
J . Mar . Biosci. Biotechnol. 2017, p. 43 - 48 Vol. 9, No. 2 [Research Paper]

- 43 -

서 론

경제발전과 더불어 생활수준이 향상되고 식품에 

대한 소비자들의 인식이 변화하는 가운데 식품의 

기능성과 안정성을 충족시키는 식품의 개발과 수요

가 증가하고 있다. 식품은 가공 및 저장 중에 여러 

가지 이화학적 변화를 수반하며, 특히 과산화물의 

생성과 중합체 형성으로 인하여 변색, 악취, 영양소 
손실 및 독성물질 발생으로 인해 인체에 심각한 장

애를 일으키는 것으로 보고됨에 따라 이를 방지하

기 위하여 BHT (butylated hydroxytoluene)와 BHA 
(butylated hydroxyanisole) 와 같은 다양한 항산화제

가 식품에 첨가되고 있다 [1, 2].
항산화제는 식품분야에서 유지의 산화를 억제하

거나 지연시키기 위해 사용되어 왔으나, 최근에는 

영양학적 측면과 함께 생체 내에서 유도되는 산화

의 억제나 지연을 위한 건강증진의 또 다른 대상으

로 주목 받고 있다. 현재 식품에 널리 이용되고 있는 
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Abstract Temperature is a major factor that affects the physiochemical properties of compounds. 
This study focus on the determination of thermostability and the effect of temperature on anti-
oxidant activities of Ecklonia cava (E. cava) ethanoic extract. The ethanoic extracts of E. cava 
were evaluated at 30˚C, 60˚C and 90˚C for 0 to 7 days. The antioxidant activities were determined 
by DPPH, hydroxyl radical and hydrogen peroxide scavenging activities. The intracellular reactive 
oxygen species (ROS) scavenging activity was investigated using DCFH-DA assay. Results re-
vealed that the ethanoic extract of E. cava incubated at different temperatures for 0 to 7 days, 
showed stable scavenging activities on DPPH, hydroxyl radical and hydrogen peroxide. The ROS 
scavenging activities of ethanoic extract and ascorbic acid were also investigated. The extract 
showed a stable ROS scavenging activity from 0 to 7 day at 90˚C. However, the scavenging 
activity of ascorbic acid at 90˚C decreased starting from day 3. These results indicated that the 
antioxidant effects of this food grade ethanoic extract of E. cava could remain stable during the 
employed temperatures of food processing. 
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합성 항산화제는 식품 제조 공정에서 수반되는 열

처리에 의해 항산화 활성이 상당부분 손실되고, 독
성 및 암을 유발하는 것으로 알려지면서 안전성에 

대한 문제가 대두됨에 따라 소비자의 기피현상이 

점점 더 커지고 있는 실정이다 [3, 4]. 따라서 천연물

로부터 안전한 천연 항산화제를 개발하고자 하는 

연구가 활발히 진행되고 있다. 하지만 천연 항산화

제의 경우 단독으로는 산화 반응 억제 능력이 낮으

며, 가격이 비싸고 열에 매우 불안정하여 식품 제조 

공정에서 수반되는 열처리에 의해 항산화 활성 같

은 본래의 기능이 손실되는 단점을 가지고 있다. 따
라서 천연물질이면서 적은 양으로도 높은 항산화 

활성을 나타내고, 식품 제조 공정에서 수반되는 열

처리에 지속적으로 오랜 시간 동안 항산화 활성을 

유지할 수 있는 열에 안정적인 새로운 천연항산화

제의 개발이 시급한 실정이다 [5]. 
최근 들어, 많은 연구자들이 육상 식물이나 해조

류와 같은 천연 소재 로부터 뛰어난 항산화 활성을 

보고하고 있고, 그들의 능력에 주목하고 있다 [6]. 
특히, 해조류는 육상식물과는 다른 서식환경으로 

인해 빛이나 산화에 더 강하게 적응할 수 있는 특이

적인 생물학적 능력을 가지고 있다. 게다가, 예로부

터 식용에 이용됨에 따라 안전성이 확보되었으며, 
식품의 변질, 부패 및 화학적 변화를 방지하여 식품

의 영양과 신선도를 유지할 수 있는 항산화 활성을 

가진 천연 항산화제로서 그 활용 가치가 매우 높아

지고 있다 [7]. 실제로 많은 연구자들이 해조류와 

그들의 항산화 능력에 주목하고 있다. 특히, 해양 

유래 폴리페놀을 다량 함유하고 있는 갈조류의 패 

추출물이 열에서 매우 안정한 항산화 활성이 밝혀

졌고 [8], 감태 유래 폴리페놀 성분인 일종인 Dieckol
이나 eckol 성분이 매우 우수한 항산화 효과가 있다

고 보고되었다 [9, 10]. 그러나 지금까지 감태의 주

요 폴리페놀 성분인 플로로탄닌 계열 성분이 포함

된 추출물의 열 처리시 항산화 능력을 안정하게 유

지할 수 있는 지에 대한 보고된 바가 없었다. 따라서 

이 논문에서는 감태로부터 에탄올을 이용하여 추출

한 후 다양한 온도 조건에서 항산화 활성을 안정하

게 유지하는 지 연구하였고, 고온의 조건에서도 감

태 추출물이 매우 우수한 항산화 활성을 가진다는 

것을 제시하였다.

재료 및 방법

실험재료
본 실험에 사용된 감태 (Ecklonia cava)는 제주도 

성산 연안에 서식하고 있는 갈조류로 2009년 8월-10
월 사이에 채집한 후 흐르는 물로 수세하여 염분과 

협잡물을 제거하고, 동결 건조하여 사용하였다.

에탄올 추출물의 조제
동결 건조한 감태를 곱게 갈아 각각 1 g을 취한 

후 70% 에탄올 100 mL에 혼합하여 상온의 shaking 
incubator에서 24시간 동안 추출하였다. 그 후 3,000 
× g에서 20 분간 원심분리하여 잔사를 제거한 다음 

상층액을 취하였다. 그리고 난 후 상층액을 감압 여

과하여 실험 시료로 사용하였다. 

일반성분 분석
감태의 에탄올 추출물의 일반성분은 AOAC법 

[11]에 따라 수분함량은 105°C 상압건조법, 조지방

은 Soxhlet 추출법, 조단백질은 Kjeldahl법, 조회분은 

550°C 건식회화법으로 분석하였으며, 탄수화물 함

량은 고형분의 총량에서 수분, 회분, 조단백질 그리

고 조지방의 함량을 뺀 값으로 나타내었다.

HPLC 분석
분석에 사용된 HPLC는 YOUNGLIN Acme 9000 

기기를 사용하였다. 분석에 사용된 컬럼은 Watchers 
120, ODS-BP (5µm), 4.6*250 mm을 사용하였으며, 
이동상 용매는 10% MeOH에서 100% MeOH을 사용

하였다. 분석은 Gradient 조건으로 50분까지 

10-100%까지를 조건으로 하여, 분석하였다. 

DPPH radical scavenging activity
항산화 시료의 DPPH radical 소거활성은 Nanjo 등 

(1996)의 방법에 의하여 측정하였다 [12]. 60 μL 시료 

용액에 60 μL DPPH 용액 (60 μM)을 첨가하여 10 
초 동안 교반한 다음 혼합 용액을 quartz capillary 
tube에 옮긴 후 2분 후에 ESR로 측정하였다. 스펙트

럼은 scan time: 2min, field: 337.1 ±5 mT, time con-
stant: 0.3s, power: 4 mW, amplitude: 1×500 의 조건으
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로 기록한다. 항산화 시료에 대한 superoxide radical
의 소거활성은 아래의 식을 이용하여 계산하였다.

DPPH radical scavenging activity (%) = (ESR signal 
intensity for medium containing the additives of con-
cern/ESR signal intensity for the control medium) × 
100.

Hydroxyl radical scavenging activity
항산화 시료의 hydroxyl radical 소거 활성은 Rosen 

등 (1984)의 방법에 준하여 측정하였다 [13]. 즉, 항산

화 시료를 일정한 농도가 되게 0.2 mL 증류수에 녹

이고 여기에 0.3 M 5,5-dimethyl-1-pyrroline-N-oxide 
(DMPO) 0.2 ml, 10 mM FeSO4 0.2 ml 및 10 mM 
H2O2/0.1 M phosphate buffer (pH 7.4) 0.2 mL 혼합한 

다음 실온에서 2.5분 방치한 후 quartz capillary tube
에 옮겨, ESR spectrophotometer로 측정하였다. 스펙

트럼은 scan time: 200s, field: 3461.3 ± 50 G, time 
constant: 0.5s, power: 1 mW, amplitude: 1×200 의 조

건으로 기록한다. 항산화 시료에 대한 hydroxyl radi-
cal의 소거 활성은 아래의 식을 이용하여 계산하였

다.
Hydroxyl radical scavenging activity (%) = (ESR sig-

nal intensity for medium containing the additives of con-
cern/ESR signal intensity for the control medium) × 100.

Hydrogen peroxide (H2O2) 소거활성
Hydrogen peroxide 소거 활성은 Muller [14]의 방법

인 2,2-azinobis (3-ethylbenzthiazolin) -6-sulfonicacid 
(ABTS)- peroxidase system에서 H2O2 소거활성을 측

정하였다. 96 well plate에서 시료 용액 80 μL, 10 mM 
H2O2 20 μL 와 phosphate buffer(pH 5.0, 0.1 M) 100 
μL을 넣어 37°C에서 5분간 반응시켰다. 그 후에 1.25 
mM ABTS 30 μL와 1 U/mL peroxidase 30 μL를 넣고 

혼합한 후 37°C에서 10분간 반응시키고 enzyme-linked 
immunosorbent assay (ELISA) reader (Sunrise, Tecan 
Co. Ltd., Austria) 를 이용하여 405 nm에서 흡광도를 

측정하였다.

세포 내 Hydrogen peroxide (H2O2) 소거활성
Vero cell을 well당 약 1.5×105 cells/mL 세포수가 

되도록 96 well plate에 분주 후 37℃ 5% CO2 조건에 

배양하였다. 16시간 후 시료 추출물을 다양한 농도

로 처리한 후 37℃ 5% CO2 배양기에서 30분간 배양

하였다. H2O2 (stock 20 mM)를 10 μL씩 가한 후 (최종 

농도 1 mM) 다시 37 ℃ 5% CO2 배양기에서 30분간 

배양하였다. 반응기에서 well을 꺼내어 DCF-DA 
(stock 500 μM)를 20 μL씩 가한 후 spectrofluormeter 
(excitation 485 nm, emission 535 nm)로 측정하였다. 
시료를 넣지 않고 Hydrogen peroxide (H2O2)을 측정

한 것을 대조군으로 정하고, 시료를 넣어 hydrogen 
peroxide를 소거 시키는 시료 처리군과 비교하여 hy-
drogen peroxide 소거능을 측정하였다.

결과 및 고찰

감태의 일반성분
감태 에탄올 추출물의 일반 성분 조성은 Table 1과 

같다. Polyphenol의 함량이 49.55%로 높은 함량을 보

였다. 해조류들 중에 갈조류는 Polyphenol 성분을 비

롯한 다당류 성분이 다량으로 함유하고 있다고 알려

져 있다 [14]. 본 실험에서 또한 많은 Polyphenol 함량

을 차지하고 있는 것을 확인하였다. 또한 각종 미네

랄 및 비타민들을 다량으로 함유하고 있어서 회분 

함량은 5.12%를 나타내었고, 단백질의 함량이 

4.95%를 차지하였으며, 수분이 약 6.09%, 지방의 함

량이 약 13.66% 내외의 함량을 나타내었다.

Table 1. Chemical compositions of Ecklonia cava (%)

1)The values are averages of triplicate determinations.

Scientific name Moisture Ash Polysaccharide Protein Lipid Polyphenol

Ecklonia cava 6.09±0.40 5.12±0.50 15.69±0.73 4.95±0.29 13.66±0.89 45.99±0.29
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Figure 1. The HPLC chromatography of ethanoic extract of E. cava. Solvent A was MeOH, Solvent B was distilled water. 
The system was eluted using linear gradient as 10% A increased to 100% A from 0 to 50 min. The flowrate was 1 mL/min, 
and detector was set at 230 nm. Chemical structure of dieckol isolated from Ecklonia cava.

감태 에탄올 추출물의 HPLC 분석
감태 에탄올 추출물은 phlorotannins 계열인 

Dieckol이 감태 추출물의 주요 성분으로서 항산화 

활성 [15]이 매우 우수하다고 알려져 있다. 이러한 

감태 에탄올 추출물에 Dieckol 성분 확인을 위하여, 
HPLC를 사용하여 분석하였다.

DPPH free radical 소거활성
생물학 체계에서 항산화제의 보호능력은 주로 항산

화제의 free radical 소거능, 금속 촉매 chelating 능력, 
항산화 효소의 활성, 산화 효소의 억제 작용으로 판단

한다. 그 중에서도 DPPH radical 소거능에 이용되는 DPPH 
(1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl) radical은 화학적으로 유

도되는 비교적 안정한 radical로서, 어떠한 반응계에서 

전자를 공여 받으면 고유의 자색이 없어진다 [12]. 이 

방법은 lipoxygenase에 의한 지방 산화 반응계에서의 항

산화 활성 측정 결과와 잘 부합하며 간편하면서도 신뢰

성이 높은 장점을 가지고 있다. Free radical은 생체내의 

산화를 일으키는 주요 요인으로써, DPPH는 천연 항산

화제의 free radical 소거 활성을 평가하는데 널리 사용

된다. 따라서 30˚C, 60˚C, 90˚C 의 온도를 가한 시료로

DPPH radical 소거능력을 25 µg/ml의 농도로 측정한 결

과를 Fig. 2에 나타내었다. 30 ˚C 에서는 감태와 항산화제

로 널리 알려진 ascorbic acid의 활성의 변화가 나타나지 

않았지만, 60˚C나 90˚C로 열을 가하였을 때, Ascorbic acid
는 2일 째 에 급격하게 활성이 낮아지는 것을 볼 수 있었

다. 감태 에탄올 추출물에서는 30˚C, 60˚C, 90˚C에서 큰 

차이가 없었지만 ascorbic acid는 상온에서 93%의 활성을 

보였는데 60˚C 에서는 7일째 25%까지 활성이 떨어졌으

며 90˚C에서는 ascorbic acid의 활성이 16%까지 떨어지는 

것을 측정할 수 있었다. 

Hydroxyl radical 소거활성
Fenton 반응에 의해서 생성된 Hydroxyl radical 소

거 활성을 측정한 결과는 Fig. 2에 나타내었으며, 
DPPH free radical 소거활성의 결과와 비슷한 활성을 

보였는데, 감태 에탄올 추출물은 Hydroxyl radical 소
거 활성이 250 µg/ml 에서 60% 정도로 일정하게 보

이는 것을 볼 수 있었지만, Ascorbic acid의 경우에는 

250 µg/ml 의 농도에서 30˚C에서는 거의 활성의 변

화가 없었으나 60˚C, 90˚C에서 2일째부터, 급격히 활

성이 떨어지는 것을 확인할 수 있었다.

Figure 2. Thermal stability of ethanoic extract from E. cave and ascorbic acid in DPPH radical scavenging activity at the 
concentration of 25 µg/mL. A: The ascorbic acid was treated with different temperature from 0 to 7 day. B: The ethanoic 
extract of E. cava was treated with different temperature from 0 to 7 day.
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Hydrogen peroxide (H2O2) 소거활성
Hydrogen peroxide (H2O2)는 체내 각 기관이나 세

포에 심각한 손상을 초래 하여 질병이나 노화를 초

래한다고 알려져 있다 [16, 17]. Fig. 3에서는 DPPH, 
hydroxyl radical 소거 활성을 토대로 감태 에탄올 추

출물에 30˚C, 60˚C, 90˚C로 각각 열을 가하였을 때, 
각각 농도 의존적으로 Hydrogen peroxide (H2O2) 소

거 활성의 변화를 확인하기 위하여, Hydrogen per-
oxide (H2O2) 소거 활성을 측정하였는데, 30˚C, 60˚C, 
90˚C 로 각각 열을 가하였을 때 감태 에탄올 추출물

은 은 항산화 활성이 30˚C, 60˚C, 90˚C 에서 같은 

활성을 보이는 것으로 보았을 때, 감태 에탄올 추출

물의 항산화 활성은 열에 안정한 것을 확인 할 수 

있었다. 

Figure 3. Thermal stability of ethanoic extract from E. cave and ascorbic acid in Hydroxyl radical scavenging activity at 
the concentration of 25 µg/mL. A: The ascorbic acid was treated with different temperature from 0 to 7 day. B: The ethanoic 
extract of E. cava was treated with different temperature from 0 to 7 day.

Figure 4. Hydrogen peroxide scavenging activity of ethanoic 
extract from E. cave. The samples were treated with different 
temperature for 7 day.

Cell 상에서의 ROS 소거활성
Hydrogen peroxide (H2O2)을 처리 하였을 때, 

DPPH, hydroxyl radical 소거 활성과 비슷한 결과로 

positive control로 사용된 ascorbic acid는 활성이 열을 

가하지 않았을 때에는 90%의 높은 항산화 활성을 

보였으나, 7일째에는 73%까지 활성이 감소되는 경

향을 보였다. 그러나 감태 에탄올 추출물의 경우에

는 91% 의 ROS 소거활성을 1 에서 7일까지 Cell 상
에서 나타내었다.

요 약
본 연구에서는 제주 연안에 서식하는 갈조류 중 

Figure 5. Intracellular ROS scavenging activity of ethanoic 
extract from E. cave and ascorbic acid at 250 µg/mL. The 
samples were treated with different temperature from 0 to 
7 day.

감태의 열 안전성을 확인하기 위하여, 감태의 에탄

올 추출물을 제조한 후 30˚C, 60˚C, 90˚C로 열을 가한 

후 항산화 활성을 통하여 안전성을 확인하였다. 여
기서 positive control로는 항산화 활성이 뛰어난 as-
corbic acid를 사용하였는데, 열을 가하였을 때, as-
corbic acid의 경우에는 열을 가하였을 때 항산화 활

성이 감소하는 경향을 나타내는 반면, 감태 에탄올 

추출물의 경우에는 열을 가하였을 때에도 항산화 활

성이 일정하게 유지 되는 것을 확인 할 수 있었다. 
이러한 결과로 보았을 때, 감태 에탄올 추출물에 포

함되어 있는 우수한 항산화 활성을 가지고 있는 

Dieckol 이나 eckol 과 같은 성분을 식품을 포함한 
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다양한 분야에서 사용될 수 있을 것으로 사료되며, 
이의 결과로 토대로 식품 첨가제로도 충분히 응용이 

가능할 것으로 생각된다. 
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