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ABSTRACT : In this study, we attempted to isolate fungi from soybean fermented foods produced in Sunchang County and to
identify Aspergillus oryzae from fungal isolates. Ten fungal isolates were identified with β-tubulin gene. According to the sequences
of β-tubulin gene, ten fungal isolates were identified as A. oryzae/flavus complex. For further identification of the ten of fungal
isolates, omtA gene, one gene of the aflatoxin biosynthesis gene cluster, was sequenced and the sequences were compared with
those of A. oryzae and A. flavus strains from the GenBank database. In addition, identification of the ten fungal isolates was
further confirmed using the PCR amplicon of norB and cypA intergenic region, in which a deletion was recognized relative to A.
flavus and A. parasiticus. The amplicon size of the ten fungal isolate strains was smaller than those of A. flavus and A. parasiticus,
but the same as that of the reference A. oryzae strain. These results indicated that the ten isolates should be identified as A.
oryzae. The protease activity in rice koji made with 6, 13, 17, 27, 37 and 38 of strain, respectively was twice higher than that in
control. The kojis made with nine of the A. oryzae isolates, respectively, did not produce aflatoxin, suggesting that the strains could
possibly be used as starters for soybean products.
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서 론

우리나라의 된장은 콩메주를 주원료로 하여 자연접종의
형태로 발효되는 재래식 방법이 전통적으로 사용되어 왔으

나, 곡물에 황국균(Aspergillus oryzae)을 배양하여 제조한
코오지(Koji)로 콩과 함께 혼합, 담금하여 제조한 미소(일
본식 된장)의 제조기술과 제조설비의 기계화가 이루어지면
서 대량생산이 가능하게 됨에 따라 개량식 된장이 보급되
었다[1-5]. 품질과 기호도의 측면에서 보면 전통된장의 깊
고 구수한 맛이 일반적으로 기호성에서는 우수하나, 품질
의 균일화가 어려워 제조업체에 따라 관능품질의 차이가
많으며 소비자의 연령층이나 취향에 따라 선호도의 차이가
크다[6, 7]. 한편, 공장에서 대량생산하는 개량식 된장은
맛과 풍미를 개선하고자 코지와 메주를 혼합 이용하여 전
통풍미를 지닌 개량된장을 제조하고 있으나 업체별, 제품
종류별 품질차이가 있으며 품질특성으로는 전통된장과 일
본식된장의 중간 형태를 띠고 있다.
우리나라 전통된장 제조시에 메주를 띄우는 동안 수많은
종류의 세균과 곰팡이류가 자연적으로 착생하여 서식하기
때문에, 숙성과정에서 이들 미생물들의 대사작용에 의하여
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된장 특유의 품질 특성이 나타나게 된다[8, 9]. 따라서 제
조 장소 및 제조시기에 따라 전통메주의 품질이 균일하지
못하고, 잡균의 혼입과 같은 문제점이 나타나고 있으며, 최
근 전통 장류에서 과량 섭취 시 식중독 증상을 유발시키고
강력한 발암물질로 전환될 수 있는 잠재성을 갖고 있는 바
이오제닉 아민[10], 발암성과 돌연변이성, 기형발현성 등
을 나타내는 독성물질인 곰팡이독소 발생[11], Bacillus
cereus와 Clostridium perfringens 등 식중독균의 증식[12,
13] 등에 대한 문제가 제기되고 있다.
이러한 전통된장의 단점을 보완하기 위해서는 접종균

(starter)의 이용이 바람직하며 최근 접종균의 전통식품의
응용연구가 활발히 진행되고 있고, 장류 제조회사에서 장
류 제품 품질의 균일성 위생학적 관리를 위해 접종균을 사
용하여 메주를 포함한 장류를 제조하고 있으나 사용되고
있는 접종균은 한국형 균주가 아니라 일본에서 종균화 된
균주를 대부분 사용하고 있다[5]. 따라서 우수한 접종균의
개발을 위하여서는 우수 전통 발효식품 수집하고, 식품으
로부터 유용 미생물의 분리 및 분리 미생물을 이용한 전통
발효식품 품질고급화를 위한 기초적인 연구가 계속적으로
이루어져야 한다.
뿐만 아니라, 다양한 곰팡이가 식품에 존재하며 인간에게
유해 또는 유익하게 작용한다. 대부분의 자낭균은 부생생
물로 습한 지역에서 잘 생장하며, 일부 자낭균는 동식물의
병원체로 보고되었으며 다른 곰팡이에 기생하기도 한다.
Rhizopus 그리고 Absidia 종 일부는 저장곡물, 과실, 채소
그리고 공기 및 퇴비에 존재하기도 하나 Mucor 그리고
Rhizopus는 템페(Tempeh), 쑤푸(Sufu) 그리고 라오 차오
(Lao-chao)와 같은 발효식품에 유기산을 생성한다. 메주로
부터는 아래와 같은 Absidiacorymbifera(current name: Li-
chtheimia corymbifera), A. gluaca, A. spinosa, Mucor abun-
dans, M. circinelloides, Mucor circinelloides, f. griseocyanus,
M. griseocyanus(current name: M. circinelloides f. griseocy-
anus), M. hiemalis, Mucor hiemalis f. silvaticus(current
name: M. silvaticus), M. janssenii(current name: M. circi-
nelloides f. janssenii), M. plumbeus, M. racemosus, Rhizo-
pusoligosporus, R. oryzae, R. stolonifer 그리고 Syncephala-
strumracemosum 등이 분리되었다[14,15].

Aspergillus 속 곰팡이는 큰 집단으로 구성되어 있으며 비
교적 높은 온도, 낮은 수분활성에서 생장 가능하다. 따라서
다양한 Aspergillus 종 곰팡이는 경제적 중요한 곰팡이로 인
식되어 왔으며, 화학물질 합성, 생합성 변형 그리고 효소
생산 등에 활용되어 왔다. 특히 A. oryzae,  A. sojae 그리고
A. awamori(Current name: A. luchuensis)와 같은 누룩 곰
팡이는 식품에 활용되어 왔으나, A. flavus 와 A. ochraceus
는 식품오염 및 독소 생성 곰팡이로 알려져 있다. 메주에는
A. clavatus, A. flavus,  A. flavus var. columnaris, A. fumi-
gatus, A. mellus, A. niger, A. nidulans, A. oryzae, A. oryzae
var. fulvus, A. parasiticus, A. phoenicus, A. sulphureus, A.

terreus 그리고 A. versicolor 등이 보고되었다[14-16].
본 연구에서는 순창군에서 조제 및 시판되고 있는 메주
및 전통 장류 제품에서 황국균을 분리 및 선별하고자 하였
다. 또한 선별된 황국균을 활용하여 코지를 제조하여 효소
활성 측정하고 아플라톡신 생성 유무 확인하여 보다 안전
하고 우수한 황국균을 확보하여 이를 메주 접종균으로 활
용할 수 있는 자료를 확보하고자 하였다.

재료 및 방법

시료수집

본 실험에 사용된 시료는 2014년 2월부터 4월까지 순창
군 지역에서 유통, 판매되고 있는 메주 56개와 전통 장류
(된장, 고추장 등) 20개 제품을 수집하여 곰팡이 분리에 사
용하였다. 또한 충무 발효에서 시판되고 있는 종국을 구입
하여 곰팡이를 분리하여 대조구로 사용하였다.

곰팡이 분리 및 동정
각각의 시료(메주, 된장, 고추장 등) 10 g을 멸균된 식염
수(0.85%) 90 mL에 첨가하여 균질화하였다. 원심분리
(4,000 rpm, 5 min)를 하여 상등액만을 취하고, 10-7

까지

연속 희석하여 potato dextrose agar (PDA; Difco, Detroit,
MI, USA), malt extract agar (MEA; Difco), 그리고 yeast
peptone dextrose agar (YPD; Difco)에 각각 도말하였다.
30oC에서 7일간 배양하고 포자를 백금이로 일정량 취하여
멸균된 식염수로 순차적으로 희석하고 희석수 100 µL을
PDA 배지에 도말하여 30oC에서 5일간 배양하였다. 단기
보관으로는 배양된 시료를 4oC에 보관하고 장기보관으로
는 포자 일정량을 탈지분유와 실리카겔이 들어 있는 멸균
된 균주 보관용 바이알에 넣고 건조기에 보관하였다.
분리 곰팡이를 동정하기 위해 PDA와 MEA 배지에 1점
또는 3점 접종하여 30oC에서 7일간 배양하였다. 배양 후,
집락의 배양특성과 색소형성 등을 기재하며, 분생포자, 균
사, 분생포자경 등을 현미경으로 관찰하여 형태학적 동정
을 시행하였다. 분자생물학적 동정을 위해 프라이머Bt2a
(5'-GGTAACCAAATCGGTGCTGCTTT-3')와 Bt2b (5'-A
CCCTCAGTGTAG TGACCCTTGGC-3')를 사용하여 β-
tubulin 유전자의 염기서열을 증폭하였다. DNA 염기서열
분석은 Sol Gent Co., Ltd. (Daejeon, Korea)에 의뢰하였다.

계통 분류
Sequence data를 BioEdit v. 7.0 프로그램으로 최적화한
후, CLUSTAL-X v.1.81을 이용하여 alignment하였고, ME
GA v.5.2.2 프로그램을 이용하여 neighbor-joining (NJ)
tree를 작성하고, Kimura-2-parameter distance model을 사
용하며, Confidence values는 1000 replication bootstrap 분
석으로 도출하고, 분리 균주의 종 동정을 위하여 서열 결과
를 BLAST 프로그램으로 분석하였다.
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코지(Koji) 제조
코지를 제조하기 위하여 멥쌀을 수세 및 선별하고 121oC
에서 30분간 증자한 후 실온에서 냉각시켰다. 이후 본 실험
에서 분리한 A. oryzae를 104 spores/g 되도록 접종하고 항
온 항습기(P110123. Jeiotech. Seoul. Korea)에 넣고 7일 동
안 발효시켰다. 제국온도는 30oC로 유지하였으며 상대습도
는 75%로 유지하였다.

효소활성 측정
단백질분해효소 활성은 Sookkheo 등[17]에 의한 azoca-

sein법을 변형하여 측정하였다. 시료추출액 0.1 mL을 1 mL
기질용액[0.2% azocasein, 5 mM CaCl2, 20 mM Tris-HCl
buffer (pH 7.0)]에 첨가하고 37oC에서 1시간 반응시키고
12%(w/v) trichloroacetic acid (Sigma Co., USA) 2 mL을 첨
가하여 반응을 정지시켰다. 4oC에서 30분간 방치한 후, 원심
분리하여(9,950×g, 10 min, 4oC) 얻은 상등액에 동량의 0.5
M NaOH를 혼합하고 440 nm에서 흡광도를 측정하였다.
효소활성은 1시간 동안 조효소액 1 mL이 효소 반응액을
440 nm에서 0.01 증가 흡광도를 1 unit/mL로 규정하였다.
α-amylase 활성은 김 등[18]의 방법을 변형하여 측정하
였다. 시료 추출액 0.1 mL을 1 mL 기질용액 [0.5% soluble
starch, 5 mM CaCl2, 20 mM Tris-HCl buffer (pH 7.0)]에
첨가하고 50oC에서 30분간 반응시켰다. 반응액 0.3 mL에

1 mL Lugol's 용액을 첨가하여 발색 반응하였다. 이후, 증류
수로 10배 희석하고 660 nm에서 흡광도를 측정하였다. 효
소활성은 1시간 동안 조효소액 1 mL이 효소반응액흡광도
를 50% 감소시켰을 때 1 unit/mL로 규정하였다.

아플라톡신 분석
시료 25 g에 1% NaCl이 첨가된 70% 메탄올 100 mL을
가하여 5분간 균질화한 후, Whatman No.4를 이용하여 여
과 한 후 그 여액 10 mL에 1% Tween 20 용액 30 mL을 가
하여 희석한 후 유리섬유 여과지를 이용하여 여과한 여액
20 mL을 AflaTest column에 초당 1방울 정도의 속도로
loading한 후 증류수 10 mL로 세척하였다. Column을 ace-
tonitrile 3 mL로 용출한 후 감압 농축하고 200 uL trifluo-
roacetic acid를 가하고 암소에서 15분간 방치한 후 20%
acetonitrile 800 uL를 가하여 0.45 um 실린지 필터로 여과
하여 10 uL 시료를 HPLC에 주입하고 Shiseido UG 120
(4.6×250 mm, 5 µm) 컬럼과 FLD (excitation: 360 nm,
measurement: 450 nm) detector를 사용하여 분석하였다.

결과 및 고찰

순창지역 시료로부터 곰팡이 균주의 분리
메주를 비롯한 다양한 순창지역 발효제품에서 발효 곰팡

Fig. 1. Taxonomic position of Aspergillus oryzae/flavus complex strains isolated from Sunchang county based on partial beta-
tubulin gene (primer bt2a and bt2b). They were compared with sequences of Pildain et al. [24]. The sequences were first
analyzed using the Tamura-Nei parameter distance calculation model with gamma-distributed substitution rates, which were
then used to construct the Neighbor-Joining tree with MEGA version 5.2.2. Numbers under nodes are bootstrap values (>0.6).
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이를 분리하고자 2014년 2월부터 4월까지 시중에서 유통
판매되고 있는 순창군 지역 메주 및 전통 장류 제품을 순창
장류제조업체로부터 수거하여 곰팡이를 분리하였다. 수집
된 시료를 재료 및 방법에 표기한 방법에 따라 potato dex-
trose agar (PDA), malt extract agar (MEA), 그리고 yeast
peptone dextrose agar (YPD)에 도말한 후 25~30oC에서 2
일에서 5일간 배양하여 얻어진 집락 (colony)을 다시 새 배
지에서 3-7일간 배양하였다. 배양된 시료를 4oC에 단기보
관하고, 장기보관으로는 포자 일정량이 들어 있는 카제인
용액을 실리카젤이 들어 있는 멸균된 균주 보관용 바이알
에 넣고 건조기에서 보관하였다. 분리한 곰팡이 균주의 특
성을 규명하기 위해 이들을 PDA와 MEA 배지에 각각 1 또
는 3점 점 접종(point inoculation)하여 25~30oC에서 7일간
배양하였다. 배양 후 콜로니의 배양특성과 색소형성 등을
기재하였고, 분생포자, 균사, 분생포자 머리, 분생포자경 등
을 현미경으로 관찰하여 형태학적 동정을 시행하였다. 이
를 통하여 총 67균주를 분리하였으며 분리순서대로 Sun
ChangFungi (SCF)라는 균주 번호를 부여하였다. 분리된 균
주의 형태학적 관찰을 통해 Aspergillus만을 선별하여 이후
실험을 진행하였다.

분자생물학적 동정 및 계통 분류를 통한 A. oryzae 균주분석
Aspergillus section Flavi에 속하는 A. oryzae와 A. flavus
는 형태학적으로 분류하기가 매우 어렵고, A. oryzae는 아

플라톡신을 생성하지 않으나 A. flavus는 아플라톡신을 생
성함으로 분류하는 데 있어 신중함을 기해야한다[19]. A.
oryzae는 곰팡이독소 비생성 곰팡이로서 일본의 경우 사케
나 간장에 활용되어 왔다[20, 21]. 따라서, 현미경적 관찰을
통해 A. oryzae라고 추정되는 10 균주에 대해 분자생물학
적 동정 및 계통 분류를 진행하였다. 형태학적 관찰을 통해
Aspergillus속으로 추정되는 SCF-6, 11, 13, 17, 27, 37, 38,
63, 65 그리고 66은 A. oryzae/flavus에 속하는 것을 확인하
였다(결과 미제시).

Chang 등 [19]은 A. oryzae와 A. flavus의 omtA 유전자
를 omtAF (5'-CAGGATATCATTGTGGACGG-3')와 omt
AR (5'-CTCCTCTACCAGTGGCTTCG-3') 프라이머를 이
용하여 PCR을 수행한 결과, 594 bp PCR 산물을 얻었으며
염기서열 분석을 한 결과 16개의 인트론과 17개의 엑손으
로 구성되어 있음을 밝혔고, 분리한 A. oryzae 6 균주와 A.
flavus 27 균주의 omtA 유전자의 다형성 비교했을 때, A.
oryzae 균주 SRRC304, SRRC493, RIB40, SRRC2044, SRRC
2098, 그리고 SRRC2103은 A. flavus와 구별할 수 있는 다
형성을 보이고 있다고 보고하였다. 이러한 결과는 자연계
에서 분리한 곰팡이 균주의 동정에 적용할 수 있는 유전자
로 활용할 수 있을 것으로 사료된다. 형태학적으로 A. ory-
zae와 유사한 형태를 보이는 순창에서 분리한 10 균주에 대
해 omtA유전자의 다형성을 조사한 결과, SCF-6, 11, 13, 17,
27, 37, 그리고 38은 A. oryzae SRRC 2103과 일치하였으며,

Fig. 2. Taxonomic position of Aspergillus oryzae/flavus complex strains isolated from Sunchang based on partial omtA gene
(primer omtAF and omtAR). They were compared with sequences of Chang et al. [19]. The sequences were first analyzed using
the Tamura-Nei parameter distance calculation model with gamma-distributed substitution rates, which were then used to
construct the Neighbor-Joining tree with MEGA version 5.2.2. Numbers under nodes are bootstrap values (>0.6).
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SCF-63, 65, 그리고 66은 A. oryzae 493과 일치하였다(Fig.
2). 따라서 순창에서 분리한 균주는 1차적으로 A. oryzae임
을 확인하였다.

Tominaga 등[22]은 A. oryzae의 아플라톡신 생성 가능
성에 대한 이해 접근을 위해 A. oryzae RIB40의 아플라톡
신 생합성 유전자군 구조를 분석하였다. A. oryzae RIB40
의 아플라톡신 생합성 유전자 대부분이 A. flavus의 아플라
톡신 생합성 유전자군과 97~99% 상동성을 나타내었으나,
세 개의 유전자에서는 93% 이하의 상동성을 보였다. 이 세
유전자는 각각 aflT, norA 그리고 verA으로써 aflT 유전자
는 257 bp가 결손(deletion)되었으며, norA 유전자는 틀전
환돌연변이(frameshift mutation) 그리고 verA 유전자는 염
기치환 돌연변이(base pair substitution)를 가지고 있다.
aflR유전자 프로모터의 경우 두개의 염기치환 돌연변이가
발견되었는데 한 곳은 AreA 단백질이 결합하는 세 부위 중
하나이며, 다른 하나는 FacB 결합 부위라고 밝혔으며,확보
하고 있는 A. oryzae 210 균주를 대상으로 aflT, nor-1, norA,
avnA, verB 그리고 vbs 유전자를 PCR로 증폭하여 산물을
비교분석하여 분류한 결과 A. oryzae RIB 40 균주의 norB-
cypA 염기서열 길이는 A. flavus 것보다 1.5 kb가 결손되어
있다고 보고하였다.이러한 결손은 A. oryzae를 A. flavus와
구별되는 특징으로 발효식품을 포함한 각종 장류에서 분류
된 곰팡이 중 A. oryzae로 추정되는 균주를 확인하는데 유
용한 유전정보를 활용될 수 있다. 이에 본 연구에서도
norB-cypA 사이에 1.5 kb 정도가 결손되었는지를 확인하고
자 PCR을 수행하였다.

Fig. 3에서 볼 수 있듯이 SCF-6, 11, 13, 17, 27, 37, 38,
63, 65, 그리고 66 균주에서 500 bp의 PCR 산물을 확인할
수 있었는데 이러한 결과는 이전 연구에서 밝힌 A. oryzae
의 PCR 패턴과 동일한 것으로[22], 상기 균주들은 A. ory-
zae로 사료된다. 따라서 본 연구에서는 Tominaga 등[22]과
Ehrlich 등[23]의 방법에 따라 A. oryzae와 A. flavus를 분류

하기 위해 아플라톡신 유전자 군 중 omtA와 norB-cypA의
multiplex PCR을 수행하여 확인하였다.
순창에서 분리한 A. oryzae를 산업적으로 활용하기 위해
서는 protease 및 α-amylase 활성이 높을수록 메주 접종균
으로의 활용가능성이 높아 koji의 효소활성을 측정하였다.
Protease 활성은 순창에서 분리한 균주로 만든 코지에서 시
판되고 있는 종균으로 만든 코지보다 비교적 우수하게 확
인 되었는데 이중 SCF-6,13, 17, 27, 37, 그리고 38로 제조
된 코지는 대조구(시판되고 있는 종균으로 제작한 코지)보
다 2배 정도 높은 protease 활성을 확인할 수 있었다. α-
amylase 활성은 257~320 U/mL로 측정되었으며 오염으로
추정되는 63번을 제외한 순창에서 분리한 A. oryzae는 현
재 종균으로 시판되고 있는 균주와 비교했을 때 α-amylase
효소역가가 떨어지지 않는 것을 확인하였다(Fig. 4).
또한, 곰팡이 독소가 생성되지 않아야 하므로 아플라톡신
생성 유전자의 부분적 결손으로 아플라톡신이 생성되지 않
을 것으로 예측되지만 다양한 요인에 의해 발생될 소지가
있어 코지에서 아플라톡신 생성 여부를 재차 확인하였다.
63번을 제외한 A. oryzae 모든 균주에서 식품의약안전처에
서 정한 식품허용 기준치(총 15 ug/kg, 단 B1으로는 10 ug/
kg)이하로 측정되었다 (Table 1).

적 요

본 연구에서는 순창지역에서 만들어지는 장류에서 곰팡
이를 분리하고 동정하여 보다 안전하고 기능성이 높은 발
효제품을 위한 균주를 확보하고자 하였다. 순창지역에서
생산되는 장류 제품으로부터 곰팡이를 분리하여 β-tubulin
유전자 분석 통해 10개의 균주가 Aspergillus oryzae/flavus
complex임을 알 수 있었다. 보다 정확한 동정을 위하여 아
플라톡신 클러스터 유전자 중에 하나인 omtA의 염기서열
을 증폭하여 A. oryzae와 A. flavus 표준 균주의 omtA 서열

Fig. 3.  Aspergillus oryzae/flavus complex strains were amplified with norB-F and cypA-R.
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과 함께 계통 분류한 결과, A. oryzae의 표준 균주와의 유
연관계가 높음을 알 수 있었다. 또한 norB-cypA 사이의 염
기서열을 증폭한 결과 500 bp이 증폭 산물이 확인되었는데
이는 표준 균주인 A. oryzae의 norB-cypA 사이의 염기서열
증폭 산물과 동일한 크기임을 확인할 수 있었다. A. oryzae
로 확인된 10균주를 활용하여 코지를 제조하고 α-amylase
활성과 protease 활성을 측정하였다. Protease 활성은 6, 13,
17, 27, 37, 그리고 38 균주로 제조된 코지는 대조구(시판되
고 있는 종균으로 제작한 코지)보다 2배 정도 높은 prote-

ase 활성을 보였으며, α-amylase 활성은 257~320 U/mL로
측정되었다. 식품안전성을 위한 아플라톡신 분비 확인 결
과, 63번 균주로 제조된 코지를 제외한 모든 코지에서 아플
라톡신을 만들지 않는 것으로 확인되어, 순창에서 분리된
A. oryzae는 추후 메주 접종균으로 개발할 수 있음을 보여
주었다.
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