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우리나라에서는 다양한 발효식품을 섭취하고 있으며, 이

들 발효식품은 환경 및 원료에서 유래하는 미생물에 의한 자

연발효를 기반으로 제조되어 왔다. 우리 식생활과 깊은 관련

이 있는 김치와 장류는 전통적으로 원재료에서 증식하는 미

생물이 발효를 담당하였지만, 전통주 제조에는 곡물의 자연

발효 과정에서 증식한 미생물과 미생물이 생산한 효소 복합

체 누룩(nuruk)을 발효제(starter culture)로 원료에 첨가하

였다[1, 2]. 발효식품과 미생물 관련성이 밝혀진 이후, 발효

에 관여하는 미생물은 발효식품의 품질을 결정하는 주요 요

인으로 확인되었고, 발효식품 대상의 미생물상(microbiota)

규명은 식품미생물학의 주요 연구분야의 하나로 자리매김하

였다[3−5]. 이러한 미생물상 연구결과는 발효식품의 상업적

대량생산에 필요한 종균 발효법 개발, 품질 균일화, 위해미

생물 제어를 위한 기초자료로 활용되었고, 우리나라에서도

다양한 발효식품의 제조와 관련한 종균 적용 및 미생물학적

문제점 해결의 기초 자료로 활용되고 있다[6−8]. 

최근까지 진행된 배양 기반의 누룩 미생물상 연구를 통

하여 Aspergillus, Rhizopus, Monascus 속 곰팡이,

Saccharomyces 속 효모, 그리고 Bacillus 속 세균과

Enterococcus, Lactobacillus, Leuconostoc, Pediococcus,

Weissella 속을 포함하는 유산균이 가장 많이 검출되었다[1,

2, 9, 10]. 한편, PCR-denaturing gradient gel electrophoresis,
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next-generation sequencing과 같은 배양 비의존 미생물상

연구가 누룩을 대상으로 진행되면서 다양한 종의 곰팡이와

세균의 존재가 확인되었고, Staphylococcus 속은 새로운 우

점 세균으로 보고되었다[5, 11−16].

배양 비의존 미생물상 분석법의 우수성은 기존 배양 기반

연구에서 보고되지 않았던 다양한 미생물 존재 확인 및 전

체적인 미생물상 평가 측면에서 입증되었지만, 16S rRNA

유전자 염기서열의 상동성이 높은 종(species)의 구분에 어

려움이 있어 우점종 도출에 한계를 가지고 있으며, 우점종의

산업적 활용을 위해서는 배양 및 분리를 통한 미생물의 확

보가 필요하다[17]. 또한, 분자수준의 연구를 통한 세균 동정

기술의 발달로 근연종의 구분이 용이해지고, 새로운 종의 등

록이 증가했을 뿐만 아니라, 근연종 동정에 유전체분석 결과

가 활용되면서 세균의 분류학적 위치가 지속적으로 변경되

고 있다[18−22]. 따라서, 기존 누룩 연구에서 분리된 세균의

분류학적 위치 재정립의 필요성이 대두되었다.

2023년 현재, 상업적 대단위로 생산된 김치 및 장류의 제

조에 각 발효식품의 우점종 Leuconostoc mesenteroides와

Bacillus subtilis을 종균으로 개발하여 첨가하고 있다[7, 8].

한편, 술이나 식초와 같이 발효제가 필요한 경우에는 자연발

효로 만들어진 재래식 누룩과 Aspergillus kawachii,

Aspergillus oryzae를 접종하여 만드는 개량누룩, 멸균한 전

분질 원료에 곰팡이를 배양한 코지(koji), 그리고 효소제 등

이 사용되고 있다[23, 24].

누룩 제조 과정에서 생장한 곰팡이, 효모, 세균이 발효식

품 특유의 풍미와 품질을 결정한다는 다수의 보고에도 불구

하고 개량식 누룩 및 발효제 개발은 당화효소 증진을 위한

곰팡이 선발 및 첨가에 중심을 두고 있어, 우점 세균의 산업

적 활용은 숙제로 남아있다. 또한, 상업적으로 제조된 누룩

은 제조 환경이 상이하고, 업체 고유의 제조법을 유지하고

있어 다양한 세균이 검출될 가능성을 가지고 있다[15, 16].

본 연구에서는 우리나라 5개 지역에서 수집한 8개 누룩으

로부터 기존 누룩 연구에서 빈번히 검출된 바 있는 Bacillus,

Staphylococcus 속 및 유산균을 선택적으로 검출할 수 있는

배지를 이용하여 세균을 분리하고, 최근 확립된 세균 분류기

준에 따라 동정한 누룩의 세균 그룹 별 다양성 및 우점종을

검토하였다.

본 실험에 사용한 시료는 경기도, 경상북도, 경상남도, 전

라남도 소재 8개 제조사에서 상업적으로 제조한 누룩을

2021년 12월에 구입하였고, 세균 분리 및 계수 시점까지 냉

장고(4℃)에서 보존하였다(Table 1). 시료 10 g을 막자사발

에 분쇄하고 90 g의 멸균 생리식염수를 혼합한 다음,

stomacher를 사용하여 2분간 균질화하고 멸균한 거즈로 여

과한 여액은 멸균 생리식염수로 10배씩 연속 희석하여 각 한

천배지에 도말하였다. 

본 연구에서는 세균의 그룹 별 선택 배양 및 검출을 위하

여 bacilli, staphylococci 배양에 빈번히 사용되는 상용 배지

의 NaCl 농도를 조정하였다. 10 mg/l cycloheximide와 최종

농도 8.5% (w/v)로 NaCl을 첨가한 Difco tryptic soy agar

(BD Diagnostic Systems, USA)에서 37℃, 18시간 배양하여

생장한 집락을 Bacillus 속 균주로 간주하였다. 10 mg/l

cycloheximide, 25 mg/l nalidixic acid와 최종 농도 14%

(w/v)로 NaCl을 첨가한 Difco mannitol salt agar (BD

Diagnostic Systems)에서 37℃, 36시간 배양하여 생장한 집

락을 Staphylococcus 속 균주로 간주하였다. 유산균 검출 확

률 향상을 위하여 10 mg/l cycloheximide, 25 mg/l nalidixic

acid, 10 mg/l L-cyteine과 0.8% (w/v) CaCO3를 첨가한

MRS agar (MB Cell, Korea)에서 37℃, 24시간 배양하여 투

명환을 형성하는 집락을 유산균으로 간주하였다. Enterococci

배양을 위해 개발된 Streptococcus Faecalis (SF) broth

Table 1. Cell numbers in nuruk samples counted on each selective agar medium. 

Geographical origina Sampleb Raw 
material

Cell number (CFU/g)

Bacillus 
selective agar

Staphylococcus 
selective agar

Modified MRS
 agar

SF agar

Gyeonggi-do Gimpo 1 Wheat 8.6 × 106 ± 2.3 × 105 7.4 × 104 ± 1.8 × 103 8.0 × 106 ± 6.4 × 105 5.5 × 105 ± 4.6 × 104

Gimpo 2 Rice 1.9 × 104 ± 3.7 × 103 – – –

Gyeongsangbuk-do Daegu Wheat 7.8 × 106 ± 1.2 × 105 4.0 × 102 ± 5.3 × 101 1.3 × 106 ± 3.7 × 105 2.4 × 105 ± 2.1 × 104

Gyeongju Rice 6.6 × 104 ± 8.4 × 103 – – –

Gimcheon Wheat 2.1 × 107 ± 3.4 × 106 1.4 × 105 ± 3.2 × 104 3.4 × 105 ± 1.8 × 104 5.1 × 104 ± 3.3 × 103

Gyeongsangnam-do Yangsan Wheat 9.4 × 106 ± 1.4 × 105 1.1 × 103 ± 1.4 × 102 4.5 × 106 ± 2.0 × 105 7.1 × 105 ± 4.5 × 104

Jeollanam-do Goheung Wheat 1.2 × 107 ± 5.3 × 106 7.8 × 103 ± 2.3 × 102 1.0 × 105 ± 4.8 × 104 1.3 × 104 ± 1.7 × 103

Hampyeong Rice 1.6 × 105 ± 1.0 × 104 – 5.1 × 106 ± 1.7 × 105 2.3 × 106 ± 3.5 × 105

aGeographical origin Gyeonggi-do, Gyeongsangbuk-do, Gyeongsangnam-do, and Jeollanam-do, are the administrative district in South
Korea. bSamples from each district are presented as the city name of manufacturer. Values represent the mean ± standard deviation from
triplicate determinations.
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(MB cell)에 1.5% (w/v) agar를 첨가한 배지에 도말하여

37℃, 36시간 배양하여 생장한 집락을 Enterococcus 속을 포

함하는 유산균으로 간주하였다. 각 한천배지에서 측정한 생

균수는 3반복 실험의 평균을 제시하였다. 

Bacillus 속 선택배지에서는 모든 시료로부터 집락이 검출

되었지만, Staphylococcus 속 및 유산균 검출을 염두에 둔 배

지에서는 집락이 검출되지 않는 시료도 확인되었다(Table

1). 대부분의 시료는 Bacillus 선택배지에서 가장 많은 집락

이, Staphylococcus 선택배지에서 가장 적은 집락이 계수되

는 미생물상을 가지고 있었다. 함평 누룩의 경우, Bacillus

선택배지보다는 유산균 배지에서 더 많은 집락이 계수되었

다. 밀을 원료로 사용한 누룩에서는 실험에 사용한 모든 배

지에서 집락이 검출되었지만, 쌀을 원료로 사용한 김포2 및

경주 누룩에서는 Bacillus 선택배지에서만 집락이 검출되었

고, 함평 누룩에서는 Staphylococcus 선택배지에서 집락이

검출되지 않았다. 누룩 제조에 사용되는 주원료에 따라 검출

되는 세균상이 변화될 가능성은 높지만, 쌀누룩 제조업체에

서는 볏짚 또는 Aspergillus oryzae 배양물(Jeilbiotech,

Korea)을 첨가한 것으로 확인되어 종균제의 첨가가 미생물

상에 영향을 미친 것으로 추정된다.

각 선택배지에서 생장한 세균은 계수 후, 크기, 모양, 색깔

등의 다양성을 고려하여 약 15개 집락을 동일한 배지에서 순

수분리하였다. 순수분리한 세균은 16S rRNA 유전자 염기서

열분석을 통하여 1차 동정을 진행한 다음, gmk (guanylate

kinase) 또는 pheS (phenylalanine tRNA synthetase, alpha

subunit) 유전자 염기서열분석을 통해 동정을 확정하였다.

16S rRNA 유전자 증폭에 사용된 primer는 eubacterial

universal primer 27F (5'-AGA GTT TGA TCC TGG CTC

A-3')와 1492R (5'-GGT TAC CTT GTT ACG ACT T-3')을

사용하였다. gmk 유전자 증폭은 연구자의 선행연구에서

Bacillus 속(F: 5'-GAG GGT TAT TAA TCG TTC TCT C-

3', R: 5'-CCT CCA GCA TTT TCT TAT ATC-3'),

Enterococcus 속(F: 5'-ATG KCA GAG CGT GGA TTA-3',

R: 5'-GCC ATC ATT TCG ATT TCT KC-3'), Staphylococcus

속(F: 5'-CCD TCT GGC GTT GGG AAA GG-3', R: 5'-

GCC TCC AGT ATC ATT TTT C-3') 세균의 종 수준 동정

이 검증된 primer를 사용하였다[25]. Lactobacillus 및 근연

속 동정에는 기존 연구에서 검증된 pheS 증폭용primer (F:

5'-CAY CCN GCH CGY GAY ATG C-3', R: 5'-GGR TGR

ACC ATV CCN GCH CC-3')를 사용하였다[26]. Pediococcus

및 Weissella 속 동정을 위한 primer (F: 5'-CAT CCG

GCW CGY GAT ATG CA-3', R: 5'-GGA TGA ACC ATY

CCR GCM CC-3')는 GenBank에 등록된 pheS 유전자의 상

동성을 고려하여 종 수준 동정이 가능하도록 제작하였다.

PCR 반응은 T3000 Thermocycler (Biometra, Gottingen,

Germany)를 사용하였고, 50 µl PCR 반응계에는 template

DNA 또는 미량의 집락, 10 mM dNTP, 1 U Taq polymerase

(Inclone, Korea), 10 pmol의 primer를 첨가하였다. PCR 반

응은 95℃에서 5분간 예비 가열 후, 95℃에서 30초간 변성,

55℃에서 1분 annealing, 72℃에서 1분 중합반응의 과정을

30회 반복하였고, 마지막에 72℃에서 5분간 처리한 후 반

응을 중단시켰다. 증폭된 PCR 산물은 Gel & PCR

Purification Kit (Inclone)을 사용하여 정제한 후, 수탁업

체(Bionics, Korea)에 의뢰하여 염기서열을 결정하였다. 결

정된 염기서열은 National Center for Biotechnology

Information database (NBCI, http://www.ncbi.nlm.nih.gov)의

BLAST program을 이용하여 GenBank에 등록된 염기서열

정보를 대상으로 상동성분석을 수행하였다. 해당 염기서열

과 가장 높은 상동성을 나타내는 표준균주(type strain)를 포

함하는 분류학적 단위(taxonomic unit)를 해당 균주의 종으

로 결정하였다.

Bacillus 선택배지에서 생장한 집락은 대부분 Bacillus 속

으로 확인되었지만, 양산 누룩으로부터 Kocuria palustris와

Staphylococcus epidermis가 분리되었다(Table 2). 한편,

Staphylococcus 선택배지에서 생장한 모든 집락은

Staphylococcus 속으로 동정되었다. 본 연구에서 개발한

Bacillus 선택배지는 내염성이 높은 세균이 높은 농도로 존

재하는 시료를 제외하면 상당한 수준의 선택성이 검증되었

고, Staphylococcus 선택배지는 Staphylococcus 속 선택적

검출에 활용 가능성이 높은 것으로 확인되었다. 유산균 검출

을 위해 사용한 수정 MRS 배지 및 SF 배지에서는

Enterococcus, Pediococcus, Weissella 속 및 2020년까지

Lactobacillus 속으로 분류되었던 유산균이 검출되어[22], 유

산균 그룹의 속 수준 선택적 검출은 불가능한 것으로 확인

되었다.

동정이 완료된 Bacillus 속 131균주에는 6개 종의 존재가

확인되었고, B. subtilis, B. velezensis, B. licheniformis의

우점이 확인되었으며, B. subtilis가 가장 많이 검출되었다.

이들 우점종은 5개 이상의 시료에서 검출되었다. B.

amyloliquefaciens, B. siamensis, B. paralicheniformis의

존재는 확인되었지만, 한 종류의 시료에서만 검출되는 점으

로 미루어 우점 Bacillus 종은 아닌 것으로 확인되었다

(Table 2).

Staphylococcus 속 86균주에는 9개 종의 존재가 확인되

었고, 제조사에 따라 검출되는 종의 다양성이 확인되었다.

본 실험에서 검출된 9개 종은 coagulase 양성의 식중독균

Staphylococcus aureus와 구분되는 coagulase 음성

Staphylococcus로 다양한 발효식품에서 검출되고 있으며[4,

27], S. pseudoxylosus와 S. saprophyticus의 우점을 확인했

다. 2019년 신종으로 등록된 S. pseudoxylosus는 발효 육류
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와 치즈에서 우점으로 분리되는 S. xylosus 및 S.

saprophyticus와 높은 유전적 유사성을 가지고 있는 세균으

로 특별한 위해성이 보고된 바 없다[21]. S. saprophyticus는

S. epidermidis와 함께 사람의 피부 microbiota 구성원으로

S. haemolyticus와 함께 안전성에 문제가 거론되고 있지만,

확실한 질병과의 관련성은 보고되지 않았다[28].

동정을 완료한 유산균 196균주에는 3종의 Enterococcus

속, 4종의 Lactobacillus 및 근연속, 2종의 Pediococcus 속,

1종의 Weissella 속에 포함되는 총 10개 종 4그룹의 존재가

확인되었다. 4그룹의 유산균 모두가 검출된 시료는 존재하

지 않았고, 제조사에 따라 서로 다른 2그룹의 유산균이 검출

되었다. 4개 시료로부터 검출된 Pediococcus 속이 가장 널리

분포하는 유산균으로 P. pentosaceus가 우점종으로 확인되

었다. Weissella 속 W. cibaria는 3개 시료에서 33균주가 검

출되어 누룩 발효과정에서 잘 생장하는 유산균으로 추정된다.

순수분리한 균주의 동정 결과, 각 선택배지에서 계수한 집

Table 2. Numbers of species isolated from nuruk samples using selective agar media. 

Selective 
medium

Species
Gyeonggi-do Gyeongsangbuk-do

Gyeong-
sangnam-do

Jeollanam-do
Total

Gimpo 
1

Gimpo
 2

Daegu Gyeongju Gimcheon Yangsan Goheung
Hampy-

eong

Bacillus
selective agar

Bacillus amyloliquefaciens 5 5

Bacillus licheniformis 3 11 1 16 2 33

Bacillus paralicheniformis 1 1

Bacillus siamensis 9 9

Bacillus subtilis 11 18 1 4 3 13 50

Bacillus velezensis 5 11 7 7 3 33

Kocuria palustris 2 2

Staphylococcus epidermidis 3 3

Staphylococcus 
selective agar

Staphylococcus epidermidis 1 5 6

Staphylococcus haemolyticus 3 3

Staphylococcus hominis 2 2

Staphylococcus kloosii 5 3 8

Staphylococcus pseudoxylosus 6 16 1 23

Staphylococcus saprophyticus 12 2 14

Staphylococcus succinus 4 4 8

Staphylococcus warneri 9 9

Staphylococcus xylosus 2 8 10

Modified
MRS agar

Enterococcus durans 1 1

Enterococcus faecium 7 7

Lactiplantibacillus plantarum 2 2

Lactobacillus sakei 8 16 24

Pediococcus acidilactici 15 15

Pediococcus pentosaceus 5 15 3 23

Weissella cibaria 10 5 10 25

SF agar Enterococcus durans 5 5

Enterococcus faecium 12 12

Enterococcus hirae 2 2

Lacticaseibacillus rhamnosus 2 3 5

Lactiplantibacillus pentosus 1 1

Lactiplantibacillus plantarum 10 12 22

Pediococcus acidilactici 12 12

Pediococcus pentosaceus 13 1 15 3 32

Weissella cibaria 5 3 8

Total 64 18 60 20 71 64 64 54 415
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락은 Bacillus 속, Staphylococcus 속, 유산균으로 간주해도

큰 무리가 없는 것으로 사료된다. SF 배지보다는 수정 MRS

배지에서 더 많은 집락이 계수되어 수정 MRS 배지가 유산

균 검출에 유리한 것으로 판단된다(Table 1). 함평 누룩에서

는 유산균이 가장 높은 수로 검출되었지만, 대부분의 시료에

는 Bacillus가 우세하게 생장하는 것으로 판단되고, 배양 비

의존 분석법을 통하여 존재가 확인된 Staphylococcus는 누

룩 microbiota를 구성하는 주요 세균으로 확인되었다. 각 선

택배지에서 검출된 집락의 평균을 고려하면 누룩 발효 관련

주요 세균의 우점은 Bacillus 속, 유산균, Staphylococcus 속

의 순으로 평가된다.

요 약

우리나라 4개 지역에서 상업적으로 제조한 8개 누룩을 구

입하여 Bacillus 속, Staphylococcus 속 및 유산균을 선택적

으로 검출할 수 있는 배지를 이용하여 세균을 분리하고, 최

근 확립된 분류기준에 따라 동정하여 세균의 그룹 별 다양

성 및 우점종을 검토하였다. 모든 시료로부터 Bacillus 속이

검출되었지만, 3개 시료에서는 Staphylococcus 속 또는 유산

균이 검출되지 않았다. 유산균이 가장 많이 검출된 1개 시료

를 제외한 7개 시료에서 Bacillus 속이 가장 많이 계수되었

고, Staphylococcus 속은 가장 적은 수로 검출되었다.

Bacillus 속 6개 종의 존재가 확인되었고, B. subtilis, B.

velezensis, B. licheniformis가 우점으로 검출되었다.

Staphylococcus 속 9개 종의 존재가 확인되었고, coagulase

음성 S. pseudoxylosus와 S. saprophyticus의 우점을 확인했

다. 유산균은 Enterococcus 속, Lactobacillus 및 근연속,

Pediococcus 속, Weissella 속 10종의 존재가 확인되었고, P.

pentosaceus가 우점종으로 확인되었다. 
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