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검정콩 안토시아닌 및 프로안토시아니딘 추출에 대한 산 처리의 영향
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ABSTRACT This study was performed to investigate the effects of various acidic treatment for anthocyanin and 
proanthocyanidin extraction from black bean. Extracts were prepared with 80% methanol solutions containing HCl, 
acetic, formic, phosphoric, and citric acids of different concentrations (0.1, 0.2, 0.3, 0.5, and 0.7%). Total anthocyanin 
content ranged from 0.74 mg/g in 0.7% citric acid to 1.74 mg/g in 0.3% HCl, depending on acid type and concentration. 
The major anthocyanins were delphinidin-3-glucoside (D3G), cyanidin-3-glucoside (C3G), and petunidin-3-glucoside 
(Pt3G). The highest C3G content was 1.12 mg/g in 0.3% HCl. Proanthocyanidin content ranged from 2.01 mg/g in 
0.5% acetic acid to 5.29 mg/g in 0.3% HCl. Thus, acidic condition is a significant factor affecting anthocyanin and 
proanthocyanidin extraction from black bean, and the optimum extraction conditions were determined as 80% methanol 
containing 0.3% HCl.
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서   론

검정콩은 콩과(Leguminosae)에 속하는 1년생 초본식물

로 꼬투리 속에 2~3알의 흑색 종자가 들어 있다. 종피에 

안토시아닌이 함유되어 있는데 식물의 열매, 꽃, 과실, 줄기, 

잎, 뿌리 등에 폭넓게 존재하는 적색, 자색, 청색을 나타내는 

수용성 flavonoid계 색소이다(1). 안토시아닌 색소는 중성 

또는 알칼리성 용액에서 불안정하고 산성용액에서도 빛에 

노출되면 서서히 탈색되며, 구조적으로 불안정한 물질 중 

하나로 알려져 있다. 

검정콩의 안토시아닌은 수용성의 밝은 적자색을 띠는 천

연색소로서 항산화 작용(2,3), 콜레스테롤 저하(4), 항암 효

과와 항염증(5), 혈관보호, 동맥경화 및 심장병 예방, 당뇨 

억제 및 자외선으로부터의 보호기능(6) 등이 있는 것으로 

알려져 있다(7). 또한 최근에는 안토시아닌 색소인 delphi-

nidin-3-glucoside(D3G), cyanidin-3-glucoside(C3G) 및 

petunidin-3-glucoside(Pt3G)가 UV에 의한 지질 과산화 

억제 능력이 있고 멜라닌 생성에 관여하는 tyrosinase 활성 

저해가 있다고 보고한 바 있다(8). 

프로안토시아니딘은 안토시아니딘의 폴리페놀성 물질이

고 플라보노이드 생합성 경로를 통해 합성되는 식물의 이차

대사산물로 많은 종류의 식물에 존재하며 알칼로이드 또는 

단백질을 침전시키는 고분자(분자량 500~3,000 Da) 물질

이다(9). 프로안토시아니딘은 항산화 활성이 높으며, 항균, 

항바이러스, 항암, 항염증, 항알러지 및 혈관확장능 등의 기

능성도 보고되었다(10). In vivo 실험에서 프로안토시아니

딘은 비타민 C, E 및 베타카로틴보다 활성산소 소거능 및 

산화적 조직 손상을 억제하는 능력이 우수하다고 알려져 있

다(11).

검정콩의 안토시아닌은 크게 D3G, C3G 및 Pt3G의 3가

지 색소로 구분되며, 검정콩으로부터 안토시아닌을 추출 및 

분리하기 위한 연구가 다양하게 진행되고 있다. 일반적으로 

안토시아닌은 메탄올이나 에탄올로 추출하며(12), 추출 효

과를 높이기 위해 염산이나 유기산을 첨가하여 산성으로 조

절한다(13,14). 그러나 안토시아닌 색소의 추출효율은 용매

뿐만 아니라 용매의 pH에 따라서도 달라지기 때문에 추출효

율을 높이기 위해서는 추출용매와 첨가한 산의 종류 및 농도

의 영향 등을 고려해야 한다.
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Fig. 1. Concentrations of total anthocyanidin extracts from black 
bean under various acidic conditions. Values are presented as 
the mean±SD of triplicate determinations. Different capital let-
ters and small letters above the bars are significantly different 
(P<0.05) among different acid concentration and different acid 
type, respectively.

본 연구에서는 추출용매에 첨가하는 산 종류 및 농도를 

달리하여 산 처리 조건에 따른 안토시아닌 및 프로안토시아

니딘 색소 추출효율을 검토하고, 최적 산 처리 조건을 선정

함으로써 검정콩 안토시아닌 색소의 이용도 증진 및 산업적 

활용을 위한 기초자료를 제공하고자 한다.

재료 및 방법

실험재료

본 연구에 사용한 검정콩은 청자 3호(Glycine max Merrill.)

로 농촌진흥청에서 분양받아 사용하였다. 검정콩은 분쇄기

(Micro hammer cutter mill type-3, Culatti AG, Zurich, 

Switzerland)를 사용하여 80 mesh 이하로 분쇄한 후 -20 

°C에서 보관하면서 시료로 사용하였다. 안토시아닌 표준품

인 C3G, D3G 및 Pt3G는 Sigma-Aldrich Co.(St. Louis, 

MO, USA)에서 구입하여 사용하였다.

안토시아닌 추출

검정콩에 함유된 안토시아닌 색소를 추출하기 위해 다양

한 종류의 산(hydrogen chloride(HCl), acetic acid, for-

mic acid, phosphoric acid 및 citric acid)을 농도별(0.1, 

0.2, 0.3, 0.5 및 0.7%)로 첨가하였고 80% 메탄올을 추출용

매로 사용하였다. 추출물은 시료 중량 대비 30배량의 추출

용매(v/v)를 첨가하여 25°C에서 1시간 동안 3회 반복하고 

초음파 추출(Ultrasonic Cleaner SD-350H, Seong Dong, 

Seoul, Korea)한 후 2,220×g에서 원심분리(Centrifuge 

union 55 R, Hanil, Incheon, Korea) 한 뒤 여과(Advantec 

No. 2, Toyo Roshi Kaisha, Ltd., Tokyo, Japan)하여 100 

mL로 정용 후 HPLC 분석용 시료로 사용하였다.

안토시아닌 분석

추출조건별 시료는 0.45 μm syringe filter(Millipore, 

Billerica, MA, USA)로 여과하여 HPLC(ACME9000 sys-

tem, Younglin, Anyang, Korea)로 분석하였다. 이동상은 

5% formic acid가 포함된 아세토니트릴(A)과 5% formic 

acid가 포함된 증류수(B)를 gradient 조건으로 흘려주었고, 

gradient 조건은 A : B를 초기 10:90(%, v/v)에서 24분에 

40:60, 25분에 100:0, 28분에 100:0, 29분에 10:90, 40분

에 10:90으로 설정하였으며, 유속은 1 mL/min으로 하였고 

주입량은 20 μL로 설정하였다. 검출기는 UV 520 nm에서, 

칼럼은 C-18 column(Mightysil RP-18 GP column, 4.6× 

250 mm, Kanto Chemical, Tokyo, Japan)을 사용하였고 

칼럼 온도는 30°C로 설정하였다. 표준물질로는 C3G, D3G 

및 Pt3G를 사용하였다.

프로안토시아니딘 분석

프로안토시아니딘 함량은 vanillin-sulfuric acid법을 변

형하여 측정하였다(15). 즉 추출조건별 시료 0.2 mL에 1.2 

% vanillin 용액 0.5 mL와 20% 황산 0.5 mL를 첨가하여 

20분간 방치 후 ELISA reader(UV-1650PC, Shimadzu, 

Kyoto, Japan)를 이용하여 500 nm에서 흡광도를 측정하였

다. 표준물질은 (+)-catechin(Sigma-Aldrich Co.)을 사용

하였으며, 검량선을 작성하여 시료 g중의 mg catechin로 

나타내었다. 

통계분석 

통계분석은 SPSS 통계프로그램(Statistical Package for 

the Social Science, Ver. 12.0 SPSS Inc., Chicago, IL, 

USA)을 이용하여 각 측정군의 평균과 표준편차를 산출하고 

처리조건에 따른 유의차를 one-way ANOVA(analysis of 

variance)로 분석한 뒤 신뢰구간 P<0.05에서 Duncan's 

multiple range test를 실시하였다. 

결과 및 고찰

총 안토시아닌 함량 

산의 종류 및 농도에 따른 검정콩의 총 안토시아닌 함량을 

측정한 결과는 Fig. 1과 같다. 총 안토시아닌 함량은 추출조

건에 따라 0.74~1.74 mg/g 범위였으며, 산의 종류 및 농도

에 따라 유의적인 차이를 나타내었다(P<0.05). 산 종류에 

따른 안토시아닌 함량은 HCl, acetic acid, formic acid, 

phosphoric acid 및 citric acid를 첨가한 처리구에서 각각 

1.37~1.74, 0.81~1.08, 0.83~1.18, 1.12~1.31 및 0.74~ 

1.25 mg/g 범위로 HCl을 첨가한 처리구가 가장 높았다. 이

러한 결과는 campbell early 과피로부터 안토시아닌을 추

출한 연구에서 산의 종류를 달리하고 에탄올 용매를 사용할 

경우 HCl을 첨가한 경우가 가장 높았다는 결과와 유사하였

다(16). 산 농도에 따른 안토시아닌 함량은 HCl, formic 

acid 및 phosphoric acid를 첨가한 처리구에서 산 농도가 

0.3%까지 증가함에 따라 총 안토시아닌 함량은 증가하였으
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Table 1. Composition of anthocynins from black bean under various acidic conditions

Acid Concentration (%)
Contents of anthocyanin (mg/g)

C3G D3G Pt3G

HCl

0.1
0.2
0.3
0.5
0.7

1.015±0.005
1.072±0.019
1.117±0.018
0.949±0.046
0.831±0.010

0.538±0.008
0.570±0.004
0.591±0.010
0.560±0.021
0.524±0.011

0.027±0.001
0.031±0.002
0.034±0.006
0.020±0.002
0.018±0.002

Acetic acid

0.1
0.2
0.3
0.5
0.7

0.599±0.025
0.711±0.028
0.703±0.022
0.465±0.006
0.500±0.006

0.310±0.027
0.354±0.022
0.329±0.009
0.342±0.009
0.337±0.011

0.011±0.006
0.013±0.005
0.007±0.001

ND
0.004±0.002

Formic acid

0.1
0.2
0.3
0.5
0.7

0.549±0.049
0.754±0.016
0.779±0.029
0.571±0.006
0.589±0.008

0.278±0.041
0.361±0.025
0.385±0.013
0.357±0.001
0.397±0.031

ND
ND

0.016±0.003
0.004±0.002
0.006±0.001

Phosphoric acid

0.1
0.2
0.3
0.5
0.7

0.727±0.012
0.820±0.004
0.841±0.073
0.753±0.035
0.706±0.013

0.379±0.005
0.425±0.015
0.453±0.046
0.491±0.009
0.466±0.007

0.015±0.002
0.015±0.003
0.019±0.009
0.015±0.004
0.013±0.001

Citric acid

0.1
0.2
0.3
0.5
0.7

0.533±0.046
0.727±0.044
0.682±0.076
0.480±0.009
0.418±0.003

0.251±0.051
0.490±0.037
0.427±0.096
0.333±0.026
0.324±0.010

ND
0.030±0.011
0.029±0.004

ND
ND

1)Values are presented as the mean±SD of triplicate determinations.
2)ND: not detected.

며, acetic acid와 citric acid는 0.2% 첨가 시 가장 높은 

함량을 나타내었지만 0.2와 0.3% 간에는 유의적으로 차이

가 없었다. 0.3% 이상의 산 농도에서는 감소되는 경향을 나

타내었다. 안토시아닌 색소는 일반적으로 pH가 낮을수록 추

출 효율이 우수하다고 알려져 있으나 산의 농도가 높아지면 

안토시아닌 배당체들이 산에 의해 가수분해 되어 아글리콘

인 안토시아니딘류와 당류로 분리되고 급속도로 산화, 분해

되어 무색의 화합물을 형성하여 안토시아닌들의 함량은 감

소한다는 연구 결과로 미루어 볼 때, 본 연구에서도 0.3% 

이상의 산 농도에서는 가수분해로 인하여 안토시아닌 함량

이 감소한 것으로 판단된다(14).

구성 안토시아닌 함량

산의 종류 및 농도에 따른 검정콩의 구성 안토시아닌 함량

을 측정한 결과는 Table 1과 같다. 각각의 안토시아닌 함량

은 10 mg/mL의 농도에서 분석하였으며, C3G, D3G 및 Pt 

3G가 검출되어 검정콩의 주요 안토시아닌은 C3G, D3G 및 

Pt3G라는 Choung 등(7)의 연구와 유사하였다. 산 종류 및 

농도에 따른 C3G 함량은 HCl, acetic acid, formic acid, 

phosphoric acid 및 citric acid를 첨가한 추출물에서 각각 

0.83~1.12, 0.47~0.71, 0.55~0.78, 0.71~0.84 및 0.42~ 

0.73 mg/g 범위로 0.3% HCl을 첨가한 경우 1.12 mg/g으로 

가장 높은 값을 나타내 총 안토시아닌과 유사한 경향을 나타

내었다. D3G는 0.25~0.59 mg/g 범위로 C3G보다 적었으

며, 0.3% HCl 추출물이 0.59 mg/g으로 가장 높게 나타났다. 

Pt3G는 총 25개의 산 처리 조건 중 19개 조건에서만 검출되

었으며 0.01~0.03 mg/g 범위로 그 차이가 작게 나타났다. 

본 실험 결과 구성 안토시아닌 중 가장 많은 비율을 나타낸 

것은 C3G였는데 이러한 결과는 검정콩 종피에 함유된 안토

시아닌 함량 변이를 나타낸 연구에서 C3G가 2.77~8.38 

mg/g으로 가장 높게 나타났다는 결과와 유사하였다(17,18).

총 프로안토시아닌 함량 

산의 종류 및 농도에 따른 검정콩의 프로안토시아니딘 함

량을 측정한 결과는 Fig. 2와 같다. 총 프로안토시아니딘은 

2.01~5.29 mg/g 범위로 나타났는데 산의 종류 및 농도에 

따라 유의적인 차이를 보였다(P<0.05). 산 종류에 따른 프

로안토시아니딘은 HCl, acetic acid, formic acid, phos-

phoric acid 및 citric acid를 첨가한 추출물에서 각각 3.55 

~5.29, 2.01~2.58, 2.20~2.67, 3.01~4.31 및 2.01~3.11 

mg/g 범위로 HCl을 첨가한 경우 가장 높았다. 산 농도별 

프로안토시아니딘은 0.1%에서 0.3%로 산 농도가 높아질수

록 증가하였으며, 0.3% HCl을 첨가한 처리구에서 5.29 mg/ 

g으로 가장 높게 나타났다. 그러나 안토시아닌 함량과 마찬
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Fig. 2. Concentrations of total proanthocyanidin extracts from 
black bean under various acidic conditions. Values are presented 
as the mean±SD of triplicate determinations. Different capital 
letters and small letters above the bars are significantly different 
(P<0.05) among different acid concentration and different acid 
type, respectively.

가지로 산 농도가 0.3% 이상으로 높아지면 감소하는 경향을 

나타내었다. 프로안토시아니딘 함량은 포도씨와 팥에 각각 

0.18~0.55 mg/g(19), 1.83~3.29 mg/g(20) 함유되어 있다

고 하였는데, 검은콩에는 이보다 많은 양이 함유되어 있는 

것으로 나타났다.

요   약

본 연구에서는 추출용매에 첨가하는 산의 종류 및 농도를 

달리하여 검정콩으로부터 안토시아닌 및 프로안토시아니딘 

색소의 추출효율에 대하여 연구하였다. 산의 종류는 hy-

drogen chloride(HCl), acetic acid, formic acid, phos-

phoric acid 및 citric acid였으며, 사용된 농도는 0.1, 0.2, 

0.3, 0.5 및 0.7%였고 80% 메탄올을 추출용매로 사용하였

다. 총 안토시아닌 함량은 산의 종류 및 농도에 따라 0.74~ 

1.74 mg/g 범위였으며 0.3% HCl 처리구가 가장 높았다. 

검정콩의 주요 안토시아닌은 C3G, D3G 및 Pt3G였으며 구

성 안토시아닌 중 C3G의 비율이 가장 높았다. 프로안토시아

니딘 함량은 2.01~5.29 mg/g 범위로 포도씨나 팥의 프로안

토시아닌보다 더 많은 양이 함유되어 있었다. 본 연구 결과

로부터 검정콩의 안토시아닌과 프로안토시아니딘의 추출 

시 산의 종류 및 농도가 중요한 변수이며, 최적 추출조건은 

0.3% HCl을 포함하는 80% 메탄올이라 판단된다. 
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