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서 론

식물들은 다양한 이유로 페놀유도체를 생합성하는데 

가장 근원적인 이유는 스트레스에 기인한다. 식물체의 

페놀화합물들은 anti-bacterial, anti-viral 그리고 anti- 
fungal기능을 가지고 있다. 또한 산화과정이 진행됨에 

따라 손상된 세포벽에 lignification에 필요한 물질을 공 

급하여 치유하는 기능도 페놀화합물이 수행한다. 페놀 

화합물의 glycosylated된 형태는 상대적E로 삼투압에 

비활성적이고 곤충약탈자 (insect predators) 에게 바람직 

하지 않은 탄수화물로 저장하는데 매개체로의 기능도 

한다.1
Biophenolic gluco sides는 전형적인 식물체의 2차 대 

사물질이며 다양하게 분포되여져 있다. 최근 쇠비름에 

서 法류의 biophenolic glucosides가 분리되여졌으며2 
이러한 유도체들은 특히 올리브잎 또는 열매에 또한 많 

이 존재한다. Biophenolic 인ucoside貌| 미량성분들은 올 

리브오일의 품질을 좌우한다. Biophenols은 metal 
chelation 또는 자유라디칼 소멸을 통하여 항산화작용을 

한다.3 Hydroxytyrosol의 생물학적 그리고 약리학적 특 

성에 최근 많은 관심을 갖게 되었다.4 왜냐하면 

hydroxyTyros이과 이들의 유도체들이 지중해지역의 심 

장질환 및 암의 감소에 밀접하게 관련된 것纟로 보고되 

여지고 있기 때문이다.5

올리브기름에서 분리된 hydroxytyrosol의 이ycosylation 
된 경향은 nonregioselective한 효소의 작용•으로 보이며 

(Fig. 1) 이러한 배경은 항산화기능의 수월한 수행과 용 

해도를 증가시켜 식물체내에서 높은 유동성을 부여하 

기 때문이다.6 본연구에서는 식물체에서 생합성되며 유 

용한 약리효과를 나타내는 hydroxytyros 이에 미생물를 이 

용한 생변환을 통해 glycosylatio问는 것을 고찰하였다.

실 험

시약 및 분석기기

합성에 사용된 시약은 Aldrich사의 제품을 이용하였 

고 화합물의 분리에 이용된 용매는 시약급을 정제하지 

않고 그대로 사용하였다. TLC 판(60 F254)은 Merck사 

제품을 사용중］였으며 column chromatography는 silica

Fig. 1. Glucosides of the hydroxytyrosol.
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gel(230-400 mesh)를 사용하였다. 1H NM低은 Varian 
Gemini 200 또는 400 NMR spectrometer(Bruker)를 사 

용하여 얻었다. LC-MS는 HP-1100 HPLC-QUATTRO 
LC Triple Qadrupole MS를 이용하여 얻었다 이때 사 

용한 컬럼은 I丄-bondapack C18 column, 용매로는 MeOH/ 
H2O gradien를 이용중］였다. BHI배지는 DifC#｝에서 구 

입하였고 Streptococus mutant KCTC에서 분양받았다.

3,4-dihydroxyphenylacetic acid 의 에스테르화
40% KOH 수용액 20 ml오］" ethyl ether 30 ml의 혼합 

용액에 N-methyl-N’-nitro-N-nitrosoguanidine 3 g을 조 

금씩 첨가 한 후 0oC를 유지하면서 교반한다. 생성된 

diazomethane을 포함한 에테르증을 신속하게 3,4- 
dihydroxyphenylacetic acid(1 g, 5.95 mmolXF 녹아있는 

메탄올 20mL에 이에서 교반하면서 1哓간 첨가한다. 

0 oC에서 교반하면서 약 15-2堰 지난후 반응의 완결정 

도를 TLC(n-Hexane: Ethyl Acetate=6:4, Rf=0.5虎 확 

인한 후 용매는 감압하에서 제거한다. Silica gel column 
chromatography(n-Hexane: Ethyl Acetate=7:3, Rf=0.3) 
로 순수한 methyl 3,4-dihydroxyphenylacetate를 680 mg 
(수득율 63.5%) 얻었다. 1H NMR(CDCl3): 5 3.46(s, 2H) 
3.65(s, 3H) 6.25(bs, 1H) 6.58-6.80(m, 3H).

Hydroxytyros이의 합성
환류냉각기가 부착된 100 mL 플라스크에 LiBH4(377 

mg, 11.3 mmol)와 THF(15mL)를 질소기체하에서 넣 

는다. Methyl 3,4-dihydroxyphenylacetate(680 mg, 3.78 
mmol)가 녹아있는 5 ml의 THF용액을 주사기로 질소기 

체하에서 5분간 가한후 12시간 환류시킨다. 과량의 

LiBH는 0.1N HCl용액을 가하여 분해시키고 반응용매 

는 감압하에서 제거한다. 용매를 제거후 남은 혼합물을 

메탄올(10mL)에 녹여서 5 g의 silica gel에 흡착시킨후 

silica gel column chromatography(n-Hexane: Ethyl Acetate 
=4:6, Rf= 0.4理 정제하여 hydroxytyros이를 250 mg(수 

득율 19.5%) 얻었다. 1H NMR(DQ): 5 2.55 (t, J=6.6Hz, 
2H) 3.58 (t, J=6.6Hz, 2H) 6.50-6.71 (m, 3H).

Streptococus mutans 의 배양

보존 중인 균을 화염 멸균한 백금이를 사용하여 

100 ml의 BHI 액체 배지 안에 무균 이식하고 37oC, 
200 rpm, 24 hr 동안 전배양하였다. 이 렇게 S. mutant 
활성화시킨 전배양액을 동일한 조성의 200 ml의 BHI 
액체배지를 함유한 5개의 500 mL baffle flas皿 각각 

10 ml를 접종한 후 37 oC, 200 rpm에서 24 hr 동안 배양 

하였고, 이 배양액은 8000xg, 4oC 에서 15분간 원심 분 

리하여 whole cells을 얻었다. 이렇게 얻어진 whole cells 
은 5 oC에서 보관하였고 적당량 생변환 반응에 사용중］■ 

였다.

Streptococus mutant 이용한 생변환

50 ml 플라스크에 10 ml의 100 mM sodium phosphate 
buffer(pH 6.5)를 넣은 후 hydroxytyrosol(50.0 mg, 0.33 mM) 
과 sucrose(1.0 g)를 각각 가한다. 준비된 whole cell을 

0.8 g(젖은상태) 넣은 후 37 oC에서 200 卬^至一 48 hr 
동안 교반하였다. 효소 반응의 진행은 TLC(Ethyl 

Acetate: MeOH=5:2, Rf=0.7炉 확인하였고 48시간 후 

celite를 사용하여 cell들을 여과하여 제거한후 여액에 

silica gel(3g)를 넣고 감압 농축하여 흡착시킨후 silica 
gel column chromatography(Ethyl Acetate: MeOH=5:1, 
Rf=0.6炉 분리하여 부분정제된 hydroxytyrosol glucoside 
를 얻었다. 보다 정제된 화합물을 얻기 위하여 preperative 
TLC(Ethyl Acetate: MeOH=5:1)를 이용하여 3-hydroxy- 
1-(2-hydroxyethyl)phenyl-4-O-a-D-glucopyranoside 을 

10 mg(수득율 8.9%) 얻었다. (18mg의 출발물질을 회 

수) LC-MS: m/z 339.1(M+Na)+, 1H NMR(DQ, 400 
MHz): 5 2.55(t, J=6.8Hz, 2H) 3.32(t, J=10Hz, 1H) 3.50- 
3.68(m, 6H) 3.76(t, J=11.6Hz, 1H) 5.37(d, J=3.6Hz, 1H) 
6.59(dd, J=8.8Hz, 1.6Hz, 1H) 6.66(d, J=1.6Hz, 1H) 6.97 
(d, J=8.4Hz, 1H) 13C NMR(D2O, 100 MHz) 37.3, 60.9, 
62.5, 69.4, 71.4, 72.6, 73.0, 98.2, 117.1, 117.4, 121.3, 
134.8, 142.5, 145.6.

결과 및 고찰

효소들은 복잡한 탄수화물의 제조에 매우 유용한 도 

구로 사용하되였고 정교한 protection/deprotection 전략 

없이도 이ycosidic 결합의 유형을 결정하는 능력을 가지 

고 있다. 이러한 편리한 기능을 이용하여 glycosylation 
실험을 진행하였다. 우선 생변환에 사용된 2-(3,4- 
dihydroxphenyl)ethan이은 2-(3,4-dihydroxphenyl)acetic 
acid를 diazomethene으로 처리하여 에스테르를 얻은후 

LiBH로 환원시켜 얻었다.7
Streptococcus mutans(KCTC 3065; ATCC 25175)오「 

Bacillus cereus(KCTC 3624)를 이용하여 hydroxytyrosol 
의 glycosylation을 시 도하였다 Bacillus cereiK泛 resveratrol 
의 C-3 에 P-glycosidic 결합로 glucos這 도입하는 것이 

보고되여졌다.8 이러한 Bacillus cereu^\ whole cells를 

이용하여 dextrose-enriched 인산완충 용액에서 hydioxytyiosol
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L 旧너 4 
THF 
8h,70°C

S.mutans 
Sucrose

37 °C , 48hrs 
Sodium phosphate buffer

OH

Scheme 1

에 인ycosylation을 시도하였지만 반응이 진행되지 않았 

다. Streptococcus mutant sucrose로부터 glucans를 생 

합성하는 미생물이다.9 Glucan 나: 치아를 포함한 고체 

표면에 부착되는 접착력이 매우 높은 물질이다. 

Streptococcus mutant (+)-catechi成！ C-4'의 hydroxy 

기에 glycosylation시켜 4’-O-a-D-glucopyranosyl-(+)- 
catechin을 생 합성 한다. 이러한 특성 을 이 용하여 본연구 

에서도 hydroxytyros이의 glucose를 도입하는 실험을 시 

도하였다. Seed cultur這 24시간 배양한후 동일한 조성 

의 배양액을 사용하여 만든 production culture］서 48 
시간 배양하여 Streptococcus mutans의 whole cells을 

얻었다. 이 whole cells를 2%의 sucrose를 포함하는 

0.1 M sodium phosphate bufifer(pH 6.0)에 가한후 

hydroxytyros아를 넣고 37 oC, 200 rpm에서 48시간 배양 

시킨다. Cells을 제거한 후 용액을 감압하에서 제거한 

다. 혼합용액 (Ethyl Acetate: MeOH=5:1)과 silical gel 
column chromatograph- 이용하여 생성물을 분리하였 

다. 부분정제된 화합물을 preparative TLC를 이용중卜여 

생성물을 정제하였다. LC-MS를 이용하여 m/z 339.1에 

서 (M+Na)+의 peak를 확인하였다. 이 분자량의 생성물 

은 hydroxytyros이에 glucose卜 중］나 결합된 물질로 확 

인된다. 1H-NMR spectrum에서 2-(3,4-dihydroxy-phenyl) 
ethan이의 4위치의 hydroxy기에 a-glycosylated된 것을 

확인하였다. 5.36 ppm 에서 doublet(J=3.6 Hz已로 나타 

나는 피이크는 a-glycosylated된 glucose의 C’-1 에 

hydrogen 인 것 E로 확인되였다. 쇠비름이나 olive oil에 

서 분리된 biphenolic glucoside들은 C’-1의 anomeric 
proto佬 4.73 ppm에서 나타나며 이러한 것은 glycosidic 
결합이 &결합纟로 이루워 질 때 나타나기 때문이다.

올리브등의 식물체에서 nonregio selective하게 다양 

한 위치에 glycosylation된 hydroxytyrosol의 혼합물이 

얻어지는데 본 실험에서는 S. mutans의 whole cells를 

이용하여 hydroxy tyros 이의 C-4 의 hydroxy group 에 

regioselective 하게 glucose를 도입하였다.

이 연구는 2003학년도 단국대학교 대학연구비의 지 

원2로 연구되였음.
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