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Abstract: Sayuksan has been widely applied to treat a vari-

ety of diseases such as acute hepatitis, gastritis, and colitis.

Sayuksan consists of medicinal herbs such as Glycrrhizae

uralensis Fischer, Paeonia lactiflora Pallas, Bupleurum falca-

tum Linne, and Poncirus trifoliata Rafinesqul. Methanol

extracts (1 mg/mL) from the four kinds of medicinal herbs did

not show antibiotic activities against general test strains and

multi-drug resistant strains. The antibacterial activity of fer-

mented medicinal herbs extracts with Lactobacillus spp.

strain was confirmed as Gram-positive bacteria which are

higher than Gram-negative bacteria. Extracts of Glycrrhizae

uralensis Fischer fermented with Lb. casei KCTC 3109 dis-

played inhibitory diameters of 16 mm against Pseudomonas

aeruginosa P01828. Superoxide dismutase (SOD)-like activ-

ity of the medicinal herb extracts was not determined, but the

extract of Paeonia lactiflora Pallas fermented with six strains

of Lactobacillus spp. had the highest antioxidant activity.

SOD-like activity of Paeonia lactiflora Pallas extracts fer-

mented by Lb. brevis KCTC 3498 was 41.4±0.8%, which was

the highest antioxidant activity among the fermented extracts

with the other medicinal herbs.

Keywords: Multi-drug resistance bacteria, Lactobacillus spp.,

Fermentation, Antibacterial activity, Antioxidant activity

1. INTRODUCTION

Alexander Fleming에 의해 penicillin이 발견된 이후 여러 종류

의 항생제들이 개발되어 감염질환의 치료에 효과적으로 사

용되었으나 [1], 항생제가 광범위하게 사용되면서 숙주의 변

화, 새로운 균주의 출현과 균주의 항생제에 대한 내성 등은

다시 새로운 항생제의 개발을 요구하게 되었다 [2]. 항생제

내성균의 출현으로 인하여 환자의 치료가 어려워지고 있으

며, 항생제 내성균 감염증의 경우 균의 종류에 따라 다르나

치사율이 2~13배 정도 증가하는 것으로 보고된 바 있다 [3].

Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa와 Sta-

phylococcus aureus는 원내감염을 일으키는 주요 원인균으로

알려져 있다 [4-6]. 일반적으로 Gram 음성균은 Gram 양성균

보다 건조한 환경에서 생존력이 약하지만 Acinetobacter bau-

mannii는 Gram 음성균임에도 불구하고 병원환경에서 오랜

시간 서식하다가 주로 면역력이 약한 환자에게 폐렴, 패혈증,

요로감염, 심내막염 및 창상감염과 같은 다양한 감염증을 유

발한다 [7]. Pseudomonas aeruginosa는 다수의 항생제에 내성

을 보이는 다제내성 녹농균으로 폐렴이나 패혈증 등이 발생

시 치료가 힘든 내성균으로 분류되고 있다 [8,9]. Staphyloco-

ccus aureus는 피부의 화농성 감염, 기도 감염, 골수염을 유발

시킨다 [10].

항생제 내성은 전 세계적인 문제로 확대되었으며, 아시아

권은 다른 지역에 비해 월등히 높은 지역에 속하며, 한국의

항생제 내성률은 세계적으로 손꼽을 수 있을 정도로 높은 실
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정이다 [11]. 국내 항생제 내성균의 모니터링을 위한 병원 네

트워크인 Korean Nationwide Surveillance of Antimicrobial

Resistance (KONSAR)의 발표된 자료에 따르면 국내 폐렴간

균의 ceftazidime 내성률은 25~35%에 이르며, 대장균의 qui-

nolone 내성률은 2002년까지 10% 이하로 유지되던 것이

2007년에는 27%에 이르렀다. Pseudomonas aeruginosa의 cef-

tazidime 내성률은 20%, piperacillin 내성률은 30~35%, quino-

lone 내성률은 40~50%, imipenem 내성률은 15~20%에 달했

다. 국내에서 분리되는 Acinetobacter의 ceftazidime과 quino-

lone 내성률은 1997년부터 50% 이상으로 높게 보고되었다

[12,13].

현대과학의 발전에도 불구하고 많은 사람들이 한의학에 관

심을 표명하고 있으며, 일부 한약제제의 경우 급성이 아닌 만

성질환의 경우에 효과를 인정받고 있다. 오래전부터 지속적

으로 이용되어 온 한약재들은 기본적으로 인체 안전성을 가

지고 있고, 본질적으로 인체에 유용한 생리활성 유효성분이

있을 것으로 기대되기 때문에 한약재와 같은 천연 약물의 이

용에 관심을 두고 있다 [14-17].

본 연구에서는 methicillin-resistant Staphylococcus aureus

(MRSA), vancomycin-resistant Enterococcus faecium (VRE)와

최근 증가하고 있는 다제내성균인 multi drug-resistant Pseu-

domonas aeruginosa와 multi drug-resistant Acinetobacter bau-

mannii에 대한 항생물질 개발을 목표로 하여 감초, 지실, 시호

와 백작약 추출물의 유산균 발효를 통한 새로운 천연 항생제

로서의 개발 가능성의 기초 자료로 활용하고자 감초, 지실,

시호와 백작약 추출물의 발효 전후의 항균활성 및 항산화활

성을 비교하고자 한다.

2. MATERIALS AND METHOD

2.1. 한약재의 추출 및 농축

본 연구에 사용된 한약재는 Table 1에서 보는 바와 같이 감초,

지실, 시호와 백작약이며, 동국대학교 부속 한방병원에서 구

입한 후 깨끗이 손질하여 사용하였다. 사역산의 구성 약재인

감초, 백작약, 시호와 지실은 동국대학교 부속 한방병원에서

구입하여 깨끗이 손질한 후 사용하였다. 한약재는 methanol

100 mL에 10 g을 첨가하여 28oC에서 24시간 동안 overnight

시켜 추출하였다. 추출물은 여과 (Whatman filter paper, GE

Healthcare Co., U.K.)하여 rotary evaporator (EYELA, Tokyo

Rikakikai Co., Japan)로 농축 후 4oC에 보관하면서 사용하였

다.

2.2. 발효

2.2.1. 발효미생물의 선정 및 배양

본 연구에서 발효를 위해 사용한 미생물은 GRAS 미생물로

서 Table 2에서 보는 바와 같이 유산균인 Lactobacillus 속 6균

주를 사용하였다. 유산균은 lactobacilli MRS broth (proteose

peptone No. 3 10 g, beef extract 10 g, yeast extract 5 g, dextrose

20 g, polyoxyethylene sorbitan monooleate 1 g, ammonium cit-

rate 2 g, maganesium sulfate 0.1 g, manganese sulfate 0.05 g,

dipotassium phosphate 2 g, sodium acetate 5 g/L, pH 6.5, Difco

Co., USA)에 계대배양한 후 균체를 20% glycerol이 포함된 저

장액에 넣어 -70oC에 보관하였으며, 실험에 사용하기 전 계대

배양을 실시하였다.

2.2.2. 한약재 methanol 추출물의 첨가농도 선정

한약재 methanol 추출물은 0.1 mg/mL, 1 mg/mL, 2.5 mg/mL,

5 mg/mL와 10 mg/mL의 농도로 조정하여 희석하였다. 희석

한 한약재 추출액은 paper disc (Ø = 6 mm, Whatman Co.,

USA)에 20 µL를 첨가하여 건조시킨 후 Gram 양성균인 Ba-

cillus subtilis PCI 219와 Gram 음성균인 Escherichia coli

KCTC 1682를 이용하여 agar diffusion 방법으로 항균활성을

확인 후 첨가농도를 결정하였다.

2.2.3. 한약재 추출액의 발효

한약재 추출물은 lactobacilli MRS broth에 1 mg/mL의 농도로

첨가하여 멸균하였다. 발효 시 사용한 Lactobacillus 속 6균주

는 1×108 CFU/mL의 농도로 조정하여 한약재 추출물을 첨가

한 lactobacilli MRS broth에 0.2% (v/v)를 접종하였다. 배양 시

조건은 37°C에서 7일간 정치배양을 하였으며, 배양일수별로

sampling을 하였다. 배양액은 4oC, 3,000 rpm에서 10분 간 원

심분리 후 상등액을 분리하여 실험에 사용하였다.

2.3. pH 측정

유산균 배양액, 한약재 추출액 및 발효액은 3,000 rpm에서

10분간 원심분리를 하였으며, 상등액은 pH meter (Mettler

Toledo MP220, U.K.)를 사용하여 pH를 측정하였다.

Table 1. List of medicinal herbs used for antimicrobial experi-

ments

Korean

medicine name
Scientific name

Effective

Part

감초 Glycyrrhizae uralensis Fischer Root

백작약 Paeonia lactiflora Palls Root

시호 Bupleurum falcatum Linne Root

지실 Citrus aurantium Linne Fruit

Table 2. Used strains for fermentation

Strains Sources

Lactobacillus plantarum subsp.

plantarum KCTC 3108
Pickled cabbage

Lactobacillus casei KCTC 3109 Cheese

Lactobacillus fermentum KCTC 3112 Fermented beets

Lactobacillus brevis KCTC 3498 Human feces

Lactobacillus helveticus KCTC 3545
Emmental (Swiss) 

cheese

Lactobacillus delbrueckii subsp.

bulgaricus KCTC 3635
Bulgarian yogurt
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2.4. 항균활성 측정

발효 전후 한약재 추출액의 항균활성은 agar diffusion 방법으

로 측정하였다. 항균활성 측정에 사용된 일반시험균주는

Gram 양성균인 Bacillus subtilis PCI 219와 Staphylococcus au-

reus subsp. aureus KCCM 40510, Gram 음성균인 Escherichia

coli KCTC 1682, Shigella flexneri KCTC 2517과 Vibrio para-

haemolyticus KCTC 2471을 사용하였다. 또한 항생제 다제내

성균인 MRSA (P01414, P01537), VRE (P01477, P01695), P.

aeruginosa (P01827, P01828)와 A. baumannii P01128은 경북

대병원 병원체자원은행에서, A. baumannii P01922는 경상대

학교병원 병원체자원은행으로부터 제공받은 병원체자원을

이용하였다. P. aeruginosa (0225, 0254, 0347, 0826, 1113, 1378,

1731, 2492) 8균주는 대구가톨릭대학교병원 진단검사의학과

미생물부에서 제공받아 사용하였다.

E. coli KCTC 1682와 S. flexneri KCTC 2517은 LB 배지 (pep-

tone 10 g, yeast extract 5 g, sodium chloride 5 g/L, pH 6.8), A.

baumannii (P01128, P01922), P. aeruginosa (P01827, P01828),

S. aureus subsp. aureus KCCM 40510과 B. subtilis PCI 219는

Nutrient 배지 (beef extract 3 g, peptone 5 g/L, pH 6.8, Difco

Co., USA), V. parahaemolyticus는 Marin 배지 (peptone 5 g,

yeast extract 1 g, Fe(III) citrate 0.1 g, NaCl 19.45 g, MgCl2 1.8

g, NaSO4 3.24 g, CaCl2 1.8 g, KCl 0.55 g, Na2CO3 0.16 g, KBr

0.08 g, SrCl2 0.034 g, H3BO3 0.022 g, Na-silicate 0.004 g, NaF

0.0024 g, (NH4)NO3 0.0016 g, Na2HPO4 0.008 g/L, pH 7.6),

MRSA (P01414, P01537)는 BHI 배지 (brain heart infusion 37

g, casamino acid 1 g, MgSO4·7H2O 1 g, NaCl 29 g/L, pH 7.4),

VRE (P01477, P01695)는 TSB배지 (pancreatic digest of casein

17 g, papaic digest of soybean 3.0 g, dextrose 2.5 g, sodium

chloride 5.0 g, dipotassium phosphate 2.5 g, pH 7.3, Difco Co.,

USA)에 각각 접종하여 37oC, 170 rpm에서 24시간 계대배양

을 하였다. 계대배양을 한 시험균주는 4oC에서 보관하면서

사용하였다. 항균활성은 발효 전후 한약재 추출액 20 µL를

각각 paper disc (Ø = 6 mm, Whatman Co., USA)에 첨가하여

건조시킨 후 시험균주가 함유된 평판배지 위에 얹고 37oC에

서 1일간 배양하여 생성된 inhibitory zone의 유무 및 크기를

통해 판단하였다.

2.5. 항산화활성 측정

2.5.1. SOD 유사활성

SOD 유사활성은 Marklund 방법 [18]에 따라 실시하였다. 각

시료 용액 0.2 mL에 Tris-HCl 완충용액 (50 mM Tris, 10 mM

EDTA, pH 8.5) 2.6 mL와 7.2 mM pyrogallol 0.2 mL (Sigma

Co., USA)를 가하여 25oC에서 10분간 반응시킨 후 1.0 N HCl

0.1 mL를 가하여 반응을 정지시키고 반응액 중 산화된 pyro-

gallol의 양을 420 nm에서 측정하였다. SOD 유사활성은 시

료용액의 실험구와 대조구의 흡광도 감소율로 나타내었다.

C: Tris-HCl 완충용액 + pyrogallol + HCl의 흡광도

S: Tris-HCl 완충용액 + 시료 + pyrogallol + HCl의 흡광도

3. RESULTS AND DISCUSSION

3.1. 한약재 추출액의 첨가농도 결정

Lactobacillus 속 6균주로 한약재 추출액 발효 시 첨가 농도는

한약재 추출물을 0.1 mg/mL, 1 mg/mL, 2.5 mg/mL, 5 mg/mL

와 10 mg/mL 농도로 희석하여 항균활성을 측정 후 결정하였

다. 4가지 한약재 추출액은 Gram 양성균인 B. subtilis PCI

219와 Gram 음성균인 E. coli KCTC 1682를 이용하여 inhibi-

tory zone의 유무와 크기를 확인한 결과 Table 3에서 보는 바

와 같이 나타났다. 2.5 mg/mL 이상의 고농도인 지실 (2.5 mg/

mL 이상)과 감초 추출액 (10 mg/mL 이상)은 B. subtilis PCI

219에 항균활성을 나타내었지만, E. coli KCTC 1682에 항균

활성을 나타내지 않았다. 따라서 발효 시 한약재 추출액의 첨

가농도는 4가지 한약재 추출액 모두 시험균주에 대해 항균활

성을 나타내지 않는 1 mg/mL 농도로 결정하였다.

3.2. pH 측정

유산균 배양 중 pH가 급격히 감소하는 것은 유산균 발효과정

에서 생성되는 유산 및 여러 가지 유기산의 생성에서 기인하

는 것으로 알려져 있다 [19]. 배양액의 pH 측정은 Lactobacil-

lus 속 6균주 배양액의 낮은 pH가 시험균주의 항균활성에 영

향을 미치는지 확인하기 위해 배양일수별로 수행하였다. Fig.

1A에서 보는 바와 같이 Lactobacillus 속 6균주를 각각 lacto-

bacilli MRS broth에 접종하여 배양 후 1일째 배양액의 pH는

3.90~5.28로 측정되었으며, 배양 시간이 지날수록 pH가 낮아

져 7일째 배양액은 3.82~4.01로 측정되었다. Lactobacillus 속

6균주의 각 배양액은 일반시험균주 및 다제내성균에 항균활

SOD-like activity %( ) 1
S

C
----– 100×=

Table 3. Antibacterial activity of medicinal herb extracts against Bacillus subtilis PCI 219

Medicinal herb extracts
Concentration (mg/mL)

10 5 2.5 1 0.1

Inhibitory zone (Ø = 6 mm)

Poncirus trifoliata Rafinesqul 13 11 6 - -

Glycyrrhizae uralensis Fischer 9 - - - -

Bupleurum falcatum Linne - - - - -

Paeoniae lactiflora Pallas - - - - -

-: No inhibition.
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성을 나타내지 않았다 (결과 미게재).

감초, 백작약, 시호와 지실 추출액을 Lactobacillus 속 6균주

로 발효한 발효액의 pH는 Fig. 1B, 1C, 1D, 1E에서 보는 바와

같이 배양 1일째에 3.96~5.37로 측정되었으며, 배양 7일째에

3.72~4.40으로 측정되었다. Fig. 1의 결과에서와 같이 Lacto-

bacillus 속 6균주의 배양액과 4가지 한약재 발효액의 pH는

거의 유사한 측정치를 나타내었다. 따라서 Lactobacillus 속 6

균주는 한약재 발효과정에서 유산을 생산하며 증식하고 있

다는 것을 확인하였다.

3.3. 항균활성

항균활성은 Lactobacillus 속 6균주 배양액, 한약재 추출액 및

한약재 발효액을 대상으로 측정하였으며, 발효를 통한 항균

성 물질의 생성 증가를 검토하기 위해 수행하였다. 발효 전

한약재 추출액은 일반시험균주 및 다제내성균에 대해 항균

활성을 나타내지 않았으며, 한약재 발효액은 높은 항균활성

을 나타내었다 (Table 4~7).

3.3.1. 감초 발효액

Table 4에서 보는 바와 같이 발효 전 감초 추출액은 일반시험

균주 및 다제내성균에 대해 항균활성을 나타내지 않았지만,

Lactobacillus 속 6균주로 발효시킨 감초 발효액은 일반시험

균주 및 다제내성균에 대해 항균활성을 나타내었다. 일반시

험균주에 대한 항균활성은 Lb. plantarum subsp. plantarum

KCTC 3108과 Lb. casei KCTC 3109로 발효 시 Gram 음성균

주보다 Gram 양성균주인 S. aureus subsp. aureus KCCM

40510과 B. subtilis PCI 219에 대해 높은 항균활성을 나타내

었다. 이러한 결과는 한약재의 ethanol 추출물이 Gram 양성균

에 대해 매우 강한 항균활성을 띄고 Gram 음성균에 대해서는

약한 항균활성을 보인다는 결과 [20,21]와 유사한 결과를 얻

었다. Lb. fermentum KCTC 3112, Lb. helveticus KCTC 3545와

Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus KCTC 3635로 발효 시 일반

Fig. 1. Change of pH by Lactobacillus spp. strains in lactobacilli MRS broth and medicinal herb extracts. (A) lactobacilli MRS, (B)

Glycyrrhizae uralensis Fischer, (C) Paeoniae lactiflora Pallas, (D) Bupleurum falcatum Linne, (E) Poncirus trifoliata Rafinesqul. ●:

Control (medium only), △: Lb. plantarum subsp. plantarum KCTC 3108, □: Lb. casei KCTC 3109, ○: Lb. fermentum KCTC 3112, ■:

Lb. brevis KCTC 3498, ◆: Lb. helveticus KCTC 3545, ▲: Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus KCTC 3635.
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시험균주 및 다제내성균에 대한 항균활성은 약하게 나타났

다. 또한 다제내성균에 대한 감초 발효액의 항균활성은 Lb.

plantarum subsp. plantarum KCTC 3108과 Lb. casei KCTC

3109로 발효시켰을 때 A. baumannii와 P. aeruginosa에 높게

나타났다. 특히 P. aeruginosa P01828에 대한 항균활성은 배

양 5일째에 16 mm의 가장 강력하게 나타났다. P. aeruginosa

8균주에 대한 항균활성은 4균주에 대해 11 mm 이상으로 확

인되었다. 이러한 결과는 발효가 진행되면서 새로운 항균성

물질을 생산해내는 것으로 사료된다.

MRSA (P01414, P01537)와 VRE (P01477, P01695)에 대한

항균활성은 모두 나타나지 않았다 (결과 미게재). 원내감염

의 주요 원인균인 MRSA 및 VRE에 적절히 사용할 수 있는

항생물질이 부족한 실정이므로 이러한 다제내성균에 효과적

으로 작용하는 천연 항생물질에 대한 연구가 추가적으로 필

요할 것으로 판단된다.

3.3.2. 백작약 발효액

Table 5에서 보는 바와 같이 발효 전 백작약 추출액은 일반시

험균주 및 다제내성균에 대해 항균활성을 나타내지 않았다.

백작약 발효액의 일반시험균주 및 다제내성균에 대한 항균

활성은 감초 발효액과 동일하게 6종의 유산균 중 Lb. planta-

rum subsp. plantarum KCTC 3108과 Lb. casei KCTC 3109로

발효시켰을 때 높은 항균활성을 나타내었다. Lb. fermentum

KCTC 3112, Lb. brevis KCTC 3498, Lb. helveticus KCTC 3545

와 Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus KCTC 3635로 발효시킨

백작약 발효액은 약한 항균활성을 나타내었다. Lb. plantarum

subsp. plantarum KCTC 3108과 Lb. casei KCTC 3109로 발효

한 백작약 발효액은 일반시험균주인 V. parahaemolyticus

KCTC 2471, S. aureus subsp. aureus KCCM 40510과 B.

subtilis PCI 219에 대해 12 mm 이상의 항균활성을 나타내었

다. 백작약 발효액의 일반시험균주에 대한 항균활성은 Gram

양성균주 뿐만 아니라 Gram 음성균주에서도 다소 높게 나타

났다. 일반적으로 항균활성은 Gram 음성균주보다 Gram 양

성균주에 대하여 정유 성분들이 민감하게 반응하여 훨씬 높

았다고 보고 [22,23]되었으나, 본 실험에서 백작약 발효액은

Gram 음성균인 V. parahaemolyticus KCTC 2471에 대한 항균

Table 4. Antibacterial activity of fermented methanol extracts from Glycyrrhizae uralensis Fischer against general test strains and multi-

drug resistant strains

Scientific name

(Korean medicine name)
Test strains

Incubation

time (days)

Lactobacillus spp. strains

C a b c d e f

 Inhibitory zone (Ø = 6 mm)

Glycyrrhizae uralensis Fischer

(감초)

E. coli KCTC 1682
5 - 7 7 - - 7 7

7 - 7 7 - - 7 7

S. flexneri KCTC 2517
5 - 9 9 - - - -

7 - - - - - - 7

V. parahaemolyticus KCTC 2471
5 - 11 11 9 9 9 10

7 - 10 9 7 - - 9

S. aureus subsp. aureus KCCM 40510
5 - 11 11 - - 9 9

7 - 11 11 - - - 11

B. subtilis PCI 219
5 - 9 13 12 - 12 12

7 - 12 13 8 8 9 10

A. baumannii P01128
5 - 9 10 6.5 6.5 6.5 6.5

7 - 8 11 7 6.5 8 8

A. baumannii P01922
5 - 9 8 6.5 - 7 7

7 - 9 8 6.5 - 7 8

P. aeruginosa P01827
5 - 9 12 8 8 11 9

7 - 11 12 9 8 10 11

P. aeruginosa P01828
5 - 11 16 - 8.5 9 11

7 - 14 12 8 9 9 11

P. aeruginosa 0347
5 - 8 10 - - - 8

7 - 12 11 - - - -

P. aeruginosa 1113
5 - 9 11 7 - 7 8

7 - 8 9 - - 7 7

P. aeruginosa 1378
5 - 9 11 - - 7 8

7 - 10 11 - - - 10

P. aeruginosa 2492
5 - 10 12 6.5 6.5 8 10

7 - 10 11 - - 6.5 10

C: lactobacilli MRS broth containing medicinal herb extracts (1 mg/mL). a: Lactobacillus plantarum subsp. plantarum KCTC 3108, b: 

Lactobacillus casei KCTC 3109, c: Lactobacillus fermentum KCTC 3112, d: Lactobacillus brevis KCTC 3498, e: Lactobacillus helveticus KCTC 

3545, f: Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus KCTC 3635.

-: No inhibition.
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활성도 다소 높게 나타났다. 이는 백작약 ethyl acetate 추출물

이 B. subtilis, S. aureus와 V. parahaemolyticus에 대해 항균활

성이 뛰어났다는 연구결과 [24]와 유사한 결과를 얻었다. 다

제내성균에 대한 항균활성은 Lb. plantarum subsp. plantarum

KCTC 3108과 Lb. casei KCTC 3109로 발효 시 A. baumannii

와 P. aeruginosa에서 높게 나타났으며, 7일째 배양액은 P.

aeruginosa P01828에 13.5 mm의 항균활성을 나타내었다. P.

aeruginosa에 대한 항균활성은 8균주 중 4균주에서 11 mm

이상의 항균활성을 나타내었다. 그러나 백작약 발효액의

MRSA (P01414, P01537)와 VRE (P01477, P01695)에 대한 항

균활성은 모두 나타나지 않았다 (결과 미게재).

3.3.3. 시호 발효액

Table 6에서 보는 바와 같이 발효 전 시호 추출액은 일반시험

균주 및 다제내성균에 대해 항균활성을 나타내지 않았다. 시

호 발효액의 일반시험균주 및 다제내성균에 대한 항균활성

은 6종의 유산균 중 Lb. plantarum subsp. plantarum KCTC

3108과 Lb. casei KCTC 3109로 발효시켰을 때 높은 항균활성

을 나타내었다. Lb. fermentum KCTC 3112, Lb. brevis KCTC

3498, Lb. helveticus KCTC 3545와 Lb. delbrueckii subsp. bul-

garicus KCTC 3635로 발효시킨 시호 발효액은 약한 항균활

성을 나타내었다. Lb. plantarum subsp. plantarum KCTC 3108

과 Lb. casei KCTC 3109로 발효시킨 시호 발효액은 일반시험

균주인 V. parahaemolyticus KCTC 2471과 B. subtilis PCI 219

에 대해 12 mm 이상의 항균활성을 나타내었으며, 특히 S.

aureus subsp. aureus KCCM 40510에 대한 항균활성은 15

mm로 높게 나타내었다. 다제내성균에 대한 항균활성은 Lb.

plantarum subsp. plantarum KCTC 3108과 Lb. casei KCTC

3109로 발효 시 P. aeruginosa (P01827, P01828)에 대해 12

mm 이상의 항균활성을 나타내었다. P. aeruginosa 8균주에

대한 항균활성에서는 5균주에 대해 11 mm 이상의 항균활성

을 나타내었다. 따라서 시호 추출액의 유산균 발효를 통한

bioconversion은 P. aeruginosa를 억제하는 새로운 항생물질

의 생산가능성이 확인되었다. MRSA (P01414, P01537)와

VRE (P01477, P01695)에 대한 항균활성은 모두 나타나지 않

았다 (결과 미게재).

Table 5. Antibacterial activity of fermented methanol extracts from Paeonia lactiflora Pallas against general test strains and multi-drug

resistant strains

Scientific name

(Korean medicine name)
Test strains

Incubation

time (days)

Lactobacillus spp. strains

C a b c d e f

 Inhibitory zone (Ø = 6 mm)

Paeonia lactiflora Pallas

(백작약)

E. coli KCTC 1682
5 - 7 7 - - 7 7

7 - 8 8 - - 8 8

S. flexneri KCTC 2517
5 - 7 8 - - - -

7 - 10 8 - - 8 9

V. parahaemolyticus KCTC 2471
5 - 11 11 8 7 7 10

7 - 12 12 8 7 8 9

S. aureus subsp. aureus KCCM 40510
5 - 12 12 - - 8 11

7 - 11 13 - - 10 11

B. subtilis PCI 219
5 - 11 12 9 9 9 11

7 - 12 13 8 7 9 12

A. baumannii P01128
5 - 8 8 6.5 6.5 6.5 8

7 - 8 10 6.5 - 8 9

A. baumannii P01922
5 - 9 9 7 7 - 8

7 - 9 9 6.5 6.5 6.5 8

P. aeruginosa P01827
5 - 12 10 8 7 6.5 9

7 - 12 12 10 8 11 11

P. aeruginosa P01828
5 - 10.5 12.5 9 8.5 9 10

7 - 13.5 12 8.5 10 10 10

P. aeruginosa 0225
5 - 10 10 - - - 7

7 - 9 10 - - 7 7

P. aeruginosa 0347
5 - 10 11 - - - 10

7 - 9 9 - - - -

P. aeruginosa 1378
5 - 9 11 - - - 8

7 - 11 12 7 - 8 9

P. aeruginosa 2492
5 - 10 12 7 - 8 10

7 - 12 11 6.5 - 8 9

C: lactobacilli MRS broth containing medicinal herb extracts (1 mg/mL). a: Lactobacillus plantarum subsp. plantarum KCTC 3108, b: 

Lactobacillus casei KCTC 3109, c: Lactobacillus fermentum KCTC 3112, d: Lactobacillus brevis KCTC 3498, e: Lactobacillus helveticus KCTC 

3545, f: Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus KCTC 3635.

-: No inhibition.
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3.3.4. 지실 발효액

Table 7에서 보는 바와 같이 발효 전 지실 추출액은 일반시험

균주 및 다제내성균에 대해 항균활성을 나타내지 않았다.

Lactobacillus 속 6균주로 발효시킨 지실 발효액의 일반시험

균주 및 다제내성균에 대한 항균활성은 Lb. plantarum subsp.

plantarum KCTC 3108과 Lb. casei KCTC 3109로 발효 시 높

은 항균활성을 나타내었다. Lb. fermentum KCTC 3112, Lb.

brevis KCTC 3498, Lb. helveticus KCTC 3545와 Lb. delbrue-

ckii subsp. bulgaricus KCTC 3635로 발효시킨 지실 발효액은

약한 항균활성을 나타내었다. Lb. plantarum subsp. planta-

rum KCTC 3108과 Lb. casei KCTC 3109로 발효시킨 지실 발

효액은 일반시험균주인 V. parahaemolyticus KCTC 2471, S.

aureus subsp. aureus KCCM 40510과 B. subtilis PCI 219에 대

해 12 mm 이상의 항균활성을 나타내었다. 다제내성균에 대

한 항균활성은 Lb. plantarum subsp. plantarum KCTC 3108과

Lb. casei KCTC 3109로 발효 시 A. baumannii P01128과 P.

aeruginosa (P01827, P01828)에 대해 11 mm 이상의 항균활성

을 나타내었다. P. aeruginosa 8균주에 대한 항균활성은 4균

주에서 11 mm 이상으로 나타났다. MRSA (P01414, P01537)

와 VRE (P01477, P01695)에 대한 항균활성은 모두 나타나지

않았다 (결과 미게재).

3.4. SOD 유사활성

SOD는 생체에 매우 유해한 superoxide anion radical과 반응

하여 H2O2를 생성하는 항산화 효소로서, 산소를 소비하는 모

든 생물종에 존재하여 생체 내에서 대표적인 활성산소 저해

제이다. SOD 유사활성 물질은 효소는 아니지만 주로 phyto-

chemical에 속하는 저분자 물질이 SOD와 유사한 역할을 하

여 superoxide의 반응성을 억제하여 superoxide를 제거함으로

써 노화 억제와 더불어 산화적 손상에 대한 방어효과를 가진

다고 알려져 있다 [25].

항산화활성은 감초, 백작약, 시호와 지실 추출액을 Lacto-

Table 6. Antibacterial activity of fermented methanol extracts from Bupleurum falcatum Linne against general test strains and multi-drug

resistant strains

Scientific name

(Korean medicine name)
Test strains

Incubation

time (days)

Lactobacillus spp. strains

C a b c d e f

 Inhibitory zone (Ø = 6 mm)

Bupleurum falcatum Linne

(시호)

E. coli KCTC 1682
5 5 - 7 7 - - 7

7 7 - 7 7 - - 7

S. flexneri KCTC 2517
5 5 - 9 10 - - 9

7 7 - 10 - - - 7

V. parahaemolyticus KCTC 2471
5 5 - 10 12 9 9 -

7 7 - 12 11 8 8 8

S. aureus subsp. aureus KCCM 40510
5 - 13 13 - - 9 10

7 - 13 15 - - 8 8

B. subtilis PCI 219
5 - 13 12 9 8 9 10

7 - 10 11 8 7 9 10

A. baumannii P01128
5 - 9 9 6.5 7 8 8

7 - 10 10 7 6.5 8 9

A. baumannii P01922
5 - 8 8 7 6.5 7 8

7 - 9 9 6.5 6.5 8 8

P. aeruginosa P01827
5 - 9 10 7 - 8 8

7 - 12 12 8 9 10 10

P. aeruginosa P01828
5 - 10.5 12.5 10 9 10 11

7 - 11 12 9 9.5 10 9.5

P. aeruginosa 0347
5 - - 8 - - - -

7 - 10 9 - - - -

P. aeruginosa 0826
5 - 10 12 7 - 10 9

7 - 9 11 - 8 9 9

P. aeruginosa 1113
5 - 11 11 7 - 7 10

7 - 9 9 7 - 8 9

P. aeruginosa 1378
5 - 10 11 7 7 7 7

7 - 11 12 - - 9 8

P. aeruginosa 2492
7 - 11 13 9 - 11 10

5 - 10 10 6.5 - 8 8

C: lactobacilli MRS broth containing medicinal herb extracts (1 mg/mL). a: Lactobacillus plantarum subsp. plantarum KCTC 3108, b: 

Lactobacillus casei KCTC 3109, c: Lactobacillus fermentum KCTC 3112, d: Lactobacillus brevis KCTC 3498, e: Lactobacillus helveticus KCTC 

3545, f: Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus KCTC 3635.

-: No inhibition.
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bacillus 속 6균주로 발효하여 항산화활성의 변화를 검토하기

위해 수행하였다. 한약재 추출액 및 한약재 발효액의 SOD 유

사활성을 검토한 결과 Fig. 2에서 보는 바와 같이 발효 전 한

약재 추출액 (1 mg/mL)은 SOD 유사활성이 확인되지 않았다.

한약재 발효액은 발효 유산균에 따라 차이는 있지만 백작약,

감초, 시호와 지실의 순으로 항산화활성이 높게 나타났다. 감

초 발효액의 SOD 유사활성은 Lb. plantarum subsp. plantarum

KCTC 3108과 Lb. casei KCTC 3109로 발효하였을 때 높게 나

타났으며 그 중에서도 Lb. plantarum subsp. plantarum KCTC

3108로 발효 시 발효 3일째에 40.4±0.9%의 항산화활성이 나

타났다 (Fig. 2A). 백작약 발효액은 Lb. brevis KCTC 3498로

7일간 발효하였을 때 항산화활성이 41.4±0.8%로 가장 우수

하였다 (Fig. 2B). 이는 한방생약재의 추출물과 발효액의 항

산화활성을 비교한 결과에서 작약은 추출물보다는 버섯 균

사체로 발효한 발효액의 항산화활성이 증가하였다는 보고와

도 유사하다 [26]. 시호 발효액은 Lb. casei KCTC 3109로 7일

간 발효하였을 때 항산화활성이 26.8±1.6%로 나타났으며

(Fig. 2C), 지실 발효액은 Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus

KCTC 3635로 5일간 발효하였을 때 항산화활성이 22.3±1.9%

로 나타났다 (Fig. 2D). 유산균으로 발효시킨 인삼열매 추출

물의 SOD 유사활성은 발효 전 인삼열매 추출물보다 SOD 유

사활성이 증가하였다는 보고 [27]와 유산균 발효를 통한 매

자나무 수피 발효물이 매자나무 수피 추출물에 비해 SOD 유

사활성이 6~11% 증가하였다는 보고 [28]에서와 같이 항산화

활성은 유산균을 이용한 발효를 통해 약효성분의 상승효과

에 의한 것으로 판단된다. 또한 발효물의 활성은 균주에 따른

증진되는 정도에 차이가 있는 것으로 나타났다.

4. CONCLUSION

오래전부터 지속적으로 이용되어온 한약재들은 기본적으로

인체 안전성을 가지고 있고, 본질적으로 인체에 유용한 생리

활성 유효성분이 있을 것으로 기대되기 때문에 한약재와 같

은 천연 약물의 이용에 관심을 두어 이를 이용한 다제내성균

에 대한 항균 활성 물질의 개발을 목표로 하여 한약재 추출물

Table 7. Antibacterial activity of fermented methanol extracts from Poncirus trifoliata Rafinesqul against general test strains and multi-

drug resistant strains

Scientific name

(Korean medicine name)
Test strains

Incubation

time (days)

Lactobacillus spp. strains

C a b c d e f

 Inhibitory zone (Ø = 6 mm)

Poncirus trifoliata Rafinesqul

(지실)

E. coli KCTC 1682
5 - 7 7 - - 7 7

7 - 7 7 - - 7 7

S. flexneri KCTC 2517
5 - 9 9 - - 8 8

7 - 8 8 - - - 7

V. parahaemolyticus KCTC 2471
5 - 10 10 6 - - 9

7 - 12 11 7 - 9 11

S. aureus subsp. aureus KCCM 40510
5 - 9 9 - - 7 7

7 - 11 12 - - 10 10

B. subtilis PCI 219
5 - 13 12 9 8 9 10

7 - 10 11 8 7 9 10

A. baumannii P01128
5 - 11 9 7 6.5 7 9

7 - 11 11 7 7 8 9

A. baumannii P01922
5 - 8 9 6.5 - 8 8

7 - 9 10 7 6.5 8 8

P. aeruginosa P01827
5 - 10 10 7 - 8 9

7 - 11 12 9 9 11 10

P. aeruginosa P01828
5 - 12 11 9 8 11 10

7 - 12 11 9 9 11.5 10

P. aeruginosa 0826
5 - 11 10 - - 8 8

7 - 11 11 8 8 10 9

P. aeruginosa 1113
5 - 11 12 - - 7 8

7 - 10 11 7 - 8 9

P. aeruginosa 1378
5 - 8 8 - - - 9

7 - 11 10 - - 8 8

P. aeruginosa 2492
5 - 13 12 - - 8 9

7 - 10 10 - - 10 10

C: lactobacilli MRS broth containing medicinal herb extracts (1 mg/mL). a: Lactobacillus plantarum subsp. plantarum KCTC 3108, b: 

Lactobacillus casei KCTC 3109, c: Lactobacillus fermentum KCTC 3112, d: Lactobacillus brevis KCTC 3498, e: Lactobacillus helveticus KCTC 

3545, f: Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus KCTC 3635.

-: No inhibition.
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의 유산균 발효를 통한 새로운 천연 항생제로서의 개발 가능

성의 기초자료로 활용하고자 본 연구를 수행하였다. 발효 전

감초, 백작약, 시호와 지실 추출액은 일반시험균주 및 다제

내성균에 대해 항균활성을 나타내지 않았으나, Lactobacillus

plantarum subsp. plantarum KCTC 3108과 Lactobacillus casei

KCTC 3109로 발효한 한약재 발효액은 일반시험균주 및 다

제내성균에 대해 높은 항균활성을 나타내었다. 감초, 백작약,

시호와 지실 발효액은 Gram 음성균보다 Gram 양성균에 대

해 높은 항균활성을 나타내었다. Lactobacillus casei KCTC

3109로 발효한 감초 발효액은 다제내성균인 Pseudomonas

aeruginosa P01828에 대해 강한 항균활성을 나타내었다. 한

약재 추출액과 발효액의 항산화 활성은 SOD 유사활성을 측

정하여 확인하였다. 한약재 추출액은 SOD 유사활성이 확인

되지 않았으며, Lactobacillus 속 6균주로 발효한 한약재 발효

액은 백작약, 감초, 시호와 지실 순으로 높게 나타났다. 특히

Lactobacillus brevis KCTC 3498로 발효한 백작약 발효액의

SOD 유사활성은 41.4±0.8%로 4가지 한약재 발효액 중 항산

화활성이 가장 높게 나타났다. 감초, 백작약, 시호와 지실 추

출액의 유산균 발효를 통한 bioconversion은 다제내성 균주를

억제하는 항생물질과 항산화 활성 물질의 생산을 통하여 새

로운 천연 항생제 및 항산화제의 개발에 기초자료로 제공될

수 있을 것으로 사료된다.
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