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Bacillus subtilis KMKW4를 이용한 백미 및 아마란스 
발효물의 이화학적 특성 및 생리활성
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ABSTRACT This study examined the cultural characteristics and biological activities of fermented rice and amaranth 
with Bacillus subtilis KMKW4. These samples were made with various amounts of rice and amaranth [100:0 (R100), 
90:10 (R90), 80:20 (R80), and 70:30 (R70)]. B. subtilis KMKW4 was used as starter for the fermentation, and its 
cultures at the lated logarithmic growth were inoculated for final concentration of 2% (v/v). Number of viable cells 
of fermented R80 (7.67 log CFU/mL) was greater than those of R100, R90, and R70 (7.48 log CFU/mL, 7.38 log 
CFU/mL, and 7.09 CFU/mL, respectively) during the fermentation period (120 h). Amylase activities of fermented 
R80 and R100 were 57.77 U/mL and 19.91 U/mL, respectively. Furthermore, amylase activities of fermented freeze-dried 
powders of R100 and R80 were 24.31 U/g and 9.12 U/g, respectively. Free sugar contents of R100 and R80 increased 
after fermentation, and that of R80 (5,454.15 mg/100 g) significantly increased compared to that of R100 (4,274.85 
mg/100 g). The free amino acid content of R80 was higher than that of R100. DPPH and superoxide radical scavenging 
activities of 5 mg/mL of fermented freeze-dried powder (R80) were 44.21% and 89.76%, respectively. ACE inhibition 
rates and α-glucosidase inhibitory activities were significantly higher in R80 than R100. This study suggested that 
fermentation of R80 might be a new potential source of antioxidant, anti-diabetic, and anti-hypertensive agents applicable 
to grain enzyme-containing foods.
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서   론

최근 소비자들의 건강 증진 인식이 높아지면서 질병예방 

및 건강 유지 나아가 평균 수명의 연장 등에 기여하는 기능

성 식품에 대한 관심이 확대되고 있으며 수요도 증가하고 

있다. 이에 따라 기능성 식품을 개발하기 위해 건강 관련 

기능성 물질의 탐색, 기능성 소재 및 식품에 대한 연구가 

꾸준히 진행되고 있다(1,2). 효소식품은 식품유형상 기타 식

품류로 곡류 효소 함유 제품, 배아 효소 함유 제품, 과채류 

효소 함유 제품 및 기타 식물 효소 함유 제품으로 분류하고 

있으며, 식품공전에서 식물성 원료에 식용 미생물을 배양시

켜 효소를 다량 함유하게 하여 섭취가 용이하도록 가공한 

것이라고 정의하고 있다(3). 현재까지 효소를 생산하는 수많

은 미생물들이 보고되어 있는데 이러한 미생물 중에서도 특

히 안전성이 확보된 식용가능 미생물 유래의 효소는 중요한 

생물자원으로서 다양한 생물 산업에서 활용 가치가 점차 높

아지고 있어 주목을 받고 있다. 이 중 Bacillus 속 미생물은 

amylase를 생산하는 대표적인 세균 중 하나로 현재 많은 

산업분야에서 활용되고 있으며 이들 효소에 대한 특성 또한 

다양한 연구에서 지속적으로 검토되어 왔다(4-8). 미생물에 

의한 amylase는 다른 효소원에 비해 생산이 용이하고 효소

의 균일성 및 대량생산 등의 조건이 유리하기 때문에 그 이

용도가 높다(9). 이러한 amylase는 전분을 분해하여 제약, 

식품을 비롯하여 섬유산업 분야에서 다양하게 활용되고 있

으며, 1984년 이후로 Bacillus를 이용하여 amylase가 소화 

장애 개선을 위한 목적으로 생산되어 급속한 성장을 보인 

산업적으로 중요한 미생물이다(10). 곡류 효소식품으로 활

용 가능한 여러 가지 곡물 중 쌀은 주성분이 전분으로 중요

한 에너지 공급원인 동시에 단백질의 주 공급원인 아미노산 

중 필수아미노산인 라이신이 220 mg/100 g으로 밀가루 

140 mg/100 g, 옥수수 110 mg/100 g 및 조 120 mg/100 

g에 비해 1.5배 이상 함량이 많고, 아미노산가는 61로 밀가

루 39, 옥수수 31, 조 33 등과 비교해 양질의 단백질을 함유
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하고 있어(11) 다른 곡류에 비하여 단백질로서 체내에서 이

용률이 높다고 알려져 있다(12). 또한 감자나 식빵보다 혈당 

및 인슐린 분비가 낮다고 보고하였으며(13) 대두단백질 등 

다른 단백질보다 체내에서 혈중 콜레스테롤과 중성지방의 

농도를 낮게 유지시켜 준다고 보고되고 있다(14).  

아마란스(Amaranth)는 비름과(Amaranthus spp. L.)에 

속하는 일년생 유사 화곡류이고 쌍자옆 식물로 영양성분을 

보면 조단백질은 17~18%, 지방은 7~8% 정도로 옥수수나 

밀보다 높으며 섬유소는 비슷하거나 높게 함유하고 있다. 

아마란스의 단백질은 특히 화곡류에 부족한 lysine 함량이 

단백질 100 g당 5.2 g으로 옥수수(3.4 g), 밀(3.2 g)에 비해 

높으며, 두피 작물에서 부족한 황 함유 아미노산 함량도 단

백질 100 g당 4.4 g으로 많이 함유하고 있다(15). 이와 같이 

아마란스는 영양 생리학 측면에서 유용 성분을 함유하고 있

어 지질대사에 효과가 있으며 또한 독특한 맛과 영양가치가 

높아 국수, 비스킷 등의 식품 개발에도 이용되고 있다(16, 

17). 

따라서 본 연구에서는 곡류 효소 함유 제품 개발을 위한 

소재 탐색의 일환으로 백미와 아마란스를 영양원으로 하여 

Bacillus subtilis KMKW4로 발효하였으며 발효에 따른 배

양 특성과 amylase 활성 및 기능적 특성을 확인하고자 항산

화 활성 및 생리활성을 조사하였다.

재료 및 방법

실험재료

본 실험에 사용된 백미(경상북도 의성군 재배)는 2013년 

10월에 수확한 쌀을 이용하여 건식분쇄 한 다음 표준망체

(0.074 mm)를 통과한 분말을 사용하였으며, 아마란스(강원

도 원주 재배)는 2013년 9월 중순에 수확한 것으로 이물질

을 제거하고 분쇄기(J-NCM, Jisico, Seoul, Korea)로 분쇄

하여 표준망체(0.491 mm)를 통과한 분말을 사용하였다. 백

미 및 아마란스 발효를 위하여 사용된 미생물은 김치로부터 

분리 동정한 Bacillus subtilis KMKW4를 이용하였다(9). 

3,5-Dinitrosalicylic acid(DNS), soluble starch, glucose, 

maltose, 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl(DPPH), etha-

nol(99.9%), phenazine methosulfate(PMS), nitro blue 

tetrazolium(NBT), β-nicotinamide adenine dinucleotide 

(NADH), rabbit lung acetone powder, hippuryl-his-

tidyl-leucine(HHL), α-glucosidase, ρ-nitrophenyl-α- 

D-glucopyranoside는 Sigma-Aldrich Co.(St. Louis, MO, 

USA)의 제품을 사용하였고, hydrogen chloride, sodium 

chloride, ethyl acetate, methanol, ethanol(94%) 등의 용

매는 일급 시약(Duksan Co., Seoul, Korea)으로, HPLC 용

매는 J.T. Baker(Phillipsburg, NJ, USA) 제품을 사용하였

다. Nutrient broth, agar는 Difco(Detroit, MI, USA)의 제

품을 사용하였다. 

Starter 배양액 제조

백미와 아마란스는 백미 100%(R100), 백미 90%에 아마

란스 10%(R90), 백미 80%에 아마란스 20%(R80) 및 백미 

70%에 아마란스 30%(R70)로 하여 아마란스 혼합 비율을 

달리하였으며 각각 20 g씩 삼각플라스크에 넣고 살균 후 

멸균수 40 mL를 가한 다음 shaking 하였다. 또한 백미 및 

아마란스 발효에 이용한 B. subtilis KMKW4는 nutrient 

broth에 접종하여 37°C에서 24시간 배양하여 starter액으

로 사용하였다.

백미 및 아마란스의 발효

본 실험에서는 백미와 백미에 부족한 단백질을 보충하기 

위하여 아마란스를 혼합하여 사용하였으며, 백미 및 아마란

스의 혼합비를 달리한 R100, R90, R80 및 R70에 B. sub-

tilis KMKW4를 이용하여 제조한 starter 액을 2% 접종하였

다. 접종 후 항온기(LIS-2005RL, Daihan Labtech Co., 

Ltd., Seoul, Korea)에서 120시간까지 37°C에서 160 rpm

으로 shaking 하여 발효하였으며, 발효물의 배양적 특성은 

배양이 진행되는 동안 매 시간마다 측정하였고 생리활성 분

석에 사용된 시료는 발효물을 동결건조 한 다음 -72°C에서 

보관하면서 실험에 사용하였다.

생균수 측정

배양시간대별로 회수한 시료는 1분 동안 균질화 시킨 후 

일정량을 취하여 실험에 사용하였다. 생균수는 배양액 1 mL

에 0.85% NaCl 용액 9 mL를 혼합하여 10배 희석법으로 희

석하였고 희석액 100 μL를 plate에 접종하고 1.5% agar가 

첨가된 nutrient broth를 이용한 평판측정법으로 생균수를 

측정하였다. 각각의 plate는 37°C 배양기에서 24시간 배양 

후 형성된 colony 수를 계측하고 그 colony에 희석배수를 

곱하여 시료 mL당 CFU(colony forming unit)로 나타내었다.

pH 측정

pH는 pH meter(CH-8603, Mettler-Toledo Inc., 

Schwerzenbach, Switzerland)를 사용하여 10 mL의 시료

를 채취하고 3회 반복 측정 후 평균값을 나타내었다. 

Amylase 활성 측정

Amylase 활성은 50 mM sodium phosphate 완충용액

(pH 7.0)에 용해한 0.5% soluble starch 0.5 mL를 기질로 

이용하여 백미 및 아마란스 발효물의 상층액 0.5 mL를 효소

액으로 첨가하고 37°C에서 30분간 반응시켰다. 이때 생성

된 환원당의 함량은 DNS 방법(18)으로 측정하였으며, 본 

연구에서의 효소 활성 1 unit은 1분에 1 μmol의 glucose를 

생산하는 효소량으로 정의하였다. 

유리당 함량 분석

유리당 함량은 백미 및 아마란스 발효물 동결건조분말 
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100 mg에 10 mL 증류수를 가한 다음 0.2 μm membrane 

filter로 여과한 후 HPLC(Waters2996, Waters Co., Mil-

ford, MA, USA)로 분석하였다. 이때 column은 carbohy-

drate column(ID 4.6×250 mm, Waters Co.)을 사용하였

으며, column oven 온도는 35°C, mobile phase는 85% 

acetonitrile, flow rate는 1.2 mL/min이었고 시료 주입량

은 20 μL로 하여 refractive index(RI) detector를 이용하

여 검출하였다. 표준품은 glucose, maltose를 증류수에 녹

여 표준용액으로 사용하였다. 표준품과 시료의 당 성분은 

머무른 시간을 직접 비교하여 확인하였고, 유리당 함량 계산

은 각 표준품의 검량 곡선을 작성한 후 peak의 면적으로 

산출하였다.

유리아미노산 조성 분석

유리아미노산 조성은 시료 0.2 g에 94% ethanol 10 mL

를 가하여 24시간 교반한 다음 원심분리(4,000 rpm, 15분) 

하여 상층액과 고형분을 분리하였다. 분리된 상층액을 40°C 

이하에서 감압 농축하였으며 농축한 시료는 0.02 N HCl 5 

mL로 정용하여 여과(0.22 μm, membrane filter)한 다음 

amino acid analyzer(L-8900, Hitachi Co., Tokyo, Ja-

pan)로 분석하였다. 

DPPH radical 소거 활성 측정

전자공여능은 DPPH의 환원력을 이용하여 측정하였다

(19). 즉 농도별로 희석한 시료 0.5 mL에 4×10-4 M DPPH 

용액(99.9% ethyl alcohol에 용해) 4.5 mL를 가하여 총액

의 부피가 5 mL가 되도록 하였다. 이 반응액을 약 10초간 

혼합하고 실온에 30분간 방치한 후 분광광도계(Ultraspec 

2100pro, Amersham Co., Buckinghamshire, Sweden)를 

사용하여 525 nm에서 흡광도를 측정하였다. 전자공여능은 

시료 첨가 전후의 차이를 아래와 같이 백분율로 나타내었다.

DPPH radical scavenging 

activity (%)
=(1－

Sampleabsorbance )×100
Controlabsorbance

Superoxide radical 소거 활성 측정

Superoxide radical 소거 활성은 Nishikimi(20)의 방법

에 따라 다음과 같이 측정하였다. 시료 500 μL에 0.1 M 

Tris-HCl 완충용액(pH 8.5) 100 μL, 100 μM phenazine 

methosulfate(PMS) 200 μL를 혼합하여 반응시킨 후 500 

μM nitro blue tetrazolium(NBT) 200 μL 및 500 μM β- 

nicotinamide adenine dinucleotide(NADH) 400 μL를 첨

가하여 실온에서 10분간 반응시킨 다음 분광광도계를 이용

하여 560 nm에서 흡광도를 측정하였다. Superoxide radi-

cal 소거 활성은 시료 첨가 전후의 차이를 아래와 같이 백분

율로 나타내었다.

Superoxide radical 

scavenging activity (%)
=(1－

Sampleabsorbance )×100
Controlabsorbance

Angiotensin converting enzyme(ACE) 저해 활성 측정

ACE 저해 활성은 Cushman과 Cheung(21)의 방법을 변

형하여 측정하였으며, 조효소액은 rabbit lung acetone 

powder를 1 g/10 mL(w/v)의 농도로 4°C에서 24시간 추출

한 후 원심분리(4°C, 10,000 rpm, 40분) 하여 상등액을 조

효소액으로 사용하였다. 기질은 0.3 M NaCl이 함유된 0.1 

M sodium borate buffer(pH 8.3)에 hippuryl-histidyl- 

leucine(HHL)을 5 mg/mL(w/v)의 농도로 녹인 후 기질로 

사용하였다. ACE 저해 활성은 시료액 50 μL에 ACE 조효소

액 50 μL를 가한 다음 37°C에서 5분간 예비반응을 시킨 

후 기질 50 μL를 가하고 다시 37°C에서 1시간 반응시켰다. 

반응 후 1 N HCl 150 μL를 가하여 반응을 정지시키고 750 

μL의 ethyl acetate를 가한 다음 1분간 교반하고 원심분리

(4°C, 5,000 rpm, 10분) 하여 500 μL의 상등액을 얻었다. 

이 상등액을 120°C에서 30분간 완전히 건조시켜 2 mL의 

methanol을 넣은 후 228 nm에서 흡광도를 측정하였다. 대

조구는 시료 대신 증류수를 50 μL를 가하여 측정하였으며, 

ACE 저해 활성은 아래와 같이 나타내었다.

ACE inhibition rate (%)=

  (1－
Controlabsorbance－Sampleabsorbance )×100
Controlabsorbance－Blankabsorbance

α-Glucosidase 저해 활성 측정

α-Glucosidase 저해 활성은 Tibbot과 Skadsen(22)의 

방법을 변형하여 측정하였다. α-Glucosidase(0.2 U/mL)와 

ρ-nitrophenyl-α-D-glucopyranoside(3 mM, ρNPG)는 

0.1 M potassium phosphate buffer(pH 7.0)에 용해하여 

사용하였으며, 각각의 시료액 50 μL를 0.2 U/mL α-gluco-

sidase 효소액 100 μL와 혼합하여 37°C에서 20분간 전 배

양한 후 3 mM ρNPG 50 μL를 가하여 37°C에서 20분간 

반응하였다. 반응 후 분광광도계를 이용하여 405 nm에서 

흡광도를 측정하고 저해율(%)을 계산하였다.

통계처리

실험 결과는 3회 반복 측정 후 평균±표준편차로 나타내

었으며, SPSS 19.0(IBM Corp., Chicago, IL, USA)을 이용

하여 각 시료군 간의 유의성을 검증한 후 P<0.05 수준에서 

Duncan's multiple range test에 따라 분석하였다.

결과 및 고찰

배양시간에 따른 발효물의 생균수 및 pH 변화

백미와 아마란스의 혼합비율에 따라 미생물 생장에 미치

는 영향을 검토하기 위하여 R100, R90, R80 및 R70에 대해 

120시간 발효 후 배양시간별 생균수를 Fig. 1A에 나타내었

다. 초기 0시간에서의 생균수는 5.33~5.37 log CFU/mL였

으며 배양 12시간 및 24시간 경과함에 따라 R100은 7.48 

log CFU/mL와 7.37 log CFU/mL였고, R90은 7.16 log 
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Fig. 1. Time course of growth and pH during fermentation of Bacillus subtilis KMKW4 in rice and amaranth broth medium at 
37°C for 120 h. Values are expressed as the mean±SD (n=3). R100, rice 100%; R90, rice 90%+amaranth 10%; R80, rice 80%+amaranth 
20%; R70, rice 70%+amaranth 30%.
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Fig. 2. Time course of amylase activity during fermentation of rice and amaranth by Bacillus subtilis KMKW4. Values are expressed
as the mean±SD (n=3). (A) Fermentation products. (B) Fermentation freeze dried powder. R100, rice 100%; R90, rice 90%+amaranth
10%, R80, rice 80%+amaranth 20%; R70, rice 70%+amaranth 30%. 

CFU/mL와 7.18 log CFU/mL, R80은 7.67 log CFU/mL와 

7.52 log CFU/mL 및 R70은 7.09 log CFU/mL와 7.01 log 

CFU/mL로 측정되어 아마란스 혼합비율에 따른 4개의 시료 

중 R80에서 가장 높은 생육 활성을 나타내었다. 발효물의 

생육은 12시간 동안 가장 많이 증식하였으며 배양 24시간 

이후부터는 점차 감소하는 경향을 나타내었다. 따라서 B. 

subtilis KMKW4가 백미와 아마란스를 효과적으로 자기 증

식에 이용하였으며 발효가 잘 진행되었음을 확인하였다. 백

미 및 아마란스의 발효 정도를 확인하기 위하여 배양시간별 

곡류 발효물의 pH 변화를 Fig. 1B에 나타내었다. 배양시간

에 따른 pH 값은 0시간에서 R100, R90, R80 및 R70이 각각 

pH 6.58, pH 6.69, pH 6.73 및 pH 6.75를 나타내어 아마란

스가 첨가됨에 따라 pH가 약간 증가함을 확인하였으며, 12

시간 발효 시 pH는 각각 5.59, 5.79, 5.53 및 5.88로 나타나 

R80에서 가장 낮은 pH를 나타내었다. 백미 및 아마란스 혼

합비율에 따른 발효물의 pH는 배양시간이 경과함에 따라 

pH가 낮아져 모든 실험군에서 발효가 일어났음을 확인하였

고 R80이 가장 낮게 분석되었다. 이는 Kim 등(23)의 연구에

서 포도가공 부산물을 이용하여 B. subtilis로 발효시킨 실

험군에서 발효하지 않은 배지의 pH 값은 6.27인 반면 발효

한 배지는 24시간째 pH 값이 4.27로 낮아져 발효가 일어났

음을 확인한 결과와 유사하였다. 따라서 본 실험에서는 배양

시간에 따른 생균수 및 pH 변화를 고려할 때 아마란스를 

20% 첨가한 R80 구간을 선정하였고 대조구로는 백미 100 

%(R100)로 하여 배양시간에 따른 amylase 활성을 분석하

였다.

배양시간에 따른 발효물의 amylase 활성

백미(R100) 및 백미와 아마란스(R90, R80, R70) 혼합 

발효물과 발효물 동결건조분말의 배양시간에 따른 amy-

lase 활성을 측정한 결과는 Fig. 2와 같다. 발효물의 경우 

배양 0시간에서의 amylase 활성은 R100, R90, R80 및 R70

이 각각 7.34 unit/mL, 6.99 unit/mL, 6.18 unit/mL 및 5.17 

unit/mL로 나타났으며, 배양 24시간까지는 amylase 활성

의 변화가 크게 나타나지 않았으나 배양 24시간 이후부터 

amylase 활성이 급격하게 증가하여 배양 48시간 후 가장 

높은 amylase 활성을 나타내었다. 배양 48시간에서 R100, 

R90, R80 및 R70의 amylase 활성은 각각 19.91 unit/mL, 

25.12 unit/mL, 57.77 unit/mL 및 31.72 unit/mL로 나타났

으며 백미만을 영양원으로 한 발효물보다 아마란스를 혼합

하여 배양한 발효물에서 더 높게 나타나는 것을 확인할 수 

있었다(Fig. 2A). 본 연구에서의 amylase 활성은 발효 초기 
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Table 1. The free sugar contents of rice and amaranth fermented
by Bacillus subtilis KMKW4

Samples1) Free sugar contents (mg/100 g)
Glucose Maltose

R100  0 h
48 h

 765.3±39.1d2)3)

4,274.9±53.3b
160.0±16.1a

 ND4)

R80  0 h
48 h

1,828.8±56.3c

5,454.2±73.2a
147.4±29.7a

ND
1)R100: rice 100%, R80: rice 80%+amaranth 20%.
2)Values represent mean±SD (n=3).
3)Means with different letters (a-d) within the same column are 

significantly different by Duncan's multiple range test (P<0.05).
4)ND: not detected.

효소 활성이 약간 감소하다가 다시 증가되는 경향을 나타내

었는데, 이는 퉁퉁마디를 이용한 발효물의 효소 활성 변화를 

측정한 결과에서 발효 2일째에는 효소 활성이 증가하다 3일

째 효소 활성이 다시 감소하였고, 4일 이후부터 활성이 다시 

안정적으로 증가한다(24)는 보고와 유사하였다. 또한 발효

물 동결건조분말의 amylase 활성을 측정한 결과 발효물과 

같은 결과를 나타내었다(Fig. 2B). 발효물 동결건조분말은 

amylase 활성이 가장 높은 R80과 대조구인 R100을 비교하

였는데, 배양 48시간에서 R80이 24.31 unit/mL로 측정되

어 발효물에 대한 amylase 활성의 약 42%를 나타내었다. 

따라서 본 연구에서는 백미와 아마란스 발효물(R90)을 곡류 

효소 함유 제품용 소재로 활용 가능함을 확인하였으며 amy-

lase 활성이 가장 높은 구간인 배양 48시간을 발효 조건으로 

선정하였다.

발효물의 유리당 함량

백미(R100) 및 백미와 아마란스(R80) 발효물 동결건조

분말의 유리당 함량을 분석한 결과는 Table 1과 같다. R100 

및 R80에 함유되어 있는 유리당은 glucose와 maltose로 

분석되었고 발효 전 R100은 glucose 765.3±39.1 mg/100 

g, maltose 160.0±16.1 mg/100 g을 함유하고 있었으며, 

발효 48시간에서 glucose가 4,274.9±53.3 mg/100 g으로 

나타나 glucose 함량이 증가함을 확인하였고 maltose는 검

출되지 않았다. R80은 발효 전 glucose 1,828.8±56.3 mg/ 

100 g, maltose 147.4±29.7 mg/100 g으로 나타나 R100

보다 초기 glucose 함량이 높았는데, 이는 아마란스에 유리

되기 용이한 단당류가 많이 함유되어 있는 것으로 사료되며 

미생물 생육에 영향을 주는 관계로 R80에서 생육도가 더 

높은 것으로 판단된다. 발효 후 R80은 maltose는 검출되지 

않았으며, glucose는 5,454.2±73.2 mg/100 g으로 함량이 

증가하였는데 R100보다 glucose 함량이 높음을 확인하였

다. Glucose 함량은 R100 및 R80 모두 발효 후 증가하여 

유사한 결과를 보여주었는데 이는 B. subtilis KMKW4가 

생성하는 amylase에 의해 전분이 분해되어 glucose가 생성

되었음을 알 수 있었다. Kim과 Park(25)의 쌀 전분 상태에 

따른 전분분해효소의 작용과 특성에 대한 연구에서 전분에 

α-amylase를 작용시켰을 경우 glucose의 생성이 증가하는

데 이는 α-amylase가 전분 사슬의 말단기로부터 glucose 

단위로 가수분해시키는 것으로 보고하여 본 연구 결과와 유

사하였다. 또한 Lee 등(26)의 보고에 따르면 amylase 효소

를 분비하는 백국균(Aspergillus kawachii)을 이용한 쌀 막

걸리 제조 시 발효과정 중 전분질 원료의 분해로 인해 발효 

전과 비교 시 glucose, maltose의 함량이 증가한다고 하였

다.

발효물의 유리아미노산 조성

발효물 동결건조분말의 유리아미노산 조성을 Table 2에 

나타내었다. 유리아미노산 함량은 발효 전보다 발효 후 증가

하였는데 R100은 발효 전 664.09 mg/100 g에서 48시간 

발효 후 834.2 mg/100 g으로 증가하였으며, R80은 발효 

전 868.8 mg/100 g에서 발효 후 1,085.2 mg/100 g으로 

증가하였다. 이는 B. subtilis KMKW4의 protease 활성에 

의하여 백미 및 아마란스에 함유되어 있는 단백질이 아미노

산으로 분해된 것으로 사료된다. Ryu와 Lee(27)는 Bacillus 

subtilis CT-D를 이용한 두유 발효물의 품질 특성 연구에서 

발효 후 유리아미노산이 증가되었다고 보고하였으며, Park 

등(28)은 B. subtilis로 발효된 함초의 유리아미노산이 발효 

후 증가한다고 보고하여 식품원료는 상이하나 B. subtilis는 

단백질을 분해하여 유리아미노산을 증가시킴을 확인하였

다. 또한 아마란스는 백미와 비교 시 단백질 함량이 높기 

때문에 아마란스가 혼합되어 있는 R80에서의 유리아미노산 

함량이 높아졌을 것으로 판단되며 다양한 영양원이 공급됨

에 따라 발효가 더 잘 일어난 것으로 사료된다. 분석된 아미

노산 36종 중 aspartic acid, serine, glycine 등은 발효 후 

함량이 감소하는데 이는 발효가 진행되면서 급격히 번식한 

미생물들이 유리아미노산을 생육의 일부로 이용하여 감소

한다는 Choi 등(29)의 연구 결과와 유사하였다. 발효물 동결

건조분말의 주요 유리아미노산으로는 asparagine, gluta-

mic acid, alanine, γ-amino-n-butyric acid 등이 분석되

었는데 구수한 맛을 내는 glutamic acid는 발효 후 R100보

다 R80에서 더 높게 나타났고 쓴맛을 지닌 valine, leucine, 

isoleucine 등은 R80보다 R100에서 더 높은 것을 알 수 있

었으며, 단맛을 내는 lysine의 경우 발효 전보다 발효 후 다

량 증가하는 것을 확인하였으며 R80이 R100보다 높은 함량

을 나타내었다.

발효물의 항산화 활성

일반적으로 항산화 활성을 측정하는 방법 중 DPPH radi-

cal 소거 활성법은 비교적 간단하게 측정 가능한 방법으로 

이용되고 있다. 전자공여 작용은 활성 radical에 전자를 공

여하여 지방질 산화를 억제시키는 척도로 사용되고 있을 뿐 

아니라 인체 내에서 활성 radical에 의한 노화를 억제하는 

척도로 이용되고 있다(30). 발효물 동결건조분말에 대한 

DPPH radical 소거 활성을 측정한 결과 모든 실험구에서 
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Table 2. Free amino acid contents of rice and amaranth fermented by Bacillus subtilis KMKW4            (unit: mg/100 g)

　  Free amino acid
R1001) R80

 0 h  48 h  0 h   48 h
Taurine
O-Phosphoethanolamine
Urea
L-Aspartic acid
L-Threonine
L-Serine
L-Asparagine
L-Glutamic acid
L-Sarcosine
L-Proline
Glycine
L-Alanine
L-Citrulline
L-α-Amino-n-butyric acid
L-Valine
L-Cystine
L-Methionine
Cystathionine
L-Isoleucine
L-Leucine
L-Tyrosine
β-Alanine
L-Phenylalanine
D,L-β-Aminoisobutyric acid
L-Homocysteine
γ-Amino-n-butyric acid
Ethanolamine
Ammonium chloride
δ-Hydroxylysine
L-Ornithine
L-Lysine
1-Methyl-L-histidine
L-Histidine
L-Tryptophan
L-Carnosine
L-Arginine

   1.4±0.12)

  1.3±0.1
  7.5±0.3
 59.2±1.1
  5.5±0.7
 19.2±1.6
246.8±5.3
118.5±4.5
 22.3±3.1

  －
 10.7±0.2
 46.7±2.4

  －
  3.3±1.9
  9.8±0.7

  －
  1.1±0.6

  －
  2.2±0.2
  4.0±2.4
  4.7±1.5

  －
  3.6±1.3

  －
  －

 29.7±0.9
  5.4±3.2
 27.1±2.6

  －
  －

  7.8±0.9
  －

  3.5±2.1
  －
  －

 23.6±1.7

  3.8±0.2
  4.8±2.4
 28.3±1.7

  －
  3.4±1.4
  6.5±0.1
 13.7±0.3
  6.6±0.3
 21.4±1.2
 31.6±0.9
  2.8±0.6
 15.6±2.7
 25.2±4.5
 28.9±0.4
 60.7±5.1
  0.8±0.1
 23.2±0.2
 10.1±0.8
 17.7±1.8
 69.4±7.1
 63.6±3.7
  4.0±1.1
 62.4±0.6
  1.1±0.4
  5.0±0.9
 31.2±1.2
 20.5±0.3
 44.3±2.2
  4.9±1.3
 21.2±0.7
 73.6±1.9

  －
 28.6±3.5
  7.6±1.8
  2.7±0.5
 89.0±2.4

  2.6±0.7
 10.8±1.1
 29.1±0.8
 96.1±3.8
 11.6±1.2
 23.1±1.6
226.9±7.8
152.6±0.5
 49.3±0.1

  －
 20.8±2.1
 57.5±2.9

  －
  3.3±0.6
 18.1±0.5
  0.7±0.2
  5.9±0.2

  －
  8.3±0.4
  9.2±2.1
 10.4±0.7

  －
  7.7±1.5

  －
  －

 32.9±3.2
  5.6±1.1
 32.8±1.6

  －
  0.4±0.2
 15.4±1.3

  －
  6.1±1.0

  －
  －

 31.6±0.8

   7.5±0.9
  65.8±1.2
  92.0±5.7

   －
   －
   －

 163.5±3.4
  40.2±1.4
  11.8±1.9
  32.3±0.2
   7.3±0.1
  41.9±0.7
   6.1±0.8
  31.0±2.4
  19.5±0.8
   1.8±0.3
  18.2±1.5
   9.2±1.6
   3.8±0.7
  21.3±3.4
  33.1±5.7

   －
  23.2±1.9

   －
   4.3±0.7
  51.7±4.4
  19.3±0.7
 151.8±2.4
   0.3±0.2
  37.0±2.8
 103.1±0.9
   1.6±0.4
  17.3±1.5
  13.7±2.3

   －
  55.6±0.6

Total amino acid  664.9±39.4   834.2±54.3*  868.8±38.0   1,085.2±51.5*

1)R100: rice 100%, R80: rice 80%+amaranth 20%.
2)Values represent mean±SD (n=3).
*Significantly different between 0 h and 48 h by Student's t-test at P<0.05.

발효 전보다 발효 48시간 경과 후 항산화 활성이 증가하였

는데, 발효 후 5 mg/mL 농도에서 R100과 R80은 각각 

36.21%와 44.21%를 나타났으며 R80이 높게 분석되었다

(Fig. 3). 이는 Park 등(28)의 연구 결과에서 Bacillus sub-

tilis를 이용하여 발효한 퉁퉁마디가 무발효군보다 항산화 

활성이 우수하다고 보고하였고, Moon 등(30)의 연구 결과

에서도 Bacillus subtilis를 이용하여 발효시킨 감귤 가공 

부산물 추출물에서 발효하지 않은 것보다 발효한 것에서 전

자공여능이 증가하는 경향이 있다고 보고하였는데, 본 연구 

결과에서도 발효 전보다 후의 항산화 활성이 2배 이상 증가

하는 것을 확인하였다. Superoxide radical 소거 활성은 친

수성이 강한 항산화 물질이 라디칼과 얼마만큼 직접적으로 

반응할 수 있는지를 측정하기 위해 널리 이용되고 있다(31). 

발효물 동결건조분말의 superoxide radical 소거 활성은 발

효 전 R100의 경우 1, 2.5, 5 mg/mL 농도에서 각각 2.77%, 

17.51% 및 38.36%로 나타났으나 발효 후 각각 8.50%, 

58.40% 및 78.93%로 증가함을 확인하였다(Fig. 4.). R80

의 경우 R100과 유사하게 발효 후 항산화 활성이 증가되었

으며, 1, 2.5, 5 mg/mL 농도에서 각각 13.63%, 70.06% 

및 89.76%로 나타나 R100보다 높은 항산화 활성을 나타내

는 것을 확인하였다.

발효물의 ACE 및 α-glucosidase 저해 활성

ACE는 renin-angiotensin-aldosterone system의 중

요한 효소 물질로서 불활성형의 angiotensin-Ⅰ로부터 C- 

terminal에서 dipeptide인 His-Leu를 분리시켜 가수분해 
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Fig. 3. Comparison of DPPH radical scavenging activity in rice and amaranth fermented by Bacillus subtilis KMKW4 with different
time. (A) R100, rice 100% fermentation freeze-dried powder. (B) R80, rice 80% and amaranth 20% fermentation freeze-dried powder. 
Values are expressed as the mean±SD (n=3). Means with different letters (a-e) above the bars are significantly different by Duncan's 
multiple range test (P<0.05).
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Fig. 4. Comparison of superoxide radical scavenging activity in rice and amaranth fermented by Bacillus subtilis KMKW4 with 
different time. (A) R100, rice 100% fermentation freeze-dried powder. (B) R80, rice 80% and amaranth 20% fermentation freeze-dried
powder. Values are expressed as the mean±SD (n=3). Means with different letters (a-f) above the bars are significantly different 
by Duncan's multiple range test (P<0.05).
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Fig. 5. Comparison of angiotensin converting enzyme (ACE) inhibition rate and α-glucosidase inhibition activity in rice and amaranth
fermented by Bacillus subtilis KMKW4 with different time. (A) ACE inhibition rate of R100 and R80 fermentation freeze-dried 
powder. (B) α-Glucosidase inhibition activity of R100 and R80 fermentation freeze-dried powder. Values are expressed as the 
mean±SD (n=3). Means with different letters (a-d) above the bars are significantly different by Duncan's multiple range test (P<0.05).

함으로써 강력한 혈관수축 작용을 하는 angiotensin-Ⅱ를 

생성하는데, 혈압을 감소시키는 bradykinin을 불활성화시

키는 효소로서 결국 본태성 고혈압의 원인이 된다고 보고되

고 있다(32). 따라서 ACE 활성을 저해함으로써 혈압을 낮추

고 심혈관 및 뇌혈관 질환 등의 고혈압과 관련이 깊은 질환

을 치료하는 데 활용될 수 있다(33). 백미 및 백미와 아마란

스 발효물의 발효 전후 ACE 저해 활성 분석 결과는 Fig. 

5에 나타내었다. 발효 전 R100과 R80은 각각 30.12%와 

40.22%로 나타났으며, 발효 후에는 각각 59.13%와 78.57 

%로 나타나 발효 후 크게 증가하는 경향을 보였고 R80의 
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경우 R100보다 더 높은 ACE 저해 활성을 나타내는 것을 

확인하였다. Cho 등(34)의 연구 결과에 따르면 ACE 저해 

활성은 발효시간에 따라 차이를 나타내며 발효 중에 단백질

의 분해로 생성되는 peptide가 관련이 있다고 보고하였고, 

Yeum 등(35)은 ACE 저해 활성은 peptide 사슬 길이나 구

조 및 그 아미노산 배열의 차이에 더 큰 영향을 받는다고 

보고하였다. 

식품으로부터 섭취한 다당류는 α-amylase에 의해 이당

류로 분해되며 최종적으로 α-glucosidase가 이당류를 단당

류로 분해함으로써 소장의 융털로 흡수된 후 혈관으로 이동

되기 때문에 이당류 분해효소인 α-glucosidase의 활성을 

억제할 경우 당질 가수분해와 흡수를 지연시켜 식후 급격한 

혈당 농도의 증가를 조절할 수 있다(36). 발효물 동결건조분

말의 α-glucosidase 저해 활성은 모든 실험군에서 발효 전

보다 발효 후에 높은 저해 활성을 나타내었으며, R100보다 

R80에서 발효 48시간 경과 후 더 높은 저해 활성을 나타내

었다. Jang(37)의 연구 결과에서 아마란스는 고 콜레스테롤 

식이를 급여한 쥐의 지질대사를 개선시키고 혈당을 낮추는 

데 도움이 된다는 보고와 같이 아마란스를 첨가한 R80에서 

R100보다 높은 α-glucosidase 저해 활성을 나타내는 것으

로 사료된다. 또한 Kim 등(38)의 결과에 따르면 생더덕과 

발효더덕의 α-glucosidase 저해 활성 비교 시 생더덕의 저

해 활성보다 발효더덕의 저해 활성이 높았다고 하였는데, 

이는 발효를 통해 칼로리가 적고 소화흡수율이 높은 유리당

의 증가와 유용성분의 변화 및 용출로 인해 α-glucosidase 

저해 활성이 증가된 것이라 보고하였다. 따라서 본 연구 결

과를 종합할 때 백미와 아마란스 혼합 발효물은 amylase 

활성은 물론 다양한 생리활성을 보여주어 향후 곡류 효소 

함유 제품 개발에 활용 가능하다고 사료된다. 

요   약

본 연구에서는 김치에서 분리한 Bacillus subtilis KMKW4

를 이용하여 백미 및 아마란스를 영양원으로 발효하였으며 

발효물의 배양 특성과 항산화 활성 및 생리활성을 조사하였

다. 백미와 아마란스의 비율별로 제조한 발효물 중 아마란스 

20%가 첨가된 R80의 생균수가 가장 높았고 pH 또한 낮아 

발효가 잘 진행되었음을 확인하였다. 발효물의 amylase 활

성을 측정한 결과 R100, R90, R80, R70 중 R80에서 48시

간 배양 시 57.77 unit/mL로 가장 높아 R80을 곡류 효소 

함유 제품 개발을 위한 혼합조건으로 선정하였다. 발효물의 

동결건조분말에 대한 amylase 활성도 발효물과 동일하게 

48시간에서 가장 높게 나타나 동결건조 후에도 효소 활성이 

유지되는 것을 확인하였다. 발효물 동결건조분말의 유리당 

함량은 발효 후 R80에서 maltose는 검출되지 않았으며, glu-

cose는 5,454.2 mg/100 g으로 함량이 증가하였고 R100보

다 높음을 확인하였다. 유리아미노산 함량은 R100의 경우 

발효 전 664.9 mg/100 g에서 48시간 발효 후 834.2 mg/ 

100 g으로 증가하였으며, R80은 발효 전 868.8 mg/100 

g에서 발효 후 1,085.2 mg/100 g으로 증가하였다. 항산화 

활성은 발효함에 따라 증가하였으며 R100보다 R80에서 우

수하였다. ACE 저해 활성은 발효 전 R100과 R80에서 각각 

30.12%와 40.22%로 나타났으며 발효 후에는 각각 59.13%

와 78.57%로 나타나 발효가 진행됨에 따라 증가하는 경향

을 보였고 R80이 R100보다 더 높은 ACE 저해 활성을 나타

내었다. α-Glucosidase 저해 활성은 모든 실험군에서 발효 

전보다 발효 후에 높은 저해 활성을 나타내었으며, R100보

다 R80이 우수하여 향후 곡류 효소 함유 식품 제조를 위한 

소재로 활용 가능하다고 사료된다. 
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