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Summary

Ostrya japonica, a natural plant in Jeju, was extracted by a pressurized

liquid (40% EtOH, 50 , 13.6 MPa, 10 min), and the extract was fractionated℃

on Sephadex LH-20 column chromatography, and their total phenolics (TP),

integral antioxidative capacity(IAC), individual phenolic compounds were

evaluated. Eight fractions(F1~F8) were obtained, and relative contents of

ethanol fraction(F1~F6) and methanol fraction(F7, F8) were 65.9% and

34.1%, and those of F2, F7, and F8 were high as 32.9%, 18.9%, and 15.2%,

respectively. TP of methanol fractions was high as 672.8 and 613.3 mg

catechin/g in F8 and F7, respectively, compared with those of ethanol

fractions as F4(438.4), F5(411.1), and F6(372.9). High integral antioxidative

capacity in F5 and F4 was found as 7.71 and 6.41 mol ascorbic acidμ

equivalents/g in water-soluble substances, and as 1.78 and 1.53 mol troloxμ

equivalents/g in lipid-soluble substances. Identification and quantification of

fractions was performed by GC-MS. F1~F3 fractions contained several

nonphenolic compounds such as hexadecanoic acid, di-(2-ethylhexyl)

phthalate, and sugars, whereas F4~F8 had a predominant content of

phenolic compounds. Catechin was present in all five fractions(F4~F8) and

high in F7 and F8 as 61.0 and 38.0 mg/g, respectively. High content of

protocatechuic acid was found in F8 and F7 as 70.6 and 53.8 mg/g,

respectively. F6, F5, and F4 fractions had a high content of quercetin as

123.8, 35.9, and 23.5 mg/100g, respectively.
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서론.Ⅰ

인체는 생명유지에 필요한 에너지를 만드는 과정에서 호흡을 통해 끊임없이 산

소를 공급받는다 그런데 호흡과정에서 흡입한 산소 중 일부 약 는 활성산소. ( 2 3%)∼

라는 유독한 물질로 전환되어 세포에 손상을 일으키는 것으로 알려져 있는데(1),

이러한 활성산소종 에는(reactive oxygen species, ROS) superoxide anion

(•O2
-), hydroxy radical(• 과산화수소OH), (H2O2 등이 있다 이들은 분자 구조적으) .

로 매우 불안정하기 때문에 고분자의 세포성분을 쉽게 공격하여 산화적 손상들을

유발시킨다(2).

따라서 활성산소를 제거하므로써 산화적 스트레스에 의해 야기되는 노화와 각종

질환의 억제 및 치료를 위한 항산화제 개발에 관한 연구가 활발히 진행되고 있는

데 이러한 항산화제에는 합성항산화제인, butylated hydroxytoluene(BHT),

와 천연항산화제인butylated hydroxyanisole(BHA), propyl gallate(PG)

등이 있다 그런데 페놀계 합성항tocopherol, vitamin C, carotenoids, flavonoids .

산화제인 와 는 항산화 효과와 경제성이 뛰어나지만 단용 또는 혼용으로BHT BHA ,

일정수준 이상 섭취시 여러가지 질병을 유발시킬 수 있다는 보고가 있다 또한(3,4).

합성항산화제는 이취가 있고 고온에서 불안정하며 기형발생인자 및 발암물질(5,6)

이 될 수 있고 특히 과도한 복용은 간 위장점막 폐 신장 순환계 등에 심각한(7), , , , ,

독성작용을 일으키는 것으로도 알려져 있다 따라서 합성항산화제를 대체할 수(8).

있으면서 생체에 부작용이 없고 항산화력이 강한 천연항산화제를 천연물로부터 분

리하여 이용하려는 연구가 활발히 진행되고 있다.

식물체의 생육단계에서 생성되는 이차대사물질인 은 항산화활성phytochemical

뿐만 아니라 인간의 건강과 영양학적 측면에 연관된 많은 생리활성이 밝혀지고 있

다 특히 폴리페놀은 식물계에 널리 분포되어 있는 차 대사산물의 하나로서 다양. 2

한 화학구조와 분자량을 가지며 하나 이상의 을 가지기phenolic hydroxyl group

때문에 단백질 또는 효소단백질 기타 가 금속이온 및 기타 거대분자들과 결합하, 2

는 성질을 가지며 이런 종류의 화합물은 항산화 및 항암효과 등 여러 생리활성을

갖고 있는 것으로 알려져 있다(9~12).

지금까지 보고된 대부분의 천연 항산화제는 식물 유래로서 주로 폴리페놀 화합
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물인 것으로 알려져 있는데 특히 는 지질의 산화 활성산소의 소거(13), flavonoid ,

및 산화적 스트레스를 막는 역할을 함으로써 노화방지 암 및 심장질환 등을 예방,

하거나 지연하는 효과가 있어서 오늘날 식품 의약품 화장품 등 많은 분야에 활용, ,

되고 있다 또한 최근 각종 천연물로부터 항산화성 생리활성 물질을 검색하고(14).

분리하여 그 성분이 화합물임을 규명한 연구들이 많이 보고되어 있다flavonoid

(15,16).

천연물로부터 생리활성 물질을 추출하는데 있어서 가장 우선적으로 고려해야 할

것은 추출수율 및 생리활성 물질의 활성도이다 폴리페놀 화합물은 다양한 구조와.

극성을 가지고 있고 빛과 산소에 민감하므로 추출하는데 어려움이 있다 고압용매.

추출법은 높은 온도와 압력을 이용한 추출방법으로서 높은 온도는 용매점성을 감,

소시켜 목적성분에 대한 용매의 용해도를 향상시키고 를 파괴analyte-matrix bond

시키며 높은 압력은 추출용매와 시료간의 접촉을 증가시켜 목적성분의 추출을 용,

이하게 한다 그런데 추출물 중에는 매트릭스가 복잡한 과(17). lipid, pigment, resin

같은 고분자 물질이 존재하며 폴리페놀 화합물은 이들과 혼재하여 화학적으로 복잡

성을 나타내어 정성 정량 분석하는데 어려움이 있고 생리활성 및 영양학적, (17,18)

가치를 감소시킨다 따라서 추출 후 과정은 필수적인데(19,20). clean-up gel

를 이용하여permeation chromatography(GPC) 폴리페놀 성분을 분리 정제하고,

있다(21~23).

새우나무(Ostrya japonica 는 우리나라 남부 산 중턱 이하의 산골짜기에 나는)

낙엽 교목으로 키 지름 이며 수피는 갈색 또는 회갈색을 띠고 있다20 m, 70 cm .

잎은 호생하며 난형 또는 난상 타원형으로 길이가 이고 폭은 이5~13 cm 3~5 cm

다 측맥이 쌍이며 가장자리에 겹톱니가 있고 양면에 곧게 선 잔 털이 있다. 9~13

등 은 제주지역에 자생하는 식물 종을 대상으로 하여 메탄올 추(24). Hyun (25) 54

출물의 총페놀 함량과 생리활성을 측정한 결과 새우나무 추출물의 총페놀 함량이

가장 높았으며 소거활성 및 저해활성도 높은 수준을 나타내었다DPPH tyrosinase .

은 새우나무의 폴리페놀 성분으로Kim(26) catechin, quercetin, chlorogenic acid,

등이 존재하는 것으로 보고하였으며 특히caffeic acid, protocatechuic acid ,

은 건조시료 당 로 가장 높은 함량을 나타내어 새우나무의catechin 100 g 2,455 mg

주요 폴리페놀 성분이라고 보고하였다.

녹차의 주요성분으로 알려진 은 구조상 많은catechin hydroxyl radical (-OH)
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을 가지고 있어 유지의 반응을 막아주고 항암효과 및 혈중 콜레스테롤free radical

을 저하시키는 효과가 있으며 중금속류 제거 작용 중추신경계 활성화(27,28), (29),

항돌연변이 및 항알레르기 작용 등 여러 약리 작용이 보고되고 있다 또(30), (31) .

한 새우나무 추출물에는 외에도catechin quercetin, chlorogenic acid, caffeic

등acid, protocatechuic acid 다른 폴리페놀 성분들이 다양한 생리활성을 나타내

는 것으로 알려져 있다(32~36). 따라서 본 연구에서는 제주도에 자생하는 새우나

무를 고압용매 추출하고 로 분획한 후 분획물의 통합적 항column chromatography

산화 활성을 측정하고 폴리페놀 성분을 정성 정량하여 새우나무 추출물이 천연 항, ,

산화제와 기능성 식품 첨가제로 활용 가능성을 검토하였다.
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재료 및 방법.Ⅱ

재료1.

본 실험에 사용한 재료는 제주도에 자생하고 있는 새우나무(Ostrya japonica 의)

가지와 잎을 채집하여 세척 음건하고 분쇄기 로, (MF 10.1, Ika Work, Inc., USA)

분쇄한 후 를 통과하는 입자를 취하여 냉동고에 보관하면서 시료로30 mesh -20℃

사용하였다.

실험방법2.

고압용매 추출1)

본 실험에 사용한 고압용매 추출장치 는(SFX 3560, Isco Inc., USA) syringe

두 를 통제하는 와 유속조절pump(260D, 100DX, Isco Inc, USA), pump controller

을 위한 가 장착되는 고압 및 추출물의 수집restrictor, sample cartridge chamber

부로 구성되어있다 추출시 추출용매의 흐름을 용이하게 하기 위하여. sample

밑부분에 을 충cartridge sea sand(15~20 mesh, Junsei Chemical Co., Ltd.) 2 g

진하고 시료 을 충진한 후 다시 윗부분에 을 충진하1 g , cartridge sea sand 5.2 g

여 고압 에 장착하였다 에서 가압된 추출용매는chamber . Syringe pump supply

를 통하여 고압 내의 에 주입된 후 일정온도에서 일정시간valve chamber cartridge

동안 정치 추출하였다 정치 추출이 완료된 후 추출용매는 시료가 충전된. cartridge

를 흐르면서 추출을 행하였고 추출물은 를 통하여 에 포집restrictor collection vial

되었다 포집된 추출물은 진공회전증발농축기로 농축하였고 추출용매로 정. 10 mL

용한 후 0.45 cellulose acetate filter(Advantec, Toyo Roshi Kaisha, Ltd.,㎛

로 여과하여 에 저장하였다 추출조건은 이 최적화한 고압용Japan) -20 . Kim(20)℃

매 추출조건을 사용하였는데 추출용매는, EtOH:H2 추출온도는O(40:60, v/v), 50 ,℃

추출압력은 추출시간 및 횟수는 분씩 회 추출용매 유속은13.6 MPa, 10 2 , 1

정치 추출시간은 분이었다mL/min, 3 .
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에 의한 분획2) Sephadex LH-20 column

고압용매 추출법을 이용하여 얻은 새우나무 추출물을 Sephadex LH-20

을 이용하여 분획하였다 먼저 분획 컬럼은column . Sephadex LH-20(particle size

을 에탄올로 시간 동안 팽윤시킨 다음25~100 , Sigma, USA) 100 g 100% 24 ,㎛

동일용매를 이용하여 에 충진시켜 제조하였다glass column(600 × 30 O.D.) .㎜

추출물의 분획은 추출물 6 를 컬럼에 로딩시킨 후 에탄올 와 메탄올mL 1,000 mL

을 전개용매로 하여 컬럼에 흡착된 시료를 용출하였고1,000 mL fraction

를 이용하여collector(KMC-2000, Vision Scientific Co. LTD, Korea) test tube

당 씩 분획물을 포집하였다 포집된 분획물은7 mL . UV/Vis spectrophotometer

를 이용하여 에서 흡광도를 측정하였다(Thermo Spectronic, NY, USA) 280 nm .

각 분획물은 진공회전증발농축기로 농축하였고 에탄올로 정용한 후100% 20 mL

에서 저장하면서 분석용 시료로 사용하였다 가용성 고형분의 함량은 분획물-20 .℃

를 취하여 에서 항량이 될 때까지 건조한 후 증발잔사의 양으로 나타내1 mL 105℃

었다.

총페놀 함량 측정3)

총페놀 함량은 등 의 방법에 의하여 측정하였다 시료 에 증Peschel (37) . 0.1 mL

류수 와 를 가하고7.9 mL Folin-Ciocaltaeu reagent(Fluka, Switzerland) 0.5 mL

분후 를 혼합하였다 상온2 20% sodium carbonate anhydrous solution 1.5 mL . ,

암소에서 시간 반응시킨 후 흡광도를2 ELISA reader(Multiskan EX, Thermo

를 이용하여 에서 측정하였다 총페놀 함량Electron Co., Vantaa, Finland) 750 nm .

은 을 표준품으로 농도로 검량선(+)-catechin(Fluka, Germany) 200~1000 mg/L

을 작성한 후 로 나타내었다(+)-catechin equivalents(mg/g) .
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통합적 항산화 능력 측정4)

새우나무의 고압용매 추출물과 분획물의 통합적 항산화 능력은 등 의Besco (38)

방법에 따라 법에 의해서 분석하였다 수용성 항산PCL(photochemiluminescence) .

화력은 친수성 kit(ACW, Integral antioxidative capacity of water soluble

를 지용성 항산화력은 소수성substances) , kit(ACL, Integral antioxidative

를 에서capacity of lipid soluble substances) Analytik Jena AG(Jena, Germany)

구입하여 사용하였으며 으로 측정하였다, Photochem system(Berlin, Germany) .

수용성 항산화력 은 다음과 같이 시약을 제조한 후 측정하였다(ACW protocol) .

중Ascorbic acid standard solution Reagent 은3 working solution(R -WS)③

에 를Reagent 3(photosensitizer, R ) vial Reagent 2(buffer solution, R ) 750③ ②

가하여 제조하였고 은µL , Reagent 4 working solution(R -WS) 490 µL Reagent④

과1(R ) 10 µL H① 2SO4를 에 혼합하여Reagent 4(ascorbic acid, R ) R stock④ ④

을 제조한 후 이 용액을 로 배 희석하여 제조하였다solution R 100 . R -WS 10① ④

에는 의 표준용액 가 함유되어 있다 수용성 항산화능력µL 1 nmol ascorbic acid ( ) .

측정은 와 가 들어있는 에R 1,500 µL R 1,000 µL sampling tube R -WS 25① ② ③

와 을 를 가하여 측정한 후 검량선을 작성하였고 시료는µL R -WS 10~50 µL ,④ R①

에 시료 를 가하여 측정곡선의 경1,500 µL, R 1,000 µL, R -WS 25 µL 10 µL② ③

사면을 측정한 후 공시료 및 시료의 값의 차이를 산출하였다lag phase .

지용성 항산화력 은 다음과 같이 시약을 제조한 후 측정하였다(ACL protocol) .

은 다음과 같이 제조하였다 에 를Trolox standard solution . R vial R 750 µL③ ②

가하여 을 제조하였고 는 를 에 혼합R -WS , R -WS R 500 µL R (trolox) vial③ ④ ① ④

하여 을 제조한 후 이 용액을 로 배 희석하여 제조하였R stock solution R 100④ ①

다 이 용액 에는 의 표준용액 이 함유되어 있다 지용성 통합. 10 µL 1 nmol trolox( ) .

적 항산화능력은 와 가 들어있는 에R 2,300 µL R 200 µL sampling tube R① ② ③

와 를 가하여 측정한 후 검량선을 작성하였고 시료-WS 25 µL R -WS 10~50 µL ,④

는 에 시료 를 가하여R 2,300 µL, R 200 µL, R -WS 25 µL 10 µL① ② ③ 측정곡선

아래의 면적을 적분하여 검출한 후 공시료 적분 값과의 차이를 산출하였다.

수용성 통합적 항산화능력은 건조시료 당 로g µmol ascorbic acid equivalents ,

지용성 통합적 항산화능력은 건조시료 당 로 나타내었다g µmol trolox equivalents .
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에 의한 정성 및 정량 분석5) GC-MS

새우나무 고압용매 추출물의 분획물별 정성 및 정량분석은 등 의 방법Chiou (39)

에 의해 수행하였다 에 을 가하여 에서. Sample 0.5 mL 3 M HCl 0.25 mL 80 1℃

시간 동안 산 가수분해 시키고 암소에서 냉각한 후 1 M KH2PO4 를 가하였0.5 mL

다 을. Sep-pak C8(WAT036780, Waters, USA) ethyl acetate 3 mL, methanol

로 활성화 시킨 후 상압 하에서 산 가수분해된 시3 mL, bi-distilled water 6 mL

료 를 로딩한 후 로 감압하여0.5 mL SPE vacuum manifold(Supelco, PA, USA)

용매와 수분을 완전히 제거하였다 에 흡착되어 있는 폴리페놀 성분을. Sep-pak

로 용출시키고 에서 용매를 진공회전증발농축기로 제거한ethyl acetate 3 mL 35℃

후 잔사를 에 용해시키고methanol 0.5 mL internal standard(3-(4-

hydroxylphenyl)-1-propanol, 995 mg/L, 10 µ 와 혼합하였다L) . 진공회전증발농

축기로 다시 용매를 제거하고 BSTFA(Supelco, PA, 를 가하여USA) 250 µL 75℃

에서 분간 유도체화 시킨 후 를 에 주입하여 분석하였다20 1 µL GC-MS .

는 사의 과GC-MS Hewlett-Packard HP 6890 series GC system Agilent

사의 가Technologies 5973 Network series mass selective detector capillary

으로 연결되어 있다 은 사의direct inlet . Sample injection Agilent Technologies

를 사용하였으며 기기분석조건은 과 같았다 분7683B series autosampler Table 1 .

획물별 정성분석은 와의 머무름 시간 비reference compound (retention time, RT)

교 및 을 하여 을total ion chromatogram(TIC) Wiley library search fragment ion

비교하여 확인하였고 폴리페놀 성분의 함량은 각 의 면적을, peak internal

인 의 면적과 비교하여 정량 하standard 3-(4-hydroxyl-phenyl)-1-propanol peak

였다 새우나무 추출물의 폴리페놀 성분의 과 은 다음과 같. target ion qualifier ion

았다; protocatechuic acid 193, 370, 355, caffeic acid 396, 219, 381, catechin

368, 355, 179, chlorogenic acid 207, 345, 307, quercetin 647, 559, 575.
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Table 1. GC-MS conditions for the qualitative and quantitative analysis of

fractions from pressurized liquid extract of Ostrya japonica

Parameter Condition

Column HP-5MS 5%-Phenyl Methyl Siloxane

Carrier gas Helium

Split ratio 5 : 1

Temperature programming

Injector temperature 280℃

Detecter temperature 300℃

Initial temperature 120℃

Initial time 1.00 min

Ramps

# Rate( /min)℃ Temp.( )℃ Time(min)

1 5.00 220 0.00

2 10.00 300 10.00
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결과 및 고찰.Ⅲ

에 의한 분획1. Sephadex LH-20 column

고압용매 추출물에 함유된 항산화물질을 분획하기 위해 에탄올과 메탄올을 전개

용매로 하여 을 이용한Sephadex LH-20 를 행하였다column chromatography .

은Sephadex LH-20 column 식물 추출물에 함유된 여러 성분을 단일물질로 분리

하는데 널리 이용되고 있으며 천연물 중에 함유된 항산화물질인(22,23,40),

을 분리하는데 효과적으로 이용되고 있다catechin (23,41,42). Sephadex LH-20

는 그물구조를 가진 을 이용하여 분자의 크기가 그물보column chromatography gel

다 작을수록 의 입자에 들어가기 쉽게 되어 을 통과하는 속도가 늦어지gel column

게 되는 점을 이용하여 물질을 크기에 따라 분리 정제하는 방법이다 이 방법은 시, .

료의 이동상에 대한 흡착성이 높지 않으므로 회수율이 높으며 이동상과의 접촉에

의한 분해의 위험성을 줄일 수 있는 장점이 있다(43).

새우나무 고압용매 추출물의 은 과 같았column chromatography profile Fig. 1

다 이동상의 용리에 의해 포집된 분획물은 에서의 흡광도에 따라 에탄올. 280 nm

분획은 개 분획 으로 메탄올 분획은 개 분획 으로6 (F1~F6) , 2 (F7, F8) 총 개 분획으8

로 분리되었다 전개용매로 메탄올만을 사용하였을 때 는 컬럼에 로딩된 새. (Fig. 2)

우나무 추출물이 극성이 높은 메탄올의 전개에 의해 동시에 용리되는 양상을 나타

내어 분리능이 떨어지는 것을 확인할 수 있었다. 따라서 극성이 다른 두 이동상인

에탄올과 메탄올의 순차적인 분획이 상에서 새우gel permeation chromatography

나무 추출물 중 유효성분의 분리에 효과적임을 알 수 있었다.
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F1 F2 F3 F4 F5 F6 F7 F8

Fig. 1. Sephadex LH-20 column chromatogram of fractions eluted sequentially

with ethanol and methanol from pressurized liquid extract of Ostrya japonica

Fig. 2. Sephadex LH-20 column chromatogram of fractions eluted with only

methanol from pressurized liquid extract of Ostrya japonica
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총페놀 함량2.

새우나무 추출물의 각 분획물별 분획수율과 총페놀 농도를 측정하였다(Table

분획수율은 에탄올 분획물이 이었고 메탄올 분획물이 이었다 각2). 65.9% 34.1% .

분획별 분획수율은 가 로 가장 높았으며 그 다음이F2 32.9% , F7 18.9%, F8

순이었다15.2%, F4 10.8%, F5 8.7% .

총페놀 함량은 메탄올 분획물인 과 이 으로F8 F7 672.8, 613.3 mg catechin/g

가장 높았고, 에탄올 분획물 중에서는 와 가 으F4 F5 438.4, 411.1 mg catechin/g

로 가장 높았다 개의 중 분획수율이 가장 높았던 는 총페놀. 8 fraction F2(32.9%)

함량이 으로95.7 mg catechin/g 낮은 함량을 나타내었다 이로 보아 분획 초반인.

에서는 극성인 당 성분이 주로 용출되었고 이상에서 폴리페놀 성분이F1 F3 F4∼

용리되는 것으로 추정되었다.

식물계에 널리 분포되어 있는 차 대사산물의 하나인 폴리페놀 화합물은2

을 포함하는 다양한 구조와 분자량을 나타내며 이를 포함한 식물체hydroxyl group

에 특수한 색깔을 부여하고 에 수소를 공여하여 그 을 제거함으free radical radical

로써 산화를 억제한다 이러한 폴리페놀은 항균 항알러지 항암 충치예방 심(44). , , , ,

장질환 및 당뇨병 예방 등에도 효과가 있는 것으로 보고되고 있다(45).
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Table 2. Relative content and total phenolics of fractions from pressurized

liquid extract of Ostrya japonica

Fraction
Elution

solvent

Relative content

(%, w/w)

Total phenolics

(mg catechin/g)

Before
fractionation

a - - 473.8±10.5

F1 Ethanol 3.8±0.0 27.4±1.6

F2 Ethanol 32.9±0.1 95.7±3.5

F3 Ethanol 4.7±0.2 101.3±2.0

F4 Ethanol 10.8±0.5 438.4±23.8

F5 Ethanol 8.7±0.2 411.1±15.6

F6 Ethanol 5.0±0.1 372.9±15.6

F7 Methanol 18.9±0.5 613.3±27.6

F8 Methanol 15.2±0.2 672.8±8.0

a Pressurized liquid extract of Ostrya japonica
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통합적 항산화 능력3.

대부분의 기존 항산화능 분석법 은 범위의(DPPH, TEAC, TRAP, ORAC) µmol

농도에서 분석시간이 수분 또는 수시간이 소요되며 특정 시스템에 제한적으로 적용

되고 있다 그러나 광화학 발광법 은 인체에서 생성. (photochemiluminescene, PCL) ,

존재하는 가장 해로운 의 하나인 의 소거능을 측정하는데ROS superoxide radical

있어서 간편 신속한 방법으로 래디칼을 생성하는데 고온이 요구되지 않으며, nmol

범위에서도 감도가 좋고 분석하는데 몇 분 밖에 걸리지 않는 장점이 있다 또한.

은 인간이 음식을 섭취하였을 때 혈액 중에서 항산화 능력을 발휘하는 정도를PCL

간접적으로 측정하는 방법으로 두 가지의 서로 다른 을 사용ACW, ACL protocol

하여 수용성과 지용성 시스템에서 통합적 항산화 능력을 측정할 수 있다(38,46).

새우나무 추출물 및 분획물의 통합적 항산화능력은 과 같았다 분획전Table 3 .

새우나무 추출물의 수용성 항산화 능력은 3.41 µmol ascorbic acid equivalents/g

인 반면 분획물 는 각각, F4, F5, F6 6.41, 7.71, 3.65 µmol ascorbic acid

으로 추출물보다 강한 항산화활성을 나타내는 것으로 보아 수용성 항equivalents/g

산화능력이 높은 성분들이 분획되고 있음을 알 수 있었다.

지용성 항산화 능력도 분획전 추출물에서는 인1.06 µmol trolox equivalents/g

반면 분획물 는 각각 으로, F4, F5, F6 1.53, 1.78, 1.06 µmol trolox equivalents/g

분획 전 보다 항산화활성이 높은 것으로 보아 지용성 항산화능력이 높은 성분들이

분획되고 있음을 알 수 있었다 수용성 및 지용성 항산화 능력이 가장 높은 에탄올.

분획물 는 전체 분획물의 를 차지하였는데 이 분획만을 포집하여F4, F5, F6 24.5% ,

항산화 기능성 소재로 활용할 가능성이 있을 것으로 추정된다.

한편 에서 총페놀 함량이 가장 높았던 메탄올 분획물인 과 은 에Table 2 F7 F8

탄올 분획물인 에 비하여 수용성 및 지용성 항산화능력이 모두 낮게 나F4, F5, F6

타났는데 이들 분획물은 단일물질이 아닌 복합물질이며 총페놀 함량보다, , phenolic

의 구조가 항산화능력 분석에 있어서 중요한 로 작용하는 것으로compound factor

추정된다 또한 페놀화합물 외에(22). nitrogen compound(alkaloid, chlorophyll

derivative, amino acid, amine), carotenoid, lignan, terpene 등도 항산화 능력을

나타내며 총페놀 함량 분석시 외에 들(47) phenolic compound protein compound

이 와 반응하여 총페놀 함량에 영향을 미치는 것으로 알려Folin-Ciocalteu reagent



- 15 -

져 있어 총페놀 함량이 항산화 능력분석에 절대적인 요소로서 작용하지 않는(48)

것으로 추정된다.

등 은Arfan (49) Mallotus philippinensis 추출물의 분획물 중 총페놀bark (I~ )Ⅵ

함량이 가장 높은 의 항산화능력 과 비교하여(927 mg/g) (6.01 mmol trolox/g)Ⅵ Ⅳ

가 각각 로 높은 항산화 능력(856 mg/g), (794 mg/g) 6.82, 6.63 mmol trolox/gⅤ

을 나타내었으며 등 은 노니, Zin (50) (Morinda citrifolia 의 잎 열매 뿌리 추출L.) , ,

물의 분획물별 항산화 능력이 총페놀 함량과 일치하지 않았으며 분획물에 존재하,

는 물질간의 서로 다른 메카니즘과 의 구조 등에 기인하는 것phenolic compound

으로 보고하였다 에 의하면 제주 자생식물 종의 통합적 항산화 능력 분. Kim(26) 20

석 결과 총페놀 함량과 높은 상관관계를 나타내었으나 지용성 항산화 능력이 가장

높았던 백량금 의 총 고형분 중 총페놀 함량은(9.45 mmol trolox equivalents/g)

로 낮은 함량을28% 나타내었으며 등도 분획물의 래디, Amarowicz(51) rape seed

칼 소거활성 능력이 총페놀 함량과 상관관계가 낮았다고 보고하였다.

총페놀 함량과 통합적 항산화 능력 사이의 상관관계를 보면 와TPC ACW(Fig.

3), ACL(Fig. 4) 간의 linear correlation coefficient(R2 는 각각 로) 0.4214, 0.4531

낮았으나 과 사이 의, ACW ACL (Fig. 5) R2는 로 높은 상관관계를 보여 수용0.9585

성 항산화 효과가 높은 분획은 지용성 항산화 효과도 높음을 알 수 있었다.
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Table 3. Integral antioxidative capacity (IAC) of fractions from pressurized

liquid extract of Ostrya japonica

Elution

solvent

Before
fractionation

a -

Ethanol

Ethanol

Ethanol

Ethanol

Ethanol

Ethanol

Methanol

Methanol

a Pressurized liquid extract of Ostrya japonica
b Not detected
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Fig. 3. Correlation between total phenolics(TP) and integral antioxidative

capacity of water soluble substances(ACW) of fractions from pressurized

liquid extract of Ostrya japonica.

Fig. 4. Correlation between total phenolics(TP) and integral antioxidative

capacity of lipid soluble substances(ACL) of fractions from pressurized liquid

extract of Ostrya japonica.
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Fig. 5. Correlation of integral antioxidative capacity between water soluble

substances (ACW) and lipid soluble substances (ACL) of fractions from

pressurized liquid extract of Ostrya japonica.
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에 의한 폴리페놀 성분 정성 및 정량분석4. GC-MS

새우나무 추출물의 분획물별 주요성분과 개별 폴리페놀 성분을 정성 정량하기,

위하여 시료를 산가수분해한 후 유도체화 하여 로 분trimethylsilyl(TMS) GC-MS

석하였다 유도체화를 통한 과정은 분석에서 널리 사용되. TMS silylation GC-MS

는 방법으로 의 활성화된 을(52,53), phenolic compound hydrogen trimethylsilyl

group(-Si(CH3)3 으로 유도체화 함으로서 모분자에 비해 휘발성이 높고 온도에 안)

정하여 보다 효율적인 분석을 수행할 수 있다GC-MS (54).

새우나무 고압용매 추출물의 분획물을 로 분석하여GC-MS Library (WILEY07)

검색을 통하여 각 크로마토그램의 질량스펙트럼과 비교한 결과 다양한 종류의 유기

화합물이 확인되었다 분획물별 주요성분을 보면 에서는 유기산인. (Table 4) F1

지방족 화합물인 방향족 화합물인citric acid, hexadecanoic acid,

가 확인되었으며 와 에서는di-(2-ethylhexyl) phthalate , F2 F3 D-mannopyranose,

와 같은 다수의 당 성분만이 확인되었으glucopyranose, galactopyranose, glucose

나 분획물 에서는 새우나무 고압용매 추출물에 함유되어 있던 폴리페놀 성, F4 F8∼

분인 이 확인되었다protocatechuic acid, caffeic acid, catechin, quercetin .
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Table 4. Identification of fractions from pressurized liquid extract of Ostrya

japonica by GC-MS

Fraction RT(min) Identified ions (m/z) Compound

F1

16.3 147, 273, 229, 319 citiric acid

20.0 88, 101, 157, 241 hexadecanoic acid

27.2 149, 167, 57, 71 di-(2-ethylhexyl) phthalate

F2
18.5 204, 147, 217, 191 D-mannopyranose

20.4 204, 191, 147, 217 glucose

F3
18.5 204, 147, 217, 129 glucopyranose

19.5 204, 147, 217, 103 galactopyranose

F4
30.2 368, 355, 267, 179 catechin

33.6 647, 559, 575, 207 quercetin

F5

22.7 396, 219, 381, 191 caffeic acid

30.2 368, 355, 267, 179 catechin

33.6 647, 559, 575, 207 quercetin

F6

16.9 193, 370, 355, 311 protocatechuic acid

30.2 368, 355, 267, 179 catechin

33.6 647, 559, 575, 207 quercetin

F7

16.9 193, 370, 355, 311 protocatechuic acid

22.7 396, 219, 381, 191 caffeic acid

30.2 368, 355, 267, 179 catechin

33.6 647, 559, 575, 207 quercetin

F8
16.9 193, 370, 355, 311 protocatechuic acid

30.2 368, 355, 267, 179 catechin
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Fraction 1

Fig. 6. GC-MS total ion chromatogram of fractions from pressurized liquid

extract of Ostrya japonica. Each peaks refer to individual compounds listed

in Table 4.

Fraction 2

Fig. 6. Continued.
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Fraction 3

Fig. 6. Continued

Fraction 4

Fig. 6. Continued
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Fraction 5

Fig. 6. Continued

Fraction 6

Fig. 6. Continued
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Fraction 7

Fig. 6. Continued

Fraction 8

Fig. 6. Continued
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새우나무 고압용매 추출물의 분획물에서 개별 폴리페놀 함량을 로 정량GC-MS

한 결과는 와 같았다 와 은 주로 분Table 5 . Protocatechuic acid catechin F7, F8

획에 은 주로 분획에 농축되었는데 이로보아 분자량 크기에 따, quercetin F4 F6 ,∼

른 분리보다 전개용매와의 친화력에 의해 분리되는 것으로 추정되었다 한편.

은 의 모든 분획물에서 확인되었는데 에탄올 분획물에서 그 함량이catechin F4~F8

점차 감소되다가 메탄올 분획물인 과 에서 로 높은 함량을F7 F8 61.0, 38.0 mg/g

나타내었다 분에서 확인된 는 메탄올 분획인 과. RT 16.9 protocatechuic acid F7

에서 으로 높은 함량을 나타내었고 분에 확인된F8 53.8, 70.6 mg/g RT 33.6

은 에탄올 분획물인 에서 높은 함량을 나타내었다quercetin F4~F6 . 그러나 개별 폴

리페놀 성분이 특정 분획에서 분리되지 않았는데 이는 동일 성분일지라도 구조이,

성질체 등 다양한 구조를 가지고 있기 때문인 것으로 추정된다 전체적으로(55).

에 의한 개별 폴리페놀 정량 데이터는 분획 후 회수율이 높지 않았으며GC MS ,ㅡ

표준편차가 높았는데 앞으로 이에 대한 연구가 더 필요한 것으로 추정된다, .

분획물별 통합적 항산화 능력과 개별적 폴리페놀 함량을 비교하여 보면 통합적

항산화 능력이 높은 분획에는 과 정성된 종의 폴리페놀 성분 중F4 F7 catechin , 4∼

항산화 능력이 가장 높은 것 으로 알려진 이 다량 함유되어 있었으나(56) quercetin ,

통합적 항산화 능력이 낮은 분획에는 이 함유되어 있지 않았다F8 quercetin .

등 과 등 은 다양한 메커니즘에 의해 폴리페놀의 항산화Shahidi (57) Meyer (58)

능력이 변화하며 혼재하는 성분에 따라 항산화 능력을 상승 또는 감소시킨다고 보

고하고 있으며 등 과 등 도 각 간 또는 다, Lien (59) Moran (60) phenolic compound

른 성분과의 가 존재하여 항산화 능력에 있어 차이antagonistic, synergistic effect

를 나타낸다고 보고하고 있다 이로 보아 새우나무의 고압용매 추출물의 각 분획물.

에 포함된 폴리페놀 성분 간의 상호작용 및 확인되지 않은 물질 또는 그 물질과의

상호작용에 의해 분획물 와 가 높은 통합적 항산화 능력을 나타내는 것으로F4 F5

추정된다 등 은 총페놀 함량이 낮은 의 분획물이 높. Wanasundara (51) canola meal

은 항산화 능력을 나타내었는데 이는 폴리페놀 화합물 간의 시너지 효과에 의한 것

이라고 보고하였다.

한편 등 은 혼합물에 존재하는 성분들의 극성 및 분배계수 분자량이Yang (61) ,

비슷할 경우 컬럼상에서 물질의 분리도가 감소되며 단일분획으Sephadex LH-20

로는 특정물질의 분리가 어렵다고 보고하였는데 본 연구에서는 극성이 높은 메탄,
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올 분획으로 새우나무에 존재하는 모든 폴리페놀 물질들이 에 용리되어 동정되F7

었으며 에탄올 분획물인 분획에서도 폴리페놀 성분이 혼재됨에 따라 개별, F4~F6

적으로 폴리페놀을 분리하기 위하여 에탄올 보다 비극성인 용매와의 농도구배에 의

한 전개용매의 적절한 선택 및 추가적인 분리 정제 과정이 필요할 것으로 추정된,

다.

새우나무의 주요 폴리페놀 성분의 생리활성을 살펴보면 는protocatechuic acid

골격을 가지고 있는 에 속하는phenylpropanoid hydroxycinnamic acid simple

로서 파킨슨씨병과 같은 산화적 스트레스에 의해 야기되는 질phenolic compound

병에 대해 신경보호작용을 나타내며 항종양 항산화작용 등 광범위한 기능(34,35), ,

이 알려져 있다(36).

는 항암작용 항염증 작용 및 정균작용 이 있고 분자구조가Caffeic acid (32), (62) ,

중금속과 결합이 용이하게 되어 있어 카드뮴 독성에 의한 세포손상을 억제하는 것

으로 알려져 있다(63).

은 식물과 녹차의 성분으로 자연계에 광범위하게 존재하는 플라보이드Catechin

계 화합물로서 코코아 차 와인 그리고 포도껍질과 같은 다양한 식품flavan-3-ol , ,

원료 속에 존재하며 항균 항산화 항염효과 외에도 복제와 회복을 조, , (64,65) DNA

절하고 암의 촉진과 진행 분자간 반응을 억제하는 차단제와 억제제로 작용하는 것,

으로 알려져 있다(66).

은Quercetin Allium 속 채소류에 다량 함유되어 있을 뿐만 아니라 단독으로 또

는 형태인 등으로 천연에 널리 분포glycoside isoquercetin, rutin, quercimetrin

되어 있으며 발암성 물질의 활성감소 혈압강하 모세혈관 강화작용 항산화 항염작, , , ,

용 등 다양한 약리작용이 알려져 있다(33).

본 연구에서 새우나무는 광범위한 생리활성을 나타내는 폴리페놀 물질을 함유하

고 있으며 지용성 및 수용성 항산화 능력에서 높은 효과가 있음을 확인할 수 있었

다 이상의 결과를 바탕으로 새우나무 추출물로부터 얻은 분획물은. 항산화 관련 기

능성 식품소재로서 활용 할 수 있을 것으로 기대되며 식품에 적용하기 위해 보다

많은 연구가 필요할 것이라 사료된다.
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Table 5. Quantification of individual phenolic compounds(mg/g of dried

fraction) of fractions (F4~F8) from pressurized liquid extract of Ostrya

japonica by GC/MS

Total

-

-

F4

F5

F6

F7

F8

a Pressurized liquid extract of Ostrya japonica (mg/g of dried extract)
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요약.Ⅳ

제주에 자생하는 새우나무(Ostrya japonica 를 고압용매 추출 추출용매) ( 40%

추출온도 추출압력 추출시간 분 하여EtOH, 50 , 13.6 MPa, 10 ) column℃

법으로chromatography 분획을 실시한 후 각 분획물의 총페놀 함량 통합적 항산화,

능력 및 주요 성분을 정성 정량 분석하였다 고압용매 추출물은, . 에서 까지 총F1 F8

개의 분획으로8 분리되었는데 에탄올 분획물 의 분획수율은 메탄, (F1 F6) 65.9%,∼

올 분획물 의 분획수율은 이었고 개의 분획물 중에는 이(F7, F8) 34.1% , 8 F2, F7, F8

각각 로 높은 분획수율을 나타내었다 총페놀 함량은 메탄올32.9%, 18.9%, 15.2% .

분획물인 과 이 으로 가장 높았고 에탄올 분획F8 F7 672.8, 613.3 mg catechin/g ,

물 중에서는 와 가 으로 가장 높았다 통합적 항F4 F5 438.4, 411.1 mg catechin/g .

산화 능력은 와 가 각각 로 가F5 F4 7.71, 6.41 mol ascorbic acid equivalents/gμ

장 높은 수용성 항산화 능력을 나타내었으며 지용성 항산화 능력도 1.78, 1.53 μ

로 가장mol trolox equivalents/g 높았다 를 이용하여 각 분획물을 정성. GC-MS ,

정량 분석한 결과 에서는 유기산 지방족 화합물 당 성분만이 확인되었으F1 F3 , ,∼

나, 에서는 폴리페놀 성분인F4 F8 protocatechuic acid, caffeic acid, catechin,∼

이 확인되었다 은 분획물 에서 확인되었는데 메탄올 분quercetin . Catechin F4~F8

획물인 과 에서 로 높은 함량을 나타내었다F7 F8 61.0, 38.0 mg/g . Protoctechuic

는 메탄올 분획물인 과 에서 각각 으로 높은 함량을 나acid F7 F8 53.8, 70.6 mg/g

타내었고 은 에탄올 분획물인 에서 각각, quercetin F4~F6 23.6, 35.9, 123.8 mg/g

으로 높은 함량을 나타내었다.
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