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폐배추 추출물을 이용한 Leuconostoc citreum GR1 종균
배양용 최적 배지 및 배양 조건 개발

문신혜1․장해춘2․김인철1†

1목포대학교 식품공학과
2조선대학교 식품영양학과, 김치연구센터

Development of a Novel Medium with Chinese Cabbage Extract and Optimized
Fermentation Conditions for the Cultivation of Leuconostoc citreum GR1

Shin-Hye Moon1, Hae-Choon Chang2, and In-Cheol Kim1†

1Dept. of Food Engineering, Mokpo National University, J eonnam 534-729, Korea
2Dept. of Food and Nutrition, Kimchi Research Center, Chosun University, Gwangju 501-759, Korea

ABSTRACT In the kimchi manufacturing process, the starter is cultured on a large-scale and needs to be supplied 
at a low price to kimchi factories. However, current high costs associated with the culture of lactic acid bacteria 
for the starter, have led to rising kimchi prices. To solve this problem, the development of a new medium for culturing 
lactic acid bacteria was studied. The base materials of a this novel medium consisted of Chinese cabbage extract, 
a carbon source, a nitrogen source, and inorganic salts. The optimal composition of this medium was determined 
to be 30% Chinese cabbage extract, 2% maltose, 0.25% yeast extract, and 2× salt stock (2% sodium acetate trihydrate, 
0.8% disodium hydrogen phosphate, 0.8% sodium citrate, 0.8% ammonium sulfate, 0.04% magnesium sulfate, 0.02% 
manganese sulfate). The newly developed medium was named MFL (medium for lactic acid bacteria). After culture 
for 24 hr at 30°C, the CFU/mL of Leuconostoc (Leuc.) citreum GR1 in MRS and MFL was 3.41×109 and 7.49×109, 
respectively. The number of cells in the MFL medium was 2.2 times higher than their number in the MRS media. 
In a scale-up process using this optimized medium, the fermentation conditions for Leuc. citreum GR1 were tested 
in a 2 L working volume using a 5 L jar fermentor at 30°C. At an impeller speed of 50 rpm (without pH control), 
the viable cell count was 8.60×109 CFU/mL. From studies on pH-stat control fermentation, the optimal pH and regulating 
agent was determined to be 6.8 and NaOH, respectively. At an impeller speed of 50 rpm with pH control, the viable 
cell count was 11.42×109 (1.14×1010) CFU/mL after cultivation for 20 hr – a value was 3.34 times higher than that 
obtained using the MRS media in biomass production. This MFL media is expected to have economic advantages 
for the cultivation of Leuc. citreum GR1 as a starter for kimchi production.
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서   론

김치는 매일 우리의 식탁에 올라가는 우리나라 고유의 식

품으로 80년대 이전에는 각 가정에서 자가제조하여 소비되

어 왔으나 군납용 김치를 생산하면서부터 공장에서 김치 제

조가 시작되었고, 88 서울올림픽을 계기로 세계적으로 알려

지면서 수요가 증가함에 따라 현대적 시설을 갖춘 제조업체

에서 김치를 본격적으로 생산하게 되었다(1-3). 또한 국내

에서는 여성의 사회 진출과 편리성 추구, fast food의 성장

으로 공장에서 생산되는 포장용 김치의 수요가 증가되었다. 

김치의 수요량은 연간 150만 톤 내외이고 그중 배추김치는 

전체의 70%인 100만 톤 규모로 국내외적인 요인에 의해 

김치의 산업적 대량 생산이 크게 요구되고 있다. 

하지만 김치의 산업화에 있어서 김치의 표준화가 문제되

고 있다(5). 김치는 개방형으로 제조되고 있고 많은 미생물

이 작용하는 발효식품으로 그 조절이 어렵다. 이를 해결하기 

위한 한 가지 방안으로 종균 배양에 의한 김치 생산을 들 

수 있다. 우점종의 종균 접종 시 잡균을 제어하여 일정한 

맛을 이끌어 낼 수 있고 발효 부산물들에 의해 그 맛 또한 

향상시킬 수 있다. Lee와 Kim(6)은 종균을 첨가하여 제조한 

김치와 첨가하지 않은 김치를 관능검사 비교한 결과, 조직감

은 거의 차이가 없고 종균을 첨가한 김치에 대해 향, 맛, 종합 

기호도가 더 좋게 나타났다고 보고하였으며, Kang 등(7)과 

Jin 등(8)의 연구에서는 균주 첨가 김치는 비첨가 김치에 비

해 맛이 더 우수하였고, 선정된 균주들은 김치의 맛을 좋게 

한다고 하였다. 이처럼 종균 김치에 대한 연구가 활발히 진

행되고 있다. 
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Table 1. General components of chinese cabbage waste extracts
Composition Concentration (g/L)

Maltose
Glucose
Fructose
Ascorbic acid
Soluble dietary fiber

 0.83
 7.32
10.54
 0.16
 2.42

Table 2. Basal compositions of CCM1) medium

Composition Amount 
(/L)

Cabbage extract
Nitrogen source (yeast extract)
Carbon source (glucose)

400 mL
  5 g
 40 g

Inorganic salt (1.0× salt stock)

Sodium acetate trihydrate (CH3COONa·3H2O)
Disodium hydrogen phosphate (Na2HPO4·12H2O)
Sodium citrate (C6H5Na3O7·2H2O)
Ammonium sulfate ((NH4)2SO4)
Magnesium sulfate (MgSO4·7H2O)
Manganese sulfate (MnSO4·4∼5H2O)

 10 g
  4 g
  4 g
  4 g
0.2 g
0.1 g

1)CCM: Chinese cabbage medium.

종균으로는 대표적인 김치 유산균인 Leuconostoc 속이 

이용되고 있다. Leuconostoc 속은 김치발효의 초기부터 중

기에 가장 많이 나타나는 유산균으로 젖산, 초산, CO2를 생

성하는 hetero 젖산 발효균이다. 이는 CO2에 의한 상쾌미와 

유기산의 독특한 산미를 내고 덱스트란을 생산하며 장내 소

화물질의 이동을 도와서 장내 청소를 해준다(9). 이 중 

Leuc. citreum은 김치가 맛있다고 느껴질 때까지의 발효를 

주도하며, 다른 김치 유산균의 활동을 억제하는 항생물질을 

생산하는 기능을 가지고 있어 발효 종균으로 사용하면 다른 

김치 유산균의 발효활동을 제어할 수 있다(7,10,11).  

유용 미생물의 산업화에 있어서 유용 균주의 탐색 및 분리

뿐만 아니라 최적 배지조성의 개발이 중요하다. 각 균주마다 

필요한 영양 요구성이나 생육 특성이 다양하기 때문에 종균

의 특성에 따라 배지 최적화를 포함한 배양조건의 최적화 

및 스케일 업에 관한 심도 있는 연구가 필요하다(12). 일반

적으로 이용되고 있는 유산균 배지인 MRS 배지는 Leuco-

nostoc 속에 대해 최적화되어 있지 않고 가격이 높아서 종

균의 대량화를 위한 배지로 이용하기에는 많은 비용이 소모

된다. 김치원료인 배추는 다듬는 과정에서 약 10% 이상의 

배추 쓰레기가 다량 발생되어 처치가 곤란하다. 또한 Choi 

와 Park(13)이 김치공장의 배추 절임폐수로 효모균체 생산

을 보았는데 절임폐수만 이용할 경우 균체량이 낮은 편이었

고 배추 쓰레기 착즙액을 추가로 첨가할 경우 균체량이 크게 

증가한다고 보고하였다. 배추는 가용성 고형물 함량이 3.4~ 

6.6°Brix의 범위로 나타나고(14), 당 함량이 약 2.18%(5, 

13)로 미생물 배지 성분으로 이용 가능성이 높다고 판단하

여, 본 연구에서는 김치 종균을 대량 생산하기 위해 폐배추 

추출물을 이용하여 새로운 배지를 개발하였고 최적의 배양

조건을 확립하였다. 

재료 및 방법

배추 추출물 제조

김치 공장(Wang-in Food Co., Ltd., Jeonnam, Korea)

으로부터 배추 폐기물을 수거하여 배추 전체의 1/4에 해당

하는 흰색의 밑동 부분을 줄기로, 나머지 겉잎을 잎으로 구

분하였다. 잎과 줄기를 분리하여 수돗물과 각각 1:1(v/v)로 

혼합하여 한약추출기(NO-300, Ngentec, Incheon, Korea)

로 121°C에서 15분 조건으로 추출한 다음, 여과포로 압착

하여 얻은 액을 잎과 줄기 추출물로 사용하였다. 배추 추출

물의 일반적인 성분은 Table 1과 같다.

균주 및 배지

본 연구에서 사용한 Leuc. citreum GR1 균주는 김치로부

터 분리·동정된 유산균으로 조선대학교 김치연구센터에서 

분양 받았고 MRS 배지(MRS, Criterion, Santa Maria, CA, 

USA)에서 3회 이상 계대배양을 걸쳐 glycerol stock법으로 

–70°C에 균주를 보관하였다(15). 전배양 배지로는 MRS 배

지를 사용하였고, 본배양 배지로는 MRS 배지와 GABA 생

성 유산균 배지로 개발된 CCM(Chinese cabbage media, 

Table 2) 배지(16)를 기본으로 폐배추 추출물, 탄소원, 질소

원 그리고 무기염류의 조성을 달리하여 제조한 배지를 사용

하였다. 제조한 배지는 121°C에서 15분간 멸균하였다. 폐

배추 잎과 줄기 추출물의 농도는 0~40%로 사용되었고, 탄

소원으로는 glucose, fructose, maltose, lactose, sucrose, 

galactose를 0~8%로, 질소원으로는 yeast extract, beef 

extract, peptone을 0~1%로, 무기염류는 1× salt stock을 

기준으로 0~3×로 사용하였다. 1× salt stock은 sodium 

acetate trihydrate(CH3COONa·3H2O), disodium hydro-

gen phosphate(Na2HPO4·12H2O), sodium citrate 

(C6H5Na3O7·2H2O), ammonium sulfate((NH4)2SO4), 

magnesium sulfate(MgSO4·7H2O), manganese sulfate 

(MnSO4·4~5H2O)로 구성되었다.

Leuc. citreum GR1의 배양 및 균체 생육 확인

Leuc. citreum GR1을 MRS 고체 평판 배지에 도말하여 

이틀 배양 후, MRS 액체 배지에 접종하여 30°C에서 20~24

시간 전배양 시키고, 4°C에서 3,000 rpm으로 15분 동안 

원심분리 하여 균체를 회수하고 멸균수로 세척한 다음, 균체 

현탁액을 본배양 배지에 1%가 되도록 접종하여 30°C에서 

24시간 동안 정치배양 시켰다(17). 배양시킨 후 멸균수 9 

mL에 배양액 1 mL를 혼합하여 10배씩 연속적으로 희석시

킨 다음, MRS 배지 plate에 0.1 mL씩 분주·도말(spread 

plate method)하여 48시간 동안 배양한 후 균체 생육을 확

인하였다. 또한 최종 결정된 배지와 MRS 배지 비교 시에는 
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Table 3. Viable cell count of Leuc. citreum GR1 on CCM me-
dium in different concentrations of chinese cabbage extracts

Chinese cabbage
extract

Concentration
(%)

Cell growth
(×109 CFU/mL)

Leaf

0
10
20
30
40

1.6±0.20a1,2)

4.0±0.18c

4.3±0.40cd

4.4±0.42d

4.2±0.37cd

Stem

0
10
20
30
40

1.7±0.17a

3.4±0.21b

3.4±0.01b

3.5±0.20b

3.5±0.09b

1)Value were means±SD. 
2)The different letters in a column of cell growth are significantly 

different at P<0.05 by Duncan's multiple range test.

0~24시간 동안 분광광도계(microplate spectrophoto-

meter, BioTek, Seoul, Korea)로 흡광도(OD600)를 측정하

여 생육곡선도 확인하였다.

FE-SEM 사진을 통한 균체 크기 비교

Micro test tube에 배양액 500 μL를 넣고 원심분리(4°C, 

pulse) 하여 상등액을 제거하고 PBS buffer(pH 7.3)로 3회 

세척 후, 2.5% glutaraldehyde(PBS, pH 7.4)로 4시간 전고

정하고, 0.1 M-sodium cacodylate buffer(pH 7.4)로 3회 

각 15분씩 세척하였다. 1% OsO4(osmium tetroxide)로 2

시간 후고정 후, 0.1 M-sodium cacodylate buffer(pH 7.4)

로 3회 각 15분씩 수세하고, 50~100% 농도의 ethanol로 

각 15분씩 탈수시켰다. 그리고 tert-butanol로 3회 각 20분

씩 치환시켜 동결건조 하여 cell을 고정하였다. 이후 금속 

코팅(E-1010, Hitachi, Chiyoda, Japan)한 다음 전계방출

형주사전자현미경(S-4800, Hitachi)으로 사진을 찍어 균체 

크기를 확인하였다. 

5 L 발효조 배양 및 배양 시간, 배양 조건 확인

최적화시킨 배지를 5 L jar 발효조(Kobiotech, Incheon, 

Korea)에 2 L의 working volume으로 제조하고, 전배양 시

킨 Leuc. citreum GR1을 1%로 접종하였다. 최적의 배양 

시간을 확립하기 위해 배양하는 24시간 동안 4시간 간격으

로 균을 채취하였으며 생균수를 확인하였다. 교반 속도의 

영향을 규명하기 위해 impeller의 교반속도를 0, 50, 100, 

150 rpm으로 각각 배양하여 비교하였고 최적의 교반속도를 

선정하였다. 또한 pH-stat의 조절 pH를 결정하기 위하여 

Leuc. citreum GR1을 24시간 동안 배양하여 pH 변화 pat-

tern을 확인하였고 이를 바탕으로 배양 초기, 중기, 말기 pH

인 6.8, 6.0 그리고 5.5에 대하여 각각 실험하였다. pH 조절

제로는 1/2로 희석한 암모니아수(25~28%, Daejung 

Chemicals Co., Siheung, Korea)와 3 M 수산화나트륨

(97%, Daejung Chemicals Co.,)을 제조하여 사용하였다.

통계 처리

통계 처리 방법은 IBM SPSS statistics(v.20, IBM, 

Armonk, NY, USA)를 이용하여 모든 자료에 대해 평균과 

표준편차를 산출하였으며, 평균치 차이를 검증하기 위하여 

일원배치분산분석(One-way ANOVA)을 적용하였다. 또한 

평균치에서 유의한 차이가 나타난 변인에 대해서 사후검증

(Post hoc, Duncan's multiple range test)을 실시하였다. 

본 연구에 대한 실험 결과의 유의차 평가는 P<0.05로 하였다. 

결과 및 고찰

배추 추출물에 따른 종류 및 농도 결정

최적배지조성을 결정하기 위한 배추 추출물을 선택하기 

위하여 배추 잎과 줄기 추출물을 각각 0, 10, 20, 30, 40%로 

기본적인 CCM 배지를 변형하여 제조한 다음 Leuc. cit-

reum GR1을 배양시켰다. 24시간 후 생균수를 비교해본 결

과 Table 3과 같았다. 잎 추출물은 1.6×109~4.4×109 CFU/ 

mL, 줄기 추출물은 1.7×109~3.5×109 CFU/mL의 생육을 

나타내었고, 이는 잎 추출물이 줄기 추출물보다 1.15~1.27

배 더 높은 생균수 값을 보였다. 특히 잎 추출물을 30% 넣은 

CCM 배지에서 4.4×109 CFU/mL로 가장 높았다. Liu(16)

의 연구에서 잎 추출물이 Ca, K, Mg, Na, Fe, Cl, NO2, Fe, 

Br, PO4 등을 비롯한 대부분의 미네랄 요소가 줄기 추출물

보다 높은 함량을 보여주었고 유산균의 성장에 미네랄 성분

이 요구된다고 하여 본 연구결과와 일치하였다.

탄소원에 의한 Leuc. citreum GR1의 영향

균체의 생육에 최적화된 배지를 결정하기 위하여 탄소원

의 종류와 농도에 따른 영향을 조사하였다. 기본배지에서 

배추 추출물은 최적의 조건인 잎 30%를 선택하였고, 탄소원

의 최적화를 위해 6개의 당 glucose, fructose, maltose, 

lactose, sucrose, galactose를 0~8% 농도로 배지를 제조

하여 Leuc. citreum GR1의 생육을 비교하였다. 비교 결과

maltose가 모든 농도에서 가장 높은 생육을 보였다(Fig. 1). 

반면 탄소원이 첨가되지 않은 대조구 배지에서 탄소원 첨가 

배지의 0.04~0.07배로 낮은 생육을 보여 탄소원의 영향이 

크다는 것을 확인하였다. Jang(18)의 연구에서 배지 성분들

이 Leuc. citreum의 성장에 미치는 영향을 보았는데 당성분

이 가장 높게 나타났고 균주 성장에는 주로 탄소원이 큰 영

향을 미친다고 하였다. Glucose, fructose, maltose, su-

crose를 탄소원으로 이용했을 때는 탄소원을 첨가하지 않

은 경우보다 높은 생육을 보였지만 lactose와 galactose는 

성장이 거의 이루어지지 않았고, galactose에 대해 오히려 

생육이 억제되는 결과를 보였다. Lee(19)의 연구에서도 김

치로부터 분리, 동정한 5종의 유산균 균주에 대해 API test 

결과 glucose, fructose, maltose는 모두 이용할 수 있는 
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Fig. 1. Carbon source effect for Leuc. citreum GR1 growth on CCM medium. (A) glucose, (B) fructose, (C) maltose, (D) lactose, 
(E) sucrose, (F) galactose. 1)The different letters in each graph are significantly different at P<0.05 by Duncan's multiple range 
test.

반면 lactose를 모두 이용하지 못하는 것으로 나타났다. 

Glucose는 6%일 때 4.5×109 CFU/mL로, fructose는 6%

일 때 5.0×109 CFU/mL로, maltose는 2%일 때 6.0× 109 

CFU/mL로, sucrose는 8%일 때 3.4×109 CFU/mL로 가장 

높은 생균수를 나타내었다. 본 연구 결과 김치 종균인 Leuc. 

citreum GR1의 균체 생산용 탄소원으로는 maltose 2%가 

가장 적합하였다. 전통발효식품에서 분리한 유산균인 

Lactobacillus plantarum TJ-LP-002는 탄소원 첨가 물질

로 maltose, glucose, cellobiose, lactose 순으로 균체 생

육을 나타내어(20) maltose의 이용성이 가장 큰 것은 같았

지만, Leuc. citreum GR1과 달리 lactose에 대해 활성이 

있는 것으로 나타났다. 미생물은 이용하는 탄소원의 범위가 

다양하며, 균의 종류에 따라 이용할 수 있는 활성이 다르다

고 보고되어 있다(21).

질소원에 의한 Leuc. citreum GR1의 영향

질소원의 최적화 조건을 찾기 위해 기본배지에서 배추 추

출물은 최적화된 잎 30%로, 탄소원은 maltose 2%로 고정

하고 질소원으로 yeast extract, beef extract, peptone을 

0~1%의 농도로 배지를 제조하여 Leuc. citreum GR1의 생

육을 비교하였다(Fig. 2). 실험 결과 yeast extract, pep-

tone, beef extract 순으로 높게 나타났다. 질소원을 첨가하

지 않을 경우 비교적으로 낮은 생육을 나타냈지만 그 영향은 

탄소원보다 크지 않았다. Beef extract를 질소원으로 사용

한 경우 가장 큰 생균수를 보인 0.75%는 질소원을 첨가하지 

않은 배지에 대해 1.4배의 높은 결과를 보였다. Peptone의 

경우 질소원을 첨가하지 않은 배지에 대해 1.7~2.1배 높은 

생육이 있었지만 yeast extract가 더 큰 생육을 보였다. 

Yeast extract는 peptone에 비해 농도에 따른 생균수가 
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Fig. 2. Nitrogen source effect for Leuc. citreum GR1 growth 
on CCM medium. The different letters in each graph are signifi-
cantly different at P<0.05 by Duncan's multiple range test.
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Fig. 3. Effect of salt concentration for Leuc. citreum GR1 on 
CCM medium. 1)The different letters in each graph are signifi-
cantly different at P<0.05 by Duncan's multiple range test.

Table 4. Composition and amount of salt used in medium development                                            (g/L)
N fold of salt stock solution (×) 0 0.25 0.5 1.01) 1.5 2.0 2.5 3.0
Sodium acetate trihydrate
Disodium hydrogen phosphate 
Sodium citrate 
Ammonium sulfate
Magnesium sulfate
Manganese sulfate 

0
0
0
0
0
0

2.5
1
1
1

0.05
0.025

5
2
2
2

0.1
0.05

10
4
4
4

0.2
0.1

15
6
6
6

0.3
0.15

20
8
8
8

0.4
0.2

25
10
10
10
0.5

0.25

30
12
12
12
0.6
0.3

1)Composition of basal stock solution.

beef extract보다 1.74~2.4배, peptone보다 1.19~1.47배 

더 높은 생육을 보였다. Yeast extract의 농도가 0.25%일 

때 생균수가 6.5×109 CFU/mL로 가장 높았다. 최대 균체 

생산과 비용절감 문제를 고려했을 시 yeast extract 0.25%

가 가장 적합하다고 판단하였다. Kim 등(20)은 유산균의 생

육과 질소원에 의한 영향 관계에 대해 yeast extract가 가장 

효과적이라고 보고하였는데, 본 연구에서도 동일한 효과를 

확인할 수 있었다. 또한 Lee(22)는 Leuc. mesenteroides

의 생산을 위한 최적 질소원으로 peptone, yeast extract, 

whey를 조사하였는데 본 결과와 같이 yeast extract에서 

가장 높은 생육을 나타내었다. 그러나 농도가 증가할수록 

생균수가 증가한다는 보고와 다르게 본 연구에서는 0.25%

에서 최적의 결과를 얻어, 균종에 따라 유사하지만 다른 영

양요구성을 보이는 것으로 판단된다. Kim(21)은 질소원이 

단백질 합성의 기초 물질이 되는 각종 아미노산의 생합성에 

필요하고 미생물의 생육에 영향을 주며, 무기질소원인 

(NH4)2SO4, (NH4)HPO3 등의 암모늄염은 곰팡이, 효모, 대

장균 등이 잘 이용하고 유기질소원인 peptone, yeast ex-

tract, meat extract, malt extract 등은 모든 미생물이 잘 

이용한다고 하였다.  

무기염류에 의한 Leuc. citreum GR1의 영향

잎 추출물 30%, maltose 2%, yeast extract 0.25%의 

기본 조건에서 균체의 최대 생산에 적합한 혼합무기염류의 

농도를 확인하였다. 혼합무기염류는 sodium acetate tri-

hydrate, disodium hydrogen phosphate, sodium citrate, 

ammonium sulfate, magnesium sulfate, manganese sul-

fate로 이루어져 있으며 1.0× salt stock을 기준으로 농도

를 변화시켜 예비실험을 통해 0~3.0× 농도로 8개 구간

(Table 4)을 정하여 생균수를 비교하였다(Fig. 3). 생균수는 

0×, 0.25×, 0.5×, 1.0×, 1.5× salt stock에서 1.40×109 

CFU/mL, 2.60×109 CFU/mL, 3.80×109 CFU/mL, 5.97× 

109 CFU/mL, 그리고 6.51×109 CFU/mL로 가장 높은 생균

수를 나타내는 2× salt stock의 7.49×109 CFU/mL보다 

1.26~5.35배 낮은 생육을 보였고, 2.5×, 3× salt stock의 

생균수는 7.39×109 CFU/mL, 7.43×109 CFU/mL로 유사

한 값을 나타내었다. 배지 단가를 고려하였을 시 2× salt 

stock을 선정하는 것이 가장 적합한 것으로 사료된다. Kim 

등(20)은 전통발효식품에서 분리한 유산균인 Lactobacil-

lus plantarum TJ-LP-002의 경우 가장 큰 영향을 주는 무

기염류는 manganese sulfate, ammonium citrate이었고, 

단독 첨가 시보다 혼합 첨가 시에 좋은 영향을 나타낸다고 

보고하였다.

최적화 배지에서의 균체 생육 및 형태

최적화된 배지의 조성은 배추 추출액 잎 30%, maltose 

2%, yeast extract 0.25%, 2.0× salt stock이고  이 배지를 

MFL(medium for lactic acid bacteria)로 명명하였다. 

MFL 배지와 일반적 유산균 배지인 MRS 배지에 각각 Leuc. 

citreum GR1을 24시간 동안 배양하여 흡광도(OD600)와 생
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Fig. 5. FE-SEM photograph of Leuc. citreum GR1 cultured in MRS 
and MFL medium for 24 hours. (A) was Leuc. citreum GR1 on 
MFL and (B) was Leuc. citreum GR1 on MRS. (C) was average 
cell size calculated from triplicate of the FE-SEM.
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Fig. 4. Comparison of cell growth curves and viable cell counts 
between MFL and MRS medium for Leuc. citreum GR1. (A) 
was growth curve of Leuc. citreum GR1 in MRS and MFL me-
dium for 24 hours. (B) was viable cell counts of Leuc. citreum 
GR1 in MRS and MFL medium after 24 hours.

균수를 측정하여 생육 특성을 비교하였다. 생육곡선을 보면

(Fig. 4) MRS 배지에서 배양할 경우 2~12시간까지는 MFL 

배지보다 흡광도 값이 더 높게 나타났다. 4~6시간대에 가장 

큰 성장을 보였고 성장 기울기가 점점 완만해졌다. 12시간

에 정상기에 도달하여 24시간의 흡광도와 유사한 값을 나타

내었다. 반면에 MFL 배지에서 배양할 경우 점점 성장 기울

기가 커져 10~12시간대에 가장 큰 성장을 보였고 12시간 

이후에도 지속적으로 성장하여 MRS 배지에 비해 정상기 

도달시간이 늦게 나타나는 것으로 판단된다. 24시간 배양 

시 MRS 배지에 배양했을 때보다 1.3배 더 높은 흡광도 결과

를 보였다. 그리고 2~12시간 사이에 MRS 배지에서 더 높은 

흡광도 값을 나타낸 것은 균수의 차이라 하기보다 흡광도가 

상대적 균수로 생균수를 직접적으로 나타내지 않으므로 

Fig. 5와 같이 균의 크기 차이로 인해 나타나는 결과로 사료

된다. 생균수를 비교해보면(Fig. 4) MFL 배지에서 7.49× 

109 CFU/mL로 MRS 배지에서의 3.41×109 CFU/mL보다 

2.2배 더 높은 결과를 확인하였다. Kim 등(9)이 연구한 

Leuc. citreum의 최적배지는 glucose 2%, yeast extract 

1.25%, K2HPO4 4.26%, sodium acetate 0.6%, ammo-

nium citrate 0.41%로 MRS 배지에 비해 169%의 생산성을 

보였는데, 본 연구에서는 MRS 배지보다 220%의 생산성을 

보여 이보다 높게 나타났다. 또한 Lee(22)에서는 Leuc. 

mesenteroide의 배지를 최적화하였는데 배지 조성은 yeast 

extract 2.5%, sucrose 1.0%, MnSO4 0.001%로 하였으며, 

최적화 배지의 균주 생산성은 MRS 배지의 48%로 낮은 생

산성을 나타내었다. 전계방출형주사전자현미경을 이용하여 

FE-SEM 사진(Fig. 5)을 찍어 각 배지에서 배양된 균체를 

관찰한 결과 난형의 구균모양으로 균체 형태는 같으나 MFL 

배지에서 배양한 평균 균체 크기가 가로 0.67 µm, 세로 0.48 
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Table 6. Effect of pH control agent in pH-stat controlled 5 L-jar fermentation of Leuc. citreum GR1 

Culture time 
(hr)

Cell growth (×109 CFU/mL)
pH 6.8 pH 6.0 pH 5.5

Ammonia water Sodium hydroxide Ammonia water Sodium hydroxide Ammonia water Sodium hydroxide
0
4
8
12
16
20
24

0.05±0.00a1,2)

0.47±0.11b

2.82±0.43b

7.86±0.37b

9.11±0.49a

9.16±0.40a

8.73±0.57a

 0.05±0.00bc

 0.33±0.04a

 2.13±0.22a

 9.29±1.13c

11.12±0.64c

11.42±0.49c

10.74±0.73c

 0.05±0.00ab

 0.45±0.11b

 2.88±0.51bc

 9.30±0.86c

10.67±0.35bcd

10.88±0.49bc

10.70±0.41c

 0.05±0.00bc

 0.40±0.04ab

 2.91±0.20bc

 9.48±0.69c

10.91±0.65cd

11.14±0.86bc

10.40±0.52bc

 0.07±0.00d

 0.63±0.04c

 4.03±0.43d

 6.90±0.06a

10.13±0.35b

10.47±0.64b

 9.83±0.12b

 0.06±0.00c

 0.50±0.03b

 3.31±0.38c

 8.63±0.58bc

10.30±0.44bc

10.83±0.42bc

10.00±0.27bc

1)Value were means±SD. 
2)The different letters in each row of cell growth are significantly different at P<0.05 by Duncan's multiple range test.

Table 5. Effect of impeller agitation speed for Leuc. citreum 
GR1 fermentation in 5 L-jar fermentor
Culture

time (hr)
Cell growth (×109 CFU/mL)

  0 rpm 50 rpm 100 rpm 150 rpm
0
4
8

12
16
20
24

0.06±0.00b1,2)

0.49±0.02a

2.76±0.17a

6.46±0.42a

8.06±0.20a

7.73±0.25a

7.25±0.15a

0.05±0.00ab

0.51±0.01a

3.08±0.17a

7.66±0.32c

8.60±0.34a

8.15±0.36ab

7.60±0.46a

0.05±0.00ab

0.49±0.01a

3.52±0.16b

7.12±0.36b

8.56±0.33a

8.01±0.49ab

7.67±0.46a

0.05±0.00a

0.51±0.02a

3.56±0.23b

6.68±0.15a

8.49±0.38a

8.27±0.42b

7.73±0.40a

1)Value were means±SD. 
2)The different letters in each row of cell growth are significantly 

different at P<0.05 by Duncan's multiple range test.

µm로 MRS 배지에서 배양한 균체 크기의 가로 0.80 µm, 

세로 0.55 µm보다 각각 1.19배, 1.15배 더 작았다. 이러한 

결과는 두 배지 간의 생육에 따른 흡광도 차이는 크지 않으

나 생균수에서 크게 차이가 나는 요인으로 해석할 수 있다.

5 L 발효조 배양 최적화

Scale-up을 위해 5 L 발효조에 최적화된 MFL 배지를 

만들어 Leuc. citreum GR1을 24시간 동안 배양하면서 교

반속도와 pH의 영향에 대해 조사하였다. 발효조의 교반속도

를 0, 50, 100, 150 rpm으로 설정하고, 4시간마다 균을 채

취하여 생균수를 통한 생육을 비교한 결과 Table 5와 같다. 

처음 4시간까지는 전체적으로 비슷하게 증가하다가 그 이후

부터 교반을 하지 않았을 경우 가장 떨어지는 성장을 보였

다. 16시간대에 생균수는 교반하지 않을 때 8.06×109 

CFU/mL, 교반속도 50 rpm일 때 8.60×109 CFU/mL, 교반

속도 100 rpm일 때 8.56×109 CFU/mL, 그리고 교반속도 

150 rpm일 때 8.49×109 CFU/mL로 유의적 차이는 나타나

지 않았지만 50 rpm일 때 평균값이 좀 더 높게 나타났다. 

Leuc. citreum GR1은 통성 혐기성균으로 정치배양이 일반

적이지만, 공기 유입을 차단한 상태에서의 교반은 균체와 

영양소의 분산에 영향을 미칠 것으로 사료된다. 발효조의 

교반속도를 50 rpm으로 설정하고, pH의 영향을 보기 위해 

발효조 내의 pH를 6.8, 6.0, 그리고 5.5로 설정하여 조절하

면서 4시간마다 균을 채취하여 생균수를 비교하였다(Table 

6). Leuconostoc 속은 hetero fermentation을 하며, 균주

가 성장하는 동안 탄소원으로부터 전환된 유산, 초산, 개미

산 등에 의해 배양액의 pH가 저하되고 저하된 pH가 대사를 

억제하기 때문에 일정 pH 이상을 유지시키는 것이 필요하

다. Gunsalus 등(23)은 homo type 유산균의 대산산물 생산 

발효에 있어서 pH 6.5 이상을 유지하는 것이 중요하다고 

보고하였고, Adamberg 등(24)은 pH 저하가 균체 비성장속

도(specific growth rate) 및 비유산생성속도(specific lac-

tate production rate) 모두를 저하시킨다고 보고하고 있다. 

Leuc. citreum GR1은 hetero type 유산균으로 배양하는 

동안 산이 생성되어 pH가 저하되고, 이로 인해 균체 성장에 

영향을 미칠 수 있으므로 pH-stat 조절 방식으로 배지 내의 

pH를 일정하게 유지하며 균체 생육을 관찰하였다. pH 조절

제로는 암모니아수와 수산화나트륨 수용액을 이용하였다. 

암모니아수나 수산화나트륨 모두 최적 발효시간은 20시간

이었으며, 암모니아수의 경우는 pH 6.0일 때 10.88×109 

(1.09×1010) CFU/mL, 수산화나트륨의 경우는 pH 6.8일 

때 11.42×109(1.14×1010) CFU/mL로 생균수가 가장 높았

으며, 이는 MRS 배지 균체 생산 수율의 3.34배에 달하는 

높은 값이다. Otgonbayar 등(25)의 연구에서 Leuc. cit-

reum과 Leuc. mesenteroides의 pH에 따른 fructose 생산

과 biomass(g/L)를 확인한 결과 pH 6.5가 가장 높았고, pH 

5.5, pH 4.5의 순으로 생산성이 낮아진다고 보고하였다. 따

라서 유산균 발효 시에는 배지 pH를 6.0 이상으로 유지시키

는 것이 바람직하다고 판단되며, 본 연구에서는 수산화나트

륨으로 pH 6.8로 유지하는 것이 가장 높은 균체 수율을 얻을 

수 있었다. 

요   약

종균용 김치를 제조를 하기 위해서는 김치 공장에서 저가로 

종균이 대량배양 되어야 한다. 그러나 현재의 유산균배지는 

종균 생산용으로 사용하기에는 비용이 많이 든다. 이를 해결

하기 위해서는 새로운 배지를 개발해야 하는데 새로운 배지

를 개발하기 위한 기본적인 요소에는 배추 추출액, 탄소원, 
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질소원, 무기염류가 있다. 선정된 최적배지 조성은 배추 추

출액 잎 30%, maltose 2%, yeast extract 0.25%, 2× salt 

stock(2% sodium acetate trihydrate, 0.8% disodium 

hydrogen phosphate, 0.8% sodium citrate, 0.8% ammo-

nium sulfate, 0.04% magnesium sulfate, 0.02% man-

ganese sulfate)으로 나타났다. 그리고 새롭게 개발된 배지

의 이름은 MFL로 명명하였다. Leuconostoc(Leuc.) cit-

reum GR1을 30°C에서 24시간 배양하면 MRS 배지에서는 

3.41×109 CFU/mL, MFL 배지에서는 7.49×109 CFU/mL

의 생균수로 MFL 배지에서 배양하면 MRS 배지에서 배양했

을 때보다 2.2배 더 높은 성장을 보였다. 또한 최적화 배지의 

scale-up을 위해 5 L 발효조를 이용하여 2 L의 working 

volume으로 Leuc. citreum GR1을 배양하였다. 교반속도

는 50 rpm에서 생균수 8.60×109 CFU/mL를 얻었다. 발효

조의 pH 조절은 pH-stat mode로 하였으며, 균체 성장의 

최적 pH는 수산화나트륨 수용액을 이용한 pH 6.8이었고, 

이 조건으로 20시간 배양 후 11.42×109(1.14×1010) CFU/ 

mL의 균체를 얻을 수 있었다. 이는 MRS 배지로 사용하여 

얻은 생균수의 3.34배에 해당하는 높은 값으로, 본 연구에서 

개발된 MFL 배지는 김치 종균용 Leuc. citreum GR1 배양

을 위한 배지로 배지 단가 절감, 높은 균체 수율 등 충분한 

경제적 장점을 기대할 수 있다. 
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