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            초록
          
        

        
          This study investigated the quality characteristics of doenjang prepared with different Bacillus strains (Bacillus subtilis KACC 15935 and Bacillus subtilis HJ18-9). Changes in enzyme activities (protease, cellulase, and α-amylase), amino-type nitrogen and ammonia-type nitrogen contents, and reducing sugar were investigated during the fermentation period. Enzymes such as protease, cellulase, and α-amylase play important roles in the composition of nutrients, as well as in the flavor and taste of doenjang. After 60 days of fermentation, protease activities in control doenjang, and doenjang fermented with B. subtilis KACC 15935, and B. subtilis HJ18-9 increased significantly up to 382.58±4.02, 342.58±7.94, and 392.58±1.91 unit/g, respectively (p<0.05). At the beginning of fermentation, protease activities were in the range of 156.88∼182.71 unit/g. Cellulase and α-amylase activities of doenjang in HJ18-9 were higher than those in other samples. After fermentation, amino-type nitrogen in doenjang fermented with control, B. subtilis KACC 15935, and B. subtilis HJ18-9 increased significantly up to 143.25±1.62, 141.86±2.14, and 150.23±1.62 mg%, respectively (p<0.05). These results suggest that B. subtilis HJ18-9 is a suitable starter for the preparation of doenjang.
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      서  론
      콩(Glycine max L.)에는 단백질함량이 34∼42%, linoleic acid, oleic acid, linolenic acid, arachidonic acid 등의 지방산 함량이 19∼22%, 자당 등의 당류형태의 탄수화물 20%를 비롯한 여러 영양소가 저장되어 있다. 또한 4∼5%의 섬유소, lecithin, cephalin 등의 인지질이 약 1.5%, sterol, 카로틴, 클로로필, 토코페롤 등의 비검화 물질을 약 1% 함유하며, K, P 및 Ca 등의 무기질과 비타민 B1을 비롯한 비타민류가 함유되어 있다(Setchell KD & Cassidy A 1999).

      콩을 이용하여 제조된 장류의 기능성은 콩이나 부재료 자체가 갖는 기능성뿐만 아니라, 메주나 장류 발효에 관여하는 미생물이 생산하는 다양한 2차 대사산물과 효소에 의한 것으로 알려져 있으며, 발효 과정 중에 단백질과 탄수화물이 아미노산, 당, 유기산 및 휘발성 물질 등으로 전환되어 풍미에도 기여한다(Kim BS et al 2007; Kim DH & Kim SH 1999). 콩 숙성에 관여하는 미생물로는 Aspergillus oryzae, Bacillus natto, B. subtilis 등이 있으며, 이와 같은 곰팡이와 각종 세균 등의 여러 미생물이 복합적으로 작용하여 이들이 내는 효소에 의해 된장의 맛과 향에 영향을 끼친다. 된장 품질에 영향을 끼칠 수 있는 미생물 효소로는 protease, amylase, lipase 등을 들 수 있으며, 이러한 미생물 효소에 의해 원료의 단백질과 탄수화물 그리고 지방 등이 가용성으로 분해되어 된장의 맛과 향이 결정된다(Park JS 1992). 이처럼 된장은 숙성 과정 중 미생물의 작용에 따라 그 맛과 향 등이 결정되므로, 작용하는 미생물이 가장 중요하다고 할 수 있다.

      오늘날 우리나라 장류의 제조형태를 살펴보면, 국내 전역에 걸쳐 청국장을 비롯한 고추장, 된장이 만들어져 판매되고 있고, 제조방법, 균주 및 기능성 물질 등에 대한 다양한 연구가 발표되고 있으나, 지역마다 다양한 방법으로 제조되고 있어 표준화가 잘 이루어지지 않고 있다. 따라서 제조장소, 방법 및 시기에 따라 전통메주의 품질이 균일하지 못하는 문제점을 지닌다(Kwon DJ 2002).

      Kim MH et al(2008)은 재래식 청국장은 콩과 볏짚을 이용하여 제조되고 있는데, 이 과정은 균일한 품질을 지닌 청국장을 제조할 수 없다는 한계를 가지고 있다고 하였다. 그리고 Hwang HA et al(2008)은 장류에서 영양과 품질을 결정하는 가장 중요한 원인 중의 하나는 균주의 종류이며, 이 균주들을 분리 및 동정하고 대량화하여 고품질의 장류를 제조할 필요가 있다고 하였다. 이처럼 청국장, 된장과 같은 장류의 과학화를 위해서는 제조법의 표준화와 품질 균일화가 선행되어야 할 것이다.

      본 실험에서 사용된 B. subtilis HJ18-9는 메밀 속성장으로 부터 cellulase, protease, amylase, lipase와 같은 세포외 효소 분비능이 우수한 균주이며, 병원성 균에 대한 항균 활성이 있는 균주이다(Lee SY et al 2011). 따라서 본 연구에서는 된장을 제조하는데 있어서 B. subtilis HJ18-9 균주가 산업적으로 starter로서의 이용 가능성을 알아보고자 진행하였다.

    

    

  
    
      재료 및 방법
      
        1. 재료
        본 실험에서 사용된 콩은 대원콩으로 경북에 있는 재배농가에서 구입하여 사용하였다. Starter로 사용된 KACC15935는 국립유전자원센터(Jeonju, Republic of Korea)에서 분양받은 균으로, 전통장에서 분리한 Bacillus subtilis이다. B. subtilis HJ18-9는 선행연구를 통해 메밀 속성장으로부터 분리된 균으로 amylase, protease 및 cellulase 등의 세포의 효소분비능이 우수하며, Salmonella enterica, Streptococcus aureus 및 Candida albicans 등의 항균활성이 있는 균이다(Lee SY et al 2011).

      

      
        2. 제조
        
          1) 된장 제조
          된장을 제조하기 위해 대원콩을 세척하여 25℃에서 24시간 수침하고, autoclave를 이용하여 증자(121℃, 30 min)하였다. 증자된 콩을 대조구는 실험대에서 냉각하여 스티로폼 박스에 담았으며, 처리구는 무균작업대에서 40℃ 이하로 냉각한 후 증자된 콩 무게의 1%의 균을 접종하여 스티로폼 박스에 담았다. 대조구와 처리구 모두 37℃에서 24시간 발효하였다. 발효된 콩을 50℃ 송풍건조기에서 약 8시간 건조(건조된 콩의 수분: 8.5∼9.5%)하여 완성된 콩알메주를 제조하고, 콩알메주, 소금 및 물을 각각 34, 15 및 51의 비율로 하여 3.4 kg 된장을 밀폐용기에 담아 28℃에서 60일 동안 발효하였다.

        

        
          2) 추출물 제조
          된장 시료 20 g에 80 mL의 증류수를 첨가하고(w/v), 1분간 균질화(40 rpm, POLYTRONⓇ PT 2100 Homogenizers, Kinematica AG, Switzerland)한 후 이를 원심분리(8,000 rpm, 10 min)한 후 상등액을 분석 시료로 사용하였다.

        

      

      
        3. Protease 활성 측정
        Protease 활성 측정은 식품공전(2005)에 따라 측정하였다. 0.2 M sodium 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 2 mL를 가하여 반응을 정지시켰다. 25분간 37℃ water bath에서 방치시킨 후 여과(Whatman No. 2, W. and R. Balston Ltd., Amersham Place Little Chalfont, Buckinghamshire HP7 9NA, UK)하였다. 여액 1 mL에 0.55 M sodium carbonate 용액 5 mL를 첨가한 후, Folin 시약(Folin-Ciocalteu's reagent, Sigma) 1 mL를 첨가하여 발색(37℃, 20 min)시켜서 660 nm에서 흡광도를 측정(BioTek, New Jersey, USA)하였다. 반응 후 분해물의 tyrosine 량은 tyrosine (L-Tyrosine, sigma) 표준곡선으로부터 계산하였으며, 효소 활성은 시료 1 g에 의해 1분간 tyrosine 1 μg을 생성하는 능력을 1 unit으로 하였다.

      

      
        4. Cellulase 활성 측정
        Cellulase 활성 측정은 carboxymetyl cellulose sodium salt (CMC)를 기질로 하여 효소와 반응시킨 후, 유리된 환원당을 3,5-dinitrosalicylic acid(DNS)방법으로 다음과 같이 측정하였다(Chae SK et al 2000). 1% CMC(pH 7.0) 용액 0.5 mL와 0.2 M sodium phosphate buffer(pH 7.0) 0.25 mL를 넣은 후, 시료 추출액 0.25 mL를 첨가하여 50℃에서 15분간 반응시켰다. 반응 후에 3,5-dinitrosalicylic acid(DNS)를 3 mL 가하여 반응을 정지시킨 후, 5분간 끓는 물에 중탕시켜 발색시킨 다음, 540 nm에서 흡광도를 측정한다. 대조구는 반응정지를 먼저 시킨 다음, 위와 같은 방법으로 측정하였다. 효소활성을 시료 1 g에 의해 1분간 1 μg의 glucose을 생성하는 효소의 양을 1 unit으로 정의하였다.

      

      
        5. α-Amylase 활성 측정
        α-Amylase 활성 측정은 D.U.N.(Dextrinogenic Unit of Nagase)법에 의하여 측정하였다(Yoon KS 1998). 1% 전분 기질액(pH 7.0) 3 mL에 시료추출액 1 mL를 넣고 반응(40℃, 10 min)시킨 후 반응액 1 mL에 0.1 M hydrogen chloride 10 mL를 넣어 반응을 정지시켰다. 반응액 1 mL에 0.005% iodine-0.05% potassium iodide 용액 10 mL를 넣어 발색시킨 후 660 nm에서 흡광도를 측정하였으며, 다음 식에 의해 효소활성을 계산하였다.

        
D.U.N=[(D-D')/D]×10/100×n
　
D : 공시험의 흡광도
D' : 시험구의 흡광도 
n : 희석배수

      

      
        6. 아미노태(NO3--N) 질소 함량 측정물 제조
        시료추출액 5 mL, 중성 formalin 용액 10 mL, 증류수 10 mL를 넣은 플라스크에 0.5% phenolphthalein 용액 2∼3방울을 가한 후, 0.1 N sodium hydroxide로 미홍색이 될 때까지의 적정량(V1)과 시료 5 mL, 증류수 20 mL를 넣은 플라스크에 0.5 % phenolphthalein 용액을 2∼3방울을 가한 후, 0.1 N sodium hydroxide로 미홍색이 될 때까지 적정량(V0)을 이용하여 아미노태 질소 함량을 산출하였다(Weatherburn MW 1967).

        
Amino type nitrogen(%) = (V1-V0)×F×0.0014×D×100/S
　
V1 : 시험구의 적정량(mL)
V0 : 공시험의 적정량(mL)
F : 0.1 N NaOH의 역가
D : 희석배수 농도계수
S : 시료량(g)
0.0014 : NaOH 질소량(g)

      

      
        7. 암모니아태(NH4+-N) 질소함량 측정
        상위 실험과 동일한 방법으로 추출한 시료액 0.1 mL를 취한 후 phenol-hypochloride 반응에 의하여 시료 추출액 0.1 mL에 A용액(phenol 10 g과 sodium nitroprusside dihydrate 0.05 g/ distilled water 1 L)과 B용액(sodium phosphate 9 g, sodium hydroxide 6 g과 sodium hypochlorite 10 mL/distilled water 1 L)을 각각 2 mL씩 넣고 37℃에서 20분간 반응시켜 630 nm에서 흡광도를 측정하였으며, 표준곡선은 Ammonium sulfate를 사용하여 암모니아태 질소함량을 측정하였다(Uzzan M & Labuza TP 2004).

      

      
        8. 환원당 측정
        환원당은 dinitrosalicylic acid(DNS) 방법(Chae SK et al 2000)에 의하여 측정하였다. 시료 추출액 1 mL에 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×100/1,000
　
A : 시료의 환원당 양(mg)
D : 희석배수
S : 시료량(g)

      

      
        9. 미생물수 측정
        된장 시료 1 g에 증류수를 가하여 10 mL로 정용(w/v)하고, 10초간 vortex하여 시료 추출액을 제조하였다. 시료추출액을 0.85% sodium chloride 용액으로 희석하고, plate count agar (Difco, Detroit, MI, USA)에 도말하여 37℃, 24시간 동안 배양하여 계수하였다.

      

      
        10. 통계처리
        본 실험에서 얻어진 결과의 자료 처리는 SPSS program 12.0 (SPSS Inc. Chicago, IL, USA)을 이용하여 실시하였으며, 각 항목에 대한 평균 및 표준편차를 산출하였다. 각 된장간 차이는 p<0.05 수준에서 one-way ANOVA를 실시하였으며, Duncan's multiple range test로 그 유의성을 검증하였다.

      

    

    

  
    
      결과 및 고찰
      
        1. Protease
        대두 단백질을 가수분해하여 구수한 맛 성분인 아미노산 및 polypeptide 등을 생성하는 protease는 된장 제조 시 맛을 결정짓는 중요한 인자이다(Jung HK et al 2009). 모든 처리구에서 발효가 진행됨에 따라 protease 활성이 증가하는 경향을 보였다. 특히 40일 발효 시 HJ18-9처리구가 가장 높은 활성을 보였으며, 발효 50 및 60일차에서는 대조구와 유의적인 차이가 없는 것으로 확인되었다.

        Lee SY et al(2012)은 메주형태와 starter 첨가에 따른 쌀된장의 품질특성을 살펴보았는데, protease 활성이 숙성기간 초기에 비해 발효 28일째에 약간 감소하는 경향을 보였으나, 다시 증가하여 발효 42일째에 가장 높은 활성을 나타냈다고 하였으며, Lee KH et al(2015)은 본 실험과 같은 방법으로 제조된 콩알메주로 팽화미 된장을 제조하여 protease 활성을 살펴보았는데, 21일에 가장 높은 활성을 보였으며, 그 이후에는 감소하는 경향을 나타내어 본 연구결과와는 다소 차이가 있었다. 이는 전분질을 첨가하지 않은 본 연구에서 상대적으로 콩의 함량이 더 많아 protease가 이용할 수 있는 기질의 함량 차이에 의한 것으로 사료된다.

        Protease는 된장 발효에 관여하는 미생물이 생산하며, 아미노태 질소 함량과도 연관성이 있어 된장 특유의 맛을 내는데 중요한 역할(Jang et al 2000)을 하므로 protease 활성이 높은 대조구와 HJ18-9에서 더 구수한 맛을 기대할 수 있을 것이다.

      

      
        2. Cellulase
        발효 균주를 달리하여 제조한 된장의 cellulase 효소활성은 Fig. 2와 같다. Cellulase 중 특히 CMCase(carboxymethyl cellulase, Endo β-1,4-glucanase)는 exo-β-glucanase, β-glucanase와 함께 cellulase계 구성효소로서 식물세포벽 구성성분 중 대부분을 차지하고 있는 cellulose을 분해할 수 있는 능력을 가지고 있어 장내 이용성 증진을 위해 널리 사용되는 효소이다(Song J et al 2015). 그러나 아직 전통장류인 된장의 cellulase 활성에 대한 연구는 미비한 시점이다. 본 실험결과, 모든 처리구에서 발효기간의 경과에 따라 cellulase의 활성이 증가되는 경향을 보였으며, 60일 발효 후에는 HJ18-9 처리구에서 대조구에 비해 1.38배, KACC15935에 비해 1.99배 더 높게 나타났다. Ra KS et al(2004)과 Ryu BH(2003), 그리고 Yoo SK et al(1999)은 전통 장류인 된장이나 간장은 발효과정에서 미생물의 다양한 효소(amylase, protease, cellulase 및 lipase)에 의해 콩에 함유된 단백질, 올리고다당류, isoflavone, 지질 등이 소화되기 쉬운 형태의 아미노산, 유리당, isoflavone 아글리콘, 지방산 등으로 분해되어 항산화 및 혈전용해능을 갖는 2차산물이 생성된다고 하였다. 본 연구결과 HJ 18-9를 접종한 처리구에서 체내 이용률이 더 높은 기능성 장류를 제조할 수 있을 것으로 기대된다.

        
          
          

          Fig. 1. 
				
          

          
            Change of protease activity during doenjang fermentation.
          
          

          

        

        
          
          

          Fig. 2. 
				
          

          
            Change of cellulase activity during doenjang fermentation.
          
          

          

        

      

      
        3. α-Amylase
        발효기간에 따른 균주를 달리하여 제조한 된장의 α-amylase활성 변화를 조사한 결과는 Fig. 3에 나타내었다. 각 시료의 α-amylase 활성은 0∼4.54 unit/mL 범위를 나타내어, 모든 시료에서 매우 낮게 나타나는 경향을 보였다. 대조구와 HJ18-9 처리구는 20일부터 증가하여 40일차에 가장 높은 효소활성을 보였으며, 그 후로는 감소하는 경향을 보였다. KACC15935 처리구는 발효기간에 따른 뚜렷한 양상을 보이지 않았으며, 발효종료인 60일 차에 가장 높은 효소활성을 나타내었으나, 세 가지 처리구 중에서 가장 낮은 값을 나타내었다.

        
          
          

          Fig. 3. 
				
          

          
            Change of α-amylase activity during doenjang fermentation.
          
          

          

        

        No JD et al(2006)은 된장의 α-amylase 활성은 발효 초기에 비해 발효기간이 길어짐에 따라 약간 낮아지는 경향이 있다고 보고하였으며, Kim JH et al(2006)의 보고에 따르면 된장의 α-amylase 활성은 발효초기에 높은 활성을 나타내다가 발효가 진행되면서 서서히 낮아지는 것은 콩 원료에 함유되어 있던 탄수화물이 α-amylase의 기질이 되어 효소 활성이 높았다가 전분질 기질이 고갈되어감에 따라 점차 활성이 낮아지는 것이라고 하였다. 이처럼 starter의 종류와 발효조건에 따라 발효와 직접적으로 관계가 있는 효소들의 활성에 차이가 있는 것으로 보아, 된장의 품질 및 관능적인 특성을 향상시키는 데에는 starter의 선택이 매우 중요한 것으로 사료된다.

      

      
        4. 아미노태 질소
        아미노태 질소는 발효식품의 숙성도를 판단하는 성분으로 된장의 제조와 숙성과정 중 콩 단백질이 효소작용(protease)으로 가수분해되어 맛을 내는 아미노산을 생성하게 되며, 유리 아미노산의 아미노기의 질소나 carboxyl group을 측정하는 것으로 유리되는 아미노산이 많으면 증가하게 된다(Koo MS et al 2014). 발효식품의 구수한 맛의 척도인 아미노태 질소는 된장의 발효숙성 중 미생물이 생산하는 protease 활성에 의해 생성된 아미노산에 기인한다(Mann SY et al 2013). 또한 아미노태 질소의 함량은 장류 발효의 품질 지표로서 중요하기 때문에 그 함량을 측정하였다. B. subtilis HJ18-9를 접종한 콩알된장에서 74.15∼150.23 mg%로 높은 함량을 나타났고, 대조구와 KACC15935 처리구는 각각 65.76∼143.25, 72.29∼141.86 mg% 함량을 나타내었다. 모든 처리구에서 발효종료지점인 60일에서 아미노태 질소 함량이 가장 높게 나타났다. 그러나 본 연구결과는 식품공전의 된장규격이 아미노태 질소 함량이 160 mg% 이상으로 규정된(Lee KH et al 2015) 것에 미치지 못하는 결과를 나타내었다.

        Lee GR et al(2013)의 연구에서는 밀된장의 발효숙성 과정 중 아미노태 질소 함량 변화를 관찰한 결과, 초기 아미노태 질소는 106.48∼162.51 mg%로 나타났고, Youn KC et al(2002)은 다양한 균주를 처리한 청국장에서 아미노태 질소함량이 많은 차이를 나타냈으며, 이와 같은 값의 차이는 사용한 균주에 따라 그 함량이 다르다고 하였다. 따라서 모든 시료에서 전체적으로 아미노태 함량이 낮은 것은 발효시간이나 온도와 같은 환경과 사용한 균주에 의한 영향인 것으로 사료되며, 다른 품질특성을 감안하여 발효기간을 더 늘렸을 때 아미노태 질소함량의 증가를 기대할 수 있을 것으로 사료된다.

        
          
          

          Fig. 4. 
				
          

          
            Change of amino-type nitrogen during doenjang fermentation.
          
          

          

        

      

      
        5. 암모니아태 질소
        암모니아태 질소는 단백질 분해과정에서 탈아미노반응에 의해 생성되며, 함량이 증가할수록 이취와 함께 불쾌감을 준다. 따라서 일반적으로 장류제품의 변패 또는 이상발효의 지표로써 이용된다(Lee GY et al 2014). 콩알된장의 암모니아태 질소의 함량은 발효 20일차에 가장 높은 함량을 나타냈으며, 그 후로는 점차 감소하였다. 전반적으로 KACC 15935처리구에서 유의적으로 높은 암모니아태 함량을 나타내었다. Hwang HA et al(2008)의 보고에 따르면 청국장 발효 기간 중 주로 미생물이 분비하는 protease가 원료대두의 단백질에 작용하여 수용성 질소형태로 가수분해되고, 이어서 peptide를 거쳐 아미노태 질소형태로 가수분해하여 된장의 구수한 맛이 생성됨과 동시에 발효가 계속 진행되면서 암모니아태 질소를 형성시킨다고 하였다.

        따라서 본 실험결과, KACC 15935 처리구에서 암모니아태 함량 값이 높은 것으로 보아 세 가지 처리구에서는 대조구와 HJ 18-9 처리구에서 불쾌치가 적은 구수한 맛의 된장이 제조될 것으로 사료된다.

      

      
        6. 환원당 함량
        발효기간에 따른 균주를 달리하여 제조한 된장의 환원당 함량 변화는 Table 1에 나타내었다. 환원당은 단맛을 부여하는 물질로 관능적인 품질평가에 중요시되는 지표 중 하나이다(Lee KH et al 2015). 환원당의 증가는 계속적인 amylase의 작용으로 전분이 dextrin으로, dextrin이 maltose와 glucose로의 분해과정을 거쳐 생성되어 증가한다. B. subtilis는 α 및 β-amylase를 생성하여 된장 발효 중 대두 중의 전분을 당으로 전환시키며, 생성된 당은 된장의 단맛에 중요한 인자로 작용한다(Ryu SH 2001). 본 실험결과, 발효기간이 증가할수록 된장의 환원당 함량이 증가하는 경향을 보였으며, 대조구에서 환원당이 가장 높게 나타났다. 모든 처리구에서 30일 발효 시 높은 환원당 값을 나타내었으며, 40일, 50일까지 다시 감소되었다가 60일에서 다시 증가한 환원당 값을 나타내었다. 대부분 된장에서 발효 초기에 당 함량이 최대치를 보이고, 그 이후 당이 미생물에 의한 알콜 발효 및 유기산 발효의 기질로 사용됨에 따라 감소하는 것으로 알려져 있다(Kim HL et al 1998). 이는 발효 중반까지는 환원당 함량이 증가하여 미생물의 탄소원으로 이용되는 것으로 사료된다. 발효 후기에는 전분질 원료가 소진되는 반면, 미생물 생육과 Maillard 반응에 의한 갈변이 계속되면서 생성된 당을 소비하므로 당의 소비속도가 생성속도를 상회하여 증가하는 양이 감소하는 것으로 판단된다.

        
          Table 1. 
				
          

          
            Change in ammonia-type nitrogen (mg%), reducing sugar (%) contents and total aerobic counts (CFU/g) during doenjang fermentation (n=χ±S.D.)
          
          

        

        
          
            
              	Type
              	Strains
              	Fermentation time (days)
            

            
              	0
              	10
              	20
              	30
              	40
              	50
              	60
            

          
          
            	Ammonia-type nitrogen
            	Control
            	64.20±2.84Ad
            	61.33±0.72Be
            	72.87±1.78Ba
            	68.17±0.32Bc
            	71.60±0.17Bab
            	70.07±0.51Babc
            	69.40±2.41Bbc
          

          
            	KACC15935
            	68.17±2.80Ad
            	66.27±0.91Ad
            	81.57±0.91Aa
            	73.50±0.87Ac
            	75.43±0.32Abc
            	77.80±1.21Ab
            	74.67±2.12Ac
          

          
            	HJ 18-9
            	57.07±2.45Bd
            	65.40±1.35Abc
            	80.30±0.75Aa
            	68.07±1.42Bb
            	64.83±0.80Cc
            	57.43±0.81Cd
            	45.37±2.59Ce
          

          
            	Reducing sugar
            	Control
            	1.63±0.04Ae
            	2.04±0.02Ad
            	2.40±0.01Ab
            	2.49±0.02Aa
            	2.00±0.03Ad
            	2.23±0.04Ac
            	2.48±0.10Aa
          

          
            	KACC15935
            	1.60±0.03ABg
            	1.94±0.03Be
            	2.14±0.02Bc
            	2.23±0.02Bb
            	1.88±0.03Bf
            	2.10±0.02Bd
            	2.41±0.01Aa
          

          
            	HJ 18-9
            	1.54±0.02Bc
            	1.92±0.01Bb
            	1.95±0.03Cb
            	2.20±0.05Ba
            	2.02±0.02Ab
            	2.01±0.03Cb
            	2.01±0.13Bb
          

          
            	Total aerobic counts
            	Control
            	7.99±0.03Aa
            	7.91±0.05Aa
            	7.95±0.01Aa
            	7.80±0.05Abc
            	7.94±0.10Ba
            	7.69±0.10Bc
            	7.89±0.01Bab
          

          
            	KACC15935
            	7.91±0.04Bc
            	7.67±0.06Be
            	7.77±0.04Bd
            	7.87±0.03Ac
            	8.13±0.02Aa
            	8.07±0.03Aa
            	8.00±0.02Ab
          

          
            	HJ 18-9
            	7.67±0.02Ca
            	7.41±0.01Cd
            	7.35±0.05Cd
            	7.55±0.10Bbc
            	7.51±0.02Cc
            	7.63±0.05Bab
            	7.52±0.03Cc
          

        

        
          
            Means in the same Column A∼C and Row a∼c followed by different letters are significantly different (P<0.05).
          

        

        

      

      
        7. 미생물 수의 변화
        발효기간에 따른 균주를 달리하여 제조한 된장의 미생물수의 변화는 Table 1에 나타내었다. 대조구, KACC15935 및 HJ18-9 처리구의 총균수는 7.99±0.03, 7.91±0.04 및 7.67±0.02 log CFU/g으로 나타났다. 발효진행 60일 후, 총균수는 7.89± 0.01, 8.00±0.02 및 7.52±0.03 log CFU/g으로 각각 나타났다. 전반적으로 발효기간 동안 총균수는 비슷한 값을 나타내었으며, KACC 15935처리구에서 발효된장 기간 동안 가장 높은 값을 나타내었으며, HJ18-9 처리구에서 가장 낮은 값을 나타내었다. B. subtilis HJ18-9는 메밀 속성장에서 분리한 균주로 S. entrerica, Stap. aureus, C. albicans 등의 항균력이 우수하다고 보고(Lee SY et al 2011)되었는데, 이런 항균성에 의한 것으로 사료된다.

        이상의 연구결과를 보았을 때 B. subtilis HJ18-9를 starter로 접종하여 발효시킨 된장의 품질특성이 대조구 및 B. subtilis KACC 15935로 발효시킨 된장보다 α-amylase, protase, cellulase 활성 및 아미노태 질소 함량이 더 높게 나왔다. 이는 발효된장을 제조하는데 있어 B. subtilis HJ18-9 균주가 starter로써 적합할 것으로 사료된다.

      

    

    

  
    
      요  약
      본 연구는 된장 제조 시 자연 발효시킨 대조구와 B. subtilis KACC15935, B. subtilis HJ18-9 균주를 starter로 접종하여 발효시킨 콩알된장의 품질특성을 측정하였다. 된장의 단백질을 분해하여 특유의 구수한 맛 성분을 유리하는 protease 활성의 경우, 대조구와 HJ18-9를 접종한 시료에서 높게 나타났으며, 이는 아미노태 질소 함량에서도 같은 경향을 나타냈다. 식물세포벽 구성성분 중 대부분 차지하고 있는 cellulose을 분해할 수 있는 능력을 가지고 있어 장내 이용성 증진을 위해 널리 사용되는 효소인 cellulase의 활성은 모든 시료에서 발효기간에 따라 증가되는 경향을 보였으며, 60일 발효 후에는 HJ18-9 처리구에서 대조구에 비해 1.38배, KACC15935에 비해서 1.99배 더 높게 나타났다. 환원당을 유리하는데 관여하는 α-amylase 효소활성의 경우 대조구와 HJ18-9를 접종한 시료에서 높게 나타났다. 이러한 결과로 본 연구를 통해 선별한 균주를 starter로 접종하여 된장 제조에 알맞은 균주를 개발, 평가하여 가공품으로 개발할 수 있는 기초연구가 되고자 하였다.
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