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This study was conducted to develop an economical optimum medium composition for the mass pro-
duction of Lactobacillus plantarum and Lactobacillus reuteri, livestock probiotics. Medium ingredient fac-
tors were selected on the basis of MRS broth composition, and the 15 ingredient variables were as
follows: sucrose, glucose, molasses, yeast extract, corn steep liquor, soy peptone, dipotassium phos-
phate, manganese chloride, magnesium chloride, tween 80, sodium chloride, sodium acetate, ammo-
nium citrate, sodium sulphate, and ferrous sulphate. The Plackett Burman design, consisting of 20
runs, was employed for the analysis of ingredient effects on cell growth of L. plantarum and L. reuteri.
As a result, sucrose, glucose, molasses, yeast extract, corn steep liquor, soy peptone, sodium acetate,
and ammonium citrate positively influenced the growth of L. plantarum. Additionally, yeast extract,
soy peptone, K2PHO4, and tween 80 positively influenced the growth of L. reuteri. Positive effects were
found from sucrose, yeast extract, and soy peptone in the integrated analysis of the effects of both
L. plantarum and L. reuteri. Finally, effective medium components for both strains were found as fol-
lows: sucrose (20.0 g/l), glucose (5.0 g/l), soy peptone (11.0 g/l), yeast extract (5.0 g/l), K2HPO4 (0.2
g/l), CH3COONa (2 g/l), and MgCl2 (0.02 g/l).
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서 론

항생제는 가축의 질병치료뿐만 아니라 생산성 향상을 위한

목적으로 널리 사용되어 왔다. 그러나 최근 축산물의 항생제

잔류 또는 항생제 오남용으로 인한 항생제 내성 세균의 출현

우려가 보고됨에 따라서 항생제의 사용규제가 강화되어 2011

년 7월부터 배합사료내 첨가가 금지되고 있다. 현재 항생제를

대체할 수 있는 미생물제제, 유기산제제, 허브추출물 등 다양

한 후보물질들이 개발되어 왔으며, 이 중 생균제(probiotics)가

널리 이용되고 있다[11]. 생균제란 가축에게 직접 급여되는 살

아있는 미생물을 의미하며, 주요 기능으로는 장내 미생물 균

총 유지, 장내 유해 미생물의 억제, 면역력 향상, 질병 저항성

증진 등이 있는 것으로 보고되었다[16,20]. 세균, 효모 및 곰팡

이 등 다양한 미생물들이 생균제로 사용되고 있으며[3,7,8], 이

들 중에서 젖산 생성능력이 우수한 유산균들을 많이 이용되고

있다[1-4]. 유산균 중에서 Lactobacillus plantarum은 김치 발효

에도 많이 관여하는 것으로 알려져 있고, 생육효율과 젖산 생

산량이 우수하여 생균제 균주로 널리 이용되고 있다[6].

Lactobacillus reuteri는 소화관 내 환경개선을 통한 장 건강개선

효능이 우수한 것으로 알려져 있고, 인체용 생균제뿐만 아니

라 가축용 생균제로 널리 활용되는 균주이다[12]. 이와 같은

유산균은 가축의 생산성 향상, 소화기관련 질병예방 목적으로

많이 사용되고 있다. 그러나 유산균 생산 배지는 다른 균종에

비하여 가격이 비싸므로 유산균을 농업분야에 널리 보급하는

데 제한요인이 될 수 있다. 실제로 생균제의 효과적이고 경제

적인 이용을 위해서는 최적 배지 조성의 결정이 매우 중요하

다[9]. 미생물을 이용한 발효과정의 생산성은 배지의 영양성분

에 따라서 그 효율이 달라진다. 따라서 탄소원, 질소원 그리고

무기물원을 포함하는 배지성분의 경제적 도출은 발효의 생산

성에 있어 매우 중요한 요인으로 작용한다[4]. 이러한 경제적

배지의 도출을 위하여 다양한 방법들이 개발되어 왔다[1,2,5].

검토하여야 할 배지성분이 많은 경우에는 부분요인설계

(fractional factorial design)가 가장 효과적일 수 있다. 만약

배지성분들의 2가지 수준만을 고려하여 발효의 효율성에 미

치는 효과를 분석할 경우 부분요인설계의 일종인 Plackett-

Burman design (PBD)이 매우 효과적이라고 할 수 있다[4,17].
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이에 본 연구에서는 가축용 생균제로서 널리 이용되고 있는

L. plantarum과 L. reuteri 균주의 경제적 배양에 대한 자료를

구축하고자 공통적으로 이용될 수 있는 배지원료들을 통계적

인 방법으로 탐색하고자 하였다.

재료 및 방법

균주 및 배양조건

본 실험에서는 가축용 생균제로 사용되고 있는 Lactobacillus

plantarum과 Lactobacillus reuteri를 사용하였다. 각 균주들의 종

균 배양은 MRS broth를 사용하였고, 30°C 진탕배양기에서

150 rpm으로 24시간 동안 배양하였다.

균체 성장효율의 분석

균체의 배양 효율에 대한 결과는 분광광도계(Shimazu,

Japan)를 이용하여 600 nm에서의 흡광도로 평가하였다. 최종

배지의 효율분석을 위한 상업용 배지와의 비교실험에 있어서

는 각 배지에서 성장한 균체를 연속 희석 방법을 이용한 생균

수 평가법을 사용하였다. 생균수의 표기는 log10 (CFU/ml)로

하였다.

배지성분들의 설정 및 실험 설계

균주 들의 배양효율에 미치는 배지성분 인자들로는 su-

crose, glucose, molasses, yeast extract, corn steep liquor, soy

peptone, dipotassium phosphate, manganese chloride, mag-

nesium chloride, tween 80, sodium acetate, ammonium cit-

rate, sodium sulphate 및 ferrous sulphate 등 총 15가지를

선택하였으며, 성분들의 선택기준은 일반적으로 사용되고 있

는 MRS broth의 성분으로 하였다. 각 성분들의 효과 분석을

위한 실험은 PBD 방법에 따라서 설계하였다[4]. 각각의 성분

들의 2가지 수준, 즉 높은 수준(+1)과 낮은 수준(-1)으로 나누

어서 실험에 적용하였고, 각 성분들에 해당하는 수준들은

Table 1에서 보는 것과 같다. 총 15가지의 성분들을 2가지 수준

별로 조합하여 총 20가지의 실험들(runs)을 구성하였으며 자

세한 실험설계 및 각 실험에서 얻어진 결과들은 Table 2에서

보는 것과 같다.

표준 정규분포를 이용한 통합적 반응의 산출

본 실험은 L. plantarum과 L. reuteri에 대하여 공통적으로

적용이 가능한 배지성분을 도출하기 위한 목적을 가지고 있

다. 따라서 L. plantarum과 L. reuteri에 관한 실험들에서 얻어진

결과들을 통합하여 효과를 분석하여야 한다. 이에 본 실험에

서는 표준정균분포를 이용한 표준화 수치를 적용하였다[18].

통계 분석

실험설계 및 통계분석(정규성분석, 분산분석, 주효과분석)

Table 1. Used variables and their levels

Variables
Levels

Low (-1) High (+1)
X1, Sucrose 1.0 10.0

X2, Glucose 1.0 10.0

X3, Molasses 1.0 10.0

X4, Yeast extract 1.0 10.0

X5, Corn steep liquor 1.0 10.0

X6, Soy peptone 1.0 10.0

X7, K2HPO4 0.5 5.0

X8, MnCl2 0.05 0.5

X9, MgCl2 0.05 0.5

X10, Tween 80 0.1 1.0

X11, NaCl 0.5 5.0

X12, Sodium acetate 0.5 5.0

X13, Amminium citrate 0.2 2.0

X14, Sodium sulphate 0.2 2.0

X15, FeSO4 0.005 0.05

은 모두 MINITAB (version 14, USA) 프로그램을 사용하였다.

각 실험에서 얻어진 결과들(responses)은 정규분포성을 분석

한 후에, 정규성이 인정되는 경우에만 효과분석과 분산분석을

수행하였다. 최종 배지성분의 효율 분석을 위한 비교실험결과

는 일반선형모형(general linear model)을 이용하여 비교하였

으며, 사후검정은 Duncan 방법이 적용되었다. 사용된 통계프

로그램은 SPSS (version 18)이다.

결과 및 고찰

총 15가지의 배지성분을 이용하여 20개의 실험들을 분석한

결과, L. plantarum의 경우, 세포성장 결과로 나타난 흡광도가

0.78에서 4.17로 매우 다양하게 나타났으며, L. reuteri의 경우

1.12에서 3.33으로 다양하게 나타났다(Table 2). 실험결과로 얻

어진 반응들의 정규성을 분석하였고 그 결과 L. plantarum

(p=0.252)과 L. reuteri (p=0.952) 모두 정규분포로 구성된 것으

로 확인 되었다. 분산분석을 수행한 결과 L. plantarum, L. reu-

teri 및 통합적 효과에서 각각 0.028, 0.102 및 0.031의 p-value가

나타났다(Table 3). 서로 다른 산포도나 절대값 범위를 가지고

있는 변인들을 통합하여 효과에 반영하는 방법으로 표준정규

분포화를 들 수 있다. 즉 두 가지 변인(L. plantarum과 L. reuteri)

의 세포성장 결과들을 모두 평균이 0이고 표준편차가 1인 Z

점수로 변환하면 각각의 변인들을 동일하게 비교 평가할 수

있게 된다[18]. L. plantarum과 통합적인 효과에서는 95% 이상

의 유의성들이 나타났으나, L. reuteri의 경우에는 89.8%의 유

의성이 나타났다. 본 실험에서 사용된 배지성분들은 L. reuteri

보다는 L. plantarum에서 보다 큰 차이를 나타내고 있음을 알

수 있었으며, 통합적인 효과에서는 L. plantarum의 결과가 좀

더 많은 가중치를 가지고 반영되었음을 알 수 있었다. 각 배지
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Table 2. Configuration of 20 runs Plackett-Burman design and their responses and sum of standardized response

Runs
Variables Responses

1

X1 X2 X3 X4 X5 X6 X7 X8 X9 X10 X11 X12 X13 X14 X15 Lp Lr SS2

1 1 -1 1 1 -1 -1 -1 -1 1 -1 1 -1 1 1 1 3.13 1.88 1.09

2 1 1 -1 1 1 -1 -1 -1 -1 1 -1 1 -1 1 1 2.90 1.92 1.05

3 -1 1 1 -1 1 1 -1 -1 -1 -1 1 -1 1 -1 1 2.88 1.73 0.99

4 -1 -1 1 1 -1 1 1 -1 -1 -1 -1 1 -1 1 -1 2.20 2.73 1.15

5 1 -1 -1 1 1 -1 1 1 -1 -1 -1 -1 1 -1 1 2.97 2.19 1.15

6 1 1 -1 -1 1 1 -1 1 1 -1 -1 -1 -1 1 -1 2.30 1.72 0.86

7 1 1 1 -1 -1 1 1 -1 1 1 -1 -1 -1 -1 1 2.50 2.49 1.14

8 1 1 1 1 -1 -1 1 1 -1 1 1 -1 -1 -1 -1 2.77 2.36 1.16

9 -1 1 1 1 1 -1 -1 1 1 -1 1 1 -1 -1 -1 3.04 2.15 1.15

10 1 -1 1 1 1 1 -1 -1 1 1 -1 1 1 -1 -1 4.17 2.55 1.51

11 -1 1 -1 1 1 1 1 -1 -1 1 1 -1 1 1 -1 3.16 3.33 1.53

12 1 -1 1 -1 1 1 1 1 -1 -1 1 1 -1 1 1 3.21 1.78 1.07

13 -1 1 -1 1 -1 1 1 1 1 -1 -1 1 1 -1 1 3.21 2.21 1.20

14 -1 -1 1 -1 1 -1 1 1 1 1 -1 -1 1 1 -1 1.65 1.44 0.64

15 -1 -1 -1 1 -1 1 -1 1 1 1 1 -1 -1 1 1 1.63 2.59 0.99

16 -1 -1 -1 -1 1 -1 1 -1 1 1 1 1 -1 -1 1 1.06 1.58 0.56

17 1 -1 -1 -1 -1 1 -1 1 -1 1 1 1 1 -1 -1 2.72 2.05 1.05

18 1 1 -1 -1 -1 -1 1 -1 1 -1 1 1 1 1 -1 1.90 1.28 0.65

19 -1 1 1 -1 -1 -1 -1 1 -1 1 -1 1 1 1 1 2.12 1.26 0.69

20 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 0.78 1.12 0.36
1
Responses were cell turbidity from Lactobacillus plantarum (Lp) and Lactobacillus reuteri (Lr) and the turbidity was measured

spectrophotometrically at 600 nm.
2
SS means sum of standardized responses of Lp and Lr.

Table 3. Analysis of variance for cell growth of L. plantarum and L. reuteri and their sum of standardized responses

Responses Sources
Degree of

freedom

Sum of

square

Mean of

square
F value P value

L. plantarum
Main effect 15 12.31 0.82 8.16 0.028

Residual error 4 0.40 0.10

Total 19 12.71

L.reuteri
Main effect 15 5.58 0.37 3.83 0.102

Residual error 4 0.39 0.09

Total 19 5.97

Sum of

standardized

responses

Main effect 15 1.62 0.11 7.49 0.031

Residual error 4 0.06 0.01

Total 19 1.68

성분들의 주 효과는 Fig. 1에서 보는 것과 같다. Fig. 1A에서는

배지성분들이 L. plantarum의 성장에 미치는 영향을 나타내고

있다. L. plantarum의 성장에 있어서는 sucrose, glucose, mo-

lasses, yeast extract, corn steep liquor, soy peptone, sodium

acetate, ammonium citrate 등이 수준간의 격차가 큰 긍정적인

효과(positive effect)를 나타내었다. L. reuteri의 경우에는

yeast extract, soy peptone, K2PHO4, tween 80에서 수준간의

격차가 큰 긍정적인 효과가 나타났다(Fig. 1B). 두 가지 균주들

에서 얻어진 표준화된 통합적 효과의 주 효과를 분석한 결과,

sucrose, yeast extract, soy peptone에서 수준간의 격차가 큰

긍정적인 효과가 나타났다(Fig. 1C). 배지성분들이 L. planta-

rum과 L. reuteri의 성장에 미치는 효과에 대한 통계적 유의성

을 조사하여, 유의적으로 긍정적 효과를 나타내는 배지성분들

을 도출하였다(Fig. 2). 그 결과 L. plantarum의 경우에는 yeast

extract, sucrose, soy peptone, ammonium citrate, molasses,

corn steep liquor 및 glucose가 유의적으로 긍정적 효과를 나

타내었다(Fig. 2A). L. reuteri의 성장에 있어서는 yeast extract

와 soy peptone이 유의적인 긍정적 효과가 나타났다(Fig. 2B).

두 균주에 대한 표준화된 통합적 효과에 있어서는 yeast ex-

tract, soy peptone, sucrose 및 molasses가 유의적인 긍정적

효과를 나타내었다(Fig. 2C). Sucrose와 glucose는 유산균들의

주요 탄소원으로 이용되며, L. plantarum의 경우 세포성장 뿐
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Fig. 1. Probability plots of the responses of L. plantarum (A) and L. reuteri (B) for normality test.

Fig. 2. Main effect plots for variables on cell growth of

Lactobacillus plantarum and Lactobacillus reuteri. (A)

and (B) mean the effects of variables on cell growth

of L. plantarum and L. reuteri, respectively. In (C),

each effect was standardized by standard normal

distribution.

만 아니라 다양한 bacteriocin의 생성 및 extrapolysaccharide

생성에 있어서도 주요한 기질로 작용한다고 하였다[5]. Yeast

extract는 미생물 성장에 있어 중요한 질소원으로 사용되며,

특히 유산균의 성장과 bacteriocin 합성에 중요한 역할을 하는

것으로 알려져 있다[19]. Potassium phosphate는 세균의 인산

공급원으로 작용할 뿐만 아니라 유산균에 배양에 있어서는

완충제의 기능도 수행하는 것으로 알려져 있으며[21], magne-

sium은 Lactobacillus의 당 대사과정에 관여하는 주요 효소들의

cofactor로 작용한다고 보고되었으며, 일부 연구에서는 bac-

teriocin과 같은 대사산물 합성에도 영향을 미치는 것으로 보

고된바 있다[22]. L. plantarum과 L. reuteri, 두 균주에게 공통적

으로 적용할 수 있는 배지로, sucrose (20.0 g/l), glucose (5.0

g/l), soy peptone (11.0 g/l), yeast extract (5.0 g/l), K2HPO4

(0.2 g/l), CH3COONa (2 g/l) 및 MgCl2 (0.02 g/l)를 선택하였
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Fig. 3. Significant variables of medium ingredients on the

growth of L. plantarum (A) and L. reuteri (B) and their

standardized common effects (C). Squared ingredients

mean significantly positive effects on the growth under

90% significant levels.

Table 4. Comparison of cell growth efficiency

Medium L. plantarum L. reuteri

Viable cell count, log10 (CFU/ml)

Optimized medium 9.69b 8.82a

Commercial medium 9.54a 9.17b

MRS medium 9.49
a

9.31
c

SEM 0.005 0.002
1Different superscripts in same column mean significantly

difference (p<0.05)

Table 5. Cost of optimized medium1

Medium
Cost,

KRW/kg

g/l for

use
KRW/l

Optimized medium

1) Sucrose 5,000 20 100

2) glucose 5,000 5 25

3) soy peptone 50,000 11 550

4) yeast extract 50,000 5 250

5) K2HPO4 5,000 0.2 1

6) CH3COONa 5,000 2 10

7) MgCl2 5,000 0.02 0.1

Total 936.1
1Cost for purchase of individual medium ingredients was

calculated approximately.

고, 실험용 MRS 배지와 국내에서 생산 판매되고 있는 유통

유산균 배지를 대상으로 균체성장 효율을 분석하였으며 그

결과는 Table 4에서 보는 것과 같다. L. platarum의 경우 두

가지 비교배지보다 더 많은 균체를 생산하여 효율성이 우수한

것으로 나타났으나, L. reuteri의 경우에는 비교배지보다 낮은

균체성장 결과를 나타내었다.

MRS 배지의 경우 보통 10가지의 원료들이 포함되어 있으

나 본 실험에서 얻어진 배지성분들은 총 7가지로 MRS 배지에

비하여 원료 개수가 적으며, 배양액 1 l를 제조하는 데에 936원

의 배지 비용이 소요된다(Table 5). 따라서 본 개발 배지는 L.

platarum의 균체성장에서는 비교배지에 비하여 우수하며 경

제적이라고 판단 된다.
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초록：통계적 방법을 이용한 Lactobacillus plantarum과 Lactobacillus reuteri의 유효 배지 성분

의 탐색
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3
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3
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(
1
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2
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3
건국대학교 동물생산·환경학전공)

본 연구는 가축용 생균제로서 이용성이 우수한 Lactobacillus plantarum과 Lactobacillus reuteri의 대량생산을 위

한 경제적 최적 배지조성을 도출하기 위하여 수행되었다. 두 균주의 배양을 위한 배지성분 요인들은 유산균 배지

로 알려진 MRS broth를 기준으로 하여, sucrose, glucose, molasses, yeast extract, corn steep liquor, soy peptone,

dipotassium phosphate, manganese chloride, magnesium chloride, tween 80, sodium chloride, sodium acetate,

ammonium citrate, sodium sulphate 및 ferrous sulphate 등 총 15가지를 선택하였다. 각 배지성분들이 각 균주들

의 세포성장에 미치는 요인분석은 20개의 실험으로 구성된 Plackett-Burman design 방법을 이용하여 분석하였다.

그 결과 L. plantarum의 성장에 있어서는 sucrose, glucose, molasses, yeast extract, corn steep liquor, soy pep-

tone, sodium acetate, ammonium citrate 등이 긍정적인 효과(positive effect)를 나타내었다. L. reuteri의 경우,

yeast extract, soy peptone, K2PHO4, tween 80에서 수준간의 격차가 큰 긍정적인 효과가 나타났다. 두 가지 균주

들에서 얻어진 표준화된 통합적 효과의 주 효과를 분석한 결과, sucrose, yeast extract, soy peptone에서 긍정적인

효과가 나타났다. 최종적으로 L. plantarum과 L. reuteri 두 균주에 공통적으로 적용할 수 있는 유효 배지 성분들로

sucrose (20.0 g/l), glucose (5.0 g/l), soy peptone (11.0 g/l), yeast extract (5.0 g/l), K2HPO4 (0.2 g/l),

CH3COONa (2 g/l) 및 MgCl2 (0.02 g/l)를 선택하였다.


