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Abstract: Lactic acid and its derivatives are widely used in

the food, pharmaceutical, and cosmetic industries. It is also a

major raw material for the production of poly-lactic acid (PLA),

a biodegradable and environmentally friendly polymer and a

possible alternative to synthetic plastics derived from petro-

leum. For PLA production by new strains of lactic acid bacte-

ria (LAB), we screened LAB isolates from shellfish. A total

of 51 LAB were isolated from 7 types of shellfishes. Lactic

acid production of individual isolates was examined using

high-performance liquid chromatography using a Chiralpak

MA column and an ultraviolet detector. Lactobacillus plan-

tarum T-3 was selected as the most stress-resistant strain, with

minimal inhibition concentrations of 1.2 M NaCl, 15% etha-

nol, and 0.0020% hydrogen peroxide. In a 1 L fermentation

experiment, D-lactic acid production of 19.91 g/L fermenta-

tion broth was achieved after 9 h cultivation, whereas the ma-

ximum production of total lactic acid was 41.37 g/L at 24 h.

Keywords: Lactic acid bacteria, Poly-lactic acid, Isolation,

Fermentation

1. INTRODUCTION

젖산 (Lactic acid)은 오래 전부터 식품과 연계된 다양한 분야

에서 사용되고 있으며, 최근 생분해성 플라스틱 (biodegrad-

able plastic) 생산과 같은 다양한 산업에도 사용되고 있다

[1]. 기존의 산업적 이용에 있어서 젖산 생산량의 85%는 식

품과 식품과 연계된 산업에 대부분 사용되고 있으며, 나머지

15% 정도가 식품과 관련되지 않은 산업에 사용되고 있었다.

유연필름 (flexible film)과 경질용기 (rigid container)와 같은

플라스틱 포장재의 경우, 플라스틱 수지 (resin)의 수요가 증

가하면서 미국 내에서만 포장재로 약 35조원에 달하는 시장

으로 성장하고 있다 [2]. 플라스틱 포장재의 시장이 성장하

면서 석유화학계 플라스틱 (petrochemical plastics)의 대안으

로 환경친화적인 플라스틱의 사용이 증가하면서 젖산의 수

요 또한 꾸준히 증가하고 있다. 젖산 중합체 (lactic acid pol-

ymer)는 생분해성, 열가소성과 고강도성의 장점을 가지고

있으며, 이러한 장점은 플라스틱 분야의 사용에 있어서 잠재

적인 시장 가능성을 가지게 된다 [3].

젖산발효에 있어서 생물공학적 생산의 가장 큰 장점은 당

밀, 탄수화물, 셀룰로오스와 같은 발효공정에서의 원부자재

의 가격이 매우 저렴하다는 데 있다 [4,5]. 젖산은 화학적 전

환기술로 중합 중간체인 락타이드 (lactide)나 아크릴산 (acry-

lic acid) 등의 유용 화학물질로 변환된다. L형 젖산과 D형 젖

산을 같이 사용한 경우, 폴리 젖산 (poly lactic acid)의 융점이

높아지고 결정화도가 증가되는 현상을 보여 결과적으로 소

재의 높은 열안정성 확보가 가능하다 [6,7]. L형 젖산의 경우

식품산업에서 대부분의 응용분야에 사용되기에 많은 연구

가 이루어져 있는 반면, D형 젖산의 경우 응용성이 낮아 연

구가 거의 이루어지지 않았다.

이에 본 연구에서는 다양한 패류에서 분리한 젖산균의 젖

산생산량을 분석하고, 선별된 균주의 다양한 환경 스트레스

에 대한 내성을 확인하도록 한다. 또한 발효과정에서 선별 균
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주의 젖산생산 변화를 확인하여 생분해성 플라스틱 산업에

서의 미생물 사용에 있어서 기초 자료로 이용하고자 한다.

2. MATERIALS AND METHODS

2.1. 균주의 분리

2011년 5월부터 12월까지 인천 서해안의 양식어장에서 채취

한 패류 (굴, 바지락, 진주담치, 돌조개, 백합, 소라, 동죽)를

냉장상태를 유지하면서 실험실로 운반하여 균주 분리실험

을 진행하였다. 패류시료 중 패각이 손상되지 않은 것을 골

라 멸균된 칼로 내용물을 200 g이 될 때까지 탈각하여, 멸균

된 비커에 넣은 후 phosphate buffered saline (PBS; 2.5 mM

KH2PO4, pH 7.2) 200 mL를 부어 혼합한다. 혼합 후에 멸균된

blending cup에 넣어 blender (7011S, Waring, Torrington, CT)

를 이용하여 90초 (18,000 rpm으로 30초, 22,000 rpm으로 60

초)동안 갈아준다. PBS로 10-1 ~10-2까지 희석한 용액 100 µL

를 Rogosa SL (Difco, MD, USA)고체배지에 도말한 후 [8],

CO2 치환하여 37oC에서 2일간 배양한다. 생성된 콜로니는

0.1% bromocresol purple (BCP)가 들어있는 Lactobacilli MRS

(Difco, MD, USA) 평판배지에 배양하여 실험 균주로 사용하

였다. 순수분리된 균주는 MRS 액체배지에서 배양한 후 25%

glycerol로 조성하여 -70oC에서 보관하며 동정과 생화학적

특성 시험에 사용하였다.

2.2. 분리균주의 동정

분리된 균주는 MRS 액체배지에서 37oC에 24시간 배양한 후

그람염색 [8]을 실시하여 위상차 현미경으로 형태학적 특성

을 관찰하였다. 또한 분리한 균주의 생화학적 특성은 Cappu-

ccino [9]와 Ruoff [10]의 방법을 참고하여 실험을 실시하였

다. Catalase test는 배양 평판에 3% hydrogen peroxide (H2O2)

를 첨가한 후 O2 발생 유무를 관찰하였고, oxidase test는 콜로

니를 비금속성 막대를 사용하여 슬라이드에 올려놓고 Ko-

vac's reagent를 한 방울 떨어뜨려 변색여부를 관찰하였다. 분

리된 균주 중 높은 D형 젖산 생산량을 보이는 균주에 대해서

API 50CHL kit을 사용하여 배지의 색변화를 관찰한 후, API

web program (http://apiweb.biomerieux.com, Biomerieux, Gre-

noble, France)을 이용하여 동정하였다.

2.3. 환경 스트레스 실험

환경스트레스에 높은 내성을 갖는 젖산균을 선별하기 위한

방법으로 2단계에 걸쳐 실험을 진행하였다. 1단계는 D형 젖

산 생산량이 높은 균주를 1차적으로 선별하고, 선별된 균주

에 대해서 2단계로 염농도, 에탄올, 과산화수소에 대한 환경

스트레스에 대한 최소억제농도 (MIC, minimum inhibitory con-

centration) 실험을 진행하였다. 염농도 (1.0~2.0 M), 에탄올

(5~20%), 과산화수소 (0.0010~0.0020%)의 조건에서 선별된

젖산균의 환경스트레스 내성을 비교하였다. 모든 스트레스

내성 실험은 96 well microtiter plate에서 진행하였다. 24시간

배양한 젖산균을 5,500×g에서 5분간 원심분리하여, 새로운

MRS 액체배지로 OD600=1.0이 되도록 현탁하였다. 해당

stress 조건이 처리된 plate에 현탁액을 10% 접종하여, 37oC

에서 24시간 배양한 후, OD600에서 흡광도를 측정하였다.

2.4. 선별된 젖산균의 배양

최종 젖산 발효에 사용된 균주는 최종 선별된 Lactobacillus

plantarum T-3를 사용하였다. Seed culture는 300 mL flask에

서 MRS 액체배지 50 mL로 하여 36시간 동안 배양하였다.

젖산 발효는 3 L 발효조 (PharmswellBio Co., Ltd., Seoul,

Korea)에서 MRS 액체배지 1 L로 하여 단계적으로 젖산발효

를 수행하였다. 발효과정 중 pH는 5.0~5.5 사이로 50% 수산

화암모늄으로 조절하면서 3시간 마다 시료를 채취하여 pH

와 흡광도를 측정하고, HPLC (Younglin, Korea)를 이용하여

생성된 L형 및 D형 젖산을 분석하였다.

2.5. HPLC를 이용한 젖산 생산량 분석

분리된 젖산균은 MRS 액체배지 5 mL에서 48시간 동안 정

치 배양한 후, 배양액을 0.22 µm filter (Minisart, Satorius) 를

사용하여 필터링하여 HPLC를 통해 L형과 D형의 젖산 생산

량과 총 젖산 생산량을 분석하였다. 분석에 사용된 컬럼은

Chiralpak® MA(+) (reverse phase type, 4.6×50 mm, 5 µm,

Daicel Chemicals Industries Ltd., Tokyo, Japan), 이동상으로

는 2 mM CuSO4를 1.0 mL/min의 유속으로 이용하였고, UV

검출기로 254 nm에서 검출하였으며, 시료 주입량은 10 µL였

다. L형과 D형 젖산의 표준용액은 L-(+)-Lactic acid와 D-(−)-

Lactic acid (analytical standard, Sigma-Aldrich, SL, USA)를

사용하였다.

3. RESULTS AND DISCUSSION

3.1. 패류에서 젖산균의 분리

일반적으로 젖산균은 해양환경에서의 주요 미생물군에 포함

되지 않으나, 해수 및 어류 등에서 Carnobacterium, Entero-

coccus, Lactobacillus, Lactococcus 속 등이 발견되기도 한다

[11]. 자연생태계에서의 미생물의 분리 및 특성연구는 미생물

을 산업적으로 사용하는데 있어서 안정적이고 효율적으로

사용할 수 있는 중요한 기초 연구가 되고 있다 [12]. 본 연구

에서는 서해안에서 양식되는 굴 (Crassostrea gigas), 바지락

(Tapes phillipinarum), 진주담치 (Mytilus edulis), 돌조개 (Arca

avellana Lamarck), 백합 (Meretrix meretrix), 소라 (Turbo cor-

nutus), 동죽 (Mactra veneriformis Reeve) 등 총 7종에서 분리

한 51개의 분리균주에 대해서 형태학적 및 생리 화학적 특성

을 조사하였다. 총 51개의 균주 중 굴에서 18개 균주가 분리

되어 전체의 35.3%의 분리비율을 보였다. 그 외에는 바지락

에서 10개 (19.6%), 소라에서 7개 (13.7%), 진주담치에서 6개

(11.8%), 돌조개에서 5개 (9.8%), 동죽에서 3개 (5.9%), 백합

에서 2개 (3.9%)가 분리되었다. 그람 염색을 실시하여 위상차
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현미경으로 관찰한 결과, 분리균주 모두 그람 양성으로 확인

되었다. 또한 catalase와 oxidase는 음성이었고, BCP가 들어있

는 MRS 배지에서 산을 생산하여 생성된 콜로니 주변이 노란

색으로 변하는 젖산균의 일반적인 특징과 일치하였다. 젖산

균은 일반적으로 다양한 동물의 장내 [13]와 해산물 [14] 등

에서 발견되고 있다. 산업에서 사용하는 일반적인 미생물은

공정상에서의 다양한 스트레스 변화에 적응하지 못하는 것

이 일반적이나, 자연생태계에서의 미생물은 생존을 위해 스

트레스에 즉각적으로 반응하는 능력을 갖추고 있다 [15]. 최

근 연구에 따르면 자연상태에서 분리한 젖산균이 다양한 환

경 스트레스에 높은 저항성을 보이고 있으며, 이는 젖산균의

산업적인 적용에 있어서 가장 중요한 부분이 되기도 한다

[16].

3.2. HPLC에 의한 젖산 생산량 확인 및 동정

젖산균의 발효는 일반적으로 동형발효 (homo fermentation)

와 이형발효 (hetero fermentation) 2가지로 구분된다. 젖산균

의 발효는 미생물의 종류와 탄소원, 질소원 그리고 발효방법

에 따라 생성되는 젖산의 양과 부산물이 달라진다 [17]. 본

연구를 통해 분리한 51개의 잠정적인 젖산균을 MRS 배지에

서 배양하여, 대사물질로 배양액에서 생산되는 L형과 D형

젖산을 확인해 보았다 (Table 1). D형 젖산생산량을 보면, T-3

균주가 16.5015 g/L로 가장 높은 생산량을 보였으며, M-3 균

주는 15.6392 g/L로 다음으로 높은 생산량을 보였다. 그 외에

T-1, D-3, D-4 균주가 각각 12.8280, 12.3631, 11.9710 g/L의 D

형 젖산을 생산되는 것을 확인하였다. 분리균주 중 D형 젖산

량이 높은 상위 5개 균주를 동정한 결과, 모두 Lactobacillus

plantarum으로 동정되었다.

3.3 환경스트레스 (염농도, 에탄올, 과산화수소) 실험

 총 51개의 분리균주 중 D형 젖산 생산량이 우수한 5개 균주

(D-3, D-4, M-3, T-1, T-3)를 선별하여 각 환경스트레스에 따

른 MIC를 확인하였다 (Table 2). 염농도에 대한 MIC는 T-3과

D-4 균주가 1.2M로 가장 높은 저항력을 보였으며, 2 균주를

제외한 선별균주는 1.0 M 이하의 염농도에 대한 MIC 결과

를 보였다. 에탄올에 대한 MIC 결과를 보면, T-3와 D-4 균주

가 15%로 가장 높은 MIC 결과를 보였다. 과산화수소 실험에

서는 5개 선별 균주 모두 0.0020%로 높은 MIC 결과를 보였

다. D형 젖산 생산량과 각 환경스트레스에 대한 MIC 결과를

토대로 Lactobacillus plantarum T-3 균주가 산업적으로 사용

가능한 가장 적합한 균주로 사료된다. L. plantarum은 소시지

나 오이피클, 사일리지 (silage) 등과 같은 발효식품을 만드는

데 있어서 종균배양 균주로 주로 사용되고 있다 [18]. 여러

연구를 통해 L. plantarum은 pH 3.0에서도 생존이 가능한 균

주 [19,20]로 젖산 발효공정에서의 낮은 pH에서 다른 젖산균

에 비해 큰 장점을 갖게 된다.

3.4. 젖산 발효

여러 생분해성 고분자 중 젖산을 중합하여 만든 폴리 젖산은

Table 1. Production of D- and L-lactic acid by lactic acid bacteria

isolated from shellfish

Origin Strains
D-lactic acid

(g/L)

L-lactic acid

(g/L)

Turbo cornutus

B-1 ND1) ND

B-2 3.9395 ND

B-3 5.2065 ND

Mactra veneriformis Reeve

C-3 0.3678 4.2802

C-4 0.5237 5.2838

C-5 ND 2.046

Arca avellana Lamarck

D-1 4.3065 6.5673

D-3 12.3631 13.6927

D-4 11.971 14.6778

D-5 1.2601 1.1846

D-6 4.4348 8.8213

Meretrix meretrix
H-1 8.9418 7.9151

H-2 0.9685 -0.1335

Mytilus edulis

M-1 9.5042 -1.0698

M-3 15.6392 18.5243

M-4 6.4138 25.8938

M-5 3.8314 29.0796

M-6 8.3324 5.4795

M-7 0.5653 19.9733

Tapes phillipinarum

S-1 ND ND

S-2 10.4217 -0.9074

S-3 ND ND

S-4 0.0805 0.3186

S-5 0.5021 0.5851

S-6 4.2832 11.4643

S-7 0.4986 1.0009

S-8 0.839 1.114

S-9 1.2941 6.8979

S-10 1.2943 -0.2262

Turbo cornutus

T-1 12.828 14.6405

T-2 2.8856 17.8032

T-3 16.5015 21.547

T-4 5.1612 26.9722

Crassostrea gigas

O-2 7.015 19.9454

MH-5 ND 33.6856

MH-6 ND ND

MH-8 11.6641 12.0955

MH-15 ND 38.315

MH-19 10.9012 12.0504

MH-21 11.296 13.2163

MH-22-1 ND 42.8432

MH-22-2 ND 42.6857

MH-33 11.4294 12.66

MH-44 ND 19.8449

MH-49 ND 39.3701

MH-51 ND 38.9455

MH-53 11.8035 12.9316

MH-55 ND 34.3772

MH-58 11.4345 12.7371

MH-62 11.3901 10.1061

MH-67 ND 43.6287
1)
ND: not detected.



164 Korean Society for Biotechnology and Bioengineering Journal 30(4): 161-165 (2015)

기존의 석유계 기반 플라스틱을 대체할 수 있는 고분자 소재

로 각광받고 있다. 기존의 연구를 통해서 폴리 젖산의 스테

레오 콤플렉스 결정화가 형성되는 경우 융점이 약 50oC 이상

높아지는 현상이 발생하며, 결정화도도 약 30% 이상 향상되

는 현상이 발생되어 결과적으로 소재의 높은 열안정성 확보

가 가능하게 된다 [21]. 실험실규모의 발효실험으로 L. plan-

tarum T-3의 200 mL MRS 액체배지에서의 젖산발효 결과는

Fig. 1과 같다. 배양 후 36시간까지 OD가 급격히 증가하였으

며, D형 젖산생산량은 48시간까지 증가하는 것을 확인할 수

있었다 (Fig. 1A). 발효과정 중 pH는 36시간까지 약 3.8까지

급격히 낮아지다가 36시간 이후로는 변화가 없는 것을 확인

할 수 있다 (Fig. 1B). 여러 연구를 통해 젖산발효에 있어서

pH나 기질과 같은 요인들이 발효과정에서의 다양한 역학과

정에 영향을 미친다고 알려져 있다 [22]. 플라스크상의 결과

를 토대로 L. plantarum T-3의 3L 발효조에서의 배양 결과는

Fig. 2와 같다. 50% 수산화암모늄을 통해 배양 중 pH는 5.0~

5.5 사이로 조절하였으며, pH 5.5에서의 총 젖산의 생산량은

OD의 증가곡선과 유사하게 증가하는 것을 확인할 수 있었

다. D형 젖산은 배양 9시간 때 19.91 g/L의 가장 높은 생산량

에 도달하였다. 반면에 총 젖산 생산량은 배양 24시간 때

41.37 g/L의 생산량을 보였다. 동형 젖산발효의 경우, 1 M의

글루코스 (glucose)에서 2 M의 젖산을 생산할 수 있지만, 실

제적으로 100% 전환은 매우 어렵다 [22]. 기존의 연구를 통

해서 최초 글루코스의 농도가 200g/L 이상일 때 최종 젖산

생산량이 증가하는 것으로 알려져 있다 [23,24]. Yun [23]의

연구결과에서는 최초 글루코스의 농도가 200g/L일 때 92%

의 수율로 185 g/L의 젖산을 생산하였으며, Goncalves [24]의

연구에서는 70%의 수율로 140 g/L의 젖산을 생산한 것으로

알려져 있다. 또한 배양과정에서의 최적 pH는 5~6으로 알려

져 있으며, 글루코스를 모두 소비하는데 15~30시간 정도 소

요되는 것으로 알려져 있다. 이러한 결과를 토대로 추후 L.

plantarum T-3 균주의 대량배양 과정에서 젖산생산에 있어

높은 수율을 기대할 수 있을 것이라 사료된다.

4. CONCLUSION

본 연구는 서해안에서 양식되는 총 7종의 패류로부터 젖산

Table 2. Minimum inhibitory concentrations of various environmental stresses

Strain Identification Salt (M) EtOH (%) H2O2 (%)

T-3 Lactobacillus plantarum 1.2 15 0.0020

M-3 Lactobacillus plantarum 1.0 5 0.0020

T-1 Lactobacillus plantarum Below 1.0 10 0.0020

D-3 Lactobacillus plantarum 1.0 10 0.0020

D-4 Lactobacillus plantarum 1.2 15 0.0020

Fig. 1. Lactic acid production with growth and pH change of Lac-

tobacillus plantarum T-3 in a 200-mL fermentation. (A) Lactic acid

production with growth, (B) Lactic acid production with pH change.

Fig. 2. Lactic acid production with cell growth at pH 5.5 of Lacto-

bacillus plantarum T-3 in a 1-L fermentation.
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을 생산하는 균주를 분리하고, HPLC를 통해 생산되는 L형

과 D형 젖산의 생산량과 환경스트레스에서의 내성을 확인

하고자 하였다. 분리된 51개 균주는 MRS 배지에서 배양되

었으며, 형태학적 관찰 및 생화학적 특성을 통해 젖산균의

일반적인 특성을 나타내는것을 확인하였다. HPLC를 통해 D

형 젖산생산량이 높은 상위 5개 균주를 선별하여, 다양한 환

경스트레스 (염농도, 에탄올, 과산화수소)에서의 내성을 확

인하여, 최종적으로 L. plantarum T-3 균주를 선별하여 발효

과정에서의 젖산생산량을 확인해보았다. 3L 발효조에서의

배양과정 중 pH 5.5에서의 총 젖산 생산량은 OD의 증가곡선

과 유사하게 증가하는 것을 확인할 수 있었다. D형 젖산은

배양 9시간 때 19.91 g/L로 가장 높은 생산량을 보였으며, 총

젖산 생산량은 배양 24시간 때 41.37 g/L의 생산량을 보였다.

차후 본 연구를 통해 선별된 L. plantarum T-3 균주에 대해서

유전공학적인 방법으로 L형 젖산을 만드는 L-lactate dehyd-

rogenase gene을 knockout하거나, D형 젖산을 만드는 D-lac-

tate dehydrogenase gene을 과발현시켜 순수한 D형 젖산의 생

산량을 높여 산업적인 사용가능성을 확인해 볼 것이다.
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