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 ABSTRACT

  Methyl gallate was purified and identified from Cancalia lineate. It was in the 

ethyl acetate extract of 80% methanol extract of the plant. Ethyl acetate extract 

was applied to reverse phase C-18 column chromatography, then applied to 

Prep-HPLC equipped with SunfileTM Prep-C ODS 5㎛ 19×150㎜ column. The eluent 

systems were H2O/ Acetonitril(95/5) for 35 min, then H2O/ Acetonitril(0/100). Two 

relatively pure and one mixture fraction were collected. Structure of one fraction 

was identified to be a methyl gallate by H- and C13-NMR spectra. Structure of 

another peak fraction was not able to be determined due to the insufficient data 

yet. 

Purified peak fraction were tested for bioactivities, such as antioxidative effect, 

tyrosinase and elastase inhibition abilities, regulation of melanin synthesis in the 

cultured cell. Peak fraction for methyl gallate showed antioxidation, and inhibitions 

of tyrosinase activity and melanin synthesis. These results were same as those of 

previous data reported elsewhere.

In this study, we reported for the first time that methyl gallate was one of 

secondary metabolites found in Cancalia lineate  
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I.  서론

 사람들은 일상생활에서 호흡 등을 통하여 많은 산소를 체내에 흡수하고 있다. 그중에 

95%는 신진대사에 필요한 에너지원으로 사용되고 있고 나머지 5%는 우리몸에 악영향

을 주는 활성산소로 변화되고 있다. 이러한 활성산소는 수퍼옥사이드 라디칼 O2
-, 하이

드록시 라디칼(․OH), 과산화수소(H2O2), 싱글렛옥시전 (
1
O2) 등

1)
과 같은 반응성이 매

우 큰 활성산소는 세포구성성분들인 지질, 단백질, 당 및 DNA에 파괴 작용을 하고 뇌

하수체, 부신, 난소, 정소 등 내분비계통의 호르몬의 영향에 의해서도 색소침착이 이루

어지는 것으로 보고되고 있다.
2)3) 
이러한 활성산소에 의해 야기되는 Free radical을 소

거할 수 있는 또는 과산화물 생성을 억제하기 위하여 항산화제에 대한 연구가 1969년 

Mccord와 Fridovich가 superoxide radical을 소거하는 효소인 Super oxide 

dismutase(SOD)를 발견한 것을 계기로 생체내의 활성산소의 발생, 생물독성 및 방

어․소거기구 등 에 관하여 관심을 갖게 되면서 본격적으로 진행되었다.

합성항산화제인 Buthylated hydroxytoluene (BHT), Butylated hydroxyaniuole (BHA), 

Propyl gallate (PG), Tert-Butylhy droquimone (TBHQ)등과 천연 항산화제인 

a-tocopherol4) ascorbic acid , polyphenol등이 사용되고 있다. 합성 항산화제는 가격이 

싸고 효과가 탁월하여 식품가공 및 의약품에 널리 사용되고 있으나 안전성 문제가 있

다. in vitro에서 항산화력이 강한 천연항산화제인 a-tocopherol 및 ascorbic acid 등은 

in vivo에서는 항산화력이 떨어지는 문제가 있다. 따라서 식품산업에서는 안전성에 문

제가 없고, 가격이 저렴하면서 in vitro 및 in vivo에서 항산력이 강한 천연물 유래 천

연항산화제에 대한 수고가 날로 증가하고 있다.
5)
                                    

 항산화 물질의 개발과 함께 tyrosinase 저해활성을 가진 물질 개발 또한 매우 중요한 

역할을 한다. Tyrosinase 는 Poly-Phenol Oxidase(PPO)라고도 알려진 구리가 함유된 

효소로서 L-tyrosine을 L-3,4-dihydroxyphenyalanine(DOPA)
6)
으로 DOPA를 

L-dopaquinone으로 그리고, 5,6-dihydroxyindole을 melannochorome으로 전환시켜, 산

소와 전자를 전달하는 phenol 산화효소이며, 이어서 자동적으로 일어나는 일련의 반응

을 통하여 melanin이 형성된다. 그리고 멜라닌 생성에  이 효소는 미생물과 동․식물

에서 발견되며, 과일, 채소와 갑각류의 갈변에도 관여 한다 이러한 melanin색소가 과
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잉 생산될 경우 인체에 기미. 주근깨, 피부노화 촉진과 피부암을 유발하는 것으로 알

려져 있다. 따라서 tyrosinase 저해제 개발은 과잉 색소 침착, 기미, 주근께 치료 및 예

상에 사용되어 현재 tyrosinase 저해 활성 물질을 이용한 기능성 화장품 개발에 매우 

높은 관심이 집중되고 있는 것도 사실이다.  그리고 최근 천연물로 항산화제 연구는  

식품공업, 발효공업 및 의약산업 분야, 농업분야 등 다방면의 분야에서 이용될 수 있

기 때문에 국가 경제 산업적 측면에서 매우 큰 파급효과를 기대할 수 있다. 

본 연구에 사용된 해녀콩(Cancalia lineate) 은 해도두라 하며, 콩과식물에 속한다. 제

주도, 일본, 타이완, 중국남부의 바닷가에서 자라고 옛날에 목초용으로 쓰이고, 가축의 

먹이로도 쓰이기도 했다. 여러 가지 콩과식물에 대한 연구는 많이 진행되어 있지만 해

녀콩에 대한 항산화 실험 및 분리 실험 자료가 거의 존재하지 않음으로 국내에서 많

이 연구되지 않은 해녀콩에 존재하는 활성성분을 분리하여 그 활성물질이 현대인의 

가장 큰 고민인 피부 및 질병예방하기 위한 기초 실험을 수행하기 위해 항산화 및 

tyrosinase저해 활성 실험 및 melanin 저해실험, MTT assay실험을 을 실시하였다.



- 3 -

II.  재료 및 실험방법

1. 재료

 

제주도 연안에 자생하고 있는 해녀콩(Cancalia lineate) 종자를 2004년 10월 중순경 채

집하여  2회 수세하고 염분을 제거한 후 실내에서 통풍건조 하였다. 건조된 시료는 분

쇄기로 갈아 미세분말로 만든 후 80% 메탄올로 한 달간 침적 시켜 추출하였다. 침적 

후 잔사를 제거한 여액은 감압 및 진공건조를 거쳐 농축시키고, 동결 건조기를 사용하

여 잔여 수분을 제거한 후 최종적으로 분말시료를 얻어 내어 시료를 사용하였다. 

 

2.시약 및 기기

 본 실험에서 시료의 추출에 사용된 용매들은 Merck Co(USA)., Junsei Co(JAPAN)., 

Hyman Co.사의 제품을 사용하였다. Reverse phase column chromatogrepy에는 Silica 

gel 100(RP-18, 230-400 ASTM Merck)이 사용되었으며, 분리과정에서 사용된 

TLC(Thin-Layer Chromatography) RP-18F254S는 Merck 제품을 사용하였다. TLC 상

에서 분리된 물질들을 확인하기위하여 UV lamp를 사용하였다. 분리과정에서 

Prep-HPLC (preparative Liquid Chromatography)는 Waters Delta Prep-C를 사용하

였고 SunfileTM Prep-C ODS 5㎛ 19×150㎜ column을 장착하여 사용하였고, 구조분석

에 이용되는 NMR(Nuclear Magntic Resonance)은 JNM-LA 400(FT NMR System, 

(JEOL)을 사용하였다. NMR 측정시 용매로는 Methanol-D4가 사용되었다. 

 Elastase 활성저해율을 측정할 때 사용한 기질 N-Succ-Ala-Ala-Ala-P-nitroanilide

는 와 효소 Porcine Pancreatic Elastase(PPE), 그리고 Tyrosinase를 활성저해율 실험

에 사용된 Tyrosinase와 Tyrosin은 Sigma(USA)에서 구입하여 사용하였다. 

 합성 melanin과 3-(4,5-dimethylthiazol-2-gel)-2,5-diphenyltetrazoliumbromide 
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(MTT)시약, 그리고 DPPH (1,1-Diphencyl-2-piocry2-Hydrazyl) free radical 소거활성

에 의한 항산화 효과 실험에 사용된 DPPH와 대조군으로 사용한 Vitamin C, BHA 

(Butylated Hydroxyanisole) 시약 역시 Sigma(USA)사의 것을 구입하여 사용하였다. 
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3.해녀콩 분리방법

3-1 해녀콩의 메탄올 추출물 및 용매분획

 해녀콩 건조시료 1220g을 80% MeOH 용매에 넣은 후 한 달간 교반하여 침출시켰다. 

이 침출시료를 감압여과하여 잔사를 제거하였고, 이과정은 세 번 반복하였다. 이 과정

을 통해 메탄올 추출물(Methanol crude extract)을 얻을 수 있었다.

이 추출물을 증류수에 현탁하고 분별 깔때기에서 비극성용매부터 hexane 

chloroform(CHCl3), ethyl acetate (EtoAc), butanol(BuOH)을 사용하여 용매 분획한 뒤 

여과, 감압 농축하여 각각의 분획물을 얻었으며 그중에서 ethyl acetate (EtoAc)을 동

결 건조하여 ethyl acetate (EtoAc) 분획물로 사용하였다.

 Ethyl acetate층을 분리하기 위해 TLC로 찍어 전개용매를 확인한 후 Reverse phase 

column chromatogrepy(40～63㎛)에서 MeOH / H2O (2/3)의 전개용매로 전개시켜 분

리하였다 (Figure 1.)

3-2 HPLC에 의한 물질 분리과정

  Ethyl acetate층을 Reverse phase c-18 column chromatogrepy에 통과한 후  

Prep-LC를 이용하고 전개용매를 H2O/ Acetonitril(95/5)을 기울기로 35분 동안 용리한 

후  H2O/ Acetonitril(0/100) 이용하여 compound를 얻어서 NMR로 확인하였다.
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Cancalia 

lineata(1220g)

 1) extraction with 80% MeOH

 for 1 month at room temp. 

 2) vacuum filtration▼

MeOH 

extracts(34.59g)

 1) suspended with H20

▼ ▼ ▼ ▼ ▼

Hexane(3.5g) CHCl3(3.12g) EtOAC(8.75g) BuOH(11.68g) residue(6.8g)

 ▼

EtOAC(1.0g)

Sunfile
TM
 Prep-C OBD 5㎛ 19×150㎜ 

column   H2O/ Acetonitril(95/5)

▼ ▼ ▼

P1 P2 P3

Figure 1.  Isolation scheme of Cancalia lineata
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4. DPPH (1,1-Diphencyl-2-piocry2-Hydrazyl) radical 소거활성에 

의한 항산화 검색

 

  시료의 항산화 활성은 DPPH법을 이용하여 radical 소거효과를 측정하는 Blois
7)
법을 

이용하였다. DPPH는 자신이 가지고 있는 홀수의 전자 때문에 517nm에서 강한 흡수 

band를 보이나 phenolic 화합물과 같이 수소에 전자를 제공해주는 전자 공여체와 반응

을 하게 되면 전자나 hydrogen radical을 받아 phenoxy radical을 생성하게 된다. 따라

서 흡수 band도 사라지게 되고 안정한 분자가 된다. 또한 공여된 전자는 비가역적으로 

결합하며 그 수에 비례하여 진보라색의 DPPH의 색깔은 점점 옅어지게 되고 흡광도도 

감소하게 된다. DPPH 시약을 EtOH에 녹여 0.3mM 농도가 되게 제조하여 DPPH용액 

450㎕에 여러 농도의 시료용액 5㎕를 넣어 잘 섞은 후 실온에서 10분 동안 반응시켰

다. 반응 시킨 시료는 UV/Vis 분광광도계를 이용하여 517nm의 파장에서 흡광도의 감

소를 측정하였다. 시료의 환원력의 크기는 라디칼 소거활성(scavenging activity. IC50)

으로 표시하며 IC50은 DPPH의 농도가 50%감소하는데 필요한 농도로 나타낸다.

 Free radical 소거 활성 정도는 다음과 같이 계산하였다.

     

     
 


× 

A는 시료가 포함되지 않은 control의 흡광도이고, DPPH와 시료 용액의 혼합액이면 C

는 에탄올과 시료의 혼합액이다. 
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5.  Tyrosinase 활성도 실험

 Tyrosinase 저해활성 측정은 dopa chrome 방법8)을 이용하여 UV/Vis 분광광도계로 

측정하였다. 

 0.1M potassium phosphate Buffer(pH 6.8) 728㎍, 시험시료 8㎕, mushroom 

Tyrosinase(1500U/mL ～ 2000 U/mL) 액 16㎕, 1mM Tyrosin액 48㎕ 섞어서 37℃에

서 15분 반응 시켰다 그리고 이것을 UV/Vis 분광광도계를 이용하여 475㎚에서 흡광

도를 측정하였다. 공 시료액으로 시료액 대신 시료를 녹인 용매를 넣어 측정하였다. 

억제정도는 효소를 넣지 않았을 때의 흡광도와 효소를 첨가시켜 배양한 후의 흡광도

의 차이를 살폈다. Tyrosinase 억제정도는 다음과 같이 측정하였다.

     

 

× 

a: 공시료액의 반응후의 흡광도

b: 시료액의 반응 후의 흡광도

a',b': Tyrosinase 대신 완충액으로 대체하여 측정한 흡광도

6. Elastase 활성저해 측정

 Elastase의 억제효과는 UV/Vis 분광광도계를 이용하여 측정하였다. 0.2M(stock 

)Tris-Hcl Buffer(pH8.0) 840㎕에 4mM(stock) NSucc-Ala-Ala-Ala-P-nitroanilide 

100㎕를 섞고, 2㎎/㎖(stack)  Sample 50㎕도 섞는다. 1.0㎕/㎖(final)의 Porcine 

Pancreatic elastase(PPE) 10㎕를 넣어 흔들어 섞어 25℃에서 15분간 반응시킨 후 

P-nitroanilide의 생성량을 410㎚에서 측정한다. Elastase의 저해율은 다음 식에 따라 

계산되며, IC50은 Elastase의 기질을 50% 저해하는데 요구되는 시료의 농도(㎕/㎖)를 

표시하였다.
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  
   


× 100

A : 시료대신 solvent를 넣고 효소를 첨가하여 반응한 후의 흡광도

 B : 시료대신 solvent를 넣고 효소를 참가하지 않은 상태로 반응한 후의 흡광도

 C : 효소를 첨가하여 반응한 후의 시료의 흡광도

 D : 효소를 넣지 않은 상태로 반응한 후의 시료의 흡광도

7. Melanin 함량 측정

 해녀콩 추출물의 멜라닌 생성 억제 정도를 melan-a cell을 이용하여 최종 생성되는 

멜라닌 생성 억제정도를 측정하였다.
9)
 Melan-a cell은 non-tumorigrnic mouse 

melanocyte의 성질을 대부분 가지고 있으면서도 immortalization 되어 있어 실험에 이

용하기 적당하다. 

 Melan-a(1.0×10
5
 cell/well)로 24well plate에 1.0×10

5
 cells/well로 plateing 한 후 전배

양 시키고, 부착된 cell에 시료를 처리한 후 3일간 37℃ 10% CO2 항온기에서 배양하였

다. plate의 배지 제거후 trypsin-EDTA로 cell을 떼어내고 PBS로 희석 후 원심분리하

여 pellet 만 얻었다. 얻어진 pellet을 1N NaOH 150㎖를 넣고 95℃에서 2분간 멜라닌

을 녹인후 450㎚에서 ELISA로 측정하여 대조군과 비교하였다. 합성 멜라닌을 이용하

여 standard soultion을 만들고 sample과 standard soultion을  96 well plate에 넣고 

흡광도를 측정한다. 멜라닌 농도는 합성 멜라닌으로 작성된 표준 농도 곡선으로부터 

결정하였다.

8.세포의 Viability 측정

 MTT assay는 Mosmann의 방법을 이용하였다.
10)

Melan-a cell을 Melan양 측정에 사용된 방법과 동일하게 1x105 cells/well로 조정하여 
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사용하였다.

 추출용액에 의한 세포 독성평가를 위하여 24 well-plate(Corning, NY, U.S.A)에  cell

을 37℃ 10% CO2 incubator에서  전 배양을 시킨 후 세포가 바닥에 부착이 되면, 

well당 sample을 처리하고 10% CO2 Incubator에서 37℃, 3일간 배양하였다.

3일 뒤 MTT solution (50㎎/㎖)을 well당 0.1㎎씩 분주한 뒤, 4시간 동안 37℃에서 반

응시킨 후, 얻어진 formazan을 DMSO로 녹인후 ELISA Reader를 이용하여 540 ㎚에

서의 흡광도를 측정하였다. 

 

9.  MG(Methly gallate) 정량분석

methlygallate 정량분석은 Folin-Denis법9)을 약간 변형시켜 측정하였다.

 해녀콩의 Ethyl acetate층 추출물에 methlygallate 성분 분석에는 Waters사의 

HPLC(Water2695)를 이용하였다. HPLC 분석에서 용리액은 acetonitrile 1,000ml 에 

acetic acid 5ml를 혼합한 용액에 기울기 용리법으로 분리하였다. 이때   methly 

gallate 성분 분석을 위한 HPLC 기기조건을 Table 1 에 나타내었고 이동상의 기울기 

용리 조건을 Table 2에 수록하였다. 또 이러한 분석조건으로 분리한 methlygallate 표

준 물질의 크로마토그램을 농도별로 (Figure 2 ～5) 까지 나타내었다.  

Table 1.  HPLC instrumental conditions for Cancalia lineate  analysis

HPLC waters Alliance system waters 2695

column Atlantis dc-18, 5㎛(4.6×250㎜)

Detector photodiode array Detector

Flow rate 1.0mL/min

Injection volume 10㎛

column Temp 40℃

sample Temp 10℃
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Table 2.  Mobile phase conditions of  HPLC gradientelution.

Program order Time(min) water(%) Acetonitrile(%)

1 0 80 20

2 20 80 20

3 25 70 30

4 35 70 30

5 40 60 40

6 50 60 40

7 55 20 80

8 65 20 80

9 70 80 20

10 75 80 20

Figure 2.  HPLC chromatogram of Methyl gallate 0.1(mg/mL)
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III.  실험결과 및 고찰

1. DPPH 자유 radical 소거 활성 

 DPPH free radical법은 전자공여능을 측정하는 방법으로 환원력이 클수록 강력한 항

산화제가 된다는 것에 착안하여 DPPH의 환원정도를 기준으로 측정물질의 환원력과 

항산화력을 측정하게 된다. DPPH는 질소를 중심으로 안정한 라디칼 구조를 하고 있

는데 515～517nm에서 최대 흡수를 나타내다가 환원이 되어 라디칼을 소실하게 되면 

특유의 보라색이 없어지면서 측정 파장대에서 흡수를 없어지게 된다.

  각 분획별로  항산화 효과를 확인하기 위하여 DPPH free radical 소거 활성 정도를 

비교 대조군으로 쓰인 Vit.C와 BHA( 비교시 항산화 효과는 P1.은 활성 억제가 거의 

없는 편이고 P2. P3.는 활성 억제가 상당히 뛰어난 편이다.(Figure 3.)
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Figure 3.  DPPH free radical scavenging effects of extracts of P1,  P2 ,P3 of 

Cancalia lineata  
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2. Tyrosinase 활성도 실험

 DOPA 등 phenol 화합물에 호기적 산화를 촉진 시키고, 자외선에 노출된 피부에 

melanin 색소를 침착시켜 피부노화를 초래하고 야채, 과실료 등 식품의 갈변화 현상과 

관련이 있는  tyrosionase 활성을 저해하는 유효성분을 찾고자 해녀콩을  tyrosionase 

활성 저해능을 검색하였다.

 cancalia lineata에서의 EtOAc층에서 P1,P2 약간의 tyrosionase 활성 저해능을 가지고 

있으며 P3는 그 것보다도 좋은 활성 저해능을 가지고 있는 것을 확인하였다.
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 Figure 4.  Inhibition of  tyrosinase activity by ethyl acetate extract of  

Cancalia lineata  
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3. Elastase 활성저해 측정

Elastase의 활성에 영향을 주는 여러요인중의 하나는 자외선이다. 장기간에 걸친 태양

광선 중의 자외선 노출은 피부의 광노화를 촉진시켜 주름과 색소 침착을 일으키고 피

부의 긴장도를 감소시키는 원인이 된다. 

이러한 elastase의 활성저해 측정에서 P1, P2, P3 전부 대조군인 빈랑자에 비해 활성저

해 효과가 거의 없는 것으로 확인되었다.(Figure 5.)
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 Figure 5.  Inhibition of elastase activity by ethyl acetate extract of  

Cancalia lineata 
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4. melanin 양 측정

  

 생체 피부에서의 색소 침착은 tyrosinase 활성을 감소시켜서 억제할 수 있다. 이는 

Melanin 합성에 있어서 중요한 효소인 tyrosinase의 합성을 저해함으로써, 혹은  

tyrosinase의 기질 유사체를 사용함으로써 가능하다.(쓸것임) 제23회 p110

EtOAc층에서 분리한 분획의 멜라닌 합성에 미치는 영향을 직접적으로 확인하기 위해 

최종산물인 melanin 양을 측정하였다.

 melanin-a cell을 이용하여  melanin concentration를 조사한 결과 세포에 (1.0×105 

cell/well)의 sample을 처리하였더니 대조군 Arbutin보다 P3가 melanon 생성 저해 효

과가 좋게 나타나는 것을 확인 하였으며 ,P2는 흑화작용을 보였다.(Figure 6～7.) 

-20

-10

0

10

20

30

40

50

60

70

80

MG P2 P3 Albutin

sample (50ug/mL)

R
e
la

ti
ve

 m
e
la

n
in

 a
m

o
u
n
ts

(%

Figure 6.  Effect of several subfractions of EtOAc extract of Canavalia 

lineata  on melanin contents of melanin-a cell.
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Figure 7.  Effect of several subfractions of EtOAc extract of Canavalia 

lineata  on melanin contents of melanin-a cell.  
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5. Cell  viability (MTT assay)

 

 Melanin-a cell에 대한 각 분획 sample 별로 melanin 생성 저해 효과를 따른 세포독

성을 보기 위한 MTT assay를 했다.

세포에 (1.0×105 cell/well) sample을 처리하였을 때 대조군인 Albutin에 비해 P3는 독

성이 높았다. 그렇치만 농도를 낮춰 살펴본 결과  세포독성이 그다지 크지 않게 나타

나는 걸 확인 할 수 있었다. 마찬가지로 P2도 50㎍/㎖에서는 세포독성이 높았지만 낮

은농도인 5㎍/㎖에서는 세포독성이 많이 줄어들었다. (Figure 8～9.)
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Figure 8.  Effect of several subfractions of EtOAc extract of Canavalia 

lineata  on proliferation of melanin-a cell.
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Figure 9.   Effect of  several subfractions of EtOAc extract of Canavalia 

lineata  on proliferation of melanin-a cell.  
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1. 해녀콩(cancalia lineate)성분에 대한 분리

1-1 P3의 분리 및 구조 확인

 해녀콩 (cancalia lineate)건조시료를 1220g로 80% Methanol 추출물을 증류수에 현탁

하고 분별 깔때기에서 비극성용매부터 hexane chloroform(CHCl3), ethyl acetate 

(EtoAc), butanol(BuOH)을 사용하여 용매 분획한 뒤 여과, 감압 농축하여 각각의 분

획물을 얻었으며 그중에서 ethyl acetate (EtoAc)을 동결 건조하여 ethyl acetate 

(EtoAc)층을 가지고 Revers phase-18 column chromatogrepy에서 MeOH / H2O (2/3)

의 전개용매로 전개시켜 분리하였다. 그 결과 단일 물질이라 여겨지는 물질을 불리하

였고 이를 P3라 하였다. 이 분획을 가지고 NMR기기로 구조를 확인하였다. 

P3의  1H-NMR을 확인 한 결과 7.04 ppm(2H, s)에서 나타나는 signal로 보아 벤젠에 

붙어 있는 H로 예상할 수 있었다. 그리고 3.81ppm(2H, s)에서 나타나는 signal로 보아 

sp3 혼성구조로 옆에 전기 음성도가 큰 O원자가 붙어 있는 형태라고 예상할 수 

있었다.(Figure 10).

C13-NMR 스펙트럼을 통해서는 탄소수가 8개임을 확인 할 수 있었고, 169.15ppm의 위

치로 보아 에스테르 같은 경우라 예측 할 수 있었고, 52.40ppm 의 위치로 보아 sp3 혼

성구조로  옆에 전기 음성도가 큰 O원자가 붙어 있는 형태라고 예상할 수 있었다. 그

리고 110ppm～150ppm에 위치하는 탄소가 6개로 보아 방향족 형태라 예측 할 수 있었

다. (Figure 11).. 

이상과 같은 정보를 종합하여 볼 때 P3을 예상한 결과 methyl gallate라 예상하고 시

중에 파는 methyl gallate를 구입하여서  1H-NMR 과 C13-NMR스펙트럼으로 확인 한

결과 같은 결과로 나와 P3는 methyl gallate로 확인 할 수 있었다. 
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 Figure 10. 1H-NMR sepectrum of P3
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Figure 11. 
13
C-NMR  sepectrum of P3
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 Figure 12. 1H-NMR sepectrum of methyl gallate
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Figure 13. 13C-NMR  sepectrum of methyl gallate
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 Table 3.  Comparison of  the NMR data of  P3 with Methyl gallate

Position
P3

Position
Methyl gallate

δc δH(multi, JHz) δc δH(multi, JHz)

1 121.57 1 121.53

2 110.62 7.04(s) 2 110.12 7.04(s)

3 146.63 3 146.63

4 139.89 4 139.88

5 146.63 7.04(s) 5 146.63 7.04(s)

6 110.62 6 110.12

7 169.15 7 169.13

8 52.40 3.81(s) 8 52.41 3.81(s)

1-2 P2의 분리 및 구조 확인

1-1에서 와 같은 방법으로 분리한 P2를 NMR 기기로 확인 하였다.

 시료 P2의  
1
H-NMR 과 C

13
-NMR spectrum data에서 보면 순수하게 분리 되었다고 

보이고 , 당이 연결되어 있는 구조라고 예측이 되어진다. 본논문에서는 이물질에 대한 

정확한 구조를 밝히지는 않고 NMR data 만 기록하였다. (Figure 14～15).
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Figure 14. 1H-NMR sepectrum of P2
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Figure 15. 13C-NMR  sepectrum of P2
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Figure 16. Structure of methyl gallate

2.  MG(Methyl gallate) 정량분석

2-1 HPLC의 검선량

HPLC에 의한 Methyl gallate 정량분석을 위한 작성한 검량선을 (Figrue 7)에 나타내

었다. 이때 표준용액의 농도범위는 0.1, 0.5, 1.0, 5.0mg/mL이다 결과에서 보는 것처럼 

Methyl gallate의 HPLC분석 검량선은 0.997424범위로 높은 상관성을 나타내었다.
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Figure 17. Calibration curves to determine the analyses methyl gallate

2-2 MG(Methyl gallate) 정량분석결과

해녀콩 ethyl acetate (EtoAc)층에 존재하는 methyl gallate의 양을 정량 분석한 결과  

이양은 ethyl actate 추출량의  2.813(%)를 차지한다. 

Figure 18. HPLC chromatogram for ethyl actate extract of Cancalia lineata 
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IV. 결론

  본 연구는 제주도에서 자라는 해녀콩 (cancalia lineate)건조시료를 가지고 80% 

Methanol 추출물을 증류수에 현탁하고  비극성용매부터 hexane , chloroform(CHCl3), 

ethyl acetate (EtoAc), butanol(BuOH)을 사용하여 용매 분획한 뒤 여과, 감압 농축하

여 각각의 분획물을 얻었으며 그중에서 ethyl acetate (EtoAc)을 동결 건조하여  

Revers phase-18 column chromatogrepy에서 MeOH / H2O (2/3)의 전개용매로 전개

시켜 분리하였다. 그 결과 단일 물질이라 여겨지는 물질을 불리하였고 이를 P3라 하였

다. 이 분획을 가지고 NMR기기로 구조를 확인 및 시료 구입후 NMR기기로 구조를 

비교한 결과 Methyl gallate 임을 확인하였다. P2를  NMR로 확인한 결과 당의 함유

하는 구조임을  확인 할 수 있었다. 하지만 구조는 명확하게 알 수 없었다.

이 분획물로 MG의 정량 분석 결과 2.813(%) 으로 높은 함유량을 보였다. 그리고 항산

화 실험 및 미백 등을 확인하기 위해 tyrosionase 활성을 본 결과 P1가 P2 약간의 

tyrosionase 활성 저해능을 가지고 있으며 P3는 그 것보다도 좋은 활성 저해능을 가지

고 있는 것을 확인할 수 있었다.  melanin-a cell을 이용하여  melanin concentrents를 

조사한 결과 세포에 (1.0×105 cell/well)의 sample을 처리하였더니 대조군 Arbutin보다 

P3가 melanon 생성 저해 효과가 좋게 나타나는 것을 확인 하였으며, P2는 흑화작용을 

보였다. 그러나 세포독성을 P2, P3 전부다 가지고 있었지만 농도를 낮추고 실험한 결

과 세포독성이 많이 줄어드는 것을 확인 할 수 있었다.

각 분획별로  항산화 효과를 확인하기 위하여 DPPH free radical 소거 활성 정도를 

비교 대조군으로 쓰인 Vit.C와 BHA에 대하요 비교시 항산화 효과는 P1은 활성 억제

가 거의 없는 편이고 P2, P3는 활성 억제가 상당히 뛰어난 편이다

본 연구의 실험결과를 통하여 제주도에서 자라는 해녀콩을 이용한 항산화제 개발 가

능성을 엿볼 수 있었다.  
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