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Korean jang is a food made using fermented soybeans, and the typical products include gochujang 
(GO), doenjang (DO), cheonggukjang (CH), and ganjang (GA). In this study, 16S rRNA metagenome 
analysis was performed on a total of 200 types of GO, DO, CH, and GA using next-generation sequenc-
ing to analyze the microbial community of fermented soybean foods and compare taxonomic 
(biomarker) differences. Alpha diversity analysis showed that in the CHAO index, the species richness 
index tended to be significantly higher compared to the DO and GA groups (p<0.001). The results 
of the microbial distribution analysis of the GO, DO, CH, and GA products showed that at the order 
level, Bacillales was the most abundant in the GO, DO, and CH groups, but Lactobacillales was 
most abundant in the GA group. Linear discriminant analysis effect (LEfSe) analysis was used to 
identify biomarkers at the family and species levels. Leuconostocaceae, Thermoactinomycetaceae, 
Bacillaceae, and Enterococcaceae appeared as biomarkers at the family level, and Bacillus subtilis, 
Kroppenstedtia sanguinis, Bacillus licheniformis, and Tetragenococcus halophilus appeared at the spe-
cies level. Permutational multivariate analysis of variance (PERMANOVA) analysis showed that there 
was a significant difference in the microbial community structure of the GO, DO, CH, and GA groups 
(p=0.001), and the microbial community structure of the GA group showed the greatest difference. 
This study clarified the correlation between the characteristics of Korean fermented foods and microbial 
community distribution, enhancing knowledge of microorganisms participating in the fermentation 
process. These results could be leveraged to improve the quality of fermented soybean foods.
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서 론

콩을 발효시켜 만든 장은 수천 년간 전해 내려온 한식문

화의 기본이 되는 전통 발효식품이자 조미료이다[21, 22]. 
콩 또는 메주를 주원료나 부원료로 사용하여 제조되는 

대표적인 장류인 고추장, 된장, 간장, 청국장은 발효에 관

여하는 박테리아, 효모, 곰팡이 등 다양한 미생물에 의해 

대사산물의 구성과 맛, 향이 달라진다[34, 37]. 장은 대부

분의 한국 음식에 간을 맞추고 풍부한 맛을 더하는데 사

용되며 영양학적으로도 우수하여 장류에 포함된 미생물

군의 기능적, 구조적 다양성에 대한 관심이 높아지고 있

다[36]. 따라서 장류의 기능성 발달과 발효식품 품질 규격

화를 위해 발효에 관여하는 미생물을 이해하는 것은 중요

하다[13].
최근 연구에서 차세대 염기서열 분석(NGS) 기술은 김

치[27], 발효차[41], 치즈[28], 발효유[2] 등 발효식품의 미

생물 군집 분석과 제조 및 숙성 과정 중 미생물 구성 변화

에 대한 핵심적인 역할을 해오고 있다. 또한, NGS 방법은 

배양 의존적 방법을 사용하여 검출하기 어려운 발효식품 

미생물총 내 하위 우세 군집의 존재를 밝힐 수 있다[24]. 
이러한 미생물 군집은 장류의 맛과 풍미를 차별화하는 

데 큰 역할을 하며, 하위 미생물군과 우세 미생물군의 상

호 작용도 장류의 주요 풍미와 향의 발달에 중요한 역할

을 할 가능성이 높다[11, 16].
전통 장류는 재료와 발효방법에 따라 분류되며 청국장

은 콩에 소금을 넣지 않고 발효한 것이고, 된장, 간장, 고
추장은 소금을 첨가하여 발효한 것이다. 또한 고추장은 

콩(메주가루)에 고춧가루를 넣어 제조한다[17, 18]. 장을 

만드는데 주된 원료인 콩의 단백질은 불용성이지만, 발효

를 통해 용해성 아미노산 또는 펩타이드로 분해되며, 많
은 아미노산과 작은 펩타이드가 식품에 감칠맛, 단맛, 짠
맛 및 깊은맛(코쿠미)를 제공하는 미각 강화제 역할을 한

다는 것은 잘 알려져 있다[7, 29]. 전통 장류는 지속적인 
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연구를 통해 콩으로부터 유도되는 다양한 생리활성 물질

을 함유하여 항산화 효과, 항알러지 효과, 체중감소, 지질

저하 및 암세포 성장 억제 효과와 같은 효과가 밝혀졌다

[29].
우리나라 전통 콩 발효 식품인 된장[16, 25], 간장[9, 35], 

고추장[30], 청국장[8]에 NGS 분석법을 적용하여 주요 미

생물을 식별하고 특성화하려고 시도했지만 지금까지 보

고된 결과는 단일 장류 또는 두 가지 장류의 미생물 군집

을 비교 분석한 것으로 콩으로부터 발효된 네 가지 장류

의 미생물 특성 차이를 비교한 연구는 보고된 바가 없다.
본 연구는 한국의 전통 콩 발효식품인 고추장, 된장, 

청국장, 간장의 미생물 군집을 조사하고 비교하는 것을 

목표로 한다. 또한, 네 가지 전통 장류를 비교하여 고유성

에 가장 크게 기여하는 특성 미생물군을 식별하여 발효 

과정에 참여하는 미생물에 대한 지식을 넓히고 발효 콩 

식품의 품질을 향상시키는 데 도움이 되고자 한다.

재료 및 방법

장류 시료 수집

전통 장류의 미생물 다양성 및 군집 구조 분석을 위한 

시료로 고추장 50종, 된장 50종, 청국장 50종, 간장 50종으

로 총 200종의 시료를 수집하였다. 장류 유형에 따라 미생

물 군집 구조의 일반화를 위해 원재료, 제조공정 및 제조

지역에 관계없이 종균을 사용하지 않고 재래식으로 제조

된 시료를 수집하였다.

시료의 total DNA 추출

16S rDNA 염기서열 분석을 위해 총 200종의 시료의 

total DNA를 추출하였으며, PowerFood Microbial Kit 
(QIAGEN Hilden, Germany)를 사용하여 제조사의 방법에 

따라 진행하였다. Qubit 4 (Invitrogen, Waltham, Massachu-
setts, USA) 와 Nanodrop One 분광광도계(Thermofisher sci-
entific, Waltham, Massachusetts, USA)로 각 시료로부터 얻

은 total DNA의 농도 및 순도를 정밀하게 측정하였으며, 
0.8% agarose gel 전기영동을 수행하여 최종 DNA 품질을 

검증하였다.

16S metagenomic library 제작 및 NGS 분석

수집한 장류의 미생물 군집 분석을 위해 Illumina (Illu-
mina, San Diego, California, USA)사의 16S metagenomic 
sequencing library preparation guide [10]에 따라 16S meta-
genomic library를 제작하였다. 16S rDNA 유전자 내 V3-V4 
영역의 증폭을 위해 1차 PCR을 진행하였다. primer set 
(forward : 5'-TCG TCG GCA GCG TCA GAT GTG TAT 
AAG AGA CAG CCT ACG GGN GGC WGC AG-3', reverse 
: 5'-GTC TCG TGG GCT CGG AGA TGT GTA TAA GAG 

ACA GGA CTA CHV GGG TAT CT A ATC C-3', N; A 
or C or G or T, W; A or T, H; A or C or T, V; A or C 
or G) 와 2x KAPA HiFi HotStart Ready Mix (Roche, Basel, 
Switzerland)를 혼합하여 PCR을 수행하였다. PCR 반응 조

건은 95℃에서 3분간 pre-denaturation을 수행하였으며, 95 
℃에서 30초간 denaturation, 55℃에서 30초간 annealing, 72 
℃에서 30초간 extension 조건으로 25회 반복한 후, 최종 

72℃서 5분간 extension을 수행하여 1차 PCR 산물을 얻었

다. PCR 산물의 정제를 위해 제조사의 매뉴얼에 따라 

AMpure XP Bead (BECKMAN COULTER, Brea, California, 
USA)로 불순물을 모두 제거하였다. 각 시료별 분류를 위

해 2차 PCR을 진행하였으며, Nextera XT Index kit v2 
(Illumina)를 사용하였다. 각 library에 index를 붙이기 위한 

PCR 반응 조건으로 95℃에서 3분간 pre-denaturation을 수

행한 후, 95℃에서 30초간 denaturation, 55℃에서 30초간 

annealing, 72℃에서 30초간 extension 반응을 8회 반복한 

후, 최종 72℃에서 5분간 extension 반응을 수행하였으며, 
AMpure XP Bead (BECKMAN COULTER)를 사용하여 li-
brary를 제외한 불순물을 모두 제거하였다. 최종적으로 

Qubit 4 와 Nanodrop One 분광광도계를 통해 double-strand 
library의 농도 측정 및 순도를 분석하였으며, library의 크

기(base pair)를 분석하기 위해 0.8% agarose gel 전기영동

을 통해 품질검사를 하였다. 각 library의 농도를 모두 동일

하게 희석하였으며(4 nM), Miseq platform (Illumina)에 따

라 library와 PhiX control v3 (Illumina)를 혼합하여 MiSeq 
Reagent Kit v3 (Illumina) cartridge에 주입 후 paired-end 
2x301 sequencing cycle 조건으로 염기서열을 분석하였다.

NGS 데이터 통계분석

시료의 Sequencing 데이터는 16S metagenomic library로
부터 생산된 raw read를 가지고 있는 FASTQ 파일은 

EzBioCloud 16S-based microbiome taxonomic profiling 
(MTP, Chunlab Inc.) [39]을 통해 분석되었다. Taxonomic 
assignment를 위한 database로 EzTaxon database PKSSU 4.0 
version [1]이 사용되었다. PCR 과정에서 생산된 미생물 

이외의 염기서열, 저품질 서열, 키메라 서열을 제거하여 

군집분석을 위한 valid reads를 얻었으며, 각 reads를 임계

값(유사도 97%) 기준으로 OUT로 clustering하여 시퀀싱 

오류를 제거하였다. Single MTP browser를 통해 시료의 

미생물 분포, 종 다양성(diversity), 종 풍부도(richness) 지
표 및 Good’s coverage of library를 산출하였다. 고추장, 
된장, 청국장 및 간장 그룹 사이의 상관관계 분석을 위한 

beta-diversity는 Comparative MTP analyzer를 이용하였으

며, Bray-Curtis distance metric [6] 기반으로 principal coor-
dinates analysis (PCoA), UPGMA-clustering 및 beta set-sig-
nificance analysis를 수행하였다. 통계적으로 고추장, 된장, 
청국장 및 간장 시료의 유의미한 차이를 나타내는 바이오



256 생명과학회지 2024, Vol. 34. No. 4

Table 1. Sampling area and aging period information for analy-
sis samples

Production area
The number of samples

GO DO CH GA
Gyeonggi-do
Gangwon-do

Chungcheongbuk-do
Chungcheongnam-do

Jeollabuk-do
Jeollanam-do

Gyeongsangbuk-do
Gyeongsangnam-do

Jeju-do

5
6
7
5
8
6
5
3
5

7
3
7
8

10
9
2
2
2

8
3
6
6
11
6
4
3
3

4
3
6
6
7
9
6
4
5

Total 50 50 50 50

Aging period 
(month)

The number of samples
GO DO CH GA

0 to 5
6 to 10

11 to 15
16 to 20
20 to 25
26 to 30
31 to 35
36 to 40
over 41

8
15
11
7
8
0
0
1
0

10
12
16
7
4
0
0
1
0

47
3
0
0
0
0
0
0
0

21
14
11
0
0
0
0
2
2

Total 50 50 50 50

Table 2. Sequence number and alpha diversity indices observed among four types of fermented foods 

Sample The number 
of samples

Good’s 
coverage (%)

The number of 
total valid reads OTUs CHAO Shannon Simpson

GO
DO
CH
GA

50
50
50
50

99.83±0.16
99.93±0.04
99.84±0.07
99.92±0.05

4,241,655
4,583,535
4,220,938
4,396,025

419.56±222.84a

232.72±152.27b

364.66±129.83a

295.78±185.49c

536.90±245.55a

274.28±167.23b

481.62±181.94a

344.73±194.72c

 1.71±0.96a,b

1.58±0.65b

1.77±0.41b

1.93±0.75c

0.39±0.21a

0.38±0.19a

0.32±0.12b

0.33±0.19c

Values of the mean and standard deviation are indicated
Symbols: GO: Gochujang, DJ: Doenjang, CH: Cheonggukjang, GJ: Ganjang
a~c: Means with different superscripts in the same row are significantly different (p<0.05)

마커(biomarker)를 찾기 위해 linear discriminant analysis ef-
fect (LEfSe) 분석을 수행하였다.

결과 및 고찰

미생물 데이터 수집

전통 발효식품의 마이크로바이옴 분석을 위한 시료를 

전국에서 수집하였으며, 장류 유형별 수집지역과 숙성 및 

발효기간을 Table 1에 나타내었다. 모든 시료는 완제품으

로 종균을 사용하지 않은 전통방식으로 제조한 제품을 

구입하였으며, 제조지역, 숙성 및 발효기간의 차이는 고

려하지 않았다. 본 연구에서는 200개의 장류 시료로부터 

저품질 서열, 모호한 서열과 키메라 서열을 제외하고 총 

17,442,153개의 염기서열을 얻었으며, 97% 유사성을 기반

으로 65,636개의 OTUs (Operational taxonomic units)를 식

별하였다. 모든 시료에서 커버리지 지표(Good’s coverage 
of library)가 99.5% 이상으로 시퀀싱 데이터의 read수가 

샘플에 포함된 미생물 종을 모두 검출할 만큼 충분함을 

확인하였다(Table 2).

전통 장류 시료의 alpha-diversity 분석

Alpha-diversity 분석은 샘플 그룹 내 다양성 분석[14]으
로 다양한 알파 다양성 지수(OTUs, CHAO, Shannon, Simp-
son)를 기반으로 종 추정치, 풍부도, 다양성(richness) 및 

균등성(evenness) 차이를 확인하였다. 수집된 장류 샘플의 

평균 종 추정치 OTUs는 평균 419.56(고추장), 232.72(된
장), 364.66(청국장), 295.78(간장)로 나타났으며, 고추장과 

청국장 그룹 간 유의한 차이가 나타나지 않았다(Table 2). 
CHAO 종 풍부도 지수를 적용했을 때 고추장과 청국장 

그룹 간 통계적으로 유의한 차이가 나타나지 않으며(p> 
0.05), 된장과 간장 그룹에 비해 종 풍부도 지수가 유의미

하게 높은 경향을 보였다(p<0.001). 다양성과 균일성을 모

두 테스트하기 위해 Shannon 과 Simpson 기반으로 측정한 

알파 다양성 지수에서 모든 장류는 통계학적으로 유의한 

차이가 나타나지 않았다(p>0.05) (Fig. 1).

전통 장류의 미생물 군집 구성

전통 장류의 미생물 분포 분석을 위해 장류별 평균값을 

산출한 후 비교하였으며, 미생물학적 분류 단계별로 차지

하는 미생물의 비율을 Fig. 2에 나타냈다. 모든 장류는 문

(phylum) 수준에서 Firmicutes (79.04–97.48%)가 가장 풍부

하였으며, 강(class) 수준에서는 Bacilli (73.78–93.19%)가 

공통적으로 가장 높은 비율을 차지하였다. 네 가지 장류

는 문(phylum)과 강(class) 수준에서 서로 유사한 구성을 

보였으나, 목(order) 수준에서 Bacillales가 고추장(76.48%), 
된장(78.32%), 청국장(78.57%)에서 우세한 반면, Lactoba-
cillales는 간장(41.87%)에서 가장 우세한 것으로 나타났다
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Fig. 1. Alpha-diversity assessed by speciess estimator (Operational taxonomic units, OTUs), richness (CHAO) and diversity 
(Shannon and Simpson). The boxes show the interquartile range and median, whiskers indicate the range. ns, not significant 
(p>0.05).

(Fig. 2C). 과(family) 수준에서 Bacillaceae가 고추장(70.98 
%), 된장(69.54%), 청국장(72.59%)에서 가장 우세하였고, 
Enterococcaceae는 간장(31.49%)에서 주요 미생물인 것으

로 나타났다(Fig. 2D). 이러한 세균군은 된장, 간장 등 다

양한 콩발효식품에서 자주 검출되며[34, 38], 특히 Enter-
ococcaceae와 같은 Lactobacillaceae 계통의 미생물은 젖산

을 주요 산물로 생산하여 맛과 풍미를 내는 것으로 알려

져 있다[5]. 속(genus) 수준의 세균 분포는 고추장의 경우 

Bacillus (70.06%), Lactobacillus (4.45%), Staphylococcus 
(2.44%), Weissella (2.12%), Pediococcus (1.97%) 가 상위 

5종의 우점균으로 나타났으며, 된장에서는 Bacillus (67.79 
%), Kroppenstedtia (6.03%), Tetragenococcus (5.33%), Clos-
tridium (4.00%), Enterococcus (3.06%) 순으로 우점하는 것

으로 나타났다. 청국장은 Bacillus (72.1%), Enterococcus 
(9.39%), Staphylococcus (3.07%), Lactobacillus (2.65%), 
Carnobacterium (1.47%) 순이며, 간장에서는 Tetragenococ-
cus (29.67%), Bacillus (21.05%), Lactobacillus (9.57%), 
Chromohalobacter (6.90%), Staphylococcus (4.44%)가 차지

하여 상위 5종의 우점균으로 나타났다(Fig. 2E). 종(species) 
수준에서는 고추장의 경우 Bacillus subtilis (42.17%), 
Bacillus licheniformis (19.89%), Bacillus thermoamylovorans 
(3.48%), Enterococcus faecium (1.70%), Kroppenstedtia san-
guinis (1.44%)가 상위 5종의 우점균으로 나타났으며, 된장

에서는 Bacillus subtilis (37.66%), Bacillus licheniformis 
(26.57%), Kroppenstedtia sanguinis (5.98%), Tetragenococ-
cus halophilus (5.29%), Enterococcus faecium (3.03%) 순으

로 우점하는 것으로 나타났다. 청국장은 Bacillus lichen-
iformis (30.92%), Bacillus subtilis (18.72%), Bacillus ther-
moamylovorans (18.11%), Enterococcus faecium (9.34%), 
Lactobacillus sakei (2.37%) 순이며, 간장에서는 Tetrageno-
coccus halophilus (29.44%), Bacillus subtilis (11.75%), Lac-
tobacillus sakei (6.82%), Bacillus licheniformis (6.72%), 
Chromohalobacter beijerinckii (6.27%)가 차지하여 상위 5
종의 우점균으로 나타났다(Fig. 2F). 

본 연구결과에 따르면 우리나라 전통 장류에는 다양한 

미생물이 함유되어 있으며, 그 중 콩의 발효와 가장 관련

[16]이 높은 Bacillus 종은 볏짚으로부터 기원하여 콩의 발

효가 진행되면서 우점종을 형성한 것으로 추정되며[19] 
고추장과 된장, 청국장의 60%이상 차지하여 미생물 구성

에 영향을 미치는 것으로 나타났다. 발효식품에 존재하는 

바실러스 속(Bacillus spp.)은 단백질 분해 효소를 생산하

는 Bacillus subtilis와 마찬가지로 콩 단백질(글리시닌 및 

β-콘글리시닌)을 가수분해하여 특정 생리활성 펩타이드

를 생성하여 항고혈압, 항균, 항산화, 항당뇨 및 항암 활성

과 같은 생리활성 특성을 나타내는 것으로 알려졌다[31]. 
청국장은 다른 장류에 비해 프로바이오틱 미생물 중 

Enterococcus faecium 과 Lactobacillus sakei가 상대적으로 

많이 분포하였다. Lim (2020)의 연구 결과에 따르면 Enter-
ococcus faecium KML12 및 Lactobacillus sakei MML23로
부터 바이오제닉 아민(biogenic amine) 분해능이 확인되었

다. 세균의 바이오제닉 아민 분해능은 아민 산화효소에 

의해 산화적 탈아미노화(Oxidative deamination) 반응을 유
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Fig. 2. Mean relative abundances of bacterial taxa by type of fermented foods at phylum (A), class (B), order (C), family (D), 
genus (E) and species (F) levels. Composition less than 1% were grouped into others.

도하여 나타난다고 밝힌 바 있어[23] 청국장의 바이오제

닉 아민 감소에 도움을 줄 것이라 판단된다. 간장의 경우 

이전의 연구결과와 유사하게 속 수준의 미생물 군집 분석

에서 천일염의 우점균이라고 알려진 Tetragenococcus 및 

Chromohalobacter가 매우 풍부한 것으로 나타났다[9, 40]. 
간장과 된장에 우점하는 Tetragenococcus halophilus는 호

염성 젖산균으로 높은 염분과 pH 조건에서 생존할 수 있

으며[15], 아스파르트산, 글루탐산 및 디펩티드 N-숙시닐-
글루탐산을 생산하여[40] 간장 및 된장과 같은 고염 발효

식품의 감칠맛과 풍미를 향상시키는 것으로 알려져 있다.
이러한 결과는 각 유형별 전통 장류의 미생물 분포가 

장류 제조에 사용되는 콩 또는 메주, 염수와 같은 주원료

와 부원료로부터 기인하여 우점하며, 완제품의 전체 미생

물 군집 구조를 이루는데 큰 영향을 미쳐 제품 유형에 

따른 미생물학적 특징을 이루는데 큰 역할을 하는 것으로 

판단된다.

전통 장류 시료의 β-diversity 분석

β-diversity 분석은 샘플 그룹 간의 통계학적인 비교로 

계통발생적 평가를 통해 미생물 구성 또는 구조의 변화를 

측정함으로써 실험 그룹의 미생물 군집이 다른 그룹과 

유의미하게 다른지 관찰할 수 있다[14]. 연구에 사용된 분

석은 Bray-Curtis distance matric을 기반으로 Principal coor-
dinate analysis (PCoA) 와 UPGMA-dendrogram을 수행하여 

각 장류 시료의 미생물 군집 간의 유사도를 시각화 하였

다. 고추장, 된장, 청국장, 간장 시료들이 종 수준에서 식

품 그룹별로 명확하게 그룹화(clustering) 되어 관찰되었다

(Fig. 3A). 간장 그룹이 가장 중심으로부터 멀리 퍼트려져 

나타났는데, 발효된 콩이 주성분인 나머지 그룹과 달리 

고염 환경에서 간장을 제조하는 방식이 세균의 군집 구조

에 많은 영향을 미쳤을 것이라 사료된다. 또한 고추장, 
된장, 청국장의 경우 종 및 속 수준에서 Bacillus 종이 전체

의 65% 이상을 차지하여 cluster centroid의 산포도가 낮은 

것으로 판단된다. 또한 UPGMA-clustering 분석 결과 시료 

유형에 따라 대부분의 시료가 clustering되어 그룹 간의 연

관성을 판단하는데 충분함을 확인하였다(Fig. 3B).

Beta set-significance 분석

Bray-Curtis distance metric 기반으로 PERMANOVA 분
석을 통해 네 가지 장류의 미생물 분포에 통계학적으로 

유의미한 차이가 있는지 분석하였다. 네 가지 그룹을 비

교하기 위해 ‘고추장-된장’, ‘고추장-청국장’, ‘고추장-간
장’, ‘된장-청국장’, ‘된장-간장’ 및 ‘청국장-간장’ 총 6개의 

쌍별 비교(pairwise comparisons)를 실시하였다. ‘두 그룹의 
미생물 군집은 동일하다’는 귀무가설(null hypothesis, H0)
과 ‘두 그룹의 미생물 군집의 분포는 다르다’는 대립가설

(alternative hypothesis, H1)을 설정하였으며, 가설검정을 수

행한 결과 모든 p-value가 0.001로 나타났다. 따라서 네 그

룹의 미생물 군집 분포는 동일하다는 귀무가설이 기각되

었으며, 네 그룹의 미생물 군집 분포는 매우 유의미한 수

준의 통계학적인 차이가 있다는 것을 검증하였다(Fig. 4).

Taxonomic biomarker 분석

각 그룹에서 특징적인 미생물을 식별하기 위해 선형 
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A B

Fig. 3. Principal coordinate analysis (PCoA) plot (A) and UPGMA (Unweighted pair group method with arithmetic mean) dendro-
gram (B) analysis results of microbial communities at the species level based on Bray-Curtis.

A  B

Fig. 4. Beta-significance analysis between two different types of fermented soybean foods. Results of pairwise PERMANOVA 
(Permutational analysis of variance) tests (A) and p-value (B).

판별 분석 효과 크기(Linear discriminant analysis effect, 
LEfSe) [32] 분석법을 사용하여 그룹 간의 특이적인 바이

오마커 미생물과 중요도를 histogram으로 나타냈다. 군집 

구조 차이에 많은 영향을 미치는 미생물을 구별하기 위해 

LDA score threshold를 3.0으로 설정하였으며, LDA score 
지수가 높을수록 그룹 사이의 미생물 군집 구조 차이에 

큰 기여를 한다(Fig. 5). LEfSe 분석 결과 과 수준에서 고추

장 그룹의 경우 Leuconostocaceae가 가장 특이적이고, 
Thermoactinomycetaceae는 된장 그룹의 바이오마커로 나

타났다. 청국장 그룹은 Bacillaceae가 가장 특이적이며, 간
장 그룹은 Enterococcaceae가 우세한 것으로 나타났다

(Fig. 5A). 종 수준에서 고추장 그룹의 경우 Bacillus subtilis
가 우세하였으며, Kroppenstedtia sanguinis는 된장 그룹에

서 우세하며, 청국장 그룹은 Bacillus licheniformis가 가장 

특이적이며, 간장 그룹은 Tetragenococcus halophilus가 상

대적으로 높게 분포하여 네 가지 장류의 구조적 차이에 

영향을 미치는 것으로 나타났다(Fig. 5B).  
미생물 분류수준과 상관없이 LDA score에 따라 고추

장, 된장, 청국장 및 간장의 미생물 구성에 영향을 미치는 

미생물과 taxon rank, p-value, relative abundances를 Table 
3에 나타내었다. 속과 종 수준에서 네 가지 장류의 미생물 

군집에 영향을 미치는 미생물은 고추장 시료에서 Bacillus 
subtilis가 많이 분포하였으며, 된장 시료는 특징적으로 

Bacillus subtilis와 Bacillus licheniformis가 상대적으로 많

이 분포하였다. 고추장과 된장은 공통적으로 메주를 이용

하여 제조하는데 메주에서 우점[20]하는 B. sonorensis는 

거의 관찰되지 않은 반면, 메주에서 매우 낮은 수치로 존

재하는 B. subtilis 와 B. licheniformis가 우세한 것을 확인하
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A B

Fig. 5. LEfSe (Linear discriminant analysis effect size) analysis of taxonomic biomarkers of four types of fermented foods. The 
relative abundance at family (A) and species level (B).

Table 3. Biomarker analysis fermented soybean foods using LEfSe analysis

Taxon name Taxon rank LDA score
(log10) p-value p-value

(FDR)
Relative abundances (%)

GO DO CH GA
Bacillus

Bacillales
Bacillaceae

Bacillus subtilis 
Lactobacillales

Tetragenococcus
Tetragenococcus halophilus 

Enterococcaceae
Bacillus licheniformis 

Bacilli
Firmicutes

Bacillus thermoamylovorans 
Proteobacteria

Gammaproteobacteria
Oceanospirillales
Halomonadaceae

Enterococcus faecium 
Enterococcus

Chromohalobacter
Thermoactinomycetaceae

Genus
Order

Family
Species
Order
Genus

Species
Family
Species
Class

Phylum
Species
Phylum
Class
Order

Family
Species
Genus
Genus
Family

5.41 
5.38 
5.37 
5.19 
5.19 
5.18 
5.18 
5.15 
5.11 
4.99 
4.97 
4.90 
4.87 
4.84 
4.74 
4.74 
4.58 
4.58 
4.52 
4.48 

<0.00001
<0.00001
<0.00001
<0.00001
<0.00001
<0.00001
<0.00001
<0.00001
<0.00001
<0.00001
<0.00001
<0.00001
<0.00001
<0.00001
<0.00001
<0.00001
0.00021 
0.00034 

<0.00001
<0.00001

<0.00001
<0.00001
<0.00001
<0.00001
<0.00001
<0.00001
<0.00001
<0.00001
<0.00001
<0.00001
<0.00001
<0.00001
<0.00001
<0.00001
<0.00001
<0.00001
0.00171 
0.00264 

<0.00001
<0.00001

70.06 
76.48 
70.98 
42.17 
12.50 
 1.37 
 1.36 
 3.24 
19.89 
88.98 
92.18 
 3.48 
 5.70 
 5.20 
 0.90 
 0.89 
 1.70 
 1.74 
 0.72 
 2.12 

67.79 
78.32 
69.54 
37.66 
11.32 
 5.33 
 5.29 
 8.39 
26.57 
89.63 
93.89 
 1.35 
 5.30 
 5.22 
 1.23 
 1.23 
 3.03 
 3.06 
 0.54 
 6.12 

72.10 
78.57 
72.59 
18.72 
14.62 
 0.03 
 0.03 
 9.43 
30.92 
93.19 
97.48 
18.11 
 1.94 
 1.88 
 0.00 
 0.00 
 9.34 
 9.39 
 0.00 
 0.01 

21.05 
31.90 
26.81 
11.75 
41.87 
29.67 
29.44 
31.49 
 6.72 
73.78 
79.04 
 1.71 
16.76 
15.81 
11.31 
11.30 
 1.78 
 1.82 
 6.90 
 0.45 

Symbols: GO, Gochujang; DJ, Doenjang; CH, Cheonggukjang; GJ, Ganjang

였다. 이는 고추장과 된장의 염분 농도가 약 10%에 달하

는데[12], B. subtilis와 B. licheniformis는 높은 NaCl 농도에

서 자랄 수 있는 반면 B. sonorensis와 같은 다른 Bacillus 
속 미생물은 생육이 어렵기 때문으로 판단된다[26]. 고추

장과 된장의 차이는 크게 고춧가루 첨가로 나뉘며, 고추

장은 평균적으로 고춧가루가 약 25% 함유되어 있다[18]. 
이전의 연구[4]에 따르면 Dennettia tripetala (고추 열매) 
추출물의 최소억제농도 측정 결과 Bacillus 속 미생물의 분

포가 E. faecalis 보다 2.5배 높음을 보고하였다. 따라서 된

장, 청국장 및 간장에 비해 고추장 시료에서 Enterococcus
의 발생률이 낮은 것은 고춧가루의 항균효과 때문이라고 

사료된다. 청국장에서는 Bacillus licheniformis, Bacillus 
thermoamylovorans, Enterococcus faecium이 상대적으로 많

이 분포하였다. 청국장을 제조할 때 B. licheniformis를 접

종한 청국장에서는 B. subtilis를 접종한 청국장보다 불쾌

취(휘발성 향기성분)가 2배 이상 감소하였으며[33], 특히 
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청국장은 40–43℃에서 빠르게 발효되는 특성[3]때문에 고

온에서 안정적으로 내열성 효소를 생산할 수 있는 B. ther-
moamylovorans가 우점하는 것으로 판단된다. 다른 장류들

에 비해 간장에서는 최대 20% NaCl 농도에서 성장 가능한 

호염성 유산균인 Tetragenococcus halophilus가 많이 분포

하는 것으로 나타났다[15]. 따라서 T. halophilus는 간장에

서 펩타이드의 가수분해 및 풍미 개선에 역할을 할 것으

로 판단된다.
본 연구에서는 콩을 주원료로 하는 전통 장류의 유형별 

미생물 군집 구조와 미생물 군집 구조 차이에 큰 영향을 

미치는 미생물을 분석하였다. 본 연구 결과는 향후 전통 

발효식품 유래 미생물에 대한 연구, 상업적 활용을 위한 

분리원 선택 및 미생물과 발효식품의 기능성에 대한 상관

관계 등의 연구뿐만 아니라 전통 발효식품의 생물학적 

안전성 및 품질을 향상시키기 위한 자료로 활용될 수 있

을 것으로 기대된다.
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초록：차세대 염기서열 분석을 활용한 장류의 메타지놈 분석: 한국 전통 콩 발효식품에 대한 미생물

비교 연구

이란희․하광수․정호진․정도연․양희종*

((재)발효미생물산업진흥원)

한국의 장은 콩을 발효시켜 만든 식품으로 대표적인 종류로는 고추장, 된장, 청국장, 간장이 있다. 본 

연구에서는 콩 발효식품의 미생물 군집을 분석하고, 각 장류의 유형에 따른 미생물 군집 구조 차이에 영향

을 미치는 미생물(biomarker)과 분포 차이를 비교하기 위해 총 200종의 장류 시료를 next-generation sequenc-
ing을 통해 16S rRNA 마이크로바이옴 분석을 수행하였다. Alpha-diversity 분석 결과 종 풍부도를 나타내는 

지수 CHAO는 고추장과 청국장에서 분석에서 된장과 간장 그룹에 비해 유의미하게 높은 경향을 보였다

(p<0.001). 네 가지 장류의 미생물 분포 분석 결과 목(order) 수준에서 Bacillales가 고추장, 된장, 청국장 

그룹에서 우세한 반면, 간장의 경우 Lactobacillales가 우세한 것으로 차이가 나타났다. LEfSe (Linear dis-
criminant analysis Effect Size)분석을 통해 전통 장류의 과(family)와 종(species) 수준에서 바이오마커를 분석

하였다. Leuconostocaceae, Thermoactinomycetaceae, Bacillaceae, Enterococcaceae가 과 수준에서 장 유형에 

따른 미생물 군집 구조 차이에 큰 기여를 하는 바이오마커로 나타났으며, Bacillus subtilis, kroppenstedtia 
sanguinis, Bacillus licheniformis, Tetragenococcus halophilus가 종 수준에서 네 종류의 발효식품을 미생물학

적으로 분류할 수 있는 가장 중요한 특징으로 나타났다. PERMANOVA (Permutational multivariate analysis 
of variance) 분석 결과 네 가지 장류는 미생물 군집 구조가 통계학적으로 유의미한 차이가 나타났으며

(p=0.001), 그 중 간장 그룹의 미생물 군집 구조가 가장 차이를 보였다. 본 연구의 결과는 한국 발효식품의 

미생물학적 분포 특성과 장류 유형별 미생물 군집 구조차이에 영향을 미치는 미생물을 규명하였으며, 발효 

과정에 참여하는 미생물에 대한 지식을 넓히고 발효 콩 식품의 품질을 향상시키는 데 도움이 될 것으로 

기대한다.


