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The present study was conducted to investigate effective starter culture to improve 
biological activity of Asarum sieboldii. Antibacterial activity, antioxidant activity and 
reduction of enteric rumen methane production were used as criterions for biological 
activity. Ground A. sieboldii was added in MRS broth at 10% (w/v) and fermented 
by different starter cultures. Weissella confusa NJ28, Weissella cibaria NJ33, Lacto-
bacillus curvatus NJ40, Lactobacillus brevis NJ42, Lactobacillus plantarum NJ45 and 
Lactobacillus sakei NJ48 were used for starter culture strains. Each starter culture 
was inoculated with 1% (v/v) ratio and fermentation was performed at 30℃ with 
agitation (150 rpm) for 48 h. MRS broth for the control was employed without 
starter culture. Then the fermentation growth was dried and extracted using ethyl 
alcohol. The growth of starter culture was detected at NJ40, NJ42, NJ45 and NJ48. 
And the highest cell growth was found in NJ40. Antibacterial activity against to 
Staphylococcus aureus, Listeria monocytogens, Mannheimia haemolytica and Salmon-
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ella gallinarum were observed in the extract fermented by NJ40 and NJ45. All 
treatments showed antioxidant activities, however, there were no significant differ-
ences (p>0.05). In in vitro rumen fermentation, negative control (NC) and positive 
control (PC) were assigned to without extract and with non-fermented A. sieboldii 
extract. Significant suppression of gas productions were detected in positive control 
and treatments compared to negative control (p<0.05). However, total volatile fatty 
acid production was not suppressed. Significant methane reduction per total volatile 
fatty acid productions were found in positive control and NJ45 treatment (p<0.05). 
The present study suggested a fermentation of A. sieboldii using NJ45 strain could 
improve its biological activity and make possible for its use in bio additive for 
enteric rumen methane mitigation without suppression of animal productivity.

Key words : antibacterial activity, artificial chemical, asarum sieboldii, environ-
mental friend additive, enteric methane production

Ⅰ. 서 론

항생제의 대체는 유기농업 실현에 있어 매우 중요한 숙제이다. 최근 환경에 대한 관심이

증가하고 있고, 환경오염을 저감시키며 축산물을 생산하는 기술도 유기농업의 중요한 분야

이다. 지구에서 발생하는 비 이산화탄소온실가스(GHG, greenhouse gas)의 10~12%가 농업에

서 유래되고 있으며, 이 중 약 32%가 가축의 장내에서 유래하는 메탄가스인 것으로 알려져

있다(Smith, 2007). 이러한 장내 메탄발생량은 2030년까지 60% 이상 증가할 것으로 전망되

고 있다(Bruinsma, 2003). 따라서 적절한 방법을 통하여 장내에서 발생하는 메탄을 저감시

키는 기술 개발이 필요하다. 그러나 반추동물의 장내 메탄저감은 가축의 생산성저하와 깊

은 관련이 있어, 실제 농가에서는 메탄저감기술적용에 매우 소극적인 현실이다(Grainger 

and Beauchemin, 2011). 따라서 생산성에는 지장을 주지 않으며, 온실가스의 주된 원인인 메

탄가스를 저감시키는 기술이 절실히 필요하다.

쥐방울덩굴과에 속하는 세신(Asarum sieboldii)은 주로 한국과 중국에서 자생하는 다년생

식물이다(Quang 등, 2012). 주로 해열, 진통 및 항 알레르기에 효과가 있어 오래 전부터 이

용되어 온 주요한 전통한약재이다(Hashimoto 등, 1994; Quang 등, 2012). 여러 연구를 통해

세신의 높은 항균활성효과가 보고된 바 있다(Ji 등, 2007; Choi 등, 2009). 따라서 세신은 가

축질병 예방 및 반추위 메탄 저감을 위한 유용한 식물자원으로 활용될 수 있다. 발효과정

은 미생물에 의하여 일어나는 것으로 식물이 가진 생리활성을 향상시킬 수 있는 것으로 알

려져 있다(Hong, 2011).

이에 본 연구는 다양한 유산균을 이용하여 세신을 발효시키고, 그 추출물을 이용하여 항

산화활성, 항균활성 및 반추위 메탄저감효과를 조사함으로서 우수한 균주를 선발하고, 천

연 유기농 첨가제로 개발하기 위하여 수행되었다.
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Ⅱ. 재료 및 방법

1. 약용식물

실험에 사용된 약용식물 세신(Asarum sieboldii)은 전라북도 전주시 소재의 대형마트에서

구입하여 사용하였다. 구입한 세신은 60℃ 열풍건조기를 이용하여 24시간 동안 건조하고

cutter miller(Philips, HR2860, Netherlands)을 이용하여 곱게 분쇄한 후에 사용하였다.

2. 균주

실험에 사용된 젖산균으로 Weissella confusa NJ28(Genbank accession number KJ914897), 

Weissella cibaria NJ33(Genbank accession number KJ914898), Lactobacillus curvatus NJ40 

(Genbank accession number KJ914899), Lactobacillus brevis NJ42(Genbank accession number 

KJ914900), Lactobacillus plantarum NJ45(Genbank accession number KJ914901) 및 Lactobacillus 

sakei NJ48(Genbank accession number KJ914902)을 사용하였다. 모든 균주들은 MRS(Difco, 

USA) 배지를 이용하여 배양하였다. 

3. 발효조건

발효를 위한 종균은 30℃ 진탕 배양기에서 150rpm의 속도로 교반하며 24시간 동안 배양

하였다. 세신을 포함하는 본 배양용 배지는 분쇄된 세신 분말 3g을 30mL의 MRS 액상배지

에 첨가한 후에 멸균하여(121℃, 15min) 준비하였다. 멸균이 완료된 배지에 준비된 종균을

1%(v/v) 비율로 접종하였고, 30℃ 진탕 배양기에서 150rpm의 속도로 교반하며 48시간 동안

배양하였다. 

4. 추출물제조

배양이 완료된 배양액은 aluminum dish를 이용하여 60℃의 건조기에서 24시간 동안 건조

하였다. 건조 완료 후에 막자 사발을 이용하여 분쇄하였다. 추출은 분쇄된 시료 1g과 99.9% 

에탄올 20mL를 혼합하여 150rpm의 속도로 교반하며 20시간 동안 추출하였다. 이후 추출물

은 여과지(Whatman No.1)를 이용하여 여과한 후에 진공감압농축기(N-1110, EYELA, Japan)

를 이용하여 농축한 후에 다시 2mL의 99.9% 에탄올에 용해시켰다. 준비된 추출물은 실험

에 사용되기 전까지 -20℃에서 보관하였다.
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5. 생균수측정

접종된 균주들의 성장효율은 발효종료 후 생균수측정을 통하여 평가하였다. 생균수측정

은 연속희석과 평판 도말 방법을 이용하였다. 희석은 멸균된 0.8%(w/v) NaCl을 이용하였고, 

평판 도말은 MRS 평판 배지를 이용하였다. 균주 희석액이 도말된 평판배지는 30℃에서 20

시간 이상 배양하였고, 배양 후 평판에 형성된 colony 개수를 계수하였다. 생균수 농도는

Log10(CFU/mL)으로 표기하였다. 

6. 항균활성측정

항균활성은 준비된 추출물을 이용하여 평가하였다. 실험에 사용된 병원균들로, Staphylo-

coccus aureus (wild type), Listeria monocytogens KACC0550, Salmonella gallinarum ATCC9184 

및 Mannheimia haemolytica(wild type) 등을 사용하였다. 항균활성은 중층배지를 이용한 생육

저지환 측정법을 사용하였고, 상세한 방법은 다음과 같다. 병원균들은 LB(Difco, USA) 배

지를 이용하여 37℃에서 24시간 동안 증균하였다. 배양된 병원균을 멸균된 0.8% water agar 

10mL에 1%(v/v) 비율로 혼합한 후에 LB(Difco, USA) 평판배지에 도포한 후 충분히 말려주

었다. 추출물 100uL를 직경 8mm의 paper disk에 주입한 후에 상온에서 약 30분 정도 용매

의 휘발을 유도하였다. 이후 준비된 paper disk를 준비된 병원균 함유 중층배지에 올려놓고, 

37℃에서 24시간 동안 배양하였다. 배양이 종료된 후에 중층배지에 형성된 생육저지환의

지름을 측정하여 항균활성을 평가하였다.

7. 항산화활성측정

추출물의 항산화활성은 DPPH(2, 2-di (4-tert-octylphenyl)-1-picrylhydrazyl, Sigma, USA)를

이용한 자유기 소거능 평가방법을 이용하여 측정하였고, 그 방법은 Juan과 Chou(2010)에 준

하여 수행하였다. 

8. In vitro 반추위 발효시험

1) 공시축 및 사양관리

전라북도 김제 소재의 축산 위생 연구소 한우 시험장에서 반추위 캐눌라가 장착된 한우

거세우(체중 400kg ± 30kg) 2두를 공시하였으며, 공시축은 하루에 2회 오전(08:00)과 오후

(17:30)에 볏짚 4kg과 비육전기 배합사료 4kg을 급여하였다. 미네랄 블록 및 물은 자유섭취

하도록 하였다.
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2) 시험설계 및 반추위액준비

반추위 in vitro 발효는 총 4개의 시험구로 진행하였다. 아무런 추출물을 첨가하지 않은

시험구를 대조구(NC, negative control)로 하였고, 발효하지 않은 세신을 이용한 추출물을 처

리구 1(PC, positive control)로 하였다. 그리고 각각 L. curvatus NJ40과 L. plantarum NJ45로

발효한 세신추출물을 첨가한 시험구들을 처리구 2(NJ40) 및 처리구 3(NJ45)으로 설정하였

다. 반추위액은 당일오전 사료급여 30분전 반추위에 장착된 캐뉼라를 이용하여 채취하였

고, 4겹의 cheese cloth로 여과 후 O2-free CO2가 충진된 2L flask에 산소의 침입을 차단하여

혐기 조건을 유지하였다. 잔여 사료입자를 제거하기 위해 실험실로 운반한 반추위액을 8겹

의 cheese cloth로 다시 걸러낸 후 McDougall’s buffer(McDougall, 1948)와 반추위액을 4:1로

혼합하여 rumen inoculum으로 사용하였다. 

3) 시료준비

실험의 기질로 사용된 오차드그라스는 2mm sieve가 장착된 실험실용 분쇄기(Cutter mill, 

IKA MF10.1, Staufen, Germany)를 이용하여 분쇄하였다. 시험 설계는 대조구와 추출물을 첨

가한 처리구로 구성하였고, 125mL serum bottle에 50mL의 rumen inoculum과 0.5g의 오차드

그라스 및 사료대비 1%의 기질을 첨가하였다. 실험은 Tilley와 Terry(1963)의 방법에 따라

수행하였으며, 모든 실험은 3반복으로 구성하였다. 

4) 분석항목 및 분석방법

배양시간 별 총 가스 생성량은 실험용 유리주사기를 이용하여 배양병 내 가스 생성량을

측정하였다. 측정이 완료된 가스는 수소 및 메탄 발생량 측정을 위해 rubber stopper가 장착

된 aluminum pack에 포집하였다. 수소 및 메탄 생성량은 CarboxenTM, fused silica capillary 

column(0.53mm i.d.✕30m length, SUPELCO, USA)가 장착된 gas chromatograph(HP7890, 

Agilant, CA, USA)로 분석하였고, oven, inlet 및 TCD 온도는 각 100℃, 150℃ 및 150℃였다. 

발효가 종료된 배양병을 개봉한 후 pH meter(S20 Seven EasyTM, Mettler-Toledo)를 이용하여

반추위액의 pH를 측정하였다. 반추위액의 암모니아태 질소함량은Chaney와 Marbach(1962)

의 방법에 따라 진행되었으며, 4,000rpm으로 15분간 원심분리 하여 사료입자가 제거된 반

추위액의 상등액 20uL에 phenol color reagent 1mL 및 alkali-hypochlorite reagent 1mL을 완전

히 혼합하여 37℃에서 15분간 반응 후 분광광도계(Optizen UV2120, Mecasis, Korea)를 이용

하여 630nm에서 흡광도를 측정하였다. 휘발성지방산은 Erwin 등(1961)의 방법에 따라 실시

되었다. 사료입자가 제거된 반추위액의 상등액 1mL에 metaphosphoric acid 200uL를 첨가하

여 30분 동안 정치하여 13,000rpm에서 원심분리 하는 전 처리과정을 거친 시료를 NukolTM, 

fused silica capillary column(0.25mm i.d.✕0.25um film✕30m length, SUPELCO, USA)이 장착

된 gas chromatograph(HP7890, Agilant, CA, USA)로 분석하였고, oven, injector 및 detector 온
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도는 각 180℃, 220℃ 및 200℃였다.

5) 통계분석

본 연구는 SPSS program(version 18, IBM, NY, USA)의 General Linear Model에 따라 처리

되었다. 각 시험구간 유의성검증을 위해 일반선형모형을 이용한 분산분석을 실시한 후에

사후분석으로 Duncan’s multiple range test를 하였다. 통계적 유의성은 5% 유의수준으로 평

가하였다. 모든 통계분석은 SPSS program(version 18, IBM, NY, USA)을 이용하였다.

Ⅲ. 결과 및 고찰

접종된 균주들의 성장효율 평가를 위한 생균수 측정 결과는 Fig. 1에서 보는 것과 같다. 

W. confusa NJ28, W. cibaria NJ33을 제외한 나머지 발효 균주들은 세신을 포함하는 배지에

서 잘 성장하는 것으로 조사되었다. 특히 L. curvatus NJ40에서 유의적으로 높은 균주 성장

효율이 관찰되었다(p<0.05). L. curvatus는 젖산균으로 주로 소시지와 같은 식육발효식품에

서 발견되는 균주이며(Aymerich 등, 2003), 높은 식염 농도에서 생육이 가능한 내염성균으

로 여러 생육환경에서도 생육이 가능한 것으로 알려져 있다(Moon, 1993). 

Fig. 1. Cell viability of stater culture strains in MRS broth containing 10%(w/v) Asarum

sieboldii. In treatments, NJ28, W. confusa NJ28; NJ33, W. cibaria NJ33; NJ40, L.

curvatus NJ40; NJ42, L. brevis NJ42; NJ45, L. plantarum NJ45 and NJ48, L. sakei

NJ48 were inoculated, respectively
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세신 추출물을 이용하여 평가된 항균활성측정 결과는 Table 1에서 보는 것과 같다. 총 6가

지의 서로 다른 접종 균주를 사용한 처리구들 중에서 L. curvatus NJ40 및 L. plantarum NJ45

에서 실험에 사용된 모든 병원균에 대해 높은 항균활성을 나타내었다. 균주를 접종하지 않

고 세신을 배지에 혼합하여 배양시간 동안 동일한 조건으로 배양과정만 거친 후 추출한 대

조구에서는 항균활성이 나타나지 않았다. 즉, L. curvatus NJ40과 L. plantarum NJ45에서 나

타난 항균활성은 발효과정을 통하여 생성된 것으로 판단된다. Ham(2014)은 종균 발효 시

식물의 생물학적 활성을 향상시킬 수 있다고 하였으며, Kim 등(2003)은 발효를 통해 식물

추출물의 총 페놀함량 및 항산화활성이 증진된 결과를 보고한 바 있다. 또한 유산균 발효

는 식물의 항산화활성을 증가시킴으로 식물의 이용성을 향상시킬 수 있는 것으로 보고된

바 있다(Hong, 2011).

Table 1. Antibacterial activity of ethanol extracts of fermented Asarum sieboldii using

different starter culture strains

Pathogenic bacteria
Treatment1

Con NJ28 NJ33 NJ40 NJ42 NJ45 NJ48

Clear zone, mm

Staphylococcus aureus ND ND ND 13.76 ND 12.64 ND

Listeria monocytogens ND ND ND 12.37 ND 9.98 ND

Manheimia heamolytica ND ND ND 20.17 ND 16.95 ND

Salmonella gallinarum ND ND ND 9.38 ND 8.99 ND

1 Con, not fermented; NJ28, W. confusa; NJ33, W. cibaria; NJ40, L. curvatus; NJ42, L. brevis; NJ45, L. 
plantarum and NJ48, L. sakei.

ND, not detected.

대조구와 처리구들의 항산화활성 결과는 Fig. 2에서 보는 것과 같다. 각 추출물들의 항산

화활성은 수치적으로 6%에서 16%로 다양하게 조사되었으나, 시험구들간의 차이에 대한

통계적 유의성은 발견되지 않았다(p>0.05). 즉 세신은 발효를 통하여 항산화활성의 변화는

기대할 수 없는 것으로 판단되었다.

세신 추출물들이 in vitro 반추위 발효 성상에 미치는 효과는 Table 2에서 보는 것과 같다. 

전 배양시간 동안 반추위 pH는 세신 추출물을 첨가한 처리구(PC, NJ40 및 NJ45)에 비해 대

조구(NC)에서 유의적으로 낮게 조사되었다(p<0.05). 그러나 모든 시험구에서 나타난 반추

위 pH 측정값들은 반추위 발효 적정 범위인 5.80~7.20(Hiltner와 Dehority, 1983) 범위 내에

위치하여 반추위 발효에 추출물들이 부(-)의 영향을 미치지 않는 것으로 판단되었다. 반추

위 암모니아태 질소 생성량은 대조구(NC)에서 유의성 있게 가장 낮게 나타났다(p<0.05). 일
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Fig. 2. Antioxidant activity of ethanol extracts of fermented Asarum sieboldii using differ-

ent starter culture strains. In treatments, CON, control; NJ28, W. confusa NJ28;

NJ33, W. cibaria NJ33; NJ40, L. curvatus NJ40; NJ42, L. brevis NJ42; NJ45, L.

plantarum NJ45 and NJ48, L. sakei NJ48 were inoculated, respectively

반적으로 반추위내 암모니아태 질소의 적정 생성량은 최소 5.0~8.0mg/100mL에서 최대 29 

mg/100mL로 알려져 있다(Stiles 등, 1970). 본 연구는 모든 시험구들에서 관측된 암모니아태

질소 농도들이 적정 수준에 있는 것으로 나타났다. 반추위내 암모니아태 질소는 단백질 대

사효율 및 미생물 성장효율과 밀접한 관련이 있는 것으로 알려져 있다(smith, 2007). 대조구

에 비하여 암모니아태 질소가 증가하였다는 것은, 미생물에 의한 암모니아태 질소 이용효율

이 낮아졌거나, 반추위내 단백질 분해효율이 향상된 것으로 판단될 수 있다(Satter와 Slyter, 

1974; Hristov와 Ropp, 2003). 미생물에 의한 질소 이용 효율이 낮아진 것은 미생물 성장 및

대사 효율이 낮아진 것과 같은 의미를 가지며 이러한 현상은 총 휘발성지방산 생성량을 통

하여 입증할 수 있다. 본 연구에서는 총 휘발성지방산 함량이 대조구(NC)에 비하여 처리구

에서 증가한 것으로 확인되어 반추위 미생물 활력 저하로 인한 암모니아 축적은 아닌 것으

로 판단되었다. 또한 단백질 대사효율 증가는 측쇄 지방산 생성효율을 통하여 판단될 수

있다(Oltjen, 1969). 본 연구에서는 측쇄지방산인 butyrate 및 valerate의 합성량이 처리구들에

서 모두 대조구보다 높게 나타남으로써 처리구의 높은 암모니아태 질소 생성량은 단백질

분해 효율 증가로 추측할 수 있었다. 따라서 실험에 사용된 세신 추출물의 첨가가 반추위

암모니아태 질소 생성량에 긍정적인 영향을 미친 것으로 판단된다. 반추위 발효를 평가하

는 주된 요소 중 하나인 총 휘발성지방산은 대조구(NC)에 비해 세신 추출물을 첨가한 처리

구에서 유의적으로 높은 생성량을 나타내었다(p<0.05). 일반적으로 총 휘발성지방산은 반추

위내에서 안정적인 발효가 이루어졌을 때 높은 생성량을 나타내는데, 본 실험 결과 세신

추출물의 첨가가 안정적인 반추위 발효에 기여한 것으로 판단된다. 반추위내 acetate는 주
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로 섬유질 사료의 분해에 의해 생성되는데, 그 생성량이 총 휘발성지방산과 비슷한 형태를

나타내었고, 대조구(NC)에 비해 처리구들 에서 유의적으로 높게 생성되었다(p<0.05). 반추

위내에서 근내지방 합성원료로 이용되는 propionate는 대조구(NC)에 비해 처리구들에서 유

의적으로 높게 나타났다(p<0.05). 특히 PC에서 유의적으로 높게 조사되었으며, 대조구(NC)

에서 가장 낮았다(p<0.05). A/P ratio의 경우 전체 처리구가 2:1 이상으로 조사되었다.

Table 2. In vitro rumen fermentation parameters of ethanol extract of fermented Asarum

sieboldii using different starter culture strains at 24 h

Contents
Treatments1

Negative control Positive control NJ40 NJ45 SEM2

pH 6.60a 6.64b 6.64b 6.63b 0.005

NH3-N, mg/100 mL 6.24a 7.66b 7.84b 7.44b 0.207

Total VFA, mM 60.35a 69.72b 67.08b 68.54b 1.185

Acetate, mM 36.21a 42.38b 42.29b 42.41b 0.819

Propionate, mM 12.76a 14.33c 13.56b 13.84bc 0.196

iso-Butyrate, mM 0.69a 0.78b 0.73a 0.73a 0.012

n-Butyrate, mM 7.83a 8.77c 8.23ab 8.34bc 0.118

iso-Valerate, mM 1.69a 2.20c 2.08b 2.05b 0.060

n-Valerate, mM 1.18 1.25 1.18 1.18 0.012

A/P ratio 2.84a 2.96b 3.04c 3.06c 0.027

Total gas, mL 76.67b 69.00a 69.67a 70.67a 0.965

Hydrogen, mL 0.04b 0.03a 0.03a 0.03ab 0.001

Methane, mL 6.84 6.02 6.65 6.28 0.129

Methane yield per
VFA, mL/mM 0.11c 0.09a 0.10b 0.09ab 0.003

1 Negative control, no additive; Positive control, A. sieboldii only fermented; NJ40, L. curvatus NJ40 as 
starter culture strain; NJ45, L. plantarum NJ45 as starter culture strain.

2 Standard error of the mean.
a, b, c, d Different superscript in same row means significantly different (p<0.05).

모든 휘발성지방산 조사결과에 의하면 세신 추출물을 첨가한 처리구들이 NC에 비해 전

체적으로 높게 나타났다. 반추위내 미생물 발효에 의해 생성되는 총 가스 생성량은 세신

추출물을 첨가하지 않은 대조구(NC)에서 유의적으로 높게 나타났다(p<0.05). 수소 생성량

은 세신 추출물을 첨가하지 않은 대조구(NC)에서 유의적으로 높았으며(p<0.05), 생성량은
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0.03에서 0.04mL로 전반적으로 낮게 조사되었다. 메탄 생성량은 통계적 유의차는 없었으나

(p>0.05), 수치적으로 대조구(NC)에 비해 처리구들에서 낮은 경향을 보였다. 메탄 생성량을

휘발성지방산 생성량 대비로 전환하여 비교한 결과, NC에서 유의적으로 높은 메탄 생성

효율을 나타내었다(p<0.05). 처리구들 중에서는 PC에서 유의적으로 낮은 메탄 생성 효율을

나타내었다(p<0.05). 

Ⅳ. 요 약

본 연구는 천연물질에서 유래한 반추위 메탄저감용 친환경 첨가제 개발을 위해 각기 다

른 종균을 이용하여 발효한 세신 추출물의 항균활성, 항산화활성 및 in vitro 반추위 발효시

험을 체계적으로 실시하였다. 접종된 균주들의 성장효율을 알아보기 위해 실시한 생균수측

정 결과 L. curvatus NJ40 균주에서 유의적으로 높은 균주성장을 나타냈다(p<0.05). 항균활

성측정 결과는 대조구 대비 L. curvatus NJ40 및 L. plantarum NJ45 균주와 발효된 세신 추

출물이 병원균에 대한 항균효과를 나타내는 것으로 조사되었다. In vitro 반추위 발효실험에

세신 및 발효 세신 추출물을 적용한 결과, 휘발성 지방산 생성량 대비 반추위 메탄 저감효

과가 나타났다. 특히 반추위 미생물 활력 및 사료이용 효율을 대표할 수 있는 휘발성 지방

산 생성효율에 대한 부정적 효과 없이, 오히려 휘발성지방산 생성효율을 향상시키면서 반

추위 메탄 저감효과를 가져올 수 있는 것으로 나타났다. 

[논문접수일 : 2014. 8. 13. 논문수정일 : 2014. 8. 18. 최종논문접수일 : 2014. 8. 21.]
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