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Abstract

Health of human intestine has deteriorated due to excessive stress and western diet. In this study, Vigna angularis 
was fermented by Bacillus subtilis KCCM11965P in order to develop prebiotic resource for improving bowel movement. 
The contents of ash and crude protein were 3.35±0.04% and 21.1±0.19% respectively. Vigna angularis extract 
(1, 3, 5%) were incubated with 3% (v/v) Bacillus subtilis KCCM 11965P for 0, 24, 48, and 72 h. Total bacterial 
numbers showed that the combination of 3% powdered seeds and 72 h incubation time was optimum condition 
for this experiment. Total polyphenol content increased from 0.18±0.010 mg/mL in pre-incubation to 0.23±0.007 
mg/mL in post-incubation with the condition mentioned above. DPPH radical scavenging activity also increased 
from 36.1±6.0% to 63.6±5.2%. Analysis of protease activity showed 2.69±0.003 unit/mL in combination of 5% 
powdered seeds and 72 h incubation time. Amylase activity increased from 1.0±0.1 unit/mL in pre-incubation to 
26.0±0.2 unit/mL in post-incubation. The analysis of free amino acids after incubation with Bacillus subtilis KCCM 
11965P showed that leucine increased from 5.22 mg/L to 67.59 mg/L and tyrosine, one of non-essential amino 
acid also increased 10.08 mg/L to 259.35 mg/L by incubation with 5% powdered seeds. Most of organic acid 
were reduced by incubation for 72 h. These results suggest that Vigna angularis could be utilized most as a prebiotic 
resources.

Key words：fermentation, Bacillus subtilis KCCM 11965P, prebiotic, Vigna angularis, antioxidant activity

서   론
1)

현대인들의 과도한 스트레스, 서구화된 식생활, 과다한 

영양섭취, 정제된 곡류를 이용한 가공식품, 육류 섭취량 

증가 등으로 인하여 소화기관의 기능 저하, 과체중 등 소화

기관 질환이 증가함에 따라 장 건강에 대한 관심이 고조되
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면서 프리바이오틱스에 대한 연구가 활발하게 진행되고 

있다(1-3). 

프리바이오틱스(prebiotics)는 장 건강에 유익한 미생물

의 성장이나 활성을 촉진함으로써, 숙주 건강에 좋은 효과

를 나타내는 것이다(4,5). 프리바이오틱스는 가공 중에 열

분해되지 않아야 하며, 섭취 후 소장에서 소화되지 않고 

대장까지 변형되지 않은 상태로 이동하여 장내 유용 세균의 

성장과 촉진, 보호 작용을 갖는 비소화성 성분으로 장내 

세균의 면역 증강, 호르몬 균형, 알러지 예방 등의 기능이 

있는 것으로 알려져 있다(5,6). 프리바이오틱스는 낮은 투

여량으로 장내 유용 세균이 선택적, 효율적으로 활용되어

야 하고 부작용이 없어야 하며, 고분자량이며 발효 속도가 
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늦어 장 말단까지 이동되어야 하고 독소의 응착을 방해하는 

기능과 독소를 저해하는 기능 등을 갖추어야 한다(4,6). 

발효는 미생물을 이용하여 유기물을 분해시키는 것으로 

유효성분의 증가, 흡수율의 증가 등의 효과가 있는 것으로 

알려져 있다. 특히 영양성분을 유지하면서 미생물이 분비

하는 각종 가수분해효소와 세포 내 조직에 결합되어 있는 

생리활성 물질들이 유리화되면서 생체이용률을 향상시킨

다(7-9). 식품의 발효는 미생물 작용을 통해 식품에 좋은 

맛과 향, 조직감 등을 부여하며, 독성물질 파괴, 생리활성물

질 생산, 소화증진 등의 효과가 있는 것으로 보고되고 있다

(3,10,11). 식품의 발효에 이용되는 균주는 Aspergillus 

oryza, Bacillus subtilis, Bifidobacterium breve, Lactobacillus 

acidophilus, Saccharomyces cerevisiae 등이 있다(12-14). 

Bacillus 속은 균주는 α-amylase, protease를 분비하므로 이

들 효소의 생산에 이용되기도 하며, 이를 이용해 발효시킨 

식품의 항산화활성 등이 증가한다(12). 

붉은팥(적두, Vigna angularis)은 장미목 콩과의 한해살

이 식물로, 한국, 중국, 일본 등의 동북아시아에서 주로 재배

되며, 국내에서 두류 중 콩 다음으로 수요가 많은 작물로써 

영양적으로 매우 우수하다(15,16). 붉은팥에는 비타민, 칼

륨, 칼슘, 인, 라이신 등을 함유하고 있어 각기병 및 피로회

복에 효과가 있으며, 아미노산이 풍부하여 단백질 생산을 

도와주고 탄수화물 대사 촉진 등에 유익한 기능을 갖추고 

있어 영양보충용 식품소재로 많이 이용되고 있다(16-17). 

한방에서는 붉은팥을 적소두하여 설사, 이질, 수종, 비만, 

신장병, 각기병, 숙취 등에 효능이 있으며, 붉은팥 삶은 물은 

이뇨 및 배변에 효과가 있는 것으로 알려져 있다. 붉은팥에 

함유된 사포닌은 섬유질과 함께 배변을 원활하게 하여 배변

을 촉진하여 장을 좋게 한다(17).

본 연구에서는 식품 발효에 이용되고 있는 Bacillus 

subtilis KCCM 11965P를 이용하여 붉은팥(적두, Vigna 

angularis)을 발효한 후 발효시간에 따른 균수변화, 항산화 

활성, protease 효소 활성, α-amylase 효소 활성, 유리아미노

산, 유기산 등을 분석하여 장 건강에 유익한 프로바이오틱

스(probiotics)를 활성화시킬 수 있는 프리바이오틱스

(prebiotics) 소재를 개발하기 위한 기초연구로 실시하였다. 

재료 및 방법

실험재료

본 실험에 사용된 붉은팥은 2016년 전북 순창군에서 재

배된 것을 순창군에 소재한 순창농산물직판장에서 구입하

여 빛깔, 모양 등 외부 형태를 확인하였으며, 동결건조기를 

이용하여 건조한 후 분쇄하여 실험에 사용하였다. 

일반성분 분석

분쇄한 붉은팥의 일반성분은 AOAC(16)법으로 분석하

였다. 수분은 105℃ 상압가열건조법, 회분은 550℃ 직접회

화법, 조단백질은 자동질소증류장치를 이용한 Kjeldahl법, 

조지방은 자동지방추출장치를 이용한 Soxhlet 추출법으로 

분석하였다.

Bacillus subtilis KCCM 11965P 발효 및 균수 측정 

발효에 사용한 균주는 재단법인 발효미생물산업진흥원

에서 Bacillus subtilis KCCM 11965P을 분양받아 LB 

broth(Difco Co., New Jersey, MD, USA)를 배지로 사용하여 

30℃의 진탕배양기에서 200 rpm, 18시간 진탕배양 한 후 

실험에 사용했다. 붉은팥의 발효는 붉은팥 원물을 1%, 3%, 

5%를 각각 제조한 후 배양된 Bacillus subtilis KCCM 

11965P 3% (v/v)에 접종하였다. 발효는 3일간(30℃, 200 

rpm) 진행했으며 0, 24, 48, 72시간마다 시료를 채취하여 

실험하였다. 총 균수는 각 시료 1 mL에 멸균 생리식염수를 

이용하여 10진 희석법으로 10단계로 희석한 후 희석액을 

LB plate count agar로 배양(30℃, 12시간)한 후 계수하였다.

총 폴리페놀 함량

총 폴리페놀 함량은 Folin-Ciocalteu 방법(19)을 이용하여 

측정하였다. 붉은팥 발효액 100 μL에 95% 에탄올 100 μL, 

증류수 500 μL와 50% Folin-Ciocalteu phenolic reagent 50 

μL을 넣고, 실온에서 5분 동안 반응시킨 후 5% Na2CO3 

100 μL를 첨가한 다음 빛을 차단한 상태로 상온에서 1시간 

반응시킨 후 microplate reader system(Infinite M200pro, 

Tecan Co., ZH, Austria)를 사용하여 725 nm에서 흡광도를 

측정하였다. 표준물질로 gallic acid(Sigma Chemical Co., 

St. Louis, MO, USA)를 이용하여 표준곡선(y=0.0024x 

+0.0323, R2=0.9981)으로부터 함량을 구하였다.

DPPH 라디칼 소거 활성

2,2-diphenyl-1-picryl-hydrazyl(DPPH) 라디칼 소거활성

은 Blois(20)의 방법을 변형하여 측정하였다. 발효액 100 

μL에 0.4 mM DPPH 용액 100 μL를 가한 다음 빛을 차단한 

상태로 실온에서 30분간 방치 후 microplate reader system을 

사용하여 525 nm에서 흡광도를 측정하였다. 실험군과 대조

군의 흡광도를 구하여 아래와 같이 백분율(%)로 표시하였

다.  

DPPH 라디칼 소거 활성(%)=(1-
실험군의 흡광도

)×100
대조군의 흡광도

Protease 효소 활성 측정

Protease 효소활성측정은 Kim(21)의 방법을 변형하여 측

정하였다. 1.25 mL의 0.65% (w/v) casein buffer(casein 6.5 

g/mL, 50 mM potassium phosphate buffer, pH 7.5)를 37℃에

서 5 분간 반응시킨 후 발효액 0.5 mL를 첨가하여 37℃에서 
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10분간 반응시켰다. 110 mM의 trichloroacetic acid 2.5 mL 

첨가하여 반응을 정지시킨 후, 37℃에서 30분 동안 방치한 

후 침전물을 0.45 μm syringe filter로 여과하였다. 이와 같은 

방법으로 기질 및 TCA를 처리 후 시료 0.5 mL을 첨가한 

것을 blank로 사용하였다. 여과액 2 mL에 500 mM sodium 

carbonate solution 5 mL 와 0.5 M Folin & Ciocalteu’s phenol 

reagent 1 mL를 혼합한 후 37℃에서 30분간 반응시킨 후 

UV-spectrophotometer(Specord 200 Plus, Analytikjena Co., 

Konrad, Germany)를 이용하여 흡광도 660 nm에서 측정하

였다. 표준물질은 L-tyrosine을 단계적으로 희석하여 동일

한 방법으로 분석 후 얻은 표준곡선을 이용하였으며, 1 unit

는 1분 동안 tyrosine 1 μg을 유리시키는 양을 환산하여 

계산하였다. 

α-Amylase 효소 활성 측정

α-Amylase의 효소활성측정은 Bernfeld(22)의 방법을 변

형하여 측정하였다. 250 μL의 1.0% (w/v) Soluble starch 

solution(20 mM sodium phosphate buffer에 6.7 mM sodium 

chloride, pH 6.9, 37℃)에 발효액 500 μL를 첨가하여 37℃에

서 30분간 반응시킨 후 96 mM dinitrosalicylic acid(DNS) 

solution을 0.5 μL을 첨가하여 100℃에서 5분 동안 반응시켜 

4℃에서 3분간 방치 한 후 UV-spectrophotometer로 흡광도 

540 nm에서 측정하였다. 이와 같은 방법으로 기질 및 DNS

를 처리 후 발효액 500 μL을 첨가한 것을 blank로 사용하였

다. 표준곡선은 0.2% (w/v) maltose을 이용해 작성하였으며, 

효소활성도(unit definition)는 위의 조건(37℃, pH 6.9)에서 

starch로부터 1분 동안에 생성되는 1.0 μg의 maltose양을 

1 unit 정의하였다.

유리아미노산 분석

유리아미노산은 Ohara 등(23)의 방법에 따라 분석하였

다. 60 mesh로 마쇄한 시료 5 g을 50 mL 정용하여 30℃ 

water bath에서 30분간 진탕한 후 800 ×g에서 30분간 원심분

리한 다음 상등액 10 mL에 sulfosallicylic acid 25 mg을 첨가

하여 4℃에서 4시간 동안 방치한 후 20,400 ×g에서 30분간 

원심분리하였다. 상등액을 0.22 μm membrane filter로 여과

한 여액의 유리아미노산을 분석하였다. 분석은 amino acid 

analyzer(Sykam 433, Sykam Co., Eresing, GB, Germany)로 

분석하였으며, column은 Cation Separation Colomn 

(LCAK60/Na 4.6×150 mm), buffer solution은 pH 3.3, pH 

4.2, pH 5.3, pH 10.1 sodium citrate, reagent flow rate 0.25 

mL/min, buffer flow rate 0.45 mL/min, column temperature 

50-80℃, injection volume 100 μL로 유리아미노산을 분석하

여 외부 표준법으로 계산하였다. 

유기산 분석

유기산 분석은 Palmer 등(24)의 방법에 따라 분석하였다. 

발효액을 0.45 μm membrane filter로 여과한 여액을 HPLC

를 이용하여 분석하였다. HPLC(Nanospace SI-2, Shiseido 

Co., Tokyo, Japan), detector(340C ELSD, Thermo Fisher 

Scientific Co., California, SU, USA), Rspak KC-811 column 

(300 mm L×8 mm, Showa Denko Co., Tokyo, Japan)를 사용

하였으며, 분석조건은 column temperature 40℃, mobile 

phase 70% acetonitrile isocartic, flow rate 1.0 mL/min, 

detection wavelength 220 nm, pressure 40 psi, injection 

volume 20 μL로 분석하였다. 

통계분석

통계분석은 SPSS 통계프로그램(Statistical Package for 

the Social Science, Ver. 12.0, SPSS Inc., Chicago, IL, USA)을 

이용하여 각 측정군의 평균과 표준편차를 산출하고 처리값

의 차이 유무를 one-way ANOVA(analysis of variation)로 

분석한 후 Duncan’s multiple range test를 이용하여 p<0.05 

수준에서 유의성을 검정하였다.

결과 및 고찰

일반성분 분석

본 실험에 사용된 붉은팥은 2016년 전북 순창군에서 재

배된 것을 순창군에 소재한 순창농산물직판장에서 구입하

여 AOAC법으로 일반성분을 분석한 결과는 Table 1과 같다. 

수분은 14.4±0.14%로 분석되었으며, 회분은 3.35±0.04%, 

조단백질은 21.1±0.19%, 조지방은 0.35±0.02% 함유된 것

으로 분석되었다. Kim 등(25)의 연구에서  흑태콩(Huktae)

의 수분은 11.5%로 분석되었으며, 회분 5.36%, 조단백질 

41.1%, 조지방 15.8%로 분석된 자료와 비교한 조단백질과 

조지방 등의 함량은 낮게 나타났으나 이는 품종의 차이에 

의한 것으로 판단된다.  

Bacillus subtilis KCCM 11965P 발효에 따른 균수 

변화 

발효에 사용한 균주는 재단법인 발효미생물산업진흥원

에서 Bacillus subtilis KCCM 11965P을 분양받아 실험에 

사용하였다. 붉은팥 원물 1%, 3%, 5%와 Bacillus subtilis 

Table 1. Proximate composition of Vigna angularis

  (%)

Proximate composition Content

Moisture 14.4±0.14
1)

Ash 3.35±0.04

Crude protein 21.1±0.19

Crude lipid 0.35±0.02
1)
All values are expressed as mean±SD of triplicate determinations.
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KCCM 11965P 3% (v/v)에 접종하여 24, 48, 72시간 배양한 

후 총균수를 10진 희석법으로 계수하였다(Table 2). 붉은팥 

원물 3% 첨가한 후 24시간 배양한 군에서는 0.04±1.1×107 

CFU/mL으로 측정되었으며, 48시간 배양한 군에서는 

7.0±1.0×107 CFU/mL, 72시간 배양한 군에서는 12.7±1.6 

×107 CFU/mL으로 24시간 배양군에 비해 310배 증식하였

다. 붉은팥 원물 5% 첨가한 후 24시간 배양한 군에서는 

0.04±1.1×107 CFU/mL으로 측정되었으며, 48시간 배양한 

군에서 1.1±0.7×107 CFU/mL, 72시간 배양한 군에서는 

11.6±0.2×10
7
 CFU/mL으로 24시간 배양군에 비해 290배 

증식하였다. 붉은팥 원물 3% 첨가군에서 Bacillus subtilis 

KCCM 11965P증식이 가장 우수하였으며, 붉은팥 원물 5% 

첨가군에서도 Bacillus subtilis KCCM 11965P가 증식하였

으나 붉은팥 원물 3% 첨가군보다 증식이 낮게 나타났다. 

붉은팥 원물 1% 첨가군에서도 Bacillus subtilis KCCM 

11965P가 증식하였으나, 3%, 5% 첨가군보다는 증식이 현

저하게 낮아 붉은팥 원물 1% 첨가하는 발효에 적합하지 

않는 것으로 판단된다. 붉은팥 원물을 3% 첨가하는 것이 

Bacillus subtilis KCCM 11965P의 증식에 가장 적합한 농도

로 판단된다. Lee 등(26)의 연구에서 블루베리의 발효에 

따른 유산균 생육에 대한 배양시간별 생균수를 측정한 결과 

배양시간 72시간까지 유산균이 증식하였고 96시간 이후부

터는 증식이 감소한다고 보고하였으며, Park 등(27)의 복분

자의 유산발효와 생리활성 평가 연구에서 최적 배양 시간은 

72시간이 바람직하다고 보고하여 본 연구결과와 유사한 

경향을 나타내었다. 붉은팥 원물을 Bacillus subtilis KCCM 

11965P를 이용하여 발효함에 따라 균수가 증가하는 결과는 

붉은팥을 섭취하면 인체 장내에 유익한 미생물을 활성화 

시킬 수 있는 프리바이오틱스로 이용될 수 있을 것으로 

판단된다.  

Table 2. Proliferation of Vigna angularis following Bacillus 
subtilis KCCM 11965P fermentation

 (CFU/mL)

Extract (%) 
Fermentation period (h)

24 48 72

1 0.9±0.4×10
71) 1.1±0.1×107 1.2±0.4×107

3 0.04±1.1×107 7.0±1.0×107 12.7±1.6×107

5 0.04±0.1×107 1.1±0.7×107 11.6±0.2×107

1)
All values are expressed as mean±SD of triplicate determinations.

총 폴리페놀 함량

천연물에 함유된 페놀성 화합물은 phenolic hydroxyl기를 

갖고 있어 단백질 등 거대 분자들과 쉽게 결합하여 항산화, 

항암, 항염증, 항알레르기 등 다양한 생리활성을 나타내는 

것으로 알려져 있다. 붉은팥 원물 1%, 3%, 5%와 Bacillus 

subtilis KCCM 11965P 3% (v/v)에 접종하여 0, 24, 48, 72시

간 배양한 후 총 폴리페놀 함량을 측정하였으며, 표준물질

은 gallic acid를 사용하여 표준곡선으로 함량을 구하였다

(Table 3). 붉은팥 원물 3% 첨가군에서 0시간 배양군

(0.18±0.010 mg/mL)보다 24시간 배양한 군에서는 총 폴리

페놀 함량이 0.19±0.015 mg/mL으로 증가, 48시간 배양한 

군 0.20±0.019 mg/mL, 72시간 배양한 군 0.23±0.007 mg/mL

으로 증가하였다. 5% 첨가 군에서 0시간 배양군(0.18± 

0.010 mg/mL)과 비교한 결과 배양시간 24시간(0.19±0.015 

mg/mL), 48시간(0.19±0.012 mg/mL)에는 총 폴리페놀 함량

이 증가하지 않았으나 72시간 배양한 군에서는 0.24±0.009 

mg/mL으로 증가하였다. Bacillus subtilis KCCM 11965P을 

이용한 붉은팥의 발효는 배양시간이 증가함에 따라 총 폴리

페놀 함량도 증가하였다. 하지만 1% 첨가 배양한 군에서는 

48시간까지는 총 폴리페놀 함량이 증가하지 않았으나 72시

간 배양군에서는 약 22% 증가(0.11±0.008 mg/mL)하였다. 

이는 발효에 의하여 미생물이 2차 대사과정을 통해 새로운 

형태의 물질로 전환된 것으로 판단된다. 기존의 연구에서

도 천연물을 발효하면 총 페놀성 화합물 함량이 증가한다고 

보고되었으며(28). Jung 등(12)의 연구보고에서는 대추를 

Bacillus subtilis(37℃, 24 h)로 발효하면 폴리페놀 함량이 

약 52% 증가한다는 연구결과와 일치하였다. 당유자 과피와 

효모를 이용하여 발효하면 플라보노이드 화합물이 전환되

어 항산화활성이 증가한다는 연구 결과와도 일치하였다

(29). Bacillus subtilis KCCM 11965P를 이용한 붉은팥 발효

물은 총 폴리페놀 함량을 증가시키므로 인체 내에서 항산화 

활성을 갖는 식품소재로 개발할 수 있을 것으로 판단된다.  

Table 3.  Total polyphenol contents of Bacillus subtilis KCCM 
11965P fermentation of Vigna angularis

 (mg/mL)

Extract (%) 
Fermentation period (h)

0 24 48 72

1 0.09±0.005
1)a2) 0.09±0.003a 0.10±0.006b 0.11±0.008b

3 0.18±0.010a 0.19±0.015a 0.20±0.019a 0.23±0.007b

5 0.19±0.005a 0.19±0.015b 0.19±0.012b 0.24±0.009c

1)
All values are expressed as mean±SD of triplicate determinations.

2)
The means followed by same letter in the same column are not significantly different  

 according to ANOVA and Tukey's multiple comparison tests (p<0.05).

DPPH 라디칼 소거 활성

1,1-Diphenyl-2-picrylhydrazyl(DPPH) 라디칼은 화학적

으로 유도되는 안정한 라디칼로 반응계에서 전자를 공여 

받으면 고유의 자색이 없어져 측정이 간편하면서도 신뢰성

이 높은 장점을 가지고 있어 식품의 기능성 평가 등 다양한 

분야에서 이용되고 있다. 붉은팥 원물 1%, 3%, 5%와 

Bacillus subtilis KCCM 11965P 3% (v/v)에 접종하여 0, 24, 

48, 72시간 배양한 후 DPPH 라디칼 소거활성을 측정하였다

(Table 4). 붉은팥을 발효함에 따라 DPPH 라디칼 소거활성
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도 증가하였다. 붉은팥 원물 3% 첨가한 후 72시간 배양한 

군에서 0시간 배양군(36.1±6.0%)보다 63.6±5.2%로 증가하

였으며, 48시간 배양 60.5±4.9% 증가, 24시간 배양 

54.3±1.8% 증가하였다. 1% 첨가 0시간 배양군(41.7±5.0%)

보다 72시간 배양한 군에서 70.7±3.4%로 증가, 48시간 배양 

68.7±1.6% 증가, 24시간 배양 65.8±3.4% 증가하여 발효시

간이 증가함에 따라 DPPH 라디칼 소거활성도 증가하였다. 

하지만 5% 첨가군에서도 발효함에 따라 DPPH 라디칼 소거

활성도 증가하였으나 발효시간 24시간 이후에서는 DPPH 

라디칼 소거활성이 감소하는 경향으로 나타났다. Bacillus 

subtilis KCCM 11965P는 붉은팥을 발효하는데 적합한 균주

로 판단된다. 기존의 연구결과에서 콩비지를 Bacillus 

subtilis를 이용하여 전통적인 방법으로 발효시켰을 때 발효

기간 증가에 따라 DPPH 라디칼 소거능 등 항산화 활성이 

증가하였고(30), 대추를 발효하면 항산화 활성성분인 총 

폴리페놀과 항산화 활성이 증가한다는 연구결과와 일치하

였다(12). Bacillus subtilis KCCM 11965P 이용한 붉은팥 

발효물은 DPPH 라디칼 소거 활성을 증가시키므로 인체의 

항산화 활성을 증가시킬 수 있는 프리바이오틱스 소재로 

개발할 수 있을 것으로 판단된다. 

Table 4. DPPH radical scavenging activity of Vigna angularis 
fermented by Bacillus subtilis KCCM 11965P

 (%)

Extract (%) 
Fermentation period (h)

0 24 48 72

1 41.7±5.0
1)a2) 65.8±3.4b 68.7±1.6b 70.7±3.4b

3 36.1±6.0a 54.3±1.8b 60.5±4.9b 63.6±5.2b

5 24.4±3.8a 48.4±2.0b 40.1±5.7b 36.0±4.0b

1)
All values are expressed as mean±SD of triplicate determinations.

2)
The means followed by same letter in the same column are not significantly different  

 according to ANOVA and Tukey's multiple comparison tests (p<0.05).

Protease 활성 

Protease는 단백질 분해능이 우수하여 protease 활성이 

있는 소재는 식품, 제약 등에 다양하게 이용되고 있다. 붉은

팥 원물 1%, 3%, 5%와 Bacillus subtilis KCCM 11965P 3% 

(v/v)에 접종하여 0, 24, 48, 72시간 배양한 후 protease활성을 

측정하였다(Table 5). 붉은팥 원물 5% 첨가한 후 24시간 

배양한 군에서 1.29±0.002 unit/mL으로 측정되었으며, 48시

간 배양군에서 2.34±0.004 unit/mL으로 증가하였고, 72시간 

배양한 군에서 2.69±0.003 unit/mL으로 증가하였다. 이는 

Bacillus subtilis KCCM 11965P 발효에 의하여 protease가 

증가한 것으로 판단된다. 하지만 붉은팥 원물 1%, 3% 첨가

군에서는 protease가 측정되지 않았다. Mann 등(31)의 연구

보고에 의하면 Bacillus subtilis로 발효하면 protease 활성이 

일정기간동안에는 활성이 증가하다가 6일 이후 미생물의 

성장이 감소하면서 활성도 감소된다고 보고하였다. 일반적

으로 protease가 활성화되면 청국장 단백질 분해 특유의 

구수한 맛 성분과 영양을 유리하고 유리아미노산 함량에 

많은 영향을 주는 요인으로서 청국장 품질을 나타내는 중요

한 지표가 된다고 보고되었다(32). 이와 같이 붉은팥은 

protease를 활성화시켜 장내 유용미생물 성장을 도와 장 

건강을 증진시킬 수 있는 식품소재로 개발할 수 있을 것으

로 판단된다. 

Table 5. Protease activity of Vigna angularis fermented by Bacillus 
subtilis KCCM 11965P

(unit/mL)

Samples (%) 
Fermentation period (h)

0 24 48 72

1 ND
1) ND ND ND

3 ND ND ND ND

5 ND 1.29±0.002
2)b3)

2.34±0.004
c

2.69±0.003
c

1)
ND, not detected.

2)
All values are expressed as mean±SD of triplicate determinations.

3)
The means followed by same letter in the same column are not significantly different  

 according to ANOVA and Tukey's multiple comparison tests (p<0.05).

α-Amylase 효소 활성 

붉은팥 원물 1%, 3%, 5%와 Bacillus subtilis KCCM 

11965P 3% (v/v)에 접종하여 0, 24, 48, 72시간 배양한 후 

α-amylase 활성을 측정하였다(Table 6). 붉은팥을 Bacillus 

subtilis KCCM 11965P로 발효하면 발효시간이 증가함에 

따라 α-amylase 활성이 증가하였고, 붉은팥 원물 첨가량이 

증가함에 따라 α-amylase 활성도 증가하였다. α-Amylase 

활성이 가장 높게 증가된 실험군은 붉은팥 원물 5% 첨가한 

후 72시간 배양한 군에서 0시간 배양군(1.0±0.1 unit/mL) 

보다 26.0±0.2 unit/mL로 증가하였으며, 48시간 배양군 

25.7±0.3 unit/mL, 24시간 배양군 15.0±1.6 unit/mL로 증가

하였다. 3% 첨가 72시간 배양한 군에서는 0시간 배양군

(1.3±0.2 unit/mL)보다 26.7±2.0 unit/mL로 증가, 48시간 배

양군 25.3±0.6 unit/mL, 24시간 배양군 15.3±0.6 unit/mL로 

증가하였다. 1% 첨가 72시간 배양한 군에서 0시간 배양군

(6.0±1.3 unit/mL)보다 10.7±0.3 unit/mL 증가, 48시간 배양

군 10.0±0.3 unit/mL, 24시간 배양 110.0±0.3 unit/mL으로 

다른 첨가군보다 α-amylase 활성이 가장 낮게 증가하였다. 

이러한 결과는 Bacillus subtilis KCCM 11965P가 증식함에 

따라 amylase 활성이 증가하는 것으로 판단된다. Mann 등

(31)의 연구에서 Bacillus subtilis CBD2 이용한 곡류 발효에

서 배양시간이 증가함에 따라 amylase 활성도 증가한다는 

연구결과와 일치하였다. Bacillus subtilis KCCM 11965P로 

발효한 붉은팥은 α-amylase 활성화 시켜 인체 내에서 탄수

화물 소화를 이롭게 하는 장 건강에 유익한 식품소재로 

개발할 수 있을 것으로 판단된다. 
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Table 6. Amylase activity of Vigna angularis fermented by 
Bacillus subtilis KCCM 11965P

(unit/mL)

Extract (%) 
Fermentation period (h)

0 24 48 72

1 6.0±1.3
1)a2) 10.0±0.3b 10.0±0.3b 10.7±0.3b

3 1.3±0.2a 15.3±0.6b 25.3±0.6c 26.7±2.0c

5 1.0±0.1a 15.0±1.6b 25.7±0.3c 26.0±0.2c

1)
All values are expressed as mean±SD of triplicate determinations.

2)
The means followed by same letter in the same column are not significantly different  

 according to ANOVA and Tukey's multiple comparison tests (p<0.05).

유리아미노산 분석

필수 아미노산은 인체 내에서 합성되지 않으므로 식품으

로 반드시 섭취해야 하고, 비필수 아미노산은 인체 내에서 

합성이 가능한 아미노산으로 인체 내 단백질 합성을 위해서

는 필수 아미노산과 비필수 아미노산 모두 필요하다. 이에 

따라 붉은팥 원물 1%, 3%, 5%와 Bacillus subtilis KCCM 

11965P 3% (v/v)를 접종하여 72시간 배양한 후 유리아미노

산을 분석하였다(Table 7). 필수아미노산 중 leucine은 1% 

첨가군에서 0시간 배양군 0.33 mg/L에서 3.26 mg/L로 증가

하였고, 3% 첨가군에서 0시간 배양군 2.62 mg/L에서 10.97 

mg/L로 증가, 5% 첨가군에서 0시간 배양군 5.22 mg/L에서 

67.59 mg/L로 유리아미노산이 가장 많이 증가되었다. 

Methionine은 1% 첨가군에서 0시간 배양군 7.10 mg/L에서 

12.94 mg/L로 증가하였고, 3% 첨가군에서 0시간 배양군 

20.29 mg/L에서 29.65 mg/L로 증가하였으며, 5% 첨가군에

서 0시간 배양군 29.13 mg/L에서 44.28 mg/L로 증가하였다. 

Phenylalanine은 1% 첨가군에서 0시간 배양군 4.21 mg/L으

로 분석되었으나 72시간 배양군에서는 분석되지 않았으며, 

3% 첨가군에서 0시간 배양군 2.34 mg/L에서 8.37 mg/L로 

증가하였으며, 5% 첨가군에서 0시간 배양군 10.95 mg/L에

서 23.57 mg/L으로 증가하였다. Valine은 붉은팥 원물 모든 

첨가군에서 0시간 배양군에는 분석되지 않았으며, 72시간 

배양한 군에서 붉은팥 원물 1% 첨가군에서 1.35 mg/L, 3% 

첨가군 2.77 mg/L, 5% 첨가군 3.29 mg/L으로 분석되었다. 

비필수아미노산 중 cysteine은 1% 첨가군에서 0시간 배양

군 6.77 mg/L에서 23.47 mg/L로 증가하였고, 3% 첨가군에

서 0시간 배양군 6.11 mg/L에서 152.84 mg/L로 증가하였으

며, 5% 첨가군에서 0시간 배양군 8.36 mg/L에서 403.78 

mg/L으로 증가하였다. Tyrosine은 1% 첨가군에서 0시간 

배양군 2.00 mg/L에서 4.19 mg/L로 증가하였고, 3% 첨가군

에서 0시간 배양군 4.00 mg/L에서 57.67 mg/L로 증가하였

으며, 5% 첨가군에서 0시간 배양군 10.08 mg/L에서 259.35 

mg/L으로 증가하였다. Alanine은 3% 첨가군에서 0시간 배

양군 4.31 mg/L에서 10.77 mg/L로 증가하였나 5% 첨가군에

서는 발효 이후에 감소하였다. Arginine은 1% 첨가군과 3% 

첨가군에서 발효 이후에는 분석되지 않았으며, 5% 첨가군

에서는 발효 이후에 감소하였다. 아미노산은 식품중 단백

질의 질을 결정하게 되므로 아미노산의 함량은 인체 건강에 

유익한 식품 성분이라 할 수 있으며, 총 섬유소 함량이 높으

면 아미노산 조성과 함량이 높아 영양학적으로 좋은 식품이

라 할 수 있다(33). 붉은팥을 Bacillus subtilis KCCM 11965P

으로 발효하면 아미노산이 증가하여 영양학적으로 가치가 

높을 것으로 생각된다. 면역력 강화, 인체 활력 및 신진대사 

증가 등의 효능을 지닌 아미노산의 증가는 인체 건강을 

매우 이롭게 할 것으로 생각되며, 붉은팥은 프로바이오틱

스를 활성화시킬 수 있는 프리바이오틱스 효능을 갖는 소재

로 판단된다.

Table 7. Content of free amino acid by Bacillus subtilis KCCM 
11965P fermentation of Vigna angularis

(mg/L)

Free amino acid
1% 3% 5%

FBE
1) FAF2) FBE FAF FBE FAF

Valine ND
3) 1.35 ND 2.77 ND 3.29 

Leucine 0.33 3.26 2.62 10.97 5.22 67.59 

Methionine 7.10 12.94 20.29 29.65 29.13 44.28 

Phenylalanine 4.21 0.00 2.34 8.37 10.95 23.57 

Alanine 1.07 ND 4.31 10.77 6.08 2.84 

Tyrosine 2.00 4.19 4.00 57.67 10.08 259.35 

Arginine 14.60 ND 29.06 ND 39.34 2.42 

Cysteine 6.77 23.47 6.11 152.84 8.36 403.78 
1)
FBE, fermentation before.

2)
FAF, fermentation after.

3)
ND, not detected.

유기산 분석

인체 내에서 젖산을 분해하는 효능이 있어 피로 회복과 

스트레스 완화에 도움이 되며, 타액과 위액의 분비를 촉진

시켜 음식물의 소화와 흡수를 돕는 유기산을 분석하였다. 

붉은팥 원물 1%, 3%, 5%와 Bacillus subtilis KCCM 11965P 

3% (v/v)를 접종하여 72시간 배양한 후 유기산을 분석하였

다(Table 8). Oxalic acid은 1% 첨가군에서 0시간 배양군 

0.02 mg/L에서 0.04 mg/L로 증가하였으며, 3% 첨가군에서 

0시간 배양군 0.03 mg/L에서 0.10 mg/L로 증가, 5% 첨가군

에서는 0.05 mg/L로 oxalic acid의 함량은 변화되지 않았다. 

Citric acid은 1% 첨가군에서 0시간 배양군 3.79 mg/L에서 

0.03 mg/L로 감소되었고, 3% 첨가군에서 0시간 배양군 1.48 

mg/L에서 0.26 mg/L로 감소, 5% 첨가군에서 0시간 배양군 

2.50 mg/L에서 0.17 mg/L로 감소되었다. Malic acid은 1% 

첨가군에서 0시간 배양군 0.62 mg/L에서 0.12 mg/L로 감소

되었고, 3% 첨가군에서 1.48 mg/L에서 0.43 mg/L, 5% 첨가

군에서 3.27 mg/L에서 1.10 mg/L로 감소되었다. Bacillus 
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subtilis KCCM 11965P를 이용하여 72시간 발효하면 대부분

의 유기산은 감소하는 경향으로 나타났다. 이는 Bacillus 

subtilis KCCM 11965P의 발효에 의하여 유기산 성분이 변

화되는 것으로 판단된다. 

Table 8. Content of organic acid by Bacillus subtilis KCCM 
11965P fermentation of Vigna angularis

 (mg/mL)

Organic acid
1% 3% 5%

FBE
1) FAF2) FBE FAF FBE FAF

Oxalic acid 0.02 0.04 0.03 0.10 0.05 0.05

Citric acid 3.79 0.03 1.48 0.26 2.50 0.17

Malic acid 0.62 0.12 1.48 0.43 3.27 1.10

Succinic acid ND
3) 0.19 0.02 0.01 0.01 0.73

Lactic acid ND 0.36 ND 0.36 0.08 0.43

Formic acid 0.28 0.07 0.76 0.52 1.12 ND 

Acetic acid 0.09 0.16 0.07 1.07 ND 1.12
1)
FBE, fermentation before.

2)
FAF, fermentation after.

3)
ND, Not detected.

요   약

장 건강에 유익한 프리바이오틱스 소재를 개발하기 위하

여 배변을 촉진하는 효능을 지닌 붉은팥을 식품 발효에 

이용되는 Bacillus subtilis KCCM 11965P로 발효하여 다음

과 같은 결과를 얻었다. 붉은팥의 일반성분은 회분 

3.35±0.04%, 조단백질 21.1±0.19%, 조지방 0.35±0.02% 함

유되었다. 붉은팥 원물 1%, 3%, 5%와 Bacillus subtilis 

KCCM 11965P 3% (v/v)를 접종하여 0, 24, 48, 72시간 배양

하였다. 배양액의 총균수를 측정한 결과 붉은팥 원물을 3% 

첨가한 후 72시간 배양군에서 Bacillus subtilis KCCM 

11965P 발효가 가장 적합하였다. 발효 시간에 증가함에 

따라 총 폴리페놀 함량과 DPPH 라디칼 소거활성이 증가하

였다. Protease 활성은 붉은팥 원물 5% 첨가한 후 72시간 

배양한 군(2.69±0.003 unit/mL)에서 활성이 가장 높았다. 

발효시간과 붉은팥 원물 첨가 농도가 증가함에 따라 α

-amylase 활성도 증가하였으며, 붉은팥 원물 5% 첨가한 후 

72시간 배양한 군에서 0시간 배양군(1.0±0.1 unit/mL) 보다 

26.0±0.2 unit/mL로 증가하였다. Bacillus subtilis KCCM 

11965P로 72시간 배양한 후 유리아미노산을 측정한 결과 

leucine은 붉은팥 원물 5% 첨가한 0시간 배양군 5.22 mg/L

에서 67.59 mg/L로 증가하였으며, 비필수아미노산인 

tyrosine은 5% 첨가 0시간 배양군 10.08 mg/L에서 259.35 

mg/L로 증가하였다. 이와 같이 Bacillus subtilis KCCM 

11965P로 붉은팥을 발효하면 항산화 활성, protease 효소 

활성, 및 α-amylase 효소 활성이 증가하였으며, 유리아미노

산과 유기산이 증가하였다. 붉은팥을 발효하는데 Bacillus 

subtilis KCCM 11965P가 적합할 것으로 판단되며, 붉은팥

은 프로바이오틱스를 활성화시켜 장 건강을 증진시킬 수 

있는 프리바이오틱스 소재로 개발할 수 있는 가능성을 시사

하였다.  
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