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Abstract

This study was conducted to establish process conditions for plant-originated lactic acid production using a mixed culture 

of plant originated lactic acid bacteria, Lactobacillus sakei B2-16, and Lactobacillus plantarum P23, which were isolated from 

kimchi, and Bacillus subtilis, which was TP6 isolated from Denjang. Soybean medium was pretreated for 10 minutes at 110℃ 

and hydrolyzed with 0.2%(w/v) cellulase at 55～60℃ for at least 2 hrs. The quality of the final fermentation product was 

influenced by the inoculation ratio of the Lactobacillus sakei B2-16, Lactobacillus plantarum P23, and Bacillus subtilis TP6. 

The optimum microorganism inoculation ratio was 1:0.7:0.3, Lactobacillus sakei B2-16: Lactobacillus plantarum P23: Bacillus 

subtilis TP6, respectively. The sensory characteristics of the product were a refreshing sourness and a soft flavor. 
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서 론   

산균(lactic acid bacteria, LAB)  , 효 , 산균 

료 등  효  비 하여 각  효 식  에 

 계  하게 용 고 는 산업  

한 미생 다. 특  내  효 는 우  원료  

하여  살아 는 산균  취하  용 하도  

  식  할  다. 효  통하여 취  

산균  장내 용균  식  진하는 , 해균  

식  억 하여 균  우  차지하도  장내 균  균

 개 하 , 그 결과 장  감염과 식 독  지, 장내 

 억 , 장  운동  진하여 변비 지, 역  가, 암 

억 , 비타민 B  생산 등 여러 가지 생리  능  가지는 

것  지고 다(Ji GE 1994; Doron 등 2005; Müller 등 

2009).  럽 등 에 는 트, 산균 료  

말, 과립,  태  산균 생균  능  식

 가장 큰 시장  하고 다. 뿐만 아니  근 들어 

산균  상 한 장내 미생  균  개 에 한 건강 진 
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효과 에 생리  질 생산균  새 게 고 

, riboflavin, folate, cobalamin 등  비타민 B , alanine, 

tagatose, mannitol, sorbitol 등  리당, 포  다당 , 

리고당 등  능  재 생산과 어 한 연 가 

진행 고 다(Cho JJ 2000; Ryu 등 1998). 

근에는 게 우 ,  등에  리  산균과는 별

도  식  산균  장  각 고 다. 식  산균

 Plant Originated Lactic Acid Bacteria(POLAB)  지 어 

 산균과 차별  취 고 , 동양에  

 취하  식  원료  효 식 에  리  산균  

말한다(Kumagai T 2009). , 한  는 식  산균  

 보고  할  다. 러한 식  산균   

산균보다 척 한 경,   양  천연 항균 질  

포함 어 는 상 에  생 하  에 양  해, 

취하는 능  뛰어 , 각  생리 질  생산 도 우

한 것  알  다(Igarash T 2007; Huang 등 2008).  

는 그 능과 에  약간  차 는 , 

 에 상 없  40% 가량  차지하는 단 질에는 필

 아미 산  균  게 합 어 , 다  식  단

질에는 하  운 리신  많  특징  지니고 다. 지  

함 량  18% 도 ,  포 지 산  50% 

상  상  리 산 다. 또 리 산  용  돕는 비

타민 E도 충 하여 동  지  과  취  한 스

 거하는 역할도 한다. 그 에 는 비타민 B가 

하여 피  복  도우 , , 철  등  양 도 

하다. 에도 항암 용, 동맥경    지 등 

 식 학  가 는 루 헤아릴  없  도  많다고 

할  다(Kim 등 2003).  isoflavone  지질 사 개 , 

암 , 갱  장해  등  생리  크게 주목 고 

,  후  여  건강, 병 에 크게 여

할 것  다(Huang & Kuo 2006; Choi & Jung 2008; 

Lim 등 2008; Yun 등 2008). 에는 단 질, 펩타 드  

isoflavone 등 건강 능   하게 함 어 다는 

사실  우리  민들에게 새 게 식  통식 에

 건강 능  식    새 운 시장  개척하

고 다(Shin 등 2004; Lee & Kim 2007; Ryu 등 2007). 

 내  효 료는 주   용  만

 하여  건 한  말   사용하 다

(Yasuhisa 등 2005).  들   껍질  비지에 함 어 

는 한 식  가 거 어   생리  효

과가 감 하게   용  가 거 다는 단

 다. 또한 내에  개   말   용

한 효 에  사용한 효균주  살펴보  Bifidobacterium 

breve(Yasuhisa 등 2005), Lactobacillus bulgaricus, Lactobacillus 

casei, Lactobacillus acidophillus  는 합 균주 또는 그 

 한 가지(Lee & Cho 2007) 등  택하는 것  식   

산균  아닌  효에 사용하는 동  산균  

주  사용하 다. Bacillus firmus  용하거 (Lee & Cho 

2007), Bacillus subtilis  사용하여  효시킨 (Cho JI 

2004)는 , 각각 2단 효  용하거 , 료가 아닌 

고체 효 식  용하는 것  료 태  에는 

가 다고 할  다. 

프 틱스  Lactobacillus sakei, Lactobacillus plantarum

가 함  효 료는 규  식생 , 다양한 스트 스, 

리한 다 어트에  는 변비 상  해결할  , 항

산  효과, 압 강하, 변비 개 , 장내균  개  효과 등  

타내는  개  가능하다.  

본 연 에 는 한  통식   균들  식  산균

 에 합 양한  효 에  생산 는 생리

질  능과 산균 료  프 틱스  능 

  건강 능  등  상승  효능  가진 산균 

료  개 하는 것  목 ,  처리   효 

산균  등에 하여 연 하 다.

재료 방법

1. 사용 균주

본 연 에 는 내    장  리한 Lacto-

bacillus lactis A164, Lactobacillus lactis BH5, Lactobacillus 

sakei B2-16, Lactobacillus plantarum P-23, Lactobacillus lactis 

L13, 효 료 리균  Enterococcus faecium, 그리고 장

에  리한 Bacillus subtilis TP-6  사용하 다. 

2. 일반 배지

산균  Lactobacilli MRS broth(Difco, USA), Bacillus균  

modified nutrient 지(5 g tryptone, 5 g beef extract, 20 g xylose 

per liter, pH 7.0)  용하 다. 

3. 배지의 조제

실험에 사용한  지는 한 산 ( )에 

 량 비 4   가하여 100℃  는 에  7 간 

가열한 다  상등액  거하고, 스크 식 습식미 쇄 (Super 

Masscolloider, ZA10-15J, Koen, Korea)   믹  사용

하여 미 쇄하 다. 쇄 후     쇄  

1차  가열하여  직  연 시  효  처리 또는 

효 시 질  사용하 다. 

효  처리 지는 가열    지에 식 용 cellulase 

(Bioland, Korea)   고  0.2%(w/v)  첨가하여 
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도는 60℃에  2시간 상 처리 후 원하는 원료  첨가

하여 80℃에  15 간 살균하여 만들었다.

4. 입자 크기

습식미 쇄   믹  용하여 쇄한  

 크 는 도 (Laser diffraction particle size analyser, 

LS 13 320, Beckman coulter, USA)  사용하여  크 별 

포  하 다.

5. 배양 조건

 지  효는 플 스크  효  사용하 다. 플

스크 양  250 ㎖ 삼각 플 스크에 100 ㎖ 지  고, 균

주   양액 1%(v/v)  한 후, 30℃ incubator에  48～

60시간 동안 양하 다. 효  양액  5ℓ jar fermentor 

(MK-250, Korea fermentor, Korea)에 양액 1%  한 후, 

양 도 30℃,  도 80 rpm에  약 48시간 동안  

양하 다.  양 지   pH는 6.5  하 다. 

6. 생균수 측정

생균   산균  경우에는 MRS agar(Difco, USA), 

Bacillus 균  TP6 agar(Soypeptone, Bacto beef extract, Xylose, 

agar)  지  사용하여 37℃에  양한 후 생  집  

3  복하여 한 후 평균값  타내었다. 

7. 능검사

능검사는 훈   15  상  3  복하여 

행한 후 차  식별 능  우 한 10  하 다. 검사 

시료  균주별 합비  달리하여 동 한 도  시간  

 양한 료  사용하여 평가하 , 평가항목  

색(color), 미(flavor), 단맛(sweetness), 신맛(sourness), 고 함

(sesameness), 드러움(softness),  도(overall quality)

에 한 특  5에 가 울  큰 도  타내는 5  

척도  평가하 다. 

8. 통계분석

본 연 에  얻어진 료  SPSS(12.01 for windows) 

program  용하여 통계  시행하 다. 모든 연  변

 평균과 편차(Mean±S.D.)  하 , Duncan's multiple 

range test  용 원  산  통해 p<0.05  에

 시료간  차 검  실시하 다.

결과 고찰

1. 두의 처리 기술 비 실험

  효가 가능한 균주  하  하여 항

균 펩타 드  생산  가능한 2  균주(Lactococcus lactics 

A164, BH5), GABA(γ-Aminobutyric acid) 생산균  Lactobacillus 

sakei B2-16, 또한 내산  강한 산균  Lactobacillus plan-

tarum P23  용하여  냉 에 24시간 도 린 후 

쇄한 후 린  포함하여  게  10  도  

 첨가하고 30  상 가열하 다. 여과포  용하여 비

지  거한 후 Lactobacilli MRS broth에  양  각 산균

 한 후 30℃에  24시간  양하  모든 산균  

에  생 하는 특징  타내었 ,  특  비린내

 어느 도  취  타내었다.  효 후 생

는  효취  취 거  한 처리 공  

었다. 러한 취는 지 과  에 에 재하는 lipo-

xygenase가 포  지 산에 용하여 생 는 furan, aldehyde, 

alcohol 등과   alcohol계  hexanol, aldehyde계  

hexanal, propanal, pentanal 등  다고 알  다(Oh 등 

1988).  가열처리  효  처리 등에 하여 러한 

취  거할  므   지  할 경우 충

한 열처리  효  처리  병행해야 할 것  단 었다. 

산업  열처리  하여    과 에 

는 에 지  고, scale-up시 합한 process  개 하  

하여  지 없  한  100℃ 는 에 7

간 지한 결과, 에 지 감   비린내 거, 지에 한 

양  실  한 것  타났다.

2. 분쇄 방법

   크 가  다  원료  합

하여  만들  고 게 산 어 효가 효  진

행 고, 색, 맛, 향 등  특   효  과 능  

질  용  효  진시킬  다.    

믹 쇄  습식미 쇄  처리한  크  한 결

과(Fig. 1),  쇄  평균  크 는 206 ㎛  미

쇄  20～26 ㎛보다 약 8～10  도 컸다. 또한 습식

쇄에 사용한 압  가   크 가 약간 감 하 다.

지가  는  함량  하  습식 쇄  

진행하게 는 ,  고  함량   특  고

하여 산업체에  drink type   7～8%, spoonful type  

 9～12%  결 하고 다.

3. 효소 처리

 효 시  피 에  하는 취  

거하  하여 cellulase  용하여 질  사용 는  

 차  해하 다.

Cellulase  2시간 처리한 후 한  지에 L. lactis 
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(a)

(b)

(c) 

Fig. 1. Analysis of particle size distribution by size 

reduction method. (a) Normal mixer, (b) super masscollider 

(18,000 psi, 2 pass), (c) super masscollider(25,000 psi, 1 pass).

Table 1. Effect of cellulase treatment on pH and off- 

flavor of soybean medium fermentation

Microorganism1) pH Off-flavour Sensory score

A164 4.76 ND
2)

3.8

BH5 4.50 ND 3.5

B2-16 4.92 ND 4.6

P23 4.72 ND 4.4
1) A164: Lactococcus lactics A164, B2-16: Lactobacillus sakei B2-16,

BH5: Lactococcus lactics BH5, P23: Lactobacillus plantarum P23.
2)
 ND: Not detected.

A164, L. lactis BH5, L. sakei B2-16, L. plantarum P23  하

고 30℃에  24시간 양한 후 pH  취 생 여  비

하 다. 그 결과, cellulase 처리에 하여 취가 생 지 않

아 향미 개  효과  할  었 , pH 역시 산균 료

에 합한 pH 4.5 근  감 하여 cellulase에 한 처리 

후  효 료  할   하 다(Table 1). 4

가지 균주 에  향미가 우 한 L. sakei B2-16, L. plantarum 

P23  1차  효  한 균주  1차 택하 다.

4. 발효 유산균의 선정

  효에 사용할 균주  결 하  하여 

에  한 L. sakei B2-16과 L. plantarum P23과 함께 효 

료 리균  Ent. faecium  에  리  산균 L. 

lactis L13  용하여 24시간 효시킨 후 효 특  비

하 다(Table 2). 

지   공 에  스크 식 쇄  사용하여 비지

 거할 경우 동 한 시간에 효가  진행하게  것  

상 어 L. sakei B2-16과 L. plantarum P23  비지 거 효과

도 함께 검토하 다. 산업체에 는 산균 효 료  pH  

 pH 4.5 근  생균  산미 에  가장 

합한 건  결 하고 다. 효 료에  리한 Ent. 

faecium는 양 도 37℃에  pH 4.5 하  효 었

고, 효 후 사과향  는 장  하 다. L. saki B2-16

균주  경우에도 효 후 약간  단맛  드러운  

타내어  효에 합한 특  타내었 , L. lactis 

L13 균주  경우 산미가  강하여 효에 합한 

 타내었다. 그러   효에 사용할 균주는 단  균주 

보다는 합 균주  용하는 것  효과 므  양 실험

Table 2. Effect of pretreatment conditions on pH and 

sensory evaluation of various microorganisms

Microorganism
1)

Conditions pH 
Sensory 

characteristics

P23
30℃ 4.32

-
30℃, soy curd removal 4.02

B2-16
30℃ 5.16

Sweet, soft
30℃, soy curd removal 4.46

L13 30℃ 4.22 Sour

KK

30℃ 4.80

Apple aroma37℃ 4.43

50℃ 4.68

1) L13: Lactococcus lactis L13, P-23: Lactobacillus plantarum P23, 

B2-16: Lactobacillus sakei B2-16, KK: Enterococcus faecium.
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 가  필 할 것  단 었다. 

5. 탄소원 선정

효   열에 한  처리만 는 충 한 산균 

효가 진행  어 워 가  첨가해  지  탄

원  탐색하 다.  균주  L. sakei B2-16  L. plantarum 

P23, 효 료 리균  Ent. faecium, 에  리한 L. 

lactis L13 등 4  산균  사용하 , 비 할 탄 원

는 가격  용  에  용도가  sucrose, 

glucose, lactose, 꿀  2%(w/v) 첨가한 후 30℃에  24시간 

양하여 pH  Table 3에 타내었다.

4  산균 모  실험에 사용  탄 원  용하 , 

glucose  lactose  사용한 경우에는 도가 지 않았 , 

모든 실험 에  pH가  감 하여 산미가 강했다. 

6. 단일 배양 생육 특성

 효시 사용 는 균주가 능  우 하다고 해

도 다  균과 생  도에  차  보 거   균 가 

지 않  경우 산업 에 가   다.   

원료  효가 가능하다고 단 는 L. plantarum P23과 L. 

saki B2-16  주 효균  하고, 장에  리한 Nattokinase 

보다 뛰어  용해효  생산하  안   B. 

subtilis TP-6   강 균  하여 합 양  하고  하

다. 에  지에 각각 1%(v/v)  하여 

양하  생  특  하 다(Fig. 2). 효 10시간 후에 

균 는 값에 도달하 , L. plantarum P-23  경우 

1.87×10
9
 cfu/㎖  생균 , L. saki B2-16과 B. subtilis TP-6에 

비해 10  100   값  보 다. 효 시간  경과함

에  효액  pH는  감 하는 경향  보 , 

특  L. plantarum P-23  경우에는 10시간 양 후에 pH 4.1

 감 하여 효 에 합하 , 24시간 효 후 pH 

3.77 지 낮아  강한 신맛  보 다. 산도  경우 양 10

시간 후 가장 았 , 후에는 산도가 감 하는 경향  

보 다.

Table 3. Effect of carbohydrates on pH of soybean medium

fermentation

Microorganism1) Sucrose Glucose Lactose Honey

P23 3.76 3.80 3.93 3.78

B2-16 4.17 4.04 4.17 4.06

L13 3.99 4.02 4.37 4.15

KK 3.84 4.81 3.96 4.00
1) L13: Lactococcus lactis L13, P-23: Lactobacillus plantarum P23, 

B2-16: Lactobacillus sakei B2-16, KK: Enterococcus faecium.

Fig. 2. Comparisons of pH, acidity and cell number by 

microorganism in soybean medium. ■: Lactobacillus plantarum

P23, ▲: Lactobacillus sakei B2-16, ◆: Bacillus subtilis TP6.

7. 유산균 혼합 배양

 지에  합 양 시 산균 효에 한 pH 하  

생  해  하  하여, L. plantarum P23과  L. saki 

B2-16  B. subtilis TP-6  합 양하  pH, 산도, 산균

과 Bacillus 균  생균  하여 Table 4에 타내었다. 

합 양 10시간 후  Bacillus 균 는 1.03×109과 1.60× 

10
9
 cfu/㎖  단독 양시  1.60×10

7
 cfu/㎖ 보다  값  

보여, 효에 해 생 는 pH 하 상  한 TP6  생

 해는 보 지 않았다. 또한 pH도 단독 양시 6.17에  

B2-16과 P23 합 양에  4.49  4.32  낮  값  보 다.

Table 4. Comparison of pH, acidity and cell number by 

mixed culture of Lactobacillus and Bacillus at 10 hr cultivation

Microorganism1) pH
Acidity

(%)

Viable cell number (cfu/㎖)

Total Lactobacillus Bacillus

B2-16+TP6 4.49 0.45 2.45×10
9
 1.42×10

9
1.03×10

9

P23+TP6 4.32 0.54 2.86×10
9

1.26×10
9

1.60×10
9

1)
 P23: Lactobacillus plantarum P23, B2-16: Lactobacillus sakei

 B2-16, TP6: Bacillus subtilis TP6.
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Fig. 3. Effect of mixed culture on pH, acidity and cell 

growth. ■: Lactobacillus plantarum P23+Bacillus subtilis 

TP6, ▲: Lactobacillus sakei B2-16+Bacillus subtilis TP6, 

◆: Lactobacillus plantarum P23+Lactobacillus sakei B2-16 

+Bacillus subtilis TP6, open symbol: cell number of Bacillus

subtilis TP6 at mixed culture.

2  합 양에 한 pH  산도  변   Fig. 3에 

타낸 결과, 각 균  단독 양 시  동 한  보 다.

 효  미는  균  비 에  많  

우 었는 , L. saki B2-16  드러운 과 단맛  내고, 

L. plantarum P23  경우는 상 한 신맛, B. subtilis TP6  경

우는 드러운  여하는 특징  어 2  산균과 

1  Bacillus 균  비  달리하여  지에  37℃ 

10시간 양한 후 생균  한 결과,  B. subtilis 

TP6  생균 가 산균에 비하여 낮았다(Table 5). 특 , L. 

sakei B2-16, L. plantarum P-23, B. subtilis TP6  비  1 

: 0.5 : 0.7  하여 하  , 균  생  다  비

에 비하여  낮았 , 능평가  행하여 그 맛과 향

 평가한 경우에도 다  비에 비하여 낮  결과  얻었

다(Fig. 4). 그러  L. sakei B2-16, L. plantarum P23, B. subtilis 

TP6  1 : 0.7 : 0.3  효한 경우에는 효  맛과 

향에는 큰 차  보 지 않는 능평가 결과  얻   었

Table 5. Effect of mixed ratio of microorganisms on pH, 

acidity and cell number

Mixed ratio
1)

pH
Acidity 

(%)

Viable cell number (cfu/㎖)

Total Lactobacillus Bacillus 

1:0.5:0.7 5.13 0.40 1.97×10
8
 1.33×10

8
6.05×10

7

1:0.7:0.3 4.40 0.63 1.22×109 1.12×109 4.00×108

1:1:1 4.48 0.54 8.0×108 1.83×109 5.18×108

1:1:0.5 3.47 0.72 2.9×109 1.9×109 1.0×109

1)
 Lactobacillus sakei B2-16: Lactobacillus plantarum P23: Bacillus 

subtilis TP6 (%).

Fig. 4. Sensory evaluation graph by mixed ratio of micro-

organisms. mixing ratio - ● 1:0.5:0.7,  ■ 1:0.7:0.3, ○ 1:1:0.5,

□ 1:1:1, mixing ratio=Lactobacillus plantarum P23: Lactobacillus

sakei B2-16: Bacillus subtilis TP6.

, 효  균  등  차 도 보 지 않았다. 또한 효 

8시간 내 에  pH는 4.6 내  효  결 시 과 매우 

사하 다.

러한 결과는 택  2  산균  1  Bacillus 균

 용하여 산업  다양한  효  생산할 

 는 가 드  시할  다고 단 어진다. 
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