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본 발명은 본 발명은 프리바이오틱 기질을 이용한 유산균의 이중 미세피복 방법에 관한 것으로, 더욱 구체적으로

유산균을 배양한 후 냉동 건조된 균체를 만드는 단계, 상기 냉동 건조된 균체를 프리바이오틱 코팅물질로 혼성화

시스템(hybridisation system)을 사용하여 1차 피복과정을 수행하는 단계, 및 상기 1차 피복된 균체를 장용 코팅

물질(enteric coating materials)로 2차 피복과정을 수행하는 단계를 포함하는 내산성 및 내열성을 향상시키기

위한 유산균의 이중 미세피복 방법에 관한 것이다.

본 발명에 따르면, 본 발명은 여러 형태의 건식 피복된 락토바실러스 애시도필러스 RP32의 각종 스트레스에 대한

내성을 평가하였으며, 특히 산성, 높은 염분, 고온, 그리고 다양한 온도에서의 생존성 등이 평가하였다. 선택된

프리바이오틱 기질과 수레테릭의 이중 건식 피복된 락토바실러스 애시도필러스 RP32는 내산 및 내열성이 피복되

지 않은 락토바실러스 애시도필러스 RP32 보다 월등히 뛰어난 것으로 나타났다.
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특허청구의 범위

청구항 1 

하기 단계를 포함하는 내산성 및 내열성을 향상시키기 위한 유산균의 이중 미세피복 방법:

a) 유산균을 배양한 후 냉동 건조된 균체를 만드는 단계;

b) 혼성화 시스템(hybridisation system)을 이용하여 상기 냉동 건조된 균체와 프리바이오틱 기질의 중량비가

7:1 내지 11:1(w/w), 회전원통의 속도가 12,000 내지 18,000 rpm, 수행 온도가 20-30℃, 그리고 수행 시간은

2-4분으로 혼성화하여 냉동 건조된 균체를 프리바이오틱 기질로 1차 피복과정을 수행하는 단계; 및

c) 상기 1차 피복된 균체를 장용 코팅 물질(enteric coating materials)에서 2차 피복과정을 수행하는 단계.

청구항 2 

제 1항에 있어서, 상기 유산균은 애시도필러스 유산균인 것을 특징으로 하는 방법.

청구항 3 

제 1항에 있어서, a) 단계에서 배양된 유산균을 원심 분리한 펠렛(pellets)을 락토오스를 포함하는 탈지유에 현

탁한 후 건조하는 것을 특징으로 하는 방법.

청구항 4 

삭제

청구항 5 

제 1항에 있어서, 상기 프리바이오틱스 기질은 프럭토올리고사카라이드(fructooligosaccharide, FOS), 락툴로오

스(lactulose) 또는 라피노오스(raffinose)인 것을 특징으로 하는 방법.

청구항 6 

제 1항에 있어서, 상기 장용 코팅 물질은 수레테릭(Sureteric)인 것을 특징으로 하는 방법.

청구항 7 

제 1항 내지 3항, 제 5항 또는 제 6항 중 어느 한 항에 따른 방법으로 제조된 내산성 및 내열성이 향상된 이중

미세피복 유산균.

명 세 서

발명의 상세한 설명

    기 술 분 야

본 발명은 프리바이오틱 기질을 이용한 유산균의 이중 미세피복 방법에 관한 것으로, 더욱 구체적으로 유산균<1>

을 배양한 후 냉동 건조된 균체를 만드는 단계, 상기 냉동 건조된 균체를 프리바이오틱 코팅물질로 혼성화 시

스템(hybridisation system)을 이용하여 1차 피복과정을 수행하는 단계, 및 상기 1차 피복된 균체를 장용 코팅

물질(enteric coating materials)로 2차 피복과정을 수행하는 단계를 포함하는 내산성 및 내열성을 향상시키기

위한 유산균의 이중 미세피복 방법에 관한 것이다.

    배 경 기 술

미세피복 기술(microencapsulation)은 음식, 의학, 화장품 산업에서 폭넓게 이용되어져 왔다. 유제품 산업에서<2>

미세피복은 세균배양액의 생존성을 증가시키고 배달을 용이하게 하기 위해 적용되어져 왔다. Teixeira

등(1995)은 유산균의 미세피복이 특히 음식처리 중에 일어나는 산, 알칼리, 열, 염분 스트레스와 같은 열악한

조건하에서의 저장동안 유산균의 안정도와 생존능력을 강화할 수 있다고 보고하였다. 최근에 몇몇의 연구들이

다양한 피복기술을 사용하여 미세피복된 유산균의 가능성을 보고하였다((Rao 등, 1989; Favaro-Trindade와
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Grosso, 2002). 그러나 스프레이 건조(spray-drying) 방법과 같은 일반적으로 식품공정에 사용되고 있는 건조

피복기술은 단일 크기의 캡슐들의 고온처리와 생성과 관련된 세균의 생존능력에 있어 한계를 나타내고 있는 실

정이다(Park 등, 2002).

혼성화 시스템으로 개발된 건조 피복 기술은 이러한 제한들을 극복하기 위해 발전되어져 왔다. 혼성화 시스템은<3>

여섯 개의 날개와 고정자 및 분말 재순환 회전력을 가진 초고속 회전원통으로 구성된다. 용기 안에 위치되는 그

분말혼합액(호스트와 게스트의 미립자)은 초고속으로 회전하는 날개에 의해 생성된 증기로 꽉 채워지며, 공정

동안, 미립자들은 호스트 미립자들의 표면위에 게스트 미립자들의 피복에 의해 정연한 혼합물을 형성하는 원리

를 가지고 있다. 스프레이-건조 피복을 포함하는 다른 미세피복 기술들과 비교할 때 본 발명에서의 혼성화 시스

템은 높은 미세피복능을 나타내며, 30℃ 이하의 온도를 유지시키는 쿨링 시스템을 사용하여 열로 야기된 세균의

손상을 최소화시킬 수 있다고 보고되고 있다(Takafumi et al., 1993).

유산균의 미세피복 물질에 있어 전분, 알지네이트, 카라기난, 그리고 키토산 등의 다당류가 폭넓게 연구되고 있<4>

다(Koo 등, 2001). 그러나 단지 일부 연구들만이 코팅 물질의 소스로서 기능성 올리고사카라이드의 응용에 관해

연구해오고 있다. 최근에, 프리바이오틱 올리고사카라이드가 상부 소화기관에서 프로바이오틱스의 생존성을 증

진시킨다는 이론이 발전해오고 있다(Corcoran 등, 2005).

프리바이오틱 기질은 글루코오스, 갈락토오스 및 프룩토오스와 같은 단당류가 2~8개 정도 결합한 당질이다. 그<5>

러나 최근에 기능성식품이 갖고 있는 프리바이오틱스란 대부분의 당질이 신체 내 소화효소에 의하여 구성단당으

로 분해되어 흡수되는데 반하여 소화효소에 의해 분해되지 않고 대장에 도달되어 장내 유용세균인 비피더스균에

게 선택적으로 이용되는 당질을 말한다. 난소화성 주요당질을 소화성당질과 난소화성당질로 나눌 수 있는데 프

리바이오틱 기질들은 난소화성이므로 위에서 분해되지 않고 대장에 존재하는 비피더스균과 같은 유익균에 의해

아세테이트(acetate),  프로피오네이트(propionate)와 같은 휘발성 지방산(volatile  fatty  acid)로 전환되므로

칼로리가 거의 없다.

모든 프리바이오틱 기질들은 아마 화학적 구성성분, 결합타입, 그리고 순도에 따라 다른 기능성을 가지는 것으<6>

로 보고되고 있다. 이러한 올리고사카라이드들은 비피도 박테리아와 락토바실러스와 같은 유익한 토착 장내 미

생물상에 의해 선택적으로 사용되고, 독소생산 클로스트리디아, 박테로이드스 및 병원성 대장균과 같은 잠재적

인 병원균들의 생장을 저해할 수 있다(de Vaux 등, 2002). 또한, 이러한 올리고사카리아드의 이용은 유산균과

같은 유익균들의 장내 유점에 영향을 미치는 것으로 보고되고 있다. 따라서 프리바이오틱 유산균과 함께 프리바

이오틱스를 사용하는 것은 당 이용원으로서 프리바이오틱 올리고사카라이드를 사용하는 프리바이오틱의 효능 이

외에 프로바이오틱 균주의 활성을 향상시키는 시너지효능을 나타낼 수 있다.

락토바실러스 애시도필러스 RP32(Lactobacillus acidophilus RP32, ATCC 43121)는 뛰어난 내산성능과 호스트에<7>

서 콜레스테롤 저하효과를 보였다(Gilliland 등, 1985). 본 발명자들은 락토바실러스 애시도필러스 RP32의 생존

능력에 대한 7가지의 프리바이오틱 기질들의 효과 방법을 확립하였으며, 혼성화 시스템을 이용하여 효과적인 프

로바이오틱 제제 생산을 위한 새로운 이중 건식-피복방법을 개발하였다.

이에, 본 발명자들은 상기 종래기술들의 문제점들을 극복하기 위하여 예의 연구노력한 결과, 프리바이오틱 기<8>

질을 이용하여 유산균을 이중 미세피복 하는 경우, 유산균의 생존율에는 영향을 주지 않으면서 실제 식품에 사

용되는 유산균주의 내산성능 및 내열성능을 크게 향상시킬 수 있음을 확인하고, 본　발명을 완성하게 되었다.

    발명의 내용

        해결 하고자하는 과제

따라서, 본 발명의 주된 목적은 유산균의 내산성 및 내열성 향상을 위하여 기존에 사용되어지는 피복물질 이외<9>

에 생리활성능력이 우수한 프리바이오틱 기질을 피복물질로 이용하는 새로운 개념의 이중 피복방법을 제공하는

데 있다.

본 발명의 다른 목적은 상기 프리바이오틱 기질을 이용하여 이중 미세피복한 유산균을 제공하는데 있다.<10>

        과제 해결수단

본 발명의 한 양태에 따르면, 본 발명은 하기 단계를 포함하는 내산성 및 내열성을 향상시키기 위한 유산균의<11>

이중 미세피복 방법을 제공한다:
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a) 유산균을 배양한 후 냉동 건조된 균체를 만드는 단계;<12>

b) 상기 냉동 건조된 균체를 프리바이오틱 기질로 혼성화 시스템(hybridisation system)을 이용하여 1차 피복과<13>

정을 수행하는 단계; 및

c) 상기 1차 피복된 균체를 장용 코팅물질(enteric coating materials)에서 2차 피복과정을 수행하는 단계.<14>

본 발명에서, 미세피복 또는 미세캡슐화(microencapsulation)란 일반적으로 영양성분, 유익균 등의 특정 조건에<15>

불안정한 물질을 위산, 열, 염도, 수분 등으로부터 보호하거나 용해성, 분산성을 높이기 위하여 지방, 젤라틴,

당질 등의 보호물질을 사용하여 미세 포장하는 기술을 말하는 것으로, 본 발명에서는 ‘코어’로서 유산균을,

코팅제로서 당질을 이용하여 위산에 의해 사멸되는 유산균을 최소화한 방법을 말한다. 상기 당질로 코팅된 유산

균이 포함된 유제품은 위산 및 소화효소에 의해 분해되지 않고 대장에 도달되어 대장 내에서 유산균의 활성화를

향상시킬 수 있다.

본 발명의 방법에서, 상기 유산균은 일반적으로 장내 유익균으로서 유제품 생산에 주로 이용되는 유산균인 비피<16>

더스,  루테리,  카제이,  애시도필러스  유산균  등을  사용할  수도  있으며,  바람직하게는  애시도필러스  유산균

(Lactobacillus acidophilus)이 적당하다.

본 발명의 방법에서, a)  단계에서 배양된 유산균을 원심분리한 펠렛(pellets)을 락토오스를 포함하는 탈지유<17>

(skim milk)에 현탁한 후 건조하는 것을 특징으로 한다.

본 발명의 방법에서, b) 단계에서 상기 혼성화 시스템은 냉동 건조된 균체와 프리바이오틱스 코팅물질(프리바이<18>

오틱 기질)의 중량비가 7:1 내지 11:1(w/w), 회전원통(rotor)의 속도가 12,000 내지 18,000 rpm, 수행 온도가

20-30℃, 그리고 수행 시간은 2-4분인 것이 바람직하다. 더욱 바람직한 혼성화 시스템의 조건은 본 발명의 실시

예에서와 같이, 냉동 건조된 균체와 프리바이오틱스 코팅물질의 중량비는 9:1, 회전원통의 속도는 15,000 rpm,

수행 온도는 25-30℃, 그리고 수행 시간은 3분이다. 특히 혼성화 시스템의 수행시간이 6분 이상 진행될 경우는

생균의 활성을 저하시키는 것으로 확인하였다.

본 발명에 있어서, 상기 프리바이오틱스 코팅물질은 프럭토올리고사카라이드(fructooligosaccharide, FOS), 락<19>

툴로오스(lactulose) 또는 라피노오스(raffinose)인 것을 특징으로 한다.

본 발명의 프리바이오틱스(prebiotics) 또는 프리바이오틱 기질이란 식품 및 건강 관련 사업에 널리 사용되고<20>

있는 장 건강 개선 기능성 물질로서, 식이섬유, 올리고당, 흡수 되지 않는 당류 등이 장내 미생물의 성장에 영

향을 주는데 특히, 인체에 유익한 장내 미생물의 성장을 도와주는 성분을 프리바이오틱 물질이라고 한다. 본 발

명에서는 장내 유익균인 유산균의 내산성 및 내열성 향상을 위하여 프리바이오틱 물질을 사용하여 이중피복하는

방법을 개발하였다. 본 발명의 프리바이오틱 물질로는 이뉼린, 자일리톨, 솔비톨, 만니톨, FOS, 락툴로오스 또

는 라피노오스를 사용하여 유산균을 1차 피복을 수행할 수 있는데, 피복 후 균 성장을 고려하면 FOS, 락툴로오

스 또는 라피노오스를 사용하는 것이 바람직하다.

본 발명의 방법에서, 상기 장용 코팅 물질(enteric coating materials)은 유산균의 특성을 극대화할 수 있는 어<21>

떤 피복물질도 가능할 수 있으나, 바람직하게는 상업적으로 입수가 용이한 건식 코팅제제, 즉 산가용성 피복물

질인 유드라짓 (Eudragit, methacrylate copolymer), 수레테릭 (Sureteric, poly-vinylacetate phthalate) 및

컴프리톨 (Compritol, glyceryl behenate)로 구성된 그룹으로부터 선택되는 것을 사용하는데, 보다 바람직하게

는 산 가용성 피복 제제로 폴리메타크릴레이트계 폴리머를 사용한다. 가장 바람직하게는 pH 중성에서 용해되는

슈레테릭이 적당하다.

본 발명의 다른 양태에 따르면, 본 발명은 상기 방법으로 제조된 내산성 및 내열성이 향상된 이중 미세피복 유<22>

산균을 제공한다.

본 발명은 유산균의 프리바이오틱 기질 이용능력의 표준 평가방법을 제공하며, 고기능성의 혼성화 시스템을 이<23>

용한 이중 마이크로캡슐 제조방법과 이중 건식 피복된 락토바실러스 균종의 각종 스트레스에 대한 내성을 파악

할 수 있는 방법과 활성에 관한 기초 자료를 제공한다.

본 발명은 여러 형태의 건식 피복된 락토바실러스 애시도필러스 RP32의 각종 스트레스에 대한 내성을 평가하는<24>

방법에 있어, 산성, 높은 염분, 고온, 그리고 다양한 온도에서의 생존성 등이 평가되었다. 선택된 프리바이오틱

과 장용 코팅물질(수레테릭)의 이중 건식 피복된 락토바실러스 애시도필러스 RP32는 내산 및 내열성이 피복되지

않은 락토바실러스 애시도필러스 RP32보다 월등히 뛰어난 것으로 나타났다. 또한, 본 발명은 락토바실러스 애시

도필러스 RP32의 생장을 위한 프리바이오틱스 이용능력을 평가할 수 있는 구체적인 방법 및 락토바실러스 애시
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도필러스 RP32의 생장에 효과적인 프리바이오틱 기질들에 대한 정보를 제공한다. 본 발명의 프리바이오틱스 이

용능력 평가방법에 있어서, 7가지의 프리바이오틱 기질이 사용되었으며, 그것들은 소비톨, 만니톨, 락툴로오스,

카일리톨, 이눌린, 프럭토올리고사카라이드, 그리고 라피노오스였다. 세균의 원심분리 및 세척 단계와 배양 및

균수측정의 단계를 거쳐 실시할 수 있다. 락토바실러스 애시도필러스 RP32의 생장에 효과적인 프리바이오틱 기

질들인 플럭토올리고사카라이드, 락툴로오스, 그리고 라피노오스의 생육촉진 자료를 제공한다.

이하, 실시예를 통하여 본 발명을 더욱 상세히 설명하기로 한다.  이들 실시예는 단지 본 발명을 예시하기 위<25>

한 것이므로, 본 발명의 범위가 이들 실시예에 의해 제한되는 것으로 해석되지는 않는다.

        효 과

이상 설명한 바와 같이, 본 발명에 따르면 락토바실러스 애시도필러스 RP32의 생장증진에 사용되는 프리바이오<26>

틱 기질로서 플럭토올리사카라이드, 락툴로오스 그리고 라피노오스로 선발하였고, 본 발명자들에 의해 확립한

혼성화 시스템을 사용하여 락토바실러스 애시도필러스 RP32에 각종 프리바이오틱 기질들을 이용한 이중 건식-

피복 방법을 제시함으로써, 내산성능 및 내열성능을 크게 향상시킬 수 있음을 관찰하였다. 따라서 이를 이용하

여 경구 투여 시 유산균의 생존율을 효과적인 증진시킬 수 있는 프리바이오틱 및 프로바이오틱 제제의 개발에

응용이 가능할 것으로 기대된다.

    발명의 실시를 위한 구체적인 내용

실시예 1. 유산균주와 배지<27>

락토바실러스 애시도필러스 RP32(Lactobacillus acidophilus RP32, ATCC 43121)는 고려대학교 식품미생물학 실<28>

험실에서 보관중인 균주보존액으로부터 획득되었고,  37℃에서 MRS  액체배지(MRS  broth;  Difco,  Sparks,  MD,

USA)에 세 번 전 배양하였다. 균주보존액은 -80℃에서 보존시켰으며 동결방지제로 20% 글리세롤을 사용하였다.

건조-미세피복  공정에서  락토바실러스  애시도필러스  RP32를  10%  탈지유(skim  milk),  0.3%의  글루코오스

(glucose),  0.3%  박토펩톤(Bacto
TM
 peptone),  박토프로테오스  펩톤  넘버3(BactoTM  proteose  peptone  No.3;

Difco,  Franklin  Lakes,  NJ,  USA),  0.3%  효모  추출물(yeast  extract)을  포함하는 pH  6.5의  우유배지(milk

medium)에서 24시간 동안 배양하였으며, 배양기간 중 pH를 6.0으로 유지하기 위해 pH 자동 조절기(Jenco model

3671; Whatman Lab Sales, Hillsboro, OR, USA)를 사용하였다. 배양이 완료된 균주시료는 4℃에서 30분 동안

원심분리한 후, 펠렛은 10%  락토오스를 포함하는 10% 탈지유에 현탁한 후 냉동건조 하였으며, 사용하기 전까지

-80℃에 보존하였다.

실시예 2. 락토바실러스 애시도필러스 RP32의 생장에 대한 프리바이오틱 기질들의 효과<29>

프리바이오틱 기질(prebiotic substrates)은 솔비톨(sorbitol), 만니톨(mannitol), 락툴로오스(lactulose), 자<30>

일리톨(xylitol)  (all  obtained  from  the  Sigma  Chemical  Co.,  St.  Louis,  MO,  USA),  이눌린

(inulin)(RAFILOSE TM serif HP; Orafti, Tienen, Belgium), 프럭토 올리고사카라이드(fructooligosaccharide,

FOS; RAFTILOSE TM serif P95; Orafti), 그리고 라피노오스(raffinose; Difco)를 선발하였다. 락토바실러스 애

시도필러스 RP32의 하룻밤 배양액은 30분 동안 3000× g에서 원심분리 하였으며, 그 후 세포균체는 0.85% NaCl

에 2번 세척을 실시하였다. 이 후 글루코오스와 쇠고기 추출물이 포함되지 않은 기본적인 MRS 배지에 다양한 농

도(0%, 0.50%, 0.75%, 1.00%, 그리고 1.50%)를 포함하는 각각의 프리바이오틱 기질을 접종하였다. 글루코오스가

포함되어 있는 양성대조군과 프리바이오틱 기질들이 포함되어 있지 않은 음성 대조군을 제조하였다. 배양액은

혐기적 조건하(BBL Gas-Pak system ; Difco, Sparks, MD, USA)에서 24시간 동안 배양하였다. 생균수는 MRS 고

체배지를 이용하여 표준 플레이트 방법으로 측정하였으며, 배양액의 pH 변화는 pH 측정기(Beckman Instruments

Inc,. Fullerton CA, USA)를 이용하여 측정하였다. 

하기의 표 1은 본 발명에서 수행한 다양한 프리바이오틱 기질을 대상으로 락토바실러스 애시도필러스 RP32의 성<31>

장능력을 나타난 것으로, 이들은 7종의 프리바이오틱 기질 중 프럭토올리고사카라이드, 락툴로오스, 그리고 라

피노오스 3종의 기질을 효과적으로 이용할 수 있으며 균주의 배양을 최소 24시간을 처리해야 균주가 이용할 수

있을 것으로 보여졌다. 또한, 프리바이오틱 기질의 첨가 비율이 0%에서 1.5%로 증가함에 따라서 유의적으로 성

장률이 증가되고 균주의 성장에 따라 pH가 저하되는 것으로 판단되었다.

[표 1]. 다양한 프리바이오틱 제제에 대한 락토바실러스 애시도필러스 RP32의 성장능력 검토<32>
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 <33>

1
프리바이오틱 제제(기질)의 농도.<34>

2
세포성장 = log(배양된 생균수) - log(초기 생균수)<35>

3
데이터는 3번 실험하여 평균± 표준편차로 나타내었다.<36>

a, b, c, d, e
동일한 열(row)에 있는 위첨자는 유의차를 나타낸다 (p<0.05).<37>

실시예 3. 혼성화 시스템을 사용한 이중 건식 피복 공정<38>

본 발명에서 이중 건식-피복 공정은 기존의 박 등(2002)이 확립한 방법을 일부 변형하여 하이브리디세이션 장치<39>

(Nara Hybridization System, Model NHS-0 & NSH-1; Nara Machinerty Co. Ltd, Tokyo, Japan; Takafumi 등,

1993)를  이용하여  수행되었다.  폴리  프탈레이트에  기초한  슈레테릭  장용  코팅  시스템(Sureteric  TM

sans;Colorcon, Darford Kent, UK)을 본 발명에서 코팅 물질로서 사용하였다. 선택된 프리바이오틱스(프럭토올

리고사카라이드, 락툴로오스, 그리고 라피노오스)가 첫 번째 코팅 공정에서 cm
2
당 6kg의 공기압력 하에서 락토바

실러스 애시도필러스 RP32('코어' 입자)의 분체가공에 바람직한 초기입도를 100-200 μm가 되도록 실시하였다.

균체와  프리바이오틱스  코팅  물질의  비율은  9:1,  4:1  그리고  2:1(w/w)로  실시하였으며,  회전원통의  속도는

15,000 rpm(3분간)으로 고정하여 실시하였다. 공정 동안의 온도는 30℃ 아래로 유지되었다.

하기 표 2는 운전시간을 3분으로 고정시켜놓고 hybridizer의 rotor 회전 속도를 최고 수준인 15,000 rpm까지 증<40>

가시킨 후 생균수를 조사한 것이다.  그 결과 비처리 대조구의 생균수가 2.45× 10
10
 CFU/g에 비하여 5,000,

7,000, 10,000, 15,000 rpm에서 모두 10
10
 CFU/g이상의 생균수를 나타나는 것으로 보아 동등한 수준으로 유지되

었다. 이 같은 결과는 혼성화 시스템(hybridisation system)에 의한 미세캡슐화가 생균제의 활성에 유의적인 영

향을 미치지 않음을 의미하는 것으로 관찰되었다.

[표 2]. 코팅 공정 조건에 따른 락토바실러스 애시도필러스 RP32의 생존율 변화<41>

 <42>
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1
혼성화 시스템에서 시간은 3 분으로 고정.<43>

또한, 하기 표 3은 균주를 피복재와 혼합 후의 이러한 피복 공정에서 로터의 회전 속도를 15,000 rpm으로 고정<44>

시켜 놓고 운전시간에 따른 균주의 활성을 비교한 것이다. 유산균의 활성은 15,000 rpm, 3분의 처리 조건에서는

피복재와의 미세캡슐화 후에도 모두 비처리 대조구와 유사한 수준인 약 10
10
 CFU/g이상으로 나타나 유의적인 영

향을 받지 않는 것으로 나타났다. 그러나 15,000 rpm에서 6분간 과도하게 미세캡슐화를 실시한 경우 유산균체의

활력은 평균 3.45 × 10
9
 CFU/g로 비처리 대조구에 비하여 약 1/10 정도 감소하는 것으로 나타났다. 따라서 과

도한 처리시간의 연장은 생균제의 활성을 저하시킬 수 있을 것으로 생각된다.

[표 3]. 수레테릭으로 단일 피복시 락토바실러스 애시도필러스 RP32의 생존율 변화<45>

 <46>

1
혼성화 시스템에서 로터 속도는 15,000 rpm으로 고정.<47>

수레터릭 장용 코팅으로 구성된 두 번째 피복는 9:1 (w/w)(균체와 프리바이오틱스 코팅물질의 비율)로 동일한<48>

조건하에서  적용되었다.  피복  처리후  시료는  에틸알코올로  분산시킨  후에  입자  분석기(CILAS  106;CILAS,

France)로 입자크기를 분석하였다. 단일 건식-피복은 수레터릭 또는 프리바이오틱만을 사용한 시료로 실시하였

다. 코팅 공정 후에, 건식-피복된 세포의 생균수 및 안정성은 표준 접종기술을 사용하여 72시간 동안 37℃에서

혐기적 조건으로 배양한 후, 생균수를 측정함으로써 평가하였다. 대조구로 사용된 비코팅 락토바실러스 애시도

필러스 RP32는 코팅물질 없이 동일한 코팅공정에 의해 준비하였다.

따라서, 최종적으로 본 발명에서 이용한 혼성화 시스템을 이용한 유산균주 락토바실러스 애시도필러스 RP32의<49>

미세캡슐화 조건 중 15,000 rpm, 3분 이하의 처리 조건에서는 비처리 대조구와 비교하였을 때 유산균의 활성에

거의 변화가 없는 것으로 판단되며 최종적으로 이중 건식 피복의 최적 조건으로 설정하였다. 

[표 4]. 다양한 프리바이오틱 기질을 이용한 이중 피복시 락토바실러스 애시도필러스 RP32의 생존율 변화<50>

 <51>
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실시예 4. 전자현미경 관찰<52>

 마이크로 캡슐의 형태는 주사 전자현미경을 이용하여 관찰하였다. 주사 전자현미경을 이용한 관찰을 위해서,<53>

프리바이오틱 기질들과 코팅되지 않은 세균들 그리고 건식-피복된 시료들은 이중-측면 점착성의 금속 테이프를

사용하여 스터브에 접착되었다. 그리고 나서, 이온-스푸터 코터를 사용하여 60초 동안 금-팔라듐 층으로 분사하

였다.  피복처리에  의한  락토바실러스  애시도필러스  RP32의  세포표면은  주사  전자현미경(S-2380N;Hitachi,

Tokyo, Japan)으로 15kV 전압을 이용해 관찰하였다.

도 1은 단일 및 이중 건식 피복된 락토바실러스 애시도필러스 RP32의 스캐닝 전자 현미경사진(SEM)을 나타낸 것<54>

이다 (a: 코딩되지 않은 대조구 락토바실러스 애시도필러스 RP32의 스캐닝 전자 현미경사진, b: 피복물질인 수

레터릭으로 단일 캡슐화된 락토바실러스 애시도필러스 RP32, c: 프리바이오틱 기질인 프럭토올리고사카라이드,

d: 프리바이오틱 기질인 락툴로오스, e: 프럭토올리고사카라이드로 단일 건식-피복된 락토바실러스 애시도필러

스 RP32, f: 락툴로오스로 단일 건식-피복된 락토바실러스 애시도필러스 RP32, g : 프럭토올리고사카라이드와

수레터릭으로 이중 건식-피복된 락토바실러스 애시도필러스 RP32, h : 락툴로오스와 수레터릭으로 이중 건식-피

복된 락토바실러스 애시도필러스 RP32.).

우선 피복소재로 사용된 수레티릭의 단일 건식-피복에서는 전체 처리구에서 균일한 피복효과가 관찰되었으며 매<55>

끄럽고 균일한 표면 특성을 나타내었다. 또한, 프리바이오틱 기질을 이용한 단일 건식-피복의 경우 초기성상은

프럭토올리고사카라이드의 경우 다양한 크기의 구형으로 균체 복합화에 의해 쉽게 부서지지 않았으며, 균체 입

자가 프럭토올리고사카라이드 표면을 둘러싸는 모양이 관찰되었다. 락툴로오스는 격자 모양의 입자들이 덩어리

를 이루는 모양을 나타내었으며 피복 정도는 프럭토올리고사카라이드를 사용한 처리구와 유사하였는데, 처리 후

생성물은 구형을 이루기보다 불균일한 입자를 이루고 있었으며 표면에 돌출된 격자 형태가 균체 복합화 후에도

관찰되었다. 본 발명의 다른 목적을 달성하기 위하여 프리바이오틱 기질으로 일차 피복 후 기능성을 부여하기

위하여 수레테릭을 이용하여 이중 피복을 실시하였을 때 일차 피복된 시료의 이차 피복 후에는 균일하게 구형으

로 표면이 변화된 모습을 확인할 수 있었다

투과전자현미경(TEM)  관찰을 위해 비코팅 및 건식-피복된 시료들은 0.1몰의 글리신-하이드로클로릭 산 완충액<56>

(pH 2.0)에 2% 글루타알데하이드와 2% 파라폼알데하이드를 첨가한 용액에 4℃에서 4시간 동안 고정시킨 후 1%

오스뮴 테트고사이드에서 4℃, 2시간동안 다시 고정화 과정을 실시하였다. 세척 후에, 시료들은 에탄올로 탈수

하였으며 폴리비드 812 레진(Polyscience, Warrington, PA, USA)로 임베드(embed)시켰다. 울트라틴 60nm 섹션

후,  최종적으로  우라닐  아세트산과  시트르산으로  염색하였다.  그  후  Zeiss  EM  912  TEM(LEO  Electorn

Microscope Ltd, Oberkochen, Germany)으로 세포내부의 형태를 평가하였다.

도 2는 건식 피복된 락토바실러스 애시도필러스 RP32의 투과전자현미경사진(TEM)을 나타낸 것이다 (a: 코팅이<57>

되지  않은  락토바실러스  애시도필러스  RP32,  b:  수레터릭으로  단일  건식-피복된  락토바실러스  애시도필러스

RP32, c: 프럭토올리고사카라이드와 수레터릭으로 이중 건식-피복된 락토바실러스 애시도필러스 RP32, 척도바:

5 마이크로미터)

비처리 대조구의 형상을 관찰하였을 때 유산균주의 외부에 어떠한 변화도 없는 것이 나타났으나, 피복재인 수레<58>

테릭을 이용하여 락토바실러스 애시도필러스 RP32를 캡슐한 후의 단면을 관찰하였을 때는 균주들의 겉을 둘러싸

고 있는 피복재를 육안으로 확인할 수 있었다. 또한 이중 건식 피복 균주의 단면 모습은 대조구와 단일 피복처

리구와는 달리 프리바이오틱 기질과 피복재의 이중 피복 효과로 균주들을 둘러싸고 있는 부분이 더 두터워졌음

을 알 수 있었다.

실시예 5. 산, 염 그리고 열에 대한 내성의 측정<59>

인공위액이 이전에 묘사된 방법(Kobayashi 등, 1974)의 약간의 변형된 방법에 따라 1000 units/mL 의 펩신이 첨<60>

가된 0.25M 포타슘 클로라이드-염산 완충액(pH 1.5)으로부터 전처리하였다. 코팅되거나 되지 않은 락토바실러스

애시도필러스 RP32(10
9
 CFU /g)가 인공위액에 접종되었고, 그 후 37℃에서 0, 150, 300분 동안 배양하였다. 이

배양액의 순차적인 희석액(0.1% 멸균된 펩톤수)이 MRS 고체배지에 접종되었고, 생균수는 37℃에서 혐기적 조건

으로 48시간 후에 측정하였다. 내염성 평가가 이전에 확립된 방법(Gardiner 등, 2000)을 일부 변형하여 실시하

였다. 다양한 피복처리에 의한 락토바실러스 애시도필러스 RP32(10
9
 CFU g/L)는 15% NaCl이 첨가된 글리신-하이

드로클로릭산 완충액(pH 1.5)에 접종하였고, 37℃에서 0, 60, 180분 동안 배양되었다. 생균수는 이전에 기술한

방법으로 측정하였다. 또한, 내열성 실험을 위하여 락토바실러스 애시도필러스 RP32(10
9
 CFU g/L)가 글리신-하
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이드로클로릭산 완충액(pH 3.0)에서 접종되어졌고, 55℃에서 0, 40, 120, 180, 그리고 240분 동안 상온수조에서

진동상태로 배양하였다. 코팅물질은 0.1M 인산완충액(pH 7.0)에서 제거되었으며 생균수는 이전에 기술한 방법으

로 측정하였다.

도 3은 다양한 기간 동안 산성조건에 노출시킨 후에 건식-피복된 락토바실러스 애시도필러스 RP32의 생존성을<61>

나타낸 것이다 (검은 막대 :0시간, 회색막대 2.5시간, 검은 회색바 : 5시간). 대조구와 단일 피복 처리구, 그리

고 3종의 프리바이오틱 기질을 이용한 이중 피복 처리구와 비교하였을 때 2.5시간까지 유의적 차이는 관찰되지

않았으나, 5시간 배양 후에는 대조구와 단일 피복 처리구에 비하여 이중 피복 처리구가 유의적으로 높은 저항성

이 관찰되었다.

도 4는 다양한 기간에서 염분조건에 노출시킨 후 건식 피복된 락토바실러스 애시도필러스 RP32의 생존성을 나타<62>

낸 것이다 (검은 막대 : 0시간, 회색막대 : 1시간, 검은회색 막대 : 3시간). 15% 소금 농도에서도 피복 전, 후

유산균의 유의적인 활성 저하는 나타나지 않았으며 따라서 실험에 사용된 이중 피복 조건에서는 유산균 세포막

의 손상과 같은 물리적 손상을 일으키지 않는 것으로 사료된다.

반면, 도 5는 55℃의 조건에 노출시킨 후, 건식-피복된 락토바실러스 애시도필러스 RP32의 내열성을 나타낸 것<63>

이다 (-●-: 코팅되지 않는 세포, -○-: 단일 건식-피복된 세포, -▼-: 프럭토올리고사카라이드로 이중 건식-피

복된 세포, -□- : 락툴로오스로 이중 건식-피복된 세포, -■-: 라피노오스로 이중 건식-피복된 세포). 흥미롭

게도 열처리 후 초기 균수 대비 생균수 감소율은 120분 이후부터 대조구와 단일 피복 처리구, 그리고 이중 피복

처리구간의 유의적인 차이가 나타났으며 이중 건식-피복을 실시한 균주의 열안정성이 우수하였다. 또한 240분까

지 장기간 열처리시 대조구와 처리구간의 균수는 더 큰 차이가 관찰되었다.

실시예 6. 각종 저장온도에 따른 생존능력 평가<64>

코팅되었거나 코팅되지 않은 락토바실러스 애시도필러스 RP32의 각종 저장온도에 따른 생존성의 평가를 위해,<65>

샘플들을 멸균된 각각의 폴리에틸렌 튜브에 위치시킨 후, 4, 25, 그리고 37℃에서 20일 동안 저장하였다. 계획

된 저장간격(0, 3, 7, 12, 16, 그리고 20일)에 각각의 샘플을 채취하였으며, 세포의 생존율은 MRS 고체 배지위

에 표준 접종 기술을 사용해서 측정하였다.

도 6은 다양한 저장온도 조건에서 이중 건식-피복된 락토바실러스 애시도필러스 RP32의 생존율 및 다양한 프리<66>

바이오틱 기질들의 효과를 나타낸 것이다. (a: 수레터릭으로 단일 건식-피복된 락토바실러스 애시도필러스

RP32의 생장곡선, b: 수레터릭과 프럭토올리고사카라이드로 이중 건식-피복된 락토바실러스 애시도필러스

RP32, c: 락툴로오스, d: 라피노오스로 이중 건식-피복된 락토바실러스 애시도필러스 RP32). 흥미롭게도 4와

25℃에서 저장 시 각 처리구간의 어떠한 차이도 관찰되지 않았으나 37℃ 저장 시 락툴로오스와 라피노오스로

이중 피복한 처리구의 경우 수레테릭 단일 피복과 비교하여 1-2 로그(log) 이상의 생존율 차이를 관찰할 수 있

었다.
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<70>

도면의 간단한 설명

도 1은 단일 및 이중 건식 피복된 락토바실러스 애시도필러스 RP32의 스캐닝 전자 현미경사진(SEM)을 나타낸 것<71>

이다.

도 2는 건식 피복된 락토바실러스 애시도필러스 RP32의 투과전자현미경사진(TEM)을 나타낸 것이다.<72>

도 3은 다양한 기간 동안 산성조건에 노출시킨 후에 건식-피복된 락토바실러스 애시도필러스 RP32의 생존성을<73>

나타낸 것이다.

도 4는 다양한 기간에서 염분조건에 노출시킨 후 건식 피복된 락토바실러스 애시도필러스 RP32의 생존성을 나타<74>

낸 것이다.

도 5는 55℃의 조건에 노출시킨 후, 건식-피복된 락토바실러스 애시도필러스 RP32의 내열성을 나타낸 것이다.<75>

도 6은 다양한 저장온도 조건에서 이중 건식-피복된 락토바실러스 애시도필러스 RP32의 생존율 및 다양한 프리<76>

바이오틱 기질들의 효과를 나타낸 것이다.

- 13 -

등록특허 10-0878339



도면

    도면1
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    도면2
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    도면3

    도면4
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    도면5
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    도면6
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