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            초록
          
        

        
          
            Background:
            Antioxidant compounds have been reported to be effective in preventing and improving various diseases, including cancer and neurodegenerative diseases. In this study, an online liquid chromatography (LC) radical scavenging ability measurement system was used to explore the antioxidant compounds present in the leaf extracts of five broad-leaved tree species native to the Jeonnam region.

          

          
            Methods and Results:
            Ultraviolet (UV) absorption spectra and LC-mass spectrometry (LC-MS) analyses were performed on 2,2'-azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid) (ABTS) and 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH) radical-scavenging active compound peaks identified in the measurement system. In Morus alba leaf extract, 3-caffeoylquinic acid, 4-caffeoylquinic acid, and isoquercitrin were identified as the major active compounds. In Eriobotrya japonica leaf extract, 5-caffeoylquinic acid, 3-caffeoylquinic acid, and epicatechin were identified. In Dendropanax morbiferus and Kalopanax septemlobus leaf extracts, 3-caffeoylquinic acid was identified as the major active compound, and in Crataegus pinnatifida leaf extract, epicatechin was identified as the major active compound.

          

          
            Conclusions:
            The online LC-radical scavenging ability measurement and compound analysis method used in this study can be applied to study the antioxidant activities in other plant materials. In particular, it can be a useful method for screening analyses in the early stages of research and development.
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      서 언
      DNA나 세포막, 단백질 손상 등을 일으키는 것으로 알려진 활성산소 (reactive oxygen species)는 인체 내에서 에너지를 만드는 과정 중 발생되며, 정상 범위를 벗어나는 수준으로 증가하게 되면 염증반응이나 피부노화, 신경퇴행성 질환, 고혈압, 암 등 각종 질환에 해로운 영향을 미치는 것으로 다양한 연구에서 밝히고 있다 (Wiseman and Halliwell, 1996; Dhalla et al., 2000; Zhang et al., 2000; Devasagayam et al., 2004; Valko et al., 2007; Schieber and Chandel, 2014).

      활성산소에 대응하기 위한 항산화 소재나 성분의 탐색에 있어서 각종 식물의 추출물을 대상으로 하는 연구가 지속적으로 진행되고 있으며, 항염증이나 미백 활성 등 다른 생리활성과 연관성이 높은 것으로 나타난 소재나 성분이 다양하게 보고되고 있다 (Amin et al., 2009; Song and Lee, 2015; Kim et al., 2018; Kim et al., 2019; Yoo et al., 2019; Im and Lee, 2020; Kim et al., 2020). 최근에는 대장암 등 암과 심혈관 질환에 대한 항산화 활성 성분의 효과와 알츠하이머(Alzheimer)와 같은 신경퇴행성 질환에 대한 긍정적인 효과, 그리고 치주 질환에 대한 효과 등 다양한 분야의 질환에 대한 예방 및 치료 효과를 항산화 활성 성분이 나타내는 것으로 보고되었다 (Choi et al., 2012; Griffiths et al., 2016; Amato et al., 2019; Condello and Meschini, 2021; Maccioni et al., 2022; Farhan et al., 2023; Hatami et al., 2023; Juiz et al., 2024).

      식물 추출물과 같은 천연물의 항산화 활성 연구에서 가장 일반적으로 활용되고 있는 측정방법은 2,2'-azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid) (ABTS)와 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH)과 같은 물질을 이용한 radical 소거 활성을 측정하는 것으로서 분광광도계와 같은 장비를 사용하여 비교적 단시간에 활성의 측정이 가능하며, 결과 비교가 용이한 장점을 가지고 있다 (Li and Jeong, 2015; Kim et al., 2019). 다만 시료가 식물 추출물과 같이 많은 성분이 혼합된 형태일 경우 여러 성분의 활성이 병합되어 나타나므로 활성 성분을 구체적으로 확인하기 위해서는 추가적인 분리 및 확인 과정이 필요하게 된다.

      이런 부분에 대한 해결방안의 하나로 liquid chromatography (LC)를 이용하여 추출물의 성분을 분리시킨 후 radical 용액과 반응시키는 online LC-radical 소거능 측정 시스템이 지속적으로 활용되고 있다 (Inoue et al., 2012; Zhang et al., 2015; Im et al., 2017). Online LC-radical 소거능 측정 결과로 활성이 확인된 성분에 대하여 추가로 mass spectrometry (MS)나 nuclear magnetic resonance (NMR) 분석을 연동해서 실시함으로써 활성 성분에 대한 정성이 용이한 장점도 가지고 있다 (Braham et al., 2020; Lee et al., 2023; Lee et al., 2024a; Lee et al., 2024b; Park et al., 2024).

      본 연구에서는 식품공전에서 잎 부위를 식품에 사용할 수 있거나 특별한 사용조건 없이 제한적으로 사용할 수 있도록 허용되어 있어서 안전성이 인정되는 것으로 판단할 수 있는 식물 원료 중 전남 지역에서 자생하고 있는 뽕나무 (Morus alba), 음나무 (Kalopanax septemlobus), 비파나무 (Eriobotrya japonica), 황칠나무 (Dendropanax morbiferus), 산사나무 (Crataegus pinnatifida) 5 종의 활엽수 잎 추출물을 대상으로 online LC-radical 소거능 측정 시스템을 활용하여 각 추출물에 존재하는 항산화 활성 성분에 대한 탐색을 실시하였다. 각 추출물에 대하여 ABTS와 DPPH radical 소거 활성을 LC 분리·분석과 동일한 조건에서 측정한 후 확인된 radical 소거 활성 성분 peak에 대해 LC-MS 분석을 실시하여 활성성분을 구체적으로 확인하였으며, 주요 활성 성분에 대한 정량분석을 실시하여 함량을 비교하였다.

    

    

  
    
      재료 및 방법
      
        1. 식물재료 및 시약
        뽕나무, 산사나무, 음나무의 잎 시료는 전남 나주 지역에 자생하는 나무에서 성숙한 잎을 2024년 6월에 채집하였으며, 비파나무, 황칠나무의 잎 시료는 전남 장흥 지역에 자생하는 나무에서 성숙한 잎을 2024년 4월에 채집하여 사용하였다. 각 활엽수의 잎 시료는 정제수로 세척 후 수분이 15% 이하가 되도록 50℃의 건조기 (WOF-155, Daihan, Wonju, Korea)에서 24 시간 동안 가열건조하였으며, 건조 후 각 시료는 No. 10 표준체 (DH.Si8027, Daihan, Wonju, Korea)를 통과할 수 있도록 직경 2 ㎜ 이하로 분쇄하였다.

        측정 및 분석에 사용된 용매는 LC grade의 Duksan Pure Chemical (Seoul, Korea) 제품을 사용하였으며, chlorogenic acid (3-caffeoylquinic acid), cryptochlorogenic acid (4-caffeoylquinic acid), neochlorogenic acid (5-caffeoylquinic acid), epicatechin, rutin, isoquercitrin 표준품은 Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA)에서 구입한 것을 사용하였다.

      

      
        2. 추출물 제조
        분쇄된 각 잎 시료 5 g에 95% 에탄올 95 ㎖를 혼합한 후 분당 180 회의 속도를 적용하여 24 시간 동안 상온에서 진탕 추출을 실시하였다. 추출액은 0.45 ㎛ syringe filter (Whatman, Maidstone, England)로 여과를 실시한 후 실험에 사용하였다.

      

      
        3. Online LC-radical 소거능 측정
        각 추출물의 online LC-radical 소거능 측정에는 Elite LaChrom (Hitachi, Tokyo, Japan) LC와 column으로서 ZORBAX Eclipse XDB-C18 (4.6 ㎜ × 250 ㎜, 5 ㎛, Agilent, Santa Clara, CA, USA)을 사용하였다. 이동상으로 0.1% formic acid를 함유한 water (A)와 acetonitrile (B)을 사용하였으며, 이동상 세부 조건은 Table 1과 같이 적용하였다. Column oven은 35℃를 유지하였으며, 각 radical 소거능과 LC profile 분석을 위한 시료 주입량은 10 ㎕를 적용하였다.

        
          Table 1. 
				
          

          
            Mobile phase conditions for online LC-radical scavenging ability measurement.
          
          

        

        
          
            
              	Time
(min)
              	Gradient (%)
              	Flow
(㎖/min)
            

            
              	Water containing 0.1%
formic acid
              	Acetonitrile
            

          
          
            	0.0
            	95
            	5
            	0.8
          

          
            	5.0
            	95
            	5
          

          
            	55.0
            	50
            	50
          

          
            	70.0
            	0
            	100
          

          
            	79.0
            	0
            	100
          

          
            	79.5
            	95
            	5
          

          
            	90.0
            	95
            	5
          

        

        

        Column 분리 이후에 radical 용액을 공급하기 위해 추가로 LC-20AD pump (Shimadzu, Kyoto, Japan)를 설치하였다. Column에서 분리된 시료액과 radical 용액이 혼합된 이후 차광이 되는 재질의 reaction tubing 1 m를 지나면서 활성 성분의 radical 소거 반응이 나타나도록 하였다.

        DPPH radical 소거능 측정에는 methanol에 50 μM로 용해시킨 DPPH 용액을 사용하였으며, radical 용액 pump의 유속은 0.2 ㎖/min으로 유지하면서 517 ㎚에서 측정을 실시하였다.

        ABTS radical 소거능 측정에는 7.4 mM ABTS와 2.6 mM potassium persulfate를 혼합 후 상온, 암소에서 4 시간 동안 방치하여 형성된 radical을 측정 직전에 730 ㎚에서 흡광도가 0.7 ± 0.05가 되도록 증류수로 희석한 용액을 사용하였다. Radical 용액 pump의 유속은 0.2 ㎖/min으로 유지하면서 730 ㎚에서 검출을 수행하였다.

        활성 성분의 확인을 위한 LC profile 분석은 radical 용액의 공급을 정지한 상태에서 254 ㎚ 검출 파장을 적용하여 실시하였으며, radical 소거 활성 성분 peak의 UV 흡수 spectrum은 200 ㎚ - 400 ㎚ 범위에서 측정하였다.

      

      
        4. 주요 radical 소거 활성 성분의 LC-MS 분석
        각 추출물의 online LC-radical 소거능 측정에서 확인된 주요 활성 성분 peak에 대한 질량분석은 LCMS-8050 (Shimadzu, Kyoto, Japan)를 사용해 측정하였으며, online LC-radical 소거능 측정과 동일한 이동상 및 column 조건을 적용하였다.

        MS 분석은 electrospray ionization (ESI) 방법을 적용하였으며, interface, desolvation line, heat block 온도는 각각 350℃, 250℃, 380℃로 설정하였다. Nebulizing gas, drying gas, heating gas는 각각 3 ℓ/min, 10 ℓ/min, 10 ℓ/min을 적용하였으며, positive와 negative mode에서 100 m/z - 1,000 m/z의 범위의 MS scan 분석을 실시하였다.

      

      
        5. 주요 radical 소거 활성 성분 함량 분석
        각 추출물의 주요 radical 소거 활성 성분의 함량 분석은 online LC-radical 소거능 측정과 동일한 기기 및 column 조건에서 실시하였다. 이동상으로 0.1% formic acid를 함유한 water (A)와 acetonitrile (B)을 사용하였으며, online LC-radical 소거능 측정 결과에 확인된 radical 소거 활성 성분의 머무름시간이 분석 시간 초반에 나타난 결과를 반영하여 이동상 세부 조건은 Table 2와 같이 적용하였다.

        
          Table 2. 
				
          

          
            Mobile phase conditions for quantitative analysis of major active compounds.
          
          

        

        
          
            
              	Time
(min)
              	Gradient (%)
              	Flow
(㎖/min)
            

            
              	Water containing 0.1%
formic acid
              	Acetonitrile
            

          
          
            	0.0
            	98
            	2
            	0.8
          

          
            	8.0
            	98
            	2
          

          
            	48.0
            	75
            	25
          

          
            	50.0
            	0
            	100
          

          
            	58.0
            	0
            	100
          

          
            	58.5
            	98
            	2
          

          
            	70.0
            	98
            	2
          

        

        

        시료 주입량은 10 ㎕, radical 소거 활성 성분의 정량분석을 위한 표준품 용액은 500 ㎍/㎖, 250 ㎍/㎖, 100 ㎍/㎖, 50 ㎍/㎖, 25 ㎍/㎖, 10 ㎍/㎖ 농도로 조제하여 분석에 사용하였으며, 검출기 파장은 6 종 성분을 동시에 분석하기 위해서 280 ㎚로 설정하였다.

      

    

    

  
    
      결과 및 고찰
      
        1. Online LC-radical 소거능
        ABTS radical과 DPPH radical 소거능 측정은 각 radical 물질과 소거 활성 성분이 반응하여 색상의 변화 정도를 분광기기로 측정하는 단순한 절차와 결과의 비교가 용이하다는 장점으로 인해 항산화 활성 관련 연구에서 가장 많이 이용되고 있다 (Cha, 2015; Li and Jeong, 2015; Im et al., 2017; Kim et al., 2019). ABTS는 양이온 radical을, DPPH는 음이온 radical을 생성하는 차이가 있으므로 각 소거능 측정 방법에서 기질과 반응물질의 결합 정도가 서로 달라 측정 결과가 상이할 수 있다고 알려져 있다 (Lee et al., 2012). 또한 알콜과 같은 유기용매에 더 잘 용해되는 DPPH radical에 비해 ABTS radical이 물 또는 유기용매 모두에 용해되므로 강하기 때문에 극성 및 비극성 시료 모두에서 항산화 활성 측정이 용이하다는 차이가 있다 (Awika et al., 2003).

        LC를 사용한 분리·분석과 연동시켜 radical 소거능을 측정하는 online LC-radical 소거능 측정 시스템에서는 LC의 column 분리 이후 검출기로 연결되는 중간에 radical 용액을 공급하게 되므로 항산화 활성 성분이 분리되어 나오는 시간 영역에서만 radical 소거 반응으로 인한 흡광도 변화가 나타나게 된다. Fig. 1 – Fig. 5의 (A), (B)에 제시된 것과 같이 각 radical이 항산화 활성 성분을 만나게 되면 radical 고유의 색상이 탈색되면서 흡광도가 낮아지게 되어 baseline을 기준으로 아래 방향의 peak를 형성하게 된다. 일부 연구에서는 검출기의 polarity를 반대로 전환하여 측정함으로써 일반적인 LC의 chromatogram과 같은 형상으로 표시한 예도 있었으나 (Im et al., 2017; Lee et al., 2023), 일반적으로는 본 연구에서와 같이 항산화 활성 성분과 반응하여 고유의 색상이 탈색되는 radical의 특성이 그대로 반영될 수 있도록 표시하고 있다 (Hong et al., 2014; Braham et al., 2020; Lee et al., 2022; Lee, 2023; Lee et al., 2024a; Lee et al., 2024b; Park et al., 2024). 활성이 높은 성분이거나 해당 성분의 함량이 높으면 상대적으로 peak 면적이 크게 나타나게 되므로 각 추출물 중에 포함된 주요 활성 성분을 확인할 수 있게 된다.

        
          
          

          Fig. 1. 
				
          

          
            Radical scavenging active compounds in leaf extract of Morus alba.
            (A) ABTS radical scavenging ability measurement, (B) DPPH radical scavenging ability measurement, (C) LC-UV profile at 254 ㎚.

          
          

          

        

        연구 대상 추출물 중 가장 많은 활성 성분이 확인된 뽕나무 잎 추출물의 경우, Fig. 1 (A)의 ABTS radical 소거능 측정 결과에서 머무름시간 20.1 분, 20.7 분, 28.6 분, 29.8 분 등 4 개의 특징적인 활성 성분이 존재함을 알 수 있었다. Fig. 1 (B)의 DPPH radical 소거능 측정 결과에서도 해당 성분들의 활성이 비교적 높게 나타남을 확인할 수 있었으며, Fig. 1 (C)에 제시한 뽕나무 잎 추출물의 LC-UV profile에서 동일한 머무름시간 영역을 나타내는 주요 성분의 peak들을 확인할 수 있었다.

        Fig. 2 (A)에 제시한 비파나무 잎 추출물의 ABTS radical 소거능 측정 결과에서 머무름시간 15.5 분, 20.1 분, 23.5 분 등 3 개의 특징적인 활성 성분이 존재함을 확인하였다. Fig. 2 (B)의 DPPH radical 소거능 측정 결과에서도 해당 성분들의 활성이 비교적 높게 나타났으며, Fig. 2 (C)에 제시한 비파나무 잎 추출물의 LC-UV profile에서도 동일한 머무름시간에서 주요 성분 peak들을 확인할 수 있었다.

        
          
          

          Fig. 2. 
				
          

          
            Radical scavenging active compounds in leaf extract of Eriobotrya japonica.
            (A) ABTS radical scavenging ability measurement, (B) DPPH radical scavenging ability measurement, (C) LC-UV profile at 254 ㎚.

          
          

          

        

        황칠나무 잎 추출물의 경우, Fig. 3 (A)의 ABTS radical 소거능 측정 결과와 Fig. 3 (B)의 DPPH radical 소거능 측정 결과에서 머무름시간 20.1 분의 성분이 높은 활성을 나타냈으며, Fig. 3 (C)에 제시한 추출물의 LC-UV profile에서도 동일한 머무름시간에서 주요 성분 peak를 확인할 수 있었다.

        
          
          

          Fig. 3. 
				
          

          
            Radical scavenging active compounds in leaf extract of Dendropanax morbiferus.
            (A) ABTS radical scavenging ability measurement, (B) DPPH radical scavenging ability measurement, (C) LC-UV profile at 254 ㎚.

          
          

          

        

        Fig. 4 (A), (B)에 제시한 산사나무 잎 추출물의 ABTS radical 소거능과 DPPH radical 소거능 측정 결과에서는 Fig. 4 (C)에 제시한 추출물의 LC-UV profile 중 머무름시간 23.5분의 성분이 높은 radical 소거 활성을 나타냈다.

        
          
          

          Fig. 4. 
				
          

          
            Radical scavenging active compounds in leaf extract of Crataegus pinnatifida.
            (A) ABTS radical scavenging ability measurement, (B) DPPH radical scavenging ability measurement, (C) LC-UV profile at 254 ㎚.

          
          

          

        

        음나무 잎 추출물의 경우, Fig. 5 (A)의 ABTS radical 소거능 측정 결과와 Fig. 5 (B)의 DPPH radical 소거능 측정 결과에서 Fig. 5 (C)에 제시한 추출물의 LC-UV profile 중 머무름시간 20.1 분의 성분이 높은 활성을 나타내는 것으로 확인되었다.

        
          
          

          Fig. 5. 
				
          

          
            Radical scavenging active compounds in leaf extract of Kalopanax septemlobus.
            (A) ABTS radical scavenging ability measurement, (B) DPPH radical scavenging ability measurement, (C) LC-UV profile at 254 ㎚.

          
          

          

        

        한편, Fig. 1 – Fig. 5에 제시된 ABTS radical 소거능 측정 결과에서 추출물 및 활성 성분에 따라 최대 - 600 ㎷ 수준으로 활성 peak가 생성된 반면, DPPH radical 소거능 측정 결과에서는 생성된 활성 성분 peak의 검출 강도가 최대 –20 ㎷ 수준으로 ABTS radical 소거능 측정 결과에 비해 현저히 낮은 수준의 활성 peak가 생성된 것을 확인할 수 있었다. 이로 인해 각 추출물의 DPPH radical 소거능 chromatogram의 baseline 변동이 ABTS radical 소거능 chromatogram보다 크게 나타나고 활성 peak 모양이 상대적으로 넓게 형성되었음을 알 수 있었다. 이는 DPPH radical 소거능 측정 결과보다 ABTS radical 소거능 측정 결과에서 활성 peak의 확인이 더 용이함을 나타내는 것으로 본 연구에서 활용한 online LC-radical 소거능 측정 시스템에 적용된 세부조건이 DPPH radical 소거 반응보다 ABTS radical 소거 반응의 검출에 더 적합한 것으로 판단되었다.

        Radical 소거 활성 성분에 대한 정성을 위해 분석 결과에서 확인된 각 추출물의 주요 활성 성분 peak에 대한 UV 흡수 spectrum을 Fig. 6에 제시한 것과 같이 측정하였으며, 서로 다른 종의 추출물이라도 머무름시간이 같은 것으로 나타난 활성 성분 peak는 동일한 형태의 spectrum을 가지는 것으로 확인되었다.

        
          
          

          Fig. 6. 
				
          

          
            UV absorption spectra of major active compounds.
            (A) compound of retention time 15.5 min, (B) compound of retention time 20.1 min, (C) compound of retention time 20.7 min, (D) compound of retention time 23.5 min, (E) compound of retention time 28.6 min, (F) compound of retention time 29.8 min.

          
          

          

        

      

      
        2. 주요 활성 성분 peak의 LC-MS 분석
        Online LC-radical 소거능 측정에서 확인된 주요 활성 성분에 대한 정성을 위해서 online LC-radical 소거능 측정과 동일한 LC 분리 조건을 적용한 MS 분석을 추가로 실시하였으며, 6 종의 주요 활성 성분 peak에 대한 MS 분석 결과를 Fig. 7에 제시하였다.

        
          
          

          Fig. 7. 
				
          

          
            LC-MS analysis results of major active compounds.
            (A) compound of retention time 15.5 min, (B) compound of retention time 20.1 min, (C) compound of retention time 20.7 min, (D) compound of retention time 23.5 min, (E) compound of retention time 28.6 min, (F) compound of retention time 29.8 min.

          
          

          

        

        일반적으로 ESI 방법이 적용되는 MS 분석에서는 [M+H]+와 함께 [M+Na]+ 형태의 모분자량 패턴이 positive mode에서 주로 나타나며, [M-H]- 형태의 모분자량 패턴이 negative mode에서 특징적으로 나타나게 되어 이를 바탕으로 대상 성분의 분자량을 추정할 수 있게 된다.

        Fig. 7 (A)에 제시한 머무름시간 15.5 분의 활성 peak에 대한 MS spectra를 보면 negative mode에서 [M-H]- 형태로 볼 수 있는 353.1 m/z가 특징적으로 나타났고 positive mode에서 [M+H]+와 [M+Na]+ 형태로 볼 수 있는 355.1 m/z와 377.1 m/z가 확인됨에 따라 354의 분자량을 가진 성분임을 알 수 있었다. Fig. 7 (B)와 (C)의 머무름시간 20.1 분과 20.7 분의 활성 peak MS spectra도 머무름시간 15.5 분의 활성 peak와 유사한 형태로 나타남에 따라 354의 분자량을 가진 성분임과 동시에 3 종의 활성 peak들이 화학적으로 동일한 계열의 성분일 것으로 판단할 수 있었다. Fig. 6 (A), (B), (C)에 제시한 것과 같이 각 성분의 UV 흡수 spectrum 역시 유사한 형태로 확인됨에 따라 관련 문헌을 참고하여 3 종의 활성 성분이 caffeoylquinic acid 계열의 성분임을 알 수 있었다 (Bajko et al., 2016).

        해당 성분이 확인된 뽕나무와 비파나무 잎 추출물 관련 문헌과 caffeoylquinic acid 계열 성분 관련 문헌을 검토한 후 각 성분의 표준품과 대조 분석을 실시하여 Fig. 8 (A) - (C)에 제시한 것과 같이 각 활성 성분 peak가 머무름시간 순서대로 5-caffeoylquinic acid (neochlorogenic acid), 3-caffeoylquinic acid (chlorogenic acid), 4-caffeoylquinic acid (cryptochlorogenic acid)임을 확인하였다 (Lee and Choi, 2012; Zhang et al., 2015; Chen et al., 2018; Kim et al., 2020). Caffeoylquinic acid 성분들은 다양한 연구에서 항산화 활성과 함께 항염증, 항균 활성, 혈압 조정, 신경퇴행성 질환 개선 효과 등을 나타내는 것으로 보고되고 있다 (Kim et al., 2015; Kim et al., 2017; Chen et al., 2018; Amato et al., 2019; Gao et al., 2020; Kim et al., 2025).

        
          
          

          Fig. 8. 
				
          

          
            LC chromatograms of standard compounds under LC-UV profile analysis conditions.
            (A) 5-caffeoylquinic acid, (B) 3-caffeoylquinic acid, (C) 4-caffeoylquinic acid, (D) epicatechin, (E) rutin, (F) isoquercitrin.

          
          

          

        

        Fig. 7 (D)에 제시한 머무름시간 23.5 분의 활성 peak에 대한 MS spectra 중 negative mode에서는 [M-H]- 형태의 289.1 m/z가 나타났고 positive mode에서는 [M+H]+와 [M+Na]+ 형태로 볼 수 있는 291.1 m/z와 313.1 m/z가 확인됨에 따라 분자량이 290인 성분임을 알 수 있었다. 이와 함께 Fig. 6 (D)와 같은 UV 흡수 spectrum을 가지는 화합물에 대한 문헌을 검토하여 녹차와 같은 식물에 존재하는 catechin 또는 epicatechin임을 추정하였으며, 표준품과 대조 분석을 실시하여 해당 활성 성분 peak가 Fig. 8 (D)에 제시한 것과 같이 epicatechin임을 확인하였다 (Choung and Lee, 2008; Ananingsih et al., 2013). Epicatechin은 기본적인 항산화 활성 외에도 전염성 질환이나 알츠하이머와 같은 신경퇴행성 질환에 대한 긍정적인 효과를 나타내는 것으로 보고되고 있다 (Kwon et al., 2011; Choi et al., 2012; Reygaert, 2018; Hatami et al., 2023).

        Fig. 7 (E)에 제시한 머무름시간 28.6 분의 활성 peak에 대한 MS spectra에서는 negative mode에서 [M-H]- 형태의 609.1 m/z가 나타났으며, positive mode에서 [M+H]+와 [M+Na]+ 형태로 볼 수 있는 611.1 m/z와 633.1 m/z가 확인됨에 따라 분자량이 610인 성분임을 알 수 있었다. Fig. 6 (E)에 제시한 UV 흡수 spectrum을 나타내는 화합물에 대한 문헌을 검토하여 분자 내에 quercetin 구조를 포함하는 rutin과 같은 flavonoid 화합물에서 나타날 수 형태임을 확인하였으며, 표준품 대조 분석을 실시하여 Fig. 8 (E)에 제시한 것과 같이 rutin임을 확인하였다 (Zhu et al., 2015). Rutin은 다양한 식물에 존재하며, 항산화 활성을 포함하여 항염증, 항고혈압 및 뇌졸중 예방 효과, 콜레스테롤 저하 등의 효과를 가지는 것으로 알려져 있다 (Gim et al., 2020).

        Fig. 7 (F)에 제시한 머무름시간 29.8 분의 활성 peak에 대한 MS spectra 중 negative mode에서 나타난 [M-H]- 형태의 463.1 m/z와 positive mode에서 나타난 [M+H]+와 [M+Na]+ 형태의 465.1 m/z와 487.1 m/z에서 해당 peak의 성분이 464의 분자량을 가진 것을 알 수 있었다. 이와 함께 Fig. 6 (F)와 같은 UV 흡수 spectrum을 가지는 화합물에 대한 문헌을 검토하여 quercetin 구조에 당이 결합된 구조의 flavonoid에서 나타나는 형태인 hyperoside나 isoquercitrin에서 나타나는 형태임을 확인하였고 표준품 대조 분석을 통해서 Fig. 8 (F)에 제시한 것과 같이 isoquercitrin임을 확인하였다 (Zhou et al., 2011). Isoquercitrin은 항산화 활성, 피부 미백 및 항주름 효과, 항균 활성 등을 나타내는 flavonoid 성분으로 알려져 있다 (Kim, 2021).

      

      
        3. Radical 소거 활성 성분 함량 분석
        LC-MS 분석과 표준품 대조 분석을 통하여 radical 소거 활성을 가지는 주요 성분이 5-caffeoylquinic acid, 3-caffeoylquinic acid, 4-caffeoylquinic acid, epicatechin, rutin, isoquercitrin임을 확인하였으며, 6 종 성분에 대한 함량 분석을 실시하였다.

        앞서 실시한 online LC-radical 소거능 측정에서 모든 활성 성분의 머무름시간이 전체 분석시간 90 분 중 1/3에 해당하는 30 분 이전에 형성된 것과 적용된 이동상 조건에서 발견된 일부 활성 성분 peak 간의 분리도 부족 현상을 개선하기 위해서 이동상 조건을 Table 2와 같이 변경하였다.

        또한 Fig. 6에 제시한 각 활성 성분의 UV 흡수 spectrum을 검토하여 상대적으로 흡광 파장 범위에 제한이 있는 것으로 판단된 epicatechin을 기준으로 6 종 성분을 동시에 분석하기 위한 검출기 파장을 280 nm로 설정하였다.

        변경된 이동상 조건과 검출기 파장을 적용하여 실시된 LC 분석 결과는 Fig. 9에 제시하였으며, 각 추출물과 표준품 분석 chromatogram에서 개선된 분석 결과를 확인할 수 있었다. 10 µg/mL - 500 µg/mL 범위의 농도별 표준품 분석 결과에서 산출된 검량선 정보를 Table 3에 제시하였다.

        
          
          

          Fig. 9. 
				
          

          
            LC chromatograms of major active compounds in leaf extracts of 5 plants.
            (A) Morus alba, (B) Eriobotrya japonica, (C) Dendropanax morbiferus, (D) Crataegus pinnatifida, (E) Kalopanax septemlobus, (F) mixture of standards. a; 5-caffeoylquinic acid, b; 3-caffeoylquinic acid, c; 4-caffeoylquinic acid, d; epicatechin, e; rutin, f; isoquercitrin.

          
          

          

        

        
          Table 3. 
				
          

          
            Calibration curve information of major active compounds.
          
          

        

        
          
            
              	Compounds
              	Retention time (min)
              	Equation
              	Coefficient of determination (r2)
            

          
          
            	5-Caffeoylquinic acid
            	25.2
            	y=0.0000725x-5.6618
            	0.9994
          

          
            	3-Caffeoylquinic acid
            	30.8
            	y=0.0000664x-7.2861
            	0.9989
          

          
            	4-Caffeoylquinic acid
            	32.0
            	y=0.00007.2x+1.0859
            	0.9999
          

          
            	Epicatechin
            	36.1
            	y=0.0001301x+0.4202
            	0.9999
          

          
            	Rutin
            	43.6
            	y=0.0001042x-2.7595
            	0.9987
          

          
            	Isoquercitrin
            	45.1
            	y=0.0000841x+3.7896
            	0.9991
          

        

        

        Table 4에 제시한 각 추출물의 활성 성분 함량 측정 결과, 뽕나무 잎 추출물에는 3-caffeoylquinic acid가 502.3 ㎍/㎖로 가장 함량이 높은 성분으로 확인되었으며, 4-caffeoylquinic acid와 isoquercitrin의 함량이 각각 223.5 ㎍/㎖ 와 188.2 ㎍/㎖로 나타났다. 비파나무 잎 추출물은 5-caffeoylquinic acid가 285.3 ㎍/㎖로 가장 함량이 높은 성분으로 나타났으며, 3-caffeoylquinic acid와 epicatechin이 210.1 ㎍/㎖ 와 191.0 ㎍/㎖의 함량을 나타냈다. 황칠나무와 음나무 잎 추출물은 3-caffeoylquinic acid가 각각 461.7 ㎍/㎖와 159.4 ㎍/㎖의 함량을 나타냄으로써 특징적으로 항산화 활성을 나타내는 성분으로 확인되었으며, 산사나무 잎 추출물에서는 epicatechin이 213.5 ㎍/㎖로 항산화 활성을 나타내는 주요 성분으로 나타났다.

        
          Table 4. 
				
          

          
            Contents of major active compounds in leaf extracts of five plants.
          
          

        

        
          
            
              	Compounds
              	Contents (㎍/㎖)
            

            
              	
                M. alba
              
              	
                E. japonica
              
              	
                D. morbiferus
              
              	
                C. pinnatifida
              
              	
                K. septemlobus
              
            

          
          
            	5-Caffeoyl quinic acid
            	36.8±1.31)
            	285.3±9.0
            	57.7±1.9
            	-2)
            	-
          

          
            	3-Caffeoyl quinic acid
            	502.3±15.7
            	210.1±6.7
            	461.7±14.4
            	16.7±0.7
            	159.4±5.1
          

          
            	4-Caffeoyl quinic acid
            	223.5±6.8
            	19.9±0.6
            	28.9±0.9
            	23.4±0.7
            	-
          

          
            	Epicatechin
            	22.6±0.7
            	191.0±5.9
            	23.8±0.7
            	213.5±6.6
            	-
          

          
            	Rutin
            	129.2±4.1
            	-
            	34.6±1.1
            	-
            	-
          

          
            	Isoquercitrin
            	188.2±5.7
            	50.2±1.4
            	-
            	45.6±1.3
            	-
          

        

        
          
            1)Values are means ± standard deviation (n=3). 2)Not detected or below the calibration range.
          

        

        

        한편, 본 연구에서와 같이 online LC-radical 소거능 측정 시스템을 활용하여 식물 추출물 중에 존재하는 항산화 활성 성분을 확인하려는 연구가 지속적으로 수행되고 있다. 커피나무 (Coffea arabica) 잎에는 5-caffeoylquinic acid, 3-caffeoylquinic acid, cinnamtannin B-1, mangiferin, 3,4-dicaffeoylquinic acid, 3,5-dicaffeoylquinic acid, 4,5-dicaffeoylquinic acid가 주요 항산화 활성 성분임이 확인되었으며 (Lee et al., 2022), 황해쑥 (Artemisia argyi)에서는 3,5-dicaffeoylquinic acid, 3,4-dicaffeoylquinic acid, 4,5-dicaffeoylquinic acid, 1,4-dicaffeoylquinic acid, 3-caffeoylquinic acid가 확인되었다 (Yang et al., 2023). 또한 환삼덩굴 (Humulus japonicus)에는 luteolin-7-glucoside 성분이 주요 활성 성분으로 나타났으며 (Lee, 2023), 두릅나무 (Aralia elata) 잎은 5-caffeoylquinic acid, 3,5-dicaffeoylquinic acid, 3,4-dicaffeoylquinic acid를 항산화 활성 성분으로 포함하고 있음이 밝혀졌다 (Lee et al., 2024a).

        꾸지뽕나무 (Cudrania tricuspidata) 잎에서는 6,8-diprenylorobol이라는 flavonoid 성분이 확인되었으며 (Lee et al., 2024b), 폴리네시아 (Polynesia) 지역의 연구에서는 Calophyllum inophyllum, Gardenia taitensis, Cordia subcordata, Ficus prolixa 등의 지역 식물 소재에서 radical 소거 활성 성분으로서 quercetin-O-rhamnoside, rosmarinic acid, 3-caffeoylquinic acid, procyanidins, epicatechin, 5-O-caffeoylshikimic acid 등이 확인되었다 (Chambon et al., 2023). 본 연구의 결과를 포함하여 예외적인 경우를 제외하고 식물 중에 존재하는 항산화 활성 성분은 caffeoylquinic acid 계열의 성분과 luteolin이나 quercetin과 같은 flavonoid 구조의 유도체가 포함된 경우가 많음을 알 수 있다. 따라서 본 연구에서 사용된 측정 및 분석 방법이 다른 식물 소재의 항산화 활성 관련 연구에도 응용이 가능할 것으로 판단되며, 특히 연구개발 초기에 스크리닝 분석을 위한 유용한 방법이 될 수 있을 것이다.

        본 연구에서는 다양한 질환의 예방과 개선에 효과를 나타내는 것으로 보고되고 있는 항산화 활성 소재 및 성분에 대한 탐색을 위해서 전남 지역에 자생하는 뽕나무, 비파나무, 황칠나무, 산사나무, 음나무 등 5 종의 활엽수 잎 추출물을 대상으로 online LC-radical 소거능 측정 시스템을 활용하여 항산화 활성 성분에 대한 탐색을 실시하였다.

        각 추출물에서 확인된 ABTS와 DPPH radical 소거 활성 성분 peak에 대한 UV 흡수 spectrum과 LC-MS 분석을 실시하여 radical 소거 활성을 나타내는 주요 성분이 5-caffeoylquinic acid, 3-caffeoylquinic acid, 4-caffeoylquinic acid, epicatechin, rutin, isoquercitrin임을 확인하였다. 각 추출물의 주요 활성 성분에 대한 정량분석을 실시한 결과, 뽕나무 잎 추출물의 주요 활성 성분으로 3-caffeoylquinic acid, 4-caffeoylquinic acid, isoquercitrin이 확인되었으며, 비파나무 잎 추출물은 5-caffeoylquinic acid, 3-caffeoylquinic acid, epicatechin이 주요 활성 성분으로 나타냈다. 황칠나무와 음나무 잎 추출물에서는 3-caffeoylquinic acid가 주요 활성 성분으로 확인되었으며, 산사나무 잎 추출물에서는 epicatechin이 활성을 나타내는 주요 성분으로 확인되었다.

        다만, 이상의 결과는 채취 시기나 지역, 건조 등 전처리 및 추출 조건, 세부 품종 등의 차이에 대한 부분은 검토되지 않았으므로 개별 소재에 대한 추가적인 연구가 필요할 것으로 판단된다.
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