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고초균을 이용한 볶은 콩과 곡류 혼합 발효물의 물성 및 기능성 평가
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Abstract

Roasted soybean flour (RSF) and mixed cereals were fermented by the solid state fermentation using Bacillus
subtilis HA to optimize the production of biologically active compounds. The RFS fermented with 52.7% moisture
content showed higher production with protease activity of 42.6 unit/g and 10% mucilage content after fermenta-
tion for 24 hr. Tyrosine content and protease activity after 48 hr fermentation time were the highest values
with 445.5 mg% and 55.1 unit/g, respectively. However, the wholesome fermented RSF (FRSF) was obtained
by fermentation for 24 hr because of the production of unpleasant flavors after fermentation for 48 hr. The
RSF fermented with various types and contents of cereals has no effects on tyrosine content and protease
activity. However, the addition of brown rice significantly increased mucilage content, especially indicating
24.55% at the addition of 80% (w/w). For addition of barley, fibrinolytic activity was increased to 11.82 unit/g
by the fortification of 60% barley. It is concluded that biologically active compounds including fibrinolytic activity
and mucilage content in FRSF were dependent upon the type and content of various cereals.
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서 론

대두는 동양에서 간장, 된장, 고추장, 청국장 등의 발효식

품의 형태로 널리 이용되어 왔으며, 대두에는 isoflavone,

lecithin, 식이섬유 등과 같은 생리활성물질이 풍부하고 식물

성 고단백 식품으로 영양학적으로 아주 우수한 소재이다.

특히 볶은 콩은 생 대두에 비해 고온에서 볶는 과정을 거치

면서 살균 작용으로 이물질이 제거되고 소화․흡수가 용이해

지며 콩 비린내가 제거됨과 동시에 콩의 고소한 풍미가 향상

되는 등 여러 장점을 가진다.

탄수화물이 풍부한 곡류는 두류와 혼합함으로써 상호 영

양 보완 및 각종 필수영양소와 생리활성물질들을 다양하게

얻을 수 있는 장점이 있다(1). 특히 보리는 밀, 벼, 옥수수와

더불어 세계 4위의 중요한 식량 작물이며(2), 보리의 페놀성

화합물은 내부 배유조직보다 껍질을 포함하는 외층부 및 배

아 부위에 더 많이 집적되어 있고 우수한 항산화성 및 활성

산소 소거능을 갖고 있는 것으로 알려져 있다(3). 현미는 미

강, 배아 및 배유로 이루어져 있고, 풍부한 식이섬유와 아미

노산, 비타민, 무기질 등의 영양성분들이 다량 함유되어 있

다(4-6).

대두 발효식품 중 청국장은 단기간에 고초균을 통해 발효

되고 독특한 풍미를 갖는 전통 콩 발효식품이다. 일반적으로

전통 청국장은 자연발효과정에서 고초균 외 다양한 미생물

이 관여할 수 있어 발효제품의 품질관리에 어려운 점이 있

다. 반면에 우량 고초균 스타터를 접종하여 콩 원료를 고체

발효한 일본식 생청국장(natto)은 제조공정 중 잡균의 오염

을 줄이면서 위생적인 발효제품을 생산할 수 있다. 최근에

국내에서 생산되는 청국장은 일본식 생청국장 방법을 이용

하며, 생산되는 생청국장은 사용되는 고초균 및 발효원료에

따라 최종 발효제품의 대사산물인 점질물, 가수분해효소, 혈

전분해효소 생산 등에 차이가 있으며, 품질에 영향을 미친다

(7). 청국장의 효능 중 가장 연구가 활발하며 관심이 높아진

분야는 혈전용해효소에 관한 것이다(8). 혈전의 생성은 활성

화된 thrombin에 의하여 혈장 단백질인 fibrinogen이 fibrin

으로 전환됨으로써 유도되며(9), 혈전용해효소 활성을 가진

물질들은 혈액응고의 기질인 피브린을 가수분해하여 가용

화시켜 혈전증을 치료할 수 있다(10). 현재까지 혈전증 치료

제로는 urokinase, streptokinase, tPA 등 다양한 약품이 개
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발되어 사용되나 값이 비싸고 부작용이 나타나는 단점을 가

지고 있다(11). 최근 각종 천연물 및 된장, 청국장과 같은

대두 발효식품에서 혈전용해 활성 물질을 탐색하는 연구가

활발히 진행되고 있다(12,13). 특히 발효식품의 기능강화를

위해서 고초균과 발효조건에 따른 혈전분해효소 생산을 최

적화하는 연구가 필요한 실정이다.

청국장이 건강식품소재로 이용가능성이 높아지는 반면에

심근경색, 뇌출혈 등 항응고제를 투여하고 있는 환자에게는

청국장의 섭취를 제한하고 있는데, 그 이유는 청국장에 다량

함유된 비타민 K이다. 비타민 K는 혈전용해효소 활성과 반

대의 기능을 하면서 혈액 응고 시 프로트롬빈과 그 밖의 혈

액응고 인자내의 glutamic acid를 카복실화(carboxylation)

시킨다(14). 따라서 청국장의 기능성소재로 활용을 높이기

위해서는 혈전용해효소 활성은 증진되고 비타민 K 함량은

감소된 대두 발효식품을 제조하는 것이 필요하다.

대두 및 곡류 분말을 이용한 연구에는 볶은 콩가루를 이용

한 식빵 특성 연구(15), 보리의 유산발효(16) 등에 관한 연구

는 수행되어있으나 대두와 곡류를 혼합물을 이용하여 고초

균에 의한 고체 발효 연구는 이루어지지 않은 실정이다.

따라서 본 연구에서는 볶은 콩과 곡류를 혼합한 분말을

이용하여 고초균에 의한 고체 발효조건을 최적화함으로써

혈전용해효소 활성과 점질물 등의 생리활성물질을 향상시

키고자 하였다. 또한 고초균 특유의 발효취가 감소되고 기능

성 물질이 강화된 발효물을 제조하고 다양한 식품 소재로

이용하고자 하였다.

재료 및 방법

실험재료

볶은 콩(roasted soybean flour, RSF)과 곡류 분말은 천호

식품(Daegu, Korea)으로부터 구입하여 밀봉한 후 암소에서

보관하여 사용하였으며, 곡물의 탄수화물, 단백질, 조지방,

식이섬유와 같은 일반성분 분석 결과는 볶은 콩이 각각

37.1%, 35%, 19.3%, 37.63%이고, 현미는 87.4%, 7% 2.3%,

8.10%, 보리는 84.9%, 10%, 2.1%, 15.07%인 것을 사용하였

다. 혈전용해효소 활성 측정에 필요한 fibrinogen, thrombin

시약은 Sigma사(St. Louis, MO, USA)의 제품을 구입하여

사용하였다. HPLC에 사용된 water와 acetonitrile은 HPLC

등급용 용매(J.T Baker, Phillipsburg, NJ, USA)를 사용하였

으며, 그 외의 시약들은 Sigma사의 제품을 구입하여 사용하

였다.

Starter 제조

고초균은 한국종균협회로부터 분양받은 Bacillus subtilis

HA(KCCM 10775P) 이외에 전통청국장에서 분리된 Bacillus

subtilis KU-A(17), PUL-A 및 Bacillus amyloliquefaciens

MJ-3(18)을 이용하였다.

스타터 배양액은 탈지대두분말 5% 용액(w/v)을 homog-

enizer(TH220, Omni International, Waterbury, CT, USA)

를 이용하여 10,000 rpm에서 1분간 균질화한 후 autocalve

(MLS-3020, Sanyo Electric Co., Ltd., Osaka, Japan)를 이

용하여 121
o
C에서 15분간 멸균한 액체 배지 50 mL에 MRS

agar plate에서 배양(42oC, 24 hr)한 균주를 1회 접종한 뒤

진탕배양기(SI-900R, JEIO TECH Co., Daejeon, Korea)에

서 42
o
C, 24시간 동안 배양(180 rpm)하여 스타터(6.5×108

CFU/mL)로 사용하였다

발효물 제조

250 mL 비커에 볶은 콩 25 g과 볶은 콩 대비 곡류 분말을

농도별(0～80%)로 첨가하여 혼합한 후 혼합된 시료는 au-

toclave(MLS-3020, Sanyo Electric Co. Ltd.)를 이용하여

121oC에서 15분간 멸균시킨 후 실온(27～30oC)에서 충분히

식히고, 고형분 기준으로 1부피 증류수를 첨가한 후 고초균

B. subtilis HA starter를 고형분 무게의 1%씩 접종하여

42oC, 24시간 동안 발효하였다. 수분함량 및 발효시간에 따

른 실험은 최적조건을 설정하기 위하여 먼저 실시하고, 그

후 곡물 종류에 따른 생리활성물질 변화를 알아보았다.

Tyrosine 함량 측정

발효물의 peptide 함량을 측정하기 위하여 Folin phenol

시약을 이용하여 발효물 추출액 중에 존재하는 tyrosine 함

량을 측정하였다(19). 발효물 2 g에 증류수 18 mL을 희석하

여 균질화 한 시료를 15,000 rpm에서 15분간 원심분리 하였

다. 상등액 0.7 mL에 0.44 M TCA(trichloroacetic acid) 0.7

mL을 첨가하고 37oC에서 30분간 반응시킨 후, 15,000 rpm에

서 15분간 원심분리 하여 침전물을 제거하였다. 회수된 상등

액 1 mL에 0.55 M Na2CO3 2.5 mL와 phenol reagent 0.5

mL를 차례로 넣고 혼합한 후 37oC 항온수조에서 30분간 반

응시켰다. 상온에서 냉각시킨 후 반응액의 흡광도를 spec-

trophotometer(UVIKON 922, Kontron Instruments, Milan,

Italy)로 660 nm에서 측정하였다.

Protease 활성 측정

Protease 활성은 발효물 2 g에 0.02 M phosphate buffer

(pH 7.0) 18 mL을 첨가한 뒤 실온에서 진탕 후 원심분리

(15,000 rpm, 15 min)하여 상등액으로부터 조효소액을 조제

한 다음 protease 활성은 Anson의 방법을 변형하여 측정하

였다(20). 0.6% casein solution 0.35 mL을 기질로 하여 검액

과 37
o
C에서 10분간 반응시킨 후 시험용과 공시험용 각각의

e-tube에 10배 희석한 효소액을 0.35 mL 넣은 후 37oC에서

10분간 반응시킨다. 0.44 M TCA 0.7 mL을 첨가하여 반응을

정지시키고, 단백질을 침전시킨 후 37
o
C에서 30분간 반응시

킨 후, 15,000 rpm에서 10분 동안 원심분리 하여 침전물을

제거하였다. 회수된 상등액 1 mL에 0.55 M Na2CO3 2.5 mL

과 Folin 시약(원액을 3배 희석한 액) 0.5 mL을 혼합한 후

37oC 항온수조에서 30분간 반응시켰다. 상온에서 냉각시킨

후 660 nm에서 흡광도를 측정하였다. 이 반응 조건하에서
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1분 동안 tyrosine 1 μg을 유리하는 효소량을 1 unit로 하였

다. 공시험은 조효소액을 첨가하기 전에 0.44 M TCA를 넣

은 후 동일하게 실시하였다.

점질물 함량 측정

발효물 5 g에 증류수 45 mL를 첨가하여 점질물을 용출한

후 원심분리 하여 상등액을 회수하였다. 회수된 상등액에 2

배 부피의 isopropanol을 첨가하여 혼합한 후 형성된 점질물

은 95% ethyl alcohol에 세척하여 얻어진 점질물을 건조하여

실험에 사용하였다. 상기에서 회수된 건조 점질물을 50oC에

서 항량이 될 때까지 감압건조기를 이용하여 건조 후, 건조

중량으로 측정하였다(21).

점도 및 점탄성 분석

발효물의 점조도는 Rheometer System(HAAKE Rheo

Stress 1, Karlsruhe, Germany)에 cone plate device(Platte

PP35 Ti, 3.5 cm diameter)를 장착하여 측정하였다. 시료

1.2 mL plate에 올려 구간 당 10초 동안의 평균값이 측정되

어 얻은 값을 shear rate(1/s)와 shear stress(Pa)로 나타내어

점조도가 높아짐에 따라 층밀림 변형력이 높아지는 효과를

측정하였다. 측정온도 20
o
C에서 전단속도(ř)는 1～100 s

-1
의

범위로 유동특성을 알아보았고, 점조도지수와 유동지수 값

은 Power law model(τ=arb)로 측정하였다(17).

Power law model: σ＝Κ·γn

동적 점탄성(dynamic viscoelasticity) 측정은 변형력과

변형률 사이에 선형관계가 나타나는 구간을 결정하기 위하

여 frequency sweep로부터 결정된 진동수(frequency, ω)

6.2832 rad/s에서 측정하여 탄성률(elastic modulus G')과 점

성률(viscous modulus G")을 측정하였다.

혈전용해효소 활성 측정

혈전용해효소 활성은 fibrin plate method의 일종인

Astrup과 Mϋllerz의 방법(22)을 사용하여 측정하였다. Fibrin

plate는 0.5% fibrinogen을 67 mM sodium phosphate buffer

(pH 7.5)에 용해시켜서 직경 9 cm인 petri dish에 10 mL을

가하였다. 여기에 67 mM sodium phosphate buffer(pH 7.5)

에 용해된 thrombin 효소(100 unit/mL) 0.1 mL을 가하고

신속하게 혼합한 후 실온에서 30분간 방치하여 고형화 시켰

다. 혈전용해효소 활성 측정 시료는 발효물 1 g에 0.1 M

sodium phosphate buffer(pH 7.5) 9 mL을 혼합한 후 15,000

rpm에서 15분 동안 원심분리 하여 얻은 상등액을 이용하였

다. Fibrin plate에 sample을 20 μL씩 점적하여 37oC에서 2시

간 반응시킨 후 용해 면적으로 효소 활성을 구하였다. 표준

plasmin 효소 활성의 표준곡선을 작성한 후 표준곡선과 비

교하여 plasmin unit로 환산하여 혈전용해효소 활성(%)을

나타내었다. 대조구로는 정제된 혈전용해효소인 plasmin(5

unit/mL)을 사용하여 계산하였다.

비타민 K2 함량 분석

발효물의 비타민 K2 함량 분석은 발효물 15 g에 isopro-

panol 60 mL를 첨가하여 혼합한 후 homogenizer를 이용하

여 10,000 rpm에서 5분간 분쇄 후 균질화 하였다. 균질화한

시료를 원심분리 하여 상등액을 회수하여 추출에 이용하였

다. 상등액 20 mL에 증류수 40 mL과 isopropanol 40 mL를

각각 가한 후 hexane 250 mL를 가하여 강하게 흔들어준

후 상층액을 비커에 취하였다. 잔류물에 다시 동일 용매를

가하여 같은 조작을 3회 반복한 후 추출된 용액을 모두 합하

였다. 추출된 용액을 증류 flask에 놓은 후 감압 증류하여

용제를 제거시킨 후 ethanol에 용해시켜 전량을 2 mL로 하

였다. Ethanol에 용해시킨 시료를 여과지로 여과한 후 0.45

μm syringe filter(Minisart RC 15, Sartorius, Goettingen,

Germany)로 여과하여 사용하였으며, 같은 조작을 3회 반복

하여 측정수치의 평균을 취하였다. 이때 HPLC 분석 조건은

column(ZORBAX ODS, Shodex, Kawasaki, Japan)을 이용

하여 이동상을 95% ethanol로 유속 0.8 mL/min의 속도로

흘려주었고, 굴절률(refractive index)에 의해 검출하였다.

통계처리

각 실험은 3회 이상 반복실험을 통하여 결과를 얻어 SPSS

12.0을 사용하여 통계처리 하였으며, 각각의 시료에 대해 평

균±표준편차로 나타내었다. 각 시료군에 대한 유의차 검정

은 분산분석을 한 후 p<0.05 수준에서 Duncan's multiple

test에 따라 분석하였다.

결과 및 고찰

수분 첨가에 따른 발효 시 품질변화

발효의 품질 특성을 결정짓는 중요 요인 중 하나가 발효

원료의 초기 수분함량 차이에 있으며, 고초균 생육 및 대사

산물의 효과적인 생산을 위해서는 콩 또는 곡류 분말원료에

수분함량의 첨가가 필요하다. 따라서 볶은 콩 25 g 대비 수분

함량을 각각 0.75, 1.0, 1.25, 1.5배 첨가하여 42
o
C에서 24시간

동안 고체 발효시켰다. 이때 볶은 콩 분말의 초기 수분함량은

5.72%이었으며, 수분 첨가량에 따라서 초기발효물의 수분

함량은 각각 44.8%, 52.6%, 57.9% 및 62.9%를 나타내었다.

발효물의 tyrosine 함량, 가수분해효소 활성(proteolytic

activity), 점조도 및 점질물 함량을 측정한 결과는 Table 1에

나타내었다. Tyrosine 함량은 원료분말 대비 수분이 많이

첨가될수록 감소하는 경향을 나타냈으며, protease 활성은

수분 1배 첨가에서 초기 수분함량이 52.6%이며 42.6 unit/g

으로 조금 증가하였다가 수분이 더 첨가될수록 다시 감소하

였다. 이는 수분함량이 고형분 대비 1배 이하로 첨가될 경우

수분함량이 부족하여 일부 분말이 수분과 혼합되지 못하고

분말 자체로 남아있는 것을 볼 수 있기 때문에 발효가 원활

히 이루어지지 않아 효소 활성이 낮은 것으로 생각되며, 수분

이 필요 이상으로 첨가될 경우 오히려 고초균의 효소 생합성
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Table 1. Effect of moisture content on the physicochemical properties of fermented RSF

Moisture content
(%)

Tyrosine content
(mg%)

Proteolytic activity
(unit/g)

Consistency index
(Pa sn)

Mucilage content
(%)

0.75
1.0
1.25
1.5

486.21±14.96
437.45±4.77
403.98±22.12*
349.06±13.25**

15.09±7.48
42.64±4.43**
34.12±9.06*
31.37±6.63

33.27±0.48
32.82±0.14
28.34±0.53
12.55±0.38**

9.38±0.83
10.60±0.80
9.24±0.36*
7.81±0.65

Mean±SD (n=3); Compared to control (0.75%) as determined by Tukey's studentized range (HSD) test (*p<0.05, **p<0.01).
Fermentation is performed at 42oC for 24 hr.
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Fig. 1. Comparison of elasticity (G') and viscosity (G") in
the RSF fermented by water content.

과정이 억제되어 효소활성이 감소된 것으로 판단된다. Lee

등(23)은 protease 활성에 영향을 미칠 수 있는 인자로 발효

및 숙성 온도, 수분, 소금, 무기 금속이온 등의 성분 조성의

차이 등이 있다고 보고하였다.

발효물의 점조도 측정 결과 수분 0.75배 첨가는 33.27 Pa

s
n
으로 나타났으나 수분함량이 증가할수록 감소하는 경향을

나타냈으며, 점질물 함량 역시 점조도와 유사한 경량을 나타

내었고 수분 1배 첨가에서 10.60%로 가장 최대치에 이르렀

다가 수분이 더 첨가될수록 감소하는 경향을 나타냈다. 따라

서 발효물의 효소활성과 물성 특성을 고려해 볼 때 수분은

원료 분말 대비 1배 첨가될 경우 초기 분말 원료의 수분함량

이 52.6%이었으며, 이때 고초균에 의한 고체발효가 가장 잘

이루어져 발효물의 점질물을 포함한 물성 특성이 양호함을

확인하였다.

수분 첨가에 따른 발효 시 물성변화

볶은 콩 분말에 수분 첨가 비율에 따라 발효물의 점조도

차이에 따른 물성 변화를 확인하기 위하여 각각 발효물의

점탄성을 측정하였다. 점탄성은 물체에 힘을 가했을 때 탄성

변형과 점성을 지닌 흐름이 동시에 나타나는 현상을 나타낸

다. 수분 첨가량에 따른 발효물의 탄성률(elastic modulus

G')을 측정해 본 결과 수분이 가장 적게 첨가된 발효물의

탄성률(G')이 285 Pa, 수분이 가장 많이 첨가된 발효물의

탄성률(G')이 47 Pa로 두 발효물은 상반된 탄성 값을 나타내

었으며, 수분 첨가량이 증가될수록 탄성률이 감소하는 것을

알 수 있었다(Fig. 1).

점성률(viscous modulus G")에 대한 결과 역시 수분이

가장 적게 첨가된 발효물과 수분이 가장 많이 첨가된 발효물

에서 각각 190 Pa, 37 Pa 값을 나타냈다. 탄성률에 비해 점성

률에서는 확연한 차이를 볼 수 없었으며, 수분첨가에 따른

점탄성률이 감소하는 유사한 경향을 나타냈다. 또한 수분

첨가량에 따른 발효물은 탄성률이 점성률에 비해 약 1.5배

높은 특성을 가지는 것으로 나타났다. 높은 탄성률을 가질

경우 고분자 물질로 구성되며 다당류를 많이 함유하고 있다

고 추측할 수 있다.

발효 시간에 따른 발효 시 품질변화

고체발효를 위한 수분함량의 최적 첨가조건으로 원료 분

말 대비 1배 수분을 첨가하고, 42
o
C에서 발효 시간(8～48

hr)에 따라 배양하였다. 배양된 FRSF의 tyrosine 함량, 가수

분해효소 활성, 점조도 및 점질물 함량을 측정하였다.

Tyrosine 함량 및 protease 활성은 발효 시간이 길어질수

록 비례적으로 증가함을 알 수 있었다. 특히 protease 활성은

발효 12시간에서 급격히 증가 후 48시간까지 55.1 unit/g으

로 조금씩 증가하는 경향을 나타냈으나 큰 차이는 없는 것으

로 나타났다(Table 2). Choi 등(24)은 B. subtilis 균주를 이

용한 청국장 메주 제조 시 protease 활성이 숙성 7일까지 급

격한 증가를 보인 후 14일 후부터 급격히 감소하였다고 보고

하였으며, Lee와 Bai(25)는 발효 12시간 이후부터 증가하기

시작하여 32시간에 최대의 효소생산을 보였다고 보고하였다.

Tyrosine 함량과 가수분해효소 활성 결과에서 48시간에

서 활성이 좋았으나, 24시간에서는 발효취가 미비하였던 것

이 발효 시간이 48시간 이상으로 길어지면서 발효물에서 발

효취가 강하게 나타나 발효물의 관능적 기호성에 부정적 영

향을 주기 때문에 발효기간이 길어질수록 발효물의 품질이

떨어지는 것으로 생각된다. 또한 발효온도 42
o
C에서 26시간
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Table 2. Effect of fermentation time on the physicochemical properties of fermented RSF

Fermentation
time (hr)

Tyrosine content
(mg%)

Proteolytic activity
(unit/g)

Consistency index
(Pa sn)

Mucilage content
(%)

8
12
16
20
24
48

138.1±14.4
209.5±7.7***
250.5±16.7**
382.6±15.0**
437.5±4.8***
445.5±17.3***

ND
30.4±4.1
35.7±3.0***
40.4±6.5***
42.6±4.4***
55.1±6.7***

1.75±0.31
4.24±0.34
8.56±0.97*
16.32±0.47***
32.82±0.14***
33.84±0.74***

ND
4.81±0.8***
7.37±0.8***
8.36±0.7***
10.60±0.8***
10.24±1.2***

Mean±SD (n=3); Compared to control (8 hr) as determined by Tukey's studentized range (HSD) test (*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001).
Fermentation is performed at 42oC with moisture content of 52.6%.

Table 3. Comparison of tyrosine content and protease activity of RSF fermented with addition of various cereals

Sample
Cereal contents (%)

Control1) 20 40 60 80

Tyrosine content (mg%)
Barley

Brown rice
437±5 453±26

471±22
448±25
445±15

433±16
440±41

447±41
406±42

Protease activity (unit/g)
Barley

Brown rice
42.6±4 52±2*

33±5
46±4*
37±5

44±3
39±3

42±3
38±5

1)
Control: Roasted soybean flour (not add to cereals).
Mean±SD (n=3); Compared to control as determined by Tukey's studentized range (HSD) test (*p<0.05).

0

50

100

150

200

250

300

350

400

1 2 3 4 5 6 7 8

Frequency (Hz)

E
la

st
ic

ity
 m

od
ul

us
 (G

',P
a)

  .

8 12 16 20 24 48

0

50

100

150

200

250

300

350

400

1 2 3 4 5 6 7 8
Frequency (Hz)

V
is

co
si

ty
 m

od
ul

us
 (G

",P
a)

  . 8 12 16 20 24 48

Fig. 2. Comparison of elasticity (G') and viscosity (G") in
the RSF fermented during fermentation time.

발효 이후에는 발효 비지로부터 암모니아취가 심해진다고

보고된 것과 비교할 때 유사한 경향이 나오는 것을 확인하였

다(26).

점조도 측정 결과 발효 시간이 증가할수록 효소 활성과

같이 비례적으로 증가하였으며, 점질물 함량은 발효 시간에

따라 비례적으로 증가하였다가 24시간에서 10.60%로 가장

많이 생성되었으며 48시간에서 조금 감소하는 경향을 나타

냈다.

따라서 전반적인 결과를 종합해 볼 때 고초균에 의한 고체

발효 시 24시간 발효한 발효물의 특성이 가장 좋음을 확인하

였다.

발효 시간에 따른 발효 시 물성변화

볶은 콩 분말 대비 1배의 수분을 첨가하여 발효 시간에

따른 발효물의 점조도 차이를 확인하기 위하여 각각 발효물

의 점탄성을 측정하였다.

발효 시간에 따른 발효물의 탄성률을 측정해 본 결과 발효

8시간에서 16시간까지는 확연한 차이를 볼 수 없었으나 발효

20시간 이후 급격하게 탄성률이 증가하였다. 발효 48시간에서

G'값 333 Pa로 가장 높은 탄성값을 나타내었으며 발효 시간이

길어질수록 탄성값이 증가하는 것을 알 수 있었다(Fig. 2).

점성률에 대한 결과 발효 시간이 길어질수록 높은 점성값

을 나타냈으며 발효 20시간 이후 급격하게 증가한 것으로

나타났으며 발효 48시간에서 G" 값 163 Pa을 나타냈고, 이는

탄성률과 점성률의 경향이 동일한 것을 확인하였으며, 발효

시간에 따른 발효물은 탄성률이 점성률에 비해 약 2배 이상

높은 특성을 가지는 것으로 나타났다.

곡물 종류별 tyrosine 함량 및 protease 활성 변화

볶은 콩 25 g 대비 보리, 현미를 농도별로(0～80%) 각각

첨가하여 42
o
C, 24시간 배양 후 배양된 발효물의 tyrosine

함량 및 가수분해효소 활성 변화를 알아보았다. 그 결과는

Table 3에 나타내었다. 볶은 보리 및 현미의 수분함량은 각

각 3.5% 및 3.9%이었으며, 콩 분말 기준으로 곡류가 농도별

로 0, 20, 40, 60, 80% 수준으로 첨가된 초기 원료의 수분함량

은 50～53% 수준으로 측정되었다. 곡류 분말 종류 및 농도
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Fig. 3. Comparison of mucilage content of RSF fermented
with addition of various cereals. Mean±SD (n=3); Compared
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에 따른 tyrosine 함량 변화는 대조구에 비해 감소하였으나

농도에 따른 차이는 없었으며, 현미 20% 첨가에서 471 mg%

으로 조금 높으나 오차범위를 감안했을 때 대조구와 큰 차이

가 없는 것으로 나타나고, 보리 분말은 농도가 높아질수록

tyrosine 함량이 감소되는 것으로 나타났다. Protease 활성

변화는 보리에서 52 unit/g으로 효과가 조금 증가하였으나

미비한 것으로 확인되었다.

결과적으로 tyrosine 함량 및 가수분해효소 활성을 측정

한 결과 곡류 분말 종류 및 첨가 농도에 따른 큰 효과는 얻을

수 없었다. 이는 부 원료로 첨가된 곡류 분말이 탄수화물을

주로 함유하고 있으며, tyrosine 및 효소 활성을 증진시킬

수 있는 단백질을 소량 함유하고 있기 때문에 단백질 가수분

해물이 적게 생성되는 것으로 사료된다.

곡물 종류별 점질물 함량 변화

볶은 콩 대비 보리, 현미를 농도별로 첨가하여 배양 후

배양된 발효물의 점질물 함량 변화를 알아보았다.

점질물 함량에 대한 효과는 보리에서 나타났으나 미비하

였고, 현미 첨가 발효물에서 점질물 효과가 크게 나타났다.

현미 농도에 따른 첨가 결과 현미 첨가량이 증가할수록 점

질물 함량이 비례적으로 증가하였으며, 첨가되지 않은 대조

구의 점질물 함량 12.8%에서 현미 80% 첨가 시 최대 24.55%

까지 약 2배 증가하였다. 이는 곡물 종류에 따라 발효물의

점질물 함량에 차이가 있었으며, 특히 발효물의 점짐물 함량

이 첨가된 현미의 농도에 의존성을 보였다(Fig. 3). 보고된

바에 의하면 비지를 B. subtilis KU-A와 B. subtilis GT-D

균주로 발효한 비지 발효물의 점질물 함량은 각각 4.9%,

2.9%로 알려져 있다(27). 또한 24시간 동안 발아시킨 아가콩

을 이용하여 제조한 청국장 발효물은 12시간 후 1.11%, 36시

간에는 5.56%로 증가하였으며 이후는 점질물 함량의 증가

는 다소 미비하여 유의적인 변화가 없었다고 보고되어 있다

(28).

이와 비교할 때 현미가 첨가된 볶은 콩 발효물은 점질물

함량이 최대 24.55%까지 증가된 것을 볼 때 현미가 고초균

에 의한 볶은 콩 발효물에서 점질물 증진에 아주 우수한 소

재라고 추측된다.

곡물 종류별 혈전용해효소 활성 측정

볶은 콩 대비 보리, 현미를 농도별로 첨가 후 배양된 발효

물의 혈전용해효소 활성 변화를 알아보았다.

현재 상업적으로 판매되는 혈전용해제의 부작용을 줄이

면서 체내 혈전형성 예방효과가 있는 새로운 혈전용해제 개

발이 요구되며 경제적이고 경구투여가 가능한 식품으로의

연구가 필요하다(29).

발효물의 혈전용해효소 활성 측정에서는 볶은 콩 분말에

보리를 첨가한 경우에 효과를 보였으며, 보리 첨가량이 증가

할수록 비례적으로 혈전용해효소 활성이 증가하였다. 곡류

분말이 첨가되지 않은 대조구에서 약 6 unit/g의 활성을 나

타낸 것과 비교해 볼 때 보리 이외 현미 분말을 첨가할 경우

도 활성이 모두 증가하였으나 특히 보리 60% 첨가에서 11.82

unit/g으로 대조구에 비해 약 2배가량 활성이 증가되었으며

보리 80% 첨가에서 감소하는 경향을 나타냈다(Fig. 4). Han

등(30)에 의하면 보리와 현미입국으로 제조한 전통주가 각

각 20 U와 18 U로 시판 입국으로 제조한 전통주(15 U)보다

높은 혈전용해 활성을 보였다고 보고하였다. 고초균에 의한
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고체발효에서 보리, 현미 등의 곡류에 의한 혈전분해효소

활성 증진에 대한 연구 보고는 없는 것으로 사료된다.

결과적으로 보리 분말이 첨가된 볶은 콩 분말을 고초균에

의한 고체 발효시키는 것이 높은 혈전용해효소 활성을 갖는

발효조건으로 판단되며, 볶은 콩 대비 보리 60% 첨가된 원

료를 고초균에 의한 최적 고체발효 조건으로 결정하였다.

고초균 종류에 따른 혈전용해효소 활성 및 비타민 K2 함

량 측정

볶은 콩 대비 보리를 60% 첨가하여 B. subtilis를 포함한

총 4종의 균주를 혼합 곡물 발효에 이용하였고, 그 결과 B.

subtilis HA, KU-A, PUL-A 균주가 높은 혈전용해효소 활

성을 나타내었으며, 특히 B. subtilis HA가 11 unit/g로 가장

높은 활성을 나타냈다. 이는 Kil 등(31)이 보고한 청국장 배

양 시 24시간에 효소활성이 최고치를 보였으며, 배양 후 36

시간 이후부터는 효소 활성이 감소하였다는 결과와 유사한

것으로 나타났다.

또한, 혈전용해효소 활성과 반대되는 비타민 K는 카복실

화 효소의 조효소로 작용하여 혈액 응고 인자 전구체 단백질

의 글루탐산을 감마 카복실 글루탐산으로 전환시켜 혈액 응

고 작용에 기인한다. 따라서 혈전용해효소 활성이 뛰어난

청국장은 심근경색, 뇌출혈 등 항응고제를 투여하고 있는

환자는 청국장을 금기시키고 있다(32).

따라서 혈전용해효소 활성이 가장 우수했던 4가지 균주를

이용하여 제조된 발효물의 비타민 K2를 측정한 결과, B.

subtilis HA, KU-A, PUL-A 균주를 접종한 발효물에서 B.

amyloliquefaciens MJ-3에 비해 비타민 K2가 조금 낮게 나

타났으며 특히 B. subtilis HA를 접종한 발효물에서 2.36 μg/

g로 가장 적게 함유되어 있었다. 비타민 K2는 필요량이 적고

장관의 박테리아에 의해 인체 내에서 합성되므로 굳이 식품

을 통해 섭취하지 않아도 결핍증에 걸리지 않는다. 따라서

비타민 K2 함유량이 적은 청국장 발효물 생산이 필요하고,

그 결과 B. subtilis HA가 혈전용해효소 활성은 증가시키면

서 비타민 K2 함량이 적은 발효물을 생성할 수 있는 것으로

확인되었다.

요 약

본 연구에서는 콩 비린내가 감소되고 고소한 풍미가 증진

된 볶은 콩에 다양한 볶은 곡류 분말을 혼합하여 Bacillus

subtilis HA 고초균을 이용한 고체발효를 행하였다. 발효 원

료의 수분함량 및 발효 시간에 따른 결과 볶은 콩 분말 대비

수분 1배 첨가된 초기 수분함량 52.6%에서 24시간 발효 후

에 protease 활성이 42.6 unit/g으로 높았으며, 점질물 함량

역시 10.60%로 높았다. 발효 48시간째 tyrosine 함량과

protease 활성이 24시간째보다 높게 나타났으나, 발효취가

강하게 생성되어 발효 24시간이 가장 적합한 것으로 나타났

다. 곡류 분말(보리, 현미) 종류에 따른 발효조건 최적화를

위해 실시한 결과 현미 첨가 시 점질물 함량이 유의적으로

증가되었고 특히 80% 첨가 시 24.55%로 대조구에 비해 약

2배 향상되었고, 보리는 60% 첨가 시 혈전용해효소 활성이

11.8 unit/g으로 대조구에 비해 약 2배 증진된 것을 확인하였

다. 혈전용해효소 활성이 가장 우수했던 볶은 콩 대비 보리

60% 첨가 발효물에 청국장에서 분리한 균주 4가지를 접종

하여 혈전용해효소 활성 및 비타민 K2 함량을 각각 알아 본

결과 B. subtilis HA가 11.8 unit/g, 2.36 μg/g으로 가장 효과

적이었다.
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