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GABA 함량이 증진된 쌀겨 젖산균 발효 소재 개발 및 

특성 연구

김 규 리, 김 희 우, 송 보 경

국립목포대학교 공과대학 식품공학과

(지도교수 : 이 현 준)

(초록)

 전 세계적으로 인구 고령화가 가속화됨에 따라 인지 기능 저하와 기억력 저하 

발생 위험이 증가하고 있으며, 이를 예방하고 개선하기 위한 기능성 식품에 대한 

관심이 높아지고 있다. γ-아미노부티르산(GABA)은 신경계 흥분 억제 및 뇌 건

강 증진에 중요한 역할을 하는 생리활성 아미노산으로, 기능성 소재로서 주목받

고 있다. 쌀겨는 도정 과정에서 발생하는 농업부산물로, 글루탐산을 비롯한 다양

한 영양성분을 함유하고 있으며, 특히 젖산균에 의해 GABA로 전환될 수 있어 

발효 기반 기능성 소재로 활용 가능성이 크다. 그러나 쌀겨를 직접 발효 기질로 

활용한 연구와 후처리 공정 개발은 미흡한 실정이다.

 본 연구에서는 전라남도 전통 발효주인 무화과 동동주에서 분리한 

Lactiplantibacillus plantarum BC(LPBC) 균주를 활용하여 10% 쌀겨 용액에서 

발효 조건(37°C, 48시간, 50 rpm)을 확립하였다. 발효 중 pH는 5.99에서 4.18

으로 감소하였으며, 환원당 함량은 19.19 mg/mL에서 6.24 mg/mL로 감소하여 

젖산균의 활발한 생육과 기질 소비가 관찰되었다. GABA 생성 분석 결과, 기본 

쌀겨의 초기 GABA 함량은 0.30%였으며, LPBC 발효 후 0.59%로 증가하였다. 

특히 효소 전처리를 병행한 경우 발효 후 GABA 함량이 1.40%까지 증가하여 효

소 처리–발효 공정의 GABA 생성 향상을 확인하였다. TLC 및 HPLC 분석 역시 

GABA 증가 경향을 명확하게 보여주었다. 
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 본 연구를 통해 전라남도 전통 발효식품으로부터 GABA 전환능이 우수한 젖산

균을 확보하였으며, 농업부산물인 쌀겨를 활용한 발효 기반 고함량 GABA 소재 

개발 가능성을 제시하였다. 더 나아가, Bioconversion 기술을 활용한 천연 

GABA 생산 기반 기술 확보 가능성을 확인하였으며, 개발된 발효·분말화 소재는 

향후 건강기능식품 원료로 확장될 수 있는 잠재력을 지니고 있음을 시사한다.
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제1장 서 론

 전 세계적으로 인구 고령화가 가속화됨에 따라 인지 기능 및 기억력 저하와 같

은 퇴행성 신경질환 및 뇌혈관 질환의 발생 위험이 증가하고 있다(1). 이에 따라 

예방·치료뿐만 아니라 일상적으로 섭취할 수 있는 기능성 식품에 대한 사회적 수

요가 확대되고 있다(2). 이러한 흐름 속에서 γ-아미노부티르산

(gamma-aminobutyric acid, GABA)은 신경계 안정과 뇌 건강 유지에 기여하는 

대표적인 생리활성 아미노산으로 주목받고 있다(3). GABA는 단백질을 구성하지 

않는 비단백질성 아미노산으로, 체내에서는 글루탐산이 글루탐산 탈탄산효소

(glutamate decarboxylase, GAD)에 의해 합성된다(4). 억제성 신경전달물질인 

GABA는 과도한 신경 흥분을 억제하여 뇌의 항상성을 유지하며, 수면 질 개선, 

스트레스 완화, 혈압 조절 등 다양한 생리적 효과를 가진 것으로 보고되고 있다

(5, 6, 7).

  쌀겨(rice bran)는 현미를 백미로 도정하는 과정에서 발생하는 주요 부산물이

다(8). 2020년 기준 전 세계 쌀 생산량은 연간 약 7억 5,800만 톤이며, 이 중 

약 8-10%가 쌀겨로 발생한다(9). 쌀겨에는 단백질, 식이섬유, 지질뿐만 아니라 

비타민 B군, 비타민 E, 무기질이 풍부하게 함유되어 있으며, 토코페롤, 토코트리

에놀, γ-오리자놀과 같은 지용성 성분과 피틴산, 세라마이드, 레시틴, 이노시톨 

등 다양한 수용성 생리활성 물질도 포함되어 있다(8, 9). 특히 지질의 약 70% 

이상이 올레산, 리놀레산, 리놀렌산과 같은 불포화지방산으로 구성되어 있어 항

산화, 항암, 혈당 조절, 콜레스테롤 저해 등 다양한 기능성이 보고되었다(10). 그

러나 쌀겨는 도정 직후 Lipase의 작용으로 산패가 빠르게 진행되어 저장성이 낮

으며, 현재까지는 주로 사료, 비료, 미강유 및 오리자놀 생산 등에 국한되어 활용

되고 있다. 최근에는 이러한 한계를 극복하고 쌀겨의 영양 가치를 고부가가치 식

품 소재로 확장하기 위한 발효 및 가공 기술 적용이 활발히 연구되고 있다(11).

 쌀겨 단백질의 주요 아미노산인 글루탐산은 발효 과정에서 젖산균이 생성하는 

GAD에 의해 GABA로 전환된다(12). 이러한 GABA 전환은 미생물 발효에서 흔

히 적용되는 Bioconversion 기술이며, 젖산균이 기질 내 글루탐산을 GABA로 
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변환하는 과정에 해당한다. 이는 쌀겨가 단순 부산물에 그치지 않고 기능성 발효 

기질로 활용될 수 있음을 시사한다(13). 그러나 기존의 GABA 생산 연구는 주로 

곡류, 채소, 유제품 등 특정 기질에 집중되어 있으며, 농업부산물인 쌀겨를 직접 

발효 기질로 활용한 사례는 상대적으로 부족하다(14). 

 GABA 생성과 관련된 기존 연구는 주로 식물성 기질에 존재하는 글루탐산 또

는 글루탐산염을 전구물질로 활용하는 방향에서 활발히 진행되어왔다. 글루탐산

은 특히 콩류에 풍부하게 존재하며, 이를 기반으로 한 식물 유래 GABA 생합성 

연구가 다수 보고된 바 있다(15, 16). 그러나 과일 및 채소에 자연적으로 축적되

는 GABA의 농도는 상대적으로 낮기 때문에, 식물 자체 대사만으로는 고농도의 

GABA를 확보하는 데 한계가 존재한다(17). 이러한 한계를 극복하기 위해 최근

에는 발효 기반 GABA 생산 전략이 식품 산업에서 중요한 접근법으로 부상하고 

있다. 발효 공정은 공정 제어가 용이하고 비교적 짧은 시간 내에 높은 수준의 

GABA 축적이 가능하다는 장점이 있어 산업적 활용성이 높다. 특히 일부 젖산균

은 GABA 생합성의 핵심 효소인 GAD를 보유하고 있어 글루탐산을 GABA로 효

율적으로 전환하는 주요 미생물로 널리 활용되고 있다(18). 현재까지 보고된 

GABA 생산 연구는 사용되는 기질과 균주의 범위가 제한적이며, 특히 농업부산

물인 쌀겨를 직접 GABA 전환 기질로 활용한 사례는 매우 드물다. 그 결과, 대

량 생산되는 대표적 곡류 부산물임에도 불구하고 쌀겨의 기능성 소재로서의 활

용 잠재력은 충분히 발현되지 못한 실정이다(19). 따라서 쌀겨를 기반으로 한 발

효 연구는 저활용 농식품 부산물의 가치를 제고하고, GABA 증진을 통한 기능성 

식품 소재 개발로 이어질 수 있는 중요한 연구 방향이다.

 이에 따라 본 연구는 쌀겨를 GABA 전환 기질로 활용하고, GABA 생성능이 우

수한 Lactiplantibacillus plantarum을 적용한 발효 기반 Bioconversion 공정을 

구축하고자 하였다. 본 연구에 사용된 L. plantarum 균주는 한국 전통 발효주인 

무화과 동동주에서 분리·동정된 균주로, 지역 발효 자원을 기반으로 한 기능성 

식품 소재 개발 연구의 확장 가능성을 제시한다.
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제2장 재료 및 방법

1. GABA 전환 젖산균 분리 및 특성 분석

1) 발효식품으로부터 균주 분리

 GABA 생산능이 우수한 젖산균을 분리하기 위하여, 전라남도 지역의 전통 발효

식품인 여수 갓김치(농협 더싱싱, Yeosu, Korea), 영암 무화과 동동주(도갓집, 

Yeongam, Korea), 신안 멸치젓갈(신안 젓갈타운, Sinan, Korea)을 시료원으로 

사용하였다. 각 시료 1 g을 멸균된 증류수 9 mL에 현탁한 후, 10진 희석법으로 

희석액을 제조하였다. 이 희석액 1 mL를 Lactobacilli MRS Agar(Difco™, BD, 

Sparks, MD, USA)에 pour plating 하였다. 젖산균을 선택적으로 분리하기 위해 

Cycloheximide(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)를 0.5-1%(w/v) 첨가하여 

진균류의 생장을 억제하였다. 또한, 산 생성능을 시각적으로 확인하기 위해 

CaCO₃0.5%(w/v)를 함께 첨가하였으며, 37°C에서 48시간 배양하였다.

2) 분리 균주의 특성 분석

 1차 선별된 균주의 산 생성능을 알아보기 위해 Bromocresol Purple(BCP) 

plate count agar(Eiken Chemical, Tokyo, Japan)에 멸균된 백금이를 사용하여 

점적한 후 37°C에서 48시간 배양하였다. 

 선별된 균주의 형태학적 및 생화학적 특성을 확인하기 위하여 MRS agar에 접

종한 후 37°C에서 48시간 동안 배양하였다. 배양된 단일 집락은 멸균된 백금이

를 사용하여 슬라이드 글라스에 도말하고 열 고정한 뒤, crystal violet을 이용하

여 Gram 염색을 수행하였다. 염색된 시료는 광학 현미경(Optical microscope, 

Olympus BX43, Tokyo, Japan)을 사용하여 세포의 형태와 Gram 염색 결과를 

관찰하였다. 
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 또한 분리 균주의 호기성 또는 혐기성 특성을 판별하기 위해 catalase test를 

수행하였다. 이를 위해 MRS agar에서 획선 배양한 단일 집락을 슬라이드 글라

스에 도말한 후, 3%(v/v) hydrogen peroxide(Daejung, Seoul, Korea)를 1–2방

울 첨가하였다. 이후 기포 형성 여부를 관찰하여 균주의 catalase 반응을 통해 

양성 또는 음성 여부를 판정하였다.

3) TLC를 이용한 GABA 전환능 우수 균주 선별

 

 GABA 전환능 평가를 위한 박층 크로마토그래피(Thin Layer 

Chromatography, TLC) 조건은 Hur(2022)의 방법을 참고하여 설정하였다(20). 

후보 젖산균 균주는 Lactobacilli MRS broth에서 37°C로 48시간 배양하였다. 

배양 상등액은 50 μL 취하여 TLC판(Silica gel 60 F254, Supelco, Canada)에 

분리 균주의 발효 배양액과 GABA 표준물질(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, 

USA) 0.5%를 동일 조건에서 함께 점적하였다. 전개는 n-butanol:acetic 

acid:water = 3:2:1(v/v/v)의 조성으로 수행하였으며, 전개 후 TLC 판은 

0.4%(w/v) ninhydrin 분말(Daejung, Seoul, Korea)을 acetone에 용해하여 분무

한 뒤 80°C에서 5분간 건조하여 발색하였다. 발색된 spot은 표준물질과 비교하

여 GABA 존재 여부를 정성적으로 확인하였다.     

4) 16S rRNA 염기 서열 분석을 통한 GABA 전환 젖산균 동정

 무화과 동동주에서 분리된 GABA 전환 우수 젖산균의 최종 동정을 위해 16S 

rRNA 염기서열 분석을 수행하였다. 염기서열 정보는 Macrogen(Seoul, Korea)

을 통해 확보하였으며, 이후 BLAST(Basic Local Alignment Search Tool) 검

색을 통해 최종 동정하였다.
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5) GABA 전환 우수 젖산균 유전자 분석

 DNA 추출을 위해 식품에서 분리한 젖산균을 MRS broth에서 37℃로 24시간 

배양하여 사용하였다. GENOMIC DNA는 제조사의 프로토콜에 따라 AccuPrep® 

Genomic DNA Extraction Kit(Bioneer, Daejeon, Korea)를 사용하여 추출하였

으며, 추출된 DNA는 −20℃에서 보관하여 사용하였다. 젖산균의 GABA 전환 유

전자 존재 여부를 확인하기 위해 중합효소 연쇄 반응(Polymerase Chain 

Reaction, PCR)을 수행하였다. PCR에 사용된 primer 서열은 Yunes 등(2016)

을 참고하였으며, 다음과 같다. gad  B 

Forward(AACCAGTCTTTGGTGCGCCT), gad B Reverse 

(AACGGCTTCGGGTTCCATAT), gad C Forward 

(TAATTGCATTCGTGGCGGTC), gad C Reverse 

(CCCAGTTGACCCACAATCAA) (21). PCR mixture는 제조사 프로토콜에 따라 

Zamper Power S Taq DNA Polymerase Kit(Rapigen, Korea)를 사용하여 조

성하였다. 최종 반응액은 25 μL로 준비하였으며, 구성 성분은 Taq polymerase, 

10× buffer, dNTP mix, 각각의 primer, template DNA로 이루어졌다.

 PCR 조건은 initial denaturation 94℃에서 5분, 30회 사이클로 denaturation 

94℃에서 30초, annealing 57℃에서 30초, extension 72℃에서 1분, final 

extension 72℃에서 5분으로 진행하였다. 2.0% Agarose Gel에 NEOgreen을 

넣어 사용하였고 PCR mixture 염색은 6X loading dye를 첨가하여 사용하였다. 

전기영동은 100V에서 30분간 진행하였고 겔 이미지는 

UV-Transilluminators(NeoScience, Seoul, Korea)를 사용하여 확인하였다.
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2. GABA 전환 우수 젖산균 성장곡선 측정

 GABA 전환 우수 젖산균의 생육 특성을 파악하기 위해 성장곡선을 측정하였다. 

분리한 균주는 MRS broth에서 37°C, 16시간 계대 배양하여 사용하였다. MRS 

broth 9.9 mL에 활성화된 균주 0.1 mL를 접종하여 37°C에서 배양하였으며, 배

양 시작 후 5시간 간격으로 25시간까지(5, 10, 15, 20, 25시간), 최종 25시간에 

각각 시료를 1 mL씩 채취하였다.

 젖산균의 생육 변화는 흡광도(Optical Density, OD) 측정과 평판 계수법(Plate 

Counting Method)을 병행하여 평가하였다. 먼저 분광광도계(UV-3600, 

Shimadzu Corporation, Kyoto, Japan)를 이용하여 600 nm 파장에서 흡광도를 

측정하여 생육 변화를 확인하였다. 또한, 배양액을 멸균된 증류수로 10진 희석법

에 따라 단계별로 희석하였다. 각 희석액 100 µL를 MRS agar에 도말하고 

37°C에서 48시간 배양한 뒤 형성된 집락 수를 세어 생균수(Colony Forming 

Unit, log CFU/mL)를 측정하였다.
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3. 쌀겨 현탁액의 젖산균 발효

1) 시료 준비 및 전처리

 본 실험에 사용한 쌀겨는 유기농 쌀겨가루(유기지기, Sunchang, Korea)를 사용

하였다. 시료는 쌀겨와 증류수를 1:10(w/v) 혼합한 후, 90℃에서 15분간 열처리

하여 살균하였다. 살균 처리된 시료는 실온에서 냉각시킨 후 분리 균주를 활용하

였다. 효소 처리한 시료와 처리하지 않은 시료를 동일한 발효조건으로 비교하였

다.

2) 효소 처리 및 발효조건

 본 실험에서는 단백질 분해를 통한 글루탐산 증가를 유도하기 위하여 효소 처

리 단계를 진행하였다. 전처리된 시료에 ProteAX(AMANO-ENZYME, Nagoya 

Japan)효소를 기질 대비 3% 수준으로 첨가한 후 60℃에서 8시간 동안 100 

rpm으로 교반하며 효소 가수분해를 수행하였다. 효소 처리가 완료된 시료는 열

처리를 통해 효소 실활을 시킨 뒤, GABA 생성을 촉진하기 위하여 글루탐산의 

전구체 역할을 하는 MSG(Monosodium glutamate) (Daejung, Siheung, Korea)

를 기질로 첨가하였다.

 젖산균 접종량은 9.34 log CFU/mL인 균 배양액을 시료 대비 3%(v/v) 비율로 

접종되도록 하였다. 발효는 37℃에서 48시간 동안 50 rpm으로 교반하며 진행하

였다. 접종에 사용된 균주는 MRS broth에서 37℃, 16시간 계대 배양하여 사용

하였다.

3) LPBC 쌀겨 발효액의 생균수 및 pH의 분석

 생균수 변화는 발효 경과에 따른 변화를 확인하기 위해 발효 시작 후 일정한 

시간 간격으로 평판 계수법을 사용하였다. 본 연구에서는 발효 진행 중 젖산균 
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수의 시간대별 변화를 연속적으로 기록하기 위해 6시간 간격으로 시료를 채취하

였다. 멸균증류수 9 mL에 시료 1 mL을 혼합하여 10진 희석법으로 10⁸시료까지 

제조하였다. 각 희석배수의 시료를 100 μL를 취하여 MRS agar에 도말하였다. 

37℃에서 48시간 동안 혐기 배양하였다. 배양 후 형성된 colony를 측정하고 희

석배수를 곱하여 시료 mL당 log CFU/mL로 측정하였다. 

 pH는 pH meter(Orion Star A211, Thermo Fisher Scientific, USA)를 이용하

여 측정하기 전 pH 4.01, pH 7.00, pH 10.01 (Thermo Fisher Scientific)의 

표준 완충용액으로 보정하여 사용하였다. 시료를 별도의 희석이나 적정 과정 없

이 그대로 채취하여 6시간마다 측정하였다.

4) LPBC 쌀겨 발효액의 환원당 분석

 발효 중 환원당 함량의 변화는 DNS(3,5-dinitrosalicylic acid) 방법을 변형하

여 측정하였다(22). DNS시약은 3,5-dinitrosalicylic acid(Alfa Aesar, 

Haverhill, MA, USA) 1.58 g, NaOH(Daejung, Siheung, Korea) 5.35 g을 증류

수 200 mL에 녹인 후, potassium sodium tartrate tetrahydrate(KANTO 

Chemical, Tokyo, Japan) 45.5 g, phenol(Daejung, Siheung, Korea) 1.34 g, 

sodium metabisulfite(Sigma, St. Louis, USA) 1.25 g을 순차적으로 첨가하여 

완전히 용해시켰다. 이후 증류수로 최종 부피를 250 mL로 정용하여 제조하였다. 

표준곡선은 Glucose(Sigma, St. Louis, USA)를 이용하여 작성하였다. Glucose 

0.01 g을 100 mL 용량플라스크에 넣고 증류수로 정용하여 표준용액을 제조하

였으며, 농도별로 0, 20, 40, 60, 80, 100 µg/mL의 표준용액을 조제하였다. 시

료 1 mL에 DNS 시약 3 mL를 혼합한 뒤 충분히 혼합하고, 95℃ 수욕상에서 5

분간 가열하여 반응시켰다. 반응 완료 후 시료를 상온에서 냉각시켜 550 nm에

서 흡광마이크로플레이트 리더(Agilent technologies, Santa Clara, USA)로 흡

광도를 측정하였다. Glucose 표준곡선을 기준으로 환원당 함량을 정량하였다

(Figure 1).
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Figure 1. Standard curve used for the quantification of reducing sugars.
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4. LPBC 쌀겨 발효액의 GABA 분석

1) TLC를 이용한 GABA 정성 분석

 LPBC 쌀겨 발효액 내 GABA의 존재 유무를 확인하기 위하여 TLC를 이용한 

정성 분석을 수행하였다. TLC 실험 조건은 위에서 기술한 방법과 동일하게 수

행하였다. 발색 후 GABA 표준물질과의 spot 위치를 비교하여 GABA의 생성 유

무를 확인하였다.

2) HPLC를 이용한 GABA 정량 분석

 LPBC 쌀겨 발효액 내 GABA 함량은 「식품의 기준 및 규격」 제8장 일반시험

법 2.1.3.3 아미노산(나. 액체크로마토그래프에 의한 정량시험)에 따라 고성능 액

체크로마토그래피(High-Performance Liquid Chromatography, HPLC)를 이용

하여 정량하였다. 시료 약 1 g을 취하여 6 N 염산 10 mL를 가한 후 110℃에서 

22시간 가수분해하였다. 가수분해액을 여과지로 여과한 뒤, 유도체화를 위해 여

과액 10 μL를 취하여 borate buffer 70 μL와 AccQ-Fluor reagent 20 μL를 

첨가한 후 10초간 잘 혼합하였다. 이어서 실온에서 1분간 방치한 다음 55℃ 

oven에서 10분간 가열한 후 방냉하였으며, 이를 최종 시험용액으로 사용하였다. 

유도체화된 시험용액은 HPLC 시스템(Alliance 2695, Waters, USA)을 사용하여 

분석하였다. 분석 조건은 다음과 같다. 검출기는 형광 검출기(fluorescence 

detector)로 250 nm, 395 nm에서 측정하였으며, 컬럼은 Waters AccQ Tag 

column을 사용하였다. 이동상은 A 용매 Waters AccQ Tag Eluent A, B 용매 

acetonitrile, C 용매 3차 증류수로 조정하여 사용하였고, 유속은 1.0 mL/min으

로 설정하였다. 표준용액은 GABA를 증류수에 녹여 단계적으로 희석하여 조제하

였으며, 이들 표준용액으로부터 작성한 표준 검량선을 이용하여 시료 중 GABA 

함량(mg/100g)을 산출하였다.
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제3장 결과 및 고찰

1. GABA 전환능 우수 젖산균 분리 및 특성 확인

1) 균주 분리 및 특성 분석 결과

 전라남도 지역의 전통 발효식품 시료에서 분리된 젖산균 중 CaCO₃ 

0.5%(w/v)가 첨가된 MRS agar에서 투명환을 형성하는 100개의 균주가 1차 선

별되었다(Figure 2). 이후 BCP 배지에서 노란색 환 형성을 통해 산 생성능을 재

확인하였다. 

 형태학적 분석 결과, 모든 선별 균주는 Figure 2와 같이 Gram 양성인 간균

(rod-shaped)이며 catalase 음성을 보여 혐기성(anaerobic) 특성을 가진 전형적

인 젖산균의 형태적 특성과 일치하였다. 이러한 형태학적 특징은  

Lactiplantibacillus을 포함한 여러 젖산균에서 공통적으로 관찰된다. 특히 

Lactiplantibacillus는 GABA 생성능이 높은 균주로 알려져 있다(25, 26, 27). 실

제로 여러 연구에서 젖산균의 GABA 생성능이 종 및 균주에 따라 크게 달라지

는 것으로 나타났으며(26, 27, 28), 특히 Lactiplantibacillus 속의 L. brevis, L. 

buchneri, L. bulgaricus, L. fermentum, L. helveticus, L. paracasei, L. 

plantarum 등은 높은 GABA 생산능을 가진 것으로 알려져 있다(26, 29, 30). 따

라서 본 연구에서 분리된 균주 역시 GABA 전환능을 가진 젖산균일 가능성이 

있으며, 향후 기능성 발효식품 개발 및 GABA 생합성 균주 활용에 기초 자료로 

활용될 것으로 기대된다.
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(A) (B)

Figure 2. (A) Transparent halos formed on MRS agar supplemented with 

CaCO₃, indicating acid production by lactic acid bacteria. (B) Rod-shaped 

cells observed under a light microscope.
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2) GABA 생성 능력 우수 젖산균 최종 선별 결과

  1차 및 2차 스크리닝을 통과한 후보 균주의 GABA 전환능을 비교하기 위해 

TLC 기반 정성 분석을 수행한 결과, 무화과 동동주 유래 균주에서만 GABA 표

준물질과 동일한 Rf 값에서 선명한 밴드가 확인되었다(Figure 3). 특히 무화과 

동동주 유래 균주 중 3–7번 균주는 표준물질과 유사한 농도와 형태의 spot을 나

타내어 상대적으로 높은 GABA 생성능을 보였다. 반면, 갓김치 및 멸치젓갈 유

래 균주에서는 GABA에 해당하는 밴드가 관찰되지 않아 본 실험 조건에서 

GABA 생성 반응이 유의하게 일어나지 않은 것으로 판단된다. 이러한 결과는 무

화과 동동주 유래 균주가 글루탐산을 GABA로 전환하는 GAD 효소가 보다 높은 

활성 상태를 나타내고 있음을 시사한다.



- 14 -

Figure 3. Comparison of GABA conversion capabilities through TLC is for 

the final candidate strains obtained after primary and secondary 

screening. 
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3) GABA 전환 우수 젖산균 동정 결과

 무화과 동동주에서 분리한 균주의 16S rRNA 유전자 염기서열을 분석한 결과

는 Figure 4에서 보이는 바와 같다. 총 1,527 base의 염기서열이 확인되었으며, 

이 결과를 바탕으로 BLAST program을 이용하여 Genbank에 등록되어 있는 다

른 균주들과의 염기서열 비교한 결과 L. plantarum (Accession No. 

NR_104573.1)과 99.15%의 유사성을 나타내는 것을 확인하였다. 염기서열의 상

동성을 비교하여 Phylogenetic tree를 나타내었다(Figure 4). 따라서 본 균주를 

Lactiplantibacillus plantarum BC(LPBC)로 명명하였으며, 이후 쌀겨 발효를 통

한 GABA 생산 균주로 사용하였다. L. plantarum은 김치 및 다양한 발효식품에

서 주로 분리되는 젖산균이며(31, 32, 33), GAD 활성을 통해 글루탐산을 GABA

로 전환하는 능력이 여러 연구에서 보고되어왔다(34, 35).
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Figure 4. Phylogenetic tree of strain LPBC and related Lactiplantibacillus 

species based on 16S rRNA gene sequences.
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4) LPBC의 GABA 합성 유전자 분석 결과

 식품으로부터 분리한 LPBC 균주가 GABA 생합성에 관여하는 gadB 및 gadC 

유전자를 보유하고 있는지를 확인하기 위해 PCR 스크리닝을 수행하였다. 분리 

균주는 MRS broth에서 24시간 배양한 후 Genomic DNA를 추출하였으며, 

Yunes 등(2016)을 참고하여 설계된 primer를 이용해 PCR을 진행하였다(21). 

PCR 증폭산물은 2% agarose gel에서 전기영동을 진행하여 밴드 형성을 확인하

였다(Figure 5). 분석한 결과, 두 유전자 모두에서 선명한 밴드가 확인되었으며, 

이는 본 균주가 GABA 생산과 관련된 GAD 시스템을 유전적으로 갖추고 있음을 

의미한다. 

 gadB는 GAD 효소를 암호화하는 유전자로, 글루탐산을 GABA로 전환하는 

GABA 생합성 경로의 핵심 촉매 역할을 한다. 즉, gadB가 존재한다는 것은 해

당 젖산균이 GAD를 통해 GABA를 생산할 수 있음을 시사한다. gadC는 

GABA/glutamate antiporter를 암호화하는 유전자로, 세포막을 통해 글루탐산을 

유입시키고 생성된 GABA를 외부로 방출하는 과정을 담당한다. 본 연구에서 두 

유전자가 동시에 검출된 것은, 분리된 LPBC 균주가 GABA 생합성에 필요한 효

소(GAD)와 운반체(antiporter)를 모두 갖춘 완전한 GAD 시스템을 보유하고 있

음을 시사한다.
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Figure 5. PCR amplification results confirming the presence of gadB and 

gadC genes associated with GABA biosynthesis in strain LPBC.
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 2. LPBC의 성장곡선 확인

 본 연구에서는 LPBC 균주의 생육 특성을 분석하기 위해 흡광도(600 nm)와 생

균수를 이용하여 25시간 동안 성장곡선을 측정하였다(Figure 6). 측정 결과, 배

양 5–10시간 구간에서 흡광도가 0.319에서 0.898로 급격히 증가하였다. 생균수 

또한 같은 시간대에 급격히 증가하여 5–10시간 구간에서 LPBC의 활발한 증식

이 이루어지는 대수기(Exponential phase)임을 두 지표에서 확인할 수 있었다. 

이후 10–20시간 동안 흡광도 증가 폭은 완만해졌으며, 20시간 시점에서 1.08로 

최대치에 도달하였다. 20–25시간 구간에서는 큰 변동 없이 정체기(Stationary 

phase)를 유지하였다.

 특히, 본 연구에서 관찰된 5–10시간 구간의 활발한 증식은 Rojas-Rejón 등

(2024)이 보고한 L. plantarum BG112의 결과와 유사하였다(36). 해당 연구에서

도 Camellia sinensis를 프리바이오틱으로 사용한 배치 및 연속 배양에서 동일

한 시간대에 대수증식기 진입이 관찰되었으며, 이는 본 연구에서 확인된 LPBC

의 성장 패턴이 선행 연구와 일치함을 보여준다. 
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Figure 6. Growth curve of strain LPBC during 25 hours of incubation.
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3. LPBC 쌀겨 발효액의 생균수 및 pH 분석 결과

 LPBC 쌀겨 발효액의 발효 시간에 따른 생균수 변화를 Figure 7에 나타내었다. 

발효 시작 시점인 0시간에는 약 7.16 log CFU/mL였으며, 6시간에는 7.75 log 

CFU/mL로 소폭 증가하였다. 이후 12시간부터 48시간까지 젖산균은 꾸준히 증

식하여 48시간에는 9.34 log CFU/mL에 이르렀다. 특히 6시간부터 18시간 사이

에 생균수가 빠르게 증가하였고, 24시간 이후부터는 증가폭이 다소 완만해지는 

경향을 보였다. 이는 발효 초기에 젖산균이 충분한 기질을 이용해 활발히 증식한 

반면, 시간이 지나면서 기질 부족과 대사산물 축적으로 성장 속도가 둔화된 것으

로 판단된다. 따라서 본 발효 조건에서 젖산균이 48시간까지 안정적으로 증식하

는 것을 확인할 수 있다.

 LPBC 쌀겨 발효액의 발효 시간에 따른 pH 변화를 분석한 그래프는 Figure 8

과 같다. 발효 초기인 0시간에서 6시간에는 pH 5.99와 pH 5.69로 비교적 높은 

값을 보였으나 6시간 이후 12시간에는 pH가 4.81로 약 pH 0.88 감소하였다. 

이후 시간이 지날수록 pH가 점차 감소하였다. 36시간, 42시간 및 48시간에서는 

각각 pH 4.2, pH 4.18, pH 4.18으로 pH 감소 속도가 완만해지는 경향을 나타

냈다. 이러한 패턴은 발효가 진행됨에 따라 젖산균이 기질을 소비하며 유기산을 

생성하는 초기 단계가 지나면 균의 성장 속도가 떨어져 산 생성량이 제한되기 

때문으로 판단된다. 또한, 젖산균의 생육이 정체기에 진입하면서 pH 감소 속도

도 완만해지는 경향을 보였다. 젖산균 발효에서 일반적으로 관찰되는 후반부 안

정화 단계의 특성과도 일치한다.
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Figure 7. Viable cell counts in rice bran extract fermented by LPBC over 

the fermentation period.
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Figure 8. pH changes during LPBC fermentation. 
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4. LPBC 쌀겨 발효액의 환원당 분석 결과

 발효 과정에서 LPBC 쌀겨 발효액의 환원당 함량 변화를 DNS 방법으로 분석한 

결과는 Figure 9에 제시하였다. 발효 시작 시점인 0시간의 환원당 농도는 19.19 

mg/mL로 관찰되었다. 6시간에서는 19.07 mg/mL로 0시간과 유사한 수준을 유

지하여 발효 초기 환원당의 즉각적으로 크게 소모되지 않음을 보여주었다. 이는 

발효 초기 쌀겨 내 당 성분이 충분히 존재함을 의미한다. 발효가 진행됨에 따라 

젖산균이 기질로 당을 활용하면서, 환원당 함량은 전반적으로 감소하는 경향을 

보였다. 12시간에 16.10 mg/mL로 감소하였고, 18시간에는 10.86 mg/mL로 당 

소비가 빠르게 진행되고 있음을 확인할 수 있었다. 이후 24시간에는 9.58 

mg/mL로 더 감소했으며 전반적으로 발효 시작 후 약 12–20시간 구간에서 환원

당이 활발히 소비된 것으로 판단된다. 30시간에 8.86 mg/mL로 추가적인 감소를 

보였으나, 감소폭이 줄어들었다. 특히 발효 후반부로 갈수록 환원당 농도가 8.86

–8.00 mg/mL로 거의 일정하게 유지되었다. 최종적으로 48시간에서는 환원당 농

도가 6.24 mg/mL로 나타났다. 발효 후반부에 도달하면서 기질 감소에 따른 환

원당 감소가 크게 일어나지 않는 단계에 도달한 것으로 보인다. 종합적으로 본 

발효 조건에서는 약 20시간까지 환원당이 활발히 소비되며, 이후에는 기질 감소

에 따라 발효가 비교적 안정된 단계로 전환되는 양상을 나타냈다.
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Figure 9. Reducing sugar levels in rice bran extract during LPBC 

fermentation.
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5. LPBC 쌀겨 발효액의 GABA 생성 확인

1) TLC를 이용한 GABA 정성 분석 결과

 TLC 정성 분석 결과, LPBC 쌀겨 발효액은 GABA 표준용액과 동일한 위치에

서 spot을 나타내어, LPBC 발효 과정에서 쌀겨 내 글루탐산이 GABA로 전환되

었음을 확인하였다(Figure 10). 또한 효소 전처리를 적용한 시료에서는 효소 처

리를 하지 않은 시료에 비해 GABA band의 발색이 더욱 뚜렷하게 나타났으며, 

이는 ProteAX 효소 가수분해가 쌀겨 기질 내 글루탐산의 이용 가능성을 증가시

켜 GABA 생성이 강화되었음을 시사한다. Ninhydrin을 이용한 TLC 분석은 아

미노산 및 GABA 검출에 널리 사용되는 방법으로(29), 본 연구에서 관찰된 효소 

처리 전·후의 spot 강도 차이는 GABA 생산 젖산균 및 곡류 기반 기질에서 

GABA 생성을 확인한 선행 연구와도 일관된 경향을 보였다(37).
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Figure 10. TLC profiles of rice bran samples fermentation by LPBC: (A) 

without enzyme treatment and (B) with ProteAX enzyme pretreatment.
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2) HPLC를 이용한 GABA 정량 분석 결과

 LPBC 쌀겨 발효액의 GABA 함량은 HPLC를 이용하여 정량하였다. GABA 표

준물질은 약 22.67 min에서 단일 피크로 검출되었으며, 발효 전·후 시료에서도 

동일한 retention time에서 피크가 확인되었다. 효소 처리를 적용하지 않은 발효

액의 GABA 함량은 593.17 mg/100 g으로 나타났으며, 이는 발효 전 쌀겨분말

의 300.42 mg/100 g 대비 증가한 수치였다. 한편, ProteAX 효소 처리를 적용

한 후 LPBC로 발효한 시료에서는 1,408.49 mg/100 g으로 GABA 함량이 증가

하여, 효소 가수분해가 쌀겨 내 글루탐산의 이용 가능성을 높여 GABA 전환 효

율을 향상시킨 것으로 판단된다(Figure 11). 쌀겨 또는 발아 쌀겨를 이용한 기존 

연구들에서도 젖산균 발효에 따른 GABA 증가가 보고된 바 있으며(38, 39), 본 

연구에서 확인된 LPBC 쌀겨 발효액의 GABA 생성 경향 역시 이러한 선행 연구

와 일관성을 보였다. 따라서 LPBC는 쌀겨 기반 발효 공정에서 GABA 생성을 

유도할 수 있는 균주로서 기능성 소재 개발에 활용 가능성이 있는 것으로 판단

된다.
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(A)

(B)

(C)

Figure 11. HPLC chromatograms of rice bran samples: (A) non-fermented 

control, (B) LPBC-fermented extract without enzyme pretreatment, and 

(C) LPBC-fermented extract with ProteAX enzyme pretreatment.
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제4장 결  론

 본 연구는 농업부산물인 쌀겨를 GABA 전환 기질로 활용하여 젖산균 발효 기

반 기능성 소재로의 개발 가능성을 평가하고자 수행되었다. 전라남도 지역 전통 

발효식품으로부터 젖산균을 분리·선별한 결과, 무화과 동동주 유래 균주가 TLC 

분석에서 우수한 GABA 전환능을 나타내었으며, 16S rRNA 염기서열 및 계통수 

분석을 통해 해당 균주를 Lactiplantibacillus plantarum BC(LPBC)로 동정 및 

명명하였다. 또한 gadB와 gadC 유전자 보유가 확인되어, LPBC가 GAD 시스템

을 기반으로 글루탐산을 GABA로 전환할 수 있는 균주임을 확인하였다. 성장곡

선 분석에서는 LPBC가 배양 5–10시간 구간에서 뚜렷한 대수기를 나타내어, 발

효 공정 설계 시 활발한 대사 활동이 이루어지는 시간대로 생성하였다. 효소 처

리한 10% 쌀겨 현탁액에 LPBC를 접종하여 37℃, 48시간, 50 rpm 조건으로 발

효한 결과, 생균수는 초기 7.16 log CFU/mL에서 48시간 후 9.34 log CFU/mL

까지 증가하여 발효 전 과정에서 안정적인 증식이 유지되었다. 발효 기간 동안 

pH는 5.99에서 4.18까지 감소하였고, 환원당 농도는 19.19 mg/mL에서 6.24 

mg/mL까지 감소하여 젖산균이 기질 내 탄수화물을 활용해 유기산을 생성하고 

있음을 보여주었다. 이러한 발효 특성은 쌀겨가 젖산균 성장과 대사 활동을 원활

히 이루어질 수 있는 기질임을 시사한다. GABA 생성 측면에서, TLC 정성 분석 

결과 LPBC 쌀겨 발효액은 GABA 표준용액과 동일한 위치에서 spot을 나타내어 

쌀겨 내 글루탐산이 GABA로 전환되었음을 확인하였다. 특히 ProteAX 효소 전

처리를 적용한 시료에서는 효소 미처리 시료에 비해 GABA band의 발색이 더 

진하게 관찰되어, 단백질 가수분해가 GABA 생성에 기여함을 시사하였다. HPLC 

정량 분석 결과, 발효 전 쌀겨 분말의 GABA 함량은 300.42 mg/100 g이었으

나, 효소 처리를 하지 않고 LPBC만으로 발효한 경우 593.17 mg/100 g으로 약 

2배 증가하였다. ProteAX 효소 가수분해 후 LPBC로 발효한 시료에서는 GABA 

함량이 1,408.49 mg/100 g까지 증가하여, 효소–발효 복합 공정이 쌀겨 유래 글

루탐산의 이용 가능성을 높이고 GABA 전환 효율을 극대화할 수 있음을 보여주

었다.



- 31 -

 종합하면, LPBC는 gadB·gadC 기반 GAD 시스템과 우수한 생육 특성을 겸비한 

GABA 생성 젖산균으로서, 쌀겨 발효 공정에서 GABA 함량을 실질적으로 증진

시킬 수 있는 균주임을 확인하였다. 또한 ProteAX 효소 전처리와 LPBC 발효를 

결합한 Bioconversion 공정은 저활용 농업부산물인 쌀겨의 기능성 가치를 높이

고, GABA 증진을 통한 고부가가치 기능성 식품 소재로의 전환 가능성을 제시한

다. 
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