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황기(Astragalus membranaceus)는 콩과에 속하는 다년생 

초본식물로 박피한 뿌리를 건조하여 한약재나 식품원료로 

사용한다(Jung 등 2008). 황기는 한방에서 강장, 지한, 이뇨에 

효과가 있어 십전대보탕, 보주익기탕, 옥병풍산 등의 처방에 

사용되며 인삼과 함께 많이 사용되는 보기약 중 하나이다

(Kim 등 2007; Lee 등 2008). 
황기는 다양한 triterpene saponin, 페놀성 화합물 및 다당체

를 함유하고 있는 것으로 알려져 있다(Subarnas 등 1991; 
Hirotani 등 1994). 다른 콩과 식물과 같이 황기에는 페놀성 화

합물 중 아이소플라본(isoflavone)이 다량 존재하며, calycosin 
7-glucoside, ononin, calycosin 및 formononetin이 대표적이다

(Song 등 1997; Li 등 2019). 황기의 주요 아이소플라본인 

calycosin 7-glucoside, ononin, calycosin 및 formononetin에 대

한 생리활성 연구는 다양하게 이루어졌다. 황기에 존재하는 

아이소플라본은 항당뇨(Tang 등 2011), 항염증(Huh 등 2010), 
항산화(Yu 등 2005) 효과, 심혈관계 질환의 개선(Luk'yanchikov 
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Abstract

The major active components of Astragalus membranaceus (AM) are isoflavones, which exist in the form of various glycosides. 
Nuruk is a traditional fermentation starter in Korea, and is suitable for the biotransformation of isoflavone glycosides because it 
contains various microorganisms and enzymes. This study was performed to determine changes in the isoflavones and antioxidant 
properties of AM fermented (AF) with nuruk over 24 hours. AF was sampled after 0, 2, 4, 6, 12, 18, and 24 h of fermentation, 
and calycosin 7-glucoside, ononin, calycosin, and formononetin content, and the antioxidant properties of AF were analyzed. The 
total phenolic content increased with fermentation time, and the ABTS radical scavenging activity increased until 6 h of fermentation 
and then decreased. During fermentation, the isoflavone glycosides decreased significantly as fermentation time increased. The contents 
of calycosin and formononetin, which are aglycons of calycosin-7-glucoside and ononin, increased from 100.54 μg/g to 276.84 μg/g 
and from 56.29 μg/g to 123.04 μg/g, respectively, at 18 h of fermentation. Significant correlations were observed between fermentation 
time, isoflavone content, and antioxidant properties. The results of this study showed that fermentation with nuruk is suitable for 
the biotransformation of isoflavones in AM.
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MS 1984) 등 다양한 활성을 갖는 것으로 보고되었다. 아이소

플라본의 당 결합 유무에 따른 연구로 황기 아이소플라본의 

항염증 활성 연구에서 아글리콘이 배당체의 절반의 농도에

서 동일한 효과를 나타내었으며(Luo 등 2019), 콩 유래 아이

소플라본 배당체와 아글리콘의 지질대사 촉진 효과에 대한 

연구에서도 아글리콘이 더 빠른 체내 흡수와 높은 지질대사 

촉진 효과를 나타내어 배당체보다는 아글리콘 형태로의 이

용에 대한 필요성을 나타내었다(Kawakami 등 2005).
식품 중에 존재하는 우수한 흡수율과 기능성을 갖는 아글

리콘 형태의 아이소플라본 함량을 높이기 위한 방법으로 증

숙과 같은 이화학적인 방법(Chen 등 2020)과 미생물이나 효

소를 이용한 생물학적인 전환 방법(Gu 등 2019; Park 등 

2021)에 대한 연구가 보고되었다. 생물학적인 전환 방법은 

이화학적인 방법 대비 낮은 온도에서 목적한 성분을 특이적

으로 전환시킬 수 있다는 장점이 있다. 누룩은 우리나라의 

전통적인 발효제로 다양한 미생물과 당화효소를 높은 농도

로 포함하고 있다(So MH 1993; So MH 1999). 높은 농도의 

미생물과 당화효소를 포함하는 누룩은 배당체의 아글리콘 

전환에 적합한 발효제이며 식품원료로 사용이 가능하여 활

용성이 높다. 
본 연구에서는 황기의 아이소플라본 배당체를 아글리콘

으로 전환시키기 위한 발효제로서 전통누룩을 사용하고 항

산화 특성과 아이소플라본 함량 변화를 확인하였다.

재료 및 방법

1. 재료 및 시약
박피한 건조황기는 제천 소재의 영농조합법인으로부터 

구입하여 분쇄 후 발효를 위한 원료로 사용하였다. 황국균을 

주요 미생물로 사용하는 전통 누룩은 부산에 위치한 금정산성

누룩으로부터 구입하여 분쇄 후 사용하였다. 황기의 isoflavone 
분석을 위한 표준품으로 calycosin 7-glucoside, calycosin, ononin 
및 formononetin은 시그마-알드리치(Sigma-Aldrich Co., St. Louis, 
MO, USA)로부터 구입하였다. 분석에 사용한 물과 acetonitrile 
(ACN)은 Fisher Scientific(Pittsburgh, PA, USA)에서 구입하였

다. 그 외에 모든 시약은 특급시약을 사용하였다.

2. 발효 황기의 제조
발효황기의 제조는 황기, 누룩 및 물을 5:5:100의 중량비가 

되도록 각각 40 g, 40 g 및 800 g을 3 L baffled erlenmeyer flask
에 넣고 혼합하여 40±2℃에서 150 rpm으로 24시간 동안 발효

시켰다. 발효액은 0, 2, 4, 6, 12, 18 및 24시간을 각각 발효하

여 2배의 99% 에탄올을 가하여 반응을 정지시킨 후 상온에

서 2시간 동안 초음파 추출 후 여과하여 분석용 시료로 사용

하였다.

3. 발효황기의 항산화 특성

1) 총 페놀 함량
발효시간에 따른 황기의 총 페놀 함량을 확인하기 위하여 

Dewanto 등(2002)의 방법에 따라 Folin-Ciocalteu reagent가 추

출물의 페놀성 화합물에 의해 환원되어 몰리브덴 청색으로 

발색하는 것을 원리로 측정하였다. 즉, 각 추출물에 2% 
Na2CO3용액를 가한 후 1 N Folin-Ciocalteu reagent를 가하였

다. 30분간 방치 후 반응액의 흡광도 값을 750 nm로 

microplate reader로 측정하였다. 표준물질로 gallic acid(Sigma 
Chemical Co., USA)를 사용하였으며 총 폴리페놀 함량은 생

시료 mL 중의 μg gallic acid로 나타내었다.

2) ABTS 라디칼 소거능
발효시간에 따른 황기의 ABTS 라디칼 소거능을 확인하기 

위하여 Re 등(1999)의 방법으로 측정하였다. 7.4 mM 2,2-Azino- 
bis-(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid)(ABTS, Sigma Chemical 
Co., USA)과 potassium persulfate 2.6 mM을 12시간 이상 암소

에 방치하여 ABTS․+ 양이온을 형성시킨 후 이 용액을 735 nm
에서 흡광도 값이 1.4가 되도록 몰 흡광계수(ε= 3.6×104 M－1 

cm－1)를 이용하여 증류수로 희석하였다. 희석된 ABTS․+ 용
액 190 μL에 추출액 10 μL를 가하여 흡광도의 변화를 30분 

후에 microplate reader로 측정하였다. 표준물질로 L-ascorbic 
acid(Sigma Chemical Co., USA)를 사용하였다.

4. 발효시간에 따른 황기의 isoflavone 함량 변화
발효 황기의 isoflavone 함량을 확인하기 위하여 발효 여과

액을 0.2 μm syringe filter(GHP membrane, PALL, New York, 
USA)로 여과 후 claycosin 7-glucoside(y=38.128x+1.5057, R2= 
0.9993), ononin(y=46.472x+0.2983, R2=0.999), calycosin(y=54.998x+ 
2.2287, R2=0.9991) 및 formononetin(y=68.757x+1.6707, R2= 
0.9992) 표준품을 사용하여 시료 중 함량을 분석하였다. 표준 

물질은 50 μg/mL의 농도로 제조 후 희석하여 사용하였다. 
Isoflavone 함량은 Park 등(2019)의 방법을 변형하여 사용하였

다. 분석에는 HPLC-UVD(1200 series, Agilent Technologies 
Inc., Santa Clara, CA, USA)와 YMC triart C18 컬럼(100 mm× 
4.6 mm, 3.0 μm, YMC Co., Kyoto, Japan)을 사용하였다. 분석

조건은 이동상은 0.1% formic acid/water(A), 0.1% formic 
acid/acetonitrile(B) 기울기 조건(0~5 min: 0~0% B, 5~7 min: 
0~10% B, 7~12 min: 10~20% B, 12~16 min: 20~26% B, 16~17 
min: 26~26% B, 17~22 min: 26~33% B, 22~32 min: 33~60% 
B), 컬럼 온도 30℃, 유속 1.0 mL/min, 주입량 10 μL, 검출파
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장 250 nm로 분석하였다. 정량은 검량선의 검량 계수 값을 

구하여 각 화합물의 함량을 계산하여 발효액 제조에 사용된 

황기 건조물 중 μg/g으로, 발효 중 isoflavone의 전환속도는 

각 isoflavone의 함량이 발효시간의 증가에 따라 직선성을 보

이는 범위에서 단위 시간당 함량 변화량으로서 황기 건조물 

중 μg/g·h로 나타내었다.

5. 통계분석
모든 실험은 3회 반복하였으며, 통계분석은 SPSS(Statistical 

pakage for the social science, Ver. 23.0, SPSS Inc., Chicago, IL, 
USA)를 이용하여 각 시료군의 평균과 표준편차를 산출하고, 
처리 간 차이 유무를 one-way ANOVA(Analysis of variation)
로 분석한 후 Duncan's multiple range test를 이용하여 검정하였

다(p<0.05). 또한 요인간의 상관성분석은 Pearson’s correlation 
analysis를 통하여 분석하였다.

결과 및 고찰

1. 발효황기의 항산화 특성
발효시간을 달리하여 제조한 발효황기의 항산화 특성 변

화는 Fig. 1과 같다. 총 페놀성분 함량은 발효시간이 증가함

에 따라 증가하였다. 발효 전 242.22 μg/mL에서 발효시간에 

의존적으로 증가하여 24시간에서는 390.67 μg/mL로 발효 전

과 비교하여 61% 증가하였다(p<0.05). 총 페놀성분 함량이 

발효시간에 비례하여 증가한데 반하여 ABTS 라디칼 소거능

은 큰 변화를 나타내지 않았다. 발효 시작 후 6시간까지 감소 

후 12시간부터 소폭 증가하여 발효 시작 전 2.71 μg/mL에서 

24시간 후에 2.88 μg/mL를 나타내었다. 
발효시킨 황기의 항산화 특성에 대한 연구로 황기 잎 추출

물을 유산균으로 발효하였을 때 총 페놀성분 함량과 항산화 

효과가 증가되었으며, 페놀성분 함량 증가율 대비 항산화 효

과의 증가율이 낮았다(Song 등 2020). Lee 등(2022)의 유산균

을 이용한 발효황기에서도 산화스트레스로부터 간세포를 보

호하고, 항산화 효과와 관련된 단백질의 발현 촉진 효과를 

증가시켰다. 발효에 의한 페놀성 화합물과 항산화 활성의 증

가는 방향족 고리가 포함된 중합체의 분해에 의해 일어날 수 

있으며, 방향족 고리가 포함된 성분도 항산화 활성을 나타내

지 않는 경우도 있어 총 페놀 함량이 모든 항산화 활성을 갖

는 페놀 함량과 일치하지 않을 수 있다(Haslam 등 2003; Chu 
& Chen 2006).

2. 발효시간에따른황기의 isoflavone 변화및전환속도
발효시간에 따른 황기의 isoflavone 변화는 Fig. 2(Guo 등 

2020), Fig. 3 및 Fig. 4와 같이, 황기에 존재하는 주요 

isoflavone 배당체인 calycosin 7-glucoside와 ononin이 가수분

해되어 아글리콘인 calycosin과 formononetin으로 전환되었

다. Calycosin 7-glucoside는 발효액에 포함된 황기의 중량을 

기준으로 발효 전에는 38.95 μg/g에서 발효시간이 증가함에 

따라 빠르게 감소하였다. 발효 시작 6, 12 및 18시간에 각각 

59.08, 87.27 및 96.96%가 감소하였으며, 18시간 후 수렴하였

다. Ononin도 calycosin 7-glucoside와 유사하였다. 발효 전 

14.09 μg/g에서 발효 6시간 후 72.90%가 감소하여 3.82 μg/g
을 나타내었으며, 12시간부터는 검출되지 않았다. 배당체가 

아글리콘으로 전환됨에 따라 calycosin과 formononetin 함량

이 증가하였다. Calycosin과 formononetin 함량 증가는 발효 

18시간까지 증가 후 수렴하였으며, calycosin과 formononetin 
증가율은 발효 18시간을 기준으로 각각 175.35%와 118.57%
이었다. 발효 전 calycosin과 formononetin 함량은 100.54 μg/g
과 56.29 μg/g이었으며, 가장 많은 함량을 나타낸 발효 18시

간에서는 175.35 μg/g과 123.04 μg/g이었다. 
Jiao 등(2017)의 연구에서 흑국균(Aspergillus niger)과 황국

균(Aspergillus oryzae)을 고정화하여 황기 모상근과 같이 배양

한 연구에서 isoflavone 아글리콘인 calycosin과 formononetin 
함량이 크게 증가하였다. Isoflavone 아글리콘은 흑국균과 황

Fig. 1. Antioxidant properties of Astragalus mambranaceus 
fermented by nuruk with different fermentation times. 
Different small letters on the bars indicate a significant 
difference (p<0.05). GAE; gallic acid equivalent. AAE; 
ascorbic acid equivalent.
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국균의 세포 외로 분비된 β-glucosidase에 의해 배당체의 당 

결합이 가수분해되어 증가하였으며, 전구체에 해당하는 배

당체들은 지속적으로 감소하였다(Cao 등 2015). 본 연구에서 

사용한 누룩도 주요 미생물인 황국균에 의해 생성된 β- 
glucosidase에 의해 동일한 전환효과를 나타내는 것으로 판단

된다. 
황기 주요 isoflavone의 전환속도를 확인한 결과는 Fig. 5와 

같다. 배당체에서 아글리콘으로 전환됨에 따라 감소되는 

calycosin 7-glucoside와 ononin의 전환속도는 각각 －1.86 μg/
g․h와 －0.86 μg/g․h이었으며, 발효 2시간부터 12시간까지

의 구간에서 높은 직선성을 나타내었다. 함량 증가를 나타낸 

calycosin과 formononetin의 전환속도를 확인한 결과, 발효시

작부터 6시간 구간에서 일정한 전환속도를 나타내었다. 
Calycosin과 formononetin의 생성속도는 각각 11.61 μg/g․h과 

3.73 μg/g․h이었으며, 6시간 이후 생성속도가 점차 느려져

서 18시간 이후에는 0에 가깝게 수렴하였다. 효소적 가수분

해에 의해 전환되는 calycosin 7-glucoside와 ononin의 감소속도

와 감소된 함량 대비 증가된 calycosin과 formononetin 함량은 

많은 차이를 보였다. 분자량을 기준으로 100 μg의 calycosin 
7-glucoside(MW: 446.40)가 가수분해되어 생성되는 calycosin 
(MW: 284.26)은 63.7 μg이며, 100 μg의 ononin(MW: 430.40)에
서는 62.3 μg의 formononetin(MW: 268.26)이 생성될 수 있다. 
그러나 본 연구에서 감소된 calycosin 7-glucoside와 ononin의 

함량 대비 증가된 calycosin과 formononetin의 함량은 많은 차

이를 나타내어, 배당체의 감소량 대비 아글리콘의 높은 증가

량을 나타내었다. 이러한 결과는 calycosin 7-glucoside와 ononin 
외에 calycosin과 formononetin으로 전환이 가능한 배당체의 

존재에 의한 것으로 추정된다.
황국균을 고정화하여 황기 모상근과 같이 배양하며 성분 

변화를 확인한 연구에서, isoflavone 배당체의 함량이 최고점

에서 배양시간에 따라 일정하게 감소하고, 그에 따라 아글리

콘의 함량도 시간에 비례하여 증가하는 경향을 나타내었다. 
또한 감소된 배당체(calycosin 7-glucoside와 ononin)의 함량 대

비 생성된 아글리콘의 함량간에 많은 차이를 나타내 본 연구

의 결과와 유사하였다(Jiao 등 2017). 이는 calycosin 7-glucoside
와 ononin 외에도 acetylcalycosin 7-glucoside, malonylcalycosin 
7-glucoside, acetylononin 및 malonylononin과 같은 전구체가 

존재하여 발생하는 함량 차이로 추정된다(Wang 등 2023). 

3. 발효시간과 황기 성분간의 상관성 분석
발효시간, 항산화 특성 및 isoflavone 함량 간의 상관성을 

분석한 결과는 Table 1과 같이, 발효시간과 성분 변화간에 높

은 상관성을 나타내었다. 총 페놀성분 함량(0.952, p<0.01), 
ABTS 라디칼 소거능(0.724, p<0.01), calycosin(0.879, p<0.01) 
및 formononetin(0.908, p<0.01) 함량은 발효시간과 정의 상관

관계를 나타내었다. 배당체인 calycosin 7-glucoside(－0.894, 
p<0.01)와 ononin(－0.834, p<0.01)의 함량은 발효시간과 음의 

상관관계를 나타내었다. 이는 발효과정에서 효소적 가수분

해에 의해 페놀성 화합물의 증가, 배당체의 아글리콘으로의 

전환에 의한 것으로 발효시간에 의존적인 변화를 나타내는 

것으로 판단된다. 

요약 및 결론

황기와 누룩을 혼합하여 발효하면서 발효시간에 따른 항

산화 특성과 isoflavone(calycosin 7-glucoside, ononin, calycosin 
및 formononetin) 함량 변화를 확인하였다. 총 페놀성분 함량

과 ABTS 라디칼 소거능은 발효에 의해 증가하였으며, 6시간 

Fig. 2. Bioconversion of isoflavones from Astragalus mambranaceus by enzymatic hydrolysis (Guo et al., 2020).
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발효에서 가장 우수하였다. Isoflavone 함량은 발효시간이 증

가함에 따라 배당체인 calycosin 7-glucoside와 ononin 함량은 

감소하였다. 아글리콘인 calycosin과 formononetin 함량은 각

각 100.54 μg/g과 56.29 μg/g에서 276.84 μg/g과 123.04 μg/g으

로 크게 증가하였다. 발효시간과 항산화 특성 및 isoflavone 
함량 간에 높은 상관성을 나타내었다. 발효시간과 isoflavone 
배당체는 음의 상관관계, 아글리콘은 양의 상관관계를 나타

내었다. 이러한 결과는 누룩을 이용한 발효가 단시간에 황기

의 isoflavone 배당체를 아글리콘으로 전환시킬 수 있어 생물

학적 전환기술로 활용할 가치가 있음을 보여준다. 

Fig. 3. Typical chromatograms of Astragalus mambranaceus 
fermented by nuruk with different fermentation times. 

Fig. 4. Isoflavone contents of Astragalus mambranaceus 
fermented by nuruk with different fermentation times. 
Different small letters on the bars indicate a significant 
difference (p<0.05).
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