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국문초록

제주도에 자생하는 식물을 이용하여 천연 항산화성분과 기능성화장품 소재 개

발 가능성을 알아보고자 본 연구를 수행하였다.소재 개발에 대한 연구는 제주

자생식물 중 합다리나무(Meliosmaoldhamii)의 가지 부분을 이용하여 화합물을

분리하고,분리된 화합물에 대해 항산화와 주름개선 기능성화장품으로 활용 가능

한 생리활성을 검색하는 것으로 진행되었다.

합다리나무(가지) 70% EtOH 추출물을 n-Hexane층, ethyl acetate층,

n-Butanol층 및 water층으로 용매 분획하고,분획물에 대하여 DPPH radical

scavengingtest와 elastaseinhibitiontest를 실시하였다.그 결과 DPPH radical

scavengingtest에서 합다리나무(가지)의 추출물과 각각의 용매분획 물 중 ethyl

acetate층과 n-Butanol층에서 radicalscavenging에 대조군인 VitaminC만큼의

강력한 활성을 나타내었다.Elastaseinhibitiontest에서는 추출물과 모든 분획층

에서 elastaseinhibition에 대해 대조군인 ursolicacid와 비교 하였을 때 활성이

있음을 확인 할 수 있었다.이러한 활성 결과에 따라 EtOAc분획층에 들어있는

화합물을 규명하고자 실험을 진행하였다. EtOAc 분획층을 가지고

VLC(VacuumeLiquidChromatography)를 사용하여 극성에 따라 분획층을 좀

더 세분화 시키고 normal-phase silica gel과 sephadex LH-20을 이용하여

column chrpmatography를 실시하여 화합물들은 분리하였다.분리된 화합물의

구조는 1D,2DNMRspectrum을 이용하여 확인하였고 그 자료를 토대로 문헌과

비교한 결과; betulin , 3β-acetoxyolean-12-en-28-acid, 3β

-acetoxyolean-12-en-28-aldehyde, 3β-acetoxy-28-hydroxyolean-12-ene ,

lupeol,daucosterol,oleanolic acid,maslinic acid,catechin,epi-catechin ,

vanillicacid의 11개의 화합물 구조를 동정하였다.이 화합물들은 합다리 나무 가

지에서 처음 분리된 화합물이다.Elastase저해활성 실험에서 대조군인 ursolic

acid의 IC50값인 28.5 μg/mL와 비교했을 때 betulin의 IC50값은 39.3 μg/mL,

oleanolicacid의 IC50값은 39.5μg/mL으로 elastaseinhibition에서 매우 좋은 활

성을 나타냄을 확인하였다.
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본 연구의 실험결과를 바탕으로 합다리나무(가지)를 이용한 항산화성분과 미백

소재로서의 개발 가능성을 확인할 수 있었다.
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Ⅰ. 서 론

1.기능성화장품과 천연소재개발

"화장품"이라 함은 인체를 청결·미화하여 매력을 더하고 용모를 밝게 변화시키

거나 피부·모발의 건강을 유지 또는 증진하기 위하여 인체에 사용되는 물품으로

서 인체에 대한 작용이 경미한 것을 말한다.다만,「약사법」 제2조제4호의 의

약품에 해당하는 물품은 제외된다.즉,화장품은 의약품과는 달리 건강한 불특정

다수가 사용하는 물품이기 때문에 인체에 많은 영향을 미치는 것을 인정하지 않

고 있다.
1)

점점 고령화가 되어가는 사회구조의 변화에 의해 외모가 경쟁력이 되어가면서

보다 젊고 건강한 외모를 갖고 싶어 하는 소비자의 욕구에 의해 보다 지속적이

고 효과적인 화장품에 대한 소비자의 선호도가 강해짐에 따라 화장품은 단순히

보습,피부보호를 하기 위한 제품이 아니라 피부의 질감과 색이 개선될 수 있는

미백,주름개선,독소제거 등의 약리적 효능,효과가 목적이 되는 기능성화장품에

대한 소비자의 선호도가 증가하면서,기능성화장품 시장이 급격히 성장하고 있

다.

2010년 개정된 화장품법 제2조 2항에서 기능성화장품에 대해 다음과 같이 정

의하고 있다.

가.피부의 미백에 도움을 주는 제품

나.피부의 주름개선에 도움을 주는 제품

다.피부를 곱게 태워주거나 자외선으로부터 피부를 보호하는데 도움을 주는 제

품

기능성 화장품은 화장품과 의약품의 중간적인 성격을 갖는 제품이라 볼 수 있

다.일반 화장품이 안정성을 강조한 제품임에 비해 기능성 화장품은 안정성 외에

특히 약리적 효능,효과를 강조한 제품이다.기능성 화장품은 영어로 “코스메디
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컬(cosmedical)"또는 ”코스메슈티컬(cosmeceutical)"등으로 불려 지기도 한다.

코스메디컬이란 영어로 화장품을 의미하는 코스메틱(cosmetic)과 의료를 의미하

는 메디컬(medical)이 합해져 만들어진 용어이다.
2)

즉 기능성 화장품이란 이전의 단순한 피부 보습,피부 보호의 차원에서 벗어

나 ‘피부의 주름’,‘기미 ․ 주근깨’,‘죽은 각질’,‘피부건조’등과 같은 문제점들을

적극적으로 해결하는데 도움을 주는 화장품을 말한다.넓은 의미에서는 피부질환

이 없는 건강한 사람이 피부의 상태를 건강하게 유지시켜 피부의 이상 및 노화

를 지연시키거나 개선할 목적으로 사용하는 물품을 말한다.
3)

식품의약품안전청의 발표에 따르면 ‘10년 국내 화장품 생산실적을 분석한 결

과,화장품 생산실적이 6조146억원으로 ’09년에 비하여 16.4% 늘었으며,수출

은 5억9700만달러(약 6,901억원)로 전년대비 43.5% 증가하였다고 밝혔다.소비

자 가격을 고려한 ’10년 국내 화장품 시장규모는 13조 4,380억 원으로 전년대비

12.9% 증가한 것으로 나타났으며,세계 화장품시장 점유율은 2.1%로 세계12위

를 기록하였다.웰빙(Well-being)시대로 접어들면서 기초화장품 뿐만 아니라 추

가적으로 미백,주름개선,자외선차단제품 등 기능성화장품에 대한 구매자의 수

요가 증가하고 그에 따라 기능성화장품 시장이 꾸준히 성장하고 있다.기능성 화

장품은 ‘10년도 국내 화장품시장의 25.3%(1조 5,186억원)을 차지하며,전년대비

22.5% 증가하였다.
4)

기능성 화장품은 막대한 시간과 자금이 투자되는 의약품보다 상대적으로 적은

비용과 시간을 투자하여 세계적으로 경쟁이 가능한 신제품 개발이 가능하고 시

장 성장성과 고부가가치 창출에도 상당히 긍정적인 첨단 미래형 산업으로 인식

되고 있다.소비자들은 기능성화장품의 일시적 개선효과 보다는 가시적이고,지

속적인 미백 또는 주름개선 등 실질적인 효과를 요구하고 있으나,현재까지 개발

된 국내의 기능성화장품들은 이를 충분히 만족시켜주지 못하고 있다.이는 식약

청에서 고시한 기능성화장품 원료 pool이 많지 않아 차별성에 한계가 있고 화학

적인 원료의 부작용들이 보고되고 있기 때문이다.이러한 문제점들을 극복하기

위하여 식물체 유래 천연물에서 기능성 화장품의 원료를 탐색하는 연구가 이루

어지고 있다.
5)

제주도는 동아시아 대륙 연변부에 위치하고 있으며 신생대 제 4기 화산활동으
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로 형성된 화산섬으로,북상하는 쿠로시오 해류의 직접적인 영향을 받는 지역이

다.또한 한라산을 중심으로 사면이 바다로 둘러싸여 있어 한반도와는 구별과는

독특한 환경적 특성을 보여주고 있다.이러한 특색을 갖는 제주도는 유네스코지

정 ‘생물권보존지역’으로 세계적으로 가치 있는 생물자원의 보고로 알려져 있으

며,식물자원 2,100여종(약용식물 338종),해양자원 2,000여종,동물・곤충 3,700여

종 등 7,800여종 이상의 생물종다양성이 분포하고 있다.
6)

따라서 이러한 생물종다양성에 의해 제주도는 천연자원으로부터 기능성 화장품

원료의 탐색할 수 있는 최적의 선택받은 지역이다.

따라서 본 연구는 제주도에서 자생하는 식물을 분리・정제하여 인체에 부작용

이 적고,안정성이 높은 생리활성물질을 탐색하는데 목적이 있다.제주도에서 자

생하는 나도밤나무과의 합다리 나무에서 현재까지 분리 보고된 활성성분은 없으

며,이에 본 연구에서는 합다리나무 가지 추출물 및 분획물의 다양한 생리활성을

검색하고 합다리나무 가지로부터 분리된 화합물들의 구조를 동정하였다.또한 지

금까지 합다리나무에 대해서는 항산화,주름 개선 효과에 대한 내용은 보고된 바

없어 다음과 같은 실험을 실시하여 화장품 산업에서의 응용 시 기능성을 가지는

천연소재로서의 역할을 검토하였다.

2.피부의 구조와 주름형성

피부는 크게 표피,진피,피하조직으로 구분된다.진피에는 혈관,림프시스템,

모공,섬유아세포 등 피부의 중요한 부속기들이 있고 표피 두께의 15-40배에 해

당되는 두꺼운 층으로 피부의 대부분을 차지한다.진피조직에는 가교섬유인 콜라

겐(collagen)과 탄력섬유인 엘라스틴(elastin)으로 이루어져 있는 데 이들은 섬유

아세포(fibroblast)에서 합성된다.콜라겐은 실타래가 나선을 형성하면서 감겨 있

는 모양의 긴 섬유이며 몸의 지탱,결합,경계면을 만드는데 중요한 역할을 한다.

엘라스틴은 신축성(elasticity)이 콜라겐 보다 강해서 붙여진 이름이다.콜라겐은

피부에 가해지는 압력이나 외부의 힘에 대해 저항하는 역할을 한다.반면에 엘라

스틴은 용수철처럼 피부의 탄력성을 유지하는 역할을 한다.콜라겐과 엘라스틴이

그물망 구조를 형성하면서 피부의 탄력성을 유지시켜 준다.
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피부가 노화됨에 따라 나타나는 징후 중 가장 눈에 띄는 것이 주름인데 이마,

눈 주위,목덜미,손발 등의 신체 각 부위에 생기며 나이가 들어감에 따라 그 수

나 깊이,범위가 증가해 간다.노화는 다음과 같이 내인성 노화와 외인성 노화로

구분되는데 내인성 노화는 나이를 먹으면서 피부의 구조와 생리적 기능이 계속

적인 감퇴를 일으키는 것이다.외적 요인에 의한 노화는 장기간에 걸친 자외선의

노출로 인한 광노화이외에도 바람,열,담배 등이 원인으로 알려져 있고,내인성

노화를 촉진시키거나 그 자체도 피부노화를 유발한다.
7)

특히 UV B와 같은 자외선은 피부조직 내 활성산소를 형성시켜,피부에 존재

하는 항산화 물질을 감소시킴으로써 산화적 스트레스를 유발시키는 것으로 알려

져 있다.또한,이러한 과정에서 생성된 활성산소종들은 멜라닌 생성을 촉진하고

교원섬유와 탄력섬유의 합성을 감소시켜 주름을 형성시키는 것으로 알려져 있으

며,각질층의 수분 함량을 감소시켜 DNA조직에 손상을 야기 하며,체내의 단백

질,지방,세포막,핵산 등을 산화시켜 피부 노화를 더욱 더 촉진시키는 것으로

보고되고 있다.
8)

또한 최근의 연구에서 섬유아세포에서 생성되는 elastase가 피부탄성섬유의 3

차원적 뒤틀림에 중요한 역할을 한다고 보고되고 있으며 이러한 elastase의 활

성증가는 피부의 엘라스틴과 콜라겐을 감소시킴으로써 피부 주름 형성에 기여한

다고 알려져 있다.더군다나 자외선 조사 후 elastase의 활성이 증가하기 때문에

elastase의 활성 변화는 자외선에 의한 피부 탄성도의 감소 및 주름 생성의 주

요원인으로 생각된다.
9)
따라서 항산화제와 elastase의 억제제 소재 개발하면 주

름개선에 도움이 될 것이다.

3.항산화제와 주름개선제

합성항산화제인 BHT와 BHA 등은 탁원할 항산화 효과와 경제성 때문에 지금

까지 널리 사용되어 왔으나 체내 흡수 물질의 독성화,발암 가능성 등의 안정성

에 대하여 논란이 제기되어 현재에는 허용대상 식품이나 안전성에 대하여 논란

이 제기되어 현재에는 허용대상 식품이나 사용량이 법적으로 엄격히 규제되어

있다.
10)
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Figure1.Structureofanti-oxidantingredients

그리고 기존의 주름개선 소재로는 대표적으로 사용되는 레티놀(비타민A),α

-hydroxyacid(AHA),아데노신 등은 콜라겐의 합성을 증가시키고 표피 각화 과

정을 정상화 시켜 피부재생에 기여하는 물질로 많이 사용 되고 있지만 빛과 열

에 불안정하고 피부에 자극이 있는 것으로 알려져 있다.
10)
이러한 이유에서 최근

에는 천연물로부터 보다 안전하고 경제적이며 효과가 뛰어난 항산화제와 주름개

선제를 개발하려는 연구가 활발히 이루어지고 있다.
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Figure2.Structureofanti-wrinkleingredients
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Ⅱ.재료 및 실험방법

1.시약 및 기기

본 연구에서 시료의 추출,용매분획 및 분리에 사용된 용매들은 Merk,Junsei

의 제품을 사용하였다.VLC(Vacuum LiquidChromatography)에는 순상 silica

gel(2-25 μm, Sigma Co.)이 사용되었고, 순상 Silica gel column

chromatography에는 slilcagel(95-110 μm,SigmaCo.)이 사용되었다.겔 여

과 크로마토그래피에는 Sephadex LH-20(0.1-0.025 mm)이 사용되었다.분리

과정에서 사용된 TLC(Thin LayerChromatography)는 precoated silicagel

aluminium sheet(Silicagel60F254,2.0mm,MerkCo.)를 사용하였다.TLC상

에서 분리된 물질들을 확인하기 위하여 UV/VisLamp를 사용하거나 TLCplate

를 visualizing agent에 침적시킨 후 heat-gun을 이용하여 건조시켰다.

visualizing agent로는 KMnO4 수용액 (3% KMnO4,20% K2CO3,0.25%

NaOH),1% anisaldehyde-MeOH를 필요에 따라 사용하였다.구조 분석에 이용

된 NMR(NuclearMagneticResonance)은 JNM ECX-400(JEOL Co.400Μ㎐)

을 이용하였다.NMR 측정시 용매로는 Merk의 NMR 전용용매로서,CD3OD,

CDCl3,pyridine-d5을 사용하였다.추출물된 분획물,분리된 화합물의 생리활성

연구에서 흡광도 측정에는 thermoelectron-labsystemsmultiskan EX(ELISA

reader)를 이용하였다.
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2.재료

합다리나무(Meliosma oldhamii)는 쌍떡잎식물 무환자나무목 나도밤나무과(

Sabiaceae)의 낙엽교목이다.우리나라 중부 이남지역에서 자생하는데 한국이 원

산지로 국외로는 대만,일본,중국 등지에도 분포한다.추위나 대기 오염에 약하

고 건조한 곳에서도 잘 자라지 못한다.그리고 산기슭 양지쪽에서 잘 자라는데

제주도는 낙엽수림대의 숲 속에 자생한다.나무는 회갈색의 껍질에 별로 굵지 않

고 높이가 10m 정도로 키만 껑충 커 보여서 얼핏 보아 학의 다리는 연상시키

기 때문에 학다리로 부르다가 합다리나무라는 이름이 생겼다.어긋나게 달리는

잎은 홀수 1회 우상복엽(작은 잎이 홀수로 달려 1회 분화한 깃털 모양의 겹잎)

으로 9∼15장의 작은 잎으로 이루어져 있다.작은 잎은 긴 타원 모양으로 가장

자리에 얕은 톱니가 드문드문 있으며 양면 특히 뒷면 맥 위에 털이 많이 난다.

개화기는 6-7월로 꽃은 흰색이고 가지 끝의 갈라진 작은 가지에 총상으로 달려

원추화서를 이룬다.꽃잎은 꽃받침의 3배 길이이고 둥근 모양이다.결실기는

9-10월로 열매는 핵과로 둥근 모양이고 지름 7mm이며 적색으로 익는다.새순

은 나물로 먹으며,토목건축이나 내장공사의 기재,인위적인 방법으로 숲을 조성

하는 조림,숯이나 땔나무로 쓰이는 신탄재,목재 등으로 쓰인다.

현재까지 제주에서 자생하고 있는 합다리 나무에서 분리 보고된 활성성분은

없으며,이에 본 연구에서는 제주에서 자생하고 있는 합다리 나무 가지 추출물

및 분획물의 다양한 생리활성을 검색하고 합다리 나무 가지로부터 분리된 화합

물들의 구조를 동정하였다.또한 분리된 화합물들의 항산화 활성 및 주름개선 효

과를 검색하여 천연 항산화제 및 화장품 소재로서의 이용 가능성을 알아보고자

하였다.
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Figure3.PictureofM.oldhamii
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3.시료의 추출 및 유효성분 분리

3-1.합다리나무 가지의 70% EtOH 추출물 및 용매 분획

제주도 한라수목원에서 자생하는 합다리나무(179)를 2009년 9월에 채집하여

부위별로 세분시킨 후 음지에서 자연건조 시켰다.세분한 가지를 잘게 분쇄하여

얻은 시료 1kg을 70% EtOH을 이용해 동일한 조건으로 3회 반복 추출하였다.

감압여과 장치를 통해 추출된 여액을 감압 농축하여 합다리나무의 70% EtOH

추출물 총 931g을 얻었다 이 중 57.1g을 증류수 1L에 현탁시키고,분별 깔대

기를 이용해 분획을 실시하였는데,각 용매마다 1 L씩 3번 반복 실시하여

n-Hexane층,EtOAc(ethylacetate)층,n-butanol층 및 water층 총 4개의 1차

용매 분획층을 얻었다(Figure4).

Figure4.Schemeoffractionationprocess



- 11 -

3-2.VLC에 의한 분리과정(제1차)

용매 분획하여 얻어진 EtOAc분획물 3.0g을 순상 silicagel로 충진한 glass

column을 이용하여 감압 액체 크로마토그래피(VLC)를 실시하였다.사용된 용출

액은 n-Hexane/ EtOAc(0~100%), EtOAc/MeOH(0∼100%) gradient 용매

(500mL)조건을 이용하였다.이 과정에서 총 23개의 분획물을 얻었다(Figure

5).

3-3.VLC를 수행한 분획물에서 화합물 1,7,9,11,분리과정

3-2에서 얻어진 23개의 분획물 중 V.He60(80.3 mg)이 감압농축한 후

methanol을 첨가하였을 때 녹지 않고 vial바닥에 가라앉는 powder가 생성되었

다.이를 methanol로 여러 차례 재결정하여 50.1mg의 compound1을 얻었다.

V.He40(103.7 mg)을 CHCl3/MeOH = 1/15∼1/3 gradient의 용매조건으로

silicagelCC를 수행하여 분리한 V.He40-np.8(8.5mg)에서 compound7을 얻

었다.V.He40(103.7mg)을 CH3Cl/MeOH = 15/1∼3/1 gradient의 용매조건으

로 silicagelCC를 수행하여 분리한 후 V.He40-np.8(8.3mg)에서 compound

7을 얻었다.V.He20(183.7mg)을 Hex/CHCl3/MeOH =1/2/1의 혼합용매에 녹

은 상층액 Liq-fr.과 녹지 않고 가라 앉아있는 S-fr.을 나눈 후에 S-fr.(179.4

mg)을 CHCl3/MeOH =2/1의 용매조건으로 sephadex LH-20CC을 수행하여

분리한 V.He20-se.3(33.4 mg)을 다시 Methanol에 녹은 상층액 Liq-fr.(26.2

mg)과 녹지 않고 가라 앉아있는 S-fr.(3.7 mg)에서 각각 compound 9와

compound11을 얻었다(Figure5).
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Figure5.Diagram ofisolationprocessofcompound1,7,9,11

3-4.VLC에 의한 분리과정(제2차)

용매 분획하여 얻어진 EtOAc분획물 5.1g을 순상 silicagel로 충진한 glass

column을 이용하여 감압 액체 크로마토그래피(VLC)를 실시하였다.사용된 용출

액은 n-Hexane/ EtOAc(0∼100%), EtOAc/MeOH(0∼100%) gradient 용매

(300ml)조건을 이용하였다.이 과정에서 총 31개의 분획물을 얻었다(Figure

6).
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3-5.VLC를 수행한 분획물에서 화합물 1,2,3,4,5,8,10,12,13분리과정

3-4에서 얻어진 31개의 분획물 중 V.3(25.2mg)과 V.4(63.5mg)을 감압농축

한 후 methanol을 첨가하였을 때 녹지 않고 vial바닥에 가라앉는 crystal이 생

성되었다.이를 methanol로 여러 차례 재결정하여 각각 compound3(3.2mg)과

compound2(2.7mg)을 얻었다.V.3과 V.4를 재결정 시킨 후에 남은 상층액을

모아서 CHCl3/MeOH = 10/1∼1/0 gradient의 용매조건으로 silicagelCC을

수행하여 분리하였다.그 중 Liq-fr의 np.8(3.1mg)과 np.9(2.0mg)에서 각각

compound5과 compound4을 얻었다.V.5(21.5mg),V.6(40.7mg),V.7(60.9

mg)은 TLC상에서 유사한 spot패턴을 보여 이 세 개의 분획물을 모아서 감압

농축 후 methanol을 첨가하였을 때 녹지 않고 vial바닥에 가라앉는 powder가

생성되었다.이를 methanol로 여러 차례 재결정하여 10.0mg의 compound1을

얻었다.V.8(110mg)을 CHCl3/MeOH = 15/1∼5/1 gradient의 용매조건으로

silicagelCC을 수행하여 분리한 V.8-np.3(9.8mg)에서 compound8을 얻었다.

V.15(135 mg)을 CHCl3/MeOH = 3/1 gradient의 용매조건으로 Sephadex

LH-20을 사용하여 분획하였고, 그 중 분획물 V.15-se.3(31 mg)에서

compound10을 얻었다.V.16(41.7mg)이 감압농축한 후 Methanol을 첨가하였

을 때 녹지 않고 vial바닥에 가라앉는 powder가 생성되었다.이를 methanol로

여러 차례 재결정하여 9.3mg의 compound6을 얻었다(Figure6).
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Figure6.Diagram ofisolationprocessofcompound1,2,3,4,5,8,10,11
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4.활성 검색

4-1.DPPH radicalscavengingtest

DPPH radical소거 활성 실험은 다음과 같은 방법으로 실행하였다.실험에는

DPPH(1,1-diphenyl-2-picryhydrazyl)을 사용하였고,DPPH를 용해시키는 용매

는 EtOH를 사용하였으며, sample 용매는 DMSO(dimethylsulfoxide)와

methanol을 1대 1의 부피로 섞어서 사용하였다.

실험 방법은 96wellplate를 사용하여 sample20μL(1.0mg/mL,stock),0.2

mM DPPH 180μL넣고,최종부피를 200μL로 맞춘다.상온(25℃)에서 10분간

반응시킨 후,525nm에서 흡광도를 측정하였다.소거능력은 다음의 식에 의해 %

로 계산되었으며,각 시료의 SC50을 구하였다.이때 사용된 대조군으로는 vitamin

C(ascorbicacid,1mg/mL,stock)을 사용하였다.

Radicalscavengingeffect(%)

=[1-(Asample-Ablank)/Acontrol]×100

Acontrol:515nm에서 DPPH의 흡광도

Asample:515nm에서 sample과 DPPH반응액의 흡광도

Ablank:515nm에서 sample의 흡광도

4-2.ElastaseInhibitiontest

ElastaseInhibition test는 다음과 같은 방법으로 실행하였다.Buffer는 0.2

M Tris-HCl buffer(pH 8.0)을 사용하였고, 기질로는 SANA

(N-succ(Ala)3-p-nitroanilide)을 10mM 농도로 사용하였다.실험에 사용된 효

소는 돼지췌장에서 채취된 elastase(porcine pancreatic elastase, PPE)(1
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mg/mL)이며,용매는 0.2M Tris-HClbuffer(pH8.0)을 사용하였다.

실험방법은 다음과 같다. 96well plate에 1대1의 부피로 섞은 DMSO

(dimethylsulfoxide)와 methanol혼합용액을 용매로 하여,여러 농도로 제조한

sample20μL를 넣은 후,SANA 7μL와 buffer123μL의 혼합액(total130μ

L),elastase13 μL와 buffer37 μL의 혼합액(tatal50 μL)을 넣고 25℃에서

15분간 반응시켜,410nm의 파장에서 흡광도를 측정하였다.효소 저해능력은

다음과 같은 식에 의해 %로 계산되었고,각 시료의 IC50을 구하였다.이때 사용

된 대조군으로는 oleanolicacid(1mg/mL,stock)를 사용하였다.

Elastaseinhibitionactivity(%)

=[1-(Asample-Ablank)/(Acontrol-Ac-blank)]×100

Asample:410nm에서 sample와 반응용액의 흡광도

Ablank :410nm에서 sample의 흡광도

Acontrol:410nm에서 반응용액의 흡광도

Ac-blank:410nm에서 sample과 elastase를 첨가하지 않은 반응용액의 흡광도
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Ⅲ.결과 및 고찰

1.분리된 화합물의 구조 동정

1-1.Compound1의 구조 동정

잘게 분쇄한 합다리나무 가지 1kg을 70% EtOH로 추출한 후 용매분획 하였

다.이 중 EtOAc층을 가지고 감압분획 하였다(Figure5).VLC를 통해 얻어진

분획물 중에 V.He60(n-Hex/EtOAc=60/40,80.3mg)을 감압농축을 시킨 후

methanol을 첨가하여 실온에서 장시간 방치하였더니 methanol이 증발하면서 재

결정이 일어나 whitepowder가 생성되었다.상층액과 powder를 따로 구분하여

나누었고,구분된 powder를 Methanol을 이용하여 여러 번 washing하였다.이

러한 재결정 법을 통해 분획물 V.HepowderFr.에서 compound1(50.1mg)를

얻었다.

Compound 1의 구조는
1
H-NMR(CDCl3, 400MHz),

13
C-NMR(CDCl3,

100MHz)을 통하여 확인하였다.
1
H-NMR data 에서는 대부분의 peak가 δ 

0.75,0.82,0.96,0.97,1.01 에 분포하였으며 포화 탄화수소의 sp
3
혼성화에

관여하는 5개의 tertiary methyl기가 있음을 예상하였으며,δ 1.67(3H,s)의

signal로 보아 sp
2
혼성 carbon옆에 붙어 있는 tertiarymethyl기로 총 6개의

methyl기가 있음을 예상하였다.
13
C-NMR data에서 carbonsignal이 30개가 있

음을 알 수 있었다.그리고
13
C-NMR data에서도

1
H-NMR data와 마찬가지로

대부분의 peak가 δ 14.9,15.5,16.1,16.3,28.1(C-27,24,26,25,23)에 분

포하였으며 이 signal또한 포화된 혼성 탄소로 5개의 tertiarymethyl기가 있음

을 예상할 수 있었으며,δ 19.2(C-30)의 signal은 sp
2
혼성 carbon옆에 붙어 있

는 tertiarymethyl로 총 6개의 methyl기가 있음을 예상할 수 있다.
1
H-NMR

data에서 δ 4.61(1H,m,H-29),4.58(1H,m,H-29)signal은 olefinicproton

으로
13
C-NMR data에서도 δ 150.6(C-20),109.9(C-29)의 2개의 불포화된 sp

2

혼성의 olefiniccabon을 보임으로 예상하였다.C-28의 chemicalshift는 다르
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지만 이러한 NMR data로 미루어 보아 lupeol과 유사한 skeleton을 가진

triterpene일 것으로 예상되었다.

1
H-NMR data에서 에서 나타나는 δ 3.81(1H,d,J =10.7,H-28),3.34(1H,

d,J =10.7,H-28)signal은 전기음성도가 큰 원소가 인접하여 deshielding된

수소인 oxygenated proton으로 예상하였다.
13
C-NMR data에서도 마찬가지로

δ 109.9(C-29) signal은 전기음성도가 큰 원소가 인접하여 deshielding된

oxygenatedcarbon으로 예상하였고 적어도 하나 이상의 hydroxyl기가 있음을

예상할 수 있었다.

비교적 난해한
1
H-NMR data로 인해

13
C-NMR에 의존하여 문헌

13)
과의 대조

과정을 거쳐 compound 1을 Betulin(3,28-dihydroxylup-20(29)-ene)로 동정

하였다(Figure7).
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Figure7.Chemicalstructureofcompound1
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Table1.
1
H-NMR,

13
C-NMRdataofcompound1

Compound1

(1H-NMR:400MHzinCDCl3,
13C-NMR:100MHzinCDCl3)

position
δH(int,mult,

JinHz)
δc(ppm) position

δH(int,mult,

JinHz)
δc(ppm)

1 38.8 16 29.9

2 27.5 17 47.9

3
3.20(1H,dd,

J=11.2,4.8)
79.1 18 48.9

4 39.0 19
2.41(1H,dt,J

=5.8,10.7)
47.9

5 55.4 20 150.6

6 18.5 21 29.3

7 34.1 22 34.4

8 41.1 23 0.96(3H,s) 28.1

9 50.5 24 0.75(3H,s) 15.5

10 37.4 25 0.82(3H,s) 16.3

11 21.0 26 0.97(3H,s) 16.1

12 25.3 27 1.01(3H,s) 14.9

13 37.3 28

3.81(1H,d,

J=10.7)
60.7

3.34(1H,d,

J=10.7)

14 42.9 29

4.61(1H,m)

109.9

4.58(1H,m)

15 27.2 30 1.67(3H,s) 19.2
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Figure8.1H-NMRspectrum ofcompound1inCDCl3

Figure9.
13
C-NMRspectrum ofcompound1inCDCl3
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1-2.Compound2의 구조 동정

잘게 분쇄한 합다리나무 가지 1kg을 70% EtOH로 추출한 후 용매분획 하였

다.이 중 EtOAc층을 가지고 감압분획 하였다(Figure6).VLC를 통해 얻어진

분획물 중에 V.4(n-Hex/EtOAc = 95/15,63.5 mg)을 감압농축을 시킨 후

methanol을 첨가하여 실온에서 장시간 방치하였더니 methanol이 증발하면서 재

결정이 일어나 색이 없는 바늘 모양의 crystal이 생성되었다.상층액과 결정을

따로 구분하여 나누었고,구분된 결정을 methanol을 이용하여 여러 번 washing

하였다.이러한 재결정 법을 통해 분획물 V.4에서 compound2(2.7mg)를 얻었

다.

Compound 2의 구조는
1
H-NMR(CDCl3, 400MHz),

13
C-NMR(CDCl3,

100MHz)을 통하여 확인하였다.
1
H-NMR data 에서는 대부분의 peak가 δ 

0.75,0.84,0.86,0.90,0.92,0.95,1.25에 분포하였으며 포화 탄화수소의 sp
3

혼성화에 관여하는 7개의 tertiary methyl기가 있음을 예상하였다.
13
C-NMR

data에서 carbonsignal이 32개가 있음을 알 수 있었다.그리고
13
C-NMR data

에서도
1
H-NMR data와 마찬가지로 대부분의 peak가 δ 15.5,16.8,17.2,

23.7,25.2,27.2,33.2(C-25,24,26,30,27,23,29)에 분포하였으며 이

signal또한 포화된 혼성 탄소로 7개의 tertiarymethyl기가 있음을 예상하였다.

이러한 NMR data로 미루어 보아 oleananeskeleton을 가진 triterpene일 것으

로 예상되었다.
1
H-NMR data에서 δ 5.29(1H,t,J =3.4,H-12) signal은

olefinic proton으로
13
C-NMR data에서도 δ 143.8(C-13)122.6(C-12)의 2개

의 불포화된 sp
2
혼성의 olefinic cabon을 보임으로 olea-12-ene skeleton을

가지고 있음을 예상할 수 있다.

1
H-NMR data에서 에서 나타나는 2.04(3H,s)signal은 acetylmethylproton

으로,
13
C-NMR data에서도 마찬가지로 δ 21.5은 acetylmethylcabon, δ 

182.0(C-28) signal은 전기음성도가 큰 원소가 인접하여 deshielding된

Carboxy기의 carbon으로 예상하였다.

비교적 난해한
1
H-NMR data로 인해

13
C-NMR에 의존하여 문헌

13)
과의 대조

과정을 거쳐 compound 2을 oleanolic acid acetate(3β
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-acetoxyolean-12-en-28-acid)로 동정하였다(Figure10).
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Figure10.Chemicalstructureofcompound2
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Table2.
1
H-NMR,

13
C-NMRdataofcompound2

Compound2

(
1
H-NMR:400MHzinCDCl3,

13
C-NMR:100MHzinCDCl3)

position
δH(int,mult,

JinHz)
δc(ppm) position

δH(int,mult,

JinHz)
δc(ppm)

1 38.2 17 46.6

2 23.6 18 41.7

3 4.51(1H,m) 81.1 19 46.0

4 37.8 20 30.8

5 55.4 21 33.9

6 18.3 22 32.7

7 32.5 23 0.86(3H,s) 27.8

8 39.4 24 0.84(3H,s) 16.8

9 47.7 25 0.93(3H,s) 15.5

10 37.1 26 0.75(3H,s) 17.2

11 23.5 27 1.12(3H,s) 25.2

12
5.29(1H,t,J

=3.4)
122.6 28 182.0

13 143.8 29 0.90(3H,s) 33.2

14 41.2 30 0.92(3H,s) 23.7

15 26.0 CO 171.3

16 23.1 CH3 2.04(3H,s) 21.5
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Figure11.1H-NMRspectrum ofcompound2inCDCl3

Figure12.
13
C-NMRspectrum ofcompound2inCDCl3
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1-3.Compound3의 구조 동정

잘게 분쇄한 합다리나무 가지 1kg을 70% EtOH로 추출한 후 용매분획 하였

다.이 중 EtOAc층을 가지고 감압분획 하였다(Figure6).VLC를 통해 얻어진

분획물 중에 V.3(n-Hex/EtOAc = 90/10,25.2 mg)을 감압농축을 시킨 후

Methanol을 첨가하여 실온에서 장시간 방치하였더니 Methanol이 증발하면서 재

결정이 일어나 색이 없는 바늘모양의 crystal이 생성되었다.상층액과 결정을 따

로 구분하여 나누었고,구분된 결정을 Methanol과 Hexane을 이용하여 여러 번

washing하였다.이러한 재결정 법을 통해 분획물 V.3crystal에서 compound

3(3.2mg)를 얻었다.

Compound 3의 구조는
1
H-NMR(CDCl3, 400MHz),

13
C-NMR(CDCl3,

100MHz)을 통하여 확인하였다.
1
H-NMR data 에서는 대부분의 peak가 δ 

0.73,0.84,0.86,0.97,0.97,0.92,1.13에 분포하였으며 포화 탄화수소의 sp
3

혼성화에 관여하는 7개의 tertiary methyl기가 있음을 예상하였다.
13
C-NMR

data에서 carbonsignal이 30개가 있음을 알 수 있었다.그리고
13
C-NMR data

에서도
1
H-NMR data와 마찬가지로 대부분의 peak가 δ 15.6,16.9,17.2,

23.6,25.7,27.9,33.2(C-25,24,26,30,27,23,29)에 분포하였으며 이

signal또한 포화된 혼성 탄소로 7개의 tertiarymethyl기가 있음을 예상하였다.

이러한 NMR data로 미루어 보아 oleananeskeleton을 가진 triterpene일 것으

로 예상되었다.
1
H-NMR data에서 δ 5.34(1H,t,J = 3.4,H-12)signal은

olefinic proton으로
13
C-NMR data에서도 δ 143.3(C-13)123.3(C-12)의 2개

의 불포화된 sp
2
혼성의 olefinic carbon을 보임으로 olea-12-ene skeleton을

가지고 있음을 예상할 수 있다.

1
H-NMR data에서 에서 나타나는 2.04(3H,s)signal은 acetylmethylproton

으로,δ 9.3(1H,s)에서 나타나는 signal은 전기음성도가 큰 원소가 인접하여

deshielding된 수소인 aldehyde proton으로 예상하였다.
13
C-NMR data에서도

마찬가지로 δ 21.5은 acetylmethylcarbon,δ 207.8(C-28)signal은 전기음성

도가 큰 원소가 인접하여 deshielding된 aldehydecarbon으로 예상하였다.

비교적 난해한
1
H-NMR data로 인해

13
C-NMR에 의존하여 문헌

14,15)
과의 대
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조과정을 거쳐 compound 3을 oleanolic aldehyde acetate(3β

-acetoxyolean-12-en-28-aldehyde)로 동정하였다.(Figure13).

Figure13.Chemicalstructureofcompound3
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Table3.
1
H-NMR,

13
C-NMRdataofcompound3

Compound3

(
1
H-NMR:400MHzinCDCl3,

13
C-NMR:100MHzinCDCl3)

position
δH(int,mult,

JinHz)
δc(ppm) position

δH(int,mult,

JinHz)
δc(ppm)

1 38.3 17 49.3

2 23.6 18 40.5

3
4.50(1H,dd,

J=9.6,5.0
81 19 45.7

4 37.8 20 30.8

5 55.4 21 33.3

6 18.3 22 32.8

7 28.2 23 0.86(6H,s) 27.9

8 39.7 24 0.84(6H,s) 16.9

9 47.6 25 0.92(3H,s) 15.6

10 37 26 0.73(3H,s) 17.2

11 22.2 27 1.13(3H,s) 25.7

12
5.34(1H,t,J

=3.4)
123.3 28 9.39(1H,s) 207.8

13 143.3 29 0.91(3H,s) 33.2

14 41.8 30 0.91(3H,s) 23.6

15 26.9 CO 171.2

16 23.7 CH3 2.04(3H,s) 21.5
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Figure14.1H-NMRspectrum ofcompound3inCDCl3

Figure15.
13
C-NMRspectrum ofcompound3inCDCl3
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1-4.Compound4의 구조동정

잘게 분쇄한 합다리나무 가지 1kg을 70% EtOH로 추출한 후 용매분획 하였

다.이 중 EtOAc층을 가지고 감압분획 하였다(Figure6).VLC를 통해 얻어진

분획물 중에 V.3과 V.4를 재결정 시킨 후에 남은 상층액을 모아서

CHCl3/MeOH =10/1∼1/0gradient의 용매조건으로 silicagelCC을 수행하여

분리하였다.그 중 Liq-frnp.9에서 whitepowder형태의compound4(2.0mg)

를 얻었다.

Compound 4의 구조는
1
H-NMR(CDCl3, 400MHz),

13
C-NMR(CDCl3,

100MHz)을 통하여 확인하였다.
1
H-NMR data 에서는 대부분의 peak가 δ 

0.85,0.86,0.88,0.93,0.95,1.15,1.24에 분포하였으며 포화 탄화수소의 sp
3

혼성화에 관여하는 7개의 tertiary methyl기가 있음을 예상하였다.
13
C-NMR

data에서 carbonsignal이 32개가 있음을 알 수 있었다.그리고
13
C-NMR data

에서도
1
H-NMR data와 마찬가지로 대부분의 peak가 δ 15.7,16.6,16.8,

23.7,26.1,28.2,33.4(C-25,26 24,30,27,23,29)에 분포하였으며 이

signal또한 포화된 혼성 탄소로 7개의 tertiarymethy기가 있음을 예상하였다.

이러한 NMR data로 미루어 보아 oleananeskeleton을 가진 triterpene일 것으

로 예상되었다.
1
H-NMR data에서 δ )δ 5.34(1H,t,J=3.4,H-12)signal은

olefinic proton으로
13
C-NMR data에서도 δ 143.3(C-13)123.3(C-12)의 2개

의 불포화된 sp
2
혼성의 olefinic carbon을 보임으로 olea-12-ene skeleton을

가지고 있음을 예상할 수 있다.

1
H-NMR data에서 나타나는 2.04(1H,s)signal은 acetylmethylproton으

로,3.55(1H,d,J =10.9,H-28),3.22(1H,d,J=10.9,H-28)에서 나타나는

signal은 전기음성도가 큰 원소가 인접하여 deshielding된 수소인 oxygenated

proton으로 예상하였다.
13
C-NMR data에서도 마찬가지로 δ 21.5은 acetyl

methyl cabon, δ 69.9(C-28) signal은 전기음성도가 큰 원소가 인접하여

deshielding된 oxygenatedcarbon으로 예상하였다.

비교적 난해한
1
H-NMR data로 인해

13
C-NMR에 의존하여 문헌

112, 113)
과의

대조과정을 거쳐 compound 4을 erythrodiol-3-acetate(3β
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-acetoxy-28-hydroxyolean-12-ene)로 동정하였다(Figure16).

Figure16.Chemicalstructureofcompound4
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Table4.
1
H-NMR,

13
C-NMRdataofcompound4

Compound4

(
1
H-NMR:400MHzinCDCl3,

13
C-NMR:100MHzinCDCl3)

position
δH(int,mult,

JinHz)
δc(ppm) position

δH(int,mult,

JinHz)
δc(ppm)

1 38.4 17 36.9

2 22.1 18 42.4

3
4.50(1H,dd,J

=9.9,6.0)
81.0 19 46.5

4 37.8 20 31.1

5 55.3 21 34.2

6 18.4 22 31.2

7 32.6 23 0.93(3H,s) 28.2

8 39.9 24 1.15(3H,s) 16.8

9 47.6 25 0.88(3H,s) 15.7

10 37.6 26 0.85(3H,s) 16.8

11 22.1 27 1.24(3H,s) 26.1

12
5.19(1H,t,J

=3.5)
122.4 28

3.56(1H,d,J

=10.9)
69.9

3.22(1H,d,J

=10.9)

13 144.3 29 0.95(3H,s) 33.4

14 41.8 30 0.86(3H,s) 23.7

15 25.6 CO 171.3

16 23.7 CH3 2.04(3H,s) 21.5
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Figure17.1H-NMRspectrum ofcompound4inCDCl3

Figure18.
13
C-NMRspectrum ofcompound4inCDCl3
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1-5.Compound5의 구조 동정

잘게 분쇄한 합다리나무 가지 1kg을 70% EtOH로 추출한 후 용매분획 하였

다.이 중 EtOAc층을 가지고 감압분획 하였다(Figure6).VLC를 통해 얻어진

분획물 중에 V.3과 V.4를 재결정 시킨 후에 남은 상층액을 모아서

CHCl3/MeOH =10/1∼1/0gradient의 용매조건으로 silicagelCC을 수행하여

분리하였다.그 중 Liq-frnp.8에서 white powder형태의 compound 5(3.1

mg)를 얻었다.

Compound 5의 구조는
1
H-NMR(CDCl3, 400MHz),

13
C-NMR(CDCl3,

100MHz)을 통하여 확인하였다.
1
H-NMR data 에서는 대부분의 peak가 δ 

0.75,0.78,0.82,0.93,0.96,1.02에 분포하였으며 포화 탄화수소의 sp
3
혼성

화에 관여하는 6개의 tertiarymethyl기가 있음을 예상하였으며,δ 1.67(3H,s)

의 signal로 보아 sp
2
혼성 carbon옆에 붙어 있는 methyl기임을 예상할 수 있

다.
13
C-NMR data에서 carbonsignal이 30개가 있음을 알 수 있었다.그리고

13
C-NMR data에서도

1
H-NMR data와 마찬가지로 대부분의 peak가 δ 14.7,

15.5,16.1,16.3,18.2,19.5,27.6 (C-27,24,26,25,28,30,23)에 분포하

였으며 이 signal또한 포화된 혼성 탄소로 6개의 tertiarymethyl기가 있음을

예상할 수 있었으며,δ 19.5(C-30)의 signal은 sp
2
혼성 carbon옆에 붙어 있는

methyl기임을 예상할 수 있었다.
1
H-NMR data에서 δ 4.68(1H,d,J = 2.2,

H-29),4.56(1H,dd,J = 2.5,H-29)signal은 olefinicproton으로
13
C-NMR

data에서도 δ 151.2(C-20),109.5(C-29)의 2개의 불포화된 sp
2
혼성의 olefinic

cabon을 보임으로 예상하였다.따라서 이러한 NMRdata로 미루어 보아 lupane

skeleton을 가진 triterpene일 것으로 예상되었다.

1
H-NMR data에서 에서 나타나는 3.20(1H,dd,J=11.1,4.9,H-3)signal

은 전기음성도가 큰 원소가 인접하여 deshielding된 수소인 oxygenatedproton

으로 예상하였다.
13
C-NMR data에서도 마찬가지로 δ 79.2(C-3)signal은 전기

음성도가 큰 원소가 인접하여 deshielding된 oxygenatedcarbon으로 예상하였

고 적어도 하나 이상의 hydroxyl기가 있음을 예상할 수 있었다.따라서 δ 

27.6(C-23)signal의 deshielding 현상은 전기음성도가 큰 hydroxy기를 가지고
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있는 δ 79.2(C-3)signal에 이웃하고 있기 때문이다.

비교적 난해한
1
H-NMR data로 인해

13
C-NMR에 의존하여 문헌

13,16)
과의 대

조과정을 거쳐 compound5을 Lupeol로 동정하였다(Figure19).
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Figure19.Chemicalstructureofcompound5
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Table5.
1
H-NMR,

13
C-NMRdataofcompound5

Compound5

(
1
H-NMR:400MHzinCDCl3,

13
C-NMR:100MHzinCDCl3)

position
δH(int,mult,

JinHz)
δc(ppm) position

δH(int,mult,

JinHz)
δc(ppm)

1 40.1 16 35.7

2 25.2 17 43.1

3
3.20(1H,dd,

J=11.1,4.9)
79.2 18 48.4

4 38.8 19
2.41(1H,dt,

J=5.5,10.9)
48.1

5 55.4 20 151.2

6 18.5 21 30.0

7 34.4 22 39.0

8 40.9 23 0.96(3H,s) 27.6

9 50.6 24 0.75(3H,s) 15.5

10 37.3 25 0.82(3H,s) 16.3

11 21.1 26 1.02(3H,s) 16.1

12 27.5 27 0.93(3H,s) 14.7

13 38.2 28 0.78(3H,s) 18.2

14 43.0 29

4.68(1H,d,

J=2.2)
109.5

4.56(1H,dd,

J=2.5)

15 28.1 30 1.67(3H,s) 19.5
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Figure20.1H-NMRspectrum ofcompound5inCDCl3

Figure21.
13
C-NMRspectrum ofcompound5inCDCl3
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1-6.Compound6의 구조 동정

잘게 분쇄한 합다리나무 가지 1kg을 70% EtOH로 추출한 후 용매분획 하였

다.이 중 EtOAc층을 가지고 감압분획 하였다(Figure6).VLC를 통해 얻어진

분획물 중에 V.16(n-Hex/EtOAc = 25/75,41.7 mg) 감압농축을 시킨 후

methanol을 첨가하여 실온에서 장시간 방치하였더니 methanol이 증발하면서 재

결정이 일어나 yellow powder가 생성되었다.상층액과 powder를 따로 구분하

여 나누었고,구분된 powder를 methanol을 이용하여 여러 번 washing하였다.

이러한 재결정 법을 통해 순수한 분획물 V.16 powder Fr.에서 compound

6(9.3mg)를 얻었다.

Compound 6의 구조는
1
H-NMR(pyridine-d5, 400MHz),

13
C-NMR(pyridine-d5,100MHz)을 통하여 확인하였다.

1
H-NMR data에서는 대

부분의 peak가 δ 0.67,0.86,0.89,0.90,0.95에 분포하였으며 이는 포화탄화수

소의 sp
3
혼성화에 관여하는 tertiarymethyl기로 예상하였다.

13
C-NMR data에

서도 마탄가지로 대부분의 peak가 δ 12.5,12.7,19.6,19.820.0,20.6(C-18,

29,27,26,21,19)에 분포하였으며 이 signal또한 sp
3
혼성화에 관여하는

tertiary methyl기로 예상하였다.
1
H-NMR data에서 δ 5.37(1H,d,J=4.8,

H-6)의 signal은 olefinic proton으로
13
C-NMR data에서도 δ 141.5(C-5),

123.8(C-6)의 2개의 불포화된 sp
2
혼성의 olefiniccabon을 보임으로 예상하였

다.따라서 이러한 NMR data로 미루어 보아 β-sitosterol과 비슷한 skeleton을

가진 steroid일 것으로 예상되었다.

1
H-NMR data에서 δ 5.01(1H,d,J = 7.7,H-1′)의 signal은 anomeric

proton으로 예상할 수 있으며,
13
C-NMR data에서도 δ 103.1의 signal로

anomericcarbon이 예상되었다.
1
H-NMR data에서 나머지 sugarproton이 δ 

3.98∼4.34부근에서 나타났으며,
13
C-NMR data에서도 나머지 sugarcarbon이

δ 72.3∼79.2부근에서 나타났다.
1
H-NMR data에서 δ 4.47(1H,dd,J = 11.6,

5.0),4.62(1H,dd,J=11.6,1.6)의 methylene-6′ proton임을 예상할 수 있었

고,
13
C-NMR data에서도 δ 63.4의 signal로 methylene-6′ carbon임을 예상할

수 있었다.따라서 이러한 NMR data로 미루어 보아 β-sitosterol에 glucose가
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붙어있는 steroid일 것으로 예상되었다.

1
H-NMR data와

13
C-NMR에 토대로 하여 문헌

17,18,19)
과의 대조과정을 거쳐

compound6을 daucosterol로 동정하였다(Figure22).
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Figure22.Chemicalstructureofcompound6
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Table6.
1
H-NMR,

13
C-NMRdataofcompound6

Compound6

(
1
H-NMR:400MHzinpyridine-d5,

13
C-NMR:100MHzinpyridine-d5)

position
δH(int,mult,

JinHz)
δc(ppm) position

δH(int,mult,

JinHz)
δc(ppm)

1 37.5 19 0.95(3H,s) 20.6

2 30.8 20 37.0

3 4.01(1H,m) 79.2 21
1.01(3H,d,

J=6.4)
20.0

4

2.52(brt,

J=11.1)
40.5 22 34.8

2.78(1H,ddd,

J=13.0,4.2,1.7)

5 141.5 23 26.9

6
5.37(1H,d,

J=4.8)
123.8 24 46.6

7 32.6 25 30.0

8 32.7 26 0.86(3H,s) 19.8

9 50.9 27 0.89(3H,s) 19.6

10 39.9 28 23.9

11 21.8 29 0.90(3H,s) 12.7

12 38.0 1'
5.01(1H,d,

J=7.7)
103.1

13 43.0 2' 4.04(1H,m) 75.9

14 57.4 3'
4.12(1H,t,

J=8.1)
79.2

15 25.1 4' 4.34(1H,m) 72.3

16 29.1 5' 3.98(1H,m) 79.1

17 56.8 6'

4.47(1H,dd,

J=11.6,5.0)
63.4

4.62(1H,dd,

J=11.6,1.6)

18 0.67(3H,s) 12.5
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Figure23.1H-NMRspectrum ofcompound6inpyridine-d5

Figure24.
13
C-NMRspectrum ofcompound6inpyridine-d5



- 41 -

1-7.Compound7의 구조 동정

잘게 분쇄한 합다리나무 가지 1kg을 70% EtOH로 추출한 후 용매분획 하였

다.이 중 EtOAc층을 가지고 감압분획 하였다(Figure5).VLC를 통해 얻어진

분획물 중에 V.He40(n-Hex/EtOAc=40/60,103.7mg)을 감압농축을 시킨 후

감압농축을 시킨 후 CH3Cl/MeOH =15/1∼3/1gradient의 용매조건으로 순상

silica gelCC을 사용하여 분획물 V.He40-np.3에서 yellow powder 형태의

compound7(8.3mg)을 얻었다.

Compound 7의 구조는
1
H-NMR(CDCl3, 400MHz),

13
C-NMR(CDCl3,

100MHz)을 통하여 확인하였다.
1
H-NMR data 에서는 대부분의 peak가 δ 

0.75,0.77,0.90,0.90,0.92,0.98,1.13에 분포하였으며 포화 탄화수소의 sp
3

혼성화에 관여하는 7개의 tertiary methyl기가 있음을 예상하였다.

13
C-NMR(pyridine-d5,100MHz)화합물의 탄소의 개수가 30개임을 알 수 있었

다.그리고
13
C-NMRdata에서도

1
H-NMRdata와 마찬가지로 대부분의 peak가

δ 15.5,15.7,17.3,23.6,26.1,28.3,32.8(C-25,24,26,30,27,23,29)에

분포하였으며 이 signal또한 포화된 혼성 탄소로 7개의 tertiarymethyl기가 있

음을 예상하였다.이러한 NMR data로 미루어 보아 oleananeskeleton을 가진

triterpene일 것으로 예상되었다.

1
H-NMR data에서 δ 5.28(1H,t,J=3.4,H-12)signal은 olefinicproton으

로
13
C-NMR data에서도 δ 143.8(C-13)122.8(C-12)의 2개의 불포화된 sp

2

혼성의 olefiniccabon을 보임으로 olea-12-eneskeleton을 가지고 있음을 예

상할 수 있다.

1
H-NMR data에서 에서 나타나는 3.23(1H,dd,J = 10.8,4.4)signal은

methineproton으로,
13
C-NMR data에서도 마찬가지로 δ 79.2(C-3)은 전기음

성도가 큰 원소가 인접하여 deshielding된 methinecarbon으로 적어도 한 개

이상의 hydroxyl기가 있음을 예상할 수 있다.그리고
3
C-NMR data에서 δ 

180.8(C-28) signal은 전기음성도가 큰 원소가 인접하여 deshielding된

carboxy기의 carbon으로 예상하였다.

비교적 난해한
1
H-NMR data로 인해

13
C-NMR에 의존하여 문헌

20,21,22)
과의
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대조과정을 거쳐 compound7을 oleanolicacid로 동정하였다(Figure25).
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Figure25.Chemicalstructureofcompound7
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Table7.
1
H-NMR,

13
C-NMRdataofcompound7

Compound7

(
1
H-NMR:400MHzinCD3OD,

13
C-NMR:100MHzinCD3OD)

position
δH(int,mult,

JinHz)
δc(ppm) position

δH(int,mult,

JinHz)
δc(ppm)

1 38.6 16 23.7

2 27.3 14 46.7

3
3.23(1H,dd,J

=10.8,4.4)
79.2 18

2.82(1H,dd,J

=13.9,4.1)
41.2

4 38.9 19 46.1

5 55.4 20 30.8

6 18.5 21 34.0

7 33.2 22 32.6

8 39.4 23 0.90(3H,s) 28.3

9 47.8 24 0.77(3H,s) 15.7

10 37.2 25 0.75(3H,s) 15.5

11 23.1 26 0.92(3H,s) 17.3

12
5.28(1H,t,J

=3.4)
122.8 27 1.13(3H,s) 26.1

13 143.8 28 180.8

14 41.8 29 0.90(3H,s) 32.8

15 27.8 30 0.98(3H,s) 23.6
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Figure26.1H-NMRspectrum ofcompound7inCD3OD

Figure27.
13
C-NMRspectrum ofcompound7inCD3OD
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1-8.Compound8의 구조 동정

잘게 분쇄한 합다리나무 가지 1kg을 70% EtOH로 추출한 후 용매분획 하였

다.이 중 EtOAc층을 가지고 감압분획 하였다(Figure6).VLC를 통해 얻어진

분획물 중에 V.8(n-Hex/EtOAc = 65/35,110 mg)을 감압농축을 시킨 후

CH3Cl/MeOH =15/1∼5/1gradient의 용매조건으로 silicagelCC을 사용하여

분획물 V.8-np.3에서 whitepowder형태의 compound8(9.8mg)을 얻었다.

Compound 8의 구조는
1
H-NMR(CDCl3, 400MHz),

13
C-NMR(CDCl3,

100MHz)을 통하여 확인하였다.
1
H-NMR data 에서는 대부분의 peak가 δ 

0.81,0.81,0.91,0.94,1.00,101,1.16에 분포하였으며 포화 탄화수소의 sp
3

혼성화에 관여하는 7개의 tertiary methyl기가 있음을 예상하였다.

13
C-NMR(pyridine-d5,100MHz)화합물의 탄소의 개수가 30개임을 알 수 있었

다.그리고
13
C-NMRdata에서도

1
H-NMRdata와 마찬가지로 대부분의 peak가

δ 17.2,17.6,17.8,24.1,26.5,29.3,34.0 (C-25,24,26,30,27,23,29)에

분포하였으며 이 signal또한 포화된 혼성 탄소로 7개의 tertiarymethyl기가 있

음을 예상하였다.이러한 NMR data로 미루어 보아 oleananeskeleton을 가진

triterpene일 것으로 예상되었다.

1
H-NMR data에서δ 5.26(1H ,t,J=3.6,H-12)signal은 olefinicproton으

로
13
C-NMR data에서도 δ 145.5(C-13)123.5(C-12)의 2개의 불포화된 sp

2

혼성의 olefiniccabon을 보임으로 olea-12-eneskeleton을 가지고 있음을 예

상할 수 있다.

1
H-NMR data에서 에서 나타나는 3.46(1H,m),2.91(1H,d,J=9.6)signal

은 methine proton으로,
13
C-NMR data에서도 마찬가지로 δ 84.5(C-3),

69.6(C-2)은 전기음성도가 큰 원소가 인접하여 deshielding된 methinecarbon

으로 적어도 두 개 이상의 hydroxyl기가 있음을 예상할 수 있다.그리고

3
C-NMR data에서 δ 182.1(C-28)signal은 전기음성도가 큰 원소가 인접하여

deshielding된 carboxy기의 carbon으로 예상하였다.

비교적 난해한
1
H-NMR data로 인해

13
C-NMR에 의존하여 문헌

23,24)
과의 대

조과정을 거쳐 compound8을 maslinicacid로 동정하였다(Figure28).
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Figure28.Chemicalstructureofcompound8
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Table8.
1
H-NMR,

13
C-NMRdataofcompound8

Compound8

(
1
H-NMR:400MHzinCD3OD,

13
C-NMR:100MHzinCD3OD)

position
δH(int,mult,

JinHz)
δc(ppm) position

δH(int,mult,

JinHz)
δc(ppm)

1 48.2 16 24.7

2 3.64(1H,m) 69.6 14 47.7

3
2.91(1H,d,

J=9.6)
84.5 18

2.86(1H,dd,

J=14.0,3.7)
43.0

4 40.6 19 47.3

5 56.8 20 31.7

6 19.7 21 33.9

7 35 22 33.7

8 40.7 23 1.01(3H,s) 29.3

9 48.4 24 0.80(3H,s) 17.6

10 39.3 25 1.00(3H,s) 17.2

11 24.1 26 0.81(3H,s) 17.8

12
5.26(1H,t,

J=3.6)
123.5 27 1.16(3H,s) 26.5

13 145.5 28 182.1

14 42.8 29 0.91(3H,s) 34.0

15 28.9 30 0.94(3H,s) 24.1



- 48 -

Figure29.
1
H-NMRspectrum ofcompound8inCD3OD

Figure30.
13
C-NMRspectrum ofcompound8inCD3OD
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1-9.Compound9의 구조 동정

잘게 분쇄한 합다리나무 가지 1kg을 70% EtOH로 추출한 후 용매분획 하였

다.이 중 EtOAc층을 가지고 감압분획 하였다(Figure5).VLC를 통해 얻어진

분획물 중에 V.He20(n-Hex/EtOAc= 20/80 ,183.7 mg)을 MeOH/CHCl3 =

1/2/1혼합용매에 녹은 상층액 Liq-fr.(20.6mg)과 녹지 않고 가라 앉아있는

S-fr.(179.4mg)을 나눈 후에 S-fr.(179.4mg)을 CHCl3/MeOH = 2/1의 용매조

건으로 sephadex LH-20CC을 수행하여 분리한 V.He20-se.3(33.4mg)을 다

시 methanol에 녹은 상층액 Liq-fr.과 녹지 않고 가라 앉아있는 S-fr.으로 분리

했다.methanol에 녹은 상층액 Liq-fr.에서 compound9(26.2mg)를 얻었다.

Compound 9의 구조는
1
H-NMR(CD3OD,400MHz),

13
C-NMR(CD3OD,100

MHz)을 통하여 확인하였다.
13
C-NMR data를 통해서 화합물의 탄소의 개수가

15개 이상임을 알 수 있었다.
1
H-NMR data를 통하여 확인한 결과 δ 5.84,

5.91, 6.82, 6.76, 6.71의 signal은 방향족 고리의 수소임을 예상하였다.

13
C-NMR data에서도 δ 100~158의 signal은 불포화된 sp

2
탄소 혹은 방향족 고

리의 탄소가 있음을 예상하였다.
1
H-NMR data의 δ 6.82(1H,d,J =1.8),δ 

6.76(1H,d,J=8.0),6.71(1H,d,J=8.2)는 각각 방향족 고리의 ortho,meta

위치에서 서로 coupling 하고 있음을 예상하였다.
1
H-NMR data에서는 δ 

4.56(1H,d,J=7.5),3.99(1H,m)의 signal은 전기음성도가 큰 원소에 인접한

sp
3
에 결합되어 있는 수소로 예상하였고,δ 2.86(1H,dd,J = 16.1,5.3),

2.52(1H,dd,J = 16.0,5.3)의 signal은 sp
3
혼성에 의한 수소이고,서로

coupling하고 있음을 예상하였다.
13
C-NMR data에서도 δ 28~96의 signal은 포

화된 sp
3
혼성의 탄소이거나 전기음성도가 큰 원소가 인접한 포화된 sp

3
혼성의

탄소로 예상하였다.

예상한 부분 구조를 기본으로 문헌과
25)
대조하여 구조 동정하였고,그 결과

compound 9는 우수한 항산화 효과로 널리 알려진 catechin으로 동정하였

다.(Figure31).
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Figure31.Chemicalstructureofcompound9

Table9.
1
H-NMR,

13
C-NMRdataofcompound9

position

Compound9

(
1
H-NMR:400MHzinCD3OD,

13
C-NMR:100MHzinCD3OD)

δH(int,mult,JinHz) δc(ppm)

1

2 4.56(1H,d,7.5) 82.9

3 3.99(1H,m) 68.9

4
2.86(1H,dd,16.1,5.3) 28.6

2.52(1H,dd,8.2,16.0) 157.7

5 96.3

6 5.91(1H,d,2.2) 157.0

7 95.6

8 5.84(1H,d,2.2) 157.9

9 100.9

10 132.2

1′ 115.3

2′ 6.82(1H,d,1.8) 146.3

3′ 146.3

4′ 116.2

5′ 6.76(1H,d,8.0) 120.1

6′ 6.71(1H,dd,8.2,1.8)
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Figure32.1H-NMRspectrum ofcompound9inCD3OD

Figure33.
13
C-NMRspectrum ofcompound9inCD3OD
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1-10.Compound10의 구조 동정

잘게 분쇄한 합다리나무 가지 1kg을 70% EtOH로 추출한 후 용매분획 하였

다.이 중 EtOAc층을 가지고 감압분획 하였다(Figure6).VLC를 통해 얻어진 분

획물 중에 V.15(n-Hex/EtOAc=30/70,135mg)을 CHCl3/MeOH =3/1의 용

매조건으로 shepadex LH-20을 사용하여 분리하였고,그 중 분획물 V.15-se.3

에서 Compound10(31mg)를 얻었다.

Compound 10 의 구조는
1
H-NMR(pyridine-d5, 400MHz),

13
C-NMR

(pyridine-d5,100MHz)을 통하여 확인하였다.
13
C-NMR data를 통해서 화합물

의 탄소의 개수가 15개 이상임을 알 수 있었다.
1
H-NMRdata를 통하여 확인한

결과 δ 6.68,6.70,7.29,7.37,7.93의 signal은 방향족 고리의 수소임을 예상

하였다.
13
C-NMR data에서도 δ 100~158의 signal은 불포화된 sp

2
탄소 혹은

방향족 고리의 탄소가 있음을 예상하였다.
1
H-NMR data의 δ 7.93(1H,d,J=

1.8),δ 7.37(1H,dd,J=8.0,1.9),7.29(1H,d,J=8.0)는 각각 방향족 고리

의 ortho,meta 위치에서 서로 coupling 하고 있음을 예상하였다.
1
H-NMR

data에서는 δ 4.73(1H,brs),3.75(1H,m)의 signal은 전기음성도가 큰 원소에

인접한 sp
3
에 결합되어 있는 수소로 예상하였고,δ 3.58(1H,dd,J = 16.2,

4.5),3.46(1H,dd,J = 16.1,3.3)의 signal은 sp
3
혼성에 의한 수소이고,서로

coupling하고 있음을 예상하였다.
13
C-NMR data에서도 δ 30~96의 signal은 포

화된 sp
3
혼성의 탄소이거나 전기음성도가 큰 원소가 인접한 포화된 sp

3
혼성의

탄소로 예상하였다.

예상한 부분 구조를 기본으로 문헌과
26)
대조하여 구조 동정하였고,그 결과

Compound 10는 우수한 항산화 효과로 알려진 epi-catechin으로 동정하였다

(Figure34).
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Figure34.Chemicalstructureofcompound10

Table10.
1
H-NMR,

13
C-NMRdataofcompound10

position

Compound10

(
1
H-NMR:400MHzinpyridine-d5,

13
C-NMR:100MHzinpyridine-d5)

δH(int,mult,JinHz) δc(ppm)

1

2 4.73(1H,brs) 80.3

3 3.75(1H,m) 67.2

4
3.46(1H,dd,16.2,4.5)

30.4
3.58(1H,dd,16.1,3.3)

5 96.6

6 6.70(1H,d,J=2.2) 158.9

7 96.0

8 6.68(1H,d,J=2.2) 159.0

9 100.4

10 132.4

1′ 116.4

2′ 7.93(1H,d,J=1.8) 147.2

3′ 147.1

4′ 116.6

5′ 7.29(1H,d,J=8.0) 123.3

6′ 7.37(1H,d,J=8.0,1.9)
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Figure35.1H-NMRspectrum ofcompound10inpyridine-d5

Figure36.
13
C-NMRspectrum ofcompound10inpyridine-d5
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1-11.Compound11의 구조 동정

잘게 분쇄한 합다리나무 가지 1kg을 70% EtOH로 추출한 후 용매분획 하였

다.이 중 EtOAc층을 가지고 감압분획 하였다(Figure5).VLC를 통해 얻어진 분

획물 중에 V.He20(n-Hex/EtOAc = 20/80 ,183.7 mg)을 MeOH/CHCl3 =

1/2/1혼합용매에 녹은 상층액 Liq-fr.(20.6mg)과 녹지 않고 가라 앉아있는

S-fr.(179.4mg)을 나눈 후에 S-fr.(179.4mg)을 CHCl3/MeOH = 2/1의 용매조

건으로 sephadex LH-20CC을 수행하여 분리한 V.He20-se.3(33.4mg)을 다

시 methanol에 녹은 상층액 Liq-fr.과 녹지 않고 가라 앉아있는 S-fr.으로 분리

했다.methanol에 녹은 상층액 Liq-fr.에서 copound11(3.7mg)를 얻었다.

Compound 11의 구조는
1
H-NMR(CD3OD, 400MHz),

13
C-NMR(CD3OD,

100MHz)을 통하여 확인하였다.
13
C-NMR data를 통해서 화합물의 탄소의 개수

가 8개 이상임을 알 수 있었다.
1
H-NMR data에서 δ 7.56(1H,d,J = 2.0,

H-1),7.54(1H,dd,J=8.1,1.9,H-5),6.81(1H,d,J=8.2,H-4)는 각각 방

향족 고리의 ortho,meta위치에서 서로 coupling하고 있음을 알 수 있고,이로

미루어 보아 서로 인접해 있는 proton으로 benzenring을 갖는 구조로 예측하였

다.
1
H-NMR data에서 δ 3.89(3H,s)와

13
C-NMR data에서 δ 56.4의 signal로

methoxyl를 예상하였고
13
C-NMR data에서 δ 171.7의 signal은 carbonyl기의

carbon으로,δ 152.0,148.6의 signal은 전기음성도가 큰 원소가 인접하고 있어

deshielding 된 것으로 methoxyl기가 인접한 carbon과 hydroxy가 인접한

carbon임을 예상할 수 있었다.

이러한
1
H-NMR 과

13
C-NMRdata와 문헌과

27)
비교한 결과 compound11은

vanillicacid로 구조를 동정하였다(Figure37).
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Figure37.Chemicalstructureofcompound11

Table11.
1
H-NMR,

13
C-NMRdataofcompound11

position

Compound11

(
1
H-NMR:400MHzinCD3OD,

13
C-NMR:100MHzinCD3OD)

δH(int,mult,JinHz) δc(ppm)

1 7.56(1H,d,J=2.0) 125.0

2 115.7

3 152.0

4 6.81(1H,d,J=8.2) 148.6

5 7.54(1H,dd,J=8.1,1.9) 113.9

6 125.0

7 3.89(3H,s) 171.7

OCH3 56.4
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Figure38.1H-NMRspectrum ofcompound11inCD3OD

Figure39.
13
C-NMRspectrum ofcompound11inCD3OD
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2.합다리나무(가지)에 대한 활성실험 결과

2-1.DPPH radicalscavengingactivities

2-1-1.추출물과 각 용매 분획들에 대한 DPPH 라디칼 저해 활성

합다리나무(가지)의 70% EtOH 추출물과 각각의 용매 분획물에 대해 DPPH

radicalscavengingtest를 실시한 결과는 다음 표와 같다(Table12).합다리나

무(가지)의 70% EtOH 추출물과 각각의 용매분획물 중 n-HexaneFr.를 제외한

모든 분획층에서 DPPH radicalscavenging에 대해 좋은 활성을 나타내었다.특

히 대조군인 vitamin C의 SC50값인 4.4 μg/mL와 비교했을 때,8.2 μg/mL의

SC50값을 나타내는 EtOAcFr.은 강력한 항산화제인 vitaminC 만큼의 강력한

활성을 나타내었다.

Table12.DPPHradicalscavenginginhibitionandIC50값 valuesofextract

andfraction

scavenginginhibition(%)
SC50

μg/mL6.25

μg/mL

12.5

μg/mL

25

μg/mL

50

μg/mL

100

μg/mL

Vit.C 46.2 81.3 94.8 96.0 96.7 3.46

Extract 26.1 44.3 77.0 91.4 91.9 13.38

n-HexFr. 12.4 17.3 19.9 28.0 42.0 >100

EtOAcFr. 39.4 69.1 90.7 91.8 92.9 5.9

n-BuOHFr. 23.8 46.4 70.5 91.4 92.5 14.19

WaterFr. 13.0 22.8 41.0 68.2 86.6 28.56
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Figure40.DPPHradicalscavengingactivitiesofextractandfraction

2-1-2.분리된 화합물에 대한 DPPH 라디칼 저해 활성

합다리나무(가지) 70% EtOH 추출물의 EtOAc 분획층을 column

chromatography를 이용해 분리한 6개의 화합물에 대한 DPPH radical

scavenging 결과로서 각 화합물의 SC50값은 다음표의 내용과 같다(Table40).

아래 표의 내용과 같이 대조군이 vitaminC만큼의 강력한 활성을 갖는 화합물은

없는 것으로 보인다.

Table13.DPPHradicalscavenginginhibitionineachconcentrationand

SC50valuesofisolatedcompound

Compound Compoundname SC50(μg/mL)

1 betulin >100

2 3β-acetoxyolean-12-en-28-acid >100

3 3β-acetoxyolean-12-en-28-aldehyde >100

4 3β-acetoxy-28-hydroxyolean-12-ene >100

5 lupeol >100

6 daucosterol >100

control Vit.C 4.4
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Figure41.DPPHradicalscavengingactivitiesofisolatedcompound

2-2.Elastaseinhibitionactivities

2-2-1.추출물과 각 용매 분획들에 대한 Elastase저해활성

합다리나무(가지)의 70% EtOH 추출물과 각각의 용매 분획물에 대해 elastase

inhibition test를 실시한 결과는 다음 표와 같다(Table14).합다리나무 가지

70% 추출물과 모든 분획물은 elastase저해활성 약하게 가지고 있음을 알 수

있었다.

Table14.ElastaseinhibitionandIC50값 valuesofextractandfraction

Elastaseinhibition(%)
IC50

μg/mL
6.25

μg/mL

12.5

μg/mL

25

μg/mL

50

μg/mL

100

μg/mL

Ursolicacid 23.3 34.0 45.3 54.5 59.9 28.5

Extract 22.0 26.1 33.3 37.9 44.8 >100

n-HexFr. 13.5 20.1 25.3 30.3 37.8 >100

EtOAcFr. 20.2 23.2 28.3 32.3 36.2 >100

n-BuOHFr. 24.5 27.1 31.9 36.4 39.8 >100

WaterFr. 34.3 37.8 41.5 43.6 49.2 >100
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Figure42.Elastaseinhibitionactivitiesofextractandfraction

2-2-2.분리된 화합물에 대한 Elastase저해 활성

합다리나무(가지) 70% EtOH 추출물의 EtOAc 분획층을 column

chromatography를 이용해 분리한 6개의 화합물에 대한 Elastase저해활성 결

과로서 각 화합물의 IC50값은 다음표의 내용과 같다(Table15).아래 표의 내용

과 같이 6개의 분리된 화합물 중에 Compound 1(betulin), compound

6(oleanolicacid)은 대조군인 Ursolicacid만큼의 좋은 활성을 나타내었다.

Table15.ElastaseinhibitioninhibitionineachconcentrationandIC50values

ofisolatedcompound

Compound Compoundname IC50(μg/mL)

1 betulin 39.31

2 3β-acetoxyolean-12-en-28-acid >100

3 3β-acetoxyolean-12-en-28-aldehyde >100

4 3β-acetoxy-28-hydroxyolean-12-ene >100

5 lupeol 88.16

6 daucosterol >100

7 oleanolicacid 39.53

control Ursolicacid 28.5
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Figure43.Elastaseinhibitionactivitiesofisolatedcompound
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Ⅳ.결론

제주도에 자생하는 식물을 이용하여 천연 항산화성분과 기능성화장품 소재 개

발 가능성을 알아보고자 본 연구를 수행하였다.소재 개발에 대한 연구는 제주

자생식물 중 합다리나무의 가지 부분을 이용하여 화합물을 분리하고,분리된 화

합물에 대해 항산화와 주름개선 기능성화장품으로 활용 가능한 생리활성을 검색

하는 것으로 진행되었다.

합다리나무(가지) 70% EtOH 추출물을 n-Hexane층, ethyl acetate층,

n-Butanol층 및 Water층으로 용매 분획하고,분획물에 대하여 DPPH radical

scavenging test와 elastase inhibition test를 실시하였다.그 결과 DPPH

radicalscavenging test에서 합다리나무(가지)의 추출물과 각각의 용매분획물

중 ethyl acetate층과 n-Butanol 층에서 radical scavenging에 대조군인

VitaminC만큼의 강력한 활성을 나타내었다.Elastaseinhibitiontest에서는 추

출물과 모든 분획층에서 elastaseinhibition에 대해 대조군인 ursolicacid와 비

교 하였을 때 활성이 있음을 확인 할 수 있었다.이러한 활성 결과에 따라

EtOAc분획층에 들어있는 화합물을 규명하고자 실험을 진행하였다.EtOAc분획

층을 가지고 VLC(VacuumeLiquidChromatography)를 사용하여 극성에 따라

분획층을 좀 더 세분화 시키고 normal-phasesilicagel과 sephadexLH-20을

이용하여 column chrpmatography를 실시하여 화합물들은 분리하였다.분리된

화합물의 구조는 1D,2D NMR spectrum을 이용하여 확인하였고 그 자료를 토

대로 문헌과 비교한 결과, betulin, 3β-acetoxyolean-12-en-28-acid, 3β

-acetoxyolean-12-en-28-aldehyde, 3β-acetoxy-28-hydroxyolean-12-ene,

lupeol, daucosterol, oleanolic acid, maslinic acid, catechin, epi-catechin,

vanillicacid의 11개의 화합물 구조를 동정하였다.이 화합물들은 합다리 나무

가지에서 처음 분리된 화합물이다.Elastase 저해활성 실험에서 대조군인

Ursolicacid의 IC50값인 28.5 μg/mL와 비교했을 때 betulin의 IC50값은 39.3

μg/mL,oleanolicacid의 IC50값은 39.5 μg/mL으로 elastaseinhibition에서 매
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우 좋은 활성을 나타냄을 확인하였다.

본 연구의 실험결과를 바탕으로 합다리나무(가지)를 이용한 항산화성분과 미백

소재로서의 개발 가능성을 확인할 수 있었다.
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Figure44.Isolatedcompound
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Figure45.Isolatedcompound
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Abstract

Inthisstudy,anti-oxidantandanti-elastaseactivitieswereexaminedon

extractfrom Meliosmaoldhamiibranchesandtheiractiveconstituentswere

identified.This study was designed to evaluate its extractand isolated

compoundsasthepotentialingredientinfunctionalcosmetics.

Theextractwaspreparedfrom branchesofMeliosmaoldhamiiwith70%

aqueous ethanol.The ethanolextract was partitioned successively into

n-hexane,ethylacetate,n-butanol.Theextractandfractionsweresubjected

toDPPH radicalscavenging andelastaseinhibitiontests.Inthesestudies,

70% ethanolextractand ethylacetate,n-butanolfractionsshowed strong

anti-oxidative activity.However,they showed weak elastase inhibition

activities.Theidentificationofactivitiesconstituentwereconductedwiththe

EtOAc-solublefraction.Repeated column chromatography on normal-phase

silica gel and Sephadex LH-20 resulted in the isolation of thirteen

compounds; betulin (1), 3β-acetoxyolean-12-en-28-acid (2), 3β

-acetoxyolean-12-en-28-aldehyde (3), 3β-acetoxy-28-hydroxyolean-12-ene

(4),lupeo(5),daucosterol(6),oleanolicacid(7),maslinicacid(8),catechin

(9),epi-catechin (10),vanillicacid (11).Asforasweknow,allofthe

compounds 1-11 were isolated forthe firsttime from this plant.There

structurewaselucidatedonthebasisspectroscopicdatafrom 1D and/or2D

NMRstudiesaswellasbycomparisonofthedatawiththeliteraturevalues.

Compounds1(IC50 39.3 μg/mL)and 7(IC50 39.3 μg/mL)showed strong

elastaseinhibitionactivitiescomparedtoursolicacid(IC50 12.1 μg/mL)asa

positive.Basedonthetheseresults,Meliosmaoldhamiibranchescouldbe

potentiallyapplicableasanti-oxidantand/oranti-wrinkleingredient.
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감사의 글

어느덧 시간은 흘러 깃털 같은 눈방울이 하나씩 떨어지는 겨울이 되었습니다.

교육대학원 합격을 알았을 때,기나긴 레이스의 출발점에 서 있는 두렵고도 설레

는 기분이었습니다.하지만 그 짧고도 긴 시간이 지나 졸업의 문턱 앞에 서 있습

니다.인내의 그 끝이 달콤함을,그러기 위한 끈기를,그리고 실수의 창피함 대신

대안을 찾는 눈과 귀를 갖추는데 걸린 2년 5개월이라는 시간은 결코 짧은 글 몇

줄로 표현할 수 없는 값진 시간이었습니다.그러한 시간을 보내는데 있어 도움을

주셨던 많은 분들께 감사의 말씀을 전하고 싶습니다.

레이스의 시작하게 되었을 때,절망하고 좌절하였을 때,내가 하고 있는 일에

대한 기쁨과 자신감을 가지게 되었을 때 묵묵히 지켜봐 주시고 지원해 주시던

이남호 교수님,그 분에게서 진정한 멘토의 모습을 배웠습니다.신뢰와 소통의

중요성을 몸소 보여주신 교수님의 끝자락이라도 닮아가면서 살아가고 싶습니다.

그리고 정말 감사드린다는 말씀을 전하고 싶습니다.

언제나 따듯한 미소로 반겨 주시던 정덕상 교수님,교육대학원생이란 위치에서

최선을 다하는 길이 무엇인지에 대해 진지하게 조언해 주시던 김덕수 교수님,잘

가르치기 위하여 학습의 흐름에 대한 전문적 자질을 갖추는 방법에 대해서 열강

해주시던 변종철 교수님,논문을 준비하면서 저의 모자란 점과 앞으로 갖추어야

할 점을 조언해주신 강창희 교수님,여유와 창의적인 생각이 사람의 성장에 긍정

적인 영향을 미침을 일깨워 주는 김원형 교수님,자주 뵙지는 못했지만 턱수염이

인상적인 이선주 교수님께도 감사의 말씀을 드립니다.

실험실 생활을 하면서 부딪치는 나의 문제점에 대해 해답을 찾을 수 있도록

등불이 되어 주시는 백종석 박사님,실험실 생활을 하는데 도움을 주신 오태헌

박사님,김상숙 박사님과 이지아 선생님에게도 감사의 말씀을 드립니다.박사과

정 김정은,석사과정인 고하나,김수영,양인정,학부생인 김성천,한정환,강지

미,이라겸에게도 고맙다고 말하고 싶습니다.실험실 사람들의 도움이 없었다면

결코 이 논문을 끝을 맺을 수 없었을 것입니다.

커피 한잔 쉼표와 수다의 매력을 알게 해준 분석화학실험실의 김현아,황은영,
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부준오,이승훈에게도 고맙다고 전하고 싶습니다.한해가 지날수록 각자 인생의

목표한 바가 달라 자주 만나지 못하지만 언제나 서로를 격려하고 아낌없는 조언

을 해주는 내 인생의 빛과 소금인 친구들 권수정,정원실,강미숙,김수연,이경

오,강향연,박상임,양성년,허근혁,김민균,강경진,김경보에게도 고마움을 전

합니다.2011년 사대부고 교생실습 중에 만난 5월의 따사로운 햇살 같은 인연인

현진아(현수학),서다예(서중국어),김수정(김아트),권정연(권역사)에게도 감사의

말을 전합니다.이들이 있어서 그동안 힘든 시간도 이겨낼 수 있는 힘이 되었습

니다.

그리고 언제나 양손에 두툼하게 사탕을 쥐어 주시면서 미소 지으시던 할아버

지 이만근님 ,무뚝뚝함 속에 따스함이 배어 있는 할머니 이안지님,이모 이연정

님과 이정희님,삼촌 이승창님과 이철승님,10년이라는 시간 동안 울고 웃고 많

은 것을 같이한 가족과 같은 사람 이순봉과 그의 부모님 이창환님과 강영자님에

게도 감사의 말을 드립니다.

마지막으로 세상 무엇과도 바꿀 수 없는 나의 가족이자 최고의 사랑 엄마 이

명선님과 아빠 변한종님에게 감사의 말씀을 드립니다.언제나 건강하세요.그리

고 사랑합니다.언제나 혼만 내도 나를 따라주고 좋아해주는 내 영혼의 데칼코마

니인 변선희에게도 고맙다고 언제나 언니가 사랑한다고 전하고 싶습니다.

석사과정을 끝맺으면서도 아직은 내 안의 채워짐보다 모자람이 많습니다.하지

만 앞으로 더 끊임없이 노력하고 채워나가겠습니다.제 자신을 일으켜 세워나가

겠습니다.지금의 여기까지 올 수 있도록 도움을 주신 모든 분들에게 감사드린다

는 말을 전합니다.그리고 졸업은 또 다른 시작이므로 앞으로도 잘 부탁드린다는

말을 전하면서 이 논문의 끝을 맺습니다.언제나 행복하세요.

2011년 12월

변 상 희 드림
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