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            초록
          
        

        
          This study isolated lactic acid bacteria from the feces of a 40-day-old breast-fed infant and screened the sample for any probiotic potential. Among ten morphologically distinct colonies, Lactobacillus gasseri BG-6 showed the highest DPPH radical scavenging activity (98.40%) compared to 1 mM L-ascorbic acid (95.43%). Safety assessments indicated γ-hemolysis (non-hemolytic) on 5% sheep blood TSA and negative bile salt hydrolase on 0.5% TDCA-MRS. BG-6 tolerated the simulated gastric (pH 2.0±0.3% pepsin; 4 h survival 93.19% and 91.95%) and bile conditions (0.3% bile; survival 84.83% at 6 h and 60.33% at 24 h). Antibiotic testing suggested susceptibility to ampicillin, vancomycin, gentamicin, erythromycin, and tetracycline, with resistance to kanamycin and clindamycin; streptomycin and chloramphenicol were borderline to the EFSA cut-offs. Collectively, BG-6 exhibited a favorable safety profile and gastrointestinal robustness, supporting its candidacy as a probiotic ingredient. Future work will genotype resistance determinants and mobile elements via whole-genome sequencing and deposit the strain in a public culture collection.
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      서 론
      인간의 몸에서 공생하고 있는 미생물은 인체 생리의 핵심 요소로 작용하며, 인간 세포 수와 미생물 수의 비율은 대략 1:1 수준에 가깝다(Sender R 등 2016). 이러한 미생물 집단은 미생물총(Microbiota)이라 불리며, 이는 구강, 피부, 장내 등과 같이 특정 환경에서 발견되는 살아있는 미생물의 군집을 의미한다(Hou K 등 2022). 이 중 특히 음식을 섭취하고 소화를 진행하는 위장관에는 약 1013∼1014(10조∼100조)개의 미생물이 서식하고 있으며, 이는 전체 인체 미생물총의 대부분을 차지한다(Johnson CL & Versalovic J 2012). 인간의 장내 미생물총은 영양소 소화와 흡수는 물론, 면역 반응 조절, 염증 및 대사 조절 등에 중요한 역할을 하며, 이의 조성과 균형이 건강과 질병에 영향을 미친다. 이러한 미생물총은 단순한 공생 생물체를 넘어 “숨겨진 장기”라고도 불릴 만큼 그 중요성이 강조되고 있다(Hou K 등 2022). 그러나 환경적 요인, 식습관, 항생제 사용 등 여러 요인으로 인해 장내 미생물총 불균형이 발생할 수 있으며, 이는 다양한 대사 질환 및 면역 질환으로 이어질 수 있다(Rinninella E 등 2019). 특히 영아기의 장내 미생물총 형성은 단순히 영유아기뿐만 아니라 생애주기 전체에 걸친 건강의 방향성을 결정짓는 중요한 역할을 한다. 출생 직후부터 신생아는 다양한 경로를 통해 외부 미생물에 노출되며 이 시기에 정착되는 미생물총의 군집화는 다양한 만성 질환의 발생에 영향을 미친다(Milani C 등 2017).

      따라서 이러한 미생물총의 불균형을 예방하고 조절하는 전략 중 하나로 프로바이오틱스의 활용이 주목받고 있다(Bhatia A 등 2025). 프로바이오틱스란 적절한 양으로 섭취하면 숙주의 건강에 도움이 되는 살아있는 미생물을 말한다(FAO & WHO 2002). 프로바이오틱스는 일반적으로 장 건강 개선, 면역력 강화, 소화 기능 향상, 피부 및 정신 건강 개선 등 여러 유익한 기능을 가지고 있는 것으로 알려져 있다(Jang SE & Min SW 2019; Ali M 등 2025; Jeong JW 등 2025; Khanzadeh M 등 2025; Li W 등 2025). 프로바이오틱스는 다양한 균속과 균종으로 구성되어 있으며 대표적으로는 Lactobacillus, Lacticaseibacillus, Bifidobacterium, Enterococcus, Streptococcus 속 등이 있다(Gupta V & Garg R 2009). 이 중 특히 Lactobacillus 속은 우수한 장내 정착력과 항균능력 등 유익한 생리적 기능이 뛰어나 여러 연구와 건강기능식품에 많이 활용되고 있다(Tuomola EM & Salminen SJ 1998; Slover CM & Danziger L 2008; Shim YH 등 2016). 이러한 프로바이오틱스들은 여러 분리원에 존재하며 일반적으로 인간에게 사용되는 프로바이오틱스의 분리원의 경우 식품 유래와 인체 유래 등으로 나눌 수 있다. 식품 유래 프로바이오틱스는 주로 유제품과 발효식품 등에서 분리되며, 인체 유래 프로바이오틱스는 구강, 모유, 분변 등에서 분리된다(Fontana L 등 2013).

      이 중 최근에는 모유와 영아 분변에서 유래한 유산균이 장내 환경에 보다 잘 정착한다는 연구들이 발표되며 주목받고 있다(Wang X 등 2021; Wu Y 등 2024). 특히 모유 수유는 장내 미생물 군집을 확립하는 데 중요한 시기인 영아기의 장내 미생물의 다양성 확보에 긍정적인 영향을 준다(Davis EC 등 2022). 더불어 임신 중 산모가 섭취한 프로바이오틱스가 태아 또는 수유기를 통해 영아에게 직접적으로 전달된다는 가능성이 제기되며, 프로바이오틱스의 모자 간 수직 전이에 관한 연구 또한 활발해지고 있다(Rautava S 2016). 이는 산모가 섭취한 프로바이오틱스가 태아 및 신생아의 장내 미생물총 환경 형성에 기여할 수 있다는 점에서 중요한 의미를 지닌다(Schultz M 등 2004). 이에 따라서 모유 수유 영아의 분변에서 분리한 프로바이오틱스 또한 그 기능성이 우수하다는 연구 결과가 늘어나고 있는 실정이다(Davoodabadi A 등 2015; Zuo F 등 2016). 그러나 영아 분변에서 분리된 프로바이오틱스, 특히 L. gasseri의 기능성이 일부 보고되어 있음에도 불구하고 특정 균주 수준에서 안전성, 항산화능, 장내 생존성을 통합적으로 평가한 연구는 여전히 부족하다. 특히 임신 중 산모가 섭취한 프로바이오틱스가 모유를 통해 영아로 전달되는 경로는 기존 연구에서 다루어진 일반적인 분리원과는 생태적 배경이 다르기 때문에, 해당 조건에서 장내에 정착한 유산균은 기존 보고된 균주와 기능적 특성이 달라질 가능성이 있다. 이러한 점에서 영아 분변 유래 프로바이오틱스를 균주 수준에서 체계적으로 평가하는 연구는 학문적·산업적 가치가 크며, 본 연구는 이러한 미생물 전이 경로를 가진 프로바이오틱스의 기능성과 안전성을 통합적으로 검증함으로써 기존 연구의 한계를 보완하고자 한다.

      이에 본 연구에서는 임신 중 프로바이오틱스를 섭취한 산모의 모유를 수유한 신생아의 분변에서 새로운 유산균을 분리하고, 선별한 균주의 안전성과 기능성을 평가하였다.

    

    

  
    
      재료 및 방법
      
        1. 실험 재료 및 시약
        본 연구에서 균 실험을 위한 autoclave, clean bench incubator는 Biofree(Seoul, Korea)에서 구입하였다. 집균을 위한 high-speed microcentrifuge는 Hanil Scientific(Gimpo, Korea)에서 구입하였다. 흡광도 측정을 위한 microplate spectrophotometer는 Thermo Fisher Scientific(Waltham, MA, USA)에서 구입하였다. 내산성 실험을 위한 pH meter는 Ohaus(Parsippany, NJ, USA)에서 구입하였다.

        LAB 분리를 위한 Difco™ Lactobacilli MRS broth와 Bacto™ agar는 BD(Becton, Dickinson and Company, Sparks, MD, USA)에서 구입하였다. 분리 균주의 항산화능 평가를 위해서 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl(DPPH)는 Alfa Aesar(Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA)에서 구입하였으며, 항생제 내성 평가에 사용된 ampicillin, vancomycin, gentamicin, kanamycin, streptomycin, erythromycin, clindamycin, tetracycline, chloramphenicol strip은 Liofilchem®(Roseto degli Abruzzi, Italy)에서 구입하였다. 용혈활성 평가를 위한 sheep blood는 Synergy Innovation(Seongnam, Korea)에서, BSH 활성 평가에 필요한 taurodeoxycholic acid(TDCA)는 MilliporeSigma(Burlington, MA, USA)에서 구입하였다. 내산성 평가에 필요한 sodium hydroxide(NaOH)와 hydrochloric acid (HCl)는 Samchun Chemical(Seoul, Korea)에서, pepsin은 Roche Diagnostics(Mannheim, Germany)에서 구입하였으며, 내담즙성 평가에 필요한 bile salts는 Sigma-Aldrich(St. Louis, MO, USA)에서 구입하였다.

      

      
        2. 분변 시료 수집과 균주 분리
        본 연구에서는 균주 분리를 위해 시료는 임신 기간 중 프로바이오틱스를 섭취한 산모의 모유를 수유한 생후 40일 된 영아로부터 분변을 채취하였다. 시료는 분쇄하여 멸균된 MRS broth로 10배 단계 희석하였다. 각 농도별 희석액을 100 μL씩 MRS 한천 배지에 도말하여 37℃에서 48 hr 동안 혐기성 조건으로 배양하였다. 이후 평판 배지에 배양된 colony를 색상, 크기 및 형태학적 특성을 비교하여 상이한 양상을 보이는 집락 10개를 각각 취하여 선별하고 프로바이오틱스 후보군으로 분리하였다. 분리주는 25% glycerol에 현탁하여 -80℃에 보존하였다.

      

      
        3. 항산화능 평가
        분리한 균주를 MRS broth에서 37℃, 24 hr 배양 후 원심분리(3,000 rpm, 10min)하여 상등액을 제거하였다. 균체는 PBS로 1회 세척 후 100 mg/mL이 되도록 PBS로 현탁하였다. 균주 현탁액을 0.2 mM DPPH(2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) 용액과 1:1 비율로 혼합하고 37℃에서 10분간 반응시켰다. 이후 원심분리(13,000 rpm, 10 min)하여 상등액을 취한 후 Spectrophotometer를 이용해서 517nm에서 흡광도를 측정하였다. 양성 대조군으로는 1 mM L-ascorbic acid를 사용하였다. 항산화 활성은 아래와 같은 계산식을 이용하여 자유라디칼 소거능(%)으로 산출하였다.
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          	A1: 샘플+DPPH


          	A2: 샘플+EtOH(샘플 블랭크)


          	A3: DPPH+PBS(시약 대조군)


          	A4: PBS+EtOH(용매 블랭크)


        

      

      
        4. 항생제 내성 평가
        선별된 균주의 항생제 내성은 E-test(epsilometer test)를 이용하여 평가하였다. 균주를 MRS broth에 37℃에서 24 hr 배양한 후, 새로 멸균한 MRS broth로 0.5∼1.0 McFarland(1.5∼3 × 108 CFU/mL) 농도가 되도록 희석하였다. 멸균 면봉을 이용하여 희석한 배양액을 MRS agar plate에 lawn이 형성되도록 streaking한 후, 항생제 strip을 배지 표면에 부착하고, 37℃에서 48 hr 동안 혐기적 조건으로 배양하였다. 배양 후, 스트립을 따라 형성된 저해환의 가장 밑 부분을 최소 저해 농도(minimum inhibitory concentration; MIC)로 판독하였다. 사용한 항생제는 EFSA(European Food Safety Authority)의 MIC cut-off value 기준에 따라 ampicillin, vancomycin, gentamicin, kanamycin, streptomycin, erythromycin, clindamycin, tetracycline, chloramphenicol로, 총 9가지를 사용하였다.

      

      
        5. 용혈활성 평가
        분리한 균주의 용혈활성은 TSA(tryptic soy agar) blood agar 배지를 이용하여 평가하였다. 분리된 균주는 MRS broth에서 37℃, 24 hr 배양 후 사용하였다. TSA 배지는 제조하여 멸균한 뒤 40∼50℃의 온도로 조정 후 5%의 멸균된 sheep blood를 첨가하였다. 배양액을 TSA blood agar 배지에 streaking하여 37℃, 48 hr 동안 혐기적 조건에서 배양하였다. 배양 후 형성된 집락의 형태를 투과광으로 관찰하여 α-hemolysis(녹색 콜로니 형성), β-hemolysis(투명한 콜로니 형성), γ-hemolysis(변화 없음)로 분류하여 용혈활성을 평가하였다.

      

      
        6. Bile Salt Hydrolase(BSH) 활성 평가
        BSH 활성 평가는 0.5% taurodeoxycholic acid(TDCA)가 첨가된 MRS agar plate를 이용하여 수행하였다. 분리 균주를 MRS broth에서 37℃, 24 hr 배양 후 배양액을 0.5% TDCA를 첨가한 MRS agar plate에 streaking하여 혐기적 조건에서 37℃, 48 hr 동안 배양하였다. TDCA를 첨가하지 않은 MRS agar plate를 대조군으로 사용하였으며, BSH 활성의 비교 균주로는 KCTC 3163(L. gasseri)을 사용하였다. 이후 bile salt deconjugation 생성 유무에 따라 BSH 양성 및 음성으로 판정하였다.

      

      
        7. 내산성 및 내담즙성 평가
        분리 균주의 내산성은 pH 2.0으로 조정한 MRS와 pH 2.0으로 조정한 MRS에 0.3% pepsin을 첨가한 배지를 이용하여 평가하였다. pH 조정 및 pepsin을 첨가하지 않은 기본 MRS를 대조군으로 사용하였다. 분리 균주를 MRS broth에서 37℃, 24시간 배양 후 원심분리(3,000 rpm, 10 min)하여 준비한 각 배지에 농도가 1×109 CFU/mL가 되도록 접종하여 37℃에서 배양하였다. 배양 후 0 hr, 3 hr의 배양액을 10배 단계 희석하여 MRS agar plate에 도말하고 혐기적 조건에서 37℃, 48 hr 동안 배양하여 생균수를 측정하였다. 측정된 생균수에 대한 내산성은 다음 수식과 같이 계산하였다.
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        분리 균주의 내담즙성은 0.3% bile salt가 첨가된 MRS broth를 이용하여 평가하였으며, 대조군으로는 bile salt를 첨가하지 않은 MRS broth를 사용하였다. 분리 균주를 MRS broth에서 37℃, 24 hr 배양 후 원심분리(3,000 rpm, 10 min)한 후, bile salt를 첨가하거나 첨가하지 않은 MRS broth를 각 1mL씩 분주하여 37℃에서 배양하였다. 배양 후 0 hr, 6 hr, 24 hr의 배양액을 10배 단계 희석하여 MRS agar plate에 도말하고 혐기적 조건에서 37℃, 48 hr 동안 배양하여 생균수를 측정하였다. 측정된 생균수에 대한 내담즙성은 다음 수식과 같이 계산하였다.
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      결과 및 고찰
      
        1. 분변 시료 수집과 유산균 분리
        본 연구에서는 임신 기간 중 프로바이오틱스를 섭취한 산모의 모유를 수유한 생후 40일 된 영아의 분변 시료로부터 새로운 유산균을 분리하고자 하였다. 시료를 배양한 결과, MRS agar plate에서 노란색을 띠며 둥근 형태의 매끄러운 가장자리를 가진 10개의 colony를 분리하였다. 이들에 대한 염기 서열 분석을 수행한 결과 다음과 같이 최종적으로 동정하였다. 10개의 분리주는 Lacticaseibacillus rhamnosus 1주, Lactobacillus gasseri 2주, Enterococcus faecalis 6주, Lacticaseibacillus paracasei 1주로 확인되었다. 이러한 구성은 영아 분변에서 유산균이 다양하게 존재함을 보여주며, 특히 초기 영아의 장내 미생물 정착 단계에서 Enterococcus 속이 우점한다는 선행연구의 관찰과 일치하였다(Al-Balawi M & Morsy FM 2020; Table 1).

        
          Table 1. 
				
          

          
            List of isolated lactic acid bacteria and their corresponding strain designations
          
          

        

        
          
            
              	Strains
            

          
          
            	1
            	
              Lacticaseibacillus rhamnosus
            
            	BR-1
            	6
            	
              Lactobacillus gasseri
            
            	BG-6
          

          
            	2
            	
              Lactobacillus gasseri
            
            	BG-2
            	7
            	
              Enterococcus faecalis
            
            	BF-7
          

          
            	3
            	
              Enterococcus faecalis
            
            	BF-3
            	8
            	
              Enterococcus faecalis
            
            	BF-8
          

          
            	4
            	
              Enterococcus faecalis
            
            	BF-4
            	9
            	
              Enterococcus faecalis
            
            	BF-9
          

          
            	5
            	
              Enterococcus faecalis
            
            	BF-5
            	10
            	
              Lacticaseibacillus paracasei
            
            	BP-10
          

        

        

      

      
        2. 항산화능 평가
        DPPH 라디칼 소거능은 자유라디칼을 중화하는 능력을 나타내는 지표로, 항산화 활성과 연관된 기능성을 탐색하는 데 널리 활용된다(Wang Y 등 2017). 이와 같은 DPPH 라디칼 소거능 기반의 항산화 평가 방식은 여러 유산균 균주에서도 보고된 바 있으며(Kim S 등 2022; Hu Y 등 2023), 이에 따라 본 연구에서도 분리 균주의 항산화 잠재력을 비교하였다.

        그 결과는 Fig. 1과 같다. 양성대조군으로 사용한 L-ascorbic acid는 1 mM의 농도에서 95.43%의 자유 라디칼 소거 활성을 나타냈으며, 이와 비교하여 1번 균주는 96.66%, 2번 균주는 94.83%, 3번 균주는 95.80%, 4번 균주는 95.76%, 5번 균주는 95.73%, 6번 균주는 98.40%, 7번 균주는 90.85%, 8번 균주는 95.22%, 9번 균주는 93.34%, 10번 균주는 94.83%의 자유 라디칼 소거 활성을 나타냈다.

        
          
          

          Fig. 1. 
				
          

          
            DPPH radical-scavenging activity of isolated lactic acid bacteria. 
            The antioxidant activity of each isolate was evaluated by measuring its DPPH radical-scavenging ability (%). Data represent the mean±S.D. from four independent experiments, and L-ascorbic acid was used as the positive control.

          
          

          

        

        이는 영아 분변 유래 유산균이 높은 DPPH 라디칼 소거능을 보였다는 선행 연구와도 일치하는 결과이며(Hyrslova I 등 2023), 10개의 균주 중 98.40%로 가장 높은 자유 라디칼 소거 활성을 보인 6번 균주 Lactobacillus gasseri BG-6를 선별하여 후속 실험에서 체내 안전성 평가에 사용하였다.

      

      
        3. 항생제 내성 평가
        선별된 L. gasseri BG-6 균주를 대상으로 E-test를 통해 총 9종의 항생제에 대한 MIC 값을 측정한 값은 Fig. 2와 같다. 측정된 MIC 값은 EFSA 기준에 따라 Lactobacillus acidophilus group의 cut-off 값을 적용하여 각 항생제에 대하여 감수성 및 내성이 존재하는지 판단하였다.

        
          
          

          Fig. 2. 
				
          

          
            Antimicrobial susceptibility of Lactobacillus gasseri BG-6 determined by the E-test method. 
            E-test strips showing inhibition ellipses of L. gasseri BG-6 against nine antibiotics (A). Minimum inhibitory concentration (MIC) values of L. gasseri BG-6 as determined by the E-test and interpreted according to the European Food Safety Authority (EFSA 2018) cut-off values (B). Amp, ampicillin; Van, vancomycin; Gen, gentamicin; Kan, kanamycin; Str, streptomycin; Ery, erythromycin; Cli, clindamycin; Tet, tetracycline; Chl, chloramphenicol. *Resistance according to EFSA (2018) criteria.

          
          

          

        

        E-test 결과 MIC(mg/L) 값은 ampicillin 0.125, vancomycin 0.75, gentamicin 8, erythromycin 0.25, tetracycline 0.75로 기준 수치 미만으로 감수성을 보였다. streptomycin, chloramphenicol는 각 16과 4로 기준 수치와 동일한 경계값을 나타냈다. Kanamycin과 clindamycin은 각 256 이상과 4로 EFSA의 기준 수치인 64와 1을 초과하여 저항성을 보였다.

        이와 같이 기준 수치를 초과하는 경우에는 저항성의 유전적 기초가 획득성인지 내재성인지에 따라 내재성 저항성을 증명할 경우 사용 가능하며, 획득성인 경우 유전적 돌연변이 발생으로 인하여 내성을 획득한 경우 사용이 가능하지만 추가된 유전자인 경우 수평 전이의 위험이 있다(Gueimonde M 등 2013). 따라서 L. gasseri BG-6 균주는 획득성 또는 내재성 내성 판단을 위한 추가 실험이 필요한 실정이다.

      

      
        4. 용혈활성 평가
        균주가 용혈활성을 가지고 있을 시 숙주의 적혈구를 파괴시키므로 이를 확인하는 안전성 평가가 요구된다(FAO & WHO 2002). 본 연구에서 분리한 균주의 용혈활성을 평가하기 위하여 5%의 sheep blood를 첨가한 TSA blood agar 배지에서 균주를 48 hr 동안 혐기적 환경에서 배양 후 투과광으로 용혈반응을 관찰하였다.

        그 결과는 Fig. 3과 같다. 적혈구의 헤모글로빈이 메트헤모글로빈으로 산화되어 콜로니 주변 배지가 녹색으로 변색되는 α-hemolysis 또는 적혈구가 파괴되어 콜로니 주변에 투명한 환이 형성되는 β-hemolysis 양상은 관찰되지 않았으며, 이에 따라 γ-hemolysis(비용혈성)으로 확인되었다. 이는 본 균주가 적혈구를 용해시키는 독성 인자를 분비하지 않음을 의미하며, 여러 선행 연구에서 보고된 프로바이오틱스 균주들이 대체로 γ-hemolysis를 나타낸다는 결과와도 일치한다(Lee J 등 2022; Hyrslova I 등 2023).

        
          
          

          Fig. 3. 
				
          

          
            Hemolytic activity of Lactobacillus gasseri BG-6 on 5% sheep blood agar. 
            L. gasseri BG-6 was streaked onto TSA plates supplemented with 5% (v/v) sheep blood and incubated at 37℃ for 48 hr under microaerophilic conditions. No greenish (α-hemolysis) or clear zones (β-hemolysis) were observed around the colonies, indicating γ-hemolysis (non-hemolytic). These results confirm that L. gasseri BG-6 does not produce hemolytic toxins and supports its safety as a probiotics candidate.

          
          

          

        

      

      
        5. BSH 활성 평가
        BSH 활성의 경우 0.5% TDCA를 첨가한 MRS agar plate에서 48 hr 동안 37℃, 혐기적 조건에서 배양 후 콜로니 주변 배지의 불투명한 하얀색 침전환의 형성 여부로 판정하였다. 선별된 L. gasseri BG-6 균주를 배양한 결과는 Fig. 4에서 보이는 것과 같이 침전환이 관찰되지 않아 BSH 음성으로 확인되었다. 대조군으로 설정한 KCTC 3163(L. gasseri)의 경우에도 같은 조건에서 침전환이 관찰되지 않는 동일한 결과를 보였다.

        
          
          

          Fig. 4. 
				
          

          
            Bile salt hydrolase (BSH) activity of Lactobacillus gasseri BG-6 on MRS agar supplemented with 0.5% TDCA. 
            Growth of L. gasseri BG-6 and the reference strain (L. gasseri KCTC 3163) was compared on MRS agar (left) and MRS agar containing 0.5% TDCA (right). Both strains showed normal growth; however, no precipitation or halo formation was observed on TDCA-containing plates, indicating absence of BSH activity in BG-6 under these conditions. Data represent three independent experiments.

          
          

          

        

        BSH 양성의 경우 deconjugation된 bile salt의 2차 대사 산물이 독성을 가질 수 있으므로 과다 섭취하지 않도록 주의 권고가 필요하다(Ridlon JM 등 2014). 본 연구에서 분리한 균주의 경우 BSH 음성으로 확인되어 이러한 담즙산 변환 경로의 관여 가능성은 낮은 것으로 보인다.

      

      
        6. 내산성 및 내담즙성 평가
        프로바이오틱스를 섭취한 후 체내에서 기능을 발휘하기 위해서는 소화기관의 조건에서 생존해야 한다(Mainville I 등 2005). 이에 본 연구에서는 분리된 균주의 프로바이오틱스 활성 평가를 위해 내산성 및 내담즙성을 분석하였다.

        내산성 평가는 pH 7.0, pH 2.0 및 pH 2.0에 0.3% pepsin을 첨가한 조건의 MRS broth에서 0 hr과 3 hr 후의 생균수를 측정하여 생존율을 산출하여 Fig. 5에 나타내었다. 그 결과, L. gasseri BG-6 균주는 0 hr 기준 생균수는 각 7.74, 7.70, 7.77 log CFU/mL로 유사한 수준을 보였으며, 3 hr 경과 후에는 각 8.54, 7.18, 7.15 log CFU/mL로 측정되었다. 이를 바탕으로 계산한 내산성 생존율은 각 110.31%, 93.19%, 91.95%의 높은 수치를 보였다.

        
          
          

          Fig. 5. 
				
          

          
            Acid and pepsin tolerance of Lactobacillus gasseri BG-6. 
            Acid and pepsin tolerance of L. gasseri BG-6 after incubation at pH 7.0, pH 2.0, and in 0.3% pepsin solution for 3 hr . Cell viability was measured as viable cell counts (log CFU/mL) (A), and survival rates (%) were calculated relative to the initial cell count at 0 h (B). Both isolates maintained high viability under acidic and pepsin conditions, indicating strong tolerance to simulated gastric environments. Data are presented as mean±S.D. from three independent experiments.

          
          

          

        

        내담즙성 평가는 0.3% bile salt가 첨가된 MRS broth에서 0, 6, 24 hr 동안의 생균수의 변화는 Fig. 6과 같다. L. gasseri BG-6균주의 대조군인 일반 MRS broth에서의 생균수는 0, 6, 24 hr에서 각 9.17, 9.71, 9.85 log CFU/mL로 시간의 흐름에 따라 증가하였으며, 동일 시간대의 0.3% bile salt 첨가 조건에서는 각 6.83, 5.80, 4.12 log CFU/mL로 나타났다. 이에 따른 생존율은 대조군에서 6 hr 105.89%, 24 hr 107.37%로 산출되었으며, 담즙 첨가 조건에서는 각 84.83%, 60.33%로 확인되었다.

        
          
          

          Fig. 6. 
				
          

          
            Bile salt tolerance of Lactobacillus gasseri BG-6. 
            Cell viability was measured as viable cell counts (log CFU/mL) (A) and survival rates (%) were calculated relative to the initial cell count at 0 hr (B) after incubation in MRS broth and MRS broth containing 0.3% bile salts for 6 hr and 24 hr. L. gasseri BG-6 maintained stable growth in MRS, while exposure to bile salts resulted in reduced viability over time. Data are presented as mean±S.D. from three independent experiments.

          
          

          

        

        이러한 위장관 조건에서도 생균수의 유지 및 증식이 관찰된 점은 해당 균주가 장내 위산 및 담즙 환경에서도 안정적으로 정착하고 기능을 수행할 수 있는 능력을 지니고 있음을 시사한다. 이는 영아 분변 유래 균주가 위산과 담즙 조건에서 높은 생존율을 보였다고 보고한 선행 연구들과도 유사한 경향을 나타낸다(Kim HS 등 2006; Rubio R 등 2014; Wu JJ 등 2023).

      

    

    

  
    
      요약 및 결론
      본 연구는 임신 기간 중 프로바이오틱스를 섭취한 산모의 모유를 수유한 영아의 분변으로부터 유산균을 분리 및 동정하고, 선별 균주의 프로바이오틱스 잠재력과 안전성을 평가하였다. 혐기 조건의 MRS agar plate에서 형태학적으로 상이한 10개의 집락을 확보하였으며, DPPH 라디칼 소거법 스크리닝에서 L. gasseri BG-6가 1 mM L-ascorbic acid(95.43%) 대비 가장 높은 소거능(98.40%)을 보여 후속 평가 대상 균주로 선정하였다. 이러한 항산화 활성은 영아 분변 유래 LAB가 높은 DPPH 라디칼 소거능을 보였다고 보고한 선행 연구들과도 일치하였다.

      안전성 평가는 항생제 감수성, 용혈성, BSH 활성을 중심으로 수행하였다. E-test로 평가한 MIC 결과 ampicillin 0.125 mg/L, vancomycin 0.75 mg/L, gentamicin 8 mg/L, erythromycin 0.25 mg/L, tetracycline 0.75 mg/L에서 감수성을 보였고, streptomycin 16 mg/L, chloramphenicol 4 mg/L은 경계값을 나타냈다. 반면 kanamycin>256 mg/L과 clindamycin 4mg/L에서는 저항성이 확인되었다. 5% sheep blood가 첨가된 TSA에서 α-hemolysis 또는 β-hemolysis가 관찰되지 않아 γ-hemolysis(비용혈성)으로 판정되었으며, 0.5% TDCA를 첨가한 MRS agar plate에서 콜로니 주변의 불투명한 침전환이 형성되지 않아 BSH 음성으로 확인되었다. 이러한 결과 역시 기존 보고된 안전한 영아 분변 유래 LAB의 특성과 부합하였다.

      기능성 측면에서는 위장관 유사 조건에서의 생존성을 확인하였다. pH 7.0과 0.3% pepsin을 첨가하지 않거나 첨가한 pH 2.0 조건의 MRS broth에서 생균수는 0 hr에서 각 7.74, 7.70, 7.77 log CFU/mL, 3 hr에서 8.54, 7.18, 7.15 log CFU/mL로 측정되었다. 내산성은 각 110.31%, 93.19%, 91.95%로 나타났다. 0.3% bile salt를 첨가하지 않거나 첨가한 조건의 MRS broth에서 생균수는 0시간에서 각 9.17, 6.83 log CFU/mL, 6시간에서 각 9.71, 5.80 log CFU/mL, 24 hr에서 각 9.85, 4.12 log CFU/mL로 측정되었다. 6 hr에서 각 105.89, 84.83%로 산출되었으며, 24 hr에서 각 107.37, 60.33%로 확인되었다. 이는 선행연구에서 보고된 L. gasseri 및 영아 분변 유래 LAB의 우수한 산 및 담즙 내성과 유사한 경향으로, BG-6가 실제 위장관 통과 과정에서도 생존 가능성이 높다는 점을 시사한다.

      이에 따라 모유 수유 영아 분변 유래 L. gasseri BG-6는 높은 항산화능과 비용혈성 및 BSH 음성, 우수한 내산성 및 내담즙성을 동시에 갖춘 건강기능식품용 프로바이오틱스 소재로서의 잠재력이 확인되었다. 다만, 항생제 감수성 평가에서 kanamycin과 clindamycin에 대한 저항성이 관찰되었으며, 이는 해당 내성의 획득성 여부를 확인하기 위한 추가적인 유전학적 검증이 필요함을 시사한다. 전장유전체 분석을 기반으로 한 HGTree 또는 유사한 비교유전체 도구를 활용하면 내재성과 획득성 내성의 구분이 가능하므로, 이러한 후속 연구는 BG-6의 안전성 프로파일을 보다 명확하게 확립하는 데 기여할 것이다. 특히 BG-6는 임신 산모의 프로바이오틱스 섭취-모유-영아 장내 미생물군으로 이어지는 특수한 미생물 전이 경로를 통해 형성된 균주로, 기존의 영아 분변 유래 L. gasseri 연구와는 기원적·생태적 배경이 다르다(Kim HS 등 2006; Hyrslova I 등 2023). 이러한 독특한 유래는 BG-6가 기존 보고된 균주와 차별화된 기능적 특성을 가질 가능성을 보여주며, 균주의 유전적 안정성과 내성 기원을 규명하는 연구는 BG-6의 안전성 확보 및 산업적 활용성 확대에 중요한 근거가 될 것이다.
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