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ABSTRACT - The purpose of this study was to optimize the fermentation condition of black bean by lactic acid

bacteria (LAB) and to evaluate the quality characteristics of fermented black bean. Lactobacillus plantarum SU22 iso-

lated from kimchi was selected as a starter for the fermentation of black bean because the strain exhibited strong anti-

microbial activity against pathogenic bacteria and did not produce biogenic amines or a carcinogenic enzyme, β-

glucuronidase. Fermentation was performed with broth containing puffed black bean (PBB) inoculated with 1% (v/v)

of L. plantarum SU22 at 37oC for 48h. The viable cell count of LAB was over 9 Log CFU/mL in PBB (20%) broth

fermented with L. plantarum SU22. Fermentation of alcalase-treated PBB (20%) broth with L. plantarum SU22 was

found to be the optimal condition, increasing viable cell count of LAB up to 10.30 Log CFU/mL. Under the optimal

condition, the total polyphenol content (94.02 mg GAE/g) and DPPH radical scavenging activity (92.50%) were sig-

nificantly increased, compared to non-fermented control (87.74 mg GAE/g, 83.14%).
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콩[Glycine max (L.) Merrill]은 한반도 일대가 원산지로

오랫동안 우리나라의 식생활에서 양질의 식물성 단백질과

필수아미노산을 제공하는 역할을 하고 있다. 일반적으로 섭

취되는 콩의 종류는 대두, 검은콩, 녹두, 강낭콩, 완두콩, 쥐

눈이콩 등으로 다양하며, 된장, 청국장, 간장, 고추장 등

발효식품뿐만 아니라 두부, 두유 등 단백질 함유 가공식

품의 주원료로 이용되고 있다1). 콩에는 단백질이 풍부할

뿐만 아니라2), isoflavone, saponin, lecithin, 펩타이드, 식

이섬유 등의 각종 생리활성 물질이 함유되어 있으므로 항

암작용, 면역증강, 콜레스테롤 저하, 치매예방 등에 효과

가 있는 것으로 알려져 있다3). 그러나 콩은 조직이 견고

하고 트립신 저해제 등 소화를 방해시키는 물질과

lipoxigenase에 의해 생성되는 휘발성 화합물 hexanal,

hexanol, pentanol 등의 비린내 성분을 갖는 단점4)이 있으

므로 가열처리5), 미생물을 이용한 발효6), 효소처리7) 등에

의해 소화 흡수율이 증대되고 비린내를 저감화 시킬 수

있는 연구가 수행되어왔다.

유산균은 수 천 년 동안 김치, 발효유, 젓갈, 치즈 등 다

양한 발효식품 제조에 이용되어 왔기 때문에 식용 가능한

안전한 미생물(GRAS, generally recognized as safe)로 인

정되고 있다. 특히 프로바이오틱스(probiotics) 특성을 갖고

있는 유산균은 위산 및 담즙산에 대한 내성을 지니며 소

화 흡수 향상, 설사 변비 치료 효과, 장내 균총 개선, 장

내 유해균의 생육 억제, 비타민 생성, 콜레스테롤 저하, 항

산화 활성, 면역조절 작용 등 다양한 기능을 나타내는 것
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으로 보고되고 있다8,9). 특히, 최근에는 단백질분해효소 처

리를 한 대두요구르트에서 Lactobacillus와 Bifidobacterium

의 생육이 촉진되고 콩 비린내가 저감화 되었으며10), Bacillus

와 Lactobacillus를 혼합 배양할 때 두유 요구르트에서 ‘산

의 생성이 증가하고 풍미가 향상되었다’11)는 보고도 있다.

콩의 발효에 대한 연구는 콩 자체보다는 두유 또는 대

두 추출물의 유산균 발효와 관련된 연구가 주를 이루고

있으며12), 대두콩을 원료로 한 전통 장류에 대한 연구가

대부분이다13). 그러나, 단백질 함량이 높은 콩 발효 식품

들은 미생물의 작용에 의해 히스타민과 티라민 등의 유해

성 바이오제닉 아민 생성의 위험이 보고되고 있다14). 따라

서 콩을 발효할 경우 바이오제닉 아민 생성능이 없거나

미량인 균주를 스타터로 이용하는 것이 발효식품의 안전

성 확보를 위해 선행되어야 한다. Lactobacillus plantarum

은 바이오제닉 아민의 생산을 방지하거나 분해하는 유산

균으로서 발효과정에서 병원성 미생물의 증식억제에도 관

여하는 것으로도 알려져 있다15).

팽화(Puffing)는 짧은 시간에 고온 및 고압 상태에서 급

격히 압력을 감소시켜 처리하는 공법으로 식품에서 전분

의 호정화를 유도하고, 재료 내 수분 제거 및 조직 팽창,

단백질 변성 및 효소 불활성화 등 이화학적 변화를 일으

켜 제품의 품질 향상에 기여할 수 있다고 알려져 있다16,17).

현재까지 홍삼, 옥수수, 밀, 쌀 등에 팽화 공법을 적용하

여 품질을 향상시키려는 연구가 다양하게 진행되고 있으

나 콩을 원료로 수행된 연구는 매우 미흡한 실정이다.

본 연구에서는 검은콩의 비린내 감소 및 소화율 향상을

위하여 팽화 기법을 활용하였으며, 팽화된 검은콩에 김치

로부터 분리한 Lactobacillus plantarum을 스타터로 이용하

여 팽화 검은콩 발효물을 제조하고 그 품질특성과 항산화

활성을 측정함으로써 기능성이 강화된 검은콩 발효물 제

조의 기초자료를 확보하고자 하였다.

Materials and Methods

실험 재료

실험 재료로 사용된 팽화 검은콩(서리태)과 대조군으로

사용된 일반 검은콩(서리태)은 2020년 9월에 천부협동조

합(Geumsan, Korea)으로부터 구입하여 사용하였다. 유산

균은 천안 지역의 가정에서 담근 배추김치로부터 분리하

였으며, 비교 유산균으로는 상업용 유산균인 Lactobacillus

rhamnosus GG (KCTC 5033)를 생물자원센터에서 분양 받

아 사용하였다. 상업용 단백질 분해효소는 Alcalase 2.4L

(Novozymes, Bagsvaerd, Denmark)와 Flavourzyme 1000L

(Daejong, Seoul, Korea)를 구입하였다. 항산화 분석에 이

용된 Folin & Ciocalteu's phenol, Na2CO3, Gallic acid,

DPPH, ethanol, rutin등은 Sigma-Aldrich Co. (St. Louis, MO,

USA)에서 구입하였다. 바이오제닉 아민 분석에 이용된

Typtamine, Putrescine, Cadaverine, Histamine, Tyramine,

Spermidine, Spermine은 Sigma-Aldrich Co. (St. Louis, MO,

USA)에서 구입하여 사용하였다.

유산균의 분리 및 Protease 생산 균주 선별

김치 시료 25 g에 225 mL의 멸균 생리식염수를 첨가한

후 Stomacher (BagMixer® 400W, Interscience, Saint

Nom, France)를 이용하여 3분 동안 마쇄하였다. 마쇄된 용

액을 십진법에 의해 희석한 후, 희석액을 DeMan Rogosa

Sharpe 고체배지(MRS, Difco, Detroit, MI, USA)에 도말

하여 37oC에서 24시간 배양하였다. MRS 고체배지(Difco,

Detroit, MI, USA)에서 분리된 단일 콜로니 중 균락의 크

기가 큰 것을 BCP 고체배지(Eiken chemical Co., Ltd.,

Tokyo, Japan)에 도말하여 배양한 후 젖산 생성으로 노란

색을 보이는 콜로니를 유산균으로 판단하고 분리하였다.

분리된 유산균을 MRS 고체배지에 skim milk가 최종 농

도 1%(v/v)가 되도록 첨가하여 제조된 배지에 도말하고

37oC에서 24시간 배양하여 clear-zone을 형성하는 균주를

protease 활성이 있는 유산균으로 판단하였다. 선별된 균

은 MRS 액체배지(Difco, Detroit, MI, USA)에 접종하여

배양한 후 25%(v/v) glycerol stock으로 -70oC에서 보관하

여 사용하였다.

유산균의 분리 및 동정

현미경(Microscope World, AE31 Trinocular, Carlsbad,

CA, USA)을 이용하여 선별된 유산균주의 형태학적 특성

을 관찰하였으며, Gram 염색 및 catalase 활성을 확인하였

다. 선별된 유산균주의 동정을 위하여 16S rRNA gene

sequencing을 수행하였다. 유전자 증폭은 universal rRNA

gene primer (27F and 1492R)를 사용하였으며 PCR 산물

은 전기영동으로 증폭여부를 확인하였고 각 과정은

BIOFACT사(Daejeon, Korea)를 통하여 진행하였다. 분석

된 16S rRNA sequencing 결과는 National Center for

biotechnology Institute (NCBI)의 BLAST online

program18)을 이용하여 Genbank database와 비교하여 동정

하였다. 

유산균의 항균활성 측정

유산균의 항균활성은 Paper disc diffusion assay 방법19)을

이용하여 측정하였다. Escherichia coli KCTC 1039, Listeria

monocytogenes KCTC 40307, Salmonella Typhimurium

KCTC 2515, Staphylococcus aureus KCCM 11335를 병원

성 지시균주로 사용하였다. MRS 액체배지에서 배양(37oC,

overnight)한 유산균 배양액(1.5 mL)을 원심분리(12,000xg,

4oC, 5 min, CT15RE, Hitachi Chemical Co., Ltd., Tokyo,

Japan)한 후 0.45 μm syringe filter를 사용하여 균체를 제

거하여 상등액만을 취했다. 지시균주를 tryptic soy broth
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(BDTM Difco, Franklin Lake, NJ, USA)에 각각 접종하고

배양(37oC, 24시간)하여 얻어진 배양액을 동일한 농도로

희석한 후 tryptic soy agar 표면에 접종하고 멸균한 면봉으

로 도말하였다. 지시균주가 도말된 평판배지 위에 paper

disc (8 mm)를 올려놓고 균체가 제거된 유산균 상등액을

100 μL씩 균일하게 분주하였다. 균주의 항균활성은 37oC

에서 24시간 배양한 후 paper disc 주변에 형성된 억제환

의 크기를 측정하였다.

API ZYM을 이용한 유산균의 효소 활성

유산균의 효소활성은 API ZYM kit (BioMerieux Co.,

Marcy l’Etoile, France)를 사용하여 측정하였다. MRS 액

체배지에서 37oC, 24시간 동안 배양한 유산균을 원심분리

(12,000xg, 4oC, 10 min, CT15RE, Hitachi Chemical Co.,

Ltd., Tokyo, Japan)하여 PBS용액으로 두 번 세척하고 균

체만을 회수하였다. 회수한 균체를 API KIT 큐플에 65

μL씩 분주하고 37oC에서 4시간 배양한 후 ZYM A와 ZYM

B 시약을 각 한 방울씩 첨가하여 5분간 실온 반응시켰다.

이후 각 큐플에서 색 변화를 관찰하여 기질 효소에 대한

활성 여부를 판독하였다.

분리균주의 바이오제닉 아민 측정

유산균의 바이오제닉 아민 생성 여부를 확인을 위해

Yang 등20) 방법을 일부 변형하여 진행하였다. MRS 액체

배지에 각 분리균주를 접종한 후 37oC shaking incubator

(BF-150SIR-2R, Biofree, Seoul, Korea)에서 150 rpm, 24

시간 동안 전 배양을 실시하였다. 전 배양한 1 mL 배양

액을 tryptophan, orthine, lysine, histidine, tyrosine,

arginine (Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO, USA)등 바이

오제닉 아민의 전구체가 0.1% 포함된 9 mL MRS 액체배

지에 접종하고 37oC로 조정된 shaking incubator에서 150

rpm으로 균질화하며 24시간 동안 본 배양하였다. 본 배양

액을 13,000 rpm에서 30분간 원심분리하여 균체를 제거하

고 상등액을 바이오제닉 아민 분석을 위한 시료로 사용하

였다. 바이오제닉 아민 7종 표준품(Typtamine, Putrescine,

Cadaverine, Histamine, Tyramine, Spermidine, Spermine,

Sigma-Aldrich)을 0.1 N HCl에 1,000 mg/L 농도로 녹여 표

준용액으로 사용하였다.

시료와 표준용액을 각각 1 mL 취한 후 0.3 mL 포화

NaHCO3 용액(Sigma-aldrich), 0.2 mL 2 M NaOH, 2 mL

1% dansyl chloride solution (Sigma-aldrich)을 차례로 혼

합한 후 암실(40oC)에서 45분 동안 유도체화 하였다. 유도

체가 완료된 시료에 0.1 mL의 25% Ammonium Hydroxide

(Fluka, Maston ford road, USA)을 가해 반응을 멈춘 후

acetonitrile로 최종 부피를 5 mL로 정용하고 0.2 μm syringe

filter (Sartorius, Göttingen, Germany)로 여과하여 바이오

제닉 아민 시험용액으로 사용하였다.

바이오제닉 아민은 HPLC 1260 (Agilent, Santa Clara,

CA, USA) 시스템과 Symmetry® C18컬럼(4.6×250 mm,

5 μm, WatersTM, Milford, MA, USA)을 사용하여 254 nm

에서 35분간 분석하였다. 분석에 이용된 이동상은 선행연

구21)를 참고하여, 0.1 M ammonium acetate (A)와

acetonitrile (B)을 농도구배 조건으로 분석하였다: 0-5분(B

35%), 5.1-10분(B 45%), 10.1-17분(B 80%), 17.1-26.2분(B

90%), 26.3-35분(B 35%).

팽화 검은콩 제조

금산소재 천부협동조합에서 구입한 검은콩을 곡물 팽화

기(GAS45AA, Xingtai Tianruo Machinery Co. Ltd.,

Hebei, China)에 넣고 Fig. 1과 같은 과정으로 팽화를 진

행하였다. 팽화 정도는 압력, 온도, 시간에 따라 달라지므

로 예비실험을 거친 후 압력 5 kgf/cm2, 150oC, 10분 동안

팽화하는 것으로 최종조건을 설정하였으며, 동일한 조건

으로 팽화한 검은콩을 실험에 이용하였다.

검은콩 발효

검은콩과 팽화 검은콩 분말 시료 10-30%(w/v)를 멸균증

류수에 첨가하여 100oC에서 10분 동안 열처리한 후 발효

배지로 사용하였다. 효소처리 배지는 멸균이 끝난 검은콩

배지에 시판 식품용 효소 Alcalase 2.4 L (Novozyme,

Bagsvaerd, Denmark) 와 Flavourzyme 1000 L (Daejong,

Seoul, Korea)를 검은콩 고형분의 1%(w/v) 농도로 첨가한

후 60oC Shaking incubator에서 160 rpm, 6시간 동안 반

응 한 후 끓는 물에서 10분간 열처리하여 효소를 불활성

화한 것을 발효 배지로 사용하였다.

항균활성과 protease 활성이 높은 균주 2종(L. plantarum

SU22, L. plantarum SU64)을 종균으로 선정하여 검은콩

발효를 진행하였다. MRS 액체배지에서 37oC, 16시간 동

안 배양한 유산균 배양액(OD600 nm = 2, 109 CFU/mL)을 발

효 배지 100 mL에 1%(v/v) 접종한 후 37oC, 160 rpm에서

Fig. 1. Puffing process of black beans.
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48시간 동안 배양하였다. 배양 배지의 초기 pH는 7.0으로

조절하였다.

발효 검은콩의 유산균 생균수, pH, 산도 측정

유산균 생균수는 발효액 시료를 멸균한 생리식염수에

10단계로 희석한 후, 희석액을 MRS 고체배지에 도말하여

37oC에서 48시간 배양한 후 나타난 콜로니 수를 계산하여

측정하였다. pH meter (pH / Ion S220, Mettler-Toledo AG

8603, Ohio, USA)를 사용하여 pH를 측정하였고, 총산 함

량은 시료 5 g을 100 mL로 mess up하고 삼각플라스크에

25 mL를 분주한 후 1% phenolphthalein 용액을 1방울 넣

고, 0.1 N NaOH 용액으로 중화 적정하여 환산계수가 0.009

인 젖산 함량(%)으로 나타내었다.

총 폴리페놀 분석

총 폴리페놀 함량은 Ahn 등22)방법을 일부 변형하여 Folin

& Ciocalteu’s phenol reagent (Sigma-aldrich)가 시료의 폴

리페놀성 화합물에 의해 환원되며, 몰리브덴 청색으로 발

색하는 것을 원리로 측정하였다. 검은콩 발효액은 brix가

1%가 되도록 80% methanol로 희석한 후 원심분리기(Jeio

Tech Co., Itd, Daejeon, Korea)로 10,000 rpm에서 30분간

원심 분리한 후 상등액을 취하여 0.2 μm membrane filter

(Whatman Co., Maidstone, England)로 여과한 것을 시험

용액으로 하였다. 시험용액 0.5 mL를 취해 2% Na2CO3 용

액을 3 mL 첨가한 후 1 N Folin & Ciocalteu’s phenol

reagent (Sigma-aldrich)를 0.3 mL 가하고 30분 동안 실온

에서 반응시켜 720 nm에서 흡광도를 측정하였다. 총 폴리

페놀 함량은 gallic acid를 표준물질로 사용하여 gallic acid

equivalent (mg GAE/g)로 환산하여 나타내었다. 모든 시

료는 3회 반복 측정하였다.

DPPH 라디칼 소거능 측정

DPPH (2,2-diphenyl1-1-picryl hydrazyl) 라디칼 소거능은

Wang 등23)의 방법을 일부 변형하여 진행하였다. 0.1 mM

DPPH 용액의 흡광치를 0.97-0.99로 맞춘 후 상기에서 제

조된 시료 여과액 2 mL를 0.4 mM DPPH 에탄올 용액

2 mL와 혼합하고 실온에서 30분 동안 암실 반응한 후 혼

합액을 원심분리(12,000xg, 4oC, 10 min, CT15RE, Hitachi

Chemical Co., Ltd., Tokyo, Japan)하여 상등액만을 회수하

였다. 회수된 상등액을 517 nm에서 흡광도를 측정하고 다

음의 계산식을 이용하여 DPPH 라디칼 소거능(%)을 계산

하였다. 대조구는 증류수를 사용하였다. 모든 실험은 3회

반복 측정하였다.

DPPH radcal 소거능(%) = (1)

통계분석

실험결과의 유의성 검증은 SPSS program (IBM, 2019,

New York, USA)을 이용하여 실시하였다. 각 처리별 유의

성은 Duncan’s multiple range test로 검증하였고 대조군과

비교하였을 때, P<0.05 이면 유의적이라고 판단하였다.

Results and Discussion

유산균의 분리 및 동정

김치시료를 BCP agar에 접종하여 배양한 결과 젖산 생

성으로 노란색 환을 형성하고 크기가 상대적으로 큰 단일

콜로니를 산 생성 능력이 우수한 유산균으로 판단하고 총

180 종의 유산균을 분리하였다. 선별된 균주 중 내산성,

내담즙성 및 항균활성이 우수한 균주 27종을 2차 선별하

여 1%(w/v) skim milk가 첨가된 MRS agar에서 생육시킨

후 colony 주변에 뚜렷한 clear-zone을 형성하는 균주를

protease활성이 있는 유산균으로 간주하고24), 활성이 가장 높

은 2종의 균주(Lactoabacillus plantarum SU22, Lactoabacillus

plantarum SU64)를 최종 선별하였다. 최종 선별된 2종의

균주를 대상으로 생화학적, 형태적 특성을 확인한 결과

catalase 음성, Gram 양성균으로 판명되었고 포자 형성을

하지 않고 운동성이 없는 간균으로 확인되었다25). 선별된

유산균주의 16S RNA gene sequence를 NCBI의 BLAST

online program을 이용하여 Genbank database에서 상동성을

검토한 결과 Lactoabacillus plantarum SU22와 Lactoabacillus

plantarum SU64로 각각 99.10% 이상의 높은 상동성을 보

이며 동정되었다.

유산균의 항균활성 측정

선별된 유산균의 항균활성을 paper disc방법을 이용하여

E. coli, S. aureus, L. monocytogenes, S. Typhimurium 등

4종의 균주에 대하여 측정한 결과는 Table 1과 같다. L.

blank
sample

blank
-----------------–

⎝ ⎠
⎛ ⎞ 100×

Table 1. Antimicrobial activity of Lactobacillus strains

E. coli S. aureus S. Typhimurium L. monocytogenes

L. plantarum SU22 +++3) +++ +++ +++

L. plantarum SU64 +++ +++ +++ +++

L. rhamnosus GG ++2) +++ ++ +1)

1) +, 5-7 mm; 2) ++, 8-10 mm; 3) +++, >11 mm.
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plantarum SU22와 L. plantarum SU64균주는 4종의 병원

성 미생물에 대하여 11 mm 이상의 저해환을 나타내어 항

균활성이 매우 우수한 것으로 확인되었다. 특히 프로바이

오틱 상업균주인 L. rhamnosus GG (LGG)와 비교하여 E.

coli, S. aureus, L. monocytogenes 균주에 대한 항균 효과

가 높은 것으로 나타났다. 이는 유산균이 젖산과 초산을

비롯한 유기산, 과산화수소, diacetyl, bacteriocin 등을 생

성하여 병원성 세균과 부패 미생물의 생육을 억제한다는

기존 보고26)와 일치하는 결과이다. 

API ZYM을 이용한 유산균의 효소 활성 

API ZYM kit을 이용하여 총 19종의 효소에 대한 L.

plantarum SU22와 L. plantarum SU64 균주의 효소활성을

측정한 결과는 Table 2와 같다. 선별된 2종의 균주들은

leucine arylamidase와 valine arylamidase 계열의 protease

에 대한 높은 활성을 지니고 있으며, 당 분해효소인 α-

glucosidase에 대한 약한 활성도 나타내는 것으로 확인되

었다. 유당분해효소인 β-galactosidase에 대한 높은 활성을

나타내어 lactose에 대한 유당불내증 저하에 도움을 줄 수

있을 것으로 기대된다. 안전성 측면에서 프로바이오틱스

로 이용되는 유산균은 benzopyrene 등과 같은 발암성 전

구물질이 간에서 무독화 되어 장에 보내졌을 때 발암물질

로 재 전환시키는 β-glucuronidase 효소를 생성하지 않아

야한다27). 본 연구에서 선별된 2종의 균주(SU22, SU46)는

발암효소인 β-glucuronidase에 대한 활성이 없는 것으로 확

인되어 발효물 제조에 사용할 수 있는 안전한 종균으로

인정된다.

분리균주의 바이오제닉 아민

바이오제닉 아민 7종에 대한 HPLC 동시분석 결과는

Fig. 2의 크로마토그램에 나타난 것과 같이 우수한 분리능

을 나타내었으며, 검량선의 직선성 또한 0.999 이상으로

(Table 3) 우수하였으므로 바이오제닉 아민 분석법의 타당

성이 확보되었다. 바이오제닉 아민은 주로 단백질 함유량

이 높은 식품에서 미생물의 탈탄산 반응 혹은 아미노기전

달효소에 의한 아미노기 전이반응에 의해 생성되는 저분

자 유기질소 성분이다. 식품 중에 함유되어 있는 tryptophan,

orthine, lysine, histidine, tyrosine, arginine 등의 아미노산

이 각각 발효 과정에서 미생물에 의해 typtamine, putrescine,

cadaverine, histamine, tyramine, spermidine, spermine 등의

바이오제닉 아민으로 전이되면, 체내에서 직간접적으로 신

경전달 물질로서 작용하거나 심혈관계에도 영향을 미치게

된다고 한다. 바이오제닉 아민을 섭취하더라도 대부분의

경우 체내에서 효소적 대사과정을 거쳐 독성물질이 해독

Table 2. Enzyme activity of Lactobacillus strains 

Enzyme L. plantarum SU22 L. plantarum SU64 L. rhamnosus GG

1 Control 01) 0 0

2 Akaline phosphatase 0 0 1

3 Esterase (C4) 12) 1 33)

4 Esterase lipase (C18) 1 1 1

5 Lipase (C14) 0 0 2

6 Leucine arylamidase 54) 5 5

7 Valine arylamidase 43) 4 4

8 Cystine arylamidase 0 0 0

9 Trypsin 0 0 0

10 α-chymotrypsin 0 0 1

11 Acid phosphatase 22) 2 2

12 Naphthol-AS-phosphohydrolase 1 1 1

13 α-galactosidase 0 0 0

14 β-galactosidase 5 5 4

15 β-glucuronidase 0 0 0

16 α-glucosidase 2 2 1

17 β-glucosidase 5 5 4

18 N-acetyl-β-glucosaminidase 4 4 0

19 α-mannosidase 0 0 0

20 α-frucosidase 0 0 2

0 to 5; 1) 0, none; 2) 1-2, weak; 3) 3-4, normal; 4) 5, strong.
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되는 것으로 알려져 있으나, 과량의 바이오제닉 아민 섭

취 또는 바이오제닉 아민 대사 효소생산에 문제가 있을

경우 인체에 심각한 유해성을 줄 수 있다는 것이 보고되

고 있다28).

바이오제닉 아민의 전구체에 해당하는 tryptophan, orthine,

lysine, histidine, tyrosine, arginine이 함유된 MRS 배지에

선별 균주 2종을 접종 및 배양한 후 histamine 등 7종의

바이오제닉 아민을 분석한 결과는 Table 4와 같다. L.

plantarum SU22 균주에서는 histamine과 tyramine 같은 대

표적인 바이오제닉 아민3)을 비롯한 7종의 바이오제닉 아

민이 모두 정량한계 이하인 것으로 나타나 안전한 종균으

로 확인되었지만, L. plantarum SU64 균주의 경우

putrescine, cadaverine, histamine, spermidine이 0.2-45.6

mg/L의 범위로 검출되었다. Lim 등29)은 된장으로부터 분

Fig. 2. Chromatogram of biogenic amine standards (A), Lactobacillus plantarum SU22 (B) and Lactobacillus plantarum SU64 (C)

obtained from HPLC analysis.
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리된 Bacillus subtilis MJ226과 Enterococcus faecalis D08

균주가 각각 628.7 mg/L와 1,045.8 mg/L의 histamine을 생

성하고, Enterococcus faecium D12와 Enterococcus faecalis

D08 균주가 각각 661.4 mg/L와 237.9 mg/L의 tyramine을

생성한다고 보고하였으며, 유산균의 균주에 따라 생성하

는 바이오제닉 아민의 종류에 차이가 있었고 생성량도 상

이하다고 보고하였다. Cho 등30)은 된장에서 histamine과

tyramine이 각각 952 mg/kg과 1,430.7 mg/kg 검출되었으

며, Seo 등31)은 시중에서 유통되고 있는 청국장 37건에 대

한 조사에서 tyramine이 평균 113.7 mg/kg 검출되었다고

보고하였다. 일반적으로 histamine과 tyramine이 약 100 mg/

L 이상 존재하는 식품을 섭취해야 중독 증상을 일으킬 수

있다고 보고되어32), 본 연구에서 김치로부터 분리한 L.

plantarum SU22와 L. plantarum SU64 균주에서 생성되는

histamine과 tyramine은(정량한계이하-0.2 mg/L) 유해한 수

준이 아님을 확인하였다.

검은콩 발효

검은콩 종류 중 하나인 서리태는 서리를 맞은 후에 수

확하는 콩으로 종피에 안토시아닌이 풍부하게 함유되어

있어 항산화 효과가 높다고 알려져 있다33). 팽화 처리한

검은콩과 처리하지 않은 검은콩 분말이 함유된 배지에 L.

plantarum SU22와 L. plantarum SU64 균주를 각각 1%(v/

v) 접종하고 배양하면서 유산균의 생육특성을 분석하였다

(Table 5). 팽화 처리하지 않은 검은콩이 10%와 20% 함

유된 배지에서 24시간 발효 후 L. plantarum SU22와 L.

plantarum SU64 균주의 생균수는 9.09-9.15 Log CFU/mL

까지 증가하였으나 48시간 발효 후에는 생육이 저해되어

8.19-8.95 Log CFU/mL까지 생균수가 감소하는 경향을 나

타내었다. 팽화 처리한 검은콩이 10%와 20% 함유된 배

Table 3. Calibration curve of biogenic amines standard solution

Standard Structure Standard curve
Linearity

(R2)

Tryptamine y = 58.679x - 17.155 1.0000

Putrescine y = 13.424x - 10.835 0.9999

Cadaverine y = 100.92x-21.949 1.0000

Histamine y = 69.398x - 20.905 1.0000

Tyramine y = 86.303x - 20.482 1.0000

Spermidine y = 64.005x - 15.834 1.0000

Spermine y = 35.321x + 2.3296 0.9999

Table 4. Results of biogenic amines in Lactobacillus strains 

Standard
L. plantarum SU22 

(mg/kg)

L. plantarum SU64 

(mg/kg)

Tryptamine N.D1) N.D

Putrescine < LOQ2) 45.6

Cadaverine < LOQ 0.7

Histamine N.D 0.2

Tyramine N.D < LOQ

Spermidine < LOQ 0.2

Spermine < LOQ < LOQ

1) N.D, indicates not detected.
2) LOQ, indicates limit of quantification.
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지에서 24시간 발효 후 L. plantarum SU22와 L. plantarum

SU64 균주의 생균수는 9.27-9.41 Log CFU/mL까지 증가

하였으며 48시간 발효 후에도 9.10-9.35 Log CFU/mL 수

준의 높은 생균수를 유지하여 팽화 처리가 유산균의 생육

을 촉진시키고 생존율을 높여주는 것으로 나타났다. 이는

팽화하는 과정에서 고온과 고압에 의해 전분이 호정화 되

면서34), 유산균이 이용할 수 있는 당의 함량이 증가하기

때문에 생육 활성화가 일어난 것으로 사료된다. 반면에

30% 농도의 팽화콩 시료가 함유된 배지에서는 추가적으

로 생균수의 증가가 관찰되지 않았다. 이는 유산균 생육

에 필요한 수분의 양 감소 때문인 것으로 추정된다.

L. plantarum SU22 또는 L. plantarum SU64 균주가 검

은콩이 10-30% 함유된 시료에서 배양될 때 발효시간이 증

가함에 따라 pH가 낮아졌다(Table 6). 48시간 발효물을 비

교해 볼 때 팽화 처리하지 않은 검은콩 배지의 pH는 4.47-

4.71, 산도는 0.78-1.62%이었고, 팽화 처리한 검은콩 배지

의 pH는 4.86-4.95, 산도는 0.52-1.29% 범위를 나타내어

팽화 처리하지 않은 검은콩 배지에서 더 많은 산이 형성

되는 것을 알 수 있었다.

이상의 결과를 종합해 볼 때, 팽화 처리하지 않은 검은

Table 5. Viable cell count of lactic acid bacteria in non-puffed and puffed black bean broth after 24-h and 48-h fermentation 

Strains Initial1) B2) F3)
Viable cell count (Log CFU/mL)

10% 20% 30%

L. plantarum SU22 7.28±0.14

NP4)
24 h 9.15±0.06 9.13±0.15 9.47±0.04

48 h 8.80±0.02 8.32±0.20 8.92±0.35

P5)
24 h 9.34±0.02 9.30±0.01 9.30±0.21

48 h 9.16±0.06 9.35±0.09 9.05±0.06

L. plantarum SU64 7.32±0.15

NP
24 h 9.10±0.04 9.09±0.04 9.34±0.02

48 h 8.19±0.02 8.95±0.14 8.96±0.35

P
24 h 9.27±0.01 9.41±0.06 9.27±0.06

48 h 9.10±0.11 9.12±0.02 9.28±0.07

1) Initial, Initial cell count.
2) B, Black bean broth.
3) F, Fermention time.
4) NP, non-puffed black bean broth.
5) P, puffed black bean broth.

Table 6. The pH and acidity in non-puffed and puffed black bean broth after 24-h and 48-h fermentation 

Strains B1) F2)
pH Acidity(%)

10% 20% 30% 10% 20% 30%

L. plantarum SU22

NP3)

0 h 6.96±0.00 6.86±0.00 6.81±0.00 0.18±0.00 0.24±0.00 0.36±0.00

24 h 4.55±0.02 4.72±0.01 4.83±0.02 0.71±0.01 1.02±0.03 1.44±0.03

48 h 4.47±0.01 4.54±0.03 4.69±0.01 0.84±0.02 1.26±0.01 1.62±0.02

P4)

0 h 6.90±0.00 6.86±0.00 6.75±0.00 0.10±0.00 0.12±0.00 0.31±0.00

24 h 4.74±0.02 4.80±0.01 4.96±0.01 0.41±0.01 0.81±0.01 1.15±0.02

48 h 4.93±0.01 4.87±0.02 4.86±0.02 0.53±0.01 0.96±0.02 1.29±0.01

L. plantarum SU64

NP

0 h 6.96±0.00 6.86±0.00 6.81±0.00 0.18±0.00 0.24±0.00 0.36±0.00

24 h 4.65±0.01 4.87±0.02 4.94±0.02 0.72±0.01 0.96±0.01 1.20±0.01

48 h 4.58±0.02 4.65±0.01 4.71±0.02 0.78±0.01 1.32±0.06 1.56±0.10

P

0 h 6.90±0.00 6.86±0.00 6.75±0.00 0.10±0.00 0.12±0.00 0.31±0.00

24 h 4.75±0.02 4.74±0.01 4.98±0.03 0.41±0.02 0.79±0.02 1.17±0.02

48 h 4.95±0.01 4.91±0.02 4.86±0.02 0.52±0.01 0.86±0.02 1.23±0.01

1) B, Black bean broth.
2) F, Fermention time.
3) NP, non-puffed black bean broth.
4) P, puffed black bean broth.
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콩 배지에서는 영양원 부족, 산 생성량 증가, 낮은 pH가

유산균의 생육을 억제하였기 때문에 나타난 결과로 사료

된다. 또한 검은콩 함유 농도는 20%와 30%에서 유산균

생육 정도에 큰 차이를 나타내지 않았으며, 30% 농도는

유동성이 거의 없는 반고체 형태를 나타내기 때문에, 20%

의 팽화 검은콩 분말을 함유한 배지를 유산균 발효의 최

적 조건으로 선정하고 이후의 실험을 진행하였다.

효소와 유산균 병행 발효 특성

검은콩의 유산균 발효율을 향상시키기 위해 팽화 처리

한 검은콩을 사용하고, 단백질 분해효소를 처리하여 발효

율을 비교하였다. 팽화 검은콩 배지의 농도는 앞에서 서

술하였듯이 20%로 선택하였고, 여기에 산업적으로 활용

도가 높은 단백질 분해효소로 alcalase와 flavourzyme을 처

리한 후 L. plantarum SU22와 L. plantarum SU64를 각각

접종하여 48시간 동안 배양하였다. 배양시간에 따른 생균

수, pH, 산도 분석결과는 Table 7과 같이 나타났다. L.

plantarum SU22는 Alcalase로 처리한 배지에서 24시간 발

효 후 10.30 Log CFU/mL의 가장 높은 생균수를 나타내

었으며, 효소처리 하지 않은 대조군(9.19 Log CFU/mL)에

비해 생균수가 10배(1 Log) 이상 증가되는 것으로 확인되

었다. L. plantarum SU64는 Alcalase와 Flavourzyme으로

처리한 배지에서 12시간 발효 후 각각 9.45 Log CFU/mL

와 9.69 Log CFU/mL의 생균수를 나타내었지만, 이후 추

가적으로 증가하지는 않았다. 한편, pH와 산도의 결과는

효소처리를 한 경우가 L. plantarum SU22와 L. plantarum

SU64 발효액 모두에서 산 생성량이 더 많은 것으로 나타

났으며, 24시간 발효할 때까지는 이 현상이 두드러지다가

이후부터 둔화되는 경향을 나타내었다.

Alcalase는 endoprotease 계열, flavourzyme은 exopeptidase

계열의 protease로 유산균 발효 특성의 차이는 균주 특성과

protease 특성에 기인하는 것으로 사료되며, 단백질분해효소

처리에 의한 질소원 증가로 유산균의 발효능이 향상되었다

고 판단된다. Anh 등35)은 alcalase 또는 flavourzyme으로

처리한 대두단백질 추출물에서 amino acid와 저분자 peptide

가 증가되어 수용성 단백질의 함량이 증가되고 점도가 감

소하였다고 보고하였다.

본 연구에서 사용된 L. plantarum SU22 균주는 팽화 검

은콩 배지에서 특별한 영양원의 첨가 없이 9 Log CFU/

mL 이상의 생육이 이루어져 팽화 검은콩을 이용한 유산

Table 7. Viable cell count, pH and acidity in 20% puffed black bean broth treated with alcalase or flavourzyme during fermentation

Strain
Enzyme

Treatment

Fermented time

0 h 12 h 24 h 36 h 48 h

L. plantarum SU22

Non1)

Viable cell

count4)

7.13±0.21

9.05±0.08 9.19±0.22 8.92±0.08 9.17±0.05

A2) 9.42±0.05 10.30±0.25 9.25±0.05 9.21±0.11

F3) 9.82±0.04 9.79±0.09 8.68±0.25 9.11±0.07

L. plantarum SU64

Non

7.28±0.26

9.08±0.53 9.12±0.21 8.70±0.17 9.04±0.07

A 9.45±0.07 9.48±0.06 9.34±0.15 9.11±0.03

F 9.69±0.05 9.68±0.06 9.33±0.04 8.99±0.19

L. plantarum SU22

Non

pH

6.96±0.01 5.51±0.01 5.00±0.01 4.82±0.01 4.74±0.01

A 7.00±0.01 5.19±0.01 4.98±0.02 4.97±0.01 4.97±0.02

F 7.01±0.01 4.76±0.01 4.75±0.01 4.72±0.01 4.77±0.01

L. plantarum SU64

Non 6.96±0.01 5.52±0.01 5.00±0.01 4.81±0.01 4.97±0.01

A 7.00±0.01 5.19±0.01 4.95±0.01 4.98±0.01 4.95±0.01

F 7.01±0.01 4.79±0.01 4.72±0.01 4.72±0.01 4.70±0.01

L. plantarum SU22

Non

Total

acidity

(%)

0.36±0.10 0.65±0.10 1.22±0.10 1.44±0.10 1.80±0.10

A 0.72±0.01 1.80±0.10 2.09±0.10 2.16±0.10 2.38±0.10

F 0.72±0.01 2.08±0.10 2.52±0.10 2.58±0.01 2.52±0.10

L. plantarum SU64

Non 0.36±0.10 0.65±0.10 1.22±0.10 1.44±0.10 1.66±0.10

A 0.72±0.01 1.65±0.10 2.23±0.10 2.16±0.01 2.38±0.10

F 0.72±0.01 2.09±0.10 2.52±0.10 2.58±0.01 2.66±0.10

1) Non, Non-treated.
2) A, Alcalase (20% puffed black bean broth treated with 1%(w/w)).
3) F, Flavourzyme (20% puffed black bean broth treated with 1%(w/w)).
4) Viable cell count, Log CFU/mL.
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균 발효 제품의 제조에 이용 가능한 우수한 종균으로 판

단되었다. 또한 추가적으로 Alcalase 처리에 의해 24시간

발효 후 생균수가 10.3 Log CFU/mL까지 증가하여 Alcalase

처리와 L. plantarum SU22 균주의 병행 발효가 팽화 검

은콩 발효액 제조에 최적 조건임을 확인하였다.

효소처리 팽화 검은콩 발효물의 총 폴리페놀 함량과 DPPH

라디칼 소거능

팽화 검은콩을 alcalase와 flavourzyme으로 처리한 배지

에서 유산균 발효 후 총플라보노이드 함량과 DPPH 라디

칼 소거능을 측정한 결과는 Table 8에 나타내었다. alcalase

와 flavourzyme으로 처리한 배지 시료의 총 폴리페놀 함

량은 각각 87.74, 78.48 mg GAE/g으로 나타나, 처리하지

않은 시료(control, 41.16 mg GAE/g)와 비교하여 alcalase

는 2.1배, flavourzyme은 1.9배 총 폴리페놀 함량을 증가

시키는 것으로 나타났다. Kim 등36)은 10% 홍삼현탁액에

홍삼 중량의 1% Alcalase 처리한 시료에서 대조구에 비하

여 총페놀 화합물의 함량이 1.8배 증가하였다고 보고하여

본 연구 결과와 유사하였다. 반면에 효소를 처리하지 않

은 팽화 검은콩 배지(control)의 DPPH 라디칼 소거능은

85.80%로 매우 높은 항산화 활성을 나타내었으며, alcalase

또는 flavourzyme 처리에 의해 증가되지 않았다. 효소처리

를 하지 않은 시료(control)로 유산균 발효를 진행한 경우

총 폴리페놀 함량과 DPPH 라디칼 소거능의 변화가 없었

으나, alcalase와 flavourzyme로 처리한 시료의 경우는 유

산균 발효 시간에 따라 발효물의 총 폴리페놀 함량과 DPPH

라디칼 소거능이 증가하는 경향을 나타내었다. 이상의 항

산화 실험에서 20% 팽화 검은콩 함유물을 alcalase로 처

리한 후 L. plantarum SU22 균주를 접종하여 24시간 발

효했을 때 총 폴리페놀 함량은 94.02 mg GAE/g, DPPH

라디칼 소거능은 92.50%로 발효 전 대조군(87.74 mg GAE/

g, 83.14%)에 비해 유의적으로 증가한다는 것을 알 수 있

었다(P<0.05). 이는 단백질 분해효소로 처리한 배지에서

유산균의 생육과 효소활성이 활발해진 것에 기인하는 것

으로 사료되며, 미생물 발효에 의한 항산화 활성 증가는

총 폴리페놀함량 증가 및 펩타이드 증가에 따른 것으로

알려져 있다.37,38)
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국문요약

본 연구에서는 유산균에 의한 검은콩의 최적 발효조건

을 확립하고 발효된 검은콩의 품질특성을 평가하였다. 가

정에서 제조된 배추김치로부터 분리한 Lactobacillus

plantarum SU22는 병원성 세균에 대해 강한 항균 활성을

보였고 생체 아민과 발암성 효소인 β-glucuronidase를 생

성하지 않았기 때문에 검은콩 발효의 스타터로 선정되었

다. 검은콩은 5 kgf/cm2, 150oC로 조절된 팽화기에서 10분

동안 팽화 처리한 것과 처리하지 않은 것으로 각각 10-

30% 혼합액을 만들고 L. plantarum SU22를 1%(v/v) 접종

하여 37oC로 48시간 동안 진탕 배양하면서 유산균의 생육

특성을 비교하였다. 유산균의 생균수는 L. plantarum SU22

로 발효된 팽화 검은콩(20%) 배양액에서 9 Log CFU/mL

이상이었다. 20% 팽화 검은콩 배양액을 alcalase로 가수분

해한 후 L. plantarum SU22로 발효하는 것이 최적 조건

Table 8. Total polyphenol content and DPPH radical scavenging activity of 20% puffed black bean broth treated with alcalase or flavour-

zyme during fermentation

Sample
Total polyphenol content (mg GAE1)/g) DPPH (%)

Non3) A4) F5) Non A F

Control2) 41.16±0.31cB 87.74±0.62aD 78.48±1.11bC 85.80±0.97aB 83.14±0.22bC 85.80±0.22aD

L. plantarum SU22
24 h 43.58±0.46cA 94.02±0.44aC 88.58±2.18bA 85.94±0.22bB 92.50±0.33aA 92.26±0.30aA

48 h 43.22±0.28cA 97.81±2.71aA 88.35±0.39bA 82.76±1.23bC 92.64±0.51aA 91.22±0.22aB

L. plantarum SU64
24 h 43.58±0.16bA 91.97±0.44aC 90.04±1.36aA 88.65±0.82bA 92.45±0.49aA 89.70±0.22bC

48 h 44.45±1.33cA 95.92±2.13aB 87.30±0.55bB 82.48±0.99bC 90.74±0.65aB 92.07±0.83aA

Data are the means±SD. 

Values in the same row with different superscripts (a-c) and in the same column with different superscripts (A-D) are significantly differ-

ent at P<0.05.
1) GAE, Gallic acid equivalents.
2) Control, 20% puffed black bean broth.
3) Non, Non-treated.
4) Alcalase, 20% puffed black bean broth treated with Alcalase.
5) Flavourzyme, 20% puffed black bean broth treated with Flavourzyme.
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인 것으로 밝혀졌으며 유산균의 생균수가 10.30 Log CFU/

mL까지 증가하였다. 최적 조건에서 총 폴리페놀 함량(94.02

mg GAE/g)과 DPPH 라디칼 소거능(92.50%)이 비 발효 대

조군(87.74 mg GAE/g, 83.14%)에 비해 현저하게 증가하

였다(P<0.05). 결론적으로 검은콩을 팽화한 후 alcalase 처

리와 L. plantarum SU22를 병행하여 발효할 때 바이오제

닉 아민이 없는 검은콩 발효액을 효과적으로 제조할 수

있으며, 총 폴리페놀과 DPPH 라디칼 소거능을 유의적으

로 증가시킬 수 있다는 것을 알 수 있었다. 
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