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Abstract

The Cheonggukjang used in this study was made with four soybean cultivars grown and harvested at the National

Agrobiodiversity Center of the National Academy of Agricultural Sciences: C1 (KLS87248), C2 (Nongrim 51), C3 (GNU-

2007-14613), and C4 (Daewon). The soybeans were inoculated with Bacillus subtilis AFY-2 and fermented for 0, 12, 21,

36, 45, and 60 h in a culture room at 35°C. ABTS and DPPH radical scavenging activities were significantly increased upon

fermentation for 12 hours in all samples and maintained or decreased after 21 hour The inhibition of NO production was

significantly increased compared to the LPS-treated group, and the C2 sample showed inhibition of NO production at 12

hours of fermentation, and the C3 sample showed inhibition at 21 hours of fermentation. PCA analysis revealed that the

ABTS and DPPH radical scavenging activity and NO production inhibitory activity reached peak levels around 12 h

fermentation time for all samples. Our results indicate that the optimal fermentation time of the Cheonggukjang sample is

12 hours, confirming the high correlation of all experiments.
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I. 서 론

콩에는 isoflavones, oligosaccharides, lecithin, saponins

등의 기능성 성분이 있다. 또한 항암 효능이 있는 flavonoid,

lignan, triterpene, phytic acid 등 14종류 이상의 phytochemical

이 밝혀졌으며 성인병 예방과 밀접한 관련이 있는 protease

inhibitors, oligosaccharide, 식이섬유 등 생리활성 효소가 함

유되어 있다. 콩을 섭취하면 만성 퇴행성 질환으로 알려진

심혈관계 질환과 당뇨, 골다공증, 비만, 전립선암과 난소암

등을 사전에 방어할 수 있으며 몸속에서 진행되는 생물학적

효능과 작용기전에 관하여 관심이 높아지고 있다(Kim et al.

2017). 또한 콩에 다량 함유되어 있는 isoflavone을 장기간

섭취한 마우스 그룹은 지질 강화 효능을 통해 동맥경화 발

생을 억제하고 항산화, 항염증 효과를 보였다(Cho et al. 2007).

우리나라의 전통 발효식품 중에는 간장, 된장, 청국장을 대

표적으로 꼽을 수 있으며 이는 콩을 주원료로 만들었으며 섭

취시 부작용이 없고, 필수 영양소인 단백질과 지방, 탄수화

물 등의 함량이 높으며, 혈전용해 효과와 항산화 효과, 항균

효과, 고혈압 방지 효과 등의 생리활성 물질이 다량 함유되

어 있다(Hong et al. 2008; Moon et al. 2015).

이 중 청국장은 단백질 함량이 높은 식품으로 소화, 흡수

가 잘되고 구수하고 특유의 풍미를 지니고 있는 전통 발효

식품으로 평가받고 있다(Cho & Yoon 2020). 청국장은 다른

발효 식품에 비해 짧은 기간(2-3일)에 발효가 진행되며, 단백

질, 지방산, 비타민 B1, B2, 필수아미노산과 나이아신, 판토

텐산 등 높은 영양을 가진 우수한 발효식품이다(Lee et al.

2014). 일반적으로 청국장은 볏짚을 이용하여 만드는 자연

발효법과 미생물을 이용하는 방법이 사용되고 있어 품질의

균일성을 갖기 어려운 상황이다(Baek et al. 2008).

청국장은 불린 콩을 삶아 고초균(Bacillus subtilis) 균주를

번식시키는 발효 과정을 거쳐 완성된다. 콩에 다량 함유되어

있는 항산화 물질과 발효와 숙성을 통해 생성된 이소플라본
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의 갈변물질, aglycones, 펩타이드 등이 함유되어 있으며, 이

들 중 isoflavone의 함량이 높은 것으로 나타났다. 또한, 청

국장에는 인지질, phytic acid, trypsin, saponins, phenolic

acid 등의 생리 활성 물질이 다량 함유되어 있으며 이러한 성

분들은 당뇨병, 심장병 예방 효과, 항암, 항균 작용, 지질대

사 개선 효과, 혈압 상승 억제 효과 등의 생리활성 효과가

높은 것으로 연구 결과가 알려졌다(Lee et al. 2009; Hwang

2010). 청국장의 발효와 숙성 과정에서 생성되는 polyglutamate

등은 정장작용의 효과를 높여 주는 결과가 보고되기도 하였

다. 우리나라에서 청국장이 대표적인 콩 발효 식품으로 오랜

역사를 가지고 있으며 인도네시아의 템페, 일본에는 미소와

낫또가 있다(Lee & Lee 2007).

발효에 관여하는 미생물은 청국장의 품질을 결정하며 생

리활성을 보유한 균일한 제품을 만들기 위해서 발효에 관련

된 미생물의 선발과 관리가 매우 중요하다. 청국장과 가공품

의 우수한 품질을 유지하며 대량 생산하려면 기능성에 대한

체계적인 연구와 우량균주의 분리와 스타터 배양을 통해 고

품질, 균일한 품질의 청국장을 생산할 수 있는 표준화된 제

조 방법을 구축해야 한다고 하였다(Hwang 2010). 고품질의

청국장 제조를 위해서 미생물과 관련된 발효 온도, 시간, 제

조공정에 관한 연구 및 식품학적 품질 특성에 관한 연구는

많지만 콩 종류별, 발효 시간별 생리활성 특성에 관한 연구

는 미미한 실정이다(Cho et al. 2000; Woo et al. 2006).

따라서, 본 연구에서는 최적의 발효 조건을 탐색하기 위하

여 국립농업과학원 농업유전자원센터에서 재배한 4종의 콩

으로 제조한 청국장을 발효 시간에 따른 항산화 활성(ABTS

와 DPPH 라디칼 소거능), 항염증 활성(NO 생성 억제능),

항비만 활성(UCP-1 활성) 및 estrogen, estrogen receptor-α

유사활성 등 생리활성 효능을 분석하여 비교하고, 주성분 분

석(PCA)을 통해 시료와 효능과의 관계를 조사하였다. 이 결

과는 고기능성 청국장을 제조하고, 적절한 발효 조건을 제시

함으로써 다양한 연구의 기초자료로 활용될 것으로 기대된다.

II. 연구 내용 및 방법

1. 실험 재료 및 방법

전주시 중동에 위치한 국립농업과학원 농업유전자원센터

에서 보유한 총 23,199종의 대두 중에서 농촌진흥청 농업과

학기술 연구조사기준 및 농업유전자원센터 유전자원 특성조

사 기준에 따라 성숙일수(days to maturity)와 개화일수(days

to flowering) 등 주요 농업형질과 100립 중(100-seed weight),

개체당 꼬투리 수(the number of pods per plant), 꼬투리당

종자수(the number of seeds per pod) 등 수량관련형질을

조사하였으며, isoflavone, 소이 사포닌, 안토시아닌의 함량이

우수한 자원(Lee et al. 2020; Yoon et al. 2021) 1,000종을

선발하였고, 이들 중 청국장 제조에 적합한 4종의 콩 자원

C1 (KLS87248), C2 (Nongrim 51), C3 (GNU-2007-14613)

및 C4 (Daewon)을 노지 포장에 2020년 6월에 15 cm 간격

으로 파종하여 국내 작부기(2020년 6-11월)에 유사한 조건에

서 재배하였다. 재배한 콩 종실을 Bionex 오븐(Vision

Sci.entific Co., 대전, 한국)에서 50oC에서 72시간 동안 건조

시켰다. 콩을 세척하여 1 kg당 5 L의 수돗물에 12시간 동안

실온에서 수침하였다. 수침으로 인하여 시료 1.5 kg 이상으

로 증량이 되었을 때, 121oC의 고압증기멸균(Bionex VS-

1221, Vision Sci.entific Co., 대전, 한국)으로 60분 동안 찌

는 과정을 거쳤다. 찐 콩을 방냉하여 1% (w/w) 고초균인

Bacillus subtilis AFY-2 (KACC91988P, AFY 2, NUC Co.,

대구, 한국)를 접종하고 35oC의 배양실에서 0, 12, 21, 36,

45, 60시간 동안 발효시켜 청국장을 제조하였으며, 청국장 시

료는 동결 건조(LP 100, 일신 바이오베이스, Korea)하여 분

쇄(SHMF-3500SS., 한일전기, 한국) 후 600 μm mash로 쳐

서 시료를 완성하였다(Lee et al. 2022). 콩의 항산화 활성

및 세포 실험용 추출물은 선행연구 추출 방법(Zhang et al.

2007; Jung et al. 2021)에 따라 분말화 된 청국장 시료

10 g과 96% 에탄올 100 mL을 혼합하여 shaking water bath

<Table 1> List of Cheonggukjang samples

Sample Code

Fermentation

temperature 

(oC)

Fermentation

Time (hours)

Seed coat color

(Introduction NO/

Name/Origin/

Cultivar type)

C1-0

35

0

Yellow

(IT153844/

KLS87248/Korea/

landrace)

C1-12 12

C1-21 21

C1-36 36

C1-45 45

C1-60 60

C2-0

35

0

Yellow

(IT155963/

Nongrim 51/Japan/

variety)

C2-12 12

C2-21 21

C2-36 36

C2-45 45

C2-60 60

C3-0

35

0

Yellow

(IT274571/

GNU-2007-14613/

Korea/

landrace)

C3-12 12

C3-21 21

C3-36 36

C3-45 45

C3-60 60

C4-0

35

0

Yellow

(IT212859/

Daewon/Korea/

control cultivar)

C4-12 12

C4-21 21

C4-36 36

C4-45 45

C4-60 60
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(WiseBath., Daihan Scoemtific, Korea)로 80oC, 8시간 동안

교반하였으며 완료 된 청국장 추출물의 상등액을 0.45 μm

syringe filter (TPP, Spritzenfilter 0.45 μm, Swiss)로 여과한

후 감압농축기(EYELA N-1200B., JAPAN)로 농축하였으며

7일간 동결건조(LP 100., 일신 바이오베이스, Korea)하여 최

종 시료를 획득하였다. 청국장 제조의 발효 온도와 발효 시

간, 콩의 IT 번호, 자원명 및 원산지 등에 관한 시료 정보는

<Table 1>에 제시하였다.

2. 세포 배양

1) MCF-7 세포

한국세포주 은행(Korea cell line bank, Seoul, Korea)에서

구입한 MCF-7 세포를 10% fetal bovine serum (FBS)와

1%의 penicillin streptomycin (P/S)를 배합한Roswell Park

memorial institute (RPMI Medium 1640 1X, gibco) 배지

를 사용하여 6well에 2.5×105 cell/mL의 농도로 분주하여

37oC, 5%의 CO2 incubator에서 배양하였으며 3-4일마다 배

지를 교체하여 프로토콜에 따라 실험에 사용하였다(Chu et

al. 2021; Jung et al. 2021).

2) Raw 264.7 세포

한국세포주 은행(Korea cell line bank, Seoul, Korea)에서 구

입한 면역세포인 Raw 264.7를 10% fetal bovine serum (FBS)

와 1%의 penicillin streptomycin (P/S)가 포함된 Dulbecco’s

modified eagle’s medium (DMEM, Gibco, Carlsbad, CA

USA) 배지를 사용하여 RAW 264.7 세포를 5×105 cell/mL의

농도로 96-well 플레이트에 180 μL씩 분주한 후 37oC, CO2

(5%) incubator에서 배양하여 2시간 동안 안정화 시킨 후 최종

농도 50 μg/mL인 청국장 추출물 시료들을 20 μL씩 첨가하고 1

시간 동안 배양한 후 LPS (lipopolysaccharide) 2 μL (최종농도

1 μg/mL)를 세포에 처리하여 24시간 동안 배양하였다(Chu et al.

2021; Jung et al. 2021).

3) C3H/10T/1/2 세포

한국세포주 은행(Korea cell line bank, Seoul, Korea)에서

구입한 C3H/10T/1/2 세포를 10% fetal bovine serum

(FBS)와 1%의 penicillin streptomycin (P/S)가 포함된

Roswell Park Memorial Institute (RPMI Medium 1640

1X, gibco) 배지를 사용하여 C3H/10T/1/2 세포를 12-well

플레이트에 5×104 cell/mL의 농도로 1 mL씩 분주한 후

37oC, CO2 (5%) incubator에서 배양하였다. C3H/10T/1/2

세포 80% 이상 배양되면 0.5 mM IBMX_3-isobuty-1-

methylxanthine, 1 μM Dexamethasone, 5 μg INSULIN,

1 μM Rosiglitazone을 포함한 배지를 사용하여 2일 간격으로

분화 한 후 6일째에 최종 농도 10 μg/mL인 청국장 시료

100 μL를 12-well에 분주하여 24 시간 동안 배양하였다(Chu

et al. 2021; Jung et al. 2021).

3. 항산화 활성 평가 및 세포 효능 평가

1) ABTS radical scavenging activity

청국장 추출물 시료의 ABTS 라디칼 소거 활성은 ABTS

(2,2'-azino-bis-3ethylbenzo-thiazoline-6-sulfonic acid, Sigma-

Aldrich, St. Louis, USA) 7.4 mM과 potassium persulphate

(Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) 2.6 mM을 제조하여 24시

간 교반하여 ABTS 양이온을 형성시킨 다음, 추출물 50 μL

와 시약 950 μL를 가한 후 30 분간 방치하여 734 nm에서

흡광도를 측정하였고, 대조구로 L-ascorbic acid (Sigma-

Aldrich, St. Louis, USA)를 사용하였다(Lee et al. 2016;

Chu et al. 2021; Jung et al. 2021).

2) DPPH radical scavenging activity

청국장 추출물 시료의 DPPH 라디칼 소거 활성은 메탄올

에 0.2 mM 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH, Sigma-

Aldrich, St. Louis, USA) 용액을 제조하여 추출물 50 μL와

시약 950 μL를 가한 후 30분간 방치하여 520 nm에서 흡광

도를 측정하였다. L-ascorbic acid를 대조구로 사용하였다

(Lee et al. 2016; Chu et al. 2021; Jung et al. 2021).

4. Estrogen과 estrogen receptor-α 유사 활성

배양한 MCF-7 세포를 수거하여 2-8oC, 1,000×g로 20분

간 원심분리하고 상등액을 취득하여 실험 전까지 −20oC의

냉동고에 보관하였다. Estrogen과 estrogen receptor alpha

Elisa kit (BioVision, Milpitas, USA)의 제시된 프로토콜에

따라 Kit와 함께 제공된 96 plate에 최종농도 1 μg/mL의 시

료를 100 μL씩 첨가하고 standard와 Biotin-detection antibody

working solution과 SABC (horseradish peroxidase-streptavidin

conjugate) working solution을 차례로 넣고 반응시킨 후

TMB (3,3',5,5'-tetramethylbenzidine) substrate와 stop solution

을 가하고 450 nm에서 흡광도를 측정하여 결과값을 산출하

였다(Chu et al. 2021; Jung et al. 2021).

5. NO (Nitric Oxide) 생성 억제 활성

NO 생성 억제 활성을 측정하기 위해 상등액 50 μL에

griess reagent system (G2930, Promega, Madison, WI USA,

1% sulfanilamide, 0.1% napthylethylene diamine) sulfanilamide

solution 50 μL를 첨가한 후 실온(암실)에서 10분간 차광,

NED solution 50 μL를 첨가한 후 실온(암실)에서 10분간 차

광하여 반응 시킨 후 520 nm에서 흡광도로 항염증 효과를

측정하였다(Chu et al. 2021; Jung et al. 2021).

6. UCP-1 (Uncoupling Protein-1) 활성

C3H/10T/1/2 세포를 분화 시킨 후 상등액을 수거하여 2-

8oC에서 5,000×g로 20분간 원심분리한 후, freeze-thaw 과정

을 두 차례 실시하여 세포 막을 깨뜨리고 실험 전까지 −20
oC의 냉동고에 보관하였다. UCP1 Elisa Kit (CUSABIO,
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Huston, USA)의 프로토콜에 따라 kit내 plate에 standard와

시료들을 넣고 배양 후, biotin-detection antibody working

solution과 SABC working solution을 차례로 넣고 반응시킨

후 TMB substrate와 Stop solution을 첨가하고 540 nm에서

흡광도를 측정하여 결과값을 산출하였다(Chu et al. 2021;

Jung et al. 2021).

7. 통계 처리

본 연구의 모든 데이터는 Means±standard deviation (SD)

로 표기하였다. 측정치 간의 차이를 유의적으로 검증하기 위

해 실험은 3회 반복하였으며, 대조군과 실험군 간의 유의성

을 t-test로 확인하였다. 시료 간의 차이는 SPSS 통계프로그

램(Statistical Package for the Social Sci.ence, Ver. 18.0

SPSS Inc., Chicago, IL, USA)을 이용하여 일원배치 분산분

석(One-Way ANOVA) 실시 후 그룹 간 유의적인 차이가 있

을 경우에 Duncan의 사후검증을 실시하였다. XLSTAT

(2022.8.20. Premium Version, Addinsoft, Paris, France)의

PCA분석을 실시하여 실험 항목과 시료의 종합적인 관계를

파악하였다(Chu et al. 2021; Jung et al. 2021).

III. 결과 및 고찰

1. 청국장의 항산화 활성

1) ABTS와 DPPH radical scavenging activity

인체의 산화적 스트레스에 의해 과발현된 활성산소종

(hydroxyl radical hydrogen peroxide 등)은 세포내에서

DNA, 세포막, 단백질 등을 손상시키며, 세포의 노화 및 암

세포 증가, 면역력 저하 등의 건강에 해로운 점들을 발생시

킨다. 따라서, 항산화 활성이 높은 식품이 얼마나 활성산소

종을 제거하는 지 확인할 수 있는 대표적인 방법이 ABTS와

DPPH 라디컬 소거능 분석 방법이다. 라디칼이 항산화 물질

로 인하여 환원하게 되면 고유의 색에서 탈색이 되는 원리

를 이용하여 측정하게 된다(Cho et al. 2012).

청국장 시료의 ABT 라디컬 소거능을 분석한 결과는

<Figure 1>와 같다. 모든 시료에서 대조군보다 유의적으로

활성이 증가하였다. C1는 12시간에 증가하여 21 시간부터는

감소하였으며, C2는 12시간-36시간까지 증가하다가 48시간

에 감소하였고, C3는 12시간-60시간까지 증가한 상태를 유

지하였으며, C4는 12시간-21시간 증가 이후 36시간부터 감

소하였다.

DPPH 활성은 발효 전(C-0) 보다 발효 후에 증가하였다

<Figure 2>. C1 청국장은 12시간에서 증가하였으며, C2 청

국장은 12시간, C3 청국장은 12시간-21시간, C4 청국장은

12시간에서 가장 높은 활성을 보였다.

본 연구 결과에서 발효 시간 12시간에 항산화 활성이 가

장 높았고, 24시간에 감소하였고 36시간에 다시 활성이 증

가하였다. 비발아콩 볏짚 청국장을 만들어 발효 시간에 따른

활성을 비교한 선행연구 결과에서 α-amylase의 활성이 12시

간까지 높을 활성을 보이다가 24시간에 감소하고, 36시간에

다시 증가하는 경향을 보이는 것으로 조사되었다(Oh & Eom

2008). 또한 B. subtilis로 발효한 청국장에서 α-amylase의 활

성이 6시간에 급격히 증가하고, 24시간까지 유지되었다가 36

시간에 증가하는 결과를 나타내었다(Jeong et al. 2009). α-

amylase 활성의 증가는 발효 중 대사산물을 만들어 내는데

도움을 준다고 보고되었기 때문에 본 연구결과에서 36시간

에 항산화활성이 증가되는 결과는 발효 중 α-amylase 활성

의 증가로 보여진다. 추후 좀 더 구체적인 확인을 위하여 추

가적인 연구가 진행되어야 할 것으로 생각된다.

콩 종류와 발효 미생물의 활성 차이가 발효의 속도에 영

향을 미치고 그 결과 항산화 효과에 영향을 준다고 보고되

었다. 또한, 청국장의 주된 원료인 콩에 함유되어 있는 전분

질 함량과 종류, 발효 환경과 조건, 숙성 기간의 차이 및 콩

단백질에서 분해되는 아미노산의 함량과 종류의 의해서도 차

이를 발생한다고 하였다(Ahn et al. 2012).

<Figure 1> ABTS activities in Cheonggukjang extract.

Data are presented as the mean (±SD). Different letters are significantly differe`nt from each other among 4 groups at p<0.05 by Duncan’s

multiple range test (a-c).

*p-value by t-test(Significantly different from C1-0, C2-0, C3-0, C4-0 (p<0.05))
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2. Nitric oxide (NO) 생성 억제 활성

Nitric oxide (NO)는 세포 내 암세포와 감염을 유발시키는

미생물을 제어하는 것으로 보고되었지만, 필요 이상으로 생

성되는 NO는 염증 반응과 혈관 확장으로 인해 신경조직의

손상, 조직 손상 및 세포 돌연변이 등을 일으켜 생체 내 유

해 작용을 발생시킨다고 하였다(Kim et al. 2012a; Byun et

al. 2013).

본 연구에서는 청국장 추출물을 처리한 후 LPS 자극을 통

해 염증 반응을 유도한 RAW 264.7 세포에 대하여 NO 생

성 억제 활성을 측정하였다<Figure 3>. 모든 시료가 LPS

(+)보다 NO 생성 억제 활성이 유의적으로 증가한 것으로 나

타났다. NO 억제 활성은 발효 전에도(C-0) 나타났으며, C1

의 청국장은 분산분석 결과 발효 시간별 유의적 차이가 없

었고, C2는 12, 21, 36, 60시간에서 억제 활성 효과가 있었

으며 C3는 12, 21시간에서 C4는 36시간에 높은 NO 억제

활성 효과를 보였다.

Bacillus amyloliquefaciens SCGB 1으로 발효하여 제조한

청국장 시료를 LPS (+)로 염증 유발된 RAW 264.7 대식세

포에 처리하였을 때, 대조군과 비교하여 현저하게 NO 생성

이 감소하였고(Kim et al. 2020), Bacillus amyloliquefaciens

(SRCM 100730)으로 발효하여 제조한 청국장도 역시 억제

활성이 증가하여 본 연구의 결과와 비슷한 경향을 나타내었

다(Choo et al. 2017). Mun et al. (2018)의 청국장에 대한

건강 기능성 연구 등의 연구 동향을 분석한 결과에서도 청

국장에서 추출한 다당류 섭취가 면역 증가 활성이 있다고 보

고하였다.

3. C3H/10T/1/2 세포에서 항비만 활성(UCP-1 발현) 측정

비만은 에너지 섭취와 에너지 소비의 불균형이 다양한 지

방 조직과 기관에 지방이 과도하게 축적되어 발생하는 것으

로, 건강의 위해 요인인 비만은 체지방의 증가, 피하지방 보

다는 복강 내 지방 조직의 증가가 가장 크게 차지한다. 동일

한 체지방 함량일 경우 복부지방 함량이 증가하면 대사성 합

병률이 증가한다는 연구 보고가 있다(Jang & Jeong 2011).

백색 지방은 체내 지방의 대부분을 차지하고 있으며 몸의 에

너지원으로 쓰이지만 지나치게 축적되면 당뇨병과 비만을 유

<Figure 2> DPPH activities in Cheonggukjang extract.

Data are presented as the mean (±SD). Different letters are significantly different from each other among 4 groups at p<0.05 by Duncan’s

multiple range test (a-e). 

*p-value by t-test(Significantly different from C1-0, C2-0, C3-0, C4-0 (p<0.05))

<Figure 3> Nitric oxide(NO) activities in Cheonggukjang extract.

Data are presented as the mean (±SD). Different letters are significantly different from each other among 4 groups at p<0.05 by Duncan’s

multiple range test (a-b)

*p-value by t-test (Significantly different from LPS (+) (p<0.05))
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발한다. 반대로 갈색지방은 열 발생을 통해 신진대사를 촉진,

축적된 에너지를 열로 소모시켜 당뇨병, 심장질환, 비만, 암

등을 예방 하는 것으로 확인되었다. 추운 온도, 매운 음식 등

에 노출된 백색지방이 갈변화 되고 베이지/갈색 지방 세포로

변화 하여 축적된 백색지방이 원인이 되는 비만 및 대사 질

환 등을 개선할 수 있으며 우리 신체의 신진대사를 증진시

켜 줄 수 있다(Chu et al. 2021).

본 연구에서는 청국장 추출물을 항비만 효과를 측정하기

위해 C3H/10T/1/2 세포에 처리한 후 지방세포내 갈색지방

활성 지표인 UCP-1 활성을 확인하였다<Figure 4>. 대조군

인 CON (+)과 비교했을 때 유의적인 차이를 보이는 시료는

C4-12가 있으며 각 시료의 발효 시간별 UCP-1의 활성을 보

면, C1은 분산분석 결과 유의적 차이가 없었고, C2는 발효

전(C2-0) 보다 12시간, 45시간에서 활성이 증가하였고, C3는

발효전(C3-0) 보다 36시간, 45시간에서 활성이 증가하였으며,

C4는 발효후 12시간에서 활성이 가장 높게 증가하였다. 전

체 시료 중 C4의 12시간에서 가장 높은 활성을 보였다. C4

인 대원콩은 청국장 제조에 가장 적합한 콩이라고 언급하였

고(Kim et al. 2012b), 약 40%의 단백질 함량과 18%의 지

질 함량을 포함하여 한국에서 다량 수확되는 콩 품종이다

(Cho et al. 2017). 본 연구 결과에서도 대조 품종으로 선발

한 C4인 대원콩 역시 높은 효과를 나타냄으로써 청국장 제

조용으로써 대원콩의 가능성을 확인하였고 적절한 발효 시

간은 실험 결과를 바탕으로 12시간으로 확인되었다. 콩 단백

질은 당뇨가 가져온 비만에 효과를 보였으며, 콩 isoflavone

이 고지방식이로 인한 체중 및 체지방 감소에 효과가 있다

고 하였다(Kwon et al. 2006; Manuel & Sam 2007). 또한,

콩의 부산물인 비지를 발효하여 만든 메주를 마우스에게 급

여하였을 때, 항비만 효과와 지질 개선 효과가 있다는 연구

결과를 확인할 수 있었다(Lee at al. 2013).

4. Estogen과 estrogen receptor-α (ER) 유사활성

콩에는 soysaponin과 isoflavone류 등 기능성 물질을 함유

하고 있는데 특히 isoflavone류는 페놀계 화합물로 여성 호

르몬인 estrogen과 유사한 구조를 가지고 있다. 이는 식물성

에스트로겐(phytoestrogen)이라 불리며 심혈관 질환, 골다공

증 예방, 폐경기 이후로 찾아오는 여러 증후군을 완화 시켜

주며, 난소암, 전립선암, 유방암, 대장암 등 각종 질병에 예

방 효과를 보여 isoflavone의 생리적 활성이 많은 연구 결과

가 보고되어 주목을 받고 있다(Lee et al. 2014; Kwon et

al. 2021).

본 연구에는 청국장 추출물을 MCF-7 세포에 처리하여

estrogen <Figure 5>과 estrogen receptor-α (ER) 유사활성

<Figure 6>을 대조군(CON)과 비교하여 함량을 분석하였다.

Estrogen 유사활성은 대조군과 실험군의 평균 차이가 유의성

을 확인하기 위해 t-test를 실시하였을 때 전체 시료에서 효

과가 나타나지 않았으며, C1, C2, C3, C4의 발효 시간에 따

른 활성 차이는 C1은 21시간에 활성이 증가하였으며 45시

간, 60시간에도 활성이 증가하였다. C2는 일원배치 분산분석

(One-way ANOVA) 결과에서 시료간의 유의적인 차이가 없

었으며, C3는 12시간에서 활성이 증가하였으며, C4는 21시

간과 36시간에서 활성이 증가하여 차이가 나타났다. 모든 시

료가 발효전 C-0보다 발효 후에 발효 시간별로 활성의 차이

를 보였다. Estrogen receptor-α (ER) 유사활성을 살펴보면

대조군과의 유의성을 t-test로 확인하였을 때 전체 시료가 활

성의 차이를 보이지 않았고, 콩 종류별 발효 시간에 따른 활

성 차이를 보면 C1은 발효전, 후에 활성의 차이가 크게 없

었으며, C2는 C-21시간, C-60시간에 증가하였으며, C3은 C-

21시간에서 가장 높은 활성을 보였으며 C4는 C-0, C12시간

에 높은 활성이 나타났다. 연구 결과에 따르면 콩은 과습한

조건에서 재배하면 총 이소플라본의 함량이 감소된다고 하

<Figure 4> UCP-1 activities in Cheonggukjang extract.

Data are presented as the mean (±SD). Different letters are significantly different from each other among 4 groups at p<0.05 by Duncan’s

multiple range test (a-d)

*p-value by t-test (Significantly different from CON (+) (p<0.05))
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였으며, 2020년도의 개화기(7-8월)에 강수량이 2020년도에는

930 mm로써 전년도인 2019년 196 mm에 비해 증가하였으

며, 그에 따라 일조 시간이 감소되었다. 일조 시간이 감소하

고, 강수량이 증가하면 이소플라본, 수량관련형질에 영향을

주었고, 2년 동안의 이소플라본 함량을 비교하였을 때, 2019

년보다 2020년에 총 함량이 35% 감소하였다(Yoon et al.

2021; RDA 2022). 따라서, 기후변화에 따른 수확량 감소 및

이소플라본 함량 감소 등으로 인하여 본 연구의 estrogen과

estrogen receptor-α (ER)의 연구 결과에서는 유의미한 결과

를 도출해내지 못하였다.

5. 주성분 분석(principal component analysis; PCA) 결과

주성분 분석(PCA)을 실시하여 콩 종류, 발효 시간, 효능과

의 관계를 종합적으로 살펴 보았다<Figure 7>. 제1주성분

(PC1)에서 36.66%, 제2주성분(PC2)에서 25.90%로 총 62.56%

가 나타났다. 기능성 효능의 분포를 PC1을 기준으로 살펴보

면 항산화 활성(ABTS, DPPH), 항염증 활성(NO 생성 억제),

항비만 활성(UCP-1 발현)의 효과가 양(+)의 방향으로 부하

되었으며 가까이 위치하고 있으므로 상호 연관성이 있는 것

으로 나타났으며, estrogen, estrogen receptor-α (ER) 유사활

성은 음(-)의 방향으로 부하되어 상호 연관성이 있는 것으로

나타났다.

효능과 시료간의 관계를 보면 항산화 활성(ABTS, DPPH),

항염증 활성(NO 생성 억제)은 C1-12, C2-12, C3-12, C4-

12와 C2-21, C3-21, C4-21의 시료와 가까이 위치하여 12시

간, 21시간의 발효 시료와 서로 연관성이 있는 것으로 나타

났으며, 항비만 활성(UCP-1 발현)은 C1-36, C2-36, C3-36,

C4-36의 시료가 가까이 위치하여 36시간에 발효한 시료와

연관성이 있는 것으로 나타났으며, estrogen, estrogen receptor-

α (ER) 유사활성은 발효전의 시료(C1-0, C2-0, C3-0, C4-0),

48, 60시간 발효한 시료와 연관성이 높게 나타났다. 이는

estrogen, estrogen receptor-α (ER) 유사활성이 발효가 되지

않거나(C-0 시료), 발효 시간이 증가할수록 높게 나타나는 것

으로 추측되며 본 연구에서 estrogen, estrogen receptor-α

(ER) 유사활성은 발효에 의한 효과가 높지 않은 것으로 추

측된다.

<Figure 5> Estrogen-like activities in Cheonggukjang extract. 

Data are presented as the mean (±SD). Different letters are significantly different from each other among 4 groups at p<0.05 by Duncan’s

multiple range test (a-d).

*p-value by t-test (Significantly different from CON (p<0.05))

<Figure 6> Estrogen receptor-α activities in Cheonggukjang extract.

Data are presented as the mean (±SD). Different letters are significantly different from each other among 4 groups at p<0.05 by Duncan’s

multiple range test (a-d).

*p-value by t-test (Significantly different from CON (p<0.05))
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발효 시간별로 살펴보면 모든 시료가 PC1을 기준으로 동

일한 발효 시간의 시료는(C-0, C-12, C-21, C-36, C-45, C-

60) 유사한 위치에 놓여서 설명력이 양호함을 알 수 있다. 발

효전(C-0)의 시료들은 음(−)의 방향으로 위치하였고, C-12시

간의 시료들은 양(+)의 방향으로 위치하였으며 C-24, C-36,

C-45, C-60시간 동안 발효 시간이 증가할수록 발효전(C-0)의

방향으로(좌측) 이동하는 것으로 나타났다. 이러한 결과는 발

효 12시간에 발효가 급격히 일어난 후 시간이 경과할수록 미

생물의 활성이 감소하는 것으로 확인되었다.

IV. 요약 및 결론

본 연구에서는 전주시 중동에 위치한 국립농업과학원 농

업유전자원센터에서 선발한 핵심 콩자원 중 청국장 제조에

사용한 4그룹(C1, C2, C3 및 C4)으로 분류하였다. Bacillus

Subtilis AFY-2 (KACC91988P, AFY2)를 접종한 후 배양실

에서 발효 온도 35oC, 발효 시간은 0, 12, 21, 36, 45, 60시

간 동안 발효시켜 시료로 제조하여 사용하였다. 발효 시간별

로 제조한 시료의 추출물에 대한 생리활성 평가는 항산화 활

성(ABTS, DPPH 라디칼 소거능), 항염증 활성(NO 생성 억

제능), 항비만 활(UCP-1 활성), estrogen, estrogen receptor

alpha의 유사 활성을 분석하였다. 또한 시료와 효능과의 관

계를 종합적으로 평가하기 위해 주성분 분석(PCA)을 실시하

였다.

ABTS, DPPH 활성은 C1, C2, C3, C4의 모든 시료 중에

12시간이 가장 높은 활성이 나타났으며, NO 생성 억제 활성

은 C1, C2, C3, C4의 모든 시료가 대조군 LPS (+)보다 높

은 활성이 나타났다. 또한 UCP-1 활성은 C4-12의 시료가

가장 높게 나타났다. Estrogen, estrogen receptor alpha의

유사 활성은 대조군 CON과 유의성을 t-test로 확인했을 때

전체 시료가 유의적인 효과가 없는 것으로 없었으며, 분산분

석 결과를 살펴보면 estrogen-like 활성은 C1은 C1-21시간,

C2는 분산분석 결과 유의적 차이가 없었으며, C3는 C3-12시

간, C4는 C4-36시간 활성이 증가하였다. Estrogen receptor-α

(ER)의 유사 활성은 대조군 CON과 유의성을 t-test로 확인

했을 때 전체 시료가 유의적인 효과가 없었으며, C1은 C1-

60시간, C2는 C2-21시간, C3은 C3-21시간, C4는 C-0, C-

12시간에 활성이 증가하였다.

주성분 분석(PCA) 결과를 살펴보면 제1주성분(Dim1)에서

36.66%, 제2주성분(PC2)에서 25.90%로 총 62.56%가 나타

났다. ABTS, DPPH 라디칼 소거능, NO 생성 억제능, UCP-

1 활성의 효과가 양(+)의 방향으로 부하 되었고, 상호 연관

성이 있는 것으로 나타났으며, estrogen, estrogen receptor-α

(ER) 유사활성은 음(−)의 방향으로 부하되어 상호 연관성이

있는 것으로 나타났다. 효능과 시료간의 관계를 보면 ABTS,

DPPH 라디칼 소거능 및 NO 생성 억제능은 C1-12, C2-12,

C3-12, C4-12와 C2-21, C3-21, C4-21의 시료와 가까이 위

치하여 12시간, 21시간의 발효 시료가 서로 연관성이 있으

<Figure 7> First (x) and second (y) principal component analysis according to fermentation time of all samples.

Sample code: C1-0~C1-60, C2-0~C2-60, C3-0~C3-60, C4-0~C4-60, refer to <Table 1> for sample identification. Functional components and

physiological activity: ABTS, ABTS activity; DPPH, DPPH activity; estrogen, estrogen-like activity; ER, estrogen receptor-α activity; NO, nitric

oxide inhibition activity; UCP-1, uncoupling protein-1 activity.
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며, 항비만 활성(UCP-1 발현)은 C1-36, C2-36, C3-36, C4-

36의 시료가 가까이 위치하여 36시간에 발효한 시료와 연관

성이 있는 것으로 나타났다. estrogen, estrogen receptor-α

(ER) 유사활성은 발효전의 시료(C1-0, C2-0, C3-0, C4-0)와

48시간, 60시간 발효한 시료가 높은 연관성을 나타냈다. 이

러한 결과는 estrogen, estrogen receptor-α (ER) 유사활성이

발효가 되지 않거나(C-0 시료), 발효 시간이 증가하였을 때,

높게 나타나는 것으로 추측되며 본 연구에서 estrogen,

estrogen receptor-α (ER) 유사활성은 발효에 의한 효과가 높

지 않은 것으로 추측된다. 모든 시료가 PC1을 기준으로 동

일한 발효 시간의 시료는(C-0, C-12, C-21, C-36, C-45, C-

60) 유사한 위치에 놓여서 설명력이 양호함을 알 수 있다. 발

효전(C-0)의 시료들은 음(−)의 방향에 위치하였고, C-12시간

의 시료들은 양(+)에 방향에 위치하였으며 C-24, C-36, C-

45, C-60시간 동안 발효 시간이 증가할수록 발효전(C-0)의

방향으로(좌측) 이동하는 것으로 나타나 발효 12시간에 발효

가 급격히 일어난 후 시간이 경과할수록 미생물의 활성이 감

소하는 것으로 발효 기간의 차이와 제조 방식, 원재료의 품

질 등이 영향을 미쳤을 것으로 추측할 수 있을 것이다. 이러

한 실험 결과를 바탕으로 생리활성 효능이 우수한 발효 시

간은 12시간이 적절한 것으로 보이며 Oh & Eom (2008)의

연구 결과를 보면 발아콩 청국장의 pH 변화가 발효 12시간

이후부터 증가하기 시작하였으며, 발효 중 미생물의 변화도

발효 12시간에 급격히 증가하였음을 알 수 있다. 이러한 변

화는 청국장 발효에 영향을 줄 것이며 본 연구 결과와 비슷

한 경향으로 확인 되었다. 또한 발효 12시간은 에너지 절감

측면에서도 바람직해 보인다. 콩 시료 자원은 C1, C2, C3,

C4가 생리활성 효능이 다르게 나타나 우수한 활성을 보인 자

원의 선별은 이후 관능 평가, 본 연구 실험 외 기능성 물질

탐색 등의 추가 연구를 통해 진행되어야 할 것이다.
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