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Abstract
According to the National Health and Nutrition Examination Survey (KNHANES), the 

eating habit patterns and perspectives of consumers change according to dietary life 

changes. Consumers are becoming increasingly interested in healthy and functional 

foods. The lactic acid bacteria (LAB) and probiotics have health-promoting functions 

and can facilitate the growth of useful bacteria, inhibit harmful bacteria, and promote 

smooth bowel movements. This study compared the contents of LAB in various foods, 

including biscuit, sand, and chocolate, according to the storage period of LAB- 

containing products and analyzed the predominant LAB at the end of storage. Upon 

examining the changes in the viability of lactic acid bacteria over a storage period of 

7 months, we found that cell viability was maintained at 5.20—9.04 Log CFU/g on MRS 

agar and 5.60—9.18 Log CFU/g on BCP agar. The results of cross-testing by a certified 

food safety agency by the MFDS, demonstrated that cell viability was maintained at 

5.65—8.34 Log CFU/g; additionally, cross-validation comparison results showed a 

similarity of 76.0%—100%. This indicated high accuracy of results and maintenance 

of the constant viability of lactic acid bacteria. The detected lactic acid bacteria in 

various foods were identified as Lactiplantibacillus (96—100%), Weissella confusa 
(99%), and Streptococcus thermophiles (99%). The expressed content of LAB on the 

outer packaging paper of the products was suitable for determining LAB content. 
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서 론

최근 국민 건강영양조사를 통해 나타난 우리나라 국민의 식생활 형태는 만성질환의 예방과 식생활의 

질을 개선하기 위해 다양한 영양 정보에 관심이 고조되고 있는 것으로 파악되었다(KDCA, Yun and 

Oh, 2018). 우리나라는 경제가 발전하면서 식생활이 풍부해지고, 식사패턴의 변화로 인해 대사증후군,
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고혈압 등 만성질환이 증가하고 있다(Yook et al., 2015). 질병관
리청에 따르면 만 30세 이상 고혈압 유병률은 2007년에서 2018
년 3.8% 증가하였으며, 특히 남자가 여자보다 1.4배 높다고 보고
하였다(KDCA, 2020).
유산균은 오랜 시간 동안 채소발효 식품 및 유제품과 같은 식품의 
발효에 사용됐다(Lee et al., 2015; Park et al., 2014). Probiotics
는 섭취 시 장내 환경에 유익한 영향을 주는 살아있는 미생물로 
Lactobacillus sp.와 Bifidobacterium sp.이 대표적이다(Lee et 
al., 2017). 주로 인간의 장 건강에 유익한 영향을 미치며(Park 
and Lee, 2017; Zocco et al., 2006), 면역력 강화 및 항암 효과
가 알려져 있다(Oh et al., 2020). 유산균은 일반적으로 안전하다
고 인식되는 미생물(GRAS, generally recognized as safe)로서, 
Berger’s Manual에서는 그람양성 구균과 간균에서 다루고 있다. 
유산균은 G+C 50 mol% 이하의 그람양성, non-spore-forming
의 구균, 간균, 또는 구간균이다(Kim et al., 2011). 김치에서 검출
된 Lactiplantibacillus 균주는 박테리오신을 생성하여 Listeria 
monocytogenes 성장을 억제하는 항균작용도 보고되었다(Castro 
et al., 1995; Olson and Aryana, 2007; Sheo and Seo, 2003). 
박테리오신 및 유기산 등의 항균 활성 물질을 생성하여 식품의 저
장성에도 기여함으로써(Kim et al., 2011; Nighswonger et al., 
1996), 부패에 의한 식품 보존성의 향상, 대사산물에 의한 풍미 증
진, 길항물질 생성 및 유용물질의 합성에 의한 건강증진을 목적으
로 광범위하게 이용되고 있다(Lee et al., 2001). 변비 예방, 혈중 
콜레스테롤 저하 및 병원성 식중독 억제 등 유산균의 기능성이 알
려지면서 유산균의 활용 및 산업화에 대한 인식이 재평가되고 있다
(Klaver and vander Meer, 1993; Ko et al., 2013). 이처럼 다양
한 기능성 성분을 증진시키고, pH를 낮추어 식품의 저장성을 높이
는 역할로 육류 등 다양한 식품에 많이 이용되고 있다(Oh et al., 
2020). 또한 유산균은 각종 건강기능식품에도 광범위하게 이용되고 
있으며(Kim et al., 2019), 최근에는 유산균을 첨가한 식품에 관한 
연구가 많이 진행되고 있어 제품으로도 출시되고 있는 실정이다. 
우리나라 건강기능식품 기능성 원료 인정 현황(식품의약품안전처, 
2016)에 유산균을 포함한 프로바이오틱스의 기능성 내용은 “유산
균 증식 및 유해균 억제, 배변 활동 원활에 도움을 줄 수 있음”으로 
규정하고 있으며, 프로바이오틱스의 기능(지표) 성분은 “생균 수” 
그리고 일일 섭취량은 프로바이오틱스로서 108–1010 CFU로 규정
하고 있다. 이에 따라 국내 기업에서는 식품 성분 표시 및 표시된 
기능성 홍보에 관한 마케팅을 활발하게 실시하고 있다(Song and 
Im, 2016). 소비자들은 식품의 양보다 품질과 효능을 중요시하며
(Lee, 2012), 식생활과 지속 가능한 소비의 중요성이 부각되고 있
어 기능성 식품 사용(Park et al., 2019)과 건강적인 측면에 대한 

관심이 증가함에 따라 제품의 표시를 자세히 알고자 한다(Song 
and Im, 2016). 따라서 최근 유산균을 다양한 식품에 적용하는 
추세로 본 연구에서는 시중에 유통되고 있는 유산균 함유 제품(비
스킷류, 샌드류 및 초콜릿류)의 유산균 동정(identification)을 위
해 MRS agar와 BCP agar를 이용하여 유산균을 분리한 후, 16S 
rRNA 유전자 염기서열 분석방법을 이용하며, 저장 기간에 따른 유
산균 생균 수의 변화를 분석하였다. 또한 제품에 표시된 유산균의 
함량이 유통기한(6개월) 동안 유지되는지를 확인하였다.

재료 및 방법

총 유산균 생균 수

본 실험에 사용한 시료는 서울 광진구 대형마트에서 구입하여 30
분 이내 실험실로 옮겼다. A는 비스킷류, B 및 F는 샌드류, C, D 
및 E는 초콜릿류로, 실험이 끝날 때까지 실온(25℃)에서 저장하였
다. Lactobacilli MRS agar(De Man, Rogosa and Sharpe, 
Difco, USA)와 BCP plate count agar(Bromocresol purple, 
Eiken Chemical Co., Ltd, Japan)를 사용하여 유산균의 집락을 
분리 및 배양하였다. Stomacher bag(Stomacher 400 Circulator 
Bags, Seward, UK)에 시료를 넣고, 9배량의 멸균 증류수를 넣어 
실온(25℃)에서 300 rpm, 10분간 균질하였다(Stomacher® 400 
Circulator, Seward, UK). 균질액을 멸균 증류수로 희석한 후, MRS 
agar와 BCP agar 평판 배지에 각각 분주하였다(MFDS, 2021). 
위 과정을 3 반복 진행하였으며, 시료가 접종된 petri dish를 37℃
에서 48시간 배양 후 시료 g당 생균 수를 산출하였다. 유산균 생균 
수 측정은 제조일로부터 1개월 간격으로 총 7개월간 실시하였다.

유산균 분리

시험 용액 제조 희석액은 멸균 증류수 또는 펩톤 식염 완충액을 사
용하였다. 시료 10 g에 희석액 90 mL를 가하여 균질하였다. 균질
액 1 mL를 희석액 9 mL에 10진 희석법으로 희석하였다. 단계 희
석 용액을 MRS agar와 BCP agar 평판 배지에 각 3 반복 접종 
및 도말하였다. 시료가 접종된 petri dish는 37℃에서 48시간 배
양하였다. 배양한 후 모양이나 크기가 다르게 나온 집락을 백금이
로 새로운 MRS agar에 획선도말하여 유산균을 분리하였다.

분리된 균주의 동정

위 과정에서 분리된 유산균 집락을 DNA extraction kit(Power-
PrepTM DNA Extraction from Food and Feed Kit, Koge-
nebiotech, South Korea)로 DNA를 추출하였다. 시료에서 분리
한 균주의 신속한 동정을 위하여 16S rRNA sequencing 동정을 
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수행하였다. 27F(5’-AGA GTT TGA TCC TGG CTC AG-3’)와 
1492R(5’-GGT TAC CTT GTT ACG ACT T-3’) primer를 사
용하여 중합효소연쇄반응(polymerase chain reaction, PCR, 
Marsiling Industrial Estate Road 3, Singapore 739256)으로 
변성(95℃, 20초), 결합(50℃, 40초), 신장(72℃, 90초) 순으로 30
회 반복하여 DNA를 증폭시켰다. PCR 산물은 purify 실시하여 1% 
agarose gel(invitrogen, New Zealand)로 전기영동한 후 Gel 
이미지 분석장치(SYEGENE)에서 UV로 결과를 확인하였다. 염기
서열 결정용으로는 27F, 1492R primer를 사용하였으며, 각각의 
결과를 보정한 후 BLASTN program(http://blast.ncbi.nlm.nih. 
gov/Blast.cgi)을 사용하여 해당 균주를 동정하였다. 계통학적 분
석은 Clustal X, BioEdit, MEGA 4(www. megasoftware.net/)
를 이용하여 염기서열 간의 유전자 거리와 phylogenetic tree를 
확인하였다.

교차 검증 

실험 결과의 정확성을 확보하기 위해 시료를 식품의약품안전처에
서 인증한 식품위생검사기관과 교차 검증하였다. 본 실험에 사용된 
시료는 실온저장 시료로 밀봉상태로 전달하여 실험을 수행하였다. 
실험 방법은 ‘식품공전’ 제 II 권 제9. 일반 실험법 3. 미생물 시험
법 (9) 유산균수 1) 유산균수를 따랐다(MFDS, 2021). 이 과정은 
시료 취득일로부터 7개월까지 보존 ․저장하면서 실시하였다. 

결과 및 고찰

시료별 저장 기간에 따른 유산균 생균 수 변화

본 실험에서 유산균 첨가 6개 시료를 7개월 저장 기간 동안 MRS 
agar에서 검출된 유산균 생균 수의 변화는 Fig. 1과 같다. 초기 1 g 
당 유산균 생균 수는 6.85–9.04 Log CFU/g，1개월 차 6.75– 
7.43 Log CFU/g, 2개월 차 6.70–7.91 Log CFU/g, 3개월 차 
6.85–7.81 Log CFU/g, 4개월 차 7.00–7.91 Log CFU/g, 5개월 
차 5.95–7.73 Log CFU/g, 6개월 차 5.20–7.89 Log CFU/g 및 
7개월 차 5.78–7.20 Log CFU/g이 검출되었다. 7개월 동안 유산
균 생균 수는 유의적으로 감소하는 경향을 나타냈다. BCP agar에
서 검출된 유산균 생균 수의 변화는 Fig. 2와 같다. 초기 유산균 
생균 수는 6.93–8.96 Log CFU/g으로 나타났으며, 7개월 차에서 
6.04–7.63 Log CFU/g이 검출되었다. 7개월 동안 유의적으로 생
균 수가 감소되는 것을 확인하였다. 유산균 생균 수의 차이를 관찰
한 결과, MRS 및 BCP agar에서 저장 기간이 지남에 따라 감소하
는 경향을 보였다. 시료별 유산균 생균 수 함량 차이는 시료의 생산 
과정 중에 유산균 함량 차이로 볼 수 있으며, 저장 기간 중 일정한 

Fig. 1. Changes in the viability of lactic acid bacteria during 7 
months of storage on MRS agar. A; biscuit type, B; sand type, 
C; chocolate type, D; chocolate type, E; chocolate type, F; sand 
type.

Fig. 2. Changes in the viability of lactic acid bacteria during 7 
months of storage on BCP agar. A; biscuit type, B; sand type, C; 
chocolate type, D; chocolate type, E; chocolate type, F; sand type.



저장기간에 따른 다양한 식품 내 유산균의 동정 및 유산균 수 변화

Curr. Top. Lact. Acid Bact. Probiotics 2021;7(1):30-36｜33

유산균 생균 수를 유지하다 기간이 길어짐에 따라 감소하는 현상이 
나타났다. 이는 시료가 저장되는 과정에서 온도와 같은 외부 조건
으로 인해 유산균의 생존율에 영향을 미치기 때문인 것으로 판단된
다(Lim et al., 2015).

교차 검증 비교

본 연구는 식품의약품안전처에서 인증한 식품위생검사기관과 교차 
검증하였다. 식품위생검사기관에서 기간별 시료(A, B, C, D, E, F)
의 평균 유산균 생균 수는 6.58 Log CFU/g 이상 유지하였으며, 저
장 기간이 길어짐에 따라 감소하는 경향을 나타냈다(Fig. 3). 본 연
구의 기간별 시료(A, B, C, D, E, F)의 MRS agar에서 검출된 유산
균 생균 수와 식품위생검사기관의 결과에 대한 유사도를 비교하여 
최소 및 최댓값을 Table 1에 나타냈다. 유산균 생균 수의 교차 검증 
결과, 7개월 동안 76.0%–100%로 일치하는 경향을 나타냈다. 

표시 함량 비교

Table 2에서는 각 제품의 외포장지에 표시된 유산균 함량을 비교하
였다. 7개월 동안 시료에서 검출된 유산균 생균 수와 표시된 함량을 
비교한 결과 A(4×108 CFU/65 g), B(2×108 CFU/74 g), C(2×108 

CFU/40 g), D(2×108 CFU/40 g), E(2×108 CFU/45 g) 및 
F(2×108 CFU/74 g)는 외포장에 표시된 유산균 함량 이상을 유지
할 수 있었다. 전체적으로 외포장지에 표시된 유산균 함량은 본 실
험의 결과보다 적게 표시되었으며, 유통기한(6개월) 동안 유산균의 
함량은 유지되었다. 식품을 통해 건강을 유지하려는 소비자의 욕구
가 증대함으로써 본 연구의 표시 함량은 소비자의 요구에 부합된다. 
원재료명 및 함량, 성분명 및 함량, 영양성분은 세부 표시 기준으로, 

Table 1. Comparison of similarity by cross-validation of lactic acid 
bacteria viability of products1)

Time 
(days)

In this study 
(Log CFU/g)

A certified food 
safety agency by the 
MFDS (Log CFU/g)

Similarity 
(%)

0 7.00–8.58 6.78–7.69 89.6–96.9

30 7.20–7.43 7.62–8.10 88.9–97.5

60 7.48–7.76 7.15–7.77 95.6–99.9

90 6.85–7.40 6.30–7.48 92.0–98.9

120 7.00–7.60 6.37–7.59 91.0–99.9

150 6.88–7.59 6.72–6.93 91.3–97.7

180 7.04–7.89 6.00–7.04 76.0–100.0

210 5.78–7.28 7.18–7.26 80.5–99.7

1) A; biscuit type, B; sand type, C; chocolate type, D; chocolate type, 
E; chocolate type, F; sand type.

Table 2. Comparison of the viability of labeled lactic acid bacteria with that of the actual lactic acid bacteria on products1)

Sample No. Display content Content after 210 days

A 4×108 CFU/65 g (6.2×106 CFU/g) 9.4×109 CFU/65 g (1.4×108 CFU/g)

B 2×108 CFU/74 g (2.7×106 CFU/g) 2.6×109 CFU/74 g (3.5×107 CFU/g)

C 2×108 CFU/40 g (5×106 CFU/g) 2.1×109 CFU/40 g (5.3×107 CFU/g)

D 2×108 CFU/40 g (5×106 CFU/g) 1.5×109 CFU/40 g (3.8×107 CFU/g)

E 2×108 CFU/45 g (4.4×106 CFU/g) 1.7×109 CFU/45 g (3.8×107 CFU/g)

F 2×108 CFU/74 g (2.7×106 CFU/g) 1.1×109 CFU/74 g (1.5×107 CFU/g)

1) A; biscuit type, B; sand type, C; chocolate type, D; chocolate type, E; chocolate type, F; sand type.

Fig. 3. Changes in the viability of lactic acid bacteria over 7 
months of storage, as determined by a certified food safety agency 
as the MFDS(Ministry of Food and Drug Safety). A; biscuit type, 
B; sand type, C; chocolate type, D; chocolate type, E; chocolate 
type, F; sand type.
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이러한 표시는 식품 선택, 식생활 개선, 식품의 안전성을 확보하기 
위한 제도적 장치로 중요성이 강조되고 있다(Jung and Kim, 2016).

저장 기간별 유산균 동정

6가지 시료의 유산균을 분리 배양하여 모양과 크기가 다른 20개 
colony를 선택하여 동정한 결과는 Table 3과 같다. 분리된 유산균
의 종류는 시료에 따라 유의한 차이가 있었는데, 이는 시료의 제조
와 발효 환경의 차이에 기인하는 것으로 판단된다(Lim, 2020). 유산
균을 동정한 결과, 독립적인 집락을 얻을 수 있다. 시료에 포함된 유산
균의 85%는 Lactiplantibacillus(96%–100%), 10%는 Streptococcus 
thermophilus(99%), 5%는 Weissella confusa(99%)로 확인되었
으며, 그 결과에서 85% Lactiplantibacillus가 가장 많이 동정되어 

우점종을 나타내고 있다. 시료에서 분리한 균주의 유전학적 안전성
을 확인하고자 16S rRNA 유전자 염기서열을 이용하여 동정한 결과
는 Fig. 4와 같다. 본 연구에서 동정한 Lactiplantibacillus, Strep-
tococcus thermophilus 및 Weissella confusa는 식품의약품안

Table 3. Identification of colonies with 16S rRNA gene sequencing 
for strains isolated from products1)

Sample No. Strain Identity (%)

Colony 1 Lactiplantibacillus 100

Colony 2 Lactiplantibacillus 100

Colony 3 Lactiplantibacillus 99

Colony 4 Lactiplantibacillus 100

Colony 5 Lactiplantibacillus 99

Colony 6 Lactiplantibacillus 99

Colony 7 Lactiplantibacillus 96

Colony 8 Lactiplantibacillus 99

Colony 9 Lactiplantibacillus 99

Colony 10 Lactiplantibacillus 100

Colony 11 Lactiplantibacillus 99

Colony 12 Weissella confusa 99

Colony 13 Lactiplantibacillus 100

Colony 14 Lactiplantibacillus 99

Colony 15 Lactiplantibacillus 99

Colony 16 Lactiplantibacillus 100

Colony 17 Lactiplantibacillus 100

Colony 18 Streptococcus thermophilus 99

Colony 19 Lactiplantibacillus 99

Colony 20 Streptococcus thermophilus 99

1) A; biscuit type, B; sand type, C; chocolate type, D; chocolate type, 
E; chocolate type, F; sand type.

(a)

(b)

(c)

Fig. 4. Phylogenetic tree of strains isolated from snacks, genera-
ted using the maximum likelihood method based on 16S rRNA 
gene sequences. Bar, 0.01 substitutions per nucleotide position. 
Bootstrap values are expressed as percentages of 1,000 replicates. 
(a) Isolation of Lactiplantibacillus strains on the phylogenetic tree, 
(b) Isolation of Streptococcus thermophilus strains on the 
phylogenetic tree, and (c) Isolation of Weissella confusa strains 
on the phylogenetic tree. 
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전처 건강기능식품의 기준 및 규격에 등재되는 등 안전성이 확인된 
균주로 식품의 원료로 사용이 가능할 것으로 판단된다(Kang et 
al., 2013). 이러한 균주들이 분비하는 박테리오신의 특성을 분석
하는 등 유산균들의 항균 활성에 관한 연구가 많이 이루어지고 있
다. 또한 전통장, 전통주 등 식품 산업에 있어서 박테리오신 생산 
균을 분리하고, 이를 조사하는 연구(Beak et al., 2012; Jung et 
al., 2009)가 다양하게 진행되고 있다. 이처럼 박테리오신에 대한 연
구가 지속적으로 진행되고 있는데, 이는 원재료로부터 Escherichia 
coli 등 대장균군의 유입이나 과도한 발효로 인한 산패균의 생육으
로 품질이 저하되는 것을 막을 수 있을 것으로 평가되기 때문이다. 
상품 스낵에 대한 수요가 증가하고, 품질 유지기한의 연장이 요구
됨에 따라 스낵 제조 산업에서는 이러한 문제점을 해결하기 위한 
일환으로 박테리오신을 생산하는 유산균 스타터의 개발이 필요하
게 되었다. 본 연구에서 검출된 3가지 균 이외에도 안전성이 확인
된 유산균의 첨가는 식품의 기능성을 향상시킬 수 있다. 

요 약

본 연구는 시중에 유통 중인 유산균 첨가 시료 6개를 7개월 동안 
저장하여, 유산균 생균 수의 변화와 우수 균종을 분리 및 분석하고
자 하였다. 제품별 저장 기간에 따라 유산균 생균 수의 변화는 MRS 
agar에서 9.04 Log CFU/g에서 7.20 Log CFU/g, BCP agar에
서 8.96 Log CFU/g에서 7.63 Log CFU/g으로 7개월이 경과한 
후에 유의적으로 감소하였다. 식품위생검사기관에서 기간별 시료
의 평균 유산균 생균 수는 6.58 Log CFU/g 이상 유지하여, 본 
연구 결과와 76.0%–100% 일치하는 경향을 나타냈다. 제품의 유
산균 표시 함량은 2.7×106–6.2×106 CFU/g으로 표시되었으며, 
본 연구 결과에서 1.5×107–1.4×108 CFU/g 이상 검출되어 실
제 외포장지의 표시 함량은 올바른 표시에 부합되었다. 검출된 유
산균 중 우점종(85%)을 최종 선발하여 16S rRNA 유전자 염기서
열 분석 결과, Lactiplantibacillus(identity 100%), Streptococcus 
thermophilus 10%(identity 99%) 및 Weissella confusa 5% 
(identity 99%)로 동정되었다. 이는 본 연구의 시료에서 검출된 우
수 균주로, 위 균주 외에 또 다른 우수한 균주를 선발하여 식품에 
접목하는 연구가 필요한 것으로 생각된다. 또한 6개 제품 모두 7개
월 후 유산균 수 함량이 107–108 CFU/g으로 확인되었으며, 실험
한 제품류(비스킷류, 샌드류 및 초콜릿류)의 외포장지에 표시된 유
산균 함량은 본 실험의 결과보다 적게 표시되었으며, 유통기한(6개
월) 동안 유산균의 함량은 유지되었다.
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