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Abstract

Wild grass is edible, and it grows in the mountains or field areas. Wild grass has diverse biological effects, such as 

antiobesity, anti-cancer, antioxidant activities and immune stimulation. Currently, many studies are aimed at enhancing the 

efficacy of medicinal foods on biological activity using a bioconversion technology, including the fermentation process. In 

this study, the quality characteristics and antioxidative activity of the fermented wild grass was investigated. The antioxidant 

activity of fermented wild grass was assessed by various radical scavenging assays using DPPH(2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl), 

FRAP(ferric ion reducing antioxidant power), reducing power, and ABTS (2,2'-azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulphonic 

acid)). Moisture contents of the fermented wild grass is 49.6±0.06%. Contents of crude ash, crude protein, and crude fat 

were 0.65±0.01, 0.65±0.04, and 3.3±0.59%, respectively. Moreover, fermented wild grass showed that the hunter's color 

values were 80.36(lightnees), 11.47(redness), and 44.53(yellowness), respectively. Total phenolic contents of the fermented  

wild grass was 1,185±159 ㎍ GAE(gallic acid equivalent)/g. The antioxidative activities of the fermented wild grass were 

significantly increased in a dose dependent manner. In addition, fermented wild grass did not show any cytotoxicity up 

to 500 ㎍/㎖. However, the anti-adipogenic effect of the fermented wild grass extract was barely detectable. This antioxidant 

potential is partly due to the phenolic compounds that are present in the fermented wild grass extracts.
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서 론   

최근 경제수준의 향상으로 인한 평균 수명의 연장과 더불

어 각종 성인병들의 발병이 증가함에 따라 건강에 대한 관심

이 높아져 항암, 항산화, 면역증진과 같은 생리활성 효과를 

갖는 천연물에 대한 연구가 활발하게 진행되고 있다(Lee 등 

2003; Sun & Tanumihardjo 2007). 또한 약물로 인한 부작용을 

극복하기 위하여 약용식물로부터 생리활성을 가진 물질의 

검색이 많이 이루어지고 있으며, 건강음료 개발에 약용식물

을 활용하고자 하는 연구가 활발하게 이루어지고 있다(Mok 

CK 2005). 

산야초는 산이나 들에 자생하는 풀로, 풍부한 비타민과 무

기질, 생리활성 물질들로 인한 효능을 인정을 받아, 예로부터 

한의학 및 민간요법에서 식품, 기호음료, 한방, 의학에서 널
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리 통용되어 왔다(Lee 등 2004). 산야초 발효액은 야생에 존

재하는 약용식물에 당과 효소를 첨가한 후 자연 발효를 통해 

제조하게 된다. 이때 약용식물에 존재하는 여러 가지 활성 물

질들이 효소화되어 체내에서 소화 및 흡수되기 쉬운 형태로 

전환된다(Lee 등 2008). 또한 발효공정을 거치게 되면 미생물

의 분해 작용을 통해 새로운 유기산 및 각종 분해산물과 활성 

성분의 생성, 풍미 향상, 독성의 감소 등과 같은 많은 장점을 

가지며, 연구를 통하여 발효식품의 효능에 관한 연구결과들

이 발표됨에 따라 발효식품의 인기가 점점 높아지고 있다 

(Kang 등 1997; Park 등 2006). 

최근 산야초를 이용한 건강식품이 점차 확대되고 있는 반

면에, 이들 산야초 식품에 대한 식품학적 성분 분석 및 항산

화 활성 등에 대한 연구는 아직 초기단계에 불과하다. 따라서 

본 연구에서는 전통발효 공정을 이용한 산야초 발효액의 특

성 및 항산화 활성에 대한 기초자료를 제공하고자 산야초 발

효액의 일반성분, 색도, 총 페놀 함량 등의 품질특성을 분석

하였고 또한 다양한 항산화 평가방법을 이용하여 항산화 효

과를 비교하였다. 

재료 및 방법

1. 산야초 발효액 및 실험재료

본 실험에서 사용한 산야초(솔잎, 쑥, 쇠비름, 곰취, 엄

나무, 더덕, 둥글레)는 강원도 고성군에서 채취한 것으로 

잎, 뿌리와 줄기를 세척 후 항아리에 담은 뒤, 설탕을 첨가

하여 상온에서 180일간 식물들의 엑기스 및 성분을 침출

시켰다. 그 후 거름망을 이용하여 여과한 여과액을 다시 

180일간 자연 발효시켰다. 산야초 발효액을 이용하여 성

분분석을 실시하였으며, －58℃에서 72시간 동결건조하

여 분말화한 후, 항산화 활성 및 항비만 효과의 시료로 이

용하였다.

본 연구에서 사용된 시약은 N-acetyl-L-cysteine(NAC), insulin, 

3-isobutyl-1-methylxanthine(IBMX), nitroblue tetrazolium(NBT), 

Oil Red O(ORO), dexamethasone(DEX), 1,1-diphenyl-2-picryl-

hydrazyl radical(DPPH), acetic acid, gallic acid, 2,2'-azino-bis 

(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid) diammonium salt(ABTS), 

isopropanol, Folin & Ciocalteu's phenol reagent, sodium carbonate, 

2,4,6-tris(2-pyridyl)-s-triazine(TPTZ), trichloroacetic acid(TCA), 

potassium ferricyanide, potassium persulfate 등은 Sigma(St. Louis, 

MO, USA)로부터 구입하였고, Dulbecco’s modified Eagle’s 

medium(DMEM), bovine serum(BS), fetal bovine serum(FBS), 

penicillin-streptomycin(P/S), phosphate-buffered saline(PBS) 및 

trypsin-EDTA는 Gibco(Gaithersburg, MD, USA)로 부터 구입

하여 사용하였다. 

2. 산야초 발효액의 성분분석

산야초 발효액의 일반성분 분석은 AOAC법에 준하여 실

시하였다. 수분정량은 105℃ 상압가열건조법을 이용하였다. 

조지방 정량은 diethylether로 추출하는 Soxhlet으로, 조단백질

은 semi-micro Kjeldahl법, 조회분은 550℃ 회화로를 이용한 

건식회화법으로 각각 분석하였다. 모든 측정은 3회 반복하여 

실시하였으며, 평균값±표준편차로 나타내었다. 총 폴리페놀 

함량은 Folin-Ciocalteau의 방법을 변형하여 측정하였다(Sato 

등 1996). 즉, 산야초 발효액을 1 ㎎/㎖의 농도로 제조한 뒤, 2% 

sodium carbonate 용액 1 ㎖와 10% Folin-Ciocalteu's reagent 1 ㎖

를 혼합하여 1시간 방치 후 Microplate Reader(Molecular Devices, 

Sunnyvale, CA USA)로 750 ㎚에서 흡광도를 측정하였으며, 

gallic acid를 이용하여 작성한 표준곡선(y=15.851x+0.0492, R2= 

0.9992)으로 부터 함량을 구하였다. 

3. 색도 측정

산야초 발효액의 색도는 색차계(Minolta CR-400, Co. Ltd, 

Osaka, Japan)를 이용하여 측정하였고, 색차값은 Hunter’s value

인 L값(명도), a값(적색도), b값(황색도)으로 나타내었다. 이 

때 사용한 표준백색판의 명도, 적색도, 황색도는 각각 97.75, 

0.49, 1.96이었다. 

4. 산야초 발효액의 항산화 활성

1) 시료 제조

본 항산화 실험에서 사용한 시료는 －58℃에서 72시간 동

결 건조하여 분말화 한 산야초 발효액을 증류수를 용매로 이

용하여 10, 50 및 100 ㎎/㎖의 농도로 제조하여 사용하였다.

2) 전자공여능 측정

2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl radical(DPPH)는 free radical에 

대한 시료의 항산화 효능을 확인하기 위하여 사용한다. 전자

공여능 측정은 Kim 등(2002)의 방법을 변형하여 측정하였다. 

Ethanol에 용해시킨 0.4 mM DPPH 용액 0.8 ㎖에 시료 0.2 ㎖

을 첨가하여 vortex mixer로 5초간 진탕하고, 암소에서 10분 

동안 방치 후 517 ㎚에서 흡광도를 측정하였다. 전자공여능

은 다음 식에 의하여 DPPH free radical 소거능을 나타내었다. 

전자공여능 AControl

AExperimentABlank 


×

3) FRAP 활성 측정

Benzie & Stranin(1996)의 방법을 변형하여 Ferric ion reducing 

antioxidant power(FRAP) assay를 통한 산야초 발효액의 항산
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화능을 측정하였다. Acetate buffer(pH 3.6, 300 mM) : 10 mM의 

TPTZ(2,4,6-tripyridyl-s-triazine) : 20 mM FeCl3․6H2O를 10:1:1

의 비율로 섞어 실험직전에 만들어 산야초 발효액과 혼합하고, 

10분간 상온에서 보관 후 590 ㎚에서 흡광도를 측정하였다.

4) 환원력 측정(Reducing power)

발효액의 환원력은 Oyaizu(1986)의 방법을 변형하여 측정

하였다. 시료 1 ㎖에 pH 6.6의 200 mM 인산 완충액 및 1%의 

potassium ferricyanide를 각 1 ㎖씩 차례로 가하여 교반한 후 

50℃의 수욕상에서 20분간 반응시켰다. 여기에 10% TCA 용

액을 1 ㎖ 가하여 13,500×g에서 15분간 원심분리하여 상등액 

1 ㎖에 증류수 및 ferric chloride를 각 1 ㎖씩 혼합하여 700 

㎚에서 흡광도를 측정하였다. 환원력은 시료 첨가군과 대조

군의 흡광도 비를 %값으로 환산하였다.

5) ABTS 라디칼 소거능 측정

ABTS 라디칼 소거능 측정은 Roberta 등(1999)의 방법으로 

측정하였다. 7.4 mM ABTS와 2.6 mM potassium persulphate

를 제조한 후, 암소에 하루동안 방치하여 양이온(ABTS․+)

을 형성시킨 후, 734 ㎚에서 흡광도의 값이 1.5 이하가 되도

록 희석하고, 희석된 ABTS․+ 용액 1 ㎖에 시료 20 ㎕를 가

하여 흡광도의 변화를 정확히 30분 후에 측정하였다. 항산

화능은 시료를 녹인 용매인 dimethyl sulfoxide(DMSO)를 대

조군으로 하여 대조군에 대한 라디칼 소거능을 백분율로 나

타내었다.

ABTS radical scavenging activity AControl

ATest ×
 

5. XTT assay를 이용한 세포독성평가

3T3-L1 지방세포에 대한 산약초 발효액의 세포 독성평가

는 XTT {2,3-bis (2-methoxy-4-nitro-5-sulfophenyl)-2H-tetrazolium- 

5-carboxanilide innersalt} assay kit를 이용하여 측정하였다

(Furukawa 등 2004; Blumberg 등 2006). 3T3-L1 세포는 실험

전날 1×106 cell 농도로 96-well plate에 seeding하고, 시료 10, 

100 및 500 ㎍/㎖를 처리하여 24시간 동안 배양하였다. 그 후 

－20℃에 보관 중인 XTT 및 PMS(N-methylphenazonium methyl 

sulfate) reagent를 37℃에서 완전히 해동시킨 후, 1 ㎖의 XTT 

reagent와 20 ㎕ PMS reagent를 혼합하여 working solution을 

준비하여 놓고, 96-well medium 부피의 20% 되는 양 만큼 취

하여 각각의 well에 조심스럽게 첨가하여 plate를 바닥에 붙

인 상태로 가볍게 흔들면서 혼합하였다. CO2 incubator에서 4

시간 동안 배양한 후 450 ㎚ 흡광도 값에서 690 ㎚의 흡광도 

값을 뺀 결과 값으로 세포 독성을 계산하였다.

6. 3T3-L1 세포 배양 및 분화

3T3-L1 지방세포의 분화 과정 중, 산야초 발효액에 의한 

지방세포 분화를 관찰하였다(Furukawa 등 2004; Blumberg 등 

2006). 마우스 유래 3T3-L1 세포주는 American Type Culture 

Collection(ATCC, CL-173, Manassas, VA, USA)으로부터 분양 받

아 사용하였다. 3T3-L1 전지방세포를 실험목적에 따라 24-well 

plate에 각각 11×106 cell 농도로 seeding한 후, 10% BS 및 1% 

P/S를 함유한 고농도 포도당 DMEM(89%)에서 100% confluence 

될 때까지 배양하였다. 이로부터 2일 후에, 지방세포 분화유

도 물질(10 ㎍/㎖ insulin, 1 μM DEX, 0.5 mM IBMX)과 10% 

FBS 및 10% P/S를 함유한 DMEM으로 전지방세포를 지방세

포로 분화 유도하였다. 지방세포 분화(day 0)시 DMEM에 시

료를 각각 10 및 100 ㎍/㎖로 처리하였고, 이때 산야초 발효

액의 효과를 관찰하기 위하여 negative control에는 아무것도 

처리하지 않았다. 지방세포의 분화는 분화유도 물질을 처리

한 후, 2일마다 지속적으로 10 ㎍/㎖ insulin, 1% P/S, 10% FBS

가 함유된 배지에 각각의 시료를 처리하였다.

7. Oil red O staining을 이용한 지방축적량 관찰

분화 과정에 따른 3T3-L1 세포 내 지방축적량을 측정하고

자 각각의 시료를 처리하여 24-well에서 8일 동안 분화된 

3T3-L1 세포의 배양액을 제거한 후, 10% formalin 용액 500 

㎕를 첨가하여 5분간 실온에서 방치한 뒤 제거하였다. 그 후 

동량의 formalin 용액으로 분화된 3T3-L1 세포 1시간 이상 실

온에서 방치한 후, formalin을 제거하고 60% isopropanol 용액 

500 ㎕로 세척하여 세포를 완전히 건조시켰다. 완전히 건조

된 세포들은 미리 제조해 둔 ORO working solution(Oil red O

: DDW=6 : 4)으로 세포 내 축적된 지방성분들을 충분히 염색 

한 후, 증류수를 이용하여 세포를 3～4회 세척하고, 완전히 

건조시켰다. 세포 내 축적된 지방 성분과 결합한 Oil red O는 

100% isopropanol을 이용하여 모두 용출시킨 후 490 nm에서 

흡광도를 측정하였다(Furukawa 등 2004; Blumberg 등 2006). 

8. 통계분석

실험결과는 SAS package(release 9.2)를 이용하여 one-way 

ANOVA 분석 수행하였고, 평균값의 통계적 유의성은 p<0.05 

수준에서 검정하였다. 

결과 및 고찰

1. 산야초 발효액의 성분분석

산야초 발효액의 일반성분 분석 결과는 Table 1과 같다. 산

야초 발효액의 수분함량은 49.6%로 나타났고, 조지방은 3.3%, 

조단백은 0.65%, 조회분은 0.65%의 수치를 나타내었다. 산야
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Table 1. Proximate composition and total phenolic content of fermented wild grass extracts 

Sample
Moisture 

(%)

Crude ash 

(%)

Crude protein 

(%)

Crude fat

(%)

Total phenolic content

(㎍ GAE1)/g)

Fermented wild grass  49.6±0.062) 0.65±0.01 0.65±0.04 3.3±0.59 1,185±159
1) Gallic acid equivalent, 2) Mean±S.D.

초 발효액에 존재하는 폴리페놀의 함량은 1,185±159 ㎍ GAE/ 

g으로 나타났다. 

2. 산야초 발효액의 색도 분석

산야초 발효액의 색도 분석은 Table 2와 같다. 명도(light-

ness)를 나타내는 L값은 100에 가까울수록 white를 나타내며, 

적색도(redness)를 나타내는 a값은 +값의 경우 red를 나타내

고, －값을 나타낼수록 green을 나타낸다. 한편, b값은 yellow

Table 2. Hunter's color values of fermented wild grass extracts

Sample L1) a2) b3)

Fermented wild 

grass extracts
80.36±0.46 11.47±0.22 44.53±0.24

1) Lightness(L), 2) Redness(a), 3) Yellowness(b).

Fig. 1. DPPH radical scavenging activities(a), FRAP value(b) and reducing power(c), ABTS radical scavenging activities(d) 

of fermented wild grass extracts. Each bar represents the mean±S.D. of quadraplicate determinations, n=3. Statistical analysis 

was performed using the one-way ANOVA(p<0.05).

ness(황색도)로 +값일 경우 yellow를, －에 가까울수록 blue를 

나타낸다. 색도 분석에서 L값은 80.36으로 나타났으며, a값과 

b값은 각각 11.47과 44.53으로 측정되었다. 

3. 항산화능 측정

DPPH radical은 아스코르빈산 및 토코페롤, polyhydroxy 방

향족 화합물, 방향족 아민류에 의해 전자나 수소를 받아 환원

되어 안정한 분자를 형성하게 될 때, 보라색이 탈색되어지는 

원리를 이용하여 다양한 천연소재로부터 항산화 물질을 탐

색하기 위해 많이 이용되고 있으며, 비교적 짧은 시간 내에 

간단하게 항산화능을 측정할 수 있어 널리 사용되고 있는 방

법이다(Que 등 2006). 산야초 발효액의 DPPH assay 결과는 

Fig. 1(a)와 같다. 산야초 발효액의 10, 50 및 100 ㎎/㎖의 농도

에서 DPPH radical 소거활성은 각각 34.9±0.8, 55.37±1.0 및 
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74.61±2.0%로 산야초 추출물의 농도가 증가함에 따라 DPPH 

radical 소거활성도 유의적으로 증가하는 것으로 나타났다. 

FRAP 방법은 앞에서의 DPPH radical 소거활성 측정과는 메

커니즘이 다른 항산화 검증법으로 DPPH 방법의 경우 free 

radical을 직접적으로 소거하는 것을 이용한 항산화 활성을 평

가하는 방법인 반면, FRAP 방법은 산화 및 환원 반응을 이용

한 측정방법이다(Student 등 1980). FRAP 방법으로 측정한 산

야초 발효액의 결과는 Fig. 1(b)와 같이 산야초 발효액의 10, 

50 및 100 ㎎/㎖의 농도에서 FRAP 활성은 각각 0.112, 0.289 

및 0.473으로 나타났다. 환원력은 700 ㎚에서 ferric-ferricyanide 

(Fe3+)혼합물이 수소를 공여하여 유리라디칼을 안정화시켜 

ferrous(Fe2+)로 전환하는 환원력을 흡광도 값으로 나타낸 것

으로 결과는 Fig. 1(c)와 같이 산야초 발효액의 10, 50 및 100 

㎎/㎖의 농도에서의 환원력은 0.09, 0.24와 0.4의 값을 나타내 

유의적으로 증가하는 것으로 나타났다. ABTS법은 potassium 

persulfate와의 반응에 의해 생성된 ABTS․+이 시료 중의 항

산화성 물질에 의해 제거되어 라디칼 특유의 청록색이 탈색

되는 것을 이용하여 항산화력을 측정하는 방법으로, DPPH 

assay의 경우 자유라디칼을 소거하는 반면, ABTS는 양이온 

라디칼을 소거하는 차이를 가지며, 두 기질과 반응물과의 결

합 정도가 달라져 라디칼 제거 능력의 차이를 보인다(Li 등 

2007; Jeong 등 1994). ABTS radical 소거활성을 분석한 결과

는 Fig. 1(d)과 같다. 산야초 발효액의 10, 50 및 100 ㎎/㎖의 

농도에서 ABTS radical 소거활성은 각각 21.5, 55.51 및 81.07%

로 유의적으로 증가하는 경향이 나타났다. 항산화능을 평가

하는 네 종류의 실험에서 산야초 발효액의 경우, 농도별로 항

산화능이 유의적으로 증가하는 것으로 보아 항산화 효과가 

있는 것으로 생각된다.

4. 산야초 발효액의 세포독성 및 지방세포 분화에 미치

는 영향

3T3-L1 지방세포에 대한 산야초 발효액의 세포 독성은 Fig. 

2와 같다. 산야초 발효액의 경우 10, 100 및 500 ㎍/㎖의 모든 

농도에서 세포 독성을 나타내지 않았으며, 현미경 상에서의 

morphology의 변화도 관찰되지 않았다. 따라서 산야초 발효

액의 경우  10, 100 및 500 ㎍/㎖에서는 세포 독성을 가지지 

않을 것으로 생각된다. 한편, 3T3-L1 세포는 분화과정을 거쳐 

세포 내 중성지방을 축적하는 특징을 가지는데, 이때 산야초 

발효액에 의한 지방세포의 분화 억제 정도를 Oil Red O staining 

방법으로 평가한 결과(Fig. 3), 3T3-L1 지방세포의 분화에 대

한 산야초 발효액의 항비만 효과는 미비하게 나타났다. 

이상의 결과로 볼 때, 산야초 발효액은 페놀성 화합물을 함

유하고 있으며, 다양한 항산화 실험 모델에서 활성을 나타내

었다. 그러나 지방세포 분화 억제를 통한 항비만 활성에는 

Fig. 2. Effect of fermented wild grass extracts on cell viability. 

Cell viability was measured by XTT assay. The exponentially 

growing cells were plated into 96-well plates at a density 

of 1×106 cells/well in DMEM/BS medium and incubated for 

24 h prior to treatment at 37℃ in 5% CO2. Cells were divided 

into a control group and a fermented wild grass extracts 

groups. Each value is the mean±standard deviation of the 

results from five different plates(n=5) and is representative 

of results from at least two different experiments. Statistical 

analysis was performed using the one-way ANOVA(p<0.05).

Fig. 3. Effect of fermented wild grass extracts on lipid 

accumulation during adipogenesis of 3T3-L1 preadipocytes. 

Oil red O staining at day 8. Lipid accumulation determined 

by absorbance at 490 ㎚. 

나타내지 않았다. 향후, 산야초 발효액의 활성 증대를 위해서

는 산야초 발효공정의 개선 및 발효원료의 선별 등을 통하여 

효능이 증대된 발효액의 개발이 필요한 것으로 사료되었다. 

요 약

본 연구에서는 산야초 발효액의 품질특성 및 항산화 효과

를 평가하였다. 산야초 발효액의 수분함량은 49.6±0.06%이었

으며, 조회분 0.65±0.01%, 조지방 3.3±0.59%, 조단백질 0.65± 
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0.04%이었다. 그리고 산야초 발효액의 총 페놀함량 분석 결

과, 1,185±159 ㎍ GAE/g으로 나타났다. 색도 분석에서 L값은 

80.36으로 나타났으며, a값과 b값은 각각 11.47 및 44.53으로 

측정되었다. 다양한 항산화 평가 모델(DPPH, FRAP, 환원력, 

ABTS)을 통하여 산야초 발효액의 항산화 활성을 측정한 결

과, 산야초 발효액의 농도가 증가함에 따라 항산화능이 유의

적으로 증가하는 것으로 나타났다. 한편, 산야초 발효액은 지

방세포에 대한 세포독성을 나타내지 않은 반면, 지방세포 분

화에 대한 억제 효능은 미비하게 나타났다. 따라서 산야초의 

발효액을 제조시 기능성 향상을 위한 발효공정의 개선 및 최

적화 등의 추후 연구가 필요한 것으로 사료된다.  
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