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Abstract
In this study, we aimed to investigate the effects of low-temperature encapsulation on the 
viability of Weissella cibaria CMU under harsh conditions and in freeze-dried foods during 
storage. The capsules were prepared by gelation of sodium caseinate at different con-
centrations (5%, 6%, 7%, and 8%) with a combination of 0.5% gellan gum and 2% glucono-δ
-lactone. The size distribution of the capsules was determined using a Mastersizer 3000 
laser diffraction particle size analyzer. Scanning and transmission electron microscopy 
revealed that the capsule with 6% sodium caseinate had a smooth and rounded external 
surface, with reproducibility. The acid, bile, and heat tolerances of the encapsulated cells 
were significantly higher than those of the control under prolonged acid (5 h), bile (12 and 
24 h), and heat (2 h) exposure, respectively. During storage for up to 6 months at 4℃ or 
25℃, the viability of encapsulated Weissella cibaria CMU in beef and vegetable rice 
porridge was effectively improved.

Keywords
Weissella cibaria CMU, sodium caseinate, gellan gum, low-temperature encapsulation

서 론 

구강 건강은 인체 건강을 유지하기 위한 핵심적인 요소로 작용한다. 치아우식병과 치주질환은 우리나

라 국민의 10대 만성질환에 포함되어 있으며, 국민건강보험 외래 진료건수 및 지출 순위 10위 안에 

포함되어 있을 정도로 높은 비율을 차지하는 질환이다(Health Insurance Review and Assess-

ment Service, 2016). 구강건강 문제는 구강기능 상태뿐만 아니라, 전반적인 건강상태나 사회성, 

자신감 및 삶의 만족도와 밀접한 관련이 있다(Yoon et al., 2014; Choi et al., 2015; Chun and 

Lee, 2017). 이에 따라 구강 내 세균의 성장을 억제하면서 구강질환을 예방하기 위해 불소화합물, 

자일리톨 껌, 스케일링, 항균치약 등과 같은 방법을 사용하고 있다(Park et al., 2010; Kim, 2017). 

하지만 치아우식증 유발 세균을 억제하기 위해 가장 많이 사용되는 불소화합물은 과도한 섭취 시 

복통과 반점치 및 암을 유발할 수 있으며(Spencer and Do, 2008), 껌이나 캔디 제형으로 제조 가능

한 자일리톨의 경우, 일시적인 구취억제 효과는 충분히 기대할 수 있으나(Aluckan and Ankola, 

2018), 제품이 닿지 않는 사각지대까지 제어할 수 없을 뿐더러 자일리톨은 하루에 상당한 양을 섭취

해야 충치유발세균(Streptococcus mutans)의 생육이 억제 가능하다는 단점이 있다(Li and Tanner, 

2015).

https://crossmark.crossref.org/dialog/?doi=10.22424/jmsb.2018.36.3.171&domain=pdf&date_stamp=2018-9-30
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본 연구에서는 기존 구강 관리법의 문제점을 보완, 대체하기 위한 방법으로 구강 내에 정착하여 서식

하면서 구취와 충치를 억제하고, 치주질환을 일으키는 다양한 유해세균를 선택적으로 제어할 수 있는 

구강 프로바이오틱스(probiotics) 균주인 Weissella cibaria CMU 균주를 사용하였다(Jang et al., 

2016; Kang et al., 2017; Do et al., 2018). 그러나 구강 건강 개선용 프로바이오틱스를 식품에 

활용할 경우, 식품 가공 단계나 저장 기간 중에 활력의 소실이 발생할 수 있고, 특히 식품의 섭취 

전 전처리 등에서도 활력 소실의 가능성이 있어 균주의 기능성 발휘에 대한 대안이 제시되어야 한다. 

캡슐화 공법은 식품, 의약품 및 화장품 산업에서 널리 사용되고 있는 기법으로 특히 미생물의 생존율 

향상에 적용되어 왔다(Iravani et al., 2015; Ansari et al., 2017). 현재 분무건조 및 고압균질기 

등을 이용한 다양한 캡슐화 방법이 고안되어 왔으나, 일부 고온 처리 방식의 경우 유산균을 사멸시키

는 부작용으로 인해 한계점을 갖게 되었다(Bae and Kim, 2008; Kim et al., 2013; Kim and You, 

2017). 그러나 본 연구에서 사용된 저온 캡슐화 과정은 특정한 장비가 필요 없이 저온 상태에서 균주

를 포집할 수 있는 기법으로 알려져 있다(Nag et al., 2011).

따라서, 본 연구에서는 균주의 안정성을 확보하고, 식품에 적용할 경우 보존성을 향상시킬 수 있는 

효율적이며 저비용의 저온 캡슐화 방법을 사용하여 구강 프로바이오틱스의 활용성을 확대하고자 실

험을 수행하였다. 

재료 및 방법

1. 사용 균주 및 배양 조건

실험에 사용된 Weissella cibaria CMU 균주(이하 CMU 균주)는 (주)오라덴틱스에서 분양받아 37℃, 

18시간 동안 최소 3번 계대 배양하여 사용하였다. 캡슐화에 사용할 균주 생산을 위해 1 L MRS 배지

에 균주를 배양하고 5,000 rpm, 10분 동안 원심분리하여 균주를 회수한 다음, 0.1% peptone 용액

으로 3번 세척한 후 20 mL peptone 용액에 희석하여 실험에 사용하였다. 

2. 저온 캡슐화 공정

캡슐화 과정은 Nag(2011)의 방법을 일부 수정하여 실시하였다. 다양한 농도(5%, 6%, 7%, 및 8%)의 

sodium caseinate와 0.5% gellan gum 혼합액(이하 혼합액)을 4℃에서 교반하면서 완전히 용해시

켰다. 혼합액의 살균을 위해 90℃, 30분간 가열한 후 다시 38℃에 도달할 때까지 교반하며 온도를 

낮춘 다음 농축된 유산균을 혼합액에 10:1 비율로 첨가하였다. 다시 2% glucono-δ-lactone(GDL)

를 첨가한 다음, 혼합액의 pH가 5.5에 도달할 때까지 교반한 후 카놀라유에 약 5:1(카놀라유:혼합액) 

비율로 혼합하고, 90분간 교반하며 캡슐을 형성시켰다. 카놀라유를 제거하고 형성된 캡슐은 0.1% 

peptone 용액에 3번 세척한 다음 4℃에 저장하며 사용하였다.

  

3. 캡슐의 크기 측정

Mastersizer 3000 laser diffraction particle size analyzer(Malvern Instruments, Malvern, 

UK)을 이용하여 다양한 농도의 sodium caseinate에 따른 캡슐의 크기를 측정하였다. 시료당 10번

씩 반복 측정하여 입자 직경의 최소, 최대 및 평균값을 측정하였다.

4. 전자현미경 관찰

캡슐의 형상을 살펴보기 위해 주사전자현미경(SU-70, Hitachi, Tokyo, Japan)을 사용하였다. 데시

케이터 안에서 캡슐의 수분을 제거한 후 carbon stub에 고정한 다음, SEM ion sputter coater를 

이용하여 진공상태에서 60초간 도금하여 가속 전압 5k, 33 배율로 시료를 관찰하였다. 또한, Ann 
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등(2007) 의 방법에 따라 전처리를 통해 유산균 캡슐을 파쇄한 후 투과전자현미경(H-600, Hitachi, 

Tokyo, Japan)을 사용하여 캡슐 안의 유산균 포집 형상을 확인하였다. 

5. 내산성, 내담즙성 및 내열성 측정

Minekus 등(2014)의 방법에 따라 캡슐화된 균주의 내산성을 측정하였다. KCl-HCl buffer(pH 2.0)

에 pepsin 1,000 unit/mL를 첨가하여 인공위액을 제조하였으며, 이 용액 18 mL에 2 g의 시료를 

첨가하고 37℃에서 shaking incubator로 교반하면서 0분, 2.5시간 및 5시간 동안 배양한 다음 

0.1% peptone 수로 희석 후 MRS agar를 사용하여 37℃, 48시간 동안 혐기 배양하여 총균수를 

측정하였다. 내담즙성 측정은 Nag 등(2011)의 방법에 따라 실시하였으며, monobasic potassium 

phosphate(0.68%, w/w)에 porcine bile extract(1.0%, w/w)을 첨가한 용액 18 mL에 2 g의 

시료를 첨가하고 0시간, 12시간 및 24시간 동안 배양한 다음, 내산성에 사용된 동일한 방법으로 총균

수를 측정하였다. 캡슐화된 균주의 내열성 평가는 Ann 등(2007)의 방법에 따라 실시되었으며, 

glycine-HCl buffer(pH 3.0) 18 mL에 2 g의 시료를 첨가하고 55℃ 항온수조에서 교반하면서 0시

간, 1시간 및 2시간 후에 시료를 채취한 다음 상기한 방법에 따라 총균수를 측정하였다. 

6. 저장 기간 중 동결건조식품 내 Weissella cibaria CMU의 생존율 조사

한우야채죽과 게살새우브로콜리죽 제품에 캡슐화된 Weissella cibaria CMU 균주를 첨가하여 동결

건조시킨 다음, 다양한 온도(4℃, 25℃ 및 37℃)에 저장하면서 캡슐화하지 않은 CMU 균주를 첨가한 

제품군(대조구)과 균주의 생존율을 비교, 조사하였다. 총 6개월 동안 1개월 간격으로 각 제품별 3개

의 시료를 0.1% peptone 수와 stomacher를 사용하여 균일하게 환원시킨 다음, MRS agar로 37℃, 

48시간 동안 혐기 배양시켜 기간에 따른 온도별 유산균 생존율을 측정하였다.

7. 통계분석

자료 분석은 SAS software(SAS version 9.2; SAS Institute Inc., Cary, NC, USA)를 사용하였으

며, 내산성, 내담즙성 및 내열성은 초기균수 대비 시간별 생존율의 변화를 paired T-test를 사용하여 

분석하였다(p<0.05). 

결과 및 고찰

Sodium caseinate 농도(5%, 6%, 7%, 및 8%)에 따른 캡슐의 크기 분포를 측정한 결과, 각각 197∼

1,170 μm(평균 632 μm), 620∼2,200 μm(평균 1,200 μm), 688∼1,300 μm(평균 944 μm) 및 

169∼1,030 μm(평균 544 μm)로 나타났다. 캡슐화 과정은 압출, 유화 및 코아세르베이션 등 다양한 

방법이 활용 가능하고 사용되는 시약 및 방법에 따라 캡슐의 크기 분포는 20∼4,000 μm로 다양하게 

제조될 수 있다(Adhikari et al., 2003 ; Muthukumarasamy et al., 2006). Jung 등(2009)은 캡슐 

제조시 크기뿐만 아니라, 안정성이 매우 중요하며, 캡슐의 크기 분포가 너무 작은 경우 제품 가공시 

캡슐이 깨지는 등 취급에 어려움이 발생한다고 보고하였다. 본 연구에서 캡슐의 크기 분포는 sodium 

caseinate의 농도에 따라 169∼2,200 μm로 다양하게 제조되었고, 6% sodium caseinate 농도로 

캡슐을 제조할 경우 다른 농도에 비해 상대적으로 캡슐이 안정적으로 형성되었으며, 재연성이 뛰어나 

본 연구의 캡슐 제조를 위한 최종 농도로 선정하였다. 특히, 상대적으로 큰 입자의 캡슐은 동결건조에 

의한 프로바이오틱스의 손실을 감소시켜줄 것으로 판단되며, 본 연구의 목적인 동결건조 죽 제품에 

첨가시 식감에 어떠한 영향도 주지 않음을 알 수 있었다.

최종 확정된 캡슐 조성에 따라 6% sodium caseinate와 0.5% gellan gum으로 제조된 유산균 캡슐

의 동결건조 후 형상과 균주 포집 상태를 SEM과 TEM 방법으로 관찰하였다. 캡슐의 표면을 관찰한 
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결과, 캡슐은 동결건조를 한 후에도 비교적 구형의 모양으로 원형을 유지하고 있었다. 수분 제거로 

인해 mastersizer로 측정한 결과보다 다소 수축되어 있었으나, 매끄러운 표면이 관찰되는 것을 볼 

때 동결건조에 의한 캡슐의 표면 손상은 발생하지 않은 것으로 판단되었다(Fig. 1A). 또한, 캡슐화된 

균주를 파쇄하여 캡슐의 단면을 TEM으로 촬영한 결과, 캡슐에 포집되어 있는 CMU 균주를 확인할 

수 있어 균주의 캡슐화가 성공적으로 이루어졌음을 확인할 수 있었다(Fig. 1B).

CMU 균주의 내산성을 조사한 결과, Fig. 2A에 나타난 바와 같이 대조구와 캡슐 모두 2.5시간동안 

유의적인 차이를 보이지 않았지만, 5시간 동안 인공위액에 노출하였을 경우, 캡슐화된 균주가 일반 

균주에 비해 유의적으로 높은 생존율을 보였다(p<0.05). 또한, 내담즙성 실험에서는 12 및 24 시간 

동안 배양할 경우 캡슐화된 균주의 생존율이 대조구에 비해 모두 유의적으로(p<0.05) 높은 경향을 

나타냈으며, 내열성의 경우, 55℃에서 1시간 동안은 생존율에 차이를 보이지 않았지만, 2시간 동안 

가열할 경우 캡슐화된 CMU 균주의 생존율이 유의적으로(p<0.05) 높게 나타났다. 따라서, sodium 

Fig. 1. Scanning electron microscopy (A) and transmission electron microscopy (B) of encapsulated 
Weissella cibaria CMU.

Fig. 2. Viability of encapsulated Weissella cibaria CMU after exposure to acid (A), bile (B) and 
heat (C) conditions for various durations. Data are expressed as the mean±SD of three experiments. 
*Significantly different values between control and encapsulation (p<0.05).
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Fig. 3. Viability of encapsulated Weissella cibaria CMU during storage at various temperatures (4℃, 
25℃ and 37℃). (A), Beef and vegetable rice porridge; (B), Crabmeat, shrimp and broccoli rice 
porridge. 

caseinate(6%), gellan gum(0.5%) 및 GDL을 이용한 저온 캡슐화 기술은 산, 담즙 및 고온 등의 

경쟁적인 환경에서도 CMU 균주의 생존율을 향상시킬 수 있음을 확인하였고, 이러한 보호 능력은 

다양한 식품에 활용될 수 있을 것이라 판단된다.

캡슐화한 균주를 첨가한 동결건조 죽제품의 저장 온도별(4℃, 25℃ 및 37℃) 생존율을 1개월 간격으

로 6개월 동안 확인한 결과, 37℃에서 저장된 모든 제품은 저장 기간이 경과됨에 따라 생존 균수가 

점차 감소하는 경향을 나타났다(Fig. 3). 반면, 4℃와 25℃에서 저장한 제품들은 대부분 초기 균수에 

비해 큰 변화가 나타나지 않았으며, 초기 균수를 108 CFU/g 이상 첨가한 한우야채죽의 경우, 유산균 

첨가 제품의 최종 목표인 107 CFU/g 이상의 균수를 보유하는 것을 알 수 있었다. 게살새우브로콜리 

제품의 경우도, 개개 포장용기에 따라 다소 차이를 보이지만 4℃와 25℃에서 저장할 경우 37℃에 

비해 큰 감소폭을 보이지 않았다. 이러한 결과는 본 연구에서 개발된 캡슐화 기술이 제품 가공 및 

적용시에도 프로바이오틱스의 생존율을 증가시킬 수 있음을 알 수 있었다.

결론적으로 본 실험에서 사용된 저온 캡슐화 공법은 식품가공 공정 및 저장기간 그리고 다양한 환경 

속에서도 프로바이오틱스의 생존율을 향상시킬 수 있는 보호 능력을 부여할 것이라 판단된다. 무엇보

다 시제품의 저장 기간 중 균주의 생존율에 유의적인 영향을 미칠 수 있어 본 연구에 사용된 균주의 

구강 건강 케어에 대한 활용도를 높일 수 있을 것이라 판단된다.
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