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Abstract

In this study, twelve strains of brewing fungi were individually cultivated on wheat extract broth (WEB), potato dextrose 
broth (PDB) and malt extract broth (MEB) in order to determine the microorganism with good culture characteristics as well 
as with amylolytic activity. The strain cultured in PDB exhibited mycelia production from 12.6 g/L (Rhizopus oryzae KACC 
45714) to a maximum of 48.0 g/L (Aspergillus oryzae KACC 46959), which was 2.3∼9.2 times lower than that of the strain 
cultured in WEB and 1.7∼14.6 times lower than that of the strain cultured in MEB. Accorfing the results, We found that 
the commercial strains of A. oryzae Suwon, CF1001 and CF1003 had a higher dry cell mass than the wild-type strains KACC 
46421, 46423, 46424 and 46959. For Rhizopus sp., the acidity levels in WEB, PDB and MEB were 0.12∼0.47%, 0.22∼1.0% 
and 0.16∼0.68% (equivalent lactic acid concentration) respectively. For A. oryzae, the acidity levels were 0.06∼0.11%, 0.03∼
0.04% and 0.06∼0.08% (equivalent lactic acid concentration), respectively. Amylase enzyme from Rhizopus delemar KACC 
46419 exhibited an enzyme activity of 0.013 U and 0.019 U in WEB and MEB cultures, respectively. The enzyme activity 
of the amylase enzyme from A. oryzae was 0.019∼0.037, 0.017∼0.033 and 0.028∼0.046 U in WEB, PDB and MEB cultures, 
respectively.
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서 론

술의 제조는 전분을 당화시켜서 당을 생성한 뒤 이를 효

모가 이용하는 복발효와과일에 당을 첨가한것을 효모가이

용하여 에탄올을 생성하는 단발효, 두 가지의 제조방식이 있
다(Jung DH 1983). 그 중 우리나라 전통 주류인 막걸리는 전
분이 주성분인 곡류에 물과 누룩을 넣어 전분분해와 알코올

발효가동시에일어나는병행복발효이다(Shin DH 2010). 누
룩에는많은미생물이있어 막걸리에 다양한맛과 향기 성분

들을만들어내고, 원료와조화를이루게되어전체적인향미
를 부여한다(So & Lee 1996). 누룩은 제조 방식에 따라자연
발효를통해만들어지는재래식 누룩과살균및 증자한 전분

질 원료에 양조용 미생물을 배양하여 만드는 개량식 누룩으

로분류된다(Park & Lee 2002). 우리나라의전통누룩은거칠
게 빻은 날밀에 물을 넣어 성형한 것을 자연발효시킨 것이

다(So MH 1999). 전통 누룩에는 Aspergillus sp.를 사용하는
일본의입국과달리 Rhizopus sp.가 많이분포하고 있어 효소
활성 및 유기산, 알코올 발효 등에 차이가 있으며, 막걸리의
휘발성 풍미 성분과 맛, 색상 등의 큰 영향을 미친다(Seo et 
al 2012, Cho et al 2012). 그러나 누룩은 산업적으로 사용하
기에는 많은 어려움이 따르는데, 누룩에 유용 미생물뿐만 아
니라, 누룩의 변패를 일으키는 잡균도 같이 착생되기 때문이
다(Choi et al 2012). 이러한이유로 순수 균을 배양하는입국
의 방법을 사용하지만, 그마저도 초기 시설비용이 많이 들어
가는 이유로 사용에 어려움을 겪고 있다. 그러나액체배양은
단시간내에균체를대량생산할수 있으며, 특정 유용성분을
저비용으로 생산할 수 있는 장점이 있다(Park et al 2008). 일
부에서는 고체 종균을 이용하기 보다는 잡균의 오염이 적고, 
효소 활성이 높은 액체 종균의 자동화 시스템을 도입하고자

하는 시도도 있다(Hong et al 2001). 하지만 액체 종국은 이
러한 장점에도 불구하고, 균체 배양조건, 효소 활성 최적화
조건 등의 연구가 부족하여 산업에 적용되지 못하고 있다.
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따라서 본 연구는 국립농업과학원 발효식품과의 보관 균주

와현재상업용으로이용하고있는균주 12종을밀기울(wheat 
extract broth, WEB), PDB(potato dext- rose broth, PDB), 맥
아즙(malt extract broth, MEB) 배지에 배양하고, 미생물별 액
체국의 배양특성 및 효소 활성에 대하여 조사하였다.

재료 및 방법 

1. 균주
국립농업과학원 발효식품과에서 보관 중인 aflatoxin 비생

성균주 8종 및 상업용 미생물 4종, 총 12종을 대상으로 하였
으며, 균주는 Table 1에 나타내었다. 균주는 사용 전에 PDA 
(DifcoTM, BD Co., Nevada, USA) 배지에서 활성화시킨 후 이
용하였다.

2. 미생물 배양
WEB(wheat extract broth) 배지는 밀기울을 분쇄하여 20- 

mesh seive를 통과시킨 후, 밀기울 400 g에 물 2 L를 붓고 6
0℃에서 6시간 동안 추출한 다음 80-mesh sieve로 여과하여
제조하였다. MEB(malt extract broth) 배지는 엿기름 500 g에
물 2 L를 넣고 60℃에서 6시간 동안 당화를 시켜 식힌 다음
80-mesh sieve를 통과시켜 여과하고, 물을 첨가하여 당도를
11　°Brix로 조절하여 사용하였다. PDB(potato dextrose broth)

Table 1. The list of microorganisms used in this study

No. Strains Sources

1 R. delemar KACC 46419 RDA1)

2 R. oryzae KACC 45714 RDA

3 R. oryzae KACC 46418 RDA

4 A. oryzae KACC 44967 NRIB2)

5 A. oryzae Suwon3) Commercial

6 A. oryzae Chungmu4) CF1001 Commercial

7 A. oryzae Chungmu CF1003 Commercial

8 A. oryzae KACC 46421 RDA

9 A. oryzae KACC 46423 RDA

10 A. oryzae KACC 46424 RDA

11 A. oryzae KACC 46959 RDA

12 A. acidus KACC 46420 RDA
1) Rural Development Administration　(Suwon, Korea).
2) National Research Institute of Brewing　(Hiroshima, Japan).
3) Suwon-jongkuk Co.(Suwon, Korea).
4) Chungmu-balhyo Co.(Ulsan, Korea).

배지는 DifcoTM(BD Co., Nevada, USA)의제품을사용하였다.
삼각플라스크에 각각의 배지를 100 mL씩 분주하고, 살균

한 다음 활성화된 균을 직경 7.5 mm로 잘라 넣고, shaking 
incubator(DS-310RL, Dasol Scientific Co., Ltd., Korea) 안에
서 28℃, 150 rpm으로 7일간 배양하였다.

3. 배양물의 특성
배지에서 증식된 미생물 배양액을 원심분리(4℃, 12,000 × 

g, 30 min)하고, 여과(filter paper No. 5, Advantec Co., Japan)
하여 균체와 배양액을 분리하였다. 균체는 105℃(DS-80-1, 
Dasol Scientific Co., Korea)에서 24시간 동안 건조하여 건조
중량을 측정하였고, 배양액은 pH, 산도, 효소 활성측정에 이
용되었다. pH는 pH meter(Orion 3 star, Termo Scentific Co., 
Sin- gapore)를 이용하여 측정하였다. 산도는 배양액 10 mL
를 중화시키는데 필요한 0.1 N NaOH의 양으로 주류분석 규
정(주류분석규정 2009)에 준하여 측정하였다. 효소 활성 측
정을 위해 starch plate를 사용하였다. Starch plate는 증류수
50 mL에 1.2%의 agar와 0.5% soluble starch를 첨가하고, 수
욕 상에서 녹인 다음 glass plate(18 cm × 16 cm × 3 mm)에
채워 굳힌 후, 직경이 6 mm 되도록 구멍을 뚫어 plate를 제
작하였다. 각각의 배양액 10 μL를 plate에 점적하고, 25℃에
서 24시간 동안반응시킨다음 clear zone의직경을 측정하였
다. 효소 활성은 표준품 α-Amylase(from Aspergillus oryzae, 
Sigma-Aldrich Co., Switzeland) 0.03 U가 분해시키는 starch 
plate의 직경을 측정하여 상대적인 활성으로 표현하였다.

4. 통계처리
실험에서 얻어진 결과의 통계적 유의성은 SPSS(Statistical 

Package for Social Sciences, Version 18.0) program을 이용하
여 평균 ±표준편차로 표시하였고, one-way ANOVA test 후
에 Duncan’s multiple range test에 의해 p<0.05 수준에서 각
실험군 간의 유의성을 검증하였다.

결과 및 고찰

1. 배지별 건조 균체량
배지별배양특성을알아보기위하여 WEB, MEB, PDB 배

지에 미생물을 배양하고, 건조 균체량을 측정한 결과(Table 
2), 균체 성장은 배지에 따라 크게 영향을 받는 것으로 나타
났다. PDB 배지에서의 균체 생산량은 1.26(R. oryzae KACC 
45741)∼4.80(A. oryzae KACC 46959) g/100 mL로 WEB 배
지보다 2.3∼9.2배, MEB 배지보다 1.7∼14.6배 낮은 균체 생
산성을 나타내었다. 이 중 A. oryzae KACC 46959 균주가
WEB 및 MEB 배지에 대한 균체량의 차이가 비교적 적었고, 
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Table 2. Effect of media on mycelial production in submerged culture condition

No. Strains
Dry cell weight (g/100 mL)

WEB PDB MEB

1 R. delemer KACC 46419 11.87±1.87fg1) 3.33±2.33abc 16.35±0.61ab

2 R. oryaze KACC 45714 11.11±0.17g 1.26±0.20f  9.82±0.49cde

3 R. oryaze KACC 45418 12.75±0.12def 1.42±0.19ef  7.44±0.53e

4 A. oryaze KACC 44967 12.07±0.18efg 1.93±0.21cdef  8.25±0.01de

5 A. oryaze Suwon 14.15±1.02bcd 1.54±0.26def 22.46±2.80a

6 A. oryaze CF1001 15.52±0.25ab 3.15±0.08abcde  7.79±1.21de

7 A. oryaze CF1003 15.87±0.26a 3.36±0.26abc 12.15±0.40bcd

8 A. oryaze KACC 46421 13.56±0.3cde 3.24±0.25abcd 11.89±4.29bcde

9 A. oryaze KACC 46423 14.79±0.25abc 3.79±0.25ab 11.06±0.99cde

10 A. oryaze KACC 46424 12.75±1.98def 2.62±0.11bcdef 13.57±3.30bc

11 A. oryaze KACC 46959 10.90±0.98g 4.80±2.64a  8.16±0.01de

12 A. acidus KACC 46420 13.37±0.35cdef 1.69±0.11cdef 19.61±3.53a

1) Means±S.D. (n=3), Values with different superscripts in the same column are significantly different at p<0.05.

A. oryzae Suwon 균주가 가장 높은 차이가 나타나는 것으로
조사되었다. 이 외에 Rhizopus sp.와 A. oryzae는 WEB 배지
에서 10.90∼15.87 g/100 mL로 비교적 높은 균체 생산성을
보였고, A. acidus는 MEB 배지에서 19.61 g/100 mL로 다른
배지에 비하여 균체량이 높았다. 산업적으로 이용이 많은

Rhizopus sp.와 A. oryzae의 균체량을 비교해 보면 Rhizopus 
sp.는 WEB, PDB, MEB 배지에서 각각 11.11∼12.75, 1.26∼
3.33, 7.44∼16.35 g/100 mL로 A. oryzae의 각각의 균체량

10.90∼15.87, 1.93∼4.80, 7.79∼22.56 g/100 mL보다 낮게 나
타났다. 이러한결과는과학기술부(1998)의연구에서 Rhizopus 
sp.의균체생성량이 A. oryzae보다낮다는결과와유사하였다.
한편, 양조용 균주로 광범위하게 사용되고 있는 A. oryzae

의 경우, 상업적으로 판매되는 균주인 Suwon, CF1001, CF- 
1003균주들이야생균주인 KACC 46421, KACC 46423, KACC 
46424, KACC 46959보다 대체적으로 높은균체 생산을 보였
는데, 이는 상업용 균주는 수십 년 동안 양조에 이용되면서
다양한 환경 변화에 적응된 결과로 추측된다. 또한, 일본 균
주와 국내 균주를 비교해 보면, 일본 균주인 KACC 44967보
다 국내 보유 균주들이 다소 높은 균체 생산량을 보였다. 배
지 종류별로 WEB 배지가 KACC 46959를 제외한 다른 균주
에서 1.1(KACC 46421)∼1.3배(CF1001) 높았고, PDB 배지에
서는 Suwon 균주를 제외한 균주들이 1.4(KACC 46424)∼2.5
배(KACC 46959), MEB 배지에서는 KACC 46959, CF1001 
이외의 균주들이 1.3(KACC 46423)∼2.7배(Suwon) 높은 균

체량을 생산하는 것으로 조사되었다.

2. 배지별 pH 및 산도
배지의 종류에 따른 pH 및 산도의 변화를 Table 3에 나타

내었다. 균종별 pH는 Rhizopus sp.가 WEB에서 3.76∼5.24, 
PDB에서 2.65∼3.04, MEB에서 2.97∼3.41이었으며, 각각의
산도는 1.29∼5.17, 2.41∼11.13, 1.78∼7.55로 lactic acid 함량
으로환산하면 각각 0.12∼0.47%, 0.22∼1.0%, 0.16∼0.68%에 
상당하는 양이다. 이는 Table 2의 균체량의 결과와 상반되는
결과로균체의증식이가장높았던WEB 배지에서산도가가
장낮게나타났고, 균체량이가장낮았던 PDB 배지에서산도
가 가장 높게 나타났다. Rhizopus sp.는 lactic acid 및 fumaric 
acid를 다량 생성하는데(Liao et al 2007, So & Lee 2010), 대
략적으로 15%의밀기울첨가시 2.4%의산을 생성하는 것으
로 알려져 있다(Choi et al 2012). 양조에 있어 술덧의 산 함
량은매우중요한요소로 발효초기잡균의번식을 억제시켜

안전한 양조를 할 수 있게 도와주며, 최종 제품에 신맛을 부
여하고, 알코올류와 에스테르 결합을 통하여 향미를 부여해
주기 때문에(Lee et al 1996), 인위적으로 lactic acid를 첨가
해서발효하기도한다(Huh et al 2012). Table 2와 3의결과로
부터 Rhizopus sp.의경우배지의영양상태에따라서산생성
에 크게 차이가 있었고, 배지의 영양 상태가 비교적 좋지 않
을 때 산 생성이 높을 것으로 유추될 수 있다. 결국 균체의
증식도 높이고, 산 생성량도 증가시키기 위해서는 다양한 환
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Table 3. Effect of media on pH and acidity in submerged culture condition 

No. Strains
pH Acidity (0.1 N NaOH mL/10 mL)

 WEB   PDB  MEB  WEB   PDB  MEB

1 R. delemer KACC 46419 5.24±0.30abcd1) 3.04±0.04d 3.41±0.01c 1.29±0.33de 2.41±0.09b 1.78±0.32c

2 R. oryaze KACC 45714 3.76±0.06g 2.65±0.16e 2.93±0.13d 5.17±0.49a 10.43±1.24a 5.37±0.42b

3 R. oryaze KACC 45418 4.15±0.05fg 2.69±0.05e 2.97±0.04d 2.65±0.27b 11.13±1.34a 7.55±0.35a

4 A. oryaze KACC 44967 5.17±0.79bcd 4.14±0.14bc 3.72±0.03ab 1.46±0.89cde  0.65±0.06c 1.32±0.08c

5 A. oryaze Suwon 5.38±0.59abc 4.06±0.24c 3.06±0.05d 1.21±0.40de  0.54±0.17c 1.80±0.13c

6 A. oryaze CF1001 4.76±0.38bcde 4.25±0.09abc 3.77±0.20a 1.66±0.48cd  0.54±0.01c 1.40±0.03c

7 A. oryaze CF1003 5.12±0.10bcde 4.22±0.04abc 3.65±0.06ab 1.49±0.08cde  0.54±0.03c 1.42±0.07c

8 A. oryaze KACC 46421 5.67±0.32ab 4.31±0.16ab 3.57±0.10bc 1.04±0.27de  0.53±0.07c 1.90±0.05c

9 A. oryaze KACC 46423 5.41±0.05abc 4.25±0.11abc 3.69±0.04ab 1.41±0.38de  0.59±0.01c 1.64±0.08c

10 A. oryaze KACC 46424 5.75±0.10a 4.18±0.01bc 3.71±0.01ab 0.97±0.11e  0.65±0.03c 1.55±0.00c

11 A. oryaze KACC 46959 5.00±0.15cde 4.44±0.24a 3.70±0.01ab 1.62±0.18cde  0.63±0.46c 1.70±0.02c

12 A. acidus KACC 46420 4.57±0.18ef 4.13±0.05bc 3.41±0.08c 2.10±0.35bc  0.71±0.06c 1.56±0.11c

1) Means±S.D. (n=3), Values with different superscripts in the same column are significantly different at p<0.05.

경조건에서면밀한검토가이루어져야하겠으나, 영양상태가 
좋지않은배지에서전배양한다음균체증식을높일수있는 
영양원을 첨가하는 방법이 하나의대안이 될수 있을것으로

생각된다.
A. oryzae의 pH는 WEB 배지에서 4.76∼5.75, PDB 배지는 

4.06∼4.44, MEB 배지는 3.06∼3.72이었으며, 산도는 각각

0.97∼1.66, 0.53∼0.65, 1.32∼1.90으로나타나, 배지의종류에 
따라산생성에큰차이가없는것으로조사되었다. A. oryzae
는 주로 citric acid을 생성하는데, 산도를 citric acid 생성량으
로 환산하면 WEB, PDB, MEB 배지에서 각각 0.06∼0.11%, 
0.03∼0.04%, 0.06∼0.08%로 Rhizopus sp.와 달리 균체 증식
이 높았던 WEB와 MEB 배지의 산함량도 높은 것으로나타
났다. A. acidus의 pH는 WEB, PDB, MEB 배지에서 각각
4.57, 4.13, 3.41이었으며, 산도는각각 2.10, 0.71, 1.56으로균
체량이높을수록산생성력도높았다. A. acidus는 A. kawachii
와 학명이 혼용되어 사용되고 있으며, citric acid의 생성력이
높아(Lee et al 1987), 막걸리 및 증류주 제조에 많이 사용된
다. A. acidus를 사용한 술덧의 총산 함량은 citric acid 함량
으로 1.7% 정도를 보이는데(Jo et al 1979), 배지상태에서의
총산 함량은 citric acid 함량으로 각각 0.13%, 0.05%, 0.10%
에 상당하는양으로술덧의함량보다많이낮은 것으로 드러

났다. 일본에서는입국제조시 A. acidus가생산하는산함량
을 증가시키기 위해 배양 후반부에 배양온도를 하강시킨다. 
A. acidus를 액체 종국으로 사용하기 위해서는 산 생성력을

증가시키기 위한 연구가 필요할 것으로 판단된다.

3. 효소 활성
균체 외 전분분해효소 활성을 Table 4에 나타내었다. Rhi- 

zopus sp.의 경우, R. delemer KACC 46419 균주가 WEB와
MEB에서각각 0.013 U, 0.019 U의 비교적낮은효소 활성을
나타내었을 뿐, 다른 균주에서는 모든 배지에서 효소 활성이
관찰되지 않았다. Aspergillus sp.는 Rhizopus sp.보다 다소 높
은 활성을 가지고 있었는데, A. oryzae의 효소 활성은 WEB 
배지에서 0.019∼0.037 U, PDB 배지에서 0.017∼0.033 U, 
MEB 배지에서 0.028∼0.046 U로 MEB 배지에서의 효소 활
성이 비교적 높았고, A. acidus 역시 MEB 배지에서 0.036 U
로 WEB 및 PDB 배지에비하여 1.3배높은것으로나타났다. 
A. oryzae 상업용 균주는 WEB, PDB, MEB 배지에서 각각
0.031∼0.037 U, 0.025∼0.33 U, 0.042∼0.046 U로 야생균주
의 0.19∼0.23 U, 0.017∼0.020 U, 0.028∼0.032 U의 활성에
비하여배지의종류에상관없이높은활성을보였다. 전분분
해효소 생산은 배지의 pH, 탄소원, 질소원, 무기질 및배양온
도 등에 따라서 많은 영향을 받으며, Aspergillus oryzae는 액
체배양조건에서질소원으로 ammonium sulfate, pH는 5∼6에
서 높은 효소 생산성을 보이는 것으로 알려져 있다(Sivaram 
akrishnan et al 2006). Rhizopus sp.는배양이시작되면유기산
을 생성하여 생육최적 pH가 5.0부근인데(Shon et al 1990), 
Table 3에서 Rhizopus sp.의 pH는대부분의 배지에서 3.0부근
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Table 4. Effect of media on amylase acidity in submerged culture condition 

No. Strains
Amylase activity (U)

WEB PDB MEB

1 R. delemer KACC 46419 0.013±0.000e1) n.d. 0.019±0.001f

2 R. oryaze KACC 45714  n.d.2) n.d. n.d.

3 R. oryaze KACC 45714 n.d. n.d. n.d.

4 A. oryaze KACC 44967 0.037±0.002a 0.033±0.000a 0.042±0.003b

5 A. oryaze Suwon 0.031±0.000b 0.025±0.004b 0.042±0.002b

6 A. oryaze CF1001 0.037±0.002a 0.026±0.001b 0.042±0.001b

7 A. oryaze CF1003 0.035±0.004a 0.027±0.001b 0.046±0.005a

8 A. oryaze KACC 46421 0.023±0.001c 0.017±0.001d 0.030±0.001de

9 A. oryaze KACC 46423 0.022±0.001cd 0.019±0.001cd 0.029±0.002de

10 A. oryaze KACC 46424 0.019±0.001d 0.019±0.001cd 0.028±0.004de

11 A. oryaze KACC 46959 0.020±0.001cd 0.020±0.001c 0.032±0.001d

12 A. acidus KACC 46420 0.028±0.002b 0.027±0.003b 0.036±0.001c

1) Means±S.D. (n=3), Values with different superscripts in the same column are significantly different at p<0.05.
2) Not detected.

을 형성하고 있어 효소 생산이 매우 낮았던 것으로 추정되

며, A. oryzae의 pH는 WEB 배지에서 4.76∼5.75, PDB 배지
는 4.06∼4.44, MEB 배지는 3.06∼3.72로 MEB 배지의 pH는
효소 생산에 적합하지 않으나, 질소원 및 무기질 등 배지의
영향 성분이 전분 분해효소 생산에 비교적 적합하였기 때문

에 다른배지에비하여효소활성이높았던것으로생각된다. 
또한, 상업용 균주의 효소 활성이 야생형보다 높은 이유는
Table 2의 결과로부터 상업용 균주가 야생균주에 비해 유전
적으로 안정하고, 착생능이 우수하여 생육이 왕성(Oh DS 
2004)하여 균체량이 많기 때문인 것으로 판단된다.

요 약

양조용곰팡이 12균주에대하여 WEB(wheat extract broth), 
PDB(potato dextrose broth), MEB(malt extract broth) 배지에
서의배양특성및전분분해효소활성을조사하였다. PDB 배
지에서의균체생산량은 1.26(R. oryzae KACC 45741)∼4.80(A. 
oryzae KACC 46959) g/100 mL로 WEB, MEB 배지보다 각
각 2.3∼9.2배, 1.7∼14.6배 낮았다. A. oryzae의 경우, 상업유
통 균주인 Suwon, CF1001, CF1003 균주들이 야생 균주인
KACC 46421, KACC 46423, KACC 46424, KACC 46959보
다 건조 균체량이 높았다. Rhizopus sp.의 산 생성량은 WEB, 
PDB, MEB 배지에서각각 0.12∼0.47, 0.22∼1.0, 0.16∼0.68% 

(as lactic acid)이었으며, A. oryzae는 0.06∼0.11, 0.03∼0.04, 
0.06∼0.08%(as citric acid) 범위이었다. 전분분해효소 활성은
Rhizopus sp.의 경우, R. delemer KACC 46419 균주만 WEB
와 MEB에서 각각 0.013 U, 0.019 U의 활성을 보인 반면, A. 
oryzae의효소활성은 WEB, PDB, MEB 배지에서각각 0.019 
∼0.037, 0.017∼0.033, 0.028∼0.046 U 범위였다. 결론적으로
액체 종국용 배지는 균체 생산성이 비교적 우수하였고, 효소
활성이 높았던 MEB 배지를 사용하는 것이 유리한 것으로
생각된다.
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