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감초추출물에 대한 Lactobacillus acidophilus KCCM 32820의 배양 특성
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Abstract

Aglycon in licorice converted from glycosides by fermentation has been implicated to improved physiological activ-
ity, this study was carried out to determine the aglycon production in the cultured licorice-extract broth by Lacto-
bacillus acidophilus KCCM 32820. According to inoculum size, pH was decreased -0.32 after 6 days at 106 CFU/
mL, pH and contents of the glycyrrhizin in culture broth were rapidly decreased after 2 days at 107 CFU/mL and
108 CFU/mL, the concentration of glycyrrhizin after 6 days were determined 27.5 mg/100 mL and 20.8 mg/100 mL,
the utilization rates were 71.8%, 78.6%, respectively. Initial inoculum size should be above 107 CFU/mL on the fer-
mentation of licorice extracts, and immobilized L. acidophilus KCCM 32820 was faster decrease than free cell on
the fermentation. The metabolites of fermented licorice extracts can be verified the improvement in efficacy of phys-
iological functions, further research need to do.
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서 론

감초(甘草, Glycyrrhiza uralensis FISCH)는 원산지가 내

몽고로 콩과에 속하는 다년생 초본식물이다. 감초의 주성분

은 사포닌 계통의 glycyrrhizin이며 liquiritin 등의 flavonoid

도 미량 존재한다. Glycyrrhizin은 감초에 보통 6-14% 함유

되어 있으며, 설탕에 비해 약 200배에 달하는 감미도와

특유의 단맛을 내는 물질로 항알레르기(Kumagai et al.,

1967), 만성 간염(Kiso et al., 1984) 및 AIDS를 포함한 바

이러스성 질환(Pompei et al., 1979) 에 뛰어난 효과가 있고,

β-D-glucuronidase에 의해 생체내의 주요 생리활성 성분인

glycyrrhizinic acid로 대사된다(Nemeth et al., 2003).

Liquiritin은 감초의 지표물질 flavonoid로서 liquiritigenin

(4‘,7-dihydroxyflavone) 에 1개의 glucose가 결합된 배당체

이다(Na et al., 2008). Shin et al.(1994) 은 감초추출물을

이용하여 Listeria monocytogenes의 증식억제에 미치는 영향을

조사하였으며, Ahn et al.(1998)은 감초 추출물중 liquiritigenin

이 Listeria monocytogenes균에 대해 항균 활성을 보고한 바

있다. 

감초의 liquiritin은 Lactobacillus pentosus 유래의 β-

glucosidase에 의해 liquiritigenin으로 전환되는 것이 확인되

었으며(Na et al., 2008), Kim et al.(2004)은 Aspergillus

kawachii의 조효소액을 첨가함으로써 liquiritigenin의 함량

이 증가되었고 이에 따라 항산화작용도 높아졌다고 보고하

였다. 또한 누룩을 이용한 경우에도 감초의 liquiritigenin이

증가함이 확인되었다(Ha et al., 2009; Um et al., 2009).

그러므로 미생물, 특히 유산균을 이용하여 감초를 발효할

경우 유산균의 건강증진효과와 함께 glycyrrhizinic acid와

liquiritigenin으로의 전환을 통해, 건강기능성 소재로서의

가치향상을 기대할 수 있겠으나, 예비 실험과정에서 감초

고유의 항균작용에 의한 유산균 생육 저해가 확인되었다.

현재까지의 연구로 볼 때 감초는 배당체인 주요성분이 발

효를 통해 비당질로 전환이 될 경우 생리활성이 증가되어

건강기능식품으로의 활용가능성을 높일 수 있을 것으로 생

각된다

따라서 본 연구는 감초추출물에 Lactobacillus acidophilus
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KCCM 32820를 고농도로 배양하며 glycyrrhizin함량의 변화

관찰 등을 통해 감초추출물 발효액의 제조 가능성을 검토하

였으며, 건강기능식품으로서 가치 증진에 대한 기초자료로

제시하고자 수행하였다. 

재료 및 방법

미생물

본 연구에 사용한 Lactobacillus acidophilus KCCM

32820는 한국미생물보존센터로부터 분양을 받았으며, 균주

의 생육 및 보존을 위하여 MRS broth(Difco Laboratories,

Detroit, USA)를 사용하였다

감초추출물의 제조

본 연구에 사용된 감초는 서울의 경동시장에서 구입하여

사용하였다. 감초는 Waring blender(Model 33 BL 73,

Dynamics Corp., Hartford, USA)로 분쇄한 후 표준체를 이

용하여 30-60 mesh 의 분쇄감초 40 g 당 1000 mL의 증류수

를 가하여 수직 환류 냉각관이 부착된 Erlenmeyer flask를

이용하여 95oC의 water bath에서 3시간 동안 추출한 후,

Whatman No. 41 filter paper로 filtration하여 사용하였다. 

감초추출물 발효액의 특성 평가

pH는 pH meter(920A, Thermo, Orion, USA)로 직접 측정

하였다. 유산균수는 BCP plate count agar(Eiken Chemical

Co. Ltd., Tokyo, Japan)를 사용하여 35-37oC에서 72±3시간

표준평판배양법으로 배양하여 배지상에 자란 colony를 CFU/

mL로 환산하였다. 희석 용액으로는 0.1% peptone수를 사

용하였다.

유산균 고정화

MRS Broth에 L. acidophilus KCCM 32820을 접종하고

35oC에서 100 rpm으로 shaking하면서 15-18시간 배양하여

얻은 배양액을 원심분리기를 이용하여 8,000 rpm, 4oC에서

15분간 원심 분리한 후 상등액을 제거한 다음, 멸균수로 1

회 세척 후 50 mL의 멸균한 0.1% peptone 용액에 현탁하였

다. 현탁액을 동량의 2% Na-alginate(Junsei Chemical Co.,

Tokyo, Japan) 용액과 균일하게 섞은 다음 compressor(GSOC-

95MC, GSS Brand, Daejeon, Korea) 를 사용하여 4 kg
f
/cm2의

압축공기로 한방울씩 0.3 M CaCl
2
용액에 적하하여 1.0-3.0 mm

정도의 직경을 가지는 bead를 형성하였다. 이를 약 1시간 정

도 방치하여 bead를 강화시킨 후 멸균 수로 세척하여 발효

에 사용하였다.

Glycyrrhizin의 정량

Glycyrrhizin 함량은 HPLC(SP8800, Spectra-Physics Co.

Santa Clara, USA)를 이용하여 Kim et al.(1998)의 방법을

변형하여 측정하였다. Column은 C18(220×4.6 mm)를 사용

하였고, 20 µL의 추출물과 phosphoric acid를 이용하여

eluent로는 2% acetic acid : acetonitile = 20 : 11로 제조하여

사용하였으며, 유속은 2.5 mL/min으로 하였다. Detector로는

UV detector를 이용하고 측정 흡광도는 254 nm로 하였다.

Detector의 측정감도는 0.05-0.1, integrator의 attenuation은 32

로 설정하였다. 

결과 및 고찰

발효조건 설정

감초 추출물에서 발효 형태를 살펴보고자 Lactobacillus

acidophilus KCCM 32820을 108 CFU/mL, 107 CFU/mL 및

106 CFU/mL가 되도록 접종한 후 pH 및 glycyrrhizin 함량

의 변화를 측정한 결과는 Fig. 1에서 보는 바와 같다.

감초추출물의 발효는 L. acidophilus KCCM 32820의 접

종량에 따라 차이가 있었는데, 접종량 106 CFU/mL의 경우

는 발효 6일간 pH는 -0.32에 불과하여 발효가 진행되지

않은 것으로 나타났다. 반면, 접종량 107 CFU/mL과 108

Fig. 1. Changes of pH and glycyrrhizin in licorice extracts fermented with L. acidophilus KCCM 32820. Inoculum size were 106 CFU/

mL ( ◆ ), 107 CFU/mL ( □ ) and 108 CFU/mL ( ▲ ).
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CFU/mL 수준에서는 발효 2일까지 pH가 급속도로 떨어진

후 완만한 변화가 진행되었으며, 발효 6일 후 pH는 각각

4.20과 4.09로서 108 CFU/mL로 접종한 경우의 pH가 더

낮았다.

발효 중 glycyrrhizin 의 함량은 pH의 변화와 유사한 양상

으로 나타났는데, 접종량 106 CFU/mL 수준에서는 glycyrrhizin

의 이용이 저조하여 발효 6일 후의 감초추출물내 glycyrrhizin

의 잔류농도는 75.1 mg/100 mL, 이용률은 13.4% 였다. 그러

나 L. acidophilus KCCM 32820의 접종 수준을 107 CFU/mL

과 108 CFU/mL 로 높이면 L. acidophilus KCCM 32820의

glycyrrhizin 소모량도 늘어나, 발효 6일 후 glycyrrhizin 의

농도는 27.5 mg/100 mL 및 20.8 mg/100 mL 였으며 이용률은

71.8% 및 78.6% 였다. 

따라서 감초 추출물의 발효는 초기 유산균의 농도에 따라

발효의 진행 정도가 결정되며, 초기 접종량을 107 CFU/mL

이상의 고농도로 접종하여 발효시키는 것이 효과적일 것이

다. 또한 감초추출물의 발효를 진행시키기 위해서는 추출물

내의 항균 물질로부터 유산균이 보호될 수 있도록 하여 발

효의 정지를 막아야 할 것으로 사료되었다.

고정화 유산균을 이용한 감초 추출물의 발효

감초추출물에서 L. acidophilus KCCM 32820의 배양에

있어서 높은 농도의 균수를 유지하기 위하여 Na-Alginate

를 이용하여 고정화시킨 균을 발효에 이용하였다. Fig. 2는

감초 추출물에 고정화한 균의 수를 107 및 108 CFU/mL 이

되도록 접종하고 35oC에서 배양하면서 pH와 glycyrrhizin

함량의 변화를 관찰한 결과이다. 그 결과, 고정화 균을 이

용한 경우에도 107 CFU/mL에 비해 108 CFU/mL을 접종하

면 glycyrrhizin의 감소와 pH저하 속도가 빨랐다. 즉 고정

화균 108 CFU/mL의 경우 pH는 1일 이후부터는 4.0 이하로

나타났으며 그 변화속도가 현저히 떨어졌고, glycyrrhizin의

함량도 1일 이후는 잔존률이 10% 미만이었다. 고정화균의

접종수준 107 CFU/mL의 경우는 이에 비해 완만한 변화 속

도를 보이나 Fig. 1의 비고정화균을 사용한 경우에 비해서

는 pH와 glycyrrhizin함량의 저하 속도가 빨랐으며, 발효기

간내 지속적인 감소가 있었다. 또한 고정화균을 접종한 경우

glycyrrhizin의 이용률은 발효 6일 후 107 CFU/mL 의 경우

86.2%, 108 CFU/mL의 경우 95.7%로 비고정화균의 경우에

비해 높았다. 

L. acidophilus KCCM 32820의 접종수준과 고정화 여부에

따른 발효 중 생균수의 변화는 Fig. 3과 같다. L. acidophilus

KCCM 32820는 감초추출물에서 glycyrrhizin 등에 의한 생육

억제 작용과 영양고갈 등으로 인해 생균수는 지속적으로 감

소하는 패턴을 보여, 비고정화 균은 발효 2일을 경과하면서

106 CFU/mL 이하로 생존율이 급격하게 하락하였다. 반면

고정화 균은 이에 비해 높은 생존율을 나타내어 발효시간

Fig. 2. Changes of pH and glycyrrhizin in licorice extracts fermented with immobilized L. acidophilus KCCM 32820. Inoculum size
were 107 CFU/mL ( □ ) and 108 CFU/mL ( ▲ ).

Fig. 3. Changes of viable cell in licorice extracts fermented with
free and immobilized L. acidophilus KCCM 32820. Inoculum

size were 108 CFU/mL of free cell ( ◆ ), and 107 CFU/mL ( □ )

and 108 CFU/mL of immobilized cell ( ▲ ).
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이 경과할수록 고정화균을 사용한 경우가 비고정화균을 접

종한 경우에 비해 L. acidophilus KCCM 32820의 잔존률이

높게 유지되었으며, 108 CFU/mL를 접종한 경우에도 6일 후

106 CFU/mL이상을 유지하였다. 따라서 고정화 균을 107

CFU/mL 이상으로 접종하여 감초 추출물을 발효시킬 경우,

신속하게 발효를 진행시킴과 동시에 항균 물질 등으로부터

L. acidophilus KCCM 32820의 생육억제를 완화시킬 수

있음을 확인하였다.

본 연구는 항균효과가 있는 감초를 유산균으로 발효하여

생리활성을 갖는 성분으로의 전환 가능성을 검토한 것이다.

따라서 glycyrrhizinic acid, liquiritigenin 등 발효생성물의 정

량과 함께 이들의 기능성에 대한 in vitro 및 in vivo의 추

가적인 연구를 통해 감초추출물의 효능 증대에 대한 결론을

얻을 수 있을 것이다. 

요 약

감초는 배당체인 주요성분이 발효를 통해 무배당체로 전

환이 될 경우 생리활성을 증가시켜 건강기능식품으로의 활

용가능성을 높일 수 있을 것으로 사료된다. 따라서 본 연구

에서는 감초추출물에 Lactobacillus acidophilus KCCM

32820를 고농도로 배양하며 glycyrrhizin함량의 관찰 등을

통해 감초추출물 발효액의 제조 가능성을 검토하였다. 감초

추출물은 접종량 106 CFU/mL의 발효에서는 6일 후 pH의

변화가 -0.32였으나, 접종량 107 CFU/mL과 108 CFU/mL 수

준에서 pH와 glycyrrhizin 의 함량은 발효 2일까지 급속도

로 떨어진 후 완만한 변화하여, 발효 6일 후의 감초추출물

내 glycyrrhizin 의 잔류농도는 27.5 mg/100 mL 및 20.8 mg/

100 mL 였으며 이용률은 71.8% 및 78.6% 였다. 따라서 감

초 추출물의 발효는 초기 접종량을 107 CFU/mL 이상의 고

농도로 접종하여 발효시키는 것이 효과적이었다. Na-

alginate로 고정화한 균을 접종한 경우가 비고정화균 의 배양

에 비해서는 pH와 glycyrrhizin함량의 저하 속도가 빨랐다.

향후 발효생성물의 정량과 함께 이들의 기능성에 대한 추가

적인 연구 결과를 통해 감초추출물의 효능 증대에 대한 결

론을 얻을 수 있을 것이다. 
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