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Abstract 

까lÍs work was c없끼ed out to investigate the heat resistance of Bacillus subti‘lis var. globigii (G8), the 
donlinant proteolytic microorganism found in meju and kanjang, Korean traditional soy sauce by testing 
the D value, Z value, QIQ value and other values of the organism in kanjang medium and, to determine 
the appropriate thermal process time and sterilization method of kanjang by detecting the changes in the 
chemical compositions and viable cell counts of kanjang during heat sterilization of ka.ψ'ang. Lactic acìd 
bacteria and yeast cells present in kanjang were obseπed to be completely destroyed before reaching 
to the respε'ctive sterilization temperature of 800C and 900 C during sterilization; however, 5.lx lO' CFU/ 
mL and 1.3x103 CFU/mL of aerobic bacterial cells were found to be survived even after sterilization 
for five hours at 800C and three hours at 900C respectively. Increases in the intensity of pigment and 
lactic acid content and sli방lt decrease in total nitrogen content in kanjang during sterilization were 
oserved. The D value (decimal reduction time) of the bacteria at 100oC, 950C 뻐d 900C was 10.5, 20.6 
and 128.2 minutes respectively. πle Z and Q,o value was 9.20C and 12.2 respectively. F value at 100oC, 
950C 없d 900C was 10.5, 20.6 and 128.2 minutes respectively. The calculated th하mal death time of the 
bacteria at 1200C and 1300C was 0.7 minutes and 3.6 seconds respectively. Due to the high heat resis
tance of B. subtilis v，없 •• globigii (G8), it seemed to be desirable to sterilize kanjang by HTST (high tem
perature short time) sterilization at 1200C for 0.7 minutes or UHT (ultra high temperature) sterilization 
at 1300 C for 3.6 seconds 
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서 룰 

일본식 간장은 황국균이라는 곰팡이률 이용하여 만 

들고 있으나， 재래식 간장은 자연에 존재하고 있는 여 

러 가지 혼합 미생물들이 자연 접종되어 복합적으로 
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발효에 관여하여 제조되고 있다. 많은 연구자에 의하 

여 간장에 관여하는 주 발효 미생물이 연구 보고되었 

는데， 정윤수(1963)는 재래식 간장에서 처음으로 6종 

의 세균을 분리 동정하고 발효에 관여하는 주 미생물 

로서 Bacillus pumilus, Bacillus subtilis, Bacil/us 

/ichenψrmis 둥 세균이라고 보고하였으며 재래식 간장 

에 주로 관여하는 미생물이 주로 세균이고 곰팡이를 

이용핸 일본간장과 발효양상이 상이함올 밝힌 연구 

로써 그 의의가 크다고 할 수 있다. 조덕현과 이우진 
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(1 970)은 전국 5개도에서 수집한 메주의 표면과 내부 

에서 세균， 곰팡이 및 효모를 각각 분리 동정하고 곰 

팡이는 메주 표변에서만， 세균은 메주 전체에서 골고 

루 분포되었으며 B. subtilis와 B. pumUμs가 재래 메주 

의 거의 전 세균군을 이루며 재래 메주의 발효는 세 

균군의 발효에 의한 것이 특색인 것 같다고 추정하였 

다. 이우진과 조덕현(1971)은 재래식 메주의 내부부 

분과 표면부분 및 개량식 메주로 만든 간장의 주된 세 

균을 조사한 결과 B. subtilis와 B. pumilus였다고 보고 

하였고， 내염성 젖산균으로는 Pediococcus halophilus, 
Leuconostoc mesenteroides 및 Lactobacillus plantarnm 

이었으며， 내염성 효모로는 Rhodotornla flava와 

Tornlops앙 datti!a가 동정 되었다고 보고하였다. 박계인 

과 검기주(1970)는 전국에서 채집한 메주의 미생물 분 

포 상황을 조사한 결과 99% 이상이 세균이라고 보고 

하였는데， 이 중 단백질 분해력이 가장 강한 B. subtilis 

균을 분리하여 접종한 메주로 간장을 숙성시킨 결과 

한국 재래식 간장의 맛과 횡노을 낸다고 보고하였다. 

이와 같이 재래식 간장를 제조하는데 있어서 B. 

subtilis가 주 발효미생물로 간주하여 장류 제조에 이용 

하였다. 그러나， 재래식 간장을 산업화하는데 있어서 

마지막 공정은 여과와 살균공정인데， 간장의 숙성이 끝 

난 후 더 이상 발효가 진행되지 않으며 유통과 저장 

중 안전성을 부여하기 위하여 살균공정이 필수 불가 

결하나 이에 관한 연구가 미흡한 실정이다. 일본식간 

장에서는 황국균을 이용하여 제조하였기에 낮은 온도 

에서도 완전 살균이 가능하나， 아포를 형성하는 Bacilli따 

속이 주 발효 미생물인 재래식 간장은 살균 후에도 이 

균이 살아남아서 품질을 변질시킬 수 있다. 일본간장 

올 이용한 간장의 살균은 Bacillus속에 관한 자료는 없 

으며 Sugimori와 Jose(l 970}가 내염성 젖산균의 사멸온 

도를 조사 보고하였으며， Takakusa et al.(1975)이 

Saccharomyces rolα11와 Tornlopsis 속의 사멸온도를 연 

구 보고하였다. 우리 나라는 한용석 둥(1961)에 의하 

여 재래 곡자 중에 많이 번식하는 곰팡이류의 특성올 

조사하면서 Mucor 속과 Rhizopus 속의 살균 온도를 구 

명하게 되었으며， 이택수와 이석건(1970)은 일본식 간 

장발효에 관여하는 효모류의 특성을 조사하면서 효모 

류의 사멸온도를 제시하였다. 이우진과 조덕현(1971)은 

간장을 달인 후 나타나는 발효 미생물군을 처음으로 

세균과 효모류 및 젖산균으로 분류하여 조사 보고하 

였으나 명확히 구명하지는 봇하였다. 그래서， 우리 전 

통 간장의 합리적인 생산과 저장성 향상을 위하여 간 

장 미생물의 내열성 및 살균에 대한 과학적 기초 연 

구가 필요할 것으로 판단되었다. 따라서， 본 연구에서 

는 재 래 간장의 주된 소화 미 생 물인 B. subtilis var. 
globigii(G8) 균의 내열성과 재래간장 살균시 미생물 및 

성분의 변화흘 조사하고 간장의 적정살균 방법을 구 

명하도록 하였다. 

재료및방법 

살균용 간장 제조 및 내열성 검사 

본 실험에 사용한 간장은 재래식방법으로 4개월 숙 

성시켜 제조한 간장과 Bacillus subtilis var. globigii 

(G8)을 접종하여 만든 알얄이형 메주에 대하여 1:4의 

비율로 20% 소금물올 넣어 담금한 간장덧을 8개월간 

발효 숙성시킨 다음 면여과 및 filter press 여과한 생 

간장을 살균시험용 공시간장으로 하였다. 내열성시험 

용 간장의 초기 균수는 2.8X 107 CFU/mL 이었으며， 

내열성 검사는 合葉修- et al. (1 976)과 Cheftel과 

Thomas(l 963 )의 방법으로 시행하여 가열치사곡선 및 

가열치사시간을 계산하였다. 

R강 및 k- 강(샤멸속도정수) 

멸균면전 시험관에 25 mL 씩의 공시 생간장을 넣 

은 후 품온이 살균온도가 되게 조절된 oil bath 및 수 

욕조로부터 공시시험관을 경시적으로 꺼내어 생균수를 

측정하였고， 이것으로부터 각 온도에 있어서 생존곡선 

(s따V뼈 curve)을 작도하였다. 각 살균온도에서 작도한 

생존곡선에서 미생물을 90% 사멸시키는데 요하는 시 

간인 D(min) 값을 구한 후 아래의 식으로부터 사멸속 

도정수 k(lImin) 값을 구하였다. 

D ::: 2.303/k 
n ” ( 

Z강 

공시균에 대한 각 온도에서 얻은 D값을 가지고 

phantom thermal death time curve를 작도하고 D값이 

1 대수주기 변하는 살균 온도차 즉， 공시균의 살균시 

간올 1/10로 줄이는데 요하는 온도차인 Z 값을 구하 

였다. 

QI0 

어떤 특정 온도와 그 보다 100C 낮은 온도에서의 반 

웅속도인데 여기서는 공시균의 사멸속도의 비이며， 화 

학반옹에서의 QIO 값은 약 2이다.Z값으로부터 (2)식 

을 이용하여 QIO 값을 구하였다. 

Z ::: 1O/1ogQ lO (2) 

빈도정수 (frequency factor, or aπhenius factor A) 빛 

활생얘너지 (activation energy, Ea) 값 



간정배지내의 Bacillus subtilis v앙. glob땅ii(G8)의 내열성과 재래간장 살균과정 중 성분 및 미생물 균수 변화 83 

사멸반웅 속도정수 k의 온도 T("K)에 대한 의존성은 

Arrhenius 식 (3요로 나타낼 수 있고 (3)식의 양측올 대 

수로 취하면 (4)식으로 바꾸어 쓸 수 있다. 활성에너 

지 Ea는 (4)식으로부터 Arrhenius plot으로 알려진 log 

빼 대한 Iπ("K)을 작도하여 그래프의 기울기인 (5)식 

으로부터 Ea를 구한다 따라서， (6)식올 이용하여 A값 

도 구할수 있다(생물공학 실험서， 1972; Whitaker, 

1972). 

k=A. exp(-EψRT) 

10방r-10gA-Ea/2.3 RT 

Slope=-E밍2.3 R 

R=8.314(J/mol . K), 1 ca1=4.186 (jou1es) (6) 

미생물촉정 및성분검사 

호기성 세균은 petri film(3M, USA)올 이용하여 

300C에서 48시간 배양하여 나온 붉게 변한 집락올 계 

수하였으며(하상도， 1996), 젖산균은 이우현과 조덕현 

(1971)의 젖산균 분리용 배지와 조성이 유사한 

Lactobacilli MRS agar(Difco, USA) 배지에 지시약인 

bromocreso1 green 0.01% 첨가하여 조제한 후 10단계 

희석된 시료를 정량적으로 혼합 분주하여 300C에서 48 

시간 배양하여 집락 주위에 노란환이 생긴 것을 짖산 

균으로 하여 계수하였다. 효모류는 조덕현과 이우진 

(1970)의 진균 분리용 배지와 유사하게 조성된 합성배 

지 인 YM ag때Difco， USA)에 sodium propionate 대 

신에 NaCl을 10% 첨가하여 만든 평판 배지에 도말하 
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Fig. 1. Changes in the viable cell counts of aerobic 
bacteria du꺼ng steriIization of ka.께'ang. .- .: aerobic 
bacteria at sterilization temperature of 900C, 0 - 0: aerobic 
bacteria at sterilization temperature of 80.C, ‘ -‘ lactic 
acid bacteria at sterilization temperature of 900C, 口-口 : 
yeasts at sterilization temp없ature of 80.C. 

(3) 

(4) 

(5) 

여 280C, 4일간 배양하여 나온 집락을 현미경 관찰 후 

효모류로 계수하였다. 

총질소의 함량은 AOAC(1995)법에 준하여 측정하였 

는데， 시료를 분해장치(Digestion system 1007 digester, 

USA)로 분해시키고 켈텍장치(Kjeltec system 2200 

disti1ing 뼈t， USA)를 이용하여 중류되어 나온 NH3를 
5% boric acid가 든 수기에 받아 생성된 NH4H2B03를 
0.1 N HCl로 적정하여 소비된 mL수를 총질소로 환산 

하여 양올 구하였다. 

간장의 색도는 시료를 7,200 g에서 30분간 원심 분 

리한 후 상징액을 5 mL 취하여 분광광도계(S야ctro

photometer, Shim때zu， Japan)를 이용하여 500 nm에서 

측정된 값으로 하였다(연세대학교 식품공학과， 1975). 

곁과및고촬 

재래식 간장의 살균과정 중 미생물 변화 

재래식 간장을 300C(실온)에서부터 800C와 900C까지 

온도를 상숭시키고， 이후 해당 살균 온도에서 일정한 

시간까지 유지시키며 각 온도 및 시간별로 호기성 세 

균， 짖산균 및 효모수를 계수한 결과는 Fig. 1과 같았 

다. 900C까지 온도를 상숭시키고 3시간 유지시키며 살 

균한 간장의 경우， 1.l X 10
9 

CFU/mL 정도였던 호기성 

세균은 900C까지 상숭시키는데 소요된 30분 동안 1.1 

X107 CFU/mL 정도로 감소되었으며 이후 90t를 유 

지하며 2시간 살균하는 동안에는 호기성 세균이 현저 

히 감소하여 1.3 X 103 CFU/mL 까지 되었으나， 3.3 X 

105 CFU/mL의 젖산균은 600c;까지는 생폰하였으나 

700C까지 숭온시켰을 때는 모두 사멸하였다. 이는 온 

도를 상숭시키는 동안에 열에 약한 영양형의 호기성 

세균들과 아포형성능이 없는 젖산균은 사멸함을 알 수 

있었으며， 살균된 간장에서는 젖산균이 나타나지 않았 

다는 이우진과 조덕현(1971)의 연구 결과와 같은 경향 

이었다. 800C까지 온도를 상숭시키고 5시간 동안 유지 

시키며 살균한 간장의 경우， 5.4X 10
4 CFU/mL의 효모 

는 500C에서 나타나지 않았으며， 1.1 X 108 CFU/mL 정 

도를 유지하던 호기성 세균은 800C에 도달하는 25분 

동안 4.8X 107 CFU/mL 정도로 감소되었으며 이 후 

800C를 유지하며 5시간동안에 약간 감소되어 최종적으 

로 5.1X 105 CFU/mL로 나타났다. 이는 900C에서 3시 

간 살균한 것과 비교하였을 때 이주 높은 생존율을 보 

였다. 가스 생성 효모를 700C에서 10분간 가열시 사멸 

한다고 보고한 이종수 둥(1996)과 간장에 관여하는 효 

모를 600C에서 l(}분간 가열처리에 의하여 사멸되었다 

는 이택수와 이석건(1970)의 보고와 같은 경향이었다. 
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花間幕夫(1976)는 염농도별로 만든 간장안에 존재하는 

L. plantarium의 내열성올 조사한 결과， 15%의 염농도 

간장에서 550C에서 10분， 600C에서 3분 가열시 사멸 

하며， 장류중에 분포하는 효모는 450C에서 3시간， 480 C 

에서 8분 정도， 550C에서 20초내에 사멸한다고 보고하 

였는데， 본 연구 결과와 같은 경향이었다. 이상의 결 

과로 고찰해 볼 때 재래적인 방법으로 간장을 달였을 

때 젖산율이나 효모류는 쉽게 사멸하나 호기성 세균 

은 여전히 남아 생존하는 것으로 생각된다. 

간장살균시성분의 변화 

간장을 살균하는 과정 중 색도 및 총질소의 함량 변 

화를 조사한 결과는 Fig. 2와 같았다. 간장의 색도는 

온도를 상승시키는 동안에 점차적으로 증가하다가 온 

도를 유지시키며 장시간 살균하는 동안에는 급격히 상 

승한 것올 볼 수 있었다. 이것은 살균 중 간장성분간 

의 Maillard반웅이나 C앙뻐lel화에 의한 갈색화 반웅으 
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Fig. 3. Survivor curve for a temperature of 100.C. 

로 생각되었다(이숭철 동， 1997). 간장의 숙성시 품질 

에 영향을 미치는 총질소는 살균중 조금 감소하였는 

데， 이것은 열에 약한 단백질 동의 웅고 및 NHJ태 질 
소의 휘발 둥에 의해 손실되는 것으로 생각되었다 

(Stanbury et al., 1994). 간장을 달일시 룸콤한 냄새 둥 

의 풍미를 나쁘게 하는 요소를 제거한다는 의미에서 

바람직한 면도 없지 않으나， 재래식 살균법은 간장의 

색올 너무 짙게하고 향기성분을 손실시키는 단점이 있 

으므로 간장의 살균은 UHT 살균이나 온도 상숭이 없 

는 막여과법에 의한 제균법올 사용하는 것이 바람직 

할 것으로 판단되었다. 

간장 내에서 B. subtílis var. globigii(G8}으| 내열성 

재래식 살균법으로 간장을 900C에서 3시간 살균시 

호기성 세균은 여전히 잔존하였기에 재래 간장에 많 

이 분포하고 있는 Bacillus sp.의 내열성을 조사하고자 

하였다. 본 연구실에서 분리한 간장색소 생성눔과 단 

백질 분해능이 우수한 분리균 B. subtilis var. globigii 

(G8)올 이용하여 제조한 간장올 사용하여 이 미생물의 

D값을 조사하였다. 생 간장올 1000C, 950C 및 900C의 

온도에서 가열하여 D값， k(사멸속도정수)값， F값， QIO 
및 Z값올 조사한 결과는 Fig. 3-Fig. 7과 같았다. 시 

험균올 간장 내에서 가열 처리하였을 때 D
lOOOC 

값은 

10.5분， F 1000C값은 10X Dt로 하여 10.5분으로 나타났 

으며 , D
9SoC 

값이 20.6분， F
9SoC 

값은 206분이 었으며 , 

D 。 값은 128.2분， F 。 값은 1 ，282분으로 나타났 
90T 

다‘ 각 온도에서 얻은 D값을 이용하여 시험균의 

phantom thermal death time curve를 작도하여 얻은 그 

래프가 1 대수 주기를 지날때의 온도차인 Z값은 9‘20 C 

로 나타났다. 즉， B. subtilis var. globigii(G8)의 살균시 

간을 10분의 l로 줄이는데 소요되는 온도차는 9.20C로 
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Fig. 4. Survivor curve for a temperature of 95"C. 
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Fig. 5. Survivor curve for a temperature of 9OoC. 
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서 기폰에 보고된 내열성 미생물인 B. sterarother

mophil;따" B. cereus, C. botulinum 및 c. pe，껴ngens의 

Z값이 각각 7-13, 9.7, 8-12 및 100C 정도인 것 
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Fig. 7. Arrbenius plot for tbe determination of activation 
eDe댄y. 

(H왜strom et al., 1988)을 감안하면 간장내에서 B. 

subtilis var. glob(밍i(G8) 역시 상당한 내열성을 지닌 균 

주임올 알 수 있었다. 활성화 에너지(Ea)를 구하기 위 

하여 살균빈도정수(Arrh없i없 옮ctor， Ar를 산출한 결과 

1분 당 1038.744로 나타났으며， 이것을 이용하여 Ea를 

산출한 결과 67.02 kcallmol의 en앙gy가 소요됨을 알 수 

있었다. 내 열성이 강한 B. stearothermophilus의 Ea값이 

67.7 kcal/mol 정도인 연구 결고H合葉修一 et al., 1976) 

와 비교해 보았을 때， 공시균 B. subtilis var. 

glob빵ii(G8)의 간장내에서의 내열성도 그와 비슷한 내 

열성올 가졌음올 알 수 있었다. 이상의 결과를 정리하 

면 Table 1 및 Table 2와 같았다. 재래식 간장에서 주 

된 내열성균인 이 균의 l000C에서의 TDT (Th없nal 

D맹th Time)는 105분인데 반해서 12S0C와 1300C에서의 

TDT는 각각 0.2분(12초) 및 0.06분(3료요로 산출되었 

고， Q，。이 12.2인 것으로 볼 때 가열살균법으로 재래식 

간장올 살균하기 위해서는 1200C에서 0.7분이나 12S0C 

T'able 1. Heat resistance data of Bacülus sub빠ìs var. globigii in Kore뻐 M끼;ang 

D (min) k (lImin) F=10Dt (min) Z ("C) Q!O A (lImin) Ea (kcal/m이) 
℃
 C 

C 

뻐
 앙
 
% 

5 

6 

u 

m 

때
 α
 

0.2193 

0.1ll8 

0.0180 

m 
m 

쟁
 

l 
9.2 1 X 1038

.
144 12.2 67.02 

D-value: the death rate of 없10땅.anism at a given temperature (a1so termed tbe “deatb rate constant" or “decima1 reduction 
time"). It is tbe time in minutes at a constant temperature necess앙Y to desσoy 90% of organisms present. 

k-value: deatb rate constant (D=2.303/k). 
F-va1ue: tbe number of minutes required to desσoy a given 뻐nber of organisms at a given temp앙ature. 

Z-va1ue: the number of Oc required for tbe TDT or phantom TDT curve to σaverse one 10g cyc1e (It may be expressed as 
tbe number of Oc required to bring about tenfold cbange in TDT or D va1ue). 

Q!O: the ratio of tbe ve10city of a reaction at a p따ticu1하 temperature to tbe velocity at a temperature 야lat is lower by lOoC 
(Z("C)= 1 O/log Q!O). 

A: arrhenius factor or Frequency factor. 
Ea: activation energy. 
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Table 2. Calc띠ated thermal death time of Bacülus subtüis 
var. glob.쟁ii in Korean μnjang 

Temperature 
("C) 
130 

125 

120 

115 

110 

105 

100 

1: =F X 10매 100yz. 

(min) 

0.06 

0.20 

0.70 

2.46 

8.59 

30.04 

105.00 

z 
("C) 

9.2 

*1:: thermal death time at temperature t("C) of the target 
orga띠sms with definite F- and Z-value. FlOooc=105 minutes. 

에서 12초의 HTST살균이나 1300C에서 3.6초의 UHT살 

균이 적당할 것으로 판단되었다. 

요 약 

재래간장과 메주에서 발견되는 주된 단백질 분해 미 

생 물인 B. subtilis var. glob땅ii(G8)의 간장 배지 내 에 

서의 D값， Z값， QlO값 둥을 측정하여 이 미생물의 내 

열성을 조사하고 여러 가지 살균온도에서 살균하는 동 

안 간장의 성분 및 미생물 균수 변화를 측정하여 간 

장의 적정 가열살균 시간과 방법을 밝히려고 본 연구 

를 수행하였다. 

재래간장 내에 폰재하던 젖산균과 효모 세포는 간 

장 살균시 각각 800C와 900C의 살균온도에 도달하기 

이전애 모두 사멸함을 관찰하였고 호기성 세균은 800C 

에서 5시간， 900C에서 3시간 동안 살균한 후에도 각 

각 5.1 X 105 CFU/mL와 l.3 X 103 CFU/mL가 생존함 

을 알 수 있었다. 

간장 살균 중 간장의 색도와 젖산 함량은 증가하 

고 총질소 함량은 약간 감소하였다. 공시 세균의 

100oC, 950 C 및 900C에서의 D값은 각각 10.5분， 

20.6분 및 128.2분이었다. 이 세균의 Z값과 QlO값은 

각각 9.20C와 12.2 이었다. 또 이 균의 1000 C, 950 C 

및 900C에서의 F값은 각각 105분， 206분 및 1282분 

이었다. 이 세균의 계산된 가열치사시간은 1200C에 

서 0.7분， 1300C에서 3.6초이었다. B. subtilis var. 

globigii(G8)은 내열성이 아주 높기 때문에 재래간장 

살균은 1200C에서 0.7분간 고온단시간살균하거나 

1300C에서 3.6초간 초고온살균하는 것이 바람직할 것 

으로 보였다. 
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