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            Abstract
          
        

        
          
            Background: 
            To enhance the taste and physiological characteristics of Lycii fructus (Gugija) extracts, we investigated the changes in the physiological characteristics of Gugija extracts caused by adding white ginseng (WG) and red ginseng (RG)

          

          
            Methods and Results: 
            Gugija extracts, including 10G10, 10GW-G8 : 2, -G6 : 4, -G4 : 6, -G2 : 8, and -G0 (mixtures made by replacing 0, 20, 40, 60, 80, and 100% of Gugija with WG), as well as 10G10, 10GR-G8 : 2, -G6 : 4, -G4 : 6, -G2 : 8, and -G0 (mixture made by replacing 0, 20, 40, 60, 80, and 100% of Gugija with RG) were extracted with water at 10 times the respective mixture’s volume. The antioxidant activities of Gugija extracts were investigated by assessing their 1,1-diphenyl-2-picrydrazyl (DPPH) and 2,2’-azinobis(3ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid) (ABTS) radical scavenging activity, ferric reducing antioxidant potential (FRAP) activity, nitrite scavenging activity, and angiotensin converting enzyme (ACE) inhibitory activity. As the amount of WG added increased, the DPPH, and, ABTS radical scavenging activity, and FRAP activity of the Gugija extract decreased. The half maximal inhibitory concentration (IC50) value of 10G10, 10GW-G6 : 4, 10GR-G6 : 4, and 10GR-G0 for DPPH radical scavenging activity were 25.50 ± 1.04, 52.06 ± 1.46, 16.87 ± 1.24, and 9.50 ± 0.16 μl/ml, respectively. On the other hand, the physiological activity of Gugija extract increased with the addition of increasing amounts of RG. However, ACE inhibitory activity was the highest (50.25 ± 2.58%) in the Gugija 10-fold extract without any added RG.

          

          
            Conclusions: 
            From the above results, we suggest that adding RG to Gugija extracts increase their antioxidant, FRAP, and nitrite scavenging activities.
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      구기자 (Lycii fructus)는 하수오, 인삼과 함께 3 대 명약으 로 여겨지는 것으로 생약재로 한방에서는 인삼과 함께 독성이 없는 120 종의 상약군으로 취급하고 있다 (Cho et al., 2005). 구기자에는 콜린대사물질의 하나인 베타인이 풍부해서 간에 지방이 축적되는 것을 억제하는 효과가 있는 대표적인 작물이 다 (Odetti et al., 1990; Kim et al., 1998; Hwang et al., 2009). Betaine을 제외한 구기자의 주요성분으로 rutin, kukoamine, ρ-coumaric acid, cerebroside, carotenoid, β-sitosterol 등 의 다양한 성분이 함유되어 있다 (Amagase and Farmsworth, 2011).

      이에 따라 구기자의 생리기능성에 대한 연구가 활발히 이루 어지고 있는데 이들의 대부분이 구기자 추출물에 대한 항산화 효과 (Lee, 2016), 혈중지질 저하효과 (Kim et al., 1998), 알 코올 해독효과 (Yoon et al., 2001), 간독성보호효과 (Kang et al., 2006) 등으로 보고되고 있다.

      이전까지의 연구는 주로 구기자 추출물에 대한 기능성을 검 토한 것으로 건조 구기자를 단독으로 추출하여 항산화 활성을 측정한 결과, 구기자 에탄올 추출물보다 물 추출물에서 DPPH 전자소거능 및 ABTS 라디컬 소거능 및 ACE저해활성이 더 높았으며 (Cho et al., 2005), 구기자 추출물 제조 시 볶음 처리한 구기자와 생구기자를 이용하여 추출물을 제조한 후 구 기자 추출물간의 간독성 보호효과를 측정한 결과 추출 전 생 구기자나 건조 혹은 볶음처리에 의한 구기자 간에는 크게 효 과에 차이가 나지 않다 (Kang et al., 2006)고 보고하는 등 구기자 시료만의 추출물에 대한 추출효과를 보고하는 것이 대 부분이다.

      그러나 구기자는 홍삼 등과 같이 열수 추출하여 추출액을 제조할 경우 구기자의 향기성분인 ester성분과 ethanone류 성 분이 다량 함유되어있는데 이들 성분 중 주로 고추장에서 불 쾌취를 내는 성분으로서 구기자를 열수 추출하게 되면 구기자 특유의 냄새를 내는 특성을 가지고 있어 소비자들의 기호도를 떨어뜨리는 특징을 갖고 있다 (Yi et al., 1996; Park et al., 1997).

      이와 같이 구기자는 추출액 제품 이외에 구기자분말을 첨가 하여 전통주 (Lee et al., 2005), 생면 (Lim et al., 2003), 고추장 (Kim et al., 2003), 쿠키 (Park et al., 2005) 제조 등의 제품개발에 대한 보고가 있으며, 추출액을 첨가하여 나 박김치 제조특성 (Kim et al., 2006) 및 요쿠르트 제조 (Bae et al., 2005) 등으로 구기자를 이용한 가공품으로는 분말이나 추출물을 일부분 첨가하여 제조하는 것이 주를 이루고 있다.

      또한 구기자 등을 포함한 11 종의 약용작물 추출물에 대하 여 항산화활성 및 항염활성 등을 측정하여 기능성이 우수한 약재를 선발하여 기능성 음료개발에 이용가능성을 보고 (Lee et al., 2013)한 바가 있지만 구기자에 첨가하여 추출혼합물에 대한 기능성 상승효과에 대한 연구는 없다.

      최근 피로회복, 면역증진, 혈행개선, 감기예방 등의 효과에 대표적인 기능성 식품인 백삼 (MFDS, 2015)과 홍삼 (MFDS, 2017)을 구기자 추출물 제조 시 대체 첨가하여 기능성이 더 향상된 구기자 추출물 제품을 개발하기 위하여 추출액을 제조 한 결과, 백삼 및 홍삼 첨가에 의하여 구기자 추출액이 항산 화활성, 아질산염소거능 및 안지오텐신 전환효소 (angiotensin converting enzyme)에 대한 저해활성이 향상되는 결과를 확인 하였다.

    

    

  
    
      재료 및 방법
      
        1. 실험재료
        본 실험에 사용한 인삼은 충남농업기술원 인삼약초연구소에 서 재배한 4년근 재래종 수삼을 수확한 후 세척하여 이용하였 다. 백삼은 세척한 수삼을 동결 건조하였으며 홍삼은 2 번 증 숙 건조한 것을 사용하였다. 구기자 (Lycii fructus)는 충남농업 기술원 청양구기자시험장 포장에서 재배한 구기자를 55℃의 온도에서 수분이 14%이하 되도록 건조한 것을 사용하였다.

        건조된 백삼, 홍삼 및 구기자는 각각 30 mesh의 입자로 분 쇄하여 추출시료로 하였으며 인삼 첨가에 따른 구기자의 추출 물 제조 시 혼합비는 Table 1과 같이 혼합한 다음 10 배수의 물을 첨가한 다음 추출온도가 고온일 경우 백삼은 홍삼화 되 는 경향을 배제하기 위하여 70℃의 온도에서 6 시간 추출한 후 원심분리하여 상등액을 생리기능성 측정용 시료로 사용하 였다 (Lee et al., 2011).

        
          Table 1 
				
          

          
            Formulas of Gugija extracts by adding white ginseng and red ginseng.

          
          

        

        
          
            	
              
            
          

        

        

      

      
        2. 추출물의 수율 및 당도
        백삼 및 홍삼의 대체 혼합에 따른 구기자 추출물의 수율은 추출물을 감압농축한 후 가용성 고형분의 중량을 구하여 시료 제조에 사용한 원료 건물량에 대한 백분율로 나타내었으며, 10 배 추출물의 당도는 당도계 (N-3E, ATAGO, Tokyo, Japan) 를 사용하여 측정하였다.

      

      
        3. DPPH radical 소거능 측정
        2,2-dipheny-1-picryl hydrazyl (DPPH) 라디칼 소거능은 DPPH free radical 소거법을 변형하여 측정하였다 (Brand-Williams et al., 1995)

        백삼 및 홍삼의 대체 혼합에 따른 구기자 추출물 0.5㎖를 1.5 × 10−4 M DPPH용액 2㎖에 가하여 혼합한 뒤 10, 20, 30 분간 방치하면서 517㎚에서 흡광도를 측정하여 초기 흡 광도의 값에 대한 차이값을 백분율로 환산하여 DPPH 라디칼 소거능을 비교 검토하였다.

        이 때, 구기자와 홍삼의 혼합 추출물에서는 구기자와 백삼 의 혼합 추출물에 비하여 전자소거능이 높아 혼합비율에 따른 소거능의 차이를 볼 수 있도록 구기자와 홍삼의 혼합 처리구 에서는 10 배 추출물을 희석하여 50 배 및 100 배 추출물이 되도록 한 다음 전자소거능을 측정 비교 검토하였다. 또한 구 기자에 백삼과 홍삼을 첨가함으로써 DPPH 전자라디칼 소거 능이 50%가 되는 농도인 IC50도 구하여 비교하였다.

      

      
        4. ABTS radical 소거능 측정
        ABTS (Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO, USA) radical 소거능은 ABTS radical cation decolorization assay (Re et al., 1999)를 이용하여 측정하였다.

        즉, 7.4 mM ABTS 용액과 2.6 mM potassium persulfate (Daejung, Siheung, Korea)을 1 : 1 (v/v)로 혼합하여 실온의 암소에서 15 시간 방치하여 양이온 (ABTS· +)을 형성시킨 다 음, 흡광도가 732㎚에서 1.0이하가 되도록 phosphate saline buffer (PBS, pH 7.4)을 이용하여 희석한 후 측정용 시약으로 이용하였다.

        희석된 ABTS·+용액 2㎖에 백삼 및 홍삼을 대체 혼합에 따른 구기자 추출물 0.2㎖를 첨가한 후 실온에서 10 분간 반 응시킨 후 732㎚에서 흡광도를 측정하였다. ABTS라디칼 소 거능 (%)은 1에서 시료첨가구의 흡광도를 시료 무첨가구의 흡 광도로 나눈 수치를 뺀 후 100을 곱하여 나타내었다.

      

      
        5. Ferric reducing antioxidant power (FRAP) 측정
        FRAP법에 의한 항산화활성은 Benizie와 Strain (1996)의 방 법에 따라 pH 3.6의 0.3M acetate buffer, 0.04 M HCl에 용해한 10 mM 2,4,6-tripyridyl-s-triazine (TPTZ)용액 및 0.02M FeCl3·6H2O를 각각 10 : 1 : 1 (v/v/v)의 비율로 미리 혼합한 후 37℃의 수용액에서 5 분 동안 가온한 다음 FRAP 측정용 기질로 사용하였다.

        FRAP용액 2㎖에 백삼 및 홍삼의 대체 혼합에 따른 구기 자 추출물 0.5㎖ 및 증류수 2.5㎖을 가한 후 30℃의 항온기 에서 10 분간 반응시킨 후 593㎚에서 흡광도를 측정하였다. 추출액에 대한 환원력은 FeSO4·7H2O 시약을 이용하여 0 - 1.25 mM 범위의 표준액에 대한 흡광도를 측정하여 검량곡선 을 만든 후 각 추출액의 흡광도를 FeSO4·7H2O uM로 환산한 값으로 환원력을 나타내었다.

      

      
        6. 아질산염 소거능
        아질산염 소거능은 Kato 등 (1987)의 방법을 변형하여 측정 하였다.

        즉, 1 mM NaNO2 용액 1㎖에 시료추출물 1 ㎖을 첨가한 후 0.1 N HCl용액과 0.2M citrate buffer용액으로 pH를 1.2, 3.0, 4.2 및 6.0으로 조정하여 전체 액이 10㎖이 되도록 하였 다.

        이 용액을 37℃에서 1 시간 반응시킨 후 각 반응액을 1㎖ 씩 취하여 25% acetic acid 5㎖와 griess reagent (30% acetic acid로 용해한 1% sulfanilic acid와 1% naphthylamine 을 1 : 1로 혼합) 0.4㎖를 가하여 잘 혼합하였다. 이 혼합액을 실온에서 15 분간 방치한 후 520㎚에서 흡광도를 측정하였 고, 공시험은 Griess reagent 대신 증류수를 0.4㎖ 가하여 동 일하게 실시하여 흡광도를 측정한 후 다음 식에 의하여 아질 산염 소거율을 나타내었다.
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          	A: absorbance of 1 mM NaNO2 added sample after standing for 1 hour


          	B: absorbance of 1 mM NaNO2

          	C: absorbance of blank


        

      

      
        7. Angiotensin-converting enzyme (ACE) 저해활성
        Angiotensin-converting enzyme (ACE) 저해활성은 Cushman과 Cheung (1971)의 방법에 준하였다.

        즉 시료추출물 50㎕에 ACE 조효소액 50㎕, 10 mM sodium borate buffer (pH 8.3) 10㎕를 가하여 37℃에서 5 분간 shaking incubator에서 pre-incubation한 다음 hippurylhistidyl- leucine용액 (HHL, 27㎎/25㎖ in sodium borate buffer) 50㎕를 가하여 37℃에서 30 분간 반응시킨 후 1 N HCl 250㎕를 가하여 반응을 종료시킨 후 ethyl acetate 1.5㎖를 가하여 vortex mixer로 15 초간 진탕한 다음 원심분 리하여 그 상등액 중 1㎖를 취한 다음 Temp-Blok module heater로 건조하고 이를 증류수 3㎖로 용해하여 228㎚에서 흡광도를 측정하였다.

        대조구로는 시료대신 증류수로 사용하였고, 시료에 대한 공 시료는 반응액과 1 N HCl을 미리 혼합하여 위와 똑같이 행 한 다음 대조 비교하여 다음 식에 의하여 저해활성을 계산하 였다. 양성대조군으로는 ACE저해제로 널리 사용되는 Captopril 을 Tokyo Chemical Industry (Tokyo, Japan)에서 구입하여 사용하였다.
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        8. 추출물의 베타인 및 사포닌 함량
        백삼 및 홍삼을 대체 혼합에 따라 제조된 구기자 추출물 내 에 인삼 및 구기자의 생리활성 성분인 베타인 및 사포닌의 함 량을 조사하였다.

        성분 함량을 분석하기 위하여 추출물은 각 처리구 추출물을 membrane filter (0.20㎛ pore size, Whatman Co., Kent, England)로 여과하여 사용하였다. 분석에 사용한 기기는 HPLC (Agilent 1200, Santa Clara, CA, USA)이었으며, 베 타인 분석에 사용한 칼럼은 Prevail carbohydrate ES (5㎛, 4.6 × 250㎜, Altech, Deerfield, IL, USA)이었고, 컬럼온도는 35℃를 유지하였다. 유출용매는 70% acetonitrile를 0.7㎖/min 로 흘려보냈으며, 검출은 ELSD detector (Altech, Deerfield, IL, USA)를 50℃의 온도에서 1.4ℓ/min의 유속으로 N2 가스 를 흘려보내는 조건으로 베타인을 분석하였다.

        또한 사포닌 분석에 사용한 칼럼은 YMC Pro C18 RS (YMC Co., Ltd, Kyoto, Japan)이었으며, 검출기는 DAD detector (203㎚, Agilent 1200, Santa Clara, CA, USA)을 이용하여 분석하였고, 분석조건은 이동상으로 용매 A (water) 와 용매 B (acetonitrile)를 이용하여 용매 B를 0 분 (20%), 10 분 (20%), 25 분 (24%), 30 분 (33%), 42 분 (37%), 57 분 (80%), 58 분 (100%), 68 분 (60%), 70 분 (20%)의 조건하에 유속 1.0 ㎖/min으로 흘려주었다. 진세노사이드 표준 시약으로는 Rg3 (Chengdu Biopurify Biochemicals Ltd., Chengdu, Sichuan, China)등 20 종의 사포닌을 이용하였다 (Jo et al., 2011).

      

      
        9. 추출물의 총 폴리페놀 함량
        총 폴리페놀함량은 Coseteng과 Lee (1987)의 방법을 이용하 여 실험하였다.

        즉, 추출물의 일정량을 80% ethanol을 10 배 가하여 희석 한 후 시료로 사용하였다. 그 희석액 1.0㎖에 Folin-ciocalteu 시약 3.0㎖을 가하고 10 분간 방치한 다음 7.5% NaCO3 1㎖을 첨가하여 30 분간 실온에 방치한 후 분광광도계로 760㎚에서 흡광도 측정하였고, 표준물질로는 tannic acid를 이 용하여 환산 정량하였다.

      

      
        10. 통계처리
        모든 실험은 3 회 이상 반복 실시하였으며 실험으로부터 얻 은 결과는 SPSS Statistics (ver. 21, IBM Inc., Armonk, NY, USA)을 사용하여 분석하였다.

        결과치는 실험군당 평균 ±표준편차로 표시하였고, 추출물간 의 유의성은 Duncan’s Multiple Range Test (DMRT)를 실시 하여 p < 0.05 수준에서 검정하였다. 베타인함량, 총진세노사이 드함량 및 총폴리페놀함량과 DPPH radical 소거능, ABTS radical소거능, FRAP, 아질산염소거능 및 ACE저해효과 등에 대한 상관관계를 알아보기 위하여 Pearson’s correlation분석을 하였다.

      

    

    

  
    
      결과 및 고찰
      
        1. 추출물의 수율 및 당도
        백삼 및 홍삼을 대체 혼합에 따라 제조된 구기자 (Lycii fructus) 10 배 추출물에 대한 수율, 수분함량 및 당도를 측정 한 결과, Table 2와 같았다.

        
          Table 2 
				
          

          
            Yield and brix of Gugija extracts by adding white ginseng and red ginseng.

          
          

        

        
          
            	
              
            
          

        

        

        구기자, 백삼 및 홍삼 각각 10 배 추출물의 수율은 32.56%, 28.24% 및 39.87%로 홍삼이 가장 수율이 높았으며 백삼이 가장 낮게 나타났다. Sohn 등 (2008)은 구기자를 용매 별로 추출한 결과, 물로 추출하였을 때 추출수율이 35.5%로 가장 높았다고 보고하였는데 본 실험 결과와 비슷한 수율을 보여주었다. 따라서 백삼을 대체하여 제조한 구기자 추출물은 구기자 100%추출물에 비하여 백삼을 대체할 경우는 수율이 낮아지는 경향을 보였고 홍삼을 대체할 경우는 수율이 높아지 는 결과를 보여주었다.

        본 실험에서 홍삼이 백삼보다 수율이 높은 것은 홍삼 제조 과정 중 고열에 의하여 증숙 건조를 하는 동안 당 함량이 높 아짐과 동시에 세포벽 파괴 등에 의한 물리적 현상의 변화로 추출효율이 높아짐을 볼 수 있었다 (Lee et al., 2012). 구기 자, 백삼 및 홍삼 각각 10 배 추출물의 당도는 5.0 °brix, 3.9 °brix 및 6.6 °brix이었다. 이는 추출수율과 비슷하게 당도 도 홍삼이 가장 높았고 구기자, 백삼 순이었다.

      

      
        2. DPPH radical 소거능
        백삼 및 홍삼의 대체 혼합에 따른 구기자 추출물의 DPPH radical 소거능에 대한 결과는 Fig. 1과 같았다.

        
          
          

          Fig. 1 
				
          

          
            DPPH radical scavenging activities of Gugija extracts by adding white ginseng and red ginseng.
            10GW and 50GW; 10 and 50 times extracts of Gugija and white ginseng mixture, 10GR, 50GR and 100GR; 10, 50 and 100 times extracts of Gugija and red ginseng mixture, respectively, G10, G8 : 2, G6 : 4, G4 : 6, G2 : 8, and G0; extract of Gugija added by replacing 0, 20, 40, 60, 80 and 100% of ginseng on Gugija, Each value presents the means ± SD (n = 3), Means with different small letters (a-o) are significantly different by Duncan’s Multiple Range Test (p < 0.05). Means with different capital letters (A-D) in the same mixing ratios of Gugija and ginseng are significantly different by Duncan’s Multiple Range Test (p < 0.05).

          
          

          

        

        백삼 대체 혼합에 따른 구기자 10 배 추출물 (10GW)에서 는 홍삼을 첨가하지 않은 구기자 100%추출물 (10G10) 대비 백삼을 구기자 대체 20% (G8 : 2) 및 40% (G6 : 4) 혼합으로 추출하였을 경우에는 10G10추출물과 거의 비슷한 결과를 보 였지만 그 이상의 백삼 첨가량에서는 첨가량이 증가할수록 DPPH radical 소거능이 감소함을 볼 수 있었고, 50 배 추출 물 (50GW)에서는 백삼 혼합 첨가량이 증가함에 따라 감소함 을 볼 수 있었다.

        그러나, 홍삼을 구기자에 혼합하여 추출한 추출물 (GR)의 경우, 10 배 추출물 (10GR)에서는 홍삼 혼합첨가량에 관계없 이 모두 소거능이 100%를 보였다. 따라서 GR추출물에서는 50 배 및 100 배가 되도록 희석한 후 소거능을 본 결과 50 배 추출물 (50GR)에서는 G10에 비하여 홍삼을 첨가함에 따 라 소거능이 증가하였고, G4 : 6, G2 : 8 및 G0에서는 거의 비 슷한 소거능을 보여주었다. 또한 100 배 추출물 (100GR)에서 는 G10추출물에서의 소거능이 47.47%인데 비하여 홍삼 첨가 량이 증가함에 따라 소거능이 증가하는 경향을 보였다.

        G10추출물의 DPPH radical 소거능은 50 배 추출물에서 83.32%이었고, 100G0 (100% 홍삼 100 배 추출물)에서는 82.08%, 10G0 (100% 백삼 10 배 추출물)에서는 12.80%를 나타냈다. 이와 같이 구기자 추출물은 백삼 추출물보다는 우 수하였으며 홍삼 추출물 보다는 낮음을 볼 수 있었다.

        또한 각 혼합추출물의 추출배수에 따라 50% 전자소거활성 을 나타내는 농도 (IC50)를 비교하기 위하여 DPPH용액에 첨 가량을 달리하여 반응을 한 결과 Table 3과 같았다. 구기자만 의 10 배 추출물 (10G10), 백삼 대체 혼합 추출물인 GW- 10G0, GW-10G6:4와 홍삼 대체 혼합추출물인 GR-10GR6:4, GR-10G0의 IC50은 각각 25.50㎕/㎖, 455.01㎕/㎖, 49.06㎕/ ㎖, 16.87㎕/㎖, 및 9.50㎕/㎖를 나타내어 DPPH radical 소 거능이 우수한 홍삼을 첨가할 경우 구기자 추출물의 radical 소거능이 높아짐을 볼 수 있었다.

        
          Table 3 
				
          

          
            IC50 value of Gugija extracts on DPPH radical scavenging activity by adding white ginseng and red ginseng.

          
          

        

        
          
            	
              
            
          

        

        

        Kim 등 (2011)은 백삼과 3 회 증숙하여 제조한 흑삼으로 65°brix의 추출농축액을 만든 후 10 배 희석하여 IC50을 본 결과 백삼은 14.09㎎/㎖, 홍삼은 8.55㎎/㎖라고 보고하였으 며, Lee 등 (2012)은 80% 에탄올 추출물로 IC50을 본 결과 백삼은 4.30㎎/㎖, 홍삼은 2.11㎎/㎖라고 보고한 것과 같은 경향을 보여주었다.

      

      
        3. ABTS radical 소거능
        백삼 및 홍삼 첨가혼합비율에 따른 구기자 추출물에 대한 ABTS radical 소거능의 결과는 Fig. 2와 같았다.

        
          
          

          Fig. 2 
				
          

          
            ABTS radical scavenging activities of Gugija extracts by adding white ginseng and red ginseng.
            10GW; 10 times extracts of Gugija and white ginseng mixture, 10GR, 20GR and 50GR; 10, 20 and 50 times extracts of Gugija and red ginseng mixture, respectively. G10, G8 : 2, G6 : 4, G4 : 6, G2 : 8, and G0; extract of Gugija added by replacing 0, 20, 40, 60, 80 and 100% of ginseng on Gugija, Each value presents the means ± SD (n = 3), and was determined by adding the same amount of extracts and vitamin C (50㎍/㎖), respectively. Means with different small letters (a-k) are significantly different by Duncan’s Multiple Range Test (p < 0.05). Means with different capital letters (A-D) in the same mixing ratios of Gugija and ginseng are significantly different by Duncan’s Multiple Range Test (p < 0.05).

          
          

          

        

        10 배 추출물에서 GW-G10은 99.28%를 보였고 백삼 혼합 량이 증가함에 따라 소거능이 낮아져서 G0에서는 0.90 ± 1.01%로 거의 소거능이 나타나지 않음을 볼 수 있었다. 그러 나, 홍삼 대체 혼합 구기자 10 배 추출물인 10GR에서는 G8:2를 포함하여 홍삼 혼합량에 관계없이 모두 소거능이 100%를 나타내었다.

        따라서 홍삼 첨가량에 따라 차이를 검토하기 위하여 20 배 및 50 배 추출물이 되도록 희석한 20GR 및 50GR 추출물에 대한 소거능을 본 결과, 20GR10 및 50GR10 추출물에서는 각각 80.05 ± 1.57% 및 38.30 ± 2.04%의 소거능을 보였으며, 홍삼 혼합량이 증가함에 따라 증가하여 20G0 및 50G0 추출 물에서는 각각 100% 및 55.07 ± 1.65%를 보여주었다. 이와 같이 홍삼 추출물이 백삼 및 구기자에 비하여 ABTS radical 소거능이 우수함을 볼 수 있었다.

        이는 Jang 등 (2016)이 백삼, 홍삼 및 흑삼 추출물을 이용 하여 ABTS radical 소거능을 본 결과 증포수가 많은 흑삼 이 가장 소거능이 높았다고 보고한 것과 같은 경향을 보여 주었다. 또한 Lee (2016)이 구기자를 물과 에탄올 농도별로 추출시간과 온도에 따라 추출한 후 소거능을 본 결과, 에탄올 보다 물로 추출할 경우 소거능이 더 높았다고 하였으며 건조 구기자를 물 20 배량으로 5 시간 추출한 액에 대한 소거능이 76.62%이었다고 하였고, Sohn 등 (2008)은 5 배 물 추출물에 대한 소거능을 본 결과 85%이었다고 하였으며 Cho 등 (2005)이 구기자 물 추출물에서 76.7%의 소거능을 보였다고 보고한 것과 비슷한 결과를 보여주었다.

      

      
        4. Ferric reducing antioxidant power (FRAP)
        FRAP법에 의한 항산화력을 측정한 결과 Fig. 3과 같다.

        
          
          

          Fig. 3 
				
          

          
            Ferric reducing antioxidant power (FRAP) of Gugija extracts by adding white ginseng and red ginseng.
            10GW; 10 times extracts of Gugija and white ginseng mixture, 10GR; 10 times extracts of Gugija and red ginseng mixture, respectively. G10, G8 : 2, G6 : 4, G4 : 6, G2 : 8, and G0; extract of Gugija added by replacing 0, 20, 40, 60, 80 and 100% of ginseng on Gugija, each value presents the means ± SD (n = 3), and was determined by adding the same amount of 10 times extracts and vitamin C (50㎍/㎖), respectively. Means with different small letters (a-l) are significantly different by Duncan’s Multiple Range Test (p < 0.05).

          
          

          

        

        백삼 대체 혼합 구기자 10 배 추출물인 10GW에서 G10에 서 G0까지의 백삼 혼합첨가량에 따른 추출물의 FRAP값은 359.99 - 132.91 μM를 보였고, 홍삼 대체 혼합 구기자 10 배 추출물인 G10에서 G0까지의 홍삼 혼합첨가량에 따른 추출물 은 359.99 - 731.17 μM를 보였다. 이는 구기자 추출물 제조 시 백삼혼합 처리 시는 낮아지는 경향이었으며 홍삼 혼합 처리 시는 증가하는 경향을 보여주어 ABTS radical 소거능과 비슷 한 경향을 보여주었지만 10 배 추출액에 의한 추출조건만으로 도 혼합비율에 따른 FRAP값에 유의적 차이를 보여주었다. 또 구기자만의 추출물에 의한 FRAP값을 백분율로 볼 때 백삼 추출액에 비하여 2.7 배 정도 높은 것을 볼 수 있으며, 홍삼 추출물에 비하여서는 약 1/2 배 정도 낮은 값을 볼 수 있었다.

        Lee (2016)가 구기자를 에탄올 농도별로 추출한 후 50 배 희석한 액에 대한 Fe2+ chelating 활성을 본 결과 0.76% 에탄 올 농도에서 3.39 시간 추출한 액에서 58.54%를 나타냈다고 보고한 것 등을 고려하면 구기자에 백삼보다는 홍삼을 혼합 추출할 경우 Fe2+ chelating 활성이 상당히 높아질 것으로 생 각된다.

      

      
        5. 아질산염 소거능
        아질산염은 식육제품에 첨가되어 발색제 및 보존제로 이용 되고 있으나 식품 중에 함유되어있는 amine류와 반응하여 발 암물질인 nitrosoamine을 생성하는데 이 과정은 pH가 낮은 조 건에서 쉽게 일어나는 것으로 알려져 있다 (Gray and Dugan, 1975).

        따라서 인체 부위별 pH를 고려하여 pH 조건별 (1.2, 3.0, 4.2 및 6.0) 백삼 및 홍삼 첨가혼합비율에 따른 구기자 추출물 에 대한 아질산염 소거능의 결과는 Table 4와 같았다.

        
          Table 4 
				
          

          
            Nitrite scavenging activities of Gugija extracts by adding white ginseng and red ginseng.

          
          

        

        
          
            	
              
            
          

        

        

        인체 조직 내 위의 조건과 같은 pH 1.2에서는 아질산염 소 거능이 우수하게 나타나 구기자 추출액을 섭취하였을 때 위장 기관 내에서 아질산염 소거능이 우수하게 이루어질 수 있음을 보였다. 또 백삼 및 홍삼의 대체에 의한 추출물 중에서는 구기 자에 백삼의 혼합첨가량이 증가할수록 감소하는 경향을 보였고 홍삼의 혼합 첨가량이 증가할수록 증가하는 경향을 보였다. pH 3.0에서 백삼 대체 혼합 구기자 10 배 추출물인 10GW 추출 물은 22.78 - 1.31%를 보였고, 홍삼 대체 혼합 구기자 10 배 추출물인 10GR 추출물에서는 22.78 - 37.57%를 보여 홍삼 첨 가 혼합에 의하여 아질산염 소거능이 증가하는 것을 볼 수 있 었다. pH 6.0에서는 극히 낮은 소거능을 보였으며 홍삼 첨가 혼합구에서는 혼합비율별로 유의적인 차이를 나타나지 않았다.

        구기자의 항산화활성은 백삼보다는 우수하고 홍삼보다는 낮 은 결과를 보여주었으나 아질산염 소거능은 홍삼 첨가에 의하 여 크게 증가하지 않을 정도로 홍삼 추출액과 거의 비슷한 소 거능을 보여주어 아질산염이 이용되는 가공제품의 소재로 이 용하는 것에 도움이 될 수 있을 것으로 생각되었다.

      

      
        6. Angiotensin-converting enzyme (ACE) 저해활성
        ACE저해제는 ACE의 작용을 저해함으로써 angiotensin Ⅱ 의 생성을 저해하고 aldosterone의 분비를 감소시키며 혈관확 장제인 bradkinin의 증가 등의 과정을 통해 신장혈관을 확장시 켜 sodium의 배설을 촉진시킴으로서 혈압을 낮추는 기능을 한 다 (Lee et al., 2004).

        구기자가 약초류 중에 ACE저해활성이 50% 이상이 되는 약 초류로 밝혀진 바 (Lee et al., 2004), 백삼 및 홍삼을 혼합 대체하여 만든 구기자 추출물이 ACE저해활성에 어떠한 영향 을 미치는지 검토한 결과 Fig. 4와 같았다. 본 실험은 백삼 및 홍삼의 혼합첨가량에 따른 구기자 10 배 추출물을 일정량 첨가하여 ACE저해활성을 비교 검토한 결과 100% 구기자 10 배 추출물인 G10은 50.25 ± 2.58%를 보였고 백삼 및 홍삼 혼 합첨가량이 증가함에 따라 활성은 감소하는 경향을 보였다. 본 실험 결과, 100% 백삼 10 배 추출물인 10GW-G0과 100% 홍삼 10 배 추출물인 10GR-G0에서는 유의차가 없었지만 구 기자와 대체 혼합에 의하여 추출할 경우는 백삼의 대체 혼합 추출물에서 홍삼의 대체 혼합 추출물보다 더 높은 저해활성을 보여주었다.

        
          
          

          Fig. 4 
				
          

          
            Angiotensin converting enzyme inhibitory activities of Gugija extracts by adding white ginseng and red ginseng.
            10GW; 10 times extracts of Gugija and white ginseng mixture, 10GR; 10 times extracts of Gugija and red ginseng mixture, respectively. G10, G8 : 2, G6 : 4, G4 : 6, G2 : 8, and G0; extract of Gugija added by replacing 0, 20, 40, 60, 80 and 100% of ginseng on Gugija, Each value presents the means ± SD (n = 3), and was determined by adding the same amount of 10 times extracts and vitamin C (50㎍/㎖), respectively. Means with different small letters (a-j) are significantly different by Duncan’s Multiple Range Test (p < 0.05).

          
          

          

        

        이는 Lee 등 (2003)이 백삼을 용매 추출별로 ACE저해활성 을 본 결과 물 추출물이 낮았다고 보고한 것과 Lee 등 (1996)이 6년근 홍삼과 백삼의 조산성다당체에 대한 ACE저해 효과를 본 결과 백삼이 홍삼보다 저해효과가 더 높았다고 하 는 것과 비슷한 결과를 보여주었다. 이어 구기자와 인삼 혼합 첨가 추출물에서 혼합에 의한 추출에 의한 영향이 미침을 볼 수 있었다.

      

      
        7. 추출물의 베타인, 진세노사이드 및 총폴리페놀 함량
        구기자와 인삼의 생리활성을 띠는 주된 물질은 베타인과 진 세노사이드이다 (Amagase and Farmsworth, 2011; Jo et al., 2011; Lee, 2016; Jang and Seung, 2016). 따라서 백삼 및 홍삼의 대체 혼합에 따라 제조한 구기자 추출물에서 각각 주 된 생리물질인 베타인 및 진세노사이드를 분석 정량한 결과 Table 5와 Table 6과 같다.

        
          Table 5 
				
          

          
            Ginsenosides content of Gugija extracts by adding white ginseng and red ginseng.

          
          

        

        
          
            	
              
            
          

        

        

        
          Table 6 
				
          

          
            Betaine and total phenolic compound content of Gugija extracts by adding white ginseng and red ginseng.

          
          

        

        
          
            	
              
            
          

        

        

        10G10 추출물에서 베타인 함량은 0.735 ± 0.025㎎/㎖이었 고 백삼과 홍삼 혼합첨가량이 증가할수록 추출물에서 베타인 함량은 비례적으로 감소하였으며 구기자에 인삼을 혼합 첨가 하여 추출할 경우, 백삼의 혼합첨가 추출물인 10GW에서 G8 : 2 및 G6 : 4에서는 GR에서 G8 : 2 및 G6 : 4보다 베타인 함량이 더 높았고, 홍삼의 혼합첨가량이 많은 10GR에서 G4 : 6과 G2 : 8 추출물에서는 GW-G4 : 6 및 GW-G2 : 8 추출물보 다 베타인 함량이 더 높아졌는데 이는 인삼의 혼합 첨가 추출 시 백삼이나 홍삼의 성분이 성분 추출에 영향을 미치는 것을 볼 수 있었다.

        총 진세노사이드 함량은 10GR-G0 (홍삼 추출물)이 3.490 ± 0.054㎎/㎖로 가장 높았고 10GW-G0 (백삼추출물)은 2.639 ± 0.052㎎/㎖를 나타내었다.

        상기 항산화활성 및 기타 생리기능성이 10GR에서 홍삼혼합 첨가량이 더 많아질수록 더 우수한 것을 보면 총사포닌 함량 에 의한 영향보다는 기능성에 미치는 영향은 10GW추출물에 없는 홍삼 특유사포닌도 영향을 끼칠 것으로 생각된다.

        이는 인삼은 홍삼을 만드는 과정에서 증숙과 건조과정에 의 하여 인삼이 가지고 있는 사포닌 구조의 변화를 가져온다 (Rho and Park, 2008; Kim et al., 2011; Lee, 2016). 따라 서 본 실험에 사용한 홍삼은 백삼에 비하여 배당체 구조를 가 진 사포닌의 구조가 개열되어 Rg3, Rg5, Rg6, Rh2, Rh4 및 Rk1 등의 홍삼 및 흑삼 특유의 사포닌 구조물질이 생성된 것 을 볼 수 있었다.

        또한 총 폴리페놀함량은 구기자 추출물인 10G10, 백삼 추 출물인 10GW-G0 및 홍삼 추출물인 10GR-G0에서 각각 0.845 ± 0.094㎎/㎖, 0.216 ± 0.004㎎/㎖, 및 0.583 ± 0.006 ㎎/㎖를 보여 구기자 추출액이 총 페놀함량이 가장 높음을 알 수 있었다.

      

      
        8. 베타인, 총진세노사이드 및 총폴리페놀함량과 생리기능성 간의 상관관계
        인삼을 혼합비율별로 대체한 구기자 추출물에서 구기자의 주요성분인 베타인, 인삼의 주요성분인 진세노사이드 및 항산 화효과에 영향을 주는 총폴리페놀함량과 생리기능성 간의 pearson상관관계를 분석한 결과 Table 7과 같았다.

        
          Table 7 
				
          

          
            Correlation coefficient among betaine, total ginsenosides, total phenolic compound content, and physiological activities of Gugija extracts by adding white ginseng and red ginseng.

          
          

        

        
          
            	
              
            
          

        

        

        인삼의 첨가량이 높아질수록 베타인 함량이 낮아지고 진세 노사이드 함량이 높아지는 결과로 베타인과 진세노사이드의 함량은 음의 상관관계를 보였으며 10GW추출물에서는 베타인 과 총폴리페놀함량이 생리기능성 효과에 강한 상관관계를 보 였으며 총진세노사이드의 함량에서는 음의 관계를 보였다.

        이는 Sohn 등 (2008)은 구기자 추출물에서 폴리페놀성물질 의 함량이 높은 추출조건에서 항산화활성이 높았다고 보고한 것을 고려하면 구기자의 항산화능은 폴리페놀성물질에 좌우됨 을 알 수 있었다.

        반면에 10GR추출물에서는 베타인과 총폴리페놀함량이 생리 기능성에 음의 상관관계를 보였으며 총진세노사이드의 함량은 ACE저해활성만을 제외하고는 양의 상관관계를 보였다. Table 5에서 보는 바와 같이 총진세노사이드의 함량에서는 백삼과 홍삼의 차이는 크게 차이를 주지 않았지만 생리기능성에서는 백삼과 홍삼의 첨가를 달리 하였을 경우 크게 차이를 주었다.

        이는 Kim 등 (2011)이 인삼을 증숙과 건조과정을 반복하여 흑삼을 제조하는 동안 신생사포닌이 생성함과 동시에 DPPH radical소거능, FRAP, ABTS radical소거능이 증가하였다고 하 는 것과 Lee 등 (2001)에 의하면 홍삼의 수용성 갈변물질이 아질산염소거능 및 돌연변이억제능이 있다고 보고한 것과 같 은 경향을 보여주었다. 이와 같이, 구기자에 백삼을 대체하여 추출물을 제조할 경우는 대부분의 기능성이 감소함을 볼 수 있었고, 홍삼을 대체할 경우는 ACE저해활성을 제외하고는 기 능성이 향상됨을 볼 수 있어 구기자 추출물 제조 시 홍삼을 20%만 대체하여도 구기자 추출물의 기능성이 향상된 제품 개 발이 가능할 것으로 생각된다.
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