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  Antimutagenic effects of chungkookjang prepared with the different fermentation 
periods and ingredient ratio were studied against aflatoxin B1 (AFB1) using Ames test 
and N-methyl-N'-nitro-N-nitrosoguanidine (MNNG) using SOS chromotest. The fer-
mented chungkookjang exhibited higher antimutagenic effect than raw soybeans or 
non-fermented chungkookjang in the Ames test using Salmonella typhimurium TA100. 
Three day-fermented chungkookjang showed the highest inhibitory effect on the 
mutagenicity induced by AFB1 among the chungkookjang samples. MNNG induced SOS 
response of the E. coli PQ37 was also blocked by fermented chungkookjang in the SOS 
chromotest; however, there was no difference on the antimutagenic activity according to 
the fermented days. The chungkookjang mixed with red pepper powder (RPP) and garlic 
had the strong inhibitory effects on the mutagenicity induced by AFB1, while only salt 
added chungkookjang showed low inhibition rate in the Ames test. The chungkookjang 
prepared with 1.1% RPP and 1.1% garlic showed the highest antimutagenic effect against 
MNNG in the SOS chromotest. The functional chungkookjang fermented with soybean 
variety of manrikong and B. licheniformis for 3 days at 40oC and mixed with 7.9% salt, 
1.1% RPP and 1.1% garlic exerted higher antimutagenicity than the chungkookjangs 
prepared traditionally or by modified method in the Ames test. The functional 
chungkookjang showed similar inhibitory effect to doenjang on the SOS response induced 
by MNNG. These results indicate that fermentation periods and ingredient ratio as well  
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as variety of soybean and starter culture differenciate the degrees of the antimutagenicity 
of the manufactured final chungkookjang.
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서      론

  청국장은 콩을 삶아서 실이 나게 띄워 소금, 고

춧가루, 마늘 등의 향신료를 함께 섞어 마쇄하여 

후숙한 것으로서 간장, 된장, 고추장과는 달리 장

류 중 유일하게 무염하에서 속성(2～3일)으로 고

온(40～50oC)에서 발효시킨 것이다.1) 청국장은 발

효과정 중에 고초균(Bacillus subtilis)나 납두균(Bacil-

lus natto) 등이 생산하는 효소에 의해서 그 특유

의 구수한 맛과 냄새를 내는 동시에 근적끈적한 

점질물이 생성되며, 대두 단백질이 분해되어 가용

성 질소화합물인 peptone, polypeptide, amino acid, 

amide 등이 생성된다.2) 또한 청국장은 콩으로부터 

유래된 trypsin inhibitor,
3～5)

 isoflavone,
6,7)

 phytic acid,
8)

 

saponin,9) lignan10)과 비타민 E11) 및 불포화지방산12) 

등의 항암활성물질을 다량 함유하고 있기 때문에 

기능성 식품으로서 그 중요성이 재조명되고 있다.

  한편 발효과정이 청국장과 비슷한 일본의 낫또

(납두, natto)는 Bacillus natto 균을 순수하게 배양

한 것으로 증자대두에 낫또균을 살포하여 용기를 

봉해 40～50oC의 발효실에서 16～24시간 발효시

켜 제조한다. 청국장은 소금, 마늘, 고춧가루, 파 

또는 생강 등을 넣어 마쇄한 다음 이를 후숙시켜 

저장성을 갖게 한 점이 낫또 와는 다르며 그 식용

방법도 청국장은 찌개로 끓여 먹는 반면 낫또는 

간장이나 겨자와 곁들여 저어서 아침이나 저녁 

식사때 주식인 밥과 함께 그대로 먹는 것이 일본

에서 일반적으로 식용하는 방법이다.12)

  청국장은 발효숙성기간이 짧은 속성장이기 때

문에 전통적으로 콩을 수확한 뒤 늦가을부터 초

봄 사이에 각 가정에서 손쉽게 제조 이용하여 왔

다. 그러나 청국장은 각 지방 또는 가정마다 제조

방법이 일정하지 않으며 그 품질 또한 원료의 종

류, 볏집에 부착된 고초균의 종류, 숙성온도 및 

기간, 통기상태, 식염농도 등 발효기법상의 차이

에 따른 특유의 풍미의 우열이 청국장의 품질을 

결정하는 가장 큰 요인이 되고 있다. 이에 권14)은 

고서 및 각종 문헌, 조리서에 명시된 제조방법을 

체계적으로 정리하여 전통청국장과 개량식 청국

장의 제조법을 표준화하였고 이를 기본으로 대두

품종, 증자방법, starter, 발효기간, 부재료배합비를 

달리하여 청국장을 제조한 다음 이화학적 실험을 

행하여 청국장의 제조방법을 표준화하였다. 또한 

Ames test과 SOS chromotest에서 콩품종과 starter

를 달리하여 제조된 청국장의 항돌연변이 효과를 

비교한 결과 소립종(준저리)이나 중립종(만리콩)

을 이용한 청국장과 starter 균주를 이용한 청국장

이 돌연변이 유발억제효과가 높았다.
15)

  본 연구에서는 발효기간과 부재료의 배합비를 

달리한 청국장의 항돌연변이 효과를 비교하고 이 

결과를 바탕으로 만리콩과 Bacillus licheniformis 

균주를 이용하면서 발효기간과 부재료의 배합비

를 최적화한 암예방 기능성 청국장을 제조하여 

전통청국장, 개량식 청국장, 된장 및 natto와 함께 

항돌연변이 효과를 비교하였다.

재료 및 방법

    1) 시료

  (1) 된장 및 natto: 된장(전통 재래식 된장)은 문

옥례식품(순창, 전북)으로부터, natto는 (주)다이에

(신꼬, 일본) 에서 제조된 것을 부산 국제시장에

서 구입하여 사용하였다.

  (2) 청국장의 제조

  ① 원료대두; 중립종인 만리콩(100립중 20 g, 

조단백질 41%, 조지방 20%)을 수원의 작물시험장

에서 분양 받아 청국장 제조 재료로 사용하였다.

  ② 청국장 제조용 종균 및 배양; 공시균주는 
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Bacillus subtilis (KCCM 11315)로 한국 미생물 보

존센터에서 분양 받아 사용하였으며 메주에서 분

리한 Bacillus licheniformis CN-115
16)

 균주는 영남

대 식품가공학과에서 분양받아 사용하였다. 균은 

glucose 0.5%를 첨가한 NB배지(Difco, nutrient broth : 

beef extract 0.3%, peptone 0.5%)에 균을 각각 접종

하여 37oC에서 24시간 배양한 후, 균체 농도를 조

절(흡광도 600 nm=0.8)하여 종균액으로 사용하였다.

  ③ 청국장의 제조; 본 실험에 사용한 청국장은 

문헌에 의해 표준화된 방법(개량식 청국장)으로 

제조하였다.14) 먼저 대두를 정선 및 수세하여 1.5

배의 물(15
o
C)에 12시간 침지하고 물빼기를 하였

다. 이를 Erlenmeyer flask에 담아 고압 멸균기(1.0～

1.5 kg/cm2)에서 60분 동안 증자하여 50oC로 냉각

하였다. 전배양한 종균액(B. subtilis KCCM 11315, 

흡광도 600 nm=0.8)을 원료대두의 1% (v/w) 접종하

고 40oC incubator에서 72시간 발효시켰다. 발효가 

끝난 청국장 메주에 소금을 7.6% 첨가하여 혼합ּ

마쇄하여 본 실험에 사용하였다. 또한 전통 청국

장은 증자 시 상압에서 4시간 삶고 냉각한 후 5～

7 cm로 절제한 볏짚을 깐 상자에 3 cm 두께로 대

두를 깔고 그 위에 볏짚을 덮어 발효시켰다. 발효

가 끝난 후 소금 7.93%, 고춧가루1.1%, 마늘 1.1%

을 첨가하여 혼합ּ마쇄하고 5
o
C에서 15일간 후숙

시켰다. 암예방 기능성 청국장의 제조방법은 만리

콩을 정선 및 수세하여 1.5배의 물(15oC)에 12시간 

침지한 후 물빼기를 하였다. 이후 autoclave (1.0～

1.5 kg/cm2)를 이용하여 60분 증자하고 50oC로 냉

각하였다. 전 배양한 종균액(B. licheniformis CN- 

115)을 원료대두의 1% (v/w)를 접종하고40℃에서 

72시간 발효하여 소금 7.9%, 고춧가루 1.1%, 마늘 

1.1%를 첨가하여 혼합ּ마쇄하였다.

  ④ 발효기간을 달리한 청국장의 제조; 전 배양

한 종균액(B. licheniformis CN-115)을 원료대두의 

1% (v/w)로 접종하여 40oC에서 0일, 3일, 5일간 발

효시킨 청국장과 40
o
C에서 3일 발효 후 5

o
C에서 

15일간 후숙한 청국장을 제조하였다.

  ⑤ 부재료 첨가량을 달리한 청국장의 제조; 소

금, 고춧가루, 마늘의 첨가농도를 문헌에 의한 표

준값을 기초로 하고 표준편차 만큼의 첨가농도를 

각각 달리하여 적절한 배합비를 결정하였다. 청국

장 100에 대하여 소금의 농도는 7.9%로 하고 고

춧가루와 마늘을 각각 0.2%, 1.1%, 2.0%로 첨가하

여 조절하였다.

  (3) 시료조제 및 추출: 동결건조시킨 시료를 마

쇄하여 시료에 20배(w/v)의 메탄올을 첨가하여 12

시간 교반을 3회 반복한 후 여과하여 회전식 진

공농축기(EYELA, Tokyo Rikakikai Co., Japan)로 

농축하여 메탄올 추출물을 얻었다. 이들 추출물들

은 증류수에 희석하여 실험에 사용하였다.

    2) Ames 돌연변이 유발 실험

  (1) 실험균주 및 돌연변이 유발물질: Salmonella 

typhimurium TA98 및 TA100은 Salmonella typhi-

murium LT-2의 histidine 요구성 균주로서 미국 Cali-

fornia대학의 B. N. Ames박사로부터 제공받아 정

기적으로 histidine 요구성, deep rough (rfa) 돌연변

이, uvrB 돌연변이, R factor 등의 유전형질을 확

인하면서 실험에 사용하였다. 돌연변이 유발물질

인 aflatoxin B1(AFB1)과 N-methyl-N'-nitro-N-nitro-

soguanidine (MNNG)는 Sigma-Aldrich Chemical Co. 

(USA)에서 구입하여 각각 DMSO 및 증류수에 녹

여 실험에 사용하였다.

  (2) 시료의 독성실험 및 돌연변이 유발물질의 

농도 결정: 균주에 대한 시료의 독성유무를 살펴

보기 위해서 실험에 사용하기 전에 독성실험을 

행하여 독성이 나타나지 않는 범위 내에서 시료

의 농도를 결정하였다. 먼저 멸균된 cap test tube

에 top agar 2 ml를 분주한 후, 균주 100μl(1～2×

109 cells/ml)와 시료를 첨가하고 가볍게 vortex한 

후 nutrient agar plate에 분주, 고화시켜서 37oC에

서 24시간 배양시킨 다음, 그 독성유무를 판정하

였다.17,18)

  (3) 항돌연변이 효과실험: 간접 돌연변이원(AFB1)

을 활성화시키기 위하여 Maron과 Ames의 방법
17,18)

에 따라 S9 mixture를 첨가하였다. S9 mixture는 

쥐의 간으로부터 얻은 S9 fraction 10%에 MgCl- 

KCl salts (2%), 1 M glucose-6-phosphate (0.5%), 1 M 

NADP (4%), 0.2 M phosphate buffer (pH 7.4) 및 

멸균수를 혼합하여 S9 mixture를 조제하였다. 항

돌연변이 실험은 preincubation mutagenicity test
19)

를 이용하여 미리 건열 멸균시킨 cap test tube에 

S9 mixture 0.5 ml (간접 돌연변이원인 경우) 혹은 

인산 완충액 0.5 ml (직접 돌연변이원인 경우), 하
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룻밤 배양된 균주 0.1 ml (1-2×109 cells/ml)와 돌

연변이 유발물질(50μl) 및 희석된 된장 시료(50μl)

를 가하여 37
o
C에서 20분간 예비 배양한 다음 

histidine/biotin이 첨가된 top agar (45oC) 2 ml씩을 

가하고 3초간 vortex하여 minimal glucose agar 

plate에 도말하고 37
o
C에서 48시간 배양한 후 rever-

tant 숫자를 계수하였다.

  돌연변이 억제효과의 정도(inhibition rate)는 아

래 식에 의해 계산하였다.

   Inhibition rate (%) = 100×[(a-b)/(a-c)]

  여기서 a는 돌연변이원에 의해 유도된 복귀돌

연변이수, b는 시료를 처리하였을 때의 복귀돌연

변이의 수이며, c는 돌연변이원과 시료가 없을 경

우의 자연 복귀돌연변이의 수이다.

    3) SOS chromotest

  (1) 돌연변이 유발물질: 직접돌연변이원인 N- 

methyl-N'-nitro-N-nitrosoguanidine (MNNG)는 Sigma- 

Aldrich Chemical Co. (USA)에서 구입하여 증류수

에 녹여 실험에 사용하였다.

  (2) 항돌연변이 효과 실험: Quillardet의 방법을 

변형시킨 백과 함
20)

의 방법을 사용하였다. 냉동 

보관된 균주 50μl를 5 ml의 L medium에 접종하

고 37oC에서 흡광도가 0.3～0.4에 이를 때까지 2

시간 동안 진탕 배양시킨 후, 여기서 얻은 균주를 

L medium에 1/10로 희석하였다. 각 농도별로 준

비된 시료와 돌연변이 유발물질이 혼합된 것 20μl

를 미리 분주해 둔 96 well plate의 각 well에 위의 

희석된 균주 100μl씩 분주하고 90분간 37oC에서 

진탕 후 SOS 반응을 유도한 후 한쪽에는 β-galacto-

sidase의 활성 측정을 위해 ONPG (o-nitrophenyl-β- 

D-galactopyranoside) 100μl, 다른 쪽에는 alkaline 

phosphatase의 활성측정을 위해 PNPP (p-nitrophe-

nyl phosphate disodium) 100μl를 첨가하였다. 발색

시간은 10분으로 하였으며 β-galactosidase는 1.5 M 

Na2CO3 100μl, alkaline phosphatase는 1 M HCl 50 

μl로 효소에 의한 발색반응을 정지시키고 5분 후 

alkaline phosphatase쪽에 50μl의 2 M Tris buffer를 

첨가하여 HCl을 중화하고 spectrophotometer로 420 

nm에서 흡광도를 측정하였다. 측정된 O.D. 420 nm

값은 Miller21)의 공식에 의해 enzyme unit (Eu)값을 

구하였다.

    (1000×A420)
Eu = ꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏ

    t (min.)

    4) 통계분석

  실험 data로부터 ANOVA를 구한 후 Duncan's 

multiple range test를 이용하여 통계분석을 행하였다.

결      과

    1) 발효기간을 달리한 청국장의 항돌연변이 

효과

  발효기간을 달리하여 제조한 청국장의 메탄올 

추출물로 Ames test를 실시하여 AFB1에 대한 항

돌연변이 효과를 비교하였다(Table 1). 발효한 청

국장은 발효하지 않은 청국장이나 생콩보다 높은 

돌연변이 유발억제효과를 보였으며, 발효하지 않

은 청국장은 생콩보다도 낮은 항돌연변이 효과를 

보였다. 1.25 mg/plate 농도에서는 발효된 청국장

간의 항돌연변이 효과의 차이가 없었으나 3일 발

효시킨 청국장의 항돌연변이 효과가 가장 높아 

2.5 mg/plate 농도에서 54%의 돌연변이 유발억제

효과를 나타내었다(p＜0.05). SOS chromotest를 이

용하여 MNNG에 대한 청국장의 SOS 반응억제효

과를 측정한 결과(Table 2) 발효된 청국장들은 생

콩이나 발효하지 않은 청국장에 비해 높은 SOS 

반응억제효과를 보였으며 발효기간이 다른 청국

장간에는 항돌연변이효과가 큰 차이를 보이지 않

았다.

    2) 부재료의 함량을 달리한 청국장의 항돌연

변이 효과

  부재료의 첨가에 따른 청국장의 암예방효과를 

측정하기 위해 고춧가루와 마늘의 첨가량을 달리

하여 제조한 청국장의 메탄올 추출물로 Ames test

를 실시하여 AFB1에 대한 항돌연변이 효과를 측

정하였다(Table 3). 고춧가루와 마늘을 첨가하여 

제조한 청국장은 소금만을 첨가하여 제조한 청국

장보다 항돌연변이효과가 높았으며, 고춧가루 1.1%, 
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Table 1. Effect of methanol extracts from chungkookjangs on the mutagenicity induced by aflatoxin B1 (AFB1, 0.5μl/plate) 
in Salmonella typhimurium TA100
ꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧ

Revertant/plate
Concentration

ꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏ
(mg/plate)

Treatment 1.25 2.5
ꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏ

Spontaneous 141±23 141±23

AFB1 (Control) 996±56a 996±56a

AFB1+Raw soybean 761±44c (27)2) 678±42d (37)

 +0day-fermented CKJ1) 861±38b (16) 762±39c (27)

 +3day-fermented CKJ 683±65c (37) 532±11e (54)

 +5day-fermented CKJ 691±76c (36) 845±35b (18)

 +3day-fermented & 15day-ripened CKJ 723± 8c (32) 963±28a  (4)
ꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏ
1)

Chungkookjang
2)

The values in the parantheses are inhibition rate (%)
a～d

Means with the different letters in the same column are significantly different (p＜0.05) by Duncan's multiple range test

Table 2. SOS response of methanol extracts from chungkookjang (250μg/assay) against N-methyl-N'-nitro-N- 
nitrosoguanidine (MNNG, 70 ng/assay) in E. coli PQ37
ꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧ

β-galactosidase (β) Alkaline phosphate (a)
 Inhibition

Treatment ꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏ ꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏ β/a R
2)

rate (%)
OD420 Unit OD420 Unit

ꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏ
Spontaneous 0.359±0.030 12.0 0.234±0.008 7.80 1.53 1.0 -

MNNG (control) 0.896±0.028 29.9 0.233±0.006 7.77 3.84 2.51 -

MNNG+Raw soybean 0.769±0.032 25.6 0.224±0.012 7.47 3.43 2.24 18

+0day-fermented CKJ
1)

0.852±0.037 28.4 0.258±0.006 8.60 3.30 2.16 14

+3day-fermented CKJ 0.756±0.016 25.2 0.271±0.034 9.03 2.79 1.82 46

+5day-fermented CKJ 0.654±0.060 21.8 0.241±0.018 8.03 2.71 1.77 49

+3day-fermented & 0.803±0.054 26.8 0.281±0.003 9.37 2.86 1.87 42

   15day-ripened CKJ
ꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏ
1)Chungkookjang

         β－galactosidase units2)R = ꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏ
        Alkaline phosphatase units

마늘 1.1%를 첨가하여 제조한 청국장과 고춧가루 

2.0%, 마늘 0.2%를 첨가하여 제조한 청국장이 다

소 높은 돌연변이유발억제효과를 보였다. SOS chro-

motest를 이용하여 MNNG에 대한 부재료의 양을 

달리한 4종류의 청국장의 SOS 반응 억제효과를 

측정한 결과 고춧가루 1.1%, 마늘 1.1%를 첨가하

여 제조한 청국장이 가장 높은 항돌연변이 효과

를 나타내었다(Table 4). 이상의 결과로부터 암예

방 기능성 증진 면에서 청국장의 부재료 첨가 비

율은 소금 7.9%, 고춧가루 1.1%, 마늘 1.1%가 가

장 우수함을 알 수 있었다.

 3) 기능성 청국장의 항돌연변이효과

  AFB1을 이용한 Ames test에서 전통식 청국장은 개

량식 청국장보다 항돌연변이 효과가 높았으며, 암예

방 기능성 청국장은 개량식 청국장보다 2배 이상 높

은 돌연변이유발 억제효과를 보여 청국장 중에서 

항돌연변이 효과가 가장 높았다(p＜0.05, Table 5). 
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Table 3. Effect of methanol extracts from chungkookjangs added sub-ingredients on the mutagenicity induced by aflatoxin 
B1 (AFB1, 0.5μl/plate) in Salmonella typhimurium TA100
ꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧ

Revertant/plate
Concentration

ꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏ
(mg/plate)

Treatment 1.25 2.5
ꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏ

Spontaneous 141±23  141±23

AFB1 (Control) 996±56a  996±56a

AFB1+Salt1) CKJ2) 773± 8c (26)4) 1073±46a (-)

+Salt+1.1%RPP3)+1.1%Garlic CKJ 760±20c (28)  621±25b (44)

+Salt+2.0%RPP+0.2%Garlic CKJ 770±12c (27)  648±31b (41)

+Salt+0.2%RPP+2.0%Garlic CKJ 861±47b (16)  680±57b (37)
ꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏ
1)

7.9%
2)

Chungkookjang
3)

RPP: Red pepper powder
4)

The values in the parantheses are inhibition rate (%)
a～c

Means with the different letters are significantly different (p＜0.05) by Duncan's multiple range test

Table 4. SOS response of methanol extracts (250μg/assay) from chungkookjangs that added different levels of 
sub-ingredients against N-methyl-N'-nitro-N- nitrosoguanidine (MNNG, 70 ng/assay) in E. coli PQ37
ꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧ

β-galactosidase Alkaline phosphate (a)
Inhibition

Treatment (β) ꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏ ꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏ β/a R4)

rate (%)
OD420 Unit OD420 Unit

ꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏ
Spontaneous 0.359±0.030 12.0 0.234±0.008 7.80 1.53 1.0 -

MNNG (Control) 0.896±0.028 29.9 0.233±0.006 7.77 3.84 2.51 -

MNNG+Salt1) CJK2) 0.803±0.054 26.8 0.281±0.003 9.37 2.86 1.87 42

+Salt+1.1%RPP3)

0.716±0.025 23.9 0.270±0.002 9.00 2.65 1.73 52
   +1.1%Garlic CJK

+Salt+2.0%RPP
0.749±0.038 25.0 0.265±0.009 8.83 2.83 1.85 43

   +0.2%Garlic CJK

+Salt+0.2%RPP
0.773±0.053 25.8 0.264±0.003 8.80 2.93 1.92 39

   +2.0%Garlic CJK
ꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏ
1)

7.9%
2)

Chungkookjang
3)

RPP: Red pepper powder

         β－galactosidase units4)
R = ꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏ

        Alkaline phosphatase units

또한 기능성 청국장은 2.5 mg/plate 농도에서는 된장

(65%)과 비슷한 63%의 항돌연변이 효과를 보였으

며 낫또 시료보다도 효과가 컸었다. MNNG를 이용

한 SOS chromotest에서도 Ames 실험계에서와 유

사한 효과를 보여 기능성 청국장이 전통식 청국장

이나 개량식 청국장보다 높은 SOS 반응억제효과

를 보였다(Table 6). 이상의 결과로부터 암예방 기능

성 청국장의 항돌연변이 효과는 이미 암예효과가 

검증된 된장과 유사하게 우수함을 알 수 있었다.
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Table 6. SOS response of methanol extracts from chungkookjangs and other soybean products against N-me-
thyl-N'-nitro-N-nitrosoguanidine (MNNG, 70 ng/assay) in E. coli PQ37
ꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧ

β-galactosidase (β) Alkaline phosphate (a)
Inhibition

Sample ꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏ ꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏ β/a R
4)

rate (%)
OD420 Unit OD420 Unit

ꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏ
Spontaneous 1.357±0.028 45.2 0.761±0.006 25.4 1.78 1.0 -

MNNG (Control) 2.573±0.048 85.8 0.779±0.032 26.0 3.30 2.51 -

MNNG+T-CKJ
1)

2.014±0.025 67.1 0.742±0.021 24.7 2.72 1.53 65

+M-CKJ
2)

2.171±0.016 72.4 0.778±0.034 25.9 2.80 1.57 62

+F-CKJ
3)

2.090±0.027 69.7 0.832±0.021 27.7 2.52 1.42 72

+Doenjang 2.191±0.083 73.0 0.920±0.054 30.7 2.38 1.34 77

+Natto 2.016±0.035 67.2 0.770±0.001 25.7 2.61 1.47 69
ꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏ
1)Traditionally prepared chungkookjang
2)

Chungkookjang prepared with modified mothod
3)

Functional chungkookjang
         β－galactosidase units4)R = ꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏ
        Alkaline phosphatase units

Table 5. Effect of methanol extracts from chung-
kookjangs and other soybean products on the muta-
genicity induced by aflatoxin B1 (AFB1, 0.5μl/plate) in 
Salmonella typhimurium TA100
ꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧ

Concentration Revertant/plate
(mg/plate) ꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏ

Treatment 1.25 2.5
ꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏ

Spontaneous 141±23
AFB1 (Control) 996±56

a

AFB1+T-CKJ
1)

831±69
bc 

(19)
4)

650±51
c 

(40)

+M-CKJ
2)

915±13
ab 

(9) 763±48
b 

(27)

+F-CKJ
3)

729±21
c 

(31) 454± 7
d 

(63)

+Doenjang 625±84
d 

(43) 444±71
d 

(65)

+Natto 777±58
c 

(26) 504±59
d 

(58)
ꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏ
1)

Traditionally prepared chungkookjang
2)

Chungkookjang prepared with modified mothod
3)Functional chungkookjang
4)

The values in the parantheses are inhibition rate (%)
a～d

Means with the different letters are significantly dif-
ferent (p＜0.05) by Duncan's multiple range test

고      찰

  찐 콩을 40oC에서 3일, 5일간 발효하여 제조한 

청국장과 40oC에서 3일간 발효한 후 5oC에서 15

일간 후숙하여 제조된 청국장의 항돌연변이 효과

를 비교한 결과 Ames test에서 발효한 청국장이 

생콩이나 찐콩보다 돌연변이유발억제효과가 높았

다. 3일간 발효한 청국장의 항돌연변이 효과가 가

장 높았으며 5일간 발효한 청국장과 3일간 발효

한 후 15일간 후숙한 청국장은 1.25 mg/plate 농도

에서 보다 2.5 mg/plate의 농도에서 항돌연변이효

과가 낮았다. Ames 실험계에서 histidine첨가량을 

높이면 돌연변이 유발이 증진되는데 청국장은 발

효과정을 통해 histidine함량이 높아지므로 histidine

이 복귀돌연변이수를 증가시켰을 가능성이 있다. 

따라서 시료에 함유된 histidine에 의해 영향을 받

지 않는 SOS chromotest에서의 보돌연변이 효과를 

살펴보기 위해 E. coli의 변이주인 PQ37을 이용하

여 MNNG에 대한 보돌연변이 실험을 하였다. 

SOS chromotest에서도 생콩이나 찐콩보다는 발효

한 청국장들의 항돌연변이 효과가 높았으며 발효

된 청국장들의 SOS 반응 억제효과는 큰 차이가 

없었다.

  고22)는 원료인 콩과 발효하지 않은 청국장 및 

발효한 청국장의 항돌연변이 효과를 비교한 결과 

찐 콩에 양념을 첨가하여 발효하지 않은 것은 생

콩보다도 낮은 항돌연변이 효과를 보였고, 발효된 

청국장은 생콩보다 높은 활성을 나타내어 청국장

을 발효시키는 과정에서 발효산물들이 효과적으

로 항돌연변이성을 나타내는 것으로 보인다고 하
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였다. 이 결과로 볼 때 청국장은 발효에 의해서 

항돌연변이 효과가 증진되며 발효기간에 따른 차

이는 크게 나지 않는 것으로 보인다. 권
14)

은 청국

장을 40oC에서 발효시켰을 때 4일이 지나면 청국

장 특유의 점질물을 생성하는 효소인 γ-GTP의 

활성이 급격히 감소하면서 암모니아태 질소가 크

게 증가하여 풍미를 손상시킨다고 하였다. 따라서 

맛과 기능성을 모두 고려해 볼 때 청국장의 발효

기간은 40
o
C에서 3일이 적당한 것으로 보인다.

  청국장의 제조법에서 재래식 청국장은 고춧가

루와 마늘 등의 부재료를 첨가하여 절구에서 굵

고 균일하게 찧어 항아리에 담아 서늘한 곳(5～

10oC)에서 후숙을 시키며, 개량식 청국장은 소금

만을 첨가하여 혼합․마쇄한 후 숙성과정을 생략

하여 유통시킨다고 알려져 있다.
23～25)

 권
14)

은 부재

료의 표준화 과정에서 사용빈도가 30% 이상인 부

재료는 고춧가루와 마늘이었으며, 첨가량은 모두 

1.1±0.9%이었다고 하였다. 이를 바탕으로 고춧가

루와 마늘의 첨가량을 달리한 청국장을 제조하여 

Ames test와 SOS chromotest를 실시하였다. 두 실

험계에서 모두 소금만을 첨가한 청국장 보다 고

축가루와 마늘을 첨가한 청국장이 항돌연변이효

과가 높았고 마늘보다는 고춧가루가 많이 함유된 

청국장에서 돌연변이유발억제효과가 높았으며 고

춧가루 1.1%, 마늘 1.1%를 첨가한 청국장이 가장 

항돌연변이효과가 높았다(Table 3, 4).

  김 등
26)

은 고춧가루는 TA100과 TA98균주에 대

해서 모두 직접적인 돌연변이 유발성이 없었고 

MNNG에 대한 보돌연변이 효과도 없었으며, TA100

균주에서 AFB1에 대해 돌연변이유발억제효과를 

나타내었다고 하였다. 이러한 효과는 고추의 매운

맛 성분인 capsaicin, 비타민 C와 carotenoids 등에 

의한 것이라고 알려져 있다.
27～30)

 또한 고추의 씨

에는 필수지방산이며 ω-6 불포화지방산인 linoleic 

acid를 64% 함유되어 있으며31) 고추씨는 특히 afl-

atoxin B1과 MNNG 등 돌연변이/발암물질 등에 대

해 항돌연변이효과가 있다고 보고된 바 있다.28) 

마늘의 항돌연변이효과도 알려져 있는데 마늘의 

메탄올추출물과 분획물들은 aflatoxin B1과 MNNG

에 대해 항돌연변이효과를 나타낸다고 보고된 바 

있다.32) 마늘의 이러한 항돌연변이 기작은 간의 

microsomal 효소계의 활성화에 관여하여 gluta-

thione S-transferase활성 및 SH 함유 화합물들을 증

가시킴으로써 최종 돌연변이원을 비독성물질로 

전환시키는 것으로 알려져 있다.
33)

 따라서 청국장 

제조시 고춧가루와 마늘을 첨가하므로 써 청국장

의 풍미를 증진시키면서 암예방효과를 높일 수 

있을 것으로 보인다.

  본 연구실에서는 고서 및 각종 문헌, 조리서에 

명시된 제조방법을 체계적으로 정리하여 전통식 

청국장과 개량식 청국장으로 표준화한 바 있다.
14)

 

또한 청국장의 암예방효과를 증진시키기 위해서

는 원료대두는 국산 햇콩 중 중립종인 만리콩을 

사용하는 것이 좋으며, 위생적이고 재현성이 있으

면서 암예방효과가 높은 청국장을 제조하기 위해

서는 B. licheniformis CN-115와 같은 우수한 종균

을 접종하여 청국장을 제조하는 것이 바람직하다

고 하였다.15) 이 연구에서는 만리콩을 사용하고 

B. licheniformis CN-115을 접종하여 40oC에서 3일

간 발효한 다음 소금 7.9%, 고춧가루 1.1%, 마늘 

1.1%를 첨가하여 혼합, 마쇄한 방법으로 암예방 

기능성이 우수한 청국장을 제조하여 전통식과 개

량식으로 제조된 청국장과 된장 및 낫또와 항돌

연변이 효과를 비교하였다. Ames test와 SOS 

chromotest에서 모두 기능성 청국장이 전통청국장

이나 개량식 청국장보다 높은 항돌연변이 효과를 

보였으며 기능성 청국장  은 된장과 비슷한 돌연

변이유발억제효과가 있는 것으로 나타났다.

  정 등
34)

은 SOS chromotest에서 콩 및 콩발효식

품인 간장, 된장, 고추장, 청국장의 용매추출물

(물, 메탄올, 헥산추출물)의 직접돌연변이원인 

MNNG에 대한 항돌연변이 효과를 비교한 결과 

모든 용매추출물에서 청국장이 가장 항돌연변이

효과가 높았으며 된장, 콩, 고추장의 순으로 활성

을 보였다고 하였다. 고 등
22)

은 만리콩을 사용하

고 40oC에서 48시간 발효한 후 소금 7%, 고춧가

루 2.64%, 마늘 1.19%를 넣어 혼합․마쇄한 다음 

20
o
C에서 20일간 숙성시킨 청국장은 Ames 및 

SOS 실험계에서 된장과 비슷한 항돌연변이 효과

를 나타내었다고 하였다. 따라서 청국장의 암예방

효과는 콩의 종류, 발효방법, 부재료 등에 따라 

달라질 수 있으며 위에서 제조된 기능성 청국장

은 이미 암예방효과가 검증된 된장과 비교하여 

암예방 기능성이 우수하므로 앞으로 다른 생체 



208   대한암예방학회지：제 7 권 제 3 호 2002

실험 등이 추가된다면 좋은 기능성식품이 될 수 

있다고 생각된다.

결      론

  발효기간을 달리하여 제조한 청국장의 항돌연

변이 효과는 발효기간에 따라 큰 차이를 보이지 

않아 맛과 풍미를 고려할 때 40oC에서 3일간 발효

하는 것이 가장 바람직 한 것으로 보인다. 부재료

를 달리 첨가하여 제조한 청국장은 소금 7.9%, 고

춧가루 1.1%, 마늘 1.1%를 첨가하였을 때 항돌연

변이 및 항암효과가 높았다. 기능성 청국장의 제

조방법은 만리콩을 정선 및 수세하여 1.5배의 물

(15oC)에 12시간 침지한 후 물빼기하였다. 이후 

autoclave (1.0～1.5 kg/cm
2
)를 이용하여 60분 증자

하고 50oC로 냉각하였다. 전 배양한 종균액(B. 

licheniformis CN-115)을 접종하여 40oC에서 72시

간 발효하여 소금 7.9%, 고춧가루 1.1%, 마늘 

1.1%를 첨가하여 혼합ּ마쇄하였다. 이렇게 제조

된 기능성 청국장은 항돌연변이 실험과 in vitro 

항암실험에서 항암효과가 입증된 된장과 유사한 

저해효과를 보였다.
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