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요  약 본 연구에서는 흑마늘 제조 시 발생하는 부산물을 이용하여 기능성 사료 첨가제룰 개발하기 위한 사전 

실험으로 수행되었다. 흑마늘박의 항산화 활성과 면역증강 활성을 측정하였으며 흑마늘박의 항산화 활성을 측정한 

결과 흑마늘박이 항산화 활성이 있는 것으로 나타났다. 실험에 사용된 시료중 흑마늘박을 포함한 식물성 시료의 

면역증강 활성을 실험하기 위해 Nitric oxide(NO) assay 실험을 한 결과 식물성 추출물인 흑마늘박, 섬쑥부쟁이, 

MIX가 최고 농도에서 LPS(100%)대비 각각 흑마늘박(69.4%), 섬쑥부쟁이(35.9%), MIX(45.3%)의 NO를 생성하였

다. 따라서, 흑마늘박이 항염증 효과를 함유하고 있고 흑마늘박과 섬쑥부쟁이의 최적의 혼합비를 선정한다면 항염

증 효과를 함유하고 있는 사료 첨가제로써 충분한 가치가 있을 것으로 사료된다. 

주제어 : 흑마늘박, 항산화, 면역증강, 항염증, 식물성 추출물

Abstract This study was performed as a preliminary experiment to develop functional feed additives 

using by-products generated during the production of black garlic. Therefore antioxidant and 

immune enhancing activity of black garlic pomace were measured. As a result of measuring the 

antioxidant activity of black garlic pomace, it was found  antioxidant activity. Nitric oxide (NO) 

assay was performed to test the immune enhancing activity of vegetable samples including black 

garlic pomace among the samples used in the experiment. As a result of the NO assay experiment, 

highest concentrations of black garlic pomace, aster glehni, and  MIX form produced NO, which 

Garlic pomace (69.4%), aster glehni (35.9%), and MIX (45.3%), respectively, compared to LPS (100%). 

In conclusion, it is considered that black garlic pomace contains an anti-inflammatory effect, and 

if the optimal mixing ratio of black garlic pomace and aster glehni is selected, it will be of 

sufficient value as a feed additive containing an anti-inflammatory effect.
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1. 서론

경제성장에 따른 국민 소득수준 향상은 식품 소비패

턴에도 변화를 주었다. 특히, 식품가공 기술이 발달함에 

따라 가공식품 및 외식산업에 영향을 주어 육류소비량

이 증가하고 있다. 2021년 기준 국내 전체 3대 육류(돼

지, 닭, 소) 소비량은 1인당 연간 56.1 kg이었고 2022

년에는 58.4 kg으로 추정하고 있다. 한편 육계, 산란계 

사육두수는 각각 연평균 0.6 %, 0.2 % 증가하고 있으

며 2032년까지 총가금류 사육두수는 연평균 0.4 % 증

가할 것으로 전망하고 있다[1]. 닭고기는 다른 육류보다 

가격이 저렴하고 종교적인 제한이 적어 국내외적으로 

소비량이 증가하고 있으나[2,3] 최근 지구온난화로 인

한 환경적 온도변화로 발생하는 스트레스에 대한 축산

농가의 우려가 깊어지고 있다. 특히, 닭은 대사열이 높

아 온도에 매우 취약한 가축으로[4] 밀집 사육에 의한 

고온 스트레스가 지구온난화로 인해 가중되고 있으며 

육계의 성장과 품질을 저해시키는 산화 스트레스가 발

생하고 있다[5]. 

한편, 항생제는 축산업에서 성장 촉진, 사료요구율 

개선, 생산성 향상, 질병 예방 등을 위해 사료 내 첨가

제로 사용되어 왔다. 그러나 사료 내 항생제는 축산물 

내 잔류, 내성인자 전이, 분뇨를 통한 내성균 발생 등 

부작용이 발생하면서 2011년 7월부터 국내에선 사료 

내 항생제 첨가가 금지되었다. 이에 따라 친환경 축산

물과 기능성 사료 첨가제에 대한 관심이 증가였고 이에 

대한 연구가 국내ㆍ외적으로 진행되고 있다. 

동물 체내에서 산화반응을 지연시키거나 감소시키는 

물질로는 항산화제가 있으며[6] 지 등(2007)과 박 등

(2014)은 한약재 등의 식물에서 추출된 천연 항균제를 

김 등(2007)과 심 등(2010)은 생균제, 효소제 및 목초

액 등의 항생제 대체 물질 개발 연구를 진행한 바 있다

[7-10]. 최근에는 자생원료를 활용한 기능성 물질 추출

에 대한 관심이 증가하고 있으며 이에 따른 연구가 국

내외에서 활발하게 진행되고 있다. 선행연구 결과에 따

르면 식물유래 사료 첨가제는 항생제 대체 물질로 가금

산업에서 품질과 효율 증진에 효과적인 것으로 나타났

으며 이에 대한 관심이 증가하고 있다[11,12]. 또한, 사

료 첨가제로써 항산화제는 산패로부터 사료의 품질을 

보호하고 면역증진과 같은 생리적 작용에 중요한 역할

을 수행하는 것으로 알려져 있다[13]. 식물유래 사료 첨

가제로 백합과에 속하는 다년생 식물인 마늘은 항균효

능과 항암 및 해독작용을 가지고 있다[14-17]. 특히, 

Ross 등(2001)와 장 등(2011)의 연구 결과에 따르면 

마늘은 항산화 효능을 가지고 있는 것으로 나타났다

[18, 19]. 한편, 흑마늘(Black garlic)은 생마늘을 적정

온도, 습도, 시간을 유지하면서 자연숙성시킴으로써 생

마늘과 차별화된 영양성분과 색, 맛, 향 그리고 조직 등

을 갖는 생마늘의 가공제품으로 항균 및 피로회복과 혈

액촉진 등의 유용한 생리활성이 보고 되고 있다[15, 

20, 21]. 그러나 흑마늘과 흑마늘 진액에 대한 항균 및 

항산화 활성 변화 등에 대한 다양한 연구는 진행되었으

나 그 부산물인 흑마늘박에 대한 연구는 저조한 실정이

다. 흑마늘박은 흑마늘 제조 시 발생하는 껍질부위 부

산물로써 대부분 폐기되어 특별한 용도가 없는 실정이

다. 따라서, 본 연구는 사료 첨가제로 사용되는 항생제 

대체 물질로 흑마늘박을 이용하고 이를 가금류의 기능

성 사료를 개발하기 위한 사전 실험으로 진행되었다. 

본 연구를 통해 향후 흑마늘박을 이용한 가금류 기능성 

사료를 개발하고 나아가 축산용 기능성 사료 개발의 기

초자료를 마련하고자 한다.

2. 재료 및 방법

2.1 실험 설계

본 연구에서는 흑마늘박의 항산화 활성을 측정하여 

흑마늘박이 면역력을 증진시킬 수 있는 유용성을 확보

하기 위해 다음과 같은 실험을 진행하였다.

2.2 시료의 준비

실험에 사용된 6가지 시료(섬쑥부쟁이, 대두박, 밀웜

분변토, 흑마늘박, 옥수수, MIX[흑 9+섬 1])를 Fig. 1

과 같이 70% Ethanol(1:60, 60℃)에 각각의 시료를 추

출하였다. 

Fig 1. Sample Preparation Process 
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2.3 총 페놀 및 폴라보노이드 함량 분석

흑마늘의 항산화 성분을 분석하기 위해 총 페놀

(Total phenol) 함량은 Folin 등(1912), Jung 등

(2017)의 방법을, 총 폴라보노이드(Total flavonoid) 

함량은 Jung 등(2017)의 방법을 참고하여 실험을 진행 

하였다[22,23].

2.3.1 총 페놀 함량 분석

총 페놀 함량은 96-well에 농도별 시료액 2 µL를 

증류수 20 µL와 Folin Ciocalteu’s phenol reagent

를 10 µL 첨가하여 실온에서 6분간 incubation 시킨 

후 7 % Na2CO3 solution 100 µL와 증류수 70 µL를 

첨가하여 실온에서 90분간 incubation 시켰다. 이후 

흡광도를 측정하였고 표준물질로는 gallic acid를 사용

하였다. 흡광도는 595 nm에서 측정하였으며 시료는 

모두 동일한 방법으로 측정하였고 검량선을 작성하여 

총 페놀 함량을 산출하였다.

2.3.2 총 폴라보노이드 함량 분석

총 폴라노이드 함량은 96-well plate에 농도별 시료

액 2 µL를 증류수 100 µL와 5 % NaNO2 solution 5 

µL를 혼합하여 실온에서 10분간 incubation 시키고, 

10 % AlCl3·6H2O solution 10 µL를 첨가하여 다시 

실온에서 10분간 incubation 시켰다. 이후 1 M 

NaOH 40 µL와 증류수 45 µL를 첨가하여 흡광도를 

측정하였다. 흡광도는 450 nm에서 측정하였고 표준물

질로는 catechin을 사용하였으며 시료는 모두 동일한 

방법으로 측정하여 검량선을 작성한 후 총 폴라노이드 

함량을 산출하였다.

2.4 항산화 활성 측정

흑마늘박의 항산화력을 평가하기 위해 22-Diph 

enyl-2-picrylhydrazyl(DPPH) radical 소거 활성과 

구리 이온의 환원력을 이용한 Cupric ion reducing 

antioxidant capacity(CUPRAC) assay 실험은 Jung 

(2017)의 방법을 토대로 진행하였다[23].

2.4.1 DPPH 라디칼 소거 활성 측정

96-well plate에 농도별 추출물 2 μL를 주입하고 

50 % 메탄올에 녹인 40 mM DPPH solution을 198 

μL 가하여 총 부피가 200 μL가 되도록 하였다. 이후 

반응액을 실온에 약 10분간 방치하였고 517 nm에서 

흡광도를 측정하였다. 양성 대조군으로 ascorbic acid

를 사용하였으며 시료는 모두 동일한 방법으로 측정하

였다.

2.4.2 CUPRAC assay에 의한 환원력 측정

DW:10 mM, CuCl2:75 mM, Neocuproine를 

100:1:1의 부피비로 혼합하여 실험 직전에 사용하였고 

양성 대조군은 ascorbic acid를 사용하였다. 96-well 

plate에 시료를 각각 2 μL 주입하고 CUPRAC 

solution 198 μL를 가한 후 37℃에서 빛을 차단한상

태로 20분간 incubation한 후 450 nm에서 흡광도를 

측정하였다.

2.5 Nitric oxide (NO) 측정

Jung (2017)의 방법을 토대로 하여[23] 96 well pl

ate에 RAW 264.7 cell을 1 × 105 cell/well로 분주

한 후, 37 ℃, 5 % CO2 incubator에 12시간 동안 배

양하면서 세포를 완전히 부착시키고, 샘플을 농도별로 

처리하였다. lipopolysaccharide (LPS; Sigma-Aldri

ch) 또한 1 µg/mL 농도로 처리하고 24시간 동안 배양

한 후, 배양 상등액을 분리하였다. 이후 분리된 배양 상

등액 100 µL에 동량의 Griess(Sigma-Aldrich) 시약

을 처리하여 micro-plate reader를 이용하여 517 nm

에서 흡광도를 측정하였고 시료는 모두 동일한 방법으로 

측정하였다.

3. 결과 및 고찰

3.1 총 페놀 함량 분석 결과

실험에 사용된 6가지 시료(섬쑥부쟁이, 대두박, 밀웜

분변토, 흑마늘박, 옥수수, MIX[흑 9+섬 1])를 70% 

Ethanol(1:60, 60℃)에 추출하여 페놀 함량 분석하였

다. 샘플의 농도는 500 µg/mL으로 양성대조군인 

gallic acid과 비교하여 분석하였으며, gallic acid과 

동등한 phenolic 함량을 분석하고자 하였고 결과는 

Fig. 2와 같다. 밀웜분변토와 섬쑥부쟁이 추출물이 가

장 높은 phenolic 함량을 나타내었으며, 섬쑥부쟁이는 

1 g당 gallic acid 2.00 mg, 2 mg과 동일한 

phenolic 함량 나타냈다. 시료별 총 페놀 함량은 밀웜
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분변토 (2.01 mg GAE/g) > 섬쑥부쟁이 (2.00 mg 

GAE/g) > MIX(1.03 mg GAE/g) > 흑마늘박(0.93 mg 

GAE/g) > 대두박(0.33 mg GAE/g) > 옥수수(0.03 mg 

GAE/g)였고 밀웜분면토, 섬쑥부쟁이, MIX에서 유의적

인 결과를 보였으며 흑마늘박 보다 MIX에서 높은 항산

화 활성이 나타나는 것으로 나타났다. 추출용매에 따라 

다소 상이 하지만 마늘 껍질의 총 페놀 함량이 약 3.25 

mg GAE/g으로 측정되었다는 Kallel 등[24]의 보고 보

다 낮은 함량을 기록하였으나 본 실험에 사용된 흑마늘

박은 흑마늘액 추출과정에서 페놀 함량이 함께 빠져나

와 낮아진 것으로 사료된다.

Fig. 2. phenolic content of extracts from by sample

3.2 총 폴라보노이드 함량 분석 결과

실험에 사용된 6가지 시료(섬쑥부쟁이, 대두박, 밀웜

분변토, 흑마늘박, 옥수수, MIX[흑 9+섬 1])를 70 % 

Ethanol(1:60, 60 ℃)에 추출하여 폴라보노이드 함량 

분석하였다. 샘플의 농도는 500 µg/mL으로 양성대조

군인 catechin과 비교하여 분석하였으며, catechin과 

동등한 flavonoid 함량을 분석하고자 하였고 결과는 

Fig. 3과 같다. 섬쑥부쟁이 추출물이 가장 높은 

Flavonoid 함량을 나타내었으며, 섬쑥부쟁이는 1 g 당 

catechin 950.86 mg과 동일한 flavonoid 함량 나타

냈다. 식물체에 다양하게 존재하는 폴라보노이드는 항

산화능이 높고, 병원균 억제, 자외선 차단, 항염, 항균, 

항바이러스, 지질저하 작용, 항알레르기 효과가 있으며

[23,25-27] 시료별 총 폴라보노이드 함량은 섬쑥부쟁

이(950.86 mg GAE/g) > MIX(265.08 mg GAE/g) > 

밀웜분변토(187.22 mg GAE/g) >흑마늘박(183.96 

mg GAE/g) > 대두박( 55.29 mg GAE/g) > 대두박

(41.77 mg GAE/g)였고 섬쑥부쟁이, MIX, 흑마늘에서 

유의적인 결과가 나타났다. 

Fig. 3. Flavonoid content of extracts from by sample

3.3 DPPH 라디칼 소거 활성 측정 결과

실험에 사용된 6가지 시료(섬쑥부쟁이, 대두박, 밀웜

분변토, 흑마늘박, 옥수수, MIX[흑 9+섬 1])를 70 % 

Ethanol(1:60, 60 ℃)에 추출하였다. Ascorbic acid

를positive control로하여 DPPH assay를 측정한 결

과는 Fig. 4와 같으며 모든 시료가 농도가 높을수록 라

디칼 소거능도 높게 측정되었다. 특히, 측정 시료중 흑

마늘박은 60.43 %로 라디칼 소거능이 가장 높게 나타

났다. MIX의 양상에 큰 변화가 없는 것은 섬쑥부쟁이

와 혼합한 것이 영향을 끼친 것으로 사료되며 시료의 

최고농도에서 시료별 DPPH 리다칼 소거 활성 능력은 

흑마늘박(60.43 %) > 섬쑥부쟁이(45.64 %) > 옥수수

(38.24 %) > MIX(31.78 %) > 밀웜분변토(27.42 %) > 

대두박(18.91 %)로 나타났다. 흑마늘박 추출물의 농도 

증가에 따른 라디칼 소거 활성 증가는 Kang 등[28]과 

Kim 등[29]의 연구결과와 같다.

Fig. 4. DPPH radical scavenging activity  from by sample

3.4 CUPRAC assay에 의한 환원력 측정 결과

실험에 사용된 6가지 시료(섬쑥부쟁이, 대두박, 밀웜

분변토, 흑마늘박, 옥수수, MIX[흑 9+섬 1])를 70 % 

Ethanol(1:60, 60 ℃)에 추출하여 CUPRAC assay에 
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의한 환원력을 측정하였고 결과는 Fig. 5와 같다. 샘플

의 농도는 각각 100, 300, 500 μg/ml으로 양성대조군

인 ascorbic acid 12.5 μg/ml, 25 μg/ml 과 비교해 

분석하였고 최고농도에서 CUPRAC 환원력은 섬쑥부

쟁이(9.45 %) > 밀웜분변토(8.15 %) > MIX(7.57 %) > 

흑마늘박(7.13 %) > 대두박(3.79 %) > 옥수수(3.35 %)

로 농도가 증가함에 따라 환원력이 증가하는 것으로 나

타났으며 섬쑥부쟁이, 밀웜분변토, MIX에서 유의적인 

결과가 나타났다. 이는 에탄올을 이용한 추출물과 시료

의 농도가 증가함에 따라 환원력 또한 증가하였다는 

Shin 등[30]의 연구와 같다.

Fig. 5. CUPRAC copper reduction ability from by sample

3.5 Nitric oxide (NO) 측정

Nitric oxide의 경우 6가지 시료(섬쑥부쟁이, 대두

박, 밀웜분변토, 흑마늘박, 옥수수, MIX[흑 9+섬 1])를 

70 % Ethanol(1:60, 60 ℃)에 추출한 추출물 중 식물

성원료 중 항산화 활성이 높은 3가지(흑마늘박, MIX, 

섬쑥부쟁이) 추출물의 NO assay를 측정하였다. 샘플

의 농도는 12.5, 25, 50 μg/mL 세 농도로 실험을 진행

을 하였으며 결과는 Fig. 6과 같다. LPS를 처리하지 않

은 NT를 0 %로 LPS를 처리한 NT를 100 %로 설정하

여 샘플의 NO 생성을 측정하였으며 흑마늘박 50 μ

g/mL 농도에서 LPS NT(100 %) 대비 약 69 % 감소한 

약 31 %의 NO 생성량을 나타내었다. 같은 농도에서 

MIX는 LPS NT(100 %) 대비 약 54 %를 섬쑥부쟁이는 

약 64%의 NO를 생성하는 것으로 나타났으며 농도가 

증가함에 따라 유의한 감소 효과를 나타내었다. 최종적

으로 NO 생성 감소 활성은 최고농도에서 흑마늘박

(69.4 %) > MIX(45.3 %) > 섬쑥부쟁이(35.9 %) 순으로 

유의적인 결과가 나타났고 흑마늘박, MIX, 섬쑥부쟁이 

샘플에서 NO 생성을 감소시키는 것을 확인하였다. 이

는 LPS로 자극한 대조군에 비해 모두 감소한 결과이며 

추출물 모두 농도 의존적으로 NO생성이 감소되어 

Kim 등[29]과 Kim 등[31]의 연구결과와 같다. 따라서, 

이러한 결과들을 통해 흑마늘박이 항염증 효과를 지닌 

원료로 사용될 수 있을 것으로 사료된다.

Fig. 6. NO generation inhibition rate from by sample

4. 결론

본 연구에서는 흑마늘박의 항산화 활성과 면역증강 

활성 능력을 알아보기 위해 6가지 추출물(섬쑥부쟁이, 

대두박, 밀웜분변토, 흑마늘박, 옥수수, MIX[흑 9+섬 

1])을 이용하여 총 페놀 함량 분석 결과 밀웜분면토, 섬

쑥부쟁이, MIX에서 유의적인 결과를 보였으며 흑마늘

박 보다 MIX에서 높은 항산화 활성이 나타나는 것으로 

나타났으며 총 폴라보노이드 함량 분석 결과 섬쑥부쟁

이, MIX, 흑마늘에서 유의적인 결과가 나타났다. 

DPPH 측정에서는 흑마늘의 경우 최고 농도인 500 μg/ml

에서 라디칼 소거능이 60.43 %로, positive control인

ascorbic acid의 12.5 μg/ml의 라디칼 소거능인 54.13 %

보다 높은 결과 나타나는 것으로 확인되었다. CUPRAC

에서는 대두박, 옥수수보다 섬쑥부쟁이, 밀웜분변토, 

MIX로 유의적인 결과가 나타났다. 면역증강 활성을 실

험하기 위해 실시한 NO assay 실험결과 NO 생성 감

소 활성은 실험에 사용된 추출물 중 식물성 추출물인 

흑마늘박, 섬쑥부쟁이, MIX가 최고 농도에서 각각 흑

마늘박(69.4 %), 섬쑥부쟁이(35.9 %), MIX(4 5.3 %)의 

결과를 얻었다. 따라서, 흑마늘박과 섬쑥부쟁이의 최적

의 혼합비를 선정한다면 항염증 효과를 함유한 사료 첨가제

로써 충분한 가치가 있을 것으로 사료된다. 
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