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막걸리에 접종한 Bacillus subtilis의 초고압에 대한 저항력
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Abstract In order to understand the effect of hydrostatic pressure (HP) on Bacillus subtilis isolated from makgeolli, the
survival of B. subtilis after HP treatment (400 MPa for 5 min) in various substrates including phosphate buffer, tryptone
soya broth at pH 7 and 4, and makgeolli at pH 4 was evaluated depending on bacterial forms (spores and vegetative cells)
and adaptation conditions (25oC for 3 h, or 10oC for 24 h). Spores were generally resistant to HP (<1 log reduction)
regardless of conditions. In contrast, vegetative cells were generally susceptible to HP (up to 3 log reduction-except
makgeolli) and were more susceptible after 3 h at 25oC compared to 24 h at 10oC. In vegetative cells inoculated makgeolli
(7 log CFU/mL), the colonies were not detected after 24 h at 10oC. Consequently, B. subtilis in makgeolli easily existed
as spores and the spores were resistant to HP. Results demonstrate that HP was more promising in the inactivation of
vegetative cells.
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서 론

막걸리는 누룩과 전분을 사용하는 자연 발효 알코올 음료로 진

균류, 효모, 유산균과 호기성균 등 다양한 미생물이 존재한다(1).

막걸리 내의 세균은 일반적으로 acid producing bacteria group,

Micrococcus group, Bacillus group으로 보고되고 있다(2). 그 중

B. subtilis는 막걸리 내 호기성 세균 중 다량 분포하는 주요 세균

으로 알려져 있다(1). 그러나 B. subtilis의 막걸리 내에서 형태나

증식여부와 역할에 대한 서로 다른 연구결과가 존재하고 있다.

막걸리 변질과 관련해서 Kho 등(3)은 B. subtilis가 막걸리 저장

기간이 증가함에 따라 증식하였으며 부패의 원인균으로 보고하

였다. 이와 유사하게 B. subtilis는 막걸리에서 부패균인 Pseudomo-

nas sp.의 출현과 함께 급격하게 증가하였다는 보고가 있다(2). 반

면 Shin과 Cho(4)는 막걸리 내 B. subtilis의 발효 기간 중 균수

증가를 관찰할 수 없는 것으로 포자 상태로 존재하거나 불리한

환경조건으로 증식하지 않는 것으로 예상하였다. 또한 Lee 등(5)

은 60oC 열처리에 생존한 막걸리 포자 형성균은 저장 기간 중

거의 증식하지 않았다고 보고하였다. 이처럼 B. subtilis는 막걸리

발효 전반에 걸쳐 존재하는 주요 미생물이지만 막걸리에서 역할

은 불명확한 상황이다.

막걸리 유통기한은 통상적으로 10oC 이하에서 7-10일이며, 열

처리 공정으로 상온에서 6-8개월까지 저장 기간을 늘린 제품이

나오고 있다(5). 그러나 열처리 공정으로 인해 발효과정에서 생

성된 향미의 감소와 탄산의 소실 등 관능적 품질에 문제가 있어

이를 보완하는 공정이 추가적으로 요구된다. 따라서 관능적 품질

을 유지하면서 식품의 저장성을 향상시킬 수 있는 비열 처리 기

술을 막걸리에 적용하여 저장 기간 연장효과와 pathogen에 대한

안전성 평가가 수행되었다(6-9). 막걸리 미생물 사멸효과에서 비

열 처리 기술은 진균류와 효모류에 우수한 제어 효과를 나타냈

지만, 세균의 저감 효과는 제한적이었다(7-9). 그러나 아직까지 막

걸리 내 주요 세균이면서 포자 생성균인 B. subtilis에 관한 연구

는 미미한 상황이다. 따라서, 막걸리의 저장성 향상을 위한 비열

처리 기술 적용 시 B. subtilis에 대한 평가가 필요하다고 판단된다.

다양한 비열 처리 기술 중 초고압은 물이나 오일을 매개로 압

력을 순간적으로 균일하게 시료에 전달해서 미생물을 제어하는

기술로 천연의 맛과 향미, 신선도 유지에 뛰어난 기능이 알려져

있다(10,11). 또한 페트병이나 플라스틱필름에 포장한 후 처리할

수 있어 공정이 간편한 장점이 있다. 따라서 막걸리 페트병 포장

후 마지막 공정으로 초고압 기술을 적용할 수 있기 때문에 경제

적이고 편리한 기술로 판단된다. 초고압을 이용한 B. subtilis 제

어에 대한 연구들을 살펴보면 영양세포 또는 포자 상태에 따라

제어효과는 다르게 나타난다. B. subtilis 영양세포의 경우 50oC

이하의 온도에서 400MPa 가량의 처리 조건으로 완전한 inacti-

vation 또는 6 log cycle 의 저감 효과가 보고되었다(12-14). 하지

만 B. subtilis 포자를 살균하기 위한 조건으로 600 MPa 이상

80oC 이상의 고온고압이 필요한 것으로 보고되었고(15-17), 저온

저압을(100 MPa, 65-85oC) 이용한 경우 3-12 시간 처리를 이용한

보고가 있다(18). 위 연구들은 B. subtilis 영양세포의 경우 초고압
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처리만으로 쉽게 제어되지만 B. subtilis 포자의 경우 초고압 처

리 시 열처리를 병용하였고, 저감효과는 크지 않았다. 따라서 다

양한 환경에서의 B. subtilis에 대한 이해가 초고압을 이용한 막

걸리 살균법에 중요한 요소로 작용하는 것으로 판단된다.

B. subtilis는 포자 생성균으로 영양조건, pH, 온도 등의 환경에

따라 상태가 변할 수 있다. 따라서 영양 유무(buffer 또는 broth)

에 대한 효과와 시판 막걸리의 유통 온도(10 또는 25oC)와 pH

조건(pH 4)을 고려하여 기질의 종류와 pH 그리고 adaptation 조

건을 설정하였다. 이러한 기준으로 설정된 각 기질인 phosphate

buffer(pH 7과 4), tryptone soya broth(TSB, pH 7과 4), 그리고,

막걸리에 막걸리 유래의 B. subtilis의 포자와 영양세포를 각각 접

종하여 adaptation 조건(25oC, 3 h 또는 10oC, 24 h)에 따른 초고압

(400MPa, 5 min, 상온)에 의한 사멸 효과를 측정하였다. 또한 B.

subtilis 접종 막걸리의 저장 온도(10 또는 25oC)에 따른 균수 변

화와 열 안정성을 측정하였다.

재료 및 방법

재료 및 균주

S사에서 판매 중인 막걸리를 구입하여 사용하였다. 균주 접종

을 위한 멸균막걸리는 121oC에서 15분간 열처리하여 준비하였다.

B. subtilis MB 18-5는 한국식품연구원 우리술연구회에서 막걸리

에서 분리한 균을 분양받아 사용하였다. 영양세포 배양을 위해서

tryptone soya broth(TSB, Oxoid, Basingstoke, Hampshire,

England)에서 30oC, 약 15 h 동안 배양하여 B. subtilis 간균을 얻

었다. B. subtilis 포자를 얻기 위해, plate count agar(PCA, BD,

Sparks, MD, USA)에 균체를 도말하여 30oC, 약 24 h 배양하였고,

상온에서 7일 후에 scrapper로 균체를 모았다. 이를 phosphate

buffered saline(PBS, pH 7)으로 세척한 후 B. subtilis spore sus-

pension(Merck Co., Darmstadt, Germany)에 현탁하였다.

초고압 조건

시판 막걸리의 초고압에 의한 균수변화를 측정하기 위해, 막걸

리를 300 mL 페트병에 소분하여 초고압기(Quintus food processor

6, ABB Autoclave Systems Inc., Columbus, OH, USA)를 이용하

여 300, 400, 500MPa에서 5 min 처리 하였다. 이 때 대조구는

대기압(0.1 MPa) 하에서 10oC 냉장 보관을 하였다. 초고압기 내

부의 초기 온도는 25oC로 유지하였다. 가압 속도는 약 20 s/

100MPa이었고, 감압은 5초 이내에 이루어졌다.

다양한 기질에서의 adaptation 조건 별 초고압 처리조건

1 N HCl로 pH를 조절한 buffer(pH 7과 4), TSB(pH 7과 4),

멸균막걸리를 준비하였고, B. subtilis 영양세포와 포자를 각각 9

log CFU/mL 수준의 현탁액으로 만들어 시료 100 mL당 균주

1mL의 현탁액을 접종하여 7 log CFU/mL 수준으로 접종하였다.

이를 polyethylene 팩에 담아 adaptation을 위해 25oC, 3 h 또는

10oC, 24 h 동안 항온 처리한 다음 초고압기(Quintus food proces-

sor 6)를 이용하여 400MPa에서 5분간 처리하였다. 이 때 대조구

는 대기압(0.1MPa) 하에서 25oC, 3 h 또는 10oC, 24 h 항온처리

만 하였다.

B. subtilis를 접종한 멸균 막걸리의 저장 조건

막걸리에 접종한 B. subtilis의 저장 온도에 따른 균수변화를 측

정하기 위하여 멸균막걸리 100 mL 당 9 log CFU/mL 수준의 포

자와 영양세포 10 mL을 원심분리하고(10,000×g, 3 min) 침전물인

균주를 접종하여 최종 농도 8 log CFU/mL 수준으로 접종하였다.

접종 직후, 10oC 또는 25oC에서 3시간 후 균수 변화를 측정하였

고, 이 후 저장 12일까지의 변화를 관찰하였다. 막걸리 내 포자

를 계수하기 위하여 각 저장 일에서 70oC에서 30분간 열처리를

하여 균수 변화를 측정하였다.

생균수 측정

B. subtilis를 접종한 시료의 균수 측정은 일반세균측정 방법을

이용하여 측정하였다. 시료를 10배 희석 단계에 따라 멸균된

0.85% NaCl 용액에 희석한 후 PCA에 도말하였다. 시료를 도말

한 PCA는 30oC에서 24 h 배양하여 colony를 단위 부피당 생균수

로(log CFU/mL) 나타내었다. 내열성 포자 수는 열처리(70oC, 30

min) 후 일반세균측정 방법으로 산출하였다.

통계처리

B. subtilis를 접종한 후 각각의 기질에서 adaption 조건에 따른

균수 변화 비교와 초고압에 의한 균수 변화 비교에 대한 유의차

검증을 위해서 SAS statistical program(SAS Institute Inc., Cary,

NC, USA)을 이용하여 ANOVA를 통해 분석하였다. 처리구 간의

유의차는 Duncan multiple range test에 의해 비교되었다(p<0.05).

2 반복으로 2차에 걸친 실험을 수행하였고 평균값과 표준편차 값

을 나타내었다.

결과 및 고찰

초고압에 의한 시판 막걸리의 균수 변화

시판 막걸리를 300, 400, 500MPa로 초고압 처리하여 생균수

변화를 관찰하였다(Fig. 1). 시판 막걸리의 생균수는 7.7 log CFU/

mL 수준이었고, 300MPa 처리 시 3.3 log CFU/mL로 4 log

CFU/mL 이상의 저감효과가 나타났다. 그러나 400과 500MPa로

처리 압력이 상승하여도 추가적인 저감효과가 관찰되지 않았다.

이는 Lim 등(9)의 보고에서 처리 압력의 증가에 따른 막걸리 내

세균의 저감 효과의 차이가 관찰되지 않았다는 결과와 유사하였다.

B. subtilis 포자의 adaptation condition에 따른 초고압에 의

한 균수 변화

B. subtilis 포자를 접종하여 25oC, 3 h adaptation을 거친 뒤 초

고압에 의한 균수변화를 살펴보면 다음과 같았다(Table 1). 각 기

질에 7 log CFU/mL 수준으로 B. subtilis 포자를 접종하였고,

25oC, 3 h adaptation 후 각 기질에 생존하고 있는 균수는 6.2-6.4

log CFU/mL수준으로 관찰되었다. 초고압에 의한 저감효과는

buffer(pH 4)와 TSB(pH 7과 4)에서 대조구 보다 유의적으로 저감

하였지만(p<0.05) 0.6 log CFU/mL 이하로 미미하였다. 반면

buffer pH 7, 막걸리에서 대조구와 초고압 처리구 간의 균수 차

이는 유의적이지 않았다(p>0.05). 7 log CFU/ml 수준의 포자를

각 기질에 접종한 후 10oC, 24 h adaptation을 거친 뒤 초고압에

의한 균수 변화를 살펴보면 다음과 같았다(Table 1). 포자를 접종

한 시료의 10oC, 24 h adaptation에 의한 균수 변화를 25oC, 3 h

adaptation과 비교하면, buffer(pH 7과4)와 TSB(pH 4)에 접종한 시

료에서 10oC, 24 h adaptation에 의해 균수의 유의적 감소가 관찰

되었지만(p<0.05), 감소된 균수는 0.6 log CFU/mL 수준으로 낮게

나타났다. TSB(pH 7)과 막걸리에서는 adaptation 조건에 따른 균

수 변화의 유의적 차이는 관찰되지 않았다(p>0.05). 10oC, 24 h

adaptation 이후 초고압 처리군과 대조군과의 유의적 차이는 관찰

되지 않았다(p>0.05). 따라서 B. subtilis 포자는 영양 유무와 pH
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조건에 상관없이 환경 적응력이 강한 것으로 나타났고 초고압에

대한 저항력도 높은 것으로 나타났다. 이는 세균의 포자는 5-10oC

의 온도에서는 981 MPa로 처리하더라도 완벽하게 제어되지 않

았다는 연구 결과와 일치한다(19). 또한 TSB(pH 7)에서의 초고

압에 의한 균수 변화가 25oC, 3 h adaptation 조건에서는 0.6 log

CFU/mL의 저감 효과가 있었던 반면 10oC, 24 h adaptation 조건

에서 초고압에 의한 저감효과가 관찰되지 않은 것은 영양조건과

pH가 적합한 환경이라도 저온에서는 B. subtilis가 영양세포로 전

환되지 않고 포자로 존재하는 것으로 추측된다. 이를 확인하기

위해서, 포자를 TSB(pH 7)에 접종한 후 25oC, 3 h 이후에 광학현

미경으로 관찰 결과 일부 영양세포가 관찰되었지만, 10oC, 24 h

저장 후 모두 포자상태로 관찰되었다(data not shown). 또한 B.

subtilis는 효소 생산 능력이 탁월한 균주로(20-22) 초고압에 의해

활성이 변화하지 않았지만 생리활성 물질의 변화로 막걸리 품질

에 영향을 줄 수 있을지에 대한 연구는 더 필요한 것으로 사료

된다.

B. subtilis 영양세포의 adaptation condition에 따른 초고압에

의한 균수 변화

B. subtilis 영양세포를 각 기질에 7 log CFU/ml 수준으로 접종

한 후 25oC, 3 h adaptation 후 초고압에 의한 균수변화를 살펴보

면 다음과 같았다(Table 1). 영양세포가 접종된 다양한 기질에서

25oC에서 3 h 동안 adaptation 후 균수는 3.5-6.5 log CFU/mL수준

으로 다르게 나타났다. 즉, TSB보다는 buffer에서, pH 7보다 pH

4에서 생존율이 낮게 나왔고 막걸리에서 가장 낮은 수준인 3.5

log CFU/mL로 관찰되었다. 400 MPa 초고압에 의해서 buffer(pH

7과 4)와 TSB(pH 7과 4)에서 2.2-3.2 log CFU/mL의 저감 효과가

관찰되었고 막걸리에서는 1 log CFU/mL 이하의 저감효과가 측

정되었다. 모든 시료에서 초고압에 의한 저감효과는 통계적으로

유의하였다(p<0.05). 영양세포 7 log CFU/mL을 각 기질에 접종

후 10oC, 24 h adaptation으로 변화된 균수와 초고압에 의한 효과

에 대한 결과를 살펴보면 다음과 같았다(Table 1). Adaptation에

의한 균수 변화를 살펴보면, 25oC, 3 h adaptation시 균수 보다

10oC, 24 h adaptation에 의해 buffer(pH 7과 4), TSB(pH 7과 4)

에서 2 log CFU/mL 가량 유의적으로 감소하였고(p<0.05), 막걸

리에서는 detection limit(2 log CFU/mL) 이하로 검출되지 않았

다. 초고압에 의한 생균수 감소가 유의적으로 나타났으나 TSB(pH

7)에서 저감효과는 1.6 log CFU/mL 수준으로 관찰되었고, buffer

(pH 7과 4), TSB(pH 4)에서 저감효과는 모두 0.4 log CFU/mL이

하로 미미하였다. 즉, 10oC, 24 h adaptation 이후 초고압에 의한

저감효과는 25oC, 3 h adaptation 이후 초고압에 의한 저감 효과

보다 낮게 관찰되었다. 따라서 낮은 온도(10oC) 환경에서는 영양

세포가 환경 적응력이 상대적으로 약해서 많은 수의 균 손실이

관찰되었지만 초고압에 대한 저항력이 상대적으로 높아진 것으

로 나타났다. 이는 영양세포의 sporulation에 의한 것으로 사료된

다. 특히 TSB(pH 7)에서의 결과로 영양과 pH가 성장에 유리한

조건이라도 저온(10oC) 환경에서 적응력이 약하고, 생존한 균들

Fig. 1. The changes of hydrostatic pressure–induced colony
counts in a makgeolli purchased from Market. Non-treatment is
the sample of 0.1 MPa (atmospheric pressure).

Table 1. The changes of hydrostatic pressure-induced colony counts depending on forms of Bacillus subtilis for inoculation and

adaptation times in various substrates1) (Unit: log CFU/mL)

B. subtilis 
form2)

Adaptation3) 25oC for 3 h 10oC for 24 h

Treatment
Substrates4)

Non-treatment HP-treatment Non-treatment HP-treatment

Spore

Buffer (pH 7) 6.37±0.235)aA 6.33±0.14aA 6.18±0.09abB 6.13±0.15abB

Buffer (pH 4) 6.25±0.12aA 6.04±0.20bB 5.68±0.13cC 5.76±0.12bC

TSB (pH 7) 6.18±0.16aA 5.40±0.18cB 6.10±0.36abA 5.99±0.13bA

TSB (pH 4) 6.26±0.22aA 5.96±0.16bB 5.95±0.06bcB 5.91±0.04bB

Sterilized-makgeolli 6.29±0.07aA 6.31±0.05aA 6.41±0.36aA 6.47±0.34aA

Vegetative cell

Buffer (pH 7) 5.60±0.18bA 2.85±0.09bD 3.57±0.24bB 3.27±0.22aC

Buffer (pH 4) 4.70±0.13dA 2.53±0.04cBC 2.70±0.30cB 2.43±0.09dC

TSB (pH 7) 6.48±0.07aA 3.20±0.23aC 4.54±0.09aB 2.91±0.19cD

TSB (pH 4) 5.32±0.13cA 2.78±0.14bD 3.46±0.33bB 3.11±0.10bC

Sterilized-makgeolli 3.50±0.25eA 2.90±0.30bB N.D.6) N.D.

1)Spore was harvested after 7 days in plate count agar (BD, Sparks, MD, USA), and vegetative cell was harvested after activation at 30oC for 15
hr in TSB. 
2)Harvested spore and vegetative cell were inoculated in various substrates at 7 log CFU/mL, respectively.
3)Hydrostatic pressure (400 MPa) was treated after storage at 25oC for 3 h or at 10oC for 24 h to adapt to environments. 
4)Buffer and TSB are phosphate buffer and tryptone soya broth, respectively. pH value was adjusted by 0.1 N HCl.
5)All values are mean±SD of two replications.
6)N.D. means ‘not detected’.
a-emeans within a same column of same B. subtilis form with different letters are significantly different (p<0.05).
A-Dmeans within a same row with different letters are significantly different (p<0.05).
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은 압력 저항력이 증가한 것을 알 수 있었다.

B. subtilis 포자와 영양세포를 접종한 막걸리의 저장 온도와

배양시간에 따른 균수 변화

B. subtilis 포자와 영양세포를 멸균된 막걸리에 각각 접종한 후

10, 25oC에서 저장 기간 동안 균수 변화를 관찰하였다(Fig. 2). 영

양세포의 경우 막걸리 내에서 적응이 어려운 것으로 나타나 B.

subtilis의 포자와 영양세포는 멸균된 막걸리에 각각 8 log CFU/

mL 수준으로 접종하였다. 포자를 접종한 Fig. 2(A)의 결과를 살

펴보면, 접종 직후 검출된 균수는 8 log CFU/mL에 근접하였지

만 3시간 이후 1 log CFU/mL 가량의 감소가 관찰되었고 저장

12일까지 그 수준이 유지되었다. 70oC, 30 min의 열처리에 의한

균수는 저장 온도에 상관없이 7 log CFU/mL 수준으로 관찰되었

다. 따라서 내열성이 있는 포자 상태로 유지되는 것을 알 수 있

었다.

영양세포를 접종한 Fig. 2(B)의 경우, 접종 직후 6.5 log CFU/

mL로 관찰되었고, 3시간 이후 1 log CFU/mL가량의 감소가 관찰

되었다. 그리고 저장 1일에 3 log CFU/mL 수준의 균수가 측정

되었고 저장 12일까지 그 수준이 유지되었고, 70oC, 30 min의 열

처리에 의해 1 log CFU/mL 수준의 균수 저감이 관찰되었다. 이

는 환경에 적응한 영양세포가 일부 존재하는 것으로 예상할 수

있으나 저장 12일까지 균의 증식은 관찰되지 않았다. Kim 등(23)

의 연구 결과에 의하면 포자는 형성 조건(온도, 배지, 배양시간)

에 따라 포자의 열저항성이 다르게 나타날 수 있었다. 따라서 막

걸리에 B. subtilis 영양세포를 접종하여 적응한 균은 열저항성이

약한 포자로 존재할 가능성이 있다고 사료된다. 결론적으로, 막

걸리 내에서 B. subtilis는 상온에서 생장하지 않았고 대부분 포

자 상태로 존재하였다. 이는 막걸리를 55-60oC 열처리에 의해 생

존한 균들은 포자 생성균들로 저장 기간 중에 거의 증식하지 않

았다는 보고와 일치하였다(2,24). 또한 좁쌀탁주의 초고압 처리에

의한 미생물 사멸효과에 대한 연구에서 세균의 완전한 사멸이 이

루어지지 않은 원인이 내압성, 내열성 포자형성 균주로 인한 것

으로 예측한 연구와 일치하였다(7).

요 약

막걸리에서 분리된 B. subtilis의 특성을 파악하고자 영양유무

(buffer와 TSB), pH(pH 7과 4, 막걸리 pH 4), adaptation 조건에

따라 초고압에 의한 저감 효과를 살펴보았다. B. subtilis 포자는

영양유무, pH에 관계없이 환경 적응력이 있었고, 초고압에 의한

저감효과도 미미하게 관찰되었다. B. subtilis 영양세포는 영양유

무와 pH에 따라 대조구(non-treatment)의 균수 차이가 관찰되었고,

초고압에 의한 저감 효과도 다르게 나타났다. B. subtilis 영양세

포는 저온에서 영양과 pH가 불리한 환경에서 endospore를 형성

하여 적응을 하게 되고 초고압에 의한 저감효과는 감소하는 것

으로 나타났다. 특히 막걸리에 접종한 경우는 buffer(pH 4)와

TSB(pH 4)보다 적응력이 약한 것으로 관찰되었다. B. subtilis 포

자를 접종한 막걸리의 저장 실험 결과, 내열성이 있으며 균의 증

식은 관찰되지 않았다. 결론적으로, 막걸리에서 B. subtilis는 대부

분 포자상태로 존재하며, 포자는 초고압에 대한 저항력이 큰 것

을 알 수 있었다. 그러나 초고압은 영양세포 사멸에 효과적이었다.
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