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Abstract

This study was carried out to investigate the characteristics of black jujube and Zizyphus jujube extracts
during lactic acid fermentation. Both extracts were fermented using Lactobacillus fermentum YL-3. As a result,
viable cell number rapidly increased until 24 hours, after which it gradually decreased. Before lactic acid fermen-
tation, the IC50 of black jujube, which was 0.014 mg/mL, was lower than that of Zizyphus jujube. Further, black
jujube showed stronger antioxidant activity (374.21 mg AA eq/g) than Zizyphus jujube. Contents of total poly-
phenolics in both extracts were 15.46 mg/g and 13.61 mg/g, respectively, whereas contents of total flavonoids
were 374.21 μg/g and 64.25 μg/g. After lactic acid fermentation, there was no significant increase in DPPH
or ABTS free radical scavenging activity. Total polyphenolic content of Zizyphus jujube decreased to 12.39
mg/g upon fermentation, whereas flavonoid content significantly increased to 291.58 μg/g. Further, polyphenolic
and flavonoid contents of black jujube increased from 15.46 mg/g to 17.46 mg/g and from 374.21 μg/g to 1,135.29
μg/g, respectively. These results demonstrate that 9-Times Steamed and Dried increased functional components.
Especially, lactic acid fermented black jujube showed remarkably high antioxidant activity. These results confirm
the potential use of lactic acid fermented black jujube as a valuable resource for the development of functional
foods.
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서 론

구증구포(九蒸九泡)란 약재를 찜통이나 시루 속에 넣어

격수하고 가열함으로써 수열과 증기를 이용하여 약재를 증

제하는 방법인 증제법을 9번 반복 시행하는 것으로 그 목적

은 약성을 변화시켜 치료효과를 높이고 가공이나 절편, 저장

하기에 편리하도록 하는데 있다. 현재까지 구증구포를 통한

약효 증강에 대한 연구를 보면 생지황을 구증구포 하여 숙지

황으로 제조 시 당이 증가되고 악성빈혈을 유도한 rat의 치

료효능이 증수가 높아질수록 증가됨을 확인할 수 있었다.

그리고 인삼을 구증구포 한 흑삼의 ginsenoside의 함량은

감소되나 ginsenoside-Rg3의 함량이 증가되며, 또한 strep-

tozotocin-유도 당뇨병 모델 마우스의 혈당강하 효과도 유의

성이 있음이 밝혀졌으며, 흑삼의 산성 다당체는 구증구포

처리 시 초기에는 증가하나 5차 이후에는 감소하고 페놀성

물질 중 maltol의 함량은 5, 7 및 9차가 진행될수록 소량 감소

되는 것을 알 수 있었다. 그리고 DPPH를 이용한 항산화능,

과산화 저해능 분석 결과, 7차 증포까지는 증가하나 9차에는

감소하는 것으로 보고되는 등 다양한 특성이 밝혀지고 있다.

구증구포를 이용하는 대표적인 약재들로 인삼, 숙지황, 하수

오, 황정 등이 있는 반면 대추를 구증구포 한 보고는 없는

실정이다(1-4).

대추(Zizyphus jujuba Miller)는 갈매나무과(Rhamna-

ceae), Zizyphus 속 낙엽과수로 약 40여종의 품종과 400여종

의 변종이 있는 것으로 알려져 있다. 대추는 옛날부터 자양

강장, 이뇨제, 견이통 완화제, 만성기관지염, 거담제, 결핵,

위의 허한증을 치료하는 등의 한방약재로서 또는 과실의 한

종류로 널리 사용되어 왔으며, 최근 건강에 대한 관심이 높

아짐에 따라 약용과 기능성식품 재료로서의 인기가 높아지

고 있다. 또한 대추는 약용성분과 기능성 성분을 많이 함유

하고 있음에도 불구하고 과용에 따른 부작용이 없는 식품재

료로써 그 용도가 매우 넓어지고 있다(5-7). 대추의 성분으
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로는 당질과 ascorbic acid가 다량 함유되어 있고, 약용성분

으로는 과실 중 sterols, alkaloids, saponins, vitamins, 유기

산류, 아미노산류 등이 보고되었으며, 종자의 성분으로는 주

로 oleic acid, linoleic acid의 불포화 지방산으로 이루어진

지방유와 saponin, ebelin lactone 등이, 잎의 성분으로는

flavonoids, alkaloids, vitamin C 및 rutin 등이 함유되어 있

다고 보고되어 뇌출혈과 고혈압의 예방 등 순환기 계통의

건강 유지에 그 약리효과가 크게 기대된다. 대추는 수확기간

이 약 10일 정도로 아주 짧고 수확 후 생대추 상태로의 저장

성이 좋지 못하여 수확 후 바로 건조시킨 상태로 저장, 유통

되고 있다(8-10). 이에 따라 대추를 활용한 여러 가지 가공식

품이 다양하게 연구되고 있으며 한약재들과 혼합한 약술·발

효액, 대추추출액 및 향을 가미한 음료 등이 개발되어지고

있다. 하지만 발효를 통한 음료의 개발은 미비한 실정이다.

유산균은 유산발효를 하여 식품의 부패를 방지하고, bac-

teriocin과 같은 항균물질을 분비하여 식중독균을 억제하며

사람의 장내 pH를 낮추어 장내 부패세균의 증식을 억제하는

등의 효과를 가지는 미생물로 알려져 있다. 특히, Lactoba-

cillus fermentum은 혈당강하, 항산화, 과산화지질 생성 억

제 및 콜레스테롤 저하 효능을 가지는 균주이다. 국내 건강

한 산란계의 맹장으로부터 생균제로서의 기능을 할 수 있는

유산균으로서 선발된 Lactobacillus fermentum YL-3는 내

산성, 내담즙성, 내열성, 병원성균 성장 억제 능력 등의 시험

을 거쳐 선별된 가장 성상이 우수한 균주로 식품 내 풍미를

제공하고 장내 정상 세균총의 유지, 장내 이상발효의 개선과

부패세균에서 발생된 독성물질의 무독화, 면역기능 부활작

용 및 항체 생성, 세균의 감염방지 등 생균제로서 효과적으

로 작용할 것으로 기대되고 있는 유산균이다(11).

본 연구에서는 지역 특산물인 보은 대추를 이용하여 구증

구포 과정을 통해 만들어진 흑대추를 활용하여 추출 및 유산

발효를 진행하였다. 이러한 과정 중에 나타나는 약리활성

성분의 변화를 일반 건조대추와 비교함으로써 흑대추에 대

한 기초 자료를 확보하고 흑대추 추출물의 효능을 확인하여

기능성식품 소재로 활용하고자 한다.

재료 및 방법

재료 및 사용균주

본 실험에 사용한 일반건조대추(Zyziphus jujube; 이하

건대추 및 Z. jujube)와 흑대추(black jujube; 이하 흑대추)는

영농조합법인 속리바이오텍을 통해 구입하였고, 사용 균주

는 충북대학교 식품공학과 식품미생물학 실험실에서 자체

보유하고 있는 Lactobacillus fermentum YL-3(이하 YL-3)

이며, 사용배지는 MRS Broth(Difco, Detroit, MI, USA)를

사용하였다. 이들 균주는 50%의 glycerol이 함유된 배지에

접종하여 -85oC의 deep freezer(Ultra-low temperature

freezer, MDF-192, Sanyo Electric Biomedical Co., Ltd.,

Osaka, Japan)에 보관하여 사용하였으며, 37
o
C에서 24시간

동안 3회 이상 계대 배양하여 활성화시킨 후 사용하였다.

대추의 일반성분 분석

대추의 일반성분 분석은 AOAC법(12)에 따라 측정하였

다. 즉, 수분은 105oC 상압가열건조법, 조단백질은 Kjeldahl

질소정량법으로, 조지방은 Soxhlet법, 조회분은 550oC 직접

회화법으로 분석하였다. 당은 TLC(thin layer chromatog-

raphy)를 이용하여 정성분석 하였고, HPLC(high perform-

ance liquid chromatography)로 정량분석 하였다.

TLC(thin layer chromatography): Silica gel TLC

plate(20×20 cm, Whatman K5F, 150Å, Whatman, Buck-
ing Hamshire, UK)에 standard(1%의 fructose, glucose,

galactose, sucrose, maltose)와 sample을 1 μL씩 표시해둔

곳에 spotting하고 acetonitrile : water(85:15, v/v) 전개용매

에서 전개시킨 다음 발색시약(0.5% α-naphtal, 5% H2SO4

in EtOH solution)을 이용해 발색하여 추출물 중의 당을 정

성 분석하였다.

HPLC(high performance liquid chromatography):

본 실험에 적합한 sample을 얻기 위한 각 추출물의 전처리로

추출물 중 단백질을 변성시켜 침전시키기 위해 10분간 끓인

후 얼음으로 방냉, 13,000 rpm에서 10분간 원심분리를 하였

으며 0.45 μm filter로 여과하였고, Sep-pak(Sep-Pak
Ⓡ
Vac

3 cc C18 Cartridges, Waters, Dublin, Ireland)을 이용하여

추출물의 색소를 제거하였다. HPLC는 영린기기 Acme 9000

(Acme 9000 HPLC, Young Lin Instrument Co., Anyang,

Korea)이며, 칼럼은 NH2P-50 4E(Asahipak NH2P-50 4E,

5 μm, 4.6×250 mm, Shodex, Tokyo, Japan)를 사용하였다.

검출기는 refractive index(RI, Acme 9000, Young Lin

Instrument Co.), 이동상은 acetonitrile : water＝73:27(v/v%),

유속은 1 mL/min를 사용하였으며 표준용액으로 검량곡선

을 작성하여 추출물 중의 개별 당 함량을 정량하였다(13).

최적 추출조건 선정

유용성분이 최대로 추출될 수 있는 조건을 선정하기 위해

반응표면분석법(response surface methodology, RSM)을

이용하였다. 대추의 추출조건은 온도(30, 40, 50, 60, 70oC),

시간(6, 12, 18, 24, 30시간), 용매조성(50, 60, 70, 80, 90%

(v/v) ethanol)을 변수로 중심합성계획법(central composite

design, CCD)에 의하여 Table 1과 같이 16개 실험구간으로

설정하였고, 추출장치는 교반 추출기(Vision Scientific Co.,

Ltd., Seoul, Korea)를 사용하였다. 각 대추 10 g에 100 mL의

용매를 가하여 마쇄한 다음 200 rpm으로 3회 반복 교반 추출

하였다. 추출물을 4oC에서 10분간 3,000 rpm으로 원심분리

한 후 여과하여 얻은 추출액을 회전식진공농축기(CCA-

1110, EYELA, Tokyo, Japan)로 농축한 후 감압건조(Town-

son Mercer Ltd., Manchester, UK)하여 용매를 완전히 제거

하고 동결건조기(Modulyod-115, Thermo Electron Co.,
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Table 1. The experimental design of the extraction conditions
for Zizyphus jujube and black jujube by response surface
methods

Exp No.
Independent variables

Temperature (
o
C) Time (hr) Ethanol conc. (%)

1
2
3
4
5
6
7
8
9
10
11
12
13
14
15
16

30 (-2)
40 (-1)
40 (-1)
40 (-1)
40 (-1)
50 ( 0)
50 ( 0)
50 ( 0)
50 ( 0)
50 ( 0)
50 ( 0)
60 (+1)
60 (+1)
60 (+1)
60 (+1)
70 (+2)

18 ( 0)
12 (-1)
12 (-1)
24 (+1)
24 (+1)
6 (-2)
18 ( 0)
18 ( 0)
18 ( 0)
18 ( 0)
30 (+2)
12 (-1)
12 (-1)
24 (+1)
24 (+1)
18 ( 0)

70 ( 0)
60 (-1)
80 (+1)
60 (-1)
80 (+1)
70 ( 0)
50 (-2)
70 ( 0)
70 ( 0)
90 (+2)
70 ( 0)
60 (-1)
80 (+1)
60 (-1)
80 (+1)
70 ( 0)

Waltham, MA, USA)로 동결건조 하여 추출 수율을 측정하

였다. 수율 측정 후 증류수 100 mL로 정용하여 -20
o
C에서

냉동보관하면서 실험에 사용하였다(14). 모든 실험은 3회 반

복 실험하였으며 Duncan's multiple range test를 이용하여

유의성을 검정하였다(p=0.05).

추출물 제조

추출 조건은 열수 추출물이 에탄올 추출물에 비해 당함량

이 높아 유산균 생육증진에 더 효과적이고 페놀성 화합물의

함량이 더 많이 포함되어 더 높은 항산화활성을 나타낸다고

보고한 Jeong(15)의 방법을 변형하여 선정하였다. 씨를 제거

한 건대추와 흑대추 20 g을 200 mL의 증류수를 가하여 마쇄

한 다음 교반 추출기(VS-8480, Vision Scientific Co., Ltd.)

로 25oC, 200 rpm에서 추출하였다. 추출액을 여과지(What-

man No.3, Whatman)를 이용하여 감압여과하고, 용매를 제

거하기 위해 회전진공농축기(CCA-1110, EYELA)를 사용

하였다. 제조된 추출물은 증류수로 100 mL 정용하였다.

대추추출물의 유산발효

유산발효를 위해 사용된 균주 YL-3를 MRS broth(Difco)

에 접종하여 37oC incubator에서 24시간 동안 배양하였고,

이를 3회 계대배양 하는 종균 배양을 실시하였다. 종균 배양

된 유산균을 660 nm에서 optical density 값이 0.3이 되도록

초기균수를 보정하였고, 대추추출물은 autoclave(121oC,15

분)로 멸균하였다. 건대추와 흑대추 추출물에 YL-3를 2%

(v/v) 접종한 후, 37
o
C incubator에서 96시간 동안 배양하였

다. 생균수는 표준한천배지배양법을 이용하여 각 시간대(0,

4, 8, 12, 24, 48, 72, 96시간)별로 측정하였는데, 시료를 0.85%

(w/v) NaCl 용액으로 10
-5
까지 십진 희석하여 MRS agar

(Difco)에 100 μL씩 spreading한 후 37oC incubator에서 24

시간 동안 배양하였다. 배양 후 colony 수가 30∼300인 plate

를 선택하여 colony 수를 측정하고 생균수(CFU/mL)를 산

출하였다. 대추추출물의 유산 발효액의 pH는 pH meter

(720p, Istek Inc., Seoul, Korea)를 이용하여 각 시간대(0,

4, 8, 12, 24, 48, 72, 96시간)별로 실온에서 측정하였다.

유산발효전후의건대추와흑대추추출물의기능성분석

총 폴리페놀 함량: 총 폴리페놀 함량은 Folin-Denis법

(Hegerman 등(16))을 응용하여 측정하였다. 대추 추출물 100

μL에 2% Na2CO3 용액 2 mL를 가한 후 3분간 방치한 다음

50% Folin-Ciocalteu reagent 100 μL를 가한 후 30분 반응시

켜 반응액의 흡광도 값을 750 nm에서 측정하였다. 검량선

작성을 위해 대표적인 폴리페놀계 물질인 gallic acid(Sigma

Chemical Co., St. Louis, MO, USA)를 사용하였으며, 시료

g당 gallic acid equivalent mg으로 환산하여 폴리페놀 함량

을 표시하였다. 모든 실험은 3회 반복 실험하였으며, 발효

전후 폴리페놀 함량 차이 분석을 위해 SPSS 16.0 통계프로

그램(SPSS Inc., Chicago, IL, USA)을 이용하여 t-test을 실

시하여 유의성을 검정하였다(p=0.05).

총 플라보노이드 함량: 총 플라보노이드 함량은 Zishen

등(17)과 Dewanto 등(18)의 방법을 변형하여 측정하였다.

대추 추출물 250 μL에 증류수 1 mL와 5% NaNO2 75 μL를

가하여 5분 반응 후 10% AlCl3 6H2O 150 μL를 가하여 6분간

방치한 다음 1 N NaOH 500 μL를 가해 11분 반응시킨 후

반응액의 흡광도 값을 510 nm에서 측정하였다. 표준물질로

(+)-catechin hydrate(Sigma Chemical Co.)를 사용하여 검

량선을 작성하였으며, 시료 g당 catechin hydrate equivalent

μg으로 환산하여 플라보노이드 함량을 표시하였다. 모든 실

험은 3회 반복 실험하였으며, SPSS 16.0 통계프로그램

(SPSS Inc.)을 이용하여 t-test를 실시하여 발효 전후 폴리

페놀 함량 차이 분석에 대한 유의성을 검정하였다(p=0.05).

DPPH(α,α-diphenyl-β-picrylhydrazyl) free radical

소거활성: 시료 추출물의 수소전자공여능(electron donat-

ing activity, EDA)을 통한 항산화 활성 측정을 위해 Choi

(19)의 방법을 변형하여 진행하였다. 에탄올에 용해한 2× 
10-4 M DPPH(0.2 mM DPPH)(Sigma Chemical Co.) 용액

0.8 mL에 대추 추출물 0.2 mL를 첨가하고 실온에서 30분간

반응시킨 후, 520 nm에서 흡광도를 측정하였다. 수소전자공

여능은 각 실험을 3회 반복하여 평균을 낸 다음 대조구에

대한 흡광도의 감소 정도를 다음 식에 의하여 계산하였다.

EDA (%)＝(1－
시료 첨가군의 흡광도

)×100시료 무 첨가군의 흡광도

또한, 추출물의 농도를 구배하여 흡광도를 측정한 후 검량

선을 작성하였다. 작성된 검량선을 이용하여 EDA(%)가

50%일 때의 시료 농도인 IC50(inhibition concentration)을 산

출하였고, 이를 3회 반복 실험하였으며 t-test를 이용하여

유의성을 검정하였다(p=0.05).

ABTS[2,2'-azino-bis-(3-ethylbenzothiazoline-

6-sulfonic acid)] free radical 소거활성: 시료 추출물의
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Table 2. Components of Zizyphus jujube and black jujube ex-
tracts (unit: %)

Sample Water
Crude
protein

Crude fat Crude ash

Z. jujube
Black
jujube

35.11±0.96*
40.18±2.97

6.50±0.35
6.63±1.16

0.70±0.07**
1.13±0.09

1.71±0.14*
2.14±0.18

All values are mean±SD (n=3).
Significant difference between both extracts, respectively, with
*p≤0.05 (Student's t test), **p≤0.01 (Student's t test), ***p≤
0.001 (Student's t test).

Fig. 1. TLC of sugars in Zizyphus jujube and black jujube extracts. Left: Z. jujube, Right: black jujube. Solvent; acetonitrile : water
(85:15, v/v).

ABTS free radical 소거능은 Re(20)의 방법을 변형하여 측

정하였다. 2,2'-Azino-bis-(3-ethylbenzothiazoline-6-sul-

fonic acid)(ABTS, Sigma Chemical Co.) 7.4 mM과 potas-

sium persulphate 2.6 mM을 1:1로 혼합한 후 하루 동안 암소

에서 방치하여 ABTS+를 형성시킨 후 이 용액을 735 nm에

서 OD값이 1.4～1.5가 되도록 몰 흡광계수(ɛ = 3.6×104 M-1
cm-1)를 이용하여 증류수로 희석하였다. 희석된 ABTS+ 용

액 1 mL에 추출액 50 μL를 가하여 60분 후에 흡광도 변화를

측정하였으며, 표준물질로서 L-ascorbic acid를 동량 첨가

하였다. 총 항산화력은 아래의 식으로 계산하였으며, 3회 반

복 실험하여 t-test로 유의성을 검정하였다(p=0.05)(20).

AEAC (mg AA eq)＝
ΔA ×Caa×V× 100

ΔAaa W

ΔA: 추출물을 넣었을 때의 OD의 변화

ΔAaa: AA std. soln.이 추출물 대신 동량 들어갔을 때의

OD의 변화

Caa: AA std. soln.의 농도(mg/mL)

V: 추출물의 정용부피(mL)

W: Sample homogenate의 weight(g)

결과 및 고찰

대추의 일반성분 분석

AOAC법을 이용한 씨를 제거한 건대추와 흑대추의 일반

성분 함량을 분석한 결과는 Table 2와 같다. 건대추의 수분

은 35.11%였고, 흑대추는 40.18%의 함량을 나타냈다. 조단

백질 함량은 건대추와 흑대추가 각각 6.50%, 6.63%였고, 건

대추의 조지방은 0.70%, 흑대추는 1.13%의 함량을 나타냈

다. 또, 조회분 함량은 건대추와 흑대추 각각 1.71%, 2.14%였

다. 분석결과, 조단백질 함량은 유의적인 차이가 없었으나,

수분과 조지방 함량, 조회분 함량은 흑대추가 건대추에 비해

더 높은 것을 확인하였다.

Sim(21)은 건대추의 일반성분 분석 결과 수분함량은 22.66

%, 조단백질은 4.85%, 조지방은 0.25%, 조회분은 1.68%의

함량을 나타낸다고 보고하였고, 흑대추는 수분, 조단백질,

조지방, 조회분을 각각 10.36%, 5.11%, 0.24%, 1.72%를 함유

하고 있다고 보고하였다. 이들의 결과에서 조단백질과 조회

분 함량은 흑대추가 건대추보다 높았지만, 수분과 조지방은

건대추가 더 높은 함량을 보였고 이 결과는 조단백질을 제외

한 일반성분 함량이 흑대추가 일반건조대추에 비해 더 높은

본 연구 결과와는 다소 차이가 있었다. 이러한 결과의 차이

는 품종과 추출방법, 흑대추의 구증구포 조건에 따라 일반성

분 함량이 달라질 수 있음을 나타내고 있다.

TLC를 이용한 대추 추출물의 당 분석을 위해 standard로

1%의 fructose, glucose, galactose, sucrose, maltose를 사용

하였고, 0.3 g/mL인 건대추와 흑대추 추출물을 10배, 50배,

100배 희석하여 1 μL씩 spotting한 결과, 두 추출물 모두

fructose, glucose, sucrose로 조성되어 있음을 알 수 있었다

(Fig. 1).

TLC의 결과를 토대로 대추추출물의 주요 조성당인 fruc-

tose와 glucose, sucrose를 standard로 하여 검량선을 작성

하였다(Fig. 2). 검량선을 이용하여 각 대추의 당 함량을 분

석한 결과, 건대추의 fructose의 함량은 5.60 g/100 g, glu-

cose는 6.30 g/100 g, sucrose는 9.04 g/100 g의 함량을 나타

냈고, 흑대추의 fructose, glucose, sucrose 함량은 각각 9.76

g/100 g, 12.76 g/100 g, 2.95 g/100 g이었다(Table 3). 흑대추

는 건대추에 비해 fructose와 glucose의 함량이 더 높았으나,

sucrose는 건대추가 흑대추보다 유의적으로 더 높은 함량을

나타냈다.

Sim(21)은 대추의 주요 유리당은 fructose와 glucose이고,

건대추는 sucrose, fructose, glucose를 각각 2.69, 6.57, 5.34
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Table 4. Extraction yield of Zizyphus jujube and black jujube
by central composite design

Exp No.
Yield(%)

Z. jujube Black jujube

1
2
3
4
5
6
7
8
9
10
11
12
13
14
15
16

55.05±3.24ab1)
51.32±7.97bc
57.12±0.53ab
54.34±4.29ab
59.72±0.80a
56.8±0.73ab
54.2±2.73ab
55.99±2.85ab
55.11±2.89ab
46.59±0.67c
55.69±2.70ab
56.34±1.64ab
56.26±1.93ab
57.78±0.53a
54.30±5.68ab
57.38±0.20ab

58.51±3.34a
59.97±2.25a
56.93±0.87a
58.87±0.83a
59.83±4.09a
56.47±3.35a
57.07±0.86a
59.10±4.01a
58.20±4.52a
46.09±8.16c
58.45±2.57a
57.66±0.24a
57.83±0.53a
57.24±1.03a
47.79±14.60bc
54.93±2.67ab

All values are mean±SD (n=3).
1)Means with different letters in same column are significantly
different from the others at p<0.05.

Table 5. Analysis of regression models for variables in ex-
traction condition

Independent variables
F-value

Z.jujube Black jujube

Temperature (
o
C)

Time (hr)
Ethanol conc. (%)

2.04
0.46
3.60

*

1.90
0.81
4.12

**

All values are mean±SD (n=3), *p≤0.05, **p≤0.01, ***p≤0.001.

Table 6. Polynomial equation calculated by RSM for ex-
traction of Zizyphus jujube and black jujube

Type Second order polynomials1) R2

Z. jujube
Black jujube

Y=-1.843750X1X3-1.288333X32

Y=-2.083125X3-1.768333X3
2

0.3518
0.3870

1)
X1: extraction temperature (

o
C), X2: extraction times (hr), X3:

ethanol concentration (%).

y = 76289x - 101.45
R2 = 1

y = 54213x + 115.38
R2 = 0.9935

y = 77867x - 221.72
R2 = 0.9977
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Fig. 2. Calibration curves for sugar standards.

Table 3. Contents of sugars in Zizyphus jujube and black ju-
jube extracts (unit: g/100 g)

Type Fructose Glucose Sucrose

Z.jujube
Black jujube

5.60±5.21***
9.76±4.25

6.30±9.43**
12.76±13.42

9.04±2.89***
2.95±2.64

All values are mean±SD (n=3), *p≤0.05, **p≤0.01, ***p≤0.001.

g/100 g 함유하고 있었고, 흑대추는 sucrose, maltose, lac-

tose, fructose, glucose로 조성되어 있었으며 그 함량은 각각

0.10, 0.14, 0.10, 7.89, 5.62 g/100 g이었다고 보고하였다. 본

연구에서 건대추의 유리당 조성은 Sim(21)의 결과와 동일하

였으나, 흑대추는 이당류인 maltose와 lactose의 조성에 차

이가 있었고, 유리당의 함량도 다소 차이가 있었다. 흑대추

의 이당류의 함량이 건대추에 비해 낮다는 결과는 본 연구

결과와 동일하였다. 이러한 결과는 흑대추 제조를 위한 구증

구포 과정 중 sucrose 등과 같은 이당류의 분해에 의한 것으

로 추측되며, 유리당의 조성과 함량은 대추의 품종 및 추출

조건에 따라 차이가 많을 수 있음을 나타내고 있다.

최적 추출 조건 선정

대추의 최적 추출조건 선정을 위해 추출온도(X1), 추출시

간(X2), 에탄올 농도(X3)를 요인변수로 하여 16개의 실험

조건을 설정하고, 추출 수율(Y)을 종속변수로 하여 중심합

성계획법을 실시하였다. 각 실험 조건에서 추출 수율을 측정

한 결과 건대추는 40oC에서 80%의 에탄올로 24시간 추출했

을 때 59.72%로 가장 높은 수율을 나타냈고, 흑대추는 40oC,

12시간, 60%의 에탄올 추출조건에서 수율이 59.97%로 가장

높게 예측되었다(Table 4, Fig. 3). 추출 수율에 대한 통계분

석 결과, 건대추와 흑대추 모두 각각 에탄올 농도에 p≤0.05,

p≤0.01의 유의수준에서 영향을 받는 것으로 나타났고, 추출

온도와 시간에는 영향을 받지 않는 것을 확인하였다(Table

5). 각 추출 조건에 따른 추출 수율에 대한 회귀식은 Table

6에 나타냈으며, 건대추와 흑대추 모두 결정계수값 R2이 각

각 0.3518, 0.3870으로 모델식이 적합하지 않았다. 이러한 결

과는 추출 조건에 따라 수율의 차이가 크지 않고, 추출 용매

의 에탄올 비율이 증가할수록 수율이 증가하다가 80% 이상

이 되면 수율이 급격히 감소하는 것이 원인인 것으로 판단된

다. 각각의 추출조건에 따른 결과를 바탕으로 추출변수가

추출물의 수율의 변화에 미치는 영향을 반응표면분석법으

로 최적 추출조건을 분석한 결과 Table 7과 같이 나타났다.

Park 등(22)과 Lim 등(23)은 산국과 양파의 가용성 고형

분 함량이 에탄올의 농도에 영향을 많이 받는다고 보고하였

고, Park 등(24)의 연구에서도 에탄올 농도가 퉁퉁마디의 추

출수율에 영향을 주는 것을 확인하였으며, 이것은 본 연구

결과와 동일하였다. 그러나 추출온도에 따라 가용성 고형분

의 함량이 증가하고, 낮은 추출 온도에서는 추출시간이 증가

할수록 가용성 고형분 함량이 증가한다는 Kang 등(25)과

Woo 등(26)의 결과와는 차이가 있었다. 통계처리 결과, 건대

추는 46
o
C, 14시간, 에탄올농도 74% 조건에서, 흑대추는

52oC, 15시간, 에탄올농도 67%인 조건에서 최적 추출 수율

이 나타나는 것으로 예측되었다. 본 연구를 통해 대추 추출
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Fig. 3. Effect of extraction temperature, times, ethanol concentration on the yield of Zizyphus jujube and black jujube extracts.

Table 7. Predicted values of extraction conditions for the maximized responses of variables by the Ridge analysis

Responses
Independent variables1)

Estimated responses Morphology
X1 X2 X3

YieldZ (%)
YieldB (%)

45.53
51.85

13.55
15.49

73.66
67.41

56.38 (max.)
59.53 (max.)

Saddle point
Saddle point

1)
X1: extraction temperature (

o
C), X2: extraction times (hr), X3: ethanol concentration (%).

물의 수율은 용매의 에탄올 비율에 영향을 많이 받는 것을

확인하였다.

대추추출물의 유산발효

반응 표면 분석법을 이용한 최적 추출 선정 결과, 선정된

16개의 조건에 따른 수율의 유의적인 차이가 없는 것과 높은

용매 비율 조건에서는 오히려 수율이 감소하는 등의 여러

가지 요인에 의해 결정계수 값이 결과의 유의성을 증명하지

못하였다. 따라서 Jeong(15)의 추출조건을 변형하여 건대추

와 흑대추 추출물을 제조하였다. 각 대추 추출물에 YL-3를

접종하여 37oC에서 96시간 배양하면서 유산균의 생균수와

pH를 측정한 결과, 두 추출물 모두 8시간 배양 후 초기 생균

수 log 5.96 CFU/mL에서 log 6.71 CFU/mL(건대추)로, log

6.00 CFU/mL에서 log 6.47 CFU/mL(흑대추)로 증가하여

대수증식기가 시작되었다. 24시간 배양 후 두 추출물 모두

각각 log 8.69 CFU/mL, log 8.73 CFU/mL로 대수증식기가

종료되었으며(Table 8), 유산균의 생육곡선 패턴 변화 양상

에는 큰 차이가 없었다(Fig. 4). 대추 추출물의 유산발효 과
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Table 8. The viable cell counts of lactic acid bacteria (YL-3) during fermentations (unit: Log CFU/mL)

　 0 hr 4 hr 8 hr 12 hr 24 hr 48 hr 72 hr 96 hr

Z. jujube
Black jujube

5.96±0.04
6.00±0.05

5.91±0.09
5.74±0.12

6.71±0.14*
6.47±0.08

7.54±0.09*
7.83±0.10

8.69±0.04
8.73±0.09

8.66±0.07
8.79±0.10

8.38±0.44
8.35±0.04

7.23±0.16*
7.75±0.18

All values are mean±SD (n=3), *p≤0.05, **p≤0.01, ***p≤0.001.

Table 9. The pH changes during fermentations

　 0 hr 4 hr 8 hr 12 hr 24 hr 48 hr 72 hr 96 hr

Z. jujube
Black jujube

4.76±0***
4.47±0

4.78±0.01***
4.47±0

4.75±0.02***
4.45±0.01

4.52±0.04*
4.36±0.01

3.88±0***
3.99±0.01

3.69±0*
3.71±0.01

3.63±0
3.64±0.01

3.61±0.01
3.61±0

All values are mean±SD (n=3), *p≤0.05, **p≤0.01, ***p≤0.001.
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Fig. 4. The viable cell counts (YL-3) and pHs during fer-
mentations.

Table 11. The changes of total polyphenol and flavonoid
contents after the fermentation of jujube extracts

Sample
1) Total polyphenol

compound (mg/g)
Total flavonoid
compound (μg/g)

Z.jujube
Before ferm.
After ferm.

13.61±0.10***
12.39±0.12

64.25±1.16***
291.58±14.04

Black
jujube

Before ferm.
After ferm.

15.46±0.33*
17.46±0.95

374.21±2.16***
1,135.29±26.16

All values are mean±SD (n=3), *p≤0.05, **p≤0.01, ***p≤0.001.
1)Before ferm.: before fermentation, After ferm.: after fermenta-
tion.

Table 10. Concentration of total polyphenol and flavonoid
compound in Zizyphus jujube and black jujube extracts

Sample
Total polyphenol
compound (mg/g)

Total flavonoid
compound (μg/g)

Z. jujube
Black jujube

13.61±0.1***
15.46±0.33

64.25±1.16***
374.21±2.16

All values are mean±SD (n=3), *p≤0.05, **p≤0.01, ***p≤0.001.

정 중 pH의 변화는 Table 9에 나타내었다. 초기 pH는 건대

추는 4.76, 흑대추는 4.47로 다소 차이가 있었으나, 두 추출물

모두 8시간 배양까지 pH가 일정하게 유지되었고, 12시간 후

부터 급격히 감소하여 72시간 이후에는 거의 일정하게 유지

되는 유사한 변화 패턴을 보였다(Fig. 4).

유산발효전후의건대추와흑대추추출물의기능성분석

대추 추출물의 유산발효에 의한 기능성 성분의 변화를 분

석하고자 발효 전후의 총 폴리페놀과 플라보노이드 함량을

측정하였고, 폴리페놀의 함량은 gallic acid을 표준물질로 사

용하였으며, 플라보노이드 함량은 (+)-catechin hydrate를

표준물질로 사용하여 검량선을 작성하였다. 폴리페놀 함량

은 흑대추가 15.46 mg/g으로 건대추보다 높았고, 플라보노

이드도 374.21 μg/g으로 유의적으로 더 높은 것을 확인하였

다(Table 10).

Sim(21)의 건대추와 흑대추의 70% 에탄올 추출물의 폴리

페놀 함량 측정결과에서 건대추는 23.5 mg/g이고 흑대추는

30.3 mg/g으로 본 연구보다 더 높게 나타났으나, 이것은 사

용 시료와 추출조건의 차이에 의한 것으로 판단되며, 흑대추

가 건대추에 비해 더 높은 함량을 나타내는 결과는 본 연구

와 동일하였다. 흑대추의 페놀성 물질 함량은 Bae와 Choe

(27)의 연구에서 보고한 오메 추출물의 폴리페놀 함량 3.84

mg/g보다 높았고, 0.05 mg/g의 플라보노이드 함량보다는

낮았으나 차이가 크지 않았다.

건대추의 발효 후 폴리페놀 함량은 13.61 mg/g에서 12.39

mg/g으로 감소하였으나, 플라보노이드의 함량은 64.25 μg/

g에서 291.58 μg/g으로 유의적인 증가를 나타냈다. 흑대추

의 폴리페놀 함량은 15.46 mg/g에서 17.46 mg/g으로, 플라

보노이드 함량은 374.21 μg/g에서 1,135.29 μg/g으로 발효

후에 두 성분 함량이 모두 증가하는 것을 확인하였다(Table

11). 이 결과를 통해 흑대추가 건대추에 비해 더 높은 항산화

력을 가지고 있음을 확인하였고, 건대추를 발효한 결과 폴리

페놀의 함량이 감소하였으나 플라보노이드의 함량은 증가

하였다. 흑대추를 발효하였을 때 폴리페놀과 플라보노이드

의 함량이 모두 유의적으로 증가한 것을 보아 발효를 통한



흑대추와 일반 건조대추의 추출 및 유산발효과정 중 특성 변화 1353

Table 12. EDAs, IC50 and AEAC for Zizyphus jujube and black jujube

Sample
Electron donating ability (%)

IC50 (mg/mL) AEAC (mgAAeq/g)
0.0025 mg/mL 0.001 mg/mL

Z. jujube
Black jujube

31.1±0.19***
74.72±1.39

13.78±0.23***
40.37±5.12

30.87±0.06***
14.69±0.12

0.55±0.004***
1.06±0.02

All values are mean±SD (n=3), *p≤0.05, **p≤0.01, ***p≤0.001.

Table 13. The changes of EDAs, IC50, AEAC contents after the fermentation of jujube extracts

Sample
1) Electron donating ability (%)

IC50 (mg/mL) AEAC (mgAAeq/g)
0.025 mg/mL 0.01 mg/mL

Z. jujube
Before ferm.
After ferm.

31.10±0.19***
24.77±0.50

13.78±0.23
12.95±0.69

30.87±0.06***
49.97±1.23

0.55±0.004
0.60±0.02

Black jujube
Before ferm.
After ferm.

74.72±1.39**
79.88±0.92

40.37±1.52
47.53±7.05

14.69±0.12
10.64±1.86

1.06±0.02
1.04±0.03

All values are mean±SD (n=3), *p≤0.05, **p≤0.01, ***p≤0.001.
1)Before ferm.: before fermentation, After ferm.: after fermentation.

항산화력 증진효과의 가능성을 확인하였다. Mo 등(28)의 연

구 결과에서도 함초를 발효시키는 과정 중에서 생리활성물

질 일부가 전환되어 페놀성 물질의 함량이 증가한 것을 보고

하였고, 따라서 발효를 통하여 항산화 물질의 증가 효과를

얻을 수 있을 것으로 판단된다.

대추 추출물의 radical 소거활성을 측정하기 위해 DPPH

와 ABTS를 이용하였고, DPPH radical 소거법은 항산화 물

질의 전자공여능으로 인해 방향족 화합물 및 방향족 아민류

에 의해 환원되어 자색이 탈색에 의해 나타내는 정도를 지표

로 하여 항산화능을 측정하는 방법이며(29), ABTS 라디칼

소거능은 라디칼을 생성하는 ABTS 존재 시 hydrogen per-

oxide와 metmyoglobin의 활성을 토대로 보다 빠른 항산화

반응을 일으켜 myoglobin radical을 감소시키는 기전을 이

용하는 항산화능 측정법이다(30).

DPPH free radical 소거능을 측정하기 위해 대조구로 as-

corbic acid를 사용하였고 EDA와 EDA가 50%일 때의 시료

농도(IC50)를 측정한 결과, 건대추의 EDA와 IC50은 0.025

mg/mL 농도에서 31.10%, 30.87 mg/mL이고, 흑대추는 74.72

%, 14.69 mg/mL로 흑대추가 DPPH free radical 소거능이

더 높은 것을 확인하였다(Table 12). 0.025 mg/mL 농도 추

출물의 발효를 진행함에 따라 건대추의 EDA는 31.10%에서

24.77%로, IC50 30.87 mg/mL에서 49.97 mg/mL(IC50)로 라

디칼 소거능이 감소하였다. 흑대추의 EDA는 74.72%에서

79.88%로 증가하였으나, IC50은 유의적인 변화가 없었고, 두

추출물 모두 발효에 따른 DPPH free 라디칼 소거능의 증가

효과는 없는 것으로 판단하였다.

Ascorbic acid를 표준물질로 사용하여 AEAC값을 측정한

결과, 흑대추의 AEAC값이 1.06 mgAAeq/g으로 건대추에

비해 ABTS free 라디칼 소거능이 더 높았으나(Table 12),

두 추출물 모두 발효에 의한 ABTS free 라디칼 소거 효과의

유의적인 변화는 나타나지 않았다(Table 13). 발효에 의한

라디칼 소거능의 증진효과는 없었지만, 흑대추의 라디칼 소

거능이 건대추보다 유의적으로 높다는 본 연구 결과를 통해

구증구포에 의한 항산화물질 증가 효과가 있음을 확인하였

고, 따라서 대추를 비롯한 많은 천연식물의 구증구포에 관한

연구가 더 많이 필요할 것으로 생각된다.

요 약

본 연구에서는 포제법(炮製法) 중 가장 대표적인 구증구

포(九蒸九炮)법을 응용하여 steam, 건조, 저온 숙성 과정을

통해 만들어진 흑대추를 활용하여 추출 및 발효과정 중에

일어나는 주요 특성 변화를 건대추와 비교·분석하였다. 대추

의 구증구포 과정을 통해 만들어진 흑대추를 활용하여 추출

및 유산발효를 진행하고, 이러한 과정 중에 나타나는 약리활

성 성분의 변화를 건대추와 비교함으로써 흑대추 추출물의

효능을 확인하여 기능성식품 소재로 활용하기 위한 기초자

료를 확보하고자 하였다. AOAC법을 이용하여 일반성분을

분석한 결과, 조단백질의 함량에는 유의적인 차이가 없었으

나, 수분과 조지방, 조회분의 함량은 흑대추가 건대추보다

더 높은 것을 확인하였다. TLC와 HPLC를 이용하여 당 분석

을 하였고, 건대추와 흑대추 모두 fructose, glucose, sucrose

로 조성되어 있었고, 각 함량은 건대추는 5.60, 6.30, 9.04

g/100 g이었고, 흑대추는 9.76, 12.76, 2.95 g/100 g으로 건대

추는 sucrose의 함량이 fructose와 glucose에 비해 높은 반

면, 흑대추는 상대적으로 더 낮은 sucrose 함량을 나타냈다.

이러한 결과는 흑대추 제조를 위한 구증구포 과정 중 su-

crose의 분해에 의한 것으로 판단된다. 유용성분이 추출될

수 있는 최적조건을 선정하기 위해 16개의 조건에서 추출

수율을 측정하여 반응표면분석법(RSM)으로 최적 조건을

선정하였다. 건대추와 흑대추의 추출수율에 대한 회귀식의

결정계수값 R2은 각각 0.3518, 0.3870으로 모델식이 적합하

지 않았고, 이러한 결과는 추출조건에 따라 수율의 차이가

크지 않고, 추출 용매의 에탄올 비율이 증가할수록 수율이

증가하다가 80% 이상이 되면 수율이 급격히 감소하는 것이

원인인 것으로 판단된다. 따라서 Jeong 등(15)의 추출조건을
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응용하여 건대추와 흑대추 추출물을 제조하였다. 추출물을

YL-3로 유산발효를 진행한 결과, 두 추출물 모두 배양 8시

간 후부터 대수증식기가 시작되었고 24시간 배양 후 대수증

식기가 종료되었다. 두 추출물의 초기 pH는 차이가 있었으

나 8시간 배양까지 일정하게 유지되고 12시간 후부터 72시

간까지 감소하는 유사한 변화 패턴을 보였고, 본 연구에서

사용한 건대추와 흑대추의 일반성분 함량 차이와 단당류 및

이당류 조성비의 차이가 유산균의 생육에 영향을 거의 미치

지 않았음을 확인할 수 있었다. 대추 추출물의 유산발효에

의한 기능성 성분의 변화를 분석하고자 폴리페놀과 플라보

노이드, free 라디칼 소거능을 측정하였다. 발효 전 건대추와

흑대추의 페놀성 물질의 함량을 분석한 결과 흑대추가 건대

추에 비해 폴리페놀과 플라보노이드 함량이 유의적으로 높

았으며, 발효 후 건대추의 폴리페놀 함량은 감소하였지만

플라보노이드 함량은 높은 증가율을 보였고, 흑대추는 발효

후 두 물질 모두 증가하였다. 이 결과를 통해 발효에 의한

페놀성 물질의 증가 가능성을 확인하는 것과 동시에 항산화

활성 및 생리기능의 향상을 예측할 수 있었고, 발효가 폴리

페놀이나 플라보노이드 이외에도 많은 유효성분의 함량에

영향을 줄 것으로 기대되며 이와 관련된 연구가 지속되어야

할 것으로 생각된다. DPPH에 의한 라디칼 소거능 측정 결

과, 흑대추의 발효 전 전자공여능은 74.72%로 건대추보다

더 높았고, 발효에 의한 DPPH free 라디칼 소거능의 유의적

인 증가 효과는 없었다. 흑대추의 AEAC값이 1.06 mgAAeq/

g으로 건대추에 비해 ABTS free 라디칼 소거능이 더 높았

으나, 두 추출물 모두 발효에 의한 ABTS free 라디칼 소거능

의 증가 효과는 없었다. 본 연구를 통해 구증구포에 의한

유용성분의 증가효과를 확인하였고, 건대추에 비해 영양성

분 및 기능성 물질의 함량이 높은 흑대추를 주원료로 하여

유산균 발효공정을 도입함으로써 기능성물질의 증가 효과

를 얻고 다른 대추 가공품과 차별화를 두고 제품의 품질을

향상시킬 수 있을 것으로 생각되며, 흑대추를 이용한 기능성

발효식품 개발에 이용될 수 있을 것으로 판단된다.
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