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Bacillus subtilis HJ18-9로 제조한 된장의 페놀성분  라디칼 소거 활성의 변화
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ABSTRACT This study was conducted to investigate changes in isoflavone composition (glycosides and bio-active 
aglycones) and evaluate the quality characteristics of doenjang prepared using different Bacillus strains (KACC15935 
and HJ18-9). After 60 days of fermentation, β-glucosidase activity of doenjang fermented with B. subtilis HJ18-9 
was higher than those of other samples. Contents of aglycones (daidzein, genistein, and glycitein) in B. subtilis HJ18-9 
significantly increased up to 703.90±11.09 µg/g. In addition, total phenolic content and 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl 
radical scavenging activity increased markedly during fermentation. These results suggest that fermentation with B. 
subtilis could be used to increase β-glucosidase activity with a view towards development of functional foods.
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서   론

장류의 기능성은 콩이나 부재료 자체가 갖는 기능성뿐만 

아니라 메주나 장류 발효에 관여하는 미생물이 생산하는 다

양한 2차 대사산물과 효소에 의한 것으로 알려졌으며, 발효 

과정 중에 단백질과 탄수화물이 아미노산, 당, 유기산, 휘발

성 물질 등으로 전환되어 풍미에도 기여한다(1,2). 이는 된

장 제조 시 메주를 띄우는 동안 많은 종류의 세균과 곰팡이

류가 자연적으로 착생하여 서식하기 때문에 숙성과정에서 

미생물들의 대사 작용에 의하여 된장 특유의 품질 특성이 

나타나게 된다(3). 최근에는 발효된장에서 항산화 활성, 항

돌연변이 활성, ACE 저해 활성, 혈전 용해 활성 등 여러 

가지 생리활성이 확인되면서 관심이 증대되고 있다(4). 

대두에 함유된 대표적인 항산화 물질은 폴리페놀 화합물

과 플라보노이드이다. Chlorogenic acid 및 caffeic acid는 

항산화 활성을 나타내는 대표적인 페놀 화합물이며, 대두 

isoflavone 또한 강한 항산화 활성을 가진 플라보노이드이

다(5). 대두 isoflavone은 여성 호르몬인 estrogen과 구조

와 기능이 유사하여 phytoestrogen으로 불린다. 이는 혈중 

콜레스테롤을 낮추고 심혈관 질환, 골다공증을 예방할 뿐만 

아니라 폐경기 이후의 각종 증후군을 완화하고 유방암, 전립

선암, 난소암, 대장암 등의 예방 효과를 보이는 등 생리적 활

성이 활발하게 보고되고 있다(6). Brouns(7)에 의하면 iso-

flavone은 nonionic passive diffusion 기작에 의하여 흡수

되므로 배당체 형태보다 비배당체 형태가 이러한 흡수 메커

니즘에 유리하다고 보고되었다. 

대두에는 β-glucosidase가 함유되어 있어 대부분 가공

식품 제조 중 행해지는 침지과정에서 이 효소에 의해 배당체 

형태가 가수분해 되어 비배당체 형태로 전환된다. 또한 된장

과 같은 발효식품 제조 시 미생물(Aspergillus oryzae, Bacil-

lus natto, Bacillus subtilis 등)에 의해 생산되기도 한다

(8,9). 이와 같이 장류와 같은 발효 대두식품은 비발효 대두

식품보다 isoflavone 비배당체를 많이 함유하고 있어서 생

리활성이 강하여 질병예방에 더 효과적이고, 대두가 발효되

면서 새로 생성되는 이들 성분들은 사용하는 균주에 따라 

성분의 함량이나 생리활성에서 차이가 날 수 있다(10). 

국내 된장 관련 연구를 살펴보면 메주나 장류에서의 미생

물의 동정과 분리에 관한 연구가 다수 진행되었으며, 특히 

된장의 풍미에 관여하는 주요 세균 등 된장발효와 숙성에 
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관여하는 미생물 연구는 많이 이루어지고 있다고 보고하였

다(11). 또한 최근에는 발효과정 중 각종 영양 성분의 변화

에 관한 연구가 많이 이루어지고 있으나 아직 균 종류에 따

른 isoflavone 등의 영양성분 변화에 기인하는 균의 특성에 

관한 연구는 미비한 실정이며 이들을 활용한 가공 특성, 현

장에의 이용 및 산업화 연구는 부족한 실정이다(4).

따라서 본 연구에서는 산업적으로 표준화가 용이하고 기

능성이 있는 장류의 starter 표준화를 위하여 α-amylase, 

cellulase와 같은 세포외 효소분비능이 우수한 B. subtilis 

HJ18-9를 starter로 사용하여 된장을 제조하고 발효기간 

동안 isoflavone 함량의 조성 변화와 항산화 활성을 살펴보

았다.  

재료 및 방법

시험재료 및 된장 제조

본 실험에서 사용된 콩은 대원콩으로 경상북도에 있는 재

배농가에서 2013년산을 구입하여 사용하였다. Starter로 

사용된 KACC15935는 국립유전자원센터(Jeonju, Korea)

에서 분양받은 균으로 전통장에서 분리한 B. subtilis이다. 

B. subtilis HJ18-9는 선행연구를 통해 메밀 속성장으로부

터 분리된 균으로 β-glucosidase 활성이 있으며 amylase, 

cellulase 등의 세포외 효소분비능이 우수한 균주이다. 또한 

Candida albicans, Salmonella enterica, Streptococcus 

aureus 등의 항균 활성이 있는 균이다(12). 대원콩은 세척

하여 25°C에서 24시간 수침하고 autoclave를 이용하여 증

자(121°C, 30 min)하였다. 증자된 콩을 40°C 이하로 무균

작업대에서 냉각한 다음 증자된 콩 무게의 1%의 균을 접종

하였다. 즉 증자된 콩 1 kg에 Luria Bertani broth에 106 

CFU/mL 이상의 농도가 되도록 2차 계대배양 하고 10 mL 

배양액을 원심분리(8,000×g, 10 min) 하여 균체를 가라앉

혀 상등액은 버리고, 0.88% sodium chloride를 3 mL 넣어 

균체를 잘 풀어준 후 골고루 분사하였다. 균 접종한 콩을 

스티로폼 박스에 담아 37°C에서 24시간 발효시켰다. 발효

시킨 콩을 50°C 송풍건조기에서 약 8시간 건조(건조된 콩의 

수분: 8.5~9.5%)하여 완성된 콩알메주로 된장을 제조하고, 

콩알메주, 소금 및 물을 각각 34, 15 및 51의 비율로 하여 

3.4 kg 된장을 밀폐용기에 담아 28°C에서 60일 동안 발효

하였다. 실험은 자연 발효시킨 대조구와 B. subtilis KACC 

15935, B. subtilis HJ18-9를 첨가한 군으로 나누어 진행하

였다.

β-Glucosidase 활성 측정

β-Glucosidase 활성 측정을 위한 시료 전처리는 된장 시

료 20 g에 80 mL(w/v)의 증류수를 첨가하고 1분간 균질화

(400 rpm, POLYTRONⓇ PT 2100 Homogenizers, Kin-

ematica AG, Luzern, Switzerland)한 후 이를 원심분리

(8,000×g, 10 min) 하였다. 그 상등액을 취하여 Choi 등

(13)의 방법에 따라 측정하였다. 기질용액은 0.2 M sodium 

phosphate buffer(pH 7.0)에 5 mM p-nitrophenyl-β-D- 

glucoside(Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO, USA)가 되

도록 제조하였다. 이 기질용액 0.6 mL에 시료추출액 0.2 mL

를 넣어 반응(37°C, 20 min)시킨 후, 2 M sodium carbo-

nate 용액 0.5 mL를 첨가한 다음 원심분리(15,000×g, 5 

min) 하여 상등액을 405 nm에서 흡광도를 측정하였다. 반

응 후 분해물의 양은 p-nitrophenol(Sigma-Aldrich Co.) 

표준곡선으로부터 계산하였으며, 효소 활성은 시료 1 g에 

의해 1분간 p-nitrophenol 1 μg을 생성하는 능력을 1 unit

으로 하였다. 

Isoflavone 함량 분석

Isoflavone 함량 분석을 Wang 등(14)의 방법을 사용하였

다. 즉, 동결건조 분말 2 g에 acetonitrile 24 mL와 1 M 

hydrogen chloride 6 mL로 실온에서 1시간 추출하여 여과

(Whatman No. 2, Whatman, Clifton, NJ, USA)한 후 3차 

증류수로 2배 희석하였고, 0.2 µM membrane filter로 fil-

tration 시켜 ultra performance liquid chromatography 

(UPLC, Waters Co., Milford, MA, USA)로 분석하였다. 

Column은 ACQUITY UPLCⓇHSS C18 column(1.8 μm, 

2.1×75 mm), 이동상은 0.1% acetic acid를 함유한 10% 

메탄올(용매 A)과 0.1% acetic acid를 함유한 메탄올(용매  

B)을 사용하였다. 용매 gradient는 용매 B의 농도를 17분간 

26%에서 50%로 증가시켰고, 유속은 0.3 mL/min, 주입량

은 0.8 µL, UV detector(254 nm)로 검출하였다.

추출물 제조 및 phenolic acid, flavanol 분석

동결건조 분말 10 g에 80% 메탄올 100 mL와 실온에서 

12시간 진탕하고 여과(Whatman No. 2, Whatman)하여 분

석용 시료로 사용하였다. Phenolic acid 및 flavanol 분석은 

Cho 등(15)의 방법을 사용하였으며, 추출물을 0.2 µM sy-

ringe filter(Whatman)로 여과하여 UPLC(Waters Co.)로 

분석하였다. 분석에 사용된 column은 Acquity UPLCⓇHSS 

C18 column(1.8 μm, 2.1×100 mm), 이동상은 10 mM po-

tassium biphosphate(pH 2.5, 용매 A)와 100% 메탄올(용

매 B)을 사용하였다. 용매 gradient는 용매 B의 농도를 16

분간 0%에서 26%로 증가시켰고, 다시 19분까지 3분간 35 

%로 증가시켰다. 유속은 0.3 mL/min, 주입량은 0.8 µL, UV 

detector(254 nm)로 검출하였다. 

총페놀 함량 분석

총페놀 함량은 Singleton 등(16)의 방법에 따라 Folin- 

Ciocalteu 법으로 측정하였으며, 추출물을 농축하여 100 

mg/mL 농도로 조정하여 분석용 시료로 사용하였다. 시료용

액 1 mL에 1 mL 2 N Folin-Ciocalteu reagent(Sigma- 

Aldrich Co.)를 가하여 5분간 상온에서 반응시켰다. 혼합한 

용액에 1 mL 10% sodium carbonate를 가하여 상온에서 
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Fig. 2. Chemical structures of isofavones.
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Fig. 1. Change in β-glucosidase activities during doenjang fer-
mentation by different Bacillus strains.

1시간 방치 후 750 nm에서 흡광도를 측정하였다. 표준곡선

으로 환산하였고 표준물질로는 gallic acid(Sigma-Aldrich 

Co.)를 이용한 표준곡선에 따른 검량선을 작성하여 총페놀 

함량을 계산하였다.

1,1-Diphenyl-2-picrylhydrazyl(DPPH) 라디칼 소거 활

성 분석

대표적인 항산화능의 지표로 이용되는 DPPH 라디칼 소

거 활성은 Tagashira와 Ohtake(17)의 방법을 변형하여 

DPPH(Sigma-Aldrich Co.)에 대한 전자공여 효과로 각 시

료의 활성을 측정하였다. 0.1 mM DPPH를 함유한 에탄올 

용액 2 mL에 100 mg/mL 농도의 시료용액 0.1 mL를 가해 

vortex 하여 실온에서 10분간 반응시킨 다음 517 nm에서 

흡광도를 측정하여 DPPH의 환원에 의한 흡광도의 감소를 

측정하였다.

DPPH radical scavenging 

activity (%)
＝1－

A
×100

B       
A: absorbance of sample at 517 nm

B: absorbance of control at 517 nm

통계처리

본 실험에서 얻어진 결과는 자료 처리는 SPSS program 

12.0(SPSS Inc., Chicago, IL, USA)을 이용하여 시행하였

으며, 각 항목에 대한 평균(mean) 및 표준편차(standard 

deviation, SD)를 산출하였다. 처리구 간 유의적인 차이는 

P<0.05 수준에서 one-way ANOVA를 시행하였으며, Dun-

can's multiple range test로 그 유의성을 검증하였다. 

결과 및 고찰 

β-Glucosidase 활성 측정

발효기간에 따른 균주를 달리하여 제조한 된장의 β- 

glucosidase 활성 변화를 조사한 결과는 Fig. 1에 나타내었

다. 각 시료의 β-glucosidase 활성은 4.06±0.29~10.12± 

0.89 unit/g 범위를 나타내었으며, 모든 처리구에서 발효 50

일에 가장 높은 효소 활성을 보였고 HJ18-9 처리구가 발효 

초기부터 발효가 끝나는 시점까지 유의적으로 높은 효소 활

성을 나타내었다. β-Glucosidase는 isoflavone의 β-gly-

cosidic bond 형태를 체내 이용률이 높은 비배당체 형태로 

전환시켜주는 역할을 한다는 연구 결과가 보고된 바 있다

(18,19). 또한 Yang 등(20)은 고온이나 강산을 이용한 반응

의 경우 반응산물이 무작위적이고 부반응에 의해 효율이 저
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Table 1. Change in isoflavone contents during doenjang fermentation by different Bacillus strains            (µg/g dry basis)

Isoflavone Strains
Fermentation time (days)

10 20 30 40 50 60

Daidzein
Control
KACC15935
HJ18-9

 13.60±4.24Be1)

 20.45±1.34ABc

 22.18±1.34Ad

 21.40±0.99Ad

 20.30±0.85Ac

 30.23±8.10Ad

 23.05±0.78Acd

 26.85±7.00Abc

 31.43±1.80Ad

 27.45±0.64Bc

 31.15±6.72Bb

 96.80±0.94Ac

 32.30±0.28Cb

 34.10±0.14Bb

191.37±0.14Ab

 45.55±0.35Ba

 52.15±0.78Ba

302.04±4.29Aa

Genistein
Control
KACC15935
HJ18-9

 26.10±7.92Be

 45.15±0.49Ad

 38.80±1.65ABe

 44.30±0.14Acd

 44.80±1.41Ad

 45.19±0.04Ade

 43.35±0.21Bd

 47.75±0.78Ad

 50.67±1.58Ad

 51.75±0.21Bbc

 52.45±2.05Bc

109.66±0.78Ac

 57.80±0.14Bab

 59.85±1.77Bb

201.35±1.12Ab

 65.30±1.13Ba

 72.10±0.28Ba

326.68±5.92Aa

Glycitein
Control
KACC15935
HJ18-9

  4.95±2.33Ac 

  7.60±0.14Acd

  7.56±0.20Ae

  7.70±0.42Abc

  7.40±0.85Ad

  8.54±0.54Ae

  8.05±0.35Bb

  8.15±0.35Bcd

 11.56±0.73Ad

  9.50±1.27Bab

  8.70±0.28Bbc

 38.31±0.43Ac

 10.50±0.71Bab

  9.85±0.64Bb

 65.02±2.28Ab

 11.25±0.64Ca

 13.55±0.07Ba

 75.09±0.88Aa

Daidzin
Control
KACC15935
HJ18-9

505.65±7.00Aa

509.40±8.63Aa

476.53±20.44Aa

508.95±5.30Aa

512.60±8.91Aa

477.59±28.80Aa

484.20±8.91Aa

511.10±6.36Aa

457.13±63.01Aa

496.25±10.82Aa

511.40±1.56Aa

413.26±41.04Bab

499.20±18.53Aa

502.30±4.24Aa

353.93±22.95Bb

488.50±9.19Aa

494.90±13.01Aa

210.76±26.16Bc

Genistin
Control
KACC15935
HJ18-9

845.10±24.61Bc

912.75±5.30Aa

882.69±6.99ABb

917.50±2.97Aa

907.95±6.15Aab

914.89±4.88Aa

868.55±1.20Bbc

904.45±4.45Aab

907.87±13.29Aa

907.35±7.85Aa

905.40±11.03Aab

837.70±0.08Bc

920.80±1.84Aa

893.30±1.56Bb

742.83±2.55Cd

894.80±5.23Aab

899.40±0.42Aab

529.45±4.79Be

Glycitin
Control
KACC15935
HJ18-9

115.05±3.61Aa

117.30±1.98Aa

106.00±11.56Aa

114.55±4.17Aa

113.95±5.16Aab

102.95±15.87Aa

108.00±4.10Aa

113.50±3.68Aab

 88.83±31.90Aa

108.85±7.00Aa

113.95±2.62Aab

 59.28±19.57Bab

106.90±10.47Aa

110.95±2.90Aab

 34.12±9.93Bbc

105.70±5.52Aa

105.60±7.07Ab

  9.49±13.42Bc

M-daidzin
Control
KACC15935
HJ18-9

  1.25±0.35Bab

  4.60±1.27Aa

  2.77±0.99ABb

  2.10±1.56Aab

  2.40±0.85Aa

  1.69±1.15Ab

  3.90±1.27Aa

  0.40±0.57Aa

  4.32±6.10Ab

  0.85±1.20Ab

  2.65±0.92Aa

  3.64±5.15Ab

  0.00±0.00Ab

  3.15±4.45Aa

  3.41±4.82Ab

  0.85±1.20Bb

  0.00±0.00Ba

 14.90±0.64Aa

M-genistin
Control
KACC15935
HJ18-9

  0.00±0.00Aa

  0.00±0.00Aa

  7.99±8.65Aa

  0.70±0.99Aa

  0.00±0.00Aa

  7.51±6.61Aa

  0.00±0.00a

  0.00±0.00a

  0.00±0.00a

  0.00±0.00Aa

  1.60±2.26Aa

  7.84±11.08Aa

  0.00±0.00Aa

  2.55±3.61Aa

  0.00±0.00Aa

  0.00±0.00a

  0.00±0.00a

  0.00±0.00a

M-glycitin
Control
KACC15935
HJ18-9

     ND2)

     ND
     ND

     ND
     ND
     ND

ND
ND
ND

ND
ND
ND

ND
ND
ND

ND
ND
ND

A-daidzin
Control
KACC15935
HJ18-9

 45.65±1.06Ab

 51.05±0.49Aa

 47.05±10.05Aa

 44.85±0.49Ab

 47.25±0.07Aa

 40.23±9.44Aab

 59.90±1.84Aa

 54.75±17.04Aa

 30.54±0.59Abc

 45.45±13.65Ab

 42.20±0.42Aa

 26.10±0.67Abc

 35.30±0.00ABb

 48.85±12.37Aa

 22.98±0.28Bc

 32.05±0.21Ab

 35.25±4.31Aa

 19.08±0.35Bc

A-genistin
Control
KACC15935
HJ18-9

 78.40±8.91Bb

102.15±0.92Aa

 90.37±0.33ABa

 93.45±0.21Aa

 97.70±0.42Ab

 86.80±2.55Ba

 81.75±0.07Bb

 92.70±2.12Ac

 76.92±0.91Cb

 79.75±0.64Bb

 89.35±2.33Ac

 74.23±0.83Cbc

 77.95±0.49ABb

 83.75±1.34Ad

 71.79±3.44Bc

 74.40±0.71Bb

 83.50±0.28Ad

 61.03±0.03Cd

A-glycitin
Control
KACC15935
HJ18-9

 13.95±0.07ABa

 16.00±0.71Aa

 13.55±0.97Ba

 15.30±0.42Aa

 15.50±1.13Aa

 13.66±1.83Aa

 14.60±0.57Aa

 14.65±1.06Aa

 12.50±1.59Aab

 14.50±1.27Aa

 12.90±4.38Aa

 12.10±0.52Aab

 14.65±0.21Aa

 14.20±0.99ABa

 12.36±0.66Bab

 14.20±0.28Aa

 13.70±1.27Aa

 10.60±0.10Bb

1)Results are expressed as the means of three replications. Means with different lower case (row) and upper case (column) superscript 
letters are significantly different at P<0.05.

2)ND: not detected.

하될 수 있는 반면, 천연물 유래의 β-glucosidase 효소를 

활용하는 경우 반응산물의 선택성을 증가시킬 수 있으며 유

해한 유기용매의 사용을 감소시킬 수 있다고 하였다. 따라서 

본 연구 결과 β-glucosidase가 높게 나타난 HJ18-9 접종

구에서 체내 이용률이 높은 기능성 장류를 제조할 수 있을 

것으로 기대된다. 

Isoflavone 함량 변화 

콩에 함유된 이소플라본은 genistein, daidzein, glyci-

tein 3종류의 비배당체(aglycone)와 각각의 배당체인 daid-

zin, genistin, glycitin 그리고 malonyl화 배당체, acetyl화 

배당체의 12종류의 존재가 확인되었다(Fig. 2). 28°C에서 

60일 동안 발효시킨 된장 12종의 isoflavone 함량은 Table 

1에, 그리고 그 각각의 함량을 네 가지 형태로 나타낸 것을 

Fig. 3에 나타내었다. 발효 종료시점인 60일에 대조구, 

KACC15935, HJ18-9 처리구의 isoflavone 비배당체 함량

은 각각 122.10±0.11, 137.78±1.12 및 703.80±11.09 μg/ 

g으로 나타났다. 이는 발효 10일 차 된장의 비배당체 함량이 

44.66±14.43, 73.26±2.02 및 68.52±3.18 μg/g인 것에 

비하여 각각 2.74, 1.88 및 10.27배 높은 전환율을 보인다. 

또한 본 연구의 선행연구에서 HJ18-9 균주를 접종하여 청

국장을 제조하였을 때 isoflavone 비배당체 함량이 187.00 
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μg/g으로 나타나 본 연구에서는 이보다 3.34배 높은 결과를 

나타냈다(21). 이는 청국장에 비해 발효기간이 길어지면서 

다양한 미생물의 활성이 높아진 것으로 사료된다. 일반적으

로 앞에서 언급한 바와 같이 대두의 isoflavone은 glyco-

sided conjugate(malonyl glycoside, β-glycosides 및 

acetyl glycosides 형태)의 isoflavone isomer와 비배당체 

형태로 존재하는데 대두의 수침이나 가열 등의 가공처리를 

하면 용출된 β-glycosidase의 작용에 의해 비배당체로 전

환되는 것으로 알려졌다(22). 뿐만 아니라 발효과정 중에 

관여하는 미생물이 가지고 있는 β-glucosidase에 의해 배

당체가 가수분해 되는 것으로 생각한다. 따라서 본 연구에서

는 발효에 사용되는 B. subtilis를 접종하는 데 있어 β-glu-

cosidase 활성과 cellulase 등의 효소 활성이 있는 균주 

HJ18-9를 접종하여 된장을 제조함으로써 isoflavone 비배

당체 함량을 유의적으로 증가시키는 결과를 얻었으며, 이는 

항산화 항암 등의 기능성을 갖는 장류를 제조하는 데 기초자

료가 될 것으로 생각한다.

Phenolic acid 및 flavanol 함량 변화 

28°C에서 60일 동안 발효시킨 된장의 phenolic acid 및 

flavanol 함량은 Table 2 및 3에 나타내었다. 식물에 존재하

는 phenolic acid는 항산화 활성과 자유 라디칼 소거능을 

가지고 있어 인간의 건강에 잠재적으로 많은 이점을 가지고 

있으므로 많은 관심을 얻고 있다(23). 그중에서도 gallic 

acid, protocatechuic acid, p-coumaric acid 및 ferulic 

acid는 콩에 존재하는 주요 phenolic acid이며 이는 강한 

항산화 활성을 나타낸다. 본 연구의 총 phenolic acid 함량

은 Control과 HJ18-9 처리구는 40일, KACC 15935 처리

구는 발효 30일에 가장 높은 함량을 나타냈으며 그 이후로

는 감소하는 경향을 나타냈고, 7가지 phenolic acid 중 pro-

tocatechuic acid와 hydroxybenzoic acid에서 가장 높은 

비율을 나타내었다(Table 2). 

대조구, KACC15935, HJ18-9 처리구의 flavanol 함량

은 발효시간의 경과에 따라 gallate 형태는 감소하였으며 

epigallocatechin, catechin, epicatechin은 증가하는 경향

을 나타내었다. 몇몇 연구에 따르면 esterase나 tannase 활

성에 flavanol gallate가 flavanols로 전환된다고 하였다

(24). Cho 등(25)에 따르면 청국장 발효기간이 증가하면서 

esterase 활성이 증가함에 따라 flavanols gallate 함량이 

감소한 반면, flavanols 중 catechin의 함량이 7.86~59.6 

μg/g, epicatechin 함량이 12.3~54.8 μg/g으로 나타나 cat-

echin 함량은 본 연구 결과보다 더 높게, epicatechin 함량

은 더 낮게 나타났다. 이와 같은 차이는 접종된 각각의 미생

물의 특성과 온도, 기간 등의 발효조건에 따른 미생물의 효

소 활성에 의한 차이에 기인한 것으로 생각한다.

총페놀 함량 변화

발효기간에 따른 균주를 달리하여 제조한 된장의 총페놀 

함량을 조사한 결과는 Table 4에 나타내었다. 대조구와 

KACC 15935에서는 50일차에 가장 높은 함량을, HJ18-9

는 발효 종료 시점인 60일차에 378.14 mg/100 g으로 유의

적으로 높은 페놀 함량을 나타내었다. 콩 등의 식물체에 포



Table 2. Change in total phenolic acid contents during doenjang fermentation by different Bacillus strains     (µg/g dry basis) 

 Phenolic acid    Strains Fermentation time (days)
    10     20     30     40     50     60

Gallic acid
Control 
KACC15935
HJ18-9 

 1.00±0.16Ab1)

 0.45±0.04Bc 

 0.49±0.03Bd 

 1.79±0.33Aab 

 1.08±0.03Bb 

 0.62±0.01Bcd

 2.34±0.43Aa 

 1.64±0.04ABa

 1.14±0.12Bb 

 2.25±0.41Aa 

 1.01±0.01Bb 

 1.80±0.08Aa 

 1.67±0.35Aab 

 1.14±0.19ABb 

 0.68±0.07Bc 

 1.61±0.47Aab 

 1.12±0.34Ab 

 0.64±0.03Acd 

Hydroxybenzoic 
acid

Control
KACC15935
HJ18-9 

 7.49±0.40Bcd 

10.29±0.07Aa 

 0.99±0.03Cc 

 6.64±0.08Bd 

 8.84±0.14Aa 

 3.55±0.49Cb 

10.21±0.13Ab 

10.58±0.87Aa 

 6.73±0.95Ba 

13.25±0.23Aa 

 8.88±1.17Ba 

 4.49±0.10Cb 

 9.38±2.42Abc 

 4.25±0.75Bb 

 3.23±1.10Bb 

 8.12±0.42Abcd 

 4.66±1.10Bb 

 4.53±0.26Bb 

Protocatechuic 
acid

Control
KACC15935
HJ18-9 

 2.34±0.54Bb 

 3.57±0.19Aa 

 1.13±0.15Cbc 

 2.41±0.35Ab 

 2.70±0.33Aab 
 1.06±0.24Bbc 

 3.66±0.13Aab 

 2.47±0.49Bb 

 0.86±0.28Cc 

 4.16±1.20Aab 

 2.35±0.13Ab 

 2.77±0.47Aa 

 4.77±0.93Aa  

 2.79±0.58ABab 
 2.37±0.06Ba

 3.62±0.82Aab 

 2.87±0.43ABab

 1.55±0.13Bb 

Vanillic acid
Control 
KACC15935
HJ18-9 

 0.28±0.01Ab

 0.78±0.06Aab

 0.43±0.38Ac 

 0.51±0.04ABb 

 0.73±0.16Aab 

 0.31±0.11Bc 

 1.00±0.15Aa 

 1.31±0.53Aa 

 0.40±0.16Ac 

 0.92±0.16Ba 

 0.62±0.11Bb 

 3.25±0.11Aa 

 1.17±0.12ABa 

 0.91±0.04Bab 

 1.28±0.06Ab 

 0.99±0.27ABa 

 0.58±0.13Bb 

 1.68±0.23Ab 

p-Coumaric acid
Control 
KACC15935
HJ18-9

 0.66±0.06Abc 

 0.70±0.14Aab 

 0.46±0.02Ac 

 0.49±0.00Bd 

 0.75±0.11Aab 
 0.20±0.07Ce 

 0.91±0.04Aa 

 0.78±0.11ABa

 0.57±0.01Bb 

 0.71±0.07Ab 

 0.64±0.01Aab

 0.43±0.06Bcd

 0.74±0.06Ab 

 0.68±0.10Aab 
 0.71±0.03Aa 

 0.57±0.04Acd 

 0.45±0.18Ab 

 0.35±0.02Ad 

Caffeic acid
Control 
KACC15935
HJ18-9

 0.66±0.16Aab 

 0.31±0.00Bb 

 0.08±0.01Bde 

 0.62±0.12Aab 

 0.54±0.06Aa 

 0.04±0.01Be 

 0.31±0.10Ab 

 0.38±0.16Aab

 0.11±0.01Acd

 0.80±0.06Aa 

 0.55±0.07Ba

 0.15±0.04Cbc

 0.72±0.12Aab 

 0.51±0.02Aab 

 0.18±0.03Bb

 1.00±0.33Aa  

 0.50±0.06ABab

 0.27±0.03Ba 

Ferulic acid
Control 
KACC15935
HJ18-9

 2.62±0.18Ba 

 3.82±0.00Aa 

 2.20±0.01Cc 

 1.95±0.24Bb 

 2.91±0.27Aab 
 2.40±0.16ABc 

 1.14±0.00Bc 

 2.69±0.04Aab

 2.54±0.15Ac 

 1.78±0.29Bb 

 3.65±1.26ABa

 4.40±0.14Aa 

 0.87±0.25Cc 

 2.05±0.21Bb 

 3.15±0.04Ab 

 0.33±0.04Cd 

 2.21±0.23Ab 

 1.54±0.24Bd 

Total
Control 
KACC15935
HJ18-9

15.02±0.07Bc 

19.91±0.21Aa 

 5.76±0.30Cd 

14.41±0.43Bc 

17.53±0.49Ab 

 8.16±0.27Cc

19.57±0.45Ab 

19.83±0.02Aa 

12.34±0.78Bb 

23.87±0.57Aa 

19.69±0.64Ba

22.05±1.88ABa

19.30±1.52Ab 

12.33±0.01Bc 

11.59±1.18Bb 

16.25±1.45Ac 

12.38±1.48Bc 

10.54±0.16Bbc 
1)Results are expressed as the means of three replications. Means with different lower case (row) and upper case (column) superscript 

letters are significantly different at P<0.05.

Table 3. Change in flavanol contents during doenjang fermentation by different Bacillus strains               (µg/g dry basis) 

  Flavanols Strains
Fermentation time (days)

      10       20       30      40      50      60

Epigallocatechin
Control 
KACC15935
HJ18-9 

  5.22±3.74Ba1)

 15.80±2.83Ac 

  1.70±0.54Bb 

  4.39±0.32Ba 

 17.15±2.47Ac 

  1.55±0.16Bb 

  7.63±0.47Ba 
 27.85±0.35Aab 

  1.45±0.16Cb 

  8.47±2.80Ba 

 27.40±0.42Aab 
  3.78±3.39Bb

 10.04±1.07Ba 

 31.60±0.28Aa 

  9.84±1.23Ba 

 10.69±3.63Aa 

 22.70±5.94Abc 
 13.03±0.09Aa 

Catechin
Control
KACC15935
HJ18-9 

  8.32±1.46Aa 

  7.75±0.35Acd 

  4.31±3.27Aa 

  9.42±1.70Aa 

  8.45±3.18Abcd 

  6.40±3.59Aa 

 11.52±7.57Aa 

 13.60±2.12Aab 

  5.27±0.80Aa 

 13.94±2.00ABa 

 16.35±2.62Aa 

  8.64±2.09Ba 

 13.16±2.60Aa 

 12.80±0.57Aabc 

  6.70±0.47Ba 

 12.71±1.76Aa 

  6.85±1.91Bd 

  6.94±0.06Ba 

Epicatechin
Control
KACC15935
HJ18-9 

108.52±4.01Ab 

 67.85±12.66Bd 

 64.51±2.88Bd 

112.25±16.20Ab 

 94.50±6.51ABc 

 75.06±7.41Bd 

276.17±19.36Aa 

140.50±7.35Ba 

114.68±4.10Bc

239.56±1.28Aa 

111.15±11.53Bc 

113.77±17.98Bc 

273.34±3.59Aa 

137.35±8.98Bab 
172.20±6.75Bb 

235.29±53.18Aa 

114.25±9.55Bbc 
233.33±6.58Aa 

Epigallocatechin 
gallate

Control 
KACC15935
HJ18-9 

    ND2)

    ND
    ND

ND
ND
ND

ND
ND
ND

ND
ND
ND

ND
ND
ND

ND
ND
ND

Epicatechin 
gallate

Control 
KACC15935
HJ18-9

 29.64±2.55Aa 

 23.45±1.06Ba 

 30.71±1.36Aa 

 30.30±4.26ABa 

 22.50±0.42Ba

 33.40±0.93Aa 

 21.20±1.12Ab

 21.95±0.49Aa

 16.81±2.82Ab 

 16.87±2.17Abc

 11.00±3.54Abc 
 12.95±0.58Ac 

 11.38±1.39Acd 

  7.30±0.71Bc 

  9.86±0.12ABc 

  6.15±1.39Bd 

 12.50±1.13Ab 

  5.84±0.43Bd 

Catechin gallate
Control 
KACC15935
HJ18-9

  5.94±1.44ABa 

  7.05±0.64ABa 

  3.43±0.14Ba 

  4.65±1.08ABab 

  5.60±0.14Aab 

  3.40±0.10Ba 

  4.93±0.41Aab

  4.95±0.07Ab 

  1.82±0.02Bb 

  3.92±0.37Abc 

  5.00±0.85Ab 

  0.50±0.26Bc 

  2.50±0.06Bc 
  6.90±1.27Aa 
  0.13±0.00Cd 

  2.16±0.07Bc 

  5.00±0.57Ab 

  0.00±0.00Cd 

Total
Control 
KACC15935
HJ18-9

157.63±0.08Ab 

121.90±17.68Bd 

104.64±7.11Bd

160.99±22.92Ab 

148.25±6.29Acd 

119.81±4.50Ad 

321.46±10.73Aa 

208.85±5.30Ba 

140.01±0.34Cc 

282.74±4.28Aa 

171.00±13.72Bbc 

139.63±13.34Bc 

310.40±3.51Aa 

195.95±8.70Bab

198.73±6.11Bb 

266.98±49.11Aa

161.30±15.27Bc

259.13±6.99Aa 

1)Results are expressed as the means of three replications. Means with different lower case (row) and upper case (column) superscript 
letters are significantly different at P<0.05.

2)ND: not detected.
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Table 4. Change in total phenolic contents and effect of radical scavenging activity during the doenjang fermentation by different 
Bacillus strains

  Strains Fermentation time (days)
     10      20      30      40      50      60

DPPH radical 
scavenging 
activity (%)

Control 
KACC15935
HJ18-9 

 18.38±1.01Ac1)

 18.16±0.40Ad

 16.03±0.05Bd

 21.92±2.01Abc

 18.72±1.66ABd

 15.76±1.55Bd

 24.97±1.39ABab

 28.59±1.93Ab

 22.62±1.70Bc

 26.86±1.50Ba

 32.69±1.13Aa

 28.91±2.36ABb

 26.52±1.82Ba

 24.35±0.93Bc

 33.74±1.61Aa

 26.19±1.68Aa

 20.29±1.63Bd

 29.08±0.90Ab

Total phenolic 
contents
(mg/100 g)

Control 
KACC15935
HJ18-9 

279.18±20.65Ac

214.47±4.86Bc

225.99±5.34Be

286.76±15.71Ac

223.47±8.23Cb

250.46±4.40Bd

354.15±20.23Ab

244.93±4.52Ca

301.59±13.58Bc

421.23±22.73Aa

247.14±3.68Ca

288.97±6.26Bc

427.07±18.01Aa

249.35±0.99Ca

362.36±0.95Bb

274.76±16.01Bc

248.41±4.74Ca

378.14±13.96Aa

1)Results are expressed as the means of three replications. Means with different lower case (row) and upper case (column) superscript 
letters are significantly different at P<0.05.

함된 페놀성 화합물은 대사산물의 하나로 특히 phenolic 

hydroxyl 기가 항산화 생리활성을 가진다고 알려졌다(26). 

Min(27)의 보고에 따르면 된장의 총폴리페놀 함량은 전통

된장에서 269.6 mg%, 황기를 첨가한 된장에서 332.4 mg%

로 측정되었다고 보고하였는데, 본 연구에서 HJ18-9를 접

종한 된장에서 더 높은 함량을 나타내었다. 또한 Park 등

(28)의 보고에 따르면 폴리페놀화합물을 많이 함유한 연근

분말을 15% 첨가하여 발효하였을 때 총페놀 함량이 대조구

보다 1.25배 높은 함량을 나타내었다고 하였다. 따라서 본 

연구에서 사용된 균주 HJ18-9와 같이 기능성이 확인된 균

주와 황기나 연근과 같은 폴리페놀을 함유한 첨가물을 넣어 

된장을 제조함으로써 항산화 기능성이 높은 발효식품을 제

조할 수 있을 것으로 생각한다.

DPPH 라디칼 소거 활성의 변화

발효기간에 따른 균주를 달리하여 제조한 된장의 DPPH 

라디칼 소거 활성은 Table 4에 나타내었다. 각 처리구의 

DPPH 소거 활성이 대조구는 18.38~26.86%, KACC15935

는 18.16~32.69%, HJ18-9는 16.03~33.74% 범위를 나타

내었으며, 대조구와 KACC15935에서는 40일차에, HJ18- 

9는 50일차에 가장 높은 활성을 나타내었다가 감소하는 경

향을 나타내었다. Ku 등(29)의 보고에 따르면 총 DPPH 라

디칼 소거 활성은 숙성 1년과 2년 된장이 평균 10.0%, 숙성 

3년이 26.8%로 20배 이상 증가하는 결과를 보였으며, 그 

후 지속적으로 증가하는 경향을 나타냈다고 하여 본 연구 

결과와 차이가 있었다.

항산화 활성 증가는 총페놀 함량과 상관관계가 있다는 결

과가 수차례 발표된 바 있으나, 실험방법이나 외부 환경에 

따라 DPPH 라디칼 소거능과 페놀 함량의 상관성이 없다는 

일부 연구 결과도 발표된 바 있다(30). 본 연구에서는 된장 

제조, 발효과정 및 균주 활성 등의 다양한 원인으로 인해 

DPPH 라디칼 소거능과 페놀 함량의 상관관계가 관찰되지 

않은 것이라 사료된다.

요   약

본 연구는 된장 제조 시 자연 발효시킨 대조구와 Bacillus 

subtilis KACC15935, B. subtilis HJ18-9 균주를 starter

로 접종하여 발효시킨 된장의 품질 특성과 isoflavone의 함

량과 항산화 활성을 측정하였다. β-Glucosidase 활성은 발

효 50일에 가장 높은 효소 활성을 보였으며, HJ18-9 처리구

가 발효 35일부터 발효가 끝나는 시점까지 유의적으로 높은 

효소 활성을 나타내었다. 발효종료시점인 60일에 된장의 체

내 이용률이 높은 isoflavone 비배당체 함량은 대조구, 

KACC15935, HJ18-9 처리구가 각각 122.10±0.11, 137.78 

±1.12 및 703.80±11.09 μg/g으로 나타났다. 이는 발효 10

일차 된장의 비배당체 함량에 비하여 각각 2.74, 1.88 및 

10.27배 높은 전환율을 보였다. 또한 발효 60일 차에 HJ18 

-9 처리구가 DPPH 라디칼 소거 활성은 29.08%, 총페놀 

함량은 378.14 mg/100 g으로 다른 처리구보다 유의적으로 

높은 함량을 나타내었다. 이러한 결과로 본 연구를 통해 β

-glucosidase 활성이 있는 HJ18-9 균주를 starter로 접종

하여 체내흡수율이 높은 isoflavone 비배당체 함량이 높으

며 총페놀 함량과 DPPH 라디칼 소거능이 우수한 기능성 

된장을 제조함으로써, 기능성 장류 가공품 개발의 기초연구

가 되고자 하였다.
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