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Abstract This study investigated the screening and optimization of nitrite production from fermented spinach extract
using different lactic acid bacteria, fermentation temperature, and time. Spinach extract was fermented using various lactic
acid bacteria at 24, 30, and 36oC for 6, 12, 18, 24, 36, 48, 72, and 96 h in the presence of different carbohydrates
(glucose, sucrose, fructose, and lactose). Lactobacillus farciminis (KCTC 3618) produced the highest amount of nitrite
using fermented spinach extract at 30oC for 28 h compared to Staphylococcus carnosus, L. coryniformis (KCTC 3167), L.
fructosus (KCTC 3544), L. reuteri (KCTC 3677), L. amylophilus (KCTC 3160), L. hilgardii (KCTC 3500), L. delbrueckii
(KCTC 1058), L. fermentum (KCTC 3112), L. plantarum (KCTC 3104), and L. brevis (KCTC 3498). Comparison of the
yield at different fermentation temperatures showed that the highest amount of nitrite was produced using fermented
spinach extract at 30oC. Similarly, maximum nitrite yield was observed after 36 h fermentationin in the presence of
sucrose. Therefore, maximum nitrite production was observed upon L. farciminis-mediated fermentation of spinach extractat
30oC for 36 h in the presence of sucrose.
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서 론

합성아질산염은 식육가공품의 육색 발현, 풍미생성, 산화방지

작용, Clostridium botulinum의 생장 및 독소 생성을 억제하는데

있어 필수적인 첨가제이다(1). 또한 혈관을 팽창시켜 협심증 등

의 혈관관련 증세를 완화시키며, 병원성 균과 장내 유해균의 생

장을 억제시키는 등 건강에 유익한 면도 존재하고 있다. 그러나

베이컨, 햄 등의 식육가공품을 고온에서 가열시 합성아질산염과

아민이 반응하여 발암성 물질인 나이트로소아민(nitrosamine)을 형

성한다. 또한 아질산염의 남용은 혈액속의 헤모글로빈을 산화시

켜 메트헤모글로빈증 등 각종 중독현상 등의 부작용을 일으킨

다. 이러한 합성아질산염의 장단점은 1970년대부터 현재까지 논

쟁되어 오고 있으며, 현재는 세계적으로 여러 국가에서 사용에

규제를 하고 있는 실정이다(1,2).

현대의 소비자들은 식품소비에 있어 건강지향적인 측면을 중

시함에 따라 발암 위험성이 있는 합성아질산염 첨가 식육가공품

에 대한 선호도가 감소하고 있다. 이로 인해 합성아질산염을 대

체할 수 있는 천연물질을 첨가한 식육가공품에 대한 선호도가 증

가하고 있으며, 선진국에서는 합성아질산염의 대체를 위한 연구

가 활발히 진행되고 있다. 합성아질산염의 첨가량을 낮추기 위하

여 채소나 과일로부터 추출한 천연물질을 활용하여 항산화, 항암

등의 효과를 기대하고 있다. 또한 식물의 질산염을 천연아질산염

으로 환원시켜 식품첨가제로 활용하는 연구도 진행 중이다(2). 현

재 상업적으로 미생물을 활용한 발효셀러리가 활발히 이용 되고

있으나 알레르기 반응 등을 일으켜 몇몇 소비자에게 그 사용에

제한을 받고 있어 셀러리를 대체할 천연아질산염의 연구가 필요

한 실정이다.

시금치는 국내 전통소재로써 일반 재배 작물 중에서도 항산화

능력이 높다고 알려져 있다. 국내에서 재배되는 시금치는 약 3,000

ppm의 질산염을 함유하고 있어 셀러리와 유사한 양의 질산염을

함유하고 있다(3). 또한 비타민 A의 전구체인 카로텐(carotene)과

아스코브산(ascorbic acid)를 다량으로 함유하고 있어 식육가공품

의 천연아질산염으로 첨가 시 항산화 효과가 뛰어날 것으로 판

단된다.

따라서 본 연구는 식육가공품에 첨가되는 천연아질산염에 대

한 기초자료를 제공하고자, 다양한 표준 젖산균주를 활용하여 발

효 시금치 추출물의 질산염을 아질산염으로 환원시켜 천연아질

산염의 생산량의 최적화 조건을 확인하였다.

재료 및 방법

시금치 추출액 및 발효 시금치 추출액 준비

분말 형식의 시금치를 시중의 A 시장에서 구입 후, 10% (w/
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v)의 농도로 멸균수에 희석하여 멸균된 Whatman No. 1 (What-

manTM, Maidstone, UK)을 통해 여과한 시금치 추출액을 사용하

였다. 발효 미생물 균주로는 현재 산업적으로 활용되고 있는

Staphylococcus carnosus를 대조구로 선정하였으며(4), 처리구로는

Lactobacillus 표준균주들을 활용하여 실험을 진행하였다. Lacto-

bacillus coryniformis (KCTC 3167), L. farciminis (KCTC 3618),

L. fructosus (KCTC 3544), L. reuteri (KCTC 3677), L. amylo-

phillus (KCTC 3160), L. hilgardii (KCTC 3500), L. del-

brueckii (KCTC 1058), L. fermentum (KCTC 3112), L.

plantarum (KCTC 3104), L.brevis (KCTC 3498)를 각각 28시간

동안 30oC에서 동일한 조건으로 lactobacillus MRS broth (de

Man Rogosa Sharpe-Broth, Difico, Detroit, MI, USA)에 1×108

CFU/mL가 되도록 배양하였다. 10% 시금치 추출액에 0.1% 발효

미생물 균주를 첨가하여 24시간 발효 후 아질산염의 생산량을 측

정하였다. 아질산염의 측정은 AOAC 방법을 수정하여 사용하였

다(5). 시금치 발효액 1 mL을 취하여 2% 아세트산용액 5 mL 및

Griess시약(Griess reagent, Sigma-Aldrich Co. LLC., Saint Louis,

MO, USA) 0.4 mL을 첨가하여 혼합 후 15분 암실에서 반응 후

520 nm에서 흡광도를 측정하여 아질산염의 양을 측정하였다.

발효온도에 따른 시금치 발효액 아질산염 생산량

아질산염의 생산량이 가장 많은 L. farciminis (KCTC 3618)을

접종시킨 시금치 추출물을 24시간 동안 온도별로 발효하여 아질

산염의 생산량을 비교 평가하였다. 10% 시금치 추출액에 미생물

을 첨가한 후 24, 30, 36oC에서 동일한 조건으로 발효하여 아질

산염의 생산량을 측정하였다(5).

발효시간에 따른 시금치 발효액 아질산염 생산량

아질산염의 생산량이 가장 많은 온도에서 발효시간 별 아질산

염의 생산량을 비교 평가하였다. 10% 시금치 추출액에 L. far-

ciminis (KCTC 3618)을 첨가한 후 6, 12, 18, 24, 36, 48, 72,

96시간에서 동일한 조건으로 발효하여 아질산염의 생산량을 측

정하였다(5).

탄소원에 따른 시금치 발효액 아질산염 생산량

아질산염의 생산량이 가장 많은 발효 온도와 시간을 조건으로

탄소원을 종류별로 각각 2% (w/v)의 농도로 첨가하여 아질산염

의 생산량을 비교 평가 하였다. 10% 시금치 추출액에 미생물과

포도당, 설탕, 과당, 유당을 첨가하여 발효하여 아질산염의 생산

량을 측정하였다(5).

통계분석

통계분석은 SAS program (Statistics Analytical System, version

9.12, SAS Inst., Inc., Cary, NC, USA)의 GLM (General Linear

Model) procedure를 통하여 분석하였고, 처리구간의 평균간 비교

는 Duncan의 다중검정을 통하여 유의성 검정(p<0.05)을 실시하였다.

결과 및 고찰

유산균 종에 따른 시금치 발효액 아질산염 생산량

유산균 종에 따른 시금치 발효액의 아질산염 생산량은 Fig. 1

에 나타내었다. Staphylococcus carnosus는 일반적인 식육의 염지

과정 중에 사용되는 스타터 배양(starter culture)에 포함되는 미생

물로써 질산염을 아질산염으로 환원시키는 질산염 환원 미생물

이다(6,7). Hammes 등(7)의 연구에 따르면, Lactobacilli는 Staphy-

lococcus종 보다 아질산염으로의 환원 속도가 느려 발효육의 색

과 풍미생산에 결함이 있다고 보고하였다. 그러나 Lactobacilli는

항균성 등의 효과가 있는 프로바이오틱 균으로써 제조과정 중에

미생물의 오염을 막을 수 있다. S. carnosus와 Lactobacillus spp.

등으로 발효하였을 때, L. farciminis (KCTC 3618)가 S. carnosus

보다 질산염의 환원률이 높아 아질산염을 가장 많이 생산하였다

(p<0.05). L. farciminis는 특히 Lactobacilli 중에서도 프로바이오틱

균으로써 효율이 높아 병원균에 대한 항균성이 높다고 알려져 있

다(7). 그러므로 L. farciminis (KCTC 3618)가 육가공품의 제조 과

정 중 미생물의 오염방지와 아질산염에 의한 육의 풍미와 색의

발현에 적절할 것으로 사료된다.

발효온도에 따른 시금치 발효액 아질산염 생산량

발효온도에 따른 시금치 발효액 아질산염 생산량은 Fig. 2(a)에

나타내었다. 30oC에서 24시간 발효했을 시 가장 높은 양의 아질

산염을 생산하였으며, 24, 36oC 순으로 아질산염의 생산량이 많

았다(p<0.05). Casaburi 등(4)은 질산염 환원균이 질산염을 아질산

염으로 환원시키기 위해서는 15oC 이상의 온도여야 하며, 최대로

아질산염을 생성하기 위해서는 30oC 이상의 온도여야 한다고 보

고하였다. Krause 등(8)에 따르면 Staphylococcus carnosus를 이용

하여 채소즙 분말(vegetable juice powder)을 24oC에서 발효를 하

였을 시 38°C에서 발효를 하였을 때 보다 많은 양의 아질산염을

생산하여 본 연구와 유사한 결과를 나타내었다.

발효시간에 따른 시금치 발효액 아질산염 생산량

발효온도에 따른 시금치 발효액은 30oC에서 가장 많은 양의

아질산염을 생산하였다. 이를 바탕으로 발효시간에 따른 시금치

발효액의 아질산염 생산량은 Fig. 2(b)와 같다. 동일한 조건에서

발효를 하여 시간별로 아질산염의 생산량을 측정하였을 경우 36

시간에서 가장 많은 양의 아질산염을 생산하였다(p<0.05). 이후

점차 감소하는 경향을 나타내었는데 이는 미생물의 대사 활동,

발효액의 pH 감소, 항상화 물질에 의해 아질산염이 소거된 것으

로 사료된다(2). Krause 등(8)의 연구에서도 아질산염의 생산량이

최고로 증가하였다가 감소하는 경향을 나타내어 본 실험과 유사

한 결과를 발표하였다.

Fig. 1. Nitrite production in fermented spinach extract by lactic

acid bacteria. A-EThe different letters within nitrite are significantly
different (p<0.05).
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탄소원에 따른 시금치 발효액 아질산염 생산량

탄소원에 따른 시금치 발효액의 아질산염 생산량은 Fig. 3에

나타내었다. 탄소원을 첨가한 처리구 모두 첨가하지 않은 대조구

보다 많은 양의 아질산염을 생산하였다. 특히, 탄소원으로 설탕

을 첨가한 처리구가 가장 많은 아질산염을 생성하였다(p<0.05).

Acton 등(9)의 연구에 의하면, 설탕을 넣고 제조한 발효소시지가

포도당, 덱스트린, 젖산을 넣은 소시지와 비교하였을 때 가장 낮

은 pH 수치를 나타내었다. 이는 탄소원으로 설탕의 첨가시 가장

많은 양의 젖산을 생산하여 발효공정 중에 다른 탄소원을 이용

했을 경우 보다 높은 대사활동을 보인다고 하였다. 본 실험에서

는 설탕이 포도당보다 높은 아질산염의 환원량을 보여 상업적으

로 설탕을 첨가하여 발효하는 것이 적절할 것으로 사료된다.

요 약

본 연구는 Lactobacillus 표준균주를 활용하여 시금치 발효액의

질산염을 아질산염으로 환원시켜 천연 아질산염 생산량의 최적

화 조건을 확인하기 위하여 진행하였다. 유산균 종, 발효온도, 발

효시간, 탄소원에 따른 아질산염 생산량에 대하여 평가하였다. 본

연구에서 사용한 Lactobacillus 표준균주에서는 L. farciminis

(KCTC 3618)가 가장 많은 아질산염을 생산하였고, 발효온도 및

배양온도는 30oC에서 36시간이 가장 많은 양의 아질산염을 생산

하였다. 설탕을 첨가하였을 때 다른 탄소원을 첨가하였을 경우

보다 많은 양의 아질산염을 생산하였다. 따라서 L. farciminis를

스타터 배양로 활용하여 시금치의 질산염을 아질산염으로 환원

(30oC, 36 h)한다면 산업적으로 가장 효과적으로 천연 아질산염을

생산할 수 있을 것으로 사료된다.
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Fig. 2. Nitrite production in fermented spinach extract by

temperature (a) and time (b). A-EThe different letters within nitrite
are significantly different (p<0.05).

Fig. 3. Nitrite production in fermented spinach extract by

adding carbohydrates. A-DThe different letters within nitrite are
significantly different (p<0.05).


