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요  약

본 연구는 꾸지뽕나무 열매에서 분리 및 정제한 isoflavonoid 성분에 대하여 Ultra Performance Liquid Chromatography

(UPLC)을 이용하여 분석법을 개발하고 검증하고자 하였다. 꾸지뽕나무 열매를 methanol로 추출하여 n-hexane, ethyl 

acetate, 물 순으로 분액 후, ethyl acetate 추출물을 silica gel 컬럼과 sephadex LH-20 컬럼을 사용하여 4종의 

isoflavonoid들을 분리하였다. 분리한 4종의 isoflavonoid들은 기기분석(UV-Vis spectroscopy, ESI-MS, 
1
H NMR, 

13
C 

NMR)을 통하여 alpinumisoflavone, 6,8-diprenyl orobol, 6,8-diprenyl genistein, 4ʹ-O-methylalpinumisoflavone으로 확인 

및 동정하였다. 이 성분들을 2% acetic acid 용액(용매 A)과 2% acetic acid가 함유된 MeOH 용액(용매 B)을 기울기 

이동상으로 하여 C18 컬럼이 장착된 UPLC로 분석하였다. 분석 조건은 ICH (International Conference on Harmonisation) 

가이드라인에 기술된 선택성, 직선성, 정량한계, 검출한계, 정확성 및 정밀성을 측정하여 분석법의 타당성을 검증하였

다. 또한 검증한 분석방법을 이용하여 꾸지뽕나무 열매의 채취시기별 함량을 조사하였다. 그 결과, 미숙과는 7월과 8월

에 각 성분의 함량이 증가하였다가 9월에는 감소하였고, 성숙과의 경우 9월 미숙과 보다 각 성분들이 전반적으로 많이 

함유되어 있었다.

ABSTRACT

 In this study, an analytical method to evaluate the quality of isoflavonoid compounds purified and isolated from the 

fruits of Cudrania tricuspidata was developed and validated using Ultra Performance Liquid Chromatography (UPLC). 

The fruits of C. tricuspidata were extracted with methanol and further fractioned with n-hexane, ethyl acetate and 

water. The resulting ethyl acetate extract separated into four isoflavonoid compounds by a combination of silica gel 
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1. 서  론

꾸지뽕나무(Cudrania tricuspidata)는 뽕나무과

(Moraceae)에 속하며 동아시아 전역에 널리 분포되

어 있는 낙엽 소교목 또는 관목이다. 꾸지뽕나무 잎

과 열매는 식품원료로써 사용가능하고 한방에서는 

잎, 열매, 줄기 등이 약용으로 사용하고 있으며 민간

에서는 암 치료를 위해 사용하고 있다(Choi 등, 

2012; Jung 등, 2013; Koh 등, 2014; Kim 등, 2014). 

꾸지뽕나무 열매의 methanol (MeOH) 및 ethanol 

(EtOH) 추출물에서는 polyphenol과 flavonoid들의 함

량이 높고 항산화 활성이 좋다고 보고된 바 있으며

(Youn과 Kim, 2012; Choi 등, 2009), Seo 등(2013)은 

발효된 꾸지뽕나무 열매에서 추출한 polyphenol이 

면역 증강 효과가 있다고 보고하였다. 꾸지뽕나무 열

매의 methylene chloride 추출물은 뇌에서 mono-

amine의 산화를 억제하는 효과가 있으며, 이와 관련

된 12가지의 prenyl 및 benzyl flavonoid들이 분리 및 

동정되었다(Xiang 등, 2005; Xiang 등, 2009). 또한 

Jeong 등(2010)은 꾸지뽕나무 열매가 산화 스트레스

에 의한 세포독성을 억제하는 효과가 있다고 보고하

였으며, Lee 등(2015)은 꾸지뽕나무 열매에서 추출

한 6,8-diprenyl orobol이 동맥경화억제, 간 보호작용, 

항염증 등의 활성이 있다고 보고하였다. 이처럼 다

양한 활성을 가진 것으로 나타난 꾸지뽕나무는 최근 

꾸지뽕 열매 음료, 꾸지뽕 잎 차 등이 개발되어 시

판되는 등 기능성식품으로 개발이 진행되고 있다

(Kim, 2012). 

한편, 식품 류의 isoflavonoid 화합물의 분석은 기

본적으로 알코올을 이용하여 추출한 다음 acetic acid

를 함유한 물과 acetonitrile을 기울기 이동상으로 사

용한 HPLC 분석법(Mauricio 등, 2003; Radka 등, 

2007) 또는 acetic acid를 함유한 물과 MeOH를 기울

기 이동상으로 사용한 HPLC 분석법(Qizhen 등, 

2001; Mauricio 등, 2005)이 사용되고 있다. 상기한 

분석법은 일부 조건을 변형하고 검증되어 건강기

능식품공전에 soybean isoflavonoids의 함량기준에 

관한 규정으로 사용되고 있다. 또한 Association of 

Official Agricultural Chemists (AOAC)나 미국약전

(The United States Pharmacopeial, USP) 표준제조

기준(Monograph method)에서도 기본적으로 차이가 

없다(AOAC, 2008; USP, 2011). 그러나 이들은 모두 

콩류를 사용한 식품을 기준으로 한 규정으로, 꾸지뽕

나무 열매에 대한 함량기준에 관한 규정은 없기 때

문에 건강기능식품으로 개발하기 어려운 실정이며, 

함량기준에 관한 규정을 만들기 위해서는 함량분석

법의 개발 및 검증이 반드시 필요하다. 따라서 본 연

구는 우리나라 전국각지에서 재배되며 민간에서 약

용으로 사용하고 있으나 꾸지뽕나무 열매의 성분 

함량기준에 관한 규정이 없는 점에 착안하여 주성분

인 isoflavonoid 성분을 분리 동정하고, UPLC-PDA

를 이용 다성분 함량분석을 실시하여 꾸지뽕나무 열

매에 대한 성분 분석방법을 개발하고 검증한 후, 시

기별 함량을 조사하여 가이드라인을 설정하는데 목

and sephadex LH-20 column chromatography. The structures of the compounds were elucidated as alpinumisoflavone,

6,8-diprenyl genistein, 6,8-diprenyl orobol, 4ʹ-O-methylalpinumisoflavone by various techniques such as UV-Vis, 

ESI-MS, 
1
H NMR and 

13
C NMR spectroscopy. Finally, a method to characterize the compounds was developed by

using the UPLC equipped with a C18 column and a gradient mobile phase system consisting of 2% acetic acid in water 

(solvent A) and 2% acetic acid in methanol (solvent B). The developed method was validated with the parameters such

as selectivity, linearity, limit of detection, limit of quantitation, accuracy, and precision, which are defined by the ICH

(International Conference on Harmonization). Using the validated method, the compounds in the fruits harvested in 

different months were also quantitatively analyzed. We propose this approach this approach can readily be utilized as 

an efficient evaluation method to quantify the extracts of C. tricuspidata.

Keywords : Cudrania tricuspidata, alpinumisoflavone, 6,8-diprenyl genistein, 6,8-diprenyl orobol, 4ʹ-O-methyl-

alpinumisoflavone, ultra performance liquid chromatography, validation
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적이 있다. 

2. 재료 및 방법

2.1. 공시재료 및 시약

본 실험에서 물질 분리에 사용한 꾸지뽕나무(C. 

tricuspidata) 열매는 2013년 9월 함평꾸지뽕나무 영

농조합 농장(전북 함평군 학교면 죽정리)에서 채취하

였다. 시기별 함량 조사에 사용한 꾸지뽕나무 열매는 

전남 함평에서 각각 2014년 6, 7, 8, 9월에 15일 ± 5

일을 전후하여 채취하였다. 6월∼8월의 꾸지뽕나무 

열매는 모두 미숙과이고, 9월에는 미숙과와 성숙과

를 각각 구분하여 채취한 열매를 시료로 사용하였다.

함량분석법 개발을 위해 표준물질로 사용한 alpi-

numisoflavone (95%), 6,8-diprenyl genistein (95%), 

6,8-diprenyl orobol (95%), 4ʹ-O-methylalpinumiso-

flavone (95%)은 한국한방산업진흥원 천연물 물질은

행에서 구입하여 사용하였다. 추출에 사용된 발효주

정(95.1∼96.9%)은 에스에스팜 주식회사에서 구입하

였다. 분획, 정제 및 UPLC 분석에서 사용한 MeOH, 

n-hexan, ethyl acetate (EtOAc), methylene chloride 

(CH2Cl2), glacial acetic acid은 HPLC 등급의 

J.T.Baker (USA)제품을 사용하였고, water는 Fisher 

Science (USA)제품을 사용하였다. 

2.2. 추출 및 용매분획

채취한 꾸지뽕나무 열매(10.7 kg)는 40℃에서 건

조기로 72시간 건조한 후, 여기서 얻어진 꾸지뽕나

무 열매는 MeOH을 사용하여 실온에서 72시간 동안 

침적시켜 추출하였다. 얻어진 추출물(630.95 g)은 40℃

에서 진공농축기로 농축한 후, 물질 분리용 시료로 

사용하였다. 열매추출물은 증류수에 현탁 시킨 후 

n-hexane (48.43 g), EtOAc (27.83 g) 및 증류수를 사

용하여 순차적으로 용매분획 하였다. 

2.3. 물질분리

물질분리를 위해 상기의 EtOAc 가용부(27.83 g)로

부터 용출용매를 CH2Cl2 : MeOH을 사용한 silica 

gel column으로 분획한 후, 박층크로마토그래피

Scheme 1. The column chromatography flow-chart for separation and isolation of 4 isoflavonoid compounds 

from EtOAc extracts of fruits of C. tricuspidata.
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(Thin Chromatograhpy, TLC)로 확인하여 6개의 분획물

(TH1-4-1-TH-1-4-6)로 나누었다. 다시 분획물 TH1-4-3 

(9.68 g)으로부터 n-hexane : EtOAc를 용출용매로 사

용한 silica gel column을 이용하여 분획한 후, TLC

로 확인하여 7개의 분획물(TH1-10-1-TH-1-10-7)로 나

누었으며, 다시 분획물(TH1-10-2)와 분획물(TH1-10-3)

으로부터 Sephadex LH-20 등을 이용하여 각각 화합

물들을 분리⋅정제하였다(Scheme 1).

2.4. 기기분석

분리된 화합물들은 UV-Vis spectroscopy (Optizen 

pop, Korea), ESI-MS (Waters Q-TOF micromass 

spectroscopy, USA) 및 1H⋅
13C NMR spectroscopy 

(Varian 500 MHz, USA) 등의 기기를 사용하여 구조

를 동정하였다.

2.4.1. 화합물 1 (alpinumisoflavone)

Yellow needle. ESI-MS m/z 337 [M+H]+. UV λmax 

281 nm.

1H NMR (500 MHz, CDCl3): δ 13.1 (1H, s, 

5-OH), 7.81 (1H, s, H-2), 7.35 (2H, d, J = 8.6 Hz, 

H-2ʹ, H-6ʹ), 6.84 (2H, d, J = 8.6 Hz, H-3ʹ, H-5ʹ), 

6.72 (1H, d, J = 10.0 Hz, H-4ʹʹ), 6.34 (1H, s, H-8), 

5.63 (1H, d, J = 10.0 Hz, H-3ʹʹ), 1.47 (6H, s, H-5ʹʹ, 

H-6ʹʹ, -CH3). 

13C NMR (125 MHz, CDCl3): δ 181.1 (C-4), 

159.7 (C-7), 157.4 (C-9), 157.0 (C-5), 156.2 (C-4ʹ), 

152.8 (C-2), 130.4 (C-2ʹ, C-6ʹ), 128.3 (C-3ʹʹ), 123.7 

(C-3), 122.8 (C-1ʹ), 115.8 (C-3ʹ, C-5ʹ), 115.6 (C-4ʹʹ), 

106.2 (C-10), 105.6 (C-6), 95.0 (C-8), 78.2 (C-2ʹʹ), 

28.4 (C-5ʹʹ, C-6ʹʹ-CH3).

2.4.2. 화합물 2 (6,8-diprenyl orobol)

Yellow needle. ESI-MS m/z 423 [M+H]+, 421 

[M-H]-. UV λmax 272 nm.

1H NMR (500 MHz, CDCl3): δ 13.1 (1H, s, 

5-OH), 7.87 (1H, s, H-2), 6.95 (1H, d, J = 1.1 Hz, 

H-2ʹ), 6.80 (1H, d, J = 8.1 Hz, H-5ʹ), 6.73 (1H, dd, 

J = 8.1, 1.1 Hz, H-6ʹ), 5.23 (1H, m, H-2ʹʹ), 5.21 

(1H, m, H-2ʹʹʹ), 3.45, (2H, m, H-1ʹʹ), 3.43 (2H, m, 

H-1ʹʹʹ), 1.83 (3H, s, H-4ʹʹ), 1.82 (3H, d, J = 0.9 Hz, 

H-5ʹʹʹ), 1.75 (3H, s, H-5ʹʹ), 1.73 (3H, d, J = 0.9 Hz, 

H-4ʹʹʹ). 

13C NMR (125 MHz, CDCl3): δ 181.9 (C-4), 

163.6 (C-9), 160.0 (C-7), 157.4 (C-5), 153.4 (C-2), 

144.8 (C-4ʹ), 144.1 (C-3ʹ), 135.6 (C-3ʹʹ), 134.5 (C-3ʹʹʹ), 

123.6 (C-3), 122.8 (C-1ʹ), 121.5 (C-2ʹʹʹ), 121.4 (C-6ʹ), 

121.4 (C-2ʹʹ), 116.6 (C-2ʹ), 115.6 (C-5ʹ), 110.6 

(C-6), 105.8 (C-10), 105.7 (C-8), 26.0 (C-5ʹʹ), 25.9 

(C-4ʹʹʹ), 21.8 (C-1ʹʹ), 21.8 (C-1ʹʹʹ), 18.1 (C-4ʹʹ), 18.0 

(C-5ʹʹʹ).

2.4.3. 화합물 3 (6,8-diprenyl genistein)

Yellow needle. ESI-MS m/z 407 [M+H]+, 405 

[M-H]-. UV λmax 270 nm.

1H NMR (500 MHz, CDCl3): δ 13.1 (1H, s, 

5-OH), 7.82 (1H, s, H-2), 7.26 (2H, d, J = 8.5 Hz, 

H-2ʹ, H-6ʹ), 6.77 (2H, d, J = 8.5 Hz, H-3ʹ, H-5ʹ), 

5.18 (1H, m, H-2ʹʹ), 5.14 (1H, m, H-2ʹʹʹ), 3.40 (2H, 

m, H-1ʹʹ), 1.76 (3H, d, J = 1.1 Hz, H-4ʹʹ), 1.75 (3H, 

d, J = 0.7 Hz, H-5ʹʹʹ), 1.69 (3H, d, J = 1.1 Hz, H-5ʹʹ), 

1.66, (3H, d, J = 0.7 Hz, H-4ʹʹʹ).

13C NMR (125 MHz, CDCl3): δ 181.6 (C-4), 

159.7 (C-7), 157.6 (C-5), 156.6 (C-4ʹ), 153.5 (C-9), 

152.8 (C-2), 135.6 (C-3ʹʹ), 134.2 (C-3ʹʹʹ), 130.4 (C-2ʹ, 

C-6ʹ), 123.4 (C-3), 122.7 (C-1ʹ), 121.7 (C-2ʹʹʹ), 

121.4 (C-2ʹʹ), 115.8 (C-3ʹ, C-5ʹ), 110.4 (C-6), 105.9 

(C-10), 105.4 (C-8), 26.0 (C-5ʹʹ), 25.9(C-4ʹʹʹ), 21.8 

(C-1ʹʹ), 21.8 (C -1ʹʹʹ), 18.1 (C-5ʹʹʹ), 18.0 (C-4ʹʹ), 

2.4.4. 화합물 4 (4ʹ-O-methylalpinumisoflavone)

Yellow needle. ESI-MS m/z 351 [M+H]+, 349 

[M-H]-. UV λmax 282 nm.

1H NMR (500 MHz, CDCl3): δ 13.2 (1H, s, 

5-OH), 7.82 (1H, s, H-2), 7.45 (2H, d, J = 8.6 Hz, 

H-3ʹ, H-5ʹ), 6.73 (1H, d, J = 10.1 Hz, H-4ʹʹ), 6.33 

(1H, s, H-8), 5.62 (H, d, J = 10.1 Hz, H-3ʹʹ), 3.84 
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(3H, s, H-4ʹ, -OCH3), 1.47 (6H, s, H-5ʹʹ, H-6ʹʹ-CH3). 

13C NMR (125 MHz, CDCl3): δ 181.0 (C-4), 159.9 

(C-4ʹ), 159.7 (C-7), 157.3 (C-9), 157.1 (C-5), 152.6 

(C-2), 130.3 (C-2ʹ, C-6ʹ), 128.3 (C-3ʹʹ), 123.6 (C-3), 

123.1 (C-1ʹ), 115.6 (C-4ʹʹ), 114.2 (C-3ʹ, C-5ʹ), 106.2 

(C-10), 105.7 (C-6), 95.0 (C-8), 78.2 (C-2ʹʹ), 55.5 

(C-4ʹ, -OCH3), 28.4 (C-5ʹʹ, C-6ʹʹ, -CH3). 

2.5. UPLC 분석

추출조건은 식약처에서 발간한 건강기능식품 개발

자를 위한 기능성 원료 표준화 지침서(Korea Food 

& Drug Administration, 2008)를 바탕으로 추출용매

별, 추출시간별, 추출횟수 및 건조방법을 각각 실험하

여 추출 수율이 높은 방법으로 추출 조건을 설정하였

고, 정량 분석을 위한 시료의 전처리 및 UPLC 분석 

조건은 건강기능식품공전 3-54 분석방법을 변형하여 

사용하였다(Korea Food & Drug Administration, 

2014). 

2.5.1. 표준물질의 조제

표준물질로 사용한 alpinumisoflavone, 6,8-diprenyl 

orobol, 6,8-diprenyl genistein, 4ʹ-O-methylalpinumiso-

flavone 2.0 mg을 정밀히 측정하고 10 mℓ부피플라

스크에 넣은 다음 MeOH을 가하여 완전히 녹인 후 

이를 표준원액으로 사용하였다. 표준원액은 MeOH

을 사용하여 각각 200, 100, 50, 25, 12.5 µg/mℓ로 

희석하여 표준용액으로 사용하였다. 

2.5.2. 시험용액의 조제

동결 건조한 꾸지뽕나무 열매 10 g을 50% 주정 

100 mℓ를 사용하여 상온에서 24시간 침적시켜 추출

하였다. 추출물은 Whatman No. 6 여과지를 사용하

여 여과한 다음, 회전 진공농축기로 40℃에서 농축

하여 조추출물을 제조하였다. 제조된 조추출물은 동

결건조기로 건조 후 지표성분 함량 분석시료로 사용

하였으며, 각 실험은 3회 반복하였다. 

50 mℓ conical 시험관에 꾸지뽕나무 열매 조추출

물 200 mg와 80% MeOH 10 mℓ를 넣은 후 vortex 

mix로 5분간 교반하고, 1시간 동안 초음파 추출을 

실시하였다. 추출용액은 원심분리기에서 10분간 

3000 rpm으로 원심 분리한 다음 상등액을 0.2 µm 

멤브레인 필터로 여과하고, 그 여과액을 검액으로 사

용하였다.

2.5.3. UPLC 분석 조건

표준물질과 꾸지뽕나무 열매 추출물의 분석은 

Photodiode Array (PDA) detector가 장착된 Waters 

Acquity I-class UPLC system (Waters, USA)을 사용

하여 분석하였다. 컬럼은 Waters Acquity C18 col-

umn (1.7 µm, 150 × 2.1 mm, USA)을 사용하였고 

컬럼 온도는 40℃를 유지하였다. 이동상은 0.25 mℓ/min

의 유속으로 2% acetic acid 용액(용매 A)과 2% 

acetic acid가 함유된 MeOH 용액(용매 B)을 20 : 80 

의 비율로 시작하여 6분, 14 : 86 → 7분, 0 : 100, 1분 

유지 → 9분, 20 : 80, 3분 유지의 비율로 12분간 용매

비율을 변화시켜 사용하였다. 시료 주입량은 2 µℓ이

었고, PDA 검출기는 UV 270 nm에서 측정하였다. 

각 isoflavone의 함량은 식 (1)을 사용하여 계산하

였다. 

Isoflavone 함량(µg/g) = A × (B / S) × P ······ (1)

 A : 시료의 농도(µg/mℓ)

 B : 시험용액의 전량(mℓ)

 S : 시료채취량(g)

 P : 표준품의 순도

2.5.4. UPLC를 이용한 분석법 검증(validation)

꾸지뽕나무 열매 추출물에서 분리한 4가지 주성

분을 지표로 하여 분석법을 설정하고 International 

Conference on Harmonisation (ICH, 2005) 가이드라

인을 기준으로 분석법을 검증하였다. 4가지 표준

물질을 농도별로 반복측정하여 특이성(specificity), 

직선성(linearity), 검출한계(limit of detection, LOD), 

정량한계(limit of quantitation, LOQ), 정확성(accuracy) 

및 정밀성(precision)을 측정하여 분석법을 검증하

였다.

특이성(specificity)은 4가지 표준물질을 혼합하였
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을 경우 피크가 확실하게 분리되어 나타나는 것으로 

확인하였다. 

직선성(linearity)은 각 농도별 표준물질을 3회 

반복측정한 것을 이용하여 검량선 식과 상관계수

(correlation coefficient, R2)를 구하여 직선성을 확인

하였다. 

LOD와 LOQ는 표준용액을 단계별로 3회 반복 측

정한 평균값으로 검량선 식을 구하고, y절편의 표준

편차와 기울기를 사용하여 식 (2), (3)에 따라 계산하

였다.

LOD = 3.3 × σ / S ··········································· (2)

LOQ = 10 × σ / S ············································ (3)

 σ: y절편의 표준편차

 S : 검량선의 기울기

정확성(accuracy)은 일정농도의 표준물질을 3회 반

복 측정하여 UPLC 크로마토그램에서 표준물질 피크

면적의 결과로 회수율과 상대표준편차(relative stand-

ard deviation, RSD%)를 확인하여 측정하였다. 

정밀성(precision)은 반복성(repeatability)과 실험실

내 정밀성(intermediate precision)으로 확인하였다. 

반복성은 확립된 분석방법에서 시행한 최저 시험농

도(25 µg/ mℓ)의 100%에 해당하는 농도(50 µg/ mℓ)

로 표준용액을 조제하여 3회 반복 측정하고 이에 따

른 결과를 RSD%로 확인하였다. 실험실 내 정밀성은 

다른 실험자가 각각 4개의 표준용액을 조제한 후 3

회 반복 측정하고 이에 따른 결과를 RSD%로 확인

하였다. 

3. 결과 및 고찰

3.1 물질의 분리 및 구조동정

3.1.1. 화합물 1

화합물 1은 노란색 침상결정체로 분리되었으며, 

질량분석기(ESI-MS)로 측정한 결과 positive 분자이

온 피크가 m/z 337 [M + H]+을 나타냈다. UV 측정

에서 λmax 281 nm에서 최대 파장을 나타냈다. 

화합물 1의 1H NMR에서 δH 13.1의 위치에 sin-

glet로 나타나는 isoflavone 골격의 C-5위치에 분자간 

수소결합(intramolecular hydrogen-bonded)에 기인된 

OH기의 존재를 확인할 수 있었다. 13C NMR에서의 

δC 157.0의 시그날은 C-5위의 탄소에 귀속하였다. 

또한 δH 7.35 (2H, d, H-2ʹ, H-6ʹ)와 δH 6.84 (2H, d, 

H-3ʹ, H-5ʹ)의 4H의 해당하는 수소에 나타난 2개의 

doublet 시그날(J = 8.6 Hz)은 전형적인 1-, 4-, 2-치

환 벤젠핵의 존재를 나타내고 있다. δH 1.47에 나타

난 6H에 해당하는 시그날은 분자구조 내에 2개의 메

틸기(H-5ʹʹ, H-6ʹʹ)에서 기인하는 것을 확인할 수 있

었다. 또한 화합물 1의 13C NMR에서 δC 156.2은 

C-4ʹ, 130.4은 C-2ʹ, C-6ʹ, 그리고 δC 115.8은 C-3ʹ, 

C-5ʹ의 탄소에 각각 귀속하였다. 이상의 기기분석 결

과와 문헌 등을 비교한 결과, 화합물 1은 isoflavone 

골격의 화합물에 C-6, C-7 위에 지환구조가 결합한 

alpinumisoflavone으로 구조동정 하였다(Uddin 등, 

2011; Fig. 1).

3.1.2. 화합물 2

화합물 2는 노란색 침상결정체로 분리되었으며, 

질량분석기(Mass spectrometry)로 측정한 결과 pos-

itive 분자이온 피크가 m/z 423 [M+H]+, negative 분

자이온 피크가 m/z 421 [M-H]-를 각각 나타냈다. UV 

측정에서 λmax 272 nm에서 최대 파장을 나타냈다. 

화합물 2의 1H NMR에서 δH 6.95 (1H, d, H-2ʹ), 

6.80 (1H, d, H-5ʹ), 6.73 (1H, dd, 1.1 Hz, H-6ʹ)의 

3H의 해당하는 수소에 나타난 2개의 doublet와 1개

의 double doublet (J = 8.1, 1.1 Hz) 시그날은 전형적

인 1-, 3-, 4-, 3치환 벤젠핵의 존재를 나타내고 있다. 

δH 5.23 (1H, m), 3.43 (2H, m), 1.83 (3H, s), 1.75 

(3H, s)와 δH 5.21 (1H, m), 3.45, (2H, m), 1.82 (3H, 

d). 1.73 (3H, d)을 통해서 2개의 3-methylbut-3-enyl 

(prenyl) group이 존재함을 확인할 수 있었다. 또한 

화합물 2의 13C NMR에서 δC 144.8는 C-4ʹ, 144.1는 

C-3ʹ 및 116.6는 C-2ʹ의 탄소, 그리고 2개의 prenyl 

group가 결합한 δC 110.6는 C-6, δC 105.7는 C-8 위

의 탄소에 각각 귀속하였다. 이상의 기기분석 결과와 

문헌 등을 비교하여 화합물 2는 C-6 위와 C-8 위에 
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2개의 prenyl group이 결합한 6,8-diprenyl orobol으

로 구조동정 하였다(Uddin 등, 2011; Fig. 1).

3.1.3. 화합물 3

화합물 3은 노란색 침상결정체로 분리되었으며, 

질량분석기(ESI-MS)로 측정한 결과 positive 분자이

온 피크가 m/z 407 [M+H]+, negative 분자이온이 m/z 

405 [M-H]-를 각각 나타냈다. UV 측정에서 λmax 270 

nm 최대 파장을 나타냈다.

화합물 3의 1H NMR의 δH 7.26 (2H, d)와 δH 6.77 

(2H, d)의 4H에 상당하는 수소에 나타난 2개의 dou-

blet (J = 8.5 Hz) 시그날은 전형적인 1-, 4-, 2치환 

벤젠핵의 존재와 δH 5.18 (1H, m), 5.14 (1H, m), 

3.40 (2H, m), 1.76 (3H, d, J = 1.1 Hz), 1.75 (3H, d, 

J = 0.7 Hz), 1.69 (3H, d, J = 1.1 Hz), 1.66 (3H, d, 

J = 0.7 Hz)의 시그날들은 화합물 3의 분자구조에 

결합한 2개의 prenyl기에 유래하는 프로톤에 각각 기

인한다. 또한 화합물 3의 13C NMR에서 2개의 prenyl 

group가 결합한 δC 110.4는 C-6, δC 105.4는 C-8 위

의 탄소에 각각 귀속하였다. 이상의 기기분석 결과와 

문헌 등을 비교하여 화합물 3은 C-6, C-8 위의 탄소

에 2개의 prenyl기가 부분구조로 결합된 6,8-diprenyl 

genistein으로 구조동정 하였다(Uddin 등, 2011; 

Fig. 1).

3.1.4 화합물 4

화합물 4는 노란색 침상결정체로 분리 되었으며, 

질량분석기(ESI-MS)로 측정한 결과 positive 분자이

온이 m/z 351[M+H]+, negative 분자이온이 m/z 349 

[M-H]-를 각각 나타냈다. UV 측정에서는 λmax 282 

nm에서 최대 파장을 나타냈다.

화합물 4의 1H NMR에서 δH 3.84 (3H, s, H-4ʹ)의 

singlet 시그날은 전형적인 메톡실기(-OCH3)에 유래

하는 프로톤에 귀속하였으며, δH 1.47의 나타나는 

6H에 해당하는 singlet 시그날은 메틸기(-CH3)에 유

래하는 것으로 확인할 수 있었다. 화합물 4의 13C 

NMR에서는 δC 181.0은 C-4, δC 157.1은 C-5, δC 

123.6은 C-3 위의 탄소에 각각 귀속하였다. 또한 δC 

55.5는 C-4ʹ 위의 메톡실기, δC 28.4은 C-5ʹʹ, C-6ʹʹ 

위의 메틸기에 기인하는 탄소임을 확인 하였다. 이상

(1) (2)

(3) (4)

Fig. 1. Structures of 4 isoflavonoids. The isoflavonoids are (1) alpinumisoflavone, (2) 4ʹ-O-methylalpinumiso-

flavone, (3) 6,8-diprenyl genistein, (4) 6,8-diprenyl orobol.
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의 기기분석 결과와 문헌 등을 비교하여 화합물 4는 

C-4ʹ 위에 메톡실기가 결합한 4ʹ-O-methylalpinumiso-

flavone로 확인 및 구조동정 하였다(Uddin 등, 2011; 

Fig. 1).

3.2. UPLC를 이용한 분석법 검증(validation)

3.2.1. 특이성

Alpinumisoflavone, 6,8-diprenyl orobol, 6,8-diprenyl 

genistein, 4ʹ-O-methylalpinumisoflavone을 혼합한 표

준용액 분석 결과, 성분들의 머무름 시간은 각각 Rt. 

3.59, 3.88, 4.98, 5.57분에 나타남으로써 명확하게 분

리되었으므로 그 특이성을 확인하였다(Fig. 2).

12.5∼200 µg/mℓ 범위의 표준용액을 각각 3회 반

복하여 분석한 다음 검량선 식을 산출하였고, 그 결

과 검량선 상관계수가 0.999 이상의 직선성을 보였다

(Table 1).

본 분석방법에 의한 LOD와 LOQ는 상술한 식 (2)

와 (3)에 의하여 결정하였으며 그 결과, alpinumiso-

flavone은 각각 2.89 µg/mℓ, 8.77 µg/mℓ, 6,8-di-

prenyl orobol은 각각 1.27 µg/mℓ, 3.84 µg/mℓ, 

6,8-diprenyl genistein은 각각 0.84 µg/mℓ, 2.54 

µg/mℓ, 4ʹ-O-methylalpinumisoflavone은 각각 0.86 

µg/mℓ, 2.61 µg/mℓ의 농도에서 유효한 측정이 가능

한 것으로 나타났다(Table 2).

본 분석방법의 정확성을 확인하기 위해 25, 50, 

100 µg/mℓ 농도에 대하여 3회 반복 실험하였으며, 

검량선 식에 의해 구해진 값과 주입한 실제 값

(참값)을 비교한 회수율(Recovery)을 계산하였다. 그 

결과, alpinumisoflavone은 100.01 ± 0.79%, 6,8-di-

prenyl orobol은 97.10 ± 1.10%, 6,8-diprenyl genis-

tein은 99.90 ± 0.32%, 4ʹ-O-methylalpinumisoflavone

은 98.69 ± 0.67%의 회수율을 보였고 RSD는 전체적

으로 3%를 넘지 않는 정확성을 보였다.

본 분석방법의 반복성을 확인하기 위하여 표준물

질 50 µg/mℓ의 농도에 대하여 3회 반복 실험을 실

시하였고, 실험실 내 정밀성을 확인하기 위하여 실험

자를 변경하여 표준물질 50 µg/mℓ의 농도로 제조, 

Standard Linear range (µg/mℓ) Slope Intercept
Correlation 

coefficient (R2)

alpinumisoflavone 12.5∼200 42987 -41929 1.0000

6,8-diprenyl orobol 12.5∼200 33146 -79712 0.9997

6,8-diprenyl genistein 12.5∼200 45217 -29455 1.0000

4ʹ-O-methylalpinumisoflavone 12.5∼200 44682 -39243 1.0000

Table 1. Linearity of preservatives and correlation coefficients of standard compounds

Standard LOD (µg/mℓ) LOQ (µg/mℓ)

alpinumisoflavone 2.89 8.77

6,8-diprenyl orobol 1.27 3.84

6,8-diprenyl genistein 0.84 2.54

4ʹ-O-methylalpinumisoflavone 0.86 2.61

Table 2. LOD and LOQ of standard compounds

Fig. 2. UPLC chromatogram of standard compounds.
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3회 반복 실험을 하였다. 그 결과, alpinumisoflavone

은 0.34 RSD%, 6,8-diprenyl orobol은 0.69 RSD%, 

6,8-diprenyl genistein은 0.71 RSD%, 4ʹ-O-methyl-

alpinumisoflavone은 0.17 RSD%의 반복성을 나타내

었고(Table 4), 실험실 내 정밀성은 alpinumiso-

flavone이 0.23 RSD%, 6,8-diprenyl orobol이 0.30 

RSD%, 6,8-diprenyl genistein이  0.18 RSD%, 

4ʹ-O-methylalpinumisoflavone이 0.90 RSD%의 정밀

성을 보였다(Table 5).

3.3. 확립된 분석법을 이용한 시기별 꾸지

뽕나무 열매 추출물의 함량분석

전라남도 함평에서 재배된 꾸지뽕나무 열매의 시

기별 alpinumisoflavone, 6,8-diprenyl orobol, 6,8-di-

prenyl genistein 및 4ʹ-O-methylalpinumisoflavone의 

Conc. (µg/mℓ)
Peak area (µV*sec)

alpinumisoflavone 6,8-diprenyl orobol 6,8-diprenyl genistein 4ʹ-O-methylalpinumisoflavone

50

1 2087529 2219243 2219243 2145457

2 2098041 2250838 2250838 2139310

3 2101249 2237367 2237367 2145926

Mean 2095606 1508474 2235816 2143564

SD 7176 10370 15854 3692

RSD* (%) 0.34 0.69 0.71 0.17

* Relative standard deviation

Table 4. Repeatability of analytical results about 50 µg/mℓof standard compounds

Standard Injected conc. (µg/mℓ) Observed conc. (µg/mℓ) Recovery (%) RSD* (%)

alpinumisoflavone

 25 25.16 ± 0.32 100.62 ± 1.27 1.27

 50 49.73 ± 0.17 99.45 ± 0.33 0.34

100 99.92 ± 0.77 99.92 ± 0.77 0.77

Total 100.01 ± 0.79

6,8-diprenyl orobol

 25 24.41 ± 0.03 97.64 ± 0.14 0.12

 50 47.91 ± 0.31 95.83 ± 0.63 0.65

100 97.82 ± 2.53 97.82 ± 2.53 2.59

Total 97.10 ± 1.10

6,8-diprenyl genistein

 25 24.92 ± 0.04 99.68 ± 0.16 0.16

 50 50.10 ± 0.35 100.20 ± 0.70 0.70

100 99.82 ± 0.08 99.82 ± 0.08 0.08

Total 99.90 ± 0.32

4ʹ-O-methylalpinumisoflavone

 25 24.73 ± 0.37 98.90 ± 1.49 1.50

 50 48.85 ± 0.08 97.70 ± 0.17 0.16

100 99.46 ± 0.37 99.46 ± 0.37 0.37

Total 98.69 ± 0.67

* Relative standard deviation

Table 3. Accuracy of standard compounds
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함량을 조사하였으며, 그 결과를 Table 6에 나타내었

다. 꾸지뽕나무 열매 미숙과는 7월과 8월에 각 성분

의 함량이 증가하였다가 9월에 감소하였다. 6,8-di-

prenyl genistein이 7월에 6030.59 ± 53.01 µg/g으로 

많은 함유량을 보였고, alpinumisoflavone, 6,8-di-

prenyl orobol 및 4ʹ-O-methylalpinumisoflavone은 8

월에 각각 3686.16 ± 29.9 µg/g, 3222.06 ± 24.59 

µg/g, 1804.69 ± 14.26 µg/g으로 많이 함유되어 있는 

것으로 조사되었다. 꾸지뽕나무 열매 성숙과의 경우 

9월 미숙과보다 각 성분들이 전반적으로 많이 함유

되어 있는 것으로 조사되었다. 또한 9월 미숙과를 제

외한 모든 시료에서 6,8-diprenyl genistein이 높은 함

량을 나타냈다.

꾸지뽕나무 열매 추출물에서 4개 화합물의 성분이 

모두 검출되며, Fig. 3과 같이 각 화합물에 대한 성

분들의 머무름 시간이 각각 3.59, 3.88, 4.98, 5.57분

에 나타남으로써 명확하게 분리되어 지표 성분으로 

사용 가능할 것으로 판단된다. 

본 연구에서는 꾸지뽕나무 열매의 성분을 밝히고 

각 성분의 함량 분석을 위한 method validation 행하

여 동시분석법을 개발하였다. 기존 문헌 조사에서는 

구지뽕나무 가지에 대한 지표성분의 동시분석법 

개발(Seo, 2012)이 있으나 꾸지뽕나무 열매에 대한 

지표성분 분석은 찾을 수 없어 연구를 수행하였다. 

또한 각 성분들에 대한 시기별 함량을 제시함으로 

Conc. (µg/mℓ)
Peak area (µV*sec)

Alpinumisoflavone 6,8-diprenyl orobol 6,8-diprenyl genistein 4ʹ-O-methylalpinumisoflavone

50

1 2063918 1480771 2233456 2194680

2 2069634 1481122 2237122 2163111

3 2069634 1488649 2229132 2158790

Mean 2064602 1483514 2233237 2172194

SD 4726 4450 4000 19594

RSD* (%) 0.23 0.30 0.18 0.90

* Relative standard deviation

Table 5. Intermediate precision of analytical results about 50 µg/mℓof standard compounds

Collected time 

(month)

Alpinumisoflavone

(µg/g)

6,8-diprenyl orobol 

(µg/g)

6,8-diprenyl genistein 

(µg/g)

4ʹ-O-methylalpinumisoflavone 

(µg/g)

6 689.00 ± 3.89 2014.65 ± 6.97 2213.16 ± 8.32 126.88 ± 0.36

7 3065.65 ± 38.23 3535.27 ± 36.59 6030.59 ± 53.01 1069.87 ± 12.53

8 3222.06 ± 24.59 3686.16 ± 29.92 5262.81 ± 43.14 1804.69 ± 14.26

9 (unripe) 1590.18 ± 19.75 1036.66 ± 18.29 1362.78 ± 21.87 617.57 ± 9.90

9 (ripe) 1208.55 ± 12.88 2955.22 ± 32.21 3441.55 ± 34.06 1065.43 ± 10.22

Table 6. Alpinumisoflavone, 6,8-diprenyl orobol, 6,8-diprenyl genistein and 4ʹ-O-methylalpinumisoflavone con-

tents in crude extracts from fruits of C. tricuspidata by collected time

Fig. 3. UPLC chromatogram of crude extracts from 

unripe fruits of C. tricuspidata collected in 

September.
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꾸지뽕나무 열매를 이용한 제품 개발에 활용할 수 

있는 자료를 제공하며, 향후 꾸지뽕나무 열매의 지표

성분 설정에 방향을 제시하고자 하였다. 추후 지표성

분 설정을 위해서는 지역별, 시기별 꾸지뽕나무 열매

의 함량 분석이 필요하다고 사료된다.

4. 결  론

꾸지뽕나무 열매를 methanol로 추출하고 용매 분

획하여 얻은 ethyl acetate 가용부를 column chro-

matography를 실시하여 4종의 성분을 분리 및 정제

하였다. 각종 기기분석(UV spectroscopy, ESI-MS, 

1H NMR, 13C NMR)을 통하여 alpinumsioflavone, 

6,8-diprenyl orobol, 6,8-diprenyl genistein, 

4ʹ-O-methylalpinumisoflavone으로 확인 및 구조를 

동정하였다. 분리된 성분들을 기준으로 하여 UPLC 

분석조건을 확립하였고, 이 조건은 ICH 가이드라인

을 기준으로 분석법 검증을 실시하여 선택성, 직선

성, 정량한계, 검출한계, 정확성 및 정밀성을 측정하

여 분석법의 타당성을 검증하였다. 

확립한 분석 조건을 바탕으로 UPLC를 이용하여 

꾸지뽕나무 열매의 시기별 alpinumisoflavone, 6,8-di-

prenyl orobol, 6,8-diprenyl genistein 및 4ʹ-O-methyl-

alpinumisoflavone의 함량을 조사한 결과, 꾸지뽕나

무 열매 미숙과는 7월과 8월에 각 성분의 함량이 증

가하였다가 9월에 감소하였고, 6,8-diprenyl genistein

이 7월에 6030.59 ± 53.01 µg/g으로 많은 함유량을 

보였고, alpinumisoflavone, 6,8-diprenyl orobol 및 

4ʹ-O-methylalpinumisoflavone은 8월에 각각 3686.16 

± 29.9 µg/g, 3222.06 ± 24.59 µg/g, 1804.69 ± 14.26 

µg/g으로 많이 함유되어 있는 것을 확인할 수 있었

다. 또한 꾸지뽕나무 열매 성숙과의 경우 9월 미숙과

보다 각 성분들이 전반적으로 많이 함유되어 있는 

것으로 확인되었다.

이상의 결과를 종합하여 꾸지뽕나무 열매에서 

alpinumisoflavone, 6,8-diprenyl orobol, 6,8-diprenyl 

genistein, 4ʹ-O-methylapinumisoflavone 등 4개 성분

을 분리 및 동정 하였고, UPLC를 이용하여 성분분

석법을 개발하였으며, 분석법 검증을 통하여 분석법

의 타당성을 검증하였다. 이는 꾸지뽕나무 열매를 활

용한 식품 및 건강기능식품 개발에 기초자료로서 사

용될 수 있을 것으로 판단된다. 추후 지역별, 채취시

기별 꾸지뽕나무 열매 추출물에 대한 함량 분석이 

필요하며, 이러한 함량 분석을 통하여 지표성분을 설

정할 수 있을 것으로 사료된다.
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