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감잎으로부터 면역 활성 다당의 선택 분리를 위한 간편 방법
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ABSTRACT The biological activity of polysaccharide is greatly influenced by polysaccharide structure and molecular 
distribution. Here, we developed a rapid and convenient isolation method for fractionating polysaccharides with different 
characteristics and optimized it using a polysaccharide mixture from Korean persimmon leaves. A crude polysaccharide 
mixture, persimmon leaves-enzyme (PLE) fraction, was isolated from persimmon leaves digested with pectinase and 
ethanol precipitation. The PLE fraction was further fractionated with a serially diluted ethanol solution (ethanol : de-
ionized water=4:1, 2:1, 1.5:1, 1:1, and 0.5:1) to produce 10 subfractions (five precipitate fractions labeled from PLE-4 
to PLE-0.5 and five supernatant fractions labeled from PLE-4S to PLE-0.5S). HPLC analysis indicated that PLE-4 
and -2 consisted of diverse polysaccharides, whereas PLE-1.5, -1, and -0.5 contained high molecular weight (MW) 
polysaccharides. The fractions from PLE-4 to PLE-1 were mostly composed of 13 different characteristic sugars in 
rhamnogalacturonan (RG) I and II, and the sugars contained an arabino-β-3,6-galactan moiety. However, PLE-0.5 
did not contain RG-II or β-arabino-3,6-galactan. Treatment of macrophages with fractions PLE-1.5S and PLE-1S led 
to a 10 μg/mL increase in interleukin (IL)-6 production, whereas treatment with PLE-4S and PLE-2S fractions composed 
of low MW polysaccharides resulted in reduced levels of IL-6. These results indicate that this isolation method may 
be useful for the rapid and convenient fractionation of bioactive RGs from polysaccharide mixtures with various 
properties.
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서   론

펙틴 물질(pectic materials)은 고등식물의 1차 세포벽과 

중엽에 주로 존재하는 다당류로 식물 세포벽의 구성 다당류 

중 가장 복잡한 형태로 존재하고 있다(1). 펙틴은 크게 ho-

mogalacturonan(HG), rhamnogalacturonan I(RG-I), rham-

nogalacturonan II(RG-II) 영역으로 나뉠 수 있으며, 전체 

분자의 많은 부분은 직쇄상의 HG로 구성되어 있지만 여기

에 다양한 oligosaccharide 및 polysaccharide가 고도로 

분지된 RG-I과 RG-II가 공유적으로 결합되어 있는 것으로 

보고되고 있다(2). 이들의 구조는 O'Neill 등(2)에 의해 비교

적 상세히 밝혀졌는데, RG-I의 경우 rhamnose(Rha)와 

galacturonic acid(GalA)로 구성된 이당류가 반복된 구조

([-4)-α-D-GalA-(1,2)-α-L-Rha-(1]n)로 연결된 back-

bone에 arabinan, galactan, arabinogalactan 및 oligo-

saccharide류가 주쇄의 rhamnose 4번 탄소를 경유하여 고

도로 분지된 구조를 가지고 있다(3). 또한 RG-II는 α-1,4 

결합으로 연결된 galacturonic acid를 주쇄로 하고, 여기에 

일반 다당류에서는 거의 관찰되지 않는 2-methylfucose 

(2-MeFuc), 2-methylxylose(2-MeXyl), apiose(Api), ace-

ric acid(AceA), 2-keto-3-deoxyocturosonic acid(KDO) 

및 3-deoxy-D-lyxo-2-heptulosaric acid(DHA) 등의 특

이당과 galacturonic acid(GalA), glucuronic acid(GlcA), 

rhamnose(Rha), arabinose(Ara) 등의 일반당을 구성당으

로 하는 oligosaccharide가 아주 복잡한 형태로 분지되어 

존재하고 있다(4,5). 최근 펙틴류에서 보고되고 있는 면역 

증진 활성을 포함한 대부분의 약리 활성(6)은 HG 영역에서

는 거의 보고된 바 없으나 고도로 분지된 RG-I과 특이당류가 

결합되어 있는 RG-II에서 발견되고 있으며, 미세 구조의 다

양성에 따라 생리활성에 차이가 있는 것으로 보고되어 있다
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(4,5). RG류에는 cytokine 생산 자극(7), macrophage 활성

화, NK cell 자극 활성(8,9) 등과 같은 다양한 면역 활성이 

존재함이 최근 속속 보고되고 있지만, 식품의 다양성과 비교

할 때 그 수는 아직 미미한 실정이다.

펙틴과 같이 복잡한 다당의 혼합물로부터 특정 분자량과 

생물 활성을 가진 다당을 선택적으로 분리하기 위해서는 여

러 단계의 column chromatography, ultrafiltration 등을 

필수적으로 거쳐야 하며(10), 다당이 용해되어 있는 용출 

용매 중에 존재하는 염류 및 저분자 물질을 제거할 목적으로 

투석 또는 탈염과정이 요구되는 등 많은 전처리 과정을 거쳐

야 한다(11). 이처럼 추출 혼합물로부터 다당을 분리･정제

하는 과정은 복잡하고 많은 시간이 소요되며, 최종 조제물의 

단가를 상승시키는 등의 문제점을 가지고 있어 이를 다루는 

연구자들이나 산업적 생산자들에게 큰 부담이 되고 있는 실

정이다.

감(persimmon, Diospyros kaki Thumb)은 우리나라를 

비롯한 동북아시아에서 널리 재배되어 왔으며, 그 과실은 

생과와 건시 형태로, 감잎은 차 형태로 많이 이용되고 있다. 

특히 최근 들어 감잎 중에는 항산화 및 아토피성 피부염 개

선 효과(12), 체지방 감량 및 지질대사 조절 효과(13), 항고

혈압 및 혈관 이완(14) 등의 우수한 생리활성이 보고된 바 

있으며, 위암 세포주에 대한 항암 효과(15), 돌연변이 유발 

억제 및 암세포 증식 억제 효과(16) 등이 보고되기도 하였

다. 하지만 감잎의 생리활성에 대한 연구는 대부분 플라보노

이드나 탄닌을 대상으로 진행되어 왔으며, 감잎에 존재하는 

다당류가 갖는 기능성에 관한 연구는 극히 미진한 실정이다. 

따라서 본 연구에서는 현재 농가에서 대부분 폐기 처리되

고 있는 농산부산물인 감잎을 이용, 기능성 다당류를 개발하

기 위한 기초연구로 감잎을 식품용 pectinase로 처리하여 

얻어진 감잎의 효소분해물로부터 면역 활성 다당체인 RG-I 

및 RG-II를 신속 분리하기 위한 분획법을 개발하였다. 또한 

이들로부터 얻어진 각각의 다당 획분에 대한 화학 특성 및 

면역 활성을 확인함으로써 분리법의 효율성을 검정하고 산

업적 응용 가능성을 타진하고자 하였다. 

재료 및 방법

재료

본 실험에서 사용한 감잎(persimmon leaves)은 2012년 

경남 거창군에서 생산되어 건조된 감잎을 구입하여 건조시

켜 분말화한 후 실험재료로 사용하였다.

감잎으로부터 면역 활성 다당의 분리 및 정제

감잎으로부터 다당을 분리하기 위하여 감잎 건조분말 

100 g을 20배 부피의 증류수에 현탁하고 시판 식품용 pec-

tinase인 Rapidase C80MAX(Vision Co., Seongnam, Ko-

rea)를 가하여(분말의 1%(w/w) 첨가) 50°C에서 약 3일간 

처리하였다. Pectinase 가수분해물은 6,000 rpm에서 20분

간 원심분리 하여 상등액을 회수하고, 여기에 4배(v/v) 부피

의 95% ethanol을 가하여 24시간 교반하면서 다당을 침전

시켰다. 이때 발생한 침전물은 소량의 증류수에 용해시킨 

후 동결 건조하여 효소 처리 조다당 획분 PLE를 얻었다. 

효소 처리 조다당 시료에 증류수와 에탄올이 1:4로 혼합된 

알코올 용액을 가하여 현탁하고 stirring 처리한 후 원심분

리에 의해 침전물과 상등액을 분리하였으며, 이때 회수된 

침전은 동일 부피의 해당 알코올용액을 가하여 2회 세척을 

반복하고 각 침전물과 상등액을 회수하였다. 이때 침전에는 

증류수와 에탄올이 1:2로 혼합된 알코올 용액을 가하여 현

탁하고 stirring 처리한 후 원심분리에 의해 침전물과 상등

액을 분리하였으며, 2회 세척을 반복하여 각 침전물과 상등

액을 회수하였다. 이후 침전은 Fig. 1에 제시된 바와 같이 

일정한 비율로 혼합된 농도별 알코올용액(DIW : EtOH, v/v, 

1:1.5, 1:1, 1:0.5)을 이용, 위와 동일한 방법으로 연속 세척

하여 각 처리용매별 12개의 용매 분획물인 침전물(PLE-4, 

PLE-2, PLE-1.5, PLE-1, PLE-0.5)과 상등액(PLE-4S, 

PLE-2S, PLE-1.5S, PLE-1S, PLE-0.5S) 획분을 얻었으

며 이를 동결 건조하여 실험에 사용하였다(Fig. 1).

일반 분석 방법

중성당 함량은 galactose(Gal)를 표준물질로 하여 phe-

nol- sulfuric acid법(17)으로, 산성당 함량은 galacturonic 

acid를 표준물질로 하여 m-hydroxybiphenyl법(18)으로, 

단백질 함량은 표준물질로 bovine serum albumin을 사용

하여 Bradford법(19)으로, KDO의 신속한 정량을 위해서는 

thiobarbituric acid(TBA) 비색정량법(20)을 실험실 여건

에 맞게 변형하여 사용하였다. 한편 분자량 및 정제도 측정

에 사용한 HPLC는 Superdex 75 GL(GE Healthcare Bio- 

Sciences, Uppsala, Sweden) column을 장착한 HPLC 

1260 Infinity(Agilent Technologies, Santa Clara, CA, 

USA)를 사용하여 50 mM ammonium formate(pH 5.5)를 

용매로 0.5 mL/min으로 용출하였으며 refractive index 

detector(Agilent Technologies)로 검출하였다. 정제 다당

의 분자량은 standard pullulans(P-100, 50, 20, 10 및 5; 

Showa Denko Co., Tokyo, Japan)를 표준물질로 하여 얻

어진 표준곡선과 비교하여 측정하였다. 구성당 분석은 다당 

시료를 2 M trifluoroacetic acid(TFA)로 121°C에서 1.5시

간 가수분해 한 후, 각각 alditol acetate 유도체로 전환시킨 

다음 GC로 분석하였다. GC 분석은 SP-2380 capillary col-

umn(0.2 mm film, 0.25 mm i.d.×30 m, Supelco, Belle-

fonte, PA, USA)이 장착된 GC ACME 6000 series(Young- 

Lin Co., Anyang, Korea)를 이용하였으며 표준 온도조건

[60°C(1 min), 60°C→220°C(30°C/min), 220°C(12min), 

220°C→250°C(8°C/min), 250°C(15 min)]에서 분석을 실

시하였다. 구성당의 mole%는 peak의 면적비, flame ion-

ization detector에 대한 반응계수 및 각 구성당의 alditol 

acetate 유도체의 분자량으로부터 계산하였다(21).
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  Persimmon leaves
－Pectinase treatment (pH 5.0, 50°C, 3 days)
－Enzyme inactivation (100°C, 15 min)
－Centrifugation

     Supernatant Precipitates
－80% EtOH precipitation
－Centrifugation
－Lyophilization

Crude polysaccharide (PLE)
－Washing with [DIW : EtOH=1:4] solution

   Precipitate (PLE-4)      Supernatant (PLE-4S)
－Washing with [DIW : EtOH=1:2] solution

   Precipitate (PLE-2)      Supernatant (PLE-2S)
－Washing with [DIW : EtOH=1:1.5] solution

   Precipitate (PLE-1.5)      Supernatant (PLE-1.5S)
－Washing with [DIW : EtOH=1:1] solution

   Precipitate (PLE-1)      Supernatant (PLE-1S)
－Washing with [DIW : EtOH=1:0.5] solution

   Precipitate (PLE-0.5)      Supernatant (PLE-0.5S)

Fig. 1. Purification scheme of bioactive polysaccharides from the pectinase digests of persimmon leaves by ethanol-fractionation 
method.

β-Glucosyl Yariv reagent와의 반응성

β-Arabino-3,6-galactan의 존재를 확인하기 위한 β- 

Glucosyl Yariv reagent(Biosupplies, Parkville, Austra-

lia)와의 반응성 검토는 van Holst와 Clarke(22)의 방법에 

따라 single adial 젤 확산법으로 측정하였다. β-Glucosyl 

Yariv reagent 10 μg/mL를 함유한 0.15 M NaCl agarose 

평판을 조제하고 직경 2.5 mm의 well을 만들어 표준물질인 

gum arabic 5 μg을 함유한 용액을 well에 각각 주입하였다. 

이 평판을 습윤상자 내에서 상온, 15시간 정치 분산시킨 후 

생성된 침전환을 관찰하여 β-arabino-3,6-galactan의 존

재 유무를 관찰하였다.

실험동물

Macrophage 활성 측정을 위해 사용된 실험동물은 BALB/ 

c(6주령, 자성)로 새론바이오(Gyeonggi-do, Korea)에서 

구입하여 일주일간 적응을 거친 후 실험에 사용하였다. 사육 

조건은 23±3°C, 습도 55~70%였으며, 물과 사료(Cargill 

Agri Purina Inc., Minneapolis, MN, USA)는 자유 급식 형

태로 스트레스를 받지 않도록 주의하여 사육하였다. 인공조

명 아래에 1일 12시간씩 명암을 교대하였으며, 경기대학교 

동물윤리위원회의 승인(2012-05)을 거쳐 규정에 따라 진

행하였다. 

Macrophage로부터 IL-6 생산능 측정

BALB/c mouse의 복강에 5% thioglycollate medium 

(Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO, USA)을 1 mL 주입하

고 96시간 내에 유도된 macrophage를 회수한 후 PBS로 

2~3회 세척한 다음 세포수를 2.5×105 cells/well로 조정하

여 96 well plate에 100 μL씩 분주하였다. 이를 37°C의 5% 

CO2 incubator에서 2시간 동안 배양하여 macrophage 

monolayer를 형성시키고 상등액을 제거한 후 미부착 mac-

rophage를 10% FBS(fetal bovine serum)가 첨가된 MEM 

(minimum essential medium; Welgene, Daegu, Korea) 

배지를 이용하여 3회 세척하였다. 여기에 10% FBS(Wel-

gene)가 첨가된 MEM 배지를 각 well당 100 μL씩 분주하

고, 다양한 농도로 희석된 시료를 100 μL씩 첨가하여 37°C, 

5% CO2 incubator에서 24시간 배양하였다. Macrophage

에 의해 유도 분비된 배양 상등액 중의 cytokine(IL-6)의 

함량 분석은 ELISA set(BD Biosciences, San Diego, CA, 

USA)를 이용, 제조사의 지침에 따라 분석하였다.

통계처리

실험 결과는 IBM SPSS Statistics 21(IBM Co., Armonk, 

NY, USA)을 이용하여 통계처리 하였으며 모든 측정 항목에 

대한 평균(mean)과 표준편차(standard deviation, SD)로 

나타내었다. 시료 간 및 처리농도 간 유의적인 차이는 P< 
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Table 1. Chemical properties of PLE-precipitate polysaccharide fractions obtained by ethanol-fractionation method using ethanol
from enzyme digests of persimmon leaves

          Sample PLE PLE-4 PLE-2 PLE-1.5 PLE-1 PLE-0.5
Chemical composition (%)
Neutral sugar
Uronic acid
Protein
KDO-like material1)

49.5±2.4
37.7±1.2
11.7±1.8
 1.1±0.1

47.6±0.6
38.2±1.1
12.8±2.4
 1.4±0.1

46.6±0.9
39.2±1.1
12.9±0.9
 1.3±0.0

44.8±0.3
49.4±0.9
 4.6±0.8
 1.2±0.1

43.6±0.6
45.3±3.8
 9.9±0.6
 1.1±0.1

38.4±0.6
60.8±1.3
 0.6±0.9
 0.2±0.1

Component sugar2) (Mole (%)3))
2-Methylfucose
Rhamnose
Fucose
2-Methylxylose
Arabinose
Apiose+Xylose
Acetic acid
Mannose
Galactose
Glucose
Galacturonic acid+Glucuronic acid

 0.9±0.1
 9.8±0.3
 1.0±0.0
 0.9±0.1
10.1±0.0
 3.6±0.1
 0.9±0.8
 1.3±0.1
16.7±0.2
 4.2±0.0
37.7±1.2

 0.9±0.1
11.1±0.5
 1.0±0.1
 0.9±0.1
 9.3±0.7
 3.4±0.2
 0.9±1.1
 1.5±0.1
15.4±0.7
 3.2±0.0
38.2±1.1

 0.9±0.0
 9.0±0.2
 1.1±0.0
 1.0±0.0
 9.4±0.1
 3.4±0.1
 0.9±1.0
 1.1±0.1
16.7±0.2
 3.0±0.2
39.2±1.1

 1.0±0.0
 8.4±0.1
 1.1±0.1
 1.1±0.0
 9.2±0.5
 3.3±0.1
 1.1±0.7
 0.9±0.1
16.2±0.3
 2.5±0.1
49.4±0.9

 1.1±0.1
 9.6±0.7
 1.3±0.1
 1.1±0.1
 8.0±0.9
 3.4±0.4
 1.1±1.4
 0.7±0.2
15.2±1.0
 2.0±0.3
45.3±3.8

 0.7±0.1
 9.8±0.0
 1.7±0.0
 0.7±0.0
 6.5±0.5
 4.3±0.2
 0.7±1.1
 0.5±0.2
11.3±0.1
 2.2±0.2
60.8±1.3

1)KDO means 2-keto-3-deoxy-D-manno-octulosonic acid.
2)Component sugar were analyzed using alditol acetates derivative method.
3)Mole% was calculated from the detected total carbohydrate.

0.05 수준에서 Duncan's multiple range test 일원배치 분

산분석으로 실시하였다.

 

결과 및 고찰

감잎으로부터 다당의 분리 및 정제

일반적으로 천연물을 물로 추출한 뒤 고농도의 에탄올 용

액을 첨가하면 용해도 차이에 의해 침전되는 성분을 분리할 

수 있는데, 이 침전물의 주성분으로는 다당류 및 단백다당류

와 같은 고분자 물질이 함유되어 있는 것으로 보고되고 있다

(23,24). 펙틴류는 수용성으로 열수에 의해 추출이 용이하

고 이를 pectinase로 가수분해 하면 HG 영역이 제거되며 

RG-I 및 RG-II의 혼합물을 분리할 수 있는데(23), 이는 

pectinase 효소 처리에 의해 펙틴 물질이 가수분해 되어 저

분자화되면 에탄올에 의해 침전되지 않으며, pectinase에 

의해 저항성을 갖는 다당들만이 침전된 결과라 할 수 있다. 

따라서 저자 등은 농도가 상이한 알코올용액을 이용하면 생

물 활성과 분자량이 상이한 다당 획분 조제가 가능할 것으로 

판단하고, 다당 혼합물을 대상으로 특정 성질의 다당 획분을 

신속 분리하기 위한 알코올 용매 분리법을 개발하였다. 즉 

감잎에 시판 식품용 상업 pectinase인 Rapidase C80MAX

를 처리하여 얻은 상등액에 80% ethanol을 처리, 침전물을 

동결 건조하여 다당의 혼합물 PLE를 얻었다. 

이후 PLE는 증류수와 ethanol이 1:4 비율로 혼합된 알코

올용액(DIW : EtOH, v/v, 1:4)을 가하여 현탁한 후 원심분

리(2,000 rpm, 10 min) 하여 침전물과 상등액을 분리하였

으며, 이때 회수된 침전은 동일 부피의 해당 알코올용액을 

가하여 2회 세척을 반복하고 각각 침전물과 상등액을 회수

하여 침전물 획분을 PLE-4, 상등액 획분을 PLE-4S로 명명

하였다. DIW : EtOH=1:4 처리에서 얻어진 침전물 획분 

PLE-4는 Fig. 1에 나타난 바와 같이 DIW : EtOH=1:2 용액

에 현탁, 용해한 후 동일 처리를 거쳐 PLE-2, PLE-2S 획분

을 얻었으며, 이상과 같이 DIW : EtOH=1:1.5, 1:1, 1:0.5의 

알코올용액을 이용한 연속적인 용매 분획에 의해 각 용매에

서의 침전물 획분(PLE-1.5, PLE-1, PLE-0.5)과 상등액 

획분(PLE-1.5S, PLE-1S, PLE-0.5S)을 각각 획득하였다.

감잎 용매 분리 획분의 화학적 특성

감잎에 용매 분리법으로 얻어진 침전 및 상등액 획분에 

대한 화학적 특성 및 구성당 조성을 확인하기 위해 alditol 

acetate법으로 유도체화 시킨 후 GC를 이용하여 분석하였

다. Table 1과 2에 나타난 바와 같이 PLE-4부터 PLE-0.5S

까지 11종의 시료에서 총 13종의 구성당이 서로 다른 비율

로 검출되었으며 Rha, Ara, Gal가 높은 비율로 검출되었다. 

또한 이들 획분에는 2-MeFuc, 2-MeXyl, Api, AceA 및 

KDO 등이 검출되었는데, 이들은 RG-II 다당에서만 관찰되

는 지표 물질(4,5)로 알려져 있으므로 본 획분들에 RG-II 

다당이 들어 있음을 추정할 수 있었다. 한편 PLE-1S에는 

RG-II 지표 구성당들이 가장 높은 비율로 검출되어 본 분리 

방법에 의해 RG-II가 풍부한 획분을 조제할 경우, 앞서 언급

한 바와 같이 PLE-1S를 회수하면 가능할 것으로 판단된다. 

또한 RG-I이 풍부한 다당을 회수하는 데 용이할 것으로 판

단된 PLE-0.5 획분의 경우, 비록 RG-II의 지표 구성당이 

검출되었지만 RG-I에 풍부한 Rha, Ara, Gal 및 GalA가 높

은 비율로 검출됨으로써 본 용매 분리법이 RG-I 분리에 유

효함을 추정할 수 있었다(Table 1).
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Table 2. Chemical properties of PLE-supernatant polysaccharide fractions obtained by ethanol-fractionation method using ethanol 
from enzyme digests of persimmon leaves

          Sample PLE-4S PLE-2S PLE-1.5S PLE-1S PLE-0.5S
Chemical composition (%)
Neutral sugar
Uronic acid
Protein
KDO-like material1)

63.9±1.5
30.4±0.2
 4.6±0.8
 1.0±0.1

49.4±0.7
31.7±0.5
18.1±0.9
 0.9±0.1

44.8±1.5
28.4±0.4
25.5±1.2
 1.3±0.0

48.0±1.0
29.3±0.9
21.4±0.7
 1.3±0.1

49.3±0.2
44.2±0.7
 5.4±0.8
 1.0±0.2

Component sugar2) (Mole (%)3))
2-Methylfucose
Rhamnose
Fucose
2-Methylxylose
Arabinose
Apiose+Xylose
Acetic acid
Mannose
Galactose
Glucose
Galacturonic acid+Glucuronic acid

 0.0±0.1
 7.9±0.3
 0.3±0.0
 0.0±0.0
27.1±1.2
 1.7±0.1
 0.0±0.4
 1.7±0.3
10.9±0.5
14.3±0.5
30.4±0.2

 0.1±0.2
13.9±0.4
 0.6±0.0
 0.1±0.2
 7.7±0.2
 3.0±0.1
 0.1±0.7
 3.3±0.1
11.1±1.1
 9.5±0.6
31.7±0.5

 0.4±0.0
 9.6±0.2
 0.7±0.0
 0.5±0.0
 8.7±0.5
 3.3±0.0
 0.4±0.7
 2.6±0.2
11.6±0.5
 7.0±0.4
28.4±0.4

 1.1±0.1
 9.6±1.2
 0.9±0.0
 1.1±0.1
10.8±0.9
 3.3±0.4
 1.5±0.8
 1.3±0.2
15.0±2.3
 3.4±0.5
29.3±0.9

 0.9±0.0
 8.8±0.4
 1.3±0.0
 1.0±0.0
 9.2±0.5
 4.3±0.2
 0.9±1.8
 1.0±0.1
19.4±0.2
 2.5±0.3
44.2±0.7

1)KDO means 2-keto-3-deoxy-D-manno-octulosonic acid.
2)Component sugar were analyzed using alditol acetates derivative method.
3)Mole% was calculated from the detected total carbohydrate.

Fig. 2. Molecular-weight patterns of the polysaccharide fractions 
obtained by ethanol-fractionation method from the pectinase-di-
gests of persimmon leaves. Each polysaccharide fraction was 
analyzed by HPLC equipped with Superdex 75 GL column, and 
molecular weight calculated from the pullulan as a standard.

감잎 용매 분리 획분의 분자량 측정

감잎 효소 처리물 PLE로부터 용매 분리법에 의해 얻어진 

각 획분의 분자량 분포 및 순도 여부를 확인하기 위해 

Superdex 75 GL column이 장착된 HPLC를 이용하여 elu-

tion pattern을 확인한 결과(Fig. 2), EtOH의 농도가 줄어들

수록 침전물 획분에서는 저분자 물질이 제거되는 경향을 보

였으며, 반대로 상등액 획분에서는 저분자 물질에서 고분자

물질 쪽으로 다당이 회수되는 경향을 보였다. 이때 표준물질

(pullulan series)을 이용하여 분자량별 용출 경향을 확인한 

결과, PLE에 존재하였던 분자량 1,000 Da 미만의 저분자 

물질은 DIW : EtOH=1:1.5 처리에 의해 거의 완전한 수준으

로 제거됨을 확인할 수 있었다. 또한 PLE-1 획분에서 분자

량 10 kDa의 peak(RG-II로 추정)가 급격히 소실되고 반대

로 PLE-1S에서는 증가되는 결과로부터 동 처리를 행하여 

상등액을 취한 경우 RG-II의 분자량 10 kDa peak가 거의 

소실됨과 함께 분자량 수만 Da 이상으로 추정되는 peak가 

main peak로 관찰(tailing 존재)됨으로써 DIW : EtOH=1:1 

처리를 행할 경우 분자량이 높은 RG-I 다당이 풍부한 획분

을 조제할 수 있음을 확인할 수 있었으며, PLE-0.5 획분에

서는 RG-I으로 추정되는 peak가 주다당으로 관찰됨으로써 

DIW : EtOH=1:0.5 처리를 행할 경우 거의 순수하게 RG-I 

다당을 회수할 수 있음을 확인하였다. 따라서 본 용매 분리

법을 감잎 효소 처리물에 적용할 경우, 특히 PLE-1S에서 

회수할 경우 RG-II가 풍부한 획분을, PLE-0.5에서 회수할 

경우 RG-I이 풍부한 시료를 빠르게 얻을 수 있으며, 많은 

시설과 시간이 요구되는 column chromatography나 한외

여과 등을 거치지 않고도 특정 다당을 회수할 수 있음을 확

인할 수 있었다.

감잎 용매 분리 획분과 β-glucosyl Yariv reagent와의 

반응성 검토

RG-I의 경우 RG-II 및 HG와 함께 공유적으로 결합되어 

펙틴 물질을 구성하고 있다고 알려져 있으며, RG-I에는 

rhamnogalacturonan 주쇄에 arabinan, galactan 및 ara-

binogalactan이 측쇄로 복잡하게 뻗어져 나가있는 구조로 

존재하고 이들 구조는 RG-I의 특징적 측쇄로 인정되고 있으
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Fig. 3. Single radial gel diffusion (A) and reactivity (B) between
β-glucosyl Yariv reagent and the polysaccharide fractions ob-
tained by ethanol-fractionation method from the pectinase-di-
gests of persimmon leaves. β-Glucosyl Yariv reagent has specif-
ic binding affinity to β-arabino-3,6-galactan. The result was cal-
culated to relative β-arabino-3,6-galactan (percent) against gum
arabic as a positive reference. Means with different letters (a-j)
indicate significant differences at P<0.05 by Duncan's multiple
range test.
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Fig. 4. Effect of the polysaccharide fractions obtained by etha-
nol-fractionation method on IL-6 production by murine peri-
toneal macrophages. Peritoneal macrophages (2.5×105/well) were 
cultured with various concentrations of samples for 24 h, and 
then concentration of IL-6 in the cultured medium was deter-
mined by ELISA. Lipopolysaccharide (LPS) was used as the PC 
(positive control, ■) at 5 μg/mL, and only media was used as 
the NC (negative control, □). Means with different letters (a-e) 
indicate significant differences at P<0.05 by Duncan's multiple 
range test.

며, 많은 연구에서 각종 생리활성이 높다고 보고된 다당 영

역이다(25). 용매 분리법에 의해 얻어진 감잎 효소 처리 다

당 획분의 구성당 분석 결과에서 arabinose와 galactose가 

높은 비율로 존재하고 있다는 사실로부터 이들 다당 획분에 

arabinogalactan 측쇄의 함량이 높게 존재할 가능성이 판단

되었으므로 이를 확인하기 위해 β-glucosyl Yariv reagent

와의 반응성을 검토하였다. β-glucosyl Yariv reagent는 

arabinogalactan 중 type II형의 β-arabino-3,6-galactan

과 특이적으로 반응하여 적색 침전을 형성하는 것으로 알려

져 있는데(26), 이는 다당과 특이적으로 반응하는 유일한 

발색 시약으로 알려져 있으므로 이를 이용하여 single radi-

al 젤 확산을 시행함으로써 β-arabino-3,6-galactan의 존

재를 확인하고자 하였다. 그 결과 Fig. 3에 나타난 바와 같이 

표준 β-arabino-3,6-galactan인 gum arabic은 농도별로 

침전환이 증가하는 양상을 보여주었으며, PLE 침전물 시료

의 경우 PLE-4부터 PLE-1.5까지 의존적으로 침전환이 증

가하다가 PLE-1에서 약간 감소하였고, 특히 PLE-0.5 획분

에서는 침전환이 급격히 소실되었다. 한편 PLE 상등액 시료

의 경우 PLE-4S부터 PLE-1.5S까지는 침전환이 거의 관찰

되지 않았으나 PLE-1S에서 급격히 큰 침전환을 형성하였

으며 PLE-0.5에서 약간 감소하는 경향을 보였다. 이러한 

사실은 DIW : EtOH 비율이 1:1 이하로 처리하고 상등액을 

회수할 경우 β-arabino-3,6-galactan 측쇄 부분을 함유한 

RG-I 다당을 얻을 수 있으며, PLE-0.5 침전물에서는 이들

이 대부분 제거된 RG-I 함유 다당이 회수 가능함을 알 수 

있었다.
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      Persimmon leaves
－Pectinase treatment (pH 5.0, 50°C, 3 days)
－Enzyme inactivation (100°C, 15 min)
－Centrifugation

     Supernatant Precipitates
－80% EtOH precipitation
－Centrifugation
－Lyophilization

  Crude polysaccharide (PLE)
－Washing with [DIW : EtOH=1:1] solution

Precipitate (PLE-1) Supernatant (PLE-1S)
－Washing with [DIW : EtOH=1:0.5] solution RG-II rich fraction

  Precipitate (PLE-0.5) Supernatant (PLE-0.5S)
RG-I without 

β-arabino-3,6-galactan
RG-I with

β-arabino-3,6-galactan

Fig. 5. Newly developed ethanol-fractionation method for the isolation of immuno-stimulating polysaccharides from the pectinase
digests of persimmon leaves. RG means rhamnogalacturonan.

감잎 용매 분리 획분의 macrophage 자극에 의한 cyto-

kine 생산 활성 측정

Macrophage는 세균이나 이물질을 탐식, 제거하는 과정

에서 여러 가지 cytokine를 분비하여 면역 현상을 조절하고 

항원에 대한 면역작용의 중추적인 역할을 하는 세포로서 항

원 제시와 림프구의 비특이적인 면역작용에 관계하며, 종양

세포에 대해서는 직접적인 상해 활성을 나타낸다(27,28). 

Macrophage에서 분비되는 cytokine인 IL-6는 외부 침입

인자에 의한 인체 감염 시 면역반응을 촉진시키는 역할을 

한다. IL-6와 같은 proinflammatory cytokine의 분비는 감

염에 의한 숙주의 생존 및 손상된 조직의 복구에 필수적이라

고 알려져 있으며(29), IL-6는 IL-1과 협동적으로 작용하여 

T 세포와 B 세포의 분화에 관여하고 항암 효과가 있다고 

보고되고 있다(30). 이전 실험에서 감잎 유래의 효소 처리 

다당은 macrophage를 자극하여 cytokine 생산을 촉진시키

는 것으로 확인된 바(31), 용매 분리법에 의해 얻어진 시료

들에 대해 이를 재확인하는 실험을 행하였다. 용매 분리 과

정에서 얻어진 PLE 침전시료들은 Fig. 4에 나타난 바와 같

이 활성이 높은 RG-I 및 RG-II 또는 RG-I만을 함유하고 

있어 농도와 무관하게 높은 IL-6 생산 증진 효과를 보인 

반면, PLE 상등액 시료들의 경우 주로 저분자 물질이 농축

되어 있는 PLE-4S 및 PLE-2S에서는 상대적으로 낮은 활

성을 보였다. 하지만 RG-II가 분리되어 나오기 시작하는 

PLE-1.5S와 PLE-1S에서는 높은 IL-6 생산량을 보였고, 

RG-I이 풍부하게 함유된 PLE-0.5S에서는 주로 분리된 처

리 농도와 무관하게 높은 활성을 보였다. 

감잎 조다당으로부터 특정 면역 활성 다당의 선택적 조제

이상의 결과는 Fig. 5에 종합한 바와 같이 감잎 유래 다당 

혼합물로부터 면역 활성이 우수한 RG-II가 풍부한 다당의 

분리를 위해선 PLE-1S를 조제하면 가능하며 고면역 활성

의 RG-I 다당을 회수하기 위해선 DIW : EtOH=1:0.5 용매

로 세척하여 이 중 침전획분인 PLE-0.5는 β-arabino-3, 

6-galactan이 제거된 RG-I 획분으로, 상등액 획분인 PLE- 

0.5S는 β-arabino-3,6-galactan이 함유된 RG-I 획분으로 

이용하면 가능할 것으로 판단된다. 

따라서 본 실험에서 제안된 에탄올을 이용한 다당의 용매 

분리법은 다당 혼합물로부터 화학 특성 및 생물 활성이 상이

한 특정 다당만을 선택적으로 정제 또는 농축함에 있어 유효

하며, 이를 이용할 경우 장시간의 시일과 복잡한 장비 및 

비용이 소요되었던 다당의 선택분리 공정(column chro-

matography, 한외여과, 투석 등)을 대체하여 효율적이고 신

속한 분리 및 높은 수율과 저렴한 생산가 등 산업적 생산 

요구에 만족하는 신공정으로 이용 가능하다고 최종 확인할 

수 있었다.

요   약

다당이 갖는 각종 생물 활성은 그 구조의 특성 및 분자량 

분포에 의해 달라지므로 특정 다당을 분리하기 위한 정제 

과정은 다당 연구에 있어 필수적으로 요청된다. 본 연구에서

는 서로 다른 특성을 소유한 다당을 분획하기 위한 간편하고 

신속한 분리법을 개발하기 위해 한국산 감잎으로부터 조제

한 다당 혼합물을 이용, 본 분리법을 최적화하였다. 감잎은 

pectinase 처리 후 에탄올 침전법을 통해 조다당 획분인 
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PLE로 조제되었으며, PLE는 재차 농도별로 연속 희석된 

에탄올 용액(EtOH : DIW=4:1, 2:1, 1.5:1, 1:1 및 0.5:1)을 

이용하여 총 10개 획분(5개 침전물 획분: PLE-4~PLE- 

0.5, 5개 상등액 획분: PLE-4S~PLE-0.5S)으로 분획하였

다. HPLC 분석 결과 PLE-4, PLE-2 획분은 저분자와 고분

자 획분이 혼합된 다당이, PLE-1.5~0.5 획분에는 고분자 

다당이 주로 검출되었다. 또한 PLE-4~PLE-1 획분은 구성

당 분석 결과 RG(rhamnogalacturonan)-I과 RG-II 다당의 

지표 구성당인 총 13종의 서로 다른 당으로 구성되어 있음

이 확인되었으며, β-arabino-3,6-galactan 잔기를 함유하

고 있는 것으로 확인되었다. 하지만 PLE-0.5 획분에서는 

RG-II 및 β-arabino-3,6-galactan 잔기를 함유하고 있지 

않았다. 한편 PLE-1.5S~PLE-1S 획분을 처리한 마우스 복

강 대식세포에서는 농도 의존적인 IL-6의 생산 증가가 관찰

된 반면, 저분자 다당으로 구성된 PLE-4S 및 PLE-2S 획분

에서는 활성이 매우 낮음이 확인되었다. 이상의 결과로부터 

본 분리 방법이 다양한 특성을 갖는 다당의 혼합물로부터 

생물 활성을 갖는 RG류를 신속하고 간편하게 분리하는 데 

있어 유용한 방법임을 확인할 수 있었다.
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