
碩士學位論文

제주산 복분자 추출물의 항산화 활성

濟州大學校 大學院

食品工學科

강 찬

2008年 6月



제주산 복분자 추출물의 항산화 활성

指 敎授 金 洙 賢

강 찬

이 論文을 工學 碩士學位 論文으로 提出함.

2008年 6月

姜榮燦의 工學碩士學位 論文을 認准함.

審査委員長 高 榮 煥 (印)

委 員 任 尙 彬 (印)

委 員 金 洙 賢 (印)

濟州大學校 大學院

2008年 6月



Antioxidant Activities of Extracts from Jeju Rasberry

(Rubus coreanus Miq.)

Yeong-Chan Kang

(Supervised by Professor Soo-Hyun Kim)

A THESIS SUBMITTED IN PARTIAL FULFILLMENT OF THE

REQUIREMENT FOR THE DEGREE OF

MASTER OF ENGINEERING

DEPARTMENT OF FOOD SCIENCE AND ENGINEEING

GRADUATE SCHOOL

CHEJU NATIONAL UNIVERSITY

JUN 2008



- i -

목 차

Summary

Ⅰ. 서 론 ························································································································1

Ⅱ. 연구사 ······················································································································4

Ⅲ. 재료 방법 ··········································································································8

1. 실험재료 ················································································································8

1) 실험재료 ················································································································8

2) 추출효소 시약 ································································································8

2. 실험방법 ··················································································································8

1) 일반성분 분석 ······································································································8

2) 효소 추출물의 조제 ························································································9

3) 메탄올 추출물의 조제 ······················································································12

4) 임계 이산화탄소추출 ····················································································12

5) 총 polyphenol 함량 ··························································································13

6) 항산화 효과 ········································································································13

(1) DPPH radical 소거활성 측정 ·······································································13

(2) Superoxide anion radical 소거활성 ····························································14

(3) Hydrogen peroxide 소거활성 ···································································15

(4) Hydroxyl radical 소거활성 ···········································································16

(5) Nitric oxide radical 소거활성 ······································································17

Ⅳ. 결과 고찰 ········································································································19

1. 일반성분 ··············································································································19

2. 추출수율 ··············································································································19

3. 추출물의 총 폴리페놀함량 ··············································································20



- ii -

4. DPPH radical 소거활성 ···················································································22

5. Superoxide anion 소거활성 ············································································25

6. Hydrogen peroxide 소거활성 ········································································27

7. Hydroxyl radical 소거활성 ·············································································29

8. Nitric oxide radical 소거활성 ········································································31

Ⅴ. 요 약 ····················································································································33

Ⅵ. 참고문헌 ················································································································34



- iii -

List of Tables

Table 1.Characteristics of different carbohydrases and protease in

hydrolysis process

Table 2. Approximate chemical composition of Rubus coreanus Miq.

Table 3. Yield of extracts from Rubus coreanus Miq.

Table 4. Polyphenolic contents in enzymatic, Supercritical carbon dioxide

and methanolic extracts of Rubus coreanus Miq.

Table 5. DPPH radical scavenging activity of enzymatic, supercritical carbon

dioxide and methanolic extracts from Rubus coreanus Miq.

Table 6. Superoxide anion scavenging activity of enzymatic,

Supercritical carbon dioxide and methanolic extracts from Rubus

coreanus Miq.

Table 7. Hydrogen peroxide scavenging activity of enzymatic, Super critical

carbon dioxide and methanolic extractss from Rubus coreanus Miq.

Table 8. Hydroxyl radical scavenging activity of enzymatic, super critical

carbon dioxide and methanolic extracts from Rubus coreanus Miq.

Table 9. Nitric oxide radical scavenging activity of enzymatic, Super critical

carbon dioxide and methanolic extracts from Rubus coreanus Miq.



- iv -

List of Figures

Fig. 1. Schematic diagram of enzymatic extracts from Rubus

coreanu Miq.

Fig. 2. Schematic diagram of the enzymatic extraction from

Rubus coreanun Miq.

Fig. 3. Schematic diagram for methanolic extraction of Rubus

coreanun Miq

Fig. 4. Schematic diagram of DPPH radical scavenging assay

Fig. 5. Schematic diagram of superoxide radical scavenging assay

Fig. 6. Schematic diagram of hydrogen peroxide scavenging assay

Fig. 7. Schematic diagram of hydroxyl radical scavenging assay

Fig. 8. Schematic diagram of nitric oxide radical scavenging assay



Summary

The antioxidant potential of methanolic extract, supercritical carbondioxide 

extract and enzymatic extracts from Rubus coreanus was investigated using DPPH free 

radical, hydrogen peroxide, different reactive oxygen species (ROS) such as superoxide 

and hydroxyl radical and nitric oxide (NO) assays. 

Proximate chemical composition of Rubus coreanus was: moisture 74.3%, ash 

content 4.9%, carbohydrate 3.1%, crude protein 6.1% and crude lipid 11.6%. 

Extractable yield of enzymatic extracts lie between 4.49-5.43% while supercritical 

carbondioxide extracts were between 5.25-8.92%. Highest extractable yield was shown 

by 70% methanolic extract among the all extracts and it was 10.12%. Total phenolic 

content was determined using Folin-Ciocalteu method and methanolic extract showed 

highest content (2409.01 mg/100g). The total phenolic content of supercritical 

carbondioxide extracts were between 1316.09-1605.06 mg/100g while enzymatic 

extracts showed the total phenolic content between 606.54-783.93 mg/100g. The Rubus 

coreanus extract prepared using supercritical carbon dioxide for 120 min time duration 

showed highest DPPH free radical scavenging activity (IC50: 310 ㎍/mL) and 70% 

methanolic extract showed second highest scavenging activity(IC50: 490 ㎍/mL). Both 

values were higher than that of commercial antioxidants BHT and α-tocopherol (IC50: 

40 ㎍/mL and 70 ㎍/mL  respectively). Further, highest superoxide radical scavenging 

activity also showed by the extract prepared by supercritical carbon dioxide (IC50: 80～

380 ㎍/mL) which were higher than that of all other extracts as well as BHT and α

-tocopherol. 70% methanolic extract showed the second highest scavenging activity 

(IC50: 240 ㎍/mL) and Flavourzyme (IC50: 710 ㎍/mL), AMG (IC50: 980 ㎍/mL) and 

Alcalase (IC50: 850 ㎍/mL) extracts showed higher activity than that of BHT and α

-tocopherol in superoxide radical scavenging. Hydrogen peroxide scavenging activity 

was highest in 70% methanolic extract (IC50: 670 ㎍/mL) which was higher than the 

values of both BHT and and -tocopherol and second highest activity was shown by the 

Protamex (IC50: 3390 ㎍/mL). Hydroxyl radical scavenging activity was highest in the 

supercritical carbondioxide extract prepared for 120 min (IC50: 46～50 ㎍/mL). 



Methanolic and enzymatic extracts showed lower activity in hydroxyl radical 

scavenging. Nitric oxide scavenging activity was highest in  supercritical carbondioxide 

extract prepared for 30min (IC50: 750㎍/mL) and it was higher than that of BHT ( IC50: 

1630 ㎍/mL)and -tocopherol (IC50: 2340 ㎍/mL).

 In conclusion, this work has shown that the supercritical carbondioxide extract 

and  metanolic extract of Rubus coreanus act as strong radical scavenging agent which 

can be used as a natural source of potential antioxidants. Further work is needed to 

purify and isolate the bioactive compounds available in Rubus coreanus, which later, 

can be used  in medicinal or  pharmaceutical industry. 
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Ⅰ. 서 론

최근 경제발 생활수 의 향상과 더불어 고령화 사회로의 변천이 가속화 되

고 있고, 식생활습 환경오염 등의 원인으로 만성질환자의 증가일로에 있어, 국

민건강과 웰빙에 한 심이 높아지고 있다. 이와 더불어 새로운 천연물이나 식품

의 유효성분으로 건강증진, 질병 방 치료제로서의 효과 등에 한 연구가 매우

활발하게 진행되고 있다. 따라서, 건강유지를 한 기능성 식품에 한 소비자의

요구 수 도 매우 높아지고 있다(1).

산소는 부분 생물에 있어 생체내 에 지를 만드는 과정에서 필수불가결한 분자

이지만 호흡과정에서 들여 마신 산소 일부(2～3%)는 활성산소라는 유독작용을

하는 물질로 환되어 생체에 장해를 일으키는 것으로 알려져 있다(2). 이러한 유해

활성산소는 생체내의 조건에서 뿐만 아니라 환경 인 요소에 의해서도 끊임없이 생

성되고 있고, 그 종류에는 superoxide anion radical ( O2․
-
), hyroxyl radical (․

OH), hydrogen peroxide (H2O2), singlet oxygen (
1
O2), hypochlorite (OCl

-
)

nitric oxide radical (NO․)등이 있으며 이들은 분자 구조 으로 매우 불안정하기

때문에 고분자의 세포성분들을 공격하기 쉽게 되어 산화 스트 스(oxidative

stress)의 환경을 조성하게 된다(3). 즉 활성산소는 산화효소, 식세포 속이온

(철, 동 등)에 의해 자동산화 반응과 catecholamine의 산화반응 등 내인 요인과

햇빛, 담배, 매연, 약물, 방사선 등 외인 요인에 의해 생성되어 단백질, DNA, 효

소 T-cell과 같은 면역계를 손상, 각종 질환을 야기 시킨다. 특히 생체막의 구성

성분인 불포화지방산을 공격하여 생성되는 과산화 지질의 축 은 생체기능 장애를

유발시켜 암을 비롯한 뇌졸 , 킨스병 등의 뇌질환과 심장질환, 동맥경화, 염증,

노화, 자기면역 질환 등의 각종 성인병을 유발하는 것으로 알려져 있다 (4～9).

생체 내에는 활성산소 한 방어기능을 가지고 있는 항산화 효소인 super oxide

dismutase(SOD), catalase glutathione reductase 등이 존재로 활성산소가 제거된

다. 즉 각종 세포의 여러 사과정에서 생성되는 활성산소는 먼 super oxide

dismutase(SOD)에 의해 hydrogen peroxide로 되고 hydrogen peroxide는 catalase

와 glutathione peroxidase에 의해 H2O로 무독화 된다. 따라서 이러한 산화 손상

으로부터 세포를 보호함으로써 산화 스트 스에 의하여 유발되는 질병의 방

는 치료 효과를 가지는데 과다한 활성산소를 제거하여 생체를 보호할 수 있는 이들

물질들을 항산화활성물질이라고 하는데, 인의 복잡한 생활속에서 더욱 효과

이고 편리한 식이성 항산화제의 개발이 실히 요구되고 있다 (10,11).
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식품산업에서 항산화제란 산화에 의해서 일어나는 식품의 냄새나 풍미의 변화, 유

지의 산패, 그리고 식품의 변색을 방지하거나 지연시킬 수 있는 기능을 가진 화합

물을 총칭하며, 가장 리 이용되고 있는 항산화제로는 페놀성 화합물로서 인공합

성물인 butylated hydroxyanisole (BHA), butylated hydroxytolune (BHT), tertiary

butylhydroquinone (TBHQ) 등이 알려져 있고, 이들은 우수한 효과와 렴한 가격

때문에 tocopherol 이나 비타민 C 보다 많이 사용되어 왔는데 인체에 한 유해성

이 보고되면서 그 사용량(50mg/kg/day)이 제한되어(12,13) 이를 체할 안 하고

경제 인 천연항산화제 개발이 요구되고 있다(14).

한 우리 식생활과 한 계를 갖고 있는 천연물은 항산화, 항균, 항돌연변이,

항암효과 등의 생리활성이 있는 자원으로 주목을 받고 있는데, 노화 진 각종

성인병 발병의 주된 원인으로 활성 산소종(reactive oxygen species)과 자유라디칼

(free radical)의 련성 있음이 밝 지면서(15,16) 우리가 일상생활에서 섭취하는 식

물성 식품이나 생약재에는, 유해한 free radical 제거 효과가 뛰어난 항산화물질들

이 여러 가지 존재하는 것으로 보고되고 있다(17～21).

생약재는 우리나라, 국을 비롯한 동양권에서 통 으로 질병치료와 방목 으

로 사용되어 왔으며 한 생약재의 2차 사산물이 생체에 한 생리활성 효과를 이

용한 천연재료로서 경험 으로 가공, 이용되면서 인체에 안 성에 해서는 체로

많은 검증연구가 이루어져 오고 있다. 이러한 에서 복분자는 기능성 식품 소재분

야에 범 하게 활용은 물론 이것에 함유된 생리활성 물질들을 추출, 정제, 재가공

등으로 새로운 식품소재로의 개발이 기 되고 있다(22).

복분자(Rubus coreanum Miq.)는 장미과에 속하는 낙엽 목으로 우리나라에서는

황해도 이남지방 산기슭 양지에서 자라는 다년생 식물로 높이가 3m 정도이며 기

는 흰분이 덮여 있고 갈고리 모양의 가시가 있는 것이 특징이다. 열매는 핵과가 모

여서 반달모양의 검은 복과를 형성하고 5-6월에 꽃이 피며 7-8월에 열매가 성숙되

어 둥 고 붉은 색으로 익다가 나 에는 흑색으로 완숙된다(23). 원산지로 알려진

국에서는 일반 으로 미성숙 열매를 증기로 쪄서 햇볕에 말려 강장제 등 약용으

로 사용하고 있고 일본의 경우 복분자와 유사한 품종을 70여종으로 분류하고 있으

며 유럽과 미국 등에서도 Rubus 속 식물의 열매를 raspberry류 (red raspberry,

purple raspberry, black raspberry)로 통칭하며 이 속에 속하는 식물은 400여종이

넘는다 (24, 25). 우리나라에서는 Rubus coreanus Miq.를 기원식물로 복분자 딸기,

장엽복분자딸기, 산딸기, 나무딸기, 단풍딸기, 수리딸기, 굵은 딸기 등의 미성숙 과

실을 총칭하며 그 사용법으로는 미숙과를 물에 넣고 달여서 복용하거나 술에 담가
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복용하는 것으로 알려져 있다(26). 한방에서는 기를 더하고 몸을 가볍게 하며 백발

을 억제하고 오장을 편하게 하며 해산 후 허약을 보하고 속을 덮게 하며 을 밝게

하고 간과 신장을 보하며 안색을 좋게 하고 빈뇨를 이며 피부를 윤택하게 하고

불임증 치료 등 많은 효능을 가지는 것으로 기록되어 있다(27), 이러한 효능을 지닌

복분자는 과거에 주로 야생하는 것을 채취하여 한약재로 사용했으나 1996년 이후부

터 북 고창지역에 재배가 성공한 후 여러곳에서 재배하고는 있으나, 주산 단지화

하여 재배하고 있는 순창, 정읍 등 북 지역이 국내 복분자 생산량의 80%이상을

차지하고 있다. 우리 제주지역에서도 감귤원 폐원지 부 지 체작목으로 2001

년 순창에서 복분자 묘목을 들여와 시범 재배한 것을 시작으로 2004년 재 98농가

34㏊에 재배되고 있어 새로운 작물로 각 을 받고 있다(28).

이러한 복분자에 함유된 기능성물질에 한 연구로는 기에 (-)-epicathechin,

(+)-cathechin, proanthocyanidin(29), 잎에 tanin과 flavonoid(30), 미숙과에서는 gallic

acid, 2,3-(S)-D-glucopyranose sanguiin를 동정하 으며(31), quercertin(32),

triterpenoids(33, 34) 등이 규명되었다. 복분자 가공에 한 연구로는 복분자를 이용

한 발효주(35), 복분자를 첨가한 멸치발효 액화물 가공식품(36). 유산발효 특성평가

(37), 착즙액 첨가 식빵제조(38), 분말첨가 건면제조(39) 등이 있으며 복분자 열매에

생리활성 연구들도 활발하게 이루어지고 있다(40～45).

부분의 생약재 는 천연물에 함유되어 있는 여러 가지 생리활성 물질 에서 가

장 표 인 것은 폴리페놀화합물, 탄닌, flavonoids 는 스테로이드성 알칼로이드

등이 보고되고 있으며(46～48) 이러한 항산화 효과는 천연물의 종류에 따라 달라지

며 추출방법에 따라서도 차이를 나타나는 것으로 알려지고 있다(49).

따라서 본 연구에서는 추출방법에 따른 복분자 열매추출물의 생리활성을 조사하

기 하여, 메탄올 추출, 임계 이산화탄소 추출 효소 추출방법에 따른 이들

추출물들의 총 폴리페놀함량, 자공여능(DPPH), superoxide radical, hydrogen

peroxide radical, hyroxyl radical nitric oxide radical 소거활성을 측정함으로서,

복분자 열매를 건강기능성 식품의 소재로 활용하기 한 기 자료를 얻고자 하 다.
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Ⅱ. 연구사

1. 복분자의 식품학 활용

장미과 낙엽 목(落葉灌木)에 속하는 복분자(Rubus coreanum)의 분포는 일본,

국, 우리나라 제주도를 포함한 남부지방 부지방의 해발 50～1,000m 지역 산기

슭 양지에 자생하며, 다년생 식물로 높이가 3m 정도이며 기는 흰분이 덮여 있고

갈고리 모양의 가시가 있는 특징으로 5～6월에 꽃이 피며 7～8월에 열매가 성숙하

여 붉은색으로 익다가 흑색으로 완숙되며, 과실을 따는 노력이 많이 드는 것 외에

는 생산비가 매우 렴하여 농가소득에 지 한 공헌을 할 수 있는 작목으로(22, 50,

51) 특히, 우리 제주지역에서는 감귤원 폐원지 부 지 체작목으로 2001년 순창

에서 복분자 묘를 들여와 시범 재배한 것을 시작을 재 98농가 34ha에 재배되고

있어 새로운 작물로 각 을 받고 있으며(28), 복분자의 용도로는 식용 약용 등으

로 사용되고 있으며, 가공에 한 연구로는 복분자를 이용한 발효주(35), 복분자를

첨가한 멸치발효 액화물 가공식품(36), 유산발효 특성평가(37), 착즙액 첨가 식빵제

조(38), 분말첨가 건면제조(39), 복분자를 이용한 주류의 개발(52), 청량 음료원료의

원 자원(53)으로 개발 다양한 식품산업에 이용되고 있다.

2. 복분자의 식품학 특성 기능성

복분자의 원산지로 알려진 국에서는 일반 으로 미성숙 열매를 증기로 쪄서 햇

볕에 말려 강장제 등 약용으로 이용하며, 일본의 경우 복분자와 유사한 품종을 70

여종으로 분류하고 있으며, 유럽과 미국 등에서도 Rubus 속 식물의 열매를

raspberry류(red raspberry, purple raspberry, black raspberry)로 통칭하며 이 속에

속하는 식물은 400여종이 넘는다(24, 37). 우리나라에서는 Rubus coreanus Miq.를

기원식물로 복분자 딸기, 장엽복분자딸기, 산딸기, 나무딸기, 단풍딸기, 수리딸기, 굵

은 딸기 등의 미성숙 과실을 총칭하며 그 사용법으로는 미숙과를 물에 넣고 달여서

복용하거나 술에 담가 복용하는 것으로 알려져 있다(39).

한방에서는 기를 더하고 몸을 가볍게 하며 백발을 억제하고 오장을 편하게 하며

해산 후 허약을 보하고 속을 덮게 하며 을 밝게 하고 간과 신장을 보하며 안색을

좋게 하고 빈뇨를 이며 피부를 윤택하게 하고 불임증 치료 등 많은 효능을 가지

는 것으로 기록되어 있다(27).
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복분자에 주요성분으로는 coreanoside F1, suavissimoside, nigaichigoside F1, F2

등이 있는 것으로 보고되고 있다(54, 55).

복분자 기로부터 2종의 flavan-3-ol과 1종의 proanthocyanidin 1종의

ellagitannin을 분리하 고(56), 잎에서는 falvonoid로서 kaempferol, quercetin,

quercetin 3-O-β-D-glucuronide의 sodium salt, quercetin 3-O-β-D-glucuronide의

sodium carboxylate ellagitannin 인 ellagic acid, sanguiin H-5 등을 분리 연구

보고하 다(57).

미숙과 열매에서는 가수분해성 탄닌으로서 1종의 gallotannin과 3종의 ellagitannin

을 분리 보고하 다(58).

이화학 성상과 spectral data를 토 로 gallic acid, 2,3-(S)-HHDP-D-gluco-

pyranose, sanguiin H-4 Sanguiin H-6을 보고 하 고, 복분자의 경우 효소 지

질산화에 해서도 강한 억제활성을 나타내며, 그 성분으로는 gallic acid 등의 페놀

화합물이 확인되었다(45, 59).

Hepatitis B virus 단백증 바이러스 복제활성에 한 억제효과(60)와 복분자에 함

유되어 있는 페놀성 화합물은 다른 식품계에 리 분포되어 있는 2차 사산물로서

phenolic hydroxy radical를 가지고 있어 단백질 등의 거 분자와 결합하는 성질을

가지며, 항산화 효과, 항균성, 아질산엽 소거능 등의 생리활성 기능이 있는 것으로

보고되어지고 있다(56).

3. 천연물의 항산화 항균 성분에 한 연구 동향

자연계에 천연 으로 존재, 분포되어 있는 동물이나 식물류 에는 생체를 조 하

는 기능을 가지고 성분이 함유된 식품이 많이 있다는 것이 최근 연구에 의해 밝

짐에 따라 이에 계된 기능성소재의 발굴 생리활성물질 규명에 한 연구가 활

발히 이루어지고 있으며, 천연물질 에는 산화를 방지하는 기능을 가진 물질이 상

당수 존재하는데 가장 주목받고 있는 것은 생약 의 페놀성 물질인데 그 이유는

이 페놀성 물질이 항산화성을 가진 표 인 물질로 보고 있기 때문이다(61, 62).

일반 으로 유지를 많이 함유한 식물종자에는 항산화 물질이 함유되어 있다고 알

려져 있는데, 참깨 박에는 sesamol, samolinol, sesaminol 등이 함유되어 항산화 효

과가 있음이 보고된 바 있다(63).

더덕(64), 녹차(65, 66), 알로에(67), 오미자(68), 양 (69), 식물성 천연물질(70) 해

조류(71), 그리고 생약재(72) 등에서 그 항산화성이 검증되었다.
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재까지 알려진 천연 항산화 물질로는 아스코 르산, 토코페롤류, 라보노이드

와 그 유도체(73), 갈변반응 생성물, 아미노산 단백질 등이 알려져 있다(74).

이와 더불어 최근 항균효과를 나타내고 있는 천연식물에 한 연구도 꾸 히 진행

되어 왔는데, 녹차(75), 포도(76), 계피(77), 손바닥 선인장(78) 등이 표 이며, 이러

한 식품들은 부분 항산화 항균효과를 나타내고 있으며 각 식품에 따라 정도의

차이가 있어 특별히 좋은 효과를 보이는 것은 항균제의 재료로서 활용되고 있다(79).

Farag등(80)은 천연 항산화제로써 가장 많이 연구된 각종 허 류들의 정유성분을

추출하여 기본 linoleic acid에 한 항산화효과를 시험한 결과caraway > sage >

cumin > rosemary > thyme > clove순 이었다고 하 으며, thyme과 clove가 면실

유에 하여 산화 억제 효과가 있다고 보고하 다.

김(81)은 허 류 3종을 용매별로 추출하여 항산화 항균효과에 하여 실험한

결과 lavender, applemint, rosemary의 methanol추출물이 항산화 효과가 있었으며,

이 가장 높은 항산화력을 나타낸 rosemary methanol추출물은 Salmonella

serratia에서 항생제인 tetracyclin과 유사한 heavy inhibition의 항균력이 있음을 보

고하 다.

Ramarathnam 등(82)은 왕겨의 methanol추출물에서 C-glycosylflavonoid

isovitexin은 α-tocopherol과 같은 강도의 항산화 효과가 있다고 하 다. 유 등(83)

은 고추 과피 추출물의 마가린에 한 항산화 효과를 보고하 고, 한 등(84)은 갓과

겨자의 methanol추출물이 항산화 효과가 있음을 보고하 다.

김과 안(85)은 생강 추출물을 두와 면실유에 첨가하여 장 가열 의 항산

화를 측정한 결과 BHT, tocopherol보다 우수한 항산화력을 보고하 으며, 한 이

와 안(86)은 생강에서 추출한 6-gingerol의 항산화력을 보고하 다.

박 등(71)은 12종의 식용 해조류 김, 미역, 다시마 등에서 항산화성을, 그 외

오미자(87), 칡뿌리(88, 89)에서도 항산화성이 있음을 보고 하 다. 한 약용식물

에서 방부 는 살균효과가 있어 로부터 민간에서 식품에 이용되어 왔으며, 그

안 성이 확보된 식물과 생약재를 상으로 항균성과 항산화성을 조사하여 보고 한

바 있다(90).

Hirosue 등(91)은 일본약국방에 수록된 24종의 생약에 하여 여러 가지 용매 추

출물의 항산화력을 검토한 결과 생강, 감 , 정향 창출 추출물들이 강한 항산화

력을 가지고 있다고 보고하 다.

김 등(92)은 우리나라에서 재배되고 있는 생약 추출물의 항산화효과를 검토한 결

과 황 , 목단과 백문동의 methlyene chloride 추출물이 항산화효과가 있다고 보고
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하 다.

이 등(93)은 패모, 어성 , 쇠비름 들깨박의 에탄올 추출물의 항산화 효과에 쇠

비름 추출물이 돈지에 한 산화억제 효과가 가장 높았다고 하 으며, 서(94)는 한국

산 황기와 국산 황기 추출물이 두유, 팜유에 하여 항온 장 시나 가열시 모

두, 그리고 홍화씨유에 하여는 가열 산화 시에 BHT와 같거나 보다 우수한 항산화

효과를 보 으며 특히, 농도가 높을수록 더 좋은 항산화효과를 보 다고 하 다.

최 등(95)은 95종의 식용 혹은 약용식물로부터 120종의 추출물을 얻었는데, 그

붉나무 추출물이 팜유 돈지의 유도기간을 연장시켰다고 보고하 다.

한(96)은 포도씨의 각종 추출물이 옥배유에 한 항산화 항균효과가 있는 것

으로 나타났으며, 특히 에탄올과 부탄올 추출물이 가장 안정한 항산화 효과를 나타

내었으며, 식품 부패 병원성 미생물인 6종의 균주에 해서도 높은 항균력이 있

었다고 보고하 다.
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Ⅲ. 재료 방법

1. 실험재료

1) 실험재료

복분자(Rubus coreanus Miq.) 열매를 제주특별자치도 성산읍 삼달리(주)제주농산

에서 제공받아 -40℃로 속 냉동시킨 후 24시간 진공 동결 건조하여 사용하 다.

2) 추출효소 시약

본 실험에 사용한 당 분해효소(AMG, Celluclast, Termaryl, Viscozyme, Ultraflo,

Pectinex)와 단백질 분해효소(Protamex, Kojizyme, Neutrase,

Flavourzyme, Alcalase)는 Novo사(Novozymes Nordisk, Bagasvaed, Denmark)에

서 구입하여 사용하 으며, 1,1-diphenyl-2-picylhydrazyl (DPPH), 2-deoxyribose,

peroxidase, thiobarbituric acid(TBA), 2,3-azino-bis(3-ethylbenzthiazolin)-6-sulfonic

acid(ABTS), trichloroacetic acid(TCA), butylate hydroxytoluene(BHT), α

-tocopherol, nitro blue tetrazolium salt(NBT), xanthine, xanthine oxidase,

Folin-Ciocalteu reagent, sodium nitroprusside, sulfanilic acid 등은 Sigma 사(St.

Louis, MO, USA)에서 구입하 으며 Ethylenediamine tetra acetic acid(EDTA),

peroxidase, deoxyribose, 등은 Fluka 사(Buchs, Switzerland)의 것을, 그 외 모든 시

약은 분석용 특 시약을 사용하 다.

2. 실험방법

1) 일반성분 분석

복분자 열매의 일반성분은 AOAC법(97)에 따라 수분함량은 105℃ 상압건조법, 조

지방은 Soxhlet 추출법, 조단백질은 Kjeldahl법, 조탄수화물은 phenol-sulfuric acid

법, 조회분은 550℃ 건식회화법으로 분석하 다.
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2) 효소 추출물의 조제

효소 추출은 Heo 등(98)의 방법으로 가수분해하 다. 즉 동결 건조한 복분자

열매를 IK-WERKE, DE/M20 IKA-Universal Mill 분쇄기를 이용하여 1.0 mesh

size로 곱게 간 후 시료 각 1g를 100mL의 증류수와 혼합한 후 100μL의 당 분해효

소와 단백질분해효소를 첨가하 다. 효소 가수분해반응물은 24시간 동안 최 조

건하에서(Table 1) 효소반응을 통해 추출한 후 각 효소 추출물을 3,000 rpm에서 20

분간 원심분리하여 잔사를 제거한 후 상층액을 취하고 여과하여 이를 효소 추출

시료로 하 다(Fig. 1).

한 효소에 의한 기능성 물질 추출법의 원리는 Fig. 2와 같다.

본 실험에 사용된 탄수화물 분해효소와 단백질 분해효소의 특성 반응조건은

Table 1과 같다.

Rasberry powder(5g)

← 500 ㎖ DW
←0.5 ㎖ enzyme solution

Incubation for 12 hr

Inactivate enzyme(80℃ for 10 min)

Filtrate(Whatman No.1)

Adjust pH 7

Freeze at -60℃ for 12 hr

Freeze dry

Fig. 1. Schematic diagram of enzymatic extraction from Rubus coreanus Miq.
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RubusRubus

Fig. 2. Schematic diagram of the enzymatic extraction from Rubus coreanun Miq.
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Table 1. Characteristics of different carbohydrases and proteases in hydrolysis process

Enzyme
Optimal

Characteristics
pH T(℃)

AMG 4.5 60 Hydrolyzes 1,4- and 1,6- linkages in liquefied starch

Celluclast 4.5 60
Catalyzes the breakdown of cellulose into glucose,

cellobiose and higher glucose ploymer

Termamyl 6.0 60
Hydrolyses 1,4-glucosidic linkages in amylose and

amylopectin.

Ultraflo 7.0 60 Breakdown of -glucans, pentosans and other gums

Viscozyme 4.5 50
Ability to liberate bound materials and to gradenon-

sratchpolysaccharides

Protamex 6.0 40 Production of non-bitter protein hydrolysis

Neutrase 6.0 50 Endopeptidase activies

Alcalase 8.0 50 Endopeptidase activies

Kojizyme 6.0 40 Amino- and carboxy peptidase activies

Flavourzyme 7.0 50 Endoprotease and exopeptidase activies
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3) 메탄올 추출물의 조제

복분자열매를 동결건조한 후 곱게 갈아 양구 라스크에 100g를 취하고 70% 메탄

올 1000mL를 가하여 혼합한 후 40℃의 shaking incubator에서 3시간 추출한 후

3,000 rpm에서 20분간 원심분리하여 잔사를 제거한 상층액을 취하 다. 이 상층액

을 감압 여과하여 이를 메탄올 추출시료로 하 다(Fig. 3).

Dried fruit powder(10g)

←70% Methanol 1,000㎖

Extraction ( 25℃, 24 hr)

Concentration (vacuum rotary evaporator, 40℃)

Crude extract

Fig. 3. Schematic diagram of methanolic extraction form Rubus coreanun Miq.

4) 임계 이산화탄소추출

임계 이산화탄소에 의한 복분자 열매의 추출은 임 등(99)의 방법으로 수행하 다.

실험에 사용한 임계 이산화탄소 유체추출장치(Autoclave Engineers, 08U-06-60-

FS, USA)는 최 압력이 5,000psig까지 사용가능한 연속 유통형이다. 300mL의 추출

조에 건조 복분자 15g을 주입한 후 탄산가스는 체크밸 를 거쳐 고압 피스톤펌 에

의해 가압되며 이때 탄산가스 주입부의 공동화 상을 방지하기 하여 -30℃ 냉각

조를 설치하여 이산화탄소의 기화를 방지하 다. 가압된 유체는 역압 조 기에 의해

350기압으로 조 되며 압력계에 의해 압력이 측정되고 추출조로 이송된다. 이 추출조

의 내용 은 300mL이며, 온도는 비례형 온도조 기로 40℃로 조 되며, 열 도도계에

의해 온도가 측정된다.

일정압력과 온도에서 정상상태를 유지시킨 후 추출조 출구에서 나가는 가압의 혼
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합물은 약 100℃로 가온 조 된 metering valve를 통하여 기압으로 분리조에서

감압, 팽창되면서 탄산가스와 추출물로 분리된다. 이때 통과되는 탄산가스는

rotameter에 의해 측정되고 산부피는 totalizer에 의해 측정된 후 기압으로 방출

된다.

이와 같은 방법으로 복분자 열매의 임계 이산화탄소 유체추출은 40℃,

350kg/cm
2
기압으로 30분, 60분 120분간 추출하 으며, 추출이 끝난 후 추출조

의 하단 밸 를 통하여 추출액을 각각 수집하고 GF/C(Advantec) 여지로 감압 여과

하여 이를 임계 이산화탄소 추출시료로 하 다.

5) 총 polyphenol 함량

복분자 열매의 총 polyphenol 함량 측정은 Chandler와 Dodds(100)의 방법에 의하

여 측정하 다. 각각의 추출물 1mL에 95% 에탄올 용액 1mL와 증류수 5mL를 넣

어 혼합한 후 여기에 50% Folin-Ciocalteu reagent(Sigma chemical, St. Luis, MO)

0.5mL를 가하여 암실에서 1시간 동안 반응시킨 후 725nm에서 흡 도를 측정하

다. 이때 표 검량곡선은 표 물질로 gallic acid를 사용하여 동일한 방법으로 작성

된 표 곡선으로부터 총 polyphenol 함량으로 환산하 다.

6) 항산화 효과

(1) DPPH radical 소거활성 측정

복분자 열매 각 추출물의 free radical 소거활성은 Blois(101)의 방법을 변 형하여

측정하 다.

에탄올에 용해시킨 4x10
-4
M DPPH 용액 2.9mL에 각 추출물 0.1mL를 넣고 혼합

하여 30분간 반응시킨 후 520nm에서 흡 도를 측정 하 다(Fig 4).

DPPH free radical 소거활성은 다음과 같이 계산하 다.

DPPH free radical 소거활성(%)

= [1-( 조구흡 도-시료흡 도)/ 조구흡 도] × 100
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v DPPH radical scavenging activity(Blois, 1985)

EtOH extract(50㎕)+150 μM DPPH(195㎕)

Mixed for 1 min 

Incubated at room temp. for 30 min

Measured absorbance at 520 nm on a microplate reader

N N NO2

NO2

NO2
1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl radical
    (DPPH)

v DPPH radical scavenging activity(Blois, 1985)

EtOH extract(50㎕)+150 μM DPPH(195㎕)

Mixed for 1 min 

Incubated at room temp. for 30 min

Measured absorbance at 520 nm on a microplate reader

N N NO2

NO2

NO2
1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl radical
    (DPPH)

Fig 4. Schematic diagram of DPPH radical scavenging assay

(2) Superoxide anion radical 소거활성

Superoxide anion radical(O2⁻) 소거활성은 Nagai 등(102)의 방법에 따라 0.05M

Na2CO3 buffer(pH 10.5)에 3mM xanthine 20㎕, 3mM EDTA 0.02㎖, 0.15% bovine

serum albumin 20㎕, 0.75mM NBT 20㎕의 혼합용액에 시료 20㎕를 넣어 25℃의

incubator에서 10분 반응한 후, 6mM의 xathine oxidase(XOD) 100 ㎕를 첨가하여

25℃의 incubator에서 20분 반응한 후, 6mM의 CuCl2 0.02 ㎖를 첨가하여 560nm에

서 흡 도를 측정하 다(Fig 5).

Superoxide anion radical 소거활성은 다음과 같이 계산하 다.

Superoxide anion radical 소거활성(%)

= [1-( 조구흡 도-시료흡 도)/ 조구흡 도] × 100
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Assay mixture 495 ㎕

Add.  5 ㎕ xanthine oxidase (reaction)

after  5 min

Measured absorbance at 560 nm

NBT + 2O2· → NBTH2 +2O

superoxide radical(2O2·) → hydrogen peroxide (H2O2) 

→ singlet oxygen(1O2) or hydroxyl radical(OH-)

Assay mixture 495 ㎕

Add.  5 ㎕ xanthine oxidase (reaction)

after  5 min

Measured absorbance at 560 nm

NBT + 2O2· → NBTH2 +2O

superoxide radical(2O2·) → hydrogen peroxide (H2O2) 

→ singlet oxygen(1O2) or hydroxyl radical(OH-)

Fig 5. Schematic diagram of superoxide anion radical scavenging assay

(3) Hydrogen peroxide 소거활성

복분자 열매 각각의 추출물에 한 hydrogen peroxide (H2O2) 소거 활성 측정은

Müller(103)의 방법에 따라 각각의 추출물 100μL를 96 microwell plate에 넣어 혼합

시켰다. 여기에 20μL의 hydrogen peroxide를 첨가시키고 37℃의 incubator에서 5분

간 반응시켰다.

반응이 끝난 후, 1.25mM ABTS와 peroxidase(1 unit/mL)를 각각 30㎕를 첨가하

여 최종 으로 37℃의 incubator에서 10분 반응시킨 후 ELISA reader로 405nm에서

흡 도를 측정하 다(Fig 6).

Hydrogen peroxide 소거활성은 다음과 같이 계산하 다.

Hydrogen peroxide 소거활성(%)

= [1-( 조구흡 도-시료흡 도)/ 조구흡 도] × 100
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80㎕ Sample

Add 100㎕ Phosphate buffer (0.1 M, pH 5.0)

Add 20㎕ of 10mM H2O2

Incubate at 37℃ for 10min

Add 30㎕ of 1.25 mM ABTS

Add 30㎕ Peroxidase (1U/㎖)

Incubate at 37℃ for 10min

Absorbance at 405㎚(blue colour)

Fig. 6. Schematic diagram of hydrogen peroxide scavenging assay

(4) Hydroxyl radical 소거활성

복분자 열매 각 추출물의 hydroxyl radical 소거활성은 Chung 등의 방법(104)을

변형하여 측정하 다. 즉 hydroxyl radical은 FeSO4․7H2O의 존재하에서 Fenton 반

응으로 생성시켰다. 반응용액은 10mM FeSO4․7H2O 용액, 10mM EDTA 용액과

10mM 2-dexoyribose 용액을 각각 200㎕를 첨가한 후 각각의 추출물 200㎕와 0.1M

phosphate buffer 용액(pH 7.4) 1㎖를 넣어 혼합시킨 후 총 부피가 1.8㎖가 되도록

조제하 다.

반응용액에 10mM H2O2 200㎕를 넣어 37℃에서 4시간 동안 반응을 시킨 후 2.8％

trichloroacetic acid와 thiobarbituric acid를 각각 1 ㎖씩 첨가시키고 100℃ 끓는 물

에서 10분간 발색시킨 후 532nm에서 흡 도를 측정하 다(Fig 8).

Hydrogen peroxide 소거활성은 다음과 같이 계산하 다.

Hydroxyl radical 소거활성(%)

= [1-( 조구흡 도-시료흡 도)/ 조구흡 도] × 100
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200㎕ Sample

Add 1.2㎖ of 0.1M Phosphate buffer (pH 7.4)

Add Fenton reaction mixture

(200㎕ 10mM FeSO4.7H2O

200㎕ of 10mM EDTA

200㎕ of 10mM 2-deoxyribos)

200㎕ 0f 10mM H2O2

Incubate at 37℃ for 4hrs

Add 1㎖ of 1% TBA and

1㎖ of 2.8% TCA

Keep in the boiling water bath(10min)

Absorbance at 532㎚

Fig. 7. Schematic diagram of hydroxyl radical scavenging assay

(5) Nitric oxide radical 소거활성

자연 으로 nitric oxide radical(NO•)를 생성하는 물질인 sodium

nitroprusside(SNP)를 사용하여 복분자열매의 추출물의 NO 소거활성을 측정하 다

(105). 즉 시료 0.5㎖에 10mM sodium nitroprusside(SNP) 2㎖와 pH 7.4(0.01M)

phosphate buffer를 첨가하여 25℃의 incubator에서 150분 반응한 후 반응물 0.5

㎖를 취하여 1㎖의 sulfanilic acid(0.03% in 20% glacial acetic acid)와 혼합한 후 5

분간 반응시켰다. 그 다음 Napthylethylenediamine dihydrochloride(0.1%)를 1㎖ 첨

가하고 실온에서 30분 반응시킨 후 540nm에서 흡 도를 측정하 다(Fig 8).

Nitric oxide radical 소거활성은 다음과 같이 계산하 다.

Nitric oxide radical 소거활성(%)

= [1-( 조구흡 도-시료흡 도)/ 조구흡 도] × 100
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Test sample + 10 mM SNP (sodium nitroprusside in PBS , pH 7.4)

Incubate under light at 25 ℃ for 150 min

Add Griess reagent (1:1)

Incubate for 10 min at room temp. 

Measure absorbance at 540 nm

Test sample + 10 mM SNP (sodium nitroprusside in PBS , pH 7.4)

Incubate under light at 25 ℃ for 150 min

Add Griess reagent (1:1)

Incubate for 10 min at room temp. 

Measure absorbance at 540 nm

Fig. 8. Schematic diagram of nitric oxide radical scavenging assay
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Ⅳ. 결과 고찰

1. 일반성분

복분자 열매의 일반성분 조성은 Table 2과 같다. 복분자 열매의 수분함량은 74.3%

이었고 조지방이 11.6%, 조단백질 6.1%이었으며, 탄수화물은 3.1%이었다.

Table 2. Approximate chemical composition of Rubus coreanus Miq.
(wet base, %)

Moisture Crude ash
Crude

lipid

Crude

protein

Crude

carbohydrate

74.3 4.9 11.6 6.1 3.1

2. 추출수율

복분자 열매의 각 추출물에 한 추출수율은 Table 3에 나타내었다. 효소 추출

물의 추출수율은 4.49～5.43%, 임계 이산화탄소 추출물의 추출수율은 5.25～8.92%

로 추출시간이 길어질수록 증가하 으며, 70% 메탄올 추출물은 10.12%로 추출물

가장 높은 추출수율을 보 다.

도 등(106)은 복분자 열매의 물 에탄올 추출물의 수율은 각각 2.5% 1.7%라

하 으며, 김 등(107)은 에탄올 추출물 1.02%, 이와 도(26)는 60% 에탄올 추출물의

추출수율은 9.93%라 하 다.
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Table 3. Extraction yields of Rubus coreanus Miq.

Sample Extraction yield(%)

Carbohydrases Viscozyme 4.54

Celluclast 4.49

AMG 4.56

Termamyl 5.23

Ultaraflo 5.22

Proteases Protamex 5.16

Kojizyme 5.03

Neutrase 5.43

Flavourzyme 4.75

Alcalase 4.56

Supercritical
carbon dioxide

30 min 5.25

60 min 6.91

120 min 8.92

70% methanol 10.12

The values are averages of triplicate experiments.

3. 추출물의 총 폴리페놀함량

복분자 열매 각 추출물의 총 폴리페놀 함량은 Table 4에 나타내었다. 각 추출물

의 총 폴리페놀 함량은 70% 메탄올 추출물에서 2,409mg/100g으로 가장 높았다.

임계 이산화탄소 추출물 의 총 폴리페놀 함량은 120분 추출 했을때 1,605mg/100g

으로 그 함량이 가장 높았으며, 추출시간이 길어질수록 그 함량이 증가하 다. 한편

효소 추출물인 경우 606.5～783.9 mg/100g이었으며 이 Celluclast로 추출했을 때
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가장 높은 함량을 보 으며, 탄수화물 분해효소와 단백질효소간의 추출물에 한 폴

리페놀 함량은 큰 차이가 없었다.

조 등(108)에 의하면 복분자 열매의 총 폴리페놀함량은 열수추출물 60%에탄올

추출물에서 각각 41.4mg/g 41.3mg/g, 김 등(107)은 에탄올 추출물에서 58.4mg/g,

등(109)은 80%메탄올로 추출했을 때 360.93mg/g이라 하 으며, 차 등(24)은 복분

자 열매 미숙과와 완숙과에서 75% 아세톤추출물 5.06～5.87%, 80% 메탄올추출물에

서 3.21～5.02%의 높은 폴리페놀함량을 보고하 다.

여러 가지 식물성 식품에 다량 존재하는 것으로 알려진 phytochemical 폴리페

놀화합물이나 라보노이드류는 천연항산화제로서 작용할 수 있으며, 특히 폴리페

놀성 물질은 식물계에 함유되어 있는 2차 사산물의 하나로 다양한 구조와 분자량

을 가질 뿐만 아니라 phenolic hydroxyl기를 가지고 있기 때문에 단백질 기타

거 분자들과 쉽게 결합하는 성질을 가지며 항산화, 항암 등의 다양한 생리활성 기

능을 가지는 것으로 알려지고 있다(110).

Table 4. Polyphenolic contents in enzymatic, supercritical carbon dioxide and

methanolic extracts of Rubus coreanus Miq.

Sample Polyphenol contents (mg/100g)

Carbohydrases Viscozyme 606

Celluclast 783

AMG 781

Termamyl 700

Ultaraflo 749

Proteases Protamex 675

Kojizyme 680

Neutrase 689

Flavourzyme 738

Alcalase 755

Supercritical

carbon dioxide

30 min 1,316

60 min 1,573

120 min 1,605

70% methanol 2,409

The values are averages of triplicate experiments.
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4. DPPH radical 소거활성

복분자 열매 각 추출물별 DPPH free radical 소거활성을 측정한 결과는 Table 5

에 나타내었다. 복분자 열매 각추출물의 DPPH에 한 IC50 값은 효소 추출물에

서 3520～4800 ㎍/mL, 임계 이산화탄소 추출물 310～480 ㎍/mL, 70% 메탄올

490 ㎍/mL로 조구인 BHT의 40㎍/mL와 α-tocopherol의 70 ㎍/mL에 비해서 매

우 낮은 활성을 보 다.

조 등(108)에 의하면 복분자 열매 60% 에탄올 추출물에서 94%, 열수추출물에서

91%의 높은 DPPH radical 소거활성이 있다고 하 으며 김 등(107)은 에탄올 추출

물에서 80% 소거활성이 있다고 하 다. 정 등(40)은 복분자의 건조방법 추출용

매에 DPPH radical 소거활성 연구에서 동결건조, 외선건조, 양건품 순으로 소거

능이 높다고 하 으며 각 건조물 추출용매별 소거능은 물보다 에탄올추출물에서 높

다고 하 는데 이러한 결과는 총페놀성 물질과 상호 한 계가 있다고 하 다.

김 등(42)은 복분자 열매의 항산화활성은 완숙보다 미숙 복분자가 높다고 보고 한

바 있다.

천연물에서 항산화 활성 탐색에 가장 많이 이용되고 있는 DPPH 소거활성에

한 연구는 생약제를 심으로 이루어졌는데, 심 등(114)은 도토리가루 에탄올 메

탄올 추출물의 IC50값은 각각 21.4㎍/mL 45.2㎍/mL이라 하 으며, 김 등(112)은

향신료 5종(고추냉이, 겨자, 계피, 후추)에서 4.0～346.8㎍/㎎, 암 극 에탄올추출물에

서 22.22㎍/mL(113), 연근 용매 추출물에서 15.69～54.16㎍/mL(114), 연잎의 용매 추

출물 4～85.8㎍/mL(115), 모과 용매추출물에서 27.3～70.5㎍/mL(116), 블루베리 효소

추출물에서 0.046～0.113㎎/mL (117), 살구 70%에탄올 추출물에서 43.9㎍/mL(118),

단호박 메탄올 추출물에서 1.89㎎/mL, 늙은 호박은 3.82㎎/mL이라 하 다(119).

유 등(120)은 피자두들의 아세톤추출물 100㎍/mL 농도에서 완숙과에서 DHHP

radical 소거활성은 47.2～61.3%, 미숙과에서 89.88～98.88%로 소거활성이 높다고 하

으며, 차 등(121)은 오디 60% 에탄올 추출물에서 81% 소거활성을, 배 등(122)은

비 물추출물에서 70% 소거활성이, 김 등(123)은 산수유에서 94.6%, 맥문동

55.1%, 선인장 39.8%의 소거활성을, 김 등(124)은 구기자 50% 에탄올 추출물에서

66.97% 소거활성을, 김 등(125)은 오미자 85.7%, 목단 80.4%, 작약 86.6%로 자공

여능이 높다고 하 으며, 이 등(126)은 80% 메탄올 추출물 100㎍/mL 농도에서 울

릉도산 산채류 섬고사리 100%, 눙개승마 98.5%, 울릉미역취 100%의 높은 활성

을, 김 등(127)은 향신료에탄올 추출물의 DPPH radical 소거활성은 정향 92.9%, 계
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피 89.9%, 겨자 81.8%, 후추 77.6%, 고추냉이 66%라 하 다. 김 등(128)은 모시 에

서 37.15-55.63%의 소거활성을, 신 등(129)은 홍조류 4종(갈래곰보, 진두발, 꼬시래

기, 돌가사리)의 DPPH radical 소거활성은 33.33～70.52%라 하 다.

지방의 산화과정에서 생성되는 free radical들은 체세포의 노화 진, 체세포의 방

어기 하 등의 세포활성을 해하기 때문에 이들 free radical들을 안정화시킴으

로서 체세포가 보호되는데, 자공여작용은 활성라디칼에 자를 공여하여 연쇄반

응을 단시키고 식품내 지질산화억제나 인체 내에서 노화를 억제하는 작용의 척도

로 이용되고 있다(130). 비교 안정한 free radical인 DPPH는 ascorbic acid,

tocopherol, polyhydroxy 방향족 화합물 등에 의해 환원되어 짙은 보라색이 탈색되

는 원리를 이용하여 항산화 활성을 측정하는데, 이러한 DPPH는 자 는 수소를

받아들이는 안정한 반자성분자(diamagnetic molecule)로 항산화제(AH) 존재시 항산

화 활성을 지닌 물질로부터 수소를 받아 DPPH는 다음과 같이 환원된다(131).

DPPH․+ AH → DPPH - H + A․

Mahoney와 Graf 등(132)은 이러한 자공여능은 유지의 자동산화 과정 에서 생

성되는 ROO․, R․, RO․ 등에 수소 는 자를 주는 것으로 환원력이 요한

작용을 하지만 항산화제의 일반 인 작용을 자 공여능 만으로 설명할 수 없다고

하 으며 항산화물질의 자공여능을 측정할때는 DPPH법이 편리하다고 하 다.

DPPH radical 소거활성( 자공여능)은 phenolic acids, flavonoids 기타 phenol

성 물질에 한 항산화작용의 지표라 하 으며 이러한 물질은 환원력이 큰 것일수

록 자공여능이 높다고 하 다(133).

본 연구에서도 총 폴리페놀 함량이 높은 임계 이산화탄소 추출물과 70% 메탄

올추출물에서 자공여활성이 매우 높은 것으로 사료 된다.

결과 으로 복분자 열매 추출물을 DPPH 소거의 목 으로한 산업 활용을 고려

해볼 때 임계 이산화탄소 추출물에서는 효소 추출물 들 보다 약 10배 이상의 효

과를 보이는 것이 있었다. 따라서 BHT 등과 같은 합성 산화제들의 유해성 논란이

커지고 천연물 유래의 것 인체 안 성 높은 첨가물에 한 선호도가 더욱 고조

되는 시 에선, 이들 임계 이산화탄소 추출법을 활용한 DPPH 소거의 목 의 제

품개발도 고려해볼만 하다고 생각된다.
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Table 5. DPPH radical scavenging activity of enzymatic, supercritical carbon

dioxide and methanolic extracts from Rubus coreanus Miq.

Sample DPPH scavenging activity (IC50, ㎍/mL)

Carbohydrases Viscozyme 3,520

Celluclast 4,510

AMG 3,770

Termamyl 3,600

Ultaraflo 4,510

Proteases Protamex 4,800

Kojizyme 3,510

Neutrase 3,550

Flavourzyme 3,740

Alcalase 4,750

Supercritical
carbon dioxide

30 min 480

60 min 360

120 min 310

70% methanol 490

BHT 40

α-tocopherol 70

IC50 ( ㎍/mL) values were calculated from regression lines using five different
concentrations in triplicate experiments.
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5. Superoxide anion(O2
-
․) 소거활성

복분자 열매의 각 추출물에 한 superoxide anion(O2
-
․) 소거활성을 측정한 결

과는 Table 6에 나타내었다. superoxide anion 소거활성에 한 각 추출물의 IC50

값은 효소 추출물에서 710～3450 ㎍/mL, 임계 이산화탄소 추출물 80～380

㎍/mL, 70% 메탄올 추출물에서 240 ㎍/mL으로 높은 소거활성을 보 으나, 체

으로 조구인 합성 산화제 BHT(180㎍/mL)보다는 낮은 활성을 보 다. 그러나

조구 에서도 천연항산화제인 α-tocopherol의 1,600 ㎍/mL보다는 임계 이산화

탄소 추출물 과 메탄올 추출물에서는 약 4- 20배의 높은 활성을 보 다.

홍 등(134)은 약쑥의 용매분획물(헥산, 클롤로포름, 에틸아세테이트, 물)의 IC50 값

은 26.47～74.0㎍/㎎, 암 극 26.11㎍/mL(113), 블루베리 효소추출물의 IC50는

0.89-3.77 ㎎/mL라 하 다(117).

김 등(136)은 약용식물을 물로 추출한 후 superoxide anion 소거활성을 조사한 결

과 5㎎/mL 농도에서 음양곽 42%, 오가피, 해동피, 고지 토사자, 속단에서 20%

이상의 활성을 보 다고 하 으며, 강 등(137)은 미 발아 미 추출물(500ug/

㎖)에서 66.2% 53.52% 소거 효과가, 홍 등(138)은 뜰보리수 열매의 메탄올 추출

물(1㎎/mL)에서 52.91% 소거활성을, 손 등(139)은 녹차 열수추출물(2㎎/mL)에서 1

0～26%의 소거활성을 보인다고 하 다.

Superoxide radical(O2
-
․)은 자 환원에 의한 반응성이 매우 강하여 세포 독성을

일으켜 암을 유발시키거나 피부의 노화 등을 일으킬 수 있다. 이런 활성산소는 과식,

스트 스, 흡연, 지나친 운동으로 인한 과호흡 등에 의해 그 양이 증가하는데(140), 인

체 내에서는 superoxide radical을 제거하기 하여 superoxide dismutase(SOD)가 분

비되어 세포에 유해한 superoxide radical을 과산화수소(H2O2)와 정상상태의 산소로

환시켜주는 반응(2O
2-
+ 2H

+
→ H2O2 + O2)을 하는 것으로 알려져 있으며, SOD

에 의해 생성된 H2O2는 생체 조직을 산화시키기도 하고 peroxidase나 catalase에 의

하여 자신은 분해하여 무해한 물분자와 산소분자로 환된다. SOD와 유사한 역할을

하는 분자 물질로 주로 phytochemicals에 속하는 것으로 보고되어 있다(2, 141).

이상의 결과로부터 복분자 열매의 임계 이산화탄소 추출물과 70% 메탄올 추출

물은 상기의 약용식물이나 녹차 보다 높은 활성을 보 을 뿐만 아니라 조군으로

사용한 천연항산화제인 α-tocopherol 보다는 높은 소거활성을 보 다. 한 임계

이산화탄소 추출을 120분간 수행한 시료에서는 화학 합성 산화제인 BHT보다도 약

2배 이상의 활성을 나타내고 있어서, superoxide anion radical(O2
-
․)을 소거하는데

효과 인 기능성 식품원료로 개발 가능성도 기 해 볼만 하 다.
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Table 6. Superoxide anion scavenging activity of enzymatic, supercritical

carbon dioxide and methanolic extracts from Rubus coreanus Miq.

Sample Scavenging activity (IC50, ㎍/mL)

Carbohydrases Viscozyme 1,980

Celluclast 3,450

AMG 980

Termamyl 1,730

Ultaraflo 1,810

Proteases Protamex 1,510

Kojizyme 1,670

Neutrase 1,400

Flavourzyme 710

Alcalase 850

Supercritical

carbon dioxide

30 min 380

60 min 200

120 min 80

70% methanol 240

BHT 180

α-tocophero 1600

IC50 (㎍/mL) values were calculated from regression lines using five different

concentrations in triplicate experiments.



- 27 -

6. Hydrogen peroxide(H2O2)소거활성

Peroxidase의 기질인 ABTS를 이용하여 복분자 열매 각 추출물들의 H2O2 radical

소거활성을 측정한 결과는 Table 7에 나타내었다.

Hydrogen peroxide 소거활성에 한 각 추출물의 IC50 값은 효소 추출물에서

3390～5540 ㎍/mL, 임계 이산화탄소 추출물 700～1300 ㎍/mL, 70% 메탄올 추출

물에서 670 ㎍/mL으로 임계 이산화탄소와 메탄올 추출물에서 조구인 BHT

2,200 ㎍/mL 와 α-tocopherol 3,200 ㎍/mL에 비해 높은 소거활성을 보 다.

김 등(142)은 양 열수추출물 10㎍/mL농도에서 70%이상 소거활성을 보 다고 하

으며, 이 등(126)은 울릉도산 산채류들의 80% 메탄올 추출물 100㎍/mL 농도에서

섬고사리 72.83%, 눙개승마 89% 울릉미역취 99.2%의 높은 소거활성을 보고하

으며 부분 폴리페놀 함량이 높을수록 hydrogen peroxide radical을 효과 으로 차

단 한다고 하 다.

이상의 결과로부터 복분자열매의 70% 메탄올추출물과 일부 효소 추출물에서

50% 이상의 높은 hydrogen peroxide radcial 소거활성을 보 지만 상기 연구의 양

추출물이나 울릉도산 산채류에 비해 낮은 활성을 보 다.

Hydrogen peroxide는 산소의 환원 사물질로서 미코콘드리아나 peroxisome 등

의 정상세포로부터 형성되거나 다양한 외부요소에 의해 형성되는데 DNA 단백

질손상을 유발하거나 생체막의 구성성분인 불포화지방산을 공격하여 과산화지질을

생성함으로써 생체 기능의 하나 노화 성인병을 유발하는 것으로 알려져 있다

(143, 144). 따라서 hydrogen peroxide 소거활성은 SOD에 의해 생성된 H2O2를

peroxidase에 의해 물과 산소분자로 환원시켜 최종 으로 산패를 억제 시켜주는 능

력을 측정하는 것으로 알려져 있다(Finkel 와 Holbrook, 2000).

결과 으로 hydrogen peroxide의 소거 목 으로 복분자 추출물의 활용성에서 효

소 추출물은 매우 미약하나, 임계 이산화탄소 추출물과 70% 메탄올 추출물들에선

매우 높은 값을 보 다. 따라서 이들 추출물은 산업 활용가능성이 높다 하겠다.
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Table 7. Hydrogen peroxide scavenging activity of enzymatic, supercritical
carbon dioxide and methanolic extractss from Rubus coreanus Miq.

Sample Scavenging activity (IC50, ㎍/mL)

Carbohydrases Viscozyme 3,680

Celluclast 3,970

AMG 3,630

Termamyl 4,940

Ultaraflo 3,410

Proteases Protamex 3,390

Kojizyme 4,250

Neutrase 5,540

Flavourzyme 3,480

Alcalase 3,540

Supercritical
carbon dioxide

30 min 1,300

60 min 840

120 min 700

70% methanol 670

BHT 2,200

α-tocopherol 3,200

IC50 (㎍/mL) values were calculated from regression lines using five different
concentrations in triplicate experiments.
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7. Hydroxyl radical 소거활성

Hydroxyl radical(․OH) 소거능은 과산화수소(H2O2)와 철이온(FeCl3-EDTA)과의

반응, 즉 Fenton 반응에 의해 생성되는 hyroxyl radical에 의해 반응계의 기질로 사

용된 deoxyribose가 산화되면서 생성되는 과산화물인 malondialdehyde(MDA)를

측정함으로써 평가된다. 따라서 복분자 열매 각추출물의 hydroxyl radical 소거활성

을 BHT와 α-tocopherol 항산화제와 비교하여 Table 8에 나타내었다.

Hydroxyl radical 소거활성에 한 각 추출물의 IC50 값은 효소 추출물에서

1850～11830 ㎍/mL, 임계 이산화탄소 추출물 46～50 ㎍/mL, 70% 메탄올 추출물

에서 1880 ㎍/mL으로 임계 이산화탄소와 메탄올 추출물에서는 효소 추출물들에

비해서는 높은 활성을 보 으나 조구인 BHT의 4㎍/ml와 α-tocopherol의 7 ㎍

/mL에 비해서는 매우 낮은 활성을 보 다.

강 등(137)은 미 발아 미추출물 0.5㎎/mL 농도에서 각각 26.15% 44.15%

의 소거활성을 보인다고 하 으며, 남 등(145)은 유색미인 경우 70% 에탄올 추출물

2㎎/mL농도에서 13개 품종이 51～124% 소거활성, 녹차추출물은 3㎎/mL 농도에서

60%(2004), 신 등(129)홍조류 4종 70%에탄올추출물 1㎎/mL 농도에서 76.1～81.23%

의 소거활성이 있다고 하 다. 한 민과 이는(146) 제천산 약용식물 추출물의

hydroxy radical 소거활성은 열수추출물 오가피 80.45%, 독활 69.75%, 당귀와 황기

는 각각 12.95 2.1%라 하 으며, 이 등(131)은 충청지역 민속주의 hydroxl

radical 소거활성은 17～53%, 식용백합 잎, 꽃 뿌리 에탄올 추출물에서 80.9～

81.8% 의 높은 소거활성을 보고하 다(147). 이 등(126)은 울릉도산 산채류의 80%

메탄올 추출물 100㎍/mL 농도에서 섬쇠무릅 116.9%, 물엉겅퀴 94.3%, 울릉미역취

93.9%의 높은 소거활성을 보인다고 하 으며 이러한 활성은 폴리페놀함량 는

라보노이드 함량과는 상 계가 보이지 않았다고 보고하 다.

생체에서 발생하는 활성산소종(reactive oxygen species, ROS)에서 가장 강력한

활성산소로 알려진 hydroxyl radical의 생성량은 반응성 산화 사물에 의해

deoxyribose가 괴되어 aldehyde가 생성되어 DNA 손상에 의한 돌연변이, 암 등의

발생과 한 계가 있다(137, 148). 따라서 hyroxyl radical 소거능을 가지는 물

질은 deoxyribose와 반응할 수 있는 hydroxyl radical을 제거하여 MDA의 생성을

감소시킬 수 있다(126).

이상의 결과로 부터 본 연구에서는 복분자 열매의 각추출물 폴리페놀 함량이

높은 70% 메탄올 추출물보다 임계 이산화탄소 추출물에서 hydroxyl radcial을 효
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과 으로 차단하는 것으로 나타났는데 이는 폴리페놀 는 라보노이드 이외에 환

원력이 큰 다른 물질의 존재에 의한 것으로 추측되며 추후 이에 한 연구를 계소

한다면 매우 흥미있는 결과를 기 할 수있다고 생각된다. 한 복분자 추출물들은

hydroxyl radical의 소거 목 으로 활용성은 낮다고 하겠으나, 임계 이산화탄소

추출물은 메탄올 추출물에 비해서는 약 200배나 높은 활성을 보이고 있어, 앞으로

보다 깊은 연구로, 인체 무해한 천연항산화제의 개발 소재로 활용성도 기 해볼만

하다 생각된다.

Table 8. Hydroxyl radical scavenging activity of enzymatic, supercritical carbon

dioxide and methanolic extracts from Rubus coreanus Miq.

Sample
Hydroxyl radical scavenging

activity(IC50, ㎍/mL)

Carbohydrases Viscozyme 4,890

Celluclast 11,830

AMG 10,600

Termamyl 4,810

Ultaraflo 11,100

Proteases Protamex 7,920

Kojizyme 1,850

Neutrase 5690

Flavourzyme 5680

Alcalase 7810

Supercritical

carbon dioxide

30 min 50

60 min 48

120 min 46

70% methanol 1880

BHT 4

α-tocopherol 7

IC50 (㎍/mL) values were calculated from regression lines using five different

concentrations in triplicate experiments.
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8. Nitric oxide radical 소거활성

복분자 열매 각 추출물의 nitric oxide(NO) radical 소거활성은 sodium nitroprusside

(SNP)를 사용하여 아질산(nitrite)의 양으로 측정하 으며 그 결과는 Table 9에 나타

내었다. Nitric oxide(NO) radical 소거활성에 한 각 추출물의 IC50 값은 효소 추출

물에서 3,250～9,880 ㎍/mL로 매우 낮은 소거 활성을 보 다. 그러나 임계 이산화

탄소 추출물 750～1,840 ㎍/mL, 70% 메탄올 추출물에서 790 ㎍/mL로 임계 이산화

탄소와 메탄올 추출물에서 조구인 BHT 1,630 ㎍/mL와 α-tocopherol 2,340 ㎍/mL에

비해 높은 소거활성을 보 다.

등(149)은 제주자생식물에서 자 우, 딱지꽃, 소귀나무, 석 , 산딸나무, 이삭여

, 귀룽나무, 붉가시나무, 멀굴나무에서 50% 이상의 NO소거활성을 보 다고 하

으며, 송(150) 등은 청미래덩굴 뿌리 25% 에탄올 추출물 50uL 농도에서 88.4%의

높은 NO radical 소거활성을 보고하 다.

Nitric oxide(NO)는 생체내에서 nitric oxide synthase(NOS)의 작용으로 기질인

L-arginine으로부터 생성되는 무기유리체로 면역반응, 액응고, 압조 기능, 세포

독성, 신경 달계 등 체내 여러 가지 생화학 반응에 여한다(152, 153). 생체내에서

과량으로 생성된 NO는 미토콘드리아의 기능억제, FeS 함유효소 기능 하, DNA 손

상유발 각종 효소작용을 억제하여 세포손상뿐만 아니라 염증반응을 비롯한 뇌막

염, 알츠하이머, 킨스병 등과 같은 퇴행성질환에 요한 요인으로 작용하는 것으

로 알려져 있다(154, 155).

이상의 결과로 복분자 열매의 추출물들은 조구인 BHT와 α-tocopherol 에 비하

여 매우 낮은 소거 활성으로 산업 활용성은 기 하기 어렵다 하겠다. 그러나

임계 이산화탄소 추출물과 메탄올 추출물에서는 조구인 BHT보다는 2배이상의

효과를, α-tocopherol 보다는 3배 이상의 효과를 보이는 시료 군들이 있어서 산업

활용성도 기 하게한다.



- 32 -

Table 9. Nitric oxide radical scavenging activity of enzymatic, supercritical

carbon dioxide and methanolic extracts from Rubus coreanus Miq.

Sample scavenging activity (IC50, ㎍/mL)

Carbohydrases Viscozyme 9880

Celluclast 5750

AMG 7900

Termamyl 5680

Ultaraflo 5440

Proteases Protamex 6740

Kojizyme 7830

Neutrase 7600

Flavourzyme 7600

Alcalase 3250

Supercritical

carbon dioxide

30 min 750

60 min 1840

120 min 760

70% methanol 790

BHT 1630

α-tocopherol 2340

IC50 (㎍/mL) values were calculated from regression lines using five different

concentrations in triplicate experiments.
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Ⅴ. 요 약

본 연구에서는 추출방법에 따른 복분자 열매의 생리활성을 조사하기 하여, 메탄

올, 임계 이산화탄소 효소 추출방법에 따른 이들 추출물들의 총 폴리페놀함

량, DPPH radical, superoxide anion radical, hydrogen peroxide, hyroxyl radical

nitric oxide radical 소거활성을 평가함으로서 복분자 열매의 건강기능 식품의 소재

로 활용하기 한 기 자료를 제공하고자 하 으며 그 결과는 다음과 같다.

1. 복분자 열매의 수분함량은 74.3%, 조지방이 11.6%, 조단백질 6.1%이었으며, 조

탄수화물은 3.1%이었다.

2. 복분자 열매의 추출수율은 효소 추출물이 4.49～5.43 %, 임계 이산화탄소

추출물 5.25～8.92%, 70% 메탄올 추출물은 10.12%로 메탄올 추출물이 가장 높은

추출수율을 보 다.

3. 복분자 열매의 총 폴리페놀 함량은 70% 메탄올 추출물에서 2,409.01 mg/100g

으로 가장 높았으며 임계 이산화탄소 추출물 1,316.09～1,605.06 mg/100g, 효소

추출물 606.54～783.93 mg/100g이었다.

4. 복분자 열매의 DPPH radical 소거활성(IC50, 값)은 효소 추출물에서 350～

480 ㎍/mL, 임계 이산화탄소 추출물에서 310～480 ㎍/mL, 70% 메탄올 추출물에

서도 490 ㎍/mL으로, 조군으로 사용한 BHT(40 ㎍/mL) α-tocopherol(70 ㎍

/mL)에 비해서 낮은 활성을 보 다.

5. Superoxide anion(O2
-
․)소거활성(IC50, 값)은 효소 추출물에서 AMG(9 80

㎍/mL), Flavouryme( 710 ㎍/mL), Alcalase( 850 ㎍/mL)으로, 조군으로 사용한 α

-tocopherol보다 높은 활성을 보 고, 임계 이산화탄소 120분 추 출물에서 180 ㎍

/mL으로 조군으로 사용한 BHT(180 ㎍/mL)와 α-tocopheol(1600 ㎍/mL)보다는

높은 활성을 보 다.

6. H2O2 소거활성(IC50 값)은 임계 이산화탄소 추출물 30분(1300 ㎍/mL), 60분

(840 ㎍/mL), 120분(700 ㎍/mL), 70% 메탄올 추출물에서 670㎍/mL으로, 조구로

사용한 항산화제인 BHT와 α-tocopherol보다 높았다.

7. Hydroxyl radical(․OH) 소거능은 임계 이산화탄소 추출물120분(46 ㎍/mL)

과 70% 메탄올 추출물(1880 ㎍/mL)에서 높은 활성을 보 으나, 조구인 BHT와

α-tocopherol에 비해서 낮은 활성을 보 다.

8. Nitric oxide(NO) radical 소거활성은 70% 메탄올 추추출에서 790 ㎍/mL, 임

계 이산화탄소 추출에서 750～1840 ㎍/mL으로 조구로 사용한 BHT(1630㎍/mL)

와 α-tocopherol보다 높은 소거활성을 보 다.
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을 합니다.

직장을 다니며 진학을 극 으로 추천해 주시고 아낌없는 배려를 주신

(주)상미식품, (주)제주농산 함창호 회장님께 머리 숙여 감사의 마음을 합

니다.

끝으로 오늘이 있기까지 아낌없이 도와주신 장모님께 감사드리고 항상

에서 힘이 되어 사랑하는 아내 안효와 어느덧 불쑥 자라버린 나의 사랑

하는 자식들 경민, 경범, 미진에게도 고마움을 하며, 이 자그마한 결실을

드립니다.

2008년 6월

강 찬
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