
KOREAN J. FOOD SCI. TECHNOL. Vol. 44, No. 1, pp. 14~20 (2012)

14

©The Korean Society of Food Science and Technology

막걸리로부터 항산화 화합물의 단리·정제 및 동정
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Isolation and Identification of Antioxidants from Makgeolli
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Abstract The present study was carried out to isolate and identify of antioxidants from makgeolli. Makgeolli (3 L) was
filtered and the residue was extracted by MeOH. The combined filtrates and MeOH extracts were successively solvent-
fractionated by n-hexane, EtOAc, and BuOH. In the antioxidative activity against DPPH and ABTS+ radicals of each
fraction obtained after solvent-fractionation, EtOAc and BuOH layers showed higher activities than other fractions.
Therefore, the two layers were respectively purified by column chromatography and HPLC. The isolated compounds were
subjected to NMR and MS analyses and identified as 4-hydroxybenzaldehyde (1, 2.0 mg), 2-(4-hydroxyphenyl)ethanol (2,
tyrosol, 15.3 mg), trans- and cis-ferulic acids (3 and 4, 1.2 mg), 1H-indole-3-ethanol (5, tryptophol, 3.4 mg), dimethyl
succinate (6, 14.9 mg), succinic acid (7, 7.4 mg), and mono-methyl succinate (8, 7.8 mg). The presence of 1-5 in makgeolli
have never before been reported.
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서 론

우리나라에서 가장 역사가 오래된 술인 막걸리는 우리의 전통

민속주로써 탁주 또는 농주로도 불리우며, 예로부터 자가 생산하

여 널리 음용하여 온 일종의 양조주로 당화와 발효 공정을 병행

하여 제조되는 알콜성 음료이다(1).

현재 양조장에서 생산되고 있는 막걸리는 에탄올이 약 6-8%

함유되어 있고, 100 g 당 단백질 1.9 g, 지질 0.1 g, 당질 1.2 g, 회

분 0.1 g, 칼슘 14 mg, 인 28 mg, 철 0.8 mg, 나트륨 2 mg, 칼륨

5mg, 비타민 B
1 
0.01 mg, 비타민 B

2 
0.03 mg 등 각종 유용한 영

양소가 다양하게 함유되어(2-4) 있어 영양적 가치가 높을 뿐만 아

니라 생효모가 함유되어 있기 때문에 다른 주류와 차별화되는 독

특한 맛을 지니고 있다. 그리고 담금 후 누룩 중의 미생물에 의

한 효소작용으로 인해 원료성분이 분해되어 생성되는 당분, 아미

노산, 유기산 등의 맛 성분과 효모나 젖산균 등의 미생물에 의한

알코올 발효로 휘발성 풍미 성분이 생성되어 막걸리 특유의 색

과 함께 품질의 조화를 이룬다(5). 이러한 영양성과 막걸리 고유

의 특성이 재인식되면서 최근 국내와 일본 등에서 소비가 크게

증가하고 있는 추세이다.

국내의 2010년 막걸리 출고량은 41만 2,000 kL로 2009년의 26

만 kL보다 58.1%의 증가를 기록했으며, 2010년 국외 수출량 또

한 1만 9,407 kL로 전년 6,978 kL보다 178.1% 증가하였다(6). 종

래의 막걸리는 우수한 전통 발효식품임에도 불구하고 저장시 및

음용 후에 발생되는 이취, 마시기 불편함, 소량의 fusel oil이 함

유되어 있는 등 주질 상의 문제점들이(7) 지적되어 왔다. 그러나,

최근에 이러한 문제점들을 개선하기 위한 연구들이 수행되어 막

걸리의 품질이 많이 개선되었다(5,8). 전통적인 막걸리 제조는 곰

팡이를 배양하여 얻은 입국에 적당량의 물과 효모를 첨가하여 주

모를 제조하고, 제조한 입국과 주모에 효모를 첨가하여 1단 담금

하여 효모를 증식시키고, 쌀과 물을 첨가하여 2단 담금한 후 숙

성 및 제성하여 막걸리(탁주)를 제조하고 있다(9).

종래의 막걸리에 관한 연구는 당류, 유기산, 아미노산 등의 맛

성분에 관한 내용과(3,9,10) 전분질 및 누룩의 원료나 종류에 따

른 탁주의 휘발성 향기성분의 개선에 관한 내용이었다(8). 최근

막걸리의 생리활성 및 기능성에 대한 연구로 실험동물의 혈중지

질 감소효과에 대한 연구와(11) 막걸리가 혈액성분에 미치는 효

과에 대한 연구가(12) 일부 행해지긴 하였으나 막걸리의 우수성

및 특성을 제시하기 위해서는 보다 다양한 연구수행이 필요하다

고 판단된다. 이처럼 막걸리에 대한 종래의 연구는 첨가 소재 및

누룩 개발 등의 내용에 국한되어 왔으며, 막걸리에 함유된 생리

활성 성분 연구는 전무한 실정이다. 그래서 본 연구에서는 막걸

리의 세계화 및 우수성을 널리 알릴 기초자료 확보를 위해 분자

수준에서 막걸리의 항산화 화합물을 단리ㆍ정제하고 그 화합물

들의 구조를 구명하고자 하였다.
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에 이용하였다. 제품의 상표에 백미(25%), 소맥분(65%), 전분당

(10%), 아스파탐(0.01%)이 원료로 이용되었음이 표기되어 있었다.

본 실험에서 사용된 methanol(MeOH)과 acetonitril(MeCN)은

Fisher Scientific Korea Ltd.(Seoul, Korea)로부터 구입하여 사용하

였다. 그리고 trifluoroacetic acid(TFA)는 Aldrich Chemical Co.(St.

Louis, USA)로부터 구입하여 사용하였으며, NMR 분석에 사용된

CD
3
OD, CDCl

3
, acetone-d

6
는 Acros Organics(Morris Plains, NJ,

USA)에서 구입하여 사용하였다. 그 외의 모든 시약은 analytical

grade를 사용하였다.

막걸리 함유 성분의 추출 및 용매분획

막걸리 3 L를 12시간 동안 정치하여 침전물이 형성되면 상층

을 조심스럽게 다른 용기에 취한 후, 혼탁한 하층을 원심분리

(5000 rpm, 10 min, 4oC)하여 다시 상층과 하층을 나누어 상층을

따로 옮겨 전 단계에서 분리된 상층 용액과 합하였다. 이어 원심

분리 후 얻어진 하층에 MeOH 2.5 L를 가하여 shaking한 후, 18

시간동안 4oC에 정치하여 상층과 하층을 분리한 다음, 또 다시

분리된 하층을 원심분리(5000 rpm, 10 min, 4oC)하여 분리된 하층

에 MeOH 2.5 L를 가해 shaking한 후, 위와 같은 방법으로 상층

과 하층을 분리하는 과정을 총 4회 행하였다. 이렇게 모아진 상

층용액을 glass filter(Pyrex 25G4, Iwaki Glass, Kyoto, Japan)로

여과하여 얻어진 여과액을 cooling aspirator(CCA-1110, Eyela,

Tokyo, Japan)를 사용하여 감압농축한 후, 증류수를 이용하여 최

종적으로 1 L가 되도록 정용한 다음, n-hexane, ethyl acetate

(EtOAc), 그리고 수포화 n-butanol(BuOH) 각각 1 L씩으로 3회 반

복하여 순차적으로 용매분획하였다.

막걸리의 MeOH 추출물 및 용매분획물들의 TLC-DPPH법에

의한 항산화 활성 검정

막걸리 MeOH 추출물 및 용매분획물들의 항산화 활성 검정은

Thin Layer Chromatography(TLC) plate(aluminium sheets, silica

gel 60 F
254
, Merck, Darmstadt, Germany)에 DPPH의 ethanol 용

액(200 µM)을 분무하는 방법을 이용하였다(13). 즉 MeOH 추출

물 및 용매분획물들 일정량(막걸리 원액 1 µL 상당량)씩을 TLC

plate에 spotting 후, BuOH/acetic acid/H
2
O=4:2:2(v/v) 혼합 용매

로 전개하였다. 전개된 TLC plate를 건조시킨 직후 DPPH의

ethanol 용액을 TLC 상에 분무한 다음, 탈색되어진 획분이나 물

질을 항산화 활성의 양성으로 판정하였다. 이하 TLC를 이용한

본 항산화 활성 검정법을 “TLC-DPPH법”이라 표기하였다.

막걸리 MeOH 추출물 및 용매분획물들의 ABTS+ Radical-

Scavenging 활성 평가

ABTS+ radical-scavenging 활성평가는 Dudonne 등의 방법을(14)

참고하여 행하였다. 즉 7 mM ABTS 및 2.5 mM potassium per-

sulfate 수용액을 각각 조제한 후, 95:5(v/v)의 비율로 혼합하여

4oC 암소에서 12시간 동안 반응하여 ABTS+ radical(ABTS• +)용액

을 조제하였다. 반응액은 흡광도 값이 735 nm에서 0.7±0.15가 되

도록 EtOH로 희석하여 실험에 사용하였다. 희석된 ABTS+ radical

용액 500 µL에 막걸리 MeOH 추출물 및 용매분획물들을 막걸리

원액의 70 µL 상당량이 되도록 각각 첨가하여 30분 후 흡광도

값을 측정하였다(RS). ABTS+ radical-scavenging 정도는 다음과 같

이 계산하였다.

% Radical scavenging=[(Control−RS)/Control]×100

EtOAc층으로부터 항산화 활성 물질의 분리

막걸리 3 L로부터의 조추출물을 용매분획하여 얻어진 EtOAc층

(2.1 g)을 대상으로 octadecylsilane(ODS)을 이용한 open column

chromatography를 실시하였다. ODS(70-230 mesh, YMC, Kyoto,

Japan)를 MeOH로 상온에서 24시간 동안 팽윤화한 다음, col-

umn(4.0 80 cm)에 충진시킨 후, H
2
O(pH 2.65 by TFA)로 평행화

시키고, 동일 용액에 녹인 시료를 컬럼에 charge한 다음, 동일한

pH 2.65 H
2
O 용액 1 L를 용출시켰다. 이어 10, 20, 40, 60, 80

및 100% MeOH, 그리고 acetone을 이동상으로 하여 각 단계별로

1 L씩 순차적으로 흘려보내는 step-wise 용출 방법에 의해 용출

ㆍ분획(15 mL/fr.)하였다.

EtOAc층을 대상으로 ODS column chromatography를 행하여 얻

어진 획분들은 최종적으로 HPLC를 이용하여 더욱 정제하였다.

즉, EtOAc층을 대상으로 ODS open column chromatography를 행

한 후 얻어진 획분 129-185는 µBondapakTM C18 column(7.8×300

mm, Waters, Mesachusetts, USA)을 이용하여, 2.5 mL/min(2480

Solvent Delivery System, Waters)의 유속과 280 nm(Dual UV/VIS

Absorbance Detector, Waters)에서 20% MeOH을 이동상으로 한

조건에서 정제를 행하였다. 그리고 획분 225와 293은 ODS-80Ts

column(4.6×150mm, Tosoh, Kyoto, Japan)을 이용하여 8% MeCN

(pH 2.65, A)과 30% MeCN(pH 2.65, B)을 이동상으로 각각 gra-

dient 용출을 행하였다. 즉, 5분에 100% A, 20분에 25% B를 용

출시키고, 30분까지 25% B를 유지시켜 50분에 100% B가 되도

록 용출시켰다. 그리고 1.0 mL/min(P580 pump, Dionex, Idstein,

Germany)의 유속과 210 nm(UVD-170S UV/VIS detector, Dionex)

의 조건에서 정제를 행하였다.

한편 획분 285-292는 µBondapakTM C18 column(7.8×300mm,

Waters)을 이용하여, 2.0 mL/min(LC-6AD, Shimadzu, Kyoto,

Japan)의 유속과 254 nm(SPD-M20A, Shimadzu)에서 5% MeCN

(pH 2.65 by TFA, A)과 30% MeCN(B)을 100% A로 시작하여

60분에 100%가 되도록 gradient 용출시킨 후, 10분동안 100% B

를 유지하는 조건에서 정제를 행하였다.

BuOH층으로부터 항산화 활성 물질의 분리

BuOH층(8.81 g)을 대상으로 EtOAc층을 행했던 방법과 동일한

조건으로 ODS open column chromatography를 행하였다. 얻어진

BuOH층의 활성 획분 J를 대상으로 Sephadex LH-20(70-230

mesh, Pharmacia, Uppsala, Sweden)을 MeOH로 상온에서 24시간

동안 팽윤화한 다음, slurry상의 동일 용매 중의 고정상을 column

(2.9×158 cm)에 충진시킨 후, bed volume의 약 5배에 해당하는

50% MeOH을 흘려보내 평행화하고, 시료를 컬럼 상단에 charge

한 후, 50% MeOH을 이동상으로 총 1140mL를 흘려보내 용출·

분획(5 mL/fr.)하였다.

얻어진 획분 J-15(39.0 mg)와 J-16(88.9 mg)은 µBondapakTM

C18 column을 이용하여, 2.0 mL/min(LC-6AD, Shimadzu)의 유속

과 210 nm(SPD-M20A, Shimadzu)의 조건에서 2% MeCN(pH

2.65 by TFA)을 이동상으로 isocratic 용출시켜서 정제를 행하였다.

이상 8종 화합물들의 단리과정을 Fig. 1에 정리하였다.

분리된 활성 물질의 기기분석

활성 물질의 1H-NMR(Nuclear Magnetic Resonance)과 13C-

NMR은 FT-NMR 기기(unitINOVA 500, Varian, Walnut Creek,

CA, USA; 한국기초과학지원연구원 광주센터)를 이용하여 분석하

였으며, 분석용매는 화합물에 따라 CD
3
OD, acetone-d

6 
및 CDCl

3
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(내부 표준 물질 tetramethylsilane(TMS) 0.03% 함유)를 사용하였다.

Liquid Chromatography Electrospray Ionization Mass Spec-

trometry(LC-ESI-MS) 분석은 질량분석기(Shimadzu LCMS-IT-TOF)

가 장착된 analysis LC solution 3.0 software(Shimadzu, Kyoto,

Japan)를 사용하여 수행되었다.

화합물 1: 1H-NMR (CD
3
OD, 500 MHz) δ 7.78 (2H, br. d,

J=8.5 Hz, H-2, 6), 6.92 (2H, br. d, J=8.5 Hz, H-3, 5), 9.77

(1H, s, -CHO) 

화합물 2: 1H-NMR (CD
3
OD, 500 MHz) δ 7.02 (2H, br. d,

J=8.5 Hz, H-2, 6), 6.70 (2H, br. d, J=8.5 Hz, H-3, 5), 2.71

(2H, t, J=7.2 Hz, H-7), 3.68 (2H, t, J=7.2 Hz, H-8); ESI-MS

(positive) m/z 161.07 [M+Na]+

화합물 3: 1H-NMR (CD
3
OD, 500 MHz) δ 7.18 (1H, d,

J=2.0 Hz, H-2), 6.81 (1H, d, J=8.3 Hz, H-5), 7.06 (1H, dd,

J=8.3, 2.0 Hz, H-6), 7.59 (1H, d, J=15.9 Hz, H-7), 6.32 (1H,

d, J=15.9 Hz, H-8), 3.89 (3H, s, -OCH
3
)

화합물 4: 1H-NMR (CD
3
OD, 500 MHz) δ 7.72 (1H, d,

J=1.8 Hz, H-2), 6.75 (1H, d, J=8.4 Hz, H-5), 7.09 (1H, dd,

J=8.4, 1.8 Hz, H-6), 6.81 (1H, d, J=12.6 Hz, H-7), 5.78 (1H,

d, J=12.6 Hz, H-8), 3.85 (3H, s, -OCH
3
) 

화합물 5: 1H-NMR (acetone-d
6
, 500 MHz) δ 7.16 (1H, s, H-

2), 7.56 (1H, br. d, J=8.3 Hz, H-4), 7.03 (1H, t, J=7.8 Hz,

H-5), 7.06 (1H, t, J=7.8 Hz, H-6), 7.36 (1H, br. d, J=8.3 Hz,

H-7), 2.96 (2H, t, J=7.0 Hz, H-10), 3.80 (2H, t, J=7.0 Hz, H-

11); 13C-NMR (acetone-d6, 125 MHz) δ 123.40 (C-2), 112.09

(C-3), 128.84 (C-4), 119.41 (C-5), 122.02 (C-6), 119.35 (C-7),

137.59 (C-8), 112.14 (C-9), 49.75 (C-10), 63.27 (C-11); ESI-MS

(positive) m/z 162.10 [M+H]+

화합물 6: 1H-NMR (CD
3
OD, 500 MHz) δ 3.67 (6H, s,

-(OCH
3
)
2
), 2.59 (4H, s, -(CH

2
)
2
-); 13C-NMR (CD

3
OD, 125

MHz) δ 174.96 (C=O), 52.34 (-(OCH
3
)
2
), 30.00 (-(CH

2
)
2
-);

ESI-MS (positive) m/z 171.01 [M+Na]+

화합물 7: 1H-NMR (CD
3
OD, 500 MHz) δ 2.56 (4H, s,

-(CH
2
)
2
-); 13C-NMR (CD

3
OD, 125 MHz) δ 176.26 ((C=O)

2
),

30.08 (-(CH
2
)
2
-); ESI-MS (negative) m/z 117.02 [M-H]−

화합물 8: 1H-NMR (CDCl
3
, 500 MHz) δ 3.71 (3H, s,

-OCH
3
), 2.67 (4H, m, H-2, 3); 13C-NMR (CDCl

3
, 125 MHz) δ

177.85 (C-4), 172.62 (C-1), 51.95 (-OCH
3
), 28.87 (C-3), 28.61

(C-2); ESI-MS (negative) m/z 131.04 [M-H]−

결과 및 고찰

막걸리의 추출 및 용매분획

시판용 막걸리(3 L) MeOH 추출물(66.56 g)의 H
2
O(1 L)현탁액을

용매분획하여 n-hexane층 2.98 g, EtOAc층 2.33 g, BuOH층 8.81

g 및 H
2
O층 54.07 g을 각각 얻었다.

막걸리 조추출물과 용매분획물의 TLC-DPPH법에 의한 항산화

활성 평가

얻어진 각 용매 분획물을 대상으로 TLC-DPPH법을 이용하여

항산화 활성을 검정하였다. 막걸리 조추출물, n-hexane층, EtOAc

층, BuOH층 및 H
2
O층을 각각 동일 상당량의 농도(막걸리 원액

1 µL 상당량)로 조제하여 TLC 상에 spotting한 후, BuOH/acetic

acid/H
2
O=4:2:2(v/v) 용매계를 이용하여 전개한 다음, DPPH eth-

anol 용액을 분무하여 각 층에 함유된 항산화 물질들의 존재 경

향을 비교하였다. 그 결과(data 생략), n-hexane층으로부터 Rf 0.7-

1.0 부분에 강한 항산화 활성을 보이는 spot들이 검출되었다. 그

리고 EtOAc층도 다양한 항산화 화합물들의 존재(Rf 0.0-0.95) 경

향을 보였다. 또한 BuOH층과 H
2
O층에서도 활성을 보이는 spot

Fig. 1. Isolation and purification procedure of compounds isolated from makgeolli extract.
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들(Rf 0.0-0.26, 0.0-0.5)이 검출되었다. 그리고 이 각 획분들에 함

유된 화합물들의 존재 경향을 MeOH 조추출물에 함유된 화합물

들의 존재 경향과 비교하였을 때, MeOH 조추출물에 함유되어

있는 화합물들이 극성별로 잘 분리되었음을 알 수 있었으며,

EtOAc층에 다양한 극성을 갖는 화합물들이 존재하는 것을 확인

할 수 있었다. 막걸리 중에 함유되어 있는 활성 화합물의 구명을

위해서는 이들 각 층에 함유되어 있는 화합물들을 체계적으로 구

명해 나갈 필요가 있다고 판단되었다.

막걸리 MeOH 추출물 및 용매분획물들의 ABTS+ Radical-

Scavenging 활성 평가

EtOAc층과 BuOH층을 대상으로 항산화 화합물들의 단리ㆍ정

제를 실시하기에 앞서 막걸리 조추출물과 용매분획물들의 항산

화 활성을 보다 더 명확히 하기 위하여 ABTS+ radical-scavenging

활성 평가를 실시하였다. 막걸리 조추출물 및 그 용매분획물들은

막걸리 원액의 70 µL 상당량을 첨가하여 ABTS+ radical과 반응

시켜 항산화 활성을 평가하였다. 그 결과(Fig. 2), 용매분획물들

중 EtOAc층의 ABTS+ radical-scavenging 활성이 23.2%로 가장

높았으며, 그 다음으로는 BuOH층(8.7%)이었다. 이는 n-hexane층

과 H
2
O층보다 EtOAc층과 BuOH층에 보다 많은 항산화물질이 함

유되어 있음을 시사하는 결과라고 판단되었으며, TLC-DPPH법에

의해 확인된 결과와도 연관성이 있음을 알 수 있었다. 이상의 결

과를 통해 상대적으로 높은 활성을 보였으며, TLC-DPPH법의 결

과에서도 비교적 단순한 경향과 함께 강한 항산화 활성을 보인

BuOH층과 다수의 활성 화합물들이 존재하는 것으로 판단된

EtOAc층을 대상으로 항산화 화합물의 단리ㆍ정제를 실시하였다.

항산화 활성 물질의 분리

먼저 EtOAc층을 대상으로 ODS column chromatography를 실

시하여 얻어진 획분들 중 활성 획분 129-185(48.0 mg)에서 HPLC

를 이용하여 1종 화합물(화합물 1, 2.0 mg)을 단리하였다. 그리고

활성 획분 225와 293의 HPLC chromatogram들로부터 순도가 높

을 것으로 판단된 피크들이 확인되어 HPLC를 이용하여 2종의

화합물들(화합물 2, 15.3 mg; 화합물 5, 3.4 mg)을 단리하였으며,

활성 획분 285-292를 대상으로 HPLC를 행하여 2종의 화합물의

혼합물(화합물 3과 4의 3:1 혼합물, 1.2 mg)을 단리하였다.

이어 BuOH층을 대상으로 활성 화합물들의 단리ㆍ정제를 행하

였다. 먼저 BuOH층을 이용하여 ODS open column chromatogra-

phy와 Sephadex LH-20 column chromatography를 실시한 후, 얻

어진 활성 획분을 대상으로 HPLC를 행하여 3종의 화합물들(화

합물 6, 14.9 mg; 화합물 7, 7.4 mg; 화합물 8, 7.8 mg)을 단리하

였다. 단리된 각 화합물들의 구조를 확인하기 위하여 1H-NMR과
13C-NMR 및 MS 분석을 행하였다.

단리된 화합물들의 구조결정

화합물 1의 1H-NMR spectrum 상에서 δ 9.77에 나타난 1H분의

singlet signal로부터 aldehyde group의 존재가 시사되었다. 그리고

2종의 4H에 상당하는 방향족 환 유래의 signal들(δ 7.78(2H, br.

d, J=8.5 Hz, H-2, 6), 6.92(2H, br. d, J=8.5 Hz, H-3, 5))이 확

인되어 para 치환체의 벤젠환의 존재가 시사되었다. 이상의 data

를 종합한 결과, 화합물 1은 4-hydroxybenzaldehyde일 가능성이

높다고 판단되었다. 그래서 보고된 문헌의 data와(15) 비교한 바,

그들의 결과가 일치하여 본 화합물 1을 4-hydroxybenzaldehyde로

(Fig. 3) 동정하였다.

화합물 2의 1H-NMR(500 MHz, CD
3
OD, TMS) spectrum으로부

터 화합물 1의 패턴과 유사한 δ 7.02(2H, br. d, J=8.5 Hz, H-2,

6)와 6.70(2H, br. d, J=8.5 Hz, H-3, 5)의 signal들이 관찰되었으

며, 이로부터 para 치환체의 벤젠환의 존재가 추측되었다. δ 2.71

과 3.68에서 검출된 각각 2H의 2종 등가 triplet signal들(J=7.2

Hz)의 존재로부터 벤젠환에 ethyl alcohol기가 결합된 구조의 존

재가 시사되어 본 화합물은 2-(4-hydroxyphenyl)-ethanol일 것으로

추측되었다. 이에 화합물 2의 1H-NMR spectrum을 보고된 화합

물의 data와(16,17) 비교한 결과, 그 spectra가 일치함이 확인되었

다. 또 LC-ESI-MS spectrum(positive) data에서 2-(4-hydroxyphe-

nyl)ethanol 분자량 유래의 signal m/z 161.07 [M+Na]+이 검출되었

다. 이상의 결과로부터 화합물 2를 2-(4-hydroxyphenyl)-ethanol

(tyrosol)로 동정하였다(Fig. 3).

화합물 3의 1H-NMR spectrum(500 MHz, CD
3
OD, TMS)으로부

터 서로 매우 유사한 화합물 2종이 약 3:1의 비율로 혼합되어 있

음을 알 수 있었다. 그 중 main 화합물(3)의 1H-NMR spectrum으

로부터 δ 7.18(1H, d, J=2.0 Hz, H-2), 6.81(1H, d, J=8.3 Hz, H-

5), 7.06(1H, dd, J=8.3, 2.0 Hz, H-6)의 signal들이 관찰되어 3치

환체 벤젠환의 존재가 시사되었으며, δ 7.59(1H, d, H-7)와 6.32

(1H, d, H-8) signal들의 coupling constant 값(J=15.9 Hz)으로부터

trans 형태의 이중결합이 존재함을 알 수 있었다. 그리고, δ

3.89(3H, s)의 signal로부터 methoxyl기의 존재가 시사되어 이 화

합물이 trans-ferulic acid일 가능성이 강하게 시사되었다. 이에 보

고 문헌상의(18) data와 비교를 통해 최종적으로 화합물 3을 trans-

ferulic acid로 동정하였다(Fig. 3).

화합물 4(화합물 3과 4의 혼합물 중 minor 화합물)의 1H-NMR

spectrum으로부터 3치환체 벤젠환(δ 7.72(1H, d, J=1.8 Hz, H-2),

6.75(1H, d, J=8.4 Hz, H-5), 그리고 7.09(1H, dd, J=8.4, 1.8

Hz, H-6)), 이중결합((δ 6.81(1H, d, J=12.6 Hz, H-7)과 5.78(1H,

d, J=12.6 Hz, H-8)), 그리고 methoxyl기(δ 3.85(3H, s))의 존재가

확인되어 화합물 3과 매우 유사한 화합물일 가능성이 시사되었

다. 하지만 δ 6.81과 5.78의 coupling constant 값이 12.6 Hz로 검

출되어 olefinic double bond가 trans 형이었던 화합물 3과는 달리

화합물 4는 cis 형태의 이중결합을 함유하고 있음이 확인되어 화

합물 4는 cis-ferulic acid인 것으로 추측되었다. 이에 기존에 보고

된 data와(19) 비교한 결과, 일치함이 확인되어 화합물 4를 cis-

Fig. 2. ABTS+ radical-scavenging activity of each fraction

obtained by solvent-fractionation of makgeolli extract. The data
are representative of two experiments.
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ferulic acid로 동정하였다(Fig. 3).

화합물 5의 1H-NMR(500 MHz, acetone-d
6
) spectrum 상에서 δ

7.56과 7.36의 2종의 doublet signal들과 δ 7.06과 7.03의 2종의

triplet signal들의 존재로부터 1,2 치환체 benzene의 존재가 시사

되었다. 또 δ 7.16의 1종의 sp2 carbon proton signal의 존재로부터

1치환체의 indole환의 존재가 시사되었다. 그리고 δ 3.80과 2.96

에서의 2종의 triplet signal들의 존재로부터 화합물 5는 indole 구

조에 ethyl alcohol기가 결합된 화합물로써 1H-indole-3-ethanol일

가능성이 강하게 시사되었다. 13C-NMR(125 MHz, acetone-d
6
)

spectrum으로부터 indole환 유래로 시사되는 signal들(δ 137.59,

128.84, 123.40, 122.02, 119.41, 119.35, 112.14, 112.09) 및 etha-

nol 유래 signal들(δ 63.27, 49.75)이 확인되어 1H-NMR data로부터

추측된 구조식일 가능성이 더욱 강하게 지지되었다. 그래서 화합

물 5의 data를 기존의 결과와(20) 비교하였던 바, 그들 spectra가

일치함이 확인되었다. 또 LC-ESI-MS(positive) 분석을 통하여 분

자량을 확인한 결과, 예상 화합물의 분자량에 해당되는 m/z 162.10

[M+H]+의 signal이 확인되었다. 이상의 결과를 종합하여 화합물

5를 1H-indole-3-ethanol(tryptophol)로 동정하였다(Fig. 3).

화합물 6의 1H-NMR(500 MHz, CD
3
OD, TMS) spectrum으로부

터 δ 3.67(6H, s, -OCH
3
), 2.59(4H, s, -(CH

2
)
2
-)의 2종의 sp3 car-

bon proton signal들이 관찰되었다. 이 결과로부터 methoxyl기와

methylene기의 존재가 강하게 추측되었다. 이어 13C-NMR 분석을

실시한 결과, δ 174.96에서 carboxyl기 유래의 signal이 관찰되었

으며, δ 52.34와 30.00의 signal들로부터 1H-NMR data에서 시사

되었던 methoxyl기와 methylene기의 존재를 또 다시 확인하였다.

그래서 화합물 6은 1종의 methylene기를 갖는 malonic acid에

methoxyl기가 결합된 mono-methyl malonic acid나 등가의 2종

methylene기를 갖는 succinic acid의 양쪽에 methoxyl기가 결합된

dimethyl succinate일 가능성이 강하게 시사되었다. 이에 LC-ESI-

MS(positive) 분석을 통하여 m/z 171.01 [M+Na]+의 signal이 확인

되어, 이 화합물 6은 dimethyl succinate로 동정하였다(Fig. 3).

화합물 7의 1H-NMR(500 MHz, CD
3
OD, TMS) spectrum으로부

터는 특이하게도 δ 2.56(4H, s, -(CH
2
)
2
-)에 sp3 carbon proton sig-

nal 1종만이 관찰되었다. 이 결과로부터 methylene기의 존재가 강

하게 시사되었다. 또 13C-NMR 분석을 실시한 결과, δ 30.08에

methylene기 유래의 signal에 더하여 δ 176.26에 carbonyl기 유래

의 signal이 추가적으로 확인되었다. 이 결과로부터 화합물 7은 1

종의 methylene기를 갖는 malonic acid나 등가의 2종 methylene기

를 갖는 succinic acid일 가능성이 강하게 시사되었다. 이에 LC-

ESI-MS spectrum(negative) 분석을 행한 결과, m/z 117.02 [M-H]−

의 signal이 확인되어 화합물 7을 결국 succinic acid로 동정하였

다(Fig. 3).

화합물 8의 1H-NMR(500 MHz, CDCl
3
) spectrum으로부터 δ

3.71(3H, s)과 2.67(4H, m)의 2종의 sp3 carbon proton signal들이

관찰되었다. 이 결과로부터 1종의 methoxyl기와 AB type의 meth-

ylene기의 존재가 강하게 시사되었다. 이어 13C-NMR 분석을 실

시한 결과, δ 177.85와 172.62에 2종의 carbonyl기 유래의 signal

들이 관찰되었다. 또 δ 51.95에 1종의 methoxyl기 유래의 signal

에 더하여 δ 28.87과 28.61에 각각 methylene기 유래로 추측되어

지는 signal들이 관찰되었다. 이에 화합물 8은 한쪽 말단만이

methyl ester화된 succinate일 가능성이 매우 강하게 시사되었다.

또 LC-ESI-MS spectrum(negative)으로부터 그 예상 구조식의 분

자량에 귀속되어지는 m/z 131.04 [M-H]−의 signal이 확인되었다.

이상의 결과들로부터 화합물 8을 mono-methyl succinate로 동정

하였다(Fig. 3).

이상 8종의 화합물들(Fig. 4)이 막걸리로부터 단리ㆍ동정되었

다. 화합물 1은 천연에 널리 존재하는 페놀성 항산화 화합물(21)

로서 4-hydroxylbenzyl alcohol의 analogue이며, 지질 과산화를 억

제하고(22), GABA transaminase의 억제효과를(22) 나타낸다고 보

고된 바가 있다. 화합물 2(2-(4-hydroxyphenyl)ethanol(tyrosol))는 천

연에 존재하는 페놀성 항산화 화합물로 항동맥경화효과, LDL 산

화 억제효과, 심혈관계 질환 예방 등 높은 생물학적 효능을 나타

낸다고 보고되었을(23,24) 뿐만 아니라, 레드 와인, 화이트 와인,

맥주, 올리브, 올리브 오일 등에 함유되어 있음이 알려져 있고,

그 항산화 효과 또한 보고된 바 있다(25-27). 그리고 이러한 항

산화 효과 외에도 콜레스테롤이 소화기관으로 흡수되는 것을 억

제하여 혈중 콜레스테롤 수치를 낮게 해주는 작용이 있음도 보

고된 바 있다(28). 또 화합물 2는 항염증과 항암 활성 효과 또한

발휘하는 것으로 알려져 있으며, 페놀성 화합물인 caffeic acid,

benzoic acid, 3,4-dihydroxybenzoic acid, vanillic acid, 그리고

syringic acid의 항산화 활성과 비교한 보고에 따르면, tyrosol의 활

성이 비교된 다른 화합물들에 비해 더 높은 것으로도 알려져 있

다(28). 그리고 화합물 3과 4(trans-ferulic acid와 cis-ferulic acid)

또한 자연계에 널리 분포하고 있는 페놀성 화합물들로서(29) 동

양인들이 주식으로 이용하고 있는 보리와(30) 쌀에도(31) 많이 함

유되어 있다고 알려져 있다. 그리고 이들 또한 항산화와(32) 항

염증(33) 활성이 있으며, 당뇨병(34), 알츠하이머병과(35) 같은 만

성적인 질병을 예방하는 효과가 있는 것으로 보고되고 있다. 화

합물 5인 1H-indole-3-ethanol(tryptophol)은 식물성 병원균 Botrytis

cinerea, Monilinia fructicola에 대한 항진균 활성을 갖고 있으며,

그 안전성 평가를 실시한 결과, 세포독성, 유전독성, 간효소 활성

저해 작용 등이 모두 없음이 확인되었다(36). 또한 화합물 5는 다

양한 식품에 함유되어 있을 뿐만 아니라, Aspergillus niger, fungi

Balansia epichloe, Dreschslera nodulosum, Agrobacterium tumefa-

Fig. 3. Structure of the compounds isolated from makgeolli

MeOH extract.
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ciens, Ceratocystis spp., Rhizobium spp., marine sponge Ircinia

spinulosa 등의 대사산물로써도 생성되는 것으로 알려져 있다(37).

BuOH층에서 단리된 화합물 6, 7, 8은 succinic acid 및 그 유

도체들로서 주류의 맛과 산성도에 영향을 미치는 성분들로 알려

져 있으며(38), 특히 그 중 화합물 7인 succinic acid는 막걸리에

함유된 대표적인 유기산으로 알려져 있다(38). 또한 화합물 6은

succinic acid 양쪽 말단에 methyl기가 ester 결합한 화합물이며, 화

합물 8은 succinic acid의 한쪽 말단에만 methyl기가 ester 결합한

화합물이다. 이 화합물 6과 8은 원료 자체에 함유되어 있던 성

분일수도 있겠지만, 발효 과정을 거치면서 그 생성량에 변화가

유도되는지에 대해서도 관심이 가져지며, 그들의 함량에 따른 막

걸리의 맛과 향의 품위에 대해서도 구체적인 검토가 있어야 할

것으로 판단된다. 또 유기산류에 대한 methyl ester화가 succinic

acid에만 국한된 것인지, 아니면 다른 유기산류에도 발생하는 현

상인지, 그리고 그 작용이 미생물에 의한 것인지 등 체계적인 검

토가 필요한 사항이라 판단된다. 특히 화합물 6과 8은 succinic

acid 양쪽 또는 한쪽 말단에 methyl기가 ester 결합된 화합물로써

양쪽 말단이 수산기로 이루어진 succinic acid보다 휘발성이 높을

것으로 추측되어 지는 바, 막걸리의 향에도 영향을 미칠 가능성

이 유리형의 succinic acid보다 더 높을 것으로 판단된다.

상기 내용에서도 제시하였듯이 본 연구를 통해 총 8종의 화합

물이 막걸리로부터 단리ㆍ동정되었다. 그러나, 자세한 데이터는

제시하지 않았으나, 활성 화합물들을 정제하는 과정에서 분리된

획분들의 TLC-DPPH법에 의한 검정 결과, 본 연구로부터 단리된

화합물들 이외에도 일일이 세기 어려울 정도로 많은 종류의 화

합물들이 더 존재해있음을 알 수 있었다. 뿐만 아니라 본 연구로

부터 단리된 화합물들은 막걸리 3 L(750mL 용량 4통)로부터 적

게는 약 1.2 mg(화합물 3과 4의 혼합물)부터 많게는 약 15 mg 정

도(화합물 2와 6)까지 단리되었다. 즉, 이것은 단리 과정에 있어

손실되었을 양을 고려하였을 때, 결코 적지 않은 양이 막걸리에

함유되어 있음을 시사하는 결과라 판단된다. 특히 화합물 2와 6

은 다른 화합물들에 비해 월등히 높은 함량을 보였다. 유기산계

화합물인 6을 포함하여 화합물 7과 8 또한 각각 7.4와 7.8 mg으

로 그 단리된 양이 높은 편이었다. 또 화합물 2는 전술한 바와

같이 매우 다양한 생리활성을 발현하는 것으로 보고되어 있을 뿐

만 아니라 우리가 일상적으로 섭취하는 채소나 과일에도 함유되

어 있는 성분임을 고려하였을 때, 이 성분이 막걸리에 다량 함유

되어 있음은 막걸리의 기능학적 측면에 있어 매우 주목할 만한

부분이라 판단된다. 그리고 본 연구로부터 단리된 화합물들의 개

별 항산화 활성을 비교ㆍ평가하지는 않았으나 그들의 양적 존재

경향으로 보아 단리된 화합물들이 막걸리의 항산화능에 기여하

는 주요 성분일 가능성이 높을 것으로 판단된다.

본 연구에서 수행된 막걸리의 성분연구가 막걸리의 생리활성

평가 및 품질관리 등을 위한 chemical profile 작성에 추후 중요

한 기초적 자료로 활용되어지길 기대한다. 그리고 훌륭한 생리활

성 화합물이 다량 함유되어 있다고는 하나 막걸리 또한 알콜 음

료임을 고려하여 음용에 과함이 없어야 함은 새삼 강조할 필요

가 없을 것이다.

요 약

막걸리는 우리의 전통 주류이며, 최근 그 선호도가 높아지고

있음에도 불구하고 그에 함유된 성분들에 관한 체계적인 연구는

거의 전무한 실정이다. 그래서 막걸리에 함유된 항산화 활성화합

물에 초점을 맞추어 column chromatography 및 HPLC를 행하여

화합물을 단리하고, 단리된 화합물들을 MS 및 NMR 분석을 행

해 구조를 해석하였다. 그 결과 단리된 8종의 화합물을 4-hydrox-

ybenzaldehyde(1), 2-(4-hydroxyphenyl)ethanol(2, tyrosol), trans-fer-

ulic acid(3), cis-ferulic acid(4), 1H-indole-3-ethanol(5, tryptophol),

dimethyl succinate(6), succinic acid(7), 그리고 mono-methyl suc-

cinate(8)로 동정하였다. 그리고 막걸리로부터 유기산들(화합물 6-

8)의 존재가 보고된 바 있으나, 유기산 이외의 화합물 1-5는 본

연구에 의해 막걸리로부터 그 존재가 처음 밝혀졌다.
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