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혈전용해활성이 우수한 Bacillus spp. 스타터를 이용한 청국장의 발효특성
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Abstract

The objective of this study was to improve the flavor of Cheonggukjang prepared by the culture optimization
of starter with the fibrinolytic activity. After 25 strains isolated from the commercial Cheonggukjang and
Doenjang in different regions were compared, 7 Bacillus strains with proteolytic and slime-producing activities
were selected. When the fibrin plate method for fibrinolytic activity was applied, CJJN-4 and 5 showed the
higher activity in tripticase soy broth (TSB). All Cheonggukjang prepared with CJJN-4 and 5 also had the
fibrinolytic activity, regardless of culture temperature or time. Especially, Cheonggukjang prepared at 40oC
showed higher activity than 45

o
C, and Cheonggukjang prepared with CJJN-4 for 48 hr at 40oC showed the highest

fibrinolytic activity. Although there was no significant difference in pH of Cheonggukjang prepared with CJJN-4
or 5 during 72 hr at 40oC, Cheonggukjang prepared with CJJN-4 at 45oC had lower pH until 60 hr than 40oC
or CJJN-5. The total amino type nitrogen contents of Cheonggukjang were 1,139.6 (CJJN-4) and 1,027.6 mg%
(CJJN-5) for 72 hr at 40oC, and their producing rates were also higher at 40oC fermentation than 45oC. Meanwhile,
the contents of ammonia type nitrogen induced unpleasant flavor were lower in Cheonggukjang with CJJN-4
and 5 at 40

o
C than CJJN-5 at 45

o
C. Therefore, Cheonggukjang fermented with CJJN-4 starter at 40oC had

the improved flavor, such as change of amino or ammonia type nitrogen production, and higher fibrinolytic
activity.
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서 론

청국장은 삶은 콩에 고초균인 Bacillus subtilis를 접종하

거나 재래적인 방법으로 볏짚 유래의 고초균을 이용하여 발

효숙성한 우리나라의 전통발효식품으로 단백질, 필수아미

노산 및 지방산 등이 풍부하며 특유의 구수한 맛과 냄새를

가지고 있는 식물성 고영양 식품이다(1). 청국장의 제조에

관해서는 균주에 따른 청국장 제조 시 품질변화 연구(2-4),

청국장의 기호성 및 풍미에 관한 연구(5), 청국장의 점질물

에 관한 연구(6) 및 청국장 스타터를 이용한 제조연구 등

(7,8)이 보고되고 있으며 주로 청국장의 품질 특성상 우려되

는 불쾌취의 감소를 위한 방법으로 원료 또는 발효방법을

달리하여 기호성 개선을 위한 연구와 균주선발 및 스타터를

이용한 향미 개선 또는 발효과정 중 성분 변화 등에 관한

연구 등이 이루어지고 있어 청국장 관련 연구는 풍미개선

및 기능성에 관한 연구에 초점이 모아지고 있다.

한편, 청국장의 기능성에 대한 연구로는 콜레스테롤 저하

(9), 고혈압방지 효과(10), 항산화효과(11), 항균효과(12)와

항암효과(13) 등도 보고되고 있으나 청국장의 혈전용해활성

과 관련된 많은 연구논문(14-16)들이 발표되었다. 특히

Fujita 등(17)과 Sumi 등(18)은 청국장과 유사한 일본 전통

식품인 낫또(natto)에서 nattokinase라는 혈전용해효소 분

리에 성공을 하였으며, 국내에서도 청국장으로부터 혈전용

해활성이 있는 우수균주를 분리, 동정하였다(15,19). 또한,

Lee 등(20)은 청국장으로부터 분리한 균주의 fibrin 분해효

소 생산배지를 최적화하였으며, Kim 등(14)은 청국장으로

부터 분리한 균주가 분비하는 혈전용해 효소의 특성을 분석

하였고, Chang 등(15)은 기능성 청국장의 제조를 위하여 청

국장으로부터 혈전용해능이 우수한 Bacillus spp. 균주를 분

리하였다. 최근에는 건강에 대한 관심이 높아지면서 청국장

은 찌개와 같은 조리식품의 원료로써 이용될 뿐만 아니라

건강식품처럼 청국장분말, 청국장 환과 같은 가공식품으로

판매가 증가되고 있다. 그러나 시중에 판매되고 있는 대부분

의 청국장 가공품은 기능성에 대한 체계적인 연구가 없고
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일반적으로 발효된 청국장을 이용하고 있어 제품에 따라 청

국장 고유의 냄새, 즉 발효과정 중에 발생되는 암모니아에

기인한 특유한 냄새로 말미암아 청소년층과 외국인이 기피

하고 있는 실정이다. 청국장의 품질은 발효에 관여하는 미생

물의 종류에 따라 달라지므로 생리활성을 보유한 균일한 제

품을 제조하기 위해서는 발효관련 미생물의 선별이 무엇보

다 중요하다 할 수 있다. 따라서 우수한 품질의 청국장 또는

가공품을 산업적으로 대량생산하기 위해서는 기능성에 대

한 체계적인 연구와 아울러 우수한 풍미를 지니는 우량균주

의 분리 및 균주의 스타터 배양에 의해 일정품질의 청국장을

생산할 수 있도록 제조방법을 표준화하는 것이 중요하다.

따라서, 본 연구는 이와 같은 청국장의 풍미상의 문제점을

해결하고 기능성을 강화하여 조리용 청국장뿐만 아니라 생

청국장 또는 식품가공용 소재로써 이용하기에 적합한 청국

장을 제조하기 위하여 여러 지역의 청국장과 된장으로부터

fibrin 분해활성이 우수한 균주를 분리하여 fibrin 분해활성

이 우수한 균주로 제조된 청국장의 발효특성을 검토하였다.

재료 및 방법

재료 및 사용배지

원료대두는 2009년 증평군(Chungbuk, Korea)에서 구입

한 국산 콩을 사용하였으며, fibrinogen과 thrombin 및 미생

물 동정을 위한 catalase test와 oxidase test 등을 위한 시약

은 Sigma Co.(St. Louis, MO, USA)의 제품을 구입하였다.

미생물 배양용 배지인 nutrient broth(NB)와 표준한천배지

및 혈전용해능 분석 배양용 trypticase soy broth(TSB)의

구성시약은 Difco Lab.(Detroit, MI, USA)사의 제품을 사용

하였다. 또한, 균주의 단백질 분해능을 조사하기 위한 배지

로는 1% skim milk를 포함하는 표준한천배지를 사용하였

다. 한편, 혈전용해활성의 공시균주인 Bacillus natto(KFRI

0170)는 한국식품연구원(Gyeonggi, Korea)에서 분양받아

NB로 배양하여 사용하였다.

미생물의 분리 및 동정

혈전용해효소를 분비하는 미생물을 분리하기 위하여 국

내의 순창지역 및 마켓에서 판매하는 제품과 소문난 음식점

으로부터 청국장, 된장을 구입하여 시료로 사용하였다. 구입

된 각 시료 5 g을 45 mL의 멸균 생리식염수가 담긴 무균

비닐팩에 넣어 Pro-media SH-001 stomacher(Elmex Ltd.,

Tokyo, Japan)를 이용하여 1분간 균질화 한 후 상등액을 단

계적으로 희석하여 10-5～10-7배 수준으로 희석하고 nutrient

agar 배지에 도말하여 mono colony를 형성시킨 다음 형태학

적으로 서로 다른 균주를 선택 분리하였다. 분리 선택된 미

생물 균주는 James와 Natalie(21)의 방법에 따라 위상차 현

미경(Olympus CH30, Tokyo, Japan)을 이용하여 세포 모양

의 관찰과 Gram 염색을 수행하였고, Jean(22)의 방법에 따

라 catalase test(유리 위에 시험균주를 도말한 후, 3% 과산

화수소 용액을 떨어뜨려 기포발생 시에 양성으로 판정)와

oxidase test를 실시하였다. Oxidase test는 시험균주를 여과

지 위에 도말하고 oxidase 측정시약(N,N,N',N'-tetra-

methyl-p-phenylenediamine dihydrochloride 0.2%, sodium

ethylenediaminetetraacetate 0.1%, sodium thiosulfate

0.05%)을 균체에 떨어뜨려 15초 이내에 푸른색으로 변하였

을 때 양성으로 판정하였다.

단백질 분해력 및 점질물 생성능

채취된 시료에서 선택 분리된 균주의 단백질 분해능은

skim milk 1%가 첨가된 표준한천배지에 접종하여 37oC에서

48시간 배양한 후 생성된 집락주변의 투명환의 직경을 측정

하여 단백질 분해력을 측정하였다. 점질물질의 생성정도는

점질물질 생성배지(phyton 1.5%, glutamic acid sodium salt

1.5%, sucrose 3%, KH2PO4 0.25%, Na2HPO4 0.17%, NaCl

0.05%, MgCl2․7H2O, 0.05%, biotin 100 μL, agar 1.5%)에

균을 접종하여 48시간 배양 후 loop를 이용하여 집락을 떼어

올렸을 때 점질물이 늘어나는 길이를 측정하여 점질물질 생

성균주를 선별하였다.

선발균주의 혈전용해활성 검사

선택 분리된 균주 중에서 단백질분해력이 우수한 6개 균

주에 대하여 TSB에서 37
o
C로 48시간 배양한 후 배양액의

혈전용해능 분석은 fibrin plate법(23)을 변형하여 lysed zone

의 반경을 측정하였다. 즉, 0.01 M phosphate buffered saline

(0.15 M NaCl, pH 7.8)에 human fibrinogen을 0.6%가 되도

록 용해시킨 후 fibrinogen 용액 5 mL에 thrombin 100 μL

(100 U/mL)를 첨가하고 동일한 완충용액에 녹인 1%

agarose 용액 5 mL를 첨가하여 혼합한 후 petridish에 붓고

실온에서 5～10분간 방치하여 최종적으로 0.3%의 fibrin

plate를 제조하였다. 균체 배양액과 청국장 시료는 동일한

양의 생리식염수로 희석한 후 원심분리(8,000×g, 10 min)하
여 사용하였다. 활성측정은 제조한 fibrin plate에 paper disc

(8 mm, Toyo Roshi, Tokyo, Japan)를 놓고, 시료 20 μL를

점적하여 35
o
C에서 5시간 반응시킨 후 생성된 투명한 부위

의 직경을 측정하였다. 한편, fibrin plate 방법에서 우수한

혈전용해활성을 보인 균주를 대상으로 청국장 발효 시에도

혈전용해활성이 발현되는지를 검사하기 위하여 균주를 대

두침지액에 1백금이 접종하여 37
o
C에서 48시간 진탕 배양하

여 제조한 스타터를 증자대두에 1 w/w%가 되도록 접종하

고 청국장 발효를 진행하면서 시료를 취한 후 fibrin plate

방법에 준하여 혈전용해활성을 조사하였다.

Starter 및 청국장 제조

청국장 발효에 사용하기 위한 starter 배지는 원료 대두

일정량을 세척한 후 5배의 물을 가하여 24시간 침지시키고

4시간 동안 끓인 다음 증자대두를 분리하고 남은 대두침지

액을 2oBrix로 조정하여 사용하였다. 청국장 starter는 300

mL 삼각플라스크에 준비된 배지를 100 mL씩 넣고, 121oC에
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Table 1. Slime material formation and protease activity of
various microorganisms isolated from Doenjang and Cheong-
gukjang

Strain No Slime formation1) Protease activity2)

CJB-25
CJB-28
CJB-31
CJB-33
CJJN-1
CJJN-2
CJJN-3
CJJN-4
CJJN-5
CJKB-1
CJKB-2
CJNS-1
CJNS-2
CJOB-1
CJOB-2
CJOB-3
CJOB-4
CJSB-1
CJSB-2
CJSB-3
CJSB-4
CJSCB-1
CJSCB-2
CJSCB-3
CJSCB-4

++++
++++
+
++
++++
+++
++++
+++
+++
－
+
+
+++
+
+++
+++
++++
+
++++
+
－
+
++
+++
+

14
14
18
15
10
15
15
16
15
11
11
12
15
12
14
14
15
12
14
11
11
11
14
15
11

1)+, less than 1 cm long slime formation; ++, 1～3 cm long slime
formation; +++, 3～5 cm long slime formation; ++++, more than
5 cm long slime formation.
2)
Protease activity: Diameter (mm) of clear zone around disc
paper on the nutrient agar plate (1% skim milk) with the cul-
ture supernatant of various microorganisms.

Table 2. Cultural characteristics of the various strains iso-
lated from Doenjang and Cheonggukjang

Strain
Gram
stain

Spore Shape
Slime
formation

Catalase
test

Oxidase
test

CJJN-2
CJJN-3
CJJN-4
CJJN-5
CJNS-2
CJOB-4
CJSCB-3

+
+
+
+
+
+
+

+
+
+
+
+
+
+

rod
rod
rod
rod
rod
rod
rod

+
+
+
+
+
+
+

+
+
+
+
+
+
+

+
+
+
+
+
+
+

서 15분간 가압증자하고 선발된 균주를 각각 1백금이 접종

한 후 37oC에서 48시간 배양하여 제조하였다. 한편, 이와 같

이 배양한 starter를 이용하여 청국장을 제조하기 위하여 원

료대두는 증평군에서 수확한 백태를 구입하여 냉수에 18시

간 침지시킨 후 물기를 빼고 stainless용기에 넣어 autoclave

에서 121oC, 30분간 증자하였다. 증자된 대두는 clean bench

에서 50
o
C까지 냉각시킨 후 종균으로 배양된 starter를 증자

대두중량의 2%(w/w)로 접종하여 골고루 혼합한 후 상대습

도 90%의 항온항습조(DR-401, Daeryun Scientific Co.,

Seoul, Korea)에서 각각 40
o
C와 45

o
C온도 조건으로 60시간

배양하였다.

아미노태 및 암모니아태 질소(NH3-N) 측정

청국장의 아미노태 질소는 formol 적정법(24)으로 측정하

였다. 즉, 청국장 10 g을 취하여 증류수 100 mL에 현탁시키

고 1분간 약하게 가열한 후 250 mL가 되도록 증류수로 세척

하고 잘 혼합하여 여과하였다(Whatman No. 2). 여액 250

mL를 삼각플라스크에 취하고, 0.5% phenolphthalein 지시

약을 2～3방울 첨가한 후 0.1 N NaOH 표준용액으로 미홍색

이 될 때까지 적정하여 A용액으로 하였다. 또한, 중성 for-

malin용액(35%)도 0.5% phenolphthalein을 2～3방울 넣은

후 0.1 N NaOH로 미홍색이 될 때까지 적정하여 B용액으로

하였다. 최종적으로 위에서 얻은 A용액과 B용액을 각각 20

mL씩 정확히 취하여 잘 혼합한 후 0.1 N NaOH용액으로

적정하여 아미노태 질소함량을 산출하였다. 한편, 암모니아

태 질소는 Hwang 등(4)의 실험에서와 같이 감압 여과한 여

액 0.1 mL을 취한 후 phenol-hypochloride 반응에 의하여

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 37oC에서 20분간 반응시켜 630 nm에서 흡광도

(UV-1201, Shimadzu, Kyoto, Japan)를 측정하였으며,

ammonia sulfate를 이용하여 표준곡선을 토대로 암모니아

태 질소량을 계산하였다.

결과 및 고찰

점질물 형성 및 단백분해 효소능이 우수한 균주의 분리

및 선발

전국에서 입수한 청국장과 된장으로부터 형태학적으로

서로 다른 균주 25개를 분리한 후 우수한 청국장 발효 균주

를 선발하기 위하여 청국장 발효균주의 대표적인 특성인 점

질물 형성능력과 청국장의 구수한 아미노산 맛을 형성하는

데 관여하는 단백질 분해 능력을 검색하였다. Table 1의 결

과와 같이 25개의 분리된 균주는 전반적으로 점질물의 형성

능력이 양호하였으며, 동시에 단백질 분해 능력을 띠고 있는

것으로 나타났다. 그중에서도 특히 CJJN-2, CJJN-3, CJJN-

4, CJJN-5, CJNS-2, CJOB-4와 CJSCB-3 등의 7개 균주는

3 cm(+++ 이상) 이상 되는 길이의 점질물이 생성함으로써

점질물 형성능력이 우수하였을 뿐만 아니라 단백질 분해 능

력에 의한 투명환 직경도 15 mm 이상 형성됨으로써 단백질

분해효소의 역가도 높아 청국장 발효균주로서 적당함을 확

인할 수 있었다. 또한, 이와 같이 선발된 점질물 형성능력

및 단백질 분해역가가 우수한 7개 균주에 대하여 gram

staining, catalase 및 oxidase test를 실시한 결과(Table 2),

각각의 테스트에서 균주 모두 양성반응을 나타내었고 현미

경 검경을 통하여 간균임이 확인됨으로써(Fig. 1) 선발된 7

개 균주 모두 Bacillus속 세균인 것으로 추정할 수 있었다.
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Table 3. Fibrinolytic activities of various Bacillus spp. fer-
mented in tripticase soy broth

Strain Fibrinolytic activity (cm)1)

CJJN-2
CJJN-3
CJJN-4
CJJN-5
CJNS-2
CJOB-4
CJSCB-3
KFRI 01702)

1.80±0.18
1.60±0.21
2.20±0.47
2.30±0.25
1.00±0.54
2.00±0.24
1.60±0.38
2.20±0.42

1)
Values are mean±SD.
2)KFRI 0170 (Bacillus natto).

        CJJN-3    CJJN-4
        CJJN-5    KFRI 0170

       CJNS-2    CJSCB-3
       CJOB-4    CJJN-2

Fig. 2. Fibrinolytic activities of various Bacillus spp., as as-
sessed by the size of clear zones on fibrin plates. Five mL
of 0.6% fibrinogen solution and 5 mL of 1% agarose solution in
fibrin plate buffer were poured into each sterile petri dish and
100 μL of 100 U/mL thrombin solution was slowly mixed in each
dish. Ten μL of test sample was dropped onto the fibrin plate
and the plate was incubated for 5 hr at 35

o
C.

CJJN-2 CJJN-3 CJJN-4 CJJN-5

CJNS-2 CJOB-4 CJSCB-3

Fig. 1. Microscopic pictures of microorganisms with high proteolytic activity isolated from Doenjang and Cheonggukjang.

선발균주의 fibrin plate법을 이용한 혈전용해활성

본 연구의 최종적인 목표는 청국장 풍미를 개선하면서도

청국장의 대표적인 생리활성인 혈전용해능이 우수한 청국

장을 조제하는 것이므로 시판 청국장과 된장으로부터 점질

물 생성 및 단백분해능이 우수하여 선발된 7개 균주를 대상

으로 혈전용해능 활성이 우수한 최적의 발효 균주를 선정하

고자 하였다. 즉, 이들 7개 균주를 tryptic soy broth(TBS)에

각각 1백금이 접종하여 37
o
C에서 48시간 배양한 후, 배양액

을 원심분리하고 일정량의 상등액을 fibrin plate의 paper

disc에 점적하여 35oC에서 5시간 배양함으로써 나타난 투명

환의 면적을 측정하여 혈전용해활성으로 나타내었다. 대조

구로서 Chang 등(15)이 제시한 공시균주(B. natto, KFRI

0170)를 이용하여 비교 실험한 결과, Table 3에서와 같이

CJJN-4와 5는 분리된 7개의 단백분해역가 우수 활성 균주

중에서 혈전용해활성이 가장 우수하였고, 공시균주인 KFRI

0170의 혈전용해활성과 비교 시에도 유사하거나 높은 혈전

용해활성을 가지고 있음을 확인할 수 있었다(Fig. 2).

선발균주의 청국장 발효에서의 혈전용해활성

균주 자체의 fibrin plate 방법에서 우수한 혈전용해활성

을 보인 CJJN-4와 5의 균주가 청국장 발효과정 중에서도

혈전용해활성이 발현되는 지와 활성이 나타나는 시기를 조

사하기 위하여 CJJN-4와 5 균주를 대두침지액에 1백금이

접종하고 37
o
C에서 48시간 진탕 배양하여 제조한 스타터를

증자대두에 1%(w/w)가 되도록 접종하여 청국장 발효를 진

행하였다. 청국장 발효 시의 온도를 각각 40oC와 45oC로 하

여 발효 중인 청국장으로부터 24, 48과 72시간 경과 후에

시료를 취한 후 fibrin plate의 실험방법에 준하여 혈전용해

활성을 조사하였다. 40oC 발효 시에는 CJJN-4와 5의 모든

균주에서 24시간에도 높은 활성이 나타났으며 48시간 경과

후에 가장 높은 혈전용해활성이 나타나 72시간까지 유지되

었다. 한편, 45oC 발효 시에는 CJJN-4의 경우에는 발효시간

경과에 따라 활성이 높아지는 경향을 띠고 있으나, CJJN-5

의 경우에는 24시간째에 가장 높았다가 점차 감소함을 나타

내었다(Table 4). 즉, 발효온도에 따른 혈전용해활성의 변화
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Table 4. Comparison of fibrinolytic activities of Cheongguk-
jang fermented with CJJN-4 or CJJN-5 on fermentation
temperature

Temperature
(oC)

Strain

Fibrinolytic activity (cm)

Fermentation time (hr)

24 48 72

40
CJJN-4
CJJN-5

2.30±0.31
2.20±0.18

2.50±0.24
2.30±0.37

2.40±0.45
2.30±0.26

45
CJJN-4
CJJN-5

1.40±0.37
2.10±0.25

1.50±0.44
2.00±0.27

1.80±0.12
1.90±0.38

Values are mean±SD.
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Fig. 3. pH changes during Cheonggukjang fermentation with
various Bacillus spp. for 72 hr at 40oC and 45oC. Inoculated
microbes are, ◇: CJJN-4 (40oC), ◆: CJJN-4 (45oC), ○: CJJN-5
(40

o
C), ●: CJJN-5 (45

o
C).
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Fig. 4. Changes of amino type nitrogen contents during
Cheonggukjang fermentation with various Bacillus spp. for
72 hr at 40

o
C and 45

o
C. Inoculated microbes are, ◇: CJJN-4

(40oC), ◆: CJJN-4 (45oC), ○: CJJN-5 (40oC), ●: CJJN-5 (45oC).

를 조사한 결과, CJJN-4와 5 모두 혈전용해활성이 45oC보다

40
o
C에서 높았으나, CJJN-5의 경우에는 45

o
C에서 발효초기

인 24시간에 활성이 높았다가 발효경과와 함께 감소하는 것

으로 보아 두 균주는 발효온도에 따라 균의 생육과 혈전용해

효소활성 발현이 영향을 받는 것으로 확인되었다.

pH 변화

혈전용해활성을 함유한 청국장 발효균주로 선발된 CJJN-

4와 5 균주의 청국장 발효특성을 알아보기 위하여 40oC와

45
o
C의 발효온도에서 72시간 동안 각각 발효시키면서 청국

장의 pH 변화를 경시적으로 조사하였다. Fig. 3에서와 같이

40oC 발효의 경우에는 2개의 균주 모두 초기 pH인 6.3에서

12시간까지는 거의 변화를 보이지 않다가 12시간 이후 급격

히 상승하기 시작하여 발효 36시간 째 pH 8.0 수준에 도달하

였으며, 이후 서서히 상승하여 발효 60시간 경과 후에 CJJN-

4와 5 모두 높은 pH인 8.12와 8.14에 이르렀다. 이와 같은

결과로부터 40oC 청국장 발효의 경우에는 Baek 등(3)의 연

구결과와 유사한 발효 양상을 보이고 있음을 알 수 있었다.

한편, 45
o
C 발효의 경우에는 CJJN-5가 초기부터 급격히 증

가하여 36시간째에 pH 8.2를 나타낸 이후 완만하게 감소한

데 비하여 CJJN-4의 경우는 발효경과와 함께 pH가 완만하

게 상승하여 발효 72시간째에 가장 높은 수준인 8.27에 도달

하였다(Fig. 3). 또한, 45oC 발효에서 CJJN-5는 온도상승에

따라 초기에 균주의 대사속도가 빨라지면서 초기 pH가 급상

승하는 것으로 생각되나 CJJN-4는 60시간까지 40oC 발효보

다 오히려 pH가 완만하게 상승함으로써 온도상승에 따라

생육에 저해를 받아 생육이 지연되는 것으로 생각되었다.

청국장 발효에 따른 아미노태 질소 변화

청국장 발효 경과 중 청국장의 풍미, 즉 구수한 맛에 영향

을 미치는 아미노산 형태의 질소 함량 변화를 알아보기 위하

여 각각의 발효균주를 40oC와 45oC에서 72시간 동안 발효하

면서 아미노태 질소를 분석하였다. Fig. 4에서와 같이 CJJN-

5의 경우는 40
o
C와 45

o
C 발효 모두에서 지속적인 상승을 이

루어 발효 72시간째에 높은 아미노태 질소 값을 보여주었다.

한편, 40oC 발효에서는 CJJN-4와 CJJN-5 균주 모두 유사한

수준으로 아미노태 질소 값이 상승하였으나, 45
o
C 발효 시에

는 CJJN-4의 아미노태 질소 값이 현저하게 저하하여 CJJN-

4의 경우 45oC의 높은 온도는 오히려 청국장의 감칠맛을 형

성하는데 저해되는 것으로 해석되었다(Fig. 4). 또한, 이러한

결과는 발효시간 경과에 따라 아미노태 질소가 증가한다는

Lee와 Suh(25)의 보고와 경향은 유사하였으나, 이들이 사용

한 균주의 경우에는 발효 72시간에 최대 498 mg%의 아미노

태 질소를 생성한 것과 비교하여 CJJN-4와 CJJN-5에서는

40oC에서 각각 1,139.6과 1,027.6 mg%로 아미노태 질소 생성

량이 2배 이상 증가하였다(Fig. 4). 따라서 CJJN-4와 5 모두

단백분해 및 혈전용해활성이 우수하면서도 청국장의 구수

한 맛을 내기에 적합한 균주임을 확인할 수 있었다. 특히,

두 균주 모두 40
o
C 발효가 45

o
C에 비하여 아미노태 질소 생

성에서의 증가속도가 빨라 청국장의 구수한 맛을 형성하기

위해서는 45oC 발효보다는 40oC 발효가 더 적합한 것으로

보인다.

암모니아태 질소 생성

청국장 발효와 함께 발생하는 청국장 불쾌취는 단백질의

분해가 진행됨에 따라 암모니아성 질소가 과량 생산될 때
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Fig. 5. Changes of ammonia type nitrogen contents during
Cheonggukjang fermentation with various Bacillus spp. for
72 hr at 40oC and 45oC. Inoculated microbes are, ◇: CJJN-4
(40oC), ◆: CJJN-4 (45oC), ○: CJJN-5 (40oC), ●: CJJN-5 (45oC).

나타나는 현상이다. 따라서 암모니아태 질소의 과잉 생산은

청국장 냄새에 영향을 미쳐 소비기피를 유발하는 중요한 물

질로 알려져 있기 때문에 본 연구에서도 이러한 영향을 확인

하기 위하여 청국장 발효과정 중 암모니아태 질소량을 조사

하였다. Fig. 5에서와 같이 40oC와 45oC에서 72시간 동안 발

효하면서 암모니아태 질소함량을 분석한 결과, 2개의 균주

모두 발효시간 경과에 따라 암모니아태 질소 함량은 지속적

으로 상승하였다. 40oC 발효의 경우에는 CJJN-4와 5 모두

거의 비슷한 수준으로 암모니아태 질소가 증가하였으며

Fig. 4에서 나타난 아미노태 질소 증가 패턴과 유사한 경향

을 나타내었다. 이러한 결과는 청국장 발효 시 두 균주 모두

시간이 경과함에 따라 구수한 맛의 증가와 함께 청국장의

암모니아취가 동시에 증가하는 것을 보여주는 것으로서 발

효시간의 조절은 소비자의 기피를 유발하지 않는 적당한 풍

미의 청국장이 제조될 수 있음을 제시하고 있다. 그러나

45oC 발효에서는 발효시간 경과에 따라 암모니아태 질소가

증가하여 CJJN-5의 경우에 CJJN-4에 비하여 2배 이상에

도달함으로써 강한 불쾌취를 유발하는 것으로 확인되었다.

특히 CJJN-4에 의한 청국장 발효의 경우는 45oC에서 전체

적으로 생육속도의 저하와 함께 아미노태 질소와 암모니아

태 질소 생성량이 모두 감소하는 결과를 보여주었다. 이러한

모든 결과를 종합해 볼 때 CJJN-4 균주를 이용한 40oC에서

의 청국장 발효는 강한 혈전용해활성과 함께 아미노태 질소

를 기존의 보고(25,26)와 비교하여 2배 이상 증가시키면서

암모니아태 질소 생성량은 70% 이하의 수준으로 만들어 청

국장의 구수한 맛은 증가시키고 불쾌취는 감소시킨 풍미가

개선된 청국장을 제조할 수 있었다.

요 약

증강된 혈전용해활성을 갖는 starter를 이용한 발효조건

의 최적화를 통하여 풍미가 향상된 청국장을 제조하기 위한

목적으로 전국 지역에서 유통되고 있는 청국장과 된장으로

부터 25개 균주를 분리한 후 단백분해 및 점질물 형성 효과

를 갖는 7개의 Bacillus 균주를 선정하였다. 다음으로 청국

장의 기능성을 증진시키기 위해 우수한 혈전용해활성을 갖

는 균주를 starter로 이용하기 위해 fibrin plate법으로 활성

을 검토한 결과, CJJN-4와 5가 tripticase soy broth에서 가

장 높은 활성을 나타냄을 확인할 수 있었다. 한편, 혈전용해

능이 우수한 CJJN-4와 CJJN-5를 이용하여 40
o
C와 45

o
C에

서 청국장을 발효한 후 활성을 측정한 결과에서도 2개의 균

주 모두 우수한 활성을 확인할 수 있었다. 또한, 발효시간과

관계없이 40
o
C에서 45

o
C보다 활성이 높았으며, 특히 40

o
C에

서는 72시간까지 우수한 활성이 유지되었고 CJJN-4의 균주

를 48시간 발효시킨 청국장에서 가장 높은 활성을 나타내었

다. 발효균주 및 온도에 따른 발효 시의 pH 변화에서는 40
o
C

의 경우에는 균주 간에 유의적인 차이를 보이지 않았으나,

45oC에서는 CJJN-4로 발효된 청국장에서 60시간까지 40oC

에서 발효된 청국장 또는 CJJN-5로 조제한 청국장보다 낮

은 pH를 보여주었다. 발효조건에 따른 풍미변화에서는 먼

저, 청국장의 구수한 맛을 주는 아미노태 질소 함량의 경우

에는 40
o
C에서 72시간 발효시킨 결과, 1,139.6 mg%(CJJN-

4)와 1027.6 mg%(CJJN-5)의 높은 함량을 보여주었으며 아

미노태 질소의 생성속도에서도 40oC가 45oC보다 빠른 결과

를 나타내었다. 그러나 청국장의 불쾌취를 유발하는 암모니

아태 질소 함량의 경우에는 40oC에서 CJJN-4와 5로 조제된

청국장이 45oC에서 CJJN-5의 청국장보다 낮은 함량을 보여

주었다. 이러한 결과로부터 CJJN-4의 starter를 이용하여

40oC에서 발효된 청국장은 아미노태 및 암모니아태 질소 함

량의 변화에 따른 개선된 풍미와 함께 우수한 혈전용해활성

을 가지고 있음을 알 수 있었다.
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