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Protease 무첨가 약주의 가속 숙성에 따른 이화학적 특성 변화
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Changes in Physiochemical Properties of Yakju Prepared
by Accelerated Aging without Protease
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Abstract Normal alcoholic fermentation took place at 20-25oC in yakju (traditional Korean rice wine) prepared without
the addition of protease (non-addition group). The total concentration of organic acids increased by 1.0-2.7 fold in the non-
addition group. While the concentration of lactic acid and acetic acid increased, the pyroglutamic acid concentration
decreased by 51.1 fold. Consequently, the total acidity and volatile acid concentration increased, and the overall pH
decreased. Compared to the addition group, the non-addition group showed a 3.0-5.2 fold increase in the amount of amino
acids; however, the total estimated concentrations of free-form amino acids were 5.2-11.9 times lower than those in the
latter group. The major amino acids found in the non-addition group were alanine, arginine, leucine, and phenylalanine.
The yakju preparation from the non-addition group showed a 1.2-3.0 fold decrease in the final color intensity as compared
to that from the addition group.
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서 론

한국의 전통술은 탁주, 약주, 소주로 구분할 수 있는데 약주는

주로 찹쌀이나 멥쌀에 누룩을 넣고 발효한 다음 발효가 끝날 때

쯤, 술덧에 용수를 박아 맑은 액체만을 걸러내서 만든 것이 전통

적인 방법이다(1). 우리나라 전통술은 대부분 당화와 알코올 발

효가 동시에 일어나는 병행복발효주로 누룩을 사용하기 때문에

곰팡이와 효모에 의해 생성되는 당류, 유기산, 아미노산 이외에

젖산균 등에 의해서 만들어지는 휘발성 풍미 성분들도 함유되어

있다(2). 경제 발전과 함께 전통식품에 대한 관심도가 높아지면

서 1990년대 후반 국순당의 백세주를 비롯한 다양한 종류의 약

주가 제조되고 판매되어 왔다. 약주의 출고량은 2000년 1월 1,688

kL에서 2003년 12월 4,588 kL로 142.5%의 높은 성장률을 보여주

었고(3), 지속적인 성장세를 유지하기 위해 기능성을 가진 약주

의 개발이 시도되기도 하였다(4). 하지만 지속적으로 변하는 소

비자의 요구에 대응하지 못하면서 국내 약주 시장은 2004년 이

후 급격하게 판매량이 감소하였고 2010년 기준 출고량 18.67 kL,

출고액 약 1,000억 원으로 규모가 대폭 축소되었다(5). FTA 시장

개방에 따른 외국산 주류 소비에 의하여 시장이 점차 위축되어

가고 있는 상황에서 우리 술을 지키기 위한 노력이 필요한 때이다.

약주와 유사한 알코올 함량을 가지고 있는 와인은 숙성을 통

하여 부가가치를 향상시켰고 사케는 정교한 품질관리를 통하여

시장을 확보하고 있다. 숙성이 주류의 풍미향상과 제품의 마케

팅에 중요한 요소로 작용되면서 중국은 국립 황주 품질인증 센

터를 건립하여 숙성주에 관한 연구를 하고 있고(6,7) 일본에서

는 사케 100년 저장 프로젝트를 진행하며 국제적 명주를 만들

기 위하여 노력하고 있다(8). 그러나 숙성 전 약주의 상태에 따

라서 숙성 후 품질이 저하될 수도 있다. 주류의 숙성 중에는 산

화, 가수분해, 탈수병합 등의 다양한 화학반응이 일어나는데(Fig.

1) 당과 아미노산의 Maillard reaction에 의해 생성된 일부 car-

bonyl 화합물 및 pyrazine류는 주류를 오래 저장했을 때 발생되

는 숙성취(노주취), 탄내 등을 유발하며, 주류의 색을 변하게 만

든다(9). 또한, 아미노산의 광산화에 의해서 생성된 indol 화합물

및 harmane 화합물은 주류의 색을 갈변시키고 아미노산의 변화

에 의해서 만들어지는 polysulfide 화합물은 주류에 좋지 않은

냄새를 부여하기도 한다(9). 일본의 사케는 도정도를 높인 쌀을

사용, 원료의 단백질 함량을 낮춤으로써 술의 아미노산 함량을

줄이는 방법을 선택하였다. 우리나라 약주는 문화적으로 전곡을

사용하여 왔고 중소기업의 경우 산업적으로 영세하기 때문에 도

정기의 보급 및 폐기물 처리 등의 문제로 도정곡을 사용하기에

는 부담이 된다.

본 연구팀은 숙성을 통하여 우리나라 약주의 품질을 증대시키

고자 하고 있으며, 첫 번째로 단백질 분해를 제어하면 숙성과정

에서 발생될 수 있는 노주취의 생성을 저감화하고 변색을 억제

할 수 있을 것이라 가설을 세우고 protease 무첨가 약주를 가속

숙성한 다음 주류의 성분변화를 조사하여 보고하는 바이다.
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재료 및 방법

실험재료

본 실험에 사용된 쌀은 경기도에서 수확한 멥쌀로 경기미 효원

쌀(Suwon Agricultural Cooperative, Suwon, Korea)을 사용하였다.

효모는 (주)비전바이오켐(Seongnam, Korea)에서 구매한 라빠리장

(S.I. Lesaffre Co., Marcq-en-Barœul, France)을 사용하였고, 전분 분

해 효소는 α-amylase와 gluco-amylase가 혼합되어 있는 당화력

15,000 SP의 충무정제효소(Chung-Moo Fermentation Co., Ltd.,

Ulsan, Korea)를 사용하였다. 단백질 분해 효소는 Aspergillus oryzae

로부터 분리한 제품을 Sigma-Aldrich사(St. Louis, MO, USA)로

부터 구입하여 사용하였다.

숙성약주 제조

쌀 3 kg을 깨끗하게 씻어서 하루 전날 수침한 다음, 다음날 1

시간 동안 물빼기를 수행하였다. 쌀을 증자기(MS-30, Yaegaki

Food & System Inc., Himeji, Japan)에 넣고 김이 올라오기 시작

한 후부터 40분간 수증기를 더 가해 고두밥을 제조하였다. 10 L

플라스틱 병에 수침 전 백미 무게기준 160% 물과 0.2% 효모 및

0.2% 전분분해 효소를 순서대로 넣은 다음 protease 처리구에만

0.2% protease를 첨가하고 증자미를 넣었다. 발효온도는 incubator

(VS-1203PFHLN, Vision Scientific, Co., Ltd., Daejeon, Korea)를

이용 10, 15, 20, 25, 30oC로 설정하여 발효시켰다. 경시적으로 알

코올 함량을 확인하여 알코올 함량이 더 이상 증가하지 않으면

발효를 종료한 다음 여과(Filter paper No. 2, Advantec Co.,

Tokyo, Japan)하여 냉장보관 하였다. 모든 온도 조건에서 발효가

된 후 약주의 숙성을 가속화하기 위하여 50oC incubator (DS-80-

3, Dasol Scientific Co., Suwon, Korea)에서 7일간 가온하여 시료

를 제작하였다.

이화학성분

pH는 pH meter (Orion 3 Star, Thermo Scentific Co., Singapore,

Singapore)를 이용하여 측정하였다. 산도, 아미노산도, 알코올 함

량은 주류분석 규정(10)에 준하여 측정하였으며, 산도는 시료

10mL를 중화시키는데 필요한 0.1 N Sodium Hydroxide (NaOH)

용액이 소비된 mL수로, 아미노산도는 총산을 측정한 시료에

formalin 용액 5 mL를 첨가한 다음 0.1 N NaOH로 적정한 값으로

나타내었다.

색도는 color meter (Ultra Scan PRO, Hunter Lab Inc., Reston,

VA, USA)를 사용하여 측정하였다. 색차는 색도계에서 제공하는

delta CMC
2:1
로 나타내었다.

유기산

유기산 분석을 위해서 HPLC (LC-20A, Shimadzu Co., Kyoto,

Japan)를 이용하였으며 post column방법을 사용하여 분석하였다.

유기산 분석용 column은 Shodex Rspack KC-G (6.0×50.0 mm)

guard column에 RSpak KC-811 (8.0×300 mm, Showa Denko

Co., Tokyo, Japan) 2개를 연결하여 사용하였다. 이동상은 3 mM

perchloric acid를 이용하였으며, flow rate는 0.8 mL/min, column

oven의 온도는 63oC로 하였다. 분리물은 반응용액(0.2 mM bro-

mothymol blue, 15 mM Na
2
HPO

4
, 2 mM NaOH)과 반응한 후

UV 440 nm에서 검출하였다. 이때 반응용액의 flow rate는 1.0 mL/

min, 반응온도는 30oC로 하였다. 시료는 여과(0.2 µm, Millipore

Co., Cork, Ireland)후 사용하였다.

유리 아미노산

유리 아미노산은 아미노산 자동분석기(L-8900, Hitachi Co.,

Tokyo, Japan)를 사용하였다. 시료 5 mL에 5% trichloroacetic acid

5 mL를 첨가한 후 원심분리(4oC, 12,000×g, 15 min)하였다. 상등

액을 회수한 다음 여과(0.2 µm, Millipore Co.)한 것을 post col-

umn 방법으로 분석하였다. 분석에는 PF #2622 (4.6×60 mm, Hita-

chi Co.) column을 사용하였으며 column oven의 온도는 57oC,

reactor의 온도는 136oC로 설정하였고 발색에는 ninhydrine 용액을

사용하였다(11).

결과 및 고찰

알코올 생산 및 발효기간

Protease 무첨가가 알코올 생산(Fig. 2a) 및 발효기간(Fig. 2b)에

미치는 영향을 살펴보았다. 발효온도별 술덧의 알코올 농도를 조

사한 결과(Fig. 2a), protease 첨가구의 알코올 농도는 각각 17.7,

18.7, 17.8, 17.4, 18.0%로 발효온도 15oC에서 가장 높은 알코올

농도를 나타내었다. 그러나 모든 온도에서 17.0% 이상의 알코올

을 생산하는 것으로 나타나 발효온도에 따라 큰 폭의 차이는 없

었다. 반면, 무첨가구의 알코올 농도는 각각 14.6, 17.1, 17.9, 17.4,

15.9%로 발효온도가 20-25oC 구간보다 낮거나 높은 온도에서는

알코올 생산성이 낮아지는 것으로 나타났으며, 발효온도 10oC에

서는 첨가구보다 21.3%, 15oC에서는 9.4%, 30oC에서는 13.2% 낮

Fig. 1. Changes in the chemical characteristics of rice-based alcoholic beverage during aging.
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은 알코올 생산성을 보여주었다. 술덧의 알코올 농도는 원료의

종류, 급수비율, 발효온도, 효모의 종류 등 다양한 발효환경에 의

해 영향을 받는다. 백미(멥쌀)의 탄수화물 함량이 79.5%이므로

(12) 모두 분해되었다고 가정하면 백미 1 kg으로부터 약 882 g의

glucose를 얻을 수 있다. 급수비율이 160%이고 효모에 의한 알코

올 변환율(발효효율) 97% 조건에서 술덧의 이론적인 알코올 함

량은 24.1%(v/v)로 계산된다. 그러나 탄수화물이 모두 분해되기

어렵고, 효모가 고농도의 알코올에서는 사멸하여 자가분해를 일

으키기 때문에 술덧의 알코올 농도는 18% 이상 넘기 어렵다. 일

본주에서 알코올 내성 효모는 술덧의 알코올 농도를 20%까지 생

산시킬 수 있는 효모로 정의하고 있으며 1종만이 등록되어 있다

(13). 따라서 술덧의 알코올 농도 17-18%는 정상적인 알코올 발

효가 일어났다고 생각할 수 있으며, 발효온도 20-25oC 구간 이외

온도에서는 protease가 알코올 생산에 많은 영향을 미치는 것으

로 분석된다. 쌀은 전분과 단백질이 서로 혼재된 구조로 되어 있

기 때문에 protease 및 phosphatase가 탄수화물 분해에 간접적으

로 도움을 준다(14). 따라서 protease 무첨가구의 경우 전분 분해

가 좋지 않아 알코올 생산성이 낮아졌다고 생각할 수 있다. 그러

나 20-25oC 온도 구간에서는 protease의 도움을 받지 않아도 목

적하는 알코올 농도를 만들어 낼 수 있는 탄소원이 공급되는 것

으로 추정된다. 청주효모의 알코올 생산성은 protein kinase Rim15p

에 coding된 유전자에 의해서 조절되는데(15), protease가 존재하

지 않는 조건에서 온도 스트레스가 이 유전자의 발현에 영향을

미쳤기 때문에 알코올 생산성이 낮았던 것으로 추측하고 있으나

명확하지 않다.

Protease 첨가구의 발효기간은 각각 28, 21, 16, 16, 16일인 반

면, 무첨가구는 42, 42, 28, 16, 42일로 조사되어 25oC를 제외하

면, 동일 발효온도에서 protease 무첨가구에 의해서 발효기간이

증가하는 것으로 나타났다(Fig. 2b). 이는 protease 첨가구에 비하

여 효모의 생육환경이 좋지 않았기 때문으로 판단된다. 효모는

온도조건 이외에도 질소원과 비타민 등의 영양요구성을 가지고

있는데, 효모의 증식을 위해서는 최소한 수 %의 당분과 1 이상

의 아미노산도 및 미량의 비타민이 필요하다(14). 일반적인 술 제

조공정에서는 담금 1일 경과 후면 효모가 증식할 수 있는 환경

이 만들어지나(14), protease 무첨가구의 경우 발효종료 후 아미

노산도가 1-2 사이인 것으로 미루어(Fig. 4a), 발효 초기 질소원

Fig. 2. Effect of preparing yakju without protease on alcohol
production (a) and fermentation period (b). The inset in graph b
shows the changes in alcohol concentration in the mash of yakju
without added protease during the fermentation period at 30oC. A+P,
amylase+protease; A, amylase only 

Fig. 3. Changes in pH (a), acidity (b), and volatile acid

concentration (c) in yakju prepared with protease (A+P) and

without protease (A) at each fermentation temperature.
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의 확보가 어려웠기 때문에 알코올 생산이 지연되면서 발효기간

도 증가한 것으로 생각된다. 그러나 30oC에서 발효한 시료의 경

우 일반적인 효모 생육에 적절한 온도이고 아미노산도도 25oC 시

료보다 높음에도 불구하고 알코올 생산성(Fig. 2a)이 낮고 발효기

간도 긴 것으로 나타났는데, 30oC 시료의 발효기간별 알코올 생

산량을(Fig. 2b, inset) 살펴보면 발효 10일 부근까지는 정상적인

발효가 진행되었으나 이 후 알코올이 경미하게 상승되면서 전체

적인 발효기간의 증가를 가져왔다. 이러한 이유는 아직 명확하지

않다. 현재까지의 결과를 요약해보면, protease를 첨가하지 않을

경우 발효온도에 따라 알코올 생산성 및 발효기간이 민감하게 반

응하는 것으로 해석될 수 있다.

pH, 산도, 유기산, 휘발산

각 처리구의 발효온도에 따른 pH 변화를 살펴본 결과(Fig. 3a),

발효온도에 따른 protease 첨가구의 pH는 5.22-4.90이었으며, 무

첨가구는 4.13-4.56으로 무첨가구의 pH가 낮게 나타났다. 또한,

첨가구는 발효온도의 증가에 따라 pH가 낮아지지만 무첨가구는

발효온도에 의존적으로 높아졌다. 이러한 결과로 발효온도 10oC

에서는 두 처리구가 26.5% 차이를 보였으나 발효온도 30oC에서

는 7.3%의 차이를 나타내어 발효온도가 높아질수록 두 처리구의

차이가 좁아지는 경향이었다. 이는 산도(Fig. 3b) 및 유기산(Table

1, 2)의 분석결과로 설명될 수 있다. Protease 무첨가구의 산도는

각각 5.39, 4.48, 4.54, 4.20, 4.30으로 발효온도의 증가에 따라 산

도가 감소했지만 protease 첨가구의 산도는 각각 1.96, 2.29, 3.21,

3.48, 3.72로 온도에 의존적으로 증가하면서 pH의 변화를 유도한

것으로 해석될 수 있다. 약주 제조에 있어 산도의 변화는 누룩

또는 주모로 첨가되는 산을 제외하면 대부분 효모의 대사로부터

생산되는데 succinic, lactic, malic, citric, acetic acid가 주로 생성

된다(16). Protease 첨가구의 유기산 총량은(Table 1) 각각 177.95,

202.81, 262.24, 275.40, 326.28 mg/100mL이었던 반면, 무첨가구의

유기산 총량(Table 2)은 각각 475.39, 502.70, 504.17, 355.37,

324.87 mg/100mL로 protease 무첨가에 의해 유기산 총량이 1.0-

2.7배 증가하였다. 이는 protease 무첨가에 의해서 lactic acid와

acetic acid 함량이 크게 증가했기 때문이다. Protease 무첨가구의

lactic acid 함량은 30oC 시험구를 제외하면 첨가구에 비하여 2.6-

7.1배, acetic acid는 최고 99.9배(10oC)까지 함량이 증가하였다.

Lactic acid와 acetic acid는 효모의 glycolytic pathway를 통하여

생산되는 한편 acetic acid는 영양, 삼투압, 알코올 스트레스 등에

의해서 생성량에 상당한 영향을 받는다(16). 따라서 영양 스트레

스에 발효온도 스트레스가 복합적으로 작용하면서 protease 무첨

Table 1. Concentration of organic acids in yakju prepared with addition of protease

Compounds
Organic acids concentration (mg/100 mL)

10oC 15oC 20oC 25oC 30oC

Oxalic 00.92±0.23 00.80±0.28 00.74±0.05 n.d. n.d.

Citric 17.90±1.09 16.35±0.16 17.30±0.01 12.87±0.48 10.32±0.81

Tartaric n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.

Malic 29.41±2.22 26.21±0.19 35.77±0.32 43.50±0.04 41.63±1.13

Succinic 73.98±4.74 84.32±0.89 92.13±0.40 77.84±1.11 69.87±1.36

Fumaric n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.

Lactic 30.58±1.68 051.1±0.87 65.93±0.19 56.39±0.83 37.29±0.70

Formic n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.

Acetic 01.43±2.02 n.d. 05.11±0.15 16.20±0.55 34.46±2.52

Pyroglutamic 23.73±0.26 24.03±0.21 45.25±1.40 68.61±3.87 132.70±5.290

Total 177.95±7.230 202.81±2.270 262.24±0.380 275.40±5.920 326.28±11.81

n.d.: not detected
Values represent means±standard deviations.

Table 2. Concentration of organic acids in yakju prepared without addition of protease

Compounds
Organic acids concentration (mg/100 mL)

10oC 15oC 20oC 25oC 30oC

Oxalic 00.91±1.28 n.d. n.d. n.d. n.d.

Citric 14.75±0.21 20.84±3.67 20.71±4.50 15.91±0.22 26.66±0.27

Tartaric n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.

Malic 07.25±0.13 16.71±6.19 16.71±6.46 34.99±0.59 49.97±0.02

Succinic 86.91±0.03 101.89±1.550 101.98±2.100 134.59±2.930 149.30±1.200

Fumaric n.d. n.d. n.d. n.d. 00.05±0.07

Lactic 216.20±0.560 234.34±69.68 234.54±69.87 145.67±3.30 30.00±0.25

Formic n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.

Acetic 142.92±1.230 125.55±8.650 126.70±9.480 22.87±0.09 59.98±3.18

Pyroglutamic 06.44±1.31 03.38±1.23 03.52±0.63 01.34±1.90 08.90±1.79

Total 475.39±0.520 502.70±71.20 504.17±72.83 355.37±9.020 324.87±3.200

n.d.: not detected
Values represent means±standard deviations.
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가구의 lactic acid와 acetic acid의 함량을 높인 것으로 분석된다.

이외에 protease 무첨가에 의해서 citric acid와 succinic acid가 소

폭 증가되었으며 malic acid는 소폭 감소되었고 pyroglutamic acid

의 함량이 3.7-51.1배 낮아지는 것으로 조사되었다. Citric, succinic,

malic acid는 주로 효모의 TCA cycle에 의해서 생성되는 것이 일

반적이나 succinic acid와 malic acid는 glyoxylate cycle 등의

bypath 경로에 의해서도 생성되는 것으로 알려져 있다(17). Pyro-

glutamic acid는 glutamic acid의 일부가 비효소적으로 변한 것으

로 특이적인 맛은 없으나(18), pyroglutamic acid 함량이 높다는

것은 아미노산의 함량이 상대적으로 높다는 것을 의미한다(Table 3).

이런 유기산 변화가 산도와 pH의 변화를 가져왔다고 판단되며

acetic acid의 함량 증가는 휘발산의 함량 증가로 이어졌다(Fig.

3c). 무첨가구의 acetic acid 함량은 각각 142.92, 125.55, 126.70,

22.87, 59.98 mg/100mL로 휘발산의 경시적 변화와 일치하고 있

다. 술덧의 산 함량은 술덧의 pH를 조절하여 잡균의 번식을 억

제하나 너무 낮은 pH는 기호적으로 좋지 않은 냄새 성분인

diacetyl의 함량을 증가시킬 수 있기 때문에 pH 4.0-6.0을 유지하

는 것이 좋은 것으로 알려져 있다(19). 또한, 각각의 유기산은 주

류의 맛, 냄새 및 휘발성 향기성분과 관련이 있으며 보존성에도

영향을 주기 때문에(20) 적절한 관리가 필요하다. 이러한 측면에

서 protease 무첨가구의 저온발효는 acetic acid를 다량 생산하여

자극적인 향을 낼 수 있기 때문에 약주제조에 있어서는 다소 부

정적이라고 생각될 수도 있다.

아미노산도, 유리 아미노산, 색도

아미노산도 분석결과(Fig. 4a), protease 첨가구가 무첨가구에 비

Table 3. Free amino acid concentrations in yakju prepared with addition of protease

Compounds
Free amino acids concentration (mg/100 mL)

10oC 15oC 20oC 25oC 30oC

Alanine 26.15 (18.1) 25.05 (14.9) 28.53 (11.7) 37.65 (12.1) 47.44 (9.9)

Ammonia 2.33 (1.6) 1.99 (1.2) 2.64 (1.1) 3.45 (1.1) 5.39 (1.1)

Anserine 2.51 (1.7) 2.89 (1.7) 4.45 (1.8) 7.46 (2.4) 5.28 (1.1)

Arginine 22.26 (15.4) 22.43 (13.3) 33.46 (13.8) 45.63 (14.7) 71.80 (15.0)

Aspartic acid n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.

α-Aminoadioic acid 0.56 (0.4) 0.49 (0.3) 1.14 (0.5) n.d. 1.20 (0.2)

α-Aminobutyric acid 2.10 (1.5) 2.30 (1.4) n.d. 2.47 (0.8) 2.90 (0.6)

β-Alanine 0.57 (0.4) 0.23 (0.1) 1.08 (0.4) 1.34 (0.4) 2.99 (0.6)

β-Aminoisobutyric acid 1.62 (1.1) 1.11 (0.7) 2.37 (1.0) 2.14 (0.7) 2.62 (0.5)

γ-Aminobutyric acid 3.82 (2.6) 4.38 (2.6) 4.98 (2.0) 5.23 (1.7) 4.63 (1.0)

Carnosine 0.21 (0.1) 0.44 (0.3) 0.75 (0.3) 0.32 (0.1) n.d.

Citrulline n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.

Cysteine 3.86 (2.7) 3.50 (2.1) 3.96 (1.6) 4.47 (1.4) 7.22 (1.5)

Ethanolamine n.d. n.d. 0.29 (0.1) 0.39 (0.1) 0.13 (0.0)

Glutamic acid 8.30 (5.7) 8.36 (5.0) 12.47 (5.1) 17.01 (5.5) 26.77 (5.6)

Glycine 0.31 (0.2) 0.06 (0.0) 11.13 (4.6) 0.22 (0.1) 24.81 (5.2)

Histidine 5.13 (3.5) 4.62 (2.7) 5.87 (2.4) 8.83 (2.8) 15.72 (3.3)

Hydroxylysine n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.

Isoleucine n.d. 10.61 (6.3) 14.47 (6.0) 19.44 (6.3) 33.80 (7.1)

Leucine 11.87 (8.2) 17.51 (10.4) 25.81 (10.6) 33.56 (10.8) 52.39 (10.9)

Lysine 16.93 (11.7) 15.29 (9.1) 22.11 (9.1) 29.44 (9.5) 40.15 (8.4)

Methionine n.d. 0.31 (0.2) 0.51 (0.2) 0.79 (0.3) 10.68 (2.2)

1-Methylhistidine n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.

3-Methylhistidine n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.

Ornithine 1.92 (1.3) 1.56 (0.9) 1.21 (0.5) 1.24 (0.4) 1.96 (0.4)

Phenylalanine 11.25 (7.8) 11.50 (6.8) 18.83 (7.8) 24.33 (7.8) 37.71 (7.9)

Phosphoethanolamine n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.

Phosphoserine 0.60 (0.4) 0.61 (0.4) 0.66 (0.3) 0.85 (0.3) 1.25 (0.3)

Sarcosine n.d. n.d. n.d. 0.17 (0.1) n.d.

Cystathionine 10.84 (7.5) 9.41 (5.6) 12.28 (5.1) 16.69 (5.4) 2.24 (0.5)

Serine n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.

Taurine n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.

Threonine n.d. n.d. 0.36 (0.1) n.d. 0.65 (0.1)

Typtophan n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.

Tyrosine 11.13 (7.7) 10.13 (6.0) 16.06 (6.6) 22.81 (7.3) 36.49 (7.6)

Urea 0.21 (0.1) n.d. n.d. n.d. n.d.

Valine 0.14 (0.1) 13.28 (7.9) 17.51 (7.2) 24.96 (8.0) 42.91 (9.0)

n.d.: not detected
The numbers in parentheses indicate the percentage distribution of each compound.
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하여 3.0-5.2배 높은 수치를 보여주었다. Protease 첨가구의 아미

노산도는 발효온도별로 각각 5.01, 4.94, 6.36, 8.68, 12.35로 발효

온도 20oC 이상에서는 10oC 대비 26.9, 73.2, 146.3% 증가하면서

급격한 증가곡선을 나타내었다. 반면, 무첨가구의 아미노산도는

각각 1.10, 1.67, 1.21, 1.69, 2.36으로 발효온도 증가에 의해서 소

폭 증가하는 데 그쳤다. 유리 아미노산 총량(Table 3, 4)도 이와

유사하게 무첨구가 protease 첨가구에 비하여 5.2-11.9배 낮았다.

Protease첨가구의 유리 아미노산 총량은 각각 144.62, 168.05,

242.92, 310.89, 479.13 mg/100mL로 발효온도 20oC 이상부터 급

격한 증가가 관찰된 반면, 무첨가구는 각각 19.30, 32.60, 20.33,

37.73, 64.06 mg/100mL로 발효온도에 따라 큰 변화를 보이지 않

았다.

Protease 첨가구에서 많은 함량을 차지하고 있는 주요 유리 아

미노산(Table 3)은 alanine, arginine, leucine, lysine으로 유기산 총

량의 10% 이상씩 차지하고 있었다. 이외에 glutamic acid, isoleu-

cine, phenylalanine, cystathionine, tyrosine, valine이 5% 이상씩

함유되어 있는 것으로 조사되었다. 반면 무첨가구(Table 4)의 경

우 alanine, arginine, leucine, phenylalanine이 가장 많이 함유되어

있었으며, glutamic acid, glycine, lysine, ornithine, tyrosine,

valine이 그 다음을 차지하고 있는 것으로 나타나 함량 차이뿐만

아니라 분포에도 영향을 미치는 것으로 확인되었다. 주류에 있어

아미노산은 원료 쌀에 함유된 protein body-II (PB-II)의 분해 및

발효 후반기 효모의 자가분해에 의해서 주로 생성된다(16). 아미

노산은 주류의 맛, 색, 향 등에 관여하기 때문에 중요한 성분이

다. Aspartic acid와 glutamic acid는 감칠맛이 있으며, alanine,

glycine, lysine, proline, serine, threonine은 단맛이 arginine, histi-

Table 4. Free amino acid concentrations in yakju prepared without addition of protease

Compounds
Free amino acids concentration (mg/100 mL)

10oC 15oC 20oC 25oC 30oC

Alanine 0.72 (3.7) 4.43 (13.6) 3.35 (16.5) 6.35 (16.8) 6.64 (10.4)

Ammonia 0.99 (5.1) 1.17 (3.6) 0.87 (4.3) 0.87 (2.3) 1.41 (2.2)

Anserine n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.

Arginine 2.99 (15.5) 2.77 (8.5) 3.16 (15.6) 2.35 (6.2) 7.67 (12.0)

Aspartic acid n.d. n.d. n.d. 1.69 (4.5) n.d.

α-Aminoadioic acid n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.

α-Aminobutyric acid n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.

β-Alanine n.d. 0.62 (1.9) n.d. 0.67 (1.8) 0.62 (1.0)

β-Aminoisobutyric acid 0.15 (0.8) 1.35 (4.1) 0.15 (0.8) 0.34 (0.9) 2.07 (3.2)

γ-Aminobutyric acid 0.36 (1.9) 0.46 (1.4) 0.33 (1.6) 0.82 (2.2) 0.57 (0.9)

Carnosine n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.

Citrulline 6.09 (31.5) 0.22 (0.7) n.d. n.d. n.d.

Cysteine 2.14 (11.1) n.d. n.d. n.d. n.d.

Ethanolamine n.d. n.d. n.d. 0.14 (0.4) 0.31 (0.5)

Glutamic acid 1.11 (5.8) 1.03 (3.2) 1.18 (5.8) 0.87 (2.3) 2.86 (4.5)

Glycine 0.02 (0.1) 1.55 (4.8) 1.12 (5.5) 2.14 (5.7) 1.96 (3.1)

Histidine 0.43 (2.2) 0.27 (0.8) 0.46 (2.3) 0.64 (1.7) 0.54 (0.8)

Hydroxylysine n.d. n.d. 0.02 (0.1) n.d. n.d.

Isoleucine n.d. 1.18 (3.6) 0.57 (2.8) 1.12 (3.0) 3.70 (5.8)

Leucine 0.42 (2.2) 4.32 (13.3) 1.97 (9.7) 4.04 (10.7) 10.11 (15.8)

Lysine 0.79 (4.1) 1.26 (3.9) 0.98 (4.8) 1.43 (3.8) 3.54 (5.5)

Methionine n.d. 0.63 (1.9) 0.19 (1.0) 0.56 (1.5) 2.67 (4.2)

1-Methylhistidine n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.

3-Methylhistidine n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.

Ornithine 1.45 (7.5) 2.45 (7.5) 1.65 (8.1) 3.54 (9.4) 1.28 (2.0)

Phenylalanine 0.73 (3.8) 3.50 (10.7) 1.25 (6.2) 3.07 (8.1) 6.73 (10.5)

Phosphoethanolamine n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.

Phosphoserine n.d. 0.44 (1.4) 0.36 (1.8) 0.45 (1.2) n.d.

Sarcosine n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.

Cystathionine 0.24 (1.2) 0.13 (0.4) 0.32 (1.6) 0.20 (0.5) n.d.

Serine n.d. n.d. n.d. 1.17 (3.1) n.d.

Taurine n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.

Threonine n.d. n.d. n.d. 0.72 (1.9) n.d.

Typtophan n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.

Tyrosine 0.67 (3.5) 2.28 (7.0) 0.96 (4.7) 1.93 (5.1) 4.79 (7.5)

Urea n.d. n.d. n.d. n.d. 0.27 (0.4)

Valine n.d. 2.55 (7.8) 1.42 (7.0) 2.65 (7.0) 6.35 (9.9)

n.d.: not detected
The numbers in parentheses indicate the percentage distribution of each compound.
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dine, isoleucine, leucine, methionine, phenylalanine, threonine,

valine은 쓴맛이 있는 것으로 알려져 있다(21). 주류에 아미노산

이 적으면 맛이 가볍고, 많으면 잡미가 증가하여 품질을 저하시

키기 때문에 적정한 함량을 유지하는 것이 중요하나 최적함량에

대해서는 아직 밝혀진 바 없다. 아미노산은 발효과정 중 효모의

대사에 의하여 고급알코올(fusel oil)로 변환되어 주류의 향기를

부여하기도 하며, 아미노산 산화효소 및 아미노산 탈수효소에 의

하여 oxo acid로 변하여 맛의 변화를 주기도 한다(16). 또한, 아

미노산은 주류의 숙성과정에도 관여 하는데, threonine은 3-hydroxy-

4,5-dimethyl-2(5H)-furanone (HDMF, sotolone)성분으로 methionine

은 dimethyl disulfide (DMDS)로 변하여 주류에 숙성취(노주취)를

발생시키고(16), 환원당과의 메일라드 반응에 의하여 furfural,

aldehyde 류 등으로 변하면서 숙성주의 향에 영향을 끼친다. 이

외에 숙성 주류의 색에도 많은 영향을 미치는 것으로 알려져 있

다. Tyrosine과 tryptophan은 일광 조건에서 mangahese (II) ion의

촉매작용 또는 촉매작용 없이 phenol 화합물과 반응하여 착색물

질을 형성하는 반응계가 있으며, 환원당과 amino carbonyl reaction

에 의해서 melanoidine계의 착색물질인 3-deoxyglucosone 및 3-

deoxy-D-pentosone을 생성시킨다(16). 따라서 주류의 아미노산 함

량이 높으면 색이 진하게 변하는 것이 일반적이다.

두 처리구의 색도변화(Fig. 4b)를 살펴보면 아미노산도(Fig. 4a)

와 유사한 경향을 가지고 있음을 확인할 수 있다. Protease 첨가

구의 색차는 각각 13.90, 15.21, 18.34, 21.89, 27.94로 무첨가구의

6.28, 7.73, 12.44, 13.85, 12.21보다 1.2-3.0배 높은 색차를 보이고

있는데 색차가 높을수록 색조가 진하게 변한다는 것을 의미하기

때문에 발효온도 증가에 의해서 아미노산이 증가하였고 이 때문

에 주류의 색도 짙은 갈색으로 변하였다고 해석될 수 있으며,

protease 무첨가가 약주의 색도 변화를 감소시킬 수 있는 방법으

로 기대된다.

아미노산 이외에 주류의 색에 영향을 미치는 요소는 다양하다.

Riboflavin, flavin mononucleotide, flavine adenine dinucleotide 등

의 flavin 화합물에 의한 착색, ferrichysin 등의 철의 결합에 의한

착색, kynurenic acid 및 idoleacetic acid 등의 형광물질에 의한 착

색 등이 있으나 일본 청주에 함유된 착색물질을 조사한 결과

melanoidine계 화합물이 40-80%로 가장 높은 비중을 차지하고 있

어(16) 아미노산이 주류의 색 변화에 중요한 요소라고 생각된다.

지금까지의 결과로부터 주류 제조에 있어 protease를 첨가하지

않을 경우 유기산과 휘발산의 함량을 증가시키고 아미노산 함량

을 낮추어 색 변화를 저감화할 수 있었으나 정상적인 발효를 위

해서는 발효온도를 20-25oC 구간에서 할 필요가 있는 것으로 나

타났다. 주류의 맛은 개별적인 성분의 함량차이보다는 이들 성분

의 상호작용에 의해 영향을 받기 때문에 향, 색, 맛 등 종합적인

평가가 필요하므로 protease 무첨가가 향기성분 및 관능 등에 미

치는 영향에 대한 추가적인 조사가 있어야 할 것으로 판단된다.

요 약

Protease 무첨가가 숙성약주의 이화학적 특성에 미치는 영향을

조사하였다. 발효온도 20-25oC에서는 정상적으로 알코올 생산을

하였으나 발효온도 10oC에서는 첨가구보다 21.3%, 15oC에서는

9.4%, 30oC에서는 13.2% 낮은 알코올 생산성을 보여주었다. 발효

기간은 발효온도 25oC를 제외하고 protease 첨가구 대비 증가하

는 것으로 나타났다. 총 유기산 함량은 1.0-2.7배 증가하였으며,

lactic acid와 acetic acid가 증가된 반면 pyroglutamic acid의 함량

이 최대 51.1배 감소되었다. 산도와 휘발산은 증가되었고 pH는

감소되는 것으로 나타났다. 아미노산도는 protease 첨가구에 비하

여 3.0-5.2배, 유리 아미노산 총량은 5.2-11.9배 낮게 나타났다.

Protease 첨가구의 주요 유리 아미노산은 alanine, arginine, leucine,

lysine인 반면 무첨가구는 alanine, arginine, leucine, phenylalanine

이었다. 색차는 protease 첨가구에 비해 1.2-3.0배 낮아졌다.
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