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요  약  본 연구에서는 장류의 기능성을 개선시킨 발효대두 제품 개발을 위해 대두를 0, 0.5, 1, 2 %(v/w)농도의 B.
velezensis L2균을 접종하여 발효시킨 후 발효 대두의 이화학적 특성과 생리활성에 대해 조사하였다. 발효대두의 수분
함량과 pH는 발효 후 증가하였고 산도는 발효 후 감소하였다. 아미노태 질소 함량은 2 % 접종군에서(178.7 mg%) 높은
아미노태 질소 함량이 확인되었다. 발효미생물 접종군의 종균 수는 유의적으로 높게(9.38-9.46 Log CFU/g) 나타났다.
0.5 % 접종군의 protease 활성은 2,655 unit/g으로 가장 높은 활성을 보였다. 발효대두 추출물의 항산화 활성은 모두
0.5 % 접종군에서 우수한 DPPH 및 ABTS 라디칼 소거능을(각각 70, 69.5 %) 보였다. 발효대두의 항고혈압 활성은
100 μg/mL 농도의 0.5 % 접종군에서 64.2 %로 높은 ACE 저해활성이 나타났다. 발효대두 추출물의 daidzein과 
genistein의 함량은 접종량에 따른 함량 변화를 보이지 않았고 L-arginine 함량은 0.5 % 접종군에서 2,350 μg/g으로
가장 높은 함량이 확인되었다. 마지막으로 발효대두의 이화확적 특성과 생리활성 사이의 상관관계 분석 결과, 발효대두
의 protease활성은 수분함량, 아미노태질소 함량, 항산화활성, ACE저해활성, arginine 함량과 유의적으로 높은 양의 
상관관계(r = 0.662 ~ 0.968, p < 0.05)가 확인되었다. 본 실험 결과에 따라 0.5 %의 B. velezensis L2 균을 이용하여
제조한 발효대두는 우수한 protease활성, 항산화 활성 및 항고혈압 활성을 나타냈고 이러한 결과는 발효 대두의 품질 
향상 및 신제품 개발에 기초자료로 활용 가능할 것으로 판단된다.

Abstract  In order to develop fermented G. max resource with improved quality and functionality, this
study investigated the physicochemical properties of Glycin max fermented with varying concentrations 
of Bacillus velezensis L2 (0, 0.5, 1, and 2% v/w). Moisture content and pH of the fermented G. max were 
observed to increase after fermentation, resulting in decreasing acidity with increasing concentrations of
B. velezensis L2. Compared to other groups, the content of amino-type nitrogen was highest in the 2%
group (178.7 mg%), whereas the highest protease activity was obtained in the 0.5% group (2,655 units/g).
The 0.5% group also had the highest antioxidant activities (70% DPPH and 69.5% ABTS radical 
scavenging) and ACE inhibitory activity (64.2%). The contents of daidzein and genistein showed no 
significant difference by concentration, and the 0.5% group had the highest L-arginine content (2,350 
µg/g). Furthermore, the protease activity of fermented G. max was determined to be positively correlated
with the antioxidant activities, ACE inhibitory activity, and the moisture, amino-type nitrogen, and 
L-arginine contents. These results show that G. max fermented with 0.5% B. velezensis L2 showed 
excellent protease, antioxidant activities, and ACE inhibitory activity, indicating the potential to be used
as material for food development and in other new applications.

Keywords : Bacillus velezensis L2, Fermentation, Inoculum Level, Biological Activity, Physiochemical 
Property
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1. 서론

콩은 식물 단백질의 주공급원으로 알려져 있으며 이외
에도 탄수화물, 지질, 미네랄, 비타민, isoflavone, peptide 
등의 영양 및 유용성분들을 풍부하게 함유하고 있다[1]. 
콩은 콩나물, 두부, 두유, 콩기름, 콩가루 등으로 가공하
거나 콩을 발효시켜 만든 간장, 된장, 청국장 등으로 이
용하고 있으며[1,2] 장류의 항산화활성[3], 항암활성[4], 
항고혈압 활성[5], 항염 활성[6] 등 여러 효과들이 활발하
게 보고되고 있다. 이러한 콩을 발효시킨 장류는 12세기
부터 한국, 일본, 중국 등 아시아에서 주로 소비하고 있
고[7] 국내 식품시장에서 2007-2017년 동안 점유율이 
3.14 %에서 1.78 %까지 계속해서 감소하는 경향을 보였
으나 최근 코로나19 이후 건강기능성에 관심이 높아지면
서 발효식품에 대한 수요가 늘어나 국내외에서 장류에 
대한 판매율도 2018-2021년 동안 연평균 4.9 %의 증가
추세를 보이고 있다[8,9]. 이러한 수요에 발맞추어 기존 
장류의 생리활성 증진 및 기능성을 강화할 수 있는 연구 
및 개발이 요구되고 있다. 콩의 발효는 자연에 존재하는 
곰팡이, 효모, 유산균, 세균 등의 다양한 미생물이 관여
하며 대표적으로 Aspergillus, Saccharomyces, 
Lactobacillus, Bacillus속 등이 있다. 발효과정 중 콩이 
외부환경에 노출되면서 미생물의 증식이 이뤄지고 다양
한 대사산물을 생성해 장류 특유의 풍미, 감칠맛, 향 등
을 나타낸다[10]. 이처럼 발효에 사용하는 종균은 풍미와 
향, 항산화활성 등 제품의 질에 영향을 준다고 알려져 있
으며[11] 현재 발효에 사용하는 미생물에 따라 감칠맛 성
분 함량 증가[12], 비배당체 isoflavone 함량 증가[13] 
등 발효 산물의 생리활성에 변화가 나타난다고 보고되었
다. 또한, 콩은 사용한 종균 뿐 아니라 콩의 품종이나[14] 
가공방법 등에 따라 isoflavone, anthocyanin 등 항산
화물질과 같은 유용성분 및 영양성분의 함량과 생체 내 
흡수율, 식감, 향미 또한 차이가 나타난다[15,16]. 최근 
발효시간, 숙성시간, 조리시간, 종균에 따른 콩의 품질 
및 특성비교에 대한 연구는 보고되어 왔으나[17-19] 발
효 실패 위험을 줄이면서 발효 제품의 질을 일정하게 유
지함과 동시에 기존 장류의 기능성을 개선시키기 위해서
는 특정 종균을 사용한 발효 제품에 대한 연구가 필요하
다. 본 실험에서 사용한 종균 Bacillus velezensis L2는 
발효의 효능과 풍미를 높이기 위해 재래식으로 제조된 
된장과 멸치액젓으로부터 분리된 것으로 이를 이용해 멸
치 분말 첨가한 메주 제조하였을 때 단백분해활성이 우
수하여 전통된장의 품질이 향상됨을 확인하였다[20]. 그

러나 B. velezensis L2 종균을 사용하여 다양한 조건하
에 콩을 발효시킨 후 이화학적 특성 및 생리활성 분석을 
비교한 연구는 전무하다. 따라서 본 연구에서는 B. 
velezensis L2균의 접종량에 따라 대두를 발효시킨 후 
미생물의 변화 및 발효대두의 다양한 특성을 분석하여 
이를 Bacillus velezensis L2를 이용한 발효대두 제품 
개발하는데 기초자료로 활용하고자 한다.

2. 재료 및 방법

2.1 실험재료
본 실험에서 사용한 대두(Glycine max)는 함평 월야

면 인근에서 생산된 것을 2021년 10월 전남 함평농협에
서 구입하여 사용하였고 발효 미생물은 (재)전남바이오
산업진흥원 식품산업연구센터에서 보유중인 Bacillus 
velezensis L2(KCCM1 2498P) 균을 제공받아 실험에 
사용하였다. 실험에 사용한 모든 시약은 sigma 사에서 
구입하였으며 이외는 본문에 별도 표기하였다. 히스타민 
함량 및 지표성분 분석에 사용한 표준품 histamine, 
genistein, daidzein, L-arginine(Sigma,  St.  Louis,  
USA)은 순도 97 % 이상의 분석용 시약을 구입하였으며 
분석용매로 사용한 acetonitrile과 methanol을 포함하
여 모두 HPCL용을 사용하였다.

2.2 발효 미생물을 통한 발효대두 제조 
본 실험의 발효대두 제조는 Shin 등[21]의 방법을 변

형하여 다음과 같이 제조하였다. 대두는 실온에서 24시
간 동안 수침하고 100 ℃에서 1시간 동안 증자한 후 마
쇄하여 실험에 사용하였다. Bacillus velezensis L2는 
trytic Soy Broth(TSB) 액체배지에 접종하여 30 ℃에서 
20시간 동안 배양한 후 3,000 rpm으로 20분 동안 원심
분리하였다. 이 후 배양액을 제거하고 OD600에서 0.4가 
되도록 멸균수를 이용하여 희석해 이를 배양액으로 사용
하였다. 증자대두 1.2 kg에 미리 배양해 둔 B. 
velezensis L2 배양액을  증자대두 무게의 0, 0.5, 1, 2 
%(v/w)를 접종하고 30 ℃에서 48시간 동안 발효시켰다. 
모든 대두시료는 동결건조(PVTFD 10R, IlShin Lab 
Co., Ltd., Dongducheon, Korea) 후 분말화시켜 -70 
℃에 보관하면서 발효미생물 접종량에 따른 발효대두의 
특성을 비교분석하는데 사용하였다.
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2.3 발효대두의 수분함량, 산도, 및 pH 측정 
발효미생물 접종량에 따른 발효대두 시료의 수분 함량

과 산도는 식품공전의 적정법[22]을 기초하여 측정하였
다. 시료 5 g을 건조 접시에 취해 적외선 수분함량 측정
기(MX-50, AND, Tokyo, Japan)를 이용하여 105 ± 
1 ℃ 조건으로 항량이 될 때까지 건조하여 수분함량으로 
결정하였다. 접종량에 따른 발효대두의 산도와 pH분석
은 각각의 발효대두 시료 5 g 에 증류수에 500 mL을 가
하여 혼합하고 3,000 rpm으로 20분 동안 원심 분리하
여 얻은 상등액을 시료로 사용하였다. 산도는 시료 10 
mL에 30 µL의 1 % phenolphthalein 넣고 0.1 N 
NaOH를 첨가해 미홍색(pH 8.3)의 시료가 될 때까지 적
정하고 소비된 NaOH 부피를 측정하여 젖산함량(%, w/w)
으로 나타내었고 pH는 시료액을 pH meter(Mettler 
Toledo GmbH, Greifensee, Switzerland)를 통해 측
정하였다.

2.4 발효대두의 아미노태질소 함량측정
발효대두 시료의 아미노태 질소 함량 분석은 식품공전

의 측정법[22]을 변형하여 측정하였다. 발효미생물 접종
량에 따른 각각의 발효대두 시료 5 g를 삼각플라스크에 
넣고 증류수를 250 mL까지 가한 후 여액 50 mL을 취하
여 30 µL의 1 % phenolphthalein 지시약을 첨가하고 
0.1 N NaOH을 이용해 발효대두 시료가 미홍색(pH 
8.3)이 될 때까지 가하였다. 별도의 비커에 30 mL의 
formalin과 30 µL의 1 % phenolphthalein 지시약을 
넣고 0.1 N NaOH로 이용해 미홍색이 될 때까지 적정한 
후 이를 미홍색의 발효대두 시료와 혼합하고 다시 0.1 N 
NaOH을 이용해 혼합시료가 미홍색(pH 8.3)이 될 때까
지 가하였다. 이때 사용한 0.1 N NaOH mL 양을 아미
노태질소 함량 측정에 사용하였으며 계산식은 아래와(1) 
같다.

Amino nitrogen(mg%)= N × 0.0014 × 100 × 1000 × D 
S  (1)

0.0014: 0.1N NaOH 1.0 mL에 해당하는 질소량(g)
N: 0.1 N NaOH 첨가량(mL)
D: 희석배수
S: 시료량(mL)

2.5 발효대두의 종균 수 측정 
발효대두의 B. velezensis L2 종균수를 측정하기 위

해 발효미생물 미접종 대두시료와 0.5, 1, 2 %의 발효미

생물을 접종하여 발효시킨 대두시료를 각각 멸균수로 10
배 희석하여 준비한 후 LB broth(BD, NJ, USA) 고체 
배지에 도말하였다. 배지는 30 ℃에서 24시간 배양한 후 
각각의 시료의 B. velezensis L2 종균 집락수를(CFU: 
colony forming units) 계산하여 Log CFU/g로 나타내
었다.

2.6 발효대두의 단백분해효소(protease) 활성 측정 
발효 대두의 단백분해효소 활성은 azocasein법을 일

부 변형하여 측정하였다[23]. 발효미생물의 접종량별 발
효 대두 시료를 각각 증류수로 10배 희석하고 30분 초음
파 추출하였고 12,000 rpm에서 10분 동안 원심 분리하
여 상층액만 얻었으며 이 상등액을 효소활성 측정에 사
용하였다. Casein의 농도가 0.5 %(w/v)가 되도록 100 
mM, pH 7.0 sodium phosphate buffer에 용해하여 
이를 기질로 사용하였다. 150 µL의 0.5 % casein reagent
에 각각의 발효대두 추출물 50 μL을 혼합하여 30 ℃에
서 1시간 반응시키고 400 µL의 10 % trichloroacetic 
acid를 첨가하였다. 반응액을 12,000 rpm, 10분 동안 
원심분리한 후 상등액 500 µL를 취하고 700 µL의 525 
mM NaOH를 가하여 혼합한 다음 1 mL의 혼합액을 
432 nm에서 흡광도를 측정하였다. 이때 효소활성 1 
unit은 30 ℃에서 1시간 동안 효소반응에 의하여 유리되
는 azo기에 의해 432 nm에서의 흡광도를 0.01 증가시
키는 양으로 나타내었다.

2.7 발효대두의 히스타민 함량 측정 
발효 미생물의 접종량에 따른 발효 대두의 히스타민 

함량 분석은 식품공전법의 방법[22]을 변형하여 측정하
였다. 시료 5 g에 20 mL의 0.1 N HCl을 가하여 30분간 
초음파 추출하였고 12,000 rpm에서 10분 동안 원심 분
리하여 상층액을 얻었으며 이를 2회 반복하여 얻은 최종 
상등액을 50 mL로 정용하였다. Histamine과 발효 미생
물 접종량에 따른 각각의 발효대두 추출물 시료 1 mL에 
1,7-diaminoheptane 100 μL를 가한 다음 포화탄산나
트륨용액 0.5 mL와 1 % dansyl chloride 아세톤용액 
0.8 mL을 가하여 혼합하고 45 ℃에서 1시간 동안 유도
체화를 시켰다. 유도체화 시킨 시료에 10 % proline 용
액 500 µL와 ethyl ether 5 mL을 가하여 10분 동안 진
탕하고, 상등액 4 mL을 취하여 60 ℃ heat block에서 
3시간 동안 농축하였다. 농축한 시료에 acetonitrile 1 
mL을 가해 용해한 후 0.45 µm syringe filter로 여과하
여 이를 HPLC 분석에 사용하였다. 각 시료는 HPLC 분
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석기기를 이용하여 3회 반복 분석하였고 기기분석 조건
은 Table 1과 같다.

Item Condition

Detector   UV DAD detector(254 nm)
Column Atlantis dC18 5 μm(4.6 mm × 250 mm)

Column temperature   40 ℃
Injection volume   20 μL

Flow rate
  1.0 mL/min

   A : 0.1 % acetic acid in water
 B : 0.1 % acetic acid in acetonitrile

Mobile phase

min A(%) B(%)
0 45 55
10 45 55
15 35 65
25 20 80
40 10 90

Table 1. Condition of HPLC for histamine content 
analysis 

2.8 발효대두의 항산화 활성 측정
발효 미생물 접종량별 발효대두의 항산화 활성을 알아

보기 위해 먼저 각각의 발효대두 시료 4 g에 10배량의 
증류를 넣고 2시간 동안 초음파 추출을 진행하였다. 추
출물은 동결 건조하여 발효대두 추출물 분말을 얻었고 
이를 항산화 활성(DPPH 및 ABTS 라디칼 소거능) 및 항
고혈압 활성(ACE 저해활성) 측정에 사용하였다.

2.8.1 DPPH 라디칼 소거능 측정
DPPH(1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl) 라디칼 소

거능은 항산화 활성을 가지는 물질이 DPPH 유리 
radical에 전자를 공여해줌으로써 유리 radical이 소거
되는 원리를 이용하여 시료의 항산화 활성을 측정하는 
방법이다[24]. 각각의 발효대두 추출 분말시료를 증류수
를 이용하여 8 mg/mL의 농도로 준비하고 8 mg/mL의 
발효대두 시료에 100 µM DPPH(Wako Pure Chemical 
Industries, Inc, Osaka, Japan)용액 320 μL를 혼합한 
다음 25 ℃에서 1시간 반응시킨 후 517 nm에서 흡광도
를 측정하였다. 각 발효대두 시료의 DPPH 라디칼 소거
능은 (2)와 같이 계산하여 백분율로 나타내었다.

DPPH 라디칼 소거능(%) = A − B × 100A  (2)

A: 대조구 흡광도 
B: 시료첨가구 흡광도 

2.8.2 ABTS 라디칼 소거능 측정
ABTS(2,2'-azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-

sulfonic acid) radical 소거능은 ABTS 양이온이 시료 
중의 항산화 물질에 의해 제거되는 반응을 이용하여 시
료의 항산화 활성을 측정하는 방법이다[25]. 먼저, 100 
mM, pH 7.4 potassium phosphate 용액에 7 mM 
ABTS(Wako Pure Chemical Industries, Inc, Osaka, 
Japan)와 2.45 mM potassium persulfate의 용액을 
혼합하여 암소에서 16시간 반응시켜 ABTS 양이온을 형
성하도록 하였다. 각각의 발효대두 추출분말 시료는 증
류수를 이용하여 100 µg/mL의 농도로 준비한 후 8 
mg/mL의 발효대두 시료 80 µL에 ABTS 용액 320 µL
를 혼합한 다음 25 ℃에서 10분간 반응시키고 734 nm
에서 흡광도를 측정하였다. 각 발효대두 시료의 ABTS 
라디칼 소거능은 다음과 같이 계산하여 백분율로 나타내
었다.

ABTS 라디칼 소거능(%) = A − B × 100A  (3)

A: 대조구 흡광도 
B: 시료첨가구 흡광도 

2.8.3 ACE저해 활성 
측정 발효미생물 접종량에 따른 발효대두의 ACE저해

활성 저해활성은 ACE kit(angiotensin I converting 
enzyme)(Dojindo Molecular Technologies, Inc, 
MD, USA)를 사용하여 측정하였다. 농도별 발효대두 추
출물 20 µL에 substrate buffer 20 µL와 enzyme 
working solution 20 µL을 넣고 혼합한 다음 37 ℃에
서 1시간 동안 반응시켰다. 반응 후 indicator working 
solution 200 µL를 넣고 25 ℃에서 10분 동안 반응시키
고 450 nm에서 흡광도를 측정하였다. 각 접종량별 발효
대두 추출물의 ACE 저해활성은 아래의 식을 통해 계산
하였다.

ACE 저해활성(%) = A − B × 100A   (4)

A: 대조구 흡광도 
B: 시료첨가구 흡광도 

2.9 발효대두의 지표성분 함량 분석 
발효미생물 접종량 따른 발효대두의 지표성분 함량 분

석을 위해 접종량별 발효대두 분말시료 100 g에 증류수 
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400 mL을 넣고 55 ℃에서 24시간 동안 추출하였다. 추
출물은 Whatman no. 2 여과지를 이용해 여과한 다음 
동결 건조하여 분쇄하고 -70 ℃에 보관하며 사용하였다. 
발효미생물 접종량 따른 발효대두 추출물의 daidzein, 
genistein, L-arginine 함량을 정량분석하기 위해 
LC-MS/MS 질량분석기(AB SCIEX 4000 Q-Trap, 
Shimadzu LC 20A System)를 이용하였고 분석 용매로 
acetonitrile과 methanol을 사용하였다. 발효미생물 접
종량별 발효대두 추출물 시료 20mg을 각각 1 mL의 증
류수에 녹인 후 상층을 50 % methanol로 40배 희석하
여 10 μL를 Gemini C18 컬럼(5 ㎛, 50 ㎜ * 2.0 ㎜)에 
주입하여 분석 후 환산하였다. 각 시료는 LC-MS/MS 질
량분석기를 이용하여 3회 반복하여 분석하였다.

2.10 통계처리 
본 연구의 모든 실험은 3회 반복 실험하여 평균과 오

차 값을 나타냈고 통계처리는 IBM SPSS 
Statistics(SPSS Inc, Chicago, USA, version 27) 을 
이용하여 분석하였다. 각 실험의 유의성 분석은 ANOVA 
검정을 시행하였으며 p < 0.05 수준에서 Duncan’s 
multiple test로 검정하였다. 발효 미생물 접종량별 발
효대두의 이화학적 특성과 항산화활성, 항고혈압활성 및 
지표성분 함량 데이터를 이용하여 MetaboAnalyst 
5.0(http://www.metaboanalyst.ca)을 통해 주성분 분
석(PCA: principal components analysis)의 biplot, 
variable importance in projection(VIP) score 및 
correlation analysis를 분석하였고 어떤 변수가 발효미
생물 접종량별 발효대두의 이화학적 특성과 항산화활성, 
항고혈압활성 및 지표성분 함량과 상관관계가 있는지 분
석하였다.

3. 결과 및 고찰

3.1 발효미생물 접종량별 발효대두의 수분함량
장류의 수분함량은 발효균의 생장, 단백질의 가수분해

에 의한 아미노산 생성정도 등에 영향을 미치기 때문에 
발효물의 수분함량을 측정하는 것은 중요하다[26]. 본 실
험에서 Bacillus velezensis L2 접종량에 따른 발효대두
의 이화학적 특성변화를 살펴보기 위하여 발효 48시간 
후 수분함량을 측정하였고 그 결과는 Table 1에 나타내
었다. 발효대두의 수분함량은 발효 미생물 접종량에 따

라 59.7-60.7 %의 범위를 보였다. B. velezensis L2 접
종에 따라 발효대두의 수분함량은 증가되어 1 % B. 
velezensis L2를 접종하였을 때 60.7 %로 가장 높은 수
분함량이 측정되었으나 2 % 부터 수분함량이 줄어드는 
경향을 보였다. Lee 등[27]의 중국 내 시판 장류의 수분
함량을 조사한 연구에서 된장은 52.55-70.40 %의 수분
함량을 보였으며 본 실험결과의 발효대두와 유사한 수분
함량 범위를 보였다. 또한, Jeong 등[28]의 연구에서 종
균함량에 따라 콩알메주의 수분함량은 유의적인 차이를 
보였고 발효가 진행됨에 따라 수분함량이 감소하는 것으
로 보고하였다. 이와 유사하게 본 실험에서 B. 
velezensis L2균 접종량에 따른 발효대두의 수분함량은 
유의적인 차이를 보였고 이는 숙성시간, 사용한 발효 미
생물 등의 조건에 영향을 받는 것으로 보인다.

3.2 발효미생물 접종량별 발효대두의 산도 및 pH 
발효과정 중 콩은 단백질이 분해되고 암모니아가 생성

되면서 발효 후 pH와 산도에 변화가 발생한다[29]. 일반
적으로 미생물의 대사과정을 통해 유기산이 생성됨에 따
라 산도가 증가하고 pH는 감소한다고 알려져 있다[30]. 
대두에 농도별 Bacillus velezensis L2를 접종하여 48
시간 배양한 후 발효대두의 산도와 pH를 측정하였고 그 
결과 발효 미생물 접종량에 따른 발효대두의 산도는 
0.2-1.6 %의 범위로 나타났다(Table 1). 발효 후 대두의 
산도가 감소하였으며 그 중 0.5 % 농도의 B. velezensis 
L2를 접종한 발효대두에서 0.2 %의 산도를 보여 다른 농
도에 비해 가장 낮은 산도가 확인되었다. 발효대두의 pH
는 Bacillus velezensis L2 접종량에 따라 6.3-7.7의 
pH를 보였으며 0.5 % 접종한 발효대두에서 7.7로 가장 
높은 pH가 측정되었고 미생물 접종량이 증가함에 따라 
발효대두의 pH는 감소하였다. 

Jeong 등[31]의 연구에서 농도별로 B. subtilis 
SRCM10075을 접종한 청국장의 pH는 균 접종량에 따
라 유의적인 차이를 보이지 않았고 발효시간에 따라 pH
가 증가하고 이후로는 유의적인 차이를 보이지 않았다고 
보고하였다. 이와 다르게 본 실험에서는 발효 후 균 접종
량에 따라 pH가 증가하여 0.5 % 접종군에서 다른 군에 
비해 유의적으로 높은 pH를 보였고 이후 1, 2 % 접종군
에서는 pH가 감소하였다. 이처럼 발효에 사용한 미생물
과 콩의 품종, 발효시간 등 발효조건은 발효 후 산도와 
pH 변화에 영향을 미치는 것으로 조사되었다.
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Fermentation time(hr) Inoculation level(%) Moisture(%) Acidity(%) pH AN(mg%)

0 0 59.7±0.6b 1.6±0.2a 6.3±0.2c 66.4±0.9d

48

0 60.2±0.1ab 1.5±0.3a 6.3±0.2c 65.5±1.0d

0.5 60.6±0.0a 0.2±0.0c 7.7±0.2a 171.7±1.4c

1 60.7±0.3a 0.8±0.0b 7.1±0.2b 174.3±1.4b

2 60.2±0.1ab 0.8±0.0b 7.1±0.2b 178.7±1.2a

All values are represented as the mean ± SD(n = 3). Lower cases mean significantly different in the same column by Duncan’s multiple 
range test(p < 0.05).

Table 2. Change in moisture, acidity, pH and aminotype nitrogen contents of Glycine max fermented with 
Bacillus velezensis L2 on the different inoculum levels

3.3 발효미생물 접종량별 발효대두의 아미노태 질소 
   함량 

아미노태 질소는 발효의 정도를 나타내는 지표로 알려
져 있으며 장류의 맛을 결정하는 중요 요인 중 하나이다. 
아미노태 질소 함량은 콩의 단백질이 protease에 의해 
아미노산으로 분해되는 정도를 측정한 것으로 아미노태 
질소 함량이 높을수록 구수한 맛을 낸다고 알려져 있다
[32].

본 실험에서 발효미생물 접종량을 달리하여 발효시킨 
대두의 아미노태 질소 함량을 분석한 결과는 Table 2에 
나타내었다. 발효 전 대두의 아미노태 질소 함량은 66.4 
mg%로 나타났고 발효 후에는 171.7-178.7 mg%로 아
미노태 질소함량이 유의적으로 증가하였다. 본 실험과 
유사하게 Cho 등[18]의 연구에서도 아미노태 질소의 함
량은 발효시간에 따라 증가한다고 보고되었다. 또한 발
효대두의 아미노태 질소 함량은 미생물 접종농도에 따라 
유의적으로 증가하였고 그 중 2 % 접종군의 아미노태 질
소 함량은 178.7 mg%로 다른 접종군에 비해 가장 높은 
아미노태 질소 함량을 보였다. Shin 등[32]의 연구에서 
품종별 다양한 콩 발효물의 아미노태 질소함량은 
401.1-524.5 mg%로 나타나 본 실험 결과와 달리 높은 
수준의 아미노태 질소함량이 측정되었다. Lee 등[33]의 
연구에 따르면 콩 발효과정 중 사용한 옹기의 특성에 따
라 공기의 순환이 달라지면서 아미노태 질소함량에도 영
향을 미친다고 보고하였다. 본 실험에서도 발효대두의 
아미노태 질소함량은 콩의 품종, 발효 미생물 종류, 발효
시간, 발효온도 등의 발효조건에 따라 차이를 보이는 것
으로 나타난다. 

3.4 발효미생물 접종량별 발효대두의 종균 수
발효미생물 접종량을 달리하여 발효시킨 발효대두의 

종균 수를 측정한 결과, 발효미생물 첨가한 대두의 종균 
수는 5.4 Log CFU/g로 측정되었고 발효 48시간 후 발

효대두의 종균 수는 9.4-.9.5 Log CFU/g 범위로 나타
났다(Fig. 1). 발효 48시간 후 발효대두의 종균 수는 무
첨가구 대비 증가하였지만 미생물 접종량에 따른 발효대
두 종균수의 유의적인 차이는 보이지 않았다. Oh 등[34]
의 연구에서 대두를 발효시켜 만든 청국장의 곰팡이 수
는 발효시간이 경과함에 따라 급격하게 증가하였고 발효 
후 48- 60시간에서 다시 감소하는 경향을 보였고 Shin 
등[35]은 발효온도에 따라 종균 수 변화에 차이를 보였다
고 보고하였다. 본 실험에서는 발효 미생물의 접종량에 
따른 종균 수 함량의 증가하는 경향을 보였으나 그 차이
가 미비하였고 발효 후 시간이 경과함에 따라 종균수의 
변화를 보였으므로 발효미생물 접종량 뿐만 아니라 발효
시간과 발효온도 조건을 세분화하여 종균 수 변화를 측
정해볼 필요가 있을 것으로 판단된다. 

Fig. 1. Change in variable cell count in Glycine max
fermented with Bacillus velezensis L2 on the 
different inoculum levels. All values are 
represented as the mean ± SD(n = 3). Lower 
cases mean significantly different by 
Duncan's multiple range test(p < 0.05).
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3.5 발효미생물 접종량별 발효대두의 protease 활성
발효과정 중 대두의 단백질은 미생물의 protease에 

의해 펩타이드, 아미노산으로 가수분해 되며 발효시간이 
경과함에 따라 그 양이 증가되어 장류 특유의 구수한 맛
과 감칠맛이 나타난다고 알려져 있다[36]. 

본 실험에서는 발효 미생물 B. velezensis L2의 접종
량에 따른 발효대두의 protease 활성을 측정하였다(Fig. 
2).

Fig. 2. Change in protease activity in Glycine max
fermented th Bacillus velezensis L2 on the
different inoculum levels. All values are 
represented as the mean ± SD(n = 3). 

발효 48시간 후 발효 미생물 접종군에서는 1,650-2,655 
unit/g의 범위의 protease 활성이 나타났으며 그 중 
0.5 % 접종군에서 2,655 unit/g로 1, 2 % 접종군에(각
각 1,930, 1650 unit/g) 비해 가장 높은 protease 활성
을 보였다. Jeong 등[37]은 붉은 팥원물(1, 3, 5%)에 
Bacillus subtilis KCCM 11965P 3% (v/v)를 접종한 
결과, 1%와 3%의 붉은 팥 원물 첨가군에는 발효미생물
의 protease 활성이 나타나지 않고 5% 붉은 팥 첨가군
에서만 발효시간에 따라 protease 활성이(1.29-2.69 
unit/mL) 나타남을 보고하였다. 이처럼 본 실험의 0.5% 
접종군에서 가장 높은 protease 활성을 보인 후 1, 2% 
접종군에서 활성이 감소한 것은 발효미생물의 영양분에 
비해 과다한 발효미생물을 접종하여 균의 증식이 늦어지
면서 protease활성도 감소한 것으로 보인다. Protease 
활성은 발효과정에서 미생물에 의해 생성되는 아미노태 
질소 함량과도 연관되어 있는데[38] 본 실험에서는 발효 
미생물 0.5 % 접종군의 아미노태 질소함량은 171.7 
mg%로 1, 2 % 접종군에 비해 낮았지만 발효 미생물 

0.5 % 접종군의 protease 활성은 1, 2 % 접종군에 비해 
높게 나타났다. Seon 등[39]은 된장 발효 균주로 사용한 
B. subtilis TSD의 생육곡선과 protease 활성이 유사한 
경향을 보였다고 보고하였고 이와 유사하게 본 실험에서 
발효 후 높은 종균수를 보였던 0.5 % 접종군에서 
protease 활성이 가장 높은 결과를 보였다. 따라서 본 
실험 결과, protease 활성이 다른 접종군에 비해 높게 
관찰되었던 대두 무게 대비 0.5 % B. velezensis L2 균
주를 사용하였을 때 장류의 풍미를 향상시킬 수 있을 것
으로 조사되었다.

3.6 발효미생물 접종량별 발효대두의 히스타민 함량 
Biogenic amines은 식품의 발효 또는 저장 기간 동

안 미생물이 아미노산을 탈카르복실화 시켜 만들어지는 
유해한 화합물로서 히스타민, 티라민 등이 있다[40]. 
Biogenic amine을 과량 섭취하였을 경우 메스꺼움, 구
토, 발진 등과 같은 식중독 증세가 나타날 수 있으며 심
할 경우 사망에 이를 수 있다고 알려져 있다[41]. 따라서 
발효 식품의 biogenic amine 함량을 조사하는 것은 안
전성 측면에서 중요하며 본 실험에서는 발효식품이 다량
으로 함유하고 있다고 알려져 있는[42] 히스타민 함량을 
조사하였다. 

본 실험 결과 발효 미생물 접종량에 따른 발효대두의 
히스타민 함량을 Table 3에 나타냈으며 발효 48시간 후 
모든 발효미생물  접종군에서 히스타민이 검출되지 않았
다. 이러한 결과는 0.5-2 %의 Bacillus velezensis L2
로 발효시킨 대두는 인체에 무해한 조건이나 히스타민 
이외의 다른 biogenic amine의 함량 조사가 필요할 것
으로 판단된다.

Inoculum level(%) Histamine content(ppm)
0 ND

0.5 ND
1 ND

2 ND
ND; not detected. All values are represented as the mean ± 
SD(n = 3). 

Table 3. Change in histamine content in Glycine 
max fermented with Bacillus velezensis L2
on the different inoculum levels

3.7 발효미생물 접종량별 발효대두의 항산화 활성 
발효미생물 접종량에 따른 발효대두의 항산화 활성
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Fig. 3. Changes in DPPH and ABTS radical scavenging activities(%) in extracts of Glycine max fermented with
Bacillus velezensis L2 at different inoculum levels. All values are represented as the mean ± SD(n = 3).
Lowercases mean significantly different by Duncan's multiple range test(p < 0.05).

을 알아보기 위해 발효대두의 DPPH, ABTS 라디칼 소
거능을 측정하였다. 그 결과, DPPH, ABTS 라디칼 소
거능은 발효미생물 접종군에서 각각 62.3-70.0 %, 
65.9-69.5 %의 활성 범위를 보였으며 모두 발효하지 
않은 대두에 비해 발효 48시간 후 항산화 활성이 증가
한 것을 확인할 수 있었다(Fig. 3). 또한 0.5 %의 발효
미생물 접종군에서는 DPPH와 ABTS 라디칼 소거능이 
각각 70.0, 69.5 %로 다른 접종군에 비해 유의적으로 
높은 활성이 나타났다. Gil 등[43]의 연구에서 
protease를 첨가한 된장의 우수한 DPPH 라디칼 소거
능은 protease에 의해 콩의 단백질이 분해되어 아미노
산 함량 증가를 보인 것으로 보고하였다. 본 실험의 경
우 0.5 % 발효 미생물 접종군에서 우수한 protease 활
성이 나타났으며 이에 따라 아미노산 함량이 증가하여 
0.5 % 발효 미생물 접종군에서 높은 DPPH라디칼 소거
능을 보인 것으로 판단된다. 또한, Hwang 등[44]은 발
효 중에 증가된 비배당체 이소플라본의 함량이 소립콩 
두유의 DPPH, ABTS 라디칼 소거능과 FRAP활성에 영
향을 미쳐 우수한 항산화활성을 보였다고 보고하였다. 
이와 달리 본 실험 결과 발효대두의 비배당체 이소플라
본 daidzein과 genistein 함량은 발효 48시간 후 유의
적인 변화를 보이지 않았고 발효 미생물 접종량에 따른 
차이도 나타나지 않았다. 이러한 결과는 0.5 % 발효 미
생물 접종군의 우수한 DPPH 라디칼 소거능은 비배당
체 이소플라본 daidzein, genistein 외에 다른 유용물
질에 의한 것으로 판단된다.

3.8 발효미생물 접종량별 발효대두의 ACE 저해활성
혈압 조절 기작 중 하나인 renin-angiotensin계에서 

angiotensin I converting enzyme(ACE)는 혈압을 조
절하는 중요한 효소로 알려져 있다[45]. ACE는 angiotensin 
I을 angiotensin II로 전환시키고 이렇게 전환된 
angiotensin II는 강한 혈관 수축물질인 angiostensin 
II에 의해 혈압이 상승된다. 따라서 ACE의 활성이 저해
되면 angiotensin II로 전환이 더디게 일어나 혈압의 상
승을 막을 수 있다.

Fig. 4. Changes in ACE inhibitory activity(%) in extracts 
(25, 50, 100 µg/mL) of Glycine max fermented 
with Bacillus velezensis L2 at different 
inoculum levels. All values are represented as
the mean ± SD(n = 3). Lowercase letters 
indicate significant differences within the 
same concentration of extracts by Duncan’s 
multiple range test(p < 0.05).
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Inoculum 
level(%)

Content(μg/g)

Daidzein Genistein L-arginine

0 122±6 85±4 1930±82

0.5 124±17 81±8 2350±247

1 117±6 83±1 2290±181

2 121±8 86±10 2065±130
All values are represented as the mean ± SD(n = 3). 

Table 4. Changes of Daidzein, genistein and L-arginine 
contents of Glycine max fermented with 
Bacillus velezensis L2 at different inoculum 
levels

본 실험에서는 Bacillus velezensis L2 접종량에 따
라 발효시킨 대두 추출물의 ACE 저해활성을 측정한 결
과, 모든 시료에서 농도 의존적으로 ACE 저해활성이 증
가하였으며 농도별 발효미생물을 첨가한 발효대두 시료
에서 무첨가 시료에 비해 유의적으로 높은 활성이 확인
되었다(Fig. 4). 25, 50 µg/mL 농도의 발효미생물 첨가
군은 각각 23.1-26.8, 48.5-51.9 %의 ACE 저해활성을 
보였고 발효미생물 무첨가 시료에 비해 유의적으로 높은 
활성이 측정되었다. 100 μg/mL 농도의 0.5 % 발효미생
물 접종군에서 64.2 %의 ACE 저해활성이 나타나 다른 
발효 미생물 접종군에 비해 가장 높은 활성이 확인되었
다. ACE 저해활성을 갖는 물질은 주로 펩타이드이며 
protease와 같은 효소나 발효과정에 의해 생성된다고 
알려져 있다[46]. 이와 같이 발효미생물 무첨가 시료에 
비해 발효대두 추출물에서 높은 ACE 저해활성이 나타나
고 그 중 0.5 % 발효 미생물 접종군에서 높은 ACE 저해
활성을 보인 것은 0.5 % 발효 미생물 접종군의 우수한 
protease 활성에 의해 단백질이 가수분해되어 생성된 
유용한 물질들이 항산화 활성 뿐 아니라 ACE 저해활성
에도 영향을 미친 것으로 보인다.

3.9 발효미생물 접종량별 발효대두의 지표성분 분석 
Daidzein과 genistein은 콩이 함유하고 있는 isoflavone 

비배당체이며 일반적으로 배당체에서 비배당체로 변화하
는 요인은 발효 중 발효미생물에 의해 생성되는 효소에 
의해 당 결합이 끊어져 비배당체 isoflavone함량이 증가
한다고 알려져 있다[47]. 대두의 isoflavone인 daidzein과 
genistein은 항암, 항산화 활성을 지니고 있으며 
L-arginine은 조건부 필수 아미노산으로 혈관이완에 도
움을 주며 혈행 개선효과를 지닌다고 알려져 있다[48-50]. 
본 실험에서는 발효 미생물 접종량에 따른 발효대두의 
daidzein, genistein과 L-arginine의 함량을 분석하였
고 그 결과를 Table 4에 나타내었다. 발효 대두 추출물
의 daidzein과 genistein의 함량은 각각 117-124, 
81-86 μg/g의 범위로 나타났고 발효 미생물 접종량에 
따라 유의적인 함량 차이는 보이지 않았다. L-arginine
함량은 대두추출물에서 1,930-2,350 µg/g의 함량을 보
였고 발효대두 추출물에서 2,065-2,350 µg/g의 함량을 
나타냈다. 발효 후 대두의 L-arginine함량이 증가하였으
며 발효 미생물 접종량에 따라 L-arginine함량이 증가
하지 않았고 그 중 0.5 % 발효미생물 접종군에서 2,350 
µg/g로 가장 높은 함량이 측정되었다. 따라서 본 실험 
결과 0.5 % Bacillus velezensis L2 접종군에서 우수한 

daidzein, genistein, L-arginine함량이 확인되었다.
Shahzad 등[51]의 연구에서 발효미생물 B. 
amyloliquefaciens RWL-1의 접종량(2, 3, 5 %)에 따
른 daidzein과 genistein함량은 접종량에 따라 유의적
으로 감소함을 보였다. Ali 등[52]의 0-7 %의 Bacillus 
subtilis 접종량에 따른 arginine함량 측정 결과 1 % 접
종군에서 7.82 mg/g로 가장 높은 함량을 보였고 접종농
도가 높아짐에 따라 arginine함량은 감소하는 경향을 보
였다. 또한, 몇몇 아미노산 함량은 7 % 접종군에서 가장 
낮은 함량이 측정되어 1, 3 % 접종군이 가장 높은 아미
노산 함량을 보였다고 보고하였다. 이처럼 발효미생물 
접종량에 따른 발효대두 추출물의 daidzein, genistein, 
L-arginine 함량은 대두 품종, 발효미생물 종류, 발효 
시간과 같은 발효공정에 영향을 받아 함량의 차이가 나
타난 것으로 판단되며 앞선 실험에서 ACE 저해활성에서 
우수한 활성을 보였던 0.5 % 발효미생물 접종군에서 혈
관이완 및 혈행개선 효과가 있는 L-arginine의 함량 역
시 높게 나타난 걸로 보아 2 %의 고농도 발효 미생물 접
종보다 0.5 % 발효 미생물 접종이 더 효과적으로 항고혈
압 및 혈관이완과 같은 혈행개선 효과가 우수한 것으로 
조사되었다.

3.10 발효미생물 접종량별 발효대두의 주성분분석
주성분분석(PCA; principal component analysis)

을 통해 발효미생물 접종량에 따른 발효대두의 품질특성
과 항산화활성 그리고 지표성분(daidzein, genistein, 
arginine)함량 사이의 패턴을 분석하여 변수를 간략화 
하였다. 주성분 분석 결과, 제1주성분(PC1)과 제2주성분
은 각각 98.9 %, 1.1 %의 변동량을 나타냈으며 제1주성
분에 따라 발효미생물 0.5, 1, 2 % 접종군은 비접종군과 
음의 상관성을 보였다(Fig. 5a). 시료의 위치와 품질특성
이 같은 위치, 같은 방향에 존재할 때 그 함량이 높은 것
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Fig. 6. VIP scores of PLS-DA analysis(a) and correlation matrix(b) between anitoxidant activity and quality 
characteristics of Glycine max fermented with Bacillus velezensis L2 on the different inoculum levels.
The intensity of red and blue colors represents positive and negative correlations. The correlation 
coefficient represented AN, amino type nitrogen; ACE, ACE inhibitory activity; Cell, variable cell count.

Fig. 5. Score plot(a) and biplot(b) of PCA analysis of Glycine max fermented with Bacillus velezensis L2 on
the different inoculum levels. 

을 의미하는데[53] 본 실험의 PCA 분석을 통해 발효미
생물 비접종군은 수분함량, pH, 산도, 아미노태 질소함량, 
protease 활성과 같은 이화학적 특성과 항산화활성(DPPH, 
ABTS 라디칼 소거능), ACE저해활성 및 daidzein, 
genistein, arginine 함량과 반대 방향에 위치하여 그 
수준이 낮은 것을 의미하며 발효미생물 0.5 % 접종군은 
다른 접종군에 비해 protease 활성과 arginine 함량이 

우수한 것으로 판단된다(Fig. 5b). 다변량분석에서 VIP 
score(variable importance in the projection) 값이 
1보다 큰 경우, 그룹을 분리하는데 영향을 준 요소를 의
미한다[54]. 발효미생물 접종량에 따른 발효대두의 품질
특성과 항산화활성 그리고 지표성분(daidzein, genistein, 
arginine)함량 데이터의 VIP score를 분석한 결과, 
protease 활성과 arginine 함량에서 각각 VIP = 3.19, 
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1.30으로 확인되어 protease 활성 및 arginine함량이 
발표대두 접종량에 따른 발효대두를 구분하는 가장 큰 
요인으로 판단된다(Fig. 6a). 

본 실험에서 대두를 발효시키는데 사용한 B. velezensis 
L2균은 protease 활성이 우수하다고 알려져 있으며[20] 
발효미생물 접종량에 따른 발효대두의 품질특성과 항산
화활성 그리고 지표성분(daidzein, genistein, arginine)
함량 사이의 상관관계를 분석한 결과, protease활성은 
수분함량, 아미노태질소 함량, 항산화활성, ACE저해활
성, arginine 함량 사이에 유의적으로 높은 양의 상관관
계(r = 0.662 ~ 0.968, p < 0.05)가 확인되었다(Fig. 
6b). 이와 같은 결과는 우수한 protease 활성을 보인 
0.5 % 발효미생물 접종군이 수분함량, 아미노태질소 함
량, 항산화활성, ACE저해활성, arginine 함량 역시 높
은 결과를 보인 것과 일치하였다. 따라서 본 실험결과 발
효대두는 발효미생물의 접종량에 따라 protease 활성, 
arginine 함량을 포함한 이화학적 특성 및 항산화활성에 
차이가 있는 것을 확인할 수 있었으며 B. velezensis L2
균을 사용하여 대두를 발효시켰을 경우 품질 특성에 영
향을 미치는 주요인자로 판단된다. 

4. 결론

본 연구는 protease 활성이 우수한 B. velezensis L2 
균을 이용하여 균 접종량에 따라 대두를 발효시키고 발
효대두의 품질과 생리활성을 비교분석하였다. 수분함량
은 발효 후에 증가하였으나 균 접종량에 비례하여 증가
하지는 않았다. 발효미생물 접종량에 따라 산도는 증가
하고 pH는 감소하는 경향을 보였으며 대조구에 비해 
0.5 % 접종군의 산도는 낮고 pH는 높게 나타났다. 아미
노태 질소는 발효 미생물 접종량에 따라 증가하였고 2 % 
접종군에서 178.7 mg%으로 대조구 대비 2.7배 높은 함
량을 보였다. 발효 미생물 접종 후 종균 수는 대조구에 
비해 증가하였으나 발효미생물 접종량에 따른 종균 수는 
유의미한 차이를 보이지 않았다. Protease 활성은 대조
구에 비해 발효 후 증가하였고 그 중 0.5 % 접종군에서 
유의적으로 가장 높은 protease활성을(2,655 unit/g) 
나타내었다. 대조군을 포함하여 접종량에 따른 발효대두 
시료 모두 히스타민 함량이 검출되지 않았다. 발효 후 대
두 추출물의 DPPH, ABTS 라디칼 소거능이 유의적으로 
증가하였으며 그중 0.5 % 접종한 발효대두에서 각각 70, 
69.5 %의 우수한 DPPH, ABTS 라디칼 소거능을 나타내

었다. 또한, 100 µg/mL 농도의 0.5 % 접종군에서 64.2 
%의 높은 ACE 저해활성이 나타났고 모든 추출물 농도에
서 높은 ACE 저해활성을 보였다. 마지막으로 daidzein 
함량은 발효미생물 접종량에 관계없이 검출되었으며 
genistein함량은 대조구 대비 발효 대두시료에서 높은 
함량을 보이진 않았으며 발효미생물 접종량에 따라 함량
이 증가하였다. 발효 후 L-arginine 함량은 대조구 대비 
크게 증가 하였으며 0.5 % 접종군에서 2,350 µg/g으로 
가장 높은 L-arginine 함량을 나타내었다. 본 실험 결과
에 따라 0.5 %의 B. velezensis L2 균을 이용하여 제조
한 발효대두는 우수한 protease활성, 항산화 활성 및 항
고혈압활성을 나타내었으며 이는 발효 대두의 품질 향상
과 신제품 개발에 기초자료로 활용이 가능할 것으로 판
단된다.
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