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사균화 Enterococcus Species 첨가에 의한 요구르트 스타터 
생장에 미치는 영향
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Abstract
Enterococcus species have been reported to produce unique flavoring ingredients in 
fermented dairy products. Generally, they were found in cheese and fermented dairy 
products. Enterococcus spp. produce extracellular polysaccharides and reduce blood 
cholesterol levels in humans. This study used heat-killed E. faecalis and E. faecium in 
yogurt production to increase safety during consumption. The addition of heat-killed E. 
faecalis and E. faecium to milk did not affect the fermentation time of yogurt production, 
the growth of starter cultures, and the viscosity of yogurt. These results concluded that 
heat-killed Enterococcus, rather than live Enterococcus, is sufficiently possible and even 
safer to be added to milk products. Enterococcus species could be used as a safe and 
functional food additive to fermented milk products and supplements in health foods.
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서 론

프로바이오틱스(probiotics)에 이용되는 미생물에는 현재 23개의 속(genus)으로 세분화 된 

Lactobacillus 속 유산균이 가장 많지만[1], 이외에도 Bifidobacterium 속, Clostridium 속, 

Bacillus 속, Saccharomyses 속, 그리고 Enterococcus 속 미생물들이 산업적으로 사용되고 있다

[2]. Enterococcus 속 미생물은 항체반응을 이용한 Lancefield 분류에 의해 D그룹 Streptococcus

로 분류되었지만, DNA-RNA 혼성화 동정법 연구가 발전되면서 Enterococcus 속으로 독립하게 되

었다[3]. 이들 미생물은 6.5% NaCl 농도까지 내염성을 가지고 있으며, 60℃ 30분의 열처리에서도 

생존이 가능하고 생장온도는 10℃–45℃로 알려져 있다[4,5]. Enterococcus 속 미생물은 현재까지 

약 60종(species) 이상이 보고되었으며[6], E. faecium과 E. faecalis를 포함한 몇몇 종만이 프로바

이오틱스로 사용된다. 

Enterococcus faecium은 발효 유제품에서 특유의 향미성분을 생산하고 세포외 다당을 생산하

고 혈중 콜레스테롤 저하 활성이 있는 것으로 보고되었으며, 자연치즈 및 다른 발효 유제품에서 흔히 

검출되는 미생물이다. 우리나라의 경우 1990년대 중반부터 발효유제품에 E. faecium가 적용되었는

데 한덴유가공의 가이오[7], 한국야쿠르트(현 ㈜hy)의 메치니코프, 파스퇴르유업의 엔토로, 그리고 

남양유업의 불가리스 노-스테롤 등이 대표적 제품들이다.
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이들 제품들은 국내 최초의 기능성 발효유제품으로 제품에 함유된 E. faecium이 혈중 콜레스테롤

을 낮추어 심혈관계 질환의 예방에 도움을 준다고 광고하였다. 그러나 E. faecium의 안전성 문제가 

발생함에 따라 제품 출시 후 얼마 안 가서 모두 자취를 감추었다.

2021년, 식품의약품안전처에서는 프로바이오틱스 식품의 안전성평가 가이드를 제시하였는데 프

로바이오틱스 식품에 함유된 E. faecium와 E. faecalis의 경우 항생제 내성 및 독성유전자 확인 

시험을 통해 유전자유무를 확인하도록 의무화 하였다[8]. 그 이유는 일부 Strain은 요도감염(urinary 

tract infection), 세균성심내막염(bacterial endocarditis), 및 수막염(meningitis) 등을 일으킬 수 

있으며, 반코마이신(vancomycin) 내성 유전자를 가지고 있는 경우도 있기 때문이다. 항생제 내성 

유전자를 가지고 있으면 세균 감염시 항생제의 효과가 나타나지 않을 수 있으며, 장내에서는 항생제 

내성 유전자의 전이가 발생할 수 있으므로 식품에 사용해오던 미생물이라 할지라도 미생물이 가진 

항생제 내성의 특성을 파악하는 것은 매우 중요하다. 발효유제품은 식품공전상 유가공품에 해당이 

되며 일부 기능성을 인정받은 발효유제품만이 건강기능식품 범주에 포함되지만, 안전성 문제는 건강

기능식품뿐만 아니라 식품과 가축사료에도 중요한 이슈이기 때문에 식품의약품안전처 가이드를 따르

는 것이 타당하다.

유산균은 대사과정 중에 기질의 존재시 시트르산(citric acid)을 생산하는데, 시트르산을 대사하는 

능력은 유산균에 존재하는 플라스미드와 관련이 있다. 시트르산은 고도로 산화된 기질이기 때문에 

분해 과정에서 강력한 환원제인 NADH를 생성시키지 못하며, 이로 인해 젖산 이외의 대사 최종 생성

물이 생성된다. 디아세틸(diacetyl), 아세트알데히드(acetaldehyde), 아세토인(acetoin)과 같은 최

종 산물은 매우 뚜렷한 향미 특성을 가지고 있으며 발효식품의 관능적 특성에 상당한 영향을 미친다. 

그러나 디아세틸과 같은 성분들은 치즈, 발효유, 크림 및 버터의 향미 특성을 결정하지만 양조 과정과 

와인 산업에서 중요한 비호감 화합물로 간주되어 왔다[9]. 발효유제품에는 살아있는 유산균을 스타터

(Starter)로 하여 발효시키는데 유산균을 사멸시킨 경우에는 이러한 향미성분 생산을 기대할 수 없어 

사균체 첨가시 제품에 영향을 미치지 않는 범위내에서 첨가가 바람직하다.

Enterococcus 속 유산균은 유제품뿐만 아니라 우리나라 전통 발효 식품에도 존재하는 미생물이

지만, 기능성이 인정된 균주의 경우에는 발효식품이 이용이 가능할 것이다. 따라서 본 연구에서는 

Enterococcus 속 유산균의 요구르트 배양에 적용할 수 있는 자료를 제시하고자 1차적으로 생균이 

아닌 사균을 이용한 발효유 제조에 적용하였다.

재료 및 방법

1. 균주 및 사용배지

전보[10]에서 보고된 유아 분변에서 분리한 균주와 전라남도 지역에서 확보한 가정용 김치에서 

분리하여 동정이 완료된 E. faecalis 12종과 E. faecium 2종을 실험 대상으로 하였다. 선발된 E. 

faecalis와 E. faecium은 MRS 배지에서 37℃, 18시간 배양한 후 2회 이상 계대하여 사용하였다.

2. 내산성 및 담즙산 내성 평가

선발 E. faecalis와 E. faecium의 내산성과 담즙산내성의 평가는 Sim 등[11]에서 사용한 방법을 

사용하여 평가하였다. 내산성은 pH를 3으로 조정한 MRS 배지에 pepsin을 1,000 unit/mL이 되도

록 첨가하여 내산성 평가용 인공위액을 제조한 다음 인공위액에서 2시간 배양한 다음 생균수를 측정

하여 대조군 생균수 대비 2 Log 이하 감소한 경우를 +++, 2–3 Log 이하 감소한 경우를 ++, 3–4 

Log 감소한 경우를 +로 각각 표시하였다.

담즙산내성은 MRS agar에 여과제균된 Oxgall 용액을 0.5% 첨가하여 대조군과 비교하여 
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colony 수의 90% 이상인 경우를 ++로, 50%–90% 이상인 경우를 +, 50% 이하인 경우를 –로 각각 

표시하였다.

3. Enterococcus 균주의 용혈성 평가

배양된 E. faecalis와 E. faecium을 백금이로 한 콜로니 취해 5% Defibrinated sheep blood 

(Kisanbio, Korea)를 첨가한 MRS 배지에서 37℃ 24시간 배양하여 집락주변으로 투명한 환의 생성 

여부로 용혈성을 판정하였다.

4. 사균체의 제조

E. faecalis와 E. faecium을 MRS(BD Difco, USA) 배지에서 18시간 배양한 후 원심 분리 후 

균체를 회수하여 5×109 CFU/mL가 되도록 멸균 saline으로 조정하였다. 그 다음 85℃에서 10분간 

열처리를 하여 세포를 사멸시킨 사균체 시료의 생균수를 조사하여 집락이 없는 것을 확인한 다음 

시료로 사용하였다.

5. 요구르트 제조

본 실험에 사용한 요구르트 스타터(Starter)는 실험실에서 냉동 보관중인 3종류의 유산균을 이용

하였다. Bifidobacterium longum은 0.02%의 yeast extract를 첨가하여 멸균된 11% 환원탈지유 

37℃에서 18시간 배양한 후 우유에 첨가하였으며, Lactobacillus aciodphilus와 Streptococcus 

thermophilus 는 11% 환원탈지유에 접종한 후 40℃에서 18시간 배양한 후 요구르트 스타터로 사

용하였다[11]. 

요구르트는 시판 우유(Seoul Dairy)에 탈지분유를 첨가하여 무지유고형분을 11%로 조정한 다음 

열처리(92℃–95℃, 20분) 한 후 바로 냉각시켰다. 여기에 미리 제조한 사균체 0.1%(v/v; 사균 세포 

기준 약 1×107 CFU/mL)와 요구르트 스타터 0.05%(v/w)를 각각 첨가하여 40℃에서 배양하였다. 

배양유의 pH가 4.5에 도달하면 배양을 종료하였으며 이를 냉각하여 요구르트를 제조하였다.

6. 생균수 측정

유산균 스타터의 생균수는 Oh 등[12]의 방법에 따라 다음과 같이 수행하였다. L. acidophilus는 

dextrose를 maltose로 대체한 MRS 배지(BD, USA)를 제조하여 37℃에서 48시간 배양 후 집락

(colony)을 계수하였다. S. thermophilus 는 M17 배지(BD, USA)를 사용하여 43℃에서 24시간 

배양 후 생균수를 평가하였으며, B. longum의 생균수는 BL 배지에 항생제 용액을 첨가하여 한 배지

에서 혐기성 배양기(Anaerobic incubator FA-6R, Hirayama Manufacturing Corp. Japan)에서 

2일간 배양한 후 집락을 계수하였다. 

7. 점도 측정 

점도는 회전점도계(Brookefield LVT, Brookfield Ametek, USA)를 이용하여 30 rpm에서 

spindle No. 4를 사용하여 30초와 60초 후의 측정값을 cps로 표시하였다[12].

결 과 

1. 내산성, 담즙산내성, 및 용혈성

실험에 사용된 E. faecalis 와 E. faecium 균주들은 비교적 내산성이 우수하였으며, 균주에 따라

서 담즙산 내성은 다소 차이를 보였다(Table 1). 특히, 6, 10, 13번 균주의 경우 내산성과 담즙산내
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성이 아주 우수한 것으로 확인되어 향후 프로바이오틱스로써의 이용성이 높은 균주로 판단되었다.

용혈성 평가는 적혈구가 파괴되어 헤모글로빈이 외부로 유출되는 것을 평가하는 것으로 미생물에 

의한 용혈성은 α-hemolysis(불완전 용혈), β-hemolysis(완전 용혈), γ-hemolysis(용혈 없음)로 분

류하며, 용혈을 일으키지 않은 γ-용혈성을 지녀야 식품에 사용할 수 있다. 실험에 사용한 14개 균주 

중에서 E. faecalis 10개 균주와 E. faecium 1개 균주에서 β-용혈성을 나타내었는데, 비록 유아 

분변과 김치에서 분리하였더라도 식품에 사용이 어려울 것으로 판단되었다. 본 연구에서 E. faecalis

와 E. faecium를 불활성화 시킨 사균으로 사용을 하지만 γ-용혈성을 보인 10번과 13번 균주를 요구

르트에 적용하는 것으로 최종 선발하였다(Table 1).

2. 요구르트 배양

요구르트 배양 중 pH 변화는 Fig. 1에 나타난 바와 같다. 우유의 pH는 6.6에서 배양 2시간에 

pH 5.9 정도에 이르렀으며 배양 4시간에 pH 4.7 부근까지 저하된 것으로 나타났으며 사균체 E. 

faecalis 와 사균체 E. faecium의 첨가여부에 관계없이 대조구와 유사한 pH 감소를 보였다. 요구르

트 종료 pH에(pH 4.5) 도달하는 시간은 무첨가 한 대조구는 5시간 10분, E. faecalis 첨가구는 5시

간 8분, E. faecium 첨가군은 5시간 15분으로 각각 나타났다(data were not shown). 발효유의 

배양시간은 온도와 스타터의 접종수준에 따라 차이가 있는데 동일 스타터 첨가시 배양온도 37℃보다 

42℃–45℃면 배양시간이 다소 짧아진다. 이는 발효유의 주된 발효균이 S. thermophilus이기 때문

인데, Lactobacillus의 생육 또한 향미성분 생산에 중요하기 때문에 이를 고려하여 최적의 배양온도

를 설정한다. 현재 요구르트 제조시 산업적으로 이용되는 배양온도는 40℃–42℃이며, 장기간 배양하

는 야쿠르트 제품은 34℃–37℃를 사용한다.

3. 생균수 및 점도

요구르트 배양에 사용된 스타터의 초기 접종농도는 S. thermophilus의 경우 약 107 CFU/mL(7 

Log) 수준이었으며 배양종료시에 대조구, 사균체 E. faecalis 첨가구, 사균체 E. faecium 첨가구의 

생균수는 각각 9.11, 9.37, 및 9.09 Log CFU/mL로 나타나 모든 실험구에서 109 CFU/mL 이상으

로 농후발효유 생균수 기준인 108 CFU/mL 보다 높게 측정되었다(Fig. 2).

L. acidophilus 는 본 실험에서 접종수준이 106 CFU/mL(6 Log) 수준으로 낮아 배양 종료시 생

균수는 전부 107 CFU/mL 초반으로 나타나 성장이 많이 이루어지지 않았으며 처리군간 유의적 차이

는 없었다(Fig. 3). B. longum은 접종수준이 경우 약 107 CFU/mL(7 Log) 정도이었고, 배양 종료시

Table 1. Result of probiotic characteristics
Strain Bile tolerance Acid tolerance Identification Hemolysis Ref.

1 ++ ++ Enterococcus faecalis β-Hemolysis [12]
2 + ++ Enterococcus faecalis β-Hemolysis [12]
3 ++ ++ Enterococcus faecalis α-Hemolysis [12]
4 – ++ Enterococcus faecalis α-Hemolysis [12]
5 + ++ Enterococcus faecalis α-Hemolysis [12]
6 ++ +++ Enterococcus faecalis α-Hemolysis [12]
7 + +++ Enterococcus faecalis α-Hemolysis [12]
8 ++ ++ Enterococcus faecalis α-Hemolysis [12]
9 – +++ Enterococcus faecalis α-Hemolysis [12]
10 +++ +++ Enterococcus faecalis α-Hemolysis [12]
11 ++ ++ Enterococcus faecium γ-Hemolysis Lab isolate
12 ++ ++ Enterococcus faecalis γ-Hemolysis Lab isolate
13 ++ +++ Enterococcus faecalis γ-Hemolysis Lab isolate
14 + ++ Enterococcus faecium β-Hemolysis Lab isolate
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점에서는 대조구, E. faecalis 사균첨가구, E. faecium 사균첨가구의 생균수가 8.12, 8.47 및 8.32 

Log CFU/mL로 나타났다. 따라서 5시간 정도의 단기 배양에서는 2 Log 이상 성장한 S. thermo-

philus이 가장 빠른 성장을 보였으며, L. acidophilus 와 B. longum는 1 Log 정도 증가하는 것으로 

Fig. 1. pH decline curve during yogurt fermentation.

Fig. 2. Viable cells of Streptococcus thermophilus during yogurt fermentation.

Fig. 3. Viable cells of Lactobacillus acidophilus during yogurt fermentation.
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확인되었다. 본 연구에서는 3종의 혼합스타터로 제조한 발효유에 사균체의 첨가 효과를 평가한 것으

로 실험결과에서 나타났듯이 사균체를 첨가한 경우에는 S. thermophilus, L. acidophilus, 및 B. 

longum의 요구르트 스타터 생장에는 영향을 주지 않아 발효유의 첨가에 가능한 것으로 판단되었다

(Fig. 4). L. casei 나 L. bulgaricus 를 스타터로 사용하여 제조하는 발효유의 경우에서도 사균체의 

첨가에 영향이 없을 것으로 추정되지만 이를 이용한 추가적인 생장효과를 평가할 필요가 있다.

요구르트의 점성은 발효유의 품질 특성이 매우 중요한 요소로 본 실험에서도 점섬을 평가하였는데 

Fig. 5에서 보는 바와 같이 실험구별 점도는 차이가 나타나지 않았다. 

고 찰

Enterococcus 속은 사람, 동물의 장내에 존재하며 유제품과 프로바이오틱스에 사용되는 종류로

는 E. faecalis 와 E. faecium뿐이다. 이들 균주 들은 과거에 Streptococcus 속으로 분류되었다가 

1984년 현재의 Enterococcus 속으로 재분류되었다. Enterococcus 속 유산균은 6.5% NaCl 농도

에서 생육이 가능하며, pH 9.6, 0.04% tellurite에서 생육이 가능한 것이 특징이며, 몇몇 종은 유방

염과 같은 질병을 일으키는 것으로 알려져 있다. 일부 Enterococcus faecium은 강력한 항생제로 

Fig. 4. Viable cells of Bifidobacterium longum during yogurt fermentation.

Fig. 5. Apparent viscosity of yogurt containing heat-killed Etreptococcus faecalis and Enterococcus 
faecium.
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알려진 반코마이신에 내성을 가지고 있는데 이를 반코마이신 내성 장구(알)균(Vancomycin resistant 

Enterocccus faecium)이라 부르며 사용에 주의를 기울여야 한다. 

본 연구에서 사균체를 이용하였는데 많은 생균에 대한 많은 연구에서 위해성에 대한 논란이 있기 

때문이다. 마우스를 이용한 연구에서 E. faecium YF5를 1.0×1012 CFU/mL 수준으로 1일 2회, 

8일간 경구 투여했을 때 마우스가 사망하였다는 보고가 있으며, E. faecium TM39를 1.0×1012, 

5.0×1011, 2.0×1010 CFU/kg bw의 용량으로 5주령 랫드에 28일간 투여 후 대조군과 비교시 사료

섭취, 음수량, 성장률, 및 장기무게에 대한 차이가 없었고 최고 섭취 용량에서도 어떠한 독성이 나타

나지 않는 것으로 평가되었다는 보고도 있다[13,14].

E. faecalis와 E. faecium은 다양한 환경조건에서 생육이 가능한 것으로 알려져 있는데 생육 저해 

요인들에 대한 방어기전을 가지고 있기 때문이며 특히 교차보호작용(cross-protection) 때문으로 

보고하였다. Fernadez 등[15]의 연구결과에 따르면, 유기산으로 적응시킨 경우 E. faecium ATCC 

49624의 성장은 유기산 종류에 따라 다소 생육이 다르게 나타났지만 내열성을 증가시켰다. 아스코르

브산(ascorbic acid)으로 적응을 시켰을 때 사멸시간이 약 1.3배 높게 나타났으며, 젖산(lactic 

acid), 사과산(malic acid), 및 염산(hydrochloric acid)으로 각각 적응시킨 경우에는 약 2–3배, 

아세트산(acetic acid)와 구연산(citric acid)으로 적응시켰을 때는 약 5배 정도 내열성이 높았다. 

이러한 결과는 산에 의한 적응여부가 식품 제조공정에서 E. faecium의 사멸이 효과적으로 이루어지

지 않을 수 있음을 시사하는 것이다.

Kang 등[16]은 E. faecalis EF-2001 사균체를 발효유 첨가하였을 때 나타나는 항염증 효과를 

조사하였는데 Nitric oxide(NO)의 생성 억제의 경우 발효유에서 NO 생성을 저해하는 경향을 나타

냈다. 또한, 사균을 첨가하지 않은 대조구보다 사균을 첨가한 발효유에서 NO 생성을 더욱 저해하는 

결과를 나타내었다. Prostaglandin E2의 억제율 측정결과도 15 μg/mL의 농도에서 PGE2 분비량

을 감소시킴을 확인하였으며, 일반 발효유보다 사균이 첨가된 발효유에서 더욱 억제됨을 확인하였다. 

이와 같은 결과는 발효유와 같은 식품에 기능성이 입증된 사균을 첨가시 유익한 작용을 할 수 있음을 

시사하는 것이다.

발효유의 품질 특성에 스타터로 첨가된 유산균은 향미성분의 생산으로 긍정적인 영향을 주는데 

Enterococcus 속 유산균을 사균화시켜 첨가한 경우 이러한 효과를 볼 수 없다. 그러나 Table 1에서 

보는 바와 같이 β-용혈성을 지닌 균주도 김치 및 분변에서 분리한 다수의 균주가 있을 수 있다는 

점과 교차 보호작용에 의하여 또 다른 stress에 저항성을 보일 수도 있다는 점 등으로 생균으로의 

첨가는 좀 더 신중을 기해야 할 것으로 생각된다.

결론적으로, 사균화된 E. faecalis와 E. faecium의 첨가는 요구르트 배양의 배양시간에 영향을 

주지 못하였으며, 스타터 유산균의 생육에서도 영향을 주지 못하였다. 이러한 결과로 볼 때 기능성이 

입증된 Enterococcus 는 사균으로 이용이 충분히 가능한 것으로 나타났다. 본 연구에서와 같이 

Enterococcus 는 생균으로 이용하는 것보다 사균으로 식품에 첨가하여 사용하는 것이 보다 안전성

을 확보하는 것이며, 발효유 스타터 생장에도 영향을 미치지 않았기 때문에 발효유와 같은 기능성 

식품 첨가물로의 활용이 가능한 것으로 생각되었다.
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