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Abstract 

Attempts were made to prep없e grape seeds extract for the utilization of grape seeds, a by-product of 
grape processing plants, and to evaluate antioxidative effect of it. The extraction of grape seeds with 
75% ethanol resulted in 4.4% of extraction yield, and the yields of se꺼al solvent fractions of grape 
seeds exπact increased as the degree of polarization of solvents increased. The ethanol exπact was effec
tive antioxidant to the heat-oxidation of soybean 이1， but not to that of lard. The serial solvent fractions 
did not show antioxidative activities to soybean oil, but isopropyl ether, ethyl acetate and acetone frac
tions revealed antioxidative activities to lard. The ethyl acetate fraction showed highest antioxidative 
activities among them. The contents of total phenolic compounds and electron donating ability of serial 
solvent fractions increased, as the degree of polarization of solvent increased. There was a high corre
lation between the contents of total phenolic compound~ (1'=0.98) and the elecσ'On donating ability of 
the serial solvent fractions of grape seeds. 
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서 톨 

식품의 가공 및 저장 중에 일어나는 지방질의 산 

화는 식품의 영양가의 저하， 이취발생 퉁의 품질저 

하 요인으로 작용할 뿐만 아니라 산화에 의해 생성 

되는 각종 산화생성물은 생체내에서 DNA를 손상 

시키거나 암을 유발하기도 하며， 인체의 노화와도 

관계가 있는 것으로 알려져 었다(Kim， 1988). 식품 

에 사용되고 있는 합성항산화제들 중 BHA, BHT 

같은 화학적 합성품들은 가격이 저렴하고 우수한 

항산화력을 나타내나 과잉섭취시 여러 질병의 원인 

이 될 수 있다는 보고가 있어 허용대상식품이나 사 
용량이 엄격히 규제되고 있으므로 보다 안전한 천 

연 항산화제에 대한 연구가 절실히 요구되고 있는 
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실 정 이 다(Cho， 1982; Beanen, 1975; Kinta, 1980). 

Nakat뻐 (1990)의 보고에 의하면 천연 항산화제에 

대한 연구는 식물성유지에 흔히 함유되어 있는 

tocopherol올 비롯한 식물종자， 향선료， 식물체나 생 

약추출물을 대상으로 활발히 진행되어져 왔으며， 우 

리나라에서는 침뿌리， 쑥， 붉나무， 탈지 들깨박， 탈 

지미강 동에서 항산화 효과를 갖는 물질이 있음이 

보고되어 었다(Oh 동， 1990; Lee, 1992; Rhee, 

1981). 

한편 유지의 산화는 비교적 낮은 온도에서 일어 

나는 자동산화와 튀김과 같은 고온에서 일어나는 

가열산화로 구분될 수 있는데， 서로 산화 메카니즘 

이 상이하다. BHA, BHT와 같은 합성 항산화제는 

상온에서는 항산화효과를 나타내나 휘발생이 강하 

여 튀김과 같은 고온가열 처리조건에서는 가열산화 

를 효과적으로 억제하지 못한다. 따라서 고온가열 

조건에서 효과적인 항산화 기능을 갖는 천연 항산 
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화제의 개발이 중요한 연구과제로 대두되고 있으나 

기존의 천연 항산화제 연구는 자동산화에 대한 항 

산화 연구에 편중되어 있어 가열산화에 효과를 갖 

는 천연 항산화제에 대한 연구는 미미한 실정이다. 

포도는 음료 및 주류가공 동에서 많이 이용되는 과 

실이며， 그 중 가공 후 폐기되는 포도씨에 대한 연 

구가 많이 진행되고 있다. 포도종자는 전체 포도중 

량의 3-5%를 차지하며， 카테킨 성분이 많이 함유되 

어 있고 수렴， 해독， 살균 및 방부작용 둥 여러 가 

지 생리작용이 있는 것으로 알려져 있으며， 성인병 

및 암예방에 관계하는 항산화， 항돌연변이， 혈중콜 

레스테롤 저하 동의 생리활성효과가 있어 이에 대 

한 관심이 고조되고 있다(Watanabe， 1977; Hw때g， 

1999). 이에 본 연구에서는 포도종자의 효율적 이용 

을 위하여 포도종자추출물에 대한 항산화 특성을 

oven tes배 의해 파악하고， 자동산화 및 가열산화에 

대한 항산화 효과률 검증하므로서 새로운 천연 항 

산화제로서의 이용가능성을 검토하고자 하였다. 

재료및방법 

실험재료 
본 실험에 사용한 포도종자는 1999년 7월에 충청 

북도 영동에서 수확된 Campbell early 품종의 포도 

종자로 수세한 다옴 상온의 그늘에서 24시간 동안 

건조한 후 시료로 사용하였다. 항산화효과 실험에 

사용한 기질로는 항산화제가 첨가되지 않은 정제 

대두유(soybean 이1)와 돈지 (lard)를 (주)삼립유지로부 

터 구입하여 사용하였다. 

실 험 에 사용한 지 방산의 methyl ester, Ö

tocopherol, ß-carotene, butylated hydroxytoluene 

(BHT), propyl gallate (PG) 동의 항산화제 , DPPH 

(a，a-diphenyl-~-picryl hydrazyl), tannic acid 표준품 

동은 Sigma (St. lρuis， MO, USA) 제 품올 각각 

구입하여 사용하였다. 그 외 사용한 모든 시약은 

HPLC용 또는 특급시약을 사용하였다. 

포도종자추출물의 저l조 및 가용성 고형분의 힘량촉정 

포도종자 추출물의 제조 및 가용성 고형분의 함 

량 측정은 Fig. 1과 같이 실시하였다. 즉， 포도종자 

를 lO mesh 이하로 조분쇄한 후， 포도종자 중량의 

5배에 해당하는 75% EtOH을 가하여 500 C 수욕상 

에서 교반하면서 5시간 추출하였다. 추출액을 여과 

지 (Whatman No. 1)로 여과한 후， 여과액을 rotary 

Fig. 1. Flow chart for extracüon of grape seeds with 
75%-EtOH. 

vacuum evaporator.로 농축하여 포도종자 추출물을 

얻었다. 이때 가용성 고형분의 함량을 중량분석법 

으로 측정하였다. 

분획물조제 
포도종자 추출물을 비극성 용매로부터 극성이 높 

은 용매까지 5단계로 구분하여 순차적 추출방식으 

로 각 분획물을 조제하였다. 즉， n-hexane, isopropyl 

ether, ethyl acetate, acetone, methan이을 이용하여 

Fig. 양} 같이 추출하였다. 추출액을 여과지(Whatrnan 

No. 1)로 여과한 후， 여과액을 rotary vacuum eva

porator.로 농축하여 각 용매별 분획물을 얻었다. 이 

때 각 용매의 가용성 고형분의 함량을 중량분석법 

으로 측정하였다. 

항산화효과촉정 
포도종자 추출물 및 각 용매별 분획물의 항산화 

효과 측정 은 oven test에 의하여 비교측정하였으며， 

자동산화 및 가열산화에서의 항산화효과 비교를 위 

하여 oven test는 600C와 1800C로 구분하여 실험 하 

였다. 자동산화에 대한 항산화효과을 알아보기 위 

해 대두유와 돈지 각각 30g과 포도종자 추출물， 분 

획물 일정량올 50 mL 비이커에 취한 다음 차광된 

600C (:t2"C)의 전기항온기에서 18일간 저장하면서 
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GfS/)(J 빼ed 75'J6EtOH s..:찌~sct 

←n-f{j없rsne 

Fig. 2. Serial solvent fractionation of grape seeds 75%
EtOH extract with varlous solvents. 

3일마다 시료를 취하여 저장중의 기질유지에 대한 

산화안정성을 시험하였다. 산화안정성은 peroxide 

value (POV) 및 p-뻐sidine value의 변화로 측정 하 

였다(AOAC， 1985). 또한 가열산화에 대한 안정성을 

알아보기 위해 대두유와 돈지 각 30g과 포도종자 

추출물， 분획물 일정량을 50 mL 비이커에 취한 다 

음 치광된 1800C(土20C)의 전기항온기에서 20시간 저 

장하면서 4^1간마다 시료를 취하여 p-anisidine value 

의 변화를 통해 저장중의 기질유지에 대한 가열 산 

화안정성을 시험하였다. 포도종자 추출물 및 분획 
물의 항산화력 비교를 위히여 비교구로 o-tocopherol, 

ß-carotene, BHT, PG 동의 항산화제를 사용하였다. 

분획물의 전자공여 작용 측정 
포도종자 추출물의 분획별 전자공여 작용은 DPPH 

(a，α-diphenyl-ß-picryl hydr없yl)에 대한 전자공여 효 

과로 환원력을 측정하였다(Okubo， 1995). 즉， 분획 

별 추출물 0.3 g에 DMSO (dimethyl sulfoxide)를 

가하여 25 mL로 정용한 후 이 중 l mL를 취하고 

여기에 DPPH를 무수에탄올에 용해시켜 만든 4.0x 

10~ DPPH용액 2 mL를 가하여 30초간 vortex 

mixer:로 혼합한 후， 상온에서 30분간 방치하면서 반 

웅시키고 520nm에서 홉광도를 측정하였다. 분획별 

추출물의 전자공여 효과는 홉광도의 백분률인 EDA 

(elecσon donating ability)로 표시 하였으며 , 다음과 

같이 계산하였다. 

EDA (elecσon donating ability, %) 

=[I-(absorbance of sampleJ 

absorbance of blank)]xl00 

분획물의 총 페놀함량 측정 
포도종자 추출물의 분획별 총 페놀함량 측정은 

A.O.A.C (1980)의 Folin-Denis법을 이용하였다. 즉， 

페놀성 물질이 phosphomolybdic acid와 반웅하여 청 

색을 발색시키는 현상을 이용하였으며， lOO mL mess 

flask에 75 mL의 증류수와 분획별 추출물 1 g을 넣 
고 잘 혼합한 후， Folin-Denis 시 약 5 mL와 탄산나 

트륨 포화용액 JOmL을 차례로 넣은 다음， 증류수 

로 lOOml로 정용하였다. 이것을 잘 혼합하여 실온 

에서 30분간 방치하여 반웅시키고 7(1.) nm에서 흡 

광도를 측정하였다. 분석은 각 시료당 3회 반복하 

였고， 측정된 홉광도는 tannic acid를 이용하여 작성 

한 표준곡선으로부터 % tannic acid 당량으로 환산 

하였다. 

곁과및고활 

포도종자추출물의 수율 및 순차용매 분획물의 수율 
75%-EtOH로 추출한 포도종자 추출물의 수율은 8 

회 반복실험한 결과 고형분 함량을 기준으로 

4.3%-4.7%로 나타났으며 , 평균 4.4%로 측정 되었 

고， 75%-EtOH 추출물윤 용배의 극성도에 따라 분 

획 추출한 갤과는 n-hexane. isopropyl εther와 갇이 

비극성 용매로 추출된 분획윌-의 양-?':- 1- 1.5%로서 

극히 적었으며， 극성도가 4.3인 ethyl acetate로 분획 

한 양도 1.5%에 불과 하였다. 그러나 극성도가 높 

은 methanol 획분의 양은 43%로 추출용매의 극성 

도가 높아젤수록 분획되는 양이 증가하였다. 또한， 

마지막 용매인 methanoJ에서도 분획되지 않고 남은 
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Thble 1. The extraction 뺏Id of 믿'8pe 앞때s with 75%
EtOH 와떠 tbat of serial sovent extracted from 75%
EtOH extract1l 

Raw materials Solvent Yìeld (%,w/w) 

Grapeseed 75%-EtOH 4.44 
Hexane 1.2 
lsopropyl ether 1.8 

75%-EtOH 
Ethy 1 acetate 1.5 grape 않edex없ct 
Acetone 4.5 
Methanol 43.0 

'1:;ach value is the average of triplicates 

.‘’ 

o o 3 8 8 12 11 1. 

Tlm삐띠”’ 
Flg. 3. Eft'ects of 맑ape seed extract and commercial anti-
0영뼈nts on the peroxide vaJue of soybe없1 0피 ston녔 at 
600C. 
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<) - <) ß-carotene, ‘ -‘ grape extract 
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Fig. 4. Eft'ects of grape seed extract and commerciaJ 
anti-o찌dants on tbe p-anisidine value of soybean 011 
stored at 6OoC • 
• - • control, 0 - 0 BHT, 6 - 6 PG, 口 -口 o..tocoperol, 
<)-<) 바arotene ， ‘ -‘ grape exσact 

잔사의 양은 48%이었다(민able 1). 

포도종자 추출물의 항산화 효과 
포도종자 추출물과 상엽적으로 많이 이용되고 있 

는 항산화제인 BHT, PG, εtocopherol， ß-carotene을 
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Fig. 5. Tbe p-anisidine value of soybean oil stored at 
1800C as atTected by grape seeds extract and commerciaJ 
antio찌dants • 
• - • control, 0 -0 BHT(200 ppm), 6 - 6 PG(200 ppm) 
口 -口 o..tocopherol(200 ppm) 
<) - <) ß-carotene(200 ppm), ‘ -‘ grape seed extract(200 
ppm) 

각각 200ppm 씩 대두유에 첨가한 후 6<tc oven에 
서 18일동안 저 장하면서 peroxide value와 압뻐isi

dine value를 측정 하였다(Fig. 3, 4). 대두유에 포도 

종자 추출물을 첨가하였을 경우， 항산화제 무첨가 

구에 비해 산화안정성이 약간 상숭되었지만 상업적 

으로 이용되고 있는 항산화제의 효과와 비교하여 

볼 때 그 효과는 극히 낮은 수준이었다. 

가열산화에 대한 항산화 효과는 1800C에서 20시 

간동안 저 장하면서 p-anisidine value의 변화를 측정 
한 결과 Fig. 5와 같이 항산화제 무첨가구는 물론 

o-tocopherol, ß-carotene, BHT 첨 가구보다 포도종자 

추출물의 산화안정성이 향상되어 1800C의 고온에서 

는 포도종자 추출물이 항산화 효과가 있음을 알 수 

있었다. 또한 o-tocopherol, ß-carotene 첨 가구는 대 

조구보다 가열산화가 더 진행되어 자동산화에 대한 

항산화 효과는 있으나 가열산화에 있어서는 오히려 

산화촉진 효과를 가지는 것으로 판단되었다. BHT 

첨가구도 가열산화에 있어서는 항산화 효과를 나타 

내지 않았는데 이는 BHT 및 BHA동은 상온에서는 

효과적인 항산화능력을 가지나， 튀김과 같은 극한 

고온가열 처리조건에서는 열 분해되거나 휘발되어 

가열산화를 효과적으로 억제하지 봇한다고 보고한 

Peled 퉁 (1975)과 Jung 둥 (1994)의 내용과 일치하 

였다， 

돈지에 대한 포도종자 추출물의 항산화 효과는 

나타나지 않았다. 그리고 포도종자 추출물을 1800C 

에서 oven test한 결과 대조구에 비해 가열산화안정 

성이 약간 상숭되었지만 상업적으로 이용되고 있는 
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Flg. 8. The pero찌de value of lard at 600C as at1'ected by 
various solvent fractions extracted from grape 앞eds • 
• - • control, /:::. - /:::. hexane(200 ppm), 口 -디 isopropyl 
ether(200 ppm), 0 - 0 ethyl acetate(200 ppm), 'V - 'V 
acetone(200 ppm), 0 - 0 methanol(200 ppm), ‘ -‘ 
75%ethanol(200 ppm) 
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Flg. 6. EtTects of g때Ipe 앞ed extract and commerclal 
antloxldants on the p.m뼈dine value of lard stored at 
l S00C . 
• - • control, 0 - 0 BHT, /:::. - /:::. PG, 口 -디 o..tocoperol, 
0-0 빠carotene， ‘ -‘ 짧pe extract 
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Fig. 9. The p-anlsidine 때ue of la떠 at 600C 잃 an따ed 
by var10us S이vent fractlons extracted from grape se어& 
• - • control. /:::. - /:::. hexane(200ppm), 口 -口 isopropyl 
ether(200 ppm), 0 - 0 εthyl acεtate(200 ppm), 'V - 'V 

acetone(2α) ppm)‘ 。- 0 methanol(200 ppm), ‘ -‘ 
75%ethanol(2아} ppm) 
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Fig. 7. EtTect of various solvent fractlons extracted from 
grape 앞ed extract on the p.anisidine value of soybean 
oil at lSOoC • 
• -. control, /:::. - /:::. hexane, 口 -口 isopropyl ether, 0 
- 0 ethyl acetate, 'V - 'V acetone, 0 - 0 methanol, ‘-‘ 
75% ethanol 
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효과는 극히 미미한 수준이었으며， 분획별 항산화 

효과의 차이 또한 나타나지 않았다(Fig. 7). 그러나 

동물성유지인 돈지를 가질로 하여 항산화효과를 측 

정 한 결 과， 60
u
C oven test에 서 는 n-hexane, me

thanol 분획 은 항산화 효과가 없는 반면， ethyl 

acetate 및 acetone 분획은 항산화 효과가 우수하였 

다(Fig. 8, 9). 

또한 l80"C oven test에 의한 가열산화 안정성을 

살펴본 결과 포도종자 추출물 및 각각의 순차용매 

추출 분획똘의 항산화효과는 항산화제 무첨가구에 

비해 가열산화 안정성이 향상되었으며 항산화 효과 

는 ethyl acetate > isopropyl ether> acetone > metha

nol > n-hexane > 75% 에 탄올 추출물의 순이 었다 

(Fig. 10). 
항산화 효과가 가장 우수하게 나타난 ethyl acetate 

항산화제의 효과와 비교하여 볼 때 그 효과는 극히 

낮은 수준이었다. 상업적으로 이용되고 있는 항산 

화제중에서는 PG가 가장 큰 항산화 효과를 나타내 
었다(Fig. 6). 

순차 용매 분획물의 황산화 효과 
포도종자 75% EtOH 추출물올 순차 용매 추출하 

여 얻은 분획물이 대두유의 가열 산화안정성에 미 

치는 영 향올 알아보기 위하여 n-hexane, isopropyl 

ether, ethyl acetate, acetone, methanol 분획 물을 고 

형분 기준으로 각각 200ppm 씩 대두유에 첨가한 

후 1800C oven에서 20시간동안 저장하면서 p

anisidine va1ue의 변화를 측정한 결과 대조구에 비 

해 산화안정성이 약간 상숭되었지만 상업적으로 이 

용되고 있는 항산화제의 효과와 비교하여 볼 때 그 
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FIg. 10. The p.anisi이ne value of1없'd at 1800C as 따fec야d 
by v뼈ous solvent fracüons extracted from grape 용어s • 
• - • control, 1::. - 1::. hexane(2oo ppm), 口 -口 isopropyl 
ether(2oo ppm), <> - <> ethyl acetate(2oo ppm), 'V - \J 
acetone(2oo ppm), 0 - 0 methanol(2oo ppm), ‘ -‘ 
75%ethanol(2oo ppm) 
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Fig. 11. The pero때de value 'of lard stored at 600C as 
따fected by ethyl acetate fraction from grape seeds and 
commerclal 없lÜO찌dants. 
o -0 control, • - • ethyl acetate fraction(2oo ppm) ‘ -‘ PG(2oo ppm) 口 - 口 δtocopheroJ(2oo ppm) 

분획과 상업적으로 많이 이용하는 항산화제인 PG 

와 o-tocopher，이의 돈지에 대한 항산화 효과를 비교 

해본 결과는 Fig. 11 및 12와 같았다. Ethyl acetate 

분획물의 600C 및 1800C에서 항산화 효과는 PG보 

다는 효과가 떨어지지 만 õ-tocopher이과 최소한 비 

슷한 수준의 항산화 효과를 나타내었다. 이 결과 

로 보아 포도종자 추출물의 ethyl acetate 분획은 돈 

지의 자동산화와 가열산화에 대하여 우수한 항산화 

력을 나타내어 천연 항산화제로서 이용가치가 높음 

을 알 수 있었다. 

순차용매 분획물의 페놀성 화합물 함량 및 전자공 
여작용 
포도종자 75% 에탄올 추출물과 이를 순차용매 추 
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Fig. 12. The p.a피sidine value of 1없'd at 1800C as 
뼈ected by ethyl acetate fracüon from grape seeds and 
commercial antioxidants. 
。- 0 control, • -. ethyl acetate fraction(200 ppm), ‘ -‘ PG(200 ppm), 口 -口 &.tocopherol(2oo ppm) 

100 
Total phenoHc compound 

-디- Electron donating ability 

0 

끼k* 4‘4-•
h 

40.0.,.... ~힘'1 A "'c./Q~ ..，.。싸 
‘짜 .,. -"'.w~~감@*e · 

Fig. 13. The total phenoUc compound and the electron 
donating abillty of various solvent fractions extracted 
from grape se때s. 

출하여 얻은 분획물의 페놀성 화합물 함량과 전자 

공여작용을 측정한 결과는 Fig. 13과 같다. 페놀성 

화합물 함량 및 전자공여작용은 acetone 분획물 >

methanol 분획 물 > 포도종자 추출물 > ethyl acetate 

분획물 > isopropy 1 ether 분획물 >hexane 분획물 순 
이었으며， 페놀성 화합물의 함량이 증가할수록 전 

자공여작용도 함께 증가하여 높은 상관관계를 나타 

내었다. 또한 극성도가 높은 추출용매로 추출한 분 

획물이 페놀성 화합물 함량 및 전자공여작용이 높 
게 나타나는 경향올 보였다. 그러나 본 실험에서 

acetone 분획물 및 methanol 분획물은 페놀성 화합 

물 함량과 전자공여작용은 높지만 항산화 효과는 

거의 없는 것으로 나타나 항산화 효과와 상관성은 

없었으며， Krigaya (1971)과 Yamaguchi (1969)이 보 

고한 전자공여작용 및 페놀성 화합물의 함량이 항 

산화 효과와 높은 상관관계가 었다는 보고와는 일 
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치하지 않는 결과를 나타내었으며， 이를 규명하기 

위한 향후 연구가 필요하다고 생각되었다. 

요 약 

포도종자의 효올적 이용올 위하여 포도종자 추출 

물에 대한 항산화 특성을 파악하고， 대두유 및 돈 

지에 대하여 자동산화 및 가열산화에 대한 항산화 

효과를 검증하므로써 새로운 천연 항산화제로서의 

이용 가능성올 검토하였다. 포도종자를 75% 에탄올 

로 추출한 포도종자 추출물의 수윷은 평균 4.4%이 

었으며， 이를 순차적으로 용매추출하여 얻은 분획 

물의 수율은 추출용매의 극성도가 높아질수록 분획 

되는 양이 증가하였다. 포도종자 추출물의 항산화 

효과는 대두유의 가열산화에 효과적이었으며， 돈지 

에는 효과를 나타내지 않았다. 그러나 순차용매 분 

획물의 항산화 효과는 대두유에 대하여 모든 분획 

물이 항산화 효과를 나타내지 않았으나， 돈지에 대 

하여 는 isopropyl ether, ethyl acetate, acetone 분회 
이 자동산화 및 가열산화에 항산화 효과를 나타내 

었다. 그중 ethyl acetate 분획물의 항산화 효과가 가 

장 우수하였다. 분획물의 페놀성 화합물 함량 및 전 

자공여작용은 극성도가 높은 용매로 추출할수록 높 

게 나타났으며， 페놀성 화합물의 함량이 증가할수 

록 전자공여작용도 함께 증가하여 높은 상관관계 

(r=O.98)를 나타내었다. 
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