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Abstract The ethyl acetate (EtOAc) layer of Canavalia gladiata (sword bean) methanol extracts showed higher 1,1-
diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH) radical-scavenging activity than other layers. Four phenolic compounds were isolated
from the EtOAc layer by silica gel column chromatography and prep-HPLC using a guided DPPH radical-scavenging
assay. The isolated compounds were identified as methyl gallate (1), gallic acid (2), 1,6-di-O-galloyl β-D-glucopyranoside
(3), and 1,4,6-tri-O-galloyl β-D-glucopyranoside (4) based on MS and NMR analyses. Among the four compounds, no. 4
was isolated from this plant for the first time. Their DPPH radical-scavenging activities based on SC

50
 decreased in the

following order: 4 (6.9 µM)>3 (8.3 µM)>2 (10.0 µM)>1 (10.3 µM).

Keywords: Canavalia gladiata, sword bean, 1,4,6-tri-O-galloyl β-D-glucopyranoside, galloyl glucoside, gallic acid derivative

서 론

유리 라디칼(free radical)은 노화나 성인병의 주된 원인들 중의

하나로 작용함이 알려져 최근 많은 연구가 행해지고 있다(1). 유

리 라디칼은 생체막에 존재하는 불포화 지방산을 산화시켜 막의

유동성을 저하시키고, 효소와 receptor의 활성을 손상시키며, 막

단백질에 상해를 입혀 결국에는 세포의 기능을 불활성화시킴으

로써 노화 및 각종 질병발생의 원인으로 작용하는 것으로 알려

져 있다(2). 유리 라디칼은 생체 내에서 superoxide anion (O
2

−),

hydroperoxide (H
2
O

2
), hydroxyl radical (·OH) 및 singlet oxygen

(1O
2
)과 같은 활성 산소종의 산화적 대사 부산물로서 생성된다(3).

생채 내에서 생성유도된 이들은 반응성이 높아 생체를 구성하는

다양한 성분들과 무작위로 반응함으로써 다양한 위해요소로 작

용한다. 이와 같은 활성산소종 및 유리 라디칼종을 불활성화시키

는 화합물을 항산화제라 총칭하며, 보다 효과적이면서 안전성이

높은 항산화제를 확보하기 위해 식품소재 및 천연자원으로부터

유용한 항산화제의 탐색에 관한 연구들이 전 세계적으로 매우 활

발히 진행되고 있다.

식품에 존재하는 대표적인 항산화 화합물들로 ascorbic acid

(vitamin C), carotenoid, tocopherol류(vitamin E) 및 flavonoid를

포함한 다양한 polyphenol류 등을 들 수 있다(3). 이와 같은 천연

항산화제는 주로 식물에 많이 분포되어 있는데, 녹차(4), 감잎차

(5), 백작약(6), 황기(7), 복분자(8), 매실(9) 등을 들 수 있으며, 널

리 알려진 항산화 화합물로는 녹차의 catechin류(4), 강황의 cur-

cumine(10), 당근의 carotene(11), 포도의 anthocyanin(12), 생강의

gingerol(13) 등이 있다.

작두콩(Canavalia gladiata)은 콩과 한해살이 덩굴성 식물로 동

남아시아 열대지방이 원산지이며, 그 모양이 작두를 닮았다고 하

여 작두콩 혹은 도두(刀豆)라 부르기도 한다(14). 작두콩에는 urease,

hemaglutinine, canavanine, canavalia gibberellin I과 II 등의 약용

성분을 함유하고 있으며, 민간요법에서는 축농증, 치질, 종기 등

화농성 염증을 다스리는데 사용되어 왔다(15). 중국에서 작두콩

을 발효시켜 개발한 “진화 851 구복액”이라는 음료가 건강보조

제로 국내에 소개된 적이 있고, 일본에서는 작두콩에 질경이, 율

무, 산치자, 예덕나무를 배합해 만든 건강차인 “도두파워”가 제

품으로 판매되기도 하였다(16). 반면, 국내에서는 극히 일부 지역

에서 제한적으로 생산되고 있으며, 국내에서의 작두콩의 생산량

과 소비량에 대한 공식적인 통계는 아직 집계된 바 없다. 그럼에

도 불구하고 작두콩에 대한 연구들이 꾸준히 행해져 암(17), 염

증, 만성신장염과 빈혈 등의 예방에 효과적이라고 보고(18)된 바

있으며, 그 외에도 항산화(19), 항균작용(20) 및 항당뇨(21) 등에

도 효능이 있다고 보고된 바 있다. 하지만 이러한 효능들을 발현

하는 활성본체에 관한 연구는 아직 매우 미흡한 실정이다. 그래

서 작두콩에 대한 보다 폭넓은 자료 확보가 필요하다고 판단되

어 선행연구(22)를 통해 작두콩 추출물을 대상으로 그 특성을 검

토한 바 있다. 그 결과, 대두나 검정콩 등으로부터는 daidzin,

genistin, daidzein 및 genistein과 같은 flavonoid류가 검출되었음에

*Corresponding author: Kye-Won Seo, Health and Environment
Research Institute of Gwangju, Gwangju 502-837, Korea
Tel: 82-62-613-7690
Fax: 82-62-655-7549
E-mail: skin6690@korea.kr
Received June 30, 2013; revised August 22, 2013;
accepted October 15, 2013



778 한국식품과학회지 제 45권 제 6호 (2013)

반해 작두콩으로부터는 그들이 검출되지 않는 등, 작두콩의 함유

성분이 일반콩과 다른 화학적 조성을 지니고 있을 뿐만 아니라

항산화 활성이 상대적으로 매우 높음을 확인한 바 있다. 본 연구

에서는 선행연구 결과를 바탕으로 작두콩의 메탄올 추출물을 대

상으로 항산화활성에 초점을 맞추어 생리활성 화합물을 분리·

동정하고자 하였다.

재료 및 방법

실험재료

본 실험에 사용한 작두콩(Canavalia gladiata)은 2011년에 광주

광역시에서 재배된 것을 분쇄 후 methanol (Merck, Darmstadt,

Germany)로 추출하여 실험에 이용하였으며, 분석용 용매 및 기

타 시약은 analytical grade를 사용하였다.

Methanol 추출 및 용매분획

건조된 시료를 분쇄기(DA-280 Gold.A. Daesung Artlon. Co.

Ltd., Seoul, Korea)로 분쇄한 후 표준망체(Standard testing sieve,

Aperture 850 µm, Chung Gye Sang Gong Sa, Seoul, Korea)를

이용해 균질한 입자의 시료를 얻었다. 추출물의 제조는 작두콩

분말 5 kg을 취해 methanol (MeOH, 15 L×2)을 가한 후, 실온에

서 24시간 추출하고 여과 및 농축하였다. 이 추출물을 증류수(2

L)로 현탁하여 극성이 다른 용매인 n-hexane, chloroform (CHCl
3
),

ethyl acetate (EtOAc), 그리고 n-butanol (BuOH)로 순차 용매분획

하였다(Fig. 1). 얻어진 각 획분을 vacuum evaporator (Rotavapor

R-II, Büchi, Flawil, Switzerland)를 사용하여 38oC에서 감압 농축

하여 각각의 용매분획물을 얻었다. 분획물을 얻기 위해 사용한

용매는 Daejung Chemicals & Metals Co., Ltd. (Siheung, Korea)

로부터 구입하여 사용하였다.

DPPH radical-scavenging 활성 평가

MeOH 추출물, 용매분획물 및 분리된 화합물들의 free radical-

scavenging 활성은 안정한 radical인 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl

(DPPH, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)에 대한 환원력을

평가(23)함으로써 제시하였다. 즉, 농도를 달리한 시료 1 mL와 에

탄올에 녹인 400 µM DPPH 용액 1 mL에 에탄올 용매 2 mL를 첨

가하여 최종 4 mL가 되도록 처리하였다. 공시험은 시료 대신 90%

메탄올 1 mL를 넣고 행하였다. 실온에서 30분 반응시킨 후 517 nm

에서 흡광도를 측정하였으며, 시료의 활성은 시료를 첨가하지 않

은 대조구의 흡광도를 1/2로 환원시키는데 필요한 각 시료의 농

도(SC
50
, 50% Scavenging Concentration)로 나타내었다. 이때 활성

비교를 위하여 α-tocopherol을 positive control로 사용하였다.

한편, 항산화 활성 화합물의 정제 과정에 있어 얻어진 각 획

분의 항산화 활성 검정은 TLC-DPPH법(24)을 이용하였다. 즉, 시

료를 TLC plate (silica gel, 0.2mm, Merck, Dramstadt, Germany)

에 spotting한 후, DPPH 용액(200 µM in ethanol)을 TLC plate에

분무하여 보라색이 탈색되면 항산화활성 양성으로 판정하였다.

Silica gel column chromatography에 의한 항산화 활성 물

질의 정제

EtOAc 층에서 얻어진 획분을 대상으로 silica gel column chro-

matography를 실시하였다. Silica gel (Kieselgel 60, 70-230 mesh,

Merck, Darmstadt, Germany)을 100% CHCl
3
 중에서 24시간 팽윤

시킨 후, column (3.5×73 cm)에 충진하고, CHCl
3
/EtOAc/MeOH

(10:0:0 (1-8), 8:2:0 (9-16), 6:4:0 (17-24), 4:6:0 (25-32), 2:8:0

(33-40), 0:10:0 (41-48), 0:8:2 (49-56), 0:6:4 (57-64), 0:4:6 (65-

72), 0:2:8 (73-80), 0:0:10 (81-88), v/v/v) 용매계를 이용하여 step-

wise 용출방법에 의해 각 단계별로 800 mL씩 용출·분획하였다

(Fig. 2).

High performance liquid chromatography (HPLC)에 의한

정제

Silica gel column chromatography 후의 활성획분에 대한 HPLC

정제는 Zorbax Eclipse XDB-C18 column (9.4×250 mm, 5 µm,

Agilent, Santa Clara, CA, USA)을 이용하여 3.0 mL/min의 유속으

로 254 nm의 검출파장에서 행하였다. 이동상은 H
2
O와 MeOH을

사용하여 gradient 조건(MeOH:H
2
O=(10:90)-(30:70))으로 용출·분

획하였다(Fig. 2). 본 연구에서 행한 HPLC에 의한 정제는 모두

동일조건을 이용하였다.

분리 화합물의 기기분석

분리된 활성 화합물의 1H-NMR과 13C-NMR, 그리고 2D-NMR

spectra는 FT-NMR 기기(unitINOVA 500, Varian, Walunt Creek,

CA, USA)를 이용하여 분석하였으며, 분석용매는 CD
3
OD (Acros

Organics, Morris Plains, NJ, USA)를, 그리고 사용용매의 피크를

기준점으로 이용하였다.

Liquid Chromatography Electrospray Ionization Mass Spec-

trometry (LC-ESI-MS) 분석은 질량분석기(Waters Synapt, Milford,

MA, USA)를 사용하여 수행하였으며, capillary (kV) 3.10, source

temperature 120, desolvation temperature 150의 조건에서 행하였다.

화합물 1: white powder; 1H-NMR (500 MHz, CD
3
OD) δ

7.04 (2H, s, H-2, 6), 3.81 (3H, s, -OCH
3
); ESI-MS (negative)

m/z 183.0 [M-H]−.

화합물 2: white needle; 1H-NMR (500 MHz, CD
3
OD) δ 7.05

(2H, s, H-2, 6); ESI-MS (negative) m/z 169.0 [M-H]−.

Fig. 1. Extraction procedure with various solvents of methanol

extract of Canavalia gladiata.
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결과 및 고찰

작두콩의 추출 및 용매분획

작두콩 분말(5 kg, 건조중량) MeOH 추출물(281.4 g)의 H
2
O 현

탁액을 용매분획하여 n-hexane층 74.0 g, CHCl
3
층 7.1 g, EtOAc층

15.7 g, BuOH층 20.0 g 및 H
2
O층 142.5 g을 각각 얻었다(Fig. 1).

작두콩의 MeOH 추출물 및 용매분획물들의 DPPH radical-

scavenging 활성

MeOH 추출물 및 각 용매분획물을 대상으로 DPPH radical-

scavenging 활성을 비교하였다(Fig. 3). MeOH 추출물 및 모든 용

매분획물들의 활성은 일정 범위 내에서 농도 의존적임을 알 수

있었다. 그래서, 이 농도의존성이 인정되는 범위 내에서 각 시료

의 SC
50
 값을 구한 결과, 비교구로 사용한 α-tocopherol의 SC

50
 값

은 7.9 µg/mL였으며, MeOH 추출물은 23.2 µg/mL, n-hexane층은

32.6 µg/mL, CHCl
3
층은 19.5 µg/mL, EtOAc층은 2.6 µg/mL,

BuOH층은 4.5 µg/mL, 그리고 H
2
O층은 48.6 µg/mL였다. 작두콩의

MeOH 추출물은 비교구로 사용한 대표적인 지용성 항산화 화합

물인 α-tocopherol보다 약간 낮은 활성을 보였으나, 그 용매 분획

물들 중 EtOAc층과 BuOH층은 α-tocopherol보다 높은 항산화활

성을 보였다. 이는 작두콩의 MeOH 추출물에 함유된 주요 항산

화활성 화합물들이 주로 EtOAc층과 BuOH층에 존재하고 있음을

시사하는 결과라 판단되었다. 또 TLC-DPPH법을 이용하여 각 층

에 함유된 화합물들의 존재 경향 및 항산화 활성을 비교한 결과

(data not shown), EtOAc층에 보다 다양한 항산화 화합물들이 존

재하는 것으로 판단되었다. 이에 본 연구에서는 EtOAc층을 대상

으로 항산화 화합물의 분리·정제를 행하였다.

항산화 활성 화합물의 분리

EtOAc층을 대상으로 silica gel column chromatography를 행하

여 얻어진 획분들 중 TLC-DPPH법에 의해 항산화 활성 화합물

들의 존재 경향을 비교하여 활성이 인정된 3개의 획분(획분 A,

23-33; 획분 B, 34-61; 획분 C, 62-88)을 대상으로 용액 중에서의

DPPH radical-scavenging 활성을 비교하였다(Fig. 4). 각 획분의

SC
50
 값을 기준으로, 획분 A (2.6 µg/mL) > 획분 B (3.4 µg/mL)

>획분 C (13.3 µg/mL)의 순으로 높은 활성을 보였다. 이 결과로

부터 3개의 획분 모두에 유용한 항산화 화합물의 존재가 시사되

어 순차적으로 그들 각각을 대상으로 항산화 화합물의 분리를 행

하였다.

먼저 획분 A (7.1 g)를 대상으로 HPLC를 행하여 화합물 1 (t
R

10.43 min, 6096.6 mg)을 분리하였다. 이어 획분 B (6.3 g)를 대상

으로 HPLC를 행한 결과, 4종의 화합물(fr. B-1 (t
R
 5.84 min, 화합

Fig. 2. The purification procedure of isolated compounds from MeOH extracts of Canavalia gladiata.

Fig. 3. DPPH radical-scavenging activity of the MeOH extract of

Canavalia gladiata and its fractions after solvent fractionation.

■, EtOAc layer; ◆, BuOH layer; ▲, α-Tocopherol; ●, CHCl
3

layer; ○, MeOH extract; □, n-hexane layer; △, H
2
O layer. Values

are mean±SD (n=3).
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물 2), 2118.1 mg; fr. B-2 (t
R
 8.48 min, 화합물 3), 1455.9 mg; fr.

B-3 (t
R
 10.43 min, 화합물 1), 332.0 mg; fr. B-4 (t

R
 11.44 min,

화합물 4), 145.5 mg)를 분리하였다. 그리고 획분 C (1.9 g) 또한

동일 조건에서 HPLC를 이용한 정제를 행하여 2종의 화합물(fr.

C-1 (t
R
 8.48 min, 화합물 3), 98.6 mg; fr. C-2 (t

R
 10.43 min, 화합

물 1), 87.9 mg)을 분리하였다. 본 화합물들의 정제과정을 Fig. 2

에 정리하였으며, 분리된 각 화합물들은 1H-NMR, 13C-NMR 및

2D-NMR, 그리고 MS 분석을 통해 구조해석을 행하였다.

화합물 1의 구조해석

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

종의 methoxyl proton signal (d 3.81, 3H, s, -OCH
3
)에 더하여

2H에 해당하는 1종의 sp2 carbon proton 유래의 singlet signal (δ

7.04, 2H, H-2, 6)이 관찰되었다. 그래서 화합물 1은 methyl group

이 gallic acid와 ester 결합을 하고 있는 methyl 3,4,5-trihydroxy-

benzoate (methyl gallate)인 것으로 시사되었다. 더욱이 화합물 1

의 MS (negative) spectrum으로부터 m/z 183 [M-H]-의 signal이

관찰되어 이 결과가 예상 화합물의 분자량(184)과 정확히 일치함

이 확인되었다. 그리고 이 화합물의 1H-NMR spectrum을 용안

(Dimocarpus longan Lour)의 씨에서 분리한 methyl gallate의 그것

과 비교한 결과, 상호 일치성이 확인되었다(25). 그래서 화합물 1

은 methyl 3,4,5-trihydroxybenzoate (methyl gallate)로 동정되었다

(Fig. 5).

목단피에서 분리된 methyl gallate는 활성화된 대식세포로부터

생성되는 염증매개물질을 유의적으로 억제함으로써 항염증 효과

를 발현한다고 보고(26)된 바 있으며, 신나무로부터 분리된 methyl

gallate를 대상으로 세포독성과 항암활성에 관한 연구에 있어 구

강암 세포의 증식과 분화 및 전이를 억제하는 효과가 있음이 보

고된 바 있다(27). 그 외에도 methyl gallate는 붉나무 수피(28), 부

티아꽃(29), 오스베키아 향나무(30) 및 안개나무(31) 등으로부터도

항산화 활성을 발현하는 화합물로 분리·동정되기도 하였다.

화합물 2의 구조해석

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

종의 sp2 carbon proton signal (δ 7.05, 2H, s, H-2, 6)만이 관찰

되었다. 즉 화합물 1의 1H-NMR spectrum과 비교하였을 때, 화합

물 1로부터 검출되었던 methoxyl proton signal이 검출되지 않은

것 외에는 매우 유사한 경향이 관찰되었다. 그래서 이 화합물은

3,4,5-trihydroxybenzoic acid (gallic acid)일 가능성이 강하게 시사

되었다. 더욱이 화합물 2의 MS (negative) spectrum으로부터 m/z

169 [M-H]-이 관찰되어 예상 화합물의 분자량(170)과 정확히 일

치함을 확인하였다. 또한 화합물 2의 1H-NMR spectrum을 동백

꽃에서 분리된 gallic acid의 그것과 비교한 결과, 상호 일치성이

Fig. 4. DPPH radical-scavenging activity of main active fractions

obtained after silica gel column chromatography of EtOAc layer

of Canavalia gladiata MeOH extract. ■, EtOAc-fr. A; ▲, EtOAc-
fr. B; ●, EtOAc-fr. C. Values are mean±SD (n=3).

Fig. 5. Structure of compounds 1-4 and important HMBC correlations (arrows).
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확인되었다(32). 이에, 화합물 2는 3,4,5-trihydroxybenzoic acid

(gallic acid)로 동정되었다(Fig. 5).

Gallic acid는 갈산 혹은 몰식자산이라 불리며, 백작약으로부터

분리된 gallic acid는 세포내에서 산화적 스트레스에 의한 DNA의

손상을 경감시키는 효과가 우수함이 보고(33)된 바 있다. 또한 이

화합물은 도토리(34)와 산수유(35)의 항산화 활성 화합물로도 분

리된 바 있으며, 천연에 널리 존재하는 화합물이다.

화합물 3의 구조해석

화합물 3의 1H-NMR (CD
3
OD, 500MHz) spectrum으로부터 화

합물 1과 2의 1H-NMR spectra에서 관찰되었던 것과 매우 유사한

2종의 gallic acid 유래의 sp2 carbon proton signal들(δ 7.13 (2H,

s, H-2', 6'), 7.07 (2H, s, H-2'', 6''))이 관찰되었다. 또 1H-NMR

spectrum에서 1종의 anomeric proton signal (δ 5.68 (1H, d, J =

8.0 Hz, H-1))과 그 외 6H의 당 proton signal들(δ 4.55-3.53 (3H,

m, H-2~H-6))이 관찰되어 1종의 당의 존재가 추가적으로 시사되

었다. 그리고 당 유래의 proton signal들의 coupling constant (J)

값이 7.0-9.0 Hz로 검출되어 이 화합물의 당은 β-D-glucose인 것

으로 해석되었다. 그에 더하여 화합물 3의 13C-NMR (125 MHz,

CD
3
OD) spectrum으로부터 2종의 gallic acid에 귀속되는 2종의

carbonyl carbon (δ 167.1 (C-7'), 168.5 (C-7''))과 12종의 sp2 car-

bon signal들(δ 146.6-110.3)이 관찰되었으며, 당 유래의 6종의

carbon signal들(δ 96.1-64.6)이 관찰되어, 1H-NMR spectrum과 일

치성이 확인되었다(Table 1). 이상의 1D-NMR spectra로부터 화합

물 3은 2종의 gallic acid가 당과 결합한 tannin계 화합물로 시사

되었다. 화합물 3의 보다 정확한 구조 해석을 위해 HSQC 및

HMBC 등의 2D-NMR 분석을 실시하였다. HSQC spectrum에서

one-bond의 proton-carbon들 간의 correlation을 확인한 다음,

HMBC spectrum (Fig. 5, arrows)에서 long range proton-carbon

들 간의 correlation을 검토하였다. 이들 결과로부터 화합물 3의

부분구조는 2종의 gallic acid와 glucose로 구성되어 있음이 재차

확인되었다. 특히 HMBC spectrum으로부터 δ 5.68 (H-1)과 δ

167.1 (C-7') 간에 cross peak가 관찰되어 1종의 gallic acid는 glu-

cose의 1위에 ester 결합되어있음을 알 수 있었다. 또한 당의 6위

proton signal들[δ 4.55 (H-6a), 4.40 (H-6b)]과 δ 168.5 (C-7'')의

carbon signal들 간에 상관관계가 확인되어 다른 1종의 gallic acid

는 glucose의 6위에 ester 결합되어있음이 확인되었다. 그래서 화

합물 3은 1,6-di-O-galloyl β-D-glucopyranoside로 해석되었다. 더욱

이 화합물 3의 MS (positive) spectrum에서 m/z 507 [M+Na]+이

관찰되어 예상 화합물의 분자량(484)과 정확히 일치함이 확인되

었다. 또한 화합물 3의 1H-과 13C-NMR spectra는 캐롭(Ceratonia

siliqua)으로부터 분리동정된 1,6-di-O-galloyl β-D-glucopyranoside의

그것들과 정확하게 일치하였다(36). 따라서 화합물 3은 틀림없는

1,6-di-O-galloyl β-D-glucopyranoside로 동정되었다(Fig. 5). 이 화합

물은 Baseonema acuminatum 잎에서 분리되어 보고된 바 있다

(37).

화합물 4의 구조해석

화합물 4의 1H-NMR (CD
3
OD, 500 MHz) spectrum (Fig. 6)은

gallic acid 유래의 sp2 carbon proton signal (δ 7.10, 2H, s, H-

2'', 6'') 1종이 화합물 3보다 추가적으로 더 관찰된 것을 제외하고

화합물 3의 그것과 매우 유사하였다. 그래서 화합물 4는 3종의

gallic acid가 glucose에 결합된 trigalloyl 배당체 화합물인 것으로

시사되었다. 또한 13C-NMR (125MHz, CD
3
OD) spectrum (Fig.

7)으로부터 관찰된 21종의 sp2 carbon signal들(d 168.2-110.4)과 당

유래의 6종의 carbon signal들(δ 96.0-63.8)을 포함하여 총 27종의

carbon signal들이 관찰되어 1H-NMR spectrum으로부터 추정된 구

조식과 일치성이 확인되었다(Table 1). 그에 더하여 1H-1H COSY

Table 1. 1H- (500 MHz) and 13C- (125 MHz) NMR data of Compounds 3 and 4 in CD
3
OD

Position 
3 4

δ
H 
(int., mult., J in Hz) δ

C
δ
H
 (Int., Mult., J in Hz) δ

C

1 5.68 (1H, d, 8.0) 96.1 5.78 (1H, d, 8.0)  96.0

2 3.49-3.53 (1H, m, overlapped with H-3 and 4) 74.2 3.65 (1H, dd, 8.0, 9.0)  74.4

3 3.49-3.53 (1H, m, overlapped with H-2 and 4) 78.1 3.84 (1H, dd, 9.0, 9.0)  76.1

4 3.49-3.53 (1H, m, overlapped with H-2 and 3) 71.3 5.22 (1H, dd, 9.0, 9.0)  72.0 

5 3.72 (1H, m) 76.6 4.06 (1H, m)  74.6

6a
6b

4.55 (1H, dd, 12.0, 2.0)
4.40 (1H, dd, 12.0, 5.0) 

64.6
4.44 (1H, dd, 12.0, 2.0)
4.22 (1H, dd, 12.0, 5.0) 

 63.8

1' - 120.7 - 119.5

2', 6' 7.13 (2H, s) 110.7 7.15 (2H, s) 110.7

3', 5' - 146.7 - 146.8

4' - 140.6 - 141.0

7' - 167.1 - 167.1

1'' - 121.4 - 120.9

2'', 6'' 7.07 (2H, s) 110.3 7.10 (2H, s) 110.5

3'', 5'' - 146.6 - 146.7

4'' - 140.0 - 140.5

7'' - 168.5 - 167.6

1''' - 121.1

2''', 6''' 7.06 (2H, s) 110.4

3''', 5''' - 146.6

4''' - 140.2

7''' - 168.2



782 한국식품과학회지 제 45권 제 6호 (2013)

spectrum에서 당의 H-1~H-6의 proton들 간에 상호 cross peak들이

관찰되어 그 당 proton들의 일련의 연결성이 확인되었으며, 그
1H-NMR spectrum으로부터 관찰된 그들의 J 값(7.0-9.0 Hz)으로부

터 화합물 4의 당은 β-D-glucose임이 명확하게 확인되었다. 또 화

합물 4의 HMBC spectrum (Fig. 5와 6, arrows)으로부터 proton-

carbon 간의 cross peak들을 확인함으로써 화합물 4의 부분구조는

1종의 glucose에 2종의 galloyl기가 결합된 화합물 3의 구조를 취

하고 있음이 확인되었다. 그에 더하여 HMBC spectrum에서 proton

δ 5.22 (H-4)와 carbon δ 167.6 (C-7'')의 signal들 간에 상관관계가

관찰되어 다른 1종의 gallic acid가 추가적으로 glucose의 4위에

ester 결합을 형성하고 있음이 확인되었다. 또한 화합물 4의 MS

(positive) spectrum으로부터 m/z 659 [M+Na]+이 관찰되어 예상 화

합물의 분자량(636)과 정확히 일치함이 확인되었다. 따라서 화합

물 4는 최종적으로 1,4,6-tri-O-galloyl β-D-glucopyranoside로 동정

되었다(Fig. 5). 이 화합물은 라플레시아(Rafflesia kerrii) 꽃과 석

류나무(Punica granatum) 잎에서 분리되어 보고된 적이 있으나

(38,39), 작두콩에서는 처음 분리·동정되었다.

분리동정된 화합물의 DPPH radical-scavenging 활성

작두콩 MeOH 추출물의 EtOAc층으로부터 분리된 4종의 화합

물을 대상으로 시료의 농도에 따른 DPPH radical-scavenging 활

성을 평가하였다. 시료의 농도별 DPPH radical-scavenging 활성으

로부터 SC
50
 값을 구한 결과, 화합물 4 (6.9 µM)>화합물 3 (8.3

µM)>화합물 2 (10.0 µM)>화합물 1 (10.3 µM) 순으로 높게 나타

났다(Table 2). 화합물 1 (methyl gallate)을 비롯한 분리된 4종의

화합물은 대표적인 지용성 항산화 화합물로 잘 알려진 α-tocopherol

(18.3 µM)보다 더 높은 활성을 보였다. 특히 2분자와 3분자의

galloyl group을 갖는 화합물 3과 화합물 4가 1분자의 galloyl

group을 갖는 화합물 1과 2보다 더 높은 DPPH radical-scavenging

활성을 나타냈다. 이는 phenolic acid에 결합된 OH기의 수가 많

을수록 항산화 활성이 높은 경향을 보인다고 보고된 실험 결과

(40)와 일치하였다. 이에, 동일 농도를 기준으로 하였을 때, 화합

물 3과 4는 작두콩의 항산화 활성에 화합물 1과 2보다 더 높은

radical-scavenging 활성을 나타냄을 의미하는 것으로 해석할 수

있다. 또, 흥미롭게도 carboxylic acid group이 유리형인 화합물 2

가 methyl ester화된 화합물 1보다 약간 더 높은 활성을 보였다.

이는 페놀성 수산기뿐만 아니라 carboxylic acid의 수산기 또한 미

약하나마 radical scavenging에 관여함을 시사하는 결과라 판단된

다. 그리고 분리된 화합물들의 양적인 측면을 고려하여하였을

때, 작두콩 분말 5 kg의 MeOH 추출물(281.4 g)로부터 각 화합물

의 총 함량은 화합물 1 (6516.5 mg)>화합물 2 (2118.1 mg)>화합

물 3 (1554.5 mg)>화합물 4 (145.5 mg)의 순으로 존재함을 알 수

있었다. 정제 과정에서 일부 손실된 양의 비율에 차이가 있을 수

있다고 판단되나 화합물 1이 다른 화합물들의 함량에 비해 약 3-

45배 높게 함유되어 있음은 2-3분자씩의 galloyl group이 결합된

화합물 3과 4에 비해 화합물 1이 작두콩의 항산화 활성에 기여

도가 결코 낮지 않을 것임을 시사하는 바라 판단된다.

화합물 1, 2, 3은 Li 등(41)에 의해 작두콩으로부터 분리되어

보고된 바 있으나 작두콩의 항산화 활성 본체임을 밝힌 것은 본

연구 성과가 처음이며, 화합물 4 (1,4,6-tri-O-galloyl β-D-glucopyr-

anoside)는 본 연구를 통해 작두콩으로부터는 처음 분리·동정된

바 있다. 본 연구로부터 확인된 작두콩 중의 galloyl계 화합물들

은 위에서도 서술한 바와 같이 다른 종류의 다양한 식물들로부

터도 분리동정된 바 있다. 그 몇 예를 살펴보면, 안개나무 건조

중량 100 g으로부터 화합물 1과 2가 각각 1.4 mg과 3.54 mg 분리

된 바 있으며(31), 산수유 건조중량 100 g으로부터 157 mg의 화

합물 2가 얻어진 바 있다(35). 그리고 carob fiber 생체중량 100 g

으로부터 화합물 1, 2 및 3이 각각 4.1, 164, 그리고 15.7 mg씩이

각각 함유되어 있음이 확인된 바 있으며(36), Baseonema acumi-

natum 잎의 건조중량 100 g으로부터 화합물 3이 2.5 mg (37), 그

리고 라플레시아 꽃 신선중량 100 g으로부터 화합물 4가 0.2 mg

분리된 바 있다(38). 그리고 본 연구에 있어 작두콩 건조중량 100

g으로부터 화합물 1~4가 각각 130.3, 42.4, 31.1, 그리고 2.9 mg

정도씩 분리되었다. 타 식물들을 대상으로 한 기존의 결과들과

Fig. 6. 1H-NMR (500 MHz) spectra of compound 4 in CD
3
OD. *: Impurity.

Table 2. DPPH radical-scavenging activity of the isolated

compounds from Canavalia gladiata

Compounds SC
50
 (µM)

Methyl 3,4,5-trihydroxybenzoate (1) 10.3

3,4,5-Trihydroxybenzoic acid (2) 10.0

1,6-Di-O-galloyl β-D-glucopyranoside (3)  8.3

1,4,6-Tri-O-galloyl β-D-glucopyranoside (4)  6.9

α-Tocopherol 18.3
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본 연구 결과들 모두 계통적인 정량분석을 행한 것이 아니기 때

문에 정제 과정에서 손실된 양 등이 전혀 고려되어 있지 않아 정

확한 함량 비교는 곤란하다고 판단되나, 화합물 2-4는 대체로 다

른 식물들에 함유된 함량과 큰 차이를 보이지는 않는 듯하나 화

합물 1의 경우는 다른 식물들에 비해 작두콩에 있어 비교적 함

량이 높을 가능성이 있음이 시사되었다. 본 연구 결과들을 기초

로 보다 자세한 관련 연구들이 행해져 작두콩의 유용성과 응용

에 필요한 정보들이 보다 적극적으로 확보되길 기대한다.

요 약

본 연구는 항산화 활성이 뛰어난 작두콩의 메탄올 추출물을 대

상으로 극성차를 이용한 용매분획을 행하여 n-hexane층, CHCl
3

층, EtOAc층, butanol층, 그리고 H
2
O층을 얻었다. 그중 활성이 가

장 높은 EtOAc층을 대상으로 silica gel column chromatography

및 HPLC를 행하여 4종의 활성 화합물을 분리하고, MS 및 NMR

분석을 통하여 구조해석을 행하였다. 그 결과 화합물 1-4는 methyl

3,4,5-trihydroxybenzoate (methyl gallate, 화합물 1), 3,4,5-trihy-

droxybenzoic acid (gallic acid, 화합물 2), 1,6-di-O-galloyl β-D-

glucopyranoside (화합물 3), 그리고 1,4,6-tri-O-galloyl β-D-glu-

copyranoside (화합물 4)로 각각 동정되었다. 그리고 분리 화합물

들의 DPPH radical-scavenging 활성은 화합물 4>화합물 3>화합

물 2>화합물 1 순으로 평가되었다. 또 분리된 양을 기준으로 하

였을 때, 화합물 1과 2는 작두콩 중에 다른 화합물들에 비해 다

량으로 존재해있을 것으로 시사되었으며, 이들 화합물이 작두콩

의 항산화 활성에 상당부분 기여하고 있는 것으로 판단되었다.

또한 화합물 4는 본 연구를 통해 작두콩으로부터는 처음 분리·

동정되었다.
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