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사과(Malus pumila var dulcissima)는 우리나라 대표적
과일중하나로분류학상으로장미과에속하는다년생목본
식물이다. 사과는 영양학적 우수성이나 기능성에서는매우
뛰어나지만, 생과실로 유통되는 중 발생하는 품질저하의
억제, 상품성 유지와 유통기한 연장에 많은 어려움이 있는
실정이다(1). 대부분의 사과는 생과로 소비되며(85%) 그
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Abstract

The aim of this study was to develop high quality no-sugar-added apple cider. Physicochemical characteristics of 
the apple cider fermented using a co-culture of Saccharomyces cerevisiae Fermivin and non-Saccharomyces yeasts 
(Pichia anomala JK04 and Issatchenkia orientalis KMBL5774) were investigated after freeze concentration (FC) 
until alcohol content reached 12% (v/v). Compared with others, JK04 cider showed delayed alcohol fermentation. 
Soluble solid, reducing sugar, total acidity, and total phenolic compounds including free-sugar content of JK04 
cider were considerably increased after FC compared to those of other ciders. Malic acid content was the highest 
among organic acids in all ciders after FC, while lactic acid content remained unchanged. Methanol, acetaldehyde, 
and fusel oil content of all ciders increased after FC; but it was lower than the standard of Korean Food Standards 
Codex. Hue value decreased in Fermivin and JK04 ciders but increased in 5774 cider. Intensity values of all ciders 
increased. L and a values in all ciders decreased, whereas b value increased remarkably. In total, 20 types of 
volatile aromatic compounds were detected. High molecular weight compounds increased while low molecular weight 
compounds decreased after FC. JK04 cider got the highest color and flavor scores, while 5774 cider got the highest 
taste and overall preferences scores. Therefore, these data show that non-Saccharomyces yeasts and freeze concentration 
can be used to improve the overall quality of apple cider.
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중 상품성이 없는 10-15% 정도만 가공용 원료로서 사용되
고있다. 가공용사과는주로사과주스로가공되어소비되
었으나 사과 주스 시장의 침체로 활용되지 못하고 있는
실정이며, 최근 오렌지, 키위 등수입과실의영향으로 사과
의수요또한감소되고있다(2). 이에사과의효율적가공방
안이절실히 요구되고있다. 사과를 이용한 가공품은 주스,
잼 등이 있으며 그 중 사과와인은 고부가가치 제품으로
충분한 시장성이 있다고 판단되며, 사과와인의 품질 향상
에 따른 경쟁력 확보를 위해서 체계적인 연구가 필요하다
(3).
서양에서는 사과를 이용하여 발효한 후 알코올 함량이

5.5-12% 정도인 음료를 사과와인이라 하며(4), 프랑스에서
는 ‘cider, marchand, boisson’ 등으로 불리고 독일에서는
‘apfel wein, champagner apfel wein’ 등으로 불린다. 우리나
라에서는 1969년 최초의 과실주로 등장한 뒤 인기를 얻었
지만, 현재는 농가에서 소규모로 생산, 판매되고 있다(5).
사과 와인에 대한 국내 연구로는 국산 포도로부터 분리한
알코올 효모로 발효한 사과주의 발효 특성(6), 아이스 와인
제조를 위한 동결농축 사과즙의 알코올 발효 특성(7), 사과
와 해당화의 혼합발효로 만든 사과해당화주의 발효특성
(8), 무가당 아이스 와인 제조를 위한 동결농축 사과즙의
알코올 발효특성(9) 등이 있으나, 여전히 사과와인 품질
향상에 관한 연구가 미흡한 실정이다.
동결농축 기술은 식품 또는 용액의 온도를 어는점 이하

로 냉동시켜 물을 얼음 결정의 형태로 만든 다음, 얼음을
분리, 제거하는 방법으로써 다양한 식품분야에서 적용되어
오고 있다(10-12). 또한 동결농축 처리를 반복하면 농축액
의농도를더높일수있는데다른농축기술들과비교하여
가열에 따른 성분 변화가 적어 고품질 와인 제조에 있어
효과적이다(13,14).
와인의 발전에 효모가 기여하는 기능성에 대하여 여러

연구가 진행되고 있는데 특히 발효 중 non-Saccharomyces
와인효모가와인의 품질향상에미치는영향에 대하여많은
연구가 이루어지고 있다(15,16). 본 연구의 사용 균주는
non-Saccharomyces로써 와인제조에 있어 향미를 좋게 하여
주질 향상에 도움이 된다고 알려진 Pichia anomala
JK04(15)와 malic acid 분해효모인 Issatchenkia orientalis
KMBL5774(17), 그리고 대조구로써 상업용 와인효모인
Saccharomyces cerevisiae Fermivin을 사용하였다. Non-
Saccharomyces 효모들을 단독균주로 사용할 경우
Saccharomyces cerevisiae에 비해 당 발효력이 낮고(15,18),
알코올 생성력이 약하므로 이를 보완하기 위해 각각의
non-Saccharomyces 균주들을 S. cerevisiae Fermivin과
1:9(v/v)의 비율로 혼합하여 접종하였다. 혼합비율의 경우,
사전 예비실험을 통해 실험에 가장 적합하다고 판단되는
비율을 사용하였다.
이에 본 연구에서는 설탕을 가당하지 않은 순수 사과즙

에 non-Saccharomyces 효모를 접종하여 발효시킨 후 동결
농축 기술을 이용하여 알코올 함량이 12%(v/v)인 고품질의
무가당사과와인을제조하여 동결농축전후이화학적 특성
에 대해 조사하였다. 또한, 사과와인만의 차별화된 맛과
향을 극대화하기 위한 연구로 사과와인에 최적화된 발효
효모를 사용하여 관능특성 개선을 위한 연구를 실시하였
다.

재료 및 방법

실험재료 및 균주의 배양조건

실험에 사용된 원료 사과는 2015년 9월 경북 청송에서
수확한 fuji를 사용하였으며, 필요에 따라 4℃에서 저온보관
하면서 사용하였다. 실험에 사용한 균주는 경북대학교 식
품공학부 미생물공학연구실에서 분리 및 보관 중인 향미
증진 효과가 있는 P. anomala JK04(15)와 malic acid 분해효
모인 I. orientalis KMBL5774(19), 그리고 상업용 와인 효모
인 S. cerevisiae Fermivin(DSM Food Specialties, Delft,
Netherlands)을 사용하였다. Non-Saccharomyces의 낮은 발
효력을 보완하기 위해 각 non-Saccharomyces 효모를 S.
cerevisiae Fermivin과 1:9(v/v)의 비율로 혼합하여 사용하였
으며, 대조구는 S. cerevisiae Fermivin 단독발효된 사과와인
을 사용하였다. 이 균주들을 YPD 배지(1.0% yeast extract,
2.0% peptone, 2.0% glucose)를 사용하여 30℃에서 150 rpm,
48시간동안진탕배양한후원심분리기(SUPRA 22k PLUS,
Hanil, Daejeon, Korea)로 8,000 rpm, 15 min간 집균한 균체
를 실험에 사용하였다.

동결농축 사과와인의 제조

사과와인의 제조를 위해 원료 5 kg을 세척 및 착즙한
후갈변및발효과정중잡균의오염방지를위해 200 ppm의
potassium metabisulfite(K2S2O5)를 첨가하여 사과즙을 제조
하였다. 사과즙의청징및농축액제조시점도저하를위해
Rapidase press L(DSM Food Specialties, Delft, Netherlands)
을 200 ppm 첨가하여 40℃에서 150 rpm, 2시간동안효소처
리한뒤, 85℃에서 3분간가열하여효소를불활성화시켰다
(20). 주모 제작을 위해 본배양의 5%(v/v)에해당하는사과
즙을 원료로 사용하였다. 이를 위해 YPD 배지에서 S.
cerevisiae Fermivin, P. anomala JK04, I. orientalis
KMBL5774를 각각 배양한 후 원심분리하여 얻은 균체를
사과즙에 접종시켜 30℃, 150 rpm에서 배양하였으며, 당도
가 1/3 정도로감소하는시점을주모적정시기로판단하였
다. 각각 배양된 주모는 S. cerevisiae Fermivin과 non-
Saccharomyces 효모의 비율을 1:9(v/v)로 접종하여 본 배양
을 실시하였으며, 덧 담금일을 시작점으로 하여 사과와인
의 알코올 발효 특성 및 품질 변화를 조사하였다. 발효는
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20℃에서 진행되었으며, 알코올 함량이 최대치에 도달한
것으로 판단되었을 때 발효를 종료하였다(3). 완성된 사과
와인은 8,000 rpm에서 15분간원심분리하여균체및잔여물
을제거하고 4℃의저장실에서저장및실험을 진행하였다.
사과와인의 알코올 함량을 증가시키기 위하여 4℃에 저장
중인 사과와인을 각각의 냉동용기에 분배한 후, -20℃에서
48시간 동안 동결시켰다. 동결된 사과즙은 상온에서 서서
히해동시키며일반시판와인의알코올농도인 12%(v/v)에
도달할 때까지 유효성분을 농축시켰다.

사과와인의 발효에 따른 농축 특성 분석

사과와인의 발효과정 중 주질 분석은 발효 중인 와인의
일부를 취하여 원심분리하여 얻은 상징액을 이용하였다.
당도의 측정은 굴절당도계(N-1α, ATAGO Co., Kyoto,
Japan)를 사용하였다. 환원당 함량 측정은 dinitrosalicylic
acid(DNS) 시약을 사용하여 비색 정량법으로 측정하였다
(21). 즉, 적당히 희석시킨 상징액 0.3 mL에 DNS 시약 1
mL를 첨가하고 끓는 물에서 5분간 반응시킨 후, 증류수
7 mL를 첨가하여 분광광도계(UV-1700, Shimazdu Co.,
Kyoto, Japan)를 사용하여 550 nm에서 흡광도를 측정하였
고, glucose 표준 곡선으로부터 환원당 함량을 환산하였다.
알코올 함량은국세청주류분석규정에따라증류한후주정
계로 측정하였다(22). pH는 pH meter(Model 340, Mettler
Toledo Co., Schwerzenbach, Germany)를 이용하여 측정하
였고, 총산은 AOAC 방법에 따라 상징액을 0.1 N NaOH로
적정하여 사과산(malic acid)으로 환산하였다(23). 사과와
인의총페놀성화합물의함량측정은 Folin-Denis법에의하
여 비색정량 하였다(24,25).

유리당 및 유기산 함량

유리당과 유기산 함량은 사과와인을 membrane filter
(Millex-HV 0.45 μm, Millipore Co., Bedford, MA, USA)로
여과시킨 후 HPLC(600E, Waters, Milford, MA, USA)를
이용하여 분석하였다(26). 유리당 column은 Sugar-Pak I(φ
6.5×300 mm)을 사용하였고, column 온도는 90℃로 설정하
였다. 유기산 column은 PL Hi-Plex H(φ7.7×300 mm)를 사용
하였고, column 온도는 65℃로 설정하였다.

알데히드, 메탄올 및 퓨젤유 함량

알데히드, 메탄올 및 퓨젤유 함량은 증류된 사과와인을
0.45 μm membrane filter로 여과한 뒤, gas chromatograph
(6890N, Agilent Technologies Inc., Santa Clara, CA, USA)와
FID 검출기(Agilent Technologies Inc.)를 이용하여 분석하
였다(19). Column으로는 HP-FFAP(Φ 0.25×300
mm)(Agilent Technologies Inc.)를 사용하였고 column 온도
는 60℃(4 min), 210℃(6℃/min), 210℃(2 min)으로 설정하였
다. Injector 온도는 190℃, carrier gas는 H2를 사용하였으며

split ratio는 100:1, flow rate는 30 mL/min이었으며 detector
온도는 200℃이었다. 각 피크의 동정은 표준품의 retention
time과 비교하였고 함량은 피크의 면적으로 계산하였다.

휘발성 향기 성분

휘발성 향기 성분은 FID가 장착된 gas chromatograph
mass spectrometry(Agilent 7890A, Santa Clara, CA, USA)를
사용하여 분석하였고, 향기 성분의 포집은 SPME fiber
(50/30 μm DVB/CAR/PDMS, Supelco, Bellefonte, PA, USA)
를 사용하여 head-space 분석법으로 분석하였다(26). 전처
리 방법으로는 headspace vial(20 mm, PTFE/silicon septum,
magnetic cap)에 시료 5 mL와 25% NaCl(w/v)을 첨가하여
완벽하게밀봉한후 35℃에서자력교반기로 20분동안교반
하여 시료와 headspace의 휘발성 성분이 평형이 이루어졌
을때 SPME fiber를주입하여 40분간향기성분을포집하였
다. 휘발성 향기 성분 분석을 위한 column은 DB-WAX(60
m×250 μm×ɸ0.25 mm, Waters)를 사용하였고 column온도
는 40℃(2 min), 220℃(2℃/min), 240℃(20℃/min), 240℃(5
min)으로 설정하였다. Injector 온도는 240℃, carrier gas는
He를 사용하였다. 휘발성 향기 성분의 분석을 위해 사용된
library는 Wiley9Nist0.8(Wiley9Nist0.8 Library, mass spectral
search program, version 5.0, Hoboken, NJ, USA)이었다(26).

색도 분석

농축 전과 후 사과와인의 hue와 intensity는 분광광도계
(UV-1601, Shimadzu Co., Kyoto, Japan)를 사용하여 420
nm와 520 nm에서 흡광도를 측정한 다음, hue 값은 420
nm와 520 nm의 흡광도 값의 비율(420/520 nm)로 하였으며,
intensity 값은 420 nm와 520 nm의 합(420+520 nm)으로
하였다. 색도는 표준 백색판으로 보정한 colorimeter
(Konica Minolta CM-3600A, Osaka, Japan)을 이용하여 측정
하였고, L(명도), a(적색도), b(황색도) 값으로 나타내었다
(26,27).

관능평가

사과와인의관능검사는대학생과대학원생중본실험에
관심있는 학생 20명을 선발하여 무작위로 제시된 시료에
대하여 색, 향, 맛, 신맛, 전반적인 기호도에 대하여 평가하
였다. 7점 척도법으로 평가하였으며, 7점은 매우 좋다, 1점
은 매우 나쁘다로 평가하였다. 본 연구의 관능평가는 경북
대학교 생명윤리심의위원회의 규정에 따라 심의하여 승인
번호(2018-0137)를 받아 진행하였다.

통계처리

모든실험결과는 3회반복실시하여 실험결과를평균±
표준편차로 나타내었고 실험군 간의 유의성을 검정하기
위하여 SAS 통계처리(Statstical Analysis System, SAS
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Insititute Inc., Cary, NC, USA)를 이용한 분산분석
(ANOVA)과 Duncan의 다중범위검증(Duncan's multiple
range test, p<0.05)으로 유의성을 검증하였다(28). 동결농축
전후사과와인의 이화학적 특성의차이는 t-test로 유의성을
검증하였다.

결과 및 고찰

알코올발효에 따른 사과와인의 이화학적 특성 분석

사과와인의발효과정 중당도, 환원당, 알코올, pH, 총산,
총 페놀성 화합물의 변화를 알아본 결과는 Fig. 1과 같다.
원료 사과의 초기 당도는 14.5 °Brix이며, 발효 1일 차부터
당이 알코올로 전환되어 감소하는 경향을 나타내었다. 알
코올 발효 능력이 뛰어난 S. cerevisiae Fermivin 단독발효구
와 I. orientalis KMBL5774 혼합발효구의 경우 발효가 진행
됨에 따라 비슷한 경향으로 당이 감소하였고 최종 당도는
발효 종료 시 5.1-5.2 °Brix를 나타내었다. 반면 P. anomala
JK04 혼합발효구의 경우 당 감소가 느리게 진행되었는데
이는 P. anomala JK04가 상대적으로당을 알코올로 전환하
는 속도가 느려(15) 혼합발효에도 영향을 미친것으로 판단
된다. 느린 알코올 생성으로 사과와인이 중도 오염될 우려
가 있다고 판단되어 발효 11일 차에 발효를 중단하였고,
최종 당도는 8.2 °Brix를 나타내었다(Fig. 1A). 환원당도

Fig. 1. Changes in the soluble solid content (A), reducing sugar content (B), alcohol content (C), pH (D), total acid content (E), and total
phenolic compound (F) of apple ciders fermented by single fermentation with Saccharomyces cerevisiae W-3 (●), mixed fermentation with
S. cerevisiae Fermivin and Pichia anomala JK04 (■), and mixed fermentation with S. cerevisiae Fermivin and Issatchenkia orientalis
KMBL5774 (▲) during alcohol fermentation.

마찬가지로 P. anomala JK04 혼합발효구를 제외한 모든
발효구에서 알코올이생산되는발효 1일차부터 환원당이
감소하였고, 발효 종료 시 0.15-0.16%로대부분의 환원당이
소비된 것을 확인할 수 있다. P. anomala JK04 혼합발효의
경우다른발효구보다당발효능이떨어져환원당의감소가
다소느렸으며, 발효종료시 3.51%의환원당이잔존하였다
(Fig. 1B). 알코올 함량의 변화는 당이 감소하기 시작하는
발효 1일 차부터 알코올이 생성되었다. 발효초기 S.
cerevisiae Fermivin 단독발효구가 I. orientalis KMBL5774
혼합발효구보다 빠르게 알코올이 생성되었고, 발효 종료
후 최종적으로 7.5-8.1%(v/v)의 알코올 함량을 나타내었다.
P. anomala JK04 혼합발효구의 경우 느린 발효 진행으로
오염 가능성이 있다고 판단되어 11일 차에 발효를 종료하
였으며, 5.2%(v/v)의 최종 알코올 함량을 나타내었다(Fig.
1C).

pH는 색, 향, 맛, 그리고 미생물학적 안전성 및 단백질
안정성등에직접영향을미치므로전반적인품질에중요한
요인이다(29). 포도주 발효나 저장에 있어서 권장되는 pH
의 범위는 3.2-3.5로서 이 범위를 벗어나게 되면 잡균의
오염이나 신맛이 증가해 제품에 나쁜 영향을 준다고 한다
(30,31). 사과와인의 pH의 변화는 pH 4.22-4.26에서 대부분
비슷한 경향으로 감소하였고, 발효 종료 시 pH 4,06-4.10를
나타내었다(Fig. 1D). 이는 포도주의 권장 pH인 3.5보다
높은 수치를 나타내었지만, 기존 사과와인의 연구결과와
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비슷한값을나타내어원재료의특성차이인것으로사료된
다(32). I. orientalis KMBL5774 혼합발효구의 경우, 알코올
발효동안다른발효구들보다약간높은 pH값을나타내었
는데, 이는 I. orientalis KMBL5774의 malic acid 분해력에
의한 감산효과의 영향으로 판단된다. 모든 발효구의 초기
총산은 0.24%였으며, 발효 2일 차부터 총산이 증가하였다.
S. cerevisiae Fermivin 단독발효구는 발효가 진행됨에 따라
총산이 꾸준히 증가하였고, 발효 종료 시 0.33%로 나타났
다. 이와 비슷한 경향으로 P. anomala JK04 혼합발효구의
산도도 발효 진행에 따라 증가하였고, 발효 종료 시 0.45%
로 가장 높은 총산을 나타내었다. I. orientalis KMBL5774
혼합발효구의 경우 발효 5일 차까지 0.29%로 총산함량이
증가하였다가 발효종료 시 0.27%로조금 감소하는 양상을
보였는데, 이는 I. orientalis KMBL5774의 감산효과로 인해
발효 후기에 총산이 감소되는 것으로 판단된다(Fig. 1E).
총 페놀성 화합물은 색소와 탄닌성 물질을 구성하며, 색,
향, 맛등관능적인특성과숙성에중요한요인으로작용한
다(9). 사과와인에는 총 페놀성 화합물질이 풍부하게 함유
되어있으며, 이러한 총 페놀성 화합물의 생화학적인 효과
로인해 사과와인의 건강기능성을 유도한다고 알려져있다
(33,34). 또한 사과와인의 총 페놀성 화합물의 함량은 사과
품종, 양조기술, 발효온도 및 착즙 등에 의해 큰 영향을
받는다는 보고가 있다(9). 모든 발효구들은 발효 0일 차에

Fig. 2. Changes in the soluble solids content (A), reducing sugar content (B), alcohol content (C), pH (D), total acid content (E), and
total phenolic compound (F) of apple ciders fermented by single fermentation with Saccharomyces cerevisiae W-3, mixed fermentation
with S. cerevisiae Fermivin and Pichia anomala JK04, and mixed fermentation with S. cerevisiae Fermivin and Issatchenkia orientalis
KMBL5774 before (■) and after (□) freeze concentration.
***p<0.001 is considered statistically significant using a Student’s t-test.

0.083-0.089%의 총 페놀성 화합물 함량을 나타내었으며,
발효가 진행됨에 따라 큰 차이는 발견되지 않았다. 발효
종료 후 S. cerevisiae Fermivin 단독발효구는 0.090%로 가장
높은 함량을 나타내었으며, P. anomala JK04 혼합발효구와
I. orientalis KMBL5774 혼합발효구의 경우, 0.076-0.081%
로 조금 감소하였다(Fig. 1F).

동결농축에 따른 사과와인의 이화학적 특성 분석

사과와인의 동결농축에 따른 당도, 환원당, 알코올, pH,
총산, 총 페놀성 화합물 함량의 변화는 Fig. 2와 같다. 일반
상업용 와인의 알코올 함량인 12%(v/v)까지 농축하였으며,
농축 후 당도는 S. cerevisiae Fermivin 단독발효구와 I.
orientalis KMBL5774 혼합발효구의 경우 8.2-8.4 °Brix로
농축되었으며, P. anomala JK04 혼합발효구의 경우 18.4
°Brix로 농축되었다(Fig. 2A). 환원당 함량은 모든 구에서
농축에 따라 2배 정도 증가하였다. 잔당이 남아있었던 P.
anomala JK04 혼합발효구의 농축 후 환원당이 8.32%로
가장 높은 값을 나타내었고, 발효가 종료되었던 S.
cerevisiae Fermivin 단독발효구와 I. orientalis KMBL5774
혼합발효구의 경우 0.26-0.27%로 비슷한 값을 나타내었다
(Fig. 2B). 알코올의 경우 농축 결과 12.0-12.4%의 알코올
함량을 얻었다(Fig. 2C). 모든 시료의 pH는 동결농축 후
4.10-4.16으로 약간 증가하였으나 큰 차이를 나타내지는
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않았다(Fig. 2D). pH와는 달리 사과와인의 총산 함량은 동
결농축 이후 0.22-0.68% 증가하였는데, 특히 동결농축 전
총산 함량이 0.45%로 가장높았던 P. anomala JK04 혼합발
효구에서가장크게증가하였는데이는초기알코올함량이
낮아 다른 발효구보다 더욱 농축을 진행하였기 때문으로
판단된다. I. orientalis KMBL5774 혼합발효구는 동결농축
이후에도감산효과에 의해다른 발효구와비교하여총산의
함량이 0.55%로 가장 낮았다(Fig. 2E). 모든 발효구의 동결
농축 후 총 페놀성 화합물의 함량은 0.147-0.175%로 농축
전보다 2배 정도 증가하였고, P. anomala JK04의 혼합발효
구에서 가장 높은 함량을 나타내었으며, 이는 총산 증가와
같은 이유로 판단된다(Fig. 2F).

동결농축에 따른 사과와인의 유리당 및 유기산 함량 분석

동결농축에 따른 사과와인의 유리당 및 유기산 조성을
분석한 결과를 Table 1에 나타내었다. 동결농축 후 유리당
함량은 동결농축 전과 비교하여 S. cerevisiae Fermivin 단독
발효구에서 sucrose가 약간 감소하였으나 그 폭이 크지 않
았으며, 나머지 모든 시험구에서는 대체로 증가하거나 비
슷한 경향을 나타내었다. 발효가 완전 이루어지지 않은 P.
anomala JK04 혼합발효구에서는 상대적으로 많은 양의 유
리당이검출되었으며, 농축후 2-3배가량증가하였다. 사과
와인의맛과향, 발효, pH, 와인의안정성등은산의영향을
크게 받는다. 총산도가 동일하였을 때 malic acid > tartaric
acid > citric acid > lactic acid 순으로 산미가 강하게 작용하
여 과실 및 과실주의 신맛에 영향을 미친다고 보고한 바
있다(35). 사과에 함유된 유기산으로는 malic acid, citric
acid, succinic acid 등이 주를 이루는데, 그 중 malic acid는
사과산이라고도 하며 천연주스의 색조 유지에 큰 역할을

Table 1. Changes in free sugar and organic acid contents of apple ciders fermented by Saccharomyces cerevisiae Fermivin (Fermivin),
mixed culture of S. cerevisiae Fermivin and Pichia anomala JK04 (Fermivin+JK04), mixed culture of S. cerevisiae Fermivin and Issatchenkia
orientalis KMBL5774 (Fermivin+KMBL5774) before and after freeze concentration

Strains
Free sugar contents (g/L) Organic acid contents (g/L)

Sucrose Glucose Fructose Citric acid Tartaric acid Malic acid Lactic acid Acetic acid

Fermivin

Before 0.20±0.061) 0.03±0.02 0.10±0.06 0.07±0.01 0.09±0.01 0.61±0.02 0.01±0.01 0.01±0.01

After 0.04±0.03 0.01±0.01 0.11±0.09 0.09±0.01 0.12±0.03 0.96±0.04 0.02±0.01 0.01±0.00

p value2) 0.014480* 0.196261 0.880541 0.070484 0.175693 0.000171*** 0.287864 1

Fermivin+JK04

Before 2.02±0.21 3.14±0.17 38.11±0.89 0.05±0.01 0.07±0.01 0.59±0.05 0.01±0.01 0.21±0.05

After 10.04±2.33 7.03±1.21 84.38±6.81 0.14±0.01 0.16±0.03 0.96±0.03 0.01±0.01 0.49±0.04

p value 0.017551* 0.031350* 0.007264** 0.000385*** 0.007876** 0.000389*** 1 0.001629**

Fermivin+
KMBL5774

Before 0.05±0.01 0.02±0.01 0.04±0.01 0.06±0.01 0.09±0.02 0.44±0.02 0.02±0.01 0.00±0.00

After 0.27±0.04 0.05±0.01 0.04±0.01 0.08±0.01 0.11±0.03 0.93±0.02 0.02±0.01 0.01±0.01

p value 0.000762*** 0.021312* 1 0.070484 0.391076 0.000007*** 1 0.225403
1)The values were expressed as mean±SD (n=3).
2)p values were considered statistically significant using a Student’s t-test (*, p<0.05; **, p<0.01; ***, p<0.001).

하고 산미에 긍정적인 영향을 준다(5). 동결농축 후 유기산
함량은 lactic acid를 제외하고 모두 증가하였으며, 특히
malic acid 함량이 모든 시료구에서 크게 증가하였으며,
malic acid 감산 능력을 지닌 I. orientalis KMBL5774 혼합발
효구에서 가장 낮은 값을 나타내었다. Acetic acid의 경우,
발효가 상대적으로 지연되었던 P. anomala JK04 혼합발효
구에서 일부 생성되었고, 동결농축 후 수치가 증가하였으
나, 관능에 큰 영향을 미치는 정도로 생성되지는 않았다.

동결농축에 따른 사과와인의 메탄올, 아세트알데히드, 퓨
젤유 함량 변화

동결농축에 따른 사과와인의 메탄올, 알데히드, 퓨젤유
함량 분석 결과를 Table 2에 나타내었다. 메탄올은 과실
중의 pectin methylesterase가 펙틴을 가수분해하여 생성되
기 때문에과실주의정상성분이기는하지만과량을섭취한
경우 시신경을 마비시키거나 심하면 생명에 치명적으로
작용할 수 있다(36). 동결농축 후 모든 발효구에서 메탄올
함량이 증가하였으나 식품공전에 명시된 과실주의 메탄올
허용기준치인 1,000 ppm보다 낮은 값을 나타내었다(37).
알데히드는 와인에 흔히 존재하는 물질로 와인에 따라

상당량 존재할 수 있으며, 아세트알데히드와하이드록시메
틸푸르푸랄의 형태가 많다. 와인에 있는 알데히드 중 90%
를 아세트알데히드가 차지하며, 알코올 발효의 중간 산물
이지만, 발효중에 모두 에탄올로환원된다. 낮은 농도에서
는 과일 향과 같은 좋은 향을 나타내며, 높은 농도에서는
자극적인 향을 나타낸다고 알려져 있다(38). 동결농축전에
는 S. cerevisiae Fermivin 단독발효구에서, 동결농축 후에는
I. orientalis KMBL5774의 혼합발효구에서 가장 높은 값을
나타내었고, 모든 발효 구에서 농축에 의해 아세트알데히
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Table 2. Changes in methanol, acetaldehyde, and fusel oil contents of apple ciders fermented by Saccharomyces cerevisiae Fermivin
(Fermivin), mixed culture of S. cerevisiae Fermivin and Pichia anomala JK04 (Fermivin+JK04), mixed culture of S. cerevisiae Fermivin
and Issatchenkia orientalis KMBL5774 (Fermivin+KMBL5774) before and after freeze concentration

Strains Methanol
(mg/L)

Acetaldehyde
(mg/L)

Fusel oil contents (mg/L)

Isopropyl alcohol Isoamyl alcohol Isobutyl alcohol

Fermivin

Before 32.11±1.821) 149.64±5.03 114.64±3.54 ND3) 163.21±2.78

After 119.35±7.09 173.47±9.36 262.05±23.87 61.68±4.25 216.11±10.27

p value2) 0.017776* 0.000032*** 0.008814** - 0.000999***

Fermivin+JK04

Before 42.24±3.06 132.19±5.89 ND ND 174.55±10.95

After 264.60±11.05 105.69±9.48 ND 131.38±11.55 370.23±9.82

p value 0.014701* 0.000004*** - - 0.000021***

Fermivin+
KMBL5774

Before 40.65±1.24 148.18±6.89 ND ND 247.64±20.37

After 142.70±9.31 202.36±6.88 ND 71.88±9.82 412.62±11.92

p value 0.000648*** 0.002811** - - 0.000267***

1)The values were expressed as mean±SD (n=3).
2)p values were considered statistically significant using a Student’s t-test (*, p<0.05; **, p<0.01; ***, p<0.001).
3)ND, not detected.

드의 값이 약간씩 증가하였지만, 식품 공전 기준치인 700
ppm보다 매우 낮은 함량으로 나타났다(37).
퓨젤유는 에틸알코올보다 끓는점이 높고 분자 구조상

탄소 수가 많은 복잡한 알코올을 총칭해서 이르는 말로
주류의품질을평가하는중요한항목이되는성분이며과실
주 제조시에 생성되는 고급 알코올의 양에 따라 flavor와
body 등 포도주 품질에 큰 영향을 미친다(34,39). 주류에서
퓨젤유 함량이 높아지면 향미가 나빠지며, 식도암, 간암,
폐질환 등을 유발할 가능성이 있으며, 퓨젤유의 사슬 길이
에따라그유해성이증가할수있다고알려져있으나, 소량
으로 존재할 경우에는 맛과 향을 높이는 역할을 한다고
알려져 있다(40-42). 동결농축 전후로 사과와인의 퓨젤유

Table 3. Changes in color values of apple ciders fermented by Saccharomyces cerevisiae Fermivin (Fermivin), mixed culture of S. cerevisiae
Fermivin and Pichia anomala JK04 (Fermivin+JK04), mixed culture of S. cerevisiae Fermivin and Issatchenkia orientalis KMBL5774
(Fermivin+KMBL5774) before and after freeze concentration

Strains
Color Hunter’s color values

Hue Intensity L a b

Fermivin

Before 3.02±0.011) 0.19±0.02 64.39±0.03 0.16±0.05 1.00±0.01

After 2.88±0.04 0.36±0.02 63.24±0.08 0.04±0.02 2.28±0.05

p value2) 0.004177** 0.000480*** 0.000020*** 0.018153* 0.000002***

Fermivin+JK04

Before 1.53±0.25 0.35±0.02 64.79±0.08 0.03±0.04 0.86±0.08

After 1.34±0.02 0.66±0.01 63.66±0.02 -0.55±0.03 5.16±0.08

p value 0.319836 0.000018*** 0.000019*** 0.000036*** 0.000000***

Fermivin+
KMBL5774

Before 2.60±0.17 0.20±0.01 64.46±0.07 0.06±0.02 1.64±0.01

After 2.97±0.05 0.38±0.01 63.81±0.01 -0.04±0.01 2.71±0.05

p value 0.022425* 0.000025*** 0.003922** 0.001496** 0.000003***

1)The values were expessed as mean±SD (n=3).
2)p values were considered statistically significant using a Student’s t-test (*, p<0.05; **, p<0.01; ***, p<0.001).

함량을 측정한 결과, isopropyl alcohol, isoamyl alcohol 및
isobutyl alcohol이 측정되었다. 모든 발효 구에서 농축 전에
는퓨젤유의함량은검출되지않거나미량의함량을나타내
었고, 농축 후에는 혼합발효구의 isopropyl alcohol을 제외하
고 모두 증가하는 것으로 나타났다.

동결농축에 따른 사과와인의 관능적 특성 분석
색도는 사과와인의 발효과정 및 숙성정도 예측 등 와인

의 품질을 평가하는중요한 요소이다(43). 동결농축에따른
사과와인의 색도 변화를 알아보기 위하여 색도와 갈변도
분석에 이용되는 hue, intensity, Hunter’s color value를 측정
하였으며, 그 결과를 Table 3에 나타내었다. Hue value는
S. cerevisiae Fermivin 단독발효구와 P. anomala JK04 혼합
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Table 4. Changes in volatile aromatic compounds of apple ciders fermented by Saccharomyces cerevisiae Fermivin (Fermivin), mixed culture
of S. cerevisiae Fermivin and Pichia anomala JK04 (Fermivin+JK04), mixed culture of S. cerevisiae Fermivin and Issatchenkia orientalis
KMBL5774 (Fermivin+KMBL5774) before and after freeze concentration

(unit: peak area value/1,000)

Compound names Odor description
Fermivin Fermivin + JK04 Fermivin +

KMBL5774 Ref.
Before After Before After Before After

Acids

Acetic acid Pungent ND1)　 ND 4,672 18,507 ND　 ND　 49

Octanoic acid Candy, caramelized, perfumy, fruity, peachy 13,990 4,785 1,376 ND ND ND　 50

Decanoic acid Rancid, fat 6,505 1,514 723 ND　 ND ND 49

Alcohols 　 　 　 　 　 　 　

1-propanol Ripe fruit, alcohol 775 2,241 ND 2,172 ND　 2,141 49

Isobutyl alcohol Oily, bitter, green 4,303 11,269 2,764 12,228 4,999 8,501 49

Isoamyl alcohol Fusel 72,916 115,190 38,654 93,150 66,713 84,271 49

1-Hexanol Green, grass 3,923 1,764 3,336 3,488 3,394 3,307 51

1-Heptanol Grape, sweet 871 ND　 　ND ND　 955 ND 51

Phenethyl alcohol Floral, rose ND　 ND 7,122 3,879 5,976 3,524 50

2-Nonanol Slightly fruity, pungent 872 ND 　ND ND 713 586 52

Esters

Methyl acetate Fruity, banana, pineapple ND ND 414 610 ND　 ND　 53

Ethyl acetate Fruity, sweet 9,730 6,779 482,231 623,820 13,081 7,957 51

Isobutyl acetate Fruity, sweet ND ND　 1,131 1,792 504 ND 54

Isoamyl acetate Fresh, banana, sweet ND ND ND 6,093 21,054 ND 50

Hexyl acetate Fruity, apple, pear ND 1,119 489 ND 6,986 2,500 55

Ethyl butyrate Fruity, papaya, butter, sweet, apple, perfumed 1,305 638 ND ND　 1,328 609 56

Ethyl hexanoate Fruity, apple, banana 26,624 7,268 1,883 367 28,208 11,697 49

Ethyl octanoate Pineapple, peer 56,857 34,670 3,126 1,259 54,932 5,691 49

Ethyl decenoate Sweet, fatty, nut-like 34,443 15,513 1,279 554 25,499 16,352 15

Phenethyl acetate Floral, fruity, sweet 4,307 ND 5,322 ND　 4,472 1,888 50
1)ND, not detected.

발효구에서 동결농축 후 감소하였으며, I. orientalis
KMBL5774 혼합발효구에서는 증가하였다. Intensity value
에서는 모든 시료구에서 수치가 2배 가까이 증가하였다.
Hunter’s color value 분석 결과, 동결농축 후 모든 사과와인
의 L value와 a value가 유의적으로 감소하였으며, b value는
유의적으로 증가하였고, 이는 동결농축 공정 중 사과와인
의 성분 농축에 의한 결과로 보여진다.
동결농축에 따른 사과와인의 휘발성 향기 성분 함량의

변화를 관찰한 결과를 Table 4에 나타내었다. 와인의 향기
성분은 와인의 품질을 결정짓는 중요한 요소이며,
esters,aldehydes, ketones, terpenes, acids, alcohols, sulfur
compounds 등의 서로 다른 화합물의 복합적인 작용으로
인해 다양한 향기성분이 형성된다(44). 정량적 관점에서
사과와인의 휘발성 향기 성분 중 대부분을 차지하는 것은

알코올류로서, 총 7종의 알코올류가 검출되었다. 과실을
이용한와인발효 시다양한 효모들은고급알코올의농도와
종류에상당한 영향을 받는다(45). 효모 대사와 고급알코올
의 밀접한 관련성 때문에, 과실류 와인의 알코올 농도는
효모균주의 발효능을 보여주는 중요한 지표이다(46). Fusel
oil을 구성하는 고급 알코올류에서 검출되는 향기 성분인
1-propanol 함량의 경우 S. cerevisiae Fermivin 단독발효구
에서 가장 높은 것을 확인하였고, 나머지 발효구에서도 동
결농축 후 함량이 증가하였다. Isobutyl alcohol과 isoamyl
alcohol의 경우, 앞선 퓨젤유 분석과 마찬가지로 동결농축
후 함량이 증가하는 것을 확인하였으며, 1-hexanol,
1-heptanol, phenethyl alcohol, 2-nonanol의 경우 동결농축
후 대부분 감소하였고, 일부 발효구에서 거의 유사한 함량
을 나타내었다.
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Table 5. Sensory scores of apple ciders fermented by Saccharomyces cerevisiae Fermivin (Fermivin), mixed culture of S. cerevisiae Fermivin
and Pichia anomala JK04 (Fermivin+JK04), mixed culture of S. cerevisiae Fermivin and Issatchenkia orientalis KMBL5774
(Fermivin+KMBL5774) after freeze concentration

Sample Color Flavor Taste Sourness Overall preference

Fermivin 5.20±0.271)a2) 4.67±0.21a 4.27±0.26b 4.53±0.30a 4.60±0.21b

Fermivin+JK04 5.63±0.21a 4.97±0.20a 4.47±0.27b 4.40±0.24a 4.77±0.25b

Fermivin+KMBL5774 5.33±0.22a 4.70±0.28a 5.70±0.24a 4.37±0.27a 5.57±0.23a

1)The values were expressed as mean±SD (n=3).
2)Different letters within the same column indicate significant difference (p<0.05).

에스테르 화합물은 발효 과정에서 acetyl-CoA의 도움으
로 효소적 에탄올 분해 작용에 반응하는 전구체들로부터
합성되며 와인의 관능적인 부분에서 좋은 맛, 향을 부여한
다고 알려져 있다(47,48). 본 실험에서 에스테르류 화합물
은 10종이 검출되었다. Methyl acetate의 경우, P. anomala
JK04 혼합발효구에서만 검출되었으며, 동결농축에 의해
함량이 증가하였다. Ethyl acetate의 경우, 혼합발효구에서
S. cerevisiae Fermivin 단독발효구보다 높게 측정되었으며,
P. anomala JK04 혼합발효구를 제외하고는 동결농축에 의
해 감소하였다. Isobutyl acetate와 isoamyl acetate는 S.
cerevisiae Fermivin 단독발효구에서는 동결농축 전후로 검
출되지 않았으며, 동결농축 후에는 P. anomala JK04 혼합발
효구에서만 검출되었다. Hexyl acetate의 경우, S. cerevisiae
Fermivin 단독발효구에서는 동결농축 전 검출되지 않았으
나, 동결농축 후 일부 검출되었으며, 혼합발효구들에서는
동결농축 후 감소하여 P. anomala JK04 혼합발효구는불검
출, I. orientalis KMBL5774 혼합발효구는 일부 검출되었다.
나머지 향기성분인 ethyl butyrate, ethyl hexanoate, ethyl
octanoate, ethyl decenoate, phenethyl acetate는 S. cerevisiae
Fermivin 단독발효구가 대체로 혼합발효구들보다 높거나
비슷한 함량이검출되었으나동결농축후에는 모든발효구
에서 함량이 감소하였다. Acid류는 KMBL5774 혼합발효구
에서는 동결농축 전후로 아무것도 검출되지 않았으며, P.
anomala JK04 혼합발효구에서는 유기산 분석과 마찬가지
로 acetic acid가 일부 검출되어 동결농축에 의해 함량이
증가하였다. 휘발성향기성분 분석결과를 종합할 때, 향기
성분에중요한역할을하는저분자 ester 화합물들이혼합발
효구들에의해형성된것으로보아관능적품질에긍정적인
영향을 주었을 것으로 판단된다.

동결농축 사과와인의 관능평가

동결농축된 사과와인의 관능평가 결과를 Table 5에 나타
내었다. 관능검사 결과, 색, 향, 신맛의 경우에는 통계적으
로 유의적인 차이가 발견되지는 않았으나, 모든 항목에서
대조구인 S. cerevisiae Fermivin 단독발효구보다 non-
Saccharomyces 혼합발효구에서 높은 점수를 받았으며, 색
과향에서는 P. anomala JK04 혼합발효구가, 맛과전반적인

기호도에서는 I. orientalis KMBL5774 혼합발효구가 가장
높은 점수를 받았다. 신맛의 경우에는 대조구인 S.
cerevisiae Fermivin 단독발효구가 신맛이 가장 강한 것으로
나타났으며, malic acid 감산능을 지니고 있는 I. orientalis
KMBL5774 혼합발효구에서신맛이 가장 약한 것으로 나타
났다. 이는 P. anomala JK04가발효과정 중다양한향기성
분을 생성하여 와인의 향미를 증진시킨다는 Kwon 등(15)
과 Jeong 등(26)의 연구와 일치하였으며, I. orientalis
KMBL5774가 malic acid를 감소시켜 와인의 신맛을 감소시
킨다는 Seo 등(17)과 Kim 등(19)의 연구와 일치하였다.

요 약

본 연구는 non-Saccharomyces 효모와 S. cerevisiae
Fermivin으로 혼합발효된 사과와인을 동결농축하였을 때,
이화학적특성의 변화를관찰하여고품질 무가당사과와인
의 가능성을 알아보았다. 이를 위해 향미 증진능을 지닌
것으로알려진 P. anomala JK04와 malic acid 분해능을지닌
I. orientalis KMBL5774 효모를 사용하였으며, 혼합발효 후
알코올 함량이 12%(v/v)가 되도록 동결농축하였다.

P. anomala JK04 혼합발효구는 다른 시험구와 비교하여
발효속도가 늦어 발효를 완전히 진행시키지 않았다. 동결
농축후이화학적특성의변화를관찰하였을때, P. anomala
JK04 혼합발효구의당도, 환원당, 총산, 총페놀성화합물의
함량이 다른 시험구보다 높게 측정되었으며, 다른 시험구
들도 동결농축 후 해당 성분들의 함량이 증가하였다. P.
anomala JK04 혼합발효구의 유리당 함량이 상대적으로 높
게 검출되었으며, 동결농축 후 2-3배 증가하였다. 유기산의
경우, lactic acid를 제외한 모든 유기산의 함량이 동결농축
후 증가하였으며 모든 시험구에서 malic acid 함량이 가장
높게 측정되었다. I. orientalis KMBL5774는 malic acid 감산
능력을 지니고 있어 malic acid 함량이 다른 시험구보다
낮게 검출되었다. 메탄올, 아세트알데히드, 퓨젤유의 경우,
동결농축에 의하여 함량이 증가하였으나 식품공전상 허용
기준치보다 낮게 검출되었다. 사과와인의 색도 분석에서는
hue value는 S. cerevisiae Fermivin 단독발효구와 P. anomala
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JK04 혼합발효구에서 동결농축 후 감소하였으나, I.
orientalis KMBL5774 혼합발효구에서는 증가하였으며,
intensity value는 모든 시료구에서 2배 가량 증가하였다.
L과 a value는 모든 시험구에서 동결농축 후 감소하였으며,
b value는 증가하였다. 총 20종의 휘발성 향기성분이 검출
되었으며, 상대적으로 저분자에 속하는알코올류와 에스테
르류 들의 함량이 동결농축 후 증가하였으며, 고분자에 속
하는 물질들의 함량은 감소하였다. 관능평가 결과,
non-Saccharomyces를 이용한 혼합발효구 모두 대조구보다
우수한 결과를얻었으며, 특히 P. anomala JK04 혼합발효구
는 색과 향미에서, I. orientalis KMBL5774 혼합발효구는
맛과 전반적인 기호도에서 가장 우수한 결과를 얻었다.
본 연구 결과, 동결농축된 사과와인에서 다양한 성분들

이축적되어새로운무가당사과와인제품개발의가능성을
나타내었으며, non-Saccharomyces 효모 혼합발효는 사과와
인의 품질 향상을 이룰 것으로 기대된다.
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