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상업효소를 이용한 차가버섯 추출물의 생물전환 공정을 통한 

생리활성물질 생산과 항산화 활성 증진

김세빈1
·감다혜2
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·김진우4,5†

Enhancement of Production of Bioactive Compound and Antioxidant Activity in 
Inonotus obliquus by Bioconversion Process using Commercial Enzymes

Se Bin Kim1, Da Hye Gam2, Ji Woo Hong3 and Jin Woo Kim4,5†

서 언

호흡을 통해 체내로 유입된 산소의 90% - 95%는 미토콘드

리아에서 ATP 생성을 위해 사용되며 1% - 2%는 미토콘드리

아 내막에 위치하는 전자전달계의 complex I과 III에서 초과

산화물 (O2
), 과산화수소 (H2O2)와 하이드록실라디칼 (-OH)

등의 활성산소 (reactive oxygen species, ROS)로 전환된다

(Yoo, 2013). 전환된 ROS의 홀전자 (unpaired electron)는 높

은 반응성을 통해 세포의 주요 구성성분인 단백질, 지질과

DNA 등을 산화시켜 암, 심혈관계 질환, 염증과 당뇨 등의 질

병을 유발하기 때문에 최근 ROS를 제거하기 위한 항산화제

관련 연구가 활발하게 진행되는 추세이다 (Xuan et al.,

2016). 대표적인 항산화제로 β-carotene, selenium과 α-lipoic

acid 등이 사용되고 있으나 원료의 낮은 수급, 저수율과 안정

성 등의 문제가 있어 이를 보완하기 위해 천연물로부터 항산

화 물질을 경제적으로 생산하는 공정개발이 요구되고 있다

(Choi, 2010).

차가버섯 (Inonotus obliquus)은 소나무비늘버섯과에 속한 담

자균 버섯으로 β-glucan, lignin, vanillic acid, triterpene acid

와 syringic acid 등의 생리활성물질이 존재하여 암, 위염과
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Background: Inonotus obliquus (Pers.:Fr.) Pilát is regarded as a functional food and medicinal
resource due to the polyphenol content. However, the polyphenols in I. obliquus have a low
absorption rate because they exist as a complex combined with proteins or carbohydrates. This
study improves the production of free polyphenols through low molecularization in the bioconver-
sion process using commercial enzymes including protease and carbohydrate-degrading enzymes.
Methods and Results: The total polyphenol content and radical scavenging activity of I. obliquus
extract was significantly enhacned after bioconversion by commercial enzymes when compared to
a hot-water extraction (p < 0.05). In addition, the I. obliquus extract was isolated from the biocon-
verted product using high performance liquid chromatography to investigate the main substances
in the bioconverted products. The main substance was syringic acid at a concentration 73.6%
(using Protamex) and 60.4% (using Flavourzyme) higher than the hot-water extract (p < 0.05).
Conclusions: The results confirm I. obliquus bioconverted using proteases contains a high anti-
oxidant content when compared to the carbohydrate-degraded I. obliquus. Therefore, bioconverted
I. obliquus using proteases should be developed as a high value-added raw material with excellent
antioxidant potential for producing functional foods and medicines.
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결핵 등에 약리 효과가 있다 (Lee et al., 2011; Moon and

Lee, 2009). 차가버섯에 존재하는 생리활성물질 중 폴리페놀은

다른 식용 버섯보다 약 1.4 배 높게 함유되어 있지만 주로 단

백질이나 탄수화물과 결합된 복합체로 존재하고 체내 소화효

소를 통한 분해가 어렵기 때문에 체내 흡수율이 낮은 단점을

지닌다 (Chung et al., 2010; Park et al., 2021). 그러나 국

내에 유통되고 있는 차가버섯 음료, 분말과 캡슐 등의 제품은

methanol이나 ethanol과 같은 용매에 의한 단순한 추출공정으

로부터 단백질이나 탄수화물과 같은 고분자 물질 추출을 통해

제조되기에 체내 흡수율 개선에 한계가 있어 생리활성이 증진

된 기능성 고부가가치의 제품 개발을 위한 새로운 추출공정이

요구된다 (Baek et al., 2012).

폴리페놀은 다가의 하이드록시기 (-OH)를 가지는 방향족 화

합물로 하이드록시기에 의한 전자공여 작용을 통해 ROS를 환

원시켜 항산화 효과를 나타낸다 (Hong et al., 2011). 차가버

섯으로부터 항산화 효과 증진을 위해서는 폴리페놀과 단백질

또는 탄수화물 간의 결합을 pH, 온도와 이온 세기와 같은 조

성 변화로 분해하여 유리형 폴리페놀을 생산함으로써 항산화

활성을 가지는 하이드록시기의 노출을 증가시킬 수 있는 공정

이 필요하다 (Wang et al., 2021).

천연물에서 폴리페놀을 추출하기 위해 유기용매 추출과 고

온 추출이 일반적으로 이용되지만, 유기용매 잔류로 인해 인

체에 독성을 유발하거나 고온에 의한 유효성분의 분해 및 변

성에 따른 수율 감소와 생리활성 손실이 발생하는 공정상의

단점을 가지고 있다 (Cho, 2017; Oh et al., 2017). 반면 생

물전환은 미생물 또는 효소를 이용하여 전구물질로부터 기능

성 물질을 생산하는 기술로 결합형인 고분자 화합물의 분해를

통해 유리형의 저분자 화합물로 전환하여 추출효율을 높이는

공정으로 과정이 복잡하고 유기용매의 유해성에 대한 문제가

있는 화학적 추출공정과 달리 기질 특이성에 의해 특정 기질과

반응하기 때문에 과반응에 의한 부산물의 생산이 비교적 적게

발생하여 균일한 분해물을 생산할 수 있다 (Im et al., 2016).

더불어 기질 농도, 미생물의 분해 또는 효소의 기질에 대한

특이성을 통해 기존 물질이 구조적으로 변하면 용해도, 유효

성분 함량과 흡수율이 증가함으로써 기능성 증진 및 신규 기

능성 부여와 함께 체내 안전성 및 흡수율 개선이 가능하다

(Hwang et al., 2021). 특히, 용매 추출에 비해 상대적으로 낮

은 온도에서 공정에서 단백질이나 탄수화물과 결합 된 폴리페

놀의 가수분해를 통해 유리형으로 전환함으로 부산물 생산 저

감과 열분해 감소를 통한 수율 증대의 장점이 있어 천연물로

부터 폴리페놀 추출에 있어 효과적인 공정으로 알려져 있다

(Lee and Kim, 2019).

본 연구는 차가버섯으로부터 폴리페놀의 생산 증대를 위해

단백질 분해효소 (Alcalase, Flavourzyme, Protamex)와 탄수화

물 분해효소 (Celluclast, Pectinex, Viscozyme)로 차가버섯을

생물전환하고 폴리페놀과 항산화 활성 증대 가능성을 평가하

였다. 또한, 차가버섯의 생물전환공정을 통해 함량이 증대된

지표물질을 탐색하고 항산화 활성이 우수한 식품 및 의약품

소재로의 활용을 위한 기초 자료를 제공하고자 하였다.

재료 및 방법

1. 재료 및 시약

차가버섯 (Inonotus obliquus)은 한바른식품연구소 (Cheonan,

Korea)에서 건조 분말형태로 구매하였고 차가버섯 추출물의 생

물전환을 위해 상업효소 중 단백질 분해효소 (Alcalase; 2.4

AU-A/g, Flavourzyme; 500 LAPU/g, Protamex; 1000 BHU-

2/g)와 탄수화물 분해효소 (Celluclast; 700 EGU/g, Pectinex;

3300 PGNU/g, Viscozyme; 100 FBG/g)는 Novozyme (Copen-

hagen, Denmark)사의 제품을 사용하였다.

분석에 사용된 시약인 gallic acid, syringic acid, 2 N Folin-

ciocalteu, sodium carbonate와 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl

(DPPH) 등은 Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA)사의 일

급이상 시약을 사용하였다.

2. 효소처리물 제조

차가버섯은 증류수와 1 : 20 (w/v) 고액비로 혼합하여 초음

파 추출기 (SD-250H, Mujigae Co., Seoul, Korea)로 60℃에

서 30 분간 추출하고 원심분리기(1236R, Labogene, Daejeon,

Korea)를 이용하여 13,000 rpm에서 10 분간 고액분리하였다.

효소 처리물은 Lee 등 (2014)의 효소 처리 방법을 응용하

여 제조하였다. 생물전환을 위한 추출물의 상등액은 1 M

NaOH와 1 M HCl를 이용하여 pH 5.5 ± 0.1로 조정하고 2 v/

v% 단백질 분해효소 (Alcalase, Flavourzyme, Protamex)와

탄수화물 분해효소 (Celluclast, Pectinex, Viscozyme)를 실

험별로 가한 후 진탕배양기 (KMC-1205SW1, Vision Co.,

Daejeon, Korea)에서 50℃와 200 rpm으로 48 시간 생물전환

을 수행하였다.

3. Total polyphenol content (TPC) 측정

차가버섯 효소처리물의 총 폴리페놀 함량 (total polyphenol

content, TPC)는 Folin-Denis의 방법을 변형하여 측정하였다

(Um et al., 2017). 

차가버섯 효소처리물 0.14 ㎖와 0.2 N Folin-ciocalteu 0.7

㎖를 혼합하여 실온에서 8 분간 반응시킨 후 7.5% sodium

carbonate 0.56 ㎖를 가하여 60 분간 반응하고 분광광도계

(Optizen 2120UV, Mecasys, Daejeon, Korea)로 765 ㎚에서

흡광도를 측정하였다. 차가버섯 효소처리물의 TPC는 gallic

acid를 표준물질로 사용하여 검량선을 작성하여 ㎎·GAE

(gallic acid equivalent)/g DM (dried material)로 나타내었다.
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4. Radical scavenging activity (RSA) 측정

차가버섯 효소처리물의 라디칼 소거 활성 (radical scaveng-

ing activity, RSA)는 Brand-Williams의 분석법을 변형하여 측

정하였다 (Kim et al., 2020).

실험에 사용된 0.1 M DPPH는 517 ㎚에서 흡광도가 0.95

- 1.05가 되도록 메탄올로 희석하였고 차가버섯 효소처리물

0.25 ㎖에 1.25 ㎖ DPPH를 가하여 암실에서 20 분간 정치반

응 후 분광광도계로 517 ㎚에서 흡광도를 측정하였다. 차가

버섯 효소처리물의 RSA는 아래의 식을 이용해 백분율로 산

출하였다 (Eq. 1).

5. 지표물질 탐색

차가버섯으로부터 생물전환 전후의 지표물질 분석을 위

해 poroshell 120 EC-C18 컬럼 (4.6㎜ × 150㎜, Agilent

Technology Inc., Santa Clara, CA, USA)과 diode array

detector (DAD)가 장착된 HPLC (1260 series infinity,

Agilent Technologies Inc., Santa Clara, CA, USA)로 분석하

였다.

시료는 0.01 ㎖ 주입하고 이동상은 99.9% acetonitrile

(solvent A)과 1% acetic acid (solvent B)를 사용하여 0

분 - 5분 (0% A : 100% B), 5분 - 50분 (15% A : 85%

B), 50분 - 60분 (50% A : 50% B)과 60 분 - 64 분 (100%

A : 0% B)을 조건으로 혼합 비율을 변경하여 분석하였으며

유속은 0.5 ㎖/분이고 컬럼 온도는 30℃로 하였다. 검출물의

스펙트럼은 DAD를 이용하여 190 ㎚ - 640 ㎚에서 확인하였

고 머무름시간 (retention time, RT) 및 피크의 스펙트럼 특성

을 비교하여 생물전환공정 전·후의 지표물질 변화를 정량 및

정성 분석하였다.

6. 통계분석

모든 통계분석은 GraphPad Prism (version 5.0; GraphPad,

San Diego, CA, USA)를 이용하여 분석하였으며 분석한 결

과는 3 회 반복실험에 대한 평균 ± 표준편차로 나타내었다.

각 실험의 통계적 유의성은 Duncan’s Multiple Range Test

(DMRT)를 이용한 일변수 분산분석(One-way ANOVA test)에

서 측정된 p 값을 5% 수준에서 검정하였다.

결과 및 고찰

1. 생물전환에 의한 폴리페놀 생산 증대

차가버섯 (Inonotus obliquus)으로부터 생물전환공정을 통

한 폴리페놀의 생산 증대를 확인하기 위해 차가버섯 효소처

리물의 TPC를 측정하였다. 차가버섯 효소처리물의 TPC는

Protamex > Flavourzyme > Alcalase > Viscozyme > Celluclast

> Pectinex 순으로 나타났으며 단백질 분해효소 중 Protamex

를 처리하였을 때 17.50 ± 0.29 ㎎·GAE/g DM으로 가장 높

은 함량을 보인 반면, 탄수화물 분해효소 중 하나인 Pectinex

처리군은 14.90 ± 0.19 ㎎·GAE/g DM으로 단백질 분해효소

처리군에 비해 낮은 TPC를 보여 차가버섯으로부터 폴리페놀

의 생산은 단백질 분해효소 처리군이 탄수화물 분해효소 처리

군보다 증가한 것을 확인하였다 (Fig. 1).

식물의 세포벽에 존재하는 폴리페놀은 다당류인 셀룰로오스

또는 헤미셀룰로오스와 결합한 형태로 존재하는데, 식물체의

20% - 40%를 차지하는 셀룰로오스는 β-1,4 글리코사이드 결

합을 통해 섬유 간 긴밀한 결합으로 결정성이 강한 고분자 물

질을 형성하여 물리, 화학 및 생물학적 분해에 매우 강한 저

항성을 가진다 (Kim et al., 2017). 이러한 구조는 셀룰로오스

주변의 수소결합과 van der waals 결합으로 인해 더욱 강화되

어 효소분해에 강한 저항성을 가지고 더불어 셀룰로오스는 오

탄당의 함량이 높은 헤미셀룰로오스 구조체로부터 보호를 받

는 구조적 특징을 지닌다 (Lee et al., 2010). 이와 관련하여

Kim (2010)는 셀룰로오스의 강건한 구조로 인해 셀룰레이스

를 통한 효소분해가 저해된다고 보고하였는데, 본 연구에서도

차가버섯 내 헤미셀룰로오스에 의한 보호 효과로부터 셀룰레

이즈 계열인 Celluclast, Pectinex와 Viscozyme을 통한 효소분

해가 저해되어 생물전환 효율이 낮아짐에 따라 탄수화물 분해

효소 처리군이 단백질 분해효소에 비해 폴리페놀 생산에 유의

한 증가가 없는 것으로 판단된다.

RSA (%) = (1 

시료 흡광도
) × 100 (1)

대조군 흡광도

Fig. 1. The values of total polyphenol content in I. obliquus
by bioconversion process using commercial enzymes.
HWE; hot-water extract of I. obliquus, AL; Alcalase, FL;
Flavourzyme, PR; Protamex, CL; Celluclast, PE; Pectinex,
VI; Viscozyme. There was no effect of pH on RSA
because the final pH of bioconverted I. obliquus extract
was adjusted equally. All values are means in triplicate
measurement. All data of TPC were statistically different
from the value of the hot-water extract using the
Duncan’s Multiple Range Test (DMRT, *p < 0.05, **p <
0.01).
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즉, 차가버섯으로부터 폴리페놀의 생산에 있어 단백질 분해

효소를 통한 생물전환은 탄수화물 분해효소보다 효율적인 것

으로 판단되며 생산된 폴리페놀은 차가버섯 내 단백질과 관련

이 있을 것으로 사료된다.

2. 생물전환에 의한 RSA 증대

차가버섯으로부터 생물전환공정으로 인한 항산화 활성의 변

화는 RSA 측정을 통해 확인하였다 (Fig. 2). 모든 효소 처리

군의 RSA는 열수추출물 (28.10 ± 2.25%)과 비교하였을 때 증

가하였으며 특히 Protamex 처리군에서 28.40% 증가하였고

Flavourzyme 처리군에서 24.20% 증가하여 다른 효소 처리군

에 비해 높은 RSA를 확인하였다 (p < 0.01). 또한, Protamex

와 Flavourzyme 처리군은 탄수화물 분해효소 중 가장 높은

RSA가 측정된 Viscozyme 처리군에 비해 RSA가 높게 측정되

었다 (p < 0.01).

셀룰레이즈를 이용한 생물전환에 있어 Kellock 등 (2017)은

가문비나무 내 lignin이 효소 활성 부위와 소수성 결합을 형성

하여 기질과 경쟁적으로 작용하기 때문에 효소분해 효율을 감

소시키는 것으로 보고하였는데, 본 연구에서 차가버섯 내

lignin으로 인해 효소분해 효율이 감소하여 RSA 관련 화합물

이 분해되지 않은 것으로 사료된다.

반면, 단백질은 내부에 소수성 아미노산과 표면에 친수성 아

미노산을 가지는 3차원 구조를 이루며 아미노산의 극성과 분

자량에 따라 폴리페놀과 다양한 결합을 형성한다고 보고된다

(Lee et al., 2009). 특히 류신, 이소류신, 글리신, 메티오닌,

알라닌과 페닐알라닌과 같은 소수성 아미노산 잔기는 폴리페

놀의 비극성 방향족 고리와 소수성 결합이나 수소결합을 통해

복합체를 형성한다고 알려져 있다 (Hong and Jung, 2012).

따라서 단백질 분해효소는 차가버섯 내 단백질의 구조에서 소

수성 아미노산과 결합된 폴리페놀을 유리화하였고 그 결과

RSA가 높아진 것으로 판단된다. 이는 Hyon 등 (2010)이 당

유자 효소분해물의 RSA를 측정한 결과 단백질 분해효소 처

리군에서 탄수화물 분해효소 처리군보다 높았다고 보고한 것

과 동일하다. 또한, 단백질과 폴리페놀 간의 결합은 셀룰로오

스와 폴리페놀 간의 결합에 비해 생물전환을 통한 유리형 폴

리페놀 생산에 유리하다고 알려져 있다 (Brudzynski and

Maldonado-Alvarez, 2015; An et al., 2020).

이에 본 연구 결과는 Protamex와 Flavourzyme를 이용한

생물전환공정을 통해 차가버섯 단백질 내부의 소수성 아미노

산과 폴리페놀 간의 결합이 분해되어 유리형 폴리페놀 생산이

증가됨으로써 RSA가 높게 측정된 것으로 사료된다. 따라서

단백질 분해효소를 이용한 생물전환공정은 차가버섯 내의 소

수성 아미노산을 특이적으로 분해하여 폴리페놀 생산을 증대

함으로써 차가버섯의 항산화 활성을 높이는 데 효과적인 것으

로 판단된다.

3. 지표물질의 생산 증대

앞선 결과를 기반으로 TPC와 RSA가 가장 높게 측정되었

던 단백질 분해효소 중 Protamex와 Flavourzyme 처리군에서

증가된 폴리페놀을 탐색하기 위해 HPLC를 이용하여 정량 및

정성 분석하였다 (Table 1 and Fig. 3).

Protamex와 Flavourzyme로 생물전환된 차가버섯 효소처리

물의 주요 피크는 머무름시간이 13.7 분으로 나타나, syringic

acid 표준품과 일치하였고 DAD 기반 280 ㎚에서의 스펙트럼

이 동일함에 따라 차가버섯 효소처리물의 주요 지표물질이

syringic acid임을 확인하였다. 차가버섯 효소처리물에서

syringic acid를 주요 지표물질로 확인한 결과는 Im 등 (2017)

이 차가버섯 ethyl acetate 분획물에서 syringic acid를 주요물

질로 검출한 연구 결과와 일치하였다. 

차가버섯 열수 추출물의 수율은 15.8%로 확인되었으며,

syringic acid의 함량에 있어서 차가버섯 효소처리물을 대조

군인 열수 추출물과 비교하였을 때 Protamex와 Flavourzyme

처리군에서 syringic acid의 함량이 0.92 ㎎/g DM과 0.85

Fig. 2. The values of radical scavenging activity (RSA) in I.
obliquus by bioconversion process using commer-
cial enzymes. HWE; hot-water extract of I.obliquus,
AL; Alcalase, FL; Flavourzyme, PR; Protamex, CL;
Celluclast, PE; Pectinex, VI; Viscozyme. Bioconverted
I. obliquus extracts were measured on the same pH
(5.5 ± 0.1). All values are means in triplicate measure-
ment. All data of RSA were statistically different from
the value of the hot-water extract using the Duncan’s
Multiple Range Test (DMRT, *p < 0.01).

Table 1. The values of syringic acid in bioconverted I. obliquus for
HPLC.

Enzymes

Syringic acid
(㎎/g DM)

Hot-water extract Flavourzyme Protamex

0.53 0.92** 0.85*

All values of syringic acid were statistically different from the value of
the hot-water extract using the Duncan’s Multiple Range Test (DMRT,
*

p < 0.05, **p < 0.01).
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㎎/g DM으로 나타나 각각 73.6%와 60.4% 증가하였다 (p

< 0.05). 차가버섯에서 Protamex와 Flavourzyme 처리는

Viscozyme (0.66 ㎎/g DM), Pectinex (0.64 ㎎/g DM)와

Alcalase (0.76 ㎎/g DM) 처리보다 syringic acid의 함량이

높은 것으로 보아 차가버섯 내 단백질과 폴리페놀 간의 결합

이 생물전환공정을 통해 syringic acid 생산이 증대한 것으로

사료된다.

폴리페놀인 syringic acid는 벤젠 고리에 산소와 수산기 및

Fig. 3. HPLC chromatograms and DAD spectrums at 280 ㎚ for syringic acid identification in bioconverted I. obliquus. (A);
syringic acid of the standard material, (B); hot-water extract on I. obliquus, (C); Flavourzyme treatment group, (D); Protamex
treatment group.
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메틸기가 결합된 형태로 특히 2 개의 하이드록시기를 가지고

있어 강력한 항염, 항산화와 항암 효과를 가짐이 보고된 바

있다 (Han et al., 2003). 또한, 신령버섯균사체 액체배양물의

항산화 활성에 대한 Ha 등 (2018)의 연구, 어성초와 야관문

의 항산화 활성에 대한 Park 등 (2020)의 연구 그리고 옥수

수 가루의 항산화 활성에 대한 Cho 등 (2018)의 연구에 따

르면 syringic acid가 항산화 활성을 나타내는 표준물질로 확

인하였다. 

따라서 앞서 진행한 실험 결과에서 차가버섯 효소처리물의

TPC 및 RSA가 열수 추출물에 비해 높게 측정된 결과는 단

백질이나 탄수화물과 syringic acid 간의 결합이 생물전환공정

을 통해 유리형으로 전환됨에 따라 syringic acid가 증대한 것

으로 판단된다.

본 연구에서는 단백질 분해효소 중 Protamex와 Flavourzyme

을 이용한 생물전환공정이 차가버섯으로부터 폴리페놀의 증대

와 함께 항산화 활성을 높이는데 효과적인 방법임을 확인하였

으며 차가버섯을 대상으로 상업효소를 적용한 생물전환공정을

통해 부산물 생산을 감소하고 기존 물질의 구조를 변화시켜

항산화 성분이 증진된 소재로 개발함으로써 고부가가치의 기

능성을 가진 식품 및 의약품 소재로써 활용할 수 있을 것으로

사료된다.
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