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            초록
          
        

        
          This study examined the physicochemical characteristics and antioxidant activities of Alnus japonica (AJ) leaves. The carbohydrate content of an 80% ethanol AJ extract sample accounted for the highest proportion, followed by crude protein, moisture, crude ash, and crude fat. Sixteen amino acids were detected in the 80% ethanol AJ extract. The major organic acids were citric acid, malic acid, succinic acid, acetic acid, and formic acid. The highest level of saturated fatty acids was palmitic acid, followed by tricosanoic acid, heneicosanoic acid, stearic acid, and lignoceric acid. Monosaturated fatty acids (cis-10-heptadecenoic acid, elaidic acid, and oleic acid) and polyunsaturated fatty acids (linolenic acid) were detected in the 80% ethanol AJ extract. Oleic acid comprised the highest monounsaturated fatty acid content, and 8.89% linolenic acid was detected in the polyunsaturated fatty acid. The order of mineral content was Ca>K>Mg. The total polyphenol and flavonoid contents of the 80% ethanol AJ extract were significantly higher than those of the distilled water extract. The ABTS- and DPPH-radical scavenging activities were higher in the 80% ethanol AJ extract, while ferric acid-reducing antioxidant power was higher in the distilled water extract. These results suggest that AJ leaves contain valuable phytochemicals, have high antioxidant activities, and may be developed as healthy, functional foods.
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      Ⅰ. 서론
      인간의 평균 수명 연장과 더불어 코로나 바이러스(COVID-19) 이후 건강에 대한 현대인들의 관심은 점차 높아지고 있으며 이에 따라 건강기능식품에 대한 연구가 활발히 이루어지고 있다(Jaeger et al. 2021). 이들 식품에 포함된 생리활성물질의 기능 중 항산화 역할은 생체 내 에너지를 생산하는 과정에서 산화적스트레스로 생성된 산화를 조절하거나 산화물을 제거하는 일련의 체계이며 이러한 과정에서 과하게 발생된 활성산소종(ROS, reactive oxygen species)의 상태를 정상으로 회복 및 생성을 억제하는 방어기전으로 주목받고 있다(Lee et al. 2008). 환경적인 스트레스 및 유전적인 요인에 의해 발생하는 활성산소종은 DNA, 단백질, 지질과 반응하여 이들을 손상시키며 동맥경화, 당뇨, 신경퇴화와 세포노화까지 야기하는 원인으로 작용한다(Jomova et al. 2023). 항산화제는 활성산소종과 반응함으로써 비타민과 필수아미노산 등의 손실 최소화 및 유지 제품의 산패를 늦추거나 방지하는 목적으로 이용되고 있다(Jun et al. 2013).

      오리나무(Alnus japonica)는 자작 나무과인 낙엽 교목으로 우리나라 중부 이북의 해발고도 200~900 m 지역에 자생하고 있으며 꽃은 취산화서이며 잎사귀 모양은 타원형이고 가장자리는 잔 톱니 모양으로 이루어져 있다(Kim & Cho 2019). 오리나무는 해열(解熱), 지혈(止血) 등의 효능을 가지고 있는 것으로 알려졌다(An et al. 1999). 오리나무에는 루페논, 베타아밀린, 글루테놀, 타락세롤, 베툴린산 등 여러 가지 성분의 triterpenoid 외에 β-sitosterol, 헵타코산, 지방족인 alcohol, pyrocatechol 계열 탄닌과 pillioin, 살비제닌 및 5-hydroxy-4’, 7-dimethoxyflavone 등의 flavonoid 화합물이 함유되어 있다(Lee et al. 1992; Halliwell 1996; Wada et al. 1998; Kim et al. 2005; Kuroyanagi et al. 2005; Na et al. 2012). 또한 오리나무는 항암효과(Stević et al. 2010), 항산화효과(Lee et al. 2000; Kim et al. 2004), 항염효과 (Lee et al. 2000), 간 보호 효과(Lee & Lee 2016) 및 오리나무 줄기의 항균 활성 효과(Kim & Cho 2019) 등에 관한 연구가 보고 되었지만 현재까지 오리나무 잎의 항산화 성분에 관한 연구는 부족한 실정이다. 본 연구에서는 오리나무 잎 80% 에탄올 추출물의 이화학적 성분을 분석하였고, 증류수 추출물과 항산화 활성을 비교하였다.

    

    

  
    
      Ⅱ. 연구방법
      
        1. 실험재료
        본 연구를 위해 사용된 오리나무 잎은 2021년 7월 충청북도 괴산에서 구매하여 사용하였다. 오리나무 잎은 세척 한 후 실온에서 건조 후에 동결건조기를 이용하여 건조하였으며 분쇄기(EV-GB 8000 model, Everhome, Seoul, Korea)를 이용하여 분쇄한 후 –70℃ 초저온냉장고에 보관하며 사용하였다.

      

      
        2. 시료추출
        오리나무 잎 분말 시료 일정량에 20배 부피의 80% 에탄올 및 증류수를 flask에 붓고 환류 냉각관을 장착한 65℃의 heating mentle(Mtops ms-265, Seoul, Korea)을 통해 3시간씩 총 3회 반복 추출하였다. 이후 오리나무 잎 추출액을 whatman filterpaper(Whatman No.2)를 사용하여 걸러내고 추출된 여액은 40℃ 수욕 상에서 진공회전농축기를 이용하여 용매 제거 후 감압·농축하여 동결건조하였다. 에탄올 추출물은 영양 및 기능성 성분분석과 항산화 평가를 위해 사용되었고, 증류수 추출물과 항산화 활성을 비교하였으며, 시료는 사용 전까지 -70℃에 보관하였다.

      

      
        3. 일반성분 분석
        오리나무 잎 80% 에탄올 추출물의 일반성분은 A.O.A.C(Association of Official Analytical Chemists 2005)을 이용하여 실험하였다. 조회분은 550℃ 희화법, 조지방은 Soxhlet법, 수분함량은 105℃ 건조법으로 측정하였고 조단백질은 원소분석기를 통해 전질소량을 일정한 양으로 나누고 정량한 값에 질소계수 6.25를 곱셈하여 계산하였다. 탄수화물은 100에서 조단백질, 수분, 회분, 조지방의 값을 제한값으로 표시하였다.

      

      
        4. 지방산 분석
        오리나무 잎 80% 에탄올 추출물의 지방산 조성 분석은 Wungaarden의 방법(1967)에 따라 분석하였다. 시료 2 g을 chloroform-methanol로 추출 여과하고 감압 농축한 지방질을 약 100 mg을 취하여 4 mL의 1N-KOH·ethanol 용액에 섞은 후 유지 방울이 존재하지 않을 때 까지 교반하였다. 5 mL의 14% BF3-Methanol을 혼합하여 환류냉각기를 부착하여 5분간 80℃에서 heating하여 메틸에스테르화하고 용액에 NaCl 포화용액 3 mL와 헥산 1 mL를 넣어 흔들어 교반 후 시험관에 옮겨 두고 상층을 분리하였다. 여기에 무수 Na2SO4를 혼합하여 수분을 없앤 후 0.5 mL를 유리병에 취한 후 가스 크로마토그래피(HP 5890 series II, Agilent, Waldbronn, Germany)로 분석하였다.

      

      
        5. 유기산 분석
        오리나무 잎 80% 에탄올 추출물 0.5 g에 증류수 20 mL을 넣은 후, 80℃ 이상의 water bath에서 4시간 동안 가열시켜 추출한 용액을 Whatman membrane filter(1 μm)를 이용하여 여과시켰다. 그 후 30 mL로 정용하여 이를 Whatman membrane filter(0.45 μm)로 여과하였고 Prominence HPLC(HPLC-20 AD Prominence, Shimadzu, Kyoto, Japan)를 이용해 분석하였다.

      

      
        6. 구성 아미노산 분석
        분해관에 오리나무 잎 80% 에탄올 추출물 0.5 g에 3 mL의 6N HCl를 혼합하여 탈기 후 121℃에서 24시간 동안 가수분해하였다. 그 후 glassfilter로 여액을 여과하고 회전진공농축기(EYELA VACUUM NVC-1100, Tokyo, Japan)로 감압하였으며 농축한 뒤에 sodium phosphate buffer (pH 7.0) 10 mL로 정용하였다. 용액 1 mL를 취하여 membrane filter(0.2 μm)로 걸러낸 후에 Amino acid autoanalyzer(S433-H, Sykam GmbH, Eresing, Germany)를 이용해 분석하였다.

      

      
        7. 무기질 분석
        오리나무 잎 80% 에탄올 추출물의 무기질 함량은 A.O.A.C 방법(2005)에 따라 분석하였다. 시료 0.5 g에 10 mL의 20% HNO3 3 mL의 60% HClO4를 취하여 색이 투명해질 때까지 가열한 후 0.5 M HNO3로 50 mL를 정용시켰다. 각각의 항목별 표준용액을 혼합 후 유리병에 8 mL씩 정용하여 표준용액으로 한 다음 0.5 M HNO3를 대조군으로 하여 유도결합플라스마 spectrum analyzer(ICP-OES, PerkinElmer, CT, USA)로 분석하였다.

      

      
        8. 총 polyphenol 함량
        오리나무 잎 80% 에탄올 추출물과 증류수 추출물의 총 polyphenol 함량은 Folin-Denis의 방법(1912)을 응용하여 측정하였다. 1.5 mL tube에 시료 및 농도별 standard 용액 200 μL와 Folin reagent 200 μL을 넣은 후 실온에서 3분간 반응시켰다. 10% NaCO₃ 400 μL을 첨가하여 voltex한 후 암소에서 40분간 반응시켰다. 그 후 UV-spectrophotometer(Bio-Rad, Hercules, CA, USA)를 이용하여 750 nm에서 흡광도를 측정하였다. 표준물질은 tannic acid를 이용하여 표준곡선을 그리고 추출물의 총 polyphenol 함량을 산출하였다.

      

      
        9. 총 flavonoid 함량
        오리나무 잎 80% 에탄올 추출물과 증류수 추출물의 총 flavonoid 함량은 Davis법을 변형한 Chae 등의 방법(2002)에 따라 측정하였다. 1.5 mL tube에 시료 및 농도별 standard 용액 500 μL에 diethylene glycol 500 μL를 첨가한 후 1N NaOH 10 μL을 넣고 37℃ heating block에서 60분 동안을 반응시켰다. 그 후 UV-spectrophotometer(Bio-Rad, Hercules, CA, USA)를 이용해 415 nm에서 흡광도를 측정하였다. Rutin을 이용하여 표준곡선을 그리고 추출물의 총 flavonoid 값을 계산하였다.

      

      
        10. ABTS+ 라디칼 소거능 측정
        오리나무 잎 80% 에탄올 추출물과 증류수 추출물의 2,2’-Azinobis-3-ethylbenzo thiazoline-6-sulfonic acid(ABTS) radical 소거능은 Re 등의 방법(1999)을 변형하여 측정하였다. 7 mM ABTS와 2.4 mM potassiun persulfate를 1:1 비율로 섞어 암실에서 24시간 동안 방치하여 radical 생성을 유도하였다. 그 후 7 mM ABTS 통에 2.4 mM potassiun persulfate 10 mL를 주입하였다. UV-spectrophotometer(Bio-Rad, Hercules, CA, USA)로 750 nm에서 흡광도 값이 0.7 정도가 되도록 메탄올로 희석하여 사용하였다. ABTS+ 라디칼 용액 450 μL와 각 농도별로 제조된 시료를 각 50 μL 혼합하여 37℃에서 30분간 반응시킨 후 UV-spectrophotometer (Bio-Rad, Hercules, CA, USA)로 750 nm에서 흡광도 측정하였다.

      

      
        11. DPPH radical 소거능
        오리나무 잎 80% 에탄올 추출물과 증류수 추출물의 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl(DPPH) radical 소거능은 Blois의 방법(1958)에 따라 다음과 같이 측정하였다. 시료추출액과 희석한 DPPH 용액을 혼합한 후 37℃ heating block을 이용하여 30분간 반응시켰다. 그 후 UV-spectrophotometer(Bio-Rad, Hercules, CA, USA)를 사용하여 595 nm에서 흡광도 측정하여 분석하였다.

      

      
        12. Ferric acid reducing antioxidant power(FRAP) assay
        오리나무 잎 80% 에탄올 추출물과 증류수 추출물의 FRAP는 Benzie&Strain(1996)의 방법을 변형하여 측정하였다. FRAP reagent(300 mM sodium acetate buffer(pH 3.6)(Sigma-Aldrich, Louis, MO, USA) 10 mL, 10 mM 2,4,6-tris(2-pyridyl)-s-triazine(TPTZ) (Sigma-Aldrich, Louis, MO, USA) 1 mL, 20 mM ferric chloride(Sigma-Aldrich, Louis, MO, USA) 1 mL를 혼합하여 사용하였다. 각각의 시료 10 μL와 증류수 90 μL를 FRAP reagent 200 μL와 혼합하고 UV-spectrophotometer(Bio-Rad, Hercules, CA, USA)를 이용하여 595 nm에서 흡광도를 측정한 후 FRAP 값을 계산하였다.

      

      
        13. 통계처리
        본 연구에서 실행한 모든 실험은 독립적으로 3회에 걸쳐 반복 시행하였으며 측정결과는 평균(mean)과 표준편차(standard deviation, SD)로 나타내었고, GraphPad Prism 6 program(GraphPad Software, Inc., La Jolla, CA, USA)를 이용하여 각 실험군 간의 유의성 검사 및 증명하였다. p<0.05 수준으로 Student t-test와 분산분석(One way ANOVA(Duncan’s multiple range test))을 통해 사용한 각 시료 간의 통계적 유의성을 조사하였다.

      

    

    

  
    
      Ⅲ. 결과 및 고찰
      
        1. 일반성분 분석
        오리나무 잎 80% 에탄올 추출물의 일반성분을 분석한 결과는 Table 1과 같다. 가장 많은 일반성분은 탄수화물로 77.84%이었으며, 조단백질 9.16%, 수분 5.05%, 조회분 4.9%, 조지방 3.05%로 나타났다.

        
          Table 1. 
				
          

          
            Proximate compositions of Alnus japonica leaves
            (Dry Matter Basis, %)

          
          

        

        
          
            
              	Composition
              	AJ-EE1)
            

          
          
            	Moisture
            	5.05 ± 0.11
          

          
            	Crude ash
            	4.90 ± 0.10
          

          
            	Crude protein
            	9.16 ± 0.24
          

          
            	Crude fat
            	3.05 ± 0.50
          

          
            	Carbohydrate
            	77.84 ± 0.85
          

        

        
          
            1)AJ-EE, 80% ethanol extract of Alnus japonica leaves
          

          
            All values are expressed as the mean ± SD of triplicate determinations.
          

        

        

      

      
        2. 구성 아미노산 분석
        오리나무 잎 80% 에탄올 추출물의 구성아미노산 함량분석은 Table 2와 같다. 구성 아미노산은 필수아미노산 9종 및 비필수아미노산 7종이 검출되었으며 총 16종이 검출되었다. 필수아미노산은 leucine이 698.73 mg/100g으로 가장 높은 함량을 보였고 phenylalanine, valine, arginine, threonine, lysine, isoleucine, histidine, methionine 순으로 높게 나타났다. 필수아미노산의 총 함량은 3,481.31 mg/100g이었다. 비필수 아미노산은 glutamic acid가 868.79 mg/100g로 가장 높게 나타났으며 aspartic acid, proline, alanine, glycine, serine, tyrosine 순으로 높은 함량을 보였다. 총 비필수 아미노산은 3,729.08 mg/100g로 나타났다.

        
          Table 2. 
				
          

          
            Free amino acid contents of Alnus japonica leaves
            (mg/100g)

          
          

        

        
          
            
              	Amino acid
              	AJ-EE1)
            

          
          
            	Essential
            	
          

          
            	 Threonine
            	393.03 ± 1.47
          

          
            	 Valine
            	450.76 ± 2.33
          

          
            	 Methionine
            	68.46 ± 5.03
          

          
            	 Isoleucine
            	354.26 ± 1.15
          

          
            	 Leucine
            	698.73 ± 2.98
          

          
            	 Phenylalanine
            	467.04 ± 3.68
          

          
            	 Histidine
            	264.23 ± 1.80
          

          
            	 Lysine
            	378.94 ± 3.58
          

          
            	Arginine
            	405.86 ± 2.48
          

          
            	Total EAA2)
            	3,481.31
          

          
            	Non-essential
          

          
            	 Aspartic acid
            	650.20 ± 7.57
          

          
            	 Serine
            	449.39 ± 4.01
          

          
            	 Glutamic acid
            	868.79 ± 5.02
          

          
            	 Proline
            	534.69 ± 4.25
          

          
            	 Glycine
            	450.89 ± 5.21
          

          
            	 Alanine
            	487.08 ± 1.52
          

          
            	 Tyrosine
            	288.05 ± 3.25
          

          
            	Total AA3)
            	3,729.08
          

          
            	EAA/AA(%)
            	93.35
          

        

        
          
            1)AJ-EE, 80% ethanol extract of Alnus japonica leaves
          

          
            2)Total EAA: Total essential amino acids.
          

          
            3)Total AA: Total amino acids.
          

          
            All values are expressed as the mean ± SD of triplicate determinations.
          

        

        

      

      
        3. 유기산 함량 분석
        오리나무 잎 80% 에탄올 추출물의 유기산 함량은 Table 3과 같다. 검출된 유기산은 총 5가지로, 이중 citric acid가 7,329.69 ppm으로 가장 많이 검출되었고 그다음으로는 malic acid, succinic acid, acetic acid, formic acid순으로 높게 나타났다. 가장 높게 나타난 citric acid는 감귤류의 과일에 있는 산 화합물로서 시트르산은 향료, 킬레이트제, 산성화제로 자연적인 보존제로서 식품에 산성 또는 신맛을 첨가 및 환경친화적인 청소제 이용, 굳은 석회질을 녹이는데 사용된다(Zhang et al. 2013). 또한, succinic acid는 격리제, 완충액 및 중화제로서 식품에 사용되며 당의 발효로 발생한 석신산은 발효주에 짠맛, 쓴맛, 신맛의 조합을 만들어내기도 한다(Zhang et al. 2013).

        
          Table 3. 
				
          

          
            Organic acid contents of Alnus japonica leaves
            (ppm)

          
          

        

        
          
            
              	Organic acids
              	AJ-EE1)
            

          
          
            	Citric acid
            	7,329.69 ± 2.04
          

          
            	Malic acid
            	4,984.72 ± 4.20
          

          
            	Succinic acid
            	1,830.13 ± 0.77
          

          
            	Formic acid
            	200.87 ± 4.55
          

          
            	Acetic acid
            	1,648.91 ± 1.56
          

          
            	Total
            	15,994.32
          

        

        
          
            1)AJ-EE, 80% ethanol extract of Alnus japonica leaves
          

          
            All values are expressed as the mean ± SD of triplicate determinations.
          

        

        

      

      
        4. 지방산 분석
        오리나무 잎 80% 에탄올 추출물의 지방산 분석 결과는 Table 4와 같다. 포화지방산은 5종, 단일불포화지방산은 3종, 다가불포화지방산은 1종이 검출되었다. 오리나무 잎 80% 에탄올 추출물의 지방산은 palmitic acid가 42.84% 그다음으로는 tricosanoic acid, heneicosanoic acid, stearic acid, lignoceric acid 순으로 포화지방산이 나타났다. 단일불포화지방산은 oleic acid의 함량이 6.97%로 가장 높게 나타났으며, cis-10-heptadecenoic acid는 6.58%, elaidic acid는 1.68% 순으로 검출되었다. 또한, 다가불포화지방산은 linolenic acid가 8.89% 나타났다.

        
          Table 4. 
				
          

          
            Free acid contents of Alnus japonica leaves
            (% total fatty acids)

          
          

        

        
          
            
              	Free acids
              	AJ-EE1)
            

          
          
            	Palmitic acid (C16:0)
            	42.84 ± 1.07
          

          
            	Stearic acid (C18:0)
            	4.68 ± 0.48
          

          
            	Heneicosanoic acid (C21:0)
            	6.02 ± 1.52
          

          
            	Tricosanoic acid (C23:0)
            	20.95 ± 0.11
          

          
            	Lignoceric acid (C24:0)
            	1.38 ± 0.15
          

          
            	Saturated
            	75.88
          

          
            	cis-10-Heptadecenoic acid (C17:1)
            	6.58 ± 0.20
          

          
            	Elaidic acid (C18:1n9t)
            	1.68 ± 0.15
          

          
            	Oleic acid (C18:1n9c)
            	6.97 ± 0.05
          

          
            	Monounsaturated
            	15.23
          

          
            	Linolenic acid (C18:3n3)
            	8.89 ± 0.48
          

          
            	Polyunsaturated
            	8.89
          

          
            	Total
            	100.00
          

        

        
          
            1)AJ-EE, 80% ethanol extract of Alnus japonica leaves
          

          
            All values are expressed as the mean ± SD of triplicate determinations.
          

        

        

      

      
        5. 무기질 분석
        오리나무 잎 80% 에탄올 추출물의 총 무기질 분석 결과는 Table 5와 같다. 총 무기질 함량은 19,908.05 ppm로, Ca 함량이 11,720.37 ppm으로 가장 많았고 K, Mg, Mn, Fe, Zn, Na, Cu 순으로 검출되었다. 무기질은 신진대사, 성장 등 생명유지에 필수영양소로서 일정량의 섭취가 반드시 필요하며 섭취가 부족하면 결핍증이 나타난다(Dubey & Thakur 2020). 과거 식량부족 및 영양공급의 부족으로 대부분의 사람이 무기질이 결핍증으로 이에 관한 연구가 활발히 이루어졌고 영양권장량 기준을 설정하여 적절한 섭취를 권고해 왔다(Gray et al. 1983; Raab et al. 1989; Shin et al. 2011). Ca는 체내 무기질 중 39%를 차지하며 골격 및 치아를 구성하는 성분이며 체내 Ca 함량의 약 99% 이상이 골격과 치아에 존재한다. 또한, 근육, 신경 등의 정상적인 기능을 유지하며 Ca 결핍 시 골격량의 감소, 골다공증 등의 골격 관련 질병 원인이 되기도 하며 과잉섭취 시 신석증, 비정상적인 혈청 탈인산효소 수치 등을 나타낸다(Kim et al. 2014). K은 체내에서 체액을 조절 및 pH의 균형을 이루는 역할을 하고 신경전달자극, 근육을 수축 작용하는 기능을 한다. 또한, 심장기능에서 혈압저하 등 심박동과 맥박을 정상으로 유지하는 역할도 한다(Baez et al. 2023).

        
          Table 5. 
				
          

          
            Mineral contents of Alnus japonica leaves
            (ppm)

          
          

        

        
          
            
              	Minerals
              	AJ-EE1)
            

          
          
            	Ca
            	1,1720.37 ± 2.06
          

          
            	K
            	5,772.52 ± 3.25
          

          
            	Mg
            	1,674.25 ± 1.54
          

          
            	Fe
            	258.33 ± 1.52
          

          
            	Na
            	24.60 ± 6.32
          

          
            	Mn
            	401.53 ± 2.01
          

          
            	Cu
            	7.67 ± 0.15
          

          
            	Zn
            	48.77 ± 1.52
          

          
            	Total
            	19,908.05
          

        

        
          
            1)AJ-EE, 80% ethanol extract of Alnus japonica leaves
          

          
            All values are expressed as the mean ± SD of triplicate determinations.
          

        

        

      

      
        6. 총 polyphenol 및 총 flavonoid 함량
        Polyphenol 화합물은 식물계에 분포하며 분자 안에 두 개 이상의 phenolic hydroxyl기를 가진 방향족 화합물(Yu et al. 2006)로서 시력증진, 항산화, 항암 등의 다양한 효능을 가지고 있다(Kang et al. 2002; Lee et al. 2008). 추출법에 따른 오리나무 잎의 총 polyphenol 및 총 flavonoid 함량은 Table 6에 나타내었다. 오리나무 잎 80% 에탄올 추출물의 총 polyphenol 함량은 104.02 mg TAE/g이며 총 flavonoid 함량은 76.71 mg RE/g이다. 또한, 오리나무 잎 증류수 추출물의 총 polyphenol 함량은 70.95 mgTAE/g이며 총 flavonoid 함량은 32.57 mg RE/g이다. 오리나무잎 80% 에탄올 추출물이 증류수 추출물 보다 총 polyphenol 및 flavonoid 함량이 유의적으로 높게 나타났다. 사방오리 유기용매 추출물의 총 flavonoid 함량은 메탄올, 헥산, 다이클로로메탄 분획물 각각에서 67.70, 57.08, 50.71 μg/mg으로 나타나 본 연구와 큰 차이를 나타내었다(Choi & Joo 2019).

        
          Table 6. 
				
          

          
            Total polyphenol and total flavonoid contents of Alnus japonica leaves
          
          

        

        
          
            
              	
              	AJ-EE1)
              	AJ-WE2)
            

          
          
            	Total polyphenol (mg TAE3)/g)
            	104.02 ± 0.67
            	70.95 ± 3.69*
          

          
            	Total flavonoid (mg RE4)/g)
            	76.71 ± 2.95
            	32.57 ± 0.65*
          

        

        
          
            1)AJ-EE, 80% ethanol extract of Alnus japonica leaves
          

          
            2)AJ-WE, water extract of Alnus japonica leaves
          

          
            3)TAE: Tannic acid equivalent
          

          
            4)RE: Rutin equivalent
          

          
            All values are expressed as the mean ± SD of triplicate determinations.
          

          
            *p<0.05; Significantly different for AJ-EE and AJ-WE by the Student’s t-test
          

        

        

      

      
        7. ABTS+ radical 소거능
        오리나무 잎의 ABTS+ radical 소거능은 Table 7과 같다. 오리나무잎 80% 에탄올 추출물의 ABTS+ radical 소거능은 0.125 mg/L 농도에서 48.15%, 0.25 mg/mL 농도에서 61.42%, 0.5 mg/mL농도에서 89.12%로 나타났다. 오리나무 잎 증류수 추출물의 ABTS+ radical 소거능은 0.125 mg/mL 농도에서는 16.67%, 0.25 mg/mL 농도에서 34.39%, 0.5 mg/mL 농도에서 66.74%로 나타났다. 또한 오리나무 잎 80% 에탄올 추출물 ABTS+의 IC50 값은 0.18 mg/mL, 오리나무 잎 증류수 추출물은 0.37 mg/mL로 나타나 오리나무 잎 80% 에탄올 추출이 오리나무 잎 증류수 추출물보다 ABTS+ radical 소거 활성이 높았다.

        
          Table 7. 
				
          

          
            ABTS radical-scavenging activity of Alnus japonica (Thunb.) steudel leaves
          
          

        

        
          
            
              	
              	Concentration (mg/mL)
              	ABTS+ radical scavenging activity (%)
              	IC503) (mg/mL)
            

          
          
            	AJ-EE1)
            	0.125
            	48.15 ± 2.65c
            	0.18
          

          
            	0.25
            	61.42 ± 3.37d
          

          
            	0.5
            	89.12 ± 0.34e
          

          
            	AJ-WE2)
            	0.125
            	16.67 ± 3.28a
            	0.37
          

          
            	0.25
            	34.39 ± 0.15b
          

          
            	0.5
            	66.74 ± 2.11d
          

        

        
          
            1)AJ-EE, 80% ethanol extract of Alnus japonica leaves
          

          
            2)AJ-WE, water extract of Alnus japonica leaves
          

          
            3)IC50 is the concentration of sample required for scavenging radicals by 50%
          

          
            Data are the mean ± SD of triplicate experiments (n=3). Means with different letters (a-e) within the same row are significantly different at p<0.05 by Duncan’s multiple range test.
          

        

        

      

      
        8. DPPH radical 소거능
        오리나무 잎의 DPPH 라디칼 소거능을 분석한 결과는 Table 8과 같다. 오리나무 잎 80% 에탄올 추출물의 DPPH 라디칼 소거능 값은 0.125 mg/mL 농도에서 40.16%, 0.25 mg/mL에서 68.15%, 0.5 mg/mL농도에서 69.73%로 나타났으며 IC50 값은 0.26 mg/mL로 나타났다. 또한, 오리나무 잎 증류수 추출물에서는 0.125 mg/mL, 0.25 mg/mL, 0.5 mg/mL 농도에서 각각 19.85%, 39.06%, 66.42%, 로 나타났으며 IC50 값은 0.36 mg/mL로 나타났다. 자작나무과 서어나무속에 속하는 Carpinus pubescens Burkil 에탄올 추출물을 이용하여 DPPH radical 소거능을 측정한 결과, 0.1024, 0.512, 2.56, 12.8 μg/mL의 시료 처리에 의해 각각 21.85, 37.04, 86.99, 99.85%로 나타나 본 연구와 큰 차이를 보였다(Lee et al. 2016). 본 연구의 결과, 오리나무 잎의 DPPH radical 소거능은 오리나무 잎 80% 에탄올 추출물이 오리나무 잎 증류수 추출물보다 높은 것으로 나타났다.

        
          Table 8. 
				
          

          
            DPPH radical-scavenging activity of Alnus japonica leaves
          
          

        

        
          
            
              	
              	Concentration (mg/mL)
              	DPPH radical scavenging activity (%)
              	IC503) (mg/mL)
            

          
          
            	AJ-EE1)
            	0.125
            	40.16 ± 1.52b
            	0.26
          

          
            	0.25
            	68.15 ± 3.63c
          

          
            	0.5
            	69.73 ± 3.14c
          

          
            	AJ-WE2)
            	0.125
            	19.85 ± 3.90a
            	0.36
          

          
            	0.25
            	39.06 ± 2.60b
          

          
            	0.5
            	66.42 ± 0.37c
          

          
            	Ascorbic acid
            	1.000
            	91.52
            	
          

          
            	BHA4)
            	1.000
            	88.25
            	
          

        

        
          
            1)AJ-EE, 80% ethanol extract of Alnus japonica
          

          
            2)AJ-WE, water extract of Alnus japonica
          

          
            3)IC50 is the concentration of sample required for scavenging radicals by 50%
          

          
            4)BHA: butylated hydroxyanisole
          

          
            The data are the mean ± SD of triplicate experiments (n=3). Means with different letters (a-c) within the same row are significantly different at p<0.05 by Duncan’s multiple range test.
          

        

        

      

      
        9. FRAP(환원력) 분석
        오리나무 잎의 DPPH 라디칼 소거능을 분석한 결과는 Table 9와 같다. 추출법에 따른 FRAP 활성을 비교한 결과, 증류수 추출물은 18.56 uM로 오리나무 잎 80% 에탄올 추출물 14.72 uM 보다 유의하게 높게 나타났다.

        
          Table 9. 
				
          

          
            Ferric-reducing antioxidant power of Alnus japonica leaves
            (FeSO4.7H2O eq. μM)

          
          

        

        
          
            
              	
              	Ferric reducing antioxidant power
            

          
          
            	AJ-EE1)
            	14.72 ± 0.05*
          

          
            	AJ-WE2)
            	18.56 ± 0.04
          

        

        
          
            1)AJ-EE, 80% ethanol extract of Alnus japonica
          

          
            2)AJ-WE, water extract of Alnus japonica
          

          
            Data are the mean ± SD of triplicate experiments (n=3). All values are expressed as the mean ± SD of triplicate determinations.
          

          
            *p<0.05; Significantly different for AJ-EE and AJ-WE by the Student’s t-test
          

        

        

      

    

    

  
    
      Ⅳ. 요약 및 결론
      본 연구에서는 오리나무 잎 80% 에탄올 추출물의 영양 및 기능성 성분 함량을 분석하였고 증류수 추출물과 항산화 활성을 비교하였다. 오리나무 잎 80% 에탄올 추출물에서 탄수화물이 가장 높은 비중을 차지하였고 조단백질, 수분, 조회분, 조지방 순으로 높은 것으로 나타났다. 오리나무 잎 80% 에탄올 추출물은 총 16종의 아미노산(필수아미노산 9종, 비필수아미노산 7종)을 함유하고, 필수아미노산은 leucine, 비필수 아미노산으로 glutamic acid가 가장 높게 나타났다. 오리나무 잎 80% 에탄올 추출물은 총 5가지 유기산을 함유하고, citric acid가 가장 많이 검출되었으며 malic acid, succinic acid, acetic acid, formic acid 순으로 높게 나타났다. 오리나무 잎 80% 에탄올 추출물은 포화지방산으로 palmitic acid과 tricosanoic acid를 많이 함유하고, 단일불포화지방산은 oleic acid, 다가불포화지방산으로 linolenic aicd 함량이 가장 많았다. 오리나무 잎 80% 에탄올 추출물의 무기질은 총 8종으로 Ca뿐 아니라 K과 Mg을 많은 것으로 나타났다. 총 polyphenol과 flavonoid 함량은 오리나무 잎 80% 에탄올 추출물에서 증류수 추출물보다 유의적으로 많았다. 또한 ABTS+ radical 소거능과 DPPH radical 소거능은 오리나무 잎 80% 에탄올 추출물에서 증류수 추출물보다 높았다. 그러나 FRAP 활성은 오리나무 잎 증류수 추출물에서 80% 에탄올 추출물보다 유의적으로 높게 나타났다. 따라서 본 연구의 결과로 오리나무 잎은 필수아미노산 및 필수지방산을 비롯한 무기질 및 기능성분을 많이 함유하고 있어 항산화제 등 건강기능식품으로 개발 가능성이 있는 것으로 사료된다.
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