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메주에서 분리한 검은 Aspergillus 균주의 동정
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ABSTRACT : Black Aspergillus is important fungus for oriental fermentation industry. Black Aspergillus was frequently isolated from
Korean traditional Meju, a fermented soybean starting material for soy sauce and soybean paste. Thirty three strains were isolated
from 98 finished Meju collected in various regions of Korea from 2008 to 2011, and 21 strains were isolated from in-process
Meju at various farms from 2010 to 2011. The isolated black Aspergillus were identified using DNA sequences of partial β-tubulin
and calmodulin genes. Of 54 black Aspergillus strains, 14 strains were identified as A. luchuensis and the others were composed
of A. niger (n = 21), A. tubingensis (n = 10), and A. welwitschiae (n = 9). 
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검은 Aspergillus는 동양의 발효산업에 중요한 균으로서
이중에서 식품제조에 사용되는 균을 흑국균이라고 한다
(Murakami, 1976; Kitamoto, 2002). 여러 종의 Aspergillus가
흑국균으로 보고되었으나 산업적으로 유용한 흑국균은 주
로 Aspergillus luchuensis, A. niger, A. tubingensis인 것으로 보
고되고 있다(Yamada et al., 2011). 이 중에서 특히 A. luchu-
ensis는 우리나라의 막걸리와 일본의 소주, 그리고 중국의 보
이차(普 茶) 제조의 주요균으로 알려져 동양의 발효산업에
매우 중요한 균으로 인식되고 있다(Hong et al., 2013).
메주는 한식의 기본 조미료인 된장, 간장을 만드는 주요

재료로서 메주의 발효가 된장, 간장의 맛을 좌우한다고 알
려져 있다. 콩을 삶아서 다양한 모양으로 빚은 메주는 말
리고 띄우는 과정 동안 다양한 미생물에 의하여 발효된다.
세균, 효모, 곰팡이 등이 메주의 발효에 관여되는 데 이 중
곰팡이는 콩의 단백질, 지방, 탄수화물의 거대분자들을 아
미노산, 지방산, 단당류 같은 작은 분자로 만드는 역할을
하는 것으로 알려져 있다(Lee et al., 1995). 1990년대 중반
에 메주에 서식하는 곰팡이들에 대하여 조사되었으나(Lee,
1995) 분리방법상의 문제(제한된 배지를 사용한 희석평판
법 이용)와 동정의 문제(형태적 방법만 사용)로 인하여 메
주곰팡이 동정에 대한 재작업이 진행되고 있다(Hong et
al., 2011; Hong et al., 2012; Hong et al., 2013).

Lee 등(1995)이 메주의 곰팡이에 대하여 전체적인 조사
를 실시하였으나 검은 Aspergillus는 보고되지 않았다. 하
지만 전술한 바와 같이 흑국균은 막걸리, 소주와 같은 술
의 제조, 보이차와 같은 음료의 제조에 중요한 역할을 담
당하는 것으로 알려져 있다. 따라서 본 실험에서는 메주에
어떤 검은 Aspergillus가 얼마나 존재하는지를 밝히고 이들
을 분리하여 미생물자원센터에 보존함으로써, 장류 또는
주류 제조의 활용에 기반을 제공하고자 하였다. 
검은 Aspergillus 33 균주를 2008년부터 2011년까지 전국적
으로 수집한 98개의 완성메주로부터 희석평판법과 직접분리
법에 의하여 분리하였다. 희석평판법을 위하여는 DRBC[32 g
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rose-bengal chlorampenicol agar base (Oxoid CM0549), 0.002 g
dichloran, 0.1 g chloramphenicol, 1 L distilled water]와 DG18
[31.5 g dichloran-glycerol agar base (Oxoid CM0729), 220 g
glycerol, 0.1 g chloramphenicol, 1 L distilled water] 배지를 사용
하였고 직접분리법에는 MEA [50 g malt extract agar (Oxoid
CM0059), 1 L distilled water] 배지를 사용하였다(Hong et al.,
2011). 추가로 2010년부터 2011년 동안, 발효과정에 있는 메주
로부터 21 균주의 검은 Aspergillus를 분리하였는데, 메주에서
검은 Aspergillus로 보이는 부분을 핀셋으로 집어서 MEA 배지
에 도말하는 방법으로 분리하였다. 분리된 균주는 단포자 분
리법으로 순수 분리하였으며 사면배지 시험관에 배양한
후에 4oC에 보존하면서 실험에 사용하였다.
확보된 54균주의 검은 Aspergillus를 동정하기 위하여 형태
적 특성과 분자적 특성을 함께 사용하였다. 형태적 특성으로
MEA, CYA [35 g Czapek dox broth (Difco 233810), 5 g yeast
extract, 15 g agar, 1 L distilled water] 배지상에서의 균주 생장
모습과 MEA 배지에서 자란 균주의 광학현미경에 의한 세부

구조를 관찰하였다. 분자적 동정을 위하여 β-tubulin 유전자
염기서열을 사용하였으며 β-tubulin 유전자 분석으로 동정
이 명확하지 않은 KACC 46492와 46882 균주의 동정을 위하
여 calmodulin 유전자 염기서열도 함께 분석하였다. β-tubulin
의 PCR 증폭을 위하여 bt2a, bt2b 프라이머를(Glass and
Donaldson, 1995) 사용하였으며 calmodulin 유전자 분석을 위
하여 cmd5, cmd6 프라이머를 사용하였다(Hong et al., 2005).
해독된 염기서열은 Hong 등(2013)에서 사용된 검은
Aspergillus 표준균주와 함께 분석하였다. 분자적 동정을 위하
여 MEGA version 5.1 (Tamura et al., 2011) 프로그램을 사용
하였으며 균주간 거리는 Tamura-Nei 상수 거리계산모델을 사
용하였고 Neighbor-joining 유연관계도를 작성하였다. 
β-tubulin 유전자 분석에 의하여 메주에서 분리된 54균주
는 A. niger 21균주, A. luchuensis 14균주, A. tubingensis 10 균
주, A. welwitschiae 9 균주로 동정되었다(Table 1, Fig. 1). 이 중에서
KACC 46492와 46882 균주는 β-tubulin 유전자 분석에서는 A.
niger와 A. welwitschiae 사이에서 불확실한 위치를 보였으나

Table 1. Black Aspergillus strains isolated from Meju

Aspergillus species Strain no. Meju source (Meju no.) Aspergillus species Strain no. Meju source (Meju no.)

A. luchuensis

M29 Yangpyeong (#4)

A. niger

M639 Jecheon (#56)
M532 Hoingseong (#49) M654 Sunchang (#57)
M2009 Yongin (#172) M701 Sunchang (#61)
M2093 Yongin (#172) M826 Andong (#77)
M2096 Yongin (#217) M2108 Buan (#87)
M2097 Yongin (#225) M2110 Gongju (#89)
M2098 Yongin (#228) M2111 Gongju (#89)
M2099 Sunchang (#249) KACC 46497 Yangpyeong (#91)
KACC 46491 Sunchang (#276)

A. tubingensis

M100 Haenam (#7)
M2103 Yongin (#318) KACC 46498 Hoingseong (#51)
M2104 Anseong (#79) M1001 Yeoju (#37)
KACC 46490 Yongin (#80) M1003 Yeoju (#38)
M2106 Yongin (#80) M1004 Yeoju (#38)
M2113 Yangpyeong (#93) M1005 Pocheon (#42)

A. niger

M44 Yangpyeong (#4) M1006 Anseong (#73)
M224 Cheongwon (#12) M2095 Yongin (#173)
M267 Goisan (#16) KACC 46499 Sunchang (#250)
KACC 46493 Ichoen (#36) M2101 Sunchang (#248)
M458 Ichoen (#36)

A. welwitschiae

KACC 46492 Haenam (#7)
M478 Yangju (#44) M268 Goisan (#16)
KACC 46494 Hoingseong (#51) KACC 46882 Haenam (#27)
M561 Hoingseong (#51) M504 Buan (#46)
KACC 46495 Gimpo (#52) M672 Sunchang (#58)
M581 Gimpo (#52) M792 Sunchang (#72)
M602 Kimcheon (#53) M1002 Yeoju (#37)
M619 Iksan (#54) KACC 46496 Goisan (#81)
M630 Gimcheon (#55) M2109 Buan (#87)
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calmodulin 유전자 분석에서 A. welwitschiae와 같은 그룹을 형성
함으로써(데이터 미제시) A. welwitschiae로 최종 동정되었다. 

A. welwitschiae는 표현형적으로는 A. niger와 구분되지 않으
며 오로지 β-tubulin과 calmodulin의 유전자 염기서열에 의하
여 구분되는 계통학적인 종(pylogenetic species)이다(Perrone
et al., 2011; Hong et al., 2013). 하지만 메주 분리균의 β-
tubulin 유전자 분석에서 A. niger와 A. welwitschiae의 중간에
위치하는 균주가 발견됨으로써 A. welwitschiae의 종으로서의
존재가치에 대한 재검토가 요구된다. 
메주로부터 분리된 A. niger, A. luchuensis, A. tubingensis, A.

welwitschiae의 4 종은 형태적으로는 서로 구분할 수가 없었다.
그리고 메주에서의 발생 특성에서도 차이가 없었다. 심지어는
같은 메주에서 서로 다른 종이 분리되기도 하였는데 M29와
M44 균주는 경기도 양평의 4번 메주에서 분리되었으나 M29는
A. luchuensis로 M44는 A. niger로 동정되었다. M1001, M1002 역
시 여주의 37번 메주에서 분리되었으나 M1001은 A. tubingensis,
M1002는 A. welwitschiae로 동정되었다.
이들 종은 형태적으로는 서로 구분이 되지 않지만 분자적
으로 명확히 구분되고(Fig. 1) 또한 서로 다른 2차 대사산물을
생성하는 것으로 알려져 있다. A. niger와 A. welwitschiae의 경

우에는 ochratoxin을 생성할 수 있는 반면에 A. tubingensis와
A. luchuensis는 이를 생성하지 못하는 것으로 알려져 있다
(Hong et al., 2013). 특히 A. luchuensis는 세균의 오염을 막는
유기산을 생성하는 반면에 인체에 해가 되는 어떤 독소도
생성하지 않는 것으로 알려져 있다.
검은 Aspergillus는 메주 발효 후기에 고온으로 띄울 때에
발생한다. 일반적으로는 메주 표면과 갈라진 틈 사이에 발
생하나 경우에 따라서는 내부에서 대량으로 자라기도 한다
(Fig. 2). 이 경우에 공기가 충분하지 않을 때에는 포자를 형
성하지 않고 균사상태로 자라기 때문에 흰색으로 자란다.
일반적으로 메주의 곰팡이는 메주의 콩과 콩사이의 공극에
자라는데 검은 Aspergillus의 경우에는 공극 뿐만이 아니라
콩의 내부까지 자라는 것이 관찰되었다(Fig. 2). 이것은 검은
Aspergillus의 발효 능력이 콩사이의 공극에서만 자라는 곰
팡이에 비해서 우수하다고 해석할 수 있다.
일반적으로 장류업체에서는 메주의 검은곰팡이를 좋아하
지 않는다. 검은곰팡이 중에는 Aspergillus 외에도 메주가 제
대로 건조가 되지 않아서 발생하는 Rhizospus도 있다. Rhizopus
는 주로 메주 발효 초기의 건조 과정에서 생기기 때문에 검은
Aspergillus와 쉽게 구분된다(Hong et al., 2012). 메주 발효 후기
에 발생하는 검은 Aspergillus는 양면성이 있는 것으로 판단된
다. 먼저 이들 중에 A. niger와 A. welwitschiae는 ochratoxin을
만들 수 있기 때문에 주의를 기울여야 한다. 한편 A.
tubingensis나 A. luchuensis는 인체에 해로운 독소를 만들지
않으며 특히 A. luchuensis는 탄수화물, 지방, 단백질의 분해
력이 높은 것으로 나타났다(비제공 자료). 하지만 자연상
태에서 이 종들을 구분하여 선택적으로 메주에서 배양하
는 것은 어려울 것으로 판단된다. 따라서 메주에서 분리된
검은곰팡이 중에서 발효력이 뛰어난 균주를 선발하여 제
어된 환경에서 이 균주를 활용할 수 방법을 강구할 수 있
을 것으로 생각된다.
본 실험에 사용된 균주는 농업미생물은행(Korean Agricu-

ltural Culture Collectioin, KACC; http://www.genebank.go.kr)
에 장기보존 되어 있으며 산업적인 활용을 위한 연구용으로
제공된다.

Fig. 1. Neighbor-joining tree depicting taxonomic position
of black Aspergillus strains from Meju. The tree is based on
DNA sequences of β-tubulin gene. Numbers at the nodes are
bootstrap values greater than 60 and the subscript T after
strain no. denotes type strain of the species.

Fig. 2. Black Aspergillus on Meju. Left, A. luchuensis M2093;
Right, A. niger KACC 46495.
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적 요 

검은 Aspergillus 속균은 동양의 발효산업에서 매우 중요
한 곰팡이로서 식품산업에 관련된 검은 Aspergillus를 흑국균
이라고 한다. 흑국균은 A. luchuensis, A. niger, A. tubingensis로
구성이 되어 있는데 이 중에서 A. luchuensis는 동양의 발효산
업에서 매우 중요한 곰팡이로 알려져 있다. 우리나라 전통 된
장과 간장의 주요 원료가 되는 메주에서도 검은 Aspergillus가
흔히 발견되었다. 33균주의 검은 Aspergillus가 2008년부터
2011년 사이에 전국적으로 수집한 98개의 완성메주로부터
분리되었고 추가로, 발효과정에 있는 메주로부터 검은
Aspergillus 21균주를 분리하였다. β-tubulin과 calmodulin 유
전자 염기서열 분석을 통하여 이들을 동정한 결과 이들은 A.
niger 21균주, A. luchuensis 14균주, A. tubingensis 10균주, A.
welwitschiae 9균주로 동정되었다. 이 중 A. luchuensis는 생장
이 활발하고 단백질, 지방, 탄수화물 분해력이 높은 것으로
조사되어 이들의 산업적 응용에 대한 추가의 연구가 필요
한 것으로 사료된다.
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