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온도를 달리한 누룩 발효 기간별 배양 유산균 변화 및
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Abstract

The microbial composition in Nuruk, a Korean cereal fermentation starter, is a critical factor for the quality and 
organoleptic properties of traditional alcoholic beverages. This study was aimed at monitoring the compositional 
change and enzyme activity of culturable lactic acid bacteria (LAB) in two types of Nuruk fermented at different 
temperatures. All culturable LAB were isolated at various time points (0, 3, 6, 10, 20, and 30 days) and identified 
by 16S rRNA sequencing. In traditional Nuruk type A (TN-A), which was fermented at 36℃, the population of 
total culturable LAB during the fermentation period was between 104 and 105 log CFU/mL. On the other hand, 
the LAB population in traditional Nuruk type B (TN-B) fermented at 45℃ (primary fermentation for 10 days) 
and 35℃ (secondary fermentation for 20 days) was 102 log CFU/mL; however, these bacteria could not be detected 
after 6 days. Major LAB strains were identified in both Nuruk types: (1) from the MRS-culture of TN-A, Pediococcus 
pentosaceus at 3-30 days; (2) from MRS-culture of TN-B, P. pentosaceus at 3 days and Enterococcus hirae at 
6 days. The protease activities of the dominant LAB isolated from the TN-A and TN-B cultures were within the 
ranges of 0.64~1.03 mg/mL and 0.74~0.81 mg/mL (tyrosine content), respectively, whereas the α-amylase activities 
were 0.75~0.98 mg/mL and 0.78~0.79 mg/mL (amylose content), respectively.
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서 론
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전통 누룩은 곰팡이, 효모, 세균류 등의 다양한 종류의
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미생물이 서식하기 때문에 미생물들로부터 생성되는 각종

전분분해효소가 풍부하여 전통 양조주에서 당화제와 알코

올 발효제로 사용하고있다 (1,2). 따라서 전통누룩에 의해

생산되는 주류는 타 주류보다 오미, 향미, 청량미가 고루

조화를 이루고 있으며, 비타민 B군, 유기산과 필수 아미노

산 등 영양가가 풍부하게 함유되어 있는 것으로 알려져

있다(3-5).

일본 강점기 이후 전통주 제조는 Aspergillus luchuensis

이용한 일본식 입국이 널리 사용되고 있으나 인위적으로
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제조한 입국으로발효시킨술의 경우에는유기산의신맛이

지나치게 강하여 누룩으로 제조했을 때와 같은 조화로운

향미가 없는 것으로 알려지고 있다(2,6). 이에 따라 술의

품질을차별화하고자일부업체가자가생산누룩과공장생

산 누룩을 혼용하고 있으나 누룩의 품질이 일정치 않아

곰팡이와 효모를 이용하여 제조된 개량누룩을 사용하고

있는 추세이다(3,7).

근래전통누룩의재현과전통주품질에중요한발효미생

물들에대한연구가전통누룩및술덧을이용하여일찍부터

시작되어 오고 있으며, 일부 미생물들은 전통주의 누룩개

량용 균주로 선별되고 있다(3).

현재 까지 16S rRNA와 28S rRNA gene sequencing,

DGGE (Denaturing Gradient Gel Electrophoresis) 그리고

pyrosequencing 등을 통해 다양한 지역에서 생산된 전통

누룩으로부터 분리 및 분석된 균주는 세균으로 Bacillus,

Micrococcus, Mycoplana, Erwinia, Lactobacillus, Leuconostoc,

Pediococcus, Aerobacter, Pseudomonas, Enterococcus,

Weissella, Staphylococcus, Pantoea, Kocuria, Clostridium그

리고비배양균 Cyanobacteria 속이며, 진균류로는 Aspergillus,

Mucor, Rhizopus, Absidia, Penicillum, Actinomucor, Memmoniella,

Cephalosporium, Geotrichum, Curvularia, Botryotrichum,

Monascus, Amyolmyces, Saccharomyeces, Schizosaccharomyces,

Endomyces, Pichia, Hansenulas, Torulopsis, Candida, Torulaspora,

Wickerhamomyces, Saccharomycopsis, Trichosporon, Torula,

Mycoderma, Willia, Monilia, Sachsia, Endomyces, Oidium,

Rhodotorula, Endomycopsis Talaromyces, Paecilomyces,

Lichtheimia 속이 보고 되었다(3,5,7-11).

누룩의 유산균은 전통주 즉 막걸리 제조에서 알코올 발

효 이후 젖산발효를 진행하여 막걸리의 산미를 부여하기

때문에 막걸리의 맛을 결정하는 중요한 요소 중의 하나로

알려져 있다. 이에 최근 막걸리 품질을 향상시키기 위한

연구로써 곰팡이와 효모뿐만 아니라 막걸리에서 생육하는

유산균을조사하고 이를스타터로 이용한연구가보고되었

다(12).

대부분의누룩관련미생물연구들은제조가완료된전통

누룩또는 전통주를 이용한 것으로 전통 누룩의품질 개선

및표준화에관련된제조기술, 특히누룩제조조건에따른

미생물 변화를 분석하고 이를 활용한 누룩의 제조 기술의

과학화에 대한 연구들은 매우 미흡한 실정이다.

이에본연구에서는 온도를달리한누룩제조과정동안

발효에 관여하는 누룩 미생물들 중 유산균들의 변화 및

분리된유산균들의효소활성을분석하여전통누룩의품질

개선 및 표준화 제조 기술 연구에 기초자료로 제공하고자

하였다.

재료 및 방법

재 료

본연구에서사용한누룩은전통방식으로제조된누룩으

로 농촌진흥청 발효식품과로부터 제공 받아 사용하였다.

누룩의 원료인 밀은 전남 광주지역에서 재배된(2010년) 우

리 밀(금강밀)을 구입하였다. 우리 밀을 롤러 밀로 분쇄한

후, 7 mesh(2.8 mm, 3번 내림) 채로 내려서, 가수량 26%(온

도 40℃)로살수혼합하여 1시간동안실온에서침윤시키고

혼합한 다음, 340 g씩 무게를 달고 누룩 성형 틀에 넣어

성형한 후 발효 온도를 달리하여 두 가지 타입(전통누룩

A와 B)의 누룩을 제조하였다. 전통누룩 A(TN-A)의 발효

조건은 36℃에서 2일간격으로 뒤집기를 하면서 30일 동안

발효하였으며, 전통누룩 B(TN-B)의 발효 조건은 초기 10일

동안은 45℃에서주발효를하고이후 20일동안은 35℃에서

후발효를 하였다. 발효과정 중의 누룩을 각 샘플링(0, 3,

6, 10, 20, 30일) 하여 누룩 발효과정 중에 생성된 유산균들

을 분석하였다.

제조 누룩의 유산균 총균수 측정 및 분리

제공받은 누룩으로부터 유산균 총균수와 균주를 분리하

기위해서누룩 5 g을 생리식염수 45 mL에첨가하여균질화

후 균질액을다시생리식염수를이용하여 희석액을만들어

MRS(Difco Lactobacilli MRS agar, Becton Dickinson Co.,

Sparks, MD, USA) 고체배지에 도말하고 37℃에서 48 hr

동안 혐기 배양하였다.

제조 누룩으로부터 분리된 균주들의 동정

누룩으로부터 분리된 균주들의 동정은 발효기간별 형태

학적으로그룹지어진콜로니들을선별하여 16s rRNA 염기

서열을 분석하였으며, 분석은 ㈜솔젠트(Daejeon, Korea)에

의뢰하였다. 염기서열 분석을 통하여 얻은 각 균주의 염기

서열은 Blast Network Service를 이용하여 NCBI GenBank

database의 염기서열과 비교함으로써 계통분류학적 유사도

를 분석하였다. 추가적으로 50 CH kit(Biomerieux, France)

을 이용한 생화학적 분석을 실시하였다. 분석된 data는 API

웹사이트(http://apiweb.biomerieux.com) 프로그램을 이용

하여동정한후결과들을 16s rRNA 염기서열동정결과와

비교하여 최종 동정결과를 얻었다.

효소활성 측정

제조 누룩으로부터 분리된 유산균들의 단백질분해 효소

활성과당화효소활성측정은식품공전(13)에따라 분석하

였다. 단백질분해 효소 활성은 0.6% 카제인 용액 1 mL에

균 배양액 1 mL를 혼합하여 37℃에서 10 min간 반응시킨

후 0.4 M TCA 2 mL를 넣고 37℃에서 25 min간 방치한

다음얻어진여과액 1 mL에 0.4 M탄산나트륨용액 5 mL과
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Folin시액 1 mL를 첨가하여 37℃에서 20분간 발색 반응

후 흡광도 660 nm에서 티로신 생성량을 분석하였다. 당화

효소 활성은 1% 가용성전분 용액 5 mL, Mcllvaine 완충액

(pH 7.0) 13 mL과 0.1% 염화칼슘용액 1 mL이 혼합된 용액

을 37℃로 가온하고균 배양액 1 mL를첨가한후 37℃에서

30 min간 반응시킨 반응액 0.2 mL에 요오드시액 10 mL를

첨가하여혼합한후흡광도 660 nm에서아밀로스분해량을

분석하였다.

결과 및 고찰

제조 누룩의 발효 기간별 유산균 변화

전통방식으로 제조된 누룩들로부터 배양된 유산균 총균

수 변화에 있어서 36℃에서 발효된 TN-A는 발효 10일까지

꾸준히 증가하다가(10
5

log CFU/mL) 이후에는 감소하는

경향이보였으나, Yu 등(9)이보고한시판누룩내의유산균

수(10
4

log CFU/g)와 비슷한 수준으로 존재함을 확인 할

수 있었고, 45℃에서 발효된 B type 누룩은발효 6일까지만

유산균이 검출 (102 log CFU/mL) 되었다(Fig. 1).

Fig. 1. The total number of culturable lactic acid bacteria in Nuruk
during fermentation.

-n-, Nuruk type A (TN-A) fermented at 36℃ for 30 days; -l-, Nuruk type B (TN-B)
fermented at 45℃ (primary fermentation for 10 days) and 35℃ (secondary fermentation
for 20 days).

제조 누룩의 발효기간별 유산균 종들의 변화에 있어서,

발효전누룩내에 L. brevis, L. curvatus, L. sakei, Leu. citreum,

Pediococcus acidilactici와 Enterococcus avium종이 분포되

어 있었으며(Fig. 2와 Table 1), TN-A는 발효가 시작되면서

발효 전에는 검출되지 않았던 P. pentosaceus 유산균 종이

증가하여 발효 6일차 이후에 P. pentosaceus종으로 완전히

천이됨을 확인할 수 있었다(Fig. 2A). TN-B의 유산균 종들

의 변화는 발효 3일차에 P. pentosaceus 종으로, 발효 6일차

에는 Enterococcus hirae 종으로 천이가 일어남을 확인할

수있었고, 발효 6일차이후부터는유산균이검출되지않았

다(Fig. 2B). 이는유산균생육에적당하지않은높은온도에

서 누룩을 발효시킨 점과 높은 온도에서 생육이 좋은

Bacillus 속의 우점으로 인해(data not shown) 유산균 생존에

영향을준것으로판단된다. 본연구에서발효온도를달리

하여 전통방식으로 제조된 누룩들의 발효 시간별 유산균

속들의 변화를 분석한 결과, 기존 전통 누룩들로부터 분리

되는 주요 배양 유산균들인 Leuconostoc 속, Lactobacillus

속 그리고 Pediococcus 속 등(9-11)의 범위에 에 포함 되어

있어 유산균 속들에서는 큰 차이는 없었다. 그러나 누룩의

발효 온도는 발효기간 동안 누룩 내의 유산균들의 다양성,

천이 및 우점종에 중요한 역할을 하고 있음을 확인 할 수

있었다.

전통적으로누룩은국내전통주인막걸리제조에대표적

인 스타터로 누룩에 따라 막걸리의 품질이 결정되며 이는

누룩 내에 분포해 있는 미생물들이 주요 원인이다. 국내에

서 유통 중인 막걸리의 유산균은 Lactobacillus plantarum,

Leuconostoc citreum, Lactobacillus brevis와 같은 종들이 대

부분의 막걸리에서 검출되고 있으며, 이 외에도

Lactobacillus curvatus, Lactobacillus sakei, Lactobacillus

parabuchneri, Lactobacillus paralimentarius, Lactobacillus

paracasei, Lactobacillus rhamnosus와 Pediococcus

pentosaceus 등이 분석되고 있다(12). 막걸리에서 검출되는

Fig. 2. Change in the composition of culturable lactic acid bacteria
in Nuruk during fermentation period.

A, Nuruk type A (TN-A) fermented at 36℃ for 30 days; B, Nuruk type B (TN-B)
fermented at 45℃ (primary fermentation for 10 days) and 35℃ (secondary fermentation
for 20 days).



Change and enzyme activity of culturable lactic acid bacteria in Nuruk during fermentation at different temperatures 923

Table 1. Identification of the isolated lactic acid bacteria from Nuruk based on the 16S rRNA sequence

Types Days Species Identities (%) Sequence length (bp) Sequence ID

Unfermentaion Nuruk 0

Lactobacillus brevis 100 1419 gb|KF057958.1|

Lactobacillus curvatus 100 1435 dbj|AB494734.1|

Lactobacillus sakei 100 1435 gb|KC416998.1|

Leuconostoc citreum 99 1416 dbj|AB681815.1|

Pedioicoccus acidilactici 99 1449 gb|GQ421474.1|

Enterococcus avium 99 1415 dbj|AB932523.1|

Fermentation Nuruk

A

3

Pedioicoccus acidilactici 100 1443 gb|GQ421474.1|

Pediococcus pentosaceus 100 1449 gb|KF245565.1|

Enterococcus faecium 100 1428 gb|JQ067694.1|

Lactobacillus sakei 100 1436 gb|KC416998.1|

Lactobacillus curvatus 100 1438 dbj|AB494734.1|

6 Pediococcus pentosaceus 100 1442 gb|JX477168.1|

10 Pediococcus pentosaceus 100 1445 gb|JX477168.1|

20 Pediococcus pentosaceus 100 1448 gb|JX477168.1|

30
Pedioicoccus acidilactici 99 1443 dbj|AB680261.1|

Pediococcus pentosaceus 100 1443 gb|JX232607.1|

B
3 Pediococcus pentosaceus 100 1446 gb|JX477168.1|

6 Enterococcus hirae 99 1429 gb|KF183510.1|

Fig. 3. Enzyme activities of lactic acid bacteria isolated from Nuruk.

A, protease activity of LAB isolated from Nuruk type A (TN-A) fermented at 36℃ for 30 days and Nuruk type B (TN-B) fermented at 45℃ (primary fermentation for 10
days) and 35℃ (secondary fermentation for 20 days); B, α-amylase activity of LAB isolated from TN-A and TN-B; C, protease and α-amylase activities of LAB isolated
at fermentation time points from TN-A; D, protease and α-amylase activities of LAB isolated at fermentation time points from TN-B.
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유산균은 누룩으로부터 기인되고 있는 것을 알 수 있으나,

본 연구에서와 같이 누룩 제조법에 따라 누룩 내 발생한

우점화된유산균종이막걸리제조에관여하는 유산균으로

써의역할을하는지는향후연구를통해서증명할필요성이

있다.

제조 누룩으로부터 분리된 유산균들의 효소 활성

전통방식으로 제조된 누룩들로부터 분리된 각 유산균들

의 단백질분해효소와 당화효소 활성은 발효기간별로 분리

된 균주 각 1종씩을 무작의적으로 선정하여 측정하였으며,

발효기간에관계없이 동일종들을 그룹지어분리된각유산

균(9종)들의 효소활성을 분석하였다(Fig. 3A와 B). 단백질

분해 활성에 있어서, 분리된 유산균들은 10 min 동안 0.6%

카제인 기질로부터 0.49~0.89 mg/mL의 티로신을 생성시킬

수 있는 활성 범위를 보였다(Fig. 3A). 분리된 유산균들 중

가장 높은 티로신 생성능을 보인 유산균은 P. acidilactici

균주였으며, L. curvatus와 E. avium균주들은 상대적으로

낮은 티로신 생성능을 보였다. 1% 가용성전분을 기질로한

당화효소 활성 범위는 0.64~0.79 mg/mL(아밀로스 함량)

이었고, 가장 높은 당화효소 활성을 보인 유산균은 L. sakei

이었다 (0.64±0.03 mg/mL)(Fig. 3B).

발효기간별 TN-A와 TN-B의 우점종 유산균들의 단백질

분해효소와 당화효소 활성을 분석한 결과(Fig. 3C와 D),

TN-A의 우점종 유산균인 P. pentosaceus는 발효기간 동안

0.64~1.03 mg/mL의티로신 생성 범위를 갖는 단백질분해효

소 활성을 보였고, 아밀로스 함량 측정에 따른 당화효소

활성은 0.75~0.98 mg/mL의 범위 내에서 측정되었다(Fig.

3C). 발효기간별 분리된 P. pentosaceus의 단백질분해효소

활성능에 대한 경향을 보면, 발효 6일차에서 분리된 P.

pentosaceus의 효소 활성이 가장 높았으며 (1.03±0.15

mg/mL), 6일차 이후 감소되었던 효소 활성이 다시 점차적

으로증가되고 있는 특징을 보였다. 당화효소 활성의 경우,

발효 3일차에서 분리된 P. pentosaceus가 가장 높은 활성을

보였으며, 발효 6일차부터는 발효 3일차에서 나타난 당화

효소활성 보다는낮은활성으로 큰변화없이유지되었다.

누룩발효초기(3~6일차)에만 유산균들이 검출된 TN-B로

부터 발효 3일차에 우점종으로 분리된 유산균 P.

pentosaceus들의 단백질분해효소와 당화효소 활성은 각각

0.74±0.26 mg/mL(티로신 생성량)과 0.78±0.05 mg/mL(아밀

로스 함량)이었고, 발효 6일차에 분리된 E. hirea들은 각각

0.81±0.18 mg/mL(티로신 생성량)과 0.79±0.03 mg/mL(아밀

로스 함량)의 효소 활성 값을 보였다(Fig. 3D). 이와 같은

결과들은 비록 보고(14,15)된 누룩 주요 미생물인 곰팡이

균주들의효소활성보다는낮지만누룩에존재하는유산균

으로써 곰팡이 균주들과 함께 누룩발효에 관여하고 있는

점으로 볼 때, 향후 전통 누룩의 품질 개선 및 표준화를

위한제조 기술연구에기초자료로 활용될 수 있다고 판단

된다.

요 약

발효 온도를 달리한 전통방식으로 제조된 두 가지 형태

(TN-A와 TN-B)의 누룩들로부터 발효 기간별 배양된 유산

균총균수, 유산균종들의변화및분리된유산균들의효소

활성을 비교하였다. TN-A의 유산균 총균수는 104~105 log

CFU/mL로 발효 3일차부터 발효 기간에 관계없이 유지되

었고, TN-B에서는 발효 6일차까지 10
2

log CFU/mL로 유지

되다가 6일차이후유산균이검출되지않는특징을보였다.

유산균 종들의 변화에 있어서, TN-A는 발효 3일차에 우점

종 유산균으로 나타난 P. pentosaceus 종이 발효 종료 시점

이 30일차까지우점하고있음을확인할수있었고, TN-B는

발효 3일차와 6일차에 각각 P. pentosaceus와 E. hirea로

나타나 유산균이 검출된 발효 기간까지 TN-A 보다는 많은

변화를 보였다. TN-A와 TN-B으로부터 분리된 유산균들의

효소 활성은 단백질분해효소와 당화효소 활성을 분석하였

다. 단백질분해효소평가는 티로신 생성량으로, 당화효소

활성은아밀로스분해에따른아밀로스잔여함량으로평가

한 결과, 분리된 유산균(9종)들은 0.49~0.89 mg/mL의 티로

신 생성 범위의 단백질분해 활성과 0.64~0.79 mg/mL의 아

밀로스 분해 활성 범위를 보였고, 유산균들 중 가장 높은

단백질분해효소와 당화효소 활성을 보이는 균주는 각각

P. acidilactici와 L. sakei로 확인되었다. 이상의 결과들은

온도를 달리하여 전통적인 방법으로 누룩을 제조하였을

시누룩내에유산균들을조절할수있음을시사한다. 이를

토대로 향후 많은 연구들이 진행된다면, 누룩관련 제품에

유산균들에 의해 만들어지는 산미와 풍미를 향상 시킬 수

있는 전통적인 누룩제조가 가능할 것으로 판단된다.
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