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< 요 약 문 >

사업명 농축산물안전유통소비기술개발사업
총괄연구개발 식별번호 

(해당 시 작성)

내역사업명

(해당 시 작성)
연구개발과제번호 119068-2

기

술

분

류

국가과학기술

표준분류

1순위 소분류 코드명

LB1801
100% 2순위 소분류 코드명 % 3순위 소분류 코드명 %

농림식품

과학기술분류

1순위 소분류 코드명

PA0201
100% 2순위 소분류 코드명 % 3순위 소분류 코드명 %

총괄연구개발명

(해당 시 작성)

연구개발과제명 강황과 유자 혼합추출물 기능성 표시 식품 소재 개발과 산업화

전체 연구개발기간 2019.06.20.~2021.06.19(24개월)

총 연구개발비

 총 800,000천원 

 (정부지원연구개발비: 400,000천원,  기관부담연구개발비 : 400,000천원, 

 지방자치단체:   천원,  그 외 지원금:   천원) 

연구개발단계
기초[  ] 응용[  ] 개발[√] 

기타(위 3가지에 해당되지 않는 경우)[  ] 

기술성숙도

(해당 시 기재)

착수시점 기준(   )  

종료시점 목표(   ) 

연구개발과제 유형

(해당 시 작성)

연구개발과제 특성

(해당 시 작성)

연구개발 

목표 및 내용

최종 목표

Ÿ 기능성표시식품 생산 기반 구축

Ÿ 강황+유자 추출혼합물 표준화 및 기능성 평가

Ÿ 강황+유자 추출혼합물 함유 기능성표시식품 소재 개발

Ÿ 기능성표시식품 산업화

전체 내용

Ÿ 강황+유자 추출혼합물 제조공정 표준화

강황+유자 추출혼합물 제조공정 및 지표성분 표준화

Ÿ 강황+유자 추출혼합물의 간기능 개선 활성평가

강황+유자 추출혼합물을 대상으로 세포 및 mice 활성평가

Ÿ 강황+유자 추출혼합물의 기억력 개선 활성평가

강황+유자 추출혼합물을 대상으로 세포 및 mice 활성평가

Ÿ 강황+유자 추출혼합물의 면역력 증진 활성평가

강황+유자 추출혼합물을 대상으로 세포 및 mice 활성평가

Ÿ 기능성표시식품 산업화 3건

기능성 원료 함유 기능성표시식품 시제품 개발

그린커피빈주정추출물 함유 기능성표시식품 산업화

1차년도 목표

<주관연구기관(에스디씨)>

Ÿ 강황+유자 추출혼합물 가공기술 표준화

Ÿ 강황,유자 효능연구를 위한 시료 제작

Ÿ 각 효능별 선정원료(추출물) 제조공정 표준화 시작

Ÿ 에스디씨가 보유한 생산 시설을 이용하여 시제품 생산

Ÿ 기능성표시식품 품질평가를 위한 기반 구축

<협동연구기관(전남대학교)>

Ÿ 강황, 유자 추출물의 HepG2 세포를 이용한 in vitro 독성 확인

Ÿ 강황, 유자 추출물의 HepG2 세포를 이용한 in vitro 간기능개

선 활성 확인

<협동연구기관(연세대학교)>

Ÿ 강황, 유자 추출물에 대한 라디칼 소거능 및 세포독성 확인

Ÿ 강황, 유자 추출물 대상 뇌세포 보호 효능 검색

Ÿ 선정된 강황+유자 추출혼합물에 대한 in vitro 상에서의 효능 

평가 확인

<협동연구기관(울산대학교)>
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Ÿ 강황, 유자 추출물의 면역세포에서의 독성반응 평가

Ÿ 강황, 유자 추출물의 면역증진 관련 cytokine 활성 평가

Ÿ 강황, 유자 추출물에 의한 면역세포에서 산화질소(NO)감소 효

과 평가

내용

<주관연구기관(에스디씨)>

Ÿ 강황,유자 원료 가공기술 개발 및 제조공정 표준화

 - 농산물 강황, 유자 원료 가공기술 표준화

 - 강황, 유자 효능 연구를 위한 시료 제작

 - 각 효능별 선정원료(추출물) 제조공정 표준화 시작

Ÿ 기능성표시식품 생산 기반 구축

 - 에스디씨가 보유한 생산 시설을 이용하여 시제품 생산

 - 기능성표시식품 품질평가를 위한 기반 구축

<협동연구기관(전남대학교)>

Ÿ 강황, 유자 추출물의 HepG2 세포를 이용한 in vitro 독성 확인

 - 소재의 안전역을 확인하기 위해 XTT-PMS 용액을 이용한 세  

   포 독성 평가

Ÿ 강황, 유자 추출물의 HepG2 세포를 이용한 in vitro 간기능 개

선 활성 확인

 - 소재에 대한 세포내 ROS 생성 억제능, 세포내 지방축적 억제능 확인

 - 소재 처리에 의한 ROS의 변화 확인

 - 지방산에 의해 유도된 세포 내외 축적된 지질 및 중성지방 함  

   량을 소재 처리에 의한 변화 확인

Ÿ 선정된 강황+유자 추출혼합물에 대한 in vitro 상에서의 효능 

평가 확인

 - 다양한 비율의 강황+유자 추출혼합물 소재의 효능 평가를 통  

   하여 선정된 비율의 강황+유자 추출혼합물 소재를 대상으로  

   농도별 in vitro 상에서의 간기능 개선 확인

<협동연구기관(연세대학교)>

Ÿ 강황, 유자 추출물에 대한 라디칼 소거능 및 세포독성 확인

 - 강황, 유자 추출물을 대상으로 DPPH법을 이용한 라디칼    

    소거능 측정

 - 강황, 유자 추출물 대상으로 cell cytotoxicity 측정

Ÿ 강황, 유자 추출물 대상 뇌세포 보호 효능 검색

 - Cell cytotoxicity 확인 후 저독성 시료의 농도 범위에서 각 시  

   료의 H2O2 또는 Aβ처리에 의해 유발된 산화적 스트레스에 대  

   한 뇌신경 보호 효과 검색

 - In vitro 상에서의 H2O2 또는 Aβ의 산화적 스트레스에 대한 세  

   포 내 oxidative stress protection system(SOD, catalase)의  

   활성능 측정

Ÿ 강황, 유자 추출물 대상 뇌세포 신호전달물질(acetylcholine)합성 효소

(choline actyltransferase) 활성증진 및 분해효소(acetylcholinesterase) 

억제능 검색

Ÿ 강황, 유자 추출물 대상 뇌세포 생존 및 신장(neurite out 

growth) 관련 인자의 발현 및 관련 기전에 대한 영향 검토

 - 뇌 신경세포의 생존 및 신장과 관련된 인자들의 발현 정도 및  

   관련 기전에 대한 영향을 mRNA level 및 protein level에서 확인

<협동연구기관(울산대학교)>

Ÿ 강황, 유자 추출물의 면역세포에서의 독성반응 평가

 - 강황, 유자 추출물의 안전성 검토와 면역 활성 인자와 in vivo  

   assay계의 적용을 위하여 세포 독성 평가

Ÿ 강황, 유자 추출물의 면역증진 관련 cytokine 활성 평가

 - Mouse macrophage cell line인 RAW264.7에서 강황 및 유자 추출

물의 다양한 농도로 면역세포에 처리하여 면역계와 T세포, Natural 

killer cell(NK cell)의 activation을 조절하는 cytokine으로 

macrophage에서 분비하는 TNF-α, IL-2, IFN-γ, IL-10 등 다양한 

cytokine의 발현을 확인할 수 있는 qPCR primer를 구축하여 평가함

2차년도 목표 <주관연구기관(에스디씨)>
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Ÿ 기능성표시식품 산업화

<협동연구기관(전남대학교)>

Ÿ 강황+유자 추출혼합물의 마우스를 이용한 in vivo 간기능 개선 

기능성 평가

Ÿ 강황+유자 추출혼합물의 마우스를 이용한 in vivo 간기능 개선 

기능성 기작규명

<협동연구기관(연세대학교)>

Ÿ 선정된 강황+유자 추출혼합물에 대한 in vivo상에서의 기억력 

개선 효능 평가

Ÿ 선정된 강황+유자 추출혼합물에 대한 in vivo상에서의 기억력 

개선 효능 기전 연구

<협동연구기관(울산대학교)>

Ÿ 강황+유자 추출혼합물의 in vivo에서의 독성반응 평가

Ÿ In vivo/ex vivo에서 강황+유자 추출혼합물의 면역 조절 효능평가

Ÿ 강황+유자 추출혼합물 소재의 선천성 면역력 증강 기능 기작규명

내용

<주관연구기관(에스디씨)>

Ÿ 기능성표시식품 기준규격 설정

 - 건강기능식품의 기준규격을 준용하여 산업화 예정인 기능성  

   표시식품의 기준규격을 설정

 - 개발제품의 제조공정 표준화와 품질평가 기준 설정

Ÿ 품목제조보고

 -  식품의약품안전처 제2020-129호(2020.12.29.) 고시에 따라 

기능성표시식품 개발

 - 기능성표시식품 생산 및 품목제조보고 3건

Ÿ 디자인 개발

 - 제품 산업화를 위한 포장디자인 등 개발 3건

Ÿ 제품 산업화

 - 생산 제품 출시(한끼어터 사워크림, 한끼어터 콘포타쥬, 한끼

어터 피자) 산업화 3건

<협동연구기관(전남대학교)>

Ÿ 강황+유자 추출혼합물의 마우스를 이용한 in vivo 간기능 개선

기능성 평가

 - 7주령의 C57BL/6 마우스를 음성대조군(CON), 고지방식이군  

   (HF), 저농도시료군(고지방식이+강황+유자 추출혼합물 저농  

   도), 고농도시료군(고지방식이+강황+유자 추출혼합물 고농  

    도), 양성대조군(고지방식이+기 개발된 간 건강 관련 건강기  

   능식품 원료)으로 나누고 지방간 개선 효과를 확인

 - 간의 손상정도를 확인하기 위하여 채취한 혈액의 혈청을 이용  

   하여 아미노산 전이효소인 ALT, AST 활성을 assay kit를 이용  

   하여 측정

 - 혈중 중성지방, 총 콜레스테롤,HDL 콜레스테롤 측정용 kit를  

   이용하여 측정

Ÿ 강황+유자 추출혼합물의 마우스를 이용한 in vivo 간기능 개선 

기능성 기작규명

 - Real time PCR을 이용하여 지방합성 및 대사조절에 관여하는  

   인자 등을 확인하여 분자적 기전을 확인

<협동연구기관(연세대학교)>

Ÿ 선정된 강황+유자 추출혼합물에 대한 in vivo 상에서의 인지력 

및 행동능력 증진 효과 확인

 - Control, Aβ 또는 TMT(trimetylyin)투여군, 시료 및 Aβ 또는  

   TMT 복합 투여군, 양성 대조군(기 개발된 기억력 개선 건강기  

   능식품 원료)으로 나누고 행동실험인 Y-maze 및 passive   

   avoidance test를 실시하여 기억력 개선 효능 확인

Ÿ 선정된 강황+유자 추출혼합물에 대한 in vivo 상에서의 기억력 

개선 효능 기전 연구

 - 동물 모델 뇌조직에서의 선정된 강황+유자 추출혼합물의 신  

   호전달 시스템 조절 개선 효능 평가
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 - 선정된 강황+유자 추출혼합물의 효능에 대한 신경세포 신호  

   전달 시스템(cholinergic system)의 개선 효과 확인

Ÿ 동물 모델 뇌조직에서의 선정된 강황+유자 추출혼합물의 항

산화 시스템 개선 효능 평가

 - 선정된 강황+유자 추출혼합물의 항산화 효소인 SOD, catalase

및 GSH의 활성 및 함량 개선 효과 확인

Ÿ 동물 모델 뇌조직에서의 선정된 강황+유자 추출혼합물의 뇌

세포 신장 물질 및 관련 signal에 대한 영향 평가

 - 선정된 강황+유자 추출혼합물의 BDNF 및 연관 signal인    

CREB-pCREB에 대한 영향을 확인

<협동연구기관(울산대학교)>

Ÿ 강황+유자 추출혼합물의 in vivo에서의 독성 반응 평가

 - 강황+유자 추출혼합물의 안전성 검토와 in vitro에서 확인된  

   농도 적용을 위하여 in vivo 독성평가

Ÿ In vivo/ex vivo에서 강황+유자 추출혼합물의 면역 조절 효능평가

 - 시험군에 양성대조군으로 기 개발된 면역력증진 건강기능식  

   품 원료를 포함하여 강황+유자 추출혼합물과 비교

 - 강황+유자 추출혼합물을 투여한 mouse 혈액의 in vivo NK세  

   포 활성 측정 및 분석

 - Mitogen에 의한 primary splenocyte에서의 관련 cytokine의  

   발현 측정

Ÿ 강황+유자 추출혼합물 소재의 선천성 면역력 증강 기능 기작 규명

 - 강황+유자 추출혼합물 처리에 따른 NK 세포활성은  RAW 

264.7 cell에 대한 NK세포가 작용하여 분비되는 LDH의 양을 

측정함으로써 NK 세포 활성을 평가

 - RAW264.7 세포의 LPS 또는 강황+유자 추출혼합물 처리를  

   통해 면역 관련 신호 전달 경로를 평가

연구개발성과 

Ÿ 논문게재 및 학술발표 : SCI(E) 3편, 학술발표 7건

Ÿ 특허 : 출원 3건

Ÿ 고용창출 : 4명

Ÿ 산업화 : 3건

연구개발성과 

활용계획 및

기대 효과

Ÿ 국내산 소재인 강황, 유자의 간기능 개선, 기억력 개선, 면역력 증진 활성의 학술

적 가치를 입증하게 됨

Ÿ 농산물 고차가공 산업의 선도 모델로 활용이 기대됨

Ÿ 농촌 개발의 신산업군 표준 모델로 활용이 기대됨

Ÿ 지역 재배농가와 계약 재배로 안정적인 농가소득, 원료 확보 가능함

Ÿ 생물자원의 산업화를 통하여 경쟁력이 부족한 국내산 작물의 경쟁력 확보가 가능

하며 고부가가치 창출에 따라 농가소득 증대에 기여할 것임

연구개발성과의 

비공개여부 및 사유

연구개발성과의 

등록ㆍ기탁 건수
논문 특허

보고서 

원문

연구

시설

ㆍ장비

기술

요약 

정보

소프트 

웨어
표준

생명자원

화합물

신품종

생명

정보

생물

자원
정보 실물

3 3 - - - - - - - - -

연구시설ㆍ장비 

종합정보시스템 

등록 현황

구입기

관

연구시

설ㆍ장

비명

규격

(모델명)
수량

구입 

연월일

구입가격

(천원)

구입처

(전화)

비고

(설치장소)

ZEUS

등록번호

농업회사법인

(주)에스디씨

지표성분 

검출기
GC2010 1 2019.09.18 31,900 -

농업회사법인

(주)에스디씨

NFEC-202

0-08-2

64557

농업회사법인

(주)에스디씨

지표성분 

분석용 

펌프

SCL-40 1 2019.09.18 32,670 -
농업회사법인

(주)에스디씨

NFEC-202

0-08-2

64545

농업회사법인

(주)에스디씨

지표성분 

분석시료 

자동주입기

GC2010 1 2019.09.18 31,900 -
농업회사법인

(주)에스디씨

NFEC-202

0-08-2

64544

국문핵심어 강황 유자 간기능 개선 기억력 개선 면역력 증진
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(5개 이내)

영문핵심어

(5개 이내)
Curcuma longa L.

Citrus junos 

Siebold ex 

Tanaka

Liver function 

improvement

Memory 

improvement

Immunity 

enhancement
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제1장. 연구개발과제의 개요

1절. 연구개발의 개요

Ÿ 본 연구의 최종목표는 국내산 강황, 유자를 대상으로 간기능 개선, 기억력 개선, 면역력 

증진 활성을 평가하여 건강기능식품 소재를 개발하고 `18년 제정한 “식품 등의 표시·광

고에 관한 법률”에 따라 새롭게 시행되는 “기능성표시식품”을 산업화하고자 하는 것임

Ÿ 주요 연구내용

ⅰ) 강황, 유자의 기능성표시식품 소재 개발을 위한 표준화

ⅱ) 강황, 유자의 in vitro, in vivo를 통한 기능성 및 기작 구명

ⅲ) 기능성표시식품 생산 및 품질관리 기반 구축

ⅳ) 기능성표시식품 산업화

2절. 연구개발의 필요성

1. 연구소재 및 필요성

강황
과명 : 생강과(Zingiberaceae)

학명 : Curcuma longa L.

주요성분 : 뿌리 노란 색소 0.4~0.65%, 정유 6~10%, 

커큐민과 유사물질

주요산지 : 전남 진도(전국 80%), 해남, 화순, 전북  임실

약리작용 : 면역력증진, 항염, 간기능장애 개선, 생리통

을 완화, 항암, 항콜레스테롤, 항치매, 소염

작용

Ÿ 강황(Curcuma longa L.)은 동의보감, 대한약전, PDR for Herbal Medicines, WHO 

monographs on selected medicinal plants(Vol.1) 등에 질병치료에 사용되었다는 기

록이 있으며, 학술발표에 따르면 간 보호, 면역 조절에 효과가 있는 것으로 알려져 있음

Ÿ 진도 강황은 지리적 표시 농산물 제95호로 지정되어 있으며, 난대성 약용자원으로 20

여년 전부터 국내재배가 본격화되어, 현재 진도 강황 생산량은 3,100여톤/년임(전국 

생산량 86%). 또한 진도군은 강황 산업특구로 지정됨

Ÿ 현재, 강황을 이용한 건강기능식품 원료로 하는 ‘발효울금’과 ‘강황 추출물’이 등록되

어 있으나, ‘강황 추출물’은 수입 원료임. 이에 본 연구는 전남 진도산 강황을 이용하

여 건강기능식품 소재로 개발하고자 함

유자
학명 : Citrus junos Sieb. ex Tanaka

주요성분 : citric acid, succinic acid, limonene, 

terpinene, linalool, camphene, myrcene, 

phellandrene,  limonoid, nomiln, 

ichangin

주요산지 : 전남 고흥, 영암

약리작용 : 면역력 증진, 항산화, 항균, 전립선암 전이 

억제, 암세포 성장 억제

Ÿ 유자는 남해안 및 전남 고흥에서 주로 재배되며, 전남 고흥의 경우 약 65,000톤의 생

산량을 보유하고 있음. 이는 전국 유자 생산량의 70%에 해당하는 양으로, 전국 최대 

주산지임. 특히, 고흥군은 유자 최대 생산지로 소비자 인지도가 매우 높으며, 이를 바

탕으로 2006년 지리적 표시 농산물 제 14호로 등록되었음

Ÿ 유자는 면역력 증진, 항산화, 항균, 전립선암 전이 억제의 기능이 있는 것으로 발표되
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었으나, 주로 판매되는 것은 유자차, 유자청으로 단순가공식품을 넘지 못하고 있음

Ÿ 고흥군은 2017년 농림축산식품부 공모사업으로 ‘고흥유자 6차 산업화 지구조성 사

업’(3년간 총 30억원)을 진행 중에 있으며, 이는 생산, 가공, 유통, 관광 융・복합 지

역특화산업 클러스터 육성사업임. 본 연구결과는 지자체(고흥군)에서 진행하고 있는 

지역특화산업 클러스터 육성사업과 연계하여 농가에 직접적, 장기적, 안정적인 소득을 

창출할 수 있을 것임

2. 연구개발 대상의 국내・외 현황

가. 국내 기술 수준 및 시장 현황

Ÿ 우리나라에서는 처음 시도되는 일반식품에 기능성을 표시 가능하도록 하는 기능성표시식

품은 식품산업과 사회에 미치는 긍정적 영향이 클 것으로 예측됨. 가정간편식(HMR) 시장 

외 전체적으로 성장이 둔화되고 있는 우리 식품 산업에 돌파구가 될 수가 있음

Ÿ 또한, 기능성표시식품은 상대적으로 고가(高價)인 건강기능식품을 대체해 저렴하게 섭

취함으로써 소비자에게도 이익이 됨

Ÿ 우리나라의 경우 고시 제정 이후 현재까지(`21.02.08) 20건의 기능성표시식품이 출시되고 

있으며 대부분 액상의 제품으로 유산균, 배변활동 도움 제품들이 먼저 출시되고 있음

Ÿ `20년 국내 건강기능식품 시장은 약 4조9000억원으로 추산되고 있으며(출처, 한국건강기

능식품협회`20년 건강기능식품 시장현황) `20년 12월 기능성표시식품 제도를 도입한 우

리나라도 향 후 5년 내 건강기능식품 시장과 동등한 수준으로 비약적인 발전이 예상됨 

나.  국외 기능성표시식품의 시장 

Ÿ 기능성표시식품 제도를 우리나라보다 먼저 시작한 일본의 경우 특정보건용식품은  

`20년 전내대비 5.5% 감소한 3,400억엔으로 예측하고 있으며 기능성표시식품은 `19

년 2,547억엔에서 `20년 3,007억엔으로 38.6% 증가할 것으로 예측하고 있음(출처, 

후지경제)

 

¡ 우리보다 먼저 기능성표시식품을 시작한 일본의 경우 영양제가 49.2%, 기타 가공식

품이 42.6%, 신선식품이 8.2%를 차지하며, 과자, 음료 등 일반식품으로까지 그 범위

가 점차 확대되는 추세(출처 : 식품음료신문. `21.01.18)

¡ 야노경제연구소의 자료에 따르면 일본의 기능성표시식품에서 일반식품의 비중은 증

가하는 것으로 조사되고 있음

<기능성표시식품의 시장규모 추이와 식품종류별 구성비(2019년도)>
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3절. 연구개발의 범위

1. 기능성표시식품 생산 기반 구축

○ 기능성표시식품 생산을 위하여 HACCP 생산시설과 품질평가 기반 구축

2. 강황+유자 추출혼합물 원료 가공기술 개발 및 표준화

○ 국내산 강황과 유자 원료의 제조공정 표준화

○ 강황+유자 추출혼합물의 제조공정 표준화

3. 강황+유자 추출혼합물 간기능 개선 기능평가

○ 강황, 유자 추출물의 간기능 개선 in vitro 생리활성 평가

○ 강황+유자 추출혼합물의 간기능 개선 in vitro 생리활성 평가

○ 강황+유자 추출혼합물의 간기능 개선 in vivo 활성평가

○ 강황+유자 추출혼합물의 간기능 개선 in vivo 기전 규명

4. 강황+유자 추출혼합물 기억력 개선 기능평가

○ 강황, 유자 추출물의 기억력 개선 in vitro 생리활성 평가

○ 강황+유자 추출혼합물의 기억력 개선 in vitro 생리활성 평가

○ 강황+유자 추출혼합물의 in vivo/ex vivo 활성평가

○ 강황+유자 추출혼합물의 기전 규명

5. 강황+유자 추출혼합물 면역력 증진 기능평가

○ 강황, 유자 추출물의 면역력 증진 in vitro 생리활성 평가

○ 강황+유자 추출혼합물의 면역력 증진 in vitro 생리활성 평가

○ 강황+유자 추출혼합물의 in vivo/ex vivo 활성평가

○ 강황+유자 추출혼합물의 기전 규명

6. 기능성표시식품 산업화

○ 식품의약품안전처 고시 제2020-129호(2020.12.29.) “부당한 표시 또는 광고로 보지 아

니하는 식품 등의 기능성 표시 또는 광고에 관한 규정”에 따라 기능성표시식품 산업화 
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제2장. 연구개발과제의 수행 과정 및 수행 내용

1절. 연구개발 전략・방법 및 추진체계

1. 연구개발 추진전략・방법

1) 기능성표시식품 생산기반 구축

◦ SDC 2공장을 기능성표시식품 전용 생산시설로 활용하기 위하여 HACCP 인증 획득

◦ 기능성표시식품 품질평가 시설 구축

2) 강황, 유자 표준화된 원재료 확보 및 시료 제작(4종)(수행기관 : 에스디씨)

◦ 원재료인 강황, 유자의 지표성분 범위를 설정하여 표준화된 원료 확보

◦ 강황, 유자, 물, 20% 주정추출물 총 4종의 연구시료 제작

3) 강황, 유자 추출물의 간기능 개선 활성 평가(수행기관 : 전남대학교)

◦ 연구시료 4종(강황, 유자 추출물)을 대상으로 간기능 개선 활성평가

◦ 1차 in vitro 활성평가 결과, 강황+유자 추출물 혼합비율 선정 후 추출혼합물의 in 

vitro 및 in vivo 활성평가

4) 강황, 유자 추출물의 기억력 개선 활성 평가(수행기관 : 연세대학교)

◦ 연구시료 4종(강황, 유자 추출물)을 대상으로 기억력 개선 활성평가

◦ 1차 in vitro 활성평가 결과, 강황+유자 추출물 혼합비율 선정 후 추출혼합물의 in 

vitro 및 in vivo 활성평가

5) 강황, 유자 추출물의 면역력 증진 활성 평가(수행기관 : 울산대학교)

◦ 연구시료 4종(강황, 유자 추출물)을 대상으로 면역력 증진 활성평가

◦ 1차 in vitro 활성평가 결과, 강황+유자 추출물 혼합비율 선정 후 추출혼합물의 in 

vitro 및 in vivo 활성평가

6) 강황+유자 추출혼합물 제조공정 표준화(수행기관 : 에스디씨)

◦ 기능성표시식품 원료로 사용될 강황+유자 추출혼합물의 제조공정 개발 및 표준화

◦ 기준 및 규격 설정 및 공인기관 성적서 발행
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7) 기능성표시식품 산업화 3건(수행기관 : 에스디씨)

◦ 식품의약품안전처 고시 제2020-129호(2020.12.29.) “부당한 표시 또는 광고로 보지 

아니하는 식품 등의 기능성 표시 또는 광고에 관한 규정”에 따라 기능성표시식품 산업화

◦ 품목제조신고 3건

2. 기능성표시식품 산업화 추진전략 변경

2-1. 기능성표시식품 관련 법규 제정

1) 식품 등의 표시・광고에 관한 법률 제정(2018.03.13.)

 ◦ 제8조(부당한 표시 또는 광고 행위의 금지) 제2항에 제1항의 각 호의 표시 또는 광고의

구체적인 내용과 그밖에 필요한 사항은 대통령령으로 정한다.

 ◦ 기능성표시식품 시장 진출 법률 근거 마련

2) 식품 등의 표시・광고에 관한 법률 시행령 제정(2019.03.14.)

 ◦ 제3조(부당한 표시 또는 광고의 내용) 제2항에 부당한 표시 또는 광고의 내용에 관한 

세부적인 사항은 식품의약품안전처장이 정하여 고시하도록 하고 있음  

3) 식품 등의 표시・광고에 관한 법률 시행 규칙 제정(2019.04.25.)

 ◦ 제10조(표시 또는 광고 심의 대상 식품 등) 4호. 기능성표시식품[「식품 등의 표시·광

고에 관한 법률 시행령」별표 1 제3호 나목에 “제품에 함유된 영양성분이나 원재료가 

신체조직과 기능의 증진에 도움을 줄 수 있다.” 는 내용으로서 식품의약품안전처장이 

정하여 고시하는 내용을 표시·광고하는 식품을 말한다.]

4) 부당한 표시 또는 광고로 보지 아니하는 식품 등의 기능성 표시 또는 광고에 관한 규정 

제정고시안 행정 예고(2019.12.31.)

 ◦ 식품의약품안전처장 행정 예고 발표, 기능성표시식품의 기본 요건 제시

5) 부당한 표시 또는 광고로 보지 아니하는 식품 등의 기능성 표시 또는 광고에 관한 규정 

고시(식품의약품안전처 고시 제2020-129호, 2020.12.29.)

 ◦ 기능성표시식품 산업화를 위한 제도 마련 

 ◦ 시행령 제 3조 제2항에 따라 “제품에 함유된 영양성분이나 원재료가 신체조직과 기능

의 증진에 도움을 줄 수 있다는 내용”을 구체적으로 고시하였음

<변경 사유>

본 사업 수행 기간 중 기능성표시식품 관련 식품의약품안전처 고시가 발표(`20.12.29)

되어 최초 사업(`19.6.20.~`21.6.19.) 시작 시 계획 대비 산업화 전략 변경 요인 발생
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 2-2. 기능성표시식품 산업화 전략

1) 최초 산업화 계획

 ◦ 본 사업은 2019년 6월 20일에 기능성표시식품 관련 제도 마련이 완료되지 않은 상황 

에서 식품 신시장 진출을 위한 선제적인 사업으로 기능성표시식품 생산기반을 구축하고 

주원료로 활용 가능한 소재를 개발하는 것을 목표로 시작되었음

 ◦ 기능성표시식품 산업화를 위한 생산기반 구축은 완료하였으나 식품의약품안전처장의 

관련 고시가 `20년 12월 말 발표되어 산업화 계획 변경 요인 발생

2) 산업화 계획 변경 요인 발생

 ◦ 최초 강황+유자추출혼합물을 대상으로 시험관연구와 동물실험 모델에서 간기능개선, 

기억력개선, 면역력증진 기능을 확인하고 이를 주원료로 하는 기능성표시식품을 산업화

하고자 하였으나 부당한 표시 또는 광고로 보지 아니하는 식품 등의 기능성 표시 또는 광

고에 관한 규정(제2020-129호, `20.12.29) 제4조제1항3호에 따라 인체적용시험을 통해 

그 기능을 실증해야 하지만 본 사업에서 수행하지 못하였음, 최초 본 사업 시작 시에는 

관련 제도가 마련되지 않아 인체적용시험을 본 사업 내용에 포함하지 않았음  
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제4조(기능성의 범위) ① 이 고시의 기능성 범위는 다음 각 호와 같다. 

1.「건강기능식품의 기준 및 규격」에서 기능성 원료로 정해진 것 중 별표 2 제1호에 해

당하는 기능성 

2.「건강기능식품 기능성 원료 및 기준·규격 인정에 관한 규정」제10조제1항에 따라 인정

받은 기능성 원료의 제조자 또는 수입자가 별지 서식의 기능성을 나타내는 원재료의 일

반식품 사용신청서로 식품의약품안전처장에게 신청하여 별표 2 제2호의 의사결정도에 

따라 인정받은 원재료의 기능성 

3.「식품 등의 표시 또는 광고 실증에 관한 규정」제4조제3호 중 인체적용시험 또는 인체

적용시험 결과에 대한 정성적 문헌고찰(체계적 고찰, SR: Systematic Review)을 통해 

과학적 자료를 갖춘 다음 각 목에 해당하는 기능성

3) 산업화 계획 변경 

 ◦ 식약처 고시 제4조 제1항에 따라 기능성표시식품으로 사용 가능한 기능성 원료로 변경

 ◦ 제4조 제1항 2호에 따라 산업화시 파급효과가 큰 체지방감소 기능을 가지는 개별인정

형 건강기능식품 원료 중 그린커피빈주정추출물(제2018-6호(`18.07.03.)을 기능성 원

료로 하는 기능성표시식품 산업화로 계획 변경
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3. 연구개발 협력 추진 체계

연구개발과제 총 참 여 연 구 원

과제명
강황과 유자 추출혼합물을 함유한 식품 산업화와 기능성 

표시 식품 소재 개발 및 생산기반 구축

주관연구책임자

차민석 외 총 11명

기 관 별 참 여 현 황

구   분 연구기관수 참여연구원수
대 기 업 - -
중견기업 - -

중소기업 1 (농업회사법인) 3

대  학 3 9
국공립(연) - -
출 연 (연) - -
기   타 - -

　

주관기관

농업회사법인(주)에스디씨

공동 연구기관

울산대학교

공동 연구기관

연세대학교

공동 연구기관

전남대학교

기능성표시식품 원료 

함유 제품 산업화

면역력 증진 

활성평가

기억력 개선 

활성평가

간기능 개선 

활성평가

차민석 외

2명

최경철 외

1명

윤호근 외

2명

전우진 외

3명

담당기술개발내용 담당기술개발내용 담당기술개발내용 담당기술개발내용

◦ 기능성표시식품 생산 

기반 구축

◦ 강황+유자 

추출혼합물 제조공정 

표준화

◦ 기능성원료를 함유하는 

식품 산업화

◦ 강황+유자 추출혼

합물의 면역력 증

진 활성 평가 및 기

작 구명 (in vitro, 

in vivo)

◦ 강황+유자 추출혼

합물의 기억력 개

선 활성 평가 및 기

작 구명 (in vitro, 

in vivo)

◦ 강황+유자 추출혼

합물의 간기능 개

선 활성 평가 및 기

작 구명 (in vitro, 

in vivo)
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4. 추진일정

1차년도

일련
번호

연구내용

월별 추진 일정 연구
개발비
(단위:
천원)

책임자
(소속
기관)1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

1 생산기반구축 150,000
차민석

(에스디씨)

2 연구시료 및 시제품 제작 50,000
차민석

(에스디씨)

3 간기능 개선 시험관 연구 50,000
전우진

(전남대)

4 기억력 개선 시험관 연구 50,000
윤호근

(연세대)

5 면역력 증진 시험관 연구 50,000
최경철

(울산대)

2차년도

1 시제품 생산 및 산업화 160,000
차민석

(에스디씨)

2 간기능 개선 동물연구 80,000
전우진

(전남대)

3 기억력 개선 동물연구 80,000
윤호근

(연세대)

4 면역력 증진 동물연구 80,000
최경철

(울산대)

2절. 연구 수행 과정 및 수행 내용

1. 기능성표시식품 품질평가 기반구축

¡ 식품의약품안전처 행정예고(`19.12.31.) 제5조(기능성 표시 또는 광고의 대상 식품 

등의 요건)에 따르면 “기능성 표시 또는 광고를 할 수 있는 식품 등의 요건은 다음 각 

호와 같다.”라고 규정되어 있으며, 제1호에 “식품 등에 함유된 기능성을 나타내는 원

재료 또는 성분의 함량은 별표2 제2호에 따른 1일 섭취기준량의 30%를 충족할 수 있

어야 한다.” 라고 규정되어 있음

¡ 이에 기능성표시식품의 품질평가를 위한 다음의 기자재를 구축 완료하였음

기기명 사진

<초음파추출기>

규격 : 410
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<가열자력교반기>

규격 : HSD150-03P

<추출용항온수조>

규격 : DH.WEB-6

<초순수제조장치(1차)>

규격 : pure ro 130+

<데시게이터>

규격 : DH.DEBG2

<pH meter>

규격 : HM-40X
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<지표성분검출기>

PDA 검출기 1 세트

형광 검출기 1 세트

<지표성분 분석용 펌프>

지표성분 분석용 펌프2 세트

액세서리

<분석시료 자동 주입기>

자동 시료 주입 장치 1 세트

액세서리

<초준수제조장치(3차)>

규격 : PURELAB flex 3

<감압회전농축기>

규격 : N-1300EW
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2. 강황+유자 추출혼합물 가공기술 표준화(강황, 유자 지표성분 분석법 개발)

가. 방법

 강황, 유자 원재료의 강황 중 Curcumin, 유자 중 Hesperidin을 정량분석 하였음

(1) Curcumin 정량

 ① 표준용액의 제조

표준품 Curcumin 10 mg을 취하여 10 mL 용량플라스크에 넣고, Methanol로 충분히 녹인 

후 정용하여 1,000 ppm 표준원액을 제조하고, 표준원액을 희석하여 표준용액으로 함

② 시험용액의 제조

<배기형 훔후드>

규격 : GFHP-1800S

<분석용 정밀저울>

규격 : PX225DKR

중앙실험실

기기분석실
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검체 원재료(건조물) 1 g을 정밀하게 달아 50 mL 용량플라스크에 취해 Methanol 50 mL로 

정용하여 60분간 초음파 추출을 한 후 정용하여 0.45 μm PTFE filter로 여과하고, 여액을 

검액으로 함

③ 기기조건

- 검출기 : PDA Detactor (측정파장 425 nm)

- 칼  럼 : ZORBAX Eclipse XDB 길이 250*4.6mmI.D, 5um

- 온  도 : 35℃

- 유  속 : 1 mL/min

- 주입량 : 10 μL

- 이동상 : 2% Acetic acid (in 45% ACN)

- 분석시간 : 20min

- 계산식

Curcumin 정량(mg/g) =
검액의 Curcumin농도 (μg/mL) * 검액의 최종부피 (mL)

검체 칭량(g) * 1000 (μg/mg)

(2) Hesperidin 정량

① 표준용액의 제조

표준품 Hesperidin 10 mg을 취하여 10 mL 용량플라스크에 넣고, Methanol로 충분히 녹

인 후 정용하여 1,000 ppm 표준원액을 제조하고, 표준원액을 희석하여 표준용액으로 함

② 시험용액의 제조

검체 원재료(건조물) 0.5 g을 정밀하게 달아  100 mL 용량플라스크에 취해 Methanol 100 

mL로 정용하여 2시간 초음파 추출을 한 후 정용하여 0.45 μm PTFE filter로 여과하고, 여

액을 검액으로 함

③ 기기조건

- 검출기 : PDA Detactor (측정파장 280 nm)

- 칼  럼 : Shiseido Capell pak MGⅡ 길이 250*4.6mmI.D, 5um

- 유  속 : 1 mL/min

- 주입량 : 10 μL

- 이동상 : A - ACN

           B - DW

         (A : B = 20 : 80)

- 분석시간 : 25min

- 계산식

Hesperidin 정량(mg/g) =
검액의 Hesperidin농도 (μg/mL) * 검액의 최종부피 (mL)

검체 칭량(g) * 1000 (μg/mg)

나. 결과

(1) 강황 원재료 중 Curcumin 분석 결과

- 강황의 지표성분인 Curcumin을 정량한 결과 2.99 mg/g의 결과를 나타내었음
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검체명 검체칭량 (g)
최종부피 

(mL)
피크면적

Curcumin

정량(mg/g)

Curcumin 표준품 0.0073 100 8655353 -

강황 1.01209 50 5039729 2.99

시료명 HPLC 분석결과

표준품

강황

(2) 유자 원재료 중 Hesperidin 분석 결과

- 유자의 지표성분인 Hesperidin을 정량한 결과 6.76 mg/g의 결과를 나타내었음

검체명 검체칭량 (g)
최종부피 

(mL)
피크면적

Hesperidin

정량(mg/g)

Hesperidin 표준품 0.01045 100 177151 -

유자 0.50739 100 589626 6.76
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시료명 HPLC 분석결과

표준품

유자

3. 강황, 유자 연구시료 제작

 3-1. 강황, 유자 추출물 연구시료 4종 제작

가. 방법

- 강황은 전남 진도군 소재 진도강황영농조합법인(박시우)에서 유자는 전남 완도군(지정

금)에서 국내산 원료를 구입하여 사용하였음

- 추출, 농축 및 동결건조 공정은 전북 익산소재 ㈜프롬바이오에서 보유한 기기를 이용하였

으며, 시험에 사용되어진 발효에탄올(이하 주정)은 식음용 Assay 95v/v%를 사용하였음

- 강황, 유자 각 추출물 제조과정은 아래와 같이 (1)원료평량 (2) 추출 (3) 농축 (4) 동결

건조 (5) 보관 과정으로 진행하였음

(1) 원료평량

추출에 사용할 소재를 칭량하고 비율에 맞게 주정과 정제수를 투입하였음

(2) 추출

추출기를 이용하여 원료의 10배수의 용매를 넣고 아래와 같은 조건에서 추출하였음

용매 추출온도 추출시간

물 100℃
5시간

20%주정 95℃

(3) 농축

농축기를 이용하여 60~70 cmHg 조건에서 농축하였음

(4) 동결건조

농축액을 동결건조기를 이용하여 동결건조하고 수득률을 측정하였음
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(5) 보관

건조가 끝난 추출물은 분쇄한 후 기밀 포장하여 저온보관소에 보관하였음

나. 결과

상기 기술한 방법을 통하여 추출을 실행한 결과 다음과 같은 결과를 얻었음

코드명 강황 유자

용매 정제수 20% 주정 정제수 20% 주정

추출

원료량(g) 3,000 3,000 3,000 3,000

용매량(L) 정제수 30
정제수 24

주정 6
정제수 30

정제수 24

주정 6

온도/시간 100℃ / 5hr. 95℃ / 5hr. 100℃ / 5hr. 95℃ / 5hr.

농축

온도/감압 50℃/60~70cmHg 50℃/60~70cmHg 50℃/60~70cmHg 50℃/60~70cmHg

농축량(g) 2,950 2,850 7,200 7,100

Brix 15.8 14.5 12.8 13.0

건조
건조량(g) 486.1 415.2 975.5 971.9

수득률(%) 16.2 13.8 32.5 32.4

3-2. 강황, 유자 추출물 연구시료 4종 지표성분 분석

가. 방법

상기의 2. 강황, 유자 가공기술 표준화 시험법에 따라 강황물추출물, 강황20%주정추출물, 

유자물추출물, 유자20%추출물의 지표성분을 분석하였음

나. 결과

(1) 강황 추출물 중 Curcumin 분석 결과

- 강황 물추출물과 20%주정추출물 중 강황의 지표성분인 Curcumin을 정량한 결과 각 0.

21 mg/g, 1.93 mg/g의 결과를 나타내었음

검체명
검체칭량 

(g)

최종부피 

(mL)
피크면적

Curcumin

정량(mg/g)

Curcumin 표준품 0.0073 100 8366613 -

강황 물추출물 1.00935 50 336341 0.21

강황 20% 주정추출물 1.00850 50 3142990 1.93
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Curcumin

표준품

강황 물추출물

강황 

20%주정추출물

(2) 유자 추출물 중 Hesperidin 분석 결과

- 유자 물추출물과 20%주정추출물 중 유자의 지표성분인 Hesperidin을 정량한 결과 각 

17.98 mg/g, 21.12 mg/g의 결과를 나타내었음

검체명 검체칭량 (g)
최종부피 

(mL)
피크면적

Hesperidin

정량(mg/g)

Hesperidin
표준품 0.01045 100 173667 -

유자 물추출물 0.50245 100 1569436 17.98

유자 
20%주정추출물 0.50587 100 1856887 21.12
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 Hesperidin

표준품

유자 물추출물

유자 

20%주정추출물

4. 강황 +유자 추출혼합물 시료 제작

¡ 공동연구기관의 각 기능별(간기능개선, 기억력개선, 면력역증진) 시험관 연구 결과를 

바탕으로 강황추출물과 유자추출물을 1차 선정하였음. 간기능개선(전남대)은 강황20%

주정추출물과 유자물추출물, 기억력개선(연세대)는 강황20%주정추출물과 유자물추출

물 그리고 면역력증진(울산대)은 강황물추출물과 유자물추출물을 선정하였음

¡ 두 추출물의 배합비를 결정하기 위한 시험관 연구에서 간기능개선(전남대)은 강황 : 

유자(1:1)추출혼합물, 기억력개선(연세대)는 강황 : 유자(9:1)추출혼합물, 면역력증진

(울산대)은 강황 : 유자(7:3)추출혼합물에서 가장 좋은 활성이 확인되어 각 기능별 추

출혼합물을 제작하였음
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5. 강황 +유자 추출혼합물 제조공정 표준화

 5-1. 강황, 유자 추출물 제조

가. 강황물추출물 제조

- 추출, 농축 및 분무건조 공정은 전북 익산소재 ㈜프롬바이오에서 보유한 기기를 이용하였

으며, 시험에 사용되어진 발효에탄올(이하 주정)은 식음용 Assay 95v/v%를 사용하였음

- 강황물추출물 제조과정은 아래와 같이 (1)원료평량 (2) 추출 (3) 농축 (4) 분무건조 

(5) 보관 과정으로 진행하였음

 (1) 원료 평량

추출에 사용할 소재를 칭량하고 정제수를 투입

 (2) 추출

추출기를 이용하여 원료의 10배수의 용매를 넣고 아래와 같은 조건에서 추출

용매 추출온도 추출시간

물 100℃ 5시간

 (3) 농축

농축기를 이용하여 60~70 cmHg 조건에서 농축

 (4) 분무건조

농축액을 분무건조기를 이용하여 분무건조하고 수득률을 측정

 (5) 보관

 건조가 끝난 추출물은 분쇄한 후 기밀 포장하여 저온보관소에 보관

 (6) 지표성분 분석

강황(Curcumin)을 분석법에 따라 정량분석

나. 강황20%주정추출물 제조

- 추출, 농축 및 분무건조 공정은 전북 익산소재 ㈜프롬바이오에서 보유한 기기를 이용하였

으며, 시험에 사용되어진 발효에탄올(이하 주정)은 식음용 Assay 95v/v%를 사용하였음

- 강황20%주정추출물 제조과정은 아래와 같이 (1)원료평량 (2) 추출 (3) 농축 (4) 분무

건조 (5) 보관 과정으로 진행하였음

 (1) 원료평량

추출에 사용할 소재를 칭량하고 정제수를 투입

 (2) 추출

추출기를 이용하여 원료의 10배수의 용매를 넣고 아래와 같은 조건에서 추출

용매 추출온도 추출시간

20%주정 95℃ 5시간

 (3) 농축

농축기를 이용하여 60~70 cmHg 조건에서 농축

 (4) 분무건조

농축액을 분무건조기를 이용하여 분무건조하고 수득률을 측정

 (5) 보관

 건조가 끝난 추출물은 분쇄한 후 기밀 포장하여 저온보관소에 보관

 (6) 지표성분 분석

강황(Curcumin)을 분석법에 따라 정량분석
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다. 유자물추출물 제조

- 추출, 농축 및 분무건조 공정은 전북 익산소재 ㈜프롬바이오에서 보유한 기기를 이용하였

으며, 시험에 사용되어진 발효에탄올(이하 주정)은 식음용 Assay 95v/v%를 사용하였음

- 유자물추출물 제조과정은 아래와 같이 (1)원료평량 (2) 추출 (3) 농축 (4) 분무건조 

(5) 보관 과정으로 진행하였음

 (1) 원료평량

추출에 사용할 소재를 칭량하고 정제수를 투입

 (2) 추출

추출기를 이용하여 원료의 10배수의 용매를 넣고 아래와 같은 조건에서 추출

용매 추출온도 추출시간

물 100℃ 5시간

 (3) 농축

농축기를 이용하여 60~70 cmHg 조건에서 농축

 (4) 분무건조

농축액을 분무건조기를 이용하여 분무건조하고 수득률을 측정

 (5) 보관

 건조가 끝난 추출물은 분쇄한 후 기밀 포장하여 저온보관소에 보관

 (6) 지표성분 분석

유자(Hesperidin)을 분석법에 따라 정량분석

5-2. 강황+유자 추출혼합물 제조

가. 강황+유자 추출혼합물(1:1) 제조

 (1) 원료평량

강황20%주정추출물과 유자물추출물을(1:1) 비율로 평량

 (2) 혼합

혼합기를 이용하여 강황20%주정추출물과 유자물추출물을 혼합

 (3) 지표성분 분석

강황(Curcumin)과 유자(Hesperidin)를 분석법에 따라 정량분석
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<강황+유자 추출혼합물(1:1) 제조공정도>

제조공정 식품/식품첨가물 조건
기능/지표성분 

함량변화(mg/g)
수율(kg)

(강황추출물)

원재료(강황) Curcumin : 2.99

↓

추출 및 여과 20%주정 95℃, 5시간
 55 μm

↓

농축

↓

분무건조 170℃, SD

↓

강황 추출분말 Curcumin : 1.93

(유자추출물)

원재료(유자) Hesperidin : 
6.76

↓

추출 및 여과 정제수 100℃, 5시간
 55 μm

↓

농축

↓

분무건조 170℃, SD

↓

유자추출분말 Hesperidin : 
17.98

(강황+유자 추출혼합물)

혼합

강황추출분말: 

유자추출분말 

= 50:50

Curcumin : 0.67 
Hesperidin : 

9.13 

↓

원료

나. 강황+유자 추출혼합물(9:1) 제조

 (1) 원료평량

강황20%주정추출물과 유자물추출물을(9:1) 비율로 평량

 (2) 혼합

혼합기를 이용하여 강황20%주정추출물과 유자물추출물을 혼합

 (3) 지표성분 분석

강황(Curcumin)과 유자(Hesperidin)를 분석법에 따라 정량분석
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<강황+유자 추출혼합물(9:1) 제조공정도>

제조공정 식품/식품첨가물 조건
기능/지표성분 

함량변화(mg/g)
수율(kg)

(강황추출물)

원재료(강황) Curcumin : 2.99

↓

추출 및 여과 20%주정 95℃, 5시간
 55 μm

↓

농축

↓

분무건조 170℃, SD

↓

강황 추출분말 Curcumin : 1.93 

(유자추출물)

원재료(유자) Hesperidin : 6.76

↓

추출 및 여과 정제수 100℃, 5시간
 55 μm

↓

농축

↓

분무건조 170℃, SD

↓

유자추출분말 Hesperidin : 
17.98

(강황+유자 추출혼합물)

혼합

강황추출분말: 

유자추출분말 

= 90:10

Curcumin : 1.23 
Hesperidin : 0.59

↓

원료

다. 강황+유자 추출혼합물(7:3) 제조

 (1) 원료평량

강황물추출물과 유자물추출물을(7:3) 비율로 평량

 (2) 혼합

혼합기를 이용하여 강황물추출물과 유자물추출물을 혼합

 (3) 지표성분 분석

강황(Curcumin)과 유자(Hesperidin)를 분석법에 따라 정량분석
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<강황+유자 추출혼합물(7:3) 제조공정도>

제조공정 식품/식품첨가물 조건
기능/지표성분 

함량변화(mg/g)
수율(kg)

(강황추출물)

원재료(강황) Curcumin : 2.99 

↓

추출 및 여과 정제수 100℃, 5시간
 55 μm

↓

농축

↓

분무건조 170℃, SD

↓

강황 추출분말 Curcumin : 0.21 

(유자추출물)

원재료(유자) Hesperidin : 
6.76

↓

추출 및 여과 정제수 100℃, 5시간
 55 μm

↓

농축

↓

분무건조 170℃, SD

↓

유자추출분말 Hesperidin : 
17.98

(강황+유자 추출혼합물)

혼합

강황추출분말: 

유자추출분말 

= 70:30

Curcumin : 0.18 
Hesperidin : 

5.19

↓

원료

5-3. 강황+유자 추출혼합물 지표성분 분석 

가. 방법

상기의 2. 강황, 유자 가공기술 표준화 시험법에 따라 강황(20%주정)+유자(물) 추출혼합물

(1:1), 강황(20%주정)+유자(물) 추출혼합물(9:1), 강황(물)+유자(물) 추출혼합물(7:3)의 지

표성분 Curcumin, Hesperidin을 분석하였음

나. 결과

(1) 간기능 개선 소재 지표성분 분석

(가) 간기능 개선 소재 중 Curcumin 분석 결과

- 간기능 개선 소재 강황+유자 추출혼합물(1:1) 중 강황의 지표성분인 Curcumin을 정량한 

결과 0.67 mg/g의 결과를 나타내었음
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검체명 검체칭량 (g)
최종부피 

(mL)
피크면적

Curcumin

정량(mg/g)

Curcumin 표준품 0.0073 100 11355804 -

강황+유자 

추출혼합물(1:1)
1.00136 100 724752 0.67

Curcumin

표준품

강황+유자 

추출혼합물(1:1)

(나) 간기능 개선 소재 중 Hesperidin 분석 결과

- 간기능 개선 소재 강황+유자 추출혼합물(1:1) 중 유자의 지표성분인 Hesperidin을 정량

한 결과 9.13 mg/g의 결과를 나타내었음

검체명 검체칭량 (g)
최종부피 

(mL)
피크면적

Hesperidin

정량(mg/g)

Hesperidin 표준품 0.01045 100 1578562 -

강황+유자 

추출혼합물(1:1)
0.50353 100 1451014 9.13
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Hesperidin

표준품

강황+유자 

추출혼합물(1:1)

(2) 기억력 개선 소재 지표성분 분석

(가) 기억력 개선 소재 중 Curcumin 분석 결과

- 기억력 개선 소재 강황+유자 추출혼합물(9:1) 중 강황의 지표성분인 Curcumin을 정량한 

결과 1.23 mg/g의 결과를 나타내었음

검체명 검체칭량 (g)
최종부피 

(mL)
피크면적

Curcumin

정량(mg/g)

Curcumin 표준품 0.0073 100 11355804 -

강황+유자 

추출혼합물(9:1)
1.00373 100 2569748 1.23
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Curcumin

표준품

강황+유자 

추출혼합물(9:1)

(나) 기억력 개선 소재 중 Hesperidin 분석 결과

- 기억력 개선 소재 강황+유자 추출혼합물(9:1) 중 유자의 지표성분인 Hesperidin을 정량

한 결과 0.59 mg/g의 결과를 나타내었음

검체명 검체칭량 (g)
최종부피 

(mL)
피크면적

Hesperidin

정량(mg/g)

Hesperidin 표준품 0.01045 100 1578562 -

강황+유자 

추출혼합물(9:1)
0.50323 100 79446 0.59
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Hesperidin

표준품

강황+유자 

추출혼합물(9:1)

(3) 면역력 증진 소재 지표성분 분석

(가) 면역력 증진 소재 중 Curcumin 분석 결과

- 면역력 증진 소재 강황+유자 추출혼합물(7:3) 중 강황의 지표성분인 Curcumin을 정량한 

결과 0.18 mg/g의 결과를 나타내었음

검체명 검체칭량 (g)
최종부피 

(mL)
피크면적

Curcumin

정량(mg/g)

Curcumin 표준품 0.0073 100 11355804 -

강황+유자 

추출혼합물(7:3)
1.00184 100 228904 0.18
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Curcumin

표준품

강황+유자 

추출혼합물(7:3)

(나) 면역력 증진 소재 중 Hesperidin 분석 결과

- 면역력 증진 소재 강황+유자 추출혼합물(7:3) 중 유자의 지표성분인 Hesperidin을 정량

한 결과 5.19 mg/g의 결과를 나타내었음

검체명 검체칭량 (g)
최종부피 

(mL)
피크면적

Hesperidin

정량(mg/g)

Hesperidin 표준품 0.01045 100 1578562 -

강황+유자 

추출혼합물(7:3)
0.50501 100 821393 5.19
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Hesperidin

표준품

강황+유자 

추출혼합물(7:3)

5-4. 강황+유자 추출혼합물 결과

◦ 강황 20%주정+유자물 추출혼합물(1:1) 표준화 결과, Curcumin 0.67 mg/g, Hesperidin 

9.13 mg/g 검출되었으며, 이렇게 표준화된 원료는 협동연구기관 전남대학교에서 간기능 

개선 기능평가 결과 그 기능이 확인되었으며, 최종적으로 간기능 개선 소재로 개발되었음

◦ 강황 20%주정+유자물 추출혼합물(9:1) 표준화 결과, Curcumin 1.23 mg/g, Hesperidin  

0.59 mg/g 검출되었으며, 이렇게 표준화된 원료는 협동연구기관 연세대학교에서 기억력 

개선 기능평가 결과 그 기능이 확인되었으며, 최종적으로 기억력 개선 소재로 개발되었음

◦ 강황물+유자물 추출혼합물(7:3) 표준화 결과, Curcumin 0.18 mg/g, Hesperidin  5.19 

mg/g 검출되었으며, 이렇게 표준화된 원료는 협동연구기관 울산대학교에서 면역력 증진 

기능평가 결과 그 기능이 확인되었으며, 최종적으로 면역력 증진 소재로 개발되었음

6. 기능성표시식품 시제품 생산

◦ 식품의약품안전처의 행정 예고 “부당한 표시 또는 광고로 보지 아니하는 식품 등의 기

능성 표시 또는 광고에 관한 규정(식품의약품안전처 공고 제 2019-597호. 2019. 

12.31.)”의 기준에 따라 기능성표시식품 시제품을 생산함

◦ 행정예고 제4조(기능성의 범위) 제1항에 「건강기능식품의 기준 및 규격」에 기능성 

원료로 고시된 것으로서 별표 2 제2호에 해당하는 기능성 원료 또는 성분을 기능성을 

함유하는 시제품 생산함

¡ 식품의약품안전처 행정예고에 제시한 포지티브 리스트 30종 중 프락토올리고당을 주
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성분으로 기능성표시식품을 시생산하고 부원료로 가르시니아캄보지아추출물과 귀리

식이섬유를 함유하는 시제품을 다음의 배합비로 시생산함

순

번

기능성 원료 

또는 성분
기능성 1일 섭취기준량

1 인삼
면역력 증진·피로 개선에 도

움을 줄 수 있음

• 진세노사이드 Rg1과 Rb1의 합계로

서 3∼80 mg

2 홍삼

면역력 증진·피로개선·혈

소판 응집억제를 통한 혈

액흐름·항산화·갱년기 여

성의 건강에 도움을 줄 

수 있음

• 면역력 증진․피로개선에 도움을 줄 수 

있음: 진세노사이드 Rg1, Rb1 및 

Rg3의 합계로서 3∼80 mg

• 혈소판 응집억제를 통한 혈액흐름․항
산화에 도움을 줄 수 있음: 진세노사

이드 Rg1, Rb1 및 Rg3의 합계로서 

2.4∼80 mg

• 갱년기 여성의 건강에 도움을 줄 수 

있음: 진세노사이드 Rg1, Rb1 및 

Rg3의 합계로서 25∼80 mg

3 클로렐라

피부건강·항산화·면역력 

증진·혈중 콜레스테롤 개선

에 도움을 줄 수 있음

• 피부건강․항산화에 도움을 줄 수 있음: 

총 엽록소로서 8〜150 mg

• 면역력 증진·혈중 콜레스테롤 개선에 

도움을 줄 수 있음: 총 엽록소로서 

125〜150 mg

4 스피루리나

피부건강·항산화·혈중 콜

레스테롤 개선에 도움을 줄 

수 있음

• 피부건강․항산화에 도움을 줄 수 있음: 총 

엽록소로서 8∼150 mg

• 혈중 콜레스테롤 개선에 도움을 줄 수 

있음: 총 엽록소로서 40∼150 mg

5
프로폴리스 

추출물

항산화·구강에서의 항균

작용에 도움을 줄 수 있음

※구강 항균작용은 구강에 

직접 접촉할 수 있는 형태

• 총 플라보노이드로서 16∼17 mg

6
구아바잎 

추출물

식후 혈당상승 억제에 도

움을 줄 수 있음
• 총 폴리페놀로서 120 mg

7
바나바잎 

추출물

식후 혈당상승 억제에 도

움을 줄 수 있음
• 코로솔산으로서 0.45∼1.3 mg

8

EPA 및 

DHA 함유 

유지

혈중 중성지질 개선·혈행 

개선·건조한 눈을 개선하여 

눈 건강에 도움을 줄 수 

있음

• 혈중 중성지질 개선·혈행 개선에 도

움을 줄 수 있음: EPA와 DHA의 합

으로서 0.5∼2 g

• 건조한 눈을 개선하여 눈 건강에 도움

을 줄 수 있음:  EPA와 DHA의 합으로
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순

번

기능성 원료 

또는 성분
기능성 1일 섭취기준량

서 0.6∼1 g 

9 매실추출물
피로 개선에 도움을 줄 

수 있음
• 구연산으로서 1∼1.3 g

10

NAG(엔에

이지, 

N-아세틸

글루코사민)

관절 및 연골 건강·피부

보습에 도움을 줄 수 있음

• 관절 및 연골건강에 도움울 줄 수 있

음 : N-아세틸글루코사민으로서 0.5

∼1 g

• 피부보습에 도움을 줄 수 있음 : N-

아세틸글루코사민으로서 1 g

11

구아검/

구아검가수

분해물

혈중 콜레스테롤 개선·식후 

혈당상승 억제·장내 유익

균 증식·배변활동 원활에 도

움을 줄 수 있음

• 혈중 콜레스테롤 개선․식후 혈당상승 

억제․배변활동 원활에 도움을 줄 수 

있음: 구아검/구아검가수분해물로서 

9.9∼27 g

• 장내 유익균 증식에 도움을 줄 수 있

음: 구아검/구아검가수분해물로서 4.6

∼27 g

12
난소화성말

토덱스트린

식후 혈당상승 억제·혈중 

중성지질 개선·배변활동 

원활에 도움을 줄 수 있음

• 식후혈당 상승 억제에 도움을 줄 수 

있음 : 난소화성말토덱스트린 식이섬

유로서 11.9～30g(액상원료는 11.6

∼44 g)

• 혈중 중성지질 개선에 도움을 줄 수 

있음 : 난소화성말토덱스트린 식이섬

유로서 12.7～30g(액상원료는 12.7

∼44 g)

• 배변활동에 원활한 도움을 줄 수 있음 

: 난소화성말토덱스트린 식이섬유로

서 2.5～30g(액상원료는 2.3∼44 g)

13 대두식이섬유

혈중 콜레스테롤 개선·식후 

혈당상승 억제·배변활동 원

활에 도움을 줄 수 있음

• 혈중 콜레스테롤 개선․배변활동 원활

에 도움을 줄 수 있음: 대두 식이섬유

로서 20∼60 g

• 식후 혈당상승 억제에 도움을 줄 수 있음: 

대두 식이섬유로서 10∼60 g

14
목이버섯식

이섬유

배변활동 원활에 도움을 줄 

수 있음
• 목이버섯식이섬유로서 12 g

15 밀식이섬유

식후 혈당상승 억제·배변

활동 원활에 도움을 줄 수 

있음

• 식후 혈당상승 억제에 도움을 줄 수 있음: 

밀 식이섬유로서 6∼36 g

• 배변활동 원활에 도움을 줄 수 있음: 밀 

식이섬유로서 36 g
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순

번

기능성 원료 

또는 성분
기능성 1일 섭취기준량

16 보리식이섬유
배변활동 원활에 도움을 줄 

수 있음
• 보리 식이섬유로서 20∼25 g

17
옥수수겨

식이섬유

혈중 콜레스테롤 개선·식후 

혈당상승 억제에 도움을 

줄 수 있음

• 옥수수겨식이섬유로서 10 g

18
이눌린/

치커리추출물

혈중 콜레스테롤 개선, 식

후 혈당상승 억제·배변활

동 원활에 도움을 줄 수 

있음

• 혈중 콜레스테롤 개선·식후 혈당상승 

억제에 도움을 줄 수 있음 : 이눌린/치

커리추출물 식이섬유로서 7.2∼20 g

• 배변활동 원할에 도움을 줄 수 있음 : 

이눌린/치커리추출물식이섬유로서 

6.4∼20 g

19
차전자피

식이섬유

혈중 콜레스테롤 개선·배변활

동 원활에 도움을 줄 수 있음

• 혈중 콜레스테롤 개선에 도움을 줄 수 있

음 : 차전자피 식이섬유로서 5.5 g 이상

• 배변활동 원활에 도움을 줄 수 있음: 차전

자피 식이섬유로서 3.9 g 이상

20
호로파종자

식이섬유

식후 혈당상승 억제에 도

움을 줄 수 있음
• 호로파종자 식이섬유로서 12∼50 g

21 알로에 겔
피부건강·장건강·면역력 증

진에 도움을 줄 수 있음
• 총다당체 함량으로서 100∼420 mg

22
프락토

올리고당

유익균 증식 및 유해균 억

제·칼슘 흡수·배변활동 원

활에 도움을 줄 수 있음

• 프락토올리고당으로서 3∼8 g

23
프로바이오

틱스

유산균 증식 및 유해균 억

제·배변활동 원활·장건강

에 도움을 줄 수 있음

• 100,000,000∼10,000,000,000 CFU

24 홍국
혈중 콜레스테롤 개선에 도

움을 줄 수 있음
• 총 모나콜린 K로서 4∼8 mg

25 대두단백
혈중 콜레스테롤 개선에 

도움을 줄 수 있음
• 대두단백으로서 15g 이상

26
폴리감마

글루탐산

체내 칼슘흡수 촉진에 도

움을 줄 수 있음
• 폴리감마글루탐산으로서 60∼70 mg

27 마늘
혈중 콜레스테롤 개선에 도움

을 줄 수 있음
• 마늘 분말로서 0.6∼1.0 g

28 라피노스

장내 유익균의 증식과 유

해균의 억제 도움을 줄 수 

있음, 배변활동을 원활히 

• 라피노스로서 3∼5 g
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<시제품 1>

배합비 시제품

쌀 15.0%

설탕 3.0%

소금 2.0%

타피오카전분 5.0%

차전자피 48.0%

프락토올리고당 17.0%

가르시니아캄보지아추출물 10.0%

<시제품 2>

배합비 시제품

쌀 45.0%

설탕 3.0%

소금 2.0%

타피오카전분 5.0%

차전자피 29.0%

프락토올리고당 10.0%

가르시니아캄보지아추출물 6.0%

순

번

기능성 원료 

또는 성분
기능성 1일 섭취기준량

하는데 도움을 줄 수 있음

29 분말한천
배변활동에 도움을 줄 수 

있음

• 분말한천으로서 2∼5 g

 (총 식이섬유로서 1.6∼4.0 g)

30
유단백가수

분해물

스트레스로 인한 긴장 완

화에 도움을 줄 수 있음

• 유단백가수분해물로서 150 mg

 (알파에스1카제인(αS1-casein)( f9 1 - 1 0 0 )으   

로서 2.7∼4.1 mg)
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<시제품 3>

배합비 시제품

쌀 34.0%

설탕 3.0%

소금 2.0%

타피오카전분 3.0%

차전자피 48.0%

프락토올리고당 0.0%

가르시니아캄보지아추출물 10.0%

<시제품 4>

배합비 시제품

쌀 47.0%

설탕 3.5%

소금 1.0%

타피오카전분 5.0%

귀리식이섬유 25.0%

프락토올리고당 8.5%

가르시니아캄보지아추출물 10.0%

7. 강황+유자 추출혼합물 간기능 개선 기능평가

7-1. 강황 및 유자 단일추출물의 기능성 활성평가

가. 실험방법

 (1) 소재의 총 폴리페놀 함량 측정

 총 폴리페놀 화합물의 함량을 측정하기 위하여 페놀성 물질인 포스포몰리브덴산 

(phosphomolybdic acid)과 반응하여 청색을 나타내는 것을 이용한 폴린 데니스 (Folin 

Deinis)법 (AOAC., Association of official analytical chemists, Offical methods of 

analysis. 15th ed., Washington DC. Cd 8-35 (1990))을 일부 변형하여 비색정량을 실

시하였음. 각 소재는 10 mg/mL로 조제하였으며, 추출물 20 μL에 증류수 80 μL 첨가하여 

혼합하고, 20 μL의 폴린-시오칼토 시약 (Folin-Ciocalteu reagent)을 첨가하였다. 혼합

액을  5분간 방치 후  7% Na2Co3 140 μL를 첨가하여 암실에서 1시간동안 실온방치 하였

음. 그 후에 반응을 완료하고, 750 nm에서 흡광도를 측정하였으며 표준물질로는 갈산

(gallic acid, 시그마社, 미국)을  0 μg/mL부터 100 μg/mL 농도로 표준검량선을 작성하여 

이용하였음. 각 시료의 흡광도는 갈산에 대한 상당량 (gallic acid equivalent (㎍/mL))으

로 계산하고, 결과로 사용하였음

(2) 소재의 총 플라보노이드 함량 측정
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총 플라보노이드 함량 측정은 모레노 등 (Moreno MI et al., J Ethnopharmacol. 

Conparison of the free radical-scavenging activity of propolis from several 

regions of Argentina., 71:109-114(2000))의 방법을 이용하였음. 각 소재의 추출물은 

10 mg/mL로 조제하였으며, 본 용액 1 mL에 증류수 4 mL을 넣은 후 5% 아질산 나트륨 

(sodium nitrate)용액 0.3 mL을 첨가하여 혼합하였음. 혼합한 후, 실온에서 6분간 반응 

시킨 후 염화비소알루미늄 (aluminium chloride) 0.3 mL과 1 M 수산화나트륨 (sodium 

hydroxide), 증류수 2.4 mL을 첨가하여 microplate spectrophotometer (Epoch, 

BioTek Instruments, Inc., Winooski, VT, USA)를 사용하여 510 nm에서 흡광도를 측

정하였음. 표준물질은 카테킨 (catechin, 시그마社, 미국)을 0 μg/mL부터 100 μg/mL 농

도로 표준검량 선을 그리고, 각 시료의 흡광도를 측정하여 그 결과를 카테킨에 대한 상당

량 (catechin equivalent (㎍/mL))으로 계산하여 구하였음

(3) 소재의 DPPH 라디칼 소거능 시험

DPPH (α, α-diphenyl-ß-picrylhydrazyl) 라디칼에 대한 소거활성은 블루아 등의 방법 

(Bllis MS et al., Nature, Antioxidant determination by the use of stable free 

radicals. 181:1199-1200(1958))에 따라 시험하였음. 각 소재의 추출물은 10 mg/mL로 

조제하였으며, 추출물 20 μL에 100 μL DPPH 용액 380 μL를 첨가하여 암실에서 상온으

로 30분간 반응시킨 후 microplate spectrophotometer를 사용하여 515 nm에서 흡광도

를 측정하였음. 대조구로는 EGCG (Epigallocatechin gallate, 시그마社, 미국)를 사용하

였으며, 전자공여능은 다음 식에 의하여 계산하였음

      DPPH radical scavenging activity = 


 × 100

(4) 소재의 ABTS 라디칼 소거능 시험

ABTS (2,2’-azino-bis)(3-ethlybenzothiazoline-6-sulphnoic acid) 라디칼에 대한 소거

활성은 Re 등 (Re R et al., Free Radical Biol Med 26: 1231-1237(1999))에 따라 시험

하였음. 7 mM ABTS 인산칼륨 (potassium phosphate) 용액에 7 mM ABTS (시그마社, 

미국)와 2.45 mM 과황산칼륨 (potassium persulfate)을 70:1로 용해시켜 ABTS+ 라디칼 

용액을 제조하였음. 각 소재의 추출물은 10 mg/mL로 조제하였으며, ABTS+ 라디칼 용액 

390 μL에 각 소재 추출물 10 μL을 잘 혼합하고 microplate spectrophotometer를 사용하

여 734 nm에서 흡광도를 측정하였음. 본 실험은 시료를 녹인 용매인 증류수를 대조군으로 

하고, 다음의 식으로 라디칼 소거능을 백분율로 나타내었음

      ABTS radical scavenging activity = 


 × 100

(5) 통계 처리

본 실험의 결과 분석은 SPSS (Statistical package for social science version 25.0, 

SPSS Inc., Chicago, USA)통계 프로그램을 사용하였고 실험군의 측정항목의 결과는 평

균±표준편차 (mean±SD)로 표시하였음. 실험그룹 간의 비교는 one-way ANOVA를 통

해 확인하였으며, 그룹 간의 통계적 유의성을 Duncan의 다중검정법 (Duncan's multiple 

range test)을 이용하여 사후검정을 실시하였음 (P<0.05)

나. 실험결과

(1)  총 폴리페놀 함량 측정 결과
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Fig 1. Total phenolic compounds of Curcuma longa L. and Citrus junos of extracts. Different 

letters in a column are statistically different Duncan multiple range test (p<0.05)

폴리페놀은 활성 산소를 제거하는 항산화 효과가 있어 노화 방지, DNA 보호, 세포 구성 

단백질 보호 등 여러 질병에 대한 위험도를 낮춘다고 알려져 있음. 그래서 폴리페놀 함량

이 높을수록 체내에 좋은 역할을 할 것으로 생각됨

Fig 1은 각 시료의 총 폴리페놀함량을 측정한 결과임. 총 폴리페놀함량을 보면 유자물추

출물(YW)이 가장 높은 함량을 보였으며 유자 20%주정추출물 (YE)도 강황추출물들 보다 

총 폴리페놀함량이 높은 것을 확인 할 수 있음. 강황물추출물(CW)은 강황 20%주정 추출

물(CE)보다 더 낮은 것을 확인할 수 있었음

(2) 총 플라보노이드 함량 측정 결과

Fig 2. Total flavonoid contents of Curcuma longa L. and Citrus junos of extracts. Different 

letters in a column are statistically different Duncan multiple range test (p<0.05)

플라보노이드는 식물이나 균류의 이차대사산물의 일종임. 플라보노이드는 in vitro 연구

에서 항알러지, 항염증, 항산화, 항균, 항암 등 여러 생물학적 및 약리학적 활성을 갖는 것

으로 알려져 있어서 체내에 좋은 역할을 할 것으로 생각됨 

 Fig 2는 총 플라보노이드 함량을 측정한 결과임. 유자물추출물(YW)과 강황20%주정추

출물(CE)이 가장 높았고 유자물추출물(YW)과 강황20%주정추출물(CE)은 서로 유의적인 

차이를 보이지 않았음. 그러나 강황물추출물(CW)과 유자20%주정추출물(YE)의 총 플라

보노이드 함량은 서로 유의적인 차이를 보이지 않았음
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(3) DPPH 라디칼 소거능 시험 결과

Fig 3. DPPH radical scavenging activities of Curcuma longa L. and Citrus junos of extracts. 

Different letters in a column are statistically different Duncan multiple range test (p<0.05)

DPPH 라디칼 소거능은 항산화능을 측정하는데 가장 보편적으로 사용되는 방법임. DPPH 

라디칼은 보라색을 띠고 있으나 항산화제와 반응하게 되면 노란색을 띠게 됨. 이러한 색

의 변화가 항산화 능의 척도가 됨

Fig 3은 시료의 DPPH 라디칼 소거능을 확인한 결과임. 강황20%주정추출물(CE)과

유자물추출물(YW)은 서로 유의적인 차이를 보이지 않았고 강황물추출물(CW)과 유자

20%주정추출물(YE)은 상대적으로 강황20%주정추출물(CE)과 유자물추출물(YW)보다 

DPPH 라디칼 소거능이 떨어지는 것을 확인하였음

(4) ABTS 라디칼 소거능 시험 결과

Fig 4. ABTS radical scavenging activities of Curcuma longa L. and Citrus junos of extracts. 

Different letters in a column are statistically different Duncan multiple range test (p<0.05)

ABTS 라디칼 소거능은 DPPH 라디칼 소거능과 원리는 동일함. ABTS 라디칼은 청녹색을 

띠나 항산화 물질과 반응하면 하늘색을 띠게 됨. 그러나 DPPH와 항상 동일한 결과를 보이
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지는 않음. 그러나 항산화능을 DPPH와 ABTS를 통해 두 번 체크함으로 좀 더 명확한 결

과를 얻을 수 있음

 Fig 4는 시료의 ABTS 라디칼 소거능을 확인한 결과임. 유자물추출물(YW)이 가장 높은 

수치를 보였으며 그다음 유자20%주정추출물(YE)이 높았음. 강황 추출물들은 유자 추출물

들에 비해 ABTS 라디칼 소거능이 상대적으로 낮았음

위의 4개의 결과를 확인하였을 때, 강황의 경우 총 폴리페놀함량과 플라보노이드 함량이 

높고 라디칼 소거능이 더 좋은 강황 20%주정추출물(CE)이 효과가 더 있을 것으로 생각됨. 

유자의 경우는 물추출물(YW)이 20%주정추출물(YE)보다 효과가 더 있을 것으로 생각됨

7-2. 강황, 유자 단일추출물의 HepG2 세포를 이용한 in vitro 간기능 개선 활성 평가

가. 실험방법

 (1) 세포 배양

본 연구에 사용할 간암유래 HepG2 세포는 American Type Culture Collection (ATCC, 

Manassas, VA, USA)에서 구입하여 사용하였음. ATCC에서 구매한 HepG2 세포는 10% 

FBS 및 1% penicillin을 함유한 Minimum Essential Media (MEM)을 37℃, 5% CO₂조

건에서 배양하였으며 세포가 80% 정도 밀집되면 계대 배양하여 사용하였음 

 (2) 세포 독성 

본 연구에 사용한 강황과 유자 추출물이 HepG2 세포에서 독성을 갖는지 확인하기 위해 

세포 독성 평가를 진행하였음. HepG2세포는 24 well plate에서 1×10⁵ cell/well씩 분주

하여 강황과 유자 추출물 (0, 100, 200, 300, 400, 500 μg/mL ) 농도로 24시간 처리하였

음. 샘플을 제거하고 PBS로 세척한 다음 XTT를 처리하여 2시간 동안 배양시키고 흡광도 

450 nm에서 측정하였음

(3) 지방산 처리 

본 연구에서 HepG2 세포에 추출물을 24시간 처리하고 1 mM 지방산 (oleic acid:palmitic 

acid=2:1)을 24시간 동안 추출물과 함께 처리하여 지방을 축적시켜 실험에 사용하였음. 지

방산은 1% bovine serum albumin (BSA)을 포함한 MEM에 녹여 사용하였음

(4) 세포내 ROS 함량 측정

지방산에 의해 세포내 생성된 ROS가 강황, 유자 단일추출물, 강황 20%주정 추출물과 유

자 물 추출물을 혼합한 추출물의 처리에 의해 변화가 있는지 확인하기 위해 2,′7′

-dichlorofluorescein diacetate (DCF-DA)를 이용해 형광도를 측정하였음. HepG2 세포

는 24well plate에서 1×10⁵ cell/well씩 분주하여 24시간 뒤 강황, 유자 단일추출물 (50, 

100, 150, 200 μg/mL )과 강황 20%주정 추출물과 유자 물 추출물을 혼합한 추출물 (50, 

100, 150, 200 μg/mL ) 농도로 24시간 처리하였고, 1 mM 지방산을 24시간 처리하였음. 

지방산을 제거하고 PBS로 세척한 다음 DCF-DA를 30분간 처리하여 형광도 excitation 

485 nm, emission 530 nm에서 측정하였음

(5) 세포내 중성지방 함량 측정

지방산에 의해 세포내 생성된 중성지방의 수준이 강황, 유자 단일추출물, 강황 20%주정 추

출물과 유자물추출물을 혼합한 추출물의 처리에 의해 변화가 있는지 확인하기 위해 

 AdipoRed™ Assay Kit (Lonza, Walkersville, MD)를 사용하여 형광도를 확인하였음. 

HepG2 세포는 24 well plate에서 1×10⁵ cell/well씩 분주하여 24시간 뒤 강황, 유자 단일

추출물 (50, 100, 150, 200 μg/mL )과 강황 20%주정 추출물과 유자 물 추출물을 혼합한 
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추출물 (50, 100, 150, 200 μg/mL ) 농도로 24시간 처리하였고, 1 mM 지방산을 24시간 

처리하였음.  지방산을 제거하고  PBS로 세척한 다음 Adipored 시약을 처리하여 10분간 

염색시키고,  PBS로 세척한 다음 형광도 excitation 485 nm, emission 530 nm에서 측정

하였음

(6) 세포내 지방함량 측정

지방산에 의해 세포내 생성된 중성지방의 수준이 강황, 유자 단일추출물, 강황 20%주정 

추출물과 유자 물 추출물을 혼합한 추출물의 처리에 의해 변화가 있는지 확인하기 위해 

Oil red O시약을 사용하여 흡광도를 확인하였음. Oil red O시약은 물과 6:4의 비율로 섞

어서 필터 처리하여 사용하였음. HepG2 세포는 24 well plate에서 1×10⁵ cell/well씩 분

주하여 24시간 뒤 강황, 유자 단일추출물(50, 100, 150, 200 μg/mL )과 강황 20%주정 

추출물과 유자 물 추출물을 혼합한 추출물(50, 100, 150, 200 μg/mL ) 농도로 24시간 

처리하였고, 1 mM 지방산을 24시간 처리하였음. 지방산을 제거하고 PBS로 세척한 다음 

실온에서 10% formalin으로 30분간 고정시켰음. 세포가 고정이 된 것을 확인하고, 

formalin은 제거하여 PBS로 세척하였음. Oil red O 용액은 1시간 동안 실온에서 처리하

고 물로 2번 세척하고 현미경(Leica DMi1; Leica Microsystems, Wetzlar, Germany)으

로 사진을 찍었음. Isopropanol로 30분 동안 Oil red O 용액을 용출시켜 흡광도 510 nm

에서 측정하였음 

(7) 통계 처리

본 실험의 결과 분석은 SPSS (Statistical package for social science version 25.0, 

SPSS Inc., Chicago, USA)통계 프로그램을 사용하였고 실험군의 측정항목의 결과는 평

균±표준편차 (mean±SD)로 표시하였음. 실험그룹 간의 비교는 one-way ANOVA를 통

해 확인하였으며, 그룹 간의 통계적 유의성을 Duncan의 다중검정법 (Duncan's multiple 

range test)을 이용하여 사후검정을 실시하였음 (p < 0.05)

나. 실험결과

(1) 세포독성결과

(가) 강황 단일추출물의 세포 독성

Fig 5. Cyototoxicity of Curcuma longa L. water and 20% ethanol extract. Data 

express the mean ± S.D. Different asterisk in a column are statistically different 

Duncan multiple range test (p<0.05)
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Fig 5는 Hep G2 cell에서 강황 단일추출물에 대한 세포독성의 결과임. 24 well plate에 

1×10⁵ cell/well씩 분주한 HepG2에 강황물추출물을 0, 100, 200, 300, 400, 500 μ

g/mL 의 농도 24시간 배양하여 세포독성을 측정하였음. 강황물추출물에서 0, 100, 200, 

300, 400 μg/mL  농도에서 유의미한 차이가 없었고, 500 μg/mL  농도에서 독성을 보였

음.  강황20%주정추출물 0, 100, 200 μg/mL 농도에서 유의미한 차이가 없었고, 300, 

400, 500 μg/mL  농도에서 유의하게 독성을 보였음. 따라서 강황물추출물은 400 μg/mL  

이내 농도에서 실험을 진행하였으며, 강황20%주정추출물에 독성을 보이지 않은 200 μ

g/mL 이내를 안전한 농도로 생각하여 실험을 진행하였음

(나) 유자 단일추출물의 세포 독성

Fig 6. Cyototoxicity of Citrus junos water and 20% ethanol extract. Data express the mean 

± S.D. Different letters in a column are statistically different student' t-test (p<0.05)

Fig. 6은 HepG2 cell에서 유자 단일추출물에 대한 세포독성의 결과임. 24 well plate에 

1×10⁵ cell/well씩 분주한 HepG2에 유자물추출물을 0, 100, 200, 300, 400, 500 μ

g/mL 의 농도 24시간 배양하여 세포독성을 측정하였음. 유자물추출물에서 0, 100, 200, 

300 μg/mL  농도에서 유의미한 차이가 없었고, 400, 500 μg/mL  농도에서 독성을 보였

음. 유자 20%주정추출물에서 0, 100, 200, 300 μg/mL  농도에서 유의미한 차이가 없었

고, 400, 500 μg/mL  농도에서 독성을 보였음. 유자물추출물과 20%주정추출물이 모두 

300 μg/mL에서 독성을 보이지 않아 300 μg/mL 농도 이내에서 실험을 진행하였음

(2) 세포 내 ROS 형성 측정 결과

(가) 강황 단일추출물의 처리에 따른 세포 내 ROS 형성 측정 결과
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Fig 7. Effect of Curcuma longa L. water and 20% ethanol extracts on intracellular 

ROS level in 1 mM FFA treated HepG2 cell. Data express the mean ± S.D. Different 

letters in a column are statistically different Duncan multiple range test (p < 0.05)

지방산을 처리할 경우 세포내에서는 과도한 지방산으로 인해 베타 산화가 일어나게 됨. 베

타 산화는 지방을 분해하는 작용으로 지방을 분해하면서 ROS가 형성되게 됨. 이러게 형성

된 ROS가 제대로 제거가 되지 못하면 세포에 좋지 않은 영향을 미치게 되고 그로 인해 유

입된 지방이 산화가 되지 못하고 축적이 됨. 즉, 지방산으로 생성되는 ROS를 제거하면 간 

세포에 지방이 축적되는 것을 억제할 수 있음

 Fig 7은 1 mM의 지방산을 처리하여 ROS 형성을 유도한 HepG2 세포에서 강황 단일추출

물의 처리에 따른 ROS형성 수준을 DCF-DA를 사용하여 형광도를 측정한 결과임. 1×10⁵ 
cell/well씩 분주한 HepG2 세포에 강황 단일추출물을 50, 100, 150, 200 μg/mL  농도를 

24시간 처리하였고 CON군 제외하고 1 mM 지방산을 추출물과 함께 농도별로 24시간동안 

처리하였음. ROS발현 수준은 강황 물 추출물을 처리하였을 때 100 μg/mL 에서부터 효과가 

있었고 150, 200 μg/mL 에서 40% 가량 감소되었음을 확인할 수 있었음. 강황 20%주정 

추출물을 처리하였을 때 50 μg/mL 에서 효과를 보였고, 농도가 짙어질수록 감소하는 경향

을 보이다 200 μg/mL 에서 CON과 비슷한 수준까지 감소하였음을 확인할 수 있었음

(나) 유자 단일추출물의 처리에 따른 세포 내 ROS 형성 측정 결과

Fig 8.  Effect of Citrus junos water and 20% ethanol extracts on intracellular ROS 
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level in 1 mM FFA treated HepG2 cell. Data express the mean ± S.D. Different 

letters in a column are statistically different Duncan multiple range test (p<0.05)

Fig 8은 1 mM의 지방산을 처리하여 ROS형성을 유도한 HepG2 세포에서 유자 단일추출물

의 처리에 따른 ROS 형성 수준을 DCF-DA를 사용하여 흡광도를 측정한 결과임. 1×10⁵ 
cell/well씩 분주한 HepG2 세포에 유자 단일추출물을 50, 100, 150, 200 μg/mL  농도를 

24시간 처리하였고 CON군 제외하고 1 mM 지방산을 추출물과 함께 농도별로 24시간동안 

처리하였음.  ROS발현 수준은 유자물추출물과 유자 20%주정추출물을 처리하였을 때 모두 

50 μg/mL부터 효과적이고 농도 의존적으로 감소하였음. FFA군과 비교하였을 때 유자 물 

추출물과 유자 20%주정 추출물은 200 μg/mL에서 90%이상의 ROS감소 효과를 보였음

(3) 세포 내 지질함량 측정 결과

(가) Adipored를 이용한 강황 단일추출물의 처리에 따른 세포 내 지질 함량

Fig 9. Effect of Curcuma longa L. water and 20% ethanol extracts on intracellular 

TG level in 1 mM FFA treated HepG2 cell. Data express the mean ± S.D. Different 

letters in a column are statistically different Duncan multiple range test (p<0.05)

Fig 9는 1 mM의 지방산을 처리하여 지방축적을 유도시킨 HepG2 세포에서 강황 단일 추

출물의 처리에 따른 지방축적 억제를 AdipoRed™ Assay Kit를 사용하여 형광도를 측정

한 결과임. 1×10⁵ cell/well씩 분주한 HepG2 세포에 강황 단일추출물을 50, 100, 150, 

200 μg/mL  농도를 24시간 처리하였고 CON군 제외하고 1 mM 지방산을 추출물과 함께 

농도별로 24시간동안 처리하였음. 강황 물 추출물과 강황 20%주정 추출물을 처리하였을 

때 50 μg/mL 에서부터 효과가 있었고 모든 추출물이 농도가 증가함에 따라 지방축적이 

억제되는 것을 확인하였음.  FFA군과 비교하였을 때 강황 물 추출물과 강황 20%주정추

출물은 200 μg/mL의 농도에서 80%이상의 지방 축적 억제효과를 보임. 하지만 강황물추

출물과 20%주정추출물간의 유의적 차이를 확인할 수 없었음

(나) Adipored를 이용한 유자 단일추출물의 처리에 따른 세포 내 지질 함량
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Fig 10. Effect of Citrus junos water and 20% ethanol extracts on intracellular TG 

level in 1 mM FFA treated HepG2 cell. Data express the mean ± S.D. Different 

letters in a column are statistically different Duncan multiple range test (p<0.05)

Fig 10은 1 mM의 지방산을 처리하여 지방축적을 유도시킨 HepG2 세포에서 유자 단일 

추출물의 처리에 따른 지방축적 억제를 AdipoRed™ Assay Kit를 사용하여 형광도를 측

정한 결과임. 1×10⁵ cell/well씩 분주한 HepG2 세포에 유자 단일추출물을 50, 100, 

150, 200 μg/mL  농도를 24시간 처리하였고 CON군 제외하고 1 mM 지방산을 추출물과 

함께 농도별로 24시간동안 처리하였음. 유자물추출물은 50 μg/mL 에서 효과를 보였고, 

FFA군과 비교하였을 때 200 μg/mL  농도에서 60%의 지방축적 억제효과를 보임. 유자 

20%주정추출물은 50, 100 μg/mL에서 효과를 보이기 시작하였고, 150, 200 μg/mL 에서 

50%의 지방축적 억제효과를 확인할 수 있었음. 하지만 유자물추출물과 20%주정추출물

간의 유의적 차이를 확인할 수 없었음

(다) Oil red O를 이용한 강황 단일추출물의 처리에 따른 세포 내 지질함량
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Fig 11.  Effect of Curcuma longa L. water and 20% ethanol extracts on intracellular 

lipid accumulation in 1 mM FFA treated HepG2 cell. Data express the mean ± S.D. 

Different letters in a column are statistically different Duncan multiple range test 

(p<0.05)

Fig 11은 1 mM의 지방산을 처리하여 지방축적을 유도시킨 HepG2 세포에서 강황 단일 

추출물의 처리에 따른 지방축적 억제를 Oil red O 시약을 사용하여 흡광도를 측정한 결과

임. 1×10⁵ cell/well씩 분주한 HepG2 세포에 강황 단일추출물을 50, 100, 150, 200 μ

g/mL  농도를 24시간 처리하였고 CON군 제외하고 1 mM 지방산을 추출물과 함께 농도

별로 24시간동안 처리하였음. 강황물추출물은 150 μg/mL 농도까지 지방축적 억제 효과

를 보이지 않다가 200 μg/mL 농도에서 효과를 나타내었음. FFA군과 비교해볼 때 강황물

추출물 200 μg/mL  농도에서 16% 지방축적 억제효과가 나타났고 옆의 현미경 사진에서

도 확인 할 수 있음. 강황 20%주정추출물은 100 μg/mL까지 지방 축적 억제효과를 보지 

못하다가 150, 200 μg/mL 농도에서 효과가 나타났음. FFA군에 비해 지방축적이 20% 

감소하는 것을 확인 할 수 있고 현미경 사진에서도 확인할 수 있음

(라) Oil red O를 이용한 유자 단일추출물의 처리에 따른 세포 내 지질함량
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Fig 12. Effect of Citrus junos water and 20% ethanol extracts on intracellular lipid 

accumulation in 1 mM FFA treated HepG2 cell. Data express the mean ± S.D. Different 

letters in a column are statistically different Duncan multiple range test (p<0.05)

Fig 12는 1 mM의 지방산을 처리하여 지방축적을 유도시킨 HepG2 세포에서 유자 단일 

추출물의 처리에 따른 지방축적 억제를 Oil red O 시약을 사용하여 흡광도를 측정한 결과

임. 1×10⁵ cell/well씩 분주한 HepG2 세포에 유자 단일추출물을 50, 100, 150, 200 μ

g/mL 농도를 24시간 처리하였고 CON군 제외하고 1 mM 지방산을 추출물과 함께 농도

별로 24시간동안 처리하였음. 유자물추출물을 150 μg/mL 농도로 처리하였을 때 FFA군

에 비해 지방축적의 양이 감소하였고,  200 μg/mL에서 지방축적의 양이 20% 감소하였

음. 유자 20%주정 추출물을 100 μg/mL처리하였을 때 FFA군에 비해 지방축적의 양이 감

소하였고,  200 μg/mL 농도에서 지방축적의 양이 28% 감소하였음. 현미경 사진을 통해

서 지방의 양의 변화를 확인 할 수 있음

 단일 추출물들의 결과를 종합하면 총 폴리페놀함량은 강황 20%주정추출물과 유자물추출

물이 가장 높았으며, 플라보노이드 함량도 강황 20%주정추출물과 유자물추출물이 높았음. 

또한 라디칼 소거능을 확인하였을 때 강황 20%주정추출물과 유자물추출물이 가장 높은 

것을 확인하였음

 단일 추출물들의 세포 내 ROS 농도를 측정하였을 때, 강황 물과 20%주정추출물 모두 

세포내 ROS 형성을 억제하는 것을 확인할 수 있었음. 그러나 강황 20%주정추출물이 더 

효과가 있는 것을 확인할 수 있었음. 유자의 경우도 물 추출물과 20%주정추출물 모두 

ROS 형성을 억제하는 것을 확인할 수 있었음. 하지만 유자물추출물과 20%주정추출물을 

비교하였을 때 서로 크게 차이가 나지 않았음

 단일 추출물들의 Adipored를 측정하였을 때 강황과 유자의 물추출물과 20%주정추출물 

모두 지방 축적을 억제하는 것을 확인 할 수 있었음.  모든 추출물들간에 서로 차이를 확인 
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할 수 없었음

 단일 추출물들의 Oil red O staining을 통해 세포내 지방구를 측정한 결과 강황 20%주

정추출물이 강황물추출물보다 지방구 축적을 억제하는 것을 확인 할 수 있었으며, 유자의 

경우 물추출물과 20%주정추출물 간에 서로 차이는 보이지 않았음

 종합하자면 강황의 경우 20%주정추출물이 지방 축적의 억제나 세포내 ROS의 형성을 억

제하는 것을 확인 할 수 있었으며, 유자의 경우는 총 페놀함량이나 플라보노이드, 라디칼 

소거능은 물 추출물이 높았으며, 또한 유자 물 추출물이 지방 축적의 억제나 세포내 ROS

의 형성을 억제하는 것을 확인 할 수 있었음

 그래서 두 시료를 섞을 경우 가장 효과가 좋았던 강황 20%주 추출물과 유자물추출물을 

섞었을 경우 효과가 가장 좋을 것으로 생각됨

 그러나 어느 비율로 섞을 경우 효과가 있는지 확인하기 위해서 강황 20%주정추출물과 

유자물추출물의 비율을 1:2, 1:1, 2:1로 섞어서 Adipored를 통해 활성을 측정하였음. 

Adipored를 사용한 이유는 지방간의 억제효과를 보기위한 실험이기 때문에 세포내 지방 

축적을 억제하는지 못하는지 우선으로 확인하였음

7-3. 강황+유자 추출혼합물의 HepG2 세포를 이용한 in vitro 간기능 개선 활성 평가

가. 실험방법

(1) 세포 배양

본 연구에 사용할 간암유래 HepG2 세포는 American Type Culture Collection (ATCC, 

Manassas, VA, USA)에서 구입하여 사용하였음. ATCC에서 구매한 HepG2 세포는 10% 

FBS 및 1% penicillin을 함유한 Minimum Essential Media (MEM)을 37℃, 5% CO₂조

건에서 배양하였으며 세포가 80% 정도 밀집되면 계대 배양하여 사용하였음  

(2) 세포 독성 

본 연구에 사용한 강황과 유자 추출물이 HepG2 세포에서 독성을 갖는지 확인하기 위해 

세포 독성 평가를 진행하였음. HepG2세포는 24 well plate에서 1×10⁵ cell/well씩 분주

하여 강황과 유자 추출물 (0, 100, 200, 300, 400, 500 μg/mL) 농도로 24시간 처리하였

음. 샘플을 제거하고 PBS로 세척한 다음 XTT를 처리하여 2시간 동안 배양시키고 흡광도 

450 nm에서 측정하였음

(3) 지방산 처리 

본 연구에서 HepG2 세포에 추출물을 24시간 처리하고 1 mM 지방산 (oleic acid:palmitic 

acid=2:1)을 24시간 동안 추출물과 함께 처리하여 지방을 축적시켜 실험에 사용하였음. 지

방산은 1% bovine serum albumin (BSA)을 포함한 MEM에 녹여 사용하였음

(4) 세포내 ROS 함량 측정

지방산에 의해 세포내 생성된 ROS가 강황, 유자 단일추출물, 강황20%주정추출물과 유자

물추출물을 혼합한 추출물의 처리에 의해 변화가 있는지 확인하기 위해 2,′7′

-dichlorofluorescein diacetate (DCF-DA)를 이용해 형광도를 측정하였음.  HepG2 세

포는 24well plate에서 1×10⁵ cell/well씩 분주하여 24시간 뒤 강황, 유자 단일추출물 

(50, 100, 150, 200 μg/mL )과 강황20%주정 추출물과 유자물추출물을 혼합한 추출물 

(50, 100, 150, 200 μg/mL ) 농도로 24시간 처리하였고, 1 mM 지방산을 24시간 처리하

였음. 지방산을 제거하고 PBS로 세척한 다음 DCF-DA를 30분간 처리하여 형광도 

excitation 485 nm, emission 530 nm에서 측정하였음

(5) 세포내 중성지방 함량 측정
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지방산에 의해 세포내 생성된 중성지방의 수준이 강황, 유자 단일추출물, 강황20%주정추출

물과 유자물추출물을 혼합한 추출물의 처리에 의해 변화가 있는지 확인하기 위해 

 AdipoRed™ Assay Kit (Lonza, Walkersville, MD)를 사용하여 형광도를 확인하였음. 

HepG2 세포는 24 well plate에서 1×10⁵ cell/well씩 분주하여 24시간 뒤 강황, 유자 단일

추출물 (50, 100, 150, 200 μg/mL)과 강황20%주정추출물과 유자물추출물을 혼합한 추출

물 (50, 100, 150, 200 μg/mL) 농도로 24시간 처리하였고, 1 mM 지방산을 24시간 처리하

였음. 지방산을 제거하고 PBS로 세척한 다음 Adipored시약을 처리하여 10분간 염색시키

고, PBS로 세척한 다음 형광도 excitation 485 nm, emission 530 nm에서 측정하였음

(6) 세포내 지방함량 측정

지방산에 의해 세포내 생성된 중성지방의 수준이 강황, 유자 단일추출물, 강황20%주정추

출물과 유자물추출물을 혼합한 추출물의 처리에 의해 변화가 있는지 확인하기 위해 Oil 

red O시약을 사용하여 흡광도를 확인하였음. Oil red O시약은 물과 6:4의 비율로 섞어서 

필터 처리하여 사용하였음. HepG2 세포는 24 well plate에서 1×10⁵ cell/well씩 분주하

여 24시간 뒤 강황, 유자 단일추출물(50, 100, 150, 200 μg/mL)과 강황20%주정추출물과 

유자물추출물을 혼합한 추출물(50, 100, 150, 200 μg/mL) 농도로 24시간 처리하였고, 1 

mM 지방산을 24시간 처리하였음. 지방산을 제거하고 PBS로 세척한 다음 실온에서 10% 

formalin으로 30분간 고정시켰음. 세포가 고정이 된 것을 확인하고, formalin은 제거하여 

PBS로 세척하였음. Oil red O 용액은 1시간 동안 실온에서 처리하고 물로 2번 세척하고 

현미경(Leica DMi1; Leica Microsystems, Wetzlar, Germany)으로 사진을 찍었음. 

Isopropanol로 30분 동안 Oil red O 용액을 용출시켜 흡광도 510 nm에서 측정하였음 

(7) 통계 처리

본 실험의 결과 분석은 SPSS (Statistical package for social science version 25.0, 

SPSS Inc., Chicago, USA)통계 프로그램을 사용하였고 실험군의 측정항목의 결과는 평

균±표준편차 (mean±SD)로 표시하였음. 실험그룹 간의 비교는 one-way ANOVA를 통

해 확인하였으며, 그룹 간의 통계적 유의성을 Duncan의 다중검정법 (Duncan's multiple 

range test)을 이용하여 사후검정을 실시하였음 (P < 0.05)

나. 실험결과

(1) Adipored를 이용한 강황+유자 추출혼합물의 처리에 따른 세포 내 지질함량

(가) 강황20%주정추출물 : 유자물추출물 = 1:1

Fig 13. Effect of Curcuma longa L. 20% ethanol and Citrus junos water mixed (1:1) 

extracts on intracellular TG level in 1 mM FFA treated HepG2 cell. Data express 
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the mean ± S.D. Different letters in a column are statistically different Duncan 

multiple range test (p<0.05)

앞서 실험한 결과를 가지고 강황과 유자 추출물을 비율별로 섞어 효과를 먼저 알아보았음. 

지방처리로 인해 ROS가 증가하는 것을 확인하는 것보다는 먼저 간에 지방축적을 억제하

는지 확인하였음. 왜냐하면 간에 지방이 축적이 되지 않는 것이 ROS도 억제할 수 있고 시

료에 대해 좀 더 명확한 결론을 얻을 수 있기 때문임

Fig 13은 AdipoRed™ Assay Kit를 사용하여 지방 축적을 확인한 결과임. 시료는 강황 

20%주정 추출물과 유자 물 추출물을 1:1로 혼합하여 사용한 것임. 시료를 1:1로 혼합하

였을 때, 75 μg/mL에서 효과가 있었으며 100 μg/mL일 때 FFA군 보다 20%더 지방 축적

을 억제하는 것을 확인 할 수 있었음

(나) 강황20%주정추출물 : 유자물추출물 = 1:2

Fig 14. Effect of Curcuma longa L. 20% ethanol and Citrus junos water mixed (1:2) 

extracts on intracellular TG level in 1 mM FFA treated HepG2 cell. Data express 

the mean ± S.D. Different letters in a column are statistically different Duncan 

multiple range test (p<0.05)

 Fig 14는 강황20%주정추출물과 유자물추출물을 1:2로 혼합하여 세포내 지방 축적능을 

AdipoRed™ Assay Kit를 통해 확인한 결과임. 그 결과 1:2로 혼합하여 75 μg/mL을 처리

하였을 때부터 지방 축적 억제를 확인 할 수 있었음. 100 μg/mL일 때 FFA군에 비해 지

방 축적을 10% 억제하는 것을 확인 할 수 있었음

(다) 강황20%주정추출물 : 유자물추출물 = 2:1

Fig 15. Effect of Curcuma longa L. 20% ethanol and Citrus junos water mixed (2:1) 

extracts on intracellular TG level in 1 mM FFA treated HepG2 cell. Data express 
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the mean ± S.D. Different letters in a column are statistically different Duncan 

multiple range test (p<0.05)

Fig 15는 강황 20%주정추출물과 유자물추출물을 2:1로 혼합하여 세포내 지방 축적능을 

AdipoRed™ Assay Kit를 통해 확인한 결과임. 그 결과 2:1로 혼합하여 100 μg/mL을 처

리하였을 때부터 지방 축적 억제를 확인 할 수 있었음. 100 μg/mL일 때 FFA군에 비해 

지방 축적을 5% 억제하는 것을 확인 할 수 있었음

위의 결과를 확인하였을 때 강황20%주정추출물과 유자물추출물을 1:1로 혼합하였을 때 

세포내 지방 축적을 가장 많이 억제하는 것을 확인 할 수 있었음. 그래서 이 후에는 강황

20%주정추출물과 유자물추출물을 1:1로 혼합하여 실험을 진행하였음

(2) 세포내 ROS 형성 측정 결과

Fig 16. Effect of Curcuma longa L. 20% ethanol and Citrus junos water mixed 

extracts on intracellular ROS level in 1 mM FFA treated HepG2 cell. Data express 

the mean ± S.D. Different letters in a column are statistically different Duncan 

multiple range test (p<0.05)

 Fig 16은 1 mM의 지방산을 처리하여 ROS형성을 유도한 HepG2 세포에서 강황20%주정

추출물과 유자물추출물을 1:1로 혼합한 추출물의 처리에 따른 ROS형성 수준을 DCF-DA를 

사용하여 흡광도를 측정한 결과임. 1×10⁵ cell/well씩 분주한 HepG2 세포에 강황20%주정

추출물과 유자물추출물을 1:1로 혼합한 추출물을 50, 100, 150, 200 μg/mL 농도를 24시

간 처리하였고 CON군 제외하고 1 mM 지방산을 추출물과 함께 농도별로 24시간동안 처리

하였음. 강황20%주정추출물과 유자물추출물을 1:1로 혼합한 추출물을 처리하였을 때 50 μ

g/mL 농도에서 효과가 있었음. FFA군에 비해 강황20%주정추출물과 유자물추출물을 1:1

로 혼합한 추출물을 200 μg/mL 농도로 처리하였을 때 ROS의 생성 수준이 90%이상 감소

하였고, CON수준으로 ROS 생성을 억제하는 것을 확인하였음

(3) 세포 내 지질 함량 측정 결과

(가) Adipored를 이용한 강황20%주정추출물과 유자물추출물을 1:1로 혼합한 추출물의 처

리에 따른 세포 내 지질함량
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Fig 17. Effect of Curcuma longa L. 20% ethanol and Citrus junos water mixed 

extracts on intracellular TG level in 1 mM FFA treated HepG2 cell. Data express 

the mean ± S.D. Different letters in a column are statistically different Duncan 

multiple range test (p<0.05)

 Fig 17은 1 mM의 지방산을 처리하여 지방축적을 유도시킨 HepG2 세포에서 강황20%

주정추출물과 유자물추출물을 1:1로 혼합한 추출물의 처리에 따른 지방축적 억제를 

AdipoRed™ Assay Kit를 사용하여 형광도를 측정한 결과임. 1×10⁵ cell/well씩 분주한 

HepG2 세포에 강황20%주정추출물과 유자물추출물을 1:1로 혼합한 추출물을 50, 100, 

150, 200 μg/mL 농도를 24시간 처리하였고 CON군 제외하고 1 mM 지방산을 추출물과 

함께 농도별로 24시간동안 처리하였음. 강황20%주정추출물과 유자물추출물을 1:1로 혼

합한 추출물을 처리하였을 때 50 μg/mL 농도부터 효과가 있었고, 200 μg/mL 농도로 처

리할 때 FFA군에 비해 지방축적의 양이 50% 감소한 것을 확인하였음

(나) Oil red O를 이용한 강황20%주정추출물과 유자물추출물을 1:1로 혼합한 추출물의 처

리에 따른 세포 내 지질함량

Fig 18. Effect of Curcuma longa L. 20% ethanol and Citrus junos water mixed 

extracts on intracellular lipid accumulation in 1 mM FFA treated HepG2 cell. Data 

express the mean ± S.D. Different letters in a column are statistically different 

Duncan multiple range test (p<0.05)
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Fig 18은 1 mM의 지방산을 처리하여 지방축적을 유도시킨 HepG2 세포에서 강황20%주

정추출물과 유자물추출물을 1:1로 혼합한 추출물의 처리에 따른 지방축적 억제를 Oil red 

O 시약을 사용하여 흡광도를 측정한 결과임. 1×10⁵ cell/well씩 분주한 HepG2 세포에 

강황20%주정추출물과 유자물추출물을 1:1로 혼합한 추출물을 50, 100, 150, 200 μ

g/mL 농도를 24시간 처리하였고 CON군 제외하고 1 mM 지방산을 추출물과 함께 농도별

로 24시간동안 처리하였음. 강황 20%주정추출물과 유자물추출물을 1:1로 혼합한 추출물

을 처리하였을 때 150 μg/mL의 농도에서 효과를 보였고, 200 μg/mL 의 농도를 처리했

을 때 FFA군에 비해 지방축적의 양이 19% 감소하였음. 현미경 사진을 통해서도 지방의 

양이 감소하였음을 확인할 수 있음

7-4. 강황+유자 추출혼합물의 간기능 개선 in vivo/ex vivo 활성평가

가. 실험 방법

(1) 동물 및 사육환경 

본 연구에 사용할 7주령의 수컷 C57BL/6 마우스는 SLC Inc. (Shizuoku, Japan)에서 구

매하여 사용하였음. 마우스는 실험실 환경에 적응시키기 위해 1주간 적응기간을 가지고 

실험을 진행하였음. 실험은 22-25 ℃의 온도로 조절되었고 조명시간은 12시간 간격으로 

설정하였음. 처음 1주간 적응기간동안 일반 식이를 급여하였고 실험기간동안 60% 고지방

식이를 급여하였음. 동물은 전남대학교 윤리위원회(CNU IACUC-YB-2020-35)에 따라 

관리되어 사육하였음

(2) 실험 설계

1주간 적응시킨 마우스는 평균 몸무게가 동일하게 무작위 배정하여 5군으로 나누고 12주

간 실험을 진행하였음. 마우스는 음성대조군(CON), 고지방식이군(HFD), 고지방식이군+

강황+유자 추출혼합물 저농도(MIX L), 고지방식이군+강황+유자 추출혼합물 고농도

(MIX H), 고지방식이군+실리마린 (SILY)으로 나누어 실험을 진행하였음. 매일 식이 섭취

량을 기록하였고 음수는 자유 급수하였음. 고지방식이군+강황+유자 추출혼합물 저농도

(MIX L)는 300 mg/kg bw/day 고지방식이군+강황+유자 추출혼합물 고농도(MIX H)는 

900 mg/kg bw/day, 고지방식이군+실리마린 (SILY) 50 mg/kg bw/day의 농도로 하여 

실험을 진행하였음

(3) 공복혈당 측정

마우스의 혈당 측정은 12주에 진행하였음. 공복 혈당 측정을 위해 16시간 공복상태를 유

지한 마우스 꼬리 정맥혈관에서 미량의 혈액을 추출하여 혈당시험지에 적시고 혈당측정

기기를 사용하여 측정하였음

(4) 혈청 중 간 손상 인자 측정 

마우스의 혈액을 모아 3,000rpm에서 10분간 원심분리하여 혈청을 분리하여 실험에 사용

하였음. Alanine amiontransferase (AST), aspartate aminotransferase (ALT)는 간에 

다량 존재하는 효소이지만 간에서 손상이 일어나면 많은 양의 효소가 혈중으로 나오게 되

기 때문에 혈청의 AST, ALT를 간 손상 지표로 사용하였고, assay kit를 사용하여 활성 

정도를 측정하였음. 분리한 혈청과 assay kit의 기질액을 잘 혼합하여 37℃에서 AST 60

분, ALT 30분 동안 방치함. 정색 시액을 각각 처리하여 실온에서 20분 동안 방치하고, 

0.4N NaOH 용액을 처리하여 실온에서 10분간 방치하여 505nm의 흡광도에서 측정함

(5) 혈중 지방 측정과 유리지방산 측정
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마우스 혈청의 중성지방, 총콜레스테롤, HDL 콜레스테롤, LDL 콜레스테롤의 양은 assay 

kit를 사용해 측정하였음. 중성지방과 총콜레스테롤은 혈청과 효소 시약 용해액을 잘 혼합

하여 37℃에서 중성지방은 10분, 콜레스테롤은 5분간 방치하였음. 이후 60분 이내에 시

약 블랭크를 대조로 하여 중성지방 550 nm, 총콜레스테롤 500 nm 흡광도에서 측정하였

음. HDL 콜레스테롤은 혈청을 분리 시액과 잘 혼합하여 원심분리한 다음 효소 시약 용해

액에 잘 혼합하여 37℃에서 5분간 방치하고 60분 이내에 시약 블랭크를 대조로 하여 500 

nm 흡광도에서 측정하였음. LDL 콜레스테롤은 아래의  Friedewald formula에 따라 산

출하였음. 혈중 유리지방산은 kit를 통해 측정하였음

         

(6) SOD 측정

Superoxide dismutase (SOD)는 균질화한 간을 용해하여 조직액의 형태로 만들어 사용

함. 3 mM xanthine, 0.2 mM WST-1, xanthine oxidase를 잘 혼합하여 조직액에 처리

하고 37℃에서 15분 반응 후 흡광도 450 nm에서 측정함

(7) Catalase 활성 측정

Catalase (CAT) 활성은 균질화한 간을 용해하여 조직액의 형태로 만들어 사용함. 50 

mM KPB로 1:1의 비율로 희석한 조직액에 20 mM H2O2를 분주하여 3분간 흡광도 240 

nm에서 측정함

(8) GSH 측정

Glutathione (GSH) 균질화한 간을 용해하여 조직액의 형태로 만들어 사용함. 50 mM KPB, 

Glutathione reductase enzyme, 30 mM DTNB를 잘 혼합하여 조직액에 분주하고 마지막

으로 2.5 mM NADPH를 분주하여 5분간 60초 간격으로 흡광도 412 nm에서 측정함

(9) GST 측정

균질화한 간을 용해하여 조직액의 형태로 만들어 사용함. 200 mM glutathione reduced

와 100 mM CDNB, PBS를 잘 혼합하여 조직액에 분주하여 1분간 반응시킨 후 5분간 60

초 간격으로 흡광도 340 nm에서 측정함

(10) GR 측정 

Glutathione reductase (GR) 균질화한 간을 용해하여 조직액의 형태로 만들어 사용함. 

50 mM KPB, 2 mM oxidized glutathione, 3 mM DTNB, 2.5 mM NADPH를 잘 혼합하

여 조직액에 분주하고 1분간 반응시키고 10초 간격으로 11회 흡광도 412 nm에서 측정함

(11) GPx 측정

Glutathione peroxidase (GPx) 균질화한 간을 용해하여 조직액의 형태로 만들어 사용함. 

3.5 mM glutathione reduced, 0.5 U/mL glutathione reductase, 2.5 mM NADPH를 잘 

혼합하여 조직액에 분주한 후 30 mM tert-butyl hydroperoxide를 분주하여 5분간 60초 

간격으로 흡광도 340 nm에서 측정함

(12) MDA 측정

균질화한 간을 원심분리하여 상층액을 취해 사용함. 상층액에 1X phosphoric acid와 

0.375% TBA를 분주하고 water bath에서 60분간 반응시킴. 반응 후 butanol을 넣고 잘 

혼합하여 30분간 상온에서 정치함. 정치가 끝나면 원심분리하여 butanol 층을 취해 흡광

도 535 nm에서 측정함

(13) 통계 처리

본 실험의 결과 분석은 SPSS (Statistical package for social science version 25.0, 

SPSS Inc., Chicago, USA)통계 프로그램을 사용하였고 실험군의 측정항목의 결과는 평
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균±표준편차 (mean±SD)로 표시하였음. 실험그룹 간의 비교는 one-way ANOVA를 통

해 확인하였으며, 그룹 간의 통계적 유의성을 Duncan의 다중검정법 (Duncan's multiple 

range test)을 이용하여 사후검정을 실시하였음 (p < 0.05)

나. 실험 결과

(1) 실험동물의 체중변화

Fig 19. Effect of Curcuma longa L. ethanol and Citrus junos water mixed extracts 

in C57BL/6 mice fed with high fat diet on (A) body weight and (B) initial and final 

body weight

Data are expressed as means ± standard error (SE, n = 10), and different letters 

indicate significant differences (p<0.05, a>b>c), as determined using Duncan 

multiple test

비알콜성지방간 질환과 연관되어 나타나는 질환에는 비만, 이상지질혈증등의 대사 질환이

있음. 이 질환들의 대표적인 증상 중 하나가 체중 증가이기 때문에 고지방식이 섭취를 통

해 비만을 유도하고 이를 통해 간에 지방증을 유도하여 실험을 진행하였음. 실험은 매주 

체중을 측정하며 관찰하였고 무게의 유의적 차이가 확실하게 보이는 12주까지 실험을 진

행하였음. Fig 1.은 7주령의 C57BL/6 마우스를 음성대조군(CON), 고지방식이군(HFD), 

고지방식이군+강황+유자 추출혼합물 저농도(MIX L), 고지방식이군+강황+유자 추출혼

합물 고농도(MIX H), 고지방식이군+실리마린(SILY)으로 나누어 12주간 실험을 진행시

키고, 체중을 매주 2회씩 측정하여 평균을 낸 결과임

초기 무게는 모든 군에서 22 g으로 동일하였음. 고지방식이 섭취 2주부터 CON군이 23.1 

g, HFD군이 24.6 g, MIX L군이 25.3 g, MIX H군이 23.3 g, SILY군이 24.3 g으로 CON

군이 다른 군에 비해서 유의적으로 적은 무게가 측정되었고 이후 12주간의 측정에서도 가
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장 적은 무게를 측정하였음. 또한 5주에서 HFD군이 30.2 g, MIX L군이 30.8 g, MIX H

군이 28.7 g으로 HFD군이 MIX L군과는 유의미한 차이를 보이지 않았지만, MIX H군에 

비해 유의하게 높게 측정되었음. 10주에는 HFD군이 41.5 g, MIX L군이 39.0 g으로 MIX 

L와 MIX H군에 비해 HFD군에서 높게 측정되었음. 마지막 12주에서 CON군이 32.3 g 

HFD군이 44.3 g, MIX L군이 42.0 g, MIX H군이 40.3 g, SILY군이 38.5 g으로 HFD군

에 비해 MIX L와 MIX H군에서 체중이 유의하게 감소한 것을 보아 고지방식이 섭취 시 

강황+유자 추출혼합물을 같이 섭취하였을 때 무게를 효과적으로 감소시켰고, 또한 양성

대조군으로 사용된 SILY군이 MIX H군과 비슷한 체중으로 측정된 것으로 볼 때 더 많은 

용량의 추출물에서 체중감소가 효과적으로 감소시켰음을 확인하였음

(2) 간 무게 측정 결과

Table 1. Effect of Curcuma longa L. ethanol and Citrus junos water mixed extracts 

in C57BL/6 mice fed with high fat diet on organ weight

Data are expressed as means ± standard error (SE, n = 10), and different letters 

indicate significant differences (p<0.05, a>b>c), as determined using Duncan multiple test

본 비알콜성지방간은 간에 5% 이상의 지방이 쌓이는 것이 특징이기 때문에 비알콜성지방

간이 진행되면서 간에서의 무게가 증가되고 비만이 같이 진행되기 때문에 신장 지방이나 

정소 지방과 같은 지방들도 증가하는 경향을 보임. Table 1은 강황+유자 추출혼합물에 

의한 비알콜성지방간의 완화 효과를 확인하고자 해부 후 간과 신장, 비장, 정소 지방, 신

장 지방을 측정하고 무게를 측정한 결과임. 각 장기는 체중을 대비 %로 나타내었음. 간의 

무게는 HFD군에서 가장 높게 측정되었으며 MIX L군, MIX H군, SILY군에서 유의적으로 

감소되었음. 신장 지방에서 측정값 역시 HFD군에 비해 MIX L군, MIX H군, SILY군에서 

유의적으로 감소되었음. 신장과 비장의 무게는 HFD군, MIX L군, MIX H군, SILY군에서 

유의차를 확인할 수 없었음. 따라서 강황+유자추출물을 섭취시켰을 때 지방증에 효과적

인 것을 확인하였고 또한 정소 지방이나 신장 지방의 감소에서도 효과적인 것을 확인할 

수 있었음

(3) 공복혈당 측정 결과

(% Relative Weight)

 Liver Kidney Spleen Epididymal fat
Perirenal 

fat

CON 4.17±0.04b 0.95±0.04a 0.23±0.01a 3.91±0.21c 1.50±0.10c

HFD 4.82±0.30a 0.84±0.03b 0.20±0.01ab 5.83±0.09a 2.76±0.05a

MIX L 4.05±0.15b 0.83±0.02b 0.19±0.00b 4.90±0.17b 2.33±0.06b

MIX H 3.78±0.10b 0.83±0.02b 0.19±0.00b 4.94±0.21b 2.42±0.09b

SILY 3.26±0.09c 0.82±0.03b 0.19±0.02b  4.49±0.39bc 2.39±0.09b
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Fig 20. Effect of Curcuma longa L. ethanol and Citrus junos water mixed extracts 

in C57BL/6 mice fed with high fat diet on serm fasting blood glucose level

Data are expressed as means ± standard error (SE, n = 10), and different letters 

indicate significant differences (p<0.05, a>b>c), as determined using Duncan 

multiple test

비알콜성지방간이 진행되면 동반되어 나타나는 질환 중 하나는 당뇨병임. 당뇨병에서도 

인슐린 분비 이상으로 일어나는 제 2형 당뇨가 일어나며 공복 혈당이 잘 떨어지지 않는 

특징을 갖는 것으로 알려져 있음. Fig. 20은 강황+유자 추출혼합물에 의한 비알콜성지방

간의 완화 효과를 확인하고자 공복 혈당을 측정한 결과임. 공복 혈당은 16시간 동안 식이

를 제거하고 공복 상태를 유지 시킨 마우스의 꼬리 정맥에서 측정하였음. 혈당은 CON군

에 비해 HFD군에서 유의적으로 증가된 것을 보아 고지방식이에서 높은 혈당이 유도된 것

을 확인할 수 있었음. HFD군과 MIX L군의 혈당에서 유의적인 차이를 보이지 않았지만 

MIX H군과 SILY군은 유의적으로 감소되었고 이를 통해 강황+유자 추출혼합물의 섭취가 

혈당 감소에 도움을 주는 것을 확인하였으며, 강황+유자 추출혼합물을 더 많이 섭취시킨 

MIX H군에서 더 좋은 효과를 보였음

(4) 혈중 지질 측정 결과
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Fig 21. Effect of Curcuma longa L. ethanol and Citrus junos water mixed extracts 

in C57BL/6 mice fed with high fat diet on serum (A) triglyceride (B) total 

cholesterol (C) high density lipoprotein  cholesterol (D) low density lipoprotein 

cholesterol

Data are expressed as means ± standard error (SE, n = 10), and different letters 

indicate significant differences (p<0.05, a>b>c), as determined using Duncan 

multiple test

비알콜성지방간 질환의 특징 중 하나는 이상지질혈증이 동반되는 것임. 이상지질혈증이란 

지단백 대사 이상으로 혈액의 지방 대사가 비정상적으로 일어나는 질환으로 혈액 중에 지

질이나 지방 성분이 많은 상태를 의미함. 지단백은 저밀도지단백 콜레스테롤(LDL-CHO), 

고밀도지단백 콜레스테롤(HDL-CHO), 중성지방(TG), 총콜레스테롤(TC)임. Fig 3은 강황

+유자 추출혼합물에 의한 비알콜성지방간의 완화 효과를 확인하고자 혈액 중의 지단백의 

함량을 kit를 통해 측정한 결과임. TG는 CON군에 비해 HFD군에서 유의하게 증가되었지

만 MIX L군, MIX H군, SILY군에서 유의하게 감소되었으며 MIX L군 보다 MIX H군에서 

더 효과적으로 감소하였음. TC는 CON군에 비해 HFD군에서 유의하게 증가되었지만 MIX 

L군, MIX H군, SILY군에서 유의하게 감소하였음. 또한 LDL-CHO에서 CON군에 비해 

HFD군에서 유의하게 증가되었지만 MIX L군, MIX H군, SILY군에서 유의하게 감소되었

음. 반대로 지질이 상대적으로 적은 HDL-CHO는 CON군에 비해 HFD군의 값이 유의하게 

감소되었고 MIX L군, MIX H군, SILY군에서 유의하게 증가하였음. 따라서 고지방식이 섭

취로 인한 이상지질혈증은 강황+유자 추출혼합물의 섭취로 조절됨을 확인할 수 있었음

(5) 혈중 유리 지방산 측정 결과
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Fig 22. Effect of Curcuma longa L. ethanol and Citrus junos water mixed extracts 

in C57BL/6 mice fed with high fat diet on serum non-easterified fatty acid

Data are expressed as means ± standard error (SE, n = 10), and different letters 

indicate significant differences (p<0.05, a>b>c), as determined using Duncan 

multiple test

지방세포에 저장된 중성지방은 가수 분해되어 유리지방산(non-easterified fatty acid, 

NEFA)의 형태로 간에 전달되고 이는 간에서 다양한 경로를 통해 중성지방이나 콜레스테

롤로 만들어지게 됨. 따라서 혈중의 유리지방산을 줄이는 것은 비알콜성지방간을 완화하

는데 중요하다고 볼 수 있음. Fig 22는 강황+유자 추출혼합물에 의한 비알콜성지방간의 

완화 효과를 확인하고자 혈액 중의 유리지방산을 kit를 통해 측정한 결과임. 혈중 유리지

방산은 CON군에 비해 HFD군에서 유의하게 증가하였지만 MIX L군, MIX H군에서 감소

하였음. 따라서 고지방식이 섭취로 인한 혈중 유리지방산의 증가는 강황+유자 추출혼합

물의 섭취로 인해 효과적으로 감소된 것을 확인하였음

(6) 혈중 간 손상지표 측정 결과
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Fig 23. Effect of Curcuma longa L. ethanol and Citrus junos water mixed extracts 

in C57BL/6 mice fed with high fat diet on serum (A) aspartate aminotransferase 

(AST) and (B) alanine amiotransferase (ALT) levels

Data are expressed as means ± standard error (SE, n = 10), and different letters 

indicate significant differences (p<0.05, a>b>c), as determined using Duncan 

multiple test

Aspartate aminotransferase (AST)와 alanine amiotransferase (ALT)는 간에 다량 존

재하는 효소로 간이 손상되었을 때 혈액 중으로 나오게 됨. 따라서 혈액 중의 AST, ALT

의 증가로 비알콜성지방간이 유도되었음을 짐작할 수 있음

Fig 23은 강황+유자 추출혼합물에 의한 비알콜성지방간의 완화 효과를 확인하고자 마우

스의 배대동맥에서 채취한 혈청의 AST, ALT를 kit를 통해 측정한 결과임. AST는 CON

군에 비해 HFD군에서 유의하게 증가하였고 MIX L군, MIX H군에서 감소하였음. ALT는 

CON군에 비해 HFD군에서 유의하게 증가되었지만 MIX H군에서 감소하였음. 따라서 고

지방식이 섭취로 인해 증가된 혈중의 AST, ALT의 수치를 강황+유자 추출혼합물의 섭취

가 효과적으로 조절하는 것을 확인하였음

(7) 간의 지질 측정 결과

  1) 간 H&E Staining 결과
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Fig 24. Effect of Curcuma longa L. ethanol and Citrus junos water mixed extracts  

lipid accumulation in C57BL/6 mice fed with high fat diet

Fig 24는 간의 지방증 정도를 확인하기 위해 마우스 해부 후 채취한 간을 H&E 염색한 

결과임. CON군에서 채취한 간은 말랑하고 매끈하며 검붉은색을 띄고 있고, H&E 염색 결

과 지방은 보이지 않았음. 양성대조군으로 사용한 SILY군에서 역시 CON군과 동일하게 

매끈하고 검붉은색을 띄고 있지만 크기는 조금 큰 것으로 보임. 반면 HFD군의 간은 지방

증이 유도되어 크기도 커지고 조금 단단하고 하얗게 변하였음. H&E 염색 결과에서도 다

량의 지방을 확인할 수 있었음. 하지만 MIX L군과 MIX H군의 간에서 HFD군의 간보다 

더 짙은 붉은색을 띄고 염색 결과에서도 HFD군에 비해 적은 지방의 양을 보이기 때문에 

강황+유자 추출혼합물의 섭취를 통해 간의 지방축적을 완화시키는 것을 추측할 수 있음. 

하지만 육안으로 관찰한 것이기 때문에 유의미한 결과 값을 얻기 위해 TG, TC, 

HDL-CHO, LDL-CHO kit를 통해 간에서의 지방의 양을 측정하였음
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 2) 간 TG, TC, HDL-CHO, LDL-CHO 측정 결과

 Fig 25. Effect of Curcuma longa L. ethanol and Citrus junos water mixed extracts 

in C57BL/6 mice fed with high fat diet on liver (A) triglyceride (B) total 

cholesterol (C) high density lipoprotein  cholesterol (D) low density lipoprotein 

cholesterol

Data are expressed as means ± standard error (SE, n = 10), and different letters 

indicate significant differences (p<0.05, a>b>c), as determined using Duncan 

multiple test

Fig 25는 강황+유자 추출혼합물에 의한 비알콜성지방간의 완화 효과를 확인하고자 마우

스의 간의 지단백을 kit를 통해 측정한 결과임. TG는 CON군에 비해 HFD군에서 유의하

게 증가되었지만 MIX L군, MIX H군, SILY군에서 유의하게 감소되었으며 MIX L군 보다 

MIX H군에서 더 효과적으로 감소되었음. TC는 CON군에 비해 HFD군에서 유의하게 증

가되었지만 MIX L군, MIX H군, SILY군에서 유의하게 감소되었음. 또한 LDL-CHO에서 

CON군에 비해 HFD군에서 유의하게 증가되었지만 MIX L군, MIX H군, SILY군에서 유의

하게 감소되었음. 반대로 HDL-CHO는 CON군에 비해 HFD군의 값이 유의하게 감소되었

고 MIX L군, MIX H군, SILY군에서 효과적으로 증가되었음. 따라서 고지방식이 섭취로 

인한 이상지질혈증을 강황+유자 추출혼합물의 섭취로 인해 효과적으로 조절되는 것을 확

인하였음

(8) 간의 항산화인자 측정 결과

고지방식이로 인한 지방축적은 체내의 ROS를 증가시키며 이로 인한 산화스트레스는 지

방간을 비알콜성지방간염까지 발생시킨다고 알려져 있음. 따라서 강황+유자 추출혼합물

의 섭취가 산화 과정에서 발생하는 산화물질들을 항산화효소를 통해 감소시켜 비알콜성
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지방간을 완화시키는지 확인하고자 다음의 항산화인자들을 측정하였음

① Superoxide dismutase (SOD)

 Fig 26. Effect of Curcuma longa L. ethanol and Citrus junos water mixed extracts 

in C57BL/6 mice fed with high fat diet on liver superoxide dismutase (SOD)

Data are expressed as means ± standard error (SE, n = 10), and different letters 

indicate significant differences (p<0.05, a>b>c), as determined using Duncan 

multiple test

Superoxide dismutase(SOD)는 활성산소를 제거하는 강력한 항산화효소임. SOD는 O2를 

과산화수소(H2O2)와 산소(O2)로 분해하여 활성산소의 독성을 감소시킴. Fig 26은 강황+

유자 추출혼합물에 의한 비알콜성지방간의 완화 효과를 확인하고자 마우스의 간을 균질

화하여 SOD를 측정한 결과임. CON군에 비해 HFD군에서 유의하게 감소되었지만 MIX L

군, MIX H군에서 효과적으로 증가하였음. 따라서 고지방식이 섭취로 인해 증가된 산화스

트레스를 강황+유자 추출혼합물의 섭취로 인해 SOD의 발현을 증가시킴으로 산화스트레

스를 효과적으로 조절하였음

② Catalase(CAT)

Fig 27. Effect of Curcuma longa L. ethanol and Citrus junos water mixed extracts 
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in C57BL/6 mice fed with high fat diet on liver catalase (CAT)

Data are expressed as means ± standard error (SE, n = 10), and different letters 

indicate significant differences (p<0.05, a>b), as determined using Duncan multiple test

Catalase (CAT)는 SOD에 의해 분해된 과산화수소(H2O2)를 물(H2O)과 산소(O2)로 전환

시켜 안정화하는 대표적인 항산화효소임. Fig 27은 강황+유자 추출혼합물에 의한 비알콜

성지방간의 완화 효과를 확인하고자  마우스의 간을 균질화하여 CAT를 측정한 결과임. 

CON군에 비해 HFD군에서 유의하게 감소되었지만 MIX L군, MIX H군에서 효과적으로 

증가하였음. 따라서 고지방식이 섭취로 인해 증가된 산화스트레스를 강황+유자 추출혼합

물의 섭취로 인해 CAT 발현을 증가시킴으로 산화스트레스를 효과적으로 조절하였음

③ 글루타티온 효소

Fig 28. Effect of Curcuma longa L. ethanol and Citrus junos water mixed extracts 

in C57BL/6 mice fed with high fat diet on liver glutathione (GST), glutathione 

reductase (GR), glutathione peroxidase (GPx), glutathione S-transferase (GST)

Data are expressed as means ± standard error (SE, n = 10), and different letters 

indicate significant differences (p<0.05, a>b), as determined using Duncan multiple test

글루타티온 효소는 강력한 항산화제로 체내에서 생성됨. Fig 28은 강황+유자 추출혼합물

에 의한 비알콜성지방간의 완화 효과를 확인하고자 마우스의 간을 균질화하여 glutathione 

(GST), glutathione reductase (GR), glutathione peroxidase (GPx), glutathione 

S-transferase (GST)를 측정한 결과임. GST는 CON군에 비해 HFD군에서 유의하게 감소

되었지만 MIX L군, MIX H군에서 효과적으로 증가되었음. GR은 CON군에 비해 HFD군에

서 유의하게 감소되었지만 MIX L군, MIX H군에서 효과적으로 증가되었음. GPx는 CON
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군에 비해 HFD군에서 유의하게 감소되었지만 MIX L군, MIX H군에서 효과적으로 증가되

었음. GST는 CON군에 비해 HFD군에서 유의하게 감소되었지만 MIX L군, MIX H군에서 

효과적으로 증가되었음. 따라서 고지방식이 섭취로 인해 증가된 산화스트레스를 강황+유

자 추출혼합물의 섭취로 인해 글루타티온계효소의 발현을 증가시킴으로 산화스트레스를 

효과적으로 조절하였음

(9) 간의 MDA 측정 결과

Fig 29. Effect of Curcuma longa L. ethanol and Citrus junos water mixed extracts 

in C57BL/6 mice fed with high fat diet on liver malondialdehyde (MDA)

Data are expressed as means ± standard error (SE, n = 10), and different letters 

indicate significant differences (p<0.05, a>b), as determined using Duncan multiple test

Malondialdehyde (MDA)는 지질 과산화 반응에 의해 생산되는 물질로 다량 생성되면 간

의 섬유화를 유발하는 물질임. 따라서 MDA를 줄이는 것은 비알콜성지방간질환을 완화하

는데 중요한 요소임

Fig 29는 강황+유자 추출혼합물에 의한 비알콜성지방간의 완화 효과를 확인하고자  마우

스의 간을 균질화하여 MDA를 측정한 결과임. CON군에 비해 HFD군에서 유의하게 증가

되었지만 MIX H군에서 효과적으로 증가하였음. 따라서 고지방식이 섭취로 인해 증가된 

지질 과산화 생성물을 강황+유자 추출혼합물의 섭취로 인해 효과적으로 조절하였음

7-5. 강황+유자 추출혼합물의 간기능 개선 기전 규명

가. 실험 방법

(1) RNA 추출

간에서 RNA를 추출하기 위해 easy-BLUETM total RNA extraction kit (Intron 

Biotechnology, Sungnam, Korea)를 사용하였음. 간 조직에 easy-BLUETM 을 30분 처

리하여 5분마다 혼합하여 균질화하고, CHCL3를 처리하여 상층액을 분리함. Isopropanol

을 처리하여 10분간 실온에서 방치하고 원심분리하여 상층액을 제거하였음. 75% 

ethanol을 처리하여 상층액을 제거하고 말리고 diethyl pyrocarbonate water (DEPC)에 

녹여서 cDNA를 합성하였음

(2) cDNA 합성

cDNA 합성은 iScriptTM cDNA Synthesis Kit (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, 
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USA)를 사용하였음. 추출한 RNA는 cDNA로 합성하기 위해서 nano-drop을 이용하여 

RNA를 정량하였음. nanodrop으로 정량하고 추출한 RNA는 불안정하기 때문에 iScript 

cDNA synthesis kit를 이용하여 300 ng의 RNA를 complementary DNA (cDNA)로 합

성하였음. 이렇게 합성한 cDNA에 primer와 iQ SYBR Green supermix를 넣어 RT-PCR

을 진행하였음

(3) RT-PCR 측정

실시간 중합효소 연쇄반응(real-time polymerase chain reaction, RT-PCR)은 SYBR 

green Real-time PCR Kit (Bio-Rad)를 사용하였고 사용된 primer sequence는 Table 

2와 같음. 합성한 cDNA를 PCR plate에 1 μL 넣고, primer 1 μL, DEPC 2 μL, enzyme 

mix 5 μL을 넣고 PCR을 진행하여 SYBR의 발현정도를 확인하였음

Table 2. RT-PCR sequence

Gene sequence (5-3)

F-mAMPK 5'-TTCGTGCCGCCCCTTT-3'

R-mAMPK 5'-GGTCAGCATGCCCACAAAA-3'

F-mPPARa 5'-TGGCAAAAGGCAAGGAGAAG-3'

R-mPPARa 5'-CCCTCTACATAGAACTGCAA-3'

F-mCPT1 5'-GTGACTGGTGGGAGGAATAC-3'

R-mCPT1 5'-GAGCATCTCCATGGCGTAG-3'

F-mSREBP-1c 5'-CCAGAGGGTGAGCCTGACAA-3'

R-mSREBP-1c 5'-AGCCTCTGCAATTTCCAGATCT-3'

F-mFAS 5'-GAAGTGTCTGGACTGTGTCATTTTTAC-3'

R-mFAS 5'-TTAATTGTGGGATCAGGAGAGCAT-3'

F-mACC 5'-TCCCCAAGTTCTTCACGTTCA-3'

R-mACC 5'-CAGGCTCCAAGTGGCGATAA-3'

F-mCD36 5'-TTGAAGGCATTCCCACGTATC-3'

R-mCD36 5'-CGGACCCGTTGGCAAA-3'

F-mFATP2 5'-GGAACCACAGGTCTTCCAAA-3'

R-mFATP2 5'-TAAAGTAGCCCCAACCACGA-3'

F-mFATP5 5'-CTACGCTGGCTGCATATAGATG-3'

R-mFATP5 5'-CCACAAAGGTCTCTGGAGGAT-3'

(4) 통계 처리

본 실험의 결과 분석은 SPSS (Statistical package for social science version 25.0, 

SPSS Inc., Chicago, USA)통계 프로그램을 사용하였고 실험군의 측정항목의 결과는 평

균±표준편차 (mean±SD)로 표시하였음. 실험그룹 간의 비교는 one-way ANOVA를 통

해 확인하였으며, 그룹 간의 통계적 유의성을 Duncan의 다중검정법 (Duncan's multiple 

range test)을 이용하여 사후검정을 실시하였음 (p<0.05)

나. 실험 결과

(1) RT-PCR을 통한 지방흡수인자 측정 결과
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Fig 30. Effect of Curcuma longa L. ethanol and Citrus junos water mixed extracts 

in C57BL/6 mice fed with high fat diet on liver fatty acid uptake mRNA expression

The mRNA expression level of cluster of differentiation 36 (CD36), fatty acid 

transport protein 2 (FATP2), fatty acid transport protein 5 (FATP5) in C57BL/6 

mice. Data are expressed as means ± standard error (SE, n = 10), and different 

letters indicate significant differences (p<0.05, a>b>c), as determined using 

Duncan multiple test

지방간의 분자생물학적 기전을 확인하고자 RT-PCR을 진행하였음. 비알콜성지방간이 진

행되면 세포막에 있는 지방흡수인자의 발현이 증가되어 간으로의 지방산유입이 증가됨.

Fig 30.은 강황+유자 추출혼합물에 의한 비알콜성지방간의 완화 효과를 확인하고자  마

우스의 간을 균질화하여 지방흡수인자(CD36, FATP2, FATP5)의 발현을 측정한 결과임. 

고지방식이를 섭취한 간에서는 지방흡수인자들의 발현이 증가하였지만 강황+유자 추출

혼합물의 섭취군에서는 유의하게 감소하였음. 또한 MIX L군에 비해   MIX H군에서 효과

적으로 감소하였음

(2) RT-PCR을 통한 β-산화 인자 측정 결과 



- 75 -

Fig 31. Effect of Curcuma longa L. ethanol and Citrus junos water mixed extracts 

in C57BL/6 mice fed with high fat diet on ß-oxidation mRNA expression

The mRNA expression level of AMP-activated protein kinase (AMPK), peroxisome 

proliferator-activated receptors α (PPARα), carnitine palmitoyl transferase-1 

(CPT-1) in C57BL/6 mice. Data are expressed as means ± standard error (SE, n 

= 10), and different letters indicate significant differences (p<0.05, a>b), as 

determined using Duncan multiple test

지방간의 분자생물학적 기전을 확인하고자 RT-PCR을 진행하였음. 비알콜성지방간이 진

행되면 지방의 β-산화인자의 발현이 감소되어 간에서의 지방축적을 유도함. 특히 간에서 

지방산의 산화는 AMPK 경로를 통해 일어나기 때문에 AMPK의 발현에 따른 β-산화과정

이 중요함. Fig 31은 강황+유자 추출혼합물에 의한 비알콜성지방간의 완화 효과를 확인

하고자  마우스의 간을 균질화하여 β-산화인자인 AMPK, CPT-1, PPARα의 발현을 측정

한 결과임. 고지방식이를 섭취한 간에서는 지방흡수인자들의 발현이 감소하였지만 강황+

유자 추출혼합물의 섭취군에서는 유의하게 증가하였음

(3) RT-PCR을 통한 지방합성인자 측정 결과
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Fig 32. Effect of Curcuma longa L. ethanol and Citrus junos water mixed extracts 

in C57BL/6 mice fed with high fat diet on lipogenesis mRNA expression

The mRNA expression level of sterol regulatory element binding protein-1c 

(SREBP-1c), fatty acid synthase (FAS), acetyl-CoA carboxylase (ACC) in C57BL/6 

mice. Data are expressed as means ± standard error (SE, n = 10), and different 

letters indicate significant differences (p<0.05, a>b>c), as determined using 

Duncan multiple test

지방간의 분자생물학적 기전을 확인하고자 RT-PCR을 진행하였음. 비알콜성지방간이 진

행되면 지방합성인자의 발현이 증가되어 지방축적을 유도함. 특히 지방축적은 상위 인자

인 AMPK의 감소가 지방합성인자인 SREBP-1c의 발현을 증가시키고 이로 인해 간에 지

방이 쌓이게 됨

Fig 32.는 강황+유자 추출혼합물에 의한 비알콜성지방간의 완화 효과를 확인하고자  마

우스의 간을 균질화하여 지방합성인자인 SREPB-1c, FAS, ACC의 발현을 측정한 결과

임. 고지방식이를 섭취한 간에서는 지방합성인자들의 발현이 증가하였지만 강황+유자 추

출혼합물의 섭취군에서는 유의하게 감소하였음

7-6. 결론

 주관기관에서 제공받은 강황물추출물(Curcumin 0.21 mg/g), 강황20%주정추출물(Curc

umin 1.93 mg/g), 유자물추출물(Hesperidin 17.98 mg/g), 유자20%주정추출물(21.12 m

g/g)들 중 간기능 개선에 가장 좋은 효과를 보이는 시료를 찾기 위해 총 폴리페놀 함량, 

플라보노이드 함량, 라디칼 소거능, 세포내 ROS 수준, 세포내 지방 함량을 측정하였음. 그 

결과 모든 시료에서 세포내 지방 축적 억제, ROS 수준 억제를 하는 것을 확인 할 수 있었

음. 그래서 총 폴리페놀 함량과 플라보노이드 함량이 높은 강황20%주정추출물과 유자물

추출물을 혼합하여 사용하였음

 강황20%주정추출물과 유자물추출물을 혼합하여 사용하였는데 혼합비율을 1:1, 2:1, 1:2 
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로 설정하여 세포내 지방 함량을 측정하였음. 지방 함량을 측정한 이유는 간 기능 개선을 

위해서 ROS를 억제하는 것도 중요하지만 ROS가 생기게 만드는 것이 지방이기 때문에 지

방 함량 측정하여 어떤 비율로 혼합하였을 때 가장 효과가 뛰어난지 확인하기 위해 지방 

함량을 측정하였음. 측정 한 결과 강황20%주정추출물과 유자물추출물을 1:1로 혼합하였

을 때 지방 축적을 20% 억제하는 것을 확인할 수 있었음. 1:2나 2:1로 혼합하였을 때는 

1:1로 혼합한 것보다 지방 축적을 5-10% 정도 억제하는 것으로 보였음. 그래서 이 결과를 

토대로 강황20%주정추출물과 유자물 추출물을 1:1로 혼합하여 실험을 진행하였음

 강황20%주정추출물과 유자물추출물을 1:1로 혼합하여 ROS 억제능, 지방 함량을 측정

하였을 때 50 μg/mL 부터 ROS 억제능을 보였으며 100 μg/mL 에서부터 지방 함량 억제

하는 것을 확인 할 수 있었음

 결론적으로 강황20%주정추출물과 유자물추출물을 단일로 사용하였을 경우 100 μg/mL  

농도에서 어느 정도 효과가 있었지만 크게 감소하는 것을 확인 할 수 없었음. 그러나 강황

20%주정추출물 50 μg/mL 과 유자물추출물 50 μg/mL을 서로 혼합하여 사용하였을 때 

효과가 단일로 처리했을 때보다 더 효과가 있는 것으로 확인되었음. 즉, 강황과 유자를 혼

합하였을 때 간에 더 좋은 효과를 볼 수 있었으며, 추후 동물실험을 진행할 때 강황과 유

자를 1:1로 혼합한 시료를 사용하는 것이 좋을 것으로 판단됨

 전년도 연구에서 강황과 유자를 혼합하여 처리하였을 때 지방축적억제 효과가 있음을 세

포 수준에서 확인하였음. 이를 기반으로 강황+유자 추출혼합물의 섭취를 통한 비알콜성지

방간 억제 효과를 동물 수준에서 확인하기 위해 12주간 실험을 진행하였음. 동물은 음성대

조군(CON), 고지방식이군(HFD), 고지방식이군+강황+유자 추출혼합물 저농도(MIX-L), 

고지방식이군+강황+유자 추출혼합물 고농도(MIX-H), 고지방식이군+실리마린 (SILY)으

로 나누어 실험을 진행하였음. 비알콜성지방간은 비만, 이상지질혈증, 당뇨병등의 질환이 

동반되어 나타나기 때문에 체중의 유의차를 보일 때까지 실험을 진행하였음. 고지방식이의 

섭취로 인한 체중의 증가와 혈액에서 증가된 TG, TC, LDL-CHO의 값은 강황+유자 추출

혼합물의 섭취를 통해 유의하게 감소한 것을 확인하였음. 또한 고지방식이로 인해 증가된 

간손상인자(AST, ALT)와 유리지방산, 간에서의 지방축적으로 인해 증가된 MDA의 값 역

시 강황+유자 추출혼합물의 섭취로 인해 감소되었음. 또한 강황+유자 추출혼합물의 섭취

에 따른 비알콜성지방간의 분자생물학적 기전을 확인하기 위한 RT-PCR 결과 고지방식이

군에서 지방흡수인자의 증가로 인해 간으로 유입되는 지방산의 양이 증가하였고 간세포에

서는 AMPK 발현의 감소로 인해 지방산화인자의 발현은 감소되고 지방합성인자는 증가되

어 간에서의 지방축적을 증가하였음. 하지만 강황+유자 추출혼합물의 섭취를 통해 간으로 

들어오는 지방산의 유입을 감소시키고, AMPK의 발현을 증가시켜 지방산화인자의 발현을 

증가시키고, 지방합성인자는 감소시켜 간에서 지방축적을 억제하는 기작을 보였음

결론적으로 강황+유자 추출혼합물의 섭취는 마우스 혈액과 간의 지방축적 양을 감소시키

고 산화스트레스를 감소시켜 비알콜성지방간 기능 개선에 효과적임을 확인하였고, 분자적 

기작을 통해서도 비알콜성지방간 기능 개선 효과를 확인하였음
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8. 강황+유자 추출혼합물 기억력 개선 기능평가

8-1. 강황, 유자추출물에 대한 라디칼 소거능 

가. 실험 방법

 (1) 강황, 유자추출물을 대상으로 DPPH (1,1-dephenyl- 2-picrylhydrazyl)법을 이용한 

라디칼 소거능 측정

DPPH(1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl)시약 자체가 질소 중심의 라디칼 형태이며, 라디칼 

전자의 비편재화에 의해 안정화된 상태로 존재 하고 있음.  DPPH시약을 100% ethanol에 

녹인 후 517nm에서 흡광도가 0.9~1이 되게끔 농도를 조절한 뒤 96-well plate에  농도별

로 시료 25 μL와 DPPH시약 225 μL을 넣고 plate reader기를 이용하여 흡광도 517 nm에

서 측정함 

나. 실험 결과

(1) 강황, 유자추출물을 대상으로 DPPH (1,1-dephenyl- 2-picrylhydrazyl)법을 이용한 

라디칼 소거능 측정 결과

강황, 유자 단독 추출물 대상으로 하여 radical scavenging 능력을 확인하기 위하여 

DPPH assay를 실시함. 각 추출물을 0.1 mg/mL 및 0.5 mg/mL의 농도로 하여  측정한 

결과  0.5 mg/mL의 농도에서 라디칼 소거능이 높게 나옴을 확인할 수 있었음. 이는 각각

의 소재들이 일정농도 이상에서는 항산화능을 가지고 있다고 유추할 수 있음

 

Fig 33. 강황 및 유자 추출물의 라디칼 소거능 검색 

Cj0: Citrus junos extract (Hot water) /Cj20: Citrus junos extract (20% EtOH)

CL0: Curcuma longa L. extract(Hot water) /CL20: Curcuma longa L. extract(20% EtOH)

8-2. 강황, 유자추출물에 대한 세포독성 확인

가. 실험 방법

(1) 강황, 유자 단독 추출물 대상 NO 생성 억제 효능 평가

강황, 유자의 단독 추출물을 대상으로 griess assay 방법을 이용하여 NO의 생성 억제 정도

를 시료의 농도별로 측정함. 우선 brain 에서 macrophage 역할을 하는 BV2 cell (mouse 

micro glia cell)을 24well plate에 seeding 후 각 시료를 농도별로 처리하고 처리 후 16시

간 지난 뒤 LPS (lipopolysaccharide, 1 mg/mL)를 24시간 처리함. 이후 배지를 수거하여 

배지에서의 NO product를 측정함

(2) 강황, 유자 단독추출물 대상으로 cell cytotoxicity 측정 

각 시료의 세포 독성을 보기 위해 MTT (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-

diphenyltetrazolium bromide, a tetrazole) 방법을 이용하여 cell cytotoxicity를 측정함.  
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Neuro2A cell (mouse neuronal cell line) 을 대상으로 하여 96 well plate에 seeding 

후 각 시료를 농도별 처리하여 시료의 독성을 측정함. 상기 독성검사를 기반으로 최대 

활성, 유효 효능 및 저독성을 보인 시료를 각 과제별 최종시료로 선정하여 나머지 in vitro 

test를 실시함

(3) 강황, 유자 단독추출물 대상으로 H2O2 또는 Aβ처리에 의해 유발된 산화적 스트레스에 

대한 뇌신경 보호 효과 검색

신경 세포주인  Neuro2A cell을 antimicotics/antibiotics, 10% FBS를 함유한 DMEM 배

지에서 배양하고 96-well plate에 세포수가 2x105cell/mL가 되도록 seeding 한 후 16시

간 지난 후에 각각의 시료(10μL/well)를 처리함. 시료 처리 후 16-24시간 뒤에 400 μM 

H2O2를 6시간 처리하여 oxidative stress를 유도하여 소재의 보호효과를 측정함

(4) 강황, 유자 단독 추출물 대상 뇌세포 신호전달물질 (acetylcholine) 분해효소(acetylcho

linesterase) 억제능 검색 

뇌신경세포를 1x107/mL로 100 mm dish에 seeding 후 강황, 유자 단독 추출물을 처리하

고 24시간 이후에 cell lysis buffer를 이용하여 cell lysate를 얻은 후, 뇌세포 신호전달 

물질 분해 효소 (Acetylcholinesterase, AChE) 의 활성 억제 효과를 Ellan’s method를 

이용하여  측정함  

(5) 강황+유자 추출혼합물 대상 cytotoxicity 측정

1차적으로 강황 및 유자 단독 추출물의 효능 screening을 통하여 강황 20% 주정 추출물, 

유자 물 추출물, 유자 20% 주정 추출물을 선택하였음. 이를 대상으로 다음과 같은 비율로 

임의 설정하여 cell cytotoxicity를 각 시료의 세포 독성을 보기 위해 MTT 

(3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide, a tetrazole) 방법

을 이용하여 cell cytotoxicity를 측정함

Ÿ CL20: Curcuma longa extract (20% EtOH)

Ÿ Cj0: Citrus junos extract (Hot Water)

Ÿ Cj20: Citrus junos extract (20% EtOH)

Cj0 Cj20

CL20
1 2 3 4 5 6 7 8 9

100:0 75:25 50:50 25:75 0:100 75:25 50:50 25:75 0:100

(6) 강황+유자 추출혼합물 대상　뇌세포 신호전달물질 (acetylcholine) 분해효소(acetylch

olinesterase) 억제능 검색

뇌신경세포를 1x107/mL로 100 mm dish에 seeding 후 강황+유자 추출혼합물을 농도별

로 처리하고 24시간 이후에 cell lysis buffer를 이용하여 cell lysate를 얻은 후, 뇌세포 

신호전달 물질 분해 효소 (Acetylcholinesterase, AChE) 의 활성 억제 효과를 Ellan’s 

method를 이용하여  측정함

(7) 강황+유자 추출혼합물 대상 SOD (superoxide dismutase) 활성 검색

 강황+유자 추출혼합물을 농도별로 하여 SOD kit (Dojindo molecular technology, Japa

n)를 이용하여 SOD 효소의 활성 증진 효과를 측정함

(8) 강황+유자 추출혼합물 대상 Catalase 활성 검색

 강황+유자 추출혼합물을 농도별로 하여 Catalae kit (Biovision, USA)를 이용하여 cata

lase 효소의 활성 증진 효과를 측정함

(9) 강황+유자 추출혼합물 대상 AChE 활성 억제 검색

 강황+유자 추출혼합물을 농도별로 다시 배합하여 AChE 활성을 다시 확인하기로 함. 배
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합비를 세분화 하여 효능 평가를 진행하여 효능이 높은 배합비를 최종 선정함. 뇌신경세

포를 1x107/mL로 100 mm dish에 seeding 후 24시간 뒤에 강황+유자 추출혼합물을 농

도별로 처리하고 24시간 이후에 cell lysis buffer (0.1 % tritonx100 in PBS)를 이용하

여 cell lysate를 얻은 후, 뇌세포 신호전달 물질 분해 효소 (Acetylcholinesterase, ACh

E) 의 활성 억제 효과를 Ellan’s method를 이용하여 plate reader (Model 550; Bio-Rad 

Laboratories, CA, USA)로 측정함

(10) 선정한 강황+유자 추출혼합물 대상 세포 독성 및 세포 보호 효과 검색 

 MTT solution((M5655, Sigma)2.5 mg/mL)은 PBS에 녹인 뒤 여과하여 사용하였다. 뇌

신경 세포인 Neuro2A 세포를 96 well plate에 1X104 cells/well로 총 용적을 100 μL이 

되도록 분주하였으며, 배양액은 10% FBS를 함유한 DMEM을 사용함.   16-24시간 동안 

세포를 배양한 후 추출혼합물을 10, 50, 100, 1000, 10000 μg/mL로 처리하여 24시간 

동안 배양함. 그 후, MTT solution 10 μL를 첨가하여 빛에 의한 MTT 환원을 최소화하

기 위해서 호일로 빛을 차단하고 1시간 30분 동안 반응시켰음. 배양액과 MTT reagent를 

제거하고 각 well 당 DMSO 200 μL를 첨가하여 용해시켰으며, 10분 후 판독기 (Model 

550; Bio-Rad Laboratories, CA, USA)를 이용하여 570 nm 파장에서 광학 밀도(optical 

density)를 측정함.  세포 보호 효과는 위의 실험과 유사한 방법으로 진행하며, 세포 독성

이 나타나지 않는 농도 범위로 추출혼합물을 10, 50, 100 μg/mL로 처리 후 2시간 뒤에 

neuronal cell death를 유발하는 Aβ25-35 (25μM)를 24시간 처리하여 oxidative stress를 

유도하여 소재의 뇌신경 세포 보호효과를 측정함

(11) 선정한 강황+유자 추출혼합물 대상 Catalase 및 SOD활성 증진 in vitro 상에서 세포

내의 SOD활성 및 catalase 활성을 측정하기 위하여 SOD 측정 kit (Dojindo molecular 

technology, Japan) 및 catalase assay kit (biovision, USA)를 이용하여 측정함  

(12) 선정한 강황+유자 추출혼합물 대상 AChE 억제 효과 확인 

   뇌신경세포를 1x107/mL로 100 mm dish에 seeding 후 24시간 뒤에 강황+유자 추출

혼합물을 농도별로 처리하고 24시간 이후에 cell lysis buffer (0.1% Triton-X100 in PB

S)를 이용하여 cell lysate를 얻은 후, 뇌세포 신호전달 물질 분해 효소 (Acetylcholinest

erase, AChE) 의 활성 억제 효과를 Ellan’s method를 이용하여 plate reader (Model 55

0; Bio-Rad Laboratories, CA, USA)로 측정함

(13) 선정한 강황+유자 추출혼합물 대상 뇌 유래 신경영양인자(brain-derived neurotroph

icfactor, BDNF) 및 관련 기작의 발현 영향 확인

 2x105/well 의 Neuro2A 세포를 6 well plate에 분주하고 16시간 이후에 50, 100 μ

g/mL 의 강황+유자 추출혼합물을 처리한 후 2시간 뒤에 Aβ25-35 를 처리한 후 24시간 

위에 세포를 수집하여 Ribospin Total RNA Purification Kits (GeneAll biotechnoloty, 

Korea)로 제조사의 protocol에 따라 RNA 추출하였음. cDNA는 All-in-One 1st Strand 

cDNA synthesis Master Mix (CellSafe, Korea)를 이용하여 합성함. 유전자들의 발현을 

측정하기 위하여 SYBR Green (iQ SYBR Green Supermix, Bio-Rad Bio-Rad 

Laboratories Inc.)을 이용한 실시간 정량 PCR을 실시하였고, 기기는 ABI Prism 7700 

Sequence detection system (Applied Biosystems, Carlsbad, CA, USA)을 사용함

Table 3. Primer sequences used in real time PCR quantification of mRNA 
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Gene Primer sequences SEQ.ID

GAPDH
Forward ATGGGACGATGCTGGTACTGA 1
Reverse TGCTGACAACCTTGAGTGAAAT 2

BDNF
Forward CGACATCACTGGCTGACACT 3
Reverse ATGTTTGCGGCATCCAGGTA 4

  다음으로는 protein level에서의 BDNF발현 및 관련 인자인 CREB signal 의 발현에 대한 시

료의 영향을 western blotting을 이용하여 확인하였음.  1x106/well 의 Neuro2A 세포를 60 

mm dish에 분주하고 16시간 이후에 50, 100 μg/mL 의 강황+유자 추출혼합물 및 강황 20 

% EtOH추출물(100 μg/mL)을 처리한 후 2시간 뒤에 Aβ25-35 를 처리한 후 24시간 위에 세포

를 수집하여 lysis buffer(0.5% triton X-100, 20 mM HEPES(pH 7.4), 150 mM NaCl, 2 

mM DTT, and 1 mM PMSF)를 이용하여 lysis를 진행함. 이후 8% 또는 10% SDS-PAGE를 

이용하여 분리 후 nitroceluose membrane에 transfer를 진행하였음. 이후 membrane을 5% 

(w/v) non-fat DifcoTM skim milk blocking buffer로 1시간 처리 후 BDNF(Abchem), 

CREB(Santacruz Biotechnology), Phosphate-cyclic-adenosine monophosphate response 

element binding protein(p-CREB, Abchem), 및 β-actin(Sigma Aldrich) antibody들을 

1:1000, 1:500 또는 1:2000으로 하여 4°C에서 O/N 처리함. 2차 항체를 horseradish 

peroxidase-conjugated antibody를 1시간 처리한 후 Enhanced Chemiluminescence 

System(Amersham Pharmacia Biotech)를 이용하여 발현을 확인함

나. 실험 결과

(1) 강황, 유자 단독 추출물 대상 NO 생성 억제 효능 평가 

강황, 유자 단독 추출물 대상으로 하여 in vitro 에서 세포 대사 중 생성되는 radical 종류 

중 하나인 NO (nitric oxide)를 Griess assay를 통하여 측정하였음. 그 결과, 고농도에서

는 NO 발생이 증가되는 것으로 확인하였으며, 0.1 mg/mL 처리시 NO production이 억제

됨을 확인할 수 있었음. 특히 강황20%주정추출물과 유자물추출물의 NO 생성 억제 효과능

이 높은 것으로 확인됨

Fig 34. 강황, 유자 추출물의 산화질소 (NO) 생성 억제능

Cj0: Citrus junos extract (Hot water) /Cj20: Citrus junos extract (20% EtOH)

CL0: Curcuma longa L. extract(Hot water) /CL20: Curcuma longa L. extract(20% EtOH)

(2) 강황, 유자 단독추출물 대상으로 cell cytotoxicity 측정

강황, 유자 단독 추출물 대상으로 하여 in vitro 에서 각 시료들의 세포독성 시험을 농도별

로 투여 하여 실시함.  그 결과, 강황의 경우 20%주정추출물의 고농도 (1.0 mg/mL)의 처
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리 시 세포독성을 나타내는 것을 확인 할 수 있었으며, 다른 시료의 경우 유사한 양상을 

나타냈음

Fig 35. 강황, 유자 추출물의 세포 독성 측정 결과

Cj0: Citrus junos extract (Hot water) /Cj20: Citrus junos extract (20% EtOH)

CL0: Curcuma longa L. extract(Hot water) /CL20: Curcuma longa L. extract(20% EtOH)

(3) 강황, 유자 단독추출물 대상으로 H2O2 또는 Aβ처리에 의해 유발된 산화적 스트레스에 

대한 뇌신경 보호 효과 검색 결과

강황, 유자 단독 추출물 대상으로 하여 in vitro 에서 H2O2 (300 μM)을 처리하여 생성되는 

산화적 스트레스에 의한 세포사멸에 대한 시료의 뇌신경세포 보호효과를 관찰함. 그 결과, 

유자물추출물, 유자 20%주정추출물 및 강황20%주정추출물 저농도에서 세포 포호 효과가 

있는 것으로 나타남

Fig 36. 강황, 유자 추출물의 산화적 스트레스에 대한 세포 보호 효과

Cj0: Citrus junos extract (Hot water) /Cj20: Citrus junos extract (20% EtOH)

CL0: Curcuma longa L. extract(Hot water) /CL20: Curcuma longa L. extract(20% EtOH)

(4) 강황, 유자 단독 추출물 대상 뇌세포 신호전달물질 분해효소(acetylcholinesterase) 억

제능 검색 결과

강황, 유자 단독 추출물 대상으로 하여 in vitro 에서 뇌세포 신호전달 물질 (acetylcholine)의 

분해 효소인 acetylcholinesterase (AChE)의 활성 억제 효과를 확인하였음. 그 결과 유자2

0%주정추출물, 강황물추출물 및 20%주정추출물에서 활성 억제 효과가 있음을 확인하였음
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Fig 37. 강황, 유자 추출물의 뇌 신호전달물질 분해 효소(AChE)의 활성 효과

Cj0: Citrus junos extract (Hot water) /Cj20: Citrus junos extract (20% EtOH)

CL0: Curcuma longa L. extract(Hot water) /CL20: Curcuma longa L. extract(20% 

EtOH)

(5) 강황+유자 추출혼합물 대상 cytotoxicity 측정 결과

 1차적으로 강황, 유자 단독 추출물의 효능 screening을 통하여 강황20%주정추출물, 유

자물추출물, 유자20%주정추출물을 선택하였음. 이를 대상으로 다음과 같은 비율로 임의 

설정하여 세포 독성을 보기 위해 cell cytotoxicity를 측정함

- 시료 선정 및 선정 시료의 배합 비율 

Ÿ Cl20: Curcuma longa L. extract (20% EtOH)

Ÿ Cj0: Citrus junos extract (Hot water)

Ÿ Cj20: Citrus junos extract (20% EtOH)

Fig 38. 강황+유자 추출혼합물 배합별 세포독성 확인

1;CL20:Cj0=100:0/ 2;CL20:Cj0=75:25/ 3;CL20:Cj0=50:50/ 4;CL20:Cj0=25:75/5; 

CL20:Cj0=0:100/ 6;CL20:Cj20=75:25/ 7;CL20:Cj20=50:50/ 8;CL20:Cj20=25:75/ 

9;CL20:Cj20=0:100
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(6) 강황+유자 추출혼합물 대상 뇌세포 신호전달물질 분해효소(acetylcholinesterase) 억제

능 검색 결과

뇌신경세포를 대상으로 Ellman’s method를 이용하여 AChE의 활성 억제 효능을 평가한 

결과, 강황 20%주정추출물 및 강황20%주정추출물 + 유자물추출물의 혼합물  (75:25) 

처리시 그 효능을 확인할 수 있었음

Fig 39. 강황+유자 추출혼합물 배합별 AChE 활성 억제 효과

1;CL20:Cj0=100:0/ 2;CL20:Cj0=75:25/ 3;CL20:Cj0=50:50/ 4;CL20:Cj0=25:75/5; 

CL20:Cj0=0:100/ 6;CL20:Cj20=75:25/ 7;CL20:Cj20=50:50/ 8;CL20:Cj20=25:75/ 

9;CL20:Cj20=0:100

(7) 강황+유자 추출혼합물 대상 SOD(Superoxide Dismutase)활성 검색

 강황+유자 추출혼합물을 농도별로 하여 SOD kit (Dojindo molecular technology, Japa

n)를 이용하여 SOD 효소의 활성 증진 효과를 측정함.  그 결과 각 배합비가 다른 시료 모

두  고농도에서는 SOD 활성이 증가되는 것을 확인 할 수 있었음. 이 시료들 중 유자 20%

주정추출물이 농도별로 혼합한 시료에서 미미한 차이로 SOD의 활성을 증진시키는 것으

로 나타났음. 그러나 유의적 차이라고는 볼 수 없음

Fig 40. 강황+유자 추출혼합물 배합별 SOD 활성 증진 효과 검색

1;CL20:Cj0=100:0/ 2;CL20:Cj0=75:25/ 3;CL20:Cj0=50:50/ 4;CL20:Cj0=25:75/5; 
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CL20:Cj0=0:100/ 6;CL20:Cj20=75:25/ 7;CL20:Cj20=50:50/ 8;CL20:Cj20=25:75/ 

9;CL20:Cj20=0:100

(8) 강황+유자 추출혼합물대상 Catalase 활성 검색

 강황+유자 추출혼합물을 농도별로 하여 Catalae kit (Biovision, USA)를 이용하여 cata

lase 효소의 활성 증진 효과를 측정함.  그 결과 각 배합비가 다른 시료 모두  고농도에서

는 SOD 활성이 증가되는 것을 확인 할 수 있었음. 이 시료들 중 유자 20% 주정 추출물이 

농도별로 혼합한 시료에서 catalase 활성을 증진시키는 것으로 나타났음

Fig 41. 강황+유자 추출혼합물 배합별 catalase 활성 증진 효과 검색

1;CL20:Cj0=100:0/ 2;CL20:Cj0=75:25/ 3;CL20:Cj0=50:50/ 4;CL20:Cj0=25:75/5; 

CL20:Cj0=0:100/ 6;CL20:Cj20=75:25/ 7;CL20:Cj20=50:50/ 8;CL20:Cj20=25:75/ 

9;CL20:Cj20=0:100

(9) 강황+유자 추출혼합물 대상 AChE 활성 억제 검색

 강황+유자 추출혼합물을 농도별로 다시 배합하여 AChE 활성을 다시 확인하기로 함. 배

합비를 세분화 하여 효능 평가를 진행하여 효능이 높은 배합비를 최종 선정함. 선정 농도

로 CL20:Cj0=90:10로 정함

Fig 42. 강황+유자 추출혼합물 배합별 AChE 활성 억제 효과 검색

1;CL20:Cj0=100:0/ 2;CL20:Cj0=90:10/ 3;CL20:Cj0=75:25/ 4;CL20:Cj0=50:50 /5; 
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CL20:Cj0=25:75/ 6;CL20:Cj0=10:90/ 7;CL20:Cj0=0:100/ 8;CL20:Cj20=90:10/ 

9;CL20:Cj20=75:25/ 10;CL20:Cj20=50:50/ 11;CL20:Cj20=25:75/ 12;CL20:Cj20=10:90/ 

13;CL20:Cj20=0:100/ 14;홍삼 추출물 (ginsenoside 10 mg/mL)

(10) 선정한 강황+유자 추출혼합물 대상 세포 독성 및 세포 보호 효과 검색 

 선정된 강황+유자 추출혼합물 (CL20:Cj0=90:10)을 이용하여 뇌신경 세포인 neuro 2A 

세포를 대상으로 세포 독성 및 세포 보호 효과를 검색함. 확인 결과 1000 μg/mL (final 

cont.) 이상 처리시 독성을 나타내는 것으로 확인함. 이를 바탕으로 하여 amyloid-β에 대

한 세포 보호 효과를 확인하였음. 그 결과, 시료 처리 농도 비례하게 세포 보호 효과를 나

타내는 것으로 확인됨

Fig 43. 강황+유자 추출혼합물 세포독성 및 세포 보호 효과 확인 

A; 농도별 세포 독성 (cell cytotoxicity)/ B; Aβ에 의해 유도된 세포 독성에 대한  세포 

보호 효과 (cell protection)

(11) 선정한 강황+유자 추출혼합물 대상 Catalase 및 SOD활성 증진 효과 

 선정된 강강황+유자 추출혼합물(CL20:Cj0=90:10)을 이용하여 뇌신경 세포인 neuro 2A 

세포에서 세포 내 antioxidant system 효소인 catalase 및 SOD 효소의 활성 증진 효과를 

확인함. 그 결과 처리 농도에 비례해서 효소의 활성 증진 효과를 나타냄을 확인함 

Fig 44. 강황+유자 추출혼합물의 catalase 및 SOD 효소 활성 효과 검색   

(12) 선정한 강황+유자 추출혼합물 대상 AChE 억제 효과 확인 

 선정된 강황+유자 추출혼합물(CL20:Cj0=90:10)을 이용하여 뇌신경 세포인 neuro 2A 

세포에서의 AChE 억제 효능 효과를 확인함. 그 결과, 농도에 비례하여 AChE의 활성 억제 

효능이 나타남을 확인함
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Fig 45. 강황+유자 추출혼합물의 AChE 활성 효과 억제 효과 검색   

(13) 선정한 강황+유자 추출혼합물 대상 뇌 유래 신경영양인자(brain-derived neurotroph

icfactor, BDNF) 및 관련 기작 의 발현 영향 확인

신경세포의 생존 및 신장 인자 (BDNF)의 발현 정도를 mRNA level에서 확인함. 그 결과, Aβ

-peptide를 처리한 군에서 BDNF 의 발현이 현격히 줄어드는 것을 확인할 수 있으며, 혼합시

료 의 양성대조군으로 강황 20% EtOH 추출물 처리군 (CL20) 및 추출복합물에서 모두 BDNF

의 발현이 증가됨을 확인할 수 있었음. 또한 BDNF 관련 인자 (CREB, p-CREB)의  protein 

level에서의 발현정도를 확인하였음(Fig.45). 그 결과 시료 처리군 모두 BDNF의 발현 및  

CREB, p-CREB의 발현 level에 영향을 주는 것으로 확인됨 

Fig 46. 강황+유자 추출혼합물의 BDNF 생성 증진 및 관련 기전 (CREB-pCREB) 조절 

효과 확인 A: BDNF 생성 효능 (qPCR)/ B: BDNF 생성 및 관련 기전 조절 효능

8-3. 강황+유자 혼합 추출물의 기억력 개선 in vivo/ex vivo 생리활성 평가

가. 실험 방법

(1) 강황+유자 추출혼합물의 인지능력 및 기억력 증진 효과 확인 

선정된 강황+유자 추출혼합물을 대상으로 Aβ25-35 처리한 동물모델을 이용하여 인지력 

및 행동능력에 미치는 영향을 확인함

동물실험에 사용한 시료는 복합물에 부형제인 덱스트린을 넣은 시료로써 시료조성은 다

음과 같음

- 강황+유자 추출혼합물 소재 ; (CL20:Cj0=90:10):덱스트린=50:50 

- positive control; CL20(강황20%주정추출물): 덱스트린=50:50  

  C57/BL6-male mice (6주령)을 이용하여 식이와 물은 자유급식 하고 1주일 적응 후 

control (negative control, PBS 투여), Aβ25-35 투여군, 강황+유자 추출혼합물 시료 및 
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Aβ25-35 복합 투여군 (100 mg/kg BW, 200 mg/kg BW)으로 하고, positive control로 강

황20%주정추출물을 고용량 투여 (200 mg/kg BW)군으로 함

 각각의 시료들은 약 28일간 투여하였으며, 시료 투여 후 14일째 되는 날 Aβ25-35를 

Intracerebroventricular(ICV) injection 방법을 통하여 뇌에 투여하여 치매 동물모델을 

제작하였으며, 희생 5일 전에 인지능력 실험을 Y-maze 방법을 이용하여 측정하였으며, 

기억력 실험은 passive avoidance task를 이용하여 측정함

 동물실험은 연세대학교 동물실험윤리 위원회의 승인을 받아 관리지침에 따라 수행함

(IACUC-2020-0114).

① Y-maze test (인지능력평가)

: 인지능력 효과를 측정하기 위하여 Y자 미로를 이용하여 시행함. 암실에서 본 실험을 진

행하기 1시간 전에 적응 시킨 후, Y자 미로에 실험동물을 넣은 뒤 8분간 동물이 지나간 

arm을 측정하여 그 값을 계산하여 수치화함

② Passive avoidance test (기억력 평가)

: 기억력 개선 효과를 측정하기 위하여 passive chamber를 이용하여 측정함.  본 실험 진

행 하루 전 암실에서 1시간 전에 적응 시킨 후 passive chamber를 이용하여 적응 훈련 

및 전기 자극을 이용한 training을 진행함. 다음 날 비암실에 쥐를 넣고 암실로 들어가는 

시간까지를 측정하여 그 값을 수치화함

나. 실험 결과

(1)  강황+유자 추출혼합물의 인지능력 및 기억력 증진 효과 확인 

< Y-maze test (인지능력평가)>

 Aβ25-35 투여 후 10일 뒤에 인지능력 검사를 위하여 Y-maze test를 수행함. 그 결과 

control, Aβ25-35 투여군, 시료 투여군 모두에서 행동 이상에 대한 것은 관찰되지 않았으

며, 인지능력에서는 강황+유자 추출혼합물  및 Aβ25-35 복합 투여군, positive control 모

두 Aβ25-35 투여 군에 비해 개선되는 양상을 확인 할 수 있었음. 특히 100 mg/kg BW에서 

그 효과가 높음을 확인함

Fig 47. 강황+유자 추출혼합물의 인지능력 증진 효과 확인 

A: Number of maze entrances / B: alternation (%)

<Passive avoidance test (기억력 평가)>

 실험 결과 Y-maze의 결과와 유사한 양상으로 강황+유자 추출혼합물 및 Aβ 복합 투여

군, positive control 모두 Aβ 투여 군에 비해 개선되는 양상을 확인할 수 있었으며, 특히 

100 mg/kg BW에서 그 효과가 높음을 확인할 수 있었음
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Fig 48. 강황+유자 추출혼합물의 기억력 증진 효과 확인 

8-4. 강황+유자 추출혼합물의 기억력 개선 기전 규명

가. 실험 방법

(1)  강황+유자 추출혼합물의 뇌세포 신호전달 분해효소 (acetylcholinesterase, AChE) 

억제능 효능 효과 시험

 동물모델을 이용한 뇌세포 신호전달 분해효소 (acetylcholinesterase, AChE) 억제능 효

능 효과를 확인하기 위하여 기존 문헌에 개시된 방법을 응용하여 동물모델을 이용한 시험

을 하기와 같이 Ellman's method 실험을 수행함. 뇌조직 lysate를 이용하여 Ellman's 

method를 이용하여 acetylcholinesterase 활성 억제를 측정함. 행동실험 완료 후 각 군

의 실험동물에서 채취한 brain에서 lysis buffer(10 mM HEPES, pH 7.5, 1 mM EDTA, 

1 mM EGTA, 150 mM NaCl and 0.5% Triton X-100)를 이용하여 균질하고, 이를 

centrifugation 하여 상층액을 얻어 이를 대상으로 해당 실험을 진행함. 실험 방법은 in 

vitro assay와 동일하게 Ellman's method를 이용함

(2)  강황+유자 추출혼합물의 뇌세포 신장 물질 (BDNF) 및 관련 기전에 대한 영향 평가 

강황+유자 추출혼합물의 뇌신경세포 생장인자(BDNF)의 발현에 대한 영향을 protein lev

el에서 측정함. 행동 실험 후 각 군의 실험동물에서 얻은 brian 을 cortex와 hippocampu

s로 나누어 실험을 실시함. Protein level에서의 발현을 확인하기 위해서 cortex와 Hippo

campus를 lysis buffer(0.5% triton X-100, 20 mM HEPES(pH 7.4), 150 mM NaCl, 2 

mM DTT, and 1 mM PMSF를 이용하여 lysate를 만들었으며 이를 이용하여 BDNF의 

portein 발현 정도는 western blotting 을 실시하였는데, 실시 방법은 in vitro 실험과 동

일하게 처리하여 진행함

나. 실험 결과

(1)  강황+유자 추출혼합물의 뇌세포 신호전달 분해효소 (acetylcholinesterase, AChE) 

억제능 효능 효과 시험

뇌 조직의 lysate를 대상으로 하여 AChE 활성 억제능을 측정한 결과 추출혼합물 처리군 

및 positive control 군 모두에서 억제 효능의 양상은 나타났으나, 유의적인 차이는 보이

지 않았음. 이는 추출혼합물 및 강황20%주정추출물 모두 AChE 억제에 큰 기대 효과는 

나타내지 않는 것으로 사료됨
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Fig 49. 강황+유자 혼합 추출물 시료의 in vivo에서의 AChE(acetylcholinesterase) 활

성 억제 효능 

(2)  강황+유자 추출혼합물의 퇴행성 뇌질환 동물모델의 cortex와 hippocampus 에서의 

뇌신경세포 생장인자(BDNF) 발현 영향 확인

뇌 조직의 lysate를 대상으로 하여 뇌신경세포 생장인자 (BDNF)의 발현에 대한 시료의  

영향을 protein level에서 cortex와 hippocampus에서 측정함. 그 결과 cortex 및 

hippocampus 모두에서 추출혼합물  처리군이 positive control인 강황 20% EtOH 처리

군에 비해 BDNF의 발현 정도가 증가함을 확인 할 수 있었음. 특히 100 mg/kg BW의 강

황+유자 추출 복합물 처리 군에서 다른 시료 처리군에 비해 그 효과가 높음을 확인할 수 

있었음. 또한 BDNF pathway와 관련있는 CREB-pCREB 관련 인자의 발현에 영향여부를 

확인하기 위해 hippocampus에서 관련 인자의 발현을 확인한 결과 100 mg/kg BW에서 

개선되는 양상을 보이기는 하였으나 유의적 차이는 없었음

Fig 50. 강황+유자 추출혼합물의 in vivo에서의 뇌신경세포 생장인자(BDNF) 발현 영향
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Fig 51. 강황+유자 추출혼합물의 hippocamous에서의 뇌신경세포 생장인자(BDNF) 발현 

및 관련 인자 변화 영향

A: BDNF 및 CREB-pCREB 발현  확인 / B: BDNF 및 CREB-pCREB 정량 

8-5. 결론

주관기관에서 제공받은 강황물추출물(Curcumin 0.21 mg/g) , 강황20%주정추출물(Curc

umin 1.93 mg/g), 유자물추출물(Hesperidin 17.98 mg/g), 유자20%주정추출물(21.12 m

g/g)들 중 퇴행성 뇌질환 예방 효능과 관련하여 가장 좋은 효과를 보이는 시료를 찾기 위

해 in vitro에서의 라디칼 소거능, NO 생성 억제능, 산화적스트레스에 대한 뇌신경 보호 

효과, 뇌세포 신호전달물질 분해효소 억제능을 측정하였음. 각 시료의 효능평가 결과, 강

황20%주정추출물, 유자물추출물, 유자20%주정추출물에서 세포 보호 효능과 뇌신경세포 

신호전달에서의 효능을 나타내는 것을 확인할 수 있었음. 1차 screening을 통해 효능을 

나타낸 강황 20% 주정 추출물, 유자 물 추출물을 선택하고 혼합하여 사용하였음

  선정된 소재를 대상으로 임의로 배합비를 정하여 뇌신경 세포 보호효과, AChE 활성 억제 

효과 및 세포내 항산화 효소인 SOD 활성효과를 1차 확인하였으며, 이때 강황20% 추출물+

유자 물 추출물 배합시 효능이 좋게 나타남을 확인하였음. 추후 위의 소재를 이용하여 배합

비를 재조정하여 진행한 결과, CL20:CJ0=90:10 확인하였으며 추후 위의 소재들을 이용하

여 세포 내 항산화 효소 또는 뇌신경 세포 증식 및 활성화 관련 인자들에의 효능 평가를 진

행하여 효능이 높은 농도를 설정하여 실험을 진행함. CL20:CJ0=90:10 소재를 이용하여 in 

vivo에서 인지 능력과 기억력 개선 효능 및 관련 기전에 대한 연구를 진행한 결과, 고농도에 

비해 저농도에서 효능이 높은 것을 확인할 수 있었음. 또한, 강황 20% 추출물 투여와 비교

시 저농도의 시료 투여 또는 처리 군에서 강황 단독 처리군에 비해 효능이 높음을 확인할 

수 있었음. 위의 결과, 강황+유자 추출혼합물이 강황 추출물에 비해 퇴행성 뇌질환의 예방 

및 개선 효과가 높게 나타남을 확인 할 수 있었으며, 따라서 위의 소재는 추후 퇴행성 뇌질

환 예방 및 개선 관련 기능성 소재로의 개발 가치가 있을 것으로 사료됨

9. 강황+유자 추출혼합물 면역력 증진 기능평가

9-1. 강황 및 유자 추출물의 면역세포에서의 독성반응 평가

가. 실험 방법

면역세포에서 강황 추출물과 유자 추출물을 처리 했을 때 독성을 평가하기 위해서 

WST-1 실험을 진행함. 실험에 사용한 EZ-CYTOX는 WST를 이용하여 살아있는 세포의 

양을 측정함으로써 Cell Viability, Proliferation & Cytotoxicity Assay등에 사용함. 면

역세포 Raw264.7 cell을 96well plate에 seeding하여 12시간 배양 후 추출물과 

control(negative control), LPS-RGE(홍삼추출물)(Positive control)을 처리함. 12, 24

시간 후에 WST-1 assay를 이용하여 각각의 well의 cell viability 변화를 control과 비교
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하여 독성 평가함

나. 실험 결과

 (1) 12시간

 면역세포에서 강황 단일추출물(물추출물, 20%주정추출물, 수용화), 유자 단일추출물(물

추출물, 20%주정추출물), 강황+유자 추출혼합물 (7:3, 5:5, 3:7)을 사용하여 12시간 동

안 독성 테스트를 해 본 결과 강황추출물, 유자추출물, 추출혼합물에서 control에 대비하

여 독성이 없는 것으로 나타났음

Fig 52. 강황, 유자 추출물의 12시간 세포독성 측정 결과

CL0: Curcuma longa L. extract(Hot water) / CL20: Curcuma longa L. extract(20% 

EtOH) / CLW : Curcuma longa L. extract (Water solubilization)

CJ0: Citrus junos  extract (Hot water) /CJ20: Citrus junos extract (20% EtOH)

CL:CJ 7:3: CL0 7:CJ0 3, CL:CJ 5:5: CL0 5:CJ0 5, CL:CJ 3:7: CL0 3:CJ0 7

(2) 24시간

  면역세포에서 강황 단일추출물(물추출물, 20%주정추출물, 수용화), 유자 단일추출물(물추

출물, 20%주정추출물), 강황+유자 추출혼합물 (7:3, 5:5, 3:7)을 사용하여 24시간 동안 독

성 테스트를 해 본 결과 control에 대비하여 강황물추출물, 20%주정추출물, 유자물추출물과 
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추출혼합물에서는 독성이 없는 것으로 나타났으며, 유자20%주정추출물에서는 200 μg/mL

에서부터 강황 수용화에서는 100 μg/mL에서부터 약간의 독성이 나타났음

강황물추출물과 20%주정추출물은 시중에 시판 되고 있는 홍삼(RGE)와 비견할 정도로 세포 

생존능이 높았으며, 추출혼합물은 positive control인 LPS만큼 세포 생존능이 증가하는 것

으로 보아 강황, 유자 단일 추출물보다 더 좋은 활성이 나타나는 것을 알 수 있었음

Fig 53. 강황, 유자 추출물의 24시간 세포독성 측정

CL0: Curcuma longa L. extract(Hot water) / CL20: Curcuma longa L. extract(20% 

EtOH) / CLW : Curcuma longa L. extract (Water solubilization)

CJ0: Citrus junos  extract (Hot water) /CJ20: Citrus junos extract (20% EtOH)

CL:CJ 7:3: CL0 7:CJ0 3, CL:CJ 5:5: CL0 5:CJ0 5, CL:CJ 3:7: CL0 3:CJ0 7

9-2. 강황, 유자 추출물의 면역증진 관련 cytokine 활성 평가

가. 실험 방법

면역세포의 면역과 관련된 cytokine 인자들의 발현 정도를 mRNA level에서 확인함. 

Raw264.7 cell을 6well plate에 7x105cell/mL로 seeding 후 12시간이 지난 후 추출물을 

처리하여 24시간 뒤 scrapper로 harvest함. cell pellet을 RNA prep kit를 이용하여 

RNA extraction 후 cDNA 합성함. 합성된 cDNA를 cytokine 관련 인자의 primer를 이용

하여 real-time PCR 진행함



- 94 -

Table4. Real-time PCR primer sequence 

Name of genes Oligonucleotide Sequence (5'-3')

Interleukin 12 (m)
 F GGA AGC ACG GCA GCA GAA TA

 R AAC TTG AGG GAG AAG TAG GAA TGG

Interleukin 10 (m)
 F ACT GGC ATG AGG ATC AGC A

 R AGA AAT CGA TGA CAG CGC C

Interleukin 15 (m)
 F CAT CCA TCT CGT GCT ACT TGT GTT

 R CAT CTA TCC AGT TGG CCT CTG TTT

Interleukin 6 (m)
 F CAA GAG ACT TCC ATC CAG TTG C

 R TTG CCG AGT TCT CAA AGT GAC  

Arginase-1 (m)
 F CTC CAA GCC AAA GTC CTT AGA G

 R AGG AGC TGT CAT TAG GGA CAT C

iNOS (m)
 F CCT GGT ACG GGC ATT GCT

 R GCT CAT GCG GCC TCC TT  

GAPDH (m)
 F TGG CCT CCA AGG AGT AAG AAA C  

 R GGC CTC TCT CTT GCT CTC AGT ATC  

나. 실험 결과

(1) 1차

Mouse Raw264.7 cell에 대한 macrophage를 활성화 시키는 cytokine인 IL-12, IL-10, 

IL-15, IL-6, Arg-1과 NO생성에 중요한 지표인 iNOS를 mRNA level에서 각각의 

cytokine활성을 평가한 결과, 먼저 강황 추출물에서는 CL0(강황물추출물)은 25, 50 μ

g/mL에서, CL20(강황20%주정추출물)은 25, 50 μg/mL에서 macrophage 세포의 활성에 

도움을 주는 것으로 보이며, CLW(강황추출물 수용화)에서는 IL-12와 IL-6에서 50 μ

g/mL부터 cytokine활성이 근소하게 증가하는 것을 확인하였음. 유자추출물에서는 CJ0

(유자물추출물)이 IL-10, IL-6에서 일반대조군과 대비하여 증가하는 것을, CJ20(유자

20%주정추출물)은 일반 대조군과 대비하여 추출물 농도별로 큰 차이는 나타나지 않는 것

을 확인하였음
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Fig 54. 강황 및 유자 추출물의 면역사이토카인 활성 평가

CL0: Curcuma longa L. extract(Hot water) / CL20: Curcuma longa L. extract(20% 

EtOH) / CLW : Curcuma longa L. extract (Water solubilization)

Data express the mean ± S.D. Different letters in a column are statistically 

different Duncan multiple range test (＊: p<0.05)

(2) 2차

1차 선행연구에서 각각의 추출물 활성 비교를 했을 때에 강황추출물에서는 강황물추출물

이, 유자추출물에서는 유자물추출물이 면역 활성이 높은 것으로 사료됨

 강황물추출물과 유자물추출물을 각각 7:3, 5:5, 3:7의 비율로 섞어서 추출혼합물을 만들

었음. Mouse Raw264.7 cell에 대한 macrophage를 활성화 시키는 cytokine인 IL-12, 

IL-10, IL-15, IL-6, Arg-1과 NO생성에 중요한 지표인 iNOS를 mRNA level에서 각각

의 cytokine활성을 평가한 결과, 강황물추출물과 유자물추출물의 비율이 7:3에서 면역관

련 cytokine level이 전체적으로 가장 높게 발현되는 것을 확인하였음. 특히, IL-6와 

Arg-1, 그리고 NO를 생성하여 면역반응에 있어 중요한 지표인 iNOS의 발현이 positive 

control인 LPS를 treat한 level과 비슷하게 향상되는 것을 확인할 수 있었음

따라서, 강황+유자 추출혼합물 중 강황물추출물의 비율이 더 높게 들어간 7:3에서 면역 

활성이 유의적으로 더 향상되는 것을 확인함
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Fig 55. 강황+유자 추출혼합물 배합별 면역사이토카인 활성 평가

CL:CJ 7:3: CL0 7:CJ0 3, CL:CJ 5:5: CL0 5:CJ0 5, CL:CJ 3:7: CL0 3:CJ0 7

Data express the mean ± S.D. Different letters in a column are statistically different 

Duncan multiple range test (＊: p<0.05)

9-3. 강황+유자 추출혼합물에 의한 면역세포에서 산화질소(NO)생성 효과 평가

가. 실험 방법

면역세포에서 강황+유자 추출혼합물을 처리한 후 NO 활성 변화가 생기는지 평가하기 위

하여 protein을 가지고 NO assay로 확인함. Raw264.7 cell을 6well plate에 

7x105cell/mL로 seeding 후 12시간이 지난 후 강황, 유자 7:3, 5:5, 3:7 추출혼합물을 농

도별로 처리하여 24시간 뒤 scrapper로 harvest함. cell pellet을 protein lysis buffer를 

이용하여 protein extraction 후 정량. 정량한 protein을 가지고 NO assay 진행

나. 실험 결과

면역에 관여하는 macrophage cell line인 RAW264.7 세포에서 LPS와 강황+유자  추출

혼합물을 각각 처리한 결과, positive control인 LPS를 처리한 것과 비교했을 때 7:3 비
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율의 강황+유자 추출혼합물이 100 μg/mL에서 positive control만큼 NO를 생성하여 면

역반응에 효과가 있는 것을 확인하였음. 5:5 비율의 강황+유자 추출혼합물은 positive 

control에 비교하였을 때는 증가하지 않았지만 control과 비슷한 수준이었고, 3:7 비율의 

강황+유자 추출혼합물은 control에 비해 증가하지 않는 것을 확인하였음

따라서 강황물추출물과 유자물추출물의 혼합 비율이 7:3일 때 NO 생성이 가장 높게 나타

난 것으로 보아 7:3의 혼합 비율이 적당하다고 사료됨

Fig 56. 강황+유자 추출혼합물 배합별 산화질소(NO)활성 평가

CL:CJ 7:3: CL0 7:CJ0 3, CL:CJ 5:5: CL0 5:CJ0 5, CL:CJ 3:7: CL0 3:CJ0 7

9-4. 강황+유자 추출혼합물의 in vivo/ex vivo에서의 독성반응 및 활성평가

가. 실험 방법

In vivo에서 강황+유자 추출혼합물을 처리 했을 때 독성을 평가하기 위해서 단기, 장기간

으로 강황+유자 추출혼합물을 투여하여 mouse body weight와 condition을 관찰하였음.

단기, 장기기간 투여 후 mouse를 sacrifice시켜 spleen, Lung, Kidney, Liver 각각의 장



- 98 -

기에서 장기 size나 이상 징후가 발견 되지 않았는지 관찰함. 그 후 Liver 조직은 H&E 

staining을 통하여 Liver 조직에 독성 병변이 있는지 살펴보았음. 또한, spleen을 

primary culture하여 WST-1으로 번식능을 확인함. EZ-CYTOX를 이용하여 살아있는 

세포의 양을 측정함으로써 cell viability, Proliferation & Cytotoxicity Assay등에 사용

하여 평가를 실시함. 비장세포 mouse splenocyte를 96well plate에 seeding하여 12h 

incubation 후 강황+유자 추출혼합물과 control(negative control), Dex(덱스트린)-RGE 

(홍삼추출물)(positive control)을 처리함. 24시간 후에 WST-1 assay를 이용하여 각각

의  well의 cell viability 변화를 control과 비교하여 독성평가를 함

나. 실험 결과

Mouse body weight 변화를 관찰하였을 때 단기(8일), 장기(30일) 모두 별다른 변화가 없고 

죽거나 condition이 좋지 않은 mouse가 없었기에 1차적으로 독성이 없는 것으로 사료됨

                           단기실험 mouse weight

                           장기실험 mouse weight

Fig 57. 강황+유자 추출혼합물의 단기(8일), 장기(30일)기간 마우스무게 변화관찰

Con;control(대조군), Dex;dextrin(덱스트린)100 mg/kg, RGE;Red ginseng extract(홍삼

추출물)200 mg/kg, CLJ200 mg/kg, 500 mg/kg, 2000 mg/kg(강황+유자 추출혼합물)

장기실험(30일)을 통한 비장세포 mouse splenocyte에서 강황+유자 추출혼합물을 사용하

여 24시간 동안 독성 테스트를 해 본 결과 control에 대비하여 독성이 없는 것으로 나타났

음. 따라서, ex vivo상에서도 독성을 띄지 않음을 확인함

Fig 58. 마우스 비장세포에서 강황+유자 추출혼합물의 세포독성 관찰
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Con;control(대조군), Dex;dextrin(덱스트린)100 mg/kg, RGE;Red ginseng extract(홍삼

추출물)200 mg/kg, CLJ200 mg/kg, 500 mg/kg, 2000 mg/kg(강황+유자 추출혼합물)

마우스의 혈장에 강황+유자 추출혼합물을 단기, 장기간 동안 경구투입한 후, ALT(Alkaline 

phosphatase)의 수준을 ALT assay kit(biovision)를 통해 확인하였음. ALT 수치결과  

control과 positive control, 강황+유자 추출혼합물을 투여한 마우스 모두 정상범위의 수치

를 나타내는 것을 확인하였음. 또한 해부를 통하여 간독성을 알아보기 위해 일반적으로 확

인하는 Liver tissue를 IHC하여 독성을 확인한 결과 독성이 나타나지 않았음

Fig 59. 강황+유자 추출혼합물을 통한 간독성 확인

Con;control(대조군), Dex;dextrin(덱스트린), RGE;Red ginseng extract(홍삼추출물), 
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CLJ200 mg/kg, 500 mg/kg (강황+유자 추출혼합물)

강황+유자 추출혼합물을 경구투여 후 해부를 통하여 각각의 전체적인 장기들의 독성을 확

인하였으며, 장기 독성을 볼 때 주로 확인 하는 Liver, Kidney, Spleen을 확인하여 병변 

확인 및 무게 측정을 통해 독성 확인함

Fig 60. 강황+유자 추출혼합물을 통한 장기독성 확인

Con;control(대조군), Dex;dextrin(덱스트린)100 mg/kg, RGE;Red ginseng extract(홍삼

추출물)200 mg/kg, CLJ200 mg/kg, 500 mg/kg, 2000 mg/kg(강황+유자 추출혼합물)

9-5. 강황+유자 추출혼합물의 cytokine 활성 평가

가. 실험 방법

Mouse splenocyte에서 강황+유자 추출혼합물을 처리 후 비장세포 활성을 측정함. 면역

세포의 면역과 관련된 cytokine 인자들의 발현 정도를 mRNA level에서 확인함. 단기, 장

기기간 투여 후 spleen을 적출하여 장기를 lysis하여 RNA 정제 후 qPCR로 cytokine 

mRNA level 확인하여 in vivo에서 효과를 측정함. spleen으로 primary cell culture를 

한 mouse splenocyte를 6well plate에 7x105 cell/mL로 seeding 후 12시간이 지난 후 

강황+유자 추출혼합물을 처리하여 6시간 뒤 scrapper로 harvest함. cell pellet을 RNA 

prep kit로 RNA extraction 후 cDNA 합성을 하고 그것을 이용하여 cytokine 관련 인자

의 primer을 이용하여 real-time PCR or Reverse PCR을 진행함으로써 ex vivo에서 효
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과를 확인함

Table 5. Real-time PCR primer sequence 

        

Name of genes Oligonucleotide Sequence (5'-3')

Interleukin 6 (m)
F CAA GAG ACT TCC ATC CAG TTG C

R TTG CCG AGT TCT CAA AGT GAC 

iNOS (m)
F CCT GGT ACG GGC ATT GCT

R GCT CAT GCG GCC TCC TT  

Interleukin 10 (m)
F ACT GGC ATG AGG ATC AGC A

R AGA AAT CGA TGA CAG CGC C

Interleukin 4 (m)
F AAC GAG GTC ACA GGA GAA G

R GTC TAT CGA TGA ATC CAG GC

GAPDH (m)
F TGG CCT CCA AGG AGT AAG AAA C  

R GGC CTC TCT CTT GCT CTC AGT ATC  

나. 실험 결과 

 마우스를 희생시켜 cytokine활성 평가를 실시한 결과, CLJ2000 mg/kg에서는 활성이 떨

어졌으며 CLJ500 mg/kg에서 positive control인 RGE와 비교하였을 때 활성을 띄는 것을 

확인하였음. 면역활성 관련 인자인 IL-6, IL-10, IL-4의 활성이 증가하는 것을 확인하였으

며, 또한 NO를 생성하여 면역반응에 있어 중요한 지표인 iNOS의 발현이 증가 되는 것을 확

인함으로써, in vivo상에서도 면역증강을 보이는 것을 알 수 있었음. 또한, primary cell cul

ture를 한 mouse splenocyte에서의 mRNA발현 양상을 확인하였을 때 in vivo와 마찬가지

로 cytokine활성이 증가하는 것을 확인하였음

Fig 61. 단기기간(8일) 경구투여한 mouse의 cytokine 활성 평가

Con;control(대조군), Dex;dextrin(덱스트린) 100 mg/kg, RGE;Red ginseng extract(홍삼

추출물) 200 mg/kg, CLJ 200 mg/kg, 500 mg/kg, 2000 mg/kg(강황+유자 추출혼합물)
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Fig 62. 장기기간(30일) 경구투여한 mouse의 cytokine 활성 평가

Con;control(대조군), Dex;dextrin(덱스트린) 100 mg/kg, RGE;Red ginseng extract(홍삼

추출물) 200 mg/kg, CLJ 200 mg/kg, 500 mg/kg, 2000 mg/kg(강황+유자 추출혼합물)

Fig 63. Ex vivo에서 cytokine 활성 평가

Con;control(대조군), Dex;dextrin(덱스트린), RGE;Red ginseng extract(홍삼추출물), 

CLJ 200 mg/kg, 500 mg/kg (강황+유자 추출혼합물)

9-6. 강황+유자 추출혼합물의 면역력 증진 기전 규명

가. 실험 방법

면역세포에서 강황+유자 추출혼합물을 처리한 후 NK세포 활성 관련 인자를 평가하기 위

하여 protein level에서 확인함. Raw264.7 cell을 6well plate에 7x105 cell/㎖로 seeding 

후 12시간이 지난 후 강황+유자 추출혼합물을 처리하여 6시간 뒤 scrapper로 harvest함. 

cell pellet을 protein lysis buffer를 이용하여 protein extraction 후 정량함. 정량한 

protein을 가지고 면역 관련 인자의 antibody를 이용하여 western blot 진행

나. 실험 결과

강황+유자 혼합추출물의 매개 면역 증진을 연구하기 위해 우리는 0에서 48시간까지 RAW

264.7 세포의 LPS 또는 강황+유자 혼합추출물 처리를 통해 AKT와 Ik-Ba의 신호 전달 
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경로를 조사했음. AKT 및 Iκ-Bα의 발현을 웨스턴 블롯에 의해 확인하였음. AKT 및 Iκ-B

α는 세포를 LPS 또는 강황+유자 혼합추출물에 노출시킨 후에 인산화되었음. p-AKT 및 

p-Iκ-Bα 발현 수준도 초기에 증가하였음. 이러한 결과는 강황+유자 혼합추출물에 의한 A

KT 및 IκBa의 과발현을 입증하였음. DBW 추출물의 투여량이 세포 증식 및 면역 촉진제 

생산에 미치는 영향은 세포 증식이 증가한 것이 AKT 경로 활성화의 주요 결과임을 시사

함. 강황+유자 혼합추출물는 NF-κB 신호 전달에 긍정적인 영향을 미치므로 면역 자극에 

영향을 미치고 NF-κB 신호 전달 경로를 조절할 수 있음. 따라서 강황+유자 혼합추출물의 

면역 증강 효과가 있다는 결과가 나왔음

Fig 64. 강황+유자 추출혼합물의 AKT와 Ik-Ba의 신호 전달 경로 단백질발현 확인

LPS(Lipopoysaccharide,지질다당류) CLJ 25 μg/mL, 50 μg/mL, 100 μg/mL (강황+유자

추출혼합물)

9-7. 결론

주관기관에서 제공받은 강황물추출물(Curcumin 0.21 mg/g) , 강황20%주정추출물(Curc

umin 1.93 mg/g), 유자물추출물(Hesperidin 17.98 mg/g), 유자20%주정추출물(21.12 m

g/g)들 중 면역활성과 관련하여 가장 좋은 효과를 보이는 시료를 찾기 위해 in vitro에서

의 각 추출물의 세포 생존능, 면역증진 관련 cytokine 활성, NO활성 변화를 측정하였음. 

강황물추출물, 유자물추출물에서 면역 활성에 좋은 효능을 나타내는 것을 확인할 수 있었

음. 1차 효능평가를 통해 효능을 나타낸 강황물추출물, 유자물추출물을 선택하고 혼합하

여 사용하였음

1차년도 연구 결과 강황물추출물과 유자물추출물에서 면역 활성을 보이는 것을 확인하였

으며 강황물추출물과 유자물추출물이 7:3의 비율로 혼합되었을 때 가장 높은 활성을 보였

음. In vitro상에서 mRNA 수준에서 면역 조절 관련 인자가 LPS와 비슷한 수준으로 활성

이 높게 나타나는 결과도 있었으며, NO활성 효과를 측정하였을 때도 마찬가지로 활성이 

증가하는 것을 확인하였음. In vivo/ex vivo상에서도 추출혼합물이 독성을 나타내지 않으

면서 면역관련인자 cytokine활성을 나타내는 것을 확인함으로써 효과를 입증함

결론적으로 이 연구에서 강황+유자 추출혼합물이 쥐의 비장 세포 및 대식세포에서 사이

토카인 분비를 증가 시킨다는 것을 확인하였음. NF-κB 경로를 통해 면역계 활동이 일어

나는지를 결정하기 위해 강황+유자 추출혼합물을 더 조사했음. 강황+유자 추출혼합물은 

인산화 된 IκBα 및 NF-κB를 통해 전 염증성 사이토카인 iNOS와 같은 다양한 사이토카

인을 활성화시켰음. 따라서 강황+유자 추출혼합물이 NF-κB 신호 전달을 통해 면역계를 

조절한다는 것을 확인하였음. NF-κB 경로를 통한 면역 효과를 RAW264.7 세포를 사용
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하여 평가하였음. 강황+유자 추출혼합물은 우수한 면역 자극제이며 시험관 내 및 생체 내

에서 마우스의 면역계 증진을 필요로 하는 치료법의 미래 개발에 좋은 가능성을 가지고 

있음. 전체적으로, 강황+유자 추출혼합물은 마우스 비장 세포 및 대식세포에서 사이토카

인 분비를 증가시키는 것으로 확인되어 건강기능식품 소재로 활용 가능함을 확인하였음

10. 기능성표시식품 산업화

10-1. 기능성표시식품 제도

¡ 기능성표시식품은 새롭게 제정 고시된 ｢부당한 표시 또는 광고로 보지 아니하는 식품 등

의 기능성 표시 또는 광고에 관한 규정｣ 식품의약품안전처고시 제 2020-129호(`20.12.2

9)에 따라 생산 유통 가능하게 되었음, 그 주요 내용은 아래와 같음

1. 제정이유

  「식품 등의 표시ㆍ광고에 관한 법률 시행령」 제3조제1항 관련 별표 1 제3호 나목에 

따라 부당한 표시 또는 광고로 보지 아니하는 식품 등의 범위(제품에 함유된 영양성분

이나 원재료가 신체조직과 기능의 증진에 도움을 줄 수 있다는 내용)를 구체적으로 정

함으로써 과학적 근거를 기반으로 식품에 기능성을 표시하여 소비자의 선택권을 확대

하는 한편 부당한 표시 또는 광고로부터 소비자를 보호하고자 함

2. 주요내용

  가. 적용 범위(안 제3조)

    (1) “신체조직과 기능의 증진에 도움을 줄 수 있다는 내용”(이하 “기능성”이라 한다)

을 표시 또는 광고하려는 식품 등에 적용함

    (2) 주류, 특수의료용도 등 식품, 영유아·임산부 대상 식품 등은 적용 대상에서 제외함

  나. 기능성의 범위(안 제4조)

    (1) 건강기능식품의 기능성 원료 29종 및 식품의약품안전처장에게 인정받은 새로운 

원료의 기능성 등은 표시·광고가 가능함 

    (2) 어린이, 임신·수유부, 노인 등 건강 민감계층과 관련된 내용 등은 기능성 범위에

서 제외함

  다. 식품 등의 요건(안 제5조)

    (1) 우수건강기능식품제조기준 적용업소에서 제조·가공된 원재료 또는 성분을 사용하

여 식품안전관리인증기준적용업소 등에서 제조·가공되어야 함 

    (2) 식품 등에 함유된 기능성 원재료 또는 성분의 함량은 1일 섭취기준량의 30% 이

상을 충족하고 최대함량기준을 초과하지 않아야 함

  라. 표시 또는 광고의 방법(안 제6조)

    (1) 기능성 내용 및 “본 제품은 건강기능식품이 아닙니다.”라는 문구를 주표시면에 

표시하여야 함

    (2) 기능성 광고를 할 경우 “본 제품은 건강기능식품이 아닙니다.”라는 문구를 포함

하여야 함

  마. 자료 공개 등(안 제7조)

    1) 한국식품산업협회 인터넷 홈페이지에 제품명, 업소명, 기능성 성분명과 그 함량 

등의 자료를 공개하여야 함 

¡ 기능성표시식품은 고시 제4조에 따라 기능성의 범위는 고시의 별표 2 제1호에 해당하는 
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기능성 원료(홍삼 등 29종), 「건강기능식품 기능성 원료 및 기준·규격 인정에 관한 규

정」제10조제1항에 따라 인정받은 기능성 원료(개별인정형 건강기능식품 원료) 중 일반

식품으로 사용 신청하여 식품의약품안전처장에게 인정받은 원료, 「식품 등의 표시 또는 

광고 실증에 관한 규정」제4조제3호 중 인체적용시험 또는 인체적용시험 결과에 대한 

정성적 문헌고찰(체계적 고찰, SR: Systematic Review)을 통해 과학적 자료를 갖춘 원

료를 사용하여 생산한 제품이어야함

¡ 또한, 고시 제4조에 따라 기능성표시식품은 식품안전관리인증기준적용업소로 인증 받은 

업소(HACCP)에서 생산되어야 하며 기능성을 나타내는 원재료 또는 성분의 함량은 1일 

섭취기준량의 30%이상을 충족하고 최대함량기준을 초과하지 않아야 하며, 기능성을 나

타내는 원재료 또는 성분은 우수건강기능식품제조기준 적용업소(FGMP)에서 제조 가공

되어야 함

¡ 이와 같은 규정에 충족하기 위하여 본 사업에서는 아래의 원료를 사용하여 “한끼어터 사

워크림”, “한끼어터 콘포타쥬”, “한끼어터 피자” 3품목을 산업화하였음

Ÿ 업체명 : 대한켐텍주식회사

Ÿ 기능성 원료 인정번호 : 제2018-6호

Ÿ 기능성 원재료 : 그린커피빈주정추출물

Ÿ 기능성 내용 : 체지방감소에 도움을 줄 수 있음

Ÿ 일일 섭취량 : 그린커피빈주정추출물로서 500 mg/일

Ÿ 지표성분 : 클로로겐산 245 mg/g(표시량의 80~120%)
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10-2. 기능성표시식품 제조공정 표준화

개별인정형 건강기능식품 원료 그린커피빈주정추출물을 함유하는 “한끼어터” 기능성 표시

식품 개발을 위하여 그린커피빈주정추출물의 지표성분인 Chlorogenic acid를 제조공정별

로 분석하여 제조공정 중 지표성분의 변화를 확인하고자 함

그린커피빈주정추출물의 일일 섭취량은 500 mg이며 “체지방 감소에 도움을 줄 수 있음”으

로 제2018-6호(`18.07.03.) 개별인정형 건강기능식품 원료로 인정되었고, 지표성분으로는 

Chlorogenic acid로서 245 mg/g 임

Chlorogenic acid의 분석은 그린커피빈주정추출물의 지표성분 분석법을 적용하였음

가. 방법

(1) 시료 채취

시료는 개별인정형 건강기능식품 원료 공급업체인 대한켐택(주)에서 그린커피빈주정추출

물을 공급받았으며 기타 원료는 ㈜에스디씨에서 시제품 생산에 사용된 원료에서 채취하

였고, 제조공정별 시료는 ㈜에스디씨에서 생산된 시료로서 스낵류 제조공정에서 굽기 전, 

오븐에 구운 후, 시즈닝 처리 후 각 5곳에서 채취한 시료를 채취하여 분석하였음

(2) 지표성분 분석

(가) Chlorogenic acid 표준용액의 제조
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표준품 Chlorogenic acid(Sigma-aldrich) 10 mg을 취하여 10 mL용량플라스크에 넣고, 

30% Methanol로 충분히 녹인 후 정용하여 1,000 ppm 표준원액을 제조하고, 표준원액

을 희석하여 표준용액으로 함

(나) 시험용액의 제조

검체 원재료(건조물) 0.5 g을 정밀하게 달아 50 mL 용량플라스크에 취해 30% 

Methanol 50 mL로 정용하여 2시간 초음파 추출을 함. 이를 식힌 후 정용하여 0.45 μm 

PTFE filter로 여과하고, 여액을 검액으로 함

(다) 기기조건 

- 검출기 : HPLC(shimadzu) PDA Detector (측정파장 330 nm)

- 칼  럼 : Supelco Discovery C18 길이 250*4.6 mm I.D, 5um

- 유  속 : 1.4 mL/min

- 주입량 : 5 μL

- 이동상 : A- 0.5% Phosphoric acid in water

                B- 0.5% Phosphoric acid in ACN

Time(min) Mobile phase A Mobile phase B

0 95 5

7 95 5

27 70 30

28 10 90

30 10 90

31 95 5

40 95 5

- 계산식

Chlorogenic acid 

정량(mg/g) =

검액의 Chlorogenic acid농도 (μg/mL) * 검액의 최종부피 (mL)

검체 칭량(g) * 1000 (μg/mg)

나. 결과

(1) 분석

표준품
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그린커피빈

주정추출물

쌀

설탕

귀리

식이섬유
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옥수수전분

화이트초코

분말

굽기 전

구운 후
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(2) 결과

(3) 결론

“한끼어터”의 제조공정 중 사용된 원료와 제조공정별 지표성분 분석결과 원재료 중에는 

그린커피빈주정추출물에서는 Chlorogenic acid 269.9 mg/g이 검출되었으나 기타원료에

서는 검출되지 않았음

제조공정 중에서는 굽기 전에는 3.92 mg/g, 3.51 mg/g, 3.55 mg/g, 3.85 mg/g, 3.96 

mg/g, 구운 후 3.62 mg/g, 3.51 mg/g, 3.36 mg/g, 3.49 mg/g, 3.65 mg/g이 검출되었으며, 

시즈닝 후에는 2.63 mg/g, 2.72 mg/g, 2.77 mg/g, 2.65 mg/g, 2.88 mg/g이 검출되었음

지표성분 분석결과로 볼 때 “한끼어터” 제품 생산에 사용된 원료 중에는 그린커피빈주정추

시즈닝 후

시료
Chlorogenic acid

(mg/g)

그린커피빈주정추출물 269.9

쌀 -

자일리톨 -

귀리식이섬유 -

옥수수전분 -

화이트초코분말 -

굽기 전-1 3.92

굽기 전-2 3.51

굽기 전-3 3.55

굽기 전-4 3.85

굽기 전-5 3.96

구운 후-1 3.62

구운 후-2 3.51

구운 후-3 3.36

구운 후-4 3.49

구운 후-5 3.65

시즈닝 후-1 2.63

시즈닝 후-2 2.72

시즈닝 후-3 2.77

시즈닝 후-4 2.65

시즈닝 후-5 2.88
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출물 외에는 Chlorogneic acid가 검출되지 않아 “한끼어터”에서 검출되는 Chlorogneic 

acid는 전량 “한끼어터”에 함유된 그린커피빈주정추출물에서 기인된 것으로 판단됨

“한끼어터” 제조공정 중 Chlorogenic acid의 변화 결과를 보면 구운 후 Chlorogenic 

acid는 약 6 % 감소하였음. 시즈닝 처리 후엔 약 2.73 mg/g으로 구운 후와 비교하였을 

때 약 23 % 감소하였음. 이는 시즈닝 첨가로 총량의 증가에서 기인한 것으로 판단됨

10-3. 기능성표시식품 산업화

가. 한끼어터 사워크림 산업화

Ÿ 제품명 : 한끼어터 사워크림

Ÿ 식품의 유형 : 과자

Ÿ 유통기한 : 제조일로부터 9개월

Ÿ 성상 : 사워크림의 맛과 곡물의 고소한 맛을 갖고 이미, 이취가 없어야 한다.

Ÿ 원재료 또는 성분명 및 배합비 : 쌀 69.83%, 자일리톨 9.98%, 복합조미식품[사워크림

맛씨즈닝] 4.27%, 식물성유지[정제팜올레인유, 팜올레인유]4.27%, 귀리식이섬유(고시

형)3.88%, 전분[옥수수전분]3.66%, 화이트초콜릿2.55%, 그린커피빈주정추출물[기능

성원료인정제2018-6호]0.89%, 정제소금0.67%

Ÿ 기준규격 : 

① 성상 : 사워크림의 맛과 곡물의 고소한 맛을 갖고 이미, 이취가 없어야 한다.

② 열량 : 412.37 kcal/100 g

③ 나트륨 : 727.18 mg/100 g

④ 탄수화물 : 82.41 g/100 g

⑤ 당류 : 6.44 g/100 g

⑥ 식이섬유 : 4.93 g/100 g

⑦ 지방 : 7.43 g/100 g

⑧ 트랜스지방 : 0.04 g/100 g

⑨ 포화지방 : 3.46 g/100 g

⑩ 콜레스테롤 : 2.02 mg/100 g

⑪ 단백질 : 6.43 g/100 g

⑫ 대장균군 : 음성

⑬ 납 : 0.0939 mg/kg

⑭ 카드뮴 : 0.0053 mg/kg

⑮ 수은 : 불검출

⑯ 비소 : 0.0269 mg/kg

⑰ 오크라톡신 : 불검출

⑱ 카페인 : 183.32 mg/kg

⑲ 클로로겐산 : 1.89 mg/g
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품목제조보고서 제품 사진

나. 한끼어터 콘포타쥬 산업화

Ÿ 제품명 : 한끼어터 콘포타쥬

Ÿ 식품의 유형 : 과자

Ÿ 유통기한 : 제조일로부터 9개월

Ÿ 성상 : 콘포타쥬의 맛과 곡물의 고소한 맛을 갖고 이미, 이취가 없어야 한다.

Ÿ 원재료 또는 성분명 및 배합비 : 쌀 69.83%, 자일리톨 9.98%, 복합조미식품[콘포타쥬

맛씨즈닝] 4.27%, 식물성유지[정제팜올레인유, 팜올레인유]4.27%, 귀리식이섬유(고시

형)3.88%, 전분[옥수수전분]3.66%, 화이트초콜릿2.55%, 그린커피빈주정추출물[기능

성원료인정제2018-6호]0.89%, 정제소금0.67%

Ÿ 기준규격 : 

① 성상 : 콘포타쥬의 맛과 곡물의 고소한 맛을 갖고 이미,이취가 없어야 한다.

② 열량 : 415.15 kcal/100 

③ 나트륨 : 758.79 mg/100 g

④ 탄수화물 : 82.66 g /100 g

⑤ 당류 : 6.83 g/100 g

⑥ 식이섬유 : 4.93 g/100 g

⑦ 지방 : 7.41 g/100 g

⑧ 트랜스지방 : 0.03 g/100 g

⑨ 포화지방 : 3.22 g/100 g

⑩ 콜레스테롤 : 불검출

⑪ 단백질 : 6.92 g/100 g

⑫ 대장균군 : 음성

⑬ 납 : 0.0939 mg/kg
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⑭ 카드뮴 : 0.0053 mg/kg

⑮ 수은 : 불검출
⑯ 비소 : 0.0269 mg/kg
⑰ 오크라톡신 : 불검출
⑱ 카페인 : 183.32 mg/kg

⑲ 클로로겐산 : 1.89 mg/g

품목제조보고서 제품 사진

다. 한끼어터 피자 산업화

Ÿ 제품명 : 한끼어터 피자

Ÿ 식품의 유형 : 과자

Ÿ 유통기한 : 제조일로부터 9개월

Ÿ 성상 : 피자의 맛과 곡물의 고소한 맛을 갖고 이미, 이취가 없어야 한다.

Ÿ 원재료 또는 성분명 및 배합비 : 쌀 69.83%, 자일리톨 9.98%, 복합조미식품[토마토&

피자맛씨즈닝] 4.27%, 식물성유지[정제팜올레인유, 팜올레인유]4.27%, 귀리식이섬유

(고시형)3.88%, 전분[옥수수전분]3.66%, 화이트초콜릿2.55%, 그린커피빈주정추출물

[기능성원료인정제2018-6호]0.89%, 정제소금0.67%

Ÿ 기준규격 :

① 성상 : 피자의 맛과 곡물의 고소한 맛을 갖고 이미, 이취가 없어야 한다

② 열량 : 415.75 kcal/100 g

③ 나트륨 : 809.82 mg/100 g

④ 탄수화물 : 81.40 g /100 g

⑤ 당류 : 5.27 g/100 g

⑥ 식이섬유 : 4.93 g/100 g

⑦ 지방 : 7.93 g/100 g
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⑧ 트랜스지방 : 0.04 g/100 g

⑨ 포화지방 : 3.50 g/100 g

⑩ 콜레스테롤 : 2.17 mg/100 g

⑪ 단백질 : 7.16 g/100 g

⑫ 대장균군 : 음성

⑬ 납 : 0.0939 mg/kg

⑭ 카드뮴 : 0.0053 mg/kg

⑮ 수은 : 불검출

⑯ 비소 : 0.0269 mg/kg

⑰ 오크라톡신 : 불검출

⑱ 카페인 : 183.32 mg/kg

⑲ 클로로겐산 : 1.89 mg/g

품목제조보고서 제품 사진
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라. 한끼어터 공인기관 시험 결과

① 성상 및 대장균군
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② 중금속 4종
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③ 오크라톡신
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④ 카페인



- 119 -

⑤ 클로로겐산
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제3장. 연구개발과제의 수행 결과 및 목표 달성 정도

 1절. 연구수행 결과

  (1) 정성적 연구개발성과

¡ 기능성표시식품 생산기반구축 및 산업화

Ÿ 주관기관의 2공장에 기능성표시식품 생산시설(HACCP 인증시설)을 구축하였으며, 기

능성표시식품의 1일 섭취기준량 정량분석을 위한 고속액체크로마토그래피(HPLC)등  

품질평가를 위한 시설을 구축 완료하였음

Ÿ 식품의약품안전처고시 제2020-129호(`20.12. 29) “부당한 표시 또는 광고로 보지 아

니하는 식품 등의 기능성 표시 또는 광고에 관한 규정”에 따라 개별인정형 건강기능식품 

원료 “그린커피빈주정추출물”을 이용하여 기능성표시식품을 산업화하였음

¡ 강황과 유자를 이용한 간기능개선, 기억력개선, 면역력증진 활성평가

Ÿ 주관기관의 강황물추출물+유자물추출물 혼합물(1:1)의 간기능개선 활성평가(in vitro, 
in vivo) 완료

Ÿ 강황주정20%추출물+유자물추출물 혼합물(9:1)의 기억력개선 활성평가(in vitro, in 
vivo) 완료

Ÿ 강황물추출물+유자물추출물 혼합물(7:3)의 면역력증진 활성평가(in vitro, in vivo) 완료

  (2) 정량적 연구개발성과

< 정량적 연구개발성과표 >

(단위 : 건, 천원)

  연도

성과지표명

1차년도

(2019-2020)

2차년도

(2020-2021)
계

가중치

(%)

전담기관 등록ㆍ기탁 지표1」

논문
목표(단계별) - 3 3 -

실적(누적) - 3 3 -

특허
목표(단계별) - 3 3 10

실적(누적) - 3 3 10

연구시설・
장비

목표(단계별) 3 - 3 -

실적(누적) 3 - 3 -

학술발표
목표(단계별) 1 2 3 5

실적(누적) 2 5 7 5

연구개발과제 특성 반영 지표2」

기술실시

(이전)

목표(단계별) - 3 3 15

실적(누적) - 3 3 15

제품화
목표(단계별) - 3 3 30

실적(누적) - 3 3 30

매출액
목표(단계별) - 100 100 10

실적(누적) - - - 10

고용창출
목표(단계별) 1 1 2 20

실적(누적) 1 3 4 20

인력양성
목표(단계별) 1 2 3 5

실적(누적) 1 2 3 5

홍보(전시)
목표(단계별) - 1 1 5

실적(누적) - 1 1 5

계
목표(단계별) 6 118 124 100

실적(누적) 7 23 30 100

< 연구개발성과 성능지표 >

평가 항목

(주요성능1」)
단위

전체 항목에서 

차지하는 

비중2」(%)

세계 최고
연구개발 전

국내 성능수준
연구개발 목표치

목표설정 

근거
보유국/보유기관 성능수준 성능수준

1차년도

(2019.06

~2020.06)

2차년도

(2020.06

~2021.06)

1
기능성표

시식품
건 100 일본/아사히식품 100 50 50 100

식품의약품

안전처고시 

제2020-12

9호
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(3) 세부 정량적 연구개발성과

  [과학적 성과]

  □ 논문(국내외 전문 학술지) 게재

번호 논문명 학술지명 주저자명 호 국명 발행기관
SCIE 여부

(SCIE/비SCIE)
게재일

등록번호

(ISSN)
기여율

1

Beneficial 

effects of 

the 

combinati

on of 

Curcuma 

longa L. 

and Citrus 

junos 

against 

Aβ 

peptide-in

duced 

mice

Journal of 

Medicinal 

Food

김미정
Mary Ann 

Liebert, Inc.
SCI 게재 예정

2

Combinati

on of 

Curcuma 

longa L. 

and Citrus 

junos 

Siebold ex 

Tanaka 

enhance 

the 

immune 

response 

on 

RAW264.7 

macropha

ge.

Biomedici

nes
김현희 MDPI SCIE

8월 

투고예정

3

The 

Combinati

on of 

Curcuma 

longa L. 

and Citrus 

junos 

Siebold 

ex Tanaka 

Improves 

Hepatic 

Steatosis 

by 

Preventing 

Oxidative 

Stress 

and Lipid 

Accumulat

ion in a 

NAFLD 

Model

Nutrients 나경은 스위스 MDPI SCI 게재 예정

  □ 국내 및 국제 학술회의 발표

번호 회의 명칭 발표자 발표 일시 장소 국명

1 한국식품영양과학회 김현희 외 2019.10.25. 제주국제컨벤션센터 대한민국

2 한국식품영양과학회 나경은 외 2019.10.25. 제주국제컨벤션센터 대한민국

3 한국식품과학회 나경은 외 2020.07.02. 광주 김대중컨벤션센터 대한민국

4 한국분자세포생물학회 김현희 외 2020.10.06.
제주국제컨벤션센터

(온라인전환)
대한민국

5 한국식품영양과학회 김현희 외 2020.10.21. 제주국제컨벤션센터 대한민국

6 한국식품영양과학회 김미정 외 2020.10.22 제주국제컨벤션센터 대한민국

7 한국식품영양과학회 나경은 외 2020.10.22 제주국제컨벤션센터 대한민국
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<국내 및 국제 학술회의 발표 포스터-7건>

 

2019 한국식품영양과학회
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2019 한국식품영양과학회
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2020 한국식품과학회
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2020 한국분자세포생물학회
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2020 한국식품영양과학회
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2020 한국식품영양과학회
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□ 기술 요약 정보

연도 기술명 요약 내용 기술 완성도 등록 번호 활용 여부 미활용사유
연구개발기관 

외 활용여부
허용방식

  □ 보고서 원문

연도 보고서 구분 발간일 등록 번호

  □ 생명자원(생물자원, 생명정보)/화합물

번호 생명자원(생물자원, 생명정보)/화합물 명 등록/기탁 번호 등록/기탁 기관 발생 연도

  [기술적 성과]

□ 지식재산권(특허, 실용신안, 의장, 디자인, 상표, 규격, 신품종, 프로그램)

   

   ㅇ 지식재산권 활용 유형

번호 제품화 방어 전용실시 통상실시 무상실시 매매/양도 상호실시 담보대출 투자 기타

1 √ 

2 √ 

3 √ 

번

호

지식재산권 등 명칭

(건별 각각 기재)
국명

출원 등록

기여율
활용 

여부출원인 출원일 출원 번호
등록 

번호
등록인 등록일

등록 

번호

1

강황 및 유자로 

구성된 조합생약 

추출물을 

유효성분으로 

함유하는 면역증강 및 

면역저하증의 예방 

또는 치료용 조성물

대한민국

농업회사

법인(주)에

스디씨 외 

2명

2021.05.27
10-2021-

0068509
100 활용

2

강황 및 유자로 

구성된 조합생약 

추출물을 

유효성분으로 

함유하는 기억력 증진 

및 퇴행성 뇌질환의 

예방 또는 치료용 

조성물

대한민국

농업회사

법인(주)에

스디씨 외 

1명

2021.05.31
10-2021-

0070226
100 활용

3

강황 및 유자로 

구성된 조합생약 

추출물을 

유효성분으로 

함유하는 간보호 및 

비알코올성 지방간의 

예방 또는 치료용 

조성물

대한민국

농업회사

법인(주)에

스디씨 외 

1명

2021.06.04
10-2021-

0073021
100 활용



- 130 -

<특허출원 통지서 3건>
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  □ 저작권(소프트웨어, 서적 등)

번호 저작권명 창작일 저작자명 등록일 등록 번호 저작권자명 기여율

  □ 신기술 지정

번호 명칭 출원일 고시일 보호 기간 지정 번호

 

  □ 기술 및 제품 인증

번호 인증 분야 인증 기관
인증 내용

인증 획득일 국가명
인증명 인증 번호

  □ 표준화

   ㅇ 국내표준

번호 인증구분1｣ 인증여부2｣ 표준명 표준인증기구명 제안주체 표준종류3｣ 제안/인증일자

  

   ㅇ 국제표준

번호
표준화단계구분1

｣ 표준명 표준기구명2｣ 표준분과명
의장단 

활동여부

표준특허 

추진여부

표준개발 

방식3｣ 제안자
표준화 

번호
제안일자

 

 [경제적 성과]

  □ 시제품 제작

번호 시제품명 출시/제작일 제작 업체명 설치 장소 이용 분야
사업화 소요 

기간

인증기관

(해당 시)

인증일

(해당 시)

  □ 기술 실시(이전) 

번호
기술 이전 

유형
기술 실시 계약명

기술 실시

대상 기관

기술 실시

발생일

기술료

(해당 연도 발생액) 

누적

징수 현황

1 자기실시

강황 및 유자로 구성된 

조합생약추출물을 

함유하는 기억력 증진 

기능성표시식품 개발

농업회사법인

(주)에스디씨
2021.06.14 40,000,000

농업경영체 전액(100%) 

감면

2 자기실시

강황 및 유자로 구성된 

조합생약추출물을 

함유하는 면역력 증진 

기능성표시식품 개발

농업회사법인

(주)에스디씨
2021.06.14 40,000,000

농업경영체 전액(100%) 

감면

3 자기실시

강황 및 유자로 구성된 

조합생약추출물을 

함유하는 간보호 

기능성표시식품 개발

농업회사법인

(주)에스디씨
2021.06.14 40,000,000

농업경영체 전액(100%) 

감면

  

<기술실시 계약서>
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  □ 사업화 투자실적

번호 추가 연구개발 투자 설비 투자 기타 투자 합계 투자 자금 성격*

               

  □ 사업화 현황

번호
사업화 

방식1｣ 사업화 형태2｣ 지역3｣ 사업화명 내용 업체명

매출액
매출

발생 연도

기술

수명
국내

(천원)

국외

(달러)

1 자기실시 신제품 개발 국내
한끼어터

사워크림

기능성표

시식품

㈜에스

디씨
- - - 5년

2 자기실시 신제품 개발 국내
한끼어터 

콘포타쥬

기능성표

시식품

㈜에스

디씨
- - - 5년

3 자기실시 신제품 개발 국내
한끼어터 

피자

기능성표

시식품

㈜에스

디씨
- - - 5년

   

  □ 매출 실적(누적)

사업화명 발생 연도
매출액

합계 산정 방법
국내(천원) 국외(달러)

합계

□ 사업화 계획 및 무역 수지 개선 효과

  □ 고용 창출

순번 사업화명 사업화 업체
고용창출 인원(명)

합계
2019년 2020년

1
한끼어터 사워크림, 

한끼어터 콘포타쥬, 

한끼어터 피자

㈜에스디씨 1 3 4

합계 1 3 4

성과 스넥류 기능성표시식품 3건

사업화 계획

사업화 소요기간(년) 1년

소요예산(천원) 60,000

예상 매출규모(천원)
현재까지 3년 후 5년 후

0 1,000,000 2,000,000

시장

점유율

단위(%) 현재까지 3년 후 5년 후

국내 0 5 7

국외 0 5 7

향후 관련기술, 제품을 

응용한 타 모델, 제품 

개발계획

면역력증진등 활성을 가지는 스넥류 기능성표시식품 개발에 활용

무역 수지

개선 효과(천원)

수입대체(내수)
현재 3년 후 5년 후

0 200,000 500,000

수출 0 500,000 100,000
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<신규채용 4명-2019년 1명, 2020년 3명>

  □ 고용 효과

구분 고용 효과(명)

고용 효과

개발 전
연구인력 0

생산인력 0

개발 후
연구인력 1

생산인력 3

  □ 비용 절감(누적)

순번 사업화명 발생연도 산정 방법 비용 절감액(천원)

합계

  □ 경제적 파급 효과 

(단위: 천원/년)

구분 사업화명 수입 대체 수출 증대 매출 증대 생산성 향상
고용 창출 

(인력 양성 수)
기타

해당 연도
기능성표시식품

산업화
0 0 0 0 4

기대 목표
기능성표시식품

산업화
0 0 0 0 4

  □ 산업 지원(기술지도)

순번 내용 기간 참석 대상 장소 인원

1
기능성표시광고 및 

법규

`20.11.19.

(15:00~17:00)
식품업체 종사자

제주대학교 

바이오융합센터
22명
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  □ 기술 무역 

(단위: 천원)

번호 계약 연월 계약 기술명 계약 업체명
계약업체 

국가
기 징수액 총 계약액

해당 연도 

징수액

향후

예정액

수출/

수입

  [사회적 성과]

  □ 법령 반영

번호
구분

(법률/시행령)

활용 구분

(제정/개정)
명 칭 해당 조항 시행일 관리 부처

제정/개정

내용

  □ 정책활용 내용

번호
구분

(제안/채택)
정책명

관련 기관

(담당 부서)
활용 연도 채택 내용

  □ 설계 기준/설명서(시방서)/지침/안내서에 반영

번호
구 분

(설계 기준/설명서/지침/안내서)

활용 구분

(신규/개선)

설계 기준/설명서/

지침/안내서 명칭
반영일 반영 내용

  □ 전문 연구 인력 양성

번호 분류 기준 연도
현황

학위별 성별 지역별

1 2021
박사 석사 학사 기타 남 여 수도권 충청권 영남권 호남권 기타

2 1 1 2 1 2

  □ 산업 기술 인력 양성 

번호 프로그램명 프로그램 내용 교육 기관 교육 개최 횟수 총 교육 시간 총 교육 인원

  □ 다른 국가연구개발사업에의 활용

번호 중앙행정기관명 사업명 연구개발과제명 연구책임자 연구개발비

  □ 국제화 협력성과

번호
구분

(유치/파견)
기간 국가 학위 전공 내용

  □ 홍보 실적

번호 홍보 유형 매체명 제목 홍보일

1 보도자료 뉴스와이어

에스디씨, 쌀로 만든 

기능성표시식품 

‘한끼어터’ 출시

2021.06.15
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<뉴스와이어 보도자료>

 □ 포상 및 수상 실적

번호 종류 포상명 포상 내용 포상 대상 포상일 포상 기관

  [인프라 성과]

  □ 연구시설ㆍ장비

구축기관
연구시설/

연구장비명

규격

(모델명)

개발여부

(○/×)

연구시설ㆍ장비 

종합정보시스템* 

등록여부

연구시설ㆍ장비 

종합정보시스템* 

등록번호

구축일자

(YY.MM.DD)

구축비용

(천원)

비고

(설치 장소)

㈜에스디씨
지표성분 

검출기
GC2010 × 등록

NFEC-2020-08-

264557
2019.09.18 31,900 ㈜에스디씨

㈜에스디씨
지표성분 

분석용 펌프
SCL-40 × 등록

NFEC-2020-08-

264545
2019.09.18 32,670 ㈜에스디씨

㈜에스디씨

지표성분 

분석시료 

자동주입기

GC2010 × 등록
NFEC-2020-08-

264544
2019.09.18 31,900 ㈜에스디씨
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 2절. 목표 달성 수준 

추 진 목 표 달 성 내 용 달성도(%)

○ 강황,유자 효능연구를 위한 시

료제작 및 효능별 선정원료

(추출물)제조공정 표준화 시작

○ 국내산 강황, 유자 시료 채취

○ 강황+유자 추출물 시료 제작

○ 효능별 추출혼합물 표준화 완료

100

100

100

○ 기능성표시식품 품질평가를 

위한 기반 구축 및 에스디씨

가 보유한 생산 시설을 이용

하여 시제품 생산

○ 품질평가를 위한 분석 장비 등 구축

○ 기능성표시식품 시제품 생산

100

100

○ 기능성표시식품 산업화 ○ 건강기능식품 원료 그린커피빈주정추출물을 

함유한 기능성표시식품 산업화 완료

100

○ 강황+유자 추출혼합물의 

HepG2세포를 이용한 in 

vitro 독성 확인

○ 연구소재의 안전역을 확인하기 위해 

XTT-PMS 용액을 이용한 세포독성 평가

100

○ 강황+유자 추출혼합물의 

HepG2세포를 이용한 in 

vitro간기능 개선 활성 확인

○ 지방산을 처리하여 비알코올성 지방증을 유

도한 후 세포 내 ROS 생성 억제능, 세포 내 

지방축적 억제능을 확인

100

○ 강황+유자 추출혼합물의 간

기능 개선 in vivo 활성평가

○ 체중의 증가와 혈액에서 증가된 TG, TC, 

LDL-CHO, MDA의 값은 강황+유자 추출혼

합물의 섭취를 통해 유의하게 감소한 것을 

확인

100

○ 강황+유자 추출혼합물의 간

기능 개선 기전 규명

○ 강황+유자 추출혼합물의 섭취를 통해 간으

로 들어오는 지방산의 유입을 감소시키고, 

AMPK의 발현을 증가시켜 지방산화인자의 

발현을 증가시키고, 지방합성인자는 감소시

켜 간에서 지방축적을 억제하는 기작을 확

인

100

○ 강황+유자 추출혼합물에 대

한 라디칼 소거능 및 세포독

성 확인

○ 소재의 라디칼 소거능을 확인하기 위하여 

DPPH assay를 이용하여 측정하였으며, 세포 

독성 평가 위해 MTT assy 진행

100

○ 강황+유자 추출혼합물 대상 

뇌세포 보호 효능 검색

○ 소재들의 ROS에 의한 cell damage에 대한 

뇌신경 세포 보호 효과를 확인하기 위하여 

H2O2 처리 후 cell death 확인하였고, 뇌신

경 신호전달물질 분해효소(AChE)억제 효능 

검토 후 시료를 선정

100

○ 선정된 강황+유자 추출혼합

물에 대한 in vitro 상에서

의 효능평가 확인

○ 선정된 시료를 대상으로 하여 일정 비율 배합 

후 세포독성, catalase 및 SOD 활성, AChE 

억제 효능, BDNF 및 관련 기작의 발현 영향 

확인

100

○ 강황+유자 추출혼합물의 기

억력 개선 in vivo/ex vivo 

생리활성 평가

○ Y-maze test, Passive avoidance test를 

통하여 강황+유자 추출혼합물의  인지능력 

및 기억력 증진 효과 확인

100
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○ 강황+유자 추출혼합물의 기

억력 개선 기전 규명

○ AChE억제능 효능효과 시험, BDNF 

pathway와 관련 인자 발현을 확인한 결과, 

개선되는 양상을 보임

100

○ 강황,유자 단일추출물과 강

황+유자 추출혼합물의 면역

세포에서의 독성반응 평가

○ 면역세포에 추출물 처리 후 WST-1 assay

를 이용하여 세포 독성 평가 진행

100

○ 강황,유자 단일추출물과 강황

+유자 추출혼합물의 면역증

진 관련 cytokine 활성 평가

○ RNA level에서 면역관련 증진 인자의 변화를 

보기 위해 면역증진 관련 cytokine 변화를 확

인

100

○ 강황+유자 추출혼합물에 의

한 면역세포에서 산화질소

(NO)생성 효과 평가

○ 면역세포에 추출물 처리 후 protein을 정제

하여 Griess Reagent System으로 NO변화

를 통해 효과를 확인

100

○ 강황+유자 추출혼합물의 in 

vivo/ex vivo에서의 독성반

응 및 활성 평가

○ 강황+유자 추출혼합물에 대한 in vivo/ex 

vivo에서의 독성을 확인한 결과 독성이 없음

을 확인

100

○ 강황+유자 추출혼합물의 

in vivo/ex vivo에서의 

cytokine 활성 평가

○ In vivo/ex vivo에서 강황+유자 추출혼합

물의 cytokine 활성 평가를 실시한 결과 

cytokine 활성이 증가하는 것을 확인

100

○ 강황+유자 추출혼합물의 

면역력 증진 기전 규명

○ 강황+유자 추출혼합물의 면역 자극에 영향

을 미치고 NF-κB 신호 전달 경로를 조절할 

수 있음을 확인

100
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제4장. 연구개발성과의 관련 분야에 대한 기여 정도

¡ 기능성표시식품 제도는 `18년 3월 13일 제정된 식품 등의 표시·광고에 관한 법률에 근거를 

두고 있으며, `20년 12월 29일 제정 고시된 ｢부당한 표시 또는 광고로 보지 아니하는 식품 

등의 기능성 표시 또는 광고에 관한 규정｣에 따라 `21년도부터 현재까지 74품목이 개발되었

음, 현재까지 개발된 기능성표시식품은 규정에 고시된 기능성 원료 29종을 함유하는 제품들로

서 다양한 제품은 생산되지 못한 한계에 있음

¡ 본사업을 통해 개발된 한끼어터 시리즈는 최초로 개별인정형 기능성 원료를 사용하여 개발된 

기능성표시식품으로서 향 후 개별인정형 건강기능식품 원료를 이용한 제품 개발에 선도 모델

로 제시될 수 있으며, 규정에 고시된 원료들의 기능 외에 다양한 기능을 가지는 기능성표시식

품 개발 선례가 될 것임
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제5장. 연구개발성과의 관리 및 활용 계획

< 연구개발성과 활용계획표>

구분(정량 및 정성적 성과 항목) 연구개발 종료 후 5년 이내

국외논문

SCIE 1

비SCIE 0

계 1

국내논문

SCIE 0

비SCIE 2

계 2

특허출원

국내 0

국외 0

계 0

특허등록

국내 3

국외 0

계 3

인력양성

학사 0

석사 0

박사 0

계 0

사업화

상품출시 3

기술이전 0

공정개발 0

제품개발 시제품개발 3

비임상시험 실시 0

임상시험 실시

(IND 승인)

의약품

1상 0

2상 0

3상 0

의료기기 0

진료지침개발 0

신의료기술개발 0

성과홍보 0

포상 및 수상실적 0

정성적 성과 주요 내용 기능성표시식품 출시

< 별첨 자료 >

중앙행정기관 요구사항 별첨 자료

1. 

1) 자체평가의견서

2) 연구성과 활용계획서
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[별첨 1]

연구개발보고서 초록

과 제 명
(국문) 강황과 유자 혼합추출물 기능성 표시 식품 소재 개발과 산업화

(영문) Functional expression food production base using Curcuma longa L. and
Citrus junos Siebold ex Tanaka

주관연구기관 농업회사법인(주)에스디씨
주 관 연 구

책 임 자

(소속)

참 여 기 업

전남대학교 산학협력단

연세대학교 산학협력단

울산대학교 산학협력단

(성명) 차 민 석

총연구개발비

(800,000천원)

계 800,000 총 연 구 기 간 2019.06.20.～2021. 06.19 (2년)

정부출연

연구개발비
400,000

총 참 여

연 구 원 수

총 인 원 12명

기업부담금 400,000 내부인원 12명

연구기관부담금 0 외부인원 0명

○ 연구개발 목표 및 성과

Ÿ 기능성표시식품 생산 기반 구축

Ÿ 강황+유자 추출혼합물의 시험관, 동물모델 연구를 통한 간기능 개선 활성 평가

Ÿ 강황+유자 추출혼합물의 시험관, 동물모델 연구를 통한 기억력 개선 활성 평가

Ÿ 강황+유자 추출혼합물의 시험관, 동물모델 연구를 통한 면역력 증진 활성 평가

Ÿ 기능성원료 함유 기능성표시식품 산업화

○ 연구내용 및 결과

Ÿ 국내산 강황과 유자를 추출하여 강황+유자 추출혼합물 생산 완료

Ÿ 강황+유자 추출혼합물의 간기능 개선 시험관, 동물모델연구 완료

Ÿ 강황+유자 추출혼합물의 기억력 개선 시험관, 동물모델연구 완료

Ÿ 강황+유자 추출혼합물의 면역력 증진 시험관, 동물모델연구 완료

Ÿ 기능성 원료 그린커피빈주정추출물 함유 기능성표시식품 생산 완료

○ 연구성과 활용실적 및 계획

Ÿ 강황+유자 추출혼합물의 시험관, 동물모델 연구결과 논문으로 게재하여 마케팅 자료로 활용

Ÿ 개별인정형 건강기능식품 원료를 함유하는 기능성표시식품 산업화 활용

Ÿ 제품으로 생산한 한끼어터 사워크림, 한끼어터 콘포타쥬, 한끼어터 피자 제품 쇼핑몰에 상세

정보로 제공하여 기존 제품과의 차별화를 꾀할 예정임

Ÿ 강황+유자 추출혼합물을 이용하여 주관기관에서 생산하고 있는 식품에 부원료로 활용가능한

건강기능식품 소재 개발

Ÿ 본 사업으로 수행된 간기능 개선, 기억력 개선, 면역력 증진 관련 시험관, 동물 연구는 관련

연구에 활용 가능함
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[별첨 2]

자체평가의견서
1. 과제현황

과제번호 119068-2

사업구분 농식품기술개발사업

연구분야
과제구분

단위

사 업 명 농축산물안전유통소비기술개발사업 주관

총괄과제 기재하지 않음 총괄책임자 기재하지 않음

과 제 명
강황과 유자 혼합추출물 기능성 표시 식품 소재 개발과 

산업화
과제유형 개발

연구개발기관
농업회사법인(주)에스디씨, 전남대학교 산학협력단, 

연세대학교 산학협력단, 울산대학교 산학협력단
연구책임자 차 민 석

연구기간

연구개발비

(천원)

연차 기간 정부 민간 계

1차년도 2019.06.20.~2020.06.19 200,000 200,000 400,000

2차년도 2020.06.20.~2021.06.19 200,000 200,000 400,000

계 2019.06.20.~2021.06.19 400,000 400,000 800,000

참여기업 농업회사법인(주)에스디씨

상 대 국 상대국연구개발기관

2. 평가일 : 2021.07.

3. 평가자(연구책임자) :

소속 직위 성명

농업회사법인(주)에스디씨 대표이사 차 민 석

4. 평가자(연구책임자) 확인 :

본인은 평가대상 과제에 대한 연구결과에 대하여 객관적으로 기술하였으며, 공정하게 평가하였음을 확약

하며, 본 자료가 전문가 및 전문기관 평가 시에 기초자료로 활용되기를 바랍니다.

확 약
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Ⅰ. 연구개발실적

※ 다음 각 평가항목에 따라 자체평가한 등급 및 실적을 간략하게 기술(200자 이내)

 1. 연구개발결과의 우수성/창의성

  ■ 등급 : 우수

 최초 계획했던 기능성표시식품 생산 기반구축이 완료되었으며, 강황과 유자를 함유하는 간기능개선, 

기억력개선, 면역력증진 활성평가 연구가 성공적으로 완료되었음

  2. 연구개발결과의 파급효과

  ■ 등급 : 우수

 본 사업을 통행 개발된 기능성표시식품 3건은 국내에서 처음으로 개발된 스넥류 기능성표시식품으로 

서 향후 다양한 유형의 기능성표시식품 개발 가능성을 제시하고 있음

  3. 연구개발결과에 대한 활용가능성

  ■ 등급 : 우수

 강화과 유자를 이용한 간기능개선, 기억력개선, 면역력증진 활성평가 연구 결과를 확보하였으며 향

후 건강기능식품 소재개발에 활용 가능함

 4. 연구개발 수행노력의 성실도

  ■ 등급 : 우수

 주관기관 SDC를 포함하여 4개 기관이 공동연구로 본 사업을 수행하였으며, 코로나 이후 어려운 사

회적 환경 속에서도 참여 연구원의 헌신으로 성공적으로 사업을 수행할 수 있었음

 5. 공개발표된 연구개발성과(논문, 지적소유권, 발표회 개최 등)

  ■ 등급 : 우수

 본 사업의 성과물로서 산업화 3건을 달성하였으며, 특허 출원 3건과 SCI 논문투고 1건을 달성하였고 

추가로 논문 2건을 작성 중에 있음
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Ⅱ. 연구목표 달성도

세부연구목표

(연구계획서상의 목표)

비중

(%)

달성도

(%)
자체평가

특허출원 3건 10 100 목표달성

기술실시(이전) 15 100 목표달성

제품화 3건 30 100 목표달성

매출 10 0
제품 생산 완료되어 ‘21년 하반기  

판매시작

고용창출 20 200 목표 초과 달성

학술발표 5 233 목표 초과 달성

인력양성 5 100 목표달성

홍보전시 5 100 목표달성

합계 100점

Ⅲ. 종합의견

1. 연구개발결과에 대한 종합의견

 `19년도 6월 사업 시작 시에는 기능성표시식품 제도가 정착되지 못한 시점이어서 선제적으로 예측하

여 생산기반 구축과 활성평가 연구를 시작하였음, 그 후 ̀ 20년 12월 29일 기능성표시식품 제도와 관련

된 규정이 고시되어 사업기간이 임박하여 산업화가 어려웠지만, 사전 준비로 사업기간 내 산업화를 

달성하였고, 강황과 유자를 이용한 활성평가(시험관, 동물모델) 연구가 완료되어 향후 기능성 원료 

소재 개발에 활용가능하게 되었으며, 코로나 팬데믹으로 어려운 환경 속에서도 참여연구원들의 헌신

으로 성공적으로 사업을 수행할 수 있었음

2. 평가시 고려할 사항 또는 요구사항

기능성표시식품 제도 정착이 늦어져 개발된 제품의 매출 실적이 현재는 없음, 그러나 주관기관이 보

유하고 있는 이마트 등 대형 거래처와 제품 상정을 협의 중에 있으며 중국 등 해외 수출도 협의 중에 

있어 `21년 하반기에는 매출이 기대됨

3. 연구결과의 활용방안 및 향후조치에 대한 의견

¡ 본 사업을 통해 개발된 기능성표시식품은 이마트 등 오프라인 매장과 현대홈쇼핑 등 온라인망에서 

판매할 것임

¡ 강황과 유자를 이용한 간기능개선, 기억력개선, 면역력증진 활성평가 연구 결과는 향후 건강기능

식품 원료 소재 개발에 활용 예정임
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Ⅳ. 보안성 검토

 o 보안성 필요하지 않음

1. 연구책임자의 의견

2. 연구개발기관 자체의 검토결과
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[별첨 3]

연구성과 활용계획서

1. 연구과제 개요

사업추진형태 ■자유응모과제 □지정공모과제 분 야

연구과제명 강황과 유자 혼합추출물 기능성 표시 식품 소재 개발과 산업화

주관연구개발기관 농업회사법인(주)에스디씨 주관연구책임자 차 민 석

연구개발비

정부지원
연구개발비

기관부담연구개발비 기타 총연구개발비

400,000 400,000 - 800,000

연구개발기간 2019.06.20.~2021.06.19

주요활용유형
■산업체이전 □교육 및 지도 □정책자료 □기타( )
□미활용 (사유: )

2. 연구목표 대비 결과

당초목표 당초연구목표 대비 연구결과

① 기능성표시식품 생산 기반 구축
기능성표시식품생산및품질평가를위한기반구축완

료하였음
② 강황+유자 추출혼합물의 시험관, 동물모델 연

구를 통한 간기능 개선 활성 평가

강황+유자 추출혼합물의 시험관, 동물모델연구를 완료

하였음
③ 강황+유자 추출혼합물의 시험관, 동물모델 연

구를 통한 기억력 개선 활성 평가

강황+유자 추출혼합물의 시험관, 동물모델연구를 완료

하였음
④ 강황+유자 추출혼합물의 시험관, 동물모델 연

구를 통한 면역력 증진 활성 평가

강황+유자 추출혼합물의 시험관, 동물모델연구를 완료

하였음

⑤ 기능성표시식품 산업화
그린커피빈주정추출물을 함유하는 기능성표시식품을

산업화하였음

3. 연구목표 대비 성과

성과
목표

사업화지표 연구기반지표

지식
재산권

기술
실시
(이전)

사업화
기
술
인
증

학술성과
교
육
지
도

인
력
양
성

정책
활용·홍보

기
타︵
타
연
구
활
용
등
︶

특
허
출
원

특
허
등
록

품
종
등
록

S
M
A
R
T

건
수

기
술
료

제
품
화

매
출
액

수
출
액

고
용
창
출

투
자
유
치

논문 논
문
평
균
I
F

학
술
발
표

정
책
활
용

홍
보
전
시

S
C
I

비
S
C
I

단위 건 건 건

평
균
등
급

건
백
만
원

건
백
만
원

백
만
원

명
백
만
원

건 건 건 건 명 건 건

가중치 10 0 0 0 15 0 30 10 0 20 0 0 0 5 0 5 0 5 0

최종 3 3 0 0 3 0 3 100 0 2 0 0 0 3 0 3 0 3 0 1 0
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4. 핵심기술

구분 핵 심 기 술 명

① 강황+유자 추출혼합물 제조공정 표준화 및 지표성분 정립
② 강황+유자 추출혼합물의 간기능 개선 기능 확인
③ 강황+유자 추출혼합물의 기억력 개선 기능 확인
④ 강황+유자 추출혼합물의 면역력 증진 기능 확인
⑤ 기능성표시식품 개발

5. 연구결과별 기술적 수준

구분
핵심기술 수준 기술의 활용유형(복수표기 가능)

세계
최초

국내
최초

외국기술
복 제

외국기술
소화ㆍ흡수

외국기술
개선ㆍ개량

특허
출원

산업체이전
(상품화)

현장애로
해 결

정책
자료

기타

①의 기술 v v

②의 기술 v v v

③의 기술 v v v

④의 기술 v v v

⑤의 기술 v v

6. 각 연구결과별 구체적 활용계획

핵심기술명 핵심기술별 연구결과활용계획 및 기대효과

①의 기술 건강기능식품 원료 개발에 활용

②의 기술 건강기능식품 원료 개발에 활용

③의 기술 건강기능식품 원료 개발에 활용

④의 기술 건강기능식품 원료 개발에 활용

⑤의 기술 스넥류 기능성표시식품 개발에 활용

7. 연구종료 후 성과창출 계획

목표

당해
년도

목표 3 - - - 3 - 3 100 - 1 - - - 3 - 2 - 2 - 1 -

실적 3 - - - 3 - 3 0 - 3 - - 3 - - 5 - 2 - 1 -

달성률
(%)

100 - - - 100 - 100 0 - 300 - - 100 - - 250 - 100 - 100 -

성과
목표

사업화지표 연구기반지표

지식
재산권

기술
실시
(이전)

사업화
기
술
인
증

학술성과
교
육
지
도

인
력
양
성

정책
활용·홍보

기
타︵
타
연
구
활
용
등
︶

특
허
출
원

특
허
등
록

품
종
등
록

S
M
A
R
T

건
수

기
술
료

제
품
화

매
출
액

수
출
액

고
용
창
출

투
자
유
치

논문 논
문
평
균
I
F

학
술
발
표

정
책
활
용

홍
보
전
시

S
C
I

비
S
C
I
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8. 연구결과의 기술이전조건(산업체이전 및 상품화연구결과에 한함)

핵심기술명1) 강황+유자 추출혼합물의 간기능 개선 기능 확인

이전형태 ■무상 □유상 기술료 예정액 천원

이전방식2)
■소유권이전 □전용실시권 □통상실시권 □협의결정

□기타( )

이전소요기간 1년 실용화예상시기3) 2020년

기술이전시 선행조건4) 없음

핵심기술명1) 강황+유자 추출혼합물의 기억력 개선 기능 확인

이전형태 ■무상 □유상 기술료 예정액 천원

이전방식2)
■소유권이전 □전용실시권 □통상실시권 □협의결정

□기타( )

이전소요기간 1년 실용화예상시기3) 2020년

기술이전시 선행조건4) 없음

핵심기술명1) 강황+유자 추출혼합물의 면역력 증진 기능 확인

이전형태 ■무상 □유상 기술료 예정액 천원

이전방식2)
■소유권이전 □전용실시권 □통상실시권 □협의결정

□기타( )

이전소요기간 1년 실용화예상시기3) 2020년

기술이전시 선행조건4) 없음
 

단위 건 건 건

평
균
등
급

건
백
만
원

건
백
만
원

백
만
원

명
백
만
원

건 건 건 건 명 건 건

가중치 10 0 0 0 15 0 30 10 0 20 0 0 0 5 0 5 0 5 0

최종목표 3 3 - - 3 - 3 100 - 2 - - - 3 - 3 - 3 - 1 -

연구기간내
달성실적

3 - - - 3 0 3 0 - 4 - - 3 - - 7 - 3 - 1 -

연구종료후
성과장출
계획

- 3 - - - - -
1,50
0

- 3 - - - 2 - - - - - - -
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핵심기술명1) 기능성표시식품 개발

이전형태 ■무상 □유상 기술료 예정액 천원

이전방식2)
□소유권이전 □전용실시권 □통상실시권 □협의결정

■기타(주관기관에서 개발된 기술로서 자체 활용 )

이전소요기간 즉시 실용화예상시기3) 2021년

기술이전시 선행조건4) 없음



- 153 -

주   의

1. 이 보고서는 농림축산식품부에서 시행한 농축산물안전유통소비기술개발사업의 연구보고서입

니다.

2. 이 연구개발내용을 대외적으로 발표할 때에는 반드시 농림축산식품부에서 시행한 농축산물안전

유통소비기술개발사업의 결과임을 밝혀야 합니다.

3. 국가과학기술 기밀 유지에 필요한 내용은 대외적으로 발표 또는 공개하여서는 안 됩니다.
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