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ABSTRACT
The goal of this study was to investigate the microbiological characteristics of the ethanol-
producing wild yeast, Aureobasidium pullulans P-1, isolated from flowers growing near the 
Yedang reservoir, Chungnam province, Korea, and in addition, to optimize its fermentation 
ability for the production of Makgeolli. A. pullulans P-1 was oval-shaped, and formed 
ascospores and pseudomycelium. The P-1 strain was a halophilic and sugar tolerant yeast 
which grew in 15% NaCl and 50% glucose-containing yeast extract-peptone-dextrose media. 
The P-1 strain was also resistant to 20% ethanol. Changes of the physicochemical properties 
during Makgeolli fermentation by A. pullulans P-1 were investigated. A maximum of 8.45% 
ethanol was obtained when a mixture of cooked rice, 150% water, and 35% ipguk per cooked 
rice was fermented by 5% A. pullulans P-1 culture broth at 25°C for 10 days. Antihypertensive 
angiotensin I-converting enzyme inhibitory activity in the Makgeolli ferment produced by A. 
pullulans P-1 reached a high of 71.1% after 10 days.

Keywords: Aureobasidium pullulans P-1, Makgeolli fermentation, Microbiological 
characteristics, Wild yeast

서론
효모는 자낭포자와 일부 담자포자를 생성하는 유포자 효모와 무포자 효모로 구별되는 진균류로서 
오래 전부터 주류와 빵 등의 식품산업과 비타민 등의 약용물질 생산 등에 이용되어 왔고 최근에는 
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이들을 이용한 산업용 효소제와 몇 가지 생리기능성 물질 생산 등이 보고되었다[1, 2]. 또한 학술적
으로는 특정 대사산물의 생성, 분비와 유전자 발현 기작을 해석하는 분자생물학적 연구 도구로도 
이용되고 있다[1].

지금까지 효모는 주로 전통발효식품이나 이들의 주, 부원료들에서 분리되었고 최근 필자 등은 
한라산 등의 우리나라 주요 산들과 제주도, 울릉도, 선유도 등의 섬 및 대전광역시 등의 도시와 농
촌 지역 등의 야생화들과 토양 등지에서 약 1,700여종의 야생 효모들을 분리한 후 분자계통분류학
적 방법 등으로 동정하여 보고 하였다[3-11]. 또한 이들 중에서 아직까지 국내에서 보고되지 않은 
미기록 야생 효모들을 선별한 후 이들의 미생물학적 특징들을 조사하여 보고하였고[12-14], 이들 
중 비병원성 효모들에 대하여 건강소재 개발을 위한 생리기능성을 조사하여 보고하였다[4, 7, 8, 15, 
16].

한편, 막걸리는 병행복발효 형식으로 제조되는 전통주로서 우리나라 사람들이 오래 전부터 즐
겨 마시는 술이다. 2000년대 초반, 막걸리에 항고혈압 활성물질과 면역성 베타 글루칸, 비만 예방
의 식이섬유 등이 함유되어 있고, 장내 유용 유산균을 막걸리 700 mL에 약 700~800억 CFU를 함유
하고 있으며[17, 18], 암세포 성장을 억제하는 파네졸을 함유하고 있다고 알려지면서 한때 그 수요
가 크게 증가하였다. 

그러나, 막걸리 고유의 향미 부재와 독창성이 적은 막걸리 제품들의 범람 등으로 현재 막걸리 수
요는 답보 상태에 있다. 따라서, 다양한 특징적 향미를 가지면서 유용한 생리 활성물질을 함유한 
새로운 막걸리의 개발이 요구되며 이를 위해서 우선 막걸리 제조용 우량 효모 개발 연구가 선행되
어야만 한다. 

따라서 본 연구에서는 야생 효모를 이용한 새로운 고품질 막걸리를 개발하고자 먼저 충남 예당 
저수지 주위 야생화들에서 분리한 비병원성 야생 효모들 중 알코올 발효능이 우수했던 
Aureobasidium pullulans P-1을 선발하여 이들의 균학적 특성을 조사하였고 이 균을 주모로 이용하여 
막걸리를 발효시키면서 이들의 품질 특성 변화를 조사하여 막걸리 최적 발효일수를 확립하였다.

재료 및 방법
발효제 및 주모
S 막걸리공장에서 제조한 입국(산도: 9.32, 당화력: 141 sp)을 당화효소 생성용 발효제로 사용하였
다. 또한 배재대학교 생물공학연구실에서 충남 예당 저수지의 야생화에서 분리한 비병원성 야생 
효모들 중 알코올 발효 우수 효모로 선발한 A. pullulans P-1을 yeast extract-peptone-dextrose (YPD) 배
지에 접종 후 27℃에서 2일 배양하여 주모로 사용하였다. 

막걸리 제조
실험실에서의 선발 균주를 이용한 최적 발효일수를 확립하기 위하여 증자미 100 g, 입국 30 g, 물 
180 mL를 혼합하여 술밑을 제조한 후 A. pullulans P-1로 제조한 주모를 5% 첨가하여 25℃에서 단 
담금 한 후 1~10일 발효시키면서 발효 1일, 3일, 5일, 7일, 10일 후 각각의 발효액들을 여과하여 시
료용 막걸리로 하였다[19]. 
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이화학적 성질 측정
에탄올 함량은 알코올 자동분석기(Alcolyzer; Anton Paar, Graz, Austria)를 이용하여 측정하였고 pH

는 pH meter (Orion Star A211; Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA)를 사용하여 측정하였다. 
총산(적정산도)은 시료 10 mL를 0.1 N NaOH 용액으로 중화 적정한 후 소비 mL를 이용하여 초산으
로 환산하였고 휘발산은 수증기 증류액을 총산 측정법과 같이 측정하였으며 잔당은 DNS법으로 
정량 하였다[19]. 

효모 생균수 측정
시료 막걸리 1 mL을 멸균한 생리 식염수에 10진 희석법에 따라 희석하고 희석된 시료 200 μL를 
yeast extract-malt extract (YM) 한천배지에 접종 후 30℃에서 48시간 배양하여 효모 생균수들을 계수
하였다[20].

안지오텐신 전환효소 저해활성 측정
항고혈압성 안지오텐신 전환효소(angiotensin I-converting enzyme, ACE) 저해활성은 먼저 막걸리 시
료액에 동일 용량의 ethyl acetate를 첨가하여 12시간 진탕하여 얻은 추출액 50 μL를 rabbit lung powder

에서 추출한 ACE 용액 150 μL (3 unit)와 기질 용액(pH 8.3의 100 mM sodium borate buffer 2.5 mL에 
300 mM NaCl과 25 mg Hip-His-Leu을 용해) 50 μL와 섞은 후 37℃에서 30분간 반응시킨 다음 1 N HCl

로 반응을 정지시켰다.  이 반응액에 유리되어 나오는 hippuric acid 함량을 228 nm에서 흡광도를 측
정하여 정량하였고 시료 무첨가구를 대조구로 하여 아래와 같이 저해율을 산출하였다[18].

ACE 저해활성(%) = {1 − (T(시료구) − T.B(시료구blank)/C(대조구) − B(대조구blank))} × 100 

결과 및 고찰
알코올 발효성 Aureobasidium pullulans P-1의 균학적 특성
필자 등이 충남 예당 저수지 부근 야생화에서 분리한 야생 효모들 중 알코올 발효성 우수 효모로 
최종 선발한 A. pullulans P-1의 주요 균학적 특성과 DNA 염기서열에 기초한 계통수는 각각 Table 1, 
Fig. 1과 같다.

A. pullulans P-1는 구형으로 출아에 의해 영양증식을 하였고 자낭포자와 의균사를 형성하였으며 
vitamin-free 배지에서 생육하지 못했다. 특히 50% 포도당 함유 YPD 배지와 15% NaCl를 함유한 
YPD 배지에서도 생육하는 내당성이면서 호염성인 효모이었고 20%의 에탄올을 함유한 배지에서
도 생육하는 고농도 알콜 내성 효모이었다. 

A. pullulans은 Deniatium pullulans 또는 Pullularia pullulans로 알려진 효모로서 주로 토양이나 과일, 
양조장 주변의 토양이나 부식물 등에서 많이 분리되었고, A. pullulans를 이용한 항생물질과 글루콘
산, 식품 포장용 pullulan 생산, 포도 식물병 방제와 일부 곰팡이 독성 물질인 ochratoxin의 경감 등이 
보고 되었다[21]. 그러나 아직까지 이 균을 이용한 에탄올 생산 연구는 보고되지 않았고 특히 이 균
이 알코올 발효성 외에도 내당성 등이 강하여 이 균을 이용한 고농도 에탄올 생산에도 크게 유용할 
것으로 생각되어 이에 관한 추가의 연구가 필요해 보인다.
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막걸리 발효 중의 이화학적 성질과 효모 생균 수의 변화 
알코올 발효성 야생 효모, A. pullulans P-1를 이용한 막걸리 최적 발효일수를 조사하기 위하여 시험
효모의 배양액을 주모로 증자미와 입국과 물이 혼합된 술밑에 5% 첨가하여 단담금 한 후 25℃에
서 1~10일간 발효시키면서 발효 중의 이화학적 성질의 변화를 조사한 결과는 Table 2, Fig. 2와 같다.

pH는 발효 시작 4.43에서 발효 5일에 3.71로 낮아진 후 변화가 거의 없었고 총산 함량은 발효 7일
까지 0.42%에서 0.68%까지 증가하였다. 잔당 함량은 발효 초기인 발효 3일까지 0.60 mg/mL으로 
증가한 후 에탄올 생성이 왕성했던 발효 10일에는 0.41 mg/mL로 낮아졌다. 에탄올 함량은 당 함량
이 증가하는 발효 3일 후부터 서서히 증가하기 시작하여 발효 10일에 가장 많은 8.45%가 생성되었

Fig. 1. Phylogenetic tree of alcohol-fermenting yeast, Aureobasidium pullulans P-1 based on the 
nucleotide sequences of large subunit 26S ribosomal DNA. The tree was generated by the neighbor-
joining method, using MEGA7.

Table 1. Microbiological characteristics of the selected alcohol-fermenting Aureobasidium pullulans 
P-1

Fermentation periods (days)
Morphological characteristics

Shape Oval
Vegetative reproduction Budding
Size (μm) 1.8 × 1.5
Ascospore +
Pseudomycelium +

Cultural characteristics
Growth on YPD /YM/PD media Very good/good/good
Color on YPD medium Cream
Growth on vitamin-free medium −
Growth on 50% glucose-YPD medium +
Growth on 15%/20%/NaCl-YPD medium +/−
Growth on temp/pH range 20~35℃ / pH 4.0~7.5

YPD, yeast extract-peptone-dextrose; YM, yeast extract-malt extract; PD, potato-dextrose.
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다(Fig. 2). 한편 효모 생균수는 에탄올이 본격적으로 생산되기 시작하는 발효 5일에 7 × 107 CFU/
mL로 가장 높았다(Fig. 3).

항고혈압성 안지오텐신 전환효소 저해활성
쌀을 주 원료로 제조되는 전통주들의 ACE 저해활성이 높았다는 필자의 보고들[17, 18]을 참고하여 
본 연구에서 선발된 A. pullulans P-1을 이용한 막걸리 발효기간에 따른 항고혈압성 ACE 저해활성
의 변화를 조사한 결과는 Fig. 4와 같다. 발효가 진행됨에 따라 이들 저해활성이 증가하여 발효 7일
후의 막걸리들에서 71.1 ± 0.3%로 최대를 보인 후 변화가 없었다.

비록, 이러한 ACE 저해활성이 Kim 등[22]의 시판 생 쌀막걸리인 EDS-14와 YN-HM6의 ACE 저
해활성(89.0%, 89.9%)보다는 약간 낮은 활성이었지만 Min 등[17]의 시판 생 막걸리 R-12의 저해활
성(73.7%)과는 비슷하였고 따라서 본 연구에서 제조된 막걸리는 건강 주류로서 비교적 우수한 
ACE 저해활성으로 앞으로 막걸리 품질의 고급화 측면에서 산업적 응용성이 있을 것으로 추정된
다.

이상의 결과들을 종합했을 때 야생 효모인 A. pullulans P-1 균주를 이용한 막걸리 발효 최적 조건
은 주모 첨가량 5%, 발효온도 25℃, 발효 최적 일수는 10일이었다. 

Fig. 2. Change of ethanol content during makgeolli fermentatiaon by Aureobasidium pullulans P-1.

Table 2. Changes of pH, total acid, volatile acid and residual sugar content during makgeolli 
fermentation by Aureobasidium pullulans P-1

0 1 3 5 7 10
pH 4.43 4.51 4.00 3.71 3.63 3.69
Total acid

a
(volatile acid) (%) 0.42 0.58 0.61 0.65 0.68 0.69

(0.38) (0.52) (0.55) (0.59) (0.61) (0.62)
Residual sugar (reducing sugar: mg/mL) 0.21 0.35 0.60 0.58 0.49 0.41
a
Contents of total acid and volatile acid were described as acetic acid.
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지금까지 각종 주류 제조용 알코올 발효 효모로는 Saccharomyces cerevisiae가 이미 오래 전부터 사
용되고 있으나[23-26], 본 연구에서 새롭게 선별된 알코올 발효성 야생 효모인 A. pullulans P-1는 비 
Saccharomyces속 균으로 학술적으로 이 균의 에탄올 생성 기작을 밝히는 연구에 귀중한 균주로 활
용될 것이고 이들의 내당성과 에탄올 내성 등을 이용하여 고농도 담금을 통한 에탄올 대량 생산에 
매우 유용한 균주로 활용이 기대된다. 

Fig. 4. Change of angiotensin-converting enzyme (ACE) inhibitory activity during makgeolli 
fermentatiaon by Aureobasidium pullulans P-1.

Fig. 3. Yeast viable cell count during makgeolli fermentatiaon by Aureobasidium pullulans P-1. 
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적요
본 연구는 알코올 발효능이 우수한 야생 효모를 막걸리 발효에 응용할 목적으로 충남 예산군 예당 
저수지 야생화에서 분리한 비병원성 야생 효모들 중 에탄올 생산 우수 효모로 선발한 Aureobasidium 
pullulans P-1의 균학적 특성과 막걸리 발효 조건을 조사하였다. A. pullulans P-1는 출아에 의해 영양
증식을 하였고 자낭포자를 생성하는 유포자 효모로서 내당성과 에탄올 내성이 강한 호염성 야생 
효모이었다. A. pullulans P-1의 yeast extract-peptone-dextrose  배양액을 주모로 증자미와 입국과 물이 
혼합된 술밑에 5% 첨가한 후 25℃에서 1~10일간 발효시키면서 발효 중의 이화학적 성질의 변화를 
조사한 결과, 에탄올 함량은 25℃로 10일간 발효시켰을 때 가장 많은 8.45%를 생성하였고 관능 특
성이 우수하였으며 항고혈압 활성 안지오텐신 전환효소 저해활성이 71.1%로 높았다.
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