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            Abstract
          
        

        
          The present study was carried out to evaluate the antioxidant and anti-inflammatory activities of three extracts (hot water, 50% ethanol and mixed solvent;water, ethanol, butylene glycol, propylene glycol) of dried chestnut, chestnut shell, chestnut leaves and dried chestnut leaves obtained from Castanea crenata tree. When conducted DPPH assay, radical scavenging activity of ethanol extract of chestnut shell was the highest with IC50 10.8 ㎍/mL among four extracts from these parts (p < 0.05). In additional results by the xanthine oxidase assay, antioxidant activity showed that water extract of chestnut leaves showed the highest xanthine oxidase inhibitory activity in the tested extracts (p < 0.05). Futhermore, extracts of chestnut shell and leaves exhibited no cytotoxicity in RAW 264.7 cells (p < 0.05). Also, anti-inflammatory activity by NO assay showed LPS-induced NO was significantly inhibited following treatment with extracts of chestnut shell and leaves of 3㎎/mL (p < 0.05). These data suggest that extract of chestnut shell have antioxidant and anti-inflamantory activity including chestnut leaves. Therefore, it is considered that Castanea crenata research range and selection of functional material can broaden chestnut shell to other fractions such as chestnut and chestnut leaves.
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      서 언
      밤나무는 참나무과 (Fagaceae) 낙엽교목으로 아시아, 유럽, 북아메리카, 북부아프리카 등지의 온대지역에 13종이 있으며, 그 중 과실생산을 위해 일본밤/한국밤 (Castanea crenata) 등 이 국내에서 재배되고 있다. 국내 밤 생산량은 1980년 4만톤, 1990년 8만톤, 1997년에는 12만톤으로 증가하다가 밤나무 재 배면적의 감소, 밤나무림의 노령화, 수확인력 부족 등으로 2002년에 6만톤으로 감소한 이후, 현재 생산량은 소폭 상승중 이다 (Kim et al., 2007).

      밤의 이화학적 성분은 수분 65.3%, 조단백질 6.6%, 조지방 0.9%, 조섬유 2.3%, 조회분 1.7% 내로 구성되어 있으며 (Nha and Yang, 1996), 그 외 성분으로, 밤의 과육 부분 에서 ferulic acid과 caffeic acid, sinapic acid, p-coumaric aicd, salicylic acid (Yoon, 1991), 밤의 내피 부분에서 11.0 ~ 12.3%의 축합형 탄닌이 보고되어 있다 (Cho, 1993).

      밤은 영양이 풍부하여 예로부터 대량식량 및 기호식품으로 널리 이용되고 있으며, 현재 소비 형태는 생과용이 55%, 가공 용이 45% 정도 차지한다. 그러나 깐밤이나 밤 통조림으로 가 공시 발생하는 대부분의 밤 껍질 (율피)은 특별한 활용없이 대 부분 폐기되고 있는 실정이다. 최근 자원순환의 일환으로 부 산물 활용에 관심이 높아지면서, 밤의 주요 부산물인 율피에 관하여 물리적 또는 화학적 접근을 통한 소재연구가 활발히 진행 중에 있다. 기능성 소재 연구에 따르면, 율피는 흡착능을 이용하여 폐수의 중금속 생물흡착제 소재로 사용이 가능하며 (Lee et al., 2012), 미백 활성 및 주름개선 효과를 이용한 화 장품 소재로의 활용도 가능하다고 보고된 바 있다 (Jang et al., 2011). 또한, 밤나무에 관한 약리활성연구로, 율과 율피의 추출물의 항균 효과 (Cha et al., 1998), 항산화 활성 (Rim et al., 2000; Kwon et al., 2001), 항혈전 효과 (Yook et al., 2002), 피부 노화 방지 (Yagi et al., 1986) 등이 보고되 고 있다.

      그러나 대부분의 연구가 기능성 연구 전 선행되어야 할 기 초 연구가 미흡하고, 기초연구는 대부분 항산화 활성에 초점 이 맞춰진 형태이다. 또한 일부 제한된 부위에 대해서만 연구 가 보고되어 있어, 밤나무의 다양한 부위 중 적합한 기능성 소재를 선택하기 위한 비교분석이 필요하다. 따라서 본 연구 에서는 부산물을 포함한 건조 과육 (건율), 율피, 율엽, 건조 율엽 (건율엽)과 3 종류의 추출용매를 이용한 추출물간의 항 산화 및 항염증 활성을 비교하였다. 추가적으로 소재의 활용 을 위하여 추출물의 세포 독성효과를 확인하였다.

    

    

  
    
      재료 및 방법
      
        1. 실험재료 및 추출
        본 연구에서 사용한 건율과 율피, 율엽, 건율엽은 보민영농 조합법인 (영천)에서 제공받아서 시험에 이용하였다. 각각 3가 지의 방법으로 추출하였으며, 재료와 용매의 비율은 Table 1 과 같다. 추출 방법은 물과 50% 에탄올을 추출용매로 사용하 여 100°C에서 2시간동안 추출하였다. 그리고 혼합용매로 물 :에탄올 :부틸렌글리콜 :프로필렌글리콜 (4 : 4 : 1 : 1)을 water bath (Shaking Water Bath MSB-1511D, MonoTech Eng Co., Daegu, Korea)에서 70°C의 물로 중탕하여 8시간 추출하였다. 여과지 (whatman No.2)를 사용하여 추출물을 여 과한 후 회전진공농축기 (Rotavapor R-114, BUCHI, Flawil, Switzerland)로 농축하였다. 그 후, 농축된 샘플을 1.7 mL Etube에 500 µL씩 나눠담고 원심진공농축기 (Cold Vac 50/ Modulspin 31, Bucheon, Korea)로 완전 농축을 하였다. 농축 된 시료의 무게를 잰 후, 실험에 사용할 5가지 농도 (30, 100, 300, 1000, 3000㎍/mL)를 각 실험에 맞는 용매로 희석 하여 준비하였다. 혼합용매추출물의 경우, 완전 건조가 어려웠 으므로 1시간 농축 후, 이를 100%로 하여 0.03, 0.1, 0.3, 1, 3%로 설정하여 시험에 이용하였다.

      

      
        2. DPPH radical 소거능 측정
        건율과 율피, 율엽, 건율엽추출물의 DPPH radica 소거능을 측정하였다. 4가지 부위의 각각 3가지 추출용매 10 µL을 DPPH (2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl, 100 µM)의 200 µL를 더하여 96 well plate에 첨가 후 37°C에서 30분 동안 배 양하였다. 흡광도 측정은 VERSA max microplate reader (Molecular Devices Corp., Sunnyvale, CA, USA)를 사용하 여 517㎚에서 측정하였다. 시료의 DPPH radical 소거능 평 가는 아래와 같이 계산하였다.

        DPPH radical 소거능 (%) = [(Ab-Aa)/Ab] × 100

        Ab: 무처리구의 흡광도

        Aa: 시료첨가구의 흡광도

      

      
        3. Xanthine Oxidase 활성 저해능 평가
        건율과 율피, 율엽, 건율엽 추출물의 항산화 효과를 측정하 기 위해 xanthine oxidase 저해 활성을 측정하였으며, Saghal (2009)와 Lee 등 (2009)의 방법을 변형하여 실시하였다. 큐벳에 10 mM의 PBS 1,760 µL와 0.175㎎/mL로 녹인 xanthine (Sigma, St Louis, MO, USA) 용액 100 µL를 첨가 하고, 희석한 시료 100 µL와 10 mM PBS에 녹인 0.15 unit/ mL의 xanthine oxidase (Sigma, St Louis, MO, USA) 40 µL를 첨가하여 3분 동안 반응시킨 후 생성된 uric acid 양을 측정하기 위해 spectrophotometer (Kontron Instrument, Zurich, Switzerland)를 이용하여 295㎚에서 흡광도를 측정하 였다. 시료를 첨가하지 않은 대조군은 시료 대신 PBS 100 µL를 첨가하였다. 양성 대조군으로 사용된 ascorbic acid 는 빛의 노출을 최소화 하여 농도 별로 희석하여 사용하였 고, 추출물 처리군과 대조군의 흡광도 감소율은 아래와 같이 계산 하였다.

        Inhibition(%) = [Δabsorbance(control)-Δabsorbance(sample)] /Δabsorb ance(control) × 100

      

      
        4. 세포 독성 평가
        건율과 율피, 율엽, 건율엽추출물에 대한 세포독성을 알아보 기 위해 Begona 등 (2002)의 방법을 변형하여 세포독성 시험 을 하였다. 시험에 이용한 마우스 대식세포인 RAW 264.7 세 포주 (KCLB No. 40071)는 한국세포주 은행에서 분양받았다. RAW 세포주는 각각 100 unit/mL-100㎍/mL의 penicillin-streptomycin과 10% fetal bovine serum (FBS; Sigma, St Louis, MO, USA)이 들어있는 Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM; Sigma, St Louis, MO, USA)을 배지를 사용하여 37°C, 5% CO2 incubator에서 배양하였다. 세포독성 시험시, RAW 세포주를 각 well당 1× 104개가 되도록 180 µL씩 96 well plate에 접종되었고, 배양 전에 농도 별로 희석된 시료를 20 µL씩 접종하였다. 접종 4일 후에 2㎎/mL로 희석된 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5 diphenyl-tetrazolium bromide (MTT; Sigma, St Louis, MO, USA)용 액을 각 well당 50 µL씩 접종하여 4시간 동안 배양한 후, 염색된 세포가 떨어지지 않도록 배지를 제거하였다. 그 후 dimetylsulphoxide를 150 µL씩 가하여 formazan crystal을 녹 여 microplate reader (Molecular Devices Corp., Sunnyvale, CA, USA)를 이용하여 540㎚에서 흡광도를 측정하였다.

      

      
        5. Nitric Oxide (NO) 생성 억제 활성 측정
        NO 측정은 cell의 상층액에서 NO의 양을 Griess reaction (Green et al., 1982)에 기초해 측정하였다. RAW 264.7 cell 을 1.5 × 105 cells/mL로 접종하고, 여러 농도로 희석한 시료로 전 처리한 후, 1시간 뒤에 lipopolysaccharide (LPS; Sigma, St Louis, MO, USA) 1 ㎍/mL을 처리하여 24시간 배양 하였다. 96 well plate에 세포 배양 상층액 50 µL와 Griess 시약 1% (w/v) sulfanilamide 50 µL를 첨가한 다음 차광하여 10분 동안 실온에서 반응시킨 후, 2.5% (v/v) phosphoric acid에 녹인 0.1% (w/v) N-1-napthylethylenediamine을 50 µL 혼합하여 10분 동안 차광하여 반응시키고, 30분 이내에 microplate reader (Molecular Device, CA, USA)를 이용하여 540㎚에서 흡광도를 측정하였다. NO의 생성량 산출은 nitric oxide standard solution을 이용하여 계산하였다.

      

      
        6. 통계처리
        모든 측정은 3회 반복으로 얻어진 결과로 평균과 표준편차 로 나타내었으며, SAS package (Statistical Analysis Program, version 9.3)를 사용하여 ANOVA 분석 후에 유의성이 인정되 면 사후검정으로 Duncan’s Multiple Range Test (DMRT)을 실시하고 p < 0.05값인 경우 통계적으로 유의성이 있는 것으로 인정하였다.

      

    

    

  
    
      결과 및 고찰
      농자원 기능성 소재의 다양성 확보차원에서 부산물에서 얻 어지는 소재는 산업적으로 가격 경쟁력 뿐만 아니라 농가에게 부수적인 수입을 보장하는 중요한 가치이다. 따라서, 본 연구 에서는 이러한 점에 착안하여, 부산물로 버려지는 율피과 율 엽의 항산화 및 항염증 소재를 확보하고자 축적된 추출기법을 통해 추출물을 획득하고 일련의 실험을 실시하여 다음과 같은 결과를 도출하였다.

      
        1. DPPH radical 소거능 측정
        DPPH radical법은 항산화 활성을 평가하는 방법 중 하 나로, DPPH의 환원정도를 기준으로 측정물질의 환원력과 항 산화력을 측정한다 (Lee, 2003; Wang, 2003). 건율과, 율피, 율엽, 건율엽 등에 대한 용매별 추출물의 항산화 활성을 비교 하기 위하여 DPPH radical에 대한 소거활성을 비교하였으며 양성 대조군으로 항산화 활성이 있는 ascorbic acid를 사용하 였다 (Table 2). 추출용매별 DPPH radical 소거활성은 추출물 농도 의존적으로 증가하였으며 (p < 0.05), 물추출물, 에탄올추 출물, 혼합용매추출물 순으로 나타났다. 물추출물 및 에탄올추 출물 (3㎎/mL)에서 72.3 ~ 97.4%의 소거활성이 나타난 반면, 혼합용매추출물에서는 율피 (82.3%)를 제외하고 전체적으로 낮은 소거활성 (27.7 ~ 67.9%)을 보였다. 물추출물과 에탄올추 출물 기준으로 부위별 DPPH radical 소거 활성을 비교하였을 때, 율피추출물, 건율추출물, 율엽추출물, 건율엽추출물 순 으로 활성이 높았으며, IC50은 각각 10.8 ~ 19.8, 48.7 ~ 52.5, 62.4 ~ 63.4, 180 ~ 183㎍/mL 수준이었다. 특히, 율피추출물의 경우, 양성대조군으로 사용한 ascorbic acid (IC50, 23㎍/mL) 보다 낮은 수준으로 나타나, DPPH radical 소거능 활성 수준 이 더 높은 것으로 확인되었다. Kim 등 (2007)이 보고한 인 삼의 물추출물과 에탄올추출물 (10㎎/mL)의 DPPH radical 소거능 (46%)과 비교했을 때, 부위별 추출물의 DPPH radical 소거활성이 더 높은 것으로 확인되었다. 또한 주류. 음료 등 기능성 식품으로 많이 이용되고 있는 복분자의 미숙과 에탄올 추출물 (IC50, 24.98㎍/mL) (Kwon et al., 2011)과 비교하여 볼 때, 율피의 에탄올추출물의 IC50값은 50% 정도 낮은 수준 으로 나타나 뛰어난 항산화제 소재로 개발할 수 있을 것으로 생각된다.

      

      
        2. Xanthine Oxidase 활성 저해능 평가
        항산화 활성을 측정하기 하기 위해 추가적으로 xanthine oxidase을 활성 저해능을 평가하였다 (Cho et al., 1993). Table 3과 같이, 건율과 율피, 율엽, 건율엽추출물은 농도의존 적으로 xanthine oxidase 활성을 억제하였으며 DPPH radical 소거능 결과와 유사한 경향을 보였다 (p < 0.05). 물추 출물과 에탄올추출물 기준으로 부위별 xanthine oxidase 억제 활성을 비교하였을 때, 율피추출물, 율엽추출물에서 억제활 성이 높았으며, IC50 값은 각각 590과 492, 339와 855 ㎍/ mL 수준이었다. 특히, 율엽의 물추출물의 경우, 양성대조군으 로 사용한 ascorbic acid (IC50, 236㎍/mL)과 유사한 수준으 로 나타났으며, 이는 구실잣밤나무잎 (Castanopsis cuspidata) 의 물추출물과 에탄올추출물의 IC50값이 1000㎍/mL이상, 371.31㎍/mL인 것과 비교시, 각각 유사하거나 더 높은 억제 수준이었다 (Kim et al., 2011). xanthine oxidase가 산화적 스트레스를 유발하는 키 효소임을 감안한다면, 율피추출물 뿐 만 아니라 율엽추출물 또한 뛰어난 항산화 소재로 이용이 가 능할 것으로 판단된다.

      

      
        3. 세포 독성 평가
        건율과 율피, 율엽, 건율엽추출물의 정상세포 보호 및 독성 의 정도를 확인하기 위해 murine macropharge인 RAW 264.7 세포주 모델을 이용하여 세포의 생존율을 측정하였다 (Fig. 1). 건율과 율피, 율엽, 건율엽의 물추출물 투여군은 세포 독성이 있는 LPS 투여군 (양성대조군)에 비해 세포생존율이 유의적으로 증가하였으며, 건율을 제외한 나머지 물추출물 0.1 ~ 10㎎/mL의 농도 투여시 무처리군 (음성대조군)의 세포 생존율과 동일하게 나타났다 (p < 0.05). 또한, 건율의 에탄올 추출물에서도 동일한 결과를 확인하였으나, 율엽과 율피의 에 탄올추출물의 경우 각각 1 ~ 3, 3 ~ 10㎎/mL 농도에서만 세포 생존율이 90% 이상으로 나타났다. 반면, 혼합용매추출물은 다 른 용매의 추출물과 비교했을 때, 낮은 세포 생존율을 보였으 며 이는 혼합용매추출물 내 부틸렌글리콜과 프로필렌글리콜 자체에 의한 세포독성 효과로 판단된다.

      

      
        4. Nitric Oxide (NO) 생성 억제 활성 측정
        NO는 혈액 응고, 혈압조절 및 암세포 억제 등의 기능이 있 으나, 과량 존재하게 되면 인체에 유해한 영향을 미치게 되어 세포의 손상뿐 아니라 염증을 야기하기도 한다 (Lowenstein et al., 1994; Bak et al., 2011). 본 연구에서 항염증 활성능 을 비교하기 위하여 NO 유도물질인 LPS 처리 후 건율, 율피 그리고 율엽추출물을 농도별 (0.03 ~ 3㎎/mL)로 처리하여 LPS에 의한 NO 생성 억제량을 측정하였다 (Fig. 2). 모든 부 위에서 얻어진 각각의 모든 추출물은 LPS에 의한 NO 생성을 유의수준으로 억제하였다 (p < 0.05). 물추출물에서 건율과 율 피는 최고 농도 (3㎎/mL)에서 43, 83%로 높은 수준으로 나 타난 것에 비해, 율엽의 경우, 농도의존적 감소가 뚜렷하였고 3 ㎎/mL에서 89%의 높은 억제를 나타내었다. 에탄올추출물 최고농도에서 건율이 92%으로 억제 수준이 가장 높았으며, 율 피가 83%, 율엽과 건율엽은 44 ~ 74%로 비교적 높은 억제수 준을 나타냈다. 반면, 혼합추출물에서도 NO 억제 수준이 평균 50%으로 비교적 높은 수준으로 관찰되었는데, 이는 각 부위 별 추출물의 고유활성 작용에 의한 것보다 세포독성에 의한 위양성 효과로 판단된다. 추출물은 추출용매와 추출물의 농도 에 따라 항산화, 항염증 특성이 다양하게 나타난다 (Kim et al., 2010; Yoon et al., 2010). 본 연구를 통해, 율피의 물추 출물과 에탄올추출물 및 율엽의 물추출물에서 항산화, 항염증 의 활성이 높은 것으로 확인되었다. 이는 기존에 율피를 이용 한 생리 활성 연구결과와 일치하며 (Rim et al., 2000; Kwon et al., 2001), 더욱이 건율 및 율엽추출물 또한 항산화 및 항염증 활성을 연구한 것으로 기존에 율피에만 집중되어 있던 기능성 연구의 범위를 넘어서 건율 및 페기 부산물인 율 엽까지 확장이 가능할 것으로 생각된다. 또한, 밤나무의 부위 별 및 추출용매별로 다양한 수준의 활성이 나타나고 있으므로 기능성 소재개발을 위한 적절한 부위 및 추출용매선택, 최적 용량 설정시 추가 응용이 가능할 것으로 사료된다.

        결론적으로 본 연구에서는 기능성 소재를 확보하고자 건율 과 율피, 율엽, 건율엽의 용매별 (물, 50% 에탄올, 혼합용매) 추출물에 대한 생리활성 시험을 실시한 결과, 항산화 및 항염 증 활성을 확인하였다. 이중, 율피와 율엽 물추출물은 세포독 성이 낮고 항산화 활성과 NO 생성 억제 활성이 높은 수준으 로 확인되어 기능성 소재 후보로 이용이 가능하며, 향후 추가 적인 연구를 통해 항산화 및 항염증 영역에서 산업적 응용이 가능할 것으로 사료된다.
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