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추황배(Pyrus pyrifolia Nakai cv. Chuhwangbae) 과피로부터

2종의 Flavonoids의 단리·동정
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Abstract The methanol extract of Asian pear (Pyrus pyrifolia N. cv. Chuhwangbae) fruit peel was purified using solvent
fractionation, Sephadex LH-20 column chromatography, and octadecylsilane high performance liquid chromatography.
Based on the electrospray ionization mass spectrometry and nuclear magnetic resonance data, the two isolated compounds
were identified as quercetin 3-O-β-D-glucopyranoside (1) and 3,5,6,7,8,3',4'-heptahydroxyflavan [(−)-dulcisflavan, 2].
Compounds 1 and 2 were isolated and identified for the first time from Asian pears and pears, respectively.
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서 론

Flavonoid류는 천연에 광범위하게 존재하고 있으며 구조적으로

C6-C3-C6 탄소골격을 이루고 있는 화합물이다(1). Flavonoid는 C

환의 구조적 차이에 따라 flavanol, flavone, isoflavone, anthocya-

nidin, 그리고 flavanone으로 분류되며, 천연에 약 6,000여 종이 존

재하는 것으로 보고되어 있다(2). 이러한 flavonoid류는 인간들이

일상적으로 섭취하고 있는 과일과 채소류에 다종ㆍ다량 함유되

어 있음이 잘 알려져 있다(1). 특히, 과실은 flavonoid를 포함한

다양한 phenol성 화합물 및 vitamin류(ascorbic acid, tocopherol)

등을 다량 함유하고 있어(3-6), 과실의 꾸준한 섭취는 산화적 스

트레스에 의하여 발생하는 동맥경화(7), 고지혈증(8), 당뇨병(9) 및

비만(10) 등의 다양한 질병을 예방할 수 있음이 보고된 바 있다.

이에 따라 특징적인 맛이나 색상을 지닌 사과(11), 포도(12) 및

감귤류(13) 등을 대상으로 체계적인 성분연구 및 생리활성 연구

가 다양하게 행해져 왔다.

배는 우리나라 4대 과실 중의 하나로서 생과, 젤리 및 퓨레 등

의 다양한 가공품으로도 폭넓게 이용(14)되고 있음에도 불구하고

체계적인 성분학적 연구는 미비했다(15). 특히, 종래의 배 함유성

분에 관한 대부분의 연구는 서양배를 대상으로 수행된 결과들로

서 동양배의 함유성분에 관한 연구는 매우 부족한 실정이었다

(16-18). 하지만 본 연구그룹(19-25)을 포함한 아시아 지역의 몇

연구그룹들에 의한 최근의 성과들(26-28)로부터 동양배에 함유된

다양한 생리활성 화합물들의 존재가 밝혀짐으로써 서양배 연구

에 뒤쳐져있던 동양배의 성분학적 연구성과들이 상당부분 제시

되었다.

본 연구그룹에서는 국산배 함유성분을 밝히기 위해 국내 주요

생산 품종 중의 하나인 추황배(Pyrus pyrifolia Nakai cv. Chuh-

wangbae)를 대상으로 체계적인 연구를 행하였다. 추황배는 만생

종으로 외관이 우수하고, 과즙이 풍부하며, 당도 또한 높을 뿐만

아니라 저장기간이 긴 특징을 지니고 있다. 추황배를 대상으로

다년간의 연구를 행하여 7종의 hydroxycinnamoyl malic acid 및

methyl ester류(19), 8종의 페놀 화합물 또는 그 배당체(20), 14종

의 cinnamoyl quinic acid 유도체 및 flavonoid류(21), 6종의 triter-

penoid계 유도체들(22), 4종의 phenyl propanoid 유도체들(23), 1종

의 sterol 및 3종의 배당체들(24)과 그 외 3종의 저분자 화합물들

(25)을 단리ㆍ구조해석하여 보고한 바 있다. 그러나 국산배의 함

유성분에 관한 체계적인 연구를 수행하는 과정에 있어 아직도 미

동정된 화합물의 존재가 시사되어 추가적인 연구를 행한 결과, 배

로부터 동정된 바 없는 화합물들이 확인되어 이를 보고하고자 한다.

재료 및 방법

시약

추출 및 용매분획에 사용된 methanol (MeOH)과 ethyl acetate

(EtOAc)는 Duksan Pure Chemical Co., Ltd. (Ansan, Korea) 제
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품을 사용하였으며, 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH)은 Wako

(Osaka, Japan)로부터 구입하였다. 그리고 NMR 분석에 이용된

methanol-d4는 Merck (Darmstadt, Germany)로부터 구입하였으며,

그 외의 실험에 사용된 모든 시약 및 용매는 HPLC 등급을 사용

하였다.

추출 및 용매분획물의 조제

본 실험에 이용한 추황배(P. pyrifolia Nakai cv. Chuhwangbae)

과피의 MeOH추출물은 선행연구(19)로부터 얻어진 것을 이용하

였다. 즉 전남 나주시에서 수확한 배를 김월수 교수(전남대학교,

원예학과)에 의해 그 품종이 동정(No. JNU PE 20050831-2)되었

으며, 수확 직후의 신선한 상태에서 과피를 약 3 mm 두께로 분

리하였다. 이어 신선 추황배 과피 15 kg에 MeOH 24.3 L를 가하

고 homogenizer (HG-92G, Taitec, Koshigaya, Japan)로 균질화한

후, 흡입여과(No. 2, Whatman, Maidstone, England)하여 여과액과

잔사를 분리하였다. 잔사에 재차 MeOH 10.5 L를 가하여 균질화

와 여과를 반복하여 얻어진 여과액을 합한 후 감압 농축하였다.

얻어진 MeOH 추출물(3708.67 g)을 대상으로 해리성을 이용한 용

매분획을 실시하였다. 즉 MeOH 추출물(3708.67 g)을 pH 3.0의

buffer 용액(0.2M glycine-0.2M HCl)으로 현탁액(6 L)을 조제하여

EtOAc (6 L)로 3회 용매분획하여 EtOAc층을 얻었다. 얻어진

EtOAc층은 pH 8.0의 buffer 용액(0.2M Na2HPO4-0.2M NaH2PO4,

6 L)과 함께 용매분획하여 H2O층과 EtOAc층으로 분리하였다. 여

기에서 얻어진 H2O층은 1.0 N HCl 용액을 이용하여 pH 3.0으로

조정한 후, 6 L의 EtOAc로 3회 반복하여 용매분획함으로써 H2O

층과 EtOAc-산성획분을 얻었다(19).

정제과정 중 항산화 활성 평가

MeOH 추출물의 용매분획 후 얻어진 각 획분을 thin layer

chromatography (TLC) plate (aluminium sheets, silica gel 60

F254, Merck)에 spotting한 다음, DPPH ethanol 용액(200 µM)을 분

무하는 방법(29)을 이용하여 항산화 활성을 검정하였다. 즉 용매

분획물 일정량을 TLC plate에 spotting하여 BuOH/acetic acid/H2O

(4:1:1, v/v/v) 용액으로 전개한 후, 건조시킨 TLC plate에 DPPH

ethanol 용액을 분무하여 보라색이 탈색되어진 획분이나 물질을

항산화활성 양성으로 판정하였다. TLC plate에 DPPH 용액을 분

무하여 항산화 활성 화합물의 존재를 확인하는 본 방법을 TLC-

DPPH법이라 칭하였다.

EtOAc-산성 획분으로부터 화합물 1과 2의 단리

배 과피 MeOH 추출물을 용매분획하여 얻어진 EtOAc-산성 획

분은 Sephadex LH-20 (70-230 mesh, Pharmacia, Uppsala, Swe-

den) column chromatography를 행하여 정제하였다. 즉, EtOAc-산

성 획분(5.17 g)을 Sephadex LH-20이 충진된 column (3.3×82 cm)

에 charge시킨 후, 80% MeOH을 이동상으로 하여 용출ㆍ분획(5

mL/fr.)하였다. Sephadex LH-20 column chromatography에서 얻어

진 획분 J (60.2 mg)와 K (78 mg)는 Shim-pack prep-ODS (H)

KIT column (20×250mm, Shimadzu, Kyoto, Japan)이 장착된

HPLC system을 이용하여 추가적인 분리를 행하였다. 획분 J와 K

의 정제에 있어 사용된 이동상은 H2O (pH 2.65 by trifluoroacetic

acid, A)와 H2O/MeOH=40:60 (v/v, B)을 이용하였으며, A용액을

출발 용출용매로 하여 40분 후 B가 100%가 되도록 한 다음, 60

분까지 B가 100%가 되도록 하였다. 검출은 280 nm (SPD-M20A,

Shimadzu)의 파장에서, 유속은 9.9 mL/min (LC-6AD, Shimadzu),

그리고 column 온도는 실온의 조건에서 분취를 행하였다. 이상

의 배 과피 MeOH추출물의 EtOAc-산성획분으로터 화합물 1과 2

의 단리ㆍ정제과정을 Fig. 1에 제시하였다.

NMR 및 MS 분석

Nuclear magnetic resonance (NMR) spectra는 unitINOVA 500

및 600 spectrometer (Varian Walnut Creek, CA, USA) 분석에

의해 얻었다. 분석용매는 CD3OD를 사용하였으며, 내부 표준물질

로 tetramethylsilane (TMS, δ=0)이 함유된 용매를 이용하였다. 또

한 electrospray ionization mass spectrometry (ESI-MS) 분석은 질

량분석기(LCMS-8030, Shimadzu)가 장착된 LC Solution 5.53 SP3

Software (Shimadzu)를 사용하여 수행하였다.

화합물 1: pale yellowish powder; 1H-NMR (CD3OD, 600

MHz) δ 7.71 (1H, d, J=1.8 Hz, H-2'), 7.59 (1H, dd, J=8.4, 1.8

Hz, H-6'), 6.87 (1H, d, J=8.4 Hz, H-5'), 6.41 (1H, br s, H-8),

6.21 (1H, br s, H-6), 5.27 (1H, d, J=7.8 Hz, H-1''), 3.72 (1H,

dd, J=12.0, 2.4 Hz, H-6''b), 3.58 (1H, dd, J=12.0, 5.0 Hz, H-

6''a), 3.22-3.51 (4H, m, H-2''~H-5''); ESI-MS (negative) m/z

463.15 [M-H]−.

화합물 2: brownish powder; 1H- (CD3OD, 500MHz) 및 13C-

NMR (CD3OD, 125MHz) data, Table 1. ESI-MS (negative) m/z

321.10 [M-H]−.

결과 및 고찰

EtOAc-산성 획분으로부터 항산화 활성 화합물의 분리

본 연구그룹의 선행연구결과, 배 과피의 EtOAc-산성획분으로

부터 22종의 항산화 활성 화합물이 단리ㆍ구조해석되어 보고된

바 있다(19,20,23-25). 그러나 배 과피 MeOH 추출물의 EtOAc-산

성 획분으로부터 아직도 미동정 화합물을 함유한 획분의 존재가

확인되어 추가적인 단리ㆍ정제를 행하였다. 선행연구에 이어 배

과피 MeOH 추출물의 EtOAc-산성 획분을 대상으로 Sephadex

LH-20 column chromatography를 행한 후 TLC-DPPH법에 의해

Table 1. 1H-(500 MHz) and 13C-NMR (125 MHz) data of
compound 2 in CD3OD

Position
Compound 2

δ H (int., mult., J in Hz) δC

2 4.82 (1H, br s) 80.0

3 4.17 (1H, m) 67.6

4a 2.86 (1H, dd, 16.5, 4.8)
29.4

4b 2.73 (1H, dd, 16.5, 3.0)

5 - 157.5

6 - 132.41)

7 - 157.7

8 - 158.1

9 - 146.12)

10 -  100.2

1' - 132.41)

2' 6.97 (1H, br s) 115.5

3' - 145.9

4' - 146.12)

5' 6.75 (1H, d, 8.5) 116.0

6' 6.79 (1H, br d, 8.5) 119.5

1)C-6 and C-1' carbon signals overlapped.
2)C-9 and C-4' carbon signals overlapped.
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grouping된 18개의 획분(A-R) 중 항산화활성을 나타낸 획분 J

[elution volume/total volume (Ve/Vt) 1.68-1.84, 60.2 mg)]와 K

(Ve/Vt 1.85-2.11, 78 mg)를 대상으로 동일 조건 하에서 prep-

HPLC (ODS)를 행하였다. 그 결과, 획분 J로부터 retention time

(t
R
) 41.0 분에 용출된 화합물(화합물 1, 1.6 mg)과, 획분 K로부터

t
R 
32.3분에 용출된 화합물 (화합물 2, 6.4 mg) 각각을 단리하였다.

단리 화합물의 구조해석

화합물 1의 1H-NMR spectrum (CD3OD, TMS, 600MHz)으로

부터 전형적인 flavonoid 배당체 화합물의 signal들이 검출되었다.

즉 flavonoid A ring에 귀속되는 2종의 proton signal들[δ 6.41

(1H, br s, H-8), 6.21 (1H, br s, H-6)]과 B ring에 귀속되는 3치

환체 benzene환 유래 3종의 proton signal들[δ 7.71 (1H, d, J=1.8

Hz, H-2'), 6.87 (1H, d, J=8.4 Hz, H-5'), 그리고 7.59 (1H, dd,

8.4, 1.8 Hz, H-6')]이 관찰되어 화합물 1의 aglycone은 quercetin인

것으로 시사되었다. 또한 당의 anomeric proton signal [δ 5.27 (1H,

d, J=7.8 Hz, H-1'')과 그 외 6H분의 proton signal들[δ 4.18-3.39,

6H, H-2''~6'']의 존재, 그리고 그들의 분열 패턴 및 coupling con-

stant 값(J=7.0-9.0 Hz)으로부터 β-glucopyranose의 존재가 확인되었

다. 이로부터 이 화합물은 quercetin에 β-glucopyranose가 결합된

배당체 화합물임이 강하게 시사되었다. 또한 화합물 1의 ESI-MS

(negative) spectrum으로부터 pseudomolecular ion peak m/z 463.15

[M-H]−이 검출되어 이 화합물의 분자량은 464로 확인되었으며,

이는 NMR에 의해 해석된 화합물의 분자량과 일치하였다. 또한

화합물 1의 1H-NMR spectrum은 함초(Salicornia herbacea L., 퉁

퉁마디)(30)로부터 동정된 quercetin 3-O-β-D-glucopyranoside의 그

것과 일치함이 확인되었다. 그래서 화합물 1은 틀림없는 quercetin

3-O-β-D-glucopyranoside (Fig. 2)로 동정되었다.

화합물 2의 ESI-MS (negative) spectrum으로부터 pseudomolec-

ular ion peak m/z 321.10 [M-H]−이 검출되어 이 화합물의 분자량

은 322임을 알 수 있었다. 화합물 2의 1H-NMR spectrum

(CD3OD, TMS, 500MHz, Table 1)으로부터 3종의 sp2 carbon

proton signal들[δ 6.97 (1H, br s, H-2'), 6.75 (1H, d, J=8.5 Hz,

H-5'), 그리고 6.79 (1H, br d, J=8.5 Hz, H-6')]이 관찰되어 fla-

vonoid의 B-ring에 해당하는 3치환체 벤젠환의 존재가 시사되었

다. 특히 flavonoid C-ring에 귀속되는 2H분의 methylene proton

signal들[δ 2.86 (1H, dd, J=16.5, 4.8 Hz, H-4a), 2.73 (1H, dd,

J=16.5, 3.0 Hz, H-4b)]들과 2종의 oxygenated proton signal들[δ

4.82 (1H, br s, H-2), 4.17 (1H, m, H-3)]이 관찰됨에 따라 화합

물 2는 flavanol 골격의 화합물일 가능성이 시사되었다. 그러나

본 화합물 2의 1H-NMR spectrum을 대표적인 flavanol계 화합물

중의 하나인 (-)-epicatechin의 그것들(21)과 비교한 결과, 화합물

2의 A-ring 6위와 8위에 귀속되는 2종의 sp2 proton signal들이 관

찰되지 않았다. 이상의 MS 및 1H-NMR spectrum으로부터 화합

물 2는 A-ring에 직접적으로 결합된 proton을 가지고 있지 않는

화합물, 즉 A-ring에 인접된 수산기 4개가 결합된 화합물일 가능

성이 매우 강하게 시사되었다. 이는 화합물 2의 13C-NMR spec-

trum (CD3OD, TMS, 125MHz, Table 1)으로부터 확인된 12종의

sp2 carbon signal들(δ 158.1-100.2)과 3종의 sp3 carbon signal들(δ

80.0-29.4)을 포함한 총 15종의 carbon signal들로부터 MS 및 1H-

Fig. 1. Isolation procedure of compounds 1 and 2 from MeOH extract of pear (Pyrus pyrifolia N.) fruit peel. C.C, Column

chromatography; Aq., aqueous; fr., fraction.
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NMR 분석에 의해 얻어진 결과들이 재차 확인되었다.

이어, 화합물 2의 보다 정확한 구조를 결정하기 위하여 1H-1H

COSY, HSQC, 그리고 HMBC의 2D-NMR 분석을 실시하였다. 즉,

HSQC로부터 direct proton-carbon 간의 상관관계를, 1H-1H COSY

로부터 long-range proton-proton 간의 상관관계를 확인하였다. 특

히 HMBC spectrum으로부터 long-range proton-carbon 간의 상관

관계들[(H-2→C-9), (H-3→C-10), (H-4→C-5), Fig. 2]이 관찰되어

화합물 2는 3,5,6,7,8,3',4'-heptahydroxyflavan (dulcisflavan)인 것으

로 시사되었다. 게다가 화합물 2의 1H-NMR spectrum을 Garcinia

dulcis로부터 단리된 (−)-dulcisflavan의 spectrum (31)과 비교한 결

과, 그 spectra가 상호 정확히 일치하였다. 따라서 화합물 2는 (−)-

dulcisflavan으로 동정되었다.

본 연구로부터 단리된 화합물 1과 2는 모두 flavonoid류 화합

물로서 flavonoid의 B-ring에 ortho-dihydroxyl group (catechol)을

공통적으로 지니고 있다. Flavonoid류의 강력한 항산화활성은 그

B-ring의 catechol 구조에 기인하는 경우가 많다는 연구들이 다양

하게 보고된 바 있다(22,23,32,33).

화합물 1은 식물에 널리 분포되어있는 배당체화합물로서 상추

(1,4), 양파(1,4), 그리고 브로콜리(34) 등에 다량 함유되어 있다.

그러나 동양배로부터 그 존재가 확인된 것은 본 연구가 처음이

다. 화합물 1의 aglycone인 quercetin은 항산화(35), 항염증(36), 항

암(37), 항동맥경화(37,38) 등을 발현함이 in vitro 및 in vivo상에

서 체계적으로 보고되어 천연 항산화제로서 널리 이용되고 있는

화합물이다. 또한 quercetin은 천연에 대부분이 수산기에 단당 혹

은 이당이 결합된 배당체 형태로 존재한다(1,2). 그리고 quercetin

3-O-β-D-glucopyranoside를 포함한 quercetin의 단당 배당체들은 섭

취 후 대부분이 소장에서 흡수되며, intact form (배당체)으로 흡

수되지 않고 aglycone으로 가수분해된 후, 소장상피세포에서 흡

수되어 glucuronic acid 또는 sulfuric acid로 포합체화되고, 그들

중 일부는 간장에서 methylation되어 혈액 내에 도달됨이 보고된

바 있다(38,39). 또한 혈액 내에 존재하는 quercetin 대사체들은 유

리형으로 존재하지 않음에도 불구하고 혈액 내에서 항산화능을

발현함이 보고(38,40)되었다. 따라서 배에 함유된 화합물 1은 그

양이 상대적으로 다량 함유되어 있지 않을지라도 배를 섭취함으

로써 다른 유용성분들과 함께 기능성 향상에 상승효과를 발휘하

는 인자로 작용할 것으로 판단된다.

화합물 2는 본 연구에 의해 배로부터 처음 동정된 화합물로

A-ring의 인접 탄소에 4개의 수산기가 연속되어 결합된 flavanol

구조를 이루고 있다. 특히 화합물 2는 등나무열매 껍질에 다량

함유되어 있음이 보고된 바 있다(41). 화합물 2에 대한 생리활성

에 관한 연구는 다양하게 행해지지는 않았으나, in vitro 상에서

매우 우수한 항산화 활성을 발현함이 보고된 바 있다(31). 즉, 화

합물 2를 대상으로 DPPH radical-scavenging 활성을 평가한 결과

로부터 화합물 2의 항산화활성(scavenging activity: 87%)은 대조

구인 동일 농도(10 µM)의 (−)-epicatechin (scavenging activity:

82%)보다 더 높은 항산화 활성을 나타냈으며, 또 다른 대조구인

ascorbic acid (scavenging activity: 77%) 및 BHT (scavenging

activity: 43%)보다 더 높은 활성을 나타냄이 보고(31)된 바 있다.

이는 화합물 2의 A-ring에 존재하는 tetra-hydroxyl group이 일정

부분 free radical scavenging에 유용하게 관여함을 보여주는 의미

있는 결과라 판단된다. 반면, 간 세포내에서 TNF-α 유도에 따른

화합물 2의 NF-κB의 활성억제능을 확인한 연구결과(41)에 있어

서는 대조구인 (−)-epicatechin (IC50: 11.9±0.6 µM)에 비하여 화합

물 2는 현저히 낮은 활성(IC50: >100 µM)을 나타냄이 보고된 바

있다. 화합물 2는 A-ring에 연속된 인접수산기 4개를 갖는 부분

구조를 형성하고 있다. 그래서 그 구조적 특징으로부터 산화에

매우 민감한 화합물일 가능성이 높을 것으로 판단되며, 이러한

특성이 세포수준의 실험에서 반영되었을 가능성이 시사된다. 따

라서 화합물 2의 생리활성에 대한 보다 정확한 평가를 위해서는

체내에서의 흡수ㆍ대사기전에 관한 연구를 행하여 화합물 2의 생

체 내에서의 거동 및 생체 이용률을 밝힐 필요가 있을 것이며,

이와 같은 흡수ㆍ대사기전에 관한 연구가 수반되었을 때 생체 내

에 있어서의 유용성이 더욱 명확해질 것으로 판단된다.

본 연구를 통하여 국산 추황배로부터 2종의 flavonoid계 화합

물이 동정되었다. 단리된 화합물 중 화합물 1은 동양배로부터, 그

리고 화합물 2는 배로부터 그 존재가 처음으로 확인되었다. 일반

적으로 flavonoid계 화합물들은 강력한 항산화능을 발현함이 잘

알려져 있다. 본 연구에서는 단리된 화합물 1과 2를 대상으로 추

가적인 생리활성 평가를 행하지는 않았으나 그들의 구조적 특징

및 선행연구들의 결과를 참고하였을 때, 항산화 활성 측면에 있

어서 매우 높은 효능을 나타낼 것으로 판단된다.

종래 국산배에 관한 성분학적 연구들이 일부 수행되기는 하였

으나 분자수준에서의 정확한 data를 제시하지 못하였다. 하지만 본

연구그룹의 다년간에 걸친 배 함유성분에 관한 연구들을 통해 본

연구를 포함하여 약 50여 종의 화합물을 단리ㆍ구조결정하여 보

고하였다. 따라서 본 연구성과를 포함하여 지금까지 보고된 배 함

유성분에 관한 자료들은 향후 배 연구를 수행함에 있어 폭넓게 이

용될 것으로 기대된다. 즉, 배의 재배ㆍ육종학적 측면은 물론, 배

의 식품기능학적 측면에서의 우수성을 비교ㆍ평가하거나 배 가공

품의 품질특성 평가에 유용자료로서의 활용성 또한 기대된다.

요 약

본 연구에서는 국산배의 기능학적 우수성 증명을 위해 국산배

로부터 생리활성 화합물을 밝히고자 하였다. 이에 배 과피 MeOH

추출물을 용매분획하여 얻은 EtOAc-산성획분을 대상으로 Sephadex

Fig. 2. Structure of the isolated compounds and important correlations (arrows) observed in the HMBC spectrum of compound 2.
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LH-20 column chromatography와 ODS-HPLC를 이용하여 순차적

으로 정제를 행하여 2종의 화합물을 단리하였다. 단리된 화합물

1과 2는 MS 및 NMR 분석을 통하여 각각 quercetin 3-O-β-D-

glucopyranoside(화합물 1)와 3,5,6,7,8,3',4'-heptahydroxyflavan [(−)-

dulcisflavan, 화합물 2)]으로 동정되었다. 단리된 화합물 1은 동양

배로부터, 그리고 화합물 2는 배로부터 처음 동정된 화합물이다.

본 연구결과가 국산배의 기능학적 우수성 증명을 위한 기초자료

로 활용되길 기대한다.
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