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Bacillus subtilis를 이용한 뽕잎 발효 특성
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ABSTRACT This study was performed to evaluate the characterization of fermented mulberry leaf using Bacillus 
subtilis by focusing on protein degradation and antioxidant activity. The crude protein and total amino acid compositions 
of mulberry leaf were 21.40% (w/w) and 105.06 mg/g, respectively. The pH level decreased sharply in mulberry 
leaf extracts fermented using B. subtilis, in accordance with an increase in bacteria cell populations (9.49 log CFU/mL) 
during 36 h of fermentation. The protease activity of mulberry leaf increased to 97.45 units/mL after 5 days of 
fermentation. After fermentation, free amino acid contents in fermented mulberry leaf increased from 486.91 μg/g 
to 644.35 μg/g due to considerable elevation of isoleucine (6-fold), alanine (4.67-fold), leucine (4.52-fold), and valine 
(4.21-fold). The DPPH radical scavenging activity of fermented mulberry leaf also increased from 25.93% to 73.22% 
after 5 days of fermentation. These results suggest that mulberry leaf fermentation using B. subtilis can improve nutri-
tional quality and antioxidant activity.
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서   론

뽕잎(mulberry leaf)은 식품으로 사용 가능한 원료로 식

품공전에 등재된 1998년도부터 가공식품 및 건강식품의 원

료로 다양하게 활용되고 있다(1). 뽕잎은 rutin과 GABA(γ- 

aminobutyric acid) 유래 혈압강하 효능, β-sitosterol, 

campesterol, β-sitosterol glycoside, β-ecdysone 및 

inokosterone 등에서 유래하는 혈중 콜레스테롤과 중성지

질 저하작용 등(1-3)이 알려져 기능성 원료로 주목받고 있

는 한편, 뽕잎은 약 20% 이상이 단백질로 구성되어 있어 

단백질 소재로의 이용가치가 증진되고 있다(4).

단백질은 동물성 단백질과 식물성 단백질로 구분이 되는

데, 최근 가수분해를 통한 식물성 단백질 가수분해물의 아미

노산 및 저분자 펩티드들이 가지는 다양한 기능성 및 생리활

성이 알려지면서 식품 및 제약 산업에 중요한 자원으로 인식

되고 있다. 식물성 단백질 펩티드에 관한 효능 연구로는 항

고혈압(5-11), 항산화(12,13), 항혈전(14-16), 면역증진

(17-19) 등이 보고되고 있으며, 마늘(5), 미역(6), 대두(19), 

해바라기(20), 시금치(21) 등 다양한 식물들의 기능성 펩티

드에 관한 연구들이 보고되고 있다. 하지만 높은 단백질을 

함유한 뽕잎의 경우 단백질의 기능성 및 생리활성 등 이용 

가능성에 관한 연구는 거의 없는 실정이다. 

일반적으로 식물성 단백질의 이용도를 증가시키기 위한 

주된 방법은 산, 알칼리 등을 처리하여 가수분해하는 화학적 

가수분해 방법이 주로 사용되어 왔다(22). 하지만 화학적 

가수분해를 통한 단백질 분해는 과량의 염 생성, 독성물질 

생성, 단백질 소화 저해, 아미노산의 racemization 등의 문

제를 발생시킬 수 있다(23-26). 반면 미생물 발효를 통한 

효소적 가수분해 방법은 단백질의 기능성 유지 및 증진에 

도움을 주며, 안전성에서도 장점이 있는 것으로 알려져 있다

(27,28). 뽕잎을 발효할 경우 단백질 분해로 인한 저분자 

펩티드의 생산은 항산화 활성 등의 기능성 향상을 가져올 

수 있고, 유리아미노산 증가는 사료 시장 등에서 소화 및 

영양학적 가치가 있을 것으로 보인다.

본 연구에서는 뽕잎 추출물에 Bacillus subtilis를 접종하

여 발효시킨 후 단백질 및 아미노산의 변화를 관찰하였으며, 

항산화 활성 측정을 통해 발효 뽕잎의 활용 가능성을 검토하

고자 한다.
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재료 및 방법

실험재료 및 뽕잎 발효

실험에 사용된 뽕잎은 전라남도 화순에서 2015년 재배한 

것을 사용하였으며, 열풍 건조한 후 분쇄하여 실험에 사용하

였다. 발효에 사용된 Bacillus subtilis는 한국생물자원센터

(KCTC, Jeongeup, Korea)에서 동결 건조된 형태로 분양받

아 nutrient broth(Difco, Sparks, MD, USA)를 배지로 사

용하여 30°C의 진탕배양기에서 150 rpm, 48시간 전배양을 

실시한 후 실험에 사용하였다. 뽕잎 발효는 뽕잎 건조물 50 

g에 20배의 증류수를 첨가하여 추출물을 제조한 후 배양된 

B. subtilis 3%(v/v)를 접종하였다. 발효는 5일간 진행하였

으며 0, 12, 24, 36, 48, 72, 120시간마다 시료를 채취하여 

-20°C에 보관하며 실험에 사용하였다.

pH 및 생균수 측정

pH는 pH meter기(pH-250L, ISTEK, Seoul, Korea)를 

이용하여 측정하였고, 생균수는 시료 0.1 mL에 멸균증류수

를 가하여 10배씩 단계별로 희석한 후 nutrient broth agar

에 분주하여 30°C에서 48시간 배양하여 형성된 콜로니수를 

계수하였다.

뽕잎 일반성분 분석

뽕잎의 일반성분 분석은 동결 건조된 시료를 사용하였으

며, AOAC(Association of Official Analytical Chemists)법

(29)에 따라 조회분, 조단백, 조섬유, 조지방을 분석하였다.

Protease 활성 측정

0.2 M phosphate buffer(pH 7.2)에 0.6% casein이 포함

되도록 기질용액을 제조하고, 1.5 mL의 기질용액에 시료 

추출액 0.5 mL를 넣어 37°C에서 10분간 반응시켰다. 반응 

후 0.44 M trichloroacetic acid(TCA) 용액 2 mL를 가하여 

반응을 정지시키고 water bath(37°C, 25 min)에서 방치시

킨 다음 여과하였다. 그리고 여액 1 mL에 0.55 M Na2CO3 

용액 2.5 mL를 넣고 Folin-Ciocalteu 시약 1 mL를 가하여 

37°C에서 20분간 발색시킨 후 660 nm에서 흡광도를 측정

하였다. 표준곡선은 tyrosine을 활용하여 작성하였으며

(R2=0.9882), 효소 활성은 시료 1 mL에 의해 1분간 ty-

rosine 1 μg을 생성하는 능력을 1 unit으로 나타내었다(30).

Two-dimensional gel electrophoresis(2DE) 분석

2DE는 Park 등(31)의 방법을 이용하여 측정하였다. 즉 

sample buffer(7 M urea, 2 M thiourea, 4.5% CHAPS, 

100 mM DTT, 40 mM Tris, pH 8.8)를 분취하여 pH 3~10

의 nonlinear gradient strips(Amersham Biosciences, 

Uppsala, Sweden)에 적용하였고, IEF(iso-electric fo-

cusing)는 80,000 Vh에서 실시하였다. 이차원 전기영동은 

약 5시간 동안 gel당 40 mA에서 실시하였으며, 9~16% 

linear gradient polyacrylamide gels(18 cm×20 cm×1.5 

mm)에서 분석하였다. 그리고 40% methanol과 5% phos-

phoric acid로 1시간 동안 단백질을 고정화시킨 후, CBB 

G-250을 이용하여 12시간 동안 gel을 염색하였다. 그 후 

gel을 H2O로 탈색하고, Bio-Rad(Richmond, CA, USA)로 

스캔하였다.

구성아미노산 및 유리아미노산 분석

구성아미노산 분석을 위한 전처리는 동결 건조된 뽕잎 

0.1 g에 6 N HCl을 가하여 10배 희석하고 질소를 충진하여 

밀봉한 후 100°C의 오븐에서 12시간 동안 분해를 시행하였

다. 분해액을 증류수로 10배 희석한 후 0.45 μg syringe 

filter로 여과하여 분석에 사용하였다. 유리아미노산 분석을 

위한 전처리는 동결 건조된 뽕잎 0.1 g에 0.1% trifluoro-

acetic acid를 용매로 하여 10배 희석하고 2시간 동안 진탕 

추출을 시행하였다. 추출액은 0.45 μg syringe filter로 여과

하여 분석에 사용하였다. 구성아미노산과 유리아미노산의 

분석은 1200 series LC(Agilent, Santa Clara, CA, USA)

와 결합된 6410A triple quadrupole mass spectroscopy

를 사용하였다. Positive electro-spray ionization(+ESI) 

장치로 시료를 이온화시킨 후 multiple reaction monitor-

ing(MRM) mode에서 분석을 시행하였으며, nebulizer 압

력, N2 gas 유속 및 온도는 각각 40 psi, 10 L/min, 310°C로 

설정하였고 capillary voltage는 4 kV를 유지하였다. Col-

umn으로 Gemini-NX C18(4.6×150 mm, 3 μm, Pheno-

menex, Torrance, CA, USA)을 사용하였으며, 시료 주입

량은 5 μL, column oven은 35°C를 유지하였다. 이동상으로

는 5 mM ammonium acetate와 0.1% formic acid가 혼합

된 water(A)와 methanol(B)을 사용하였고, 이동상 B의 비

율은 5분 4%, 22분 50%, 23.5분 95%, 26.5분 95%, 27분 

4%, 30분 0%였으며 유속은 0.5 mL/min으로 유지하였다.

DPPH 라디칼 소거 활성 측정

DPPH 라디칼 소거 활성 측정은 Blois(32)의 방법에 따라 

시료 추출물 0.4 mL에 0.4 mM DPPH 용액 1.6 mL를 가하

여 10분간 방치 후 525 nm에서 흡광도를 측정하였으며, 

100－[(OD of sample/ OD of control)×100]에 의하여 활

성도를 산출하였다. 대조구로는 ascorbic acid를 100 ppm

으로 희석하여 사용하였다.

통계분석

실험은 3회 반복하여 실시하였고 결과는 평균에 대한 표

준편차로 나타내었다. 유의성 검증은 SPSS 21.0(SPSS Inc., 

Chicago, IL, USA) 통계 프로그램을 이용하여 일원배치 분

산분석을 하고 Duncan의 다중검정(Duncan’s multiple 

range test)을 통해 95% 신뢰 수준에서 유의성 검증을 시행

하였다.
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Table 1. Proximate composition of mulberry leaf       (%)

Crude ash Crude 
protein

Crude 
fat

Crude 
fiber

Mulberry 
leaf 10.59±0.071) 21.40±0.39 3.32±0.41 25.97±1.51

1)Mean±SD (n=3).

Table 2. The contents of total amino acid in mulberry leaf
Amino acid Mulberry leaf (mg/g)
Alanine
Arginine
Aspartic acid
Glutamic acid
Isoleucine
Leucine
Lysine
Methionine
Phenylalanine
Proline
Serine
Threonine
Tyrosine
Valine

   4.19±0.201)

  6.32±0.40
 30.78±2.99
 32.90±1.01
  1.07±0.06
  0.19±0.01
  3.04±0.23
  0.10±0.01
  0.47±0.03
  1.38±0.01
 13.27±1.13
 10.13±0.43
  0.20±0.02
  1.02±0.26

Total amino acids 105.06±5.83
1)Mean±SD (n=3).
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Fig. 1. Changes in pH (A) and viable cell counts of mulberry
leaf extracts during fermentation. Mean±SD (n=3).

결과 및 고찰

뽕잎 일반성분 및 구성아미노산 분석

건조된 뽕잎의 일반성분 분석 결과를 Table 1에 나타내

었다. 건조된 뽕잎의 조회분 함량은 10.59%, 조단백질 함량

은 21.40%, 조지방 함량은 3.32%이며 조섬유 함량은 

25.97%였다. 뽕잎의 성분을 분석한 Ye와 Bae(33)는 뽕잎

의 조단백질 함량이 18.43%, Kim 등(4)은 조단백질 함량을 

27.25%로 보고하고 있다. 각 연구에 따라 조단백질의 함량

에 차이를 보이는 것은 뽕잎의 재배지역, 품종 등의 차이에 

의한 것으로 생각한다.

뽕잎 단백질을 구성하고 있는 구성아미노산 분석 결과를 

Table 2에 나타내었다. 총 14종(alanine, arginine, aspartic 

acid, glutamic acid, isoleucine, leucine, lysine, methio-

nine, phenylalanine, proline, serine, threonine, ty-

rosine, valine)의 아미노산이 검출되었고, 뽕잎에 함유된 

총아미노산의 함량은 105.06 mg/g이었다. Glutamic acid

가 32.90 mg/g으로 가장 많은 양이 검출되었으며, aspartic 

acid(30.78 mg/g), serine(13.27 mg/g) 순으로 높은 함량

을 보였다.

뽕잎 발효

뽕잎 추출물에 B. subtilis를 접종하여 발효하는 동안의 

pH 및 생균수 측정 결과를 Fig. 1에 나타내었다. 발효 전 

뽕잎 추출물의 pH는 8.14였으며 12시간 발효 후 5.24로 

급격하게 감소하였다. 그 후 48시간까지는 큰 변화를 보이

지 않았으나 72시간 이후부터 증가하기 시작하여 발효 종료

(120시간)에는 6.37의 값을 나타내었다(Fig. 1A). B. sub-

tilis를 이용한 뽕잎차 발효과정 중 pH의 변화를 측정한 Sini 

등(34)의 연구에 따르면 발효 초기 pH가 감소하고 발효 중 

다시 증가하여 본 연구와 유사한 경향성을 보였다. 발효 초

기 pH의 감소는 B. subtilis의 당 대사 과정에서 pyruvate의 

대사를 통해 succinic acid 등의 유기산을 생성하기 때문이

다(35,36). 또한, 발효 72시간부터 pH가 증가하는 것은 B. 

subtilis의 발효 중 당을 모두 소모하여 산 생성이 저하되고 

발효 과정 중 생성된 단백질 분해효소에 의해 단백질이 분해

되면서 암모니아가 생성된 결과로 보인다(34). B. subtilis

를 이용한 뽕잎 발효 시 생균수 측정 결과는 Fig. 1B에 나타

내었다. 발효 초기 생균수는 6.92 log CFU/mL였고, 12시간 

경과 후 8.23 log CFU/mL로 증가하여 발효 36시간 후 9.49 

log CFU/mL로 가장 많은 생균수를 보였다. 증자대두를 B. 

subtilis 균주를 이용하여 발효한 Ju와 Oh(37)의 연구에 따

르면 12시간 발효 후 1.1×109 CFU/g으로 생균수가 급격히 

증가하는 결과를 보였는데, 본 연구의 결과도 이와 유사하여 

다른 영양물질의 첨가 없이도 뽕잎의 환경에서 B. subtilis

의 증식이 활발한 것으로 보인다.

Protease 활성 및 단백질 spot 변화

뽕잎 발효 동안 단백질 분해효소 활성 결과를 Fig. 2에 

나타내었다. 발효 12시간째 단백질 분해효소 활성은 85.33 
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during fermentation. Mean±SD (n=3).
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Fig. 3. Two-dimensional electropho-
retograms of mulberry leaf (A) and 
fermented mulberry leaf (B).
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Fig. 4. Free amino acid contents of mulberry leaf and fermented
mulberry leaf. Mean±SD (n=3). Means with different letters in
each amino acid are significantly different at P<0.05.units/mL였으며 발효 종료 시점에는 97.45 units/mL였다. 

발효 24시간 후는 발효 12시간 후보다 효소 활성이 감소한 

것으로 측정되었지만, 실험구마다 편차가 커서 반복실험구

의 오차로 생각한다. B. subtilis를 활용하여 콩을 발효한 

Zhu 등(38)의 연구에 따르면 발효 24시간 후 단백질 분해 

효소 활성이 최대에 도달 후 발효가 끝날 때까지 유지된 것

으로 나타났다.

발효에 의한 단백질 변화 패턴을 알아보기 위해 2DE 분석

을 시행하였고, 그 결과를 Fig. 3에 나타내었다. 발효 전 뽕

잎의 단백질 spot은 등전점(pI) 3~10, 분자량 10~100 kDa

의 범위에서 발견되었다. 발효 후 1~4번 spot은 사라졌으

며, 5번과 6번 spot은 희미해졌다. 대두박을 B. subtilis로 

발효하여 2DE 분석을 시행한 Seo와 Cho(39)의 연구에 따

르면 본 실험과 같은 범위에서 단백질 spot을 찍었을 때 발

효 12시간 및 24시간 후에 대두박 단백질의 spot이 희미해

지는 것을 확인하여 본 연구와 유사한 패턴을 보였다. 본 

결과처럼 발효에 의해 단백질의 spot이 희미해지거나 없어

지는 것은 B. subtilis의 발효과정에서 생성된 단백질 분해

효소에 의해 고분자의 단백질이 저분자 펩티드로 분해된 결

과로 판단된다.

발효 중 유리아미노산 변화

뽕잎 발효에 따른 유리아미노산의 변화는 Fig. 4에 나타

내었다. 측정된 유리아미노산은 alanine, aspartic acid, 

glutamic acid, isoleucine, leucine, phenylalanine, pro-

line, serine, tyrosine, valine으로 총 10종이었으며, 발효 

전 뽕잎의 총 유리아미노산 함량은 486.91 μg/g이었다. 

Glutamic acid의 함량이 230.26 μg/g으로 가장 높은 함량

을 보였고, tyrosine이 2.48 μg/g으로 가장 낮은 함량을 보

였다. B. subtilis 균주를 이용하여 5일간 발효한 결과 총 

유리아미노산의 함량은 644.35 μg/g으로 증가하였다. 특히 

isoleucine의 경우 발효 후 38.31 μg/g으로 발효 전과 비교

하여 약 6.26배가 증가하였고, alanine, leucine, valine의 

함량도 발효 전과 비교하여 각각 4.67배, 4.52배, 4.21배로 

큰 폭으로 증가한 것을 확인할 수 있었다. 일반적으로 식품 

발효에 사용되는 Bacillus 및 Aspergillus는 식품 내의 단백

질을 분해시키기 위해 강력한 단백질 분해효소를 생성하고 

단백질을 분해하는 것으로 알려져 있다(40,41). 미생물에 

의해 분해된 단백질은 생체 내의 단백질 소화흡수력을 증진

시키고, 단백질의 가수분해 때문에 생성된 저분자 펩티드 
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Fig. 5. DPPH radical scavenging activities of mulberry leaf ex-
tracts during fermentation. Mean±SD (n=3). Means with the 
same letter (a-f) are not significantly different at P<0.05.

및 아미노산은 다양한 기능성을 가지는 것으로 알려져 있다

(42). B. subtilis natto 균주를 활용하여 콩 발효를 진행한 

Omura 등(43)은 발효과정 중 생성된 단백질 분해효소 활성

이 항혈전 활성과 상관관계가 있다는 것을 보고하였고, 마찬

가지로 B. subtilis를 활용하여 콩 발효를 진행한 Ohno 등

(44)은 B. subtilis 발효과정 중 단백질 분해효소에 의해 분

해된 단백질이 저분자 펩티드인 iturin의 형태로 존재하여 

강력한 항진균 작용을 한다고 보고하였다. 이러한 기능성의 

향상은 콩 단백질 발효에만 해당하는 것이 아닌 마늘, 미역, 

옥수수, 브로콜리, 알팔파 잎 등 다양한 식물성 단백질에서

도 관찰되는 결과들(5,6,9,20,21,45,46)로 미루어 뽕잎 단

백질을 발효할 경우에도 기능성의 향상이 예측된다.

항산화 활성

B. subtilis 균주를 이용하여 뽕잎을 발효했을 때의 항산

화 활성을 확인하기 위해 DPPH 라디칼 소거 활성(%)을 측

정하였다(Fig. 5). 발효 전에는 25.93%의 소거 활성을 보였

고 발효가 진행될수록 점차 증가하여 발효 종료에는 73.22 

%의 소거 활성을 보였다. 특히 발효 종료에서의 소거 활성은 

100 ppm의 ascorbic acid와 유사한 소거 활성을 보였다. 

B. subtilis를 활용하여 검은콩의 항산화 효과에 대해 연구

한 Juan과 Chou(47)는 발효 후의 DPPH 라디칼 소거 활성

이 증가한다고 보고하였고, B. subtilis를 활용하여 콩과 콩 

비지를 발효시켰을 때의 항산화를 연구한 Zhu 등(38)도 발

효가 진행될수록 DPPH 라디칼 소거 활성이 증가한다고 보

고하고 있다. B. subtilis를 이용한 단백질 발효 시 항산화 

효과의 증가는 여러 가지 원인이 있을 수 있지만 단백질 분

해로 인해 만들어지는 저분자 펩티드의 생성이 항산화 활성

의 증가에 영향을 줄 수 있다. 막걸리의 발효과정 중 생성되

는 펩티드와 항산화 활성의 관계를 연구한 Rhee 등(48)은 

발효과정 중 단백질이 저분자 펩티드로 분해되는 것을 확인

하였고, 이러한 저분자 펩티드가 항산화 활성을 보인다고 

보고하였다. 대두발효식품의 경우 발효하지 않은 콩과 B. 

subtilis로 발효한 콩을 비교했을 때 항산화 활성이 증가하

는 것으로 알려져 있는데(49,50), 이러한 항산화 활성의 증

가는 발효 중 추출에 의한 총폴리페놀 함량의 증가(50,51)

와 발효 중 미생물 효소에 의한 펩타이드 함량의 증가가 원

인인 것으로 알려져 있다(52). 본 연구 결과에서 B. subtilis 

발효가 진행될수록 단백질 분해효소의 생성(Fig. 2)과 단백

질의 분해(Fig. 3), 유리아미노산의 생성(Fig. 5)은 발효과정 

중 변화하는 DPPH 라디칼 소거 활성과 관련성이 있을 것으

로 생각한다.

본 연구에서 B. subtilis를 이용하여 뽕잎을 발효할 경우 

가장 높은 생균수를 보인 시간은 36시간이었으나, 항산화 

활성은 발효 72시간까지 증가하는 모습을 보였으므로 최적 

발효 시점은 72시간으로 생각되지만, 최적 발효 시점에 대

해서는 발효조건에 따른 추가연구가 진행되어야 할 것으로 

생각한다. 또한, B. subtilis를 이용한 뽕잎 단백질의 효소적 

가수분해 과정에서 생성되는 저분자 펩티드에 관한 연구는 

거의 없는 실정으로, 어떠한 펩티드가 항산화에 직접적인 

연관성을 가지는지에 관해서도 연구가 필요할 것으로 생각

한다.

요   약

Bacillus subtilis 균주를 이용하여 뽕잎을 발효하고, 발효과

정 중 성분 변화와 단백질의 변화, 항산화 활성을 측정하였

다. 뽕잎의 조단백 함량은 21.40%, 구성아미노산은 105.06 

mg/g으로 측정되었으며, 그중 주된 아미노산은 aspartic 

acid와 glutamic acid였다. 뽕잎 발효 36시간 후 B. subtilis

의 생균수는 9.49 log CFU/mL였으며, protease의 활성은 

발효가 진행될수록 증가하여 발효 120시간에는 97.45 

units/mL로, 뽕잎의 환경에서 B. subtilis의 생육이 우수하

였다. 2DE 실험 결과 발효 전 관찰되던 단백질 spot이 발효 

후 분해된 것을 확인하였다. 총 유리아미노산은 발효 전

(486.91 μg/g)보다 발효 후(644.35 μg/g) 증가하였으며, 특

히 alanine, isoleucine, leucine, valine의 함량이 3배 이상 

증가한 것으로 나타났다. DPPH radical scavenging activ-

ity는 발효 전 25.93%에서 발효 후 73.22%로 증가하였다.
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