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Abstract

Emerging studies suggest that vegetables or fruit juices deemed to be potential alternative base medium for lactic acid 
bacteria fermentation. Until now, limited studies have been carried out to evaluate such applications. Thus, the objective 
of present study is that lactic acid bacteria were evaluated for their viability at low pH, growth during storage at low 
temperature, and CO2 formation. Furthermore, the effects of grapefruit extract with respect to cell viability, sensory ability, 
and organic acid production were evaluated for these strains. The probiotic properties of the strains, including acid tolerance, 
bile tolerance, and adhesion to human intestinal epithelial cells (HT-29 cells), prebiotic characteristics, and safety features 
were examined. All strains survived in MRS medium broth adjusted to pH 3.8, at 10℃ for 6 days, and did not produce 
CO2 to check post fermentation. The medium of grapefruit extract fermentation by Lactobacillus plantarum CJIH 203 
resulted in maximal viable counts, compared with other strains, and the extract subsequently tasted sour due to the presence 
of lactic acid. Lactobacillus plantarum CJIH203 was highly resistant to artificial gastric juice and intestinal juice, while 
Lactococcus lactis SJ09 strongly adhered to HT-29 cells. Tagatose showed the greatest ability to enhance the growth of 
L. plantarum SJ21, relative to the other strains. All strains were verified by safety tests such as hemolysis, gelatin hydration, 
and urea degradation. Therefore, these strains could be promising candidates for use in reducing excessive post-fermentation 
and functional products. 
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서 론  

프로바이오틱스(Probiotics)는 “생명을위한”(For life)이란그
리스 어원을 시초로 다양한 의미로 해석되어 왔으며, 살아
있는미생물로서그것을섭취하는숙주에게장내세균들의균

형을 맞추는 등 유익함을 제공하는 것”이라고 정의되었다

(Fuller, 1989). 대부분프로바이오틱스는 Lactobacillus plantarum, 
Lactobacillus casei, Lactobacillus acidophilus, 그리고 Streptococcus 
lactis와 같은 유산균이 있다(Sindhu and Khetarpaul, 2001). 
프로바이오틱스는 많은 인간에서 유익한 점에 대해 많은

선행 연구가 있었다. 예를 들자면 혈중 콜레스테롤을 감소
시키고, 위장기능 향상, 면역 강화 시스템 및 대장 암의 위
험성을낮추는것을들수있다 (Berner and O_Donnell, 1998; 
Rafter, 2003; Saarela et al., 2002; McNaught and MacFie, 
2001). 일반적으로 유산균은 상업적으로 낙농제품을 만들기
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위해 starter culture로 사용되고 있다(Heenan et al., 2002). 
하지만 이러한 유제품은 유당 불내증과 콜레스테롤 함유하

고 있다는 한계가 있다. 최근 소비자들은 유제품만이 아닌
프로바이오틱스 제품에 대한 수요가 증가하고 있고, 음료
시장 이외에도 캡슐 형태, 분말 형태의 보충제 시장도 넓어
지고 있다(Shah, 2001). 이것은 웰빙(Well-being)이 메가 트
렌드로 정착되면서 소비자의 wants와 needs가 나날이 증가
하게 되었기 때문이다. 그래서 천연재료와 유기농을 결합
한 Rawaganic 제품들이 지속적으로 출시하고 있다. 이러한
요구에도 불구하고 유제품 base가 아닌 관한 연구는 미흡
한 실정이다. 최근 국외에서는 과채음료와 프로바이오틱스
를 결합한 제품들을 출시하고 되고 있으며, 국내 소비자층
역시 이에 대한 수요가 증가할 것으로 예상이 된다. 따라서
본 연구에서는 후 발효가 지나치게 진행되지 않는 과채 음

료에 적합한 균주를 선발하여 균주 특성 규명 및 저장 안정

성을 향상시키고자 하였다. 더불어 선발된 균주에서 프로
바이오틱스 특성과 기능성 당인 tagatose 이용능 및 안정성
검사를 확인하였다. 

재료 및 방법

1. 사용균주 및 배지
균주는 김치 및 장류에서 분리된 것으로 본 실험에서

Lactobacillus plantarum CJIH203, Pediococcus pentosaceus 
CJT1072, Lactococcus lactic SJ09, Lactococcus raffinolactis 
SJ15, Lactobacillus plantarum SJ21를 사용하였다. 선정된
유산균의 배양은 Lactobacilli MRS broth(Difco Co., USA)
에 접종하여 37℃에서 18시간 배양하여 사용하였다. 

2. pH 생장 특성 확인 실험
유산균 배지 조건에서의 pH에서 생장 특성 확인의 목적

은 모든 대상 균을 MRS broth에서의 생장이 가능한 pH 하
한 범위를 확인하였다. pH 조건은 pH 6.5, 4.2, 3.8, 3.6 기
준에 맞게 2 N HCl을 사용하여 pH를 조정하였으며, 멸균
후 pH 확인 제조한 MRS broth에 1%(v/v) 균주를 접종하여
37℃, 18시간 동안 생장 확인하였다. MRS broth의 pH 조정
할 때 단백질 변성에 의한 O.D. 증가가 있어 각 pH 별로 균
접종을 하지 않은 기준 시료를 준비하여 0점을 조정한 후에
O.D.를 측정하였다. 600 nm에서 O.D값이 1.0 이상 시 strong 
positive, 0.5 이상 1.0 미만에서는 positive, 0.3 이상 0.5 미
만에서는 weak positive, 0.15 이상 0.3 미만에서는 weak weak 
positive, 0.15 미만에서는 negative로 판단하였다.

3. 생육 온도 특성 실험

생육 온도 특성 실험은 pH 6.5 MRS broth 배지에 균주
를 1%(v/v) 접종하여 10℃, 15℃에서 배양했으며, 3일, 6일
동안 생장을 관찰하였다. 측정 기준은 pH 생장 특성 확인
과 동일하게 측정하였다. 

4. CO2 생성 확인 실험
CO2 생성 여부 확인은 pH 6.5의 control 배지에 durham 

tube가 있는 배지에 균주 1%(v/v) 접종하여 생장 시 gas 생
성 여부를 37℃에서 48시간 후에 확인하였다. pH 4.2, pH 
3.6에서도 durham tube를 넣어 낮은 pH에서 생장 시 gas 생
성 여부를 확인하였다. 

5. 발효풍미 적합 균주 선발 기준
균주를 1 mL를 0.8 5% NaCl로 두 번 13,000 rpm에서 1분

간 원심 분리하여 사용하였다. 접종은 자몽 추출물에 5×106 
CFU/mL 기준으로 하였고, 배양액의 균수를 2×109 CFU/mL
로 되기 위해 자몽 추출물 100 mL에 0.25 %(v/v) 접종하였
다. 접종 균 음료 유통 품질 확인하기 위해서 각 15℃에 보
관하여 5일, 12일차 분석하였다. 각 균주의 자몽 추출물에
서 발효 풍미를 확인하고, 적합성 여부를 판단하였다. 적합
하다고 판단되는 경우에는 생균수, 관능특성, 유기산 분석
을 하였다. 생균수는 시료 1 mL를 멸균한 peptone 수에 10
진 희석법을 하여 agar plate에 105, 106, 107 CFU/mL 수준
을 확인하였다. 관능평가는 훈련된 패널 3명이 향미 프로필
특성을 기반(Keane, 1992)으로 수용도, 산미, 산취, 이미, 이
취를 확인하였다. 유기산 분석은 서울대학교 농업생명과학
대학 농업과학공동기기센터(NICEM)에 샘플을 의뢰하여 진
행하였다. 

6. 내 산성 및 내 담즙성
내 산성 실험은 Lee et al.(2010)의 방법에 따라 pH 2.5으

로 조절한 MRS broth에 초기 균수가 106 CFU/mL 수준으
로 접종하였다. 이들을 3시간 동안 반응시킨 후 생균수(CFU/ 
mL)를 측정하여 생존수가 0.5 log 이하로 균 수가 감소하
거나 초기 균수에 비하여 성장한 경우를 내산 능력을 가진

것으로 평가하였다. 내 담즙성 실험은 Bacto oxgall(Difico)
의 농도를 0.3%(w/v)가 되도록 첨가하여 접종 배양하고 상
기와 같은 방법을 측정하였다.

7. 장내 점착능 측정
Human intestinal epithelial cells, HT-29 cell에 유산균의

부착능력을 확인하였다(Lee et al., 2010).
HT-29 cell은 10%(v/v) Fetal bovine serum과 penicillin 

G(100 IU/mL)을 첨가된 RPMI 1640(Gibco, USA)에 1.0×105 
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cell/mL 농도로 접종하고, 12 well plate에 분주하여 7일간
배양한 후, phosphate buffer saline(PBS, pH 7.2)으로 6회
세척하고 항생제가 첨가되지 않은 RPMI 1640 배지를 첨가
하였다. 유산균 6균주는 1.0×109 CFU/mL의농도로 serum-free
한 RPMI로 현탁하여 HT-29 cell에 접종하였다. 모든 반응
은 37℃, 5% CO2 배양기에서 2시간 동안 반응시켰다. 시험
균은 MRS 평판 배지에서 생균수를 측정하였다. 지시균으
로 Lactobacillus rhamnosus GG를 사용하였다.

 
8. 기능성 당류인 Tagatose 이용능
균주는 MRS 배지에 1%으로 접종하고 배양하였다(Koh et 

al., 2013). 최소 배지 성분은 peptone, sodium acetate 3H2O, 
magnesium sulfate 7H2O, manganase sulfate 4H2O, Tween 
80, diammonium citrate, dipotassium phosphate로 121℃에
서 15분간 멸균 후 50% glucose, fructooligosaccharide, xylose, 
tagatose 용액을 첨가하여 실험에 사용하였다. 실험에 사용
하는 모든 균주들은 glucose, FOS, xylose, tagatose가 포함
된배지에 1% 접종하여 37℃, 24시간 배양하였다. 균을접종
하지 않은 것을 대조군으로 하여 발효능력을 비교하였다. 
Prebiotics 능력은 24시간 배양 후 ELISA reader기를 이용
한 600 nm에서 흡광도 측정 및 희석액을 이용한 평판배양
을 하여 균 수를 측정하여 평가하였다.

9. 안전성 검사
안전성 검사는 용혈 현상, 젤라틴 액화반응, 유해 대사 산

물을 확인하였다(Lee et al., 2004). 용혈 현상을 위해 MRS 
고체 배지에 5% horse blood 첨가한 것을 사용하였다. 혈액
한천배지 상에서 나타나는 유형에 따라 3가지로 분류되며, 
혈액배지에서 집락 주변에 투명한 분해 지역을 형성한 것

을 β형, 적혈구는 분해되지 않았으나 녹색이나 갈색 등으
로 변색된 지역을 나타낸 것은 α형, 그리고 아무런 변화가
없는 것을 γ형으로 하였다. 젤라틴 액화 반응 검사는 변형
젤라틴 영양 배지(MRS gelatin nutrient culture medium) 배
지를 이용하여 37℃, 48시간 배양 후 냉장 보관하여 배지의
응고 여부를 관찰하여 젤라틴 액화 반응을 측정하였다. 유
해 산물 대사 확인은 urea agar base 배지를 이용하였다. 대
상 미생물이 urease를 생성하면 urea가 분해되어 배지의 pH
가 높아지며 pH에 의해 지시약으로 사용되는 phenol red는
황색에서 적색으로 변하였다. 

10. 통계처리
실험결과는 SPSS soft package(version 12.0.1; LEAD Tech-

nologies, Inc)을 사용하여 통계 처리에 의한 실험 결과의 유
의적 검증을 시도하였다. 

결 과

1. pH 생장 특성 확인 실험
균주는 pH 4.2～4.0 이하에서 생장성이 저하되는 특성으

로 pH 내성이 약하다. 그래서 모든 대상 균을 MRS broth에
서의 생장가능 pH 하한 범위를 확인하였다(Fig. 1). 모든 균
주가 pH 3.8에서 0.3 미만이 해당하였고, 적합하다고 판단
하였다.

2. 생육 온도 특성 실험
유통환경을 감안하여 낮은 온도(10℃, 15℃)에서 생장성

이 낮아 열악유통조건에서도 후산생성이 적어질 것으로 판

단하여 관찰하였다(Fig. 2). 모든 균주가 10℃, 3일차에 0.3
미만이며, 10℃ 6일차에 0.5 미만에 해당하여 적합하다고 판
단하였다. 

3. CO2 생성 확인 실험
유산발효의형식중하나인이상발효(Hetero-fermentation)

를 확인하기 위해서 pH 6.5(control 배지), pH 4.2, pH 3.6에

Fig. 1. The characterization of cell viability in medium with 
pH 6.5, pH 3.8, and pH 3.6. 

Fig. 2. Cell viability of lactic acid bacteria strains at 15℃ for 
3 days.
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Fig. 3. Cell viability of lactic acid bacteria strains at 10℃ for 
6 days.

Table 1. The formation of CO2 during the growth of lactic 
acid bacteria strains

　 CJIH203 CJT1072 SJ09 SJ15 SJ21
pH 6.5 - - - - -

pH 4.2 - - - - -
pH 3.6 - - - - -

* +: positive -: negative

durham tube를 넣어 gas 생성 여부를 확인하였다(Table 1). 
모든 균에서 CO2를 생성하지 않았다. 

4. 발효 풍미 적합 균주 선발 기준

Fig. 5. Production organic acid in grapefruit extract fermented by lactic acid bacteria strains.

1) 생균수 측정
15℃, 5일차, 12일차에 자몽 추출물에서 균주의 생장성

을 측정하였다(Fig. 4). CJT1072를 제외한 4 균주는 107～108 
CFU/mL 수준을 보였으며, 5일차에 비해 12일차에 생장이
증가된 것을 확인할 수있었다. 특히 Lactobacillus plantarum 
CJIH203은 8.41±0.07, 8.47±0.12 CFU/mL 높은생장을보였다.

2) 유기산 함량
15℃에서 12일간 유산균을 적용시킨 자몽 추출물에 존

재하는 비 휘발성 유기산은 oxalic acid, citric acid, lactic 
acid 등이며, 휘발성 유기산 formic acid, acetic acid 등으
로 발효 과정 중 유기산의 함량 변화를 Fig. 5에 나타냈다.

Fig. 4. Changes of the number of viable cells of lactic acid 
bacteria strain in 5 days and 12 days. 



후산 발효 적합 균주 선발 및 특성 55

Cirtric acid의 함량이 가장 높았고, oxalic acid, lactic acid, 
formic acid, acetic acid가 검출되었다. 특히, Lactobacillus 
plantarum CJIH203은 lactic acid의 함량이 특히 높은 것을
확인할 수 있다. 이는 산도와 숙성 정도에 영향을 미쳤다는
것을 추측해 볼 수 있다. 

3) 관능평가
5일, 12일차 15℃에서 저장한 샘플에 대한 향미 프로필을

적용하여 평가하였다(Fig. 6). 선발된 균주 모두 수용 가능
하였다. 또한 기간 동안 이미와 이취는 모두 발생하지 않았
다. CJT1072의 경우, 5일차에 신맛이 강하다고 평가하였으
나, 12일차는수용가능한것으로판단하였다. 특히, Lactobacillus 
plantarum CJIH203와 Lactococcus lactic SJ09가 12일차에신
맛이 눈에 띄게 증가하는 것을 관찰할 수 있다.  

5. 인공 위액 및 담즙산에 대한 내성
유산균이 프로바이오틱스가 되기 위한 필수조건 중 하나

인 위장관 상부의 산성 조건 및 소화효소가 많은 담즙이 존

재하는 환경에서의 생존 조건이 요구된다. 그래서 5 균주의
유산균의 내 산성 및 내 담즙성을 확인한 결과는 Fig 7,8와
같다. Pensin을 첨가하여 pH 2.5로 맞춘 인공 위액 환경하
에서실험균주를 3시간배양시킨결과, Lactobacillus plantarum 
CJIH203 균주는다른균주에비하여높은저항성을나타났다. 1 
log cycle 이하정도만균수가감소되었다. 하지만 Pendiococcus 

Fig. 6. Sensory evaluations of grapefruit extract fermented by 
lactic acid bacteria strains on 5 days and 12 days. 

Fig. 7. Acid tolerance activity of lactic acid bacteria strains 
(pH 2.5, pepsin 1,000 units, 3 h). 

Fig. 8. Bile acid tolerance of lactic acid bacteria strains (0.3 
% Oxgall, 24 h).

pentosaceus CJT1072. SJ09. SJ21은 3 log cycle 이상의 균
수가 감소되어 낮은 pH 하에서 비교적 낮은 저항성을 보였
다. 0.3% oxgall가 있는 배지 상에서 24시간 동안 실험 균주
를 배양시킨 결과, 인공 담즙산에 대한 내성은 Lactobacillus 
plantarum CJIH203, Pendiococcus pentosaceus CJT1072은
1 log cycle 이상으로 균수가 증가하는 것으로 보였다. 반면
에 Lactococcus lactis SJ09, Lacotococcus raffinolactis SJ15, 
Lactobacillus plantarum SJ21은 1 log cycle 이하로 감소하
는 것을 확인할 수 있었다. 따라서 Lactobacillus plantarum 
CJIH203 균주는 인체 내에 들어왔을 때 위산과 담즙산 하
에서도 비교적 많은 균수(105 CFU/mL 이상)이 생존하여

소장에 도달할 것으로 판단된다. 

6. 장내 점착능 측정
프로바이오틱스가 되기 위한 조건으로 또한 장내에 유산

균주가 부착하여 군락을 형성해 생존하여야 비 생존 유산

균에 비하여 면역활성 증진 및 항암 효과가 크다고 보고되

었다(Ouwehand et al., 1999). 5균주의 장내 부착능을 확인
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Fig. 9. Adhesion activity of lactic acid bacteria strains to human 
intestinal epithelial cells (HT-29 cell line).The strains were added 
at 1×108 CFU/mL to HT-29 cells and incubated for 2 h. 

하였다. HT-29 세포에부착된균수가 Lactobacillus rhamnosus 
GG(6.46±0.01, 79.17%)와 비슷한 부착률을 보인 SJ09(6.07± 
0.02, 74.94%)로 확인되었다(Fig. 9). 

7. 기능성 당류인 Tagatose 이용능
선행 연구에서 prebiotics 기질의이용능은 Lactobacillus 종

이나 균주마다 다르다고 보고했다(Ann et al., 2007). 그래서
이번 연구에서도 선발된 5 균주의 tagatose 이용한 생장능
력을 확인하기 위해서 glucose, FOS, xylitol에서도 관찰하였
다(Fig. 10). 5 균주 모두 glucose는 잘 이용하였고, xylitol를
이용하지않았다. Lactobacillus plantarum CJIH203, CJT1072
는 다른 균주에 비하여 FOS 이용 능력을 확인할 수 있었
다. Lactobacillus plantarum SJ21은 Tagatose에서 생장 능
력을 볼 수 있었다. 

8. 안정성 검사
선정된 균주를 이용했을 때 인체에 안전한지를 검사하였

다(Table 2). 선정된 균 모두 베타 용혈성을 나타내지 않았

Fig. 10. Utilization of prebiotics by lactic acid bacteria strains.

Table 2. Determination of haemolytic activity, production of 
harmful metabolites urease activity of lactic acid bacteria strains

　 CJIH203 CJT1072 SJ09 SJ15 SJ21
Hemolysis γ γ γ γ γ

Gelatin hydration - - - - -
Urease - - - - -

*α, γ: negative, γ: positive, +: positive -: negative

고 모든 실험 항목에서 음성으로 나타났다. 따라서 5 균주
산업적으로 사용하여도 안전한 것으로 나타났다. 

고 찰

pH, 온도, CO2 생성 여부의 3가지 조건에서 1차적으로
균을 선별하였다. pH 조건은 pH 3.8이며, 온도조건은 3일
10℃에서 cell viability를 나타낸 O.D, 값이 0.15이상 0.3미
만보다 미만인 조건과 온도 10℃, 6일에서의 cell viability가
0.3이상 0.5미만 범위보다 이하, CO2는 생성하지 않는 균주

를 선별하였다. 이 조건을 모두 만족시킨 균주는 총 5 균주
로 Lactobacillus plantarum CJIH203, Pendiococcus pentosaceus 
CJT1072, Lactococcus lactis SJ09, Lactococcus raffinolactis 
SJ15, Lactobacillus plantarm SJ21이었다. 선발된 균주를

자몽 추출물에 발효하여 생균수, 관능평가, 유기산 함량을
관찰하였다. 그 결과, Lactobacillus plantarum CJIH203가다
른 균주와 비교했을 때 15℃, 12일차에서 생균수는 높고 신
맛이 강하며, 유기산 함량에서는 lactic acid가 눈에 띄게 높
다는 것을 확인할 수 있었다. 이와 더불어 선발된 균주를
microencapsulation, stress adaptation, co-culture 방법에 좀 더
적용할 필요성이 있다고 판단된다. Microencapsulation를
이용하면 프로바이오틱스는 기능성 식품, 제약이나 보충 산
업에서 중요한 요소가 될 수 있다(Del Piano et al., 2006). 
microencapsulation이란 1950년대 미국에서 개발된 기술로
써 크기의 기준은 없지만, 액체, 고체 또는 기체의 분자를 수
백 마이크로미터 정도까지 미세한 용기 셀로 봉한 것을 의

미한다. 이 기술은 현재도 개발되고 있으며, 외부 환경에 의
한 세포 손상을 방지하기 위해 다양하게 적용되고 있다(Del 
Piano et al., 2006). 프로바이오틱스 박테리아의 경우, 보호
코팅함으로써 외부 환경에서 분리될 수 있다. 산에 민감한
Bifidobaceterium과 Lactobacillus에 보호하기 위해 젤라틴

이나 야채 껌을 사용하여 microencapsulation 이용한다고 선
행연구에서보고한바가있다(Chandramouli et al., 2004; Lee 
et al., 2004; O’Riordan, Andrews et al., 2001; Sultana et al., 
2000). 또 stress adaptation이다. 이것은 균주를 생존이 어려
운 조건에서 노출 후, 생존한 균주를 일반적인 산성 조건에
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처리하여 생존율을 높이는 방법이다. 이는 새로운 산도 항
상성 시스템의 유도와 스트레스 단백질로 알려진 새로운 단

백질의 생산에 의한 것으로 보고되고 있다(Foster, 2003). 
마지막으로 co-culture 이용하는 것이다. 선행 연구에 따르
면 Lactobacillus acidophilus가 Bifidobacterium보다 산 조건
에서 더 많은 저항성을 가지며, Lactobacillus acidophillus와
Bifidobacterium fidobacterium를 co-culture 했을 때, 성장을
증진시키는시너지효과가있다는보고도있다(Luc De Vuyst, 
2000). 따라서, Lactobacillus acidophilus과 같은 내 산성이
일반적으로 좋다고 알려진 균주(Hood and Zottola, 1988)를
이용하여 Co-culture를 진행함으로써 산성 조건에서 안정적
으로 성장시킬 수 있을 것으로 예측된다. 또 프로바이오틱
스 균주 특성 및 안전성 실험도 확인하였다. 프로바이오틱
스를 균주를 선발할 때에는 안전성(safety), 기능적인 측면
(생존력, 부착능, 정착성, 항균물질 생성능, 면역력 강화능, 
유해균 억제능 등), 기술적인 측면(우유에서의 생장, 관능
적 특성, 생산 고정 및 유통 중의 안전성과 생존력 등)을 고
려해야 한다고 알려져 있다(Holzapfel WH, 2002). 본 실험
에서는 프로바이오틱스의 기능적인 측면과 안전성 실험을

진행하였다. 그 결과, 모든 균주에서 안정성을 가지는 것은
확인이되었고, 내산성, 내담즙성은 Lactobacillus plantarum 
CJIH203이 우수하고, Lactococcus lactis SJ09는 장 부착능
이 우수하며, Lactobacillus plantarum SJ21이 Tagatose 이
용능력이 다른 균주에 비해 우수하였다.
따라서향후선발된균주를과채음료에적용시킬수있으

며, 프로바이오틱스 기능성 제품에 이용될 것으로 판단된다. 
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