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Abstract

This research was carried out in order to discover acid-forming bacteria during fermentation of Makgeolli, as Makgeolli 

loses its commercial value due to overproduced acidic materials. In Makgeolli kept at 25℃, a sudden increase of acidity 

as well as the disappearance of yeast cells occurred at day 6, whereas the total cell count and bacterial type remained 

unchanged; the result implies that a succession of bacterial types, including acid forming bacteria, occurred. Two acid- 

forming bacteria were isolated from acidified Makgeolli and were identified as Acetobacter pasteurianus and Lactobacillus 

casei. When fresh and heat-treated Makgeolli were inoculated with Acetobacter pasteurianus and/or Lactobacillus casei, the 

greatest amount of acid was formed in Makgeolli inoculated with Acetobacter pasteurianus and Lactobacillus casei and also 

in Makgeolli with Acetobacter pasteurianus alone. This result indicates that Acetobacter pasteurianus is the main acidifier; 

furthermore, it shows the synergy effect in acid formation with Lactobacillus casei.

Key words: Makgeolli, acid-forming bacteria, acetobacter pasteurianus, Lactobacillus casei

†
Corresponding author: Hyo-Sang Jin, Dept. of Alternative Medicine and Alternative Medicine, Jeonju University, Jeonju 

560-759, Korea. Tel: +82-63-220-2326, Fax: +82-63-220-2054, E-mail: jin@jj.ac.kr 

서 론   

한국 고유의 전통주인 막걸리 소비량은 1970년대 중반부

터 감소하기 시작하여 1980년대 이후 주류의 소비패턴 변화

로 인해 감소가 지속되었다. 그런데 2000년대 초반부터 술에 

대한 다양한 기호도와 고급화가 일어나고, 전통문화로의 회

귀현상이 고조되면서 소비량이 증가되고 있다(Chang JH 1989). 

농림수산식품부는 막걸리 시장이 2010년 5,200억 원 규모에

서 2012년엔 무려 1조 원 규모의 거대시장이 될 것으로 전망

하고 있다(Jung 등 2011). 이와 함께 막걸리 애음가들이 늘어

나게 되고, 이들은 살균 막걸리보다 비 살균 막걸리를 선호하

면서 주질의 개선, 저장성의 향상, 포장용기 개선 등 기술이 

요구되고 있다(Jwa 등 2000). 막걸리의 저장성을 향상시키는 

기술 개발은 막걸리 산패의 원인과 기전을 이해해야 하지만, 

아직 이에 대한 연구는 거의 없다. 막걸리의 산패는 저장 중 

증가하는 유기산 때문이며, 유기산은 맛을 내는 성분으로서 

막걸리 고유의 신선함을 부여하나, 과잉 생성되면 상품가치

를 상실하게 된다(Jung BK 2007; Lee HO 2008). 특히, 유기산 

중 초산은 이러한 산패의 주원인이며, Acetobacter에 의한 것

이다. Acetobacter는 당과 알코올을 산화시키며(Cha 등 1994), 

맥주, 과일주, 포도주, 청주 등의 주류를 산패시키고, 효모에 

의한 주 발효 직후 젖산균에 이어 나타난다(J Ames 2000). 

Seo 등(2005)은 막걸리 발효 중 젖산균에 의해 pH가 저하

되고 산도가 증가한다고 보고하였고, Min 등(2011)은 비살균 

막걸리 저장 중 시간이 지남에 따라 효모와 젖산균수 감소에 

대해, So 등(1999)은 막걸리 양조 중 미생물과 중요성분 변화

에서 젖산균수 감소에 대하여, Lee & Lee(1970)는 막걸리 술

덧 중의 미생물 분류에 대하여, Kim 등(2011)은 시중 유통 막
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걸리의 유기산 조성과 생리활성에 관해 보고한 바 있다. 이러

한 연구들은 막걸리 발효 중 젖산균과 막걸리 산도의 관계를 

지적하였지만, 아직 막걸리의 산패 원인균으로서 초산균을 

분리한 연구는 없다. 초산균은 오직 식초 발효에서만 연구된 

바 있고, Acetobacter aceti 접종 균수가 막걸리 식초 발효에 

미치는 효과(Kim MY 2011)에 대해 보고되었을 뿐이다. 

본 연구는 막걸리의 장기 저장 중 산도 변화로 고유의 맛

을 저해하는 원인균을 찾아 이를 개선시켜 저장성을 높이고

자 했다. 그동안 산도 변화에 관한 선행연구는 주로 젖산균에 

대한 것(So 등 1999; Seo 등 2005)이 주를 이루었으나, 산패의 

주 원인균으로 단정하기에 미흡한 부분이 많다. 

이에 따라 본 연구는 막걸리의 장기 보존 중 산패 원인은 

초산균에 의한 영향이 클 것으로 추측하고, 그 원인균을 찾아 

분리, 동정한 후 산도 변화를 조사하였다. 동정한 산패 원인

균이 밝혀지면 그 억제 수단을 찾을 수 있게 되고 이것이 막

걸리의 산패를 방지하여 막걸리 유통기간이 연장되고, 소비

자들의 소비패턴에 맞는 양질의 맛 유지와 품질의 균일화에 

기여할 것이라고 생각한다.

재료 및 방법

1. 실험재료

막걸리는 전주 생 밀 막걸리(비 살균막걸리)로 전주시 교

동 한옥마을 도매상에서 공장 출하 시 바로 구입하여 사용하

였다. 

2. 막걸리의 산도 측정

산도는 막걸리 10 ㎖에 1% 페놀프탈레인 용액 2방울 넣고 

잘 흔든 뒤 분홍색으로 변색될 때까지 소비된 0.1 N NaOH 

소비량을 바탕으로 식 (1)에 의하여 구하였다(Kim 등 2007).

산도

(% 초산)
=

0.006 × NaOH 소비량× NaOH 역가
 × 100

시료의 부피

식 (1) 

3. 막걸리의 균총 분석과 저장

막걸리는 고온(25∼28℃)에서 단기간 발효했을 경우를 말

하며(Technical service institute of National Tax Service 1997), 

발효가 진행되면서 생성된 총산은 막걸리의 맛, 냄새와 직접 

관련되며, 저장성에 영향을 준다(Hong HG 1984). 막걸리 산

패 원인균을 찾기 위해 25℃에서 8일간 저장하면서 발효 기

간 중의 균총 변화를 24시간마다 관찰하였으며, 균총 분석은 

평판 도말법에 의하였다. 연속 희석법으로 희석된 막걸리 25 ㎕

를 20 ㎖ YPD(Yeast extract 2.5 g, Peptone 5 g, Dextrose 5 g, 

agar 5 g; Difco, Spark, MD, USA)와 20 ㎖ MRS(Lactobacilli 

MRS broth 9.75 g, agar 5 g; Difco, Spark, MD, USA) 평판 배

양 배지에 도말하고, 30℃ incubator(Han Baek Scientific Co., 

Bucheon, Korea)에서 2일간 배양한 뒤 생성되는 colony의 형

태, 색, 크기로 분류하였고, 현미경 관찰에 의해 균의 종류를 

구별했다. 실험 결과, 탁주의 균총 분석에서 가장 큰 균종 다

양성을 보인 YPD 평판 배양 배지를 사용하였다. 종류별로 분

류된 균은 각각 순수 분리한 후, 동결배지(10% glycerin) 0.3 

㎖에 현탁하고 glass bead tube에 넣어 －60℃에서 동결 보관

하면서 사용하였다(Kirsop & Snell 1984).

4. 산 생성 원인균의 분리

순수 분리한 각각의 균은 CaCO3를 1 g 첨가한 YPD와 

MRS 평판 배양 배지에 도말하고, 30℃에서 3일간 배양하면

서 투명대의 생성 여부를 관찰하였다. 분리균의 산 생성력은 

투명대의 크기를 비교 확인하였다.

5. 분리된 산 생성 균 첨가가 막걸리에 미치는 영향

산 생성 균을 5 ㎖ MRS broth 배지에 접종하여 30℃에서 

2일간 배양하였고, 막걸리 50 ㎖에 배양액 1 ㎖(2%)씩을 주입

하고, 30℃에서 6일간 저장하면서 산도를 관찰하였다. 

6. 막걸리 산 생성 원인균의 동정

균주의 동정은 16S rRNA 염기서열을 Database 균주들의 

것과 비교하여 결정하였다. 세균의 DNA는 Wizard genomic DNA 

purification kit(Promega. Co., Madison, WI, USA)를 이용하여 

분리하고, 16S rRNA gene은 PCR(ploymerase chain reaction)

에 의해 9F(5’-GAGTTTGATCCTGGCTCAG-3’)와 1492R(5’- 

GGTTACCTTGTTACGACTT-3’)을 사용하여 증폭하였다. PCR 

반응조건은 ① 94℃ 5 min; ② 94℃ 30 sec; ③ 55℃ 30 sec; 

④ 72℃ 1 min 30 sec; ⑤ 72℃ 5 min로 하였으며, ②∼④의 

조건을 35 cycle 반복하였다. PCR 반응이 끝난 시료는 WizardⓇ 

SV Gel and PCR Clean-up System(Promega. Co., Madison, WI, 

USA)을 이용하여 정제한 후 염기서열을 Bioneer사(Daejeon, 

Korea)에 의뢰하여 결정하였다. 균주는 염기서열을 BLAST와 

MSU Ribosomal Database Project를 사용하여 분석한 결과를 

바탕으로 동정하였다.

결과 및 고찰

1. 저장 중 막걸리의 산도 변화

막걸리를 25℃에서 저장하면서 산도 변화를 측정한 결과

는 Fig. 1과 같다. 저장 1일째 산도가 0.52%에서 3일째 0.56%

로 소량 증가하다가, 6일째부터 급격히 증가하여 8일째 1.13%
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로 최고점에 도달했다. 적정산도는 발효생성물의 정도를 나

타내는 지표로서, 발효저장식품의 신선도 판정에 중요한 척

도로 사용되고 있다(Lee 등 1995). 총 산 함량이 많으면 이상

발효에 의해 막걸리가 산패된 것으로 여겨진다(Park & Lee 

2002). 따라서 본 실험에서 막걸리는 25℃에서 6일째 급격한 

산도 증가로 산패됨을 알 수 있었다.

2. 저장 중 막걸리의 미생물 분석

효모의 수는 저장 2일째부터 감소하기 시작하여 6일째 완

전 사멸하였다. 효모를 제외한 균종수(Variety, No. of species)

는 효모수가 감소하면서 증가하였지만 6일 이후에는 변화가 

없었다. 총 균수는 8.39(log CFU/g)에서 3∼4일째 9.69로 증가

하였으나, 6일째 다시 감소하였다. 8일째 8.66으로 변화가 크

지 않았다. 

이 그래프는 막걸리의 산패, 총 균수의 변화, 효모수의 변

화, 균종수의 변화가 서로 연관성이 있음을 보여준다. 즉 막

걸리의 산도는 효모가 사멸하는 6일째 급격히 증가하는 것으

로 보아 막걸리의 산패는 효모의 사멸과 연관이 있으며, 이는 

Min 등(2011)이 보고한 ‘저장 중 효모균수의 감소’와 비슷한 

결과를 나타냈다. 효모가 사멸했지만 균종수와 총 균수는 변

화가 없는 것을 볼 때 효모의 사멸을 시점으로 산 생성 균이 

많이 생성되었음을 암시한다(Fig. 1).

3. 산 생성균의 분리와 막걸리에서 효과

25℃에서 8일간 관찰한 산패 막걸리에서 13균주를 분리하

고, CaCO3를 첨가한 YPD와 MRS 평판 배양 배지에서 산 생

성 활성을 비교 관찰하였다. JM8YS2가 배양 3일째 가장 큰 

Fig. 1. Changes in total cell counts, bacterial variety and 

acidity of Makgeolli during storage at 25℃.

Table 1. Acid producing activities of the microorganisms 

isolated from the acidifed Makgeolli

Bacterial 

strains

Size of clear zone(㎜)

MRS(CaCO3) YPD(CaCO3)

1 day 2 day 3 day 1 day 2 day 3 day

JM1YS2 － － － － － －

JM3YS1 ± ± + ± ± ±

JM3YS2 － － － － ± ±

JM3YS3 ± + ++ － ± ±

JM3YS4 － － ± ± ± ±

JM4YS1 ± ++ ± + ++

JM4YS2 ± + +++ ± ± ±

JM4YS3 － － ± － ± ±

JM4YS4 － － + ± － －

JM6YS4 － － +++ ± ± －

JM8YS1 － ± + ± + ++

JM8YS2 － － ++ + ++ +++

JM8YS4 ± + ++ ± ± ±

－: None, ±: very weak(<9 ㎜), +: weak(9∼12 ㎜), ++: moderate 

(12∼15mm), +++: strong(> 15 ㎜)

투명대를 형성했고, 그 외 투명대가 큰 JM4YS1과 투명대가 

약한 JM3YS2와 JM4YS3를 분리하였다(Table 1).

산 생성이 강한 JM8YS2, JM4YS1와 산 생성이 약한 JM3YS2, 

JM4YS3를 시판 막걸리에 각각 따로 접종하고, 30℃에서 6일

간 저장하면서 산도를 관찰하였다. 산도는 JM8YS2가 저장 5

Fig. 2. Acidity of Makgeolli treated with the isolated 

microorganisms during storage at 30℃. Makgeolli 50 ㎖

was inoculated with 1 ㎖ (2%) MRS culture.
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일차까지 0.27%에서 5.17%로 증가 폭이 가장 컸다. 대조구, 

JM3YS2, JM4YS1와 JM4YS3는 0.27%에서 3.00%까지 증가하

면서 비슷한 양상을 보였다(Fig. 2). 

JM8YS2가 다른 균에 비해 산도가 월등히 높게 나타나 막

걸리 산패의 주 원인균 중의 하나가 JM8YS2임을 확인할 수 

있었다.

4. 막걸리 산 생성 원인균의 동정

막걸리 산패의 주된 원인균인 JM8YS2는 동정하기 위해 

순수 분리하는 중 두 균의 혼합체로 밝혀졌다. 이 두 균은 

Acetobacter pasteurianus와 Lactobacillus casei로 각각 동정되

었다. Sung CK(1998)은 소곡주에 존재하는 젖산균 Lactobacillus 

A, B 가 시어짐의 원인균임을 보고한 바 있으나, 젖산균과 초

산균에 의한 산패는 아직 보고된 바 없다. 

5. A. pasteurianus와 L. casei의 생 막걸리에서의 산패

효과

두 균의 시판 막걸리에서 산패 효과를 관찰하기 위해 생 

막걸리 50 ㎖에 A. pasteurianus와 L. casei를 각각 그리고 혼합

하여 2% 되도록 접종하고, 30℃에서 7일간 저장하면서 산도, 

균총 분석을 하였다. 산도 변화는 A. pasteurianus 단독 접종의 

경우 0.32%에서 6.03%로 크게 증가하였지만, L. casei는 0.32%

에서 3.50%로 산 생성이 약하였다. 두 균을 혼합한 경우, 산

도의 변화는 0.32%에서 6.38%로 A. pasteurianus 단독 접종한 

경우보다 산 생성이 약간 더 많은 것으로 나타났다(Fig. 3). 

이러한 결과로 보면 초산균인 A. pasteurianus가 주 산패균이

며, 젖산균 L. casei와 공존하면서 산 생성에서 synergy 효과를 

Fig. 3. Acidity of fresh Makgeolli treated with A. pasteurianus

and/or L. casei during storage at 30℃. 

Fig. 4. Total cell counts of fresh Makgeolli treated with 

the A. pasteurianus and/or L. casei during storage at 30℃. 

나타내는 것으로 보인다. 

총 균수 변화를 보면, A. pasteurianus의 경우, 저장 1일째 

8.99(log CFU/g)에서 5일째까지 균수가 유지되다가 6일째부

터는 완전 사멸하였다(Fig. 4). L. casei는 대조구와 같이 배양

일 수에 따라 증가와 감소를 반복하다가 7일째 생균수가 1일

째와 비슷하게 유지되었다. 혼합 접종의 경우 1일째 9.40에서 

7일째 6.60으로 크게 감소하였다. 이러한 결과는 막걸리의 총 

균수가 막걸리의 산도에 의존함을 보여준다. 

6. A. pasteurianus와 L. casei의열처리막걸리산패효과

막걸리 산패시 A. pasteurianus와 L. casei가 각각 독자적으

로 산패를 일으키는지, 막걸리에 있는 타 균에 의해 산패를 

일으키는지를 확인하기 위해 생 막걸리를 1 ㎏f/㎠ 121℃(Steam 

Sterilizer, HS-9090, Han Shin Medical Co., Ltd., Seoul, Korea)

로 멸균하고, 이 열처리 막걸리 50 ㎖에 A. pasteurianus와 L. 

casei를 각각 그리고 혼합하여 2% 되도록 접종했다. 30℃에

서 7일간 저장하면서 산도, 균총 분석하면서 생 막걸리와 비

교 관찰하였다.

초산균인 A. pasteurianus를 첨가한 열처리 막걸리의 산도는 

0.32%에서 2.74%로 크게 증가되었다(Fig. 5). A. pasteurianus와 

L. casei를 혼합 접종한 열처리 막걸리는 A. pasteurianus 단독 

첨가에 비해 산 생성이 높았고, L. casei는 0.32%에서 0.35%로 

거의 증가되지 않았다. 생 막걸리의 결과와 마찬가지로 열처

리 막걸리에서도 대조구와 L. casei 첨가구는 산 생성을 유도

하지 못하는 반면, A. pasteurianus 단독 첨가와 L. casei와 혼합 

첨가는 산 생성을 크게 유도하여 A. pasteurianus가 산패 원인

균 중의 하나임을 알 수 있다. 총 균수에서도 A. pasteurianus 
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Fig. 5. Acidity of heat-treated Makgeolli treated with A. 

pasteurianus and/or L. casei during storage at 30℃.

Fig. 6. Total cell counts of heat-treated Makgeolli treated 

with A. pasteurianus and/or L. casei during storage at 30℃. 

첨가 막걸리의 경우, 저장 1일째 9.20(log CFU/g)에서 6일째 

7.30, 7일째 7.09로 감소했다. 대조구는 균의 성장이 없었고, 

L. casei는 1일째 9.33에서 7일째 8.20까지였다. 혼합 접종한 

경우 1일째 8.85에서 7일째 6.60까지 감소했다(Fig. 6). 

요약 및 결론

시판 막걸리의 유통 중 산패 원인균을 찾고자 시도한 결과

를 요약하면 다음과 같다. 첫째, 막걸리를 실온 25℃에 저장

했을 때 3일째까지는 소량 증가하다가 6일째 0.63%, 8일째 

1.02%로 산도의 급격한 증가와 동시에 효모의 완전 사멸로 

막걸리 본연의 맛을 상실하였다. 둘째, 6∼8일째 산도가 크게 

증가하지만 균종수가 5종으로 일정하고, 총 균수가 6일째 8.55

에서 8일째 8.65로 일정한 것은 산 생성균이 나타나는 등 균 

종류의 변화를 의미한다. 이는 막걸리의 산패가 특정 산패 균

이 발생하는 데 원인이 있음을 알 수 있다. 셋째, 산패된 막걸

리에서 산 생성력이 가장 큰 균을 분리하였고, A. pasteurianus

와 L. casei로 분리 동정되었다. 넷째, 막걸리를 30℃에서 7일

간 저장하면서 A. pasteurianus와 L. casei를 각각 그리고 혼합

하여, 생 막걸리 및 열처리 막걸리에 접종하였다. 생 막걸리

에서의 산도 변화를 보면 A. pasteurianus 접종구가 저장 1일

째 0.32%에서 7일째 6.03%로, L. casei 접종구는 0.31%에서 

3.50%로 나타났으며, 혼합 접종구는 0.32%에서 6.38%로 나

타나 A. pasteurianus 접종구 와 혼합 접종구에서의 산 생성이 

크게 증가하였다. 열처리 막걸리에서도 생 막걸리와 마찬가

지로 A. pasteurianus 접종구와 혼합 접종구의 산 생성이 크

게 증가하여 A. pasteurianus가 주 산패균이고, A. pasteurianus

는 L. casei와 혼합될 때 산 생성에서 synergy 효과를 나타내

었다.
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