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Abstract

In this study, we investigated the effect of fermentation conditions on the amylolytic and proteolytic activities of  
Aspergillus luchuensis strain 74-5 and Aspergillus oryzae strain 75-2, which are used in the preparation of the 
starter culture, for Takju (Korean traditional rice wine). The starter culture was optimized using different conditions, 
such as inoculum size, inoculation temperature, and incubation time. The enzyme activities under each condition 
were measured. In the A. luchuensis strain 74-5 starter culture, the α-amylase and glucoamylase activities increased, 
however the activity of acidic protease decreased as the diluent to starter culture ratio increased. In the A. oryzae 
75-2 starter culture, all enzyme activities were maintained at a higher level even at 5% inoculation ratio. Higher 
enzyme activities were observed in the middle range of inoculation temperature (35, 40℃), than in the lower range  
(20, 30℃). Enzyme activity in the starter culture varied with incubation time, however it was the highest at 144 
and 120 hr, respectively, for A. luchuensis strain 74-5 and A. oryzae strain 75-2. The spore count of the starter 
culture was approximately 2×107 during fermentation, out of which contamination by aerobic bacteria was about 
3×103. The results suggested that the starter culture of each strain could be used as an inoculum for fermentation. 
However, we needs to conduct further research for the selection of suitable diluting agents as well as drying methods 
to reduce the contamination by aerobic bacteria, while retaining the enzyme activity.
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서 론
1)

우리나라의 전통주는 고려시대를 거쳐 조선시대에 다양

한 양조법이 정착되어 탁·약주 및 소주 등 다양한 형태의

가양주로 발전하여 현재까지 전해져 왔으며(1), 일반적으

로 자연계의 미생물(곰팡이, 효모 및 유산균 등)을 이용한

전통누룩으로 곡물의 전분을 당화시킨 후, 알코올을 생성
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하는 병행복발효 방식으로 술을 빚었다(2,3).

누룩은제조방법에따라자연계미생물을이용한전통누

룩과살균한전분질원료에순수배양한곰팡이를접종하여

만든 개량누룩이 알려져 있으며(4-6), 전통누룩은 지역별,

원료별로다양하며이들누룩으로빚은탁주는독특한맛과

풍미를 가진 것이 특징이다(7,8).

전통누룩은 제조시기에 따라 당화력 차이로 술을 빚을

때 마다 주질이 균일하지않아 고급화 및 표준화에어려움

이 있어(9-11), 이에 일부 양조장에서는 전통누룩을 대신하

여 단일균으로 만든 개량누룩으로 탁·약주를 생산하고 있

다(12). 개량누룩은 전통누룩으로 빚은 발효주에비해신맛

과시큼한냄새만강할뿐, 특유의향과맛을가진고품질의

발효주를 빚지 못하는 것으로 평가되고 있다(13,14).
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전통누룩에 분포하는 다양한 Aspergillus속 균주는 식품

산업뿐만아니라의약품의소재로써폭넓게이용되고있으

며, 이들 균주는 산업적으로 유용한 전분가수분해효소를

많이 분비하는 것으로 보고되어져 있다(15-18).

우리나라는 선진국보다 생물자원과 종균개발에 대한 연

구와인프라투자가부족하여외국산종균을수입하여발효

식품을제조하고있어많은비용을로열티로지불하고있는

실정이며(19), 나고야의정서 체결에 따라 선진국의 발효종

균 시장의 규모가 급격히 증가하고 있는 추세이다(20).

따라서, 수입종균을 대체하기 위해, 국내산 토착 발효종

균발굴과자원화와 더불어종균제조기술개발이무엇보다

도 절실히 필요하다(21). 국내산 전통누룩의 미생물학적

연구는 1906년 Uyeno(22)에 의한 사상균 연구가 시작되었

고 유 등(23)은 1906년부터 1945년까지 사상균 12속 59종

을, 1945년 이후에는 사상균 12속 38종을 추가적으로 보고

하였다(24). 1990년대 중반 이후, 미생물의 분류 및 동정기

술 발달로 세분화된 종들이 추가적으로 보고되었다

(9,25-27).

국내 탁주 및 막걸리 제조에 널리 사용되는 수입산 A.

kawachii 균주의 유전자 재분석을 통해 A. luchuensis로종명

이 바뀐 것이 최근의 연구 결과이다(28). 위와 같이 누룩과

관련하여많은연구가보고되었음에도불구하고종균제조

의실용화가이루어지지못한것은시설, 장비및유지등의

초기인프라 투입 비용이 많고우수한 특성을 가진 종균을

안정적으로 유지, 공급하는 기술 개발을 해결하지 못한 관

계로한국형토착발효종균으로 발전시키지못하고외국산

종균을 수입하여 사용하고 있는 실정이다(19).

따라서 본 연구에서는 전분 및 단백질 분해력이 우수한

A. luchuensis 74-5 및 A. oryzae 75-2 종균을사용하여탁주용

고체종국 제조조건과 이들의 품질특성을 규명하여 한국형

토착 발효종균으로서의 가능성을 비교·검토하였다.

재료 및 방법

재료 및 사용균주

본 연구에 사용한 쌀은 경기도 여주에서 생산된 경기미

(추청미, 2013년)를, 사상균은 전국에서 수집한 전통누룩으

로부터 분리하여 농촌진흥청 발효식품과에서 보관한

Aspergillus luchuensis 74-5(KACC93235P)와 Aspergillus

oryzae 75-2(KACC93236P) 종균을 Malto extract agar(MEA)

(Beton, Dickinson and company(BD), Sparks, MD, USA) 배

지에 계대배양한 후, 4℃에 보관하면서 사용하였다.

액체종국 제조

탁주제조에 적합한 고체종국은 Malto extract broth(ME)

배지에 2종류의 서로 다른 양조용 곰팡이(A. luchuensis

74-5, A. oryzae 75-2)를 각각 접종하여 3일간 배양(30℃,

120 rpm)한전배양액 5%를본배양배지에접종하여 4일간

배양(30℃, 120 rpm)하고 여과한것을 액체종국으로사용하

였다.

고체종국 제조

2 종류곰팡이를이용한고체종국제조는잡균오염등을

방지하기 위해서 소형 제국기(Mini-15, Yaegaki Food Co.,

Hyogo, Japan)를 사용하였다. 먼저 쌀을 씻어 3시간 동안

침지한후, 1시간물빼기를하고, 110℃에서 40분간증자한

후, 40℃가 되도록 고두밥을 냉각시켰다. 각각의 액체종국

을 접종하고 40℃에서 제국하여 12시간 후에 1차뒤집기를

하고, 배양 48시간째 뒤섞기를 하여 12시간 간격으로 확인

하면서 곰팡이 포자를 충분히 형성한 후, 제국 120시간에

출국하여 45℃에서 24시간 건조하였다. 이때 액체종국은

쌀중량(dry base)에대하여 2, 5, 10% (v/w) 농도별로접종하

여 고체종국을 제조한 후, 이들의품질 특성을 비교하였다.

또한 고두밥에 최적화된 5% 액체종국을 접종하여 온도별

(20, 30, 35, 40℃)로 발효시켜 4종류의 고체종국을 제조하

였다.

pH, 적정산도 및 아미노산도 측정

pH는 제조된 고체종국 20 g에 증류수 100 mL를 가하고

실온에서 3시간 침출한 그 여액을 측정하였으며, 적정산도

는 시료 10 mL에 phenolphthalein 지시약(1%) 2~3방울떨어

뜨린 후, 0.1 N NaOH로 중화적정하고 소비된 용액의 양을

산도로 표시하였다(25). 아미노산도는 여과지로 여과한 검

체 10 mL를 100 mL 삼각 플라스크에 넣고 0.1 N NaOH로

중화시킨 후, 중성 포르말린 용액 5 mL를 넣어 혼합하고

여기에 0.1 N NaOH용액으로 적정하여 pH 8.3이될 때까지

소요된 0.1 N NaOH의 mL로 표시하였다(29).

포자수 측정

제조된 각각의 고체종국 1 g을 Tween 80 용액(5%) 10

mL에 현탁하고 methylene blue용액(1%) 2~3방울을 가하여

묽게 희석 한 후, Hemocytometer에 떨어뜨려 현미경(Axio

Imager A2, Carl Zeiss Microimaging GmbH, Gottingen,

Germany)으로 검경하였다(30).

효소활성 분석

효소활성 분석은 일본 국세청 소정분석법(30)에 따라 분

석하였으며, α-amylase 활성은 검체 10 g에 NaCl용액 50

mL를넣고 실온에서 3시간진탕·추출한 후, 여과액을 희석

하여 조효소액을 제조하였다. 전분용액(1%) 2 mL를 시험

관에 취해, 40℃에서 5분간 예열한 후, 효소액 0.1 mL를

넣고, 반응액 중에서 0.1 mL를 1분 간격으로 iodine 용액

10 mL를 넣어둔 시험관에 넣어 혼합하였다. 생성된 색을
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25℃에서 유지하다가 10 mm 비색관을 사용하여 670 nm에

서 색을 비교하고 투과율 T%를 측정하였다. 효소활성은

Wohlgemuth value에 준한 다음 식으로 산출하였다.

U(units/g)={12.75×(T30 min-T0 min)/30 min}×희석배수

T30 min : 30분간 효소반응을 시킨 후의 투과도

T0 min : 효소반응을 시키기 전의 투과도

Glucoamylase 활성은 40℃에서 20분간 반응시킨 효소-기

질 반응액에 1 mL를 사용하여 Somogi-Nelson법(32)으로

반응액 내에 생성된 포도당량을 측정하였으며, 다음 식에

준하여 효소 활성도를 산출하였다.

효소활성(units/g)=생성 포도당량(mg)×60/20(반응시간)

×1/0.1(효소량)×100/10(추출률)

Acidic protease 활성은 Anson 개량법(33)에 준하여 측정

하였다. pH 3.0으로조정한 0.6% casein 용액을기질로하고,

조효소액으로 40℃에서 20분간 효소반응을 시킨 후, 생성

된 Folin 발색성 비단백성 물질의 양을 Folin 비색법으로

측정하였다. 효소활성 단위는 37℃에서효소액 1 mL가 1분

에 1 μg의 tyrosine을 유리시키는 것을 1 unit로 하였다.

위해 미생물의 오염유무

시료 10 g을취하여멸균백에넣고 90 mL의멸균생리식

염수를 가한 다음 균질기로 현탁하고 멸균 생리식염수로

단계별로 희석한 후, PCA배지에 도말하여 나타난 균체수

를 CFU/g로 표시하였다(34).

결과 및 고찰

액체종국 접종량에 따른 고체종국의 이화학적 특성

양조용 곰팡이 Aspergillus luchuensis 74-5와 A. oryzae

75-2로 제조한 탁주용 고체종국의 품질 특성을 Table 1에

나타내었다. 누룩 현탁액의 pH를조사한결과, A. luchuensis

Table 1. Properties of solid starter on inoculating concentration of liquid starter

Strain
Inoculating rate of
liquid starter (%) pH

Titratable acidity
(0.1 N NaOH mL/10 mL)

Amino acidity
(0.1 N NaOH mL/10 mL)

A. luchuensis 74-5

2 3.85±0.09
1)

8.54±0.42 2.66±0.21

5 3.84±0.11 8.68±0.33 2.73±0.39

10 3.82±0.09 8.86±0.37 2.83±0.32

A. oryzae 75-2

2 5.64±0.11 2.12±0.22 1.15±0.24

5 5.75±0.12 2.14±0.32 1.38±0.51

10 5.78±0.14 2.21±0.15 1.34±0.42
1)
Values are means±SD (n=3).

74-5는 각각 3.85, 3.84, 3.82로, A. oryzae 75-2는 각각 5.64,

5.75, 5.78 인 것으로 보아 각각의 곰팡이 종균으로 제조한

액체종국(액국) 접종량에따른 pH 변화는없는것으로보인

다. A. luchuensis 74-5를 10% 접종한 고체종국의 적정산도

는 8.86 mL로 가장 높게 나타났고 A. oryzae 75-2를 10%

접종한 고체종국은 2.12 mL로 가장 낮게 나타났다. 또한,

아미노산도는 액국 5% 접종한 A. luchuensis 74-5 종국에서

2.7로, A. oryzae 75-2의 1.38보다 2배 더높이나타난것으로

보아 A. luchuensis 74-5 균주로 술을 빚으면 아미노산이

풍부한 탁주를 제조할 수 있을 것으로 판단되며 액국의

아미노산도가 3.0 이하로 주류 제조시 느끼한 맛은 없을

것으로 보고한 최 등(35)의 내용과 유사한 결과를 보였다.

액체종국에 따른 효소활성 변화

액국접종량(2, 5, 10%)에따라 제조한 2종류고체종국의

효소활성을분석한결과, 각각의효소(α-amylase, glucoamylase,

acidic protease) 활성은 곰팡이 종류에 따라 다른 양상을

나타내었다(Fig. 1). 백국균인 A. luchuensis 74-5를 액국 5%

이하로 접종하였을 때, acidic protease 활성이 높은 반면에,

액국 10% 경우는 glucoamylase 활성이 높았고 상대적으로

protease 활성은 낮게 나타났다. 황국균인 A. oryzae 75-2로

만든액국 5%을접종하였을때모든효소활성이가장높은

것으로 나타났고, glucoamylase 활성은 액국 10%로 접종한

고체종국에서 효소활성이 가장 낮게 나타났으며, α

-amylase의 활성은 액국 접종량의농도에따른 차이가거의

없는 것으로 확인되었다. 액국을 농도별(5, 10%)로 접종하

였을 때 가장 높은 효소활성을 보인 최 등(35)의 결과와는

차이가있었는데이러한것은사용하는곰팡이종균에따라

효소 생성능의 차이가 있는 것을 알 수 있다.

발효온도에 따른 효소활성 변화

탁주 제조용 곰팡이 고체종국을 제조하기 위해, 제국기

의 습도를 70%로 일정하게유지시킨후, 온도에 따른 고체

종국의 효소활성 변화를 조사하였다(Fig. 2). 백국균인 A.

luchuensis 74-5로 만든 종국은 낮은 온도보다 중온(35℃,

40℃)에서 glucoamylase와 acidic protease의 활성이 높았지
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Fig. 1. Effects of enzyme activity on various inoculation rate of liquid starter.

A, A. luchuensis 74-5; B, A. oryzae 75-2.

Fig. 2. Effects of enzyme activity on various fermentation temperature of solid starter.

A, A. luchuensis 74-5; B, A. oryzae 75-2.

만이들온도에따른효소활성차이는크지않았다(Fig 2A).

황국균인 A. oryzae 75-2로 제조한 종국은 낮은 온도(20,

30℃)보다 중온(35, 40℃)에서 α-amylase와 glucoamylase 활

성이 높은 것으로 보아 A. luchuensis 74-5보다 당화력이

우수한 종균임을 알 수 있다(Fig 2B).

발효시간에 따른 효소활성 변화

토착곰팡이종균을이용한종국제조의최적발효시간을

구명하기 위해, 7일간(168 hr) 발효하면서 각각의 효소활성

변화를 조사하였다(Fig. 3). 누룩에서 분리한 백국균(74-5)

과 황국균(75-2) 2종류곰팡이는 발효기간이 경과됨에 따라

효소활성은증가하는 경향이었으나효소종류에따른증감

패턴이 다르게 나타났다. 종균별로 살펴보면 A. luchuensis

74-5가 생산하는 α-amylase 활성은 발효시간이 길어지면서

조금씩 증가하다 144시간 이후부터 감소하는 것으로 나타

났다(Fig. 3A). Glucoamylase도 발효시간에 따라 48시간 이

후부터 급격히 상승하다가 144시간부터 효소활성이 감소

하였고, acidic protease는 24시간부터 급격히 증가하여 72

시간부터 효소활성이 안정하게 유지되는 것으로 확인되었

다(Fig. 3A).

황국균인 A. oryzae 75-2 종균은 발효시간이 경과함에

따라 효소활성이 서서히 증가한 후, 감소되는 것으로 나타

났다(Fig. 3B). Glucoamylase 및 acidic protease는 발효 120

시간까지는 상승하다 이후부터감소하였다. 이상의 결과에

서높은효소활성을가지기위해, 2종류곰팡이종균을이용

한 고체종국 제조시간은 120시간(5일)을 경과하지 않는 것

이 효소활성 최적조건으로 확인되었다. 또한 이들 2종류

곰팡이 종균(A. luchuensis 74-5, A. oryzae 75-2)의 발효시간

에따른효소활성차이를이용하여탁주용조제종국도제조

할 수 있다.
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Fig. 3. Change of enzyme activity on fermentation time of solid starter.

A, A. luchuensis 74-5; B, A. oryzae 75-2.

Fig. 4. Comparison in spore count of various fermentation conditions on solid starter.

A, Inoculation ratio (%); B, Fermentation temp. (℃); C, Fermentation time (hr).

Fig. 5. Comparison in aerobic bacteria count of various fermentation conditions on solid starter.

A, Inoculation ratio (%); B, Fermentation temp. (℃); C, Fermentation time (hr).
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발효조건에 따른 고체종국의 포자수 변화

2종류 곰팡이로 제조한 고체종국의 포자수를 Fig. 4에

나타내었다. 첨가하는 액국 접종량이 증가할수록 A. oryzae

75-2 포자수는 증가하는 것으로 나타났으나 A. luchuensis

74-5는 5% 접종이 1.3×10
7
으로 가장 많은 포자수가 검출되

었고 A. oryzae 75-2는 10% 접종한 종국에서 1.7×107으로

가장 많은 포자수를 나타내었다. 발효온도에 따른 곰팡이

포자수를 측정한 결과, 2종류 곰팡이 모두 낮은 온도보다

높은 중온(40℃)에서 각각 1.7×107, 1.5×107로 포자가 많이

만들어졌다. 또한, 발효시간에 따른 포자수 변화는 35℃에

서 제국한 고체종국의 포자수를 분석한 결과, 발효시간이

경과함에 따라 포자수는 점차적으로 증가하다가 서서히

감소하는 것으로 나타났다.

세균에 의한 오염유무

제조된 고체종국에서 잡균의 오염 유무 등의 위생 상태

를 조사하기 위해, 세균수를 조사하였다(Fig. 5). 세균의 오

염 수치는 3.0×102~103이었고, 액국 접종량이 증가할수록

세균오염은낮은것으로나타났다(Fig. 5A). 다양한 발효온

도에서 제국한 고체종국의 오염유무를 살펴본 결과, 황국

균은 35℃에서가장높았고, 백국균은 40℃에서세균오염이

가장 높게 나타났다(Fig. 5B). 발효시간은 24시간 이후에는

세균수가 감소하는 것으로 나타났다(Fig. 5C). 제조된 2종

류고체종국의세균오염도저감화및효소활성을유지하기

위하여, 종국 제조시 발효 초기(24 hr)에 소량의 구연산 첨

가와더불어 건조방법및 부형제 선택 등의 추가적인 연구

수행이 필요하다.

요 약

본 연구에서는 전분 및 단백질 분해력이 우수한 토착

발효종균 Aspergillus luchuensis 74-5 및 Aspergillus oryzae

75-2로 제조한고체종국의품질 특성을조사하였다. 액체종

국 접종량 5%와 10% 접종하였을 때, pH는 각각 5.78 및

3.85 이하로, 적정산도는 2.12와 8.54 이상, 아미노산도는

1.15 및 2.66 이상으로 균주에 따라 차이를 보였다. 효소활

성의변화는발효종균에따라증감패턴이특징적으로나타

났고, 액국 접종량에 따라 A. luchuensis 74-5는 접종량이

증가할수록 α-amylase와 glucoamylase 활성은 증가하나

acidic protease활성은 감소하였고, A. oryzae 75-2는 5% 접

종하였을 때 모든 효소활성이 가장 높게 나타났다.

발효온도는 저온보다 중온(35, 40℃)에서 효소활성이 우

수한 것으로 나타났고, 발효시간은 종균에 따라 차이는 있

지만 각각 144시간과 120시간일 때 효소활성이 높은 것으

로 나타났다. 발효조건에 따른 고체종국의 포자수는 약

2.0×107, 세균의 오염은 약 3.0×103으로 나타났으며, 세균에

의한 오염도 저감화 및 효소활성을 유지하기 위하여, 구연

산, 종국의건조법및부형제등의추가적인연구가필요하

다.
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