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논문개요

    다양한 생리적 활성의 기능이 보고되어 온 홍국균(Monascus pilosus)을 현

미와 서리태에 접종하여 홍국 발효물을 생산한 다음, 기능성의 홍국발효곡물 

식초를(이하 홍국식초) 제조하여 in vitro 항당뇨 연구의 시료로 사용하였다. 

제조된 홍국식초의 in vitro 항당뇨 활성의 측정은 α-amylase, α-glucosidase, 

그리고 lipase에 대한 저해활성 및 항산화 활성(ABTS, DPPH, FRAP), 그리고 

지방전구세포인 3T3-L1에 대한 영향을 측정하여 시판되는 천연발효 곡물식초

인 현미식초와 오곡초를 대조군으로 하여 그 결과를 비교 평가하였으며, 실험 

결과는 다음과 같다.

   첫째, 세 가지 식초의 일반 성분(pH 및 총산도) 및 생리활성 성분(총 폴리

페놀함량, 총 플라보노이드 함량, 유기산)을 측정하였다. 세 가지 식초의 pH는 

3.13~3.32, 총산도(%)는 4.00~7.21%로 우리나라 식초의 품질규격 범위 내로 들

어 모든 식초가 식품기준에 적합한 결과를 나타내었다. 총 폴리페놀과 플라보

노이드 함량은 홍국식초가 0.83±0.06mg GAE/mL로 현미식초에 비해 10.8%, 

오곡초에 비해 24.1% 높은 것으로 나타났다. 총 플라보노이드 함량도 홍국식

초가 0.11±0.00mg QE/mL로 현미식초에 비해 9.1%, 오곡초에 비해 36.4% 높

은 함량으로 비교되어 플라보노이드 함량 또한 총 폴리페놀과 유사한 경향을 

보였다. 유기산 함량은 HPLC를 이용하여 분석하였고, acetic acid, citric acid, 

malic acid, lactic acid, succinic acid 총 5가지의 유기산이 검출되었으며, 그 

중 acetic acid 함량이 가장 높은 것으로 나타나 식초의 주요 유기산으로 확인

되었다. 
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   둘째, 항산화 활성을 측정하기 위해 ABTS 라디칼 소거활성, DPPH 라디칼 

소거활성, 환원력(FRAP) 측정을 하였고, 세 가지 항산화 활성에 대한 결과는 

홍국식초가 평균 0.12mM TE/mL로 현미식초보다 1.8배 높았으며, 오곡초보다 

2.7배 높은 것으로 나타나 홍국식초의 항산화활성이 가장 우수한 것으로 나타

났다.

   셋째, 세 가지 식초의 in vitro 소화효소 저해작용을 측정하기 위해 α

-amylase, α-glucosidase, 그리고 pancreatic lipase 저해작용을 각각 측정하였

다.  그 결과  ɑ-amylase와 ɑ-glucosidase 저해활성에 대한 홍국식초의 IC50은 

각각 0.10 mg/mL와 0.09 mg/mL의 농도로 나타났으며, Pancreatic lipase 저해

활성에 대한 홍국식초의 IC50은 0.48 mg/mL로 나타나 세 가지 식초 중 탄수화

물 가수분해 효소 및 지방가수분해 효소에 대한 저해활성이 가장 높은 것으로 

나타났다.

   넷째, 지방전구세포 분화에 대한 영향을 알아보기 전 MTT assay를 통해 3

T3-L1 preadupocytes의 성장에 영향을 주지 않고 세포독성을 나타내지 않는 

농도(50, 500 μg/mL)를 결정하였다. 선택된 농도로 지방세포분화 억제 효과 

평가를 수행하였고, 그 결과 50 μg/mL을 투여하였을 때 보다 500 μg/mL를 

투여하였을 때 지방축적률이 홍국식초는 14.9% 감소하여 67.92%, 현미식초는 

5.13% 감소하여 81.65%, 오곡초는 7.92% 감소하여 83.06%로 측정되었다. 따라

서 세 가지 식초추출물의 지방축적 억제능력은 홍국식초>현미식초>오곡초 순

으로 나타나, 홍국식초 추출물이 현미식초와 오곡초의 추출물보다 lipid drople

t 형성을 저해하는 효과가 가장 높은 것으로 평가되었다.
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   따라서 in vitro 실험결과, 홍국식초는 총페놀화합물, 총플라보노이드, 유기

산 등의 생리활성 성분이 다른 곡물식초에 비해 풍부하며, 항산화 활성도 가

장 우수한 결과로 나타났다. 또한 혈당저하 및 지방 가수분해 효소와 관련된 

소화효소에 대한 저해작용도 가장 높은 것으로 평가되었다. 나아가 홍국식초

는 지방세포의 분화를 효과적으로 억제하는 것으로 나타나 항비만 효과에 따

른 항당뇨에 대한 잠재적 효과가 확인되었다. 따라서 향후 홍국식초의 대사체 

물질 규명과 함께 항당뇨와 항비만에 미치는 생화학적 기전 등의 추가적인 연

구를 수행한다면 건강 기능성식품으로의 활용 가능성이 높을 것으로 기대할 

수 있다.
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Ⅰ. 서론

   현대인의 서구화된 식생활 패턴, 외식의 증가, 운동부족 등의 환경적 요인

은 인간의 다양한 질병과 성인병의 원인으로 지목되어 사회적 문제로 대두되

고 있으며, 특히 당뇨병의 유병률이 증가하고 있다(Jo 등, 2016; Lee 등, 2020). 

2018년 통계청에서 발표한 한국인의 10대 사망 원인 중 당뇨병은 6위를 기록

하고 있으며, 당뇨병의 사망률은 17.1%로 조사되었다.

   당뇨병은 췌장의 β-cell에서의 인슐린 분비장애와 조직에서의 인슐린 저항

성 등으로 발병되며 고혈당이 주요 증상이다(Kang 등, 2014). 혈당 수준이 증

가하게 되면 체내에 활성산소종(reactive oxygen species, ROS)이 과다하게 생

성되어 산화적 스트레스가 높아지는데 이러한 산화적 스트레스의 증가는 인슐

린 분비를 감소시키는 원인으로 알려져 왔다(Cho 등, 2013). 당뇨병은 혈관장

애, 신경병증 등 고혈당 상태가 장기간 지속됨에 따라 심각한 만성 합병증을 

일으키는 질환으로 발병률도 급격히 증가할 뿐만 아니라 유병연령이 점차 낮

아지고 있어 그 심각성이 증대하고 있다(Cha 등, 2009). 또한 당뇨병의 경우 

비만과의 큰 연관성을 보이며 당뇨병이 유발하는 합병증 중 가장 많이 발생하

는 고지혈증의 경우 당뇨병 환자 2명 중 1명이 동반되어 그로 인해 LDL-콜레

스테롤 관리의 중요성이 대두되고 있다(Lee 등, 2020). 현재 당뇨병의 약물치

료로 acarbose, voglibose 등의 ɑ-glucosidase 저해제가 판매되고 있으나 이러

한 저해제는 복용에 따라 구토, 설사 등 부작용이 보고되어 왔다(Mooradian 

등, 1999). 이러한 문제를 해결하기 위해 혈당 상승을 억제하는 천연물에 대한 

관심이 높아지고 있으며, ɑ-glucosidase inhibitor 혹은 ɑ-amylase inhibitor와 

같은 식후 혈당상승의 저해물질을 찾는 연구가 활발하게 진행되고 있다. 예를 

들어, 청미래 덩굴 추출물(Lee 등, 2014), 산사 추출물(Kim 등, 2007), 강원도 

자생 산채 추출물(Kim 등, 2011), 제비꽃 추출물(Lee 등, 2008), 노간주나무 추



- 2 -

출물(Kim 등, 2014), 보리수 열매 식초(Cho 등, 2017) 등 다양한 천연물이 식후 

혈당상승을 억제하는 소재로 탐색되어 왔다. 제 2형 당뇨병과 관련된 in vitro

연구에서, 소화효소 저해제는 주로 ɑ-amylase, ɑ-glucosidase 와 lipase를 대상

으로 그 저해활성의 결과가 보고되고 있다. 식사로 섭취한 탄수화물은 Figure 

1에서와 같이 체내의 탄수화물 가수분해효소에 의해 포도당으로 분해되고 흡

수됨으로써 혈당을 상승시키는데, 이 때 작용하는 효소가 췌장의 α-amylase

와 소장점막의 α-glucosidase이다(Hanefeld 등, 1998). α-Amylase는 탄수화물

의 α-D-1,4-glucan 결합을 분해하는 작용을 하며, α-glucosidase는 

sucrase-isomaltase, trehalase 및 glucoamylase complex로 이루어진 복합체로 

탄수화물 소화단계 중 최종 단계를 촉매하여 포도당으로 전환시키는 작용을 

한다(Figure 1). 따라서 이들 효소의 과잉작용은 탄수화물이 소장에서 분해 및 

흡수되는 속도를 증진시켜 고혈당을 유발할 수 있다(Mcgill 등, 2007). 

ɑ-Amylase와 ɑ-glucosidase 효소작용뿐 아니라, 췌장에서 분비되는 lipase는 

triglyceride의 ester결합을 가수분해하는 효소로서 글리세롤과 지방산을 생성

하며, 분해된 글리세롤과 지방산은 소장의 점막 세포에서 흡수되어 에너지원

으로도 사용되지만 에너지원으로 사용되지 못하고 남은 지방은 체내에 축적되

어 비만의 원인이 된다(Lee 등, 2010). 
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Figure 1. Hydrolysis of starch to glucose catalyzed by α-amylase and        

           α-glucosidase.
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   홍국(紅麴)은 붉은 누룩이라는 뜻으로 쌀에 Monascus속 곰팡이를 배양한 

것으로 중국, 대만에서 보존제나 천연소재로 오래전부터 사용되어 온 식용 곰

팡이류의 하나이다(Jeong 등, 2013). 홍국은 예로부터 식품소재뿐 아니라 적색

의 천연 착색제로도 이용되어 왔는데, 이는 홍국이 성장하는 동안 적색소(rubr

opuntain, monascorubin), 황색소(monascin, ankaflavin) 그리고 자색소(rubropun

ctamine, monascorubramine) 등의 대사산물인 색소를 생산하기 때문이다(Jeon 

등, 2006). 대표적인 홍국균의 2차 대사산물인 Monacolin에는 hydroxy acid K

형, dihydromonacolin K. dehydro monacolion K, monacolin L 및 J형 등 수종

의 유도체가 존재하며, 그 중 K형이 가장 많이 함유되어 있는 것으로 밝혀졌

다(Choi 등, 2004). Monacolin K는 현재 고지혈증 치료제로 사용하고 있는 stati

n 계열의 의약품과 동일한 물질로, cholesterol생합성 효소인 HMG-CoA reduct

ase를 저해하여 혈중 cholesterol수치를 효과적으로 감소시키는 활성을 나타낸

다. 따라서 홍국균의 발효물은 이러한 monacolin K 및 유도체에 의한 콜레스

테롤의 생합성 억제작용을 비롯한, 혈압과 혈당 강하작용, 항암 및 항산화 활

성 등의 다양한 기능성이 보고됨에 따라 새로운 기능성 식품소재로 탐구되어 

왔다(Lee 등, 2015). 최근 mevinolin과 isoflavone 등 특정의 유효활성 성분을 

증강시키기 위하여 홍국 발효콩을 개발하여 항산화 활성과 항고혈압성 활성을 

탐색함은 물론(Jeon 등, 2011), 홍국 발효 콩으로 제조한 두유의 생리적 활성

과 함께 기능성 청국장 등이 개발되어 그 활용 가능성 등이 보고되었다(Kim 

등, 2008;Lee 등, 2009). 또한 홍국발효콩 추출물이 고지방과 고콜레스테롤 식

이로 유도된 실험동물의 혈중지질 상태를 개선함은 물론(Lee 등, 2013), tyrosi

nase와 elastase 등의 저해작용을 통해 미용 건강기능성 소재로서의 활용 가능

성도 연구되어 왔다(Hwang 등, 2016).
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    식초는 술과 함께 인간이 만든 가장 오래된 대표적인 발효 식품 중 하나

이며 최근 식초에 대한 여러가지 효능이 과학적으로 입증되면서 식초의 소비

량은 점점 더 증가되고 있는 추세이다. 단순한 조미 용도의 식초가 다양한 천

연소재를 활용한 기능성 건강음료로 개발되어 건강 보조식품으로 소비되는 경

향이 높아지고 있다(Cho 등, 2013;Lee 등, 2009). 식초에는 원료의 종류에 따라 

초산, 구연산 등의 유기산은 물론 아미노산과 무기질 및 비타민 등의 여러가

지 영양소가 함유되어 있고, 페놀산과 플라보노이드 등의 생리활성 성분도 다

량 함유되어 있어 대표적인 건강 기능성 식품의 하나로 활용되는 추세이다. 

예를 들어, 젖산 분해작용을 통한 피로회복 촉진은 물론, 식후 혈당 상승의 억

제효과로 인한 제 2형 당뇨 및 비만의 예방 효과와 함께 혈압상승억제 및 항

종양효과 등의 다양한 생리활성 작용이 보고되어 왔다(Park 등, 2012;Kim 등, 

2015). 식초는 Figure 2와 같이 제조방법에 따라 발효과정을 거치는 양조식초

와, 빙초산을 희석해서 제조하는 합성식초로 분류된다(Park 등, 2016). 양조식

초는 자연 발효식초와 주정식초로 다시 분류되며, 자연발효식초는 원료의 소

재에 따라 곡물식초와 과실식초로 세분할 수 있다. 현미와 백미 등을 원료로 

한 곡물식초는 곡물 술덧, 곡물 당화액, 알코올, 당류 등을 이용하여 초산발효

과정을 거쳐 생산되며 이는 곡물 사용량이 4% 이상, 총산은 4~29%로 규정하

고 있다(Baek 등, 2013). 최근 식생활의 다양화와 함께 품질이 우수하고 안전

성이 확보된 양조식초에 대한 소비자들의 요구에 따라 새로운 과일이나 채소

류 등을 소재로 한 독특한 풍미의 자연 발효식초가 개발되어 시판되는 추세이

다. 그 밖에 천연소재를 원료로 하여 알코올 발효를 거친 술덧을 2단계 초산

발효를 통해 원료에 함유된 기능성 물질을 약리학적 생리활성 물질로 전환하

는 다양한 기법의 발효기술 등이 적용된 독창적인 식초제품의 생산도 시도되

어 왔다(Park, 2018). 
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Figure 2. Classification of the manufacturing method of vinegar.
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   따라서 본 연구에서는 다양한 생리 활성 기능이 보고되어 온 홍국균을 이

용하여 홍국발효곡물 식초를 제조한 후 시판되고 있는 천연 발효곡물 식초(현

미식초, 오곡초)와 비교·평가하였다. 세 가지 식초에 대한 생리활성 성분 및 

항산화 활성을 분석하여 홍국발효곡물 식초에 대한 기능성 식품 소재로의 활

용 가능성을 연구하고자 하였다. 더불어 소화효소 저해 활성과 3T3-L1 세포에 

대한 지방세포분화 억제 효과를 측정하여 홍국발효곡물 식초의 당뇨 및 비만 

개선을 위한 식품소재 및 건강기능식품으로 사용 가능성에 대한 기초자료로 

제공하고자 하였다.
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Ⅱ. 재료 및 방법

1. 실험재료 및 시약

   실험에 사용된 현미식초와 오곡초는 서울의 백화점에서 구입한 (2019년) 

전통 발효식초이며, 홍국발효곡물 식초(이하 홍국식초)는 성신여자대학교 식품

영양학과 식품화학 연구실에서 제조한 식초를 이용하였다. 홍국식초의 제조방

식은 Figure 3과 같으며, 각 식초에 대한 주요 원재료는 Table 1과 같다. 표준

시약으로 사용한 Folin-Ciocalteu reagent, gallic acid, quercetin, acetic acid, la

ctic acid, citric acid, malic acid, succinic acid, 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl, t

rolox, 2,2’-azion-bis-3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid(ABTS), starch, α-

amylase, α-glucosidase, ρ-nitro-phenyl-α -glucopyranoside, pancreatic lipas

e, p-nitrophenol laurate 모두 Sigma-Aldrich Co. (St. Louis, MO, USA) 제품을 

구입하여 사용하였다.
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Figure 3. Manufacturing process of vinegar using Monascus-fermented grains.
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Table 1. Major ingredient of three vinegars used in this study.

2. 일반성분 및 생리활성 성분 측정

1) pH 및 적정산도 

   식초의 pH는 pH meter (ohaus, Korea)를 이용하여 측정하였다. 총 적정산

도(%)는 중화적정법을 이용하여 관찰하였다. 원심 분리한 식초 의 상등액 10 

mL를 DW로 10배 희석한 후 0.1N NaOH용액으로 적정하여 적정산도를 측정하

였다.

2) 총 페놀함량 

   시료의 총 폴리페놀 함량은 Singleton과 Rossie의 방법(Singleton 등, 1965)

을 일부 변경하여 측정하였다. 추출시료 50 μL에 2% Na2CO3 용액 1 mL을 

가한 다음 3분간 반응시킨 후, Folin-Ciocalteu reagent 50 μL를 혼합하였다. 

모든 시료는 실온의 암소에서 30분 동안 반응시킨 후 700nm에서 흡광도를 측

정하였다. 시료의 총 폴리페놀 함량은 mg gallic acid equivalent (mg GAE/ml)

로 나타내었다.

Sample Major ingredient

Monascus-fermented 

grain vinegar

(MV)

Brown rice and black soybean (1:1, w/w) fermented 

with Monascus pilosus: 50%

Brown rice Vinegar

(BV)
brown rice: 50%

Five kinds of cereals 

vinegar

(CV)

brown rice, barley, waxy millet, 

proso millet, sorghum: 32.7%
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3) 총 플라보노이드함량 

   시료 속에 함유된 플라보노이드 함량은 colormetric method의 방법을 수정

하여 측정하였다(Zhishen 등, 1999). 시료 1 mL에 NaNO2 20 μL를 가한 다음 

5분간 반응시킨 후, 10% AlCl₃20 μL와 1N NaOH 150 μL를 혼합한 후에 51

0 nm에서 흡광도를 측정하였다. 시료의 총 플라보노이드 함량은 mg quercetin 

equivalent (mg QE/mL)로 나타내었다.

4) 유기산 함량 

   식초의 유기산 함량을 측정하기 위해 식초를 원심분리한 후 상층액을 희

석하여 0.20 μm syringe filter로 여과한 후 HPLC-UV로 분석하였다. 표준물질

은 acetic acid, lactic acid, citric acid, malic acid, succinic acid를 사용하였다. 

Acetic acid를 측정하기 위해 preparative HPLC system(KNAUER, Azura)을 사

용하였고, column(Rezex ROA-Organic Acid H+, 300x7.8mm, Phenomenex)에 

시료 30 μL를 주입하고 60℃에서 이동상 용매(0.005N H2SO4)를 1mL/min 속

도로 이동시키면서 UV detector 210nm에서 정량하였다. Lactic acid, citric aci

d, malic acid, succinic acid의 분석은 LC-MS(Agilent Technology, Agilent 6130)

와 Rezex ROA-Organic Acid H+(300x7.8mm, Phenomenex)컬럼을 사용하였다. 

시료 2 μL를 이동상 용매인 0.1% Acetonitrile(A)과 0.1% formin acid(B)로 6

0℃에서 0.5 mL/min 속도로 10분 동안 기울기 용매 조건으로 용출시켜 분석하

였으며, 이동상의 자세한 조건은 Table 2에 나타내었다. 
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Table 2. Operating conditions of LC-MS for determination of organic acid (m

alic acid, succinic acid, citric acid, lactic acid).

3. 항산화 활성 측정

1) ABTS 라디칼 소거활성

   ABTS 라다컬 소거활성을 이용한 황산화력 측정은 ABTS cation decolorizati

on assay 방법에 따라 측정하였다(Re 등, 1999). 7mM의 ABTS(2,2’-azion-bis-

3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid)와 2.45mM의 potassium persulfate를 실

온의 암소에서 24시간 동안 방치하여 ABTS 양이온을 형성시켜 ABTS stock so

lution을 제조하였다. 734 nm에서 흡광도 0.70±0.04로 희석한 ABTS 용액 900

μL에 시료 100 μL를 첨가하여 ABTS 라디컬 소거능을 측정한 다음 각 시료

의 라디컬 소거능은 mg trolox equivalent (mg TE/ml)로 나타내었다.

2) DPPH 라디칼 소거활성

   식초의 항산화 활성은 DPPH (1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl) 라디컬에 대한 

전자 공여능으로 평가하였다(Brand 등, 1995). 시료 100 μL와 0.2 μM DPPH 

용액 900 μL를 첨가한 후 30분 후에 517 nm에서 흡광도를 측정하였다. 표준

물질로 trolox를 이용하여 검량선을 작성한 후, 각 시료의 라디컬 소거능은 mg 

Mobile 

phase

A : Acetonitrile

B : 0.1% formic acid

Gradient

table

Time(min)
Flow

(mL/min)
%A %B

0 0.5 0 100

8 0.5 0 100

10 0.5 50 50
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trolox equivalent (mg TE/ml)로 나타내었다.

3) FRAP (Ferric reducing antioxidant power) 

   Ferric reducing antioxidant power는 식초에 들어있는 특정 성분이 ferric-t

ripyridyltriazine(FeⅢ-TPTZ) sodium acetate trihydrate를 환원시키는 능력을 

측정하였다 (Benzie 등, 1996). 37℃ 항온기에서 15분 예비 반응한 후 시료 50 

µL에 FRAP solution 950 µL 혼합하여 37℃에서 15분간 반응시킨 다음 590 nm

에서 흡광도를 측정하였다. 각 시료의 환원력을 통한 항산화 활성은 mg trolox 

equivalent (mg TE/mL)로 나타내었다.

4. In vitro 소화효소 활성 저해작용 측정

1) ɑ-Amylase 저해작용

   각각의 식초 발효액을 원심분리한 상등액 50 μL와 α-amylase(1.0 U/mL) 

효소 용액 50 μL, 그리고 0.2mM potassium phosphate buffer (pH 6.8) 50 μL

를 첨가하여 37℃에서 10분간 예비 반응시킨다. 이 반응액에 0.2mM potassium  

phosphate buffer(pH 6.8)에 녹인 1% 전분 용액을 0.25 mL를 가하여 다시 3

7℃에서 20분간 반응시킨 다음 DNS 시약을 0.25 mL 첨가하여 100℃에서 10분

간 끓여 발색시킨 후, 바로 냉각하여 증류수 1mL를 첨가한 후 540 nm에서 흡

광도를 측정하였다. 모든 효소 저해 활성의 음성 대조구는 시료 대신에 완충

액을 사용하였으며 시료용액의 첨가구와 무첨가구 사이의 흡광도(optical densi

ty, OD) 차이를 백분율(%)로 나타내었다.

ɑ-Amylase 저해율 (%) = 시료무첨가구

시료첨가구
×
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2) ɑ-Glucosidase 저해 작용

   시료 200uL에 0.5 U/mL α-glucosidase 효소액 100μL(in 0.1M potassium p

hosphate buffer, pH 6.8)를 혼합하여 37℃에서 10분 동안 미리 반응시켰다. 5

mM ρ-NPG(ρ-nitro-phenyl-α-glucopyranoside, in 0.1 M potassium phosphat

e buffer, pH 6.8) 100μL를 가한 후 37℃에서 10분간 반응시킨 후 0.1M Na2C

O3 750uL를 가하여 반응을 정지시켰다. 이때 생성된 ρ-nitrophenol의 양을 

분광광도계를 사용하여 흡광도 405nm에서 측정하였다. 대조구는 배양액 대신 

0.1M Potassium phosphate buffer (pH 6.8)를 사용하였으며, blank는 시료 및 

효소액 대신 0.1M Potassium phosphate buffer (pH 6.8)를 사용하였다. 각 시료

의 효소 억제 활성은 다음 식에 의해 시료 반응구와 무처리구 사이의 흡광도 

차이를 백분율(%)로 나타내었다. 

ɑ-Glucosidase 저해율 (%) = 시료무첨가구

시료첨가구
×

3) Pancreatic lipase 저해 작용

   Pancreatic lipase 저해 활성은 식초 발효액을 원심분리한 상등액 100 μL, 

pancreatic lipase (0.1g/mL) 효소 용액 100 μL, 그리고 200 mM sodium phosp

hate buffer (pH 6.8) 100μL를 혼합하여 37℃에서 15분간 예비 반응시켰다. 

반응 후, sodium phosphate buffer(pH 6.8)에 녹인 5mM p-nitrophenollaurate(p

-NPL) 50 μL를 가하여 30분간 반응시킨 다음, 100 mM Na2CO3 0.75 mL를 

가해 반응을 종결한 후 420 nm에서 흡광도를 측정하였다. 모든 효소 저해 활

성의 음성 대조구는 시료 대신에 완충액을 사용하였으며 시료 용액의 첨가구

와 무첨가구 사이의 흡광도 차이를 백분율(%)로 나타내었다.

Lipase 저해율 (%) = 시료무첨가구

시료첨가구
×
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5. 지방전구세포 분화에 대한 영향

1) 3T3-L1 지방전구세포의 배양 및 분화 유도 

   실험에 사용한 3T3-L1 지방전구세포는 American Type Culture Collection

(ATCC, Manassas, VA, USA)에서 분양 받아 사용하였다. 세포 배양 및 분화에 

사용된 배지는 Dulbecco's modified Eagle's medium(DMEM, Welgene, Daegu, 

Korea)에 10% Donor Bovine Serum(Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, U

SA)와 1% penicillin-streptomycin(P/S, Welgene, Daegu, Korea)를 첨가하여 3

7℃, 5% CO₂환경에서 세포가 confluent 상태가 되기 전에 0.25% trypsin-EDT

A(Welgene, Daegu, Korea)를 이용하여 세포를 떼어낸 후 원심분리하여 계대 

배양하였다. 분화를 유도하기 위해 8 X 10⁴cells/well 밀도로 6well flate (SPL)

에 분주하고 100% confluence가 될 때까지 배양하였다. Confluence 상태로 2

일을 더 배양한 후, 분화를 유도하기 위해 DMEM에 10% Fetal Bovine Serum 

(FBS, Carpricorn Scientific Gmbh, Ebsdorfergrund, Germany), 1% P/S, MDI (0.

5mM 3-isobutyl-1-methylxanthin (IBMX), 1μM dexamethasone, 10 μg/mL ins

ulin)를 첨가하여 배양하였다. 분화 유도 2일 째에는 10% FBS-DMEM 배지에 1 

0 μg/mL insulin이 첨가된 배지로 2일간 배양하고, 4일 째부터는 10% FBS와 

1% P/S만 포함된 DMEM 배지로 이틀에 한 번씩 교체하며 8일까지 배양하였

다. 시료의 처리는 분화 유도 배지 첨가 시점과 동시에 처리하였다
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2) 세포 독성 측정(Cell viability assay)

   시료의 세포증식과 독성은 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazoli

um bromide (MTT, Duchefa, Haarlem, Netherlands) 용액을 사용하여 측정하였

다. 3T3-L1 지방전구세포를 24 well plate에 2.5×10⁴cells/mL로 분주하고 24

시간 동안 배양시킨 다음, 식초 추출액을 5-500μg/ml의 농도로 24시간 처리

하였다. 배지를 제거하고 각 well에 5mg/ml MTT 용액 20μL를 첨가하여 1시

간 동안 37℃에서 배양하였다. MTT 용액을 제거하고 각 well에 DMSO를 200

μL씩 첨가하여 formazan 결정을 용해시킨 후, 96-well plate에 100μl씩 옮겼

다. 최종적으로 microplate reader(Bio-Rad Laboratories,Hercules, CA, USA)를 

사용하여 550nm에서 흡광도를 측정하였다.

3) 지방전구세포 분화 억제 활성(Oil red O Staining)

   식초 추출물 농도에 따른 지방구 형성에 대한 영향은 Oil red O 염색을 통

해 확인하였다. 3T3-L1 세포를 6-well plate에 8×10⁴cells/mL로 분주하고 배

양 및 분화하여 분화 8일 째에 배양액을 제거하였다. 1 x phosphate buffered 

saline (PBS, pH 7.4, Welgene)을 각 well 당 1 mL씩 넣고 2번 세척한 후, 4% 

para-formaldehyde로 30분 간 상온에서 고정하였다. 1 x PBS로 고정액을 세척

하고 완전히 건조시킨 다음, Oil red O 용액을 넣어 1시간 동안 상온에서 염

색하였다. 염색된 지방구는 well을 1 x PBS로 3회 세척하여 현미경으로 관찰

하였다. 이후 isopropanol로 염색된 지방구를 추출하여 520 nm에서 흡광도를 

측정하였다.
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6. 통계처리

   모든 실험 결과의 통계처리는 SPSS (Statical Package for Social Science. 

version 25. SPSS Inc., Chicago, 1L, USA)를 사용하였다. 시료간의 유의성 검정

은 분산분석(ANOVA)과 다중범위검정(Duncan’s multiple range test)으로 

P<0.05 수준에서 실시하였다.
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III. 결과 및 고찰

1. 일반성분 및 생리활성 성분 측정

1) pH 및 적정산도 

   홍국식초, 현미식초, 오곡초의 pH 및 적정산도 결과는 Table 3과 같았다. 

pH의 경우, 3.13-3.32 범위로 나타났으며, 세 가지 식초가 유의적인 차이를 보

였다(P<0.05). 홍국식초의 수소이온 농도는 3.32±0.00으로 시료 중 유의적으로 

가장 낮았으며, 오곡초가 3.13±0.00으로 가장 높게 측정되었다. 그러나 적정 

총산도 (%)의 결과는 홍국식초가 7.21%로 가장 높게 측정되었고, 오곡초 

(5.20%)와 현미식초 (4.00%)의 순으로 나타났다(P<0.05). 식초는 산도에 따라 저

산도 식초(4~5%), 일반산도 식초(6~7%), 2배 식초(12~14%), 3배 식초(18~19%)로 

나누어진다. 산도가 10% 이상인 고산도 식초에 비해 저산도 식초와 일반산도 

식초는 신맛이 부드러워 음식 고유의 맛과 풍미를 살려주는 특징을 지니고 있

다(Park 등, 2018). 현미식초와 오곡초는 각각 4.00, 5.20%로 저산도 식초에 해

당하며, 홍국식초는 7.21%로 일반산도 식초에 해당되는 것으로 나타났다. 우리

나라 식초의 품질규격은 총산의 경우 초산으로서 4.0~29.0%의 범위로 규정하

고 있어 모든 시료가 식품기준에 적합한 결과를 보이는 것으로 나타났다(Na 

등, 2013).
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Table 3. pH and titratable acidity(%) of vinegar samples.

MV: Monascus-fermented grain vinegar, BV: Brown rice Vinegar CV: Five kin

ds of cereals vinegar. All values are means of determinations in three indepe

ndent experiments. Values are means±standard deviation. 1) Means with diffe

rent superscripts in a column (a-c) are significantly different at p<0.05 by D

uncan’s multiple range test.

sample pH Acidity(%)

MV 3.32±0.00a1) 7.21±0.16a

BV 3.14±0.00c 4.00±0.01c

CV 3.13±0.00b 5.20±0.01b
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2) 총 폴리페놀 함량 

   폴리페놀 화합물은 식물계에 널리 분포되어 있는 2차 대사산물 중의 하나

로 다양한 구조와 분자량을 가지며, 이러한 폴리페놀 화합물은 penolic 

hydroxy기를 가지고 있어 단백질 및 기타 거대 분자들과 결합하는 성질을 나

타내며, DNA를 보호하고, 세포구성 단백질 및 효소를 보호하는 역할을 한다

(Bidlack 둥, 2000). 과일이나 채소에서의 폴리페놀은 강하게 결합된 상태로 존

재하여 쉽게 흡수될 수 없는데, 알코올에서는 수용성 상태로 존재하여 생물학

적 이용성이 증진되는 장점이 있고, 알코올에서 유래된 제품 역시 폴리페놀 

화합물로 인한 항산화 작용을 기대할 수 있다(Alonso 등, 2004). 3가지 식초

(MV, BV, CV)의 총 폴리페놀 함량을 측정한 결과는 Figure 4와 같다. 홍국식

초의 경우, 총 폴리페놀 함량을 gallic acid 등량값으로 환산할 때 

0.83±0.06mg GAE/mL로 가장 높았으며, 현미식초가 0.74±0.02mg GAE/mL으

로 다음 순이었으며, 오곡초가 0.63±0.01mg GAE/mL로 총 폴리페놀 함량이 

가장 적은 것으로 나타났다. 홍국식초는 현미식초에 비해 폴리페놀 함량이 

10.8%, 오곡초에 비해 24.1% 높은 것으로 나타났다. 이전 연구에 따르면, 홍국

발효 콩을 첨가한 시료의 총 페놀 함량이 현미 식초보다 높은 것은 이소플라

본 등의 다양한 폴리페놀 화합물이 함유되었기 때문으로 보고되었다(Hwang 

등, 2016). 또한 인칼균(Incalgyun) 첨가 잡곡식초의 총 폴리페놀함량은 

0.28~0.41 mg/mL로 보고되었으며(Woo 등, 2010), 당근식초의 총 폴리페놀함량

은 0.18 mg/mL(Kim 등, 2018), 막걸리 종초를 농도별로 첨가하여 제조한 토마

토 식초의 총 폴리페놀 함량은 0.23~0.31 mg/mL(Lee 등, 2018)로 나타나 본 연

구에 사용한 세 가지 식초의 총 폴리페놀 함량이 다른 소재의 식초들보다 높

은 것으로 비교되었다. 
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Figure 4. Total phenol contents of vinegar samples.

MV: Monascus-fermented grain vinegar, BV: Brown rice Vinegar CV: Five 

kinds of cereals vinegar. All values are means of determinations in three 

independent experiments. Values are means±standard deviation. Means with 

the same lettered superscripts on the bar are not significantly different at 

the 5% level.
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3) 총 플라보노이드 함량 측정

   플라보노이드는 폴리페놀에 속하는 화합물로 주로 anthocyanidins, 

flavonols, flavones, cathechins 및 flavanones 등으로 구성되어 있으며, 이러한 

플라보노이드는 항산화작용, 항염, 면역증강 등 다양한 생리활성 효과를 보이

는 것으로 알려졌다(Park 등, 2012). 식이성 플라보노이드에 대한 연구는 

catechin과 quercetin을 중심으로 2000년 이후에 활발히 이루어졌다. 플라보노

이드는 in vitro와 in vivo의 여러 연구 결과에서 암세포의 증식, 전이, 혈관 생

성을 억제하고 세포자멸사를 일으켜 항종양 효능을 나타낸다고 보고되는 등 

높은 평가를 받고 있다(Ravishankar 등, 2013). 본 실험에 사용된 홍국식초, 현

미식초, 오곡초의 총 플라보노이드 함량을 측정한 결과는 Figure 5와 같다. 홍

국발효 곡물식초의 경우, quercetin 등량값으로 나타낼 때, 0.11±0.00mg 

QE/mL로 가장 높았으며 현미식초는 0.10±0.00mg QE/mL, 오곡초는 

0.07±0.00mg QE/mL로 가장 낮은 함량으로 비교되었다 (P<0.05). 홍국발효식

초는 현미식초에 비해 플라보노이드 함량이 9.1%, 오곡초에 비해 36.4% 높은 

것으로 각각 나타나 플라보노이드 함량 또한 총 폴리페놀과 같은 경향을 보였

다. 이 같은 결과는 잡곡류 등의 곡류만 원료로 하여 식초를 제조할 때 보다, 

곡류와 함께 콩을 첨가하여 제조한 식초의 총페놀 함량이 플라보노이드 함량

의 증가로 인해 모두 증가한 것으로 평가할 수 있다. 당근식초의 총 플라보노

이드 함량은 0.1 mg/mL이라 보고하였는데(Kim 등, 2018), 본 연구에서 사용된 

세 가지 식초 중 오곡초를 제외한 홍국식초와 현미식초의 플라보노이드 함량

이 더 높은 것을 알 수 있다.
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Figure 5. Total flavonoid contents of vinegar samples.

MV: Monascus-fermented grain vinegar, BV: Brown rice Vinegar CV: Five 

kinds of cereals vinegar. All values are means of determinations in three 

independent experiments. Values are means±standard deviation. Means with 

the same lettered superscripts on the bar are not significantly different at 

the 5% level.
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4) 유기산 정량

   홍국식초, 현미식초, 오곡초에 함유된 유기산은 acetic acid, malic acid, c

itric acid, lactic acid, succinic acid로 총 5가지의 유기산이 검출되었다. 표준

시약과 세 가지 식초의 HPLC chromatogram은 Figure 6 및 Figure 7과 같으

며, 세 가지 식초에 함유된 유기산의 함량을 mg%로 나타낸 결과는 Table 4

와 같다(Park 등, 2012). 유기산은 식초의 산미와 지미에 영향을 주어 식초 

품질에 중요한 영향을 미친다. 특히 식초의 양조과정 중 Acetobacter균의 작

용에 의해 생성되는 acetic acid는 식초의 주성분으로 발효 공정 관리의 지

침이 된다(Park 등, 2012). 본 실험에서 분석한 세 가지 식초 모두 5가지 유

기산 중 acetic acid 함량이 가장 높은 것으로 나타났다. 총 유기산에 대한 

acetic acid의 비율(A/T)은 홍국식초가 0.98, 현미식초가 0.94, 오곡초가 0.87

로 나타나 홍국식초가 총 유기산 함량 대비 acetic acid 함량이 높은 것으로 

나타났다. Citric acid와 malic acid는 시료 간 유의적인 차이가 없었으며, cit

ric acid는 5가지 유기산 중 함량이 가장 적은 것으로 확인되었다. Succinic 

acid는 오곡초가 25.00±5.06 mg%로 나타나 가장 적게 함유되어 있었다. cit

ric acid, malic acid, 그리고 succinic acid는 원료에 함유된 성분이 식초로 

이행하거나 발효 중 부산물로 생성되는 것으로 추정하였다(Lee 등, 1999). L

actic acid는 오곡초가 490.73±62.63 mg%로 가장 높았으며, 현미식초가 193.

97±34.58 mg%로 다음으로 높았으며, 홍국식초가 60.29±1.21 mg%로 가장 

적게 함유된 것으로 나타났다. 식초에서 lactic acid가 검출되는 이유는 식초

제조를 위한 당질의 알코올 발효 초기에 젖산균이 번식하여 생성된 것이라

고 보고하였다(Shoji 등, 1963;Entani 등, 1985). 세 가지 식초에 대한 총 유기

산 함량은 홍국식초>오곡초>현미식초 순으로 나타났다. 시판 현미식초에 주

정을 첨가하여 발효를 진행할 때 acetic acid 함량은 6240~6890 mg%(Kim 
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등, 2009)로 홍국식초와 비슷한 결과를 나타냈지만 현미식초와 오곡초는 이

보다 낮은 것으로 나타났다. 현미식초에 주정을 첨가하여 발효를 진행한 식

초의 lactic acid는 50mg%로 본 실험에서 연구된 세 가지 식초보다 적게 함

유된 것으로 비교되었다.

Figure 6. Chromatograms of organic acid standards.
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(A) (B) (C)
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(A) (B) (C)

Figure 7. Chromatograms of vinegar samples.

(A) Monascus-fermented grain vinegar, (B) Brown rice vinegar, (C) Five kinds of cereals vinegar.
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Table 4. Organic acid contents of vinegar samples.

MV: Monascus-fermented grain vinegar, BV: Brown rice Vinegar CV: Five kinds of cereals vinegar. All values are means of d

eterminations in three independent experiments. Values are means±standard deviation. 1) Means with different superscripts in 

a row (A-C) and a column (a-c) are significantly different at p<0.05 by Duncan’s multiple range test.

vinegar
organic acid (mg%)

Total organic acid
acetic acid citric acid malic acid lactic acid succinic acid

MV 6830.17±87.61aA1) 0.43±0.06B 7.43±1.41B 60.29±1.21cB 37.84±2.55aB 6936.16±92.84a

BV 3673.03±16.02cA 0.47±0.01C 7.09±1.22C 193.97±34.58bB 38.71±3.19aC 3913.26±55.02c

CV 5663.30±29.63bA 0.59±0.01C 6.55±1.48C 490.73±62.63aB 25.00±5.06bC 6186.16±98.81b
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3. 항산화 활성 측정

1). ABTS 라디칼 소거활성

   ABTS 라디칼 소거활성은 ABTS diammonium salt와 potassium persulfate와

의 반응에 의해 생성된 ABTS free radical이 식초 시료의 항산화 물질에 의해 

제거되어 free radical 특유의 청록색이 탈색되는 정도를 측정하여 항산화제인 

trolox 등량값으로 나타낸 결과는 Table 5와 같다(Lee 등, 2014). ABTS 라디칼 

소거활성 결과는 홍국식초가 0.15±0.00mg TE/mL로 가장 높았다. 홍국식초는 

현미식초(0.13±0.00mg TE/mL)에 비해 소거활성이 1.1배 높았으며, 오곡초

(0.09±0.00mg TE/mL)보다 소거활성이 1.7배 높은 것으로 나타났다. 

2) DPPH 라디칼 소거활성

   DPPH는 ascorbic acid, tocopherol, polyhydroxy 방향족 화합물, 방향족 아

민류에 의해 전자나 수소를 받아 불가역적으로 안정한 분자를 형성하여 환원

되어짐에 따라 짙은 자색이 탈색되어지는 원리를 이용하여 다양한 천연소재로

부터 항산화 물질을 탐색하기 위해 많이 이용되고 있다(Jeong 등, 2009). 

DPPH 라디칼 소거활성 결과는 홍국식초가 0.07±0.00mg TE/mL으로 가장 높

았으며, 현미식초(0.01±0.00mg TE/mL) 보다 소거활성이 7배 높았으며, 오곡초

(0.02±0.00mg TE/mL)보다 3.5배 높은 것으로 나타났다. 

3) FRAP(ferric reducing antioxidant power) 

   FRAP 활성은 화합물의 환원력(ferric reducing ability)을 측정하는 것으로 

Fe3+-TPTZ이 환원제에 의해서 Fe2+-TPTZ으로 환원되는 원리를 이용한 것이

며, 이는 DPPH 및 ABTS 실험방법과는 다른 메커니즘의 항산화 활성 측정 방

법이다(Jung 등, 2017;Yoo 등, 2007). 홍국식초의 환원력은 0.25±0.00mg 
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TE/mL으로 가장 높았으며, 현미식초와 오곡초는 각각 0.13±0.00mg, 

0.07±0.00mg TE/mL으로 나타났다. 따라서 세 가지 시료 중 오곡초는 가장 환

원력이 낮은 것으로 나타났다.

   세 가지 식초의 전체적인 항산화 활성 결과는 Table 5와 같다. 홍국식초는 

평균 항산화활성이 0.12mg TE/mL로 나타나 항산화능이 가장 높은 것으로 나

타났으며, 현미식초보다 1.8배, 오곡초보다 2.7배 높은 것으로 나타났다

(p<0.05). 항산화 활성의 지표 물질은 Phenolic acid와 flavonoid 화합물이라 하

였으며, Phenolic 화합물의 농도가 상승할수록 증가한다고 보고하였다(Kang 

등, 1996). 또한 현미 식초에 비해 홍국발효 콩 함유 식초의 DPPH와 ABTS 라

디칼 소거능이 최대 6.3~7.9배 더 높은 것으로 나타났으며, 이는 홍국발효 콩

에 함유된 이소플라본 등의 항산화 물질이 기초 기질에 용출되어 나타난 결과

라고 보고하였다(Hwang 등, 2016). 또한 홍국균 발효콩의 isoflavones 함량을 

측정하였을 때 대부분이 발효과정 중 aglycon 형태로 전환되어 체내 이용률이 

높고 유해한 활성산소를 제거하는 항산화 활성이 높다고 보고되었다(Kim 등, 

2008). 따라서 본 연구에서 DPPH 및 ABTS 라디칼 소거활성, 환원력을 분석한 

결과, 항산화활성과 항산화성분(폴리페놀, 플라보노이드 함량)이 유사한 경향

을 나타내는 것으로 보아, 식초의 항산화활성에 주요 관여물질을 폴리페놀, 플

라보노이드 성분인 것으로 사료되며, 홍국식초가 현미식초와 오곡초 보다 항

산화 활성이 우수하며, 항산화 성분이 보다 풍부한 식초인 것으로 사료된다.
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Table 5. Antioxidant activity of vinegar samples.

MV: Monascus-fermented grain vinegar, BV: Brown rice Vinegar CV: Five kin

ds of cereals vinegar. All values are means of determinations in three indepe

ndent experiments. Values are means±standard deviation. 1) Means with diffe

rent superscripts in a row (A-C)  and  a column (a-c) are significantly differ

ent at p<0.05 by Duncan’s multiple range test.

vinegar

mg TE/mL

ABTS

radical scavenging

DPPH

radical scavenging
FRAP

MV 0.15±0.00aB1) 0.07±0.00C 0.25±0.00aA

BV 0.13±0.00bA 0.01±0.00B 0.13±0.00bA

CV 0.09±0.00cA 0.02±0.00C 0.07±0.00cB
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4. In vitro 소화효소 활성 저해작용 

1) ɑ-Amylase 저해작용

   α-Amylase는 전분이나 글리코겐과 같이 α-결합의 glucose로 구성되어 있

는 다당류의 α-D-(1,4)-glucoside 결합을 분해하는 효소로서, 탄수화물 대사에 

필수적인 효소이다(Lee 등, 2008). 이러한 효소의 활성이 저해될 경우, 식사를 

통해 체내로 들어온 전분의 분해와 흡수가 감소되어 혈중으로 유리되는 당의 

양이 감소됨으로써 혈당 조절 역할을 할 수 있다. 따라서 인슐린 비의존형 당

뇨와 비만 및 고혈당증과 같은 질환에서 혈당상승에 관여하는 α-amylase의 

저해활성은 혈당 상승억제 지표로서의 역할을 한다(Kim 등, 2011). 세 가지 식

초 추출물의 in vitro 소화효소에 의한 항당뇨 활성을 알아보기 위해 

ɑ-amylase 저해 활성을 측정한 결과는 Figure 8과 같다. 세 가지 식초 모두 

농도 의존적(0.01, 0.05, 0.1, 0.2, 0.3 mg/mL)으로 α-amylase 저해활성이 유의

적으로 증가하는 것으로 나타났다(p<0.05). 특히 0.05 mg/mL 이후부터 홍국식

초의 α-amylase 저해활성은 현미식초와 오곡초에 비해 유의적으로 더 높은 

저해활성을 갖는 것으로 비교되었다(p<0.05). 홍국식초의 경우, 0.2 mg/mL일 

때 α-amylase 저해활성은 91.33%로 나타나 현미의  36.25%, 오곡식초의 

38.20%에 비해 모두 50% 이상 더 높은 저해활성으로 비교되었다. 또한 0.3 

mg/mL 농도일 때, 99%의 저해율을 나타내어 선행연구에서 보고된 삼잎국화, 

꾸지뽕 열매 및 잎, 줄기를 이용하여 제조한 식초 원액의 α-amylase 저해효

과인 80-90%(Ko 등, 2017) 보다 더 높은 저해활성을 보여 주었다. 
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Figure 8. Effect of vinegar samples on the ɑ-amylase inhibition activity 

MV: Monascus-fermented grain vinegar, BV: Brown rice Vinegar CV: Five kin

ds of cereals vinegar. All values are means of determinations in three indepe

ndent experiments.  Means with the same lettered superscripts on the bar are not 

significantly different at the 5% level. 
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2) ɑ-Glucosidase 저해작용

   α-Glucosidase는 소장점막의 미세융모막에 존재하는 효소로서, 다당류의 

탄수화물을 단당류로 분해하여 탄수화물의 소화와 흡수에 필수적으로 관여하

는 효소인 동시에 경구혈당강하제로 사용되고 있다(Standl 등, 1999). 

ɑ-Glucosidase의 활성이 저해되면 포도당 흡수가 억제되어 식후의 혈당상승을 

감소시킬 수 있다. 특히 저혈당의 부작용을 일으키지 않는 큰 장점을 갖고 있

어 α-glucosidase 저해 활성을 갖는 천연물질에 대한 탐색은 활발하게 진행되

어 왔다(Kim 등, 2009). 따라서 본 연구에서는 in vitro 소화효소 저해활성을 

통한 식초 시료의 항당뇨 활성을 알아보기 위해 ɑ-glucosidase 저해 활성을 측

정한 결과는 Figure 9와 같다. 그림과 같이 세 가지 식초시료의 각기 다른 농

도(0.01, 0.05, 0.1, 0.15, 0.2 mg/mL)에 따른 α-glucosidase 저해활성의 결과는 

농도 의존적으로 증가하였다. 홍국식초의 경우, 모든 농도에서 α-glucosidase 

저해활성은 다른 식초보다 유의적으로 높게 나타났다(p<0.05). 예를들어, 홍국

식초는 0.2 mg/mL일 때 α-glucosidase 의 저해활성이 98.98%까지 증가하였으

나, 현미식초와 오곡초는 0.3 mg/mL일 때 비로소 각각 95.40%와 96.42%로 나

타나 홍국식초가 상대적으로 1.5배나 낮은 농도에서도 보다 더 강한 저해활성

을 갖는 것으로 평가되었다. 보리수 열매 식초를 60일간 자연 발효 시켰을 때, 

α-glucosidase저해 활성은 원액 식초에서 85.42%라고 보고하여(Cho 등, 2017), 

홍국식초의 α-glucosidase 저해 활성이 상대적으로 매우 높다는 것을 알 수 

있다. 
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Figure 9. ɑ-glucosidase inhibition activity of vinegar samples. 

MV: Monascus-fermented grain vinegar, BV: Brown rice Vinegar CV: Five 

kinds of cereals vinegar. All values are means of determinations in three 

independent experiments. Means with the same lettered superscripts on the 

bar are not significantly different at the 5% level. 
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3) Pancreatic lipase 저해작용

   식이로 섭취한 지방의 분해와 흡수는 장내 낮은 pH에 의한 물리․화학적인 

지방의 변화와 함께, 여러 가지 소화효소의 작용이 동반되는 매우 복잡한 경

로를 거쳐 진행된다(Kim 등, 2011). 이중 pancreatic lipase는 지방의 물질대사

에 관여하는 효소로, 지방의 소화를 진행하고 장내 상피세포가 분해 산물을 

흡수하도록 돕는다. 따라서 lipase의 활성이 저해되면, 혈중의 지방흡수를 저하

시킬 수 있어 체중 증가와 더불어 당뇨, 동맥경화, 심혈관질환 등의 위험에 노

출되는 것을 방어할 수 있다(Kim 등, 2006). 본 연구에서 세 가지 식초 추출물

의 lipase 저해 활성을 측정한 결과는 Figure 10과 같이 나타났다. 그림에서와 

같이 모든 식초 추출물은 전체적으로 농도(0.2, 0.4, 0.6, 0.8, 1 mg/mL) 의존적

인 lipase 저해활성의 경향을 나타내었다 (p<0.05). 홍국식초의 경우, 0.2 

mg/mL에서의 저해활성이 19.31%에서 1 mg/mL의 농도일 때 97.50%까지 증가

하였고, 현미식초와 오곡초의 경우도 각각 23.21%에서  97.41%,  9.21%에서  

96.28%까지 저해활성이 증가하는 것으로 나타났다. 보리수 열매 식초를 60일

간 자연 발효 시켰을 때 pancreatic lipase 저해 활성은 원액 식초에서 53.66%

라는 결과(Cho 등, 2017)와 비교하면, 본 연구에 사용한 세 가지 식초 추출물

의 지방 분해효소의 활성이 더 높다는 것을 알 수 있다. 세 가지 식초 시료 

간의 지방분해 효소인 pancreatic lipase에 대한 유의적인 저해활성의 크기는 

0.4-0.8mg/mL 농도에서 홍국식초가 약간 더 높은 것으로 비교되었다.
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Figure 10. lipase inhibition activity of vinegar samples.

MV: Monascus-fermented grain vinegar, BV: Brown rice Vinegar CV: Five kin

ds of cereals vinegar. All values are means of determinations in three indepe

ndent experiments. Means with the same lettered superscripts on the bar are 

not significantly different at the 5% level. 
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   한편, 세 가지 식초 추출물의 소화효소 저해작용에 대한 IC50 (Half maximal 

inhibitory concentration)을 측정한 결과는 Table 6과 같다. ɑ-Amylase와 

ɑ-glucosidase 저해활성에 대한 홍국식초의 IC50은 각각 0.10 mg/mL와 0.09  

mg/mL의 농도로 나타나 세 가지 식초 중 탄수화물 가수분해 효소에 대한 저

해활성이 가장 높은 것을 확인할 수 있다. 특히 동일농도에서 positive control

인 acarbose 저해활성에 비해, 홍국식초 추출물은 ɑ-amylase는 50%, 

ɑ-glucosidase는 90%의 저해활성을 각각 함유하는 것으로 비교되었다. 혈당 조

절제이면서 비만억제의 수단으로 개발된 acarbose는 설사와 복통 등의 부작용

이 보고되어 천연소재의 대체물의 탐색은 매우 필요한 실정이다. Pancreatic 

lipase 저해활성에 대한 홍국식초의 IC50은 0.48 mg/mL로 나타나, 다른 식초에 

비해 지방가수분해 효소에 대한 저해활성이 높은 것으로 비교되나, positive 

control로 사용한 orlistat에 비하면 약 15% 활성을 갖는 것으로 평가되었다.

Oristat 역시 비만과 당뇨 치료물질로 그 효능이 우수하지만 위장장애, 과민증, 

담즙분비 장애, 그리고 지용성 비타민 흡수 억제 등의 부작용이 나타나는 것

으로 보고되었다(Kim 등, 2018). 따라서 탄수화물과 지방의 소화효소를 억제하

는 동시에 부작용이 없거나 위해 요소가 미미한 새로운 소재를 탐색하고자 실

행한 본 연구의 결과는, 곡물식초인 현미와 오곡식초에 비해 홍국발효물을 이

용한 홍국식초가 소화효소인 ɑ-amylase, ɑ-glucosidase, 그리고 pancreatic 

lipase에 대해 뚜렷한 저해활성을 갖는 것으로 측정되었다. 그러나 지방가수분

해 효소에 대한 홍국식초의 저해활성은 대조군인 oristat에 비해 미약한 것으

로 비교되었다. 

   본 실험의 이 같은 결과는, 세 가지 식초 추출물에 함유된 총 폴리페놀 함

량, 총 플라보노이드 함량, 그리고 유기산 함량과 밀접하게 관계되는 것으로 

나타났다. 즉 홍국식초>현미식초>오곡초 순으로 이들 생리활성 성분의 함량이 

높게 나타나, 이들 결과에 따라 세 가지 소화효소에 대한 저해활성도의 순서
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도 동일하게 측정되었다. 따라서 본 실험에 사용한 곡물식초의 소화효소 저해

활성은, 자체 내에 함유된 페놀화합물과 유기산의 농도에 따른 결과로 추정되

지만 구체적인 관련 화합물은 추후의 연구를 통해 밝혀내야 한다. 특히 세 가

지 소화효소들에 대한 저해활성이 가장 우수했던 홍국식초의 대사체 물질 규

명과 함께 항당뇨와 항비만에 미치는 생화학적 기전 등이 추가적인 연구를 통

해 규명되어야 할 것이다. 

Table 6. IC50 value of digestive enzyme inhibition activity of vinegars and 

positive controls.

MV: Monascus-fermented grain vinegar, BV: Brown rice Vinegar CV: Five 

kinds of cereals vinegar. IC50 : Half maximal inhibitory concentration. All 

values are means of determinations in three independent experiments. Values 

are means±standard deviation. 1) Means with different superscripts in a row 

(A-C) and a column(a-d) are significantly different at P<0.05 by Duncan’s 

multiple range test.

IC50 (mg/mL)

ɑ-amylase 

inhibition activity

ɑ-glucosidase 

inhibition activity

pancreatic lipase

inhibition activity

MV 0.10±0.00cB1) 0.09±0.00dC 0.48±0.00bA

BV 0.22±0.00bB 0.11±0.00bC 0.50±0.01bA

CV 0.23±0.01aB 0.12±0.00aC 0.55±0.01aA

Acarbose 0.05±0.01d 0.10±0.01c -

Orlistat - - 0.07±0.01c
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5. 지방전구세포 분화에 대한 영향

1) 세포 독성 측정( Cell viability assay)

   세 가지 식초 추출물의 3T3-L1 지방전구세포(preadipocyte)에 대한 세포독

성 여부를 조사하기 위해 MTT assay를 실시하였다. 일반적으로 세포의 적정 

생육 조건은 pH 6.9-7.8의 범위로 알려진다(Park 등, 2014). 식초시료 추출물에 

함유된 유기산 성분이 세포의 생육에 영향을 미치는 것을 방지하기 위해 추출

물의 pH를 평가한 결과, 모든 시료의 pH는 7로 측정되었다. 3T3-L1 전지방세

포의 생존에 미치는 시료의 영향을 조사하기 위해 각 시료의 농도를 50, 100, 

500, 1000, 5000 μg/mL의 농도로 24시간 처리하였을 때, 지방전구세포의 생존

율을 측정한 결과는 Figure 11과 같다. 세포만 배양한 대조군(control)의 생존

율을 100%로 기준했을 때, 세 가지 식초 시료 모두 50–500 μg/mL까지는 80% 

이상의 생존율을 유지하였으나, 처리농도가 증가할수록 세포의 생존율이 감소

하는 것으로 나타났다. 따라서 3T3-L1 지방전구세포의 성장에 영향을 주지 않

고 세포독성을 나타내지 않는 농도인 50 μg/mL과 500 μg/mL에서 지방세포

분화에 대한 억제 효과 평가를 수행하였다.
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Figure 11. Effects of vinegars on cell viability of 3T3-L1 preadipocytes.

3T3-L1 preadipocytes were treated with various concentrations (0, 5, 50, 100 

and 500ug/mL) of vinegars. (A) Monascus-fermented grain vinegar (B) Brown 

rice vinegar (C) Five cereals vinegar. Cell viability was calculated using MTT 

assay. MDI: 0.5mM 3-isobutyl-1-methylxanthin (IBMX), 1μM dexamethasone, 

10μg/ml insulin. All values are means of determinations in three independent 

experiments. Values are means±standard deviation. Means with the same 

lettered superscripts on the bar are not significantly different at the 5% 

level.
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2) 3T3-L1 지방전구세포의 lipid droplet 생성에 미치는 영향

   세 가지 식초 추출물이 3T3-L1 전지방세포의 지방구 형성에 미치는 영향

을 확인하였다. 지방전구세포의 분화 유도와 함께 식초 추출물이 독성을 나타

내지 않는 농도(50, 500 μg/mL)로 처리할 때, 지방구 형성에 미치는 영향을 

측정하기 위하여 Oil Red O 염색한 후 lipid droplet 생성 정도를 위상차 현미

경으로 관찰한 결과는 Figure 12(A)와 같다. 그림에서 보듯이, 대조군의 세포

질 내 lipid droplet의 형성은 과다하게 축적되었으나, 식초추출물 시료의 처리

군은 지방구 형성이 억제되는 것으로 나타났으며, 특히 홍국식초의 처리군 

(500 μg/mL)에서 lipid droplet 형성이 다른 시료군에 비해 유의적으로 보다 

더 억제되는 것으로 나타났다(P<0.05). Lipid droplet은 지방세포의 분화 중 생

성되는 인지질 단분자층으로 둘러싸여 있는 비활성 소낭으로, 소포체의 이중

막 사이에 중성지방과 cholesterol이 축적되어 만들어진다(Padilla 등, 2016). Oil 

Red O는 중성지방 및 cholesterol만 염색시키고 그 외 인지질이나 유리지방산 

등은 염색시키지 않기 때문에 lipid droplet을 염색하여 지방전구세포의 지방 

축적 정도를 확인 할 수 있다(Kim 등, 2018). 

   염색된 세포를 isopropanol로 용출시켜 세포 내 지방축적 정도를 측정한 결

과는 Figure 12(B)에 나타내었다. 세포만을 배양한 대조군의 지방축적 정도를 

100%로 하였을 때, 식초추출물 시료의 투여량이 증가함에 따라 지방축적 정도

가 농도 의존적으로 감소하는 경향을 보여 주었다(P<0.05). 각 식초 추출물의 

농도를 500 μg/mL으로 처리한 결과는 Figure 12(B)에서와 같이 50 μg/mL을 

투여하였을 때 보다 지방축적률이 홍국식초는 14.9% 감소하여 67.92%, 현미식

초는 5.13% 감소하여 81.65%, 오곡초는 7.92% 감소하여 83.06%로 측정되었다. 

따라서 세 가지 식초추출물의 지방축적 억제능력은 홍국식초>현미식초>오곡초 

순으로 나타나, 홍국식초 추출물이 현미식초와 오곡초의 추출물보다 lipid 
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droplet 형성을 저해하는 효과가 가장 높은 것으로 평가되었다. 이 같은 결과

는, 토마토 식초(Lee 등, 2018)와 미나리 발효 식초(Park 등, 2014)의 3T3-L1 

세포에 대한 지방 축적률이 500 μg/mL에서 모두 약 70%라고 한 결과와 유사

하지만, 본 실험의 홍국식초는 67.92%로 나타나 이들 시료들 보다 홍국식초의 

지방축적 억제능력이 보다 우수할 것으로 기대되었다. 



- 44 -

(A)
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(B)

Figure 12. Inhibitory effects of vinegars on Oil Red O staining and lipid 

accumulation in differentiated 3T3-L1 adipocytes.

MV: Monascus-fermented grain vinegar, BV: Brown rice Vinegar CV: Five 

kinds of cereals vinegar. (A) Intercellular triglycerides were stained with Oil 

Red O and observed 20x magnification. (B) Quantified by measuring the lipid 

accumulation. MDI : 0.5mM 3-isobutyl-1-methylxanthin (IBMX), 1μM 

dexamethasone, 10μg/ml insulin. All values are means of determinations in 

three independent experiments. Values are means±standard deviation. Means 

with the same lettered superscripts on the bar are not significantly different 

at the 5% level.
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Ⅳ. 요약 및 결론

    다양한 생리적 활성의 기능이 보고되어 온 홍국균(Monascus pilosus)을 현

미와 서리태에 접종하여 홍국 발효물을 생산한 다음, 이들 발효곡물을 이용하

여 홍국발효곡물 식초를 제조하여 in vitro 항당뇨 효과를 측정하였다. 제조된 

식초의 in vitro 항당뇨 활성의 측정은 α-amylase, α-glucosidase, 그리고 

lipase에 대한 저해활성 및 항산화 활성(ABTS, DPPH, FRAP), 그리고 지방전구

세포인 3T3-L1에 대한 영향을 측정하여 시판되는 천연발효 곡물식초인 현미

식초와 오곡초를 대조군으로 하여 그 결과를 비교 평가한 결과는 다음과 같

다.

1. 세 가지 식초의 pH는 3.13~3.32였으며, 총산은 4.00~7.21%로 우리나라 식초

의 품질규격인 4.0~29.0%의 범위 내에 분포되어 모든 시료가 식품기준에 적

합한 품질규격으로 나타났다.

2. 총 폴리페놀 함량을 gallic acid 등량값으로 환산할 때 홍국식초가  0.83±0.

06mg GAE/mL로 가장 높았으며, 현미식초가 0.74±0.02mg GAE/mL으로 다

음 순이었으며, 오곡초가 0.63±0.01mg GAE/mL로 총 폴리페놀 함량이 가장 

적은 것으로 나타났다.

3. 총 플라보노이드 함량을 quercetin 등량값으로 나타낼 때 홍국식초가 0.11

±0.00mg QE/mL로 가장 높았으며 현미식초는 0.10±0.00mg QE/mL, 오곡초

는 0.07±0.00mg QE/mL로 가장 낮은 함량으로 비교되었다.
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4. 유기산 함량은 HPLC, 및 LC/MS를 이용하여 분석하였고, acetic acid, malic 

acid, citric acid, lactic acid, succinic acid 등 총 5가지의 유기산이 검출되었

으며, 그 중 acetic acid 함량이 가장 높은 것으로 나타나 식초의 주요 유기

산으로 확인되었다. 세 가지 식초에 대한 총 유기산 함량은 홍국식초(693

6.16 mg%)>오곡초(6186.16 mg%)>현미식초(3913.26 mg%) 순으로 나타났

다.

5. 항산화 활성은 ABTS 라디칼 소거활성, DPPH 라디칼 소거활성, 환원력 측

정의 FRAP을 적용하였다. 세 가지 측정방법을 통한 세 가지 시료의 항산화 

활성은 홍국식초 0.47mM TE/mL, 현미식초 0.27mM TE/mL, 오곡식초 

0.18mM TE/mL로 홍국식초의 항산화활성이 현미식초보다 1.74배 높았으며, 

오곡초보다 2.6배 높은 것으로 나타났다.

6. 식초시료의 in vitro 혈당저하효소를 측정하기 위해 α-amylase 저해작용, 

α-glucosidase 저해작용, pancreatic lipase 저해작용을 측정하였다. 그 결과 

ɑ-Amylase와 ɑ-glucosidase 저해활성에 대한 홍국식초의 IC50은 각각 0.10 

mg/mL와 0.09 mg/mL의 농도로 각각 나타나 세 가지 식초 중 탄수화물 가

수분해 효소에 대한 저해활성이 가장 높은 것으로 나타났다. 특히 동일농도

에서 positive control인 acarbose 저해활성에 비해, 홍국식초 추출물은 

ɑ-amylase는 50%, ɑ-glucosidase는 90%의 저해활성을 각각 함유하는 것으로 

비교되었다. Pancreatic lipase 저해활성에 대한 홍국식초의 IC50은 0.48 

mg/mL로 나타나, 다른 식초에 비해 지방가수분해 효소에 대한 저해활성이 

높은 것으로 비교되나, positive control로 사용한 orlistat에 비하면 약 15% 

활성을 갖는 것으로 평가되었다.



7. 식초가 지방전구세포 분화에 미치는 영향을 알아보기 전에 MTT assay를 

통해 지방전구세포의 성장에 영향을 주지 않으면서 세포독성을 나타내지 

않는 농도를 결정하였다. 세 가지 식초 모두 50~500 μg/mL까지는 80% 이

상의 생존율을 유지하여 50 μg/mL과 500 μg/mL 농도의 수준에서 지방세

포분화에 대한 억제 효과 평가를 수행하였다.

8. 지방전구세포의 분화 유도와 함께 식초 추출물이 독성을 나타내지 않는 농

도(50, 500 μg/mL)로 처리할 때, 지방구 형성에 미치는 영향을 측정하기 

위하여 Oil Red O 염색한 후 lipid droplet 생성정도를 측정한 결과는 50 μ

g/mL을 투여하였을 때 보다 500 μg/mL를 투여하였을 때 지방축적률이 홍

국식초는 14.9% 감소하여 67.92%, 현미식초는 5.13% 감소하여 81.65%, 오곡

초는 7.92% 감소하여 83.06%로 측정되었다. 따라서 세 가지 식초추출물의 

지방축적 억제능력은 홍국식초>현미식초>오곡초 순으로 나타나, 홍국식초 

추출물이 현미식초와 오곡초의 추출물보다 lipid droplet 형성을 저해하는 

효과가 가장 높은 것으로 평가되었다.

9. 따라서 in vitro 실험결과, 홍국식초는 총페놀화합물, 총플라보노이드, 유기

산 등의 생리활성 성분이 다른 곡물식초에 비해 풍부하며, 항산화 활성도 

가장 우수한 결과로 나타났다. 또한 혈당저하 및 지방 가수분해 효소와 관

련된 소화효소에 대한 저해작용도 가장 높은 것으로 평가되었다. 나아가 홍

국식초는 지방세포의 분화를 효과적으로 억제하는 것으로 나타나 항비만 

효과에 따른 항당뇨에 대한 잠재적 효과가 확인되었다. 따라서 향후 홍국식

초의 대사체 물질 규명과 함께 항당뇨와 항비만에 미치는 생화학적 기전 

등의 추가적인 연구를 수행한다면 건강 기능성식품으로의 활용 가능성이 

높을 것으로 기대할 수 있다.
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ABSTRACT

Effect of Monascus-fermented grain vinegar on in vitro anti-hype

rglycemic enzyme (α-amylase, α-glucosidase) and pancreatic 

lipase

Noh Young Hee

Department of Food & Nutrition

Graduate School of

Sungshin University

    Monascus philosus, which has been reported for various physiological 

activities, was inoculated with brown rice and Seoritae (black soybean) to 

produce Monascus-fermented products and then manufactured functional 

Monascus-fermented grain vinegar (MV) and used as a sample of this 

study. To Measure in vitro anti-hyperglycemic activity of MV, α-amylase, 

α-glucosidase, and pancreatic lipase inhibition activity were measured. 

Also, antioxidant activity (ABTS, DPPH, FRAP) and the effects on 3T3-L1 

cell were measured. Brown rice vinegar (BV) and five cereals vinegar 

(CV), the natural fermented cereal vinegar sold on the market, were used 

as controls. The pH of the three vinegar samples is 3.13 to 3.32 and the 

total acidity (%) is 4.00% to 7.21%, which is within the quality standard 

of the vinegar in Korea. The total polyphenol content of MV was 
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investigated to 0.83±0.06 mg GAE(Gallic Acid Equivalent)/mL, which was 

12.2% higher than BV and 31.7% higher than CV. The total flavonoid 

content of MV was also investigated to 0.11 ± 0.00 mg QE(Quercetin 

Equivalent)/mL, which was 10% higher than BV and 57.1% higher than 

CV, indicating that the flavonoid content also showed the same tendency as 

the total polyphenols. The organic acid content was analyzed using HPLC 

and five types of organic acids including acetic acid, malic acid, citric 

acid, lactic acid, and succinic acid were detected. Acetic acid among the 

organic acids was investigated to be the highest, so it was confirmed to be 

the main organic acid of vinegar. Three assay methods (ABTS, DPPH, 

FRAP) were used to measure antioxidant activity. Results of antioxidant 

activity showed that MV was investigated to 0.47 mM TE (Trolox 

Equivalent)/mL, which was 1.74 times higher than BV, and 2.6 times 

higher than CV. In order to measure in vitro anti-hyperglycemic enzymes 

of three vinegars, α-amylase inhibition, α-glucosidase inhibition, and 

pancreatic lipase inhibition activity were measured. As a result, IC50 of MV 

for ɑ-amylase and ɑ-glucosidase inhibitory activity was investigated to 0.10 

mg/mL and 0.09mg/mL, respectively, and IC50 of MV for pancreatic lipase 

inhibitory activity was 0.48mg/mL. To identify the cell toxicity of vinegar 

samples, MTT assay was conducted. It was treated at 0, 50 and 500ug/ml 

concentrations during the differentiation phase of 3T3-L1 cells to ensure 

that the effect of vinegar was concentration dependent. As a result, lipid 

accumulation rate was significantly decreased when 500μg/mL was treated 
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than when 50μg/mL was treated (P<0.05). MV was assessed to have the 

highest effect of inhibiting the formation of lipid droplet than BV and CV. 

This research is the first showing the potential anti-diabetic activity of 

Monascus-fermented grain vinegar.
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