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저분자 해양성 콜라겐과 γ-Aminobutyric Acid 생성 Lactobacillus brevis 
CFM20을 함유하는 이중코팅캡슐의 제조 및 특성
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Preparation and Characterization of Double-Layered Coated Capsule 
Containing Low Molecular Marine Collagen and γ-Aminobutyric 

Acid Producing Lactobacillus brevis  CFM20
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ABSTRACT This study was performed to encapsulate low molecular weight marine collagen and γ-aminobutyric 
acid (GABA)-producing lactic acid bacteria to inhibit degradation and improve survival rate during exposure to adverse 
conditions of the gastro-intestinal tract. Calcium-alginate method was used for the manufacture of a double-layered 
coated capsule. The inner core material was composed of collagen and lactic acid bacteria, and the coating materials 
were alginate and chitosan. The sizes and shapes of the double-coated capsule were affected mainly by centrifuge 
speed and pH. Manufactured capsules were observed with a scanning electron microscope and by confocal laser scanning 
microscopy to confirm the micromorphological changes of capsules and bacterial cells. As a result, double-layered coated 
capsules were not degraded at pH 1.2, whereas degradation occurred at pH 7.4. In addition, GABA and collagen 
were maintained in stable state at pH 1.2. Therefore, double-layered coated capsules developed in this study would not 
be degraded in the stomach and could be stably delivered to the small intestine to benefit intestinal and dermatic health.
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서   론

유산균은 자연계에 광범위하게 분포하며 전통적으로 다

양한 발효식품에 이용됐고, 일반적으로 안전하다고 인식되

는 미생물(generally recognized as safe: GRAS)로 여겨진

다(1). 유산균은 숙주에 대하여 이로운 작용을 하는 프로바

이오틱스(probiotics)로서 소화 흡수를 돕고 장내부패를 억

제하며, 설사 변비의 치료 효과, 장내 유해균의 흡착 저해 

및 생장 억제, 비타민의 생성, 혈중 콜레스테롤 저하능, 항암 

효과, 인체의 면역 능력 증강, immunoglobulin의 생산 자극, 

대식세포에 interferon 유도, 신체 부분적 산성화, hypo-

cholesterolemic 효과, mutagenic 물질과의 반응, 항균물

질인 박테리오신의 생성 등 다양한 기능성이 보고되고 있다

(2-7).

γ-Aminobutyric acid(GABA)는 자연계에 널리 분포된 

비단백질 아미노산의 일종으로 포유동물의 뇌나 척수에 존

재하는 신경전달물질이다. GABA는 체내에서 신경전달물

질의 하나인 acetylcholine을 증가시키고, 뇌의 산소공급을 

증가시켜 뇌의 대사를 향상하는 역할을 한다(8). 또한, 

GABA는 혈압강하작용, 통증과 불안증세 완화, 당뇨병 예

방, 불면, 우울증 완화 등과 같은 기능성을 보유하고 있다고 

보고되었다(9-11). 국내 및 일본에서는 식품에서 분리한 유

산균을 이용하여 GABA를 생성하는 균주에 대한 연구가 활

발히 진행되고 있다(12-15). 

콜라겐은 대부분 동물에서 발견되는 단백질로 특히 포유

동물의 살과 결합조직을 구성하는 주요 단백질이다. 콜라겐

의 섭취에서 가장 큰 핵심은 흡수율로서, 분자의 크기가 체

내 흡수율에 영향을 준다. 동물성 콜라겐은 분자구조가 크기 

때문에 흡수율이 낮지만, 해양성 콜라겐은 분자 크기가 작아 

흡수율이 높다. 최근의 여러 논문을 통하여 단백질 가수분해

물로부터 얻어진 펩타이드가 주름 개선, 보습 증진, 탄력 증

가와 특정 피부효능을 나타낼 수 있는 잠재적인 소재로 활용

되고 있다(16). 또한, 콜라겐의 경구 섭취가 머리카락 및 손

톱, 발톱을 강화하고 윤택하게 만들어준다고도 알려져 있으

며 관절이나 뼈에 미치는 작용에 대해 검증하는 연구들이 
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Table 1. General composition of collagen
Characteristics Value
Calories
Crude protein
Carbohydrate
Crude fat
Ash
Moisture

Approximately 3,643 kcal/100 g
101.0%

0.0%
0.0%
0.1%
6.5%

수행되고 있다(17). 

그러나 경구 투여 시 유산균과 해양성 콜라겐은 위장의 

낮은 pH와 담즙산에 의해 사멸과 변성이 될 수 있으므로 

낮은 pH에 대한 방어하는 방법이 필요하다(18-21). 이러한 

필요성에 의해 최근에는 유산균 캡슐화 기술을 이용하여 장

내까지 안전하게 운반하고 장내에서 유산균이 유리될 수 있

도록 하는 연구가 진행되고 있다(22). 캡슐화란 고체, 액체, 

또는 기체상의 물질이 특정 조건에서 외부로 유출될 수 있도

록 작고 밀봉된 캡슐 내로 포장하는 기술이다(23). 캡슐화를 

위한 조건으로는 먼저 외부 환경으로부터 내부 물질을 보호

할 수 있을 만큼의 안정성 및 견고성을 지녀야 하며, 세포에 

손상을 주지 않는 성분으로 미생물의 대사를 고려하여 수분, 

영양분 등이 함께 캡슐화되어야 하며 영양물질이나 세포의 

대사산물이 통과할 수 있도록 반투과성이어야 한다(23-26). 

캡슐 재료 중 갈조류의 세포벽 점질 다당류인 alginate를 이

용한 캡슐 제조 시, 열처리 과정 없이 수용액 상태에서 이루

어지기 때문에 수분 손실에 따른 세포의 파괴를 줄일 수 있

다(23,26). 그러나 alginate 캡슐은 산 및 열에 불안정한 특

징을 지니며 인산염에서는 풀어지는 단점을 가져(27,28), 이

를 보완하려는 방법으로 키토산을 이용하여 이중코팅캡슐

을 제조하여 안정성을 높이는 연구가 보고되어 있다(29).

본 연구에서는 GABA 생성 유산균과 저분자 해양성 콜라

겐 펩타이드를 섭취하였을 경우 체내 위장관의 불리한 조건

에서 유산균이 쉽게 사멸하거나 저분자 해양성 콜라겐이 변

성되는 문제를 해결하고자 캡슐화 방법을 적용하였고, 단일

코팅 하였을 경우 열과 산에 불안정하다는 점을 보완하고자 

키토산을 이용하여 이중코팅캡슐을 제조하였으며, 체내에 

캡슐이 유입되고 내부 물질이 방출되었을 때 유산균과 GABA, 

콜라겐, 키토산들의 다양한 기능적 생리활성을 in vitro test

와 in vivo test로 확인하고자 하였다. 

재료 및 방법

실험재료

본 연구에 사용한 캡슐 제조의 피복 물질로는 sodium al-

ginate(DC Chemical Co., Ltd., Seoul, Korea), calcium 

chloride(Junsei, Tokyo, Japan), chitosan(Sigma-Aldrich 

Co., St. Louis, MO, USA), acetic acid(Samchun, Pyeong-

taek, Korea)가 이용되었으며, 캡슐 분해 시약으로는 so-

dium citrate(Shinyo Chemical Co., Hyogo, Japan)가 이

용되었다. 본 실험에서 사용한 저분자 해양성 콜라겐 펩타이

드는 (주)미드미(Chungju, Korea)에서 공급받아 사용하였

으며, 제공받은 저분자 해양성 콜라겐 펩타이드의 영양성분

표는 Table 1과 같다. 

사용균주 및 배지

본 연구에 사용된 균주는 청주 지역의 가정집에서 직접 

담근 김치로부터 분리된 Lactobacillus brevis(L. brevis) 

CFM20을 사용하였다. 수거한 김치를 0.85%(w/v) NaCl 

(Junsei) 용액을 이용해 십진법으로 희석 후 유산균 증식용 

배지로 이용되는 Lactobacilli MRS broth(Difco, Detroit, 

MI, USA)에 1.5% agar(Junsei)를 첨가한 평판배지에 0.1 

mL씩 평판도말법으로 접종하여 37°C에서 24시간 동안 배

양하였다. 배양 후 미색으로 변한 균락을 잠정적 젖산균으로 

선발하였고, 이를 MRS 배지를 이용해 순수 분리하였다. 이

들 균주는 50%(v/v)의 glycerol(Junsei)이 함유된 MRS 배

지에 접종하여 -70°C의 deep freezer(Ultra-low temper-

ature freezer, MDF-192, Sanyo Electric Biomedical 

Co., Ltd., Osaka, Japan)에 보관하여 사용하였으며, 실험에 

사용하기 전 3회 이상 계대 배양하여 활성화한 후 사용하였다. 

저분자 해양성 콜라겐과 L. brevis CFM20의 캡슐화

본 연구에서 사용한 sodium alginate를 이용한 캡슐 제조 

방법은 Lim과 Moss(25)가 제안한 방법으로 brown sea-

weeds로부터 추출한 alginate를 사용하여 생 세포에 손상을 

주지 않고 droplet 표면에 semipermeable membrane인 

alginate hydrogel이 형성되도록 하는 방법을 응용하여 캡

슐을 제조하였다. 먼저 MRS broth에 L. brevis CFM20을 

5%(v/v) 접종하고 37°C에서 24시간 배양한 후 원심분리기

(SUPRA 30K, Hanil, Kimpo, Korea)로 원심분리(4,000 

rpm, 4°C, 10분) 하여 농축하였고 세포를 saline buffer 

(Sigma-Aldrich Co.)로 2회 세척하였다. 멸균시켜 용해된 

5%(w/v) sodium alginate와 농축 세포, 저분자 해양성 콜라

겐 용액을 2:1:1로 혼합하여 충분히 교반하였다. 이 혼합액

을 peristaltic pump에 flexible tube를 연결하고 그 끝에 

30 gauge needle을 연결하여 용액이 멸균된 15 g/L의 cal-

cium chloride 용액에 적하되도록 제조 후 캡슐의 견고성을 

위하여 30분가량 magnetic bar로 교반하여 alginate 캡슐

을 제조하였고 캡슐을 멸균된 채로 회수한 후 멸균 생리식염

수로 2회 세척하였다. 공초점 현미경(confocal laser scan-

ning microscopy: CLSM)으로 확인한 결과 유백색의 불투

명한 일정한 구형의 1~2 mm 크기의 캡슐이 형성된 것을 

확인하였다.

Alginate를 이용한 캡슐이 산, 열, 인산염에 풀어지는 단

점을 보완하기 위해 alginate와 다전해질(polyelectrolyte)

성 복합체를 형성하는 chitosan을 이용하여 이중코팅처리

를 하였다. 1%(w/v) acetic acid에 chitosan 1%(w/v)를 첨

가한 후 4°C에서 24시간 녹인 용액에 앞서 제조한 alginate 
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캡슐을 넣어 30분간 교반하여 코팅처리를 한 후 증류수로 

2회 세척하였다(29). Chitosan 코팅 후 CLSM으로 다시 확

인한 결과 캡슐의 크기가 약간 작아진 것을 확인하였다.

생육온도에 따른 L. brevis CFM20의 생육특성

본 연구에 사용한 균주 L. brevis CFM20의 온도에 따른 

생육특성을 분석하기 위해 MRS broth에 5%(v/v)의 균주를 

접종 후 온도조건을 달리한 25, 37, 45°C에서 48시간 동안 

각각 배양하면서 생장곡선, pH 변화 및 GABA양을 측정하

였다. 

생장곡선은 spectrophotometer(Spectro Art 200, 

Wealtec Corp., Sparks, NV, USA)를 이용하여 660 nm에

서 흡광도를 측정하였고, pH의 변화는 pH meter(720P, 

Istek, Seoul, Korea)로 측정함으로써 L. brevis CFM20이 

생산하는 유기산의 양에 의한 pH를 측정하였다. 

GABA양을 측정하기 위한 정량법은 Zhang과 Bown(30)

의 enzymatic GABase assay를 이용하였다. 시료의 전처리

는 1.5 mL Eppendorf microcentrifuge tube(Hamburg, 

Germany)에 시료 100 μL와 메탄올 400 μL를 넣고 잘 섞은 

다음 70°C로 예열된 항온수조(BW-20G, JEIO TECH, Dae-

jeon, Korea)에서 30분 동안 완전 건고시킨 후 70 mM LaCl3 

1 mL를 가하여 200 rpm, 25°C에서 교반시켜준 뒤 원심분

리(10,000 rpm, 4°C, 5분) 하고 상등액 700 μL와 0.1 M 

KOH 160 μL를 1.5 mL Eppendorf tube에 취한 후 5~10분

간 교반시켜준 뒤 이를 다시 원심분리(10,000 rpm, 4°C, 

5분) 한 후 상등액 110 μL를 0.5 M K4P2O7 220 μL와 섞어 

희석한 것을 사용하였다. 

GABA 정량 및 표준곡선 작성은 1 mM GABA, 0.5 M 

K4P2O7, 4 mM NADP, 2.0 units gabase/mL를 혼합하여 

96-well plate에 넣어준 후 340 nm에서 흡광도를 측정

(initial A)하고, α-ketoglutarate를 가하여 1시간 동안 실온

에서 방치한 후 spectrophotometer로 340 nm에서 흡광도

를 측정(final A)하여 그 차이(initial A－final A) 값을 이용

해 GABA를 정량하고 표준곡선을 작성하였다.

저분자 해양성 콜라겐과 L. brevis CFM20의 혼합배양

MRS broth에 L. brevis CFM20과 농도별로 제조한 저분

자 해양성 콜라겐 용액을 1:1로 혼합 접종한 후 최적온도로 

설정한 37°C에서 48시간 배양하여 단독 접종 시의 배양과 

비교하였다. L. brevis CFM20과 저분자 해양성 콜라겐의 

혼합 배양한 것을 1 mL씩 취하여 saline buffer(Sigma- 

Aldrich Co.)로 단계 희석 후 MRS agar에 도말하여 생균수

를 측정하였다.

캡슐 재료가 균체의 생존율에 미치는 영향

캡슐의 1차 외각을 이루는 물질인 sodium alginate는 항

균성을 가지고 있다는 연구가 보고되어(31), 캡슐 제조 시 

유산균에 미치는 영향을 분석하였다. 캡슐 제조 시 사용되는 

농도인 5%의 alginate 용액을 상압 하에서 가열하여 제조한 

후 원심분리(4,500 rpm, 4°C, 5분)를 통해 농축된 균체와 

고르게 혼합하였다. 시간대별(0, 5, 10, 20, 30분)로 1 mL씩 

취하여 saline buffer로 단계 희석 후 MRS agar에 평판 도

말하여 생균수를 측정하였다.

Calcium chloride가 캡슐을 형성할 때 균체에 미치는 영

향을 알아보기 위하여 L. brevis CFM20 1 mL를 원심분리 

하여 배양액을 제거한 후 캡슐 제조 시 사용하는 농도인 15 

g/L calcium chloride 용액 1 mL와 섞은 뒤 방치하였다. 

일정 시간 후 다시 원심분리 하여 calcium chloride와 균체

를 분리한 뒤 분리된 균체를 단계 희석하여 MRS agar에 

평판 도말하여 생균수를 측정하였다.

완성된 캡슐의 생균수 측정을 위하여 사용되는 0.1 M 

sodium citrate 용액이 균체에 미치는 영향을 알아보기 위

하여 원심분리 된 1 mL의 균체에 1 mL의 0.1 M sodium 

citrate 용액을 가한 뒤 시간대별로 방치한 후 다시 원심분리

를 통하여 균체와 sodium citrate 용액을 분리하여 saline 

buffer로 단계 희석 후 MRS agar에 평판 도말하여 생균수

를 측정하였다.

캡슐의 형태 및 세포 관찰

캡슐 내부의 L. brevis CFM20의 포집 상태를 보기 위하

여 캡슐 제조 전에 균체를 0.1% pyronin Y(Sigma-Aldrich 

Co.)로 10분간 염색한 후 3번의 수세 과정을 거쳐 캡슐 제조

를 하였으며 제조된 캡슐을 0.03% fluorescein isothio-

cyanate(FITC)(Sigma-Aldrich Co.)에 10~15분간 침지시

킨 후 입체적 조직 영상을 얻을 수 있고 레이저 광 투과에 

의해 표본 내부를 스캔할 수 있는 CLSM을 이용하여 광학적 

절편(optical sectioning)으로 연속적 영상을 재구성하여 관

찰하였다(31-33).

캡슐 외막을 관찰하기 위해 상온에서 24시간 건조한 캡슐

을 고정한 후 critical point dryer에서 20분간 건조하고 

-80°C에서 7분간 금속 코팅하여 다시 건조한 후 scanning 

electron microscopy(SEM)를 이용하여 관찰하였다(33).

pH에 따른 이중코팅캡슐의 형태를 관찰하기 위해 제조된 

이중코팅캡슐을 pH 1.2와 pH 7.4의 PBS 용액에 0, 6, 12, 

24시간 처리한 후 시간에 따른 캡슐의 형태 변화를 광학현

미경(BX60F5 microscopy, Olympus, Tokyo, Japan)을 이

용하여 관찰하였다. 

체내 위와 장내 조건에서의 변화 관찰

L. brevis CFM20을 MRS broth에서 2회 계대배양 한 후, 

1 mL를 취하여 4,500 rpm, 4°C, 10분간 원심분리기로 농축

하여 배양액을 제거하고 체내 위와 장내 조건을 조성하기 

위하여 PBS 용액으로 인공위액과 인공 장액을 pH 1.2, pH 

7.4로 조절하였다. 농축된 균체를 pH 1.2의 PBS 용액 1 

mL에서 0, 1, 2, 3시간 동안 처리한 후, pH 7.4 용액으로 

옮겨주고 0, 1, 2, 3시간대별로 생균수를 측정하였다. 시간
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Fig. 1. Growth curve of Lactobacillus brevis CFM20.

대별로 방치한 후 원심분리 하여 PBS 용액을 제거하고 농축

된 균을 saline buffer로 단계 희석 후 MRS agar에 평판 

도말하여 생균수를 측정하였다(31).

이중코팅캡슐의 L. brevis CFM20의 생균수를 알아보기 

위하여 상기와 같은 방법으로 수분을 제거한 캡슐 1 g을 취해 

pH 1.2로 보정해 놓은 PBS 용액 1 mL에 넣고 시간대별로 

0, 1, 2, 3시간 동안 방치한 후 캡슐을 pH 7.4의 PBS 용액 

1 mL에 옮겨준 후 시간대별로 0, 1, 2, 3시간 동안 생균수를 

측정하였다. 생균수를 측정하기 위해 PBS 용액을 제거하고 

캡슐을 분해할 수 있는 용액을 1 mL 넣은 후 상온에서 vor-

texing을 통해 완전히 녹을 때까지 10~15분간 교반 분해하

였다. 시료 용액 1 mL를 취해 saline buffer로 단계 희석 후 

MRS agar에 평판 도말하여 생균수를 측정하였다. 캡슐 물질

의 분해는 0.1 M sodium citrate(pH 8.0) 용액을 사용하였으

며 0시간대의 총 유산균 수는 pH를 조절하지 않은 시료에 분

해 용액을 처리하여 같은 방법으로 측정한 생균수로 하였다. 

이중코팅 캡슐화된 L. brevis CFM20의 GABA가 방출되

는 양상과 안정성을 알아보고자 캡슐을 침지시킨 후 시간대

별로 용액 중의 GABA 함량을 측정하였다. 수분을 제거한 

캡슐 1 g을 취해 pH 1.2의 PBS 용액 1 mL에서 0, 1, 2, 

3시간 동안 처리한 후, pH 7.4 용액으로 옮겨주고 0, 1, 2, 

3시간대별로 용액 중의 GABA 함량을 측정하였다.

이중코팅캡슐의 저분자 해양성 콜라겐이 pH와 시간에 따

라 방출되는 양상을 관찰하기 위하여 콜라겐의 특징적인 아

미노산인 hydroxyproline 함량을 측정하였다(16). 수분을 

제거한 캡슐 1 g을 취해 pH 1.2와 pH 7.4로 보정해 놓은 

PBS 용액 1 mL에 넣고 시간대별로 0, 1, 2, 3시간 동안 방치

한 후 PBS 용액을 취하여 hydroxyproline 함량을 측정하였

다. 표준물질과 샘플을 100 μL 취한 후 12 M HCl을 100 

μL 첨가하고 120°C에서 3시간 동안 가수분해 한 다음 활성

탄을 넣고 섞어준 후 원심분리(13,000×g, 2분) 하였다. 

96-well plate에 상등액 10~50 μL를 옮겨준 후 60°C에서 

건조한 뒤 chloaramine T/oxidation buffer 혼합물을 100 

μL씩 첨가하였다. 혼합 용액을 상온에서 5분간 방치하고 희

석된 dimethylamine borane 시액을 100 μL씩 첨가하여 

60°C에서 90분간 방치한 후 560 nm에서 흡광도를 측정하

고 표준곡선을 작성하였다(34).

동물실험

(주)중앙실험동물(Seoul, Korea)에서 분양받은 체중 60 

~100 g 내외의 수컷 Sprague-Dawlet계 흰쥐를 항온 항습

장치가 부착된 사육장에서 고형사료와 물을 충분히 공급하

면서 실험실 환경(실내온도 24±2°C, 습도 55±5%, 12시간 

dark/light)에 일주일 이상 적응시킨 후 4주 동안 실험을 진

행하였고 각 군당 8마리씩 하여 실험군은 총 3군으로 Con-

trol군(일반식이), Sample 1군(일반식이+저분자 해양성 콜

라겐 캡슐), Sample 2군(일반식이+저분자 해양성 콜라겐

과 GABA 생성 유산균을 함유한 이중코팅캡슐)으로 나누어 

일반사료에 각각 혼합물을 혼합한 고형 배합 사료를 일일 

섭취량을 고려하여 사육하였다. 군 분리 시행 후 일주일에 

한 번씩 각 군의 평균체중에 대한 군 간 차이를 분석하였다.

혈액 내 hydroxyproline 함량과 혈청 중의 지질 농도 분

석을 위하여 4주간 사육한 흰쥐를 실험종료일로부터 12시

간 절식시키고 ethyl ether로 마취하여 개복한 후 복대동맥

에서 혈액을 채취하여 군별로 total cholesterol, total, tri-

glyceride, low density lipoprotein(LDL)-cholesterol, 

high density lipoprotein(HDL)-cholesterol의 수치를 분

석하였다. 피부의 조직학적 형태 비교를 위해 실험 종료 후 

등 쪽 피부조직을 1 cm×1 cm로 채취하였다. 이 피부조직은 

10% 중성포르말린 용액에서 충분히 고정되었고, 통상적인 

조직 처리 과정을 거친 다음에 파라핀에 포매하였다. 병리 

조직학적인 관찰을 위하여 마이크로톰(microtome)을 이용

하여 3 mm의 절편을 만들어 슬라이드를 제작한 후 haema-

toxylin과 eosin으로 염색하고 광학현미경상에서 관찰하였

다. 실험 방법은 충북대학교에 설치된 동물실험윤리위원회

의 승인을 득하였으며, 모든 실험 과정은 제시된 원칙에 따

라 수행되었다(CBNUR-559-13).

통계처리

통계처리는 SPSS/Windows 18.0(IBM, Chicago, IL, 

USA)을 이용하여 분석하였고, 결과는 평균±표준편차로 나

타내었다. 각 항목은 일원배치 분산분석(one-way ANOVA)

을 시행하여 Duncan’s multiple range test로 신뢰 수준 

P<0.05에서 평균값들에 대한 그룹 간의 유의성 차이를 검증

하였다.

결과 및 고찰

생육온도에 따른 L. brevis CFM20의 생육특성

L. brevis CFM20의 최적 생장온도를 알아보기 위하여 

배양온도를 25°C, 37°C, 45°C로 조절하여 균의 증식에 미

치는 온도의 영향을 생장곡선을 통하여 나타내었다(Fig. 1). 

그 결과 25°C와 37°C의 경우에는 12시간 이후부터 급격한 

증식을 보였으며, 45°C의 경우에는 증식이 더디게 진행되다
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Fig. 2. pH changes of Lactobacillus brevis CFM20.
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Fig. 4. Cultivation of Lactobacillus brevis CFM20 with collagen.
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가 더 생육하지 못하는 것을 확인하였다. 따라서 25°C와 37 

°C 증식이 가장 양호하였으며 37°C가 생육속도가 가장 빠

른 것으로 확인되었다.

25°C, 37°C, 45°C에서 48시간 동안 배양하면서 pH를 측

정한 결과 25°C와 37°C는 12시간까지는 일정한 pH를 유지

하다가 12시간 이후부터는 감소하는 양상을 보였다(Fig. 2). 

45°C의 경우에서는 시간이 지남에 따라 pH 변화가 거의 없

었다. 따라서 37°C에서의 균이 가장 많은 유기산을 생성한 

것으로 확인하였고 배양시간과 생산되는 유기산의 양을 고려

하였을 때 캡슐화하기에는 37°C가 유리한 것으로 판단된다.

생육온도에 따른 GABA 생성량을 알아보기 위하여 온도별 

생장곡선에서 최대 균 농도를 보인 24시간대의 온도별 배양

액에서의 GABA 생성량은 각각 305.545 μg/mL, 400.000 

μg/mL, 60.606 μg/mL로 37°C에서 가장 많은 GABA가 생

성되었다(Fig. 3). 생육온도에 따른 생장곡선과 pH 변화, 

GABA 생성량의 결과로 미루어 보아 최적 배양온도를 37°C

로 설정하였다.

저분자 해양성 콜라겐과 L. brevis CFM20의 혼합배양

균을 단독배양과 콜라겐을 혼합하여 배양한 경우 균의 생

존율에 영향을 미치는가를 알아보기 위하여 실험을 진행한 

결과 전체적으로 생균수의 큰 차이는 보이지 않았지만, 단독

으로 배양한 것보다 콜라겐을 혼합하여 배양한 것이 약간 

높은 수치를 나타낸 농도를 확인하였다(Fig. 4). 그중 단독

으로 배양한 경우의 8.1×108 CFU/mL의 생균수에 비하여 

20%의 콜라겐 용액을 혼합하여 배양한 경우에는 9.4×108 

CFU/mL로 가장 많은 생균수를 확인하였으며, 캡슐 제조 

시 이용될 콜라겐 용액의 농도를 20%로 설정하였다. 

캡슐 재료가 균체의 생존율에 미치는 영향

Alginate로 유산균을 캡슐화한 경우에 발효가 진행됨에 

따라 점차 캡슐 내 미생물 수는 증가한다고 보고되었으며, 

calcium alginate를 이용하여 캡슐화한 경우에는 bacter-

iophage로부터 보호되는 현상이 나타났고 이는 alginate 

gel이 bacteriophage로부터 물리적으로 세포를 보호한다

고 하였다(30). Alginate가 균체에 미치는 영향을 알아보기 

위해 캡슐 제조 시 사용되는 5% sodium alginate에 유산균

을 첨가한 후 시간대별로 생균수를 조사한 결과, 초기에 측

정된 균수가 시간에 따라 감소하는 양상을 나타내었으며 60

분이 지난 후의 최종 측정치는 초기 균수에 약 45% 정도의 

균수가 감소하는 것으로 나타났다(Fig. 5). 이 결과는 algi-

nate의 성질 중 병원성 균에 대한 항균성이 보고된 결과와 

일치하며(29), 캡슐 제조 시 alginate와 균체의 접촉 시간을 

되도록 단축하는 것이 캡슐화된 균의 활성에 유리할 것으로 

생각한다. 

Sodium alginate를 이용한 캡슐 제조 시 alginate는 화학

적으로 2개의 나트륨이온을 갖고 있어 calcium chloride의 

1개 칼슘과 치환되고 양이온 교환에 의해 가교 결합을 하며, 

수용성 겔 또는 구형을 형성하는 특징을 가지고 있어 인체에 

유용한 미생물을 쉽게 넣을 수 있다(18). 캡슐 제조 조건과 

같은 조건을 형성한 후 시간대별로 생균수를 측정하여 그 

영향을 살펴본 결과, 초기 균수에 반해 10분 후의 균수는 

약 31% 감소하였고, 60분 후의 최종 생균수 측정 결과 약 
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Fig. 6. Optical sections of confocal lager scanning microscopy for double-layer coated capsule.

           A                  B                   C

Fig. 7. Multi-color images of confocal lager 
scanning microscopy for double-layer coated 
capsule for sodium alginate and Lactobacil-
lus brevis CFM20. (A) Capsule shell dyed 
with FITC. (B) Capsule shell dyed with pyro-
nin Y. (C) Lactobacillus brevis CFM20 inside 
the capsule dyed with pyronin Y. 
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Fig. 5. Effects of capsule materials on Lactobacillus brevis
CFM20.

50%의 균이 사멸한 것으로 측정되었다(Fig. 5). 이 결과로 

미루어 보아 calcium chloride는 균체의 활성에 상당한 영

향을 주기 때문에 되도록 균체와 calcium chloride가 접촉

하는 시간을 단축하는 것이 유산균을 캡슐화하는 데 유리하

다고 생각한다. 

Sodium alginate를 이용하여 유산균 캡슐을 제조한 후 

생균수의 측정을 위해서는 캡슐을 용해해야 한다. 본 실험에

서는 0.1 M sodium citrate를 캡슐 분해 시약으로 사용하였

으며, 60분 동안 sodium citrate와 농축된 균체를 방치한 

후 생균수를 조사해 본 결과 초기 균수에서 20분 경과시간 

동안 균수는 초기 균수의 90% 이상을 유지했으며, 최종 생

균수는 초기보다 20% 정도 감소한 것으로 나타났다(Fig. 

5). 위의 결과로 미루어보아 0.1 M sodium citrate 용액은 

균체에 별다른 영향을 미치지 않는다고 판단된다.

캡슐의 형태 및 세포 관찰

이중코팅캡슐의 형태 및 내부의 세포를 관찰하기 위하여 

confocal laser scanning microscopy를 이용하였다. 캡슐 

제조 시 pyronin Y로 균체를 염색한 후 여러 번의 수세 과정

을 거친 후에 캡슐화된 L. brevis CFM20의 형태를 관찰하

였다. 제조된 이중코팅캡슐을 FITC로 염색하여 위에서 광

학 절편으로 관찰하였다(Fig. 6). 왼쪽에서 오른쪽으로 갈수

록 내부에서 외부로의 광학적 절편을 나타내며, alginate 캡

슐은 FITC로 염색 시 내부까지 침투하지 못하고 겉 부분만 

염색이 되어 내부의 세포 포집 상태는 볼 수 없어 캡슐의 

형태를 400배로 하고 optical sectioning 하여 montage로 

관찰하였다. 캡슐 내부의 고정화된 L. brevis CFM20은 실

사 형태가 아닌 단일 간균 형태로 보였으며 균이 내부에 포

집되어 있는 것을 확인하였다(Fig. 7). 형광을 달리하여 관

찰한 캡슐을 나타낸 결과로 FITC 형광을 나타내는 (A), py-

ronin Y 형광을 나타내는 (B), (A)와 (B)를 겹쳐놓은 것이 

(C)이다(Fig. 8). 캡슐의 단면을 관찰한 결과, (A)는 FITC로 

염색된 캡슐의 외막을, (B)는 pyronin Y로 염색된 캡슐 내부

의 균체를 나타내고 있으며 (A)와 (B)를 겹친 (C)는 캡슐 

내부에 균체가 포집되어 있는 것을 확인하였다(Fig. 9). 

단일 코팅한 alginate 캡슐과 chitosan을 처리한 이중코

팅캡슐의 캡슐 표면을 SEM을 이용하여 관찰하였다(Fig. 

10). Alginate 캡슐의 표면은 비교적 엉성한 polymatrix를 

형성하여 많은 얇은 격막으로 이루어져 있으며, 여러 군데 

공동을 형성하여 염산에 의한 침투 및 수분의 손실을 받을 

가능성이 있고 세포가 외부로 유출될 수 있다. 이를 30분간 

chitosan으로 처리한 캡슐이 alginate와 chitosan의 가교 

결합에 의해 좀 더 촘촘한 구조를 통하여 비교적 안정한 막

을 형성하였다. 연구에 따르면 chitosan 처리 후 캡슐 크기

가 약 6~16% 정도 감소를 했다고 보고되었는데(31), 이는 

alginate 캡슐 내부로 chitosan의 침투에 의한 확산 및 막 

내부로의 cross-linkage와 관련이 있는 것으로 보고되어 

있다. 본 실험에서도 역시 30분간의 교반 후 캡슐 크기가 

줄어들었으며 외형적으로도 더 단단해진 것을 확인하였다.

pH와 시간 변화에 따른 이중코팅캡슐의 형태 변화를 광

학현미경을 이용하여 관찰하였다(Table 2). 그 결과 pH 1.2
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           A                   B                   C

Fig. 8. Image of capsules containing Lactoba-
cillus brevis CFM20 using confocal lager 
scanning microscopy. (A) sodium alginate, (B)
Lactobacillus brevis CFM20, and (C) merged 
image of (A) and (B).

           A                   B                   C

Fig. 9. Images of optical sections for capsules 
containing Lactobacillus brevis CFM20 using 
confocal lager scanning microscopy. (A) so-
dium alginate, (B) Lactobacillus brevis CFM 
20, and (C) merged image of (A) and (B).

            A                      B 
Fig. 10. Scanning electron microscope images of the outer sur-
face of (A) alginate capsule and (B) alginate capsule treated with
1% chitosan.

Table 2. Comparison of double-layer capsule shape at 0, 6, 12,
24 h in pH 1.2 and pH 7.4 

pH
Time (h)

0 6 12 24
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Fig. 11. Survival of Lactobacillus brevis CFM20 in gastric and 
intestinal condition, pH 1.2 and pH 7.4. Values are the mean±
standard deviation of triplicate experiments. Different letters (a- 
f) above the line are significantly different P<0.05 by Duncan’s
multiple range test.

의 경우 시간이 지남에 따라 이중코팅캡슐의 형태는 유지하

면서 약간 부풀어 오르는 상태를 나타내었지만 비교적 안정

한 구형의 형태를 나타내었다. 그러나 pH 7.4의 경우에는 

시간이 지남에 따라 붕해가 일어나면서 24시간 때에는 완전

히 분해된 것을 확인하였다.

체내 위와 장내 조건에서의 변화 관찰

이중코팅 캡슐화된 L. brevis CFM20을 인공위액의 조건

인 pH 1.2에 노출한 후 연속으로 인공장액의 조건인 pH 

7.4에 노출해 시간 변화에 따른 균의 생존율을 측정하였다

(Fig. 11). 인공위액의 조건인 pH 1.2에 처리한 결과, L. 

brevis CFM20은 초기 8.43 log CFU/mL였던 균수가 배양 

시간이 지남에 따라 3시간 이후에는 4.28 log CFU/mL로 

균수가 약 50% 감소하였다. 그러나 캡슐화한 L. brevis 

CFM20의 경우 초기 7.27 log CFU/mL였던 균이 3시간 이

후 5.91 log CFU/mL로 균수가 약 18% 감소하여 균수의 

감소폭이 적은 것을 확인하였다. 인공위액조건에 노출시킨 

후 연속으로 인공장액의 조건인 pH 7.4에 처리한 결과, L. 

brevis CFM20은 배양 시간이 지남에 따라 균수가 초기 
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Table 3. Comparison of weight gains of rats

Group1) Weight gains (g)
Initial Final Gain

Control
Sample 1
Sample 2

150.63±9.08a2)3)

149.53±7.35a

146.44±8.57a

341.25±11.25a

323.75±10.56ab

317.44±10.31b

190.63±15.98a

174.23±13.28b

171.00±12.86b

1)Control group, normal diet; Sample 1 group, normal diet+colla-
gen capsule; Sample 2 group, normal diet+double-layer capsule.

2)Values are the mean±standard deviation of triplicate experi-
ments.

3)Different letters within a column are significantly different at
P<0.05 by Duncan’s multiple range test.
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Fig. 13. Cholesterol contents in rat serum. Groups are the same
as Table 3.
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Fig. 12. Release of γ-aminobutyric acids and hydroxyproline 
from double-layer coated capsule in gastric and intestinal con-
dition, pH 1.2 and pH 7.4. Values are the mean±standard devia-
tion of triplicate experiments. Different letters (a-e) above the 
line that do not share for concentration of γ-aminobutyric acid 
and hydroxyproline are significantly different P<0.05 by Dun-
can’s multiple range test.

Table 4. Hydroxyproline contents in rat serum
Group1) Hydroxyproline (μg/mL)
Control

Sample 1
Sample 2

0.05114±0.01004b2)3)

0.06216±0.00908a

0.06170±0.00737a

1)Group are the same as Table 3.
2)Values are the mean±standard deviation of triplicate experi-

ments.
3)Different letters (a,b) are significantly different at P<0.05 by

Duncan’s multiple range test.

4.28 log CFU/mL에서 3시간이 지난 후 2.32 log CFU/mL

의 생균수를 나타내어 45% 이하로 감소하였지만, 이중코팅

캡슐의 L. brevis CFM20은 초기 균수가 5.91 log CFU/mL

였고 3시간 후에도 5.07 log CFU/mL 정도를 유지하여 14% 

이하로 감소한 것으로 보아 이중코팅캡슐의 L. brevis CFM 

20이 생존율이 더 높은 것을 확인하였다.

이중코팅 캡슐화된 L. brevis CFM20이 pH와 시간에 따

라 GABA와 hydroxyproline이 방출되는 양상과 안정성을 

알아보고자 인공위액과 인공장액의 조건에서의 시간 변화

에 따른 GABA 함량과 hydroxyproline 함량을 측정하였다

(Fig. 12). GABA 함량은 pH 1.2에 처리하였을 경우에는 

3시간이 지날 때까지 50 μg/mL 이하의 낮은 수치를 나타내

었으나, pH 7.4에 처리한 후에는 시간이 지남에 따라 GABA

양이 급격히 증가하는 것을 확인하였다. Hydroxyproline 

함량은 pH 1.2에서 약 0.09 μg/mL의 수치로 시간에 따른 

유의적 차이를 보이지 않았으나, pH 7.4의 경우 0.11947 

μg/mL, 0.13870 μg/mL, 0.15633 μg/mL, 0.17235 μg/mL

로 시간이 지남에 따라 증가하는 양상을 나타내었다. 

동물실험

Control군(일반식이), Sample 1군(일반식이+저분자 해

양성 콜라겐 캡슐), Sample 2군(일반식이+저분자 해양성 

콜라겐과 GABA 생성 유산균을 함유한 이중코팅캡슐)으로 

나누어 일반사료에 각각을 혼합한 고형 배합사료를 섭취하

도록 사육하였다. 4주간 군별로 급여한 결과, 실험동물의 

체중증가량은 콜라겐을 혼합한 Sample 1, 2군이 Control군

보다 무게가 덜 증가한 것으로 확인되었다(Table 3). Sam-

ple 1, 2군의 사료에 혼합된 콜라겐으로 인하여 콜라겐을 

섭취한 군이 혼합하지 않은 사료를 섭취한 Control군에 비

해 체중 증가가 적게 나타난 것으로 생각된다. 

혈청 지질의 농도는 각 그룹의 수치를 비교한 결과 total 

cholesterol과 triglyceride는 Control군과 Sample 1군에 

비해 이중코팅캡슐을 혼합한 사료를 섭취하였던 Sample 2

군의 수치가 낮았고, LDL-cholesterol, HDL-cholesterol

은 Control군과 비슷한 결과를 보여주었다(Fig. 13).

흰쥐의 혈액을 채취하여 분리한 혈청으로 혈액 내 hy-

droxyproline의 함량으로 콜라겐의 영향을 분석한 결과, 

Control군의 평균 hydroxyproline 함량인 0.05114 μg/ 

mL에 비해 Sample 1, 2군이 0.06216 μg/mL와 0.06170 

μg/mL로 더 높은 수치를 나타낸 것을 확인하였다(Table 4). 

콜라겐의 섭취로 인하여 hydroxyproline 함량이 증가한 것

으로 판단된다.

흰쥐의 등 쪽 피부 주형을 채취하여 광학현미경으로 관찰

결과를 그룹별로 나타낸 결과는 Fig. 14와 같다. 실험 결과 

사진을 살펴보면, 진피조직의 구성 및 색상을 비교해볼 때 

Control군은 Sample 1군과 Sample 2군에 비해 진피의 피
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Control

Sample 1

Sample 2

                Fig. 14. Dorsal skin sections of each group. Groups are the same as Table 3.

부조직 밀도가 낮은 것으로 판단되며, Control군, Sample 

1군, Sample 2군의 세 실험군 중 Sample 2군의 진피의 피

부조직 밀도가 가장 높은 것으로 판단된다.

요   약

본 연구는 저분자 해양성 콜라겐과 GABA 생성 L. brevis 

CFM20의 섭취 시 다양한 인체 장내 조건에 의한 유산균의 

사멸과 콜라겐의 분해를 최소화하고자 진행되었다. 유산균

과 저분자 해양성 콜라겐의 안정성을 향상하기 위하여 algi-

nate와 chitosan을 이용하여 이중코팅캡슐을 제조하였다. 

L. brevis CFM20의 온도별 생육특성을 분석하여 캡슐화에 

유리한 배양온도를 조사한 결과 37°C에서 배양한 균의 대수

기가 가장 빠르고 GABA양 또한 400 μg/mL로 가장 높은 

수치를 나타내어 생육속도에서 가장 유리한 것으로 나타났

다. Calcium-alginate bead 법으로 캡슐을 제조한 결과 1~ 

2 mm 사이의 일정한 구형의 캡슐을 제조하였으며, chito-

san을 이용하여 이중코팅캡슐을 제조한 결과 캡슐의 크기가 

감소하였고 외형적으로도 더욱 단단해짐을 확인하였다. 제

조된 이중코팅캡슐을 CLSM과 SEM을 이용하여 관찰한 결

과, chitosan 코팅을 한 이중코팅캡슐의 표면이 alginate와

의 가교결합에 의해 더욱 치밀해짐을 확인하였다. 체내 위와 

장내 조건에서 시간에 따른 이중코팅캡슐의 L. brevis CFM 

20 생균수를 분석한 결과 캡슐화한 경우 균의 감소가 더디
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어 더 안정하다고 판단하였다. 이중코팅캡슐을 체내 위와 

장내 조건에서 시간에 따른 GABA와 hydroxyproline의 용

출량을 분석한 결과 두 경우 모두 위 조건에서는 낮은 수치

를 나타내었고 장내 조건에서는 시간이 지남에 따라 급격하

게 증가한 것을 확인하였다. 동물실험 결과 콜라겐 섭취군이 

비섭취군에 비해 체중증가량, 혈청 지질 농도 등이 적은 것

을 확인하였고, 혈액 내 hydroxyproline 함량, 진피의 피부

조직 밀도가 더 높은 것으로 관찰되었다. 본 연구에서 개발

된 이중코팅캡슐을 섭취하는 경우 위에서는 안정한 상태였

다가 장에 도달한 후 붕해됨으로 인하여, 유산균, GABA, 

콜라겐 및 키토산의 작용으로 인체에 유익한 효과를 기대할 

수 있을 것으로 생각된다. 
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