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요 약

60％ 수용성 에탄올 이용하여 대두콩(정선, 한국), 다원콩(수원, 한국), 작두콩(홍성, 한국), 대두콩(길림, 중국), 검정

콩(길림, 중국), 붉은 강낭콩(길림, 중국), 대두콩(캘리포니아, 미국)에 포함된 이소플라본을 추출하였다. 본 연구에서의

전처리 단계는 교반추출, 여과, 농축, 원심분리, 막분리로 구성되었다. HPLC 분석은 C
18 
칼럼을 사용하였고, 이동상 조

성은 A는 물/아세트산, 99.9/0.1 vol％, B는 아세토니트릴/아세트산, 99.9/0.1 vol％이며, A/B를 85/15-65/35 vol％로

50분 동안 선형적으로 변화시켰다.
 
이 중에서 한국산, 중국산, 미국산 대두콩에서 4개의 이소플라본(다이드진, 제니스틴,

다이드제인, 제니스테인)의 추출량은 각각 1,374.09, 1604.53, 2257.41 µg/g이었다. 또한, 비배당체 이소플라본인 다이

드제인과 제니스테인의 추출량은 미국산 대두콩에 144.06 µg/g으로 실험한 7개 콩 중에서 가장 많이 포함되었다.

Abstract − Using aqueous solution of 60％  ethanol, the isoflavones contained in the Soybean (Chungsun, Korea),

Tawon (Suwon, Korea), Jackbean (Hongsung, Korea), Soybean (Jilin, China), Black Soybean (Jilin, China), Kidney-

bean (Jilin, China) and Soybean (California, U.S.A.) were extracted. In this work, the pretreatment step was composed

of agitation extraction, filtration, concentration, ultracentrifuge, and membrane filtration. The analysis by C
18

 column

was performed, and the mobile phase applied was linearly changed with A/B of 85/15-65/35 vol％ for 50 min (A water/

acetic acid, 99.9/0.1 vol％, B acetonitrile/acetic acid, 99.9/0.1 vol％). Among the soybeans tested, the total amounts of

the four isoflavones (daidzin, genistin, daidzein, and genistein) extracted by the soybeans from Korea, China and U.S.A.

were 1.37, 1.60, and 2.25 mg/g, respectively. It was also found that the total amount of aglycone of daidzein and

genistein from soybean (American California) was 144 µg/g, which was the largest for the soybeans experimented.
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1. 서 론
 

바이오산업에서 웰빙이 추구되는 현대 사회는 환경오염 및 식생

활문화에 의하여 다양한 질병인 성인병 발생이 증가하고 예방에 따

른 건강의 관심이 높아지고 있다. 콩 가공식품은 식품의 영양학적

인 측면 외에 생리적인 작용이나 효능에 대한 관심이 날로 증가하

고 있는 추세이다[1, 2]. 이러한 콩은 아시아 민족들이 즐겨 섭취하

는 식물성 단백질 식품으로서 다양한 가공 형태로 소비되고 있다[3].

최근 전 세계의 미국, 유럽, 일본 암 연구센터의 많은 연구자에 의

하여 콩 속에 포함된 생리활성 물질인 이소플라본에 대한 연구가

활발히 진행되면서 만성퇴행성 질병 및 암을 예방할 수 있다는 증

거를 보여주어 많은 관심을 모으고 있다[2]. 특히 항암 물질로 잘 알

려진 이소플라본은 콩 속에 약 0.2-0.4％ 정도 함유되어 있으며,

3개의 비배당체(아글리콘) 다이드제인, 제니스테인, 글리시테인과

9개의 배당체(글리코사이드) β-Glycosides (다이드진, 제니스틴, 글

리시틴), 6"-O-acetyl-glucosides(다이드진, 제니스틴, 글리시틴), 6"-

O-malonyl-glucosides(다이드진, 제니스틴, 글리시틴)로 이루어져 있

다. 또한, 콩의 이소플라본에는 배당체의 함유율이 높으며 발효식품
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에는 비배당체의 함유율이 높다[3, 4]. 콩에 함유된 이소플라본의 함

량은 지역별 및 계절에 따라(가을) 상온에서 2000년에 2,581.6 mg/g와

2003년에 0.54 mg/g의 차이를 보였으며[2], 아시아(일본)와 미국(아

이오와)의 연도별(1991, 1992)의 연구에서도 차이를 보이고 있다

[16]. 이러한 유용성분 중 약효가 뛰어난 작두콩과 다원콩(쥐눈이콩)

은 축농증, 위염, 신장계통의 대사 촉진을 하며 검은콩은 당뇨병, 귀

울림, 백발 등의 증상을 개선하고 붉은 강낭콩(채두)은 단백질, 미

네랄이 풍부하게 들어 있다[5]. 여러 콩에 함유된 유용성분은 주로

플라보노이드 형태로 존재하는 식물성 화합물이며 여성호르몬인 에

스트로겐과 유사한 기능을 가지며 구조적으로도 유사하여[2-8], 호

르몬 의존성 질병치료에 대체요법으로서 잠재적인 기능과 항암작용

으로서 유방암, 전립선암, 난소암에 대한 효과가 있는 것으로 알려

졌다. 특히 12개 이소플라본 가운데서 비배당체 제니스테인, 다이드

제인은 배당체보다 인체 흡수력이 빠르고 높은 유용한 활성에 대하

여 많은 보고가 있다[6-10]. 이러한 콩으로부터 이소플라본을 얻기

위한 연구는 HPLC를 이용한 분석방법 및 제조용 크로마토그래피에

서 다량의 이소플라본을 얻는 것이 사용되고 있다[11, 12]. 또한, 추

출 방법으로는 일반적인 용매추출법으로 물, 메탄올, 에탄올, 아세토

니트릴을 주로 사용한다[13-15]. 또한, 최근 급속도로 빠른 새로운 추

출공정 중 하나인 초임계 유체 추출법은 온도, 압력, 보조용매의 변

화 및 초음파 시스템의 다양한 주파수의 에너지 변화에 따라 일반적

인 용매추출보다 빠르고, 자동적이며, 환경에 안전하여 많은 관심을

받고 있다. 본 연구에서는 대두콩(정선, 한국), 다원콩(수원, 한국), 작

두콩(홍성, 한국), 대두콩(길림, 중국), 검정콩(길림, 중국), 붉은 강낭

콩(길림, 중국), 대두콩(캘리포니아, 미국)을 실험대상으로 선정하였

으며, 콩 추출물에서 이소플라본의 배당체 다이드진, 제니스틴과 비

배당체 다이드제인과 제니스테인의 추출량을 고성능 액체 크로마토

그래피(HPLC)를 사용하여 실험적으로 구하여 서로 비교하였다.

2. 실 험

2-1. 실험 재료 및 시약

본 실험에 사용된 한국산 정선콩은 강원도 정선에서 2004년에 재

배한 것을 (주)메주와 첼리스트로부터 제공받았으며, 경기도 농촌진

흥청에서 2003년에 재배한 다원콩, 충청남도 홍성에서 2003년에 재

배한 작두콩, 중국산 길림 연변지구에서 2004년에 재배한 길림콩,

2003년에 재배한 검정콩, 붉은 강낭콩, 2003년에 재배한 미국산 대

두콩을 실험대상으로 하였다. 표준시료인 98％ 순도의 다이드진,

99％ 순도의 제니스틴, 98％ 순도의 다이드제인, 98％ 순도의 제니

스테인은 Sigma(St. Louis, MO, U.S.A.)에서 구입하였고, 모든 시료

들은 분석용 HPLC에 주입하기 전에 막 여과지(0.2, Waters Co.)를

이용하여 여과를 하였다. 이동상 및 추출용매에 사용된 99％ 순도

의 아세트산은 동양화학, 99％ 순도의 아세토니트릴, 99％ 순도의

추출용매 에탄올은 덕산화학에서 구입하였다. 이동상에 사용된 물

은 감압 펌프(Division of Millipore, Waters Co.)와 필터(Membrane

filter HA-0.2, Waters Co.)를 이용하여 여과한 3차 증류수를 헬륨가

스로 용존산소를 탈기 후 사용하였다.

2-2. 실험기기

분석용 HPLC 시스템으로는 Waters 600E Multi-solvent Delivery

System이 부착된 Waters 616 liquid chromatography(Waters Associates,

Milford, MA, U.S.A.), 486 tunable absorbance analytical detector,

Rheodyne injector(20 µl sample loop)가 사용되었다. HPLC에서 얻은

크로마토그래피는 데이터 수집 장치인 Chromate Ver. 3.0(Interface

Eng. Korea)을 통해서 얻었다. 용매추출은 교반기(Model : PC-320,

CORNING, Max : 1100 RPM)과 (Model : MS-300, Max : 1600, MTOPS)

를 이용하였으며, 교반기의 RPM 측정은 Digital stroboscope

(Tachometer Model : DT-2249)으로 확인하였다. 콩은 푸드 믹서

(Hannil Mixer FM-909T, 220W, 1.3A)를 사용하여 2분 동안 분쇄

하였고 60％ 수용성 에탄올을 이용하여 추출된 시료는 농축을 하

기 위하여 회전식 증발기(BÜCHI Rotavapor R-200, Switzerland)를

사용하였고, 초고속냉동 원심분리기는 Hanil Science Industrial

(Model : Micro 17R Plus, Korea)를 사용하였다. 이소플라본을 정

성분석하기 위하여 LC-CE-MS(UATTRO LC Triple Quadrupole

Tandem Mass Spectrometer)을 사용하였다. 입자 크기가 5 µm인

물질이 충진 된 분석용 RP-HPLC의 칼럼(RS-tech OP C
18

, 4.6×250

mm) 및 YMC 칼럼(YMC-pack Pro C
18

, 4.6×250 mm)을 사용하

였다. 주입부피는 20 µl로 하였고, 유속은 1.0 ml/min으로 고정하였

고 UV detector의 파장은 254 nm로 고정하였다. 이동상은 이성분

계 A : 물/아세트산(99.9/0.1, vol％), B : 아세토나이트릴/아세트산

(99.9/0.1, vol％)을 사용하여(85:15-65:35, A:B vol％)까지 50분 동

안 선형 구배용매조성법으로 수행하였다. 또한, 이소플라본 중에서

배당체 다이드진, 제니스틴과 비배당체 다이드제인, 제니스테인의

구조식을 Fig. 1에서 보여주고 있다.

2-3. 실험방법

여러 종류의 콩 대두콩(정선, 한국), 다원콩(수원, 한국), 작두콩

(홍성, 한국), 대두콩(길림, 중국), 검정콩(길림, 중국), 붉은 강낭콩

(길림, 중국), 대두콩(캘리포니아, 미국) 분말을 각각 5 g 취하여 60％

수용성 에탄올 100 ml에 넣어 상온에서 2시간 동안 1,350 rpm을 적

용하여 교반 추출하였다. 추출액을 감압 여과한 후 회전식 증발기를

사용하여 10 ml로 농축하였다. 초고속 원심분리기를 15,000 rpm에

서 4 oC, 90분 동안 적용하여 원심분리를 한 후 상층 액을 막 여과

지 (0.2 µm)로 여과하여 시험용액으로 하였으며, 본 연구에 적용된

추출 및 정제의 전처리 방법을 Fig. 2에 나타내었다. 이소플라본 가

운데 배당체 다이드진, 제니스틴과 비배당체 다이드제인, 글리시테

인, 제니스테인을 정성 및 정량 분석하기 위하여 표준시약 및 문헌

Fig. 1. Chemical structures of isoflavones.
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을 참조하였고 그 중에서 글리시테인에 해당하는 부분을 분취하여

Fig. 4에서와 같이 LC-CE-MS로 확인하였다.

3. 결과 및 고찰

본 연구에서 사용한 여러 종류의 콩에 포함된 이소플라본의 배당

체 다이드진, 제니스틴 비배당체 다이드제인, 제니스테인의 추출량

을 실험적으로 고찰하였으며 역상 HPLC로 분석하여 크로마토그램

의 각 피크의 면적을 통해 추출된 배당체 및 비배당체 이소플라본

의 추출량을 계산하였다. 표준시료의 농도를 0.5 mg/ml로 고정하고

5 µl에서 20 µl로 주입부피를 변화시켜서 얻은 피크의 면적과 주입

된 양을 통해 검량선을 구하였으며, 각 이소플라본의 피크는 표준

시료와의 체류시간을 비교하여 확인하였다. 이 실험조건에서 다이

드진, 제니스틴, 다이드제인, 제니스테인의 체류시간은 각각 15,

23, 38, 52분이었다. 또한, 본 실험에서는 실험의 재현성과 정확

성을 위해서 2번의 반복실험을 거쳐 오차범위를 측정하였으며 오

차는 10％ 미만이었다. Fig. 2에서는 본 연구에서 적용된 추출

및 정제방법의 공정을 나열하였다. 크로마토그램에서 나타낸 면

적에 따른 이소플라본의 추출량은 선형회귀분석에 의하여 구하

여졌으며, 계산된 검량선은 다이드진 Y=4.22×10−10X, 제니스틴

Y=2.34×10−
10X, 다이드제인 Y=3.28×10−10X, 제니스테인

Y=4.92×10−
10X이었고 각기 상관계수(r2)는 0.98이상이었다. 4개

의 표준시료에 대해서 X와 Y는 각각 크로마토그램에서 피크의

면적(mV×sec)과 표준용액의 주입부피에 따른 이소플라본의 양

(µg)이다. 대두콩(한국산, 정선) 추출물에 대한 크로마토그램을

Fig. 3에서 보여주고 있다. 한국산 대두콩의 추출은 상온에서 추

출됐으며 배당체 제니스틴은 이소플라본중에서 60％ 이상을 차

지하였다. 배당체 다이드진과 제니스틴의 추출량은 1,351.91 µg/g

으로서 비배당체 다이드제인과 제니스테인의 추출량 22.18 µg/g

보다 훨씬 많았다. 비배당체 다이드제인과 제니스테인의 추출량

은 Y축의 scale을 확대하여 확인할 수가 있었으며 글리시테인으

로 예측되는 부분을 분취하였다[11]. Fig. 4의 분석 결과를 얻을

수 있었고, 분취된 글리시테인의 분자량은 ±1에 해당되는 286.28

로서 LC-MS로 정성분석을 할 수 있었다. 또한, 중국산 대두콩

추출물은 배당체 제니스틴의 추출량은 한국산 대두콩과 비슷

하였고, 다이드진, 제니스틴은 1,583.53 µg/g으로 비배당체 다이

드제인, 제니스테인은 21.00 µg/g이었고, 전체 추출량은 1,604.53 µg/g

으로, 한국산 대두콩과 비교하면, 230.44 µg/g으로 더 많았고

Fig. 2. Extraction and purification procedures.

Fig. 3. Separation of isoflavones from Korean soybean. (Solvent A/

Solvent B=85/15-65/35 vol％ for 50 min., injection volume=

20 µm).

Fig. 4. Mass spectrum of peak glycitein in Fig. 3. (the same experi-

mental conditions as in Fig. 3).
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미국산 대두콩의 추출량 중 배당체 다이드진은 974.73 µg/g으로

서 중국산 대두콩에 함유된 다이드진 357.70 µg/g보다 더 많았지

만, 반면에 제니스틴은 1,138.62 µg/g으로서 중국산 대두콩 제니

스틴 1,225.83 µg/g보다 적었다. 비배당체를 기준으로 한 추출량

은 미국산 대두콩이 중국산 대두콩보다 6.5배 많았다. 4개 이소플라

본의 추출량은 미국산 대두콩에서 2,257.41 µg/g으로 중국산 대두콩

1,604.53 µg/g의 1.4배에 해당하였다. 이러한 지역별 미국산 대두

콩에 함유된 배당체인 다이드진 974.73 µg/g과 제니스틴 1,138.62 µg/g

의 추출량은 중국산 검정콩에 함유된다이드진 344.62 µg/g과 제

니스틴 395.89 µg/g보다 각기 630.11, 742.73 µg/g으로 더 많았

으며 비배당체인 다이드제인과 제니스테인을 비교해 보면, 미국

산 대두콩에서 추출한 다이드제인의 양은 103.00 µg/g으로서 중

국산 검정콩 72.12 µg/g보다 30.88 µg/g 더 많았다. 하지만, 제니스테

인의 경우 미국산 대두콩의 추출량 41.06 µg/g과 중국산 검정콩

62.73 µg/g을 비교하면 21.67 µg/g 적게 추출되었다. 또한, 미국산 대

두콩에서 추출된 4개의 이소플라본의 추출량은 2,257.41 µg/g으로 중

국산 검정콩에서의 추출량 875.36 µg/g의 2.5배에 해당하였다. Table

1에서는 7개 콩에 함유된 4개 이소플라본의 추출량을 나타내었다. 4

개의 이소플라본의 추출량은 한국산 대두콩 1,374.09 µg/g, 다원콩

354.55 µg/g, 작두콩 72.06 µg/g이었고 중국산 대두콩 1,604.53 µg/g,

검정콩 875.36 µg/g, 붉은 강낭콩 169.39 µg/g, 미국산 대두콩

2,257.41 µg/g이었다. 비배당체의 경우에서는, 미국산 대두콩

144.06 µg/g이 가장 많았고, 작두콩 9.96 µg/g이 가장 작았다. 이와 같

이 생산지역은 생산연도와 더불어서 이소플라본의 추출량[2, 16]에

큰 영향을 미친다.

 

4. 결 론

본 연구에서는 대두콩(정선, 한국), 다원콩(수원, 한국), 작두콩(홍

성, 한국), 대두콩(길림, 중국), 검정콩(길림, 중국), 붉은 강낭콩(길

림, 중국), 대두콩(캘리포니아, 미국)에 포함된 이소플라본을 60％

수용성 에탄올로 추출하였으며, 콩의 추출물을 역상 C
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 칼럼과

HPLC에 의해서 분석 비교하였다. 목적 물질인 이소플라본은 다이

드진, 제니스틴, 다이드제인, 제니스테인의 4개이었다. 실험결과에

의하면, 위의 이소플라본의 추출량은 한국산에서는 1,374.09 µg/g,

중국산에서는 1,604.53 µg/g, 미국산에서 2,257.41 µg/g을 얻을 수

있었다. 또한, 작두콩에서는 72.06 µg/g으로 추출량은 가장 적게 추

출되었고, 비배당체 이소플라본인 다이드제인과 제니스테인의 추출

량은 미국산에서 144.06 µg/g으로서 실험한 7개 콩 중에서 가장 많

이 포함되었다.

감 사

본 연구는 초정밀생물분리기술연구센터의 연구비 지원과 (주)메

주와 첼리스트 및 경기도 농촌진흥청의 원료공급에 의해서 수행되

었습니다.

참고문헌
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