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Abstract: Freeze-dried fermented whey (FDFW) was compared with fructooligosaccharide (FOS) in bifidogenic growth

stimulation (BGS) activity. FDFW and FOS increased the growth of bifidobacterial strains Bifidobacterium lactis BL 750

and Bifidobacterium longum FI10564 when compared with control where only the bifidobacterial cells were inoculated in

RCM (Reinforced Clostridial Medium) broth or the cells with whey solution. The BGS activity of FDFW was slightly

higher than that of FOS, but not significantly different. In optical density test at 600 nm, the sample with FDFW reached

1.371 for B. lactis and 1.844 for B. longum whereas the sample with non-fermented whey solution reached 1.064 and 1.237,

respectively. In viable cell count test, FDFW and FOS also showed BGS activity in mid-growth phase (9 h) of B. lactis strain

where the difference between FDFW added sample and no added control was 0.38 Log CFU/mL. Finally FDFW was tested

for maintenance of B. lactis strain in yogurt during storage at 10oC. After 20 d, the viable cell count of no added control was

decreased 6.86 to 4.1 Log CFU/mL, whereas those of FDFW (1%) and FOS (1%) added samples were 6.82 to 4.93 and 6.81

to 4.51, respectively. These results indicate FDFW can be used for bifidogenic growth stimulator and applied to various

dairy products as a functional food ingredient.
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서 론

비피도박테리아(bifidobacteria)는 락토바실러스 속(Lacto-

bacillus sp.)과 더불어 인체 가장 유익한 균 중에 하나로 잘

알려져 있다(Ventura et al., 2014). 따라서 많은 유제품에

비피도박테리아 속(Bifidobacterium sp.) 균주들이 프로바이

오틱스(probiotics)로서 첨가되어 있다(Lavermicocca, 2006).

또한 최근 들어 인체 장내 균총의 조성과 변화가 사람의

다양한 생리와 상관관계가 있다는 것이 과학적으로 규명되

면서 유산균을 포함하는 인체 유익균에 대한 관심이 증대

되고 있다(Aggarwal et al., 2013). 이러한 관점에서 보면 식

품을 통해 인체 유익균을 지속적으로 섭취하는 것은 당연

한 일이며 이를 산업계에서는 마케팅 전략으로 활용하고

있다. 인체 유익균을 지속적으로 공급하는 것도 좋은 방법

이지만 다른 한편으로 이미 장내에 서식하고 있는 유익균

을 선택적으로 증식시키는 것도 합리적인 방법이 될 수 있

다. 갈락토올리고당(Galactooligosaccharide; GOS)을 비롯한

프리바이오틱스(prebiotics)가 이러한 용도로 활용되고 있다

(Petschow et al., 2013). 프리바이오틱스는 인체 소화효소

및 장내 유해 미생물에 의해서는 분해되지 않고 비피도박

테리아와 같은 유익균에 의해서만 선택적으로 분해되어

그들의 생육을 향상시키는 소재이다(Gibson and Roberfroid,

1995).

유청(whey)은 주로 자연 치즈 생산을 통해 부산물로 얻

어지며 그 양이 치즈생산의 약 10배에 달하는 것으로 알려

져 있다. 과거 유청은 폐수처리의 대상이었지만 유청에 포

함된 다양한 영양 및 기능성 성분으로 인해 현재는 여러

산업(식품, 제약, 화장품 산업 등)에서 활용되고 있다(Lag-

range, 1998). 그럼에도 불구하고 유청은 여전히 낮은 판매

가격대를 형성하고 있어 유산균의 값싼 배지원으로 활용될

수 있다.
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본 저자의 선행연구에서 유청발효를 통해 비피도박테리

아를 증식시키는 유산균주 Leuconostoc mesenteroides CJNU

0147 및 Lactobacillus casei CJNU 0588을 선발하였으며

(Moon, 2009; Eom and Moon, 2010) 이 균주들을 이용해

비피도박테리아 증식능 유청발효물을 대량배양하였다. 배

양액을 이용하여 세 가지 제형(액상살균, 분무건조, 동결건

조)으로 조제 후 비피도박테리아 증식능을 비교한 결과 동

결건조 유청발효물에서 가장 우수한 효과가 확인되어 본

연구를 진행하게 되었다(Lee et al., 2011).

본 연구에서는 동결건조 유청발효물의 상업화 가능성을

타진하기 위해 프리바이오틱스 소재로 널리 사용되고 있는

프럭토올리고당과 비피도박테리아 증식능 및 요거트 내 비

피도박테리아의 보존력을 상호 비교하였다.

재료 및 방법

사용균주 및 배지

비피도박테리아 증식능 검증을 위해 사용한 균주는

Bifidobacterium lactis BL 750 (Culture Systems Inc., Mi-

shawaka, IN, USA)와 Bifidobacterium longum FI10564

(Moon et al., 2009)이며 이들의 배양을 위하여 RCM(Rein-

forced Clostridial Medium, Difco) broth가 사용되었다. 또

한 혐기적인 조건을 유지하기 위하여 혐기 jar(Oxoid, Cam-

bridge, UK)와 GasPakTM EZ Anaerobic Container System

(Sparks, MD, USA)이 사용되었다.

유청발효 동결건조물 생산

선행연구(Lee et al., 2011)에서 보고한 바와 같이 동결건

조 세포분말(Leu. mesenteroides CJNU 0147: 4.68×109; L.

casei CJNU 0588: 3.44×109 CFU/g) 0.5%(w/v)를 살균 유

청배지(10% 유청분말 포함)에 접종하여 20oC에서 48시간

배양하였으며 원심분리 후 농축하여 동결건조 하였다. 제

조된 유청발효 동결건조물(Freeze-dried Fermented Whey;

FDFW)은 사용시까지 4oC에서 보관하였다.

유청발효 동결건조물과 프럭토올리고당의 비피도박테리

아 증식능 비교

프럭토올리고당(Fructooligosaccharide; FOS)은 프리바이

오틱스 소재로 널리 사용되고 있으며(Gibson and Rober-

froid, 1995) 이를 FDFW의 비피도박테리아 증식능 비교물

질로 사용하였다. 비피도박테리아 증식능은 흡광도(OD
600
)

와 생균수(viable cell count, CFU/mL) 측정을 통해 검증하

였다. 흡광도(OD
600
) 측정 실험은 앞서 언급한 비피도박테

리아(B. lactis BL 750, B. longum FI10564)를 활성화시켜

RCM broth에 2%(v/v) 접종한 후, 최종농도가 10%(w/v)되

게 멸균수에 녹인 FDFW와 액상 FOS를 원심분리(6,000 rpm,

10분)하여 그 상등액을 여과(0.45 µm syringe filter, Milli-

pore, Billerica, MA, USA)한 후 그 여액(filtrate)을 각각 최

종농도 2%(v/v)와 5%(w/v) 첨가하였다. 이를 37oC에서 14

시간 혐기적으로 배양한 후 흡광도를 측정하여 증식 유무

를 상호 비교하였다. 생균수 측정 실험에서는, 비피도박테

리아(B. lactis BL 750)를 RCM broth에 1%(v/v) 접종한 후

최종농도가 10%(w/v)되게 멸균수에 녹인 FDFW와 FOS를

각각 최종농도 1%(v/v)와 5%(w/v) 첨가하여 37oC에서 혐

기적인 조건으로 배양하면서 0, 6, 9, 12, 18, 24시간째 시

료의 생균수(CFU/mL)를 측정하였다. 생균수의 측정은 원

시료를 10진 희석법으로 희석한 후 RCM 고체배지에 도말

하여 37oC, 24시간, 혐기적 조건으로 배양하여 형성된 콜

로니에 대한 호기 배양(비피도박테리아는 생육이 억제됨)

과 중합효소연쇄반응(Polymerase Chain Reaction; PCR)으

로 비피도박테리움 속 균임을 확인하였다. PCR에 사용한

프라이머는 Bif164(5'-GGGTGGTAATGCCGGATG-3')와 Bif

662(5'-CCACCGTTACACCGGGAA-3')(Kok et al., 1996)이

다.

발효유에 포함된 비피도박테리아 보존능 검증

FDFW가 발효유에 포함된 비피도박테리아의 보존에 미

치는 영향을 검증하였다. 액상 요거트 제조를 위해 탈지분

유 16.5%, 포도당 4%를 멸균수에 첨가하여 녹인 후 95oC

에서 3시간 살균하였다. 여기에 탈지유(10%, w/v)에서 2회

계대 배양한 L. casei CJNU 0588 균주 2%(v/v)를 무균적

으로 접종한 후 37oC에서 24시간 배양하였으며 이를 균질

화시킨 후 균질액 100 g에 설탕 45 g과 멸균수 155 g을 가

하여 액상 요거트를 제조하였다. 50 mL씩 분주된 액상 요

거트에 RCM broth에서 활성화된 비피도박테리아(B. lactis

BL 750)를 1%(v/v) 접종한 후 FDFW와 FOS를 각각 최종

농도 1%와 5% (w/v)가 되도록 첨가하여 10oC에서 저장하

면서 12시간 간격으로 20일 동안 비피도박테리아의 생균수

(CFU/mL)를 측정하였다. 생균수의 측정방법은 앞서 설명

한 내용과 동일하다.

통계 처리

본 논문에서 수행된 실험은 3반복으로 진행하였으며 결

과값은 평균 혹은 평균과 표준편차로 나타내었다. 통계적

유의성 분석을 위한 Duncan's multiple range test(p<0.05)를

수행하기 위해 SPSS v. 12.0(SPSS Co., Chicago, IL, USA)

프로그램을 사용하였다.

결과 및 고찰

FDFW와 FOS의 비피도박테리아 증식능 비교

FDFW의 비피도박테리아 증식능을 평가하기 위해 비피

도박테리아 증식인자 혹은 프리바이오틱스로 널리 이용되

는 물질인 FOS를 대조구로 하여 흡광도(OD
600
)와 생균수
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(viable cell count, CFU/mL) 값을 비교 분석하였다. 흡광도

실험의 경우, 사용한 비피도박테리아 균주는 B. lactis BL

750과 B. longum FI10564였으며, 균주만 첨가한 경우 14시

간 배양 후 흡광도가 각각0.591과 0.679였고 대조군으로 유

청 용액을 첨가한 경우 각각 1.064와 1.237이었다. 이에 비

해 FDFW를 첨가한 경우 두 균주에 대해 각각 1.371과

1.844값을 보였으며 양성 대조군으로 사용한 FOS는 각각

1.345와 1.543값을 나타내었다. 이 결과는 FDFW와 FOS가

사용한 비피도박테리아 균주에 대해 우수한 증식효과를 나

타내는 것이며 통계적인 유의 차(significant difference)는 보

이지 않았지만 평균 값으로만 비교해 보면 사용한 농도에

서 FDFW가 FOS에 비해 다소 높은 비피도박테리아 증식

능을 나타내었다(Fig. 1). 또한 생균수 실험에서 B. lactis

BL 750 균주를 사용하였을 때, 6시간까지는 시료 간에 차

이를 보이지 않다가 이후 FDFW와 FOS 첨가시료에서 증

식속도가 증가하다가 9시간째 대조군과 가장 큰 차이를 보

였다. 이후 시료간의 차이가 서서히 줄어드는 경향을 나타

내었다. FDFW와 FOS 사이에 유의적인 차이는 관찰되지

않았지만 전반적으로 FDFW가 첨가된 시료에서 다소 높은

비피도박테리아 증식능을 나타내었다(Fig. 2).

발효유에 포함된 비피도박테리아 보존능 검증

발효유(요거트) 조제 후 B. lactis BL 750 균주와 FDFW

를 첨가하여 저온(10oC) 저장 시 B. lactis 균주의 보존력

향상 여부를 20일까지 확인한 결과 1.5일까지는 생균수가

대조군(B. lactis 균주만 첨가)과 비슷하게 감소하는 경향을

보였으나 1.5일 이후에는 FDFW와 FOS를 첨가한 실험군

에서 B. lactis 균주에 대한 보존력이 확인되었다. 특히 5.5

일 이후에는 양성 대조구로 사용한 FOS와 비교했을 때도

FDFW의 보존력이 더 우수한 것으로 확인되었다(Fig. 3).

FOS는 프리바이오틱스로서 많은 제품에 적용되고 있는데

이를 5%(w/v) 적용한 시료보다도 FDFW를 1%(v/v) 적용한

시료에서의 비피도박테리아 보존력이 더 우수한 것으로 나

타난 것은 상대적으로 적은 양의 FDFW를 사용하더라도

기존의 FOS 이상의 효능을 발휘할 수 있다는 장점을 가지

게 된다. 물론 보다 완벽한 평가를 위해서는 산업적인 규

모에서의 기능성 및 유효 농도 측정이 필수적인데 이는 추

Fig. 1. Bifidogenic growth stimulation activity test with opti-

cal density at 600 nm in RCM broth at 37oC for 14 h.

B. lactis or B. longum: only bifidobacterial cells were

inoculated; Whey (pH): bifidobacterial cells plus non-

fermented whey solution adjusted to pH 4.5 with lac-

tic acid; FDFW: plus freeze-dried fermented whey;

FOS: plus fructooligosaccharide. Different letters mean

significantly different by Duncan’s multiple range tests

(p<0.05).

Fig. 2. Bifidogenic growth stimulation activity test with viable

cell count during cultivation in RCM broth at 37oC. B.

lactis: only bifidobacterial cells were inoculated; Whey

(pH): bifidobacterial cells plus non-fermented whey

solution adjusted to pH 4.5 with lactic acid; FDFW:

plus freeze-dried fermented whey; FOS: plus fructoo-

ligosaccharide.

Fig. 3. Viable cell counts of B. lactis strain in yogurt during

storage at 10oC. No addition: only bifidobacterial cells

were inoculated; FDFW: bifidobacterial cells plus

freeze-dried fermented whey; FOS: plus fructooligo-

saccharide.
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가연구를 통해 가능할 것으로 판단된다. 더 나아가 응용적

인 측면에서 FDFW의 활용도를 높이기 위해서는 발효유뿐

만 아니라 다양한 유제품에의 적용이 필요한데 분유가 주

요대상이 될 수 있다. 분유의 경우 주로 유아들을 대상으

로 하고 또 분말 상태의 제형이기 때문에 FDFW의 적용이

용이하여 유아들의 장내에서 주로 발견되는 비피도박테리

아 균종에 대한 추가적인 증식능이 검증된다면 기능성식품

소재로서 활용도가 높을 것으로 판단된다. 또한 FDFW는

첨가물의 형태가 아닌 최종 제품으로도 개발이 가능한데

이는 유청발효물의 스타터(starter) 균주로 사용한 생균이 그

대로 존재하고 있어 적정량의 균수만 확보된다면 프로바이

오틱스 균주가 함유된 건강기능식품으로 상업화가 가능할

것이다. 따라서 추가적인 심화연구가 수행되고 상업성이 확

보된다면 FDFW의 활용범위는 훨씬 더 확대될 것으로 판

단된다.

요 약

본 논문은 동결건조 유청발효물(Freeze-dried fermented

whey; FDFW)과 프럭토올리고당(Fructooligosaccharide;

FOS)의 비피도박테리아 증식능을 비교 검증한 내용이다.

FDFW와 FOS 모두 비피도박테리아 균주 Bifidobacterium

lactis BL 750과 Bifidobacterium longum FI10564에 대해 증

식효과가 우수한 것으로 확인되었으며 통계적인 유의 차는

없었지만 FDFW가 FOS에 비해 다소 높은 활성을 보였다.

흡광도(600 nm)를 이용한 실험에서 FDFW 첨가군은 14시

간 배양 후 B. lactis 균주는 1.371에 도달하였고 B. longum

균주는 1.844에 도달하였다. 반면 대조군으로 사용한 유청

첨가군의 경우 각각 1.064와 1.237에 도달하였다. 생균수

실험에서는 9시간째 B. lactis 균주에 대한 비피도박테리아

증식능이 확인되었고 FDFW 첨가군과 대조군(무첨가군) 사

이에 0.38 Log CFU/mL의 차이가 관찰되었다. 마지막으로

요거트에 첨가된 B. lactis 균주의 보존력을 확인하기 위해

10oC에 보관하면서 20일 동안 생균수를 분석한 결과 무첨

가군은 6.86에서 4.1 Log CFU/mL로 감소한 반면 FDFW

(1%)와 FOS(1%) 첨가군은 각각 6.82에서 4.93, 6.81에서

4.51로 감소하였다. 이러한 결과들을 종합해 볼 때 FDFW

는 비피도박테리아 증식인자로서 사용될 수 있고 또한 기

능성 식품소재로서 다양한 낙농제품에 적용될 수 있을 것

으로 판단된다.
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