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서   론

옻나무(Rhus verniciflura)는 옻나무과의 낙엽 교목이며, 
원산지는 중국에서 히말라야에 걸친 지역이고, 한반도 각처
에서 자라거나 재배된다. 서늘한 기후에서 잘 자라며 높이는 
10 m 내외이고, 나무껍질은 회백색이며, 두껍고 껍질눈이 많
다. 일반적으로 수액을 채취하여 옻칠로 사용되거나, 가지와 
줄기를 말려 한약재 및 식자재로서 닭과 오리 등을 조리할 

때 첨가하여 먹어왔다(Jung, 1998). 최근 대한민국 산림청의 
임업경영 실태조사 보고서에 따르면 2012년 대비 2016년 옻
의 판매액이 약 50% 증가한 것으로 나타났으며, 옻에 대한 
사람들의 관심이 꾸준히 증가하는 것을 알 수 있다.

지금까지 옻나무의 효능연구를 살펴보면 옻나무에서 추출
된 플라보노이드 성분이 항산화(Lee 등, 2002; Son 등, 2005), 
항돌연변이(Park 등, 2004), 항염증(Lee 등, 2009; Lee 등, 
2010) 효과가 있는 것으로 밝혀져 있으며, 또한 항균 효과와 
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Abstract

Higher production of GABA by co-fermentation lactic acid bacteria with R. verniciflura extract. The pH and acidity 
of the RV extract were 4.49 and 0.13%, respectively. The soluble solid and polyphenol contents were 0.52% and 
5.77 mg/g, and the reducing sugar content was 3.9 mg/g. The RV extract (15%, v/v) was mixed with sucrose (5%) 
and yeast extract (1%). The mixture was fermented for 2 days at 25℃ in the presence of Leuconostoc citreum 
S5. The second fermentation step involved the use of, Monosodium glutamate (5%, precursor) and skimmed milk 
(5%). The second fermentation was carried out by Lactobacillus plantarum EJ2014 at 30℃ over a period of 7 days. 
The pH of the co-fermented RV extract was 4.75 and the acidity was 0.99%. The viable bacterial count for Leuc. 
citreum S5 and L. plantarum EJ2014 were 4.10 log CFU/mL and 8.68 log CFU/mL, respectively. The complete 
bio-conversion of MSG produced GABA (24.56 mg/mL). The 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) and 2,2'-azino-bis 
(ABTS) radical scavenging activity of the co-fermented RV decreased (from 3.89 mg/mL to 2.03 mg/mL (IC50 values) 
for DPPH; from 16.03 mg/mL to 5.07 mg/mL (IC50 values) for ABTS). In conclusion the novel co-fermentation 
of RV extract could provide multi-functional ingredients, including GABA and probiotics.  
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혈압 상승을 유도하는 효소 α-glucosidase의 억제 효과(Kim 
등, 2010) 등이 보고되어있다. 그러나 옻은 urushiol이라는 페
놀성 물질의 혼합물로 인해 흔히 ‘옻이 오른다’라고 알려진 
접촉성피부염을 유발하기도 한다. 따라서 옻이 식품소재로 
안전하게 활용되기 위해서 안전성 평가 등에 많은 시간이 소요
되었다. 최근 옻나무 추출액이 식품소재로 안전하게 사용되기 
위해서 천연발효 방법이 적용되었으며, 옻닭용 식품소재로 상
품화되었다(Kim 등, 2016; Lee 등, 2015). 옻의 안전성과 기능
성을 강화하려는 방법으로 발효기술은 많은 가능성을 가지고 
있으며, 특히 probiotic 젖산균을 이용한 옻의 젖산균 발효를 
통해서 기능성 물질이 강화된 고부가가치의 소재 개발에 관한 
연구는 미비한 실정이다.

천연물에 존재하는 기능성 물질인 gamma aminobutyric 
acid(GABA)는 비단백질 아미노산의 한 종류로서 발아 현미 
등에 미량 존재한다(Choi 등, 2004). 특히, GABA는 동물의 
뇌나 척수에 존재하는 신경전달 억제물질로서 작용하면서 기
억력 증진, 불면증, 항 스트레스, 항우울 등의 효능이 보고되
었다(Oh, 2005; Park, 2010). 일본에서는 식품, 화장품과 같
은 다양한 분야에서 기능성 물질로 활용되고 있으며 최근 한
국에서는 미생물 생산 GABA를 초콜릿 등에 사용하고 있다. 
GABA는 앞으로 기능성 소재로서 식품, 건강기능식품 및 화
장품 산업에 널리 사용될 것으로 판단된다. 현재 GABA의 생
산은 젖산균을 이용하여 다시마 추출물 등에서 생산되고 있
으며(Lee, 2009), GABA 생산 균주인 L. plantarum은 식품의
약품안전처에서 인정하는 probiotics 균주로 보고되었다.

따라서 본 연구에서는 독성이 제거되어 식품소재로 활용되
고 있는 옻나무 추출액을 사용하여 유용 젖산균을 활용한 혼
합 발효기술을 최적화함으로써 GABA, probiotics 등의 기능
성 물질들을 강화하고 고부가가치 기능성 소재를 개발하고자 
한다.

재료 및 방법

재료

본 실험에 사용한 옻나무 추출물(Rhus verniciflura extract)
는 옻가네 식품(Chungbuk, Korea)에서 구매하여 사용하였
다. 젖산발효 시 GABA 생성을 위하여 첨가한 부원료인 
monosodium L-glutamate(MSG)와 glucose는 각각 Cheil-
jedang(Seoul, Korea), Samayang(Seoul, Korea)에서 구매하
였으며, skim milk와 yeast extract는 각각 서울우유(Seoul, 
Korea), Choheung(Gyeonggi, Korea)에서 구매하여 사용하
였다. MRS broth는 DifcoTM사의 제품을 구매하여 사용하였
고, 그 외 실험에 사용된 시약은 특급이상 시약들을 구매하여 
사용하였다.

사용 균주 및 starter 제조

1차 젖산균 발효를 위한 Leuconostoc citreum S5(KCCM 
10778P) 균주는 김치에서 분리하여 미생물보전센터에서 기
탁하였다. MRS broth에 한 백금이 접종한 후 항온 배양기
(IS-971R, JeioTech Co., Kimpo, Korea)에서 25℃, 24시간 
정치 배양하여 스타터로 사용하였다. 

GABA를 생산하는 2차 발효에 사용된 젖산균은 Lactobacillus 
plantarum EJ2014(KCCM 11545P)로 L. plantarum EJ2014
는 쌀겨(울진, 정미소)에서 분리된 균주로서 한국미생물보존
센터에 기탁하였다. 젖산균을 위한 스타터 배양액은 MRS 
agar plate에서 30℃, 48시간 배양한 균주를 MRS broth에 한 
백금이 접종한 뒤 항온배양기(IS-971R, JeioTech Co.)에서 
30℃, 24시간 배양하여 스타터로 사용하였다.

수분 및 고형분 함량 측정

수분 및 고형분 함량은 105℃에서 상압가열건조시켜 감소
하는 양을 수분함량으로 측정하였다. 

생균수 측정 

생균수는 발효물 1 g에 멸균수 9 mL를 첨가하여 10배 희
석법을 이용하여 희석된 것을 배지에 20 µL씩 도말 후 배양
한다. Leuconostoc citreum S5는 nutrient agar plate(Sigma 
Chemical Co., St. Louis, MO, USA)에서 25℃, Lactobacillus 
plantarum EJ2014는 MRS agar plate(Sigma Chemical Co.)
에서 30℃ 각각 48시간 항온배양기에서 배양한 후 생균수를 
log CFU(colony forming unit)/mL로 나타내었다. 

pH 및 산도 측정

pH는 pH meter(Digtal pH meter 420A+, Thermo Orion, 
Beverly, MA, USA)로 측정하였다. 적정 산도는 시료를 0.1 
N NaOH를 이용하여 pH 8.3까지 적정한 소비량을 젖산 함량
(% v/v)으로 환산하였다.

총폴리페놀 함량측정 

AOAC 법(Chung, 2014)을 이용하여 총폴리페놀 함량을 
측정하였다. 추출물을 농도별로 희석하여 Folin 시약(원액을 
2배 희석한 액)을 첨가하여 3분간 반응시킨 후 10% NaCO3 

용액을 가해 반응하였다. 반응물의 흡광도를 micro plate 
reader(Epoch Biotek Instrument Inc., Winooski, VT, USA)를 
사용하여 700 nm에서 측정하였다. 표준물질로는 gallic acid
를 각각 0, 20, 40, 60, 80, 100 µg/mL가 되도록 표준용액을 
만들었으며, 흡광도를 측정하여 표준 곡선을 작성, 값을 산출
하였다.



Production of GABA by co-fermentation lactic acid bacteria with Rhus verniciflura extract 927

유리당 함량 측정

혼합 발효된 옻나무 추출물의 발효 시간에 따른 유리당 함
량을 HPLC system(Knauer K-501 system, Triad scientific 
Inc., Manasquan, NJ, USA)을 사용하여 측정하였다. 발효액
을 0.45 µm syringe filter로 여과 후 20 µL를 HPLC 분석용 
시료로 사용하였다. HPLC 분석 시 검출기는 RI detector 
(Knauer K-2301, Triad scientific Inc.)을 이용 하였으며, 당 
분석 전용 column NH2P-50 4E 4.6×250 mm(Shodex Co., 
Tokyo, Japan)을 이용 mobile phase는 75% acetonitrile을 사
용하였다. 유속은 1.0 mL/min의 속도로 맞추어 측정하였다
(Yoon과 Lee, 2019).

무기질 함량 분석

옻나무 추출물의 무기질을 식품공전(Ministry of Food and 
Drug Safety, 2014)에 따라 수행하였으며, 무기질 Na, Ca, K, 
Fe, P, Mg, Mn의 함량은 건식분해법에 따라 시험용액 제조 
후 ICP-OES로 측정하였다. 시료를 균질화한 뒤 10 g을 회화 
용기에 취하고 그 후 탄화시킨 시료를 550-600℃에서 회백색
이 될 때까지 회화시켰다. 방랭 과정을 거친 뒤 염산 10 mL
를 첨가하여 수욕 상에서 완전히 증발, 건조하였다. 건조된 
고형분에 염산 10 mL를 다시 첨가 후 가열하여 50 mL 정용 
플라스크에 여과하였다. 불용물질은 여지와 함께 사용했던 
회화 용기에 옮겨 건조 후 다시 회화하였다. 이때 남은 회분
을 증류수로 적신 뒤 염산 2 mL를 가해 증류수 5 mL로 희석
하여 수욕 상에서 가열하였다. 여과된 용액을 앞의 100 mL 
메스플라스크에 채워 증류수를 가하여 100 mL로 정용한 뒤 
시험용액으로 사용, ICP-OES(Optima 7000 DV, Perkin 
Elmer Inc., Waltham, MA, USA)를 활용하여 무기질 함량을 
측정하였으며, 이때 표준용액으로 얻어진 검량선을 이용하여 
정량하였다(Choi, 2016).

옻나무 추출물의 1차 젖산균 발효

옻나무 추출물 15%에 sucrose 5%를 첨가하여 121℃에서 15
분간 멸균한 후 yeast extract 1%를 첨가하였다. Luec. citreum 
S5 스타터 1% (v/v)를 접종하여 25℃ 항온배양기(IS-971R, 
JeioTech Co.)에서 2일간 정치배양 하였다.

옻나무 추출물의 젖산균 혼합 발효

GABA 및 probiotics 생산을 위한 젖산균 혼합 발효는 1차 
발효가 진행된 발효물에 멸균한 skim milk 5%와 MSG 5%
를 첨가한 후 L. plantarum EJ2014 starter 1%(v/v)를 접종하
여 30℃ 항온배양기(IS-971R, JeioTech Co.)에서 7일간 2차 
발효를 진행하였다. 그 후 발효물의 이화학적 분석을 시행하
였다.

GABA 정성분석

MSG 잔존량과 GABA 생성능 비교를 위한 표준물질로 
MSG 0.5-1%와 GABA 0.5-1%를 사용하였다. 전개 용매는 
N-butyl alcohol(mL) : acetic acid glacial(mL) : water(mL)를 
3 : 1 : 1의 비율로 혼합하여 4각 유리 chamber(30×25×10), 
실온에서 4시간 이상 포화시켰다. 시료를 2-5배 희석하고 
20,500 ×g로 10분간 원심 분리한 상등액을 TCL plate의 끝
에서 20 mm 위치에 2 µL를 점적하였고, sample 간격은 10 
mm를 유지하였다. 점적 후 TLC plate의 sample을 건조 시킨 
후 전개하고, 전개가 끝난 TLC plate에 발색시약 0.2% 
ninhydrin을 뿌리고, 105℃ dry oven에서 3분 동안 발색시킨 
후 GABA spot을 확인하였다(Kwon과 Lee, 2017).

GABA 정량분석

아미노산 함량측정은 건조시킨 시료를 시험용액 10 µL에 
Borate buffer(Ⅰ) 70 µL를 첨가하여 잘 섞어준 후 AccQ 
Flour reagent 20 µL를 추가하고, 1분간 방치한 뒤 다시 잘 
섞어주고 10분간 가열한다. 10분 뒤 실온에서 방랭시켜 유도
체화 하여 건조시킨 후 A 용매(140 mM NaHAc, 0.15% 
TEA, 0.03% EDTA, 6% CH3CN, pH 6.1)와 혼합하여 원심
분리(Micro21/21R, Thermo Fisher Scientific, Middlesex 
County, MA, USA)하였다. 상등액을 0.45 µm syringa filter
로 여과하여 분석 시료로 사용하였다. HPLC 분석 시스템은 
Agilent 1290 infinity(Agilent Technologies, Inc., Santa 
Clara, CA, USA)이며, column(waters Nova-Park C18 4 µm 
(3.9×300 mm)은 46℃를 유지하면서 mobile phase 용매(140 
mM NaHAc, 0.15% TEA, 0.03% EDTA 6%)를 사용하여 
flow rate는 1.0 mL/min 유속으로 흘려주면서 254 nm에서 
detector(HP 1100 Series, Agilent Technologies Inc.)로 측정
하였다(Kwon, 2017). 

항산화 활성 평가(DPPH, ABTS radical 소거활성 측정)

옻나무 추출물 혼합 발효물의 free radical 소거 활성 측정
법은 안정한 자유 라디칼인 diphenyl-2-picrylhydrazyl(DPPH) 
(Sigma Co., Ltd.)에 대한 Blois 방법(Blois, 1958)에 따라 측
정하였다. 안정한 자유 라디칼인 DPPH를 이용하여 일정량
의 시료 용액과 반응시켜 DPPH 라디칼이 감소하는 정도를 
분광광도계(SpectraMax ABS Plus, Molecular Devices, San 
Jose, CA, USA)로 측정하여 간접적인 시료의 항산화 활성을 
측정하였다. 시료 160 µL를 메탄올에 녹인 뒤 0.2 mM 
DPPH 용액 40 µL를 가하여 실온에서 30분 반응 후 517 nm
에서 흡광도를 측정하였다. 각 시료의 free radical 소거 활성
은 시료가 첨가되지 않은 대조 구의 흡광도를 1/2로 감소시
키는 시료의 농도인 IC50값으로 나타내었다. 이때 상대 활성
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의 비교를 위하여 대조군은 trolox를 사용하였다. 
2,2-Azino-bis-3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid(ABTS) 

radical을 이용하여 항산화력 측정은 ABTS cation decolori-
zation assay에 의한 방법(Re 등, 1999)을 일부 변형하여 측
정하였다. 7 mM ABTS와 2.45 mM potassium persulfate를 
최종 농도로 혼합 후 실온, 암소에서 24시간 동안 반응 후 
ABTS radical을 인위적으로 생성시켰다. 이후 732 nm에서 
흡광도 값이 0.70(±0.02)이 되게 phosphate buffer saline 
(PBS, pH 7.4)로 희석 후 사용하였다. 희석된 용액 180 µL를 
원심분리(18,500 ×g, 10 min) 후 취한 상등액 20 µL를 가하
여 200 µL를 맞춰준 후 정확히 1분 동안 방치 후 732 nm에
서 흡광도(SpectraMax ABS Plus, Molecular Devices)를 측
정하였다.

통계처리

실험결과는 Statistic Package(IBM SPSS Version 25.0, 
SPSS Inc., Chicago, IL, USA)를 사용하였으며, 평균값과 표
준편차(mean±SD)를 구한 후, 각 집단 간 평균 차이를 검증하
기 위하여 one-way ANOVA 분석 후 Duncan’s multiple 
range test를 적용하였다. 결과에 대한 검증은 p<0.05 수준에
서 검증하였다(Gray와 Kinnear 2012).

결과 및 고찰

옻나무 추출물의 이화학적 성분 및 무기질 함량 

업체에서 구매하여 시료로 사용될 옻나무 추출액의 이화
학적 특성을 분석하였다. 분석결과, pH는 4.49±0.02로 측정
되었으며, 산도와 환원당은 각각 0.13±0.01%, 3.9±0.04 mg/g
이었다. 고형분 함량은 0.52±0.12%이었으며, 폴리페놀 함량
은 5.77±0.05 mg/g으로 확인되었다.

무기질은 미생물 생육 및 대사조절에 필수적인 성분들이다. 
옻나무 추출물의 무기질 종류 및 함량은 Na, Ca, K, Fe, P, 
Mg, Mn의 100 g당 함량은 각각 2.84, 5.27, 17.78, 0.12, 3.19, 
3.54, 0.04 mg으로 측정되었으며, 이중 K의 함량이 가장 많은 
것으로 나타났다. 특히 K의 경우 옻나무와 같이 한약재로 널
리 사용되고 있는 헛개나무 추출물(Yoon과 Lee, 2019)의 
8.98 mg%에 비해 2배가량 높은 함유량을 나타내고 있으며, 
황칠나무 추출물(Choi, 2016)의 Ca 0.10 mg%, P 0.44 mg% 
함유량보다 3-5배 이상 높은 함량을 나타내고 있다.

옻나무 추출물의 1차 젖산균 발효조건 최적화

옻나무 추출물의 농도에 따른 젖산균 발효 특성을 분석하
기 위해서 옻나무 추출액을 최종 부피의 50%, 25%, 15%, 
10%(v/v)가 되도록 희석한 후 5% sucrose, 1% yeast extract

를 동일하게 첨가하여 1차 젖산균 발효를 진행하였다.

pH 및 산도 변화 

옻나무 추출액 15%, 10% 조건에서 수행한 1차 젖산균 발
효에서 초기 pH가 각각 4.65, 4.96에서 1차 발효 2일 차에 
3.69, 3.81로 옻나무 추출액 50%, 25% 조건의 2일 차 pH 
4.36, 4.29보다 상대적으로 낮게 나타났다. pH의 경우, 모든 
조건에서 1차 젖산균 발효가 진행됨에 따라 감소하였고, 옻
나무 추출물의 농도가 낮아질수록 pH의 감소폭이 더 큰 것을 
알 수 있었다. 산도 또한 1차 젖산균 발효 2일 차에 50, 25%, 
15%, 10%로 희석한 모든 조건이 각각 0.19%, 0.25%, 
0.62%, 0.52%로 발효가 진행됨에 따라 증가한 것을 알 수 
있었으며, 그중 15%까지 희석한 조건이 0.62%로 가장 높은 
산도를 나타내었다(Table 1). 

생균수 변화

1차 젖산균 발효 시 접종되었던 Leuc. citreum의 생균수는 
옻나무 추출물이 희석된 모든 조건(희석 10-50%)에서 발효 
0일 차 평균 7.04 log CFU/mL로 나타났으며, 발효 2일 차까
지 각각 7.44, 8.34, 8.66, 8.35 log CFU/mL로 증가하였다. 
옻나무 추출액 15% 첨가된 조건에서 8.66 log CFU/mL로 가
장 많은 생균수가 확인되었다(Table 1).

결과적으로 1차 젖산균 발효에서 옻나무 추출액의 농도가 
젖산균의 생육에 영향을 미치고 있는 것으로 보이며, 가장 
Leuconostoc의 활성이 뛰어난 조건은 10%, 15% 조건이었다. 
그러나 10% 조건은 1차 젖산발효 2일 차에 활성이 급격히 
떨어지는 것에 반해 15%(v/v) 조건에서는 Leuconostoc의 생
균수가 떨어지지 않고 활성이 유지되며, 산도가 1% 이상까
지 증가되는 것으로 보아, 옻나무 추출물 15% 조건이 1차 젖
산균 발효에 최적 조건으로 판단하였다. 

MSG 농도별 젖산균 혼합 발효 특성

젖산균 혼합 발효에서 전구물질로서 MSG(monosodium 
glutamate) 첨가에 따른 GABA 생산에 미치는 영향을 비교
하기 위하여 2일간 진행된 1차 젖산균 발효물(옻나무 추출물 
15%)에 MSG를 각각 3%, 5% 첨가하여 젖산균 혼합 발효를 
수행하였다. 

pH 및 산도 변화

젖산균 혼합 발효 0일 차 MSG 3%, 5% 첨가 조건의 젖산
균 배양액의 pH가 각각 5.94, 6.11에서 2차 발효 5일 차에 
다시 4.52, 4.84로 감소하였다. MSG가 5% 첨가된 젖산균 배
양액의 pH가 조금 더 높게 나타났다. 산도의 경우, MSG 3%, 
5% 첨가된 1차 젖산균 발효액의 초기 산도가 각각 0.34%, 
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0.30%로 나타났으나 큰 차이는 확인되지 않았다. 그러나 
MSG 5% 첨가 조건의 경우 젖산균 혼합 발효 1일 차에 산도
가 1.39%까지 상승하여 같은 시간대 MSG 3% 첨가 조건의 
1.19%보다 높게 나타났다. 특히, MSG 3% 첨가 조건의 경우 
젖산균 혼합 발효 3일에 산도가 1.39%까지 상승한 뒤 1.06%
까지 감소하였으나, MSG 5% 조건의 경우 젖산균 혼합 발효 
3일 차에 감소하기 시작하여 발효 5일 차에 0.86%까지 상대
적으로 급격하게 감소하였다(Table 2). 

생균수 변화

젖산균 혼합 발효 과정에서 생균수의 변화를 확인한 결과, 
Leuc. citreum의 경우 MSG 3%, 5% 첨가 조건에서 각각 젖
산균 혼합 발효 1일 차에 8.75, 9.05 log CFU/mL에서 발효 
5일 차에 각각 6.32, 6.58 log CFU/mL로 발효가 진행됨에 
따라 혼합 발효 1일에 가장 높은 생균수를 보인 후에 감소하
는 경향을 나타내었다.

또한, 젖산균 혼합 발효를 위해 접종된 L. plantarum은 혼
합 발효 1일 차에 MSG 3%, 5% 첨가 조건에서 각각 9.43, 
9.13 log CFU/mL로 가장 높은 생균수 값을 보였으며, 발효 
5일에 감소하여 각각 8.60, 8.67 log CFU/mL이었다. L. 
plantarum 역시 혼합 발효 1일 차까지 생균수가 상승한 후 
완만하게 감소하는 경향을 보였으며, Leuc. citreum보다 생균

수 감소폭이 적으면서 두 조건 모두 8.60 log CFU/mL 이상 
유지되었다. 젖산균 생육에 초기 생균수에 관해서는 MSG 첨
가 농도에 따라 큰 차이가 나타나지 않았으나, 발효가 종료되
는 시점에서는 상대적으로 MSG 5%가 첨가된 조건에서 더 
높은 생균수가 유지되는 것으로 나타났다(Table 2).

이와 같은 L. plantarum의 최대 생균수 9.43 log CFU/mL은 
비슷한 GABA 생성 연구논문들과 비교해 보았을 때 GABA 
함유 호상 요구르트(Lim과 Lee, 2014)의 9.31 log CFU/mL, 
오미자 추출물 발효액(Lee 등, 2016)의 9.02 log CFU/mL보
다 약 10-20% 이상 높은 수치로 상대적으로 풍부한 젖산균
이 생육된 것을 확인할 수 있었다.

GABA 전환능 

1차 젖산 발효물에 첨가되는 MSG 농도에 따른 GABA 생
산의 차이를 확인하기 위해 2차 젖산균 혼합배양액을 4배 희
석한 뒤 thin layer chromatography를 통하여 정성분석을 진
행하였다(Fig. 1). MSG 첨가된 젖산균 혼합배양액은 혼합 발
효 3일부터 GABA 생성이 나타났으며, 발효 5일에 MSG 5% 
첨가된 조건에서 MSG 3% 첨가 조건보다 GABA spot보다 
상대적으로 더 크게 나타났다. 그러나 전구물질인 MSG의 농
도 증가에 따라 GABA의 함량도 증가하지만 남아있는 MSG
의 양 또한 증가하였다. 따라서 고농도의 GABA 생산을 위해

Table 1. Effect of RV extract on the first fermentation by Leuc. citreum 

RV1) extract
(%)

1st Fermentation
time (days) pH Acidity

(%)

Viable bacterial count 
(log CFU/mL) 

Leuc. citreum

50

0  4.49±0.032)b3) 0.12±0.01a 6.79±0.01a

1 4.47±0.03b 0.18±0.01b 7.01±0.03b

2 4.36±0.01a 0.19±0.02b 7.44±0.01c

25

0 4.51±0.02c 0.12±0.01a 7.06±0.02a

1 4.37±0.02b 0.22±0.02b 8.54±0.02b

2 4.29±0.01a 0.25±0.02c 8.34±0.01c

15

0 4.65±0.01c 0.09±0.03a 7.01±0.02a

1 4.01±0.04b 0.29±0.01b 8.63±0.01b

2 3.69±0.01a 0.62±0.01c 8.66±0.03b

10

0 4.96±0.01c 0.09±0.02a 7.33±0.01a

1 3.95.±0.01b 0.44±0.02b 8.76±0.01c

2 3.81±0.02a 0.52±0.03c 8.35±0.04b

1)RV extract, Rhus vernicifluum extract.
2)Values are mean±SD (n=3). 
3)a-cDifferent letters indicate significant difference at p<0.05 by Duncan’s multiple range test (The lowest value in the sample was expressed as a.).
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서 전구물질 MSG 농도는 5% 조건이 더 유리하며, MSG를 
GABA로 모두 전환시키기 위해서는 발효 기간이 더 필요한 
것으로 판단되었다. 본 연구에서 2차 발효 3일 차에 GABA
가 전환되기 시작하였는데, 이는 황칠나무 추출물의 혼합 발
효를 통한 GABA 생산연구에서 2차 발효 5일 차에 GABA가 
전환되기 시작한 것(Choi, 2016)에 비하여 2일 이상 빠른 것
을 확인할 수 있었으며, 늙은 호박의 혼합 발효를 통한 GABA 
생산연구(Park, 2018)에서도 혼합 발효 3일 차부터 본격적으
로 생산되는 것과 유사한 결과를 보여주었다.

Skim milk 농도가 GABA 생산에 미치는 효과

젖산균 혼합 발효에서 skim milk 농도가 GABA 생산에 미

치는 영향을 분석하기 위하여 2일간 진행된 1차 젖산균 발효
물에 skim milk를 0%, 2.5%, 5% 농도별로 첨가하여 GABA 
생성능을 비교․분석하였다. 

pH 및 산도 변화

Skim milk 농도에 따른 pH 및 산도의 변화를 Fig. 2에 나
타냈다. 발효 초기 5.17이었던 pH는 1차 젖산균 발효 2일 차 
3.77까지 감소하였으며, 산도는 0.16%에서 0.7%까지 상승하
였다. 젖산균 혼합 발효 시에 skim milk 0%, 2.5%, 5.0% 첨
가로 인해 혼합 발효 1일 차에 옻나무 추출물의 pH는 증가하
면서 세 조건 모두 pH 4.65 정도를 나타내었으며, 산도의 경
우 각각 1.25%, 1.20%, 1.14%로 증가하면서 skim milk의 농

Table 2. Effect of MSG concentration on co-fermentation by Leuc. citreum and L. plantarum

MSG content
(%)

Co-fermentation
time (days) pH Acidity

(%)

Viable bacterial count
(log CFU/mL) 

Leuc. citreum L. plantarum

3

0  5.94±0.031)d2) 0.34±0.01a 5.14±0.03a 4.89±0.02a

1 4.39±0.02b 1.19±0.01c 8.75±0.02d 9.43±0.02c

3 4.36±0.01a 1.39±0.03d 8.47±0.01c 8.62±0.01b

5 4.52±0.03c 1.06±0.02b 6.32±0.01b 8.60±0.04b

5

0 6.11±0.02d 0.30±0.02a 5.14±0.03a 4.89±0.02a

1 4.52±0.01a 1.39±0.01d 9.05±0.01d 9.13±0.02d

3 4.57±0.02b 1.32±0.01c 8.38±0.02c 8.74±0.02c

5 4.84±0.04c 0.86±0.03b 6.58±0.01b 8.67±0.03b

1)Values are mean±SD (n=3). 
2)a-dDifferent letters indicate significant difference at p<0.05 by Duncan’s multiple range test. 

Fig. 1. Qualitative analysis of GABA conversion during co-fermentation with different MSG contents. 
M3, added MSG 3%. M5, added MSG 5%.
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도가 높을수록 산도가 약간 감소하는 경향을 보였다. 발효물
의 pH는 혼합 발효 3일 차 이후 큰 변화가 나타나지 않았으
나, 혼합 발효 5일부터 모든 시료의 pH가 증가하는 경향을 
보였다. 산도는 혼합 발효 5일 차에 급격히 감소하면서 skim 
milk 농도 증가에 따라 발효 7일에 각각 0.88%, 0.86%, 
0.99%를 나타내었다. 이때 첨가된 skim milk의 농도가 낮을 
수록 산도는 감소하는 경향을 보였으며, 최종 2차 젖산균 혼
합 발효물의 산도는 1.0% 이하로 낮게 나타났다. 이는 일반적
인 젖산균 발효에서 발효성 당을 이용하여 젖산을 생성하면서 
발효물의 pH 감소 및 산도가 증가하는 경향과는 상반되는 결
과를 나타내고 있다. 이는 젖산균 발효 시에 첨가되는 전구물
질인 MSG가 생물전환 되면서 생산되는 GABA의 buffer 작
용에 따른 현상으로 판단되었다(Komatsuzaki 등, 2005).

생균수 변화 

Skim milk 농도에 따른 젖산균의 혼합 발효 중 생균수 변
화를 확인한 결과, Fig. 3에서처럼 2차 발효 1일 차까지 skim 
milk 농도에 따라 젖산균 생균수에 큰 차이는 나타나지 않았
다. Leuc. citreum의 경우, 혼합 발효 1일 차에 skim milk 농
도 증가에 따라 각각 8.52, 8.45, 8.56 log CFU/mL까지 증가
한 후 감소하여 혼합 발효 7일 차에 모든 발효물에서 4.0 log 
CFU/mL 이하로 낮아졌다. L. plantarum의 경우 혼합 발효 
1일 차에 skim milk 농도와 관계없이 모두 생균수가 9.0 log 
CFU/mL 이상까지 증가한 후 혼합 발효 7일 차까지 완만하
게 감소하면서 모든 발효물에서 생균수는 8.0 log CFU/mL 
이상으로 나타내었다.

GABA 전환능

젖산균 혼합 발효 과정에서 skim milk 첨가 농도에 따른 

GABA 생성의 정도를 확인하기 위하여 발효물을 4배 희석한 
뒤 thin layer chromatography를 통해 확인하였다(Fig. 4). 혼
합 발효물은 발효 3일 차에서부터 GABA 전환이 시작되었으
며, 2.5% skim milk를 첨가된 발효물에서는 혼합 발효 7일에 
MSG가 전환되면서 GABA가 생산되지만, MSG가 다소 남
아 있는 것으로 나타났다. 그러나 5% skim milk를 첨가된 조
건에서는 MSG 대부분이 소진되면서 고농도 GABA로 전환
된 것을 확인할 수 있었다. 

결론적으로 젖산균 혼합 발효 과정에서 5% skim milk가 첨
가된 조건이 GABA 전환능이 더 뛰어난 것으로 나타났다. 이
는 skim milk 첨가에 따른 유당 및 무기질을 포함한 영양성분
의 추가적인 공급이 젖산균 혼합 발효 과정에서 L. plantarum
의 세포 내 GABA 생산 효소인 glutamate decarboxylase의 활
성을 높이는 데 기여한다고 알려진 보고(Komatsuzaki 등, 
2005)가 있으며, 이를 통해 skim milk가 그러한 역할을 한 
것으로 판단되었다. 또한, 젖산균의 생육에 있어서 가장 중요
한 환경인자는 pH, 질소원, 탄소원 그리고 온도라고 알려져 
있는데(Choi 등, 2014), 이를 통해 2차 발효 시 고갈된 
sucrose를 대신하여 skim milk가 부족한 탄소원을 보충하는 
역할을 한 것으로 판단할 수 있었다.

따라서 옻나무 추출물을 이용한 젖산균 혼합 발효를 통해
서 GABA 전환의 최적화된 조건은 옻나무 추출물 15%(v/v), 
1% yeast extract, 5% sucrose에서 1차 젖산균 발효를 진행한 
후 추가로 5% MSG와 5% skim milk를 추가로 첨가하여 2차 
젖산균 발효를 수행하는 것이 GABA 생성의 최적 조건으로 
판단되었다.

Fig. 3. Effect of skim milk content on viable bacterial counts 
during co-fermentation of Rhus verniciflura extract.
1, skim milk 0%; 2, skim milk 2.5%; 3, skim milk 5%.
Values are mean±SD (n=3). Different letters indicate significant 
difference at p<0.05 by Duncan’s multiple range test (The lowest value 
in the sample was expressed as a).

Fig. 2. Effect of skim milk content on pH and acidity during 
co-fermentation of Rhus verniciflura extract. 
1, skim milk 0%; 2, skim milk 2.5%; 3, skim milk 5%.
Values are mean±SD (n=3). Different letters indicate significant 
difference at p<0.05 by Duncan’s multiple range test (The lowest value 
in the sample was expressed as a).
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발효물의 GABA 함량 

1차 젖산균 발효 종료 후 MSG 5%와 skim milk 5%를 
추가한 젖산균 혼합 발효 0일 차 옻나무 혼합 발효물의 분
석결과, 36.57 mg/mL의 glutamic acid를 나타내었다. 혼합 
발효 7일 차에서 혼합 발효물의 분석결과, 0.10 mg/mL의 
glutamic acid와 24.56 mg/mL의 GABA가 확인되었다. 따
라서 발효 결과, 대부분의 glutamic acid가 GABA로 전환되
어 잔존 glutamic acid는 0.01% 이하인 것을 확인할 수 있었
으며, GABA 전환율은 약 57.8%로 나타났다(Table 3). 
GABA 함량 24.56 mg/mL이라는 수치는 기존 발효를 통해 
GABA 생산을 최적화한 연구들과 비교해 보아도 매우 높은 
GABA 함량을 나타내고 있다. 헛개나무 추출물을 이용한 
혼합 발효를 통해 GABA 생산을 최적화한 연구(Yoon과 
Lee, 2019)에서는 약 16.08 mg/mL의 GABA를 전환하였는
데, 이와 비교하면 약 50% 이상 더 높은 수치이며, 녹각추
출물의 젖산발효를 통한 GABA 생산 연구(Kwon, 2017)의 
GABA 함량 14.44 mg/mL와 비교하면 70% 이상 더 높은 
수치이다. 이를 통해 기존의 미생물을 이용한 GABA 생산
연구들보다 더 높은 GABA 함량을 나타내고 있는 것을 확
인할 수 있었다.

옻나무 추출물 젖산 혼합 발효물의 유리당 함량 변화

옻나무 추출물의 발효 동안 유리당(sucrose, mannitol, 
fructose) 함량의 변화를 HPLC를 통해 분석하였다(Fig. 5). 
유리당 표준물질의 retention time은 sucrose 6.37±0.04 min, 
mannitol 8.43±0.02 min, fructose 12.77±0.05 min으로 나타
났다. 1차 젖산발효 동안 발효 초기에 sucrose는 5.71%, 
mannitol은 0.04%, fructose는 0.06%로 발효 시 첨가하였던 
sucrose를 제외하고는 0.1% 미만의 유리당이 확인되었다. 

1차 젖산균 발효 1일 차 sucrose는 소폭 감소하여 4.20%를 
나타내었으며, fructose, mannitol은 각각 0.06, 0.40%로 man-
nitol만 소폭 상승한 것으로 나타났다. 발효 2일 차 sucrose는 
3.91%로 계속해서 감소하는 반면에 fructose, mannitol은 각
각 1.12%와 0.66%로 증가하는 추세를 보였다. 따라서 젖산

Table 3. Changes in GABA contents during co-fermentation of 
Rhus verniciflura extract 

Free amino acid
Co-fermentation (days)

0 7

Glutamic acid (mg/mL) 36.57±0.11  0.17±0.02

GABA (mg/mL)  0.10±0.03 24.56±0.09

Fig. 4. Effect of skim milk content on GABA production during co-fermentation of Rhus verniciflura extract. 
1, skim milk 0%; 2, skim milk 2.5%; 3, skim milk 5%.

Fig. 5. Free sugar content in the Rhus verniciflura extract co- 
fermented by Leuc. citreum and L. plantarum. 
Value is a mean±SD (n=3). Different letters indicate significant 
difference at p<0.05 by Duncan’s multiple range test (The lowest value 
in the sample was expressed as a).
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균 혼합 발효를 위한 1차 젖산균 발효물의 발효성 당은 
sucrose 4% 이상으로 나타났다.

젖산균 혼합 발효가 진행되면서 발효성 당인 sucrose는 감
소하여 혼합 발효 3일 차에 sucrose는 0.11%로 대부분 소진되
었다. Fructose는 소폭 감소하지만 큰 변화는 보이지 않으며, 
mannitol은 계속해서 증가하여 fructose와 mannitol 각각 
1.09%, 1.11%를 나타냈다. 혼합 발효 7일 차에는 sucrose는 
0.02%로 대부분 소진되었으며, fructose는 소폭 감소하여 
0.81%를 나타내었다. 이를 통해 혼합 발효 1일 차에 대부분의 
sucrose가 분해되면서 fructose와 mannitol이 생산되는 것을 
확인할 수 있었다. 결론적으로 1차 젖산균 발효 시에 첨가되
었던 sucrose는 발효 과정에서 대부분 이용되었다. 이는 Leuc. 
citreum이 분비하는 sucrase 효소에 의해 fructose와 glucose로 
분해된 것으로 보이며, mannitol이 생산된 것은 glucose를 활
용하여 Leuc. citreum이 세포 내 NADH를 재순환함으로써 당
알코올인 mannitol을 생산한 보고(Otgonbayar 등, 2001)가 있
음으로 이러한 대사과정을 통해 생산된 것으로 사료된다.

젖산 혼합 발효된 옻나무 추출물의 항산화 활성 평가

옻나무 추출물의 항산화 활성을 측정하기 위해 ABTS와 
DPPH의 radical 소거능을 측정하였다. DPPH 농도를 50% 
감소시키는 IC50으로 나타냈고 항산화제 중 하나인 trolox를 
대조구로 사용하였으며, 측정 결과는 Table 4에 나타내었다. 
옻나무 추출물의 발효 전 3.89 mg/g이었던 IC50값이 발효 후 
2.03 mg/g으로 발효로 인해 소폭 radical 소거 활성이 증가 
되었다. ABTS radical 소거능에 대한 시료의 영향은 50% 
radical 소거율을 나타내는 IC50으로 나타내었으며, 대조구로 
대표적인 산화방지제인 trolox를 사용하였고, 발효물과 trolox
의 IC50 결과를 Table 5에 표시하였다.

발효 전 옻나무 배지의 IC50값은 16.03 mg/g이었으나, 2차 
발효가 7일까지 진행된 발효물에서는 IC50값이 5.07 mg/g으
로 감소하였다. 실제 상지나무와 같은 한방 소재도 발효 과정
을 거쳐 DPPH radical의 소거 활성 능이 IC50 0.93 mg/mL에
서 0.23 mg/mL로 증가한 사례가 있으며(Lee, 2017), 이를 통
해 옻나무 추출물도 발효를 통해 free radical 소거 능력이 증
대된 것으로 판단되었다.

요   약

옻나무 추출물에 젖산균의 생육을 위해 sucrose, yeast 
extract와 같은 탄소원과 질소원을 첨가 후 두 종류의 젖산균
을 단계적으로 배양하여 GABA가 강화된 옻나무 추출물 배
지 조건을 최적화하였다. 옻나무 추출물의 고형분 함량은 
0.52%, 환원당은 0.39 mg/g, 총폴리페놀 함량은 5.77 mg/g으

로 나타났다. 젖산 혼합 발효된 발효물의 분석결과, 산도는 
0.99%, pH 4.75, 생균수는 Leuc. citreum S5, L. plantarum 
EJ2014가 각각 4.10 log CFU/mL, 8.68 log CFU/mL로 나타
났다. 유리당 분석결과, 혼합 발효 동안 sucrose는 5%에서 
0.02%로 감소, mannitol과 fructose 각각 1.09%, 1.11% 생산
되었다. 혼합 발효 7일 만에 MSG 대부분이 GABA로 전환된 
것으로 나타났으며, HPLC 분석결과 24.56 mg/mL의 GABA 
함량이 확인되었다. 혼합 발효물의 항산화 능은 실험결과 
DPPH radical 소거능이 IC50값으로 발효 전 3.89 mg/mL에서 
2.03 mg/mL로 감소하였으며, ABTS radical 소거능에서 IC50

값의 경우 16.03 mg/mL에서 5.07 mg/mL로 감소하면서 항
산화 활성이 증가하는 것으로 나타났다. 결론적으로 Leuc. 
citreum S5와 L. plantarum EJ2014를 이용한 옻나무 추출물
의 젖산균 혼합 발효물은 기능성 물질 GABA와 probiotics 
등이 강화되어 고부가가치의 기능성 식품소재로서의 활용이 
기대된다.
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Table 4. Scavenging effect of fermented Rhus verniciflura extract 
against DPPH

Sample IC50
1) (mg/g)

None fermented RV extract2)  3.89±0.04

Fermented RV extract  2.03±0.02

Trolox (µg/g) 40.48±0.06
1)IC50, concentration required for 50% reduction of DPPH radical at 30 

min after starting the reaction. 
2)RV extract, Rhus vernicifluum extract.

Table 5. Scavenging effect of fermented Rhus verniciflura extract 
against ABTS

Sample IC50
1) (mg/g)

None fermented RV extract2) 16.03±0.08

Fermented RV extract  5.07±0.05

Trolox (µg/g) 50.28±0.04
1)IC50, concentration required for 50% reduction of ABTS radical at 30 
min after starting the reaction. 

2)RV extract, Rhus vernicifluum extract.
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