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Abstract
The purpose of this study was to investigate the effect of ultrasonic treatment during 
probiotics production process on the shelf life and the survival rate. Once Lactobacillus 
plantarum and Bifidobacterium longum were cultured in edible culture medium, ultrasonic 
treatment was performed at 100 Hz for 1, 2, 5, 7, and 10 minutes. Ultrasonic-treated L. 
plantarum HY7715 and B. longum HY8001 were centrifuged, mixed with a cryoprotectant, 
and lyophilized. The prepared lactic acid bacteria powder was individually packaged. After 
6 months, viable cell counts were measured separately under cold storage and room 
temperature. In vitro digestion experiments were performed to determine the survival rate 
at digestive tract. As a result, it was observed that shelf life and survival rate were increased 
compared to untreated control group.
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서 론 

프로바이오틱스(Probiotics)는 “장내 균총을 개선시켜 줌으로써 숙주동물에게 유익한 영향을 주는 

생균제제”라고 Fuller(1989)가 정의한 것을 시작으로 FAO/WHO는 2001년에 “충분한 양을 섭취하

였을 때 숙주의 건강에 도움이 되는 살아있는 미생물”이라고 정의하였다. 이에 더하여 “숙주에 유익

한 작용을 갖는 미생물 제제 또는 미생물의 성분”으로 정의하여 생균에서 사균으로까지 프로바이오틱

스의 범위를 확대시킨 해석도 있다(Salminen 등, 1999). 프로바이오틱스를 포함한 인간의 장내 미생

물이 인간의 건강에 중요한 영향을 미친다는 연구결과(Singh 등, 2013; Butel, 2014) 및 기능성 

자료가 증가함에 따라 프로바이오틱스에 대한 소비자들의 인식이 더욱 확대되어 프로바이오틱스 제

품의 수요가 점차 증가하고 있다. 현재 식약처에서 등재한 Lactobacillus 11종(L. acidophilus, L. 

casei, L. gasseri, L. delbruekii subsp. bulgaricus, L. helveticus, L. fermentum, L. 

paracasei, L. plantarum, L. reuteri, L. rhamnosus, L. salivarius)과 Lactococcus 1종(Lc. 

lactis), Enterococcus 2종(E. faecium, E. faecalis), Streptococcus 1종(S. thermophilus), 그

리고 Bifidobacterium 4종(B. bifidum, B. breve, B. longum, B. animalis subsp. lactis)까지 
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19종의 균에 대해 프로바이오틱스로 고시하였고, 많은 기업체들이 프로바이오틱스에 연구 및 제품을 

판매하고 있다.

대표적인 프로바이오틱스의 기능성으로는 유해균 억제, 유산균 증식, 배변활동을 원활하게 도와주는 

기본적인 기능성뿐만 아니라, 다양한 연구와 임상결과에 따르면 정장작용, 과민성장증후군, 아토피, 

변비, 여성 질환 등 다양한 효능을 가지고 있다. 하지만 이러한 프로바이오틱스는 섭취시 위산 및 

담즙산에 의해 세포막이 손상이 되면서 프로바이오틱스 본래의 기능성이 감소할 수 있다. 따라서 이

러한 문제점을 극복하고자 현재 프로바이오틱스를 생산하는 업계에서는 고농도의 균주를 투입하거나 

혹은 추가적인 공정을 통해서 코팅을 하여 제품을 판매하고 있지만, 프로바이오틱스 원료의 과투입은 

제품의 가격이 상승하여 소비자에게 큰 부담을 줄 수 있을 뿐만 아니라, 일일 섭취량의 이상의 생균을 

섭취하게 되면 부작용이 일어날 수 있는 문제점이 있다. 또한 코팅 기술 적용은 고가의 설비와 코팅제 

투입으로 인하여 제품 가격이 상승하고, 추가적인 공정이 추가됨에 따라 공정 관리 및 제품 오염에 

대한 안정성을 확보하기 힘든 단점도 있다.

초음파는 세포 파괴, 기능성 성분의 추출 효율 개선, 유화, 분산, 기포 제거, 원재료 세척 등 전처리 

및 나노화에 대한 연구가 지속적으로 진행되고 있으며, 다양한 식품 산업분야에서 안전하게 적용이 

가능한 기술이다(Stoffer 등, 1991; Vinatoru 등, 1997; Singh 등, 2001; Freitas 등, 2005; 

Raviyan 등, 2005). 또한 프로바이오틱스 배양 중 저온, 고온의 온도 스트레스나 산, 염기의 pH 

스트레스와 같은 즉각적인 배양환경의 변화는 특이적인 유전자 발현 등 방어기작을 유발하여 저장안

정성에 영향을 주는 것으로 알려져 있다(Arnau 등, 1996; Guchte 등, 2002).

따라서 본 연구에서는 프로바이오틱스 분산 및 코팅제 효율향상이 가능한 초음파 처리를 사용하여 

제품의 유통안정성을 확인하였고, 소화관 생존율 미치는 영향을 확인하고자 실험을 수행하였다. 

재료 및 방법

1. 사용 균주 및 배양 조건

실험에 사용된 Lactobacillus plantarum HY7715 및 Bifidobacterium longum HY8001 균주는 

㈜한국야쿠르트에서 분양 받아 37℃, 18시간 동안 최소 3번 계대 배양하여 사용하였다. 초음파 코팅

에 사용할 균주 생산을 위해 L. plantarum HY7715, 34℃, pH 5.0, 18시간 조건 그리고 B. 

longum HY8001은 34℃, pH 6.0, 21시간 배양을 하였다.

2. 초음파 처리 및 분말 제조

배양이 완료된 유산균을 초음파를 100Hz 조건에서 1분, 2분, 5분, 7분 및 10분 간격으로 일정한 

파장으로 물리적 자극을 가하였다. 초음파 처리가 완료된 L. plantarum HY7715 및 B. longum 

HY8001의 균주를 8,000 rpm, 15분간 원심분리 후 유산균만 획득하여 동결보호제를 혼합 후 —70℃

에서 6시간 동결 후 동결건조를 하여 유산균 분말을 제조하였다.

3. 소화관 생존율 측정

Minekus 등(2014)의 방법에 따라 초음파 코팅된 균주의 소화관 생존율을 확인하였다. 동결건조 분

말을 최종 농도가 1×109 CFU/mL가 되도록 PBS 완충용액에 용해하였다. 구강 단계에서는 1×109 

CFU/mL PBS 완충용액에 제조한 프로바이오틱스 시료에 SSF(Simulated Salivary Fluid) 전해질 

용액 및 인체유래 알파-아밀라제(α-amylase)를 첨가하고 pH 7.0로 조절하여 37℃에서 2분간 반응

시켰다.

위 단계에서는 구강 단계에서 소화된 시료에 SGF(Simulated Gastric Fluid) 전해질 용액과 돼지유
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래 펩신을 첨가하고, pH 3.0으로 조절하여 37℃에서 2시간 동안 반응시켰다. 

소장단계에서는 위 단계에서 소화된 시료에 돼지유래 판크레아틴 및 담즙산을 첨가하여 pH 7.0으로 

조절한 뒤 37℃에서 2시간 동안 반응시켰다. 

마지막 흡수 단계에서는 소장단계에서 소화된 시료에 자연막소포(Brush Border Membrane 

Vesicles)를 첨가하고 pH 7.0으로 조절한 뒤 37℃에서 4시간 동안 반응시켰다.

4. 유통안정성 측정

프로바이오틱스 완제품의 유통과정에서의 안정성을 확인하기 위하여 프로바이오틱스 동결건조분말 

10%에 식이섬유 35%, 올리고당 10%, 향미분말 25% 및 유당혼합분말 10%를 첨가하여 고속회전 

혼합기에서 완전 혼합한 후 포장하여 제조하였다.

결과 및 고찰

초음파의 처리 시간에 따른 유산균의 생존율을 확인하기 위하여 유산균 동결건조 분말 100%를 스틱 

포장하여 온도 40℃, 습도 70%의 조건에서 4주 동안 가속시험을 진행하였다(Fig. 1과 Fig. 2). 대조

군은 유산균을 배양 후 초음파 처리를 제외하고는 동일한 방법으로 제조하였다. ‘생존율’은 가속안정

성시험 진행 후 생존균 수를 가속안정성 시험 진행 전 생균수로 나눈 값의 백분율을 나타내었다. 

대조군의 L. plantarum HY7715의 생존율은 25.3%, 대조군의 B. longum HY8001의 생존율은 

20.0%인 반면, 실험군은 초음파 처리의 시간과 상관없이 대조군보다 높은 생존율을 보였다. 본 연구

의 목적인 초음파 코팅의 효과가 확인됨을 알 수 있다. 또한 처리시간에 따른 생존율을 확인한 결과, 

L. plantarum HY7715 및 B. longum HY8001은 초음파 코팅 5분에서 가장 높은 생존율을 보였

다. 5분 처리 시간을 기준으로 추가적으로 초음파 코팅 처리 시 생존율이 낮아짐을 확인하였다. 최적 

처리 시간은 5분임을 확인하였다.

초음파 코팅 처리된 유산균을 소화관 생존율을 확인 조사 결과, Fig. 3에 나타난 바와 같이 L. 

plantarum HY7715의 소화관 생존율은 대조군의 생존율보다 4% 높았고, B. longum HY8001의 

소화관 생존율은 대조군의 생존율보다 8% 높았다. 따라서 초음파 코팅(100 Hz, 5 min) 기술은 산, 

담즙 및 고온 등의 가혹한 환경에서도 유산균의 생존율을 향상시킬 수 있음을 확인하였고, 이러

Fig. 1. An experimental study on the increase of the survival rate of the freeze-dried L. plantarum 
HY7715 powder after ultrasonic treatment.
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Fig. 2. An experimental study on the increase of the survival rate of the freeze-dried B. longum 
HY8001 powder after ultrasonic treatment.

Fig. 3. The survival rate of L. plantarum HY7715 and B. longum HY8001 after passing in vitro 
digestive tract.

한 기술은 다양한 식품에 활용될 수 있을 것이라 판단된다.

가장 높은 생존율을 보인 초음파 처리 조건(5분, 100 Hz)을 적용하여 유산균 분말 제형의 완제품을 

제작하여 유통환경에 따른 조건인 냉장(10℃ 이하, 습도 40% 이하), 상온(25℃, 습도 40∼60%) 및 

가속(40℃, 습도 70%) 생존율을 6개월 동안 확인한 결과, 냉장보관의 경우의 생존율은 대조군과 초

음파 처리군의 차이는 없었으나, 상온보관의 경우에는 L. plantarum HY7715의 생존율은 대조군의 

생존율보다 약 14∼15% 높았고, B. longum HY8001의 생존율은 대조군의 생존율보다 약 13∼

15% 확인되었다. 가속 실험의 경우에는 L. plantarum HY7715의 생존율은 대조군의 생존율보다 

약 15∼16% 높았고, B. longum HY8001의 생존율은 대조군의 생존율보다 약 15∼17% 높았다

(Fig. 4). 
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Fig. 4. The survival rate of probiotics under various storage conditions (6 month).

이러한 결과를 바탕으로 초음파 처리는 프로바이오틱스 생산에 적용하여 유산균의 생존율을 증가시

킬 수 있음을 알 수 있었다. 본 실험에 사용된 초음파 코팅 기술은 가공 공정 및 저장기간 그리고 

다양한 유통조건에서도 유산균의 생존율을 향상시킬 수 있는 방법으로 사용될 수 있을 것으로 판단된

다. 추가적으로 시제품의 상온 보관 또는 가혹조건으로 보관 시 균주의 생존율 증가에 유의적인 영향

을 미칠 수 있어, 본 연구에 사용된 기술은 다양한 프로바이오틱스에 적용 가능한 효율적이고, 저 

비용의 초음파 코팅 기술이라고 판단된다. 초음파 스트레스에 따른 유전자 발현 변화와 유통안정성에 

관한 추가적인 연구가 필요할 것을 판단되며, 프로바이오틱스 균종별, 코팅제 종류 및 초음파 처리 

조건에 대한 조합을 통하여 최적 공정에 대한 연구도 추가적으로 필요할 것으로 판단된다.

요 약 

프로바이오틱스의 배양 및 동결건조 과정에서 프로바이오틱스가 사멸하지 않을 정도의 초음파 처리

를 통하여 프로바이오틱스의 생존율 및 안정성이 높아지고, 코팅제가 골고루 분산되어 코팅 효율이 

높아져 프로바이오틱스의 유통안정성 및 소화 생존율이 개선됨을 확인하였다.
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