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해방풍 유산균 발효물의 항균 및 항산화 증진 효과

조현솔, 홍선미*

환동해산업연구원

Enhancement of the Antibacterial and Antioxidative Capacities of 
Glehnia littoralis Extracts through Lactic Acid Bacteria Fermentation

Hyun Sol Jo, Sun Mee Hong*

Marine Industry Research institute for East sea rim (MIRE)

요  약  본 연구는 동해안 해수에서 분리된 L. plantarum(Lp)과 P. acidilactici(Pa)를 이용한 해방풍 발효를 통해, 
GABA 증량과 항산화, 항균 및 멜라닌 억제 효능을 확인하였다. 해방풍 잎과 뿌리 추출물의 Lp와 Pa의 공발효
(GLE_LpPa, GRE_LpPa)에서 유산균은 각각 1.0E+11과 1.5E+12 cfu/mL의 성장을 나타냈고, 잎과 뿌리의 
GABA 합성이 GLE_LpPa는 16 %p, GRE_LpPa는 167 %p의 증량이 확인되었다. 해방풍 잎 발효물의 DPPH 라
디칼 소거능은 GLE_Lp 75.6%, GLE_Pa 79.2%로 높은 항산화 활성을 보였으나, 뿌리 발효물인 GRE_Lp 20.9%, 
GRE_Pa 23.2%로 조금 낮았다. 또한, 잎과 뿌리 발효물의 B16-F10 세포 독성 실험은 1,000 ug/mL 농도의 72시
간까지 세포가 안정적으로 성장하는 것으로 나타났다. 또한 각 배양물은 B16-F10 세포에서 멜라닌 억제 효능이 확
인 되었으며, 특히 유산균 Lp에 의한 GLE_Lp와 GRE_Lp는 각 71.3%와 68.6%로 Pa 발효보다 높은 멜라닌 억제 
기능이 확인되었다. 또한 뿌리 공배양물인 GRE_LpPa는 추출물인 GRE보다 치아우식균 2.2배, 충치균 2.5배, 여드
름균 1.25배, 특히 비듬균에 있어서는 12배의 항균 활성 증가가 확인되었다. 이들 결과는 다른 영양성분 첨가 없이 
Lp와 Pa가 접종된 해방풍 발효는 GABA 증량이 가능하고, GABA가 포함된 해방풍 발효물은 항산화, 항균과 멜라
닌 억제 효능과 세포 안정성이 확인되어 식품 및 화장품 산업의 유효 소재로의 활용 가치가 있을 것으로 사료된다. 

Abstract  In this study, the effects of Lactobacillus plantarum (Lp) and Pediococcus acidilacitici (Pa) based
fermentation of Glehnia littoralis extracts on GABA levels and antioxidative, antibacterial, and 
anti-melanin effects were investigated. Lp and Pa co-culture of G. littoralis leaf and root extracts 
(GLE_LpPa, GRE_LpPa) led to bacterial growth rates of 1.0E+11 and 1.5E+12 cfu/mL, respectively. After
48 h of fermentation, the amounts of MSG and GABA produced were enhanced. In particular, GABA 
levels in GLE_LpPa and GLE_LpPa were found to have increased by 16% and 167%, respectively. 
Fermentation of GLE_Lp and GLE_Pa resulted in DPPH activity increases of 75.6% and 79.2%, indicating
that both fermented extracts had antioxidative activity. B16F10 cell assays showed GLE_Lp and GRE_Lp 
inhibited melanin levels by 71.3% and 68.6%, respectively. Furthermore, GRE_LpPa showed enhanced 
activities against bacterial species that cause dental caries (2.2-fold for Streptococcus mutans, 2.5-fold
for Streptococcus sobrinus) and acne (1.25-fold for Propionibacterium acnes). Of note was a 12-fold 
increase in activity against the dandruff bacterium Malassezia furfur. In conclusion, the study shows that
the antioxidative, antibacterial, and melanin-inhibiting effects and GABA levels in G. littoralis extracts
are enhanced by fermentation, in the absence of additional nutrients. These results support the use of 
fermented Glehnia littoralis extracts as active ingredients in the food and cosmetics industries.
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1. 서론

국내의 해안사구에 자라는 미나리과 식물인 해방풍(갯
방풍; Glehnia littoralis)은 다년초 염생식물(halophyte)로 
일본, 만주, 중국 등에 분포한다[1]. 예부터 해방풍은 여
러 생리활성과 약리활성이 있어 고혈압, 뇌졸중, 해열, 
진통, 신경통 등의 질환 치료를 위해 한약 재료로 이용되
었다[1]. 최근에는 잎과 줄기의 식용 가치가 높아 재배 
작물로 되어 동해안의 경상북도(울진군, 영덕군)와 강원
도(고성군)에서 재배 단지를 조성하고 식품과 기타 기능
성 제품 등의 활용을 위해 육성 되고 있다[2]. 국내에서 
해방풍 연구는 지방산, 스테롤 또는 정유성분에 대한 이
차 대사물과[3,4], 폴리아세틸렌(polyacetylene), 베타
시토스테롤(β-sitostrerol), 베르캅텐(bergapten), 쿠마
린(coumarin) 등의 생리활성물질 등을 확인하고 수용성
과 유기용매로 추출 분리한 물질의 항산화, 항균, 항염, 
항바이러스, 항암 효과 등의 효능에 대한 연구가 발표되
었다[5-9].  이러한 해방풍을 포함하는 식물 천연물로부
터의 기능성 물질의 효능이 알려지면서 식물기반의 인체
와 환경에 안전한 항균과 항산화 등의 기능성 물질 분리 
필요성이 높아지고 있다. 특히, 산화적 스트레스의 원인
인 활성산소(Reactive Oxygen)를 조절하는 항산제는 
효소계 항산화물질인 superoxide dismutase(SOD), 
catalase, glutathione reductase와 합성 항산화제인 
propyl gallate(PG), butylated hydroxyanisole(BHA), 
butylated hydroxytoluene(BHT), 및 천연 항산화제인 
phenol 화합물, flavone 유도체, tocopherol, ascorbic 
acid, carotenoids, glutathione, 아미노산 등이 관심 
받고 있다[9]. 또한, 안전성, 경제성과 더불어 고기능의 
천연물을 대상으로 EM(Effective Micro organisms)균
과 유산균 발효를 적용한 항산화, 항균 등의 기능 연구도 
활발하다[10,11]. 

미생물이 생산하는 비단백질성 아미노산인 GABA (γ
-aminobutyric acid, GABA)는 자연계에 널리 분포하
는 물질로 고등생물의 중추신경계에 신경전달물질 억제 
기능으로 알려져 있다[12]. 특히, 사람에서는 신경계, 혈
액에 함유되어 있으나, 대부분은 뇌의 골수에 존재하여 
신경전달 물질인 아세틸콜린(acetylcholine)을 증가시
켜 뇌기능 촉진 기능 외에도 항산화, 혈압강하, 이뇨, 성
장 호르몬 조절에 관여하는 것으로 알려져 있다[13-16]. 
일반적으로 GABA 함량이 높은 천연물로는 현미(4-8 
mg/100g), 녹차(35-205 mg/100g), 뽕잎(56 mg/100g) 
등이 알려져 있다. 최근에 천연물에서 얻을 수 있는 

GABA의 양으로는 약리 작용에 한계가 있어 농도를 증
량하기 위해 미생물 등을 적용한 다양한 소재 활용 연구
도 보고되고 있다[17,18]. GABA는 천연물에 있는 글루
타민(glutamine; C5H10N2O3)을 탈탄소화 반응
(decarboxylation reaction)을 통해 생산하나, 천연물 
내에 있는 글루타민의 양에 따라 GABA 생산량이 정해
지는 것으로 알려져 있다[19,20]. 따라서 이러한 한계를 
극복하기 위해 미생물 특히 유산균(Lactic Acid 
Bacteria; LAB)을 이용한 GABA 생산 연구 보고가 이어
지고 있다[21-23]. 

본 연구는 해양에서 분리한 유산균으로 해방풍 추출물
을 배양하여 GABA 증량의 확인과 이에 따른 항산화와 
비듬균, 여드름균, 충치균 등에 대한 항균과 B16-F10 세
포에서의 멜라닌 색소 억제 효과를 분석하여 식·의약 소
재와 화장품 등의 다양한 산업 소재로서의 해방풍 유산
균 발효물의 가능성을 제시하고 관련한 기초 데이터를 
제시하고자 한다.

2. 재료 및 방법

2.1 해방풍 발효물의 제조
해방풍은 경상북도 울진군 기성에서 재배된 해방풍 잎

(Glehnia littoralis Leaf; GL.; 30 ∼ 40일)과 뿌리
(Glehnia littoralis Root GR.; 3 ∼ 5년)를 채취하여 
50 ℃에서 48시간 건조 후, –20 ℃ 보관하고 실험에 사
용하였다. 해방풍 발효에 사용된 균주는 환동해산업연구
원(경상북도, 울진군)에서 동해안 해수에서 분리한 
Lactobacillus plantarum _DSW(Lp; KCCM12299P)
와 Pediococcus acidilactici(Pa; KCCM12472P) 2종
으로 한국미생물보존센터에 기탁하고 실험에 사용하였
다. 유산균 접종을 위한 배지는 멸균 증류수에 해방풍 분
말 5%(w/v)을 넣고 121 ℃에서 15분간 멸균하여 해방
풍 잎(GL Leaf Extract; GLE) 및 뿌리 추출물(GL Root 
Extract; GRE)을 준비하였다. 균주는 1x108 cfu/ml 농
도로 1% 접종하고 30 ± 1 ℃에서 24시간동안 배양하여 
해방풍 단일 유산균 발효물(GLE_Lp, GRE_Lp, GLE_Pa, 
GRE _Pa)과 공발효물(GLE_LpPa, GRE_LpPa)을 제조
하고 액상 또는 동결건조하여 분석용 시료로 사용하였다.

2.2 해방풍 발효물의 GABA 분석
해방풍 발효물 내의 GABA 성분을 확인하기 위해 얇
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은 막 크로마토그래피(Thin Layer Chromatography, 
TLC) 분석을 수행하였다[22]. 해방풍 잎과 뿌리 추출물
(GLE, GRE), 해방풍 잎과 뿌리의 발효물(GLE_Lp, 
GRE_Lp, GLE_Pa, GRE_Pa GLE_LpPa, GRE_LpPa) 
시료 6종과 1% GABA(Sigma, USA; w/v), 및 0.2% 
MSG(Mono sodium glutamate; Sigma, USA; w/v)를 
TLC silica gel(Merck, USA)에 각 3 ul씩 점적하였다. 
분리 용매로 n-부탄올: 아세트산: 물을 5:2:2 (v/v/v; 
Sigma, USA)을 사용하였으며, 각 시료를 분리하고 건조 
후, 0.2% ninhydrin 용액(Sigma, USA)을 분사 후, 발
색하여 GABA 등의 spot을 확인하였다. 

다음으로 GABA 정량 분석을 위해 Rat GABA ELISA 
kit(ABIVA systems biology, USA)를 사용하였고, 검량
값 측정을 위해 lyophilized GABA (AVIVA, USA) 100 
ng/mL을 사용하였다. 각 시료의 1% (v/v)의 50 uL를 
96 well plate에 분주하고, 바이오틴(Biotin)이 결합된 
1x GABA complex 50 uL를 더하고, 37 ℃에서 60분
간 물질의 결합 반응 후, 용액을 제거하고, 1x wash 용
액 300 uL를 2분간 반응하는 단계를 3회 반복하였다. 
발색을 위해 TMB(3,3',5,5'-Tetramethylbenzidine) 
용액 90 uL 처리하고 37 ℃에서 15∼30분간 암처리 후
에 분광광도계(Ultra Spectrometer, Biochrom, USA)
를 이용하여 450 nm에서 흡광도를 측정하고 검량선을 
통해 각 GABA를 정량하였다.

2.3 DPPH 라디컬 소거 활성 분석
자유 라디컬(free radical)의 하나인 DPPH(2,2-diph 

enyl-1-picrylhydrazyl)를 이용하여 자유라디칼인 
DPPH 소거 활성을 분석하였다[2,9]. 준비된 동결건조 
해방풍 발효 분말은 멸균 증류수(distilled water)에 용
해하여 1% 농도의 실험 시료를 준비하고, 1mM 메탄올
(MeOH; 100 mM Tris-HCl, pH 7.4)에 DPPH를 용해
하여 실험에는 100 uM 농도로 희석하여 사용하였다. 
0.1% (v/v) 농도의 각 시료 10 uL를 100 uM DPPH 용
액과 혼합하여 최종 부피가 100 ul가 되도록 96 well 
plate에 넣어 실온에서 30분간 반응하고 분광광도계
(UltraSpectrometer, Biochrom, USA)를 이용하여 
517 nm에서 흡광도를 측정하였다. 시료 첨가군과 무첨
가군의 흡광도(absorbance)를 이용하여 아래 Eq. (1) 
DPPH 라디컬 소거활성률(Superoxide radical 
scavenging activity; %)를 계산하였다. 

Superoxide radical scavenging activity (%) 
= (1 - Sample absorbance / Control absorbance) 
x 100 (1)

2.4 세포 독성과 멜라닌 억제 효능 분석 
마우스 흑색종(melanoma) 세포(B16-F10; ATCC 

CRL-6745)는 DMEM(Dulbecco’s modified Eagle’s 
Medim; GIBCO, USA) 배지에 10% (v/v) FBS(Fetal 
Bovine Serum, GIBCO, USA), 1% (w/v) 페니실린-스
트렙토마이신(Penicillin-Streptomycin)을 첨가하여 
37 ℃, 5% CO2 배양기에서 2 x 106 cells/mL로 배양한 
세포를 사용하였다. B16-F10 세포는 24 well plate에 
2 x 106 cells/mL 로 분주하고 24 시간 배양하고, 각 1 
mg, 100 ug, 10 ug, 1 ug/ml 시료를 처리하고 24, 48 
또는 72 시간 동안 배양하였다. 시간 경과 후에 세포를 
모아 Cell counting kit-8(CCK-8, Korea)를 이용하여 
540 nm 흡광도를 측정하고 무처리군 대비 세포 생존률
(cell viability)을 측정하였다. 다음으로 B16-F10 세포
에 100 ug/mL(0.1%; v/v)의 각 시료와 양성 대조군으
로 0.1% Albutin (Sigma, UAS; v/v)을 처리하고 48시
간 후에 10% (v/v) DMSO가 포함 된 1 N NaOH에 용
해하고 80 ℃에서 1시간 배양 후 475 nm에서 흡광도를 
측정하여 멜라닌 함량의 변화를 측정하였다[25].

2.5 항균 효능 분석
항균 효능 확인을 위해 치아우식균 스트렙토코커스 소

브리누스(Streptococcus sobrinus, ATCC33478), 충
치균 스트렙토코커스 뮤탄스(Streptococcus mutans, 
ATCC3065), 여드름균 프로피오니박테리움 아크네스
(Propionibacterium acnes, ATCC6919), 비듬균 말
라세지아 퍼퍼(Malassezia furfur, ATCC14521) 4종에 
대해 분석하였다. 여드름균은 RCM (Reinforced Clostridial 
Medium, Dibco) 배지, 비듬균은 LNA(Leeming& 
Notman Agar, MBcell)배지(1% Olive oil add), 충치
균과 치아수식균은 BHI((Brain Heart Infusion, 
Difco) 액상 배지에 접종하고 37 ℃ 배양기에서 24시간 
전배양 하였다. 다음으로 1% LB Agar 배지에 전배양한 
시험균주 200 uL씩 도포한 후 30분 건조하였다. 이후 
펀치를 이용하여 시료 주입용 홀(hole)을 만들고 1% 각 
시료를 30 uL씩 분주하고 24 ∼ 72 시간동안 배양하고 
억제환(inhibition clear zone)의 직경을 측정하고 Eq. 
(2)에 따라 항균활성을 측정하였다[5]. 
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Fig. 1. TLC analysis of ν-aminobutyric acid (GABA) 
in G. liitoralis extracts by co-culture with 
Lp and Pa. M, MSG; G, GABA, LpPa, Lp 
and Pa co-culture; No, No culture; 
arrows, incresed MSG and GABA bands.

Inhibition zone (mm) = 
(Clear circle diameter–Disc diameter)÷2 (2)

2.6 통계처리
측정값은 평균값 ± 표준오차평균(mean±SEM)로 표

시하였고, 실험의 통계학적 분석은 IBM SPSS Statistics 
프로그램을 이용하여 일원분산분석법을 사용하였다. 통
계적 유의성은 Duncan’s multiple range test로 P값이 
0.05 미만에서 검정하였다. 

3. 결과 및 고찰

3.1 해방풍 발효물의 제조 
항산화와 항균 등의 기능 증진 발효를 위해 동해권 해

수에서 분리한 유산균 80종 중 대장균(Escherichia 
coli)과, 식중독균(Staphylococcus aureus)에 대한 항
균기능을 가지는 균주 2종 Lp(KCCM12299P)와 
Pa(KCCM12472P)를 선발하였다(data not shown). 
Lp와 Pa 균주는 1.0 x 106 (1.0E + 6) cfu/mL 농도로 
전배양(pre-culture)하고, 각 유산균은 멸균된 해방풍 
잎과 뿌리 추출물에 0.1% (v/v)로 단일 또는 공접종(1:1 
v/v)하여 30 ℃, 24 시간 배양 후, 해방풍 잎과 뿌리 발
효물에서의 생균수를 조사하였다(Table 1). 해방풍의 
잎, 뿌리와 유산균 2종의 단일 및 공접종에 따라 6개 
GLE_Lp, GRE_Lp, GLE_Pa, GRE_Pa, GLE_LpPa, 
GRE_LpPa 시료의 생균수를 유산균 생장 배지인 MRS 
배지와 비교하였다. Lp의 경우는 MRS와 해방풍 잎, 뿌
리추출물 배지에서 비슷한 유산균 성장을 보였고, Pa는 
해방풍 잎 추출물에서는 6.0 x 109(6.0E + 9) cfu/mL 
생균수에 비해 해방풍 뿌리추출물과 대조군은 MRS 배지
에는 각 5.0 x 105(5.0E + 5)와 1.0 x 105(1.0E + 5) 
cfu/mL에 불과하였다. 그러나, LaPa 공배양에서는 해
방풍 잎과 뿌리 추출물과 대조군인 MRS 배지 모두 생균
수가 증가하였고 특히 해방풍 추출물이 MRS 배지인 대
조군보다 성장이 좋았다(Table 1). 우리는 질소원(0.5% 
yeast extract)와 탄소원(2% 덱스트로스, 수크로스, 갈
락토스)를 첨가하여 생균수를 확인하였으나 질소원과 탄
소원을 첨가하지 않은 경우가 10 ∼ 100배 생균수가 많
았다(data not shown). 이는 해방풍 잎(탄수화물 7.95 
g/100g, 단백질 3.94 g/100g)과 뿌리(탄수화물 57.09 
g/100g, 단백질 15.41 g/100g)의 일반성분이 유산균 

성장에 필요한 탄소원과 질소원의 기질로 적합한 것으로 
생각된다[24].

Samples (log cfu/mL) Lp Pa LpPa

G. littoralis
Leaf 4.0E+9 6.0E+9 1.5E+12

Root 4.0E+10 5.0E+5 1.0E+11

MRS CONT 1.0E+9 1.0E+5 1.0E+10

* Lp, Lactobacillus plantarum(KCCM12299P); Pediococcus 
acidilactici(KCCM12472P); LpPa, Lp and Pa co-culture. MRS De 
Man, Rogasa and Sharpe media; CONT, control. 

Table 1. Viable cell counts in G. liitoralis extracts 
with lactic acid bacteria isolated from sea 
water during fermentation at 30℃ for 24 
h.

3.2 해방풍 발효물의 GABA 분석
해방풍 잎과 뿌리 발효물에서의 GABA 생산을 확인하

기 위해 Lp와 Pa로 48시간 공배양물에 대해 TLC로 확
인하였다(Fig. 1). 해방풍 잎과 뿌리의 추출물에서 GABA와 
MSG가 확인 되었으며, 공배양 후에 두 물질 모두 양적
으로 증가 된 것이 확인 되었다. TLC 밴드로는 해방풍 
잎 발효물보다 해방풍 뿌리 발효물의 GABA가 더 많은 
것으로 보였다. 높은 GABA 함량을 가진 녹차와 뽕잎[17,18]과 
같이 해방풍 잎과 뿌리 모두 MSG(monosodium 
glutamate)와 GABA가 확인 되었으며, 접종한 Lp와 Pa 
유산균의 발효에 의해 해방풍의 MSG가 유산균의 탈탄
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Fig. 3. Viability of B16-F10 cell of G. liitoralis extracts 
fermented with each Lp and Pa. Cells were 
incubated with 100 ug/mL for 72 h. CONT, cells
in DMEM media non-treated; GLE, G. liitoralis 
leaf extract; GRE, G. liitoralis root extract; NO,
No culture; Lp and Pa, LAB used for fermentation; 
horizon line is basic growth of control cells; Bar
values are means ± SEM (n=3, *p<0.05).

산 효소(GAD; Glutamate decarboxylase) 촉매 작용
으로 GABA가 합성과 더불어 유산균에 의해 MSG도 증
가된 것으로 판단된다. 이는 유산균에 의해 lactose, 
trans oligosaccharide, MSG 등이 생성 된 이전 연구
[19-23]에서처럼 해방풍 유산균 발효에서 MSG의 생성
과 더불어 GABA로의 전환으로 두 물질 모두 증가됨이 
확인되었다(Fig. 1). 이는 Lp와 Pa 단일배양의 경우도 
양적인 차이는 있었지만 증가의 양상은 같았다(data not 
shown). 

TLC 분석으로 확인된 발효에 의한 GABA 증량에 대
한 정량분석을 위해 ELISA 분석을 진행하였다. 해방풍 
잎 추출물 1%에 대해 0.75 ng/mL, 뿌리 추출물 1%는 
0.49 ng/mL으로 뿌리의 GABA 함량이 적었다(Table 
2). 발효 후, 잎에서 GABA는 0.87 ng/mL, 뿌리는 1.31 
ng/mL,으로 잎은 16 %p, 뿌리에서는 167 %p가 증량
된 것으로 확인되었으며 이는 TLC의 결과와 같았다(Fig. 
1 and Table 2). 이는 유산균 GAD 효소에 의한 GABA 
합성으로 해방풍 뿌리에서의 활성이 더 높은 것으로 확
인되었다. 발효의 시간 경과에 따라(24 ∼ 72 시간) 
MSG와 GABA의 증량은 확인되었고 96 시간에 GABA
의 양이 감소하는 경향이 TLC 분석(sub data)으로 확인
되어 지속적 생산을 위한 검토가 필요하다. 

Sample GABA (ng/mL)

LAB GLE GRE

NO 0.75 ± 0.06 0.49 ± 0.03

LpPa 0.87 ± 0.05 1.31 ± 0.07
* Lp, Lactobacillus plantarum (KCCM12299P); Pediococcus 
acidilaciti (KCCM12472P); No, No culture; LpPa, Lp and Pa 
co-culture. CONT, control. Means ± SEM (n=3, p<0.05)

Table 2. Concentration of ν-aminobutyric acid (GABA)
in G. liitoralis extracts fermented with 
LpPa using ELISA kit

3.3 해방풍 발효물의 항산화 기능
해방풍 잎 추출물 DPPH 활성은 56.5%이고 Lp발효 

75.6%, Pa 발효는 79.2%로 발효에 따라 항산화 효능은 모
두 증가되었다(Fig. 2). 그러나 뿌리의 경우는 추출물은 
20.8%, GRE_Lp와 GRE_Pa 발효는 20.9%와 23.2%로 큰 
유의성은 인정 되지 않았다. 이는 Gu 등[9]의 해방풍 부위
별 항산화 연구에 있어 잎과 뿌리의 열수추출물이 각 
84.7%, 25.0%로 보고된 것과 비교할 때, 본 연구의 잎과 
뿌리 추출물 활성이 낮게 측정 된 것은 시료 추출법과 식물 
잎에 풍부한 파이토스테롤, 폴리페놀 등의 함량 차이에 의

한 것으로 생각된다[4,10,24]. 그러나, 본 연구의 결과에서 
천연 항산화제의 대표 물질인 아스코르빅산(Vitamin C)보
다는 낮았지만 합성 항산화제인 BHT의 73. 6% 보다 높은 
항산화 효능이 확인 되어 유산균 발효를 통해 항산화 증가 
효능을 기대할 수 있을 것으로 사료된다. 

Fig. 2. DPPH radical scavenging activity from G. 
liitoralis  extracts fermented with each Lp 
and Pa. GLE, G. liitoralis leaf extract; GRE, 
G. liitoralis root extract; No, No culture; Lp 
and Pa, LAB used for fermentation; CONT, 
control. Each sample is 1,000 ug/mL; Bar 
values are means ± SEM (n=3, *p<0.05).

3.4 해방풍 발효물의 멜라닌 억제 효능
먼저, 해방풍 추출물과 발효물은 쥐의 멜라닌 생성 상

피 유래 세포주(B16-F10)에 100 ug/mL 농도로 72 시
간 동안 처리하여 무처리군 대비 세포 생존율(cell 
viability)을 확인하였다(Fig. 3). 해방풍 잎과 뿌리 추출
물과 각 발효물 모두 세포 생존을 대조군(100%) 대비 비
율로 확인한 경우 잎과 뿌리 추출물(GLE, GRE)과 잎과 
뿌리 발효물(GLE_Lp, GLE_Pa, GRE_Lp, GRE_Pa) 모
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Inhibition zone (mm)

Pathogene GLE GRE
No LpPa No LpPa*

Streptococcus 
sobrinus - - 0.4±0.05 0.9±0.03

Streptococcus mutnas - - 0.2±0.03 0.5±0.04

Propinibacterium 
acnes - 0.4±0.02 0.4±0.04 0.5±0.06

Malassezia 
furfur - - 0.1±0.02 1.2±0.08

* Lp, Lactobacillus plantarum(KCCM12299P); Pa, Pediococcus 
acidilaciti(KCCM12472P); No, No culture; LpPa, Lp and Pa 
co-culture. Means ± SEM (n=3, *p<0.05).

Table 3. Evaluation of the antibacterial properties by 
measuring inhibition zone diameter against 
4 pathogenic bacteria by well diffusion agar 
method.

두 128.6 ∼ 177.1 %로 세포 수가 증가하였다(Fig. 3). 
각 추출물과 발효물에 대해 농도 1 ∼1,000 ug/mL에 
따라 24 ∼ 72시간 동안 생존율을 조사한 경우 모두 
100 % 이상으로 확인되었다(data not shown). 이로 고
농도와 장기간의 세포 노출에 있어서도 세포에 성장이 
확인되어 세포에 대한 세포 독성은 없는 것으로 판단된다.

다음으로 B16-F10 세포의 멜라닌 생성량에 미치는 
영향을 분석하기 위해 해방풍 잎과 뿌리 추출물과 발효
물 100 ug/mL (0.1%; v/v)의 농도로 처리하고 48 시간 
후에 확인한 결과, 해방풍 잎 추출물(GLE)은 90. 5%, 
Lp 잎 발효물(GLE_Lp) 71.3%, Pa 잎 발효물(GLE_Pa) 
81.5%로 각 19.2 %p와 10 %p 정도 멜라닌 생성을 억
제 하였다. 해방풍 뿌리 추출물(GRE)의 멜라닌 억제 효
능은 89.2%였으며, Lp 뿌리 발효물(GRE_Lp) 68.6%, 
Pa 뿌리 발효물(GRE_Pa) 77.1%로 세포내 멜라닌 함량
을 각 20.6 %p와 12.1 %p 정도의 멜라닌 억제 효능이 
확인되었다(Fig. 4). 해방풍 추출물 발효의 멜라닌 억제 
효능은 Lp의 발효가 Pa 발효의 경우보다 활성이 높았다. 
이는 멜라닌 생성에 관여하는 티로시나아제(tyrosinase) 
활성을 억제하는 것으로 알려진 1% (v/v) 알부틴의 
55.8% 활성과 비교할 때 Lp에 의한 해방풍 잎과 뿌리의 
발효물의 멜라닌 억제 활성은 미백 소재로의 가능성을 
확인하였다[25]. 이는 해방풍 추출물과 비교에 있어서 
Lp와 Pa 발효 모두 멜라닌 억제 효과가 확인되었으며, 
뿌리의 추출물과 발효물이 조금 높은 멜라닌 억제 효과
가 있는 것으로 조사되었다(Fig. 4).

Fig. 4. Effects of melanin inhibition in B16-F10 cells 
of G. liitoralis extracts fermented with each 
Lp and Pa. Cells were incubated with 100 
ug/mL (0.1%) for 72 h. CONT, cells treated 
with 100 ug/mL (0.1%) albutin as positive 
control; GLE, G. liitoralis leaf extract; GRE, G. 
liitoralis root extract; No, No culture; Lp and 
Pa, LAB used for fermentation; Bar values are 
means ± SEM (n=3, *p<0.05).

3.5 해방풍 발효물의 항균 활성
해방풍잎 추출물 또는 해방풍 뿌리 추출물을 접종한 

경우, 해방풍 뿌리 추출물이 치아우식균(Streptococcus 
sobrinus ; 0.4 mm), 충치균(Streptococcus mutans; 
0.2 mm), 여드름균(Propinibacterium acnes; 0.4 
mm)과 비듬균(Mlassezia furfur; 0.1 mm)에서 항균효
과를 보여 시험균주가 자라지 못해 원형의 환이 생성되
었으나, 해방풍 잎 추출물의 경우, 항균 효과를 의미하는 
환이 생성되지 않았다(Table 3). 그러나, Lp, Pa를 공접
종한 잎추출물의 경우 여드름균(0.4 mm)에서 항균 환이 
보였고 뿌리 추출물의 발효물의 경우 치아우식균(0.9 
mm), 충치균(0.5 mm), 여드름균(0.5 mm) 및 비듬균
(1.2 mm)에서 추출물보다 더 강한 항균 환이 확인되었
다(Table 3). 대부분 발효물의 항균 효과가 추출물보다 
우수함을 확인할 수 있었다. 특히 해방풍의 뿌리 추출물
은 4 균주 모두에 대해 우수한 항균 활성을 나타내고, 치
아우식균은 약 2.2배, 충치균은 약 2.5배, 여드름균은 약 
1.25배, 비듬균에 있어서 12배 활성이 높았다. 유산균은 
박테리오신(bacteriocin)과 단쇄지방산(short-chain 
fatty acies) 등의 항균물질을 생산하여 병원균 억제와 
항생제 소재로의 연구가 활발하다[26]. 유산균이 생산한 
GABA의 항산화와 항균에 대한 연구 보고는 있지만 기
전연구에 대해서는 아직 미비하다[27]. 본 연구의 
GLE_LpPa와 GRE_LpPa의 GABA 증량(Fig. 1, Table 
2)과 항산화, 항균, 멜라닌 억제의 지표 물질임은 확인이 
어렵지만 결과적으로 발효를 통해 각 기능의 증강은 확
인되었다. 이는 GABA가 증량된 해방풍 잎과 뿌리의 발
효물이 추출물의 항균 기능을 Lp와 Pa 유산균 발효를 통
해 기능 증강에 도움을 줄 수 있는 것으로 보인다. 이는 
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프로바이오틱스로서 유산균과 프리바이오틱스 천연물의 
특성에 따라 2차 대사산물이 질적, 양적 특성의 다양성
에 대한 연구에서도 보고 된 것처럼[23-26] 본 연구에서 
제시한 해방풍 뿌리 공발효물(GRE_LpPa)과 또는 유산
균만으로도 여드름, 충치, 치주 개선 특히 비듬 개선 소
재로 사용할 수 있음을 확인하였다.

4. 결론

최근 천연물을 대상으로 유산균과 효모 등의 GRAS 
(Generally Recognized As Safe) 미생물을 활용하여 기
능성 물질 생산과 적용 연구가 활발하다[17,18]. 본 연구
는 해수에서 분리한 L. plantarum(Lp; KCCM12299P)
과 P. acdilaciti(Pa; KCCM12472P) 2종의 유산균과 해
방풍을 기타 영양성분 첨가없이 발효공정하여, 잎
(GLE_LpPa)과 뿌리(GRE_LpPa)에서 각 16 %p, 167 
%p의 GABA 증량을 확인했다. GABA를 포함하는 해방풍 
잎의 공발효물(GRE_LpPa)은 항산화 효능이 확인되었고, 
뿌리는 발효 전후가 20.8%과 23.2%로 낮았다. 다음으로 
마우스 멜라노마 세포인 B16-F10 세포에서의 멜라닌 억
제 기능 분석은 Lp 발효물(GLE _Lp, GRE_Lp)이 Pa 발
효물 보다 억제 효능이 높았다. 항균 분석에서 치아우식
균, 충치균, 여드름균 및 비듬균 4종의 항균 효능은 잎 추
출물인 GLE는 4종 모두에 대해 항균 효능이 없고 발효물 
GLE_LpPa는 단지 여드름균에서만 항균 효과가 확인되었
다. 반면, 뿌리 추출물인 GRE는 4종 모두에 대해 항균 효
능이 있었고, 발효물(GRE_LpPa)은 추출물 대비 치아우
식균은 약 2.2배, 충치균은 약 2.5배, 여드름균은 약 1.25
배, 특히 비듬균에 있어서 12배 활성이 있었다. 본 연구의 
바이오공정에 의해 생산된 해방풍 발효물은 GABA의 증
량과 안전성, 친환경적 및 항산화, 항균 및 멜라닌 억제 증
강 효능을 얻을 수 있어 식품과 화장품류 등 다양한 분야 
적용에 유효하며 나아가 천연물 발효물의 연구의 기초 데
이터로 활용할 수 있을 것이다. 
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[Sub data]

Sub Fig. Change of ν-aminobutyric acid (GABA) in G. 
liitoralis extracts according to culture time (h) with 
each Lp and Pa using TLC analysis. N, no culture; G, 
GABA; M, MSG; Lp, Lactobacillus plantarum; Pa, 
Pediococcus acidilactici; arrows, increased or 
decreased MSG and GABA bands.
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