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We developed a spectrophotometric assay for the quantitative determination of chlorogenic acid based
on the formation of green pigment at 50

o
C under glycine and alkaline conditions in 96-well plates.

The formation of green pigment was linear with a series of chlorogenic acid concentration (0-300 μM).
Using this method, the content of chlorogenic acid (12.42 mg/g dry weight) in the leaves of blueberry
was quantified. This method is high-throughput, cost-effective, rapid, and easy to perform.
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서 론

클로로겐산(Chlorogenic acid)은 커피산과 퀴닉산의 에스

테르 결합으로 형성된 폴리페놀 화합물의 일종이다. 그것은

주로 커피, 사과, 배, 감자, 고구마, 블루베리, 우엉 및 해바라기

등에 과량으로 함유되어 있다[2]. 클로로겐산은 시험관 내(In

vitro) 상에서 항산화제 속성을 가지고 있으며, 프리 라디칼

제거, 메탈 이온의 착화합화, 라디칼 및 과산화물 형성을 관여

하는 효소를 억제한다고 알려져 있다[1]. 또한, 클로로겐산은

한 용기 내(In situ) 상에서 음식물 부패보존제와 향미제로, 생

체 내(In vivo) 상에서는 산화적인 손상을 원인으로 야기되는

암이나 심장혈관 질병을 예방할 수 있는 가능성을 가지고 있

고, 건강 촉진 효능을 가지는 것으로 알려져 있다[5]. 이러한

유익한 효과들로 인하여 클로로겐산의 연구와 관심은 점점

높아지고 있는 추세이다[3].

클로로겐산에 의한 갈변현상과 녹색현상은 오래전부터 알

려져 왔고, 클로로겐산이라는 이름도 식물조직을 암모니아로

처리했을 때 클로로겐산이 녹색으로 변한다는 사실을 근거로

명명되어 졌다[4].

제빵 및 튀김과 같은 음식 조제와 요리 과정에서 고구마,

우엉, 해바라기 등에서 짙은 녹색 색소가 형성되는 현상이 일

어난다고 한다. 고구마의 경우, 고구마 조각을 첨가한 빵을

만든 다음 오랜 시간 동안 보관을 하면 청녹색으로 변한다.

손상되거나 감염된 고구마에서도 녹색이 많이 형성되며, 특히

알칼리성인 베이킹 파우더를 첨가함으로써 녹색이 만들어지

는 것을 관찰할 수 있다. 이러한 반응은 폴리페놀 옥시데아제

의 효소활성으로 인해 클로로겐산과 같은 폴리페놀이 산화됨

으로써 야기되는 것으로 추측되며, 아미노산이 존재하는 조건

에서도 녹색현상이 야기되는 것으로 알려져 있다[6]. 우엉의

경우, 튀김하는 과정 중에 녹색으로 변하고, 해바라기의 경우

도 단백질을 얻기 위해 알칼리 추출을 할 때 녹색반응이 일어

난다고 한다. 이러한 녹색현상은 엽록체와 그 유도체를 제외

한 천연 식품 시스템에서 녹색 색깔이 형성되기가 드물기 때

문에 매우 흥미로운 사실로 알려지고 있다[7].

지금까지 알려진 클로로겐산의 함량 분석 방법은 고성능

액체 크로마토그래피(High Performance Liquid Chromatog-

raphy System, HPLC) 기법을 주로 이용하고 있다. 이러한

HPLC 방법은 고가의 장비와 장시간의 측정시간이 필요로 하

며, 대량의 시료를 빠르게 분석하기에는 어렵다. 따라서 새로

운 클로로겐산의 함량 분석 방법 구축이 필요한 실정이다.

이에, 본 연구는 HPLC 기법과는 달리 저렴성, 단시간의 측

정 및 대량 시료의 빠른 분석 등의 차별성을 고려한 클로로겐

산의 함량을 측정하는 방법을 구축하기 위해 연구한 결과, 클

로로겐산이 알칼리성 조건 및 글라이신이 있는 조건에서 녹색

색깔을 형성하는 것을 이용하여 클로로겐산에 알칼리성 완충

용액과 글라이신 용액을 첨가하여 반응시킨 후 96 웰 플레이

트(well plate)에서 655 nm 파장으로 흡광도를 측정함으로써

클로로겐산의 함량을 측정할 수 있는 방법을 구축하였다. 그

리고, 본 연구에서 개발된 흡광도 방법과 HPLC 방법을 이용

하여 블루베리 잎에 함유된 클로로겐산의 함량을 비교 분석하

였다.

재료 및 방법

실험재료

본 실험에 사용된 블루베리 잎은 정읍시 소재의 블루베리

- Note -
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농원에서 구입하여 사용하였다. 표준폼으로 사용된 클로로겐

산(Chlrogenic acid)는 Sigma Co. (St. Louis, MO, USA)에서

구입하여 사용하였다. 물과 메탄올은 Burdick and Jackson

(SK Chemicals, Ulsan, ROK)사의 HPLC용 용매를 사용하였

고, 트리 플로로 아세트산은 Sigma Co. (St. Louis, MO, USA)

에서 구입하여 사용하였다.

녹색반응을 이용한 클로로겐산의 함량 측정을 위한 흡광도

방법

클로로로겐산 20 μl를 농도별(10, 30, 100 및 300 μM, 및

1, 3 및 10 mM)로 10 mM NaHCO3/Na2CO3 완충용액(pH

9.5) 및 10 mM 글라이신 용액 180 μl를 혼합하여 96 웰 플레이

트(well plate)에서 총량이 200 μl이 되도록 혼합하였다. 그런

다음 상기 혼합물을 50oC에서 2시간 동안 반응시킨 후, 흡광도

655 nm 파장을 96 웰 플레이트 판독기에서 측정하였다.

블루베리 잎의 전처리

블루베리 잎 1 g을 메탄올 10 ml에 넣고 충분히 흔들어 준

다음, 12시간 정치시킨 후 추출하였다. 추출 과정을 3번 반복

한 후, 상등액만을 여과한 다음, 회수하여 원심진공농축기에

넣고 메탄올을 제거한 다음, 메탄올 5 ml에 녹였다. 상기 메탄

올로 녹인 용액을 클로로겐산의 함량을 측정하는 시료로 사용

하였다. 블루베리 잎의 건조 무게량을 측정하기 위해서 블루

베리 잎을 동결건조한 다음 무게를 측정하였다. 상기 건조 무

게량은 블루베리 잎 1 g 당 건조 무게량 0.89 g이었다.

HPLC-DAD 분석

HPLC는 Agilent사의 1200 series로서, 분석조건 중 칼럼은

YMC ODS-AM 칼럼(5 um, 4.6 mm × 250 mm), 유속은 1.0

ml/min, 검출기는 DAD를 이용하여 280, 290, 323, 515 nm

파장에서 측정하였다. A 이동상 용매는 증류수(0.05% 트리 플

로로 아세트산)와 B 이동상 용매는 메탄올을 사용하고, 용매

기울기는 일정한 혼합비율(A:B=92:8, 70:30, 및 30:50)로 용출

시켰다. 시료 주입량은 10 μl로 하였다.

결과 및 고찰

녹색현상을 이용한 클로로겐산의 함량 측정 방법

클로로겐산의 함량을 측정하기 위해 클로로겐산의 녹색 현

상을 이용했다. Fig. 1은 클로로겐산 농도별로 반응시간 당 흡

광도 수치를 그래프에 나타내었고, 50
o
C에서 30분 동안 반응

한 흡광도의 파장값을 그래프에 나타내어 클로로겐산 녹색

현상의 정량곡선을 확인하였다.

그 결과, Fig. 1 및 Fig. 2에서 보는 바와 같이 클로로겐산의

농도 및 반응시간에 따라 흡광도 수치가 증가하는 것을 확인

하였다. 따라서 클로로겐산의 녹색 현상을 이용하여 클로로겐

Fig. 1. Effect of chlorogenic acid concentration on green pigment

formation. The greening reaction with different chloro-

genic acid concentration, 10 mM glycine and 10 mM

NaHCO3/Na2CO3 buffer (pH 9.5) at 50oC for 2 hr, de-

termined at 665 nm. CHA, chlorogenic acid.

Fig. 2. Standard curve for the determination of chlorogenic acid

content in 10 mM NaHCO3/Na2CO3 buffer (pH 9.5) and

10 mM glycine solution showing a linear relation be-

tween O.D at 665 nm and chlorogenic acid. The reactant

was assayed after incubation at 50
o
C for 30 min.

산의 함량을 측정할 수 있고, 최소 30 uM의 클로로겐산 농도

까지 측정할 수 있음을 알 수 있었다.

블루베리 잎의 클로로겐산 함량 측정

기존에 사용되고 있는 클로로겐산의 함량을 측정하는 방법

인 HPLC 기법과 본 연구의 흡광도 방법을 비교하기 위해서,

블루베리 잎에 함유하고 있는 클로로겐산의 함량을 두 가지

방법으로 각각 측정하였다.

그 결과, Table 1에서 보는 바와 같이 두 가지 방법으로 측정

한 클로로겐산의 함량은 각각 HPLC 방법으로 측정한 경우에
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Table 1. Concentration of chlorogenic acid in blueberry leaf extract

Mean concentration (mg/g dry weight)

Spectrophotometric assay1) HPLC

Chlorogenic acid in blueberry leaf 12.42 12.48
1)

Assay of this study

초록：녹색반응을 이용한 클로로겐산의 함량측정을 위한 흡광도 분석법과 블루베리 잎에 함유된 클로로

겐산의 함량분석

정동민
1
․정영철

2
․전효곤

1
*

(1한국생명공학연구원 전북분원 생물산업공정센터, 2한국국제대학교 식품영양학과)

본 연구는 클로로겐산의 함량을 측정하기 위한 흡광도 방법을 구축하였으며, 구체적으로는 클로로겐산이 50
o
C

와 글라이신 및 알칼리 조건하에서 녹색반응이 일어난다는 현상을 이용했다. 녹색형성은 일련의 클로로겐산 농

도에 의존성을 가졌다. 본 연구에 따른 클로로겐산의 측정방법을 이용하여 블루베리에 함유된 클로로겐산의 함

량을 분석하였다(12.42 mg/g d.w). 이러한 방법은 저가의 비용과 빠른 시간으로 많은 시료를 대량으로 쉽게 클로

로겐산의 함량은 측정할 수 있는 효과를 가진다.

는 건조 무게당 12.42 mg으로 나타났고, 본 연구의 흡광도 방

법으로 측정한 경우에는 12.48 mg으로 나타났다. 즉, 상기 두

가지 방법으로 측정한 클로로겐산의 함량은 유사한 값으로

측정된 것을 알 수 있었다. 따라서, 본 연구에 따른 클로로겐산

의 함량 측정방법은 기존에 사용되는 HPLC 방법을 대체할

수 있는 방법으로 이용될 수 있음을 알 수 있다.
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