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서 론
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바이오제닉 아민(biogenic amine, BA)은 식품의 발효나
저장과정 중에미생물의 작용에 의해 생성되는독성 물질
로서 사람이나 동물의 신경과 혈관을 자극하여 식중독과
유사한증상을유발한다. 식품내에서주로검출되는 BA로
는 푸트레신(putrescine), 카다베린(cadaverine), 베타-페닐
에틸아민(ß-phenylalanine), 티라민(tyramine), 스페르민
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(spermine), 히스타민(histamine), 스페르미딘(spermidine),
트립타민(tryptamine) 및 아그마틴(agmatine) 등이며, 이들
은 주로 생선, 육류, 난류, 치즈, 채소, 맥주 및 와인 등에서
고농도가 검출된다. BA는 고온, 냉동 및 훈연 처리 시에도
쉽게분해되지 않으며, 아질산염과 BA가혼재할경우암을
유발하는 니트로사민을 형성하게 된다(1,2).
단백질 함량이 높은 콩을 원료로 제조하는 된장은 발효

과정동안다양한미생물들의 프로테아제에의해단백질은
저분자 펩타이드, 아미노산 및 암모니아로 분해되고 디카
르복실라아제에 의해 아미노산의 카르복실기가 제거됨으
로써다량의 BA가생성된다(3). 비록미생물의종류에따라
디카르복실라아제의 합성 능력은 서로 다르지만, 대부분의
대두 발효 및 비 발효 식품은 BA가 합성될 수 있는 조건
하에서 제조된다(4). 특히 장내 미생물이나 부패 세균들의
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Abstract

The objective of this study was to evaluate biogenic amine (BA) formation and degradation abilities of Bacillus 
strain and lactic acid bacteria (LAB) isolated from meju and doenjang and to determine the microbiological and 
physicochemical qualities of Cheonggukjang prepared by mixed culture of these strains. Accumulation of cadaverine 
(421.7 ± 11.0 mg/L) and histamine (628.7 ± 24.1 mg/L) was assessed in the culture media of Bacillus subtilis 
MJ226 that displayed lysine and histidine decarboxylase activities. No ability to form cadaverine, histamine, putrescine, 
tryptamine, and tyramine by Lactobacillus acidophilus D11, L. acidophilus D38, Lactobacillus sakei D44, Lactobacillus 
plantarum D70, which exhibited high BA degradation ability. The amino nitrogen and free amino acid contents 
were significantly (p<0.05) increased in Cheonggukjang prepared by the mixed culture of LAB (L. sakei D44, 
L. plantarum D70, or L. pentosus D74) and B. subtilis MJ226, whereas the ammonia nitrogen and BA (cadaverine 
and histamine) contents were significantly (p<0.05) decreased. Consequently, it was confirmed that BA formation 
in Cheonggukjang prepared by starter culture of B. subtilis was effectively inhibited by the certain strains of LAB 
having BA-degrading ability.
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강한 디카르복실라아제의 활성에 의해 많은 양의 히스타
민, 푸트레신 및카다베린이생성되므로 BA의함량은비위
생적인 품질 판정에 이용된다(5). 디카르복실라아제 효소
를 생성하는 세균으로는 Bacillus, Citrobacter, Clostridium,
Klebsiella, Escherichia, Proteus, Pseudomonas, Salmonella,
Shigella, Photobacterium, Lactobacillus, Pediococcus 및
Streptococcus sp. 등이 알려져 있다(3). 특히 된장으로부터
분리된 Clostridium, Pseudomonas, Staphylococci, Bacillus
sp. 및 유산균 등으로부터 강한 디카르복실라아제 활성이
확인되었고, 이들은 티라민, 히스타민, 카다베린 및 푸트레
신 등의 BA 생성능이 큰 것으로 나타났다(6).
일본식 전통 발효 된장인 미소(miso)로부터 분리된

Enterococcus faecium, Lactobacillus bulgaricus는 티라민을
생성하였고, Lactobacillus sp.와 Lactobacillus sanfrancisco
는 히스티딘 디카르복실라아제를 생성하는 것으로 밝혀졌
으며(7), Lactobacillus curvatus, Lactobacillus carnis,
Lactobacillus divergens 및 Lactobacillus hilgardii 등도 BA
생성균으로 확인되었다(8). 대두 발효 식품 내에서 BA는
발효 과정 동안 활성이 높게 유지되고 아미노산 이용능이
우수한 유산균에 의해 주로 생성되는데 균종이나 균주에
따라 BA의종류및생성량에큰차이가있으며, 제조환경,
원료내대두의비율, 발효조건및저장기간에따라 BA의
양은 크게 달라진다(2,9).
반면, Garcia-Ruiz 등(10)은 Lactobacillus casei, L. hilgardii,

Pediococcus parvulus, Oenococcus oeni, Lactobacillus
plantarum 및 Pediococcus pentosaceus 등은 유의할 만한
수준의 히스타민, 티라민 및 푸트레신을 분해할 수 있는
활성을 나타내었다고 보고하였다. Capozzi 등(11)도 L.
plantarum 2균주가 푸트레신과 티라민을 분해하는 것으로
확인되어 와인 발효용스타터로 이용할 경우 BA 저감화에
효과적일 것이라고 고찰하였다. BA 분해능을 가진 유산균
은 아민 산화 효소(amine oxidase)에 의해 BA를 산화시켜
알데히드, 과산화수소 및 암모니아로 전환시켜 주므로 식
품 내 BA 함량을 낮춘다(12). 게다가 유산균은 BA 생성균
의 증식을 억제시킬 수있는 항균 물질을생산하므로 유해
균으로 인한 위험을 제어하기 위한 수단으로 식품 제조
산업 분야에서 식품의 안전성 향상 및 저장 기간 연장을
위한 생물학적 보존제로서 활용되기도 한다(13). 박테리오
신을생성하는유산균은치즈내히스타민생성을억제하는
데 효과적이었고(14), 멸치 젓갈로부터 분리된 히스타민
생성균에대해서도 박테리오신생성유산균의 항균효과가
나타났다(15).
하지만, 대두 발효 식품의 주요 스타터인 일부 바실러스

균이나 유산균은 프로바이오틱 균주로서 혈전 용해, 항암,
항산화 및 항균 등 다양한 생리활성을 발휘하기는 하나,
발효과정중원료에풍부하게함유된단백질을분해함으로
써 독성 물질인 BA를 생성함에 따라 중독 발생 위험이

크다. 따라서 본 연구에서는 메주와 된장으로부터 분리된
바실러스균과유산균의 균주별 BA 생성 및 분해능을 측정
하고 바실러스균과 BA 분해 유산균과의 혼합 배양을 통해
청국장의 미생물학적 및 물리화학적 특성과 BA 생성량의
변화를 조사하였다.

재료 및 방법

사용 균주 및 배양

전보(16-18)에서 메주로부터 분리된 Bacillus subtilis
MJ-226과 된장에서 분리된 유산균(Enterococcus faecalis
D08, Lactobacillus acidophilus D11, E. faecium D12,
Pediococcus acidilactici D19, P. pentosaceus D21,
Leuconostoc mesenteroides D23, Lactobacillus fermentum
D37, L. acidophilus D38, Lactobacillus sakei D44,
Pediococcus halophilus D49, E. faecalis D51, L.
mesenteroides subsp. mesenteroides D59, L. fermentum D60,
E. faecalis D66, L. plantarum D70, Lactobacillus pentosus
D74, Lactobacillus rhamnosus D78, Leuconostoc sp. D82,
Enterococus casseliflavus D86)을 대상으로 BA 생성 및 분해
능을 조사하였다. 실험 균주는 Lactobacilli MRS agar (BD
Difco Co., Sparks, MD, USA) 사면배지 상에서 계대 배양(3
7℃, 24시간)하여 사용하였다.

BA 생성능 측정

실험 균주의 효소 생성을 유도하기 위해 탈카르복시화
액체배지에 전구체 아미노산(l-arginine monohydrochloride,
l-histidine monohydrochloride monohydrate, l-lysine
monohydrochloride, l-ornithine monohydrochloride,
l-phenylalanine, l-tryptophan 및 l-tyrosine hydrochloride,
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA, 1 g/L)과 pyridoxal
5-phosphate (1 mg/L)를 첨가한 다음 균 접종 후 37℃에서
48시간 동안 5회 전 배양하였다. Microtiter plate의 well에
전 배양액(50 μL)과 아미노산(2%, w/v)이 첨가된 탈카르복
시화액체배지(100 μL)를각각분주한후 35℃, 72시간동안
혐기적인 조건(Anoxomat system, MART Co., BV,
Netherlands)에서 배양한 다음 BA 함량은 Eerola 등(19)과
Mah 등(20)의 방법을 일부 변형하여 측정하였다. 배양액을
원심분리(7,000×g, 10분, 4℃)한 후 상등액(1 mL)을 여과
제균(0.22 μm membrane filter, Millipore Co.)한 다음 BA
혼합 표준용액(cadaverine, histamine, putrescine, tyramine,
tryptamine, 500 mg/L)과 0.4 M perchloric acid (Merck,
Kenilworth, NJ, USA, 9 mL)를 첨가하였다. 진탕 혼합 후
원심분리(3,000×g, 10분)해서 회수한 상등액은 여과
(Whatman paper No. 1, Piscataway, NJ, USA)한 다음 여액(1
mL)에 2 N sodium hydroxide (200 μL)와 sodium bicarbonate
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포화 용액(300 μL)을 가하고 acetone에 용해시킨 dansyl
chloride (Sigma-Aldrich, 10 mg/mL) 2 mL를 첨가하였다.
40℃에서 약 45분간 반응시킨 다음 잔존하는 dansyl
chloride는 25% ammonium hydroxide (100 μL)를 가하여
제거하고 상온에방치하였다. 약 30분 경과후 acetonitrile을
가하여 최종 5 mL로 맞추고 원심분리(2,500×g, 5분)해서
얻은 상등액은 여과(0.22 μm membrane filter)하여 dansyl
유도체화 시켰다. High pressure liquid chromatography
(HPLC, Shimadzu, Kyoto, Japan)의 Nova-Pak C18 column
(150×3.9 mm, Waters), Milford, MA, USA)을 사용하였으며
UV 254 nm에서 검출하였다. 컬럼 온도 40℃에서 이동상
(solvent A: 0.1 M ammonium acetate, solvent B: acetonitrile)
의 유속은 1 mL/min로조정하였고, 시료량은 10 μL로주입
하였다.

BA 분해능 측정

바이오제닉 아민 분해능은 Lee 등(21)의 방법을 일부 변
형하여 측정하였다. 즉, 유산균은 MRS broth (BD Difco
Co., Sparks, MD, USA)에 접종하여 배양(37℃, 24시간)액을
원심분리(7,000×g, 10분, 4℃)해서 세포를 모아 phosphate
buffer saline (PBS, pH 7.0)으로 2회 세척하였다. 초기 균수
1.0×106 CFU/mL로 맞춘 세포 현탁액(1 mL)은 BA
(cadaverine dihydrochloride, histamine dihydrochloride,
putrescine dihydrochloride, tryptamine hydrochloride,
tyramine hydrochloride, 0.1%, w/v)을 첨가한 액체배지
[glucose 0.1% (w/v), yeast extract 0.2% (w/v), NaCl 0.5%
(w/v), K2HPO4 0.05% (w/v); pH 7.0, 10 mL]에 접종한 후
35℃, 5일간 배양하였다. 배양액(0.1 mL)은 BA (2%, w/v)가
첨가된 평판배지에 도말 접종하여 30℃, 5일간 배양하였다.
독립 집락을 선택하여 Trypticase Soy Agar (TSA, BD Difco
Co., Sparks, MD, USA) 상에서 순수 분리한 다음 BA (50
ppm)가 첨가된 Trypticase Soy Broth (TSB, BD Difco Co.,
Sparks, MD, USA)에 접종하고 35°C에서 24시간 동안 배양
하였다. 배양액(1 mL)에 BA 혼합 표준용액(500 mg/L) 및
0.4 M perchloric acid (9 mL)를 가하고 진탕 혼합한 후원심
분리(3,000×g, 10분)하였다. 상등액을 여과(Whatman paper
No. 1)하고 앞서 언급한 방법에 따라 dansyl chloride로 유도
체화 한 후에 HPLC로 잔존하는 BA 함량을 측정하였다.
분해능(%)은 식[(A-B)/A×100, A: 초기 BA 함량, B: 잔존하
는 BA 함량]에 대입하여 계산하였다.

청국장 제조

종균으로는 B. subtilis MJ226단독(대조구) 혹은 BA 분해
유산균과 혼합하여 청국장을 제조하였다. 바실러스균과 유
산균은 Brain Heart Infusion (BHI) broth (BD Difco Co.,
Sparks, MD, USA)와 MRS broth (BD Difco Co., Sparks,
MD, USA)에 각각 접종하고 배양(37℃, 24시간) 후 얻은

배양액은 원심분리(7,000×g, 10분, 4℃) 하였다. 각각의 세
포를 PBS (pH 7.0)로 세척하고 난 다음 균수를 1.0×106

CFU/mL로 조정하였다. 한편, 수세한 대두(100 g)에 증류수
를 10배 가한 후 24시간 동안 침지하였다. 물기를 제거한
후 증자(121℃, 30분)하고 나서 냉각(40-45℃)한 다음 종균
현탁액 1% (v/w)씩각각접종하고 80%의습도하에서발효
(37℃, 72시간) 시켜제조하였다. 발효 종료 후시료는동결
건조 후 분쇄하여 실험에 사용하였다.

생균수 측정

시료(10 g)에 증류수(90 mL)를 가하여 stomacher (3 M,
St. Paul, MN, USA)로 약 3분간 균질화하고 PBS (pH 7.0)로
십진희석한시료(1 mL) 내 바실러스균과 유산균수는 각각
Luria-Bertani (LB, BD Difco Co., Sparks, MD, USA)와 MRS
agar (BD Difco Co., Sparks, MD, USA) 평판 배지 상에서
표준한천평판배양법으로 측정한 다음 집락수를 계수하여
CFU/g으로 표시하였다.

pH 측정

시료(10 g)에 증류수 5배를 가하고 스토마커로 균질화
한 다음 원심분리(7,000×g, 10분)해서 얻은 상등액을 시료
액으로 하여 pH meter (Fisher Scientific, Waltham, MA,
USA)로 측정하였다.

적정 산도 측정

시료(5 g)에 동량의 증류수를 가하고 1%(w/v) 페놀프탈
레인지시약을첨가한다음 0.1 N NaOH 용액으로적정하여
그 소비량을 측정한 다음 계산식[산도(%) = 0.1 N NaOH
소비량×0.1 N NaOH 역가×0.9]/시료량]에 대입하였다.

단백질 가수분해 효소 활성 측정

멸균 증류수(100 mL)에 시료(2.5 g)을 가하여 항온수조
(37℃)에서 4시간 동안 진탕(150 rpm)한 다음 원심분리
(4,000×g, 15분)하여 얻은 상등액을 효소액으로 사용하였
다. 시료(0.05 mL)에 동량의 2% azocasein (0.2 M Tris-HCl,
pH 7.5)을 가하여 혼합한 후 항온수조(40℃) 내에서 20분간
반응시킨 다음 10% trichloroacetic acid (0.05 mL)를 첨가하
고 얼음 안에서 약 10분간 방치하여 반응을 정지시켰다.
원심분리(6,000×g, 20분)하여 얻은 상등액(0.15 mL)에 2N
Folin phenol reagent (0.3 mL)와 Na2CO3 (0.45 mL)를 첨가한
후 30℃ 항온 수조 내에서 2차 반응시켜 발색된 시료를
660 nm에서 흡광도를 측정하였다. 효소 1 unit는 1분당 1
μM의 tyrosine을 생성하는 효소양으로 정의하였다(22).

아미노태 질소 함량 측정

Formol 적정법(23)으로 측정하기 위해 시료(5 g)에 멸균
증류수(50 mL)를 가하여 약 30분간 교반시켰다. 시료 용액
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은 원심분리(10,000×g, 15분)한 다음 0.45 μm syringe filter
로 여과한 여액(10 mL)에 0.1% 페놀프탈레인 지시약을 첨
가한 후 0.1 N NaOH 표준용액으로 미홍색이 될 때까지
적정하였다. 그런 다음 포르말린 용액(35-40%) 20 mL를
첨가한후 pH 8.3이될때까지소요된 0.1 N NaOH표준용액
의 양으로 아미노태 질소 함량을 계산하였다.

암모니아태 질소 함량 측정

암모니아태 질소 중화적정법(24)으로 측정하기 위해 시
료(5 g)에 증류수를 가하고 혼합 진탕한 후 거즈로 여액과
대두를 분리하였다. 여액을 원심분리(10,000×g, 10분)하고
상등액(20 mL)를 취하여 시료 용액으로 사용하였다. 4%
NaOH 용액(0.7 mL)을 첨가한 후 산화마그네슘(0.3 g)과
비등석을 넣고 증류수로 최종 150 mL로 맞춘 후 증류하였
다. 0.05 N 황산용액 25 mL를 넣은 수기에 증류액 약 70
mL 정도 모은 후 증류수로 100 mL 정용하였다. 메틸레드-
브롬크레졸그린 혼합 지시액 3-4방울을 넣은 다음 종말점
자회색(pH 4.8)이 나타날때까지소요된 0.05 N NaOH 용액
의 양을 구하여 암모니아태 질소의 농도를 계산하였다.

유리 아미노산 함량 측정

Rozan 등(25)의 방법에 따라 HPLC (Shimadzu, Kyoto,
Japan)로 분석하였다. 즉, 아미노산 표준용액(20 μL)과 시료
는 진공(37℃, 20 mmHg) 하에서 20분간 건조시켰다. 이에
메탄올, 물, 트리에틸아민은 2:2:1 (v/v) 비율의용액을첨가
한후혼합해서다시 20분간진공건조시켰다. 메탄올,트리에
틸아민, 물, 페닐이소티오시아네이트(methanol, trimethylamine,
water, phenylisocyanate, PITC)는 7:1:1:1 (v/v)의 비율로 첨가
한 유도체화 시료(20 μL)를 첨가해서 약 20분간 상온에서
반응시켰다. 그런 다음 시료 내 과도한 PITC를 제거하기
위해 20분간 진공 하에서 건조시킨 유도체화 된 시료는
이동상 buffer A(100 mL)에 용해시켰다. Purospher STAR
RP-18e 컬럼(Merck, Darmstadt, Germany)에 이동상 A (0.1
M ammonium acetate, pH 6.5)와 이동상 B (0.1 M ammonium
acetate : acetonitrile : methanol = 44:46:10, v/v, pH 6.5)의
유속 1 mL/min로 시료 20 μL를 주입하여 254 nm에서 분석
하였다.

바이오제닉 아민 함량 측정

Han 등(26)의 방법을 일부 변형하여 측정하였는데 시료
(5 g)에 0.1 N HCl (20 mL)을가한후균질화한다음원심분
리(7,000×g, 20분, 4℃) 하였다. 상등액을 회수하고 남은
잔사에 0.1 N HCl를 가하여 반복 조작하여 상등액을 모두
합쳐 최종 50 mL에 맞춘 시료 용액을 유도체화 한 후에
앞서 설명한 조건으로 HPLC (Shimadzu, Kyoto, Japan)를
이용하여 바이오제닉 아민 함량을 측정하였다.

통계분석

실험항목별로각각 3회씩실험하여얻은 결과값은평균
±표준편차로 나타내었다. 실험 결과값은 SPSS 프로그램
(Ver. 12.0, Chicago, IL, USA)의 Student’s t-test를 통해
p<0.05 유의 수준에서 대조구와 실험구의유의성을 검정하
였다.

결과 및 고찰

실험 균주의 BA 생성능

탈카르복시화 액체배지 상에서 실험 균주들의 BA 생성
능을 조사한 결과는 Table 1과 같다. 메주에서 분리된 B.
subtilis MJ226은 카다베린(421±11.0 mg/L) 및 히스타민
(628.7±24.1 mg/L)을 생성하는 것으로 확인되었다. 한편,
된장으로부터 분리된 유산균의 BA 생성능을 조사한 결과,
카다베린은 E. faecalis D51 (642.3±11.4 mg/L), E. faecalis
D66 (255.6±9.9 mg/L) 및 Leuconostoc sp. D82 (391.6±15.4
mg/L)로부터 생성되었다. 히스타민은 E. faecalis D08
(1,045.8±33.5 mg/L)과 E. faecalis D66 (504.7±20.9 mg/L)으
로부터 검출되었고, 푸트레신은 E. faecalis D66 (912.4±6.7
mg/L)만이 생성하는 것으로 확인되었다. 트립타민 생성균
은 E. faecium D12 (1,523.7±40.1 mg/L)와 E. faecalis D51
(623.4±15.5 mg/L)이었고, 티라민은 E. faecalis D08
(237.9±13.2 mg/L)과 E. faecium D12 (661.4±25.0 mg/L)가
생성하는 것으로 확인되었다. 이상의 결과 실험 균주 중에
서 대부분의 Enterococcus sp.와 Leuconostoc sp.이 BA를
생성하는것으로 확인되었고 유산균의균주에따라생성하
는 BA의 종류에차이가있었고생성량도 상이하다는 것을
알 수 있었다.

BA는 많은 그람양성 및 음성균에 의해 생산되는데 O.
oeni, L. hilgardii, Lactobacillus fructivorans, P. parvulus,
Lactobacillus brevis 등 다양한 유산균들로부터 아미노산의
카르복실기 제거 능력이 확인되었다. 또한 L. curvatus, E.
faecalis, E. faecium, L. fermentum, Lactococcus lactis,
Streptococcus thermophilus 및 Lactobacillus paracasei 등도
탈탄산효소를 생산하여식품 내에 BA 생성의 원인균으로
밝혀져(27) 본 연구 결과와 부분적으로 일치하였다.

Barbieri 등(28)에 따르면 히스타민과 카다베린은 E.
faecium및 E. faecalis가 생산하고 티라민은 E. faecium, E.
faecalis, Enterococcus durans, Enterococcus hirae, E.
casseliflavus 및 Enterococcus mundtii 등이 생산하는 것으로
확인되었으며, 푸트레신은 E. faecium, E. faecalis, E. durans,
E. hirae, E. casseliflavus 및 E. mundtii 등이 생산하는 것으로
보고된 바 있어 본 연구 결과와 일부 일치하였다. 한편,
Leuconostoc sp.에 속하는 Leuconostoc carnosus,
Leuconostoc gasicomitatum 및 Leuconostoc gelidum은 식품
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의 부패와 주로 관련이 있으며 일부는 아미노산의 탈탄산
반응에 관여하기도 하고, L. mesenteroides는 히스타민, 푸
트레신이나 티라민을 생성하기도 한다고 알려졌는데(28),
본 연구에서는 Leuconostoc sp. D82가카다베린을 생성하였
다.

Table 1. Biogenic amine-producing ability of the tested strains in decarboxylase medium supplemented with amino acid

Strain
BA-producing ability (mg/L)

Cadaverine Histamine Putrescine Tryptamine Tyramine

Bacillus subtilis MJ226 421.7±11.0 628.7±24.1 ND ND ND

Enterococcus faecalis D08 ND 1,045.8±33.5 ND ND 237.9±13.2

Lactobacillus acidophilus D11 ND ND ND ND ND

Enterococcus faecium D12 ND ND ND 1,523.7±40.1 661.4±25.0

Pediococcus acidilactici D19 ND ND ND ND ND

Pediococcus pentosaceus D21 ND ND ND ND ND

Leuconostoc mesenteroides D23 ND ND ND ND ND

Lactobacillus fermentum D37 ND ND ND ND ND

Lactobacillus acidophilus D38 ND ND ND ND ND

Lactobacillus sakei D44 ND ND ND ND ND

Pediococcus halophilus D49 ND ND ND ND ND

Enterococcus faecalis D51 642.3±11.4 ND ND 623.4±15.5 ND

Leuconstoc mesenteroides subsp. mesenteroides D59 ND ND ND ND ND

Lactobacillus fermentum D60 ND ND ND ND ND

Enterococcus faecalis D66 255.6±9.9 504.7±20.9 912.4±6.7 ND ND

Lactobacillus plantarum D70 ND ND ND ND ND

Lactobacillus pentosus D74 ND ND ND ND ND

Lactobacillus rhamnosus D78 ND ND ND ND ND

Leuconostoc sp. D82 391.6±15.4 ND ND ND ND

Enterococcus casseliflarus D86 ND ND ND ND ND

Data are means±standard deviation (SD) from triplicate determinations.
ND, not detected.

실험 균주의 BA 분해능

실험 균주들의 BA 분해능을 측정한 결과는 Table 2와
같다. 메주에서 분리된 B. subtilis MJ226은 BA 분해능을
나타내지 않았으나, 일부 유산균들로부터 BA 분해능이 확
인되었다. 카다베린 분해능은 L. sakei D44 (26.1±5.5%)와
L. plantarum D70 (33.5±4.2%)으로부터 확인되었고, 히스
타민은 L. acidophilus D11 (12.9±1.6%), L. acidophilus D38
(19.1±2.2%) 및 L. pentosus D74 (42.3±4.5%)로부터 나타났
으며, L. acidophilus D11 (6.9±1.8%)은 티라민 분해능이
있는 것으로 확인되었으나, 푸트레신과트립타민의 분해능
을보인실험균주는없었다. 따라서유산균의균주에따라
분해할 수 있는 BA의 종류가 다르고 분해능에도 상당한
차이가 있었다.
와인에서 분리된 Lactobacillus casei, L. hilgardii, P.

parvulus, O. oeni, L. plantarum, P. pentosaceus는 히스타민,
티라민, 푸트레신의 분해력이 뛰어난 것으로 확인되었다
(10). Capozzi 등(11)에 의하면, L. plantarum NDT 26균주
중에서 30.8%는 푸트레신, 26.9%는 티라민, 19.2%는 히스
타민 및 19.2%는 카다베린을 분해할 수 있었고 유산균의

분해능은 균주에 의존하는 것으로 보고하였다.
Kongkiattikajorn(29)도 L. urvatus KM2633 및 Leuconostoc
mali KM2725에서는 BA 분해능이 확인되지 않았으나,
Lactobacillus farciminis KM7642는 티라민(4.5%) 분해능이
확인되었다. 게다가 L. plantarum KM5474는 트립타민
(2.1%), 페닐에틸아민(3.5%), 푸트레신(11.9%), 카다베린
(4.7%), 히스타민(6.9%) 및 티라민(17.2%) 등 다양한 BA
분해능이 나타났으며, Lactobacillus kandleri KM2416, L.
sakei KM1450 및 Lactobacillus reuteri KM8124도 특정 BA
분해력이 있었다. L. plantarum, L. sakei, L. pentosus, P.
acidilactici, Rhodococcus sp. Arthrobacter sp. Micrococcus
sp. Brevibacterium linens 및 Geotrichum candidum 등은 아
민 산화효소를 생성하여티라민과히스타민을분해한다고
Leuschner 등(30)은 보고하였다. 이상 기존 문헌과 비교해
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볼때유산균의균주에따라분해가능한 BA종류가다르고
분해율에도 차이가 있음을 알 수 있었다.
아민 산화 효소는 생선 슬러리로부터 분리된 L. casei,

L. plantarum, L. sakei에서도 확인되었고(27), 와인으로부터
분리된 L. plantarum IFI-CA 26, P. pentosaceus IFI-CA 30,
IFI-CA 83 및 IFI-CA 86, P. parvulus IFI-CA 31, O. oeni
IFI-CA 32, L. hilgardii IFI-CA 41, L. casei IFI-CA 52 및
L. plantarum IFI-CA 54에서도 강력한 히스타민, 티라민
및 푸트레신 분해능이 확인되었다(10). L. casei의 히스타민
과티라민의분해능도아민산화효소생성에기인하였으며
이를 Cabrales 치즈에 이용한 경우 BA 축적량이 유의하게
감소되었다고 하여(27), 본 연구에서도 BA 분해능이 확인
된유산균을발효스타터로이용할경우식품내 BA저감화
에 효과적일 것으로 추정된다.

Table 2. Biogenic amine-degrading ability of the tested strains in trypticase soy broth supplemented with biogenic amines

Strain
Biogenic amines-degrading ability (%)

Cadaverine Histamine Putrescine Tryptamine Tyramine

Bacillus subtilis MJ226 ND ND ND ND ND

Enterococcus faecalis D08 ND ND ND ND ND

Lactobacillus acidophilus D11 ND 12.9±1.6 ND ND 6.9±1.8

Enterococcus faecium D12 ND ND ND ND ND

Pediococcus acidilactici D19 ND ND ND ND ND

Pediococcus pentosaceus D21 ND ND ND ND ND

Leuconostoc mesenteroides D23 ND ND ND ND ND

Lactobacillus fermentum D37 ND ND ND ND ND

Lactobacillus acidophilus D38 ND 19.1±2.2 ND ND ND

Lactobacillus sakei D44 26.1±5.5 ND ND ND ND

Pediococcus halophilus D49 ND ND ND ND ND

Enterococcus faecalis D51 ND ND ND ND ND

Leuconstoc mesenteroides subsp. mesenteroides D59 ND ND ND ND ND

Lactobacillus fermentum D60 ND ND ND ND ND

Enterococcus faecalis D66 ND ND ND ND ND

Lactobacillus plantarum D70 33.5±4.2 ND ND ND ND

Lactobacillus pentosus D74 ND 42.3±4.5 ND ND ND

Lactobacillus rhamnosus D78 ND ND ND ND ND

Leuconstoc sp. D82 ND ND ND ND ND

Enterococcus casseliflarus D86 ND ND ND ND ND

Data are means±SD from triplicate determinations.
ND, not detected.

바실러스균과 유산균의 혼합 배양으로 제조한 청국장의
품질 특성

BA 생성능이있는 B. subtilis MJ226과 BA 분해능이있는
유산균과의혼합배양을통해제조한청국장내바실러스균
의 생균수를 측정한 결과는 Table 3과 같다. 바실러스균

단독 배양 시 생균수는 5.8±1.4×109 CFU/g이었는데 L.
acidophilus D38, L. plantarum D70 및 L. pentosus D74와의
혼합 배양에 의해선 대조군과 비슷한 수준 혹은 다소 높은
균수가검출된반면, L. acidophilus D11 및 L. sakei D44와의
혼합 배양에 의해서 유의할 정도로 낮은 균수가 검출되었
다. 혼합 배양한 청국장에서 유산균의 균수는 바실러스균
과 비슷한 정도인 108-109 CFU/g 정도 측정되었다. 이상의
결과 유산균은 청국장 발효 과정중에 증식하여 발효 완료
후 상당수의 균수가 검출되었는데 증식 정도는 유산균의
종류에따라다소차이가있었고바실러스균의증식에미치
는 영향도 유산균의 균종에 따라 상이하였다. Ju (31)에
따르면 B. subtilis CKB 단독으로 청국장을 제조한 경우
초기 균수 106 CFU/g이 12시간 후 109 CFU/g으로증식하였
고, Brevibacterium breve ATCC 15700, L. mesenteroides

ATCC 9135 및 L. plantarum ATCC 8014 등의 유산균과
혼합배양한경우에는바실러스균수가초기 104 CFU/g에서
12시간 후 108 CFU/g이었고, 유산균수는 106 CFU/g에서
12시간 후 107 CFU/g으로 나타나 바실러스균에 비해 유산
균의증식속도가늦은것으로나타났다. 이는대두성분이
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Table 3. Viable cell counts of fermentation starters in
Cheonggukjang prepared by the mixed cultures of Bacillus subtilis
MJ226 and biogenic amine-degrading lactic acid bacteria

Biogenic amines-degrading lactic
acid bacteria

Viable cell counts (CFU/g)

Bacillus subtilis MJ226 Lactic acid
bacteria

Control 5.8±1.4×109 ND

Lactobacillus acidophilus D11 7.7±5.4×108* 4.6±0.2×108

Lactobacillus acidophilus D38 6.3±0.8×109 6.6±2.0×108

Lactobacillus sakei D44 2.6±0.6×108* 3.8±0.1×109

Lactobacillus plantarum D70 4.9±1.1×109 5.2±1.3×109

Lactobacillus pentosus D74 8.2±2.5×109 2.7±3.0×109

Data are means±SD from triplicate determinations.
*Significantly differ (p<0.05) from the control group by Student’s t-test.
ND, not detected.

유산균보다 바실러스균 증식에 더욱 유리하고 바실러스균
의 단백질 분해 효소 활성이 높아서 생육이 촉진되거나
바실러스균의항균 물질이유산균의증식을방해하는것으
로 추정하였다. 이와는 달리 본 연구에서는 바실러스균이
유산균의증식에유의할만한영향을미치지는않은것으로
나타났다.
청국장의 pH 및 적정 산도를 측정한 결과는 Table 4와

Table 4. pH and titratable acidity of Cheonggukjang prepared by
the mixed cultures of B. subtilis MJ226 and biogenic
amine-degrading lactic acid bacteria

Biogenic amines-degrading lactic
acid bacteria pH Titratable acidity (%)

Control 6.92±0.20 0.21±0.02

Lactobacillus acidophilus D11 5.13±0.01* 1.05±0.02*

Lactobacillus acidophilus D38 5.78±0.16* 0.55±0.01*

Lactobacillus sakei D44 5.22±0.08* 0.86±0.02*

Lactobacillus plantarum D70 5.62±0.03* 0.58±0.05*

Lactobacillus pentosus D74 5.40±0.07* 0.79±0.06*

Data are means±SD from triplicate determinations.
*Significantly differ (p<0.05) from the control group by Student’s t-test.

Table 5. Protease specific activity and amino type nitrogen and ammonium nitrogen contents of Cheonggukjang prepared by the mixed
cultures of B. subtilis MJ226 and biogenic amine-degrading lactic acid bacteria

Biogenic amines-degrading lactic acid bacteria Protease specific activity (U/mg) Amino type nitrogen content (mg%) Ammonium nitrogen content (mg%)

Control 3.39±0.02 258.27±1.03 286.91±0.09

Lactobacillus acidophilus D11 4.67±0.01* 406.71±2.15* 274.74±0.04

Lactobacillus acidophilus D38 3.86±0.01* 348.90±0.97* 296.81±0.05

Lactobacillus sakei D44 4.12±0.03* 389.22±2.88* 206.35±0.06*

Lactobacillus plantarum D70 4.44±0.02* 400.27±3.05* 202.50±0.10*

Lactobacillus pentosus D74 4.89±0.05* 458.61±2.57* 155.72±0.06*

Data are means±SD from triplicate determinations.
*Significantly differ (p<0.05) from the control group by Student’s t-test.

같다. 대조구의 pH와 적정 산도는 각각 6.92±0.20 및
0.21±0.02%로 측정된 반면 유산균과의 혼합 배양한 경우
대조구와 유의한 차이가 있었다. L. acidophilus D38과의
혼합 배양 시 pH는 5.78±0.16으로 가장 높았으나, L.
acidophilus D11과 혼합 배양했을 때에는 실험구 중에서
가장 낮은 pH (5.13±0.01)를 나타내었다. 적정 산도는 L.
acidophilus D38 (0.55±0.01%) 및 L. plantarum D70
(0.58±0.05%)과의 혼합 배양 시 비슷한 수준이었고, L.
acidophilus D11 (1.05±0.02%)에 의해서 가장 높은 적정
산도를 나타내었다. 청국장 내 발효 과정 동안 유산균이
증식함에 따라 대사산물인 젖산을 생성함으로써 대조구에
비해유의하게낮은 pH값과높은적정산도를나타낸것으
로 추정된다. Ju(31)는 B. subtilis CKB 단독으로 청국장을
제조한 경우 초기 pH는 6.5에서 24시간 경과 후 pH 7.3,
96시간 후에는 7.7로 증가되었는데 이는 바실러스균이 증
식하는동안암모니아등의염기성물질이생성되었기때문
이라고 하였다. 한편, B. breve ATCC 15700, L.
mesenteroides ATCC 9135 및 L. plantarum ATCC 8014 등의
유산균과혼합하여 제조한청국장에서는초기 pH 5.0-5.5로
부터 96시간 후 pH 7.0-7.5로 바실러스균 단독 배양과 유의
한 차이가 없었다. 이는 바실러스균이 유산균의 증식을 억
제하여 젖산의 생성보다 염기성 물질의 생성량이 많았기
때문이라고 하였으나, 본 연구에서는 바실러스균이 유산균
의증식에큰영향을미치지않았으므로이보다낮은 pH가
측정된 것으로 추정된다.
발효 스타터에 따른 청국장의 단백질 가수분해 효소 활

성, 아미노태 및 암모니아태 질소 함량을 측정한 결과는
Table 5와 같다. 대조구의 단백질 가수분해 효소 활성은
3.39±0.02 U/mg이었으나, 유산균과의 혼합 배양에 의해선
효소 활성이 유의하게 증가되었는데 L. acidophilus D38과
의 혼합 배양 시 3.86±0.01 U/mg으로 가장 낮았던 반면
L. pentosus D74와의 혼합 배양에 의해선 가장 높은 활성
(4.89±0.05 U/mg)을 나타내었다. Ju(31)는 B. subtilis CKB
단독 배양 시 청국장 내 프로테아제 활성은 177.5 U/g이었
으나 유산균(B. breve ATCC 15700, L. mesenteroides ATCC
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9135 및 L. plantarum ATCC 8014)과 혼합 배양한 경우에는
136-144 U/g으로 낮아졌다고 하였는데 본 연구 결과와는
차이가 있었다.
아미노태 질소 함량측정 결과 대조구(258.27±1.03 mg%)

보다유산균과의혼합배양에의해전실험구에서유의하게
증가되었으며, L. acidophilus D38(348.90±0.97 mg%)과의
혼합 배양에 의해 소량 증가된 반면 L. pentosus D74
(458.61±2.57 mg%)와의 혼합 배양에 의해 가장 많은 양이
증가되었다. 아미노태 질소 함량은 장류의 구수한 맛을 나
타내는지표로식품공전상에 0.28%이상의값을유지하도
록되어있는데(32) 본연구에서는유산균과의혼합배양에
의해 그 기준치를 충족한 것으로 확인되었다. Ju (31)는
B. subtilis CKB 단독 배양 시 청국장 내 아미노태 질소
함량은 0.44%이었으나 유산균(B. breve ATCC 15700, L.
mesenteroides ATCC 9135 및 L. plantarum ATCC 8014)과
혼합 배양한 경우 0.46-0.48%으로 나타나 유산균이 아미노
태 질소 함량 증가에 큰 영향을 미치지 못했다고 하여 본
연구와는 다소 차이가 있었다.
암모니아태 질소 함량은 L. acidophilus D11 (274.74±0.04

mg%) 및 L. acidophilus D38 (296.81±0.05 mg%)과의 혼합
배양 시대조구(286.91±0.09 mg%)와 비슷한 수준으로 나타
났으나, L. sakei D44 (206.35±0.06 mg%), L. plantarum D70
(202.50±0.10 mg%) 및 L. pentosus D74 (155.72±0.06 mg%)
에 의해선 유의하게 감소되었다. 따라서 유산균의 단백질
가수분해 효소 생성에 따라 대조구보다 유산균과의 혼합
배양으로제조한청국장내에서높은효소활성이측정되었
고, 이들의 작용에 의하여 청국장의 주원료인 콩 단백질이
분해됨으로써아미노태질소함량이대조구에 비해유의하
게 증가된 것으로 추정된다. Ju (31)는 B. subtilis CKB 단독
으로청국장제조시배양 3일경에암모니아태질소함량이
기준치 이상으로 검출되었으나, 유산균과의 혼합 배양 시
에는 5-6일 후 변패 시점에 도달하여 유산균이 저장성을
2배 가량 연장시켰다고 하였다.
청국장 내 아미노산 및 BA 함량을 측정한 결과는 Table

Table 6. Amino acid and biogenic amine contents of Cheonggukjang prepared by the mixed cultures of B. subtilis MJ226 and BA-degrading
lactic acid bacteria

Biogenic amine-degrading lactic acid bacteria
Amino acid contents (mg%) BA contents (mg%)

Lysine Histidine Cadaverine Histamine

Control 6.3±0.4 8.9±0.2 245.8±26.1 507.2±28.0

Lactobacillus acidophilus D11 9.4±0.6* 11.2±0.3* 230.7±14.0 493.9±13.4

Lactobacillus acidophilus D38 7.0±0.8 9.0±0.1 269.7±8.7 478.1±16.9

Lactobacillus sakei D44 8.9±0.7* 9.4±0.4 198.6±16.4* 536.1±10.5

Lactobacillus plantarum D70 10.7±0.3* 9.9±0.2* 170.3±7.7* 523.1±9.7

Lactobacillus pentosus D74 8.8±0.7* 14.3±0.5* 273.4±11.5 400.2±8.1*

Data are means±SD from triplicate determinations.
*Significantly differ (p<0.05) from the control group by Student’s t-test.

6과 같다. 대조구의 리신 및 히스티딘 함량은 각각 6.3±0.4
mg%과 8.9±0.2 mg%였으나, 이들의 함량은 L. acidophilus
D38과의 혼합 배양에 의해선 비슷한 수준으로 검출되었으
나, 그 외의 유산균들과 혼합 배양한 경우에는 아미노산의
함량이 유의하게 증가되었다. 한편, 리신의 탈탄산 효소의
작용에 의해 생성되는 카다베린의 함량은 대조구에서
245.8±26.1 mg%으로 측정되었으며 L. acidophilus D11, L.
acidophilus D38 및 L. pentosus D74와의 혼합 배양에서도
이와비슷한수준의카다베린이검출되었으나, L. sakei D44
(198.6±16.4 mg%) 및 L. plantarum D70 (170.3±7.7 mg%)에
의해선 유의하게 감소되었다 . 히스타민의 함량은 L.
pentosus D74 (400.2±8.1 mg%)와의 혼합 배양에 의해서
대조구(507.2±28.0 mg%)보다 유의하게 낮게 검출되었지
만 그외의유산균에의해선감소효과가나타나지않았다.
이상의 결과, 카다베린과 히스타민의 전구체인 리신과 히
스티딘은 대조구보다 특정 유산균과의 혼합 배양에 의해
높게나타났는데 이는유산균의항균물질이바실러스균의
BA 생성을 억제함으로써 잔존하는 아미노산의 함량이 증
가된 것으로 보여진다. 게다가 L. sakei D44, L. plantarum
D70 및 L. pentosus D74 등의 아민 산화 효소 및 항균 물질
생산에따라청국장내카다베린과히스타민의함량은대조
구에 비해 낮게 검출된 것으로 추정된다. Capozzi 등(11)은
푸트레신 생성균 L. brevis IOEB 9809 및 티라민 생성균
E. faecium OT23을 BA 분해능이 있는 L. plantarum DNT
09 및 NDT16과 혼합한 경우 티라민과 푸트레신의 양은
각각 29.62%와 38.17% 감소되었다. 게다가 BA 분해율의
증가는 L. plantarum의 분해 효소 활성에 기인할 뿐만 아니
라박테리오신과같은항균물질생성에따라 BA 생성균의
증식을억제하기 때문이라고 고찰하여본 연구결과에서도
이와 유사한 메커니즘으로 BA 함량이 감소되었음을 추정
하였다. In vitro 상에서 BA 분해능이 약한 L. hilgardii
IFI-CA 41, L. plantarum IFI-CA 26 및 P. pentosaceus IFI-CA
30 등은 와인 내에서 BA 함량이 대조구와 거의 유사한
정도로 검출되었으나, BA 분해능이 강한 L. casei IFI-CA
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52 (히스타민 54%, 티라민 55%, 푸트레신 65% 분해)를
와인발효에이용한경우대조구에비해유의하게 BA 함량
감소 효과(히스타민 16%, 티라민 15%, 푸트레신 8%)가 나
타나(10) 분해능이 클수록 BA 함량을 낮추는데 더 효과적
이었고 본 연구 결과도 이와 동일하게 나타났다.
대두 발효 식품마다 BA 함량에 차이가 나는 이유로는

제조공정 및 환경의 차이에 기인하여 대두에 함유된 단백
질 함량, 발효 스타터의 단백질 가수 분해 활성, 발효 및
숙성 조건, 작업자의 위생적 취급 여부에 따른 아미노산
탈탄산 효소 생성 미생물의 오염 정도에 따라 크게 달라진
다(34). 유해아민생성균을발효스타터로사용하거나발효
과정중외부로부터혼입되어증식함에따라고농도로축적
된 BA를 섭취함으로써 무독화 메커니즘이작동 불능상태
가 되어 BA에 의한 중독이 유발되기도 하는데 BA 종류별
중독량에도다소차이가있으나, 일반적으로 BA 100 mg/kg
이상이면 건강을 위협하기에 충분한 양이다(33). 게다가
식품 내에 여러 종류의 BA가 혼재하는 경우 독성이 더
강해지는것으로알려져있는데예를들어푸트레신과카다
베린은 DAO(diamine oxidase)의 저해제로서 작용하여 히스
타민독성의강도를더욱높이게된다(35). 또한카다베린과
푸트레신의 함량이 50-100 mg/L 정도에 이르면 발효 식품
의 관능학적 품질 특성에 악 영향을 주는것으로도 알려져
있다(36).

BA생성가능한식품의종류가다양하고이에따라중독
발생 위험도 높아지므로 이를 저감화 시키기 위한 연구가
활발하게 진행되는 가운데 5℃이하 온도 유지, 보존제와
같은식품첨가물사용, 정수압처리및방사선조사등물리
화학적 방법을 주로 적용하였으나, 이들은 식품의 조직감
이나풍미저하및독성을유발할수있다(36). 이러한단점
을 보완하기 위해선 발효 식품제조 시 위생적이고 신선한
원료를사용하고발효와숙성과정중 BA생성균의오염을
최소화한 위생적인 제조 공정을 도입해야 하며 아민 산화
효소를 생성하거나 박테리오신등의항균물질을생산하는
스타터균주로대두발효식품을제조할경우 BA으로인한
위해를유의적으로감소시킬수있을것이라고알려져있다
(37). 이상의결과, BA 분해능이있는유산균으로발효시킨
청국장은 대조구에 비해 BA 함량이 유의하게 낮은 반면
유리 아미노산의 함량은 높게 나타났으므로 BA의 독성
위험을 낮출 수 있을 것이고, 유산균이 증식하는 과정 중
생성한 유기산으로 대조구에비해 산도가높아지면외부로
부터유입된오염균의증식억제에도효과적일것이며풍미
향상에도 유용할 것으로 판단된다.

요 약

본연구의목적은메주와된장으로부터분리된바실러스

균과 유산균의 균주별 바이오제닉아민(biogenic amines,
BA) 생성능과 분해능을 측정하고 바실러스균과 BA 분해
능이있는유산균과의혼합배양으로제조한청국장의미생
물학적 및 물리화학적 특성을 조사하는 것이다. 카다베린
(421.7±11.0 mg/L)과 히스타민(628.7±24.1 mg/L)의 축적은
리신과 히스티딘 탈탄산효소 활성을 나타낸 Bacillus
subtilis MJ226에 의해 확인되었다. Lactobacillus acidophilus
D11, L. acidophilus D38, Lactobacillus sakei D44,
Lactobacillus plantarum D70 및 Lactobacillus pentosus D74
는 카다베린, 히스타민, 푸트레신, 트립타민 및 티라민의
생성능이없으며, BA 분해능이높게나타났다. Lactobacillus
sakei D44, Lactobacillus plantarum D70 혹은 Lactobacillus
pentosus D74와 B. subtilis MJ226과의 혼합 배양에 의해
제조한 청국장 내에는 유리 아미노산 및 아미노태 질소
함량은유의하게증가된반면암모니아태질소및 BA함량
은 감소되었다. 결론적으로 B. subtilis 스타터 균주로 제조
한청국장내 BA 생성은 BA 분해능을가진유산균의특정
균주에 의해 효과적으로 저해되었음을 확인하였다.
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