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쌀 입국 제조시 Rhizopus sp. ZB9의 배양 조건이
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Abstract

This study was conducted to determine the influence of culture conditions such as temperature, time, water content, 
koji-thickness and agitation on the production of organic acid by Rhizopus sp. ZB9 isolated from Korean Nuruk during 
the preparation of rice koji, which is used in brewing the Korean rice wines, Takju and Yakju. Rice koji was made under 
different culture conditions, and the acidity of each koji was tested. The temperature range suitable for the production of 
organic acid was 28～32℃, and 36～48 hours of cultivation at that temperature range seemed to produce the optimum 
results. The production of organic acid increased in proportion to the increase in water content of steamed rice from 25% 
to 60%. An increase in koji-thickness induced no adverse effects on the production of organic acid, and agitation-work 
during cultivation showed very beneficial effects.
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서 론  

쌀 입국은 증자한 쌀에 곰팡이를 인위적으로 접종한 후 배

양한 것으로 탁주, 약주 및 청주의 양조에 이용되는 대표적인 

발효제이다. 곰팡이에 의하여 생성된 각종 아밀라아제를 함

유하고 있어서 원료 중의 전분을 발효성 당으로 전환하는 것

이 주된 역할이다.
전통적인 탁주와 약주의 제조에서는 누룩이 유일한 발효

제로 사용되었으나, 해방 직전에 Aspergillus kawachii 균이 일

본에서 도입되어 입국의 형태로 탁주 및 약주의 제조에 이용

되어 오늘에 이르고 있다(Rha KY 1989). Aspergillus kawachii
는 1927년경 일본의 가고시마에서 흑국균인 Aspergillus awamori

의 백색 변이주로 Kawachi(河內) 씨에 의하여 처음으로 발견

되었는데, 포자의 색이 희고, 구연산, 당화 아밀라아제, 펙틴 

분해효소 등을 생산하는 특성이 있어 일본에서는 고구마 소

주 제조시의 코오지 균으로 쓰이고 있다(北原 & 久留 1949).
최근에 탁주의 국내 소비량뿐만 아니라 일본으로의 수출

량도 급격히 늘어나고 있는 시점에 우리의 탁주 제조 방법이 

한국적이지 못하다는 지적이 강력히 제기되고 있다(박록담 

2009). 전통적인 탁주와 약주의 고유한 발효제는 누룩인데, 일
본에서 개발한 곰팡이로서 우리의 전통술을 만들어서야 되

겠느냐는 것이다. 이 문제를 해결하기 위하여 우리의 누룩에

서 우수한 곰팡이를 분리하여 탁주와 약주의 발효제 제조에 

사용하여야 한다는 방안도 새롭게 제기되고 있다(김종실 2009).
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우리의 누룩에서 당화 아밀라아제 생성을 주도하는 미생

물이 Rhizopus 속의 곰팡이라는 사실은 오래 전부터 잘 알려

져 있다(이성우 1988; 이계호 1994; Park 등 1995; Yu 등 1996). 
또한 Rhizopus 속의 곰팡이는 젖산이나 푸마르산을 생산하

기도 하므로(Banwart GJ 1989; Griffin DH 1994) 안전한 발효

환경을 조성할 뿐만 아니라 술에 적절한 신맛을 줄 수도 있

다.
이러한 특성들을 고려하여 Rhizopus 속의 곰팡이를 누룩 

제조에 인위적으로 접종하여 누룩의 품질을 향상시키려는 

연구도 다수 있었다(Lee 등 1969; So MH 1993a; So MH 1999; 
So 등 1999a; So 등 1999b; So 등 1999c). 그러나 누룩을 제조

할 때 미생물을 인위적으로 접종하는 것이 오래 전부터 법으

로 금지되어져 있어서(국세청 1975; 식품의약품안전청 2009) 
우량 미생물 접종을 통한 누룩의 품질 개선은 실용화 되지 

못하고 있으며, 품질 개선이 뒤따르지 못한 우리의 누룩은 양

조업계에서 설 자리를 잃고 말았다.
저자들은 현행법에서 실용화가 가능하고 현재의 양조장 

여건에서 쉽게 적용할 수 있는 방법으로 문제의 해결을 시도 

하였다. 즉, 우리누룩의 주 곰팡이인 Rhizopus 속으로 쌀 입국

을 제조하면 Aspergillus kawachii로 제조한 쌀 입국에 못지않

게 입국의 당화력이 높고 유기산의 함량도 적절하여 발효가 

잘 진행되고, 탁주의 품질도 좋음을 확인하고(So & Lee 2003), 
Rhizopus 속의 쌀 입국 생산에 필요한 기초 자료를 얻기 위한 

일련의 연구를 수행하였다.
그 첫 연구로서 저자들은 한국의 누룩에서 분리한 Rhizopus 

sp. ZB9로서 쌀 입국을 제조할 때 당화 아밀라아제의 생성에 

적합한 배양 조건을 검토하여 보고한 바 있다(So & Lee 2009). 
본 연구는 이의 후속 연구로 Rhizopus sp. ZB9로서 쌀 입국을 

제조할 때 배양 온도, 배양 시간, 증미 수분 함량, 입국 두께, 
교반 작업 등의 배양 조건이 유기산 생성에 미치는 영향을 

검토하여 유기산 생성에 적합한 배양 조건을 제시하기 위한 

것이다.

재료 및 방법

1. 재료

본 실험에 사용된 Rhizopus sp. ZB9는 전통 누룩에서 분리

하여 짐바이오연구소에 보존 중인 것이며, 쌀은 농협 창고

에 2년간 보존 후 도정한 추청 경질미로 인천합동탁주에서 

구하였다.

2. 종국의 제조

쌀 입국 제조에 필요한 곰팡이는 다음과 같이 종국을 제조

하여 사용하였다. 먼저 현미를 4시간 침수한 후 110℃에서 30

분간 증자한 다음 Rhizopus sp. ZB9를 접종하여 32℃에서 10
일간 배양하여 포자가 충분히 형성되게 하였다. 이어서 배양

물을 40℃에서 3일간 건조시켜 수분함량 10% 되게 한 후 건

열 멸균한 전분을 동량 첨가하고 고루 혼합한 다음 멸균된 

100 mesh 체로 쳐서 곰팡이 포자를 다량 함유한 전분을 회수

하였다.

3. 쌀 입국의 제조

쌀을 2시간 침수하여 물기를 빼고 105℃에서 20분간 1차 

증자한 후 쌀 무게의 10%에 해당하는 물을 첨가하여 105℃
에서 20분간 2차 증자하였다. 증자한 쌀을 250 ㎖의 삼각 플

라스크에 30 g씩 무균적으로 취해 넣고 종국 0.1 g을 가한 후 

솜 마개를 하고 흔들어 혼합한 다음 28, 32 및 36℃의 항온기

에서 48시간 배양하였다.
다만 배양 온도의 영향을 검사할 때에는 배양 온도를 20, 

24, 28, 32, 36, 40 및 44℃로 하였고, 배양 시간의 영향을 검사

할 때에는 배양 시간을 24, 30, 36, 42, 48, 54, 60, 66 및 72시
간으로 하였다.

또한 증미 수분 함량의 영향을 검사할 때에는 1차 증자한 

증미의 수분 함량이 25%(w/w) 되게 하고, 이에 물을 가하여 

증미 수분 함량이 30, 35, 40, 45, 50, 55 및 60%(w/w) 되게 

한 후 삼각 플라스크에 넣고 알루미늄 포일로 밀봉하여 2차 

증자하였다.
입국 두께의 영향을 검사할 때에는 종국을 접종한 증미를 

직경 15 ㎜, 높이 100 ㎜의 시험관에 증미 두께가 각각 1, 2, 
3, 4, 5, 6, 7 및 8 ㎝ 되게 넣은 후 시험관의 입구를 멸균된 

무명천으로 가볍게 덮고 90%의 습도가 유지되는 항온기에서 

배양하였다. 시험관을 사용한 이유는 입국을 두껍게 하여 배

양할 때 곰팡이의 호흡열로 품온이 높아지는 것을 방지하기 

위해서이다.
교반의 영향을 검사할 때는 배양 24시간에 1차 교반, 30

시간에 2차 교반, 36시간에 3차 교반, 42시간에 4차 교반을 

각각 실시하되 실험구 배치는 교반을 하지 않은 무교반구, 
1차 교반만 실시한 1회 교반구, 1차 및 2차 교반을 실시한 

2회 교반구, 1차, 2차 및 3차 교반을 실시한 3회 교반구, 1
차, 2차, 3차 및 4차 교반을 실시한 4회 교반구로 하였다. 
교반 작업은 멸균된 유리봉으로 입국의 덩어리를 깬 후 입

국이 든 삼각 플라스크를 옆으로 45도 기울인 상태에서 천

천히 삼각 플라스크를 5바퀴 회전시켜 입국이 혼합되게 하

였다.

4. 시료의 채취 및 보존

입국을 시료로 채취할 때는 덩어리를 깨고 흔들어 섞어서 

무균작업대에서 정확히 5 g을 취하여 멸균된 비닐 주머니에 
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넣어 1회의 배양이 끝날 때까지 5℃의 냉장고에 6～18시간 

보관하였다.
5. 산도 측정

국세청의 발효제 분석규정(국세청 1990)에 따라 입국 5 g
을 100 ㎖ 삼각 플라스크에 넣고 증류수 25 ㎖를 가한 다음 

실온에서 3시간 침출한 후 여과하여 여액 10 ㎖에 혼합지시

약 2방울을 가하고 0.1N 수산화나트륨 용액을 가하여 담홍

색이 될 때까지 적정하고, 수산화나트륨 용액의 소비 ㎖ 수
에 수산화나트륨 용액의 농도계수를 곱하여 입국의 산도로 

하였다.

결과 및 고찰

1. 배양 온도가 유기산 생성에 미치는 영향

증미에 Rhizopus sp. ZB9를 접종하여 배양 온도를 20, 24, 
28, 32, 36, 40 및 44℃로 각각 조정하여 배양하면서 30, 40 
및 48시간 경과했을 때 입국의 산도를 측정한 결과는 Fig. 1
과 같았다.

배양 30시간 및 40시간에서 측정했을 때는 32℃에서의 배

양이 가장 좋았고, 배양 48시간에서 측정했을 때에는 28℃에

서의 배양이 가장 좋았다. 전반적으로 볼 때 28～32℃의 온도 

범위에서 배양하는 것이 유기산 생성에 가장 유리함을 알 수 

있었다. 이와 같은 결과는 So MH(1993b)가 Aspergillus kawachii
에 의한 쌀 입국 제조시의 유기산 생성은 30～50시간 배양했

을 때는 32℃가 가장 좋고, 60시간 이상 배양했을 때는 28℃

Fig. 1. Influence of culture temperature of Rhizopus sp. 
ZB9 on the production of organic acid during the pre-
paration of rice koji. Rice kojies were cultivated under 
different temperatures from 20 to 44℃ for 30, 40 or 48 
hours. Acidity was tested using 0.1N NaOH solution. The 
results were expressed as ㎖ of 0.1N NaOH solution 
needed to neutralize 2 g of koji.

가 가장 좋았다는 연구 결과와 잘 일치하며, Youn 등(1974)이 

Aspergillus shirousamii의 유기산 생성 최적온도가 30℃라고 

보고한 것이나, Hannan 등(1973)이 Aspergillus niger의 구연산 

생성 최적온도가 30℃라고 보고한 것과도 일치하는 경향이

다. 따라서 양조장에서 본 균주로 입국을 제조할 경우에 유기

산 생성을 위한 배양온도는 기존의 입국제조에 사용되고 있

는  Aspergillus kawachii 등과 유사하게 하면 좋을 것으로 본

다.

2. 배양 시간이 유기산 생성에 미치는 영향

증미에 Rhizopus sp. ZB9를 접종하여 28, 32 및 36℃에서 

배양하면서 배양 24, 30, 36, 42, 48, 54, 60, 66 및 72시간에 

입국 시료를 채취하여 산도를 측정한 결과는 Fig. 2와 같았

다.
28, 32 및 36℃ 모두에서 배양 시간의 경과와 함께 산도가 

증가하여 정점에 이르렀다가 서서히 감소하는 경향을 보이

는데, 36℃에서 배양할 때는 배양 30시간에, 32℃에서 배양할 

때는 배양 36시간에, 28℃에서 배양할 때는 배양 42시간에 정

점에 도달하였다. 전반적으로 볼 때 28～32℃의 온도 범위에

서 36～48시간 정도 배양하는 것이 가장 적절함을 알 수 있

었다. 이와 같은 결과는 So MH(1993b)가 Aspergillus kawachii
로 실시한 연구에서 유기산 생성은 36℃에서 배양할 때는 40
시간에, 32℃에서 배양할 때는 50시간에, 28℃에서 배양할 때

는 60시간에 정점에 이르렀다는 보고와 그 경향은 비슷하지

만 정점에 도달하는 시간이 10～18시간 빠른데, 이것은 본 곰

팡이의 특성인 것으로 생각되며 기존의 입국제조에 사용되

고 있는 Aspergillus kawachii보다 유리한 점이다.

Fig. 2. Influence of culture time of Rhizopus sp. ZB9 on 
the production of organic acid during the preparation of 
rice koji. Rice kojies were cultivated at 28, 32 or 36℃ for 
different times from 24 to 72 hours.
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Fig. 3. Influence of moisture content of steamed rice on 
the production of organic acid during the preparation of 
rice koji by Rhizopus sp. ZB9. Rice kojies were cultivated 
at 32℃ for 32, 40 or 48 hours under different moisture 
contents from 25 to 60%.

3. 증미의 수분 함량이 유기산 생성에 미치는 영향

증미의 통상적인 수분 함량이 25%인데, 이에 수분을 추가

하여 수분 함량을 30, 35, 40, 45, 50, 55 및 60%로 조정한 후 

Rhizopus sp. ZB9를 접종하여 32℃에서 배양하면서 배양 32, 
40 및 48시간에 입국 시료를 채취하여 산도를 측정한 결과는

Fig. 3과 같았다.
32, 40 및 48시간 배양 모두에서 수분 함량을 25%에서 

60%로 높임에 따라 유기산 생산은 비례적으로 증가하였다. 
이와 같은 결과는 So MH(1993b)가 Aspergillus kawachii로 실

시한 연구에서 증미의 수분 함량을 30%에서 40%로 높일 

때 유기산 생성이 현저히 증가하였다는 결과와는 일치하지

만, 40% 이상으로 더욱 높일 경우에는 유기산 생성이 오히려 

약간 억제되었다는 결과와는 일치하지 않는다. 이것은 Rhizopus 
속의 곰팡이는 조상균류이어서 순정균류인 Aspergillus 속의 곰

팡이보다 생육에 더 많은 수분을 필요로 하기 때문(박 등 2010)
인 것으로 생각된다.

4. 입국의 두께가 유기산 생성에 미치는 영향

증미에 Rhizopus sp. ZB9를 접종하여 입국의 두께가 각각 

1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 및 8 ㎝ 되게 하여 32℃에서 30, 40 및 48시
간 배양한 후 입국 시료를 채취하여 산도를 측정한 결과는 

Fig. 4와 같았다.
30, 40 및 48시간 배양 모두에서 입국의 두께가 8 ㎝까지 

두꺼워지더라도 유기산의 생성에는 아무런 지장을 받지 않

았다. 이와 같은 결과는 So MH(1993b)가 Aspergillus kawachii
로 실시한 연구에서 입국의 두께가 2 ㎝ 이상으로 두꺼워지

Fig. 4. Influence of koji-thickness on the production of 
organic acid during the preparation of rice koji by Rhizopus
sp. ZB9. Rice kojies were cultivated at 32℃ for 30, 42 or 
48 hours under different koji-thickness from 1 to 8 ㎝.

면 유기산 생산이 현저히 억제된다는 보고와는 일치하지 않

는데, 이것은 본 곰팡이가 조상균류에 속하는 것이어서 순정

균류인 Aspergillus 속의 곰팡이와는 달리 혐기상태에서도 비

교적 잘 증식하는 특성이 있기(이성우 1988) 때문인 것으로 

생각된다. 그리고 본 곰팡이를 사용한 저자들의 전 연구(So 
& Lee 2009)에서 입국의 두께가 8 ㎝까지 두꺼워지더라도 

당화효소 생성에도 아무런 지장을 받지 않음이 확인된 바 있

는데, 이와 같은 현상들은 양조장에서 입국을 제조할 때 작업

이 용이함을 암시하는 것이어서 대단히 주목할 만한 결과로 

생각된다.

Fig. 5. Influence of the number of agitation-work on the 
production of organic acid during the preparation of rice 
koji by Rhizopus sp. ZB9. Rice kojies were cultivated at 
28, 32 or 36℃ for 48 hours under different numbers of 
agitation-work from 0 to 4 times.
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5. 입국 교반 작업이 유기산 생성에 미치는 영향

증미에 Rhizopus sp. ZB9를 접종하여 28, 32 및 36℃에서 

48시간 동안 배양하면서 배양 24시간부터 42시간까지 6시간 

간격으로 입국에 교반 작업을 가하되 교반 작업을 가한 회수

를 달리하여 배양한 후 완성된 입국을 채취하여 산도를 측정

한 결과는 Fig. 5와 같았다.
28℃ 배양, 32℃ 배양 및 36℃ 배양 모두에서 교반 작업을 

행한 회수에 비례하여 유기산 생산이 증가하였다. 이와 같이 

결과는 본 곰팡이를 사용한 저자들의 전 연구(So & Lee 2009)
에서 주기적으로 교반하여 주면 당화효소의 생성이 오히려 

억제된다는 결과와는 상반된다. 이는 유기산은 당화효소와는 

달리 본 곰팡이가 자기 방어 수단으로 생산하는 것일 수도 

있어서(Banwart GJ 1989; Griffin DH 1994) 교반 작업이 유기

산 생산을 촉진시킨 것으로 추측한다.

요 약

본 연구는 한국의 누룩에서 분리한 Rhizopus sp. ZB9로서 

탁주 및 약주 양조에 필요한 쌀 입국을 제조할 때에 배양 온

도, 배양 시간, 증미 수분 함량, 입국 두께, 교반 작업 등의 

배양 조건이 입국의 유기산 생성에 미치는 영향을 알기 위한 

것이다. Rhizopus sp. ZB9를 접종하여 배양 조건을 달리하여

서 쌀 입국을 제조하고, 각 입국의 산도를 측정하였다. 유기

산 생성에 적절한 온도범위는 28～32℃이었으며, 이 온도에

서 36～48시간 정도 배양하는 것이 가장 적절하였다. 증미의 

수분 함량을 25%에서 60%로 높임에 따라 유기산 생산은 비

례적으로 증가하였다. 입국의 두께가 두꺼워지더라도 유기산 

생성에 나쁜 영향을 나타내지 않았으며, 배양 중의 교반 작업

은 유기산 생성에 매우 효과적이었다.
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