
Food Sci. Preserv., 32(2), 289-300 (2025)
pISSN: 3022-5477, eISSN: 3022-5485

Food Science and Preservation
https://doi.org/10.11002/fsp.2025.32.2.289

https://www.ekosfop.or.kr The former name of Food Science and Preservation was Korean J. Food Preserv. (ISSN: 1738-7248, eISSN: 2287-7428). 289

Research Article

Quality characteristics of makgeolli under nutrient deficiency and 
high-temperature fermentation
영양원 결핍 및 고온 발효에 따른 막걸리 품질 특성

Ji-Youn Kim, Ji-Ho Choi, Chan-Woo Kim, Bora Lim* 
김지윤․최지호․김찬우․임보라*

Fermented & Processed Food Research Division, National Institute of Crop and Food Science, RDA, 
Wanju 55365, Korea

농촌진흥청 국립식량과학원 발효가공식품과

Abstract The objective of this study was to evaluate the quality characteristics of makgeolli under 
conditions of nutrient deficiency and high-temperature fermentation. Makgeolli was prepared using 
rice, water, enzyme (glucoamylase), and yeast (La Parisienne, WB06). These ingredients were mixed 
and fermented for 6 days at 25℃, followed by 3 days each at 25℃, 35℃, and 45℃. The WB06 
treatment resulted in lower alcohol content, with higher temperatures during the last 3 days of the 
9-day fermentation process, further suppressing alcohol production. Conversely, the content of 
reducing sugar was highest when WB06 was fermented at 25℃. Although the lactic acid content 
of the alcoholic beverage made with WB06 was high, the elevated sugar content resulted in a 
suitable sugar-acid ratio. Yeast remained viable even when fermented at a high temperature of 45℃. 
This study demonstrated the feasibility of producing low-alcohol beverages with viable yeast 
cultures with nutrient deficiency and high-temperature fermentation.
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1. 서론
현대 사회 구성원들은 건강하고 오래 사는 삶이 하나의 문화로 자리 잡혔으며 건강한 삶을 위한 

식생활에 대한 관심이 높아지고 있다(Chung, 2023). 그에 따라서 노화, 만성질환, 성인병 등을 예방
할 수 있는 기능성 물질 첨가 웰빙 막걸리가 소개되고 있으며(Kim 등, 2021b), 주류 시장은 즐기는 
술과 저도주가 트렌드화 되고 있다(Shim, 2019; aT, 2023). 식품의약품안전처(MFDS, 2017)에 따르
면 비알코올(non-alcoholic)과 무알코올(alcohol free)만 표시 규정이 있으며 저알코올에 대한 명확한 
규정은 없다. 다만 Park 등(2011)과 Kang 등(2012)은 막걸리 알코올 함량이 2-8%가 대중적이라고 
보고하였으며, Yoon 등(2024)이 분석한 시판 막걸리 34종에 대한 알코올 함량 최저치가 5%였다는 
점을 고려할 때, 알코올 함량이 5% 미만인 막걸리를 저알코올로 인식될 가능성이 있다고 보여졌다.

막걸리는 우리나라 고유의 전통주로 전분질 원료와 누룩으로 빚어 발효한 후 막거른 술이라는 
데서 비롯되었으며, 맑지 않고 탁하기 때문에 탁주로 불리거나 한국에서 전통적으로 농부들이 식량 
대용 또는 갈증 해소 용도로 마셔 농주로 불리기도 한다(Kim 등, 2022a; Park 등, 2011; Shin 등, 
2016). 막걸리는 한국농수산식품유통공사(aT)가 발표한 것에 따르면 2018년 4,500억 원대, 2020년 
4,700억 원대, 2022년 5,000억 원대로 출고금액이 지속적으로 성장하였다(Shin 등, 2023). 이 중 최근
에는 프리미엄 막걸리에 대한 관심이 증가하고 있으며, 해당하는 막걸리가 다양하게 출시되고 있다. 
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프리미엄 막걸리에 대한 기준은 아직 명확하지 않으나 높은 가
격, 화학 첨가물(아스파탐 등) 무첨가, 이양주 이상 덧담금(술
을 더 깊고 풍부하게 만들기 위해 이미 발효된 술에 재료를 추
가적으로 투입하는 방식), 플라스틱 이외의 용기를 사용하는 제
품을 의미한다(Na와 Ban, 2024). 프리미엄 막걸리에 대한 소비
자의 구매 의사 금액이 2018년 2,447원에서 2021년 3,055원, 
2023년 4,593원으로 지속적으로 상승하는 것을 통해 가격이 
높더라도 품질 좋은 막걸리를 소비하겠다는 수요가 점차 늘어
나는 것을 확인할 수 있었다(aT, 2023).

하지만 Shin 등(2023)은 국내에서 유통되는 막걸리 20개 중 
17개 제품에서 아스파탐이 검출되었다고 보고하여 국내 유통 
막걸리 대부분이 아스파탐을 첨가하는 것으로 나타났다. 아스
파탐은 L-aspartic acid와 L-phenylalanine이 결합된 dipeptide
의 methyl ester로 식품에 단맛을 첨가하기 위한 화학 인공감미
료로 설탕의 약 200배의 단맛을 가지고 있다. 포도당, 설탕 등 
발효당은 유통 과정 중 효모에 의해 알코올로 전환될 수 있어 막
걸리 제조 시 추가적인 발효가 일어나지 않도록 대체당으로 사용
되어 왔다(Kim 등, 2022a; Shin 등, 2023). 최근 세계보건기구
(WHO) 산하 국제 암연구소(International Agency for Research 
on Cancer, IARC)와 국제연합식량농업기구(Food and Agriculture 
Organization of the United Nations, UN FAO) 공동 산하기구인 
식품 첨가물 전문가 위원회(Joint FAO/WHO Expert Committee 
on Food Additives, JECFA)는 아스파탐을 발암 가능 물질인 
2B 등급 발암 가능 물질로 분류하였다(Shin 등, 2023). 아스파
탐 같은 인공감미료를 첨가하는 이유는 막걸리 제조 시 알코올 
함량을 낮추기 위해 물을 첨가하여 알코올 농도를 낮춤과 동시
에 막걸리 안에 있던 단맛이 줄어들어 이를 개선하고자 감미료
를 첨가한다. 이러한 현황 속에 인공감미료를 첨가하지 않은 막
걸리에 대한 소비자의 관심이 증가함에 따라 감미료 무첨가 생
막걸리 제조 기술에 대한 연구가 요구되고 있다(Chung, 2023; 
Kim 등, 2022a).

전통적인 발효주 제조 과정에서 주원료인 전분질 원료와 함
께 사용되는 재래누룩은 미생물과 효소를 포함하고 있어 알코
올, 효소, 유기산 및 유리아미노산 등의 생성에 중요한 역할을 
한다(Jeong 등, 2013; Lee 등, 1994). 누룩에 존재하는 탄수화
물 ․ 단백질 ․ 지방 분해 효소는 발효 과정 중 대사물질을 생성
하여 최종 제품에 직간접적으로 영향을 미치며, 미생물의 생장
에 필요한 영양원을 제공하므로 알코올을 생성하는 효모의 생
장과 발효 활동을 지속하기 위하여 탄소원, 질소원 등으로 필수
적이다(Kim 등, 2008). 특히, 단백질 분해 효소에 의해 공급되
는 질소원은 효모의 효소 활성에 중요한 역할을 하는데 질소원
이 부족할 경우, 효모의 활동이 억제되어 알코올 생성에 영향을 
미친다. 또한, 발효 온도는 미생물의 생육과 효소 활성에 중요
한 영향을 미치는데, 고온에서 발효를 진행할 경우 효소의 합성 
및 활성에 영향을 미쳐 막걸리의 최종 품질에 영향을 미쳤다는 

연구 결과도 발표되었다(Kim 등, 2018; Kim 등, 2022a).
그러나 막걸리에 관한 대부분의 연구는 일반적으로 막걸리를 

발효하는 25℃ 내외에서 온도를 달리한 연구(Beak 등, 2013), 
쌀에 추가적인 원료를 첨가하여 제조한 막걸리 품질 특성을 파
악한 연구(Chung, 2023; Kim 등, 2021a; Kim 등, 2022b), 고
온 발효가 막걸리에 미치는 영향에 대한 연구(Kim 등, 2022a)
에 대해서만 진행되어 왔으며 영양원 결핍과 고온 발효를 동시
에 진행하여 막걸리의 알코올 생성을 억제하고자 하는 연구는 
진행된 바 없다. 따라서 본 연구에서는 질소원 부족과 고온 처
리가 발효주의 품질 특성, 특히 알코올 생성과 당 함량에 미치
는 영향을 파악하고 인공감미료 첨가 없이 단맛 특성을 가진 
발효주 개발의 가능성을 탐색하고자 한다.

2. 재료 및 방법

2.1. 재료 및 막걸리 제조
고온 발효를 통한 가수 및 감미료 무첨가 저알코올 막걸

리 제조 방법은 Fig. 1과 같다. 고온 발효를 통한 가수 및 
감미료 무첨가 저알코올 막걸리 제조에 사용된 전분질 원료로
는 쌀(Samkwang, Gyeongju, Korea)을 사용하였으며, 효모는 
Saccharomyces cerevisiae인 SafAle WB06(Fermentis, Rians, 
France)을 사용하였으며, 대조구로는 시중에 판매되는 Saccharomyces 
cerevisiae인 활성건조효모 La Parisienne(LP, S. I. Lesaffre 
Co., Marcqen- Baroeul, French)를 사용하였다. 효모를 생육하
기 위해 YPD broth(BD Integrated Diagnostic Solutions, 
Sparks, MD, USA) 배지를 이용해 교반식 배양기(SI-600R, 
JEIOTech, Daejeon, Korea)에서 150 rpm에서 28℃를 유지하
고 1.0×109 CFU/mL 이상 배양되면 실험에 사용하였다. 고온 
발효를 통한 가수 및 감미료 무첨가 저알코올 막걸리 제조 방
법은 다음과 같다. 쌀을 흐르는 물에 여러번 깨끗하게 씻은 뒤 
2시간 동안 침지시킨 후 1시간 동안 물 빼기를 진행하였다. 그 
이후 증자기(Electric steam-generator, Pyeonghwa Machinery 
Co., Ltd., Deagu, Korea)를 이용하여 50분간 찐 뒤 10분간 뜸 
들이기를 진행한 후, 냉각하여 막걸리 제조에 이용하였다. 발효
통에 고두밥과 고두밥 대비 150% 가수를 하고 Nulookzyme 
R400(Glucoamyalse, Bision Corporation, Seongnam, Korea)
를 효소제로 사용해 고두밥 대비 0.1% 첨가한 뒤 효모를 총량 
대비 1%를 투입하였다. 대조구 막걸리는 25℃에서 9일간 발효
를 진행하였으며, 처리구 막걸리의 경우 발효 초기 25℃에서 
6일 동안 진행 후 고온 처리 온도(35, 45℃)에서 3일 동안 발효
하였다.

2.2. pH, 총산 및 아미노산 함량 측정
pH, 총산은 Kim 등(2022a)의 방법을 이용하여 측정하였다. 
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pH는 pH meter(Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, 
Massachusetts, USA)를 이용하여 측정하였고, 총산은 시료 10 
mL를 0.1 N NaOH(Sigma aldrich, St. Louis, MO, USA) 용액
으로 pH 7.0까지 중화시키는 데 소요되는 0.1 N NaOH의 소비
된 양을 초산(acetic acid) 함량으로 환산하여 total acidity(%, 
w/v)로 표시하였다. 아미노산 함량은 Kwon(2023)의 방법을 이
용하여 측정하였다. 아미노산 함량은 시료 10 mL에 0.1 N 
NaOH 용액으로 pH 8.2까지 적정한 후 중성 formalin(Sigma 
Aldrich) 용액 5 mL를 가하고 유리된 산을 중화하는데 소비되
는 0.1 N NaOH의 양을 glycine으로 환산하였다.

2.3. 당도 및 환원당 측정 
당도 및 환원당 측정은 Kwon(2023)의 방법을 이용하여 측정

하였다. 당도(°Brix)는 굴절용 당도계인 Digital refractometer 
(PR101, ATAGO®, Tokyo, Japan)를 이용하여 측정하였다. 환
원당은 DNS(Dinitrosalicylic acid)법을 이용하여 분석하였다. 
시료를 증류수로 희석한 다음, 희석한 시료 용액 0.2 mL에 
DNS 시약 0.6 mL를 넣어 끓는 수욕 상에서 5분 동안 끓인 다음, 
실온에서 냉각 후 증류수 4.2 mL을 넣고 혼합한 후, 분광광도계
(Cary 3500 UV-Vis spectrophotometer, Agilent Technologies, 
Santa Clara, CA, USA)를 사용하여 550 nm에서 흡광도를 측
정하여 환원당을 측정하였다. Glucose(Sigma Aldrich Co., St. 
Louis, Missouri, USA) 표준 검량선을 작성하여 환원당 함량
(%)을 계산하였다.

2.4. 알코올 및 휘발산 함량 측정
알코올 및 휘발산 함량 측정은 Kim 등(2022a)의 방법을 이

용하여 측정하였다. 알코올 함량은 증류 플라스크에 막걸리 
100 mL와 증류수 50 mL를 혼합 후 증류하여 100 mL 메스실
린더에 90 mL까지 증류액을 받고 증류수로 100 mL로 정용하
여 혼합 후 알코올 분석기(Digital Alcohol Meter DA-155, 
Kyoto Electronics Manufacturing Co., Ltd., Kyoto, Japan)를 
이용해 측정하였다. 휘발산 함량은 알코올 함량 측정에 사용한 
증류액 30 mL를 취해, phenolphthalein(Sigma Aldrich Co.) 용
액 2-3방울 첨가한 후 0.01 N NaOH를 이용하여 자홍빛으로 
변할 때까지 적정하는 데 소모된 양을 환산하여 mg/L(ppm) 단
위로 나타내었다.

2.5. 효모, 일반세균 및 유산균 수 측정
효모 수 측정은 Kwon(2023)의 방법을 이용하여 측정하였

다. 효모 수 측정에 Yeast cell counter(Luna-Ⅱ YFTM, Logos 
biosystems Inc., Anyang, Korea)를 사용하였다. 분석 방법은 
막걸리 시료를 cell dilution biuffer Ⅱ(Logos biosystems Inc.)
과 적정 비율로 혼합한 다음, Acridine orange/Propidium 
iodide stain(AO/PI, Logos biosystems Inc.)을 첨가하여 10분 
동안 상온에서 반응시킨다. 반응이 완료되면 측정용 셀에 10 
μL를 분주하여 생균수를 측정하였다. 일반세균 수 측정과 유산
균 측정은 시료를 멸균액으로 희석시킨 다음, 3M petrifilm에 
희석된 시료 1 mL를 접종한 뒤 배양기(SLI-700, EYELA, 
Tokyo, Japan)에 넣고 2-3일간 배양한 뒤 3M Petrifilm plate 
reader advanced(3M, St. Paul, MN, USA)를 이용하여 colony를 
측정하여 CFU/mL로 나타내었다. 일반세균 수는 3M petrifilm 
AC(Aerobic count plate), 유산균 수 측정에는 3M petrifilm 
LAB(Lactic acid bacteria count plate)을 사용하였다.

Fig. 1. A method for producing low-alcohol makgeolli through high-temperature fermentation.



Quality of makgeolli under nutrient deficiency and high temperatures

292 https://doi.org/10.11002/fsp.2025.32.2.289

2.6. 유기산 분석
유기산 분석 방법은 Kwon(2023)의 방법을 이용하여 측정하

였다. 유기산 분석은 post column 방법을 사용하여 HPLC 
(LC-20A, Shimadzu Co., Kyoto, Japan)로 분석하였다. 분석 
조건은 Table 1에 표시하였다. Column은 TSKgel ODS-100V 
(5 μm, 4.6 mm ID×250 mm, Tosoh Co., Tokyo, Japan)를 사
용하였다. 이동상으로 8 mM perchloric acid(Sigma Chemical 
Co., St. Louis, MO, USA)를 사용하였고, 반응용액으로 0.2 
mM bromothymol blue(Sigma Chemical Co.)와 15 mM 
Na2HPO4(Sigma Chemical Co)와 7 mM NaOH(Samchun Pure 
Chemical., Pyeongtaek, Korea)를 혼합한 용매에서 반응시킨 
후 UV 440 nm에서 검출하였다. Flow rate는 이동상 1 
mL/min, 반응용액 1 mL/min이며, column oven의 온도는 4
0℃, 반응 용액의 온도는 25℃, injection volume은 10 μL로 
하였다. 시료는 여과(0.2 μm, Millipore, Burlington, VT, USA)
한 후 사용하였다.

2.7. 통계처리
본 실험에서 얻어진 결과의 통계적 유의성 결과는 SPSS 프

로그램(Version 26.0, SPSS, Chicago, IL, USA)을 이용하여 3
회 측정한 값의 평균±표준편차(Mean±SD)로 나타내었다. 각 
시료 간의 유의성 검정은 분산분석(ANOVA) 후 유의차가 있
는 항목에 대하여는 다중범위검정(Duncan’s multilple range 
test)으로 p<0.05 수준에서 시료 간의 유의차를 검정하여 판단
하였다.

3. 결과 및 고찰

3.1. pH, 총산 및 아미노산 함량 
영양원 결핍 및 고온 발효한 막걸리의 pH 측정 결과를 Fig. 

2A에 나타내었다. 막걸리는 발효가 진행될수록 pH가 점차 감
소하였다. 막걸리를 담근 당일 pH는 LP 접종 막걸리의 경우 
5.61이었으나, WB06 접종 막걸리는 5.60-5.99를 나타내어 
WB06 접종 막걸리에서 더 높은 pH를 나타내었다. 모든 막걸
리에서 발효 3일 차부터 pH가 급격히 감소하였지만, 막걸리 간
의 유의적 차이가 나타나진 않았다. 발효 7일 차에는 LP 접종 
막걸리에서 WB06 접종 막걸리보다 높은 pH를 나타내었다. 발
효 종료일인 9일 차의 pH는 25℃에서 발효한 막걸리보다 고온 
발효를 진행한 막걸리에서 pH가 더 높게 증가하는 것을 확인하
였다. Kim 등(2022b)의 경우 pH는 발효가 진행됨에 따라 감소
하는 경향을 나타내었으며 1-3일 차에서 급격한 pH 감소를 나
타내었는데 본 실험에서도 1-3일 차에 급격하게 pH가 감소하
는 것을 확인하여 비슷한 경향을 나타내는 것을 확인하였다. 또
한, 막걸리 발효 시 고온 처리를 한 Kim 등(2022a)의 경우 2
5℃에서 발효한 3일 차까지 pH가 소폭 감소하고 이후에는 
4.0-4.2를 유지하는 것으로 나타나 본 연구와 동일한 경향을 보
였다. 일반적으로 막걸리의 pH 변화는 1-3일 차에 급격히 감소
하다 점차 완만해지며 발효가 진행됨에 따라 미생물의 유기산
으로 pH가 감소한다고 알려진 것과 고온 발효하였을 때도 유
사한 것으로 나타났다(Kim 등, 2022b).

영양원 결핍 및 고온 발효한 막걸리의 발효 기간에 따른 총
산의 결과를 Fig. 2B에 나타내었다. 총산은 6일 차까지 증가하
는 경향을 보였으나 고온 발효가 시작된 7일 차에 대부분의 처
리구에서 일시적으로 총산이 감소하는 경향을 보였다. 발효 
7-9일 사이에는 다른 경향을 보였다. W35, W45는 모두 급격
하게 증가하였으나 C35, C45는 지속적으로 감소하는 것으로 
나타나 고온 발효에 의해 균주별 총산 생성에 큰 영향을 받는 
것으로 나타났다. Kwak 등(2014)과 Seong 등(2021)에 따르면 
발효가 진행됨에 따라 효모 및 유산균 등의 미생물에 의해 유
기산이 생성된고, 이로 인해 발효 초기에 총산 함량은 증가하는 
경향을 보인다. 반면, Kim 등(2022a)은 고온 발효 조건에서 총
산이 감소하고, 온도가 높아질수록 총산이 빠르게 감소한다고 
보고하였다. 이러한 결과는 본 연구의 총산 변화 경향과 유사하
였다.

영양원 결핍 및 고온 발효한 막걸리의 발효 기간에 따른 아
미노산 함량의 결과는 Fig. 2C에 나타내었다. 막걸리를 담근 
직후에 아미노산 함량은 0.01-0.02%를 나타내었으나 고온 발
효한 막걸리 중 W45를 제외한 막걸리는 발효 7일차부터 아미
노산 함량이 증가하였지만 25℃에서 발효한 막걸리의 경우 변
화가 없는 것을 확인하였다. 발효 종료일인 9일 차에는 고온 
발효한 막걸리들은 아미노산 함량이 증가하는 것을 확인하였
다. Kim과 Yi(2010), Park 등(2016), Lee 등(2021)은 발효기간
이 진행될수록 아미노산 함량이 증가하였다고 보고하여 본 연
구 결과와 상이한 결과로 나타났으며, 영양원 결핍 및 고온 발
효에 의해 아미노산 함량 및 변화 경향이 차이가 나타나는 것

Table 1. The operating condition of HPLC for organic acids of 
makgeolli

Parameters Conditions

Instrument Shimadzu LC-20A

Injection volume 10 µL

Column TSK gel ODS-100V (4.6 mm ID × 250 mm, 5 µm)

Mobile phase A: 8 mM perchloric acid (pH 2.10)
B: 0.2 mM BTB + 15 mM Na2HPO4 + 7 mM NaOH 

(pH 11.55)

Flow rate 1 mL/min

Detector UV 440 nm

Oven 40℃
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으로 판단된다. 효모의 영양원으로 이용되는 아미노산은 fusel 
oil과 ester 등의 향기성분의 전구물질로 이용될 수 있어 중요한 
성분이라고 알려져 있다(Kim과 Yi, 2010; Lee 등, 2021). 일반
적으로 막걸리 제조에는 탄수화물 분해 효소뿐만 아니라 단백
질 분해효소, 지방분해효소 등이 포함되어 있는 누룩을 사용하
며 Jung 등(2018)은 누룩의 acidic protease 활성이 높을 경우, 
아미노산 함량이 높게 나타난다고 보고하였다. 반면 본 실험에
서는 질소 영양원을 제어하기 위해 누룩을 넣지 않고 탄수화물
분해효소만 첨가하여 단백질 분해가 원활히 이루어지지 않아, 
아미노산 생성이 원활히 이루어지지 않은 결과로 낮은 아미노
산 함량을 나타내는 것으로 사료된다.

3.2. 당도 및 환원당 함량
영양원 결핍 및 고온 발효한 막걸리의 발효 기간에 따른 당

도 변화 결과는 Fig. 3A에 나타내었다. 막걸리를 담근 직후 당
도는 모든 처리구에서 5 °Brix 미만으로 낮게 나타났으나, 발효 
3일차에는 모든 처리구에서 급격하게 상승하였다. 다만, 이 시
점에서의 당도는 균주 간 큰 차이를 보이지 않아, 초기 당도 증
가는 균주 영향보다는 첨가한 효소 작용으로 전분 분해되며 생

성된 당에 의한 것으로 판단된다. 발효 6일 차에도 모든 막걸리
의 당도는 소폭 증가하는 경향을 나타내는 것을 확인하였다. 발
효 7-9일 차에는 효모에 따라 당도 차이가 나는 것으로 확인되
었다. Kwak 등(2014), Park 등(2016)과 Seong 등(2021)의 당 
함량은 모두 다른 경향을 나타내어 재료, 제조 방법 등 다양한 
이유로 당도의 차이가 큰 것으로 생각된다. Park 등(2012)에 따
르면 당이 18.43 °Brix까지 증가하였으며 소비자 기호도 평가
에서 맛에 대해 7점 중 4.71점으로 높은 점수를 받았으며, Kim 
등(2024)은 11.9 °Brix가 9점 척도 중 6.62점으로 높은 소비자 
기호도 점수를 받아, 막걸리에서 높은 당도는 소비자 기호도에 
좋은 영향을 주는 것으로 알려졌다. 선행 연구들을 통해 감미료
를 첨가하지 않고 당이 높은 막걸리에 긍정적인 소비자 기호도
가 있는 것으로 확인되어 본 연구의 막걸리도 비슷한 경향을 
나타낼 것이라 사료된다.

영양원 결핍 및 고온발효한 막걸리의 발효 기간에 따른 환원
당 결과는 Fig. 3B에 나타내었다. 막걸리를 담근 당일의 경우 
환원당 함량이 2% 미만이었으나 발효 3일 차부터 모든 처리구
에서 환원당 함량이 급격하게 증가하였으며, 발효 6일 차에는 
모든 처리구에서 환원당 함량이 소폭 증가하여 당도 증가 경향

(A) (B)

(C)

Fig. 2. pH (A), total acidity (B), and amino acidity (C) of high-temperature fermented makgeolli. C, yeast La Parisienne (LP); W, yeast 
WB06. 25, 9 days at 25℃; 35, 6 days at 25℃ then 3 days at 35℃; 45, 6 days at 25℃ then 3 days at 45℃. Values are mean±SD (n=3).
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과 유사하였다. 발효 7일 차의 환원당 함량은 W35가 가장 높
았으며 C25가 가장 낮은 환원당 함량을 나타내었다. 발효 종료
일인 9일 차의 경우 W45가 가장 높은 환원당 함량을 나타내었
으며 C25가 가장 낮은 환원당 함량을 나타내었다. 환원당의 경
우 LP 접종 막걸리의 경우 온도가 높아질수록 환원당이 높아지
는 경향을 나타내었지만 WB 접종 막걸리의 경우 고온 발효 이후 
환원당이 감소하는 경향을 나타내었다. 효모에 따라서 환원당에 
유의적인 차이를 나타내고 온도별로는 유의적인 차이를 보이지 
않는 것으로 나타났다. Kim과 Yi(2010)은 발효 2일 차부터 급격
하게 환원당이 감소하였으며, Park 등(2016)에서 발효 2일 차에 
급격하게 증가한 뒤 4일 차부터 감소하는 경향을 나타내어, 대부
분 발효가 진행되며 환원당 함량이 감소한다고 하여 본 연구와 
차이를 보였다. 원료 중 전분은 당화 amylase 작용에 의해서 포
도당으로 분해되어 알코올 발효의 기질로 이용되는 중요한 성분
이라고 알려져 있다(Kim과 Yi, 2010). 효모는 일반적으로 탄소
원과 질소원이 풍부하고 20-30℃의 발효 온도에서 생장이 원활

하나, 질소원 결핍과 고온 처리로 인해 효모의 에너지 대사가 정
상적으로 진행되지 않아 발효성 당분이 크게 소모되지 않은 것
으로 보인다(Bang 등, 2012; Kim 등, 2022a; Lee 등, 1990).

3.3. 알코올 및 휘발산 함량 
영양원 결핍 및 고온 발효한 막걸리의 발효 기간에 따른 알

코올 함량 결과는 Fig. 4A에 나타내었다. 알코올은 당이 에탄
올과 CO2로 분해되며 생성되며, 막걸리의 품질을 결정하는 데 
중요한 성분이다(Im 등, 2012; Park 등, 2016). 모든 막걸리는 
알코올이 발효 3일 차 이전에 생성되었으며 6일 차까지 알코올 
함량은 증가하였다. 발효 7일 차에는 모든 처리구에서 알코올이 
전일 대비 증가하였으며, 35℃에서 발효한 막걸리에서 가장 높
은 알코올 상승을 나타내었고 25℃, 45℃ 순으로 알코올 함량
이 증가 폭이 컸다. 발효 종료일인 9일 차에는 25℃에서 9일 
동안 발효한 C25가 가장 높은 알코올 함량을 나타냈으며, 45℃
에서 발효한 W45가 가장 낮은 알코올 함량을 나타냈다. Kim 

(A) (B)

Fig. 3. Sugar content (A) and reducing sugar content (B) of high-temperature fermented makgeolli. C, yeast La Parisienne (LP); W, yeast 
WB06. 25, 9 days at 25℃; 35, 6 days at 25℃ then 3 days at 35℃; 45, 6 days at 25℃ then 3 days at 45℃. Values are mean±SD (n=3).

(A) (B)

Fig. 4. Alcohol content (A) and volatile acidity (B) of high-temperature fermented makgeolli. Values are mean±SD (n=3). C, yeast La 
Parisienne (LP); W, yeast WB06. 25, 9 days at 25℃; 35, 6 days at 25℃ then 3 days at 35℃; 45, 6 days at 25℃ then 3 days at 45℃. 
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등(2022a)의 경우 고온 발효를 진행하기 전까지는 알코올이 정
상적으로 생성됨을 확인하였으나, 발효 온도가 증가할수록 알
코올 생성력이 떨어지는 것을 확인하였으나 본 실험에서 
WB06은 35℃에서 더 높은 알코올 함량을 나타내어 다른 경향
을 나타내었다. 효모는 스트레스 환경에 노출될 때 생존을 위한 
적응 메커니즘을 작동시킨다고 알려져 있으며, 질소원 부족 상
황에서 효모는 생존에 필수적인 단백질과 효소 합성에 우선순
위를 둔다(Hirasawa 등, 2007; Hu 등, 2005; Phanm과 Wright, 
2008). 이로 인한 아미노산 함량 부족은 스트레스 반응 단백질
의 합성을 제한하고, 결과적으로 알코올 탈수소효소와 같은 발
효 관련 효소의 생산이 억제되어 에탄올 생성이 감소할 수 있다
(Takagi, 2008). 고온 환경 역시 효모의 대사에 중요한 영향을 미
친다. 효모는 열 충격 단백질(HSPs) 생산에 에너지를 우선적으로 
분배하여 생존을 도모하지만, 이는 에탄올 생성에 사용될 수 있
는 에너지를 감소시킨다(Piper, 1995). Park 등(1989)의 연구에 
따르면, 효모의 최대 성장 온도 근처에서는 원형질막 불안정과 
세포 활성 감소가 발생하며, 특히 36℃ 이상에서 에탄올에 의
한 저해 작용이 크게 증가한다. 그러나 Kim 등(2022)은 단기간
의 고온 발효가 효모 사멸에 직접적인 영향을 크게 미치지 않
는다고 보고하여, 고온의 영향이 복합적임을 시사했다. Gasch 
(2002)의 연구는 복합 스트레스 환경에서 효모의 유전자 발현 
변화를 보고했는데, 생존 관련 유전자의 발현은 증가하지만 다
른 대사과정 관련 유전자 발현은 감소하는 것으로 나타났다. 이
러한 선행 연구들을 종합해볼 때, 본 연구에서 적용한 질소원 
결핍과 고온 처리의 복합적인 스트레스 환경은 효모로 하여금 
생존에 필요한 에너지에 더욱 집중하게 만들어, 결과적으로 대
사산물 생성을 더 크게 억제했을 것으로 사료된다.

영양원 결핍 및 고온 발효한 막걸리의 발효 기간에 따른 휘
발산 함량 결과는 Fig. 4B에 나타내었다. 발효주의 휘발산 함
량은 주로 초산 등의 휘발성이 높은 산 종류로 휘발산 함량이 
높으면 발효 중 휘발산을 생성하는 미생물에 오염되었음을 의
미하는 것이라고 알려져 있다(Park 등, 2017). 발효 3일 차에 
모든 막걸리에서 휘발산 함량이 증가하는 것을 확인하였다. 발
효 6일 차에는 LP 접종 막걸리에서 WB06 접종 막걸리보다 휘
발산 함량이 높았다. 발효 7일 차에 경우 25℃ 막걸리에서 가
장 낮은 휘발산 함량을 나타내었으며 35℃에서 가장 높은 휘발
산 함량을 나타내는 것을 확인하였다. 발효 종료일인 9일 차에
는 W35가 가장 높은 휘발산을 나타내었고 W25가 가장 낮은 
휘발산을 나타내는 것을 확인하였다. Park 등(2017)은 원료에 
따른 살균 막걸리의 휘발산 함량은 58.53-88.20 mg/L를 나타
내어 가열처리 후 휘발산 함량이 줄어들어 본 실험과 반대되는 
경향을 나타내었다. 

3.4. 효모, 일반세균 및 유산균 수
영양원 결핍 및 고온 발효한 막걸리의 발효 기간에 따른 미

생물수 변화 결과를 Table 2에 나타내었다. 효모수의 경우 LP 
접종 막걸리와 WB06 접종 막걸리에서 유의미한 차이는 없는 
것으로 확인되었다. Kim 등(2022a)은 4일간 고온발효를 진행
하였을 때 효모수의 유의적인 차이를 볼 수 없어 막걸리 발효 
후반부의 높은 알코올 조건과 단기간의 고온 발효가 효모의 사
멸에는 직접적인 영향을 크게 미치지 않는 것으로 보인다고 보
고하였으며, 본 연구도 비슷한 경향을 나타내었다. 

막걸리 담금 직후, 일반세균수는 WB06 접종 막걸리(1.30- 
1.88 log10 CFU/mL)가 LP 접종 막걸리(2.67 log10 CFU/mL)보
다 낮게 나타났다. 발효 3일 차에는 모든 막걸리에서 일반세균 
수가 급격하게 증가하여 효모 종류와 상관없이 발효 6일 차에 
107 CFU/mL 이상을 나타내는 것을 확인하였다. 발효 6일 차부
터 일반세균수는 감소하는 경향을 나타내었으며 고온 발효를 
진행할 경우 일반세균 수가 현저히 감소하는 경향을 나타내는 
것을 확인하였다.

유산균의 경우 발효 3일 차에서 모든 막걸리에서 유산균 수
가 급격하게 증가하였으며, LP 접종 막걸리에서 더 높게 나타
났다. WB06 접종 막걸리의 경우 3-6일차에서만 유산균이 발
견되었다. 발효 7-9일 차에는 C25를 제외한 모든 막걸리에서 
유산균이 검출되지 않되지 않는 것을 확인하였다. Kim 등
(2022b)의 경우 발효가 진행됨에 따라 유산균 수가 증가하는 
것(2.30-7.17 log CFU/mL)으로 나타나 본 연구와는 다른 경향
을 나타냈으며, Lee 등(2014)의 보고에 따르면 발효 5일 차까
지는 유산균이 증가하지만 7일 차부터 유산균이 감소하여 본 
연구와 비슷한 경향을 나타냈다. Lee 등(2014)은 pH 4.0 이하
에서 유산균 수가 감소하였고 특히 pH 2.0에서는 1시간 배양할 
경우 99% 사멸하여 산에 의해 유산균 생육이 영향을 미치는 
것으로 나타났다. 또한, 에탄올 내성을 조사한 결과 유산균 종
류에 따라 10% 에탄올 농도에서 유산균 수가 감소하는 경향이 
있다고 보고하여 생육 환경별 유산균 생육에 차이가 있는 것으
로 나타났다(Cheon 등, 2006; Lee 등, 2017).

3.5. 유기산 함량
막걸리에서 유기산은 신맛을 내며, 단맛과 조화를 이루는 중

요한 성분으로, 발효 중 미생물에 의해 생성된다(Im 등, 2012). 
영양원 결핍 및 고온 발효한 막걸리의 발효 기간에 따른 유기
산 함량 변화 결과를 Table 3에 나타내었다. 본 연구에서는 
malic acid, lactic acid, acetic acid, citric acid 및 succinic acid 
5종의 유기산이 검출되었다. 효모와 온도에 따라 유기산 함량 
차이가 크게 나타났다.

Lee와 Lee(2000)에서 언급된 주요 유기산과 유사하게 본 연
구에서도 succinic acid가 높은 함량으로 나타났으나, 사용된 
효모에 따라 큰 차이를 보였다. LP 접종 막걸리에서는 succinic 
acid 함량이 0.74-114.47 mg/100 mL로 가장 높게 나타났으며, 
그 다음으로 lactic acid(0-48.99 mg/100 mL), acetic acid(2.15- 
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35.26 mg/100 mL), malic acid(2.17-35.17 mg/100 mL), citric 
acid(1.76-19.50 mg/100 mL) 순으로 높은 함량을 보였다. 
WB06 접종 막걸리의 경우는 malic acid 7.07-35.41 mg/100 
mL, lactic acid 4.83-20.30 mg/100 mL, acetic acid 7.31-28.12 

mg/100 mL, citric acid 8.40-15.89 mg/100 mL, succinic acid 
5.46-66.66 mg/100 mL의 함량을 나타내었는데 더 높은 온도
에서 발효할수록 유기산 함량이 높아지는 것을 확인하였다. 
Succinic acid는 TCA cycle을 통한 대사 중간체 축적 과정이 

Table 2. Changes of yeast, aerobic bacteria, and lactic acid bacteria counts of high-temperature fermented makgeolli (×log10 CFU/mL)

Samples1) Day Yeast A_Bacteria LAB

C25 0 7.62±0.17bc2)3) 2.67±0.58c 0.00±0.00d

3 7.86±0.06a 8.08±0.20b 7.54±0.47c

6 7.74±0.08ab 8.09±0.21b 8.14±0.18b

7 7.74±0.08ab 8.32±0.17b 8.32±0.33b

9 7.50±0.07c 8.89±0.06a 8.90±0.07a

C35 0 7.62±0.17bc 2.67±0.58b 0.00±0.00c

3 7.86±0.06a 8.08±0.20a 7.54±0.47b

6 7.74±0.08ab 8.09±0.21a 8.14±0.18a

7 7.23±0.17d 3.67±3.21b 0.00±0.00c

9 7.48±0.08c 5.16±0.28b 0.00±0.00c

C45 0 7.62±0.17a 2.67±0.58b 0.00±0.00c

3 7.86±0.06a 8.08±0.20a 7.54±0.47b

6 7.74±0.08a 8.09±0.21a 8.14±0.18a

7 7.24±0.07b 1.67±2.89b 0.00±0.00c

9 7.27±0.24b 3.33±2.89b 0.00±0.00c

W25 0 7.43±0.06c 1.30±0.00c 0.00±0.00b

3 7.83±0.05a 8.42±0.43a 3.00±0.00a

6 7.68±0.05ab 7.64±0.15a 2.00±1.73a

7 7.56±0.21bc 3.44±0.40b 0.00±0.00b

9 7.70±0.06ab 5.05±2.79b 0.00±0.00b

W35 0 7.55±0.07b 1.88±0.09c 0.00±0.00b

3 7.82±0.08a 9.08±0.23a 2.50±2.17a

6 7.29±0.09c 7.16±0.15b 4.23±1.08a

7 7.50±0.10b 0.00±0.00d 0.00±0.00b

9 7.52±0.20b 0.00±0.00d 0.00±0.00b

W45 0 7.29±0.13bc 1.59±0.11c 0.00±0.00b

3 7.44±0.04ab 7.71±0.38a 0.00±0.00b

6 7.19±0.04c 7.26±0.24b 3.33±2.89a

7 7.54±0.06a 0.00±0.00d 0.00±0.00b

9 7.53±0.12a 0.00±0.00d 0.00±0.00b

1)C, yeast La Parisienne (LP); W, yeast WB06. 25, 9 days at 25℃; 35, 6 days at 25℃ then 3 days at 35℃; 45, 6 days at 25℃ then 3 days at 45℃. 
2)Values are mean±SD (n=3).
3)Means with different superscript letters in the same column are significantly different at p<0.05 by Duncan’s multiple range test (a>b>c>d).
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주로 효모에 의해 생성된다(Cho와 Joo, 2014; Hong과 Ko, 
1991). Succinic acid는 효모별 차이를 보였는데 LP를 접종한 
막걸리에서 succinic acid 함량은 25℃가 가장 높은 함량을 나

타내었지만 WB06 접종 막걸리에서는 고온 발효를 진행한 막
걸리에서 높은 함량을 나타내었다. 그 외의 malic acid는 부드
러운 신맛을 내는 유기산으로 알려져 있다(Bang 등, 2016). 

Table 3. Composition of organic acids in high-temperature fermented makgeolli

Samples1) Day Organic acid (mg/100 mL)

Malic acid Lactic acid Acetic acid Citric acid Succinic acid

C25 0 2.17±1.88b ND 2.15±1.33d 1.76±1.92b 0.74±1.29e

3 11.54±0.45a ND 6.18±0.80c 6.20±0.77a 33.81±2.90d

6 13.73±5.41a 19.76±11.53c2)3) 8.59±1.29bc 4.41±0.68a 79.80±5.41c

7 8.57±1.24a 30.74±1.94b 11.34±1.35b 5.02±1.51a 91.94±6.39b

9 12.21±3.30a 48.99±4.94a 17.00±3.42a 4.46±1.63a 114.47±6.92a

C35 0 2.17±1.88c ND 2.15±1.33d 1.76±1.92d 0.74±1.29d

3 11.54±0.45bc ND 6.18±0.80c 6.20±0.77cd 33.81±2.90c

6 13.73±5.41b 19.76±11.53a 8.59±1.29c 4.41±0.68bc 79.80±5.41b

7 28.66±8.11a 18.64±7.72a 27.89±1.61b 8.69±2.22b 90.52±1.65a

9 32.73±7.42a 20.16±8.43a 35.26±3.89a 18.05±1.27a 94.80±0.91a

C45 0 2.17±1.88c ND 2.15±1.33d 1.76±1.92d 0.74±1.29c

3 11.54±0.45b ND 6.18±0.80c 6.20±0.77cd 33.81±2.90b

6 13.73±5.41b 19.76±11.53a 8.59±1.29c 4.41±0.68bc 79.80±5.41a

7 30.65±4.71a 10.72±2.84a 16.46±3.01b 9.14±1.37b 81.39±1.40a

9 35.17±4.26a 14.81±2.92a 23.25±3.01a 19.50±2.95a 85.58±6.33a

W25 0 7.07±0.18a 4.83±4.83b 7.31±0.66a 10.68±1.53a 5.46±0.12a

3 10.88±4.09a 12.55±3.94a 8.52±3.05a 8.59±0.79a 15.93±11.73a

6 8.17±2.12a 8.88±1.90ab 7.71±0.57a 9.57±0.42a 14.04±8.52a

7 10.98±5.45a 12.00±5.00ab 7.12±2.03a 8.40±2.09a 14.50±11.75a

9 9.77±2.23a 11.86±0.69ab 7.12±0.01a 10.01±0.47a 12.93±8.85a

W35 0 21.42±6.57a 17.90±4.00a 13.64±0.78ab 11.94±2.25c 38.27±14.15a

3 12.72±3.20a 8.52±1.85a 13.31±0.69ab 16.98±0.56a 37.95±10.50a

6 23.29±0.36a 20.30±2.66a 15.57±2.23a 14.72±2.62abc 49.11±1.88a

7 25.78±0.98a 17.04±2.33a 12.41±1.19b 13.03±1.55bc 52.13±1.79a

9 21.14±2.86a 19.65±1.46a 13.70±1.57ab 15.34±0.21ab 51.66±2.47a

W45 0 33.40±0.55a 17.24±2.01a 13.85±4.98a 14.57±1.48ab 65.36±4.31a

3 35.41±3.00a 16.59±0.58a 27.64±9.48a 13.06±0.17ab 66.66±7.22a

6 30.34±5.52ab 12.06±0.36b 28.12±10.03a 15.89±2.29a 64.32±13.57a

7 24.68±0.08b 12.89±0.03b 19.59±0.83a 12.24±0.34b 47.12±0.54b

9 29.85±3.36ab 16.17±3.14a 15.76±6.86a 13.95±2.94ab 59.43±9.47ab

1)C, yeast La Parisienne (LP); W, yeast WB06. 25, 9 days at 25℃; 35, 6 days at 25℃ then 3 days at 35℃; 45, 6 days at 25℃ then 3 days at 45℃. 
2)Values are mean±SD (n=3). 
3)Means with different superscript letters in the same column are significantly different at p<0.05 by Duncan’s multiple range test (a>b>c>d>e).
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Acetic acid는 향미에 좋지 않은 영향을 주는 것으로 알려져 있
으며 막걸리의 주요 유기산 중 하나로 알려져 있다((Bang 등, 
2016). Citric acid는 막걸리 발효에 적합한 pH를 제공하며 막
걸리 향미에 좋은 물질로 보고되어 있다(Bang 등, 2016). 
Malic acid, acetic acid, citric acid는 효모에 의해 차이를 보이
기는 했지만, 발효가 진행됨에 따라 전반적으로 증가하는 경향
을 나타냈다. 이러한 경향은 고온처리를 해도 효모가 생존함에 
따라 citric acid, malic acid, succinic acid는 소폭 증가하지만, 
Kim 등(2022c)에 따르면 유산균의 감소는 pH 저하에 따른 유
산균의 내산성의 의한 영향이라고 보고하여 유산균이 사멸함
에 따라 lactic acid 생성이 둔화되는 경향을 보인 것으로, 앞서 
미생물수와도 상관성이 있는 결과로 사료된다.

4. 요약
전 세계적으로 무알코올, 저알코올 주류 시장규모가 증가하

는 추세와 더불어 최근 WHO에서 아스파탐을 2B군(발암가능 
물질)로 분류하며 감미료에 대한 위험성 인식이 확산되었다. 이
러한 주류 트렌드에 맞춰 본 연구에서는 감미료를 첨가하지 않
으면서 물로 희석하지 않고도 낮은 알코올 함량의 막걸리를 제
조하고자 하였다. 누룩과 입국에서는 당화가 빠르게 진행되어 
초반에 높은 가용성 고형분을 나타내고, 알코올 생성에 사용되
어 발효 마지막 날에는 10 °Brix 내외로 나타났다. 또한, 누룩과 
입국을 사용할 경우 알코올 생성이 빠르게 생성되어 발효 마지
막 날에 10% 이상의 알코올 함량을 나타내는 것을 확인하였다. 
즉, 누룩 및 입국을 사용할 경우, 영양원이 충분하여 효모 생육 
및 알코올 생성이 원활하게 진행된 것으로 사료된다. 본 실험의 
목적인 영양원 결핍에 적합하지 않다고 생각되어 glucoamyalse
를 이용하여 영양원을 제어하였다. 하지만 glucoamylase만을 
이용하여 당화과정을 하게 되면 알코올 생성에 제한이 생기지
만 발효를 7일 이상 진행할 경우 알코올이 생성되는 것을 확인
하였다. 본 연구에서는 알코올 생산량이 낮은 효모를 이용하는 
동시에 질소 영양원을 제어하여 효모의 생장을 어렵게 하고 당 
소비를 적게하여 알코올 생성량을 줄이고자 하였다. 또한, 효모
의 알코올 생성과 관련된 대사를 억제하기 위해 고온 처리를 
하였다. 이에 대한 효과를 확인하기 위해 효모 대조구로 시판 
효모인 La parisienne, 온도 대조구로 25℃에서도 발효를 진행
하였다. 즉, 질소원을 제어하기 위해 단백질 분해 효소가 포함된 
누룩 대신 탄수화물분해효소만을 첨가하여 당화가 되도록 하였
다. 또한 효모의 알코올 생성이 저해되는 온도 조건을 찾기 위
해 25℃에서 발효 후 6일 차부터 25℃, 35℃, 45℃에서 진행하
며 품질 변화를 확인하였다. 그 결과, 25℃에서 진행한 6일 차
까지 효모에 상관없이 막걸리의 pH가 감소하며 총산도는 증가
하였으나, 아미노산 함량은 유의적인 차이를 보이지 않았다. 일
반적으로 막걸리 제조 시 아미노산 함량이 증가하는 경향과 상

반된 결과로 단백질 분해 효소를 첨가하지 않았지만 원료인 쌀
에 미량 존재하는 아미노산에 의해 균의 성장으로 일부 산은 
생성되지만, 단백질 분해가 원활하지 않아 아미노산의 증가는 
이뤄지지 않은 것으로 판단된다. 반면 당 함량과 알코올 생성은 
효모에 의한 차이가 크게 나타났다. 알코올 생성력이 낮은 
WB06의 경우, 발효 6일 차까지 알코올 함량이 낮아 그에 따라 
당 함량이 LP 접종 막걸리보다 당 함량이 높게 나타났다. 반면 
고온 발효가 시작되면서 효모의 알코올 생성이 억제되는 것을 
확인할 수 있었으나 W35만 알코올 함량이 증가하는 것을 확인
하였다. 초기 알코올 생성량이 더 낮았던 상태에서 고온 발효가 
시작된 WB06 접종 막걸리의 최종 알코올 함량이 더 낮게 나타
났다. 또한 고온 발효를 통해 효모의 알코올 생성은 억제되는 
반면 효모의 생균수는 큰 변화가 없는 것으로 나타나 영양원 
결핍과 고온 발효를 통해 효모가 살아 있는 저알코올 생막걸리 
제조가 가능한 것으로 사료된다.
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