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멜라토닌 및 관련 인돌 화합물의 산화방지능과 들기름 산화에 대한 억제 효과
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Antioxidant activity and inhibitory effect of melatonin and
the relative indole compounds on perilla oil oxidation
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Abstract Melatonin, known as a powerful wide-spectrum antioxidant, is consumed as a food supplement in some
countries, but its applicability as an antioxidant additive was not yet studied. Therefore, we evaluated the antioxidant
activity of melatonin by DPPH, ABTS, FRAP and ORAC assays as well as its ability to inhibit perilla oil oxidation. The
activities of four other related indoles were also compared. Melatonin showed the highest antioxidant activity (mmol trolox
equivalent per mol indole, mmol TE) in ORAC (2,159) assay, but a low antioxidant activity in DPPH (0.63), ABTS (91),
and FRAP (764) assays, whereas serotonin showed an opposite result. Addition of 1% (w/w) melatonin to perilla oil
extended the induction period of oxidation up to about 2 times (2.93±0.47 h) compared to that of control (1.43±0.26 h)
in the Rancimat assay, corresponding to almost 50% of the ability of butylated hydroxyl toluene (BHT). Tryptamine was
the most effective indole that inhibited perilla oil oxidation (9.53±1.43 h).
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서 론

활성산소(reactive oxygen species, ROS)는 산화작용이 강한 산

소종으로, 라디칼(수퍼옥사이드: O2·
−, 하이드록시: HO·, 퍼록시:

ROO·, 하이드로퍼록시: HOO·)과 쉽게 라디칼로 바뀔 수 있는 비

라디칼 산화제(과산화수소: H2O2, 하이포염소산: HClO, 오존: O3)

모두를 일컫는다(1). 이러한 ROS는 생체의 정상적인 대사과정,

염증반응, 식세포 식균작용 및 운동 중에도 생성되며, 세포 분화

및 사멸, 유전자 발현 등에서 필수 신호물질로 작용되나, 과도하

면 지질, 단백질, 탄수화물, 핵산을 포함한 대부분의 생체분자를

산화시킬 수 있고, 이로 인해 혈관질환, 암, 신경계 질환, 염증,

당뇨, 섬유화, 노화 등의 다양한 질병을 유발할 수 있다(2,3). 정

상적인 생체조건에서는 과도한 ROS가 효소적 산화방지제(초과산

화물제거효소, 카탈레이스, 글루타싸이온 환원효소, 과산화효소

등)와 비효소적 산화방지제(글루타싸이온, 리포산, L-아르기닌, 조

효소 Q10, 멜라토닌 등)에 의해 억제되지만(4) 체내 산화방지제의

부족이나 ROS를 증가시키는 외부요소(담배연기, 알코올, 자외선,

오존 등)에 노출 되면 ROS가 증가하는 산화적 스트레스 상태가

된다(5). 그러나 외부로부터 비타민 E와 C, 베타카로틴, 페놀화합

물, 셀레니움 같은 다양한 산화방지제를 섭취하면 체내의 산화적

스트레스를 줄일 수 있으며(2), 산화방지 물질이 풍부한 과일이

나 채소 등의 식품을 섭취하면 ROS와 관련된 심혈관 질환, 고

혈압, 암, 당뇨, 염증 등을 줄일 수 있음이 보고되어 있다(2,6).

한편, ROS는 식품에서의 산화도 유도하여 제품의 품질저하, 저

장성 감소, 영양소 감소는 물론 독성물질을 생성시키기도 하는데

지질함량이 높은 식품의 경우에는 특히 문제가 크므로(7) 산화방

지제를 첨가물로 사용하는 경우가 많다. 이에 뷰틸하이드록시톨

루엔(butylated hydroxytoluene, BHT), 뷰틸하이드록시아니졸(buty-

lated hydroxyanisole, BHA) 등과 같이 효능과 경제성 측면에서

우수한 합성 산화방지제들을 식품산화 방지용 첨가물로 자주 사

용하지만(8), 고온에서의 높은 휘발성과 불안정성, 발암성 논란(9)

과 더불어 최근 소비자들의 선호도 등으로 인해 천연 산화방지

제에 대한 요구가 증가하고 있다. 특히 식품에 대한 산화방지 기

능과 더불어 건강에 기여할 수 있는 소재에 대한 관심이 높다(10).

1958년에 발견(11)된 이래 척추동물의 계절 및 24 시간 주기를

조절하는 호르몬으로 알려진 멜라토닌(melatonin, N-acetyl-5-meth-

oxytryptamine)(12)은 이후 많은 연구를 통해 면역조절, 항염증, 항

암 등 다양한 효능이 있음이 확인되었고, 이러한 효능의 상당 부

분은 멜라토닌의 강하고 특징적인 산화방지능과 관련됨이 밝혀

졌다(13). 다른 산화방지제들에 비해 멜라토닌은 하이드록시 라

디칼, 과산화수소, 일중항산소(1O2), 일산화질소(NO), 과산화질산

염(ONOO−)과 같은 다양한 ROS를 직접 소거(14)할 수 있을 뿐

아니라, 초과산화물 제거효소(suproxide dismutase), 카탈레이스

(catalase), 아스코브산 과산화효소(ascorbate peroxidase), 글루타싸

이온 과산화효소(glutathione peroxidase), 글루타싸이온 환원효소

(glutathione reductase) 등의 산화방지효소 활성도 간접적으로 조

절할 수 있다(15). 또한 양친매성 구조로 인해 지용성 및 수용성

환경 모두에서 산화방지 작용을 하며 혈액-뇌 경계의 생리적인

막도 쉽게 통과할 수 있다(16). 그리고 산화방지 작용 후 생성되
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는 멜라토닌의 분해산물도 ROS를 소거할 수 있기에 낮은 농도

에서도 세포의 산화적 손상을 지속적으로 억제할 수 있는 것으

로 알려져 있다(17). 특히, 발견 초기에 척추동물에만 존재하는

것으로 여겨졌으나 현재는 거의 모든 생물계뿐 아니라 다양한 식

품에서도 발견되었다(18). 다른 산화방지제들과 유사하게 반응조

건에 따른 산화방지능 강도나 산화촉진에 대한 논란(19,20)도 일

부 있지만, 많은 연구들을 통해 멜라토닌은 현재 in vivo 및 in

vitro에서 매우 광범위하고 효과적으로 작용하는 산화방지제로 인

식되고 있다(21). 그럼에도 이를 식품의 산화방지용 소재로 활용

하려는 연구는 없었다.

이에 본 연구에서는 일반적인 분석법들을 이용해 멜라토닌의

산화방지능을 측정하였고 구조적 특성과의 관계도 살펴보기 위

해 관련 인돌 화합물들과도 비교하였다. 그리고 식품의 산화방지

용 소재로서의 활용 가능성을 검토하기 위하여 실제 식품계인 들

기름에 대한 산화억제 효과도 평가하였다.

재료 및 방법

실험재료

멜라토닌 및 관련 인돌 화합물인 트립토판, 트립타민, 세로토

닌, N-아세틸 세로토닌은 Sigma-Aldrich 사(St. louis, MO, USA)

에서 구입하였다. 산화방지능 분석 시약으로 1,1-diphenyl-2-picryl-

hydrazyl (DPPH), 2,2'-azinobis (3-ethylbenzo thiazoline-6-sulfonic

acid (ABTS), potassium persulfate (K2S2O8), 2,4,6-tripyridyl-s-tri-

azine (TPTZ), ferric chloride hexahydrate (FeCl36H2O), 2,2'-azobis

(2-amidino propane) dihydrochloride (AAPH), sodium fluorescein,

트롤록스(6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-carboxylic acid,

trolox), 뷰틸하이드록시톨루엔도 동일 사의 제품을 사용하였다.

그 외 모든 시약은 분석등급이었다. 들기름은 일반 들깨를 120oC

에서 25분간 볶은 후 180℃에서 압착하여 착유한 제품을 인근

마트(Seoul, Korea)에서 구입하여 사용하였다.

DPPH법

DPPH법은 DPPH· 라디칼 소거능을 통해 산화방지능을 분석하

는 방법으로, Fukumoto and Mazza(22)의 96-well microplate법을

일부 변형하여 수행하였다. 먼저 DPPH·를 80% 메탄올 수용액에

녹여 517 nm에서의 흡광도(O.D.)가 1.00(±0.02)이 되도록 DPPH·

라디칼 용액을 준비하였다. Microplate의 각 well에 80% 메탄올

로 용해시킨 각 농도의 인돌 화합물 시료용액을 20 μL씩 넣은

후, 준비한 DPPH 라디칼 용액 200 μL를 첨가했다. 혼합 후 30

분간 상온에서 반응시킨 다음 마이크로플레이트 리더(microplate

reader, Biotek Instruments Inc., Colmar Cedex, France)를 이용해

517 nm에서 흡광도를 측정하였으며 대조구는 시료대신 80% 메

탄올 수용액을 사용하였다. 시료의 DPPH· 라디칼 소거능은, 먼

저 시료 농도별 흡광도의 감소 퍼센트[Inhibition (%)=(1−O.D. of

sample/O.D. of control)×100]를 계산한 후 농도와 억제능에 대해

이중역상도시(double reciprocal plot)를 하여 상관계수가 높은 추

세선을 얻은 다음, 이로부터 50% 억제에 필요한 농도인 EC50

(mM)값을 산출하였다. 그 다음 산화방지능 지표 물질로 트롤록

스의 EC50 (mM)값과 비교하여 다음의 식으로부터 인돌 화합물

1mol에 상응하는 트롤록스의 mmol (mmol trolox equivalent,

mmol TE)값으로 나타내었다.

mmol TE=(EC50 of trolox/EC50 of sample)×1,000

ABTS법

이 방법은 ABTS•+ 라디칼 소거능을 평가하는 방법으로 Payet

등의 방법(23)을 일부 변형하여 실시하였다. 먼저 7mM ABTS와

2.45mM potassium persulfate를 포함하는 ABTS 용액을 준비한 후

암소에 2-16시간 동안 방치하여 ABTS·+ 라디칼이 생성되도록 한

다음, 메탄올을 사용해 약 60배로 희석하여 734 nm에서의 흡광도

가 0.7000(±0.02)이 되게 준비하였다. 96-well microplate에 메탄올

로 용해시킨 각 농도의 시료를 20μL씩 넣은 후 희석시킨 ABTS·+

용액 200μL를 혼합시킨 다음, 암소에서 6분간 반응시킨 후 마이

크로플레이트 리더를 이용해 734 nm에서 흡광도를 측정하였으며

대조구는 시료대신 메탄올을 사용하였다. 시료의 ABTS·+ 라디칼

소거능은 DPPH· 라디칼 소거능과 같은 방식으로 산출하였다.

FRAP법

FRAP 분석은 Fe(III)을 Fe(II)로 환원시키는 산화방지제의 능력

(ferric reducing antioxidant power)을 평가하는 것으로 Arthur 등

의 방법(24)을 일부 변형하여 실시하였다. 먼저 300 mM 아세트

산 완충용액(acetate buffer, pH 3.6) 100mL, 40 mM HCl에 10

mM 농도로 녹인 TPTZ 용액 10 mL, 20 mM FeCl36H2O 용액 10

mL를 분석 직전에 혼합한 FRAP 용액을 제조하였다. 96-well

microplate에 증류수로 녹인 각 농도의 시료용액 20 μL와 37oC로

미리 가온한 FRAP 용액 180 μL를 넣어 혼합한 후 37oC에서 4분

간 반응시킨 다음 생성된 TPTZ-Fe(II) 복합체의 흡광도는 마이크

로플레이트 리더를 이용해 593 nm에서 측정하였다. FRAP 분석

에서는 앞의 두 방법과 달리 시료의 농도에 따라 흡광도가 증가

하기에 산화방지능은 593 nm에서 흡광도를 0.1 증가시키는 농도

(EC
Δ0.1, mM)로 정의하였고 앞에서와 같이 역상도시를 통하여 정

확한 EC
Δ0.1값을 산출한 후 트롤록스의 EC

Δ0.1값과 비교하여 다음

과 같이 mmol TE값으로 나타내었다.

mmol TE=(Δ0.1 of trolox/Δ0.1 of sample)×1,000

ORAC법

ORAC은 산소 라디칼 흡수능(oxygen radical absorbance capac-

ity)으로 Huang 등의 방법(25)에 따라 시료의 산화방지능을 분석

하였는데 모든 시료 및 시약은 75 mM 인산 완충용액(phosphate

buffer, pH 7.4)에 녹여 사용하였다. 농도 별로 희석한 시료용액

25 μL와 80 nM 농도의 sodium fluorescein 125 μL를 96-well

microplate에 넣고 3분 동안 교반시킨 후 37oC에서 30분 동안 반

응시켰다. 여기에 사용하기 직전에 제조한 75 mM AAPH 용액

50 μL를 첨가하고 37oC로 유지된 마이크로플레이트 리더에서 40

분 동안 1분마다 형광분석(excitation 485 nm, emission 528 nm)을

실시하였다. 그 결과 얻어지는 형광감소곡선의 아래 면적(area

under the curve, AUC)을 다음의 식으로 계산하였으며 f0는 0분,

fi는 i분에서의 형광 값을 나타낸다.

AUC=0.5+ f1/f0+ ... fi/f0+ ... + f39/f0+0.5(f40/f0)

시료의 산화방지능은 시료 첨가구의 AUC 값에서 대조구의

AUC값를 제한 순면적(net AUC=AUCsample−AUCcontrol)을 구한 후,

이를 앞의 방법에서와 같이 역상도시하여 추세선을 얻은 다음 이

로부터 net AUC를 5만큼 증가시키는 시료의 농도인 net AUC5

(mM)값을 산출하였다. 그 다음 트롤록스의 net AUC5 (mM)값과

비교하여 다음과 같이 시료의 mmol TE값을 구하였다.

mmol TE=(net AUC5 of trolox /net AUC5 of sample)×1,000
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Rancimat법

유지의 산화유도기간을 분석하는 Rancimat법으로 각 인돌 화

합물들이 들기름의 산화안정성에 미치는 효과를 분석하였다. 이

를 위해 들기름에 각 시료를 1%(w/w) 농도로 첨가하고 5분간 초

음파 처리를 하여 용해 또는 분산시킨 후에 Rancimat 743

(Metrohm, Herisau, Swizerland)을 사용해 120oC (delta T 1.6oC)

에서 20 L/h로 공기를 공급하면서 들기름의 산화유도기간을 측

정하였다. 산화억제능 비교 물질로 뷰틸하이드록시톨루엔을 사용

하였다.

통계 분석

DPPH, ABTS, FRAP 및 ORAC법 분석은 최소 3회 이상,

Rancimat법 분석은 최소 2회 이상을 실시하였고, 그 결과를 평균

±표준편차로 나타내었다. 통계분석은 SPSS Software Package

(SPSS Inc., Chicago, IL, USA)를 이용한 일원배치분산분석(on

way ANOVA)법으로 분산분석을 하였고, p<0.05 수준에서의 조사

항목 간 유의성을 검정하기 위해 Duncan의 다중 검정법을 수행

하였다.

결과 및 고찰

산화방지능의 분석

멜라토닌은 Fig. 1에 나타낸 바와 같이 동물, 식물 모두에서 아

미노산인 트립토판에서 합성이 되며 세로토닌 이후의 과정은 동

일하다. 하지만 세로토닌 합성까지는 차이가 있는데, 동물에서는

트립토판의 수산화가 먼저 일어나 5-하이드록시 트립토판이 생성

된 후 탈탄산화에 의해 세로토닌으로 전환되는 반면 식물에서는

먼저 탈탄산화가 일어난 후 트립타민으로 전환된 다음 수산화를

통해 세로토닌이 생성된다(21,26). 본 실험에서는 멜라토닌 및

동·식물에서의 공통적인 인돌 화합물인 트립토판, 세로토닌, N-

아세틸 세로토닌, 그리고 식물에서 나타나는 트립타민의 산화방

지능을 비교하였다. 산화방지능 평가는 기본적으로 환원력에 기

초한 DPPH, ABTS, FRAP, ORAC법을 이용하였다. 일반적으로

산화방지능은 그 메커니즘에 따라 산화방지제로부터의 전자전달

(electron transfer, ET)능이나 수소원자전달(hydrogen atom transfer,

HAT)능으로 구분하나 명확하지 않은 경우도 많다. 예를 들면

FRAP법과 ORAC법은 각각 산화방지제의 전자전달능과 수소원

자전달능을 평가하는 것으로 알려져 있으나 DPPH와 ABTS법은

구분이 명확하지 않고 반응용액 및 조건에 영향을 받는 것으로

알려져 있다(27,28).

DPPH법으로 측정한 DPPH· 라디칼 소거능은 Fig. 2(A)에 나타

낸 바와 같았다. DPPH· 라디칼은 수 시간 동안 지속되는 안정된

질소 라디칼로서 산화방지제에 의해 환원되어 소거될 수 있는데

메탄올 같은 용매 하에서는 주로 산화방지제로부터의 전자전달

에 이루어진다고 알려져 있다(29,30). 본 실험에서는 80% 메탄올

을 사용하였기에 DPPH· 라디칼 소거능은 주로 인돌 화합물의 전

자전달능을 나타낸 것이라 할 수 있다. Fig. 2(A)에 나타난 바와

같이 인돌 화합물 중에서 세로토닌과 N-아세틸 세로토닌은 페놀

성 산화방지제인 트롤록스보다 효과가 우수한 반면 트립타민과

멜라토닌은 매우 낮게 나타났고 특히 멜라토닌이 가장 낮았다.

세로토닌과 N-아세틸 세로토닌의 높은 산화방지능은 인돌의 벤

젠고리 5번 탄소에 수산(5-OH)기가 존재하기 때문으로 판단된다

(Fig. 1). 높은 산화방지능을 보이는 물질 중에는 벤젠고리에 수

산기가 붙은 페놀 구조를 가진 경우가 많은데 전자나 수소원자

Fig. 1. Preferred biosynthesis pathway and structure of melatonin and its related indole compounds in animals (solid lines) and plants

(dashed lines). Trolox was shown for the structural comparison with indole compounds. TPH, tryptophan hydroxylase; AAAD, aromatic amino
acid decarboxylase; SNAT, serotonin N-acetyltransferase; ASMT, N-acetylserotonin O-methyltransferase; TDC, tryptophan decarboxylase;
T5H, tryptamine 5-hydroxylase; CAMT, caffeic acid O-methyltransferase. 
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를 대상 라디칼에 전달한 후에 산화되어 생성되는 페녹시 라디

칼의 공명 안정성 때문으로 알려져 있고(31), 트롤록스도 이런 구

조를 가지고 있다(Fig. 1). Rodriguez-Naranjo 등(32)도 5-OH기를

가진 인돌 화합물들은 페놀류와 유사한 DPPH· 라디칼 소거능을

나타낸다고 하였다.

5-OH기가 없는 트립타민, 멜라토닌도 산화방지능을 보였는데

이는 벤젠과 피롤로 이루어진 인돌 고리 구조 자체도 전자가 풍

부하여 피롤 고리에서 전자가 전달 후에 공명 구조를 형성할 수

있기 때문으로 알려져 있다(32). 하지만 5-OH기를 가진 인돌 화

합물들에 비해 그 효과가 낮았는데 이는 전자전달 후 생성되는

구조의 공명 안정성이 낮기 때문에 DPPH· 라디칼에 충분히 전

자를 전달하지 못하기 때문이다. 그리고 이로 인해 환원된 DPPH

로부터 전자를 다시 가져오게 되는 가역반응이 일어나(29,30) 농

도를 증가시키더라도 100% 억제에는 도달하지 못하고 평형에 도

달하는 포물선 형태를 보이는 것으로 판단된다. Dawidowicz 등

(33)은 DPPH· 라디칼에 대한 시료의 접근성 역시 산화방지능에

영향을 미친다고 하였는데 멜라토닌의 경우 트립타민에 비해 인

돌 고리에 치환기가 크고 많아 DPPH· 라디칼에 대한 인돌 고리

의 접근이 어려운 점도 낮은 산화방지능에 기여한 것으로 추정

된다. 트롤록스의 경우도 벤젠고리의 수산기에 옆에 2개의 메틸

(-CH3)기가 있어 세로토닌이나 N-아세틸 세로토닌의 수산기보다

DPPH· 라디칼에 대한 접근이 어려워 산화방지능이 다소 낮은 것

으로 여겨진다. 한편, 트립토판은 반응용액에서의 낮은 용해도로

인해 고농도에서의 억제능 분석이 어려웠다.

일반적으로 산화방지능의 수치적인 비교를 위해 50%의 소거

능을 보이는 시료의 농도 값인 EC50을 자주 사용하며 농도-억제

능 관계로부터 직선의 추세선을 이용해 그 값을 산출한다. 하지

만 Fig. 2(A)에서 볼 수 있듯이 대부분의 인돌 화합물들이 포물

선의 관계를 보여 상관계수(r2)가 높은 추세선을 구하기 어려웠다.

Hoyle and Santos(34)은 농도와 산화방지능 관계가 직선성을 보

이지 않았던 라임주스에 대해 이중역상도시법을 적용하여 산화

방지능 특성을 연구한 바 있다. 이에 본 실험에서도 농도값과 억

제능값에 대해 모두 역수를 취하여 이중역상도시한 결과, Fig.

1(B)에 나타난 바와 같이 트립토판을 제외한 모든 시료에서 높

은 상관계수(0.958-0.999)를 가진 직선의 추세선을 구할 수 있었

다. 그리고 각 시료의 산화방지능은 이 추세선 식을 이용해 EC50

값을 구한 후 트롤록스의 EC50값과 비교하여 mmol TE값으로 표

현하였다. 그 결과 Table 1에서와 같이 세로토닌과 N-아세틸 세

로토닌은 트롤록스보다 높은 DPPH 라디칼 소거능을 보였고 그

다음 트립타민, 멜라토닌 순으로 나타났으며 멜라토닌의 경우에

는 농도-억제능 곡선에서도 예상되었듯이 0.63 mmol TE의 매우

낮은 소거능을 보였다.

ABTS·+ 라디칼 소거능 분석에서도 세로토닌과 N-아세틸 세로

토닌이 트롤록스보다 효과적이었던 반면, 나머지 인돌 화합물들

은 낮은 값을 보였으며 멜라토닌의 산화방지능이 가장 낮았다

(Fig. 3(A), Table 1). 산화방지제에 의한 ABTS·+ 라디칼의 환원

도 DPPH· 라디칼과 유사하게 메탄올에서는 주로 전자전달에 의

한 것으로 알려져 있기에(27,29) 본 결과 역시 시료들의 전자전

달능을 평가한 것이라 할 수 있으며 DPPH법에서와 동일한 경향

을 보였다. 하지만 DPPH법으로 분석한 결과에 비해 대부분의 인

돌 화합물에서 EC50값이 감소하였다(Table 1). 특히 DPPH법에서

효과가 낮았던 인돌 화합물에서 EC50값이 크게 감소하여 트립타

민은 약 1.2%, 멜라토닌은 약 0.8% 수준의 농도에서도 50% 소

거능을 보였다. 이는 전자에 대한 ABTS·+ 라디칼의 반응성, 즉

산화력이 DPPH· 라디칼보다 훨씬 높기(35) 때문으로 추정된다.

이로 인해 DPPH법에서는 확인이 어려웠던 트립토판의 항산화능

도 확인할 수 있었으나 여전히 용해도 문제로 인해 50% 소거능

농도에 도달하기는 어려웠다.

본 실험의 조건에서의 DPPH나 ABTS법은 주로 전자전달에 의

한 환원능을 분석하는 방법으로 인식되지만 수소원자전달에 의

Fig. 2. Antioxidant activity of indole compounds measured by DPPH assay. Trolox was used for the activity comparison. (A) Normal plot
for DPPH radical scavenging activity expressed in inhibition (%) depending on the concentration of indole compound. (B) Double-reciprocal
plot obtained by plotting the reciprocal of mean value of inhibition (%) versus the reciprocal of mean value of concentration.
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한 환원능도 완전히 배제할 수는 없다(29,30). 이에 Fe(III)를 Fe(II)

로 환원시키는데 필요한 전자전달능을 평가하는 FRAP법(36)을

이용해 인돌화합물들의 산화방지능을 조사하였다. 이 방법에서는

DPPH나 ABTS법에서와 달리 산화방지능 증가에 따라 593 nm에

서의 흡광도도 증가하기에, 흡광도값을 0.1 증가시키는데 필요한

시료 농도를 산화방지능(EC
Δ0.1)으로 하여 트롤록스와 비교함으로

써 mmol TE값을 산출하였다. 그 결과(Fig. 3(B), Table 1), 앞의

두 방법에서의 결과와 마찬가지로 세로토닌, N-아세틸 세로토닌

이 트롤록스보다 우수하였고 나머지는 낮았다. 하지만 이 경우에

는 멜라토닌(764mmol TE)의 산화방지능이 트립타민(18 mmol TE)

보다 높게 나타나 앞의 방법들에서의 결과와 차이를 보였으며 트

립토판의 효과는 확인되지 않았다. 전자전달능 평가 측면에서

Fe(III) 이온의 환원전위(0.70 V)가 ABTS·+ 라디칼의 환원전위(0.68

V)와 유사하므로(29) FRAP법과 ABTS법으로 분석한 결과는 유

사할 것으로 예상되며 실지 높은 환원력을 보이는 세로토닌과 N-

아세틸 세로토닌은 두 방법에서 유사한 mmol TE값을 보였다

(Table 1). 하지만 환원력이 낮은 시료들은 ABTS법의 결과와 차

이를 보였는데 이는 두 방법간의 차이에 기인한다고 생각된다.

Huang 등(29)에 의하면 FRAP법에서는 Fe(III)가 Fe(II)로 환원되

는데 1 전자 반응이지만 ABTS법에서는 전자의 수와 ABTS+ 라

디칼 소거능사이의 관련성이 명확하지 않아 전달전자 수가 다르

더라도 ABTS·+ 라디칼 소거능이 거의 같은 경우가 있다고 하였

다. 예를 들어 아스코브산은 1개의 전자, 글루타싸이온은 2개의

전자를 전달하나 mmol TE값은 각각 1,050 및 1,280으로 유사하

였으며 페룰산(ferulic acid)와 카페산(caffeic acid)은 구조가 거의

같음에도 불구하고 페룰산의 소거능이 2배 가량 높게 나타나는

차이가 있다고 하였다. 한편, 사용 용매(ABTS법에서는 메탄올,

FRAP법에서는 pH 3.6의 산성 수용액)도 산화방지능에 영향을 미

칠 것으로 판단된다. 실지로 ABTS법에 비해 FRAP법으로 분석

시 더 낮은 산화방지능을 보인 트립타민과 트립토판은 예비 실

험을 통해 메탄올보다 수용액에서의 용해도가 더 낮았음이 확인

되었다.

이처럼 분석방법에 따른 일부 차이에도 불구하고 전자전달능

에 기초한 분석법들의 결과는 일반적으로 유사한 경향을 보인다

고 알려져 있는데(37), 본 실험의 세 방법에서도 5-OH기를 가진

인돌 화합물이 멜라토닌과 같이 5-OH기가 없는 인돌 화합물보

다는 높은 산화방지능을 보였다. 하지만 이 방법들은 생체나 식

품에 존재하지 않는 라디칼 또는 물질들을 사용하며 생체조건과

다른 반응용액, 그리고 일정시간 반응 후의 변화만을 측정하기에

실지 식품이나 생체에서의 효능에 바로 연관 짓기는 쉽지 않다.

이에 생체나 식품에서의 지질산화와 관련된 주요 라디칼 중 하

나인 퍼록시 라디칼에 대한 소거능을 비교하고자 ORAC법을 실

시하였다(25). 이 방법은 AAPH 유래의 퍼록시 라디칼에 대해 산

화방지제가 수소원자를 전달하여 반응성이 없는 하이드로퍼록사

이드(ROOH)로 전환시키는 능력을 평가한다. 특히 반응 조건은

생리적 조건과 유사한 pH 7.4, 37oC 수용액에서 실시하며, 시간

에 따른 산화방지능의 총량을 나타내는 장점(38)과 더불어 식품

산업에서 산화방지능 측정에 많이 사용되어 왔다(29). ORAC 분

석 결과는 Fig. 3(C) 및 Table 1에 나타내었는데, 앞의 세 방법들

에서의 결과와는 달리 멜라토닌(2,159 mmol TE)의 산화방지능이

가장 높았고, 트립타민(1,939mmol TE), 트립토판(1,793mmol TE)

도 트롤록스보다 우수하였으나 세로토닌(950mmol TE)의 경우는

가장 낮았다. Reiter 등(16)은 멜라토닌이 in vivo에서 효과적인 퍼

록시 라디칼 소거제라 보고한 바 있고, Rodriguez-Naranjo 등(32)

도 멜라토닌이 5-OH기를 가진 인돌보다 퍼록시 라디칼 소거능

이 높다고 하여 본 결과와 일치하였다. 반면, Antunes 등(19)은

멜라토닌이 폴리페놀에 비해 좋은 퍼록시 라디칼 소거제가 아니

며 그 활성은 금속이온 비활성화 효과 때문이라고 한 바 있다.

세로토닌보다 전자전달능이 훨씬 낮았던 멜라토닌의 퍼록시 라

디칼 소거능이 더 우수한 이유를 명확히 설명하기 위해서는 추

가적인 연구가 요구되나, 분석법과 멜라토닌의 특성을 고려하면

그 이유를 다음과 같이 추정해 볼 수 있다. 먼저 DPPH, ABTS,

FRAP법에서는 시료의 첨가시점에 모든 양의 DPPH· 라디칼,

ABTS·+ 라디칼, 혹은 Fe(III) 이온이 이미 전자수용이 가능한 형

태로 존재하기에 전자전달속도가 큰 시료일수록 산화방지능이 높

게 나타날 것이다. 즉 시료의 전자전달속도가 환원반응의 속도조

절단계가 된다. 반면, ORAC법에서는 반응에 필요한 퍼록시 라

디칼이 37oC에서 AAPH의 열분해로 서서히 생성[AAPH+2O2→

2ROO·+N2, R은 HN=C(NH2)-C(CH3)2-]되므로 퍼록시 라디칼의 생

성속도가 수소원자전달에 의한 환원반응의 속도조절단계가 된다

(39). 또한, 퍼록시 라디칼은 그 환원전위가 중성 pH 7.0 수용액

에서 약 1.0 V 수준으로(40) DPPH·나 ABTS·+ 라디칼 및 Fe(III)

이온보다 더 강한 산화제여서 시료간의 수소원자전달속도 차이

에 의한 영향이 줄어든다. Apak 등(28)도 ORAC법에서는 퍼록시

라디칼이 일정한 속도로 방출되기에 서서히 반응하는 산화방지

제의 활성이 크게 나타날 수 있고 다른 방법과의 관련성이 약할

수 있다고 하였다. 즉, ORAC법에서는 산화방지제간의 수소원자

전달속도 차이보다는 그 양의 차이가 좀 더 중요한 요소로 생각

된다. 실제 본 실험에서 사용한 시료들의 농도는 총 퍼록시 라디

칼 농도(18.5 mM의 AAPH로부터 37 mM 생성)를 넘지 않았는데

이러한 조건에서 멜라토닌의 산화방지능이 높았던 이유는 다른

시료에 비해 퍼록시 라디칼로 전달되는 수소원자의 양이 많았기

Table 1. Antioxidant activity parameters (EC
50

, ΔOD
0.1

, net AUC
5
, and mol TE) of indole compounds according to assay methods

Compounds

DPPH ABTS FRAP ORAC

EC50

(mM)
mmol
TE

EC50

(mM)
mmol
TE

ΔOD0.1

(mM)
mmol
TE

net
AUC5 (mM)

mmol
TE

Trolox 0.233 1,000 0.268 1,000 0.068 1,000 5.110 1,000

Tryptophan -* -* 1.631 164 -* -* 2.845 1,793

Serotonin 0.163 1,700 0.121 2,215 0.031 2,194 5.367 950

N-Acetylserotonin 0.175 1,297 0.114 2,351 0.040 1,700 nd** nd**

Tryptamine 40.188 5.65 0.500 536 3.784 18 2.631 1,939

Melatonin 357.592 0.63 2.937 91 0.089 764 2.363 2,159

EC
50
,
 
mmol TE, ΔOD

0.1
,
 
and net AUC

5 
were defined in material and methods. These parameters were obtained from the regression curves of the

double reciprocal plots on indole compounds in assays, of which correlation coefficients (r2) were over 0.994 except for tryptamine (0.958) in
DPPH assay, and tryptophan (0.971) and melatonin (0.956) in ABTS assay. *: activity was not found. **: not determined.
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때문으로 추정된다. 이와 관련하여 Tan 등(21)은 멜라토닌이 자

신 뿐 아니라 그 산화 분해산물들도 단계적으로 수소원자전달능

이 있음을 밝힌 바 있다. 일반적인 페놀계 산화방지제는 전자나

수소원자전달 후에는 상당히 안정된 공명 라디칼을 형성하거나

라디칼끼리의 결합으로 추가적인 산화방지 작용을 하지 못하고

수소원자 전달로 생성된 하이드로퍼록사이드에 대해 전자를 전

달함으로서 알콕시(RO·) 등의 새로운 라디칼을 생성시켜 산화를

촉진시키기도 한다. 이에 반해 수소원자전달속도는 상대적으로

약하더라도 멜라토닌이 피롤고리로부터 수소원자를 일단 퍼록시

라디칼에 전달하면 멜라토닌양이온 라디칼(melatonyl cation radical)

이 형성된다(41). 그러나 이 라디칼의 안정성은 그리 크지는 않

기 때문에 주위에 존재하는 산화제(퍼록시 라디칼)에 수소원자를

추가로 전달한 후 쉽게 산화되어 cyclic 3-hydroxy melatonin으로

전환된다(21). 이후 순차적인 수소원자전달을 통한 산화로 N 1-

acetyl-N 2-formyl-5-methoxykynuramine (AFMK), N-acetyl-5-methox-

ykynuramine (AMK)이 생성되고 이후에도 분해가 지속되며 수소

원자전달이 가능하다고 알려져 있다(21). 즉 ORAC법에서 멜라

토닌의 높은 산화방지능은 다른 산화방지제와 달리 한 분자의 멜

라토닌으로부터 많은 양의 수소원자전달이 가능하기 때문으로 여

겨진다. 트립타민, 트립토판의 항산화능이 멜라토닌과 차이가 크

지 않았던 것은 5-OH기가 없어 멜라토닌과 유사하게 피롤고리

가 산화방지에 역할을 하기 때문으로 추정된다. 반면, 5-OH기를

가져 전자전달능이 우수하였던 세로토닌과 트롤록스의 경우는 수

소전달 후 생성된 산화물의 구조가 추가적인 수소원자전달에 적

당하지 않아 멜라토닌보다 효과가 낮았을 것으로 생각된다.

들기름 산화에 대한 인돌 화합물의 억제 효과

들기름은 불포화 지방산, 특히 리놀렌산의 함량이 다른 유지에

비해 매우 높아 산화되기 쉽기에 이의 안정화 연구에 대한 관심

이 높다(42). 이에 산화방지제로서 멜라토닌 및 관련 인돌 화합

물들의 활용 가능성을 확인하고자 들기름에 1%(w/w) 농도로 첨

가한 후 이들이 들기름의 산화에 미치는 효과를 Rancimat법을 이

용해 분석하였다. 그 결과, Fig. 4에 나타난 바와 같이 모든 인돌

화합물들이 산화 유도기간을 유의적으로 증가시켜 들기름 산화

에 효과가 있음이 확인되었다. 멜라토닌(2.93±0.47 h)은 대조구

(1.43±0.26 h)에 비해 약 2배 가량 산화 유도기간 연장효과가 있

었는데 이는 뷰틸하이드록시톨루엔의 약 50% 수준에 달하는 수

준으로 유지식품에서 산화방지 소재로서의 활용 가능성이 확인

되었다. Garca-Luna 등(43)은 올리브유에서 최대 119 μg/mL 수준

의 천연 멜라토닌 존재를 확인하였고 이들이 올리브유에 존재하

는 건강 기능성 인자 중의 하나라고 하였다. 따라서 멜라토닌 첨

가는 유지의 산화방지뿐 아니라 건강기능 측면에서도 도움이 될

Fig. 3. Antioxidant activities of indole compounds measured by ABTS (A), FRAP (B) and ORAC (C) assays. Trolox was used for the

activity comparison. ABTS+ radical scavenging (ABTS), ferric reducing (FRAP) and peroxy radical scavenging (ORAC) activities were
expressed in inhibition (%), O.D. at 593 nm, and net AUC, respectively. The double-reciprocal plots were obtained by the same way as in Fig. 2
for all assays (data not shown). For the plots in FRAP and ORAC assay, the reciprocals of O.D. at 593 nm and net AUC were used, respectively,
instead of inhibition (%) in DPPH and ABTS assays
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것으로 판단된다. 인돌 화합물 중에서는 트립타민의 효과가 가장

우수(9.52±1.43 h)하여 뷰틸하이드록시톨루엔(6.00±0.26 h)보다도 높

은 수준이었고, 그 다음으로 세로토닌(4.89±0.78 h)과 트립토판

(4.70±0.23 h)의 효과가 우수하였다. 이들은 멜라토닌보다 효과가

우수하였기에 향후 유지산화 억제 소재로서 추가적인 연구를 할

가치가 크다고 판단된다.

한편, 인돌 화합물들의 산화방지능과 들기름에 대한 산화방지

효과를 비교해 보았다. 그 결과, 유지산화와 관련이 있는 ORAC

법에서 확인된 퍼록시 라디칼에 대한 소거능은 멜라토닌, 트립토

판, 트립타민에서 유사하게 높았으나 들기름에서의 산화방지효과

는 트립타민>트립토판>멜라토닌 순이었는데 이는 DPPH, ABTS,

FRAP법에서 확인된 전자전달능의 차이에 기인한 것으로 판단된

다. 반면 전자전달능이 가장 우수하였던 세로토닌은 낮은 퍼록시

라디칼 소거능으로 인해 트립타민보다 효과가 낮았으나 강한 전

자전달능으로 인해 트립토판과는 유사하고 멜라토닌보다는 효과

가 컸을 것으로 판단된다. 이에 따라 전자전달능(DPPH, ABTS,

FRAP법) 분석과 퍼록시 라디칼 소거능(ORAC법) 분석에서 모두

효과가 높은 소재를 발굴한다면 이 소재는 유지와 같은 실제 식

품계에서도 효과가 있을 것으로 판단된다. 하지만 유지식품의 산

화에는 지방산 불포화도, 산소, 온도, 수분, 광선 산화 촉진제, 산

화방지제 존재 여부 등 매우 복잡하기에(7), 최적의 소재 발굴을

위해서는 추가적인 산화방지 평가법의 적용이나 방법 간 가중치

부여 등에 대한 연구가 필요하다고 판단된다.

요 약

멜라토닌은 척추동물 뇌의 송과선에서 생성되는 인돌 호르몬

으로 알려졌으나 그 이후로 동물, 식물, 미생물을 포함한 대부분

의 생물체에서도 존재하고 멜라토닌 함유 식품을 섭취 시 생체

내에 흡수되며, 다양한 기능성과 함께 강한 산화방지능이 확인되

어 기능성 소재로서의 관심이 높다. 하지만 이를 식품의 산화방

지용으로 활용하고자 한 연구는 없었기에, 본 연구에서는 유지식

품의 산화방지용 소재로서 멜라토닌의 활용 가능성을 조사하였

다. 이를 위해 먼저 DPPH, ABTS, FRAP, ORAC법을 이용하여

멜라토닌의 산화방지능을 조사하였고, 실제 유지식품으로서 들기

름에 대한 산화방지 효과를 분석하였다. 또한 멜라토닌 합성경로

에 관련된 다른 인돌 화합물인 트립토판, 트립타민, N-아세틸 세

로토닌, 세로토닌과도 그 효과를 비교하였다. DPPH, ABTS, FRAP

법으로 분석한 멜라토닌의 산화방지능은 매우 낮았으나 ORAC

법에서는 가장 높은 효능을 나타내었다. 반면 세로토닌은 반대의

경향을 나타내 분석법에 따라 산화방지능에서의 차이가 나타났

다. 들기름에 인돌 화합물들을 각각 1%(w/w) 농도로 첨가한 후

Rancimat법으로 산화 유도기간을 분석한 결과, 멜라토닌 첨가구

에서의 산화 유도기간은 2.93±0.47 h로 대조구의 1.43±0.26 h에

비해 2배 가량 연장되었으며 뷰틸하이드록시톨루엔 효과의 약

50% 수준에 달해 실제 유지식품에서 산화방지 효과가 있었다.

조사한 인돌 화합물들 중에는 트립타민(9.52±1.43 h)이 들기름의

산화억제에 가장 효과적이었고 다음으로 세로토닌, 트립토판이

유사하였다.
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