 새싹브로콜리의 유산발효에 부원료 첨가가 새싹브로콜리

의 발효에 미치는 영향을 조사하기 위해 부원료(과채 농축액, 65 °Bx))의 농도를 0, 

5, 10, 15% 첨가하여  DU, LAB. K-1 균주를 접종하여 37℃에서 하루간격으로 3일간 

발효하여 pH, 산도 및 생균수를 측정한 결과는 Table 2-27과 Fig. 2-24에 나타내었

다. pH의 경우 부원료 무첨가군과 농도별 첨가군간의 큰 차이가 없이 모두 유사한 

pH 변화를 나타내었으며, 그중 부원료를 5% 첨가하였을 때 가장 크게 감소하는 것으

로 나타났다. 산도의 경우는 발효 완료 후 부원료 무첨가군의 산도 증가량이 0.15%

였으나, 부원료를 첨가하여 발효 한 경우 산도의 증가량이 0.62~0.75%로 부원료 첨가

한 경우 산도증가량이 월등히 높은 것으로 나타났으며, 부원료 첨가 농도가 많을수록 

산도 증가량이 큰 것으로 나타났다. 생균수의 경우는 무첨가군과 농도별 첨가군 간에 

큰 차이가 없이 모든 시험군에 있어 유사한 균수 생장과 증가량을 보였다, 따라서 새

싹브로콜리의 발효를 위해 부원료의 무첨가보다는 최저 농도인 5%의 첨가가 발효에 
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좋은 것으로 생각된다.

Time (day)
Sub. material concentration (%)

0 5 10 15

pH

0 5.29±0.01 5.25±0.00 5.20±0.01 5.18±0.01

1 3.74±0.00 3.60±0.00 3.71±0.01 3.81±0.01

2 3.79±0.01 3.45±0.01 3.55±0.00 3.65±0.00

3 3.78±0.00 3.37±0.00 3.47±0.00 3.57±0.00

Acidity(%)

0 0.08±0.00 0.13±0.00 0.17±0.00 0.21±0.00

1 0.23±0.01 0.54±0.00 0.64±0.01 0.71±0.00

2 0.23±0.01 0.65±0.00 0.84±0.01 0.92±0.00

3 0.23±0.00 0.75±0.01 0.89±0.00 0.96±0.00

Viable cell 

count 

(Log10 

CFU/ml) 

0 11.09±0.00 11.09±0.00 11.10±0.00 11.10±0.00

1 19.90±0.00 20.17±0.01 20.13±0.01 19.74±0.01

2 22.39±0.01 23.14±0.01 22.97±0.00 22.12±0.03

3 23.34±0.02 22.76±0.03 23.26±0.02 23.25±0.03

Table 2-27. pH, acidity and viable cell count change with broccoli sprout different sub. 

material concentration 

Fig. 2-24. pH, acidity and viable cell count change with broccoli sprout different 

sub. material concentration
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      ⑥ 선발 균주의 염기서열 분석과 계통분류

         분리 균주 중 β-glucosidase 활성능이 높고, 새싹브로콜리에서 발효가 가 장 우수한 

DU. LAB. K-1 균주를 16 rRNA gene의 염기서열을 분석한 결과 Table 2-28과 같다. 

NCBI Blast search를 통해 DU. LAB. K-1를 분석한 결과 Pediococcus acidilactici 종들과 

99%의 유사성을 보였으며 표준균주와의 유연관계를 나타낸 phylogenetic 과정의 결과

는 Fig. 2-25와 같다. 본 실험에서 분리된 균주를 Pediococcus acidilactici로 동정하고 

Pediococcus acidilactici DU. LAB. K-1로 명명하였다.

Table 2-28. Result of 16R rRNA partial sequencing of DU. LAB. K-1 

Standard strain Difference/compared Similarity

 Pediococcus acidilactici DSM 20284 3/1433 99%

 Pediococcus acidilactici NGRI 0510Q  17/1440 98%

 Pediococcus pentosaceus strain DSM 20336 3/1433 98%

 Pediococcus stilesii strain FAIR-E 180 1/1432 98%

 Pediococcus claussenii strain ATCC BAA-344 5/1431 97%

Fig. 2-25. Phylogenetic tree based on 16S rRNA gene sequence, showing the phylogenetic 

relationships among strain DU. LAB. K-1  isolated and related species.  
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나 새싹땅콩 발효를 위한 유산균 분리

      ① 균주분리

         발효식품으로부터 유산균을 분리하기 위하여 BPB를 첨가한 MRS agar을 사용하였다. 

여러 발효식품 시료를 생리멸균식염수를 이용하여 10-1 ~ 10-4으로 희석하여 MRS agar 

plate에 도말하여 37℃에서 배양한 후, 균주의 크기, 색, 모양, 투명도 등을 관찰하여 

총 11균주를 순수분리하여 DU. La. P로 명명하였다(Table 2-29).  MRS-BPB agar는 맹 

등의 연구를 참고하면 Lactobacillus들은 균락이 크고 진한 청색을 띠며 Streptococcus

속 균들은 작고 흰색의 균이고, Leuconostoc들은 균락이 크고 주변이 하늘색 colony를 

띤다고 보고하였다. 새싹땅콩과 4개의 분리원을 MRS broth에서 하루정도 배양하여 

MRS-BPB agar에서 도말하였으며(Fig. 2-26), 

Strain Sample Colony color

DU. La. P-1    Watery kimchi   Sky blue

DU. La. Ps-2    Fresh kimchi   Sky blue

DU .La. P-3    Fresh kimchi   Blue

DU. La. P-4    Kimchi   Sky blue

DU. La. P-5    Kimchi   Sky blue

DU. La. P-6    Kimchi   Blue

DU. La. P-7    Kimchi   Blue

DU. La. P-8    Watery kimchi 2   Sky blue

DU. La. P-9    Watery kimchi 2   Sky blue

DU. La. P-10    Watery kimchi 2   White

DU. La. P-11    Watery kimchi 2   Blue

Table 2-29. List of isolated lactic acid bacteria of peanut sprouts
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Fig. 2-26. Formation of colony on the MRS-BPB agar containing peanut sprout by 

lactic acid bacteria. 1 : Watery kimchi, 2 : Fresh kimchi, 3 : Kimchi, 4 : Watery 

kimchi 2

      ② 분리유산균의 β-glucosidase 활성균주 선발

         β-glucosidase 활성 균주를 선발하고자 esculin agar법을 사용하였다. 새싹땅콩에서 

분리한 유산균들의 esculin에 의해 black complex의 생성 여부에 따른 결과는 Fig. 2-27

과 같으며, black complex 길이는 Table 2-30와 같다. Esculin agar에서 black complex 

생성은 DU.La..P-1균주를 제외한 모든 분리유산균에서 colony 주변에 black circle을 형

성하여 β-glucosidase 활성이 있는 것으로 나타났으며, DU. La. P-9균주가 black 

complex 길이가 가장 크게 나타났다.

Fig. 2-27. Screening on esculin agar of isolated peanut sprout lactic acid bacteria 

producing β-glucosidase activity
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Strain Length of black complex 
(mm)

β-glucosidase activity 

(unit : mU/mL)

DU. La. P-1 0.00±0.00 2.59±0.06

DU. La. P-2 16.00±1.00 4.70±0.10

DU .La. P-3 11.67±1.53 4.52±0.16

DU. La. P-4 19.33±1.53 4.61±0.04

DU. La. P-5 17.67±0.58 4.77±0.13

DU. La. P-6 13.67±0.58 4.88±0.03

DU. La. P-7 20.33±0.58 5.08±0.09

DU. La. P-8 20.00±2.00 4.87±0.15

DU. La. P-9 22.33±1.53 4.60±0.04

DU. La. P-10 19.33±1.15 4.65±0.05

DU. La. P-11 21.00±1.00 5.30±0.03

Table 2-30. The length of black complex on the esculin agar plate and β-glucosidase 

activity for isolation peanut sprout lactic acid bacteria 

      ③ 선발된 균주들의 β-glucosidase 활성능 측정

         새싹땅콩에서 분리된 11종의 유산균에 대한 β-glucosidase활성을 측정한 결과는 

Table 2-30과 같이 esculin agar에서 black complex 생성하지 않은 DU. La. P-1균주가 

β-glucosidase 활성이 2.59 mU/mL로 가장 낮게 나타났으며, DU. La. P-11균주가 β

-glucosidase 활성이 5.30 mU/mL으로 가장 높은 활성을 나타내었다. 

      ④ 분리유산균주의 생장조건 확립 

         새싹땅콩 추출액을  5, 10, 15, 20, 50, 100% 함유한 배지에서 분리유산균주의 생육능

을 검토 한 결과는 Table 2-31과 같다. DU. La. P-1, 3균주를 제외한 모든 분리유산균

들은 새싹땅콩 추출액이 함유된 배지에서 colony가 뚜렷하게 생성된 것을 알 수 있었

다. 
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Strain
Peanut sprouts extract (%)

5 10 15 20 50 100

DU. La. P-1 ++ ++ + + + +

DU. La. P-2 +++ +++ +++ +++ +++ +++

DU .La. P-3 ++ ++ ++ ++ ++ ++

DU. La. P-4 +++ +++ +++ +++ +++ +++

DU. La. P-5 +++ +++ +++ +++ +++ +++

DU. La. P-6 +++ +++ +++ +++ +++ +++

DU. La. P-7 +++ +++ +++ +++ +++ +++

DU. La. P-8 +++ +++ +++ +++ +++ +++

DU. La. P-9 +++ +++ +++ +++ +++ +++

 DU. La. P-10 +++ +++ +++ +++ +++ +++

 DU. La. P-11 +++ +++ +++ +++ +++ +++

Table 2-31. Studies on the growth ability of a agar containing peanut sprout extract 

      ⑤ 새싹땅콩의 유산발효 검토

       ㉮ 균주 선별 : 발효식품으로부터 분리한 유산 균주에 대한 새싹땅콩 발효 여부를 검토

하기 위하여 새싹땅콩에 β-glucosidase 활성능이 좋은 3종의 균주를 배양하여 37℃ 

incubator에서 48시간 배양하여 생균수, pH, 산도를 측정하여 균주의 생장 및 발효

능을 확인하였다(Table 2-32). 그 결과 3종의 균주 모두가 새싹땅콩에서 생장이 가

능한 것으로 나타났으며, DU. La. P-7과 11 균주는 24시간 내에 균주가 왕성하게 

증식하는 것으로 보였으며, 발효 종류 후 DU. La. P-11에서 가장 많은 균수 증가량

을 보였다. pH의 경우는 모든 균주에서 발효시간이 경과할수록 감소하는 것으로 나

타났으며, 균주 간에 차이는 없는 것으로 나타났다. 산도의 경우 또한 균주 간에 큰 

차이가 없는 것으로 나타났으며, 발효 24시간 동안 산도가 크게 증가하는 경향을 보

였으며, 24시간 후 48시간 까지는 산도의 변화가 거의 없는 것으로 나타났다. 따라

서 새싹땅콩의 발효를 위해서는 유산균수 증가량이 가장 큰 DU, La. P-11균주를 발

효균주로 선정하였다.
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Fermentation 

time (day)
DU. La. P-7 DU. La. P-8 DU. La. P-11

pH
0 5.44±0.00 5.37±0.00 5.32±0.00
1 3.70±0.01 3.68±0.00 3.70±0.00
2 3.67±0.01 3.67±0.00 3.65±0.00

Acidity(%)
0 0.05±0.00 0.05±0.00 0.05±0.01
1 0.22±0.01 0.25±0.01 0.24±0.01
2 0.24±0.00 0.26±0.00 0.25±0.00

Viable cell count 

(Log10 CFU/mL) 

0 10.87±0.01 11.08±0.02 11.12±0.03
1 17.47±0.03 13.54±0.34 17.49±0.01
2 18.12±0.03 17.29.±0.01 18.43±0.01

Table 2-32. pH, acidity and viable cell count change with peanut sprouts fermentation time 

and different LAB 

       ㉯ 부원료 과채 농축액 첨가 : 새싹땅콩의 유산발효를 위해 부원료 첨가가 새싹땅콩의 

발효에 미치는 영향을 조사하기 위해 부원료(과채 농축액, 65 °Bx)를 0, 5, 10, 15% 

첨가하여  DU, La. P-11균주를 접종하여 37℃에서 하루 간격으로 3일간 발효하여 

pH, 산도 및 생균수를 측정한 결과는 Table 2-33에 나타내었다. pH의 경우 부원료 

무첨가군과 농도별 첨가군 간에 큰 차이가 없이 모두 유사한 pH 변화를 나타내었으

며, 그 중 부원료를 5% 첨가하였을 때 가장 크게 감소하는 것으로 나타났다. 산도의 

경우는 발효 완료 후 부원료 무첨가군의 산도 증가량이 0.16%였으나, 부원료를 첨가

하여 발효 한 경우 산도의 증가량이 0.48～0.52%로 부원료 첨가한 경우 산도증가량

이 월등히 높은 것으로 나탔다. 반면 부원료 농도별 첨가군 간에는 차이를 보이지 

않는 것으로 나타났으며, 발효 1일째에 산도가 급격히 증가하였다. 생균수의 경우는 

부원료 무첨가군과 농도별 첨가군 간에 큰 차이가 없이 모든 시험군에 있어 유사한 

균수 생장과 증가량을 보였다, 따라서 새싹땅콩의 발효를 위해 부원료의 무첨가보다

는 최저 농도인 5%의 첨가가 발효에 좋은 것으로 사료된다.
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Time (day)
Sub. material concentration (%)

0 5 10 15

pH

0 5.10±0.01 5.21±0.00 5.19±0.00 5.18±0.00

1 3.69±0.01 3.59±0.00 3.76±0.01 3.91±0.00

2 3.71±0.00 3.49±0.01 3.64±0.01 3.77±0.00

3 3.65±0.00 3.47±0.01 3.60±0.00 3.71±0.00

Acidity(%)

0 0.06±0.00 0.12±0.00 0.17±0.01 0.22±0.02

1 0.22±0.00 0.55±0.00 0.56±0.00 0.58±0.01

2 0.20±0.00 0.69±0.00 0.69±0.00 0.73±0.00

3 0.22±0.00 0.62±0.03 0.65±0.01 0.74±0.00

Viable cell 

count 

(Log10 

CFU/ml) 

0 11.01±0.00 11.10±0.00 11.11±0.00 11.12±0.00

1 19.79±0.01 20.17±0.02 19.69±0.01 19.14±0.03

2 21.61±0.04 23.29±0.00 22.90±0.00 19.15±0.21

3 22.95±0.01 22.45±0.21 24.74±0.03 23.61±0.00

Table 2-33. pH, acidity and viable cell count change with peanut sprout different sub. 

material concentration 

Fig. 2-28. pH, acidity and viable cell count change with peanut sprout different sub. material 

concentration 
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      ⑥ 선발 균주의 염기서열 분석과 계통분류

         분리 균주 중 β-glucosidase 활성능이 높고, 새싹브로콜리에서 발효가 가장 우수한 

DU. La. P-11 균주를 16 rRNA gene의 염기서열을 분석한 결과 Table 2-34와 같다. 

NCBI Blast search를 통해 DU. LAB. K-1를 분석한 결과 Pediococcus pentosaceus 종과 

99%의 유사성을 보였으며 표준균주와의 유연관계를 나타낸 phylogenetic 과정의 결과

는 Fig. 2-29와 같다. 본 실험에서 분리된 균주를 Pediococcus pentosaceus로 동정하고 

Pediococcus pentosaceus DU. La. P-11로 명명하였다.

Table 2-34. Result of 16R rRNA partial sequencing of DU. La. P-11 

Standard strain Identities Gaps

  Pediococcus pentosaceus strain DSM 20336 1446/1449 (99%) 2/1449 (0%)

  Pediococcus stilesii strain FAIR-E 180 1424/1448 (99%) 0/1448 (0%)

  Pediococcus acidilactici strain DSM 20284 1421/1449 (98%) 2/1449 (0%)

  Pediococcus claussenii strain ATCC BAA-344  1409/1451 (97%) 4/1451 (0%)

  Pediococcus argentinicus strain CRL 776 1408/1450 (97%) 4/1450 (0%)

  Pediococcus acidilactici strain NGRI 0510Q 1411/1455 (97%) 16/1455 (1%)

  Pediococcus claussenii strain P06 1406/1451 (97%) 3/1451 (0%)

Fig. 2-29. Phylogenetic tree based on 16S rRNA gene sequence, showing the phylogenetic 

relationships among strain DU. La. P-11 isolated and related species.
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    다. 새싹채소(새싹브로콜리&새싹땅콩) 추출물의 발효조건 설정

    (1) 연구 수행 방법

     (가) 새싹채소(새싹브로콜리&새싹땅콩) 추출물 제조

       새싹채소(새싹브로콜리&새싹땅콩) 발효를 위한 전처리로 최적의 추출조건을 설정한 결

과에 따라 새싹브로콜리의 경우는 추출온도 67℃, 추출시간 7.3시간, 새싹땅콩의 경우 추

출온도 68℃, 추출시간 7.0시간으로 추출 후 감압농축하여 최종 농도를 15 °Brix하여 유

산발효를 위한 원료로 사용하였다.

     (나) 새싹채소의 유산발효조건 설정

       새싹채소(브로콜리&땅콩)의 발효조건을 최적화하기 위하여 반응표면분석법(repose 

surface methodology, RSM)을 이용하였다. 발효조건은 중심합성계획법(Central Composite 

Design, CCD)을 이용하였다. 새싹채소의 발효조건은 Table 2-35, 2-36와 같이 세 개의 독

립변수를 5수준으로 발효시간(X1 : 24, 36, 48, 60, 72 hr) 및 새싹채소추출물의 농도(X2 : 

4, 6, 8, 10, 12 °Brix), 부원료(과채농축액, 65 °Brix)농도(X3 : 2, 4, 6, 8, 10 °Brix)로 

하였고, 종속변수는 유산발효 후 유산균수(Log10 CFU/mL), pH 감소량, 산도증가량, lactic 

acid 함량, 유효성분 함량을 측정하였다. 또한 유산발효 조건이 새싹땅콩과 새싹브로콜리 

추출물의 종속변수(발효특성 및 유효성분 함량 변화)에 미치는 영향을 예측된 모델식을 

바탕으로 Mathematica program을 이용하여 4차원 반응표면분석으로 해석하였다.

Fermentation conditions -2 -1 0 1 2

X1 Time (hour) 24 36 48 60 72

X2 Sprouts conc. (°Brix) 4 6 8 10 12

X3 Sub. material conc. (°Brix) 2 4 6 8 10

Table 2-35. Experimental design of lactic acid fermentation conditions for broccoli and 

peanut sprouts extract
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Exp. No1)
Fermentation conditions

Time (hour) Sprouts concentration (°Brix)
Sub. material 

concentration (°Brix)

1 60(1) 10(1) 8(1)

2 60(1) 10(1) 4(-1)

3 60(1) 6(-1) 8(1)

4 60(1) 6(-1) 4(-1)

5 36(-1) 10(1) 8(1)

6 36(-1) 10(1) 4(-1)

7 36(-1) 6(-1) 8(1)

8 36(-1) 6(-1) 4(-1)

9 48(0) 8(0) 6(0)

10 48(0) 8(0) 6(0)

11 48(0) 8(0) 6(0)

12 48(0) 8(0) 6(0)

13 48(0) 8(0) 6(0)

14 72(2) 8(0) 6(0)

15 24(-2) 8(0) 6(0)

16 48(0) 12(2) 6(0)

17 48(0) 4(-2) 6(0)

18 48(0) 8(0) 10(2)

19 48(0) 8(0) 2(-2)

Table 2-36. Central composite design for the optimization of lactic acid fermentation 

condition for broccoli and peanut sprouts extract

1)The number of experimental condition by central composite design

     (다) 분석방법

      ① 생육도, pH 및 산도 측정

        유산균수는 MRS 배지를 사용하여 표준한천배양법으로 생균수를 측정하였  다. pH는 

pH meter(Metter Toledo Group, Switzerland)를 사용하여,  적정 산도는 0.1 N NaOH용액

으로 pH 8.3으로 중화 적정하여 소비된 0.1 N NaOH용액을 lactic acid 함량(%)으로 환산

하였다. 

      ② Lactic acid 함량 분석 

        유기산 분석을 위해 시료를 0.45 ㎛ membrane filter로 여과하여 HPLC로 분석하였다. 

유기산 분석조건은 AminexⓇHPX-87H(7.5×300 mm, 9 m, BIO-RAD Laboratories, USA)

를 사용하여 5 mM sulfuric acid를 유속 0.6 mL/min의 조건으로 PDA 214 nm에서 분석

하였다. 모든 표준물질은 Sigma-Aldrich Co.(St, Louis, MO, USA) 제품으로 사용하였다.
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     ③ 유효성분 함량 측정

        지표성분 함량은 시료 용액을 0.45 ㎛ membrane filter로 여과한 후, Alliance e2695 

HPLC System (Waters Co., Milford, MA, USA)로 분석하였다. 표준품은 rutin, quercetin, 

resveratrol을 이용하여 표준 검량선을 작성한 후 각각의 함량을 계산하였다.

     (라) 최적 유산발효조건 예측 및 실증실험

  새싹채소(브로콜리&땅콩) 추출물의 유산 발효 최적화를 위한 유산 발효액의 중요한 품

질인자로 고려되는 유산균 수, 산도 증가량, lactic acid 함량 및 유효성분 함량을 최대로 

설정하여 반응표면을 superimposing 했을 때 중복되는 부분의 범위에서 최적조건을 설정

하였고, 예측된 범위에서 임의의 중심점을 최적 조건으로 예측한 뒤 각 회귀식에 대입하

여 예측값을 설정하였다. 또한 예측된 값에 대하여 동일조건에서 실제 실험을 통하여 얻

은 실험치를 비교하였다.

    (마) 통계 처리

       최적 효소처리 조건 설정을 위한 중심합성계획법은 statistical analysis                 

      system(SAS, version 9.4 SAS institute) 프로그램을 이용하여 회귀분석하였다.
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    (2) 연구 수행 결과

     (가) 새싹브로콜리 추출물의 유산발효조건 최적화

      ① 유산발효조건에 따른 발효적 특성 

         새싹브로콜리 추출물의 최적 유산발효 조건을 설정하기 위해 발효시간, 새싹브로콜리 

추출물 농도 및 부원료 농도를 독립변수로 하여 중심합성계획에 의해 설계된 19구의 

발효조건에서 얻어진 발효물의 특성은 Table 2-37과 같다. 각각의 결과를 이용하여 반

응표면분석을 실시하고, 유산균수, pH 감소량, 산도 증가량, 젖산 함량 값에 대한 회귀

식을 얻었다(Table 2-38). 또한 변수별 최적발효조건과 발효 특성값을 예측하여 Table 

2-39에 나타냈으며, 이들의 4차원 반응표면을 발효시간, 새싹브로콜리 추출물농도, 및 

부원료 농도를 독립변수로 하여 Fig. 2-30 ~Fig. 2-33에 나타내었다.

Table 2-37. Experimental data on physicochemical characteristics  of broccoli sprouts extract 
under different fermentation condition based on central composite design by response surface 
analysis 

1)The number of experimental condition by central composite design.

Exp. No1)
Physicochemical characteristics

Lactic acid 
bacteria count 

(CFU/mL)
pH Acidity (%) Lactic acid 

content (mg/mL)

1 14.26 1.87 1.44 13.56

2 13.81 1.83 1.38 12.49

3 14.06 2.00 1.39 12.27

4 13.09 2.07 1.37 11.44

5 11.83 1.73 1.41 12.72

6 11.90 1.82 1.35 12.23

7 12.40 1.94 1.23 12.04

8 11.94 2.02 1.20 10.76

9 13.50 1.97 1.43 12.89

10 13.40 1.99 1.42 12.70

11 13.42 1.97 1.42 13.34

12 13.24 1.95 1.45 13.04

13 13.31 1.97 1.42 12.91

14 14.55 1.91 1.45 13.53

15 11.41 1.76 1.13 10.93

16 12.02 1.78 1.41 14.05

17 11.98 2.03 1.26 11.27

18 12.79 1.85 1.40 12.78

19 11.85 1.93 1.34 11.88
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Table 2-38. Polynomial equations calculated by RSM program for fermentation conditions of 

broccoli sprouts extract

Term

Coefficient

Lactic acid bacteria 
count (CFU/mL)

pH Acidity (%)
Lactic acid content 

(mg/mL)

Intercept(β0)

Linear 3.673091 1.660557 -0.594510 0.408395

β1 0.026555 0.020663 0.040441 0.169379

β2 1.121833 -0.005397 0.172019 0.802525

β3 0.851765 -0.013657 0.039873 0.848066

Quadratic

β11 -0.000547 -0.000227 -0.000245 -0.001498

β22 0.007969 -0.003784 -0.006005 -0.027052

β33 -0.080954 -0.004721 -0.003818 -0.047677

Cross product

β12 0.007969 0.000052083 -0.001406 0.000990

β13 0.005365 0.000573 -0.000052083 0.000677

β23 -0.032813 0.004062 0.002187 -0.017188

Lack of fit
p-value 0.0535 0.0529 0.0559 0.2174

R2 0.9786 0.9575 0.9628 0.8762

Significance <.0001 <.0001 <.0001 0.0038

         중심합성계획법에 따라 Table 2-35과 같은 각 독립변수의 범위를 설정한 후, Design 

Expert를 이용하여 Table 2-36와 같이 19가지의 발효 조건을 설정하고 새싹브로콜리 

추출물을 유산발효 하였다. 발효조건에 따른 새싹브로콜리 발효물의 유산균 수는 11.41

∼14.55 Log 10 CFU/mL의 범위로 나타났으며(Table 2-37), 이를 바탕으로 한 회귀식은 

Table 2-38과 같다. 유산균수에 대한 R2값은 0.9786으로 높은 신뢰도를 보였으며, 

P-value는 1% 이내 유의수준을 보였다. 유산균수 값의 model에 대한 lack of fit의 

P-value는 0.0535로 나타나 model이 적합한 것으로 나타났다(Table 2-38). 효소처리 조

건에 대한 영향에서 환원당 함량의 경우 발효시간 > 새싹브로콜리 추출물 농도 > 부원

료 농도 순으로 세 가지 조건 모두에서 영향을 크게 받는 것으로 나타났다(Table 

2-39). 발효조건에 따라 반응표면모델로 예측된 회귀분석 결과 정상점은 최대점으로 나

타났으며, 최적점을 산출한 결과 유산균수의 최댓값은 14.99 Log 10 CFU/mL이고 이때

의 발효조건은 발효시간 70.85 hr, 새싹브로콜리 추출물 농도 8.64 °Brix 및 부원료 농

도 7.03 °Brix로 나타났다(Table 2-40). 실험조건에 따라 얻은 발효물의 유산균수에 대

한 4차원 반응표면은 Fig. 2-30과 같이 최대점의 형태를 나타내었으며, 새싹브로콜리 
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추출물 농도가 높고, 발효시간이 길수록 증가하는 것으로 나타났다. 

  발효조건에 따른 새싹브로콜리 발효물의 pH 감소량은 1.73∼2.07의 범위로 나타났으

며(Table 2-37), 이를 바탕으로 한 회귀식은 Table 2-38과 같으며, 이 모델에 대한 회귀

식의 R2값은 0.9575로 1% 이내의 유의성이 인정되었다. ANOVA 결과 pH 감소량을 위

한 발효조건 model에 대한 lack of fit의 P-value는 0.0529로 나타나 model이 적합한 것

으로 나타났다(Table 2-38). pH 감소량은 발효시간, 새싹브로콜리 추출물농도, 부원료 

농도 모두에서 영향을 받고 있는 것으로 나타났다(Table 2-39). Table 2-40과 같이 pH 

감소량의 예측된 정상점은 최대점으로 최댓값이 2.09이었고, 이때 발효시간 50.77 시간, 

새싹브로콜리 추출물 농도 4.37 °Brix 및 부원료 농도 4.37 °Brix이었다. 새싹브로콜

리 발효물의 pH 감소량은 발효조건에 따른 4차원 반응표면에서 볼 때 발효시간이 길

어질수록 감소량이 증가하는 것으로 나타났다 (Fig. 2-31).

         발효조건에 따른 새싹브로콜리 발효물에 대한 산도 증가량의 범위는 1.13~1.45%의 범

위로 나타났으며(Table 2-37), 이를 바탕으로 한 회귀식은 Table 2-38과 같다. 이 모델

에 대한 회귀식의 R2 값은 0.9628로 1% 이내의 유의성이 인정되었으며, 산도 증가량의 

model에 대한 lack of fit의 p-value는 0.0559로 나타나 model이 적합한 것으로 나타났

다(Table 2-38). 발효시간, 새싹브로콜리농도, 부원료 농도 순으로 모두에서 영향을 크

게 받는 것으로 나타났다(Table 2-39). 유산발효조건에 따라 반응표면모델로 예측된 정

상점이 최대점으로 나타났으며, 최적점을 산출한 결과 산도 증가량의 최대값은 1.46%

이었고, 이때 발효 시간은 55.28 hr,  새싹브로콜리 농도 9.29 °Brix 및 부원료농도 

9.61 °Brix이었다(Table 2-40). 4차원 반응표면을 통한 유산발효조건에 따른 산도증가

량의 변화는 Fig. 2-32과 같이 새싹브로콜리 발효물의 산도 증가량은 발효조건에 따른 

4차원 반응표면에서 볼 때 발효시간 50∼60 hr, 새싹브로콜리 농도 8∼10 °Brix, 부원

료 농도 6∼10 °Brix의 범위에서 가장 높은 산도 증가량은 보이는 것으로 나타났다.

         유산발효조건에 따른 새싹브로콜리 발효물에 대한 lactic acid 함량은 1093∼14.05 

mg/mL의 범위로 나타났으며(Table 2-37), 이를 바탕으로 한 lactic acid 함량의 회귀식

은 Table 2-38과 같고 R2값은 0.8762로 1% 이내의 수준에서 유의성이 확인되었다. 

Lactic acid 함량의 lack of fit의 p-value은 0.2174로 나타나 model이 적합한 것으로 나

타났다(Table 2-38). 유산발효조건에 대한 영향은 Table 2-39에서와 같이 새싹브로콜리 

추출물 농도에 영향이 가장 크며, 다음으로 발효시간, 부원료 농도 순으로 영향을 받는 

것으로 나타났다. 유산발효조건에 따라 반응표면모델로 예측된 정상점은 최대점으로 

최대값이 13.99 mg/mL이었고, 이때 발효 시간은 58.51 hr, 새싹브로콜리농도 

11.47°Brix 및 부원료 농도 6.90 °Brix이었다(Table 2-40). 4차원 반응표면을 통한 유

산발효조건에 따른 lactic acid 함량의 변화는 Fig. 2-33과 같이 새싹브로콜리 추출물 농

도가 높을수록 lactic acid 함량이 증가하는 것으로 나타났다.
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 Response

 F-Ratio

Fermentation 
time (hour)

Broccoli sprouts 
concentration (%)

Sub. material

concentration  (%)
Lactic acid bacteria
count 
(Log10 CFU/ml)

76.92*** 18.98*** 16.42***

pH decrement 14.55*** 34.56*** 6.20**

Acidity increment 41.76*** 21.16*** 4.54**

Lactic acid content 5.32** 8.09*** 3.38*

Table 2-39. Regression analysis of lactic acid fermentation conditions of broccoli sprouts 

extract 

*Significant at 10% level; **significant at 5% level; ***significant at 1% level.

Table 2-40. Predicted levels of optimum lactic acid fermentation conditions for the maximum 

responses of broccoli sprouts extract by the ridge analysis 

Response

Predicted response

Morphology
Resp-o

nse

Time 
(hr)

Broccoli sprout 
conc.  (°Brix)

Sub. material 
conc.(°Brix)

Result

Lactic acid
bacteria count
(Log10
CFU/ml)

Min 29.72 10.51 6.64 11.05

Maximum
Max 70.85 8.64 7.03 14.99

pH decrement
Min 29.45 10.39 6.83 1.71

Maximum
Max 50.77 4.37 4.37 2.09

Acidity

increment (%)

Min 28.33 5.71 5.80 1.08
Maximum

Max 55.28 9.29 9.61 1.46

Lactic acid

content

(mg/mL)

Min 33.63 5.57 3.90 10.52
Maximum

Max 58.51 11.47 6.90 13.99
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Fig. 2-30. Response surface for lactic acid bacteria count in broccoli sprouts extract at 

constant values (lactic acid bacteria content : 12.2-13.2-14.2 Log10 CFU/mL) according to 

fermentation time, broccoli sprouts extract concentration and sub. material concentration.

Fig. 2-31. Response surface for pH decrement in broccoli sprouts extract at constant values 

(pH decrement : 1.85-1.95-2.05) according to fermentation time, broccoli sprouts extract 

concentration and sub. material concentration.
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Fig. 2-32. Response surface for acidity increment in broccoli sprouts extract at constant 

values (acidity increment : 1.35-1.40-1.45%) according to fermentation time, broccoli sprouts 

extract concentration and sub. material concentration.

Fig. 2-33. Response surface for lactic acid content in broccoli sprouts extract at constant 

values (lactic acid content : 12.0-12.5-13.0 mg/mL) according to fermentation time, broccoli 

sprouts extract concentration and sub. material concentration.
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      ② 발효조건에 따른 새싹브로콜리 발효물의 지표성분 함량 모니터링

         새싹브로콜리 추출물의 최적 유산발효조건을 설정하기 위해 발효시간, 새싹브로콜리 

추출물 농도 및 부원료 농도를 독립변수로 하여 중심합성계획에 의해 설계된 19구의 

발효조건에서 얻어진 지표성분 함량 변화는 Table 2-41과 같다. 

          중심합성계획법에 따라 Table 2-35과 같은 각 독립변수의 범위를 설정한 후, Design 

Expert를 이용하여 Table 2-36와 같이 19가지의 발효 조건을 설정하고 새싹브로콜리 

추출물을 유산발효 하였다. 발효조건에 따른 새싹브로콜리 발효물의 sulforaphane 함량

은 18.97∼12.34 ㎍/mL의 범위로 나타났으며(Table 2-41), 이를 바탕으로 한 회귀식은 

Table 2-42과 같다. Sulforaphane 함량에 대한 R2값은 0.8471로 높은 신뢰도를 보였으

며, P-value는 1% 이내 유의수준을 보였다. Sulforaphane 함량의 model에 대한 lack of 

fit의 P-value는 0.2147로 나타나 model이 적합한 것으로 나타났다(Table 2-42). 발효조

건에 대한 영향에서 sulforaphane 함량의 경우 새싹브로콜리 추출물 농도>발효시간 순

으로 영향을 크게 받는 것으로 나타났으며, 부원료 농도에서는 영향을 받지 않는 것을 

알 수 있었다(Table 2-43). 발효조건에 따라 반응표면모델로 예측된 회귀분석 결과 정

상점은 안장점으로 나타났으며, 능선분석을 하여 최적점을 산출한 결과 sulforaphane 

함량의 최댓값은 13.41 ㎍/mL이고 이때의 발효조건은 발효시간 56.79hr, 새싹브로콜리 

추출물 농도 4.48 °Brix 및 부원료 농도 7.20 °Brix로 나타났다(Table 2-44). 실험조건

에 따라 얻은 발효물의 sulforaphane 함량에 대한 4차원 반응표면은 Fig. 2-34과 같이 

안장점의 형태를 나타내었으며, 새싹브로콜리 추출물 농도가 낮고, 발효시간이 길수록 

증가하는 것으로 나타났다. 

         발효조건에 따른 새싹브로콜리 발효물의 rutin 함량은 2.89∼12.64 ㎍/mL의 범위로 나

타났으며(Table 2-41), 이를 바탕으로 한 회귀식은 Table 2-42와 같으며, 이 모델에 대

한 회귀식의 R2 값은 0.9767로 1% 이내의 유의성이 인정되었다. ANOVA 결과는 Table 

2-42와 같다. Rutin 함량을 위한 발효조건 model에 대한 lack of fit의 P-value는 0.0506

으로 나타나 model이 적합한 것으로 나타났다. Rutin 함량은 새싹브로콜리 추출물 농도

와 발효시간영향을 크게 받는 것으로 나타났다(Table 2-43). Table 2-44와 같이 Rutin 

함량의 예측된 정상점은 안장점으로 나타났으며, 능선분석을 하여 최대값을 산출한 결

과 rutin 함량의 최댓값이 12.765 ㎍/mL이었고, 이때 발효시간 53.50 시간, 새싹브로콜

리 추출물 농도 11.76 °Brix 및 부원료 농도 6.98 °Brix이었다. 새싹브로콜리 발효물

의 rutin 함량은 발효조건에 따른 4차원 반응표면에서 볼 때 새싹브로콜리 추출물 농도

가 높을수록 rutin 함량이 증가하는 것으로 나타났다 (Fig. 2-35).

         발효조건에 따른 새싹브로콜리 발효물의 quercetin 함량 범위는 0.85~1.62 ㎍/mL의 

범위로 나타났으며(Table 2-41), 이를 바탕으로 한 회귀식은 Table 2-42와 같다. 이 모

델에 대한 회귀식의 R2 값은 0.9120로 1% 이내의 유의성이 인정되었으며, quercetin 함

량의 model에 대한 lack of fit의 p-value는 0.0843으로 나타나 model이 적합한 것으로 

나타났다(Table 2-42). 새싹브로콜리농도, 부원료 농도, 발효시간 순으로 모두에서 영향

을 받는 것으로 나타났다(Table 2-43). 유산발효조건에 따라 반응표면모델로 예측된 정

상점이 안장점으로 나타났으며, 최적점을 산출한 결과 quercetin 함량의 최대값은 1.65 

㎍/mL이었고, 이때 발효 시간은 37.05 hr, 새싹브로콜리 농도 4.51 °Brix 및 부원료농

도 5.25 °Brix이었다(Table 2-44). 4차원 반응표면을 통한 유산발효조건에 따른 
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quercetin 함량의 변화는 Fig. 2-36에 나타내었다.

Table 2-41. Experimental data on active components of broccoli sprouts extract under 

different fermentation condition based on central composite design by response surface 

analysis 

1)The number of experimental condition by central composite design.

Exp. No1)

Active components

Sulforaphane increment 
content (㎍/mL)

Rutin 
decrement content 

(㎍/mL)

Quercetin increment 

content (㎍/mL)

1 9.13 10.70 1.10

2 8.97 9.82 1.10

3 11.98 5.51 1.25

4 11.70 5.34 1.34

5 10.02 10.31 0.85

6 12.17 8.10 1.29

7 11.44 4.84 1.37

8 10.93 4.62 1.49

9 11.02 8.09 1.19

10 10.19 7.74 1.12

11 10.11 8.36 1.16

12 10.14 7.83 1.18

13 9.95 7.80 1.23

14 9.38 9.07 1.25

15 10.21 6.28 1.32

16 9.99 12.64 1.08

17 12.34 2.89 1.62

18 10.34 7.39 1.16

19 9.94 7.72 1.28
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Table 2-42. Polynomial equations calculated by RSM program for fermentation conditions of 

broccoli sprouts extract

Term

Coefficient

Sulforaphane increment 
content (㎍/mL)

Rutin 
decrement content 

(㎍/mL)

Quercetin increment 

content (㎍/mL)

Intercept(β0)

Linear 5.079122 -5.002196 4.108497

β1 0.193880 0.126678 -0.046589

β2 0.516402 0.812568 -0.270785

β3 0.160270 0.146301 -0.112542

Quadratic

β11 -0.000594 -0.000690 0.000170

β22 0.064248 -0.019223 0.01086

β33 -0.086875 -0.032348 0.002061

Cross product

β12 -0.028125 0.003750 0.001719

β13 0.010833 -0.007188 0.002448

β23 -0.086875 0.084375 -0.007188

Lack of fit p-value 0.2147 0.0526 0.0843

R2 0.8471 0.9767 0.9120

Significance 0.0089 <.0001 0.0009

        

 Response

 F-Ratio

Fermentation 
time (hour)

Broccoli sprouts 
concentration (%)

Sub. material

concentration  (%)

Sulforaphane
increment content

4.52** 10.52*** 1.23

Rutin 
decrement content

5.45** 88.13*** 1.96

Quercetin increment

content
3.27* 18.63*** 4.42**

Table 2-43. Regression analysis of lactic acid fermentation conditions of broccoli sprouts 

extract 

*Significant at 10% level; **significant at 5% level; ***significant at 1% level.
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Table 2-44. Predicted levels of optimum lactic acid fermentation conditions for the maximum 

responses of broccoli sprouts extract by the ridge analysis 

Response

Predicted response

Morpholo

-gyResp-o

nse
Time (hr)

Broccoli 
sprout conc. 

(°Brix)

Sub. material 
conc. (°Brix)

Result

Sulforaphane
increment
content 
(㎍/mL)

Min 66.77 10.48 6.11 8.00

Saddle
Max 56.79 4.48 7.20 13.41

Rutin 
decrement
content 
(㎍/mL)

Min 44.80 4.10 6.74 2.67

Saddle
Max 53.50 11.76 6.98 12.75

Quercetin

increment

content 

(㎍/mL)

Min 38.38 10.48 8.69 0.88

Saddle
Max 37.05 4.51 5.25 1.65

Fig. 2-34. Response surface for sulforaphane increment content in broccoli sprouts extract at 

constant values (sulforaphane content : 11-12-13 ㎍/mL) according to fermentation time, 

broccoli sprouts extract concentration and sub. material concentration.
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Fig. 2-35. Response surface for rutin decrement content in broccoli sprouts extract at 

constant values (rutin content : 8-10-12 ㎍/mL) according to fermentation time, broccoli 

sprouts extract concentration and sub. material concentration.

Fig. 2-36. Response surface for quercetin increment content in broccoli sprouts extract at 

constant values (quercetin content : 1.0-1.1-1.2 ㎍/mL) according to fermentation time, 

broccoli sprouts extract concentration and sub. material concentration.
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      ③ 새싹브로콜리 추출물의 최적 유산발효조건 예측 및 실증실험

         새싹브로콜리 추출물의 발효조건을 설정하기 위하여 유산균 수, 산도증가량, 젖산 함

량 및 sulforaphane 함량 결과에 대하여 4차원 반응표념을 superimposing 하여 Fig. 

2-37의 겹쳐진 부분으로써 Table 2-45에 최적 발효조건을 나타내었다. 즉, 새싹브로콜

리 추출물의 최적 발효조건 범위는 발효시간 50~60 시간, 새싹브로콜리 추추물 농도 

8~12 °Brix 및 부원료 농도 4~7 °Brix로 나타났다. 따라서 이와 같은 예측결과에 대

한 모델식의 신뢰성을 확인하기 위하여 예측된 최적 조건의 범위 내에서 임의의 조건 

즉, 발효시간 55 시간, 새싹브로콜리 추출물 농도 10 °Brix 및 부원료 농도 5.5 °Brix

을 대입하여 실제 유산발효를 실시하여 발효 특성을 분석하였다(Table 2-46). 

Fermentation condition  Range of predicted condition
(optional point)

  Fermentation time (hour) 50~60 (55)

  Broccoli sprout concentration  (°Brix) 8~10 (9)

  Sub. material concentration (°Brix) 4~8 (6)

Table 2-45. The range of optimum lactic acid fermentation condition for maximum response 

variables by superimposing response surface of broccoli sprouts extract 

Fig. 2-37. Superimposed response surface for optimization of lactic acid bacteria count, acidity 

increment, lactic acid content and quercetin increment content for broccoli sprouts ferments
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Table 2-46. Comparison between predicted and observed condition for physicochemical 

qualities of their ferments

1) Calculated using the predicted equations for response variables.

Given optimal condition of independent variables : fermentation time 55 hr, Broccoli sprouts 

extract concentration  9 °Brix, Sub. material concentration 6 °Brix
2) Mean values of triplicates determinations.

Physicochemical

qualities

Predicted 

condition(A)1)
Observed 

condition(B)2)
B/A×100(%)

Lactic acid
bacteria count
(Log10 CFU/ml)

13.88 13.81±0.73 99.49

pH decrement 1.94 1.91±0.02 98.45

Acidity

increment (%)
1.46 1.45±0.10 99.31

Lactic acid

content (mg/mL)
13.38 13.56±0.81 101.34

Sulforaphane
increment
content (㎍/mL)

9.73 9.99±1.02 102.67

Rutin 
decrement
content (㎍/mL)

9.39 10.31±1.25 109.79

Quercetin
increment
content (㎍/mL)

1.17 1.12±0.09 95.72
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      ④ Sulforaphane 분석 크로마토그램

       ㉮ Standard chromatogram

       ㉯ 발효 전 새싹브로콜리 추출물

       ㉰ 발효 후 새싹브로콜리 추출물
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      ⑤ Rutin & quercetin 분석 크로마토그램

         ㉮ Standard chromatogram

       ㉯ 발효 전 새싹브로콜리 추출물

       ㉰ 발효 후 새싹브로콜리 추출물

Fig 2-38. Chromatogram for sulforaphane, rutin and quercetin content as effective Ingredient 

of broccoli sprouts extracts and fermented broccoli sprouts
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     (나) 새싹땅콩 추출물의 유산발효조건 최적화

      ① 유산발효조건에 따른 발효적 특성 

         새싹땅콩 추출물의 최적 유산발효 조건을 설정하기 위해 발효시간, 새싹땅콩 추출물 

농도 및 부원료 농도를 독립변수로 하여 중심합성계획에 의해 설계된 19구의 발효조건

에서 얻어진 발효물의 특성은 Table 2-47과 같다. 각각의 결과를 이용하여 반응표면분

석을 실시하고, 유산균수, pH 감소량, 산도 증가량, 젖산 함량 및 resveratrol 함량 값에 

대한 회귀식을 얻었다(Table 2-48). 또한 변수별 최적발효조건과 발효 특성값을 예측하

여 Table 2-49와 2-50에 나타냈으며, 이들의 4차원 반응표면을 발효시간, 새싹땅콩 추

출물농도, 및 부원료 농도를 독립변수로 하여 Fig. 2-39 ~ Fig. 2-43에 나타내었다. 

          발효조건에 따른 새싹땅콩 발효물의 유산균 수는 11.75∼14.86 Log 10 CFU/mL의 범

위로 나타났으며(Table 2-47), 이를 바탕으로 한 회귀식은 Table 2-48와 같다. 유산균수

에 대한 R2값은 0.8574으로 높은 신뢰도를 보였으며, P-value는 1% 이내 유의수준을 

보였다. 유산균수 값의 model에 대한 lack of fit의 P-value는 0.0981로 나타나 model이 

적합한 것으로 나타났다(Table 2-48). 발효조건에 대한 영향에서 유산균수의 경우 새싹

땅콩 추출물 농도와 발효시간에 영향을 받고 있는 것으로 나타났으며, 부원료 농도에

는 영향을 받지 않는 것으로 나타났다(Table 2-49). 발효조건에 따라 반응표면모델로 

예측된 회귀분석 결과 정상점은 최대점으로 나타났으며, 최적점을 산출한 결과 유산균

수의 최댓값은 15.20 Log 10 CFU/mL이고 이때의 발효조건은 발효시간 61.02 hr, 새싹

땅콩 추출물 농도 10.86 °Brix 및 부원료 농도 5.81 °Brix로 나타났다(Table 2-50). 실

험조건에 따라 얻은 발효물의 유산균수에 대한 4차원 반응표면은 Fig. 2-39와 같이 최

대점의 형태를 나타내었으며, 새싹땅콩 추출물 농도가 높고, 발효시간이 길수록 증가하

는 것으로 나타났다. 

         발효조건에 따른 새싹땅콩 발효물의 pH 감소량은 1.64∼2.07의 범위로 나타났으며

(Table 2-47), 이를 바탕으로 한 회귀식은 Table 2-48과 같으며, 이 모델에 대한 회귀식

의 R2 값은 0.9789로 1% 이내의 유의성이 인정되었다. ANOVA 결과 pH 감소량을 위한 

발효조건 model에 대한 lack of fit의 P-value는 0.1387로 나타나 model이 적합한 것으

로 나타났다(Table 2-48). pH 감소량은 발효시간, 새싹땅콩 추출물 농도 및 부원료 농

도 모두에서 큰 영향을 받고 있는 것으로 나타났으며, 새싹땅콩 추출물 농도와 부원료 

농도가 높고, 발효 시간이 길어질수록 pH 감소량이 증가하는 것으로 나타났다(Table 

2-49). pH 감소량의 예측된 정상점은 최대점으로 최댓값이 2.06이었고, 이때 발효시간 

57.29 시간, 새싹땅콩 추출물 농도 5.42 °Brix 및 부원료 농도 4.06 °Brix이었다(Table 

2-50). 새싹땅콩 발효물의 pH 감소량은 발효조건에 따른 4차원 반응표면에서 볼 때 발

효시간 40∼50 hr, 새싹땅콩 추출물 농도 8∼10 °Brix 및 부원료 농도 4∼6 °Brix의 

범위에서 가장 높은 pH 감소량을 보이는 것으로 나타났다 (Fig. 2-40). 

         발효조건에 따른 새싹땅콩 추출물에 대한 산도 증가량의 범위는 0.91~1.42%의 범위로 

나타났으며(Table 2-47), 이를 바탕으로 한 회귀식은 Table 2-48과 같다. 이 모델에 대

한 회귀식의 R2 값은 0.9549로 1% 이내의 유의성이 인정되었으며, 산도 증가량의 
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model에 대한 lack of fit의 p-value는 0.0502로 나타나 model이 적합한 것으로 나타났

다(Table 2-48). 발효시간, 새싹땅콩 추출물 농도 및 부원료 농도 세 가지 조건 모두에

서 영향을 받는 것으로 나타났다(Table 2-49). 유산발효조건에 따라 반응표면모델로 예

측된 정상점이 안장점으로 나타났으며, 최적점을 산출한 결과 산도 증가량의 최대값은 

1.55%이었고, 이때 발효시간은 65.06 hr, 새싹땅콩 추출물 농도 9.71 °Brix 및 부원료 

농도 3.77 °Brix이었다. (Table 2-50). 4차원 반응표면을 통한 유산발효조건에 따른 산

도증가량의 변화는 Fig. 2-41과 같이 새싹땅콩 추출물 농도가 높을수록 증가하는 것으

로 나타났다. 

         유산발효조건에 따른 lactic acid 함량은 8.87∼12.89 mg/mL의 범위로 나타났으며

(Table 2-47), 이를 바탕으로 한 lactic acid 함량의 회귀식은 Table 2-48과 같고 R2값은 

0.9604로 1% 이내의 수준에서 유의성이 확인되었다. Lactic acid 함량의 lack of fit의 

p-value은 0.1694로 나타나 model이 적합한 것으로 나타났다(Table 2-48). 유산발효조건

에 대한 영향은 Table 2-49에서와 같이 발효시간과 새싹땅콩 추출물 농도의 영향이 가

장 크며, 그 다음으로 부원료 농도의 영향을 받는 것으로 나타났다. 유산발효조건에 따

라 반응표면모델로 예측된 정상점은 최대점으로 최대값이 17.49 %이었고, 이때 발효시

간은 62.63 hr, 새싹땅콩 추출물 농도 11.08 °Brix 및 부원료 농도 5.26 °Brix이었

다.(Table 2-50). 4차원 반응표면을 통한 유산발효조건에 따른 lactic acid 함량의 변화는 

Fig. 2-42와 같다.

  유산발효 조건에 따른 새싹땅콩 발효물의 resveratrol 함량은 0.31∼0.87 ㎍/mL의 범

위로 나타났으며(Table 2-47), 이를 바탕으로 한 회귀식은 Table 2-48과 같으며, 이 모

델에 대한 회귀식의 R2 값은 0.8730로 1% 이내의 유의성이 인정되었다. ANOVA 결과,  

resveratrol 함량을 위한 발효조건 model에 대한 lack of fit의 P-value는 0.2047로 나타

나 model이 적합한 것으로 나타났다(Table 2-48). Resveratrol 함량은 새싹땅콩 추출물 

농도에서 가장 큰 영향을 받고 그 다음으로 부원료 농도에 영향을 받고 있는 것으로 

나타났으며, 발효시간에서는 영향을 받지 않는 것으로 나타났다(Table 2-49). 

Resveratrol 함량의 예측된 정상점은 최대점으로 최댓값이 0.85 ㎍/mL이었고, 이때 발

효시간은 52.19 hr, 새싹땅콩 추출물 농도 10.71 °Brix 및 부원료 농도 3.14 °Brix이었

다(Table 2-50). 발효물의 resveratrol 함량은 발효조건에 따른 4차원 반응표면에서 볼 

때 새싹땅콩 추출물 농도와 부원료 농도가 높을수록 resveratrol 함량이 증가하는 것으

로 나타났다(Fig. 2-43).
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Table 2-47. Experimental data on physicochemical characteristics  of peanut sprouts extract 
under different hydrolysis condition based on central composite design by response surface 
analysis 

1)The number of experimental condition by central composite design.

Exp. 

No1)

Physicochemical characteristics

Lactic acid bacteria 

count (Log 10 

CFU/mL)

pH

decrement

Acidity 
increment

(%)

Lactic acid 
content (mg/mL)

Resveratrol 
increment 
content
(㎍/mL)

1 14.80 1.84 1.39 12.89 0.66
2 14.85 1.92 1.56 13.16 0.80
3 12.12 1.93 1.26 9.59 0.37
4 12.08 2.07 1.33 10.43 0.41
5 13.98 1.73 1.33 11.15 0.62
6 13.84 1.80 1.24 10.80 0.87
7 12.96 1.84 1.08 9.53 0.47
8 12.57 1.93 1.02 8.96 0.46
9 14.03 1.98 1.33 11.07 0.65
10 14.44 1.97 1.34 11.20 0.74
11 14.86 1.96 1.37 11.39 0.73
12 14.74 1.99 1.35 11.73 0.66
13 14.57 1.95 1.39 11.33 0.79
14 14.04 1.93 1.42 11.67 0.75
15 11.75 1.64 0.91 8.87 0.63
16 13.84 1.73 1.37 12.19 0.66
17 12.04 1.98 1.00 9.05 0.31
18 13.41 1.71 1.12 10.21 0.54
19 13.08 1.93 1.29 10.89 0.70
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Table 2-48. Polynomial equations calculated by RSM program for fermentation conditions of 

peanut sprouts extract

Term

Coefficient

Lactic acid 
bacteria count 

(CFU/mL)

pH
decrement

Acidity 

increment(%)

Lactic acid 

content 

(mg/mL)

Resveratrol 

increment 

content

(㎍/mL)

Intercept(β0)

Linear -0.576081 0.689764 -1.954409 -1.056976 -1.239189

β1 0.183941 0.036774 0.055826 0.187479 -0.000144

β2 1.216774 0.061267 0.244958 0.470498 0.341639

β3 1.219611 0.075794 0.203015 0.938421 0.133260

Quadratic

β11 -0.002836 -0.000307 -0.000304 -0.001798 -0.000066864

β22 -0.099291 -0.006681 -0.009704 -0.042863 -0.015220

β33 -0.080228 -0.008868 -0.008454 -0.047238 -0.006782

Cross product

β12 0.016458 0 -0.000573 0.013385 0.000625

β13 -0.002813 -0.000312 -0.002031 -0.010573 0.000313

β23 -0.010625 0.002500 -0.002188 0.010938 -0.011250
Lack of fit

p-value
0.0981 0.1387 0.0502 0.1694 0.2047

R2 0.8754 0.9789 0.9594 0.9604 0.8730

Significance 0.0039 <.0001 <.0001 <.0001 0.0042

         

 Response

 F-Ratio

Fermentation 
time (hour)

Peanut sprouts 

concentration (%)

Sub. material

concentration  (%)
Lactic acid bacteria
count 

6.09** 11.60*** 2.29

pH decrement 50.93*** 34.62*** 32.54***

Acidity increment 31.87*** 21.14*** 6.42***

Lactic acid content 21.82*** 34.48*** 3.08*

Resveratrol content 0.19 13.84*** 2.77*

Table 2-49. Regression analysis of lactic acid fermentation conditions of peanut sprouts 

extract 

*Significant at 10% level; **significant at 5% level; ***significant at 1% level.
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Table 2-50. Predicted levels of optimum lactic acid fermentation conditions for the maximum 

responses of peanut sprouts extract by the ridge analysis 

Response

Predicted response

Morphology

Response
Time 
(hr)

Peanut sprout 
conc. (°Brix)

Sub. 
material 
conc. 

(°Brix)

Result

Lactic acid
bacteria count
(Log10 CFU/ml)

Min 57.12 4.31 5.71 11.29
Maximum

Max 61.02 10.86 5.81 15.20

pH decrement
Min 27.09 9.58 7.15 1.63

Maximum
Max 57.29 5.42 4.06 2.06

Acidity

increment (%)

Min 29.09 5.74 5.00 0.84
Maximum

Max 65.06 9.71 3.77 1.55

Lactic acid

content

(mg/mL)

Min 27.07 6.50 4.73 8.67
Maximum

Max 62.63 11.08 5.26 13.65

Resveratrol
content 
(㎍/mL)

Min 49.95 4.06 5.36 0.20
Maximum

Max 52.19 10.71 3.14 0.85

Fig. 2-39. Response surface for lactic acid bacteria count in peanut sprouts extract at 

constant values (lactic acid bacteria content : 12.5-13.5-14.5 Log10 CFU/mL) according to 
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fermentation time, peanut sprouts extract concentration and sub. material concentration.

Fig. 2-40. Response surface for pH decrement in peanut sprouts extract at constant values 

(pH decrement : 1.85-1.95-2.05) according to fermentation time, peanut sprouts extract 

concentration and sub. material concentration.

Fig. 2-41. Response surface for acidity increment in peanut sprouts extract at constant values 

(acidity increment : 1.35-1.45-1.55%) according to fermentation time, peanut sprouts extract 

concentration and sub. material concentration.
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Fig. 2-42. Response surface for lactic acid content in peanut sprouts extract at constant 

values (lactic acid content : 10.0-11.5-13.0 mg/mL) according to fermentation time, peanut 

sprouts extract concentration and sub. material concentration.

Fig. 2-43. Response surface for resveratrol increment content in peanut sprouts extract at 

constant values (resveratrol content : 0.6-0.7-0.8 ㎍/mL) according to fermentation time, 

peanut sprouts extract concentration and sub. material concentration.
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      ② 최적 발효조건의 예측

         새싹땅콩 추출물의 발효조건을 설정하기 위하여 유산균수, 산도 증가량, 젖산 함량 

및 resveratrol 함량을 모두 만족시켜주는 최적 발효조건을 얻고자 각 반응표면을 

superimposing하여 Fig. 2-44의 겹쳐진 부분으로써 Table 2-51에 최적 조건을 나타내었

다. 새싹땅콩 추출물의 최적 발효조건 범위는 발효시간 50~60 시간, 새싹땅콩 추출물 

농도 8~12 °Brix 및 부원료 농도 4~7 °Brix로 나타났다(Table 2-51).

         따라서 이와 같은 예측 결과에 대한 모델식의 신뢰성을 확인하기 위하여 예측된 최

적 조건 범위 내에서 임의의 조건 즉, 발효시간 55 hr, 새싹땅콩 추출물 농도 10 

°Brix 및 부원료 농도 5.5 °Brix를 대입하여 실제 유산발효를 실시하고, 발효물의 유

산균수, pH 감소량, 산도 증가량, 젖산 함량 및 resveratrol 함량을 측정한 결과 예측된 

값들과 유사한 수준으로 비교되었다(Table 2-52).

Fermentation condition  Range of predicted condition
(optional point)

  Fermentation time (hour) 50~60 (55)

  Peanut sprouts extract conc. (°Brix) 8~12 (10)

  Sub. material conc. (°Brix) 4~6 (5)

Table 2-51. The range of optimum lactic acid fermentation condition for maximum response 

variables by superimposing response surface of peanut sprouts 

Fig. 2-44. Superimposed response surface for optimization of lactic acid bacteria count, acidity 

increment, lactic acid content and resveratrol increment content as function of fermentation 

time, peanut sprouts extract concentration and sub, material concentration of peanut sprouts
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Table 2-52. Comparison between predicted and observed condition for physicochemical 

qualities of ferments

1) Calculated using the predicted equations for response variables.
2)Given optimal condition of independent variables : fermentation time 55 hr, peanut sprouts 

extract concentration  10 °Brix, Sub. material concentration 5 °Brix

Mean values of triplicates determinations.

Physicochemical

qualities

Predicted 

condition(A)1)
Observed 

condition(B)2)
B/A×100(%)

Lactic acid
bacteria count(Log10 CFU/ml)

15.04 14.85±1.05 98.73

pH decrement 1.92 1.87±0.02 97.39

Acidity increment (%) 1.50 1.52±0.07 101.33

Lactic acid content (mg/mL) 12.75 12.16±0.98 95.37

Resveratrol increment
content (㎍/mL)

0.81 0.75±0.0698.73 88.23
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      ③ Resveratrol 분석 크로마토그램

       ㉮ Standard chromatogram

       ㉯ 발효 전 새싹땅콩 추출물

       ㉰ 발효 후 새싹땅콩 발효물

Fig 2-45. Chromatogram for sulforaphane, rutin and quercetin content as effective Ingredient 

of peanut sprouts extracts and fermented peanut sprouts
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제 4절. 3차 년도 연구수행 내용 및 결과

 1. 새싹채소(땅콩 및 브로콜리)유산균 발효물 활용 음료 

    추가개발 및 제품 확장

    (협동연구기관 : 대구대학교 산학협력단)

  가. 연구 수행 결과

   (1) 음료 소재화를 위한 처리 공정도

      새싹채소(새싹브로콜리&새싹땅콩) 유산발효음료 제조를 위한 새싹채소의 추출조건은 

다음과 같다.

     (가) 새싹채소 추추조건

  

Extraction conditions Broccoli sprouts Peanut sprouts

  Temperature (℃) 67 68

  Time (hour) 7.3 7.0

Fermentation condition Broccoli sprouts Peanut sprouts

  Fermentation time (hour) 55 55

  Extracts concentration      (°Brix) 9 10

  Sub. material concentration (°Brix) 6 5

     (나) 새싹채소 발효조건
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     (다) 전처리 공정도
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    (2) 음료 formulation

     (가) 음료 배합비율 설정 

새싹채소(새싹브로콜리&새싹땅콩) 유산발효가 종료된 새싹채소 유산발효물에 기호성 

증진을 위하여 여러 가지 부원료를 첨가하여 여러 가지 비율의 Table 3-1의 음료배합비를 

설정하였다.

Table 3-1. Composition of sprouts lactic acid fermentation beverage 

Broccoli sprouts beverage Peanut sprouts beverage 

Ingredients
Mixing ratio 

(%, v/v)
Ingredients

Mixing ratio 

(%, v/v)
 Broccoli sprouts

 ferments
40-60  Peanut sprouts ferments 40-60

 Fructooligosaccharide 2-4  Fructooligosaccharide 2-4

 Polydextrose 2-5  Polydextrose 2-5

 Citric acid 0.01-0.06  Citric acid 0.01-0.06

 Vitamin C 0.01-0.06  Vitamin C 0.01-0.06

 Enzymatically

 Modified Stevia
0.01-0.03

 Enzymatically 

 Modified Stevia
0.01-0.03

 Concentrate 5-10  Concentrate 5-10

 Purifide Water 30-40  Purifide Water 30-40

Total 100 Total 100
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      (나) 음료 배합비 결정

      위의 전처리 공정에 따라 제조된 새싹채소(새싹브로콜리&새싹땅콩) 발효물을 이용한 새

싹채소 유산발효 음료의 배합비율은 Table 3-2와 같다. 제품의 이화학적 및 관능적 특성을 

측정한 후 부드럽고 자연스런 맛의 기호도가 가장 높은 비율을 선택하여 음료의 최적 배합 

조건으로 설정하였다.

Table 3-2. Formula for preparation of beverage added lactic acid fermented broccoli & 

peanut sprouts 

Broccoli sprouts beverage Peanut sprouts beverage 

Ingredients
Mixing ratio 

(%, v/v)
Ingredients

Mixing ratio 

(%, v/v)
 Broccoli sprouts

 ferments
50  Peanut sprouts ferments 50

 Fructooligosaccharide 3.0  Fructooligosaccharide 3.0

 Apple concentrate 5.0  Brown rice concentrate 2.0

 Sweet potato concentrate 2.0  Grape concentrate 5.0

 Polydextrose 3.0  Polydextrose 3.0

 Citric acid 0.05  Citric acid 0.05

 Vitamin C 0.05  Vitamin C 0.05

 Enzymatically

 Modified Stevia
0.02

 Enzymatically 

 Modified Stevia
0.02

 Purified Water 36.88  Purified Water 36.88

Total 100 Total 100
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     (3) 음료 제조공정도 

유산발효음료제조 유산 발효액 제조 유산 종균 배양 포장재

올리고당 등 새싹보리 배지 내포장재 외포장재

원료 입고 검수 원료 입고 검수 원료 입고 검수 입고 검수

보 관 보   관 보   관 보  관

분쇄
배수

유산균배양 차
배지

열수 추출
유산균 배양 차

배지

여과 및 살균 유산균 배양 차
유산균 배지

유산발효 차

유산발효 차

유산발효 차

차 여과
원심력 

차 여과
규조토 

살균
냉각

살균 온도
살균 시간 초
냉각 온도

배합

살균
냉각

살균 온도
살균 시간 초
냉각 온도

여과

충진 내포장
내포장재

검   사

포   장
외포장재

검사 보관
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     (4) 시제품 제조

      새싹채소(새싹브로콜리&새싹땅콩) 식물성 유산발효물을 이용한 음료의 배합비율 및 제  

    조공정도에 준하여 음료 시제품을 생산하였으며 Fig. 3-1과 같다.

새싹브로콜리유산발효음료 시제품

새싹땅콩유산발효음료 시제품

Fig. 3-1. Prototype of beverages using lactic acid ferments of broccoli and peanut sprouts
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     (5) 최종 새싹채소 유산발효음료의 품질 특성  및 관능검사

     (가) 이화학적 특성

    음료의 품질 특성은 Table 3-3에 나타내었다.

Table 3-3. Physicochemical properties of beverages 

Physicochemical property Broccoli sprout beverage Peanut sprout beverage

pH 3.63 3.92

Sugar content (￮Brix) 0.58 0.34

Acidity (%) 11.7 11.0

 Sulforaphane content (㎍/mL) 2.07 -

 Rutin content (㎍/mL) 7.25 -

 Quercetin content (㎍/mL) 0.33 -

 Resveratrol content (㎍/mL) - 0.24

  

  

       (나) 관능검사

색의 진한 정도 새콤한 향의 정도 새콤한 맛의 정도 단맛의 정도
Broccoli 
sprout 

beverage
5.23±1.07a 4.67±1.02a 4.77±1.04a 4.40±1.16b

Peanut 
sprout 

beverage
5.42±1.10a 3.79±1.37b 3.19±1.18b 5.28±1.30a

Table 3-4. 음료의 관능적 특성 강도

a-dMeans within the same column with different letters are significant different at p<0.05

색 향 맛 전체적 기호도

Broccoli 
sprout 

beverage
5.65±1.00a 5.35±0.97a 5.26±1.03a 5.53±0.98a

Peanut 
sprout 

beverage
5.60±0.98a 4.44±0.96b 4.16±1.00b 4.30±1.04b

Table 3-5. 관능적 기호도

a-dMeans within the same column with different letters are significant different at p<0.05
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관능검사 (평점법)

이름:       성별:       나이:         날짜:  

   

•  시료번호를 아래의 표에 기입하시오.

•  평점법으로 실시 – 7점 척도법 사용

강도 척도 기호도 척도

1점 매우 약하다 1점 매우 싫어 한다

2점 약하다 2점 싫어 한다

3점 조금 약하다 3점 조금 싫어 한다

4점
보통이다 

(약하지도 강하지도 않다)
4점

보통이다 

(좋아하지도 싫어하지도 않는다)

5점 조금 강하다 5점 조금 좋아 한다

6점 강하다 6점 좋아 한다

7점 매우 강하다 7점 매우 좋아 한다

I.  각 시료의 관능적 특성에 대한 강한 정도를 7점 척도법으로 평가하시오   

   - 특성강도 검사 

II. 각 시료의 관능적 특성에 대한 기호도를 7점 척도법으로 평가하시오

  - 기호도 검사

관능적 특성
시료번호

색 

향

맛 

전체적인 기호도

관능적 특성
시료번호

색의 진한 정도

새콤한 향의 정도

새콤한 맛의 정도

단맛의 정도
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  2. 새싹채소(브로콜리&땅콩)발효물 및 음료 효능 및 안정성 검사

    : (협동연구기관 : 대구대학교 산학협력단)

   가. 새싹브로콜리와 새싹땅콩 발효물을 활용한 어린이용 음료의 기능개선 

       - 변비개선 동물실험

    (1) 연구 수행 방법 

     (가) 실험동물의 사육 및 식이

실험동물은 Sprague Dawley계 4주령 수컷 흰쥐 70마리를 효창사이언스(Daegu, Korea)

에서 구입하였으며, 일주일 간 일반사료와 물을 자유롭게 섭취할 수 있도록 하여 적응시켰

다. 이때 실험실 환경은 온도 22±1℃, 상대습도 63±5%, 명암은 12시간 주기로 조절하였

다. 1주일 간 적응시킨 다음 2주째에 난괴법(randomized block design)에 따라 각 군의 체중

이 비슷하도록 각 처리군당 10마리씩 7군으로 나누어 스테인리스 케이지에 3마리씩 분리하

여 4주동안 사육하였다. 

실험군은 일반식이를 급여하는 정상군(normal)과 일반식이를 급여하면서 loperamide로 

변비를 유도하는 대조군(control), 상업용 음료(kkeung-a)를 식이하면서 loperamide로 변비를 

유발하는 양성대조군(PC), 새싹브로콜리유산발효액을 식이하면서 loperamide로 변비를 유발

하는 시험군(S1), 새싹땅콩유산발효액을 식이하면서 loperamide로 변비를 유발하는 시험군

(S2), 새싹브로콜리발효음료를 식이하면서 loperamide로 변비를 유발하는 시험군(S3), 새싹땅

콩발효음료를 식이하면서 loperamide로 변비를 유발하는 시험군(S4)으로 구성하였다. 본 동

물 실험은 대구대학교 동물실험윤리위원회의 승인을 받고 그 규정에 따라 실행하였다.

동물실험 기간은 총 5주로 1주 동안 환경에 적응시킨 뒤 4주 동안 실험을 진행했다. 흰

쥐 식이로 공급한 pellet형 고형 사료는 AIN-76A 일반 식이를 사용했다. 정상군과, 대조군

은 일반 식이만을 급여했고, S1군 새싹브로콜리유산발효액을, S2군은 새싹땅콩유산발효액

을, S3군은 새싹브로콜리발효음료를, S4 시험군은 새싹땅콩발효음료를 각각 동결건조하여 

500 mg/kg을 하루에 한번 씩 일정시간에 경구 투여하였다. 일곱 군 중 정상군을 제외한 대

조군과 양성대조군, S1, S2, S3, S4 시험군은 loperamide로 변비를 유도시켰다. 실험에 사용

한 loperamide는 Sigma(St. Louise, MO, USA) 제품을 사용했다

     (나) 실험동물 처치 

4주(28일) 간 식이섭취 기간이 끝나고, 29일차부터 33일차 까지 5일 동안 변비를 유도

시키지 않는 음성대조군은 0.9% 생리식염수만 경구투여(p.o, per oral)했고, 변비를 유도시킬 

대조군과 양성대조군, S1, S2, S3, S4 시험군은 loperamide(5 mg/kg)를 0.9 % 생리식염수에 

녹인 뒤 하루에 2회씩(오전 9시와 오후 9시) 5일간 경구투여했다. 실험 33일차에 장 통과시

간을 측정한 뒤 34일차에 모든 군의 실험동물을 ether로 흡입 마취해서 희생하였다.
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Fig. 3-2. In vivo experiment flow

     (다) 체중 및 식이효율 측정

실험식이 첫 급여일을 시작으로 1 주마다 체중을 측정하였고, 변비 유도기간에는 매일 

체중을 측정하였다. 실험식이는 하루에 한 번 100 g씩 일정 시간에 공급하고 24시간 후 남

은 양을 측정하여 식이섭취량을 측정하여 그 차이로 섭취한 식이량을 계산하였다. 

     (라) 변 개수, 변 중량, 변 수분함량 측정 

변의 개수, 중량 및 수분함량의 측정값은 변비유발 전과 변비유발 기간 두 기간으로 나

누어 측정하였다. 각 실험동물의 케이지에 절식판을 설치한 후, 실험시작 당일과 이 후 1주

마다 총 4회 수거하였으며, 변비기간 중에는 매일 수거하여 변 개수를 세고 무게를 측정하

였다. 변의 수분함량은 변을 70℃ 드라이오븐에서 24시간 동안 건조시켜 중량을 측정하여 

변 중량과 건조 후의 변 중량차를 이용해 수분함량을 구하였다.

     (마) 장관 내 잔류 변 개수 측정과 형태 관찰 

장관 내 변 개수는 loperamide 투여한 뒤 3일째 되는 날 맹장부터 직장까지 전체 부위

를 취해 10% formaldehyde 인산 염 완충액(phosphate buffered saline, PBS, pH 7.4)으로 고

정 해서 대장 안에 남아있는 변 개수를 측정하고, 대장 내에 남 아 있는 변의 크기와 형태

는 눈으로 확인하였다.

     (바) 혈청 지질 함량 측정 

혈청 분석을 위해 실험 종료일에 흰쥐를 마취시켜 개복한 뒤 하대정맥에서 혈액을 채

취한 후 헤파린으로 처리한 멸균튜브에 모아 실험에 이용하였다. 채취된 혈액은 3,000 rpm, 
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4℃에서 15분간 원심분리 한 후 혈청을 분리하여 분석 전까지 –70℃에 보관하였다.       

혈중 중성지질의 함량은 중성지질 측정용 kit 시약(AM 157S-K, Asan Pharm. Co., Seoul, 

Korea), 총 콜레스테롤의 함량은 총 콜레스테롤 측정용 kit 시약(AM 202-K, Asan Pharm. 

Co., Seoul, Korea), HDL-콜레스테롤 함량은 HDL 콜레스테롤 측정용 kit 시약(AM 203-K, 

Asan Pharm. Co., Seoul, Korea)으로 측정하였다. 혈중 LDL-콜레스테롤 농도는 Friedewald

의 계산식으로 구하였다. 계산식은 LDL 콜레스테롤 = ((총 콜레스테롤 – HDL 콜레스테롤) 

- (중성지질/5))이다. 

     (사) 간기능 효소 측정

혈중 Glutamic oxaloacetic transaminase (GOT), Glutamic pyruvic transaminase (GPTT)의 

측정은 Reitman-Frankel의 효소법을 응용한 GOT, GPT 측정용 kit 시약(Asan Pharm. Co., 

Seoul, Korea)을 사용하여 측정하였다.

     (아) 통계처리

모든 실험결과는 평균값과 표준편차로 표시하였으며, 통계처리는 Statistical Analysis 

System (SAS version 9.2, SAS Institute Inc., USA)을 one-way ANOVA 분석을 실시한 후  

p<0.05 수준에서 Duncan’s multiple range test에 의해 유의성을 검증하였다.
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    (2) 연구 수행 결과 

     (가) 체중 변화 및 식이섭취량 

실험기간 동안 변비 유발 rat에 대한 각 군의 체중변화량과 식이섭취량 변화는 Table 3-6

과 같다. 체중변화는 실험 종료 시 새싹브로콜리와 새싹땅콩 발효물 및 음료를 경구 투여

한 군이 정상군에 비해 체중이 감소하는 경향을 보였으며, 특히 새싹땅콩 발효물에서는 정

상군보다 유의적으로 체중이 감소하는 것으로 나타났다. 반면 대조군은 정상군에 비해 체

중이 증가됨을 알 수 있었다. 식이섭취량은 loperamide로 변비 유발시킨 모든 실험군이 정

상군보다 식이섭취량이 감소하는 경향을 보였으며, 새싹브로콜리 발효물 투여 실험험군(S1)

을 제외한 나머지 실험군에서는 유의적인 차이를 보이며 감소하는 것으로 나타났다. 또한 

loperamide로 변비를 유발시킨 대조군(control)과 loperamide로 변비를 유발시킨 실험군을 

비교한 결과, 모든 실험군에서 대조군에 비해 식이섭취량이 많은 것으로 나타났으며, 특히 

새싹땅콩발효음료 실험군(S4)에서 유의적으로 섭취량이 많은 것을 알 수 있었다. 식이효율

은 정상식이군(normal)과 loperamide로 변비를 유발시킨 대조군(control) 사이에 유의적인 차

이를 보이며 대조군의 식이효율이 감소하였으며, 대조군군(control)에 비해서 loperamide로 

변비를 유발시킨 실험군의 식이효율은 P<0.05 수준에서 유의적으로 낮았다. 기존 변비개선

관련 연구들에서 loperamide에 의해 감소되는 몸무게 및 식이섭취량은 유의적인 차이가 없

다고 보고된 것과는 차이가 있는 결과를 보였다. Shimotoyodomo A 등(2000)에 따르면 

loperamide를 투여 시 복부가 팽만해지고 식욕이 떨어지는 증상이 나타나, 실험동물이 식이

섭취량이 감소하는 것으로 밝혀진 바 있다. 또한 연속해서 loperamide를 투여하면 수축과 

이완을 반복하는 대장의 연동 운동이 저하되면서 변의 이동 속도가 느려진다. 따라서 자연

스럽게 배변 기간이 길어지고 대장 점액질 두께가 얇아져서 변비에 걸린다(Cepinskas 등 

1993).
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Table 3-6. Initial body weight, final body weight and body weight gain of rats fed 

experimental diets for 5 weeks

Groups1) Initial 
weight (g)

Final 
weight (g)

Weight 
increase (g)

Food intake 
(g/day)

Food efficiency 
ratio (%)

Normal 152.2±2.742)bc3) 325.5±10.07a 173.3±10.31ba 24.74±1.72a 0.22±0.01cb

Control 147.9±8.50c 329.2±16.82a 181.3±16.20a 23.34±2.21c 0.27±0.02a

PC 159.8±5.07ba 312.5±23.79a 152.7±24.26c 21.51±1.64c 0.22±0.04cb

S1 153.8±10.26bc 316.7±19.70a 162.9±16.04bc 23.82±2.00ba 0.21±0.02c

S2 159.5±7.25ba 312.0±15.87a 152.5±19.88c 21.51±1.67c 0.22±0.03cb

S3 153.1±7.65bc 324.4±16.36a 171.3±14.80ba 22.03±1.89bc 0.24±0.02b

S4 162.5±10.10a 321.8±23.88a 160.9±18.62bc 21.18±1.88b 0.21±0.03c

1)Normal : normal diet group

Control : normal diet and loperamide group

PC : commercial beverages(kkeung-a) and loperamide group

S1 : fermented broccoli sprouts extract and loperamide group

S2 : fermented peanut sprouts extract and loperamide group

S3 : broccoli sprouts beverages and loperamide group

S4 : peanut sprouts beverages and loperamide group
2)Values are Man±S.D.(n=10)
3)Mean with the different superscripts are significantly different at p<0.05 by one-way ANOVA 

with Duncan’s multiple range test.

   (나) 장기 무게

실험동물의 간, 신장 및 비장 무게를 Table 3-7과 같다. 간의 무게는 loperamide로 변비

를 유발시킨 대조군(control)에서 가장 높게 나타났으며, loperamide로 변비를 유발시킨 시

험군의 경우 대조군에 비해 간의 무게가 낮았으나 유의적인 차이는 보이지 않는 것으로 나

타으며, 정상군(normal)에 비해서는 높은 경향을 보였으며 이 또한 유의적인 차이가 없는 

것으로 나타났다. 실험동물의 체중 100 g당 간 무게로 환산하였을 경우 대조군이 3.11 g으

로 다른 시험군에 비해 약간 높았으나 유의적인 차이는 없었다. 신장 무게의 경우는  

loperamide로 변비를 유발시킨 실험군이 정상군(normal)과 대조군(control)에 비해 낮은 경향

을 보였으며, 특히 새싹땅콩발효물 실험군(S2)과 새싹브로콜리음료 실험군(S3)에서는 유의적

으로 낮게 나타나는 것을 알 수 있었다. 비장의 무게는 간의 무게와 같은 경향으로 대조군

(control)보다는 낮았으며, 정상군(normal)보다는 높은 것으로 나타났으며, 실험군 간에 유의

적인 차이는 없는 것으로 나타났다.
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Table 3-7. Liver, kidney and spleen weight in experimental rat

Groups1) Liver weight (g) Kidney weight (g) Spleen weight (g)

Normal 15.75±1.632)a3) 2.52±0.24ba 0.72±0.12a

Control 17.50±2.06a 2.64±0.24a 0.78±0.09a

PC 16.92±2.18a 2.46±0.25ba 0.74±0.12a

S1 16.76±2.23a 2.56±0.22ba 0.74±0.08a

S2 16.82±2.63a 2.39±0.27b 0.72±0.09a

S3 16.88±1.56a 2.40±0.19b 0.77±0.09a

S4 16.91±1.55a 2.43±0.18ba 0.76±0.10a

1)Normal : normal diet group, Control : normal diet and loperamide group

PC : commercial beverages(kkeung-a) and loperamide group

S1 : fermented broccoli sprouts extract and loperamide group

S2 : fermented peanut sprouts extract and loperamide group

S3 : broccoli sprouts beverages and loperamide group

S4 : peanut sprouts beverages and loperamide group
2)Values are Man±S.D.(n=10)
3)Mean with the different superscripts are significantly different at P<0.05 by one-way ANOVA 

with Duncan’s multiple range test.

     (다) 지방 무게

변비를 유발시키면서 새싹브로콜리와 새싹땅콩 발효물과 새싹브로콜리와 새싹땅콩 유

산발효음료를 경구 투여한 흰쥐의 복부, 신장 및 부고환지방의 무게는 Table 3-8과 같다. 

복부지방 무게는 loperamide로 변비를 유발시킨 실험군(S1, S2, S3, S4)이 정상군(normal)과 

대조군(control)에 비해 낮은 경향을 보였으며, S1, S2, S4 실험군에서는 P<0.05 수준에서 유

의성이 인정되었다. 신장지방 무게의 경우도 복부지방 무게와 같은 경향을 보여 정상군과 

대조군에 비해 무게가 낮은 것으로 나타났으며, 새싹브로콜리발효물 실험군(S1)에서 신장지

방의 무게가 1.16±0.23 g으로 가장 낮은 값을 보였다. 부고환지방 무게의 경우는 대조군

(control)에 비해 변비를 유발시킨 실험군 모두에서 유의적으로 낮은 것으로 나타났으며, 변

비를 유발시키지 않은 정상군(normal)군과 비교할 경우 새싹브로콜리 발효물(S1) 실험군이 

정상군에 비해 낮게 나타났으나. 유의적인 차이는 보이지 않았으며, 나머지 실험군(S2, S3, 

S4)은 유의적인 차이 없이 다소 높은 것으로 나타났다. 
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Table 3-8. Fat weight in experimental rat

Groups1) Abdominal fat weight 
(g)

Kidney fat
weight (g)

Epididymal fat weight 
(g)

Normal 3.42±0.682)ba3) 1.62±0.29a 0.18±0.04cb

Control 3.62±0.70a 1.65±0.38a 0.32±0.07a

PC 2.61±0.68c 1.15±0.0.23c 0.20±0.02b

S1 2.60±0.60c 1.16±0.23c 0.15±0.02b

S2 2.65±0.54c 1.43±0.30ba 0.20±0.03b

S3 3.20±0.65bac 1.41±0.28bac 0.21±0.05b

S4 2.95±0.44c 1.34±0.13bc 0.22±0.03b

1)Normal : normal diet group

Control : normal diet and loperamide group

PC : commercial beverages(kkeung-a) and loperamide group

S1 : fermented broccoli sprouts extract and loperamide group

S2 : fermented peanut sprouts extract and loperamide group

S3 : broccoli sprouts beverages and loperamide group

S4 : peanut sprouts beverages and loperamide group
2)Values are Man±S.D.(n=10)
3)Mean with the different superscripts are significantly different at p<0.05 by one-way   ANOVA 

with Duncan’s multiple range test.

     (라) 변 개수, 변 중량, 변 수분함량

변비 유도 전과 후로 나눠 실험동물 개체 당 변의 개수와 변의 중량, 변의 수분함량은 

Table 3-9와 같다. 변비를 유도하기 전 4주 동안 각 군에서 배설한 변 개수는 정상군

(normal)과 대조군(control)이 각각 41.21±4.56개, 39.86±2.73개로 유의적인 차이가 없었으며, 

양성대조군(PC)과 새싹땅콩발효물 실험군(S2), 새싹브로코리발효음료 실험군(S3), 새싹땅콩발효

음료 실험군(S4)은 대조군보다 변의 개수가 많은 것으로 나타났으며, 특히 새싹브로콜리발효

물 실험군은 정상군과 대조군보다 변의 개수가 많았으나, 유의적인 차이는 없는 것으로 나타

났다. 그리고 변비 유발을 위하여 loperamide 투여 후 실험동물의 변의 개수와 변의 중량, 변

의 수분함량을 측정한 결과, 변의 개수는 변비를 유도한 후 대조군의 변의 개수가 감소했고, 

변비를 유도하지 않은 정상군과 비교했을 때 유의적인 감소가 나타났다. 따라서 변비가 제대

로 유발됐음을 확인할 수 있었다. 변의 개수가 감소한 대조군과 동일하게 변비를 유발한 새

싹브로콜리와 새싹땅콩 실험군 모두가 변비를 유도하기 전보다 감소했다. 그러나 대조군에 

비해서는 변의 개수가 유의적으로 많았으며, 새싹브로콜리발효물 실험군(S1)에서 33.8±8.15개

로 가장 많은 변의 개수를 보였다(Fig. 3-3). 변 중량 또한 변 개수와 유사한 경향의 결과가 

나타났다(Fig. 3-4). 변의 수분함량의 경우, 변비 유발 전, 정상군과 대조군보다 새싹브로콜리

와 새싹땅콩 발효물 실험군(S1, S2)에서 높은 경향이 있었지만, 유의적인 차이는 없었으며, 새
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싹브로콜리발효물물 실험군의 변 수분함량이 33.23±9.16%로 가장 높았다. 또한 변비를 유도

한 후, 변의 수분함량은 정상군에 비해서는 낮았으나. 대조군과 비교하여서는 모든 실험군에

서 높게 나타났으나, 유의적인 차이가 없었다.(Fig. 3-5).

Table 3-9. Number of fecal pellet, wet weight of fecal pellets and fecal water content in rat

Groups1)
Before inducing constipation (BIC)

No. of fecal
pellet (count/day)

Wet weight of fecal 
pellets (g) Fecal water content (%)

Normal 41.21±4.562)a3) 6.72±1.91a 30.10±8.78a

Control 39.86±2.73a 6.23±1.04a 29.55±3.39a

PC 40.24±3.50a 6.31±1.32a 30.00±5.42a

S1 43.27±4.53a 7.07±1.22a 33.23±9.16a

S2 40.71±4.28a 6.47±1.21a 30.95±5.81a

S3 40.56±4.80a 6.60±1.38a 30.00±5.42a

S4 40.63±6.01a 6.32±1.47a 29.60±6.45a

Groups1)
After inducing constipation (BIC)

No. of fecal
pellet (count/day)

Wet weight of fecal 
pellets (g) Fecal water content (%)

Normal 43.47±7.092)a3) 7.08±1.36a 33.35±6.84a

Control 25.64±6.48c 5.34±1.18c 26.18±5.21b

PC 30.25±5.13b 5.64±1.24bc 30.89±7.99ba

S1 33.8±8.15b 6.48±1.38ba 32.22±8.22ba

S2 29.54±7.84cb 5.81±1.30bc 30.57±6.90ba

S3 31.13±7.38b 5.89±1.26bc 28.02±6.89ba

S4 31.10±7.99b 5.39±1.01bc 28.47±5.34ba

1)Normal : normal diet group

Control : normal diet and loperamide group

PC : commercial beverages(kkeung-a) and loperamide group

S1 : fermented broccoli sprouts extract and loperamide group

S2 : fermented peanut sprouts extract and loperamide group

S3 : broccoli sprouts beverages and loperamide group

S4 : peanut sprouts beverages and loperamide group
2)Values are Man±S.D.(n=10)
3)Mean with the different superscripts are significantly different at p<0.05 by one-way   ANOVA 

with Duncan’s multiple range test.
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Fig. 3-3. Number of fecal pellets in rat

Fig. 3-4. Wet weight of fecal pellets in rat

Fig. 3-5. Fecal water content in rat
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     (마) 장관 내 잔류 변 개수

실험 마지막 날 모든 실험동물을 희생시켜, 결장 부위에 잔류하고 있는 변의 개수를 측정

한 결과는 Table 3-10 및 Fig. 3-6과 같다. 변비를 유도하지 않은 정상군(normal)에서 

0.90±0.57개로 가장 적은 잔류 변 개수를 확인하였고, loperamide로 변비를 유도한 대조군

(control)이 5.00±1.25개로 그 수가 유의적으로 많은 것을 확인하였다. 그리고 대조군에 비해 

변비를 유도한 실험군에서는 새싹브로콜리 발효물 실험군인 S1이 2.40±1.71개, 새싹땅콩 발

효물 실험군인 S2는 3.20±1.14개, 새싹브로콜리발효음료 실험군인 S3은 3.00±1.94, 새싹땅콩

발효음료 실험군인 S4가 3.56±1.51개로 대조군보다는 장관 내 잔류 변 개수가 유의적으로 낮

은 것을 확인하였으며, 실험군 간에는 유의적 차이는 없는 것으로 나타났다. 정상군(normal)

과 대조군(control)군의 장관 내 잔류 변개수의 유의적인 차이는 loperamide에 의한 변비 유발

을 다시 한 번 확인시켜 주었고, 새싹브로콜리발효물과 새싹땅콩발효물 실험군 역시 변비가 

유발되었음에도 대조군에 비해 잔류 변 개수가 감소함을 확인하여 새싹브로콜리발효물과 새

싹땅콩발효물이 배변활동 원활에 효과를 보이는 것을 알 수 있었다.

Table 3-10. Number of fecal pellets in distal colon 

Groups1) No. of fecal
pellet (count/day)

Normal 0.90±0.57c

Control 5.00±1.25a

PC 2.70±1.42b

S1 2.40±1.71b

S2 3.20±1.14b

S3 3.00±1.94b

S4 3.56±1.51b

1)Normal : normal diet group

Control : normal diet and loperamide group

PC : commercial beverages(kkeung-a) and loperamide group

S1 : fermented broccoli sprouts extract and loperamide group

S2 : fermented peanut sprouts extract and loperamide group

S3 : broccoli sprouts beverages and loperamide group

S4 : peanut sprouts beverages and loperamide group
2)Values are Man±S.D.(n=10)
3)Mean with the different superscripts are significantly different at p<0.05 by one-way   ANOVA 

with Duncan’s multiple range test.



- 222 -

           

                    N                  C                 PC

            

             S1               S2                S3               S4

Fig. 3-6. Number of fecal pellets in th colon
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     (바) 혈청 지질함량 측정

새싹브로콜리 발효물과 새싹땅콩 발효물 식이가 흰쥐의 혈중 지질 함량에 미치는 영향

을 관찰하기 위해 혈액을 채취하여 실험동물의 혈청 중 중성지방과 콜레스테롤의 변화를 

측정한 결과는 Table 3-11과 같다. 중성지질(TG)의 경우는 loperamide로 변비를 유도한 대조

군에서 가장 높은 59.52±17.38 mg/dL로 나타났으며, loperamide로 변비를 유도한 새싹브로콜

리와 새싹땅콩 처리 실험군(S1, S2, S3, S4) 모두에서 대조군에 비해 그 함량이 유의적으로 낮

은 경향을 보였으며, 변비를 유도하지 않은 정상군에 비해서도 그 함량이 낮은 경향을 보였

지만 새싹브로콜리발효음료 실험군(S3)을 제외하고는 유의한 차이를 보이지는 않았다. 그리고 

총 콜레스테롤 함량의 경우 새싹브로콜리발효음료 실험군(S3)과 새싹땅콩발효음료 실험군(S4) 

은 변비를 유발한 대조군에 비해 유의적으로 낮은 값을 나타내었으며, S1 실험군과 S2 실험

군 또한 대조군에 비해 낮은값을 보였지만 유의적인 차이는 없었다. HDL-콜레스테롤 함량에

서는 변비를 유도하지 않은 정상군에서 가장 높은 함량(18.83±3.80 mg/dL)을 loperamide로 

변비를 유도한 대조군에서 가장 낮은 12.90±3.91 mg/dL의 함량을 보였다. 변비를 유도함과 

동시에 새싹브로콜리와 새싹땅콩을 처리한 시험군의 경우는 정상군에 비해서는 그 함량이 

낮은 경향을 보였으나, 대조군에 비해 함량이 높은 결과를 보였으며, 특히 S3 실험군이 실

험군 유의적로 가장 높은 함량을 나타내었다. LDL-콜레스테롤의 함량을 측정값은 대조군에

서 37.42±9.40 mg/dL로 가장 높은 함량을 나타내었으며, 새싹브로콜리발효음료 실험군(S3)에

서 20.51±7.23 mg/dL로 유의적으로 가장 낮은 함량을 보였으며, 실험군 모두가 대조군에 비

해 낮은 것으로 나타났다.

     (사)  혈중 GOT, GPT 활성

Aspartic acid transaminase(AST, GOT)는 간, 심장, 근육 및 신장조직에 ananine 

transaminase(ALT, GPT)는 간, 신장, 골격근 등에 존재하면서 아미노산을 합성하는 효소이

며, 혈중에는 미량 존재한다. 특히 간에 많이 존재하여 간손상의 지표로 사용된다. GOT와 

GPT 효소는 세포가 파괴되거나 사멸하면 혈액 속으로 분비되어 혈액 내에서도 일정량이 

검출될 수 있다. 지방간이나 알코올의 섭취, 비만 등의 이유로 세포 내의 에너지 공급이 감

소됨으로 인해 K-이 세포 밖으로 유출되고, Na-, Ca2- 및 수분이 세포 내로 유입되면서 세

포가 팽창되고 세포막이 늘어나 혈 중 GOT, GPT 효소는 세포질 내에서 외부로 유출 되므

로 간독성으로 인해 간세포의 괴사와 조직의 파괴가 진행되면 그 함량이 증가하게 된다. 

따라서 본 실험에서 간 기능관련 효소활성도를 측정한 결과는 Table 3-12와 같다. 혈청 중 

GOT 변비를 유발한 활성을 측정한 결과, loperamide로 변비를 유도한 대조군이 38.48±6.49 

Kramen/mL로 정상군에 비해 유의적으로 높았으며, 변비를 유도함과 동시에 새싹브로콜리

와 새싹땅콩을 처리한 시험군의 경우는 정상군에 비해서는 그 함량이 낮게 나타났으나, 대

조군에 비해서는 높은 결과를 보였으며, 특히 새싹브로콜리발효음료 실험군 S3에서는 실험

군 중 유의적으로 가장 낮은 함량을 나타내었다. GPT 활성의 결과, 대조군에서 15.64±2.28 

Kramen/mL로 가장 높았고, loperamide로 변비를 유도한 새싹브로콜리와 새싹땅콩 처리 실험

군(S1, S2, S3, S4) 모두에서 대조군에 비해 그 함량이 유의적으로 낮았으며, 변비를 유도하지 

않은 정상군에 비해서도 그 함량이 낮게 나타났다. 
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Table 3-11. Triglyceride, total cholesterol, HDL-cholesterol and LDL-cholesterol in serum of 

rats

                                                                           (unit : mg/dL)

Groups1) Triglyceride Total cholesterol HDL-cholesterol LDL-cholesterol

Normal 50.90±15.22ba 53.71±7.93bac 18.83±3.80a 24.70±11.82bdc

Control 59.52±17.38a 62.23±6.24a 12.90±3.91b 37.42±9.40a

PC 43.55±11.61bc 45.87±8.95c 15.17±2.89ba 21.99±9.49dc

S1 45.48±14.01bc 57.29±13.65ba 15.90±5.47ba 32.29±8.03ba

S2 40.74±7.85bc 53.61±8.16bac 15.23±1.60ba 30.23±7.20bac

S3 34.94±7.73c 45.00±5.67c 17.50±2.29a 20.51±7.23d

S4 39.68±11.76bc 51.68±9.44bc 16.40±4.08ba 27.34±10.13bdc

1)Normal : normal diet group

Control : normal diet and loperamide group

PC : commercial beverages(kkeung-a) and loperamide group

S1 : fermented broccoli sprouts extract and loperamide group

S2 : fermented peanut sprouts extract and loperamide group

S3 : broccoli sprouts beverages and loperamide group

S4 : peanut sprouts beverages and loperamide group
2)Values are Man±S.D.(n=10)
3)Mean with the different superscripts are significantly different at p<0.05 by one-way   ANOVA 

with Duncan’s multiple range test.

Table 3-12. Serum GOT and GPT in rat

Groups1) GOT2) activity (Kramen/mL) GPT activity (Kramen/mL)

Normal 32.61±4.17b 12.91±1.30b

Control 38.48±6.49a 15.64±2.28a

PC 34.61±3.89ba 11.81±1.64b

S1 34.48±5.15ba 12.43±2.46b

S2 34.58±3.58ba 11.87±1.65b

S3 31.91±2.77b 9.57±1.44c

S4 32.73±4.97b 8.81±1.10c

1)Normal : normal diet group

Control : normal diet and loperamide group

PC : commercial beverages(kkeung-a) and loperamide group

S1 : fermented broccoli sprouts extract and loperamide group

S2 : fermented peanut sprouts extract and loperamide group

S3 : broccoli sprouts beverages and loperamide group

S4 : peanut sprouts beverages and loperamide group
2)Values are Man±S.D.(n=10)
3)Mean with the different superscripts are significantly different at p<0.05 by one-way   ANOVA 

with Duncan’s multiple range test.
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   나. 3T3-L1 지방 전구세포 분화억제 효과

    (1) 연구 수행 방법

     (가) 새싹채소 발효물의 제조

본 연구에 사용된 새싹채소(새싹보리, 새싹브로콜리, 새싹땅콩) 추출물과 발효물은 1차

년도(새싹보리)와 2차년도(새싹브로콜리와 새싹땅콩)의 전처리 조건 및 발효조건 최적화에 

따라 설정된 조건으로 추출하고, 발효하였다. 각 새싹채소의 추출물과 발효물은 여과 후 동

결건조한 분말을 실험시료로 사용하였다.

     (나) 3T3-L1 세포 배양 및 분화

3T3-L1 세포는 American Type Culture Collection(ATCC, CL-173, Manassas, VA, USA)

으로부터 분양받아 사용하였다. 3T3-L1 전지방세포는 실험목적에 따라 100Φ, 24-well 및 

96-well plate에 각각 1×106 cells/well을 seeding한 후, BS(10%) 및 P/S(1%)를 함유한 고농도 

포도당 DMEM(89%)에서 100% confluence 될 때까지 배양하였다. 이로부터 2일 후에, 지방

세포 분화유도 물질(10 μg/mL insulin, 1 μM DEX, 0.5 mM IBMX)과 FBS(10%) 및 P/S(10%)

를 함유한 DMEM으로 전지방세포를 지방세포로 분화유도 하였다. 지방세포 분화(day 0)시 

DMEM에 시료를 각각 400 μg/mL로 처리하였다. 지방세포의 분화는 분화유도 물질을 처리

한 후, 2일마다 지속적으로 10 μg/mL insulin, 1% P/S, 10% FBS가 함유된 배지에 각각의 

시료를 처리한 후, 8일 동안 분화시키면서 지방축적량 및 ROS의 생성량을 관찰하였다.

     (다) 세포독성 실험(MTS assay)

본 실험에서 사용한 발효 전후의 새싹채소 시료가 지방세포에 독성을 나타내는지를 측

정하기 위하여 MTS assay를 수행하였다. 3T3-L1 preadipocyte를 96 well plate에 5×103 

cell/well로 분주하였으며, 발효 전후 새싹채소를 농도별로 (500, 1,000 ㎍/mL) 처리하여 48

시간 동안 배양하였다. 그 후에 각각 MTS 용해액을 첨가한 후 37℃에서 2시간 배양한 후 

ELISA microplate reader를 이용하여 490 nm에서 흡광도를 측정하여 control에 대한 백분율

로 세포독성을 평가하였다.

     (라) Oil red O staining을 이용한 지방축적량 관찰

분화 과정에 따른 3T3-L1 세포 내 지방축적량을 측정하고자 각각의 시료를 처리하여 

24-well에서 8일 동안 분화된 3T3-L1 세포의 배양액을 제거한 후, 10% formalin 용액 500 

μL를 첨가하여 5분간 실온에서 방치한 뒤 제거하였다. 그 후 동량의 formalin 용액으로 분

화된 3T3-L1 세포 1시간 이상 실온에서 방치한 후, formalin을 제거하고 60% isopropyl 

alcohol 용액 500 μL로 세척하여 세포를 완전히 건조시켰다. 완전히 건조된 세포들은 미리 
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제조해 둔 Oil red O working solution(Oil red O : DDW = 6 : 4)으로 세포 내 축적된 지방

성분들을 충분히 염색 한 후, 증류수를 이용하여 세포를 3~4회 세척하고 완전히 건조시켰

다. 세포 내 축적된 지방 성분과 결합한 Oil red O는 100% isopropyl alcohol을 이용하여 모

두 용출 시킨 후, microplate reader를 이용하여 490 nm에서 흡광도를 측정하였다.

     (마) NBT assay를 이용한 ROS 함량 측정

분화 과정에 따른 지방세포의 ROS 생성량을 측정하기 위하여 먼저 24-well에 배양 및 

분화된 3T3-L1 세포의 배양액을 제거한 후, 멸균된 PBS(pH 7.4)를 이용하여 2회 세척, 0.2% 

NBT 용액 0.2 mL를 첨가하여 CO2 incubator안에서 90분간 반응시킨 뒤 DMSO와 1 N KOH

를 7:3 혼합한 용액을 이용하여 이들 dark blue formazan을 모두 용출시켜 microplate 

reader를 이용하여 620 nm에서 흡광도를 측정하였다.

     (바) 통계처리

        실험에서 얻어진 모든 측정치는 평균±표준편차로 나타내었고, 통계처리는 SAS 

version 9.2(SAS institute Inc,, Cary, NC, USA)를 이용하여 분석하였다. 유의성 분석은 

Duncan’s multiple range test로 유의성은 p<0.05 수준에서 검증하였다.
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    (2) 연구 수행 결과 

     (가) 새싹보리 발효물

      ① 세포독성평가

새싹보리 발효물의 안전성과 지방생성억제 효능이 세포 독성에 의한 것인지를 확인하

기 위하여 3T3-L1 전구지방세포에 분화를 유도하는 인슐린과 함께 새싹보리 발효물을 500 

㎍/mL와 1,000 ㎍/mL 농도로 처리한 결과(Fig. 3-7), 새싹보리 발효물을 처리한 군에서는 대

조군과 비교하여 세포 생존율이 유의성 있는 변화를 보이지 않아 500 ㎍/mL와 1,000 ㎍/mL

의 농도에서 세포 독성이 나타나지 않는 것으로 나타났다. 반면, 발효전 새싹보리를 500 ㎍

/mL와 1,000 ㎍/mL의 농도로 처리하였을 때는 67.77±4.14%와 62.69±7.66%로 세포생존율

이 유의적으로 감소하였다. 

 

Fig. 3-7. Effects of non fermented barley sprouts and fermented barley sprouts on cell 

viability from 3T3-L1 adipocytes. Each values are the means±SD of samples. Bars with 

different letters indicate statistically significant differences among groups at p<0.05 by 

one-way ANOVA.
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      ② 3T3-L1 전구지방세포의 lipid droplet 생성에 미치는 새싹보리 발효물의 영양

Lipid droplet은 phospholipid monolayer에 의하여 둘러싸인 중성지방으로 구성된 비활성 

소낭으로서 precursor fibroblast에서부터 지방세포로의 분화과정에서 나타나는 것으로 알려

져 있다. 3T3-L1 전구지방세포가 지방세포로의 분화과정에 나타나는 lipid droplet 생성에 

새싹보리 발효물이 어떠한 영향을 미치는지를 확인하기 위해 Oil-red O염색법을 통해 

3T3-L1 지방세포 내 축적된 지방의 양을 측정하였다. Oil-red O 염색시약은 세포 내 지질

과 결합하며, 염색된 세포의 붉은 색이 강할수록 세포 내 중성지질 축적이 많이 이루어졌

음을 의미한다. 위상차 현미경을 통해 염색된 지방세포의 수를 이미지로 확인한 결과(Fig. 

3-8), lipid droplet의 형성이 새싹보리 발효물 처리에 의해 억제되는 것을 확인하였다. 또한, 

지방 축적량을 통계 처리한 결과 대조군보다 발효후 새싹보리 500 ㎍/mL와 1,000 ㎍/mL의 

농도로 처리한 군에서 각각 61.90%와 56.06%로, 발효전 새싹보리의 경우는 62.70%와 

59.95%의 유의적인 지방축적률의 감소가 나타났고. 발효전 새싹보리와 발효후 새싹보리의 

농도별 처리는 지방축적률이 유의적인 차이가 없는 것으로 나타났다. 이 결과를 통해 새싹

보리 발효물의 처리가 3T3-L1 전구지방세포에서 지방축적 억제 효과를 가지는 것으로 확

인되었다. 과도한 지방구는 비만을 유도할 뿐만 아니라 대사성 질환 유발에 관련성이 크기 

때문에, 지방구 형성의 억제는 비만을 치료하고 억제하는 것이 중요하다. 
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(A)

Control
Non fermented barley sprouts Fermented barely sprouts

500 ㎍/mL 1,000 ㎍/mL 500 ㎍/mL 1,000 ㎍/mL

(B)

Fig. 3-8. Effects of non fermented barley sprouts and fermented barley sprouts on relative 

lipid accumulation from 3T3-L1 adipocytes. Each values are the means±SD of samples. (A) 

Morphology of Oil-red O strained adipocytes. Magnification, 100×. (B) OD values of extracted 

Oil-red O dye (n=5). Bars with different letters indicate statistically significant differences 

among groups at p<0.05 by one-way ANOVA.
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      ③ 3T3-L1 분화 과정 중 새싹보리 발효물에 의한 ROS 생성 억제 효과

NBT assay는 NBT용액이 지방세포 내 축적된 ROS와 반응하여 dark blue formazan을 

생성하게 되며, 이를 용출하여 세포 내 ROS의 생성량을 알 수 있는 실험방법이다. 3T3-L1 

전구지방세포에 분화유도 물질을 처리하여 세포 분화 동안 생성된 ROS를 측정하기 위하여 

NBT assay를 측정한 결과는 Fig. 3-9와 같다. 새싹보리 발효물을 처리하지 않은 대조군에 

비하여 새싹보리 발효물을 500 및 1,000 ㎍/mL 처리한 군에서 ROS 생성량이 각각 28.47%

와 42.35%로 유의적으로 감소하는 것으로 나타났으며, 발효전 새싹보리의 경우도 대조군에 

비해 각각 9.88%와 30.12% 감소한 결과를 보여, 발효전 새싹보리보다 발효한 새싹보리에서 

ROS 생성량이 더 감소하는 것으로 나타났다. 위의 결과를 통하여 새싹보리 발효물은 ROS 

생성을 억제하여 비만에 효과를 갖는 원료임을 알 수 있었다. 

Fig. 3-9. Effects of non fermented barley sprouts and fermented barley sprouts on relative 

ROS production from 3T3-L1 adipocytes. Each values are the means±SD of samples. Bars 

with different letters indicate statistically significant differences among groups at p<0.05 by 

one-way ANOVA.
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     (나) 새싹브로콜리

      ① 세포독성평가

새싹브로콜리 발효물의 지방 생성 억제능을 평가하기 위해 새싹브로콜리 발효물이 

3T3-L1 전구지방세포의 세포 생존율에 미치는 영향을 WTS assay를 이용하여 분석하였다. 

그 결과, Fig. 3-10과 같이 500 ㎍/mL와 1,000 ㎍/mL의 농도로 처리한 새싹브로콜리 발효물

은 세포독성을 유발하지 않는 것으로 나타났다. 그러나 발효전 새싹브로콜리를 500 ㎍/mL

와 1,000 ㎍/mL의 농도로 처리하였을 때는 대조군에 비해 83.84±3.54%와 90.55±9.10%로 

세포생존율이 유의적으로 감소하였다. 

 

Fig. 3-10. Effects of non fermented broccoli sprouts and fermented broccoli sprouts on cell 

viability from 3T3-L1 adipocytes. Each values are the means±SD of samples. Bars with 

different letters indicate statistically significant differences among groups at p<0.05 by 

one-way ANOVA.

      ② 3T3-L1 분화과정 중 새싹브로콜리 발효물에 의한 지방축적 억제 효과

3T3-L1 세포 분화 억제 효과를 확인하기 위하여 중성지방만을 붉은색으로 염색하는 

Oil red O 염색법을 통해 3T3-L1 전구지방세포 내 생성된 중성지방의 양을 측정한 결과는 

Fig. 3-11(A)와 같다. 농도별 새싹브로콜리 발효물을 처리하여 위상차 현미경을 통해 염색된 

지방세포의 수를 이미지로 확인한 결과, lipid droplet의 형성이 발효전 새싹브로콜리와 발효

후 새싹브로콜리 모두에서 억제되는 것을 확인할 수 있었다. 새싹브로콜리를 처리하지 않

은 대조군에 비하여 발효전 새싹브로콜리와 발효후 새싹브로콜리를 500 ㎍/mL와 1,000 ㎍

/mL 처리한 군에서 지방축적량은 각각 57.32%, 51.95%, 59.04%, 53.89%으로 유의적인 감소
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치를 나타내었으나, 시험군 간에는 유의적인 차이가 나타나지 않았다(Fig. 3-11(B)). 따라서 

새싹브로콜리 발효물이 3T3-L1 전구지방세포에서 지방축적 억제 효과를 가지는 것이 확인

되었다.

(A)

Control
Non fermented broccoli sprouts Fermented broccoli sprouts

500 ㎍/mL 1,000 ㎍/mL 500 ㎍/mL 1,000 ㎍/mL

(B)

Fig. 3-11. Effects of non fermented broccoli sprouts and fermented broccoli sprouts on 

relative lipid accumulation from 3T3-L1 adipocytes. Each values are the means±SD of 

samples. (A) Morphology of Oil-red O strained adipocytes. Magnification, 100×. (B) OD values 

of extracted Oil-red O dye (n=5). Bars with different letters indicate statistically significant 

differences among groups at p<0.05 by one-way ANOVA.
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      ③ 3T3-L1 분화 과정 중 새싹브로콜리 발효물에 의한 ROS 생성 억제 효과

3T3-L1 전구지방세포에 분화유도 물질을 처리하여 세포 분화 동안 생성된 ROS를 측정

하기 위하여 NBT assay를 측정한 결과는 Fig. 3-12와 같다. 새싹브로콜리를 처리하지 않은 

대조군에 비하여 발효후 새싹브로콜리를 500 및 1,000 ㎍/mL 처리한 군에서 ROS 생성량이 

각각 21.88%와 24.94%로 유의적으로 감소하는 것으로 나타났으며, 발효전 새싹브로콜리의  

경우도 대조군에 비해 각각 13.18%와 22.35% 감소하였으며, 발효전 새싹브로콜리보다 발효

후 새싹브로콜리에서 ROS 생성량이 더 감소하였으나, 발효전 새싹브로콜리 500㎍/mL 처리

한 군을 제외하고는 유의적인 차이는 거의 없는 것으로 나타났다. 이 결과를 통해 새싹브

로콜리 발효물이 3T3-L1 지방세포에서 지방축적 억제 효과를 가지는 것이 확인되었다. 

Fig. 3-12. Effects of non fermented broccoli sprouts and fermented broccoli sprouts on 

relative ROS production from 3T3-L1 adipocytes. Each values are the means±SD of samples. 

Bars with different letters indicate statistically significant differences among groups at p<0.05 

by one-way ANOVA.
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     (다) 새싹땅콩

      ① 세포독성평가

3T3-L1 전구지방세포에 대한 새싹땅콩 발효물의 세포독성은 Fig. 3-13과 같다. 3T3-L1 

지방전구세포에 분화를 유도하는 인슐린과 함께 발효전 새싹땅콩과 발효후 새싹땅콩을 500 

㎍/mL와 1,000 ㎍/mL 농도로 처리한 결과, 발효후 새싹땅콩을 처리한 군에서는 대조군과 

비교하여 500 ㎍/mL와 1,000 ㎍/mL의 농도 처리군에서 세포 생존율이 유의성 있는 변화를 

보이지 않아 세포독성을 나타내지 않는 것으로 나타났다. 반면, 발효전 새싹땅콩을 500 ㎍

/mL와 1,000 ㎍/mL의 농도로 처리하였을 때는 61.66±5.69%와 43.45±2.66%로 세포생존율

이 유의적으로 감소하였다. 

 

 

Fig. 3-13. Effects of non fermented peanut sprouts and fermented broccoli sprouts on cell 

viability from 3T3-L1 adipocytes. Each values are the means±SD of samples. Bars with 

different letters indicate statistically significant differences among groups at p<0.05 by 

one-way ANOVA.

      ② 3T3-L1 분화과정 중 새싹땅콩 발효물에 의한 지방축적 억제 효과

3T3-L1 세포 분화 억제 효과를 확인하기 위하여 중성지방만을 붉은 색으로 염색하는 

Oil red O 염색법을 통해 3T3-L1 전구지방세포 내 생성된 중성지방의 양을 측정한 결과는 

Fig. 3-14와 같다. Fig. 3-14(A)는 농도별 새싹땅콩 발효물을 처리하여 위상차 현미경을 통

해 염색된 지방구를 관찰한 것으로 대조군을 제외한 모든 군에서 지방구의 크기가 감소하
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였다. 또한 지방 축적량을 통계 처리한 결과(Fig. 3-14(B)), 대조군보다 발효한 새싹땅콩을 

500 ㎍/mL와 1,000 ㎍/mL의 농도로 처리한 군에서 각각 59.50%와 55.61%로, 발효전 새싹땅

콩의 경우는 53.55%와 51.49%의 유의적인 지방축적률의 감소를 나타내었으나. 농도별로  

발효전 새싹땅콩과 발효한 새싹땅콩에 있어서 지방축적률은 유의적인 차이가 없는 것으로 

나타났다. 이 결과를 통해 새싹땅콩 발효물이 3T3-L1 전구지방세포에서 지방축적을 유의적

으로 감소시키고 지방 생성 억제효과를 가진다는 사실을 알 수 있었다.

(A)

Control
Non fermented peanut sprouts Fermented peanut sprouts

500 ㎍/mL 1,000 ㎍/mL 500 ㎍/mL 1,000 ㎍/mL

      

      (B)

Fig. 3-14. Effects of non fermented peanut sprouts and fermented broccoli sprouts on 

relative lipid accumulation from 3T3-L1 adipocytes. Each values are the means±SD of 

samples. (A) Morphology of Oil-red O strained adipocytes. Magnification, 100×. (B) OD values 

of extracted Oil-red O dye (n=5). Bars with different letters indicate statistically significant 

differences among groups at p<0.05 by one-way ANOVA.
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      ③ 3T3-L1 분화 과정 중 새싹땅콩 발효물에 의한 ROS 생성 억제 효과

3T3-L1 전구지방세포에 분화유도 물질을 처리하여 지방세포로 분화를 시킨 뒤 생성된 

ROS를 측정하기 위하여 NBT assay를 이용하여 측정한 결과는 Fig. 3-15와 같다. 새싹땅콩

을 처리하지 않은 대조군에 비하여 발효한 새싹땅콩을 500 및 1,000 ㎍/mL 처리한 군에서 

ROS 생성량이 각각 35.06%와 42.82% 정도 유의적으로 감소하는 것으로 나타났으며, 발효전 

새싹땅콩의 경우 또한 대조군에 비해 각각 25.41%와 36.47% 유의적으로 감소하였으며, 발

효전 새싹브로콜리보다 발효한 새싹브로콜리에서 ROS 생성량이 더 감소하였으나 500 ㎍

/mL 처리군을 제외하고는 유의적인 차이는 거의 없는 것으로 나타났다. 이 결과를 통해 새

싹땅콩 발효물이 3T3-L1 지방세포에서 지방축적 억제 효과를 가지는 것이 확인되었다. 

Fig. 3-15. Effects of non fermented broccoli sprouts and fermented broccoli sprouts on 

relative ROS production from 3T3-L1 adipocytes. Each values are the means±SD of samples. 

Bars with different letters indicate statistically significant differences among groups at p<0.05 

by one-way ANOVA.
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 제 5절. 주관기관 연구 수행 결과

  1. 국내외 어린이 음료시장 환경 분석

   가. 어린이 음료 시장현황

 (1) 기능성 식품시장의 꾸준한 성장이 지속되며, 2016년 기준 국내 건강기능식품 시장규모는 

1조 4천억원의 거대시장을 형성하고 있으며, 평균 28.2 %씩 성장하고 있음. 또한, 연평균 

10%이상의 성장잠재력을 가지고 있음

 (2) 2016년 건강 트랜드 1위는 면역력 증진으로, 특히 아이들 건강과 성장 관리가 최대 관심

사(‘16 한국건강기능식품협회)

  (가) 국내 어린이 음료시장은 2011년 523억원에서 2015년 780억원, 2016년 800억원으로 5년 

만에 60% 가까이 빠르게 성장하고 있으며 향후 4~5년 내 1,000억원 규모로 성장할 것으

로 전망됨

  (나) 어린이 음료 시장은 현재 과즙음료와 홍삼음료가 주를 이루고 있으며 매년 시장 규모가 

20% 이상 성장하고 있음

  (다) 어린이 음료 시장의 성장 원인은 저출산, 맞벌이 증가로 구매에 대한 자녀의 영향력이 

커졌으며 건강에 대한 관심증대로 어른이 먹는 음료와 차별화 된 음료를 먹이고자 하는 부

모의 규매율 증가와 유치원, 학원 등 단체 활동의 증가로 인한 어린이 음료에 대한 수요 

증가와 등으로 분석 됨

  (라) 어린이 음료 시장의 성장과 함께 식음료 업계에서는 건강과 맛을 생각한 다양한 기능성 

제품들과 어린이들이 좋아하는 캐릭터를 사용한 제품들을 출시하고 있음

[그림] 국내 어린이 음료시장 규모
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 (3) 어린이 음료시장 업체별 점유율

  (가)  어린이 음료 시장에서 업체별 점유율은 팔도(34.3%), 정관장(23.3%), 해태음료(11.0%), 

웅진식품(7.5%)의 순으로 나타남

  

[그림] 어린이 음료시장 업체별 점유율(출처: 링크아즈텍)

 (4) 어린이 음료시장 소비 트렌드

  (가) 자녀의 건강에 대한 부모의 관심과 투자의 증가: 자녀의 면역력 강화와 발육에 대한 부

모의 관심이 증대되었으며 이는 어린이 홍삼음료 시장의 성장에 영향을 미침. 어린이 홍삼

음료 시장은 2014년 기준 1,500억원 규모로 성장했음

  (나) 어린이를 대상으로 하는 건강기능 식품 시장의 성장: 2016년 기준 건강기능식품 주요 

소비자층으로 중년여성(20.4%)의 뒤를 이어 어린이(13%)가 선정됨(2016년 한국건강기능식품

협회 시장전망 보고서). 이는 건강기능식품의 구매 평균여령대가 점점 낮아지고 있음을 의

미함

  (다) 어린이의 입맛과 부모들의 깐깐한 기준을 모두 만족시킬 수 있는 제품의 소비: 어린이

를 대상으로 하는 음료의 경우 제품구매자와 사용자가 구분되어있음. 따라서 음료를 구매

하는 부모의 기준(성분, 자녀의 건강에 도움이 되는 제품 등)과 어린이들의 기호(맛, 아이들

의 눈높이에 맞는 캐릭터 사용 등)를 모두 충족시켜 줄 수 있는 제품을 소비함

  (라) 천연원료를 활용한 무첨가 제품의 선호: 부모들이 자녀의 건강을 위해 탄산음료의 구매

는 기피하고 합성감미료를 첨가하지 않고 천연원료를 활용한 무첨가 제품을 구매함

  (마) 기존의 어린이 음료관련 기업들은 단순히 제품 종류를 늘리는 차원이 아니라 기존의 

자사 제품, 이미지와 다른 유형의 상품을 통해 새로운 어린이 음료 시장을 개척하고 있음
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  (바) 과거 어린이 대상 음료가 화려한 색깔과 당분으로 어린이들의 이목을 집중시켰다면, 

최근에는 어린이들의 발육에 유익하다고 알려진 각종 영양성분이 들어있는 기능성제품이 

개발되어 판매량이 증가하는 추세

 나. 경쟁기관현황 

  • 어린이 음료 시장점유율은 팔도 뽀로로 음료, 정관장 아이키커, 한국코카콜라 쿠우, 이롬 

앵그리버드, 한국야쿠르트 하루야채, 웅진식품 코코몽 순으로 나타남

  • 현재 어린이 음료는 크게 과.채주스, 과.채음료, 유산균 음료, 혼합음료, 건강기능식품 등의 

형태로 다양한 제품이 출시되고 있음

  • 어린이 음료는 과.채주스, 과.채음료, 유산균음료, 혼합음료의 네 가지로 구분 할 수 있음

(식품의약품안전처 어린이 기호식품 유형 기준)

   (1) 팔도

  (가) 팔도는 어린이음료 시장에서 총 120억원의 매출을 올리며, 점유율 34.3%로 시장 1위를 

지키고 있음. 

  (나) ‘뽀로로’ 4종(밀크/딸기/사과/블루베리)이 어린이 혼합음료로 식품의약품안전처에서 인

증하는 어린이 기호식품 품질인증을 획득, 또한 지난 뽀로로 샘물, 뽀로로 스포츠를 출시

하며 라인업을 강화함

   (2) 정관장

  (가) KGC인삼공사의 ‘정관장 아이키커’가 23.3%의 점유율로 어린이음료 시장에서 2위 자

리를 지키고 있음

   (3) 기타기관

  (가) ‘뽀로로 홍삼쏙쏙’(팔도), ‘발삼 키플러스 코코몽’(웅진식품), ‘착한 홍삼 키즈엔’

(농협), ‘홍삼 키즈 튼튼’(이롬) 등이 지속적으로 출시되고 있음

  (나) ‘식물성 유산균 제품으로는 ㈜웰빙엘에스에서 유산균 핸디제품 (다른 과즙이나 우유/두

유에 타서 마시는 제품)을 생산하여 판매하고 있음. 경쟁제품으로 볼 수 있으나 음료제품

은 출시하지 않고 있음. 당사는 창업이후 식물성 유산균 과즙음료를 개발하여 1개 품목에 

대하여 상용화하고 있음.
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 다.  베트남 음료 시장 현황

  (1)  베트남 음료시장 규모

  (가) 2012년부터 2014년까지 베트남의 소프트 음료 시장은 꾸준한 성장세를 보임. 2012년부

터 2014년까지 순차적으로 27조 9,310억 동(1,000동= 50.10원), 34조 2,360억 동, 41조 4,730

억 동의 시장 규모가 확인되었으며, 3개년 연평균은 21.85% 성장률을 기록함

  (나) 베트남 식품 및 음료 시장의 연간 성장률이 7~8%로 집계되어 발전가능성이 높은 시장

으로 떠오름. 베트남인들의 지출에 있어 음식이 차지하는 비중이 매우 큼.

                                                                   

(단위 : 십억 동)

[그림] 베트남 음료 시장 규모

  (가) 어린이 음료의 주요 소비층인 0~9세 인구 비중의 경우, 베트남 전체 인구의 16%인 약 

1,512만 5,004명으로 집계됨. 한국의 0~9세의 총 인구수가 460만 1,688명임을 감안하면, 베

트남의 동 연령층의 규모가 3.29배 더 큰 것으로 나타남

  (2)  베트남 음료시장 소비 트렌드

  (가) 베트남 어린이 음료, 바이어 선호 스펙: 보편적으로 전 연령층이 음용할 수 있는 음료를

수입하며, 원산지, 브랜드, 테트라 팩에 담긴 포장 용기를 선호함

  (나) 과거 베트남인들은 설탕을 많이 먹으면 머리가 좋아진다고 생각하여 설탕 섭취에 대한 

거부 반응이 적었다고 함. 그러나 최근 당뇨병 등 성인병 환자가 증가하면서 설탕이 건강

에 해롭다는 인식이 증가하고 있음

  (다) ‘건강’이 트렌드로 부상하면서 저당, 탄산을 無첨가한 음료가 각광 받고 있음

  (라)  베트남 사람들이 좋아하는 한국 상품으로는 건강 및 웰빙을 마케팅 키워드로 한 홍삼, 

김, 미역 제품이 있음
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  (3) 베트남 시장 내 경쟁기관 현황

  (가) 베트남 시장에서는 Vina milk와 FrieslandCampina가 베트남 내에서 어린이에게 인기가 

높은 것으로 나타남

  (나) 한국기업의 경우 팔도사의 뽀로로 제품이 현지 매장에 가장 많이 진열된 것으로 나타났

으며 조아제약의 스마트 디노와 롱디노는 2016년 7월 베트남 어린이 음료 시장에 진출한 

것으로 나타남

  2. 소비자 선호도 및 제품 컵셉 설문조사
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  3. 제품 가격 설정 및 제품 컨셉

   가. 제품 가격 설정 

     (1) 원가 구성내역

       가) 원재료비

       나) 부재료비(포장재)

       다) 생산비(OEM 가공비)

       라) 인건비

       마) 전력비, 수도비, 감가상각비

       바) 판관비

       사) 택배비

 

   나. 판매처 및 예상 매출

 (1) 지마켓, 카카오, 마켓컬리 특가구성(수수료 10%이하)

 (2) 소셜몰 특가구성(수수료 10%이하)

 (3) 자사몰 세트구성

 (4) 국내예상매출(MAX): 12백만원(日) X 22 = 264백만원 / 일 평균 400~500set 판매      

(1set/30포)

 (5) 해외예상매출: 42백만원(20FT DRY CONTAINER) / 60,000팩

 (6) 중국 / 베트남 / 러시아 외 수출상담 및 계약 진행 中
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 - 예상 매출액

단위: 백만원 

2019년 2020년 2021년

국내

1,820 2,150 2,400
판매가: 1,500원

月매출: 264백만원 / 하루평균 400~500건 판매

국외

200 400 600
수출확정 및 예상국가

: 중국, 베트남, 러시아 외

합계 2,020 2,550 3,000

  - 상세 예상매출액

단위: 백만원

2019년 2020년 2021년 2022년 2023년

오프라인

120 150 200 250 300
1. 롯데마트/롯데슈퍼/빅마트

2. 현대백화점

3. 신세계백화점

4. 고메이494

※ 메인 오프라인시장에 입점을 통해 온라인에서 입지강화.

※ 수출 상담 시에도 상당한 플러스 요인으로 작용 함.

온라인

1,700 2,000 2,200 2,500 3,000
1. 지마켓, 카카오, 마켓컬리

2. 소셜 외

3. 자체몰

※ 일 평균 200건 / 1달 22일 발송기준

수  출

200 400 600 800 1,000
1. 중국, 베트남, 인도네시아 외

※ 20pt(60,000팩) / 예상수출가: 750원

합  계 2,020 2,550 3,000 3,550 4,300

 

  다. 판매가격 설정

    (1) 1차 메인 오프라인 시장 경쟁음료 가격조사

    (2) 평균가격에서 15% 높여서 리테일 가격 설정(1,500원)

 



- 246 -

  라. 제품 컨셉 설정

     



- 247 -

4. 제품 판매를 위한 유통망 확보

  가. 국내
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  나. 해외
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  5. 다양한 어린이 입맛 취향 관련 제품 출시

   가. 새싹보리 발효물을 활용한 어린이 음료개발
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   나. 새싹보리 발효물을 활용한 리뉴얼 어린이 음료 2종 개발
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   (1) 새싹보리 발효물이 함유된 곰곰이네 주스 I

    (가) 레시피 

    

원재료 배합비 (%)

1
배착즙액 

79.97

2
도라지・수세미

혼합추출액
10

3 Vit. C 0.03 

4 모과농축액 5

5 새싹보리 발효액 5

6 합  계 100

     

    (나) 음료의 이화학적 특성

    

pH 당도 산도 일반세균 대장균군

4.24 13.9 0.23 불검출 불검출
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  (2) 새싹보리 발효물이 함유된 곰곰이네 주스 II

    (가) 레시피 

    

원재료
배합비 

(%)

1
  사과 70 : 양배추 30 

  착즙유산발효액
50

2
 새싹보리 

 유산발효액
5

3  폴리덱스트로스 1

4  프락토올리고당 3

5  배 농축액 3

6  모과 농축액 2

7  당근 농축액 1

8  정제수 35

9     Total 100

     

    (나) 음료의 이화학적 특성

    

pH 당도 산도 일반세균 대장균군

3.80 12.7 0.26 불검출 불검출
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   나. 새싹채소 발효물을 활용한 리뉴얼 어린이 음료 2종 개발

   (1) 새싹브로콜리 유산발효음료
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   (2) 새싹땅콩 유산발효음료
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   (3) 곰곰 새싹한 사과 ․ 양배추
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   (4) 곰곰 새싹한 브로콜리와 감귤․당근

   (5) 곰곰 새싹한 땅콩과 하루견과
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  6. 패키지 디자인 개발 

  가. 새싹발효음료 브랜딩 개발
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   나. 새싹브로콜리 유산발효음료
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   다. 새싹땅콩 유산발효음료
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   라. 곰곰 새싹한 사과 ․ 양배추
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   마. 곰곰 새싹브로콜리와 감귤 당근
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   바. 곰곰 새싹땅콩과 하루 견과
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  7. 시생산 업체 선정 

   1) 시생산업체 정보

생산업체

현황

업체명
농업회사법인 주 동서

웰빙
사업자등록번호

주소 경상북도 영천시 하이브리드로 본촌동
유형 중소기업 

주 생산품 과채음료 과채주스 건강보조식품 등
대표자 최 경 자 전화

팩스

생산업체

현황

업체명 에코네츄럴 사업자등록번호
주소 경상북도 경산시 남산면 하남로 
유형 중소기업 

주 생산품 과채음료 과채주스 등
대표자 조 준 구 전화

팩스

   2) 시생산 내용

   - 1차 시생산 : 새싹보리 유산 발효 및 시제품 제작

   - 2차 시생산 : 새싹보리 유산 발효 및 리뉴얼 시제품 제작

   - 3차 시생산 : 새싹보리와 사과양배추 유산 발효 및 리뉴얼 시제품 제작

   - 4차 시생산 : 새싹브로콜리 유산 발효 및 제품 생산

   - 5차 시생산 : 새싹땅콩 유산 발효 및 제품 생산

   - 6차 시생산 : 새싹보리사과양배추 유산 발효 및 제품 생산

   3) 생산 시설
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   4) 시생산 제조공정도

유산발효음료제조 유산 발효액 제조 유산 종균 배양 포장재

농축액 올리고당 
등

새싹채소 배지 내포장재 외포장재

원료 입고 검수 원료 입고 검수 원료 입고 검수 입고 검수

보 관 보   관 보   관 보  관

분쇄
유산균배양 차

배지

전처리
효소처리 추출 착즙 등

유산균 배양 차
배지

여과 및 살균 유산균 배양 차
유산균 배지

유산발효 차

유산발효 차

유산발효 차

차 여과
원심력 

차 여과
규조토 

살균
냉각

살균 온도
살균 시간 초

냉각 온도

배합

살균
냉각

살균 온도
살균 시간 초

냉각 온도

여과

충진 내포장
내포장재

검   사

포   장
외포장재

검사 보관
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   5) 시생산 결과물

<1차 시생산 시제품>

<2차 시생산 시제품 2종>

<3차 시생산 시제품 2종>
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<4차 시생산 시제품>

<5차 시생산 시제품>

<6차 생산 제품>
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  8. 마케팅 및 NB 방안 모색

 1) 아래 유통경로를 통하여 동시다발적으로 마케팅 및 유통 실시.
   (온·오프라인 동시에 출시 및 마케팅 진행하여 인지도 확보 및 매출 증대)

 2) 기존 온·오프라인 유통망을 활용.

 3) 특히 국내 주요 대형 유통사를 통하여 1차 고급 시장에 출시 함으로써, 
   신뢰를 줄 수 있는 제품 이미지 확보.

 4) 전국 유명 카페체인을 통하여 유통 판매 및 제품이미지 확보.

 5) 약국유통은 성분 및 포장패키지를 다르게 제작하여 판매.
   (건강기능식품은 아니지만 건강한 이미지의 음료로 이미지 마케팅)

 6) 학교급식을 통하여 학생들에게 친숙하고 편안한 음료 이미지 확보.
   (추가로 과다 생산에 대한 전략 및 음료 생산 주기를 빠르게 가져갈 수 있음.)

 7) 면세점 유통라인을 통하여 국내외 잠재고객 발굴 및 확보.
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8) 인스타그램, 페이스북 등 활용하여 모델 선발

9) 아래 온라인 유통망의 통시다발적 광고마케팅을 통하여 제품 인지도 확보

10) 주기적으로 다가오는 1년간 명절 및 기념일 패키지 출시로 소비자와의 친밀도 상승.

11) 자체 종합 쇼핑몰 운영을 통한 홍보마케팅 진행

 (1) 세부실행계획

 - 구매인증, 구매사은행사 (예시 사진)

 - 보도자료
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 - 블로그 상위 노출 및 리뷰 홍보

  ⦁포털사이트 유사 키워드의 노출 빈도를 조사하여, 뉴스 카테고리 상위 노출

 - SNS 홍보

  ⦁ 인스타, 페이스북 유사제품키워드 검색시 노출되는 빈도로 제품 홍보전달

 - 타켓별 커뮤니티 홍보

  ⦁ 행사특가, 1+1 기획전을 각 커뮤니티 사이트에 기재하여 제품 홍보
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 - 키위드 광고

  ⦁ 제품에 관련된 연관검색어를 바탕으로 키워드를 도출하여 상위에 노출 함

 - 오픈마켓 입점 및 세팅

  ⦁ 개별 제품 세팅 완료 및 메인 광고 상품 묶음 등록(네이버쇼핑, 11번가, 옥션, G마켓)

 - 그 외 언론 지면광고 및 잡지광고 진행

  ⦁다양한 매체를 이용한 기획기사, 인터뷰, 칼럼 등 적극적인 제품 기사 활동

  ⦁새싹발효음료에 대한 전략 수립과 언론 매체 대응

  ⦁언론매체와의 밀접한 관계유지하고 새싹발효음료에 관란 적극적인 홍보유도

  ⦁추가 제품 개발을 위한 분기별 홍보 진행　
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12) 현재 보유하고 있는 바이어를 통하여 수출 진행

13) 현재 수출 국가에서 진행중인 행사를 적극 활용하여 국내 뿐만아니라 해외 고객확보

14) 고객 확보 후 기존 스파우트 형태의 제품에서 변형 된 패키지와 성분으로 추가 고객확보

   (ex. 스틱형태의 제품 출시로 전 연령층이 간편하게 섭취하능한 제품 출시)
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15) 새싹음료 홍보마케팅 전략 수립

  (1) 어린이 음료 타켓분석



- 275 -

  (2) 성인음료(남성) 타켓분석
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  (3) 성인음료(여성) 타겟분석
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  (4) 온가족용 음료 타겟분석
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  16) 성공적인 제품개발을 위한 표본조사 실시
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  17) 크라우드 펀딩 진행(와디즈) 성공

   - 목표액 대비 1800% 달성(목표액: 100만원)

  - 와디즈 매인 노출
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 9. 생산 가능 시설 및 설비 확충

생산 공장 전경 생산설비 전경(현물자산 포함)

공장 외부 전경

공장 내부 전경 1

공장 내부 전경 2

세척기             착즙기  

배합탱크             여과기

충진기                 후살균조
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제 6절. 연구 개발 성과

 1. 연구개발 성과목표 및 대비 실적표

성과
목표

사업화지표 연구기반지표

지식

재산권

기술

실시

(이전)

사업화

기

술

인

증

학술성과

교

육

지

도

인

력

양

성

정책

활용

홍보

기

타

(타 

연

구 

활

용 

등)

특

허

출

원

특

허

등

록

품

종

등

록

건

수

기

술

료

제

품

화

매

출

액

수

출

액

고

용

창

출

투

자

유

치

논문 논

문

평

균 

IF

학

술

발

표

정

책

활

용

홍

보

전

시

SCI
비

SCI

단위 건 건 건 건
백

만
건

억

원

억

원
명 건 건 건 건 건 명 건 건

가중치
최종목표 3 3 6 23 6.5 8 1 3 3
1
차
연
도

목
표

1 1 1 1 1 1

실
적

3 1 1 1 1 1 1

2
차
연
도

목
표

1 1 1 2 2 1 1

실
적

1 3 1 2 0.5 4 2 3

3
차
연
도

목
표

1 1 1 3 0.5 2 1 1

실
적

3 1 2 1 7 0.6 3 3

합 
계

목
표

3 2 3 5 0.5 5 1 3 3

실
적

7 4 3 3 9 1.1 8 1 6 4
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 2. 생명자원(생물자원) 기탁

No. 생명자원(생물자원)/화합물명 등록/기탁번호 등록/기탁기관 발행년도

1
 Lactobacillus fermentum

 DU.LA.EIJ-31
KCTC 13419BP

Korean Collection 

for Type 

Cultures(KCTC)

2017

2  Pedicoccus pentosaceus DU.La.P-11 KCTC 13781BP

Korean Collection 

for Type 

Cultures(KCTC)

2018

3  Pedicoccus acidilactici DU.LAB.K-1 KCTC 13963BP

Korean Collection 

for Type 

Cultures(KCTC)

2019

 3. 국내 및 국제학술회의 발표

No. 회의명칭 발표자 발표일시 장소 국명

1
2017 KFN International 
Symposium and Annual 

Meeting

Kim, In-Ho, Kim, Yi-Seul, 
Eom, In-Ju, Kim, Seong-Ho

2017.11.09
HICO

Gyeongju
Korea

2
2018 KFN International 
Symposium and Annual 

Meeting

Kim, In-Ho, Kim, Yi-Seul, 
Eom, In-Ju, Kim, Seong-Ho

2018.10.31
BEXCO
Busan

Korea

3
2018 KFN International 
Symposium and Annual 

Meeting

Kim, In-Ho, Kim, Yi-Seul, 
Eom, In-Ju, Kim, Seong-Ho

2018.10.31
BEXCO 
Busan

Korea

4
2019 KFN International 
Symposium and Annual 

Meeting
Kim, In-Ho, Kim, Seong-Ho 2019.10.23

ICC JEJU
Jeju

Korea

5
2019 KFN International 
Symposium and Annual 

Meeting
Kim, In-Ho, Kim, Seong-Ho 2019.10.23

ICC JEJU
Jeju

Korea

6
2019 KFN International 
Symposium and Annual 

Meeting
Kim, In-Ho, Kim, Seong-Ho 2019.10.24

ICC JEJU
Jeju

Korea
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 4. 지식재산권(특허, 실용신안, 의장, 디자인, 상표, 규격, 신품종, 프로그램)

No.
지식재산권 등 명칭
(건별 각각 기재)

국 명
출원 등 록

기여율
출원인 출원일 출원번호 등록인 등록일

등록
번호

1

신규 락토바실러스 
퍼멘텀 균주를 

이용한 사포나린, 
이소비텍신 및 
루테올린 함량이 
증진된 새싹보리 

발효물의 제조방법

한국 ㈜프레쉬벨
2017.12

.28
10-2017-01

81837
㈜프레쉬벨

2019.
07.09

10-20002
86

100

2

신규한 유산균 
Pediococcus 

acidilactici DU. 
LAB. K-1(KCTC

13963BP)를 
이용하여 설포라판 

및 쿼세틴이 
증강된 새싹브
로콜리 유산균 
발효물 및 이의 

제조방법

한국 
㈜프레쉬벨
대구대학교
산학협력단 

2019.
12.27 

10-2019-01
76836

100

3

신규 페디오코커스 
펜토사세우스 
균주를 이용한 

새싹땅콩 발효물의 
제조방법 및 상기 

방법에 의해 
제조된 새싹땅콩 

발효물을 포함하는 
변비 개선용 

조성물

한국 
㈜프레쉬벨
대구대학교
산학협력단 

2019.
12.31

10-2019-01
79947

100

4 곰곰 한국 ㈜프레쉬벨
2017.
12.15

4020170
161713

㈜프레쉬벨
2018.
09.21

40139992
40000

100

5 슈퍼파파 한국 ㈜프레쉬벨
2017.
12.29

 4020170
168395

㈜프레쉬벨
2018.
10.23 

40140949
10000

100

6 새싹바라보리 한국 ㈜프레쉬벨
2017.
09.22

 4020170
120973

㈜프레쉬벨
2018.
12.21

40142968
90000

100

7 파파아이 한국 ㈜프레쉬벨
2019.
11.07

4020190
171568

㈜프레쉬벨 100

 5. 인력양성

No. 분류 기준년도

인력양성현황

학위별 성별 지역별

박사 석사 학사 남 여 수도권 충청군 영남권 호남권 기타

1 인력양성 2017-2019 2 2 2
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 6. 포상 및 수상실적

 7. 홍보 전시

8. 시제품 성과

No. 제품명 제품사진 제품출시일
매출액
(백만원)

원산지
품질

인증여부

1
곰곰이네 

배․도라지엔모과
2018. 국산

2
곰곰이네 

사과․양배추 
2018. 국산

3
곰곰 새싹한 
사과양배추

2020. 01 국산
HACCP
인증 

 

No. 포상명 포상내용 대상 포상일자 포상기관

1
농식품분야 

오픈크라운드 투자 
경진대회 1등

식물성 유산균 제품의 
상품화

㈜프레쉬벨
오픈크라우

드

No. 유형 행사명 전시품목 장소 활용년도

1 상품전시회 코스트코 상품전시회 곰곰이네 외
코스트코

(대구혁신도
시범)

2018

2 유아교육전 부산 유아교육전 곰곰이네 외 부산 벡스코 2019

3 베이비페어 대구 베이비페어 곰곰이네 외 대구 엑스코 2019

4 국제유아교육전 서울 국제유아교육전 곰곰이네 외 서울 엑스코 2019

5 맘앤베이비엑스포 일산 맘앤베이비엑스포 곰곰이네 외 일산 킨텍스 2019

6 베이비페어 일산 베이비페어 곰곰이네 외 일산 킨텍스 2019

7 베이비페어 부산 드림베이비페어 곰곰이네 외 부산 벡스코 2019

8 브랜드엑스포
대한민국 브랜드엑스포 in 

LA
곰곰이네 외 LA 2019
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9. 사업화 성과 및 매출실적

   가. 사업화 성과

항목 세부항목 성 과

사업화

성과

매출액

개발제품
개발후 현재까지 0.5억원

향후 3년간 매출 20억원

관련제품
개발후 현재까지  8억원

향후 3년간 매출 50억원

시장

점유율

개발제품

개발후 현재까지 -

향후 3년간 매출
 국내 : 10%

 국외 :  2%

관련제품

개발후 현재까지 -

향후 3년간 매출
 국내 : 20%

 국외 :  5%

세계시장

경쟁력

순위

현재 제품 세계시장 경쟁력 순위 -

3년 후 제품 세계 시장경쟁력 순위 -

  

 10. 연구 성과 결과 및 고찰

  가. 기술적 성과

    (1) 목적성 어린이용 음료 제품 생산 및 출시 

      (가) 어린이용 항비만 및 배변 기능 개선 음료 조성과 formulation

      (나) 3有(맛, 영양, 기능 有), 5無(무농약, 무설탕, 무첨가물, 무색소, 무방부제) 컨셉

      (다) 어린이 취향 관련 3종이상의 관련 제품 개발

    (2) 목적성 식물성 유산균 3종 특허기탁 

      (가) 새싹보리, 새싹브로콜리, 새싹땅콩 발효 최적화 유산균 동정 및 특허기탁 

          (공인기탁기관).

    (3) 공정도 및 제조 매뉴얼 개발 및 제공 

      (가) 본 연구결과를 바탕으로 음료제작에 필요한 새싹채소(보리, 브로콜리, 땅콩) 

          전처리 조건기술

      (나) 새싹채소를 이용한 발효생산기술 및 발효물을 활용한 음료 조성과  배합비 등 생산  
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       기술에 필요한 매뉴얼을 제작.

    (4) 최종시제품 관련한 생산을 위한 품목제조신고 3건 이상

    (5) 특허 출원 및 등록 3건 이상 및 상표등록 3건 이상 

  나. 경제적 성과

    (1) 관련 제품의 판매 상담 미팅

      (가) 새싹채소음료 해외진출 개척을 위한 제너럴네이쳐(주), 중국 한진무역 구매 담당자  

          미팅, 베트남 내 편의점, 마트 수입 유통업체 바이어 미팅, 중국키즈바람회 참가

      (나) 국내 유통사 판로개척을 위한 롯데슈퍼, 롯데마트 입점 미팅, 현대그린푸드, 신세계  

          백화점 미팅, 윙잇 온라인 유통업체 미팅, 티앤비 코리아 공동구매 업체 미팅, 국내  

          박람회 참가(유아박람회 외)   

    (2) 제품개발에 따른 새싹채소의 원활한 가공처리로 농가 소득증대와 새싹채소 가격의 안  

       정화, 고부가가치 창출

    (3) 동 사업에서 지원한 개발 인력 고용

    (4) 새싹채소를 이용한 기능성 제품화는 지역발전과 고용창출 등에 기여
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제 3 장. 목표 달성도 및 관련 분야 기여도

 제 1 절. 목표달성도

  1. 연차별 연구개발 목표 달성도 및 수행내용

   가. 1차 년도 

구분
(연도)

세부
과제명

세부연구목표 연구개발수행내용
달성도
(%)

1차

년도

(2017)

(주관, 

연구과제)

 새싹보리의 식물성 유산균

 발효물을 활용한 소아비만

 및 배변기능 개선 어린이용

 음료 시제품 개발 및 제품

 성분 검사

 - 시제품 업체 선정 및 시제품 

   제작 

 - 영양성분 검사

 - 특허 출원

 - 제품 디자인 개발

100

 새싹보리의 식물성 유산균  

 발효물을 활용한 소아비만 

 및 배변기능 개선 어린이용 

 음료 완성품 생산

 - 생산업체 선정 100

(협동
연구과제)

새싹보리
의

식물성 
유산균 
발효공정
최적화 및 
발효물의 
기능
검증

 새싹보리 유산균 최적발효조

 건 실현을 통한 scale up

 조건 충족 및 대량생산기술

 확립

 - 최적 발효 유산균주의 기탁

 - Lab scale 발효 조건 최적화
100

 새싹보리 유산균 발효물의 

 소아비만 및 배변기능 개선

 의 지표물질 함량 검토 

 - 분광광도계 및 HPLC법에 의한

   지표물질 분석
100

 마케팅용 data 및 자료 확보  - Pilot 및 plant scale 적용 100

 식물성 유산균을 활용(요소

 기술 활용)한 변비개선 음료 

 IP 출원

 - 관련 특허 출원 100
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   나. 2차 년도 

구분
(연도)

세부과제명 세부연구목표 연구개발수행내용
달성도
(%)

2차

년도

(2018)

주관, 

연구과제

 새싹보리 발효물 리뉴얼

 제품 출시

 - 새싹보리 발효물이 함유된     

   곰곰이네 주스 2종 출시
100

 국내외 어린이 음료시장

 환경 분석
 - 자료 조사 100

 소비자 선호도 및 제품

 컵셉 설문조사
 - 설문 조사 100

 제품가격 설정 및 제품 컵셉  

 제품 디자인 수정 및 보완

 - 제품가격 설정

 - 제품 컨셉 결정

 - 제품 디자인 개발 

100

 제품 판매를 위한 유통망 

 확보
 - 마케팅 및 유통망 확보 100

 새싹브로콜리&새싹땅콩 식물

 성 유산균 음료 시제품 생산

 - 새싹브로콜리 식물성          

   유산균음료 & 새싹땅콩 식물성  

   유산균 음료 시제품 생산

100

협동
연구과제

 새싹보리의 유산균 발효물을

 활용한 어린이용 음료 관능

 평가와 음료 formulation

 확립

 - 음료 배합비 결정

 - 관능검사

  (자체관능검사, 신뢰성 확보를   

  위한 전문기관 소비자 관능평가)

100

 새싹보리 유산균 발효물

 활용 어린이용 음료의 기능

 (배변효능) 검증(동물시험) 

 - 동물실험을 통한 변비 개선    

   검증 (in vivo test)
100

 새싹채소(땅콩, 브로콜리 등)  

 관련 발효능 및 지표검사

 - 최적 발효 유산균주의 기탁

 - Lab scale 발효 조건 최적화

 - 지표 성분 검사

100
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   다. 3차 년도 

구분
(연도)

세부과제명 세부연구목표 연구개발수행내용
달성도
(%)

3차

년도

(2019)

주관, 

연구과제

새싹채소 유산균발효음료 광고 

및 홍보 진행 
 - 국내외 박람회 참가 홍보 100

리뉴얼 제품 반응조사 및 마케팅

 - 현장 관능검사 및 전문기관

   기호도 분석

 - 시음회 진행

100

제품 보완 및 리뉴얼 제품 개발 

 - 새싹땅콩과 새싹브로콜리  

   유산균발효음료 리뉴얼 개발

 - 디자인 보완 및 수정

100

리뉴얼제품 개발 및 출시
 - 크라우드 펀딩 진행 및 성공

   (새싹한 사과양배추)
100

해외시장 현지화 제품 개발  - 중국 바이어 상담(박람회) 100

시설 및 설비 확보  - 공장 설립(HACCP인증) 100

협동
연구과제

새쌕채소 유산균 발효물 활용 
음료 추가개발 및 제품 확장 

 - 새싹채소(브로콜리&땅콩)      

   유산발효음료 개발
100

새싹채소 발효물 및 음료(2종) 
효능 및 안정성 검사

 - 동물실험을 통한 변비 개선    

   검증 

 - 세포실험을 통한 항비만 효과  

   검증  

100

 새싹채소(브로콜리&땅콩) 관

련 bioconversion 효소 활성 증

가 핵심 기술 개발 

 - 특허 2건 출원 100
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제 4 장. 연구결과의 활용 계획 

  ○ 새싹보리 활용 어린이용 발효음료 개발 후 국내 대기업 납품 및 PB제품 런칭 기대  

  ○ 베트남 공기업인 ITPC와의 MOU를 통해 나노기술을 공유 등 기술 사업화

  ○ 베트남 중심의 동남아 수출상품화 추구 및 전략(해외수출)

  ○ 다양한 새싹원료를 어린이용 음료 기술 고도화 및 다양한 제품개발

  ○ 당사의 음료 제조 노하우를 적극 활용하여 제품화를 진행

  ○ 시제품 제작을 통한 본격적인 생산체제를 구축하고, 디자인 마케팅 전략을 확립하여 사업  

     화를 진행

  ○ 음료제품의 기존 확보되어 있는 거래처 적극 활용하여 국내 판로 확보

  ○ 천연자원을 활용한 기능성 부여 제품개발을 통해, 차후 신제품 개발 시 기존의 레시피를  

     활용한 다양한 음료 개발이 가능  
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