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서   론

떡은 한국 고유의 전통음식으로 재료나 제조방법에 따라 

종류와 형태가 매우 다양하다(Choi, 2009). 최근 웰빙과 건강
에 관심이 높아지면서 떡의 영양학적 우수성이 재조명되어 
떡 전문 프랜차이즈 업체가 생겨나며, 시장 영역을 점점 확대
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Abstract

Due to the nutritional value of rice cakes, there is renewed interest in this traditional Korean food, and thus various 
efforts have been made to improve its storage stability. In this study, lactic acid bacteria that produce exopolysaccharides 
(EPS) were isolated and their physiochemical properties were analyzed. The bacteria were used to produce ‘Sulgidduk’ 
(a Korean rice cake) with improved storage stability. Among the 107 strains isolated from traditional fermented 
foods, only five strains were confirmed to produce EPS in MRS media with 10% sucrose. Two of these strains 
were identified as members of the genus Weissella and three were identified as the Bacillus genus via sequence 
analysis of 16S rDNA. Among the five strains, the strain Weissella cibaria JNU29 was selected for application 
to ‘Sulgidduk’, since it is food applicable, viable in artificial gastric and bile juices, and produces the highest content 
of EPS (16.72 g/L). TLC and HPLC analysis showed that the EPS produced by W. cibaria JNU29 strain was a 
homopolysaccharide composed of only glucose. A culture solution of the W. cibaria JNU29 strain was mixed with 
milled rice flour to prepare ‘Sulgidduk’. After incubation for 48 h, the ‘Sulgidduk’ showed lower hardness values 
than that of the control without the culture solution, and the lactic acid bacteria survived to a level of 7 log CFU/g. 
Thus, the W. cibaria JNU29 strain, which produces EPS, can be applied for the production of ‘Sulgidduk’, as it 
delays retrogradation and prevents mold-induced decay to improve shelf life.
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해 나가고 있다(Yoon과 Oh, 2014). 그러나 떡은 전분의 노화
로 인한 유통기간이 짧다는 단점과 가내수공업 제조방법에 
따른 미생물 오염 등의 문제로 인해 생산부터 유통, 판매, 소
비되는 과정에서 다양한 문제점을 가지고 있다(Yoo 등, 
2018). 전분의 노화란 부드러운 물성이 실온 혹은 냉장 저장 
하였을 경우, 굳거나 마르는 현상을 나타내는 식품 용어로 전
분의 응고화라고 할 수 있는데, 이런 현상은 소화를 방해하고 
식감을 떨어뜨려 상품성 저하의 주요 원인으로 보고되었다
(Gudmundsson, 1994). 수분함량(Zeleznak과 Hoseney, 1986), 
저장조건(Park 등, 2009), 전분입자(Jankowski와 Rha, 1986; 
Nishita와 Bean, 1982) 등이 전분의 노화에 영향을 미치는 인
자로 잘 알려졌으며, 염(Beck 등, 2011), 지방(Zhou 등, 2008), 
효소(Watanabe 등, 1991), 단백질(Chrastil, 1990), 다당류
(Kim와 Chung, 2007; Satrapai와 Suphantharika, 2007)와 같
은 식품첨가 재료 역시 노화에 밀접한 연관이 되어 있다고 
알려져 있다. 따라서 떡의 노화 억제를 해결하기 위해서 떡을 
제조할 때 쌀가루의 제분방법을 다르게 하거나(Kim 등, 1995), 
올리고당(Son 등, 1997), 말티톨(Park 등, 2003), 녹차(Hong 
등, 1999), 백작약(Sung과 Han, 2003) 등 노화를 억제시킬 수 
있는 재료들을 첨가하는 노력들이 있었다. 떡에서 나타나는 
전분의 노화에 의한 품질 저하는 빵에서도 문제가 되기 때문
에 특정한 빵을 제조할 때는 전분의 노화 및 미생물 오염에 
의한 품질 저하를 막기 위해 천연 발효 과정을 거친 sourdough
를 이용한 제빵 기술을 이용하고 있다(Arendt 등, 2007). 유산
균과 효모를 포함한 다양한 미생물에 의해 만들어진 sourdough
를 이용하여 빵을 제조하면 빵의 질감, 노화 억제, 유해 곰팡
이의 생육 억제와 같은 다양한 효과가 있는 것으로 알려져 
있다(Gobbetti, 1998; Hansen과 Schieberle, 2005; Tieking 
등, 2003).

미생물이 생산하는 다당류의 종류는 세포벽의 일부로 사
용되는 세포내 다당류(intracellular polysaccharide)와 세포벽 
구조를 구성하는 구조 다당류(structural polysaccharide), 그
리고 세포벽 외부에 점질 형태로 존재하는 세포외 다당류
(extracellular polysaccharide)로 구분된다(Cerning, 1990). 특
히 세포외 다당류는 세포벽의 일부로서 세포벽 주위에 형성
되는 협막(capsule)이나 세포벽 외부에 축적되는 점질 형태의 
슬라임(slime) 등으로 다시 분류할 수 있는데, 이들을 총칭해
서 exopolysaccharide(EPS)라 부른다(Sutherland, 1972). 미
생물이 생산하는 EPS는 구성당 및 구조적 특성으로 인해 다
양한 물성을 지니고 있고, 자연계에서 쉽게 분해되고, 배양액
으로부터 쉽게 회수된다는 장점을 가지고 있어 상업적인 잠
재력이 높은 다당류이다(Kim와 Chung, 2007). 현재 EPS는 
물성증진 효과, 유화제, 응집제, 접착제 등과 같이 식품, 농업, 
화학에 이르기까지 다양한 분야에서 광범위하게 사용되어 산

업 소재로 높은 상업적 가치를 인정받고 있다(Cho 등, 2013). 
Bacillus licheniformis에서 분리한 EPS-1은 면역조절기능제
와 herpes simplex virus(HSV)의 복제를 약하게 하는 항바이
러스 활성제로(Arena 등, 2006), Sphingomonas paucimobilis
에 의해 생산되는 EPS인 젤란검과 Xanthomonas campestris 
pv. campestris에 의해 생산되는 EPS인 잔탄검은 식품의 맛
과 질감 향상을 위해 가장 다양하게 이용되는 식품첨가물로 개
발되었다(Sa-Correia 등, 2002; Palaniraj와 Jayaraman, 2011). 
최근에는 EPS 생성 유산균인 Leuconostoc lactis 95A 균주와 
Lactobacillus curvatus 69B2 균주를 이용한 경우, EPS를 생
성하지 않는 유산균을 이용한 sourdough에 비해서 발효기간 
중 유산균이 생성하는 유기산 또는 다당류 함량이 증가되어 
점성 증가 및 노화 억제와 같은 빵의 품질 향상에 도움이 되었
다(Monaco 등, 2015). 또한, EPS 생성 유산균인 Streptococcus 
thermophilus St-Body1 균주를 이용하여 제조된 요구르트에
서 발효시간이 증가할수록 요구르트의 점도가 증가하였고
(Kang 등, 2005), S. thermophilus을 이용하여 제조된 요거트
에서 유청 분리 현상이 완화되고 점도가 증가됨을 확인하였
다(Hassan 등, 2003). 

따라서 본 연구에서는 EPS가 점성 증가 및 노화 억제 향상
에 영향을 미친다는 것에 착안하여 떡 전분의 노화 억제 가능
성을 기대하며, 한국 전통 장류 및 발효식품으로부터 EPS 생
성하는 유산균인 Weissella cibaria JNU29 균주를 분리하여 
그 특성을 분석하였다. 또한, W. cibaria JNU29 균주가 생성
하는 EPS를 이용하여 저장성이 향상되는 설기떡을 제조함으
로써 유산균의 떡 산업 이용 가능성을 제시하고자 하였다. 

재료 및 방법

시료 및 균주 선발 

전통 장류 및 발효식품으로부터 유산균을 분리하기 위하
여 막걸리, 김치, 된장, 고추장, 간장 및 식초를 2017년 전남
지역 가정집에서 수집하였다. 시료 중 막걸리와 간장은 잘 흔
들어 단계적으로 희석하여 사용하였고, 김치, 된장 그리고 고
추장 시료는 10 g을 멸균 생리식염수(0.9% NaCl) 40 mL에 
균질화 한 후 단계적으로 희석하여 사용하였다. 희석된 시료
는 유산균 분리를 위하여 MRS(MBcell, Seoul, Korea) 고체
배지에 도말하여 37℃에서 1-2일 동안 배양하여 미생물을 분
리하였다. 순수 분리된 미생물은 MRS 액체배지에 배양한 
후, 20% glycerol에 현탁하고 -80℃에서 보관하여 실험에 사
용하였다.

분리된 미생물들 중에서 EPS 생성 유산균을 선발하기 위
해 MRS 고체배지에 10% sucrose(Sigma Chemical Co., St. 
Louis, MO, USA)를 첨가한 후, 각각의 분리된 균주 20 μL를 
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점적하여 37℃에서 2일 동안 배양하여 콜로니 주위에 점질물
질을 생성하는 균주를 1차 선발하였다. 1차 선발된 균주를 다
시 10% sucrose가 첨가된 MRS 액체배지에 1%(v/v) 접종하
여 점질물질을 생성하는 것을 육안으로 재확인한 후 exo-
polysaccharide(EPS) 생성 균주로 2차 선발하였다. 

선발된 EPS 생성 능력이 높은 균주의 분자생물학적 동정을 
위하여 genomic DNA extraction kit(Thermo Fisher Scientific, 
Waltham, MA, USA)를 사용하여 균주의 genomic DNA를 
추출하였고, genomic DNA로부터 27F(5'-AGAGTTTGATCC 
TGGCTCAG-3')와 1492R(5'-GGTTACCTTGTTACGACTT-3') 
프라이머를 이용하여 PCR를 수행한 다음 16S rDNA 유전자 
단편을 확보한 후 염기서열을 분석하였다.

EPS 생성 균주의 인공위액 및 인공담즙 저항성 확인 

MRS 액체배지와 10% sucrose가 첨가된 MRS 액체배지에
서 선발된 균주를 37℃, 16시간 배양한 후, OD600=1.0으로 조
정하여 각각 인공위액 및 담즙액 저항성 실험에 사용하였다. 
인공위액 내성 실험은 Kobayashi 등(1974)의 방법을 변형하
여 HCl(Sigma Chemical Co.)로 pH 3.0으로 조정한 MRS 액
체배지에 0.22 μm membrane filter(Sartorius, Goettingen, 
Germany)로 여과한 1,000 unit/mL pepsin(Sigma Chemical 
Co.)을 첨가하여 인공위액을 제조하였다. 균주는 원심분리
(5,000 ×g, 4℃, 10분)하여 상등액을 제거하고, 인공위액을 
상등액과 동량을 가하여 37℃에서 2시간 동안 배양하여 생균
수를 계수하였다. 생존율(%)은 [(실험구의 log 지수값/대조구
의 log 지수값) × 100]으로 나타내었다. 대조구는 인공위액 
대신 MRS 액체배지와 10% sucrose가 첨가된 MRS 액체배
지를 사용하였다. 

인공담즙 저항성 실험을 수행하기 위하여 MRS 액체배지
에 0.22 μm membrane filter로 여과된 0.3% oxgall(Sigma 
Chemical Co.)을 첨가하여 인공담즙액을 제조하였다(Yun 
등, 2013). 인공위액 처리를 거친 균주는 원심분리(5,000 ×g, 
4℃, 10분)하여 상등액을 제거하고, 인공담즙액을 상등액과 
동량을 가하여 37℃에서 24시간 동안 배양하여 생균수를 계
수하였다. 생존율(%)은 [(실험구의 log 지수값/대조구의 log 
지수값) × 100]으로 나타내었다. 대조구는 인공담즙액 대신 
MRS 액체배지와 10% sucrose가 첨가된 MRS 액체배지를 
사용하였다. 

EPS 생성 균주배양액의 특성 확인

Sucrose를 사용하여 생성되는 당의 패턴을 확인하기 위하
여 10% sucrose가 첨가된 10 mL의 MRS 액체배지에 균주를 
37℃에서 2일 배양 후 균주배양액을 TLC(Thin-Layer Chro-
matography) 스크리닝 시료로 사용하였다. TLC 판(Silica gel 

60 F254 aluminium sheets, Merck, Darmstadt, Germany)에 
1 μL를 점적하여 전개용매(nitromethan:1-propanol:water=2: 
5:1.5, v/v)로 3회 전개하였으며, 발색용매(0.5% naphtal, 5% 
H2SO4)로 발색하여 100℃ 오븐에 구워 spot을 확인하여 다당
류 패턴을 비교하였다. Oligosaccharide의 표준물질인 isomalto-
oligosaccharide는 서울대학교 김도만 교수님 연구실에서 분
양 받아 사용하였으며 maltooligosaccharide(Sigma Chemical 
Co.)는 구매하여 사용하였다. 그리고 Saccharide의 표준물질로
써는 sucrose, glucose, fructose(Sigma Chemical Co.)를 사용
하였다. 10% sucrose가 첨가된 200 mL의 MRS 액체배지에 
균주를 접종하여 37℃에서 2일 동안 배양한 후, 점도계
(Brookfield viscometer, DV2T, Middleboro, MA, USA)를 이
용하여 균주배양액의 점도를 측정하였다. 점도는 spindle 
No.3을 사용하여 25℃에서 20 rpm 조건에서 측정하였다.

EPS 분리 및 정량 

선발된 균주에서 생성된 EPS를 분리 및 정량하기 위하여 
10% sucrose가 첨가된 200 mL의 MRS 액체배지에서 2일 배
양된 균주배양액을 원심분리(5,000 ×g, 4℃, 10분)하여 배양
된 상등액을 회수하고, 2배의 냉각된 95% 에탄올(Merck)을 
서서히 가해 4℃에서 16시간 침전하였다. 침전물은 원심분리
하여 회수하고, 남은 에탄올을 건조시킨 후 동결건조하였다. 
동결건조된 시료에 4% trichloloacetic acid(Sigma Chemical 
Co.)를 4℃에서 2시간 처리한 후 원심분리(8,000 ×g, 4℃, 20
분)하여 침전된 단백질을 제거하였다. 상등액을 회수하여 
0.22 μm membrane filter로 여과하여 남은 단백질을 제거하
고, 2배의 냉각된 95% 에탄올을 가하여 4℃에서 16시간 동
안 침전하였다. 침전물은 원심분리(8,000 ×g, 4℃, 20분)하여 
상등액을 제거한 후, 남은 에탄올을 건조시킨 후 멸균수에 용
해하여 dialysis sack(MW cut off 10,000, Thermo Fisher 
Scientific)에 넣고 4℃에서 48시간 동안 투석한 다음 동결건
조하였다. 생성된 EPS의 생성량은 g/L로 나타내었다(Lynch 
등, 2014). 

EPS 구성당 확인 

EPS의 구성당을 확인하기 위해 TLC 및 HPLC(high-
performance liquid chromatography) 분석을 수행하였다. 정
제된 EPS는 2 N 황산(Sigma Chemical Co.)으로 100℃에서 
3-6시간 가수분해한 후 가수분해물은 1N NaOH(Sigma 
Chemical Co.)로 중화하고, 0.22 μm membrane filter를 이용
하여 여과한 후 TLC와 HPLC 시료로 사용하였다. TLC plate
에 가수분해물 1 μL를 점적하고, 전개용매(acetone:butanol: 
water=4:5:2, v/v)로 2회 전개하였다. 발색용매(0.5% naphtal, 
5% H2SO4)로 발색하여 100℃ 오븐에 구워 구성당의 spot을 
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확인하였다. 표준물질은 monosaccharide로써 glucose, fructose, 
sucrose를, oligosaccharide로써 isomaltooligosaccharide, mal-
tooligosaccharide를 사용하였다. HPLC를 통한 구성당 분석
에는 굴절률검출기인 RID-10A(Shimadzu, Koyto, Japan)와 
결합된 LC-20A HPLC(Shimadzu)를 사용하였다. 분석용 
column은 SUPELCOGEL C-610H(7.8×300 mm, SUPELCO, 
Bellefonte, PA, USA)을 사용하였으며, column oven의 온도
는 40℃를 유지하였다. 유속은 0.5 mL/min으로 유지하였고, 
이동상으로 0.1% phosphoric acid를 사용하여 45분간 분석을 
실시하였다. 표준물질로 galactronic acid, glucose, fructose, 
arabinose(Sigma Chemical Co.)를 사용하였다.

EPS 생성 균주를 활용한 설기떡 제조 및 경도 측정

쌀을 충분히 세척하고 1일 동안 수침한 다음 물을 제거한 
후, 소금(Sajo, Seoul, Korea) 12 g을 첨가하여 roll mill 
(Kyungchang, Seoul, Korea)로 1차 제분하였다. 제분한 쌀가
루에 EPS가 생성된 균주배양액 180 mL를 첨가하여 충분히 
섞어준 후 설탕(CJ Cheiljedang, Seoul, Korea)을 혼합하여 2
차 제분하였다. 균주배양액이 포함되어 제분된 쌀가루는 30 
mesh 체(Chung gye, Seoul, Korea)에 내린 다음 20분간 쪄서 
설기떡을 제조하였고, 상온(24℃)에 2시간 방냉한 후 실험재
료로 사용하였다. 대조군으로는 물 180 mL를 첨가하여 제조
한 떡을 사용하였다.

제조된 설기떡은 가로 8 cm×세로 7 cm×높이 3 cm 크기로 
자른 후, 밀폐용기에 넣어 제조 1시간과 48시간 동안 상온에 
보관한 다음 실험재료로 사용하였다. 설기떡 내에서 생존한 
W. cibaria 균수와 B. subtilis 균수의 측정은 멸균 생리식염
수(0.9% NaCl)로 일정 비율로 단계 희석하여 MRS 고체배지
에 도말하여 37℃에서 1일 동안 배양한 후 나타난 집락의 수를 
계수하여 측정하였다. 또한 경도계(Sun Rheometer Compac 
100-Ⅱ, Sun Scientific Co., Tokyo, Japan)를 이용하여 경도
(hardness)를 측정하였다. 측정조건은 adaptor No.25를 장착
하고 테이블 스피드는 100 mm/min, 진입거리 50%로 압착 
시험하였다. 설기떡 제조 2일 후부터 7일까지 육안으로 부패

도를 확인하였다. 

통계처리

실험은 3회 반복 수행하였으며, SPSS ver 25.0(Statistical 
Package for the Social Science, IBM, Armonk, NY, USA)을 
사용하여 분석하였다. 인공위액 및 인공담즙액 결과의 통계
적 유의성은 paired t-test를 이용하여 분석하였으며, 유의수
준 0.05일 때 유의한 차이를 나타내는 것으로 판단하였다. 점
도 측정 및 경도 측정 결과는 일원배치분산분석(one way 
ANOVA)을 실시하였으며, 사후분석을 통해 유의수준 0.05
를 기준으로 덩컨의 다중범위검정(Duncanʼs multiple range 
test)으로 통계처리 하였다. 

결과 및 고찰

EPS 생성 균주 선발 및 동정 

EPS 생성 유산균을 선발하기 위해 한국 전통 장류 및 발효
식품으로부터 분리한 107 균주를 10% sucrose가 첨가된 
MRS 고체배지에 배양하면서 투명하게 점성을 나타내거나 
불투명하면서 묽게 퍼지는 표현형을 지닌 균주들을 1차로 선
발하였다. 선발된 균주를 다시 10% sucrose가 첨가된 MRS 
액체배지에 배양하면서 점질물질을 분비하는 것을 육안으로 
확인하여 점성이 강하게 생성되는 5균주를 2차로 선발하였
다. 막걸리에서 분리한 균주는 RW9, 김치에서 분리한 균주
는 KC29, 간장에서 분리한 균주은 SA224, 된장에서 분리한 
균주는 SP465, 고추장에서 분리한 균주는 RP506으로 명명
하였다. 분리된 균주로부터 genomic DNA를 추출하여 16S 
rDNA 염기서열을 분석한 결과, RW9와 KC29 균주는 W. 
cibaria와, SA224 균주는 B. amyloliquefaciens와, SP465 균
주는 B. stratosphericus와, RP506 균주는 B. subtilis와 각각 
99%의 상동성을 가지는 것으로 동정되었다(Table 1). Weissella 
속 유산균은 현재 Lactobacillus 속과 Leuconostoc 속 유산균
과 더불어 한국의 김치 맛을 결정하는 우점종으로 잘 알려져 
있으며(Kwon 등, 2002), Bacillus 속은 김치를 비롯한 청국

Table 1. Identification of potential exopolysaccharide (EPS) producing isolates by 16S rDNA sequencing

Stock No. Origins Description Identities (%)

RW91) Rice wine Weissella cibaria 99

KC29 Kimchi Weissella cibaria 99

SA224 Soy sauce Bacillus amyloliquefaciens 99

SP465 Soybean paste Bacillus stratosphericus 99

RP506 Red pepper paste Bacillus subtilis 99
1)RW, rice wine; KC, kimchi; SA, soy sauce; SP, soybean paste; RP, red pepper paste.
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장, 된장과 같은 발효식품에 서식하는 것으로 알려진 고초균으
로 항균 및 항진균 활성을 가지고 있는 균으로 보고되었다(Lee 
등, 2013). 따라서 최종적으로 RW9 균주는 W. cibaria JNU9
로, KC29 균주는 W. cibaria JNU29로, SA224 균주는 B. 
amyloliquefaciens JNU224로, SP465 균주는 B. stratosphericus 
JNU465로, RP506 균주는 B. subtilis JNU506로 명명한 후 
실험에 사용하였다.

EPS 생성 균주의 in vitro 인공위액 및 인공담즙 저항성 

유산균이 살아있는 상태로 최종 목적 부위인 장내에 도달
하기 위해서는 위액과 각종 효소가 존재하는 위를 통과하여야 
하며, 담즙이 존재하는 십이지장을 거쳐야 한다(Dunne 등, 
2001; Saarela 등, 2000). 분리된 EPS 생성 균주의 체내 소화
관 조건에서 생존 가능성을 확인하기 위하여 인공위액과 인
공담즙액에 대한 저항성 실험을 수행하였다. 인공위액 저항
성을 측정하기 위해 MRS 액체배지와 10% sucrose 첨가된 
MRS 액체배지에서 선발균주를 먼저 배양한 다음 소화효소
인 펩신이 함유된 pH 3.0 조건의 MRS 액체배지에 각각의 
균주들을 접종하여 2시간 배양한 후 생균수를 측정하였다. 
인공위액 저항성을 조사한 결과, W. cibaria JNU9 균주와 W. 
cibaria JNU29 균주 그리고 B. subtilis JNU506 균주는 MRS 
액체배지와 비교해 볼 때 10% sucrose 첨가된 MRS 액체배
지에서 배양하였을 때 높은 생존율을 보였다(Fig. 1). 인공위
액 조건에서 W. cibaria JNU29 균주는 MRS 액체배지에서 
배양할 때는 거의 생존하지 못했으나, 10% sucrose 첨가된 
MRS 액체배지에서 배양할 경우에는 70%의 인공위액 저항
성을 나타내었다. B. subtilis JNU506 균주 역시 10% sucrose 
첨가된 MRS 액체배지에서 배양할 경우에는 85% 정도의 높

은 생존율을 보였다. 그러나 B. amyloliquefaciens JNU224 균
주와 B. stratosphericus JNU465 균주는 MRS 액체배지에 
10% sucrose 첨가 여부와 상관없이 생존율이 유지되는 것을 
확인하였다. 이 결과는 전통 장류에서 분리한 Leu. citreum 
K6-7 균주와 Leu. mesenteroides N58-5 균주를 이용한 실험
에서 sucrose를 첨가하여 EPS가 생성된 조건의 인공위액에
서 sucrose를 첨가하지 않은 조건에 비해 생균수가 높게 나타
난 결과와 유사하였다(Yun 등, 2013).

유산균이 장내의 극한 조건에서 정상적인 기능을 수행하
려면 담즙의 농도(0.6 g/L)보다 훨씬 많은 oxgall이 함유된 배
지에서 성장할 수 있는 내성을 가져야 한다(Dunne 등, 2001). 
선발균주를 MRS 액체배지에서 배양한 조건에서 oxgall을 첨
가하면 모든 균주의 생존율이 70-80%로 oxgall 처리 전에 비
해 생균수 감소되었다(Fig. 2). 그러나 10% sucrose 첨가된 
MRS 액체배지에서 배양한 조건에서는 oxgall 처리전에 비해 
모든 균주의 생균수가 증가하여 100% 이상의 생존율을 나타
내었다. 이 결과는 Leu. kimchii GJ2 균주와 Leu. citreum C3 
균주 그리고 Leu. mesenteroides C11 균주를 MRS 배지에서 
배양하여 EPS가 생성되지 않았을 때 인공담즙액에서 모든 
균주의 생균수가 1-2 log CFU/mL 감소되는 현상을 보였으나, 
EPS를 생성시킨 후 인공담즙을 처리하면 높은 담즙액 저항성
을 나타낸 결과와 일치하였다(Kim과 Chang, 2006).

Lactobacillus 속 유산균과 Leuconostoc 속 유산균이 인공
위액과 인공담즙액에서 높은 저항성을 보이는 것은 sucrose 
존재 하에서 배양되는 동안 생성된 EPS가 유산균의 세포벽 
주위에 보호막으로 작용한 결과이며, EPS 생성 여부가 인공
위액 및 인공담즙액에 높은 저항성을 결정하는 요인으로 보
고되었다(Ahn과 Choi, 2014; Kim과 Chang, 2006; Korakli 

Fig. 1. Survival rates of exopolysaccharide-producing bacteria in 
artificial gastric juice. 
Cells were cultured in MRS(�) and MRS supplemented with 10% 
sucrose(■) at 37℃ for 16 h, subsequently incubated in artificial gastric 
juice for 2 h. All values were mean±SD (n=3). *p<0.05, **p<0.01, 
***p<0.001 compared with control treated with artificial gastric juice 
in MRS.

Fig. 2. Survival rates of exopolysaccharide-producing bacteria in 
artificial bile juice. 
Cells were cultured in MRS (�) and MRS supplemented with 10% 
sucrose (■) at 37℃ for 16 h. Cultured cells were subsequently incubated 
in artificial gastric juice for 2 h and 0.3% oxgall solution for 24 h. 
All values were mean±SD (n=3). *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 
compared with control treated with 0.3% oxgall in MRS.
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등, 2002). 본 연구에서도 EPS 생성 여부가 인공위액과 인공
담즙액에 높은 저항성을 보이는 결정적인 요인이었음을 확인
할 수 있었다. 결과적으로 10% sucrose 첨가된 MRS 액체배
지에서 EPS가 생성된 W. cibaria JNU29 균주와 B. subtilis 
JNU506 균주가 인공위액과 인공담즙액에 높은 저항성을 나
타냄으로써 장내 환경에서도 생존 가능한 균주로 활용하기에 
적합할 것으로 평가되었다. 

EPS 생성 균주배양액의 특성

유산균을 활용하여 떡을 제조하는 경우는 쌀가루와 술을 
넣어 발효시켜 찐 떡인 증편이 유일하였으나, 김치에서 분리
한 W. koreensis HO20 균주와 W. kimchii HO22 균주로 발효
한 쌀가루를 이용하여 절편을 만드는 시도가 보고되었다
(Choi 등, 2013). 따라서 본 연구의 목적이 노화가 억제되는 
떡을 제조하기 위해 EPS 생성 균주를 활용화 하는 것이기 
때문에 먼저 설기떡에 적용할 수 있는 균주배양액 특성을 확
인하였다. 균주가 배양되는 과정에서 생성되는 당의 패턴을 
확인하기 위하여 10% sucrose가 첨가된 MRS 액체배지에 선
발된 EPS 생성 균주를 배양한 다음 TLC로 분석하였다.

모든 균주들의 균주배양액에서 점성을 나타냈으나, 다른 
균주들에 비해 W. cibaria JNU9 균주와 W. cibaria JNU29 
균주 그리고 B. subtilis JNU506 균주가 비교적 높은 점성을 
보였다(Fig. 3A). TLC 분석 결과, W. cibaria JNU9 균주와 
W. cibaria JNU29 균주는 첨가한 sucrose를 모두 분해하지 
못하였으나 다당류 생성능이 높았고, B. amyloliquefaciens 
JNU224 균주, B. stratosphericus JNU465 균주는 sucrose를 
거의 분해하였음에도 불구하고 다당류 생성능이 낮았다. B. 
subtilis JNU506 균주의 경우 sucrose의 분해가 모두 이루어
졌으며, 높은 다당류 생성능을 보였다(Fig. 3B). 결과적으로 
10% sucrose가 첨가된 MRS 액체배지에서 높은 점성을 보인 
W. cibaria JNU9 균주와 W. cibaria JNU29 균주 그리고 B. 
subtilis JNU506 균주에서 많은 단당류 및 다당류를 생성하
는 것을 확인할 수 있었다.

점성을 보인 균주의 다당류 생성능을 비교하기 위해 10% 
sucrose가 첨가된 200 mL의 MRS 액체배지에서 배양한 균주
배양액의 점도를 측정하였다. MRS 액체배지에서 배양된 조
건에서는 B. subtilis JNU506 균주의 점도가 다른 균주에 비
해 약간 높게 나타났으나, 10% sucrose가 첨가된 MRS 액체
배지에서 배양된 조건에서는 W. cibaria JNU29 균주가 가장 
높은 점도를 보였다(Fig. 4). 균주 표현형상에서 비숫한 점성
을 보여 주었던 W. cibaria JNU9 균주와 W. cibaria JNU29 
균주 간에도 확연한 점도 차이를 보여주었다. 그리고 10% 
sucrose가 첨가된 10 mL의 MRS 액체배지에서 배양한 B. 
subtilis JNU506 균주의 배양액에서는 육안으로 확인될 정도

Fig. 3. Morphological aspects of exopolysaccharide production (A) 
and exopolysaccharide analysis by TLC (B) from 5 bacteria in 
MRS supplemented with 10% sucrose after 2 days of incubation 
at 37℃. 
(A) Sample: 1, W. cibaria JNU9; 2, W. cibaria JNU29; 3, B. 
amyloliquefaciens JNU224; 4, B. stratosphericus JNU465; 5, B. subtilis 
JNU506. (B) Standards: IMO, isomaltooligosaccharide; MO, maltooli-
gosaccharide; M, maltose; S, sucrose; G, glucose; F, fructose.

Fig. 4. Viscosity of the exopolysaccharide solution of the 5 bacteria 
in MRS supplemented with 10% sucrose after 2 days of incubation 
at 37℃. 
All values were mean±SD (n=3). Means with different letters (a, b) above 
the same bar are significantly different (p<0.05). 
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로 높은 점성을 보여 주었고, TLC 상으로도 많은 당류를 형
성하는 것을 확인하였으나, 균주배양액의 점도 측정을 위해 대
용량으로 균주를 배양한 결과는 B. amyloliquefaciens JNU224 
균주와 B. stratosphericus JNU465 균주와 비슷하게 낮게 나
타났다(Fig. 4). 미생물이 생성하는 EPS는 배지의 유당함량, 
탄소원이나 질소원 같은 화학적 발효조건뿐만 아니라, 온도, 
산소와 pH에 의한 물리적 발효조건도 생산에 차이를 보인다
고 보고되었다(De Vuyst 등, 1998, Petry 등, 2000). 특히 
Razack 등(2013)에 의하면 B. subtilis 균주가 생성하는 EPS
는 pH, 온도, 배양시간뿐만 아니라, 접종원의 농도를 2%에서 
1%로 낮을 경우 EPS 생성량의 40%가 감소되었다고 보고하
였다. 따라서 감소된 B. subtilis JNU506 균주가 생성하는 
EPS의 함량은 접종원의 초기 농도와 같은 배양 환경의 차이
가 EPS 함량에 영향을 미친 것으로 생각된다.

EPS 함량 및 구성당 확인 

선발된 균주의 EPS 생성 능력을 확인하기 위해 10% sucrose
가 첨가된 MRS 액체배지에서 균주를 배양한 다음 EPS를 정
제한 후 정량하였다. B. subtilis JNU506 균주에서 생성한 정
제된 EPS의 함량은 8.55 g/L로 다른 균주들보다 유의하게 낮
은 수준이었으며, W. cibaria JNU29 균주는 16.72 g/L로 다
른 균주들에 비해 유의하게 높은 수준으로 EPS 생성하였다
(p<0.05)(Table 2). 흥미롭게도 같은 종으로 동정된 W. cibaria 
JNU9 균주와 W. cibaria JNU29 균주 사이에서 EPS의 함량
은 각각 11.58 g/L와 16.72 g/L로 유의한 차이를 보였다. 이
와 같은 결과는 김치에서 분리한 W. cibaria CK0232, CK0235, 
CK0487 균주에서 서로 다른 EPS 생성 능력을 보인다는 결
과와 일치하였다(Kim과 Lee, 2013). W. cibaria JNU29 균주
에서 생성된 EPS의 함량은 Leu. kimchii GJ2 균주와 Leu. 
citreum N45-10 균주가 각각 생성했다고 보고된 14.61 g/L와 
16.173 g/L보다 많았고(Kim과 Chang, 2006; Yun 등, 2013), 

동종인 W. cibaria MG7 균주가 생산한 13.7 g/L 및 W. 
cibaria F33 균주가 생산한 16.2 g/L와 비교해서도 높게 나타
났다(Zannini 등, 2013). 그런 반면 B. amyloliquefaciens 
JNU224 균주는 상대적으로 적은 EPS 함량을 보여 주었는데, 
이러한 결과는 미생물이 탄소원 종류에 따라 다당류 생성량의 
차이를 보이는데 기인하다고 할 수 있다. Yilmaz 등(2012)에 
의하면, Bacillus 속인 B. sphaericus 7055 균주의 경우, 
sucrose보다는 fructose를 첨가하여 배양하였을 경우 EPS 생
산량이 높게 증가함을 확인하였다. 그리고 본 연구를 통해 분
리한 B. stratosphericus JNU465 균주가 생성한 EPS의 함량
은 15.38 g/L로 비교적 높게 나타났으나, 식품에 적용할 수 
없는 미생물이기 때문에 제외하고, 다음 실험에는 W. cibaria 
JNU9 균주와 W. cibaria JNU29 균주 그리고 B. subtilis 
JNU506 균주를 사용하였다.  

미생물이 생성하는 EPS는 구성하는 당의 종류에 따라 크게 
homopolysaccharide와 heteropolysaccharide로 나뉜다. Homo-
polysaccharide는 한 가지 종류의 단당으로만 구성되어 있는 
것을 말하며, heteropolysaccharide는 두 가지 종류 이상의 단
당으로 구성되어 있는 것을 말한다(Ruas-Madiedo 등, 2002). 
선발된 균주가 생성하는 EPS의 구성당을 확인하기 위해 정
제된 EPS의 가수분해 전과 가수분해 후의 시료를 TLC로 분
석하였다. 그 결과, W. cibaria JNU9 균주와 W. cibaria 
JNU29 균주 그리고 B. subtilis JNU506 균주 모두에서 가수
분해 전에는 EPS 형태로 존재하다가 가수분해 후에는 
glucose로 보여지는 1개의 spot을 나타내어 glucose로만 구성
된 homopolysaccharide로 추정할 수 있었다(Fig. 5A). 균주
에 의해 생성된 EPS의 구성당을 정확하게 확인하기 위해 가
수분해물을 carbohydrate analysis column을 사용하여 HPLC 
분석을 수행하여 TLC 결과와 마찬가지로 세 균주의 가수분
해 후 시료에서 모두 glucose 단일 peak만을 확인하였다(Fig. 
5B). 점질물질을 생성하는 능력은 Weissella 속 균주의 생리
적 특성 중의 하나로 특히 W. confusa와 W. cibaria는 상당한 
양의 다당류를 생성하기 때문에 높은 관심을 받아왔다(Fusco 
등, 2015). W. cibaria MG1 균주의 경우, sucrose 존재 하에 
glucooligosaccharides와 glucose의 선형 결합체인 dextran을 
생성한다고 보고되었다(Zannini 등, 2013). 일반적으로 
heteropolysaccharide가 homopolysaccharide에 비해 낮은 생
산성을 보이며 일시적으로 생산된다는 특성이 있어 산업적인 
활용도는 homopolysaccharide가 높기 때문에 Leuconastoc 
속에 속하는 유산균이 생성하는 homopolysaccharide인 dextran
의 경우는 의약용뿐만 아니라, 음료, 시럽, 아이스크림 등의 
첨가제에도 사용되고 있다(Kim 등, 2012; Ruas- Madiedo 등, 
2002). 이러한 결과로 보아 W. cibaria JNU29 균주는 많은 
양의 EPS를 생산할 뿐만 아니라 Homopolysaccharide로 구성

Table 2. Amounts of exopolysaccharide produced by the bacteria 
strains isolated from traditional fermented foods

Strains EPS (g/L)

W. cibaria JNU9 11.58±0.41)ab2)

W. cibaria JNU29 16.72±0.26c

B. amyloliquefaciens JNU224 8.57±0.8a

B. stratosphericus JNU465 15.38±045b

B. subtilis JNU506 8.55±0.07a

1)All values were mean±SD (n=3).
2)a-cThe same column mean significantly different as determined by 
Duncan’s multiple range test (p<0.05). 
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Fig. 5. TLC plate (A) and HPLC analysis (B) after acid hydrolysis of exopolysaccharide produced by W. cibaria JNU9, W. cibaria JNU29 
and B. subtilis JNU506. 
(A) Standards: G, glucose; F, fructose; S, sucrose; IMO, isomaltooligosaccharide; MO, maltooligosaccharide. (B) (a) Standards: 1, galactronic 
acid; 2, glucose; 3, fructose; 4, arabinose. (b) W. cibaria JNU9 (c) W. cibaria JNU29 (d) B. subtilis JNU506. The arrow indicates the hydrolysate 
of exopolysaccharide produced by bacteria strains. 
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되어 있어 산업적 이용도가 높을 것으로 생각되었다. 

EPS 생성능 균주를 활용한 설기떡의 경도

떡은 조리방법에 따라 찐떡, 친떡, 지진떡 그리고 삶은떡으
로 구분되는데 그 중 찐떡의 가장 기본이 되는 떡이 설기떡이
다(Yoon, 2007). 설기떡은 제분된 쌀가루를 사용하여 시루에 
찐 떡으로 섞는 주재료와 부재료의 종류에 따라 다양하게 개
발이 가능한 음식이다(Cho 등, 2006). 그러나 설기떡의 주재
료인 멥쌀은 구조상 노화가 빨리 일어나 저장성과 상품성이 
떨어져 품질 개선이 필요한 실정이다(Kang 등, 2010). 따라
서 본 연구에서는 한국 전통 발효식품으로부터 분리한 EPS 
생성 균주 중에서 식품에 적용 가능하고 장내에서 생존도 우
수하며 EPS 생성 함량이 가장 높게 나타난 W. cibaria JNU29 
균주를 선택하여 설기떡을 제조하여 그 특성을 확인하고자 
하였다. 1차 제분한 쌀가루에 선택한 W. cibaria JNU29 균주
의 배양액을 혼합한 후 2차 제분한 다음 쌀가루를 이용하여 
시루에 20분간 증기로 쪄서 설기떡을 제조하였다. 제조된 설
기떡 내에 첨가한 균주의 생존 여부를 확인해 보기 위해 제조
한 다음 1시간 방냉한 후 생존한 균주의 수와 48시간 동안 
상온에 보관한 다음 MRS 고체 배지에서 생존한 균주의 수를 
각각 조사해 보았다. 그 결과, W. cibaria JNU29 균주의 배양
액을 사용하지 않은 설기떡 대조구에서는 전혀 균주가 확인
되지 않은 반면, W. cibaria JNU29 균주의 배양액을 사용한 
설기떡에서 제조 1시간 후에는 2 log CFU/g 수준으로 균주
가 생존하였으며, 제조 48시간 후에는 7 log CFU/g 수준으로 
생존하였다. 이 결과는 W. cibaria JNU29 균주가 떡의 제조 
조건에서 생존 가능하므로 W. cibaria JNU29 균주의 배양액
을 혼합하여 제분한 쌀가루를 이용하여 제조된 설기떡에는 
유산균이 풍부하게 함유되어 있음을 의미한다.

EPS 균주의 균주배양액으로 제조된 설기떡의 저장성에 대
한 영향을 확인하기 위해 설기떡의 경도 변화를 측정해 보았
다. 측정한 결과, 제조한 다음 1시간 방냉한 후의 설기떡의 
경도는 균주배양액을 혼합하지 않은 대조구와 균주배양액이 
혼합된 시험구 간 큰 차이가 없었다. 그러나 제조한 후 48시
간이 지난 시료에서는 W. cibaria JNU29 균주로 제조된 설기
떡의 경우 대조구에 비해 경도 값이 유의하게 감소하는 경향
을 보여 저장성이 향상되었음을 확인할 수 있었다(Fig. 6A). 
또한 W. cibaria JNU29 균주는 저장성 향상 효과뿐만 아니라, 
곰팡이에 의한 부패에도 영향을 미쳤다. 균주배양액을 혼합
하지 않은 대조구는 제조 3일부터 부패되기 시작하여 7일 후
에는 전체의 1/4 정도가 부패가 되었으나, 균주배양액으로 제
조한 설기떡에서는 7일 후부터 일부에서 부패가 시작되고 있
음을 확인하였다(Fig. 6B). 이 결과는 설기떡 제조 시 W. 
cibaria 균주에 의해 생성되는 EPS가 떡의 부패를 야기하는 

유해균의 생장을 억제함을 확인하였다. 기존의 연구결과에
서도 유산균이 Penicillium commune, Mucor racemosus, 
Galactomyces geotrichum 그리고 Yarrowia lipolytica 등과 
같은 식중독을 야기하는 진균에 항균효과가 있다고 보고하였
다(Salas 등, 2019). 또한, Choi 등(2013)은 김치유산균인 W. 
koreensis HO20와 W. kimchii HO22로 발효한 쌀가루로 제
조된 절편에서 떡의 부패에 관여하는 곰팡이를 억제하고 노
화를 지연한다고 보고하였다. 

본 연구에서는 한국 전통 장류 및 발효식품으로부터 EPS
를 생성하는 유산균 W. cibaria JNU29 균주를 분리하고, 그 
균주배양액을 혼합하여 제분한 쌀가루를 이용하여 설기떡을 
제조함으로써 저장성을 향상시킬 뿐만 아니라, 항균 효과까지 
기대할 수 있었다. 결론적으로 본 연구에서 선발한 W. cibaria 
JNU29 균주가 장기 유통 가능한 떡을 제조하는데 유용한 소
재로 이용될 수 있음을 확인하였다.

요   약

최근 건강에 관심이 높아지면서 한국 고유의 전통음식인 
떡의 영양학적 우수성이 재조명되면서 저장성이 약한 단점을 
보완하기 위한 다양한 노력들이 시도되고 있다. 본 연구에서
는 세포외 다당류(EPS)를 생성하는 유산균을 분리하여 그 특
성을 분석하고, 이를 이용하여 저장성이 향상되는 설기떡을 
제조하고자 하였다. 전통 장류 및 발효식품으로부터 분리한 
107개 균주들 중에서 10% sucrose가 첨가된 MRS 고체 및 
액체배지에서 점질물질을 형성하는 표현형을 통해 2차에 걸
쳐 EPS를 생성하는 5개 균주를 선발하였고, 16S rDNA의 염
기서열 분석을 통해 Weissella 속 2개 균주와 Bacillus 속 3개 
균주로 동정하였다. 선발한 EPS 생성 5개 균주들 중에서 설
기떡에 응용하기 위해 식품에 적용 가능하고 인공위액 및 인
공담즙액에서 생존성이 우수하고, EPS 함량이 16.72 g/L로 
가장 높게 나타난 W. cibaria JNU29 균주를 최종적으로 선
택하였다. 이 균주의 EPS는 glucose로 구성된 homopoly-
saccharide임을 확인하였고, 1차 제분 쌀가루에 균주배양액을 
혼합하여 2차 제분 설기떡을 제조하였다. 그 결과, 설기떡에
서 48시간 후에 유산균이 7 log CFU/g 수준으로 생존하였으
며, 대조구에 비해 경도 값이 감소하는 경향을 보여 저장성이 
향상되었음을 확인하였다. 따라서 EPS를 생성하는 W. cibaria 
JNU29 균주는 저장성이 향상된 설기떡을 제조하는데 도움이 
될 수 있음을 시사하였다.
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