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Abstract

We investigated the improvement of the antioxidative activity of black garlic with enzymatic treatment and
lactic acid bacteria cultivation conditions. Celluclast, a commercially-available polysaccharide hydrolyase, was
selected to obtain high total polyphenol content in a black garlic suspension. A lactic acid bacterial strain showing
fast growth and high acid production in a black garlic suspension was isolated from Kimchi. This strain was
identified as Lactobacillus pentosus 310-7. Enzymatically hydrolyzed black garlic was fermented using the L.
pentosus 310-7 strain at 30oC for 15 hr. The pH and titratable acidity achieved were 4.24 and 0.35%, respectively,
after 15 hr fermentation. The viable cell population of L. pentosus 310-7 slowly increased to 7.54 log CFU/g.
The polyphenolic compound content, known antioxidants, in black garlic was enhanced with Celluclast treatment
and L. pentosus 310-7 cultivation. Total polyphenolic compounds were increased to approximately 60% of the
initial concentration, and electron donating ability was also improved, from 39.8 to 65.9%.
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서 론

백합과에 속하는 1년생 초본 작물인 마늘(Allium sativum

L.)은 우리나라의 대표적인 향신료의 하나로 단순한 양념뿐

만 아니라 다양한 생리적인 기능성 성분이 함유되어 국민

건강을 지키는데 중요한 역할을 하는 식품재료이다. 마늘의

일반성분은 수분 60.4%, 단백질 3%, 지질 0.5%, 당질 34%,

섬유소 0.8%, 무기질 1.3%이며, 그밖에 미량성분으로 마늘

특유의 냄새와 매운 맛 성분인 allicin, 체내 신진대사를 촉진

시키는 scordinine, 항암 및 혈전의 생성을 예방하는 효과가

있는 ajoene 등이 대표적인 특수성분이다. 마늘의 중요한 생

리활성으로는 항균, 항암, 항바이러스, 항산화, 면역증강, 혈

액응고 억제, 스테미나 증강, 체질개선, 성인병 예방, 간기능

회복, 피부미용, 혈당치 감소 작용, 고지혈증 및 동맥경화증

개선, 뇌기능 향상 등이 알려져 있다(1-4). 마늘은 다양한

생리활성 성분을 함유하고 있으나 특유의 자극적인 냄새와

맛이 있어 다양한 생리활성을 나타내기에 충분한 양을 지속

적으로 섭취하기 어려운 단점이 있으며, 거부감 없이 범용적

으로 소비될 수 있는 마늘 가공식품은 크게 부족한 실정이

다. 최근, 가열과 숙성으로 마늘의 자극적인 향과 맛을 제거

함과 동시에 내부까지 모두 흑색으로 변화시킨 ‘흑마늘’이

개발되어 다양한 가공식품과 화장품을 제조할 수 있는 소재

로 주목받고 있다(5-7). 흑마늘은 열처리 및 숙성과정에서

마늘에 함유된 성분 간의 Maillard 반응에 의해 갈변물질이

생성되어 점차 검게 변한 것으로 감미는 증가되며, 마늘의

매운 맛과 향은 감소되어 마늘을 쉽게 섭취할 수 있도록 가

공한 것이다(8). 생마늘이 흑마늘로 전환되는 과정에서 생마

늘의 불안정하고 향이 강한 성분들이 보다 안정하고 냄새가

없는 물질(S-allylcysteine, S-allylmercaptocystein, tetra-

hydro-β-carboline, diallyl sulfide, diallyl disulfide, diallyl

polysulfide, triallyl sulfide 등)로 변화되어 생마늘보다 항산

화 활성이 향상되며(9,10), 산화적 스트레스 예방 효과, 항염
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증 및 항암 활성, 숙취 제거효과 등이 있음이 보고되어 있다

(11-13).

동․서양의 전통 발효식품에서 중요한 역할을 담당한 유

산균은 정장, 항암, 면역증진, 항균 등 다양한 생리활성이

알려져 있으며, 다양한 발효식품으로 또는 생균제의 형태로

섭취되어 우리 몸에 유익한 작용을 하는 probiotics의 대표적

인 미생물이다(14). 최근에는 유산균을 이용한 발효식품으

로 요구르트와 같은 동물성 발효식품뿐만 아니라 곡류, 과채

류를 발효시킨 식물성 probiotic food까지 관심이 집중되고

있다(15).

따라서 기능성 향상을 통하여 식품 및 화장품 분야에서

흑마늘의 활용도를 확장시키고 흑마늘을 식물성 probiotic

food로 개발하기 위하여 흑마늘 현탁액에서 빠른 생육을 보

이며 유산균의 고유 특성인 젖산의 생성이 우수한 균주를

김치로부터 분리, 동정하였다. 또한 분리한 유산균을 이용하

여 흑마늘 효소분해물에 배양하면서 생육특성을 조사하는

연구를 수행하였다.

재료 및 방법

실험재료

유산균의 분리에 사용한 배추김치는 홍성의 대형마트에

서 구입하였으며, 마늘은 2009년 수확한 충남 서산산 육쪽마

늘을 사용하였다. 흑마늘은 기존의 제조방법(7)을 변형하여

제조하였다. 세척한 깐마늘을 수증기 오븐(Ocoo Co. Ltd.,

Anyang, Korea)에 넣어 80oC에서 70%의 상대습도를 유지

하면서 10시간 숙성시킨 후 70
o
C 열풍건조기에서 건조시켜

흑마늘 분말을 제조하였다. 흑마늘 분해에 사용한 효소

Celluclast, Pectinex, Ceremix, Inulinase는 Novozyme

(Bagsvaerd, Denmark), 미생물 분리, 배양 및 보존에 사용

된 배지는 모두 Difco사(Detroit, MI, USA)의 제품이었다.

효소처리

흑마늘 분말을 증류수에 5%(w/w) 농도로 현탁하고 0.1

N NaOH 혹은 HCl을 사용하여 각 효소의 반응 최적 pH로

조정하였다. 효소를 흑마늘 중량 기준으로 1%(w/w) 첨가한

후 각 효소의 반응 최적온도에서 4시간 반응시킨 다음 가열

하여 효소반응을 정지시키고 3,000×g로 10분간 원심분리

하여 상등액을 얻고 이를 분석에 사용하였다.

유산균 분리 및 동정

김치 국물을 멸균 식염수에 혼합하여 10진법으로 적절하

게 희석한 후 0.3% CaCO3를 함유한 Lactobacilli MRS agar

평판에 도말하고 30oC에서 36시간 배양하였다(16). 산 생성

이 우수하여 투명환을 크게 생성하는 colony를 1차로 선발

하였으며, 선발된 균주를 흑마늘 효소분해액에 접종하여

30oC에서 15시간 진탕배양 후 적정산도가 높고 배양액의 맛

과 향이 우수한 균주를 2차로 선발하였다. 최종 선발된 균주

는 MRS agar 사면 배지에 보관하였으며 API 50 CHL kit

(bioMerieux Inc., Marcy I’Etoile, France)와 16S rRNA의

염기서열 분석을 통하여 동정하였다(17).

유산균 배양

본 배양용 starter는 보관 중인 L. pentosus 310-7 균주를

Lactobacilli MRS broth(Difco Laboratories, Detroit, MI,

UAS)에 1백금이 접종하여 30
o
C에서 15시간 동안 진탕 배양

하여 준비하였다. 흑마늘 현탁액[4%(w/w)]에 Celluclast을

1.0%(w/w) 첨가하고 50oC에서 3시간 반응시킨 후 멸균하여

제조한 본배양 배지(흑마늘 효소분해물)에 미리 준비한

starter를 5%(v/v) 접종하고 30oC에서 150 rpm으로 진탕 배

양하였다. 효소처리하지 않은 흑마늘 4%(w/w) 현탁액을 대

조군으로 사용하였다. 발효액의 pH는 pH-meter(model

720P, istek, Seoul, Korea)를 이용하여 직접 측정하였다. 적

정산도는 발효액 5 g에 멸균 증류수 45 g을 가하여 잘 혼합

한 후 10 mL를 취하여 0.01 N NaOH로 적정하고 NaOH

소모량을 젖산으로 환산하여 나타내었다. 젖산균수는 평판

에서 희석한 배양액 1 mL에 멸균한 MRS agar(Difco

Laboratories) 배지를 부어 혼합하고 30
o
C에서 36시간 배양

하여 형성된 colony를 계측하였다. 젖산균수를 시료 g당

colony forming units(CFU/g)로 나타내었다.

총당, 총 폴리페놀 함량 및 항산화 활성 측정

총당 함량은 포도당을 표준물질로 phenol-sulfuric acid법

으로 측정하였다(18). 총 폴리페놀 함량은 Folin-Denis법을

변형하여 측정하였다(10). 원심분리(3,000×g, 10분)로 불용

성 물질을 제거한 후 10배 희석한 발효액 1.0 mL와 0.2 N

Folin-Ciocalteu 시약 1.0 mL를 혼합하고 25oC에서 5분간

반응시킨 다음 6% NaHCO3용액 1.0 mL를 가하였다. 90분

후 반응액의 흡광도를 725 nm에서 측정하였고, 표준물질로

는 chlorogenic acid를 사용하였다. 총 폴리페놀 함량은 고형

분 g당 μg chlorogenic acid 함량으로 나타내었다. 발효액의

항산화 활성은 DPPH radical의 소거활성을 Blois의 방법

(19)을 변형하여 다음과 같이 측정하였다. 50배 희석한 발효

액 0.2 mL에 0.2 mM DPPH 용액 0.4 mL와 에탄올 1.4 mL를

가하고 30분 후 517 nm에서 반응액의 흡광도를 측정하였다.

발효액의 전자공여능은 시료 첨가구와 비첨가구의 흡광도

차이를 백분율(%)로 구하였다.

통계처리

통계 분석은 Student's t-test를 이용하였고, 대조군에 대

한 통계적 유의성은 p<0.05 수준에서 각 실험군의 평균값으

로 검증하였다.

결과 및 고찰

효소처리

흑마늘 현탁액에 다른 배지 성분을 추가하지 않고 마늘에
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Fig. 1. Effect of enzyme concentration on total polyphenol
content of garlic extract.

Table 1. Carbohydrate fermentation of the strain 310-7 iso-
lated from Kimchi

Carbohydrate Reaction Carbohydrate Reaction

Control
Glycerol
Erythritol
D-Arabinose
L-Arabinose
Ribose
D-Xylose
L-Xylose
Adonitol
Methyl-β-xyloside
D-Galactose
D-Glucose
D-Fructose
D-Mannose
L-Sorbose
Rhamnose
Dulcitol
Inositol
Mannitol
Sorbitol
Ethyl-α-D-mannoside
Methyl-α-D-glucoside
N-Acetylglucosamine
Amygdaline
Arbutine

－
－
－
－
＋
＋
－
－
－
－
＋
＋
＋
＋
－
－
－
－
＋
＋
－
＋
＋
＋
－

Esculine
Salicine
Cellobiose
Maltose
Lactose
Melibiose
Saccharose
Trehalose
Inuline
Melezitose
D-Raffinose
Amidon
Glycogene
Xylitol
β-Gentiobiose
D-Turanose
D-Lyxose
D-Tagatose
D-Fucose
L-Fucose
D-Arabitol
L-Arabitol
Gluconate
2-Keto-gluconate
5-Keto-gluconate

＋
＋
＋
＋
＋
－
－
＋
－
＋
－
－
－
－
＋
－
－
－
－
－
－
－
－
－
－

＋: positive reaction, －: negative reaction.

가장 많이 함유된 당류를 이용하여 유산균을 배양하기 위하

여 흑마늘을 탄수화물 분해효소로 분해시켰다. 먼저 적합한

효소를 선별하기 위하여 5%(w/w) 흑마늘 현탁액에 상업용

탄수화물 효소를 고형분 기준으로 1% 첨가한 후 각 효소의

최적 반응조건에서 반응시키고 상등액의 총당과 총 폴리페

놀 함량을 분석하였다. 그 결과 총당은 Celluclast>Ceremix

>Inulinase>Pectinex>control의 순이었으며 또한 Celluclast

를 흑마늘의 1%로 첨가하여 4시간 반응시킨 경우 총 폴리페

놀 함량이 효소처리 전보다 약 26% 증가하였다(Fig. 1). 마

늘 추출물을 제조하는 경우 Celluclast를 처리하면 추출수율

이 향상되었다는 보고(20)와 잘 일치하였으며 흑마늘에서도

동일한 효과를 나타내었다. 이는 다른 상업용 탄수화물 분해

효소에 비하여 Celluclast가 Trichoderma reesei 기원의

cellulase이므로 흑마늘의 세포벽 성분 중 cellulose를 가용

성의 포도당, cellobiose 등으로 분해시킨 결과로 판단된다.

또한 효소처리에 의한 총 폴리페놀 함량의 증가는 고분자

성분(다당류, 단백질 등)과 결합한 페놀성 화합물이 효소처

리 과정에서 분해되어 저분자 페놀성 화합물로 전환되었기

때문(21)인 것으로 사료된다.

유산균 배양

흑마늘 효소분해물에서 starter로 사용할 유산균을 선발,

동정하였다. 선발된 균주를 흑마늘 효소분해물에서 배양한

결과 배양액은 pH 3.94, 적정산도 0.39%였으며 신맛과 단맛

이 조화되어 관능적으로도 우수하였다. 선발된 균주를 API

50 CHL kit와 16S rRNA의 염기서열 분석을 통하여 동정하

였다. API 50 CHL에 의한 탄수화물 발효성 실험 결과를

(Table 1) ATB identification program으로 분석하고 16S

rRNA의 염기서열 분석을 수행한 결과(Fig. 2), 본 연구에서

분리한 균주는 Lactobacillus pentosus와 99% 유사한 것으

로 판명되어 L. pentosus 310-7로 명명하였다.

흑마늘 현탁액에 Celluclast을 1.0%(w/w) 첨가하고 50
o
C

에서 3시간 반응시킨 후 멸균하여 흑마늘 효소분해물을 준

비하고 L. pentosus 310-7을 접종하고 30
o
C에서 진탕 배양

하면서 3시간 간격으로 젖산균수, 적정산도와 pH의 변화를

측정하였다(Fig. 3). 이때 효소처리 하지 않은 흑마늘 현탁액

을 대조군으로 사용하여 비교하였다. 발효시간에 따른 배양

액의 pH는 배양 15시간까지 지속적으로 감소하였으며(pH

5.24→pH 4.24), 대조군에서도 유사한 경향을 보였으나 15시

간 후 pH는 4.42로 소폭 감소하였다. 적정산도는 pH의 변화

경향과 유사하여 배양 과정에서 지속적으로 증가하여 배양

15시간에 0.35%를 기록하여 균주 선발시의 결과와 유사하

였다. 대조군은 배양 15시간 이후 0.31%로 큰 차이가 없었

다. 흑마늘 효소분해물과 대조군에서 L. pentosus 310-7 균

주의 젖산균수는 유사하게 접종 후 7.08 log CFU/g에서 15

시간에 7.54 log CFU/g까지 유사하게 지속적으로 증가하였

다. 흑마늘 배지에서 L. pentosus 310-7 균주의 젖산균수는

L. plantarum을 마늘에 24시간 배양한 결과(22)보다 다소

낮으나 본 연구는 특별한 배지 성분의 추가 없이 증식한 것

으로 마늘에 yeast extract를 첨가한 경우 젖산균수가 증가

한 L. casei KFRI 704 균주와 같이(22) L. pentosus 310-7

균주도 흑마늘에서 젖산균수를 높이기 위한 추가성분에 관

한 연구가 필요하다.

흑마늘 발효액의 항산화 활성

흑마늘과 흑마늘 효소처리물에서 유산균 발효에 의한 생

리적인 기능성의 차이를 확인하기 위하여 각각의 총 폴리페

놀 함량과 항산화 활성을 측정하였다. 항산화 활성은 DPPH
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Fig. 2. Phylogenetic tree based on 16S rRNA sequences showing the positions of Lactobacillus pentosus 310-7, Lactobacillus
species and some other related taxa.

Fig. 3. Changes of growth (▲) of Lactobacillus pentosus
310-7 and in the titratable acidity (●) and pH (○) of the en-
zymatic hydrolyzed-black garlic suspension (solid line) and
black garlic suspension (broken line) during lactic acid fer-
mentation at 30

o
C.

Table 2. Effect of enzyme treatment and Lactobacillus pen-
tosus 310-7 fermentation on antioxidative activity and total
polyphenol content in black garlic

Total polyphenol
content (μg/g)

Electron donating
ability (%)

Control1)

Enzyme treatment
Fermentation
Enzyme treatment
→Fermentation

7.23±1.372)
10.60±0.048*
9.31±0.77
11.47±0.78*

39.78±2.54
49.49±11.82
49.81±6.71
65.86±10.05*

1)
Fresh black garlic.
2)Means±SD. *p<0.05

radical 소거활성 방법으로 분석하였다. 그 결과(Table 2),

흑마늘의 총 폴리페놀 함량은 7.23 μg/g, 효소처리에 의하여

10.60 μg/g으로 47% 증가하였으며, 효소처리 후 L. pentosus

310-7 균주로 15시간 발효시킨 결과 11.47 μg/g으로 59%

증가하였다. 그러나 효소처리 없이 L. pentosus 310-7 균주

만으로 발효시키면 총 폴리페놀 함량은 29%만 증가하였다.

이러한 증가는 효소처리와 유산균 발효에 의하여 저분자 폴

리페놀 화합물의 증가(21)는 기인하는 것이며, 배 파쇄물에

서 L. mesenteroides KACC 91495P 균주의 배양으로 총 폴

리페놀 함량이 증가하였다는 보고(23)와 일치하는 결과이

다. 동시에 흑마늘 효소처리 발효액의 DPPH radical 소거활

성은 총 폴리페놀 함량의 증가에 비례하여 39.78%에서

65.86%로 유의성 있게 향상되었다. 이상의 결과는 페놀성

화합물은 항산화 작용을 하는 대표적인 성분이므로 총 폴리

페놀 함량과 항산화 활성이 비례한다는 기존의 보고(21,24)

와 잘 일치하며, 효소처리와 L. pentosus 310-7 유산균의

배양으로 흑마늘의 생리활성이 향상됨을 의미한다. 일반적

으로 미생물의 생육을 억제하는 마늘의 항균효과가 알려져

있으나 마늘에서 유산균 발효가 마늘의 저장성을 향상시킨

다는 보고(25)와 본 연구결과를 고려하면 흑마늘의 유산균

발효도 심도 있는 연구가 필요한 분야라고 사료된다.

요 약

마늘에 가장 많이 함유된 당류를 이용하여 유산균을 배양

하기 위하여 흑마늘을 분해하여 당과 폴리페놀 함량을 최대

로 증가시키는 상업용 탄수화물 분해효소로 Celluclast를 선

별하였다. 또한 김치로부터 흑마늘 효소분해물에서 생육과

산 생성이 우수한 유산균을 선발하였다. 선발된 균주는

Lactobacillus pentosus로 동정되었으며, L. pentosus 310-7

로 명명하였다. L. pentosus 310-7 균주를 흑마늘 효소분해

물에 접종한 후 pH, 적정산도, 젖산균수의 변화를 경시적으

로 분석하였다. 배양액의 pH는 배양 15시간까지 pH 4.24로

지속적으로 감소하였으며, 적정산도는 배양 15시간에 0.35

%까지 지속적으로 증가하였다. 젖산균수는 접종 후 7.08 log

CFU/g에서 15시간에 7.54 log CFU/g까지 완만하게 증가하

였으며 효소처리가 유산균의 증식에는 효과가 없었다. 그러
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나 효소처리 후 L. pentosus 310-7 균주로 15시간 발효시킨

발효액의 총 폴리페놀 함량은 7.23 μg/g에서 11.47 μg/g으로

약 60% 증가하였으며 따라서 DPPH radical 소거활성도 향

상되었다.
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