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Abstract: In this work, the antioxidant activity and total phe-

nolic compound content of 6 fractions of Smallanthus sonchi-

folius, Agrimonia pilosa, and Lithospermum erythrorhizon

extract were investigated. The highest total phenolic compo-

und contents of each plant extracts were obtained from n-but-

anol (13.75±0.21%) and methylene chloride (12.89±1.10%)

fractions (S. sonchifolius), ethyl acetate (19.69±1.02%) and

water (18.72±0.76%) fractions (A. pilosa), and n-butanol

(36.26±1.26%) and ethyl acetate (17.66±0.94%) fractions (L.

erythrorhizon), respectively. As a result of DPPH radical sca-

venging activity in 10 mg/mL condition, the highest activity

were obtained from n-butanol fraction of S. sonchifolius

(81.06%), ethyl acetate fraction of A. pilosa (86.32%), and n-

butanol fraction of L. erythrorhizon (82.6%), respectively. Also,

the highest reducing power was obtained same fractions as

well as DPPH adical scavenging activity. Overall, antioxidant

activity has relatively closely connected with contents of total

phenolic compounds in S. sonchifolius and L. erythrorhizon

extracts.

Keywords: Smallanthus sonchifolius, Agrimonia pilosa, Litho-

spermum erythrorhizon, Antioxidant activity, Total phenolic

compounds

1. INTRODUCTION

많은 동식물로부터 분리한 다양한 생리활성 물질에 대한 연

구가 진행되고 있다 [1,2]. 항산화 물질은 인체의 활성 산소

의 작용을 억제하고, 산화반응을 차단하여 식품의 품질저하

를 억제하는데 이용되고 있다. Ascorbic acid와 같은 천연항

산화제와 BHA 등과 같은 합성항산화제가 사용되고 있으며,

지속적으로 새로운 항산화 물질에 대한 연구개발이 진행되

고 있다 [1,2].

본 연구에서는 야콘, 선학초, 자초의 식물 추출물의 분획을

이용하여 항산화 활성을 조사하고자 하였다. 본 연구에 사용

한 야콘 (Polymania sonchifolia)은 국화과 (Compositae)의 다

년생 괴근 식물로 원산지는 남미의 안데스 산맥의 중부·고

지대이며, 국내에서는 괴산, 상주, 강화 등지에서 재배되고

있다. 야콘의 괴경에는 전분 대신 다량의 올리고당이 함유 (

수확 직후 무게의 약 10%)되어 있다. 또한 fructose, glucose,

sucrose, fructo-oligosaccharides, inulin, polyphenol 등이 다량

함유되어 있다 [3,4].

선학초(Agrimonia pilosa)는 장미과에 속하는 여러해살이

숙근초이다. 다른 이름으로 짚신나물, 황아초, 용아초, 지선

초 등으로 불리며, 국내에 널리 자생하고 있다. 약리 작용으

로는 지혈, 항암, 항산화, 소염, 지사, 강심, 혈압 상승, 비출

혈, 객혈, 토혈, 요혈, 자궁 출혈, 설사, 이질, 학질, 위암, 식도

암, 대장암, 간암, 자궁암, 방광암, 트리코모나스성 질염, 부

스럼 등이 보고되고 있으며, 주요성분으로는 agrimonin, tor-

mentic acid, agrimonolide, luteolin-7-glucoside, ellagic acid 등

이 보고되었다 [5,6]

자초 (Lithospermum erythrorhizon)는 지치과 (Boraginaceae)

에 속하는 여러해살이 숙근초이며, 주로 한국, 일본, 중국 등
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지에서 자생한다. 한방에서 항균, 해독, 피임, 동상, 화상, 양

혈, 청혈, 해열 등 다양하게 사용되었다. 알려진 주요 성분으

로는 shikonin, acetylshikonin, isobutylshikonin, isovalerylshi-

konin, lithispermic acid, lithosperman 등이 보고되고 있다

[7,8].

본 연구에 사용한 추출물의 분획은 서로 다른 유전율 (di-

electric constant, 또는 극성)을 가지는 유기용매 (n-hexane (유

전율 1.89), ethyl acetate (6.02), methyl chloride (9.08), n-but-

anol (17.8))를 사용하여 추출물을 분획하여 항산화능을 탐색

하였다 [1,9]. 본 연구에 적용한 항산화능은 DPPH (1,1-diphe-

nyl-2-picryhydrazyl) radical 소거능 측정법과 환원력 (reduc-

ing power) 측정법을 사용하여 추출물의 항산화능을 비교하

였다. 또한 항산화 활성과 총 페놀성 화합물의 함량과의 관

계를 조사하였다.

2. MATERIALS AND METHOD

2.1. 실험재료

실험에 사용한 야콘, 선학초 (경북 영천, 2014년 채집), 그리

고 자초 (경북 영주, 2014년 채집)는 백장생 (서울시 동대문구

소재)에서 구입하여 실험에 사용하였다. 추출에 사용한 유기

용매 (methanol, n-hexane, ethyl acetate, methyl chloride, n-

butanol)는 시약급을 사용하였다. 항산화 활성 실험에 사용한

DPPH, ascorbic acid, gallic acid는 Sigma-Aldrich Co. (USA)

제품을, sodium carbonate와 DMSO는 Kanto chemical (Japan),

그리고 Folin-Ciocalteau reagent는 Wako pure chmical Co.

(Japan)의 것을 사용하였다 [1,9].

2.2. 추출 및 분획

항산화 활성 측정용 시료는 다음과 같은 방법으로 얻었다.

건조된 재료 150 g에 80% methanol 2 L를 첨가한 후, shaking

incubator를 이용하여 50oC, 150 rpm의 조건으로 2일간 추출

한 후 여과지로 여과하여 추출액을 분리하였다. 다시 80%

methanol 2 L를 첨가하여 추출하는 과정을 2회 더 반복하여

전체 methanol 추출물을 얻었다. 고형물이 제거된 methanol

추출물을 evaporator를 사용하여 메탄올을 제거하였다. 메탄

올이 제거된 추출물을 methanol extract로 명명하였고, me-

thanol extract를 이용하여 각각의 유기용매 (n-hexane, ethyl

acetate, methylene chloride, n-butanol)를 사용하여 유기용매

분획을 순차적으로 얻었다. 유기용매로 분획한 후 남은 용액

은 water 분획으로 명명하였다. 분획한 각각의 유기용매 분획

은 evaporator를 이용하여 유기용매를 제거한 후 건조중량 기

준으로 일정 농도 (0.1~10 mg/mL)가 되도록 DMSO에 녹여

항산화 실험 및 페놀성 화합물 함량 측정에 사용하였다 [9].

2.3. 항산화 활성

추출물 분획의 항산화 활성은 DPPH radical 소거능과 환원력

을 측정하여 비교하였다 [1,9].

2.3.1. DPPH radical 소거능

DPPH radical 소거능 측정법은 다음과 같은 방법을 이용하여

측정하였다. 각각의 추출물 시료를 1~10 mg/mL의 농도가 되

도록 DMSO에 녹여 실험에 사용하였다. DPPH 용액은 3 mg

의 DPPH를 15 mL의 에탄올에 녹인 용액 1.5 mL, 에탄올 3

mL와 DMSO 0.5 mL를 혼합하여 제조하였다. DPPH radical

소거능은 DMSO에 녹인 시료 50 uL와 DPPH 용액을 혼합 후

상온에서 10분간 반응시켜 517 nm에서 흡광도를 측정하였

다. 대조구는 시료 대신 50 uL의 DMSO를 첨가하여 얻은 흡

광도 값을 사용하였다. DPPH의 전자공여능 (electron donat-

ing ability, EDA)은 EDA(%) = (B − A) / B × 100 (A: 시료의

흡광도, B: 대조구의 흡광도)로 계산하였다 [1,9].

2.3.2. 환원력

환원력 (Ferric reducing antioxidant power; FRAP) 측정은 0.2

mL의 시료에 0.2 mL의 200 mM sodium phosphate (pH 6.6)

와 1% potassium ferricyanide 혼합액을 혼합하여 50oC에서

20분간 반응 후, 0.2 mL의 10% trichloroacetic acid를 첨가하

여 혼합하여 원심분리 (10,000 rpm, 10분)하였다. 상등액 0.5

mL에 0.5 mL의 0.1% ferric chloride 용액을 혼합하여 700 nm

에서 흡광도를 측정하였다 [1,9].

2.4. 총 페놀성 화합물 함량

총 페놀성 화합물 함량은 Folin-Denis법을 변형하여 측정하

였다. 시료 0.1 mL에 2배 희석된 Folin-Cioalteau phenol 시약

1 mL를 혼합하여 실온에서 3분간 반응 후, Na2CO3 포화용액

1 mL를 혼합하여 실온에서 1시간 동안 반응하여 얻은 상등

액의 흡광도를 725 nm에서 측정하였다. Gallic acid를 표준물

질로 사용하였다 [1,2,9]. 총 페놀성 화합물 함량은 (분석된 페

놀성 화합물의 농도) / (분석에 사용한 추출된 분획의 농도) ×

100으로 환산한 값이다.

3. RESULTS AND DISCUSSION

3.1. 추출 및 분획

야콘, 선학초, 그리고 자초의 추출물 분획은 각각의 건조된

원재료에 80% methanol을 이용하여 얻은 추출물에서 메탄

올을 제거하여 얻은 추출물 (methanol extract)로부터 4종의

유기용매 (n-hexane, ethyl acetate, methyl chloride, n-butanol)

로 순차적으로 추출하여 분획한 후 용매를 제거하여 얻은 각

각의 분획을 일정농도로 DMSO에 녹여 실험에 사용하였다.

3.2. 총 페놀성 화합물의 함량

Table 1은 야콘, 선학초, 자초의 추출물 분획 중의 총 페놀성

화합물 함량을 Folin-Denis법을 이용하여 나타낸 것이다. 야

콘 추출물 분획의 총 페놀성 화합물의 함량은 각각 methanol

4.04±0.17%, hexane 1.81±0.03%, ethyl acetate 7.07±0.23%,

methylene chloride 12.89±1.10%, n-butanol 13.75±0.210%,
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water 1.62±0.02%로 나타났다. n-Butanol과 methylene chlo-

ride 분획에서 가장 높은 총 페놀성 화합물 함량이 측정되었

다. 선학초 추출물 분획의 총 페놀성 화합물의 함량은 각각

methanol 51.98±1.01%, hexane 11.20±0.40%, ethyl acetate

19.69±1.02%, methylene chloride 3.96±0.16%, n-butanol 8.14

±0.18%, water 18.72±0.76%로 나타났다. Ethyl acetate와 water

분획에서 가장 높은 총 페놀성 화합물 함량이 측정되었다. 자

초 추출물 분획의 총 페놀성 화합물의 함량은 각각 methanol

2.59±0.02%, hexane 12.03±0.08%, ethyl acetate 17.66±0.94%,

methylene chloride 14.22±0.67%, n-butanol 36.26±1.26%, wa-

ter 1.43±0.09%로 나타났다. n-Butanol과 ethyl acetate 분획에

서 가장 높은 총 페놀성 화합물 함량이 측정되었다. 각각의

시료 중 대부분 n-butanol, ethyl acetate, 그리고 methylene

chloride와 같이 유전율이 6.02(ethyl acetate) - 17.8(n-butanol)

정도의 유기용매 분획에서 많이 함유되어 있었다 [9].

3.3. 항산화 활성

3.3.1. DPPH radical 소거능

3종의 식물로부터 얻은 추출물 분획을 시료의 농도가 1~10

mg/mL가 되도록 DMSO에 녹여 DPPH radical 소거능을 측

정한 결과를 Fig.1에 나타내었다. 대조구로 사용한 1 mg/mL

농도의 ascorbic acid의 결과인 약 90%의 DPPH radical 소거

능 [9]과 비교한 결과, 추출물 분획 모두에서 상대적으로 낮

은 DPPH radical 소거능을 보였다. 야콘 추출물 분획의 농도

별 DPPH radical 소거능 결과 (Fig. 1(A)), 추출물 분획의 농

도가 증가할수록 DPPH radical 소거능이 증가하였다. 6가지

분획 중 n-butanol 분획에서 가장 높은 소거능을 나타내었으

며, 다음으로는 methylene chloride과 ethyl acetate 순으로 활

성을 나타내었다. Hexane 분획에서는 거의 소거능을 보이지

않았다. 가장 높은 활성을 보인 n-butanol 분획에서는 10 mg/

mL의 시료에서 81.06%의 활성을 나타낸 반면, 1 mg/mL의

농도에서는 11.38%의 소거능을 나타내었다. 김 등 [3]에 의

하면 야콘 추출물 분획 중 ethyl acetate 분획에서 가장 높은

Rancimat 항산화 지수를 보였다고 보고하였다. 그러나 강 [4]

은 야콘 추출물의 낮은 DPPH radical 소거능을 보고하였다.

선학초 추출물 분획의 농도별 DPPH radical 소거능을 조사

한 결과 (Fig. 1(B)), 추출물 분획의 농도에 따라 DPPH radical

소거능이 증가하였다. 분획 중 ethyl acetate 분획에서 가장

높은 소거능을 나타내었으나, methanol 분획과 n-butanol 분

획에서도 높은 소거능을 보였다. Hexane 분획에서는 가장

낮은 소거능 (10 mg/mL에서 23.3%)을 나타내었다. 이는 선

학초 추출물 분획의 총 페놀성 화합물 함량 결과 (Table 1)에

서 나타낸 것과 같이 분획들의 총 페놀성 화합물 함량이 높

기 때문인 것으로 판단된다. 윤 등 [5]에 의하면, 선학초 열수

추출물과 에탄올 추출물의 ethyl acetate 분획에서 가장 높은

항산화능을 보고하였다. 자초 추출물 분획의 농도별 DPPH

radical 소거능 결과를 Fig. 1(C)에 나타내었다. 추출물 분획

중 n-butanol 분획에서 가장 높은 소거능을 보였으며, 다음으

로는 ethyl acetate에서 높은 소거능을 나타내었다. 가장 높은

활성을 보인 n-butanol 분획에서는 10 mg/mL의 시료에서

82.6%의 활성을 나타낸 반면, 1 mg/mL의 농도에서는 29.5%

의 소거능을 나타내었다. 이와 비교할만한 연구로는 용규

(Solanum nigrum L.) 추출물의 경우에서는 ethyl acetate 분획

에서 가장 높은 DPPH radical 소거능을 나타내었으며, 다음

으로는 butanol과 methylene chloride의 순으로 보고하였다

[9]. 이러한 차이는 각각의 식물이 가지고 있는 항산화 물질

의 종류와 양이 다르고, 추출 용매에 따라 추출되는 항산화

물질이 다르기 때문으로 판단된다 [1,2,9].

3.3.2. 환원력

환원력은 시료 중의 추출된 물질의 종류와 농도 등에 따라

항산화 활성을 나타낸다 [1]. 환원력은 700 nm에서의 흡광도

값을 비교하며, 흡광도 값이 클수록 환원력이 크다고 판단한

다 [1,9]. 추출물 분획의 농도에 따른 환원력을 비교한 결과

를 Fig. 2에 나타내었다. 대조구로 사용가능한 ascorbic acid

의 환원력은 1 mg/mL의 농도에서는 3.000 이상의 흡광도를

나타내었으며, 0.1 mg/mL에서 1.824의 흡광도 값을 나타내

었다. 야콘 추출물 분획의 농도별 환원력을 측정한 결과 (Fig.

2(A)), 추출물 분획의 농도가 증가할수록 DPPH radical 소거

능과 같이 환원력이 증가하는 경향을 나타내었다. 6가지 분

획 중 n-butanol 분획에서 가장 높은 환원력을 나타내었으며,

ethyl acetate, methylene chloride, methanol 분획에서 비슷한

환원력을 나타내었다. DPPH radical 소거능에서는 거의 활

성을 보이지 않았던 hexane 분획에서도 일부 환원력이 측정

되었다. 가장 높은 활성을 보인 n-butanol 분획에서는 1 mg/

mL의 시료에서 2.349의 흡광도를 나타낸 반면, 0.1 mg/mL의

농도에서는 0.480의 흡광도를 나타내었다.

Fig. 2(B)에 선학초 추출물 분획의 농도별 환원력을 측정한

결과를 나타내었다. 추출물 분획의 농도가 증가할수록 야콘

과 같이 환원력이 증가하는 경향을 나타내었다. Ethyl acetate

Table 1. Contents of phenolic compounds on the fractions of Smallanthus sonchifolius, Agrimonia pilosa, and Lithospermum erythrorhi-

zon extracts

Fraction Smallanthus sonchifolius Agrimonia pilosa Lithospermum erythrorhizon

80% methanol 4.04±0.17% 18.72±0.76% 2.59±0.02%

Hexane 1.81±0.03% 3.96±0.16% 12.03±0.08%

Ethyl acetate 7.07±0.23% 51.98±1.01% 17.66±0.94%

Methylene chloride 12.89±1.10% 8.14±0.18% 14.22±0.67%

n-Butanol 13.75±0.21% 19.69±1.02% 36.26±1.26%

Water 1.62±0.02% 11.20±0.40% 1.43±0.09%
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분획에서 가장 높은 환원력을 나타내었으며, n-butanol과

methanol 분획에서 비슷한 환원력을 나타내었다. 가장 높은

활성을 보인 ethyl acetate 분획에서는 1 mg/mL의 시료에서

는 측정범위 (흡광도 3.000)를 넘어선 반면, 0.1 mg/mL의 농

도에서는 1.328의 흡광도를 나타내었다. 자초 추출물 분획의

농도별 환원력을 측정한 결과를 Fig. 2(C)에 나타내었다. 야

콘의 경우와 같이 추출물 분획 중 n-butanol 분획에서 가장

높은 환원력을 나타내었다. 다음으로는 낮은 DPPH radical

소거능 (Fig. 1(C))을 나타내었던 hexane 분획에서 높은 환원

력을 나타내었다. 이는 DPPH radical 소거능과 환원력에 작

용하는 물질이 다르거나 적용농도의 차이가 있기 때문으로

판단된다 [1,9]. 가장 높은 활성을 보인 n-butanol 분획에서는

1 mg/mL의 시료에서 시료에서는 측정범위 (3.000)를 넘어선

반면, 0.1 mg/mL의 농도에서는 1.292의 흡광도를 나타내었

다. 비교할만한 연구로 용규 (S. nigrum L.) 추출물의 환원력

실험에서 ethyl acetate 분획이 가장 높은 환원력을 나타냈으

며, methylene chloride 분획과 methanol 추출물 순으로 높게

나타났다고 보고되었다 [9].

3.3.3. 페놀성 화합물의 함량과 항산화 활성의 관계

Fig. 3에 야콘, 선학초, 자초 추출물 분획 중의 총 페놀성 화합

물의 함량과 각 시료의 항산화 활성과의 관계를 비교하여 나

타내었다. Fig. 3(A)는 야콘, 선학초, 자초 추출물 분획 중의

총 페놀성 화합물의 함량과 각 시료의 DPPH radical 소거능

과의 관계를 비교한 것이다. 전체적으로 모든 실험 추출물에

서 총 페놀성 화합물의 함량이 높을수록 DPPH radical 소거

능이 증가하는 경향을 보였다. 자초 추출물 분획에서는 총

페놀성 화합물 함량과 DPPH radical 소거능간의 선형적인

관계 (R2=0.885)가 나타났으나, 야콘 (R2=0.226)과 선학초 추

출물 분획의 경우에서는 특징적인 경향을 나타내지 못하였

다. 선학초 추출물 중에서는 비슷한 총 페놀성 화합물 함량

을 가지더라도 2배 이상의 소거능 차이를 나타내었다. 이는

용규 추출물 분획의 항산화와 총 페놀성 화합물의 함량 관계

연구에서 methyl chloride 분획 중 일부 페놀성 성분이 DPPH

radical 소거능을 적게 나타내는 것으로 보고한 것[9]과 비슷

한 결과이다.

Fig. 3(B)는 야콘, 선학초, 자초 추출물 분획 중의 총 페놀성

Fig. 1. Effect of extracts on the DPPH radical scavenging activity.

(A) Smallanthus sonchifolius, (B) Agrimonia pilosa, and (C) Litho-

spermum erythrorhizon.

Fig. 2. Effect of extracts on ferric reducing antioxidant power. (A)

Smallanthus sonchifolius, (B) Agrimonia pilosa, and (C) Lithosper-

mum erythrorhizon.
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화합물의 함량과 각 시료의 환원력과의 관계를 비교한 것이

다. Fig. 3(A)의 DPPH radical 소거능과 같이 환원력과 총 페

놀성 화합물 함량과의 관계도 선형적안 결과를 나타내었다.

환원력 실험결과에서도 선학초 추출물 분획에서는 특징적

인 경향을 나타내지 않았으며, 비슷한 총 페놀성 화합물 함

량 조건에서도 2배 이상의 환원력 차이를 나타내었다. 소리

쟁이 (Rumex crispus) 추출물 [2]과 용규 (S. nigrum L.) 추출

물 [9]의 항산화 활성과 총 페놀성 화합물의 함량은 밀접한

관계가 있다고 보고되었다. 본 연구에서 사용한 자초 추출물

은 선형적인 관계 (R2=0.917)를 보여 밀접한 관계를 보이고

있으나, 야콘 (R2=0.458)과 선학초 추출물의 경우에는 전반

적으로 비슷한 경향을 보이나, 상응하지 않는 결과를 나타내

는 분획을 확인하였다. 이는 추출물 분획 중에 다양한 항산

화 물질이 존재하는 것으로 판단되며, 추후 각 추출물 분획

의 세부적인 분리·정제를 통하여 항산화 물질의 다양성을

확인하여야 할 것으로 판단된다.

4. CONCLUSION

본 연구에서는 야콘, 선학초, 자초의 추출물 분획의 항산화

능과 총 페놀성 화합물 함량을 조사하였다. 시료 중 총 페놀

성 화합물의 함량은 야콘은 n-butanol과 methylene chloride 분

획에서, 선학초는 ethyl acetate와 water 분획에서, 그리고 자

초는 n-butanol과 ethyl acetate 분획에서 가장 높은 함량을 가

지고 있었다. 각각의 식물 추출물 분획 중 야콘은 n-butanol

분획에서, 선학초는 ethyl acetate 분획에서, 그리고 자초는 n-

butanol 분획에서 가장 높은 DPPH radical 소거능을 나타내

었다. 추출물 중 가장 높은 환원력은 DPPH radical 소거능의

결과와 비슷하게 야콘은 n-butanol 분획에서, 선학초는 ethyl

acetate 분획에서, 그리고 자초는 n-butanol 분획에서 가장 높

았다. 추출물 분획의 항산화능과 총 페놀성 화합물 함량과

관계를 조사한 결과, 자초의 경우에서는 밀접한 선형적인 관

련을 보였으나, 야콘과 선학초 추출물에서는 일부 선형적인

관계에 상응하지 않는 결과를 보였다. 위의 결과로부터 보다

심도 깊은 연구가 수행되어야 하지만, 야콘, 선학초, 자초로

부터 항산화와 관련된 식품보존제와 같은 생리활성 물질의

개발에 응용 가능성이 높다고 판단된다.
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