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Abstract: Lactic Acid Bacteria(LAB) produces lactic acid as the major metabolic end-product of carbohydrate fermenta-

tion. LAB offers health benefits such as increasing nutrients, enhancing immune system, alleviating lactose intolerance and

allergy. In order to understand the characteristics of fermented milk and market trends, contents of LAB on fermented milk

in Korea was investigated and isolated LAB was identified. Viable counts were performed on plate count agar with bromo-

cresol purple(BCP) for LAB except Bifidobacterium and BS agar for Bifidobacterium. As the results, all of fermented milk

in Korea contains viable LAB more than 1×108 CFU/mL, Korea Food Standard for concentrated fermented milk. To identify

the isolated LAB, gram stain was performed with pure culture colonies on MRS agar. Gram positive streptococci, bacilli,

and variable bacilli were observed through the microscope. The isolated LAB were further identified by API CHL for lac-

tobacilli and other LAB, by API 20A for anaerobic bacteria. As the results, Gram positive streptococci was Streptococcus

thermophilus(99.2%) and variable bacilli was Bifidobacterium spp.(96.2%) isolated from sample 1-10. Gram positive

bacilli was Lactobacillus rhamnosus(99.8%) isolated only sample 2.
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서 론

유산균은 포도당 또는 유당과 같은 탄수화물을 분해하여

젖산을 생성하는 세균으로 젖산균이라고도 불린다. 구균 혹

은 간균 형태의 그람양성, 비포자생성균으로 카탈라아제 음

성이며, 생장에 각종 비타민, 아미노산 등을 요구한다. 유

산균은 발효산물의 종류에 따라 동형 발효 유산균과 이형

발효 유산균으로 구분할 수 있다. 동형 발효 유산균은 포

도당으로부터 젖산을 85% 또는 그 이상 생성하는 균으로

Streptococcus, Pediococcus, Lactobacillus 일부 등이 속하

며, 이형 발효 유산균은 포도당으로부터 젖산 외에 초산,

알코올, 이산화탄소를 생성하는 균으로 Leuconostoc, Bifido-

bacterium, Lactobacillus 일부 등이 속한다.

Streptococcus는 통성혐기성의 쌍구균 또는 연쇄상구균 형

태로 S. thermophilus, S. lactis, S. cremoris 등이 속해 있으

며, 이 중 S. thermophilus는 고온에서 생장할 수 있어 요

구르트 제조시 starter로 이용되고 있다. Pediococcus는 통

성혐기성의 쌍구균 또는 4연구균 형태로 간장, 된장 양조

에 중요한 유산균이며, 사우어크라우트 발효에도 이용되어

독특한 신맛을 부여하고 제품 저장성을 증가시킨다. Lacto-

bacillus는 통성혐기성의 간균 형태로 발효유 starter인 L.

bulgaricus, L. acidophilus, 치즈 starter인 L. lactis등이 속해

있으며, L. plantarum은 내산성균으로 김치 발효 후기 신맛

이 강할 때 우점하는 유산균이다. Leuconostoc은 통성혐기

성의 연쇄상구균 형태로 Leu. mesenteroides, Leu. lactis,

Leu. citreum 등이 있으며, Leu. mesenteroides는 김치 발효

초기에 우점하는 유산균으로 이형 발효를 통해 유기산을

생성하여 pH를 낮춰주는 동시에 이산화탄소를 생성하여

혐기상태를 만들어 주어 호기성 세균의 번식을 억제시키

는데 중요한 역할을 한다. Bifidobacterium은 절대혐기성의

다형성 간균으로 B. bifidum, B. longum, B. infant, B. breve

등이 속해 있다. Bifidobacterium은 포유류의 장내에 서식

하는 중요한 유산균으로 장내균총의 균형을 조절하며, 발

효유, 양조식품, 유산균제제로 이용되고 있다(김영만, 2007).

유산균은 프로바이오틱스로서 여러 가지 효능을 제공한
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다. 첫째, 유산균은 인체에 필요한 영양분을 제공한다. 요

구르트 내 유산균은 엽산, 나이아신, 리보플라빈 함량을 증

가시키며, 치즈 속 유산균은 비타민 B6, B12 함량을 증가

시켜준다(LeBlanc et al., 2007). 둘째, 유당불내증을 완화시

켜준다. 유당불내증이란, 유당분해효소인 lactase의 결핍으

로 유당이 분해·흡수되지 않아 설사, 복통을 일으키는 질

병으로 전세계 인구의 70%가 겪고 있다. S. thermophilus,

L. bulgaricus와 같은 일부 유산균은 lactase를 생성하여 유

당 불내증을 완화시켜준다(Kamlesh et al., 2011). 셋째, 알

레르기 반응을 완화시켜준다. Bjorksten 등(1999)은 아토피

를 겪고 있는 어린이의 장내에는 건강한 어린이에 비해 유

산균의 비율이 다른 장내세균에 비해 적은 것을 발견하게

되었는데, 이는 유산균이 면역계와 상호작용하여 알레르

기 반응을 억제시킬 수 있다는 것을 의미한다. 또한, Wadher

등(2010)은 L. rhamnosus GG와 같은 유산균이 유단백질로

인한 알레르기 반응을 완화시켜준다는 것을 밝혔다. 넷째,

면역력을 강화시켜주며, 병원성 미생물의 침입을 막아준

다. L. casei, S. thermophilus와 같은 유산균은 소장의 IgA

분비 세포의 수를 증가시킴으로써, 경구를 통해 들어오는

병원성 미생물의 침입을 막아 주며(Vitini et al., 2000), 유

산균에 의해 생성되는 젖산은 장내 pH를 낮게 유지시킴으

로써 병원성 미생물의 생장을 억제시켜준다. 또한, L. casei,

B. bifidum 등과 같은 유산균은 박테리오신이라는 항균물질

을 생성하여 병원성 미생물을 사멸시키는데 박테리오신은

항생제와 달리, 1차 대사과정에서 만들어지는 단백질로서

사람이 섭취하더라도 단백질 분해효소에 의해 분해되기 때

문에 인체에 무해하다. 유산균이 면역계를 강화시키는 정

확한 메커니즘을 밝혀내지 못했지만, 대식세포, natural killer

세포의 활성화와 사이토카인 및 면역글로불린 분비 증가를

통해 면역계가 강화된다고 보고되고 있다(Sanders, 1999).

그 밖에도 유산균은 항암효과, 혈중 콜레스테롤 감소, 변비

개선과 같은 효능을 제공한다.

유산균의 다양한 효능 때문에 오래 전부터 식품에 이용

되어 왔다. 유산균을 이용한 대표적인 식품으로 발효유, 치

즈, 버터 등의 유제품과 간장, 된장, 청주 등의 양조식품이

있으며, 소시지, 피클, 김치, 유산균제제에도 사용된다. 발

효유는 1973년 액상발효유인 요구르트 제품이 생산되면서

부터 우리나라에 알려지기 시작했으며, 그 후 농후발효유

생산과 함께 발효유 시장은 급격히 성장하여 현재는 여러

종류의 유산균을 사용한 다양한 제품들이 출시되고 있다.

축산물의 가공기준 및 성분규격(2012)에 발효유류는 ‘원유

또는 유가공품을 유산균, 효모로 발효시킨 것이나, 이에 다

른 식품 또는 식품첨가물 등을 위생적으로 첨가한 것’이라

정의되어 있다. 발효유류에는 발효유, 농후발효유, 크림발

효유, 농후크림발효유, 발효버터유, 발효유분말이 있으나 우

리가 쉽게 접할 수 있는 유형은 발효유와 농후발효유이다.

발효유는 무지방 고형분이 3% 이상이며 유산균수 또는 효

모수가 1 mL당 10,000,000 이상의 것을 말하며, 농후발효

유는 무지방 고형분이 8% 이상이며 유산균수 또는 효모수

가 1 mL당 100,000,000 이상의 것을 말한다.

본 연구에서는 국내 유통 발효유 제품의 유산균수를 측

정하여 축산물 가공기준 및 성분규격의 기준에 적합한지

조사하였으며, 발효유 제품의 특성과 앞으로의 시장 동향

을 이해하기 위해 유산균을 분리·동정하였다.

재료 및 방법

실험재료

본 실험에 사용된 발효유 제품은 국내 5개 회사(임의로

A, B, C, D, E사로 표기)의 농후발효유와 호상발효유 각각

1품목을 선정하여 서로 다른 lot 제품 3개씩을 구입하여 사

용하였다.

시료 희석에 사용된 멸균생리식염수은 sodium choride

(Junsei Chemical Co., Japan) 8.5 g에 증류수를 가하여

1,000 mL이 되게 하여 용해한 후 121oC에서 15분간 멸균

하여 사용하였다. 유산간균 및 구균수 측정을 위한 bromo-

cresol purple(BCP) 첨가 평판측정용 배지(Eiken Chemical

Co., Japan)는 24.6 g에 증류수를 1,000 mL이 되게 하여 용

해한 후 121oC에서 15분간 멸균하여 사용하였다. 비피더

스균수 측정을 위한 BS 한천배지는 BL 한천배지(Difco,

France) 58 g에 증류수를 가하여 1,000 mL이 되게 하고

sodium propionate(Yakuri Pure Chemical Co., Japan) 15 g,

paromomycin(Sigma, USA) 50 mg, neomycin(Sigma, USA)

100 mg, lithium chloride(Junsei Chemical Co., Japan) 3 g을

첨가하고 121oC에서 15분간 멸균하여 사용하였다. 순수배

양에 사용된 MRS 한천배지(Oxoid, UK)는 62 g에 증류수

를 가하여 1,000 mL이 되게 하여 용해한 후 121oC에서 15

분간 멸균하여 사용하였다.

생균수 측정

축산물 가공기준 및 성분규격(2012) 제3. III. 9. 사) 유산

균수 시험법에 따라 시료 10 mL에 멸균생리식염수를 가하

여 100 mL이 되게 하고(10-1), 10진 희석법에 따라 10-2-10-8

검액을 제조하였다. 유산간균 및 구균수 측정의 경우, 10-6

-10-8 단계 희석액 1 mL씩을 2매의 멸균 샤레에 무균적으

로 취하고, 50oC로 적당히 식은 멸균된 BCP 첨가 평판측정

용배지 15 mL을 무균적으로 분주하였다. 확산 집락의 발생

을 억제하기 위해 다시 BCP첨가 평판측정용배지 3-5 mL

을 중첩시키고 응고시킨 샤레는 뒤집어 37oC에서 72시간

호기 또는 혐기배양하였다. 형성된 황색의 집락을 colony

counter(Bibby sterilin, UK)로 계수하고, 희석배수를 곱하

여 시료 mL당 생균수를 산출하였다. 비피더스균수 측정의

경우, 10-4-10-6 단계 희석액 0.05 mL을 BS 한천배지 상에

접종하여 멸균초자봉으로 도말하고, 시료가 접종된 샤레를
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AnaeroGen(Oxoid, UK)과 함께 Gas-Pak(BBL, USA)에 넣

고 37oC에서 48-72시간 혐기배양하였다. 형성된 집락을 유

산간균 및 구균수 측정과 동일하게 계수하여 생균수를 산

출하였다.

균 동정

균수 측정에 사용된 희석액 0.05 mL을 BCP 첨가 평판측

정용배지와 BS 한천배지상에 각각 접종하고 멸균초자봉

으로 도말하였다. 시료가 접종된 BCP 첨가 평판측정용배지

의 경우, 37oC에서 72시간 호기 또는 혐기배양하였고, BS

한천배지의 경우, 37oC에서 48-72시간 혐기배양하였다. 형

성된 집락을 MRS 한천배지에 순수배양한 뒤, 그람염색을

실시하고 API kit(BioMerieux, France)를 이용하여 균을 동

정하였다. 호기적 조건에서 배양 가능한 유산균의 경우,

API CHL kit를 이용하였고, 혐기적 조건에서 배양 가능한

유산균의 경우, API 20A kit를 이용하였다.

결과 및 고찰

생균수 측정

국내 유통 발효유 10종에 함유되어 있는 유산균수 측정

결과를 Table 1에 나타내었다. 농후발효유인 sample 1-5의

유산간균 및 구균수 측정결과를 보면, 5.4-21.2×108 CFU/

mL 수준으로 sample 1 > sample 2 > sample 4 > sample 5

> sample 3 순이었다. 호상발효유인 sample 6-10의 경우,

7.4-16.2 CFU/mL 수준으로 sample 9 > sample 6 > sample 7

> sample 8 > sample 10 순이었다. 비피더스균수의 경우,

농후발효유는 2-25×106 CFU/mL 수준으로 sample 1 > sam-

ple 2 > sample 3, 4 > sample 5 순이었으며, 호상발효유는

1-47×106 CFU/mL  수준으로 sample 8 > sample 9 > sample

7 > sample 6 > sample 10 순이었다. 유산균수 측정 결과를

통해 국내 유통 발효유 10종 모두 법적기준(1×108 CFU/

mL) 이상의 유산균을 포함하고 있음을 알 수 있으며, 발

효유 유형에 상관없이 비슷한 수준의 유산균을 포함하고

있음을 확인할 수 있었다. 다만, 제품별로 유산균 함량이

다른 것은 각 회사마다 사용하는 유산균주, 초기 접종량,

배양시간이 다르며, 유통 및 보관상태에 따라 온도의 영향

을 받았기 때문으로 사료된다.

균 동정

국내 유통 발효유에 함유되어 있는 유산균을 동정하기 위

해 먼저 MRS 한천배지에 순수배양된 집락을 취하여 Gram

염색을 실시하였고 결과는 Fig. 1에 나타내었다. Gram양성

연쇄상구균(A)과 다형성 간균(C)은 sample 1-10 모두에서

관찰되었고, Gram 양성 간균은 sample 2에서만 관찰되었다.

Gram 염색 후 API kit를 이용하여 균 동정을 실시하였다.

동정에는 API CHL과 API 20A가 사용되었는데, API CHL

은 49가지 탄수화물에 대한 이용 여부를 pH 지시약의 색

Table 1. Viable cell count of lactic acid bacteria in Korean fermented milk

Viable cell count
Samples

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Lactic acid bacteria except

Bifidobacterium1)

(×108 CFU/mL)

21.2 18.8 5.4 15.1 9.8 16.1 13.0 12.5 16.2 7.4

Bifidobacterium2)

(×106 CFU/mL)
25 17 15 15 2 2 12 47 30 1

1)Counting the colonies on plate count agar with BCP
2)Counting the colonies on BS agar

*Sample 1-5; drinking yogurts, Sample 6-10; curd yogurts

*Sample 1, 6; company A, Sample 2, 7; company B, Sample 3, 8; company C, Sample 4, 9; company D, Sample 5, 10; company E

Fig 1. Gram stain of lactic acid bacteria isolated from Korean fermented milk. (a); Gram positive streptococci, (b) Gram positive

bacilli, (c) Gram positive variable-rod bacilli.
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변화를 통해 균을 동정하는 kit로 Lactobacillus 및 그 외 일

부 유산균 동정에 이용된다. API 20A는 20가지 탄수화물

에 대한 이용 여부로 균을 동정하는 kit로 혐기성균 동정에

이용된다. MRS 한천배지에 순수배양된 균을 취하여 API

kit에 접종하였으며 그 결과는 Table 2에 나타내었다. 동정

결과, sample 1-10 모두에서 관찰되었던 Gram 양성 연쇄

상구균은 S. thermophilus(99.2%)로, 다형성 간균은 Bifido-

bacterium spp.(96.2%)였으며, 유일하게 sample 2에서만 관

찰되었던 Gram 양성 간균은 L. rhamnosus(99.8%)였다. 균

동정 결과를 통해, 국내 발효유 제품 10종 모두 발효유 유

형에 상관없이 2종류 이상의 유산균을 사용하였음을 알 수

있었다. 최근 발효유 제조에 혐기성 유산균인 Bifidobac-

terium을 포함하여 3-4종류의 혼합균주를 이용하고 있는데,

혼합균주를 사용할 경우, 균주 상호간에 아미노산, 비타민

등 생장에 필요한 영양분을 제공하여 배양시간을 줄일 수

있을 뿐 아니라, 다양한 대사산물의 생성으로 발효유의 독

특한 맛과 향미를 제공해준다. 또한, 단일균주에 비해 산

생성이 빠르기 때문에 초기 산도를 낮게 유지하여 잡균에

의한 오염을 막을 수 있다(Lim et al., 1996). 균 동정 결

과와 달리, 실제로 S. thermophilus, Bifidobacterium spp.

이외의 다른 유산균도 발효유 제조에 사용되었을 것으로

사료된다. 실제 사용 유산균과 동정결과가 상이한 것은 아

마도 유산균 초기 접종량, 생장 적온, 필요 영양분, 내산성

의 차이에 의해 S. thermophilus가 우점하였거나 발효유 저

장기간 중 유산균의 사멸에 의해 본 실험에 사용된 희석

배수(10-6-10-8)에서 균을 확인할 수 없었던 것으로 생각된

다. Rajiv와 Nagendra(1997)에 따르면, 발효과정 동안 S.

thermophilus는 빠른 속도로 생장하였으며, L. acidophilus

는 서서히 생장하여 초기 접종 균수가 많았음에도 불구하

고 최종 균수는 S. thermophilus에 비해 1 log 값이 적었다.

L. delbrueckii subsp. bulgaricus의 경우는 발효 초기에 급

속한 생장을 보였으나 발효 후반에는 그 수가 감소하는 양

상을 보였다. 저장기간 중 사멸속도는  S. thermophilus의

경우 느린 반면, L. acidophilus와 L. delbrueckii subsp. bul-

garicus는 5일 동안 50% 이상의 감소를 보였다. 이러한 결

과는 실제 발효유에 사용된 유산균과 본 연구의 동정결과

가 상이한 이유를 뒷받침해준다.

요 약

본 연구에서는 발효유 제품의 특성과 앞으로의 발효유

시장 동향을 이해하기 위해 국내 유통중인 발효유 제품에

사용된 유산균을 분리·동정하고 그 함량을 조사하였다.

국내 5개 회사의 농후발효유 5종과 호상발효유 5종, 총 10

종을 구입하였으며, 유산균 표시함량은 대부분 1×108 CFU/

mL이었다. BCP 첨가 평판측정용배지와 BS 한천배지를

이용해 생균수를 측정한 결과, 발효유 10종 모두 1×108

CFU/mL 이상의 유산균을 포함하고 있었다. 본 연구에서

모니터링 검사에 사용된 발효유는 모두 표시함량 및 법적

기준(1×108 CFU/mL 이상)을 만족하고 있음을 알 수 있었다.

균 동정을 위해 분리된 유산균에 대해 Gram 염색을 실

시하였다. Gram 양성 연쇄상구균, 간균, 다형성 간균 형태

를 관찰할 수 있었으며, Gram양성 간균은 유일하게 sample

2에서만 관찰되었다. API CHL, API 20A kit를 이용하여

균동정을 실시한 결과, 발효유 10종 모두에서 관찰되었던

Gram 양성 연쇄상구균은 S. thermophilus(99.2%)였으며, 다

형성 간균은 Bifidobacterium spp.(96.2%)였다. 그리고 유일

하게 sample 2에서 관찰되었던 Gram 양성 간균은 L. rham-

nosus(99.8%)였다. 유산균 초기 접종량, 생장 적온, 필요 영

양분, 내산성의 차이로 S. thermophilus, Bifidobacterium spp.

이외의 유산균을 동정할 수 없었지만 국내 발효유 회사는

배양시간의 단축, 잡균의 오염 방지, 그리고 독특한 향미와

Table 2. Identification of lactic acid bacteria isolated from Korean fermented milk with API kits

Sample
API CHL1) API 20A2)

Species name Percentage (%) Species name Percentage (%)

1 Streptococcus thermophilus 99.2 Bifidobacterium spp. 1 96.8

2
Streptococcus thermophilus

Lactobacillus rhamnosus

99.2

99.8
Bifidobacterium spp. 1 96.8

3 Streptococcus thermophilus 99.2 Bifidobacterium spp. 1 96.8

4 Streptococcus thermophilus 99.2 Bifidobacterium spp. 1 96.8

5 Streptococcus thermophilus 99.2 Bifidobacterium spp. 1 96.8

6 Streptococcus thermophilus 99.2 Bifidobacterium spp. 1 96.8

7 Streptococcus thermophilus 99.2 Bifidobacterium spp. 1 96.8

8 Streptococcus thermophilus 99.2 Bifidobacterium spp. 1 96.8

9 Streptococcus thermophilus 99.2 Bifidobacterium spp. 1 96.8

10 Streptococcus thermophilus 99.2 Bifidobacterium spp. 1 96.8

1)API CHL is used for identification of Lactobacillus and other lactic acid bacteria.
2)API 20A is used for identification of anaerobic bacteria.

*Sample 1-5; drinking yogurts, Sample 6-10; curd yogurts

*Sample 1, 6; company A, Sample 2, 7; company B, Sample 3, 8; company C, Sample 4, 9; company D, Sample 5, 10; company E
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맛을 부여하기 위해 2가지 이상의 혼합균주를 사용하고 있

다. 현재 소비자들은 맛과 함께 기능성이 강화된 발효유를

선호하고 있다. 이러한 기능성은 유산균주의 생리 및 발효

특성으로 기능성 유산균주를 활용한 다양한 컨셉의 제품이

지속적으로 시판될 것으로 기대된다. 향후 발효유 시장은

고유의 기능성 유산균주 발굴 및 연구를 위해 많은 투자가

이루어질 것으로 사료된다.
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