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Abstract

Brown-rice hydrolyzates with different degrees of hydrolysis (DH) were fermented using Leuconostoc
mesenteroides (Ln. mesenteroides) KC51 strain at 30oC for 15 hr. Changes in pH, titratable acidity, viable cell
counts and phytate degradation during fermentation were investigated. The acid production was increased with
increasing DH of brown-rice hydrolyzate. At high DH (48.2%), the pH and titratable acidity reached to pH
3.41 and 0.82% after 15 hr fermentation, respectively. Regardless of DH of brown-rice, however, the viable
cell population of Ln. mesenteroides KC51 was slightly increased to 4.0~7.2×108 CFU/g during the 6 hr of
cultivation. The phytate content in brown-rice hydrolyzates decreased with increasing DH of brown-rice
hydrolyzates. The level of phytate was reduced to around 50% of initial concentration at high DH condition.
When the fermented brown-rice was kept at 4

o
C, pH, titratable acidity and number of viable cells were nearly

maintained for 14 days.
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서 론

우리나라에서 쌀은 백미 기준으로 매년 450～500만톤 생

산되고 있으나 국민 1인당 쌀 소비량은 최근 10년간 크게

감소(99.2 kg, 1998년→75.8 kg, 2008년)하였으며, 이러한 경

향은 일본의 2007년 1인당 쌀 소비량이 61.4 kg인 점을 고려

하면 지속될 것으로 예측된다. 우리나라에서 소비되는 쌀의

98% 이상은 주식으로 사용되므로 쌀의 소비를 향상시키기

위해서는 쌀을 이용한 다양한 가공식품 개발이 필요하다.

쌀의 가공식품 중 미생물을 이용한 발효식품으로 우리나라

에서는 술이 대부분이며 막걸리를 이용하여 제조하는 증편

이 알려져 있다. 그러나 세계적으로 곡류를 주식으로 소비하

는 지역에서는 곡류를 발효원으로 사용한 다양한 전통 발효

식품과 음료가 제조, 소비되고 있으며, 특히 쌀 발효식품인

인도, 스리랑카 및 동남아시아 지방의 idli, dosa, dhokla는

그 지역에서 매우 대중적인 식품으로 알려져 있다(1). 곡류

발효식품에서 효모와 유산균이 중요한 미생물로 발견되며

특히 idli에서는 Ln. mesenteroides와 Streptococcus faeca-

lis가 중요한 미생물로 보고되어 있다(2). 따라서 이러한 미

생물을 starter로 이용하여 곡류 발효식품을 제조하는 연구

가 진행되고 있으며(3,4), 최근 국내에서도 증편의 제조에

효모와 유산균을 혼합 배양한 starter를 이용하는 연구가 보

고(5)된 바 있다. 특별히 유산균을 이용한 곡류 발효식품은

요구르트와 같은 발효 유제품처럼 기능성식품 중 살아있는

유산균을 함유한 probiotic food로 관심이 집중되고 있다(6,7).

그러나 대부분의 곡류에는 생체내에서 Mg, Ca, Fe 등의

무기질이나 영양분의 흡수를 저해하는 항영양인자(antinu-

trient)로 작용하는 phytate가 존재하므로(8), 식품 중 phy-

tate의 함량을 낮추는 것은 영양학적으로 중요하다. 실제로

phytate의 분해에 관한 연구는 통 밀가루(whole wheat

flour)로 sourdough를 제조하여 빵을 만드는 분야에 집중되

어 있을 뿐이다(9,10). 특히 우리나라 쌀에는 phytate가 7.3～
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12.4 mg/g 수준으로 함유(11)되어 있음에도 불구하고 쌀 가

공품 중 phytate의 거취에 관한 연구는 매우 미미하다.

곡류 발효식품의 제조과정에서 미생물에 의한 발효와 동

시에 phytate를 분해하는 것은 매우 효율적인 방법이다. 이

때 phytate 분해활성을 갖는 유산균을 starter로 사용한다면

phytate 함량이 감소되고 probiotics를 함유한 새로운 형태

의 곡류 발효식품을 제조할 수 있을 것이다. 최근 우리 연구

팀은 김치에서 분리한 Ln. mesenteroides KC51 균주가 현

미 당화물에 함유된 phytate를 분해하는 활성이 있음을 발견

하고(12), 그 결과를 바탕으로 현미의 분해 정도가 Ln. mes-

enteroides KC51 균주의 생육과 phytate의 분해에 미치는

영향을 조사하였다. 그리하여 쌀을 이용하여 phytate 함량이

낮으며 유산균이 함유된 곡류 발효식품을 제조하기 위한 기

초 자료로 활용하고자 한다.

재료 및 방법

실험재료

본 연구에서는 김치에서 분리한 Ln. mesenteroides

KC51 균주를 사용하였다(13). 미생물 배양에 사용한 쌀은

수라 품종(2006년 충남 당진산)으로 현미로 도정한 후 증류

수로 3회 수세하고 4oC에서 24시간 수침하였으며 물기를 제

거하고 roll mill로 2회 제분하여 사용하였다.

현미 분해물의 제조 및 유산균 배양

현미 분해물 제조: 현미 분말을 다음과 같이 2종류로 가

수분해하였다(14). (A) 현미 액화물(brown-rice lique-

faction; BR-L): 현미 분말 20 g을 증류수 100 g에 현탁하고

80oC에서 10분간 가열하여 전분을 호화시킨 후 Bacillus

amyloliquefaciens 기원의 α-amylase(Sigma Chem., St.

Louis, MO, USA) 0.1 mL를 가하고 80oC에서 1시간 반응시

켰다. (B) 현미 당화물(brown-rice liquefaction & saccha-

rification; BR-LS): 현미 분말을 액화물을 제조한 후 반응액

의 pH를 4.8로 조절하고 Aspergillus niger 기원의 amylo-

glucosidase(Sigma Chem.) 0.1 mL를 가한 후 60oC에서 다

시 1시간 반응시켰다. 각각의 조건에서 최종 반응액을 동결

건조한 후 -20oC에서 보관하면서 실험에 사용하였다.

유산균 배양: 본 배양용 starter는 보관 중인 Ln. mesen-

teroides KC51을 Lactobacilli MRS broth(Difco Laboratories,

Detroit, MI, USA)에 1백금이 접종하여 30oC에서 15시간 동

안 진탕 배양하여 준비하였다. 동결건조한 현미 분해물을

각각 4%(w/w)로 증류수에 현탁하고 autoclave하여 제조한

본 배양 배지에 미리 준비한 starter를 5%(v/v) 접종하고

30oC에서 150 rpm으로 진탕 배양하였다. 당화하지 않은 현

미 분말 4%(w/w) 현탁액을 대조군으로 사용하였다.

현미 배양액의 분석

pH 및 적정산도: 발효액의 pH는 pH-meter(model 720P,

istek, Seoul, Korea)를 이용하여 직접 측정하였다. 적정산도

는 발효액 5 g에 멸균 증류수 45 g을 가하여 잘 혼합한 후

10 mL를 취하여 0.01 N NaOH로 적정하고 NaOH 소모량을

젖산으로 환산하여 나타내었다.

총균수: 배양액 1 g를 멸균 식염수를 이용하여 10배 희석

법으로 연속적으로 희석하였다. 평판에서 희석액 1 mL에

멸균한 MRS agar(Difco Laboratories) 배지를 부어 혼합하

고 30°C에서 36시간 배양하여 형성된 colony를 계측하였다.

Ln. mesenteroides KC51의 생균수를 시료 g당 colony

forming units(CFU/g)로 나타내었다.

유기산: 발효액의 유기산 함량은 HPLC(Dionex, Sunnyvale,

CA, USA)를 이용하여 분석하였다. 칼럼은 Aminex HPX-

87H(Bio-Rad Lab., Hercules, CA, USA), 용매는 8 mM

H2SO4(유속 0.7 mL/min), 검출기는 UV detector(210 nm)를

사용하였다.

Phytate 함량: 배양액 중 phytate 함량은 변형된 Wade

방법으로 측정하였다(15). 증류수로 3배 희석한 배양액 3

mL에 Wade 시약(증류수에 0.03% FeCl3·6H2O와 0.3% sul-

fosalicylic acid 용해) 1 mL를 가한 후 vortex mixer로 10초

간 혼합하고 0.45 μm syringe filter로 여과하여 500 nm에서

여과액의 흡광도를 측정하였다. Phytate 함량은 Na-phy-

tate 표준곡선을 이용하여 계산하였다.

현미 배양액의 저장성

각각의 현미 분해물에 Ln. mesenteroides KC51 균주를

배양한 시료를 4oC에 2주일간 보관하면서 배양액의 pH, 적

정산도 및 총균수의 변화를 경시적으로 조사하였다.

결과 및 고찰

현미 분해물

추가로 배지성분을 사용하지 않고 쌀만을 이용하여 유산

균을 배양하기 위하여 비타민, 미네랄과 같은 미량성분의

함량이 우수한 현미를 재료로 사용하였다. 유산균은 전분

당화효소의 활성이 미약하므로 현미 분말에서 유산균의 생

육을 향상시키기 위하여 현미 분말의 가수분해가 필요하다.

현미에 탄수화물이 약 76% 함유되어 있으므로(16) 현미 분

말에 전분 액화효소인 α-amylase와 당화효소인 glucoamy-

lase를 처리하여 현미를 가수분해하였다. 현미 분말의 가수

분해 정도는 전분의 가수분해도를 나타내는 DE(dextrose

equivalent)값과 유사하게 현미 분해물의 환원당 함량을

DNS법으로 측정하여 전체 고형분 중 환원당의 비율로 나타

내었다. 현미 분말(BR-C)은 1.47%, α-amylase만을 처리한

경우(BR-L)는 22.5%, α-amylase와 glucoamylase를 사용

한 분해물(BR-LS)은 48.21%의 가수분해도를 나타내었으

며(Fig. 1) 전분을 가수분해하여 포도당을 얻는 공정과 매우

유사한 경향이었다. BR-LS에서 포도당 제조공정보다 당화
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Fig. 1. Degree of hydrolysis of brown rice flour by enzyme
treatments.

효소인 glucoamylase를 단시간(1시간) 처리하여 환원당의

함량이 크게 증가하지 않은 것으로 판단되었다.

현미 분해물에서 생육 특성

현미 분해물만을 4%(w/w)의 농도로 증류수에 각각 현탁

하여 멸균한 후 Ln. mesenteroides KC51을 접종하고 30
o
C

에서 15시간 진탕배양하면서 3시간 간격으로 pH, 적정산도

와 총균수의 변화를 측정하였다. 동시에 분해하지 않은

4%(w/w) 현미 분말 현탁액을 대조군으로 사용하여 동일하

게 배양하면서 비교하였다. BR-L의 경우 발효 시간에 따른

배양액의 pH는 배양 6시간까지 pH 3.92로 급격히 감소하였

으나 그 이후 15시간까지는 pH 3.66으로 점진적인 감소를

보였다. 반면에 BR-LS는 배양 12시간까지 pH 3.44로 급속

히 감소한 후 15시간 배양 시 pH 3.41을 나타내었다. 또한

효소를 사용하지 않은 대조군(BR-C)의 pH는 배양 전 pH

4.65에서 15시간 후 pH 4.17로 변화의 폭이 작았다(Fig. 2A).

적정산도의 변화는 현미 분해물의 가수분해도에 따른 pH

변화 경향이 유사하여 BR-LS의 경우 배양 15시간에 0.82%,

BR-L은 0.61%를 기록하였으며 대조군인 BR-C에서는

0.27% 수준으로 큰 변화가 없었다(Fig. 2B). 배양액 중 유기

산의 함량을 분석한 결과, 젖산과 초산이 대략 3:2의 비율로

함유되어 있었으며 함량은 현미 분해물의 가수분해도에 따

라 증가하였다. 15시간 동안 배양한 후 가수분해도에 따라

젖산이 0.327%(BR-LS), 0.212%(BR-L), 0.0561%(BR-C)

생성되었으며 초산도 동일한 경향으로(Table 1), Ln. mes-

enteroides KC51 균주의 생육에서 젖산과 초산의 생성은

현미 가수분해도에 비례하였다. 또한 DNS법으로 환원당을

분석한 결과, 배양 15시간 후 환원당은 초기농도의 62.5%

(BR-LS), 35.9%(BR-L)가 감소되어 유기산의 함량 증가와

일치하는 경향이었다. 이는 가수분해도의 향상에 의하여 유

산균이 쉽게 이용할 수 있는 저분자 성분의 증가에 기인하는

것으로 판단된다.

본 연구와 유사하게 쌀을 찐 후 α-amylase와 glucoamy-

Fig. 2. Change of pH (panel A) and titratable acidity (panel
B) of hydrolyzed-rice fermented with Leuconostoc mesen-
teroides KC51 strain at brown rice suspension with different
degrees of hydrolysis. ●, BR-C; ▼, BR-L; ■, BR-LS.

Table 1. Effect of degree of hydrolysis of brown rice on the
production of organic acid in saccharified-rice suspension
fermented with Leuconostoc mesenteroides KC 51 strain af-
ter 15 hr cultivation

Medium
1)

Lactic acid (%) Acetic acid (%)

BR-C
BR-L
BR-LS

0.0561
0.212
0.327

0.0364
0.142
0.200

1)
BR-C is cultivated in 4% non-saccharified brown rice sus-
pension.

lase를 처리하고 유산균을 18시간 배양한 경우 적정산도가

0.53～0.74%라는 보고(17)는 BR-LS 조건의 적정산도

(0.82%)보다 낮은 결과로 이는 사용한 균주의 차이에 기인

하는 것으로 판단된다. 또한 젖산과 초산의 생성량(0.527%,

BR-LS)은 곡류와 탈지분유를 혼합하여 유산균을 배양한 결

과 젖산 함량이 0.7～0.8%라는 보고(18)보다 낮으나 Lacto-

bacillus rhamnosus GG 균주를 옥수수와 보리 가루 혼합물

에 배양한 경우(19)의 0.4%보다 높은 결과이다. 이는 우유를

사용하지 않는 조건에서도 Ln. mesenteroides KC51 균주가

유기산 생산 능력이 우수함을 나타낸다. 식품에서 유산균에

의한 pH 감소는 병원성 미생물의 생육을 억제할 수 있으므

로(20) Ln. mesenteroides KC51 균주의 우수한 산 생산력은

추후 제품의 안전성 확보에 도움이 될 수 있을 것이다.

현미 분해물에서 가수분해도는 Ln. mesenteroides KC51

균주의 생육에 큰 영향이 없었다(Fig. 3). 모든 조건에서 생
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Table 2. Changes in quality of fermented brown-rice suspension with different degrees of hydrolysis during storage at 4oC

Period of storage (days)

0 2 4 7 9 12 14

pH
BR-L
BR-LS

3.78
3.62

3.85
3.63

3.85
3.67

3.83
3.62

3.75
3.58

3.82
3.56

3.90
3.68

Titratable
acidity (%)

BR-L
BR-LS

0.369
0.390

0.405
0.396

0.405
0.414

0.405
0.441

0.423
0.441

0.414
0.414

0.414
0.405

Viable cell
counts (CFU/g)

BR-L
BR-LS

3.1×108
2.6×108

2.8×108
1.3×108

2.9×108
1.5×108

1.5×108
1.6×108

1.2×108
1.3×108

1.2×108
1.1×108

1.4×108
1.9×108

Fig. 3. Growth of Leuconostoc mesenteroides KC51 strain
in brown rice suspension with different degrees of
hydrolysis. ●, BR-C; ▼, BR-L; ■, BR-LS.

균수 1.3～1.7×108 CFU/g 수준으로 접종하고 6시간 후에

생균수가 4.0～7.2×108 CFU/g 수준까지 소폭 증가한 후 생

육에 큰 변화는 없었다. 그러나 BR-C 조건에서는 접종 9시

간 후 생균수가 다소 감소하였으며 이는 영양분의 고갈이

원인일 것으로 사료된다. 그러나 현미를 분해물에 배양한

경우 생균수의 감소가 나타나지 않았다. 동일한 균주를 두유

에 배양할 때(13)보다 생균수가 적은 것은 영양성분의 차이

에 기인하며, 현미 분해물의 농도를 증가시키면 생균수를

향상시킬 수 있음을 이미 보고한 바 있다(12).

현미 분해물에서 phytate의 분해

가수분해도가 상이한 현미 분해물에서 Ln. mesenter-

oides KC51 균주의 생육에 의한 phytate의 분해정도를 측정

하였다. 배양 12시간 후 배양액 중 phytate의 함량을 측정하

여 배양 전 함량에 대한 잔존량으로 나타내었다(Fig. 4). 배

양액 중 phytate 잔존량은 현미의 가수분해도가 증가함에

따라 감소하여 가수분해도가 48.2%로 가장 높은 BR-LS의

경우 약 50%가 분해되었으며 가수분해도가 22.5%로 낮은

BR-L에서는 거의 분해되지 않았다. Phytate가 단백질, 전분

등의 생체 고분자 물질과 소화되지 않는 복합체를 형성하는

특성(21)을 가지므로 가수분해도가 높은 경우 고분자 물질

이 저분자화되어 phytase가 용이하게 작용할 수 있으므로

Fig. 4. Degradation of phytate dissolved in brown rice sus-
pension with different degrees of hydrolysis by Leuconostoc
mesenteroides KC51 strain after 12 hr cultivation.

phytate의 분해가 증가하는 것으로 판단된다. Ln. mesen-

teroides KC51 균주의 배양과정에서 phytate가 완전히 분해

되지 못하는 것은 유산균의 phytase 활성이 매우 낮으며

(22), 배양과정에서 pH가 변하므로 최적 pH 조건이 오랫동

안 지속되지 못하는 것에 기인할 것으로 판단된다. 쌀에 존

재하는 phytate를 분해하는 phytase는(23) 배지를 멸균하는

과정에서 실활되었으므로 본 연구의 결과는 기존의 결과

(12)와 동일하게 Ln. mesenteroides KC51 균주의 phytate

분해활성에 기인하는 것으로 판단된다. Phytate 분해활성을

갖는 유산균은 대부분 Lactobacillus 속의 미생물(24,25)이

보고되어 있으며, Leuconostoc 속 유산균에 관한 보고는 미

미하다.

현미 분해물의 저장성

Ln. mesenteroides KC51 균주로 곡류 발효식품을 제조

하기 위한 기초 데이터로 유산균 발효식품은 저온에서 유통

되므로 저장 중 품질의 변화를 확인하기 위하여 가수분해도

가 상이한 현미 분해물에서 9시간 발효시킨 후 4oC에서 냉장

보관하면서 pH, 적정산도 및 생균수의 변화를 조사하였다

(Table 2). 14일까지 저장하였을 때 가수분해도와 무관하게

pH와 적정산도는 거의 유사하였다. 또한 생균수도 저장 14

일까지 큰 변화를 보이지 않아 Ln. mesenteroides KC51 균

주의 현미 발효물은 저장성에도 문제가 없는 것으로 판단되

었다. 추후 Ln. mesenteroides KC51 균주의 현미 발효물을



1122 인만진․오남순․김동청

활용한 곡류 발효식품의 formulation 개발 시 유산균의 저장

안정성에 효과가 있는 β-glucan과 같은 다당체(26,27)를 첨

가하면 더욱 효과적일 것이다.

요 약

쌀을 이용한 새로운 probiotic food를 개발하기 위한 기초

연구로 본 연구를 수행하였다. 먼저 호화시킨 현미 현탁액에

α-amylase, α-amylase와 glucoamylase를 처리한 후 동결

건조하여 가수분해도가 상이한 현미 분해물을 제조하였다.

김치에서 분리한 유산균인 Ln. mesenteroides KC51 균주를

4%(w/w) 현미 분해물 현탁액에 진탕배양하면서 현미의 가

수분해도가 산의 생성, 균의 생육과 phytate의 분해에 미치

는 영향을 조사하였다. 동시에 효소를 처리하지 않은 현미

분말 현탁액을 대조군으로 비교하였다. 배양액의 pH는 현미

의 가수분해도가 증가함에 따라 감소하였으며 α-amylase와

glucoamylase로 분해한 경우 접종 후 15시간에 pH 3.41로

급속히 감소하였다. 이때 배양액에 젖산과 초산이 각각

0.327%와 0.200% 함유되어 있었다. 적정산도의 변화도 pH

의 변화와 유사하게 가수분해도에 비례하여 증가하였다. 모

든 현미의 분해물에서 Ln. mesenteroides KC51 균주는 접

종 후 6시간에 4.0～7.2×108 CFU/g 수준까지 증가한 후 생

육에 큰 변화는 없었으나 대조군에서는 접종 9시간 후 생균

수가 다소 감소하였다. 항영양인자인 phytate의 함량은 현미

가수분해도가 증가할수록 감소하여 α-amylase와 glucoa-

mylase로 분해하여 가수분해도가 가장 높은(48.2%) 경우

phytate의 약 50%가 분해되었으며 α-amylase로 처리하여

가수분해도가 낮은(22.5%) 경우에서는 거의 분해되지 않았

다. Ln. mesenteroides KC51 균주 배양액의 저장성은 4oC에

서 14일간 저장 후 pH와 적정산도, 생균수는 거의 유사하였다.
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