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Abstract This study evaluated the effect of acetic acid fermentation added to coffee concentrate 
using the concentrate of fermented coffee bean ethanol extract. The ethanol concentration that can 
extract a high content of coffee’s active ingredients (caffeine, chlorogenic acid) was 50% (v/v). The 
ethanol extract from coffee was concentrated to a solid content of 7.94% (w/v) and added at a 
concentration of 7-10% to prepared coffee liquor containing 6% ethanol. Additionally, 20% seed 
vinegar was introduced to initiate acetic acid fermentation. During the fermentation period of coffee 
vinegar with different concentrations of coffee extracts (CVCE1-CVCE4) lasting 30 days, the viable 
cell counts, physicochemical properties (soluble solid contents, pH, and total acidity), organic acids, 
free sugars, and ethanol content were measured. The number of viable cells was 4.50-7.33 log 
CFU/mL on the 10th day of fermentation, and the growth of bacteria tended to decrease as the 
content of coffee solids increased. As acetic acid fermentation progresses, the ABTS and DPPH 
radical scavenging activities of coffee vinegar decreased, while pancreatic lipase inhibition activity 
increased. The analysis showed that the amount of coffee extract concentrate added affects the 
fermentation characteristics of acetic acid bacteria, resulting in a difference in the functionality of 
coffee vinegar.
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1. 서론
콜롬비아산 커피는 생두의 형태로 대한민국에 수입되는 양이 브라질과 베트남에 이어 연간 3.0톤 

가량이며, 전체 수입되는 커피의 15%에 해당된다(Kim, 2023). 생두로 수입된 커피는 로스팅 과정을 
거쳐 원두로 가공되어 음료 제조에 이용되는데, 이때 생두에 함유된 카페인의 함량은 감소하지 않으
나 클로로겐산의 함량은 열처리 조건에 의해 급격히 감소되는 것으로 보고된다(Kim 등, 2022). 커피 
생두의 열처리 조건은 기호성에 영향을 주는 인자로 로스팅 과정을 거쳐 원두로 가공된 후 음료로 
이용된다(Park 등, 2024). 그러나, 커피 음료의 기호성을 증가시키기 위한 로스팅은 보통 200℃ 이상
의 고온에서 가열처리됨에 따라 벤조피렌 및 5-hydroxymethylfurfural(HMF) 등의 유해성분이 생성
되는 것으로 알려졌다(Kung 등, 2024; Yeon, 2015). 

미생물에 의해 발효된 커피는 생두를 수침 및 증숙하여 미생물을 접종하여 발효시킨 후 원두로 
제조하기 위해 로스팅 과정을 거친다. 이와 같은 과정에서 증숙시 조직이 연화되어 있고 미생물 발효
에 의해 유효 성분 등이 가수분해되어 일반생두와 같은 로스팅 조건에서는 클로로겐산 등의 감소가 
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급격히 진행될 수 있다(Gang, 2023). 따라서 발효 커피 생두 로
스팅 조건은 일반 생두보다 더 까다로울 수 있고, 커피 원두의 
추출시 고온의 열수를 가하는 방법은 커피 유효성분의 파괴를 
야기할 수 있어 고온의 열처리에 산화되는 유효성분 손실을 최
소화 할 수 있는 방법이 필요하다(Park 등, 2024; Shin, 2018). 

커피에 함유된 클로로겐산은 퀸산(quinic acid)과 카페인산
(caffeic acid) 등이 탄소 3, 4, 5번에 위치한 하이드록시기에서 
에스터 반응으로 유도된 화합물로 이들 중 5-카페오일퀴닉산은 
전체 클로로겐산 함량의 약 80%를 차지한다(Kwon, 2020). 커
피의 주요 항산화 성분으로 알려진 클로로겐산은 산화적 스트
레스로부터 유발된 병리적인 현상에 대해 예방 효과가 있는 것
으로 보고된다(Nabavi 등, 2014). 카페인은 열에 안정적이며 
온도가 높으면 용해도가 증가하는 특징이 있고(Kim, 2014), 알
칼로이드 물질의 일종으로 교감 신경계를 자극하여 적당량 섭
취 시 피로 해소 효과가 있으며 약리학적 성질을 지닌 기능성 
성분이지만 과다 섭취 시 수면장애, 고혈압, 심혈관 질환을 유
발할 수 있어 일일 섭취량이 400 mg 이하로 권고된다(Kim 등, 
2022; Shin 등, 2023). 카페인 저감화와 클로로겐산의 고함량
은 커피의 건강기능성을 향상하기 위한 전략으로 로스팅 조건, 
열수 추출 조건 및 발효 등의 여러 연구가 수행됐으나 커피는 
음료로 섭취하는 기호식품이기 때문에 로스팅 후 제조된 커피 
원두에 함유된 기능성 성분을 최대한 확보하는 전략이 필요하
다(Kim 등, 2016).

본 연구는 콜롬비아산 커피 생두를 유산균 발효한 후 로스팅
한 발효 커피 원두를 이용하여 커피의 유효성분(카페인, 클로로
겐산)이 고함량으로 함유된 에탄올 추출농도를 선정하였다. 선
정된 에탄올 농도에서 추출된 커피 추출물을 농축하여(고형분 
함량 7.94%(w/v)) 농축액 함량 기준 7-10%의 4단계로 구분하
여 커피주를 제조하고 초산 발효를 하여 초산 발효물의 기능성
에 관한 연구를 수행하였다.

2. 재료 및 방법

2.1. 실험재료 
본 연구에 사용된 콜롬비아 발효 커피와 초산 발효에 이용된 

Acetobacter pasteurianus SRCM 101486은 (재)발효미생물산
업진흥원(Microbial Institute for Fermentation Industry, MIFI, 
Sunchang, Korea)에서 분양받아 사용하였다. 한편, 항균 활성
에 사용된 Bacillus cereus KACC 10097, Staphylococcus 
aureus KACC 1927, Escherichia coli KACC 10115는 한국 
농업미생물자원센터(Korean Agricultural Culture Collection 
(KACC), Wanju, Korea)에서, Salmonella typhimurium 
KCTC 1126)은 한국생물자원센터(Korean Collection for Type 
Culture(KCTC), Jeongeup, Korea), Listeria monocytogenes 
KCCM 43155는 한국미생물보존센터(Korean Culture Center 

of Microorganisms(KCCM), Seoul, Korea)에서 분양받았다. 
균주배양에 사용된 yeast extract는 Angel yeast사(Angel yeast 
Co., Ltd, Yichang, China)에서, agar, nutrient agar, nutrient 
broth는 BD사(Becton, Dickinson & Co., Franklin Lakes, NJ, 
USA), 주정은 대한주정판매사(Korea Ethanol Supplies Company 
Co., Ltd, Daegu, Korea)로부터 구매하여 사용하였다. 2,2-Diphenyl- 
1-picrylhydrazyl(DPPH), 2,2-azino-bis-3-ethylenebenzothiozoline- 
6-sulfonic acid(ABTS), (±)-6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchromane- 
2-caboxylic acid(Trolox), porcine pancreatic lipase, gallic acid, 
Folin-Ciocalteu reagent, chlorogenic acid, neochlorogenic 
acid, caffeine, orlistat, glucose 등은 Sigma(Sigma-Aldrich 
Co., St. Louis, MO, USA)에서 구매하여 사용하였으며, 그 밖
의 시약들은 analytical 및 HPLC grade를 사용하였다. 

2.2. 에탄올 추출 농도별 발효 커피 원두 특성 측정 
2.2.1. 발효 커피 원두 에탄올 추출

콜롬비아 발효 커피 원두는 분쇄기(The smart grinderTM pro, 
Breville, Sydney, Australia)를 이용해 분쇄한 가루에 에탄올
(Samchun Co., Pyeongtaek, Korea)을 농도별(0, 25, 50, 75, 
100%(v/v))로 10배수 첨가하여 교반(20℃, 3시간)하였다. 다음 
원심분리기(CR21, Hitachi Koki Co., Ltd., Tokyo, Japan)를 
이용하여 원심분리(10,000 ×g, 4℃, 10분)한 후 상등액을 모아 
감압 여과한 여액을 취해 커피 원두 에탄올 추출물로 하여 차
후 분석에 사용하였다.

2.2.2. 총페놀성 화합물 함량 측정
총페놀성 화합물 함량(total phenolic content, TPC)은 ISO 

14502-1(2005)의 방법을 변형하여 측정하였다. 96 well plate
에 시료 20 μL와 10% Folin-Ciocalteu’s phenol reagent 100 
μL를 첨가하여 3분 반응하였다. 다음 반응 정지액인 7.5% Na2CO3 
80 μL를 첨가하고, 암실에서 1시간 방치한 후 microplate 
reader(S1LFA, BioTek Instruments Inc., Winooski, Vermont, 
USA)를 이용하여 흡광도(파장 765 nm)를 측정하였다. 총페놀
성 화합물 함량은 갈산(gallic acid)을 표준물질로 하여 시료 1 
g 당 mg gallic acid로 나타내었다.

2.2.3. 클로로겐산 및 카페인 함량 측정
HPLC system(Hitachi CM5000, Hitachi Co., Ltd., Tokyo, 

Japan)으로 클로로겐산(chlorogenic acid; 5-O-caffeoyl-quinic 
acid; CGA), 네오클로로겐산(neochlorogenic acid, trans-5-O- 
caffeoyl-quinic acid) 및 카페인(caffeine) 함량을 분석하였다. 
컬럼은 YMC사의 Triart C18(250×4.6 mm, 5 μm, YMC Co., 
Kyoto, Japan)을 이용하였으며, 컬럼 온도는 37℃로 유지하였
다. 성분 분리는 gradient mode이며, 이동상 A는 0.1% 아세트
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산을 함유하는 아세토나이트릴 용액, 이동상 B는 0.1% 아세트
산을 함유하는 물이었다. 용매 조건은 0-4분은 용매 A를 13%
로 유지, 4-45분은 37%로 증가, 45-47분은 100%로 증가, 47- 
51분은 100% 유지, 51-53분은 13%로 감소, 53-65분은 13%로 
유지하도록 설정하였다. 유속은 0.8 mL/min, 시료 주입량은 10 
μL이었다. 검출기는 diode array detector(Hitachi ChromasterⓇ 
5430, Hitachi Co., Ltd., Tokyo, Japan)를 사용하였으며, 클로
로겐산과 네오클로로겐산의 검출 파장은 324 nm, 카페인의 검
출 파장은 274 nm이었다. 측정된 물질의 각 peak은 동일 조건
에서 분석한 표준물질의 peak 면적 비율과 머무름 시간을 비교
하여 시료 1 g에 해당하는 클로로겐산, 네오클로로겐산 및 카
페인 함량을 mg으로 산출하였다.

2.3. 발효 커피 원두 에탄올 추출물의 제조 및 초산 발효
2.3.1. 발효 커피 원두 에탄올 추출물 및 커피주의 제조

발효 커피 원두 에탄올 추출물은 원두 분말에 50% 알코올을 
10배수 첨가한 다음 교반(20℃, 3시간)하여 제조하였다. 커피 
추출물은 원심분리(10,000 ×g, 4℃, 10분)하여 상층액을 회수
하고 다시 용매를 넣는 과정을 3회 반복하였다. 얻어진 상층액
은 회전식 감압농축기(RV 10, IKA KoreaⓇ. Ltd., Seoul, 
Korea)를 이용하여 알코올을 증발시켰으며, 최종 농축된 커피 
농축액의 고형분 함량은 7.94%(w/v)로 분석되었다. 커피 농축
액(coffee extract, CE)의 최종 첨가비율(7-10%)을 기준하여 각
각 CE1(7%), CE2(8%), CE3(9%), CE4(10%)로 명명하였고, 
1%(w/v) yeast extract 및 7%(w/v) glucose를 동일하게 첨가한 
후 고압 멸균(121℃, 15분)하였다. 실온으로 냉각시킨 후 6%(v/v) 
주정(95% ethanol)을 각각 후첨하여 커피주를 제조하였다. 

2.3.2. 종초 제조와 커피주의 초산발효
초산균(A. pasteurianus SRCM 101486)은 3% GYE broth 

(1% yeast extract, 5% glucose, 3% 주정)에 1 백금이를 접종하
여 진탕 배양기(ISF-7100R, Jeio Tech Co., Ltd., Daejeon, 
Korea)에서 활성화(120 rpm, 30℃, 72시간)한 후에 6% GYE 
broth(1% yeast extract, 5% glucose, 6% 주정)에 1%(v/v) 접
종하여 진탕 배양(100 rpm, 30℃, 60시간)하였다. 다음 배양액
은 GY broth(1% yeast extract, 5% glucose)를 이용하여 흡광
도를 1.00(파장 600 nm; at 7.51 log CFU/mL)으로 조절하여 
종초로 사용하였다. 커피주에 제조된 종초를 20%(v/v) 첨가하
여 진탕 배양(100 rpm, 30℃, 30일)하였다. 품질 및 기능성 분
석을 위해 10일 간격으로 시료를 5 mL씩 취하고 원심분리
(15,000 ×g, 4℃, 10분)하여 얻은 상등액을 분석 시료로 이용하
였다.

2.4. 품질 특성 분석
2.4.1. 생균수 및 이화학적 특성 

pH는 pH meter(SevenMulti, Mettler Toledo GmBH, 
Giessen, Germany)를 사용하여 측정하였으며, 수용성 고형분
은 당도계(PAL-1, Atago Co., Ltd., Tokyo, Japan)를 사용하여 
측정하였다. 총산도는 시료 1 mL에 0.1 N NaOH를 첨가하여 
pH 8.3에 도달할 때까지 소모된 양을 acetic acid 함량으로 산
출하였다. 생균수는 시료 100 μL를 멸균 peptone 수에 십진 희
석법으로 희석하고 3% GYE agar(1% yeast extract, 5% 
glucose, 3% ethanol, 2.5% agar)에 도말하여 30℃에서 72시간 
배양한 다음 나타난 colony 수를 log CFU/mL로 나타내었다.

2.4.2. 유기산, 유리당 및 에탄올 함량 
유기산, 유리당 및 에탄올의 변화는 Kim과 Song(2002)의 

방법을 이용하여 측정하였다. 분석을 위한 시료는 희석하여 
0.22 μm membrane filter(Futecs Co., Ltd., Daejeon, Korea)로 
여과하여 HPLC system(Shimadzu LC 10A, Shimadzu Co., 
Kyoto, Japan)으로 분석하였다. HPLC system의 분석조건은 
0.008 N H2SO4를 이동상으로 Aminex HPX-87H column 
(300×7.8 mm, 9 μm, Bio-Rad Laboratories Inc., Hercules, 
CA, USA)을 통과하는 유속은 0.6 mL/min으로, 컬럼 온도는 
35℃를 유지하도록 하였다. 유기산 검출기는 UV-VIS detecter 
(SPD-10A, Shimadzu Co., Kyoto, Japan)로 유리당 및 에탄올 
검출은 RID detecter(RID-10A, Shimadzu Co., Kyoto, Japan)
를 사용하였다. 분리된 유기산, 유리당 및 에탄올의 각 peak은 
동일조건에서 분석한 표준물질 mixture의 peak 면적비와 머무
름 시간을 비교하여 함량을 산출하였다.

2.5. 커피주 초산 발효물의 기능성 평가
2.5.1. 항산화 활성

ABTS radical scavenging activity(ABTS assay)는 Grandois 
등(2017)의 방법을 이용하여 측정하였다. 96 well plate에 시료 
10 μL와 50 μM ABTS 라디칼 용액 200 μL를 첨가하여 암실
에서 15분 반응하였다. 반응액은 microplate reader를 이용하여 
흡광도(파장 414 nm)를 측정하였다. ABTS assay는 시료 1 
mL당 항산화 활성이 50%에 이르는 시료의 희석배율(dilution 
factor, DF)을 IC50으로 산출하여 양성대조구인 Trolox의 IC50

(μg/mL)과 비교하였다. 
DPPH radical scavenging activity(DPPH assay)는 Magalhães 

등(2006)의 방법을 변형하여 측정하였다. 96 well plate에 시료 
50 μL와 150 μM DPPH radical 용액 200 μL를 첨가하여 암실
에서 20분 반응하였다. 반응액은 microplate reader를 이용하여 
흡광도(파장 517 nm)를 측정하였다. DPPH assay는 시료 1 
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mL당 항산화 활성이 50%에 이르는 시료의 희석배율(DF)을 
IC50으로 산출하여 양성대조구인 Trolox의 IC50(μg/mL)과 비
교하였다. 

2.5.2. 항비만 활성
2.5.2.1. Pancreatic lipase 저해활성

Lipase inhibition activity는 Dechakhamphu와 Wongchum 
(2015)의 방법을 변형하여 측정하였다. 효소액은 1 mM EDTA
가 포함된 0.01 M MOPS buffer(pH 6.8)에 pancreatic lipase 
(100 unit/mL)를 1 mg/mL로 용해하였다. 기질 용액은 DMSO
에 ρ-nitrophenol butyrate(ρ-NPB)를 0.01 M로 용해하여 사용
하였다. 96 well plate에 5 mM CaCl2 ․ 2H2O가 포함된 0.1 M 
Tris-HCl buffer(pH 7.0) 100 μL, 시료 100 μL, 효소액 50 μL 
및 기질 용액 10 μL를 첨가하여 37℃ 배양기에서 30분 반응하
였다. 반응액은 microplate reader를 이용해서 흡광도(파장 405 
nm)를 측정하였다. 시료 1 mL당 항비만 활성이 50%에 이르는 
시료의 희석배율(DF)을 IC50으로 산출하여 양성대조구인 olistat
의 IC50(μg/mL)과 비교하였다.

2.5.3. 항균 활성
항균 활성은 Shon 등(2008)의 방법을 이용하였다. Nutrient 

broth(NB) 1 mL에 식중독 유발균을 접종하여 진탕배양(200 
rpm, 37℃, 10시간)하였다. 균주 배양액은 NB를 이용해 흡광
도(파장 600 nm)를 0.20으로 조절한 다음 50 µL를 멸균 면봉
으로 nutrient agar(NA)에 도말하였다. 각 균이 도말된 NA의 
표면에 6 mm paper disc(ADVANTEC Co., Ltd, Tokyo, 
Japan)를 얹고 그 위에 시료를 20 μL를 점적하여 정치배양(3
7℃, 18시간) 하였다. 항균 활성은 paper disc 주위로 형성된 
투명환 직경(clear zone diameter, mm)을 측정하였다.

2.6. 통계처리
각 실험은 3회 반복하여 얻은 결과를 SPSS package program 

(Ver. 12.0K, SPSS Inc., Chicago, IL, USA)을 이용하여 평균
과 표준편차로 나타내었다. 각 시료 간의 유의성은 one-way 
ANOVA로 분산 분석한 후에 Duncan’s multiple range test로 
비교하였다(p<0.05).

3. 결과 및 고찰

3.1. 발효 커피 원두 추출의 에탄올 농도 영향
에탄올 농도에 따른 발효 커피 원두 추출물의 총페놀성 화합

물(TPC), 클로로겐산 및 카페인의 함량은 원두 1g 당 함량으로 
환산하여 비교하였으며 Table 1과 같다. TPC 함량은 에탄올 
농도의 증가에 따라 50%까지 증가하여 50% 에탄올 추출물에
서 41.56 mg GAE/g으로 가장 높았으며, 50% 이후 농도에서 
감소하는 경향을 보였다. 커피에 함유된 페놀성 화합물은 mono- 
caffeoylquinic acid type인 chlorogenic acid(3-O-caffeoylquinic 
acid, 3-CQA), neochlorogenic acid(5-O-caffeoylquinic acid, 
5-CQA), cryptochlorogenic acid(4-O-caffeoylquinic acid, 4-CQA)
가 보고되고 있다(Kwon, 2020). 에탄올 농도에 따른 발효 커피 
원두의 클로로겐산(3-CQA) 및 네오클로로겐산(5-CQA)의 함
량은 3.38-10.74 mg/g 및 0.03-2.43 mg/g으로 분석되었다. 발
효 커피 원두에 함유된 클로로겐산(3-CQA)의 함량은 50% 에
탄올 농도에서 추출되었을 때 10.74 mg/g으로 가장 높았다. 또
한 50% 에탄올 추출물에서 네오클로로겐산(4-CQA) 함량은 
2.46 mg/g, 카페인(caffeine) 함량은 11.96 mg/g으로 분석되었
다. 커피의 생리활성 성분이라고 할 수 있는 클로로겐산 및 카페
인의 함량은 추출 방법 및 품종에 따라 압출식의 경우 각각 클로
로겐산은 5.17-69.78 mg/mL, 카페인은 74.38-139.3 mg/mL 수
준이었으며(Kim 등, 2013), 콜드블루의 경우 클로로겐산은 
4.29 mg/g, 카페인은 14.78 mg/g(Park, 2020)으로 압출식이 높
은 경향으로 보고되었다. 본 연구에 사용된 콜롬비아산 발효 생
두는 유산균의 증식을 위한 생두를 증숙하는 과정에서 열처리 
조건이 추가되어 일반 생두에 비해 생리활성 성분이 적은 수준

Table 1. Contents of total phenolic compounds, chlorogenic acid, neochlorogenic acid, and caffeine in coffee extracts with different 
ethanol concentrations

Components Ethanol concentration (%, v/v)

0 25 50 75 100

Total phenolic compound (mg GAE1)/g) 27.82±0.202)b3) 32.59±0.60d 41.56±0.31e 30.91±0.55c 5.48±0.28a

Chlorogenic acid (mg/g) 10.21±0.14c 10.43±0.11c 10.74±0.16d 9.11±0.10b 3.38±0.35a

Neochlorogenic acid (mg/g) 2.45±0.02c 2.46±0.02c 2.43±0.03c 2.06±0.02b 0.03±0.02a

Caffeine (mg/g) 10.38±0.04b 11.31±0.04c 11.96±0.02d 11.93±0.07d 3.47±0.04a

1)GAE is gallic acid equivalent and it’s unit is mg of gallic acid in 1 g sample.
2)Values are mean±SD (n=3).
3)Different superscript letters (a-d) in the same row indicate significant differences according to Duncan’s multiple range test (p<0.05).
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이었다. 따라서, 이들 유산균 발효 생두를 로스팅 후 압출식으
로 추출하였을 때, 생리활성성분의 함량은 더 높을 수는 있으나 
추출이후 성분의 열변성이 더 가속화될 가능성이 있다. 따라서, 
본 연구에서 사용된 에탄올을 이용한 상온 추출법은 유산균 발
효 원두 생리활성성분의 열변성을 최소화하면서 함량을 고함
량으로 추출하기 위해 실시되었고, 이와 같은 목적으로 에탄올 
50%(v/v)를 추출용매로 사용하였을 때, 클로로겐산 및 카페인
의 함량이 다른 농도에 비해 가장 높았기 때문에 50% 에탄올
을 발효커피원두의 추출용매로 선택하였다.

3.2. 커피주 초산 발효물의 품질 특성 
3.2.1. 생균 수 및 이화학적 특성

커피 농축액(CE) 첨가량별로 제조된 커피주(CE1, CE2, CE3, 
CE4)에 종초를 20%(v/v) 첨가하여 초산 발효를 진행하면서 발
효 시간에 따른 생균 수 및 이화학적 특성을 분석하였다(Table 2). 

커피주(CE1, CE2, CE3, CE4)의 초산 발효물을 각각 커피 식
초(coffee vinegar with coffee extract, CVCE)로 하여 CE 첨가
량별로 각각 CVCE1, CVCE2, CVCE3, CVCE4라 구분하였
다. 커피 식초의 수용성 고형분은 발효 0일 12.60-13.30 °Brix
이고 발효 30일 12.90-13.05 °Brix였다. 커피 식초의 pH는 발
효 0일 pH 4.16-4.21에서 발효 10일에 pH 3.50-3.93으로 감소
하고, 30일에 이르러 pH 2.99-3.38로 감소하였다. 총산도는 발
효 0일 0.36%에서 발효 10일 0.73-2.79%로 증가하고 발효 30일
에 2.67-6.79%에 도달하였다. 발효 30일이 지났을 때, CVCE1-3
까지는 총산도가 6.30-6.79%로 식품공전의 식초의 총산 4-20% 
규격에 적합한 식초로 확인되었으나, CVCE4는 총산도가 2.67%
로 규격 미달로 분석되었다. 커피주 초산 발효물의 생균수 변화
는 발효 0일 6.53-6.96 log CFU/mL에서 발효 10일에는 4.50- 
7.33 log CFU/mL로 농축액의 첨가량에 따라 초산균의 생균 
수가 차이가 있었으며, 발효 20일까지 4.02-6.18 log CFU/mL
로 초산균의 생육이 확인되었으나, 발효 30일 경과 후는 초산

Table 2. Viable cell counts and physicochemical properties of fermented product by acetic acid bacteria with different concentration 
of coffee extracts for 30 days

Content Fermentation time (day)

0 10 20 30

Viable cell counts 
(log CFU/mL)

CVCE11) 6.71±0.012)bA3) 7.33±0.01cB 6.14±0.24aB ND5)

CVCE2 6.53±0.02bA 7.21±0.05cB 6.13±0.09aB ND

CVCE3 6.96±0.06dB 5.26±0.37bA 6.18±0.23cB 2.31±0.86a

CVCE4 6.62±0.09bA 4.50±0.71aA 4.02±1.06aA ND

Physicochemical
properties

Soluble solid
(°Brix)

CVCE1 12.60±0.00bA 12.50±0.00aAB 12.50±0.00aAB 12.90±0.00cA

CVCE2 12.70±0.00bB 12.45±0.07aA 12.45±0.07aA 13.10±0.00cAB

CVCE3 12.90±0.00aC 12.70±0.14aB 12.70±0.14aB 13.30±0.14bB

CVCE4 13.30±0.00acD 13.05±0.07aC 13.10±0.00abC 13.05±0.07aA

pH CVCE1 4.21±0.00dD 3.36±0.08cA 3.08±0.01abA 2.99±0.02abA

CVCE2 4.18±0.00cC 3.50±0.11bAB 3.08±0.06aA 2.98±0.01aA

CVCE3 4.17±0.00dB 3.72±0.15cBC 3.18±0.07abA 3.03±0.04aA

CVCE4 4.16±0.00cA 3.93±0.05bD 3.39±0.01aB 3.38±0.01aB

Total acidity 
(%)

CVCE1 0.36±0.00aA 2.79±0.00bD 6.00±0.03cD 6.73±0.00dC

CVCE2 0.36±0.00aA 2.06±0.00bC 5.28±0.05cC 6.79±0.17dC

CVCE3 0.36±0.00aA 1.34±0.14bB 4.00±0.17cB 6.30±0.17dB

CVCE4 0.36±0.00aA 0.73±0.17bA 2.55±0.00cA 2.67±0.00cA

1)CVCE1, coffee venigar with 7% of coffee extracts; CVCE2, coffee venigar with 8% of coffee extracts; CVCE3, coffee venigar with 9% of coffee 
extracts; CVCE4, coffee venigar with 10% of coffee extracts.

2)Values are mean±SD (n=3).
3)Different superscript letters (a-d) in the same row indicate significant differences according to Duncan’s multiple range test (p<0.05).
4)Different superscript letters (A-D) in the same column indicate significant differences according to Duncan’s multiple range test (p<0.05).
5)ND, not detected.
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균은 대부분 사멸하는 경향으로 분석되었다. CVCE3의 경우 
발효 30일 경과까지 초산균의 생균 수가 2.31 log CFU/mL로 
잔존하고 있고, 총산도가 6.30%로 CVCE1 및 CVCE2보다 초
산 발효가 지연되고 있음을 보였다. CVCE4는 균의 생육이 저
해되어 총산도의 증가가 중단된 것으로 추정되었다. 본 연구에
서는 에탄올 용매를 이용해 커피의 유용성분을 추출하고 커피 
농축액의 첨가량을 달리하였을 때 초산균의 생육에 미치는 영
향과 그에 따른 총산도의 변화가 식초의 규격에 도달하는 한계 
농도를 파악하기 위해서 실시되었다. 따라서, 커피 농축액의 첨
가농도가 커피 식초의 제조에 적합한 정도는 7-9% 수준으로 
6.30-6.79%의 초산이 생성되는 것으로 분석되었으며, 10%의 
첨가량에서는 초산균의 생육 저해가 일어나 총산도의 함량이 
미달되는 경향을 보였다. 

3.2.2. 유기산, 유리당 및 에탄올 함량 변화
커피 식초(CVCE1, CVCE2, CVCE3, CVCE4)의 유기산, 

유리당 및 에탄올의 함량은 발효 전(발효 0일)과 발효 후(발효 
30일) 시료 100 mL 당 중량(g)을 백분율로 환산하여 Table 3
에 나타내었다. 유기산 분석에서는 초산만 확인되어 초산 함량
이 발효 0일 0.26-0.36%(w/v)에서 발효 30일 2.72-6.88%(w/v)
로 증가하였다. 유리당은 발효 0일 7.88-7.93%(w/v)에서 발효 
30일 8.05-8.36%(w/v)로 소량 증가하는 경향을 보였다. 에탄올 
함량은 발효 0일 7.24-7.36%에서 발효 30일에 0.04-3.29%로 
감소하였다. 이와 같은 경향은 CVCE4를 제외한 커피주의 초
산 발효가 주로 에탄올의 산화에 의해 진행되었으며, 첨가된 포
도당은 초산 발효 시 거의 이용되지 않거나 초산 발효 중 커피 
농축액에 함유된 다당류로부터 분해된 당류가 유입되어 발효 
30일이 지난 후 소량 증가한 것으로 추정된다. CVCE4는 발효 
30일에도 에탄올이 3.29% 잔류하는 것으로 분석되었고, Table 

2의 생균수와 총산도 함량 결과로부터 초산균의 생육 저해에 
의한 에탄올로부터 초산의 생산이 원활하지 않았던 것으로 판
단된다.

3.3. 커피주 초산 발효물의 기능성 
3.3.1. 항산화 활성

커피 식초(CVCE1-CVCE4)의 항산화 활성은 발효 전(발효 
0일)과 발효 후(발효 30일) 시료에 대해 ABTS와 DPPH의 라
디컬 소거능을 50% 저해하는 희석배수를 IC50 값으로 정의하
여 비교하였다(Table 4). 발효 0일의 ABTS 라디컬 소거능의 
IC50 값은 18.88-55.30 dilution factor(DF)로 커피 추출 농축액
의 첨가량 증가에 따라 유의적으로 증가하였다. 발효 30일의 
ABTS 소거능의 IC50 값은 16.49-43.57 DF로 초산 발효물의 
IC50 값이 감소하여 활성이 감소하는 경향으로 나타났다. DPPH 
라디컬 소거능 또한 발효 0일 차 IC50 값이 50.18-73.82 DF로 
커피 농축액의 첨가량 증가에 따라 유의적으로 증가하였으나, 
발효 30일 차 초산 발효물의 IC50 값은 35.09-66.93 DF로 감소
하여 활성이 감소하는 경향을 보였다. 한편, 커피 식초의 발효 
0일차의 TPC 함량은 1.64-2.31 mg GAE/g이었으나 발효 30일
차의 함량이 전반적으로 감소하여 1.55-2.21 mg GAE/g으로 
감소폭이 가장 큰 것은 CVCE3로 확인되었다(Table 4). 즉, 초
산발효 과정은 에탄올의 산화에 의해 생성되며, 산소의 존재하
에 진탕 조건에서 실시되기 때문에 페놀성 화합물의 함량은 감
소할 것으로 예상된다. Kim 등(2013)에 따르면 이들 페놀성 화
합물은 항산화 활성의 원인 물질로 라디칼 소거 활성에 영향을 
준다고 보고하였으며, 커피주에 함유된 페놀성 화합물은 초산 
발효후 감소하였고, 이들의 감소가 최종 커피식초의 항산화 활
성의 감소에 영향을 준 것으로 판단된다. 

Table 3. Organic acid, free sugar and ethanol contents of fermented product by acetic acid bacteria with different concentration of 
coffee extracts after 30 days

Components Fermentation 
time (day)

Sample

CVCE11) CVCE2 CVCE3 CVCE4

Organic acid (%, w/v) Acetic acid 0 0.26±0.022)a3) 0.35±0.01a 0.36±0.00a 0.34±0.11a

30 6.75±0.01c 6.88±0.05c 6.45±0.08b 2.72±0.08a

Free sugar (%, w/v) Glucose 0 7.89±0.01a 7.88±0.00a 7.93±0.01b 7.89±0.02a

30 8.05±0.01a 8.12±0.09a 8.30±0.00b 8.36±0.02b

Ethanol (%, v/v) 0 7.24±0.01a 7.25±0.01a 7.28±0.04ab 7.36±0.04b

30 0.04±0.00a 0.04±0.00a 0.04±0.00a 3.29±0.00b

1)CVCE1, coffee venigar with 7% of coffee extracts; CVCE2, coffee venigar with 8% of coffee extracts; CVCE3, coffee venigar with 9% of coffee 
extracts; CVCE4, coffee venigar with 10% of coffee extracts.

2)Values are mean±SD (n=3).
3)Different superscript letters (a-c) in the same row indicate significant differences according to Duncan’s multiple range test (p<0.05).



Functional evaluation of acetic acid fermentation in coffee extracts

690 https://doi.org/10.11002/fsp.2025.32.4.684

3.3.2. 항비만 활성
커피주 초산 발효물(CVCE1-CVCE4)의 항비만 활성은 췌장 

라이페이스의 저해 활성을 발효 전(0일) 발효 후(30일)에 대해 
커피 농축액의 첨가량을 달리하여 비교하였고, 커피주 초산 발
효물이 효소의 활성을 50% 저해하는 희석배수를 IC50 값을 
Table 4에 나타내었다. 커피 식초의 췌장 라이페이스 저해 활
성을 IC50 값으로 비교하였을 때, 발효 0일 12.68-16.56 DF에
서 발효 30일 126.94-362.48 DF로 초산 발효물의 효소 저해 
활성이 7.67-26.32 DF로 증가하였다. 양성대조구로 사용된 
orlistat은 췌장 라이페이스의 효소에 지질과 경쟁적으로 반응해 
지질의 가수분해를 억제하여 지질의 흡수 및 축적을 억제하는 
효과를 가지지만, 장기 섭취시 두통과 위장장애 등 부작용을 유
발한다고 알려져 있다(Liu 등, 2020). 본 연구에 사용된 orlistat
의 IC50 값은 라이페이스의 저해 정도를 파악하기 위한 reference
로 사용되었고, 커피 농축액의 첨가량 증가에 따라 커피 식초의 
라이페이스 저해 활성은 발효 0일에 비해 발효 30일에서 7.66- 
28.59배 증가하는 것으로 분석되었다. 폴리페놀은 췌장 라이페
이스의 효소활성을 지질과 비경쟁적인 반응으로 저해하며, 초
산은 라이페이스의 활성을 저해하여 지질의 가수분해를 억제
하게 하여 항비만 효능이 있다고 보고된다(Chen 등, 2017; 
Jang 등, 2021; Ryu 등, 2017). 커피 식초는 커피 농축액의 첨
가에 따라 커피 폴리페놀이 함유되어 있고, 초산 발효에 따라 
생성된 초산의 존재하에 라이페이스의 저해활성이 일어난 것
으로 판단된다. 특히, 췌장 라이페이스의 저해활성이 가장 우수

했던 CVCE2의 경우, 발효 30일 차의 총산도가 6.79%로 가장 
높고(Table 2), 초산의 함량이 6.88%(Table 3)로 총산도 증가
의 주요 유기산으로 확인되었으며, TPC의 함량 감소가 0.03 
mg GAE/g(Table 4)으로 상대적으로 가장 적었기 때문에 이와 
같은 요인이 항비만 활성에 기인한 것으로 판단된다.

3.3.3. 항균 활성
커피 식초(CVCE1-CVCE4)의 항균 활성은 식품 유해균의 

생육 저해능을 발효 전(0일) 발효 후(30일)에 대해 농축액의 첨
가량을 달리하여 투명환의 직경의 크기(mm)를 비교하여 Table 
5에 나타내었다. 발효 0일 차의 커피 식초는 Table 3에서 분석
된 자료를 참조하였을 경우, 초산의 함량이 0.26-0.34%(w/v)로 
20% 종초 첨가에 의해 초산이 함유되었음에도 항균 활성이 나
타나지 않았다. 반면, 초산의 농도가 2.72-6.75%(w/v)인 발효 
30일 차 커피 식초는 B. cereus KACC 10097에서 20.33- 
26.83 mm, L. monocytogenes KCCM 43155에서 18.47-26.39 
mm, S. aureus KACC 1927에서 22.04-30.93 mm, E. coli 
KACC 10115에서 29.13-38.02 mm, S. typhimurium KCTC 
1126에서 18.82-27.63 mm로 식품 유해균 저해환이 형성되었
다. 식초에 함유된 초산의 항균작용은 세균의 세포 내 pH 저하
에 의한 전자전달계의 영향과 세포벽 및 세포막 손상에 의한 
것으로 보고되는데, 커피 식초의 항균 활성은 초산 발효에 의한 
초산의 함량증가가 식품유래 유해세균의 증식 억제에 효과가 
있을 것으로 기대된다(Jang 등, 2021; Woo 등, 2004).

Table 4. Antioxidant activity and lipase inhibition activity of fermented product by acetic acid bacteria with different concentration 
of coffee extracts after 30 days

Components Fermentation 
time (day)

Sample

CVCE11) CVCE2 CVCE3 CVCE4

Antioxidant activity
(IC50

4), Dilution factor)
ABTS 0 18.88±0.612)a3) 38.90±0.33b 50.30±0.15c 55.30±0.42d

30 16.49±1.62a 34.35±0.33b 41.89±0.82c 43.57±0.23d

DPPH 0 50.18±1.24a 57.27±1.10b 66.19±1.21c 73.82±1.47d

30 35.09±1.90a 44.90±1.14b 53.59±1.01c 66.93±1.16d

Total phenolic contents (mg GAE5)/g) 0 1.64±0.08a 1.76±0.06b 2.02±0.06c 2.31±0.04d

30 1.55±0.03a 1.73±0.07b 1.86±0.02c 2.21±0.01d

Pancreatic lipase inhibition activity
(IC50, Dilution factor) 

0 12.68±0.08c 14.59±0.08d 14.70±0.07d 16.56±0.17b

30 333.73±9.16b 362.48±0.46d 334.38±7.42c 126.94±0.67a

1)CVCE1, coffee venigar with 7% of coffee extracts; CVCE2, coffee venigar with 8% of coffee extracts; CVCE3, coffee venigar with 9% of coffee 
extracts; CVCE4, coffee venigar with 10% of coffee extracts.

2)Values are mean±SD (n=3).
3)Different superscript letters (a-d) in the same row indicate significant differences according to Duncan’s multiple test (p<0.05).
4)IC50 value is expressed as the effective dilution factor (DF) at which ABTS, DPPH radical scavenging assay, and pancreatic lipase inhibition activity 

were decreased by 50%. The positive control of ABTS and DPPH radical scavenging activities is Trolox (54.47 μg/mL and 18.30 μg/mL at IC50), 
and its pancreatic lipase inhibition activity is orlistat (34.63 ng/mL at IC50).

5)GAE is gallic acid equivalent and it’s unit is mg of gallic acid in 1 g sample.



Food Sci. Preserv., 32(4) (2025)

https://www.ekosfop.or.kr 691

4. 요약
콜롬비아산 커피 생두를 유산균 발효한 후 로스팅한 발효 커

피 원두를 이용하여 커피의 유효성분(카페인, 클로로겐산)을 고
함량으로 추출할 수 있는 에탄올 추출농도를 선정하였고, 50% 
에탄올 용액을 추출 용매로 하였다. 에탄올 커피 추출물을 농축
하여 7-10%를 첨가한 커피주를 제조하고 초산균 종초를 20% 
(v/v) 첨가하여 초산 발효를 진행하였다. 발효 기간 10일 간격
으로 생균 수, 이화학적 특성(수용성 고형분 함량, pH 및 총산
도), 유기산, 유리당 및 에탄올 함량을 분석하였다. 생균 수는 
접종 초기 6.53-6.96 log CFU/mL에서 발효 10일 차에서 7.33 
log CFU/mL로 최대이었으며, 30일 경과 후 균이 확인되지 않
아 발효를 완료하였다. 발효 30일 차의 커피주 발효물의 총산
도는 CVCE2(8%)에서 6.79%로 가장 높았고, 유기산, 유리당
은 각각 초산 6.88%(w/v), 포도당 8.12%(w/v)이었으며, 에탄
올은 검출되지 않았다. 커피주 초산 발효물의 항산화 활성은 
CVCE4(10%)에서, 항비만 효능은 CVCE2(8%)에서 가장 높았
으며, 식품 유해균 6종에 대한 항균 활성은 발효 전의 커피주에
서는 활성이 없었으나 초산 발효 후 활성이 증가하였다. 커피 
농축액의 첨가량에 따라 CVCE3(9%)까지 초산균의 생육 및 
초산 생성능이 증가하였으나 CVCE4(10%)의 경우 저해됨이 
나타났다. 커피 농축액을 함유한 커피주의 초산 발효물은 커피 
생리활성성분인 클로로겐산을 함유하여 항산화 활성을 보유하
였으나, 항산화 활성이 초산 발효로 감소하는 경향을 보였다. 
본 연구는 에탄올 추출 시 발효 커피의 생리 활성 성분을 최대

한 함유한 커피 농축액을 제조하고 이를 이용한 커피주 초산 
발효물의 항산화, 항비만, 항균 활성을 평가하였으며, 발효 커
피의 기능성 증진의 연구자료로 활용될 것으로 기대된다.
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Table 5. Anti-microbial activity of fermented product by acetic acid bacteria with different concentration of coffee extracts after 30 days

Clear zone diameter (mm) Fermentation time 
(day)

Sample

CVCE11) CVCE2 CVCE3 CVCE4

Food borne 
pathogen strains

B. cereus
(KACC 10097)

0 ND2) ND ND ND

30 26.83±2.163)b4) 26.50±0.35b 26.68±0.79b 20.33±0.85a

L. monocytogenes
(KCCM 43155)

0 ND ND ND ND

30 25.20±0.42b 26.39±0.23c 24.75±0.40b 18.47±0.90a

S. aureus
(KACC 1927)

0 ND ND ND ND

30 30.26±0.17b 30.86±0.34b 30.93±0.43b 22.04±0.83a

E. coli
(KACC 10115)

0 ND ND ND ND

30 38.02±0.57b 37.99±0.44b 29.35±0.63a 29.13±0.80a

S. typhimurium 
(KCTC 1126)

0 ND ND ND ND

30 27.13±1.13b 27.63±0.28b 27.18±0.40b 18.82±0.86a

1)CVCE1, coffee venigar with 7% of coffee extracts; CVCE2, coffee venigar with 8% of coffee extracts; CVCE3, coffee venigar with 9% of coffee 
extracts; CVCE4, coffee venigar with 10% of coffee extracts.

2)ND, not detected.
3)Values are mean±SD (n=3).
4)Different superscript letters (a-c) in the same row indicate significant differences according to Duncan’s multiple test (p<0.05).
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