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서 론

식초는 술과 함께 가장 오랜 역사를 가진 발효식품 중의

하나로서 음식을 조리할 때 첨가되는 조미성분으로 주로 사

용되어 왔으나 최근에는 다이어트 등의 건강을 위한 기능성

음료 생산을 위한 원료 사용되고 있다[6]. 식초는 식품의 맛

을 상승시키는 조미료로서 발효과정에서 독특한 방향과 신

맛을 주는 대표적인 알칼리성 발효식품이며[23], 당이 알코

올 발효를 거쳐 초산발효로 생산된 초산을 주성분으로 발효

기질에 따라 다양한 유기산과 아미노산, 당류 및 에스테르

등을 함유하고 있다[7, 34].

국내에서 생산되는 식초는 주정을 희석하고 무기염류를 첨

가한 양조식초, 과즙함량 30% 이상을 함유하는 과실식초, 곡

물 함량 4% 이상을 함유하는 곡물식초가 대부분이었으나[8],

최근, 식품의 기능성을 중요하게 여기는 소비자 인식에 따라

단순 조미료에서 기능성이 부여된 건강음료로 소비패턴이

변화되면서 원료로서 과즙이나 곡물의 함량이 높고 유기산

뿐만 아니라 아미노산이 풍부한 흑초와 같은 고품질 곡물 발

효식초가 등장하는 등 생산과 소비가 증가되는 추세이다[8,

18]. 일반적인 초산발효의 산도는 약 6−7%인데 이는 사용 균

주의 초산 생성능과 발효 방법에 따라 다르게 나타난다[20].

그러나, 윤 등[37]의 보고에 의하면, 발효 방법보다는 발효에

관여하는 종균의 초산생산 특성이 산도 증감에 상대적으로

더 큰 영향을 미치는 것으로 알려져 있으며, 기질로 이용되

는 알코올 및 생성물인 초산농도의 내성에 따라 최종 산도

가 결정된다고 보고되고 있다. 

초산균은 그 종류에 따라 생산되는 초산과 유기산 함량이

다르며 총산 함량을 좌우하는 품질 지표로 이용되므로 우수

한 초산균을 발굴하고 개량하는 것이 무엇보다도 중요하다.

초산균은 초산과 젖산을 과산화시킬 수 있는 Acetobacter 속

과 알코올보다 당을 더 선호하며 초산을 과산화시킬 수 없

는 Gluconobacter 속 두 종류로 분류되어 왔으나 Yamada와

Kondo 등에 의해 새로운 아속인 Gluconacetobacter 속이 보

고된 바 있다[36]. 지금까지 알려진 대표적인 초산균은
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Acetobacter aceti, A. pasteurianus, A. xylinum [1], A.

methanolicus [33], Gluconacetobacter entanii [27], Glu. xylinus

[3], Glu. oboediens [35], Glu. hansenii [21], Gluconobacter

cerevisiae [30] 및 Glu. nephelii [14] 등이 있다. 

국내에서 고산도 식초 제조용 균주로는 Acetobacter 속의

초산균을 사용하여 약 6−7% 초산을 생산한 후, 일정량의 식

초를 분취한 다음, 알코올을 첨가하여 생산하는 유가배양

(Fed-batch) 방식으로 고산도 식초(12−14%)를 생산하고 있

다[19]. 그러나 농가에서는 종균을 사용하지 않고 자연 발효

방식으로 식초를 제조하기에 장시간의 발효기간에 의한 품

질 균일성을 유지하기 쉽지 않을 뿐만 아니라[17], 초산 함

량이 낮은 저산도 식초(약 2.4−4%)가 

대부분이며 살균공정

없이 산성에 의한 저장성만으로 침전물 생성, 갈변 등의 품

질 저하가 발생하는 문제점에 노출되어 있다[11]. 이에 농가

형 천연 발효식초의 품질 향상을 위해, 고산도 생성 유용 발

효종균의 확보와 보급이 필요한 상황이다. 뿐만 아니라 국내

천연 발효식초에 서식하는 초산균의 체계적인 분류·동정, 균

주 개량 및 산업화에 대한 연구가 미흡한 상황이며, 초산발

효에 대한 연구는 주로 저산도 초산균에 국한되어 있어[9,

22], 8% 이상의 고농도 초산을 생성하는 종균에 대한 연구

는 미흡한 실정이다. 

본 연구에서는 농가에서 사용하는 정치배양법으로 고산도

초산을 생성할 수 있는 알코올 내성이 우수한 초산균의 발

효특성을 구명하고자 하였다. 

재료 및 방법

시료 및 배지

본 실험에 사용한 식초는 전국에서 소규모로 제조·시판된

농가형 발효식초 10점을 수집하여 4oC 냉장보관 하면서 시

료로 사용하였다. 초산 생성균 분리용 평판배지는 SM 배지

(yeast extract 0.5%, glucose 3.0%, CaCO3 1.0%, agar

2.0%, ethanol 5.0%, w/v) [18]를 사용하였으며, 초산균 배양

용 액체배지는 LM 배지 (yeast extract 0.5%, glucose 0.5%,

glycerol 1.0%, MgSO4· 7H2O 0.02%, ethanol 5.0%, acetic

acid 1.0%, w/v) [12]를 사용하였다. 

초산균 분리 및 선정

농가형 발효식초에서 분리한 초산균 중 산 생성능이 가장

우수한 균주를 사용하였다. 적정배수로 희석된 발효식초

100 µl를 SM 배지에 도말하고 30oC에서 3일 동안 배양하여

생성된 초산균의 단일 집락(colony)을 동일한 배지에 계대 배

양하여 순수 분리한 뒤, 고체배지에 점적하고 30oC에서 7일

간 배양한 후 생성된 투명환의 크기를 비교하여 우수 초산

균을 선별하여 실험에 사용하였다[21]. 

균주 동정

분리 초산균의 균학적 동정은 형태학적 및 생화학적 특성

등을 조사하였다. 균주의 형태 관찰을 위해 SM 배지에 48시간

배양한 균체를 60, 70, 80, 90, 95 및 100% 에탄올로 단계적

으로 수분을 제거한 후, 위상차 현미경(Axio Imager A2,

Carl Zeiss Microimaging GmbH, Gottingen, Germany)으

로 관찰하였다. 그람 염색은 Kit (Becton, Dickinson and

Co., Maryland, USA)를 사용하였고, 균주 동정을 위하여 분

리균을 API 20NE Kit (BioMerieux, France)에 100 µl 접

종하고 30oC에서 24시간 반응시켰다. 형태학적 및 생화학적

특성 결과를 토대로 초산균을 동정하였다[4].

세포 지방산 분석

균주의 세포 지방산 분석을 위해, SM 배지에서 72시간 동

안 배양된 균체로부터 지방산을 추출한 후[25] fatty acid

methyl esters (FAMEs)를 분석하였다. FAMEs는 capillary

column (HP-19091B-102, Ultra 2, 25 m × 0.20 mm, 0.33 µm)

과 MIDI Hewlett-packard microbial identification system

(MIDI; Microbial ID, Inc., Newark, Delaware, USA) software

가 장착된 gas chromatograph (HP6890, Palo alto, USA)

로 분석하였다. 오븐 온도는 170oC에서 260oC까지 5oC/mim

의 속도로 승온하였고, 이후 310oC까지 40oC/min의 속도로

승온 후 1분간 유지하였으며, 이동상은 H2 (0.5 ml/min)를 사

용하였다. 

염색체 DNA GC 함량 및 퀴논 화합물 분석

초산균의 염색체 DNA는 Saito와 Miura [23] 방법으로 추

출 및 정제하여 사용하였다. GC 함량은 Tamaoka와 Komagata

[32] 방법을 사용하여 측정하였다. 퀴논 화합물은 Komagata

와 Suzuki [12]의 방법으로 분리 및 추출하여 HPLC로 분석

하였다. 분석 칼럼은cosmosil-pack 5C18-AR (4.6 × 150 mm,

Nacalai tesque Co., Japan)을 사용하였으며 이동상으로

methanol/isopropyl ether (3:1)를 1.0 ml/min의 유속으로

사용하였고, 검출기는 UV detector (Waters Co, Milford,

Connecticut, USA)를 사용하여 270 nm에서 분석하였다.

분리 초산균의 계통 분석

분리 초산균의 계통도를 작성하기 위하여 16S rDNA 염

기서열을 분석하였다. 염색체 DNA (chromosomal DNA)

를 주형(template)으로 universal primer인 27F (5'-

AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3')와 1492R (5'-GGTTACCTT

GTTACGACTT-3') [10, 16]를 이용하여 polymerase chain

reaction (PCR)을 수행하였으며, 반응 생성물의 염기서열 분

석은 (주)제노셀(Genocell Co., Ltd, Yongin, Korea)에 의뢰

하였으며, DNAstar Lasergene 7 (DNAstar Inc, Madison,
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WI, USA) 프로그램을 이용하여 분석하였다. 결정된 염기서

열의 상동성 검사는 National Center for Biotechnology

Information (NCBI; www.ncib.nlm.nih/gov/)에서 제공하는

BLAST search를 통하여 수행하였고, 염기서열 간의 상동성

은 Clustal W 프로그램[30]을 사용하여 확보된 염기서열들

간의 다중서열정렬(Multiple sequence alignment) 검색을

수행하였으며[2], 계통도는 Molecular Evolutionary Genetics

Analysis (MEGA 4) 프로그램[15]을 사용하여 neighbor-

joining [25]법과 Kimura-nei 방법으로 작성하였고 계통도의

안정성 검사를 위해 1,000번의 bootstrapping [5]을 수행하

여 계통도의 견고성을 확인하였다. 동정된 균주의 16S rDNA

염기서열은 GenBank에 등록하였다(AB759966).

분리 균주의 생육 특성

분리균의 탄소원 이용능은 각각 2% ethanol과 acetic acid

를 첨가한 LM 배지에 glucose 대신에 다양한 탄소원

(fructose, maltose, sucrose, mannitol, sorbitol, glycerol,

lactate)을 첨가하여 30oC에서 14일 동안 배양하면서 분리균

의 생육 특성을 조사하였고 온도에 따른 생육 특성은 15, 20,

25, 30, 35 및 37oC에서 20일간 배양하였다. 또한, 초기 pH

조건(2.0, 2.4, 2.7, 3.0, 3.4)을 달리하고 30oC에서 20일간 배

양한 후, 660 nm에서 흡광도로 생육 정도를 측정하였고, 초

산 생성능을 확인하기 위해 ethanol 농도를 5, 6, 7, 8, 9,

10%로 조정한 LM 배지에서 20일 동안 배양하였다. 

적정산도

발효에 의하여 생성된 초산의 함량(%, v/v)은 중화 적정법

을 이용하여 측정하였다[9].

미생물 생육도

초산균의 생육 정도는 배양액을 적정 배수로 희석하여, 분

광 광도계(UV Spectrophotometer 1601, Shimadzu Co,

Kyoto, Japan)를 이용해 660 nm에서 흡광도를 측정하여 결

정하였다.

결과 및 고찰

초산균 선정 및 형태학적 특성

전국에서 수집한 발효식초로부터 초산균을 분리하고자 SM

배지에 도말하여 균주의 생육 유무를 확인하였다. 그 결과,

유기산을 생성하며 생육이 왕성한 초산균 4주를 1차 선발하

였고, 선발된 초산균을 같은 배지에 다시 도말하여 생성된

투명환의 크기를 비교한 결과, CV1로 명명된 균주가

18.7 ± 0.6 mm로 가장 크게 나타났다(Table 1). 균주보존센

터에 등록된 표준균주(Type strain)를 대조구로 하여 분리된

초산균과 형태학적 특징을 비교한 결과, CV1 균주는 그람

음성균으로 크기는 0.2−0.3 × 4−6 µm였으며 운동성이 없는

단일균 형태의 간균으로 판단되었다(Fig. 1, Table 2).

분리된 CV1 균주의 생화학적 특성은 Table 3에 나타내었

Table 1. Comparison of acid production by isolated Acetobacter strains.

Acetobacter sp. CV1 CV3 CV5 CV6

Clear zone size (mm) 18.7 ± 0.61) 17.2 ± 0.7 16.2 ± 0.4 16.8 ± 0.3

1)Values are mean ± SD (n = 2).

Fig. 1. Phase contrast micrograph (×1,000) (A) and gram staining (B) of isolated strain CV1 grown on LM agar plate for 2 days

and 30oC. 
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으며, 생화학적 및 탄소원 이용 특성을 근거로 CV1 균주는

Gluconacetobacter 속(genus) 보다 Acetobacter 속에 유사한

것으로 판단되었다.

분리 균주의 chemotaxonomy 특성

CV1 균주의 diaminopimelic acid (DAP)는 meso-DAP이

고 세포벽 아미노산은 alanine, glutamic acid, glycine 및

Table 2. Morphological characteristics of strain CV1 and type strain of Acetobacter species.

Characterization
Glu. hansenii 

KCCM 40230

A. pasteurianus 

KCTC 12289

A. pomorum 

KCTC 22319

Isolated strain 

CV1

Gram staining - - - -

Cell shape Long rod Rod Rod Long rod

Cell size (μm) 0.6-0.7 × 1.4-1.8 0.3-0.4 × 0.7-0.8 0.2-0.3 × 0.6 0.2-0.3 × 4-6

Motility - - - -

Colony characteristics 

(Solid medium)

- - - -

Shape Entire, circular convex 

to flat

Entire, circular convex 

to flat

Entire, circular convex 

to flat

Entire, circular convex 

to flat

Color Pale white Pale white Pale white Pale white

Surface Smooth to rough Smooth to rough Smooth to rough Smooth to rough

Transparency Opacity Opacity Opacity Opacity

Table 3. Biochemical characteristics of strain CV1 and type strain of Acetobacter species.

Characterization
Glu. hansenii 

KCCM 40230

A. pasteurianus 

KCTC 12289

A. pomorum 

KCTC 22319

Isolated strain 

CV1

Catalase (+) (+) (+) (+)

Nitrate reduction - - - -

Indole production - (+) (+) (+)

Glucose fermentaion - - - -

Arginine dihydrolase - - - -

Urease - - - -

Escullin hydrolysis (+) (+) (+) -

Gelatin hydrolysis - - - -

β-glucosidase - - - -

Assimilation

D-glucose - - - -

D-arabinose - - - -

D-mannose - - - -

D-mannitol - - - -

N-acetyl-D-glucosamine - - - -

D-maltose - - - -

Potassium gluconate - - - -

Capric acid - - - -

Adipic acid - - - -

Malic acid - - - -

Trisodium citrate - - - -

Phenylacetic acid - - - -

(+) : positive, - : negative
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lysine으로 구성되어 있는 것으로 나타났다. CV1 균주의 세

포벽 지방산 조성은 불포화지방산과 관련 지방산(C18:1 w7c/18:1

w6c)이 대표적인 지방산으로 약 65%가 존재하고 있고, C10:0,

C12:0, C18:0 3OH, C16:1 iso I/C14:0 3OH & C16:1 w7c/C16:1

w6c가 미량으로 존재하는 것으로 확인되었다. 주된 quinone

은 Q10 (55.8%)과 Q9 (44.2%)으로 확인되었고, Lisdiyanti

등[21]이 보고한 Gluconacetobacter 속이 갖는 대표적인 Q10

이 90% 이상 검출된 결과와 다소 상이하였지만, G+C 함량

Fig. 2. Phylogenetic tree based on 16S rDNA sequences showing the positions of isolated strain CV1 and the representatives

of other related taxa. The tree was constructed from an alignment of the full-length sequence of 16S rRNA from various species using

the neighbor-joining method. The number on the nodes corresponds to the bootstrap percentages based on 1,000 pseudoreplicates. The

bar denotes the relative branch length. The 16S rRNA sequences are identified by their GenBank accession numbers in parentheses.
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은 61.0 mol%로서 Yamada 등[36]이 보고한 Gluconacetobacter

속의 G+C 함량 55−66 mol%, quinone의 형태는 Q10이 주요

quinone이고 Q9도 같이 존재하며, 주요 지방산은 C18:1로 본

연구에서 분리된 균주 CV1은 Gluconacetobacter 속의 특징

을 가지는 것으로 판단하였다.

분리 균주의 동정

CV1 균주의 16S rDNA 유전자의 염기서열을 분석한 결

과는 Fig. 2와 같다. CV1 균주는 Gluconacetobacter 속 균주

들과 높은 상동성을 나타내었으며 특히, Glu. saccharivorans

LMG 1582와 16S rDNA 유전자의 염기서열이 99.97% 이상

일치하였다(Fig. 2). 따라서 선발된 CV1 균주는 Glu.

saccharivorans로 판단되어 Glu. saccharivorans CV1으로

동정하였고 16S rDNA 유전자의 염기서열은 GenBank에 등

록하였다(AB759966). 또한 초산균 CV1은 Glu. hansenii

ATCC 23769 (98.23%), Glu. intermedius LMG 18909

(98.89%), Glu. xylinus NCIB 11664 (98.97%), Glu.

sucrofermentans JCM 9730 (99.04%) 종과는 유전학적으로

차이가 많았다. 

탄소원 이용 특성 분석

CV1 균주의 탄소원 이용능을 조사한 결과, 모든 탄소원에

서 생육이 확인되었고, 이당류인 sucrose, fructose, 단당류

인 mannose, 지방족 3가 알코올인 glycerol 및 당 알코올인

mannitol에서 CV1 균주의 생육이 우수한 것으로 나타났고

대조균주인 Glu. hansenii는 fructose, mannitol, gluconate

를 이용하였으나, A. pasteurianus와 A. pomorum은 mannitol

과 lactate 이외의 다른 탄소원을 거의 이용하지 못하는 것

으로 나타났다(Table 4). 대부분의 탄소원을 이용하고

biocellulose를 생성하지 않는 Glu. europaeus의 탄소 이용능

을 보고한 Park 등[23]의 결과와 분리균인 CV1의 탄소원 이

용 특성은 유사하였지만 Acetobacter 속의 이용 특성과는 다

르게 나타내었다. 

분리균주의 배양특성 및 초산 생성능 분석

분리균 CV1은 15oC부터 37oC까지 생육이 가능하였으며

(Fig. 3A), 초기 pH는 pH 3.0과 3.4에서 생육이 왕성한 반면

pH 2.0에서는 전혀 생육하지 못하였다. 따라서 분리균 CV1

의 최적 배양조건은 30oC, pH 3.0 이상으로 추정되었다(Fig.

3B). 에탄올 농도에 따른 초산 생성능을 조사한 결과, 초기

에탄올 농도 10%에서 배양 15일 후에 약 9.3%의 적정산도

를 나타냈으며, 9% 에탄올 농도에서는 8.4% 적정산도를 나

타내어 9% 이상의 높은 에탄올 농도에서 적정산도 8% 이상

의 높은 산 생성능을 나타내는 것으로 판단되었다(Fig. 3C).

이러한 결과는 초산균은 발효온도가 30oC일 때 생육이 가장

Fig. 3. Effects of temperature (A), initial pH (B), and ethanol

concentration (C) on acetic acid production and growth of

Glu. saccharivorans CV1. Cells were grown at 30°C for 3 days

in LM medium supplemented with 6% ethanol (A and B), or with

the indicated concentration of ethanol (C). 
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우수하며 15oC에서 34oC까지 생육이 가능하다는 박 등[2]의

보고와 유사하였고, 초기 총산 1.0%에서 가장 높은 수율 62%

로 초산을 생성한다는 Shin 등[29]의 결과와 비교하였을 때,

분리균주 CV1의 초산 생산 수율은 63%로서 유사한 수준을

나타내었다. 

요 약

본 연구에서는 정치 배양법으로 고농도의 초산을 생산할

수 있고 에탄올 내성이 우수한 균주를 확보하고자 농가형 발

효식초에서 초산균을 분리 및 선발하였고, 이들 초산균의 형

태적 특징을 조사한 바, 분리균 CV1은 그람 음성으로 운동

성이 없는 간균으로 나타났다. 분리균의 chemotaxonomy를

분석한 결과, meso-DAP이며, 대표 퀴논은 Q10이고, G+C

mol 함량은 61.0 mol %로 나타났으며 16S rDNA 유전자의

염기서열을 분석한 결과, Gluconacetobacter saccharivorans

로 동정되어 Glu. saccharivorans CV1로 명명하였다. CV1

초산균의 최적 성장조건은 30oC, pH 3.0 이상으로 판단되었

고 에탄올 농도에 따른 초산 생성능은 10% 에탄올 농도에서

9.3%, 9% 에탄올 농도에서는 8.4% 적정산도를 나타내어 고

농도 에탄올 조건에서도 높은 산 생성능을 나타내는 우수한

균주로 판단되었다. 
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