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            초록
          
        

        
          This study compares the antioxidant and anti-inflammatory capacities of acetone extracts obtained from commercially available tomatoes (gangwon chal, wansuk, cherry, daechu cherry, plum, and campari). Campari and cherry tomatoes had the highest levels of 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) radical, 2,2’-azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid (ABTS) radical, and hydroxyl radical scavenging activities, as well as cupric reducing antioxidant capacity (CUPRAC), followed sequentially by gangwon chal, daechu cherry, plum and wansuk varieties. Highest peroxynitrite scavenging activity, oxygen radical absorbance capacity (ORAC), and total phenolic contents were obtained in campari tomatoes, followed by cherry, gangwon chal, daechu cherry, plum and wansuk varieties. Lycopene contents were highest in cherry tomato, followed by daechu cherry and campari, and were lowest in the gangwon chal, plum and wansuk varieties. Maximum inhibition of the lipopolysaccharide-induced nitric oxide production in RAW 264.7 cells was observed in campari tomatoes, followed by cherry, daechu cherry, gangwon chal, plum and wansuk varieties. Antioxidant activities, including hydroxyl radical and peroxynitrite scavenging, ORAC, and CUPRAC, showed a high correlation with the total phenolic or lycopene contents. Anti-inflammatory capacity was highly correlated with antioxidant activities, total phenolic, and lycopene contents. Taken together, findings of the current study demonstrate that campari and cherry tomatoes have the most potent antioxidant and anti-inflammatory effects, which are closely related to the lycopene as well as polyphenolic contents.
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      Ⅰ. 서론
      생체내에서 미토콘드리아에 의해 소비되는 산소의 1∼5%는 히드록실 라디칼, 슈퍼옥시드 음이온, 퍼옥실 라디칼, 과산화수소 등의 반응산소종과 산화질소, 퍼옥시니트리트 등의 반응질소종으로 전환된다(Ames et al. 1993). 반응종 또는 유리 라디칼의 과다 생성으로 인한 산화-항산화의 심각한 불균형은 지질, DNA, 단백질 등과 같은 거대 생체분자들에 생물학적 손상을 유발시키며, 이러한 산화스트레스는 동맥경화증, 암, 뇌졸증, 천식, 노화, 당뇨, 관절염 등 많은 퇴행성 질병들과 연관이 있다(Lee et al. 2004). 최근에는 폴리페놀과 카로티노이드 등과 같이 항산화 활성이 높은 파이토케미칼을 함유한 채소나 과일의 섭취가 산화스트레스에 의해 유발되는 만성질환의 위험을 줄인다는 연구결과가 많이 보고되고 있다(Zhang et al. 2015). 플라보노이드, 페놀산 및 탄닌으로 구성된 폴리페놀은 식물계에 널리 퍼져있는 파이토케미칼로써 방향족 링 구조와 1개 또는 그 이상의 히드록실 치환기로 구성되어 있으며, 항산화, 항염증, 항알러지, 항미생물 그리고 항바이러스 효능을 나타낸다고 알려져 있다(Pandey & Rizvi 2009). 카로티노이드는 식물, 조류, 진균 그리고 세균들에 의해 생성되는 지용성의 붉은색 및 노란색 계통의 색소로써, 일중항 산소, 히드록실 라디칼, 슈퍼옥시드 음이온을 포함한 자유 라디칼들을 소거하는 능력 때문에 산화스트레스와 염증에 대한 중요한 방어 역할을 담당하는 항산화 물질이다(Krinsky 1989).

      토마토(Solanum lycopersicum)는 가지과에 속하는 과채류이며, 비타민, 무기물, 아미노산, 항산화 물질 등 다양한 영양소들을 포함하고 있다(Pinela et al. 2012). 토마토 섭취는 염증, 암, 관상동맥 심장질환, 고혈압, 당뇨, 비만 등을 감소시킨다는 역학연구 결과들이 보고되고 있고(Agarwal & Rao 2000), 이러한 토마토의 만성 질환의 감소 효과들은 항산화 물질들에 기인되며, 토마토의 항산화 활성은 수용성 페놀화합물과 비타민 C 등의 친수성 항산화물질(83%)과 카로티노이드, 비타민 E, 지용성 페놀화합물 등의 지용성 항산화물질(17%)로 분류된다(Kotikova et al. 2011). 토마토의 항산화 활성은 품종, 숙성도, 토양, 기후 조건 및 수확후 상태에 의해 영향을 받는다고 보고된 바 있다(Kotikova et al. 2011; Kubota et al. 2012). 토마토는 붉은색, 오렌지색 또는 노란색을 띠고 있으며, 이러한 색깔은 리코펜, 베타-카로틴 및 루테인 등의 카로티노이드 성분의 차이에 기인하는 것으로, 그 중에서 토마토의 붉은색을 나타내는 항산화 물질은 리코펜으로 알려져 있다(George et al. 2011; Li et al. 2013). 붉은색 계통의 토마토는 노란색 계통의 토마토에 비해 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl(DPPH) 소거활성과 산소라디칼 흡수 효능이 높았으며, 과산화수소에 의해 유도된 세포사 억제효과가 높았다(Li et al. 2013). 리코펜은 산화스트레스를 감소시킴으로써 만성질환 위험을 감소시키고, 중성지방과 LDL 콜레스테롤 수준을 감소시키며, 산화에 대한 LDL 저항과 HDL 콜레스테롤 수준을 증가시켰다(Clinton 1998; Shen et al. 2007; Silaste et al. 2007). 방울토마토는 일반(regular) 토마토에 비해 DPPH 라디칼과 2,2’-azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid(ABTS) 라디칼 소거활성 및 철이온 환원력이 높았으며, 리코펜 함량도 높게 나타났다(Bhandari et al. 2016). 토마토의 DPPH 라디칼과 ABTS 라디칼 소거활성 등의 항산화 활성과 리코펜 함량 또는 총페놀 함량 간의 상관관계는 높게 나타났으나(Li et al. 2013; Bhandari et al. 2016; Stinco et al. 2016), Szabo et al.(2019)은 토마토의 DPPH 라디칼 소거활성과 총페놀 함량 간의 상관관계는 관찰되지 않았다고 보고한 바 있다.

      이와 같이, 토마토의 유효성분, 항암, 심혈관질환 감소, 항염증, 항산화 활성 등에 관해 보고되고 있으나, 국내에서 생산되는 토마토 품종간 히드록실 라디칼, 퍼옥실 라디칼, 퍼옥시니트리트 등 다양한 라디칼에 대한 소거활성과 항염증 효과의 비교에 관한 연구는 거의 수행된 바가 없다. 따라서 본 연구에서는 시중에 유통되고 있는 토마토들의 라디칼 소거활성, 환원력, 총페놀과 총플라보노이드 함량, 리코펜과 베타-카로틴 함량 및 염증 억제효과를 비교ㆍ조사하였으며, 항산화 활성, 항염증 효능, 페놀화합물 함량 및 리코펜 함량 간의 상관관계를 조사하였다.

    

    

  
    
      II. 연구방법
      
        1. 재료 및 시약
        시중에 유통되고 있는 6종의 토마토(학명; 품종명)-강원찰토마토(Solanum lycopersicum L.; Dongyu250), 완숙토마토(Solanum lycopersicum L.; Torry), 방울토마토(Solanum lycopersicum var. cerasiforme; TY Dalkomi), 대추방울토마토(Solanum lycopersicum var. cerasiforme; TY Nonari), 플럼토마토(Solanum lycopersicum L.; Roma) 및 캄파리토마토(Solanum lycopersicum L.; Campari)를 구입하여 본 연구에 사용하였다. 우태아혈청은 Lonza(Walkersville, MD, USA)로부터 구입하여 사용하였고, 그 외 실험에 사용된 시약들은 분석급으로 Sigma-Aldrich Co.(St. Louis, MO, USA)로부터 구입하였다.

      

      
        2. 시료의 추출
        꼭지를 제거하고 깨끗이 세척한 토마토 시료들을 블렌더(Axlerim Z HC-BL5000, Happycall, Gimhae, Gyeongsangnam-do, Korea)를 사용하여 분쇄한 후, 50℃로 예열된 오븐(Eyela NDO-400, Rikakikai Co., Tokyo, Japan)에서 48시간 건조하였다. 건조된 시료 1 g에 7 mL의 80% 아세톤 용액을 첨가하고 10분간 혼합한 후, 초음파 분쇄기(Sonic Dismenbrator Model 100, Fisher Scientific, Pittsburgh, PA, USA)를 사용하여 25W에서 10분간 분쇄하였다. 초음파 분쇄된 혼합물은 10,000×g에서 10분간 원심분리하여 상등액을 수거하고, 분석 시까지 –20℃에서 보관하였다.

      

      
        3. 분석
        
          1) DPPH 라디칼 소거활성 측정
          추출물의 DPPH 라디칼 소거활성은 Scherer & Godoy(2009)의 방법을 변형하여 측정하였다. DPPH 용액(0.12 mM) 195 μL과 추출물 또는 80% 아세톤 5 μL을 혼합하고, 517 nm에서 60분 동안 분광광도계(Epoch, BioTek, Winooski, VT, USA)를 사용하여 흡광도를 측정하였다. DPPH 라디칼 소거활성은 다음 식으로 계산하였다: DPPH 라디칼 소거활성(억제 %)=[1-(추출물의 흡광도/추출물 무첨가군의 흡광도)]×100. 또한, 양성 대조군으로 α-토코페롤 저장(stock) 용액(10 mg/mL DMSO)을 80% 아세톤으로 농도별 희석한 후 사용하여 추출물의 DPPH 라디칼 소거활성과 비교하였다.

        

        
          2) ABTS 라디칼 소거활성 측정
          추출물의 ABTS 라디칼 소거활성은 Trolox equivalent antioxidant capacity(TEAC) 방법을 수정한 Erel(2004)의 방법을 변형하여 측정하였다. 추출물 또는 80% 아세톤 5 μL과 0.4 M 아세트산 완충용액(pH 5.8) 200 μL을 혼합한 후, 10 mM ABTS 용액과 5 mM 과산화수소 용액으로 구성된 0.03 M 아세트산 완충용액(pH 3.6) 20 μL을 첨가하여 혼합하고 5분간 방치한 후 660 nm에서 흡광도를 측정하였다. Trolox를 표준시약으로 사용하여 표준곡선을 작성하였고, ABTS 라디칼 소거활성은 nmol Trolox 등가물(TE)/mL로 표기하였다. 또한, 양성 대조군으로 α-토코페롤 저장용액(10 mg/mL DMSO)을 80% 아세톤으로 농도별 희석한 후 사용하여 추출물의 ABTS 라디칼 소거활성과 비교하였다.

        

        
          3) 히드록실 라디칼 소거활성 측정
          추출물의 히드록실 라디칼 소거활성은 Moore et al.(2006)의 방법을 변형하여 측정하였다. 추출물 또는 80% 아세톤 20 μL과 75.2 nM 플루오레세인 용액을 혼합하고, 265.3 mM 과산화수소 20 μL을 첨가한 뒤 잘 혼합하였다. 6.86 mM 염화제이철 용액 20 μL을 첨가한 후, 형광광도계(GEMINI XS, Molecular Devices, Sunnyvale, CA, USA)를 사용하여 37℃에서 3시간 동안 여기(excitation)파장 485 nm와 방출(emission)파장 535 nm에서 형광도를 측정하였다. 표준시약으로 사용한 Trolox와 추출물의 곡선면적(area under the curve)을 각각 측정하였으며, 히드록실 라디칼 소거활성은 표준시약 농도와 곡선면적 간의 회귀곡선을 이용하여 nmol TE/mL로 표기하였다. 또한, 양성 대조군으로 아스코르브산 저장용액(0.5 mg/mL 증류수)을 80% 아세톤으로 농도별 희석한 후 사용하여 추출물의 히드록실 라디칼 소거활성과 비교하였다.

        

        
          4) 퍼옥시니트리트 소거활성 측정
          추출물의 퍼옥시니트리트 소거활성은 Kooy et al.(1997)의 방법을 변형하여 측정하였다. 추출물 또는 80% 아세톤 10 μL과 0.1 mM 디에틸렌트리아민펜타아세트산 용액(pH 7.4) 100 μL을 혼합하고, 40 uM 이염화플루오레신 용액 50 μL과 5 uM 5-아미노-3-(4-모르폴리닐)-1,2,3-옥사디아조늄 염화물 용액 40 μL을 각각 첨가한 후, 37℃에서 30분 동안 여기파장 488 nm와 방출파장 525 nm에서 형광도를 측정하였다. 퍼옥시니트리트 소거활성은 다음 식으로 계산하였다: 퍼옥시니트리트 소거활성(억제 %)=[1-(추출물의 형광도/추출물 무첨가군의 형광도)]×100. 또한, 양성 대조군으로 시스테인 저장용액(2 mg/mL 증류수)을 80% 아세톤으로 농도별 희석한 후 사용하여 추출물의 퍼옥시니트리트 소거활성과 비교하였다.

        

        
          5) 산소라디칼 흡수 효능(oxygen radical absorbance capacity, ORAC) 측정
          추출물의 ORAC는 Huang et al.(2002)의 방법에 따라 측정하였다. 추출물 또는 80% 아세톤 20 μL와 76.5 nM 플루오레세인 용액 160 μL을 혼합하고, 37℃에서 10분 동안 가열하였다. 191.25 mM 2,2’-azobis (2-methylpropionamidine) dihydrochloride(AAPH) 용액 20 μL을 첨가한 후, 37℃에서 60분 동안 여기파장 485 nm와 방출파장 530 nm에서 형광도를 측정하였다. 표준시약으로 사용한 Trolox와 추출물의 곡선면적을 각각 측정하였으며, ORAC는 표준시약 농도와 곡선면적 간의 회귀곡선을 이용하여 nmol TE/mL로 표기하였다. 또한, 양성 대조군으로 아스코르브산 저장용액(0.5 mg/mL 증류수)을 80% 아세톤으로 농도별 희석한 후 사용하여 추출물의 ORAC와 비교하였다.

        

        
          6) 구리이온 환원력(cupric reducing antioxidant capacity, CUPRAC) 측정
          추출물의 CUPRAC는 Apak et al.(2004)의 방법을 변형하여 측정하였다. 추출물 또는 80% 아세톤 4 μL과 10 mM 염화제일구리 용액 50 μL, 7.5 mM 네오쿠프로인 용액 50 μL 및 1 M 초산암모늄 용액(pH 7.0) 50 μL을 혼합하고, 총 반응액이 200 μL이 되도록 증류수를 첨가한 후, 450 nm에서 흡광도를 측정하였다. Trolox를 표준시약으로 사용하여 표준곡선을 작성하였고, CUPRAC는 nmol TE/mL로 표기하였다. 또한, 양성 대조군으로 α-토코페롤 저장용액(10 mg/mL DMSO)을 80% 아세톤으로 농도별 희석한 후 사용하여 추출물의 CUPRAC와 비교하였다.

        

        
          7) 총페놀 함량 측정
          추출물의 총페놀 함량은 Singleton et al.(1999)의 방법을 변형하여 측정하였다. 추출물 또는 80% 아세톤 10 μL와 증류수 40 μL을 혼합하고 2 N 폴린-시오칼토 시약 10 μL를 첨가한 후, 실온에서 6분 방치하였다. 혼합용액에 15% 탄산나트륨 용액 48 μL과 증류수 132 μL을 첨가하고 실온에서 90분간 방치한 뒤, 760 nm에서 흡광도를 측정하였다. 갈산을 표준시약으로 사용하여 표준곡선을 작성하였고, 총페놀 함량은 mg 갈산 등가물(GAE)/g 건조중량으로 표기하였다.

        

        
          8) 총플라보노이드 함량 측정
          추출물의 총플라보노이드 함량은 Liu et al.(2002)의 방법을 변형하여 측정하였다. 추출물 또는 80% 아세톤 20 μL과 증류수 100 μL을 혼합하고 5% 아질산나트륨 용액 6 μL을 첨가한 후, 실온에서 6분간 방치하였다. 혼합용액에 10% 염화알루미늄 용액 12 μL을 첨가하고 실온에서 5분간 방치한 뒤, 1 N 수산화나트륨 용액 40 μL과 혼합한 후 510 nm에서 흡광도를 측정하였다. 카테킨을 표준시약으로 사용하여 표준곡선을 작성하였고, 총플라보노이드 함량은 mg 카테킨 등가물(CE)/g 건조중량으로 표기하였다.

        

        
          9) 리코펜 및 베타-카로틴 함량 측정
          추출물의 리코펜과 베타-카로틴 함량은 Barros et al.(2007)의 방법에 따라 측정하였다. 건조된 시료에 아세톤:헥산(4:6) 용액을 첨가하고 15분간 교반 혼합한 후, 10,000×g에서 10분간 원심분리하여 상등액을 수거하고, 453, 505 및 663 nm 파장에서 흡광도를 측정하였다. 리코펜과 베타-카로틴 함량은 다음 식으로 각각 계산하였다: 리코펜 함량(mg/100 mL)=-0.0458×A663+0.372×A505-0.0806×A453; 베타-카로틴 함량(mg/100 mL)=0.216×A663-0.304×A505+0.452×A453. 리코펜과 베타-카로틴 함량은 mg/g 건조중량으로 표기하였다.

        

        
          10) 염증 유발 및 산화질소 측정
          10% 우태아혈청과 1% 페니실린/스트렙토마이신이 포함된 DMEM 배지를 사용하여 RAW 264.7 세포(KCLB No. 40071, 한국세포주은행)를 37℃, 5% 이산화탄소 배양기(Heraeus BB15, Thermo Scientific, Waltham, MA, USA)에서 배양하였다. 배양된 세포를 24-well 플레이트에 well 당 1×105 세포수가 되도록 분주하고, 24시간 배양한 후, 추출물이 포함된 배지로 교체하고 2시간 전처리하였다. 염증을 유발하기 위해, 1 μg/mL 농도의 지질다당류(lipopolysaccharide, LPS)가 포함된 배지로 교체하고 24시간 배양하였다.

          산화질소 농도는 Stuehr & Nathan(1989)의 방법을 변형하여 측정하였다. 배양한 후, 상등액 50 μL을 1% 술프아닐아미드 용액 50 μL 및 0.1% 나프틸에틸렌디아민 이수화염화물 용액 50 μL과 혼합하고 실온에서 10분간 방치한 후, 550 nm에서 흡광도를 측정하였다. 아질산 나트륨을 표준시약으로 사용하여 표준곡선을 작성하였고, 추출물의 LPS에 대한 염증 억제 효과는 산화질소 생성을 측정함으로써 조사하였다.

        

      

      
        4. 통계 분석
        추출물별 활성은 IBM SPSS 통계프로그램(version 25, IBM Corporation, Armonk, NY, USA)을 사용하여 일원 분산분석을 실시하여 조사하였고, 평균값의 차이는 Duncan 다중 범위 검증을 실시하여 p<0.05에서 유의성을 조사하였다. 또한 총페놀, 총플라보노이드 및 리코펜 함량, 항산화 활성 및 항염증 효능 간의 상관관계를 파악하기 위하여 상관분석을 실시하여 조사하였다.

      

    

    

  
    
      III. 결과 및 고찰
      
        1. 라디칼 소거활성
        토마토추출물의 DPPH 라디칼 소거활성은 Fig. 1-A에 나타나 있다. DPPH 라디칼 소거활성은 캄파리, 방울>강원찰>대추방울>플럼>완숙토마토 순으로 높게 나타났다. 캄파리토마토의 소거활성은 방울토마토의 소거활성과 유의적 차이가 나타나지 않았으며(65.5 vs 61.8%), 완숙토마토의 소거활성(33.8%)에 비해 약 2배 높게 나타났다. 양성 대조군으로 사용한 α-토코페롤의 DPPH 라디칼 소거활성은 1, 5, 10, 25 및 50 μg/mL 농도에서 각각 13.0, 32.7, 54.1, 79.8 및 97.2%로 측정되었으며, 완숙토마토와 강원찰토마토의 소거활성은 각각 5와 10 μg/mL 농도의 α-토코페롤과 유사하게 나타났다. 기존 연구(Szabo et al. 2019)에서도 토마토 품종간 DPPH 라디칼 소거활성의 차이가 관찰되었고, 토마토 색깔별 DPPH 라디칼 소거활성은 붉은색>핑크색>노란색 순으로 높게 나타났다(Li et al. 2013). 본 연구에서 관찰된 방울토마토의 높은 DPPH 라디칼 소거활성은 일반토마토에 비해 방울토마토의 소거활성이 높다고 보고된 연구결과(Bhandari et al. 2016)와 일치하고 있다.

        
          
          

          Fig. 1. 
				
          

          
            Scavenging activities obtained in the various tomato extracts: DPPH radical (1-A), ABTS radical (1-B), hydroxyl radical (1-C), and peroxynitrite (1-D).
          
          

          

        

        토마토추출물의 ABTS 라디칼 소거활성은 Fig. 1-B에 나타나 있다. ABTS 라디칼 소거활성은 캄파리, 방울>강원찰, 대추방울>플럼>완숙토마토 순으로 높게 나타났다. 캄파리토마토의 소거활성은 방울토마토의 소거활성과 유의적 차이가 나타나지 않았으며(43.7 vs 42.3 nmol TE/mL), 완숙토마토의 소거활성(13.9 nmol TE/mL)에 비해 약 3배 높게 나타났다. 강원찰토마토의 소거활성은 대추방울토마토의 소거활성과 유의적 차이가 나타나지 않았다. 양성 대조군으로 사용한 α-토코페롤의 ABTS 라디칼 소거활성은 1, 5, 10 및 25 μg/mL 농도에서 각각 9.0, 24.8, 36.9 및 61.6 nmol TE/mL로 측정되었으며, 캄파리토마토와 방울토마토의 소거활성은 10 μg/mL 농도의 α-토코페롤에 비해 높게 나타났다. 녹숙기-채숙기-완숙기에 이르는 토마토 완숙과정 동안 숙성별 ABTS 라디칼 소거활성은 채색기>완숙기>녹숙기 순으로 높게 나타났다(Del Giudice et al. 2015). 본 연구의 결과는 토마토 품종간 ABTS 라디칼 소거활성의 차이가 나타났으며, 방울토마토가 일반토마토에 비해 ABTS 라디칼 소거활성이 높다고 보고된 연구결과(Bhandari et al. 2016)와 유사하였다.

        히드록실 라디칼은 반응력이 높고, 반감기가 매우 짧으며, 지질, 단백질 및 DNA와 반응하여 비가역적 손상을 유발시키기 때문에 반응산소종 중에서 가장 독성이 높은 라디칼 중의 하나이다(Valko et al. 2007). 토마토추출물의 히드록실 라디칼 소거활성은 Fig. 1-C에 나타나 있다. 히드록실 라디칼 소거활성은 방울, 캄파리>대추방울>강원찰>플럼, 완숙토마토 순으로 높게 나타났다. 방울토마토의 소거활성은 캄파리토마토의 소거활성과 유의적 차이가 나타나지 않았으며(39.7 vs 39.5 nmol TE/mL), 완숙토마토의 소거활성(17.6 nmol TE/mL)에 비해 2배 이상 높게 나타났다. 플럼토마토의 소거활성(21.6 nmol TE/mL)과 완숙토마토의 소거활성 간에 유의적 차이가 나타나지 않았다. 양성 대조군으로 사용한 아스코르브산의 소거활성은 1, 5, 10 및 25 μg/mL 농도에서 각각 0.7, 6.5, 11.3 및 28.9 nmol TE/mL로 측정되었으며, 대추방울토마토의 소거활성(31.0 nmol TE/mL)은 25 μg/mL 농도의 아스코르브산의 소거활성과 유사하게 나타났다.

        퍼옥시니트리트는 염증반응 동안 산화질소와 슈퍼옥시드 음이온이 반응하여 생성되는 반응질소종으로, DNA 절단과 산화, LDL 산화, 단백질 산화 등을 유발시켜 조직을 손상시키는 강력한 산화물질로 알려져 있다(Valko et al. 2007). 토마토추출물의 퍼옥시니트리트 소거활성은 Fig. 1-D에 나타나 있다. 퍼옥시니트리트 소거활성은 캄파리>방울>강원찰>대추방울>플럼>완숙토마토 순으로 높게 나타났다. 캄파리토마토의 소거활성(81.3%)은 완숙토마토의 소거활성(54.1%)에 비해 약 1.5배 높게 나타났다. 양성 대조군으로 사용한 시스테인의 퍼옥시니트리트 소거활성은 0.1, 0.5 및 1 μg/mL 농도에서 각각 30.2, 68.7 및 79.4%로 측정되었으며, 강원찰토마토와 대추방울토마토의 소거활성(69.1 및 68.4%)은 0.5 μg/mL 농도의 시스테인의 소거활성과 유사하게 나타났으며, 방울토마토와 캄파리토마토의 소거활성(76.1 및 81.3%)은 1 μg/mL 농도의 시스테인의 소거활성과 유사하게 나타났다.

      

      
        2. ORAC
        ORAC 분석법은 AAPH에 의해 생성된 퍼옥실 라디칼로 인한 플루오레세인의 산화적 분해(형광도 감소)로부터 추출물의 보호 정도를 측정하는 방법이다(Huang et al. 2002). 토마토추출물의 ORAC는 Fig. 2-A에 나타나 있다. ORAC는 캄파리>방울>강원찰, 대추방울>플럼, 완숙토마토 순으로 높게 나타났다. 캄파리토마토의 ORAC는 완숙토마토의 효능에 비해 약 2배 높게(18.0 vs 8.7 nmol TE/mL) 나타났으며, 플럼토마토의 효능(10.0 nmol TE/mL)은 완숙토마토의 효능과 유사하게 나타났다. 양성 대조군으로 사용한 아스코르브산의 ORAC는 1, 3, 5 및 10 μg/mL 농도에서 각각 4.8, 10.5, 18.2 및 26.6 nmol TE/mL로 측정되었으며, 캄파리토마토의 ORAC는 5 μg/mL 농도의 아스코르브산의 효능과 유사하게 나타났다.

        
          
          

          Fig. 2. 
				
          

          
            Oxygen radical absorbance capacity (2-A), and cupric reducing antioxidant capacity (2-B) of various tomato extracts.
          
          

          

        

      

      
        3. CUPRAC
        CUPRAC 분석법은 구리(II)-네오쿠프로인 용액을 산화제로서 사용하여 추출물의 구리이온에 대한 환원력을 측정하는 방법으로, 구리(II)이온이 철(III)이온에 비해 산화환원 화학반응에서 화학동력학이 보다 빠르게 이루어지기 때문에 철이온 환원력(ferric reducing antioxidant power, FRAP)에 비해 이점이 있다고 알려져 있다(Apak et al. 2004). 토마토추출물의 CUPRAC는 Fig. 2-B에 나타나 있다. CUPRAC는 방울, 캄파리>대추방울, 강원찰>플럼>완숙토마토 순으로 높게 나타났다. 방울토마토와 캄파리토마토의 환원력 간에 유의적인 차이가 없었으며(129.2 vs 119.6 nmol TE/mL, p>0.05), 완숙토마토의 환원력(59.8 nmol TE/mL)에 비해 약 2배 높게 나타났다. 양성 대조군으로 사용한 α-토코페롤의 환원력은 1, 5, 10 및 25 μg/mL 농도에서 각각 9.7, 49.9, 99.2 및 168.5 nmol TE/mL로 측정되었으며, 대추방울토마토와 강원찰토마토의 환원력(101.1 및 96.8 nmol TE/mL)은 10 μg/mL 농도의 α-토코페롤 환원력과 유사하게 나타났다. 토마토 완숙과정 동안 숙성별 철이온 환원력은 채색기>완숙기>녹숙기 순으로 높게 나타났다(Del Giudice et al. 2015). Bhandari et al.(2016)은 일반토마토 품종간 철이온 환원력의 차이는 관찰되지 않았으나, 방울토마토가 일반토마토에 비해 철이온 환원력이 높게 나타났다고 보고한 바 있어, 본 연구에서 관찰된 방울토마토의 높은 환원력 결과와 유사한 경향을 나타내었다.

      

      
        4. 총페놀 및 총플라보노이드 함량
        토마토추출물의 총페놀 함량은 Fig. 3-A에 나타나 있다. 총페놀 함량은 캄파리>방울>강원찰, 대추방울>플럼>완숙토마토 순으로 높게 나타났다. 캄파리토마토의 총페놀 함량은 완숙토마토에 비해 약 1.5배(3.51 vs 2.09 mg GAE/g) 높게 나타났으며, 강원찰토마토와 대추방울토마토 간에 총페놀 함량의 차이는 나타나지 않았다. 본 연구에서 조사된 토마토의 총페놀 함량은 Jez et al.(2018)이 보고한 토마토 퓨레의 총페놀 함량(2.25∼3.48 mg GAE/g)과 유사하게 관찰되었다.

        
          
          

          Fig. 3. 
				
          

          
            Total phenolic (3-A) and flavonoid (3-B) contents of various tomato extracts.
          
          

          

        

        토마토추출물의 총플라보노이드 함량은 Fig. 3-B에 나타나 있다. 총플라보노이드 함량은 캄파리, 방울>대추방울, 강원찰>플럼>완숙토마토 순으로 높게 나타났다. 캄파리토마토와 방울토마토의 총플라보노이드 함량 간에 유의적 차이가 없었으며(1.43 vs 1.37 mg CE/g), 완숙토마토의 총플라보노이드 함량(0.64 mg CE/g)에 비해 약 2배 이상 높게 나타났다. 총페놀 함량 결과와 유사하게, 강원찰토마토와 대추방울토마토 간에 총플라보노이드 함량의 차이는 나타나지 않았다.

        토마토 완숙과정 동안 채색기에서 완숙기로 전환됨에 따라 총페놀과 총카로티노이드 함량이 감소하고, 완숙기의 총페놀 함량이 녹숙기에 비해 낮은 수준이었으나(Del Giudice et al. 2015), Duma et al.(2018)은 완숙기의 총페놀 및 총플라보노이드 함량이 녹숙기에 비해 높다고 보고하였다. 본 연구에서는 모두 채색기를 거쳐 붉은색을 띠는 완숙기에 도달한 토마토들이 사용되었으나, 그중에서 완숙단계가 가장 오래 진행된 완숙토마토의 총페놀과 총플라보노이드 함량이 가장 낮게 관찰되었다. 방울토마토와 대추방울토마토의 총페놀과 총플라보노이드 함량이 높게 나타난 본 연구 결과는 방울토마토가 일반 토마토에 비해 총페놀과 총플라보노이드함량이 높게 나타났다고 발표된 연구결과(Bhandari et al. 2016)와 일치하고 있다. 체리 형태의 토마토가 플럼 형태의 토마토에 비해 총페놀과 총플라보노이드 함량이 높았으며(Duma et al. 2018), 본 연구에서도 방울토마토가 플럼토마토에 비해 총페놀과 총플라보노이드 함량이 높게 관찰되었다.

      

      
        5. 리코펜 및 베타-카로틴 함량
        토마토추출물의 리코펜 함량은 Fig. 4-A에 나타나 있다. 리코펜 함량은 방울>대추방울>캄파리>강원찰, 완숙, 플럼토마토 순으로 높게 나타났다. 방울토마토의 리코펜 함량(0.61 mg/g)이 대추방울토마토와 캄파리토마토의 함량(0.52 및 0.43 mg/g) 보다 높았으며, 완숙토마토와 플럼토마토의 함량(0.26 및 0.25 mg/g)에 비해 2배 넘게 높게 나타났다. 강원찰토마토의 리코펜 함량(0.31 mg/g)은 완숙토마토와 플럼토마토에 비해 높게 나타났으나 유의적 차이는 관찰되지 않았다(p>0.05). Duma et al.(2018)은 체리 형태의 토마토가 플럼 형태의 토마토에 비해 리코펜 함량이 높다고 보고한 바 있으며, 본 연구에서도 방울토마토가 플럼토마토에 비해 리코펜 함량이 높게 관찰되었다.

        
          
          

          Fig. 4. 
				
          

          
            Lycopene (4-A) and β-carotene (4-B) contents of various tomato extracts.
          
          

          

        

        토마토추출물의 베타-카로틴 함량은 Fig. 4-B에 나타나 있다. 베타-카로틴 함량은 대추방울>캄파리, 방울, 강원찰>플럼, 완숙토마토 순으로 높게 나타났다. 대추방울토마토의 베타-카로틴 함량(0.67 mg/g)이 가장 높았으며, 플럼토마토와 완숙토마토의 함량(0.24 및 0.22 mg/g)이 가장 낮게 나타났다. 캄파리토마토, 방울토마토 및 강원찰토마토 간 베타-카로틴 함량의 차이는 관찰되지 않았다. 본 연구에서 측정된 토마토들의 리코펜과 베타-카로틴 함량은 기존 연구(Bhandari et al. 2016)에서 보고된 함량들과 유사한 수준이었다. 본 연구에서 관찰된 방울토마토의 높은 리코펜 및 베타-카로틴 함량은 방울토마토가 일반토마토에 비해 리코펜과 베타-카로틴 함량이 높게 나타난 연구결과(Bhandari et al. 2016)와 일치하고 있다.

      

      
        6. 염증 억제효과
        염증은 세균 또는 바이러스 감염, 국소적 자극 등에 의해 유발된 조직 손상에 대한 생리적 방어 반응이다. 산화질소 합성효소에 의해 생성되는 산화질소는 염증 반응에서 숙주의 항미생물 기전을 매개하는 생물학적 활성이 높은 반응질소종이다(Moncada 1999). 그러나 체내에서 산화질소의 지속적인 과다 생성은 슈퍼옥시드와 같은 반응산소종과 반응하여 반응질소산소종을 형성함으로써 염증을 유발하는 것으로 알려져 있다(Zamora et al. 2000). 세균 LPS에 의해 활성화된 대식세포는 과다한 산화질소를 생성하여 염증이 유발된다는 연구결과(Stuehr & Marletta 1985)는 천연물추출물의 항염증 연구 모델로 사용되고 있다.

        토마토추출물이 LPS로 유발된 대식세포에서 산화질소 생성에 미치는 효과는 Fig. 5에 나타나 있다. LPS(1 μg/mL) 처리시 생성된 산화질소 농도가 LPS 무처리에 비해 5배 이상(11.2 vs 2.0 nmol/mL) 증가하여 RAW 264.7 세포에서 LPS에 의한 염증 유발을 확인하였다. 토마토추출물 처리에 따라 LPS에 의해 유도되어 생성된 산화질소 농도는 완숙>플럼>강원찰, 대추방울>방울>캄파리토마토 순으로 높게 나타났다. 캄파리토마토와 완숙토마토 처리에 의해 생성된 산화질소 농도는 각각 3.98 및 9.68 nmol/mL로 측정되어 이들 토마토의 염증 억제효과는 각각 78.1 및 16.2%로 나타났다. 방울토마토는 대추방울토마토와 강원찰토마토에 비해 LPS에 의해 유도된 산화질소 농도가 낮게(5.45 vs 6.78 및 7.29 nmol/mL) 나타나, 방울토마토의 염증 억제효과가 이들 토마토에 비해 높게 (62.1 vs 47.6 및 42.1%) 나타났다.

        
          
          

          Fig. 5. 
				
          

          
            Nitric oxide production in LPS-stimulated RAW 264.7 cells treated with various tomato extracts.
          
          

          

        

        본 연구에서 관찰된 토마토추출물의 항염증 효과와 유사하게, 흰쥐를 이용한 연구에서 자주색 토마토추출물 투여는 카라기난(carrageenan)으로 유도된 발 부종을 용량 의존적으로 감소시켜 토마토추출물의 항염증 효과를 나타냈으며(Li et al. 2014), 대식세포를 이용한 연구에서 흑색 방울토마토 주스는 농도 의존적으로 LPS에 의해 유도된 대식세포의 산화질소 합성을 억제시켰다(Jung et al. 2018).

      

      
        7. 총페놀 함량, 총플라보노이드 함량, 리코펜 함량, 베타-카로틴 함량, 항산화 활성 및 항염증 효능 간의 상관관계
        페놀 화합물, 리코펜 및 베타-카로틴 함량과 항산화 활성 그리고 항염증 효능 간의 상관관계를 분석한 결과는 Table 1에 나타나 있다. ORAC, 히드록실 라디칼 소거활성, 퍼옥시니트리트 소거활성 및 CUPRAC와 총페놀 함량 또는 총플라보노이드 함량 간에 유의적으로(p<0.01) 높은(r>0.7) 상관관계가 나타났다. ORAC, 히드록실 라디칼 소거활성, 퍼옥시니트리트 소거활성 및 CUPRAC와 리코펜 함량 간에도 유의적(p<0.01) 상관관계가 나타났으나, ORAC와 베타-카로틴 함량 간에는 유의적 상관관계가 관찰되지 않았다(p>0.05). 총페놀 함량과 리코펜 함량 간에 유의적인(p<0.01) 상관관계가 나타났으나, 총페놀 함량과 베타-카로틴 함량 간에는 유의적 상관관계가 관찰되지 않았다(p>0.05). LPS로 유발된 산화질소 생성과 총페놀 함량, 총플라보노이드 함량 또는 리코펜 함량 간에 유의적으로(p<0.01) 높은 음의 상관관계가 나타났으나, LPS로 유발된 산화질소 생성과 베타-카로틴 함량 간에는 유의적(p<0.05)이지만 중간 정도의(r=-0.495) 상관관계가 나타났다. ORAC, 히드록실 라디칼 소거활성, 퍼옥시니트리트 소거활성 및 CUPRAC와 LPS로 유발된 산화질소 생성 간에 유의적으로(p<0.01) 높은(r<-0.8) 음의 상관관계가 나타났다.

        
          Table 1. 
				
          

          
            Correlations between phytochemical contents, antioxidant capacities, and anti-inflammatory activity of tomato extracts
          
          

        

        
          
            
              	
              	Pearson’s correlation coefficient (r)
            

            
              	TPC
              	TFC
              	Lycopene
              	β-Carotene
              	ORAC
              	Hydroxyl
              	Peroxynitrite
              	CUPRAC
              	NO
            

          
          
            	TPC1)
            	1
            	0.811**
            	0.525**
            	0.396
            	0.854**
            	0.825**
            	0.939**
            	0.821**
            	-0.903**
          

          
            	TFC2)
            	0.811**
            	1
            	0.683**
            	0.423*
            	0.846**
            	0.901**
            	0.878**
            	0.732**
            	-0.845**
          

          
            	Lycopene
            	0.525**
            	0.683**
            	1
            	0.614**
            	0.585**
            	0.790**
            	0.696**
            	0.766**
            	-0.656**
          

          
            	β-Carotene
            	0.396
            	0.423*
            	0.614**
            	1
            	0.357
            	0.524**
            	0.530**
            	0.535**
            	-0.495*
          

          
            	ORAC3)
            	0.854**
            	0.846**
            	0.585**
            	0.357
            	1
            	0.910**
            	0.904**
            	0.758**
            	-0.901**
          

          
            	Hydroxyl4)
            	0.825**
            	0.901**
            	0.790**
            	0.524**
            	0.910**
            	1
            	0.915**
            	0.830**
            	-0.922**
          

          
            	Peroxynitrite5)
            	0.939**
            	0.878**
            	0.696**
            	0.530**
            	0.904**
            	0.915**
            	1
            	0.885**
            	-0.953**
          

          
            	CUPRAC6)
            	0.821**
            	0.732**
            	0.766**
            	0.535**
            	0.758**
            	0.830**
            	0.885**
            	1
            	-0.818**
          

          
            	NO7)
            	-0.903**
            	-0.845**
            	-0.656**
            	-0.495*
            	-0.901**
            	-0.922**
            	-0.953**
            	-0.818**
            	1
          

        

        
          
            The correlation between variables was analyzed by applying the Pearson’s correlation coefficient. Two-tailed p value: two asterisks, ** p<0.01; one asterisk, * p<0.05
          

          
            1)TPC: total phenolic content
          

          
            2)TFC: total flavonoid content
          

          
            3)ORAC: oxygen radical absorbance capacity
          

          
            4)Hydroxyl: hydroxyl radical scavenging activity
          

          
            5)Peroxynitrite: peroxynitrite scavenging activity
          

          
            6)CUPRAC: cupric reducing antioxidant capacity
          

          
            7)NO: LPS-induced nitric oxide production
          

        

        

        DPPH 소거활성과 ABTS 소거활성이 총페놀 함량 또는 리코펜 함량과 유의적으로(p<0.01) 높은 상관관계를 나타낸 본 연구결과(data not shown)와는 상이하게, Szabo et al.(2019)은 DPPH 소거활성과 총페놀 함량 간 유의적인 상관관계는 관찰되지 않았다고 보고한 바 있고, Robaszkiewicz et al.(2010)은 버섯추출물을 이용한 항산화 연구에서 총페놀 및 총플라보노이드 함량과 ABTS 소거활성 또는 환원력 간 상관관계가 높았지만, 리코펜 및 베타-카로틴 함량과 ABTS 소거활성 또는 환원력 간에는 유의적인 상관관계가 관찰되지 않았다고 보고한 바 있다. 본 연구에서 관찰된 라디칼 소거활성, ORAC 및 CUPRAC 등의 항산화 활성과 총페놀 함량 또는 리코펜 함량 간의 높은 상관관계는 기존에 발표된 연구결과(Li et al. 2013; Bhandari et al. 2016; Stinco et al. 2016)와 일치하고 있다.

      

    

    

  
    
      IV. 요약 및 결론
      본 연구에서는 시중에 유통되고 있는 6종(강원찰, 완숙, 방울, 대추방울, 플럼 및 캄파리) 토마토 아세톤추출물의 항산화 활성과 항염증 효능을 비교ㆍ조사하였다. DPPH 라디칼, ABTS 라디칼 및 히드록실 라디칼 소거활성과 구리이온 환원력은 캄파리토마토와 방울토마토가 가장 높았고, 강원찰, 대추방울, 플럼 그리고 완숙토마토 순으로 조사되었다. 퍼옥시니트리트 소거활성, 산소라디칼 흡수 효능 및 총페놀 함량은 캄파리토마토가 가장 높았고, 방울, 강원찰, 대추방울, 플럼 그리고 완숙토마토 순으로 조사되었다. 리코펜 함량은 방울토마토가 가장 높았고, 대추방울, 캄파리토마토 순으로 높았으며, 강원찰, 플럼 그리고 완숙토마토는 가장 낮았다. LPS에 의해 유도된 RAW 264.7 세포의 산화질소 생성은 캄파리토마토에 의해 가장 많이 억제되었으며, 방울, 대추방울, 강원찰, 플럼 그리고 완숙토마토 순으로 조사되었다. 히드록실 라디칼과 퍼옥시니트리트 소거활성, 산소라디칼 흡수 효능 및 구리이온 환원력 등의 항산화 활성은 총페놀 함량 또는 리코펜 함량과 높은 상관관계를 나타냈다. 항염증 효능과 항산화 활성, 총페놀 함량 또는 리코펜 함량 간의 상관성도 높게 나타났다. 따라서 본 연구 결과들은 캄파리토마토와 방울토마토의 항산화 활성과 항염증 효과가 높음을 나타내며, 이러한 효과는 높은 페놀 화합물 함량과 리코펜 함량에 기인한 것으로 사료된다.
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