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Abstract: We isolated 105 strains of lactic acid bacteria (LAB) from home-made kimchi and breast milk-fed Korean infant

feces on the basis of morphological analysis. This study aimed to compare the probiotic characteristics of selected strains of

LAB including bile and acid tolerances, cholesterol assimilation and adhesion activity. Among the isolates of LAB, 54 iso-

lates were identified as Lactobacillus plantarum (14 strains), L. brevis (12 strains), L. sakei (9 strains), L. acidophilus (3

strains), L. casei (1 strain), and L. fermentum (1 strain). Acid tolerances under artificial gastric juice, pH 2.5 for 2 h at 37°C,

were significantly different among the Lactobacillus species. Lactobacillus acidophilus and L. plantarum strains exhibited

high tolerance in acid and bile. Lactobacillus acidophilus strains exhibited high cholesterol assimilation activity and showed

a significantly higher tolerance to 0.3% bile acid than other Lactobacillus strains (p<0.05). Based on these results, we

selected the best strain, named NS1 (L. acidophilus) as a potential probiotics that can be utilized in the manufacturing of

dairy foods and dietary supplements.
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서 론

Lilliy와 Stillwell(1965)은 1965년에 발표한 논문에 pro-

biotics라는 단어를 사용했는데 ‘미생물이 분비하는 물질로

다른 미생물의 성장을 자극하는 물질’로 정의하였다. 1967

년 Sperti는 ‘미생물 성장을 촉진하는 조직 추출물’이라고

probiotics를 정의하였으며, 1974년에 Darker는 ‘숙주동물

에게 유익한 효과를 주는 생물 또는 물질’이라고 정의함

으로써 probiotics을 섭취한 숙주에 대한 유용성을 강조하

였다(Oh, 2009). 1989년에 Fuller는 ‘장내 균총을 개선시켜

줌으로써 숙주동물에게 유익한 영향을 주는 생균제제’라

고 정의하였는데, 살아 있는 미생물로서의 probiotics에 대

한 개념이 비로소 정립되었다. 1991년에 In'T Huis Veld와

Havenaar는 ‘사람 또는 동물에 대해 장내 균종의 성질을

개선시켜 숙주에게 유익한 효과를 주는 살아 있는 미생물

의 단독 또는 혼합 배양물’이라는 정의를 내렸는데 이는

Fuller의 정의에 미생물의 혼합 배양물 개념이 추가된 것

으로, 현재 유산균 정장제나 발효유 등에 유용미생물들이

혼합으로 많이 사용되는 이론적 근거를 마련해주고 있다

(Goldin과 Gorbach, 1992). Fuller의 개념을 바탕으로 2002

년 FAO/WHO 연합회의에서 제창한 Probiotics 정의를 보

면, “유효한 수준을 투여하였을 때 숙주의 건강증진을 가

져오는 살아있는 미생물”로 하여 건강증진 효과를 나타내

는 유효한 수준을 강조하기도 하였다. 현재까지 FAO/WHO

의 정의가 많은 학자들에게 받아들여지고 있다(Oh, 2009)

구강을 통해 투여되는 유산균은 위와 십이지장을 생존

하여 통과해야 비로소 목적부위인 장에 도달하게 된다. 위

장 내 위액의 pH는 1.0~2.0으로 대부분의 미생물을 사멸시

킨다. L. delbrueckii subsp. bulgaricus와 Streptococcus ther-

mophilus는 소장 하부에 도달하기 전에 사멸하는데 이들

은 내산성과 내담즙산성이 비교적 약한 특성을 갖고 있다

(Gilliland, 1979). 그러나 발효제품에는 이들 균들이 매우

많은 숫자로 존재하기 때문에 섭취 시에도 장까지 상당수
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의 균들이 도달하기도 한다.

Lactobacillus plantarum과 L. acidophilus 등과 같은 유산

균은 낮은 pH에서도 생존하는 것으로 보고되고 있다. 물

론, 위를 살아서 통과했더라도 췌장에서 십이지장으로 분

비되는 담즙에 대한 내성이 있어야 한다. 소장과 대장에

는 담즙산이 고농도로 존재하며 이로 인해 미생물의 성장

이 저해되거나 사멸된다. 따라서 probiotics으로서의 기능을

수행하려면 oxgall이 최소 0.3% 함유된 배지에서 성장할

수 있을 정도의 내성을 갖고 있어야 한다.

장상피세포에 부착하는 능력, 즉, 장 부착성은 probiotics

가 가지고 있어야 할 특성 중의 하나인데, 장 부착성이 있

어야 장내에 서식하여 유산균이 제 기능을 발휘할 수 있기

때문이다. 유산균이 장상피세포에 어떠한 기작으로 부착

을 하는지에 대해서는 아직까지 확실한 설명이 되고 있지

않지만 부착성이 있는 경우 장시간 장내에서 생존할 수 있

으며, colonization이 가능한 것으로 생각된다. 다만 숙주특

이성(host specificity)과 균주특이성(strain specificity)이 존

재한다는 견해가 지배적이다(Oh, 2009).

본 연구는 probiotics 활성이 우수한 유산균을 선발하기

위하여 다양한 원천에서 유산균을 분리하여 내산성과 내

담즙산성을 조사한 다음 선별된 유산균을 대상으로 콜레

스테롤 저하작용과 장상피세포 부착능력을 비교하였다.

재료 및 방법

유산균의 분리

전남대학교 동물자원학부 및 고려대학교 식품미생물학 연

구실 보유 유산균을 포함하여 가정에서 직접 담근 김치, 유

아분변 등으로부터 미생물을 새롭게 채취하여 사료로 사용

하였다. 확보된 시료를 희석용 완충용액으로 희석하여 pH

5.4로 조정된 MRS 배지에서 37oC, 48시간 배양하여 유백

색의 집락을 분리하였다. 분리된 집락은 bromocresol purple

0.004%가 첨가된 MRS agar에 도말하여 노란색 집락을 띄

는 균주들을 선택하여 재분리하였다. Bergey's Manual of

Systematic Bacteriology 및 Bergey's Manual of Determina-

tive Bacteriology에 따라 Gram 염색, catalase 및 gas 형성

등을 조사하였다.

내담즙산성 평가

내담즙산성 평가는 MRS 배지에 여과 제균된 oxgall

(Difco, USA) 용액을 0.3% (w/v)가 되도록 첨가하여 준비

한 다음 준비한 유산균 현탁액을 접종하여 37oC에서 0, 24

시간 배양하여 생균수를 평가하였다. 최초 균수와 비교하

여 1 log 이하 감소한 경우 −, 초기균수와 유사한 경우 +,

1 log 이상 증가한 경우 ++, 2 log 이상 증가한 경우를 +++

로 각각 표시하였다.

내산성 평가

내산성 평가는 내담즙산성 평가에서 선발된 균주를 MRS

broth에 18시간 2차 계대 배양하여 본 실험에 사용하였다.

0.05 M Sodium phosphate 용액을 제조하여 pH를 2.5로 조

정한 MRS broth에 pepsin (Sigma Co., USA)을 1,000 unit/

mL 되도록 첨가하였다. 초기 균 수가 108CFU/mL 정도가

되도록 0.05 M Sodium phosphate buffer에 접종한 후 37oC

에서 0, 2시간 배양한 후 생균수를 평가하여 내산성을 비

교하였다. 초기 생균수와 비교하여 초기 생균수에서 3 log

이상 감소를 −, 2~3 log 감소를 +, 1 log 감소를 ++, 초기

균수를 유지한 경우를 +++로 각각 표시하였다.

콜레스테롤 저하 작용

유산균들의 콜레스테롤 저하 작용 평가는 Buck와 Gilliland

방법(1994)을 이용하여 in vitro에서 실험하였다. 유산균을

MRS broth (Polyoxyethanyl cholesteryl sebacate 0.045%,

Cysteine 0.05% 함유)에 접종하여 24시간 혐기 배양한 후

원심분리(12,000×g, 4oC, 10분)하여 상등액을 0.5 mL를 첨

가하여 60oC water bath에서 10분간 반응시켰다. 반응 후

냉각시킨 다음 5 mL의 Hexane을 첨가하여 잘 섞고 다시

3 mL의 증류수를 첨가하여 섞은 다음 15분간 실온에서 방

치하여 층 분리가 일어나게 하였다. 그 후 2.5 mL의 Hexane

층을 질소 가스를 이용하여 60oC에서 증발시킨 다음 4 mL

의 o-phthalaldehyde reagent (0.5 mg o-phthalaldehyde/gla-

cial acetic acid 1 mL)를 첨가하고 10분간 반응시킨 후, 2

mL 농황산을 첨가하여 다시 10분간 반응시켜 550 nm에서

흡광도를 측정하여 다음과 같이 계산하였다. 여기서 콜레

스테롤 감소율을 30% 이하를 −, 30~40% +, 40~50% 감소

한 경우 ++, 50% 이상 감소한 경우 +++로 각각 표시하였다.

장상피세포 부착능력

Monolayer를 형성한 HT-29 세포를 PBS buffer를 이용하

여 5회 세척하고 항생제가 첨가되지 않은 RPMI 1640배지

0.5 mL를 첨가하였다. 유산균주를 1.0×109 CFU/mL의 농도

로 RPMI에 현탁한 다음, well plate에 접종하고 37oC에서

2시간 배양하였다. 배양이 완료된 후 부착이 되지 않은 유

산균의 제거와 세척에 따른 부착능력을 확인하기 위하여 3

분씩 200 rpm의 속도로 교반하면서 PBS buffer를 사용하

여 3회 수세하였다. 수세 후, 0.2% Trypsin-EDTA를 분주하

여 부착되어 있는 세포를 떼어내고 MRS 배지를 이용하여

생균수를 평가하였다. 초기 유산균수와 비교하여 5 log 이

상 감소한 경우 −, 3~5 log 감소한 경우 +, 2~3 log 감소

한 경우 ++, 1 log 또는 감소하지 않은 경우를 +++로 각

각 표시하였다.

Cholesterol reduction %( )

Cholesterol added Cholesterol left–

Cholesterol added
------------------------------------------------------------------------------------- 100×=
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유산균의 16S rDNA 추출

유산균은 MRS broth에 접종한 다음 37oC에서 18시간 2

차 계대 배양하여 배양액 2 mL를 3,000 rpm으로 10분 동

안 원심분리한 다음, 0.85% NaCl로 3회 수세하였다. 수세

후, lysozyme(10 mg/mL) 0.5 mL을 첨가하여 37oC, 1시간

동안 반응시킨 후 protease K (10 mg/mL) 20 µL와 10%

sodium dodecyl sulfate (SDS) 25 µL를 첨가한 후, 60oC

water bath에서 30분 처리한 후 RNase 1 µL 첨가하여 37oC,

1시간 정치하였다. 동량의 Phenol-Chloroform-Isoamyl alco-

hol (25:24:1)을 첨가하여 현탁한 후, 14,000 rpm으로 5분

동안 4oC에서 원심분리하여 3 M ammonium acetate (pH

4.8)와 100% alcohol을 첨가하고 -20oC에서 1시간 정치하

였다. 그 다음 원심분리(14,000 rpm, 5 min, 4oC) 하여 70%

ethanol 1 mL를 넣고 다시 14,000 rpm으로 5분 동안 4oC

에서 원심분리하여 DNA를 추출하였다.

유산균의 동정

16S rDNA를 증폭시키기 위해 forward primer(27f): (5'-

AGA GTT TGA TCM TGG CTC AG-3')와 reverse(1492r):

(5'-GGT TAC CTT GTT ACG ACT T-3')를 사용하였다.

PCR premix (Bioneer; Cat No. K-2012)에 17 µL의 증류수

와 forward primer 1 µL, reverse primer 1 µL, DNA 1 µL를

첨가하여 혼합한 후 PCR을 수행하였다. PCR 조건은 94oC

에서 5분간 처리 후, 94℃에서 1분, 62oC에서 40초, 72oC

에서 40초로 30 cycles을 반복하였으며, 72oC에서 40초로

반응을 종료하였다. PCR 반응산물을 0.8% agarose gel로

전기영동을 실시하여 확인하였다. 염기서열 분석은 바이오

닉스(www.bionicsro.co.kr)에 의뢰 분석하며 NCBI blast

search (www.ncbi.nlm.nih.gov)를 통해서 sequence 결과를

확인하였다.

결과 및 고찰

다양한 원천으로부터 분리하여 선발된 최종 균주의 집락

수는 다음과 같다 (Table 1). BCP배지, SPC 배지 그리고

MRS 배지에서 집락을 각각 채취하여 Gram 염색과 catalase

시험을 한 다음 유산균으로 추정되는 후보균을 분리하였다.

총 105균주를 1차 분리하여 MRS 배지에 각각 계대 배양

한 후, 원심분리(3,000×g, 10 min)한 다음 cell pellet에 skim

milk (10%), glucose (1%), yeast extract (0.3%)가 함유된 배

지를 제조하여 혼합하였다. 이것을 vial에 1 mL씩 분주하

여 -80oC의 냉동고에 보관하면서 다음 실험에 사용하였다.

내담즙산성 및 내산성 조사

김치와 유아분변에서 분리하여 유산균의 일반적인 특성,

즉 BCP 배지에서 노란색 집락, Gram 양성, catalase 음성

인 균주를 선택하여 내담즙산성과 내산성을 평가하였는데

Table 1. 다양한 원천에서 분리한 유산균

Sample
BCP

(pH 6.9)
SPC

MRS

(pH 5.4)

No. of

selection

1 1.1×108 1.9×109 1.7×105 11

2 3.6×107 2.0×108 1.9×105 9

3 4.4×107 1.6×107 1.7×105 11

4 9.0×108 3.6×108 3.4×104 14

5 2.2×107 9.0×105 8.0×105 14

6 3.4×107 2.8×107 5.9×106 11

7 2.6×106 9.0×104 4

8 9.6×106 3.0×106 11

9 3.9×105 5.5×102 5

10 7.6×105 2.0×104 15

Table 2. Results of probiotic characteristics

Strain
Bile

tolerance

Acid

tolerance

Cholesterol

reduction
Adherence

1 ++ ++ − +

2 + + − −

3 + ++ − −

4 + + − −

5 + + − −

6 ++ + − −

7 + + − −

8 ++ ++ − −

9 ++ + − −

10 + − − −

11 + ++ − −

12 ++ − − −

13 + + − −

14 ++ + − −

15 ++ + − −

16 ++ + − −

17 ++ + − −

18 ++ + − −

19 ++ + − −

20 + + − −

21 ++ + − −

22 + + − −

23 ++ ++ − −

24 ++ + + −

25 ++ + − −

26 ++ + − −

27 ++ + − −

28 ++ + − −

29 ++ + − −

30 ++ + − −

31 ++ + − −

32 ++ + − −

33 + + − −

34 + + − −

35 + + − −

36 + + − −

37 + + − −

38 + + − −

39 + + − −
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전체 시료 중의 40% 정도는 내담즙산성을 가지고 있지 않

았으며 약 20%의 균주들은 매우 높은 내담즙산성을 보유

하고 있는 것으로 확인되었다. 인공위액(pH 2.5)에서 내산

성을 평가한 결과 일부 유산균에서 매우 높은 내산성을 보

였는데, 이들은 초기 접종생균수 대비 약 1 log 감소만을

나타내었다.

콜레스테롤 저하작용 및 장상피 세포 부착능력

다음은 내담즙산성과 내산성에서 우수한 효과를 보인 균

주를 선발하여 콜레스테롤 저하효과를 측정하였다. 그 결

과, 선발된 균주는 20~70%까지 콜레스테롤 저하효과를 보

였다.

장상피 세포 부착성이 가장 높은 유산균은 접종된 균수

(109~1010 CFU/ml) 보다 약 1 log 감소한 46번 균주이었는

데, 이 균주는 대조구로 사용한 Lactobacillus rhamnosus

GG균보다 높게 나타났다. 본 실험에서는 3회 washing을 하

기 때문에 접종 균수보다 높게 나온 처리구는 없었다. 유

산균의 장상피세포 부착능력이 높을수록 장의 연동운동을

정상화시켜 소장에서는 영양분을 흡수하는 기능과 대장에

서는 변을 배출하는 기능이 원활해지도록 도와줄 수 있을

것으로 생각되고 있다.

선발 유산균의 분석

다음은 우수한 활성을 보인 유산균에 대하여 16S rDNA

sequence 분석을 실시하였다. 유산균 동정결과는 Table 3에

Table 2. Results of probiotic characteristics (continued)

Strain
Bile

tolerance

Acid

tolerance

Cholesterol

reduction
Adherence

40 ++ ++ − −

41 +++ ++ +++ ++

42 ++ ++ + ++

43 ++ ++ ++ ++

44 ++ ++ ++ −

45 +++ ++ ++ +

46 +++ +++ +++ +++

47 + + + −

48 + + + −

49 + + + −

50 + + − −

51 + + − −

52 + + − −

53 + + − −

54 + ++ − −

55 + + − −

56 + + − −

57 + + − −

58 + + − −

59 + + − −

60 + + − −

Table 3. Identification of lactic acid bacteria by 16s rDNA se-

quence

Strain Identification Source

1 Lactobacillus plantarum kimchi

2 Lactobacillus curvatus kimchi

3 Lactobacillus curvatus kimchi

4 Lactobacillus curvatus kimchi

5 Lactobacillus curvatus kimchi

6 X kimchi

7 Lactobacillus curvatus kimchi

8 X kimchi

9 Lactobacillus curvatus kimchi

10 X kimchi

11 Pediococcus acidilactici kimchi

12 Lactobacillus sakei kimchi

13 Lactobacillus curvatus kimchi

14 Lactobacillus brevis kimchi

15 Lactobacillus brevis kimchi

16 Lactobacillus plantarum kimchi

17 Lactobacillus brevis kimchi

18 Lactobacillus brevis kimchi

19 Lactobacillus brevis kimchi

20 Lactobacillus sp kimchi

21 Lactobacillus brevis kimchi

22 Lactobacillus brevis kimchi

23 Lactobacillus plantarum kimchi

24 Lactobacillus brevis kimchi

25 Lactobacillus sakei kimchi

26 Lactobacillus brevis kimchi

27 Lactobacillus brevis kimchi

28 Lactobacillus casei kimchi

29 Lactobacillus plantarum kimchi

30 Lactobacillus plantarum kimchi

31 Lactobacillus sakei kimchi

32 Lactobacillus plantarum kimchi

33 X kimchi

34 X kimchi

35 Lactobacillus sakei kimchi

36 Lactobacillus sakei kimchi

37 Pediococcus pentosaceus kimchi

38 Lactobacillus brevis kimchi

39 X kimchi

40 Lactobacillus plantarum infant feces

41 Lactobacillus plantarum infant feces

42 Lactobacillus plantarum infant feces

43 Lactobacillus fermentum infant feces

44 Lactobacillus acidophilus infant feces

45 Lactobacillus acidophilus infant feces

46 Lactobacillus acidophilus NS1 infant feces

47 Lactobacillus sp kimchi

48 Lactobacillus sp. kimchi

49 Lactobacillus sp kimchi

50 Lactobacillus sakei kimchi

51 Lactobacillus sakei kimchi

52 Lactobacillus sakei kimchi

53 Lactobacillus brevis kimchi
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나타낸 바와 같다. 각각의 유산균 sequence의 homology를

조사하기 위해 NCBI blast (www.ncbi.nih.gov/blast/)의 data-

base를 이용하여 분석한 결과, 60종의 선발 유산균 중 54

종이 분석되었다. 주요 Lactobacillus 속 유산균의 분포를

요약해 보면 L. plantarum 14종, L. brevis 12종, L. sakei

9종, L. acidophilus 3종, L. casei 1종, 및 L. fermentum 1종

으로 확인되었다.

요 약

가정에서 담근 김치와 신생아의 분변으로부터 내산성과

내담즙산성이 우수하고, 콜레스테롤 저하능력과 장부착성

이 우수한 probiotics를 선발하기 위하여 총 60종의 유산균

을 대상으로 실험을 하였다. 유산균 후보군에 다하여 16S

rDNA 분석결과 L. plantarum 14종, L. brevis 12종, L. sakei

9종, L. acidophilus 3종, L. casei 1종, 및 L. fermentum 1종

이 각각 확인되었다. 본 연구에서 내담즙산성, 내산성, 콜레

스테롤 감소작용, 장내부착성을 모두 고려한 결과 46번 유

산균 후보균이 가장 우수한 것으로 나타났으며, 이 후보 유

산균은 L. acidophilus 균주로 동정되어 L. acidophilus NS1

으로 명명하였다. 이와 같은 결과는 L. acidophilus NS1 유

산균이 향후 정장작용과 콜레스테롤 저하작용의 기능을 강

화시킨 유제품, 식품 및 건강기능성 식품등에 이용 가능할

것으로 판단되었다.
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Table 3. Identification of lactic acid bacteria by 16s rDNA se-

quence (continued)

Strain Identification Source

54 Leuconostoc mesenteroides kimchi

55 Lactobacillus sakei kimchi

56 Lactobacillus plantarum kimchi

57 Lactobacillus plantarum kimchi

58 Lactobacillus plantarum kimchi

59 Lactobacillus paraplantarum kimchi

60 Lactobacillus plantarum kimchi

X: not identified.
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