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Abstract

The composition of the bacterial populations in Gorosoe(Acer mono Max.) sap was characterized during storage with 
different heat treatments(63℃ for 30 min and 73℃ for 15 sec). The saps were aseptically collected at 0, 15 and 30 days 
of storage and analyzed by dilution plating and 16S rDNA PCR-DGGE analysis. There were significant differences in the 
total number of colony forming units(CFUs) of bacteria between heated and nonheated saps. Bacteria of nonheated sap were 
present at a level of 3.4×107 CFU/㎖－1, whereas living bacteria were not detected in the heated sap. According to the 16S 
rDNA sequence and DGGE analysis, Pseudomonas sp. was the most abundant bacterial strain in the samlpes, and the 
bacterial community structures become more simplified with time and were composed of the Chryseobacterium sp. with 
time. These results allowed us to characterize the dominant bacteria involved in Gorosoe sap and to better understand their 
dynamics throughout storage.
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서  론  

현대 사회의 웰빙화에 발맞춰 수액을 이용한 건강음료의 

음용이 확산되고 있다. 주로 이용되는 수종으로는 단풍나무

과의 고로쇠나무, 당단풍 그리고 자작나무과의 자작나무, 거
제수나무, 박달나무, 물박달나무, 시스래나무 등이 있다(Kwon 
SD 2003). 이들 수종 중 고로쇠나무 수액이 전체 수액 중 97%
로 가장 많이 음용되는 것으로 연구된 바 있다. 단풍나무과에 

속하는 고로쇠나무(Acer mono Max.)는 해발 100～1,800 m에 

분포하며, 300～500 m에서 중심으로 분포한다(Korea Forest Ser-
vice 2002). 우리나라뿐만 아니라, 일본, 중국, 만주까지 분포

하고 있으며, 목재의 재질은 치밀하고 무거우며 단단하고 질

긴 성분을 가지고 있기 때문에 가구와 악기, 건축자재 등으로

도 이용되기도 한다(Moon 등 2004). 

수액은 건강음료로써 마시는 풍습은 우리나라뿐만 아니라 

소련, 중국 및 일본 등지에서도 오랜 음용의 역사가 있다

(Sung 등 2001). 고로쇠 수액에는 각종 미네랄, 마그네슘, 칼
슘, 비타민 등이 풍부하게 함유되어 있어 이뇨, 변비, 위장병, 
통풍, 신경통 및 산후통 등에 효과가 있다는 것이 민간요법으

로 구전되고 있다(Kim 등 2006). 특히 4대 미네랄이라 일컫는 

칼슘(Ca), 칼륨(K), 마그네슘(Mg), 나트륨(Na)이 전체 무기성

분의 94%를 차지하고 있으며, 자당 성분이 약 16.4 g/ℓ 포함

되어 있어 약간 단맛이 난다. 
고로쇠나무의 연구는 주로 성분분석에 의한 단맛의 차이

와 채취량 그리고 음용되는 수종 등의 연구가 진행되었으나

(Korea Forest Service 2002; Kwon SD 2003; Moon HS 등 2004; 
Park 등 1989), 이들의 연구내용은 단순한 수액 성분 분석과 

수액 채취량이나 채취방법 등에 국한되어 있다. 고로쇠 수액
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의 살균방법이나 보관방법의 연구는 아직 보고된 바 없어 단

지 저온에서 되도록 빨리 먹는 것을 권유하고 있는 실정이다. 
다른 나라에서도 역시 수액을 음용하고 있는데, 일본에서는 자

작나무(Betula platyphylla var. japomoca)에 관한 연구(Kim CM 
등 1991), 미국과 캐나다에서는 사탕단풍나무(Acer saccharum)
에 관한 연구(Korea Forest Service 2002; Terazawa K & Kiku-
zawa K 1994) 등이 보고되고 있지만, 대부분의 연구는 수액 

성분에 관한 연구에 국한되어 있는 실정이다.
본 연구에서는 고로쇠 수액의 살균 처리와 보관 방법에 따

른 총 세균 수의 변화를 조사하였고, 세균 군집의 변화를 알

아보고자 16S rDNA sequencing과 Denaturing Gradient Gel Electro-
phoresis(DGGE) 분석을 실시하였다. 

재료 및 방법

1. 시료 채취 및 열처리

수액 시료는 2008년 3월 20일 강원도 인제의 고로쇠나무로

부터 채취하였다. 본 연구의 취지에 맞게 일반적으로 수액을 

받는 방법으로 채취하였으며, 관 입구를 화염 멸균하여 채취

하였다. 채취된 시료는 waterbath에서 예열된 멸균 tube(Falcon, 
50 ㎖)에 옮긴 후 각각 63℃에서 30분, 73℃에서 15초 동안 

열처리하였으며, 각각을 4℃, 0℃, －2℃, －20℃에서 30일 동

안 보관하면서 실험에 이용하였다. 

2. 총 세균 수와 대장균군 수 조사

고로쇠 수액에 존재하는 총 세균 수는 Plate Counting Agar 
(PCA, Difco)를 이용하여 표준평판계수법(Standard plate count)
으로 28℃에서 48 hr 배양 후 조사하였다. 또한, 대장균과 대

장균군 수는 E. coli/Coliform Count Plate(3M Petrifilm)를 사용

하여 36℃에서 48 hr 배양 후 조사하였다.  

3. 분리배양 및 염기서열 분석

식품의 가장 일반적인 보관온도인 4℃에 보관중인 열처리

하지 않은 시료를 이용하여 저장 중 세균군집의 변화를 관찰

하였다. 저장 기간별 시료를 PCA 배지에 dilution plating법을 

이용하여 도말한 후 28℃에서 48 hr 배양하였다. 배양 후 나

타나는 colony 수가 20～30개 정도의 plate를 선택하여 모든 

colony를 순수 분리하여 염기서열 분석에 이용하였다. 순수 

분리한 세균은 InstaGene Matrix(BIO-RAD)를 이용하여 DNA
를 추출하였고, 16S rDNA PCR은 27F와 1492R primer를 이용

하여 Blackall(Kauffeld J 1990)이 보고한 방법에 따라 실시하

였다. 증폭된 유전자는 PCR Purification Kit(QIAGEN)을 사용

하여 정제 후 염기서열 분석에 이용하였다. 염기서열 분석은 

ALF-Express automatic sequencer(Pharmacia biotech, Lyon, France)

를 이용하였으며, 염기서열 비교분석은 NCBI BLAST search 
프로그램을 이용하여 동정하였다. 

4. DGGE 분석

DGGE 분석 시 보다 높은 농도의 증폭물을 얻기 위해 16S 
rDNA PCR product를 주형으로 nested PCR을 진행하였다. 
Muyzer(1993) 등이 보고한 방법에 따라 PCR을 실시하였으며, 
341F-GC(5'-CGCCCGCCGCGCGCGGCGGGCGGGGCGGG GG 
CACGGGGGGCCTACGGGAGGCAGCAG-3')와 518R(5'-ATTA 
CCGCGGCKGCTG-3') primer를 이용하여 증폭하였다. PCR 용
액의 조성은 최종농도 10 mM Tris․Cl(pH 8.5), 40 mM KCl, 1.5 
mM MgCl2, 200 nM dNTPs이었으며, 각 10 pmole의 forward와 
reverse primer와 30 ng의 주형 DNA를 첨가하고 Taq DNA 
polymerase(Takara) 2 unit을 사용하여 총 반응용량을 50 ㎕로 

맞추었다. PCR 조건은 touchdown PCR을 이용했으며, 반응조

건은 94℃에서 5분간 초기 DNA 변성 후, 94℃ 30초, 65℃부

터 56℃까지 2 cycle마다 1℃씩 온도를 내려가며 30초, 72℃ 

30초 후, 94℃ 30초, 55℃ 30초, 72℃ 30초씩 10회 반복하고, 
마지막으로 72℃에서 7분간 처리한 후 4℃에서 보관하였다. 
DGGE gel은 40～60%의 농도 구배가 있는 gel을 사용하였으

며, 60℃에서 50 V로 800분간 전기영동한 후 ethidium bromide 
용액(10 ㎎ ㎖－1)에서 염색하고 UV를 이용해 밴드를 확인하

였다.
Cloning을 통해 선별된 각각의 clone들을 다시 341F-GC, 518R 

primer를 사용하여 증폭한 뒤, 증폭산물을 다시 위와 같은 방

법으로 DGGE하여 마커를 기준으로 밴드의 위치를 비교하여 

각각의 밴드들을 동정하였다.

결과 및 고찰

1. 총 세균 수 및 대장균군 수

열처리 시료와 무처리 시료의 저장 온도에 따른 기간별 총 

세균 수는 Table 1과 같았으며, E. coli/Coliform Count Plate(3M 
Petrifilm)를 이용한 실험에서 대장균과 대장균군은 나타나지 

않았다(자료 미제시). 0일차에서 63℃와 73℃로 열처리한 시

료에서는 세균이 검출되지 않았다. 열처리 시료와 대조적으

로 무처리 시료에서는 3.4×107 CFU ㎖－1로 세균이 검출되었

다. 국내 먹는 물 수질기준이 일반세균 수 1.0×102 CFU ㎖－1 
이하인 것과 비교해볼 때 매우 많은 수의 일반세균이 검출되

었다. 일반가정에서의 보관온도인 4℃ 저장의 경우 열처리 

시료에서도 시간이 지남에 따라 세균 수는 무처리보다는 적

지만 2.3×107～4.3×107 CFU ㎖－1로 나타났다. 이러한 일반세

균의 기간별 증식 속도를 살펴보았을 때 수액은 받자마자 바

로 섭취하는 것이 가장 좋을 것으로 판단되었다. 
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Table 1. Analysis of bacteria cell counts during storage of Gorosoe(Acer mono Max.) sap at different temperatures

Date Storage(℃) Non-Tret.(CFU/㎖－1) 63℃-Tret.(CFU/㎖－1) 73℃-Tret.(CFU/㎖－1)
0 day - 3.4×107 0.0 0.0 

15 day

4 7.4×107 3.8×107 2.3×107 
0 5.2×107 3.4×107 1.2×107 
－2 3.2×107 0.4×107 0.0 
－20 2.3×107 0.0 0.0 

30 day

4 1.0×108 4.3×107 3.4×107 
0 6.9×107 3.9×107 2.8×107 
－2 3.4×107 0.5×107 0.1×107 
－20 2.6×107 0.0 0.0 

무처리군의 0℃ 보관 시료에서 세균 수는 0일차에서 3.4×107 
CFU ㎖－1이었는데 15일차에서는 5.2×107 CFU ㎖－1으로, 30
일차에서는 6.9×107 CFU ㎖－1으로 증가하는 것으로 보아, 수
액을 0℃에 보관해도 세균의 증식이 있음을 확인할 수 있었

다. 또한, 냉동보관(－20℃)의 경우 보관 30일 후에도 세균의 

증식이 관찰되지 않아 고로쇠 수액의 영양요소 등에 변화가 

없다면 수액의 저장은 냉동보관이 좋을 것으로 판단되었다. 
열처리 시료의 저장 온도별 세균 수 검정결과 73℃ 15초 처

리 방법이 63℃ 30분 처리 방법보다 효과적인 것으로 관찰되

었다. 

2. 16S rDNA Sequencing을 이용한 세균군집 조사

무처리 시료를 일반 저장온도인 4℃에 보관하면서 세균군

집의 변화를 16S rDNA sequencing을 통하여 분석한 결과(Fig. 
1), 0일차에서는 Pseudomonas sp. 외 6개종의 세균이 분포하

고 있었으며, 그 중 Pseudomonas sp.가 61.9%로 가장 많이 관

찰되었고, Stenotrophomonas sp.와 Bacterium TLCL3이 각각 

9.5%, 그밖에 Chryseobacterium sp.와 Janthinobacterium sp. 등
이 관찰되었다. Lagace 등(2004)도 설탕단풍나무의 수액에서

도 Pseudomonas종이 높은 밀도로 존재한다고 보고하여, 일반 

수액에는 그람음성균인 Pseudomonas가 일반적으로 분포하

고 있다고 판단되었다. 그러나, 저장기간에 따라 세균 종의 

변화가 관찰되었는데, 보관 15일차에는 Chryseobacterium sp.
가 78.9%, Rahnella sp.와 Stenotrophomonas sp.가 각각 10.5%
로 종의 수가 줄어들었으며, 우점종이 Pseudomonas sp.에서 

Chryseobacterium sp.로 변화하였다. 30일차에도 Chryseobacterium 
sp.(77.3%)이 우점하였으며, 15일차에서 검출되지 않았던 Pseudomonas 
sp.(13.6%)와 Bacterium TLCL3(4.5%)이 나타났다. 

3. DGGE를 이용한 세균군집 변화

16S rDNA sequencing을 이용한 위의 방법은 배양 가능한 

세균군집 중에서의 다양성만을 알 수 있다는 단점이 있기 때

Fig. 1. Change in the Gorosoe sap bacterial composition
(%) during storage at 4℃. ① Rahnella sp. ② Arctic soil 
bacterium ③ Antarctic bacterium ④ Janthinobacterium sp. 
⑤ Chryseobacterium sp. ⑥ Bacterium sp. TLCL3 ⑦ Stenotro-
phomonas sp. ⑧ Pseudomonas sp.

문에 우리는 DGGE 분석을 추가로 시행하였다. DGGE를 이

용한 보관 기간에 따른 종 다양성의 분석 결과(Fig. 2), 0일 차

에서는 Pseudomonas sp.와 Uncultured bacteria, Janthinobacterium 
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Fig. 2 DGGE gels of PCR amplified 16 rDNA fragments
showing fingerprints for Gorosoe sap microflora during 
storage at 4℃. ① Rahnella sp. ④ Janthinobacterium sp. ⑤
Chryseobacterium sp. ⑥ Bacterium sp. TLCL3 ⑦ Stenotro-
phomonas sp. ⑧ Pseudomonas sp. ⑨ Uncultured bacterium.

sp. 등이 비슷한 비율로 분포하고 있는 것으로 나타났다. 16S 
rDNA sequencing 결과에서도 Pseudomonas sp.가 우점하여 관

찰되었던 결과와 일치한다. 15일이 지난 후에는 Pseudomonas 
sp.와 Uncultured bacteria가 점차 줄어들고, Chryseobacterium 
sp.와 Bacterium TLCL3, 그리고 Rahnella sp.가 증가하는 현상

이 나타났다. 또한 30일이 지난 후에는 Stenotrophomonas sp.
가 증가된 것으로 관찰되었다. DGGE 결과에서 나타난 band
들의 수는 종의 수를 의미하며, band의 진하기는 그 종의 분

포 정도를 의미한다(Ministry of Environment, Republic of Korea 
2002; Muylaert 등 2002).  

16S rDNA sequencing과 DGGE 결과를 종합해 보면 공통적

으로 0일차에서 우점하고 있던 Pseudomonas sp.가 시간이 지

남에 따라 점차 줄어들고, 새로운 Chryseobacterium sp.가 우

점 하는 현상이 관찰되었다. 수액에 Pseudomonas sp.가 우점

할 것이라는 것은 예상이 되었는데, 그람음성균인 이 세균은 

보통 담수나 해수 토양에 호기성으로 존재하며, Pseudomonas 
속에는 xenobiotic 물질을 분해하는 식물병원균이 속해 있기

도 하며, 식물 생장을 촉진하는 기능이 있는 균도 속해 있다

(Muyzer &. Smalla 1998). 시간이 지남에 따라 증가한 Chryseo-
bacterium은 호기성 그람 음성 간균으로 C. meningosepticum, C. 
indologenes, C. gleum 등이 속해 있으며, 주로 식물, 유제품, 
토양, 민물, 바닷물 등에 편재하며, 욕조, 체내 유치 도관 등에

서 동정되기도 한다(Lagace 등 2004).
이 연구는 지금까지의 수액을 대상으로 한 수액의 성분 분

석 연구와는 달리 수액의 열처리 방법과 보관온도 및 유통기

한의 설정을 위한 기초연구로써 수행되었으며, 수액의 저장

을 위한 기초 자료를 제시하였다.

결   론

고로쇠나무 수액의 세균 수 및 보관 기간에 따른 세균 군

집의 변화를 dilution plating법과 16S rDNA PCR-DGGE법을 

이용해 분석하였다. 열처리(63℃ 30분, 73℃ 15초) 수액과 무

처리 수액을 4℃, 0℃, －2℃, －20℃에서 30일간 보관하면서 

총 세균 수를 확인하였다. 수액을 채취한 직후 수액내의 세균 

수는 3.4×107 CFU ㎖－1이었으나, 열처리 수액에서는 관찰되

지 않았다. 4℃ 보관 무처리 수액을 이용한 16S rDNA 염기서

열 분석결과 Pseudomonas sp.가 우점하였으나, 보관 일수가 

증가할수록 종의 단순화와 새로운 우점종인 Chryseobacterium 
sp.이 나타났다. DGGE 분석에서도 보관 일수가 지남에 따라 

Chryseobacterium sp.가 우점하는 것으로 나타났다. 이 연구는 

고로쇠 수액의 저장 중 세균 군집 변화를 보여준다. 
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