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Abstract

This study was conducted to establish the extraction conditions for the optimization of the biological activities 
of black garlic using the response surface methodology (RSM). The extraction conditions were based on the central 
composite design, with 15 kinds of variations in the extraction temperature (50-90℃), extraction time (3-15 hrs), 
and ethanol concentration (0-100%). The total phenol, flavonoids, thiosulfinate contents, and anti-oxidant activity 
of black garlic extract were significantly higher at the J condition (90℃ for 9 hrs with a 50% ethanol concentration). 
In this condition, the biological activities such as DPPH radical scavenging (66.10%), ABTS radical scavenging 
activity (75.02%), and reducing power by of FRAP (375.4 μM/mL) were excellent. Overall, the extraction conditions 
for the optimized biological activities of black garlic via RSM were expected to be at 89.68℃ for 9.79 hrs with 
a 55.72% ethanol concentration. The actual values were 96.4-114.8% of the predicted values.
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서 론
1)

경제성장과 더불어 삶의 질적 향상은 건강 및 웰빙에

대한 기대감을 증대시켰으며, 기존에 건강을 주로 담당하

던 치료약은 건강 유지 및 예방을 위한 기능성 물질인 생체

내 생리 기능성을 높일 수 있는 식품, 의류 및 화장품 등으로

다양하게 개발되고 있다. 생리활성의 유효물질은 대부분이

식물류에 함유되어 있는 것으로 밝혀지고 있으며(1), 인체

에 대한 안전성과 효능이 확인된 식물의 경우에는 그 유효

물질을 함유한 기능성 제품으로써 개발속도도 매우 빠르게

진행되고 있다(2). 더욱이 이러한 천연물질로부터 얻은 유

효 성분의 이용도를 높이고 간편하게 이용할 수 있도록

식물류로부터 유효 물질의 추출 증대를 위한 공정의 개발과

함께 이들을 이용한 음료, 캡슐, 정제 등의 건강지향적 식품
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의 선호도도 더욱 높아지고 있는 추세이다(3).

흑마늘(black garlic)은 생마늘을 통마늘의 상태로 고온항

온기에서 일정시간동안 숙성시켜 마늘의 자체성분과 효소

등에 의하여 마늘의 내부까지 흑색으로 변화한 것을 일컫는

다(4). 이러한 과정에서 생마늘 고유의 생리활성은 유지되

고 고온 숙성 과정에서 생성된 갈변물질에 의한 새로운

기능성의 증가, 생마늘의 강한 냄새와 매운 맛이 감소된

특징을 가지게 된다(4,5). 이로써 생마늘의 단점은 보완하

고 마늘 자체 성분의 반응에 따른 감미와 산미의 조화로

마늘 섭취를 용이하게 할 수 있다. 또한 흑마늘 가공은 부가

가치가 증대되고 동시에 안정적이고 지속적인 마늘 소비를

유발할 수 있는 대안으로 부각되고 있다. 최근 주요 마늘

산지인 남해, 의성 등을 중심으로 흑마늘 가공 산업이 활성

화되고 있으며(6), 흑마늘의 이화학적 특성(7), 항산화 활성

(4-6), 시판 흑마늘간의 이화학적 품질 및 항산화 특성 비교

(8) 등 그 기능성에 관한 연구가 이미 보고된 바 있다. 이러
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한 흑마늘 자체에 관한 연구는 대부분이 열수 및 에탄올

추출(4,5,9)이나 순차 용매(6) 등을 사용하여 얻은 흑마늘

추출물의 생리활성 비교가 대부분이다.

흑마늘은 생마늘을 가공한 제품으로 원재료의 품종, 재

배지, 가공 제품의 가공 조건 및 추출 조건 등에 따라서

개발 제품의 생리활성에 상당한 차이를 보이고 있다(9,10).

최근 흑마늘의 기능성이 밝혀짐에 따라 이를 이용한 다양한

제품의 개발과 흑마늘의 소비가 증대되고 있는 것을 고려해

본다면 최적의 흑마늘 제품 생산을 위해서는 흑마늘 제조에

따른 표준화된 공정의 확립 뿐만 아니라 생산된 흑마늘로부

터 유용 물질의 최적 추출을 위한 추출 조건의 설정도 매우

중요하다. 따라서 본 연구에서는 건강 및 기능성 식품 원료

로 사용되고 있는 흑마늘로부터 유용성분의 용출을 최대화

할 수 있는 최적 추출 조건을 확립하기 위하여 추출 용매로

식품공전상 이용이 가능한 물과 에탄올을 이용하였다. 추

출 시간과 온도를 조절한 중심합성계획에 따라 다양한 추출

조건에서 추출한 흑마늘 추출물로부터 유효물질의 함량

및 항산화 활성을 측정함으로써 반응표면 분석법에 따라

최적 추출조건을 밝히고자 하였다.

재료 및 방법

실험재료 및 추출조건

흑마늘은 경남 남해군에 소재한 도울농산 영농조합법인

으로부터 제공받았으며, 시료 20 g에 대해 200 mL의 용매를

가하여 각 추출 조건에서 추출한 후 이를 여과지(Whatman

No 6, Whatman International Ltd, Maidstone, UK)로 여과하

여 실험에 사용하였다. 본 실험에 사용된 추출조건은 Table

1과 같다.

Table 1. Central composite design for optimized extraction
condition of black garlic

Temperature (℃)
X1

Time (hrs)
X2

Ethanol concentration (%)
X3

A 60 (-1) 6 (-1) 25 (-1)

B 60 (-1) 6 (-1) 75 (+1)

C 60 (-1) 12 (+1) 25 (-1)

D 60 (-1) 12 (+1) 75 (+1)

E 80 (+1) 6 (-1) 25 (-1)

F 80 (+1) 6 (-1) 75 (+1)

G 80 (+1) 12 (+1) 25 (-1)

H 80 (+1) 12 (+1) 75 (+1)

I 50 (-2) 9 (0) 50 (0)

J 90 (+2) 9 (0) 50 (0)

K 70 (0) 3 (-2) 50 (0)

L 70 (0) 15 (+2) 50 (0)

M 70 (0) 9 (0) 0 (-2)

N 70 (0) 9 (0) 100 (+2)

O 70 (0) 9 (0) 50 (0)

수율 측정

일정량의 추출물을 90∼100℃의 항온 건조기에서 용매

를 제거시킨 후 중량을 측정하여 추출 전 시료 중량에 대한

백분율로 나타내었다.

총 페놀 화합물 및 플라보노이드 정량

총 페놀 화합물 및 플라보노이드 함량은 각각 Folin-Denis

법(11)과 Moreno 등(12)의 방법에 의해 비색 정량하였다.

즉, 총 페놀 화합물은 추출물 1 mL에 Foline-Ciocalteau 시약

1 mL를 넣고 3분 후 10% Na2CO3 용액 1 mL를 가하여

혼합한 후 실온의 암실에서 1시간 반응시켜 700 nm에서

흡광도를 측정하였다. 플라보노이드 함량은 추출물 1 mL에

10% aluminum nitrate 0.1 mL, 1 M potassium acetate 0.1

mL 및 ethanol 4.3 mL를 차례로 가하여 혼합한 후 실온의

암실에서 40분간 반응시켜 415 nm에서 흡광도를 측정하였

다. 표준물질은 각각 gallic acid 및 quercetin (Sigma Co,

St Louis, MO, USA)를 이용하여 시료와 동일한 방법으로

분석하여 얻은 검량선으로부터 총 페놀 화합물 및 플라보노

이드 함량을 산출하였다.

총 thiosulfinate 정량

Alliin의 분해 생성물인 thiosulfinate의 정량은 Freeman과

Mcbreen (13)의 방법을 이용하였다. 2 mM의 cysteine이 함

유된 pH 7.5의 50 mM HEPES [N-(2-hydroxyethyl) piperazine-

N'-2-ethane sulfonic acid] 용액 0.5 mL에 흑마늘 추출액

0.1 mL를 첨가한 후 50 mM HEPES를 가하여 최종 부피가

5 mL가 되도록 하였다. 이를 27℃에서 10분간 반응시킨

후 1 mL를 취하여 0.4 mM DTNB [5,5'-dithio-bis(2-

nitrobenzoic acid)] 1 mL를 가하여 잘 혼합한 후 다시 27℃에

서 10분간 반응시켜 412 nm에서 흡광도를 측정하였다. 표

준물질로 L-cysteine (Sigma Co, St Louis, MO, USA)을 사용

하여 흑마늘 추출물 중의 총 thiosulfinate의 함량을 산출하

였다.

DPPH 라디칼 소거활성 측정

추출물의 DPPH (1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl) 라디칼

소거활성은 추출물과 DPPH 용액(5 mg/100 mL methanol)

을 동량으로 혼합한 다음 실온에서 10분간 반응시킨 후

525 nm에서 흡광도를 측정하여, 시료 무첨가구에 대한 시

료 첨가구의 흡광도비로 계산하였다(14).

ABTS 라디칼 소거활성 측정

ABTS [2,2-azinobis-(3-ethylbenzo-thiazoline-6-sulphonate)]

라디칼 소거활성은 7 mM의 ABTS 용액에 potassium

persulfate를 2.4 mM이 되도록 용해시킨 다음 냉암실에서

12시간동안 반응시킨 후 415 nm에서 흡광도가 1.5가 되도

록 증류수로 조정한 것을 ABTS 기질용액으로 사용하였다.
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기질용액 3 mL에 추출물 1 mL를 가하여 실온에서 5분간

반응시켜 415 nm에서 흡광도를 측정하여 시료 무첨가구에

대한 시료 첨가구의 탈색정도를 흡광도비로 계산하였다

(15).

FRAP법에 의한 환원력 측정

FRAP (ferric reducing antioxidant power)법에 의한 환원

력의 측정을 위하여 기질용액은 300 mM acetate buffer (pH

3.6), 40 mM HCl에 용해한 10 mM TPTZ (2,4,6-tripyridyl-

S-triazine) 용액 및 20 mM FeCl3․6H2O를 각각 10:1:1

(v/v/v)의 비율로 미리 혼합한 다음 37℃의 수욕상에서 가온

한 것을 사용하였다. 96 well plate에 추출물 40 μL, FRAP

기질액 100 μL 및 증류수 40 μL를 차례로 혼합하여 37℃에

서 4분간 반응시킨 후 593 nm에서 흡광도를 측정하였다.

표준물질로 FeSO4․7H2O를 사용하였으며, 환원력은 추출

물에 대한 FeSO4․7H2O 당량으로 산출하였다(16).

추출조건의 최적화를 위한 실험설계

추출조건의 최적화를 위한 실험계획은 중심합성계획에

따라 추출 공정의 주요 변수로 작용할 수 있는독립변수(Xn)

는 추출 온도(60∼90℃, X1), 추출 시간(3∼12 hrs, X2) 및

에탄올 농도비(0∼100%, X3)로 하였으며, Table 1과 같이

실험범위를 5 단계로 부호화하여 15구간으로 추출 공정을

설정하였다. 이들 요인에 의해 영향을 받는 흑마늘 추출물

의 생리활성에 관한 종속변수로는 추출물의 총 페놀 화합

물, 플라보노이드 함량 및 총 thiosulfinate 함량과 DPPH

라디칼 소거활성, ABTS 라디칼 소거활성 및 FRAP법에

의한 환원력으로 하였다. 이들은 각각 3회 반복 측정하여

평균값을 회귀분석에 사용하였으며, 회귀식은 다음과 같

다.

          
 



 
     

회귀분석에 의한 최적조건의 예측은 SAS (statistical

analysis system, Version 9.1) 프로그램을 이용하여 3차원

반응표면 분석으로 표시하였으며, 회귀분석 결과 최적점이

최대점 혹은 최소점이 아닌안장점일 경우에는 능선분석을

통하여 최적점을 유도하였다.

통계처리

각 추출조건별 3회 이상 반복 실험한 결과에 대하여

SPSS 12.0을 사용하여 통계처리하여 평균±표준편차로 나

타내었다. 각 실험군에 대한 유의차 검정은 분산분석을 한

후 p<0.05 수준에서 Duncan's multiple test에 따라 분석하여

추출조건에 따른 활성을 비교하였다.

결과 및 고찰

수율

15구간의 추출 조건에 의한 흑마늘 추출물의 수율은 Fig.

1과 같다. 추출 조건 중 N 조건(100% 에탄올 농도비)과

J 조건(90℃, 9 hrs, 50% 에탄올 농도비)을 제외한모든조건

에서 수율이 50%이상으로 55.55∼83.70% 범위였다. 특히

H 조건(80℃, 12 hrs, 75%에탄올 농도비)에서 83.70%로 가

장 높았으며, 다음으로 F 및 L 조건의 순이었다. 전반적으로

추출 온도가 높고 시간이 길어질수록 수율이 높았으며, 추

출 용매는 에탄올의 농도비가 높을수록 수율이 증가하는

경향이었다. 반면에 N 조건의 추출물에서는 31.75%로 수율

이 가장낮았으며, 이와 추출 온도와 시간이 동일한 M 조건

(0% 에탄올 농도비)의 추출물에서는 오히려 61.40%로 N

조건보다 약 1.9배 정도 수율이 높아 흑마늘은 에탄올보다

물에서 유용물질의 용출이 더 용이한 것으로 확인되었다.

이는 흑마늘 제조과정 중 새로운 페놀성 화합물이 생성되며

이들 대부분이 수용성이며, 또 장시간의 추출 과정에 의존

적인 것으로 추정된 바 있다(9). 또한 식물류의 에탄올 추출

물에서는 에탄올의 농도비나 추출 온도가 높을수록 추출물

중의 페놀 및 플라보노이드 물질의 함량이 증가되며 이에

따른 전자공여 활성도가 상승된다는 보고가 있다(17). Jo

등(18)은 산머루의 에탄올 추출 시 수율은 추출 온도보다

에탄올의 농도에 영향을 더 많이 받으며, 50∼70%의 에탄

올 농도 범위에서 수율이 가장 높았다고 보고한 바 있다.

본 연구결과에서도 60℃의 추출(A, B 조건)보다 80℃의 추

출(E, F 조건) 시 에탄올 농도비가 25%보다 75%일 경우

수율이 증가된 것으로 나타났으며, 70℃의 추출(K∼O 조

건)에서는 에탄올 농도비가 동일할 경우 추출 시간이 길어

질수록 수율이 증가하였다. 또한 75%의 에탄올 농도비에서

최대의 수율을 보인 것으로 볼 때 흑마늘의 유용성분의

용출은 에탄올의 농도비, 추출 시간 및 온도의 상호작용에

의한 것으로 사료된다.

Fig. 1. Extraction yields for ethanolic extracts of black garlic.
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총 페놀 화합물 및 플라보노이드 함량

추출 조건별 흑마늘 추출물의 총 페놀 화합물 및 플라보

노이드 함량은 Table 2와 같다. J 조건(90℃, 9 hrs, 50%

에탄올 농도비)에서 각각 562.74 및 266.31 mg/mL로 유의

적으로 가장 높은 함량이었다. 이는 수율이 가장 높았던

H 조건에 비해 총 페놀 및 플라보노이드 함량이 약 1.5배

및 1.9배 정도 높았다. 전반적으로 추출 온도가 높고 추출

시간이길어질수록 총 페놀 및 플라보노이드 함량이 증가되

는 경향이었으며, 에탄올의 농도에 따라서는 M 조건(0%

에탄올 농도비)의 흑마늘 추출물이 N 조건(100% 에탄올

농도비)에 비해 유의적으로 높아 총 페놀 함량은 약 2배,

플라보노이드 함량은 약 8.6배 정도 높은 함량이었다. 또한

A∼F조건에서 추출 온도가 60℃인 경우보다 80℃일 때 에

탄올의 농도비가 높을수록 추출물의 총 페놀 및 플라보노이

드 함량이 증가되었는데, 이는 추출 수율과 비슷한 경향을

보였다. 70℃에서 추출된 흑마늘 추출물은 이보다 낮은 온

도의 추출 조건(A∼D)에서 총 페놀 및 플라보노이드 함량

이낮아진 것으로볼때흑마늘 추출물 중 유용물질 함량은

추출 온도에 의해 영향이 더큰것으로 사료된다. 전반적으

로 에탄올 농도비가 높고 추출 온도나 시간이 높아질 때

총 페놀 및 플라보노이드 함량이 증가되었다.

흑마늘 추출물의 총 페놀 화합물 및 플라보노이드 함량

을 바탕으로 추출 조건에 대한 반응표면분석을 통한 회귀식

의 결정계수(R2) 및 유의성은 Table 3에 나타내었으며, 이때

Table 2. Total phenol, flavonoid, thiosulfinate contents and antioxidant activities of black garlic extracts by response surface methodology
analysis

Conditions Contents Antioxidant activities

X1 X2 X3
Total phenol

(μg/mL)
Flavonoid
(μg/mL)

Thiosulfinate
(μM/mL)

DPPH radical
scavenging (%)

ABTS radical
scavenging (%)

Reducing power by
FRAP (μM/mL)

A 60 (-1) 6 (-1) 25 (-1) 225.90±1.99d 75.84±2.65f 52.37±0.20g 44.42±0.63j 52.83±0.67g 166.35±3.20d

B 60 (-1) 6 (-1) 75 (+1) 204.54±1.58
b

43.60±2.71
b

7.02±0.58
a

26.34±0.28
b

42.18±0.43
b

145.96±1.13
b

C 60 (-1) 12 (+1) 25 (-1) 226.77±0.99
d

68.83±0.90
e

46.22±0.34
e

31.69±0.35
d

46.18±0.30
d

156.12±0.70
c

D 60 (-1) 12 (+1) 75 (+1) 214.70±3.32
c

49.30±2.27
c

10.80±0.78
b

27.39±0.34
c

44.41±0.21
c

156.50±1.45
c

E 80 (+1) 6 (-1) 25 (-1) 264.76±1.84h 99.86±1.70g 57.35±0.88i 37.75±0.60g 55.35±0.46h 212.81±1.28g

F 80 (+1) 6 (-1) 75 (+1) 318.29±1.98k 112.48±5.24j 47.26±0.72f 39.13±0.15h 61.65±0.34j 270.27±1.38j

G 80 (+1) 12 (+1) 25 (-1) 275.03±2.32i 104.53±1.79h 55.72±0.45h 38.84±0.62h 55.95±0.70i 218.96±4.19h

H 80 (+1) 12 (+1) 75 (+1) 364.16±2.38
l

142.85±1.73
l

59.92±0.73
j

42.75±0.20
i

63.80±0.86
k

297.19±3.13
k

I 50 (-2) 9 (0) 50 (0) 240.03±1.61
e

63.69±1.53
d

41.07±0.13
c

33.09±0.27
e

47.39±0.39
e

170.81±1.29
e

J 90 (+2) 9 (0) 50 (0) 562.74±3.37
m

266.31±1.57
m

149.93±0.68
k

66.10±0.72
k

75.02±0.36
l

375.42±4.79
l

K 70 (0) 3 (-2) 50 (0) 258.29±3.60g 98.93±2.23g 43.39±0.26d 34.21±0.28f 48.12±0.66f 201.27±3.24f

L 70 (0) 15 (+2) 50 (0) 293.56±2.13j 123.60±1.10k 56.36±0.60h 33.93±0.21f 52.24±0.41g 232.35±1.95i

M 70 (0) 9 (0) 0 (-2) 245.73±1.03f 71.64±2.46e 46.87±0.13ef 32.68±0.30e 46.40±0.19d 158.19±4.53c

N 70 (0) 9 (0) 100 (+2) 122.47±1.42
a

8.36±0.53
a

- 9.61±0.47
a

20.59±0.30
a

67.12±1.07
a

O 70 (0) 9 (0) 50 (0) 265.57±0.95
h

108.46±1.57
i

46.74±0.26
ef

32.81±0.47
e

48.02±0.29
f

199.73±0.90
f

a-mMeans with different superscript in the same column are significantly different at p <0.05
; Not determined

반응표면 결과는 Fig. 2와 같다. 총 페놀 화합물 함량에

대한 반응표면분석의 결정계수(R2
)는 0.8818이며, 5% 이내

의 유의수준에서 유의성이 인정되었다. 이때 반응표면 결

과는 추출 온도가 89.72℃, 시간은 9.65 hrs, 56.28%의 에탄

올 농도비에서 521.02 μg/mL의 함량으로 예측되었으며, 정

상점은 안장점이었다. 15구간의 추출 조건에 따른 총 페놀

화합물의 최대값(562.74 μg/mL)은 예측값의 108.0%였다.

플라보노이드 함량에 대한 반응표면분석의 결정계수(R2
)

는 0.8990이며, 추출 온도는 89.63℃, 시간은 9.93 hrs,

55.53%의 에탄올 농도비에 의해 최대 237.44 μg/mL의 함량

을 보여 안장점으로 최적화될 것으로 예상되었다. 15구간

의 추출 조건에 의한 최대값(266.31 μg/mL)은 예측값의 약

112.2%였다. 모델식의 적합도(degree of fit)를 나타내는 척

도로 이용되는(19) 결정계수는 최소 0.8 이상이어야 모델식

이 적합하다고 인지되는데(20) 상기 결과의 반응표면분석

결과는 모두 신뢰할 수 있는 결과라 판단된다. 식물체로부

터 추출 조건을 달리한 추출물 중 페놀성 화합물의 함량은

물, 50% 에탄올 및 75% 에탄올 추출물 중 50% 에탄올

추출물에서 가장 높았다고 보고되어 있다(21). Lee 등(22)

은 홍삼의 추출 시 다양한 농도의 에탄올 추출 조건에서

측정한 총 페놀 화합물의 함량이 에탄올 농도비가 60%까지

는 증가되었으나, 80%이상의 에탄올 농도에서는 감소된

것으로 보고한 바 있다. 또한 겨우살이 추출물은 물 > 50%

에탄올 > 100% 에탄올 농도비의 순으로 총 페놀 화합물의
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Total phenol content

Flavonoid content

Thiosulfinate content

Fig. 2. Response surface plot for total phenol, flavonoid and thiosulfinate contents from ethanolic extraction of black garlic.

함량이 증가되었다고 보고되어 있는데(23), 이는 본 연구결

과와 유사한 패턴이었다.

총 thiosulfinate 함량

추출 조건별 흑마늘 추출물의 thiosulfinate 함량은 Table

2에 나타낸바와 같이 J 조건에서 가장 높았으며, 다음으로

H 및 E 조건의 순으로 70∼90℃의 추출 온도범위에서 유의

적으로 높은 함량이었다. 더욱이 J 조건은 수율이 가장 높았

던 H 조건에 비해 약 2.5배 높은 함량이었다. 반면에 B

조건(60℃, 6 hrs, 75% 에탄올 농도비)은 7.02 μM/mL로 그

함량이 매우 낮았으며, 100% 에탄올 농도비로 70℃에서

9 hrs 추출한 추출물(N 조건)에서는 thiosulfinate가 검출되

지 않아 흑마늘의 thiosulfinate 함량은 추출 조건에 따라

용출 정도에 상당한 차이를 보이는 것으로 확인되었다.

흑마늘 추출물의 thiosulfinate 함량에 대한 반응표면분석

결과 결정계수(R2
)는 0.9123이며 적합결여검정 결과 유의

확률 0.0001로 5% 이내의 유의수준에서 유의성이 인정되

었다(Table 3). 반응표면 결과는 89.85℃, 9.53 hrs, 54.17%의

에탄올 농도비에서 예측된 정상점이 안장점으로 최적값은

130.63 μM/mL였다(Fig. 2). 15구간의 추출물에 대한

thiosulfinate 함량의 최대값은 149.93 μM/mL로 이는 예측값

에 대해 114.8%였다.

Thiosulfinate는 alliin의 분해산물로 마늘의 다양한 생리

활성에서 주체가 되는 것으로 보고되어 있다(24). 특히

thiosulfinate의 대부분을 차지하는 diallyl disulfide, diallyl

trisulfide 및 diallyl sulfide 등은 미생물의 생육억제 작용,

암세포생육억제 및 항산화, 혈당 강하 등에 관여하는 것으

로 알려져 있으므로(25-27) 흑마늘 추출물 중의 함황 화합
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Table 3. Polynomial equations calculated by RSM on biological activities from extraction condition of black garlic

Polynomial equations R2 Significance

Total phenol
content









0.8811 0.0373

Flavonoid content








0.8990 0.0853

Thiosulfinate
content









0.9123 0.0001

DPPH
radical scavenging








0.9136 0.0223

ABTS
radical scavenging








0.8542 0.0371

Reducing power
by FRAP








0.9228 0.0330

물의 함량은 시료의 생리활성과 비례적인 것으로 간주될

수 있다(28). 흑마늘은 생마늘에서 변화되는 과정에서 유기

황화합물과 같은 수용성의 항산화 물질이 증가된다고 보고

되어 있다(29,30). 본 연구 결과 흑마늘 추출물은 추출 온도

가 높고 시간이 길수록 추출물 중 thiosulfinate 함량이 증가

되어, 에탄올 농도비보다는 오히려 추출 온도에 의한 영향

이 더 큰 것으로 나타났는데, 이는 상기의 연구 보고와도

유사한 결과였다.

항산화 활성

흑마늘 추출물의 추출 조건에 따른 항산화 활성은 DPPH

라디칼, ABTS 라디칼 소거활성 및 FRAP법에 의한 환원력

으로 측정하였다(Table 2). 중심합성계획에 의한 15가지 조

건의 흑마늘 추출물에서 항산화 활성은 J 조건에서 유의적

으로 가장 높았다. 다음으로 H 조건의 ABTS 라디칼 소거활

성 및 FRAP법에 의한 환원력이 높았으나, DPPH 라디칼

소거활성은 H 조건과 A조건간에 유사한 수준을 보였다.

또한 N 조건의 흑마늘 추출물에서 항산화 활성이 유의적으

로 가장 낮았는데, 이러한 활성의 차이는 추출물 중의 총

페놀 화합물 및 플라보노이드 함량과 유사한 경향이었다.

흑마늘 추출물의 항산화 활성에 대한 반응표면 분석 결

과(Table 3, Fig. 3), DPPH 라디칼 소거활성은 결정계수(R2
)

가 0.9136이며, 유의확률 0.0223으로 5% 이내의 유의수준

에서 유의성이 인정되었다. 반응표면 결과 89.61℃, 10.02

hrs, 54.88%의 에탄올 농도비에서 63.16%로 최대값을 가지

는 것으로 예상되었다. 15구간의 추출물 중 최대값은

66.10%로 이는 예측값의 104.7%였다. ABTS 라디칼 소거

활성은 결정계수(R2
)가 0.8542였으며, 유의확률 0.0371로

5% 이내에서 유의성이 인정되었다. 반응표면결과 89.72℃,

9.77 hr, 55.34%의 에탄올 농도비에서 77.79%의 활성으로

최대값을 가지며 15구간의 추출물 중 최대값은 75.02%로

이는 예측값의 96.4%였다. FRAP법에 의한 환원력은 결정

계수(R2)가 0.9228이며, 유의확률이 0.0.330으로 5% 이내에

서 유의성이 인정되었다. 반응표면 결과 89.54℃, 9.82 hrs,

58.09%의 에탄올 농도비에서 380.05 μM/mL로 최대값을

가지며 15구간의 추출물 중 최대값은 375.42 μM/mL로 이는

예측값의 98.8%에 해당되었다.

최근 과채류는 열처리 과정에 의해 생리활성이 증가되는

것으로 보고되고 있다(31). 특히 고온 고압처리에 의해폴리

페놀 화합물의 함량이 증가되는 것으로 밝혀지고 있는데

(32), 마늘의 경우 고온 고압처리 시 온도가 높아질수록

폴리페놀 함량이 증가되며, 특히 150℃에서 2시간 열처리

한 시료에서 ABTS 라디칼 소거활성이 가장 높았다고 보고

된 바 있다(32). 마늘의 고온 고압처리 시 온도가 높거나

시간이 길어짐에 따라 항산화 활성, 폴리페놀, 플라보노이

드 및 5-hydroxymethyl-2- furaldehyde의 함량이 증가되는

것으로 보고되어 있는데(33), 생마늘에 비하여 흑마늘의

항산화 활성이 증가하는 것도 고온의 가공 공정에 따른

새로운 페놀 화합물 및 갈변물질 등이 증가되었기 때문인

것으로 보고되어 있다(4). Kim 등(34)은 사과의 가열 추출

시 열처리를 하지않은 시료에 비해 ABTS 라디칼 소거활성

이 크게 증가하였으며, ABTS 라디칼 소거활성은 페놀성

화합물의 함량에 의존적인 것으로 보고된 바 있다(35). Shin

등(4)은 상온에서 흑마늘을 물과 에탄올로 24시간 동안 추

출하였을때물 추출물이 에탄올 추출물보다 항산화 활성이

높았는데 이는 본 실험과도 유사한 결과였다.

따라서 상기의 연구 결과 흑마늘 추출물의 유효물질 함

량이나 항산화 활성은 전반적으로 J 조건에서 가장 높았으

며, 다음으로 H 조건이었으나, 추출 수율은 H 조건에서

가장 높았다. 따라서 흑마늘의 추출물의 유효물질 함량과

항산화 활성이 최대화되는 추출 온도는 89.54∼89.85℃, 추

출 시간은 9.53∼10.02 hrs, 이때 에탄올 농도비는 54.17∼
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DPPH radical scavenging activity

ABTS radical scavenging activity

Reducing power by FRAP

Fig. 3. Response surface plot for antioxidant activities from ethanolic extraction of black garlic.

58.09%의 범위로 평균 89.68℃, 9.79 hrs 및 55.72%의 에탄

올 농도비 조건에서 흑마늘 추출물의 생리활성이 최적화될

것으로 예상되며, 이때 실측값은 예상값의 96.4∼114.8%의

범위로 나타나 추출 조건의 유효성이 인정되는 것으로 판단

된다.

요 약

반응표면 분석에 의해 흑마늘 추출물의 생리활성을 최적

화할 수 있는 추출 조건을 설정하고자 하였다. 추출 조건은

중심합성계획(온도: 50∼90℃; 시간: 3∼15 hrs; 용매의 에탄

올 농도비: 0∼100%)에 따라 15가지 조건으로 실험하였다.

흑마늘 추출물의 총 페놀, 플라보노이드 및 thiosulfinate

함량과 항산화 활성은 J 조건(90℃, 9 hrs, 50%의 에탄올

농도비)에서 가장 높았다. 이때 DPPH 라디칼 소거활성은

66.10%, ABTS 라디칼 소거활성은 75.02%, FRAP법에 의한

환원력은 375.4 μM/mL이었다. 반응표면분석 결과 흑마늘

추출물은 평균적으로 89.68℃, 9.79 hrs 및 55.72% 에탄올

농도비에서 최적화될 것으로 예상되었으며, 실측값은 예상

값의 96.4∼114.8%였다.
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