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The aim of this study is to compare antioxidant activity and total polyphenol contents between before and after 
fermentation of Ssanghwa-tang according to solvent partition. Ssanghwa-tang was fermented with Lactobacilus 
fermentum. Ssanghwa-tang and the fermented Ssanghwa-tang were fractioned by solvent partition with ethyl acetate, 
butanol and water. The Ssanghwa-tangs and their solvent fractions were evaluated for total polyphenol contents and 
DPPH radical scavenging activity. The antioxidant activity as well as the total polyphenol contents were highest in each 
ethyl acetate fraction and significantly (p<0.05) increased after fermentation. 
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I. 서  론

쌍화탕은 동의보감1) 및 방약합편2)에 기록되어 있는 

약재로 백작약(Paeonia lactiflora), 숙지황(Rehmannia 

glutinosa), 당귀(Angelica gigas), 천궁(Cnidium 

officinale)으로 구성된 四物湯과 백작약(Paeonia lactiflora), 

황기(Astragalus membranaceus), 계피(Cinnamomum 

cassia), 감초(Glycyrrhiza glabra), 생강(Zingiber officinale), 

대추(Zizyphus jujuba)로 구성된 皇芪建中湯을 합방한 

처방이다. 백작약은  작약 Paeonia lactiflora Pall. 또는 

동속 근연식물의 뿌리로 진경, 항종양, 면역증강작용 등이 

있으며 주성분으로 paeoniflorin과 albiflorin 등이 있다. 

숙지황은 지황 Rehmannia glutinosa 또는 기타 동속

식물의 뿌리를 포제가공한 것으로 말초혈관 순환장애 개선, 

항알러지작용, 골형성촉진작용 등이 알려진 바 있으며 

주성분으로 5-hydroxymethyl-2-furaldehyde가 있다. 

당귀는 참당귀 Angelica gigas Nakai의 뿌리로 진정, 진통

작용, 학종양작용, 뇌세포 보호작용등을 하며 decursin, 

decursinol angelate, decursinol 등이 주성분이다. 천궁은 

천궁의 뿌리줄기를 그대로 또는 열탕에 담갔다가 건조한 

것으로 진경, 혈관확장 및 뇌세포보호작용 등을 하며 

함유성분으로는 ligustilide, cnidilide 등이 있다. 황기는 

황기 Astragalus membranaceus Bunge의 주피를 벗긴 

뿌리로 강장작용, 면역증강작용, 항염증작용 등을 하며 

주성분으로 formononetin, astraisoflavan 등이 있다. 

계피는 계피나무 Cinnamomum cassia Blume 또는 

기타 동속 근연식물의 수피를 그대로 또는 주피를 다소 

제거한 것으로 약리효능으로 혈액순환개선작용, 건위

작용, 항종양작용 등이 있으며 주성분으로는 cinnamaldehyde, 

cinnamyl acetate, cinnamic acid 등이 있다. 감초는 

유럽감초 Glycyrrhiza glabra L., 만주감초 Glycyrrhiza 

uralensis Fisch. 또는  기타 동속식물의 뿌리와 주출

경을 그대로 또는 주피를 제거한 것으로 일반적인 
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약리활성으로는 항염증작용, 진경작용, 항궤양작용 

등이 있으며 glycyrrhizin, glycyrrhetic acid 등이 주

성분이다. 생강은 Zingiber officinale Roscoe의 신선한 

뿌리줄기로 발한작용, 건위작용 등을 하며 6- 

gingerol, zingiberene 이 함유되어 있다. 대추는 대추

나무 Zizyphus jujuba var. inermis Mill. 또는 기타 동속 

근연식물의 열매로 진정작용, 항알러지작용, 뇌신경세포

기능강화작용등을 하며 oleanolic acid , maslinic 

acid 등이 주성분이다3). 쌍화탕은 정신과 육체가 피로

하고 기혈이 모두 손상되었을 때 주로 처방되며4) 현재는 

기호식품 및 건강식품으로도 널리 이용되고 있다. 

쌍화탕의 효능 연구로는 항염증5), 항피로6), 간 기능 

개선효과7-8) 등이 보고되어 있다.

최근 한의학계에서는 장내 미생물을 이용한 발효한약

에 대한 관심이 증가하고 있다9-12). 발효과정을 거친 한

약재는 유효성분이 저분자화 및 소수성화 되면서 체내 흡수

를 증대시킬 수 있고, 특정 장내세균을 보유하지 않은 개인의 

경우에도 정상적으로 동일한 효능을 기대할 수 있다13-14).

본 연구에서는 발효에 의한 쌍화탕의 생리활성성분들의 

변화를 알아보기 위하여 조추출물 및 용매 분획물에 

대하여 폴리페놀 및 항산화활성을 비교 하였다.  

Ⅱ. 재료 및 방법

1. 쌍화탕과 발효쌍화탕의 조제

쌍화탕은 和劑局方15)을 기본으로 하여, 백작약 

468.5 g, 숙지황, 황기, 당귀, 천궁 각 187.5 g, 계피 

140.5 g, 생강 74.5 g, 감초 140.5 g, 대조 100.0 g으로 

구성된 약재 50첩을 전탕 추출 (Cosmos-660, 

Kyungseo, Korea)을 실시하였으며 모든 약재는 영천

현대약업사에서 구입하여 사용하였다. 처방구성에 따른 

한약재 1,674 g에 생수((주)무학, 화이트, Korea) 

16.74 L를 넣어 1시간 침적한 다음 180분간 열탕 

추출한 후 test sieve (106 ㎛, Retsch, Germany)로 

여과하였다. 

쌍화탕의 발효는 1M NaOH로 시험물질의 pH를 

8.0으로 조정한 후, 121℃, 1.5 기압에서 15분간 가압

멸균 후, 상온까지 냉각시켜 유산균을 1%(v/v)로 접종

하였고, 37℃의 항온실에서 48시간동안 통기 배양하여 

액체 발효하였다. 대조군으로써 쌍화탕은 유산균 접종을 

제외한 모든 과정을 동일하게 처리하였다.

유산균은 한국식품연구원(Korea Food Research Institute: 

KFRI) 식품미생물 유전자은행에서 L. fermentum (KFRI 

164)을 분양받아 실험에 이용하였다.

2. 쌍화탕, 발효쌍화탕 및 용매분획물의 제조

쌍화탕 및 발효쌍화탕 각 100 mL을 취하여 감압건

조하여, 쌍화탕 조추출물 4.513g 및 발효쌍화탕 조추

출물 4.483 g을 얻었다.

별도로 쌍화탕 및 발효쌍화탕 각 100 mL을 취하여 

에틸아세테이트 100 mL로 각각 2회 분배한 후, 수층을 

다시 수포화 부탄올로 2회 추출하고, 각 추출액을 감압 

건조하여 쌍화탕 에틸아세테이트 분획물 0.087 g, 부탄올 

분획물 0.247 g, 물 분획물 3.996 g을 얻었으며, 발효 

쌍화탕 에틸아세테이트 분획물 0.192 g, 부탄올 분획물 

0.336 g, 물 분획물 3.516 g 을  얻었다.

3. 총 폴리페놀 함량 측정

총 폴리페놀 함량은 Folin-Denis법16)을 응용하여 

측정하였다. 각 시료 1 mg을 증류수 1 mL에 녹이고 

10배 희석한 희석액 2 mL에 2배로 희석한 Folin- 

Ciocalteau 시약(Sigma, USA) 2 mL을 첨가하고 잘 

혼합한 후 3분간 방치한 후 2 mL의 10% Na2CO3를 

서서히 가하였다. 이 혼합액을 1시간동안 방치한 다음 

UV/Visible spectrophotometer (HITACHI, U-2900, 

Japan)를 사용하여 700 nm에서 흡광도를 측정하였다. 

총 폴리페놀 화합물의 함량은 tannic acid (Sigma, 

USA)를 이용하여 작성된 표준곡선으로부터 함량을 

구하였다.

4. DPPH 라디칼 소거활성을 통한 항산화활성 측정

2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl radical (Sigma, 

USA) 라디칼의 소거활성은 Blois의 방법16)에 따라 각 

시료의 DPPH radical에 대한 환원력을 측정하였다.

DPPH 시약 2 mg을 정밀하게 칭량한 후 ethanol 15 

mL에 녹인 용액 1.2 mL에 다시 ethanol 3 mL와 

DMSO 0.5 mL를 혼합한다. 그리고 시료 100 μL와 

제조한 DPPH 용액을 혼합한 후 10분간 상온에서 
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Fraction
Polyphenol contents (ug/mg)

1)

SSanghwa-tang Fermented SSanghwa-tang

Crude extract 71.33 ± 1.22 77.47 ± 6.84 

Ethyl acetate 
fraction

206.77 ± 40.33 241.33 ± 75.04*2)

Butanol fraction 77.47 ± 3.65 75.37 ± 3.20 

Water fraction 67.30 ± 1.10 66.60 ± 1.10

1) Values are mean ±S.D. of three independent experiments (n=3)
2)  *p<0.05 

<Table 1> Total Polyphenol Contents of Ssanghwa-tangs before 
and after Fermentation. 

반응시킨 후 518 nm에서 흡광도를 측정하였다. 시료를 

첨가하지 않은 대조군과 비교하여 유리 라디칼 소거

활성을 백분율로 나타내었으며 대조군의 UV-Vis 

흡광도는 0.94~0.97이 되도록 조정하였다.

Scavenging effect (％) =

대조군 흡광도-실험군 흡광도
× 100

대조군의 흡광도

Ⅲ. 결  과

1. 총 폴리페놀 함량

쌍화탕과 발효쌍화탕 그리고 이들 각각에 대하여 에

틸아세테이트, 부탄올, 수층으로 용매 분획을 제조하

여 총 폴리페놀 함량을 비교 하였다<Table 1>.

쌍화탕 조추출물은 총 폴리페놀 함량이 발효 전 

71.37 μg/mg에서 발효 후 77.47 μg/mg로 증가하였다. 

이들을 에틸아세테이트, 부탄올 및 수층으로 용매 분획물을 

제조하여, 총 폴리페놀 함량을 분석한 결과 쌍화탕과 

발효쌍화탕 모두 에틸아세테이트 층에서 함량이 높게 

나타났으며. 발효 에틸아세테이트 분획물에서 폴리페놀 

함량에서 유의적으로 (p<0.05) 증가 하였다.

한편 용매 분획물의 수율 (II. 재료 및 방법 참조)에 

있어서도 각 탕액의 100 mL에 대한 에틸아세테이트 

분획 건조물의 양이 쌍화탕 87 mg, 발효쌍화탕 192 mg

으로 발효 후 약 2.2배 증가되었다. 따라서 이들 분획물의 

양을 고려한다면 실제적으로 발효쌍화탕의 에틸아세

테이트 분획에 있어서 폴리페놀함량은 2.5배 이상 증가 

한 것으로 볼 수 있다. 

2. DPPH 라디칼 소거활성에 의한 항산화 활성

DPPH는 쌍화탕과 발효 쌍화탕의 용매 분획물과 

대조군으로 많이 사용되는 L-(+)-ascorbic acid 

(100 μg/mL)의 항산화 효과를 DPPH radical의 소거

활성을 측정하여 비교하였다<Figure 1>.

*
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<Figure 1> Scavenging effects of solvent fractions from 
Ssanghwa-tang and fermented Ssanghwa-tang 
on 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl radicals. 

The sample concentrations were 500 μg/mL L-(+)-ascorbic acid of which
concentration was 100 μg/mL was used as a positive control. Values are 
mean ±S.E. of three independent experiments (n=3). **p<0.01, *p<0.05

쌍화탕은 조추출물의 DPPH라디칼 소거활성 

(20.54%)은 발효 후 (25.51%)로 유의성(p<0.05) 있게 

증가 하였다. 이들을 에틸아세테이트, 부탄올, 수층으로 

용매분획 한 후 활성을 비교한 결과, 에틸아세테이트 

분획물에서 둘 다 활성이 높게 나타났고, 발효 전 

(69.31%)에 비하여 발효 후 (82.34%)로 유의성

(p<0.01) 있게 증가하였다.

Ⅳ. 고찰 및 결론

폴리페놀이란 식물에 널리 분포하는 다양한 화합물의 

그룹으로 간단한 저분자로는 phenolic acid, phenylpro 

panoid, flavonoid 들이 있으며, 고분자로는 lignin, 

melanin, tannin 들이 있다18). 이들은 항산화 효과 뿐만 

아니라, 항박테리아, 항염, 항알러지, 항균 등 다양한 

생리활성을 나타낸다19).

2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) radical은 

짙은 자색을 띄는 매우 안정한 자유라디칼로 페놀성 

화합물과 같은 항산화 물질과 결합하면 색이 탈색되는데 
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이는 다양한 천연소재의 항산화물질을 검색하는데 많이 

이용된다. DPPH 라디칼의 소거활성은 폴리페놀 및 

플라보노이드 함량과 관련되므로 소거활성이 높으면 

그만큼 다른 생리활성 또한 높을 것으로 기대할 수 있다.

본 연구에서 쌍화탕 및 발효쌍화탕에서 폴리페놀 함량 

및 항산화 활성은 소수성인 에틸아세테이트 분획에서 

높게 나타났고, 발효 후 에틸아세테이트 분획물의 

양 뿐만 아니라 폴리페놀 함량과 항산화 활성 또한 

유의성 있게 증가하였다.

따라서 장내 미생물을 이용한 발효과정을 더욱 최적화할 

경우 생리활성 또는 흡수 증대를 통한 효능증가를 

기대할 수 있을 것으로 사료된다. 

본 연구에서 제조된 쌍화탕의 1회 복용량에 해당하는 

100 mL 탕액을 건조, 분말 화 하였을 때 약 4.5 g으로 

이를 정제 등으로 제형 화 할 경우 부형제들을 가하면 

약 7~10 g에 해당하여 복용하기에 불편함이 있다.

따라서 발효와 함께 소수성 분획물을 적절히 활용한

다면 약용량을 감소시킴으로써 간편하고, 현재 액상

형태로 유통되는 쌍화탕을 안정성이 증대된 고상형태의 

제형으로의 개발도 가능 할 것으로 사료된다.
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