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            초록
          
        

        
          This study compared the antioxidant and anti-inflammatory capacities of acetone extracts from commercially available soybeans with reddish (Gangnang-kong, Ultari-kong, and Lentils), black (Heuk-tae, Seori-tae, and Seomok-tae), and yellow (Baek-tae and Chickpea) seed coats. Reddish soybeans had the highest 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) radical-, superoxide-, and peroxynitrite-scavenging activities as well as the highest cupric reducing antioxidant capacities, followed by black soybeans; yellow soybeans showed the lowest value. The oxygen radical absorbance capacities and total phenolic contents of reddish and black soybeans were similar and higher than those of yellow soybeans were. Supercoiled DNA strand breakage induced by the hydroxyl radical was inhibited more by reddish soybeans compared to black or yellow soybeans. Lipopolysaccharide-induced NO production in RAW 264.7 cells was inhibited more by reddish or black soybeans than yellow soybeans. The antioxidant activities, including DPPH radical scavenging, superoxide scavenging, and cupric reducing antioxidant capacity, were strongly correlated with the total phenolic and total flavonoid contents. The anti-inflammatory capacity was strongly correlated with the total flavonoid content. Therefore, these findings show that reddish or black soybeans had more potent antioxidant and anti-inflammatory effects than yellow soybeans, possibly due to their high phenolic contents.
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      I. 서론
      슈퍼옥시드(superoxide), 히드록실 라디칼(hydroxyl radical), 과산화수소 등과 같은 반응산소종(reactive oxygen species, ROS)과 산화질소(nitric oxide), 퍼옥시니트리트(peroxynitrite) 등과 같은 반응질소종(reactive nitrogen species, RNS)은 미토콘드리아에서 세포대사의 부산물로서 생성되며, 과다한 세포의 ROS와 RNS 생성은 지질과산화, 단백질 불활성화, DNA 변성 등을 야기시켜 세포의 기능장애를 유발하고, 동맥경화증, 관절염, 당뇨병, 암, 파킨슨 질병 등 수많은 질병을 일으키는 것으로 보고되고 있다(Valko et al. 2007). 항산화제는 ROS와 RNS에 의해 유도되는 산화 스트레스로 인해 생성되는 산화물질들을 방어하는 물질이다. 최근 들어 건강에 대한 관심이 높아지면서 식물계에 널리 분포되어 있는 식이 항산화제에 대한 연구가 활발히 이루어지고 있다.

      콩은 두과(Leguminosae)에 속하는 식물로써, 단백질과 지방이 풍부하고, 칼륨, 인, 칼슘, 마그네슘, 아연 등의 미네랄과 티아민, 리보플라빈, 니아신, 엽산 등의 비타민 공급원이며, 콩으로부터 분리된 생리활성물질에는 플라보노이드, 이소플라본, 펩티드, 피틴산, 콩 지질 등이 있다(Liu 1997). 콩의 주요 성분인 이소플라본의 저콜레스테롤혈증 효과(Potter 1998), 항종양 효과(Barnes et al. 1996), 골다공증 예방 효과(Adlercreutz & Mazur 1997) 등 다양한 질환에 대한 예방효과들이 많이 보고되고 있다. 최근에는 콩의 라디칼 소거활성, 환원력 등의 항산화 활성에 관한 연구도 활발히 진행되고 있으며(Prakash et al. 2007; Xu & Chang 2008; Szymczak et al. 2017), 콩의 종피 색깔에 따라 항산화 활성이 다른 것으로 보고되고 있다(Slavin et al. 2009; Kumar et al. 2010; Cho et al. 2013). 검은색 콩이 노란색 콩이나 녹색 콩에 비해 총페놀 함량과 총플라보노이드 함량이 높으며, 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) 라디칼, 2,2’-azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6- sulfonic acid(ABTS) 라디칼 및 히드록실 라디칼 소거활성 그리고 철이온 환원력이 높게 나타났고, 총페놀 또는 총플라보노이드 함량과 항산화 활성 간 유의적 상관관계가 보고된 바 있다(Myung & Hwang 2008; Slavin et al. 2009; Kumar et al. 2010; Lee et al. 2014). 그러나 이소플라본 함량과 종피 색깔 또는 항산화 활성 간에 유의적 상관관계는 관찰되지 않았으며(Myung & Hwang 2008; Kumar et al. 2010; Cho et al. 2013), 검은색 콩과 노란색 콩의 품종 간 항산화 활성의 차이가 없다고 보고된 바 있다(So et al. 2001; Ryu & Moon 2003).

      따라서 본 연구에서는 시중에 유통되고 있는 콩들의 총페놀 및 총플라보노이드 함량, 라디칼 소거활성, 환원력 및 염증 유발에 의해 유도된 산화질소 생성 억제를 측정하고, 콩들 간의 항산화 및 항염증 활성을 비교·조사하였다.

    

    

  
    
      II. 연구방법
      
        1. 재료 및 시약
        시중에 유통되고 있는 붉은색 콩 3종(강낭콩, 울타리콩 및 렌틸콩), 검은색 콩 3종(흑태, 서리태 및 서목태), 노란색 콩 2종(백태 및 병아리콩) 등 총 8종의 콩을 구입하여 실험에 사용하였다. pBR322 DNA는 KOSCHEM(Seoul, Korea)으로부터 구입하였고, GelRed 염색시약은 Biotium (Hayward, CA, USA)으로부터 구입하였으며, 우태아혈청은 Lonza(Walkersville, MD, USA)로부터 구입하여 사용하였다. 그 외 실험에 사용된 시약들은 분석급으로 Sigma-Aldrich Co.(St. Louis, MO, USA)로부터 구입하였다.

      

      
        2. 시료의 추출
        건조된 콩 시료들을 분쇄기(Hanil HMF-3260S, Hanil Electric, Seoul, Korea)를 사용하여 분쇄한 후 500 μm 체로 걸렀다. 분쇄한 시료 1 g에 5 mL의 80% 아세톤 용액을 첨가하고 10분간 혼합한 후, 초음파 분쇄기(Sonic Dismenbrator Model 100, Fisher Scientific, Pittsburgh, PA, USA)를 사용하여 25W에서 3분간 분쇄하였다. 초음파 분쇄된 혼합물은 12,000×g에서 10분간 원심분리하여 상등액을 수거하고, 분석 시까지 –20℃에서 보관하였다.

      

      
        3. 분석
        
          1) 총페놀 측정
          총페놀 함량은 Singleton et al.(1999)의 방법에 따라 측정하였다. 추출물에 0.08 N Folin-Ciocalteu 시약을 첨가하고, 실온에서 6분 방치한 다음, 3% 탄산나트륨 용액을 첨가하고 실온에서 90분 방치한 뒤, 760 nm에서 흡광도를 측정하였다. 갈산을 사용하여 표준곡선을 작성하였고, 총페놀 함량은 mg 갈산 등가물(GAE)/g 건조중량으로 표기하였다.

        

        
          2) 총플라보노이드 측정
          총플라보노이드 함량은 Liu et al.(2002)의 방법에 따라 측정하였다. 추출물에 0.15% 아질산나트륨 용액을 첨가하고, 실온에서 6분간 방치한 다음, 0.6% 염화알루미늄 용액을 첨가하고 실온에서 5분간 방치한 뒤, 0.2 N 수산화나트륨 용액을 첨가한 후 510 nm에서 흡광도를 측정하였다. 표준시약으로 카테킨을 사용하여 표준곡선을 작성하였고, 총플라보노이드 함량은 mg 카테킨 등가물(CE)/g 건조중량으로 표기하였다.

        

        
          3) DPPH 라디칼 소거활성 측정
          DPPH 라디칼 소거활성은 Malterud et al.(1993)의 방법에 따라 측정하였다. DPPH 용액(0.12 mM)을 추출물과 혼합하고, 517 nm에서 30분 동안 분광광도계(Epoch, BioTek, Winooski, VT, USA)를 사용하여 흡광도를 측정하였다. DPPH 라디칼 소거활성은 다음 식으로 계산하였다.

          DPPH 라디칼 소거활성(억제 %)=[1-(추출물의 흡광도/추출물 무첨가군의 흡광도)]×100

          또한, 양성 대조군으로 α-토코페롤을 사용하여 DPPH 라디칼 소거활성을 비교하였다.

        

        
          4) 슈퍼옥시드 소거활성 측정
          슈퍼옥시드 소거활성은 Liu et al.(1997)의 방법에 따라 측정하였다. 추출물에 62 μM nitro blue tetrazolium과 98 μM β-nicotinamide adenine dinucleotide 용액을 혼합하고, 20 mM Tris와 33 μM phenazine methosulfate 용액을 각각 첨가한 후, 560 nm에서 10분 동안 흡광도를 측정하였다. 슈퍼옥시드 소거활성은 다음 식으로 계산하였다.
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          또한, 양성 대조군으로 카테킨을 사용하여 슈퍼옥시드 소거활성을 비교하였다.

        

        
          5) 퍼옥시니트리트 소거활성 측정
          퍼옥시니트리트 소거활성은 Kooy et al.(1997)의 방법에 따라 측정하였다. 추출물에 0.05 mM diethylenetriaminepentaacetic acid 용액을 혼합하고, 10 uM dichlorofluorescin 용액과 1 uM 5-amino-3-(4-morpholinyl)-1,2,3-oxadiazolium chloride 용액을 각각 첨가한 후, 여기(excitation) 파장 488 nm와 방출(emission) 파장 525 nm에서 30분 동안 형광광도계(GEMINI XS, Molecular Devices, Sunnyvale, CA, USA)를 사용하여 형광도를 측정하였다. 퍼옥시니트리트 소거활성은 다음 식으로 계산하였다.
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          또한, 양성 대조군으로 시스테인을 사용하여 퍼옥시니트리트 소거활성을 비교하였다.

        

        
          6) 산소라디칼 흡수 효능(oxygen radical absorbance capacity, ORAC) 측정
          ORAC는 Huang et al.(2002)의 방법에 따라 측정하였다. 추출물에 6×10-5 mM 플루오레세인 용액을 첨가하고, 37℃에서 10분 가열한 다음, 19 mM 2,2’-Azobis(2-methylpropionamidine) dihydrochloride(AAPH) 용액을 첨가한 뒤, 여기 파장 485 nm와 방출 파장 530 nm에서 60분 동안 형광도를 측정하였다. 표준시약으로 사용한 Trolox와 추출물의 곡선면적(area under the curve)을 측정하였으며, ORAC는 표준시약 농도와 곡선면적 간의 회귀곡선을 이용하여 nmol/mL Trolox 등가물로 표기하였다. 또한, 양성 대조군으로 아스코르브산을 사용하여 ORAC를 비교하였다.

        

        
          7) 구리이온 환원력(cupric reducing antioxidant capacity, CUPRAC) 측정
          CUPRAC는 Apak et al.(2004)의 방법에 따라 측정하였다. 추출물에 2.44 mM 염화제일구리, 1.83 mM neocuproine 및 0.24 M 초산암모늄 용액을 첨가하고, 실온에서 1시간 방치한 후, 450 nm에서 흡광도를 측정하였다. Trolox를 사용하여 표준곡선을 작성하였고, CUPRAC는 nmol/mL Trolox 등가물로 표기하였다. 또한, 양성 대조군으로 α-토코페롤을 사용하여 CUPRAC를 비교하였다.

        

        
          8) 슈퍼코일 DNA 밴드 절단
          히드록실 라디칼에 의한 슈퍼코일 DNA 밴드의 절단은 Hiramoto et al.(1996)의 방법에 따라 실시하였다. 슈퍼코일 pBR322 DNA 0.2 μg에 추출물을 첨가하고, 0.1 mM 과산화수소 용액과 0.1 mM 황산제일철 용액과 함께 37℃에서 1시간 배양하였다. 배양 후, 0.01% GelRed 염색시약이 포함된 0.8% 아가로스에서 전기영동을 실시하였다. 자외선 하에서 사진을 촬영한 후, DNA 밴드의 밀도는 Image J 1.44 프로그램(NIH, Bethesda, MD, USA)을 사용하여 측정하였으며, 슈퍼코일 DNA 밴드의 절단 억제효과는 슈퍼코일 DNA 밴드의 보유율을 측정함으로써 조사하였다.

        

        
          9) 염증 유발 및 산화질소 측정
          RAW 264.7 세포(KCLB No. 40071, 한국세포주은행)를 well당 세포수가 0.5×105 되도록 24-well 플레이트에 분주하고, 37℃, 5% 이산화탄소 배양기에서 배양하였다. 24시간 경과 후, 추출물이 포함된 배지로 교체하고 2시간 전처리하였다. 염증을 유발하기 위해, 지질다당류(lipopolysaccharide, LPS)가 포함된 배지로 교체하고 24시간 배양하였다.

          산화질소 농도는 Stuehr & Nathan(1989)의 방법에 따라 측정하였다. 배양한 후, 상등액을 취하고 동량의 Griess 시약(1% sulfanilamide/0.1% naphthylethylene diamine dihydrochloride/5% 인산용액)을 첨가하고, 실온에서 10분 방치한 후, 550 nm에서 흡광도를 측정하였다. 아질산 나트륨을 사용하여 표준곡선을 작성하였고, 콩추출물의 LPS에 대한 염증 억제 효과는 산화질소 생성을 측정함으로써 조사하였다.

        

      

      
        4. 통계 분석
        IBM SPSS 통계프로그램(Version 25, IBM Corporation, Armonk, NY, USA)을 사용하여, 추출물별 및 종피 색깔별 활성은 일원 분산분석을 실시하여 조사하였고, 평균값의 차이는 Duncan’s multiple range test를 실시하여 p<0.05에서 유의성을 조사하였다. 또한 페놀 화합물 함량과 항산화 활성 및 항염증 효능 간의 상관관계를 파악하기 위하여 상관분석을 실시하여 조사하였다.

      

    

    

  
    
      III. 결과 및 고찰
      
        1. 총페놀 및 총플라보노이드 함량
        페놀 화합물 또는 폴리페놀은 페놀산과 같은 단순 구조부터 탄닌과 같은 고도로 중합된 구조 화합물에 이르기까지 식물계에 광범위하게 존재하며, 유리 라디칼 소거와 금속이온 킬레이트 등의 항산화 활성, 항염증 활성 및 항돌연변이 활성 등에 기인하여 순환계 질병과 암 발생율을 감소시킨다고(Bravo 1998; Zhang & Tsao 2016) 알려져 있다.

        콩추출물의 총페놀 함량은 Fig. 1-A에 나타나 있다. 렌틸콩의 총페놀 함량이 가장 높았고, 병아리콩의 총페놀 함량이 가장 낮게 나타났다. 붉은색 콩의 총페놀 함량(3.20 ± 0.59 mg GAE/g DM)이 검은색 콩의 총페놀 함량(2.72 ± 0.45 mg GAE/g DM)에 비해 높은 경향으로 (P>0.05) 나타났고, 노란색 콩의 총페놀 함량(1.20 ± 0.82 mg GAE/g DM)이 가장 낮게 나타났다. 붉은색 콩의 총페놀 함량은 렌틸콩>강남콩>울타리콩 순으로 높게 나타났으며, 검은색 콩의 총페놀 함량은 서목태>서리태>흑태 순으로 높게 나타났다. 노란색 콩에서는 병아리콩의 총페놀 함량이 백태에 비해 낮게 나타났다.

        
          
          

          Fig. 1. 
				
          

          
            Total phenolic (1-A) and flavonoid (1-B) contents of various soybean extracts.
          
          

          

        

        플라보노이드는 과일, 채소 및 음료에 널리 포함되어 있는 폴리페놀 구조를 가지는 식물의 2차 대사산물(Bravo 1998)로써, 플라본, 플라보놀, 플라바논, 칼콘, 안토시아닌, 이소플라보노이드 등으로 분류(Tsao 2010)되며, 특히 이소플라보노이드는 콩 등의 두과식물에 주로 존재하며, 항산화와 항염증을 포함한 다양한 생물학적 활성(Panche et al. 2016)이 보고되고 있다.

        콩추출물의 총플라보노이드 함량은 Fig. 1-B에 나타나 있다. 강낭콩의 총플라보노이드 함량이 가장 높았고, 병아리콩의 총플라보노이드 함량이 가장 낮게 나타났다. 붉은색 콩의 총플라보노이드 함량(1.70 ± 0.33 mg CE/g DM)이 검은색 콩의 총플라보노이드 함량(0.97 ± 0.33 mg CE/g DM)에 비해 높게 나타났고, 노란색 콩의 총플라보노이드 함량(0.07 ± 0.05 mg CE/g DM)이 가장 낮게 나타났다. 붉은색 콩의 총플라보노이드 함량은 강낭콩>렌틸콩>울타리콩 순으로 높게 나타났으며, 검은색 콩의 총플라보노이드 함량은 서목태>서리태>흑태 순으로 높게 나타났다. 노란색 콩에서는 병아리콩의 총플라보노이드 함량이 백태에 비해 낮게 나타났다. 노란색 콩에 비해 검은색 콩의 총페놀 및 총플라보노이드 함량이 높게 나타난 본 연구결과는 기존에 보고된 연구결과(Myung & Hwang 2008; Lee et al. 2014)와 일치하고 있다.

      

      
        2. 라디칼 소거활성
        
          1) DPPH 라디칼 소거활성
          콩추출물(5 mg/mL)의 DPPH 라디칼 소거활성은 Fig. 2-A에 나타나 있다. 렌틸콩의 소거활성이 가장 높았고, 병아리콩의 소거활성이 가장 낮게 나타났다. 붉은색 콩의 소거활성(79.9 ± 8.2%)이 검은색 콩의 소거활성(69.7 ± 7.64%)에 비해 높게 나타났고, 노란색 콩의 소거활성(16.7 ± 4.7%)이 가장 낮게 나타났다. 붉은색 콩에서 렌틸콩>강낭콩>울타리콩 순으로, 그리고 검은색 콩에서는 서목태>서리태>흑태 순으로 DPPH 소거활성이 높게 나타났다. 서목태의 소거활성은 강낭콩과 유사하게 나타났다. 노란색 콩에서는 병아리콩의 소거활성이 백태에 비해 낮게 나타났다.

          
            
            

            Fig. 2. 
				
            

            
              Scavenging activities of the DPPH radical (2-A), superoxide (2-B), and peroxynitrite (2-C) of various soybean extracts.
            
            

            

          

          양성 대조군으로 사용한 α-토코페롤의 소거활성은 1, 10, 25 및 50 μg/mL 농도에서 각각 21.9, 53.1, 77.5 및 90.4%로 측정되어, 백태와 렌틸콩 추출물의 DPPH 라디칼 소거활성(20.9와 89.8%)은 각각 1과 50 μg/mL 농도의 α-토코페롤과 유사하게 나타났다. So et al.(2001)은 검은색 콩과 노란색 콩의 DPPH 소거활성에 차이가 없다고 보고한 바 있으나, 본 연구의 결과는 흑태, 서리태, 쥐눈이콩 등의 검은색 콩이 백태 등의 노란색 콩에 비해 DPPH 소거활성이 높다고 보고된 연구결과(Myung & Hwang 2008; Lee et al. 2014)와 유사하였다.

        

        
          2) 슈퍼옥시드 소거활성
          콩추출물(20 mg/mL)의 슈퍼옥시드 소거활성은 Fig. 2-B에 나타나 있다. 렌틸콩과 울타리콩의 소거활성이 가장 높았고, 백태와 병아리콩의 소거활성이 가장 낮게 나타났다. 붉은색 콩의 소거활성(74.0 ± 3.7%)이 검은색 콩의 소거활성(52.5 ± 13.3%)에 비해 높게 나타났고, 노란색 콩의 소거활성(10.5 ± 3.8%)이 가장 낮게 나타났다. 붉은색 콩에서는 렌틸콩이 강낭콩에 비해 소거활성이 높게 나타났으며, 울타리콩의 소거활성은 렌틸콩이나 강낭콩의 소거활성과 유사하게 나타났다. 검은색 콩에서는 흑태>서목태>서리태 순으로 소거활성이 높게 나타났다. 흑태의 소거활성은 강낭콩과 유사하게 나타났다. 노란색 콩에서는 백태와 병아리콩 간에 소거활성의 차이는 없었다. 양성 대조군으로 사용한 카테킨의 소거활성은 1, 10, 25 및 50 μg/mL 농도에서 각각 31.8, 52.7, 68.2 및 81.0%로 측정되어, 흑태와 렌틸콩 추출물의 슈퍼옥시드 소거활성(65.3과 78.1%)은 각각 25과 50 μg/mL 농도의 카테킨의 소거활성과 유사하게 나타났다. Lee et al.(2010)은 검은색 콩의 안토시아닌 추출물이 농도 의존적으로 슈퍼옥시드를 소거시켰으며, 0.5% 안토시아닌 추출물은 슈퍼옥시드를 100% 소거하였다고 보고한 바 있다. 콩의 조추출물을 사용한 본 연구에서는 2%(20 mg/mL) 흑태 추출물의 슈퍼옥시드 소거활성이 65.3%로 나타났다.

        

        
          3) 퍼옥시니트리트 소거활성
          퍼옥시니트리트는 생체내에서 슈퍼옥시드 라디칼과 산화질소의 반응에 의해 생성되는 반응질소종으로서, DNA, 단백질, 지질 등을 산화시키고 니트로화(nitration)시킴으로써 세포 손상을 유발시키는 강력한 산화제이다(Pacher et al. 2007).

          콩추출물(0.2 mg/mL)의 퍼옥시니트리트 소거활성은 Fig. 2-C에 나타나 있다. 렌틸콩의 소거활성이 가장 높았고, 병아리콩의 소거활성이 가장 낮게 나타났다. 붉은색 콩의 소거활성(45.2 ± 8.7%)이 검은색 콩의 소거활성(34.3 ± 8.0%)에 비해 높게 나타났고, 노란색 콩의 소거활성(11.4 ± 7.1%)이 가장 낮게 나타났다. 붉은색 콩의 소거활성은 렌틸콩>강낭콩>울타리콩 순으로 높게 나타났으며, 검은색 콩에서는 서목태의 소거활성이 흑태와 서리태에 비해 높게 나타났다. 서목태의 소거활성은 강낭콩과 유사하게 나타났다. 노란색 콩에서는 병아리콩의 소거활성이 백태에 비해 낮게 나타났다. 양성 대조군으로 사용한 시스테인의 소거활성은 1, 5, 25 및 50 μM 농도에서 각각 13.5, 39.7, 49.3 및 74.5%로 측정되어, 백태와 렌틸콩 추출물의 퍼옥시니트리트 소거활성(16.0과 53.9%)은 각각 1과 25 μM 농도의 시스테인과 유사하게 나타났다.

        

      

      
        3. ORAC
        ORAC 분석법은 Trolox를 표준물질로 사용하여, 추출물이 AAPH에 의해 생성된 퍼옥실 라디칼로 인한 플루오레세인의 산화적 분해(형광도 감소)로부터 보호 정도를 측정하는 방법이다(Huang et al. 2002).

        콩추출물(0.2 mg/mL)의 ORAC은 Fig. 3에 나타나 있다. 렌틸콩과 강낭콩의 효능이 가장 높았고, 병아리콩의 효능이 가장 낮게 나타났다. 붉은색 콩의 효능(19.5 ± 2.0 nmol/mL)이 검은색 콩의 효능(17.1 ± 1.7 nmol/mL)에 비해 높은 경향으로 (p>0.05) 나타났고, 노란색 콩의 효능(9.4 ± 6.4 nmol/mL)이 가장 낮게 나타났다. 붉은색 콩에서 렌틸콩과 강낭콩의 효능은 울타리콩에 비해 높게 나타났으며, 검은색 콩에서는 서목태의 효능이 흑태와 서리태에 비해 높게 나타났다. 노란색 콩에서는 병아리콩의 효능이 백태에 비해 낮게 나타났다. 양성 대조군으로 사용한 아스코르브산의 효능은 1, 2.5, 5 및 7.5 μg/mL 농도에서 각각 0.3, 1.0, 6.3 및 15.8 nmol/mL Trolox로 측정되어, 병아리콩(3.5 nmol/mL)을 제외한 나머지 콩들(15.3∼20.8 nmol/mL)의 효능은 7.5 μg/mL 농도의 아스코르브산과 비교하여 유사하거나 높게 나타났다. 본 연구의 결과는 검은색 콩이 갈색, 녹색 및 노란색 콩에 비해 퍼옥실 라디칼 소거활성이 높게 나타났다고 보고된 연구결과(Slavin et al. 2009)와 일치하고 있다.

        
          
          

          Fig. 3. 
				
          

          
            Oxygen radical absorbance capacity of various soybean extracts.
          
          

          

        

      

      
        4. CUPRAC
        CUPRAC 분석법은 구리(II)-neocuproine을 산화제로서 사용하여 추출물의 구리이온에 대한 환원력을 측정하는 방법이다(Apak et al. 2004).

        콩추출물(4 mg/mL)의 CUPRAC은 Fig. 4에 나타나 있다. 렌틸콩의 환원력이 가장 높았고, 병아리콩의 환원력이 가장 낮게 나타났다. 붉은색 콩의 환원력(217.0 ± 36.2 nmol/mL)이 검은색 콩의 환원력(138.6 ± 37.3 nmol/mL)에 비해 높게 나타났고, 노란색 콩의 환원력(40.3 ± 26.4 nmol/mL)이 가장 낮게 나타났다. 붉은색 콩의 환원력은 렌틸콩>강낭콩>울타리콩 순으로 높게 나타났으며, 검은색 콩의 환원력은 서목태>서리태>흑태 순으로 높게 나타났다. 서목태의 환원력은 울타리콩과 유사하게 나타났다. 노란색 콩에서는 병아리콩의 환원력이 백태에 비해 낮게 나타났다. 양성 대조군으로 사용된 α-토코페롤의 환원력은 1, 5, 10 및 25 μg/mL 농도에서 각각 12.1, 47.5, 94.5 및 193.3 nmol/mL Trolox로 측정되어, 렌틸콩의 환원력(258.0 nmol/mL)은 25 μg/mL 농도의 α-토코페롤 환원력에 비해 높게 나타났다. Lee et al.(2014)은 흑태, 서리태 등의 검은색 콩이 백태인 노란색 콩에 비해 철이온 환원력(ferric reducing antioxidant power)이 높게 나타났다고 보고한 바 있어, 본 연구에서 관찰된 검은색 콩의 높은 환원력 결과와 유사한 경향을 나타내었다.

        
          
          

          Fig. 4. 
				
          

          
            Cupric reducing antioxidant capacity of various soybean extracts.
          
          

          

        

      

      
        5. 슈퍼코일 DNA 밴드 절단 억제효과
        콩추출물(40 mg/mL)이 히드록실 라디칼에 의해 유도된 슈퍼코일 DNA 밴드 절단에 미치는 효과는 Fig. 5과 Table 1에 나타나 있다. 과산화수소와 황산제일철 처리에 의해 생성되는 히드록실 라디칼 존재하에, pBR322 DNA의 슈퍼코일 형태는 선형 형태로 전환되었다(lane 1 vs 2, Fig. 5). 히드록실 라디칼 존재하에 콩추출물 첨가 시 울타리콩과 서리태의 슈퍼코일 DNA 밴드의 보유율이 가장 높게 나타났다. 붉은색 콩의 슈퍼코일 DNA 밴드 보유율(71.4 ± 17.8%)이 검은색 콩과 노란색 콩의 DNA 밴드 보유율(29.1 ± 39.6 및 3.6 ± 0.4%)에 비해 높게 나타났으며, 서리태를 제외한 검은색 콩들의 슈퍼코일 DNA 밴드 보유율은 노란색 콩의 보유율과 유사하게 낮게 나타났다. 본 연구에서 콩추출물이 히드록실 라디칼의 산화 스트레스에 의해 유도된 DNA 밴드 절단을 억제시킨 결과와 유사하게, Wei et al.(1996)은 콩의 주요 이소플라본인 제니스테인이 Fenton 반응에 의해 유도된 DNA 손상을 억제시켰다고 보고한 바 있다.

        
          
          

          Fig. 5. 
				
          

          
            Electrophoresis of pBR322 DNA treated with hydroxyl radicals in the presence of various soybean extracts.
          
          

          

        

        
          Table 1. 
				
          

          
            Retention percent of the supercoiled DNA strand for various soybean extracts in hydroxyl radical-induced pBR322 plasmid DNA breakage
          
          

        

        
          
            
              	Soybean extract
              	Retention percent
            

          
          
            	Baek-tae
            	3.5 ± 0.4a
          

          
            	Heuk-tae
            	2.6 ± 0.3a
          

          
            	Seori-tae
            	81.8 ± 4.1d
          

          
            	Seomok-tae
            	2.8 ± 0.3a
          

          
            	Gangnang-kong
            	52.0 ± 2.6b
          

          
            	Ultari-kong
            	90.1 ± 10.8d
          

          
            	Chickpea
            	3.7 ± 0.4a
          

          
            	Lentils
            	72.1 ± 7.3c
          

        

        
          
            Supercoiled pBR322 DNA was treated with 0.1 mM H2O2 and 0.1 mM FeSO4 in the presence of various soybean extracts. The supercoiled and open circular forms of plasmid DNA were separated on a 0.8% agarose gel. The retention percent of the supercoiled DNA band was calculated as described in Materials and Methods. The values are the means ± SD of triplicate determinations. abcdValues with different superscripts are significantly different(p＜0.05).
          

        

        

      

      
        6. 염증 억제효과
        염증은 미생물 감염, 조직 손상 등에 의해 유도되는 생체 반응으로써 선천성 면역반응에 의해 개시된다(Barton 2008). 산화질소는 순환계, 면역계 등에서 생물학적 활성을 조절하는 신호물질로 작용하는 라디칼이며(Moncada et al. 1991), 특히 E. coli LPS 처리에 의해 대식세포는 과다한 산화질소를 생성하여 염증을 유발시킨다고(Stuehr & Marletta 1985) 알려져, 천연물추출물의 항염증 연구의 모델로써 사용되고 있다.

        콩추출물(4 mg/mL)의 첨가가 LPS로 유발된 대식세포에서 산화질소 생성에 미치는 효과는 Fig. 6에 나타나 있다. RAW 264.7 세포에 LPS 무처리 및 1 μg/mL 농도의 LPS 처리시 생성된 산화질소 농도는 각각 1.0 및 11.7 nmol/mL로 나타나, 염증 유발을 확인하였다. 렌틸콩, 서목태 및 강낭콩이 LPS에 의한 유도된 산화질소 농도를 가장 높게 감소시켜(5.0, 5.3 및 5.5 nmol/mL) 항염증 효과가 가장 높았다. 반면에, 병아리콩과 백태 처리에 의해 생성된 산화질소 농도가 각각 8.2 및 7.9 nmol/mL로 가장 높게 나타나, 항염증 효과가 가장 낮았다. 붉은색 콩과 검은색 콩 처리 간에 LPS에 의해 유도된 산화질소의 농도는 차이가 없었다(5.6 ± 0.7 vs 6.1 ± 0.7 nmol/mL, p>0.05). 붉은색 콩이나 검은색 콩의 항염증 효과(56.8 ± 6.8과 51.9 ± 6.5% 억제)가 노란색 콩의 항염증 효과(34.1 ± 4.6% 억제)에 비해 높은 것으로 나타났다. 본 연구결과와 유사하게, 5 mg/mL 농도의 콩추출물이 RAW 264.7 세포에서 LPS에 의한 산화질소 생성을 18.5% 억제시켰고(Wu et al. 2012), 검은색 콩의 안토시아닌추출물과 콩 이소플라본이 농도 의존적으로 LPS에 의해 유발된 산화질소 생성을 억제시켰다고(Sheu et al. 2001; Lee et al. 2010) 보고된 바 있다.

        
          
          

          Fig. 6. 
				
          

          
            NO production in LPS-stimulated RAW 264.7 cells treated with various soybean extracts.
          
          

          

        

      

      
        7. 총페놀과 총플라보노이드 함량, 항산화 활성 및 항염증 효능 간 상관관계
        페놀 화합물 함량과 항산화 활성 및 항염증 효능 간의 상관관계를 분석한 결과는 Table 2에 나타나 있다. DPPH 소거활성, 슈퍼옥시드 소거활성 및 CUPRAC와 총페놀 함량 간에 양의 상관관계(r=0.913, 0.798 및 0.938, p<0.01)가 나타났으며, 총플라보노이드 함량 간에도 양의 상관관계(r=0.899, 0.857 및 0.947, p<0.01)가 관찰되었다. 그러나 ORAC 및 퍼옥시니트리트 소거활성과 총페놀 또는 총플라보노이드 함량 간에는 유의적인 상관관계가 관찰되지 않았다(p>0.05). LPS로 유발된 산화질소 생성과 총페놀 함량 간에는 유의적 상관관계가 나타나지 않았으나(p>0.05), 산화질소 생성과 총플라보노이드 함량 간에 음의 상관관계(r=-0.489, p<0.05)가 나타났다. 산화질소 생성과 ORAC 또는 퍼옥시니트리트 소거활성 간에 음의 상관관계(r=-0.801 또는 -0.915, p<0.01)가 관찰되었다. 본 연구에서 관찰된 페놀 화합물 함량과 라디칼 소거활성 또는 환원력과의 높은 상관관계는 기존에 보고된 연구결과(Kumar et al. 2010; Lee et al. 2014)와 일치하고 있으나, Szymczak et al.(2017)은 총페놀 함량과 라디칼 소거활성 또는 환원력 간에 유의적인 상관관계가 관찰되지 않았다고 보고한 바 있다. 또한, 본 연구에서 항염증 효능과 총플라보노이드 함량 간의 높은 상관성은 콩의 안토시아닌이 농도 의존적으로 LPS에 의해 유발된 산화질소 생성을 억제시켰다는 연구결과(Lee et al. 2010)와 일치하고 있다.

        
          Table 2. 
				
          

          
            Correlations between polyphenolic contents, antioxidant capacity and anti-inflammatory activity of various soybean extracts
          
          

        

        
          
            
              	
              	Pearson’s correlation coefficient (r)
            

            
              	TPC
              	TFC
              	DPPH
              	Superoxide
              	Peroxynitrite
              	ORAC
              	CUPRAC
              	NO
            

          
          
            	TPC1)
            	1
            	0.858**
            	0.913**
            	0.798**
            	-0.063
            	-0.107
            	0.938**
            	-0.060
          

          
            	TFC2)
            	0.858**
            	1
            	0.899**
            	0.857**
            	0.376
            	0.338
            	0.947**
            	-0.489*
          

          
            	DPPH
            	0.913**
            	0.899**
            	1
            	0.910**
            	0.157
            	0.078
            	0.929**
            	-0.319
          

          
            	Superoxide
            	0.798**
            	0.857**
            	0.910**
            	1
            	0.276
            	0.223
            	0.870**
            	-0.426*
          

          
            	Peroxynitrite
            	-0.063
            	0.376
            	0.157
            	0.276
            	1
            	0.853**
            	0.238
            	-0.915**
          

          
            	ORAC
            	-0.107
            	0.338
            	0.078
            	0.223
            	0.853**
            	1
            	0.185
            	-0.801**
          

          
            	CUPRAC
            	0.938**
            	0.947**
            	0.929**
            	0.870**
            	0.238
            	0.185
            	1
            	-0.338
          

          
            	NO3)
            	-0.060
            	-0.489*
            	-0.319
            	-0.426*
            	-0.915**
            	-0.801**
            	-0.338
            	1
          

        

        
          
            The correlation between the variables was analyzed using the Pearson’s correlation coefficient. Two-tailed p-value: two asterisks, p<0.01; one asterisk, p<0.05.
          

          
            1)TPC: total phenolic content
          

          
            2)TFC: total flavonoid content
          

          
            3)NO: LPS-induced nitric oxide production
          

        

        

      

    

    

  
    
      IV. 요약 및 결론
      본 연구에서는 시중에 유통되고 있는 붉은색(강낭콩, 울타리콩 및 렌틸콩), 검은색(흑태, 서리태 및 서목태) 및 노란색 콩(백태와 병아리콩)들의 아세톤추출물의 항산화 활성과 항염증 효능을 비교·조사하였다. 붉은색 콩의 DPPH 라디칼, 슈퍼옥시드 및 퍼옥시니트리트 소거활성과 구리 환원력은 검은색 콩에 비해 높게 나타났고, 노란색 콩의 소거활성이 가장 낮게 나타났다. 붉은색 콩과 검은색 콩 간의 산소라디칼 흡수 효능과 총페놀 함량의 차이는 없었으며, 노란색 콩에 비해 산소라디칼 흡수 효능과 총페놀 함량이 높게 나타났다. 히드록실 라디칼에 의해 유도된 슈퍼코일 DNA 밴드의 절단은 검은색 콩이나 노란색 콩에 비해 붉은색 콩에 의해 보다 더 억제되었다. LPS에 의해 유도된 RAW 264.7 세포의 산화질소 생성은 노란색 콩에 비해 붉은색과 검은색 콩에 의해 보다 더 억제되었다. 항산화 활성 중에서 DPPH 소거활성, 슈퍼옥시드 소거활성 및 구리환원력과 총페놀 함량 또는 총플라보노이드 함량 간에 상관관계가 높게 나타났다. 항염증 효능과 총플라보노이드 함량 간의 상관성도 높게 나타났다. 따라서 본 연구 결과들은 붉은색 콩과 검은색 콩의 항산화 및 항염증 효과가 노란색 콩의 효과에 비해 높음을 나타내며, 이러한 효과는 높은 페놀 화합물 함량에 기인한 것으로 사료된다.
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