
Journal of Life Science 2008 Vol. 18. No. 10. 1410~1414 ⓒJLS / ISSN 1225-9918

2단계 발효에 의한 양파식초 제조의 최적 조건 검토
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Analysis of Optimum Condition for Production of an Onionic Vinegar by Two-Step Fermentations. 
Sam Woong Kim1, Jai-Hyo Park1,2 and Hong-Ki Jun1*. 1Division of Biological Science, Pusan National 
University, Busan 609-735, Korea, 2Microbiotech Co., LTD. Venture-103, Bio21center, 1033, Samgok-ri 
Munsan-eup Jin-ju city Gyeongnam, Korea - This study was carried out to develop a vinegar by an onion 
juice. Onions are considered to be a promising source of the vinegar because these are rich in sugars, 
amino acids and various nutrients. An Acetobacter for an acetic acid fermentation was isolated and 
used from vinegars produced by industrial goods or from matured Kimchi. When supplemented with 
2-8% ethanol into an onionic juice medium, the highest production of the acetic acid was observed 
at 9 days by addition of 4% ethanol. Optimum temperature and aeration for acetic acid production 
were exhibited at 30oC and 200 rpm, respectively. A flask containing larger air-contact surface region 
for fermentation was produced the more acetic acid than that of a test tube. Taken all these together, 
an optimum condition for the acetic acid fermentation was over 9 days at 30oC, 200 rpm with 5% 
alcohol and 2% initial acidity. When fermented by the upper condition, the final product contains 
5.2% total acidity and less than 1% ethanol. These are suitable for conditions of fruit vinegar notified 
by the Ministry of Commerce, Industry and Energy.
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서   론

식초는 동서양을 막론하고 오랜 옛날부터 이용되어 온 발

효 산미료로서 우리 식생활과 밀접한 관계를 가져왔다. 식초

는 초산 발효에 의해 생성되는 초산을 주성분으로 하여 소량

의 휘발성 또는 비휘발성의 유기산, 당류, 아미노산 및 ester 

등을 함유하며 특유한 방향과 신맛을 지닌 발효 식품으로 발

효에 의한 양조식초와 빙초산의 희석 및 조미에 의한 합성 

식초로 대별된다[1,4]. 과거 미생물과 천연자원을 이용한 양

조식초는 생산기간이 길고 일정한 품질의 생산이 어려우며 

원가가 비싸 합성 식초로 대체되었다. 그리나 최근 식생활의 

다양화와 건강에 대한 인식의 확대 및 합성 식초의 유해론[1]

의 제기 등으로 천연 자원을 원료로 한 고급 양조 식초 개발

의 필요성이 커지고 있다. 이에 최근 보리, 사과, 감, 배, 매실 

등[5,8]을 이용한 연구가 진행되어 왔으나 다양한 식초자원

의 확보라는 측면에서 보다 많은 연구가 요구된다.

양조 식초는 소화액의 분비 촉진, 피로 회복, 당뇨병 예방, 

비만 방지, 혈압 상승 방지, 노화 방지, 혈중 알코올 농도 상

승 지연, 항산화 효과 등[1] 그 기능성이 다양하며 특히 Oki 

등[16]은 대두 올리고당으로부터 제조된 식초를 20 ml/day 

씩 2주 동안 섭취하였을 때 fecal bifidobacteria의 현저한 증

가를 가져왔다고 보고하였다. 즉 식초 발효액에 다양한 원료

를 첨가함으로서 초산 이외의 생리적 기능이 부가된 식초의 

생산도 가능할 것으로 생각된다.

초산균은 알코올을 산화시켜 초산을 생성하는 호기적 발

효를 하는 균주로서 일반적인 초산균은 Acetobacter aceti, 

Acetobacter pasteurianus 등과 Gluconobacter oxydans가 있고, 

Gram 음성균이며 운동성의 호기성 간균 또는 구균으로 포

자는 형성하지 않는다. 또한 Gluconobacter sp.는 알코올보다 

당을 더 선호하며 초산을 재산화 시킬 수 있는 능력이 없는 

반면 Acetobacter sp.는 초산을 재산화 시킬 수 있는 TCA회로

를 가지고 있다[9]. 

Persoon [18]에 의한 Acetobacter의 연구 보고를 시작으로 

다양한 발효 식품으로부터 Acetobacter sp.의 분리에 관한 연

구가 보고 되었으며[10,17,21], 오 등[15]의 배를 이용한 식초

의 발효 조건, 이 등[12]의 유가식 배양에 의한 고산도 식초의 

생산, 김 등[5]의 보리 식초 제조에 관한 연구가 보고 되었다.

대표적인 식초 생성균은 Acetobacter schuetzenbachii, A. as-

cendans, A. gengenum, A. mesoxydans, A. melanoogenum, A. 

suboxydans, A. aceti 등이 알려져 있으나 이중 내산성과 내열

성을 지닌 Acetobacter aceti가 상업적인 대량 생산에 이용되

고 있다.

본 연구에서는 양파의 수요 확대 및 국민 건강 증진을 위하

여 양파즙을 발효 기질로 하여 알코올 발효를 통해 알코올을 

생성하고, 생성된 이 알코올을 이용하여 초산 발효로 식초 생

산의 조건을 검토했다. 이와 같은 2단계 발효를 통해 양파 식

초를 생성하고 산업화를 위한 발판을 마련하고자 하였다.
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실험 재료 및 방법

사용 균주 및 배지

실험에 사용한 균주는 탁주 생산에 이용되는 시판 중인 

효모 Saccharomyces cerevisiae를 구입하여 순화시켜 사용하였

다[6]. 사용된 시약은 모두 일급이상의 Sigma사 제품을 사용

하였다. 초산균은 시판중인 감 식초와, 사과 식초, 숙성된 김

치 액을 초산균 분리용 액체 배지에 접종하여 30oC, 200 rpm

에서 72시간 배양하였고, 이 배양액을 분리용 평판 배지에 

도말하였다. 그리고 CaCO3를 분해하여 clear zone을 형성하

는 단일 colony를 1차로 분리하였다. 분리한 균주들을 다시 

분리용 액체배지에 배양하여 실험에 사용하였다.

효모를 위한 배지는 양파알코올 음료의 제조와 동일한 배

지를 사용하였다[6]. 초산균의 분리용 평판 배지의 구성 성분

은 3% glucose, 0.5% yeast extract, 1% CaCO3, 3% ethanol, 

1.5% agar이며, 배양용 액체 배지의 구성 성분은 0.5% glu-

cose, 0.5% yeast extract, 1.0% glycerin, 0.02% MgSO4․

7H2O, 5.0% ethanol, 1.0% acetic acid이다. 

양파의 처리, 주모의 제조 및 알코올의 생성

김 등의 방법에 의해 양파를 쵸핑하고, 착즙하여 냄새를 

제거하였다[6,7]. 또한, 주모의 제조와 알코올 생성능력도 김 

등[6,7]의 방법에 준하여 준비하고 관찰하였다.

종초의 제조

초산을 경제적으로 대량 생산하기 위해서는 먼저 고농도

의 균체 배양이 필요하므로 적절한 종초의 제조 조건을 결정

하는 것이 중요하다. 먼저 양파를 믹서기로 분쇄한 후 100oC, 

30분간 열처리를 하여 냄새를 제거하고 착즙한 양파즙을 

110oC, 10분간 멸균(EYELA autoclave MAC-601)하여 식혔

다. 그리고 알코올 농도를 5%, 초기 산도를 2%로 조절하였

다. 초산균 배양 배지를 이용하여 전배양을 2차례 한 초산균

을 양파 배지에 10% 접종한 후, 30oC, 200 rpm, 72시간 동안 

배양하여 종초로 사용하였다[3].

균주의 초산 생성 확인

1차로 분리한 초산균의 초산 생성을 확인하기 위하여 초

산 생성 실험을 하였다. 초산균 분리용 액체 배지에서 30oC, 

200 rpm, 72시간 동안 배양시킨 배양액을 초산균 분리용 고

체 배지에 paper disc 법을 이용하여 CaCO3를 분해하여 생

기는 clear zone의 크기를 확인하였다.

발효 산물의 성분 분석

양파즙 및 발효액의 pH를 pH meter (Corning Co., USA)로 

측정하였다. 알코올 발효된 양파즙을 7,000 rpm, 20분간 원심 

분리 한 후, 상등액을 membrane filter (0.45 μm, Sartorius Co., 

Australia)로 여과하여 여과액 1 μl를 GC [gas chromatog-

raphy (Hewlett Packard Co., USA)]로 loading하였고 stand-

ard (absolute ethanol)의 면적과 비교하여 알코올의 양을 계산

하였다[6,19]. 식초의 초산 정량은 0.1 N NaOH 용액으로 중화

적정하여 초산 함량(%)으로 환산하였다[11].

초산 생산 최적 조건 검토

공시균의 초산생성 최적 ethanol의 함량을 조사하기 위하

여 종초를 양파즙 배지의 10% 농도로 접종하여 ethanol를 각

각 2, 4, 6, 8%씩 첨가하였다. 각 농도의 ethanol이 포함된 10 

ml 배지를 시험관에서 9일 동안 200 rpm에서 진탕 배양하여, 

전술한 분석 방법에 따라 pH, 초산의 변화를 측정하였다.

공시균의 초산생성 최적 온도를 조사하기 위하여 종초를 

양파즙 배지의 10% 농도로 접종하여 25, 30, 37oC에서 각각 

9일 동안 200 rpm으로 진탕 배양하여 전술한 분석 방법에 

따라 pH, 초산의 변화를 측정하였다.

공시균의 초산 생성에 필요한 산소 요구성을 파악하기 위

하여 종초를 양파즙 배지의 10% 농도로 접종하여 30oC의 온

도에서 150, 200, 250 rpm으로 각각 달리하여 최종 액량 10 

ml이 유지된 시험관내에서 9일 동안 배양하였다. 그리고 배

양 용기를 달리하여 공기와의 접촉 면적에 따른 초산 생성의 

변화를 관찰하기 위하여 Φ20 mm test tube와 50 ml 삼각 

flask에 각각 10 ml의 전처리된 양파즙을 넣고 30oC, 200 

rpm에서 9일 동안 배양하였다. 전술한 분석 방법에 따라 

pH, 초산의 변화를 각각 측정하였다.

2단계 연속 발효에 의한 식초 생산 

2단계 연속 발효를 위해 생양파는 믹서기로 파쇄하여 

100oC, 30분간 열처리하여 양파의 고유한 냄새를 제거하고 착

즙하였다. 착즙한 양파즙에 sucrose (sigma)로 초기 양파즙의 

당도가 16°brix가 되게 보당하였다. 보당된 양파즙에 미리 제

조된 주모를 양파즙 부피 대비 5%를 접종하여 500 ml 플라스

크에 100 ml의 액량으로 30oC, 5일간 정치 배양을 실시하였다. 

알코올 발효가 끝난 양파주를 8,000 rpm, 10분간 원심분리하

여 상등액만을 취하여 40 μm filter에 통과시켜 찌꺼기를 완전

히 제거했다. 여과된 양파주에 초기 알코올 농도를 확인하고, 

준비된 종초를 양파주 부피대비 10%를 접종한 뒤 30oC, 200 

rpm에서 진탕 배양하며 10일 동안 초산발효를 진행하면서 생

산된 초산의 농도, 알코올 함량의 변화 등을 확인하였다.

결과 및 고찰

초산 발효를 위한 사용 균주의 선별

초산 발효를 행하기 이전에 적절한 알코올을 획득하기 위

해 양파를 이용하여 알코올 발효를 수행하였고, 그 결과는 

김 등이 이미 보고를 하였다[6,7]. 알코올 발효를 바탕으로 하
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여 생성된 알코올을 이용하여 초산 발효를 수행하기 위해 초

산균을 선별하였다. 

초산균을 선별하기 위해, 시판중인 감 식초, 사과 식초 그

리고 완숙기에 들어선 김치액을 각각 초산균 분리용 액체 배

지에 넣어 30oC, 200 rpm, 72시간 동안 전배양과 본배양을 거

친 배양액을 초산균 분리용 한천 배지에 3분 도말하여 clear 

zone을 형성하면서 나타난 단일 colony 17개를 1차로 분리하

고 각각 APJ-1～APJ-17로 명명하였다. 1차로 분리한 단일 

colony들을 다시 액체 배지에 넣어 30oC, 200 rpm에서 72시

간 동안 진탕 배양하였다. 이 배양액을 초산균 분리용 한천 

배지에 paper disc법을 이용하여 clear zone을 형성하는 크기

를 비교하여 초산발효능이 뛰어난 균주 5개를 선별하였다. 이

렇게 선별된 균주를 다시 초산균 분리용 액체 배지에 접종하

여 30oC, 200 rpm, 10일 동안 배양하면서 생성된 산도를 0.1 

N NaOH를 이용하여 중화 적정하였다. 그 결과 APJ-3에서 

가장 높은 산도를 나타내었다. 5개의 균주를 양파즙 배지 100 

ml에 110oC, 10분간 멸균하여 5%의 알코올을 넣고 10%의 배

양액을 접종하여 30oC, 200 rpm, 10일 동안 배양하면서 균 생

육도와 산도를 측정하였다. 그 결과 APJ-3에서 가장 높은 생

육도를 보였고, 가장 높은 산도를 나타내어 APJ-3을 실험 균

주로 선택하여 다음 실험에 사용하였다(Fig. 1).

식초 생성 최적 조건 검토

Ethanol에 의한 영향

사용 균주의 초산 생성 최적 ethanol 함량을 조사하기 위하

여 멸균된 양파즙 배지 10 ml을 test tube에 넣고, 전술한 방법으

로 종초를 만들어 10% 농도로 접종하여 ethanol를 각각 2, 4, 

6, 8% 씩 첨가하여 9일 동안 200 rpm에서 진탕 배양하여, 전술

한 분석 방법에 따라 pH, 초산의 변화를 측정하였다. 그 결과 

pH는 4% ethanol 첨가일 때 가장 낮았으며, 산도는 3-5일에서 

(A)

(B)

Fig. 1. A photograph of an isolated Acetobacter sp. on the 

Acetobacter medium. A and B indicate Acetobacter aceti 

KCTC 1010 and an isolated strain APJ-3, respectively. 

An Acetobacter produces a clear zone by degrading cal-

cium carbonate.

2%에서 높게 나타났지만, 시간이 경과함에 따라 4%가 높게 

유지되는 것을 알 수 있었다(Fig. 2). 그리고 초기 알코올 농도가 

8%일 때는 초산 발효 속도가 지연되는 경향을 보이는 데, 이는 

초기 알코올 농도가 너무 높으면 초산생성이 저해됨을 알 수 

있다. 이는 김 등[8]의 매실 식초 제조, 김 등[5]의 보리 식초 

제조, 양 등[21]의 클로버 꽃 식초 제조시 알코올 농도가 각각 

4～6%, 6% 및 4.5%라고 한 것과 같은 결과를 보였다.

온도에 의한 영향

사용 균주의 초산 생산 최적 온도를 조사하기 위하여 멸

균된 양파즙 배지 10 ml을 test tube에 넣고, 전술한 방법으

로 종초를 만들어 10% 농도로 접종하여 25, 30, 37oC에서 각

각 9일 동안 200 rpm으로 진탕 배양하여 전술한 분석 방법

에 따라 pH, 초산의 변화를 측정하였다. 그 결과 30oC의 온

도에서 가장 높은 산도를 보였으며, 37oC에서는 25oC보다 낮

은 초산 생성능을 보였다(Fig. 3). 따라서 발효 최적 온도는 

30oC임을 알 수 있었다. Muraoka 등[14]과 Hekmat와 

Vortmeyer [2]는 초산 발효시 배양액의 온도가 낮으면 균주 

성장이 억제되고, 높으면 균주의 성장을 활발하나 초산 생성

능이 떨어짐과 동시에 오염 현상이 있음을 보고한 바 있다.

교반에 의한 영향

공시균의 초산 생성에 필요한 산소 요구성을 파악하기 위

하여 종초를 양파즙 배지의 10% 농도로 접종하여 30oC의 온

도에서 150, 200, 250 rpm으로 각각 달리하여 9일 동안 배양

(A)

   

(B)

Fig. 2. Effect of supplementation with each ethanol concentra-

tion into an onionic juice medium. A and B indicate pH 

values and acetic acid concentrations measured, 

respectively. Ethanol was added by 2-8% concentrations.

(A)

  

(B)

Fig. 3. Effect of incubated temperature. A and B indicate pH 

values and acetic acid concentrations measured, 

respectively. Each incubated temperature was per-

formed at 25, 30, and 37
oC.
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하였다. 그 결과 150 rpm에서 pH가 높았으며, 산도는 낮은 

결과를 보였다. 반면 200 rpm에서 낮은 pH를 보이고, 산도

는 높은 결과를 보였으며, 250 rpm에서는 200 rpm과 pH와 

산도에서 큰 차이를 보이지 않았다(Fig. 4). 결과적으로 200 

rpm에서의 배양이 경제적으로 봤을 때 초산 발효 때 최적 

rpm임을 알 수 있었다.

통기량에 대한 효과를 알아보기 위하여 배양 용기를 각각 

달리하여 초산 생성의 변화를 관찰하였다. 즉, Φ20 mm test 

tube와 50 ml 삼각 flask에 각각 10 ml의 전처리된 양파즙을 

넣고 10%의 종초를 접종하여 30oC, 200 rpm에서 9일 동안 

배양하였다. 50 ml 삼각 flask를 사용한 결과 선행실험에서 

3도를 넘기기 힘들었던 양파식초의 산도가 4도 이상으로 높

아진 결과를 보였다(Fig. 5 및 Table 1). 그러므로 초산의 생

성량을 증가시키기 위해서는 산소의 적절한 공급이 필수적

인 것으로 판단된다.

2단계 발효를 통한 식초의 최적 생성 조건 검토

연속된 2단계 발효를 통해서 식초를 생성하기 위한 알코올 

발효는 믹서기로 파쇄한 양파를 100oC, 30분간 열처리하여 양

파의 고유한 냄새를 없애고 sucrose로 초기 당도가 16°brix가 

되도록 보당하여 초산 발효를 위한 알코올 발효에 가장 효과

적인 기질을 만들었다. 양파즙에 접종하는 주모의 양은 경제

적으로 많은 알코올의 생성능을 보인 5%를 접종하여 알코올 

발효가 가장 잘 일어나는 30oC의 배양 온도에서 4일간 정치 

(A)

  

(B)

Fig. 4. Effect of aeration. A and B indicate pH values and ace-

tic acid concentrations measured, respectively. Aeration 

was adjusted by revolution per minute. 

(A)

  

(B)

Fig. 5. Effect of air contact-surface area for fermentation. A 

and B indicate pH values and acetic acid concen-

trations measured, respectively. A flask contain higher 

air contact-surface area than that of a test tube.

Table 1. Production of onionic vinegar by each conditions

Cultural condition Total acidity (%)

Alcohol concentration
   2%
   4%
   6%
   8%
Temperature
   25

oC
   30oC
   37oC
Agitation
   150 rpm
   200 rpm
   250 rpm
Air-contact surface area
   Φ 20 mm test tube
   50 ml △ flask

 
1.68
2.28
2.02
1.24

 
2.04
2.21
1.65

 
1.61
2.16
2.14

 
2.16
3.96

배양하였다. 30oC에서 배양하였을 때 초산 발효에 적절한 알

코올 함량인 5% 대에 도달하여 일정하게 유지되었다. 

알코올 발효가 끝난 양파주를 8,000 rpm, 10분간 원심분리

하여 상등액만을 취하여 40 μm filter에 통과시켜 찌꺼기를 

완전히 제거하여 초산발효의 기질로 이용하였다. 처리된 양파

주를 공기와의 접촉이 용이한 500 ml 삼각 flask에 100 ml을 

넣고 준비되어진 종초를 양파주 부피 대비 10%를 접종하여, 

초산 발효시 필요한 초기 알코올 농도 5%와, 초기 산도 2%로 

맞출 수 있었다. 이것을 30oC, 200 rpm에서 진탕 배양하면서 

초산의 농도와 알코올 함량의 변화를 살펴본 결과, 최종 산도

는 5.2%, 잔류 알코올 함량은 1% 미만으로 우리 나라의 산업자

원부 기술표준원에서 정한 과실 식초의 조건을 만족하는 양파 

식초를 제조하는 것이 가능하였다(Fig. 6 및 7).

요   약

본 연구는 양파즙으로 식초를 생성하기 위해 수행되었다. 

양파는 당, 아미노산, 다양한 영양분이 풍부하기 때문에 식초

Fig. 6. Results of two-step fermentations by optimum condition. 

The first and second step fermentations were resulted 

in alcohol and acetic acid productions, respectively.
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Fig. 7. A flow chart of vinegar production by two-step 

fermentations. 

의 우수한 원료로 고려된다. 초산발효를 위해 초산균은 시판

되고 있는 식초와 완숙된 김치로부터 분리하여 사용하였다. 

양파즙 배지에 2-8% ethanol이 보충될 때, 4% ethanol 첨가

에 의해 9일에 가장 높은 초산 생성능을 보였다. 초산 생성을 

위한 적정온도는 30oC였고, 통기량은 200 rpm이 경제적인 

것으로 나타났다. 초산 발효를 위해 표면적인 넓은 삼각 플

라스크가 시험관보다 높은 생성 능력을 보였다. 그러므로 초

산 생성을 위한 초적 조건은 초기 5% 알코올 함량과 2% 산

도로, 30
o
C에서 200 rpm으로 9일 동안 배양하는 것으로 나타

났다. 이 조건으로 초산 발효될 때, 5.2% 총산도와 1% 미만

의 알코올이 잔존하는 것으로 나타났다. 이것은 산업자원부

가 고시한 과실 음료 조건에 적합한 것으로 판명되었다.
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