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Kumjungsansung-Makgeolli
®

is a traditional Korean rice wine that is fermented from traditional nur-
uk and rice. In this study, we performed the PCR-denaturing gradient gel electrophoresis (DGGE)
analysis targeting the 16S and 28S rRNA genes to characterize bacterial and fungal diversity during
Makgeolli fermentation. The predominant bacteria in the PCR-DGGE profile during Makgeolli fer-
mentation were Lactobacillus spp. (Lactobacillus curvatus, L. kisonensis, L. plantarum, L. sakei, and L. gas-
seri), Pediococcus spp. (P. acidilactici, P. parvulus, P. agglomerans, and P. pentosaceus), Pantoea spp. (P. ag-
glomerans and P. ananatis), and Citrobacter freundii; these were identified on the base of analysis of
16S rRNA gene sequences. The dominant bacterium during Makgeolli fermentation was L. curvatus.
The predominant fungi in PCR-DGGE profile during Makgeolli fermentation were Pichia kudriavzevii,
Saccharomyces cerevisiae, Asidia idahoensis, Kluyveromyces marxianus, Saccharomycopsis fibuligera, and
Torulaspora delbrueckii, and these were identified on the basis of analysis of 28S rRNA gene
sequences. The dominant fungal species during Makgeolli fermentation changed from P. kudriavzevii
at 0-2 days incubation to S. cerevisiae at 3-6 days incubation. This study suggests that PCR-DGGE
analysis could be a suitable tool for the understanding of microbial diversity and structure during
Makgeolli fermentation.
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서 론

막걸리는 한국의 민속주의 하나로 발효제와 전분질의 곡물

을 이용하여 빚은 발효주로 알코올 함량이 6~8도인 저 도수의

알코올음료이다. 전통적으로 사용해온 발효제인 누룩은 대량

생산이 어렵고 다양한 microflora에 의해 막걸리의 품질안정

성을 확보하는 데 어려움을 가지고 있어 1940년대 이후 발효

제의 생산기간이 짧고 위생 및 당화력 등 품질 안정성이 높은

입국, 분국 및 효소제 등으로 발전해오고 있다[14]. 전분질의

곡물은 주로 쌀을 이용하고 있으나 좁쌀, 조, 기장 등도 활용되

고 있으며[14,33,34,38] 최근에는 지역의 특산물인 구기자, 문

맥동[1], 감초, 박하, 오미자[13], 백년초[25], 홍삼[37] 등을 첨

가하여 소비자 기호를 높일 수 있는 다양한 막걸리가 생산되

고 있다.

막걸리는 전분질의 곡물을 이용하여 발효되기 때문에 곡물

의 종류에 따라 차이는 있지만 풍부한 탄수화물과 단백질을

포함하고 있으며 특히, 발효미생물인 유산균과 효모의 발효과

정에서 생산된 유기산, 아미노산, 비타민, aromatic flavors 등

으로 인하여 영양학적인 가치뿐만 아니라 독특한 맛과 향에

대한 특성이 보고되고 있다[19]. 또한 막걸리는 미생물의 발효

과정 동안 생산된 산물로부터 항산화, 다양한 생리활성이 밝

혀지고 있어 건강식품으로 그 가치가 재평가되고 있다[4,15,

21,29,30].

전통적인 미생물학적인 방법의 제한은 선택배지를 이용한

배양방법에 의해 세균, 유산균, 효모 등 미생물 균총의 변화에

한정되어 있으며 막걸리의 발효과정 동안 미생물군집의 구조

와 다양성을 특성화하는 데 문제점을 안고 있다. 그러나 지난

수 십년 동안 분자생물학적 기술은 미생물군집의 구조와 다양

성을 밝히기 위해 이용되었으며 미생물들은 16S 또는 28S

rRNA gene과 같은 분자마커를 이용한 동정을 위해 흔히 사용

되어 왔다[36]. 미생물생태학의 연구는 군집구조 연구를 위한

molecular fingerprinting기술을 제공하는 denaturing gra-

dient gel electrophoresis (DGGE)와 temperature gradient gel

electrophoresis (TGGE)의 도입으로 크나 큰 발전을 가져왔다

[8]. DGGE분석에서 16S 또는 28S rRNA gene의 크기는 동일

하나 서열이 다른 PCR산물을 분리할 수 있었으며 이 기술은

토양[28], 해양[2], 곤충[27], sludge [35] 등 다양한 환경에서

미생물의 dynamics 연구를 위해 광범위하게 적용되어 왔다.

또한 이러한 방법은 누룩[17], 김치[3], 와인[5,22], sausage

[26], sourdough [24], coffee [23], 치즈[6]와 같은 식품의 발효

과정에서 미생물의 다양성 연구를 위해 광범위하게 이용되어
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왔다.

본 연구에서는 국내에서 유일하게 전통방식에 의해 생산되

는 금정산성 막걸리의 발효과정에 따른 특성을 조사하였으며

특히, 16S와 28S rRNA 유전자를 이용한 PCR-DGGE분석을

이용하여 전통 막걸리의 발효과정 동안 미생물군집(세균과 진

균) 구조와 다양성에 대한 연구를 수행하였다.

재료 및 방법

막걸리의 제조

막걸리의 제조는 (유)금정산성토산주에서 제조하는 금정산

성 막걸리의 전통제조방식에 의해 조제하였다. 냉각순환 시스

템이 설치된 1,000 l 용량의 스테인레스 용기에 증자된 멥쌀,

전통누룩((유)금정산성토산주 자체생산), 물을 첨가하여 혼합

시켰다. 이후 25℃로 유지하여 6일간 발효시켰다. 시료는 0,

1, 2, 3, 5, 6일째에 발효조를 혼합한 후 2 l의 시료를 채취하여

냉장상태로 실험실에 운반한 후 미생물, 이화학 및 DGGE분석

을 수행하였다.

미생물 계수 및 분리

균질화된 막걸리 1 ml를 생리식염수 9 ml에 첨가한 후 연속

희석법에 의해 희석한 후 일반세균은 Plate Count Agar (PCA;

Difco, USA)배지에 진균은 Potato Dextrose Agar (PDA;

Difco, USA)배지에 도말하여 접종하였다. 배양은 25℃에서 수

행하였으며 PCA는 3일간 그리고 PDA는 5일간 배양 한 후

성장된 집락(colony)을 계수하였다. 미생물의 분리는 성장된

집락의 모양과 색을 기준으로 동일배지를 이용하여 분리하였

으며 순수 분리된 균주는 20% (v/v) glycerol용액에 현탁 한

후 -70℃에서 보존하였다.

이화학적 성분분석

pH는 pH meter (Mettle-Toledo, Switzerland)로 측정하였

다. 총산은 1% phenolphthalein을 지시약으로 하여 0.1 N

NaOH용액으로 적정하고 적정소비량에 0.009를 곱하여 시료

중의 산을 lactic acid로 계산하였다. 환원당은 Somogyi 변법

[12]에 의해 정량하였고 포도당농도로 환산하였다. 에탄올 함

량은 발효액 100 ml에 증류수 30 ml을 넣어 증류시켜 증류액

70 ml에 증류수를 첨가하여 100 ml로 정용한 후 주정계

(Deakwang Inc., Korea)로 측정하였고 Gay-Lussac 표에 의해

15℃로 보정하여 % (v/v)로 표시하였다.

Total genomic DNA 의 추출 및 PCR

금정산성 막걸리로부터 세균과 진균의 genomic DNA 추출

을 위해 잘 균질화된 30 ml 막걸리는 원심분리(15,000× g, 4℃,

15 min)한 후 침전물을 회수하여 동결건조하였다. 동결건조된

분말을 막자 사발에 넣어 액체질소를 이용하여 세포파쇄를

하였으며 동일과정을 4회 반복하였다. Genomic DNA의 추출

은 권과 손[17]에 기술된 방법에 의해 수행하였다. Genomic

DNA를 주형으로 하여 16S rRNA와 28S rRNA gene을 증폭하

여 PCR산물을 획득하였다. 세균은 16S rRNA gene 증폭을

위한 universal primer인 27F primer (5'-AGA GTT TGA TCM

TGG CTC AG-3')와 1492R primer (5'-GGY TAC CTT GTT

ACG ACT T-3')를 이용하여 증폭하였다[18]. 진균은 28S

rRNA gene의 증폭을 위한 D1/D2영역의 eukaryotic univer-

sal primer인 LROR primer (5'-ACC CGC TGA ACT TAA

GC-3')와 LR5 primer (5'-TCC TGA GGG AAA CTT CG-3')를

이용하여 증폭하였다(http://www.biology.ducke.edu/fun-

gi/mycolab/primers.htm). 증폭을 위한 프로그램은 다음과

같다: 94℃에서 5분 동안 pre-denaturation 한 후, 94℃에서

denaturation 30초, 56℃에서 annealing 15초, 74℃에서 ex-

tension 1분 과정을 30 cycle 반복한 후, 74℃에서 5분 동안

post-extension하였다. 반응산물은 1.5% agarose gel 상에서

전기영동을 실시하여 EtBr로 염색하여 확인 한 다음 Gel

Purification Kit (Bioneer, Korea)를 사용해 정제하였다.

DGGE-PCR

DGGE-PCR은 세균과 진균의 경우 모두 16S rRNA와 28S

rRNA gene의 증폭산물을 주형으로 nested PCR과 touch

down PCR을 병행하여 수행하였다. 16S rRNA gene으로 부터

DGGE-PCR을 위한 primer는 GC-clamp인 338F-GC primer

(5'-CGC CCG CCG CGC CCC GCG CCC GTC CCG CCG

CCC CCG CCC GAC TCC TAC GGG AGG CAG CAG-3')와

518R primer (5'-ATT ACC GCG GCT GCT GG-3')[24]이었으

며 PCR을 위한 조건은 다음과 같다. 94℃에서 3분 동안

pre-denaturation 한 후, 94℃에서 denaturation 30초, 64~55℃

touchdown으로 30 초, 74℃에서 extension 30 초 과정을 30

cycle 반복한 후, 74℃에서 7 분 동안 post-extension하였다.

28S rRNA gene으로 부터 DGGE-PCR을 위한 primer는

GC-clamp인 GCNL-1 primer (5'-GCA TAT CAA TAA GCG

GAG GAA AAG-3')와 LS-2 primer (5'-ATT AAA CAA CTC

GAC TC-3')[5] 이었으며 PCR을 위한 조건은 16S rRNA gene

의 경우와 동일하게 수행하였다.

DGGE

DGGE는 Bio-Rad Dcode
TM

universal mutation detection

system (Bio-Rad, USA)를 이용하였으며 권과 손[17]에 의해

기술된 방법에 의거하여 수행하였다.

DGGE band elution 및 sequencing

DGGE profile에서 나타난 band는 절단하여 E-tube에 담은

후 100 μl의 0.1x TE buffer를 넣고 4℃에서 overnight하였다.

용출된 밴드를 주형DNA로 사용하여 16S rRNA gene은
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GC338F와 518R primer로, 26S rRNA gene은 GCNL-1, LS-2

primer를 이용하여 DNA를 증폭 하였다. 증폭된 산물은 Gel

Purification Kit (Bioneer, Korea)로 정제 한 뒤 (주)코스모진텍

에 의뢰하여 염기서열을 결정하였다.

염기서열 분석

결정된 염기서열은 National Center for Biotechnology

Information (NCBI)의 Basic Local Alignment Search Tool

(BLAST, http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/)에 등록되어

있는 database를 사용하여 검색하였으며, 높은 유사성을 가지

는 염기서열을 기초로 하여 group별로 정리한 후, PHYDIT

(developed by Dr. J. Chun, version 3.2) 운영프로그램을 이용

하여 CLUSTAL_X software, version 1.64b[32]에 의한 align-

ment와 similarity를 통해 sequence data들을 비교하였다.

결과 및 고찰

미생물학적 요인

6일간의 막걸리 발효기간동안 세균과 진균의 수를 계수한

결과는 Fig. 1.과 같다. 세균 수는 초기 3.40×106 CFU/ml에서

2일째에 1.23×108 CFU/ml로 증가하였으며 5일째에 4.60×1010

CFU/ml 수준으로 최고값을 나타내었다. 사상성 진균은 초기

5.67×10
5

CFU/ml에서 2일째에 2.90×10
7

CFU/ml을 유지하였

으며 이후 5일째에 10
5

CFU/ml이하로 급격히 감소되었다. 반

면 효모의 수는 초기 6.67×10
4

CFU/ml을 시작으로 3일째에

1.01×109 CFU/ml 수준으로 도달을 하였으며 5일째에 최고치

인 3.20×1010 CFU/ml을 나타내었다. 기존 보고에서 세균과

효모의 최적성장은 대부분 10
8

CFU/ml 수준으로 알려져 있으

나[9,31], 본 연구의 결과에서 세균과 효모의 수는 기존 보고보

다 약 2 order정도 높아 발효속도가 빠른 것으로 판단된다.
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C
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/m
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104
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Mold form 
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Fig. 1. Change of bacterial and fungal (mold and yeast form)

numbers during Makgeolli fermentation.

이화학적 요인

막걸리 발효과정 중 pH, 총산도, 환원당 및 에틸알코올 함

량의 변화는 Fig. 2와 같다. pH는 배양 0일째에 pH 6.5에서

발효 2일째에 pH 4 이하로 감소하였으며 발효종료일까지 pH

3.85~4.01을 유지하였다. 총산도는 0일째에 0.01%에서 지속적

으로 상승하여 발효 6일째에 0.76%까지 증가하였다. 환원당은

0일째에 0.31%에서 2일째에 최대값인 6.21%까지 증가하였으

며 그 이후 6일째에 0.8%까지 급격히 감소하였다. 에틸알코올

함량은 0일째에 0.48%에서 3일째에 2.1%까지 서서히 증가하

여 5일째에 8.4% 그리고 6일에 10.8%로 급격히 증가하였다.

상기의 결과로부터 알코올의 생성은 pH 감소, 환원당의 증

가로 효모의 성장과 알코올생산을 위한 최적조건이 성립된

후 3일 이후 알코올과 총산도의 증가라는 상관관계가 성립됨

을 보여주었다. 또한 이러한 경향은 기존의 보고와 일치한다

[9,20].

막걸리 발효에서 PCR-DGGE에 의한 세균 다양성

막걸리의 발효기간동안 세균의 다양성을 연구하기 위해 시

료로부터 DNA를 추출하여 PCR-DGGE을 수행한 결과를 Fig.

3에 나타내었다. 발효기간 동안 PCR-DGGE profile상에서 총

22개의 밴드가 검출되었으며(Fig. 3A), 각 band의 DNA로부터

염기서열을 결정하여 NCBI의 BLAST search를 통하여 sim-

ilarity가 가장 높은 종으로 동정하였다(Fig. 3B). 그 결과 발효

기간 동안 PCR-DGGE profile에서 확인된 세균은 유산균군인

Lactobacillus 속(L. curvatus, L. kisonensis, L. plantarum, L. sakei

및 L. gasseri)이 5종, Pediococcus 속(P. acidilactici, P. parvulus,

P. agglomerans, P. pentosaceus)이 4종 그리고 Enterobacteriaceae

과에 속하는 Pantoea agglomerans, Pantoea ananatis와

Citrobacter freundii을 포함하여 총 12종이 검출되었다. 발효기

간 동안 세균의 변화는 발효 2일 전후로 구별되는 차이를 보였

다. 즉 0~1일째에 band의 밀도를 기준으로 주된 우점종은 P.

acidilactici (B7, B14), Pantoea agglomerans (B9), L. gasseri
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Fig. 2. Change of total acid, pH, reduced sugar and ethyl alcohol

during Makgeolli fermentation.
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Fig. 3. DGGE profile of PCR-amplified 16S rRNA during Makgeolli fermentation carried at ambient temperature (A). Lane designation

indicated the time of fermentation sampling (days). Bacterial identification was detected from the partial sequence of each

band on DGGE profile (B).

(B15) 및 P. pentosaceus (B11)였다(Fig. 3A). 반면 발효 2일째에

주된 우점종은 L. curvatus (B10)와 L. gasseri (B15)로 나타났으

며 이후 L. curvatus (B10)는 6일의 막걸리발효 종료까지 주된

우점종을 형성하였다. P. acidilactici (B7, B14), P. pentosaceus

(B11), Pantoea agglomerans (B9, B12, B13, B16~B22)는 발효 2일

이후 band의 밀도가 희미하거나 검출되지 않았다. 발효 2일

이후 우점을 형성하지는 않았지만 검출된 균주는 L. kisonensis

(B2), P. parvulus (B3), Citrobacter freundii (B4), L. plantarum

(B5, B8)로 나타났다.

막걸리 발효 및 제품에서 주된 세균군은 유산균으로 알려

져 있으며 진 등[10]은 막걸리로부터 103종의 유산균을 분리

하여 동정한 결과 7종인 Lactobacillus paracasei, L. arizonensis,

L. plantarum, L. harbinensis, L. parabuchneri, L. brevis 및 L. hil-

gardii을 보고한 바 있다. PCR-DGGE를 이용한 본 연구의 결

과와 비교하여 L. plantarum을 제외하고 8종은 처음으로 확인

되었다.

막걸리의 발효제인 누룩으로부터 분리된 유산균은 조와 하

[11]에 의해 Leuconostoc mesenteroides 및 L. casei가 보고되었으

며 권과 손[17]은 PCR-DGGE분석을 통하여 Lactobacillus mu-

cosae, L. plantarum, Pediococcus pentosaceus 및 Weissella cibaria

을 보고한 바 있다. 막걸리 발효과정 동안 주된 우점종인 L.

curvatus와 L. gasseri 는 bacteriocin을 생성하는 유산균으로 알

려져 있다[7]. 김 등[16]은 김치에서 분리된 유산균인 L. curva-

tus가 생산하는 bacteriocin이 김치발효 중 주된 microflora인

L. delbrueckii, L. fermentum, L. helveticus, L.plantarum, L. mono-

cytogenes 및 P. acidilactici의 성장을 억제하는 것을 보고하였

다. 이러한 측면에서 막걸리 발효과정에서 우점종을 형성한

L. curvatus와 L. gasseri는 초기 출현된 균주인 P. acidilactici,

Pantoea agglomerans, P. pentosaceus등의 성장을 제한하였을

가능성을 예측할 수 있다(Fig. 3A). 따라서 금정산성 막걸리는

L. curvatus와 L. gasseri에 의한 풍부한 유산균에 의해 향과 맛

그리고 식품의 안정성과 보존성 측면에서 타 막걸리와 비하여

그 차별성을 갖는 것으로 사료된다.

막걸리발효에서 PCR-DGGE를 이용한 진균의 다양성

막걸리의 발효기간 동안 시료로부터 진균의 변화를 관찰하

기 위해 PCR-DGGE기술을 이용한 분석결과를 Fig. 4에 나타

내었다. 발효기간 동안 총 18개의 구별되는band를 확인할 수

있었다. 또한 각 band로부터 DNA는 회수되어 염기서열을 결

정하였으며 NCBI의 BLAST search를 통하여 similarity가 가

장 높은 종으로 동정하였다(Fig. 4B). 그 결과 진균의 PCR-

DGGE profile에서 확인된 종은 Pichia kudriavzevii,

Saccharomyces cerevisiae, Asidia idahoensis, Kluyveromyces marx-

ianus, Saccharomycopsis fibuligera 및 Torulaspora delbrueckii로
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Fig. 4. DGGE profile of PCR-amplified 28S rRNA during Makgeolli fermentation carried at ambient temperature (A). Lane designation

indicated the time of fermentation sampling (days). Fungal identification was detected from the partial sequence of each

band on DGGE profile (B).

6종이었다(Fig. 4B). 발효기간 동안 진균의 PCR-DGGE profile

에서 구별되는 band 변화는 발효 3일 전후로 구분된다. 즉,

발효 0~2일 사이에 우점진균은 P. kudriavzevii (F16, F15, F17,

F13)로 점진적으로 밀도가 증가되었으며 그 외 S. cerevisiae

(F1, F14)와 A. idahoensis (F11)로 3종이 검출되었다. 발효 3일

이후 P. kudriavzevii (F16)는 급격히 band 밀도가 감소되었으

며 반면 S. cerevisiae (F14)는 band밀도가 급격히 증가하여

주된 우점 종을 형성하였다. 이는 Fig. 1에서 총 효모성 진균의

변화에서 주된 종의 변화를 PCR-DGGE분석을 통하여 예측할

수 있다. 반면 0일째부터 출현된 A. idahoensis (F11)는 3일부터

band의 밀도가 급격히 감소되었으며 K. marxianus (F4), T. del-

brueckii (F2) 및 S. fibuligera (F12)의 band밀도는 약하지만 확

인되다. 누룩으로부터 유입된 사상성 진균은 Fig. 1에서와 같

이 초기에 개체군이 증가하였으나 3일 이후 급격히 감소하는

경향을 나타내었으며 PCR-DGGE분석의 결과, 사상성 진균의

주된 우점 종은 A. idahoensis 로 판단된다. 그러나 배양방법을

통하여 검출되어 분리된 종을 28S rDNA gene서열을 결정하

여 NCBI의 BLAST search를 통하여 동정된 균주는 Rhizopus

microspores, R. azygosporus, Lichtheimia corymbifera, Mucor

racemosus 그리고 Aspergillu oryzae 등이 확인되어(자료 미제

시) 배양초기 전분당화에 기여한 것으로 판단된다.

막걸리의 발효과정 중 배양방법에 의존하여 특정 미생물

군집의 변화만을 관찰할 수 있으나 종의 변화는 관찰할 수

없는 단점을 가지고 있다. PCR-DGGE분석은 막걸리의 발효

과정 중 band profile과 각 band로부터 종을 신속하게 동정함

으로써 미생물의 구조와 종의 변화를 함께 분석할 수 있는

장점을 가지고 있음을 확인할 수 있었다(Fig. 3, 4). 본 연구에

서 PCR-DGGE분석을 통하여 금정산성 막걸리는 전통누룩으

로부터 유입된 총 9종의 유산균이 발효에 관여하며 이중 L.

curvatus 가 주된 우점 종을 형성한다는 사실을 알 수 있었으며

이들 유산균에 의해 생산된 풍부한 유기산에 의해 총산이 타

막걸리에 비하여 높은 특징을 갖는다는 사실을 확인 할 수

있었다(Fig. 2, 3). 발효과정 중 당화를 주도하는 주된 우점균은

A. idahoensis 이며 그 외 다양한 진균을 확인하였다. 또한 알코

올발효를 주도하는 균은 S. cerevisiae로 나타났다. 특히, 금정산

성 막걸리는 기존 주된 막걸리 제조업체에서 사용하는 발효제

인 입국방식이 아닌 전통누룩을 이용한 단발효에 의한 국내

유일의 대표적인 전통 막걸리임을 확인할 수 있었다.
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초록：PCR-DGGE를 이용한 막걸리발효에서 미생물 다양성 분석
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금정산성 막걸리®는 전통적인 수제누룩과 쌀로부터 발효된 한국의 전통적인 술이다. 본 연구에서는 막걸리 발

효기간 동안 세균과 진균의 다양성을 특성화하기 위해 16S와 28S rRNA 유전자를 목적으로 하는 PCR-

Denaturing Gradient Gel Electrophoresis (PCR-DGGE) 분석을 수행하였다. 막걸리 발효기간 동안 PCR-DGGE

profile에서 검출된 세균은 16S rRNA 유전자 서열에 기초한 동정결과 Lactobacillus spp. (L. curvatus, L. kisonensis,

L. plantarum, L. sakei 및 L. gasseri), Pediococcus spp. (P. acidilactici, P. parvulus, P. agglomerans및 P. pentosaceus),

Pantoea spp. (P. agglomerans 및 P. ananatis) 그리고 Citrobacter freundii로 총 12종이었으며, 배양2일 이후 L. curva-

tus가 주된 우점 종을 형성하였다. 반면 PCR-DGGE profile에서 검출된 진균은 28S rRNA 유전자 서열에 기초한

동정결과 Pichia kudriavzevii, Saccharomyces cerevisiae, Asidia idahoensis, Kluyveromyces marxianus, Saccharomycopsis

fibuligera 및 Torulaspora delbrueckii로 6종이었으며 주된 우점 진균은 배양0일에서 2일에 P. kudriavzevii에서 배양

3일에서 6일에 S. cerevisiae로 전환되었다. 결과적으로 PCR-DGGE분석은 막걸리발효기간 동안 미생물의 구조와

다양성을 이해하는 데 유용한 도구임을 보여주었다.
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