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ABSTRACT : Nuruk samples collected from various regions in Korea were investigated in terms of fungal contents and diversity. In
measurement of colony forming unit (CFU) in Nuruk suspensions on DRBC agar, Nuruk samples MS4, MS8, and MS10 were
among the highest fungal density, with 1,278.9±21.6 (×104), 1,868.0±27.7 (×104), and 775.1±19.2 (×104) were among the
samples showing the highest fungal density. CFU per 20 mg Nuruk, respectively. The majority of fungal components were yeasts,
including Pichia anomala, P. kudriavzevii, Kluyveromyces marxianus, and Saccharomycopsis fibuligera, whereas Aspergillus oryzae
and Rhizopus oryzae, the representative Nuruk fungi, were predominant only in the low fungal density Nuruks (MS2, MS5, and
MS11). Saccharification capability of the fungal isolates was assessed by measurement of amylase activity in the culture broth. The
highest amylase activity was found in A. niger and A. luchuensis, followed by S. fibuligera. A. oryzae and R. oryzae showed fair
amylase activity but significantly lower than those of the three fungal species. R. oryzae was suggested to play an additional role
in degradation of β-glucan in crop component of Nuruk since R. oryzae was the only fungus that showed β-glucanase activity
among the fungal isolates. To confirm the safety of Nuruk, aflatoxigenicity of the isolated Aspergillus was estimated using the DNA
markers norB-cypA, aflR, and omtA. All of the isolates turned out to be non-aflatoxigenic as evidenced by the deletion of gene
markers, norB-cypA and aflR, and the absence of aflatoxin in the culture supernatants shown by TLC analysis.
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서 론

누룩은 우리나라 대표적인 막걸리와 약주 등 전통주를
빚는 발효제로서 사용되고 있으며, 보리나 밀과 같은 곡류
를 파쇄하고 수분을 가하여 단단하게 성형한 후, 환경에 노
출시켜 다양한 발효 미생물들이 자라게 함으로써 만들어
진다. 이러한 이유 때문에 누룩에 들어있는 미생물들의 다
양성과 함량은 제조한 지역, 온도 및 원료의 조성과 같은
지리적, 물리화학적 환경에 의하여 결정된다. 누룩에는
Rhizopus oryzae, Absidia corymbifera (Lichtheimia corym-
bifera), Lichtheimia ramosa, Mucor indicus 등 접합균류
(Zygomycota)들과 Aspergillus oryzae, A. niger, A. luchu-
ensis 등 당화능이 높은 Aspergillus 균들 및 A. fumigatus,
A. flavus와 같은 병원성 Aspergillus 균들도 포함되어 있다
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[1, 2]. 이러한 곰팡이들은 α-amylase, glucoamylase 등 여러
가지 amylase 효소들을 분비생산하여 곡류에 저장된 전분
을 당화하는 역할을 하는 것으로 알려져 있다. 곰팡이의 전
분당화능에 의해 만들어진 당류는 효모에 의한 알코올 생
산에 사용된다. 주로 누룩에 생육하는 효모로는 Saccharo-
myces cerevisiae를 비롯하여 Pichia jadinii[1], P. anomala
[3, 4] 등이 분리된 바 있으며, 막걸리의 PCR-DGGE 분석
을 통하여 P. kudriavzevii가 발효초기의 우점균임이 밝혀진
바 있다[5]. Saccharomycopsis fibuligera도 다수의 누룩에서
발견되었는데, 특이하게도 알코올발효능 대신 높은 당화
능을 가지고 있는 것으로 보고되었다[6]. 이외에도 누룩에
는 Bacillus subtilis, B. amyloliquefaciens 등 우점하는 그람
양성 세균들과, Pediococcus spp., Lactobacillus spp., Wei-
ssella spp. 등 유산균들이 포함되어 있는 것으로 보고되고
있다[1].
누룩에서 가장 많이 분리되는 곰팡이는 R. oryzae와 A.

oryzae로서 누룩을 대표하는 곰팡이라 할 수 있다. R. ory-
zae는 접합균증(Zygomycosis)을 일으키는 병원성 곰팡이
면서[7], 동양에서는 전통발효식품의 제조에 사용되는 산
업적으로 중요한 곰팡이이다. R. oryzae는 생태계에서는 죽
은 식물체에 초기에 감염되는 개척자 부생균(Pioneer sap-
rotrophic)으로, 쉽게 분해할 수 있는 기질을 이용하여 빠르
게 기질내부로 침투하는 능력을 가지고 있다. 최근의 유전
체 연구에서도 R. oryzae에는 exo-cellulase 유전자, pectin
분해에 필요한 보조유전자, xyloglucan, xylan, inulin 등의
분해에 필요한 유전자가 발견되지 않고 있어서, 단당류나
전분과 같이 쉽게 분해할 수 있는 다당류를 빠르게 점유하
여 다른 곰팡이들과 경쟁에서 이기는 전략을 취하는 것으
로 밝혀졌다[8]. 누룩에서도 R. oryzae는 발효초기에는 1차
침투자(primary colonizer) 역할을 하며 누룩의 구성성분의
분해역할을 할 것으로 추정되지만, 온도에 민감하기 때문
에 발효가 진행되어 누룩 내부온도가 올라가면 점차적으로
A. oryzae와 같은 고온성 곰팡이와의 경쟁에서 밀려나는 것
으로 생각된다[2]. 황국균인 A. oryzae는 α-amylase를 분
비·생산하는 높은 당화능을 보이는 곰팡이로서[9], 누룩에
서도 대표적인 우점균으로서 누룩의 당화 및 액화 기능에
가장 중요한 곰팡이 중 하나이다[1, 2]. 그러나 A. oryzae는
aflatoxin 생산균인 A. flavus와 전통적인 분류학적 기준으
로는 구분할 수 없을 만큼 유연관계가 가까운 균으로 afla-
toxin의 생산 유무를 검증하는 것이 필수적이다[10, 11].
Aflatoxin 생합성경로는 25개의 유전자군(gene cluster)으로
구성되어 있으며[12], 이들의 발현은 대부분 전사활성인자
(transcriptional activator)인 aflR에 의하여 조절된다[13].
따라서 aflR유전자의 polymorphism과 유전자 결실(dele-
tion), aflR 결합부위의 존재유무가 aflatoxin 생합성능을 판
단하는 중요 지표로 활용되고 있다[10]. 특히 norB와 cypA
유전자의 사이에 존재하는 aflR 결합부위는 전체 유전자군
의 발현에 필수적인 부위이다. 일반적으로 A. oryzae/flavus

는 norB-cypA(1.8 kb)부위의 부분적 결실패턴에 따라 Type
I deletion(0.3 kb), Type II deletion(0.8 kb) 그룹으로 나누
고, Type I deletion 그룹은 aflatoxin을 생산하지 못하는 것
으로 보고되고 있다[11, 14, 15].
본 연구에서는 국내 다양한 경로를 통하여 수집된 누룩
이 함유한 효모와 균사상 곰팡이의 함량 및 다양성을 조사
하고, 이들의 당화능에 관련된 효소의 활성을 평가하여 누
룩의 품질과 관련된 지표를 제시하고자 한다. 또한, 누룩에
서 우점균으로 발견되는 Aspergillus 균들의 aflatoxin 독소
생산능을 조사하여 누룩을 사용한 전통발효식품의 안전성
을 검토하였다.

재료 및 방법

누룩의 수집 및 곰팡이 분리
전국의 양조장, 누룩제조사 및 재래시장 등에서 11종의
누룩을 수집하였다. 누룩에 생육하는 곰팡이를 분리하기
위하여, 수집한 누룩 1 g을 파쇄하여 10 mL의 멸균수에 현
탁시킨 후, 상등액을 1/10000로 희석하여 potato dextrose
agar(PDA; Ventech Bio Co., Eumseong, Korea)와 DRBC
agar(동물조직 효소분해물 5 g/L, 포도당 10 g/L, KH2PO4

1 g/L, MgSO4 0.5 g/L, Rose Bengal 0.025 g/L, dichloran
0.002 g/L, chloramphenicol 0.1 g/L, agar 15 g/L, pH 5.6)에
도말하고 30oC에서 3~4일간 배양한 후 단일 콜로니를 PDA
배지로 옮겨 순수분리를 하였다. 분리된 곰팡이들과의 비
교분석을 위하여, 농촌진흥청 발효식품과에서 보유한 A.
oryzae 7종(82-7, SS1, 59-5, 83-3, 78-5, 40-2, 82-3), A. lu-
chuensis 2종(74-5, 34-1), R. oryzae 6종(26-4, CN084, CN
105, CN174, 58-11)을, aflatoxin 생산능 비교를 위해서는
A. flavus KCCM11910, KCCM60330 균주와 A. parasiticus
KCCM12699, KCCM12701, KCCM35079 균주를 각각 분
양받아 사용하였다.

18S rDNA 및 ITS 염기서열분석
분리된 각 곰팡이의 부분동정을 위하여 18S rDNA 및

ITS 염기서열을 분석하였다. 18S rDNA는 NS1 (5'-GTA
GTC ATA TGC TTG TCT C-3')과 NS8 (5'-TCC GCA
GGT TCA CCT ACG GA-3')을 이용하여 PCR로 증폭하
였으며[16], ITS는 NSA3 (5'-AAA CTC TGT CGT GCT
GGG GAT A-3')와 NLB4 (5'-GGA TTC TCA CCC TCT
ATG AC-3')를 이용하여 증폭하였다. PCR 및 genomic
DNA 추출은 이전에 보고된 방법을 사용하였다[17]. 증폭
된 PCR 산물은 TA cloning 후 염기서열을 결정하였다. 결
정된 염기서열의 Blast 분석을 통하여 해당 곰팡이의 부분
동정을 실시하였다.

Amylase 및 β-glucanase 효소활성의 측정
Amylase 활성 측정을 위하여 각 곰팡이 균주들을 starch
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(Bio Basic Canada Inc., Ontario, Canada)와 beef extract
(BD, MD, USA)가 각각 10 g/L, 3 g/L 포함된 5 mL starch
broth에 30oC, 48시간 배양하였다. 배양액을 13,000 rpm에
서 5분간 원심분리를 하여 잔여 전분과 균사를 가라앉히
고 상등액을 취하였다. 상등액 20 µL에 물 180 µL를 가한
후 30 mM phosphate buffered saline (PBS, pH 6)에 녹인
starch(1 g/L) 200 µL를 섞고 30oC에서 20분간 반응시켰다.
반응 후 유리된 환원당을 DNS 방법[18]으로 정량하여
amylase의 활성을 측정하였다. β-glucanase 활성 또한 위
상등액을 사용하여 측정하였다. 이를 위하여 상등액 20 µL
에 물 180 µL를 가한 후, 100 mM sodium actate (pH 5.0)
에 녹인 β-glucan (1 g/L) 200 µL를 섞고 30oC에서 30분간
반응시켰다. 반응 후 유리된 환원당을 DNS 방법으로 정량
하여 β-glucanase의 활성으로 환산하였다. 각 효소의 활성
1 unit은 1분당 1 µM의 포도당을 만드는데 필요한 효소량
으로 정의하였다.

Aflatoxin 생합성 유전자 분석
각 균주들에서 aflatoxin 생산에 관여하는 유전자들의 존
재 여부를 확인하기 위하여 norB-cypA, omtA, aflR에 대응
하는 primer들을 제작하여 PCR을 수행하였다. norB-cypA
영역의 증폭에는 AP1729 (5'-GTG CCC AGC ATC TTG
GTC CAC C-3')와 AP3551 (5'-AAG GAC TTG ATG ATT
CCT C-3') primer를 사용하였다[14]. omtA의 증폭은 for-
ward primer, 5'-CAG GAT ATC ATT GTG GAC GG-3'와
reverse primer, 5'-CTC CTC TAC CAG TGG CTT CG-3'

를 사용하였고[10], aflR은 F2 (5'-CCG GCG CAT AAC
ACG TAC TC-3')와 R2 (5'-GGC GCT TGG CCA ATA
GGT TC-3')를 사용하였다[11].

Aflatoxin의 TLC 분석
각 균주를 aflatoxin 생산이 유도되는 YES 배지(sucrose

60 g/L, yeast extract 20 g/L)[19] 10 mL에 분주하고 shak-
ing incubator에서 180 rpm, 30oC, 암실 조건으로 120시간
동안 배양하였다. 배양완료 후 배양액 1 mL에 chloroform
0.1 mL을 가하여 aflatoxin 추출하였다. 추출액 내 aflatoxin
을 TLC plate (Silica gel 60 F254; Merck Co., USA)상에서
diethylether-methanol-water(96:3:1)를 이동상으로 사용하
여 20분간 전개하여 분석하였다.

결과 및 고찰

누룩의 수집 및 누룩 곰팡이 분리
누룩에 포함된 다양한 종류의 유용 곰팡이 균주를 분리
를 위하여 양조장, 누룩제조사, 재래시장 등에서 11종의 누
룩을 수집하였다(Table 1, MS1~11). 수집된 누룩으로부터
곰팡이를 분리하기 위하여, 누룩 현탁액을 DRBC 고체배지
에 도말하여 25oC에서 5일간 배양하였다. 배양결과 대부
분의 누룩에서 효모들이 우점하는 것으로 관찰되었으며,
MS2, MS5, MS11 누룩만이 균사상 곰팡이들이 우점하고
있었다(Fig. 1, Table 1). 각 고체배지내 곰팡이균들의 수를
콜로니형성단위(CFU)로 측정한 결과, MS4, MS8, MS10

Table 1. List of the isolated fungal strains from various Nuruk samples

Nuruk Sample No.
(Region,

Collection date)
Isolated fungal strains Isolate No.

CFU (×104)

Individual Total

MS1
(Sanchung, Feb. 2014)

Rhizopus oryzae MS1-1, -2 6.0 ± 1.0

53.0 ± 3.7

Aspergillus oryzae MS1-5 0.2 ± 0.1

Saccharomycopsis fibuligera MS1-S1 8.1 ± 1.2

Pichia kudriavzevii MS1-S3 19.3 ± 3.2

Kluyveromyces marxianus MS1-Y1, -Y2, - Y3 19.4 ± 3.1

MS2
(Jinju, Feb. 2014)

Rhizopus oryzae MS2-1, -2 4.1 ± 0.6

40.3 ± 2.5

Aspergillus oryzae MS2-5, -6, -12, -15 20.4 ± 2.4

Saccharomycopsis fibuligera MS2-S1, -S2 3.1 ± 0.2

Pichia anomala MS2-Y2 9.5 ± 1.1

Kluyveromyces marxianus MS2-Y1 3.2 ± 0.5

MS3
(Hwasung, Feb. 2014)

Rhizopus oryzae MS3-1, -2, -3, -5 0.8 ± 0.1

7.6 ± 0.9

Aspergillus oryzae MS3-4 0.7 ± 0.1

Aspergillus fumigatus MS3-7 0.6 ± 0.1

Mucor indicus MS3-12, -13 0.2 ± 0.1

Pichia kudriavzevii MS3-S3 1.0 ± 0.1

Saccharomyces cerevisiae MS3-Y2 4.3 ± 0.3
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Table 1. List of the isolated fungal strains from various Nuruk samples (continued)

Nuruk Sample No.
(Region,

Collection date)
Isolated fungal strains Isolate No.

CFU (×104)

Individual Total

MS4
(Yesan, Feb. 2014)

Rhizopus oryzae MS4-3, -4 3.1 ± 0.5

1279.1 ± 17.8

Absidia corymbifera MS4-2 0.3 ± 0.1

Aspergillus oryzae MS4-11 0.1 ± 0.1

Aspergillus fumigatus MS4-6 0.1 ± 0.1

Saccharomycopsis fibuligera MS4-S1 436.3 ± 10.5

Pichia kudriavzevii MS4-S3 74.5 ± 5.5

Pichia anomala MS4-Y1 764.7 ± 13.2

MS5
(Yesan, Feb. 2014)

Rhizopus oryzae MS5-1, -2, -3 12.5 ± 2.6

26.2 ± 3.1

Absidia corymbifera MS5-5, -11 0.2 ± 0.1

Trichosporon loubieri MS5-10 1.8 ± 0.5

Saccharomycopsis fibuligera MS5-6, -8, -9 5.5 ± 1.3

Pichia anomala MS5-Y1 6.2 ± 1.6

MS6
(Yesan, Feb. 2014)

Paecilomyces variotii MS6-4 0.1 ± 0.1

452.7 ± 20.3
Saccharomycopsis fibuligera MS6-S1, -S2 241.5 ± 15.1

Pichia kudriavzevii MS6-6 106.6 ± 9.1

Kluyveromyces marxianus MS6-Y2 104.5 ± 10.1

MS7
(Chungdo, Feb. 2014)

Aspergillus niger MS7-1, -2, -3, -4 4.9 ± 0.1
25.1 ± 1.1

Cyberlindnera fabianii MS7-Y1 20.2 ± 1.1

MS8
(Busan, Feb. 2014)

Rhizopus oryzae MS8-1, -2, -3 1.4 ± 0.1

1868.0 ± 11.6

Aspergillus oryzae MS8-4 4.6 ± 0.1

Absidia corymbifera MS8-5 0.2 ± 0.1

Saccharomycopsis fibuligera MS8-7, -8, -9 1080.5 ± 25.2

Pichia kudriavzevii MS8-6, -10, -11, -S3 45.1 ± 2.6

Pichia anomala MS8-Y1,-Y2, -Y3 736.2 ± 11.3

MS9
(Kwangju, Feb. 2014)

Rhizopus oryzae MS9-1, -2, -3 8.3 ± 0.1

95.3 ± 5.0

Aspergillus oryzae MS9-13 2.9 ± 0.1

Absidia corymbifera MS9-5, -11 0.7 ± 0.1

Saccharomycopsis fibuligera MS9-6, -7 6.0 ± 0.5

Pichia kudriavzevii MS9-S3 13.1 ± 2.1

Pichia anomala MS9-Y1 64.3 ± 4.5

MS10
(Sanchung, Mar. 2014)

Rhizopus oryzae MS10-3 0.8 ± 0.1

775.1 ± 7.9

Aspergillus oryzae MS10-11, -13 3.4 ± 0.1

Absidia corymbifera MS10-12 0.7 ± 0.1

Saccharomycopsis fibuligera MS10-4, -5, -6, -8 469.1 ± 8.5

Pichia kudriavzevii MS10-7, -9 97.5 ± 4.5

Pichia anomala MS10-Y1, -Y2, -Y3 203.6 ± 6.5

MS11
(Sanchung, Mar. 2014)

Rhizopus oryzae MS11-13 16.1 ± 1.5

233.2 ± 7.7

Aspergillus oryzae MS11-1, -3, -11, -12 156.7 ± 7.5

Absidia corymbifera MS11-2 2.0 ± 0.1

Saccharomycopsis fibuligera MS11-4, -5 36.1 ± 3.1

Pichia kudriavzevii MS11-S3 2.0 ± 0.1

Kluyveromyces marxianus MS11-Y1 20.3 ± 1.1
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등 3종의 누룩에서 각각 1,278.9±21.6 (×104), 1,868.0±27.7
(×104), 775.1±19.2 (×104) CFU (20 mg 누룩당)로 가장 높
은 곰팡이균 밀도를 보였으며, 이들의 대부분은 효모균으
로 밝혀졌다. 이와 관련하여 최근 연구의 다른 연구에서는
누룩 10 g당 106~108 콜로니형성단위(colony forming unit,
CFU)의 곰팡이와 104 CFU 내외의 효모균이 포함되어 있
는 것으로 보고되었다[1]. 본 연구의 결과를 누룩 10 g 당
곰팡이균 수로 환산하면 108~109

의 CFU로 기존 연구결과
와 유사하다 할 수 있으나, 효모균의 수가 압도적으로 많
다는 측면에서는 기존 연구와 차이 나는 결과이다. 차이의
원인은 분리에 사용된 배지에서 기인하는 것으로, PDA 배
지나 yeast mold agar+chloramphenicol 배지[1]는 곰팡이
의 성장에 유리하여 상대적으로 효모균의 성장이 억제되나,
DRBC 배지는 곰팡이의 성장을 억제시켜서 효모의 성장을
상대적으로 부각시켜주는 배지이다[20, 21]. 한편, MS3 누
룩은 7.6±0.4 (×104) CFU로서 가장 작은 수의 곰팡이균을
가지고 있었다. 곰팡이균의 다양성 측면에서는 MS7을 제
외한 대부분의 누룩에서 5종 내외의 곰팡이들이 발견되었
다. 이상의 결과는 누룩이 제조지역 및 사용원료에 따라 다
양한 곰팡이균을 다양한 비율로 포함하고 있음을 알려 주

는 것이다.

누룩곰팡이균의 분리 및 ITS, 18S rDNA 서열분석을 통한
동정

고체배지에서 생육한 곰팡이들 중 콜로니의 모양과 크기,
균사의 형태, 포자의 색깔 등 형태학적 특징들이 구분되는
각각의 콜로니를 분리하여 PDA 배지에서 배양하였다. 분
리된 각 곰팡이균의 부분동정을 위하여, 18S rDNA 및 ITS
염기서열을 결정하였다. 결정된 염기서열을 BLAST로 검색
하여 각 곰팡이를 동정하였다. 그 결과, 대부분의 누룩에서
주요 우점균으로 관찰된 효모균들은 P. anomala, P. kudri-
avzevii, Kluyveromyces marxianus와 이형성 효모(dimor-
phic yeast)인 Saccharomycopsis fibuligera임이 밝혀졌다. P.
kudriavzevii는 ethanol 발효능이 우수한 효모균으로 바이
오매스 자원으로부터 동시당화발효를 통한 ethanol 생산
연구가 진행되고 있는 대표적인 균주이다[22-24]. P. kud-
riavzevii는 일반 효모와 달리 균의 모양이 길쭉하며, 경우
에 따라서는 세포질이 연결된 위균사(pseudohyphae)를 만
들기도 한다(Fig. 2) S. fibuligera는 이형성 효모로서 콜로
니의 내부에는 효모형 균체가 다수 관찰되나 가장자리 부

Fig. 1. Diversity of the fungal colonies from different Nuruk samples. Dried Nuruk (1 g) was suspended in 1 mL of water. 0.2
mL of the diluted supernatant (1:1000) was spread on DRBC agar. MS numbers in the pictures are the Nuruk sample numbers
described in Table 1.
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분에서는 균사상으로 자라는 것을 관찰하였다(Fig. 2). 전분
의 당화관련 효소를 분비생산하는 능력이 우수한 균으로
많은 연구결과가 보고되어 있다[25, 26]. K. marxianus는 다
양한 종류의 효소를 분비하며, 여러가지 향기성분을 생산
하여 발효식품에 풍미를 더하는 효모이면서 고온에서 알코
올발효하는 특성을 가지고 있다[27]. P. anomala는 특이하
게 산소제한조건에서만 알코올을 발효하는 특징을 가지고
있다[28]. 또한 곰팡이를 죽이는 능력이 뛰어나 A. flavus
같은 유해균의 생물학적 방제제로도 연구되고 있다[29].
실제로 P. anomala가 우점하는 누룩의 경우에는 균사상곰
팡이의 성장이 극도로 억제됨을 확인할 수 있다(Fig. 1).
곰팡이로는 접합균류에 속하는 R. oryzae와 자낭균류에
속하는 A. oryzae가 주로 검출되었다(Table 1). R. oryzae와
A. oryzae는 동양에서 전통적으로 발효식품에 사용되어 온
대표적인 당화용 곰팡이이다. 접합균류인 A. corymbifera
6개의 누룩에서 각각 발견되어 이들 또한 누룩을 이루는 주
요 곰팡이임을 알 수 있었다. 이외에도 A. fumigatus, M.
indicus, Trichosporon loubieri 등이 특정 누룩에서 발견되
었다. MS6 누룩에서는 Paecilomyces varotii가 발견되었는
데 이는 다른 연구에서도 보고된 바 있다[30]. 한편, 경북
청도지역에서 수집한 누룩(MS7)에서는 곰팡이로 흑국균인
A. niger만이 분리되었다. 분리된 대표적인 곰팡이 및 효모

들은 Fig. 2에 나타내었다.

누룩분리 곰팡이의 배양액의 amylase, β-glucanase, este-
rase 효소활성
누룩은 전통주 생산과정에서 전분을 분해하여 당화하는
기능을 수행할 뿐 아니라, 발효주의 맛과 향을 좌우하는 성
분을 제공한다. 누룩의 이러한 기능과 관련하여 누룩분리
곰팡이가 분비·생산하는 당화효소인 amylase와 휘발성 향
기성분 생산에 관련된 esterase, 누룩원료인 밀에 포함된 β-
glucan을 β-glucanase 효소활성을 조사하였다. 이를 위하여
각각의 곰팡이를 전분배지에서 25oC에서 5일간 배양한 후,
배양액을 원심분리하여 상등액을 효소조액으로 사용하였
다. 곰팡이 배양액의 각 효소활성은 Fig. 3에 나타내었다. p-
Nitrophenylbutyrate를 이용한 esterase 활성은 대부분의 곰
팡이 배양액에서 유사하게 나타났다.

Amylase 활성은 A. niger와 A. luchuensis가 가장 높은 것
으로 나타났다. 이들 균주는 주로 막걸리제조에 사용되어
왔던 균들로서, 모두 A. niger clade에 속하는 균들이다[31].
A. niger clade 다음으로 당화능이 높은 곰팡이는 S. fibuli-
gera로서 α-amylase, glucoamylase 등 당화효소를 분비생산
하는 것으로 알려져 있으며[25, 26, 32], 높은 당화능력으로
인하여 카사바와 같은 전분이 많이 함유된 작물의 당화에

Fig. 2. The filamentous fungi and yeasts isolated from various Nuruk samples. (Scale bar=5 µm).
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활용되고 있다[33]. A. oryzae 와 R. oryzae는 누룩이나 메
주와 같은 전통발효식품에서 주로 발견되는 곰팡이균으로
서, 특히 누룩에서는 주요 당화균이다[1]. 그러나, 당화능력
에서는 앞서 소개된 3가지 곰팡이균에 미치지 못하고 있다.
한편, A. corymbifera, P. kudriavzevii를 포함하는 기타 수종
의 곰팡이들 또한 관찰되었으나, 이들의 당화능은 매우 낮
아서 전분의 당화 측면에서 큰 기능은 하지 않는 것으로 판
단되었다. Pichia spp.는 ethanol 발효능이 뛰어난 효모이므
로 전분의 당화 후 알코올 생산에 기여할 것으로 생각된다.
누룩의 제조에 사용되는 곡물에는 다량의 비수용성 β-

glucan이 포함되어 있다[34]. 이러한 비수용성 β-glucan을
적절히 분해하여 가용화하면, 누룩을 이용하여 만든 막걸
리에 면역활성을 높여주는 기능성을 부여할 수 있다. 따라
서 누룩곰팡이의 β-glucan 분해능을 확인하기 위하여 배양
액내 β-glucanase 활성을 조사하였다. 그 결과 β-glucanase
활성은 일부 A. oryzae 균에서 소량 관찰되었으나, 주요활성
은 R. oryzae의 배양액에서 관찰되었다(Fig. 3B). 농촌진흥
청 분리균주인 CN105균주가 가장 활성이 높았으며, 본 연

구에서 분리된 MS2-1, MS2-2 균주도 높은 활성을 보였다.

Aspergillus oryzae의 Aflatoxin 생산능 조사
누룩에 존재하는 주요 곰팡이균인 A. oryzae는 aflatoxin
생산균인 A. flavus와 유전적으로 근연한 종이므로[10], 분
리된 A. oryzae균들의 aflatoxin 생산여부를 조사하였다. 먼
저 본 연구에서는 norB-cypA, aflR 및 생합성 경로상에 존
재하는 omtA 유전자 부위를 PCR로 조사하였다. 그 결과
omtA 유전자는 모든 A. oryzae 분리균주들 및 A. flavus
(KCCM11910, KCCM60330), A. parasiticus (KCCM12699,
KCCM12701, KCCM35079)에서 발결되었으나, A. oryzae/
flavus clade에 속하지 않는 A. fumigatus (MS4-6), A. niger
(MS7-1), A. luchuensis (74-5, 34-1) 등에서는 발견되지 않
았다(Fig. 4A). aflR 유전자의 경우에도 종종 deletion이 관
찰되는데[15], 본 연구에서도 MS1-5, MS2-5를 포함하는 9
종의 분리균주와 농촌진흥청 분리균주인 83-3, 40-2 등 두
종의 A. oryzae 균주에서 aflR 유전자의 deletion이 확인되
었다(Fig. 4A). 한편 norB-cypA 영역을 조사한 결과, 대조

Fig. 3. The α-amylase and β-glucanase activities in culture supernatants of various fungal isolates in the order of Nuruk sample
number (A) and in the order of the a-amylase activity (B). The strains including 26-4, 34-1, 40-2, 58-5, 58-11, 59-5, 74-5, 78-5,
82-3, 82-7, 83-3, CN084, CN105, CN174, and SS1 are stock strains in RDA, Korea, independently isolated from different Nuruk
samples.
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균주인 A. parasiticus (KCCM12699, KCCM12701, KCCM
35079)에서는 1.8 kb길이의 완전한 PCR 산물이 만들어졌
다. 또, 대조균주 A. flavus KCCM11910과 KCCM60330 균
주는 각각 0.3 kb, 0.8 kb 길이의 norB-cypA 영역을 나타내
어 각각 Type I, Type II deletion 균주임을 알 수 있었다
(Fig. 4A). 반면 MS2-15, MS9-13를 제외한 모든 분리균주
에서 norB-cypA 영역이 검출되지 않았으며, 이러한 결과를
보이는 균주들에서는 aflR 유전자도 deletion되어 있었다.
이렇게 aflR 유전자의 deletion이 norB-cypA 영역의 dele-
tion과 동반하는 경우가 최근 연구에서 보고되어 있지만 그
원인은 아직 규명되지 않았다[15]. 이상의 결과는 분리된
모든 균주들이 aflatoxin을 생산하지 않는 균주들임을 시사
하고 있다. 이는 aflatoxin 생산 유도배지에서 배양한 각 균
주들의 상등액을 TLC로 분석한 결과와도 일치하는 것이
다. Fig. 4B의 TLC 결과 A. parasiticus 균주들 만이 aflato-
xin들을 생산하고 있으며, Type I, II deletion의 A. flavus
균주를 포함한 모든 균주들이 non-alatoxigenic 균주임을
알 수 있다.
결론적으로, 국내 여러지역 및 생산경로를 통하여 수집
된 누룩내 곰팡이의 함량 및 다양성을 조사한 결과 누룩의
제조원에 따라 곰팡이 함량과 다양성이 크게 차이나는 결
과를 보였으며, 이는 누룩을 이용한 전통주의 품질 및 발효
효율에 크게 영향을 미칠 것으로 판단되었다. 본 연구에서

는 특히 다수의 누룩에서 주요우점균으로 이형성효모인 S.
fibuligera이 반복적으로 발견되고, S. fibuligera 균이 높은
당화능을 보임에 따라, 누룩에 포함된 주요 당화균으로 기
존의 R. oryzae와 A. oryzae에 더하여 S. fibuligera가 주요
한 역할을 할 가능성이 제기되었다. 다행히도 본 연구에서
분리된 A. oryzae에 균은 모두 aflatoxin을 생산하지 않는
안전한 균으로 밝혀졌다. 향후 누룩의 성능과 품질의 유지
를 위해서는 누룩 곰팡이균 및 효모의 분리와 동정, 누룩
분리 곰팡이의 적절한 배합비율, 누룩성분에 따른 곰팡이
의 천이에 대한 연구가 지속적으로 이루어져야 할 것으로
판단된다.

적 요

다양한 경로를 통하여 수집된 누룩 11종에 들어 있는 효
모와 곰팡이의 함량 및 다양성을 조사하였다. 누룩 현탁액
을 DRBC 고체배지에서 배양한 후 고체배지상 곰팡이균들
의 수를 콜로니형성단위(CFU)로 측정한 결과, MS4, MS8,
MS10등 3종의 누룩에서 각각 1,278.9±21.6 (×104), 1,868.0
±27.7 (×104), 775.1±19.2 (×104) CFU (20 mg 누룩당)로 가
장 높은 곰팡이 밀도를 보였으며, 이들의 대부분은 Pichia
anomala, P. kudriavzevii, Kluyveromyces marxianus 및 Sac-
charomycopsis fibuligera 등 효모가 차지하고 있었다. MS2,

Fig. 4. Analyses of the aflatoxigenic activity of Aspergillus isolates. (A) Deletion patterns of aflatoxigenic genes, aflR, omtA, and
norB-cypA. (B) TLC analysis of the culture broth extracts. A. flavus KCCM11910 and KCCM60330 were included as non-
aflatoxigenic control strains, and A. parasiticus KCCM12699, KCCM12701, and KCCM35079 were included as aflatoxigenic
positive controls. The strains including 34-1, 40-2, 59-5, 74-5, 78-5, 82-3, 82-7, 83-3, and SS1 are stock strains in RDA, Korea.
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MS5, MS11등 3종의 누룩에서만 곰팡이인 Aspergillus ory-
zae, A. niger와 Rhizopus oryzae들이 우점균이었다. 각 곰
팡이의 누룩에서의 역할을 알기 위하여, 곰팡이의 배양상
등액을 취하여 amylase 및 β-glucanase 활성을 조사였다.
Amylase 활성은 A. niger와 A. luchuensis 등 A. niger clade
에 속하는 균이 가장 높았으며, 특이하게도 효모균인 S.
fibuligera가 A. niger에 근접하는 amylase 활성을 보였다.
A. oryzae와 R. oryzae는 당화능면에서 위 세가지 곰팡이
에 비하여 뒤쳐지는 것으로 평가되었다. 한편 β-glucanase
활성은 주로 R. oryzae에서만 나타나서 R. oryzae가 전분의
당화 외에 곡류의 주성분 중 하나인 β-glucan의 분해하는
역할을 하는 것으로 추정되었다. 누룩의 안전성 평가를 위
하여 분리된 Aspergillus 균들의 aflatoxin 생산능을 norB-
cypA, aflR 및 omtA 유전자마커로 조사한 결과, 모든 A.
oryzae 분리균들은 aflatoxin 생산능이 없는 균주들로 예측
되었으며, 이는 배양액의 TLC 분석을 통해서 확인되었다.
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