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            초록
          
        

        
          
            Background
            A growing interest in health has increased the need for the development of potent antioxidant materials known to play a role in various physiological activities. Currently research and development of non-toxic natural antioxidants with high activity is ongoing.

          

          
            Methods and Results
            In this study, we measured 2,2′-azinobis- (3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid) (ABTS) and 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) radical scavenging ability of 10 plant essential oils, selecting samples of Dendranthema indicum, Dendranthema zawadskii, and Citrus sunki essential oils. The samples were analyzed using liquid chromatography (LC) and the radical scavenging activity on LC-based systems with the same conditions. In the LC-mass spectroscopy (MS)/MS analysis of the active compound peak, 2-methoxy-4-vinylphenol with a molecular weight of 150.1 g/㏖ was identified in C. sunki essential oils. Eugenol or isoeugenol with a molecular weight of 164.1 g/㏖ as identified in D. indicum and D. zawadskii essential oils as radical scavenging active compounds.

          

          
            Conclusions
            In the LC-based measurement system, the active ingredient can be identified by simultaneously conducting profile analysis and the radical scavenging activity of essential oil samples. In addition, LC-MS/MS analysis of the active compound peaks can be performed under the same separation conditions to obtain data that can identify the active compounds in the sample.
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      서 언
      건강한 삶에 대한 관심이 높아지면서 다양한 생리활성에 관여하는 것으로 알려진 항산화 활성 소재의 개발에 대한 요구가 증가되고 있다. 다양한 연구들에서 항산화 활성의 대상이 되고 있는 활성산소 (reactive oxygen species, ROS)는 hydroxyl radical (·OH), peroxyl radical (ROO·), superoxide anion (·O2−) 등의 free radical들이다. 이는 체내 호흡을 통한 에너지 생성 과정에서 필연적으로 발생되며, 활성산소가 순간적으로 과량 생성되거나 만성적인 영향을 끼치게 되면 세포조직에 손상을 주게 된다 (Devasagayam et al., 2004). 활성산소에 의한 세포손상의 예로는 DNA 변성, 세포막 손상, 단백질 변성 등이 있으며 (Valko et al., 2007), 피부노화나 염증반응, 암 등 각종 질환을 일으키는 요소로 작용한다 (Wickens, 2001; Lee et al., 2015).

      생체 내에는 활성산소로부터 세포를 보호하기 위하여 superoxide dismutase, glutathione peroxidase 등의 항산화 효소를 분비하여 대처하는 체계를 가지고 있다. 이와 함께 외부적으로 공급할 수 있는 비효소적 항산화 물질로서 butylated hydroxyanisole (BHA), butylated hydroxytoluene (BHT)와 같은 고활성의 합성 항산화제를 활용할 수도 있으나 간손상이나 발암 등의 독성 문제로 인해 ascorbic acid, tocopherol과 같은 천연 항산화 성분의 사용이 바람직한 것으로 알려져 있다 (Gaunt et al., 1965; Devasagayam et al., 2004). 이에 따라 식물 추출물과 같은 천연물로부터 독성이 없으면서 일정 수준의 항산화 활성을 가지는 천연 항산화 소재에 대한 연구와 개발이 지속적으로 이루어지고 있다 (Kim et al., 2018; Yoo et al., 2019).

      다양한 약용작물의 연구 및 이용에 있어서 그 활용도가 높아지고 있으며, 각종 식물에 함유되어 있는 방향성이 강한 물질인 정유 (essential oil)는 저비점의 기름성 물질로 공기 중에 쉽게 휘산되며, 식물의 생명유지에 있어서 필수적인 2차 대사산물이다 (Bakkali et al., 2008). 일반적으로 모노테르펜 (monoterpene)류를 중심으로 하는 테르펜 화합물이 주성분으로 알려져 있으나 정유의 원료 식물에 따라 성분조성이나 함량이 다르며, 이로 인해 각 정유가 가지는 생리활성도 달라진다. 정유에 따라 피부에 관련된 활성으로서 여드름을 원인균의 성장을 억제시키는 항균활성 및 피부와 모공 개선 효과를 가지거나 (Kim et al., 2013), 스트레스 저감 및 심신 안정효과가 있는 것으로 알려져 있다 (Holmes and Ballard, 2004). 또한 정유가 가지는 항산화 활성 등에 대한 관심이 높아지면서, 다양한 식물 정유들이 식품이나 화장품 등의 제품에 천연 향신료나 산화방지제 등으로 이용되고 있다 (Holmes and Ballard, 2004; Lin et al., 2007; Kim, 2011; Kim et al., 2013).

      식물 추출물과 같은 천연물 분석 분야에서 활용되는 profile 분석은 일반적으로 자외선 검출기와 결합된 액체크로마토그래피 (liquid chromatography; LC) 장비를 사용한다. 이러한 profile 분석은 지표성분이나 유효성분을 특정하지 못한 시료의 분석이나 물질 분리 조건 설정 등을 위한 단계에서 유용하게 활용되고 있다. Profile 분석과 동일한 조건에서 분리를 실시한 후 항산화 활성을 측정하기 위한 radical 용액과 반응시킬 수 있다면 분리된 물질의 개별적인 radical 소거 활성을 측정할 수 있게 된다. 최근 들어 LC 분석 장비를 기반으로 한 시스템을 실시간 물질 분리 및 항산화 활성 연구가 다양한 시료를 대상으로 국내외에서 진행되고 있다 (Inoue et al., 2012; Im et al., 2017). 한편, LC의 검출기 중 하나로 활용될 수 있는 질량분석기 (mass spectroscopy; MS)는 각종 성분의 정성이나 정량분석에서 활용도가 높아지고 있다. 특히 구성 성분이 다양하여 일반적인 크로마토그래피 조건에서 완벽한 분리가 쉽지 않고 모든 성분에 대한 표준품 확보가 어려운 천연물 유래의 소재 연구에서 기초적이며, 예비적인 정성분석의 도구로서 유용하게 활용될 수 있다.

      본 연구에서는 10 종의 식물 정유를 대상으로 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH)와 2,2'-azino-bis(3-ethylbenzthiazoline-6-sulfonic acid) (ABTS) radical 소거능을 측정하여 상대적으로 우수한 소거능을 가지는 정유 시료를 선별한 후 LC profile 분석과 radical 소거 활성, 그리고 질량분석을 동일한 분리 조건에서 수행하는 스크리닝 분석시스템에서 분석을 실시하여 정유 시료 중의 개별 항산화 활성 성분을 탐색하였다.

    

    

  
    
      재료 및 방법
      
        1. 정유 시료의 조제
        정유 (essential oil) 추출은 수증기증류법 (hydrodistillation)으로 추출하였다. 10 ℓ 둥근 플라스크에 약 1 ㎏의 시료를 넣고 시료가 잠길 정도의 증류수를 첨가하였다. 시료가 담긴 둥근 플라스크는 102 ± 1℃에서 가열용 맨틀 (MS-DM608 heating mantle, MTOPS®, Yangju, Korea)을 이용하여 가열되었다. 열에 의해 증발된 증기는 냉각관에서 응축된 후 dean stark trap에서 수집되었다.

        정유의 양이 더 이상 늘어나지 않을 때까지 추출하였으며, 물과 정유가 응축되어 있는 트랩에서 물을 제거한 후 정유를 얻었다. 정유에 남아 있는 수분을 anhydrous sodium sulfate (Samchun Co., Ltd., Pyeoungtaek, Korea, 98.5%)를 사용하여 최종적으로 제거한 후 4℃에서 냉장 보관하였다. 추출된 정유의 수율은 다음의 공식에 의하여 계산하였다.
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        2. ABTS radical 소거능 측정
        정유 시료의 항산화 활성을 확인하기 위해 2,2'-azino-bis(3-ethylbenzthiazoline -6-sulfonic acid) (ABTS) radical 소거능을 측정하였다 (Re et al., 1999). 시료는 methanol에 희석하여 0.005 - 1% 농도로 준비하였다. 7.4 mM ABTS와 2.6 mM potassium persulfate를 혼합 후 상온, 암소에서 4 시간 동안 방치하여 radical을 형성하고, 실험 직전 735 ㎚에서 흡광도가 0.700 ± 0.050가 되도록 증류수로 희석하였다.

        시료액 20 ㎕와 ABTS용액 180 ㎕를 혼합하여 30 분간 암실에서 방치한 후 735 ㎚에서 흡광도를 측정하였다. 측정된 흡광도를 바탕으로 50%의 ABTS radical을 소거하는데 필요한 농도 (SC50)를 계산하였다. Positive control로 ascorbic acid와 BHA를 사용하였다.

      

      
        3. DPPH radical 소거능 측정
        정유 시료의 항산화 활성을 확인하기 위해 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH)을 이용하여 radical 소거능을 측정하였다 (Blois, 1958). 시료는 methanol에 희석하여 0.005 - 1% 농도로 준비하였다. Methanol을 이용해 100 μM로 용해시킨 DPPH 용액 180 ㎕와 시료액 20 ㎕를 혼합한 후 암실에서 20 분간 반응시켜 517 ㎚에서 흡광도를 측정하였다.

        
          Table 1. 
				
          

          
            Information of plants for essential oils.
          
          

        

        
          
            
              	Scientific name
              	Korean name
              	Part
              	Region
              	Period
              	Yields (%)
            

          
          
            	Pinus strobus L.
            	Seuteulobeujat namu
            	Leaves
            	Pocheon
            	2019. 4.
            	0.17
          

          
            	Pinus rigida Mill.
            	Ligidaso namu
            	Leaves
            	Pocheon
            	2019. 4.
            	0.14
          

          
            	Citrus sunki Hort. ex Tanaka
            	Jingyul
            	Peels
            	Jeju
            	2019. 2.
            	6.48
          

          
            	Orixa japonica Thunb.
            	Sangsan namu
            	Twigs and Leaves
            	Jeju
            	2019. 4
            	0.13
          

          
            	Chaemaecyparis pisifera (Sieb. & Zucc.) Endl.
            	Silhwabaeg
            	Leaves
            	Pocheon
            	2019. 4.
            	2.33
          

          
            	Vitex rotundifolia L.f.
            	Sunbigi yeolmae
            	Fruits
            	Yangyang
            	2018. 11.
            	0.41
          

          
            	Dendranthema zawadskii var. latilobum (Maxim.) Kitam.
            	Gujeolcho
            	Aerial parts
            	Yeongju
            	2018. 9.
            	0.08
          

          
            	Dendranthema indicum (L.) DesMoul.
            	Gamgug
            	Aerial parts
            	Yeongju
            	2018. 9.
            	0.12
          

          
            	Peucedanum japonicum Thunb.
            	Gaetgileum namul
            	Aerial parts
            	Yeongju
            	2018. 9.
            	0.16
          

          
            	Agastache rugosa (Fisch. & Mey.) Kuntze
            	Baechohyang
            	Aerial parts
            	Yeongju
            	2018. 9.
            	0.21
          

        

        

        측정된 흡광도를 바탕으로 50%의 DPPH radical을 소거하는데 필요한 농도 (SC50)를 계산하였다. Positive control로 ascorbic acid와 BHA를 사용하였다.

      

      
        4. 정유성분의 LC profile과 radical 소거 활성 동시 측정
        정유 시료의 LC profile 확인과 radical 소거능 동시 측정을 위해 LC-30A (Shimadzu Co., Kyoto, Japan) 액체크로마토그래피와 column으로서 Kinetex C18 (2.1 ㎜ × 150 ㎜, 2.6 ㎛, Phenomenex, Torrance, CA, USA)을 기본 장비 구성으로 하여 분석을 실시하였다. 1% 농도로 methanol에 희석시킨 정유를 측정에 사용하였으며, 시료 주입량은 1 ㎕, column oven은 40℃를 유지하였다. 이동상으로 water (A)와 methanol (B)을 사용하여 초기 2% B에서 시작하여 100% B까지 순차적으로 변화시킨 후 다시 0% B로 낮춰서 90 분간 분석을 실시하였으며, 유속은 0.3 ㎖/min으로 유지하였다.

        전체적인 시스템의 구성은 Fig. 1과 같이 구성하였으며, radical 용액을 공급하기 위해 추가로 LC-20AD pump (Shimadzu Co., Kyoto, Japan)를 설치하였다. Column에서 분리된 시료액과 radical 용액이 혼합된 이후 radical 소거 반응을 위해 길이 1 m의 reaction tubing을 설치하였다. DPPH radical 소거 활성 측정에는 methanol에 50 μM로 용해시킨 DPPH 용액을 사용하였으며, 유속은 0.2 ㎖/min으로 유지하면서 negative mode의 517 ㎚에서 검출을 수행하였다.

        
          
          

          Fig. 1. 
				
          

          
            Scheme of online LC profile - radical scavenging ability measurement system.
          
          

          

        

        ABTS radical 소거 활성 측정에는 7.4 mM ABTS와 2.6 mM potassium persulfate를 혼합 후 상온, 암소에서 4 시간 동안 방치하여 형성된 radical을 측정 직전에 700 ㎚에서 흡광도가 0.700 ± 0.050가 되도록 증류수로 희석한 용액을 사용하였으며, 유속은 0.2 ㎖/min으로 유지하면서 negative mode의 700 ㎚에서 검출을 수행하였다.

        
          Table 2. 
				
          

          
            Mass spectroscopy (MS) parameters for analysis of major active peaks.
          
          

        

        
          
            
              	MS/MS parameters
            

            
              	Interface
              	Electro-spray ionization (ESI)
            

          
          
            	Interface voltage
            	3 ㎸
          

          
            	Conversion dynode voltage
            	2 ㎸
          

          
            	Nebulizing gas flow
            	3 ℓ/min
          

          
            	Drying gas flow
            	9 ℓ/min
          

          
            	Heating gas flow
            	9 ℓ/min
          

          
            	Interface temperature
            	300℃
          

          
            	Desolvation line temperature
            	250℃
          

          
            	Heat block temperature
            	400℃
          

        

        

      

      
        5. Radical 소거 활성 성분의 LC-MS/MS 분석
        Radical 소거 활성 성분에 대한 질량분석에는 LC-30A (Shimadzu Co., Kyoto, Japan) 액체크로마토그래피와 연동된 LCMS-8050 (Shimadzu Co., Kyoto, Japan) 삼중사중극자 질량분석기 (triple quadrupole mass spectroscopy; MS/MS)를 사용하였으며, Fig. 1의 LC profile과 radical 소거 활성 동시측정 조건과 동일한 분리 조건을 적용하여 electro-spray ionization (ESI) 장치로 시료를 이온화시킨 후 분석을 실시하였다.

      

    

    

  
    
      결과 및 고찰
      
        1. 정유 시료의 ABTS 및 DPPH radical 소거능
        항산화 활성 관련 연구에서 빈번하게 이용되는 DPPH radical과 ABTS radical 소거능 측정은 각각의 radical 물질과 소거 활성 물질이 결합함으로써 색상이 변하는 정도를 분광학적으로 측정하는 원리를 활용하게 된다. 안정한 radical 형태인 DPPH의 경우 활성 물질에서 전자를 받아 비 radical 형태로 변하게 된다는 것과 유리기들이 반응하여 만들어진 양이온 형태의 ABTS가 활성 물질에 의해 환원된다는 것이 두 가지 측정의 차이로 알려져 있다 (Yu et al., 2002). 또한 ABTS는 양이온 radical을, DPPH는 음이온 radical을 생성하는 차이가 있으며, 이 두 가지 방법은 기질과 반응물질의 결합 정도가 서로 달라 측정 결과가 상이할 수도 있다고 알려져 있다 (Lee et al., 2012).

        ABTS radical 소거능에서 감국 [Dendranthema indicum (L.) DesMoul.] 정유가 0.00684%의 SC50 값으로 가장 높은 소거능을 나타내었다. 구절초 [Dendranthema zawadskii var. latilobum (Maxim.) Kitam.] 정유가 0.00857%의 SC50 값으로 감국 정유 다음으로 높은 소거능을 보였으며, 나머지 정유들의 소거능은 감국과 구절초에 비해 낮은 소거능을 가지는 것으로 나타났다. 특히 실화백 [Chaemaecyparis pisifera (Sieb. & Zucc.) Endl.]과 갯기름나물 (Peucedanum japonicum Thunb.) 정유는 0.2% 이상의 SC50 값을 가지는 것으로 나타나 현저히 낮은 ABTS radical 소거능을 가지는 것으로 확인되었다.

        
          Table 3. 
				
          

          
            ABTS and DPPH radical scavenging ability of essential oils.
          
          

        

        
          
            
              	Essential oils
              	SC501) (%)
            

            
              	ABTS radical
              	DPPH radical
            

          
          
            	
              Pinus strobus
            
            	0.03112
            	1.8900
          

          
            	
              Pinus rigida
            
            	0.09096
            	2.1150
          

          
            	
              Citrus sunki
            
            	0.15146
            	0.3450
          

          
            	
              Orixa japonica
            
            	0.09791
            	1.2100
          

          
            	
              Chaemaecyparis pisifera
            
            	0.50195
            	9.6838
          

          
            	
              Vitex rotundifolia
            
            	0.06192
            	0.4300
          

          
            	
              
                Dendranthema zawadskii
              
            
            	0.00857
            	0.8800
          

          
            	
              
                Dendranthema indicum
              
            
            	0.00684
            	0.3300
          

          
            	
              Peucedanum japonicum
            
            	0.26919
            	2.7050
          

          
            	
              Agastache rugosa
            
            	0.11495
            	1.0150
          

          
            	Vit C2)
            	0.00031
            	0.0050
          

          
            	BHA3)
            	0.00034
            	0.0030
          

        

        
          
            1)SC50; concentration of each samples for scavenging 50% of ABTS and DPPH radical, 2)Vit C; ascorbic acid as positive control, 3)BHA; butylated hydroxyanisole as positive control.
          

        

        

        DPPH radical 소거능에서도 감국 정유가 0.3300%의 SC50 값으로 가장 높은 활성을 나타냈으며, 진귤 (Citrus sunki Hort. ex Tanaka)과 순비기열매 (Vitex rotundifolia L.f.) 정유가 0.3450%와 0.4300%의 SC50 값으로 감국 정유 다음으로 높은 소거능을 보였다. 실화백과 갯기름나물, 그리고 리기다소나무 (Pinus rigida Mill.) 정유는 2% 이상의 SC50 값을 가지는 것으로 나타나 다른 정유 시료에 비해 현저히 낮은 DPPH radical 소거능을 가지는 것으로 확인되었다.

        ABTS radical 소거능에서 보여준 감국과 구절초 정유의 활성은 수목 방향유 15 종에 대한 항산화 활성 관련 연구에서 밝히고 있는 고활성 소재인 clove bud 정유보다는 다소 낮았으나 두 번째로 높은 활성을 가진 것으로 보고한 붓순나무 (Illicium anisatum) 정유보다는 높은 소거능이었다. 또한 감국과 진귤 정유의 DPPH radical 소거능은 동일한 기존 연구에서 확인된 clove bud와 붓순나무 정유의 활성보다 낮았으며, 왕초피나무 (Zanthoxylum coreanum)와 곰취 (Ligularia fischeri) 정유의 활성과 유사한 radical 소거능임을 알 수 있었다 (Jo et al., 2018).

      

      
        2. 정유 시료의 LC profile 분석 및 radical 소거 활성
        정유 시료를 대상으로 측정한 radical 소거능 결과를 바탕으로 상대적으로 활성이 높은 시료를 선별하여 액체크로마토그래피 (LC) 기반의 시스템에서 profile 분석과 radical 소거 활성을 동시에 측정하는 추가적인 분석을 실시하였다. 즉, ABTS radical 소거능에서 높은 활성을 나타낸 감국과 구절초 정유와 DPPH radical 소거능에서 감국 정유 다음으로 높은 소거능이 확인된 진귤 정유 등 총 3 종의 분석 대상 정유를 선별하였다. 앞선 연구들에서 profile 분석과 동일한 조건에서 분리를 실시한 후 항산화 활성을 측정하기 위한 radical 용액과 반응시켜 LC에서 분리된 물질의 개별적인 radical 소거 활성을 측정할 수 있음을 보고하고 있다 (Inoue et al., 2012; Im et al., 2017). 본 연구에서도 Fig. 1과 같은 측정 시스템을 사용하여 ABTS와 DPPH radical 소거 활성을 측정하였으며, Fig. 2에 그 결과를 제시하였다.

        
          
          

          Fig. 2. 
				
          

          
            LC-UV detector profiles and radical scavenging effects of essential oils.
            [A]; chromatograms of Citrus sunki. [B]; chromatograms of Dendranthema zawadskii. [C]; chromatograms of Dendranthema indicum. Peak of the same retention time in the square is the radical scavenging active compound.

          
          

          

        

        Fig. 2 [A]와 같이 진귤 정유의 분석 결과에서 retention time 25 분 위치의 성분이 ABTS와 DPPH radical 소거 활성을 가지는 것으로 확인되었다. 구절초 정유의 경우 Fig. 2 [B]와 같이 ABTS radical을 소거하는 성분이 retention time 34 분과 46 - 47 분, 75 분, 그리고 86 분 부근에서 확인되었으며, DPPH radical을 소거하는 성분은 retention time 34 분에서만 나타났다. 감국 정유의 경우 Fig. 2의 [C]에 나타난바와 같이 구절초 정유와 유사한 retention time에서 ABTS radical을 소거하는 성분과 DPPH radical을 소거하는 성분이 확인되었다. 감국과 구절초 정유에서 유사한 결과를 보인 것은 두 정유 식물이 국화과 (Compositae)의 동일한 산국속 (Dendranthema)에 속하는 특성이 반영된 것으로 판단된다.

      

      
        3. Radical 소거 활성 성분의 LC-MS/MS 분석
        감국과 구절초, 진귤 정유 시료 분석 결과에서 확인된 주요 radical 소거 활성 peak에 대한 질량분석을 Fig. 1과 같이 LC profile과 radical 소거 활성 동시 측정 조건과 동일한 분리 조건을 적용하여 실시하였다.

        Fig. 3의 [A]에 제시한 것과 같이 진귤 정유 분석 결과에서 retention time 25 분에 활성 성분으로 확인된 peak는 negative mode의 1차 scan 분석에서 [M-H]− 형태로 보이는 149.1 m/z를 특징적으로 나타냄에 따라 모분자량이 150.1인 화합물로 추정되었다. Fig. 3의 [B]와 [C]에 제시한 것과 같이 감국과 구절초 정유 분석에서 ABTS와 DPPH radical 소거활성 결과에서 동일하게 retention time 34 분에 활성 성분으로 확인된 peak는 negative mode의 1차 scan 분석에서 [M-H]−형태인 163.1 m/z를 특징적으로 나타냄에 따라 모분자량이 164.1인 화합물로 추정되었다.

        
          
          

          Fig. 3. 
				
          

          
            Total ion chromatogram and scan data of major active peaks.
            [A]; total ion chromatogram and scan data of Citrus sunki, [B]; total ion chromatogram and scan data of Dendranthema zawadskii, [C]; total ion chromatogram and scan data of Dendranthema indicum.

          
          

          

        

        진귤 정유의 1차 scan mode 분석 결과를 바탕으로 precursor ion을 149.1 m/z로 설정한 후 negative mode에서 product ion scan을 실시한 결과 Fig. 4의 [A]와 같이 149.1 m/z와 함께 CH3 group이 떨어져 나간 형태로 볼 수 있는 134.0 m/z가 확인되었다. 이는 분자구조에서 하나의 CH3 group이 쉽게 이온화 과정 중 떨어져 나가고 나머지는 비교적 안정한 구조를 가지는 분자량 150.1의 화합물로 추정할 수 있는 결과이다.

        
          
          

          Fig. 4. 
				
          

          
            Product ion scan data by negative electrospray ionization mode LC-MS/MS of major active peaks.
            [A]; product ion scan data of Citrus sunki., [B]; product ion scan data of Dendranthema zawadskii and Dendranthema indicum.

          
          

          

        

        감국과 구절초 정유의 1차 scan mode 분석 결과를 바탕으로 precursor ion을 163.1 m/z로 설정한 후 negative mode에서 product ion scan을 실시한 결과 Fig. 4의 [B]와 같이 163.1 m/z와 함께 CH3 group이 떨어져 나간 형태로 볼 수 있는 148.0 m/z가 확인되었다. 진귤 정유에서 확인된 것과 마찬가지로 분자구조에서 CH3 group이 쉽게 이온화 과정 중 떨어져 나갈 수 있는 화합물로 분자량 164.1의 화합물로 추정되는 결과이다.

        본 연구에서 나타난 radical 소거 활성과 기존의 연구보고 등을 검토하여 진귤 정유의 retention time 25 분 peak는 Fig. 4의 [A]의 화학구조를 가지는 2-methoxy-4-vinylphenol로 추정하였다. 2-Methoxy-4-vinylphenol은 4-vinylguaiacol이라 불리기도 하며, Citrus속 식물을 포함하여 다양한 식물에서 발견되는 성분이다 (Hillebrand et al., 2004; Averbeck and Schieberle, 2011; González-Mas et al., 2019). 감국과 구절초 정유의 retention time 34 분 peak는 Fig. 4 [B]의 화학구조를 가지는 eugenol 또는 isoeugenol로 추정하였다. Eugenol이나 isoeugenol은 국화과 산국속의 식물에 존재하는 성분으로 항산화 활성이나 항균 활성 등을 가지는 것으로 알려져 있다 (Gülçin, 2011; Bidarigh, 2015; Fan et al., 2018).

        본 연구에서는 10 종의 식물 정유를 대상으로 ABTS와 DPPH radical 소거능을 측정하여 상대적으로 우수한 소거능을 가지는 감국과 구절초, 그리고 진귤 정유 시료를 선별한 후 LC profile 분석과 radical 소거 활성, 그리고 질량분석을 동일한 분리 조건에서 수행하는 스크리닝 분석을 실시하여 정유 시료 중의 개별 항산화 활성 성분을 탐색하였다. Radical 소거활성과 분석 결과를 종합하여 진귤 정유에서 2-methoxy-4-vinylphenol, 감국과 구절초 정유에서 eugenol 또는 isoeugenol을 radical 소거 활성 성분으로 추정하였다.

        이와 같은 결과는 정유 시료의 profile 분석과 radical 소거활성 측정을 LC 기반의 분석장비에서 동시에 수행하고 활성이 확인된 성분 peak에 대한 LC-MS/MS 분석을 동일한 분리조건에서 수행한다면 정유와 같은 추출물 수준에서 활성 성분을 특정할 수 있는 data를 얻을 수 있으며, 추가적으로 수행되는 연구에서 활성 성분 동정의 가능성과 정확성을 높이는데 기여할 수 있음을 보여주는 것으로 판단된다. 또한 감국과 구절초, 그리고 진귤 정유 시료 다음으로 높은 radical 소거 활성을 보였거나 각각의 radical 소거능에서 특이하게 다른 양상을 나타낸 것으로 판단할 수 있는 스트로브잣나무 (Pinus strobus L.)나 순비기열매 (Vitex rotundifolia L.f.) 정유 등의 활성 성분 연구에도 활용될 수 있을 것이다.
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