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            초록
          
        

        
          To develop functional soybean yogurt, 37 lactic acid bacteria (LAB) strains with esculin hydrolysis activities were isolated from kimchi. A strain that showed the highest β-glucosidase activity was selected among these strains. The strain was identified using 16S rRNA sequencing methods as Weissella cibaria and renamed as W. cibaria JP0072. The strain was tested for its ability to convert isoflavone glycosides to aglycones in soymilk. Changes in growth, pH, and titratable acidity (TA) were investigated during fermentation at 30℃ for 24 hours. After 12 hours of fermentation, the population of W. cibaria JP0072 reached 1011 CFU/mL. During fermentation, the pH decreased from the initial 6.31 to 4.66 after 24 hours, and TA increased from 0.15% to 0.64%. The concentrations of glycosides decreased significantly (daidzin: 219.08 μg/g → 20.94 μg/g, genistein: 234.79 μg/g → 29.69 μg/g) during soymilk fermentation (24 hr), while the concentrations of aglycones increased significantly (daidzein: 92.22 μg/g → 693.92 μg/g, genistein: 152.70 → 1,165.02 μg/g). Overall, the results of this study indicate that W. cibaria JP0072 strain is a promising starter for bioactive-fermented soymilk based on its growth, acid production, and isoflavone conversion at 30℃.
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      서 론
      이소플라본(isoflavone)은 대두에 존재하는 phytochemical로 phytoestrogen으로도 불려지며, 유방암, 갱년기 증상, 심혈관 질환 및 골다공증에 대한 개선효과가 알려져 있다(Adlercreutz H 2002, Jacobsen BK 등 1998). 대두 이소플라본에는 daidzein, genistein, glycitein의 3개의 비배당체(aglycone)와 이들의 acetyl-, malonyl-, β-glucoside 배당체를 포함하여 12가지의 형태가 존재하는데, 식품의 종류와 가공방법에 따라 대두 이소플라본의 존재 비율은 달라질 수 있다(Wang HJ & Murphy PA 1996). 일반적으로 대두 이소플라본은 배당체 형태로 존재하며, 발효가 되지 않은 이상은 비배당체 형태로는 아주 적은 양만이 존재한다 (Wang HJ & Murphy PA 1994).

      대두의 발효가 이소플라본의 생체 이용률을 향상시키고(Hutchins AM 등 1995), 콩 이소플라본 비배당체가 배당체에 비해서 더 빠르게 흡수되며, 인체 내에 더 많은 양이 존재한다는 것이 밝혀졌다(Izumi T 등 2000). 또한 이소플라본 배당체는 성인의 장 상피세포를 통해서 흡수되지 않으며, 장내의 β-glucosidase (β-D-glucoside glucohydrolase, EC 3.2.1.21)에 의해 가수분해가 되어야만 흡수된다는 것이 확인되면서(Setchell KDR 등 2002) 이소플라본의 생체이용률과 장에서 흡수 메커니즘이 명확해졌다. 장내에서 이소플라본의 생물전환과 대사물의 생성은 장내 세균 균총의 조성과 밀접한 관련이 있다고 알려져 있으나(Omoni AO & Aluko RE 2014; Xu X 등 1995), 어떤 특정 세균들이 사람의 장에서 이소플라본 배당체를 이소플라본 비배당체로 전환하는지에 대해서는 알려진 것이 거의 없다.

      두유는 대두의 액체 추출물로서 콜레스테롤, 글루텐, 유당 등을 함유하지 않으면서도 고품질의 단백질을 제공하기 때문에 유당불내증 환자, 채식주의자, 우유 알러지 환자에게 훌륭한 식이보충제이다(Liu JR & Lin CW 2000). 그러나 서양식 식단을 즐기는 사람에게 큰 건강상의 이점이 있음에도 불구하고 특유의 풍미와 복부팽만감을 유발하는 높은 함량의 올리고당 때문에 대중적으로 소비되지 못하고 있는 문제가 있다. 두유를 유산균을 이용하여 발효하여 대두 발효유로 만들었을 때 올리고당이 감소하고 특유의 풍미가 감소될 수 있을 것이라고 기대할 수 있을 것이다. 또한 몇몇 연구자들은 이소플라본의 생체이용률을 높이기 위해서 β-glucosidase 활성을 가진 유산균을 이용하여 두유를 발효시킨 대두발효유를 개발하려는 시도를 하였다(Chien HL 등 2006; Choi YB 등 1999; Chun J 등 2007; Marazza JA 등 2009; Pyo YH 등 2005a). 이러한 연구들은 대두를 섭취하기 전에 대두 이소플라본 비배당체를 증가시키고, 살아있는 유산균의 섭취를 통해 장내 미생물을 조절함으로써 대두의 이소플라본 생체 이용률을 증가시킬 수 있다는 전제하에서 진행되었다.

    

    

  
    
      재료 및 방법
      
        1. β-Glucosidase 활성을 가진 유산균을 분리
        β-Glucosidase 활성을 가진 유산균을 분리하기 위하여, 경북 경산시 하양읍에 위치하고 있는 음식점에서 김치 샘플을 회수하여 사용하였다. 회수한 김치 샘플을 0.1% 펩톤수에 계단 희석하여 콜로니를 분리한 후, 멸균한 이쑤시개로 Esculin-R2A agar에 접종하였다. Esculin-R2A agar는 R2A agar(Difco Laboratories, Detroit, MI, USA) 1 L에 esculin 1 g과 ferric citrate 0.5 g을 첨가하여 제조하였으며, β-glucosidase 활성을 가진 경우 esculin이 분해되어 콜로니 주변이 적갈색 또는 암갈색으로 변화한다. Esculin-R2A agar에 접종한 후 37℃에서 24시간동안 배양하여 β-glucosidase 활성을 가진 유산균을 분리하였으며, 50% glycerol에 현탁하여 -70℃에서 냉동보관하면서 실험에 사용하였다.

      

      
        2. α-Galactosidase, dextran 생성 확인
        α-Galactosidase 생성능을 확인하기 위해 0.5% melibiose(Sigma-Aldrich, St. Louis, MI, U.S.A)가 함유된 Bromocresol purple 한천 평판배지에 분리한 배양 균액을 spot한 후 30℃ 항온기에서 24시간 동안 배양하여 산을 형성하여 콜로니 주변에 노란색 환을 생성한 경우 α-galactosidase 생성 균주로 판정하였다.

        Dextran 생성능은 sucrose를 2% 함유한 MRS 한천 평판배지에 분리한 배양균액을 spot한 후 30℃ 항온기에서 24시간 동안 배양하여 점액성 물질이 생성하는 colony를 dextran 생성균주로 판정하였다.

      

      
        3. β-Glucosidase 활성 측정
        각각의 분리균주를 MRS 배지에도말하여얻은단일 colony를 MRS 액체배지에 2회 계대배양하여 활성화시킨 후 사용하였다. 본 배양액은 전 배양 균액을 1% 접종하여 30℃ 항온기에서 배양하면서 600 nm에서 OD 값이 1.0 ABS가 될 때 상등액과 균체를 회수하였다. 회수한 균체는 완충용액(50 mM potassium phosphate buffer) 500 μL에 현탁하여 초음파 파쇄(VCX-400, Sonics & Materials, U.S.A)하였으며, 다시 완충용액으로 2회 wash한 후 14,000 rpm에서 10분간 원심분리(1730MR, Gyrozen, Korea)한 후 상등액과 균체를 분리 회수하였다. 회수된 균체는 다시 완충용액으로 현탁하여 분석용 시료로 사용하였다.

        Protein assay 측정은 Bio-Rad사의 DC.RC protein assay kit를 사용하여 분석하였으며, β-glucosidase activity 측정은 para-nitrophenyl beta D-glucopyranoside(pNPG)를 기질로 사용하였고, 효소처리에 의해 유리되는 p-nitrophenol 량을 측정하였다(Belancic A 등 2003). 효소 역가 1 unit는 1분당 1 μ mol의 ρ-nitrophenol을 생성하는 효소의 양으로 정의하였다.

      

      
        4. 균주의 동정
        β-Glucosidase 고역가 균주의 동정은 MRS broth에 24시간 배양하여 chromosomal DNA를 분리한 후 16S rDNA를 27f(5’-AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3’)와 1525r(5’-AAGGAGGTGWTCCARCC-3’) primer를 사용하여 PCR 증폭하였다. PCR은 T100TM Thermal Cycler(Bio-Rad, Singapore)를 사용하여 수행하였으며, 조건은 pre-denaturation(94℃, 1분) 후에 denaturation(94℃, 30초), annealing(54℃, 30초), elongation(72℃, 1분)을 2회 반복하고, denaturation(94℃, 30초), annealing (60℃, 30초), elongation(72℃, 1분)을 28회 반복한 다음 최종 elongation을 위해 72℃에서 5분을 거치고 4℃로 냉각하였다. PCR 산물은 PCR purification kit(Roche, Germany)를 사용하여 정제하였으며, pGEM-T easy vector(Promega, USA)에 ligation 후 E. coli DH5α 형질전환하여, X-gal을 함유한 LB plate에서 white colony를 선별하여 LB배지에서 액체 배양한 후 plasmid DNA를 추출하여 염기서열 분석을 하였다. 염기서열 분석은 코스모진텍(COSMO GENETECH, Korea)에 의뢰하였다. 확인된 염기서열을 NCBI BlastN을 사용하여 기존에 보고된 16S rRNA 서열을 검색하여 균주를 동정하였다.

      

      
        5. 두유 제조
        두유 제조에 사용된 콩은 국내산 백태로 검은 반점이 있는 백태와 돌멩이 등의 불순물을 제거한 후 사용하였다. 백태 1 kg을 수회 세척한 다음 콩 무게의 2배 되는 증류수(2 L)를 가하여 60℃ 항온기에서 증류수가 거의 흡수될 때까지 약 4시간 동안 팽윤시킨 뒤 백태 껍질을 제거하였다. 탈피백태를 끓는 증류수를 가하여 5분간(저속 3분, 고속 2분) 믹서기 (DA-337, NUC전자, Korea)로 마쇄하되, 이때 첨가하는 증류수는 백태 침지 시 용출될 수 있는 이소플라본을 회수하기 위하여 백태 침지액을 포함시켜 총 량이 침지 전 백태 중량의 8배(8 L)가 되도록 하였다. 마쇄한 백태액은 여과포로 거른 후 원심분리(3,200 rpm, 10 min)시킨 후 121℃에서 15분간 고압증기 멸균하였으며, 4℃에 냉장보관하면서 실험에 사용하였다.

      

      
        6. 두유 발효
        선별된 β-glucosidase 고역가 균주를 MRS plate에 도말하여 30℃에서 24시간 배양한 후 단일 집락을 10 mL MRS broth에 접종하여 12시간 배양하고, 이를 다시 한번 더 30 mL MRS broth에 1% 접종하여 12시간 배양하였다. 이렇게 예비 배양한 균주를 2.5 L 두유에 2%씩 접종한 후 잘 혼합하여 30℃에서 24시간 발효하면서 0, 3, 6, 9, 12, 18, 24시간째 발효 두유(이하 대두발효유로 약함)를 회수하였다. 회수한 대두발효유는 동결건조(Bondrio, Ilshin, Korea)하여 -20℃에 냉동 보관하면서 이소플라본 분석용 시료로 사용하였다.

      

      
        7. 두유발효 중 생균수 측정
        균수 측정은 주입평판법(pour plate method)을 이용하였다. 대두발효유 시료 1 mL를 취해 0.1% peptone수로 10-7까지 단계 희석한 후 각 단계별 희석액 100 μL를 분주한 후 1.5% agar를 함유한 MRS(Difico) 배지를 부어 굳힌 후 30℃에서 24시간 배양하여 colony 수가 30∼300개 사이의 수를 계수하여 CFU/mL을 구하였다. 이때, 각 시료당 3개의 plate에 분주하여 평균값을 구하였다.

      

      
        8. 두유발효 중 pH 및 산도 측정
        pH는 pH meter(pH210, HANNA, Korea)를 사용하여 측정하였다. 산도는 대두발효유 10 g에 대해 0.1 N NaOH로 적정하였다. 발효유 10 g을 비커에 취하여 3차 증류수 40 mL와 1% phenolphthalein 500 μL를 넣은 후 0.1 N NaOH 용액으로 적정하였으며, 종말점은 옅은 분홍색이 30초간 지속되는 시점으로 하였다.

      

      
        9. 두유발효 중 Isoflavone 함량 측정
        대두 발효유는 동결 건조하여 건조된 고형분을 분말화 한 후 0.5 g을 Eppendorf-tube에 담아 80% methanol(Merck, Germany)을 정확히 5 mL 가하고 밀봉하여 60℃ 항온수조에서 2시간 동안 shaking하여 이소플라본을 추출하였다. 추출액을 10,000 rpm에서 50분간 원심분리(VS-21SR, VISION, Korea)한 다음, 상등액 1 mL를 취하여 membrane filter(0.45 um PVDF, Waters, USA)로 여과한 다음 HPLC 분석 시료로 사용하였다. HPLC 분석 조건은 Table 1과 같다. HPLC는 Waters 600 controller HPLC system(Waters. USA)을 사용하였으며, column은 YMC-Pack Pro C18을 사용하였다. 이동상으로 사용된 solvent는 0.1% CH3COOH/H2O와 0.1% CH3COOH/MeOH을 50분간 linear gradient elution 하였다. HPLC pump의 flow rate는 1.0 mL/min이었으며, 250∼260 nm에서 검출하였다. 검출은 WatersTM 996 Photodiode array detector(Waters, U.S.A)를 사용하였다. 표준물질은 Sigma 제품(USA)으로 daidzin, daidzein, genistin, genistein를 사용하였고, 시료들의 RT(retention time)을 검출된 이소플라본과 peak의 area를 비교하여 정량 분석하였다.

        
          Table 1. 
				
          

          
            HPLC conditions for analysis of isoflavones in fermented soymilk
          
          

        

        
          
            
              	System: Waters 600 controller HPLC system(New York, USA)
Column: YMC-Pack Pro C18 column
Detector: UV 250 nm
Flow rate: 1.0 mL/min.
Run time: 50 min.
Mobile phase(A: 0.1% CH3COOH in H2O, B: 0.1% CH3COOH in MeOH)
            

            
              	Gradient condition
            

            
              	Time (min.)
              	%A
              	%B
            

          
          
            	0
            	85
            	15
          

          
            	42
            	50
            	50
          

          
            	45
            	50
            	50
          

          
            	50
            	85
            	15
          

        

        

      

    

    

  
    
      결과 및 고찰
      
        1. β-Glucosidase 고역가 균주 선발
        Esculin-R2A agar 평판배지에서 esculin을 분해하는 37종의 균주를 분리하였으며, 이들 균주들을 MRS 배지에서 배양하여 흡광도가 600 nm에서 1.0 ABS가 되었을 때 회수하여 β-glucosidase 활성을 측정한 결과, 80.0 U/mg으로 가장 높은 활성을 나타낸 균주를 이후 실험에서 사용하였다. 분리된 균주는 melibiose를 분해하지 못했으며, sucrose를 기질로 dextran도 생성하지 못하였다(Table 2). 기존에 보고된 대두 발효유 연구에서 사용한 균주들은 MRS 배지에서 Lactobacillus rhamnosus CRL981 균주가 22.93 U/mg의 β-Glucosidase 활성을 나타내었고(Marazza JA등 2009), Lb. plantarum KFRI 00144 균주가 24.7 U/mg의 활성을 나타내었으며(Pyo YH 등 2005b), 최근 한국 전통발효식품에서 분리한 probiotics 균주들의 β-glucosidase 활성을 조사한 결과에서는 Lb. perolens FI10842 균주가 49.1 U/mg의 활성을 나타내었다(Son SH 등 2017). 따라서 본 연구에서 분리한 균주의 β-glucosidase 활성은 상당히 우수한 것으로 판단되어 이후 대두 발효유 제조 실험에 사용하였다.

      

      
        2. β-Glucosidase 고역가 균주 동정
        분리된 균주의 동정을 위해 16S rRNA 유전자 염기서열을 분석으로 동정한 결과, Weissella cibaria strain 27(NCBI accession #: KT454775.1)과 100% 일치하여, W. cibaria JP0072로 명명하였다. W. cibaria 균주들의 일반적인 특성으로 sucrose가 존재할 때 dextran을 생성하는 것으로 알려져 있는데(Björkroth KJ 등 2002; Fusco V 등 2015), W. cibaria JP0072는 dextran을 생성하지 못하여 기존의 보고와는 다른 결과를 나타내었으나, 김치에서 dextran을 생성하지 못하는 W. cibaria 균주들의 분리에 대한 보고(Hong SW 등 2009; Kang MS 등 2012)가 있는 것으로 보았을 때, 김치에서 적응한 W. cibaria 균주들은 진화과정에서 dextransucrase 유전자가 결손되었을 것으로 추정되나, 이에 대해서는 추가적인 연구가 필요할 것으로 사료된다.

      

      
        3. 대두발효유 발효 중 W. cibaria JP0072의 생육
        두유에 W. cibaria JP0072 균주를 2% 접종하여 30℃에서 배양하면서, 대두발효유 발효 중의 생균수, pH, 그리고 산도의 변화를 Fig. 1에 나타내었다. 두유에 W. cibaria JP0072 균주를 접종하였을 때 초기 생균수는 6.43 × 108 CFU/mL를 나타내었으며, 이후 빠르게 증식하여 6시간 만에 2.24 × 1010 CFU/mL에 도달하였으며, 이후로 완만히 증가하여 18시간에 최고수준인 9.85 × 1010 CFU/mL를 나타내었고, 24시간에서는 감소하여 3.91 × 1010 CFU/mL를 나타내었다. 두유에서 W. confuse JY 균주의 경우 3시간 만에 108 CFU/mL에 도달하였으나, 그 이후 뚜렷한 증가를 보이지 못하였다(Chun J 등 2007). Bifidobacterium속 균주들의 겨우 발효 16시간 경과 후 109 CFU/mL에 도달(Matsuyama J 등 1992)하였으며, Lb. paraplantarum KM 균주는 발효 9시간 후에 109 CFU/mL에 도달하였다(Chun J 등 2007). 기존에 보고된 균주들의 비해 W. cibaria JP0072 균주는 두유에서 빠르게 증식하는 것으로 나타나, 대두발효유를 산업적으로 생산할 때 활용도가 높을 것으로 사료된다.

        
          Table 2. 
				
          

          
            Characteristics of W. cibaria JP0072
          
          

        

        
          
            
              	Strain
              	Characteristics
            

            
              	Acid forming using melibiose
              	Dextran formation
              	Hydrolysis of esculin
              	β-Glucosidase specific activity (U/mg)
            

          
          
            	JP0072
            	
              
                -
              
            
            	
              
                -
              
            
            	
              
                +
              
            
            	81.00
          

        

        
          
            +: positive
          

          
            -: negative
          

        

        

      

      
        4. 대두발효유 발효 중 산 생성
        대두 발효유의 TA 변화는 0.17%에서 시작하여 12시간 경과 후 0.61%에 도달하였으며, 이후 큰 변화 없이 24시간에 0.64%를 나타내었다. pH의 경우 6.31에서 시작하여 발효 9시간에 4.9로 떨어진 이후 24시간에 4.66을 나타내었다. 일부 유산균들은 대두 발효유에서 아주 적은 산 생성을 보였으며(Angeles AG & Marth EH 1971), 유산균과 Bifidobacterium을 혼합배양했을 때 높은 산도와 낮은 pH를 얻을 수 있었다고 보고하고 있다(Matsuyama J등 1992). Lb. acidophilus와 Bifidobacterium을 32시간동안 혼합 배양하여 pH 5.59에서 6.07에 도달하였다고 보고한 반면(Wang YC 등 2003), Lb. plantarum과 Lb. delbrueckii를 단독배양으로도 pH 4.4∼5.8, TA값은 0.76∼1.12%까지 도달하였다는 보고도 있다(Pyo YH 등 2005a). 기존의 보고들을 종합하였을 때 W. cibaria JP0072 균주는 두유발효에서 상당히 우수한 산 생성능을 보이는 것으로 판단된다. 일반적으로 pH 5.7 이하일 때 대두발효유는 커드를 형성하는 것으로 알려져 있다(Angeles AG & Marth EH 1971). 따라서 W. cibaria JP0072 균주로 두유발효를 하였을 때 3시간 이내에 커드를 형성하기 시작했을 것으로 판단되며, pH 4.9에 도달한 발효 9시간이면 대두발효유로서 품질조건을 만족하는 것으로 판단된다.

        
          
          

          Fig. 1. 
				
          

          
            Changes of viable cell count, pH, and total acidity(TA) of soymilk during fermentation at 30℃ with W. cibaria JP0072.
          
          

          

        

      

      
        5. 대두발효유 발효 중 이소플라본 함량 변화
        본 연구에서 이소플라본 함량 변화는 대두에서 가장 많이 발견되는 2종의 이소플라본 배당체(daidzin과 genistin)와 이들의 가수분해로 얻어지는 2종의 비배당체(daidzein과 genistein)에 초점을 맞추어 분석하였다. 발효되지 않은 두유의 이소플라본 함량은 daidzin이 219.08 μg/g, genistin이 92.22 μg/g, daidzein이 92.22 μg/g, genistein이 152.70 μg/g을 나타내었다(Table 3).

        
          Table 3. 
				
          

          
            The isoflavone concentrations of soymilk fermented with W. cibaria JP0072
          
          

        

        
          
            
              	Fermentation time (hr)
              	Isoflavone(μg/ g of dry weight)
            

            
              	Glycoside
              	Aglycone
            

            
              	Daidzin
              	Genistin
              	Daidzein
              	Genistein
            

          
          
            	0
            	219.08
            	234.79
            	92.22
            	152.70
          

          
            	3
            	182.78
            	186.97
            	131.40
            	158.46
          

          
            	6
            	165.28
            	151.84
            	135.62
            	249.00
          

          
            	9
            	135.38
            	113.60
            	264.35
            	448.58
          

          
            	12
            	72.86
            	64.86
            	287.23
            	448.56
          

          
            	18
            	19.24
            	30.93
            	425.95
            	565.70
          

          
            	24
            	20.94
            	29.69
            	693.92
            	1,165.02
          

        

        

        이소플라본의 HPLC 크로마토그램을 Fig. 2에서 나타내었고, 발효기간 동안 대두발효유 샘플에서 이소플라본 함량의 변화는 Table 3에 나타내었다. 이소플라본 배당체의 함량은 발효기간 내내 꾸준히 감소하였다. 24시간 발효 후 90.4%의 daidzin과 87.4%의 genistin이 분해되었다. Lactococcus lactis KCTC 2181의 경우 24시간 발효하였을 때 40∼80%의 이소플라본 배당체만 가수분해되었다(Choi YB 등 1999). 반면에 Bifidobacterium sp. Int-57 균주의 경우 18시간 발효 후 daidzin과 genistin이 100% 가수분해되었다고 보고되었고, Lb. plantarum과 Lb. delbrueckii subsp. lactis 경우 24시간 발효 후 daidzin은 100%, genistin은 각각 84.7%와 89.5%가 분해되었다고 보고하였다(Pyo YH 등 2005a). Lb. paraplantarum KM의 경우 daidzin은 12시간 발효 후 91.0% 가수분해 된 반면, genistin은 6시간 만에 100% 분해되었다. 기존의 보고들을 종합하였을 때, 본 연구에서 사용한 W. cibaria JP0072 균주는 이소플라본 배당체의 가수분해능이 우수한 편이나 탁월하다고 할 수는 없을 것이다. 그러나 이소플라본 비배당체의 증가율은 24시간 발효 후 daidzein이 652.4%, genistein이 662.9%를 나타내어 우수한 것으로 나타났다. 기존의 보고에서 genistin의 가수분해능이 가장 뛰어났던 Lb. paraplantarum KM의 경우도 12시간 발효 후 daidzein의 증가율이 493.8%, genistein의 증가율이 684.3%로 보였고(Chun J 등 2007), 24시간 발효에서 daidzin을 100% 가수분해했던 Lb. plantarum과 Lb. delbrueckii subsp. lactis의 경우 daidzein의 증가율은 각각 433.9%와 386.3%를 나타내었고, genistein의 증가율은 각각 555.6%와 664.1%를 나타내었다(Pyo YH 등 2005a). 따라서 W. cibaria JP0072 균주를 대두발효유 제조에 사용하였을 때, 높은 수준의 이소플라본 비배당체를 함유한 대두발효유를 제조 가능한 것으로 볼 수 있다.

        
          
          

          Fig. 2. 
				
          

          
            HPLC chromatogram of isoflavones detected at 260 nm. A. standard, B. non-fermented soymilk(0 hr), C. fermented soymilk(24 hr). 1. Daidzin, 2. Genistin, 3. Dadidzein, 4. Genistein.
          
          

          

        

        이소플라본 배당체가 생체에서 이용되기 위해서는 먼저 장내에 존재하는 β-glucosidase에 의해 당 성분의 가수분해가 이루어져야 한다(Setchell KDR 등 2002). 이미 이소플라본 배당체가 가수분해 된 상태로 섭취하게 된다면, 장내에서 가수분해가 이루어지는 시간 지연 없이 빠르게 이소플라본 비배당체가 장 상피세포를 통해 흡수될 수 있다. 대두 이소플라본은 다양한 생리활성작용이 알려져 있으며, 특히 genistein은 인간 전립선 암세포 성장을 억제하는 가장 효과적인 이소플라본으로 알려져 있다(Otieno DO 등 2006). 이러한 연구결과들을 바탕으로 W. cibaria JP0072 균주를 사용하여 대두발효유를 제조하였을 때 장내에서 시간 지연 없이 장 상피세포를 통해 직접 흡수될 수 있는 비배당체를 더 많이 포함하게 되므로, 기존의 연구에서 제조했던 대두발효유를 섭취하였을 때보다 이들 비배당체에 의한 생리적인 반응이 더 빨라질 수 있을 것이라고 기대된다.

      

    

    

  
    
      요 약
      기능성을 갖는 대두발효유를 개발하기 위해, 김치에서 esculin을 가수분해하는 37종의 유산균을 분리하였다. 그 중에서 가장 높은 β-glucosidase 활성을 갖는 균주를 선택하여 사용하였으며, 16S rRNA 염기서열 결정을 통한 동정을 실시한 결과, W. cibaria로 동정되어 W. cibaria JP0072로 명명하였다. 두유에서 이소플라본 배당체의 비배당체로의 전환능력을 30℃에서 발효를 진행하면서 확인하였다. 발효 12시간이 경과했을 때 생균수는 1011 CFU/mL에 도달하였고, pH는 초기 6.31에서 발효 24시간 후에 4.66으로 감소하였으며, TA는 초기 0.15%에서 발효 24시간 후에 0.64%로 증가하였다. 이소플라본 배당체의 함량은 24시간의 발효기간 동안 꾸준히 감소하였으며(daidzin: 219.08 μg/g → 20.94 μg/g, genistin:234.79 μg/g → 29.69 μg/g), 이소플라본 비배당체는 증가하였다(daidzein: 92.22 μg/g → 693.92 μg/g, genistein: 152.70 → 1,165.02 μg/g). W. cibaria JP0072는 두유에서의 생육, 산 생성능, 이소플라본 전환 능력면에서 산업적으로 기능성 대두 발효유 제조를 위한 종균으로서 사용될 수 있는 특성을 갖춘 것으로 확인되었다.
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