
서     론

꿀은 높은 당 함량에도 불구하고 장기간 안정적으로 보

존되는 독특한 특성을 지니며, 이러한 특성에는 꿀 속에 

존재하는 다양한 미생물군의 역할이 크다. 꿀 내 미생물

은 박테리아와 진균류로 구성되며, 그 기원은 밀원식물의 

꽃 표면 및 꿀샘에 서식하는 미생물이 꿀벌의 매개를 통

해 유입되거나, 꿀벌 자체의 장내 미생물이 꿀에 포함되

는 경로, 벌집 주변 환경 미생물의 혼입, 그리고 꿀 채취 

및 보관 과정에서 외부 환경 미생물이 꿀에 혼입되는 과

정 등으로 다양하다 (Snowdon and Cliver, 1996; Olaitan et 

al., 2007; Xiong et al., 2023; Luca et al., 2024). 이에 따라 

꿀 내 미생물 군집의 구성과 다양성은 밀원식물의 종류와 

꿀벌의 건강상태에 따라 달라질 수 있다.

특히, 꿀 내 일부 유용 미생물 종들은 발효 대사 및 유

기산 생성에 관여하여 꿀의 pH를 낮추고 화학적 안정성

을 향상시켜 품질과 저장성을 증진시키는 데 기여한다 

(Avina, 2024). 또한, 꿀 속 미생물군은 병원성 미생물의 
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증식을 억제하는 항균 환경을 조성하며, 곰팡이 및 박테

리아 오염 방지와 함께 꿀벌 건강 및 군집 생태계 유지에 

중요한 상호작용을 나타낸다 (Lanh et al., 2024).

최근 DNA 기반 분석기술, 그중에서도 메타바코딩은 식

품의 품질관리, 원산지 인증, 병원체 검출 등에 폭넓게 활

용되고 있다 (Soares et al., 2023). 꿀을 포함한 다양한 산

물에서 메타바코딩을 통한 유전자 분석은 해당 산물의 

환경적 배경과 특성을 정확히 반영할 수 있음이 여러 연

구를 통해 입증되어 왔다 (Bruni et al., 2015; Laha et al., 

2017; Saravanan et al., 2019; Milla et al., 2023; Namin et 

al., 2022; Letsiou et al., 2024). 본 연구에서는 16S rRNA 

유전자를 마커로 활용한 메타바코딩 분석을 통해 꿀 내 

미생물 군집이 지리적 원산지 판별에 유용한 생물학적 지

표로 활용될 수 있는지 평가하고자 한다.

재료 및 방법
1. 시료

본 연구에서는 사용한 아까시꿀은 Robinia pseudo­
acacia를 밀원으로 생산한 꿀로 2024년에 채집된 국내산 

15종 (강원 1지역, 경기 지역, 충청 지역, 전라 지역, 경상 

지역)과 수입산 아까시꿀 3종 (중국산 3개, 베트남 1개)을 

대상으로 DNA 메타바코딩 분석을 수행하였다.

2. 꿀 DNA 추출 방법

꿀에서 총 DNA를 추출하기 위하여 꿀에 잔류할 수 있

는 DNA (cell-free)와 화분 DNA 모두를 얻기위해 꿀 10 

g에 5배 부피의 GI buffer를 첨가한 후 균질하게 혼합 

후 13,000 rpm에서 30분간 원심 분리하여 얻은 상층액

은 affinity column에 통과시켜 회수하였다. 원심 분리하

여 얻은 화분 침전물은 DNeasy Plant Mini Kit (QIAGEN, 

Hilden, Germany)를 이용하여 제조사 매뉴얼에 따라 

DNA를 추출하였다. 이들로부터 얻은 DNA 모두를 합쳐 

최종 분석에 사용하였다 (Kim et al., 2024).

3. 라이브러리 준비 및 염기서열 분석

염기서열 분석을 하기 위하여 Illumina 16S 메타유전

체 시퀸싱 라이브러리 제작방법에 따라 준비하였다. 사

용한 5 ng 혹은 10 ng 꿀 시료 DNA는 5 ×  반응 버퍼, 1 

mM dNTP혼합물, 16S Forward, reverse 프라이머, 500 nM 

Herculase II fusion DNA 중합효소 (Agilent Technologies, 

Santa Clara, CA, USA)와 함께 PCR 증폭되었다. 1차 PCR 

반응 조건은 열 활성화 단계로 95°C에서 30초, 55°C에

서 30초, 72°C에서 30초로 25사이클, 그리고 72°C에서 5

분간 반응시켰다. 이 반응은 16S V3-V4 범용 프라이머

로 Illumina 어댑터 오버행 시퀸스가 포함되어 있는 것을 

사용하였다. 그 염기서열은 다음과 같다 (Forward 5ʹ- TC

GTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGCCT

ACGGGNGGCWGCAG-3ʹ, Reverse 5ʹ- GTCTCGTGGG

CTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGGACTACHVGG

GTATCTAATCC-3ʹ). 해당 프라이머는 미생물 군집 분석

에 널리 활용되는 표준 프라이머이며 미생물 다양성 평

가에 적합하다. 1차 PCR산물은 AMPure 비드 (Agencourt 

Biosciences, Beverly, MA, USA)로 정제한 후 1차 PCR

산물 10 μL를 NexteraXT 인덱스 프라이머를 사용하여 

PCR를 수행하였다. 2차 PCR 조건은 98°C에서 1분, 98°C 

15초, 55°C에서 15초, 72°C에서 30초 반응을 10회전 한 

후 72°C에서 3분간 반응하였다. PCR 산물은 AMPure 

비드로 정제하였고 최종 정제된 산물은 KAPAlibrary 

quantification kit (for Illumina sequencing platforms)를 

사용하여 정량하였으며 Tapestation D1000 Screentape 

(Agilent Technologies, Waldbronn, Germany)를 사용하여 

성상분석 후 Illumina MiSeq 플랫폼 (Illumina, San Diego, 

USA)을 사용하여 시퀀싱을 진행하였다.

4. 데이터 분석

염기서열 대상은 DADA2, Uchime, Filtering하여 불필

요한 서열들을 제거하여 얻은 ASV를 NC.I Refseq 16S 

(Ver. 2024-05-21)데이터베이스와 BLAST 분석하였다. 각 

시료에 존재하는 염기서열의 다양성을 나타내는 알파다

양성은 Observed ASV, Shannon, Simpson에 기초하여 평

가하였고 베타다양성은 weighted Unifrac 거리를 이용하

여 분석하여 시각화를 통해 확인하였다.

결     과

1. �아까시꿀에서 미생물종 동정을 위한 �
DNA barcording

아까시꿀 내 미생물 종 동정을 위한 DNA 바코딩 분
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Table 1. Alpha diversity indices of microbial communities in Robinia honey samples

Sample Observed
ASVs

Shannon
entropy Simpson Sample Observed

ASVs
Shannon
entropy Simpson

China 3 1775 8.97 0.996 Gyeongsang 2 1413 8.46 0.994
China 4 3383 10.74 0.999 Gyeongsang 3 1034 9.27 0.998
China 5 4644 11.29 0.999 Gyeongsang 4 1021 8.21 0.992
Vietnam 5409 11.83 0.999 Gyeongsang 5 1617 8.66 0.995
Gangwon 457 6.51 0.983 Gyeongsang 6 1929 9.87 0.998
Gyeonggi 1 1402 8.17 0.991 Jeolla 1 593 7.98 0.992
Gyeonggi 2 2570 9.53 0.997 Jeolla 2 941 7.81 0.991
Gyeonggi 3 1338 8.75 0.995 Chungcheong 1 909 7.85 0.993
Gyeonggi 4 3334 10.96 0.999 Chungcheong 2 1668 9.82 0.998
Gyeongsang 1 3471 9.73 0.997

Table 2. Bacteria that can be present in Robinia honey

Class Order Family Genus

Actinomycetes Mycobacteriales Lawsonellaceae Lawsonella
Corynebacteriaceae Corynebacterium

Micrococcales Brevibacteriaceae Brevibacterium
Propionibacteriales Propionibacteriaceae Cutibacterium
Geodermatophilales Geodermatophilaceae Modestobacter

Alphaproteobacteria Rhodospirllales Acetobacteraceae Bomellas
Bacilli Bacillales Paenibacillaceae Paenibacillus

Bacillaceae Bacillus
Staphylococcaceae Staphylococcus

Lactobacillales Lactobacillaceae Apilactobacillus
Latilactobacillus

Enterococcaceae Melissococcus
Bacteroidia Bacteroidales Muribaculaceae Muribaculum
Betaproteobacteria Burkholderales Birkholderiaceae Burkholderia

Comamonadaceae Delftia
Clostridia Eubacteriales Clostridiaceae Clostridium

Lachnospirales Lanchnospiraceae Anaeropeptidivorans
Gammaproteobacteria Moraxellales Moraxellaceae Acinetobacter

Lysobacteriales Lysobacteraceae Stenotrphomonas
Enterobacterales Erwiniaceae Panote

Mixa
Erwinia

Enterobacteriaceae Escherichia
Enterobacter
Tenebrionibacter

Pseudomonadales Pseudomonadaceae Pseudomonas
Orbales Orbaceae Gilliamella

Spingobacteria Sphingobacteriales Spingobacteriaceae Sphingobacterium
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석에서는 총 19개 아까시꿀 샘플에서 관찰된 ASV 

(Amplicon Sequence Variant) 수가 457에서 5,409 사이

로 다양하게 나타났다. 종 다양성과 균등도를 나타내는 

Shannon 지수는 6.51에서 11.83, Simpson 지수는 0.983에

서 0.999 범위 내에 분포하여 높은 다양성을 확인할 수 있

었다 (Table 1). 특히 국내산 아까시꿀은 전반적으로 수입

산 아까시꿀에 비해 더 높은 종 다양성과 균등도를 보이

는 경향이 관찰되었다.

2. 아까시꿀에서 미생물 DNA의 분류종 조성

아까시꿀에서 추출된 미생물 DNA의 분류학적 조성 

분석 결과, 총 1,147개의 박테리아 taxon 중 39개 종이 8

개 강 (class), 17개 목 (order), 23개 과 (family), 28개 속 

(genus)으로 재분류되었다 (Table 2). weighted UniFrac 

거리를 기반으로 한 베타다양성 분석에서 국내산과 수

입산 아까시꿀의 미생물 군집 구조가 구분되어, 미생

물군집이 지리적 특성을 반영함을 보였다 (Fig. 1). 특히 

Apilactobacillus 속 2종과 Bombella과, 그리고 Gilliamella 

속 각 1종들은 국내산 아까시꿀에서만 현저히 높은 상대

적 풍부도를 나타냈으며, 이들 미생물은 꿀벌 장내 공생

체로서 꿀벌의 건강과 면역 기능 강화에 기여하는 유익 

균주로 알려져 있다. Z-score heatmap 분석 (Fig. 2)은 국내

산과 수입산 아까시꿀 시료 간 미생물 군집 내 상대적 풍

부도의 차이를 명확히 보여주어, 국내 산지별 미생물 다

양성과 군집 구성을 효과적으로 반영함을 확인하였다.  

고     찰

최근 여러 연구들 (Silva et al., 2017; Vazquez-Quiñones 

et al., 2018; Santorelli et al., 2023)과 본 연구를 통해 확

인된 바와 같이, 꿀에 존재하는 미생물 군집은 꿀벌 장내 

공생미생물, 병원체, 프로바이오틱 균주, 인체 피부 공생

균 및 환경 기원 미생물 등 다섯 주요 그룹으로 구성된다 

(Table 2). 본 연구 대상인 국내산과 수입산 아까시꿀에

서 Apilactobacillus 속 2종, Bombella과, Gilliamella 속 미

생물은 국내산 시료에서 상대적 풍부도가 높았으며, 이들

은 꿀벌의 소화와 면역 기능에 기여하는 장내 공생미생

물로 알려져 있다(Lanh et al., 2024; Luca et al., 2024). 이

와 더불어, 꿀 내 미생물 조성은 숙성도, 수분 함량, 벌의 

이동 경로, 그리고 밀원식물 특성에 따라 다양하게 변동

하며 (Wen et al., 2017; Rosli et al., 2020; Santorelli et al., 

2023), 가공 및 유통 과정에서 인체 피부 공생균의 혼입 

가능성도 존재하기 (Scott et al., 2002)에 원산지 판별 연구

에서는 주의가 필요하다.

Fig. 1. Beta diversity analysis of microbial communities in Robinia honey samples. Beta diversity was evaluated using weighted UniFrac 
and Jaccard distance metrics to compare the microbial community compositions between domestic and imported Robinia honey samples. 
Each point represents one of three technical replicates per sample, with colors indicating geographic origin. Circles denote imported honey 
samples.
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그럼에도 불구하고, ITS1 마커를 이용한 진균 마이크로

바이옴 분석 연구는 꿀의 원산지 판별을 효과적으로 수행

할 수 있음을 보여주었고 (Ullah et al., 2024), 환경 및 식물 

기원 미생물이 원산지 판별의 주요 지표임이 입증되었다 

(Wirta et al., 2021). 스페인에서의 머신러닝 기반 미생물 

군집 분석 (Sabater et al., 2024)과 메타바코딩에 물리·화

학적 요소를 결합한 분석 (Xiong et al., 2023) 또한 미생물 

군집을 활용한 원산지 판별 가능성을 크게 높이고 있다.

본 연구 결과는 산지별 미생물 군집의 상대적 풍부도 

차이가 꿀의 지리적 원산지 구별에 유용한 생물학적 지표

임을 다시 한 번 시사한다. 향후에는 시료 수 확대, 계절 

및 환경 변동성에 따른 미생물 군집 변화 연구가 필요하

며, 김치 원산지 판별 (An et al., 2014; Lee et al., 2020) 및 

식품원료의 특정 미생물 유전자 기반 원산지 구별 연구 

(Winitzingerode et al., 1997; Lee et al., 2015)를 참고하여 

꿀 미생물 군집의 정확한 산지 분류를 위한 특이적 분자 

마커 개발이 필수적이다. 마지막으로 머신러닝 기반 예측 

모델과 표준화되고 체계적인 데이터베이스 구축을 통해 

꿀 원산지 판별 체계 개발이 향후 중요한 연구 과제로 제

안된다.
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