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Selection of Optimum Medium for Cultivating Aspergillus oryzae

OF 5-20 in Yakju and Quality Evaluation of Mold Starter with

Citric Acid Treatment

Ho-Jun Seong

Department of Food Industrial Engineering

Graduate School of Global Fisheries Pukyoung National University

Abstract

This study contributes to industrialization of Korean traditional

fermentation Aspergillus oryzae for Yakju by establishing mass

production system. The optimal grain media for cultivation times and
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the effect of reduction of coliforms colony count according to

concentration of citric acid were presented. Also, the positive or

negative effect on spore count, saccharogenic power and acidity

according to the citric acid concentration was evaluated. The largest

increase in spore count of A. oryzae was 36×10 CFU/mL for millet

that was cultivated for 2 days. The largest decrease in coliforms

colony count was 50 CFU/g when the concentration of citric acid was

0.4% or more. The result of spore count according to concentration of

citric acid was that it produce a more spore count if the concentration

of citric acid was higher. The result of saccharogenic power according

to concentration of citric acid was that the largest result of

saccharogenic power was 78 SP for 0.7% citric acid or more. The

result of acidity according to concentration of citric acid was that the

largest result of acidity was 16.66 mL 0.1N NaOH/g for 1.0% citric

acid. These results showed that higher citric acid concentration had a

positive effect on A. oryzae millet quality.
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Ⅰ. 서 론

오늘날 발효식품업계는 발효 미생물의 다양성 분석과 종국 생산 등을

통해 균주, 배양, 생산물, 발효 기술 특허를 선점하기 위해 집중적으로 경

쟁하고 있다. 전 세계적으로 2013년에서 2018년까지 종균시장의 성장률은

5.6%에 달하고 있을 정도로 가파르게 성장하고 있다(Yeo et al., 2016).

국내에도 이미 우수한 토종 발효 미생물이 존재하고 한국 발효업계 또한

여전히 성장하고 있는 시장이지만 발효 종균과 관련된 제품, 특히 스타터

를 수입하는 것에 대해 외국에 사용료를 지불하고 있는 실정이다. 국내

종균 시장의 60%를 일본으로부터 수입하며 연간 로열티는 약 120억원에

달하고 있다(Moon et al., 2016).

종국 배양에 관한 연구로는 주로 전통 누룩에 유래하는 유용 곰팡이 및

효모균의 분리와 동정에 관한 연구 등과 각종 균주를 적용한 개량 누룩과

전통 누룩을 이용한 양조주의 품질 및 이화학적 특성에 관한 연구가 수행
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되고 있다. 그러나 이러한 연구는 대부분 균주의 당화력과 알코올 생성에

초점을 맞추어졌지만, 종국 배양을 위한 최적 배지에 관련하여 체계적이

고 정량적인 분석 연구는 미흡한 실정이다. 종국의 발효과정에서 품질에

영향을 미치는 인자는 대장균군을 비롯한 잡균, 포자수, 당화력 등으로 다

양하며 약주의 맛과 향에 중대한 영향을 미치게 된다. 약주의 안정적인

발효와 균일한 품질 유지의 필요성으로 인하여 유기산 생산능이 강한 단

일 분리균으로 제조한 개량 누룩에 대한 연구과 활발히 진행되고 있으며.

최근에는 전통 누룩을 저온 살균하여 잡균을 제거하여 사용하거나, 증자

처리한 소맥, 보리, 쌀 등의 전분질에 선별된 단일 또는 복합 미생물로 배

양하여 특정 미생물이 대량 번식된 상태의 개량 누룩을 주로 제조하고 있

다(Jung et al., 2018). 구연산은 주류 발효에 적합한 pH를 제공할 뿐만

아니라 청량감과 부드러운 신맛을 내는 역할을 한다고 알려져 있다. 이러

한 이유로 현대식 양조공정에서 Aspergillus oryzae는 Aspergillus

luchuensis 보다 유기산 생성능이 상대적으로 부족하여 안전한 발효를 위

해 유기산을 보충하는 공정이 추가되는 것으로 알려져 있다(Bae et al.,

2016). 이에 따라 국내 산업계는 산업용 고상발효 양산 체계에서 필요한
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발효 미생물 종균을 제조하는데 필요한 공장 설비를 확충할 필요가 있다.

그리고, 토종 발효 종균의 자급화를 달성하기 위해 체계적이고 자동적인

고상발효 시스템의 기반이 필요하다.

본 연구에서는 약주제조에 쓰이는 A. oryzae OF 5-20의 산업화 및 양

산을 위한 고상발효 시스템하에서 최적 조건과 방법을 적용 시키기 위하

여 종국 배양공정에서 쌀, 현미, 밀쌀, 찰보리, 좁쌀, 콩을 각각 배양하여

포자수가 가장 많이 생성되는 최적의 곡물배지를 선정하였고, 유기산인

구연산을 첨가하여 대장균군 저감효과와 동시에 종국의 당화력 및 산도의

영향을 실험하였다.
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Ⅱ. 재료 및 실험방법

1. 시험균주

실험에 사용한 균주는 전통발효식품(전통누룩)에서 분리하여 농촌진흥

청 발효가공식품과에서 확보한 A. oryzae OF5-20를 이용하여 ㈜충무발

효(Ulsan, Korea)에서 대량생산하여 시판 중인 황국제품(A. oryzae 조제

종국)을 시험균주로 사용하였다.

2. 대상곡물

실험에 사용한 곡물은 한국에서 전통주 제조에 오랜 기간 사용되어온

(Jeong et al., 2013) 백미(품종명 : 추청, 2020년산), 현미(품목명 : 추청현
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미, 2020년산), 보리(품종명 : 나맥, 2020년산), 메조(품종명 : 황금조, 2020

년산), 백태(품종명 : 선풍)는 언양농협 하나로마트에서 판매중인 국내 생

산 제품을 구입하였다. 곡물 대조군은 사조동아원(주)에서 판매하는 2021

년에 수입된 미국산 밀쌀제품(품목명 : soft white wheat)을 구입하여 사

용하였다.

3. 시약 및 배지

각 곡물배지에서 발생한 포자수를 측정하기 위해 실험에 사용된 시약

tween 80 과 methylene blue 시약은 Sigma-aldrich 회사의 제품을 사용

하였다.

구연산 농도에 따른 대장균군수 저감 실험을 위해 사용된 구연산은

Junsei 회사의 citric acid 99.5%(EP)를 사용하였고 대장균군수 측정에 사

용한 배지는 3M 社의 Petrifilm E/C 건조필름배지를 사용하였고 포자수

측정에 사용한 혈구계수기는 marrienfeld 社의 blood counting chamber를

사용하였다.
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당화력 측정에 사용한 기질용액은 Junsei 회사의 soluble starch 제품을

증류수 100 mL에 용해한 다음 끓는 증류수 300 mL에 가하여 1분간 처리

하여 식힌 후 매스플라스크에 500 mL로 적정한 것을 사용하였다. 초산염

완충액에 사용한 시약은 대정화금 회사의 sodium acetate 98.5%

anhydrous (GR) 제품과 acetic acid glacial 99.5% (EP) 제품을 사용하였

다.

4. 종국 제조방법

시료의 제조방법은 각각의 곡물(백미, 현미, 밀, 보리, 메조, 백태)을 깨

끗이 씻고 물에 3시간 침지한 후 채망에 받아 물기를 제거한 다음

autoclave에서 115℃, 10분 증자한 후 30℃까지 냉각시킨다. 냉각된 각 곡

물배지 100 g당 A. oryzae 종균 1 g 비율로 접종하여 골고루 혼합하여

상온에 24시간 방치한 다음 통풍이 가능한 플라스틱 상자(30 cm × 50

cm × 5 cm)에 담아 온도 35℃, 습도
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95% 환경에서 1~8 일 배양 하였다. 이 때, 시료의 품온이 42℃를 넘으면

성장이 저해되므로(Jeong et al., 2018) 1시간마다 품온을 확인하여 35℃를

넘지 않도록 하였다. 가습배양 과정이 종료된 후 45℃ 열풍 건조를 72시

간 진행하였다. 건조된 덩어리진 종국을 100 mesh 입자 크기로 분쇄하여

분말 형태로 종국을 제조하여 실험에 사용하였다.

5. 종국의 포자수 측정

종국의 포자수 측정을 위하여 종국 시료 1 g을 측정하여 다음 5%

tween 80 수용액 100 mL 및 1% 메틸렌블루시약 20 µL를 가하여

shaking incubator에 넣고 4℃, 2시간, 100 rpm 교반하여 시험용액을 제

조하였다. 그 후, 시험용액을 혈구계수기(marienfeld, hemocytometer)의

상부와 하부에 각각 10µL를 분주한 다음 커버글라스(18 mm × 18mm)로

덮고 알콜램프에 은근히 가열하여 혼합액을 고정하였다. 이를 광학현미경

(olympus, CH-30)으로 400배 확대하여 혈구계수기 상, 하부 각 3회 반복

측정하였다. 측정값의 평균치를 A라 하고 다음 계산식에 따라 포자수를

구하였다.
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포자수 (×10spores) =
A × 희석배수

검체의 채취량(g)
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Washing & 

Soaking

Wash the cereals(white rice, brown rice, barley, 

wheat, millet, soy) and soak for 3h.

↓

Steaming &

Cooling
Boil the cereals at 115℃, 10 minutes and cool to 30℃

↓

Add the A.oryzae 1g per 100g cereal and cultivate the sample

humidifying → temp : 35℃, humidity : 95% time : 1~8 days)
Cultivating

↓

Drying Dry the sample at 45℃, 72h using hot wind

↓

Grinding Grind the sample (100mesh)

↓

Analytical

sample

Fig. 1. Production diagram of Aspergillus oryzae OF 5-20 mold starter.
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6. 구연산 첨가에 따른 종국 제조

곡물 종류별 종국 제조과정에서 얻은 시료 중 포자수가 가장 많이 발생

한 곡물배지를 선정하여 해당 곡물배지 침수 시에 구연산 농도를 각각

0.1%, 0.4%, 0.7%, 1.0%로 3시간 침수시켰다. 그 후, 채망에 받아 물기를

제거한 다음 autoclave에서 115℃, 10분 증자한 후 30℃까지 냉각시켰다.

냉각된 각 곡물배지 100 g당 A. oryzae 종균 1 g 비율로 접종하여 골고

루 혼합하여 상온에 24시간 방치한 다음 통풍이 가능한 플라스틱 상자(30

cm × 50 cm × 5 cm)에 담아 온도 35℃, 습도 95% 조건에서 2 일간 배

양 하였다. 이 때, 시료의 품온이 42℃를 넘지 않도록 1시간마다 품온을

확인하여 35℃를 넘지 않도록 하였다. 가습배양 과정이 종료된 후 45℃

열풍 건조를 72시간 진행하였다. 건조된 덩어리진 종국을 100 mesh 입자

크기로 분쇄하여 분말 형태로 종국을 제조하여 실험에 사용하였다.
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7. 종국의 대장균군수 측정

제조된 각 시료 1 g을 0.85% NaCl 멸균수용액에 단계별로 희석 및 교

반한 후 Petrifilm E/C 건조필름배지에 각 1 mL씩 분주하여 35℃, 18시간

배양하여 가스 발생한 붉은 집락수를 관찰하여 계수하였다. 유효 집락수

는 각 희석배수별 30~300개의 집락수로 하여 유효 집락수의 평균을 산정

한 것으로 계수하였다.

8. 종국의 당화력

구연산 농도에 따른 종국의 대장균군수 측정에서 얻은 시료를 증류수에

30배 희석하여 삼각플라스크에 1 mL 취하고 1% 염화나트륨용액 200 mL를

가한 다음 30℃로 항온하여 3시간 정치한다. 이 과정에서 20분 간격으로 조

용히 흔들어 주어 침출시킨 액을 여과하여 시험용액으로 한다. 기질용액 50

mL와 0.2M 초산염완충액(pH 5.0) 30 mL를 100 mL 메스플라스크에 넣고

55℃수욕조에서 10분간 방치한다. 이에 시험용액 10 mL를 가해주고 동시에
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시간을 측정한다. 내용물을 흔들어 잘 혼합하고 수욕조에 방치한다. 반응시간

이 정확히 60분이 되면 0.5 N 수산화나트륨용액 10 mL를 가하여 효소작용

을 중지시킨 다음 흐르는 물로 상온으로 식히고 물을 가하여 100 mL로 한

다. 이 액 10 mL와 대조액 10 mL를 각각 취하여 다음과 같이 환원당량

을 측정한다. 대조액은 시험용액 10 mL 대신 물 10 mL를 취하여 시험용

액의 경우와 동일하게 처리한다. 펠링시액 10 mL를 취하여 250 mL 삼각플

라스크에 넣고 물 40 mL, 위의 환원당 생성에 따라 얻은 용액 10 mL와 포도

당표준용액 10 mL를 정확히 취하여 가해주고 조용히 흔들어 내용물을 혼합

해 준다. 이 혼합액을 석면이 부착된 망상위에서 1분간 끓여준 다음 계속

끓여주면서 포도당표준용액으로 적정한다. 다만, 황산동의 청색이 거의 없

어지면 1% 메틸렌블루시약 4∼5방울을 더 가하여 적정을 계속한다. 종말

점은 메틸렌블루의 청색이 없어지는 시점으로 하고 이 때 소비된 포도당

표준용액의 소비 mL수를 S라 한다. 따로, 펠링시액 10 mL, 물 40 mL, 대조

액 10 mL 및 포도당표준용액 10 mL 를 사용하여 같은 방법으로 공시험을

행하고 이 때 소비된 포도당표준용액의 소비 mL수를 B로 하여 다음 계산식

에 따라 당화력을 구하였다.
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당화력(SP) ＝
(B-S) × f

W × t

f : Factor(20/10)로서 포도당표준용액(2 mg/mL)과 사용된 표준용액 10

mL의 양에서 산출된 수치

W : 시험용액 10 mL에 함유된 검체의 양(g)

t : 반응시간(시간)

9. 종국의 산도

구연산 농도에 따른 종국의 대장균군수 측정에서 얻은 시료를 20 g 취

하여 물 100 mL를 가해 30℃에서 3시간 이상 침출하고 여과하여 이 여

액 10 mL에 혼합지시액 2∼3방울을 가하여 0.1 N 수산화나트륨용액으로

담홍색에서 엷은 청색으로 될 때까지 적정하고 다음 계산식에 따라 산도를

구하였다.
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산도(mL 0.1N NaOH/g) ＝ a × f

a : 0.1N 수산화나트륨용액의 소비 mL수

f : 0.1N 수산화나트륨용액의 factor
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Ⅲ. 결과 및 고찰

1. 배양 시간에 따른 곡물배지 종류별 종국의 포자수

곡물배지의 종류별 포자수 차이는 Fig. 2 와 같았다. 포자수 측정 결과

6종의 곡물 배지를 각각 배양하였을 때, 조>밀>백미>보리>현미>콩 순

으로 포자수가 많은 결과를 보였다. 조에서 배양할 경우 포자 생산량이

가장 높았으며 포자 생산량이 가장 낮은 곡물배지는 콩이었다. 전체적인

곡물들의 결과를 보면 배양 2일까지는 포자수 증가율이 상승하다가 4일부

터는 포자수가 감소하는 현상이 공통적으로 드러난다. A. oryzae의 액체

종국 접종량, 발효온도, 시간에 따른 포자수 변화 실험을 행한 결과 액체

종국의 접종량이 증가할수록 포자수가 증가하였고 발효온도는 40℃일 때

포자수가 가장 많이 생성되는 결과를 나타내었으며 발효 시간은 120 시간

에서 포자수가 가장 많이 생성되다가 이후 감소하는 결과를 보였다는 다

른 연구 결과와 유사한 결과를 나타내었다.(Baek et al., 2016)
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Fig. 2. Results of Aspergillus oryzae OF5-20 spore count according to

grain medium and cultivating periods at 35℃.
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2. 구연산 농도에 따른 조 종국의 대장균군수

구연산 농도에 따른 조 종국의 대장균군수의 차이는 Fig. 3 와 같았다.

공시험 시료의 대장균군수는 8,600 CFU/g였고 구연산 농도 0.1%에서

3,500 CFU/g, 0.4%에서 20 CFU/g, 0.7%에서 20 CFU/g, 1.0%에서 20

CFU/g의 결과를 나타내었다. 0.1% 구연산 첨가군에서 공시험 대비

59.3% 감소하였고 0.4%, 0.7%, 1.0%에서 공시험 대비 99.7% 감소하였다.

종국의 구연산 농도가 0.4% 이상일 경우 대장균군수 저감 효과가 줄어드

는 현상을 확인할 수 있었고 구연산 농도 0.7% 이상 에서는 대장균군수

가 더 감소하지 않는 결과를 나타내었다. 특히, 구연산은 식품의 전처리

단계에서 많이 사용하는 식품첨가물로 채소에 구연산 1%, 30분간 처리하

여 대장균군수를 측정하였을 때 평균 100배 감소되는 다른 연구 결과와

유사한 결과를 나타내었다(Cho et al., 2012).

3. 구연산 농도에 따른 조 종국의 포자수

구연산 농도에 따른 조 종국의 포자수의 차이는 Fig. 4 와 같았다. 공
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시험값은 34×10 spores/g였고 구연산 농도가 0.1%일 때 37×10

spores/g로 측정되어 공시험 결과값에 비하여 8% 증가하였고 0.4%일 때

43×10 spores/g로 공시험 대비 26% 증가하였으며 0.7% 일 때 45×10

spores/g 로 공시험 대비 32% 증가 하였고 1.0%일 때 45×10 spores/g

로 공시험 대비 32% 증가하였다. 조 종

국의 구연산 농도가 0.7% 일 때 A, oryzae 포자수 증가율이 최대치에 달

하였고 1.0% 에서는 포자수 변화가 없었다.

4. 구연산 농도에 따른 조 종국의 당화력

구연산 농도에 따른 조 종국의 당화력의 차이는 Fig. 5 와 같았다. 당화

력 공시험 측정 결과 66 SP 였고 구연산 농도가 0.1%일 때 당화력은 66

SP로 공시험 결과와 차이가 없었다. 0.4%일 때 당화력은 72 SP가 나왔

다. 구연산 농도 0.7%일 때 당화력이 78 SP가 나왔고 1.0%일 때 당화력

이 78 SP가 나왔다. 구연산 농도 0.4% 이상 일 때 공시험에 비하여 당화

력이 소폭 상승하는 경향을 확인하였다. 식품첨가물공전에서 정한 입국의

당화력은 60 SP/g 이상이어야 한다고 규정되어 있는데, 종국에 대한 당화

력은 별도로 정해져 있지 않다.
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5. 구연산 농도에 따른 조 종국의 산도

구연산 농도에 따른 조 종국의 산도의 차이는 Fig. 6 와 같았다. 산도

공시험 측정 결과 15.02 mL 0.1 N NaOH/g 였고 구연산 농도가 0.1% 일

때 15.02 mL 0.1 N NaOH/g 로 공시험 결과와 동일하였다. 0.4% 일 때

15.68 mL 0.1 N NaOH/g, 0.7% 일 때 16.00 mL 0.1 N NaOH/g, 1.0% 일

때 16.66 mL 0.1 N NaOH/g이 나왔다. 본 실험 결과를 보았을 때 구연산

농도가 높아질수록 산도 또한 높아지나, 품질에 크게 영향을 주는 요인으

로 확인되지는 않았다. 쌀 품종에 따른 입국의 산도 측정 실험을 수행한

결과 산도가 평균 5.9 mL 0.1 N NaOH/g 로 나타내었다는 연구결과 보

다 산도가 높은 결과를 나타내었다(Kwon et al., 2013).



- 20 -

Fig. 3. Results of coliforms counts in millet sample according to

concentration of citric acid.



- 21 -

Fig. 4. Results of Aspergillus oryzae OF5-20 spore counts in millet

sample according to concentration of citric acid.
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Fig. 5. Results of saccharogenic power in millet sample according to

concentration of citric acid.
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Fig. 6. Results of acidity in millet sample according to concentration of

citric acid.
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Ⅳ. 요 약

산업 현장에서 약주용 곰팡이 종국 A. oryzae를 대량생산 하고자 할

때 최적의 조건을 도출하기 위해 6종의 곡물배지(백미, 현미, 보리, 밀,

조, 콩) 중 포자수가 가장 많이 생산되는 곡물을 선정하고, 선정된 곡물배

지에 구연산 농도를 달리하여 오염의 지표인 대장균군수의 감소 정도를

측정하고, 구연산 농도에 따른 포자수, 당화력, 산도를 비롯한 종국 품질

에 미치는 영향을 실험하였다.

1. 곡물 배지 6종에 A. oryzae를 배양하여 시료를 제조한 후 곡물 종

류에 따른 포자수 발생 정도를 측정한 결과, 6종의 곡물 배지를 각각 배

양하였을 때, 배양시간 2일까지 포자수가 최대치로 증가하다가 3일 째에

는 포자수 증가가 중단되었고 4일 이상일 경우, 포자수가 감소하는 경향

을 6종의 곡물배지 전체에서 공통적으로 확인할 수 있었다. 2일 배양 기

준으로 포자수가 많이 생성된 곡물배지는 조>밀>백미>보리>현미>콩 순

으로 결과가 도출되었다. 배양 2일을 기준으로 비교했을 때 6종의 곡물배
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지 중에서 조에서 배양할 경우 포자 생산량이 가장 높았으며 포자 생산량

이 가장 낮은 곡물배지는 콩이었다.

2. 조 종국의 구연산 농도별 대장균군수 측정 실험에서는 6종의 곡물

배지 중에서 포자 발생량이 가장 많은 조 종국의 구연산 농도가 0.1%일

때 공시험 대비 대장균군수가 59.3% 감소했고 구연산 농도가 0.4%, 0.7%,

1.0%일 때 공시험 대비 99.4% 감소했다. 이를 통해 구연산 농도 0.4% 이

상일 경우 대장균군수 감소율이 높은 경향을 나타내었다.

3. 조 종국의 구연산 농도별 포자수 측정 실험에서는 구연산 농도가

0.1%일 때 공시험 결과에 비해 3×10 CFU/g 증가 했고, 0.4%일 때 9×10

 CFU/g 증가했으며 0.7%와 1.0%일 때 11×10 CFU/g 증가했다. 이를

통해 구연산 농도가 높아짐에 따라 A, oryzae 조 종국의 포자수가 증가

하는 결과를 나타내었다.

4. 조 종국의 구연산 농도별 당화력 측정 실험에서는 구연산 농도가

0.1%일 때 공시험 결과와 동일하였고, 0.4%일 때 공시험 대비 6 SP 증가

하였으며 0.7%와 1.0%일 때 공시험 대비 12 SP 증가하였다. 이를 통해

구연산 농도가 높아질수록 당화력이 증가하는 결과를 나타내었다.
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5. 조 종국의 구연산 농도별 산도 측정 실험에서는 구연산 농도가

0.1%일 때 공시험 결과와 동일하였고 0.4% 이상 일 때 소폭 상승하는 결

과를 나타내었다.
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