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생물전환된 품종별 대두 발효물의 주요 지표성분 함량 
및 분석법 검증과 항산화 활성 평가
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ABSTRACT The present study evaluated the validation method for isoflavone contents of fermented soybean extracts 
by bioconversion as well as their antioxidant activities. Our results show that the total isoflavone contents of non-fer-
mented and fermented soybean extract ranged between 119.8 to 637.7 μg/g and between 567.3 to 2,074.6 μg/g, 
respectively. Moreover, fermented soybean extracts had higher contents of isoflavone aglycones, including daidzein, 
glycitein, and genistein than non-fermented soybean extracts as well as lower contents of isoflavone glucosides such 
as daidzin, glycitin, and genistin. FRAP and ORAC values ranged between 0.15 to 0.22 and between 195.24 to 753.79 
μM Trolox equivalents/g in non-fermented and fermented soybean extracts, respectively. These results indicate that 
fermented soybean extracts had higher total isoflavone contents and antioxidant activities than non-fermented soybean 
extracts. Bioconversion process in this study may have the potential to produce isoflavone-enriched natural antioxidant 
agents with high added value from soybean matrices.
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서   론

활성산소종(reactive oxygen species, ROS)은 생체 내 

대사과정 중 끊임없이 발생하며 DNA, 단백질, 지질 등과 

같은 분자 내에 산화적 스트레스를 유발하여 노화, 암, 심장

질환, 피부 노화 등의 다양한 질병과 연관이 있는 것으로 

알려졌다(1,2). 이러한 활성산소종을 억제하기 위하여 합성 

항산화제인 BHT(butylated hydroxytoluene), BHA(bu-

tylated hydroxyanisole) 등을 사용했으나 최근 연구 결과

들에 의하면 합성 항산화제는 돌연변이 등의 부작용을 일으

키는 원인이 된다고 보고되고 있다(3). 따라서 합성 항산화

제보다 안전한 천연 유래의 항산화제에 대한 연구가 활발히 

진행되고 있다(4).

대두(Glycine max L.)는 40% 이상이 단백질로 구성된 

양질의 단백질 식품으로 saponin, lecithin, phytic acid 및 

isoflavone 등과 같은 여러 생리활성 물질이 함유되어 있다

(5). Isoflavone은 여성호르몬인 estrogen과 유사한 구조와 

활성을 가지고 있어 phyto-estrogen이라고 부르기도 하며 

대두에 약 0.1~0.4% 정도 함유되어 있고 품종, 재배지역 

등 환경에 따라 함유량의 차이를 나타낸다(6,7). 대두에 존

재하는 isoflavone에는 배당체로 daidzin, glycitin, genis-

tin 등이 존재하며, 비배당체로는 daidzein, glycitein, gen-

istein 등이 있다. 이러한 isoflavone의 효능으로는 항산화

(8), 유방암(9), 혈청 지질 농도 감소와 항비만 효과(10), 골

다공증(11) 등에 관한 연구가 활발히 진행되고 있다. 하지만 

이들 isoflavone은 식품 중에서 주로 배당체 형태로 존재하

게 되는데, 배당체는 분자량이 크고 체내 흡수율이 상대적으

로 낮기 때문에 이를 배당체 형태보다 소화 흡수가 빠른 비

배당체로 전환하는 생물학적 연구가 진행되고 있다(12).
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Table 1. The characteristics of soybean by cultivar
No.           Cultivar Crop year
S-1
S-2
S-3
S-4
S-5

Glycine max cv. Daeweon
G. max cv. Daepung2
G. max cv. Uram
G. max cv. Jinpoung
G. max cv. Saedanbaek

2014.10
2014.10
2014.10
2014.10
2014.10

생물전환(bioconversion)이란 미생물 및 효소 등을 이용

한 생물학적 방법을 통하여 기존 천연물이 함유한 물질의 

구조적 변화를 유도하여 유용물질을 생산하는 기술이다. 즉 

천연물의 생리활성 물질의 변화를 유도하여 유효성분의 함

량 증가 및 흡수율 개선 등을 유도하는 기술이며, 특히 의약

품과 화장품 분야에서 생물전환 공정이 여러 가지 방법으로 

수행되어 유용성 및 효과성을 향상한다(13).

건강기능식품을 개발, 생산하기 위해서는 기능성 원료에 

대한 표준화 및 규격화가 필요하다. 표준화란 생산품을 제조

할 때 목표성분을 일정하게 유지하기 위한 규범을 말하며 

일반적으로 지표성분의 표준화 방법을 사용한다. 지표성분

은 공인된 방법이나 정밀하다고 판단되는 분석법을 사용하

며 반드시 분석방법에 대한 과학적 타당성과 신뢰성이 검증

되어야 한다(14,15).

따라서 본 연구는 생물전환에 의한 대두를 건강기능식품 

원료로 개발 시 표준화를 위하여 isoflavone의 분석방법 및 

분석법 검증에 대한 연구와 함께 품종별 대두의 기능성 성분

의 증대와 관련된 isoflavone 함량, 총페놀 함량 및 항산화

능을 비교 평가하였다.

재료 및 방법

실험재료 및 시약

본 연구에 사용한 대두(Glycine max L.)는 2014년 10월

에 수확된 대원(Daewone), 대풍2(Daepung2), 우람(Uram), 

진풍(Jinpoung) 및 새단백(Saedanbaek) 총 5종으로(Table 

1) 국립식량과학원(Miryang, Korea)에서 제공받아 사용하

였다. 표준물질 isoflavone(daidzin, glycitin, genistin, 

daidzein, glycitein, genistein), Folin-Ciocalteu's phenol 

reagent, sodium carbonate, gallic acid, acetic acid, 2,4, 

6-tripyridyl-s-triazine(TPTZ), ferric chloride, 2,2'- 

azobis(2-methylpropionamidine) dihydrochloride(AAPH), 

6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-carboxylic 

acid(Trolox) 등은 Sigma-Aldrich Co.(St. Louis, MO, 

USA)에서 구입하였으며, fluorescein sodium salt는 Junsei 

Chemical(Tokyo, Japan)에서 구입하여 사용하였다. HPLC

용 용매 methanol, acetic acid는 J.T. Baker(Phillipsburg, 

NJ, USA)에서 구입하였다. 

대두의 생물전환

대두의 생물전환공정은 다음과 같이 품종별 대두에 효소

처리 및 멸균과정을 거쳐 배양배지화한 표고균사를 접종하

여 생물전환 발효공정을 통해 1차 대두발효물을 생산하였

다. 그 후 2차 생물전환 효소처리공정을 실시하였다. 발효미

생물로 선정한 표고버섯 균사의 접종량과 배양시간을 최적

화하기 위하여 종균배양의 growth curve fitting을 통해 각 

발효미생물의 배양상태를 확인하고 cell mass 농도에 따라 

3 point를 선정한 후, 접종량을 각각 10%, 20%로 하여 본 

발효배양에 접종한 다음 배양시간 및 접종량을 비교하여 최

적화를 진행하였다. 효소처리 최적화를 위하여 배양기질인 

대두와 발효배양산물인 배양균사체의 세포벽을 구성하고 

있는 유용물질을 세포벽으로부터 효율적으로 추출하기 위

하여 β-glucanase, cellulase, hemi-cellulase(DMS Food 

Specialties, Chilgok, Korea), pectinase, β-glucosidase, 

amylase, protease(Shin Nihon Chemical Co., Ltd., Aichi, 

Japan) 등의 다양한 효소를 사용하여 공정 최적화 실험을 

진행하였다. 사용된 효소는 0.1~2%로 첨가하여 50~60°C 

조건에서 1~3시간 동안 shaker(SI-4000R, Jeio Tech Co., 

Ltd., Seoul, Korea)를 이용하여 250 rpm에서 효소/기질반

응을 수행하였다. 

추출물 제조

품종별 대두 비발효물 및 생물전환에 의한 발효물은 각각 

2.5 g의 시료에 50 mL methanol을 첨가하여 30분간 Soni-

cator(JAC Ultrasonic, KODO, Hwaseong, Korea)를 이용

하여 추출하였고, 추출 후 원심분리기(416G, Gyrogen Co., 

Ltd., Daejeon, Korea)를 사용하여 3,000 rpm에서 15분간 

원심분리 한 다음 고형성분을 제거하여 -20°C에서 보관하

며 사용하였다.

Isoflavone 분석

대두에 함유된 isoflavone의 분석을 위하여 추출물 시료

를 0.45 μm syringe filter(Whatman, Maidstone, UK)로 

여과 후 HPLC 분석에 사용하였다. 대두의 isoflavone 6종

의 분석은 건강기능식품의 기준 및 규격 대두이소플라본 제

1법(16)을 변형하여 실험하였다(Table 2). 분석에 사용한 

기기는 Waters 2695 Separation Module HPLC system과 

Waters 996 Photodiode Array Detector(Waters Co., 

Milford, MA, USA)이며 분석용 column으로는 Capcell Pak 

C18 MG(4.6×250 mm, 5 μM, Shiseido Co., Ltd., Tokyo, 

Japan)를 사용하여 분석하였다.

분석법의 유효성 검증

HPLC를 이용한 이소플라본 분석방법은 의약품 등 시험

방법 밸리데이션 가이드라인(17)을 근거로 하여 특이성

(specificity), 직선성(linearity), 정밀성(precision), 정확성

(accuracy), 검출한계(detection limit, DL), 정량한계(quan-

titation limit, QL)를 이용하여 분석법의 유효성을 검증하였

다. 먼저 특이성 검증은 표준물질 isoflavone 6종 및 대두 
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Table 2. HPLC condition of isoflavone analysis for soybean ex-
tracts

  Instrument Conditions
Column
Column temp.

C18 4.6 mm×250 mm, 5.0 μm
40°C

Mobile phase
(gradient)

Time (min) A1) B2)

0
21
32
35
36

90
60
60
40
90

10
40
40
60
10

Detector

Flow rate
Injection volume
Run time

Waters 996 Photodiode Array 
Detector 260 nm

1.0 mL/min
10 μL
50 min

1)Water/MeOH/acetic acid (88:10:2). 
2)MeOH/acetic acid (98:2).

우람 품종(S-3) 비발효물 및 발효 추출물을 HPLC로 분석한 

후 chromatogram을 비교하여 daidzin, glycitin, genistin, 

daidzein, glycitein, genistein이 선택적으로 분리되는지 

확인하였으며 Photo diode array(Waters Co.) spectrum

을 이용하여 같은 spectrum을 나타내는지 확인하였다. 직

선성에 대한 검증은 표준물질을 각각 1.625, 3.125, 6.25, 

12.5, 25, 50, 100 μg/mL의 단계적으로 희석한 다음 각각의 

표준물질을 HPLC로 분석하여 3회 반복 측정하였으며, 

peak 면적비에 대한 농도비의 관계를 표시하는 검량선을 

작성하고 작성된 검량선으로부터 상관계수(R2) 값을 이용하

여 직선성을 확인하였다. 

정밀성 검증은 HPLC를 이용하여 우람(S-3) 비발효물 및 

발효 추출물을 inter-day(일간)와 intra-day(일내)로 나누

어 정밀성 실험을 진행하였다. Inter-day는 1일 1구간으로 

3일간 진행하였고, intra-day는 1일 3구간으로 나누어 진행

하였다. 각 시험은 구간별로 3회, 9반복하여 분석하였다. 분

석하여 얻어진 면적은 검량선을 이용하여 정량하였으며 정

량한 값은 표준편차를 평균으로 나누어 상대표준편차(rel-

ative standard deviation)로 백분율로 나타내었다. 정확성 

검증은 농도를 알고 있는 대두 시료에 표준물질 daidzin, 

glycitin, genistin, daidzein, glycitein, genistein을 각각 

3.125, 25, 50 μg/mL의 세 가지 농도를 각각 첨가하여 

HPLC로 분석하였다. 분석한 결과를 아래 식을 이용하여 회

수율(recovery)로 나타내어 분석방법의 정확성을 확인하였

다.

% recovery＝
Cf－Cu

×100
Ca

Cf: Concentration of test sample added standard 

solution

Cu: Concentration of test sample

Ca: Concentration of standard solution 

Isoflavone의 검출한계와 정량한계는 의약품 등 시험방

법 밸리데이션 가이드라인의 반응의 표준편차와 검량선의 

기울기(17)에 근거하여 아래식을 이용하여 나타내었다.

Detection limit (DL)     Quantitation limit (QL)

DL＝
3.3σ

QL＝
10σ

S S

σ: The standard deviation of the response

S: The slope of the calibration curve

총페놀 함량 측정

생물전환공정에 따른 대두 발효물의 총페놀 함량은 Kaur 

와 Kapoor(18)의 방법을 변형하여 측정하였다. 각 대두 비

발효물 및 발효물 1 mL에 10% Folin-Ciocalteu's phenol 

reagent 1 mL를 첨가한 후 2% Na2CO3 1 mL를 첨가하여 

혼합한 다음 암소에서 1시간 동안 반응시켰다. 반응 후 상등

액을 microplate reader(Spectramax i3, Molecular Devi-

ces, Sunnyvale, CA, USA)를 사용하여 750 nm에서 흡광

도를 측정하였다. 표준물질은 gallic acid를 사용하였으며 

표준 검량선(y=15.541x－0.0257, R2=0.9957)을 이용하여 

총페놀 함량을 계산하였다.

항산화 활성 평가

생물전환공정에 따른 대두 발효물의 항산화 활성은 FRAP 

(ferric reducing antioxidant power) 및 ORAC(oxygen 

radical absorbance capacity)를 이용하여 측정하였다. 

FRAP는 Benzie와 Strain(19)의 방법을 변형하여 측정하였

다. 0.3 M sodium acetate buffer(pH 3.6), 20 mM FeCl3･
6H2O 및 10 mM TPTZ를 제조하여 10:1:1 비율로 혼합하

여 FRAP reagent를 제조하였다. 제조된 FRAP reagent 

1.5 mL에 대두 추출물 시료 50 μL와 증류수 150 μL를 첨가

한 후 37°C에서 5분간 반응시킨 다음 microplate reader를 

사용하여 593 nm에서 흡광도를 측정하였다. ORAC 지수는 

Zulueta 등(20)의 방법을 변형하여 측정하였다. 시료 및 표

준물질의 농도별 희석은 75 mM sodium phosphate buf-

fer(pH 7.4)를 이용하였다. 농도별로 희석된 시료 25 μL, 

40 nM fluorescein 150 μL를 96-well black plate에 첨가

한 후 측정 직전에 peroxy radical generator인 144 mM 

AAPH 25 μL를 첨가한 다음, fluorescence microplate 

reader(Spectramax i3, Molecular Devices)를 사용하여 

excitation 485 nM, emission 535 nM의 조건으로 37°C에

서 3분 간격으로 90분 동안 형광 감소율을 측정하였다. 결과 

값은 area under curve(AUC) 값을 나타낸 후 표준물질인 

Trolox를 이용하여 표준 검량선(y=1.2072x+0.5832, R2= 

0.9926)에 대입하여 계산하였다.

통계처리

실험 결과의 통계처리는 SAS version 9.4(SAS Institute 

Inc., Cary, NC, USA)를 이용하여 분석하였다. 결과의 통계

적 유의성은 one-way ANOVA 분석을 시행하였으며, Dun-
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Table 3. The content of daidzin, glycitin, genistin, daidzein, glycitein, genistein, and total isoflavone for 5 cultivars of non-fermented 
soybean and fermented soybean                                                                              (μg/g)

Sample No. Glycoside Aglycone Total 
isoflavoneDaidzin Glycitin Genistin Daidzein Glycitein Genistein

1 NS1)

FS2)
144.6±2.73)

 ND4)
64.0±1.3

ND
186.2±1.3

ND
ND

746.5±13.2
ND

102.4±1.1
ND

826.4±16.1
 394.8±5.03
1,675.3±30.3

2 NS
FS

138.8±1.2
ND

150.5±2.2
ND

236.4±1.1
ND

ND
616.0±15.8

ND
222.2±5.8

ND
866.1±22.4

 525.7±2.3
1,704.3±44.0

3 NS
FS

229.9±6.4
ND

71.6±2.4
ND

336.3±3.2
ND

ND
873.8±1.2

ND
110.1±1.0

ND
1,090.6±4.4

 637.7±5.6
2,074.6±4.6

4 NS
FS

162.6±1.1
ND

108.2±2.1
ND

369.5±1.3
ND

ND
634.6±4.8

ND
128.6±1.3

ND
1,200.7±8.6

 640.3±1.4
1,963.9±14.7

5 NS
FS

38.9±0.4
ND

44.4±0.5
ND

37.0±0.2
ND

ND
227.1±5.4

ND
77.0±1.8

ND
263.3±6.3

 119.8±0.6
 567.3±13.5

1)Non-fermented soybean. 2)Fermented soybean.
3)Value are mean±SD in triplicate (n=3).
4)Not detect.

can's multiple range test로 유의성은 P<0.05 수준에서 검

정하였다.

결과 및 고찰

생물전환에 의한 대두의 isoflavone 함량 변화

품종별 대두 추출물의 isoflavone을 HPLC로 분석한 결

과 생물전환에 의한 품종별 대두의 isoflavone 함량 변화는 

Table 3과 같다. 유산균 및 효소처리 등을 이용한 생물전환 

대두의 isoflavone을 비배당체로 전환하는 Kim 등(21)과 

Na와 Moon(22)의 연구 결과와 유사한 경향인 대두 비발효

물에서는 배당체인 daidzin, glycitin, genistin이 검출되었

고 비배당체는 검출되지 않았으며, 생물전환에 의한 대두 발

효물에서는 배당체가 비배당체인 daidzein, glycitein, gen-

istein으로 전환됨을 확인하였다. Total isoflavone 함량은 

생물전환에 의한 발효 대두 우람(S-3)에서 2,074.6 μg/g으

로 가장 높은 함량을 나타냈으며 비발효 대두 새단백(S-5)

에서 가장 낮은 119.8 μg/g의 total isoflavone 함량을 나타

내었다. 생물전환에 의한 대두 발효 후 total isoflavone 함

량이 약 2배 이상 증가하는 경향을 보였다. Kudou 등(23)에 

의하면 대두 isoflavone에는 3종류의 비배당체(daidzein, 

glycitein, genistein)와 각각의 배당체(daidzin, glycitin, 

genistin) 외에도 각각의 6"-O-acetyl-glucosides, 6"-O- 

malonyl-glucosides를 포함하여 총 12종류의 대두 iso-

flavone이 존재한다고 보고하였다. 따라서 본 연구에서 분석

한 3종류의 배당체(daidzin, glycitin, genistin) 외에도 ma-

lonyl, acetyl화 배당체가 비배당체로 전환되어 높은 total 

isoflavone 함량을 나타내는 것으로 생각된다. Isoflavone 

비배당체의 생리활성으로는 고지혈증 흰쥐의 혈청 지질대

사 개선(24), 멜라닌 생성 억제(22) 및 항염증 효과(25) 등 

많은 연구 결과에서 배당체보다 비배당체에서 우수한 생리

활성을 나타내었다. 따라서 본 연구의 생물전환을 통해 발효

된 대두에서 더욱 높은 생리활성을 기대할 수 있을 것으로 

생각한다.

Isoflavone의 spectrum 및 특이성 확인

대두 우람(S-3) 추출물의 isoflavone 6종을 spectro-

photometer를 사용하여 190 nm에서 400 nm까지의 흡수

파장을 분석한 결과 daidzin, daidzein, glycitin은 249 nm, 

glycitein은 256 nm, genistin, genistein은 260 nm에서 각

각의 최대흡수파장을 나타냈다(Fig. 1). 따라서 isoflavone

의 최대흡수파장을 260 nm에서 분석하였다. Lee 등(26)은 

isoflavone을 260 nm에서 분석하였다고 보고하여 본 연구 

결과와 유사한 경향을 나타내었다. 특이성 시험을 통해 표준

용액과 대두 추출물의 chromatogram을 비교하여 isofla-

vone의 peak를 확인한 결과 isoflavone 6종 모두 특이적으

로 분리되었고, 표준물질과 대두 추출물의 peak 머무름 시

간(retention time, RT)이 같은 것으로 확인되었다(Fig. 2).

검량선을 이용한 직선성 확인

Isoflavone 6종의 표준용액을 1.625, 3.125, 6.25, 12.5, 

25, 50, 100 μg/mL로 희석하여 HPLC로 분석한 결과, daid-

zin(y=68212x－12259, R2=0.9998), glycitin(y=36416x

－10816, R2=0.9999), genistin(y=89377x－21990, R2= 

0.9999), daidzein(y=73658x－26520, R2=1.0000), gly-

citein(y=68378x－16064, R2=0.9999), genistein(y= 

110472x－26516, R2=1.0000)으로 나타났으며 isofla-

vone 6종 모두 우수한 직선성을 보였다(Fig. 3).

정밀성 및 회수율을 이용한 정확성

대두 우람(S-3) 추출물의 정밀성 분석 결과는 Table 4와 

같다. Intra-day 정밀도에서 우람(S-3) 비발효물의 경우 

0.88%, 우람(S-3) 발효물의 경우 0.22%를 나타내었고 in-

ter-day 정밀도에서 각각 1.00%, 0.34%로 5% 이하의 우수

한 정밀도를 보였다. Isoflavone 함량의 경우 intra-day, in-

ter-day에서 각각 우람(S-3) 비발효물이 637.73±5.62, 
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A B

C D

E F

Fig. 1. PDA spectrums of daidzin (A), glycitin (B), genistin (C), daidzein (D), glycitein (E), and genistein (F) in non-fermented
S-3 extract and fermented S-3 extract. 

642.25±6.40 μg/g으로 나타났으며, 발효물이 2,074.58± 

4.55, 2,088.73±7.03 μg/g의 함량을 보였다. 정확성은 회

수율을 측정하여 나타내었다. 농도를 알고 있는 대두 추출물

에 표준용액을 3.125, 25, 50 μg/mL의 농도로 첨가한 뒤 

HPLC로 분석하여 농도를 측정하였다. 그 결과는 Table 5와 

같다. 배당체인 daidzin의 회수율은 첨가된 농도에 따라 

100.55~110.21%를 보였으며 glycitin은 100.26~112.35 

%, genistin은 97.67~111.89%를 나타내었다. 비배당체 

daidzein은 100.95~110.43%, glycitein은 98.56~106.02 

%, genistein은 101.29~110.25%의 회수율을 나타내었다.

검출한계 및 정량한계 확인

검출한계 및 정량한계의 분석 결과 배당체 daidzin, gly-

citin, genistin의 검출한계는 각각 0.14, 0.16, 0.20 μg/mL

로 측정되었으며, 비배당체인 daidzein, glycitein, genis-

tein의 검출한계는 각각 0.25, 0.29, 0.20 μg/mL로 측정되

었다. 배당체 daidzin, glycitin, genistin의 정량한계는 각각 

0.44, 0.48, 0.60 μg/mL로 나타났으며 비배당체인 daid-
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A

B C

Fig. 2. HPLC chromatograms of daidzin, glycitin, genistin, daidzein, glycitein, and genistein standard (A), non-fermented S-3 extract 
(B) and fermented S-3 extract (C). 

zein, glycitein, genistein은 각각 0.75, 0.89, 0.61 μg/mL

로 나타났다.

총페놀 함량

식물에 널리 분포된 페놀성 화합물은 2차 대사산물의 일

종으로 페놀성 화합물이 가지는 hydroxyl기(-OH)가 단백

질 등의 거대 분자들과 결합하는 성질을 가지기 때문에 항산

화 등의 생리활성이 보고되고 있다(27). 품종별 대두 추출물의 

총페놀 함량을 측정한 결과(Fig. 4) 대두 비발효물은 33.28 

~44.96 mg GAE/g의 총페놀 함량을 나타냈으며, 생물전환

에 의한 발효물은 36.58~40.44 mg GAE/g을 나타내었다. 

진풍(S-4) 비발효물을 제외한 모든 품종에서 생물전환에 의

한 발효물이 더 높은 총페놀 함량을 나타냈으나, 진풍(S-4) 

비발효물이 44.96 mg GAE/g으로 가장 높은 총페놀 함량을 

보였다. Pyo(28)의 연구에 의하면 홍국균에 의한 대두 발효

물에서 총페놀 함량이 발효 20일까지는 증가하나 발효 30일 

이후로는 감소하는 경향을 나타내었으며, Lee 등(29)의 홍

국균에 의한 대두 발효 시 총페놀 함량은 비발효 대두보다 

높은 경향을 보였다. 따라서 대두의 총페놀 함량은 발효조건

에 의해 많은 영향을 받는 것으로 판단된다.

FRAP 및 ORAC 지수

FRAP assay는 시료에 존재하는 항산화 성분에 의해 Fe3+ 

(ferric ion)이 Fe2+(ferrous ion)로 환원되는 환원력을 측

정하는 비교적 간단하며 신속한 장점이 있는 항산화력 측정

법이다(19). ORAC assay는 수소 전자 전달 이론을 근거로 

하여 항산화 물질이 AAPH에 의해 생성된 peroxy radical 

소거 능력을 측정하는 방법이며, 시료 내 소수성, 친수성 성

분과 모두 반응하여 감도가 높다(30,31). 생물전환에 의한 

대두 발효물의 FRAP 및 ORAC 지수를 측정한 결과는 Table 

6과 같다. 대두 발효물의 FRAP는 흡광도 593 nm에서 O.D 

값을 측정하여 나타내었으며 대풍2(S-2) 발효물에서 0.22

의 가장 높은 값을 보였다. 가장 낮은 값은 새단백(S-5) 비발

효물에서 0.15로 나타났으며, 총페놀 함량 측정 결과와 마찬

가지로 진풍(S-4) 비발효물이 발효물보다 높은 0.19의 값

을 나타내었다. ORAC 지수의 경우 생물전환에 의한 대두 

발효 시 모든 품종에서 함량이 증가하는 경향을 보였고 대풍

2(S-2) 발효물에서 753.79±6.95 μM TE/g으로 가장 높은 

값을 나타내었으며, 총페놀, FRAP 측정 결과와 유사하게 

새단백(S-5) 비발효물이 195.24±3.08 μM TE/g으로 가장 

낮은 ORAC 지수를 보였다.

상관관계 분석

대두 추출물의 isoflavone 함량, 총페놀 함량, FRAP 및 

ORAC 지수에 대한 상관관계를 분석하여 R2 값으로 나타낸 

결과(Table 7), isoflavone 함량과 ORAC 지수와의 상관성
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                  Daidzin Concentration (μg/mL)                                 Glycitin Concentration (μg/mL)

                  Genistin Concentration (μg/mL)                                Daidzein Concentration (μg/mL)

                   Glycitein Concentration (μg/mL)                               Genistein Concentration (μg/mL)

Fig. 3. Calibration curve of daidzin, glycitin, genistin, daidzein, glycitein, and genistein in standard solution.

Table 4. Precision of isoflavone analysis for non-fermented S-3 extract and fermented extract

     Sample
Intra-day1) Inter-day2)

Mean±SD (μg/g) RSD3) (%) Mean±SD (μg/g) RSD (%)
Non-fermented Uram
Fermented Uram

 637.73±5.62
2,074.58±4.55

0.88
0.22

 642.25±6.40
2,088.73±7.03

1.00
0.34

1)Three times per day.
2)One time analysis of isoflavone per day for 3 days.
3)Relative standard deviation.

이 0.7749로 가장 높은 상관관계를 나타내었다. ORAC 지

수와 FRAP 간의 상관관계도 0.6356으로 높은 상관관계를 

보였다. 총페놀 함량과 ORAC 및 isoflavone 함량과의 상관

관계는 0.0758, 0.0657로 매우 낮은 상관관계를 보였으며, 
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Table 5. Accuracy of HPLC analysis for isoflavone non-fermented S-3 extract and fermented extract

Sample Concentration
(μg/mL)

Intra-day Inter-day
Mean±SD

(μg/g)
Recovery 

(%)
RSD
(%)

Mean±SD
(μg/g)

Recovery 
(%)

RSD
(%)

Daidzin

Non-fermented 
Uram

3.125
25
50

 3.43±0.08
27.55±0.43
51.30±1.24

109.62
110.21
102.60

2.22
1.56
2.41

 3.29±0.05
26.79±0.69
50.71±1.23

105.15
107.15
101.43

1.46
2.59
2.43

Fermented Uram
3.125

25
50

 3.27±0.03
25.96±0.48
50.27±0.67

104.63
103.84
100.55

0.78
1.84
1.32

 3.30±0.03
26.07±0.49
50.57±0.73

105.49
104.28
101.13

0.78
1.87
1.44

Glycitin

Non-fermented 
Uram

3.125
25
50

 3.51±0.02
26.61±0.42
51.12±1.49

112.35
106.42
102.23

0.60
1.58
2.92

 3.50±0.05
26.14±0.38
50.55±1.59

111.96
104.57
101.10

1.43
1.44
3.15

Fermented Uram
3.125

25
50

 3.46±0.08
25.67±0.34
50.13±0.47

110.57
102.69
100.26

2.19
1.33
0.94

 3.37±0.06
25.70±0.29
50.49±0.59

107.86
102.80
100.97

1.71
1.12
1.16

Genistin

Non-fermented 
Uram

3.125
25
50

 3.05±0.11
28.80±0.28
52.55±0.73

 97.67
115.18
105.09

3.56
0.98
1.39

 3.20±0.07
27.97±0.99
52.03±0.95

102.34
111.89
104.05

2.13
3.54
1.83

Fermented Uram
3.125

25
50

 3.38±0.02
26.12±0.48
50.88±0.98

108.09
104.50
101.75

0.65
1.85
1.92

 3.35±0.03
26.14±0.43
50.84±0.88

107.10
104.54
101.69

0.77
1.65
1.73

Daidzein

Non-fermented 
Uram

3.125
25
50

 3.32±0.04
26.40±0.57
50.56±0.87

106.22
105.61
101.11

1.25
2.17
1.71

 3.34±0.03
25.97±0.17
50.48±0.80

106.99
103.89
100.95

0.93
0.64
1.59

Fermented Uram
3.125

25
50

 3.45±0.10
26.92±0.84
51.36±1.08

110.43
107.68
102.73

3.03
3.14
2.10

 3.57±0.09
27.03±0.86
51.62±1.13

114.23
108.13
103.23

2.56
3.18
2.19

Glycitein

Non-fermented 
Uram

3.125
25
50

 3.17±0.02
26.14±0.48
50.25±0.74

101.35
104.58
100.49

0.52
1.84
1.47

 3.08±0.06
25.75±0.13
50.11±0.69

 98.56
103.02
100.22

1.79
0.52
1.37

Fermented Uram
3.125

25
50

 3.23±0.12
25.88±0.52
50.78±0.80

105.33
103.54
101.57

3.58
2.01
1.58

 3.31±0.14
26.09±0.73
51.06±0.86

106.02
104.38
102.12

4.37
2.79
1.69

Genistein

Non-fermented 
Uram

3.125
25
50

 3.26±0.05
26.42±0.53
50.74±0.80

104.27
105.68
101.48

1.60
2.01
1.57

 3.20±0.08
26.08±0.06
50.65±0.73

102.43
104.31
101.29

2.60
0.24
1.44

Fermented Uram
3.125

25
50

 3.45±0.11
26.85±0.70
51.68±1.11

110.25
107.39
103.36

3.06
2.59
2.14

 3.43±0.10
27.01±0.83
51.86±1.14

109.66
108.05
103.72

2.83
3.06
2.20

Fig. 4. Total phenol contents of non-fermented soybean extract 
and fermented soybean extract. Each value represents mean±
SD (n=3). Means (bar value) not sharing a common letter (a-f) 
are significantly different (P<0.05).

FRAP와의 상관관계는 0.3878로 나타났다. 이는 Cha 등

(32)의 옥수수수염의 총페놀 함량 및 FRAP 간의 상관계수

인 0.452를 나타낸 결과와 유사하며, Lee 등(33)의 간장의 

FRAP와 ORAC 지수 간의 상관관계에서 0.8의 높은 상관계

수를 보였으며, Ma와 Huang(34)의 두유의 isoflavone과 

ORAC 지수 간의 상관계수는 0.720으로 나타나 본 연구와 

유사한 경향을 보였다. 따라서 대두 isoflavone의 항산화능

은 총페놀 함량 및 FRAP보다 ORAC 지수가 더 밀접한 관계

를 갖는 것으로 확인되었다.

요   약

본 연구에서는 생물전환에 의한 품종별 대두 5종의 iso-

flavone 함량, 총페놀 함량, 항산화능 및 isoflavone의 분석

법 검증을 시행하였다. HPLC를 이용한 분석법 검증 결과 
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Table 7. Correlation coefficients among total phenol content 
(TPC), FRAP, ORAC value, and isoflavone content of soybean 
extracts

TPC FRAP ORAC 
value Isoflavone

TPC
FRAP
ORAC value
Isoflavone

1
0.3878
0.0758
0.0657

1
0.6356
0.2796

1
0.7749 1

Table 6. Antioxidant activity of non-fermented soybean extracts and fermented soybean extracts

Sample No.
FRAP (O.D. 593 nm) ORAC (μM TE1)/g)

NS2) FS3) NS FS
S-1
S-2
S-3
S-4
S-5

0.16±0.00g4)

0.18±0.00ed

0.17±0.00f

0.19±0.01cd

0.15±0.00g

0.20±0.00bc

0.22±0.01a 

0.20±0.00b

0.18±0.01ef

0.19±0.01de

350.25±7.12ef

378.74±3.18d

331.93±2.30f

352.90±2.19e

195.24±3.08g

498.69±5.62c

753.79±6.95a

693.97±16.89b

510.83±20.25c

290.89±1.08h

1)Data are expressed as μM Trolox equivalents (TE).
2)Non-fermented soybean. 3)Fermented soybean.
4)Means with the different letters are significantly different (P<0.05) by Duncan's multiple range test.

isoflavone 6종의 표준용액과 우람(S-3) 비발효 및 발효 추

출물의 retention time이 일치하는 것을 확인하였으며, 

spectrum 분석 결과에서도 같은 spectrum을 보여 특이성

을 확인하였다. 직선성 확인 결과 isoflavone 6종의 검량선

의 상관계수 값은 0.9998~1.0000으로 나타나 우수한 직선

성을 보여주었다. 정밀성 측정 결과 일내 정밀도에서 0.22~ 

0.88%, 일간 정밀도에서 0.34~1.00%의 높은 정밀도를 나

타냈다. 회수율 측정 결과 daidzin은 100.55~110.21%, 

glycitin은 100.26~112.35%, genistin은 97.67~111.89 

%, daidzein은 100.95~110.43%, glycitein은 98.56~ 

106.02%, genistein은 101.29~110.25%의 회수율을 나타

내었다. Daidzin, glycitin, genistin의 검출한계는 각각 0.14, 

0.16, 0.20 μg/mL로 측정되었으며, daidzein, glycitein, 

genistein의 검출한계는 각각 0.25, 0.29, 0.20 μg/mL로 나

타났다. Daidzin, glycitin, genistin의 정량한계는 각각 

0.44, 0.48, 0.60 μg/mL를 나타냈고 daidzein, glycitein, 

genistein은 각각 0.75, 0.89, 0.61 μg/mL로 나타났다. 생

물전환에 의한 대두 발효 시 배당체인 daidzin, glycitin, 

genistein이 모두 비배당체인 daidzein, glycitein, genis-

tein으로 전환됨을 확인할 수 있었다. 각각의 isoflavone을 

합한 값인 total isoflavone 함량은 대두 우람(S-3) 발효물

에서 2,074.6 μg/g으로 가장 높은 함량을 나타냈으며 비발

효 대두 새단백(S-5)에서 가장 낮은 119.8 μg/g의 total 

isoflavone 함량을 나타내었다. 총페놀 함량은 진풍(S-4) 

비발효물이 44.96 mg GAE/g으로 가장 높은 총페놀 함량을 

보였다. 항산화능 측정 결과 FRAP는 대풍2(S-2) 발효물에

서 0.22로 가장 높은 값을 나타냈으며 새단백(S-5) 비발효

물에서 0.15로 가장 낮은 값을 나타내었다. ORAC 지수도 

FRAP와 유사하게 새단백(S-5) 비발효물에서 195.24±3.08 

μM TE/g으로 가장 낮은 값을 보였으며 대풍2(S-2) 발효물

에서 753.79±6.95 μM TE/g으로 가장 높은 값을 나타내었

다.
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