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Traditional Korean fermented herbal plants are potential sources of new food that promote health, but 
they are still produced by yeast, fungi or bacteria fermentation. In the present work, mushroom 
(Paecilomyces tenuipes and Cordyceps militaris) fungal dongchunghacho were used to fermented 
Glycyrrhiza uralensis Fischer (licorice) or mixed with pupa. The pupa were tested as solid substrates 
for the production of corcycepin, liquiritin, and liquiritigenin. The fermented substrates were analyzed 
the content of cordycepin, liquiritin, liquiritigenin, and glycirrhizin productivity and inhibitory activity 
of NO. The cordycepin content of 70% EtOH extract from the fermented mixture of licorice and 50% 
pupa with C. militaris increased maximum at 33 times. Pupa was very excellent for the production 
of cordycepin. The liquiritin content was decreased in all the assays inoculated with P. tenuipes and 
C. militaris dongchunghachos. The liquiritigenin content was higher when fermented with P. tenuipes 
than C. militaris. The addition of pupa significantly reduced the liquiritin content and glycyrrhizin 
production. As a result, the liquiritigenin content increased in fermented P. tenuipes and C. militaris, 
and liquiritin and glycyrrhizin decreased. The inhibition of NO production in the different ethanolic 
extracts fermented with licorice and pupa was also significantly increased and higher than that of a 
nonfermented extract in higher polar solvent extracts. The contents of cordycepin and biological active 
compounds were altered in accordance with the concentration of pupa and fungi. This study provides 
basic data for use in developing dongchunghacho fungi as a functional food resource.
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서   론

감초(Glycyrrhiza uralensis Fisch.)는 전 세계적으로 약 30여 

종이 보고되고 있으며, 우리나라에서는 감초(Glycyrrhiza ur-

alensis Fischer), 광과감초(G. glabra Linne) 및 신과감초(G. in-

flata Bat.)가 재배되고 있다[33]. 감초는 뿌리와 주출경을 그대

로 또는 주피를 제거한 것으로 단맛, 쓴 맛의 완하, 여러 가지 

한약재의 약성을 화합시키는 성질이 있어 우리나라의 한방의

약 조제시 70%이상에 첨가되고 있고[27], 한방에서 가장 높은 

빈도로 사용되는 약재로서 알려져 있다.

감초의 뿌리와 줄기에는 triterpenoid saponin 계통인 gly-

cyrrhizin (glycyrrhizic acid)과 glycyrrhizinate은 천연 감미료

로 사용되고 있으며[9], flavonoid계통인 liquiritin, iso-

liquiritin, apioliquiritin, liquiritigenin, glycyrol, glycyrin, lic-

oricidin 및 licoricone과, isoflavonoid계통인 glabridin과 

glabrene, 페놀계통인 licopyranocoumarin과 glycocoumarin 

[10] 및 coumarin계통인 herniarin과 umbelliferone이 주요 생

리활성 성분으로 알려져 있다[17]. 이러한 성분들로 인하여 감

초는 오랜 기간 동안 한약재로 사용되어 왔으며 본초 문헌에

서 감초는 화를 식히고 목의 아픈 증상을 없애며 약물중독을 

제거하고 위의 적열을 제거하며 뇨관통을 없애는 효능이 있다

고 기록되어 있다. 또한 현대의학에서도 감초의 항염증, 항궤

양, 항알레르기 및 항바이러스 작용 등이 밝혀졌다[3]. 특히 

감초의 주요 생리활성을 나타내는 성분은 glycyrrhizin으로서 

약 6-14% 함유되어 있으며 항알레르기[16], 만성 간염[14], 

AIDS를 포함한 바이러스성 질환[26], 혈당 강하, 항암활성[4] 

및 혈중 콜레스테롤 함량 강하, 혈압 저하, 항진균, 항산화 등

의 많은 생리 활성이 있어[1, 9] 약품, 건강식품 및 화장품에 

사용되고 있다. 

한약재의 효능 또는 안전성을 증대시키기 위하여 발효, 추
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출방법 및 추출용매 등의 다양한 방법이 개발되고 있는데, 포

제(炮製)는 한약재의 효능 증대와 독성을 제거하여 부작용 감

소, 용해성 촉진, 약성변화, 효능증가, 효능조절, 잡질과 비약

용 부분 제거, 순도증진 및 저장의 편리성 등을 개선할 수 있으

며, 특히 약성을 변화시킬 수 있다고 하였다[25]. 또한 한약재

의 발효는 새로운 활성성분의 생성, 한약재내의 생리활성 성

분의 함량 증가, 체내 흡수율 증가, 소화 및 흡수력 증대, 색과 

맛의 개선, 농약 및 독성물질의 감소 등의 한약재의 약성을 

강화시키고 새로운 약효를 얻을 수 얻을 수 있는 장점이 있으

며, 유익한 세균을 증가시켜 건강을 유지하는데 도움을 주는 

것으로 알려져 있다[30]. 따라서 최근에는 다양한 균주를 이용

하여 발효 한약재의 효능증대효과를 보고하였는데, 유산균, 

효모, 바실러스, 곰팡이 등의 유익한 미생물을 이용한 발효기

술 진보로 다당체, 올리고당, 사포닌, 아미노산, 펩타이드, 피

틴산 등의 발효산물을 얻거나 또는 상호 간의 시너지 작용에 

의해 생리활성효능이 상승되는 것으로 알려져 있다[31].

특히 감초의 경우에는 Aspergillus kawachii의 조효소액[14]

과 누룩으로 발효한 감초는 fibroblast 콜라겐 생성능 및 liquir-

itigenin의 함량을 증가시키고[32], 식물과 미생물 유래의 조효

소액으로 발효한 감초는 flavonoid 배당체로부터 당이 분리되

어 무배당체가 증가되고[20], liquiritin은 생체 내에서 β-D- 

glucuronidase에 의해 주요 생리활성 성분인 glycyrrhizinic 

acid로 대사된다고[20, 22]하였다.

발효를 위해서 다양한 균주가 이용되고 있는데, 동충하초로 

발효한 복령과 후박은 간암세포의 성장을 저해시킨다고[28, 

Shon] 하였다. 특히 동충하초는 cordycepin, cordycepic acid, 

아미노산, 다당류, 비타민 등이 유용성분으로 보고되고 있으

며[34], 그 중 주요 생리활성 성분인 cordycepin (3'-deoxy-

adenosine과 2'-deoxycoformycin)은 면역증강, 항균작용, 항

당뇨 작용, 고지질혈증 개선작용 및 혈소판 응집억제 작용이 

보고되어 있다[1, 5, 19]. 우리나라에서는 P. tenuipes와 C. mili-

taris가 식품의 원료로, C. sinensis가 생약으로 허용되어 있어 

수요가 점점 증가되고 있는 추세이다.

따라서 본 연구에서는 동충하초 균으로 감초를 발효하여 

감초의 성분과 동충하초의 주요 생리활성 성분인 cordycepin

의 함량증가를 통한 생리활성 증대 효과를 조사하기 위하여 

동충하초 버섯균의 cordycepin과 감초의 glycyrrhizic acid과 

glycyrrhizin의 함량을 측정하였다. 또한 발효균주의 성분생성

과 감초에 함유되어 있는 성분의 전환을 통해서 생리활성 증

대효과와 함께 건강기능성 소재로서의 가치향상을 기대할 수 

있는 기초자료로 제시하고자 본 연구를 수행하였다.

재료 및 방법

실험재료

본 실험에 사용한 감초(Glycyrrhizae Radix)는 ㈜노바렉스 

부설연구소에서 감정한 것으로 제천지역에서 재배한 세근을 

구입하여 완전히 분쇄한 것을 재료로 사용하였으며, 번데기는 

중국산으로서 마트에서 구입하여 사용하였다. 감초의 발효에 

사용된 균주는 눈꽃 동충하초(Paecilomyces tenuipes)와 밀리타

리스 동충하초(Cordyceps militaris)로서 부산대학교 이상몽 교

수님 연구실로부터 분양 받아서 발효에 사용하였다. 

시약 및 기기

HPLC 분석 및 시료의 추출에 사용한 유기용매는 Fisher 

scientific (Fisher scientific Korea, Seoul, Korea)의 HPLC급 

용매를 사용하였다. 그 외는 모두 특급시약을 사용하였다. 

HPLC 분석기기는 Agilent 1100 Series LC system (Agilent 

Technologies, Santa Clara, CA, USA)의 system controller, 

photodiode array detector (PDA), auto sample injector, de-

gasser를 사용하였으며 HPLC column은 Phenomenex사의 

Luna C18 column (150×4.6 mm, 5 μm, Phenomenx, USA)을 

사용하였다. 눈꽃 동충하초 균주 보관용 배지는 PDA (potato 

dextrose agar, Difco, USA), 밀리타리스 동충하초 보관 및 배

양용 배지는 MEA (malt extract agar, Difco, USA)를 이용하였

으며 액체종균 생산용 배지는 potato dextrose broth (PDB, 

Difco, USA)와 MEB (malt extract broth, Difco, USA)를 사용

하였다. 균사배양을 위한 항온배양기(HST-301M-3D, Korea)

와 회전진탕배양기(HST-201M-SLI, Korea)를 사용하였다.

동충하초 균주 배양

균주는 PDA 또는 MEA 평판배지에서 4℃에서 보존하면서 

30일 간격으로 계대배양하였다. 균사생장을 위해 PDA 또는 

MEA 평판배지를 이용하였고 항온배양기에서 25℃로 7일간 

배양하였다. PDB 또는 MEB 배지는 300 ml 삼각플라스크에 

100 ml씩 각각 넣어 121℃에서 15분간 살균한 다음 냉각시켜 

사용하였다. PDA 평판배지에서 7일간 배양된 균사의 가장자

리부위를 직경 5 mm코르크 보러를 사용하여 각각 3조각을 

채취하여 PDB와 MEB 액체배지에 접종한 후 25℃에서 7일간 

진탕배양(150 rpm)하여 액체 종균을 생산하였다.

동충하초 고체발효 및 검액의 조제

잘게 파쇄한 감초에 번데기를 20%와 50%로 잘 섞어서 500 

ml 배양병에 넣은 후, 121°C에서 30분간 고온가압 멸균한 후 

상온에서 30분간 식혔다. 각각의 배지에 동충하초 액체종균 

현탁액을 5%(v/w) 수준으로 접종하여 25±1°C의 배양기에서 

50일간 고체발효시켰다. 

건조된 발효물을 완전히 분말화 한 다음 검체 0.5 g에 95%

와 50% pretanol 및 증류수를 각각 10 ml 넣어 1시간 초음파하

여 추출한 다음, 3,000 rpm에서 원심분리하여 상등액을 취하

고, 9 ml을 다시 첨가하여 2회 반복하여 초음파 추출한 용액을 

모두 합하여 총량을 30 ml로 조정하였다. 추출액 5 ml을 취하
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Fig. 1. Scheme of solid-fermentation of 

Glycyrrhizae Radix powder and 

pupa with Paecilomyces tenuipes 

and Cordyceps militaris.

Table 1. Conditions of HPLC analysis

Flow rate

Detector

Injection Volume

Column Temperature

Mobile Phase

Analytical condition

0.8 ml/min

UV 254 nm

10.0 μl

Room temperature

0.025% formic acid in H2O (A), CH3CN (B)

0-15 min (20→40, B), 15-30 min (40→100,B), 30-40 min (100, B), 40-50 min (100→20, B)

여 0.45 μm syringe filter로 여과한 여액을 검액으로 사용하였

다. 나머지 25 ml을 Whatman filter paper No 2 (No. 2 filter 

paper, Whatman, Clifton, NJ, USA)로 필터하여 rotary vac-

uum evaporator (rotavator R-200, Bϋchi, Flawil, Switzerland)

로 45℃에서 감압 농축한 다음 NO 또는 MTT 분석 자료로 

사용하였다.

표준품의 준비

실험에 사용한 지표 성분인 cordycepin, liquiritin, liquir-

itigenin 및 glycyrrhizic acid (Fig. 1)을 구입하여, cordycepin, 

liquiritin 및 liquiritigenin은 1, 5, 10, 25, 50 μg/ml과 glycer-

rhizic acid는 5, 10, 20, 30, 50 μg/ml농도로 희석하여 검량선을 

작성하였다.

HPLC 분석조건 및 분석 조건 검증

동충하초의 주요성분인 cordycepin과 감초의 주요성분인 

liquiritin, liquiritigenin 및 glycyrrhizic acid의 함량을 확인하

였다. Cordycepin, liquiritin, liquiritigenin 및 glycyrrhizic 

acid의 정량분석은 용매별 추출물을 0.45 μm syringe filter 

(Millipore, Billerica, MA, USA)로 여과하였다. 본 실험에서 

사용한 고성능액체크로마토그래피(HPLC)는 Agilent 1100 

series (Agilent Technologies Inc., CA, USA)이고, 칼럼은 역상

(reverse phase) 칼럼인 Luna C18 (5 μm, 4.6 mm×150 mm), 

검출기는 UV detector (254 nm)를 사용하였다. 이동상은 0.025 

% formic acid (A용액)과 acetonitrile (B용액)을 사용하였고 

펌프 프로그램을 통해 gradient를 설정하였으며 유속은 0.8 

ml/min로 하였다. 제조된 각각의 용액을 autosampler로 10 

μl씩 주입하여 분석실험을 실시하였다. 이동상 용매의 조성과 

gradient 조건은 Table 1에서 보는 바와 같이 다양한 조건으로 

설정하여 분석실험을 수행하였다. HPLC로 분석하여 얻은 

chromatogram의 면적을 회귀직선방정식에 대입하여 각각의 

cordycepin, liquiritin, liquiritigenin 및 glycyrrhizic acid의 함

량을 구했으며 각각의 시료에 대해 3회 반복하여 지표성분의 

함량을 산출하였다.

HPLC를 이용한 분석법의 신뢰도와 재현성을 검증하기 위

해서 ICH 가이드라인에 의한 분석을 수행하였다. 직선성

(linearity)은 다섯 개의 농도(6.25, 12.5, 25, 50, 100 μg/ml) 별

로 피크 면적비를 구하여 표준품 농도(X축)와 피크 면적비(Y 

축)에 대한 검량선을 작성하였고, 검량선으로부터 직선성의 

상관계수를 구하여 확인하였다.

통계처리

실험은 3회 반복하였고, 엑셀프로그램을 이용하여 평균

(mean)±표준편차(SD)로 나타내었다. Student's t-test를 이용
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Liquiritigenin Liquiritin

Glycyrrhizin = Glycyrrhizic acid Cordycepin

Fig. 2. Chemical structures of the liquiritigenin, liquiritin, and glycyrrhizic acid in licorice and cordycepin in Cordyceps militairis.

Table 2. Retention time and parameters of calibration curve, LOD and LOQ study of standard cordycepin, liquiritin, liquiritigenin 

and glycyrrhizic acid for HPLC method validation

Compounds 
Retention time 

(min)

Correlation 

coefficient (r2)

Linear range

(μg/ml)
Regression equation

LOD

(μg/ml)

LOQ

(μg/ml)

Cordycepin

Liquiritingenin

Liquiritin

Glycyrrhizic acid

 9.418

17.113

22.202

32.271

1.0000

0.9998

0.9999

0.9991

1-50

1-50

1-50

5-50

y = 35.42x+0.96

y = 11.50x-3.52

y = 8.93x-4.23

y = 7.52x-13.15

0.124

1.184

1.047

2.841

0.408

3.907

3.456

9.376

In the regression equation y = ax + b, x refers to the concentration of the compounds (μg ml–1), y the peak area, and r2 the correlation 

coefficient of the equation. LOD means limit of detectionand LOQ means limit of quantification.

하여 통계적으로 분석하였으며, p값이 0.05 이하이면 유의성

이 있는 것으로 판단하였다.

결과 및 고찰

HPLC를 이용한 감초와 동충하초의 지표성분 분석

동충하초의 지표성분인 cordycepin과 감초의 지표성분인 

liquiritin, liquiritigenin 및 glycerrhizic acid (Fig. 1)를 HPLC

로 분석한 결과, cordycepin의 검량선은 y = 35.42x+0.96(r2= 

1.0000)으로 양호한 직선성을 나타내었으며, retention time은 

약 9.418분대로 확인되었다. 감초의 지표성분인 liquiritinge-

nin, liquiritin 및 glycyrrhizic acid의 검량선은 각각 y = 11.50x 

- 3.52(r2=0.9998), y = 8.93x–4.23(r2=0.99998) 및 y = 7.52x-13.15 

(r2 = 0.9991)으로 양호한 직선성을 나타냈으며(Fig. 3), HPLC 

chromatogram에서 retention time은 각각 17.113, 22.202 및 

32.271 min분대로 확인되었다(Table 2). 또한, cordycepin, liq-

uiritingenin, liquiritin 및 glycyrrhizic acid 검출한계(LOD, 

limit of detection)는 각각 0.124, 1.184, 1.047, 2.841 μg/ml이었

으며, 정량한계(LOQ, limit of quantitation)는 0.408, 3.907, 

3.456, 9.376 μg/ml이었다. 

발효 추출물의 cordycepin 함량

동충하초가 학술적으로 효능이 확인된 것은 맥각균과의 코

디셉스속에 해당되는 밀리타리스 동충하초(C. militaris)로서 

임상적으로 허약증상, 만성기관지염, 거담과 천식, 폐결핵, 빈

혈 및 병후 허약 등에 치료에 처방되어 왔다[18]. 특히 밀리타

리스 동충하초에서 처음 분리된 cordycepin (3’-deoxyadenosine, 

Fig. 1)은 adenosine nucleoside의 ribose 3번 탄소에 OH가 

없는 adenosine 유사물질로 밝혀졌다[8]. 1970년대에 cordyce-

pin이 핵산의 합성 중에 폴리아데닐화를 억제시킨다는 효과

가 알려지면서 많은 연구가 진행되었으며, 암 등의 다양한 인

체질환의 예방 및 치료제로서의 개발 가능성이 있는 것으로 
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Fig. 3. Quantification of cordycepin (mg/g dry weight) in extracts of fermented with Cordyceps militaris and Paecilomyces tenuipes 

as affected by five different extracting solvents. Data are mean±standard deviation obtained by triplicate analyses.

보고되었는데[15, 21], 본 연구에서는 감초에 발효원인 번데기

를 20와 50%로 첨가하여 눈꽃 동충하초와 밀리타리스 동충하

초의 균주로 배양한 후, 추출물의 cordycepin의 함량 증가 또

는 효능 증대의 가능성을 조사하였다(Fig. 3). 발효하기 전의 

감초와 번데기 추출물 및 눈꽃 동충충하초인 P. tenuipes 균주

의 발효물에서는 cordycepin이 전혀 관측되지 않았으나, 밀리

타리스 동충하초 발효 추출물에서는 cordycepin이 생성되었

는데, 감초에 번데기의 첨가비율이 높을수록 함량이 증가하는 

경향이었다(Table 2). 발효 하지 않은 감초와 감초에 번데기를 

0, 20 및 50%첨가하여 발효한 발효물을 95%, 70%, 50%, 25% 

EtOH 및 물 추출물의 cordycepin의 함량은 70% EtOH 추출물

에서 함량이 가장 많았으며, 70% EtOH 추출용매를 기준으로 

EtOH의 함량이 증가하거나 감소할수록 함량은 점차 감소하

는 경향이었다.  감초에 번데기를 첨가하지 않은 밀리타리스 

동충하초 발효 추출물의 cordycepin 함량은 70% 또는 50% 

EtOH로 추출시에 각각 0.31±0.08과 0.25±0.05 mg/g dry weight

으로서 가장 많았다. 발효원으로서 번데기를 20%와 50% 첨가

하여 밀리타리스 동충하초로 발효한 추출물은 번데기의 첨가

함량이 높을수록 증가하였으며, 특히 감초에 번데기를 50% 

첨가 후 밀리타리스 동충하초 균주 발효물의 70%와 50% 

EtOH 추출물은 번데기 무첨가 발효 추출물보다 각각 cordy-

cepin 함량이 각각 36배 증가한 11.29±0.27 mg/g dry weight

와 45배 증가한 11.26±0.24 mg/g dry weight였다. 모든 발효 

추출물의 cordycepin 함량은 추출용매인 EtOH의 농도가 

50-70%보다 증가하거나 낮아지면 감소하는 경향이었다. 그러

나 눈꽃 동충하초 발효 추출물에서는 cordycepin이 검출되지 

않았다.  본 실험 결과서 보는 바와 같이 감초 발효시에 발효원

으로서 번데기 첨가는 동충하초의 주요 생리활성 성분인 cor-

dycepin의 함량을 현저하게 증가시켰으며, 밀리타리스 동충

하초의 액체배양시 cordycepin 생산성은 균주의 종, 광도, 배

지 배양기간에 따라서 다르다고 하였는데[11], 본 연구에서는 

눈꽃 동충하초는 cordycepin을 전혀 생성하지 않았으며, 밀리

타리스 동충하초균주로서 감초 배양시에 발효원인 번데기를 

첨가하여 배양함으로서 cordycepin의 함량을 현저히 증가시

키는 경향이었다. 따라서 감초에 발효원인 번데기를 첨가한 

발효는 동충하초의 주요 생리활성 성분인 cordycepin의 함량 

증대로 인해서 생리활성 효과가 증대될 수 있을 것으로 기대

된다.

발효 추출물의 감초 주요 생리활성 성분 함량 분석

감초(Glycyrrhiza radix)는 콩과에 속하는 다년생 식물로 주

로 뿌리가 이용되며, 맛이 달고 독이 없어 한약 조제시 첨가하

여 사용하는 경우가 많은 약제 중 하나이다[7]. 감초는 발효시

에 다양한 성분의 함량변화가 일어나는 것으로 보고되고 있는

데, 본 연구에서는 감초를 동충하초균으로 발효시에 번데기를 

농도별로 첨가하여 발효한 후 에탄올로 추출한 다음 감초의 

주요 성분인 liquiritin, liquiritigenin 및 glycyrrhizin 등의 함

량을 비교하였다(Fig. 4).

감초의 발효 전 liquiritin의 함량은 70% EtOH로 추출시에 

3.40±0.14 mg/g dry weight로서 가장 많았으며, 70% EtOH 

용매를 기준으로 용매의 EtOH농도가 증가하거나 감소할수록 

감소하는 경향이었으며, 특히 물 추출물에서는 0.930±0.08 

mg/g dry weight로서 70% EtOH 추출물보다 약 1/3가량 감

소하였다(Fig. 4A). 발효 후의 liquiritin의 함량은 동충하초 균

의 종류 및 번데기의 첨가량에 따라서 약간의 차이가 있었는

데, 번데기를 첨가하지 않고 감초를 눈꽃 동충하초 균주와 밀

리타리스 동충하초 균주로 발효 후 70% EtOH로 추출시에는 

각각 1.14±0.05과 1.22±0.10 mg/g dry weight로서 거의 차이

가 없었으나, 감초와 번데기를 50%로 혼합한 후 발효한 발효

물의 liquiritin함량은 감초 단독 발효물의 32.4%와 64.8%로서 

현저히 감소하였다. 발효감초를 여러 가지 농도의 EtOH로 추

출하였을 경우, liquiritin함량은 눈꽃 동충하초 균주로 발효하
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A

B

C

Fig. 4. Quantification of liquiritin (A), liquiritigenin (B) and glycyrrhizin (C, mg/g dry weight) in the five different extracting 

solvents as affected by pupa concentration in Glycyrrhizae Radix extracts fermented with Paecilomyces tenuipes and Cordyceps 

militaris. Data are mean±standard deviation obtained by triplicate analyses.

였을 때에 밀리타리스 동충하초 균주 발효 추출물보다 더 많

이 감소하는 경향이었다. 이러한 결과는 눈꽃 동충하초로 발

효하였을 때에 밀리타리스 동충하초 균주 발효보다 생장이 

더 좋았는데(데이터 제시하지 않았음), 균의 생장시에 사용하

는 발효원(번데기)과 균의 종류에 따라 작용하는 효소의 종류

와 활성 등의 차이로 인해서 발효 후에 liquiritin함량의 차이가 

있었을 것으로 생각된다.

감초에 발효원(번데기)을 첨가하여 동충하초 균주인 눈꽃 

동충하초와 밀리타리스 동충하초 균주 발효물의 에탄올 추출

물의 liquiritigenin함량을 조사하였다(Fig. 4B). 발효하지 않은 

감초의 경우 25% EtOH로 추출시에 0.88±0.05 mg/g dry 

weight로서 함량이 가장 많았다. 70% EtOH로 추출시에 liq-

uiritigenin의 함량은 발효하지 않은 감초 추출물보다 감초에 

번데기를 20% 첨가하여 눈꽃 동충하초로 발효한 추출물에서 

현저히 증가하였다. 또한 liquiritigenin의 함량은 추출용매의 

극성이 증가할수록 즉 EtOH의 함량이 감소할수록 감소하는 

경향이었다. 그러나 밀리타리스 동충하초 균주로 발효하였을 

경우에는 발효하지 않은 감초 추출물보다 liquiritigenin의 함

량이 감소하는 경향이었으며, 50-70% EtOH의 용매로 추출시

에 함량이 가장 많았으며, 이를 기준으로 하여 용매의 극성이 

증가하거나 감소하였을 경우에는 감소하였다.

감초의 지표물질인 liquiritin은 flavonoid화합물로서 liq-
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Table 3. Inhibitory effect of the five different extracting solvents as affected by pupa concentration in Glycyrrhizae Radix extracts 

fermented with Paecilomyces tenuipes (FPT) and Cordyceps militaris (FCM) NO production

Ferment
Fermentation

Z) EtOH concentration (%)
Water

Fungi G P 95% 70% 50% 25%

Non-

fermentation

 Con-Gy)

Con-P
100

100
21.64±2.11

x)

>100w)

41.23±12.57

>100

34.24±0.84

>100

>100

>100

s>100

>100

Fermentation

FPT

100

 80

 50

 0

20

50

18.09±0.79

17.74±0.57

20.56±0.75

18.23±2.16

16.75±2.62

18.53±0.94

31.13±15.65

33.59±5.83

34.51±3.33

68.09±18.04

>100

>100

>100

>100

>100

FCM

100

 80

 50

 0

20

50

17.77±3.83

16.84±0.41

14.02±0.59

 9.54±0.29

10.98±1.57

28.95±3.00

17.43±0.34

33.38±1.69

16.04±1.51

65.18±14.00

>100

 29.46±0.01

>100

>100

38.01±11.79
Z)Camcho cultured with Paecilomyces tenuipes and Cordyceps militaris dongchnghacho based on pupa concentration.
y)Con-G means non-fermented Glycyrrhizae Radix extract, Con-P means non-fermented pupa extract, FPT means Glycyrrhizae Radix 

extract fermented with Paecilomyces tenuipes, FCM means Glycyrrhizae Radix extract fermented with Cordyceps militaris.
w)Data are mean±standard deviation obtained by triplicate analyses.
w)IC50 was higher than 100 μg/ml extracts.

uiritigenin에 1개의 glucose가 결합된 배당체이다[20]. Liquir-

itin은 감초를 발효시키면 함량의 변화를 쉽게 가져오는 것으

로 잘려져 있는데, Lactobacillus pentosus 유래의 β-glucosidase 

[20], Aspergillus kawachii의 조효소액[13], 누룩[32]균 등을 이

용하여 발효하면 liquiritigenin으로 전환되어[20] liquiritige-

nin의 함량이 증가되고, 이로 인하여 항산화작용도 높아진다

고[13]하였다. 따라서 본 연구에서도 대부분 liquiritin의 함량

이 감소하는 발효 추출물은 liquiritigenin의 함량이 증가하였

는데, 이는 비록 작용하는 동충하초 균의 종류에 따라 차이가 

있었을 지라도 liquiritin에 결합되어 있는 당이 분해되어 liq-

uiritigenin으로 전환됨으로서 liquiritigenin의 함량이 증가되

었을 것으로 추측된다.

발효 추출물의 glycyrrhizic acid (glycyrrhizin)의 함량은 발

효하기 전의 감초에서 70%와 50% EtOH로서 추출시에 각각 

2.19±0.04와 2.38±0.34 mg/g dry weight으로서 가장 많았으

며, 95% EtOH 추출물에서는 현저히 감소되었으며, 25% 이하

의 EtOH 농도에서는 전혀 추출되지 않았다(Fig. 4C).

감초에 번데기를 0%, 20% 및 50%첨가한 배지를 눈꽃 동충

하초 균주로 발효한 추출물의 glycyrrhizin 함량은 번데기 무

첨가(0%) 발효물을 70% EtOH로 추출시에 가장 많았으며, 번

데기의 첨가 농도가 높을수록 감소하였다. 또한 번데기 무첨

가 발효물은 50% EtOH 이하, 20% 번데기 첨가 발효물은 50% 

EtOH 이하 및 50% 번데기 첨가 발효물은 70% 이하의 EtOH 

추출물에서는 검출되지 않았다. 감초에 번데기를 20% 및 50%

를 첨가한 후, 밀리타리스 동충하초 발효 추출물의 경우에도 

눈꽃 동충하초 발효 추출물과 유사한 경향이었는데, 전체적으

로 함량이 낮았다.

감초(Glycyrrhiza Radix)의 주성분 중에서 사포닌 계통의 

glycyrrhizin은 비당질의 고감미에 속하는 천연 감미료로서 보

통 6-14% 함유되어 있으며, 설탕의 250배의 감미를 가지고 있

어 과자류, 음료, 조미료, 담배의 향 등에서도 이용되고 있다. 

또한 항산화 효과를 가지고 있어서 식품 성분의 산화를 방지

하여 품질의 안정화[29], 항종양 및 혈중 cholesterol 저하[23], 

항알레르기[16], 만성 간염[14] 및 AIDS를 포함한 바이러스성 

질환[26]에 뛰어난 효과가 있는 것으로 알려지고 있다[22]. 특

히 감초는 법제 조건과  발효시에 발효원의 종류에 따라서 

glycyrrhizic acid함량이 증가하거나 감소하고[6], 생체내의 장

내세균에 의해서 glycyrrhizin의 aglycone인 18β-glycyrrhet-

inic acid로 전환하거나 β-glucuronidase에 의해서도 glycyr-

rhizin을 glycyrrhetinic acid로 효소 전환된다[2]고 하였다. 본 

연구에서도 감초의 발효시에 첨가되는 발효원인 번데기의 농

도 및 발효균인 동충하초의 종류에 따라서 glycyrrhizin의 증

감에 현저한 차이가 있어서 선행의 연구에서 보고한 바와 유

사한 결과를 얻었다. 이에 본 연구에서는 감초에 발효원(번데

기)의 첨가농도를 조절하여 2종의 동충하초 발효물을 식용 가

능한 EtOH 추출물의 NO생성 억제효과를 조사하였다. 또한 

감초의 주요성분과 동충하초의 주요성분을 증가시켜 발효소

재의 효용 가치를 극대화한 다음 기능성 식품 소재를 개발하

고자, 우리나라에서 가장 많이 사용되고 있는 감초를 동충하

초로 발효하여 그 효능을 검증하였다.

감초 발효 추출물의 NO 생성 억제 효과

발효하지 않은 감초와 번데기 및 감초에 번데기를 첨가하여 

동충하초 균 발효 추출물이 대식세포에 영향을 줄 수 있는 

최소농도를 검증하기 위하여 세포독성 실험을 수행한 결과

(Table 3), 모든 추출물은 최대 농도인 100 μg/ml의 농도에서 

80%이상의 세포 생존율을 보였다(데이터 미제시). 발효하지 

않은 감초와 발효원(번데기) 또는 번데기를 감초에 첨가하여 

동충하초로 발효한 추출물의 일산화질소(NO)의 생성 억제효

과를 검증하기 위하여 대식세포인 RAW 264.7 세포에 LPS를 
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처리하여 NO생성 억제효과를 IC50값으로 비교하였다. 발효하

지 않은 감초의 NO 생성에 대한 IC50값은 추출용매인 EtOH의 

농도가 낮을 수록 값이 증가하여 NO생성 억제효과가 감소하

는 경향이었으며, 25% EtOH와 물 추출물에서는 효과가 없었

다. 특히 발효원인 번데기 추출물은 EtOH의 농도에 관계없이 

100 μg/ml 이하의 농도에서는 효과가 없었다.

눈꽃 동충하초 발효물의 95%와 70% EtOH 추출물은 IC50가 

20 μg/ml 이하로서 발효하지 않은 감초 추출물보다 NO 생성 

억제효과가 높았으나, 50% EtOH 추출물의 경우 번데기를 

20%와 50% 첨가한 발효 추출물은 발효하지 않은 감초추출물

과 유사한 효과를 나타내었다. 25% EtOH 추출물은 감초 단독 

발효 추출물에서만 NO 생성 억제효과가 있었다. 

밀리타리스 동충하초 발효 추출물의 NO생성 억제효과는 

발효하지 않은 감초 추출물보다 감초 단독 발효(0%), 20% 및 

50% 번데기 첨가 발효 추출물이 현저히 높았다. 50% EtOH 

추출물의 경우, 감초 또는 50%번데기 첨가 발효 추출물은 발

효하지 않은 감초 추출물보다 약 2배의 NO생성억제효과가 

있었다. 감초에 번데기의 첨가량이 많은 동충하초 발효추출물

일수록 NO생성 억제효과가 증가하는 경향이었다. 특이한 점

은 번데기의 첨가량에 따라서 약간의 차이는 있었으나, 25%의 

EtOH 추출물과 물 추출물에서 NO생성 억제효과가 현저하게 

증가되었다. 이러한 효과는 발효정도를 시각적으로 관찰하였

을 때에 번데기를 첨가하는 농도가 높을수록 균의 생장이 촉

진되었는데, 이로 인해서 발효시의 감초와 동충하초의 주요 

생리활성 성분 함량변화, 동충하초 균이 생성한 성분의 종류, 

생성된 각 성분들의 혼합비율 등에 의해서 생리활성의 차이가 

있었을 것으로 생각된다. 또한 밀리타리 동충하초의 경우 극

성이 높은 물과 25% EtOH 추출물이 NO 생성억제 효과가 

증가된 결과는 가공시에 좋은 잇점으로서 발효산물을 이용한 

가공분야에 크게 기여할 수 있을 것으로 기대된다.

이상의 결과를 종합적으로 고찰하면, 감초는 한약재에서 가

장 높은 빈도로 처방되는 약재로 보중익기, 윤폐지해, 청열해

독, 조화약성 등의 효능이 있고 감미료로도 이용되고 있다[35]. 

최근에 식물(Prunus dulcis) 유래 발효원으로 발효한 감초와 

미생물(Lactobacillus pentosus)유래 발효원으로 발효한 감초에

서 발효원에 따라 flavonoid 지표성분인 liquiritingenin 생성

에 차이가 있음이 보고되었다[20]. 본 연구에서는 감초를 번데

기와 혼합한 고체발효 추출물의 경우에 감초의 성분변화, 동

충하초 생리활성 성분의 생성 등으로 인하여 생리활성 효능이 

달랐을 것으로 추측된다. 발효에 의한 성분변화와 생리활성효

과의 향상은 일반적으로 독성의 감소, 새로운 물질의 생성, 

함량의 변화 등의 다양한 효과가 있는 것으로 보고되고 있는

데, 다양한 균으로 발효시에 생리활성 효능의 증대에 관한 효

과는 많이 보고되어 있다. 감초를 발표시키면 liquiritin 함량의 

변화가 쉽게 일어나는데, Lactobacillus pentosus 유래의 β-glu-

cosidase에 의해서 liquiritigenin으로 전환되고[20], Aspergillus 

kawachii의 조효소액을 첨가함으로써 liquiritigenin의 함량이 

증가되었고 이에 따라 항산화작용도 높아졌다고 보고하였다

[13]. 또한 누룩을 이용한 경우에도 감초의 liquiritigenin이 증

가함이 확인되었다[32].

현재까지의 연구로 볼 때 감초는 배당체인 주요성분이 발효

를 통해 비당질로 전환이 될 경우 생리활성이 증가되어 건강

기능식품으로의 활용가능성을 높일 수 있고[20], 발효에 의해 

liquiritin이 liquiritigenin으로 전환되어[20] 함량이 증가된 

liquiritigenin은 항균활성의 증가[13], 카드뮴으로 유발된 세

포의 독성을 억제하고 특히 세포내 해독작용과 관련된 글루타

치온의 고갈상황에서는 완벽한 세포보호 효과[12], 납에 의해 

유도된 PC-12 cell의 세포독성에 대한 보호효과[24] 등이 보고

됨으로써 발효에 의한 생리활성 효능 증대에 대한 관심은 높

아지고 있다.

본 연구에서도 동충하초로 발효시에 liquiritin으로부터 

glucose가 분리됨으로서 liquiritin은 감소하고 liquiritigenin

의 함량이 대부분 증가함을 확인 할 수 있었으며, glycyrrhizin

의 함량은 감소하는 경향이었다(Table 3, Table 4). 특히 밀리

타리스 동충하초 균주로 발효시에는 동충하초의 주요 생리활

성물질인 cordycepin이 생성되었으며, 극성이 높은 25% 

EtOH와 물 추출물에서 NO생성 억제효과가 높았으므로 유기

용매의 함량이 높고 극성이 낮을수록 추출 및 가공이 어렵다

는 것을 고려한다면 생리활성이 높은 가공품의 제조에 유리하

게 활용될 수 있을 것으로 생각된다. 본 연구에서는 2종의 동

충하초 발효균주와 발효원으로서 번데기 첨가 및 발효물을 

극성이 다른 용매로 추출하여 감초와 동충하초의 주요 생리활

성 성분을 분석함으로서 생물자원 추출시의 주요 생리활성 

효과와 성분의 함량은 추출용매 극성의 중요성이 증명되었으

며, 추출용매의 상대적인 비율에 따라서 생리활성의 차이가 

있음을 증명하였다. 이러한 결과는 발효 추출물의 성분 profil-

ing과 함량을 분석하여 생리활성을 비교함으로서 더욱 명확하

게 밝혀질 수 있을 것으로 기대된다. 또한 본 연구에서도 동충

하초를 이용한 감초의 발효는 동충하초의 생리활성 성분인 

cordycepin의 생성 및 함량증가와 더불어, 동충하초 균에 의해

서 감초의 유효성분인 liquirigin, liquiritigenin 및 glycyr-

rhizin의 함량의 변화가 있었으며, 이로 인해서 추출하는 용매

에 따라서 생리활성 효과에 차이가 있었다는 것을 증명하였다.
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초록：동충하초균주로 발효한 감초의 주요성분 함량 변화 및 NO 생성 억제 효과

왕자옥1․이매1․이커1․손병구1․강점순1․이용재1․박영훈1․김선태2․정재철3․이영근4․최영환1*

(1부산대학교 원예생명과학과, 2부산대학교 식물생명과학과, 3㈜노바렉스, 4부산대학교 식품공학과)

약용식물의 발효는 새로운 식품의 소재 개발이 가능하나, 발효 균주는 대부분 이스트, 유산균, 박테리아 등이 

이용되고 있다. 본 연구에서는 감초와 번데기 단독 또는 감초에 발효원인 번데기를 20%와 50%로 첨가한 혼합물

의 배지에 눈꽃 동충하초(Paecilomyces tenuipes)와 밀리타리스 동충하초(Cordyceps militaris)를 이용하여 고체배양방

법을 확립하였다. 동충하초 발효물을 식품소재로 개발하기 위하여 식용 가능한 용매인 에탄올 95%, 70%, 50%, 

25% 및 물로서 추출한 다음 동충하초로부터 생성된 cordycepin과 감초의 지표성분인 liquiritin, liquiritigenin과 

glycirrhizin의 함량 및 NO생성 억제효과를 조사하였다. Cordycepin함량은 감초에 번데기를 50%로 혼합한 배지

에 밀리타리스 동충하초 균주을 접종하여 발효한 발효물을 70% EtOH추출하였을 경우에 가장 많았으며, 번데기

를 첨가하지 않은 밀리타리스 동충하초 발효물 추출물보다 함량이 33배 정도 증가하였다. 또한 추출용매의 극성

이 70% EtOH보다 높거나 낮아지면 감소하는 경향이었으며, 특히 발효원으로서 번데기의 첨가는 cordycepin의 

함량을 현저하게 증가시켰다. Liquiritin의 함량은 발효하지 않은 감초보다 눈꽃 동충하초와 밀리타리스 동충하초

로 발효한 모든 추출물에서 감소하였다. Liquiritigenin의 함량은 눈꽃 동충하초로 발효한 추출물이 밀리타리스 

동충하초 발효 추출물보다 현저히 증가하였으나, 밀리타리스 동충하초 균쥬의 발효 추출물은 발효하지 않은 감초 

추출물과 거의 차이가 없었으며, 두 균주 모두 번데기의 첨가량이 증가할수록 liquiritigenin의 함량이 감소하는 

경향이었다. 감초에 번데기의 첨가량 또는 추출 용매의 극성이 증가하면 liquiritin과 glycyrrhizin의 함량은 현저

히 감소하였다. 이상의 결과로부터, cordycepin 함량은 C. militaris 균주로 liquiritigenin은 P. tenuipes로 발효시에 

현저하게 증가하였으나, liquiritin과 glycyrrhizin은 감소하였다. 감초를 동충하초로 발효시에 번데기의 첨가는 주

요 성분의 변화를 현저하게 유도하였다. 동충하초 발효 추출물은 NO생성 억제효과가 증가하였으며, 고극성 용매 

추출물에서 그 효과가 현저하였다. 감초의 발효시에 생성된 cordycepin과 liquiritin, liquiritigenin 및 glycyrrhizin

의 함량은 발효원으로서 첨가되는 번데기, 추출용매의 극성, 발효 균주의 종류 등에 따라서 현저한 차이가 있었다. 

이러한 결과는 동충하초 균주를 이용한 기능성 식품 소재를 개발하기 위한 기초 자료로서 활용이 가능할 것으로 

기대된다.
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