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Bioactive compounds of Cheonggukjang prepared by different soybean 
cultivars with Bacillus subtilis HJ18-9
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Bacillus subtilis HJ18-9 이용하여 제조한 품종별 청국장의 품질특성과
isoflavone 함량의 변화

송진*․이경하․최혜선․황경아

농촌진흥청 국립농업과학원

Abstract

This study was conducted to investigate the changes of isoflavone composition (glycoside and bio-active aglycone) 
in Cheonggukjang and to evaluate its quality characteristics depending on different soybean cultivars (Daewon, 
Daepoong, Wooram, Hwangkeumol and Saedanback). The bioactivity of Cheonggukjang was enhanced during 
fermentation at 37℃ for 48 h. Activities of ɑ-amylase, protease, and cellulase increased significantly after 48 h 
fermentation (p<0.05). In addition, amino-type nitrogen and reducing sugar contents in Cheonggukjang fermented 
with B. subtilis increased significantly after 48 h fermentation (p<0.05). Among the isoflavones, the content of 
β-glucosides and acetyl-glucosides decreased, while aglycone content increased during fermentation. Especially, 
Cheonggukjang fermented with Daepoong cultivars showed the greatest  increase in daidzein, genistein and glycitein 
contents. After 48 h fermentation, the contents of daidzein, genistein and glycitein in the Cheonggukjang fermented 
with Daepoong cultivars increased significantly up to 503.65±2.76, 111.40±0.42, and 633.95±6.01 μg/g (p<0.05), 
respectively. Total aerobic and anaerobic cell counts increased with increase in fermentation time. Therefore, it 
would be beneficial for the food industry if components of Cheonggukjang could be separated and used to develop 
functional products.
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서 론
1)

콩은 단백질과 지질의 함량이 풍부하여 쌀 중심의 우리

식생활을보완해주는식품으로잘알려져있을뿐만아니라

생리적 조절작용에 관여하는생리활성물질을 다량함유하

고 있다(1-3). 콩의 가장 특징적인 성분인 isoflavone은

C6-C3-C6를 기본으로 하는 폐놀계 화합물로 여성 호르몬

인 estrogen과 유사한 구조를 가지며(4-6), 여성호르몬 유사

*Corresponding author. E-mail：songjin@korea.kr
 Phone：82-63-238-3623, Fax：82-63-238-3843
 Received 17 June 2015; Revised 21 July 2015; Accepted 21 
July 2015.

 Copyright ⓒ The Korean Society of Food Preservation. All 
rights reserved.

작용을 가지기 때문에 식물성 에스트로겐(phytoestrogen)이

라 부른다. Setchell 등(7)에의하면 이는 혈중콜레스테롤을

낮추고 심혈관질환, 골다공증을 예방할 뿐만 아니라 폐경

기이후의각종증후군을완화하고, 유방암, 전립선암, 난소

암, 대장암등의 예방효과 등 이소플라본의 생리적 활성을

보고하였다. 이소플라본은 genistein, daidzein, glycitein의

3종류의 aglycone과 각각의 배당체인 daidzin, genistin,

glycitin 그리고 malnonyl화 배당체, acetyl화 배당체의 12종

류의 존재가 확인되었다(8). 콩의 isoflavone 함량은 품종,

환경, 재배방법 등에 따라 달라지며, Wang과 Murphy(9)에

의하면 콩의 배아부분에 함량이 높은 것으로 알려져 있다.

Setchell 등(10)은 배당체 형태의 이소플라본은 용해도가

비배당체에 비하여 높으나 이소플라본은 nonionic passive
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diffusion 기작에 의하여 흡수되므로 비배당체 형태가 이러

한 흡수 메커니즘에 유리하다고 하였다. 대두에는 β

-glucosidase가 함유되어 있어 대부분의 대두 가공식품제조

중 행해지는 침지과정에서 이 효소에 의해 genistin이나

daidzin이 가수분해 되어 당이 제거된 aglycone의 함량이

증가한다고 보고되어 있다(11).

청국장은 쉽게 만들어 먹을 수 있는 단백질 발효식품으

로, 영양 가치가높으며, 소화가 잘될 뿐만아니라, 단시간

에제조하여쉽게먹을수있는식품으로삶은콩에 Bacillus

subtilis를접종하며발효과정중 B. subtilis 가생산하는효소

에 의해서 특유의 맛과 냄새를 내는 동시에 원료 콩에서

유래된 levan form fructan과 polyglutamate의 중합물질인

끈적끈적한 점질물을 생산한다. 청국장의 기능성에 대한

연구로는 Iwai 등(12)에 의해 콜레스테롤 저하, 고혈압방지

효과, 항산화효과, 항균효과와 Seo 등(13)과 Kim 등(14)에

의해 청국장의 혈전용해 활성과 관련된 많은 연구논문이

발표되었다. 그러나 아직 청국장의 생리활성 기능을 나타

내는 isoflavone aglycone함량을 늘이는데 관련된 연구는

미비한 실정이다.

따라서 본 연구에서는 메밀 속성 장으로부터 분리된 β

-glucosidase활성이 있는 B. subtilis HJ18-9균을 접종하여

품종별로 청국장을 제조하여 품질특성과 isoflavone 함량을

측정하였다.

재료 및 방법

재 료

본 실험에서 사용된 원료콩은 대원콩, 대풍콩, 우람콩,

황금올콩, 새단백콩을 사용하였다. 스타터로 사용된 B.

subtilis HJ18-9은 Lee 등(15)의 선행연구를 통해 메밀속성

장으로부터 분리된 균으로 amylase, protease, cellulase등의

세포의 효소분비능이 우수한 균이다.

청국장 제조

콩은 세척하여 실온에서 침지(25℃, 24 hr)하고 autoclave

를 이용하여 증자(121℃, 30 min)하였다. 콩이 40℃이하로

냉각되었을때 각분리균주의배양액을접종하여 37℃에서

48 hr 발효하여 청국장을 제조하였다. 각 균주를 106

CFU/mL 이상의 농도가 되도록 배양하여 시료량의

1%(w/w)가 되도록 첨가 하였다.

추출물 제조

청국장시료 20 g에 80 mL의 증류수를 첨가하고 균질화

한 후 이를 원심분리(8,000 rpm, 10 min)한 후 상등액을

분석 시료로 사용하였다.

α-Amylase 활성 측정

α-Amylase 활성 측정은 Yoon(16)이 사용한 DUN

(Dextrinogenic Unit of Nagase)방법에 따라 1% 전분 기질액

(0.2 M sodium phosphate buffer, pH 7.0) 3 mL에 시료추출액

1 mL를 넣고 반응(40℃, 10 min) 시킨 후 반응액 1 mL에

0.1 M HCl 10 mL를넣어반응을정지시켰다. 반응을정지시

킨 용액 1 mL에 0.005% I2-0.05% KI 용액 10 mL를 넣어

발색시킨 후 660 nm에서 흡광도를 측정하였다. 위와 같은

방법으로 측정하여 다음 식에 의해 효소활성을 계산하

였다.

D.U.N=[(D-D')/D]×10/100×n

D : Absorbance of control

D' : Absorbance of sample

n : Dilution ratio of sample

Protease 활성 측정

Protease 활성 측정은 식품공전(17)에 따라 측정하였다.

0.2 M phosphate buffer에 0.6% casein을 용해한 후 pH를

7.0으로 보정하여 기질용액을 제조하였다. 이 기질용액 1.5

mL에 시료추출액 0.5 mL를 넣어 반응(37℃, 10 min) 시킨

후, 0.44 M trichloroacetic acid(TCA) 2 mL을 가하여 반응을

정지시켰다. 25분간 37℃ water bath에서 방치시킨 후 여과

(Whatman No. 2)하였다. 여액 1 mL에 0.55 M Na2CO3 용액

5 mL를 첨가한 후, Folin 시약 1 mL를 첨가하여 발색(37℃,

20 min)시켜서 660 nm에서 흡광도를 측정하였다. 반응 후

분해물의 tyrosine 양은 tyrosine 표준곡선으로부터 계산하

였으며, 효소 활성은시료 1 g에 의해 1분간 tyrosine 1 μg을

생성하는 능력을 1 unit으로 하였다.

Cellulase 활성 측정

Cellulase 활성 측정은 carboxymetyl cellulose sodium

salt(CMC)를기질로하여효소와반응시킨후, 유리된환원

당을 3,5-dinitrosalicylic acid acid(DNS)방법으로 다음과 같

이 측정하였다. 1% CMC(pH 7.0) 용액 0.5 mL와 0.2 M

sodium phosphate buffer(pH 7.0) 0.25 mL를 넣은 후, 시료추

출액 0.25 mL을 첨가하여, 50℃에서 15분간 반응시킨 후,

3,5-dinitrosalicylic acid acid(DNS)를 3 mL 가하여 반응을

정지시킨 후, 5분간 끓는 물에 중탕시켜 발색시킨 다음,

540 nm에서 흡광도 측정하였다. 대조구는 반응 정지를 먼

저 시킨다음, 위와 같은 방법으로측정하였다. 효소활성을

시료 1 g에 의해 1분간 glucose 1 μg을 생성하는 능력을

1 unit으로 정의 하였다.

환원당 측정

환원당은 Chae 등(18)의 방법에 기초한 dinitrosalicylic

acid(DNS) 방법에 의하여 측정하였다. 시료추출액 1 mL에



Bioactive compounds of Cheonggukjang prepared by different soybean cultivars with Bacillus subtilis HJ18-9 537

DNS 3 mL를 혼합한 후 5분 동안 중탕가열하고 냉각한

후 550 nm에서 흡광도를 측정하며 glucose standard curve를

통해 환원당 값을 구하였다.

Reducing sugar (%)=A×D×1/S×100/1000

A : Reducing sugar content in sample solution (mg)

D : Dilution ratio

S : Mass of sample (g)

아미노태(NO3
-
-N) 질소 함량 측정

아미노태 질소 함량은 Weatherburn(19)의 방법에 따라

시료추출액 5 mL, 중성 formalin 용액 10 mL, 증류수 10

mL를 넣은 플라스크에 0.5% phenolphthalein 용액 2~3방울

을가한후, 0.1 N NaOH로미홍색이될때까지의적정양과

시료추출액 5 mL, 증류수 20 mL을 넣은 플라스크에 0.5%

phenolphthalein 용액을 2~3방울을 가한 후, 0.1 N NaOH로

미홍색이될때까지적정양을이용하여아미노태질소함량

을 산출하였다.

Amino type nitrogen (%)=(V1−V0)×F×0.0014×D×100/S

V1 : Titration value of sample (mL)

V0 : Titration value of blank treat (mL)

F : Facter of 0.1 N NaOH

D : Dilution ratio

S : Mass of sample (g)

0.0014 : Nitrogen weight in 1 mL of 0.1N NaOH (g)

암모니아태(NH4
+
-N) 질소함량 측정

암모니아태 질소함량은 아미노태 질소함량 측정 때와

동일한 시료추출액 0.1 mL 취한 후 phenol-hypochloride 반

응에 의하여 시료 추출액 0.1 mL에 A용액(phenol 10 g과

sodium nitroprusside dihydrate 0.05 g/distilled water 1 L)과

B용액(Na2HPO4·12H2O 9 g, NaOH 6 g과 NaOCl 10

mL/distilled water 1 L)을 각각 2 mL씩 넣고 37℃에서 20분

간반응시켜 630 nm에서흡광도를측정하였으며, 표준곡선

은 (NH4)2SO4를 사용하여 암모니아태 질소함량을 측정하

였다(20).

Table 1. Changes in enzyme activities during Chungkookjang fermentation by using the five different soybean cultrivars

Enzyme Fermentation time (hr) Daewon Daepoong Wooram Hwangkeumol Saedanback

α-Amylase (U/g)
　

0 0.00±0.001)ns 2.14±1.24 7.50±12.98 0.90±0.24 0.00±0.00

48 33.33±0.10e 40.72±0.46b 37.25±0.26d 39.04±0.29c 42.54±0.08a

Protease (U/g)
0 125.37±5.66ab 122.00±2.50ab 128.27±11.14ab 114.10±15.52b 134.53±7.62a

48 195.33±11.61bc 235.33±4.02a 243.67±6.17a 179.92±12.52c 197.42±7.64b

Cellulase (U/g)
0 9.45±2.55ab 10.56±5.09ab 12.78±1.92a 8.34±2.89ab 4.45±2.55b

48 601.11±37.46b 566.67±4.41bc 646.67±18.78a 478.33±20.48d 526.67±18.03c

1)Means in the same row followed by different letters are significantly different (p<0.05).

호기적 균 및 혐기적 균 측정

청국장시료를 10배단계 희석한후, 호기적균수는 plate

count agar(DifcoTM, Laboratories, USA)에 호기 조건에서

37℃, 24시간 동안 배양하였으며, 혐기성 총균수는 MRS

agar(Difco Laboratories, Detroit, MI, USA)를 이용하여 혐기

조건에서 37℃, 48시간 동안 배양하여 계수하였다.

Isoflavone 분석

Isoflavone 분석은 Wang 등(21)의 방법을 사용하였다. 청

국장은 동결건조시킨후 분쇄하여 40 mesh sieve를 통과시

켜 분말로 제조하고, 동결건조 분말 2 g에 acetonitrile 24

mL 과 1 mol HCl 6 mL로 실온에서 1시간 추출하였으며

filtration(Whatman No. 2) 시켜 3차 증류수로 2배 희석 하여

0.2 μM membrane filter로 filtration시켜 UPLC(Waters, MA,

USA)로 분석하였다. UPLC는 Waters Acquity system을 사

용하였으며, column은 Acquity UPLCⓇHSS C18 1.8

um×2.1×75 mm column, 이동상은 0.1% acetic acid를 함유

한 10% MeOH(용매A)와 0.1% acetic acid를 함유한 MeOH

(용매B)을 사용하였다. 용매 gradient는 용매 B의 농도를

17분간 26%에서 50%로 증가시켰고, 유속은 0.3 mL/min,

injection volume은 0.8 μL, UV detector파장은 254 nm로

분석하였다.

통계처리

본 실험에서 얻어진 결과의 통계처리는 SPSS program

(12.0, SPSS Inc. Chicago, IL, USA)을 이용하여 실시하였으

며, 각 항목에 대한 평균(mean) 및 표준편차(standard

deviation, SD)를 산출하였다. 각 청국장간 차이는 p<0.05

수준에서 one-way ANOVA를 실시하였으며, Duncan's

multiple range test로 그 유의성을 검증하였다.

결과 및 고찰

α-Amylase

전분을 분해하는 효소인 α-amylase 활성은 Table 1과 같

다. 5품종모두발효초기보다 48시간발효후에효소활성이
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증가하는 경향을보였으며, 새단백콩으로 제조한 청국장의

효소활성이 42.54±0.08 unit/g으로 유의적으로 가장 높은

효소활성을 보였다.

α-Amylase활성은 환원당을 유리하는데 관여하여 단맛

에 영향을 주는 요인이다. 품종별로 제조된 청국장의 α

-amylase 활성도는 대부분 비슷한 경향을 나타냈으며 48시

간 발효 후에는 33.33±0.10~42.54±0.08 units/g의 범위를

나타내었다.

일반적으로 된장의 경우 α-amylase 활성은 담금 초기에

높았다가 발효가 진행되면서 서서히 낮아진다고 보고되었

으며(22), 이는 원료에함유되어 있던탄수화물이 α-amylase

의 기질이 되어효소 활성이 높았다가 전분질 기질이 고갈

되어 감에 따라 점차 활성이 낮아지게 된다. Lee 등(23)은

발효시간과온도별로 a-amylase 활성이다르게 나오는 결과

를 보고하였으며, 같은 품종에서도 발효조건에 따라 다른

효소활성을 나타낸다고 하였다. 본 연구에 사용된 청국장

의 품종에 따른 차이로 인해, 발효시간이 경과함에 따라

α-amylase 활성이 감소되는 시점이 다른 것으로 사료된다.

Protease

품종을 달리하여 제조한 청국장의 protease 효소활성은

Table 1 에 나타내었다. Protease는 단백질 또는 peptide에

작용하여 peptide bond의 가수분해를 촉매하는 효소로 동ㆍ

식물, 미생물의 조직이나 세포조직 중에 존재한다. 5품종

모두 발효 초기보다 48시간 발효 후에 효소활성이 증가하

는 경향을 보였으며, 발효초기에는 새단백콩으로 제조한

청국장의 효소활성이 134.53±7.62 unit/g으로 유의적으로

가장 높은 효소활성을 보였으나, 48시간 후에는 우람콩으

로 제조한 청국장이 243.67±6.17 unit/g으로 가장 높은 효소

활성을 보였다.

Ann(24)은 청국장의 단백질가수분해효소 활성이 발효

36시간에 가장 높았으며, 이후 점차 낮아졌다고 보고하였

다. Youn 등(25)은 청국장의 protease활성은 발효 5~10시간

이후부터 증가하기 시작하여 35~40시간 이후에는 거의 최

대활성에도달하였는데이는 48시간동안발효한본실험

Table 2. Changes in amino-type nitrogen, ammonia-type nitrogen and reducing sugar contents during Chungkookjang fermentation by
using the five different soybean cultrivars

　Type
Fermentation

time (hr) Daewon Daepoong Wooram Hwangkeumol Saedanback

Amino-type nitrogen (mg%)
0 58.80±2.421)a 45.27±0.81b 42.00±1.40b 44.33±2.14b 60.20±1.40a

48 72.78±1.40c 98.47±1.62b 112.46±1.62a 57.39±2.80d 101.27±0.81b

Ammonia-type nitrogen (mg%)
0 61.90±2.98a 47.35±3.86c 43.01±1.47c 44.53±1.47c 55.28±1.22ab

48 62.65±1.47
d

127.10±0.97
b

68.87±1.32
c

65.59±3.21
cd

161.24±4.62
a

Reducing sugar (%)
0 0.41±0.00ns 0.40±0.00 0.41±0.00 0.42±0.03 0.42±0.04

48 0.55±0.17ns　 0.28±0.12　 0.45±0.15　 0.29±0.13　 0.30±0.11　
1)Means in the same row followed by different letters are significantly different (p<0.05).

에서 가장 높은 활성을 기대할 수 있을 것으로 사료된다.

Kim(26)은 protease 활성은 청국장 단백질 분해 특유의

구수한맛 성분을 유리하고 유리아미노산함량에 많은 영향

을주는요인으로서맛에서구수함과연관성을가지는아미

노태 질소만으로 콩 품종별 청국장을 비교해 볼 때 높은

소립류인 원광콩이 청국장에 적합할 것으로 판단된다고

하였다.

Cellulase

품종을 달리하여 제조한 청국장의 cellulase 효소활성은

Table 1과 같다. 전통 장류인 된장이나 간장은 발효과정에

서미생물의다양한효소에의해콩에함유된단백질, 올리

고다당류, 이소플라본, 지질 등이 소화되기 쉬운 형태의

아미노산, 유리당, 이소플라본 아글리콘, 지방산 등으로 분

해되어 항산화및 혈전용해기능을 갖는 2차산물이생성된

다고하였다(27-29). Cellulase중특히 CMCase(carboxymethyl

cellulase, Endo β-1,4-glucanase)는 exo-β-1,4-glucanase)는

exo-β-glucanase, β-glucanase와 함께 cellulase계 구성효소

로서 식물세포벽 구성성분 중 대부분 차지하고 있는

cellulose을분해할수있는능력을가지고있어장내이용성

증진을 위해 널리 사용되는 효소이다. 그러나 아직 전통장

류인 청국장에서 cellulase 활성에 대한 연구는 미비한 시점

이다. 따라서 본 실험에서는 B. subtilis HJ18-9균을 청국장

의 starter로 사용하였을 때 다양한 품종별 청국장에서

cellulase 활성을 측정하였다. 본 실험에서는 Table 1의 결과

와같이 5품종모두발효초기보다 48시간발효후에효소활

성이 증가하는 경향을 보였으며, protease 활성과 마찬가지

로 우람콩으로 제조한 청국장의 효소활성이 발효초기와

발효 후에도 가장 높은 효소활성을 보였다.

아미노태 질소

품종을 달리하여 제조한 청국장의 아미노태질소함량은

Table 2에 나타내었다. Mann 등(30)에 의하면 일반적으로

아미노태 질소 함량은 protease의 작용에 의하여 단백질이

아미노산의형태로분해되는 정도를나타낸것으로청국장
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의 발효도 평가 및 장류 발효식품의 품질과 구수한 맛의

지표로 사용되고 있다. 아미노태 질소 함량은 protease 활성

과유사한경향을나타내는데본연구에서도유사한경향을

확인할 수 있었다. 청국장의 발효과정 중에 생성되는 점질

물은 원료콩의 당질과 단백질에서 유래된 levan form

fructan과 polyglutamate의 중합체이다. Kim 등(31)은 콩 단

백질 분해산물인질소성분의 일부는 아미노태, 암모니아태

질소로 전환되고, 나머지는 polyglutamate 대사에 이용되어

지는 것으로 보고되고 있다고 하였다. 또한 아미노태 질소

함량이 발효온도가 30℃일 때 가장 높았으며, 35℃, 40℃,

45℃순으로 감소하는 결과를 나타낸다고 하였다. Kim 등

(32)은 작은콩을 이용하여 제조된 청국장의 아미노태 질소

함량이 가장 높았으며, 검은 콩에서 가장 낮게 나타났다고

보고하였다. Hwang(33)은 발효시간 경과에 따라 아미노태

질소함량이 증가하였으며, 30℃가 45℃보다 아미노태 질소

함량이 더 높게 나타났다고 하였다.

본 실험에서 발효초기에 가장 높은 protease 활성을 보였

던 새단백의 아미노태질소 함량이 60.20±1.40 mg% 으로

다른 품종에 비해 높게 나타났으며, 48시간 후에는 마찬가

지로 protease활성을 높은 우람콩으로 제조한 콩의 아미노

태 질소함량이 112.46±1.62 mg%로 가장 높게 나타났다.

Youn 등(25)과 Zheng 등(34)은 이 제조한 청국장의 아미노

태 질소 함량이 각각 112 mg%~224 mg%, 264~422 mg%라

고 보고 하였는데, 본 연구의 결과는 이러한 결과에 다소

미치지 못하는 것으로 나타났다. 본 연구에서 전체적으로

아미노태함량이낮은것은발효시간이나온도와같은환경

과 사용한 균주, 품종에 의한 영향인 것으로 사료된다.

암모니아태 질소

본 실험의 암모니아태 질소함량은 발효 초기에는

43.01±1.47~61.90±2.98 mg%로 나타났으며 48시간 발효 후

에는 품종별로 그 값이 차이가 많았으며, 새단백 청국장이

161.24±4.62 mg%로 높은 값을 나타냈다(Table 2). Hwang

등(35)의 보고에서 발효 기간 중 주로 미생물이 분비하는

protease가 원료대두의 단백질에 작용하여 수용성 질소형

태로 가수분해 되고 이어서 peptide를 거쳐 아미노태 질소

형태로가수분해하여청국장의구수한맛이생성됨과동시

에발효가계속진행되면서암모니아태질소를 형성시킨다

고 하였다. 암모니아태 질소는 단백질 분해과정에서

deamination에 의하여 생성되며 식품 내에과량으로 축척되

면부패취로작용하므로일반적으로장류제품의변패또는

이상발효의 지표로 사용된다. 따라서 단백질이 분해되어

아미노태질소함량이증가되는것은바람직하나그이상의

분해가 진행되어 암모니아태 질소함량이 증가되는 것은

조절할 필요가 있다고 판단된다.

Ju와 Ohe(36)는 암모니아태 질소를 감소시키기 위해 B.

subtilis와 Lactobacillus plantarum를 혼합배양 해여 청국장

의 불쾌취를 감소시켰다고 보고 하였다. 우람콩으로 제조

한청국장이아미노태함량의높아구수한맛을내고 암모

니아태 함량은 낮은 것으로 나와 불쾌취를 적게 발생시킨

결과로 생각되며, 고품질의 장류 제조 할 수 있을것으로

사료된다.

환원당 함량

Glucose, fructose, maltose 등의 환원당류들은 단맛을 부

여하는 물질로 식품의 관능적인 품질 평가면에서 대단히

중요하며이러한 환원당류들은미생물의 대사에따른 효소

력 변화와 밀접한 관계가 있어 미생물이 glucose 대사에

이용하는 정도에 따라 환원당 변화가 생긴다. Lee 등(23)은

청국장 발효과정 중, 콩의 전분은 Bacillus 등이 분비하는

효소의작용으로가수분해되어청국장단맛성분의주체인

당류가 생성된다고 하였다. 발효 10시간째까지는 환원당의

함량이급격하게 증가하였으나그이후부터정도의차이는

있지만 약간 감소하는경향을 나타내었다. Shon(37)은 여러

종류의 발효 균주를 첨가하여 청국장을 제조할 때 발효

24시간째까지 환원당의 함량이 지속적으로 증가하는 것으

로 보고하였다. 이와 같은 결과는 청국장의 발효가 왕성하

게 시작되면서 발효초기에는 청국장중에 환원당을축적하

지만 발효후기에는 발효균주가 환원당을 소비하기 때문인

것으로 추측된다.

Kim 등(38)은 전통장류 제조업체에서 수집한 제품 18점

의 환원당을 분석한 결과 0.24~0.51 %의 범위를 나타낸다

고 보고하였는데, 본 실험과 같은 경향을 보였다(Table 2).

그러나 품종 간에는 유의적 차이는 나타나지 않았다. 본

연구에서 발효시간은 48시간으로 발효시간을 24시간으로

하였을 때 더 높은 환원당 값을 기대할 수 있을 것으로

사료된다.

총 균수의 변화

37℃에서 48시간동안발효시킨 품종별청국장의호기적

총 균수는 Fig. 1에 나타내었다.

본 실험결과 대체적으로 발효초기보다 발효 후에 총 균

수가높아지는경향을보였으며발효초에는우람콩청국장

이 유의적으로 높은 균수를 보였으나, 발효 후에는 품종

간에 유의적인 차이는 보이지 않았다. Oh와 Eom(39)은 발

효 21시간이후에청국장에서 8.9 log CFU/g 수준으로미생

물이 생육하였다고 보고하여 본 실험결과와 유사하였다.

Baek 등(40)은 발효 24시간 이후 각 처리구의 총균수는

109 CFU/mL 이상을 나타낸다고 하였으며, Youn 등(25)은

B. natto와 B. licheniformis를 이용하여 청국장을 제조하였

을 때 청국장발효 40시간 이후 총균수는 10
9

CFU/ mL이었

다고 보고하였으나 본 실험의 결과와는 조금 차이가 있었

다. 이러한 결과는 스타터로 사용한 B. subtilis HJ18-9 균주

가 Lee 등(15)의 선행연구 결과 Salmonella enterica,
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Staphylococcus aureus, Candida albicans에 대해 항균력이

우수하다고 함에 따라 B. subtilis HJ18-9의뛰어난 항균성에

의한 것으로 생각된다.

Fig. 1. Changes in total aerobic cell counts during Chungkookjang
fermentation by using the five different soybean cultrivars.

(C)

(B)

(A)

Fig. 2. Chromatogram of isoflavone standard (A), 0 hr (B) and 48 hr (C).

Isoflavone 함량 변화

37℃에서 48시간 동안 발효시킨 청국장의 isoflavone함량

과 chromatogram은 Fig. 2와 Table 3에 나타내었다. 발효초

기에는 대풍 청국장과 우람콩 청국장이 235.23±3.22,

304.24±11.56 으로 높은 aglycone함량을 보였으며, 발효 후

에도 두가지 품종이 유의적으로 높은 aglycone함량을 보였

다. 발효 초에비하여 발효후에는 1.66~5.31배 높은전환율

을 보였다. Jung 등(41)은 청국장의 총 isoflavone 함량이

발아 및 발효시간에 따라다른 경향을 나타내는 것은 원료

대두의품종, 발아및발효조건, 발효균주등이다르기때문

인 것으로 생각된다고 하였는데, 본 연구에서는 청국장 발

효에 사용되는 다양한 품종에 의해서 isoflavone함량이 차

이가 나타난 것으로 사료된다. 또한 Bae 등(42)은 대두

isoflavone은 동일품종의 경우 재배위치나 재배년도에 따라

함량이 46~195 mg/g정도로 차가 있다고 보고되어 있다고

하였다. Shon 등(43)은 대립 검정콩의 경우 daidzein과

genistein의 총 함량이 처음에 779.92 μg/g이었던 것이 발효

3일 후에는 1278.04 ug/g으로 증가하였으며, 소립검정콩의
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Table 3. Changes in isoflavone contents (µg/g dry matter) during Chungkookjang fermentation by the five different soybean cultrivars

(ug/g)

　 Fermentation time (hr) Daewon Daepoong Wooram Hwangkeumol Saedanback

daidzin 0 598.10±0.28
1)c

716.25±7.00
b

734.95±6.86
a

203.20±2.12
e

320.70±0.99
d

　 48 274.80±0.71
b

116.20±0.28c 538.10±3.82
a

55.80±0.28
e

83.05±0.78
d

glycitin 0 161.20±1.41c 211.10±1.98a 173.50±4.67b 117.00±1.13d 121.50±3.39d

　 48 146.40±2.12c 167.10±0.57b 143.30±3.54c 105.20±4.38d 175.30±1.56a

genistin 0 995.20±7.35b 1300.00±21.78a 1023.55±26.38b 301.10±10.04d 427.70±3.54c

　 48 727.10±0.85a 499.75±17.04b 781.75±92.56a 175.85±6.86d 307.70±4.10c

β-glucoside 0 1754.50±5.66c 2227.35±30.76a 1932.05±28.50b 621.30±13.29e 869.90±0.85d

　 48 1148.35±.49b 783.05±16.19c 1463.10±92.21a 336.75±11.53e 566.05±6.43d

M-daidzin 0 83.85±0.35
d

162.60±0.99
a

114.70±2.69
b

69.40±2.83
e

102.00±0.71
c

　 48 81.25±0.49
c

137.05±0.92
a

97.95±0.49
b

66.05±0.07
d

95.00±3.11
b

M-glycitin 0 62.80±0.42
d

78.40±0.85
a

68.10±1.27
b

65.60±0.71
c

69.40±0.57
b

　 48 75.95±1.20
a

75.90±0.57
a

67.15±1.48
b

61.70±0.99
c

66.50±0.99
b

M-genistin 0 121.25±0.78
b

120.10±1.84
b

129.45±5.44
a

59.85±0.64
d

73.60±0.14
c

　 48 99.70±0.71
a

98.75±0.07
a

92.60±3.25
b

58.35±0.92
d

69.65±0.49
c

M-glucoside 0 267.90±0.71c 361.10±3.68a 312.25±9.40b 194.85±4.17e 244.95±0.07d

　 48 256.90±2.40b 311.65±1.48a 257.70±4.24b 186.10±1.98d 231.15±4.60c

A-daidzin 0 111.10±0.57c 246.50±9.05a 147.05±7.42b 85.15±1.77d 119.85±1.06c

　 48 111.45±0.35c 227.35±1.06a 133.75±5.30b 85.15±2.19d 127.90±1.98b

A-glycitin 0 176.25±0.35b 188.20±4.38a 165.10±6.79c 72.50±1.70e 83.85±2.76d

　 48 130.00±0.99a 120.15±0.78b 116.60±0.85c 60.05±0.78e 74.30±1.56d

A-genistin 0 63.10±0.00
a

68.55±4.60
a

66.25±2.62
a

54.75±1.20
b

55.00±1.13
b

　 48 57.10±0.28
ab

58.95±0.64
a

56.45±0.64
b

48.20±0.42
d

54.05±1.77
c

A-glucoside 0 350.42±0.97
b

503.20±18.06
a

378.45±6.83
b

212.39±4.66
d

258.72 ±5.01
c

　 48 298.55±1.66
c

406.49±2.44
b

306.80±6.73
a

193.42±3.47
d

256.22±1.71
d

daidzein 0 69.45±0.07
c

83.75±0.49
b

116.10±4.38
a

49.20±0.14
d

48.70±0.71
d

48 192.05±0.21
c

503.65±2.76
a

272.55±6.72
b

103.75±4.88
e

154.10±6.79
d

glycitein 0 53.60±0.99ab 53.95±1.77ab 56.60±0.71a 51.25±0.78bc 50.20±1.41c

　 48 55.50±0.28c 111.40±0.42a 61.85±0.64b 56.75±0.78c 57.55±1.34c

genistein 0 77.50±0.14c 97.55±0.92b 131.50±6.51a 54.15±0.35d 52.60±0.71d

　 48 185.30±0.57c 633.95±6.01a 254.90±8.06b 96.25±6.72e 127.40±6.22d

aglycone 0 200.52±0.75b 235.23±3.22a 304.24±11.56b 154.65±0.31d 151.51±2.91c

　 48 432.93±0.63c 1249.03±9.14a 589.32±14.08b 256.76±12.37e 339.04±14.38d

total 0 2573.35±6.58
c

3326.90±55.72
a

2927.00±66.33
b

1183.20±21.78
e

1525.10±6.93
d

　 48 2136.75±4.31
c

2750.25±26.23
a

2616.95±67.25
b

973.05±29.34
e

1392.45±27.22
d

1)Means in the same row followed by different letters are significantly different (p<0.05).

경우는 처음에 582.56 μg/g이었던 것이 발효 3일 후에는

907.85 μg/g로 증가되었는데, 이는 발효과정 중 daidzein과

genistein을 함유한 배당체 isoflavone류들의 당류 부분이

분해된 결과라고 보고하였다

Kim(26)에 의하면 배당체 형태의 isoflavone은 경구로

섭취된 후 당이 제거되어 aglycone형태로 체내에서 흡수되

거나, 장내 미생물에의해 파괴되기 때문에 aglycone형태로

섭취할시에는더높은생리활성을나타낼것으로보고하였

다. 앞에서언급한 바와 같이대두의 isoflavone은 glycosided

conjugate(malnonylglycoside, β-glycosides 및 acetylglycosides

형태의 isoflavone isomer와 aglycone 형태로 존재 하는데

대두의 수침이나 가열 등의 가공처리를 하면 용출된 β
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-glycosidase의 작용에 의해 aglycone으로 전환되는 것으로

알려져 있다. 따라서 β-glucosidase 활성이 있는 균주를 첨

가하여 발효함으로써 alycone 전환율을 높이고 품종별로

처리하여, 각 품종별 청국장의 aglycone함량을 측정하였다.

Yang 등(44)은 대두의 식품 제조공정 중 비배당체 형태를

증가시키기 위해서는 고온에 의한 전환이나 HCl과 같은

산을 이용하는 방법보다는 β-glucosidase효소활성이 높은

천연물질을 활용하는 것이 유리하다고 하였다. 또한 고온

이나강산을이용한 반응의경우 반응산물이 무작위적이고

부반응에의해효율이저하될수있는반면, 천연물유래의

β-glucosidase 효소를 활용하는 경우 반응산물의 선택성을

증가시킬 수 있으며 유해한 유기용매의 사용을 감소시킬

수 있다고 하였다. 따라서 별미장으로 분리된 β-glucosidase

활성이 있는 B. subtilis HJ18-9 균주를 접종하여 품종별로

청국장을 제조함으로써 isoflavone 비배당체 함량을 유의적

으로증가시키는 결과를 얻어낸 본 실험은 많은활용도가

있을 것으로 사료된다.

요 약

본 연구에서는 β-glucosidase활성이 있는 B. subtilis

HJ18-9균을 접종하여 품종별로 청국장을 제조하여, 품종별

청국장의 품질특성과 isoflavone 함량 변화를 측정한 결과

이다. 청국장의단백질분해특유의구수한맛성분을유리

하는 효소인 protease활성은 발효 전에는 새단백 청국장이

가장 높은 활성을 나타냈으며, 발효 후에는 우람 청국장이

가장높은 protease활성을나타냈다. 이는구수한 맛성분의

지표성분인 아미노태 질소함량과 같은 경향을 나타냈다.

환원당을 유리하는데 관여하는 a-amylase 활성은 새단백으

로 제조한 청국장이 다른 품종에 비해 유의적으로 높은

함량을나타냈으며다섯가지품종모두발효후에증가하는

경향을 나타냈다. 발효 후에 총 균수가 높아지는 경향을

나타냈으며 발효 초에는 우람 청국장이 유의적으로 높은

균수를 나타냈으나, 발효 후에는 품종 간에 유의적인 차이

는 나타내지 않았다. 품종별 청국장의 isoflavone 함량은

발효초기에는 대풍, 우람 품종으로 제조한 청국장의

aglycone함량이가장높았으며, 48시간발효후에도두가지

품종이 각각 1249.04±9.14 ug/g, 589.32±14.08 ug/g로 가장

높은 aglycone 전환율 나타냈다. 이는 발효 초 aglycone함량

에 비해 5.31, 1.94배 증가시켰다.
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