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발효보중익기탕들의 생물전환성분 분석
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Abstract — Traditional herbal medicinal preparation Bojungikki-tang (BJT) is well-known herbal medicine used as tonic.

We fermented Bojungikki-tang using nine lactic acid bacteria strains and discovered two remarkably increased compositions

from the fermented BJTs using HPLC/DAD analysis. HPLC/DAD-guided fractionation of the increased compositions fol-

lowed by structure identification using NMR and MS identified liquiritigenin and isoliquiritigenin. These bioconversion com-

positions were quantitatively analyzed using HPLC-DAD. Liquiritigenin contents were highest in BJTs fermented with L.

amylophilus (1.91 mg/g) and L. fermentum (1.89 mg/g), which were increased by 20-fold compared to BJT (0.09 mg/g). Isoli-

quiritigenin contents were highest in BJTs in fermented with L. plantarum (0.19 mg/g) and L. fermentum (0.19 mg/g), which

were increased by 19-fold compared to BJT (0.01 mg/g).
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보중익기탕(補中益氣湯)은 동의보감(東醫寶鑑)1)에 노역(奴役)

이 태심(太甚)하거나 음식을 조절하지 못해 몸이 번열(煩熱)하

고 자한(自汗)하며 권태(倦怠)한 증(證)을 다스린다고 되어 있으

며, 허약체질, 피로권태, 병후의 쇠약, 식은땀, 식욕부진의 개선

을 위한 처방으로 사용되고 있다.2) 보중익기탕은 황기, 인삼, 백

출, 감초, 당귀, 진피, 승마 및 시호로 구성되며,2) 효능연구로는

면역증진, 항염, 항산화, 항알러지, 항당뇨 효과 등이 보고되어

있다.3)

최근 한의학계에서는 장내 미생물을 이용한 발효한약에 대한

관심이 증가하고 있다.4-7) 발효과정을 거친 한약재는 유효성분이

저분자화 및 소수성화 되면서 체내 흡수를 증대시킬 수 있고, 특

정 장내세균을 보유하지 않은 개인의 경우에도 정상적으로 동일

한 효능을 기대할 수 있다.

본 연구에서는 유산균을 사용하여 발효보중익기탕들을 제조하

고, 제조된 발효보중익기탕들로부터 주요 생물전환성분을 분리

하여, 그 구조를 확인하고, 균주변화에 따른 이들 성분들의 함량

을 비교 하여, 우수한 균주를 선별하고자 하였다.

재료 및 실험방법

실험재료 및 기기

보중익기탕의 제조에 사용한 황기, 백출, 당귀, 진피, 승마, 시

호는 영천현대약업사, 인삼은 농협중앙회, 감초는 허브팜으로부

터 구매하였다. HPLC 분석을 위한 acetonitrile과 water는

HPLC용 특급용매로, trifluoroacetic acid(TFA)는 분석용 등급

의 용매로 각각 J.T. Baker(USA)와 대정화금에서 구입하였다.

생물전환성분의 최종확인 및 정량분석에 사용된 표준품

liquiritigenin 및 isoliquiritigenin은 시그마 알드리지社 제품을

사용하였다.

HPLC 분석은 Waters 2695 및 996 photodiode array

detector에 의하여 수행되었다. NMR spectrum은 Varian사의

INOVA 400NB spectrometer(1H 및 13C, 각각 400 MHz 및

100 MHz)에서 CD3OD를 용매로 사용하여 측정하였다. ESI-MS

data는 Shimadzu사의 ESI-IT-TOFMS에 의하여 얻어졌다.
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보중익기탕의 조제

보중익기탕은 동의보감(東醫寶鑑)을 기본으로 하여 황기 300 g,

인삼, 백출 및 감초 각 200 g, 당귀와 진피 각 100 g, 승마와 시

호 각 60 g으로 구성된 약재 1,220 g에 생수(무학, 산청) 12.20

liter를 넣어 1시간 침적한 다음 180분간 열탕 추출한 후 test

sieve(106 µm, Retsch, Germany)로 여과하였다. 제조된 탕액 10

liter는 발효보중익기탕들의 제조에 사용하였고, 나머지는 동결건

조하여 발효보중익기탕의 생물전환성분 확인을 위한 대조군으로

사용하였다.

발효보중익기탕의 조제

보중익기탕 발효에 사용된 9종의 유산균(Lactobacillus casei

KFRI 129, L. plantarum KFRI 144, L. fermentum KFRI 145,

L. amylophilus KFRI 161, L. curvatus KFRI 166, L. hilgardi

KFRI 229, L. amylophilus KFRI 238, L. gasseri KFRI 658,

Bifidobacterium thermophilum KFRI 748)은 한국식품연구원

(Korea Food Research Institute: KFRI, Seongnam, Korea) 식

품미생물 유전자은행에서 분양 받았다. Lactobacillus spp.는 MRS

broth(Difco, Detroit, MI, USA)에서, B. thermophilum은

Reinforced Clostridial Medium(Difco)에서 계대 배양한 뒤 초기

균수를 1×106 CFU/ml로 조절하여 inoculum으로 사용하였다. 발

효는 1 M NaOH로 보중익기탕의 pH를 7.0으로 조정한 후,

121oC, 1.5 기압에서 15분간 가압멸균하고, 상온까지 냉각시킨

후, 유산균을 1%(v/v)로 접종하고 37oC의 항온배양기에서 48시

간 동안 통기 배양하여 보중익기탕을 발효하였다. 제조된 발효

보중익기탕들은 동결건조하여 분석에 사용하였다.

생물전환성분의 탐색

보중익기탕과 발효보중익기탕들을 각각 50 mg/ml로 메탄올에

용해하고, PVDF syringe filter를 사용하여 여과한 후 HPLC로

분석하여 발효 후 증가 또는 새롭게 나타난 피크들을 탐색하였

다. HPLC분석은 Optima pak C18 column(5 µm, 4.6 mm×

250 mm)을 사용하여 수행되었으며, 칼럼의 온도는 35oC로 유지

하였고, 검출은 PDA detector(DAD)를 사용하였다. 이동상은 발

효 후 새로운 피크가 발견되는 다양한 이동상 조건을 탐색하여,

acetonitrile(A) 및 0.1% TFA 함유 water(B)를 이용한 gradient

system으로 Table I과 같이 최적화 하였고, 유속은 1.0 ml/min,

주입량은 20 µl로 하였다.

생물전환성분의 분리

L. plantarum으로 발효하여 얻어진 발효보중익기탕을 감압건

조하여 얻어진 건조분말 40 g을 D101 resin 800 g으로 크로마토

그래피를 실시하였다. 이때 이동상 용매는 water : EtOH=9 : 1

로부터 100% EtOH 까지 함량을 증가시키면서 유출하여 9개의

분획물(Fr. 1~Fr. 9)을 얻었다. 각 분획물을 PVDF syringe filter

를 사용하여 여과한 후 HPLC로 위에 기술된 조건으로 생물전

환성분들의 피크들이 함유된 분획물들을 확인하였다.

두 개의 생물전환성분을 함유하는 분획물 Fr. 7을 건조하여

얻어진 3.2 g을 메탄올에 용해하여 silica gel 15 g에 흡착하여

건조한 후, silica gel 150 g으로 칼럼 크로마토그래피를 실시하

였다. 이때 이동상 용매는 CHCl3 : MeOH=50 : 1로부터 40 : 1,

30 : 1, 20 : 1, 10 : 1, 5 : 1로 MeOH 함량을 증가시켜, 8개의 분

획물들(Fr. 7-1~Fr. 7-8)을 얻었다. HPLC분석에 의하여 2개의

생물전환성분이 주요성분으로 확인된 Fr. 7-5 150 mg을 silica

gel 10 g에 hexane : EtOAc=1 : 1을 전개용매로 하여 칼럼크로

마토그래피를 실시하여 화합물 1(14.5 mg)과 화합물 2(3.8 mg)

를 얻었다.

화합물 1

Colorless crystal powder, ESI-MS(m/z); 279[M+Na]+, 1H-

NMR(CD3OD, 400 MHz), δ; 2.69(1H, dd, J=17.0, 3.0 Hz, H-

3a), 3.05(1H, dd, J=17.0, 13.0 Hz, H-3b), 5.38(1H, dd, J=

13.0, 3.0 Hz, H-2), 6.35(1H, d, J=2.0 Hz, H-8), 6.50(1H, dd,

J=8.5, 2.0 Hz, H-6), 6.82(2H, d, J=8.5 Hz, H-3', 5'), 7.32(2H,

d, J=8.5 Hz, H-2',6'), 7.73(1H, d, J=8.5 Hz, H-5); 13C-NMR

(CD3OD, 100 MHz), δ; 45.1(C-3), 81.2(C-2), 104.0(C-8), 111.9

(C-6), 115.1(C-10), 116.4(C-3', 5'), 129.2(C-2', 6'), 130.0(C-5),

131.5(C-1'), 159.1(C-4'), 165.7(C-9), 167.0(C-7), 193.7(C=O).

화합물 2

Yellow crystal powder, ESI-MS(m/z); 257[M+H]+, 1H-NMR

(CD3OD, 400 MHz), δ; 6.29(1H, d, J=2.4 Hz, H-3’), 6.42(1H,

dd, J=8.8, 2.4 Hz, H-5’), 6.85(2H, d, J=8.8 Hz, H-3, 5), 7.61

(1H, d, J=15 Hz, H-a), 7.62(2H, d, J=8.8 Hz, H-2, 6), 7.79

(1H, d, J=15.2 Hz, H-β), 7.97(1H, d, J=9.2 Hz, H-6'); 13C-

NMR(CD3OD, 100 MHz), δ; 102.7(C-3'), 108.1(C-5'), 113.5

(C-1'), 115.0(C-3, 5), 116.4(C-a), 126.6(C-1), 131.1(C-6'), 132.0

(C-2, 6), 144.2(C-β), 160.7(C-4), 165.2(C-2'), 166.3(C-4'), 192.3

(C=O).

Table I − Eluent condition for HPLC analysis

Time (min) Solvent A Solvent B

00 10 90

10 30 70

45 50 50

55 70 30

65 75 25

75 10 90

85 10 90

Solvent A: acetonitrile; Solvent B: water including 0.1% TFA.
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Fig. 1 − Analytical HPLC chromatograms of Bojungikki-tang (BJT) before and after fermentation with lactic acid bacteria strains. (A)

liquiritigenin and isoliquiritigenin; (B) BJT; (C) BJT fermented with L. casei; (D) BJT fermented with L. plantarum; (E) BJT fermented

with L. fermentum BJT; (F) BJT fermented with L. amylophilus; (G) BJT fermented with L. curvatus; (H) BJT fermented with L.

hilgardi; (I) BJT fermented with L. amylophilus; (J) BJT fermented with L. gasseri, (K) BJT fermented with B. thermophilum; UV

detection at 310 nm.
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균주들에 따른 발효보중익기탕들의 생물전환성분들의 함량분석

발효 보중익기탕의 정량분석은 HPLC를 사용하여 생물전환성

분 탐색을 위하여 최적화된 조건과 동일한 조건으로 분석하였다.

Liquiritigenin 274 nm에서, isoliquiritigenin 370 nm에서 검출된

UV-Vis. 흡광도를 정량분석을 위하여 사용하였다. 표준품은 0.781,

3.125, 12.5, 50.0, 100 µg/ml의 농도로 제조하고, 각 균주별 보중

익기탕 시료의 농도는 50 mg/ml 로 하여 HPLC 분석을 시행한

후 표준품의 양과 peak area 사이의 상관관계를 도출하여 검량

선을 작성하여 계산하였다.

결과 및 고찰

HPLC-DAD 분석을 통한 생물전환성분들의 탐색 및 분리

보중익기탕으로부터 유산균들을 이용하여 9종의 발효보중익기

탕들이 제조되었고, 이들의 성분변화를 HPLC-DAD로 분석하여

발효 후 증가 또는 새롭게 나타난 피크들을 탐색한 결과, 17.3분

과 27.6분의 retention time에서 발효 후 획기적으로 증가된 2종

의 성분들을 확인 하였다(Fig. 1). 이들 성분을 HPLC-DAD-

guided fractionation에 따라 성분을 추적하면서, D101 resin과

silica gel 칼럼 크로마토그래피를 순차적으로 실시하여 분리 한

결과 17.3 min의 retention time에서 화합물 1과 27.6 min에서의

화합물 2를 분리하였다.

분리된 생물전환성분들의 구조결정

분리된 화합물 1은 무색분말로 ESI-MS 스펙트럼에서 m/z 279

[M+Na]+를 관찰하여 분자량이 256 임을 알 수 있었다. 1H-NMR

스펙트럼에서는 aromatic 영역에서는 δ6.82(d, J=8.5 Hz) 및

7.32(d, J=8.5 Hz)에서 각각 2개의 수소에 해당하는 A2B2 형태

의 1,4-2치환 benzene ring의 proton signal들을 관찰하였고, 서

로 m-coupling 하고 있는 δ6.35(1H, d, J=2.0 Hz)과 6.50(1H,

dd, J=8.5, 2.0 Hz)에서의 proton들, 그리고 δ6.50의 proton과 o-

coupling 하고 있는 7.73(1H, d, J=8.5 Hz, H-5)에서의 signal이

관찰되었다. δ2.69, 3.05에서 aliphatic proton에서 기인한 double

doublet signal들이 나타났고, 이들이 17.0 Hz의 서로 동일한

coupling constant를 갖으며, 또한 이들 둘 다 5.38 ppm에서의

double doublet의 methine signal과 각각 3.0, 13.0 Hz 각각 커

플링하고 있음이 확인되어, 이는 flavanone C환에서 유래한 것

으로 추정하였다. 이들 1H 및 13C-NMR 스펙트럼 자료를 참고

문헌8)과 비교하여 liquiritigenin(Fig. 2)으로 동정하였다.

분리된 화합물 2는 황색분말로 ESI-MS 스펙트럼에서 m/z

257[M+H]+을 관찰하여 분자량이 256 임을 알 수 있었다. 1H-

NMR 스펙트럼에서는 aromatic 영역에서의 proton signal들만이

관찰되었으며, δ6.85(d, J=8.8 Hz) 및 7.62(d, J=8.8 Hz)에서 각

각 2개의 수소에 해당하는 A2B2 형태의 1,4-2치환 benzene ring

의 proton signal들을 관찰하였고, 서로 m-coupling 하고 있는

δ6.29(1H, d, J=2.4 Hz)와 6.42(1H, dd, J=8.5, 2.0 Hz)에서의

proton signal들, 그리고 o-coupling 하고 있는 δ6.42와 7.97에서

의 proton signal들이 관찰 되었다. 그리고 δ7.61(1H, d, J=15

Hz), 7.79(1H, d, J=15 Hz)에서 olefin의 trans coupling이 관찰

되어 chalcone 골격으로 추정되었다. 이들 1H 및 13C-NMR 스

펙트럼 자료를 참고문헌8)과 비교하여 isoliquiritigenin(Fig. 2)으

로 동정하였다.

발효보중익기탕들의 생물전환성분들의 함량분석

생물전환성분 Liquiritigenin 및 isoliquiritigenin의 HPLC 정량

을 위한 검량선의 상관관계는 0.9999 이상으로 매우 적합하였다.

liquiritigenin에 대한 검량선은 Y=5060X+29500, R2=0.9999이

었으며, isoliquiritigenin의 검량선은 Y=128000X+88800, R2=

0.9999 이었다(Y=peak area, X=표준품의 함량(µg/ml)).

분석결과 발효전 보중익기탕은 liquiritigenin과 isoliquiritigenin

이 각각 0.09 mg/g과 0.01 mg/g으로 미량이 검출된 반면, 대부분

의 발효보중익기탕들에서, 이들은 대부분 10배 이상 증가되었다

(Table II).

Liquiritigenin 함량은 L. amylophilus 균주로 발효한 보중익기

탕이 1.91 mg/g으로서 가장 높게 나타나 발효전 보중익기탕과 비

교하여 20배 이상 증가하였으며, 다음으로 L. fermentum

1.89 mg/g, 그 다음으로 L. plantarum 1.61 mg/g 순으로 높게 나

Fig. 2 − Chemical structures of isolated bioconversion compounds.

Table II − The contents of bioconversion compositions in fermented

Bojungikki-tangs (Mean±SD, n=3)

 Fermented
Bojungikki-tangs

Liquiritigenin
(mg/g)

Isoliquiritigenin
(mg/g)

Not fermented 0.09±0.002 0.01±0.001

L. casei 0.42±0.005 0.16±0.006

L. plantarum 1.61±0.018 0.19±0.008

L. fermentum 1.89±0.023 0.19±0.005

L. amylophilus 1.91±0.018 0.18±0.003

L. curvatus 0.62±0.013 0.11±0.002

L. hilgardi 0.57±0.009 0.15±0.003

L. amylophilus 0.70±0.011 0.16±0.001

L. gasseri 0.58±0.007 0.11±0.001

B. thermophilum 0.59±0.011 0.14±0.002
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타났다.

Isoliquiritigenin은 L. plantarum과 L. fermentum이 발효전 보

중익기탕과 비교하여 둘다 동일하게 19배 증가하여 0.19 mg/g,

그 다음으로 L. amylophilus 0.18 mg/g으로 높게 나타났다.

결 론

발효보중익기탕으로부터 생물전환성분으로서 liquiritigenin과

isoliquiritigenin을 분리, 동정하였다. 9종의 유산균들로부터 제조

된 발효보중익기탕들에 대하여 이들 함량을 분석한 결과,

liquiritigenin 함량은 L. amylophilus 균주로 발효한 보중익기탕

이 1.91 mg/g으로서 가장 높게 나타나 발효전 보중익기탕과 비

교하여 20배 이상 증가하였으며, 다음으로 L. fermentum

1.89 mg/g, 그 다음으로 L. plantarum 1.61 mg/g 순으로 높게 나

타났다. Isoliquiritigenin은 L. plantarum과 L. fermentum이 발

효전 보중익기탕과 비교하여 둘다 동일하게 19배 증가하여

0.19 mg/g, 그 다음으로 L. amylophilus 0.18 mg/g으로 높게 나타

났다. 따라서 이들 두 가지 성분 모두에 대한 관점에서 볼 때 우

수한 균주는 L. fermentum과 L. plantarum으로 판단된다.

분리된 생물전환성분 중 liquiritigenin(Fig. 1)은 항염,9) 학습

및 기억력,10) 항우울증효능,11) 항알러지효능12) 등이 보고 되어

있다.

Isoliquiritigenin은 항산화 효과,13) 혈소판응집억제효과,14) 항우

울증효과,15) 혈관이완효과,16) 에스트로젠 유사활성,17) 다양한 암

세포에 대한 억제활성18-20) 등이 보고 되어 있다. 또한 iso-

liquiritigenin과 이것의 배당체인 화합물인 liquiritin의 항염활성에

관한 논문이 보고 되었는데 isoliquiritigenin은 lipopolysaccharide

(LPS)-유도 nitric oxide와 prostaglandin E2 생성을 더욱 강력하

게 억제함을 보고 하였다.21) 따라서 본 연구를 통하여 선발된 유

산균을 사용하고 발효공정을 최적화하여 효능을 증가 시키거나,

새로운 효능을 도출 할 수 있을 것으로 사료된다.
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