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            초록
          
        

        
          The extracts of aronia (Aronia melanocarpa) fruits grown in Korea were prepared with hot water and ethanol. The functional compounds, antioxidant activity, and cytotoxicity of the ethanol extract from aronia fruit (EA) and the water extract from aronia fruit (WA) were analyzed. The contents of total polyphenol, total flavonoid, and total vitamin C of EA were significantly higher than those of WA. In the analysis of phenolic compounds using an HPLC, the rutin contents of EA and WA were 90.59 mg/100 g and 72.54 mg/100 g, respectively. The antioxidant activity was evaluated by DPPH and ABTS radical scavenging activity analysis and FRAP assay. EA showed a significantly higher antioxidant activity than WA in all three analyses. The cytotoxicity to human lung cancer cells (A549) was analyzed using SRB assay. As a result of the SRB assay, the cytotoxicity of EA and WA to A549 cells at a concentration of 500 μg/mL was 68.99% and 54.25%, respectively, indicating that both EA and WA have high cytotoxicity to A549 cells. Therefore, the biological activity of aronia fruit extracts was verified through this study, and these extracts are expected to be used as functional food materials.
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      서 론
      최근 서구화된 식습관, 가공식품 섭취 증가, 운동 부족 등으로 인해 동맥경화, 고혈압, 당뇨병, 암과 같은 여러 가지 성인병의 발병률이 증가하고 있다. 이로 인해 부작용이 적으면서 성인병 예방에 효과적인 천연물질에 대한 관심이 증가하고 있다(Lim SJ & Kim SH 2001). 산소는 체내에서 일어나는 에너지 대사에 필수적이지만, 일부 산소는 생체에 악영향을 끼치는 활성산소로 전환된다(Lee SO 등 2005). 활성산소종(Reactive Oxygen Species; ROS)은 열, 자외선 등 물리적 요인, 환경적인 요인, 대사작용 및 효소작용과 같은 생체내 생리대사에 의해 생성되고, 그 종류로는 hydroxyl raidcal, hypochlorite, superoxide radical, singlet oxygen 등이 있다(Bohr VA 2002). 이러한 활성산소종은 고분자 세포 성분들과 쉽게 반응하여 산화적 스트레스 환경을 조성하고, 단백질과 DNA의 변성, 지질 과산화 등을 유도하며, 이로 인해 암, 노화, 류마티스 관절염, 염증반응, 죽상경화증 및 철분 과잉증 등과 같은 각종 질병들을 유발한다고 알려져 있다(Halliwell B & Gutteridge JMC 1984; Wiseman H 1996). 이러한 활성산소종의 생성과 산화작용을 방지하기 위해 경제적이고 항산화력이 우수한 합성 항산화제인 BHA(butylated hydroxyanisole)와 BHT(butylated hydroxytoluene) 등이 자주 사용되고 있으나, 과량 섭취하거나 체내에 축적되었을 경우, 인체에 심각한 부작용을 일으킬 수 있다. 따라서 항산화력이 우수하며 독성과 부작용의 위험이 적은 비타민 C, 비타민 E, 파이토케미컬(phytochemical)인 폴리페놀(polyphenols), 플라보노이드(flavonoids) 화합물과 같은 천연 항산화제를 함유한 천연물질에 대한 연구가 활발히 이루어지고 있다(Williams GM 등 1990).

      아로니아(Aronia melanocarpa)는 북아메리카에서 자생하	장미과에 속하는 낙엽관목의 베리류이다(Wu X 등 2004). 최근 아로니아 열매의 항산화 활성(Bermudez-Soto MJ & Tomas-Barberan FA 2004), 항암 활성(Lala G 등 2006), 항염증 활성(Ohgami K 등 2005), 항당뇨 활성(Badescu M 등 2014), 면역조절 기능(Gasiorowski K 등 2000) 등 생리활성과 관련된 연구들이 활발히 수행되었으며, 아로니아 열매에는 안토시아닌과 같은 폴리페놀 화합물, 플라보노이드 등의 성분이 다량 함유되어 있다고 보고되었다(Oszmianski J & Wojdylo A 2005). 또한, Kang AR 등(2018)은 에스트로겐을 결핍시킨 쥐에게 아로니아 추출물을 투여했을 때 갱년기 증후군이 개선되었다고 보고하였고, Ju SY 등(2019)은 아로니아 추출물이 흰쥐에서 콜레스테롤의 소장 흡수를 억제한다고 보고하여 아로니아가 다양한 생리활성을 가지고 있음을 보여주었다.

      따라서 본 연구에서는 국내산 아로니아 열매의 항산화 활성 및 암세포에 대한 세포독성 효과를 확인하기 위하여 아로니아 열매를 열수 및 70% 에탄올로 추출하여 추출물의 기능성 성분인 총 폴리페놀, 총 플라보노이드, 총 비타민 C의 함량을 분석하였고, high performance liquid chromatography(HPLC)를 통해 페놀성 화합물의 함량을 측정하였으며, 항산화 활성을 확인하기 위해 2,2-diphenyl-1picrylhydrazyl(DPPH) 라디칼소거능, 2,2'-amino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid) diammonium salt(ABTS) 라디칼 소거능, ferric reducing antioxidant power(FRAP) assay를 측정하였고, A549(인체 폐암세포)에 대한 세포독성을 측정하기 위하여 sulforhodamine B(SRB) assay를 실시하였다.

    

    

  
    
      재료 및 방법
      
        1. 실험재료
        본 실험에서 사용한 아로니아 열매는 2019년 우리나라 경북에서 재배하여 수확한 것을 구입하여 사용하였다.

      

      
        2. 시약
        실험에 사용된 DPPH, ABTS, dimethyl sulfoxide(DMSO), L-ascorbic acid, Folin-Ciocalteu’s phenol reagent, gallic acid, quercetin은 Sigma Chemical Co.(USA)에서 구입하였으며, fetal bovine serum(FBS), penicillin-streptomycin solution, 0.25% trypsin EDTA solution은 Gibco BRL(USA)에서 구입하였다. Dulbecco’s modified eagle’s minimal essential medium(DMEM/High glucose)은 Hyclone Co.(USA)에서 구입하여 사용하였다.

      

      
        3. 아로니아 열매 추출물 제조
        아로니아 열매를 에탄올과 증류수로 추출하였다. 에탄올 추출물(EA)은 아로니아 열매 80 g에 70% 에탄올 400 mL를 가하고, 25℃에서 12시간 동안 교반하여 2회 반복 추출한 다음, 여과지(Whatman No. 2, England)로 여과한 후 감압농축기(Eyela, Tokyo Rikakikai Co, Japan)로 농축하고 동결건조기(VD-400F, TAITEC Co, Japan)로 동결건조하여 제조하였다. 또한 열수 추출물(WA)은 아로니아 열매 80 g에 증류수 400 mL를 가한 뒤 항온수조에서 60℃를 유지하면서 12시간 동안 2회 반복 추출한 다음, 여과지로 여과한 후 감압농축기로 농축하고, 동결건조기로 건조하여 제조하였다. 제조된 추출물은 —18℃에서 냉동 보관하며 실험에 사용하였다.

      

      
        4. 총 폴리페놀 함량 측정
        아로니아 열매 추출물의 총 폴리페놀 함량은 Folin-Ciocalteu(FC)법에 따라 분석하였다(Singleton VL & Rossi JA 1965). 아로니아 추출물 1 mL에 증류수 5 mL, Folin-Ciocalteu 시약 0.5 mL를 가해 교반하여 혼합하였다. 8분 후 7% Na2CO3 10 mL를 첨가하고, 증류수로 부피를 25 mL로 맞춘 다음 암소에서 2시간 동안 방치하고, UV/visible spectrophotometer(UV-1800, Shimadzu, Japan)를 이용하여 750 nm에서 흡광도를 측정하였다. 총 폴리페놀 함량은 gallic acid를 표준물질로 검량곡선을 작성하여 구하였다. 3회 반복하여 측정하였고, g 당 gallic acid mg당량(mg GAE/g)으로 나타내었다.

      

      
        5. 총 플라보노이드 함량 측정
        아로니아 열매 추출물의 총 플라보노이드 함량은 Moreno MI 등(2000)의 방법을 이용하여 측정하였다. 각 시료 0.5 mL에 10% aluminum nitrate 1 mL, 1 M potassium acetate 0.1 mL와 80% 에탄올 4.3 mL를 혼합한 다음 40분 동안 암소에서 방치한 후 UV/visible spectrophotometer를 이용하여 510 nm에서 흡광도를 측정하였다. 총 플라보노이드 함량은 quercetin을 표준물질로 검량곡선을 작성하여 구하였다. 3회 반복하여 측정하였고 g당 quercetin mg당량(mg QE/g)으로 나타내었다.

      

      
        6. 총 비타민 C 함량 측정
        아로니아 열매 추출물의 총 비타민 C 함량은 식품공전(Ministry of Food and Drug Safety, 2020)에서 고시한 2,4-dinitrophenyl hydrazine(DNPH)을 이용한 정량법으로 측정하였다. 시료 2 g과 metaphosphoric acid-acetic acid를 1:1의 비율로 혼합한 다음, 묽은 metaphosphoric acid-acetic acid 100 mL에 녹인 후 원심분리하여 상층액을 취하였다. 상층액 2 mL에 indophenol 용액을 2∼3방울 떨어뜨려 적색이 나타나게 하고, metaphosphoric acid thiourea 2 mL 가한 다음 DNPH 1 mL를 가하여 3시간 동안 37℃ 항온수조에서 반응시켰다. 반응 후, 얼음물에서 냉각시키면서 85% H2SO4 5 mL를 천천히 가하고, 30분 동안 실온에서 방치한 다음 UV/visible spectrophotometer를 이용하여 520 nm에서 흡광도를 측정하였다. 3회 반복 실험하였고, L-ascorbic acid를 표준물질로 검량곡선을 작성하여 시료 중 총 비타민 C 함량을 계산하였다.

      

      
        7. 페놀성 화합물의 HPLC 분석
        아로니아 열매 추출물에 함유된 페놀성 화합물의 정량 분석을 위해 페놀성 화합물인 gallic acid, rutin, myricetin, quercetin 및 caffeic acid를 HPLC(Prominence, Shimadzu, Japan)을 이용하여 분석하였다. 아로니아 열매 추출물을 증류수로 용해한 후, 0.45 μm syringe filter로 여과하여 Table 1의 조건으로 분석하였으며, Shimadzu Class-VP version 6.14 SP1 software로 데이터를 수집 및 분석하였다.

        
          Table 1. 
				
          

          
            The conditions for HPLC analysis of phenolic compounds in aronia fruit extracts
          
          

        

        
          
            
              	Items
              	Conditions
            

          
          
            	Instrument
            	Prominence
          

          
            	Column
            	Phenomenex C18 RP column
          

          
            	(5 μm, 250 × 4.6 mm)
          

          
            	Column temperature
            	30℃
          

          
            	Flow rate
            	1 mL/min
          

          
            	Injection volume
            	10 μL
          

          
            	Wavelength
            	265 nm
            	Gallic acid
          

          
            	320 nm
            	Caffeic acid
          

          
            	370 nm
            	Rutin, myricetin, quercetin
          

          
            	Gradient condition
            	Time (min)
            	A (%)
            	B (%)
          

          
            	0
            	75
            	15
          

          
            	15
            	75
            	15
          

          
            	20
            	50
            	50
          

          
            	35
            	30
            	70
          

          
            	50
            	0
            	100
          

          
            	Mobile phase
            	A: 2% acetic acid in water
          

          
            	B: 2% acetic acid in methanol
          

        

        

      

      
        8. DPPH 라디칼 소거능 측정
        아로니아 열매 추출물의 DPPH 라디칼 소거능은 Blois MS(1958)의 방법을 이용하여 측정하였다. 농도별 시료 1mL에 7.5 × 10—5 M DPPH 용액 2 mL를 혼합하고, 37℃에서 30분간 방치한 후 517 nm에서 UV/visible spectrophotometer를 이용하여 흡광도를 측정하였다. 대조군으로 L-ascorbic acid를 사용하였고, DPPH 라디칼 소거 활성은 아래의 식을 이용하여 백분율로 나타내었으며, 3회 반복 측정하여 평균값으로 나타내었고, IC50을 구하였다.
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        9. ABTS 라디칼 소거능 측정
        아로니아 열매 추출물의 ABTS 라디칼 소거능을 통한 항산화 활성 평가는 Re R 등(1999)의 방법을 이용하여 측정하였다. 7 mM ABTS와 2.45 mM potassium persulfate를 1:1로 혼합하여 12시간 동안 30℃의 암소에서 방치한 후 5 mM potassium phosphate buffer(pH 7.4)를 이용하여 413 nm에서 흡광도가 0.7이 되도록 희석하였다. 희석한 ABTS 시약 4 mL에 농도별로 제조한 시료 40 μL를 혼합하여 1분 동안 반응시킨 후 413 nm에서 흡광도를 측정하였다. 대조군으로 L-ascorbic acid를 사용하였고, ABTS 라디칼 소거 활성은 DPPH 라디칼 소거 활성을 구하는 식과 동일한 식을 이용하여 백분율로 나타내었고, 3회 반복 측정하여 평균값으로 나타내었으며, IC50을 구하였다.

      

      
        10. FRAP 측정
        FRAP 값은 Benzie F & Strain J(1996)의 방법으로 측정하였다. 300 mM acetate buffer(pH 3.6), 40 mM HCl를 용매로한 10 mM 2,4,6-tris(2-pyridyl)-s-triazine(TPTZ), 20 mM FeCl3·6H2O를 10:1:1(v/v/v)의 비율로 FRAP 시약을 제조하여 각 농도별 시료 0.5 mL에 FRAP 시약 3.5 mL를 가해 혼합한 후, UV/ visible spectrophotometer를 이용하여 593 nm에서 흡광도를 측정하고, 37℃에서 5분간 방치한 다음 흡광도를 다시 측정하였다. 시료의 환원력을 확인하기 위해 FeSO4·7H2O를 표준물질로 한 검량곡선을 작성하여 FRAP 값을 구하였다. 3회 반복 측정하여 평균값으로 나타내었다.

      

      
        11. 세포주 배양
        암세포주는 한국세포주은행(KCLB, Korea Cell Line Bank, Seoul, Korea)로부터 A549(인체 폐암세포)를 분양받아 본 실험에 사용하였다. 배지는 DMEM 배지에 10% FBS와 1% penicillin-streptomycin을 첨가하여 복합배지로 조제하였고, 각 세포는 CO2 incubator(37℃, 5% CO2)에서 계대배양하여 사용하였다.

      

      
        12. SRB Assay
        SRB assay는 Doll R & Peto R(1981)의 방법을 이용하여 측정하였다. 96 well plate에 배양한 암세포를 5 × 104 cells/mL의 농도로 분주하고 24시간 동안 배양한 후 농도별 시료를 각각 100 μL씩 첨가하여 37℃의 5% CO2 incubator에서 48시간 배양하였다. 배양 후 각 well의 배양액을 모두 제거하고, 10% TCA를 100 μL를 첨가하여 4℃에서 1시간 동안 방치한 후 TCA를 제거하고, 96 well plate를 멸균수로 5회 세척한 뒤 실온에서 건조하였다. 건조한 well에 1% acetic acid로 녹인 0.4% sulforhodamine B를 100 μL씩 첨가하여 30분간 반응시킨 후 1% acetic acid로 5회 세척한 뒤 상온에서 건조하였다. 10 mM tris buffer(pH 10.5)를 100 μL 첨가한 후 ELISA reader(Versamax, Molecular Device, USA)로 540 nm에서 흡광도를 측정하였다. SRB assay를 통한 암세포에 대한 세포 독성은 아래와 같은 식으로 계산하였다.
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        13. 통계분석
        실험결과는 평균값±표준편차로 나타내었고, SPSS 통계프로그램(10.0 version)을 이용하여 분산분석(analysis of variance) 및 t-test를 실시하여 유의성 검증을 하였으며, 사후검증으로 Duncan’s multiple range test를 실시하였다.

      

    

    

  
    
      결과 및 고찰
      
        1. 아로니아 열매 추출수율
        아로니아 에탄올 추출물(EA)과 아로니아 열수 추출물(WA)의 추출수율은 Table 2와 같이 EA는 7.85%, WA는 9.34%로 나타났으며, WA와 EA 사이의 유의적인 차이는 없었다.

        
          Table 2. 
				
          

          
            Extraction yields and contents of total polyphenols, total flavonoids, and total ascorbic acid in ethanol extract and water extract from aronia fruit
          
          

        

        
          
            
              	Sample1)
              	Yield (%, w/w)
              	Total polyphenols (mg GAE/g)2)
              	Total flavonoids (mg QE/g)3)
              	Total vitamin C (mg/100 g)
            

          
          
            	EA
            	7.85±2.9
            	40.26±0.824)**5)
            	13.90±0.45**
            	71.19±0.53***
          

          
            	WA
            	9.34±1.7
            	35.45±0.89
            	11.49±0.96
            	59.75±3.70
          

        

        
          
            1) EA: ethanol extract from aronia fruit, WA: water extract from aronia fruit.
          

          
            2) mg of gallic acid equivalents/g of sample.
          

          
            3) mg of quercetin equivalents/g of sample.
          

          
            4) Values are means of triplicate with standard deviation (n=3).
          

          
            5) Means are significantly different between EA and WA by student’s t-test (** p<0.01, *** p<0.001).
          

        

        

      

      
        2. 총 폴리페놀 및 총 플라보노이드 함량
        EA와 WA의 총 폴리페놀 함량은 Table 2에 나타난 바와 같이 각각 40.26 mg GAE/g, 35.45 mg GAE/g으로 EA의 총 폴리페놀 함량이 유의적으로 더 높게 나타났다. Hong JH(2018)은 80% 메탄올로 추출한 베리류의 총 폴리페놀 함량이 strawberry 19.48 mg GAE/g, raspberry 19.59 mg GAE/g, blueberry 17.51 mg GAE/g, cranberry 28.67 mg GAE/g이라고 보고하여 본 실험의 아로니아 열매 추출물이 이들 베리류 추출물에 비해 총 폴리페놀 함량이 비교적 높은 것을 확인할 수 있었다. 폴리페놀은 anthocyanins, flavanols, flavonols, resveratrol과 phenoic acid를 포함하며, phenolic hydroxyl groups를 가지고 있어 단백질과 같은 거대분자와 결합하여 radical을 제거해 산화를 억제한다. 이러한 폴리페놀은 항심혈관질환, 항암, 항산화, 항염증, 항노화 작용 등 여러 가지 생리활성과 건강증진 효과가 있어 매우 중요한 파이토케미컬로 알려져 있는데(Cha JY 등 1999; Xia EQ 등 2010), 본 연구에서 아로니아 추출물의 총 폴리페놀 함량이 높게 나타나 항산화, 항암 등의 생리활성에 기여할 것으로 기대되었다.

        또한 EA와 WA의 총 플라보노이드 함량은 Table 3과 같이 각각 13.90 mg QE/g, 11.49 mg QE/g으로, EA의 총 플라보노이드 함량이 유의적으로 높게 나타났다. Hong JH (2018)은 80% 메탄올로 추출한 여러 가지 베리류의 총 플라보노이드 함량이 strawberry 0.45 mg QE/g, raspberry 1.02 mg QE/g, blueberry 1.59 mg QE/g, blackberry 3.75 mg QE/g, cranberry 3.21 mg QE/g, mulberry 5.27 mg QE/g으로 보고하였는데, 아로니아 열매 추출물의 총 플라보노이드 함량이 이들 베리류에 비해 높은 것으로 나타났다. 플라보노이드는 3개의 탄소 단위가 2개의 페놀 고리로 결합된 화합물로 anthocyanins, flavonols, flavones, catechins 및 flavanones 등이 이에 속한다. 플라보노이드는 과일과 채소 등에 존재하며, 천연 산화방지제로 작용하여 free raidcal, 지질 과산화에 대한 항산화 효과뿐만 아니라, 항동맥경화, 항암, 항염증 등의 효과를 가지고 있다고 보고되었다(Hertog MGL 등 1993; Croft KD 1998). 본 연구의 아로니아 열매 추출물에도 플라보노이드가 상당량 함유되어 었어 항산화 관련 생리활성 효과를 높일 것으로 생각된다.

        
          Table 3. 
				
          

          
            Contents of total phenolic compounds in ethanol extract and water extract from aronia fruit
          
          

        

        
          
            
              	Sample
              	Phenolic compound (mg/100 g)
            

            
              	Gallic acid
              	Rutin
              	Myricetin
              	Quercetin
              	Caffeic acid
            

          
          
            	EA1)
            	2.06
            	90.50
            	2.48
            	1.70
            	ND3)
          

          
            	WA2)
            	2.74
            	72.54
            	2.85
            	1.36
            	ND
          

        

        
          
            1) EA: ethanol extract from aronia fruit.
          

          
            2) WA: water extract from aronia fruit.
          

          
            3) ND: Not detected.
          

        

        

      

      
        3. 총 비타민 C 함량
        EA와 WA의 총 비타민 C 함량은 각각 71.19 mg/100 g, 59.75 mg/100 g으로 측정되어 EA가 WA에 비해 총 비타민 C 함량이 유의적으로 높은 것으로 나타났다(Table 2). Catana L 등(2017)의 연구에서 생아로니아 열매의 비타민 C 함량을 31.85 mg/100 g으로 보고하였는데, 본 연구의 EA와 WA 추출수율을 고려하여 비타민 C 함량을 비교해볼 때 에탄올과 열수 추출과정을 거치면서 아로니아 열매의 비타민 C 함량이 감소한 것으로 보인다. Njoku PC 등(2011)의 연구에 의하면 감귤류 과일을 온도별로 착즙하였을 때, 온도가 20℃에서 80℃로 높아질수록 열에 의해 비타민 C가 파괴되어 비타민 C의 함량이 감소하는 것으로 나타났다. 또한 Ryu IH & Kwon TO(2012)의 연구에서도 100℃로 추출한 오디의 열수 추출물에서는 비타민 C가 검출되지 않았으나, 오디 착즙액에서는 19.4 mg/100 g의 비타민 C가 함유되어 있다고 보고하여 비타민 C가 가공온도에 영향을 받는 것을 보여주었다. 본 연구에서도 WA의 추출온도는 60℃이고, EA의 추출온도는 25℃로 EA에 비해 추출온도가 높은 WA에서 비타민 C가 더 많이 파괴된 것으로 사료된다. 한편, Park YK 등(2008)의 연구에서 품종별 복분자 에탄올 추출물은 15.17∼21.64 mg/100 g의 비타민 C를 함유하고 있다고 보고하여 이와 비교해볼 때 본 연구의 아로니아 추출물의 비타민 C 함량이 매우 높은 것을 확인할 수 있었다. 비타민 C는 생체 내에서 항산화 및 환원제로서 중요한 역할을 하며, 각종 질병을 유발할 수 있는 자유라디칼을 환원시켜 세포손상으로부터 세포를 보호해 주는데(Bsoul SA & Terezhalmy GT 2004), 아로니아에 다량의 비타민 C가 함유되어 있어 높은 항산화력을 나타낼 것으로 예상되었다.

      

      
        4. 페놀성 화합물의 HPLC 분석
        EA와 WA의 페놀성 화합물을 HPLC로 분석한 결과를 Table 3에 나타내었다. EA의 페놀성 화합물의 함량은 rutin 90.59 mg/100 g, myricetin 2.48 mg/100 g, gallic acid 2.06 mg/100 g, quercetin이 1.70 mg/100 g이었고, caffeic acid는 불검출되었다. WA의 페놀성 화합물의 함량은 rutin 72.54 mg/100 g, myricetin 2.85 mg/100 g, gallic acid 2.74 mg/100 g, quercetin 1.36 mg/100 g으로 분석되었고, caffeic acid는 불검출되었다. EA가 WA에 비해 rutin과 quercetin의 함량이 높았고, WA가 EA에 비해 gallic acid와 myricetin의 함량이 높았다. 분석 결과, EA와 WA 모두에서 rutin 함량이 가장 높게 나타났는데, rutin은 quercetin에 rutinose가 결합된 배당체 구조를 가지고 있는 페놀성 화합물로 지질 과산화, 인체 내 산화효소 저해 등 항산화 효과가 우수한 물질이다(Jeon HJ 등 2016). Kim JS 등(2018)의 선행연구에 의하면 나무딸기, 복분자, 블랙베리 에탄올 추출물을 HPLC 분석하였을 때 rutin의 함량이 각각 0.74 mg/100 g, 5.05 mg/100 g, 0.5 mg/100 g이라고 보고하여, rutin이 여러 베리류에서 검출되는 페놀성 화합물이며, 본 연구의 아로니아 열매 추출물에 함유된 rutin 함량이 이들 베리류에 비해 상당히 높은 것을 확인할 수 있었다.

      

      
        5. DPPH 라디칼 소거능
        EA와 WA의 DPPH 라디칼 소거능을 측정한 결과는 Fig. 1과 같다. 대조군인 L-ascorbic acid의 IC50 값은 27.18 μg/mL로 나타났으며, EA와 WA의 IC50 값은 각각 68.33 μg/mL, 75.44 μg/mL로 EA가 WA에 비해 DPPH 라디칼 소거능이 높은 것으로 나타났다. Jin DH 등(2016)은 폴란드산 아로니아를 70% 에탄올과 열수로 추출하고 DPPH assay를 실시한 결과 IC50 값이 각각 129 μg/mL, 250 μg/mL라고 보고하여, 본 연구의 국내산 아로니아 추출물이 좀 더 높은 DPPH 라디칼 소거능을 가지고 있음을 확인할 수 있었다. 또한 EA와 WA의 농도가 증가할수록 DPPH 라디칼 소거능이 증가하는 경향을 보였으며, 실험한 모든 농도에서 EA가 WA보다 유의적으로 높은 DPPH 라디칼 소거능을 보여 추출용매에 따라 DPPH 라디칼 소거능에 차이를 보였다. EA는 최고 농도인 300 μg/mL에서 80.83%의 높은 DPPH 라디칼 소거능을 보여 우수한 항산화 활성을 가지고 있는 것으로 나타났으며, WA도 EA에 비해 DPPH 라디칼 소거능이 다소 낮았지만 300 μg/mL에서 77.30%의 라디칼 소거능을 나타내 우수한 항산화 활성을 보여주었다. 이는 앞의 실험결과에서 항산화 활성을 가지는 총 폴리페놀 화합물과 총 플라보노이드 화합물 및 비타민 C의 함량이 WA보다 EA에 더 많이 함유되어 있었는데, 이러한 항산화성 화합물들이 DPPH 라디칼 소거를 위한 전자공여능에 기여했기 때문으로 생각된다. 또한 Lim HJ 등(2015)의 연구에서 70% 에탄올로 추출한 acaiberry, blueberry, corni, mulberry의 DPPH 라디칼 소거능이 500 μg/mL에서 각각 59.4%, 32%, 77.5%, 62%라 보고하여, 본 연구에서 측정된 아로니아 추출물의 DPPH 라디칼 소거능이 이들 베리류에 비해 저농도에서도 높게 나타나, 아로니아의 항산화 활성이 우수한 것을 확인할 수 있었다.

        
          
          

          Fig. 1. 
				
          

          
            The electron donating ability of ethanol extract and water extract from aronia fruit using the DPPH assay.
            EA: ethanol extract from aronia fruit, WA: water extract from aronia fruit, A.A: ascorbic acid. Means with different capital letters (A∼D) are significantly different among the different concentrations in the same sample by Duncan’s multiple range test (p<0.05). Means with different small letters (a∼c) are significantly different among the different samples in the same concentration by Duncan’s multiple range test (p<0.05).

          
          

          

        

      

      
        6. ABTS 라디칼 소거능
        EA와 WA의 ABTS 라디칼 소거능을 측정한 결과는 Fig. 2와 같다. 대조군인 L-ascorbic acid의 IC50 값은 6.7 μg/mL로 ABTS 라디칼 소거능이 높았고, EA의 IC50 값은 11.18 μg/mL, WA의 IC50 값은 11.51 μg/mL로 측정되어 EA가 WA에 비해 ABTS 라디칼 소거능이 높은 것으로 나타났다. 이는 앞의 DPPH 라디칼 소거능 분석 결과와 마찬가지로 WA에 비해 EA에 총 폴리페놀 화합물과 총 플라보노이드 및 비타민 C 등 항산화 활성 관련 화합물이 더 많이 포함되어 있기 때문으로 사료된다. 또한 EA와 WA 두 추출물 모두 50 μg/mL 농도에서 97.49%의 높은 ABTS 라디칼 소거능을 보여 우수한 항산화 활성을 가지고 있는 것이 확인되었다. Lim HJ 등(2015)의 연구에 의하면 70% 에탄올로 추출한 acaiberry, blueberry, corni, mulberry의 ABTS 라디칼 소거능이 500 μg/mL에서 각각 83.1%, 59.8%, 90.5%, 61.8%로 보고되어 이들과 비교할 때 아로니아 추출물은 낮은 농도에서도 높은 ABTS 라디칼 소거능을 나타내 높은 항산화 활성을 가지고 있는 것을 확인할 수 있었다. 한편, Jin DH 등(2016)의 연구에서 폴란드산 아로니아를 70% 에탄올과 열수로 추출하고 ABTS assay를 실시한 결과, IC50 값이 각각 523 μg/mL, 982 μg/mL라고 보고하여, 본 연구의 국내산 아로니아 추출물의 ABTS 라디칼 소거능이 더 우수한 것으로 나타났다.

        
          
          

          Fig. 2. 
				
          

          
            ABTS radical scavenging acitivity of ethanol extract and water extract from aronia fruit.
            EA: ethanol extract from aronia fruit, WA: water extract from aronia fruit, A.A: ascorbic acid. Means with different capital letters (A∼C) are significantly different among the different concentrations in the same sample by Duncan’s multiple range test (p<0.05). Means with different small letters (a∼c) are significantly different among the different samples in the same concentration by Duncan’s multiple range test (p<0.05).

          
          

          

        

      

      
        7. FRAP Assay
        FRAP value는 EA와 WA 모두 농도가 증가함에 따라 유의적으로 증가하였는데(Table 4), Nam JS 등(2015)의 연구에서도 아로니아 착즙액의 농도가 증가함에 따라 FRAP 활성이 증가하였다고 보고하여 본 연구결과와 유사하였다. FRAP assay에서도 EA가 WA에 비해 FRAP value가 유의적으로 높게 나타나, DPPH 라디칼 소거능과 ABTS 라디칼 소거능의 결과와 일치하였다. DPPH 라디칼 소거능, ABTS 라디칼 소거능은 라디칼의 소거 활성을 측정하는 방법이고, FRAP assay는 시료의 환원력을 측정하는 방법으로 이들 실험의 항산화 측정 원리는 다르지만 본 연구에서 수행한 이들 항산화 실험에서 아로니아 추출물의 항산화 활성이 우수하였으며, WA에 비해 EA의 항산화 활성이 높은 것을 확인할 수 있었다.

        
          Table 4. 
				
          

          
            Ferric reducing antioxidant power (FRAP) of ethanol extract and water extract from aronia fruit
          
          

        

        
          
            
              	Concentration (μg/mL)
              	FRAP values (FeSO4 eq μM)
            

            
              	EA1)
              	WA2)
            

          
          
            	50
            	24.09±0.14D3)*4)
            	16.67±0.58D
          

          
            	100
            	47.15±0.65C*
            	35.10±1.06C
          

          
            	150
            	70.77±3.22B*
            	52.72±0.23B
          

          
            	200
            	93.03±1.86A*
            	69.37±0.17A
          

        

        
          
            1) EA: ethanol extract from aronia fruit.
          

          
            2) WA: water extract from aronia fruit.
          

          
            3) Means with different capital letters (A∼D) in the same sample are significantly different by Duncan’s multiple range test (p<0.05).
          

          
            4) Means are significantly different between EA and WA by student’s t-test (* p<0.05).
          

        

        

      

      
        8. SRB Assay
        SRB assay는 생존한 세포의 핵 단백질을 SRB 시약으로 염색하여 세포증식 억제효과를 확인하여 세포독성을 측정하는 대표적인 실험이다(Skehan P 등 1988; Seo DH & Han DS 2003). 본 연구에서는 100, 200, 300, 400, 500 μg/mL의 농도로 시료를 A549에 주입하여 SRB assay를 실시하였고, 그 결과를 Fig. 3에 나타내었다. A549에 대한 세포독성은 EA는 52.25∼68.99%, WA는 43.82∼54.24%로 나타나 농도가 증가함에 따라 암세포 증식 억제가 증가하는 경향을 보였다. A549에 대한 세포독성은 300 μg/mL의 농도를 제외한 나머지 농도에서 EA가 WA에 비해 유의적으로 높게 나타났다. Kim SH 등(2009)의 연구에서 SRB assay를 통하여 70% 에탄올 더덕 추출물을 A549에 처리하여 세포독성을 확인하였을 때 500 μg/mL 농도에서 12.5%의 세포독성이 나타났다고 보고하였으며, Lee SH 등(2002)은 증류수 및 에탄올 황칠나무 잎 추출물을 600 μg/mL 농도로 A549에 처리하였을 때 각각 35.7%, 38%의 세포독성을 나타냈다고 보고하였다. 이러한 선행연구 결과를 통하여 본 연구의 아로니아 열매 추출물이 이들 추출물보다 A549에 대하여 높은 세포독성을 나타낸 것을 확인할 수 있었다. 또한 Park HM & Hong JH(2014)의 연구에서 열수 및 에탄올 아로니아 열매 추출물이 HeLa cell(인체 자궁경부암 세포)에 대하여 1,000 μg/mL 농도에서 각각 72.59%, 76.86%의 높은 세포독성이 나타났다고 하였는데, 본 실험에서 아로니아 열매의 열수 및 에탄올 추출물이 인체폐암세포인 A549에 대해서도 높은 세포독성을 나타내 폐암세포에도 증식억제 효과가 있는 것으로 확인되었다. 한편, Cho Y & Choi MY(2015)는 HT-29세포에 대하여 rutin을 200 μM 농도로 처리하였을 때 세포 생존율이 64.13%로 낮아져 rutin이 대장암 세포의 증식을 억제하는 효과를 나타내는 것으로 보고하였다. 본 연구에서도 아로니아 열매 추출물에 다량의 rutin이 함유되어 있는 것으로 분석되어, 이러한 유용 성분들이 A549에 대한 높은 세포독성에 기여했을 것으로 사료된다.

        
          
          

          Fig. 3. 
				
          

          
            Cytotoxicity of ethanol extract and water extract from aronia fruit on A549 cells by SRB assay.
            EA: ethanol extract from aronia fruit. WA: water extract from aronia fruit. Means with different capital letters (A∼C) are significantly different among the different concentrations of EA by Duncan’s multiple range test (p<0.05). Means with different small letters (a∼d) are significantly different among the different concentrations of WA by Duncan’s multiple range test (p<0.05). Means are significantly different between EA and WA by student’s t-test (* p<0.05, ** p<0.01).

          
          

          

        

      

    

    

  
    
      요 약
      본 연구에서는 국내산 아로니아 열매의 에탄올과 열수 추출물을 제조하여 기능성 성분, 항산화 활성 및 A549에 대한 세포독성을 분석하였다. EA와 WA의 총 폴리페놀 함량은 각각 40.26 mg GAE/g, 35.45 mg GAE/g으로 분석되었으며, 총 플라보노이드 함량은 각각 13.90 mg QE/g, 11.49 mg QE/g으로 EA가 WA보다 총 폴리페놀 및 총 플라보노이드 함량이 유의적으로 높았다. EA와 WA의 총 비타민 C 함량은 각각 71.79 mg/100 g, 59.75 mg/100 g으로 EA가 WA에 비해 총 비타민 C 함량이 유의적으로 높았다. HPLC를 이용한 페놀성 화합물 분석에서 EA와 WA의 rutin의 함량이 각각 90.59 mg/100 g, 72.54 mg/100 g으로 rutin 함량이 가장 높게 나타났으며, gallic acid, myricetin, quercetin 등도 함유되어 있었다. EA와 WA의 DPPH 라디칼 소거능 측정 결과, EA가 WA에 비해 실험한 모든 농도에서 DPPH 라디칼 소거능이 유의적으로 높게 나타났으며, ABTS 라디칼 소거능 측정에서도 낮은 농도에서 EA가 WA에 비해 ABTS 라디칼 소거능이 유의적으로 높게 나타났다. 또한 FRAP assay에서도 FRAP value가 WA보다 EA에서 유의적으로 높아 EA가 WA에 비해 항산화 활성이 우수한 것을 확인할 수 있었다. A549에 대한 세포독성을 확인하기 위해 SRB assay 실시한 결과, 500 μg/mL에서 EA와 WA의 A549에 대한 세포독성은 각각 68.99%, 54.24%로 나타났으며, 대부분의 농도에서 EA가 WA에 비해 세포독성이 유의적으로 높게 나타났다. 이들 결과를 볼 때 아로니아 열매 추출물은 항산화 활성 및 A549에 대한 세포독성이 우수한 것으로 나타났으며, EA가 WA에 비해 총 폴리페놀, 총 플라보노이드 및 총 비타민 C 함량도 높은 것으로 분석되어 향후 기능성 식품 소재로서 활용될 가치가 있다고 판단된다.
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