
한수지 51(4), 369-375, 2018

369Copyright © 2018 The Korean Society of Fisheries and Aquatic Science pISSN:0374-8111, eISSN:2287-8815

Korean J Fish Aquat Sci 51(4),369-375,2018

Original Article

서   론

해조류는 육상의 일반 야채류와 마찬가지로 단백질, 지질, 탄
수화물 등 일반 영양성분을 함유하고 있는 것은 물론, 육상 야채
류에 비하면 다양한 종류의 미네랄을 풍부하게 함유하고 있다
(Mok et al., 2005). 해조류는 비타민 및 미네랄 중 마그네슘, 칼
슘, 요오드, 철 등의 함량이 높고 그 중에서도 미역, 다시마, 파래 
등에 함유되어 있는 다당류는 항암, 항종양 및 면역 활성과 고혈
압 예방 기능을 가지고 있는 것으로 알려져 있다(Kim and Lyu, 
2010). 해조류의 국내 산업적 이용현황을 살펴보면 전통적으로 
식용하여 왔던 건제품과 염장품이 주류를 이루고 있으며, 일부
는 식품 첨가물의 원료로 이용되고 있으나, 대부분 미비하게 가
공되고 있는 실정이다(Lim, 2008; Park et al., 2007).
코지(koji)는 쌀, 콩 등에 유용 미생물을 접종 배양한 효소제(
또는 발효제)로 전분 혹은 단백질을 가수분해할 수 있는 것을 말
한다. 술 제조에는 쌀이, 간장제조에는 콩이 주로 이용되고 있
으며, 전분질 분해용으로의 입국은 백국을 주로 사용하고 있다

(Kim et al., 2012). 백국균이라 불리는 Aspergillus luchuensis 
(syn. A. kawachii)는 Aspergillus niger의 변이균으로 내산성 
amylase, maltase의 활성이 강력하고, A. oryzae에 비해 유기
산 생성력이 높아 pH를 낮추는 특징이 있어 술과 음료 등의 제
조에 이용된다(Kim et al., 2013). 코지는 곰팡이에 의하여 생성
된 amylase와 protease를 함유하고 있어 원료 중의 전분과 단백
질을 발효성 당과 아미노산으로 전환하는 역할을 한다(So and 
Lee, 2010). 
코지와 관련된 연구로는 쌀품종을 달리한 입국의 제조 및 막
걸리의 품질특성(Kwon et al., 2013), 현미코지를 이용한 쌀된
장의 특성(Lee et al., 2011), 비지코지 첨가에 따른 양조간장의 
발효 중 이화학적 특성 평가(Song and Lee, 2013), 버섯균 현미
코지를 이용한 약주 제조특성(Kim et al., 2015b), 코지를 이용
한 seed mash의 이화학적 특성(Lee et al., 2005), Aspergillus 
속 곰팡이를 이용한 액체종국 제조 및 밀누룩의 품질특성(Choi 
et al., 2011), soybean koji와 rice koji를 첨가하여 발효한 도루
묵 액젓의 상온 저장 중 이화학적 품질변화(Jun et al., 2016), 
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Aspergillus kawachii 코지를 이용한 홍게 어간장의 제조 및 품
질변화(Kim et al., 2015a) 등 다양한 발효식품 제조분야에 대한 
응용연구가 활발히 이루어지고 있으나, 코지를 개량하거나 개
량된 코지의 적용분야 평가를 위한 효소특성에 관한 연구는 미
흡하다. 앞서 기술한 바와 같이 다양한 영양성분을 함유하고 있
는 해조류를 접목하여 코지를 제조하는 것은 코지를 사용하는 
응용(발효)제품의 영양학적 가치를 높일 수 있는 방법이며, 좋
은 코지 개량방법이 될 수 있다.
이에 본 연구에서는 대표적 식용 해조류인 김(Pyropia yezoen-

sis),다시마(Saccharina japonica), 파래(Enteromorpha sp.) 각
각을 쌀코지 제조시 첨가하여 제조과정 중 amylase 및 protease 
활성변화를 조사하였고, 효소활성이 가장 우수하다 판단된 해
조류 첨가 코지로부터 얻어진 조효소액의 pH, 온도, NaCl 농도
에 따른 amylase 및 protease 활성 변화를 시험하였다. 본 연구
결과는 새로운 형태의 효소제를 개발하거나 이것을 응용하기 
위한 기초 자료로 활용 될 수 있을 것이다.

재료 및 방법

재료 및 종균

쌀은 2016년 그해 재배된 것을 강릉시 사천농협으로부터 구
입하여 사용하였다. 종균으로 사용된 Aspergillus luchuensis는 
포자 분말로 된 것을 ㈜충무발효(Ulsan, Republic of Korea)로
부터 구입하여 사용하였다. 김과 다시마는 건조된 상태로 강릉
시 중앙시장에서 구입하였고, 코지제조에 사용하기전 가정용 
블랜더로 분쇄 후 40 mesh채에 내려 사용하였다. 파래는 온라
인몰을 통하여 분말로 된 것을 구입하여 사용하였다.

쌀코지 제조

쌀코지는 Jun et al. (2016)의 방법을 응용하여 제조하였다. 즉, 
원료미(1 kg)를 충분히 수세하고 16시간 동안 실온에서 침지 불
림하였고, 40분동안 물 빼기 후 3종의 해조류 분말 각각을 불리
기전 쌀 중량 대비 0.5% (w/w)가 되도록 첨가하고 골고루 섞
어주었다. 대조구는 해조류를 첨가하지 않은 것을 말한다. 해
조류 첨가 후 고압멸균기 105℃에서 40분간 증기로 익혀 고두
밥을 만들었고, UV살균처리된 클린벤치에 만들어진 고두밥을 
넓게 펼쳐 실온이 될 때까지 식혔으며, 여기에 원료 쌀 무게 대
비 0.2%에 해당하는 종균 A. luchuensis 포자 분말을 3회로 나
누어 골고루 접종하였다. 접종된 쌀은 발효기를 사용하여 일정
한 상대습도(85%)와 온도(30℃)를 유지하여 72시간동안 배양
하여 제조하였다.

시료의 수집 및 조효소액 추출

72시간동안 12시간 간격으로 시료 100 g 가량을 수집하였고, 
수집된 시료는 수분, 수분활성도, pH 및 곰팡이 수 측정과 효소
활성 평가를 위한 조효소 추출에 사용되었다. 조효소 추출방법

은 다음과 같다. 시료 20 g과 탈이온수 100 mL를 혼합한 뒤 약 
1분간 균질하였고, 30℃ 항온수조에서 30분간 진탕 처리하였
다. 이 후 원심분리(10,000 g, 4℃, 10분)하여 얻은 상등액을 조
효소액으로 사용하였다.

수분함량 및 수분활성도

수분함량은 상압가열건조법(AOAC, 2005)으로 측정하였다. 
수분활성도 측정을 위해, 시료는 수집 후 즉시 일회용 측정용
기에 5 g을 칭량하여 커버를 닫고 20℃에서 약 1시간가량 정치
시켰고, 수분활성도 측정기(HP23-AW-A, Rotronic, Switzer-
land)를 사용하여 수분활성도를 측정하였다.

pH 및 곰팡이 수

pH 측정을 위해, 시료 5 g과 탈이온수 45 mL를 합한 후 약 1분
간 균질하였고, 원심분리(7,000 g, 15분)하여 얻은 상등액을 pH 
meter (CH/Seven Easy-s20K, Mettler Toledo, Switzerland)로 
측정하였다. 곰팡이 수는 표준평판법(Park and Oh, 1995)으로 
측정하였다. 시료 20 g과 멸균된 희석수 0.1% peptone water 
180 mL를 멸균시료백에 담고 균질(260 rpm, 5분)하였고, 균
질된 시료액을 동일한 희석수를 사용하여 십진법으로 적절하
게 희석하였다. 희석된 시료액 1 mL는 potato dextrose agar 
(Difco; Becton Dckinson, Spark, MD, USA)에 도말하였고, 
28℃에서 72시간 배양한 뒤 생성된 colony 수(15-150)를 계수
하여 log CFU/g으로 나타내었다.

Amylase 활성

코지 시료내 amylase 활성은 Bechman et al. (2012)이 제안한 
3,5-dinitrosalicylic acid 법을 약간 변형하여 측정하였다. 0.1 
M acetate buffer (pH 5.0)에 1% soluble starch를 용해시켜 준
비한 기질액 1 mL와 분리된 조효소액 1 mL를 혼합하고 55℃ 
항온수조에서 15분간 진탕 반응시켰다. 반응이 끝난 후 즉시 반
응액 0.5 mL를 취하였고, 여기에 96 mM 3,5-dinitrosalicylic 
acid 0.5 mL를 가하여 95℃ 수조에서 5분간 발색시켰다. 그 후 
4 mL의 탈이온수를 가한 뒤 실온에서 약 15분간 식혔고, 540 
nm에서 흡광도를 측정하였다. 생성된 maltose의 양은 0.2% 
maltose를 표준용액으로 사용하여 적절하게 희석한 뒤 위와 동
일하게 발색반응 시험을 진행하였고, 측정된 흡광도 값을 이용
하여 standard curve를 작성한 후 시료 값을 대입하여 계산하였
다.  Amylase 활성은 1 g의 코지가 분당 1 mg의 maltose를 생성
하는 것을 1 unit (U)으로 나타내었다.

Protease 활성

Protease 활성은 o-phthalaldehyde 법(Shakerian et al., 2014)
을 응용하여 측정하였다. 0.21 M sodium phosphate buffer (pH 
8.2)에 용해시킨 0.5% casein 용액 1 mL와 분리된 조효소액 1 
mL를 혼합하고 35℃ 항온수조에서 30분간 진탕 반응시켰다. 
반응정지를 위해 0.75% trichloroacetic acid 4 mL를 첨가하였
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고, 원심분리(7,000 g, 10분)하여 상징액을 얻었다. 상징액 200 
µL에 o-phthalaldehyde reagent 3 mL를 가하고 약 30초간 혼
합함과 동시 정확히 1분 30초 뒤 340 nm에서 흡광도를 측정하
였다. 생성된 아미노산량은 0.05% serine을 표준물질로 stan-
dard curve를 작성하여 계산하였다. Protease 활성은 1 g의 코지
가 분당 serine 1 µg을 유리하는 것을 1 U으로 나타내었다. O-
phthalaldehyde reagent는 o-phthaladehyde 80 mg을 methanol
에 용해시킨 뒤 20% SDS 5 mL, 100 mM sodium tetraborate 
decahydrate 50 mL, 2-mercaptoethanol 300 µL를 순차적으로 
가한다음 탈이온수를 사용하여 100 mL로 정용하여 준비하였
다. 이 시약은 측정당일 제조하여 사용하였다. 

pH, 온도 및 NaCl 농도가 amylase와 protease 활
성에 미치는 영향

효소활성에 영향을 미치는 요인은 다양하지만, 코지의 산업적 
적용범위 고려시 가장 크게 영향을 미칠 것으로 예상되는 pH, 
온도 및 NaCl 농도를 요인으로 결정하였다. 각 요인의 구간은 
pH 3, 5, 7, 9, 온도 15, 25, 35, 45, 55℃, NaCl 농도 0, 2.5, 5, 
7.5, 10%로 설정하였다. pH의 조정을 위해 다음의 완충용액들
을 제조하여 반응액으로 사용하였다. pH 3, 0.1 M glycine-HCl 
buffer; pH 5, 0.1 M acetate buffer; pH 7, 0.1 M potassium 
phosphate buffer; pH 9, 0.1 M tris-HCl buffer. NaCl의 농도
는 반응액의 최종농도 기준으로 NaCl을 첨가하여 조절하였다. 
pH와 온도에 따른 효소활성 변화를 측정하기위해 반응시간(1
시간)과 NaCl 농도(0%)를 고정하였고, NaCl 농도에 따른 효소
활성 변화를 측정하기위해 반응시간(1시간)과 반응온도(35℃)
를 고정하였다. 나머지 조건은 앞서 언급한 amylase와 protease 
활성 측정 방법과 동일하다.

통계분석

모든 실험결과는 평균과 표준편차로 나타내었고, 평균값들 사
이 유의적 차이는 IBM SPSS statistics program (Version 23; 

IBM Co., Amork, NY, USA)을 사용하여 one-way ANOVA 방
법에 따라 유의수준 95%에서 Tukey’s test에 의해 검정하였다.

결과 및 고찰

수분함량 및 수분활성도

해조류 첨가농도 결정을 위한 예비실험결과, 0.1-1% 첨가 농
도 별(72시간 배양) 각 코지로부터 분리된 조효소의 amylase와 
protease 활성은 김, 다시마, 파래 모두 0.5% 첨가시 가장 높게 
나타났다(data not shown). 이 결과를 바탕으로 본 연구에서는 
각 해조류 첨가농도를 0.5%로 동일하게 설정하였고, 종균 접
종 후 배양하는 동안 각 코지의 수분함량 및 수분활성도에 대
한 경시적인 변화를 Table 1로 나타내었다. 배양시간이 경과함
에 따라 수분함량 및 수분활성도는 모든 구에서 수직적으로 감
소되었고, 수분함량의 경우 다시마 첨가구가, 수분활성도의 경
우 파래 첨가구가 각각 다른 구들에 비해 빠르게 감소되는 것처
럼 보였다. 하지만, 수분함량에서 배양 72시간동안 대조구와 모
든 시험구사이 통계학적 유의성은 없었다(P<0.05). 수분활성도
는 종균의 증식 및 균사체의 형성에 영향을 미치는 주요 인자로 
Aspergillus 속의 경우 수분활성도 0.65가 균사체 형성의 한계
선으로 보고된 바 있으며(Stevenson et al., 2015), 72시간 경과 
후 모든 구의 수분함량은 22.1-27.1%, 수분활성도는 0.78-0.84 
범위에 있었다.

pH 및 곰팡이 수

일본의 큐슈 남부지역에서 shochu 생산시 사용되는 A. 
kawachii의 경우 쌀을 당화하는 과정에서 다량의 유기산을 생
성하여 pH를 산성화(약 pH 3.0)하는데 기여하는 것으로 알려
져 있으며, 이 가운데 citric acid가 대부분을 차지한다(Mikami 
et al., 1987; Nagamine et al., 2003). Kim et al. (2013)이 보고
한 쌀코지 당화액내 유기산 결과에서는 A. oryzae를 접종한 경
우 citric acid, malic acid, lactic acid (dominant) 등이 생성되었

Table 1. Changes in the moisture content and water activity of the rice kojis with different seaweeds during solid-state fermentation

Incubation
time (h)

Control Laver Pyropia yezoensis Kelp Saccharina japonica Green laver Enteromorpha sp.
Moisture (%) Water activity Moisture (%) Water activity Moisture (%)Water activity Moisture (%) Water activity

0 43.6±6.9 A * ns † 0.98±0.01 A ns 49.5±3.6 A 0.98±0.01 A 43.2±9.5 A 0.96±0.01 A 39.1±3.6 A 0.99±0.01 A

12 40.3±7.5 AB ns 0.95±0.03 AB ns 46.4±6.6 AB 0.98±0.01 A 42.0±2.6 A 0.97±0.01 A 32.4±5.8 AB 0.99±0.01 A

24 31.3±4.3 ABC ns 0.89±0.02 ABC a ‡ 40.0±6.0 ABC 0.91±0.02 B a 32.3±2.8 AB 0.90±0.02 AB a 31.4±6.2 AB 0.84±0.01 B b

36 29.3±1.1 ABC ns 0.88±0.05 ABC ns 36.0±9.6 ABC 0.87±0.03 BC 24.7±9.5 B 0.90±0.05 AB 28.1±3.4 AB 0.83±0.01 B

48 27.4±6.8 BC ns 0.85±0.08 BC ns 31.7±4.5 BC 0.84±0.01 CD 24.8±6.7 B 0.88±0.03 B 28.3±6.0 AB 0.79±0.02 C

60 26.0±1.3 BC ns 0.81±0.01 C bc 29.1±3.2 C 0.83±0.01 CD ab 23.7±2.6 B 0.86±0.02 B a 26.3±3.7 AB 0.79±0.01 C c

72 25.7±3.6 C ns 0.81±0.01 C ab 27.1±5.5 C 0.82±0.02 D ab 22.1±2.1 B 0.84±0.03 B a 24.2±5.5 B 0.78±0.01 C b

*The different capital letters indicate significantly different values in the vertical column (P<0.05). †No significant difference in the horizon-
tal column (P<0.05). ‡The different small letters indicate significantly different values in the horizontal column (P<0.05). Data expressed 
as the mean±SD in triplicate.
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고, A. kawachii를 접종한 경우 다량의 citric acid, succinic acid
와 소량의 oxalic acid가 생성되었다. 총 생성량은 후자의 균주 
접종시 훨씬 높았고, 이것은 pH 감소에 영향을 미쳤다. 
본 연구에서 나타난 pH와 곰팡이 수의 경시적인 변화는 Fig. 

1로 나타내었다. 초기 pH는 해조 첨가 유무 및 종류에 관계없
이 유사한 수준(pH 6.6-6.7)으로 나타났고, 모든 구에서 동일하
게 배양 36시간째 최저 pH (2.8 부근)에 도달하였다. 하지만, 배
양 12시간과 24시간째 결과에서 김과 파래 첨가구가 대조구와 
다시마 첨가구에 비해 유의적으로 낮게 나타나(P<0.05) 이 시
간대에서 빠른 pH 감소를 보였다. 증자된 쌀에 종균을 약 0.2% 
(w/w)가량 접종시 초기 곰팡이 수는 약 6 log CFU/g (wet ba-
sis)으로 나타났고, 모든 구에서 약 24시간동안 초기균수가 유
지되는 유도기가 관찰되었다. 이후 배양 36시간째 곰팡이 수는 
모든 구에서 급격하게 증가하였고, 대조구에서 약 7.6 log CFU/
g로 나타난 것에 비해 김과 파래 첨가구의 곰팡이 수는 유의적
인 차이를 보이며 약 8.2 log CFU/g까지 증가하였다(P<0.05). 
pH의 감소는 배양 12시간전부터 일어난 것으로 예상된 반면, 
곰팡이 수는 이 시간대에서 유도기를 가졌는데, 이것은 곰팡이
의 life cycle을 생각하면 잘 해석된다. 균사체를 형성하는 곰팡
이의 경우 일반적인 세균과 달리 균사체, 분생자병 형성을 거쳐 
포자를 생성한 후에 퍼져서 증식하기 때문에 유도기가 있는 것
처럼 보이며, 퍼진 포자의 발아가 일어난 이후 급격한 증식이 나
타나고, 곰팡이유래 효소의 경우 대부분 균사체에서 생성되므
로(Madigan and Martinko, 2006), 김과 파래첨가시 단축된 pH
의 감소는 이 두 해조의 첨가가 곰팡이 자실체의 생성 및 유기산
을 생성하는데 긍정적인 영향을 미친 결과로 예상된다.

Amylase 및 protease 활성

코지제조를 위해 소요되는 배양시간은 원료의 종류, 호화정
도, 종균의 종류, 접종농도 및 배양조건 등 다양한 요인에 의해 
달라질 수 있으며, 응용하고자 하는 사용 목적에 따라 효소활성
이 최대가 되는 지점에 맞춰 그 기간을 정하게 된다. 종균의 종
류는 다르지만 Bechman et al. (2012)의 보고에 따르면, 증자
된 쌀에 A. oryzae를 접종한 경우 배양 약 58시간이 변곡점으
로 α-amylase의 활성이 감소하였다. 이들의 결과를 기준으로 
배양시간 최대를 72시간으로 정하였으나, 본 연구에서 나타난 
amylase 활성은 실제 배양 72시간까지 지속적으로 증가하였다
(Fig. 2A). Amylase 활성은 해조류 첨가 유무에 따라 배양 36시
간에서부터 유의적인 차이를 보였고, 해조류 첨가구 모두 대조
구에 비해 높게 나타났다(P<0.05). 특히, 김과 파래 첨가구의 경
우 배양 36시간부터 72시간까지 대조구와 현저한 차이를 유지
하였고(P<0.05), 최대 amylase 활성 평균값은 코지 1 g당 김 첨
가구 1,740 U, 파래 첨가구 1,733 U, 다시마 첨가구 1,586 U, 대
조구 1,378 U 순으로 각각 나타났다. 

Amylase 활성은 배양 72시간동안 지속적인 증가를 보인데 반
해, protease 활성은 대조구를 포함한 모든 시험구에서 배양 36
시간을 중심으로 활성이 유지되거나 감소된 것으로 나타났다
(Fig. 2B). 해조류 첨가 유무에 따라 김과 파래 첨가구의 경우 배
양 24시간에서부터 대조구와 유의적인 차이를 나타내었고, 특
히 김 첨가구의 경우 배양 36시간째 가장 높은 활성을 나타내었
다(P<0.05). 쌀품종에 따라 다르지만 일반적인 도정을 거친 쌀
에는 건조중량 기준 약 7%미만의 단백질과 90%이상의 탄수화
물이 존재하는데(Choi, 2010), 본 실험에서 protease의 활성이 
amylase 활성에 비해 상대적으로 낮은 것은 기질로 사용된 쌀
이 가진 영양성분 비율의 차이에서 기인된 결과로 예상되었다. 
Aspergillus 속으로부터 다양한 효소들이 분리되어 상업적으로 

Fig. 1. Changes in the pH and mold cell count of the rice kojis with different seaweeds during solid-state fermentation. Symbols indicate: 
●, control (without seaweed); △, Laver Pyropia yezoensis; □, Kelp Saccharina japonica; ◇, Green laver Enteromorpha sp. *Significant 
difference at P<0.05 versus the control (ANOVA). Data expressed as the mean±SD in triplicate.
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이용되고 있으며, 이 가운데 일부 산성화 발효환경에서 산내성
을 가지는 α-amylase 및 protease등이 분리된 바 있다(Mikami 
et al., 1987; Siala et al., 2009). 본 연구결과에서 protease 활성
은 초기 pH가 감소함에 따라 활성은 증가하여 어느정도 산내성
을 가지는 것으로 예상되었지만, 배양 36시간 이후 활성이 감소
함에 따라 과도한 산생성이 protease 활성을 저해할 수 있다는 
점이 시사되었다. 

현재까지 결과를 종합하면, 코지 제조과정에서 김 첨가는 대
조구 및 다시마 첨가구에 비해 pH 감소시간을 단축시켰고, 코
지내 곰팡이 수 및 효소활성 증가에 보다 긍정적인 영향을 주었
다. 이것은 김 첨가 방법이 코지를 개량하는 좋은 방법이 될 수 
있다는 것을 보여주는 것이며, 배양시간은 protease 활성 감소
시간대를 고려하여 48시간 이내로 배양하는 것이 적절한 것으
로 사료된다.

Fig. 2. Changes in the amylase and protease activities of the rice kojis with different seaweeds during solid-state fermentation. Symbols 
indicate: ●, control (without seaweed); △, Laver Pyropia yezoensis; □, Kelp Saccharina japonica; ◇, Green laver Enteromorpha sp. One 
unit of amylase activity was defined as the one milligram of maltose released from 1% soluble starch per a minute. One unit of protease 
activity was defined as the one microgram of leucine released from 0.5% casein per a minute. *Significant difference at P<0.05 versus the 
control (ANOVA). Data expressed as the mean±SD in triplicate.
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Fig. 3. Effects of pH, temperature and NaCl concentration on the amylase activity of the rice koji with 0.5% Laver Pyropia yezoensis. Sym-
bols indicate: ○, pH 3; △, pH 5; □, pH 7; ◇, pH 9. One unit of amylase activity was defined as the one milligram of maltose released from 
1% soluble starch per a minute. *The different capital letters indicate significantly different values in the horizontal column (P<0.05). †The 
different small letters indicate significantly different values in the vertical column (P<0.05). Data expressed as the mean±SD in triplicate.
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pH, 온도 및 NaCl 농도가 amylase 활성에 미치는 
영향

pH, 온도 및 NaCl 농도가 코지의 효소활성에 미치는 영향
을 조사하기 위해, 앞선 결과에서 가장 효소활성이 높았던 것
으로 나타난 0.5% 김 첨가, 배양 48시간 조건에서 코지를 제
조하였고, 조효소 분리 후 다양한 pH, 온도 및 NaCl 농도에서 
amylase 활성변화를 측정하였다(Fig. 3). 그 결과, pH 3-9, 온도 
15-55℃ 반응조건에서 나타난 amylase 활성은 온도보다 pH에 
더 큰 영향을 받는 것처럼 보였고, 주어진 모든 pH 조건에서 온
도가 증가함에 따라 활성이 증가하는 경향을 보였다. pH 9에서 
amylase 활성은 모든 온도조건에서 다른 pH에 비해 활성이 크
게 낮았다. 각 온도 별 amylase 활성을 살펴보면, 15℃에서는 
pH 5와 7의 반응구가 pH 3과 9에서 보다 유의적으로 높았고, 
25℃, 45℃, 55℃에서는 pH 3, 5, 7사이 유의적인 차이가 없었
다(P<0.05). NaCl 농도 0-10%범위에서 amylase 활성은 모든 
pH 조건에서 NaCl 농도 2.5%부터 크게 감소하였고, 이 감소된 
활성은 NaCl 농도 10%까지 그대로 유지되었다. 다시 말하면, 
amylase 활성은 특정 pH 영역에서 NaCl의 농도에 의해 더 큰 
영향을 받았다기 보다 전반적으로 일정하게 감소하였고, pH 9
의 경우 주어진 모든 NaCl 농도에서 pH 5와 7의 반응구 보다 유
의적으로 낮은 활성을 나타내었다(P<0.05).

pH, 온도 및 NaCl 농도가 protease 활성에 미치는 
영향

동일한 pH및 온도조건에서 protease 활성은amylase 활성과 
다른 양상을 보였다(Fig. 4). Amylase 활성은 온도가 증가함에 

따라 증가하였던 반면, protease활성은 pH 9를 제외한 다른 pH
반응구에서 35-45℃ 사이 최대활성을 나타내었고, 이 구간을 
중심으로 온도가 낮거나 높을 경우 활성은 감소하였다. 온도 별 
protease활성을 살펴보면, 15℃에서는 pH 5의 반응구가 pH 3, 
7, 9에 비해 유의적으로 높았고, 25℃에서는 pH 3의 반응구가 
pH 5, 7, 9에 비해 유의적으로 낮았다(P<0.05). 35℃와 45℃에
서는 pH 5와7의 반응구가 pH 3과 9보다 유의적으로 높게 나타
났다(P<0.05). NaCl 농도에 따른 protease 활성은 pH 9의 반응
구를 제외하고 amylase활성과 유사하게 나타났다. pH 9의 경
우 NaCl 농도가 증가함에 따라 감소하였다.
결론적으로, amylase 및 protease 활성을 기준으로 발효식품
에 쌀코지를 적용할 경우 pH 9 이상을 요구하는 환경에서는 효
과적인 효소 활성을 기대하기 어려우며, 특히, 단백질 분해 목
적일 경우 35℃ 부근의 발효환경이 요구된다. 또한, 염을 첨가
하는 경우에는 염 첨가 전에 코지를 첨가해야 효소활성을 극대
화할 수 있을 것으로 예상한다. 흥미롭게도 식염 첨가에 의해 쌀
코지의 amylase 및 protease 활성은 감소하였지만, 10%가량의 
고농도 NaCl 환경에서도 두 효소활성이 일정수준 유지되어 식
염을 첨가하는 다양한 발효식품에 적용 가능함이 확인되었다.
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Fig. 4. Effects of pH, temperature and NaCl concentration on the protease activity of the rice koji with 0.5% Laver Pyropia yezoensis. Sym-
bols indicate: ○, pH 3; △, pH 5; □, pH 7; ◇, pH 9. One unit of protease activity was defined as the one microgram of leucine released 
from 0.5% casein per a minute. *The different capital letters indicate significantly different values in the horizontal column (P<0.05). †The 
different small letters indicate significantly different values in the vertical column (P<0.05). Data expressed as the mean±SD in triplicate.
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