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Abstract

In this study, we investigated the quality of glasswort (Salicornia herbacea L.) mixture fermented by
Aspergillus oryzae at 30oC for 7 days. Changes of pH, titratable acidity, amino-nitrogen content, reducing sugar
content, activities of α-amylase and protease and number of mold were determined in the course of the fer-
mentation. Angiotensin converting enzyme (ACE) inhibition activities and electron donating ability (EDA) were
measured after 7 days fermentation. The pH lowered from 6.19～6.22 into the level of 5.41～6.08 after fermenta-
tion for 7 days. Titratable acidity increased from 0.59～0.68 into the highest level of 0.95～1.13% after 6 days
fermentation. Furthermore, the amino-nitrogen content increased from 128.0～167.2 mg% to 159.4～209.0 mg%
after fermentation for 7 days. For the reducing sugar content, it decreased from 2.0～5.9% into the level of
0.4～1.1% during 7 days fermentation. The number of molds decreased from 107 CFU/g to approximately 106

CFU/g after 5 days fermentation. α-Amylase activity showed from the beginning of the fermentation in all
samplings, but protease activity reached the value of food code standards after 5 days of fermentation. ACE
inhibition activities were slightly increased from 9.5～16.6% to 19.3～22.7% and electron donating ability were
slightly increased from 55.6～57.8% to 60.9～62.7% after 7 days of fermentation.
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서 론

황국균은 오래 동안 산업용 효소생산에 이용되어 왔으며,

amylase, protease 그리고 cellulase 등과 같은 다양한 효소

를 분비하므로 가수분해효소의 중요한 생산균주로 이용되

고 있다(1). 황국균은 전분 당화력이나 단백질 분해력이 강

해 우리나라 전통식품인 된장, 간장, 고추장 코오지 및 탁주

용 누룩 제조에 광범위하게 사용되고 있다(2-7). 대두 등 식

물성 원료에 황국균을 접종하여 발효시키면 발효과정 중 황

국균의 효소작용에 의해 단백질은 펩타이드를 거쳐 아미노

산으로 전분질은 당분 등으로 분해되어 특유한 맛과 향을

생성시킨다(8). 또한, 이들 발효물은 항돌연변이원성, 항암

성, 면역체계인 생체 방어능, 항고혈압 등의 다양한 생리활

성을 나타내는 것으로 알려져 있다(9-15). 우리나라 식품공

전에는 식물성 원료에 식용미생물을 배양시켜 효소를 다량

함유하게 하여 섭취가 용이하도록 가공한 것을 효소식품이

라 정의하고 있다(16). 효소식품의 2006년도 생산 및 수입실

적은 약 230억원 가량이며 이중 국내 판매액과 국외판매액

을 합쳐 매출 총액은 약 67억원을 차지하였다. 효소식품은

다양한 식물성 원료를 이용한 제품들이 출시되고 있는데 품

목제조 신고는 2006년도에 40건에서 2007년도에는 34건으

로 약간 감소하고 있는 추세다(17).

한편, 퉁퉁마디(Salicornia herbacea L.)는 명아주과

(Chenopodiaceae)에 속하는 다량의 염분을 체내에 축적하

고 있는 일년생 초본으로 함초로 불리고 있다(18). 우리나라

의 퉁퉁마디 서식지로는 서해안이나 남해안, 제주도, 울릉도

및 백령도 등 섬지방의 바닷물이 닿는 해안이나 갯벌 그리고

염전 주위에 무리지어 자생하고 전남 신안과 영광, 전북 부

안, 충남 태안 지역에서는 대규모로 재배가 이루어지고 있다

(19). 따라서 이를 다양한 식품 및 미용소재 등으로 이용하기

위한 다각적인 성분분석(20-23) 및 기능성 효과 규명(24-

32)을 위한 연구가 진행되고 있다. 그러나 퉁퉁마디에 미생물

을 접종하여 이용하려는 연구는 유산균(33-35)과 Bacillus

subtilis(36)를 이용하려는 시도가 있었으나 아직까지 황국

균 등 곰팡이를 이용하려는 연구는 찾아보기 힘든 실정이다.

따라서, 본 연구에서는 우리나라 전통 식품제조 등에 널리
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사용되어 식용 미생물로 안정성이 보장되고 다양한 기능성

효과를 얻을 수 있는 발효산물 생산이 가능한 황국균을 퉁퉁

마디와 수종의 부원료를 혼합한 혼합물에 접종시켜 발효시

켰다. 이에 식품공전에서 요구하는 효소식품의 규격을 충족

시키고 제조과정 중의 성분변화 특성 및 기능성을 조사하여

제조공정을 확립함으로 퉁퉁마디를 이용한 신제품 개발의

기초 자료로 활용하고자 하였다.

재료 및 방법

재료

본 실험에 사용한 퉁퉁마디, 미강 및 대두 등 원료는 전보

(36)와 동일한 원료를 사용하였으며 glucose와 starch는 식

품용을 황국균은 충무발효(주)의 시판 종국 제품을 구입하

여 사용하였다.

발효물의 제조

발효에 사용한 원료는 Table 1과 같은 배합비에 따라 각

각 500 mL 유리재질의 삼각플라스크에 정밀히 칭량 후 121
oC에서 15분간 멸균하였다. 멸균된 원료는 clean bench 내에

서 방냉시키고 원료 무게와 동량의 멸균수를 가해 수분 함량

을 62.7～66.6% 가량으로 조절하였다. 이에 황국 종균을 원

료 무게 대비 2%에 해당하는 양을 첨가하고 골고루 혼합

후 실리스토퍼로 삼각플라스크 입구를 막아 30
o
C 항온기에

서 1주일간 발효시켰다.

시료 추출액의 조제

원료 배합비를 달리하여 발효시킨 시료들은 각각 1일 간

격으로 잘 섞어주고 10 g씩 원심관에 취한 후 증류수 90 mL

를 가했다. 시료와 증류수가 섞인 원심관은 마개로 밀봉 후

shaker(FS-2, Wooju Sci., Gimpo, Korea)에서 1시간 동안

진탕 추출하고 4oC로 조절된 원심분리기(Mega21R, Hanil,

Incheon, Korea)에서 원심분리 하였다(5,000 rpm, 20분). 원

심분리 한 상등액은 여과지(Whatman No. 42)가 장착된 뷰

너 깔대기에 조심스럽게 부은 후 감압 여과하여 성분분석에

사용할 시료 추출액을 제조하였다.

발효물의 성분 및 곰팡이 수의 변화 조사

상기와 같이 제조한 시료 추출액은 발효기간 경과에 따른

pH, 적정산도, 아미노태질소, 환원당, α-amylase활성, pro-

tease 활성의 변화를 측정하였다. 즉, pH와 유리아미노산 함

Table 1. The mixing ratio of raw materials for preparation
of enzyme food (unit : %)

Glasswort Rice bran Soybean Glucose Starch

A
B
C
D
E

50
50
50
50
50

25
23.75
22.5
23.75
22.5

25
23.75
22.5
23.75
22.5

－
2.5
5
－
－

－
－
－
2.5
5

량은 전보(36)와 같이 측정하였으며 적정산도는 시료액 10

mL를 취해 0.1 N NaOH를 가해 pH 8.4까지 중화시키는데

소요되는 양을 젖산량으로 환산하여 표시하였다. 아미노태

질소는 formol 적정법(37), 환원당은 DNS법(38)으로 측정하

였으며, α-amylase와 protease활성은 식품공전법(16)에 따

라 시험용액과 이를 불활성화 시킨 공시험액으로 각각 효소

반응을 시킨 후 서로의 흡광도 차를 비교하였다. 또한, 곰팡

이 수는 발효물 10 g씩을 따로 취해 멸균생리식염수를 이용

하여 단계적으로 희석 후 PetrifilmTM Yeast and mold count

plate(3M Microbiology Products, St. Paul, MN, USA)에

접종하여 25oC에서 3일간 배양한 다음 colony를 계수 후

colony-forming unit(CFU)/g로 표시하였다. 모든 실험은 3

회 반복 측정 후 평균값으로 표시하였다.

Angiotensin converting enzyme(ACE) 저해활성 및

전자공여능

초기 시료와 7일 동안 발효시킨 시료를 대상으로 전보(36)

와 같은 방법으로 Angiotensin converting enzyme(ACE) 저

해활성 및 전자공여능(electron donating ability, EDA)을 측

정하여 비교하였다. 다만, 전자공여능은 시험용액 0.2 mL에

100 mM DPPH용액 1.8 mL를 혼합하여 반응 후의 흡광도를

측정하였다.

결과 및 고찰

pH 및 적정산도의 변화

발효물 5종의 발효과정 중 pH와 적정산도의 변화는 Fig.

1과 같았다. 발효 초기 시료들의 pH는 6.17～6.22로 시료구

에 따라 큰 차이가 없었으나 발효가 진행됨에 따라 모든 시

험구들의 pH가 조금씩 감소하여 발효 7일 경과 후에는 5.41

～6.08로 낮아졌다. 특히, 퉁퉁마디에 미강과 대두만을 첨가

한 시료구의 pH는 초기 6.17에서 발효 7일 경과 후 6.08로

변해 5종 시료 가운데 가장 변화가 적었다. 그러나 glucose를

2.5% 첨가한 시험구와 glucose를 5% 첨가한 시험구의 초기

pH는 6.21과 6.22였으나 발효 7일 경과 후 각각 5.46과 5.41로

낮아져 타 시험구에 비해 pH가 낮아지는 폭이 컸다. 또한,

초기 시료들의 적정산도는 0.59～0.68% 범위였으나 발효가

진행됨에 따라 약간씩 증가하여 발효 6일 경과 후 0.95～

1.13%로 가장 높게 증가하였다가 발효 7일 경과 후에는 0.80

～0.95%로 다소 감소하였다. 이는 Aspergillus oryzae 코지

로 제조한 된장 및 고추장 제조시 발효초기에 비해 pH가

낮아지고 적정산도가 증가하는 양상과 유사하였다(8,39,40).

그러나 Bacillus subtilis를 이용하여 발효시킨 퉁퉁마디는

발효 전보다 발효 후의 pH가 증가했다는 결과(36)와는 다른

결과를 보였는데 이는 발효균의 종류에 따라 pH 및 적정산

도 변화가 달라질 수 있음을 알 수 있었다. 또한, 시료구들의

pH와 적정산도 변화 차이는 원료의 성분에 의해 황국균의

대사에 영향을 주는 것으로 여겨진다.
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Fig. 1. pH and titratable acidity changes during fermentation
of glasswort (Salicornia herbacea L.) mixtures by Aspergil-
lus oryzae. See samples in Table 1.
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Fig. 2. Amino-nitrogen contents changes during fermenta-
tion of glasswort (Salicornia herbacea L.) mixtures by
Aspergillus oryzae. See samples in Table 1.
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Fig. 3. Reducing sugar contents changes during fermentation
of glasswort (Salicornia herbacea L.) mixtures by Aspergil-
lus oryzae. See samples in Table 1.

아미노태질소의 변화

아미노태질소는 원료에 함유된 단백질이 미생물의 효소

작용으로 분해되어 발효과정 중단백질의 분해정도를 가늠

할 수 있는 지표가 된다(40). 발효 전 초기 아미노태질소는

128.0～167.2 mg%로 퉁퉁마디에 미강과 대두만을 첨가한

시험구가 167.2 mg%로 5종 시료구 중에 가장 높았다(Fig.

2). 퉁퉁마디에 미강과 대두만을 첨가한 시험구는 발효 1일

후에는 182.9 mg%로 다소 증가했으나 발효기간 중 감소해

발효 4일 경과 후 83.6 mg%를 나타냈으며 발효 5일 경과

후 229.9 mg%로 증가해 최대치를 보이다 7일 경과 후에는

209.0 mg%로 약간 감소하였다. Kum과 Han(39)은 발효가

진행되면서 아미노태질소가 감소한 원인을 마이얄반응으로

추정하였으나 다른 시험구와 달리 퉁퉁마디에 미강과 대두

만을 첨가한 시험구에서만 발효 중 아미노태질소가 감소한

것을 설명하기에는 어려운 것으로 생각된다. 그러나 glucose

및 starch를 첨가한 시험구들은 이와 다소 다른 결과를 보였

는데 발효 초기 128.0～147.4 mg%에서 약간씩 증가하거나

큰 변화가 없다가 발효 3일 후에 146.3～149.5 mg%, 발효

4일 후에는 190.7～198.6 mg%로 증가하였다. 따라서 발효

4～5일 가량 지나야 본격적으로 protease 활성이 증가될 것

으로 예상되었다. Kwon(3)이 보고한 Aspergillus oryzae 코

오지로 제조한 고추장의 아미노산성질소 함량변화와 Kim

등(41)이 보고한 Aspergillus oryzae 코오지로 제조한 된장

의 아미노태질소 함량이 숙성 10일까지 큰 변화를 보이지

않았다는 결과처럼 발효 초기에는 아미노태질소 생성에 필

요한 약간의 발효 기간이 필요할 것으로 예상되었다.

환원당의 변화

환원당 함량은 발효 초기 2.0～5.9%로 glucose를 첨가한

영향으로 시료에 따라 차이가 컸으나 발효시간이 경과함에

따라 모든 시험구에서 차츰 감소해 발효 7일 경과 후 환원당

함량은 0.4～1.1% 범위로 감소하였다(Fig. 3). 특히, glucose

를 첨가한 시험구들의 환원당 감소량이 컸는데 glucose를

2.5% 첨가한 시험구의 환원당 함량은 초기 3.7%에서 발효

5일 경과 후에는 0.9%로 감소하여 glucose를 첨가하지 않은

타 시험구와 유사하게 환원당 함량이 1% 이하로 낮아졌다.

또한, glucose를 5% 첨가한 시험구의 환원당 함량은 발효

초기에 5종 시료구 중 가장 높은 5.9%였으나 발효가 진행됨
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Fig. 5. Protease activities changes during fermentation of
glasswort (Salicornia herbacea L.) mixtures by Aspergillus
oryzae. See samples in Table 1.
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Fig. 6. Mold cell counts changes during fermentation of
glasswort (Salicornia herbacea L.) mixtures by Aspergillus
oryzae. See samples in Table 1.
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Fig. 4. α-Amylase activities changes during fermentation of
glasswort (Salicornia herbacea L.) mixtures by Aspergillus
oryzae. See samples in Table 1.

에 따라 급속히 환원당 함량이 감소하여 6일 경과 후 1.1%로

낮아졌다. 또한, starch를 첨가한 시험구 등은 황국균이 분비

하는 α-amylase 등의 효소작용에 의해 환원당이 증가할 것

으로 예상하였으나 이들 또한 지속적으로 환원당의 감소가

일어났다. 이렇게 발효 초기부터 환원당이 감소한 결과는

Aspergillus oryzae 코오지로 제조한 된장의 숙성 과정 중

환원당 함량이 초기에 약간 증가하다 발효가 진행됨에 따라

감소한 것(8,41,42)과는 다소 다른 결과를 얻을 수 있었다.

α-amylase 및 protease 활성의 변화

식품공전 효소식품의 규격 중 α-amylase은 시험용액의

흡광도가 공시험의 흡광도보다 0.030 이상 작어야 하며,

protease는 시험용액의 흡광도가 공시험의 흡광도보다 0.030

이상 커야 양성이다(16). 퉁퉁마디 혼합물의 발효과정 중 α-

amylase 활성 변화는 공시험의 흡광도에서 시험용액의 흡광

도를 뺀 값으로 Fig. 4에 나타내었다. α-amylase 활성은 발효

초기 퉁퉁마디에 미강과 대두만 첨가한 시험구의 활성이 타

시험구에 비해 약간 낮았으나 발효 2일부터는 타 시험구에

비해 높거나 유사한 결과를 보였다. 이처럼 α-amylase 활성

은 5종 시험구 모두 황국균 첨가만으로도 발효 초기부터 발

효 기간 내내 식품공전에서 요구하는 규격을 충족시켰다.

Protease 활성 변화는 시험용액의 흡광도에서 공시험의

흡광도를 뺀 값으로 Fig. 5에 나타내었다. 발효 초기에는 5종

시험구 모두 활성이 나타나지 않았다. 또한, 퉁퉁마디에 미

강과 대두만을 첨가한 시험구는 발효 2일 후 식품공전 규격

을 충족시켰으나 발효 3일 후 활성이 감소하고 4일 이후부터

는 활성이 안정적으로 증가하였다. 그리고 glucose나 starch

를 첨가한 시험구는 퉁퉁마디에 미강과 대두만을 첨가한 시

험구에 비해 조금 빨리 활성이 나타났으나 glucose나 starch

의 첨가 농도의 영향은 크지 않았다. Hwang 등(1)은 된장에

서 분리한 단백질 분해균인 Aspergillus 속을 이용하여 발효

기간에 따른 protease 활성 변화를 조사한 결과 발효 초기에

낮은 protease 활성이 점점 증가하여 발효 5일째 최대가 되

었고 발효 6일째 대폭 감소하였다고 보고하였다. 본 연구에

서는 발효 7일까지는 효소활성이 급감하는 경향은 관찰할

수가 없었으나 효소활성이 최대치에 도달한 후 발효를 멈추

는 시간을 조절해야 할 것으로 예상되었다.

곰팡이수의 변화

원료 중량 대비 2% 황국을 접종한 초기 곰팡이 수는 모든

시험구가 107 CFU/g 가량으로 퉁퉁마디 혼합물에 충분한

양이 접종됨을 알 수 있었다. 그러나 발효가 진행됨에 따라

Fig. 6과 같이 발효물 중의 곰팡이 수는 점점 감소하여 발효

4～5일 경과 후에는 약 106 CFU/g 가량으로 감소하였다. 특

히, 균주 접종 1일 경과 후의 곰팡이 수 감소가 폭이 가장

컸으며 이는 5종 시험구에서 모두 유사한 결과를 보였다.

Kwon(3)이 Aspergillus oryzae로 제국한 코오지를 이용하

여 제조한 고추장의 효모 및 곰팡이 수가 숙성 10일까지 완

만히 증가하다 이후 급격히 증가한다는 결과와는 차이가 있
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Fig. 7. Comparison of angiotensin converting enzyme (ACE)
inhibition activities in glasswort (Salicornia herbacea L.)
mixtures fermented by Aspergillus oryzae. See samples in
Table 1.

었다. 그러나 Ku 등(43)이 메주가루에 고추씨를 첨가하여

제조한 된장의 효모 및 곰팡이 변화에서 모든 시료구가 제조

직후 10
5
CFU/g에서 10

3
～10

4
CFU/g로 감소하였다는 보고

와 유사한 결과를 얻었다. 이처럼 곰팡이 수가 점점 감소한

이유는 발효경과에 따른 품온 상승과 탄산가스의 생성이 많

아져 황국균의 생육이 어려워져 발생한다(44). 따라서 발효

과정 중 발효물을 주기적으로 뒤집어 품온 상승을 억제하고

신선한 공기의 주입이 필요할 것으로 판단되었다.

Angiotensin converting enzyme(ACE) 저해활성 및

전자공여능

발효 전후의 ACE 저해활성 결과는 Fig. 7과 같다. 초기

ACE 저해활성은 9.5～16.6%로 원료의 혼합조건에 따라 다

소 달랐다. 특히, 퉁퉁마디에 미강과 대두만을 첨가한 시험

구 A가 9.5%로 5종 시료구중 ACE 저해활성이 가장 낮았다.

그러나 발효 7일 경과 후 ACE 저해활성은 19.3～22.7%로

모든 시험구가 발효 초기에 비해 증가하였다. 발효 초기에

ACE 저해활성이 가장 낮았던 시험구 A가 발효 7일 경과

후 약 2.4배가량 증가한 22.7%의 저해활성을 보였으며 시험

구 C가 초기에 비해 약 1.2배 증가한 19.3%로 ACE 저해활성

의 증가가 가장 낮았다. Cho 등(45)은 발효 중 단백질이

peptide로 분해되어 ACE 저해활성에 영향을 준다고 보고한

것처럼 본 연구에서 ACE 저해활성이 높아지는 것은 발효가

경과됨에 따라 모든 시험구의 protease 활성이 높아지고 아

미노태질소 함량이 증가한 것과 관련이 있을 것으로 예상되

었다.

발효 전후의 전자공여능 차이는 Fig. 8과 같다. 전자공여

능은 원료의 혼합조건에 따라 발효 전 55.6～57.8%에서 발

효 7일 경과 후 60.9～62.7%로 모든 시험구의 전자공여능이

증가하였다. 시험구 B의 경우 전자공여능이 약 6.3% 가량

증가해 가장 증가 폭이 컸으며, 시험구 D의 경우 3.3% 증가

로 증가 폭이 가장 적었다. 발효 기간에 따라 전자공여능이

증가한 것은 Park 등(36)과 Chung 등(46)의 결과와 유사하

였다. 이는 Cheigh 등(47)과 Kim 등(48)이 보고한 것과 같이

발효 과정 중에 미생물에 의해 생성된 아미노산과 펩티드

성분, 원료에서 용출된 페놀화합물 및 Mailiard 반응 등에

의하여 형성된 멜라노이딘 성분 등 항산화에 관련된 다양한

물질들이 생성된 것으로 예상되었다.

요 약

본 연구에서는 퉁퉁마디에 미강, 대두, glucose 및 starch

의 첨가비를 달리 조절하고 이에 황국균을 접종하여 30oC에

서 7일간 발효시켰다. 발효 진행에 따른 pH, 적정산도, 아미

노태질소, 환원당, α-amylase 활성, protease 활성 및 곰팡이

수의 변화를 조사하고 최종 발효물의 angiotensin converting

enzyme 저해능과 전자공여능(electon donating ability)을

비교하였다. pH는 초기 6.19～6.22에서 발효 7일 경과 후에

는 5.41～6.08로 낮아졌으며, 적정 산도는 초기 0.59～0.68%

에서 발효 6일 경과 후 최고 수준인 0.95～1.13%로 증가하였

다. 또한, 아미노태질소는 초기 128.0～167.2 mg%에서 발효

7일 경과 후 159.4～209.0 mg%로 증가하였으며, 환원당은

초기 2.0～5.9%에서 발효 7일 경과 후 0.4～1.1%로 감소하였

다. 곰팡이수는 초기 107 CFU/g에서 발효 7일 경과 후 약

106 CFU/g 가량으로 감소하였다. α-amylase 활성은 모든

시험구가 발효 초기부터 활성이 나타났으며 protease 활성

은 발효 5일 이후부터 식품공전 규격을 충족시켰다. 또한,

본 연구에서 실시한 시험조건 모두 발효 전에 비해 발효 7일

경과 후 ACE 저해활성과 전자공여능이 증가하였다.
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