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  요 약 : 재조합 β-galactosidase (β-gal) 을 이용하여 transgalactosylation 반응으로 합성된 
2-phenoxyethanol galactoside (PE-gal)과 chlorphenesin galactoside (CPN-gal)의 정제를 실시하였다. 
먼저 PE와 PE-gal이 포함된 반응물에 ethyl acetate (EA)를 넣고, EA/water 이상계 시스템에서 PE와 
PE-gal을 분획하였다. 이 시스템에서 PE는 EA층으로 PE-gal은 water층으로 분획되었다. 그리고, 물층
을 모아서 silica gel chromatography를 실시하였다. 최종적으로, silica gel chromatography만 실시하여 
PE-gal을 정제한 경우와, EA 처리 후 silica gel chromatography를 실시하여 PE-gal을 정제한 경우의 
정제 PE-gal에 대하여 HPLC (High performance liquid chromatography)와 TLC (thin-layer 
chromatography) 분석을 수행하였다. 그 결과 EA를 처리하여 분획한 후, silica gel chromatography를 
수행한 시료에서 잔여 PE가 완전히 제거되는 것을 관찰하였고, silica gel chromatography만 실시하여 
PE-gal을 정제한 경우에는 상당량의 잔여 PE가 관찰되었다. 이 때, mole 기준으로 약 21%의 정제 수
율을 확인할 수 있었다. 마찬가지로 CPN-gal의 정제에서도 EA 분획 처리 후, silica gel 
chromatography를 수행하였더니, 잔여 CPN이 거의 없는 순수한 CPN-gal을 얻을 수 있었다.  

주제어 : 2-페녹시에탄올 갈락토사이드, 클로르페네신 갈락토사이드, 베타-갈락토시데이즈, 
        에틸아세테이트 추출, 실리카젤 크로마토그래피

  Abstract : We investigated the purifications of PE-gal and CPN-gal, synthesized by 
transgalactosylation reaction using recombinant β-gal. The reaction mixture containing PE and 
PE-gal was first mixed with EA, and thereafter PE and PE-gal were distributed in two-phase      
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(EA/water) system. In this system, PE and PE-gal was selectively moved into EA and water phase, 
respectively. Then, the water phase was collected, and silica gel chromatography was carried out 
using the collected water phase. Finally, we compared two purified PE-gal samples using HPLC 
and TLC analysis, in which the one was purified only by silica gel chromatography and the other 
was purified by EA extraction followed by silica gel chromatography. In the latter case, the 
residual PE was almost completely removed, whereas, in the former case, the residual PE was 
remained remarkably. Additionally, the purification yield of PE-gal was about 21% on the basis of 
mole. In the same purification protocol, CPN-gal was able to be purified using EA extraction 
followed by silica gel chromatography, in which the residual CPN was almost removed when 
CPN-gal was purified by EA extraction followed by silica gel chromatography.

Keywords : 2-Phenoxyethanol galactoside, Chlorphenesin galactoside, β-Galactosidase, 
           Ethyl acetate extraction, Silica gel chromatography

1. 서 론

  화장품에 사용하는 방부제(살균/보존제)로 인한 
부작용으로 많은 피부질환 문제를 일으키고 있으
며[1, 2, 3], 이러한 문제 해결을 위하여 여러 가
지의 대안이 제시되고 있다[4, 5]. 그 중에서도 
기존에 사용하고 있는 방부제 물질의 부작용을 
감소시킬 수 있는 방법으로 방부제의 galactoside 
유도체를 개발하여 적용하려는 방안이 제시되어 
왔다[6-9]. 본 연구 팀에서 연구한 chlorphenesin 
(CPN), 2-phenoxyethanol (PE), 1, 
2-hexanediol (HD)과 같은 방부제 들의 항균력
은 미생물의 세포막 기능의 저해로부터 기인된다
고 보고되고 있다[3,10,11,12]. CPN, PE 그리고 
HD의 경우에 분자 내에 친수성 부분과 소수성 
부분이 존재하고 이로 인하여 세포막의 기능을 
저해하고, 결국에는 세포의 성장을 억제한다고 알
려져 있다. 마찬가지로 사람 피부세포의 세포막에
도 이러한 방부제가 유사하게 작용하여 사람 피
부에 부작용을 유발시킬 수 있다고 추론할 수 있
다. 그래서 방부제 galactoside 유도체의 
galactose 한 분자가 원래의 친수성/소수성 균형
에 변화를 초래하여, 부작용 유발을 감소시켰을 
것으로 생각하고 있다. 이 때, 항균력의 변화도 
관찰될 수 있기 때문에 이에 대한 추가 연구가 
진행 중에 있다.   
  이러한 목적으로 그 동안 β-galactosidae (β
-gal)을 함유하는 재조합 대장균을 이용하여 고
농도의 lactose 존재조건에서 transgalactosylation 
반응으로 CPN, PE, HD의 유도체인 CPN 

galactoside (CPN-gal) (Fig. 1) [6, 7], PE 
galactoside (PE-gal) (Fig. 1) [8, 9], 그리고 HD 
galactoside (HD-gal) [13, 14]가 합성되었다. 또
한, 합성된 CPN-gal과 PE-gal의 경우에는 
galactoside 유도체가 피부세포에 대한 독성을 현
저히 감소시키는 결과를 보여주었다[7, 9]. 그래
서 이러한 galactoside 유도체의 화장품 적용에 
대한 관심이 높아지고 있다.
  본 연구 팀에는 이미 선행연구를 통하여 물과 
ethyl acetate (EA)에 이상계(two-phase system)
에서 합성된 PE-gal이 물층에 대한 분배계수가 
galactose의 결합으로 PE 보다 매우 크다는 결과
를 얻었다[9]. 그래서 이러한 이상계를 
transgalactosylation 반응 후, PE와 PE-gal을 분
리하는데 적용할 수 있을 것으로 이미 제안하였
다. 그리고, 또 하나의 선행연구를 통하여 이 원
리를 HD-gal의 정제에도 응용하여 반응물을 물
과 EA의 이상계에 혼합한 후, 물층으로는 
HD-gal을 분획하고, EA층으로는 반응 후 잔여
물인 HD를 분획하는 방법으로 HD-gal 정제에 
이용하였다[14]. 그래서, 본 연구에서는 이러한 
이상계를 실제로 PE-gal과 CPN-gal의 정제에 
응용하려고 한다.
  본 연구의 목적은 그 동안 β-gal 함유하는 재
조합 대장균을 이용하여 transgalactosylation 반
응으로 합성한 다른 두 가지의 galactoside인 
PE-gal과 CPN-gal의 정제에도 이러한 물과 EA
의 이상계를 적용할 수 있는지 확인/검증하는데 
있다. 이를 통하여 galactose 유도체를 정제할 때, 
EA와 같은 water-immiscible 용매를 일반적으로 
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확장 사용할 가능성이 있는지를 알아보려고 한다.

2. 실 험

2.1. 시약 

  2-Phenoxyethanol과 chlorphenesin 은 
Sigma-Aldrich (St Louis, MO, USA)에서 구입
하였고, thin-layer chromatography (TLC) plate
는 Macherey–Nagel (Düren, Germany)의 
DC-Fertigplatten SIL G-25 UV254를 사용하였
다. PE-gal과 CPN-gal 정제를 위한 silica gel은 
Zeochem (Uetikon am See, Switzerland)의 
ZEOprep 60 (60-200 μm)을 사용하였고, 기타 
본 연구에 사용한 시약들은 reagent-grade를 사
용하였다.

2.2. β-Gal을 생산하는 재조합 대장균

  대장균의 araBAD 프로모터 시스템에 의하여 
발현이 조절되는 pBAD/Myc-His/lacZ vector 
(7.2 kb) (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA)를 사
용하여 E. coil MC1061를 발현 숙주로 하여 β
-gal을 발현하였다. β-gal 유전자는 pBAD/ 
Myc-His expression kit 의 유전자를 사용하였
다. 재조합 E. coil 제작과 재조합 β-gal을 함유
한 E. coil의 배양방법 등에 대하여서도 선행연구
에서 자세히 기록하였다[6-9].

2.3. β-Gal 함유 대장균을 이용한 PE-gal과 

    CPN-gal 합성 

  PE-gal 합성의 경우에는 15 ml conical tube
에 300 g/l lactose, 0.96 U/ml β-gal 함유 대
장균, 1% PE를 50 mM phosphate buffer (pH 
8.0)로 녹여서, 전체 부피를 10 ml 되게 한 후 
수행하였다(Fig. 1). 그리고 shaking incubator 
(40℃, 100 rpm) 에서 48 시간 동안 합성 반응
시켰다. 그리고, 더 많은 양의 PE-gal 합성을 위
하여는 전체 반응 부피를 40 ml까지 증가시켜 
50 ml conical tube에서 반응을 수행하였고, 반
응에 필요한 lactose, β-gal 함유 대장균, 1% 
PE의 양도 같은 비율로 증가시켰다. 
  CPN-gal의 합성은 50 mM phosphate buffer 
(pH7.0)에 400 g/l lactose, 4.8 U/ml β-gal 넣
고, 40 mM CPN를 녹인 후, 40 ml로 부피를 맞
추고 50 ml conical tube에서 반응을 수행하였다
(Fig. 1). 자세한 반응 조건은 선행연구에 상세히 

기록되어 있다[6, 7].

  Fig. 1. Enzymatic galactosylation of (A) PE 
         and (B) CPN using E. coli β-gal.

2.4. Silica gel chromatography를 이용한 

     PE-gal 정제

  Econo-column (ID: 5 cm, L: 10 cm, 
maximum vol.: 193 ml; Bio-Rad, Hercules, 
CA, USA)에 20G 주사바늘을 연결하고, column 
내에 silica gel을 7 cm 높이로 채우고, 이동상 
(acetonitrilie : water =85 : 15, v/v)으로 한번 
세척한다. 그리고 이동상이 silica gel의 위로 
0.5-1.0 cm 남았을 때, PE-gal 혹은 CPN-gal이 
함유된 반응액 이나 용매 추출물 8 ml를 loading 
한다. 그 후 이동상을 중력에 의하여 연속적으로 
흘리면서 80 ml씩 분획물을 받고, 그 분획물을 
TLC로 분석하였다. 그리고, 필요에 따라서 
rotary vacuum evaporator로 분획물의 물을 증
발 시켜 농축하였다.     

2.5. Extraction of the reaction mixture 

     using ethyl acetate

  10 ml 반응액의 경우에는 500 μl 반응액과 
500 μl 용매(EA)를 1 : 1 (v/v)로 넣고 
vortexing 한 후, 층 분리가 일어날 때까지 실온
에 방치한다. 층 분리가 일어나면 용매 층을 제
거한다. 그리고, 나머지 물 층에 다시 500 μl 용
매를 넣고, vortexing 하고, 층 분리를 시키고, 용
매 층을 제거한다. 용매 층에는 PE이, 물 층에는 
PE-gal이 더 잘 녹는 성질을 이용하여 PE과 
PE-gal을 분획하였다[9]. 이 때, 이러한 분획 방
법을 총 3회의 실시하여 물층을 모아 PE-gal을 
분획하였다. 만약 40 ml 반응액을 처리 할 경우
에는 9 ml 씩 4개로 나누고, 위의 방법과 같이 
각각을 9 ml의 용매로 3회 분획하여 물층만 모
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Fig. 2. TLC analyses of (A)(B) the fractions from silica gel chromatography and 
(C) purified PE-gal. Mobile phase composition was (A) acetonitrile : 
water = 85 : 15 (v/v) and (B) EA : methanol : water = 17 : 2 : 1 
(v/v). TLC plates were stained using (A) staining solution #1 and (B) 
#2. PE, glu, gal, and lac represent 1% standards of 2-phenoxyethanol, 
glucose, galactose, and lactose, respectively. Open arrow indicates 

monosaccharide. 

아서 PE-gal 혹은 CPN-gal을 분획하였다. 그리
고, 필요에 따라서 rotary vacuum evaporator로 
분획물의 물을 증발 시켜 농축하였다.     

2.6. TLC 분석

  20 × 10 cm TLC plate에 시료를 loading하
고 acetonitrile : water = 85 : 15 (v/v) 혹은 
EA : MeOH : water = 17 : 2 : 1 (v/v)을 이
동상으로 하여 15 분 전개하였다. EA : MeOH 
: water = 17 : 2 : 1 (v/v)을 이동상으로 사용
할 경우에는 3회 전개하였다. 그리고 staining 
solution #1 (1.5 g KMnO4, 10 g K2CO3, 1.25 
ml 10 % NaOH in 200 ml water) 혹은 
staining solution #2 (5 g phosphomolybdic acid 
hydrate, 2 g cerium(IV) sulfate tetrahydrate, 12 
ml sulfuric acid in 200 ml water) 를 TLC 
plate에 뿌린 후, 80℃ oven에서 15 분간 말려서 
밴드를 확인 하였다. TLC 분석에 사용한 시료 
부피는 기본적으로 1.0 μl 이며, silica gel 
chromatography를 이용한 정제 후, 분획물을 분
석할 때는 20 μl의 시료를 사용하였다. 

2.7. HPLC 분석

  High performance liquid chromatography 
(HPLC) (YL 9100 system, Younglin, Seoul, 
Korea)를 PE와 PE-gal의 분석에 사용하였다. 
C18 column (Hypersil GOLD, 150 × 4.6 mm, 
particle size 5 μm, Thermo Scientific, USA)을 
사용하여 분석하였고, 280 nm에서 UV/Vis 
detector로 검출하였다. 시료 부피는 20 μl, 이동
상으로 30% acetonitrile을 사용하였다. 이동상의 
유속은 1.0 ml/min 이었다. 

3. 결과 및 고찰

3.1. Silica gel chromatography를 이용한 

    PE-gal 정제

  β-Gal 함유하는 재조합 대장균을 이용하여 
transgalactosylation 반응으로 PE-gal 합성반응을 
실시한 후, PE-gal을 정제 하기 위하여 silica gel 
chromatography를 수행하였다(Fig. 2). 이 때, 반
응액 8 ml를 column에 loading 하여 정제하였는
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Fig. 3. TLC analysis after the extraction of reaction mixture using EA. EA 
and W indicates ethyl acetate and water phase, respectively, after 
the extraction of reaction mixture. Number 1, 2, and 3 represent 
the first, second, third extraction, respectively, using EA. Mobile 
phase composition was acetonitrile : water = 85 : 15 (v/v). TLC 
plate was stained using staining solution #1. PE represents 0.25 to 
2.0% standards of 2-phenoxyethanol. R, glu, gal, and lac indicate 
the reaction mixture, 1% standards of glucose, galactose, and 

lactose, respectively. 

데, 이 방법은 선행연구에서 PE-gal [6, 7] 혹은 
CPN-gal [8, 9]의 정제를 위하여 일반적으로 사
용하였던 방법이었다. Fig. 2A와 Fig. 2B에서 관
찰되듯이 fraction 전반부에는 PE가 용출되었고, 
후반부에는 단당류 등이 용출되었다. 이와 같은 
결과는 HD-gal의 정제를 수행한 선행연구에서도 
같은 현상이 관찰되었다[14]. Fig. 2A와 Fig. 2B
의 TLC 결과를 바탕으로 잔여 PE가 최소로 혼
입되고, 잔여 단당류가 최소로 혼입된 4, 5, 6번 
fraction을 모아서, 농축하여 PE-gal의 정제를 완
성하였다. 그러나, Fig. 2C의 결과에서와 같이 이
러한 정제 후에 잔여 PE가 완전히 제거되지 않고 
혼입되어 있는 것을 확인 할 수 있었다. 즉, 반응
물에서 PE-gal을 정제하기 위하여 silica gel 
chromatography 를 실시할 경우에 잔여 PE가 
완전히 제거되지 않으며, 순도 높은 PE-gal 정제
를 위하여서는 PE의 효율적인 제거가 필요하다는 
결론을 얻게 되었다.   

3.2. PE-gal 정제에 Ethyl acetate 분획 이용

  Fig. 2의 결과에서 반응물에서 잔여 PE의 제거
가 필요하다는 결론을 얻었기 때문에, 선행연구 
결과를 바탕으로 silica gel chromatography 수행 

전에 EA를 반응액에 혼합한 이상계 시스템에서 
EA층과 물층으로 PE와 PE-gal의 분획을 실시하
여 보기로 하였다[9]. 그래서 Fig. 3에서와 같이 
반응액 9 ml를 EA와 물이 있는 이상계에서 분획 
처리하였다. 이 때, 물층만 계속 모으면서 연속적
으로 3회 EA를 넣고 분획 처리하였다. 그 결과 
물층으로는 PE-gal가 모이고, EA층으로는 PE가 
모이는 현상을 관찰하였고, 물층에서는 더 이상 
PE가 관찰되지 않았고, 물층에는 PE-gal만 TLC
상에서 관찰되었다. PE는 첫 번째 EA를 처리할 
때, 대부분 EA층으로 분획 제거되는 것으로 확인
되었다. 

3.3. Ethyl acetate 분획과 Silica gel 

     chromatography를 이용한 PE-gal 정제

  Fig. 2와 Fig. 3의 결과를 바탕으로 40 ml 반
응물에서 PE-gal의 정제를 실시하였다. 먼저 반
응물을 EA로 분획 처리하여 잔여 PE를 제거한 
다음에 silica gel chromatography를 수행하여 순
수한 PE-gal을 정제하였다. 이 때, 비교를 위하
여 Fig. 2에서와 같이 EA 분획 처리를 하지 않고 
PE-gal을 정제 한 경우의 최종 정제 시료도 준비
하였다. 이 두 가지의 최종 정제 시료를 HPLC로 



6   정경환                                                               Journal of Oil & Applied Science

- 959 -

Fig. 4. Comparison of purified PE-gal without and with EA extraction. HPLC 
chromatograms of purified PE-gal (A) without and (B) with EA extraction. Peaks 
of PE-gal and PE were shown at 2.45 and 4.21 min, respectively. (C) TLC 
analysis of purified PE-gal. PE and PE-gal indicate 1% standards of 
2-phenoxyethanol and 2-phenoxyethanol galactoside, respectively. 0 and R 
indicate the sample at zero time and reaction mixture, respectively, from 
transgalactosylation of PE, respectively. PE-gal(w/oE) and PE-gal(w/E) indicate 
purified PE-gal without EA extraction and purified PE-gal with EA extraction, 

respectively. Mobile phase and staining solution were the same as those in Fig. 3. 

분석하여 보았는데, 그 결과 Fig. 4A와 Fig. 4B 
같이 EA를 처리한 경우에 정제된 PE-gal 시료에
서는 매우 작은 잔여 PE가 확인되었고(PE-gal 
순도 99.3%), EA 처리를 하지 않은 경우에는 상
대적으로 보다 많은 양의 잔여 PE (PE-gal 순도 
85.1%)가 관찰 되었다. 이 두 가지 시료를 TLC
로 분석한 결과에서도 EA로 반응물을 분획 처리
한 경우와 처리하지 않은 경우의 잔여 PE 혼입 
양상을 확실히 관찰할 수 있었다(Fig. 4C). 이 
때, 분석에 사용한 두 가지 시료는 silica gel 
chromatography fraction을 모아서 rotary 
vacuum evaporator에서 농축하여 얻었으며, 그 
양은 150 μl 정도였고, 1,000배 희석하여 HPLC
와 TLC 분석에 사용하였다. 
  PE-gal 정제의 정량적 분석을 위하여, EA로 
분획 처리하여, 잔여 PE를 제거하고, silica gel 
chromatography로 정제한 경우의 정제 수율을 
계산하여 보기로 하였다. 40ml 총 반응액에서 9 
ml 씩 4번에 나누어서 EA를 처리하고, 물층으로 
PE-gal을 모았다. 이 때, 8 ml 물층을 4회 얻을 
수 있었고, 이를 각각 4개의 silica gel 
chromatography column에 loading 하여 정제를 

수행하였다. 그 결과 얻어진 chromatography의 
fraction의 부피는 1,600 ml 였다. 이를 rotary 
vacuum evaporator에서 농축하여 150 μl의 최
종 정제 PE-gal을 얻었다. 이 결과를 아래와 같
이 mole 기준으로 수율을 분석하여보았다.   
반응에 첨가한 PE의 mole (1% PE가 포함된 36 
ml 반응액에서 부터 정제 시작, PE 분자량
=138.16) 양은 아래 식과 같이 계산 가능하고,

최종 정제된 PE-gal의 mole (150 μl의 PE-gal 
정제액, PE-gal의 비중 1.1로 가정) 양은 아래 
식과 같이 계산 가능하였다.

그래서, PE-gal의 정제 수율(①¸②)은 약 21% 
정도로 계산되었다. 물론 PE-gal의 비중을 1.1로 
가정한 결과 이지만, 이전의 연구 결과에서 
HD-gal의 정제 수율 8.9% (mole 기준) 보다는 
매우 높은 결과로 생각된다[14].
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3.4. Ethyl acetate 분획 및 Silica gel 

     chromatography의 CPN-gal 정제에

     적용

  PE-gal 정제에서와 같이 선행연구에서는 
CPN-gal을 정제 시, EA 분획 처리를 하지 않고 
silica gel chromatography 만 실시하여 
CPN-gal을 정제하였다[6, 7]. 그러나, 많은 
fraction에서 CPN이 혼입되어 있어서, 순수 정제
를 위하여 취할 수 있는 fraction 수가 제한적이 
이었다. 그래서, 위에서 수행한 PE-gal의 정제 
방법과 같은 방법으로 CPN-gal의 정제를 실시하
여보았다. Fig. 5와 같이 TLC로 EA로 분획 처리
한 경우와 그렇지 않은 경우를 비교 분석하였더
니, 먼저 반응액을 EA 분획 처리하고, silica gel 
chromatography를 실시한 경우에 완전히 잔여 
CPN가 제거되는 것으로 관찰되었다. 그러나, EA 
분획 처리를 하지 않은 경우에는 잔여 CPN가 다
량 관찰되었다. 이 때도 정제한 CPN-gal도 최종

Fig. 5. TLC analysis of purified CPN-gal. CPN 
and CPN-gal indicate 1% standards of 
chlorphenesin and chlorphenesin 
galactoside, respectively. 0 and R 
indicate the sample at zero time and 
reaction mixture, respectively, from 
transgalactosylation of CPN, 
respectively. CPN-gal(w/oE) and 
CPN-gal(w/E) indicate purified 
CPN-gal without EA extraction and 
purified CPN-gal with EA extraction, 
respectively. Mobile phase and staining 
solution were the same as those in Fig. 
3.

적으로 rotary vacuum evaporator에서 농축을 
통하여 약 150 μl 정도의 양을 확보할 수 있었
다. TLC 분석도 최종 CPN-gal 정제 용액을 
1,000배 희석하여 사용하였다. 

4. 결 론

  β-Gal 함유하는 재조합 대장균을 이용하여 
transgalactosylation 반응으로 PE-gal과 
CPN-gal의 합성반응을 실시한 후, PE-gal와 
CPN-gal의 정제를 실시하였다. PE-gal 정제의 
경우 먼저 반응물을 EA로 분획 처리하여 잔여 
PE를 제거한 다음 silica gel chromatography를 
수행하여 순수한 PE-gal을 정제할 수 있었다. 이 
때, EA를 처리하여 분획한 경우와 그렇지 않은 
경우의 두 가지 최종 정제 시료를 HPLC와 TLC
로 분석하였고, EA를 처리하여 분획한 시료에서 
잔여 PE가 완전히 제거되는 것을 확인하였다. 그
리고, 이렇게 반응물에서 EA 분획처리와 silica 
gel chromatography를 이용하여 PE-gal을 정제
할 경우에 mole 기준으로 약 21%의 정제 수율
을 확인할 수 있었다. 마찬가지로 CPN-gal의 경
우도 같은 방법으로 반응물에서 잔여 CPN을 제
거하기 위하여 EA 분획 처리 후, silica gel 
chromatography를 수행하였더니, 순수한 
CPN-gal을 얻을 수 있었다.   
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