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금은화 추출물을 이용한 미생물 발효 생성물의 항산화 특성
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Abstract

The purpose of this study is to investigate antioxidant properties in microbial fermentation products of Lonicera japonica 
Thunb extract. The bacterium Lactobacillus plantarum NHP1 was isolated from conventional fermented foods. Modern 
pharmacological studies show that Lonicera japonica Thunb and its active principles of wide pharmacological actions. For 
instance, they show a strong efficacy in antibacterial, anti-inflammatory, antiviral, anti-endotoxin, blood fat reducing, anti- 
pyretic, and antioxidant activities. The extract of Lonicera japonica Thunb was obtained by extracting dried Lonicera japonica 
Thunb using either hot water or 70% ethanol as a solvent. Fermentation was performed in a 2L fermentor containing 1.2 L 
of extractat conditions of 30℃ and 100 rpm for 48 hr. The amount of cholorogenic acid was 2.65 μg/g in hot water extract. 
The total phenolic content (GAE, gallic acid equivalent) in hot water and 70% ethanol were 56.5±4.9 GAE mg/g and 72.7±5.3 
GAE mg/g, respectively. After fermentation, the phenolic content increased to 30.2% in hot water and 12.9% in ethanol 
extract. In the same manner, flavonoid content increased to more than 75% regardless of extract solvent. ABTS (2,2-azino-bis- 
3-ethylbenzthiazoline-6-sulfonic acid) value noticeably increased to 50% after fermentation. 
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서 론

금은화(Lonicera japonica flower)는 인동과(Caprifoliaceae)
에 속하는 인동덩굴(Lonicera japonica Thunb.)의 꽃으로서
오래전부터 동양의학에서 호흡기 감염, 당뇨병 및 관절염 치
료와 독소에 대한 중화 및 해열제로 활용되어 왔다(Lee et al 
2008, Yoo et al 2005). 금은화의 주요 생리활성인 염증반응
억제와 독소에 대한 중화반응 등은 금은화의 항산화 물질에

기인한것으로밝혀짐에따라, 최근금은화항산화성분과생
리활성에 대한 연구가 진행되어 왔다(Joo et al  2010). 그동
안 진행된 연구 결과들에 의하면 다양한용매로 추출된 금은

화의 성분들은 chlorogenic acid, tannin류, saponins, flavonoid 
화합물인 lonicerin, luteolin, apigenin, quercetin, ochnaflavone, 
astragalin 등이 배당체로 존재하는 것으로 밝혀졌다(Han et 
al 2008).
생체반응 중에서 생성되는 활성산소들은 대부분 생체 소

거기작에 의해서 소멸되지만, 다양한 이유로 소거기능이 부
실해지거나 만성적으로 대량 발생하는 경우 각종 질환의 원

인이 된다(Harman D 1992). 이러한 활성산소들을 소거하기
위하여 BHT(butylated hydrxyltolune), BHA(butylated hy-
droxyanisole), TBHQ(tert-butylhydroquinnoe), PG(propyl ga-
llate) 등이 사용되어 왔지만, 독성 및 안정성이 의문시됨에
따라(Shahidi F 2000) 식물성 천연물로부터 유래하는 flavo-
noids, phenolics, limonoids, cartenoids, coumarins, phytoste-
rols 같은 항산화 물질에 대한 연구가 집중적으로 진행되고
있다(Craig WJ 1999, Ou et al 2002). 
최근 미생물을 이용한 천연 생리활성 물질에 대한 발효가

활발하게 연구되고 있는데, 미생물을 이용한 천연물 발효는
미생물의 에너지원을 제외한 영양성분들은 대부분 그대로

보존되고 미생물이 분비하는 각종 가수분해효소와 세포내

조직에 결합되어 있던 생리활성 물질들이 유리되기 때문에

생체이용율(bioavailability)이 훨씬 높아지는 것으로 알려졌
다(Hubert et al 2008, Katina et al 2007). 본 연구에서는 금은
화를 열수 또는 70% ethanol로 추출하였고, 추출물을 전통
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발효식품에서 분리한 Lactobacillus plantarum NHP1을 이용
하여발효를 수행한 후, 발효 전후의 총 페놀성 화합물, 플라
보노이드 화합물, DPPH 소거능 및 ABTS를 측정하였다. 따
라서 본 연구의 목적은 금은화 열수, 70% ethanol 추출물이
전통발효식품에서 분리한 Lactobacillus plantarum NHP1 균
주에 의한 발효과정에의해 항산화물질및 래디컬소거능이

변화하는지를 관찰하고자 하는 것이다. 

재료 및 방법

1. 시약 및 재료
실험에사용된금은화는유림당생약(금산군, 충남)에서건

조된 상태로 구입을 하였다. 실험에 사용된 발효 균주는 홈
플러스(동구, 대전)에서 구입한 전통 발효 김치 및 채소류로
부터 분리하였다. 분석 및 생리활성 측정을 위한 시약인

gallic acid, hesperidine, 2,2-azino-bis(3-ethylbenzthiazoline-6-sul-
fonic acid(ABTS), aluminum chloride, phenol reagent, 1,1-di-
phenyl-2-picrylhydrazyl(DPPH), potassium persulfate, naringine, 
luteolin, imperatorin, trolox 등은 Sigma Aldrich Company(St. 
Louis, MO, USA)에서 구입하였으며 그 외에 사용된 시약들
은 1 등급이었다.  

2. 균주 분리 및 동정
연구에 사용된 균주는 발효 김치 및 채소류를 포장된 상

태로가볍게짠후국물을용기바닥에고이게한후한백금

이 취하여 MRSA(Difco. NJ. USA) 평판 배지에 도말하여 분
리하였다. 평판 배지들은 30℃의 항온기에서 48시간 배양하
였다. 원형으로 유백색의 광택이 나는 콜로니들을 선택하여
설탕을 3% 함유한 TSA(Difco. NJ, USA) 평판배지에 옮겨
24시간 배양하였다(Hwang et al 2008). 최종적으로 선택된
균주의 현미경 관찰은 TSA에서 배양된 콜로니를 백금이로
슬라이드글라스에옮긴후염색하지않고현미경(BX51, Olym-
pus, Japan)에서 400배율로 관찰하였다. 
정제한 16S rRNA를 주형으로 ABI PRISM BigDye Ter-

minator Cycle Sequencing Ready Reaction Kit(Applied Bio-
systems, Carsbad, CA)를 사용하여 염기서열을 결정하였다. 
Sequencing PCR은 BigDye 1.3 μL, P7 primer 1 μL, 16S rRNA 
sample 1 μL(100 ng), 2× buffer 3.4 μL에 멸균 증류수 13.3 
μL를 잘 혼합한 후 cycle sequencing을 실시하였다. PCR 산
물은 100% ethanol 50 μL와 3 M sodium acetate(pH 5.2) 2 
μL를첨가한후 15,000 rpm에서 25분간침전시키고, 250 μL
의 70% ethanol로 세척하여 건조시킨 후 HiDi Formamide 20 
μL를첨가하여 95℃에서 2분동안 denaturation 한후얼음위
에서 냉각시키고 ABI PRISM 310 Genetic Analyser(Applied 
Biosystems, Carsbad, CA)를 사용하여 16S rRNA (500～580 

bp) 염기서열을결정하였고, homology는 DDBJ/NCBI/GenBank 
database의 BLAST program을 이용하여 비교하였다. 각 염기
서열의 상동성은 alignment Clustal X program를 이용하여병
렬로 정렬하였으며, 계통도의 작성은 근린 결합법에 의거하
여 결정하였다(Thomson et al 1994). 

3. 금은화 엑기스 추출 및 농축
건조 금은화 300 g을 저울에 정밀히 달아 부직포에 넣고

5 L 둥근추출용플라스크에옮기고 2 L의증류수를공급하였
다. 내용물을 완전히 잠기게 한 후에 플라스크를 환류장치에
연결하고, 8℃냉각순환수조에연결을하였다. 추출은 95℃에
서 3시간 30분 동안 수행하였다. 같은 방법으로 70% ethanol 
추출은 70℃에서 3시간 30분간 수행하였다. 추출 후 잔여물
을제거하기 위하여부직포를두 겹으로 하여 순수 추출액을

회수하고, 농축 전까지 4℃ 이하에서 냉장보관하였다. 추출
액 농축은 500 mL 농축 플라스크에 추출액을 200 mL를 담
아 감압 농축기에 연결하여 수행하였다. 항온수조의 물의 온
도를 60℃로 맞추고, 냉각수 순환조의 온도가 4℃ 이하로 내
려가면 물을 순환시켜 감압상태 하에서 최종 농축액이 50 
obrix 될 때까지 농축하였다. 농축액은 실험에 사용할 때까지
4℃ 이하에서 냉장보관하였다. 

4. 발효를 위한 배지의 조성 및 배양 조건
균주증식및발효에사용된염배지(mineral medium; MM)

는 증류수 1 L에 K2HPO4 3 g, FeSO4․H2O 0.01 g, MnSO4․

7H2O 0.01 g, NaCl 0.01 g, CaCO3 0.05 g, ethylenediaminete-
traacetic acid 0.1 g을 용해하여 pH를 6.5로 보정하여 제조하
였다. 염배지에 0.5% (w/v) 효모추출물(yeast extract)을 포함
하였을 때는 MMY로 표기하였다. 전 배양을 위한 금은화 발
효 배지는 MMY에 금은화 농축액이 2% (w/v)가 되도록 조
정한후 pH를 6.5로보정하여제조하였다. 배지 50 mL를 250 
mL 배양플라스크에 분주하였다. 
전배양은 진탕배양기(SI-300R, Lab, Korea)에서 30℃, 150 

rpm 조건으로 24시간 동안 진탕배양하였다. 전배양액은 본
배양을 위한 종균으로 사용하였다. 본 배양을 위한 배지의
조성은 MMY에 금은화 농축액이 10%(w/v)가 되도록 조정
한 후 pH를 6.5로 보정하여 제조하였다. 본 배양은 working 
volume 2 L의 회분식 발효기(Semital, Daejon, Korea)에 제조
된배지 1.2 L와종균 60 mL를무균적으로공급을하고 30℃, 
100 rpm 조건으로 48 시간동안수행하였다(Hwang et al 2008).

5. 금은화 엑기스 성분분석
성분분석에사용된 HPLC 구성은 Shimadzu LC-20AD pump, 

CTO-20AC oven, Sil-20AC auto-sampler, PDA-20A UV de-
tector, CBM-20A system controller, LC Workstation software 
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(Shimadzu Corporation, Kyoto, Japan)로 이루어졌다. 시료의
분리를 위하여 가이드 컬럼과 컬럼 Agilent C18을 사용하였

다. 이동상의 구성은 (A) acetonitrile 과 (B) acetic acid를 사
용하였고, 60～90% B 용매조성을 0～15분 유지하고, 20～
60% B 용매를 15～25분, 0～20%를 25～26분, 0% B를 26～
34분, 0～90% B를 34～35분, 90% B를 10분으로 하여 가동
하였다. 다음 시료분석을 위한 용매의 용출시간은 10분으로
하였고, 용매의 용출속도는 1.0 mL/min이었다. 컬럼 오븐의
온도는 40℃를 유지하였다. 총 UV 감지기의 파장은 275 nm
에서 수행하였다. 분석을 위한 샘플의 양은 10 μL이었다. 

6. 항산화능 측정

1) 총 페놀성 화합물 측정
전체 페놀 함량은 gallic acid를 표준물질로 하여 Folin- 

Ciocalteu reagent(FCR) 발색방법으로 분석하였다(Dewanto 
et al, 2002). 표준물질 제조는 gallic acid (20, 40, 60, 80, 100 
mg/L) 용액을 만들어 1 mL를 9 mL의 deionized water에 혼
합하여 제조하였다. 분석 샘플은 Na2CO3 1.5 mL(20 g/100 
mL), FCR 500 μL, deionized water 6 mL, 샘플용액 100 μL, 
표준 gallic acid 100 μL를혼합하여 제조하였다. 실험실에서
분석 샘플을 2 시간 반응시킨 후에 4,000 rpm에서 5분간 원
심분리한 후 상등액을 취해 765 nm에서 흡광도를 측정하였
다. 분석샘플의 대조구는 acetone : water(1:1)로 하여 gallic 
acid 용액을 대신하였다. 전체 페놀 물질은 건조 시료 g 당
gallic acid equivalent(GAE)의 양으로 평가하였다. 

2) 총 플라보노이드 함량 분석
전체 플라보노이드의 정량 분석은 aluminium chloride 비

색법(Saleh & Hameed 2008)을이용하여측정하였다. Hesperi-
dine 표준물질을 20, 40, 60, 80, 100 mg/L 용액으로 만들어
각각의 용액 1 mL를 deionized water 9 mL에 혼합하여 제조
하였다. 함량분석을 위한 반응은 샘플용액 0.5 mL를 95% 
ethanol 1.5 mL와 혼합한 다음 10% aluminium chloride 0.1 
mL, 1 M NaOH 0.1 mL, deionized water 2.8 mL를 첨가한
후상온에서 30분간이루어졌다. 반응후 415 nm에서흡광도
를 측정하였고, 전체 플라보노이드 양은 건조시료 g 당
hesperidine 양으로 평가하였다. 

3) DPPH 라디칼 소거능 측정
DPPH(1,1-diphenyl1-2-picryl-hydrazyl) 측정은 Hung et al 

(2009)의방법을변형하여측정하였다. 금은화엑기스를 deio-
nized water에 용해하여 농도 5%(w/v) 시료를 만들었다. 사
용된 DPPH의 최종 농도는 75 μM이었다. 반응은 DPPH 용
액 3.9 mL와 시료 100 μL를 어둠에서 혼합한 후 상온에서

30분간 이루어졌다. 반응 후에 515 nm에서 흡광도를 측정하
였다. 대조구는 DPPH 용액 3.9 mL와 메탄올 100 μL를 혼
합하여 제조하였다. DPPH 라디칼 소거능은 대조구에 대한
시료의 흡광도를 비교하여 아래와 같은 식으로 계산하였다. 

DPPH 소거능(%) = [(추출물 무 첨가구의 흡광도 추출물
첨가구 흡광도)/추출물 무 첨가구 흡광도]×100

4) 전체 항산화능 측정
전체 황산화능 측정은 TEAC(trolox equivalent antioxidant 

capacity) 방법에 의하여 분석하였다(Liyana & Shahidi 2006). 
시료 내에 항산화물질이 존재할 경우 항산화물질 농도에 비

례하여 ABTS는 탈색되며, 이러한 색변화를 734 nm에서 흡
광도로 측정하였다. 분석은 시료의 ABTS를 소거하는 항산
화능력을 표준물질인 trolox의 항산화 능력표준곡선과 비교
하여 이루어졌다.

7. 통계처리
모든 연구 결과의 자료는 통계프로그램인 SAS(Statistic 

Analysis System, 9.2)를 이용하였다. 각 군에 따른 유의성 검
정은 분산분석(Analysis of Variance, ANOVA)을 한 후, α= 
0.05 수준에서 Duncan's multiple range test에따라분석하였다.

결과 및 고찰

1. 금은화 엑기스 발효 균주 분리
김치, 동치미, 오이지등 발효식품에서 균주를 분리하기 위

해서 무균적으로 샘플들의 엑기스를 백금이로 취해서 MRS 
배지에 도말하였다. 총 50여개 이상 콜로니를 취하여 성장
및배양특성을 비교한 후에 10개의 균주를 선택하였다. 10개
균주들을 금은화 엑기스 배지에서 배양한 후에 총 생균수, 
최종 pH, 산도를 측정하였으며, 그 결과는 Table 1과 같다. 
유산균으로평가할 수있는 10개의균주들을 같은조건의금
은화엑기스배지에서발효를수행한결과, 총생균수는 8.23× 
108～1.47×109/mL의 분포를 보였다. pH는 3.61～4.14 범위였
고 산도는 1.01～1.51의 범위를 보였다. 총 생균수와 산도 및
pH와의 관계를 보면 균주의 종류에 상관없이 균수가 1× 
109/mL 이하에서 정상기에 도달한 발효에서는 균수와 상관
없이 pH와 산도가 거의 일정하였고, 균수가 1×109/mL 이상
에서는 총 균수의 증가에 따라 산도는 증가하고, pH는 감소
하였다. 균의 증식, 산도 등 발효 특성을 비교하여 최종적으
로 선택한 균이 NHPLB이었다. 최종 선정된 균주의 콜로니
는 매끄러운 광택을 보여 주었고, 현미경 사진은 전형적인
간균으로 운동성을 보여 주었다(Fig. 1).
선정된균은 16S rRNA 유전자 염기서열에 기초한 분자계
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통학적 분석 결과, Lactobacillus 속의 종을 포함하는 계통학
적 그룹에 속하는 균주로서, Lactobacillus plantarum NRRL 
B-14768T(AJ965482)와 100%의 유연관계를 나타내는 것으
로 확인되었다(Fig. 2). 따라서 분리된 균을 Lactobacillus 
plantarum NHP1으로 명명하였다. 

2. Chlorogenic Acid 분석
금은화의 지표 기능성 성분으로알려진 chlorogenic acid는

Table. 1. Bacterial number, acidity and pH of fermen-
tation broth of Lonicera japonica Thunb. extract produced 
by isolated bacteria

Isolated
bacteria 

Bacterial number
(×108/mL) pH Acidity

PMW1A  8.23 3.99 1.13 

PMW1B  9.49 4.05 1.20 

PMWLM1A  7.89 4.09 1.26 

PMWLM1B  7.54 4.08 1.32 

NHPLA 12.56 3.61 1.45 

NHPLB 14.67 3.66 1.51 

NHPLM1A 10.24 4.14 1.01 

NHPLM1B 11.25 4.07 1.07 

YJB10A  8.92 4.11 1.07 

YJB10B  9.45 4.02 1.01 

Bacteria were isolated from fermented vegetables. Fermentation 
medium was mineral medium(K2HPO4 3 g, FeSO4․H2O 0.01 g, 
MnSO4․7H2O 0.01 g, NaCl 0.01 g, CaCO3 0.05 g, ethylenedimi-
anetetraacetic acid 0.1 g per 1 L water), yeast extract 0.5% (w/v), 
and  Lonicera japonica Thunb extract 2% (v/v). Fermentation was 
conducted on shaker at condition of 30℃, initial pH 7.0, and 100 
rpm for 48 hr.

Fig. 1. Morphology and colonies of finally selected bac-
teria. Colonies were grown at TSA medium plus 3% sucrose 
(w/v) for 24 hr. Bacterial figure was taken by a microscope of 
400 magnification without stain.

Fig. 2. Phylogenetic tree showing the phylogenetic rela-
tionships of strain NHP1 and representative species of the ge-
nera Lactobacillus. Phylogenetic tree based on rRNA gene se-
quences showing the position of strain. NHP1 and related bac-
terial taxa. Numbers at branches are bootstrap values inferred from 
the BLAST program(Thomson et al 1994).

hydroxycinnamic acid로서 천연물의 산물인 polyphenolic ca-
ffeic acid와 cyclitol ()-quinic acid가 에스테르 결합으로 되
어 있다(Clifford et al 2003, Clifford MN 1999). 최근 연구에
의하면 chlorogenic acid는강한항산화기능이있으며, 식후에
혈액내로 포도당 방출을 늦춘다고 보고되었다(Clifford MN 
2003). 전형적인 chlorogenic acid 구조와 HPLC 분석시 inter-
nal standard로 사용된 trolox의 화학구조는 Fig. 3과 같다.

Chlorogenic acid의 정량 및 정성은 대표적인 항산화 물질
로 알려진 hesperidine(Hirata et al 2005), naringine(Schindler & 
Mentlein 2006), luteolin(Kelley & Johnson 2008), imperatorin 
표준시료와 internal standard인 trolox를 이용하여 분석하였
다. HPLC의 분석 결과, chlorogenic acid, hesperidine(1), na-
ringine(2), luteoiln(3), imperatorin(4)의순으로용출되었다(Fig. 
4A). 금은화 엑기스 샘플에서 chlorogenic acid는 뚜렷하게
검출되었지만, 다른항산화물질은정량할수있는양이검출

Fig. 3. Chemical structure of (A) cholorogenic acid (B) 
trolox (internal standard). Trolox was used as internal standard 
for HPLC analysis. 
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Fig. 4. HPLC chromatograms of extract of Lonicera ja-
ponica Thunb. (A) chromatogram of authentic standards. Num-
bers indicate hesperidine(1), naringin(2), luteolin(3), and impera-
torin(4). (B) chromatogram of extract of Lonicera japonica Thunb. 
IS means an internal standard as trolox.

되지않았다. Internal standard를이용하여측정한결과 chloro-
genic acid의 양은 2.65 μg/g이었다. 

3. 총 페놀성 화합물 분석
금은화 추출물 및 추출 발효물의 총 페놀성 화합물 함량

을 측정한 결과가 Fig. 5A와 같다. 총 페놀성 화합물은 gallic 
acid를 대표 지표물질로 하여 분석하였는데, 발효 전 금은화
열수 추출물에는 56.5±4.9 GAE mg/g, 70% ethanol 추출물에
는 72.7±5.3 GAE mg/g의 총 페놀성 화합물이 있는 것으로
측정되었다. 발효 후금은화 열수추출 발효물에는 73.55±3.4 
GAE mg/g, ethanol 추출 발효물에는 82.0±2.9 GAE mg/g의
총 페놀성화합물이측정되었다. 네가지조건에서의총페놀성
화합물함량을비교해보면, 열수추출물이 56.5±4.9 GAE mg/g
로가장낮은반면 ethanol 추출발효물이 82.0±2.9 GAE mg/g 
로가장 높았다. 발효와는상관없이 열수추출물에비해 70% 
ethanol 추출물의 총 페놀성 화합물 양이 28.7% 높은 것으로
분석되었다. Ethanol 추출물과 열수 추출 발효물의 페놀화합
물 양은 유사한 수준이었다. 발효에 의해 열수 추출 발효물
의 총페놀양은 발효 전보다 30.2% 상승하였고, ethanol 추출
발효물은 발효 전보다 12.9% 증가된 것으로 분석되었다. 최
근 보고된 발효에의한페놀화합물분석에 대한 연구결과들

을 보면, Kang et al(2011)은 구지뽕(Cudrania tricuspidata) 
열매의 70% ethanol 추출물이자연발효에의해서총페놀양이
17.22% 증가하였고, Bacillus 균주 발효에 따라 35.7～45.37% 
로증가했다고보고하였다. Lee et al(2009)은 Bacillus subtillis 

균주로 발효시킨 탈지대두 grits 발효물의 80% ethanol 추출
물에서 총 페놀화합물이 발효전보다 3.8～4.8배 증가하는 것
으로 보고하였다. 또한 Song et al(2011)은유산균인 L. brevis 
LB-20에의한 톳발효액이 비발효액에비해 페놀성화합물이
증가하였다고 보고하였으며, Eom et al(2010)과 Bae & Kim 
(2010)도 미생물발효에 의한 다시마 추출액에서 페놀성 화합
물의 함량증가를 보고하였는데, 본 연구 결과와 유사한 경향
을 나타내었다. 페놀류의 항산화 능력은 구조적 특징에 의한
산화 환원력에 기인하고, 대부분의 페놀 성분들은 조직에 결
합(bounded phenols)된 상태로 존재한다고 보고되었다(Hung 
et al 2009). 본 연구결과에서 총페놀성화합물함량이발효
후에 현저히 증가된 것으로 분석되었는데, 이는 발효 전 세
포벽 및세포구성물질에결합되어 있던 페놀류및 생리활성

물질들이미생물의발효작용에의해유리된것으로사료된다

(Katina et al 2007). 

4. 총 플라보노이드 함량
금은화 추출물의 발효 전후 총 플보노이드 함량을 측정한

결과는 Fig. 5B와 같다. Hesperidine을 대표 지표물질로 총
플라보노이드의 정량분석이 수행되었다. 발효 전 총 플라보

Fig. 5. Total phenolic contents and total flavonoid com-
pounds of extracts from Lonicera japonica Thunb. before 
and after fermention. LWE; Lonicera japonica Thunb water 
extract, LEE; Lonicera japonica Thunb 70% ethanol extract, 
FLWE; fermented Lonicera japonica Thunb water extract, and 
FLEE; fermented Lonicera japonica Thunb 70% ethanol extract. 
Values with different letters are significantly different at p<0.05. 
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노이드함량은금은화열수추출물에서 20.93±1.8 mg/g, 70% 
ethanol 추출물에서 25.57±2.76 mg/g이었다. 열수추출물발효
물의 총 플라보노이드 함량은 38.17±3.18 mg/g으로 발효 전
에 비해 82.3% 증가되었고, ethanol 추출물 발효액은 45.60± 
4.2 mg/g로 발효 전에 비해 78.3% 증가되었다. 본 연구 결과
에서 총플라보노이드함량 변화는총 페놀 화합물과마찬가

지로 발효 후에 유의적으로 증가하였으며 모든 용매에서 발

효 전에 비해 약 75% 이상 증가되었다. 플라보노이드는 플
라본과 유사한 구조를 가지는 노란색의 색소로서 식물의 2
차 대사산물이다(Spencer PE 2008). 플라보놀 및 플라바놀
같은 플라보노이드는 강한 항산화 기능을 가지고 있는데 일

반적으로 in vitro에서는 비타민 C나 E보다월등한항산화능
력을 보여주는 것으로 알려져 있다(Bagchi et al 1999). 최근
보고된 발효물의 총 플라보노이드 분석 연구 결과를 보면, 
Kang et al(2011)은구지뽕(Cudrania tricuspidata) 열매의 70% 
ethanol 추출물이 발효에 이용된 Bacillus 균주에 따라 발효
후 총 플라보노이드 함량이 12.3～25.97% 증가했다고 보고
함으로써 본 연구 결과와 유사한 경향을 나타내었다. 발효에
의해 총 플라보노이드 함량이 증가하는 것은 페놀류와 마찬

가지로 대부분의 플라보노이드 화합물들이 조직에 결합이

된 채로 존재하기 때문인 것으로 사료되어진다. 

5. DPPH 및 ABTS 라디칼 소거능
금은화 열수 및 ethanol 추출물에 대한 DPPH 라디컬 소거

능및총항산화활성능력에대한측정결과는 Fig. 6과같다. 
Fig. 6A에서 보는 바와 같이 발효 전 금은화 열수 추출물의
DPPH 라디컬소거능은 47.97%, ethanol 추출물에서는 60.47%
이었다. 발효 후에는 금은화 열수추출물의 DPPH 라디컬 소
거능이 52.13 %로 증가한 반면, ethanol 추출물은 57.93%로
다소 감소하는 경향을 보였으나 통계적으로 유의한 수준은

아니었다. DPPH 라디컬은 생체 고분자들인 지질, 단백질 등
과 결합하여노화및 질병을유발하는 물질로밝혀진이래로

항산화 물질의 라디칼 소거능력 측정에 이용되고 있다(Pit-
chumoni & Doraiswamy 1998). 본 연구에서 특이한 것은 페
놀류 및 플라보노이드 함량이 발효 후 유의적으로 증가되었

으나, DPPH 소거능에는 영향을 주지 않는 것으로 나타났다. 
최근 유산균발효를 이용한 발효 한약의기능분석연구에서

DPPH 소거능이 발효 전 31.7%에서 발효 후 77%로 2배 이
상 증가하는 것으로 분석되었고(Kang & Kim 2011), 톳(Song 
et al 2011)과 다시마 발효액(Eom et al 2010)에서 DPPH 소
거능이 증가하는 것으로 보고되었다. 본 실험 결과와 비교해
볼 때 증가하는 경향은 유사하나, 배양 시 사용된 기질과 균
주에 따라 특이성이 있는 것으로 사료된다.

ABTS는식품의항산화효능을측정하기위해서자주사용
하는 방법이다(Dejian et al 2005). ABTS는 sodium persulfate 

Fig. 6. DPPH scavenging capacity and total antioxidant ac-
tivity of extracts from Lonicera japonica Thunb before and 
after fermentation. LWE; Lonicera japonica Thunb water extract, 
LEE; Lonicera japonica Thunb 70% ethanol extract, FLWE; 
fermented Lonicera japonica Thunb water extract, and FLEE; fer-
mented Lonicera japonica Thunb 70% ethanol extract. Values with 
different letters are significantly different at p<0.05.

과 반응하여 푸른색의 양이온 라디칼로 전환되며 734 nm에
서 흡수된다(Roberta R 1999). 양이온 라디칼들은 항산화 물
질들인 비타민 C, 티올, 페놀 화합물들과 반응하여 무색의
중성형태(neutral form)로 전환된다. 천연물의 항산화능 분석
을 위한 ABTS는 수용성인 trolox와 비교하여 TEAC로 표기
한다(Barclay et al 1985). Fig. 6B를 보면 추출용매의 종류에
따라 TEAC의값이발효 전후 유의적인 차이가있었다. 발효
공정을 통하여 TEAC 값은 열수 추출물과 ethanol 추출물 모
두발효후 약 50% 이상 증가하였다. 이러한 경향은위의 결
과와 마찬가지로 발효과정을 통하여 페놀류 등 TEAC 값에
영향을 미치는 물질들이 유리화되기 때문인 것으로 사료된

다. 금은화 추출물이 ABTS에 미치는 영향에 대한선행 연구
는 미비한 실정이지만 최근 메탄올 추출물로부터 ABTS값이
589.1 μmol/100 g으로 보고되었다(Cai et al 2004). 이 연구
결과는 본연구에서 분석된결과보다 4～5배 정도낮은수준
이었다.  

요 약

최근에 합성 항산화제를 대체할 천연물에서 새로운 항산

화 물질을 찾는 연구가 활발하게 진행되고 있다. 천연물 중
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에 Lonicera japonica Thumb은 항균, 항염증, 항바이러스, 해
독작용, 혈중 지질 감소, 해열작용 등 약리적인 효능뿐 아니
라 다양한 항산화물질을 포함하고있는것으로 보고되어있

다. 본 연구는 금은화 열수, 알코올 추출물을 기질로 전통발
효식품에서 분리한 Lactobacillus plantarum NHP1 균주로 발
효과정을 진행한후 항산화 물질 및래디컬 소거능이변화하

는지를관찰하기위해진행되었다. 전통발효식품으로부터발
효를 위한 균주를 분리한 후 16S rDNA 염기서열을 비교하
여 동정한 결과 Lactobacillus plantarum NHP1로 명명하였
다. 발효를 위한 기질인 Lonicera japonica Thumb는 열수 및
70% ethanol을 이용하여 추출하였다. 열수 및 ethanol 추출물
의 발효는 2 L 발효기에 1.2 L 추출물을 함유한 배지를 공급
하고, 30℃ 및 100 rpm의조건으로 48 시간수행하였다. 발효
전후의총페놀, 총플라보노이드, DPPH 소거능및 ABTS 변
화를 측정한 결과, 발효 전 총 페놀양은 열수 추출물과 etha-
nol 추출물에서 56.5±4.9 GAE mg/g, 72.7±5.3 GAE mg/g이
었고, 발효후각각 30.2%, 12.9% 증가되었다. 총플라보노이
드 함량은 모든 용매에서 발효 후에 유의적으로 약 75% 이
상 증가되었다. 발효 후 총 페놀 함량과 플라보노이드 함량
이 증가한 것에 비해 DPPH 소거능은 비례적으로 증가되지
않았으나, ABTS 항산화능은 발효에 의해 50% 증가되었다. 
그동안선행연구에서금은화의용매추출물에대한기능성연

구를 진행한 것이 대부분인 것에 비해, 본 연구 결과를 바탕
으로 금은화 추출물에 발효기술을 접목한다면 항산화 기능

및 다른기능성이대폭증가되어 기능성건강식품 및미용식

품의 소재로의 사용이 활성화 될 수 있을 것이라 사료된다.
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