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            초록
          
        

        
          This study was conducted to evaluate the antioxidant and nitric oxide (NO) generating effects of local agricultural products commonly used as traditional medicines. The antioxidant activity was measured by the DPPH and ABTS radical scavenging activities and total polyphenol (TP) concentrations in the 70% ethanol extracts of the above products. The Pueraria montana var. lobate extracts showed the highest DPPH and ABTS radical scavenging activities, with a TP content of 1,000 μg/mL. Among the stems and roots, the extracts of Oryza sativa showed the highest DPPH radical scavenging activity and TP content of 1,000 μg/mL. The cell viability and NO production were also analyzed to evaluate their possible immune-stimulating effects. The cell viability of RAW 264.7 macrophages was more than 100% in all the extracts compared to the media control group, at less than 500 μg/mL, indicating that these extracts are non-toxic to the cells. An evaluation of the NO production activity of the macrophages showed that the extracts increased the NO content in a dose-dependent manner. Allium hookeri, Oryza sativa, and Zingiber officinale Rosc extracts showed the highest production of NO content. Thus, P. montana var. lobate and O. sativa with high antioxidant effects and A. hookeri, O. sativa, and Z. officinale Rosc with high NO generating effects may be suitable for use as good functional foods.
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      Ⅰ. 서론
      코로나 바이러스 감염증(COVID-19)의 장기화로 건강과 면역의 중요성이 대두되고 있다. 바이러스 감염의 명확한 원인이나 치료제가 없는 상황에서 질병 예방과 개선을 위해 항산화 및 면역 증진 효과를 가진 기능성 식품 소재와 다양한 제품 개발 연구가 진행되고 있다(Jeong et al. 2019). 면역 조절제는 면역 체계를 조절하거나 정상화하는 데 도움이 되는 물질로, 면역 체계를 조절하거나 정상화하는 데 도움을 준다. 면역 조절제는 HIV/AIDS, 알레르기 및 암 환자와 같이 면역 체계가 약한 개인의 면역 반응을 향상시킬 수 있다고 보고되었다(Abbas et al. 2018). 또한 면역조절제는 자가면역질환 환자의 과민면역반응을 정상화하는 데 도움이 되고, 일부 식품 및 식물 재료는 면역 체계 기능의 조절과 활성화에 영향을 줄 수 있는 것으로 밝혀졌다. 많은 소비자들이 전통의학에 기반한 ‘자연으로의 회귀’에 관심을 갖고 있으며, 전통의학이 현대의학에 비해 상대적으로 부작용이 적은 것으로 보고하였다(Tanti et al. 2021).

      본 연구에서는 지역 기능성 농산물로서 전통의학 서적에 보고된 총 16종의 소재를 선정하고 부위별로 생리활성을 평가하였다. 편의상 부위를 3개로 나누었는데, 줄기와 뿌리, 껍질, 잎과 열매로 분류하였다. 줄기와 뿌리로 감초, 당귀, 백복령, 칡, 삼채, 옥수수속대의 6종을 선정하였다. 껍질 소재 중에서는 귤피, 당귀, 두충 및 흑미 호분층의 4종을 선정하였다. 그리고 잎과 열매에서는 연잎, 솔잎, 녹차, 삼백초, 생강잎, 치자를 포함한 6종을 사용하였다.

      감초(Glycyrrhiza uralensis)는 쌍떡잎 식물 콩과에 속하는 다년생 초본식물로 한국, 중국, 일본 등지에서 한약 재료로 널리 사용되고 있다(Fukai et al. 2003). 우리나라에서는 전북 익산에서 주로 생산되는데, 감초의 주요 생리 활성 성분인 플라보노이드는 항산화 활성을 통하여 면역 증진 작용을 나타내는 것으로 알려져 있다(Pastorino et al. 2018).

      당귀(Angelica gigas)는 동양권에서 널리 쓰여지는 식물 중의 하나로, 우리나라에서는 강원도 평창 및 홍천, 경북 봉화, 울진에서 주로 재배되고 있으며, 전통적으로 빈혈 치료제와 진정제 및 강장제로 사용되었다. 최근 연구에서는 당귀가 알레르기성 염증에 치료 효과가 있다고 보고되었다(Ji et al. 2021).

      백복령(Wolfiporia extensa)은 구멍쟁이 버섯과에 속하며 진균으로 강원도 영월군에서 많이 생산되고 항암 및 항염증 활성이 보고되었다(Jeong et al. 2010).

      칡(Pueraria montana var. lobata)은 콩과에 속하는 다년생 덩굴성 관목으로 우리나라에서는 경남 거창에서 주로 생산되고 있으며, 동남아시아와 세계 각지에서 산과 들에 자생하고 있다(Liu et al. 2021).

      삼채(Allium hookeri)는 파속 식물로 히말라야 산맥 해발 1,400~4,200미터 이상의 초원지대에서 재배되었으나, 이제 전북 순창, 충북 진천 등 우리나라 전역에서 널리 재배되고 있다. 삼채는 단백질, 당, 섬유소, ascorbic acid, phytosterol, total phenol 등이 양파보다 많이 함유하고 있다(Kim et al. 2012). 또한 Allium 속 식물의 주성분인 함황화합물은 항산화, 항염 및 혈액응고 억제 효과가 우수한 것으로 알려져 있다(Choi et al. 2021).

      옥수수(Zea mays)는 세계 3대 작물로서 식의약품으로 활용되고 있는데, 강원도 평창에서 많은 양이 재배되고 있다. 옥수수종실 탈립 후 부산물로 얻어지는 속대(cob)에는 hemicellulose와 cellulose와 lignin이 풍부하게 함유되어 있고, 우리나라 민간요법으로 속대를 끓인 물을 잇몸염증 치료에 사용하였다. 이는 속대에 함유된 phytosterol이 잇몸질환 예방과 치료에 효과가 있기 때문으로 해석되었다(Kim et al. 2020).

      제주도가 주요 생산지인 감귤의 껍질인 귤피(Citrus reticulata)는 기능성 물질을 많이 포함하여 차나 의학용 소재로서 널리 이용되어 왔다. 귤피는 비타민 C 이외에도 여러 생리활성 물질들이 포함되어 있고 다양한 기능성이 보고되었다(Yang et al. 2004).

      뽕나무(Mori cortex)의 껍질인 상백피는 경북 영천에서 많이 재배되고 있는데, 해열, 항경련, 항알레르기. 항염증과 더불어 이뇨 촉진 등의 효과가 있는 것으로 보고되었다(Jang et al. 2015).

      두충은 두충나무과에 속한 낙엽교목인 두충(Eucommia ulmoides)의 나무껍질을 건조한 것으로, 지리산에서 생산된 것이 많이 유통되고 있으며, 항염증, 항산화, 진통 완화 등의 효능을 가지고 있어 고혈압, 요통, 관절통 및 관절염 등에 사용되고 있다(Heo et al. 2019).

      흑미(Oryza sativa)는 전국의 40% 이상이 진도에서 생산 및 유통되고 있고 대표적인 유색미이면서 특색 있는 향미를 갖고 있다. 감마 오리자놀, 폴리페놀, 플라보노이드, 안토시아닌 등의 다양한 기능성 성분을 함유하고, 특히 흑미 호분층에 안토시아닌 성분을 많이 함유하고 있고 갱년기 증상 개선 및 우수한 면역 증진 효과가 보고되었다(Lee et al. 2021).

      연잎(Nelumbo nucifera)은 부엽식물로 온대 지역이나 열대 지역에서 자생하고, 우리나라 전역에서 볼 수 있지만 강원도 홍천 지역에서 많이 생산되고 있다. 연잎은 예로부터 우리나라를 포함한 동아시아에서 식품 재료 또는 민간 치료제로 널리 사용되고 있다. 식용으로 자주 사용되는 연잎은 항균, 항산화 및 항비만 등의 효과가 우수한 것으로 보고되었다(Yang et al. 2007).

      솔잎(Ponus sylvestris)은 노화성 만성질환인 고혈압, 신경통, 동맥경화증 등의 예방 및 치료에 효과가 있다고 보고되었는데 경북 영천에서 많이 재배되고 있다(Jin et al. 2006). 솔잎에는 항산화 및 항염 효과가 우수한 플라보노이드류인 Kaempferol, Querecertin 등이 풍부하게 함유되어 있다(Kim & Shin 2005).

      녹차(Camellia sinensis L.)는 동남 아시아에서 많이 섭취되고 있는데 우리나라에서는 경남 하동에서 널리 재배되고 있으며 건강에 대한 관심이 높아짐에 따라 소비도 증가하고 있다. 특히 녹차에 풍부한 카테킨이 항산화 활성과 자유 라디칼 소거 능력에 기여하는 것으로 알려져 있다(Thitimuta et al. 2017). 찻잎의 주요 항산화제는 8개의 유리 히드록실기(OH)가 있는 카테킨 화합물인 EGCG로, 높은 항산화 활성에 결정적인 역할을 한다고 보고되었다(Gramza-Michałowska et al. 2016).

      삼백초(Saururus chinensis)는 후추목 삼백초과에 속하는 다년생 식물로(Kim et al. 2019), 우리나라에서는 제주도에서 많이 재배되고 있다. 삼백초 잎에는 Quercetin, Isoquercetrin, Avicularin, Rutin 등이 함유되어 있는데, 이중 Quercetin과 Quercetrin은 플라보노이드의 일종으로 항균 및 항산화 효과를 나타내는 것으로 보고되었다(Kim et al. 2005; Shin et al. 2008).

      생강(Zingiber officinale Rosc.)은 생강과의 다년생 식물로 우리나라 충남 서산과 전북 봉동에서 많이 재배되고 있는데, 잎은 식품 공전에 등재되지 않아서 식품으로 사용할 수 없었다. 그러나 생강잎은 다양한 생리 활성 성분이 있고, 뿌리보다 조섬유 4~5배, 조사포닌 1.7배, 총 폴리페놀 및 총 플라보노이드 2~3배가 더 높게 함유되어있다고 보고되었다(Lee et al. 2014). 따라서 농촌진흥청은 문헌 고찰 등의 연구를 통해 2016년에 생강잎을 “식품에 사용할 수 있는 원료” 목록에 등록시켰고 이제 식품 원료로서 사용이 가능해졌다.

      치자(Gardenia jasminoides)는 Rubiaceae과에 속하는 상록수의 열매로, 많은 아시아 국가에서 민간요법에 사용되어 왔다(Debnath et al. 2011). 우리나라에서는 경남 남해에서 주로 생산되고 있는데, 천연 황색 염료로 오랫동안 사용되어 왔을 뿐만 아니라 항산화, 항염 및 항우울증의 다양한 생리활성을 갖고 있다(Xiao et al. 2017).

      그동안 여러 소재에 대한 생리활성 평가는 보고되었으나, 항산화 및 면역 관련 최적 기능성 소재를 선발하기 위한 기능성 비교 결과는 없는 상황이다. 따라서 본 연구에서는 항산화 및 면역 관련 기능성이 알려진 지역 농산물 16종을 선정하고, 이들의 생리활성을 동시에 비교함으로써 지역 농산물의 제품화 및 실용화 기반 마련을 위한 기초 자료로 활용코자 한다.

    

    

  
    
      II. 연구방법
      
        1. 지역 농산물의 추출물 제조
        본 실험에 사용된 삼채는 2014년에 전북 순창군 농업기술센터에서 검증한 후 제공하여 실험에 사용하였으며, 흑미는 진도 소재 정비소에서 구매하였고, 생강잎은 충남 서산시 농가에서 구입하였으며, 나머지 13종의 시료는 두손애 약초에서 건조물을 구매하였다. 본 실험에서 사용된 16종의 시료는 일반적으로 많이 사용되는 70% 주정을 추출 용매로 사용하여 추출하였고, 시료에 따라 용매를 10~40배의 비율로 혼합한 후에 항온수조(70℃, 250~300 rpm)에서 추출하였다. 생강잎은 세척하여 열풍건조(60℃, 12시간)한 다음, 70% 발효주정을 20배 넣어 8시간 동안 추출하였다. 감초, 귤피, 당귀, 백복령, 상백피, 연잎, 옥수수속대, 치자, 칡은 구입한 건조물에 70% 주정을 시료 대비 10배 비율로 넣고 4시간 동안 추출하였다. 녹차잎, 두충, 삼백초, 솔잎 및 연잎은 추출 중에 용매 흡수율이 높아, 연잎은 40배의 70% 주정, 나머지 소재는 시료 대비 30배의 70% 주정을 넣어 같은 조건에서 추출하였다.

      

      
        2. 항산화 효과 평가
        
          1) DPPH 라디칼 소거능
          2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl(DPPH) 라디칼 소거 활성은 Brand-Williams et al.(1995)의 방법을 응용하여 측정하였다. 각 시료와 표준품을 50~1,000 μg/mL 농도별로 96 well plate에 분주한 후 0.2 mM 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO, USA)을 95.5% 에탄올에 용해하여 제조한 시료 Mixture와 혼합하고 실온에 30분간 반응시켰다. 흡광도는 microplate reader(Molecular Devices, San Jose, CA, USA)를 이용하여 517 nm에서 측정하였다. DPPH radical 소거능을 통해 항산화 활성을 구하였고, 대조군으로 L-ascorbic acid를 사용하였으며, 실험결과는 3회 반복하여 얻은 평균값으로 제시하였다.

        

        
          2) ABTS 라디칼 소거 활성
          2,2'-Azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid) (ABTS) 라디칼 소거 활성은 Re et al.(1999)의 방법을 응용하여 측정하였다. 7.4 mM ABTS(Sigma-Aldrich Co.,)와 2.6 mM potassium persulfate (Sigma- Aldrich Co.,)를 지역 농산물의 항산화 및 NO 생성 효과 3411:1 비율로 혼합하고 실온의 암소 공간에 24시간 두었다. ABTS Mixture는 732 nm에서 흡광도 값이 0.70 ± 0.02이 되도록 식염수(pH 7.4)로 희석하여 사용하였다. 제조한 ABTS와 시료를 1:1 (100 μg : 100 μg) 비율이 되도록 혼합하고 실온에서 10분간 반응시킨 다음, microplate reader (Molecular Devices)를 이용하여 760 nm에서 흡광도를 측정하였다.

        

        
          3) 총 폴리페놀 함량
          지역 농산물에 함유된 총 폴리페놀 함량은 Folin-Denis(1912) 방법을 응용하여 측정하였다. 최적 조건에서 생산된 추출물을 농도별로 희석하고 시료와 Folin-Denis’ reaent(Sigma-Aldrich Co.,)를 혼합하여 3분 동안 실온에서 반응시켰다. 10% Na2CO3(Samchun, Korea) 용액을 혼합하여 암실에서 2시간 처리하고, 725 nm에서 microplate reader(Molecular Devices)를 이용하여 흡광도를 측정하였다. 표준 물질 Galic acid (Sigma- Aldrich, USA)를 사용하여 표준 검량선을 구하고 얻어진 계산식에 따라 각 추출물의 총 폴리페놀 함량을 구하였다.

        

      

      
        3. NO 생성 효과 평가
        
          1) 세포 배양
          본 연구에 사용된 마우스의 대식세포주(RAW 264.7)는 한국세포주은행(Korea Cell Line Bank, Seoul, Korea)에서 구입하여 사용하였다. RAW 264.7 세포는 Dulbecco’s modified Eagle’s medium(DMEM, GIBCO BRL, Grand Island, NY)에 10% fetal bovine serum(FBS), 100 units/mL penicillin과 100 μg/mL streptomycin을 첨가하여 사용하였고 37℃, 5% CO2 조건에서 세포를 배양하였다.

        

        
          2) 세포 안전성 평가
          RAW 264.7 세포는 96 well plate에 2 × 104 cells/well로 분주하고 37℃, 5% CO2 incubator에서 4시간 동안 안정화시켰다. 다음에 16종 지역 농산물의 추출물(125, 250, 500 μg/mL) 또는 LPS(2 μg/mL)를 처리하고, 48시간 동안 CO2 incubator에서 배양하였다. 처리가 끝난 후에 MTS(Promega Corporation, Fitchburg, WI, USA) 시약을 10% 수준에서 plate에 첨가하여 37℃에 2시간 반응시켰고, 490 nm에서 microplate reader(Molecular Devices)로 흡광도(OD)를 측정하였다. 세포 독성 정도는 시료를 처리하지 않은 대조군과 추출물 처리군의 OD 값을 비율로 계산하였다.

        

        
          3) Nitric oxide 생성
          RAW 264.7 세포에서 생성되는 NO의 함량은 Green et al.(1982)의 방법에 따라 측정하였다. 먼저 RAW 264.7 세포를 96 well plate에 2 × 104 cell/well의 농도로 분주한 후 4 시간 동안 37℃, 5% CO2 incubator에서 배양하였다. 세포가 안정화된 후에 LPS(2 μg/mL)와 추출물(125, 250, 500 μg/mL)을 첨가하고 24시간 동안 배양하였다. 새로운 96 well plate에 세포 배양 상등액 100 μL와 griess reagent 100 μL을 넣어 상온에서 15분 반응시키고, microplate reader (Molecular Devices)를 이용하여 540 nm에서 흡광도를 측정하였다.

        

      

      
        4. 통계 분석
        모든 데이터는 SPSS 프로그램(Statistical Package for the Science ver. 24, IBM Corp, Armonk, NY, USA)을 사용하여 분석하였고, 결과는 Mean ± S.E(n=3)로 나타내었다. One-way ANOVA (one-way analysis of variance)와 Duncan의 다중 검정법(Duncan’s multiple range test)을 이용하여 사후검정을 실시하였다(p<0.05).

      

    

    

  
    
      III. 결과 및 고찰
      
        1. 항산화 효과
        
          1) DPPH 및 ABTS 라디칼 소거 활성
          본 연구에서는 지역 농산물의 항산화 활성을 비교하기 위해, 항산화 평가시 대표적으로 많이 이용되고 있는 DPPH 및 ABTS 라디칼 소거능을 측정하였다(Kim et al. 2021). 식품 원료마다 자유 라디칼과 양이온 라디칼에 대한 결합도가 다르므로 이 실험 결과의 차이를 통해 항산화 우수 소재를 선발할 수 있다(Wang et al. 1998). 지역 농산물 소재의 부위별(줄기와 뿌리, 껍질, 잎과 열매) DPPH 라디칼 소거 활성과 ABTS 라디칼 소거 활성 측정 결과는 Table 1과 Table 2에 제시하였다. 껍질 부분으로 분류된 추출물에서 농도 의존적으로 DPPH 라디칼 소거 활성이 귤피 추출물은 18.40~64.60%, 상백피 추출물은 27.60~88.20%, 두충 추출물은 18.40~74.68%, 흑미 추출물은 39.20~86.69%의 소거능을 보이며 유의적으로 차이가 있었다. DPPH 라디칼 소거 활성은 줄기와 뿌리 부분에서 분류된 추출물에서는 칡 추출물과 껍질 부분의 추출물 중에서는 흑미 추출물이 동일 농도에서 유의적으로 우수한 항산화 활성을 보였다. ABTS 라디칼 소거 활성은 줄기와 뿌리 부분에서 분류된 추출물에서는 칡 추출물과 껍질 부분에서는 상백피 추출물이 동일 농도에서 유의적으로 높은 항산화 활성을 보였다. 그리고 본 실험에 사용된 가장 높은 농도 1,000 μg/mL에서 DPPH 라디칼 소거 활성은 줄기와 뿌리 부분으로 분류된 추출물에서는 칡 추출물과 옥수수 속대 추출물, 껍질 부분으로 분류된 추출물에서는 흑미 추출물, 잎과 열매에서는 치자 추출물이 활성이 가장 높았으며, ABTS 라디칼 소거 활성에서는 줄기와 뿌리 부분 추출물 중에서는 옥수수속대 추출물, 껍질 추출물 중에서는 상백피, 잎과 열매에서는 생강잎 추출물이 가장 높게 나타났다.

          
            Table 1. 
				
            

            
              Comparison of DPPH radical scavenging activities of the ethanol extracts of 16 agricultural products
              (%)

            
            

          

          
            
              
                	Part
                	Sample
                	Concentration (μg/mL)
              

              
                	50
                	100
                	250
                	500
                	1,000
              

            
            
              	Stems and roots
              	
                Glycyrrhiza uralensis
              
              	20.52 ± 1.09eBC
              	25.76 ± 1.86dB
              	41.45 ± 4.46cB
              	55.45 ± 2.39bC
              	77.90 ± 7.31aB
            

            
              	
                Angelica gigas
              
              	21.87 ± 1.70dBC
              	24.54 ± 2.44dB
              	34.26 ± 2.19cC
              	55.51 ± 8.47bC
              	82.15 ± 9.11aB
            

            
              	
                Wolfiporia extensa
              
              	18.08 ± 2.97cC
              	16.62 ± 0.70cC
              	20.29 ± 0.18cD
              	25.30 ± 2.30bE
              	33.94 ± 2.24aD
            

            
              	
                Pueraria montana var. lobata
              
              	30.41 ± 3.86dA
              	43.58 ± 1.67cA
              	72.42 ± 5.18bA
              	89.58 ± 0.19aA
              	89.45 ± 0.31aA
            

            
              	
                Allium hookeri
              
              	16.52 ± 3.54dC
              	16.57 ± 2.60dC
              	23.57 ± 2.18cD
              	33.65 ± 3.44bD
              	53.91 ± 2.30aC
            

            
              	
                Wolfiporia extensa
              
              	24.70 ± 8.72dB
              	25.22 ± 1.85dB
              	40.81 ± 2.43cB
              	63.64 ± 0.87bB
              	89.20 ± 1.42aA
            

            
              	Bark and peel
              	
                Citrus reticulata
              
              	18.40 ± 2.62eC
              	23.72 ± 2.32dC
              	36.47 ± 3.87cC
              	43.39 ± 0.70bD
              	64.60 ± 7.44aD
            

            
              	
                Mori cortex
              
              	27.60 ± 2.84eB
              	35.71 ± 0.29dB
              	54.38 ± 0.75cB
              	71.79 ± 1.19bB
              	88.20 ± 1.67aB
            

            
              	
                Eucommia ulmoides
              
              	18.40 ± 1.26eC
              	21.25 ± 2.22dC
              	33.70 ± 1.69cC
              	49.08 ± 0.83bC
              	74.68 ± 1.30aC
            

            
              	
                Oryza sativa
              
              	39.20 ± 5.08eA
              	56.82 ± 1.31dA
              	68.00 ± 0.30cA
              	74.71 ± 1.60bA
              	86.69 ± 6.5aA
            

            
              	Leaves and fruits
              	
                Nelumbo nucifera
              
              	80.17 ± 0.83dB
              	92.71 ± 0.09cA
              	93.84 ± 0.08baB
              	94.01 ± 0.06abB
              	94.29 ± 0.27aD
            

            
              	
                Ponus sylvestris
              
              	44.29 ± 0.36dD
              	64.72 ± 2.02cD
              	93.57 ± 0.42bB
              	94.61 ± 0.04aB
              	94.59 ± 0.15aD
            

            
              	
                Camellia sinensis L.
              
              	90.35 ± 1.00dA
              	94.04 ± 0.04cA
              	94.51 ± 0.28bcB
              	94.69 ± 0.11bB
              	95.43 ± 0.11aC
            

            
              	
                Saururus chinensis
              
              	52.15 ± 0.67cC
              	80.19 ± 1.25bC
              	98.67 ± 0.29aA
              	99.46 ± 0.27aA
              	99.64 ± 0.26aB
            

            
              	
                Zingiber officinale Rosc.
              
              	30.60 ± 2.10eE
              	46.09 ± 0.49dE
              	76.61 ± 0.62cC
              	85.80 ± 1.96bC
              	87.73 ± 0.02aE
            

            
              	
                Gardenia jasminoides
              
              	27.66 ± 3.86eF
              	40.75 ± 1.67dF
              	72.36 ± 5.18cD
              	93.93 ± 0.19bB
              	101.54 ± 0.31aA
            

            
              	Ascorbic acid
              	7.72 ± 7.23
              	63.92 ± 9.61
              	99.90 ± 0.924
              	99.95 ± 0.49
              	100.19 ± 0.17
            

          

          
            
              Values are Mean ± SE (n=3). a-e Means with different letters within the rows are significantly different (p<0.05); A-F Means with different letters within the columns are significantly different (p<0.05).
            

            
              DPPH : 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl
            

          

          

          
            Table 2. 
				
            

            
              Comparison of the ABTS radical scavenging activities of the ethanol extracts of 16 agricultural products
              (%)

            
            

          

          
            
              
                	Part
                	Sample
                	Concentration (μg/mL)
              

              
                	50
                	100
                	250
                	500
                	1,000
              

            
            
              	Stems and roots
              	
                Glycyrrhiza uralensis
              
              	31.16 ± 1.76eC
              	44.71 ± 3.37dC
              	72.10 ± 2.07cC
              	93.19 ± 7.69bB
              	99.91 ± 0.13aA
            

            
              	
                Angelica gigas
              
              	22.04 ± 0.44eD
              	30.35 ± 0.21dE
              	48.19 ± 0.43cE
              	75.82 ± 2.45bC
              	100.05 ± 0.90aA
            

            
              	
                Wolfiporia extensa
              
              	15.82 ± 2.27dE
              	16.11 ± 1.11dF
              	20.38 ± 0.43cF
              	29.46 ± 0.87bD
              	41.43 ± 2.36aB
            

            
              	
                Pueraria montana var. lobata
              
              	67.55 ± 2.74cA
              	91.56 ± 2.64bA
              	100.24 ± 0.33aA
              	99.99 ± 0.21aA
              	99.75 ± 0.11aA
            

            
              	
                Allium hookeri
              
              	23.40 ± 1.75dD
              	37.94 ± 2.33cD
              	68.93 ± 3.10bD
              	93.17 ± 0.55aB
              	99.71 ± 0.16aA
            

            
              	
                Zea mays
              
              	34.24 ± 2.69dB
              	56.83 ± 6.63cB
              	81.23 ± 2.42bB
              	98.32 ± 0.61aA
              	100.24 ± 0.13aA
            

            
              	Bark and peel
              	
                Citrus reticulata
              
              	24.98 ± 3.11eC
              	33.14 ± 0.89dB
              	52.60 ± 1.74cC
              	72.33 ± 2.36bC
              	90.10 ± 1.73aD
            

            
              	
                Mori cortex
              
              	68.72 ± 2.10cA
              	92.42 ± 0.96bA
              	99.75 ± 0.36aA
              	100.30 ± 0.29aA
              	100.65 ± 0.02aA
            

            
              	
                Eucommia ulmoides
              
              	25.53 ± 1.64eC
              	35.42 ± 0.85dB
              	58.30 ± 0.91cB
              	80.60 ± 3.75bB
              	97.99 ± 2.16aC
            

            
              	
                Oryza sativa
              
              	58.31 ± 1.73dB
              	91.62 ± 5.60cA
              	99.63 ± 1.14bA
              	98.38 ± 0.14aA
              	94.97 ± 0.68aB
            

            
              	Leaves and fruits
              	
                Nelumbo nucifera
              
              	96.99 ± 0.64cA
              	99.80 ± 0.67bA
              	100.33 ± 0.23aA
              	100.36 ± 1.17aAB
              	100.39 ± 0.04aAB
            

            
              	
                Ponus sylvestris
              
              	69.66 ± 0.73cB
              	92.74 ± 1.29bB
              	100.13 ± 0.01aA
              	100.40 ± 0.13aA
              	100.48 ± 0.07aAB
            

            
              	
                Camellia sinensis L.
              
              	99.54 ± 0.02bA
              	100.13 ± 0.21aA
              	100.24 ± 0.11aA
              	100.25 ± 0.35aAB
              	100.06 ± 0.14aB
            

            
              	
                Saururus chinensis
              
              	68.24 ± 1.64bB
              	96.79 ± 1.24bAB
              	99.61 ± 0.15aB
              	99.77 ± 0.10aC
              	100.02 ± 0.28aB
            

            
              	
                Zingiber officinale Rosc.
              
              	52.26 ± 1.70cC
              	83.95 ± 5.79bC
              	100.03 ± 0.57aAB
              	100.07 ± 0.54aB
              	100.60 ± 0.74aA
            

            
              	
                Gardenia jasminoides
              
              	38.32 ± 6.94cD
              	66.03 ± 8.16bD
              	97.79 ± 0.79aB
              	99.75 ± 0.11aC
              	100.26 ± 0.60aAB
            

            
              	Ascorbic acid
              	7.72 ± 7.23
              	63.92 ± 9.61
              	99.90 ± 0.924
              	99.95 ± 0.49
              	100.19 ± 0.17
            

          

          
            
              Values are Mean ± SE (n=3). a-e Means with different letters within the rows are significantly different (p<0.05); A-F Means with different letters within the columns are significantly different (p<0.05).
            

            
              ABTS: 2,2'-azino-bis (3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid
            

          

          

        

        
          2) 총 폴리페놀 함량
          지역 농산물 소재의 부위별 (줄기와 뿌리, 껍질, 잎과 열매)에서 분석한 총 폴리페놀 함량을 Table 3에 나타내었다. 1,000 μg/mL의 농도에서 줄기와 뿌리 부분으로 분류된 칡 추출물, 껍질 부분으로 분류된 흑미 추출물, 잎과 열매 부분 중에서는 연잎 추출물과 녹차 추출물에서 총 폴리페놀 함량이 높았으며 유의적인 차이가 있었다. 각 농도에서 칡 추출물의 총 폴리페놀의 함량이 13.05 μg GAE/g로 높게 나왔는데 이는 칡뿌리의 항산화 성분에 대하여 분석한 이전 연구에서 플라보노이드 성분의 일종인 Puerarin으로 확인 동정되었으며, 주요한 폴리페놀 물질이라고 보고되었다(Oh et al. 1990). 껍질 부분에서는 흑미 추출물의 총 폴리페놀 함량은 11.37 μg GAE/g로 높게 나타났는데 흑미의 rice bran층에 존재하는 높은 Flavonoid 함량으로 인하여 총 폴리페놀 함량이 높아진 것으로 사료된다. 1,000 μg/mL의 농도에서 잎과 열매 부분으로 분류된 연잎 추출물은 13.63 μg GAE/g, 녹차 추출물은 13.48 μg GAE/g의 총 폴리페놀이 함유된 것으로 나타났다. 이것은 Park et al.(2021)이 보고한 내용과 유사한 결과로, 연잎 추출물에서 녹차 추출물보다 총 폴리페놀 함량이 많았고, 연잎은 다른 부위(연자방, 연자육, 연근, 우절)보다 총 폴리페놀 함량이 많다고 하였다(Park et al. 2021). Özbek et al.(2020)은 증류수보다 유기용매가 첨가된 에탄올이나 메탄올의 추출 용매가 총페놀 화합물을 추출하기에 효과적이라고 보고하였다.

          
            Table 3. 
				
            

            
              Comparison of the total polyphenol concentrations in ethanol extracts of 16 agricultural products
              (μg GAE/g)

            
            

          

          
            
              
                	Part
                	Sample
                	Concentration (μg/mL)
              

              
                	50
                	100
                	250
                	500
                	1,000
              

            
            
              	Stems and roots
              	
                Glycyrrhiza uralensis
              
              	0.34 ± 0.00eB
              	0.64 ± 0.01dB
              	1.46 ± 0.04cB
              	3.05 ± 0.04bB
              	5.11 ± 0.02aB
            

            
              	
                Angelica gigas
              
              	0.17 ± 0.15eB
              	0.26 ± 0.02dC
              	0.70 ± 0.00cD
              	1.60 ± 0.28bC
              	2.46 ± 0.01aC
            

            
              	
                Wolfiporia extensa
              
              	0.19 ± 0.00eB
              	0.14 ± 0.01dD
              	0.30 ± 0.01cF
              	0.57 ± 0.00bF
              	1.10 ± 0.01aF
            

            
              	
                Pueraria montana var. lobata
              
              	1.43 ± 0.03eA
              	2.65 ± 0.02dA
              	5.62 ± 0.09cA
              	9.15 ± 0.09bA
              	13.05 ± 0.30aA
            

            
              	
                Allium hookeri
              
              	0.17 ± 0.01eB
              	0.26 ± 0.00dD
              	0.57 ± 0.01cE
              	1.03 ± 0.01bD
              	1.95 ± 0.07aD
            

            
              	
                Zea mays
              
              	0.35 ± 0.01eA
              	0.58 ± 0.01dBC
              	1.45 ± 0.01cC
              	2.82 ± 0.02bB
              	5.17 ± 0.03aB
            

            
              	Bark and peel
              	
                Citrus reticulata
              
              	0.36 ± 0.01cAB
              	0.66 ± 0.01cBC
              	1.51 ± 0.03bcB
              	2.85 ± 0.03bBC
              	5.05 ± 0.06aBC
            

            
              	
                Mori cortex
              
              	0.78 ± 0.02cA
              	1.36 ± 0.02cB
              	2.96 ± 0.02bcB
              	5.24 ± 0.06bB
              	9.14 ± 0.06aB
            

            
              	
                Eucommia ulmoides
              
              	0.33 ± 0.00dAB
              	0.45 ± 0.01dC
              	1.06 ± 0.03cB
              	2.03 ± 0.00bC
              	3.68 ± 0.04aC
            

            
              	
                Oryza sativa
              
              	0.15 ± 0.00eB
              	1.58 ± 0.00dA
              	3.85 ± 0.00cA
              	6.59 ± 0.13bA
              	11.37 ± 0.08aA
            

            
              	Leaves and fruits
              	
                Nelumbo nucifera
              
              	2.00 ± 0.02cB
              	3.66 ± 0.04cB
              	8.18 ± 0.09bB
              	12.87 ± 0.15bB
              	13.63 ± 0.47aA
            

            
              	
                Ponus sylvestris
              
              	0.88 ± 0.01eF
              	1.68 ± 0.01dD
              	3.85 ± 0.01cD
              	6.90 ± 0.02bD
              	11.79 ± 0.03aC
            

            
              	
                Camellia sinensis L.
              
              	3.15 ± 0.20dA
              	6.09 ± 0.15cA
              	11.43 ± 0.07bA
              	13.05 ± 0.15aA
              	13.48 ± 0.20aA
            

            
              	
                Saururus chinensis
              
              	1.22 ± 0.06eC
              	1.96 ± 0.04dC
              	4.48 ± 0.05cC
              	8.16 ± 0.15bC
              	12.46 ± 0.05aB
            

            
              	
                Zingiber officinale Rosc.
              
              	0.59 ± 0.07eE
              	1.06 ± 0.03dE
              	2.37 ± 0.03cE
              	4.22 ± 0.03bF
              	8.23 ± 0.18aD
            

            
              	
                Gardenia jasminoides
              
              	0.01 ± 0.00eF
              	1.04 ± 0.04dE
              	2.54 ± 0.08cE
              	4.70 ± 0.01bE
              	8.39 ± 0.16aD
            

          

          
            
              Values are Mean ± SE (n=3). a-e Means with different letters within the rows are significantly different (p<0.05); A-F Means with different letters within the columns are significantly different (p<0.05).
            

          

          

        

      

      
        2. NO 생성 효과
        
          1) 세포 안전성
          항산화 효과가 우수하여도 독성이 있으면 식용으로 사용하기 어렵다. 따라서 본 연구에서는 우수한 지역 농산물이 Raw 264.7 세포의 안전성에 영향을 미치는지 알아보기 위하여 MTS assay를 수행하였다. 그 결과, 모든 시료가 대조군과 비교할 때, 500 μg/mL 농도 범위까지 세포 생존율이 95% 이상으로 나타났으며 세포 안전성 및 독성에 영향을 주지 않는 것으로 확인되었다(Fig. 1a-c). 그림은 지역 농산물 소재의 부위별 (줄기와 뿌리, 껍질, 잎과 열매) 세포 생존율에 대한 영향을 보여주고 있는데, 이러한 결과를 토대로 소재의 유효 농도 범위를 500 μg/mL까지로 설정하였고, 세포에서 NO 생성 효과 평가를 진행하였다.

          
            
            

            Fig. 1. 
				
            

            
              Effects of the ethanol extracts of 16 agricultural products on the cell viability of RAW 264.7 macrophages. (a) stems and roots, (b) bark and peel, and (c) leaves and fruits.
            
            

            

          

        

        
          2) Nitric oxide(NO) 생성 효과
          과량의 NO는 정상세포를 공격하고 염증을 유발시켜 독성을 갖는 염증질환의 매개인자로 알려져 있다. 그러나 활성화된 면역세포에서 분비되는 적절한 양의 NO는 면역 신호 전달자로서 면역세포를 활성화시켜 암세포에 대한 독성 및 외부 병원체로부터의 저항성을 증강시킨다고 한다(Kim et al. 2018). 본 실험에 사용된 지역 농산물 16종 추출물의 처리가 대식세포 활성화에 미치는 영향을 평가하기 위하여 RAW 264.7 세포에 농도별로 처리하였고 세포 상등액의 NO의 함량을 Griess 반응법으로 분석하였다. 줄기와 뿌리, 껍질, 잎과 열매로 나누어 비교했을 때 최고 농도인 500 μg/mL 수준에서 줄기와 뿌리 소재로서는 삼채 추출물이 가장 많은 양의 NO 생성량을 보였다(Fig. 2a). 삼채는 뿌리 뿐 아니라 잎에서 NO 생성을 비롯한 면역 관련 요인들을 개선시키는 것으로 보고되었다(Lee et al. 2016). 껍질로서는 흑미 호분층 추출물이 높은 NO 생성량을 보였고(Fig. 2b), 잎과 열매로 분류된 추출물에서는 생강잎이 많은 NO 생성량을 나타냈다(Fig. 2c). 삼채 추출물과 생강잎 추출물은 농도 의존적으로 NO 생성량을 증가시켰는데, Lee et al.(2011)은 독활 추출물의 농도 의존적인 NO 생성 증가는 대식세포의 면역 활성 증진과 관련된다고 보고하였다. 본 연구에서 줄기와 뿌리, 껍질, 잎과 열매에 속한 총 16종 지역 농산물 중에서, 감초, 삼채, 옥수수속대, 두충, 흑미 호분층, 연잎, 녹차, 연잎, 삼백초 및 생강잎 추출물이 우수한 NO 생성능을 보여 면역 활성을 증진시키는 효능이 있다고 사료된다.

          
            
            

            Fig. 2. 
				
            

            
              Effects of the ethanol extracts of 16 agricultural products on nitric oxide (NO) production of RAW 264.7 cells. (a) stems and roots, (b) bark and peel, and (c) leaves and fruits.
            
            

            

          

        

      

    

    

  
    
      IV. 요약 및 결론
      본 연구는 지역 농산물의 소비 및 실용화 촉진을 위하여 최근 관심이 높은 항산화와 면역 관련 기능성 소재를 선발하고자 수행되었다. 소재로는 최근 식품 원료로 등록된 생강잎과 전통 의학 및 민간에서 많이 활용되고 있는 기능성 소재 16종을 선정하여 항산화 및 NO 생성 효과를 동시에 비교하였다. 항산화 활성으로 DPPH 라디칼 소거능, ABTS 라디칼 소거능 및 총 폴리페놀 함량을 측정하였고, 면역 관련 요인으로 대표적인 NO 생성 효과를 평가하였다. 우수한 생리활성에 앞서 안전성이 중요하기 때문에, 대식 세포에서 총 16종 소재의 줄기 및 뿌리, 껍질, 잎과 열매로 분리하여 세포 안전성을 평가하고 NO 활성을 측정하였다. DPPH 라디칼 소거 활성은 줄기와 뿌리 중에서는 칡 추출물, 그리고 껍질 부분 중에서는 흑미 추출물이 동일 농도에서 우수한 항산화 활성을 보였다. ABTS 라디칼 소거 활성은 줄기와 뿌리 부분 중에서는 칡 추출물, 그리고 껍질 부분 중에서는 상백피 추출물이 동일 농도에서 높은 항산화 활성을 보였다. 총 폴리페놀 함량은 줄기와 뿌리 부분에서 칡 추출물, 껍질 부분에서는 흑미 추출물, 그리고 잎과 열매 부분 중에서는 연잎 및 녹차 추출물에서 많은 것으로 나타났다. 총 16종 소재의 추출물은 500 μg/mL 미만의 농도에서 세포 독성을 나타내지 않았으며, 삼채 추출물과 생강잎 추출물이 농도가 증가함에 따라 NO 생성이 촉진되었다.

      본 연구에 사용된 지역 농산물은 대체적으로 항산화 활성이 우수하고 세포 안전성이 높았다. 특히 뿌리 부분은 칡 추출물, 잎과 열매 부분은 연잎 추출물과 녹차 추출물, 껍질 부분은 흑미 추출물에서 항산화 및 면역 활성이 우수하였다. 따라서 이들 소재는 항산화 및 면역 조절 소재로 활용이 기대되며, 지역 경제 활성화와 국민의 건강 개선에 도움이 될 수 있는 농산물의 안정된 생산과 다양한 제품화가 필요할 것으로 보인다.
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