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            초록
          
        

        
          To increase the functional ability of doenjang, doenjang containing four kinds of root vegetable powder, such as deodeok, balloon flower root, burdock root, and lotus root, was fermented for 40 days at 30℃. The phenolic composition, phenolic compound content, and antioxidant activity of root vegetable doenjang were investigated. The flavonol, phenolic acid, total polyphenol, and total flavonoid content tended to increase with fermentation time. Epicatechin, catechin, and rutin were detected as flavanol. Caffeic acid, p-coumaric acid, 3,4-dihydroxybenzoic acid, hydroxybenzoic acid, ferulic acid, sinapic acid, and syringic acid were the phenolic acids in root vegetable doenjang. The free radical scavenging activity of 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) and 2,2-azinobis-(3-ethylbenzothiazoline-6-sulphonic acid (ABTS) as well as the ferric reducing antioxidant power (FRAP) of root vegetable doenjang increased with increasing fermentation time. The contents of phenolic compounds and the antioxidant activity of burdock root doenjang were the highest among the root vegetable doenjang. The lotus root doenjang and control also contained a high content of phenolic compounds and antioxidant activity. These results show that burdock root powder could be potent material to make doenjang with high functional ability.
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      서 론
      된장은 대표적인 발효조미식품으로 발효과정 중 미생물에 의해 대두로부터 생성된 맛, 향기물질 그밖에 다양한 건강기능성 물질을 함유한다. 대두의 대표적인 건강기능성 물질로는 phenolic acid, flavonol, isoflavone 등이 있으며, 된장은 이들 성분들에 의해 항산화(Lee SJ 등 2016), 항암(Shim JH 등 2015), 항혈전(Kwon SH & Shon MY 2004), 항돌연변이 및 고혈압예방(Lee CH 등 2006), 면역증진(Lee CH 등 2011) 등 다양한 인체 생리기능성을 갖는 것으로 밝혀졌다.

      현대의학 및 생활수준의 향상으로 평균수명이 늘어나고, 만성질환의 증가로 질병 발생의 원인과 예방에 대한 관심이 높아지면서 이러한 질환을 일으키는 주범인 활성산소를 제거하기 위한 방법으로 식품에 존재하는 항산화물질에 대한 연구가 활발히 진행되고 있다. 특히, 다양한 생리활성물질을 함유하고 있는 더덕, 도라지, 우엉, 연근 등의 뿌리채소는 천연약물 및 건강 보조식품으로 이용될 뿐 아니라, 다양한 생리활성 성분을 함유하고 있어 소비자들의 건강기능성 식품에 관한 관심이 높아지고 있으며, 항산화활성이 우수하여 최근 소비가 급격히 증가하고 있는 추세이다(Kwak SJ 등 2012).

      더덕(Codonopsis lanceolata)은 초롱꽃과에 속하는 다년생 덩굴식물로 폐와 신장을 보호하는 약용식물인 동시에 건강식품으로 이용되고 있다. 더덕의 기능성은 뿌리에 함유되어 있는 inulin과 saponin 성분에 의하며, 천식, 해독, 거담 및 편도선염 질환치료, 항산화(Kang YH 2009), 항종양(Kim SH 등 2009), 항산화 효과에 의한 세포보호(Kim SH 등 2008) 등의 효과가 있는 것으로 보고되고 있다.

      도라지(Platycodon grandiglorum)도 초롱꽃과에 속하는 다년생 초본식물로 주요 약리성분은 inulin, saponin으로 알려져 있고, 약리작용으로는 진해, 거담, 항균(Jung MH 2019), 혈당강하(Kim TY 등 2020), 항암(Kim SH & Chung MJ 2015), 항산화(Kim CH 등 2010) 등이 있다.

      우엉(Arctium lappa)은 국화과에 속하는 2년생 초본식물로 특유의 향과 뿌리의 섬유질, 당질 및 fructan 성분으로 인하여 단맛과 씹히는 질감이 있으며, 아시아 지역을 중심으로 다양하게 소비되는(Imahori Y 등 2010) 채소이다. 최근에는 항염증(Kim YJ 등 2012), 항산화 활성(Moon JS 등 2017) 등의 연구가 보고되면서 건강식품으로 관심이 증대되고 있다.

      연근(Nelumbo mucifera G.)은 수련과 연(蓮)속의 다년생 초본 수생식물로 풍부한 양의 단백질과 간 기능 회복, 숙취제거에 효과가 있는 aspartic acid 함량이 높고, 무기질로는 potassium, sodium, calcium, magnesium 등이 다량 함유되어 있다(Yang HC 등 2007). 연근의 약리효과로는 항혈전(Ahn SM 등 2018), 혈압강하(Park IB 등 2005), 간보호 효과(Lee JJ 등 2006), 당뇨병 예방(Ko BS 등 2006) 등에 대한 연구가 보고되었다.

      된장의 건강기능성을 보다 강화하기 위해 유백피(Son DY 2008), 버섯(Lee SJ 등 2004), 꾸지뽕열매 발효물(Lee ES 등 2014), 여주분말(Hwang CE 등 2017) 등을 첨가한 된장이 개발되었다. 유백피 된장(Son DY 2008)은 대조구 된장에 비해 항산화 활성이 높고 기호도가 향상되는 것으로 보고되었고, 표고, 상황 및 영지버섯을 첨가한 된장(Lee SJ 등 2004)은 항산화, 돌연변이 유발 억제 작용 및 암세포 생존 억제작용이 있는 것으로 보고되었다. 꾸지뽕 열매 발효물 첨가 된장(Lee ES 등 2014)은 항산화 활성이 발효를 통하여 상승하였고, 여주분말 첨가 된장(Hwang CE 등 2017)은 발효 후 총 phenolics, isoflavone-aglycone과 phenolic acid 함량의 높은 증가로 이에 따른 항산화 활성과 α-glucosidase 저해활성이 증가하여 항산화와 항당뇨 활성의 개선이 보고되었다.

      최근 소비자들은 된장과 같은 전통장류에서도 맛, 영양뿐 아니라, 항암효과와 같은 건강기능성을 기대하고 있다(Paek HY 등 2016). 뿌리채소는 특유의 향과 맛, 건강기능성 성분을 함유하여 소비자들의 식품에 대한 높은 요구를 충족할 수 있는 식품소재로 사료된다. 이에 본 연구에서는 건강기능성이 강화된 된장을 개발하기 위해 구입이 용이하고 오래전부터 이용된 뿌리채소 중 다양한 생리활성물질을 함유하는 뿌리채소(더덕, 도라지, 우엉, 연근)분말을 첨가하여 된장을 제조한 후 발효기간에 따른 된장의 phenol성 화합물의 조성 및 함량과 항산화특성에 대해 알아보고, 건강기능성이 향상된 된장개발의 기초자료를 제공하고자 한다.

    

    

  
    
      연구 방법
      
        1. 실험재료 및 시약
        시료 된장제조에는 낱알형 개량식 메주(문화메주, 경북), 정제염[(주)일천, 전북], 국내산 더덕, 도라지, 우엉, 연근분말은 자연초(www.jhurb.com)에서 구입하여 사용하였다. Catechin, epicatechin, rutin, caffeic acid, p-coumaric acid, 3,4-dihydroxybenzoic acid, hydroxybenzoic acid, ferulic acid, sinapic acid, syringic acid, Folin-Ciocalteu reagent, sodium nitrite, aluminium chloride hexahydrate, gallic acid, quercetin, 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl(DPPH), 2,2’-azinobis-(3-ethyl benzothiazoline-6-sulphonic acid(ABTS) diammonium salt, potassium persulfate는 Sigma-Aldrich(St. Louis, MO, USA)에서 구입하여 사용하였다. Chromatography에는 HPLC급 water와 acetonitrile을 Duksan(Ansan, Korea)에서 구입하였다.

      

      
        2. 된장 제조
        뿌리채소 분말을 첨가한 된장은 Lee KH 등(2016)의 방법을 참고로 개량메주:소금:물을 각각 33:13:54의 비율로 혼합하여 제조하였다. 제조에 사용한 개량메주는 증자한 대두에 Aspergillus oryzae를 접종하고 발효시킨 후 건조한 것이며 발효가 잘 되도록 믹서기[HM-331(NW), Hanil, Korea]로 분쇄하였다. 다음 분쇄한 메주 1,015 g과 뿌리채소 분말 140 g에 소금물(물 1,890 g에 소금 455 g을 넣어 완전히 용해)을 넣어 균일하게 혼합하였다. 대조구의 경우, 메주 1,155 g을 소금물과 혼합하여 제조하였다. 이어 미리 알코올로 소독해 둔 투명용기(PCT 소재, 1 L용량)에 700 g씩 담아 30℃의 incubator(HB-103-2, Hanback, Korea)에서 40일간 발효하면서 10일 간격으로 채취하여 시료로 사용하였다. 예비실험에서 뿌리채소 분말 첨가량은 원료 총중량(3.5 kg)의 3∼5%가 되도록 하여 된장을 제조한 결과, 4% 첨가 시 적당한 되기의 된장제조가 가능하여 4%(140 g)로 결정하였다. 이하 더덕(deodeok)된장, 도라지(ballon flower root)된장, 우엉(burdock root)된장, 연근(lotus root)된장으로 하였다.

      

      
        3. 시료액 제조
        실험에 사용한 시료액은 된장 2 g에 60% 에탄올 8 mL를 가하고 실온에서 혼합기(SLRM-3, Seolin Bioscience, Korea)를 이용하여 100 rpm에서 1시간 추출한 다음 여과지(No.2, Advantec, Tokyo, Japan)로 여과한 여액을 10 mL 메스플라스크로 표정하였다. 시료액은 총 polyphenol, 총 flavonoid, 항산화능 측정에 추가적으로 희석하지 않고 사용할 수 있는 농도가 되도록 예비실험을 통해 결정하였다. 시료 HPLC 분석에는 표정한 용액을 0.45 μM membrane filter로 여과하여 사용하였다.

      

      
        4. 실험방법
        
          1) Flavonol 및 Phenlolic Acid 조성 및 함량 측정
          된장의 flavonol 및 phenolic acid 함량과 조성은 Vasco C 등(2009)의 방법을 변형하여 측정하였다. 기기는 Shimadzu Prominence HPLC LC 20AD(Japan)를 사용하였고, Syncronis C18(250 mm × 4.6 mm id, particle size 5 μm, Thermo, USA) column을 사용하여 시료액을 분리하였고, diode array detector(DAD)를 이용해 250 nm, 280 nm 및 320 nm의 파장에서 검출하였다. 유속은 0.5 mL/min으로 하여 40분간 분석하였고, injection volume은 20 μL로 하였다. 이동상으로 A용액은 1% formic acid, B용액은 acetonitrile을 사용하였다. 0분에 A용액을 95%(B용액 5%)로 하여 20분에는 A용액 70%(B용액 30%)로 B용액의 비율을 높였고, 30분에 A용액 70%(B용액 30%)를 유지하다가, 31분에 A용액 95%(B용액 5%)로 처음과 같은 조건으로 돌아간 후, 40분까지 A용액 95%(B용액 5%)로 column을 세척하였다. Flavonol 표준물질로는 catechin, epicatechin 및 rutin을, phenolic acid 표준물질로는 caffeic acid, p-coumaric acid, 3,4-dihydroxybenzoic acid, hydroxybenzoic acid, ferulic acid, sinapic acid, syringic acid를 사용하였다. Flavonol 및 phenolic acid 표준물질은 1 mg/mL의 농도로 methanol에 용해한 후 단계적으로 희석하여 0∼50 mg/L의 범위의 검량선(R2=0.999)을 작성하여 정량하였다. 그리고 각 flavonol 및 phenolic acid 함량은 μg/g(fw)으로 나타내었다.

        

        
          2) 총 Polyphenol 화합물 함량 측정
          된장의 총 polyphenol 화합물 함량은 Arnous A 등(2001)의 방법에 의해 측정하였다. 즉, 시료액 2.4 mL와 Folin-Ciocalteu 용액(Sigma-Aldrich, USA) 0.15 mL를 혼합한 후 750 nm에서 흡광도를 측정하였다. 총 polyphenol성 함량은 gallic acid(Sigma-Aldrich, USA)를 표준물질로 하여 검량선을 작성하여 구한 후 mg/g(fw)으로 나타내었다.

        

        
          3) 총 Flavonoid 함량 측정
          된장의 총 flavonoid 함량은 Shen Y 등(2009)의 방법에 의해 측정하였다. 즉, 시료액 0.5 mL와 증류수 2 mL를 혼합한 후 5% sodium nitrite 0.15 mL, 10% aluminium chloride hexahydrate 0.15 mL, 1 M NaOH 1 mL를 첨가하여 15분 방치한 후 415 nm에서 흡광도를 측정하였다. 총 flavonoid 함량은 quercetin(Sigma-Aldrich, USA)을 표준물질로 하여 검량선을 작성하여 구한 후 mg/g(fw)으로 나타내었다.

        

        
          4) 항산화 활성
          (1) DPPH Radical 소거능 측정

          뿌리채소 된장의 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl(DPPH) radical 소거능은 Brand-Williams 등(1995)의 방법에 따라 측정하였다. 즉, 시료액 0.5 m에 methanol에 용해한 0.1 mM DPPH 용액 2.5 mL를 혼합하여 암실에서 30분간 반응시킨 후 515 nm에서 흡광도를 측정하였다. 결과는 다음의 식으로부터 구하였다.

          
DPPH radical scavenging activity(%) = (1—A/B) × 100
A: 시료 흡광도, B: 시료 무첨가구 흡광도

          (2) ABTS Radical 소거능 측정

          뿌리채소 된장의 2,2’-azinobis-(3-ethyl benzothiazoline-6-sulphonic acid(ABTS) radical 소거능은 Re R 등(1999)의 방법에 따라 측정하였다. 즉, 7 mM ABTS 용액과 2.45 mM potassium persulfate를 1:1 비율로 하여 실온의 암실에서 12∼16시간 방치해 ABTS radical을 만들었다. ABTS radical은 734 nm에서 흡광도가 0.7±0.002가 되도록 메탄올로 희석하였다. 다음 시료액 10 μL와 ABTS 용액 3 mL를 혼합하여 30분간 방치한 후 734 nm에서 흡광도를 측정하였다. 결과는 다음의 식으로부터 구하였다.

          
ABTS radical scavenging activity(%) = (1—A/B) × 100
A: 시료 흡광도, B: 시료 무첨가구 흡광도

          (3) FRAP법에 의한 항산화능 측정

          뿌리채소 된장의 Ferric reducing antioxidant power(FRAP)법에 의한 항산화력은 Benzie IFF & Strain JJ(1996)의 방법에 따라 측정하였다. 즉, 시료액 90 μL와 FRAP용액(0.3 M acetate buffer 25 mL, 10 mM tripyridyl triazine 2.5 mL, 20 mM FeCl3 2.5 mL, 증류수 3 mL 혼합액) 2.91 mL를 혼합한 후 37도에서 30분간 반응시킨 후 593 nm에서 흡광도를 측정하고 흡광도 값으로 표시하였다.

        

      

      
        5. 통계처리
        모든 실험결과는 3회 반복 측정하여 평균값과 표준편차로 나타내었다. 통계처리는 SPSS 25.0 version을 이용하여 분산분석(ANOVA)을 실시한 후 유의적인 차이가 있는 항목에 대해서는 p<0.05 수준에서 Duncan's multiple range test로 유의성을 검정하였다.

      

    

    

  
    
      결과 및 고찰
      
        1. Flavonol 조성 및 함량
        뿌리채소 된장의 발효 기간 중 flavonol 조성 및 함량의 변화는 Fig. 1에, 총 flavonol 함량은 Table 1에 나타내었다. Catechin, epicatechin, rutin의 3종 flavonol 화합물이 시료 된장에서 검출되었는데, 이들 화합물들은 발효 기간이 증가함에 따라 점차적으로 증가하였다(Fig. 1). Catechin의 경우, 제조 당일에 대조구는 뿌리채소 된장보다 유의적으로 높았으나(p<0.05), 40일째에는 우엉, 연근된장 > 도라지된장 > 더덕된장, 대조구의 순으로 뿌리채소 된장이 대조구보다 높은 경향을 보였다. Epicatechin도 40일째에는 우엉, 연근된장 > 도라지된장, 대조구 > 더덕된장의 순으로 높아 catechin과 동일하게 우엉, 연근된장의 함량은 유의적 차이 없이 시료 중 가장 높았다(p<0.05). Rutin의 경우, 연근된장의 함량은 제조 당일부터 37일경까지 가장 높았으나, 이후 대조구가 급격히 증가해 40일째에는 시료 된장 중 가장 높게 나타났고, 다음은 연근, 우엉, 더덕된장이 유의적 차이 없이 높았고, 도라지된장은 가장 낮았다(p<0.05).

        
          
          

          Fig. 1. 
				
          

          
            Changes in catechin, epicatechin, rutin content of doenjang added with root vegetable powder and control doenjang during fermentation at 30℃ for 40 days. 
            Control: doenjang without root vegetable powder, Deodeok: doenjang with deodeok powder, Balloon flower root: doenjang with balloon flower root powder, Burdock root: doenjang with burdock root powder, Lotus root: doenjang with lotus root power. Data are expressed as mean±S.D. (n=3). a∼d Means with different superscripts in the same fermentation time are significantly different at the p<0.05 Duncan’s multiple range test.

          
          

          

        

        
          Table 1. 
				
          

          
            Change in total flavonol contents of doenjang added with root vegetable powder and control doenjang during fermentation at 30℃ for 40 days 
            (μg/g)

          
          

        

        
          
            
              	Sample1)
              	Fermentation time (day)
            

            
              	0
              	10
              	20
              	30
              	40
            

          
          
            	Control
            	D509.28±35.37a2)
            	C607.97±44.12a
            	C688.57± 9.39a
            	B812.59±38.14c
            	A1,294.06±76.90b
          

          
            	Deodeok
            	E367.43±23.31b
            	D555.00±35.23ab
            	C682.92±18.17a
            	B707.63±19.19d
            	A1,186.60±19.77c
          

          
            	Balloon flower root
            	D289.82±15.20c
            	C577.90±21.14ab
            	BC608.32±32.36b
            	B660.63±26.63e
            	A1,284.75±51.69bc
          

          
            	Burdock root
            	E374.88±6.51b
            	D524.74±50.87bc
            	C683.94±11.93a
            	B910.91±12.68b
            	A1,525.56±34.81a
          

          
            	Lotus root
            	E392.73±1.27b
            	D493.42±23.29c
            	C674.54±16.36a
            	B1,024.66±23.84a
            	A1,462.02±31.84a
          

        

        
          
            1) Control: doenjang without root vegetable powder, Deodeok: doenjang with deodeok powder, Balloon flower root: doenjang with balloon flower root powder, Burdock root: doenjang with burdock root powder, Lotus root: doenjang with lotus root power.
          

          
            2) Data are expressed as mean±S.D. (n=3). a∼e Means with different superscripts in the column are significantly different at the p<0.05 by Duncan’s multiple range test. A∼E Means with different superscripts in the row are significantly different at the p<0.05 by Duncan’s multiple range test.
          

        

        

        Lee KH 등(2016)은 자연 발효시킨 대조구와 Bacillus subtilis KACC 15935 및 Bacillus subtilis HJ18-9을 접종하여 낱알형 개량메주를 만들어 3종의 된장을 제조하였다. 이들 Bacillus 균주를 달리한 된장에서 epigallocatechin, catechin, epicatechin 및 이의 gallate 총 6종의 flavonol 화합물이 검출되었는데, epicatechin 함량이 가장 높았다. 본 연구의 시료된장은 Aspergillus oryzae를 접종하여 만든 메주를 사용하여 상기 연구의 자연발효, Bacillus 균주로 제조한 메주와 종균의 차이는 있으나, 본 연구에서도 채소분말을 첨가하지 않은 대조구 경우 epicatechin 함량은 catechin보다 높은 경향을 보여 유사하였다.

        Catechin, epicatechin 및 rutin 함량을 합한 총 flavonol 함량은 발효 기간이 증가함에 따라 증가하여 40일째에는 우엉, 연근된장이 유의적 차이 없이 가장 높았고, 다음은 대조구, 도라지, 더덕된장의 순으로 높았다(Table 1).

      

      
        2. Phenolic Acid 조성 및 함량
        뿌리채소 된장의 발효 기간 중 phenolic acid의 조성 및 함량의 변화는 Fig. 2에, 총 phenolic acid 함량은 Table 2에 나타내었다. Caffeic acid, chlorogenic acid, syringic acid, sinapic acid, dihydroxybenzoic acid, hydroxybenzoic acid, p-coumaric acid, ferulic acid의 8종 phenolic acid가 시료 된장에서 검출되었으며, 이들 phenolic acid는 발효 기간이 증가함에 따라 증가하는 경향이었다.

        
          
          

          Fig. 2. 
				
          

          
            Change in phenolic acid contents of doenjang added with root vegetable powder and control doenjang during fermentation at 30℃ for 40 days. 
            Control: doenjang without root vegetable powder, Deodeok: doenjang with deodeok powder, Balloon flower root: doenjang with balloon flower root powder, Burdock root: doenjang with burdock root powder, Lotus root: doenjang with lotus root power. Data are expressed as mean±S.D. (n=3). a∼d Means with different superscripts in the same fermentation time are significantly different at the p<0.05 by Duncan’s multiple range test.

          
          

          

        

        
          Table 2. 
				
          

          
            Change in total phenolic acid contents of doenjang added with root vegetable powder and control doenjang during fermentation at 30℃ for 40 days
          
          

        

        
          
            
              	Sample1)
              	Fermentation time (day)
            

            
              	0
              	10
              	20
              	30
              	40
            

          
          
            	Control
            	D35.37±1.68c2)
            	C54.15±0.78c
            	B61.38±0.16c
            	A80.20±1.96c
            	A79.49±5.64b
          

          
            	Deodeok
            	C38.88±1.61c
            	B70.84±0.04b
            	B72.58±1.17b
            	A91.73±3.80b
            	B66.52±4.09c
          

          
            	Balloon flower root
            	D36.75±0.04c
            	C54.45±5.06c
            	B68.87±3.01b
            	A91.90±0.20b
            	B70.17±3.92bc
          

          
            	Burdock root
            	D116.17±2.16a
            	C172.04±11.33a
            	B202.23±1.71a
            	A277.42±8.17a
            	B199.19±6.77a
          

          
            	Lotus root
            	D50.25±0.52b
            	C55.96±0.19c
            	C55.92±0.17d
            	A72.95±1.72c
            	B69.41±1.41bc
          

        

        
          
            1) Control: doenjang without root vegetable powder, Deodeok: doenjang with deodeok powder, Balloon flower root: doenjang with balloon flower root powder, Burdock root: doenjang with burdock root powder, Lotus root: doenjang with lotus root power.
          

          
            2) Data are expressed as mean±S.D. (n=3). a∼d Means with different superscripts in the column are significantly different at the p<0.05 by Duncan’s multiple range test. A∼D Means with different superscripts in the row are significantly different at the p<0.05 by Duncan’s multiple range test.
          

        

        

        우엉된장은 caffeic acid, chlogenic acid, syringic acid, sinapic acid 함량이 다른 된장보다 현저히 높은 것으로 나타났다(p<0.05). 특히 caffeic acid의 함량이 가장 높았는데, 제조 당일에도 68.15 μg/g으로 다른 된장 1.26∼6.38 μg/g보다 11∼54배나 높았고, 30일에는 156.52 μg/g까지 증가하다 이후 감소하였다. 우엉된장 중의 caffeic acid는 주로 우엉으로부터 유래한 것으로 사료되는데, 우엉 중에는 caffeoylquinic acid(Liu J 등 2012), chlorogenic acid, caffeic acid(Chen FA 등 2004)가 다량 함유되어 있는 것이 보고되었다. 한편, 대조구에는 dihydroxybenzoic acid 함량이 가장 많았고, chlorogenic acid, sinapic acid의 함유량도 높은 것으로 나타났다.

        8종 phenolic acid 함량을 합한 총 phenolic acid 함량에 있어서 대조구와 뿌리채소 된장이 다른 경향을 보였는데, 대조구는 30일째까지 증가하다가 이후 변화가 없었으나, 뿌리채소 된장의 함량은 30일째까지 증가하다가 이후 다소 감소하였다(Table 2). 발효 40일째에는 우엉된장의 함량이 가장 높았고, 다음으로 대조구, 연근, 도라지된장이 높았다. 우엉된장의 총 phenolic acid 함량은 199.19 μg/g으로 대조구 79.49 μg/g의 2.5배나 높아, 우엉된장은 대조구보다 높은 생리기능성을 가질 것으로 사료되었다.

        재래식 메주와 된장(Kim MH 등 1994)에서는 caffeic acid와 p-coumaric acid 함량이 높았고, Bacillus 균주를 달리하여 제조한 된장(Lee KH 등 2016)에서는 hydroxybenzoic acid, protocatechuic acid 함량이 높았다. Aspergillus oryzae를 접종하여 제조한 개량식 된장(Lee JS & Cheigh HS 1997)에서는 syringic acid 함량이 가장 많았고, 다음은 vanillic acid, hydroxybenzoic acid의 순으로 높아 본 시료 된장제조에 사용한 개량메주와 유사하였으나, phenolic acid 조성과 함량에는 차이가 있었다. 여주 함유 된장에서는 7종의 phenolic acid가 검출되었는데(Hwang CE 등 2017), protocatechuic acid, chlorogenic acid 함량이 높다고 하여 선행 논문들과 다른 결과를 보였다. 이와 같은 결과는 원료 대두의 품종, 부재료 첨가, 재료된장의 제조 방법 등이 된장의 phenolic acid의 함량과 조성에 영향을 미쳤기 때문인 것으로 사료되었다.

      

      
        3. 총 Polyphenol 화합물 함량
        Polyphenol은 과일, 채소, 차, 커피, 두류 등 식물성 식품에 널리 분포되어 있으며, 항암, 항산화, 혈압강하작용, 간장보호 효과 등을 갖는 식물의 2차 대사산물이다. 현재까지 8,000 여종 화합물이 알려져 있으며, 크게 phenolic acid, flavonoid, tannin, lignan, stilbene 등으로 분류된다(Khan H 등 2019).

        뿌리채소 된장의 총 polyphenol 함량 변화 결과는 Fig. 3과 같다. 제조 당일에는 대조구가 11.65 mg/g으로 가장 높았고, 다음은 연근된장 10.50 mg/g > 도라지된장 9.87 mg/g, 더덕된장 9.32 mg/g > 우엉된장 9.21 mg/g 순으로 발효 기간이 경과함에 따라 증가하였다(p<0.05). 우엉된장의 경우, 총 polyphenol 함량은 제조 당일에는 가장 낮았으나, 이후 급격히 증가하여 발효 10일째부터 시료 된장 중 가장 높게 나타났다. 발효 40일째의 총 polyphenol 함량은 12.83∼14.55 mg/g이었고, 우엉, 연근된장이 유의적 차이 없이 가장 높았으며, 다음은 대조구가 높았고, 더덕과 도라지된장의 함량은 유사하였다(p<0.05). 된장의 총 polyphenol 함량은 발효숙성 과정 중 증가한다고 보고되었으며(Lee KH 등 2016), 발효 과정 중 미생물에 의해 대두로부터 phenol성 화합물이 분해되기 때문인 것으로 알려져 있다(Hwang CE 등 2017). 60일간 발효한 여주 함유 된장(Hwang CE 등 2017)의 총 polyphenol 함량은 13.49∼14.52 mg/g으로 본 시료 된장과 유사하였고, 8주 발효한 콩알메주 된장의 총 polyphenol 함량은 7.96∼9.65 mg/g으로 본 연구의 대조구 14.03 mg/g보다 낮았다(Jeong EJ 등 2018). 한편, 4종 시판 된장의 총 polyphenol 함량은 3.28∼4.47 mg/g의 범위로 대조구의 23∼32% 정도로 매우 낮았다(Kang KK 등 2016). 이상의 결과로부터 대두만을 원료로 하여 제조한 된장(Kang KK 등 2016; Jeong EJ 등 2018)의 총 polyphenol 함량도 원료대두, 제조 방법 등에 따라 차이가 크며, 된장의 총 polyphenol 함량을 증가시키기 위해서 우엉이나 연근의 첨가가 적절한 것을 알 수 있었다.

        
          
          

          Fig. 3. 
				
          

          
            Changes in total polyphenol content of doenjang added with root vegetable powder and control doenjang during fermentation at 30℃ for 40 days. 
            Control: doenjang without root vegetable powder, Deodeok: doenjang with deodeok powder, Balloon flower root: doenjang with balloon flower root powder, Burdock root: doenjang with burdock root powder, Lotus root: doenjang with lotus root power. Data are expressed as mean±S.D. (n=3). a∼d Means with different superscripts in the same fermentation time are significantly different at the p<0.05 by Duncan’s multiple range test.

          
          

          

        

      

      
        4. 총 Flavonoid 함량
        Flavonoid 화합물은 polyphenol의 일종으로 식물의 잎, 줄기, 열매, 뿌리, 종자 등 식물의 모든 부위에 분포하며(Park JS 등 2002), 두 개의 phenyl 환에 탄소 3개의 환을 가지는 C6-C3-C6의 골격구조룰 가진다(Fan M 등 2019). Flavonoid 화합물에는 chalcone, flavone, flavanol, flavan 3,4-diol, proanthocyanidin, anthocyanin 등이 있으며, 식물체내에서는 자외선 차단, 병원체 방어 등 다양한 식물보호 기능이, 인체에서는 항균, 항염증, estrogen 작용, tyrosinase 저해 작용 및 강력한 항산화 활성을 가진다(Park JS 등 2002).

        뿌리채소 된장의 총 flavonoid 함량 변화 결과는 Fig. 4와 같다. 제조 당일에는 우엉된장이 0.89 mg/g으로 가장 높았고, 다음은 도라지된장(0.76 mg/g), 더덕된장(0.73 mg/g)이 높았고, 이어서 연근된장(0.72 mg/g), 대조구(0.70 mg/g)의 순으로 나타났다. 발효기간이 경과함에 따라 모든 시료 된장의 총 flavonoid 함량은 증가하여 40일째에는 우엉된장(1.42 mg/g) > 연근된장(1.10 mg/g), 도라지된장(1.07 mg/g) > 대조구(1.05 mg/g) > 더덕된장(0.97 mg/g)의 순으로 나타났다(p<0.05). 특히, 우엉된장의 총 flavonoid 함량은 다른 된장보다 40일째까지 현저하게 증가하여 가장 높은 함량을 나타내었다.

        
          
          

          Fig. 4. 
				
          

          
            Changes in total flavonoid of doenjang added with root vegetable powder and control doenjang during fermentation at 30℃ for 40 days. 
            Control: doenjang without root vegetable powder, Deodeok: doenjang with deodeok powder, Balloon flower root: doenjang with balloon flower root powder, Burdock root: doenjang with burdock root powder, Lotus root: doenjang with lotus root power. Data are expressed as mean±S.D. (n=3). a∼c Means with different superscripts in the same fermentation time are significantly different at the p<0.05 by Duncan’s multiple range test.

          
          

          

        

        Kang HJ 등(2016)은 유통 중의 전통된장, 저염된장, 개량식 된장을 된장별로 3개씩 구입하여 35℃에서 4주간 저장한 후, 총 flavonoid 함량을 측정한 결과, 각각 약 1 mg/g, 1 mg/g, 1.15 mg/g이라고 보고하였다. 이들 시판된장은 제조일자를 명확히 알 수 없고 제조 후 경과된 시일도 불명확하지만, 저장기간이 증가해도 산도 및 아미노태 질소 함량의 유의적 변화가 없어 발효는 끝났고 숙성과정 상태임을 예측할 수 있었다(Kang HJ 등 2016). 그러나 총 phenol 화합물과 총 flavonoid 함량은 저장기간이 증가함에 따라 증가하는 것으로 나타났다. 본 시료된장은 40일간 발효한 숙성되지 않은 상태의 된장으로 상기 연구에 사용한 숙성 중의 유통된장보다 숙성기간은 짧지만 우엉된장을 제외한 시료된장의 총 flavonoid 함량에는 큰 차이가 없었다. 한편, 우엉된장의 총 flavonoid 함량은 1.42 mg/g으로 숙성이 진행 중인 다수의 유통된장보다 현저히 높은 것을 알 수 있었다. 된장의 발효 중 총 flavonoid 함량의 증가는 isoflavone의 배당체가 β–glucosidase에 의해 aglycone 형태인 genistein과 daidzein의 함량이 증가하기 때문인 것으로 알려져 있다(Kwon SH & Shon MY 2004). 이상의 결과, 우엉, 연근, 도라지분말을 된장 제조에 첨가 시 대조구에 비해 flavonoid 함량이 현저히 증가함에 따라 항산화 기능성이 높은 된장 제조가 가능할 것으로 사료된다.

      

      
        5. 항산화 활성
        
          1) DPPH Radical 소거 활성
          활성산소는 인체 내에서 질병과 노화를 일으키는 원인물질로서 radical 소거능은 활성산소의 항산화력 및 노화억제 작용의 척도로 이용된다. DPPH radical은 안정한 radical로 systeine, glutathione과 같은 함황아미노산과 ascorbic acid, aromatic amine 등에 의해 환원되어 짙은 자색이 탈색되므로 탈색 정도가 항산화 물질의 DPPH radical 소거활성능으로 알려져 있어 항산화 물질의 항산화능 측정에 가장 많이 사용되는 방법이다(Seo YR 2017).

          뿌리채소 된장의 DPPH radical 소거활성 측정 결과는 Fig. 5와 같다. 제조 당일의 DPPH radical 소거활성은 우엉된장이 53.68%로 가장 높았고, 다음으로 연근된장 44.04% > 더덕된장 35.58% > 대조구 29.60% > 도라지된장 23.62%의 순서로 나타났다. DPPH radical 소거활성은 발효기간이 경과함에 따라 유의적으로 증가하여(p<0.05) 발효 40일째에는 우엉된장 85.56% > 연근된장 72.00%, 대조구 69.64% > 더덕된장 64.97%, 도라지된장 63.37%의 순으로 나타났다. 잠두장과 대두된장(Li CX 2012), 콩알메주 된장(Jeong EJ 등 2018), 여주 함유 된장(Hwang CE 등 2017) 등의 선행연구에서도 된장의 DPPH radical 소거활성은 발효기간이 경과함에 따라 증가하는 것으로 보고되었다. Oh HJ & Kim CS(2007)는 대두, 된장 및 청국장의 DPPH radical 소거활성을 비교했을 때 된장이 가장 우수하였는데, 이는 시료 중의 총 polyphenol 함량과 관련이 높았다고 하였다.

          
            
            

            Fig. 5. 
				
            

            
              Changes in DPPH radical scavenging activity (%) of doenjang added with root vegetable powder and control doenjang during fermentation at 30℃ for 40 days. 
              Control: doenjang without root vegetable powder, Deodeok: doenjang with deodeok powder, Balloon flower root: doenjang with balloon flower root powder, Burdock root: doenjang with burdock root powder, Lotus root: doenjang with lotus root power. Data are expressed as mean±S.D. (n=3). a∼e Means with different superscripts in the same fermentation time are significantly different at the p<0.05 by Duncan’s multiple range test.

            
            

            

          

          우엉된장의 높은 DPPH radical 소거활성은 우엉에 다량 함유된 항산화물질인 caffeoylquinic acid(Liu J 등 2012), chlogenic acid, caffeic acid(Chen FA 등 2004)와 같은 phenolic acid의 기여에 의한 것으로 사료되었다. 또한 Yamaguchi T 등(2001)의 연구에서도 우엉의 DPPH radical 소거활성은 18가지 채소 중 가장 높았다는 보고가 있어 본 연구결과와 유사하였다.

        

        
          2) ABTS Radical 소거능
          ABTS는 혈장에서 ABTS radical의 흡광도가 항산화제에 의해 억제되는 것에 기초로 하며, in vitro의 항산화능을 측정하기 위한 방법으로 널리 이용되고 있다. ABTS와 potassium persulfate를 암소에 보관하면서 청녹색 형태인 ABTS radical이 생성되는데 추출물의 항산화력에 의해 ABTS radical이 소거되어 radical 특유의 색이 탈색되는 정도를 분석하여 흡광도 값으로 나타내어 항산화 활성을 평가한다(Kwak IS 2008).

          뿌리채소 된장의 radical 소거활성을 측정한 결과는 Fig. 6과 같다. 제조 당일 ABTS radical 소거능은 연근된장과 대조구가 67%로 유의적 차이 없이 가장 높았고, 다음은 우엉된장 61.46% > 도라지된장 57.96%, 더덕된장 56.79% 순으로 나타났다. ABTS radical 소거능은 20일까지 발효 기간이 증가함에 따라 증가하였으나, 이후 대조구와 더덕된장은 큰 변화 없이 유지되었고, 도라지된장은 증가하였으며, 우엉, 연근된장은 증가되어 된장에 따라 차이를 보였다. 발효 40일째는 우엉된장(77.96%), 연근된장(77.86%)이 가장 높았고, 다음 대조구(73.72%), 도라지된장(72.21%) > 더덕된장(68.37%) 순으로 나타났다. 뿌리채소 된장의 ABTS radical 소거능은 발효기간이 증가함에 따라 증가폭이 크지 않아 DPPH radical 소거능 결과와 차이가 있었다. 한편, 여주 첨가 된장에서도 ABTS radical 소거능은 여주 첨가량을 달리해도 차이를 보이지 않았다(Hwang CE 등 2017).

          
            
            

            Fig. 6. 
				
            

            
              Changes in ABTS radical scavenging activity (%) of doenjang added with root vegetable powder and control doenjang during fermentation at 30℃ for 40 days. 
              Control: doenjang without root vegetable powder, Deodeok: doenjang with deodeok powder, Balloon flower root: doenjang with balloon flower root powder, Burdock root: doenjang with burdock root powder, Lotus root: doenjang with lotus root power. Data are expressed as mean±S.D. (n=3). a∼c Means with different superscripts in the same fermentation time are significantly different at the p<0.05 by Duncan’s multiple range test.

            
            

            

          

        

        
          3) FRAP(Ferric Reducing Antioxidant Power)법에 의한 환원력 변화
          FRAP법에 의한 환원력 측정법은 뿌리채소 된장의 항산화물질이 Fe³⁺를 Fe²⁺로 환원시키는 환원력을 이용하여 뿌리채소 된장의 항산화능을 측정할 수 있는 방법이다(Oh SJ 등 2014). 뿌리채소 된장의 FRAP법에 의한 환원력의 결과는 Fig. 7과 같다. 제조 당일에는 우엉된장이 0.74로 가장 높았고, 다음 연근된장 0.74, 대조구 0.65, 더덕된장 0.64, 도라지된장 0.60의 순으로 높았다(p<0.05). 시료 된장의 FRAP에 의한 환원력은 발효 기간이 증가함에 따라 점차 증가하여 40일째에는 우엉된장이 1.38로 가장 높게 나타났으며, 다음으로 연근된장 1.14, 대조구 1.05가 높았고, 도라지된장과 1.00, 더덕된장 0.98의 순으로 나타났다. 우엉된장은 제조 당일부터 급격히 증가하여 발효 30일째까지 다른 시료보다 현저히 높은 수준으로 증가하다가 이후 일정하게 유지하여 다른 된장과 차이를 보였다.

          
            
            

            Fig. 7. 
				
            

            
              Changes in FRAP of doenjang added with root vegetable powder and control doenjang during fermentation at 30℃ for 40 days. 
              Control: doenjang without root vegetable powder, Deodeok: doenjang with deodeok powder, Balloon flower root: doenjang with balloon flower root powder, Burdock root: doenjang with burdock root powder, Lotus root: doenjang with lotus root power. Data are expressed as mean±S.D. (n=3). a∼d Means with different superscripts in the same fermentation time are significantly different at the p<0.05 by Duncan’s multiple range test.

            
            

            

          

          FRAP법에 의한 환원력은 총 polyphenol 함량 및 총 flavonoid 함량과 밀접한 관련이 있다(Oh SJ 등 2014). Shim JM 등(2016)도 콩알메주로 제조한 된장을 91일간 발효 시 FRAP법에 의한 환원력은 점차 증가하였다고 하였다. 우엉된장의 FRAP에 의한 환원력이 높은 것은 우엉된장의 총 polyphenol 함량과 총 flavonoid 함량이 높았기 때문인 것으로 사료된다.

        

      

    

    

  
    
      요약 및 결론
      본 연구에서는 전통 발효조미료인 된장의 건강기능성을 강화시키기 위해 더덕, 도라지, 우엉, 연근의 4종 뿌리채소분말을 첨가하여 된장을 제조하고 phenol성 화합물의 조성과 함량 및 항산화능을 측정하였다. 시료된장의 flavonol, phenolic acid, 총 polyphenol, 총 flavonoid 함량은 발효기간이 증가함에 따라 증가하는 경향이었다. Flavonol으로는 catechin, epicatechin, rutin이 검출되었고, phenolic acid로는 caffeic acid, chlorogenic acid, syringic acid, sinapic acid, dihydroxybenzoic acid, p-coumaric acid, ferulic acid이 검출되었다. DPPH와 ABTS free radical 소거능 및 FRAP에 의한 환원력도 발효기간이 증가함에 따라 증가하였다. 우엉된장의 flavonol, phenolic acid, 총 polyphenol, 총 flavonoid 함량 및 항산화능은 시료 된장 중 가장 높았다. 우엉된장에 이어 연근된장과 대조구도 항산화성분 함량과 항산화능이 높은 것으로 나타났다. 이상의 결과, 4종 뿌리채소 중 우엉분말을 첨가한 된장은 우엉에서 유래한 phenol성 화합물 함량이 증가함에 따라 항산화능도 증가하여 대조구보다 건강기능성이 증가한 된장 제조가 가능한 것을 알 수 있었다.
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