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청국장(Cheonggukjang)은 대두를 단시간 발효시켜 만드
는 발효식품으로 탄수화물이 주식인 우리나라의 식단에서
부족한 단백질과 지방을 공급해주는 주요한 에너지공급원
이며 저염식품이다. 청국장의꾸준한 섭취는 만성퇴행성질
환 예방, 발암물질 억제, 간기능 개선, 혈전용해능 향상 및
당뇨병 예방 등에 도움이 된다(1-6). 청국장의 원료가 되는
대두에는 phytochemical의 일종인 이소플라본이 대부분 배
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당체형태로존재하며비배당체형태인다이드제인(daidzein),
제니스테인(genistein), 글리시테인(glycitein)은 배당체 이
소플라본의 약 3% 이하로 존재한다(7). 대두 발효식품에서
는 발효미생물 유래의 β-glucosidase의 작용에 의하여 전체
이소플라본 함량 대비 비배당체 이소플라본 함량이 높게
나타난다. Kim 등(7)이 보고한 된장 14종과 청국장 5종의
이소플라본 함량 분석 연구에서는 된장의 다이드제인과
제니스테인 함량은 각각 37-783과 23-714 μg/g, 청국장의
다이드제인과 제니스테인 함량은 각각 53-210과 7-169 μg/g
로나타나서전체이소플라본함량대비비배당체이소플라
본함량비율은청국장이된장보다낮았다. 이러한두가지
장류에서의비배당체이소플라본함량차이는발효및 숙성
기간의 차이에서 기인한다. 일반적으로 청국장 발효와 숙
성에 2-3일 소요되는 데 반하여 된장은 수개월에서 수년의
시간이 필요하다. 청국장의 낮은 비배당체 이소플라본 함
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Abstract

In this study, the quality characteristics of Cheonggukjang prepared with the mixed culture of Bacillus subtilis 
and Lactobacillus acidophilus were investigated. One of the most common characteristics of Cheonggukjang is 
the formation of viscous substance, which is the mixture of a fructose polymer and poly-gamma-glutamic acid. 
After the first Cheonggukjang fermentation, sucrose (0, 2.5, and 7.5 %) and a Lactobacillus acidophilus strain, 
containing the enzyme responsible for the production of exopolysaccharide, were supplemented, and then the second 
fermentation was carried out at 40℃ for 48 h. Changes in soluble solid contents, extension of viscous substance, 
pH, reducing sugar, amino-type and ammonia-type nitrogen content, enzyme activities, including α-amylase and 
protease, and isoflavone content were evaluated. The presence of sucrose in the starting fermentation materials 
decreased pH, aglycone-formed isoflavone, amino-type nitrogen, and protease activity, however, increased extension 
of viscous substance. Growth of acid-producing microbes, including L. acidophilus KCTC 3925, was stimulated 
by sucrose. In conclusion, the present study indicated that the mixed culture of B. subtilis and L. acidophilus changes 
the quality characteristics of Cheonggukjang, increasing formation of viscous substance.
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량을증가시키는것은청국장의 기능성을개선하는측면에
서 매우 중요하다.
청국장이 다른 대두 발효식품들과의 뚜렷한 차이점은

청국장 표면에 levan과 poly-γ-glutamic acid(PGA)로 이루어
져 있는 점질물(mucoid)의 생성에 있다. 청국장의 levan은
과당이 β-2,6 결합으로 이루어진 단순 다당류(homo
polymer)인 반면, PGA는 글루탐산 중합체로 카르복실기와
아미노기가 아마이드 결합된 형태로 이루어져 있다(8,9).
일반적으로 청국장 제조 시 Bacillus 균을 단일 종균

(starter)으로 사용하지만, 추가적인 유산균의 사용 시 청국
장에서 γ-amino-n-butyric acid(GABA) 함량 증가, 청국장의
이취감소 등의 효과가 있다(10,11). 선행연구에서는
Lactobacillus acidophilus KCTC 3925가 β-glucosidase 활
성이 우수하고, 설탕 첨가 배지에서 glucan 형태의
exopolysaccharide(EPS) 생성능이 있으며, 6.6% 이하의 소
금 농도에서 생육이 촉진됨을확인하였다(12). 본 연구에서
는 청국장 제조 시 상업용 청국장 종균(Bacillus subtilis)과
L.acidophilus KCTC 3925를 동시에 사용하여 청국장 제조
시 청국장의 품질과 점질물 생성에 변화가 있을 것이라는
가설을 설정하고 연구를 진행하였다.

재료 및 방법

실험재료 및 종균배양

실험에 사용된 대두는 2016년산 콩(백태, 강원도 삼척,
국산)을 구입하여 4℃에서 냉장보관하면서 실험에 사용하
였다. 청국장 제조용 종균으로 사용된 Bacillus subtilis
BN-NUC1(NUC Co., Deagu, Korea) 배양을 위하여 Soybean
broth(DIFCO, St. Luois, MO, USA) 100 mL에 동결 건조된
균 0.2 g을 첨가하고 37℃에서 24시간 배양하였다. L.
acidophilus KCTC 3925(Cellbiotech Co., Gimpo, Korea) 배
양을 위하여 MRS broth 100 mL에 동결 건조된 균 0.1 g을
넣어 37℃에서 24시간 배양한 후 사용하였다.

청국장발효

세척하여 불린 대두를 1시간 동안 상온에서 건조시킨
후 121℃에서 40분동안증자하였다. 상온으로식혀서증자
한 대두에 B. subtilis BN-NUC1을 접종하고 40℃에서 48시
간 발효하여 1차 발효된 청국장을 제조하였다. 2차 발효는
1차 발효된 청국장에 Table 1과 같은 조성으로 유산(lactic
acid), 설탕과 L. acidophilus KCTC 3925를 첨가하고 40℃에
서 추가적으로 48시간 동안 2차 발효하였다. 대조군인 Con
의경우, 1차발효된청국장에설탕농도가각각 0, 2.5, 7.5%
가 되도록 조정한 후, 40℃에서 48시간 동안 2차 발효하였
다. 비교군인 with a starter supplementation(WS)의 경우,
1차 발효된 40 g의 청국장에 2%가 되게끔 유산을 첨가한

후, 여기에 설탕농도가 각각 0, 2.5, 7.5%가 되도록 조정한
후 L. acidophilus KCTC 3925를 접종하여 2차 발효하였다.
또 다른 비교군인 with sterilization process and a starter
supplementation(WSS)의 경우, 1차 발효된 40 g의 청국장에
2%가 되게끔 유산을 첨가하고, 여기에 설탕농도가 각각
0, 2.5, 7.5%가되도록 조정한후 100℃에서 15분동안열처
리하고 L. acidophilus KCTC 3925를 접종하여 40℃에서
48시간 2차 발효하였다. 1차 발효에 사용된 B. subtilis
BN-NUC1과 2차 발효에 사용된 L. acidophilus KCTC 3925
는 각각 증자된 대두 무게의 0.5% 수준으로 사용하였다.

Table 1. Proportion of fermented Cheonggukjang with different
sugar contents

Groups1) Sterilization2) Sucrose (%) Starter3) (mL)

Con No - -

WS No - 0.5

WSS Yes - 0.5

Con (2.5S) No 2.5 -

WS (2.5S) No 2.5 0.5

WSS (2.5S) Yes 2.5 0.5

Con (7.5S) No 7.5 -

WS (7.5S) No 7.5 0.5

WSS (7.5S) Yes 7.5 0.5
1)Con, prior to 2nd fermentation, either 0, 2.5, 7.5% of sucrose was supplemented

to fermentation broth then 2nd fermentation was carried out at 40℃ for 48 h; WS,
to fermentation broth containing 40 g of Cheonggukjang and 2% lactic acid, sucrose
solution was supplemented as indicated in Table 1 and 2nd fermentation was carried
out at 40℃ for 48 h using L. acidophilus KCTC 3925; WSS, to fermentation
broth, sucrose solution was supplemented and then heat-sterilized at 100℃, 15 min.
2nd fermentation was carried out at 40℃ for 48 h using L. acidophilus KCTC
3925.

2)Sterilization at 100℃ for 15 min.
3)Freshly prepared L. acidophillus KCTC 3925 cultures after grown in MRS at 37℃

for 24 h, were used.

청국장 추출물 시료 제조

발효된 청국장의 품질특성 분석을 위하여 2차 발효가
완료된 청국장시료에 9배 부피의 증류수를 가하여희석한
청국장을 1시간 상온에서 방치하였다. 혼합액을 2,800 rpm
에서 10분간 원심분리기(5816R, Eppendorf, Hamburg,
Germany)로 원심분리하여 상층액을 회수하여 이를 청국장
추출물 시료로 사용하였다.

일반성분 분석

수분함량은 상압가열건조법으로 측정하였으며, 구체적
으로 시료를 105℃로 설정된 건조기(OF-12, Jeio Tech,
Daejeon, Korea)에서 16시간 건조시킨 후 무게변화로 측정
하였다. 청국장 시료의 일반성분은 AOAC(13) 방법에 따라
다음과 같이 측정하였다. 조회분 함량 측정에는 600℃의
회화로(MF31G, Jeio Tech)에서 시료를재가될때까지회화
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시키는직접회화법을 사용하였다. 조단백질은 킬달 분해장
치(Digestion unit K-424, Buchi, Flawil, Swizerland)로 시료
를 분해한 후 증류장치(Kjeflex K-360, Buchi)와 적정장치
(702 SMTirino Metrohm, Buchi)를 순차적으로 사용하고 최
종적인 단백질함량은 질소계수 6.25를 곱하여산출하였다.
조지방 함량은 diethly ether를 용매로 하고 Soxhlet 장치
(E-806, Buchi)를 사용한 후 남은 용매는 건조기로 건조한
후 무게를 측정하였다. 탄수화물 함량은 수분을 제외한 조
단백, 조지방, 조회분의 측정값을 100으로 감한 값으로 계
산하였다.

가용성 고형분, pH 및 점질물의 신장성 측정

청국장추출물시료를제조한후가용성고형분및 pH는
Na 등(14)의 방법에 따라 측정하였다. 가용성 고형분과 pH
는 각각 굴절당도계(Hand-held refractometer, Model N-1,
ATAGO, Tokyo, Japan)와 pH meter(model 725p, Istek,
Seoul, Korea)를 사용하여 측정하였다. 점질물의 신장성은
발효된청국장시료를희석하지않은상태로일정량패드리
디쉬(petridish)에 넣고 약수저로 일정 높이까지 떠올려 늘
어나는 길이로 측정하였다. 총 30회 반복하여 평균값을 나
타내었다.

환원당 함량

환원당함량은 Chae 등(15)의방법에기초한 dinitrosalicylic
acid(DNS)법으로 측정하였다. 발효된 청국장 시료에 4배
부피의증류수를가한후원심분리하여회수한상층액시료
0.1 mL에 DNS 시약 0.3 mL을 가하여 80℃에서 5분간반응
시키고 흡광도 550 nm에서측정하였다. 포도당을사용하여
표준곡선을 작성한 후 환원당 함량을 산출하였다.

Reducing sugar(%)=A×D×1/S×100/1,000

A : 시료 환원당 양(mg)
D : 희석배수
S : 시료양(g)

아미노태 질소함량

아미노태 질소 함량은 Choi 등(16)의 방법으로 다음과
같이측정하였다. 5배로희석한제조한청국장추출물시료
5 mL에 0.1 N NaOH를 첨가하여 pH 8.3으로 조정한 후
중성 formalin 용액(35-40%) 20 mL를 다시 가하고 pH 8.3으
로 재적정하였으며, 공시험에는 증류수를 사용하였다.

아미노태질소(mg%)=(A-B)×1.4×F×D/S×100

A : 본 실험의 시료에 대한 0.1 N NaOH 표준용액의
적정소비량(mL)

B : 공시험에대한 0.1 N NaOH표준액의적정소비량(mL)
F : 0.1 N NaOH 용액의 factor

D : 희석배수
S : 시료 채취량(g)

암모니아태 질소함량 측정

암모니아태 질소함량은 phenol-hypochloride법(17)으로
측정하였다. 5배로 희석한 청국장 추출물 시료 10 μL에
용액 A(phenol 10 g, sodium nitroprusside dihydrate 0.05 g
in 1 L water)와 용액 B(Na2HPO4·12H2O 9 g, NaOH 6 g
and NaOCl 10 mL in 1 L water)를각각 100 μL씩순차적으로
가하여 37℃에서 20분간 반응한 후 630 nm에서 흡광도를
측정하였다. (NH4)2SO4를 희석하여 제조한 시료를 표준용
액으로 사용하여 표준곡선을 작성한 후 암모니아태 질소
함량을 측정하여 작성하였다.

α-Amylase 활성분석

α-Amylase 활성 측정은 Joo 등(18)이 사용한
DUN(dextrinogenic unit of nagase) 방법에 따라 측정하였다.
1% 가용성전분(0.02 M phosphate buffer, pH 7.0) 0.3 mL에
5배로희석한 청국장추출물 시료 0.1 mL를 첨가하고 40℃
의 항온수조에서 10분 동안 반응하였다. 여기에 0.1 N HCl
1 mL를 가한 후 0.1 mL를 취하여 요오드 용액(0.005%
I2+0.05% KI) 1 mL로 발색시켜 660 nm에서 흡광도를 측정
하였다. 조효소액 1 mL가 1분 동안 전분 0.1 mg을 분해한
양을 1 unit의 α-amylase 활성으로 계산하였다.

중성 protease 활성측정

중성 protease 활성측정은 Lee 등(19)의방법에 따라 실시
하였다. 5배로 희석한 청국장 추출물 시료 0.5 mL에 0.6%
casein 기질용액(0.2 M phosphate buffer, pH 7.0)을 1.5 mL
넣고 37℃에서 10분 동안 반응시켰다. 이후, 0.44 M
trichloroacetic acid 2 mL를 첨가하고항온수조에서 25분동안
반응을진행하였다. 여과지(No.2, Whatman, Buckinghamshire,
UK)로 침전된 단백질을 제거하고 1 mL를 취해 0.55 M
Na2CO3 용액 5 mL와 3배 희석된 Folin-Ciocalteu's reagent
용액 1 mL를 첨가하여 37℃에서 20분 동안 반응하였다.
최종반응물은 흡광도 660 nm에서측정하였으며, 표준물질
은 tyrosine을 사용하였다. 1 unit의 효소활성은 1분 동안
tyrosine 1 μg을 유리시키는 양으로 정의하였다.

이소플라본 정량

비배당체 이소플라본 정량은 Kim 등(12)의 방법으로 측
정하였다. 80% ethanol로 10배 희석한 청국장을 24시간 정
치추출하고 0.45 μm 여과기로 여과하였다. 배당체 이소플
라본정량을 위하여청국장시료 2.5 g과 2 N HCl 10 mL를
혼합한 후 97℃에서 90분 동안 산가수분해하였고 10 N
NaOH를 가하여 pH 7로 중화하였다. 중화된 시료 용량의
9배에 해당하는 80% ethanol을 첨가하여 24시간 정치추출
하였다. 추출액을 여과하고 Eclipse XDB-C18 column
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(4.6×250 mm ID, Agilent Technologies, Santa Clara, CA,
USA)이 장착된 HPLC(Agilent 1,200, Agilent Technologies)
에 20 μL를 주입하였다. 용매의 유속과 retention time은
각각 1.2 mL/min와 90 min였다. 이동상으로 용매A(0.1%
acetic acid in water)와 용매 B(0.1% acetic acid in acetonitrile)
을 사용하였다. 용매 A와 용매 B의 농도 기울기는 0-25
min(93:7), 25-50 min(85:15), 50-55 min(80:20), 55-70
min(75:25), 70-75 min(75:25), 75-80 min(65:35)와 80-90
min(65:35)로 설정하였다. 칼럼에서 분리된 개별물질들은
254 nm로설정된 UV detector에서 검출된 면적으로 정량분
석을 하였으며, 실험결과는 희석배수를 보정해 다음 식에
서 계산하였다.

전환률(%)=
산가수분해공정없이정량한비배당체이소플라본함량(mg/kg)

×100
산가수분해공정후측정한비배당체이소플라본함량(mg/kg)

통계처리

실험결과는 3회 반복하여 측정한 값을 평균(mean)과 표
준편차(SD)로 표시하였고, 실험결과의 통계적 유의성 분석
을 위해 SPSS를 사용하여 일원분산분석(one-way ANOVA)
을 실시하였고, 시료간의 유의성 평가는 Duncan’s multiple
range test를 실시하여 사후 검증하였다.

결과 및 고찰

설탕 첨가 비율 최적화

설탕첨가비율최적화실험은 Kim 등(12)의방법에따라,
1차 발효된 청국장 시료에 유산(lactic acid)을 첨가한 후

Table 2. Changes of pH, and isoflavone contents of 2nd fermented various Cheonggukjang with different sugar contents

Groups1) pH
Aglycone-formed isoflavone (mg/kg)

Daidzein Glycitein Genistein Sum

Con 6.75±0.012)b3) 76.6±8.0b 13.0±1.4ab 101.0±11.9ab 190.6±21.1b

WS 6.88±0.12a 71.9±3.5b 12.2±0.7ab 93.4±4.4bc 177.6±8.5bc

WSS 6.38±0.01c 90.2±1.0a 13.5±0.4a 113.8±2.3a 217.5±3.5a

Con (2.5S) 5.12±0.01e 40.8±4.9ef 8.7±1.0d 56.5±9.1fg 106.0±15.0fg

WS (2.5S) 5.17±0.01d 52.3±4.3cd 10.2±0.9bc 70.2±7.1ef 132.8±12.3de

WSS (2.5S) 5.12±0.01e 60.5±10.3c 12.6±1.7ab 85.4±14.4cd 158.5±26.4c

Con (7.5S) 5.08±0.01f 35.7±1.9f 6.2±3.3e 46.8±2.5g 88.8±6.7g

WS (7.5S) 4.96±0.02g 52.8±3.4cd 10.6±0.4bc 72.5±5.0de 135.9±8.6de

WSS (7.5S) 5.03±0.01h 49.4±2.2de 10.7±0.8bc 66.4±5.6ef 126.5±8.6ef

1)Con, prior to 2nd fermentation, either 0, 2.5, 7.5% of sucrose was supplemented to fermentation broth then 2nd fermentation was carried out at 40℃ for 48 h; WS, to fermentation
broth containing 40 g of Cheonggukjang and 2% lactic acid, sucrose solution was supplemented as indicated in Table 1 and 2nd fermentation was carried out at 40℃ for
48 h using L. acidophilus KCTC 3925; WSS, To fermentation broth, sucrose solution was supplemented and then heat-sterilized at 100℃, 15 min. 2nd fermentation was carried
out at 40℃ for 48 h using L. acidophilus KCTC 3925.

2)All values are mean±SD (n=3).
3)Means with different superscripts in the same column are significantly different at p<0.05 by Duncan`s multiple range test.

살균공정 첨가유무, 유산균 종균 사용유무, 설탕 첨가유무
를 달리하여 준비한 시료들(Table 1)을 2차 발효한 청국장
시료들의 pH와 비배당체 이소플라본 함량을 각각 정량하
였다(Table 2). 설탕 무첨가군 청국장 시료들의 pH는
6.38-6.88였지만, 2.5와 7.5% 설탕 첨가군 청국장 시료들의
pH는 각각 5.12-5.17, 4.96-5.08로 나타나서 청국장의 pH는
발효초기에 첨가된 설탕농도에비례적으로 감소하였다. 설
탕 무첨가군에서 총 비배당체 이소플라본 함량은 Con, WS
와 WSS이 각각 190.6, 177.6와 217.5 mg/kg으로 나타났다.
배양액속에포함된설탕의농도가증가함에따라 2차발효
된 청국장에서 비배당체 이소플라본 함량이 농도의존적으
로 감소하는 경향을 보였다. 특히, 동일한 설탕농도에서는
WSS의 총 비배당체 이소플라본 함량은 대조군인 Con보다
높게 나타나 설탕 첨가 시 2차 발효된 청국장 시료의
ß-glucosidase 활성이 유의적으로 높았다(p<0.05).
청국장 시료에서 pH가 감소된 이유는 설탕이 종균을 포

함한 다른 미생물들의 생육을 위한 탄소원으로 사용되어,

유산 등의 유기산을 대사산물로 생성하기 때문이다(12).

2차 발효전에 청국장 시료를 열처리하여 유산균 종균을

접종하여 제조한 청국장(WSS)과 대조군(Con)의 전체 비배

당체 이소플라본 함량을 비교 시 유산균 종균을 첨가한

시료에서 비배당체 이소플라본 함량이 증가하였다(Con vs

WSS, Con(2.5S) vs WSS(2.5S), Con(7.5S) vs WSS(7.5S)).

이러한 결과는 2차 발효에 사용한 종균인 L. acidophilus
KCTC 3925의 β-glucosidase 활성이 우수하다는 것을 의미

한다(12). 7.5% 설탕첨가군의 비배당체 이소플라본 함량이

2.5% 설탕 첨가군보다 낮은 점을 고려하여 2.5% 설탕을

사용한 WSS(2.5S)를 선택하여 후속연구를 실시하였다.



Effects of the mixed culture of Bacillus subtilis and Lactobacillus acidophilus on Cheonggukjang quality 531

일반성분, 가용성 고형물, 점질물의 신장성 측정

최적화를통해선택된청국장의일반성분을분석한결과
는 Table 3에 나타내었다. 2.5% 설탕과 L. acidophilus KCTC
3925가 첨가된 WSS(2.5S) 청국장의 수분, 단백질, 탄수화
물, 지방, 회분은 각각 57.85, 41.20, 43.04, 10.96, 4.81%였으
며, 2.5% 설탕을 추가로 첨가하여 제조한 청국장인
Con(2.5S)은 61.73, 42.67, 40.70, 11.98, 4.56%로 나타나 대
조군과 유의적인 차이를 나타내지 않았다. 가용성 고형물
의 경우, WSS(2.5S)이 2.67 °Brix였고 Con(2.5S)와 Con의
경우 각각 3.40과 3.27 °Brix로 측정되어 WSS(2.5S)에서
유의적으로 낮았다(p<0.05)(Fig. 1). 점질물의 신장성은
WSS(2.5S), Con(2.5S)와 Con에서 각각 24.4, 15.4와 13.1
cm로 나타나서 유의적인 차이가 있었다(p<0.05)(Fig. 2).

Table 3. Proximate composition of three kinds of Cheonggukjang

Proximate composition Con1) Con (2.5S) WSS (2.5S)

Moisture (%) 58.97±1.492)a3) 61.73±1.65a 57.85±1.55a

Crude protein (%) 43.54±2.93a 42.67±1.06a 41.20±0.55a

Carbohydrate (%) 40.06±2.79a 40.70±0.76a 43.04±1.34a

Crude fat (%) 11.59±0.52a 11.98±0.347a 10.96±0.97a

Crude ash (%) 4.81±0.10a 4.56±0.03a 4.81±0.06a

1)Con, prior to 2nd fermentation, either 0, 2.5, 7.5% of sucrose was supplemented
to fermentation broth then 2nd fermentation was carried out at 40℃ for 48 h; WS,
to fermentation broth containing 40 g of Cheonggukjang and 2% lactic acid, sucrose
solution was supplemented as indicated in Table 1 and 2nd fermentation was carried
out at 40℃ for 48 h using L. acidophilus KCTC 3925; WSS, to fermentation
broth, sucrose solution was supplemented and then heat-sterilized at 100℃, 15 min.
2nd fermentation was carried out at 40℃ for 48 h using L. acidophilus KCTC 3925.

2)All values are mean±SD (n=3).
3)Means with different superscripts in the same row are significantly different at p<0.05

by Duncan`s multiple range test.

L. acidophilus에 의하여 생성되는 exopolysaccharide로는
galactooligosaccharide와(20)와 포도당 중합체인 글루칸
(12)이 알려져 있다. 또한, Kim과 Lee(21)은 발효가 진행될
수록 PGA의 함량은 증가하면서 분자량이 감소하였고
levan의 함량은 12시간 이후 감소하였으며, PGA와 levan의
복합체인 점질물의 점성은 48시간에서 가장 높았다. 따라
서, WSS(2.5S)에서 당도가 낮고 점질물의 신장성이 길게
측정된 것은 2차 발효시 첨가된 L. acidophilus KCTC 3925
가 설탕을 기질로 사용하여 저분자량의 점질물을 생성한
결과로 판단된다.

아미노태 및 암모니아태 질소, 환원당 함량

아미노태질소는대두발효식품의구수한맛을나타내는
척도로 미생물의 protease에 의해 생산되는 아미노산을 나
타내는 지표이다. 또한, protease 활성과 비례적으로 유사한
경향이 있다(10,22). 아미노태 질소함량은 청국장 발효의
주요 지표중의 하나로 여겨지므로 그 함량을 측정하였다
(Table 4). WSS(2.5S)의 아미노태 질소함량은 700.0 mg%로

Fig. 1. Soluble solids contents of three kinds of Cheonggukjang.

Con, prior to 2nd fermentation, either 0, 2.5, 7.5% of sucrose was supplemented to
fermentation broth then 2nd fermentation was carried out at 40℃ for 48 h; WS, to
fermentation broth containing 40 g of Cheonggukjang and 2% lactic acid, sucrose solution
was supplemented as indicated in Table 1 and 2nd fermentation was carried out at
40℃ for 48 h using L. acidophilus KCTC 3925; WSS, to fermentation broth, sucrose
solution was supplemented and then heat-sterilized at 100℃, 15 min. 2nd fermentation
was carried out at 40℃ for 48 h using L. acidophilus KCTC 3925.
All values are mean±SD (n=3). Means with different superscripts are significantly different
at p<0.05 by Duncan`s multiple range test.

Fig. 2. Extension of viscous substance of three kinds of Cheonggukjang.

Con, prior to 2nd fermentation, either 0, 2.5, 7.5% of sucrose was supplemented to
fermentation broth then 2nd fermentation was carried out at 40℃ for 48 h; WS, to
fermentation broth containing 40 g of Cheonggukjang and 2% lactic acid, sucrose solution
was supplemented as indicated in Table 1 and 2nd fermentation was carried out at
40℃ for 48 h using L. acidophilus KCTC 3925; WSS, to fermentation broth, sucrose
solution was supplemented and then heat-sterilized at 100℃, 15 min. 2nd fermentation
was carried out at 40℃ for 48 h using L. acidophilus KCTC 3925.
All values are mean±SD (n=3). Means with different superscripts are significantly different
at p<0.05 by Duncan`s multiple range test.

나타나서, Con(2.5S)의 793.3 mg%나 대조군의 966.0 mg%
보다는 유의적으로 낮았다(p<0.05).
청국장발효기간이증가함에따라아미노태질소함량이

증가한다는선행 연구와 48시간 발효된청국장의아미노태
질소 함량은 197-603 mg%로 측정된 Lee 등(22)의 연구와
비교시본연구에서측정된 3종청국장시료들의아미노태
질소함량이 더 높게 나타났다. 특히, WSS(2.5S)은 L.
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acidophilus KCTC 3925의 생육이 진행됨에 따라 고초균의
생육이 억제되는 것으로 판단할 수 있으며, 유사한 이유로
Con(2.5S)군에서도설탕이 1차청국장발효 시생성된 여러
가지 미생물들의 생육을 촉진하는 것으로 생각된다.
암모니아태질소는변패또는이상발효의지표로단백질

분해과정 중 deamination에 의하여 생성되고 과량 생산 시
에는 불쾌취로 작용해 청국장 품질저하의 원인이 된다
(23)(Table 4). 본 연구에서 제조된 청국장의 암모니아태
질소는 Con, Con(2.5S), WSS(2.5S)가 각각 113.9, 96.6,
160.1 mg%로 측정되었으며 각 시료들 간 유의적인 차이는
없었다.
본 연구결과는선행연구에서 고초균에 L. plantarum또는

L. sakei를첨가하여제조한청국장의암모니아태질소함량
을 50.4-213.4 mg%로 보고한 결과(10,11)와 유사하였다.
환원당은 환원당류인 glucose, fructose, maltose 등의 함

량을 나타내고 식품에 단맛을 부여하는 물질이다(23). Con,
Con(2.5S), WSS(2.5S)의 환원당 함량은 각각 0.55, 0.47,
0.57%로 각 군들간 사이의 유의적인 차이는 없었다(Table
4). Kim 등(24)은 순창지역 청국장의 환원당 함량이
0.18-0.73%였다고 보고하여 본 연구에서 측정한 청국장 시
료들의 환원당 함량과 유사하였다.

Table 4. Amino-type nitrogen, ammonia-type nitrogen, and
reducing sugar contents of three kinds of Cheonggukjang

Type Con1) Con (2.5S) WSS (2.5S)

Amino-type nitrogen (mg%) 966.0±0.02)a3) 793.3±113.2b 700.0±61.0b

Ammonia-type nitrogen (mg%) 113.9±32.1a 96.6±20.9a 160.1±39.8a

Reducing sugar contents (%) 0.55±0.08a 0.47±0.10a 0.57±0.10a

1)Con, prior to 2nd fermentation, either 0, 2.5, 7.5% of sucrose was supplemented
to fermentation broth then 2nd fermentation was carried out at 40℃ for 48 h; WS,
to fermentation broth containing 40 g of Cheonggukjang and 2% lactic acid, sucrose
solution was supplemented as indicated in Table 1 and 2nd fermentation was carried
out at 40℃ for 48 h using L. acidophilus KCTC 3925; WSS, to fermentation
broth, sucrose solution was supplemented and then heat-sterilized at 100℃, 15 min.
2nd fermentation was carried out at 40℃ for 48 h using L. acidophilus KCTC 3925.

2)All values are mean±SD (n=3).
3)Means with different superscripts in the same row are significantly different at p<0.05

by Duncan`s multiple range test.

α-Amylase 및 protease 활성

α-Amylase는 식품속의 전분을 저분자량화하고 이때 생
성된 단당류 등의 저분자물질들은 감미 성분을 증진시켜
청국장 발효 품질을 향상시키는 중요한 효소이다(Table
5)(18,23). Con, Con(2.5S)와 WSS(2.5S)의 α-amylase 활성은
각각 23.6, 25.9와 32.9 unit/mL로 측정되었으며 각 군들
사이의유의적인차이가없었다. B. subtilis HJ18-3과 KACC
15935를 사용하여 제조한 청국장의 α-amylase 활성은
11.5-29.7 unit/mL였으며, B. subtilis HJ 18-9와 HJ 25-8를
종균으로 제조한 청국장은 6.8-12.1 unit/mL로 측정되어 연
구자별 청국장 시료의 α-amylase 활성 차이가 있었다

(23,25,26). Protease는 청국장 제조 시 대두 단백질을 아미
노산, 폴리펩타이드 등으로 분해하고 구수한 맛을 나타내
는 지표로 아미노태 질소와 연관성이 높다(Table 5)(11).
Con의 protease 활성은 445.5 unit/mL 였으며, Con(2.5S)과
WSS(2.5S)의 protease 활성은 각각 200.9와 154.6 unit/mL로
나타나서 WSS(2.5S)에서 유의적으로 낮았다(p<0.05).

Lee 등(26)은 종균과 청국장 발효조건이 효소들의 활성
을 결정하는 주요 원인으로 제시하였다. 고초균과 유산균
을종균으로사용하여청국장을제조한 Ju와 Oh의연구(11)
에서는 고초균을 단일사용 시 protease 활성은 177.0
unit/mL였으며, 고초균을 배양한후유산균을 접종 시 136.4
unit/mL, 고초균과 유산균을 동시접종 시에는 110.2 unit/mL
로 나타나서유산균의생육이 고초균의생육을억제한다고
보고하여 본 연구에서 확인된 WSS(2.5S)의 낮은 protease
효소활성 결과와 일치하였다.
이상의 결과들을 정리해보면, 청국장 발효 시 설탕

(2.5-7.5%)의 첨가는 후속발효에서 유산균의 생육을 촉진
하여 청국장의 pH를 산성화시키고 비배당체 이소플라본
함량을 감소시킨다. 하지만, 설탕첨가는 유산균 유래의 β
-glucosidase 활성을 증가시키고 청국장 점질물의 물성에
변화를 주었다. 본 연구는 β-glucosidase 활성이 있는 유산
균을 추가적으로 종균으로 사용하여 비배당체 이소플라본
함량의추가적인 생성을기대하였으나단일균주로접종하
여제조한청국장에서더높은비배당체이소플라본생성을
확인하였다. 그럼에도 불구하고, 본 연구는 설탕과 β

-glucosidase 활성이 높은 유산균을 사용 시 비배당체 이소
플라본 생성의 감소를 낮추면서 청국장 점질물의 특성을
개선시킨다는 결론을 얻을 수 있었다.

Table 5. Enzyme activities of three kinds of Cheonggukjang
(unit: unit/mL)

Enzyme Con1) Con (2.5S) WSS (2.5S)

α-amylase 23.6±6.12)a3) 25.9±6.8a 32.9±10.0a

Protease 445.5±86.7a 200.9±97.0b 154.6±57.9b

1)Con, prior to 2nd fermentation, either 0, 2.5, 7.5% of sucrose was supplemented
to fermentation broth then 2nd fermentation was carried out at 40℃ for 48 h; WS,
to fermentation broth containing 40 g of Cheonggukjang and 2% lactic acid, sucrose
solution was supplemented as indicated in Table 1 and 2nd fermentation was carried
out at 40℃ for 48 h using L. acidophilus KCTC 3925; WSS, to fermentation
broth, sucrose solution was supplemented and then heat-sterilized at 100℃, 15 min.
2nd fermentation was carried out at 40℃ for 48 h using L. acidophilus KCTC 3925.

2)All values are mean±SD (n=3).
3)Means with different superscripts in the same row are significantly different at p<0.05

by Duncan`s multiple range test.

요 약

본 연구에서는 청국장제조 시 고초균(B. subtilis)과 유산
균인 L. acidophilus균 복합사용이 청국장 품질 특성에 미치
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는 영향을 연구하였다. 타 장류와 달리, 청국장은 과당중합
체와 폴리감마글루탐산의 복합체인 점질물질을 생성한다.
본 연구에서는 일반적인 청국장 발효과정(1차 발효) 후에
설탕(0, 2.5, 7.5%)을 첨가하고 균체외 다당류 생성능이 있
는 유산균을 첨가하여 추가적으로 40℃에서 48시간 동안
2차 발효하였다. 2차 발효된 청국장 시료들의 가용성 고형
분, 점질물의 신장성, pH, 환원당, 아미노태 질소함량, 암모
니아태 질소함량, α-amylase, 및 protease 활성 측정, 이소플
라본함량을평가하였다. 2차발효공정에서설탕의추가적
인 첨가는 청국장 시료의 pH, 비배당체 이소플라본 함량,
아미노태 질소함량과 protease 활성을 저하시킨 반면, 청국
장 점질물의 신장성과 산(acid) 생성 미생물의 생육을 증가
시켰다. 결론적으로, 본 연구에서는 청국장 제조 시 B.
subtilis과 L. acidophilus균 복합사용이 청국장 점질물질의
생성을 촉진하고 청국장 품질 특성을 변화시킨다는 것을
보여준다.
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