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 ABSTRACT : In this study, a novel yeast, Y111-5 for Makgeolli manufacture was selected from Nuruk yeasts, and

its optimal culture condition were investigated. The Y111-5 strain was identified as Saccharomyces cerevisiae by phy-

logenetic analysis of 18S RNA sequence. The maximal growth was obtained when the yeast was cultivated at 30
o

C

for 15 h in the medium containing sucrose 9% and yeast extract 5%.
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서 론

막걸리는 오랜 기간 우리의 삶과 함께 하였으며 1960년

대 전체 주류의 70% 이상의 점유율을 갖고 있던 막걸리

시장이 맥주, 와인 등의 서양 주류 등의 수입으로 1990년

대 들어 10% 이하의 부진한 점유율을 유지하다가 지난

2009년에 7.82%, 2011년 상반기에는 12%로 점차 증가하

는 추세를 보이고 있다. 이러한 증가추세를 보이던 막걸

리시장은 2012년 9월 수출액이 전년 동기 대비 28%감소

하였다. 수출 감소의 이유로는 일본에 진출한 일부 막걸

리 제조업체들이 저가 수입쌀을 사용해 한국 막걸리에 대

한 가치까지 하락시키고 제조공정에서 알코올 수득률 향

상을 통한 원가절감에만 관심이 있다. 

외국산 주류와 경쟁력이 있는 우리 술을 개발하기 위해

서는 주류제조에 있어 원천 자원인 우수 발효미생물의

탐색, 확보 및 개량 등의 종균에 관한 연구가 필수적이다.

2009년 막걸리시장의 활성화에 부흥해 막걸리의 유리당,

아미노산, 유기산 등의 맛 성분에 관한 보고(Lee et al.,

1987; Hong et al., 1970), 부원료 첨가에 의한 막걸리의

품질증진 효과에 대한 연구(Kim et al., 2008; Park et al.,

2011), 막걸리의 항암효과에 대한 연구(Shin et al., 2008),

그 외에도 휘발성 향기성분(Lee et al., 2000), 개량누룩의

사용에 의한 막걸리의 품질개선(Lee et al., 1996; Lee

et al., 2010)등 다양한 연구가 보고되고 있으나 원료, 발

효제(입국, 누룩, 조효소제), 효모 등이 고려된 막걸리산업

발전을 위한 기반연구는 미흡한 실정이다. 현재 국내 막

걸리 시장은 각 기업 내에서 자체 보유 효모를 사용하고,

대부분은 효모생산 업체에서 생산하는 동일한 양조효모를

사용함으로써 막걸리의 특성이 유사하게 되고 있다(Kim

and Ahn, 2012). 

본 연구에서는 막걸리의 품질을 안정화하고 고급화하기

위한 방법으로 막걸리 담금 시 첨가되는 발효제로 입국,

누룩, 조효소제 중 입국에 따른 적합한 효모 탐색과 효모

의 대량 생산을 위해 최적 배양조건을 확립하고자 한다. 

재료 및 방법

재료

실험에 사용된 입국(koji)은 (주)서울장수에서 구입하여

사용하였고, 효모는 한국식품연구원 우리술 연구센터에서

누룩으로부터 분리하여 보존하고 있는 균주 중 알코올 발

효성이 우수한 균주 10종(Y30-4, Y64-5, Y111-5, Y113-

5, Y113-7, Y113-9, Y140-5, Y192-4, H3-7, H4-3)을 선

발하여 사용하였고, 쌀은 철원 오대쌀을 사용하였다.

균주 동정

균주의 동정에는 미생물 동정에 주로 사용되고 있는

18s RNA sequencing 방법을 이용하여 실시하였다. 동정

은 sequencing 전문 기관인 ‘마크로젠’에 의뢰하여 진행

하였다.*Corresponding author <E-mail : bhahn@kfri.re.kr>
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배양방법 및 최적 배양조건

종균배지는 2.0%(w/v) glucose, 1.0%(w/v) yeast

extract, 2.0%(w/v) Bacto-peptone을 사용하여 30
o
C, 120

rpm으로 24시간 동안 진탕 배양하였다. 본 배양배지는

3.0%(w/v) glucose, 1.0%(w/v) yeast extract, 2.0% Bacto-

peptone, 0.1%(w/v) MgSO4·H2O와 0.5%(w/v) KH2PO4

(pH 6.0) 사용하였다. 본 배양은 종균 배양액을 2.0%로

접종하여 shaking incubator에서 30
o
C, 120 rpm으로 배

양하였다. 최적 배양조건에 사용된 시약은 glucose,

fructose, sucrose, high fructose syrup (DAESANG, Korea),

molasses (EVER MIRACLE, Korea) 등의 탄소원 시약을

3,6,9%로 설정하였고 yeast extract(Difco, USA), Bacto-

peptone(Difco, USA), urea, casein, tryptone (Difco,

USA), ammonium nitrate, ammonium sulfate등의 질소

원 시약을 1,3,5%로 설정하였고, 별도의 표기가 되어 있

지 않은 시약은 Sigma- ALDRICH, 시약을 사용하였다

(Kim et al., 2006; Song and Kim, 2002).

선별된 최적 배지와 본 배양배지를 진탕배양하며 3시간

간격으로 흡광도를 통한 생육정도 및 건조 균체량을 측정

하였다.

 

건조균체량의 측정

본 배양배지에 배양한 분리 균주를 shaking incubator

에서 30
o
C, 120 rpm으로 24시간 동안 배양 후 배양액

을 3,000 × g에서 10분간 원심분리 하였다. 분리된 균체

를 증류수로 1회 세척하고 80
o
C에서 24시간동안 항량이

될 때까지 건조시킨 후 각각 균체의 무게를 달리하여 취

하고 증류수에 현탁 시킨 후 UV/VIS spectrophotometer

(Diod-Array) HP 8453(Hewlett Packard, Palo-alto,

USA)를 사용하여 660 nm에서 흡광도를 측정한 표준곡

선으로부터 배양액의 건조 균체량을 측정하였다(Park

and Ok, 2003). 

막걸리 담금

건조생산 된 효모와 입국을 사용하여 막걸리를 제조하

였으며, 입국의 첨가비율은 30 sp/g이었다. 급수량은 200%

이고 효모는 쌀 양의 0.5%를 1단에 첨가하였으며 발효는

25
o
C에서 이루어졌다. 발효가 끝난 원주는 120 mesh의 체

를 사용하여 제성하였다.

일반 성분 분석

알코올 함량은 DB-ALC2 column(30 m × 0.53 mm I.D. ×

2 µm film thickness: J & W Scientific, Folsom, CA, USA)

이 장착된 GC(6890N, Hewlett Packard Co., Palo Alto,

CA, USA)를 이용하여 oven 70
o
C, injector 200

o
C 그리고

detector 250
o
C에서 정량 분석하였다. pH와 고형분 함량은

각각 pH meter(HORIBA D-51, HORIBA Ltd., Kyoto,

Japan)와 당도계(ATAGO Pocket PAL-1, ATAGO Co.,

Tokyo, Japan)를 사용하여 측정하였다. 총산은 시료

10 mL에 phenolphthalein 지시약 2-3 방울을 가하여 표준

후탈산수소칼륨으로 표정한 0.1 N NaOH 용액으로 담녹

색을 나타낼 때까지의 적정 mL수를 acetic acid로 나타내

었다(Liquor manufacture textbook, 2010). 환원당은

Dinitrosalicylic acid(DNS) Method에 따라 UV/VIS

spectrophotometer (Diod-Array) HP 8453(Hewlett Packard,

Palo-alto, USA)룰 이용하여 550 nm에서 흡광도를 측정

하고 표준물질 glucose(Sigma, St. Louis, MO, USA)를

농도별로 제조하여 표준곡선과 비교하여 정량하였다

(Miller, 1959; JSBA, 1993). 

결과 및 고찰

효모선발

막걸리 제조 시 입국과 함께 사용할 균주를 선발하기

위해 본 연구원내의 알코올 발효능력이 뛰어난 10균주를

Table 1. Chemical contents of Makgeolli brewed with various yeast strains isolated from traditional Nuruk

Yeast Alcohol (%) pH Total acidity (%)
1) o

Bx Reducing sugar
2)

Sensory properties

control 11.8 3.57 0.46 9.0 8.1 weak flavor, bitter

30-4 12.9 3.55 0.52 9.1 9.1 alcohol, sour, bitter

64-5 14.8 3.62 0.41 9.6 7.2 savory, sweet, sour, bitter

89-2-3 11.4 3.53 0.59 8.9 9.7 ferment, sour, bitter

107-1 12.8 3.50 0.58 13.8 37.3 sweet flavor, Astringent, weak taste

111-5 12.7 3.52 0.57 13.7 34.9 Astringent, sour, bitter

113-9 14.7 3.57 0.50 9.3 9.2 sweet, sour, weak taste

140-5 13.8 3.40 0.62 9.6 8.0 sour, bitter, weak flavor

193-5 11.1 3.43 0.65 13.7 33.7 sweet, alcohol, sour, bitter

291-10 11.8 3.43 0.68 10.7 21.6 alcohol, sour, bitter, Astringent

H3-7 12.4 3.50 0.62 9.0 10.2 ferment, fruit taste, sour, sweet

H4-3 12.2 3.51 0.59 8.9 8.6 medicine flavor, sour, sweet
1)
%, Total acid contents described as acetic acid.

2)
mg/mL.
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대상으로 1.5 L용량의 막걸리를 제조하여 25
o
C에서 5일

간 발효 시킨 후 알코올과 유기산 함량, 맛과 향의 관능특

성을 중심으로 평가하였다(Table 1). 알코올 함량 11.1~

14.8%를 나타내었고 Y64-5를 사용한 막걸리가 14.8%로

가장 높게 나타났다. 각각의 막걸리 pH는 발효진행 상황

과 알코올 생성정도를 짐작할 수 있는 중요한 지표가 되

는데(Song et al., 1997) 본 실험의 pH는 3.40~3.62 수준

으로 나타났다. 당도는 8.9~13.8의 수준을 보였고 대부분

이 완전 발효가 일어나지 않아 당분이 높게 나타나고 알

코올 발효가 더디게 일어났음을 확인하였다. 알코올 발효

의 기질로 이용되고 감미도에 영향을 주는 중요한 성분이

며(Park and Lee, 2002) 산미, 감칠맛 등과 조화되어 막걸

리의 독특한 맛에 기여하는(Lee and Lee, 2000) 환원당

함량은 7.2~37.3 mg/mL로 일반막걸리에 비해 낮은 값을

나타냈다. 총 6종의 분석한 유기산 함량은 Table 2에 나

타내었다. 상큼한 신맛을 내는 citric acid 함량이 2.41~

4.50 mg/mL으로 전체적으로 높게 나타났다. So 등(1999)

은 입국제조 시 Aspergillus kawachii에 의해 구연산이 생

산된다고 보고한 바 있어 입국 사용 유·무 및 사용량에

따른 차이로 생각된다. 그 중에서도 Y291-10 사용 막걸리

가 4.50 mg/mL로 가장 높은 함량을 보였다. Lactic acid

는 Y30-4 사용 막걸리가 1.13 mg/mL로 높게 나타났고

나머지 막걸리에서는 1.00 mg/mL 미만의 수준을 보였다.

유기산들은 막걸리에서 미량 존재할 경우 막걸리의 맛과

향을 높이는 역할을 한다. Succinic acid는 전체적으로

0.08~  0.20 mg/mL 함량으로 나타났고 malic acid는

0.02~0.31      mg/mL 함량을 보였다.

탄산미가 조화를 이뤄 기호도가 제일 높은 막걸리를 생

산한 Y111-5균주를 최종 우수 효모로 선발 하였다. 한편

Y111-5 효모의 18s RNA 염기서열 분석을 통한 분자생물

학적 동정 결과 Saccharomyces cerevisiae이었다.

균 생육 최적 조건

탄소원

선정균주의 생육에 미치는 탄소원의 영향을 검토한 결

과는 Table 3과 같다. glucose와 high fructose syrup의 경

우 첨가량이 3,6,9%로 증가함에 따라 건조 균체량 또한

2~3 g/L씩 증가하는 경향을 보였으며, fructose와 sucrose

는 첨가량이 6%에서 9%로 증가하여도 건조 균체량은

2 g/L 미만으로 증가하는 것으로 나타났다. Molasses의 경

Table 2. Organic acid contents of Makgeolli brewed with various yeast strains isolated from traditional Nuruk

Yeast Oxalic Malic Lactic Acetic Citric Succinic

control 0.00
1)

0.18 0.42 1.07 2.30 0.06

30-4 0.00 0.31 1.13 0.92 2.47 0.10

64-5 0.00 0.02 0.75 0.09 3.10 0.16

89-2-3 0.00 0.09 0.13 0.02 4.01 0.16

107-1 0.08 0.02 0.78 0.20 3.21 0.13

111-5 0.04 0.02 0.62 0.23 3.29 0.12

113-9 0.00 0.20 0.24 0.23 2.41 0.16

140-5 0.00 0.07 0.65 0.48 3.48 0.17

193-5 0.00 0.04 0.18 0.21 3.30 0.08

291-10 0.01 0.02 0.32 0.36 4.50 0.10

H3-7 0.00 0.16 0.71 0.34 3.99 0.20

H4-3 0.03 0.13 0.31 0.02 3.53 0.19

1)
mg/mL.

Table 3. Effect of carbon sources on cell mass production

Medium Growth Dry cell Ratio(%)

Blank 0.251
1)

1.86
2)

-

Control 1.174 6.33 -

Glucose

3
3)

1.174 6.33 100
3)

6 1.824 9.48 150

9 2.371 12.13 192

Fructose

3 1.538 8.09 128

6 2.139 11.00 174

9 2.48 12.65 200

Sucrose

3 1.579 8.29 131

6 2.213 11.36 179

9 2.517 12.83 203

H.F.S
4)

3 1.317 7.02 111

6 1.887 9.78 155

9 2.152 11.06 175

Molasses

3 1.071 5.83 92

6 1.419 7.52 119

9 1.765 9.19 145
1)
Absorbance at 660 nm.

2)
g/L.

3)
%. 

4)
High Fructose Syrup.
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우 균체량의 증가 경향은 glucose와 high fructose syrup

과 유사한 경향을 보였으나 생육도 및 건조 균체량이 다

른 탄소원을 첨가한 배지에 비하여 가장 적게 나타났다.

Y111-5균주의 생육에 적합한 탄소원은 sucrose, fructose,

glucose, high fructose syrup, molasses 순으로 나타났다.

질소원의 선정

선정균주의 생육에 미치는 탄소원의 영향을 검토한 결

과는 Table 4와 같다. Y111-5는 yeast extract 와 tryptone

의 첨가량과 건조 균체량은 비례하는 것으로 나타나 5%

첨가 시 각각 13.82, 12.54 g/L을 보였으나, Bacto-peptone

의 경우 3%에서 건조 균체량이 11.50 g/L로 최대치를 나

타내어 그 이상의 첨가는 균체의 생육에 저해가 되는 것

을 알 수 있었다. Urea를 1% 첨가한 경우 건조 균체량은

11.85 g/L를 나타내었으나 1%를 초과하는 3,5%를 첨가한

경우엔 급격히 감소하여 생육에 도움이 되지 못하는 것을

알 수 있었으며 casein의 첨가는 12.00~12.68 g/L 수준의

건조 균체량을 보였으나 control 배지에서의 양보다 적은 것

으로 나타났다. 무기질소원의 경우 (NH4)2SO4가 NH4NO3

에 비하여 생육에 도움이 되는 것을 알 수 있었으며

NH4NO3는 첨가량이 0.3%가 초과되는 경우 생육이 저해

되는 것으로 나타났다.

배양시간의 선정

Y111-5균주의 배양 시간에 따른 건조 균체량은 배양 3

시간 이후부터 최적배지에서 배양한 균이 control에서 배

양한 균에 비하여 그 양이 많아지기 시작하여 배양 15시

간에 12.34 g/L로 최대치를 나타내었다. control 배지에서

배양한 균은 배양 12시간 이후부터 24시까지 8.14~8.52 g/L

를 나타낸 반면 최적배지에서 배양한 균은 배양 12시간에

15시간 사이에 생육이 급격히 증가하였으며 그 후 조금씩

감소하기는 하였으나 24시간까지 건조 균체량은 11.55~

12.34 g/L을 나타내었다. 이상의 결과 111-5 균주의 최적

배지에서의 배양시간은 15시간이 가장 적합한 것으로 나

타났다(Fig. 1). 

이상의 결과 S. cerevisiae Y111-5의 생육최적 배양조건으

로 배지조성은 sucrose 9%, yeast extract 5%, MgSO47H2O

0.1%, KH2PO4 0.5%와 배양시간은 15시간이었다.

막걸리의 제조 및 양조 적성 비교

선정된 최적배지에서 배양된 효모는 Fig. 2와 같고, 이

를 이용한 막걸리의 특성은 Table 5에 나타내었다. 발효

최종 알코올 함량은 15.2%로 control에 비하여 높았으며

환원당은 13.18 mg/mL로 낮아 발효가 활발하게 일어났음

을 알 수 있었다. 총산은 Y111-5 사용 막걸리가 control

사용 막걸리보다 0.86%로 약 2배 많은 값을 나타냈다. 유

기산 함량의 경우 총 6종의 유기산을 분석하였고 그 결과

lactic acid와 succinic acid가 control에 비해 Y111-5 사용

Table 4. Effect of nitrogen sources on cell mass production

Medium Growth Dry cell Ratio(%)

Blank 0.319
1)

2.19
2)

-

Control 2.591 13.19 -

Y.E.
4)

1
3)

2.190 11.25 85
3)

3 2.685 13.65 103

5 2.721 13.82 105

B.P
5)

1 1.862 9.66 73

3 2.242 11.50 87

5 2.043 10.54 80

Urea

1 2.315 11.85 90

3 0.021 0.74 6

5 0.035 0.81 6

Casein

1 2.485 12.68 96

3 2.345 12.00 91

5 2.432 12.42 94

Tryptone

1 2.125 10.93 83

3 2.362 12.08 92

5 2.456 12.54 95

A.N.
6)

0.1 0.533 3.23 24

0.3 0.592 3.51 27

0.5 0.464 2.89 22

A.S.
7)

0.1 0.607 3.58 27

0.3 0.646 3.77 29

0.5 0.766 4.35 33

1)
Absorbance at 660 nm.

2)
g/L.

3)
%. 

4)
Yeast Extract.

5)
Bacto-peptone.

6)
Ammonium nitrate (NH4NO3)4).

7)
Ammonium sulfate ((NH4)2SO4).

Fig. 1. Comparison of Growth rate of Y111-5 grown in control

medium(◇) and optimized medium(*), respectively.
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막걸리가 월등히 높게 나타났다. 담금 후 젖산균의 발효

작용으로 젖산 함량이 증가되는 것으로 추측되며 모든 막

걸리에서 lactic acid와 succinic acid는 유기산 중 가장 많

은 함량을 차지하여 막걸리의 주 유기산으로 나타났다

(Lee and Lee, 2000; Song,1998)는 보고와 대체로 일치하

였다(Table 6). 본 실험을 토대로 추후 발효제 중 막걸리

제조에 사용되는 누룩 및 조효소제와의 사용이 적합한 효

모선발에 관한 연구를 진행하고자 한다.

적 요

전통누룩으로부터 분리한 효모 중 입국을 발효제로 사

용하여 담금 막걸리의 양조적성을 확인하였다. 그 첫 단

계로 본 연구원에서 보유하고 있는 알코올 발효 효모로

입국과 막걸리를 담근 결과 관능 및 이화학 분석에서

Y111-5 균주가 선별 되었다. 선별된 균주의 최적 배양 조

건으로 기본 YPD배지 중 탄소원으로 sucrose 9%와 질소

원으로 yeast extract 5%대체하여 사용 시, 기본 YPD배

지에서 6.33 g/L로 생산되었던 균체가 최적배지에서

13.82 g/L로 증가한 것을 확인하였다. 최적배지 선정에 이

어 최적배양 시간 탐색을 위해 control배지와 최적배지를

함께 배양하여 생육곡선을 확인한 결과 최대 균체생산량

은 15시간임을 확인하였다. 
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