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밤나무는 우리나라와 중국, 일본 등에서 발견되는 수종으

로 해발 700 m 아래의 비교적 해가 잘 들고 따뜻한 산골짜기 

숲 속이나 마을 주변 등에서 자란다. 우리나라에서는 전통적

으로 밤나무를 율(栗), 잎을 율엽(栗葉), 꽃을 율화(栗花), 종
자를 율자(栗子)라고 표현하고 있으며, 밤나무의 씨, 꽃, 잎, 
껍질은 주로 약재로 사용하여 왔다. 열매인 밤은 식용으로 

널리 애용하고 있을 뿐만 아니라, 한방에서도 주름살, 하혈, 
지혈, 건위(健胃), 보신(補腎) 작용 및 칠독(漆毒)의 해독제(解

毒劑)로서 효능(効能)이 있는 것으로 알려져 있다(Im RJ 1999).
2022년 기준으로 밤 수출은 전년대비 3.5%, 평년대비 4.3% 

감소하였는데, 이는 밤나무의 재배면적 감소와 고령목 비율 

증가, 인건비 상승 등으로 인해 밤 생산량이 감소하였기 때

문이다(Korea Rural Economic Institute 2023). 실제 밤 생산량

은 연평균 4.4% 정도 감소하고 있으며, 밤 소비량도 점차 감

소하고 있다(Korea Rural Economic Institute 2022). 일반적인 

밤의 소비 형태는 생밤보다 군밤, 삶은 밤 등 가공한 형태로 

구입하여 섭취하고 있다(Seok 등 2019). 이러한 이유는 생밤

은 손질이 힘들어 이용하기 어려운 반면에, 밤 가공 제품은
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Abstract

Black chestnut (BC) was obtained through aging of fresh chestnut (FC) at 80℃ for 15 days. Proximate and mineral compositions 
along with colors of FC and BC were evaluated. With aging, moisture contents decreased by 50%, whereas sugar contents, 
carbohydrate contents, and calories increased. Contents of minerals (Fe, P, Ca, Na, Mg, K) were significantly higher in FC than 
in BC, showing an order of Mg < Ca < P < K in both FC and BC. Using a Hunter color system, it was found that lightness 
(L), redness (a), and yellowness (b) values of FC were higher than those of BC. Antioxidant and cytotoxic activities of hot water 
and ethanol (50, 80, 100%) extracts prepared from FC and BC were evaluated. Extraction yields were lower with FC than with 
BC. Among water and ethanol extracts, water extract showed the highest DPPH radical scavenging activity for both FC and BC. 
IC50 values for ABTS+ radical scavenging activities increased after aging. Cytotoxicities of FC and BC extracts were similar to each 
other. They were different against various cell lines (3T3, HeLa, and Sarcoma-180). These results suggest that BC could be used 
as a new processed food using chestnut.
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섭취하기에 비교적 편리하기 때문이다. 따라서 밤의 부가가

치를 높이고, 소비를 촉진하기 위해서는 새로운 밤 가공방법

의 개발과 상품화 연구가 필요하다. 
식품을 가공하는 다양한 방법 중 하나인 고온의 열처리에 

의한 숙성 가공법은 적당한 온도와 조건에서 오랜 시간 방치

하여 발효와 같은 화학 변화를 일으키게 하는 것으로, 새로운 

성분이 생성되어 영양소가 변화하거나 물성 변화가 일어난

다(Lee 등 2015; Jang 등 2018). 숙성을 이용한 대표적인 식품

에는 흑마늘, 흑양파, 흑생강 등이 있으며, 이들은 숙성기간

을 통해 과당 함량이 증가하여 먹기 좋은 맛과 조직으로 변

화되며, 높은 온도에서 가공할 경우 비효소적 갈변반응이 일

어나 색이 진해진다(Jang 등 2008; Lee HS 2010). 율피도 숙성 

기간이 경과될수록 단맛이 증가하고 떫은맛은 감소하며, 총 

페놀 함량의 증가와 더불어 DPPH, hydroxyl 라디칼 소거능이 

높아져 항산화력이 증가된다(Kim 등 2017). 
이렇듯 숙성은 식품 저장 과정에서 풍미를 향상시켜 기호

성을 높이고 항산화 활성을 증가시키는 것으로 알려져 있으

나, 밤을 숙성하여 그 효과를 보고한 연구는 없다. 따라서 본 

연구에서는 생밤과 흑밤을 활용하여 일반성분, 무기이온, 항
산화 활성 및 세포독성을 분석하여 숙성에 의한 밤의 성분 

및 생리활성의 변화를 알아보고자 하였다.

재료 및 방법

1. 실험 재료
본 연구에서 사용한 밤은 ㈜밤마을(Gongju, Korea)에서 가

공한 것을 제공받아 시료로 사용하였다. 시료에 사용한 밤은 

대표적인 밤 생산지로 알려진 충청남도 공주시 정안 지역의 

인공육묘로 조성된 밤나무 조성림에서 재배하여 2021년 9월 

중순에 수확한 밤을 사용하였으며, 밤의 품종은 과육이 단단

하여 식감이 우수하고 당도와 저장성이 뛰어나다고 알려진 

옥광밤 품종을 사용하였다. 생밤은 단순히 껍질을 벗긴 것을 

사용하였고, 흑밤은 생밤 2 kg을 6 L 스테인리스스틸 내솥 용

기에 담아 항온이 유지되는 보온 밥솥(CRP-HUF10BS, Cuckoo 
electronics, Yangsan, Korea)에 완전 밀폐시켜 80℃에서 15일

간 숙성하여 제조하였다. 흑밤 및 생밤은 껍질이 다 벗겨진 

상태로 폴리에틸렌 팩에 넣어 진공 포장한 후, 4℃에서 보관

하며 실험에 사용하였다.

2. 일반성분 분석
생밤과 흑밤의 일반성분 함량 분석은 AOAC(2019)법에 따

라 분석하였다. 수분함량은 건조기(OF-21E, Jiotech Co., Ltd, 
Daejeon, Korea)를 이용하여 105℃ 상압 가열 건조법으로 측

정하였고, 조회분은 회화로(FX-27, Daihan scientific Co., Ltd, 

Wonju, Korea)를 사용하여 550℃에서 건식회화법으로 측정

하였다. 조단백질 함량은 Kjeldahl 증류장치(DNP1500, Raypa, 
Barcelona, Spain)를 이용하여 Kjeldahl법으로 분석하여 얻은 

질소량에 밤의 질소계수인 5.30을 곱하여 계산하였고, 조지방 

함량은 soxhlet 추출장치(C-WBA, Changshin science, Busan, 
Korea)를 이용하여 soxhlet 추출법으로 측정하였다. 탄수화물 

함량은 시료의 총 중량에서 수분, 회분, 단백질, 그리고 지방 

함량을 제외한 함량으로 표시하였다. 시료의 총 식이섬유 함

량 분석은 AOAC(2019)법에 따라 분석하였다. 즉, 식이섬유 

분석용 효소 ɑ-amylase(A6380-1G, Sigma-Aldrich, Missouri, 
USA), protease(P5380, Sigma-Aldrich, Missouri, USA) 그리고 

amyloglucosidase(10115-1G-F, Sigma-Aldrich, Missouri, USA)
를 순차적으로 반응시킨 후 에탄올 침전물은 여과하여 침전 

잔사량을 구하였고, 잔사 중 회분과 조단백질 함량을 감하여 

식이섬유의 무게를 계산하였다. 열량은 앞서 나온 결과 값인 

조단백질, 조지방 그리고 당질의 함량에 단백질 4, 지방 9, 
당질 4의 계수를 곱하여 각각의 에너지를 킬로칼로리(kcal) 
단위로 산출하고 값을 모두 더하여 계산하였다. 

3. 무기이온 분석
생밤과 흑밤 시료 중의 무기이온(Mg, Al, Cu, Fe, P, Zn, Ca, 

K) 분석 방법은 식품공전 일반시험법(Korea Food & Drug 
Administration 2018)에 따라 실험하였다. 막자사발로 곱게 분

쇄한 시료 0.3 g에 10 mL의 질산(Daejung, Siheung, Korea)을 

처리한 후, microwave digestion system(8000 MPS, Perkin Elmer, 
Beaconsfield, UK)을 이용하여 30 bar, 170℃에서 10분 동안 

시료를 완전히 용해하였다. 용해된 시료를 상온으로 식힌 후 

3차 증류수로 53 g이 되도록 정용한 다음 여과지(Whatman 
No.2, Whatman Co., Maidstone, UK)로 여과한 후 시험 용액으

로 사용하였다. 시험 용액 중의 무기이온 분석은 유도결합 플

라즈마 분광분석기(Optima 5000 DV, Perkin Elmer, Beaconsfield, 
UK)를 이용하여 Jeong 등(2012)의 방법으로 분석하였다. 플
라즈마 가스는 아르곤가스를 0.8 MPa의 압력으로 사용하였

고, gas flow는 plasma 15 L/min, nebulizer 0.8 L/min로, 온도는 

6,000K으로 설정하였다. 시료는 autosampler를 이용하여 주입

하였고 시료의 유속은 1.5 mL/min으로 하여 분석하였다.

4. 색도 측정
실험에 사용된 생밤 및 흑밤은 색차계(Chrome Meter CR-300, 

Minolta Co., Tokyo, Japan)를 이용하여 색도를 측정하였다. 
분쇄하지 않은 원물 상태의 생밤과 흑밤을 이용하여 각각의 

표면을 3회 반복하여 측정하였다. 색도는 명도(lightness)를 나타

내는 L값, 적색도(redness)를 나타내는 a값과 황색도(yellowness)
를 나타내는 b값으로 나타내었다. 사용된 표준 색판의 L값은 
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95.62, a값은 0.66, b값은 1.06으로 측정되었다.

5. 추출물 제조
생밤과 흑밤의 항산화력 및 세포 독성 측정을 위하여 용매

별로 추출물을 제조하였다. 먼저 생밤과 흑밤을 각각 믹서기

(HMF-300S, Hanil, Seoul, Korea)로 약 5분간 분쇄하였다. 추
출 용매는 water 및 50, 80, 100% 에탄올을 이용하였으며 각

각 밤과 1:10의 비율로 혼합한 다음 60℃수욕상에서 150 rpm
으로 24시간 동안 교반하며 추출하였다. 추출액은 Whatman 
No.2 여과지를 이용하여 감압여과한 후, rotary vacuum evaporator 
(Rotary evaporator N-N Series, EYELA, Tokyo, Japan)를 이용

하여 60℃에서 5배 농축하였다. 농축액을 －80℃에 얼린 다

음 동결건조기(Freeze dryer, Ilshin Lab Co., Dongducheon, 
Korea)를 이용하여 5 mTorr에서 72시간 동안 동결건조한 후 

건조된 분말을 시료로 사용하였다. 각 시료의 용매별 추출 

수율은 생밤과 흑밤의 중량 대비 최종 동결건조된 분말 중량

의 백분율로 나타내었다.

6. DPPH 라디칼 소거능 측정
전자공여능(electron donating ability, EDA)은 1,1-diphenyl-2- 

picrylhydrazyl(DPPH, D9132, Sigma-Aldrich, Missouri, USA) 
라디칼 소거 활성을 측정한 Yang 등(2012)의 방법을 따라 진

행하였다. Dimethyl sulfoxide(DMSO; 472301-500ML, Sigma- 
Aldrich, Missouri, USA)를 이용하여 시료를 완전히 용해시킨 

후 0.45 μm PVDF 필터(Millex® PVDF syringe filter, Millipore, 
Massachusetts, USA)로 여과하여 제조하였다. 25, 50, 100, 200 
μg/mL 농도의 시료 용액 20 μL에 180 μL의 0.1 mM DPPH 
용액을 가한 후 20분간 암실에서 반응시킨 다음 micro plate 
reader(INFINITE 200 PRO, TECAN, Mannedorf, Swizerland)를 

이용하여 517 nm에서 흡광도를 측정하였다. 측정한 값을 이

용하여 아래의 식에 의해 라디칼 소거능(%)을 계산하였다.

DPPH 라디칼 소거능   대조군 흡광도
시료군 흡광도  × 

7. ABTS+에 의한 항산화력 측정
ABTS+ 라디칼 소거능은 Jun 등(2014)의 방법으로 분석하였

다. 7 mM 2,2`-azinobi-(3-ethylbezothioazoline-6-sulfonic acid(ABTS; 
A1888, Sigma-Aldrich, Missouri, USA)와 2.45 mM potassium 
persulfate(379824-5G, A1888, Sigma-Aldrich, Missouri, USA)를 

실온의 암실에서 12시간 동안 방치하여 라디칼을 생성시킨 

후 734 nm에서 흡광도 값이 0.70±0.02가 되도록 phosphate 
buffer solution(PBS)으로 희석하여 실험에 사용하였다. 시료

는 DMSO를 이용하여 완전히 용해시킨 후 0.45 μm PVDF 필
터로 여과하여 실험에 이용하였다. 시료 20 μL에 ABTS 시약

을 180 μL 첨가하여 암실에서 10분간 반응시킨 후 micro 
plate reader를 이용하여 734 nm에서 흡광도를 측정하였으며, 
아래 식에 의해 라디칼 소거능을 산출한 후 50%의 라디칼 

소거능을 나타내는 시료의 농도(IC50, mg/mL)로 나타내었다.

ABTS 라디칼 소거능   대조군 흡광도
시료군 흡광도  × 

8. 세포독성 평가
암세포로서 마우스 섬유아세포인 3T3, 인간의 자궁경부암

세포인 HeLa, 마우스 육종암세포인 Sarcoma-180을 이용하여 

MTT[3-(4,5dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium 
bromide] assay를 시행하였다. 측정 방법은 An 등(2012)의 방

법을 변형하여 실시하였다. 세포주를 96 well plate에 5×104 
cells/mL로 분주한 후 5% CO2, 37℃에서 24시간 동안 배양하여 

충분히 부착시켰다. 부착된 세포에 시료를 농도별(2.5, 5, 10 
mg/mL)로 처리하여 48시간 동안 반응시킨 다음 각각의 well에 

5 mg/mL MTT용액(M2128-1G, Sigma-Aldrich, Missouri, USA) 10 
μL를 첨가하여 3시간 동안 반응시켰다. 상층액을 제거한 후에 

DMSO 50 μL를 첨가하여 잘 녹인 다음 micro plate reader를 이

용하여 595 nm에서 흡광도를 측정하였다. 측정한 흡광도를 이

용하여 아래의 식에 의해 세포 생존율(%)을 계산하였다.

세포생존율  대조군 흡광도 흡광도
시험군 흡광도 흡광도 ×

9. 통계처리
본 실험은 모두 3반복으로 수행하였고 얻은 결과값은 평

균±표준편차(mean±SD)로 표시하였다. 일반성분, 무기이온 

및 색도에 대한 통계분석은 F 검정법을 사용하여 유의수준 

0.05에서 등분산성을 검정하였고, 등분산인 경우 Student 
t-test를 실시하여 p<0.05, p<0.01, p<0.001로 표기하였고, 등분

산이 기각되면 Aspin-Welch t-test를 실시하여 유의수준 0.05
에서 양측 검정으로 유의성을 확인하였다. DPPH, ABTS 및 

세포 독성에 대한 결과는 SPSS(Statistical Package for the 
Social Science, SPSS Inc., Chicago, IL, USA) version 27 프로그

램으로 분석하였고, 실험군간 평균 차이는 one-way ANOVA
로 유의성을 확인한 후 Duncan's multiple range test를 이용하

여 사후 검정하였으며 p<0.05 수준에서 유의성을 부여하였다. 

결과 및 고찰

1. 일반성분
생밤 및 흑밤의 일반성분을 분석한 결과, 생밤에서 흑밤으

로 변화하면서 탄수화물 함량은 100 g당 26.23 g에서 57.97 
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g으로 약 2배 증가하였고, 당류의 함량은 100 g당 4.77 g에서 

29.63 g으로 약 6.1배 증가하였다(Table 1). 이는 흑밤의 제조

과정 중 높은 온도에서 숙성기간을 거치는 동안 효소 반응에 

의하여 당류가 증가된 것으로 보이며, 이와 같은 결과는 율

피의 환원당 함량이 생율피는 2.31%, 숙성 15일차 율피는 

11.13%로 율피를 숙성하는 동안 환원당의 함량이 약 4.8배 

증가된 Kim 등(2017)의 결과와 유사하였다. 또한 수분 함량

은 2배 가까이 감소한 반면 무게 대비 열량은 100 g당 110.30 
kcal에서 240.10 kcal으로 2배 가량 증가하였는데, 이는 수분 

함량이 절반으로 줄어들면서 나타난 현상으로 판단된다. 
Kim 등(2015)의 연구에 의하면 흑마늘의 경우 수분 함량이 

숙성 후 1.2배 감소하였는데, 흑밤의 수분 함량이 숙성 단계

에서 감소한 것과 일치하였다. 한편 회분과 식이섬유, 조단

백질은 생밤과 흑밤에서 유의적인 차이를 나타내지 않는 반

면, 조지방은 1.5배 증가하였는데, 마늘의 경우 조회분은 1.1
배, 조단백은 1.2배, 조지방은 2.2배가 증가하여 숙성에 의해 

조지방 함량이 조회분 및 조단백보다 크게 변화되는 것과 유

사하게 나타났다. 그러나, 마늘보다는 밤의 변화가 상대적으

로 적게 나타났는데, 이는 시료 및 숙성 조건의 차이에 의한 

것으로 판단된다. 

2. 무기이온
생밤과 흑밤의 무기이온 함량을 분석한 결과는 Table 2에 

나타내었다. 생밤 및 흑밤의 K 함량은 1,745.29 mg/L 및 

586.87 mg/L로 분석한 무기이온 중 가장 높은 함량을 나타내

었고, Mg<Ca<P 순으로 높은 함량을 나타내었다. Massantini 
등(2021)의 연구에서도 밤의 무기이온 중 K이 가장 높은 함

량을 나타내어 본 연구와 일치하였고, Jeong 등(2012)도 밤의 

무기이온 중 K이 가장 높고, Ca<Mg<P 순으로 높게 나타나 

분석 결과와 유사하였다. 한편 흑밤의 무기이온 함량은 Zn을 

제외하고 생밤보다 매우 낮게 측정되었다. Jeon 등(2016)은 

85℃에서 숙성한 흑토란을 제조한 후 무기이온 함량을 측정

한 결과 Fe, P, Ca, Na, Mg, K의 함량이 모두 감소하였고, 이
는 토란의 숙성과정에서 수분이 빠져나가며, 무기이온이 용

출되어 나타난 현상이라고 보고하였다. 본 연구에서도 흑밤

의 무기이온 함량 감소가 숙성과정 중 수분 감소에 따른 무

기이온 용출에 의한 것으로 판단된다.

3. 색도
생밤 및 흑밤의 색도는 Table 3에 나타내었다. 생밤의 명도

(L)는 65.81이었으나, 숙성 후 흑밤은 30.11로 측정되어 약 2
배 낮아졌으며, 적색도(a)는 생밤 3.00에서 흑밤 2.11로 약간 

줄어들었으나 유의적인 차이는 없었다. 황색도(b)는 생밤 

24.79에서 숙성 후 흑밤 2.66으로 약 9배 가량 줄어들어 가장 

높은 변화를 나타내었다. Bedrníček 등(2021)에 의하면, 7가지 

마늘을 숙성한 흑마늘의 평균 명도는 83.95에서 18.11로 4.6
배 낮아졌고, 평균 황색도는 22.03에서 4.69로 4.7배 감소하

였다. 원료 생강과 숙성 후 흑생강의 색도를 측정한 연구에

서도 원료 생강의 명도는 70.89이었으나, 숙성 후 25.47로 낮

아졌고 적색도는 －7.96에서 6.71로 높아진 반면 황색도는 

38.39에서 숙성 후 16.15로 감소하였다(Lee & Kim 2020). 이
와 같은 결과로 볼 때 숙성 공정이 대부분의 식품에서 색도 

변화를 발생시키며, 특히 명도 및 황색도의 변화에 큰 영향

Nutrient　
Sample (%)

Fresh chestnut Black chestnut
Crude protein 3.03±0.061) 2.90±0.10
Crude lipid 0.57±0.12*2) 0.90±0.10
Crude ash 0.97±0.06 0.87±0.06

Carbohydrate 26.23±0.06*** 57.97±0.32
Sugar 4.77±0.15*** 29.63±0.31

Dietary fiber 5.93±0.15 5.70±0.10
Moisture 69.20±0.00*** 37.37±0.32

Calorie (kcal/100 g) 110.30±1.06*** 240.10±1.04
1) Mean±S.D. (n=3).
2) Means with star markers are significantly different between fresh 

chestnut and black chestnut by student’s t-test (*p<0.05, 
***p<0.001).

Table 1. Proximate composition and dietary fiber of fresh 
chestnut and black chestnut

Mineral　
Sample (ppm)

Fresh chestnut Black chestnut
Mg 412.19±11.68**1)2) 202.20±0.38
Al 63.91±2.00*** 7.61±0.06
Cu 7.35±0.73** 0.06±0.07
Fe 56.73±1.15*** 33.31±0.05
Na 127.41±2.54*** 104.64±0.96
P 752.49±14.17*** 267.52±0.66

Zn 6.26±0.29* 7.14±0.04
Ca 482.96±15.01** 245.01±0.28
K 1,745.29±41.45*** 586.87±3.70

1) Mean±S.D. (n=3).
2) Means with star markers are significantly different between fresh 

chestnut and black chestnut by student’s t-test (*p<0.05, **p<0.01, 
***p<0.001).

Table 2. Mineral content of fresh chestnut and black 
chestnut
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을 미치는 것으로 보인다. 비발효 가공식품에서 갈변은 캐러

멜 반응, maillard 반응 등에 의하여 일어나는데, 흑밤의 갈변

은 고온의 열처리에 의해 숙성되는 동안 α-amino group이 당

과 반응하여 비효소적으로 갈변되는 maillard 반응이 관여된 

것으로 판단된다(Kim 등 2018).

4. 추출 수율
생밤 및 흑밤의 용매별 추출 수율을 비교한 결과, 생밤은 

80% 에탄올로 추출하였을 때 6.56%로 가장 높은 수율을 나

타내었고, 100% 에탄올 추출물은 6.45%로 시료 중 두 번째로 

높은 수율을 나타내었으나, 두 시료간 통계적으로 유의한 차

이는 없었다. 흑밤 또한 80% 에탄올을 이용하여 추출하였을 

때 18.30%로 가장 높은 수율을 나타내었다(Fig. 1). 또한 생밤

과 흑밤의 추출 수율은 물 추출 조건에서 각각 5.33%, 11.76%
로 흑밤이 2.21배 높았고, 50% 에탄올 추출 조건에서도 각각 

4.50%, 12.30%로 흑밤이 2.73배 높았으며, 100% 에탄올 추출 

조건에서 각각 6.45%, 12.30%로 흑밤이 1.91배 높은 함량으

로 측정되어, 모든 추출 용매 조건에서 생밤보다 숙성 후 흑

밤의 추출 수율이 증가하였다. Purev 등(2012)의 연구에서도 

생마늘과 흑마늘을 알코올 함량과 온도 및 추출 시간에 따른 

수율을 측정한 결과, 추출 조건에 따라 1.39~13.01배까지 생

마늘보다 숙성된 흑마늘의 수율이 증가하였다. 또한 Kim 등
(2017)은 흑율피의 숙성이 진행됨에 따라 가용성 고형물의 

함량이 증가되었는데, 이는 숙성 중 장시간의 열처리를 통해 

율피 내 화합물이 구조적 변화를 일으켜 성분 용출이 용이해

졌기 때문인 것으로 보고하였다. 본 연구에서도 흑밤의 숙성

과정 중 열처리로 인하여 불용성 성분들이 가용화되어 생밤

보다 흑밤의 추출 수율이 증가한 것으로 판단된다.
한편 물 추출물과 100% 에탄올 추출물을 비교하였을 때 

생밤과 흑밤의 물 추출 수율은 각각 5.33%, 11.76%였으나, 
100% 에탄올 추출 수율은 각각 6.45%, 12.30%로 나타나 물

보다 에탄올의 추출 수율이 높은 것을 알 수 있었다. Nam 등
(2014)도 오미자를 물과 70% 에탄올을 이용하여 추출하였을 

때 물 추출 수율보다 에탄올 추출 시 수율이 1.85배 증가한다

고 보고하였다. 결과적으로 생밤보다는 숙성된 흑밤을 사용

하고 80% 에탄올을 이용하여 추출하면 가용성 함량을 높여 

고수율의 추출물을 얻을 수 있을 것으로 판단된다.

5. DPPH 라디칼 소거능
생밤 및 흑밤 모두 물 추출물이 에탄올 추출물보다 전반적

으로 높은 항산화 활성을 나타내었다(Table 4). 생밤 및 흑밤

의 물 추출물은 시료 농도 200 mg/mL에서 각각 89.24%, 
51.07%의 저해율을 나타내며, 모든 추출 용매 중 가장 높은 

항산화 활성을 보였다. 이는 건율과의 항산화 효과가 에탄올 

추출물보다 물 추출물에서 더 높게 나타난 것과 일치하였다

(Kim 등 2014). 또한 시료 농도 200 mg/mL에서 모든 용매의 

추출물이 흑밤보다 생밤에서 높은 항산화 활성을 나타내었

다. Hwang JY(2011)의 연구에서는 90℃에서 증숙한 밤의 폴

리페놀 함량이 10분 후 1.5배, 20분 후 1.7배 줄어들었고, Park 
등(2019)의 연구에서도 강황 추출물을 25℃ 및 90℃에 처리

하여 항산화 물질의 열 안정성을 분석한 결과, 25℃에서는 

항산화 활성이 유지된 반면, 90℃에서는 항산화 활성이 크게 

감소하였다. 장기간의 열처리에 의해 밤에 포함된 폴리페놀 

성분이 줄어들며, 항산화 활성이 낮아지는 것으로 판단된다

(Duodu KG 2011). 시료 농도 200 mg/mL에서는 생밤 추출물

이 흑밤 추출물보다 모든 농도에서 항산화 활성이 높았으나, 
100 mg/mL의 농도에서는 유의적인 차이가 나지 않았다. 50 
mg/mL의 농도에서는 100%, 80% 에탄올을 이용한 추출물에

서 흑밤 추출물이 생밤 추출물보다 항산화 활성이 약간 높았

으며, 다른 용매에서는 유의적인 차이가 나타나지 않았다. 
25 mg/mL의 농도에서는 전반적으로 흑밤 추출물의 항산화 

Sample
Hunter’s color value1)

L a b
Fresh chestnut 65.81±0.57***2) 3.00±1.30 24.79±2.25**

Black chestnut 30.11±0.63 2.11±0.56 2.66±0.10
1) Values are means±S.D. (n=3). L, lightness; a, redness; b, yellowness.
2) Means with star markers are significantly different between fresh 

chestnut and black chestnut by student’s t-test (**p<0.01, 
***p<0.001).

Table 3. Colorimetric characteristics of fresh chestnut and 
black chestnut

Fig. 1. Extraction yields of fresh chestnut and black 
chestnut. 1) Means with different superscripts are significantly 
different by Duncan’s multiple range test (p<0.05).
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활성이 생밤 추출물보다 높게 측정되었으나 유의미한 차이

는 나타나지 않았다. 한편 생밤 추출물과 흑밤 추출물은 모

두 대부분의 농도에서 IC50 값을 계산하지 못할 정도의 매우 

낮은 항산화 활성을 나타내었다. Barreira 등(2008)은 밤나무

의 꽃, 잎, 밤 외피, 밤 내피 그리고 밤 과육의 항산화 활성을 

DPPH 라디칼을 50% 소거하는 IC50으로 나타내었는데, 밤 과

육만 매우 낮은 항산화 활성을 보여 IC50 값으로 나타내지 못

하였다. 이는 밤 과육 추출물의 DPPH 라디칼 소거능이 매우 

낮게 나타난 본 연구 결과와 일치한다. 

6. ABTS+에 의한 항산화력
생밤 및 흑밤 추출물의 ABTS+ 라디칼 소거능은 시료의 

라디칼 소거능이 50%가 되는 농도인 IC50 값으로 나타내었다

(Fig. 2). 100% 에탄올을 이용하여 추출하였을 때, 생밤 추출

물은 IC50 값이 5.9 mg/mL로 추출 용매 중 가장 높은 항산화 

활성을 나타내었고 흑밤은 13.5 mg/mL로 추출 용매 중 가장 

낮은 항산화 능력을 나타내었다. 이와 반대로 50% 에탄올을 

이용하여 추출하였을 때에는 생밤 추출물의 IC50은 7.1 
mg/mL로 추출 용매 중 가장 낮은 항산화 활성을 나타내었

고, 흑밤 추출물은 11.1 mg/mL로 추출 용매 중 가장 높은 항

산화 활성을 나타내었다. 추출 용매의 에탄올 함량에 따른 

ABTS+ 라디칼 소거능의 변화는 생밤 추출물과 흑밤 추출물

에서 서로 반대되는 경향을 나타내었다. 생밤 추출물의 항산

화 활성은 물 추출물보다 50% 에탄올 추출물이 더 낮았지만 

에탄올 함량이 증가할수록 다시 증가하였고, 반대로 흑밤 추

출물은 물 추출물보다 50% 에탄올 추출물의 항산화 활성이 

더 높았지만, 에탄올 함량이 증가할수록 다시 감소하였다.
한편, 이러한 결과는 DPPH 라디칼 소거능 측정 실험에서 

생밤과 흑밤 모두 물 추출물이 가장 높은 항산화 활성을 나

타낸 결과와 상이하였다. 이는 ABTS+와 DPPH 라디칼 소거

능 측정법은 모두 항산화 활성을 측정하는 방법이나, DPPH 
라디칼 소거능 측정법은 페놀성 및 방향성 아민 화합물이 함

유된 시료에서 자유 라디칼을 소거하여 항산화 활성을 측정

하는데 비해(Prior 등 2005; Shi 등 2009), ABTS+ 라디칼 소거

능 측정법은 양이온 라디칼을 소거하는 극성 및 비극성 물질

의 전자공여능을 측정하기 때문에 나타나는 현상이다(Wang 
등 1998). 따라서 항산화 물질의 특성에 따라 각 라디칼을 소

거하는 정도가 다르므로 항산화 활성에 차이를 나타낸 것으

로 판단된다(Lee 등 2010).

7. 세포독성
3T3 세포에서 100% 에탄올을 이용한 생밤 추출물의 세포

생존율은 2.5, 5, 10 mg/mL의 농도에서 각각 122.49, 110.76, 
95.35%를 나타내었고, 흑밤 추출물의 세포 생존율 또한 

Sample Ethanol 
concentration (%)

Sample concentration (mg/mL)

25 50 100 200

Fresh chestnut

Water 12.40±2.76a1)2) 19.88±2.78a 42.90±8.00a 89.24±1.69a

50 4.09±1.77c 7.40±1.46e 24.09±2.68b 61.48±2.84b

80 3.97±1.06c 9.86±2.95de 21.17±1.10b 58.97±0.84b

100 9.52±1.22b 13.23±1.91cd 23.30±2.83b 50.24±1.38c

Black chestnut

Water 12.98±0.81a 19.11±3.64ab 39.24±5.41a 51.07±2.11c

50 4.95±1.02c 10.60±2.11de 24.15±1.48b 37.14±3.05d

80 6.11±0.63c 15.30±1.59bc 20.62±1.25b 36.91±0.33d

100 11.19±0.75ab 17.62±1.02ab 23.27±2.45b 37.65±0.94d

1) Mean±S.D. (n=3).
2) Means with different superscripts in a row are significantly different by Duncan’s multiple range test (p<0.05).

Table 4. DPPH radical scavenging activity (%) of water and ethanol extracts of fresh chestnut and black chestnut

Fig. 2. ABTS+ radical scavenging activity (IC50) of fresh 
chestnut and black chestnut extracts. 1) Means with different 
superscripts in a row are significantly different by Duncan’s 
multiple range test(p<0.05).
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122.40, 115.69, 112.12%를 나타내어 모든 처리 농도에서 세

포 독성을 나타내지 않았다(Fig. 3). 그러나 물을 이용하여 추

출한 생밤 추출물은 동일한 농도에서 각각 41.86, 39.53, 
32.72%의 세포 생존율을 나타내었고, 흑밤 추출물은 각각 

44.38, 39.49, 34.26%의 세포 생존율을 나타내어 매우 높은 세

포 독성을 나타내었다. 자궁경부암세포인 HeLa 세포에서는 

모든 생밤과 흑밤 추출물의 세포생존율이 61.56% 이하로 강

한 세포독성을 나타내었으며, 생밤 및 흑밤 모두에서 물 추

출물이 100% 에탄올 추출물보다 더 높은 세포 독성을 나타

내었다. Jung 등(2016)의 연구에서도 HeLa 세포에 대한 율피

Fig. 3. Cytotoxicity of fresh chestnut and black chestnut extracts. (A) Cytotoxicity of fresh chestnut extracts in 3T3 cells, 
(B) Cytotoxicity of black chestnut extracts in 3T3 cells, (C) Cytotoxicity of fresh chestnut extracts in HeLa cells, (D) 
Cytotoxicity of black chestnut extracts in HeLa cells, (E) Cytotoxicity of fresh chestnut extracts in Sarcoma-180 cells, (F) 
Cytotoxicity of black chestnut extracts in Sarcoma-180 cells.
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의 세포독성을 알아본 결과 물 추출물의 IC50 값이 0.32 
mg/mL이고, 에탄올 추출물은 0.75 mg/mL로 물 추출물이 더 

높은 항암 효과를 나타내어 본 연구와 일치되는 경향을 나타

내었다. Sarcoma-180 세포의 생밤과 흑밤 추출물에 대한 세

포 생존율은 대부분의 농도에서 70% 이상을 나타내어 큰 세

포독성을 나타내지 않았으며, 생밤과 흑밤 추출물에서 모두 

물 추출물과 100% 에탄올 추출물의 세포 생존율이 대부분 

유의차를 나타내지 않아서, 물 추출물과 100% 에탄올 추출

물 사이의 세포 독성은 유사한 것으로 판단되었다. 다만 생

밤 추출물의 세포 생존율이 흑밤 추출물보다 대체적으로 조

금 낮게 측정되었다. 
한편 생밤 및 흑밤 추출물이 HeLa 세포에 대해서는 강한 

독성을 나타낸 반면, Sarcoma-180 세포에 대해서는 세포독성

을 거의 나타내지 않았는데, 이는 추출물이 암세포의 종류에 

따라 다르게 반응하기 때문인 것으로 판단된다. Sorice 등

(2016)도 율피 추출물을 6가지 인간 종양 세포주에 처리한 결

과 HepG2 세포에서만 성장을 강하게 억제한 반면, HaCaT, 
A375, MCF7, HT29 및 H460 세포에서는 매우 높은 생존율을 

나타내어 본 연구와 유사하게 세포에 따라 반응이 달라지는 

결과를 보고하였다.

요약 및 결론

생밤과 흑밤의 영양성분과 무기이온 및 색도를 분석하고 

물과 50, 80, 100% 에탄올 용매로 추출하여 각 추출조건에서

의 항산화 효과 및 세포 독성을 측정하였다. 흑밤의 일반성

분 분석에서는 생밤보다 수분함량이 감소한 반면, 당류, 탄
수화물, 조지방 함량 및 열량은 증가하였고, 식이섬유나 회

분, 조단백 등은 유의적인 차이가 나지 않았다. 무기이온 분

석에서 생밤 및 흑밤 모두 K의 함량이 가장 높은 것으로 측

정되었고 흑밤보다 생밤의 무기이온 함량이 더 높게 나타났

다. 색도 측정 결과 흑밤의 색도는 명도 30.11, 적색도 2.11, 
황색도 2.66으로 측정되었으며, 생밤과 비교하여 각각 2.2배, 
1.4배, 9.3배 감소하였다. 생밤과 흑밤 추출물의 추출 수율은 

모든 조건에서 흑밤이 약 2~3배 높게 나타났다. DPPH를 이

용한 항산화 활성은 생밤과 흑밤 모두 물 추출물에서 가장 

높게 나타났다. ABTS를 이용하여 항산화 활성을 측정한 결

과, 생밤은 100% 에탄올 추출물에서 항산화 활성이 가장 높

게 나타났으나 흑밤은 50% 에탄올 추출물에서 가장 높은 항

산화 활성을 나타내었다. 세포독성은 생밤과 흑밤 추출물 사

이에 큰 차이가 없었으며, 3T3 세포에서 생밤과 흑밤 추출물 

모두 물 추출물은 강한 세포독성을 나타내었으나, 100% 에
탄올 추출물은 세포독성을 나타내지 않았다. HeLa 세포에 대

해서는 대부분 세포독성을 나타낸 반면, Sarcoma-180 세포에 

대해서는 거의 나타내지 않아 세포 종류에 따라 다른 세포독

성을 나타내었다. 본 연구를 종합해 볼 때, 밤의 숙성 가공은 

당류, 탄수화물, 조지방 및 열량의 증가와 수분의 감소가 일

어나 기호성이 증가할 것으로 기대되는 반면, 추출 수율은 

증가하지만 항산화 활성은 낮아지고 세포독성은 큰 변화가 

없어 전반적으로 생리활성은 감소하는 것으로 판단된다. 
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