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PCR-DGGE를 이용한 구기자-맥문동 막걸리의 발효 과정과 저장 기간 중

효모와 세균 균총의 변화
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Changes in Yeast and Bacterial Flora during Fermentation and Storage of Gugija-Liriope tuber Mak-

geolli using PCR-DGGE. Min, Jin-Hong1, Yun-Gyu Nam2, Jung-Il Ju2, Jae-Hong Jung3, Jong-Soo Lee1

and Ha-Kun Kim1*. 1Department of Life Science and Genetic Engineering, Paichai University, Daejeon 302-
735, Korea, 2Cheongyang Boxhorn Experimental Station, Chungnam Agriculture Research & Extension Service,
Cheongyang 345-872, Korea, 3Cheongyang Green Wellness RIS, Cheongyang Provincial College, Cheongyang
345-702, Korea − In this study, we investigated the microbial flora changes in Gugija-Liriope tuber Makgeolli

during fermentation and storage periods. We brewed Gugija-Liriope tuber Makgeolli for a week through two-

stage fermentations and stored the fermentation broth for a month at 4oC or 20oC. We collected the samples

periodically and analyzed microbial flora changes using viable cell counts and PCR-denaturing gradient gel

electrophoresis (DGGE). Yeast viable cells were seen to have decreased to 13% of pre-storage levels after

storage for 15 days at 20oC; however significant changes were not observed during storage at 4oC. Prolonga-

tion of storage time dramatically decreased the availability of viable cells. Yeast viable cell numbers had

decreased to 38% of pre-storage levels at 4oC and 4.8% at 20oC after storage for 30 days. The results of the

DGGE profile for yeast showed that Saccharomyces cerevisiae and Saccharomyces sp. were the predominant

strains at the beginning of fermentation and throughout the whole period of storage. Viable cell counts for total

bacteria had decreased to 36% of pre-storage levels after storage for 15 days but did not significantly change

for the full 30 days of storage at 4oC. Similarly, viable cell counts for bacteria had decreased to 5% while via-

ble cell numbers did not significantly change for the full 30 days at 20oC. Viable cell counts for lactic acid

bacteria were performed and the results were similar to those for total bacteria. The results of the DGGE pro-

file for bacteria showed that Weissella cibaria was the predominant strain at the beginning of fermentation.

However it had disappeared by the end of fermentation, and Lactobacillus fermentum and Pediococcus acidi-

lactici became the predominant species during storage.
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서 론

전통주 중 하나인 막걸리는 다양한 약용식물 등의 부원료

가 첨가되어 제조되기 때문에 여러 가지 생리기능성 물질들

을 함유하고 있다. 따라서 최근 그 수요가 급증 하고 있다

[6]. 그러나 국내 유통과 해외 수출에서 가장 중요한 문제는

품질 저하 없이 비교적 장시간 저장 해야 하는 점이다[7].

이런 측면에서 알코올 발효와 저장연장에 가장 큰 영향을 주

는 인자는 이들 공정에서의 미생물 분포와 이들의 상호작용

이다.

구기자는 carotenoid, zeaxanthin, betaine, β-sitosterol 등

을 다량 함유하고 있어 자양강장 등의 효능이 있는 것으로

알려져 있다[12]. 또한 구기자는 항고혈압 활성 등의 우수한

생리 기능성을 가지고 있어서[4, 9], 구기자 엑기스를 첨가

하여 제조한 전통 구기자 탁주에 높은 항고혈압성 안지오텐

신 전환 효소 저해 활성이 있다고 보고 된 바 있다[12]. 맥

문동도 역시 β-sitosterol 등의 생리 기능성 물질을 함유하고

있기 때문에 면역증강, 혈당강화작용 등이 있는 것으로 알

려져 있다[11].

그러나, 구기자와 맥문동의 생리 기능성이 우수하다는 보

고에도 불구하고 이들을 이용한 건강 주류 개발 그리고 이

들에 대한 저장성 연구는 현재까지 이루어져 있지 않고 있

다. 따라서 기호성과 생리기능성이 우수한 고품질의 구기자

-맥문동 막걸리를 개발하고자 전보[13]에서 전통 구기자-맥
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문동 전통주(약주) 제조에 적합한 알코올 발효 효모로서

Saccharomyces cerevisiae C-2를 선발하였고, 이들의 최적

발효 조건과 선발된 효모를 이용한 저장 중 품질 특성과 생

리기능성의 변화를 보고하였다. 본 연구는 S. cerevisiae C-

2 를 사용하여 제조한 전통 구기자-맥문동 막걸리의 최적 저

장기간을 확립하기 위해 수행하였다. 이를 위해 발효기간과

발효를 마친 후 저장 기간 동안 효모와 세균 특히 젖산균의

변화를 평판배지를 이용한 생균수 측정과 동시에 DGGE를

사용하여 전기영동에 의해 분리된 rRNA 유전자 DNA밴드

들의 염기서열을 결정하여 시료에 존재하는 미생물을 동정

하였다. 이를 통해 발효 및 저장 과정 동안 막걸리 안에서

일어난 미생물 균총 변화를 조사하였다.

재료 및 방법

원료 및 균주

구기자(장명)와 맥문동(맥문동 1호)은 2010년 9월 청양 구

기자 시험장에서 재배한 것을 분양 받아 사용하였고 멥쌀은

2010년 이천에서 재배된 것을 시중에서 구입하여 사용하였

다. 누룩은 SJ곡자 제품을 사용하였고, 효모는 전보[13]에서

우수 효모로 선발한 S. cerevisiae C-2를 사용 하였다.

주모 제조, 담금 및 발효

주모 제조 및 담금은 전보[1, 13]의 구기자 전통주 담금법

을 일부 변형시켜 다음과 같이 실시하였다.

먼저, 멥쌀 40 g과 밀가루 5 g을 50 mL에 넣고 곡자를 g

당 30 sp첨가한 다음 30oC에서 2일간 발효시켜 주모를 제조

하였다. 본 담금은 멥쌀 50 g과 찹쌀 50 g을 물 240 mL에

혼합하고 위와 같이 제조한 주모를 첨가한 후 25oC에서 5일

간 발효시켰다. 이 발효액을 거즈로 여과하여 얻은 상등액

을 생 막걸리로 하여 4oC와 20oC에서 각각 저장하면서 효

모와 총 세균 그리고 젖산균 수를 측정하였다.

효모와 세균 생균수 측정

먼저 효모는 각 시료를 일정 농도로 멸균수에 희석시킨

후 100 µL를 ampicillin(100 µg/µL)이 함유되어 있는 YPD

배지에 도말하여 30oC에 36시간 배양 후 집락수를 측정하

였다. 총 세균 수와 젖산균 수는 각각의 희석시료 100 µL를

cycloheximide(50 µg/µL)가 함유되어 있는 PCA배지와 MRS

배지에 각각 도말 하여 30oC에서 48시간 배양하여 이들의

생균수를 측정하였다.

DGGE를 이용한 미생물의 동정

막걸리 1 mL를 원심분리한 후 침전물을 bead beater를 이

용하여 세포벽을 파괴하였다. DNA를 추출하기 위해

genomic DNA prep kit (Solgent, Daejeon, Korea)를 사용

하였다. 추출한 DNA는 16S rRNA 유전자와 18S rRNA 유

전자를 증폭하기 위해 PCR 반응의 주형으로 사용하였다.

16S RNA유전자 증폭은 GC338F(5’-CGCCCGCCGCGC-

GCGGGGGGCGGGGCGGGGGCACGGGGGGACTCCTA

CGGGAGGCAGCAG)와 518R(5’-ATTACCGCGGGCTGC-

TGG) 프라이머 세트를[8], 그리고 18S rRNA 유전자 증폭은

GCNS3(5’-CGCCCGCCGCGCGCGGCGGGCGGGGCGG-

GGGCACGGGGGGAACTCTGGTGCCAGCAGCC)와 YM951R

(5’-TTGGCAAATGCTTCGC) 프라이머 세트를[3] 사용하

였다.

Denaturing Gradient Gel Electrophoresis(DGGE) 분석을

하기 위해 8% 폴리아크릴아마이드 젤에 7 M urea와 40%(v/

v) formamide를 100%로 하여 박테리아 분석은 40-80%의

변성제가 들어있는 젤을 그리고 효모와 진균류 분석은 30-

70%의 변성제가 들어있는 젤을 사용하였다. 변성제의 농도

가 구배를 갖도록 제조된 젤을 1X TAE(20 mM Tris, 10

mM acetate, 0.5 mM EDTA [pH 8.0]) running buffer가 첨

가된 C.B.S DGGE-2004 system(CBS Scientific, San Diego,

CA, USA)을 이용하여 80V에 15시간 동안 전기영동을 하였

다. 전기영동이 완료된 젤을 RedSafe(Intron, Daejeon, Korea)

로 30분 동안 염색을 시킨 후 젤을 분석하였다. DNA 밴드는

ImageMaster VDS(Pharmacia Biotech, Piscataway, NJ,

USA)를 이용하여 촬영하였다.

DGGE 젤의 DNA 밴드 분석

폴리아크릴아마이드 젤에서 분리된 DNA 밴드들을 절단

하여 1 mM의 Tris 완충용액(pH 8.0)에 넣어 DNA가 확산되

어 나오도록 하였다. 이를 GC 클램프가 없는 동일한 프라

이머 세트(즉, 세균은 338F와 518R 그리고 효모는 NS3와

YM951R)를 사용하여 PCR 반응으로 DNA를 증폭시켰다.

PCR 반응에 의해 증폭된 산물을 2% 아가로스 젤 전기영동

을 한 후 이를 QIAEX II agarose gel extraction kit(Qiagen

Valencia, CA, USA)를 사용하여 회수한 후 DNA 염기서열

을 결정하였다. 얻어진 염기서열은 BLAST를 이용하여

GenBank의 데이터베이스와 비교하여 가장 유사한 미생물을

확인할 수 있었다.

결과 및 고찰

구기자-맥문동 막걸리의 저장 중 효모 생균수의 변화

위와 같이 제조한 구기자-맥문동 막걸리를 4oC와 20oC에

서 각각 보관하면서 일정한 간격으로 저장 중 효모 생균수

의 변화를 조사하였다. 발효가 끝나 저장하기 시작한 시점

에서 효모의 숫자는 1.7×108 cfu/mL이었다(Fig. 1). 4oC에서

15일 저장한 후 효모 수는 1.5×108 cfu/mL로서 큰 변화가

없었다. 하지만30일간 저장한 후에는 6.5×107 cfu/mL로 초

기 효모 균수의 약 62%가 감소되었다. 20oC에서 수행한 저

장 실험에서는 15일간 저장한 후 2.2×107 cfu/mL로 초기 효
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모균수의 87%가 감소 하였으며 30일간 저장한 후에는

8.0×106 cfu/mL로서 초기 효모균수의 약 95.2%가 감소되었

다(Fig. 1).

이 결과는 전통 막걸리의 경우 20oC에서 30일간 저장하

였을 때 효모의 약 89%가 감소되었다는 결과[7]보다 효모

가 더 많이 감소된 것이다.

총 세균과 젖산균의 변화

발효를 마친 시점에서 효모의 성장을 억제하기 위해 50

µg/µL의 농도로 cycloheximide 를 첨가하여 제조한 PCA평

판배지에서 연속희석법으로 측정된 총 세균 수는 9.7×108

cfu/mL이었다(Fig. 2). 이를 4oC에서 저장하였을 때 저장 15

일 시점에서 3.5×108 cfu/mL로 총 세균 수가 약 64% 감소

하였다. 하지만 저장 30일 시점에서는 3.6×108 cfu/mL로서

2주 동안 총 세균수의 변화는 크게 없었다. 그렇지만 시료를

20oC에서 저장하였을 경우에는 초기 세균 수가 9.7×108 cfu/

mL에서 저장 15일 시점에서 4.8×107 cfu/mL로 총 세균 수

의 약 95%가 감소하였다. 그 이후 저장 30일 시점에서는

4.4×107 cfu/mL로서 저장 15일 시점부터 2주 동안 총 세균

수는 크게 변화하지 않았다(Fig. 2). 20oC에서 저장하였을 때

저장 기간이 진행됨에 따라 4oC보다 효모와 총 세균 수의

더 많이 감소 한 것은 아마도 20oC에서 노화세포 증가와 자

가 소화가 4oC보다 더 많이 일어났기 때문인 것으로 사료된

다[5].

구기자-맥문동 막걸리중의 젖산균 변화는 cycloheximide

(50 µg/gL)를 첨가하여 조제한 MRS 평판배지에서 연속희

석법을 사용하여 조사하였다. 그 결과 Fig. 3과 같이 4oC와

20oC에서 30일 동안 저장할 때 젖산균 수의 변화 양상은

Fig. 2의 총 세균 수의 변화와 유사한 경향을 보였다.

구기자-맥문동 막걸리의 주요 미생물 동정

구기자-맥문동 막걸리 발효 과정 동안 그리고 발효 종료

후 30일 동안 저장하면서 미생물 변화를 DGGE로 분석하여

동정하였다. 발효 과정 중 그리고 4oC와 20oC에서 저장하는

동안 막걸리의 생균수 측정에 사용한 것과 동일한 시료로부

터 DNA를 추출한 후 rRNA 유전자를 증폭시키기 위해

PCR반응을 수행하였다. 16S rRNA 유전자의 PCR 증폭 산

물들을 40-80%의 변성제가 들어 있는 폴리아크릴아마이드

젤을 이용하여 분석하였다. 그 결과 4oC(Fig. 4A)와 20oC

(Fig. 4B)에서 저장하는 동안 존재하는 세균들의 16S rRNA

DNA 밴드들의 양상이 유사하였다. DGGE에서 나타난 세균

의 DNA밴드들을 분석한 결과는 Table 1에 정리되어 있다.

시중에 유통되고 있는 상업용 막걸리의 PCR-DGGE분석 결

과와 비교하여 보았을 때(data not shown), 구기자-맥문동 막

걸리 발효 과정 중 존재하는 세균 균총으로부터 유래된 16S

rDNA 밴드들의 양상은 시판용 막걸리들에 비해 비교적 단

Fig. 1. Change of yeast viable cell counts of Gugija-Liriope

tuber Makgeolli during storage at 4oC (closed circle) and 20oC

(open circle), respectively.

Fig. 2. Change of total bacteria viable cell counts of Gugija-Lir-

iope tuber Makgeolli during storage at 4oC (closed circle) and

20oC (open circle), respectively.

Fig. 3. Change of lactic acid bacteria viable cell counts of

Gugija-Liriope tuber Makgeolli during storage at 4oC (closed

circle) and 20oC (open circle), respectively.
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순하게 나타났다. 구기자-맥문동 막걸리 시료에서는 Weissella

cibaria, Lactobacillus fermentum 그리고 Pediococcus aci-

dilactici가 주요 박테리아로 동정되었는데, 이들은 모두 숙

주세포에 유용한 역할을 하는 프로바이오틱으로 알려져 있

다[2, 6, 10]. 흥미 있는 것은 발효가 개시되는 시점(-7 days)

에서 W. cibaria가 우점균이었지만 발효가 종료된 시점(0

days)에서는 pH 등의 변화에 의해 L. fermentum과 P.

acidilactici로 대체된다는 점이다. 즉 W. cibaria의 DNA 밴

드가 발효 초기에 가장 진하게 나타나다가 발효 종료 시점

에서 급격히 감소하였고(Fig. 4, 밴드 a), 발효 개시일(-7

days)에 명확히 보이지 않던 L. fermentum(Fig. 4, 밴드 b)과

P. acidilactici(Fig. 4, 밴드 c)가 발효 2일째(-5 days)부터 뚜

렷이 보이기 시작하였다. 특히 20oC(Fig. 4B)에서 30일 동

안 저장하면 P. acidilactici에 해당하는 DNA 밴드가 L.

fermentum 에 비해 상대적으로 더 진해지는 것으로 보아 P.

acidilactici가 최종적인 우점균이 된다고 판단된다. 한편 P.

acidilactici는 젖산 생산 및 pediocin이라고 알려진 박테리오

신을 만들어서 유해균의 생장을 억제하는 효과를 갖고 있다

는 보고가 있다[2]. 시간에 따른 총 세균수 및 젖산균의 변

화 양상(Fig. 2, 3) 그리고 DGGE로 분석한 세균 종의 동정

결과(Fig. 4)를 비교해 보면, 막걸리 발효 기간 및 저장 기간

중 이상발효젖산균인 W. cibaria와 L. fermentum 그리고 내

산성균이면서 정상발효젖산균인 P. acidilactici들 이외에는

다른 세균들이 확인되지 않았으므로 구기자-맥문동 막걸리

의 균총은 젖산균으로만 구성되어 있다고 결론 내릴 수 있

다. 유사한 방법으로 발효 기간 중 그리고 저장 기간 중의

막걸리로부터 일정 간격으로 시료를 취해 DNA를 추출한 후

18S rRNA 유전자 증폭을 위해 PCR반응을 수행하였다.

PCR 증폭 산물들을 30-70%의 변성제가 들어있는 폴리아크릴

아마이드 젤을 이용하여 효모의 DNA 밴드들을 분석한 결과,

주 알코올 발효균인 S. cerevisiae와 미동정의 Saccharomyces

속 균등이 동정되었고 이는 Table 1에 정리 하였다. DGGE

에서 나타난 DNA 밴드들은 4oC(Fig. 5A)와 20oC(Fig. 5B)

Fig. 4 PCR-DGGE analysis of 16S rRNA gene amplification from Gugija-Liriope Makgeolli stored at 4oC (A) and 20oC (B) for var-

ious days. The identities of the excised 16S rDNA fragments (a-c bands) are described in Table 1.

Table 1. Identification of microorganisms of Gugija-Liriope

tuber Makgeolli.

Bands Putative species
Related Genbank

sequence

Identity

(%)

a

b

c

d

e

Weissella cibaria 

Lactobacillus fermentum

Pediococcus acidilactici

Saccharomyces cerevisiae

Saccharomyces sp.

AB572037.1

JF812168.1

HQ603181.1

AB594476.1

GQ166761.1

198/198(100%)

198/198(100%)

197/197(100%)

400/400(100%)

381/381(100%)

Fig. 5 PCR-DGGE analysis of 18S rRNA gene amplification from Gugija-Liriope Makgeolli stored at 4oC (A) and 20oC (B) for var-

ious days. The identities of the excised 18S rDNA fragments (d and e bands) are described in Table 1.
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에서 저장 기간 중 유사한 미생물 변화 양상을 보였다. 하지

만 20oC에서 저장하였을 때 15일 이후부터 Saccharomyces

sp.(Fig. 5B, 밴드 e)가 S. cerevisiae에 비하여 더 많이 사멸

되는 양상을 보여 주었다. 시간에 따른 효모 생균수 변화

(Fig. 1)와 저장 시간에 따른 DGGE에서의 효모종 변화 결과

(Fig. 5)를 비교해 보면, 20oC에 저장하는 동안 15일 이후 일

어난 효모의 급격한 감소는 S. cerevisiae보다는 Saccharomyces

sp.의 감소에 기인한 것 같다.

발효가 종료된 구기자-맥문동 막걸리의 에탄올 함량은

8.3% 그리고 pH는 3.30으로 보고된 바 있는데[1], 이는 통

상적인 발효 원액의 에탄올 함량인 13-15%와 pH 3.8-4.0에

비해 낮은 수준이다. 이는 부재료인 구기자와 맥문동 첨가

에 의해 알코올 발효 및 세균의 균총 분포가 영향을 받은 결

과 때문인 것으로 사료된다.

본 실험 목적 중 하나인 발효주의 저장 기간은 YPD 배지

를 이용하여 효모의 생균수를 측정한 결과를 기준으로 하여

4oC에서는 15일까지 그리고 20oC에서는 저장하지 않는 것

이 바람직하다고 판단되었다. 이는 본 연구에서 제조한 구

기자-맥문동 막걸리를 4oC에서 저장하였을 때, 초기에

1.7×108 cfu/mL에서 15일에 1.5×108 cfu/mL로 큰 변화가

없다가 그 이후 21일째에는 7×107 cfu/mL로 효모의 수가 급

격히 감소하였고, 20oC에서는 초기에 1.7×108 cfu/mL에서 3

일 만에 이미 9×107 cfu/mL로 크게 감소하였기 때문이다.

하지만 20oC에서 3일, 6일, 9일 동안 저장한 막걸리 시료에

대해 관능검사를 시행하였을 때, 9일간 저장한 막걸리의 기

호도는 3일 동안 저장한 막걸리의 그 것과 큰 차이를 보이

지 않았다(data not shown). 20oC에서 9일간 저장한 막걸리

시료의 미생물 수는 크게 감소하더라도, 이때까지 생산된 유

기산 등이 막걸리 풍미에 큰 영향을 미치지 않도록 한 것으

로 사료된다.

요 약

구기자-맥문동 막걸리의 미생물 분포와 최적 저장 기간을

확립하기 위하여 먼저 구기자-맥문동 막걸리를 제조한 후

4oC와 20oC에 저장하면서 효모, 총 세균 그리고 젖산균의

생균 수 변화를 조사하였다. 발효가 완료되어 4oC에서 15일

간 저장하는 동안 효모 수는 큰 변화가 없었다. 하지만 30

일간 저장한 후에는 약 62%가 감소되었다. 20oC에서 수행

한 저장 실험에서는 15일간 저장한 후 초기 효모균수의 87%

가 감소하였으며 30일간 저장한 후에는 약 95.2%가 감소되

었다. 구기자-맥문동 막걸리의 DGGE 분석에 의해 S.

cerevisiae와 미동정의 Saccharomyces sp.가 동정되었는데

20oC에서 저장하였을 때Saccharomyces sp.가 더 빨리 사멸

하였다. 저장 기간 중 총 세균 수와 젖산균의 변화 양상은

유사하였다. 4oC에서 저장 하였을 때 저장 15일 시점에서

총 세균 수는 약 64%가 감소하였으나 그 이후 저장 30일

까지 총 세균수의 변화는 크게 없었다. 20oC에서 저장하였

을 경우에는 초기 세균 수가 저장 15일 시점에서 총 세균

수의 약 95%가 감소하였으며 그 이후 저장 30일 시점까지

총 세균수는 크게 변화하지 않았다. DGGE분석을 통해 발

효 개시 시점에서는 W. cibaria가 우점균이었다가 점차 L.

fermentum과 P. acidilactici가 증가하여 저장 기간 동안 이

들이 우점균으로 존재 함을 확인하였다.
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