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서 론

피부는 외부 환경에 직접적으로 노출되어 있으며, 외부의

유해한 자극에 대해 방어하는 1차적 장벽 기능을 한다. 피부

에 영향을 주는 여러 가지 요인 중에 피부 질환을 발생시키

는 피부 상재균은 종류에 따라 심각한 염증을 유발할 수 있

으므로 미생물에 대한 각별한 관리가 필요하다. 피부 상재균

으로 그람 음성균인 Escherichia coli, Pseudomonas

aeruginosa가 있으며, 그람 양성균인 Bacillus subtilis,

Propionibacterium acnes, Staphylococcus aureus가 있다.

P. aeruginosa는 인간에 대한 병원성은 약하지만, 자연환경

에 널리 분포하고 있기 때문에 혼합감염, 2차 감염을 일으켜

서 질병상태를 악화시킨다. S. aureus는 호기성 균주로 인간

의 비강이나 피부에 높은 비율로 보유되며 피부의 상처를 통

해 화농을 일으키고 고름을 생성시킨다[10]. 

P. acnes는 혐기성 세균으로 여드름을 유발하는 주 원인

균으로, 모낭 내에 상주하여 지방분해효소를 분비함으로서

모피지선에서 피지 중의 중성지방을 분해하여 유리 지방산

을 형성하고 모낭을 자극시킨다. 이때 다른 호기성 피부 상

재균은 염증 유발을 직접적으로 일으키지 않지만 염증 부위

를 확대시켜 여드름의 악화에 영향을 주는 것으로 알려져 있

다[6]. 또한 결막염의 원인균인 B. subtilis에 의한 염증에 스

테로이드제를 사용하는데 이는 피부염 등과 같은 부작용을

일으킨다. 특히 E. coli, P. aeruginosa 및 S. aureus는 화장

품에서 검출되어서는 안 되는 병원성 균주로 규제 대상이다.

화장품은 미생물이 필요로 하는 영양분이 풍부하고 수분
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함유량이 높아 미생물이 번식할 수 있는 환경이 되며, 제조

시 사용된 원료 및 제조 공정 중의 오염으로 인해 변질을 유

발할 수 있다. 이런 문제를 예방하기 위해 일반적으로 사용

되는 방부제로서 파라벤, 포름알데하이드 등이 있으나 최근

이들의 안전성에 대한 문제가 제기되어왔으며, 파라벤은 최

근 환경 호르몬의 역할을 수행하고 있다는 결과가 보고되었

다[2, 15]. 이러한 방부제는 한 종류만 사용할 경우 미생물에

대한 활성 범위가 제한되어 있어 그 효과가 불충분할 수 있

으나, 한편 복합적으로 사용할 경우 피부에 대한 부작용을

일으킬 수 있다. 이로써 보다 안전성이 확보된 천연 유래 방

부제에 대한 필요성이 대두되고 있는 실정으로 최근 천연 항

균제 및 방부력이 있는 소재개발 연구가 활기를 띄고 있다

[3, 9, 11].

본 연구에서 사용된 감초(Licorice)는 콩과(Legumiosae) 식

물에 속하는 다년생 초본으로 대표적인 구성성분으로는

glycyrrhizin, liquiritin, liquiritigenin, isoliquiritigenin 등

이 있다[13]. 이는 항산화, 항염증 작용 등 약리학적 특성을

지녀 아시아계에서 한약재로 널리 이용되고 있는 약용식물

이다[1, 16]. 앞선 연구에서 저자들은 국내산 재배 감초추출

물의 항산화, 항노화 및 1O2로 유도된 적혈구 파괴에 대한 세

포 보호 효과를 중국과 우즈베키스탄 수입 감초추출물과 비

교해 본 결과, 한국산 감초추출물이 수입산 감초추출물에 비

해 항산화 활성이 우수하였으며 특히 아글리콘 분획에서는

한국 감초가 중국 감초보다 높은 세보 보호 활성을 나타내

었다[5]. 저자들은 또한 한국산 감초추출물 함유 크림을 제

조하고 온도 별 저장 조건 및 태양광선하에서 pH, 점도, 흡

광도 및 색도의 변화에 대한 제형 제품의 안정성을 확인하

였다[8]. 그 결과, 국내산 감초추출물을 천연 항산화제 또는

항노화 기능성 소재로서 화장품에 응용 가능성을 확인하였

다. 따라서 저자들은 원산지 별 감초추출물의 수율과 항산화

활성이 가장 우수한 추출 조건을 확립하기 위하여 국내 감

초 재배지, 추출 조건 및 방법 등 고려하여 추출 조건별 감

초추출물을 제조하고 추출물의 항산화 활성을 측정하여 최

적의 추출 조건을 확립하여 보고한 바 있다[4]. 이러한 연구

이외에도 국내산 감초추출물이 수입산 감초추출물에 비해

피부 상재균에 대한 항균활성이 매우 뛰어남을 확인할 수 있

었다[7]. 

이에 본 연구에서는 국내산 감초를 포함하여 원산지별 감

초추출물을 이용하여 천연 방부제로서 화장품 원료로 사용

할 목적으로 추출 용매(30% 및 85% EtOH), 추출 온도

(40oC 및 60oC) 및 추출 시간별(6 h 및 12 h), 다양한 추출

조건으로 감초추출물을 제조하고 각각의 감초추출물에 대

한 항균활성을 측정하여 가장 우수한 항균활성을 나타내는

감초 재배 원산지와 추출 조건을 확립하여 이를 보고하고

자 한다.

재료 및 방법

기기 및 시약

본 연구에서 사용한 총 8군의 추출 조건에서 추출한 원산

지별 감초(한국산(제천), 우즈베키스탄산, 중국산) 추출물은

(주)대봉LS(Incheon, Korea)에서 제공받은 것을 사용하였다.

감초추출물의 항균활성 비교물질로서 화장품 방부제인

methyl paraben (MP)과 1,2-hexanediol은 Sigma Chemical

Co. (St. Louis, MO, USA)에서 구입하여 사용하였다. 또한,

에탄올(EtOH), DMSO는 각종 용매는 (주)대정화금(Siheung-si,

Korea)의 시판 특급 시약을 사용하였다. 

원산지별 감초 및 추출 조건

실험에 사용된 원산지별 감초는 한국 감초(G. uralensis),

수입 감초 중국산(G. uralensis) 및 우즈베키스탄산(G.

glabra)이며, 추출조건에 따른 추출물 제조는 저자들이 이미

보고한 방법에 따라 실시하였다[4]. 즉, 용매(30%, 85%

EtOH), 온도(40oC, 60oC) 및 시간(6 h, 12 h) 조합인 총 8개

군(A-H)의 추출 조건으로 3곳의 원산지별 감초를 추출하여

총 24개의 추출물을 제조하여 실험에 사용하였다. 8개군의

추출조건은 다음과 같다. A군(30% EtOH, 40oC, 6 h), B군

(30% EtOH, 40oC, 12 h), C군(30% EtOH, 60oC, 6 h),

D군(30% EtOH, 60oC, 12 h), E군(85% EtOH, 40oC, 6 h),

F군(85% EtOH, 40oC, 12 h), G군(85% EtOH, 60oC, 6 h),

H군(85% EtOH, 60oC, 12 h).

사용균주, 배지 및 배양 조건 

항균 효과 평가에 사용된 균주로는 B. subtilis

ATCC19659, E. coli ATCC23736, P. acnes ATCC6919, P.

aeruginosa ATCC29336 및 S. aureus ATCC6538로 한국

미생물 보존센터(KCCM, Seoul, Korea)에서 분양받았다. P.

acnes의 배지로는 Reinforced clostridial (RC) broth

(Merck, Darmstadt, Germany)를 사용하였으며 4oC에서 보

관하면서 실험 48 h 이전에 활성화시켜 균주를 해당 배지에

접종한 후, anaerobic jar에서 Gaspack system (Merck

Anaerocult® Gaspack system, Darmstadt, Germany)을

사용 후 밀봉하여 37oC 배양기에서 48 h 동안 혐기성 배양

한 후 활성이 회복된 균주를 사용하였다. E. coli, P.

aeruginosa, B. subtilis 및 S. aureus는 Mueller-Hinton 배

지(Merck)를 사용하였으며, 균을 접종한 후 37oC 배양기에

서 24 h 배양하였다. 

Disc diffusion assay에 의한 항균활성 측정

각 추출 조건에 따른 추출물의 항균활성은 균주를 대상으

로 disc diffusion assay로 측정하였다. 배양된 균주는
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1 × 107 colony-forming units (CFU)/ml으로 조절한 후 본

실험에 사용하였다. 평판배지에 배양된 균주를 멸균 면봉을

이용하여 100 µl씩 도말하여 준비하였고, 시료를 disc 당 0.5,

2.5 mg이 되도록 paper disc (diameter 8 mm, Roshi kaisha.

Ltd., Tokyo, Japan)에 천천히 흡수시킨 후, 건조과정을 거

쳐 용매를 휘발시켰다. 각각의 시료가 흡수된 paper disc를

도말한 평판배지 위에 밀착시킨 상태로 배양한 후 disc 주변

에 생성된 저해환(clear zone, mm)을 측정하여 항균활성을

비교하였다.

Broth macrodilution assay에 의한 항균활성 측정

Disc diffusion assay를 통해 우수한 항균력을 나타낸 조

건별 추출물들의 정확한 최소저해농도(minimum inhibitory

concentration, MIC)와 최소살균농도(minimum bactericidal

concentration, MBC)를 조사하기 위해 broth macrodilusion

assay를 사용하여 수행되었다[12]. 균주는 최종적으로

5.4 × 106 CFU/ml으로 조절한 후 본 실험에 사용하였으며,

원산지별(한국(제천)산, 우즈베키스탄산, 중국산) 감초추출

물과 대조군으로써 화장품에 방부제로 사용되는 MP는

DMSO를 사용하여 2배 희석법으로 희석하였다. RC 배지에

추출물을 처리하고 시험균을 주입시켜 37oC에서 48 h 동안

혐기성 조건에서 배양하였다. 배양 후, 배양액의 균 수는 육

안으로 확인이 가능할 때까지 생리식염수로 희석하여 37oC

에서 48 h 동안 혐기성 조건으로 배양하여 확인하였다. 확

인된 균 수는 다음 logarithmic difference in population

(Log DP) 공식에 기초하여 계산되었다. Log DP는 다음 식

으로 표현한다.

Log DP = Log (N/N0) = (Log N) – (Log N0)

N0는 초기 균 수를 의미하며 N는 48 h 동안 배양된 균 수

를 의미한다. MIC는 초기 균 수가 유지되거나 감소시키는

농도를 의미하고 (Log DP ≤ 0), 최소살균농도(MBC)는 초

기 균 수를 99.9% 저해시킨 농도를 의미한다 (Log DP ≤ −3)

[14].

Time kill curve assay에 의한 항균활성 측정

Broth macrodilution assay를 통해 얻어진 결과를 바탕으

로 특정 농도를 선택하여 원산지별(한국(제천)산, 우즈베키

스탄산, 중국산) 감초추출물과 대조군으로서 MP을 처리한

균 배양액의 균 수 변화를 시간에 따라 측정하였다. 특정 시

간 동안 배양된 배양액의 균 수는 육안으로 확인이 가능할

때까지 생리식염수로 희석하여 37oC에서 48 h 동안 혐기성

조건으로 배양하여 확인하였다.

결과 및 고찰

원산지별 감초추출물의 disc diffusion assay에 의한 항

균활성

총 8군으로 분류된 원산지별 감초추출물의 추출조건에서

피부 상재균인 E. coli, P. aeruginosa, B. subtilis, P. acnes

및 S. aureus에 대한 항균활성을 확인하기 위해 disc

diffusion assay를 실시하였다. 그 결과, 감초추출물은 E.

coli, B. subtilis 및 P. acnes에서만 항균활성을 나타내었다

(Table 1). 또한 특정 균에 대해 특정 조건에서 추출한 감초

추출물이 우수한 항균활성을 나타냄을 확인하였다. P. acnes

에 대한 항균활성에서 F군에서 추출한 한국산 감초가 2.5 mg/

disc에서 clear zone이 19.0 mm로 가장 우수한 항균활성을

나타냈고, 다음으로는 G군에서 추출한 우즈베키스탄산 감초

가 2.5 mg/disc에서 clear zone이 16.5 mm로 우수한 항균활

성을 나타냈다. 또한 E군에서 추출한 한국산 감초가 2.5 mg/

disc에서 clear zone이 15.0 mm, G군에서 추출한 중국산 감

초가 2.5 mg/disc에서 clear zone이 15.0 mm로 나타낸 수치

와 같지만 0.5 mg/disc에서 나타낸 clear zone이 각각

11.5 mm, 10.7 mm로 나타낸 것으로 보아 약간의 차이지만

E군에서 추출한 한국산 감초가 세 번째로 우수한 항균활성

을 나타내는 것을 확인하였다. 다양한 추출조건에서 추출된

원산지별 감초추출물 중 F군에서 추출한 한국산 감초추출물

이 E. coli, B. subtilis 및 P. acnes에서 항균활성을 나타내었

으며, 특히 P. acnes에 대한 항균활성을 나타내는 가장 최적

의 추출조건이며 그 밖의 피부 상재균에 대한 항균활성이 우

수한 원산지인 것으로 사료된다.

화장품 방부제의 disc diffusion assay에 의한 항균활성

원산지별 감초추출물의 항균활성에 대한 대조군으로써 화

장품 방부제로 사용되고 있는 파라벤류의 MP와, 현재 여러

화장품이나 식품 등에서 파라벤류의 대체제로 사용되고 있

는 방부 보조제인 1,2-hexanediol로 설정하였다. 대조군으로

설정한 두 성분의 피부 상재균인 E. coli, P. aeruginosa, B.

subtilis, P. acnes 및 S. aureus에 대한 항균활성을 확인하기

위해 disc diffusion assay롤 실시하였으며 결과는 Table 1과

같다. 

E. coli, P. aeruginosa, B. subtilis, P. acnes 및 S. aureus에

대한 항균활성은 MP의 2.5 mg/disc에서 clear zone이 각각

18.0 mm, 18.0 mm, 11.0 mm, 14.0 mm 및 12.0 mm로 나

타냈으며, 0.5 mg/disc에서는 E. coli, P. aeruginosa만이 약

간의 항균활성을 나타내었다. 또한 1,2-hexanediol은 2.5 mg/

disc와 0.5 mg/disc에서 모두 항균활성을 나타내지 않았다. 

결과적으로, 감초추출물 중에서 가장 우수한 항균활성을
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나타낸 F군에서 추출한 한국산 감초가 E. coli, B. subtilis,

P. acnes에 대해 항균활성에서 MP과 1,2-hexanediol보다 전

반적으로 우수한 항균활성을 나타냄을 확인하였다. 

Broth macrodilution assay에 의한 항균활성 

다양한 추출조건에서 추출된 원산지별 감초추출물의 항균

활성을 disc diffusion assay 통해 비교한 결과, 모든 조건에

서 추출한 추출물은 P. acnes에 대해 항균활성을 나타내었

고 일부 조건에서 추출한 추출물에서만 E. coli와 B. subtilis

에 대해 항균활성을 나타내었다. 이와 같은 결과를 바탕으로

P. acnes에 대해 가장 우수한 항균활성을 나타낸 한국산 감

초의 추출 조건인 F군(85% EtOH, 40oC, 12 h)을 실험 조건

으로 설정하고, 원산지별 감초추출물의 broth macrodilution

assay를 진행하였다. 실험 결과는 Fig. 1에 나타내었으며,

disc diffusion assay의 결과와 같이 한국산 감초추출물에서

가장 우수한 항균활성을 나타냄을 확인하였다. MIC 값과

MBC 값을 Log DP 값에 의해 확인한 결과, 한국산 감초추

출물(MIC 156 µg/ml, MBC 1,250 µg/ml)이 가장 우수한 항

균활성을 나타냄을 확인하였고, 그 다음으로는 우즈베키스

탄산(MIC 625 µg/ml, MBC 2,500 µg/ml)과 중국산(MIC

625 µg/ml, MBC 5,000 µg/ml)이 항균활성을 나타냈다.

Positive control로서 설정한 MP은 MIC가 1,250 µg/ml이고

Table 1. Antimicrobial activities of G. Uralensis, G. Glabra extracts, and positive control with extraction conditions (K: Korea, U:

Uzbekistan and C: China).

Size of clear zone (diameter, mm)

Stains

Conc. (mg/disc)

B. subtilis E. coli P. acnes

0.5 2.5 0.5 2.5 0.5 2.5

Negative control DMSO -a - - - - -

Positive control
Methyl paraben - 11.0 10.0 18.0 - 14.0

1,2-Hexanediol - - - - - -

Samples

A-K - - - - 9.7 11.5

A-U - - - - 10.5 13.7

A-C - - - - 8.5 12.7

B-K - - - - 9.0 13.0

B-U - - - - 8.0 10.0

B-C - - - - 8.5 13.0

C-K - - - - 9.5 13.5

C-U - - - - 11.0 16.0

C-C - - - - 8.5 13.2

D-K - - - - 9.0 12.0

D-U - - - - 8.5 12.0

D-C - - - - 8.5 11.5

E-K - - - - 11.5 15.0

E-U 13.0 17.5 14.5 17.5 14.0 16.0

E-C - - 10.5 13.0 10.7 14.0

F-K 12.0 15.0 12.5 15.5 16.0 19.0

F-U - - 10.5 13.0 9.7 13.0

F-C - - - - 9.7 13.7

G-K 12.0 15.0 14.5 17.5 11.0 14.5

G-U 13.0 15.0 12.5 17.0 13.5 16.5

G-C - - 11.5 13.5 10.7 15.0

H-K 12.0 15.0 13.5 17.5 10.5 14.0

H-U - - 11.0 14.0 10.0 13.0

H-C - - - - 10.0 15.0

aNo inhibition.
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MBC가 5,000 µg/ml으로 모든 원산지별 감초추출물에 비하

여 낮은 항균활성을 나타냄을 확인하였다. 저자들의 이전 연

구에서 50% EtOH 추출물에 대한 원산지별 MIC를 비교해

볼 때, F군 조건에서 추출한 감초추출물이 각각 한국산 감초

추출물(5,000 µg/ml)은 32배, 우즈베키스탄산 감초추출물

(5,000 µg/ml)은 8배, 중국산 감초추출물(10,000 µg/ml)은

16배로 우수한 항균 활성을 나타내는 것을 확인하였다. 50%

EtOH 추출물과 비교 시 보다 높은 EtOH의 비율의 추출물

에서 항균 활성이 높은 것으로 보아 비극성 물질의 항균 활

성 성분이 추출된 것으로 예상되며, 상온보다 높은 온도에서

단시간에 추출한 F군의 추출 조건에서 항균 활성을 나타내

는 성분들이 더 많이 추출되는 것으로 판단된다.

Kill time curve assay에 의한 항균활성 

Broth macrodilution assay를 통해 P. acnes에 대하여 가

장 우수한 항균활성을 나타내었던 한국산 감초추출물을 MBC

값을 기준으로 실험을 진행하였다. 원산지별 감초추출물과

MP의 농도를 1,250 µg/ml으로 처리하고 48시간 동안 6시간

마다 균 수를 확인하여 시간이 지남에 따라 P. acnes에 대한

생육 억제 변화를 확인하였다(Fig. 2). 그 결과, negative

control로서 추출물을 처리하지 않은 것에서는 24시간 동안

균 수의 변화가 일정하다가 24시간 이후로 시간이 지남에 따

라 균 수가 꾸준히 증가하는 것을 확인했다. 또한 원산지별

감초와 MP을 처리한 결과, 24시간 이전에는 초기 균 수에

비해 감소하는 경향을 나타내었다. 각각의 처리된 원산지별

추출물은 초기 균 수에 대하여 초기 6시간 동안 억제 활성

을 크게 나타냈고, 초기 균 수 이하에서 P. acnes에 대한 생

육이 억제되는 것을 확인하였다. 한국산 감초추출물 중에 대

하여 억제 정도가 가장 크게 나타났으며, 우즈베키스탄산과

중국산 감초추출물들은 억제 활성은 큰 차이를 보이지 않

았다. 

이상의 본 연구의 결과로부터 원산지별 감초추출물의 추

출조건에 대해 한국산 감초추출물이 여드름균인 P. acnes에

대해 가장 우수한 항균 활성을 나타내었으며, 특히 F군 조건

에서 메틸 파라벤보다 우수한 방부력을 나타내는 것을 확인

하였다. 또한 그 밖의 피부 상재균에 대해 항균 활성을 나타

내었기 때문에 여드름 치료제의 조성물 및 합성 방부제를

대체할 수 있는 천연 방부제로써 응용가능성이 있음을 시

사한다. 

요 약

본 연구에서는 다양한 추출조건에서 원산지별 감초(한국

은 제천감초, 우즈베키스탄산, 중국산) 추출물의 피부 상재

균에 대한 항균활성을 확인하였다. 원산지별 감초추출물의

추출조건은 추출용매(30% EtOH, 85% EtOH), 온도(40oC,

60oC), 시간(6 h, 12 h)을 조절하여 총 8군으로 설정하였다.

피부 상재균에 대한 항균활성은 disc diffusion assay, broth

macrodilution assay 및 kill time curve assay에 의해 평가

되었다. 각각의 조건별 추출물들에 대하여 disc diffusion

assay에 의해 각 원산지별 항균활성을 확인한 후, 가장 우수

한 항균활성을 보인 추출 조건을 선정하였다. 한국산 감초추

출물(85% EtOH, 40oC, 12 h)이 가장 우수한 항균활성을 보

였으며, 특히 P. acnes에 대하여 2.5 mg/disc에서 19 mm을

저해하였다. 최소저해농도(MIC)와 최소사멸농도(MBC)는 액

체 희석법을 이용하였으며, 원산지별 감초추출물의 MIC와

MBC는 한국산 감초추출물에서 각각 156 µg/ml과 1,250 µg/

ml로 우즈베키스탄 감초추출물(625 µg/ml과 2,500 µg/ml)과

중국산 감초추출물(625 µg/ml과 5,000 µg/ml)보다 가장 우

Fig. 2. Time kill curve of licorice extract with various origins

at 1,250 µg/ml against P. acnes.  

Fig. 1. Effect of licorice extract with various origins on

cumulative changes against P. acnes population stored at

37oC for 48 h.
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수한 항균 활성을 나타내었다. 이상의 결과들을 통하여 다양

한 추출조건에서 추출한 원산지별 감초추출물 중에서 가장

우수한 항균활성을 나타내는 최적의 조건과 원산지가 F군

(85% EtOH, 40oC, 12 h)에서 추출한 한국산 감초임을 확인

했다. 이는 현재 사용되는 합성 방부제를 대신할 천연방부제

인 화장품 원료로서 응용 가능성이 있음을 시사한다.
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