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Abstract
Soymilk has been substituted for milk for people who are suffering from lactose- 

intolerance. In this study γ-aminobutyric acid (GABA) producing lactic acid 

bacterium, Lactobacillus plantarum LP2, was applied to ferment soymilk for 

improving its functionality. GABA production was proved in MRS broth supple-

mented 3% monosodium glutamate (MSG) and soymilk including 10% (w/v) soymilk 

powder and 5%(w/v) fructooligosaccharide where L. plantarum LP2 was applied. In 

addition to the soymilk, isolated soy protein (ISP), which was enzyme-treated, was 

added to it for improving the content of free amino acids including glutamic acid. 

L. plantarum LP2 was well grown and produced GABA in the soymilk medium.

Keywords
soymilk, GABA, Lactobacillus plantarum, glutamic acid, fermentation

Received: Dec. 3, 2019
Revised: Dec. 17, 2019
Accepted: Dec. 19, 2019

*Corresponding author : 
Gi-Seong Moon
Department of Biotechnology, 
Korea National University of 
Transportation, Jeungpyeong 
27909, Korea.
Tel: +82-43-820-5251, 
E-mail: gsmoon@ut.ac.kr

ORCID
Min-Hui Han
https://orcid.org/0000-0001-5681-1863
Jeong-Mo Yang
https://orcid.org/0000-0002-1984-7311
Young-Chul Joo
https://orcid.org/0000-0001-9184-2745
Gi-Seong Moon
https://orcid.org/0000-0003-3033-5250

서 론

최근, 장내미생물과 함께 프로바이오틱스(Probiotics)균주에 대한 관심이 높아지고 있다.  장내미생물은 

뇌와 상호작용을 하며 다양한 대사질환, 질병들에 연관되어 있으며, 이를 과학적으로 규명하고자 많은 

연구들이 진행되고 있다(Sarkar et al., 2016). 프로바이오틱스는 장내미생물의 균형을 잡아주며 혈중 

콜레스테롤의 감소, 과민성대장증후군의 개선, 항암작용, 혈압조절 등 인체에 유익한 작용을 한다

(Speck, 1976; Gilliland, 1989; Salminen and Tanaka, 1995; Amara and Shibl, 2015; Lee et 

al., 2015). 프로바이오틱스는 Lactobacillus 속(genus)과 Bifidobacterium 속 등 유산균이 대부분이

다. 유산균은 장까지 도달함과 동시에 정착능이 우수하며, 장내미생물과의 상호작용으로 인체 건강에 

도움을 준다. 또한 오랜 기간 인간이 섭취해 온 균주로서 안전성이 입증되었으며, 다양한 발효식품의 

주요 균총으로서 맛에도 기여한다.

γ-Aminobutyric acid(GABA)는 비단백질성의 아미노산으로 신경계, 혈액 속에 함유되어 있으며, 대
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부분은 뇌의 골수에 존재한다. L-Glutamate의 탈탄산반응에 의해 

만들어지며, glutamate decarboxylase(GAD)가 GABA 합성을 

촉매한다. GABA는 신경전달물질인 아세틸콜린을 증가시키며, 뇌 

대사기능을 촉진시키는 생리작용을 한다. 이외에도 항산화 작용, 

성장호르몬의 분비조절, 통증 완화, 혈압 저하 등 많은 기능을 가지

고 있다(Krogsgaard-Larsen 1989; Chang et al., 1992; Light, 

1992; Almond et al., 1996; Shelp et al., 1999; Kayahara, 

2001; Park et al., 2002; Leventhal et al., 2003). 그런 이유로 

GABA는 기능성 소재로서 가치가 있으며, 다양한 식품에 함유되어 

판매된다. GABA는 일반식품에도 미량 존재하지만, 효능을 보기에

는 부족하다(Oh, 2003). 따라서 GABA 생성 유산균을 적용하여 

GABA 함량이 증가된 발효식품 등의 개발이 활발히 진행되고 있다

(조석철 등, 2012). 특히 유산균 중 Lactobacillus, Lactococcus, 

Leuconostoc 속 등이 GABA를 생산한다고 알려져 있다(Dhakal 

et al., 2012).

두유는 유당불내증 및 우유 알레르기를 가지고 있는 사람들에게 우

유 대체품으로 사용되어 왔다. 두유는 우유와 유사한 탄수화물, 지

방, 단백질의 비율을 가지고 있으면서 다양한 기능성 성분이 함유

되어 있다(손동화, 1997). 그 중 가용성 식이섬유 및 콩 올리고당은 

변비, 대장암에 효과가 있으며(승정자, 1995), 토코페롤 및 리놀렌

산은 심장병 예방과 함께 항암효과를 갖는다(Swern, 1987; Yeo, 

1995). 그리고 생리활성 펩타이드는 혈압 강하 및 면역 활성 기능

을 가지고 있다(손동화, 1997). 본 연구의 목적은 GABA를 생성하

는 유산균을 이용하여 기능성 발효 두유를 개발하는 것이다.

재료 및 방법

시약 및 재료

본 연구에서 사용된 두유 분말, 분리대두단백(ISP), 프럭토올리고

당, 결정과당은 ㈜바이셀(괴산, 한국)에서 제공받아 사용하였으며, 

단백질 분해효소는 아피스바이오켐 사(社)의 Protamex(100g), 

Flavourzyme 500MG(100g)를 사용하였다. GABA 생성 균주는 

선행연구를 통하여 자연치즈에서 분리한 Lactobacillus plantarum 

LP2 균주를 사용했으며, 생육배지로 MRS broth(BD, Sparks, 

MD, USA)를 사용하였다. 균주는 –75℃ 초저온냉동고(㈜일신바이

오베이스, 동두천, 한국)에 보관하면서 실험에 사용하기 전에 2회 

이상 계대배양하여 활성화시킨 후 사용하였다.

L. plantarum LP2 균주의 GABA 생성능 확인

L. plantarum LP2 균주의 GABA 생성능 확인을 위해 MRS 

broth(BD)에 Monosodium glutamate(MSG, Sigma-Aldrich, 

USA)를 3% 첨가한 후 멸균하여 사용하였으며, 이에 균주를 

1%(v/v) 접종하고 37℃에서 0, 24, 48시간 배양한 후 배양액을 취

해 원심분리(13,000rpm, 5분)하고, 상등액을 주사여과(0.45μm; 

ANYLAB)하여 시료로 사용하였다. GABA 분석은 박층크로마토그

래피(thin layer chromatography; TLC)법으로 수행하였으며, 

silica gel 60 F254 TLC plate(10×20cm)(MACHEREY-NAGEL, 

Duren, Germany)를 사용하였다. 전개용매는 n-부탄올: 아세트

산: 물을 4:1:1 (v/v/v) 비율로 혼합하여 사용하였으며, 2시간의 전

개 후 TLC plate를 80℃에서 15분간 건조하였다. 이 과정을 1회 

더 반복하였다. 이후 0.2% ninhydrin 용액(에탄올 용해)에 넣고 

10분간 건조한 후 GABA 표준물질(Sigma-Aldrich)의 위치와 비

교하였다. 

두유에서 L. plantarum LP2의 GABA 생성능 확인

3% MSG가 함유된 MRS 배지에서 GABA 생성능이 확인된 L. 

plantarum LP2 균주가 두유에서 GABA를 생성하는지 확인하였

다. 두유 분말(10%, w/v)과 프럭토올리고당(5%, w/v)을 이용하여 

두유를 제조한 뒤, 85℃, 30분 조건에서 살균하였다. 이에 L. 

plantarum LP2 균주를 최종농도 1%(v/v)로 접종한 후 경시적(0, 

12, 24, 48, 72시간)으로 생균수, pH 및 GABA 생성능을 확인하

였으며, 생균수 및 pH 측정은 3반복 실험을 수행하여 평균값으로 

나타내었다. 

분리대두단백(ISP) 분해

GABA의 생산량을 높이기 위하여 유리 아미노산의 확보 차원에서 

ISP를 단백질분해효소로 처리하였다. Cha와 Yoon의 방법(Cha 

and Yoon, 1993)을 변형하여 ISP(8%, w/v)와 결정과당(2%, 

w/v) 용액(200mL)에 단백질 분해효소(Protamex, Flavourzyme)

를 첨가한 후 항온수조(50℃, 100rpm)에서 반응하였다. 이후 항온

수조의 조건(80℃, 10분)을 변경하여 효소를 불활성화시켰다. 단백

질의 분해 정도를 확인하기 위하여 sodium dodecyl sulfate 

polyacrylamide gel electrophoresis(SDS-PAGE)를 수행하였다.

기능성 발효 두유 제조

기능성 발효 두유를 제조하기 위하여 두유분말, 효소처리 ISP, 프

럭토올리고당, 결정과당을 적절한 농도로 첨가하여 두유를 제조한 

후 L. plantarum LP2 균주를 접종하였다. 이후 경시적(0, 24, 48

시간)으로 생균수 및 pH를 측정하였으며, 시료를 취해 원심분리

(13,000rpm, 5min)하고 그 상등액을 주사여과(0.45μm; ANYLAB) 

한 후 동결건조하여 TLC 분석을 수행하였다. 생균수 및 pH 측정
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은 3반복 실험을 수행하여 평균 값으로 나타내었다. 

결 과

L. plantarum LP2 균주의 GABA 생성능 확인

MRS 배지와 3%(w/v) MSG가 첨가된 MRS 배지에 L. plantarum 

LP2를 1%(v/v) 접종한 뒤 37℃에서 배양하면서 경시적(0, 24, 48

시간)으로 GABA의 생성능을 TLC 분석으로 확인하였다. 그 결과, 

MSG 무첨가 배지에서는 GABA가 확인되지 않은 반면, MSG가 첨

가된 배지에서는 GABA가 확인되어 사용한 L. plantarum LP2 균

주가 MSG를 활용하여 GABA를 생산하는 능력이 있는 것으로 확

인되었다(Fig. 1). 

두유에서 L. plantarum LP2의 GABA 생성능 확인

두유 분말(10%, w/v)과 프럭토올리고당(5%, w/v)이 함유된 두유

에 L. plantarum LP2 균주를 접종한 후 37℃에서 배양하면서 경

시적으로 생균수와 pH를 측정하였을 때, 12시간째에 정상기

(stationary phase)에 도달하여 9.2 Log CFU/mL의 생균수를 나

타냈으며, 24시간째 pH는 3.7까지 떨어졌으며 이후 유지되었다

(Fig. 2). 또한 TLC 분석 결과, 미미하지만 경시적으로 GABA 함량

이 증가되는 것을 확인하였다(Fig. 3). 

분리대두단백(ISP) 분해

유리 아미노산의 확보를 위해 ISP를 상업적 효소를 활용하여 분해

하였다. 분해 정도는 SDS-PAGE를 통하여 확인하였다. 그 결과, 

Fig. 2. Viable cell count (A) and pH (B) during fermentation of L. plantarum LP2 in soymilk medium including 10% soy powder and 5% 
fructooligosaccharide.

Fig. 1. Thin layer chromatography of samples from fermentation of 
Lactobacillus plantarum LP2 cultured in MRS broth supplemented 
with 3% monosodium glutamate (MSG) or not. GABA, γ-aminobutyric 
acid.

Fig. 3. Thin layer chromatography of samples from fermentation of 
Lactobacillus plantarum LP2 cultured in soymilk medium including 
10% soy powder and 5% fructooligosaccharide.
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Flavourzyme은 3시간 반응 시 완전히 분해되는 반면, Protamex는 

처리 후 즉시 ISP가 완전히 분해되는 것으로 확인되어 Protamex

의 효율이 훨씬 우수한 것으로 나타났다(Fig. 4). 

기능성 발효 두유 제조

두유분말, 효소처리 ISP, 프럭토올리고당, 결정과당을 적절한 농도

로 첨가하여 두유를 제조한 후 L. plantarum LP2 균주를 접종하

였다. 37℃에서 배양하면서 경시적으로 생균수와 pH를 측정한 결

과, 24시간째 정상기에 도달하여 9.3 Log CFU/mL의 생균수를 나

타냈으며, pH는 24시간째 4.2까지 떨어졌으며 이후 유지되었다

(Fig. 5). GABA 함량의 경우, 두유 자체에서는 GABA가 검출되지 

않았지만 L. plantarum LP2 균주로 발효한 두유의 경우 경시적으

로 GABA 함량이 증가되었다(Fig. 6). 

고 찰

선행연구를 통하여 분리한 L. plantarum LP2 균주는 MSG 3% 

(w/v)가 함유된 MRS broth와 두유에서 GABA 생성능이 확인되었

다. 이 균주를 활용하여 기능성 발효 두유를 제조하였으며, 제조 

과정 중에 경시적으로 시료를 취하여 생균수, pH, GABA 함량을 

분석한 결과, 생균수의 경우 24시간째 9.3 Log CFU/mL에 도달

하였고, pH는 동시간대에 4.2까지 떨어져 균의 성장이 활발하게 

Fig. 5. Viable cell count (A) and pH (B) during fermentation of L. plantarum LP2 in the modified soymilk medium including soy powder, ISP, 
fructooligosaccharide, and fructose.

Fig. 4. Protein profiles of digested isolated soy protein (ISP) by enzymes Flavourzyme and Protamex on SDS-PAGE gels. A, Flavourzyme 
(0.2%); B, Protamex (0.2%); C, Flavourzyme (0.1%) + Protamex (0.1%). M, size marker; N, no treatment; 0, just after treatment; 1-3, 1-3 
h after treatment.
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이루어졌으며 GABA 함량의 경우 경시적으로 증가하는 것이 확인

되었다. 

지금까지 유산균의 발효능력을 활용한 건강기능성 식품의 개발은 

활발하게 이루어지고 있으며, 주로 Lactobacillus 속, Leuconostoc 

속 등이 사용되고 있다(이갑랑, 2009). 이러한 발효과정을 통하여 

항산화, 항암, 정장기능 등의 건강기능성 물질들이 생산된다. 본 연

구에서는 뇌기능 촉진, 성장호르몬의 분비조절, 통증완화 등의 기

능성을 갖는 GABA 생성능 유산균을 두유에 접목하여 GABA 함유 

기능성 발효 두유를 개발하고자 하였다. 콩 단백질에는 알라닌, 아

스파트산, 글리신 등 다양한 아미노산이 존재하며, 특히 GABA의 

전구체로 사용되는 글루탐산이 다량 함유되어 있다(Jeong et al., 

2006; Choi and Rho, 2013). 따라서 두유는 GABA 생산의 좋은 

원료가 될 수 있으며, 본 연구를 통해 GABA 생성능의 유산균이 

발효균주로 사용될 경우 GABA가 함유된 기능성 발효 두유가 생산

될 수 있음을 확인하였다. 향후 원료 및 발효조건 등의 변화를 통하

여 GABA 함량이 강화된 발효 두유를 개발할 예정이다.
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