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청

청 항 1 

비타민  B2  생합 능  우 한  락 실러  플란타룸(Lactobacillus  plantarum)  HY7715( 탁 :  KCTC

13101BP).

청 항 2 

삭

청 항 3 

삭

청 항 4 

1항  락 실러  플란타룸(Lactobacillus plantarum) HY7715( 탁 : KCTC 13101BP)   함

하는 식 .

청 항 5 

4항에 어 ,

상  식  , 능  료, 건강 능식   어느 하  것  특징  하는 락 실러  플란

타룸(Lactobacillus plantarum) HY7715( 탁 : KCTC 13101BP)   함 하는 식 .

 

   야

본  비타민 B2 생합 능  매우 우 한 락 실러  플란타룸(Lactobacillus plantarum) HY7715  [0001]

 함 하는  에  한  것 ,  보다  상 하게는  플라빈(roseoflavin)  리보플라빈

(riboflavin)  생합  억  특 에  계없  비타민  B2  생합 능  매우  우 한  락 실러  플란타룸

(Lactobacillus plantarum) HY7715    함 하는 에 한 것 다.

 경  

근 건강에 한 민들  심  라가  프 틱  포함한 능  식 에 한 심  고 [0002]

다. 특 , 건강하고 안 한 거리가   능  뿐만 아니라 천연원료 에 한 심  가

하고 다. 비타민 시  규 는 6,500억 원 (2014.03. 보)  다양한 컨  가진 들  시 고 

,   천연원료 비타민 시 규 는 약 300억 원  건강 능  뿐만 아니라 원료  안 에 한 심

지  가하고 다. 천연 비타민 뿐만 아니라 건강 능식  시 에   한 프 틱

 매  연 804억원  산 (2014.08. 한 경 ),  등 식  포함한 프 틱  시

규 는 2,000억 원  고 다(2014.07. 울경 ). 근 들어 삼과 같  통 건강 능  식  매

 감 하는 , 프 틱   매  가 에 다. 프 틱  계 시  규 는 2013

 약  29 원에  하 ,  아시아  시  3,500억원  규  내  시 도  빠    것

보 다.

비타민   비타민 B2(riboflavin)는 여러 가지 에  하는  주  열량 사에 [0003]
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탄 , 지 , 아미 산  사경 에  탈 (dehydrogenation), 산 (hydroxylation), 산 탈

탄산 (oxidative  decarboxylation),  산 (dioxygenation),  산  과산  원  등에

필   알  다.

 미생  한 천연 비타민 보  경우, 산균   양시 지 내에 비타민  비타민 [0004]

체  첨가하여 균체에 비타민  하도  도하 다. 라   미생   천연 비타민  경우 미생

에 해 100%  생합   것  아니  에 엄  천연 비타민 라고 말하 에는 어 운  다. 또한

2013  청 료에  천연 비타민  비타민 체  가격  꾸  가하고 어 천연 비타민

생산단가  가격  상승할 것  상 고 다.

J.G. LeBlanc 등  에   산균들  비타민 B그룹  생 한다고 보고하고 , 락 실러  플란[0005]

타룸(Lactobacillus plantarum)  비 한 락 실러  (L. fermentum), 락 커  락티 (Lactococcus

lactis),   (Leuconostoc  mesenteroides)  등  산균에  리보플라빈(riboflavin)

생합   가능  보고   다. 한편, 리보플라빈(riboflavin)  생합  리보플라빈(riboflavin) 생

합    러  rib (operon)  에 해 어 다. rib (operon)   rib

(operon)  상 (upstream)에 하여 리보 (riboswitch) 역할  행하는 RFN element  피드

에 해 어 는 것  알  다.

 비타민 B  생 하는 산균  하고 개량한다  건강 능식  원료  보   체  사[0006]

가능할 뿐 아니라 향후 비타민 B가 보  ,  등 식 에도 할  다. 에 하여 액상 

말 등  프 틱  에  시 프 틱 산균  고 한 과 뿐만 아니라 천연비타민  함

하고 는 다양한  프 틱   개 에도 할   것 다. 

에 본 들  락 실러  플란타룸(Lactobacillus plantarum) HY7715가 비타민 B2 생합 능  매우 우[0007]

한 것  견하여 본  하게 었다.

행 헌

비특허 헌

(비특허 헌 0001)   M.  Juarez  del  Valle,  J.E.  Laino,  J.G.  LeBlanc.  Riboflavin  producing  lactic  acid[0008]

bacteria  as  a  biotechnological  strategy  to  obtain  bio-enriched  soymilk(Food  Research  International,

2014.08., Vol. 62). 

 내

해결하 는 과

본  비타민 B2 생합 능  매우 우 한 락 실러  플란타룸(Lactobacillus plantarum) HY7715  [0009]

 함 하는 약학  , 능  료, , 건강 능식  등  공하는 것   한다.

과  해결 단

상   달 하  하여,  본   비타민  B2  생합 능  매우  우 한  락 실러  플란타룸[0010]

(Lactobacillus plantarum) HY7715    함 하는 약학  , 능  료, , 건강

능식  등  공하는 것  특징  한다.

하, 본  상  한다.[0011]

본  비타민 B2 생합 능  매우 우 한 락 실러  플란타룸(Lactobacillus plantarum) HY7715  공[0012]

하는 것  특징  한다.

본  비타민 B2 생합 능  매우 우 한 락 실러  플란타룸(Lactobacillus plantarum) HY7715  [0013]

 함 하는 리보플라빈결핍 (ariboflavinosis) 료 또는  약학   단독 또는 약 학

 사 는 들과 함께 약 학  통상  사 는 에 라 ,  등과 같  재 태
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  하여 사   다.

사람  경우, 통상  1  여량  1~30mg/kg 체    고, 1  또는  누어 여할  [0014]

다. 그러 , 실  여량  여경 ,  연 , 별  체 , 건강상태  질  도 등  여러 

에 비 어 결 어야 한다.

, 본  비타민 B2 생합 능  매우 우 한 락 실러  플란타룸(Lactobacillus plantarum) HY7715[0015]

 함 하는 리보플라빈결핍 (ariboflavinosis) 료 또는  약학   독   

 없 므    간 복  시에도 안심하고 사 할  는 약 다.

한편, 상  비타민 B2 결핍에  리보플라빈결핍 (ariboflavinosis)에는 각염, 강염, 지루 피 염, 안[0016]

, 빈  등  해당 다.

또한, 본  비타민 B2 생합 능  매우 우 한 락 실러  플란타룸(Lactobacillus plantarum) HY7715[0017]

 함 하는 리보플라빈결핍 (ariboflavinosis) 개  식  식 , 식 첨가 , 료, 료

첨가 , , 건강 능식  등  사   다. 식 , 식 첨가 , 료, 료첨가  또는 건강 능식

 사 는 경우, 각  식 , , , 료 , , 낵 , 과 , 피 , 라 , 타 , 껌

, 아 림 , 알  료, 비타민 복합 , 주   그  건강 능식   , 에 한 는 것

 아니다.

특 , 비타민 B2 생합 능  매우 우 한 락 실러  플란타룸(Lactobacillus plantarum) HY7715  [0018]

 함 하는 는 락 실러  플란타룸(Lactobacillus plantarum) HY7715 동결건 말, 산균 양액

 합과 시럽  비  합하여 150bar에  균질한 후 10℃ 하  냉각한 후 에 포 하여 

 한다.

또한, 비타민 B2 생합 능  매우 우 한 락 실러  플란타룸(Lactobacillus plantarum) HY7715  [0019]

 함 하는 능  료는 합과 시럽, 락 실러  플란타룸(Lactobacillus plantarum) HY7715 동결건

말   한 비  합하여 150bar에  균질한 후 10℃ 하  냉각한 후 리병, 트병 등 포

에 포 하여 능  료  한다.

또한, 비타민 B2 생합 능  매우 우 한 락 실러  플란타룸(Lactobacillus plantarum) HY7715  [0020]

 함 하는 건강 능식  상  락 실러  플란타룸(Lactobacillus  plantarum) HY7715 동결건 말

포함하는 것 에 양보   비타민 B1, B5, B6, E  산에 , 니 틴산 아미드, 리고당 등

첨가    여타  식  첨가  첨가 어도 하다.

 과

본  락 실러  플란타룸(Lactobacillus plantarum) HY7715는 비타민 B2 생합 능  매우 우 하므[0021]

  함 하는 비타민 B2 결핍에  각염, 강염, 지루 피 염, 안 , 빈  등  리보플

라빈결핍 (ariboflavinosis)  , 료 또는 개  약학  , 건강 능식 , 능 료,  등

 에   다.

도  간단한 

도 1  Chemically defined media(CDM) 내 리보플라빈(riboflavin) 에  다양한 산균  생 능  비[0022]

한 결과  타낸 그래프 다.

도 2는 CDM 내 리보플라빈(riboflavin) 도에  L. rhamnosus  생  도 식  타낸 그래프 다.

도 3  1차 별 균주  CDM 내 플라빈(roseoflavin) 도에  생 능  한 그래프 다. 

도 4는 CDM에  양한 야생  비타민 B2 생산 균주  플라빈(roseoflavin)에  균주(roseoflavin-

adapted strain)  비타민 B2 생산량  Bioassay 량 에 해 비 한 그래프 다.

도  5는  CDM에  양한  비타민  B2  생산  균주  야생 과  플라빈에   균주(roseoflavin-adapted
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strain)  비타민 B2 생 에  색상 비  타낸 사진 다.

도 6  CDM에  양한 플라빈에  균주(roseoflavin-adapted strain)  비타민 B2 생산량  HPLC

량한 결과  타낸 그래프 다. 

도 7  MRS 지에  양한 플라빈에  균주(roseoflavin-adapted strain)  비타민 B2 생산량

HPLC  량한 결과  타낸 그래프 다. 

도 8  식 지에  양한 균주 9(strain  9)  야생 과 플라빈에  균주(roseoflavin-adapted

strain) 9(HY7715)  양액  말 내 비타민 B2  HPLC  량한 결과  타낸 그래프 다.

도 9는 식 지에  플라빈에  균주(roseoflavin-adapted  strain)  9(HY7715)   과 

후 비타민 B2( 란색)  생  에  지 색상 변  타낸 사진 다.

도 10  ribD   real time qRT-PCR 실험에  사 한 ribD-F2 프라   ribD-R2 프라

하여 폭(PCR)한 산  동 결과 사진  해당 프라  트  결합 특  한 사진 다.

도 11  플라빈에  균주(roseoflavin-adapted strain) 9(HY7715)  야생  균주 9(strain 9)에 

재하는  rib  (operon)  양  비  Real  time  qRT-PCR  통한  플라빈에   균주

(roseoflavin-adapted strain) 9(HY7715)  야생  균주 9(strain 9) 내 rib (operon)  상  양

 사한 결과  타낸 그래프 다.

도 12는 플라빈에  균주(roseoflavin-adapted  strain)  9(HY7715)  야생  균주 9(strain  9)

RFN element  염 열  비 하여 타낸 것 다.

도 13  플라빈에  균주(roseoflavin-adapted strain) 9(HY7715)  Fabiana Fernanda Pacheco Da

Silva(2016), M. Juarez del Valle(2014) 등  에 사  리보플라빈  지(Riboflavin assay mediu

m)에  리보플라빈(Riboflavin) 생산량 결과  타낸 그래프 다.

 실시하  한 체  내

하, 실시  통하여 본  보다 상 하게 한다. 그러 , 다  실시 는 본   한 하[0023]

는 것  아니 , 본   사상   내에  당업 에 한 통상  변 가 가능하다.

<실시  1>[0024]

균주  리[0025]

 보 ,  천,  고창,  창,  담양,  고 ,  여  돌산,  담양,  보[0026]

, 경  하동  웅천 , 천 , 고창 , 고  등 재래시  내 찬가게에  매 가 갓 한  등

식  집하여  쇄  후  거 액  리 (glycerol)과  합하여  균주  리  지  -80℃에

보 하 다. 

상  집시료  리  (glycerol stock)  균주  리하  해  액 900㎕  식[0027]

 시료  리  (glycerol stock) 100㎕  합하여 연   행하 다. 상  10
-1
~10

-6
  시료

 플 트(plate) 당 100㎕  브 플(Bromocresol Puple)  함  하   1  변  MRS-agar 지

에 평 도말하고 37℃에  48시간 상 양하 다. 양 후  란색 미생  집(colony)  균 루프

취하여 동  지  동  도 건에  3차  상 계 양  행함  단  미생  집(single colony)

 보하 다.

등록특허 10-1844778

- 6 -



 1

[0028]

<실시  2>[0029]

비타민 B2 생 능  우 한 산균주 [0030]

2-1. 계 양  균주 [0031]

상  실시  1에   리  산균주  MRS(Difco, USA) 액체 지에 도말(streak)한 후 37℃에  48시[0032]

간 양하여 단  미생  집(single colony)  재 보하 , 후 단  니  동  액체 지에 하

여 37℃에  20시간 양하는 것  2~3  복 실시함   시험  균주   다.

2-2. 비타민 B2 생산 균주  리닝 실험 계[0033]

T. Møretrø(1998)  에  L. curvatus, L, sake 등  산균 양시 리보플라빈(riboflavin)  생[0034]

 필  알  다.  또한,  Vittorio  apozzi(2012)  등   통하여 L.  johonsonii  NCC  533,  L.

gasseri ATCC 33323, L. casei ATCC 334, L. rhamnosus ATCC8530, L. rhamnosus ATCC 7469 등 많   

산균  리보플라빈(riboflavin) 생 에 여하는  집단  rib (operon)  결핍 어 어 리보플라

빈(riboflavin)  없는 양 건에 는 생  할  없다고 보고하고 다. 는 리보플라빈(riboflavin)  

산균 생  필 에도 리보플라빈(riboflavin)  생 하지 못하여 생  할  없는 것 라고 할  

다. 라  리보플라빈(riboflavin)  없는 경에 도 생  한 균주는 리보플라빈(riboflavin)  생산할

가능  는 균주라고 가 할  다.

러한 가  근거  상  실시  2-1   행한 균주  비타민 B2 생산 균주 별  해 Sandrine[0035]

Petry(2000), HengamehvanderKaaij(2004) 등  에 사  chemically defined media(CDM)   변 하

여   비타민  B2가  결핍  양  지  리보플라빈  결핍 (riboflavin  free)  CDM

하 다.

2-3. 비타민 B2 생산 균주  별    균주 리닝[0036]

리보플라빈  결핍 (riboflavin free) CDM 지  별   해 락 실러  람 (Lactobacillus[0037]

rhamnosus)  포함하여 각각 다   산균주(균주 A, 균주 B, 균주 C, 균주 D)  양하는 실험  진행하

다.

그 결과  도 1에 타내었다.[0038]
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도  1에  할   는   같 ,  각  균주마다  CDM에  생 할   는  도에  차 가  는 ,  균주[0039]

A(strain A)  균주 B(strain B)  경우는 리보플라빈(riboflavin)  결핍여 에 계없  생 함  할 

었고, 균주 C(strain C), 균주 D(strain D)  락 실러  람 (Lactobacillus rhamnosus)  경우는

리보플라빈(riboflavin) 결핍 시(w/o Riboflavin) 생  하게 해  할  었다. 결  CDM

에  리보플라빈(riboflavin)  생  에  균주 별  가능한 것  단 었다.

특 , 락 실러  람 (Lactobacillus rhamnosus)  경우 지 내 리보플라빈(riboflavin) 에 라[0040]

생 도가 하게 차 가 에 라 균주 리닝 시 락 실러  람 (Lactobacillus rhamnosus)

리보플라빈(riboflavin) 생   한 (biosensor)  리보플라빈(riboflavin)  생 학  량

(bioassay)에 하 다. 락 실러  람 (Lactobacillus rhamnosus) 생 특  하여 CDM 내 리보

플라빈(riboflavin) 도에  락 실러  람 (Lactobacillus rhamnosus)  생  도  도  

하고,  식  식 하  락 실러  람 (Lactobacillus rhamnosus) 생  도에  략

 리보플라빈(riboflavin) 도  계산할  다(도 2 참 ).

실  L. rhamnosus ATCC 7469는 사람  내 재하는 리보플라빈(riboflavin) 도  하는 시험에 사[0041]

  다.  같   리보플라빈(riboflavin) 생  균주 에 한다  HPLC 등  

하여 리보플라빈(riboflavin)  생  균주  실  리보플라빈(riboflavin)  생산량  하  에 리보플라빈

(riboflavin)  생   할 가능  는 균주  우  별하고 략  리보플라빈(riboflavin)  생산

량도 할  다.

 상  리닝  통해 리보플라빈(riboflavin)  결핍  CDM에  생  상  우 한 균[0042]

주  14  별하 고, 리보플라빈(riboflavin) 함량  생 학  량(bioassay)  통해 하   2  같

타내었다. 후 해당 균주  동 지에  연  계 양하 다. 리보플라빈(riboflavin)  생 학  량

도 2  식  X값에 리보플라빈  결핍  CDM에  각 균주  도  하여 계산하 다.

 2

[0043]
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2-4. 비타민 B2 과생산 균주  개[0044]

리보플라빈(riboflavin)  생합  리보플라빈(riboflavin)  생합    러  rib  [0045]

(operon)  에 해 어 다. 플라빈(roseoflavin)  리보플라빈(riboflavin)  사체(analog)

rib (operon)  사  RFN element에 결합하여 리보플라빈(riboflavin)  생합  억 하는 특

징  다. , 플라빈(roseoflavin)  도가 아질  리보플라빈(riboflavin)  생합  욱 강

하게 억 다.

플라빈(roseoflavin)  리보플라빈(riboflavin) 생합  억  특  하여 리보플라빈(riboflavin) 고[0046]

생산 균주  개 하고 , 상  실시  2-2  1차 별 균주 14  플라빈(roseoflavin)  10~100㎍/㎖

도  포함  리보플라빈 결핍(riboflavin free) CDM에  복 양  행하여 플라빈(roseoflavin)에

시킴  플라빈(roseoflavin)  리보플라빈(riboflavin) 생합  억  특 에 계없  리보플라빈

(riboflavin)  합 할  는 균주  별하고  하 다.

, 리보플라빈(riboflavin) 결핍 경에 리보플라빈  사체  플라빈(roseoflavin)  재하는 상 에[0047]

 복계 양  행하여 살아 는 균주는 리보플라빈(riboflavin)  생합  리보플라빈(riboflavin) 재

에 라 달라지는 야생  아닐 것 , 어 한 경에 라도 리보플라빈(riboflavin)  할  는

 돌연변  가능   것  단하여 그러한 균주  별하 다.

그 결과  도 3 내지 도 5   3에 타내었다.[0048]

도 3 내지 도 5   3에  할  는  같 , 결과  플라빈(roseoflavin)  고 도  [0049]

재하는 경에 도 생  가능한 플라빈(roseoflavin)   균주  6  보하 ,  생 학  량

(bioassay)  통해 야생 과 플라빈(roseoflavin)  균주  비타민 B2 생산량  비 한 결과, 약 3

내지 15  가량 생산량  가함  하 다. 각 균주  리보플라빈 결핍(riboflavin free) CDM에  양하

 , 플라빈(roseoflavin)  균주  경우는 야생 과 달리 양액  색상  연 란색  타냄

 비타민 B2  과생  가시  할  었다. 액 상태  비타민 B2는 란색  띤다.

 3

[0050]

2-5. 비타민 B2 과생산 균주  HPLC [0051]

플라빈 (roseoflavin adaptation)  통해 보한 균주가 생산하는 비타민 B2   량하  해[0052]

HPLC  통해 비타민 B2 family(riboflavin, FMN, FAD)  하여  비타민 B2  량하 다. 과생  균주 

비타민 B2 생 량  가  우 한 균주  별하  해 리보플라빈 결핍(riboflavin free) CDM  MRS 지에

생 한 균주 1(strain  1),  균주 8(strain  8),  균주 9(strain  9),  균주 14(strain  14)  양액  하여
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HPLC  행하 다

그 결과  도 6  도 7에 타내었다.[0053]

도 6  도 7에  할  는  같 ,  2가지 지 에  free riboflavin  함량  가[0054]

게  균주 9(strain 9)  야생 에 비해 비타민 B2 생산능  하게 가한 비타민 B2 고생산 균주

하고, 플라빈에  균주(roseoflavin-adapted strain 9; HY7715)라 하 다.

한편, 상  시험에    균주 9(strain 9)  야생 과 플라빈에  균주 9(roseoflavin-[0055]

adapted strain 9; HY7715)  질 원 1 내지 10%, 탄 원 0.1 내지 5%, 미 랄  내지 0.01 내지 1%  

한 식 지에  각각 양하 다. 후 각 균주  양액  각 균주  동결건 말에 해 HPLC  행

하여 비타민 B2  함량  하 다.

그 결과  도 8, 도 9   4에 타내었다.[0056]

도 8   4에  할  는  같 , 균주 9(strain 9)  야생  양액   비타민 B2는 7.04mg/L[0057]

 , 플라빈에  균주 9(HY7715)  양액   비타민 B2는 39.66mg/L  약 5.6  도 비

타민 B2 함량  많았 , 균주 9(strain 9)  야생  동결건 말   비타민 B2는 96.88μg/g  , 

플라빈에  균주 9(HY7715)  양액   비타민 B2는 253.27μg/g  약 2.6  도 비타민 B2

함량  많았  알  었다. 

또한, 도 9에  할  는  같 , 플라빈에  균주 9(HY7715)   지( )는[0058]

지 체  색  연갈색  띠는  해, 플라빈에  균주 9(HY7715)  후  지( 양후)는 비

타민 B2  생  하여 진한 란색  변 하  알  었다.

 4

[0059]

<실시  3>[0060]

균주  동[0061]

본  에   균주   하  해  우  16S  rRNA  염 열  한  동   API  50CHL  Medium[0062]

kit(bioMerieux SA)  통해 49  당   실시하 다.

그 결과   5(16S rRNA 염 열  통한 동  결과)   6(당  결과)에 타내었다.[0063]

하   5   6  16S rRNA 염 열  결과  API kit  통한 당  시험 결과  합하여 [0064]

 에  리한 비타민 B2 생 능  우 한 락 실러  균주  락 실러  플란타룸(Lactobacillus

plantarum) HY7715  하고, 2016  9월 8 에 생 원 (KCTC)에 탁하 다( 탁 : KCTC 13101BP).

본  락 실러  플란타룸(Lactobacillus plantarum) HY7715  특  다 과 같다.[0065]

1)균  태[0066]

엠알에 (MRS) 한천평 지에  37℃, 2 간 양했   균  특[0067]
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① 포  태: 간균[0068]

②운동 : 없[0069]

③포 능: 없[0070]

④그람(Gram) 염색: 양[0071]

2)균락  태[0072]

엠알에 (MRS) 한천평 지에  37℃, 2 간 양했   균락  태[0073]

① 상: 원[0074]

② : 볼[0075]

③ : 매 (smooth)[0076]

3)생리  질[0077]

①생 도: 생 가능 생 도  13~43℃[0078]

             생 도  33~37℃[0079]

②생  pH: 생 가능 생  pH  3.5~3.7[0080]

            pH  5.0~5.5[0081]

③산 에 한 향: 통[0082]

4) 탈라 : -[0083]

5)가 여 : -[0084]

6)15℃에  생 : +[0085]

7)45℃에  생 : -[0086]

8) 돌생산: -[0087]

9) 산생산: +[0088]

10)당 해 [0089]

Biomerieux 사  API 50 CH kit  하여 당  실험  한 결과  하   6에 타내었다.[0090]

 5

[0091]
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 6

[0092]

<실시  4>[0093]

락 실러  플란타룸(Lactobacillus plantarum) HY7715  포함하는 동결건 말  [0094]

본  락 실러  플란타룸(Lactobacillus plantarum) HY7715   액  17,000RPM 상  고[0095]

원심 리 에 해 리하여 균체만  포집하 다.  균체에 비하여 동결보  량비 1~5%  다당

, 당 , 탈지   액  한  가압살균하 다. 가압살균  동결보  균체  합하

여 동결건 하 다.

<실시  5>[0096]

락 실러  플란타룸(Lactobacillus plantarum) HY7715   함 하는 약학   [0097]

액  [0098]

상  실시  4  락 실러  플란타룸(Lactobacillus plantarum) HY7715 동결건 말 100mg, 당 10g,[0099]

만니  5g  통상  액  에 라 에 각각   가하여 해시 고 몬향  량 가한 다

,  가하여 체 100㎖  한 후 갈색병에 진하여 균시  액  하 다.

 [0100]

상  실시  4  락 실러  플란타룸(Lactobacillus plantarum) HY7715 동결건 말 100mg에  [0101]

100mg, 당 100mg, 아린산 마그  2mg   합한 후 약     에 라 경
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질 라틴 에 하여  하 다.

<실시  6>[0102]

락 실러  플란타룸(Lactobacillus plantarum) HY7715   함 하는  [0103]

본  락 실러  플란타룸(Lactobacillus plantarum) HY7715 동결건 말   함 하는 [0104]

 하는  다 과 같다.

,  산균 양액  원  95.36 량%  탈지 (또는 합 )  4.6 량%  하여 15℃에  비[0105]

1.0473~1.0475, 산도는 0.200~0.220%, pH는 6.55~6.70, 20℃에  브릭 (Brix
0
)는 16.3~16.5% 도가 

도  합하 다. 합 후에  UHT 열처리(135℃에  2 간 살균)하고 40℃  냉각한 , 트 커  

필러 균과 당 해 (Valley laboratory, USA)  각  0.02 량%씩 첨가하고 6시간 동안 양하여 BCP

지에   산균 가 1.0 X 10
9
cfu/㎖ 상, 산도가 0.89~0.91%, pH는 4.55~4.65가 도  하여 하

다. 그런 다 , 합과 시럽  액상과당 13 량%, 탕 5 량%, 합과 액 56Brix
0
 10.9 량%, 틴

1.0 량%, 후 후  믹  에  0.1 량%   70 량%  30~35℃에  하여 합한 후 UHT 열처

리(135℃에  2 간 살균)한 후 냉각하여 하 다. 그런 다 , 상  산균 양액 69.5 량%  상  실시

4  락 실러  플란타룸(Lactobacillus  plantarum)  HY7715  동결건 말 0.1 량%   상  합과 시럽

30.4 량%  합하여  150bar에  균질한  후  10℃  하  냉각하여  락 실러  플란타룸(Lactobacillus

plantarum) HY7715   함 하는  하 다.

<실시  7>[0106]

락 실러  플란타룸(Lactobacillus plantarum) HY7715   함 하는 능  료  [0107]

본  락 실러  플란타룸(Lactobacillus plantarum) HY7715   함 하는 능  료  [0108]

하는  다 과 같다.

, 합과 시럽  액상과당 13 량%, 탕 2.5 량%, 갈색 탕 2.5 량%, 합과 액 56Brix
0
 10.9[0109]

량%, 틴 1.0 량%, 후 후  믹  에  0.1 량%   70 량%  30~35℃에  하여 합한 후

UHT열처리(135℃에  2 간 살균)한 후 냉각하여 하 다.

그리고,  상    합과 시럽  30.4 량%  상  실시  4  락 실러  플란타룸[0110]

(Lactobacillus  plantarum)  HY7715  동결건 말 0.1 량%  지  69.5 량% 합하여 150bar에

균질한 후 10℃  하  냉각한 후  리병,  트병 등 포  에 포 하여 락 실러  플란타룸

(Lactobacillus plantarum) HY7715   함 하는 능  료  하 다.

<실시  8>[0111]

락 실러  플란타룸(Lactobacillus plantarum) HY7715   함 하는 건강 능식  [0112]

상  실시  4  락 실러  플란타룸(Lactobacillus plantarum) HY7715 동결건 말 0.1 량%에 양보[0113]

(비타민 B1, B5, B6, E  산에 , 니 틴산 아미드)  리고당  상  실시  4  락 실러  플란

타룸(Lactobacillus plantarum) HY7715 동결건 말 100 량 에 하여 10 량 가 도  첨가하여 고

합 에  합하 다. 상  합 에 균  10 량  첨가, 합하고 직경 1~2mm  과립상  

하 다. 상   과립  40~50℃  진공건 에  건 시  후 12~14 (mesh)  통과시  균 하게 과립

 하 다. 상  같   과립  당량씩 압  어  또는 말  거  경질 에 

어 경질  하 다.

<시험  1>[0114]

플라빈에  균주 9(HY7715)  야생  균주 9(strain 9)에 재하는 rib (operon)  사  [0115]

양상 사

비타민  B2  합 에  여하는  rib  (operon)  균주  9(strain  9)  야생 과  플라빈에  균주[0116]

9(HY7715)  간  상  량  차  하  해  real  time  qRT-PCR  행하 다.  리보플라빈

(riboflavin)  재하는 CDM,  리보플라빈(riboflavin)  재하지 않는 CDM에  각 균주  양한 후 total
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RNA  하 다. 후 ribD   PCR할  는 프라  ribD-F2, ribD-R2    하여

specific cDNA  합 한 후 실험에 하 다. 

그 결과  도 10  도 11에 타내었다.[0117]

도 10에  할  는  같 , ribD   타겟  ribD-F2 프라   ribD-R2 프라[0118]

해 PCR  행한 후, 1  에는 DNA 마커 , 2  에는 PCR 산  동한 결과  타내었는 ,

2  에  단  PCR  드가 에 라 ribD-F2  프라   ribD-R2  프라  한 PCR  시

ribD 가 특  폭 다는 사실  알  었다. 

또한, 도 11에  할  는  같 , ribD   특  폭  가능하게 하는 ribD-F2 프라미[0119]

  ribD-R2 프라  하여 균주 9(strain 9)  플라빈에  균주 9(HY7715)  cDNA  주

 real time qRT-PCR  행함 , 사   균주 내 ribD  상  량  차  그래프

타낸 것 , 리보플라빈(riboflavin)  재하지 않  시  균주 9(strain 9) 내 ribD  양

(1.0)  할 , 리보플라빈  재하지 않  경우에는 플라빈에  균주 9(HY7715) 내 양

35.0  어   35  가함  하 고, 리보플라빈(riboflavin)  재할 경우에는 균주

9(strain 9) 내 양  1.67, 플라빈에  균주 9(HY7715) 내 양  28.6  각각 어 

플라빈에  균주 9(HY7715)에  ribD   약 17  가함  할  었다.

상  결과  합하여  보 ,  리보플라빈(riboflavin)  재  에  계없  플라빈에   균주[0120]

9(HY7715)는 야생  균주 9(strain 9)보다 rib (operon)    가함  알  었다. 

는 플라빈에  균주 9(HY7715)  경우 리보플라빈(riboflavin)에 해  피드 (feedback) 

 아야 하는 rib (operon)  사  RFN element가  에  돌연변 에 해 그

능  약  것  , 결  rib (operon)   (constitutive expression)  하

게  비타민 B2 생합  가한 것  사료 었다. 2014  Pasquale Russo 연  RFN element 

  변 에 해 비타민 B2  합  가한 결과  보고한  다.

<시험  2>[0121]

플라빈에  균주 9(HY7715)  야생  균주 9(strain 9)에 재하는 RFN element [0122]

rib (operon)  사  RFN element  염 열  통해 비타민 과생  원  악하고[0123]

 플라빈에  균주 9(HY7715)  야생  균주 9(strain 9)  RFN element   닝하여

염 열  하 다. 에 보고  L. plantarum NCDO1752  RFN element 열  참고하여 플라빈에

 균주 9(HY7715)  RFN element  는 염 열  특 하   보고  타균주  RFN element

염 열  특징   플라빈에  균주 9(HY7715)  RFN element  열  특  하

다.

그 결과  도 12에 타내었다.[0124]

도 12에  할  는  같 , -35  (box) 157 째 염 가 야생  균주 9(strain 9)  ‘아 닌[0125]

(adenine; A)’  플라빈에  균주 9(HY7715)에 는 ‘ 아닌(guanine; G)’  어 는 것

하 다. ‘아 닌(adenine; A)’  포함한 주변 염 열  비타민 B2  생 하는 타 균주들  RFN

element에 도 매우  보 어 , RNA  차  하는  한 염 열  알  다. ,

해당 염 열  단 돌연변 (single site mutation)  해 상  RNA 차  하지 못하고 rib 

(operon)  사  변 함  비타민 B2 과생   것  단 었다. 

한편, 염 열  변 가 DNA 시 싱   우연  아님  하  해 야생  균주 9(strain 9)  [0126]

플라빈에  균주 9(HY7715)  단  미생  집   각각 2개씩 택한 후 하 다.

<시험  3>[0127]

본  락 실러  플란타룸(Lactobacillus plantarum) HY7715  항생  내  실험[0128]

항생  내  실험  MIC Test strip(liofilchem, Italy)  사 하여 균주  생  억  찰하여 억[0129]

도(MIC)  값  하 고,  항생  감  평가는  European  Food  Safety  Authority(EFSA)  journal

2012;10(6):2740에 라 행하 다.
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그 결과   7에 타내었다.[0130]

 7에  할  는  같 , 본  락 실러  플란타룸(Lactobacillus plantarum) HY7715는 에[0131]

리트 마 신(erythromycin)과  마 신(kanamycin)에  해  상  내  는  ,  앰피실린

(ampicillin),  람 니 (chloramphenicol),  린다마 신(Clindamycin),  타마 신(gentamicin),  트라

사 린(tetracycline)에 해 감  았다.

 7

[0132]

<시험  4>[0133]

리보플라빈   지(riboflavin  assay  medium)에  본   락 실러  플란타룸(Lactobacillus[0134]

plantarum) HY7715  비타민 B2 생산량 

   생 (GMO)  한   보고  락 실러 (Lactobacillus),  락 커[0135]

(Lactococcus), (Leuconostoc)  등 산균  리보플라빈(riboflavin) 생 량  살펴보 , 락

실러 (Lactobacillus)    락 실러  (L.  fermentum)  양액에  1.203mg/L[Pasquale

Russo(2014)], 0.430mg/L[Mattia P. Arena(2014)], 2.29mg/L[J.G. LeBlanc(2011)], 2.8mg/L[Sathyanarayanan

Jayashree(2010)]  보고 었 ,  락 실러  플란타룸(L.  plantarum)  양액에  0.397mg/L[Mattia  P.

Arena(2014)], 0.642mg/L [Vittorio Capozzi(2011)]  생 량  보고 었다. 특  M. Juarez del Valle(2014)

에   L.  plantarum  CRL725  리보플라빈   지(riboflavin  assay  medium)에  리보플라빈

(riboflavin)  1.1mg/L  생 하여   보고  락 실러  플란타룸(L.  plantarum)   가   값

보 , 에 는 1.860mg/L  생산량  보 다. 그  락 커  락티 (Lactococcus lactis) 양액에

0.9mg/L[Catherine  Burgess(2004)],   (Leuconostoc  mesenteroides)  양액에

0.5mg/L[Catherine M Burgess(2006)] 리보플라빈(riboflavin)  생  보고 었다. 

상  보고  료  에  본   락 실러  플란타룸(Lactobacillus  plantarum)  HY7715  동 한  [0136]

(species)  연 계가 가  가 고,  가   리보플라빈(riboflavin)  생 량  보고  M.  Juarez  del

Valle(2014)  참고하여 L. plantarum CRL 725 균주  비타민 B2 생산량  비 하 다.

 해 Fabiana Fernanda Pacheco Da Silva(2016), M. Juarez del Valle(2014) 등  에 사  리보플[0137]

라빈  지(Riboflavin assay medium)   사 하 다.

그 결과  도 13에 타내었다.[0138]

등록특허 10-1844778

- 15 -



도 13에  할  는  같 , 리보플라빈  지(Riboflavin assay medium) 양액에  본 [0139]

락 실러  플란타룸(Lactobacillus plantarum) HY7715  리보플라빈(riboflavin) 생 량  8.75mg/L  

 M. Juarez del Valle(2014) 에 보고 어 는 L. plantarum CRL 725  리보플라빈(riboflavin) 생 량

1.1mg/L보다 약 8   값  보 다. ,    생 (GMO)  한 리보플라빈(riboflavin)

 생 하는 것  보고  산균   본  락 실러  플란타룸(Lactobacillus plantarum) HY7715가

리보플라빈(riboflavin)  생 량  가  월등하 다.

탁

[0140]

탁  : 생 원

탁  : KCTC13101BP

탁  : 20160908

도

도 1

도 2
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도 3

도 4

도 5
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도 6

도 7

도 8
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도 9

도 10
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도 11

도 12
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도 13
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