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Abstract − This study evaluates the tyrosinase, elastase inhibitory and antioxidant activities of isolated Lactobacillus rham-

nosus fermented extracts of Phragmites communis Trinius. After culture for 4 days at 30
o
C using 1% P. communis extract, the

cell mass of L. rhamnosus reached 1.4×10
10
 CFU/mL. The number of cells on P. communis extract and MRS medium was sim-

ilar. This results indicated that P. communis extract can be used as an economical medium for industrial lactic acid bacteria pro-

duction. The fermented P. communis extract exhibited 4 fold higher tyrosinase inhibitory effect than non fermented P. communis

extract. The non fermented P. communis extract has no inhibitory effect on elastase. However the fermented P. communis extract

show high inhibitory effect on elastase (IC
50
; 249 µg/mL). These results indicated that the fermented P. communis extract can

potentially be used for developing new cosmetic or health food ingredients.

Key words − Phragmites communis, Lactobacillus rhamnosus, Fermentation, Antioxidant, Elastase inhibition.

갈대(Phragmites communis Trinius)는 중국, 한국, 일본등

온대와 한 대 지역의 바다 근처나 강가 습지에서 자생하는

외떡잎 다년초 식물로 화본목 화본과로 분류된다.
1,2)

 예로부

터 갈대 근경을 노근이라 하여 성질이 차고 맛은 달며 향이

좋으며 독이 없다고 나와 있고 열을 내리고 그 효능으로는

이뇨작용, 지혈작용, 해독 당뇨병의 소갈등이 알려져 있다.

또한 갈대 추출물의 항산화 활성, 고지방식이를 급여한 마

우스의 혈장지질, 적혈구의 항산화 활성 및 지질과산화물

함량을 개선에 대한 효능이 보고되어져 있다.
3)

 노근 추출물

의 피부 개선 효과는 갈대 뿌리의 coixol, vitamin C에 의한

자외선 차단 작용 및 멜라닌 세포 증식 촉진, 페놀성 화합

물에 의한 피부미백 효과등이 보고되어져 있으나
4-6)

 발효등

생명공학 기법을 활용한 기능성 소재 개발에 대한 연구는

미흡한 실정이다.

발효는 미생물의 대사작용에 의한 유용 물질을 생산하는

방법으로 식품, 화장품, 의약품등 다양한 분야에 활용되어

지고 있다. 최근 천연물의 발효를 통한 생리활성 작용이 알

려 지면서 그 기능성 및 유용성에 대한 관심이 높아지고 있

다.
7,8)

 특히 유산균(Lactic acid bacteria)은 대사과정을 통해

젖산 및 여러 가지 대사산물을 생산하는 중요한 미생물로

발효식품, 건강기능식품, 의약품, 사료등에 널리 사용되고

있다. 유산균은 장내 부패 억제, 장의 운동을 촉진, 면역력

증가, 항암등의 여러 가지 생리적 기능을 가지는 것으로 밝

혀지고 있다. 또한 아세트산 및 젖산과 같은 유기산 그리고

박테리오신 같은 항균 물질등 다양한 대사산물을 생산하여

장내 부패균 및 유해한 병원성 세균의 생육을 저해하고 있

는 것으로 알려져 있어 다양한 방면에서 연구가 진행 중이

다.
9-11)

 또한 유산균은 프로바이오틱스로의 역할 뿐 아니라

항산화, 항염, 항암, 항균, 미백 및 면역작용등의 효과가 큰

것으로 알려져 있어 유산균을 이용한 천연물 발효에 대한

연구가 다양하게 이루어 지고 있다.
12-14)

따라서 본 연구에서는 대표적인 수변 식물인 갈대 추출물

과 유산균을 이용하여 갈대 발효 추출물을 제조하고 그 발

효물의 이화학적 특성 및 항산화, 미백, 주름개선등의 생리

활성 증진 효과를 확인하고자 하였다.
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재료 및 방법

기기 및 시약 −본 연구에서 사용된 microplate reader는

미국 Versa Max사의 제품을 rotary evaporate는 일본 Eyela

사의 제품을 사용하여 연구를 진행하였다. 또한 일반성분

분석 및 생리활성 분석을 위해 사용한 Folin-Ciocalteu

reagent, 1,1-diphenyl-2–picrylhydrazyl(DPPH), 2,2'-azino-

bis (3-ethylbenzothianoline-6-sulfonic acid(ABTS), elastase,

tyrosinase 및 기타 시약류는 sigma에서 구입하여 사용하였다.

시료 제조 −갈대는 2016년 2월 경북 상주시 낙동보 주

변에서 채취하여 사용하였으며 발효에 사용한 유산균은 김

치에서 분리한 Lactobacillus rhamnosus를 사용하여 실험을

진행 하였다. 채취한 갈대는 건조 후 근경을 1-3 cm로 잘게

분쇄 후 100 g의 갈대 근경을 70
o
C에서 물을 사용하여 24

시간 추출하여 추출물을 제조 하였다. 추출물의 농도를 고

형분 함량 1%가 되게 희석 후 멸균하여 다른 성분은 첨가

하지 않고 L. rhamnosus를 1%가 되게 접종 하여 4일간

150 rpm으로 진탕배양 하였다. 배양 후 원심분리 및 감압 여

과기를 사용하여 여과하여 균체를 제거한 후 rotary evaporate

로 농축 후 동결건조하여 시료로 사용 하였다. 유산균 균수

의 측정은 채취된 시료를 멸균 생리식염수(0.9% NaCl)을

사용하여 10진 희석법에 따라 희석한 후 BCP첨가 평판 측

정용 한천배지(0.5% peptone, 0.25% yeast extract, 0.1%

dextrose, 0.1% polyoxyethylene sorbitan monooleate, 0.01%

cysteine, 0.04% bromocresol purple, 1.5% agar)를 사용하여

37
o
C에서 배양한 후 생성된 집락을 3회 반복하여 측정하였다.

일반성분 측정 −시료의 총 페놀 함량은 Singleton and

Rossi method을 이용하여 Folin-Ciocalteu 시약이 페놀성 화

합물에 의해 환원되어 몰리브덴 청색으로 발색되는 원리를

이용하여 분석하였다. 96-microwell plate에 시료 20 µL씩

분주하고 20% sodium carbonate 100 µL를 혼합한 후, 상

온에서 5분간 방치하였다. 1.0 N Folin-Ciocalteu reagent

100 µL 첨가하여 상온에서 1시간 동안 반응한 후, microplate

reader를 이용하여 720 nm에서 흡광도를 측정하였다. 표준

곡선은 gallic acid를 이용하여 작성한 표준곡선으로 총 페

놀 함량을 계산하였다.

항산화 활성 측정 − DPPH radical 소거능은 Blois
15)
의 방

법을 변형하여 측정하였다. 시료 0.2 mL에 에탄올에 녹인

0.5 mM 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl(DPPH) 용액 0.8 mL

를 가하고 vortexing한 후, 상온의 암실에서 30분간 반응시

키고, 517 nm에서 흡광도를 측정하였다. Reference는 시료

대신 D.W.를 사용하였으며, DPPH radical 소거능은 시료 첨

가구와 비첨가구(reference)의 흡광도 차이를 백분율(%)로

표시하였다. ABTS radical 소거능은 Pellegrin등
16)
의 ABTS

+

cation decolorization assay 방법에 따라 측정하였다. D.W.

에 녹인 7.4 mM 2,2'-azino-bis (3-ethylbenzothianoline-6-

sulfonic acid(ABTS)와 2.6 mM potassium persulphate을 실

온의 암소에서 하루동안 방치하여 ABTS
+
 radical를 형성시

켰으며, 실험 직전에 ABTS
+
 용액을 여러 단계로 희석시켜

O.D. 값을 0.8~0.9 사이로 조절하였다. 시료 50 µL에 희석

된 ABTS
+
 용액 1 mL를 가하여 상온의 암소에서 10분간 반

응시킨 후, 734 nm에서 흡광도를 측정하였다. Reference는

시료 대신 D.W.를 사용하였으며, ABTS radical 소거능은 시

료 첨가구와 비첨가구의 흡광도 차이를 백분율(%)로 표시

하였다. 양성 대조군으로는 10 µg/mL 농도의 ascorbic acid

를 사용하여 시험을 진행 하였다.

Tyrosinase 저해활성 측정 − Tyrosinase 저해 활성은 Jung

등
17)
의 방법에 따라 0.1 M phosphate buffer(pH 6.9)

100 µL에 시료 20 µL를 혼합하여 5분간 상온에서 방치 후

100 unit/mL의 mushroom tyrosinase 30 µL와 1.5 mM

tyrosine 30 µL를 혼합하여 37
o
C에서 10분간 반응시킨 후

490 nm에서 흡광도를 측정하였다. 이때 시료액 대신

phosphate buffer를 넣은 반응액을 blank로 사용하였다.

Tyrosinase저해 활성은 시료 첨가구와 비첨가구의 흡광도 차

이를 백분율(%)로 표시하였고 양성 대조군으로는 기능성 미

백 원료인 100 µg/mL농도의 arbutin을 사용하여 시험을 진

행 하였다.

Elastase 저해활성 측정 − Elsatase 저해 활성은 James등
18)

의 방법에 따라 0.1 M Tris-HCl buffer (pH 7.0)에 1.0 mM

N-succunyl-Ala-Ala-Ala-p-nitroanilide를 용해시킨 용액 180

µL에 시료 20 µL를 첨가하여 5분간 상온에서 방치 후 2.5

unit/mL의 elastase 10 µL를 첨가하여 25
o
C에서 10분간 반

응 시킨 후 410 nm에서 흡광도를 측정하였다. 이때 시료액

대신 buffer를 넣은 반응액을 blank로 사용하였다. Elastase

저해 활성은 시료 첨가구와 비첨가구의 흡광도 차이를 백

분율(%)로 표시하였고 양성 대조군으로는 100 µg/mL농도

의 ursolic acid를 사용하여 시험을 진행하였다.

통계 처리 −실험결과는 SPSS(version 19.0, SPSS Inc.,

Chicago, IL, USA)를 분산분석(ANOVA)을 실시하였고 각

측정 평균값의 유의성(p＜0.05)은 Duncan’s multiple range

test를 실시하여 검정하였다.

결과 및 고찰

유산균 배양 −갈대 추출물의 유산균 배양에 의한 영향을

알아보기 위하여 고형분 함량 1%로 정량된 추출물에 유산

균 L. rhamnosus를 1%가 되게 접종한 후 37
o
C에서 배양하

면서 pH, 생균수, 총당 및 총페놀함량을 측정하였다(Fig. 1,

Table I). 그 결과 총 균수는 배양 3일째 1.4×10
10

 CFU/mL

로 가장 높았다. 일반적인 유산균 배지인 MRS 배지를 사

용하여 L. rhamnosus를 배양 하였을 경우 약 1.0×10
10

 CFU/

mL정도의 총 균수를 확인할 수 있어 갈대 뿌리 추출물이
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경제적인 산업적 유산균의 배양에도 적합한 것으로 생각 된

다. 배양 초기 pH는 6.3이었고 배양 시간이 증가할수록 pH

는 감소하여 배양액이 산성화가 되었지만 산성화에 따른 유

산균의 증식에는 영향을 미치지 않았다. 다만 배양액내 총

당의 경우 배양 전 시료의 고형분중 총당 함량은 84.6%였

으나 배양 시간이 증가할수록 감소하여 배양 3일째 42%로

줄었다. 이는 유산균이 성장 하면서 갈대 추출물의 유리당

및 cellulose등의 고분자 탄수화물이 가수분해 되어 유산균

증식의 탄소원으로 사용되어 그 양이 줄어든 것으로 생각

되어 진다. 반면 총페놀 함량은 배양 시간이 증가할수록 그

함량이 증가 하여 배양 전 12.4 GAE mg/g에서 배양 4일째

25.5 GAE mg/g으로 약 2배 증가 한 것으로 확인 되었다.

식물 추출물 내의 페놀성 화합물은 당 또는 배당체등과의

화합물 형태의 물질이 다량 존재하고 있어 발효 과정중 미

생물의 glycosidase의 가수분해에 의해 페놀성 화합물의 총

양이 증가한 것으로 생각 되어 진다. 또한 발효 과정중 유

산균 균체량이 늘어남에 따라 유산균 유래의 총페놀 함량

이 증가 했을 것으로 사료 된다. 또한 발효 4일차 이후 총

페놀 함량이 일부 감소하는 경향을 나타 내는데 이는 생성

된 페놀성 화합물이 시간이 경과됨에 따라 산화 및 중합반

응등에 의해 일부 소실되는 현상이라 생각 되어 진다. 홍삼

가공 부산물인 홍삼전분을 이용한 유산균 배양 연구에서는

Lactobacillus plantarum과 Leuconostoc mesenteroides를

1×10
10

 CFU/mL 이상 고농도로 배양하는 연구가 이루어 졌

으며
19)

 김치로부터 분리한 유산균 Lactobacillus sp. KYH는

진생베리 추출물을 이용하여 1×10
8
 CFU/mL 이상의 유산

균을 배양한 것으로 알려져 있다.
20)

 최근 유산균은 프로바

이오틱스로의 역할 뿐 아니라 생리활성 물질 생산균으로 새

롭게 주목받고 있으며 각종 다당류등 기능성 소재 생산에

관한 연구가 다양하게 진행되고 있다. 발효에 의한 페놀화

합물의 증가는 다양한 연구를 통해 알려져 왔다.
21)

 Bacillus

sp.를 이용하여 구찌뽕(Cudrania tricuspidata)을 발효했을 때

총페놀 함량이 약 45% 증가 한다고 보고되어져 있고,
22)

Bacillus subtillis를 이용하여 탈지대두를 발효했을 경우는

총페놀 함량이 발효전 보다 약 4.8배 증가 하는 것으로 보

고되어져 있다.
23)

 또한 유산균 Lactobacillus sp. KYH를 이

용하여 발효한 진생베리 추출물의 총페놀 함량은 43.8% 증

가 하였고,
20)

 L. plantarum을 이용하여 금은화 추출물을 발

효했을 경우 총페놀 함량이 30% 이상 증가 한 것으로 조사

되어
23)

 발효 갈대 추출물과 유사한 결과를 나타 내었다.

발효 조건 설정 −발효 최적 조건을 설정하기 위하여 발

효 시간별 시료를 이용하여 DPPH radical 소거능, tyrosinase

저해활성 및 elastase저해 활성을 측정 하였다(Fig. 2). 유산

균 발효가 갈대 뿌리 추출물의 DPPH radical 소거능에 미

치는 영향을 알아보기 위해 200 µg/mL의 시료 농도로 시

험한 결과 발효전 시료의 DPPH radical 소거능은 29.5%였

으나 발효 4일후 42.0%로 약 1.4배 증가한 것을 확인할 수

있었다. 또한 tyrosinase와 elastase 저해 활성을 알아보기 위

해 500 µg/mL의 시료 농도로 시험한 결과 발효전 시료의

tyrosinase와 elastase 저해활성이 각각 11.8, 1.2%에서 발효

2일차부터 저해 활성이 증가하기 시작하여 발효 4일차에

47.6, 83.3%로 증가 하는 것을 확인할 수 있었다. 유산균 성

장, 총페놀 함량, 항산화 활성 및 tyrosinase, elastase 저해활

성을 감안하여 배양 일수를 4일로 선정하고 실험을 진행 하

였다. Lactobacillus sp.를 이용하여 발효한 금은화, 배초향,

Fig. 1. Cell growth(●) and pH change(▲) during fermentation

of Lactobacillus rhamnosus on Phragmites communis extract.

All value are expressed as means±SD of triplicate determina-

tions.

Table I. Change of total sugar and total phenolic compound

content during fermentation

Time

(day)

Total sugars 

(%)

Total phenolic 

compounds 

(mg/g)

0 84.6±0.1
a1)

12.43±0.10
h

0.5 75.1±0.3
b

14.65±0.40
g

1 64.8±0.6
c

15.51±0.09
g

1.5 54.0±1.8
d

17.37±0.22
f

2 45.4±1.9
e

19.26±0.34
e

2.5 43.5±1.9
e

20.74±0.66
d

3 42.5±0.7
e

22.40±0.81
c

3.5 41.8±2.3
e

24.16±0.65
b

4 42.5±1.3
e

25.52±0.11
a

4.5 41.7±1.3
e

23.91±0.11
b

5 41.8±0.3
e

22.62±0.52
c

1)
All value are expressed as means±SD of triplicate determi-
nations. Different superscripts with the column are significantly
different by Duncan’s multiple range test (p<0.05).
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율피 및 도꼬마리 추출물등에서도 유의적으로 DPPH radical

소거능등 생리활성이 증가한다고 보고되어져 있어 유산균

발효를 통한 기능성 소재 개발이 가능 할 것으로 생각 되어

진다.
24-26)

DPPH 및 ABTS radical 소거능 −갈대 발효 시료의 항

산화 활성을 알아보기 위해 발효 4일차 시료를 이용하여

DPPH 및 ABTS radical 소거능확인 하였다(Fig. 3). 그 결

과 DPPH 및 ABTS radical 소거능은 농도 의존적으로 증가

하는 것으로 확인 되었고 발효전 DPPH 및 ABTS radical

소거능에 대한 IC50값은 각각 413.8, 413.6 µg/mL이었고 발

효 후 시료의 IC50 값은 각각 303.3, 326.5 µg/mL로 확인되

어 유산균 발효를 통한 radical 소거능이 유의적으로 증가

했음을 확인할 수 있었다. 양성 대조군으로 사용된 ascorbic

acid와 비교하였을 때 높은 IC50 값을 나타 내지만 단일 물

질이 아닌 추출물의 기준으로 보았을 때 높은 수준의 항산

화 활성을 나타 낸다고 보여 진다. 페놀성 화합물은 식물에

서 발견되는 물질로 한 개 또는 두 개 이상의 hydroxyl기를

가지고 있어 강력한 항산화 작용을 하는 것으로 알려져 있

고 항산화 작용에 의한 노화방지, 미백 및 주름 개선등의 안

티에이징의 효과도 알려져 있다. 갈대 뿌리의 유산균 발효

를 통해 총페놀 함량이 약 2배 증가 한 것은 DPPH 및

ABTS radical 소거능 증가에 어느 정도 영향을 미친 것으

로 생각 되어 진다. 

유산균을 이용하여 배초향, 율피, 꾸지뽕, 진생베리등을

발효시켰을 경우 DPPH radical 소거능이 유의적으로 증가

한다는 보고가 있고
20,22,25,26)

 L. plantarum을 이용하여 금은

화 추출물을 발효했을 경우 DPPH 및 ABTS radical 소거능

에는 영향을 주지 않는다는 보고도 되어져 있다.
24)

 이는 발

효 과정을 통해 추출물 성분의 생물 전환과 미생물의 2차

대사산물의 복합적인 영향을 받기 때문에 발효 소재 및 사

용 균주에 따른 차이로 해석될 수 있을 것이다.

Tyrosinase 및 elastase 저해 활성 − Tyrosinase는

melanin 생합성 과정의 주요 효소로 tyrosine을 산화 시켜

L-3,4-dehydroxyl-L-phenylalanine(L-DOPA)거쳐 멜라닌을

Fig. 2. DPPH radical scavenging activity(A), tyrosinase inhibition(B) and elastase inhibition(C) of fermented P. communis extract

during fermentation. The amount of used fermented P. communis extract on DPPH radical scavenging activity, tyrosinase inhibition

and elastase inhibition were 200, 500, and 500 µg/mL, respectively. All value are expressed as means±SD of triplicate determi-

nations.
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생성시키는데 있어 중요한 작용을 하는 효소로 알려져 있

다.
27)

 또한 elastase는 피부 조직에 탄력을 유지해주는 elastin

을 분해하여 피부 주름 생성의 하나의 원인으로 알려져 있

어 이 두가지 효소의 저해 활성 연구는 피부 개선에 유용한

평가법으로 알려져 있다.
28)

 갈대 발효 시료의 tyrosinase 및

elastase 저해 활성을 알아보기 위하여 갈대 뿌리 발효 시료

에 대해 농도별로 시료를 제조하여 시험을 실시 하였다(Fig.

4). 발효전 갈대 추출물의 tyrosinase 저해 활성은 500 µg/

mL의 시료 농도에서 11.8%의 저해 활성을 나타 내었으나

갈대 발효 시료 500 µg/mL의 시료 농도에서는 47.6%로 약

4배 증가 하였고 발효 시료의 IC50 값은 528.7 µg/mL로 확

인 되었다. 양성 대조군인 arbutin과 비교시 낮은 활성을 보

이고 있지만 발효 과정을 통해 tyrosinase 저해 활성이 크게

증가 하였고 단일 물질이 아닌 추출물의 활성으로는 높은

저해 활성을 보인다고 사료 된다. 발효전 갈대 추출물의

elastase 저해 활성은 500 µg/mL의 시료 농도에서 1.2%의

저해 활성을 나타 내어 발효 하기전의 갈대 추출물은 elastase

저해 활성이 없는 것으로 생각 되어 지나 발효 시료 500

µg/mL의 시료 농도에서는 83.3%의 높은 elastase저해 활성

을 나타내었고 이때 발효 시료의 IC50값은 249.4 µg/mL로

확인 되었다. 양성대조군으로 사용한 ursolic acid는 100 µg/

mL농도에서 약 53%의 저해 활성을 나타내어 발효 시료보

다 높은 활성을 보이지만 갈대 추출물의 발효 과정을 통해

elastase 저해 활성이 새롭게 나타 났고 단일 물질이 아닌 추

출물의 활성으로는 높은 저해 활성을 보이기 때문에 향후

향장 소재로의 가능성이 높다고 할 수 있을 것이다. 유산균

Fig. 3. DPPH(A) and ABTS(B) radical scavenging activity of fermented P. communis extract. The fermented P. communis extract

was prepared with L. rhamnosus for 4 days at 37
o
C. All value are expressed as means±SD of triplicate determinations.

*PCE: Phragmites communis extract, FPCE: fermented Phragmites communis extract.

Fig. 4. Inhibitory effects of tyrosinase(A) and elastase(B) of fermented P. communis extract. The fermented P. communis extract was

prepared with L. rhamnosus for 4 days at 37
o
C. All value are expressed as means±SD of triplicate determinations.

*PCE: Phragmites communis extract, FPCE: fermented Phragmites communis extract.
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은 피부 개선과 관련하여 미백, 보습 효과가 뛰어나다는 연

구 결과가 보고되어져 있고
29)

 특히 L. rhamnosus는 유산균

자체만으로 항산화 활성 및 tyrosinase 저해 활성등을 나타

낸다는 연구가 보고 되어져 있다.
30)

 갈대 추출물을 이용한

유산균 배양에서 L. rhamnosus는 발효 3일만에 1.4×10
10

CFU/mL의 총 균수를 나타내어 고농도로 유산균이 배양되

고 이는 갈대 발효 추출물의 총페놀 함량도 증가와 더불어

유산균 균체 및 유산균 대사산물의 영향으로 tyrosinase와

elastase 저해 활성이 크게 증가한 것으로 사료 된다. 다만

갈대 추출물 및 발효 시료의 생리활성에 관여하는 유효 물

질, 지표 물질에 대한 분리·정제, 구조 동정등에 대한 연구

가 추가적으로 필요할 것으로 생각되어 진다.

결 론

본 연구는 대표적인 수변식물인 갈대(Phragmites communis

Trinius) 뿌리 추출물을 발효 식품으로부터 분리한 유산균(L.

rhamnosus)을 이용하여 발효를 진행하고 발효물의 피부 개

선 관련 활성을 조사 하였다. 고형분 함량 1%의 갈대 뿌리

추출물만을 이용하여 4일간 배양 하였을 때 1.0×10
10

 CFU/

mL 이상의 높은 농도의 유산균이 배양 되었고 총페놀 함량

은 발효전 12.4 GAE mg/g에서 발효 후 25.5 GAE mg/g으

로 약 2배 증가 한 것으로 확인 되었다. 또한 DPPH, ABTS

radical 소거능과 tyrosinase, elastase 저해활성 역시 발효전

과 비교하여 높게 나타났다. 이는 갈대 뿌리와 유산균 발효

를 통해 천연 유래의 항산화 활성 및 피부개선 효능이 증가

한 새로운 천연 발효 소재로의 활용 가능성이 높을 것으로

사료 된다. 다만 발효에 의한 유효성분 변화, 성분 분석 및

피부 미백 관련 작용 기전에 대한 별도의 연구가 필요할 것

으로 생각 된다.
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