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ABSTRACT

Evaluation of physiological activity of Castanopsis cuspidata 
var. sieboldii leaves extract and identification of polyphenol com-

pounds thereof

Nain Kim.

Advisor: Prof. Hyun-Jae Shin, Ph.D.

Department of Chemical Engineering

Graduate School of Chosun University

Adequate amounts of reactive oxygen species(ROS) play a beneficial role in the hu-

man body by inactivating various pathogens. However, excessive secretion of ROS in 

the body causes intracellular damage and various diseases. In order to suppress oxida-

tive damage caused by free radicals, cells must secrete enzymes that inhibit the accu-

mulation of ROS or remove free radicals through antioxidants to maintain homeostasis 

in the body. Polyphenol compounds, which are representative antioxidants, provide 

health benefits by inducing reducing properties, acting as antioxidants and free radical 

scavengers. Accordingly, research on the development of various useful materials using 

natural products containing antioxidants is being actively conducted. Castanopsis cuspida-

ta var. sieboldii (CCS) is a warm-temperate species inhabiting the Korean Peninsula, 

Japan, China, and Taiwan, and has been traditionally used for medicinal purposes. 

Several researchers have confirmed that the bioactive components produced in the aerial 

parts of CCS have anti-inflammatory, antioxidant and whitening effects. However, iso-

lation and identification studies of compounds centered on antioxidant activity in CCS 

leaves have not been investigated. In this study, 1.5 kg of CCS leaves (CSL) were ex-

tracted with 15L of 70% ethanol and used as a crude extract. CSL was divided into 
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five fractions using n-hexane, chloroform, ethyl acetate, n-butanol and water, and the 

yields of each fraction were 13.03g, 5.27g, 51.22g, 44.74g, and 15.93g. Also, the anti-

oxidant activity of sub-fraction was determined with DPPH free radical scavenging ac-

tivity assay and ABTS cation radical scavenging activity assay. The antioxidant contents 

was confirmed by total polyphenol contents (TPC) and total flavonoid contents (TFC). 

Of these, the ethyl acetate fraction which has the highest antioxidant activity was sepa-

rated and purified using medium liquid chromatogram (MPLC) equipped with a C18 

column. Through the HPLC qualitative analysis, it was confirmed that CSL and 

CSL-EA contained various polyphenols. Finally the polyphenol compound 1 present in 

the highest antioxidant activity fraction was isolated. The chemical structure of com-

pound 1 isolated from CSL-EA was described based on NMR and LC-MS/MS spectrum 

analysis. Based on these results, we suggest that extracts, fractions and compounds iso-

lated from CSL provide promising antioxidant capabilities and suggest potential natural 

substances in pharmaceutical and cosmetic industries.
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제1장 서론

  제 1 절 연구의 배경

    1. 천연화장품

전 세계 천연자원 및 환경 관련 시장은 기후변화, 식량부족 등의 이유로 인해 지

속 가능한 해결책으로 다양한 분야의 연구개발과 투자가 진행되며 성장을 이끌어 

왔다. 바이오 시장에 대한 수요 증가에 따라 최근에는 바이오 연구 분야에서 생물

정보학 소프트웨어의 개발 및 생리활성물질 발견을 위한 분석 도구들의 개발이 촉

진되고 있다.

국내 바이오산업은 식품과 의약품 위주로 형성되어 있는데 이는 소득의 증가로 

인한 건강과 웰빙에 대한 관심 및 기대수명 증가에 따라 건강한 노후 생활에 대한 

중요도가 높아졌기 때문으로 보인다. 또한 일상 속 화학제품에 대한 안전성 논란도 

끊임없이 이어지고 있어 바이오산업 소재로서의 천연물에 대한 가치 인식은 꾸준

히 증가되고 있다. 동시에 천연화장품, 의약품, 건강 기능 식품 및 생물 유래 신소

재 개발 등 다양한 분야에서 고부가가치 제품이 창출되고 있으며 주요한 생리활성

성분을 다량 함유하고 있는 천연물 유래 원료는 다양성이 중시되고 있는 미래 화

장품 원료개발에 적합하다.

그동안 주로 식품으로 소비되던 녹차, 레몬, 식품 부산물로 취급되던 귤껍질 등

도 소재화를 통해 천연화장품과 의약품으로 다변화하고 상대적으로 관심도가 떨어

지던 국내 자생식물과 같은 새로운 소재화 수익 작물들이 등장하고 있다. 이 중 국

내 대표적인 자생식물 중 하나인 난대성 수종은 사철 웅장한 경관을 이루어 관광

자원으로써 주목받고 있으며, 또한 환경오염에 대한 내성이 강해 경제림 조성과 함

께 약리작용 등의 특수기능이 밝혀지며 새로운 가치와 중요성이 인식 되고 있다. 

난대성 수종은 남해안 및 한반도 중 가장 온난하고 연교차가 적은 지역에 주로 분

포하고 있다[1]. 그 중 구실잣밤나무는 탄소저장 및 흡수량이 우수해 한반도 전 지

역에 널리 분포되어 있으며 대표적인 난대성 수종 중 하나로 뽑힌다. 따라서 본 연

구에서는 천연물 유래 기능성 화장품 신소재로서 구실잣밤나무를 선택하여 항산화 

활성 검증과 그에 따른 활성 성분 분석 및 폴리페놀 화합물 동정을 실시하였다.
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    2. 구실잣밤나무(Castanopsis cuspidata var. sieboldii)

구실잣밤나무(Castanopsis cuspidata var. sieboldii)는 참나무과(Fagaceae), 모밀잣밤

나무속(Castanopsis)에 속하는 상록활엽교목으로서 남해안, 한반도 그리고 일본, 중

국, 대만 등에 분포되어 있다. 구실잣밤나무는 높이가 15m, 지름이 1m에 이르며, 

나무껍질은 검은 회색이고 잎은 어긋나게 2줄로 배열하며 피침형, 도피침형 또는 

장타원형으로 끝은 물결 모양의 톱니가 있는 것이 특징이다(Figure 1).

이전의 연구에 따르면 구실잣밤나무 추출물에서 galloyl shikimic acids[2], hydro-

lyzable tannins, terpenoids[3], Castanopsinins, ellagitannins[4], dehydrodiallic acid, creta-

nin, chesnatin, chestanin[5], galloyl ester triterpenoid, hexahydorxydiphenic acid con-

jugated triterpenoid[6] 를 함유하는 것으로 보고되었다. 또한 항산화, 항암, 항염증 

및 항균 효과 등의 다양한 생물학적 활동을 가지고 있다[7-9].

그러나 아직까지 구실잣밤나무 잎(leaves)을 이용하여 항산화 활성을 중심으로 한 

폴리페놀 화합물 분리 및 구조 동정 연구는 보고된 바가 없으므로 본 연구에서는 

구실잣밤나무 잎 추출물과 용매 분획물의 항산화 활성을 검증하고, 유효 성분의 분

석 후 분획물들의 분리를 통해 최종적으로 단일 화합물의 구조 동정을 실시하여 

안전한 기능성 화장품, 의약품 및 건강기능식품 관련 천연 소재로서 구실잣밤나무

의 이용 가능성을 알아보고자 하였다.
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Figure 1. Pictures of Castanopsis cuspidata var. sieboldii.
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    3. 항산화(Antioxidation)

산소는 호흡 과정 중에 생체 내에 들어와 다양한 대사과정에 이용되며, 대사과정

에서 이용되는 산소 중 1-3% 는 완전하게 환원되지 못하여 활성산소종 (reactive 

oxgen species, ROS)으로 변화 된다[10]. 활성산소는 가장 안정한 형태인 삼중항산소

(3O2)가 환원되어 생성되며 체내에 손상을 미치는 대표적인 활성산소종에는 super-

oxide anion (⦁O2
-), hydroxyl radical (⦁OH), hydrogen peroxide (H2O2), singlet oxygen 

(1O2) 등이 있다. 이와 같은 유해 활성산소종은 대부분 자유 라디칼 (free radical) 형

태로 존재하며, 짝지어지지 않은 전자쌍을 채워 안정화하려는 불안정한 구조적 특

성 때문에 유기체에서 쉽게 free radical 반응을 일으킨다[11]. 따라서 적당량의 활성

산소는 여러 병원체와 반응하여 불활성화 시키는 역할을 하여 인체에 유익한 역할

을 하지만, 체내에 활성산소가 과도하게 분비하게 되면 세포 내의 지질 과산화, 

DNA, 지질, 단백질 등의 손상 등이 일어나게 되며 노화, 심혈관 질환, 발암 등의 

각종 질병들을 유발 시킨다(Figure 2)[12-14].
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Figure 2. Anti-oxidative system inside human body.
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활성산소로부터 발생하는 산화적 손상을 억제하기 위해 세포는 자체적으로 활성

산소의 축적을 억제하는 효소를 분비하여 free radical을 소거하면서 체내의 항상성

을 유지 해야한다[15,16]. 이러한 체내의 효소적 항산화제로는 superoxide dismutase 

(SOD), gluthione reductase (GRD), glutathione peroxidase (GPx), catalase, uric acid, bi-

lirubin 등으로 알려져 있다[17]. 하지만 체내의 효소는 산화적 손상에 대한 보호는 

할 수 있으나 과도한 산화적 스트레스에 노출되어 있는 현대인의 산화적 손상을 

완전히 제거하기에는 충분하지 않아 섭취가 가능한 비효소적 항산화제인 천연 항

산화제 및 합성 항산화제의 필요가 증가하고 있다[18]. 천연 항산화제는 크게 poly-

phenol, terpenoid, vitamin 등 3가지 상태로 존재하는데, 이들은 구조적으로 con-

jugated double bond 혹은 aromatic ring을 가지며 electron donor의 역할을 한다 

[19,20]. 천연 항산화제인 polyphenol, carotenoids, terpenes, L-ascorbic acid (vitamin 

C), α-tocopherol (vitamin E), arginine 등을 섭취 시 free radical의 생성을 억제하며 

세포의 손상을 지연시킬 수 있다[21,22]. 또한, 합성 항산화제인 phenol계의 butylated 

hydroxytoluene (BHT), butylated hydroxyanisole (BHA) 등은 우수한 효과와 저렴한 가

격으로 인해 널리 사용되고 있다. 하지만 합성 항산화제의 경우 50mg/kg/day 의 용

량을 섭취할 경우 체내의 효소 및 지질변화로 인하여 발암 독성이 유발되어 복용 

안정성에 대한 문제가 존재 한다[23]. 이에 따라 항산화 물질을 포함하고 있는 천

연물을 이용한 여러 가지 유용한 소재개발 연구가 활발히 진행되고 있으며, 합성 

항산화제를 대체할 경제적이며 효과가 우수한 천연 항산화제 개발에 대한 연구가 

요구되고 있다(Figure 3)[24,25].
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Figure 3. Classification of antioxidants.
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항산화 능력을 측정하는 화학적 테스트는 주로 새로운 항산화 화합물 또는 최종 

실제 제품, 부산물의 추출물에 대한 초기 평가에 사용된다. 항산화제의 활성을 평

가하는 방법은 관련된 화학 반응에 따라 수소 원자 전달(HAT) 및 단일 전자 전달

(SET) 반응 기반 방법의 두 가지 범주로 나뉜다[26].

수소 원자와 전자 전달을 포함한 혼합 테스트(HAT/SET)는 일반적으로 안정적인 

발색단인 DPPH (1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl) free radical 및 ABTS (2,2'-azi-

no-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid) diammonium salt) cation radical 제거를 기

반으로 한다[27]. 이 시험법은 화학 반응을 기반으로 하며 UV-Vis 분광광도계의 특

정 흡수 파장에서 분석용액의 변색을 항산화 활성의 지표로 활용한다.

DPPH free radical scavenging assay에 사용되는 DPPH는 분자 내 남은 전자가 de-

localization된 상태로 존재하여 비교적 안정한 free radical로 알려져 있다[28]. 또한 

DPPH radical은 유기 용매에만 용해되어 친유성 화합물의 항산화 능력을 측정할 수 

있다. DPPH 의 화학반응은 517nm에서 최대 흡광값을 가지며 분자 내 free radical이 

항산화 물질로 부터 전자를 얻게 되면 보라색에서 노란색으로 색 변이가 발생된다

(Figure 4).

ABTS cation radical scavenging assay는 총 항산화 능력을 측정하는 데 사용되는 

간단하고 편리한 방법으로, 시약에 사용되는 ABTS는 산화제에 의해 radical 양이온

인 ABTS •+ 로 산화되며 청록색으로 강하게 착색된다. 또한 ABTS radical은 물과 

유기 용매에 용해되어 친수성 및 친유성 화합물의 항산화 능력을 측정할 수 있다

[29]. ABTS 의 화학반응은 730nm에서 최대 흡광값을 가지며 radical 양이온이 항산

화 물질로 부터 전자를 얻게 되면 청록색에서 투명한 색으로 색 변이가 발생된다

[30] (Figure 5).

본 연구에서는 UV-Vis 분광광도계를 이용한 DPPH free radical scavenging assay와 

ABTS cation radical scavenging assay를 통해 항산화 활성 실험을 진행하였다.
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Figure 4. DPPH (1,1-diphenyl-2-picrylhidrazyl) free radical scavenging mechanism.
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Figure 5. ABTS (2,2'-azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid) diammonium 

salt) cation radical scavenging mechanism.
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    4. 폴리페놀 (Polyphenols)

전통적으로 많은 식물의 열매, 야채, 차, 유지 종자 및 향신료 등이 인간의 건강 

관리를 위한 한약 제제로 사용되며, 이러한 의학적 용도는 식물계에서 가장 널리 

퍼져있는 항산화, 항염, 항균 및 항암 특성을 갖는 것으로 입증된 주요 성분인 폴

리페놀 화합물에 기인된다[31]. 또한, 폴리페놀은 고혈압, 고콜레스테롤, 당뇨병 관

련 합병증 및 신경 또는 안구 손상 등의 치료에도 효과적인 약리 활성을 갖는다

[32-35]. 폴리페놀은 식물의 2차 대사 산물로서 소량 생산되는데 화장품 및 식품에

서 폴리페놀 화합물은 분자 내에 전자가 풍부하여 탈 수소화가 일어나도 안정한 

분자 구조를 가지며, 환원 특성을 유발하여 항산화제 및 자유 라디칼 제거제 역할

을 하여 건강상의 이점을 제공한다[36]. 이러한 유익한 생물학적 특성으로 인해 폴

리페놀 화합물의 기능적 특성에 대한 연구는 여러 분야에서 각광받고 있다.

폴리페놀 화합물은 하나 이상의 hydroxyl group(-OH)을 포함하는 방향족 고리를 

제공하며, 그 구조는 단순한 페놀 분자에서 높은 분자량을 갖는 복잡한 고분자까지 

다양하다[37]. 또한 폴리페놀 화합물은 종종 당 또는 유기산으로 에스테르화되어 

식물에서 자연적으로 발생하는 8000개 이상의 구조를 가지며 복잡한 스펙트럼을 

생성한다. 이러한 페놀 고리의 수와 이에 결합된 구조적 요소에 따라 폴리페놀은 

phenolic acids, coumarins, flavonoids, stilbenes, lignans 과 같은 여러 그룹으로 분류된

다[38](Figure 6).
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Figure 6. Polyphenol classification including phenolic acids, coumarins, flavonoids and 

their subgroups, stilbenes and lignans.
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phenolic acid는 유기 carboxylic acid(-COOH) 기능과 페놀 고리를 포함하는 복합 

방향족 산의 일종이다. hydroxybenzoic acids (C6–C1 backbone) 와 hydroxycinnamic 

acids (C6–C3 backbone)은 자연적으로 발생하는 phenolic acid의 2 가지 필수 형태이

다. phenolic acids group에는 benzoic acids (gallic acid, vanillic acid, syringic acid), 

cinnamic acids (caffeic acid, ρ-coumaric acid, ferulic acid) 뿐만 아니라 강황의 curcu-

min과 같은 복잡한 구조도 포함한다[39]. phenolic acid는 항산화, 항암 및 항비만 기

능을 하며 이는 phenolic acids의 주요 구조인 방향족 고리, 불포화 치환 사슬 및 

free hydroxyl group의 수와 위치에 기인한다[40-42].

coumarin은 자연계에 널리 분포되어 있는 2H-1-benzopyran-2-one 유도체로써 벤젠 

고리와 α-pyrone의 융합 구조를 포함하는 매우 중요한 lactone의 큰 부류이다[43]. 

coumarin 유도체는 질병을 예방하고 치료하는 잠재적인 역할을 가지며, 항산화, 항

염, 항균 등의 활성을 가지고 있는 것으로 확인되었다[44,45].

flavonoid group은 보통 식물에 함유 되어 있을 때 노란색을 띄며 태양의 자외선

으로부터 보호하기 위해 자연적으로 만들어진 천연물질로서 대부분 수용성이다. 

flavonoid는 2개의 phenyl 고리와 1개의 heterocyclic 고리로 구성된 C6-C3-C6 phenyl-

propanoids 구조를 가진다. flavonoid는 구조식 중앙의 산소 고리의 탄소와 불포화도 

및 산화 정도에 따라 6가지 형태인 flavonol, flavone, flavanone, isoflavone, chalcones, 

anthocyanidine 등으로 분류된다[46](Figure 7). flavonoid는 식물성 식품의 모든 페놀

류 중 약 2/3를 차지하는 가장 흔한 페놀 화합물로서 이 중 flavonol과 flavone은 

quercetin, kaempferol, hesperitin, naringenin 과 같은 항산화제를 포함한다[47]. fla-

vonol과 flavone은 항산화, 항균, 항염, 항비만 등 생체 내에 유용한 역할을 한다

[48,49].

stilbene은 포도와 와인에 존재하는 방향족 탄화수소인 resveratrol과 같은 페놀화합

물을 포함한다. stilbene의 구조는 Coumaroyl-Co A와 malony-Co A가 stilbene synthase

라는 효소에 의해 합성되어 3가지 형태인 trans-form, cis-form, piceid 로 존재하며 

항산화 및 항암 활성을 가진다[50,51].

lignan은 2개의 monolignol 단위의 산화적 coupling 반응으로 형성된 화합물이다. 

이러한 기본 단위는 식물에서 리그닌을 합성하는데 이용된다. lignan은 sesamin, ses-

aminol glucose, sesamolin 등이 있으며, 이 중 sesamin이 가장 많이 존재한다[52].
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Figure 7. Flavonoid subclasses.
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    5. Dereplication

천연물에서 새로운 생리 활성 화합물 발견은 일반적으로 액체 크로마토그래피-질

량 분석법 (LC-MS), 핵자기 공명 분광법 (NMR) 및 적외선 분광법 (IR)으로 얻은 

천연물의 스펙트럼을 이전 연구 또는 분석 대상 화합물의 화학 구조에 대한 예측

을 기반으로 해석된다[53-56]. 이 중 LC-MS 분석법과 NMR 분광법은 대사체 연구

에서 가장 일반적인 기술이며 각각 장단점이 있다.

질량 분석법(MS)에서 구조 정보는 대사산물의 분자량과 tandem 질량 분석 기술

(MS/MS)에 의해 분자 이온의 크기와 조각화 패턴에 의해 분석 물질의 부분 구조를 

높은 감도로 측정하며 분자의 구조에 대한 정보를 제공한다. 분자 이온의 단편화 

패턴의 다양성은 분석물질의 부분 구조에 대한 추가 정보를 제공하며 이러한 MS 

및 tandem MS data를 상업용 또는 자체 천연물 데이터베이스와 비교하여 chroma-

tography peak의 구조적 식별을 진행한다[57].

질량 분석법과 달리 NMR 분광법은 정량적이며 높은 재현성 결과를 생성한다. 

NMR의 감도는 질량분석기의 감도보다 낮지만 NMR 데이터는 분자의 종류에 영향

을 받지 않으며 cryo- 및 microprobe의 개발로 감도와 acquisition time이 향상되었다 

[58]. 이러한 분석 장비 및 화합물 데이터베이스의 발전으로 인해 이 2가지 기술을 

보완적으로 적용하는 것은 화학적 다양성이 풍부한 천연물의 분자 구조를 잠정적

으로 결정하는 연구에 적합하다.

하지만 이러한 연구가 보편화되고 천연물에서 알려진 scaffold의 수가 증가함에 

따라 연구 간에 중복 결과가 발생하며 연구의 비효율성과 자원과 시간의 낭비가 

발생하였다[59]. 이에 대한 해결책으로 높은 생산성을 위해 연구자들은 'der-

eplication'에 주목하였다. dereplication 이란 '중복 제거'라는 의미로 연구의 효율성을 

높이는 연구 전략이다. dereplication은 분리 과정 이전의 연구 초기 단계에서 crude 

추출물에서 알려진 화합물과 잠재적으로 알려지지 않은 화합물의 식별을 가능하게 

한다[60].

모체 질량을 기반으로 하는 LC-MS dereplication 은 데이터베이스에서 검색할 때 

여러 분자식을 생성하기 때문에 한계가 존재한다. 이는 유사한 구조를 갖는 화합물

은 MS/MS에 의해 유사한 패턴으로 단편화되는 경향이 있어 화합물 식별에 대한 

효율성을 떨어트린다. 이러한 화학적 유사성에 대한 MS/MS 데이터를 보완하는 새
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로운 dereplication 기술로 molecular networking이 개발되었다[61,62]. 이 개념은 처리

량이 많은 open access 웹 기반 질량 분석으로 GNPS(Global Natural Product Social) 

웹사이트 (http://gnps.ucsd.edu) 의 molecular networking 플랫폼을 핵심으로 통합되어 

tandem MS data의 해독을 용이하게 한다. molecular networking을 사용하면 알려진 

화합물의 식별과 알려지지 않은 새로운 화합물의 식별이 가능하며, 이온 단편화 패

턴의 유사성을 비교하는 알고리즘을 사용하여 유사한 화학 구조를 가진 화합물의 

대규모 데이터를 시각화하고 단편화 된 이온을 cluster로 그룹화 할 수 있다. 이러

한 tandem MS 기반 molecular networking의 결과는 각 화학 성분의 관계와 분포를 

나타낸다(Figure 8). 현재 molecular networking은 Penicillium canescens에서 

Penicanesones A–C의 발견과 Selaginella tamariscina 에서 selaginpulvilins M-T의 발견

과 같이 천연 공급원에서 새로운 생리 활성 화합물을 발견하는 데 성공적으로 사

용되었다[63,64]. molecular networking의 수많은 장점에도 불구하고 MS 분석은 분석

물 간의 가변 이온화 효율 및 이온 억제를 포함하여 몇 가지 고유한 한계를 가지

고 있다[65-67]. 따라서 이러한 한계를 해결할 수 있는 보완적인 방법이 NMR der-

eplication 이다.

MS와 달리 NMR은 직접적인 구조 정보를 제공하는 검출 방법으로서 NMR der-

eplication은 구조적 유사성이 높은 이성질체와 화합물 간의 더 높은 구별 능력을 

가지며 스핀 시스템 특징을 식별하고 unknown 화합물에 대한 핵심 구조 요소를 결

정하는 능력이 탁월하다(Table 1). 그러나 1H NMR 기반 방법은 동일한 분자에서 

파생된 신호를 쉽게 연관시킬 수 없으므로 unknown 구성 요소에 대한 식별이 제한

된다. NMR 기반 dereplication의 장점은 복잡한 혼합물을 2차원 이상으로 분해하는 

능력이다. 2D NMR 데이터는 알려진 화합물의 데이터베이스와 비교할 때 효과적인 

식별을 제공하지만 참조 데이터의 가용성으로 인해 제한되는 경우가 많다[68-70]. 

이러한 한계로 인해 2D NMR 데이터를 사용하여 혼합물의 식별을 하기 위한 여러 

플랫폼이 개발되었다[71](Table 2).
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Figure 8. Tandem mass spectrometry based molecular network.
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Table 1. Main advantages and disadvantages of MS and NMR based dereplication 

methods

LC-MS based dereplication
Advantages Disadvantages

∙ Higher sensitivity to the minor 
constituents in the dereplicated sample

∙ Potential for co-elution of com-
pounds in complex samples.

∙ Relatively short run time for data 
acquisition

∙ Relies upon the ionization effi-
ciency of compounds and interpretation 
of the resulting ion.

∙ Requires small sample amounts ∙ Limited differentiation between 
isomers.

∙ Suitable for high-throughput screen-
ing

∙ High instrument-to-instrument 
variations.

∙ Relies largely on in-house devel-
oped databases. 

∙ Provides limited structural in-
formation for unknown compounds. 

NMR-based dereplication 
Advantages Disadvantages

∙ Higher differentiation capacity be-
tween isomers and compounds with high 
structural similarity.

∙ Less sensitive to the minor con-
stituents in the dereplicated sample. 

∙ No instrument-to-instrument 
variations. 

∙ Long run time for data acquisition 
and processing. 

∙ Non-destructive technique. ∙ Requires higher sample 
concentration. 

∙ Ability to identify spin system fea-
tures and determine core structural ele-
ments for unknown compounds. 
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Table 2. Overview of 2D NMR Metabolomics and Dereplication Utilities

Analysis 

type

MetaboMi
ner COLMAR SMART 

2.0
DEREP-N

P
MADByT

E
targeted targeted targeted targeted untargeted

designed 
for mixtures O O X X O

reference 
database required required required required optional

metabolite 
type 1˚ 1˚ 2˚ 2˚ 2˚

sample 
type biofluids biofluids

single 

compounds

single 

compounds

complex 

mixtures
batch 

comparison X X X X O

bioactivity 
integration X X X X O

multiple 
data in-
tegration

X O X O O

required 
solvent sys-

tem

buffered 

D2O

buffered 

D2O/CDCl3
various various various
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대표적인 예시로 SMART 2.0(Small Molecule Accurate Recognition Technology) 플

랫폼(http://smart.ucsd.edu)은 HSQC 스펙트럼과 실험 및 계산된 대규모 라이브러리를 

비교하기 위해 convolutional neural networks 기반 접근 방식을 사용하여 구조적으로 

유사한 분자를 식별한다[72]. 이전 연구에서 SMART 2.0은 천연물에서 얻은 25,000

개의 HSQC 스펙트럼을 통해 구조분석 되었으며, 이 플랫폼은 화합물의 후보 구조

를 제공하여 이전에 알려진 분자를 쉽게 식별 및 unknown 화합물에 대한 핵심 구

조 정보를 제공하여 화합물을 특성화 하였다[73-74]. 천연물 연구에서 MS/MS는 초

기 단계에서 사용되었으며, 최종적으로 NMR을 통해 분자 구조가 설명 되었기 때

문에 MS/MS와 NMR 간의 결합 분석이 어려웠다. 최근 연구에서 두 분석을 함께 

사용하여 Iris lactea var. chinensis 씨앗에서 14개의 stilbenoids를 annotation 하였으며 

추가적인 분리 및 정제를 통해 Viral Neuraminidase 억제 효과를 가진 10개의 stilbe-

noids를 식별하여 생리 활성 화합물을 발견하는 데 성공적으로 사용되었다[75].

최근 Phyton 기반 NMR dereplication 플랫폼인 MADByTE(Metabolomics and 

Dereplication by Two-Dimensional Experiments)가 개발되었으며, 혼합물의 NMR 데이

터를 기반으로 하여 대사산물의 종류를 annotation 하는 것이 가능해졌다. 

MADByTE의 핵심 기능은 개별 혼합물에서 spin 시스템 기능을 식별하여 샘플 간 

spin 시스템 기능을 일치시키는 것이다. 또한 순수 화합물에서 생체 활성 성분의 

분리를 위해 생체 활성이 높은 샘플과 관련된 기능의 우선순위를 지정하는 모듈이 

포함되어 있다. 분석 파이프라인은 HSQC 스펙트럼과 TOCSY 스펙트럼의 coupling 

정보와 통합 작동하여 각 샘플에 존재하는 개별 하위 구조를 정의하며 혼합물에서 

분해 가능한 spin 시스템의 주석을 달 수 있다. 이러한 spin 시스템 기능은 각 혼합

물의 화학적 구성을 설명하는 1H 및 13C 신호를 제공하며 이러한 spin 시스템 기능

을 샘플 간 비교를 통해 샘플 간의 공통 기능을 식별하여 화학적 다양성에 대한 

보기를 제공하고 천연물 연구에서 화합물 동정을 가속화한다. 또한 MADByTE는 

NMR 데이터를 비교할 참조 라이브러리가 필요하지 않으며 이것은 구성 요소가 알

려진 또는 새로운 천연물인지 여부에 관계없이 샘플 간의 화학적 유사성과 차이점

을 평가하는 새로운 메커니즘을 제공한다. 참조 라이브러리를 사용할 수 있는 경우

에는 알려진 화합물 그룹을 식별하는 선택적 dereplication이 포함되며 HSQC 및 

TOCSY 스펙트럼을 획득하여 spin 시스템 기능 일치를 기반으로 분획의 그룹화가 

가능하여 혼합물의 비표적 분석을 위한 플랫폼의 실행 가능성을 보여준다.
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  제 2 절 연구의 목적과 구성

적당량의 활성산소는 여러 병원체와 반응하여 불활성화 시키는 역할을 하여 인

체에 유익한 역할을 하지만, 체내에 활성산소가 과도하게 분비하게 되면 세포내의 

손상이 일어나 각종 질병들을 유발 시킨다. 활성산소로부터 발생하는 산화적 손상

을 억제하기 위해 세포는 자체적으로 활성산소의 축적을 억제하는 효소를 분비하

거나 항산화제를 섭취하여 free radical을 소거하면서 체내의 항상성을 유지 해야한

다. 대표적인 항산화제인 폴리페놀 화합물은 체내에서 환원 특성을 유발하여 항산

화제 및 자유 라디칼 제거제 역할을 하여 건강상의 이점을 제공한다. 이에 따라 항

산화 물질을 포함하고 있는 천연물을 이용한 여러 가지 유용한 소재개발 연구가 

활발히 진행되고 있다.

이 연구의 목적은 항산화 활성이 뛰어난 새로운 생물 활성 화학 물질을 발견하

는 것이다. 신약 및 화장품 후보 성분으로서 잠재성을 설명하는 표적 화합물로는 

폴리페놀이 선정되었다. 본 연구에 사용된 구실잣밤나무는 참나무과 메밀잣밤나무

속에 속하며 한반도 전 지역에 널리 분포되어 있어 대표적인 난대성 수종 중 하나

로 뽑힌다. 이 식물의 잎에서 폴리페놀 화합물의 분리 및 동정이 실시되었으며 각 

분획별 항산화 활성 비교 결과에 따라 화합물 분리 분석 과정에 UV-HPLC 가 적용

되었다.

본 논문의 구성은 70% ethanol을 이용한 구실잣밤나무 잎 추출물에 대해 n-hex-

ane, chloroform, ethyl acetate, n-butanol, water를 이용하여 유기용매 별 분획 후에 각 

분획물을 회전감압농축기 (N-1200B, EYELA, Japan)를 사용하여 농축하고 동결건조 

하여 실험용 시료 샘플을 만들어 사용하였다. 추출물 및 모든 분획물에 대해 항산

화 활성 평가가 이루어졌으며 MPLC 및 TLC, HPLC를 이용하여 분획물의 분리를 

진행하였다. 뛰어난 항산화 활성을 보이는 ethyl acetate 분획물에서 구체적인 분석

방법 개발을 통해 UV-HPLC를 이용하여 폴리페놀 화합물 함량을 정성분석 하였다. 

Ethyl acetate 분획물에서 최종적으로 분리된 compound 1은 LC-MS/MS에 기초하여 

정량 분석한 후 구조분석을 위해 1H NMR 및 13C NMR을 진행하였다. 각 Spectral 

data에 대해서 문헌과 비교하여 화합물의 구조 동정을 하였으며, 최종적으로 com-

pound 1은 ester carbonyl group을 갖는 백색 분말 및 페놀 화합물로서 분리 되었다

(Figure 9).
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Figure 9. General workflow of dereplication guided isolation process in C. cuspidata 

var. sieboldii leaves (CSL) extracts.
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제 2 장 재료 및 방법

  제 1 절 실험 재료 및 시약 

본 연구에 사용된 구실잣밤나무(Castanopsis cuspidata var. sieboldii) 잎은 2020년도 

4월경에 채취되었으며, 전라남도 완도수목원 (Wando, Korea)으로부터 공급받아 세

척 후 열풍 건조하여 보관한 후에 분쇄하여 사용하였다. 본 연구에서 시료의 추출

과 분획 및 활성 성분 분리에 사용된 용매들은 덕산약품 및 OCI의 제품을 사용하

였다. HPLC 분석 및 LC-MS/MS 분석용 용매는 Fisher의 HPLC grade 전용 용매를 

구입하여 사용하였다. 항산화 활성 평가 실험에 사용된 시약들은 Sigma aldrich에서 

구입하여 사용하였다. 분리된 화합물의 구조 분석을 위해 사용된 NMR 측정 용매

는 Sigma aldrich의 NMR 전용 용매로 Dimethyl sulfoxide-d6(DMSO-d6) 를 사용하였

다.
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  제 2 절 구실잣밤나무 잎의 추출 및 활성 성분 분리

    1. 구실잣밤나무 잎의 추출 및 용매 분획

구실잣밤나무 잎 추출물 및 용매 분획별 항산화 활성을 확인하기 위해 건조 후 

분쇄된 구실잣밤나무 잎 1.5 kg을 70% EtOH (v/v) 15.0 L에 넣고 상온에서 2주간 

침지 하여 추출하였다. 침지 시킨 시료는 감압 여과 장치와 Whatman No. 1을 이용

해 여과한 후, 동일한 방법으로 분리한 잔사에 대하여 1회 반복 실시하였다. 여과 

후 얻은 여액은 37℃~40℃에서 회전 감압 농축기 (rotary vacuum evaporator)를 이용

하여 농축 후 동결건조하여 사용하였다. 70% EtOH 추출물 269.03g을 증류수에 현

탁 시키고 분별 깔때기를 이용하여 극성 순서에 따라 순차적으로 분획하여 n-hex-

ane (n-Hex), chloroform (Ch), ethyl acetate (EtoAc), n-butanol (n-BuOH), water (H2O) 

fraction을 각각 13.03g, 5.27g, 51.22g, 44.74g, 15.93g 얻었다. 각 분획은 위와 같은 

방법으로 농축 후 동결건조하여 사용하였으며, 시료의 수율은 아래의 식에 의해 계

산하였다(Figure 10).

Yield (%) = (동결 건조 후 시료의 무게(g) / 추출 전 시료의 무게(g)) × 100
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Figure 10. Extraction and liquid-liquid partition diagram of C. cuspidata var. sieboldii 

leaves (CSL).
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    2. Ethyl acetate 분획물의 활성 성분 분리

용매 분획층들 중 EtOAc 분획물을 극성에 따라 순차적으로 분리하기 위해 

MPLC (medium pressure liquid chromatography)를 실시하였다. EtOAc 분획물 20.22 g

을 MeOH 20 mL에 녹여 0.45 µm syringe filter로 여과한 후, ODS column을 이용하

여 10 mL/min의 유속과 280nm의 흡광 값 조건에서 실험을 진행하였다. 용매 조건

은 isocratic 조건으로 H2O:MeOH (10-100% MeOH, 570 min), MeOH (100%, 20 min)

의 용매 비율로 MeOH 비율을 5%씩 순차적으로 높이면서 분획하였다. 시간에 따라 

용출되는 분획물은 test tube에 각각 300mL씩 용출시켜 총 19개의 fraction 

(MP.1-MP.19) 을 얻었다. TLC를 통해 각 분획 별 양상을 확인 후 항산화 활성에 

따라 총 3개의 fraction (Fr.1-Fr.3)으로 분류하였으며, HPLC를 통해 정성분석을 한 

후 gradient 조건으로 MPLC를 이용하여 연속적으로 분획물의 분리를 진행하였다 

(Figure 11). MPLC fraction들 중 비슷한 양상과 높은 항산화 활성을 나타낸 분획들

(Fr.2, Fr.1-b, Fr.1-a-4)은 수합 하여 Fr.A로 칭하고 H2O:MeOH (10-100% MeOH, 80 

min), MeOH (100%, 20 min)의 용매 조건으로 MPLC 를 수행한 후 Prep-LC를 통해 

Compound 1 (47 mg) 을 분리하였다(Figure 12).
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Figure 11. Isolation diagram of C. cuspidata var. sieboldii leaves EtoAc fraction 

(CSL-EA).
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Figure 12. Isolation diagram of Compound 1 from C. cuspidata var. sieboldii leaves 

EtoAc fraction A (CSL-EA-Fr.A).
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  제 3 절 구실잣밤나무 잎 추출물의 활성 성분 분석

    1. High performance liquid chromatography (HPLC)

유효성분 분석을 위하여 18가지 폴리페놀 및 플라보노이드 표준물질 ((1) nic-

otinic acid; (2) gallic acid; (3) catechin hydrate; (4) caffeic acid; (5) epigallocatechin 

gallate; (6) epicatechin; (7) ethyl gallate; (8) p-coumaric acid; (9) chlorogenic acid; (10) 

4-hydroxycinnamic acid; (11) ferulic acid; (12) naringin; (13) protocatechuic acid ethyl 

ester; (14) rutin hydrate; (15) benzoic acid; (16) quercetin hydrate;(17) kaempferol; (18) 

biochanin A)을 선정하여 실험을 진행하였으며, HPLC 분석조건은 다음과 같다. 

Column은 Shimpack GIS-ODS (C18, 4.6×250 mm, 5.0 μm, Shimadzu Co., Japan), flow 

rate는 0.7 mL/min, Temperature 30℃, injection volume 10 μL, UV detector의 wave-

length는 280 nm로 분석하였다. Mobile phase로는 0.1% Acetic acid in water (solvent 

A)와 0.1% Acetic acid in methanol (solvent B)를 사용하여 농도 구배 조건에서 분석

하였다(Table 3). 분석에 사용한 모든 용액은 0.45 µm filter로 여과하여 사용하였다.
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Table 3. Gradient method of high performance liquid chromatography (HPLC).

Time (min)
Mobile phase

A(%) B(%)

0 90 10

5 90 10

15 60 40

45 40 60

55 20 80

60 0 100

65 0 100

70 90 10

75 90 10



31

  제 4 절 구실잣밤나무 잎 추출물 및 분획물의 항산화 활성 

평가 

    1. DPPH free radical scavenging assay

DPPH free radical 소거능 실험은 Blois의 방법을 변형하여 실시하였다[76]. DPPH 

(1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl) 시약은 MeOH를 사용하여 1 mM 농도로 제조하고 이

를 0.5 mM 농도로 희석한 뒤 실험에 사용하였다. 각 농도 별 시료를 EP tube에 

200 μL 넣고 0.5 mM DPPH 용액을 800 μL 가하여 voltexing 하고, 암실에서 15분간 

반응시켰다. 이후 반응이 끝난 혼합물을 96 well plate에 200 μL씩 분주하여 Biotek 

Synergy HT multi-detection microplate reader 장비를 활용하여 517 nm 파장에서 흡광

도를 측정하였다. 양성 대조군(positive control)은 gallic acid를 사용하였으며 모든 실

험은 3회 반복 실험을 실시하여 평균값을 구하였다. radical 소거능은 다음 식에 의

해 계산하여 백분율로 나타내었으며 각 시료의 radical 소거능 백분율이 50%일 때

의 시료 농도(IC50)를 구하였다.

Radical scavenging activity (%) = (Abscontrol – Abssample) / Abscontrol × 100

Abscontrol : 517 nm에서 DPPH 시약의 흡광도

Abssample : 517 nm에서 시료와 DPPH 반응액의 흡광도
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    2. ABTS cation radical scavenging assay

ABTS 양이온 radical 소거능 실험은 Re 등의 방법을 응용하여 실시하였다[77]. 14 

mM ABTS (2,2'-azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid) diammonium salt) 시약

은 증류수를 사용하여 7.0 mM 농도로 제조한 후, 2.45 mM potassium persulfate와 

1:1 비율로 혼합한 후 암실에서 18시간 동안 반응시켜 ABTS cation radical을 형성

하였다. ABTS+ 용액은 730 nm에서 흡광값이 0.90 ± 0.01이 되도록 증류수로 희석

하여 실험에 사용하였다. 각 농도 별 시료를 EP tube에 200 μL 넣고 10배 희석한 

ABTS+ 용액을 1,000 μL 가하여 voltexing 하고, 암실에서 15분간 반응시켰다. 이후 

반응이 끝난 혼합물을 96 well plate에 200 μL씩 분주하여 Biotek Synergy HT mul-

ti-detection microplate reader 장비를 활용하여 730 nm 파장에서 흡광도를 측정하였

다. 양성 대조군(positive control)은 quercetin을 사용하였으며 모든 실험은 3회 반복 

실험을 실시하여 평균값을 구하였다. radical 소거능은 다음 식에 의해 계산하여 백

분율로 나타내었으며 각 시료의 radical 소거능 백분율이 50%일 때의 시료 농도

(IC50)를 구하였다.

Radical scavenging activity (%) = (Abscontrol – Abssample) / Abscontrol × 100

Abscontrol : 730 nm에서 ABTS 시약의 흡광도

Abssample : 730 nm에서 시료와 ABTS 반응액의 흡광도
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    3. Total polyphenol contents (TPC)

총 폴리페놀 함량 측정은 Folin-Ciocalteu 방법을 참고하여 실시하였다[78]. 폴리페

놀 정량을 위한 표준 검정 곡선(standard calibration curve)은 gallic acid를 표준물질

로 사용하였다. 농도별로 희석한 gallic acid 표준 용액과 1 mg/mL 농도의 시료를 

500 μL씩 취한 후 0.2 M Folin-Ciocalteu’s phenol 시약 500 μL, 2% sodium carbonate 

수용액(w/v) 500 μL를 추가로 혼합하여 상온에서 30분 동안 반응시켰다. 이후 반응

이 끝난 혼합물을 96 well plate에 200 μL씩 분주하여 Biotek Synergy HT multi-de-

tection microplate reader 장비를 활용하여 750 nm 파장에서 흡광도를 측정하였다. 

측정값은 표준 검정 곡선에 대입해 시료 1 g 당 함유하고 있는 gallic acid의 양으로 

환산하였으며 표준 검정 곡선의 R2 값은 0.99 이상이었다(Figure 13).
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Figure 13. Calibration curve of standard gallic acid for determination of total poly-

phenol contents.
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    4. Total flavonoid contents (TFC)

총 플라보노이드 함량 측정은 Park 등의 방법을 변형하여 실시하였다[79]. 플라보

노이드 정량을 위한 표준 검정 곡선(standard calibration curve)은 quercetin을 표준물

질로 사용하였다. 농도별로 희석한 quercetin 표준 용액과 1 mg/mL 농도의 시료를 

500 μL 씩 취한 후 methanol 1.5 mL, 10% aluminium chloride 100 μL, 1M potassium 

acetate 100 μL, 증류수 2.8 mL를 순서대로 혼합하여 상온에서 40분 동안 반응시켰

다. 이후 반응이 끝난 혼합물을 96 well plate에 200 μL씩 분주하여 Biotek Synergy 

HT multi-detection microplate reader 장비를 활용하여 415 nm 파장에서 흡광도를 측

정하였다. 측정값은 표준 검정 곡선에 대입하여 시료 1 g 당 함유하고 있는 querce-

tin의 양으로 환산하였으며 표준 검정 곡선의 R2 값은 0.99 이상이었다(Figure 14).
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Figure 14. Calibration curve of standard quercetin for determination of total flavonoid 

contents.
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  제 5 절 분리된 화합물의 동정 및 구조분석

    1. HPLC-Mass/Mass spectrometry (LC-MS/MS)

폴리페놀 표준물질과 분리된 화합물 간 비교 분석을 위하여 실험을 진행하였으

며, 분석에 사용한 모든 용액은 증류수로 희석 후 0.45 µm filter로 여과하여 사용하

였다. LC-MS/MS 분석기기는 AB SCIEX 4000 Q Trap LC/MS/MS System (Shimadzu 

LC 20A System)를 이용하였으며 Mobile phase로는 0.1% Formic acid in water 

(solvent A)와 0.1% Formic acid in acetonitrile (solvent B)를 사용하여 isocratic 조건

(35% B)에서 분석하였다. MS/MS의 조건은 Turbo Ion Spray 방식으로 Negative 

mode로 분석을 진행하였다 (Table 4).
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Table 4. Analysis conditions of HPLC-Mass/Mass(LC-MS/MS) spectrometry.

Analysis condition Explanation
LC system Shimadzu LC 20A System

Column
Gemini 3 ㎛, C18 110A (50 ㎜ × 2.0 ㎜)

Gemini C18(4.0 ㎜ × 2.0 ㎜) guard cartridge
Column temp 40℃
Injection volume 10 μL
Flow rate 0.25 ㎖/min

Mobile phase
0.1% Formic acid in water (solvent A)

0.1% Formic acid in acetonitrile (solvent B)
Mass spectrometry AB SCIEX 4000 Q Trap LC/MS/MS System
Scan type MRM
Source Temperature 400℃
Spray voltage -4000V (negative)
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    2. Nuclear Magnetic Resonance (NMR)

분리된 화합물의 구조 분석을 위해 사용된 NMR (nuclear magnetic resonance) 

spectrometer는 AVANCE III HD 400 (FT-NMR system, 400 MHz, BRUKER)을 이용

하였으며 NMR 측정 용매는 Sigma aldrich의 NMR 전용 용매로 Dimethyl sulf-

oxide-d6(DMSO-d6) 를 사용하였다.
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제 3 장 결과 및 고찰

   제 1 절 구실잣밤나무 잎 추출물 및 분획물의 활성 성분 

분석

구실잣밤나무 잎 70% EtOH 추출물(CSL)의 HPLC 분석 결과는 18개의 폴리페놀 

표준물질들 중 모든 표준물질을 포함하고 있음을 정성분석을 통해 확인하였다

(Figure 15).

18개의 폴리페놀 표준물질들 중 epigallocatechin gallate (66.64 ± 0.25), p-coumaric 

acid (37.68 ± 0.01), catechin hydrate (29.48 ± 0.12), caffeic acid (16.62 ± 0.33) 의 함

량은 높은 값을 나타내며, CSL에 위 4가지 폴리페놀이 다량으로 함유되어 있음을 

확인하였다(Table 5).

구실잣밤나무 잎 70% EtOH 추출물 EtOAc 분획(CSL-EA)의 HPLC 분석 결과는 

18개의 폴리페놀 표준물질들 중 protocatechuic acid ethyl ester를 제외한 총 17개의 

표준물질을 포함하고 있음을 정성분석을 통해 확인하였다(Figure 16).

18개의 폴리페놀 표준물질들 중 epigallocatechin gallate (275.63 ± 0.17), caffeic 

acid (61.24 ± 0.31), ethyl gallate (60.98 ± 0.46), p-coumaric acid (57.86 ± 0.14) 의 함

량은 높은 값을 나타내며, CSL-EA에 위 4가지 폴리페놀이 다량으로 함유되어 있음

을 확인하였다(Table 6).
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Figure 15. HPLC profile of the CSL and standard mixture using diode array de-

tection at 280 nm. Numbers indicate the following : (1) nicotinic acid; (2) gallic acid; 

(3) catechin hydrate; (4) caffeic acid; (5) epigallocatechin gallate; (6) epicatechin; (7) 

ethyl gallate; (8) p-coumaric acid; (9) chlorogenic acid; (10) 4-hydroxycinnamic acid; 

(11) ferulic acid; (12) naringin; (13) protocatechuic acid ethyl ester; (14) rutin hydrate; 

(15) benzoic acid; (16) quercetin hydrate; (17) kaempferol; (18) biochanin A.
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Table 5. Phenolic compounds identified in CSL quantified by UV-HPLC using diode 

array detection at 280 nm. The results are the mean ± S.D from three independent 

experiments.

(Unit : mg/g)

No. Standard CSL

1 nicotinic acid 3.58 ± 0.16
2 gallic acid 1.08 ± 0.25
3 catechin hydrate 29.48 ± 0.12
4 caffeic acid 16.62 ± 0.33
5 epigallocatechin gallate 66.64 ± 0.25
6 epicatechin 6.28 ± 0.02
7 ethyl gallate 13.15 ± 0.34
8 p-coumaric acid 37.68 ± 0.01
9 chlorogenic acid 2.11 ± 0.05

10 4-hydroxycinnamic acid 0.01 ± 0.15
11 ferulic acid 0.24 ± 0.09
12 naringin 0.12 ± 0.01
13 protocatechuic acid ethyl ester 1.38 ± 0.50
14 rutin hydrate 7.89 ± 0.03
15 benzoic acid 0.92 ± 0.31
16 quercetin hydrate 9.44 ± 0.43
17 kaempferol 0.79 ± 0.08
18 biochanin A 0.49 ± 0.12

Total 197.91 ± 0.02
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Figure 16. HPLC profile of the CSL-EA and standard mixture using diode array de-

tection at 280 nm. Numbers indicate the following : (1) nicotinic acid; (2) gallic acid; 

(3) catechin hydrate; (4) caffeic acid; (5) epigallocatechin gallate; (6) epicatechin; (7) 

ethyl gallate; (8) p-coumaric acid; (9) chlorogenic acid; (10) 4-hydroxycinnamic acid; 

(11) ferulic acid; (12) naringin; (13) protocatechuic acid ethyl ester; (14) rutin hydrate; 

(15) benzoic acid; (16) quercetin hydrate; (17) kaempferol; (18) biochanin A.



44

Table 6. Phenolic compounds identified in CSL-EA quantified by UV-HPLC using di-

ode array detection at 280 nm. The results are the mean ± S.D from three independent 

experiments.

(Unit : mg/g)

No. Standard CSL-EA

1 nicotinic acid 1.00 ± 0.44
2 gallic acid 9.20 ± 0.15
3 catechin hydrate 41.14 ± 0.20
4 caffeic acid 61.24 ± 0.31
5 epigallocatechin gallate 275.63 ± 0.17
6 epicatechin 12.55 ± 0.17
7 ethyl gallate 60.98 ± 0.46
8 p-coumaric acid 57.86 ± 0.14
9 chlorogenic acid 2.83 ± 0.51

10 4-hydroxycinnamic acid 0.63 ± 0.07
11 ferulic acid 14.57 ± 0.74
12 naringin 4.90 ± 0.16
13 protocatechuic acid ethyl ester -
14 rutin hydrate 17.69 ± 0.04
15 benzoic acid 2.86 ± 0.58
16 quercetin hydrate 18.94 ± 0.82
17 kaempferol 2.72 ± 0.55
18 biochanin A 0.12 ± 0.07

Total 584.84 ± 0.17
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  제 2 절 구실잣밤나무 잎 추출물 및 분획물의 항산화 활성 

평가

    1. DPPH free radical scavenging assay

구실잣밤나무 잎 70% EtOH 추출물(CSL) 및 각 용매 별 분획물에 대하여 DPPH 

free radical 소거 활성을 측정하였다. 표준물질을 제외한 시료의 농도는 25-1000 μ

g/mL의 농도로 진행하였으며 각각에 대한 IC50값을 계산하였다. 각 분획별 DPPH 

free radical 소거 활성은 ethyl acetate, chloroform, n-butanol, water, n-hexane 순으로 

나타났으며, ethyl acetate 분획물의 IC50 값은 각각 87.58 μg/mL 로 우수한 DPPH 

radical 소거활성을 나타내었다(Figure 17, Table 7).
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Figure 17. DPPH free radical scavenging activities of extract and solvent fractions 

from C. cuspidata var. sieboldii leaves (CSL). The results are the mean ± S.D from 

three independent experiments. 
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Table 7. IC50 values of DPPH free radical scavenging activities of extract and solvent 

fractions from C. cuspidata var. sieboldii leaves (CSL). The results are the mean ± S.D 

from three independent experiments. 

No. Sample IC50 value (μg/mL)
1 Extract 138.21 ± 10.66
2 n-Hexane >200
3 Chloroform 93.92 ± 1.96
4 Ethyl Acetate 87.58 ± 4.61
5 n-Butanol 169.18 ± 1.36
6 Water >200
7 Gallic acid 22.73 ± 2.04
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    2. ABTS cation radical scavenging assay

구실잣밤나무 잎 70% EtOH 추출물(CSL) 및 각 용매 별 분획물에 대하여 ABTS 

cation radical 소거 활성을 측정하였다. 표준물질을 제외한 시료의 농도는 25-1000 μ

g/mL의 농도로 진행하였으며 각각에 대한 IC50값을 계산하였다. 각 분획별 항산화 

활성은 ehtyl acetate, chloroform, n-butanol, water, n-hexane 순으로 나타났으며, ehtyl 

acetate의 IC50값은 71.45 μg/mL로 우수한 ABTS cation radical 소거활성을 나타내었

다(Figure 18, Table 8).
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Figure 18. ABTS cation radical scavenging activities of extract and solvent fractions 

from C. cuspidata var. sieboldii leaves (CSL). The results are the mean ± S.D from 

three independent experiments. 
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Table 8. IC50 values of ABTS cation radical scavenging activities of extract and sol-

vent fractions from C. cuspidata var. sieboldii leaves (CSL). The results are the mean 

± S.D from three independent experiments. 

No. Sample IC50 value (μg/mL)
1 Extract 169.83 ± 0.30
2 n-Hexane >200
3 Chloroform 79.33 ± 1.19
4 Ethyl Acetate 71.45 ± 1.42
5 n-Butanol 136.71 ± 1.69
6 Water >200
7 Quercetin 22.73 ± 2.04
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    3. Total polyphenol contents (TPC)

Gallic acid를 표준물질로 사용하여 표준 검정 곡선을 작성하고 구실잣밤나무 잎 

추출물 및 용매 분획물에 함유된 총 폴리페놀 함량을 측정하였다. 추출물 및 용매 

분획물의 총 폴리페놀 함량은 1 g 당 함유하고 있는 gallic acid의 양(gallic acid 

equivalent (GAE))로 환산하여 나타내었다. 측정 결과는 Figure 19과 같으며, EtoAc 

분획물이 가장 많은 폴리페놀 함량 (144.48 ± 5.82 GAE mg/g) 을 나타내었다(Table 

9).
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Figure 19. Total polyphenol contents of extract and solvent fractions from C. cuspi-

data var. sieboldii leaves (CSL).
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Table 9. Total polyphenol contents of extract and solvent fractions from C. cuspidata 

var. sieboldii leaves (CSL). The results are the mean ± S.D from three independent 

experiments. 

No. Sample TPC (GAE mg/g)
1 Extract 84.28 ± 1.87
2 n-Hexane 38.59 ± 1.25
3 Chloroform 138.21 ± 4.25
4 Ethyl Acetate 144.48 ± 5.82
5 n-Butanol 111.37 ± 0.74
6 Water 20.17 ± 0.33
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    4. Total flavonoid contents (TFC)

Quercetin을 표준물질로 사용하여 표준 검정 곡선을 작성하고 구실잣밤나무 잎 추

출물 및 용매 분획물에 함유된 총 플라보노이드 함량을 측정하였다. 추출물 및 분

획물의 총 플라보노이드 함량은 1 g 당 함유하고 있는 quercetin의 양 (quercetin 

equivalent (QUE))로 환산하여 나타내었다. 측정 결과는 Figure 20와 같으며, EtoAc 

분획물이 가장 많은 플라보노이드 함량 (37.79 ± 2.39 QUE mg/g) 을 나타내었다

(Table 10).
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Figure 20. Total flavonoid contents of extract and solvent fractions from C. cuspidata 

var. sieboldii leaves (CSL).
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Table 10. Total flavonoid contents of extract and solvent fractions from C. cuspidata 

var. sieboldii leaves (CSL). The results are the mean ± S.D from three independent 

experiments. 

No. Sample TFC (QUE mg/g)
1 Extract 19.34 ± 2.19
2 n-Hexane 7.33 ± 0.36
3 Chloroform 25.40 ± 0.63
4 Ethyl Acetate 37.79 ± 2.39
5 n-Butanol 14.47 ± 0.36
6 Water 6.07 ± 0.36
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  제 3 절 분리된 화합물의 동정 및 구조분석

    1. LC-MS/MS 정량 분석 결과

구실잣밤나무 잎 EtoAc 분획물(CSL-EA)에서 분리된 화합물의 분자량 확인하고, 

ethyl gallate 와 비교 분석을 위하여 LC-MS/MS 정량 분석을 실시하였다. mass 

range를 20에서 200까지 분석 확인한 결과 ethyl gallate 의 분자량은 197 [M-H]-로 

확인되었으며, compound 1의 분자량 또한 동일한 것으로 확인되었다. 또한 com-

pound 1 으로부터 49, 64.8, 78, 79, 105.8, 124.2, 125, 197.8, 169.0의 product ion을 

확인하였으며, 이러한 결과는 compound 1과 ethyl gallate가 동일한 화합물임을 나타

낸다(Figure 21,22).
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Figure 21. LC-MS/MS profile of the ethyl gallate.
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Figure 22. LC-MS/MS profile of the compound 1.
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    2. NMR Spectral data

compound 1은 ester carbonyl group을 갖는 백색 분말 및 페놀 화합물로서 분리되

었다. compound 1의 13C-NMR 스펙트럼 (DMSO-d6, 100 MHz) 분석 결과 총 7개의 

신호를 포함하는 9개의 탄소 신호를 나타냈다. δC 166.31 (C-7)에서 하나의 ester기

를 확인 할수 있었으며, δC 108.92 (C-2,6), δC 120.03 (C-1), δC 138.82 (C-4), δC 

146.02 (C-3,5) 를 포함하는 방향족 고리를 확인 할수 있었다. δC 14.72 (C-9)에서 

3‘alkyl 기를 확인하였고, δC 60.48 (C-8)에서 ether 기를 확인하였다. 1H-NMR 

(DMSO-d6, 400 MHz) 의 δH 6.88 (2H, singlet, H-2,6)에서 1개의 symmetry peak를 발

견하였고, ethyl 기 δH 4.16 (2H, quartet, J = 7.0Hz, H-8), δH 1.22 (3H, triplet, J = 

7.0Hz, H-9)에서 3,4,5-trisubstitued pattern의 존재를 나타내었다. 따라서 이들을 종합

하여 문헌[80]과 비교한 결과 compound 1의 구조는 ethyl gallate로 확인되었다

(Figure 23-25, Table 11).
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Figure 23. Chemical structure of compound 1.
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Table 11. 1H NMR and 13C NMR data of compound 1 (400 MHz and 100 MHz, 

DMSO-d6).

No.
compound 1 

δH δC

1
6.8791

(2H, singlet, H-2,6)
166.31 (C-7)

2
4.1597

(2H, quartet, H-8)
146.02 (C-3,5)

3 4.1413 138.82 (C-4)
4 4.1243 120.03 (C-1)
5 4.1063 108.92 (C-2,6)

6
1.2168

(3H, triplet, H-9)
60.48 (C-8)

7 1.1989 14.72 (C-9)
8 1.1813
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Figure 24. 1H-NMR spectrum of compound 1 in DMSO-d6.
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Figure 25. 13C-NMR spectrum of compound 1 in DMSO-d6.
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제 4 장 결론 및 제언

구실잣밤나무(Castanopsis cuspidate var. sieboldii)는 참나무과 메밀잣밤나무속에 속

하며 한반도 전 지역에 널리 분포되어 있어 대표적인 난대성 수종 중 하나로 뽑힌

다. 이전 연구결과에 따르면 구실잣밤나무는 항산화, 항암, 항염증 및 항균 효과 등

의 다양한 약리작용을 가지고 있음이 확인되었다. 그러나 아직까지 구실잣밤나무 

잎을 이용하여 항산화 활성을 중심으로 한 폴리페놀 화합물의 분리 및 구조 동정 

연구는 보고된 바가 없으므로 본 연구에서는 구실잣밤나무 잎 추출물과 용매 분획

물의 항산화 활성을 검증하고, 유효 성분의 분석 후 분획물들의 분리를 통해 최종

적으로 단일 화합물의 구조 동정을 실시하여 안전한 기능성 화장품, 의약품 및 건

강기능식품 관련 천연 소재로서 구실잣밤나무의 이용 가능성을 알아보고자 하였다.

본 연구는 구실잣밤나무 잎 70% EtOH 추출물을 유기 용매를 이용하여 용매 분

획을 진행한 후 DPPH free radical scavenging assay, ABTS cation radical scavenging 

assay, Total polyphenol contents (TPC), Total flavonoid contents (TFC) 등의 다양한 항

산화 활성 평가를 통해 EtoAc 분획물이 가장 뛰어난 항산화 능력을 보임을 확인하

였다. 특히 구실잣밤나무 잎의 용매 분획물의 TPC와 TFC 결과를 비교 한 결과, 

flavonoid 구조를 가지는 화합물보다 phenolic acid 구조를 가지는 화합물의 함량이 

더 많음을 유추할 수 있었다.

또한 HPLC를 사용하여 구실잣밤나무 잎 70% EtOH 추출물과 EtoAc 분획물의 폴

리페놀 물질 정성 분석을 진행 하였다. 분석에 사용된 폴리페놀 표준 물질은 총 18

가지 ((1) nicotinic acid; (2) gallic acid; (3) catechin hydrate; (4) caffeic acid; (5) epi-

gallocatechin gallate; (6) epicatechin; (7) ethyl gallate; (8) p-coumaric acid; (9) chloro-

genic acid; (10) 4-hydroxycinnamic acid; (11) ferulic acid; (12) naringin; (13) proto-

catechuic acid ethyl ester; (14) rutin hydrate; (15) benzoic acid; (16) quercetin hy-

drate;(17) kaempferol; (18) biochanin A) 를 선정하여 실험을 진행하였다. 정성 분석 

결과 70% EtoH 추출물은 18개의 폴리페놀 표준물질들 중 모든 표준물질을 포함하

며, 그 중 epigallocatechin gallate (66.64 ± 0.25), p-coumaric acid (37.68 ± 0.01), cat-

echin hydrate (29.48 ± 0.12), caffeic acid (16.62 ± 0.33) 의 함량은 높은 값을 나타내

었다. 또한 EtOAc 분획물의 분석 결과는 18개의 폴리페놀 표준물질들 중 proto-

catechuic acid ethyl ester를 제외한 총 17개의 표준물질을 포함하고 있음을 확인하였
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다. 그 중 epigallocatechin gallate (275.63 ± 0.17), caffeic acid (61.24 ± 0.31), ethyl 

gallate (60.98 ± 0.46), p-coumaric acid (57.86 ± 0.14) 의 함량은 높은 값을 나타내었

다. HPLC 결과는 용매 분획을 통해 EtoAc 분획에서 phenolic acid 구조를 가지는 

폴리페놀 화합물이 추출물에 비해 더 많이 검출됨을 확인할 수 있었다.

단일 화합물의 분리는 ABTS cation radical scavenging assay를 중심으로 MPLC를 

이용하여 EtoAc 분획물에서 분리를 진행하였으며 최종적으로 분리된 compound 1은 

ester carbonyl group을 갖는 백색 분말 및 페놀 화합물로서 분리되었다. 분리된 화

합물의 동정 및 구조분석은 LC-MS/MS와 NMR specturm을 통해 확인하였으며, 그 

결과 compound 1이 ethyl gallate 임을 확인하였다.

이러한 결과는 국내 난대성 수종 중 하나인 구실잣밤나무가 유망한 항산화 기능

을 제공하고 제약 및 화장품 산업에서 잠재적인 천연 물질임을 시사한다. 또한 본 

연구에서는 1D NMR을 이용하여 구조해석을 진행하였기 때문에 2D NMR을 이용

한 NMR dereplication를 완료하지 못하였지만, 추후 지속적인 연구를 통해 추출물 

및 분획물의 LC-MS/MS 분석을 통한 LC-MS dereplication 또는 2D NMR을 이용한 

NMR dereplication를 진행한다면 보다 완전한 연구가 될 것으로 사료 된다.
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