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도둑놈의 갈고리의 지질분해효소 해물질의 정제 특성
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Abstract

A lipase inhibitor from Desmodium oxyphyllum DC. was purified by methanol extraction, systematic solvent extraction, 

silica gel column chromatography, C18 solid phase extraction chromatography and RP-HPLC. We obtained the purified lipase 

inhibitor with 182 ng(IC50) of lipase inhibitory activity for a 0.06% yield. Its molecular weight was estimated to be 655.37 

Da from an instrumental analysis of MALDI-TOF-MS and it was identified copper-3,5-dibromo-2-hydroxybenzoic acid 

(C14H8Br4CuO6) by 1H, 13C NMR analysis.
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서 론   

비만   건강  하는 가장 큰   하나  

주목 고 다(Taubes G 2000). 비만  억 하는  하나

 lipase 해 는 지 지 phosphatidyl choline,  단 질

과 tannin과 같  천연 질들  알  고(Wang & Huang 

1984; Lee 등 2010), 미생  원  lipase 해 는 Streptomyses 

toxytricini  Orlistat(Xenical)  개 어 가 비만 

료 보  용 고 다(Bray 등 1999). 그러나 들 lipase 

해 들   산업  용하 에는 매우 낮다. 

라  본 연 들  72.5%  lipase 해  가진 상

 실체  lipase 해    건(Lee 등 

2010)과 들    특 에 하여 보고하 다(Lee 등 

2010). 또한 보(Lee 등 2011)에 는 447  약용 식 들  

 한 후, 들  lipase 해  하여 lipase 

해   도  갈고리(Desmodium oxyphyllum DC.)

  하 고, 들  량  건  검토하여 보고

하 다. 본 연 에 는 도  갈고리   lipase 

해 질  용매 계통 과 HPLC 등  하여 

산업  용 특  검토하 다.

재료 방법

1. 도둑놈의 갈고리와 시약

본 연 에  사용한 도  갈고리(D. axyphyllum DC.)

는 2009 도에 충남 업 원 생약 원 재 장에  재

 것  재취하여 동결 건 한 후 쇄하여 20 mesh 체

 쳐  시료  사용하 다. Porcine pancreatic lipase(Type Ⅱ)

 bathocuproine(2'9-dimethyl-4'7-diphenyl-1,10-phenanthroline) 

등  Sigma-Aldrich Co.(USA)  사용하 고, 용 HPLC

 용 HPLC 용매는 Burdick & Jackson(Muskegon, USA)

 사용하 , 그 에 사용  시약  모  시  특
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시약  사용하 다. 

실라  겔 컬럼  SnapCartridge KP-SIL 컬럼(Biotage Co. USA)

 사용하 고, 역상 컬럼  SnapCartridge KP-C18-HS column, 

용 HPLC 컬럼  역상 컬럼  Optimapak C18 column 

(250×21.2 ㎜), 용 HPLC 컬럼  Xbidge C18 컬럼(Waters, 

Co.)  사용하 다. 또한,  크 마토그래피(TLC)용 pre-

coated 실리  겔 plates 60 F254(0.25 ㎜)  ODS RP-18 F254s 

(25DC-Platten 5×10 ㎝)는 Merck사(Darmstadt, Germany) 

 사용하 다. 실험에 사용한 HPLC는 Water사(USA)  

용 액체 크 마토그래피(Water Delta 600, 2987 UV detector)  

용 액체 크 마토그래피(Alliance 2695 & 2998 PDA detector)  

사용하 고, 질    동 에는 MALDI-TOF-MS 

(Bruker Ultraflex Ⅲ, USA)  NMR(Unity Plus 300, Varian Co. 

USA) 등  사용하 다. 

2. Lipase 해활성 측정

Lipase  해  Bitou 등(1999)과 Zapf 등(1981)  

  변 시  보(Lee 등 2010; Lee 등 2011)  같 , 

triolein  생 는 oleic acid  하여 해  

산 하 다. 

3. Lipase 해물질의 정제 특성

도  갈고리 건  말 시료 3 ㎏  95% methanol 24 

ℓ  24시간씩 2  한 후 여지(Whatman No.2)  여과하

고 감압 하여  217.2 g  한 다 , 다 과 같

 하 다.

, 도  갈고리  탄   에 탁 

시킨 후 n-헥산, 클 포 , 에틸아 트, 탄    

극 에 라 극  낮  용매에   극   용매  

차  계통 하 다. 용매 계통 에  lipase 해

  에틸아 트   하여, 헥산 : 클

포 (CH3Cl)=3:2 용매   후 실리  겔 50 g  고 

감압 하여 1차 실리  겔 컬럼 크 마토그래피  실시하

다. , SnapCartridge Kp-sil 340 g  실리  겔 컬럼(71×252 

㎜, Biotage, USA)  사용하여 헥산 : 클 프 =3:2 용매  

평  시킨 후 시료  주 하여(헥산 : 클 프 =3:2)- 탄  

용매계  탄  도  5～95% 지 단계별  주

 당 30 ㎖  하여 300 ㎖씩 60개  얻었

다. 각  1 ㎖씩 취하여 질  어 어 건고한 후 80% 

탄  1 ㎖  용해하고 lipase  하 다. 1차 실리

 겔 컬럼 크 마토그래피  리    모아 감압 

한 후, SnapCartridge KP-C18-HS 25 g 컬럼(31×130 ㎜, 

Biotage) 2개  직  연결한 컬럼에 주 하여 과 아

트니트릴  C18 solid phase extraction chromatography  실시

하 , 10%에  시 하여 아 트니트릴 도  50% 지 

당 15 ㎖   울  용 하여, 100개 하 다. 

다시, C18 solid phase extraction chromatography  리  

 모아 감압 한 후, 용 HPLC  용 HPLC  

2  복 실시하여 단 질  얻었다. 질  주  특

 MALDI-TOF-MS(Bruker Ultraflex Ⅲ, USA, Matrix: 

CHCA)  용하여 질  량  하 고, CD3OD

 용매  1H NMR , 13C NMR  실시하여 

질   동 하 다.

결과 고찰

1. 도둑놈의 갈고리로부터 Lipase 해물질의 정제

도  갈고리(D. oxyphyllum DC.) 탄    

lipase 해 질  용매 계통  실시한 결과,  

  41.9%  가장 았 나 lipase 해  에틸아

트 에  81.1%  가장 았고, 탄   

75.5%, 클 포   50.4%  마지막 용액 에  

47.7%  해  보 다.

 가장  에틸아 트   C18 

soild phase extraction chromatography  2차 역상 용 HPLC 

크 마토그래피  역상 용 HPLC  실시하여 

 RT 16.0 에  ,   lipase 해 질  

0.06%  얻었다(Fig. 1).  질  lipase 해

 IC50 182 ng 었고,   탄  (IC50 3870 ng)에 

하여 약 21.3  었다.  결과들  상  실체 

 lipase 해 질   해  IC50 175 ng  0.25% 

 었다는 Lee 등(2010)  결과  비 했   

해  비슷하 나  매우 낮았다. 한편,  도

Fig. 1. The HPLC chromatogram of the purified lipase 

inhibitor from active fraction(H5). 
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Fig. 2. Thin layer chromatogram of the purified lipase 

inhibitor from Desmodium oxyphyllum DC extract.1) 
1) Eluent ; water : acetonitril(1:1)

 갈고리     질  역상  크 마토그

래피  실시한 결과, Fig. 2  같  Rf값  0.71  단 질  

나타나, 한 질  하 다. 

2. 정제된 Lipase 해물질의 특성

도  갈고리    lipase 해 질  Fig. 3과 같

 량  655.37 Da 었고, copper-3,5-dibromo-2-hydroxybenzoic 

acid(C14H8Br4CuO6)   었 나, 보다 한 동  

해 가   다(Fig. 4, 5). 또한  

lipase 해 질  색 말  에는 100%, 탄 에 95%

가 았고,   장  265.4 nm 었 , 347.7 nm에

도   장  가지는 스 트럼  보 다.  결과들  

Fig. 3. MALDI-TOF-MS of the purified lipase inhibitor 

from Desmodium oxyphyllum DC.(Inner circle: C14H8Br4CuO6).

Fig. 4. The 
1H NMR spectrum of the lipase inhibitor from

Desmodium oxyphyllum DC.(CD3OD, 300 MHz, 20℃).

Fig. 5. The 13C NMR spectrum of the lipase inhibitor 

from Desmodium oxyphyllum DC.

상  실체   lipase 해  량(523.06 

Da)보다 컸  뿐 용해도 등 여타  질  비슷하 다(Lee 등 

2010).

도  갈고리   lipase 해 질  상업

 시 고 는 lipase 해 질  Orlistat  도별  

해  비 하 다. 시  Orlistat는 1.0 ㎍/㎖  10.0 ㎍/㎖ 

에  83.2%  85.3%   lipase 해  보  , 도

 갈고리    lipase 해 질  10.0 ㎍/㎖에

 67.4%  lipase 해  보 다(data not shown). 비  

도  갈고리에 함 어 는 lipase 해 질  상업

 용 고 는 Orlistat보다 낮  lipase 해  갖고 

지만, 도  갈고리가 미 안  검  약용식

므  건강식 나 체 약  재 는 산업  용

 는 것  단 다.
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요약 결론

본 연 에 는 식  도  갈고리에 함 어 

는 lipase 해 질  건강식 산업에 용하고  도  

갈고리(D. oxyphyllum DC.)  탄   계통 용매 

하고,  에틸아 트  실리  겔 컬

럼 크 마토그래피  HPLC  실시하여  IC50 182 

ng  lipase 해  가진  lipase 해 질  0.06% 

 얻었다.   lipase 해 질  량  655.37 Da

었고, copper-3,5-dibromo-2-hydroxybenzoic acid(C14H8Br4CuO6)

 었 , 과 탄 에 각각 100%  95%가 용해

었다. 
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