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약초 추출액을 사용하여 제조한 감주의 젖산발효
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Abstract In this study, the characteristics of the lactic fermentation of gamju manufactured using a medicinal herb
decoction were assessed. A bacterial strain, LAB19, which is used for the induction of lactic fermentation into gamju, was
isolated from dried persimmon and identified as Leuconostoc mesenteroides on the basis of morphological, physiological,
and chemotaxonomical features, and 16S rRNA sequencing analysis. After 60 hours of lactic fermentation with
Leuconostoc mesenteroides LAB19 at 25oC, the gamju was determined to contain 141.3 g/L of reducing sugar, 5.33 g/L
of acids, and 1.19 g/L of soluble phenolics. Approximately 90% of reducing sugar and 58% of acids were maltose and
lactic acid, respectively. Free radical scavenging activities were retained at levels between 76.6 to 75.7% during the lactic
fermentation of gamju.
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서 론

현재 추구되고 있는 기능성식품은 영양, 기호적 기능 및 질병

예방 기능에 초점을 두고 개발되고 있다. 이러한 관점에서 젖산

발효는 기능성식품 개발을 위한 중요한 소재가 된다. 젖산발효는

식품의 저장성을 증가시킬 뿐만 아니라 맛, 풍미 및 조직감 등에

서 바람직한 변화를 일으키게 된다. 또한 젖산균은 식중독 미생

물 및 부패 미생물의 생육억제(1), 정장작용(2,3), 혈장 콜레스테

롤 저하작용(4) 및 면역 활성 증가작용(5) 등이 있는 것으로 알

려져 있다.

젖산균을 활용한 젖산발효음료에 관한 연구로는 요구르트 제

조 등의 유제품 발효에 관한 연구가 대부분이며 사과, 당근, 셀

러리, 돌미나리, 대추 및 구기자 등의 착즙액을 이용한 혼합과채

젖산발효 음료(6) 및 쌀을 이용한 젖산발효 음료(7), 밤을 이용한

젖산발효 음료(8) 등에 관한 연구가 보고되어 있다.

감주(식혜 혹은 단술)는 멥쌀이나 찹쌀로 지은 밥에 엿기름 추

출물을 넣어 적당한 온도로 유지하면서 엿기름 추출액에 포함되

어 있는 amylase의 작용으로 밥의 전분을 limit dextrin, maltotri-

ose, maltose 및 glucose 등으로 당화시켜 특유의 감미와 풍미를

생성시킨 우리나라 특유의 음료 가운데 하나다(9-12). 따라서 감

주는 당분이 풍부하여 젖산발효를 위한 기질이 될 수 있다.

본 연구에서는 약리효과가 밝혀져 있으면서 식품소재로 사용

이 가능한 한약재인 백출, 우슬, 오가피, 두릅나무, 엄나무, 화살

나무, 제피, 감초 및 맥아를 일정비율로 배합하여 가열 추출한 한

약재 추출액을 이용하여 한방감주를 제조하고 여기에 새로이 분

리동정한 젖산균을 접종하여 젖산발효를 유도하여 건강을 지향

하는 새로운 한방 젖산발효 음료를 개발하고자 하였다.

재료 및 방법

재료 및 시약

본 실험에서 사용한 한약 재료인 백출, 우슬, 오가피, 엄나무,

두릅나무, 화살나무, 제피, 감초 및 맥아는 2006년에 경남 산청군

지역 시장에서 구입하여 4oC 냉장실에 보관하면서 사용하였다.

한편, 본 실험에 사용한 미생물 배양용 배지는 Difico사(Detroit,

MI, USA) 제품을 사용하였으며 분석시약은 Sigma사(St. Louis,

MO, USA) 제품을 사용하였다.

한약재 추출 및 한방감주 제조

백출 200 g, 우슬 200 g, 오가피 60 g, 화살나무 60 g, 두릅나무

60 g, 제피 60 g, 엄나무 60 g, 감초 2 g 및 맥아 20 g을 정량하고

재료무게의 20배에 해당하는 식수 14.4 L를 추출수로 사용하여

120oC에서 4시간 추출하여 한약재 추출액을 제조하였다.

엿기름 200 g을 물 700 mL와 혼합하여 60oC 항온수조에서 2시

간 침출 후 여과하여 엿기름 추출액을 만들어 고두밥 당화를 위

한 효소액으로 사용하였다.

멥쌀을 수세하고 30oC 정도의 물에 1시간 침지하여 수분을 흡
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수시키고 30분간 증자하여 고두밥을 만들었다.

한약재 추출액 10 L에 고두밥 3 kg과 엿기름 추출액 500 mL를

가하고 60oC 항온수조에서 6시간 동안 당화시킨 후 100oC에서

30분 가열하여 당화를 중지시켰다. 당화액을 여과에 의해 입자가

제거된 투명한 상태로 한방감주를 제조하였다. 제조된 한방감주

는 −40oC에서 냉동 보관하면서 필요에 따라 해동하여 80oC에서

30분 저온 살균한 후 사용하였다. 한약재 추출액 대신 식수를 사

용하여 일반 감주를 제조하여 대조구로서 사용하였다.

젖산균 선별 및 동정

김치, 곶감 및 젓갈류 등을 멸균 생리식염수에 희석한 후 MRS

한천배지에 도말하여 30oC에서 3일간 배양한 후 다양한 젖산균

을 순수 분리하였다. 순수 분리한 젖산균은 20 mL MRS 배지가

들어 있는 100 mL Erlenmeyer flask에 접종하고 30oC 진탕 배양

기에서 150 rpm의 조건으로 24시간 진탕 배양하여 종 배양을 한

후 한방감주 100 mL가 들어 있는 Erlenmeyer flask에 1 mL를 접

종하여 30oC에서 3일간 정치하여 한방감주의 젖산발효를 유도하

였다. 한방감주 젖산발효액의 풍미를 검토하여 최종적으로 LAB19

균주를 선별하였다. 선별균주는 20% glycerol을 포함하는 MRS

배지에 분산시켜 −40oC에서 동결보존하면서 필요에 따라 MRS

한천배지에서 활성화하여 사용하였다.

선별된 젖산균 LAB19 균주는 형태학적, 생리학적, 생화학적

특징 및 분자유전학적 방법을 통하여 동정하였다. 세포의 형태는

그람염색 후 명시야 현미경에서 관찰하였고 세포 지방산 분석을

위해 MRS 배지에서 30oC로 2일간 배양하여 MIDI Microbial

Identification System(Hewlett Packard, Palo Alto, CA, USA) 기

술에 따라 전처리하여 지방산을 분석하였다. 지방산 분석은

GC(model 5890, Hewlett Packard) 및 phenylmethyl silicone

fused silica capillary column(25 m×0.2 mm, Hewlett Packard)를

사용하여 분석하였다. 균주의 표현형적 특징은 API50 NE

kit(BioMeriux, Marcy-I'Eltoile, France)를 사용하여 분석하였다. 한

편, 선발된 균주를 MRS 배지에서 24시간동안 액체배양을 한 후

Intron Genomic DNA Purification kit(Intron Botechnol. Co.,

Suwon, Korea)을 사용하여 genomic DNA를 분리하고 이를 주형

으로 하여 PCR를 통하여 16S rDNA 염기서열을 결정하였다. PCR

반응은 94oC에서 denaturation 1분, 55oC에서 annealing 30초,

72oC에서 extension 1분 동안 30 cycle을 수행하였다. Primer 제작

은 bacteria의 16S rDNA conserved region에서 약 1,500 bp 정도

가 되게 제작을 하였다. Forward oligonucelotide primer는 5'-

CGGAGAGTTTGATCCTGG-3', reverse oligonucelotide primer는

5'-TACGGCTACCTTGTTACGAC-3'을 사용하였다(13). PCR 반응

이 끝난 후 전기 영동하여 16S rRNA 단편을 확인하고 Intron Gel

Extraction Kit(Intron Botechnol. Co.)를 각 kit에 포함된 방법에 따

라 gel에서 DNA를 분리하였다. 정제한 16S rRNA 단편을 주형

으로 사용하여 염기서열 결정을 행하였다. 염기서열 결정은 PRISM

Ready Reaction Dye terminator/primer cycle sequencing kit(Per-

kin-Elmer Corp., Norwalk, CT, USA)를 사용한 dideoxychain ter-

mination method로 하였다. Sample은 automated DNA

seqeuener(Applied Biosystems, Foster City, CA, USA)로 분석하였

다. 결정된 염기서열 16S rRNA는 GeneBank database로부터 얻

은 또 다른 세균의 16S rRNA와 비교 분석하였다. 16S rRNA 유

사성 값은 DNAMAN analysis system(Lynnon Biosoft, Quebec,

Canada)를 사용하여 alignments, evolutionary distance로부터 계산

하였다. Phylogenetic tree는 neighbour-joining method와 distance

matrix data를 사용하여 확인하였다.

종 배양과 한방감주의 젖산발효

엿기름 400 g를 증류수에 혼합하여 60oC 항온수조에서 2시간

침출한 후 여과 세척하여 추출여액이 1 L가 되도록 하였다. 추출

여액은 100oC에서 30분 가열하여 응고되는 침전물을 제거한 후

121oC에서 15분간 멸균하여 한방감주의 젖산발효를 위한 종 배

양 배지로 사용하였다. 종 배양 배지 50 mL가 들어 있는 250 mL-

Erlenmeyer flask에 선별된 LAB19 균주를 접종한 후 30oC 진탕

배양기에서 150 rpm의 조건으로 48시간 진탕 배양하여 종 배양

을 한 후 3 L의 한방감주가 들어 있는 5 L 발효조에 1-5%(v/v)

접종하여 20-30oC에서 한방감주의 젖산발효를 유도하였다.

Brix 당도와 환원당

감주 발효액을 원심분리기(Hanil micro-12, Korea)로 원심분리

한 후 상등액을 취하여 굴절당도계(N-1α, Atago, Tokyo, Japan)를

이용하여 oBx 당도를 측정하였다. 환원당은 dintrosalicylic acid 시

약을 이용하는 방법을 사용하여 분석하였다(14). 발효액을 원심

분리기로 원심분리한 후 상등액을 당 농도가 1.0 g/L 이하가 되

게 희석한 후 dinitrosalicylic acid 시약을 1 mL 첨가하여 100oC의

끓는 물에서 10분 동안 발색시킨 후 냉각하여 분광광도계(Spec-

tronic®20, Spectronic instruments, Rochester, NY, USA)를 사용하

여 550 nm에서 흡광도를 측정하여 검량선과 비교하였다. 검량선

작성을 위한 표준물질로는 glucose을 사용하였다. 각 실험은 3회

반복하여 수행하였다.

pH와 적정 산도

pH는 pH meter(model 3510, Jenway, Essex, UK)를 사용하여

측정하였다. 적정 산도는 발효액 10 mL를 pH 8.2±0.1까지 중화

시키는데 소요되는 0.1N NaOH의 양으로 측정하였다. 각 실험은

3회 반복하여 수행하였다.

생균수

감주 젖산발효 중의 생균수 측정은 발효액을 0.85% 멸균생리

식염수로 10배 희석하는 10단 희석법으로 적당히 희석하고 MRS

한천배지에 도말하여 30oC에서 48시간 동안 배양하여 형성된 젖

산균 집락을 계수하여 생균수를 측정하였다. 각 실험은 3회 반복

하여 수행하였다.

유리당과 유기산

유리당과 유기산의 분석은 Cho 등(15)의 방법에 준하여 HPLC

(LC-10A, Shimadzu, Tokyo, Japan)를 이용하여 분석하였다.

유리당 분석은 발효액을 원심분리한 후 deionized water(DW)로

10배 희석한 시료를 sep-pak NH
2
 column(Waters Co., Milford,

MA, USA)과 0.45 µm-membrane filter(Dismic®-25CS, Toyoroshi-

kaisha, Ltd., Japan)를 순차적으로 통과시켜 전처리하였다. 유리당

분석 칼럼(Shimadzu-NH
2
)에 전처리한 시료 10 µL를 주입하고

30oC에서 이동상 용매(acetonitrile: water=75:25(v/v))를 1.0 mL/min

속도로 이동시키면서 Reflective Index(RI) 검출기 상에서 유리당

을 검출하였다.

유기산 분석은 발효액을 원심분리한 후 상등액을 0.2 µm-

membrane filter(Göttingen)를 통과시켜 입자를 제거하였다. 유기산

분석 칼럼(Rezex 8u 8% H. Org Acid, 300×7.8 mm, Phenome-

nex, Torrance, CA, USA)에 전처리한 시료 10 µL을 주입하고

55oC에서 이동상 용매(0.1% phosphoric acid)를 0.5 mL/min 속도

로 이동시키면서 UV detector(UV730D, Youngin, Anyang, Korea)

에서 유기산을 검출하였다.
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총 수용성 phenolics 함량 측정

총 수용성 phenolics는 Folin-Ciocalteu법(16)으로 측정하였다. 발

효액을 원심 분리한 후 0.2 µm-membrane filter(Göttingen) 여과하

여 입자를 제거한 후 50배 희석하고 0.5 mL을 시험관에 분주하

고 25% Na2CO3 용액 0.5 mL를 첨가하여 3분간 정치시켰다. 다시

2N-Folin-Ciocalteu phenol 시약 0.25 mL 첨가하여 혼합한 다음 상

온에서 1시간 동안 정치시켜 발색시켰다. 발색된 청색을 분광광

도계(Spectronic2D)를 이용하여 750 nm에서 흡광도를 측정하였다.

이때 총 수용성 phenolics 함량은 gallic acid를 이용하여 작성한

표준곡선으로부터 함량을 구하였다. Gallic acid를 이용한 표준곡

선은 gallic acid의 최종농도가 0, 25, 50 100, 250, 500, 750,

1,000 mg/L가 되도록 하여 위와 같은 방법으로 750 nm에서 흡광

도를 측정하여 작성하였다. 각 실험은 3회 반복하여 수행하였다.

전자 공여능에 의한 항산화 활성

Blois(17)의 방법을 약간 변형하여 전자 공여능을 측정하였다.

1.5×10−4 M DPPH(1,1-diphenyl-2-picryhdrazyl) 용액 0.8 mL와 원

심분리한 발효액을 적당히 희석한 후 0.2 mL를 가한 후 10초간

vortex하고 실온에서 30분 방치한 후 분광광도계(Spectronic 2D)

를 이용하여 525 nm에서 흡광도를 측정하였다. 각 실험은 3회 반

복하여 수행하였다. 음성 대조구 실험은 시료 대신에 증류수를

0.2 mL를 취하여 실험하였고 양성 대조구 실험은 상용항산화제

인 L-ascorbic acid(1 mg/mL)를 이용하여 동일한 방법으로 실시하

였다. 전자 공여능은 실험구와 음성 대조구의 흡광도를 구하여

아래와 같이 백분율(%)로 표시하였다.

전자 공여능(%)=[1−(실험구의 흡광도/음성 대조구의 흡광도)]×100

통계처리

유리당과 유기산의 실험결과는 SPSS program을 이용하여 각

실험군의 평균과 표준편차를 구하고 시료간의 차이 검증은 일원

배치 분산 분석(ANOVA)을 사용하였으며 Duncan's multiple range

test에 따라 p<0.05 수준에서 유의성을 검증하였다(SPSS Inc.,

Chicago, IL, USA).

결과 및 고찰

한방 감주 제조의 최적 조건 규명

한약재 추출액이 고두밥의 당화에 미치는 영향을 검토한 결과

Table 1과 같았다. 당화는 식수 또는 한약재 추출액에 고두밥을

20%(w/v) 또는 40%(w/v) 되도록 가하고 엿기름 추출액 5%(w/v)

가하여 60oC 항온 수조에서 당화를 진행시켰다. 당화시간이 증가

함에 따라 당도도 증가하는 것을 보아 한약재 추출액이 당화에

는 영향을 주지 않은 것으로 판단되었다. 한약재 추출액에 고두

밥을 40%(w/v) 첨가하여 당화를 진행시킨 결과 당화 6시간째 15.0
oBx의 당도와 1.2 g/L의 gallic acid에 상당하는 수용성 phenolics와

132 g/L의 glucose에 상당하는 가용성당을 함유하고 있었다. 한편

한약재 추출액 대신 식수에 고두밥을 40%(w/v) 첨가하여 당화를

진행시킨 결과 당화 6시간째 13.4obrix의 당도와 0.28 g/L의 gallic

acid에 상당하는 수용성 phenolics와 116 g/L의 glucose에 상당하

는 가용성당을 함유하고 있었다. 식수 및 한약재 추출액 모두에

서 당 조성은 maltose가 주된 당이었으며, 이 밖에 maltotriose,

fructose 및 glucose를 함유하고 있었다(자료 제시하지 않음).

젖산균의 선발 및 동정

김치, 곶감, 젓갈류 등과 같은 각종 식품소재로부터 다양한 젖

산균을 MRS 한천배지에서 순수분리하고 이들 젖산균을 각각 한

방 감주에 발효시켜 향, 맛 등의 관능적 성질을 고려하여 최종적

으로 균주 LAB19를 선발하였다.

곶감으로부터 분리한 균주 LAB19는 그람양성의 연쇄구균으로

서 MRS배지에서 증식시키는 경우 통성 혐기적 조건, 온도는 15oC

와 35oC의 범위 및 NaCl 10%까지 증식하였다. 균주 LAB19는

L-arabinose 등의 여러 당을 이용할 수 있었으나 일반적인 L.

mesenteroides와 달리 ribose를 이용할 수 없었다(Table 2). 한편 세

포벽 지방산 분석결과 C16:0이 28.05%, C18:1 ω9c가 22.17%, C19:0

Cyclo ω9c가 12.58%로 주요한 지방산으로 나타났다(자료 제시 않음).

16S rRNA 염기서열을 통하여 좀 더 정확한 균주 동정을 시도

하였다. 균주 LAB19는 1,498 bp만큼 염기서열이 결정되었고 Phy-

logenetic tree 분석결과 L. mesenteroides(M23035)와 99.7%로 유

연관계가 가장 가까움을 확인할 수 있었다(Fig. 1). 형태학적, 생

리학적, 생화학적 특징 및 분자유전학적 분석결과를 종합하여볼

때 L. mesenteroides와 가장 유사하여 균주 LAB19는 이형젖산발

효균주인 L. mesenteroides 또는 그 근연종으로 판단되었다. 따라

서 식품 발효에서 안전하게 사용할 수 있는 Generally Recognized

As Safe(GRAS) 미생물이므로 한방감주의 젖산발효를 위한 균주

로 사용이 기대되었다.

한방감주 젖산발효에 미치는 접종량과 온도의 영향

L. mesenteroides LAB19 균주의 접종량이 한방감주의 젖산발효

에 미치는 영향을 검토한 결과 Table 3과 같았다. 접종량이 2.5-

5.0%(w/v)에서 원활한 발효가 진행되었다. 접종량 2.5%(w/v) 경

우, 발효 36시간째 생균수는 9.96×109 CFU/mL까지 도달한 이 후

Table 1. Effect of saccharification for gamju by a Korean herb medicine material extraction1)

Saccharification
condition2)

oBx

Saccharification time (hr)

0 1 2 3 4 5 6

Top water [stem rice 20 (%, w/v)] 1.0 3.6 5.2 7 8 8.8 9.6

Korean herb medicine material extraction
[stem rice 20 (%, w/v)]

2.8 5.4 7.0 9.0 10.0 10.4 11.8

Top water [stem rice 40 (%, w/v)] 1.0 5.2 7.8 10.4 11.2 12.6 13.4

Korean herb medicine material extraction
[stem rice 40 (%, w/v)]

2.8 7.8 10 12.2 13.2 14.4 15.0

1)Values indicate the mean's of three replications (n=3).
2)5%(v/v) malt extraction was added from 20 to 40%(v/v) into stem rice and top water or Korean herb medicine material extraction and saccharified
at 60oC for 6 hr.
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감소하였다. 이때 당도는 14.7oBx, 적정산도는 24.0 mL, pH는 3.68

이었다.

발효온도가 한방감주의 젖산발효에 미치는 영향은 Table 4와

같았다. 발효온도가 낮은 조건에서도 균 증식이 원활하였고 25oC

Table 2. Phenotypic characteristics of strain LAB19

Characteristics Reaction Characteristics Reaction

Shape cocci N Acetyl glucosamine +

Gram staining positive Amygdaline -

Glycerol -1) Esculine +

Ertythritol - Salicine +

D-Arabinose - Cellobiose -

L-Arabinose +2) Maltose +

Ribose - Lactose -

D-Xylose + Melibiose +

D-Xylose - Saccharose +

Adonitol - Trehalose +

β Methyl-xyloside - Inuline -

Galactose + Melezitose -

D-Glucose + D-Raffinose +

D-Fructose + Amidon -

D-Mannose + β Gentiobiose -

L-Sorbose - D-Turanose +

Rhamnose - D-Lyxose -

Dulcitol - D-Tagatose -

Inostiol - D-Fucose -

Mannitol - D-Arabitol -

Sorbitol - L-Arabitol -

α Ethyl-D-mannoside - Gluconate -

α Methyl-D-glucoside + 2 Keto-gluconate -

Xylitol - 5 Keto-gluconate -

Glycogene - Arbutine -

1)-, negative reaction
2)+, positive reaction

Table 3. Effect of inoculation concentration of strain LAB19 on lactic acid fermentation of hanbang gamju1)

Fermentation time
(hr)

Inoculation
concentration (%, v/v)

oBx pH
Titratable acidity

(mL)2)
Visible cell
(cfu/mL)

0

1.0 15.2 5.2 6.0 2.55×106

2.5 15.2 5.2 6.5 5.75×106

5.0 15.2 5.0 8.4 1.24×107

12

1.0 15.1 3.87 16.8 1.85×108

2.5 15.1 3.87 19.2 8.15×108

5.0 15.1 3.87 19.2 1.13×109

24

1.0 15.0 3.71 22.8 8.95×108

2.5 14.9 3.69 24.0 1.21×109

5.0 14.9 3.68 21.6 4.35×109

36

1.0 14.7 3.67 22.8 3.68×109

2.5 14.7 3.68 24.0 9.96×109

5.0 14.6 3.66 25.2 8.87×109

48

1.0 14.6 3.62 21.6 4.63×109

2.5 14.7 3.60 24.0 4.32×109

5.0 14.6 3.59 24.0 4.10×109

60

1.0 14.4 3.61 23.8 5.63×109

2.5 14.3 3.59 29.6 3.72×109

5.0 14.3 3.59 27.8 2.98×109

1)Values indicate the mean’s of three replications (n=3). L. mesenteroides LAB19 was innoculated from 1.0 to 5.0%(v/v) into hanbang gamju and
fermented at 30oC for 48 hr.
2)Ten mL of gamju was titrated with 0.1 N NaOH to pH 8.2±0.1 for titratable acidity.

Fig. 1. Phylogenetic relationships of the strain LAB 19 and other
closely related Leuconostoc species based on 16S rDNA gene

sequences. Numbers above each node are confidence levels (%)
generated from 1,000 bootstrap trees.
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에서 발효한 경우, 20oC와 30oC보다 균 증식정도가 빨랐으며 이

에 상응하여 적정산도는 증가하였으나 pH는 30oC보다 느리게 감

소하였다. 25oC에서 발효 48시간째 생균수는 5.26×109 CFU/mL,

적정산도는 28.8 mL, 당도는 14.6oBx, pH는 3.59로 가장 높았다.

이상의 결과로부터 한방감주의 젖산발효는 L. mesenteroides

LAB19 균주를 2.5%(v/v) 접종하고 25oC에서 발효한 것이 생균수

및 적정산도가 가장 높아 최적조건일 것으로 판단되어 이후 실

험의 조건으로 설정하였다.

한방감주의 젖산발효 경과

종 배양한 L. mesenteroides LAB19 균주를 한방감주 3 L에

2.5%(v/v)되게 접종하고 25oC에서 젖산발효를 시킨 결과 Table 5,

6 및 7과 같았다.

시간이 경과함에 따라 oBx 당도 및 환원당은 약간 감소하여

발효 60시간 경과 시 oBx 당도는 15.2에서 14.2, 환원당은 155.6

g/L에서 141.3 g/L로 감소하였다. 세포 증식은 발효경과와 함께 급

격히 증가하여 발효시간이 36시간 경과하면서 1.3×1010 CFU/mL

로 최대에 도달한 후 감소하였다. 한편, pH는 발효가 진행됨에

따라 초기 pH 4.94에서 60시간 경과 시 3.61로 낮아졌으며, 이에

상응하여 적정산도는 증가하여 발효시간 60시간 경과 시 30.4 mL

가 되었다(Table 5).

발효경과에 따른 유기산의 변화는 Table 6과 같았다. 총 유기

산 함량은 발효가 진행됨에 따라 급격히 증가하여 발효시간 60

시간 경과 시 1.73 g/L에서 5.33 g/L로 증가하였다. 특히 lactic acid

와 acetic acid의 증가가 현저하였는데, 이는 L. mesenteroides

LAB19가 이형젖산발효를 하고 있음을 나타낸다. Lactic acid가 발

효 60시간 경과 시 0.40 g/L에서 3.102 g/L로 증가하여 총 유기산

의 58%를 구성하였고 acetic acid는 0.46 g/L에서 1.41 g/L로 증가

Table 4. Effect of temperature on lactic acid fermentation of hanbang gamju1)

Fermentation 
time (hr)

Fermentation
temperature (oC)

oBx pH
Titrable acidity
(mL of 0.1N 

NaOH/10 mL)2)

Visible cell
(cfu/mL)

0

20 15.2 5.20 6.5 2.49×106

25 15.2 5.20 6.5 2.49×106

30 15.2 5.20 6.5 2.49×106

12

20 15.1 4.10 14.4 1.24×108

25 14.9 4.21 13.2 3.92×108

30 14.9 3.87 19.2 1.00×108

24

20 15.0 3.87 16.8 1.22×109

25 14.8 3.84 22.8 1.39×109

30 14.7 3.69 24.0 1.20×109

36

20 14.9 3.71 20.4 4.71×109

25 14.6 3.58 27.6 5.10×109

30 14.6 3.68 24.0 4.90×109

48

20 14.9 3.79 21.6 4.37×109

25 14.6 3.59 28.8 5.26×109

30 14.6 3.60 24.0 5.14×109

60

20 14.6 3.71 23.5 2.97×109

25 14.3 3.61 30.6 3.86×109

30 14.3 3.61 28.2 3.34×109

1)Values indicate the mean’s of three replications (n=3). L. mesenteroides LAB19 was innoculated the 2.5%(v/v) into gamju and fermented at 20,
25, and 30oC for 48 hr.
2)Ten mL of gamju was titrated with 0.1 N NaOH to pH 8.2±0.1.

Table 5. Changes of brix, reducing sugar, pH, titrable acidity, and visible cell during lactic acid fermentation of hanbang gamju1)

Fermentation
time (hr)

oBx Reducing sugar (g/L) pH
Titratable acidity

(mL)2)

Visible cell
(cfu/mL)

0 15.2 155.6 4.94 6.4 3.30×106

4 15.0 153.2 4.68 8.8 7.62×106

8 15.2 153.4 4.34 11.2 1.04×107

12 14.9 151.3 4.04 13.6 4.58×108

24 14.8 150.9 3.75 22.4 6.32×109

36 14.6 150.2 3.65 24.0 101.3×1010

48 14.5 149.8 3.60 28.2 03.0×109

60 14.2 141.3 3.61 30.4 01.1×109

1)Values indicate the mean’s of three replications (n=3). 2.5%(v/v) of L. mesenteroides LAB 19 seed was innoculated into hangbang gamju and
fermented at 25oC hr.
2)Ten mL of gamju was titrated with 0.1 N NaOH to pH 8.2±0.1.
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하여 총 유기산의 26.3%를 구성하였다. 그 밖의 유기산은 증가

하지 않는 것으로 보아 원료 한약 재료에서 유래한 유기산으로

판단되었다.

총 유리당 함량은 발효 초기 154.63 g/L에서 발효 60시간 경과

141.02 g/L로 감소하였다(Table 7). 발효 초기에 fructose 7.38 g/L,

glucose 5.68 g/L, maltose 137.41 g/L, maltotriose 4.16 g/L로 구성

되어 있었으나 발효 60시간 경과 시 fructose는 검출되지 않았으

며 glucose 11.14 g/L, maltose 128.64 g/L, maltotriose 1.24 g/L 검

출되었다. 발효 전 기간 동안 maltose가 총 유리당 함량의 약 89%

(137.41 g/L, 발효초기)에서 91%(128.64 g/L, 발효 60시간 경과)로

존재하여 감주 젖산발효음료의 주요 당임을 알 수 있었다(Table

7). Glucose가 발효 초기에 감소하다가 다시 증가하는 경향을 나

타낸 이유는 L. mesenteroides LAB19가 갖는 amylase 활성에 기

인할 것으로 판단되었다. 한편, 본 연구에서의 한방감주 젖산 발

효와는 다른 조건이지만 젖산균과 효모에 의해 제조되는 식혜의

경우 숙성과정 중 당화효소인 amylase 활성을 측정한 결과 숙성

3일째 3.56 unit/mL로서 최대의 활성을 나타냈었으며 그 후부터는

차차 감소하였다고 보고하여(18), 앞으로 연구에서 발효 중 amylase

활성에 관한 연구도 동시에 수반되어야 할 것으로 사료되어지며,

이 경우에도 maltose의 함량이 평균 73%의 고농도 존재하였지만

젖산균의 생육에 별 영향을 주진 않았다(18). 이런 결과는 본 연

구의 선발 균주 LAB19 뿐만 아니라 대부분의 젖산균이 maltose

의 당을 이용할 수 있기 때문인 것으로 추정된다(Table 2).

수용성 phenolics 함량과 전자 공여능

한방감주 젖산발효 중에 수용성 phenolics 함량 및 전자 공여

능의 변화는 Fig. 2와 같았다. 발효 중 phenolics의 함량은 발효

초기에 1.38 g/L에서 발효 60시간 경과 시 1.19 g/L로 감소하였다.

이는 적포도주에 함유되어 있는 페놀의 양에 필적할만한 것으로

본 연구에 사용한 한약재는 각종 flavonoid를 포함하여 saponin,

phenolics, vitamin C 등의 다양한 생리활성 물질을 함유하여 여

러 가지 약리효과가 밝혀져 있으며, 오래전부터 한방처방에 사용

되어 왔다(15,19-22). 한편, 한방 감주 발효 중 전자 공여능은 76.6-

75.7%로 L-ascorbic acid(92.4%)보다는 낮았으나 일반감주(14.4%)

보다는 상당히 높게 나타났다(Fig. 2). 한방 감주 발효 중 phenolics

는 약간 감소하였으나 전자 공여능이 일정하게 유지된 것은 젖

Table 6. Distributions of free organic acids during lactic acid fermentation of hanbang gamju1)

Organic acid2) (g/L)
Fermentation time (hr)

0 4 8 12 24 36 48 60

Oxalic acid 0.084ab 0.084h 0.084bc 0.084gh 0.084a 0.084abc 0.084g 0.084f

Tartaric acid 0.343g 0.343h 0.314de 0.340cde 0.405def 0.350d 0.354ab 0.347c

Malic acid 0.288b 0.251cd 0.233cd 0.252ab 0.258hi 0.247def 0.246de 0.247ab

Ascorbic acid 0.017ef 0.016ghi 0.015d 0.013a 0.013d 0.013ef 0.015de 0.014bc

Lactic acid 0.404gh 0.463bcd 0.755cb 1.582b 2.561c 2.755h 2.851g 3.102i

Acetic acid 0.456a 0.467d 0.574d 0.932abc 1.353fg 1.380gh 1.393f 1.405ac

Citric acid 0.135de 0.130bc 0.130c 0.099d 0.132a 0.138b 0.131b 0.135ac

Total 1.727ac 1.754cd 2.105bc 3.302a 4.806f 4.967de 5.074ef 5.334cd

1)2.5%(v/v) of L. mesenteroides LAB 19 seed was innoculated into hanbang gamju and fermented at 25oC hr.
2)Values indicate the mean’s of three replications (n=3). A p value <0.05 was considered significant.

Table 7. Distributions of free sugars during lactic acid fermentation of hanbang gamju1)

Free sugar2)

(g/L)

Fermentation time (hr)

0 4 8 12 24 36 48 60

Fructose 007.38bc 007.34gh 005.76cd 001.72abc 000.32hi 000.12efg 000.06a ND3)

Glucose 005.68ab 001.74a 000.88a 007.74cd 009.56d 009.94a 010.38de 011.14b

Sucrose ND ND ND ND ND ND ND ND

Maltose 137.41bc 130.64gh 131.48cd 131.30ad 128.02d 134.28j 130.12ij 128.64efg

Maltotriose 004.16a 005.66d 004.04d 004.84bc 004.86f 005.12ac 003.24h 001.24g

Total 154.63abc 145.38hi 142.16cd 145.60cd 142.76de 149.46ac 143.8fg 141.02def

1)2.5%(v/v) of L. mesenteroides LAB 19 seed was innoculated into hanbang gamju and fermented at 25oC hr.
2)Values indicate the mean’s of three replications (n=3). A p value <0.05 was considered significant.
3)ND: not detected

Fig. 2. Change of soluble phenolic contents and DPPH free

radical scavenging activity during the lactic acid fermentation of

hanbang gamju by L. mesenteroides LAB 19. Values indicate the
mean’s of three replications (n=3).
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산발효 중 생성된 유기산에 의한 것으로 추정되어졌다. 전자 공

여능을 측정하는 DPPH는 ascorbic acid와 같은 유기산, tocopherol,

polyhydroxy 방향족 화합물(phenolics), 방향족 아민류와 같은 항

산화 활성이 있는 물질과 만나면 radical이 소거되며 이때 고유의

짙은 자색이 탈색됨으로 항산화물질의 전자 공여능을 측정할 때

사용되어 진다. 특히 대부분의 유기산은 carboxyl에 음전하(COO−)

를 띄고 있어 전자(수소)를 공여할 수 있다(23).

앞으로 좀 더 많은 생리활성 검정실험이 수행되어져야 할 것

으로 사료되나 한약재 및 젖산균의 생리활성인 항산화활성, 항암

활성, 치매예방, 면역기능 활성화 및 장내개선 등의 기능성을 가

질 것으로 판단되며, 본 연구에 의해 개발된 한방 감주 젖산발효

와 관련한 결과는 현대인의 건강 지향적 성향에 맞는 새로운 기

능성 제품 개발을 위한 기초 자료로 활용할 수 있을 것이다.

요 약

한방발효음료를 제조하기 위하여 한방감주의 젖산발효를 유도

하였다. 이를 위해 각종 시료로부터 다양한 젖산균을 순수 분리

하여 발효적성을 검토한 결과 최적균주로서 LAB19 균주를 선별

하였다. LAB19 균주는 곶감으로부터 분리하였으며 생리 화학적 특

성 및 16S rRNA 염기서열 분석을 통하여 Leuconostoc mesenteroi-

des로 동정되었다. 한방감주에 종배양한 LAB19 균주를 2.5%(v/v)

접종하고 25oC에서 60시간 발효시켰을 때, 한방감주는 141.3 g/L

의 환원당과 5.33 g/L의 유기산, 그리고 1.19 g/L의 가용성 페놀을

함유하고 있었다. 당과 유기산 구성을 살펴보면 당의 약 90%는

맥아당이었으며, 유기산의 58%는 젖산이었다. 수용성 phenolics

성분 등에 기인하는 라디칼 소거 활성은 L-ascorbic acid의 92.4%

보다 낮은 76.6-75.7% 범위를 유지하고 있었다.
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