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            초록
          
        

        
          This study sought to investigate the antioxidant and immune-stimulatory effects of different Curcuma longa (C. longa) extracts based on their color (random, light, medium, dark orange), the soil of cultivation (clay, granite), drying temperature (50∼80℃), and extraction methods (water, ethanol). The antioxidant factors of C. longa were determined by the total phenolic content and DPPH and ABTS radical scavenging activities. The nitric oxide (NO) production of the macrophage cell line (RAW264.7) and the proliferation of splenocytes were investigated to assess the immune-enhancing effects of C. longa. The antioxidant activity was higher in the dark color and the ethanol extracts. All the types of extracts were nontoxic and enhanced the production of NO in RAW264.7 at less than 250 μg/mL of C. longa. When mouse splenocytes were exposed to various concentrations of hot water or ethanol extracts of C. longa with media, concanavalin A (Con A), lipopolysaccharide (LPS), and cyclophosphamide (CPA), their proliferation increased. Specifically, the 70% ethanol extract of C. longa showed the highest levels of splenocyte proliferation among all samples. These results suggest that the antioxidant and immune-stimulating activities of C. longa were most affected by the extracting solvent rather than color, soil in which it was cultured, and drying temperature. Appropriate extraction methods for C. longa should be researched further to develop good healthy foods with high antioxidant and immune-enhancing activities.
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      서 론
      전 세계적으로 건강에 대한 소비자 인식이 높아지면서 기능성 식품에 대한 관심이 증가하고 있다. 건강한 삶을 바라지만 서구화된 식생활, 스트레스 등에 의한 만성질환의 발병률이 높아짐에 따라 질병의 예방 및 개선을 위해 항산화 및 면역 활성 증진 효과를 가진 기능성 식품소재와 다양한 제품 개발에 대한 연구가 진행되고 있다(Jeong IS 등 2019).

      인체는 자연스러운 대사과정에서 활성산소를 생성하며, 활성산소는 염증 발생 및 유전자 손상에 따른 단백질 손상을 유발하고, 생리적 기능 저하로 인한 각종 질병과 노화의 원인이 되고 있다(Seo HJ 등 2018; Lim HJ 2021). 한편, 면역체계는 외부에서 유입되는 다양한 감염원으로부터 인체를 보호하기 위한 방어 작용으로(Lee EB 등 2020), 백혈구, 대식세포, 자연살해세포 등 다양한 면역세포들 간의 상호작용에 의해 유지된다. 특히 대식세포는 NO(nitric oxide)와 염증성 사이토카인인 TNF-α, IL-β, IL-6 등을 생산하여 면역조절에 중요한 역할을 하는 것으로 알려져 있다(Heo SI & Jung SM 2021).

      강황(Curcuma longa Linn. 또는 tumeric)은 생강과에 속하는 다년생 초본 식물로 대한민국, 인도, 중국, 태국, 인도네시아, 일본 등에서 재배되고 있다(Sung KC 2011). 강황의 재배환경은 20∼30℃의 온난 다습한 기후가 적합하고 풍부한 일조량과 배수가 잘 되는 비옥한 토양에서 잘 자라는 것으로 알려져 있다(Sung KC 2011). 구조상으로 볼 때 크게 덩이뿌리를 뜻하는 울금과 뿌리와 줄기를 일컫는 강황을 포함하고 있으며, 울금은 오렌지색 그리고 강황은 진한 노란색을 띤다고 알려져 있다(Youn SJ 등 2020). 강황은 탄수화물, curcumin, demethoxycurcumin, bisdemethoxycurcumin 등의 정유성분을 함유하고 있고(Chae YB 등 2012; Ra HN & Kim HY 2016; Ha HY 2020), 항산화, 항염, 항암, 심혈관 질환 예방 등 다양한 효능이 보고되었다(Sung KC 2011; Chae YB 등 2012; Ha HY 2020; Youn SJ 등 2020).

      그러나 이렇게 다양한 기능성에도 불구하고, 강황은 일부 단순가공품으로 활용되고 있을 뿐이며, 생산량에 비해 소비량이 매우 적은 실정이다. 또한 강황의 색, 재배법, 건조 온도 및 추출 방법에 따라 성분과 기능성이 다를 것으로 예상되나 소재 특이성에 대한 비교 연구가 없어 제품 개발이 어려운 상황이다. 따라서 본 연구에서는 강황의 기능성에 영향을 줄 수 있는 주요 요소로서 강황의 색, 재배 토양, 건조 온도 및 추출 방법(열수, 주정 농도)을 선정하고, 최근 관심이 증가하고 있는 항산화 및 면역 활성 증진 효과를 비교하였다.

    

    

  
    
      재료 및 방법
      
        1. 강황 추출물의 준비
        연구에 사용된 강황은 전라남도 진도군에 소재한 여러 강황 재배 농가에서 구입하였고, 증거 표본은 국립농업과학원에 보관하였다. 보통 강황은 부위에 따라 3가지 색깔을 갖고 있으며, 시료 절단시 밝은 주황, 중간 주황, 진한 주황 3가지 색으로 구분된다. 본 연구에서는 스크린을 위해 강황 전체 부위(랜덤)와 색깔별 3종을 포함한 총 4종의 시료, 재배 토양(점질토, 마사토) 및 건조 온도별(50℃, 60℃, 70℃, 80℃) 시료들을 dimethyl sulfoxide(DMSO, Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO, USA)에 녹여 추출물로 사용하였다. 한편, 추출 용매에 의한 영향을 비교하기 위해 일반(랜덤) 강황을 열수(10배, 30배)와 주정(30%, 50%, 70% 수준에서 시료의 10배)으로 추출하였다. 열수와 주정 추출물은 filter paper(NO. 6, ADVANTEC, Tokyo, Japan)를 이용하여 여과하고, 감압농축기(N-1000, EYELA, Tokyo, Japan)로 농축한 후 동결 건조하여 사용하였다.

      

      
        2. 항산화 효과 평가
        
          1) 총 페놀성 화합물
          강황 추출물 시료 20 μL를 96 well plate에 넣고 증류수 80 μL를 가한 후, 40 μL의 Folin-Ciocalteu’s phenol reagent(Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO, USA)를 첨가하여 3분간 실온에 방치하였다. 10%의 Na2CO3 용액을 60 μL 첨가하고 실온에서 2시간 반응시킨 후 725 nm에서 흡광도를 측정하였다. 표준물질로는 gallic acid(Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO, USA)를 사용하여 표준 곡선을 구해 정량하였다(Song BN 등 2020).

        

        
          2) DPPH 라디칼 소거능
          강황 추출물 시료 50 μL에 0.2 mM 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl(DPPH, Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO, USA) 용액 200 μL를 넣고 혼합한 뒤 상온에서 30분간 반응시킨 후 517 nm에서 흡광도를 측정하였다. Sample blank는 증류수에 녹인 시료이며, control은 DPPH solution을 사용하였다. 추출물의 DPPH 라디칼 소거능 비교를 위해 대조군으로 L-ascorbic acid(Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO, USA)를 사용하였다(Song BN 등 2020).
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          3) ABTS 라디칼 소거능
          7.4 mM 2,2’-azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid) diammonium salt(ABTS, Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO, USA)와 2.6 mM potassium persulfate를 1:1로 혼합하여 24시간 보관하고 라디칼을 형성시킨 다음에, 실험 직전 용액을 760 nm에서 흡광도가 0.7∼0.75가 되도록 증류수로 희석하여 사용하였다. 희석된 용액 200 μL에 추출물 50 μL를 넣고 암소에서 10분간 반응시킨 후 760 nm에서 흡광도를 측정하였다(Song BN 등 2020). Sample blank는 증류수에 녹인 시료이며, control은 ABTS solution을 사용하였다.
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        3. 면역 증진 효과 평가
        
          1) 세포 배양
          RAW264.7 세포는 한국세포주은행(Korean Cell Line Bank, Seoul, Korea)에서 구입하여 사용하였다. 세포는 10% heat inactivated fetal bovine serum(FBS, GenDEPOT, Katy, TX, USA)과 1% penicillin-streptomycin solution(HyClone, Cytiva, Utah, USA)이 포함된 Dulbecco’s modified Eagle’s media(DMEM, GenDEPOT) 배지를 사용하여 37℃, 5% CO2 incubator에서 배양하였다. 배양용 플라스크에서 RAW264.7 세포를 배양하고 약 80% 이상 밀집하면 부착된 세포를 떼어낸 후 실험에 사용하였다.

        

        
          2) 세포 생존율
          RAW264.7 세포를 2 × 105 cells/mL의 농도로 96 well plate에 100 μL씩 분주하여 37℃, 5% CO2 incubator에서 4시간 배양하였다. Phosphate buffered saline(PBS)을 이용하여 10 mg/mL 농도로 제조한 시료를 0.2 μm 필터(Syringe Filter, PVDF filter media, Whatman, Cytiva)로 여과시켰다. 세포 생존율 실험 직전에 배지로 추출물을 농도별(15.6, 31.3, 62.5, 125, 250 μg/mL)로 희석하고 세포에 추출물을 처리하였다. RAW264.7의 세포 생존율은 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-carboxymethoxyphenyl)-2-(4-sulfophenyl)-2H-tetrazolium(MTS, Promega Co., Madison, WI, USA) assay 키트를 이용하여 측정하였다(Lee EJ 등 2020). 세포를 24시간 배양한 다음 MTS(Promega Co., Madison, WI, USA)를 첨가하고 2시간 배양 후에 490 nm에서 흡광도를 측정하였다. 세포 독성 정도는 배지를 처리한 세포군(대조군)과 강황 추출물 처리군의 비율로 계산하였다.

        

        
          3) Nitric Oxide(NO) 함량
          NO 생성량은 Griess assay 방법으로 측정하였다(Lee EJ 등 2020). RAW264.7 세포를 2 × 105 cells/mL의 농도로 96 well plate에 100 μL씩 분주하여 4시간 배양한 후에 강황 추출물을 농도별(15.6, 31.3, 62.5, 125, 250 μg/mL)로 100 μL 처리하고 37℃, 5% CO2 incubator에서 24시간 배양하였다. 세포를 배양한 상등액 100 μL와 Griess 시약(Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO, USA) 100 μL를 혼합하여 상온에서 15분 동안 반응시킨 후, 540 nm에서 흡광도를 측정하였다. Nitrite standard(Promega Co., Madison, WI, USA)로 표준 곡선을 작성하여 NO 함량을 산출하였다.

        

        
          4) 비장세포의 증식능
          항산화 및 RAW264.7 세포를 이용한 면역 관련 평가에서 강황의 색, 재배 토양, 건조 온도 및 추출 용매에 따른 차이를 비교하였다. 그러나 비장세포의 증식능에서는 일반적으로 유통되는 강황(랜덤)을 가지고 추출 용매(열수, 주정) 및 조건(최적 열수 비율로서 시료의 30배, 시료의 10배 수준에서 30%, 50%, 70% 주정)을 달리하여 비장세포의 증식능을 비교하였다. 즉, 마우스의 비장을 적출한 후 Hank’s balanced salt solution(HBSS, Gibco, ThermoFisher Scientific, Waltham, MA, USA)으로 2회 세척하였고, 배양 접시에 10 mL의 HBSS를 추가한 후, 40 μm nylon cell strainer(BD Biosciences, San Jose, CA, USA)를 이용하여 균질화하였다. 균질화된 비장세포는 histopaque(Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO, USA)에 넣고 1,500 rpm에서 3분간 원심분리하여 림프구를 분리하였다. 분리된 비장세포액 2 × 105 cells/mL를 96 well plate에 100 μL씩 분주한 각 well에 50, 125, 250 μg/mL 농도의 강황 열수(30배) 및 주정(30%, 50%, 70%) 추출물을 50 μL 첨가하였다. 그리고 이들 추출물이 면역과 관련된 다양한 환경에서 세포 증식에 어떤 영향을 줄 수 있는지를 비교하였다. 즉, 단순한 세포 배양용 배지, mitogen인 concanavalin A(Con A, Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO, USA) 5 μg/mL와 lipopolysaccharide(LPS, Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO, USA) 1 μg/mL, 면역억제제인 cyclophosphamide(CPA, Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO, USA) 1 μg/mL를 각 well에 50 μL씩 분주하였고, 37℃, 5% CO2 incubator에서 45시간 배양하였다. 배양이 종료된 후 각 well 당 10 μL의 MTS(Promega Co., Madison, WI, USA)를 첨가하여 2시간 동안 반응시킨 후, 490 nm에서 흡광도를 측정하여 비장세포의 증식능을 평가하였다(Kim P 등 2010). 대조군(Control)은 시료 처리 없이 배지만을 비장 세포에 첨가하여 같은 시간 동안 배양하였고, 흡광도를 측정하였다.

        

      

      
        4. 통계분석
        통계는 SPSS 프로그램(version 18.0, SPSS, Chicago, IL, USA)을 이용하여 분산분석(ANOVA) 후 유의차가 있는 항목에 대하여는 Duncan’s multiple range test로 p<0.05 수준에서 시료 사이의 차이를 검정하였다.

      

    

    

  
    
      결과 및 고찰
      
        1. 강황 추출물의 항산화 효과
        
          1) 총 페놀 함량 변화
          본 실험에 사용된 일반 강황(랜덤)은 한 개 내에 3가지 색을 모두 갖고 있는데, 색도를 측정한 결과, L과 a, b의 수치는 각각 76.60±3.59, 7.85±2.80, 75.53±4.66이었다. 밝은 주황의 L, a, b는 83.04±0.19, —0.72±0.53, 59.74±1.96이고, 중간 주황은 78.70±0.10, 7.07±0.50, 71.60±0.87로 나타났다. 그리고 진한 주황의 L, a, b의 수치는 74.98±2.16, 14.38±1.62, 72.72±2.10으로 나타났다(RDA, 2021). 또한 추출 용매에 의한 영향을 비교하기 위하여 일반 강황(랜덤)의 열수(10배, 30배) 및 주정(30%, 50%, 70%) 추출물에 대한 총 페놀 함량을 측정하였다. 분석 결과(Table 1), 총 페놀 함량은 시료 농도에 따라 유의적으로 증가하였다. 강황은 색깔이 짙어질수록 총 페놀 함량이 높았으며(1,861.17∼2,815.17 μg GAE/g), 마사토(1,763.83 μg GAE/g)보다 점질토(2,160.67 μg GAE/g)에서 재배된 강황에 총 페놀 함량이 많았다. 강황의 색에 의한 비교 연구는 없었지만, 시료의 색에 따른 페놀 함량을 조사한 연구에 따르면 꿀의 색도와 총 페놀 함량은 상관관계를 가지며, 짙은 색깔에서 페놀 함량이 높게 측정되는 것으로 보고되었다(Pontis JA 등 2014). 강황 추출물의 총 페놀 화합물은 색이 어두워질수록 총 페놀 함량이 증가되었으나, 건조 온도에 따른 총 페놀 농도는 크게 차이를 보이지 않았다(1,702.33∼1,997.00 μg GAE/g). 열수와 주정 추출물의 총 페놀 함량을 측정한 결과, 시료의 10배 증류수 첨가(1,734.67 μg GAE/g) 보다 30배(2,298.33 μg GAE/g) 비율로 추출한 시료에서 총 페놀 함량이 높았으며, 주정의 비율이 높아질수록 총 페놀 농도가 증가하였다(2,784.00∼5,681.50 μg GAE/g). 선행 연구에서 감귤박의 열수 추출물과 80% 주정 추출물의 총 페놀 함량에 차이가 없었고(Song YW 등 2013), 강황 잎의 열수(10배)와 주정(70%) 추출물의 총 페놀 함량은 282.92 μg/mg과 283.56 μg/mg으로 추출법에 따른 총 페놀 함량에 차이가 없었다(Choi WY & Lee HY 2014). 그러나 강황 추출물 1 mg의 경우, 열수(10배, 30배) 추출물이 1.73 mg GAE/g과 2.30 mg GAE/g이었으며, 주정(30%, 50%, 70%) 추출물이 2.78, 3.60, 5.68 mg GAE/g이었다. 본 연구에서 제조된 강황 추출물의 총 페놀 함량은 강황 잎의 열수나 주정 추출물의 총 페놀 함량보다 많게 나타났다. 강황 열수(30배) 및 주정(70%) 추출물의 총 페놀 함량은 열수(10배) 및 주정(30%, 50%) 추출물보다 약 1.3∼2배 정도 높았으며, 주정 추출물의 총 페놀 함량이 열수 추출물보다 높았다. Shin YS 등(2008)의 연구에서 참외 껍질, 과육, 태좌 주정 추출물은 열수 추출물보다 총 페놀 함량이 높았고, Kang HR 등(2020)은 보리수나무 잎의 주정 추출물에서 주정 비율이 높아짐에 따라 총 페놀 함량이 증가됨을 보고하였다.

          
            Table 1. 
				
            

            
              Total phenolic content of C. longa extracts 
              (μg GAE/g)

            
            

          

          
            
              
                	Factor
                	Sample
                	31.251)
                	62.5
                	125
                	250
                	500
                	1,000
              

            
            
              	Color
              	A-12)
              	103.00±4.33aAB
              	174.33±17.51bB
              	300.83±5.80cC
              	551.00±17.80dB
              	938.67±16.33eC
              	1,861.17±3.69fB
            

            
              	A-2
              	90.67±16.33aA
              	122.33±10.10aA
              	172.17±13.65bA
              	356.00±15.21cA
              	539.00±36.03dA
              	1,370.67±26.39eA
            

            
              	A-3
              	124.33±15.12aB
              	132.33±7.23aA
              	206.33±5.01bB
              	602.67±3.01cC
              	680.17±13.71dB
              	2,004.00±5.89eC
            

            
              	A-4
              	87.50±0.87aA
              	226.33±18.58bC
              	362.83±28.91cD
              	907.83±12.39dD
              	1,330.50±73.55eD
              	2,815.17±13.77fD
            

            
              	Soil
              	B-1
              	110.33±16.97a
              	172.17±5.86b
              	385.50±2.60c
              	711.00±12.62d
              	1,207.83±1.53e
              	2,160.67±3.25f
            

            
              	B-2
              	101.50±6.61a
              	152.00±13.00b
              	340.50±5.00c
              	604.17±6.45d
              	893.67±36.78e
              	1,763.83±14.27f
            

            
              	Dry
              	C-1
              	117.67±7.57aAB
              	189.50±11.43bA
              	335.33±10.89cA
              	599.33±8.14dA
              	1,174.00±46.75eBC
              	1,997.00±64.92fB
            

            
              	C-2
              	134.83±9.78aC
              	198.67±9.29bA
              	359.50±12.29cAB
              	623.33±41.46dAB
              	1,107.00±19.47eA
              	1,702.33±34.00fA
            

            
              	C-3
              	114.00±5.63aA
              	212.17±20.13bA
              	396.17±25.59cC
              	666.50±21.78dB
              	1,157.17±32.15eAB
              	1,756.00±27.83fA
            

            
              	C-4
              	129.83±6.81aBC
              	212.83±8.74bA
              	372.17±8.84cBC
              	627.83±0.76dAB
              	1,218.33±7.25eC
              	1,962.83±23.18fB
            

            
              	Water
extract
              	D-1
              	76.17±3.51a
              	118.83±10.98a
              	217.67±3.55b
              	387.17±19.76c
              	726.17±39.39d
              	1,734.67±70.30e
            

            
              	D-2
              	110.83±3.40a
              	186.00±14.53b
              	356.50±24.39c
              	653.17±18.80d
              	1,072.00±1.80e
              	2,298.33±7.09f
            

            
              	Ethanol
extract
              	E-1
              	162.00±9.10Aa
              	259.50±7.05bA
              	564.67±8.75cA
              	945.67±28.22dA
              	1,538.00±39.78eA
              	2,784.00±61.05fA
            

            
              	E-2
              	233.67±7.49aB
              	383.00±13.61bB
              	806.33±51.90cB
              	1,314.33±18.95dB
              	1,927.83±70.00eB
              	3,598.00±81.37fB
            

            
              	E-3
              	322.83±6.17aC
              	608.50±18.50bC
              	1,122.17±30.37cC
              	1,706.83±45.45dC
              	2,819.00±40.83eC
              	5,681.50±68.88fC
            

          

          
            
              1) μg/mL of C. longa extract.
            

            
              2) A-1, random; A-2, light orange; A-3, medium orange; A-4, dark orange; B-1, Curcuma longa cultivated in clay soil; B-2, C. longa cultivated in granite soil; C-1, dried at 50℃; C-2, dried at 60℃; C-3, dried at 70℃; C-4, dried at 80℃; D-1, 10-fold hot water extract; D-2, 30-fold hot water extract; E-1 30% ethanol extract; E-2, 50% ethanol extract; E-3, 70% ethanol extract.
            

            
              Results were expressed as the mean±S.D.
            

            
              a∼f Means with different letters within a row are significantly different by Duncan’s multiple range test (p<0.05).
            

            
              A∼D Means with different letter within a column are significantly different among different treatments by Duncan’s multiple range test (p<0.05).
            

          

          

          본 연구에서 강황 추출물의 총 페놀 함량은 열수보다 주정 그리고 주정 비율을 높였을 때 유의적으로 증가하였다. 총 페놀 화합물은 증류수보다 극성이 낮은 유기용매에 용해성이 높기 때문에 에탄올이나 메탄올과 같은 유기용매가 첨가된 추출 용매가 총 페놀 화합물을 추출하는 데 효과적이라고 보고되었다(Özbek HN 등 2020). 또한, Mussatto SI 등(2011)은 감귤 껍질과 홍차, 보리, 마슈아 덩이줄기, 약초 등의 천연 자원에서 페놀 화합물을 추출하기에 알코올이 증류수보다 효율적이라고 보고하였다. 따라서 강황 추출물은 열수보다 주정 추출법, 그리고 주정 비율이 높아짐에 따라 총 페놀 함량이 증가한 것으로 판단된다.

        

        
          2) DPPH 라디칼 소거 활성
          항산화 효과를 측정하기에 가장 간단한 방법인 DPPH 라디칼 소거능은 항산화제로 인해 안정적인 라디칼이 비라디칼로 전환되면서 보라색에서 노란색으로 탈색되는 특징을 이용한 방법이다(Bollgon AA 등 2014; Gulcin I 2020). 색깔, 재배 토양, 건조 온도별 강황 추출물과 용매별 강황 추출물의 DPPH 라디칼 소거능 측정한 결과는 Table 2와 같다. 추출물 250∼1,000 μg/mL 농도에서 DPPH 라디칼 소거능은 강황의 색이 짙어짐에 따라 증가하였다. 하지만 125 μg/mL 이하 농도에서는 강황의 색깔과 상관없이 DPPH 라디칼 소거능은 비슷한 수치를 나타냈다. 재배 토양별 DPPH 라디칼 소거능을 확인한 결과, 250 μg/mL 이하 농도에서는 마사토보다 점질토에서 높은 항산화능을 나타냈지만, 500과 1,000 μg/mL 농도에서는 마사토에서 높은 항산화능을 확인하였다. 건조 온도별 강황 추출물의 경우, 500 μg/mL 이하 농도에서 50℃와 60℃, 70℃와 80℃에서 비슷한 수치의 DPPH 라디칼소거능이 나왔으며, 80℃ 건조 후 추출한 시료에서 가장 높은 라디칼 소거능이 나타났다. 열수 추출물의 경우, 10배(20.15∼48.21%)보다 30배(21.43~56.33%) 열수 추출물에서 DPPH 라디칼 소거능이 높았으며, 추출물 농도가 증가함에 따라 소거능도 유의적으로 증가하였다. 주정 추출물 또한 열수 추출물과 비슷한 경향을 나타내며, 주정 비율이 높고 추출물의 농도가 높아질수록 DPPH 라디칼 소거능이 유의적으로 증가하였다. 모든 강황 추출물의 DPPH 라디칼 소거능은 비슷하였지만, 50%와 70% 주정 추출물 250 μg/mL 농도 이상에서 53.46∼80.92%와 58.22∼82.60%의 소거능을 보이며, 다른 시료에 비해 높은 DPPH 라디칼 소거능을 나타냈다. 이전 연구에서 강황 잎 열수 추출물의 DPPH 라디칼 소거능은 74.65%, 주정 추출물은 80.11%였으며, 울금 주정 추출물의 DPPH 라디칼 소거능은 74.2%, 열수 추출물이 50%로 주정 추출물의 항산화 효능이 열수 추출물보다 더 높게 측정되었다(Kim HJ 등 2011; Choi WY & Lee HY 2014). 환삼덩굴, 참외, 감귤박도 열수보다는 주정 추출물에서 높은 DPPH 라디칼 소거능을 보였다(Shin YS, 2008; Song YW 등 2013; Chae J 등 2021). 시료에 따라 열수와 주정 추출물 사이에 유의적 차이를 보이지 않았던 결과도 있지만(Lim HJ 2021), 많은 연구에서 열수보다는 주정 그리고 주정 비율이 높아짐에 따라 DPPH 라디칼 소거능이 더 높게 측정되었다(Kang HR 등 2020).

          
            Table 2. 
				
            

            
              DPPH radical scavenging activity of C. longa extracts 
              (%)

            
            

          

          
            
              
                	Factor
                	Sample
                	31.251)
                	62.5
                	125
                	250
                	500
                	1,000
              

            
            
              	Color
              	A-12)
              	23.03±4.11aAB
              	24.56±3.42aA
              	27.65±3.33abA
              	33.09±4.44bcAB
              	36.68±4.00cAB
              	43.75±1.63dA
            

            
              	A-2
              	28.14±8.73aB
              	22.67±0.63aA
              	27.31±2.03aA
              	30.48±2.02aA
              	33.18±7.00abA
              	41.19±7.12bA
            

            
              	A-3
              	22.26±0.75aAB
              	23.34±0.75aA
              	28.06±0.30bA
              	34.25±0.63cB
              	42.40±2.05dB
              	47.04±1.36eA
            

            
              	A-4
              	19.22±0.58aA
              	22.19±0.66aA
              	30.33±0.61bA
              	45.75±0.23cC
              	61.87±0.97dC
              	76.67±8.03eB
            

            
              	Soil
              	B-1
              	22.32±4.02a
              	23.66±3.07a
              	29.16±2.84b
              	38.71±2.67c
              	41.74±1.92c
              	47.97±2.95d
            

            
              	B-2
              	20.64±0.15a
              	22.94±0.49ab
              	25.04±0.85b
              	35.60±0.20c
              	44.03±1.42d
              	50.42±3.42e
            

            
              	Dry
              	C-1
              	18.18±0.93aA
              	19.99±0.45abA
              	22.24±0.33bA
              	29.12±1.04cA
              	38.88±0.78dA
              	57.44±3.15eB
            

            
              	C-2
              	18.96±1.04aA
              	21.14±2.87aA
              	20.90±2.69aA
              	29.43±0.46bA
              	38.19±1.11cA
              	46.63±5.28dA
            

            
              	C-3
              	32.23±1.03aB
              	33.14±0.05aB
              	34.84±0.94aB
              	41.63±0.04bB
              	49.67±1.00cB
              	58.25±3.86dB
            

            
              	C-4
              	31.28±0.92aB
              	32.80±1.32aB
              	35.13±2.00aB
              	41.09±1.80bB
              	50.35±1.07cB
              	65.77±5.02dB
            

            
              	Water
extract
              	D-1
              	20.15±1.01a
              	21.97±0.70ab
              	25.74±0.39b
              	33.98±0.42c
              	40.48±0.25d
              	48.21±6.67e
            

            
              	D-2
              	21.43±1.32a
              	24.39±1.58b
              	27.99±0.73c
              	38.93±0.57d
              	46.56±1.40e
              	56.33±2.65f
            

            
              	Ethanol
extract
              	E-1
              	21.22±1.00aA
              	25.56±0.20abA
              	30.47±0.76bA
              	41.31±3.73cA
              	49.51±7.58cdA
              	55.02±8.20dA
            

            
              	E-2
              	22.93±0.61aB
              	27.18±0.79bB
              	34.78±0.30cB
              	53.46±0.26dB
              	75.62±0.91eB
              	80.92±2.90fB
            

            
              	E-3
              	22.98±0.54aB
              	28.64±0.20bC
              	38.36±0.85cC
              	58.22±0.25dC
              	76.67±1.22eB
              	82.60±2.56fB
            

          

          
            
              1) μg/mL of C. longa extract.
            

            
              2) A-1, random; A-2, light orange; A-3, medium orange; A-4, dark orange; B-1, Curcuma longa cultivated in clay soil; B-2, C. longa cultivated in granite soil; C-1, dried at 50℃; C-2, dried at 60℃; C-3, dried at 70℃; C-4, dried at 80℃; D-1, 10-fold hot water extract; D-2, 30-fold hot water extract; E-1 30% ethanol extract; E-2, 50% ethanol extract; E-3, 70% ethanol extract.
            

            
              Results were expressed as the mean±S.D.
            

            
              a∼f Means with different letters within a row are significantly different by Duncan’s multiple range test (p<0.05).
            

            
              A∼D Means with different letter within a column are significantly different among different treatments by Duncan’s multiple range test (p<0.05).
            

          

          

          본 연구에서도 이전 보고와 유사하게 전반적으로 열수 추출물보다 주정 추출물에서 더 높은 라디칼 소거능을 나타냈으며, 주정의 비율이 높아짐에 따라 항산화 효과는 증가하였다. 그러나 극성 페놀 화합물이 더 추출된 시료에서 높은 DPPH 라디칼 소거능이 나타나 주정보다 열수 추출물에서 DPPH 라디칼 소거능이 높게 측정되었다는 보고도 있다(Min KY 등 2014). 따라서 DPPH 라디칼 소거능은 시료에 따라 다른 경향을 보이지만, 강황의 경우 DPPH 라디칼 소거 활성과 관련하여 열수보다는 주정을 이용한 추출법이 더 유용할 것으로 판단된다.

        

        
          3) ABTS 라디칼 소거 활성
          ABTS 라디칼은 안정적이고 증류수와 유기용매에 용해성을 가지며, 친수성 및 친유성 시료의 항산화 효과를 측정할 때 사용하는 방법이다(Bollgon AA 2014; Gulcin I 2020). 강황의 색깔, 재배 토양, 건조 온도별, 열수 및 주정 추출 등 다양한 강황 추출물의 항산화 활성을 평가하기 위해 ABTS 라디칼 소거능을 측정하였으며, 그 결과는 Table 3에 나타내었다. 색이 짙어지고(10.55∼100.22%) 건조 온도가 증가함(11.53∼108.44%)에 따라 ABTS 라디칼 소거능이 증가하였다. 점질토와 마사토에서 재배한 강황의 ABTS 라디칼 소거능은 비슷한 수치를 나타냈다(13.66∼100.32%, 12.11∼98.60%). 열수 추출물의 경우, 10배에서 23.68∼100.05%, 30배에서 20.70∼98.59% ABTS 라디칼 소거능이 측정되었으며, 62.5∼500 μg/mL 농도에서 30배 열수 추출물이 10배 열수로 처리한 경우보다 높은 항산화 효과를 보였다. 용매 비율에 따라 30% 주정 추출물에서 19.82∼100.08%, 50%에서 23.21∼100.29%, 70%에서 23.55∼100.17%의 ABTS 라디칼 소거능이 나타났는데, 50% 주정 추출물에서 다른 주정 추출물보다 항산화 효과가 높게 관찰되었다. 30배 열수 추출물과 주정(30%, 50%, 70%) 추출물의 125 μg/mL 농도에서 50% 이상의 항산화 효과를 나타냈으며, 중간 주황색과 진한 주황색을 띤 강황 추출물과 재배 토양별 강황 추출물, 10배 열수 추출물의 경우, 250 μg/mL 농도에서 50% 이상의 항산화 효과를 나타냈다. 각 농도별 강황 추출물의 라디칼 소거능을 비교하였을 때, 50% 주정 추출물의 ABTS 라디칼 소거능에 의한 항산화 효과가 전반적으로 가장 높게 확인되었다. Lim HJ(2021)은 가미수미원의 열수 및 80% 주정 추출물의 항산화 효능을 비교했는데, 열수 및 주정에서 20% 전후의 수준을 보였고 유의적인 차이는 없었다. 또한 건조된 매실은 86.20∼87.48%(Seo HJ 등 2018), 아마란스는 색에 따라 67.84∼83.25%의 ABTS 라디칼 소거 활성이 보고되었다(Park SJ 등 2022). Kang HR 등(2020)은 보리수나무 잎 추출물의 ABTS 라디칼 소거능이 열수 추출물(IC50 15.38 μg/mL)보다 주정 추출물(IC50 10.87~12.95 μg/mL)에서 우수함을 확인하였다.

          
            Table 3. 
				
            

            
              ABTS radical scavenging activity of C. longa extracts 
              (%)

            
            

          

          
            
              
                	Factor
                	Sample
                	31.251)
                	62.5
                	125
                	250
                	500
                	1,000
              

            
            
              	Color
              	A-12)
              	11.47±0.28aA
              	15.24±0.32bA
              	28.83±0.50cB
              	48.99±0.16dB
              	73.78±0.54eB
              	99.73±0.06fB
            

            
              	A-2
              	10.55±1.14aA
              	14.90±0.97bA
              	25.76±0.43cA
              	45.16±0.47dA
              	68.85±0.40eA
              	98.78±0.31fA
            

            
              	A-3
              	12.22±0.74aA
              	17.68±0.39bB
              	35.03±0.40cC
              	56.88±0.21dC
              	82.99±0.16eC
              	100.22±0.19fC
            

            
              	A-4
              	15.88±1.43aB
              	21.47±0.13bC
              	42.07±0.52cD
              	70.64±0.58dD
              	94.57±0.72eD
              	100.15±0.07fC
            

            
              	Soil
              	B-1
              	13.66±1.37a
              	16.31±1.73b
              	30.58±1.56c
              	52.09±0.60d
              	77.28±0.36e
              	100.33±0.04f
            

            
              	B-2
              	12.11±0.58a
              	12.88±3.88a
              	27.06±2.46b
              	50.46±1.17c
              	75.64±1.38d
              	98.60±1.87e
            

            
              	Dry
              	C-1
              	12.84±0.21aB
              	18.69±0.70bB
              	27.18±0.55cA
              	41.95±0.61dA
              	67.07±0.68eA
              	98.70±1.08fA
            

            
              	C-2
              	12.42±0.74aAB
              	17.49±0.77bAB
              	26.89±1.15cA
              	42.30±0.46dA
              	70.29±0.35eB
              	105.56±0.97fB
            

            
              	C-3
              	11.53±0.49aA
              	17.06±0.58bA
              	26.40±0.04cA
              	42.46±0.30dA
              	70.25±0.40eB
              	105.76±0.50fB
            

            
              	C-4
              	11.87±0.61aAB
              	18.70±0.65bB
              	26.79±0.70cA
              	44.16±0.90dB
              	73.69±2.65eC
              	108.44±2.31fC
            

            
              	Water
extract
              	D-1
              	23.68±5.63a
              	23.72±2.59a
              	40.30±2.72b
              	66.10±1.63c
              	81.84±0.95d
              	100.05±0.19e
            

            
              	D-2
              	20.70±0.42a
              	31.08±2.38b
              	51.16±0.57c
              	78.45±1.66d
              	90.52±1.02e
              	98.59±2.22f
            

            
              	Ethanol
extract
              	E-1
              	19.82±0.50aA
              	32.27±0.45bA
              	55.10±0.47cA
              	84.95±0.64dA
              	100.08±0.08eA
              	99.98±0.18eA
            

            
              	E-2
              	23.21±0.72aB
              	38.80±0.05bB
              	63.92±0.65cB
              	95.98±0.29dC
              	100.16±0.28eA
              	100.29±0.00eB
            

            
              	E-3
              	23.55±0.31aB
              	38.55±0.15bB
              	63.27±0.38cB
              	93.95±0.07dB
              	100.07±0.03eA
              	100.17±0.13eAB
            

          

          
            
              1) μg/mL of C. longa extract.
            

            
              2) A-1, random; A-2, light orange; A-3, medium orange; A-4, dark orange; B-1, Curcuma longa cultivated in clay soil; B-2, C. longa cultivated in granite soil; C-1, dried at 50℃; C-2, dried at 60℃; C-3, dried at 70℃; C-4, dried at 80℃; D-1, 10-fold hot water extract; D-2, 30-fold hot water extract; E-1 30% ethanol extract; E-2, 50% ethanol extract; E-3, 70% ethanol extract.
            

            
              Results were expressed as the mean±S.D.
            

            
              a∼f Means with different letters within a row are significantly different by Duncan’s multiple range test (p<0.05).
            

            
              A∼D Means with different letter within a column are significantly different among different treatments by Duncan’s multiple range test (p<0.05).
            

          

          

          본 연구에서 측정된 ABTS 라디칼 소거능은 이전 보고된 결과와 유사한 경향을 나타내었는데, 밝은 색보다는 진한 색, 열수보다 주정 추출물에서 ABTS 라디칼 소거 활성이 높게 나타났다. 열수 추출물은 추출 용매 비율이 시료 대비 10배 보다 30배, 열수보다 주정 추출물에서 높은 ABTS 라디칼 소거능을 보였다. 따라서 강황 추출물은 전반적으로 열수보다 주정으로 추출한 경우에 높은 항산화 활성을 보였고, 보리수나무 잎, 매실, 가미수미원, 아마란스 추출물보다 높은 ABTS 라디칼 소거능을 갖고 있어 우수한 항산화 소재로서 기대된다.

        

      

      
        2. 강황 추출물의 면역 증진 효과
        
          1) 세포 생존율
          강황 추출물(색깔, 재배 토양, 건조 온도, 용매별)의 세포 독성 여부를 확인하기 위해 RAW264.7 세포에 추출물을 농도별로 처리하고 MTS assay를 수행하였다. 강황 추출물에 대한 세포 생존율의 분석 결과(Fig. 1), 배지를 처리한 대조군의 세포 생존율은 100%였으며, LPS를 처리한 대조군의 세포 생존율은 91.87∼98.82%이었다. 그리고 250 μg/mL 미만의 농도에서 여러 종류의 강황 추출물에 대해 세포 독성은 보이지 않았고 세포 생존율이 증가하였다.

          
            
            

            Fig. 1. 
				
            

            
              Effects of different types of C. longa extracts on the cell viability of RAW264.7.
              C. longa extracts were treated at the concentration of 15.63, 31.25, 62.5, 125, and 250 μg/mL. Final concentration of LPS was 1 μg/mL. A-1, random; A-2, light orange; A-3, medium orange; A-4, dark orange; B-1, Curcuma longa cultivated in clay soil; B-2, granite soil; C-1, dried at 50℃; C-2, dried at 60℃; C-3, dried at 70℃; C-4, dried at 80℃; D-1, 10-fold hot water extract; D-2, 30-fold hot water extract; E-1 30% ethanol extract; E-2, 50% ethanol extract; E-3, 70% ethanol extract. Results were expressed as the mean±S.D. Different letters on bars are significantly different among different concentrations by Duncan’s multiple range test (p<0.05).

            
            

            

          

        

        
          2) NO 생성능
          대식세포는 탐식된 병원균을 죽이기 위해 NO를 생성하고, 생성된 NO는 병원균을 죽이는 매개체로써 중요한 역할을 한다(Jung JI 등 2019). 과다한 NO의 생성은 혈관 확장이나 염증 반응에 의한 조직 손상을 일으켜 생체 내 유해한 작용을 나타낼 수 있으나, 적당량의 NO 생성 촉진은 면역 기능을 증진시킬 수 있는 지표로 사용되고 있다(Jeong IS 등 2019). 본 연구에서 음성대조군인 무처리군의 NO 생성량은 0.91∼1.14 μM이었고, 양성대조군인 LPS 처리군은 NO 분비능이 크게 증가하였다(Fig. 2). 색깔, 재배 토양 및 건조 온도별로 처리된 강황 추출물을 첨가하였을 때, NO 생성량은 농도에 의한 차이를 보이지 않았으나, 열수 추출물 처리군에서 농도 의존적으로 NO 생성량이 증가하였다. 주정 추출물 처리군에서도 농도가 증가함에 따라 NO 생성량이 증가하였고, 30% 주정 추출물을 처리한 경우에 가장 많은 NO 생성량을 보였다. 추출물의 농도 기준으로 250 μg/mL 수준에서 NO 생성량은 10배 열수 추출물(4.34 μM), 50% 주정 추출물(2.33 μM), 30% 주정 추출물(2.07 μM), 30배 열수 추출물(2.06 μM) 순으로 나타났으며, 색깔, 재배 토양, 건조 온도에 의한 영향은 적게 나타났다. 괭생이 모자반(Kim DS 등 2018), 도라지, 더덕 및 당귀 추출물은 농도 의존적으로 NO 생성량을 증가시켰고(Jeong IS 등 2019), 오갈피는 열수 추출물이 주정 추출물보다 높은 NO 생성능을 보였다(Choi JH 등 2020). 이는 본 연구에서 강황의 열수 추출물이 주정 추출물보다 많은 NO 생성량을 보인 것과 유사한 결과였다. 이와 같이 NO 생성 촉진은 면역 활성 증진에 기여하는 것으로 보고되고 있어, 강황 추출물은 NO 생성 촉진을 통해 면역력 증진에 도움을 줄 수 있을 것으로 기대된다.

          
            
            

            Fig. 2. 
				
            

            
              Effects of different types of C. longa extracts on the production of nitric oxide in RAW264.7.
              C. longa extracts were treated at the concentration of 15.63, 31.25, 62.5, 125, and 250 μg/mL. Final concentration of LPS was 1 μg/mL. A-1, random; A-2, light orange; A-3, medium orange; A-4, dark orange; B-1, Curcuma longa cultivated in clay soil; B-2, granite soil; C-1, dried at 50℃; C-2, dried at 60℃; C-3, dried at 70℃; C-4, dried at 80℃; D-1, 10-fold hot water extract; D-2, 30-fold hot water extract; E-1 30% ethanol extract; E-2, 50% ethanol extract; E-3, 70% ethanol extract. Results were expressed as the mean±S.D. Different letters on bars are significantly different among different concentrations by Duncan’s multiple range test (p<0.05).

            
            

            

          

        

        
          3) 비장세포 증식능
          강황의 항산화와 RAW264.7 세포에 의한 면역 조절 활성은 강황의 색깔, 재배 토양, 시료의 건조 온도에 의한 영향보다 추출 용매의 조건에 따라 많은 차이를 보였다. 그리고 강황의 유통 현황과 가공환경 및 경제성 등을 고려할 때 일반(랜덤) 형태에서 기능성을 평가하는 것이 바람직하다고 생각되었다. 따라서 비장세포의 증식 평가에서는 일반(랜덤) 강황의 시료 대비 최적 비율인 30배의 열수, 30∼70%의 주정으로 추출하여 사용하였다. 비장은 B 및 T 림프구의 성숙과 항원의 자극에 의한 림프구의 분화가 이루어지는 림프기관으로 비장세포는 면역반응과 밀접한 관련을 나타낸다. 비장 세포의 크기나 수는 면역지표로 사용되며, 비장의 무게 증가는 면역반응 및 특이적 면역반응의 증가에 중요한 지표로 인식되고 있다(Sohn EH 등 2012; Choi JH 등 2019; Kim DS 등 2019). Mitogen은 특정 면역세포를 자극하여 면역세포의 활성을 촉진시켜주는 물질이며, 대표적으로 Con A와 LPS가 있다. Con A는 T 세포를 자극하여 세포 증식을 유도하고 LPS는 B 세포를 자극하여 세포활성을 유도시킨다(Kim DS 등 2019). CPA는 면역활성 억제와 산화 스트레스를 유도하는 DNA 알킬화 화합물로 알려져 있으며, CPA 반응성 대사 산물은 NK세포, T 및 B 세포에서 면역 억제 반응을 유발시킨다(Lee EB 등 2020). 본 연구에서 재배 토양과 건조 온도별 일반 강황(랜덤)의 총 페놀 함량과 라디칼 소거능, 세포 생존율, NO 함량에서는 유사한 수치를 나타냈으나, 30배 열수 및 주정 추출법에 의해 얻은 시료의 라디칼 소거능과 NO 생성량은 다른 시료에 비해 높게 나타났다. 이에 강황 열수(30배) 및 주정(30%, 50%, 70%) 추출물을 선택하여 비장세포 증식능을 측정하였다. 본 연구에서 대조군은 균질화된 비장세포에 배지만을 처리한 후 배양하여 흡광도(O.D.)를 측정하였는데, 배지, Con A, LPS, CPA를 각각 처리한 후 강황 추출물을 농도별로 처리하였을 때, 전반적으로 비장세포 증식능을 증가시켰다(Fig. 3). 특히, 추출 용매로 사용된 주정 비율이 높을수록 그리고 추출물의 농도 의존적으로 비장세포 증식이 활성화되었다. 비장세포 증식능은 기능성 소재의 추출 용매 및 mitogen에 의해 영향을 받는다고 하였는데(Hwang YK 등 2008; Kim P 등 2010; Ryu HS 2015; Kim DS 등 2019), 본 연구에서도 강황 추출물은 농도 의존적인 영향을 준 것으로 예상된다. 따라서, 강황의 열수 및 주정 추출물은 세포 증식 및 활성을 통해 면역반응을 증진시킬 수 있고, 앞으로 자세한 기전 연구가 필요한 것으로 보인다.

          
            
            

            Fig. 3. 
				
            

            
              Effects of C. longa extracts on the proliferation of mouse splenocytes in vitro.
              (A) Stimulated with media, (B) stimulated with Con A, (C) stimulated with LPS, (D) stimulated with CPA. Control, cultured with media without C. longa extracts. D-2, 30-fold hot water extract; E-1 30% ethanol extract; E-2, 50% ethanol extract; E-3, 70% ethanol extract. Results were expressed as the mean±S.D. Different letters on bars are significantly different among different concentrations by Duncan’s multiple range test (p<0.05).

            
            

            

          

        

      

    

    

  
    
      요약 및 결론
      본 연구는 강황의 색깔, 재배 토양, 건조 온도 및 용매 조건별 추출물의 항산화 및 면역 증진 효과를 비교하기 위해 수행되었다. 주요 항산화 요인으로 총 페놀 함량, DPPH와 ABTS 라디칼 소거능을 평가하였고, 면역 관련 요인으로 대식세포의 안전성과 NO 생성능 및 비장세포의 증식능을 분석하였다. 그 결과, 강황은 색이 진할수록 그리고 열수보다 주정에서 총 페놀 함량이 많았고, 추출물의 함량이 증가함에 따라 유의적으로 DPPH 및 ABTS 라디칼 소거능이 증가하였다. 강황 추출물은 대체적으로 250 μg/mL 미만에서 RAW246.7 세포에 대해 독성을 나타내지 않았으며, 추출물 농도가 증가함에 따라 NO 생성이 촉진되었다. 또한 비장세포 증식능은 열수보다는 주정 그리고 주정의 비율이 높은 조건에서 생산된 추출물에서 높게 나타났다. 따라서, 국내 진도군에서 생산된 강황의 주정 추출물은 안전하고 항산화 및 면역 증진 효과가 우수한 것으로 나타났으며 기능성 식품 재료로서 활용 가능성이 높은 것으로 판단된다. 또한 앞으로 강황의 활성 물질에 대한 분석과 기전 구명 및 수입산과의 비교 연구를 통해, 국제 경쟁력을 갖춘 항산화 및 면역 증진 효과가 우수한 고부가가치의 식의약 소재로 활용될 수 있을 것으로 기대된다.
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