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Frutobacillus spp. strains (Fs) were isolated from honeybee larvae to evaluate their functionality and 
potential use as probiotics. Anti-microbial activity was generally observed in F strains against 
Gram-negative, Gram-positive, and yeast strains, with F2 and F3 being superior, particularly F2. 
Kerosene emulsification was similarly observed in strains other, except for F4. Emulsification analysis 
based on carbon sources showed that F2 had high emulsification in the presence of fructose but lower 
than the standard strain and 16S rDNA sequence analysis revealed that the F2 was identified as 
Fructobacillus fructosus. The growth curve of F2 showed maximum growth at 18 hr, followed by 
a slight increase. Furthermore, antimicrobial activity and pH showed maximum and minimum values 
at 18 hr, respectively, and remained constant thereafter. Lactic acid content showed a slight decrease 
after reaching its maximum value at 24 hr of culture. Acid resistance was observed up to pH 2.5, 
but completely lost at pH 2.0. Bile acid resistance was generally strong. F2’s adhesion to mucin 
was higher compared to S. Typhimurium, which increased until 18 hr of culture and then decreased. 
Enzyme activity according to anaerobic culture time was high for carboxymethylcellulase (CMCase), 
avicelase, and mannase, regardless of the presence of fructose. Auto- and co-aggregation were higher 
compared to the standard strain, and surface hydrophobicity was high for chloroform, which indicates 
electron donor properties. Therefore, the Fructobacillus fructosus F2 can be considered a potential 
probiotic due to its excellent anti-microbial, emulsification, acid resistance, bile resistance, CMCase, 
mannase, and auto- and co-aggregation properties.
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서 론

유산균(Lactic acid bacteria; LAB)은 유제품, 발효식품, 
식물 표면, 토양, 사람 및 동물의 위장관, 여성생식기관, 
구강 등 다양한 환경에서 서식하고 있다. 이러한 유산균

은 다양한 환경에 적응하기 위해 특이적인 생리적 및 생

화학적 특성을 진화해 왔다[10]. 특이성을 보이는 예로써 

식물의 phytoalexin에 대한 저항성, 위장관 담즙산에 저항

성 등이 해당된다[13, 29]. 이와 같은 특성은 발효식품에 

적합한 starter 배양 유산균 및 프로바이오틱스 등으로 활

용이 가능하다[4, 7, 30].
Fructophilic LAB (FLAB)는 최근래에 발표된 LAB의 특

이 그룹으로써 특이적인 생화학적 특성에 기인하여 Fruc-

tobacillus 속으로 재분류되었다[9, 10]. Fructobacillus는 fruc-
tophilic bacterium으로 과당이 풍부한 식물의 꽃잎, 과실 

및 발효식품 등에서 주로 발견된다[9, 28, 31]. 본 균주들은 

포도당보다 과당을 우선적으로 이용하는 균주로써 1‒40% 
과당 농도에서 성장이 가능하며, 최적 과당 농도는 5% 내
외이다[11, 24]. 과당을 우선적으로 이용하는 것은 alcohol/ 
acetaldehyde (adhE) 유전자의 상실에 기인된다[18]. FLAB
는 obligate (절대의존)와 facultative (통성) fructophilic 
group으로 분류된다[12].

최근래 상업적으로 과당시럽, 벌꿀, 과실음료수, 젤리, 
아이스크림 등 과당이 많이 포함된 식품의 유통이 증가됨

으로써 비만과 연관성이 입증되고 있다[3, 12]. 이와 같은 

과다 과당 섭취에 따른 문제를 해결하기 위해 프로바이오

틱스인 Lactobacillus curvatus HY7601 및 Lactobacillus 
plantarum KY1032 등으로 비만을 포함하는 고과당 섭취

에 따른 물질대사 증후군의 발생을 방지하는 방법이 제의

되고 있다[21]. 따라서 기존에 사용되는 Lactobacillus보다 

과당의 처리에 있어 보다 적합한 Fructobacillus 균주를 활

용하는 연구들이 최근래 수행되어 오고 있다[24].
본 연구에서는 꿀벌 유충에서 분리된 Fructobacillus spp. 
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F 균주들에 대해 배양 특성, 항균 기능성 및 프로바이오틱

스로서의 가능성을 분석하기 위해 연구하였다.

실험재료 및 방법

시료 제조

꿀벌 유충으로부터 이전 연구를 통해 분리된 균주는 

de Man, Rogosa & Sharpe (MRS) 액체 배지에 접종하여 

37℃에서 24시간 배양하였다. 배양 후 1 mL씩 분취 하여 

13,500 RPM에서 원심분리 한다. 원심분리 후 상등액은 

채취하여 0.2 µm syringe filler로 여과한 후 –20℃에 보관

하여 추출물을 확보하였다. 표준균주로 사용된 Fructoba-
cillus fructosus KCTC3544는 한국생명공학연구원 생물자

원센터로부터 분양받아 이용하였다. 본 연구에서 사용된 

Fructobacillus spp. F들은 꿀벌 유충으로부터 분리된 균주

들이다.

병원성 세균 표준균주 이용한 항균 활성 평가

분리된 Fructobacillus 균주들의 1차 스크리닝을 위하여 

그람 음성균인 Salmonella Typhimurium (ST, KCTC12401), 
E. coli (EC; ATCC10536)와 그람 양성균인 Bacillus cereus 
(BC, ATCC11778), Staphylococcus aureus (SA, ATCC6538) 
그리고 효모인 Candida albicans (CA, KCTC7122)를 이용

하여 DISC 또는 microtiter plate 방법으로 1차 스크리닝을 

수행하였다. 항균 분석을 위해 overnight (O/N)으로 전 배

양된 균주는 106 colony-forming unit (CFU)/ml로 맞추어 

연구에 사용되었다. 반응액을 microtiter plate에 첨가하거

나 disc에 점적 한 후 37℃에서 O/N 배양하면서 반응 성상

을 관찰하고 600 nm에서 흡광도를 측정하여 활성을 평가

하였다. 

선발된 균주의 minimal inhibitory concentration (MIC)

분석

선발된 균주들의 MIC 측정을 위하여 1차 스크리닝과 

같은 그람 음성균인 EC와 그람 양성균인 SA를 이용하여 

DISC 또는 microtiter plate 방법으로 minimal inhibitory 
concentration (MIC) 분석을 수행하였다. 항균 분석을 위해 

O/N으로 전 배양된 균주는 106 CFU/ml로 맞추어 연구에 

사용되었다. 반응액을 microtiter plate에 첨가하거나 disc
에 점적 한 후 37℃에서 O/N 배양하면서 반응성상을 관찰

하고 600 nm에서 흡광도를 측정하여 활성을 평가하였다. 

유화력 분석

유화력 평가를 위해 Fructobacillus spp. 배양액은 다음

과 같이 전처리가 수행되었다. MRS에 포함되어 있는 계

면활성제에 의해 에러가 발생하는 것을 방지하도록 배양 

후 2,000× g에서 20분간 원심분리하여 상등액을 제거하였

다. 유산균은 phosphate-buffered saline (PBS) 완충액(pH 
7.4)으로 2회 세척한 후, 배양액에 대해 1/5 양의 PBS 완충

액(pH 7.4)으로 현탁하였다. 처리된 유산균은 25℃에서 24
시간 저속 RPM으로 바이오 계면활성제를 추출하였다. 처
리된 반응액은 2,000× g에서 20분간 원심분리하여 상등액

을 수거한 후, 0.2 µm 필터로 완전히 제균하여 유화력 시

험에 사용하였다.
Kerosene 유화력은 6 ml kerosene과 4 ml Fructobacillus 

spp. 무세포추출액을 혼합하여 2분 동안 vortexing을 통해 

강하게 혼합하였다. 그런 후에 실온에서 24시간 방치 후 

다음과 같은 방법에 의해 유화력을 평가하였다[6].
유화력(%) = 유화층높이(cm) × 100/전체높이(cm)

생장 곡선 조사

최적 생장 온도 조사를 위해 Fructobacillus spp. F 균주

들을 25, 30, 37℃에서 5 ml로 24시간 배양 후 샘플을 수거

하여 600 nm 흡광도 조사를 수행하여 각 온도에서 성장력

을 비교하였다. 
Fructobacillus spp. F2 성장곡선을 분석하기 위해 본 균

주를 100 ml 배지에 1/100로 접종하였다. 접종된 균주는 

30℃에서 배양하면서 6시간 간격으로 샘플링을 수행하였

다. 샘플링된 용액은 600 nm에서 흡광도를 측정하는 것에 

의해 유산균의 성장도를 평가하였다. 항균력은 위에서 서

술된 MIC 측정 방법에 의해 수행되었다. 유기산 함량은 

HPLC에 의해 수행하였으며, 전개용매는 acetonitrile : wa-
ter (0:100‒100:0 v/v)를 사용하였고, 254 nm에서 감지하였

다. HPLC의 표준품으로 lactic acid (Sigma-Aldrich, St. 
Louis, MO, USA)를 구입하여 사용하였다.

탄소원에 따른 바이오 계면활성 능력 평가

탄소원에 따른 바이오 계면활성제 생성 능력을 평가하

기 위해 유산균용 최소배지(minimal medium)에 배양하였

다. 유산균용 최소배지는 l당 1.6 g K2HPO4, 0.4 g KH2PO4, 
0.1 g NaCl, 0.1 g MgSO4·7H2O, 0.02 g CaCl2, 1 ml trace 
element, 8.0 g peptone, 5.0 g yeast extract, 90 g sugar cane 
molasses or glycerol을 포함한다. Trace element는 100 ml 
당 0.5 mg CuSO4·5H2O, 1.0 mg H3BO3, 1.0 MnSO4·5H2O, 
0.7 mg ZnSO4, 1.0 mg MoO3 등으로 제조하였다. 탄소원은 

glucose, dextrin, inositol, sucrose, maltose, starch, lactose, 
mannitol, fructose 등을 2.0% 첨가하여 평가하였다. 제조된 

최소배지에 1.0% 전배양액을 첨가하여 적절한 온도에서 

24시간 배양한 후 4,000× g, 4℃에서 10분간 원심분리하여 

상등액을 제거하였다. 침전된 cell에는 PBS 완충액(pH 
7.4)으로 2회 세척한 후, 원배양액의 1/5 양의 PBS 완충액

(pH 7.4)에 재현탁하였다. 처리된 배양액을 실온에서 roll-
er mixer에서 gentle stirring으로 24시간 반응 후 4,000× g, 
4℃에서 10분간 원심분리하여 상등액을 회수하였다. 처
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리된 상등액 3 ml은 0.5 ml toluene과 혼합하여 2분 동안 

vortexing 후 30℃에서 1시간 반응하여 상분리를 실시하였

다. 수용액 상은 주의 깊게 분리하여 400 nm에서 흡광도

를 측정하였다[17].
1 U 유화력(emulsification activity; EU/ml) = 400 nm 

0.010 U × 희석 배수(1.16667) = 0.116667
샘플 유화력(Sample emulsification activity; EU/ml) =

400 nm OD 값/0.11667 × blank: PBS 완충액(pH 7.4) 

각종 효소 활성 분석

효소 활성을 분석하기 위해 30℃에서 전배양된 F2 균주

를 1/100로 접종한 후, 30℃에서 72시간 동안 정치배양 

하면서 24시간 간격으로 시료를 채취하였다. 채취된 시료

는 CMCase, avicelase, cellobiase, xylanase, mannase 등의 

활성 분석을 위해 사용하였다.
CMCase, avicelase 및 cellobiase는 반응액에 각각 1.0% 

carboxymethyl cellulose (CMC), 1.0% avicel 및 15 mM cel-
lobiose를 첨가한 후 37℃에서 30분간 반응하여 포도당의 

농도로 활성을 측정하였다[5, 27]. Xylanase 및 mannase는 

각각 1.0% xylan 및 0.5% locust bean gum를 첨가한 후 37℃
에서 30분간 반응하여 각각 xylose 및 mannose의 농도로 

활성을 측정하였다[16, 19].

내산성 및 내담즙성 분석

내산성 및 내담즙성은 이전에 수행된 연구 방법을 약간 

수식하여 분석을 수행하였다[14, 20]. 간략히 서술하면, 9 
ml fresh MRS medium의 pH를 HCl에 의해 pH 2.5와 3.5로 

조정한 후, 1 ml overnight cultural cell 첨가를 첨가하였다. 
처리된 용액은 37℃에서 4시간 배양하면서, 각 시간별 생

존 개체수 조사를 수행하였다.
내담즙성 분석은 위의 내산성 분석과 유사하게 수행하

였으며, 0.3%와 0.6% oxgall (Oxoid, Bstingstoke, UK)를 사

용하여 실시하였다.

Mucin 부착 능력 평가

돼지 위 type III mucin (Sigma-Aldrich)는 10 mg/ml로 

phosphate-buffered saline (PBS, pH 7.4)에 용해시켰다. 제
조된 mucin 용액은 이전 수행된 연구 방법을 약간 수식하

여 수행하였다[25]. 간략히 서술하면, 1 mg/ml mucin을 mi-
crotiter plate에 처리하여 37℃에서 30분 처리 후, 4℃에서 

16시간 방치하여 부착하였다. PBS 완충액으로 3회 세척 

후 107 CFU/ml 대상 미생물을 첨가하여 실온에서 3시간 

또는 37℃에서 24시간 반응하였다. 부착되지 않은 균주는 

PBS 완충액으로 3회 세척하여 제거한 후, 100 ml 0.1% 
crystal violet를 첨가하여 실온에서 30분 반응한 후, PBS 
완충액으로 3회 세척하였다. 100 ml 30% 초산을 첨가하여 

미생물에 부착된 crystal violet를 용출하여 570 nm에서 흡

광도를 측정하여 mucin 결합력을 평가하였다. 뮤이신 부

착력 분석에 참고로 사용된 균주들은 ST 및 바위게에서 

분리된 Bacillus licheniformis NIBR-H-9이 사용되었다.

자가응집력 및 공응집력 분석

유산균은 MRS 배지에서 30 또는 37℃에서 24시간 배양

한 후 4,000× g, 4℃에서 10분간 원심분리하여 상등액을 

제거하였다. 수거된 세포는 PBS 완충액 2회 세척 후, 1/5 
양의 PBS bfr에 재현탁하여 600 nm에서 흡광도 값이 1.0
이 되도록 조정하였다. 자가응집력은 10초간 vortexing하
여 5‒24시간 동안 방치하면서 상등액 일부를 분취한 후 

흡광도를 측정하여 자가응집력 분석을 실시하였다[8]. 
자가응집력(%) = (A0-A1) × 100/A0
A0: 시작 직후 600 nm 흡광도

A1: 각 해당 시간에 600 nm 흡광도

공응집력을 관찰하기 위해 사용된 병원성 미생물은 ST 
(KCTC 12401) 및 SA (ATCC 6538)를 사용하여 실시하였

다. 해당 균주들은 자가응집력과 유사하게 배양한 후, 전
처리되었다. 수거된 균주 현탁액은 병원성균주와 유산균

을 각각 동량으로 혼합하여 600 nm에서 흡광도 값이 1.0
이 되도록 조정하였다. 공응집력은 10초간 vortexing하여 

5‒24시간 동안 방치하면서 상등액 일부를 분취한 후 흡광

도를 측정하여 공응집력 분석을 실시하였다.
공응집력(%) = (A0-A1) × 100/A0
A0: 시작 직후 600 nm 흡광도

A1: 각 해당 시간에 600 nm 흡광도

세포표면 소수성 평가

유산균은 MRS 배지에서 30 또는 37℃에서 24시간 배양

한 후 4,000× g, 4℃에서 10분간 원심분리하여 상등액을 

제거하였다. 수거된 세포는 PBS bfr 2회 세척후, 1/5 양의 

PBS bfr에 재현탁하여 600 nm에서 흡광도 값이 1.0이 되

도록 조정하였다. 세포면소수성은 미생물 현탁액과 xy-
lene, chloroform, ethyl acetate 등과 동량으로 혼합하여 1분
간 vortexing하여 30분간 실온에 방치하면서 상등액 일부

를 분취한 후 흡광도를 측정하여 세포표면 소수성 분석을 

실시하였다[15].
세포표면 소수성(%) = (A0-A1) × 100/A0
A0: 시작 직후 수용층 600 nm 흡광도

A1: 30분 후에 수용층 600 nm 흡광도

통계분석

반복 실험을 통하여 얻은 결과는 SAS program (SAS 
Institute Inc., Cary, NC, USA)를 사용하여 분산분석 하였

으며, 시료에 대한 결과는 평균 ± 표준편차로 나타내었다. 
각 시료의 분석결과에 대한 유의성 검정은 분산분석을 
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A

B

Fig. 1. Antimicrobial activities of Fructobacillus spp. strains. (A) Gram positive and negative strains (B) Yeast. The applied 
bacterial strains, such as E. coli, S. Typhimurium, B. cereus, S. aureus, and C. albicans, were precultured for the assays 
of antibacterial activity. The cell-free supernatants originated from Fructobacillus spp. strains were added into a microtiter 
plate with the indicated amounts, and incubated by 37 or 30℃. The incubated cultural broths were measured at 600 
nm in wavelength and compared with relative growth inhibition. F1, F2, F3, and F4; Fructobacillus spp. strains, EC, 
E. coli ATCC10536; ST, S. Typhimurium KCTC12401; BC, B. cereus ATCC11778; SA, S. aureus ATCC6538; CA, 
C. albicans KCTC7122. Data are presented as mean ± standard deviation (SD).

한 후 p<0.05 수준에서 Duncan’s multiple range test (DMRT)
를 실시하였다.

결과 및 고찰

Fructobacillus spp. F 항균활성

본 연구에 사용된 Fructobacillus spp. F들은 꿀벌 유충으

로부터 분리되었고, 분리된 Fructobacillus spp. F 균주들의 

항균 및 기능성 평가를 실시하기 위해 본 연구를 수행하

였다. 그람음성 균주인 EC 및 ST를 사용하였고, 그람양성 

균주는 BC 및 SA를 사용하였다. 진핵생물인 효모는 

Candida albicans를 이용하여 항균활성을 평가하였다. 그
람음성, 그람양성 및 효모에 대한 항균활성은 대체적으로 

F2와 –3이 활성이 높은 것으로 평가되었다(Fig. 1). 그러나 

E. coli에서는 F1이 부분적으로 높게 나타나는 현상이 관

찰되었다. 
다른 한편으로, SA에 대해서는 대체적으로 유사한 항

균 활성들이 관찰되었지만, 다른 균주에 대해서 보다 상

대적으로 낮은 활성 값을 보였다. 진핵생물인 C. albicans
에 대해 원핵생물의 무세포추출액 12.5와 25 µl에서 항균

력 관찰이 미미한 관계로 농도를 50과 100 µl를 4배 증가

하여 시험을 시행하였다. 그 결과 F1과 4에 비교하여 F2와 

3이 명확하게 활성이 높은 것이 관찰되었고, 특히 F2가 

F3보다 더 높은 것으로 나타났다. 본 연구에 사용된 

Fructobacillus spp. F들이 항균활성이 존재하며, 전체 미생

물에 대해 범용적으로 작용할 가능성이 있는 것으로 나타

났다.

유화력 분석 결과

파라필름 drop 붕괴시험에서는 모두 증류수에 비교하

여 소량 증가된 양상으로 나타났다(data not shown). 0.1% 
SDS는 0.9 cm 직경으로 증류수에 비교하여 28.6% 증가된 

양상을 보였다. 그러나 Fructobacillus spp. F 배양여액은 

0.8 cm로써 단지 14.3% 정도의 증가되는 양상을 보이기 

때문에 본 조건에서 F들은 파라필름과 연계성 소수성 바

이오 계면활성제는 미약하게 생산되는 것으로 나타났다.
Kerosene 유화력 분석 결과 Fructobacillus spp.는 유화력

이 우수한 것으로 나타났다(Fig. 2). F4를 제외한 사용된 

모든 Fructobacillus spp.는 65%의 유화력을 보였다. 항균

력과 유화력 분석 결과를 통해 Fructobacillus spp. F2를 

추가 연구를 위한 균주로 선정하고 16S rDNA 서열 분석

을 실시하였다. 그 결과 Fructobacillus spp. F2는 Fructoba-
cillus fructosus F2로 명명이 되었다.

다른 한편으로 탄소원에 따른 유화력 평가에서 표준균

주인 Fructobacillus fructosus KCTC3544와 F2는 과당이 첨

가된 최소배지에서 성장과 유화력이 우수한 것으로 나타
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A B

Fig. 2. Evaluations of emulsification. (A) Kerosene emulsification and (B) emulsification of Fructobacillus fructosus F2 grown 
according to carbon sources. For kerosene emulsification, the cell-free supernatant originated from Fructobacillus strains 
were strongly mixed with kerosene, and then left for 24 hr at room temperature. The evaluation of emulsification was 
indicated by emulsified percent. For emulsification of the extracts from Fructobacillus strains grown according to carbon 
sources, the cultural cells were re-suspended with PBS buffer, and then extracted for 24 hr at room temperature. After 
the supernatants were recovered from the treated cells, the supernatants were strongly mixed with toluene, and then sepa-
rated for 1 hr at 30℃. The water phases were separated from organic solvent, and measured at 400 nm in wavelength. 
FF, F. fructosus KCTC3544; F2, Fructobacillus fructosus F2. Data are presented as mean ± standard deviation (SD). 
Different capital letters (A‒D) among the groups and small letters (a‒d) within the group indicate statistically significant 
differences at p<0.05.)

났다(Fig. 2). 그러나 Fructobacillus fructosus F2는 표준균

주보다 과당의 존재에서 매우 낮은 유화력을 보였으며, 
추가적으로 dextrose, mannitol 등에서 유화력을 보였다.

유산균이 생산하는 바이오 계면활성제는 다른 특성으

로 항균활성 및 바이오필름을 파괴하는 능력을 보유하는 

것으로 나타나고 있다[1, 23, 32]. 전술한 바와 같이 본 연

구의 항균활성 평가에서 항균활성이 전반적으로 높았던 

Fructobacillus spp. F는 F2와 3이었다. 그러나 유화력 분석

에서 나타난 바와 같이 바이오 계면활성제의 생산이 높게 

나타난 균주는 F4를 제외한 모든 균주에서 관찰되었기 

때문에 유화력이 높은 균주와 항균활성과의 상관관계는 

직접적으로 관찰하는 것은 어려운 것으로 나타났다. 이와 

같은 현상은 바이오 계면활성제의 항균 활성이 유산 및 

AMPs에 비교하면, 상대적으로 낮은 관계에 기인되는 것

이 원인일 것으로 추정된다[1, 23, 32].  

성장곡선에 따른 특성 분석

본 연구는 프로바이오틱스로써 Fructobacillus spp.의 성

상에 관한 것이 우선적으로 고려 대상이 되어서 항균활성

이 상대적으로 높고, 계면활성 능력이 유지되는 Fructoba-
cillus fructosus F2에 대해 세부 연구를 수행했다. F2는 30℃ 
에서 가장 높은 성장률을 보였으며, 20℃과 25℃의 비교

적 낮은 온도에서는 성장력이 양호했지만, 30℃ 이상의 

온도에서는 성장력이 30℃에 비교하여 감소되는 경향성

을 보였다(data not shown). F2의 성장력은 37에서는 20℃
와 유사한 값을 보였지만, 42℃에서는 급격히 감소되어 

30℃에 비교하여 23.3%만의 성장력을 보였다.
본 연구에 사용된 Fructobacillus spp. F들은 일반적인 

MRS 배지에서 성장이 우수한 것으로 나타났다. MRS 배
지에서는 포도당이 추가되어 있지만, 별도로 과당이 공급

되어 있지는 않다. 따라서 본 배지에서 모두 성장이 양호

한 것은 본 연구에 사용된 Fructobacillus spp. F들이 모두 

falcultative fructophilic strain으로 분류될 가능성이 매우 높

은 것으로 평가된다[12].
Fructobacillus fructosus F2의 성장곡선 분석에서 30℃

에 배양 시 18시간 부근에서 정지기에 도달되는 것으로 

나타났으며, 이후에는 소폭 증가되는 양상을 보였다(Fig. 
3). pH 변화는 성장곡선과 연계되었으며, 배양 18시간에 

pH 4.021로써 최소 pH에 도달한 이후에 지속적으로 유지

되는 것으로 나타났다. MIC90의 농도 역시 성장곡선과 

연계되는 것으로 나타났으며, 배양 18시간에 EC와 SA는 

MIC90이 각각 29.4와 46.7 µl으로써 최저점 부근인 것으

로 관찰되었다. SA는 EC에 비교하여 전반적으로 약간 낮

은 항균활성이 관찰되었다. 유산함량은 배양 24시간에서 

최대인 것으로 나타났고, 성장곡선에 비교하여 약간 지연

되는 결과였다. 배양배지 내 탄수화물 변화는 초기 2.3% 
내외에서 시작하여 배양 18시간째에 0.4%까지 감소된 이

후에 그 함량 부위에서 지속적으로 유지되는 것으로 나타

났다(data not shown). 따라서 성장곡선의 변화는 탄수화

물 함량, pH 및 유산 함량 변화와 연관성 상에서 나타나는 

것으로 제의할 수 있다. 



696 생명과학회지 2024, Vol. 34. No. 10

A B

C D

Fig. 3. Assays of phycochemical factors depending on growth times. (A) growth curve, (B) pH changes, (C) anti-microbial activities, 
and (D) Lactic acid content. Fructobacillus fructosus F2 was grown for 48 hr at 30℃. The cultural broth and supernatant 
were applied for measurements of pH, bacterial growth inhibition, and lactic acid content. Data are presented as mean 
± standard deviation (SD).

A B

Fig. 4. Acid and bile acid tolerances (A), and mucin adhesion (B). For acid tolerance assay, the adjustment of pH was done 
from 4.0 to 2.0 by hydrogen chloride solution, and then the cells were re-suspended with the pH adjusted solutions. 
The treated solutions were reacted for 4 hr at 30℃, and then examined for survival cells. The bile acid tolerance assay 
was done by procedure similar with acid tolerance assay. For mucin adhesion assay, mucin was treated in a microtiter 
plate, and then the attached mucin was reacted with bacterial strains. The reacted plate was stained with crystal violet, 
and then measured at 570 nm in wavelength. ST, pathogenic S. Typhimurium c3339; FF F2, F. fructosus F2. Data are 
presented as mean ± standard deviation (SD). Different small letters (a‒d) within the group indicate statistically significant 
differences at p<0.05.)

프로바이오틱스 특성 분석 결과

프로바이오틱스로써 특성을 분석하기 위해 내산성, 내
담즙성, 뮤신 부착성 등을 분석하였다. 내산성 분석에서 

Fructobacillus fructosus F2는 pH 3.5 이상에서는 비교적 

높은 생존율을 보였지만, pH 3.0부터 점차적으로 생존율

이 감소되는 경향성을 보였다(Fig. 4). pH 2.5에서는 무처

리구에 비교하여 2 log 값 이하의 생존율을 보였고, pH2.0
에서는 생존 개체수가 전혀 관찰되지 않았다. 본 유산균

의 생존율은 Leuconostoc mensenteroides에 비교 시 생존율

이 비슷한 양상을 보이는 것으로 나타났다[2, 14]. 따라서 
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Fig. 5. Assays of extracellular enzymes. F. fructosus F2 was cultured for the indicated times at 30℃ by standing culture with 
or without fructose in medium. The cultural supernatants were applied for measurements of each extracellular enzyme 
activity. FF, F. fructosus KCTC3544; F2, Fructobacillus fructosus F2. Data are presented as mean ± standard deviation 
(SD). Different capital letters (A‒C) among the groups and small letters (a and b) within the group indicate statistically 
significant differences at p<0.05.)

A B

C Fig. 6. Assays of autoaggregation (A), coaggregation (B), and 
surface hydrophobicity (C). The measurement of each 
factor was cultured for 24 hr at 30℃. The cells were 
harvested by centrifugation, and then washed with PBS 
buffer. The washed cells were treated for each assay, 
and then measured at the indicated wavelengths. FF, 
F. fructosus KCTC3544; F2, Fructobacillus fructosus 
F2; SA, S. aureus ATCC6538; ST, S. Typhimurium 
KCTC12401. Data are presented as mean ± standard de-
viation (SD). Different capital letters (A‒C) among the 
groups and small letters (a‒c) within the group indicate 
statistically significant differences at p<0.05.)

본 분리균주 Fructobacillus spp. F2는 강산에 대해 내성이 

약간 낮은 경향성은 있지만, 프로바이오틱스로써 활용 가

능성은 충분히 존재하는 것으로 추정된다.   
Fructobacillus spp. F2의 내담즙성 분석에서 0.6% oxgall

에서 일부 감소가 나타났지만, 1.2%까지 높은 생존율이 

관찰되었다(Fig. 4). 이와 같은 결과는 전반적으로 담즙산

에 대해서는 매우 안정성이 높은 것으로 평가될 수 있다.
장 점막 성분인 뮤이신에 대한 부착력 분석 결과, 

Fructobacillus spp. F2는 24시간 배양된 ST에 비교하여 약

간 높은 뮤이신 부착력을 보였다. F2 배양시간 경과에 따

라 18시간까지는 뮤이신에 대한 부착력이 증가하였지만, 
그 이후에는 감소되는 경향성을 보였다(Fig. 4).  

세포외 효소 활성 분석결과, Fructobacillus는 CMCase, 
cellobioase, mannase, xylanase 등이 Lactobacillus plantarum 
SSDan-7 및 K9과 비교할 때 과당이 존재할 경우에 2‒16배 

이상의 활성의 차이가 있는 것으로 관찰되었다(data not 
shown). 그러나 Fructobacillus strain들 간에는 활성의 차이

가 유사한 것으로 나타났다. Fructobacillus fructosus F2를 

정치배양 하면서 표준균주와 효소 활성을 비교 분석해 

본 결과, Fig. 5에서 보여지는 바와 같이 과당 존재하에서
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는 표준균주와 유사한 양상을 보였지만, 과당을 추가하지 

않은 배지 상태에서는 24시간 경과 이후에 표준균주에서 

효소 활성이 매우 감소되는 경향성을 보였다. 특히, CMCase, 
avicelase, mannase 등의 감소 폭이 높은 것으로 나타났다. 
그러나 F2에서는 72시간까지 과당의 존재 유무에 상관없

이 변화가 유발되지 않는 특성을 보였다. 이와 같은 현상

은 F. fructosus KCTC3544가 보다 과당에 민감하게 반응되

는 것으로 추정된다.
자가응집력은 점막 등에 부착을 위한 가능성을 평가해 

볼 수 있는 수단이 된다. Fig. 6에서 보여지는 바와 같이 

표준균주에 비교할 때 F2는 보다 높은 자가응집력을 보였

다. 다른 한편으로, 병원미생물과 공응집력은 표준균주와 

유사한 응집력을 보였다. 그러나 L. plantarum에 비교할 

때, F2는 자가 및 공응집력이 낮게 평가되어 장내 부착성

이나 병원성 미생물 응집력에서 낮게 형성될 것으로 추정

된다. 프로바이오틱스 균주의 응집능력 역시 장부착능과 

상관관계가 있으며, 병원성균과의 낮은 응집 정도는 병원

체의 생물막형성과, 장점막세포에 부착하는 것을 저해하

는 중요한 역할을 한다[26]. 따라서, 본 연구에 사용된 

Fructobacillus fructosus F2는 병원성 균주의 바이오필름 

형성과 장점막 부착 방어에 L. plantarum에 비교하여 보다 

우수할 것으로 추정되었다.
세포표면 소수성은 세포막이나 비생물체 표면의 부착

에 있어 중요한 기능을 수행한다[8, 22]. 세포표면 소수성 

분석 결과, 분석된 모든 유산균들이 chloroform에 대해 높

은 이행 결과가 나타났다(Fig. 6). Xylene에 대해서는 표준

균주에 비교하여 F2는 낮게 형성되는 것으로 나타났다. 
그러나 ethyl acetate에 의해서는 반대 현상을 보였다. 
Fructobacillus fructosus F2는 xylene에서 표준균주보다 낮

았기 때문에 표면 소수성이 상대적으로 낮을 것으로 추정

된다. 다른 한편으로, ethyl acetate에서 표준균주보다 높게 

형성되었기 때문에 전자수용체로서는 표준균주보다 더 

높게 형성될 가능성이 있다. 전자 공여체의 특성을 나타

내는 chloroform에 대해서는 유사한 특성을 나타내었기 

때문에 두 균주는 유사할 것으로 추정되었다. 
이상의 결과를 종합해 보면, Fructobacillus fructosus F2

는 광범위 항균력, 유화력 및 프로바이오틱스로써 우수한 

특성을 유지하기 때문에 프로바이오틱스로써 활용 가능

성이 높은 것으로 제의되며, 특히, cellulase, xylanase, man-
nase 등의 특성이 우수하여 소화 개선제로써 활용성이 높

은 것으로 제의된다.
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초록：꿀벌 유충에서 분리된 Fructobacillus fructosus F2의 프로바이오틱스 특성 분석

방우영*

(국립생물자원관)

본 연구는 꿀벌 유충으로부터 분리된 Frutobacillus spp. F 균주들의 기능성과 프로바이오틱스로써 사용 

가능성을 평가하기 위해 수행되었다. 항균활성은 그람음성, 그람양성, 효모 균주들에 대해 사용된 F들이 

전반적으로 활성을 보였지만, F2와 –3가 보다 우수한 것으로 평가되었고, 특히 F2가 우수하였다. Kerosene 
유화력은 F4를 제외한 다른 균주들은 유사하게 관찰되었다. 탄소원에 따른 유화력 분석결과로써 F2는 과

당이 존재할 경우에 높게 나타났지만, 표준균주보다 낮은 것으로 관찰되었고, 16S rDNA 서열 분석 결과 

F2는 Freuctobacillus fructosus로 확인되었다. 또한 F2는 성장곡선에서 18시간에서 최대 성장력으로 보였고, 
이후 소량 증가되는 양상을 보였다. 항균력 및 pH는 역시 18시간에 각각 최대 및 최소 값을 보였으며, 
이후에 지속적으로 유지되는 경향성을 보였다. 유산 함량은 배양 후 24시간에서 최대 값을 보인 이후에 

약간 감소되는 양상을 보였다. 내산성은 pH 2.5까지는 저항성을 보였지만, pH 2.0에서는 완전히 소실되는 

것으로 나타났다. 담즙산에 대한 내성은 전반적으로 강력한 것으로 평가되었다. F2의 뮤이신에 대한 부착

력은 S. Typhimurium에 비교하여 높게 나타났고, 배양 18시간까지 상승된 후에, 감소되는 경향성을 보였다. 
혐기적 배양시간에 따른 효소 활성은 과당의 존재에 상관없이 CMCase, avicelase, mannase 등이 높은 것으

로 나타났다. 자가 및 공응집력은 표준균주에 비교하여 모두 높게 형성되었으며, 표면 소수성은 전자공여

체의 양상을 나타내는 클로로포름에 대해 높게 형성되었다. 따라서 Frutobacillus fructosus F2는 항균활성이 

우수하였고, 유화력, 내산성, 내담즙성, CMCase, mannase, 자가 및 공응집력 등이 비교적 우수하기 때문에 

프로바이오틱스로써 활용 가능성이 있는 것으로 평가된다.


