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  요 약 : 식품부패미생물에 대한 감초추출물의 항균력을 확인하고 유효성분을 분리한 후 그 구조를 확
인 하였다. 감초추출물은 대표적인 항균제인 메타중아황산칼륨과 myconazole과 비슷한 항균 활성을 나
타내었다. 용매분획을 실시한 결과 chloroform fraction이 가장 항균활성이 높은 것으로 나타났다. 이에 
chloroform분획을 silica gel column chromatography를 통해 분리하여 항균활성이 가장 큰 분획물인 
KC를 분리하였다. 이 화합물은 ESI-MS 와 1H-NMR, 13C-NMR 결과로부터 활성물질의 구조를 동정
하였으며 그 결과 KC는 (R)-glabridin인 것으로 확인하였다.  

주제어 : 감초추출물, 항균 활성, ESI-MS, 13C-NMR, (R)-glabridin

  Abstract : Antimicrobial properties of Licorice(Glycyrrhizae radix L.) against food spoilage 
microorganism, Bacillus subtilis KCTC 1021 was investigated. Antibacterial activity of the essential 
oil was as equivalent as Potassium metabisulfite and myconazole. The licorice extracts was 
fractionated to hexane, chloroform, ethyl acetate, butanol and water fraction. Chloroform fraction 
showed the highest inhibitory effect on the Bacillus subtilis KCTC 1021. Chloroform fraction was 
further fractionated by silica gel column chromatography and thin layer chromatography(TLC). The 
antibacterial compound was isolated from their fractions and its chemical structures was identified 
as (R)-glabridin by ESI-MS, 1H-NMR and 13C-NMR.
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1. 서 론

  천연물에 존재한 항균성 물질에 대한 연구는 
동서양을 막론하고 오래 전부터 시도되고 있다. 
특히 천연 보존료 개발의 일환으로 약용식물, 식
용식물의 항균성에 관한 연구가 많이 이루어지고 
있으며 이러한 연구의 대부분은 자연계에 대략 
8,000여종이 존재하는 2차 대사산물인 페놀 화합
물에 대한 관심에 집중되고 있다[1]. 이들 폴리페
놀 화합물은 천연 항산화 활성을 나타낼 뿐만 아
니라 식물에 있어서 색깔, 쓴맛, 향, 수렴성 등 
관능적 성질에도 중요한 역할을 한다[2]. 따라서 
식물로부터 천연 기능성 소재를  갖는 새로운 물
질을 탐색하는 연구가 활발히 이루어지고 있는데, 
이는 약용식물이 소비자들에게 거부감이 없이 천
연물로 인식될 수 있고 식물 중에 함유되어 있는 
페놀 화합물이 항염, 항종양, 동맥경화 방지, 항
암, 항균활성 등과 같이 생리활성 효과가 우수하
고 건강에 유익한 여러 가지 작용을 하고 있는 
것으로 알려져 있기 때문이다[3-6]. 일반적으로 
식물체로부터 얻어진 천연물질은 인간이 장기간 
식용으로 사용했던 천연물을 그대로 이용하거나 
추출하여 보존제로 사용하는 경우 미국에서는 이
를 generally recognized as safe(GRAS) list로 분
류하여 관리하고 있어 천연물질의 개발과 이용은 
인공합성 보존제의 사용으로 인한 부정적인 측면
을 해소하고 소비자 기피현상을 유발하지 않으면
서도 저장성 향상과 안전성을 확보할 수 있는 좋
은 방안이다[7]. 하지만 이들 천연 식품 보존제는 
물에 대한 용해도가 0.1% 이하로 난용성으로, 높
은 휘발성 및 빛, 수분, 열 등에 노출되었을 때 
급격히 분해되는 단점을 가지고 있고, 특유의 자
극적인 냄새와 강한 부식성으로 사용에 많은 제
약을 가지고 있어 난용성을 극복하고 항균력을 
유지 및 강화시킬 수 있는 방법이 우선적으로 선
행되어야 한다. 
  대부분의 천연항균물질은 전통적으로 사용해온 
소금, 식초 등 일반 식품소재 외에 동, 식물 내에 
한 성분으로 함유된 경우가 많으며 단백질, 특정
효소, 유기산, 식물정유, 식물의 특정 성분 등이 
항균효과를 나타내는 것으로 알려져 있다[8]. 특히 
식물에 존재하는 항균물질은 대부분이 alkaloid, 
flavonoid, terpenoid, phenolic compound, 
quinone, volatile oil 등의 이차대사 산물이거나 
또는 그 유도체들로 알려져 있다[9]. 따라서 인간
이 오랫동안 안전하게 섭취하여 왔던 천연물로부

터 인체에 안전하고 항균활성이 높은 물질을 분
리 이용하려는 연구가 활발히 이루어지고 있다.  
 천연항균물질에 관한 연구로는 정유, 항신료, 한
약재 등과 alkaloid, flavonoid, phytoalexin, 항균 
펩타이드 등이 보고되어 있다[10, 11]. 이외에도 
국내에서 향신료로 많이 사용되는 생강, 마늘 등
의 성분에 의한 항균성에 대한 연구가 이루어졌
다[12-14].  
  감초(Licorice, Glycyrrhizae radix)는 콩과에 속
하는 다년생 초본 식물로 맛이 달고 독이 없으면서 
따뜻한 기운을 가지고 있어 약제 외에도 식품산업
에 광범위 하게 이용되어 왔다. 이 식물의 유효성
분으로는 triterpenoid류의 glycyrrhizin, glycyrrhe- 
tinic acid, uralsaponin, licorice saponines, 
glycyrrhetinic acid methyl ester와 flavonoid류의 
liquiritin, liquiritigenin, isoliquiritin, isoliquiriti- 
genin, neoliquiritin, isolicoflavonol 등이 분리 보
고되고 있다[15]. 그 중 사포닌 계통의 감미성분
인 glycyrrhizin은 1 분자의 glycyrrhetinic acid와 
2 분자의 glucuronic acid로 이루어져 있으며 설
탕의 약 200~300배의 단맛을 내어 천연감미료
[16]로 이용되고 있으며, 항염증[17], 항바이러스 
[18]등에 효과가 있는 것으로 알려지고 있다. 또
한 감초의 liquiritigenin성분은 천연 보존제로 사
용되며 특히, 냉장식품에서 발육 가능한 저온성균
인 listeria monocytogenes에 대하여 살균 효과를 
가지는 것으로 보고되었다[19].
  본 연구에서는 감초 추출물로부터 항균성 실험
을 통하여 자연계에 널리 분포되어 식품을 변질
시키는 유포자 세균인 Bacillus subtilis KCTC 
1021에 대해 가장 높은 항균 효과를 보인 분획
으로 부터 항균물질을 분리, 정제하여 ESI-MS, 
1H-NMR and 13C-NMR 등을 이용하여 항균 
효과를 나타내는 물질을 분리, 동정하여, 향후 천
연식품보존제로서의 활용가능성에 대한 기초 자
료로 제시하고자 한다.    

2. 실 험

2.1 공시 재료  
  본 실험에 사용한 감초는 (Glycyrrhizae radix, 
L)은 2014년 10월에 금산시장의 한약 재료상에
서 구입한 후 믹서(FM-680W, HANIL Co., 
Wom Joo, Korea)로 분쇄 한 후, 40 mesh 체에 
내려 폴리에틸렌 백에 넣어 -40℃ deep freezer
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에 보관하면서 사용하였다. 감초 추출물의 제조는 
감초 중량의 10배의 증류수와 99% 에탄올을 가
하여 환류냉각기가 장착된 추출기로 비등점에서 
4시간 동안 추출하여 Whatman No 2여과지로 
여과한 후 이를 다시 50℃에서 6시간 동안 중탕
하여 동결 건조하여 -4℃ 냉동고에 보관하면서 
사용하였다.      

2.2 시험균주 및 항균 검색 

  본 실험에 사용한 균주는  자연계에 널리 분포
하여 식품을 변질시키는 유포자 세균인 Bacillus 
subtilis KCTC 1021 균주로 potato dextrose 
agar(PDA)에 접종하여 72hr 배양한 후 실험에 
사용하였다. 항 세균활성 측정은 배지에 72~84hr 
배양한 균주를 2% 취하여 중층용 배지(agar 
1.5%)에 분주하여 항 세균 활성검색 배지를 조제 
한 후 평판배지에 오려 밀착 시킨 filter paper 
disc(Ø 8㎜, Advantec, Toyo Roshi Co)에 감초 
추출물을 DMSO로 희석하여 농도별로 제조하고 
20, 30, 40, 50㎕씩 접종하여 30℃ incubator에 
72~84hr 배양한 후 Paper disc agar diffusion법
[20]에 준하여 disc 주위에 생성되는 clear zone 
직경(㎜)을 측정하였다. 이때 대조군로서는 항균
제인 메타중아황산칼륨과 myconazole을 사용하
였다.

2.3 Chloroform 분획으로부터 항균성 물질의 

분리 

  항균 활성이 가장 우수한 chloroform 분획물을 
감압 농축한 후 Flash silica gel column chroma- 
tography를 이용하여 CHCl3:MeOH 혼합용매를 
100:1에서 2:1의 비율로 제조하여 순차적으로 농
도를 조절하면서 Column chromatography를 실
시하였고 각 분획물에 대하여 항균활성 평가 및 
TLC(용매, chloroform : methanol = 2:1, v/v)
로 monitoring 하였다. 한편, 활성능이 가장 우수
한 활성분획을 농축한 후 methanol을 용매로 하
여 Sephadex LH-20 column chromatography를 
수행하였고 이를 TLC로 분석하여 감초 추출물로
부터 분리한 항세균 화합물을 얻었다(Fig. 1). 
Column chromatography용 silica gel은 Kieselgel 
60(70~230 mesh, Merck, Germany)을 사용하였
고, Sephadex LH-20(GE Healthcare, Sweden)

을 사용하였다. Thin Layer chromatography 
(TLC)는 Kiselgel 60 F254s(Merck, German)를 사
용하였고, 실험에 사용한 모든 시약은 특급시약을 
사용하였다.  
    
2.4 항균성 물질의 동정

  항균성이 높게 나타난 최종 정제된 감초 추출
물의 항균 성분은 EI-MS와 1H(400 MHz), 13C 
(100 MHz) NMR을 통하여 얻은 화학구조상의 
수소 및 탄소골격에 대한 정보를 얻어 활성물질의 
구조를 동정하였다. ESI-MS은 Hewlett-Packard 
6890 GC을 사용하였고, Column은 HP5-MS 
(30m×250㎛×0.25㎛), column 온도는 100℃에
서 2분간 유지시킨 후 10℃/min으로 승온하여 
280℃, 10 min 조건으로 분석하였다. Injector 온
도는 280℃, detector 온도는 280℃, carrier gas
는 He(1.0mL/min)을 사용하였다. NMR 분석조
건은 Varian model UI 500 spectrometer(Varian 
Inc., Melboume, America)를 이용하여 400 
MHz에서 측정하였다.   

3. 결과 및 고찰

3.1. 감초 추출물의 항균성

  감초를 건조시켜 분쇄한 후 50% ethanol로 추
출한 것을 10%의 농도로 희석하여 20~50㎕까지 
10㎕간격으로 첨가하여 부패 미생물의 농도별 생
육저해 효과를 paper disc agar diffusion법에 따
라 생육 저해완의 유무를 관찰하였다(Table 1). 감
초 추출물의 경우 40㎕/mL의 농도에서 메타중아
황산칼륨는 30㎕/mL이상에서 15㎜이상의  clear 
zone이 형성되었으나 myconazole는 상대적으로 
50 ㎕/mL 농도에서도 15㎜이상 크기의 clear 
zone을 형성되는 것으로 관찰되었다. 특히, 대조
군으로 사용된 메타중아황산칼륨의 경우 20㎕
/mL 농도에서도 12~15㎜의 생육저지환이 형성
되는 것을 알 수 있었다. 전반적으로 감초 추출
물의 경우 대조군인 메타중아황산칼륨과 비슷한 
항균활성을 나타내었고 myconazole에 비해서는 
상대적으로 항균활성이 우수한 것으로 나타났다. 
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Licorice extracts (250mL)

                        Diluted 10 times

                        Partitioned with hexane, chloroform, 

                        ethyl acetate, butanol 

Chloroform layer

Silica gel column chromatography
                                    

                          CHCl3:MeOH = 100:1 ~2:1

Sephadex LH-20 column chromatography
                                    

                                    MeOH

Semi-Preparative HPLC

                             ODS column, 10×150mm

                             65~70% MeOH, 3mL/min 

Compound KC

Fig. 1. Fractionation and isolation procedures of antimicrobial substance 

fromGlycyrrhizae radix L. 

Table 1. Antimicrobial properties of Glycyrrhizae radix extract, potassium metabisulfite and 
        myconazole against microorganism using the paper disc diffusion method

 Extract 
Concentration (㎕/mL)

20 30 40 50

Glycyrrhizae radix extract + ++ +++ +++

Potassium metabisulfite ++ +++ +++ +++

Myconazole + ++ ++ +++

Diameter of clear zone
(+; under 12㎜, ++; 12~15㎜, +++; over 15㎜)
The diameter of the zone of inhibition includes the paper disc(8㎜) 
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3.2. 감초 추출물의 분획별 항균성

  항균성을 나타낸 감초 추출물의 항균성 물질을 
분리할 목적으로 먼저 감초 추출물(55。Brix) 
250mL을 10배 희석하여 hexane, chloroform, 
ethyl acetate, butanol 등의 유기용매를 이용하여 
순차적으로 분배 추출하였다. Fig. 2에서 보는 바
와 같이 항균성 활성은 chloroform과 ethyl 
acetate 분획 층에서 나타났으며, chloroform 층
의 활성이 더 강한 것으로 분석되었다. 따라서 
감초의 항균 효과를 추출 용매별로 살펴보면 
chloroform 층이 가장 우수한 것으로 나타났고 
나머지 용매에서는 항균 활성이 전혀 없거나 약
한 것으로 나타났다. 이와 같은 결과는 각 용매 
분획 시 용매에 따른 항진균성 물질이 용해되어 
나타나는 것으로 사료되며 특히, 감초의 항균 물
질은 chloroform 분획에서 부패 미생물에 대한 
광범위한 clear zone을 형성하는 것으로 보아 항
균 물질은 chloroform에 잘 용해되는 물질이고 
극성에 가까운 것으로 생각된다.   
  지금까지 보고된 감초의 항세균성 시험은 물 
추출물의 경우 E. coli, S. aureus, S. typhimu- 
rium, P. aeruginosa에 대해서 항균효과를 나타내
었으며, methanol 추출물의 경우 모든 균에서 항
균성을 나타내었다고 보고 하였다[21, 22]. 하지
만 기존의 이러한 실험 결과와 다르게 본 실험을 
통하여 chloroform 분획물이 항균활성을 나타내
는 것을 확인함으로서 감초의 새로운 용도 개발
이라는 측면에서 기대를 할 수 있을 것으로 사료
된다.  

Fig. 2. Antimicrobial activity of various 
organic solvents extract of Glycyrrhizae 
radix against microorganism.

3.3. Silica gel column chromatography와 

     TLC에 의한 항균 물질의 분리 

  감초 chloroform층 분획물을 silica gel column 
chromatography한 후 TLC 전개한 결과 fraction 
45~50 사이에서 항균활성이 가장 강하게 나타났
으며, 이를 농축하여 계속적인 정제를 수행하였고 
각 분획물에 대한 silica gel TLC를 이용하여 
monitoring을 하였다. 아울러 활성분획 fraction 
45∼50은 농축한 후 methanol을 용매로 하여 
Sephadex LH-20 column chromatography를 수
행한 결과 fraction 33∼40 사이에서 강한 활성
을 나타내었다(Fig. 3). 이에 활성분획인 fraction 
33∼40의 분획물에 대하여 analytical HPLC로 
분석한 후 농축된 fraction 34, 35는 65∼70% 
메탄올을 용출 용매로 preparative HPLC (ODS 
column, 10 i.d. x 150mm, 3mL/min)를 수행하
여 각 피크를 분취하여 각 피크의 항균활성을 측
정하였으며 그 결과를 Fig. 4에 나타내었다. Fig. 
4에 나타낸 바와 같이 2번 피크에서만 강한 활성
을 나타났으며(1번은 2번 피크 앞의 모든 피크를 
분취하여 농축한 것이며, 3번은 2번 피크 뒤의 
모든 피크를 분취하여 농축한 것임), 2번 피크의 
활성성분을 KC라 임의로 명명하였다.  

Fig. 3. Antimicrobial activity of each fractions 
derived from Sephadex LH-20 column 
chromatography.

3.4 감초 추출물의 항균성 성분 화학구조 동정

  감초로부터 분리한 항세균 활성성분 KC의 화
학구조를 규명하기 위하여 CDCl3에 녹여 1H 
NMR, 13C NMR, 1H-1H COSY 등의 1차원 및 
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(a)

(b)

Fig. 4. Preparative HPLC profile of fraction 34, 35(a) and antimicrobial activity of the       

second peak(b). 

2차원 NMR spectrum을 측정하여 해석하였다. 
KC 화합물을 1H NMR spectrum을 측정한 결
과, 6.8~5.5ppm 사이에 7개의 aromatic methine 
proton이 관찰되었으며, 4.29와 3.95ppm에서 한 
개의 oxygenated asymmetric methylene, 3.40 
ppm에서 한 개의 methine, 2.93, 2.75ppm에서 
한 개의 asymmetric methylene 및 1.36ppm에서 
두 개의 methyl proton이 관찰되었다.
  한편 13C NMR spectrum을 측정한 결과, 20개
의 탄소가 관찰되었다. 즉 156.7, 155.9, 151.7, 
149.7 ppm에서 네 개의 sp2 oxygenated quate- 
rnary carbon, 129.0, 128.4, 127.4, 116.8, 108.1, 
106.3, 102.2 ppm에서 7개의 sp2 methine carbon, 
118.6, 114.8, 109.6 ppm에서 세 개의 sp2 
quaternary carbon, 75.2ppm에서 sp3 oxygenated 
quaternary carbon, 70.1ppm에서 oxygenated 
methylene carbon, 31.7 ppm에서 sp3 methine 
carbon, 30.3ppm에서 sp3 methylene carbon, 

26.6, 26.5ppm에서 두 개의 methyl carbon이 관
찰되었다. 따라서 이의 확인을 위하여 mass 분석
을 수행 하였으며 ESI-mass spectrum을 positive 
mode에서 측정한 결과, [M+H]+가 m/z 325에서 
관찰되어 분자량이 324임을 알 수 있었다(Fig. 
5). 따라서 NMR 분광분석 및 mass 분석에 의하
여 감초 추출물에서 분리한 항세균 활성성분의 
화학구조를 규명할 수 있었다. 화합물 KC는 한 
개의 chiral center를 지니고 있고 천연에서 분리
되는 glabridin은 (+)-glabridin 즉 (R)-glabridin
으로 알려져 있다[23] 본 실험에서는 이를 규명
하지 않았으나 감초 추출물에서 분리한 천연 
glabridin인 점과 천연에서는 (S)-glabridin이 보
고되지 않은 점 등으로부터 본 화합물을 (R)- 
glabridin으로 동정하였다.
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Fig. 5. ESI – mass spectrum of KC compound. 

4. 결 론

   본 연구에서는 감초 추출물로부터 항균물질을 
분리, 정제하여 ESI-MS, 1H-NMR과 13C-NMR 
등을 이용하여 항균 효과를 나타내는 물질을 분
리, 동정하여 하였다. 

  1. 유포자 세균인 Bacillus subtilis KCTC 
1021에 대한 감초추출물의 항균성은 대조군
으로 사용된 메타중아황산칼륨과 비슷한 항
균활성을 나타내었고 myconazole에 비해서
는 상대적으로 항균활성이 우수한 것으로 
나타났다. 

  2. 감초 추출물의 분획별 항균성을 분석하기 
위해 감초 추출물을 hexane, chloroform, 
ethyl acetate, butanol 등의 유기용매를 이
용하여 순차적으로 분배 추출한 결과 항균
성 활성은 chloroform과 ethyl acetate 분획
층에서 나타났으며, chloroform층의 활성이 
더 강한 것으로 분석되었다. 이에 감초 
chloroform층 분획물로 부터 항균활성이 가
장 우수한 fraction 45~50을 취한 후 이를 농
축 하고 methanol을 용매로 하여 Sephadex 
LH-20 column chromatography의 수행을 
통해 fraction 33∼40 사이에서 강한 활성을 
띄는 분획물을 분리하였고 analytical HPLC
로 분석을 통해 활성성분이 가장 강한 분획
물을 KC라 임의로 명명하였다.  

  3. 감초로부터 분리한 항세균 활성성분 KC의 
화학구조를 규명하고자 CDCl3에 녹여 1H 
NMR, 13C NMR, 1H-1H COSY 등의 1차
원 및 2차원 NMR spectrum을 측정하여 
해석한 결과 화합물 KC는 한 개의 chiral 
center를 지니고 있는 (R)-glabridin으로 동
정되었다. 
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