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유산균 생존율 향상을 위한 식품첨가물 등급의 동결보호제 탐색 
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Freeze-Dried Lactic Acid Bacteria
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Abstract Food-grade protective agents, namely, skim milk, yeast extract, soy powder, and trehalose, were studied for
their ability to improve the viability of freeze-dried lactic acid bacteria (LAB), including Weissella cibaria SW1-1,
Lactobacillus plantarum A-1, Lactobacillus sakei 2-12 24, and Leuconostoc citreum 3526. The best results were obtained
with 10% soy powder; approximately 90% cell viability was observed during the freeze-drying process. Increase in the
concentration of soy powder did not cause a proportional increase in the survival rate of LAB. Further, no significant
difference was observed when two agents were combined in a 1:1 ratio (p<0.05).
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서 론

김치는 숙성 중 다양한 유산균에 의해 발효되는 대한민국의 대

표적인 전통식품이다. 김치는 주재료인 배추나 무 등을 소금에 절

인 후, 고춧가루, 마늘, 생강, 파, 젓갈 등의 여러 가지 부재료를

첨가하여 적당한 온도에서 일정기간 발효된 식품으로, 비타민과

무기질 및 식이섬유를 함유하고 있으며 김치유산균의 정장효과,

항산화, 항암 및 항동맥 경화성 등의 영양생리학적 기능으로 세

계적인 건강식품으로 가치를 인정받고 있다(1-3). 발효식품인 김

치는 사용하는 재료의 종류가 매우 다양하여 같은 배합비로 김치

를 제조해도 내재하는 미생물의 종류와 수에 따라 품질이 달라지

며 혼입되는 미생물을 동일하게 조절해도 재료에 따른 성분의 차

이나 숙성 및 저장환경에 따라서 미생물의 생육속도가 다르게 된

다. 또한 숙성 중 우점되는 유산균의 종류에 따라 품질과 맛에 많

은 영향을 미치므로 품질 균일화가 어려운 실정이다. 이러한 문

제점을 해결하기 위해서 김치 제조 시 종균을 첨가하여 종균이

숙성 중의 김치에서 지배균으로 성장하여 김치의 미생물 조성을

조절함으로써 김치의 맛을 균일하게 조절하는 기술이 필요하다(4).

미생물 첨가제란 각종 발효산업에서 특정미생물에 의한 발효

과정을 유도하기 위해 기질 또는 식품에 접종하는 미생물 스타

터이다. 김치발효가 자연발효에서 미생물 첨가에 따른 발효조절

로 패러다임이 변화함에 따라 우수 김치유산균 자원을 김치 미

생물 첨가제로 개발하여 정체되어 있는 김치산업을 활성화시킬

수 있는 기술개발이 절실하다(5). 유럽이나 일본 등의 선진국에

서는 발효 제품에 이용할 미생물 첨가제 개발이 활발히 이루어

지고 있으나 국내 김치, 젓갈 산업체의 경우 대부분 영세하여 일

부 대기업을 제외하고는 독자적으로 미생물 첨가제를 연구·개

발하는 회사는 거의 없는 상태이다. 최근 김치에서 분리한 유산

균의 기능성 규명 및 미생물 첨가제를 사용한 김치의 저장기간

연장에 관한 연구가 진행되었지만(6-9), 현장에서 유산균 안정성

및 안전성이 보장된 유산균 제제기술 개발에 관한 심도 있는 연

구는 미흡한 실정이다. 미생물 첨가제는 액상, 분말상 등으로 제

형화 할 수 있으나 액상형은 보관이 비교적 어렵고 유통 과정 중

품질 유지에 어려움이 있으나 분말 제제는 품질 유지 및 사용이

용이하다는 장점이 있다. 또한, 미생물의 동결건조는 대부분의 미

생물을 장기 보존하는데 효과적이며 저장 및 유통 과정 중에서

도 보관이 편리하다. 그러나 동결건조 과정 중 균체의 손상을 받

아 생존율에 많은 영향을 미치게 되므로 미생물 생존율을 최대

한 높일 수 있는 동결건조 보호제의 선택이 중요하다. 보호제의

역할은 미생물의 종류, 동결건조 시 조건, 건조 조건 등에 따라

다르며 미생물의 종류에 따라서 보호제가 생존율에 영향을 미칠

수 도 있다(10, 11). 본 연구에서는 숙성된 배추김치로부터 분리

한 우수한 유산균을 이용하여 경제적인 면에서 저렴한 식품첨가

등급의 보호제를 사용하여 동결건조 과정 중 생존율이 극대화된

김치 미생물 분말형 첨가제를 개발하고 김치제품에 바로 적용할

수 있는 식품첨가물 등급의 보호소재를 선발하고자 하였다(12).

재료 및 방법

사용균주 및 보존

숙성된 배추김치로부터 분리된 Weissella cibaria SW1-1, Lacto-
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bacillus plantarum A-1, Lb. sakei 2-12 24, Leuconostoc citreum

3526 균주를 사용하였다. 실험 균주는 유산균 배양에 적합한 MRS

broth (Lactobacilli MRS agar, Difco, Detroit, MI, USA)에 접종

하여 30oC에서 24시간 배양하여 활성화 시킨 후, MRS agar plate

에 접종하여 4oC에서 4주 간격으로 계대 배양하면서 보관하였다.

실험 균주의 장기 보관방법으로 글리세롤 최종농도 20%로 미생

물 현탁액을 제조하여 −80oC에서 보존하여 유전적 변이를 최소

화 하였다(13).

시험균주의 포집 및 계수

MRS broth에 0.2% bromophenol blue (BPB, Fisher Scientific

Co., Springfield, New Jersey, USA) 지시약 1%를 첨가하여

MRS-BPB 배지를 제조하였다. 미생물 현탁액 100 µL을 도말 후

30oC에서 36-48시간 동안 배양하여 미생물 군집의 숫자를 계수

하였다.

동결건조

실험 균주의 초기농도를 각각 2.8×109 CFU/mL로 고정한 후,

균 현탁액 1 mL과 동결보호제 용액 1 mL을 혼합하여 동결보호

용액이 유산균에 충분히 확산되게 하기 위하여 1시간 동안 보관

한 후 2시간 동안 −20oC에서 보관한 후 −80oC에서 2시간 보관

하여 냉동시킨 후 동결건조기(EYELA Co., Tokyo, Japan)를 이

용하여 −80oC에서 24시간 동안 동결건조 하였다(14-17). 

보호제 종류별 유산균의 생존율 검정

김치미생물 생존율 향상을 위한 동결건조보호제로 식품첨가등

급의 탈지유(Difco, Detroit, MI, USA), 효모추출물(Difco, Detroit,

MI, USA), 콩가루(TATUA, Morrinsville, NewZealand), Trehalose

(WAKO, Osaka, Japan)를 사용하였다. 각 보호제 농도를 10%(v/v)

로 설정하고 0.9% 생리식염수를 대조구로 사용하여 동결건조 후

생존율을 비교하였다. 각 보호제를 1:1의 비율로 혼합하여 보호

제의 최종농도 10%가 되도록 설정하고 동결보호제 조합에 의한

유산균 생존율의 상승효과를 검증하였다.

통계처리

실험 결과는 3회 반복 측정하여, 그 평균값으로 나타내었으며,

SPSS (Statistical Package for Social Sciences, version 19, SPSS

Inc, Chicago IL, USA), software package 프로그램을 이용하여 분

산분석(Analysis of variance, ANOVA)과 시료간의 차이 유무를 파

악하기 위한 Duncan’s multiple range test로 p<0.05의 수준에서

유의차 검정을 실시하였다.

결과 및 고찰

보호제별 김치미생물의 생존율 검정

네 가지 식품첨가등급의 동결보호제를 첨가하여 김치미생물의

동결보호효과를 검정한 결과 모든 경우에서 동결보호제를 사용

Fig. 1. Viability of lactic acid bacteria, e.g., W. cibaria SW1-1 (A), Lb. plantarum A-1 (B), Lb. sakei 2-12 24 (C) and Leu. citreum 3526 (D)

during freeze drying process depending on different protective agents. SM, Skim milk; YE, Yeast extract; SP, Soy powder; T, Trehalose.
Data were expressed as mean±SD (n=3). Different characters were significantly different (p<0.05).
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하지 않은 처리구보다 생존율이 증가하였다(Fig. 1). 네 가지 균

주 모두에서 콩가루를 보호제로 사용하였을 경우 보호효과가 우

수하여 Lb. sakei 2-12 24 균주의 경우 동결건조 직후 93%의 가

장 높은 생존율을 나타내었다. W. cibaria SW1-1 및 Lb. plan-

tarum A-1의 경우에서도 각각 88%와 89%의 높은 생존율을 기

록하였다. Leu. citreum 3526의 경우에서도 90%의 생존율을 나타

내었다. 콩은 단백질, 섬유질, 무기질, 지질, 각종 비타민 등과

lysine을 비롯한 다양한 아미노산류가 풍부한 식품소재로서(18-20),

본 연구에서 동결보호제로 선정한 콩가루는 식품첨가등급의 경

제적인 소재로 동결건조 중 실험균주를 보호해 주는 역할을 수

행하여 동결건조 중 김치미생물의 생존율 향상에 크게 기여하였

다. 일반적으로 동결보호제로 널리 사용되고 있는 탈지유는 식품

에 첨가할 경우 풍미에 영향을 미칠 수 있으며 또한 섭취 시 유

당소화 불량 및 유당불내증 환자의 경우 섭취하는데 어려움이 있

으나 콩가루를 사용할 경우 이러한 점을 개선할 수 있을 뿐만 아

니라 식물성 단백질과 칼슘 및 철분이 풍부하여 단백질이 보강

되고 풍미가 향상될 수 있다. 본 실험에 사용한 콩가루는 9.7%

의 질소함량과 sodium, phosphorus, chloride, potassium, calcium

등의 무기염류가 함유되어 동결건조 과정 중 탈지유에 비해 높

은 보호효과가 나타난 것으로 사료된다. 효모추출물 처리구에서

도 60%이상 보호효과를 기록하여 동결보호제로서의 가능성을 제

시하였고, 일반적으로 유산균의 동결보호제로 사용되는 탈지유

처리구에서 실험균주의 생존율은 각각 50-60% 수준으로 나타내

어 본 연구결과 중 보호효과가 뛰어난 콩가루보다 비교적 낮은

수준이었다. 천연 비환원성당인 trehalose는 단백질의 동결에 의

한 보호작용 건조에 따른 세포 보호 작용 등을 수행하여 미생물

의 생명 보전 및 건조에 의한 영향에 작용하는 보호물질로서(21),

W. cibaria SW1-1 및 Lb. plantarum A-1 균주의 경우 20% 미만

의 낮은 생존율을 기록하였으나, Lb. sakei 2-12 24와 Leu. citreum

3526의 경우에는 각각 75%, 63%의 비교적 높은 생존율을 나타

내어 미생물의 종류에 따른 생존율의 차이를 확인하였다. 또한

동결 보호제 종류별 유산균의 생존율에 미치는 효과는 균의 차

이, 보호제 농도의 차이 등에 영향이 있는 것으로 나타났다.

이상 사용된 식품첨가등급의 네 가지 보호제는 유산균제제의

동결보호효과가 탁월하여 건조과정 중 미생물의 생존율을 극대

화 시키는 장점이 있다. 실제 미생물제제의 제조 시 동결건조 중

발생하는 유산균의 손실을 최소화하여 초기비용을 줄일 수 있을

것으로 판단된다. 향후 내산성, 내답증성, 장내부착능 향상을 고

려한 보호제 조합이 연구된다면 김치미생물을 이용한 미생물첨

가제 및 장내균총 조절용 프로바이오틱스 제품개발 등 다양한 산

업적 이용방안에 사용될 수 있을 것이라 사료된다.

동결건조 보호제 농도에 따른 김치 미생물 생존율 조사

보호제 별 실험균주의 생존율이 가장 우수한 콩가루를 사용하

여 농도에 따른 영향을 조사하였다. 모든 실험균주에서 동결건조

후 생존율은 콩가루 농도 의존적으로 증가하지 않았다. Leu.

citreum 3526 균주의 경우 콩가루 10% 처리구에서 동결보호 직

후 94%의 가장 높은 생존율을 기록하였으며, 15% 및 20%로 증

Fig. 2. Viability of lactic acid bacteria, e.g., W. cibaria SW1-1 (A), Lb. plantarum A-1 (B), Lb. sakei 2-12 24 (C) and Leu. citreum 3526 (D)
during freeze drying process depending on the content of soy powder. Data were expressed as mean±SD (n=3). Different characters were
significantly different (p<0.05). 
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가하였을 때 생존율은 각각 88%, 64%로 감소하는 경향을 나타

내었다(Fig. 2). W. cibaria SW1-1, Lb. plantarum A-1 및 Lb.

sakei 2-12 24 균주의 경우에서도 Leu. citreum 3526와 유사한 경

향을 나타내어 10% 처리구에서 각각 88%, 89%, 93%의 높은 생

존율을 나타내었지만, 15%이상 증가하였을 때 유산균의 생존율

은 70-84% 수준으로 동결보호효과가 감소하였다. 이는 유산균의

동결건조 시 탈지유의 농도를 10%에서 15%로 증가하였을 때 생

존율이 58%에서 42%로 감소하였던 임 등(22)의 연구 결과와 유

사한 경향을 나타내었다. 동결건조 중 유산균 보호효과가 극대화

될 수 있는 동결보호제의 적정농도가 있다고 판단되었다.

동결건조 보호제 조합에 따른 김치 미생물 생존율 검정

두 가지 동결보호제를 조합에 따른 김치 미생물의 모든 경우

에서 40% 이상의 생존율을 나타내었다. 특히, Lb. sakei 2-12 24

균주의 경우 탈지유와 콩가루를 조합하여 동결보호제로 첨가하

였을 때, 79%의 생존율을 나타내어 10% 탈지유를 단독으로 처

리하였을 경우보다 상승효과를 나타내었다. 효모추출물의 경우

단독으로 사용하였을 경우보다 콩가루나 탈지유를 혼합하여 사

용하였을 때 10-20%의 보다 높은 생존율을 나타내었다. Trehalose

처리구의 경우에도 단독으로 사용하는 것 보다 콩가루나 탈지유

와 조합하여 사용하였을 경우 김치 미생물의 생존율이 약 5% 증

가하였다. Zayed 등(23)에 의하면 trehalose를 단독으로 사용할 경

우 34%의 생존율을 보였지만 탈지유나 설탕과 혼합하여 사용할

경우 78% 이상의 생존율을 나타내어 보호제 혼합 사용시 생존

율 상승 효과를 확인하였다. W. cibaria SW1-1 균주에서도 효모

추출물과 탈지유를 조합하여 동결보호제로 첨가하였을 때 66%

의 생존율을 나타내었고, 효모추출물과 콩가루를 조합한 처리구

에서는 76%의 생존율을 나타내어 10% 탈지유를 단독으로 처리

하였을 경우 62% 생존율보다 비교적 높은 상승효과가 있는 것

으로 나타났다. Trehalose를 탈지유나 콩가루와 조합한 처리구에

서는 각각 48%, 65%의 생존율을 나타내어 상기 조합은 동결보

호제로 사용하는 것은 적합하지 않다고 판단하였다. Lb. plantarum

A-1균주의 경우 탈지유와 콩가루를 조합한 처리구에서 85%의 생

존율을 나타내어 탈지유 단독 처리구의 생존율에 보다 24% 상

승하였다. Leu. citreum 3526의 경우에서도 효모추출물 단독으로

사용시 50%의 생존율을 나타내었으나 콩가루와 효모추출물을 혼

합하여 사용한 보호제의 생존율은 80%로 혼합하여 사용한 처리

구에서 보호효과가 30% 상승하였다. Otero 등(24)에 의하면 동결

보호제로서 탈지유 6%를 단독으로 사용하는 것 보다 유당과 설

탕을 탈지유에 각각 혼합하여 사용한 처리구에서 보호효과가 10%

이상 상승된다고 보고하였다. 본 연구에서도 탈지유 단독처리구

보다 콩가루와 1:1 조합인 경우 생존율의 증가를 확인하였다.

요 약

김치제조가 미생물첨가에 따른 발효조절로 패러다임이 변화함

에 따라 김치에서 분리한 유용 미생물의 분말형 제제 기술을 위

한 식품첨가등급의 우수한 보호제를 탐색하고자 하였다. 모든 실

Fig. 3. Viability of lactic acid bacteria, e.g., W. cibaria SW1-1 (A), Lb. plantarum A-1 (B), Lb. sakei 2-12 24 (C) and Leu. citreum 3526 (D)

during freeze drying process depending on the combination of different protective agents. SM, Skim milk; YE, Yeast extract; SP, Soy
powder; T, Trehalose. Data were expressed as mean±SD (n=3). Different characters were significantly different (p<0.05).
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험균주에서 보호제를 사용할 경우 무처리구보다 높은 생존율을

나타내었고, 특히 10% 콩가루를 동결보호제로 사용하였을 때

90% 수준의 높은 보호효과를 나타내었다. 콩가루의 농도를 증가

시킨 경우 동결건조 후 실험균주의 생존율은 농도 의존적으로 증

가하지 않았다. 두 가지 보호제를 1:1의 비율로 조합하여 적용할

경우 생존율 향상에 관한 상승효과는 관찰되지 않았다.
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