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            초록
          
        

        
          
            Background
            The main useful components of ginseng are ginsenosides, acidic polysaccharides, and proteins. The aim of this study was to increase the extraction efficiency of thease useful components by changing the pH and homogenizing using a buffer solution.

          

          
            Methods and Results
            White ginseng powder (WGP) was first extracted with a 20 fold solution of citric acid-phosphate buffer (pH 3.0, 3.5, 4.0, 4.5, and 5.0) and distilled water at 80℃ for 5 hours by stirring in 550 rpm, and then each extract was homogenized with speed (0 to 15,000 rpm) and time (0 to 25 min). Total ginsenosides, acidic polysaccharide crude protein content and transmittance of WGP extract homogenized (12,500 rpm, 15 min) at pH 4.0 - pH 4.5 were 1.07 ㎎/㎖ - 1.10 ㎎/㎖, 0.85% - 0.87%, 0.96% - 0.99% and 36.53% - 40.21%, respectively, and were increased due to pH control and homogenization treatment compared to the untreated (distilled water extraction and no homogenization). The antioxidant activity such as 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) radical scavenging activity, 2,2'-azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid) (ABTS) radical scavenging activity, and ferric reducing/antioxidant power (FRAP) assay of the homogenized (12,500 rpm, 15 min) extract in the pH 4.0 - pH 4.5 was also increased compared to the untreated.

          

          
            Conclusions
            As a result, the extraction efficiency of useful components in White ginseng was simultaneously enhanced due to pH adjustment and homogenization treatment along with an increase in antioxidant activity.
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      서 언
      인삼 (Panax ginseng C. A. Meyer)은 오갈피나무과 (Araliaceae) 인삼 속 (Panax)에 속하는 다년생 초본류로서, 수천 년 동안 사용되어 온 대표적인 약용식물로서 (Son and Ryu, 2009), 현재 국내에서는 건강기능성 식품 중 매출액이 1조원이 넘는 제 1위의 자리매김을 하게 만든 작물이다 (MFDS, 2020).

      그러나 인삼은 백삼이 한방의학적 산물로 이용되어왔지만 주로 홍삼 제품이 거의 90% 이상을 차지하고 있게 되는데 이는 수삼은 저장성이 떨어지는 점을 보완하기 위하여 수삼을 증숙 후 건조하여 만든 홍삼이라는 제품이 1796년부터 시작하여 1853년도에는 홍삼 제조량이 25,000 근에 이르렀다고 전해질 정도로 홍삼 제조에 초점이 이루어져 오다가, 1996년 홍삼 전매법이 폐지된 이후로 민간기업체에서도 홍삼 제품을 제조 판매하기 시작하였다 (Kwak, 2019). 이러한 결과로 국내에서 2019년도를 기준으로 홍삼을 제외한 인삼제조 품목이 356개인 반면, 홍삼 제조 품목이 3,602 개에 이를 정도로 대부분 홍삼을 이용한 제품개발에만 집중되어져 오고 있다 (MFDS, 2020).

      홍삼의 경우 수삼을 증숙하는 과정에서 백삼에 함유되어있는 주된 진세노사이드인 Rg1 및 Re가 열처리에 의하여 일정량 소실됨과 동시에 진세노사이드 Rg2, Rk3 및 Rh4로 전환, 또는 진세노사이드 Rb1, Rb2, Rc 및 Rd가 진세노사이드 Rg3, Rk1 및 Rg5로 전환되어 신생사포닌을 형성한다고 보고되어지고 있다 (Oh et al., 2016; Bae et al., 2021).

      또한 홍삼 내 주요성분의 추출률을 높이기 위하여 고온 및 고압의 기능을 가진 extrusion 기술을 이용하여 진세노사이드 및 산성다당체 등 수용성 물질의 추출 수율을 높이는 연구 (Han et al., 2006; Jee et al., 2006; Chang and Ng, 2009) 등 물리적 공법으로 추출 수율을 높이는 연구 등이 보고되어 있다.

      그러나, 수삼, 백삼 및 홍삼 추출물에 대한 항당뇨 효과 (Kim et al., 1989), 항염증 효과 (Hyun et al., 2009), 항산화 활성 (Jeon et al., 2005), 암세포에 대한 독성 (Jung et al., 2000), 간보호 효과 (Seong et al., 2005) 등에 대한 비교 연구 결과 들을 보면 대부분 열수 추출이나 주정 추출물을 이용하여 비교 검토되고 있음을 볼 수 있다 (Nam, 1996).

      또한 백삼은 홍삼과 비교하여 증숙과 건조처리와 같은 가공 공정이 없기 때문에 생체 이용률이 높은 진세노사이드 조성 및 함량의 차이, 증숙 과정에서 생기는 maltol 성분이나 갈색화 물질 등이 존재하지 않아 홍삼보다 낮은 생리활성을 가지는 부분이 있다고 보고되고 있지만 (Seong et al., 2005; Jang et al., 2016), 인삼이 가지고 있는 고유의 성분들을 그대로 포함하고 있고 기타 말로닐기 진세노사이드, arginine과 같은 유리아미노산 같은 성분들은 홍삼에 함유되어 있는 성분보다 더 많은 함량을 가지고 있기 것으로 보고되고 있어 (Oh et al., 2016; Bae et al., 2021) 백삼 및 홍삼 모두가 각각 독특한 성분 조성적 특성과 생리활성 측면에서의 장점을 가지고 있다고 생각된다.

      따라서 백삼의 효율적 가치를 규명하고자 백삼에 대한 연구도 보고되고 있는데, 백삼 내 페놀산 성분의 분획 후 항산화 활성 효과 (Choi et al., 2006), 가공 방법을 따른 사포닌 및 유리당의 조성 변화 (Lee et al., 1996), 백삼 분말 압출성형물의 항산화 활성 증가 (Son and Ryu, 2009), trimetyltin으로 유도된 기억장애 휜쥐에서 백삼 분말의 신경보호 효과 (Lee et al., 2011), 백삼의 초고압 추출과 폴리올 추출에 의한 항염증 효과 및 항노화 효과 (Hong and Lyu, 2019), 백삼 추출물 조제에 의한 인지능 개선 효과 증진 (Lee et al., 2016) 등의 연구를 볼 수 있다.

      인삼은 대부분의 제품이 추출액 유형의 제품이 가장 비중을 많이 차지하고 있으며 (Park et al., 2007; MFDS, 2020), 이러한 추출액은 대부분 열수 추출과 주정 추출을 중심으로 이루어지고 있다. 또한 연구에 있어서도 인삼의 유효성분인 사포닌을 효율적으로 추출할 수 있는 주정을 이용한 추출 방법에 대한 연구가 많이 이루어져 있는 실정이다 (Choi et al., 2016).

      따라서, 인삼의 기능성 효과를 구명하기 위하여 각 용매별 분획물에 의한 기능성 효과를 보고 가장 효과 있는 분획물에 대하여 기능성 물질을 찾는 연구도 있지만 대부분 백삼이나 홍삼 추출물을 가지고 기능성 효과를 보는 연구들은 대부분 열수 추출이나 주정 농도별 추출을 하여 그 기능성을 보고 있다 (Choi et al., 1983; Jin et al., 2015; Lee et al., 2016).

      이러한 인삼의 유효성분에 관한 효율적인 추출 방법에 관한 연구는 사포닌 뿐만 아니라 비사포닌 계열의 유효성분 추출에 관한 연구로 확대되고 있는 바, 백삼이나 홍삼의 주정 추출박으로부터 산성다당체 등을 추출하여 주정 추출액과 혼합하여 품질을 향상시키고자 하는 연구 (Kang, 2001; Choi et al., 2016; Lee et al., 2016)와 인삼 내 비사포닌 성분들에 대한 연구 (Choi et al., 1985; Kwak and Kim, 1996; Kwak et al., 2005; Yang et al., 2006)도 보고되고 있어 사포닌 외에 비사포닌 계열의 유용성 물질을 함께 추출하는 방법이 필요하다고 생각된다.

      본 연구에서는 백삼의 이용가치를 향상시키기 위하여 분말 형태로 시료에 buffer를 이용하여 pH별로 추출한 후 균질화 처리할 경우 추출 시 소요되는 시간을 줄이는 반면에 진세노사이드 이외에 산성다당체나 단백질의 추출 효율을 동시에 높이고자 하였다.

    

    

  
    
      재료 및 방법
      
        1. 시험 재료
        실험에 사용된 백삼 (P. ginseng C. A. Meyer) 시료는 충청남도농업기술원 인삼약초연구소에서 재배한 4년근 수삼을 2019년 10월에 수확하여 세척, 동결건조 및 분쇄 과정을 거쳐 분말 형태로 가공한 것을 사용하였다.

      

      
        2. pH 및 균질화 처리조건에 의한 백삼 추출물의 조제
        0.01 M citric acid-phosphate buffer를 이용하여 pH를 3.0, 3.5, 4.0, 4.5 및 5.0으로 조제한 후 백삼 분말 10 g에 20 배량을 가하여 1차적으로 80℃에서 5 시간 동안 550 rpm의 속도로 교반하여 1차 추출액으로 제조하였으며, 대조구로는 pH 조절 없이 1차 증류수를 만을 이용하여 추출한 추출액을 비교하였다.

        서로 다른 pH를 가지는 buffer를 이용하여 제조한 1차 추출액을 대상으로 하여 균질화 처리가 추출물에 특성에 미치는 효과를 검정하기 위하여 1차 추출액에 서로 다른 균질속도와 균질시간을 적용하였으며 균질화 처리는 homogenizer (POLYTRON SYSTEM PT3100D, Kinematica. AG. Luzern, Swiss)를 이용하였고 균질속도는 0, 5,000, 7,500, 10,000, 12,500 및 15,000 rpm으로, 균질시간은 0, 5, 10, 15, 20 및 25 분으로 균질 처리하고 하룻밤 동안 정치한 후 상등액을 회수한 시료를 균질화 추출액으로 사용하였다.

      

      
        3. 색도 및 투과도 측정
        증류수 및 pH별로 추출한 1차 추출액 및 균질화 처리조건을 달리한 균질화 추출액의 색도 및 투과도는 색차계 (CM-3600d, Konica Minolta Inc., Osaka, Japan)를 이용하여 L값 (lightness), a값 (redness) 및 b값 (yellowness)으로 색도를 측정하였고, 균질화 처리조건에 따라 무처리에 대한 시료의 색도 변화는 dL, da, db 및 dE*ab (delta-E) 값으로 측정하였으며, 또 균질화처리에 따른 투과도는 660 ㎚에서 측정하여 1차 추출액 및 균질화 추출액의 투과도를 비교하였다.

      

      
        4. 진세노사이드 함량 측정
        증류수 및 pH별로 추출한 1차 추출액 및 균질화 처리조건을 달리한 균질화 추출액에서의 진세노사이드 함량을 비교 검정하기 위하여 각 추출액 10 ㎖에 HPLC용 메탄올 10 ㎖를 가하여 충분히 혼합한 후 산성다당체를 침전시키고 다시 상등액을 각각 membrane filter (0.20 ㎛ pore size, Whatman Co., Kent, UK)로 여과한 후, HPLC (Agilent 1200, Agilent technologies Inc., Santa Clara, CA, USA)에 10 ㎕씩 주입하여 진세노사이드를 분석하였다.

        분석에 사용한 칼럼은 YMC Pro C18 RS (YMC Co., Ltd., Kyoto, Japan)이었으며, 검출기는 DAD detector (at 203㎚, Agilent 1200, Agilent technologies Inc., Santa Clara, CA, USA)를 이용하여 분석하였고, 분석조건은 이동상으로 용매 A (water)와 용매 B (acetonitrile)를 사용하였으며 용매 B를 0분 (20%), 10분 (20%), 25분 (24%), 30분 (33%), 42분 (37%), 57분 (80%), 58분 (100%), 68분 (60%), 70분 (20%)의 조건으로 조정하였고 유속은 1.0 ㎖/min으로 고정하여 사용하였다.

        진세노사이드 표준시약으로는 백삼에서 많이 검출되는 Rg1을 포함하여 Rb1, Rb2, Rb3, Rc, Rd, Re, Rf 및 Rg2(Chengdu Biopurify Biochemicals Ltd., Chengdu, Sichuan, China) 등 9 종의 진세노사이드를 이용하였다 (Jo et al., 2011).

      

      
        5. 산성다당체 함량 측정
        산성다당체 함량 측정은 carbazole-sulfuric acid 방법으로 측정하였다 (Kwak and Kim, 1996).

        즉, 각 1차 추출액 및 균질화 추출액에 증류수를 가하여 50배로 희석시킨 용액 0.5 ㎖에 carbazole (0.1% in ethanol) 0.25 ㎖을 가해 잘 혼합하고, 진한 황산 3 ㎖을 가하였다. 수욕 상에서 85℃에서, 5 분간 가열한 다음 상온에서 15 분동안 방냉한 후 UV/Vis-spectrophotomether (X-ma 1200, Human Co., Ltd., Seoul, Korea)를 이용하여 525 ㎚에서 흡광도를 측정하여 함량을 결정하였다. 이때 blank는 carbazole 대신 ethanol을 사용하였다.

      

      
        6. 단백질 함량 측정
        pH별로 추출한 1차 추출액 및 균질화 추출액에 대한 단백질 함량은 Lowry법 (Lowry et al., 1951; 22. Yang et al., 2006)에 준하여 측정하였다.

        즉, 1차 추출액 및 균질화 추출액 0.5 ㎖에 0.5%의 CuSO4·5H2O와 1% Na3C6H5O7·2H2O가 함유된 용액과 0.1M NaOH에 2% Na2CO3가 함유된 용액을 1 : 50의 비율로 혼합 제조한 혼합액을 2.5 ㎖을 가하고 잘 혼화시킨 다음 실온에서 10 분간 방치하였다. 다시 이 혼합액에 1 N의 Folin-ciocalteu 시약 0.25 ㎖를 가하여 혼화시킨 다음 UV/Vis-spectrophotomether (X-ma 1200, Human Co., Ltd., Seoul, Korea)를 이용하여 750 ㎚에서 흡광도를 측정하여 단백질 함량을 측정하였다. 이때 단백질 정량을 위한 표준품으로는 bovine serum albumin을 이용하여 5 ㎍/㎖ - 100 ㎍/㎖의 농도로 조제한 후 검량선을 작성하여 시료 추출액의 단백질량을 측정하였다.

      

      
        7. DPPH radical 소거능 측정
        pH별로 추출한 1차 추출액 및 균질화 추출액의 2,2-dipheny-1-picryl hydrazyl (DPPH) 라디칼 소거능은 DPPH free radical 소거법을 변형하여 측정하였다 (Brand-Williams et al., 1995).

        1.5 × 10-4 M의 DPPH 용액 1 ㎖에 pH별로 추출한 1차 추출액 및 균질화 추출액을 0.01 ㎖의 액량 구배 기준으로 비첨가에서부터 1 ㎖까지 첨가하여 30 분간 방치한 후 517 ㎚에서 흡광도를 측정하여 초기 흡광도의 값에서 50%를 감소시키는데 필요한 추출액량으로 RC50을 구하여 추출액 사이의 DPPH radical 소거능을 비교하였다.

      

      
        8. ABTS radical 소거능 측정
        ABTS [2,2-azino-bis-(3-ethylbenzo-thiazoline-6-sulfonic acid)] radical 소거능은 ABTS radical cation decolorization 분석법을 이용하여 측정하였다 (Re et al., 1999).

        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 다음, 732 ㎚에서 흡광도가 1.0 이하가 되도록 phosphate saline buffer (PBS, pH 7.4)을 이용하여 희석한 것을 측정용 시약으로 이용하였다.

        희석된 ABTS․+용액 1 ㎖에 각 조건별로 추출한 1차 추출액 및 균질화 추출액을 0.01 ㎖의 액량 구배 기준으로 비 첨가에서부터 1 ㎖까지 첨가하여 30 분간 방치한 후 732 ㎚에서 흡광도를 측정하여 초기 흡광도의 값에서 50%를 감소시키는데 필요한 추출액량으로 RC50을 구하여 추출액 사이의 ABTS radical 소거능을 비교하였다.

      

      
        9. Ferric reducing antioxidant power (FRAP) 측정
        FRAP법에 의한 항산화활성은 Benizie와 Strain (1996)의 방법에 따라 pH 3.6의 0.3 M acetate buffer, 0.04 M HCl에 용해한 10 mM 2,4,6-tripyridyl-s-triazine (TPTZ) 용액 및 0.02 M 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 각 조건별로 추출한 백삼 추출물 0.5 ㎖ 및 증류수 2.5 ㎖을 가한 후 30℃의 항온기에서 10 분간 반응시킨 후 593 ㎚서 흡광도를 측정하였다. 추출액에 대한 환원력은 FeSO4·7H2O 시약을 이용하여 0.00 mM - 1.25 mM 범위의 표준액에 대한 흡광도를 측정하여 검량곡선을 만든 후 각 추출액의 흡광도를 FeSO4·7H2O μM로 환산한 값으로 환원력을 나타내었다.

      

      
        10. 통계분석
        본 실험에서 얻어진 결과는 자료 처리는 SAS EG (SAS Institute Inc., Cary, NC, USA) 프로그램을 이용하여 각 측정군의 평균과 표준편차를 산출하고, 5%과 1% 수준에서 Duncan’s Multiple Range Test (DMRT)로 유의성을 검정하였으며 (p < 0.05과 p < 0.01), 상관관계는 Pearson의 적률 상관계수 (Pearson’s correlation coefficient)를 이용하여 유의성을 표기하였다.

      

    

    

  
    
      결과 및 고찰
      
        1. pH 처리별에 따른 백삼 추출물의 색도 및 투과도
        서로 다른 pH를 가지는 buffer를 이용하여 제조한 1차 추출액에 대한 색도 및 투과도는 Table 1과 같다.

        
          Table 1. 
				
          

          
            Color and transmittance of White ginseng extracts treated under different pH conditions.
          
          

        

        
          
            
              	Extract
              	L
              	a
              	b
              	dL
              	da
              	db
              	dE
              	Transmittance (%, at 660 ㎚)
            

          
          
            	DW1)
            	97.80±0.41a
            	-0.93±0.04d
            	7.05±0.09e
            	-
            	-
            	-
            	-
            	98.12±0.68a
          

          
            	pH2)
            	3.0
            	90.24±1.52b
            	-0.41±0.02c
            	13.15±0.14c
            	-7.56±0.54
            	0.52±0.01
            	6.10±0.31
            	9.73±0.28
            	84.47±0.57c
          

          
            	3.5
            	86.05±0.97c
            	0.04±0.01b
            	17.16±0.22b
            	-11.75±0.47
            	0.97±0.02
            	10.11±0.37
            	15.53±0.24
            	77.87±0.41d
          

          
            	4.0
            	75.41±0.88d
            	1.79±0.17a
            	28.07±1.04a
            	-22.39±0.75
            	2.72±0.27
            	21.01±0.85
            	30.83±0.96
            	62.72±0.89e
          

          
            	4.5
            	93.99±0.22ab
            	-0.67±0.01cd
            	11.21±0.12cd
            	-3.81±0.31
            	0.26±0.02
            	4.16±0.28
            	5.64±0.21
            	91.78±0.57b
          

          
            	5.0
            	96.14±0.47a
            	-0.42±0.02c
            	9.92±0.09d
            	-3.22±0.24
            	0.19±0.01
            	3.58±0.25
            	3.62±0.18
            	95.65±0.51a
          

        

        
          
            1)DW; Stirrer (550 rpm) extraction with added 20 fold of distilled water per one gram of dried White ginseng powder extracted for 5 hours at 80 ℃. 2)pH; Stirrer (550 rpm) extraction with added 20 fold of 0.01 M citric acid-phosphate buffer from pH 3.0 to pH 5.0 for 5 hours at 80℃. Means value ± SD from triplicate separated experiments are shown (n = 3). *Means within a row followed by different letters indicate a significant difference by Duncan’s Multiple Range Test (DMRT) (p < 0.05).
          

        

        

        백삼 (P. ginseng C. A. Meyer)의 유효성분인 사포닌을 포함하여 산성다당체 및 단백질의 추출효율을 높이기 위하여 추출액을 pH를 달리하여 추출한 결과, pH 4.0의 buffer로 추출하였을 경우 L 값이 가장 낮았고 a 값과 b 값이 가장 높게 나타남을 볼 수 있었으며, pH 5.0의 buffer로 추출한 경우는 증류수로 추출한 액과 색도가 거의 비슷한 결과를 보여주었으며 투과도도 유의적인 차이가 크게 나지 않았음을 확인할 수 있었다 (Fig. 1).

        
          
          

          Fig. 1. 
				
          

          
            Color and turbidity of White ginseng extracts treated under different pH conditions.
            (A); Stirrer (550 rpm) extraction with added 20 fold of distilled water (DW) and 0.01 M citric acid-phosphate buffer from pH 3.0 to pH 5.0 for 5 hours at 80℃. (B); Extracts before and after homogenization treatment to White ginseng extracts under different pH conditions. 1)H; homogenized for 15 min at 12,500 rpm. 2)None-H; not homogenized.

          
          

          

        

        이는 buffer로 pH를 달리하여 백삼을 추출할 경우 대조구인 증류수로 추출하였을 경우보다 백삼 내 산성다당체와 같은 유용물질이 pH가 낮은 조건에서 용출되는 특성이 있으므로 (Cavdaroglu and Yemenicioglu, 2022) pH 조절 및 가열 처리에 의한 추출액에서 이러한 산성다당체가 탁도에 영향을 끼치는 것으로 생각되어진다. 이러한 결과는 Kim 등 (1995)이 보고한 바에 의하면 년근이 증가할수록 인삼 내 조단백질 및 산성다당체 등의 함량이 높아져서 추출액으로 제조하였을 경우 탁도가 증가한다고 보고한 것과 일치하는 경향을 보여주었다. 이와 같이 pH 처리에 따른 추출액의 현탁도의 차이가 나타나는 것은 추출액 내에 가지는 단백질과 인삼 중에 함유되어 있는 산성다당체 및 진세노사이드 등이 추출 시 가교결합을 하여 탁도가 형성되어 유화현상이 나타남을 볼 수 있었고 이는 산도가 높아지면 유화안정성이 저하된다고 보고한 것 (Baik et al., 2005; You et al., 2017)등을 보면 인삼 내 유효성분을 추출할 때 산성다당체와 단백질을 동시에 추출하고자 할 경우에는 pH 조절이 중요할 것으로 판단된다.

      

      
        2. pH 처리별에 따른 백삼 추출물의 총사포닌, 산당체 및 조단백질 함량
        서로 다른 pH를 가지는 buffer를 이용하여 제조한 1차 추출액를 대상으로 사포닌을 포함한 산성다당체 및 조단백질의 함량을 측정한 결과 총 진세노사이드함량은 pH 4.5에서, 산성다당체 함량은 pH 4.0 - pH 4.5에서, 조단백질 함량은 pH 4.0에서 가장 많은 함량을 보여 각각 20 배 추출액에 1.068 ㎎/㎖, 0.81% 및 0.84%를 함유하고 있음을 보여주었다 (Fig. 2).

        
          
          

          Fig. 2. 
				
          

          
            Total ginsenoside, acidic polysaccharide and crude protein content of White ginseng extracts under different pH conditions.
            Stirrer (550 rpm) extraction with added 20 fold of distilled water (DW) and 0.01 M citric acid-phosphate buffer from pH 3.0 to pH 5.0 for 5 hours at 80 ℃. Control; extracted with 50% ethanol at same condition. T - G; total ginsenoside content, ASP; acidic polysaccharide content, CP; crude protein content of extracts extracted by 20 times, respectively. Each value presents the means ± SD (n = 3), *Means within a row followed by the different letters indicate a significant difference by Duncan’s Multiple Range Test (DMRT) (p < 0.05).

          
          

          

        

        이는 일반적으로 증류수로 추출한 경우와 비교할 경우 총 진세노사이드, 산당체 및 조단백질 함량이 각각 1.00 ㎎/㎖, 0.75% 및 0.70%보다 높게 추출됨을 볼 수 있었으며 산도가 가장 낮게 추출한 pH 3.0에서의 추출액에서는 3 종의 유효성분 모두 가장 낮은 추출률을 보여주었다. 또한 사포닌 추출에 많이 애용되고 있는 주정 추출을 대조하기 위하여 50% 주정 추출을 같은 조건으로 추출하여 비교한 결과 사포닌은 1.125 ± 0.004 ㎎/㎖, 산성다당체는 0.201 ± 0.014% 및 조단백질은 0.409 ± 0.024%의 함량을 보였다.

        총 진세노사이드 함량은 증류수 및 pH 조절에 의한 추출보다 높았으나 산성다당체 및 조단백질 함량은 훨씬 낮은 함량을 보였다. 일반적으로 인삼은 열수 추출이나 주정 추출을 하게 되는데 이 때, 주정 추출을 하게 되면 지용성 물질의 추출 효율은 높아지나 (Choi et al., 1983) 기타 산성다당체와 같은 물질은 추출액에 함께 추출되어져 나오지 않기 때문에 (Lee and Do, 2002; Choi and Hwang, 2011) 여러 가지 유효물질을 동시에 추출하는 효율은 낮아지는 결과를 가져온다.

        따라서 본 실험에서 추출 시 pH를 달리하여 추출하여 본 결과 pH에 따라 사포닌을 포함한 산당체 및 조단백질의 함량에 차이가 나는 것을 볼 수 있었으며 주정 추출에 의한 것이 총 진세노사이드 추출은 우수한 결과를 보여주었으나 산성다당체 및 조단백질 함량은 추출 효율이 낮음을 나타내는 경향을 보여주어 pH 처리에 의하여 추출함으로서 총 진세노사이드 추출은 다소 낮은 추출율을 보여주었으나 산성다당체 및 조단백질 성분의 추출은 효율적임을 볼 수 있었다.

      

      
        3. 균질화 처리에 따른 백삼 추출물의 이화학적 특성
        
          3.1. 균질화 속도별 백삼 추출물의 총사포닌, 산성다당체, 조단백질 함량 및 투과도
          서로 다른 pH를 가지는 buffer를 이용하여 제조한 백삼의 1차 추출액 중 일반적인 증류수로 추출한 시료 (DW) 보다 총 진세노사이드, 산성다당체 및 조단백질 함량이 높았던 처리구인 pH 4.0과 pH 4.5의 백삼 1차 추출액을 대상으로 균질화 속도를 달리하여 10 분간 처리하여 얻어진 균질화 추출액에 대하여 이화학적 특성을 분석한 결과, 총 진세노사이드 함량은 pH 4.5 백삼 1차 추출액에서 균질화 속도 7,500 rpm 까지는 함량이 약간 증가하는 경향이었지만 균질화 속도 처리에 따른 유의적인 차이는 보이지 않았고, pH 4.0 백삼 1차 추출액에서는 균질화 속도 12,500 rpm까지 증가하는 경향을 보이다가 균질화 속도 15,000 rpm에서는 약간 감소하는 경향을 보였다.

          산성다당체 함량은 균질화 속도 처리 유무에 따라 그 함량에 유의적인 차이를 보였으며 pH 4.0과 4.5 처리구에서 7,500 rpm 이상의 속도로 10 분간 처리함으로서 함량이 증가하는 것을 볼 수 있었다.

          조단백질 함량은 pH 4.0의 백삼 1차 추출액은 균질 처리에 의하여 추출 함량이 높아지는 경향을 보였으며 12,500 rpm 처리 시 추출 함량이 가장 높아지는 것을 볼 수 있었다. 또 투과도는 1차 추출 처리 시 pH의 영향을 많이 받는 것을 볼 수 있었으며, pH 4.0과 pH 4.5 백삼 1차 추출액에서 12,500 rpm 이상 처리 시 가장 낮은 값을 보였다 (Fig. 3).

          
            
            

            Fig. 3. 
				
            

            
              Total ginsenoside, acidic polysaccharide, crude protein content (A) and transmittance (B) of White ginseng extract according to the homogenization speed.
              DW, pH 4.0 and pH 4.5 were extracted by stirrer (550 rpm) with added 20 fold of distilled water and 0.01 M citric acid-phosphate buffer pH 4.0 and pH 4.5 before homogenization. T - G; total ginsenoside content (㎎/㎖), ASP; acidic polysaccharide content (%), CP; crude protein content of extracts extracted by 20 times (%), TM; Transmittance at 660 ㎚ (%). Mean value ± SD from triplicate separated experiments are shown (n = 3). *Means within a row followed by different letters indicate a significant difference by Duncan’s Multiple Range Test (DMRT) (p < 0.05).

            
            

            

          

          Cavdaroglu와 Yemenicioglu (2022)에 의하면 산성다당체와 단백질의 함량에 차이로 의하여 에멀젼이 생기는 정도가 달라 투과도에 차이를 보인다고 한 결과와 같이 본 연구에서도 pH 처리와 균질화 처리에 의하여 조단백질 함량이 높아지는 것을 볼 수 있었으며, 또 산성다당체와 조단백질이 균질화 처리에 의하여 추출 시 에멀젼이 형성되어 탁도가 높아진다는 것을 투과도가 낮아지는 결과로 확인하였다. 또 1차적으로 80℃에서 550 rpm으로 stirring하여 추출한 백삼 1차 추출액의 경우 산도가 낮을수록 탁도가 증가하는 것을 볼 수 있었으며 (Fig. 1) 백삼 1차 추출액을 균질화한 경우도 pH 4.0 및 4.5에서 탁도가 증가하여 에멀젼이 형성되는 것을 볼 수 있었다.

          각 pH 처리 별로 추출한 백삼 1차 추출액을 대상으로 균질화 속도를 달리하여 10 분간 처리하여 얻어진 균질화 추출액을 대상으로 총 진세노사이드, 산성다당체 및 조단백질 함량과 투과도에 대한 상관관계를 분석해본 결과 유용성분의 함량과 투과도가 상관관계로 나타남을 볼 수 있었으며 특히 투과도에 더 밀접한 상관관계를 보였고, 대조구인 증류수로만 추출한 액에서는 균질화 속도가 모든 유용성분 추출에 더욱 높은 상관관계를 나타내었으며 pH 4.5에서는 특히 조단백질 함량에 대하여 높은 상관관계 (r = 0.97, p < 0.01)를 나타내었고 조단백질 함량과 투과도가 밀접한 관계를 나타내고 있음을 확인하였다 (Table 2).

          
            Table 2. 
				
            

            
              Pearson's correlation coefficients among physicochemical properties in White ginseng extract according to the homogenization speed.
            
            

          

          
            
              	DW
              	HS1) (rpm)
              	T-G2) (㎎/㎖)
              	APS3) (%)
              	CP4) (%)
              	TM5) (%)
            

            
              	HS (rpm)
              	1.00
              	
              	
              	
              	
            

            
              	T-G (㎎/㎖)
              	0.97**
              	1.00
              	
              	
              	
            

            
              	APS (%)
              	0.94**
              	0.96**
              	1.00
              	
              	
            

            
              	CP (%)
              	0.96**
              	0.98**
              	0.99**
              	1.00
              	
            

            
              	TM (%)
              	-0.97**
              	-0.95**
              	-0.88*
              	-0.90**
              	1.00
            

            
              	pH 4.0
              	HS (rpm)
              	T-G (㎎/㎖)
              	APS (%)
              	CP (%)
              	TM (%)
            

            
              	HS (rpm)
              	1.00
              	
              	
              	
              	
            

            
              	T-G (㎎/㎖)
              	0.78*
              	1.00
              	
              	
              	
            

            
              	APS (%)
              	0.79*
              	0.94**
              	1.00
              	
              	
            

            
              	CP (%)
              	0.61
              	0.54
              	0.56
              	1.00
              	
            

            
              	TM (%)
              	-0.95**
              	-0.80*
              	-0.90**
              	-0.65
              	1.00
            

            
              	pH 4.5
              	HS (rpm)
              	T-G (㎎/㎖)
              	APS (%)
              	CP (%)
              	TM (%)
            

            
              	HS (rpm)
              	1.00
              	
              	
              	
              	
            

            
              	T-G (㎎/㎖)
              	0.59
              	1.00
              	
              	
              	
            

            
              	APS (%)
              	0.86*
              	0.84*
              	1.00
              	
              	
            

            
              	CP (%)
              	0.97**
              	0.76*
              	0.93**
              	1.00
              	
            

            
              	TM (%)
              	-0.94**
              	-0.70*
              	-0.82*
              	-0.96**
              	1.00
            

          

          
            
              1)HS; Homogenization treatment by different speeds for 15 minutes to stirrer (550 rpm) extraction with added 20 fold of distilled water (DW) and 0.01 M citric acid-phosphate buffer pH 4.0 and pH 4.5. 2)T - G; total ginsenoside content (㎎/㎖). 3)ASP; acidic polysaccharide content (%). 4)CP; crude protein content of extracts extracted by 20 times (%). 5)TM; Transmittance at 660 ㎚ (%). Asterisks indicate significant differences at 5% and 1% respectively by Pearson’s correlation coefficient (*p < 0.05 and **p < 0.01).
            

          

          

        

        
          3.2. 균질화 시간별 백삼 추출물의 총사포닌, 산성다당체, 조단백질 함량 및 투과도
          pH 4.0과 pH 4.5의 백삼 1차 추출액을 대상으로 균질화 속도를 달리하여 10 분간 처리하여 얻어진 균질화 추출액 중 유의적으로 총 진세노사이드, 산성다당체 및 조단백질 함량이 높았던 12,500 rpm의 균질화 속도에서 균질화 시간을 달리하여 추출한 추출액에 대하여 이화학적 특성을 분석한 결과, 균질화 처리 시간이 15 분 이상에서는 모든 함량 및 투과도에 유의적인 차이를 나타내지 않고 있어 12,500 rpm에서 15 분 정도의 균질 처리로 백삼 내의 총 진세노사이드 및 기타 성분들이 거의 추출되어짐을 확인하였다 (Fig. 4).

          
            
            

            Fig. 4. 
				
            

            
              Total ginsenoside, acidic polysaccharide, crude protein content (A) and transmittance (B) of White ginseng extract according to the homogenization time.
              DW, pH 4.0 and pH 4.5 were extracted by stirrer (550 rpm) with added 20 fold of distilled water and 0.01 M citric acid-phosphate buffer pH 4.0 and pH 4.5 before homogenization. T - G; total ginsenoside content (㎎/㎖), ASP; acidic polysaccharide content (%), CP; crude protein content of extracts extracted (%), TM; Transmittance at 660 ㎚ (%). Mean value ± SD from triplicate separated experiments are shown (n = 3). *Means within a row followed by different letters indicate a significant difference by Duncan’s Multiple Range Test (DMRT) (p < 0.05).

            
            

            

          

          또, 12,500 rpm의 균질화 속도에서 균질화 처리 시간에 따른 유용성분과 투과도에 대한 상관관계를 본 결과, 증류수 추출액에서는 균질화 시간에 따라 총 진세노사이드 및 조단백질 함량에 밀접한 상관관계를 보였으며 탁도에는 산성다당체와 조단백질 함량이 상관관계를 보여주었다. 따라서 pH 처리에 관계없이 조단백질 함량에 가장 밀접한 관계 (r = 0.93 - r = 0.95, p < 0.01)를 보였고, 산성다당체와 투과도에 밀접한 관계 (r = 0.98 - r = 0.99, p < 0.01)를 보여주었다 (Table 3). pH 4.0과 pH 4.5의 백삼 1차 추출액에서는 균질화 처리 시간과 조단백질 함량에 밀접한 관계를 보였고 특히 pH 4.5의 백삼 1차 추출액에서는 탁도가 산성다당체 뿐만(r = 0.99, p < 0.01)이 아니라 조단백질 함량에도 밀접한 관계(r = 0.94, p < 0.01)를 보였다.

          
            Table 3. 
				
            

            
              Pearson's correlation coefficients among physicochemical properties in White ginseng extract according to the homogenization time.
            
            

          

          
            
              
                	DW
                	HS1) (rpm)
                	T-G2) (㎎/㎖)
                	APS3) (%)
                	CP4) (%)
                	TM5) (%)
              

            
            
              	HT (min)
              	1.00
              	
              	
              	
              	
            

            
              	T-G (㎎/㎖)
              	0.90**
              	1.00
              	
              	
              	
            

            
              	APS (%)
              	0.84*
              	0.76*
              	1.00
              	
              	
            

            
              	CP (%)
              	0.95**
              	0.79*
              	0.90**
              	1.00
              	
            

            
              	TM (%)
              	-0.77*
              	-0.75*
              	-0.98**
              	-0.92**
              	1.00
            

            
              	pH 4.0
              	HT (min)
              	T-G (㎎/㎖)
              	APS (%)
              	CP (%)
              	TM (%)
            

            
              	HT (min)
              	1.00
              	
              	
              	
              	
            

            
              	T-G (㎎/㎖)
              	0.88*
              	1.00
              	
              	
              	
            

            
              	APS (%)
              	0.88*
              	0.89*
              	1.00
              	
              	
            

            
              	CP (%)
              	0.94**
              	0.94**
              	0.84*
              	1.00
              	
            

            
              	TM (%)
              	-0.84*
              	-0.84*
              	-0.98**
              	-0.82*
              	1.00
            

            
              	pH 4.5
              	HT (min)
              	T-G (㎎/㎖)
              	APS (%)
              	CP (%)
              	TM (%)
            

            
              	HT (min)
              	1.00
              	
              	
              	
              	
            

            
              	T-G (㎎/㎖)
              	0.64
              	1.00
              	
              	
              	
            

            
              	APS (%)
              	0.73*
              	0.79*
              	1.00
              	
              	
            

            
              	CP (%)
              	0.93**
              	0.83*
              	0.89*
              	1.00
              	
            

            
              	TM (%)
              	-0.81*
              	-0.84*
              	-0.99**
              	-0.94**
              	1.00
            

          

          
            
              1)HT; Homogenization treatment by different times at 12,500 rpm to stirrer (550 rpm) extraction with added 20 fold of distilled water (DW) and 0.01 M citric acid-phosphate buffer pH 4.0 and pH 4.5. 2)T - G; total ginsenoside content (㎎/㎖). 3)ASP; acidic polysaccharide content (%). 4)CP; crude protein content of extracts extracted by 20 times (%). 5)TM; Transmittance at 660 ㎚ (%). Mean value ± SD from triplicate separated experiments are shown (n = 3). Asterisks indicate significant differences at 5% and 1% respectively by Pearson’s correlation coefficient (*p < 0.05 and **p < 0.01).
            

          

          

        

      

      
        4. pH 및 균질화 처리에 의한 백삼 추출물의 진세노사이드 조성 및 함량 비교
        Buffer를 이용하여 pH별로 제조한 백삼의 1차 추출액을 대상으로 최적화된 균질화 속도와 시간 (12,500 rpm, 15 min)을 적용하여 얻어진 백삼 추출액에 대한 진세노사이드 조성 및 함량을 분석한 결과 진세노사이드의 종류에 따라 함량이 미미하게 차이가 나는 것을 볼 수 있었다.

        백삼에서 ginsnoside Rb1, Rg1, Re 및 Rc가 주로 많이 함유되어있는데 pH 및 최적화된 균질화 처리조건에 의해 더 많이 추출되어지는 진세노사이드는 사포닌 구조에 당이 많이 붙어있는 것을 특징을 가진 Rb1과 Rc로 나타났다. Kim 등 (2011)에 의하면 홍삼에 malic acid를 0.1 M를 첨가하여 추출하는 경우 triol계 사포닌인 Rb1, Rg2, Rf 및 Rg3 등이 더 높은 수준으로 추출되었다고 보고한 것과 비슷한 경향을 보여 사포닌 구조에 따라 pH 변화가 유용성분 추출에 영향을 끼치는 것을 확인할 수 있었다 (Table 4).

        
          Table 4. 
				
          

          
            Ginsenosides content of White ginseng extracts by pH and homogenization condition.
          
          

        

        
          
            
              	Ginsenosides (㎎/㎖)
              	Extract condition1)
            

            
              	DW
              	pH 4.0
              	pH 4.5
            

            
              	None-H
              	H
              	None-H
              	H
              	None-H2)
              	H3)
            

          
          
            	Rg1
            	0.17±0.00
            	0.17±0.01
            	0.18±0.01
            	0.18±0.02
            	0.17±0.01
            	0.18±0.01
          

          
            	Re
            	0.20±0.01
            	0.20±0.01
            	0.20±0.00
            	0.20±0.02
            	0.20±0.00
            	0.20±0.00
          

          
            	Rf
            	0.06±0.01
            	0.06±0.01
            	0.06±0.00
            	0.06±0.01
            	0.06±0.00
            	0.06±0.01
          

          
            	Rb1
            	0.29±0.01b
            	0.32±0.02ab
            	0.32±0.00a
            	0.33±0.01a
            	0.34±0.01a
            	0.34±0.01a
          

          
            	Rg2
            	0.02±0.00
            	0.02±0.00
            	0.02±0.00
            	0.02±0.01
            	0.02±0.01
            	0.03±0.02
          

          
            	Rc
            	0.19±0.02
            	0.21±0.01
            	0.20±0.01
            	0.20±0.01
            	0.21±0.00
            	0.22±0.01
          

          
            	Rb2
            	0.03±0.01
            	0.04±0.02
            	0.03±0.01
            	0.03±0.02
            	0.03±0.02
            	0.04±0.01
          

          
            	Rb3
            	0.01±0.01
            	0.01±0.02
            	0.01±0.00
            	0.01±0.01
            	0.01±0.01
            	0.01±0.02
          

          
            	Rd
            	0.02±0.02
            	0.02±0.00
            	0.02±0.01
            	0.02±0.01
            	0.02±0.02
            	0.02±0.02
          

          
            	Total
            	1.00±0.01b
            	1.06±0.02ab
            	1.04±0.02b
            	1.07±0.02a
            	1.07±0.01a
            	1.10±0.02a
          

        

        
          
            1)Extract condition; Homogenization treatment of optimal condition (15 min at 12,500 rpm) on stirrer (550 rpm) extraction with added 20 fold of distilled water (DW) and 0.01 M citric acid-phosphate buffer pH 4.0 and pH 4.5 for 5 hours at 80℃. 2)None-H; not homogenized, 3)H; homogenized for 15 min at 12,500 rpm. Means value ± SD from triplicate separated experiments are shown (n = 3). *Means within a row followed by different letters indicate a significant difference by Duncan’s Multiple Range Test (DMRT) (p < 0.05).
          

        

        

      

      
        5. pH 및 균질화 처리에 의한 백삼 추출물의 항산화활성
        Buffer를 이용하여 pH별로 제조한 백삼의 1차 추출액의 경우 pH의 변화 없이 증류수로 추출한 추출액과 비교하여, DPPH 및 ABTS 라디칼 50% 감소시키는 데 요구되는 양이 절반 이하로 감소하여 라디칼 소거활성이 증가된 것을 확인할 수 있었으며 FRAP 활성도 증가되는 것을 확인하였다. 또 최적화된 균질화 속도와 시간 (12,500 rpm, 15 min)을 적용하는 경우 pH의 변화 없이 증류수로 추출한 추출액에서도 균질화 처리에 의해서 항산화 활성이 증가되는 것을 확인할 수 있었을 뿐 아니라 서로 다른 pH를 가지는 buffer를 이용하여 제조한 백삼의 1차 추출액을 대상으로 최적화된 균질화 속도와 시간 (12,500 rpm, 15 min)을 적용하는 경우 더 유의적인 차이로 항산화 활성이 증가되는 결과를 나타내었다.

        DPPH라디칼 소거능은 pH 4.0과 pH 4.5의 백삼 1차 추출액에 최적화된 균질화 속도와 시간 (12,500 rpm, 15 min)을 적용하는 경우 항산화 활성이 유의적인 증가하였고, ABTS 라디칼 활성은 pH 4.0의 백삼 1차 추출액에 균질화 처리를 하는 것보다 pH의 변화 없이 증류수 추출한 추출액에 균질화 처리를 하는 것과 pH 4.5의 백삼 1차 추출액에 균질화 처리를 하는 경우 활성이 유의적으로 증가하였다. 또한 FRAP의 경우 pH 4.0의 백삼 1차 추출액에 균질화 처리를 하는 것에서 유의적으로 활성이 증가하는 것을 확인할 수 있었다 (Table 5).

        
          Table 5. 
				
          

          
            Antioxidant activities of White ginseng extracts by pH and homogenization condition.
          
          

        

        
          
            
              	Extract
              	Homogenization treatment
              	Antioxidant activities
            

            
              	DPPH5) (RC50, ㎕/㎖)
              	ABTS6) (RC50, ㎕/㎖)
              	FRAP7) (μM/㎖)
            

          
          
            	DW1)
            	None-H3)
            	642.7±2.8a
            	420.1±6.4a
            	310.4±9.8c
          

          
            	H4)
            	625.5±5.2a
            	358.4±10.2b
            	282.9±14.2d
          

          
            	pH2)
            	4.0
            	None-H
            	371.2±4.5b
            	300.7±4.2c
            	378.5±5.8b
          

          
            	H
            	324.8±9.8c
            	267.4±6.7cd
            	418.2±10.8a
          

          
            	4.5
            	None-H
            	330.7±2.8c
            	280.4±5.3c
            	412.7±8.9a
          

          
            	H
            	275.6±6.7d
            	203.9±8.4d
            	433.8±12.6a
          

        

        
          
            1)DW; Stirrer (550 rpm) extraction with added 20 fold of distilled water per one gram of dried White ginseng powder extracted for 5 hours at 80℃. 2)pH; Stirrer (550 rpm) extraction with added 20 fold of 0.01 M citric acid-phosphate buffer pH 4.0 and pH 4.5 for 5 hours at 80℃. 3)None-H; not homogenized, 4)H; homogenized for 15 min at 12,500 rpm. 5)Amount of extracts required to reduce by 50% of 2,2-diphenyl-1-picryl hydrazyl (DPPH) radical scavenging activity. 6)Amount of extracts required to reduce by 50% of 2,2-azino-bis-(3- ethylbenzo-thiazoline-6-sulfonic acid (ABTS) radical scavenging activity. 7)Ferric reducing antioxidant power. Mean value ± SD from triplicate separated experiments are shown (n = 3). Means within a row followed by different letters indicate a significant difference by Duncan’s Multiple Range Test (DMRT, *p < 0.05).
          

        

        

        이상의 결과를 통하여 pH 조절 및 균질화 처리를 적절히 할 경우 백삼이 가지고 있는 항산화 활성을 향상되어짐을 확인하였으며 또한 추출되는 유용물질인 진세노사이드, 산당체 및 조단백질도 그 함량이 증대됨을 확인할 수 있었다 (Fig. 1, Fig. 2 and Fig. 3).

        반면 대부분 항산화 활성의 증대는 추출물이 가지고 있는 총 폴리페놀 함량과 총 플라보노이드 함량과 연관성을 나타낸다고 보고되어지고 있어 (Decker, 1995.; Urquiaga and Leighton, 2000; Choi et al., 2006; Son and Ryu, 2009; Dai and Mumpe, 2010) 향후 이러한 pH 조절 및 균질화 처리에 따른 총 폴리페놀 함량과 총 플라보노이드 함량의 변화를 확인할 필요성이 있다고 생각되어지며, 특히 산성다당체의 경우 면역 활성과 같은 기능성을 주로 나타내고 있어 ( Kim et al., 1997; Park et al., 2000; Park et al., 2001) 앞으로 이러한 pH 조절 및 균질화 처리에 의해 추출된 추출물에 대한 항염 활성 등을 검정할 필요가 있을 것으로 생각된다.
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