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            초록
          
        

        
          
            Background
            The 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH) assay is the most commonly used for measuring antioxidant activity. Recently, research on measuring DPPH radical scavenging ability using liquid chromatography (LC) analysis has been increasing. In addition, active compound analysis can be effectively performed using mass spectrometer (MS).

          

          
            Methods and Results
            The antioxidant compounds present in the extracts of Cudrania tricuspidata leaves were analyzed using using an online LC-DPPH radical scavenging activity measurement system and MS. The results showed that the DPPH radical scavenging active compound in C. tricuspidata leaves was 6,8-diprenylorobol, a prenylated isoflavonoid. As a result of a comparative analysis of extracts by ethanol concentration, 6,8-diprenylorobol content of the 95% ethanol extract was found to be the highest at 210.63 ± 2.09 ㎍/㎖, while the hot water extract showed the lowest content at 0.06 ± 0.01 ㎍/㎖.

          

          
            Conclusions
            6,8-Diprenylorobol exhibits various physiological activities, including anti-inflammatory activity, therefore, it can be used as an important marker compound for C. tricuspidata leaves. Additionally, to extract 6,8-diprenylorobol from C. tricuspidata leaves, an ethanol concentration of 40% or higher should be used.
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      서 언
      꾸지뽕나무 (Cudrania tricuspidata)는 뽕나무과 (Moraceae)에 속하는 낙엽교목으로 우리나라를 비롯하여 일본, 중국 등 동아시아 지역에 주로 분포하고 있으며 (Jung et al., 2013), 예로부터 열매를 비롯하여 잎, 줄기, 뿌리 등 다양한 부위가 식용 및 약용으로 사용되어 왔다 (Xin et al., 2017; Park et al., 2019).

      꾸지뽕나무 뿌리 부위는 항산화 활성 (Cha et al., 1999), 신경보호 및 항염증 관련 활성 (Ko et al., 2020; Ko et al., 2021), 피부 미백과 관련된 tyrosinase 저해 활성 (Oh et al., 2007), 제2형 당뇨병, 비만 및 암과 같은 대사 증후군 치료효과 (Quang et al., 2015) 등의 활성을 나타내는 것으로 보고되었으며, 열매 부위는 항산화 활성 (Cha et al., 1999), 혈구 세포의 생성 촉진과 함께 혈중 지질 개선, 간 기능 개선, 염증 개선 등 다양한 효과 (Hwang et al., 2023)와 비알코올성 지방간의 예방 및 개선 효과 (Lee et al., 2019) 등이 있는 것으로 알려져 있다.

      꾸지뽕나무 잎의 생리활성으로는 기본적인 항산화 활성 (Cha et al., 1999)과 함께 면역세포의 활성 증대 효과 (Byun et al., 2016), 활성산소 소거 활성에 따른 신경세포 보호 효과 (Kang et al., 2012), nitric oxide 생성 억제를 통한 항염증 활성 (Tuan Anh et al., 2017), 항알레르기 활성과 아토피성 피부염 및 건선 치료 효과 (Kim et al., 2019; Kim et al., 2020a), 고요산혈증과 통풍 치료 관련 효과 (Song et al., 2018) 등이 보고되었다.

      또한 에탄올 추출물의 지방세포 분화 억제 효과 (Do et al., 2011; Choi et al., 2023), 항비만 효과 (Park et al., 2021), lipase 활성 억제 효과에 의한 비만 치료 효과 (Kim et al., 2012b), 기능성 소화불량 환자의 위장 증상 완화 (Shin et al., 2021), 산화적 스트레스로 인한 간 손상에 대한 보호 및 치료 효과 (Kim et al., 2012a; Cho et al., 2019) 등 각종 소화기 질환이나 비만과 관련된 효과도 보고되었다.

      이밖에도 tyrosinase 저해 활성과 angiotensin converting enzyme 저해 활성 (Lee et al., 2011), 염증 억제에 의한 Helicobacter pylori에 대한 효과 (Lee et al., 2023b)나 Listeria monocytogenes를 비활성화 (Woo et al., 2019)와 같은 활성이 꾸지뽕나무 잎에서 나타나는 것으로 보고되었다.

      이와 같은 생리활성에 관여하는 성분 관련 연구들에서 뿌리, 잎, 나무껍질, 줄기 및 열매를 포함하는 꾸지뽕나무에는 xanthone, flavonoid, 유기산 및 다당류를 비롯한 다양한 성분이 존재하는 것으로 확인되었다. 특히, xanthone, flavonoid 등이 주목할만한 항염증, 항산화, 항종양, 간 보호, 신경 보호 및 항비만 등의 효과를 나타내는 것으로 보고되고 있다 (Xin et al., 2017).

      꾸지뽕나무 뿌리에서 분리된 성분으로서 cudratricusxanthone 류와 cudraxanthone류 등 다양한 xanthone 성분들과 kuwanon C와 같은 flavonoid 성분들이 대표적인 활성 성분으로 보고되고 있다 (Quang et al., 2015; Park et al., 2019; Ko et al., 2020).

      꾸지뽕나무 열매에 존재하는 주요 성분으로는 6,8-diprenylorobol, 6,8-diprenylgenistein과 같이 prenyl기를 포함하는 isoflavonoid가 알려져 있다 (Jeon et al., 2012; Lee et al., 2023a).

      꾸지뽕나무 잎의 성분 연구에서 deoxynojirimycin이나 rutin (Do et al., 2011), kaempferol 및 kaempferol 배당체 (Park et al., 1992), quercetin 및 quercetin 배당체 (Seo et al., 2022) 등의 성분과 함께 6,8-diprenylorobol이나 cudraisoflavone L과 같은 prenyl기를 포함하는 isoflavonoid가 잎에 존재하는 것으로 확인되었다 (Tuan Anh et al., 2017).

      항산화 활성 측정방법 중 약용식물 연구에서 가장 일반적으로 활용되고 있는 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH) radical 소거능은 활성 정도에 따라 나타나는 색상변화를 분광학적 기기로 손쉽게 측정할 수 있어서 다양한 약용식물의 항산화 활성 연구에 활용되고 있다 (Im and Lee, 2014; Kim, 2014; Kim et al., 2014; Cha, 2015; Li and Jeong, 2015).

      최근 다양한 연구에서 액체크로마토그래프 (liquid chromatography, LC)와 연계하여 LC 분석과 항산화 활성 측정을 동시에 측정하는 시스템의 활용이 증가되고 있다 (Jeon et al., 2009; Hong et al., 2014; Zhang et al., 2015; Im et al., 2017). 이와 함께 질량분석기 (mass spectrometer, MS)를 병행해서 활용하면 항산화 활성 성분 분석의 정확성을 높일 수 있게 된다 (Lee et al., 2022; Lee, 2023; Lee et al., 2023c).

      본 연구에서는 DPPH radical 소거 활성을 LC의 column에서 분리된 용리액이 검출기로 이동하는 중간에 radical 용액과 반응시킨 후 측정하는 시스템을 활용하여 꾸지뽕나무 잎 추출물에 존재하는 radical 소거 활성 성분에 대한 탐색을 실시하였다. 확인된 radical 소거 활성 성분 peak의 MS 분석을 동일한 LC 분리 조건에서 실시하여 확인된 성분의 표준품을 확보하여 대조 분석을 실시하였으며, 에탄올 농도별 추출물을 비교 분석함으로써 꾸지뽕나무 잎의 radical 소거 활성 성분에 대한 효율적인 추출 조건을 추가로 확인하였다.

    

    

  
    
      재료 및 방법
      
        1. 식물재료 및 시약
        꾸지뽕나무 (Cudrania tricuspidata) 잎 시료는 2023년 6월에 전남 나주 지역에 자생하는 나무에서 400 g을 채집하여 사용하였다. 시료는 40℃의 건조기에서 2 일간 건조하였으며, 직경 2 ㎜ 이하로 분쇄한 것을 4℃에 냉장보관하면서 사용하였다.

        추출과 분석에 사용된 용매는 LC grade의 Duksan Pure Chemical (Seoul, Korea) 제품을 사용하였으며, 6,8-diprenylorobol 표준품은 BIOSYNTH international (Louisville, KY, USA)에서 구입한 것을 사용하였다. Ascorbic acid와 catechin은 Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA)에서 구입한 것을 사용하였다.

      

      
        2. 추출물 제조
        에탄올 농도별 꾸지뽕나무 잎 추출물은 분쇄 시료 10 g에 10%, 20%, 40%, 60%, 80%, 95% 에탄올 200 ㎖를 혼합한 후 분당 180 회의 속도를 적용하여 24 시간 동안 상온에서 진탕 추출을 실시하였다.

        열수 추출물은 분쇄 시료 10 g에 정제수 200 ㎖를 혼합하여 100℃에서 2 시간 동안 환류 추출을 실시하였다. 각 추출액은 0.45 ㎛ syringe filter (Whatman, Maidstone, England)로 여과를 실시한 후 4℃ 이하로 냉장 보관하면서 분석에 사용하였다.

      

      
        3. Online LC-DPPH radical 소거능 측정
        꾸지뽕나무 잎 추출물 시료의 성분 분리 조건 설정을 위한 LC profile 분석을 위해 LC-30A (Shimadzu, Kyoto, Japan) 액체크로마토그래피와 column으로서 Kinetex C18 (4.6 ㎜ × 150 ㎜, 3 ㎛, Phenomenex, Torrance, CA, USA)을 적용한 분석을 실시하였다.

        시료 주입량은 5 ㎕, column oven은 40℃를 유지하였으며, 이동상으로 0.1% formic acid를 포함한 물 (A)과 acetonitrile (B)을 사용하여 유속은 0.6 ㎖/min을 적용하였다. 검출기는 LC profile 분석에서 가장 일반적으로 사용되는 SPD-10Avp (Shimadzu, Kyoto, Japan) 자외선 (ultraviolet; UV) 검출기를 사용하였으며, 파장은 254 ㎚로 설정하였다.

        이동상 비율별로 LC profile을 비교한 결과 Table 1과 같은 이동상 조건에서 꾸지뽕나무 잎 추출물의 주요 성분 peak들이 양호하게 분리되는 것을 확인하였다.

        
          Table 1. 
				
          

          
            Mobile phase conditions for separation of major peaks in leaf extracts of C. tricuspidata.
          
          

        

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

            
              	Water containing 0.1% formic acid
              	Acetonitrile
            

          
          
            	0.0
            	50
            	50
            	0.6
          

          
            	3.0
            	50
            	50
          

          
            	30.0
            	27
            	73
          

          
            	32.0
            	0
            	100
          

          
            	38.0
            	0
            	100
          

          
            	38.5
            	50
            	50
          

          
            	45.0
            	50
            	50
          

        

        

        Online LC-DPPH radical 소거능 측정을 위해서 Table 1의 이동상 조건을 적용한 LC에서 분리된 용출액과 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH) radical 용액의 반응을 유도하는 시스템을 활용하였다 (Lee et al., 2022). DPPH radical 용액의 공급을 위해서 추가로 LC-20AD pump (Shimadzu, Kyoto, Japan)를 이용하였으며, radical 용액이 혼합된 이후 radical 소거 반응을 위해 길이 1 m의 reaction tubing을 설치하였다.

        Methanol에 50 μM로 용해시킨 DPPH radical 용액을 사용하였으며, 유속은 0.2 ㎖/min으로 유지하면서 검출기 (SPD-10Avp, Shimadzu, Kyoto, Japan)는 517 ㎚로 설정하였다. DPPH radical 소거 활성 성분 peak의 UV spectrum은 DPPH radical 용액을 정지한 상태로 200 ㎚ - 400 ㎚ 범위에서 측정하였다.

      

      
        4. Radical 소거 활성 성분의 LC-MS/MS 분석
        꾸지뽕나무 잎 추출물 중 DPPH radical 소거 활성 성분 peak에 대한 질량분석은 online LC-DPPH radical 소거능 측정과 동일한 기기 및 분리 조건이 적용된 LC 시스템과 LCMS-8050 (Shimadzu, Kyoto, Japan) 질량분석기 (mass spectrometer, MS)를 사용하여 실시하였다.

        MS 분석을 위한 기기 세부 조건은 Table 2와 같이 적용하였으며, positive와 negative mode에서 100 m/z - 1,000 m/z의 범위의 MS scan 분석을 실시하였다.

        
          Table 2. 
				
          

          
            Mass spectrometer parameters for analysis of major active peak in leaf extracts of C. tricuspidata.
          
          

        

        
          
            
              	MS parameters
            

            
              	Interface
              	Electro-spray ionization (ESI)
            

          
          
            	Nebulizing gas flow
            	3 ℓ/min
          

          
            	Drying gas flow
            	10 ℓ/min
          

          
            	Heating gas flow
            	10 ℓ/min
          

          
            	Interface temperature
            	300℃
          

          
            	Desolvation line temperature
            	250℃
          

          
            	Heat block temperature
            	350℃
          

          
            	Collision-induced dissociation gas
            	Ar, 270 kPa
          

        

        

      

      
        5. 활성 성분의 DPPH radical 소거능 측정
        Radical 소거 활성 성분의 항산화 활성을 확인하기 위해 개별 성분의 DPPH radical 소거능을 측정하였다.

        Methanol에 농도별로 용해시킨 시료액 20 ㎕와 200 µM로 용해시킨 DPPH 용액 180 ㎕를 혼합하여 20분간 암실에서 반응시킨 후 Eon microplate reader (BioTek Instru-ments, Winooski, VT, USA)를 사용하여 517 ㎚에서 흡광도를 측정하였다.

        대조군으로 ascorbic acid와 catechin을 사용하였으며, 시료액 대신 methanol을 사용한 blank의 흡광도를 기준으로 소거능을 계산하였다.

      

      
        6. 에탄올 농도별 추출물의 활성 성분 비교 분석
        에탄올 농도별 꾸지뽕나무 잎 추출물과 열수 추출물의 활성 성분의 비교 분석을 위한 정량분석은 online LC-DPPH radical 소거능 측정과 동일한 기기 및 분리 조건이 적용된 LC 시스템에서 실시하였다.

        활성 성분의 정량분석을 위한 6,8-diprenylorobol 표준품 용액은 1,000 ㎍/㎖, 200 ㎍/㎖, 40 ㎍/㎖, 10 ㎍/㎖ 농도로 조제하여 분석에 사용하였으며, UV 검출기 파장은 6,8-diprenylorobol의 UV spectrum 특성을 감안하여 265 ㎚로 설정하였다.

      

    

    

  
    
      결과 및 고찰
      
        1. Online LC-DPPH radical 소거능
        약용식물과 같은 천연물의 항산화 활성 측정방법 중 하나인 DPPH radical 소거능은 DPPH radical과 항산화 활성 성분 결합하여 radical 상태가 변하면서 나타나는 탈색반응을 분광학적 기기에서 측정하는 방법이다 (Blois, 1958). 이러한 측정 특성은 가장 보편적인 액체크로마토그래프 (liquid chromat-ography, LC)의 검출기인 자외선-가시광선 검출기에서도 측정이 가능함에 따라 LC와 연동된 시스템을 활용하여 추출물의 성분 분리와 분리된 성분의 항산화 활성을 측정할 수 있게 되었다 (Jeon et al., 2009; Hong et al., 2014; Zhang et al., 2015; Im et al., 2017).

        이러한 시스템을 활용하면 무수히 많은 성분이 혼합된 약용식물 추출물에서 별도의 분리 및 정제 과정을 거치지 않고도 항산화 활성 성분의 추적과 분석을 용이하게 수행할 수 있게 된다.

        Online LC-DPPH radical 소거능 측정에 앞서 꾸지뽕나무잎 추출물의 주요 성분 peak들이 양호하게 분리되는 조건을 검토하였으며, Table 1과 같은 이동상 조건에서 Fig. 1(A)와 같이 주요 성분 peak들이 나타나는 LC profile을 확인할 수 있었다. 동일한 분리 조건을 적용한 online LC-DPPH radical 소거능을 측정한 결과에서 Fig. 1(B)와 같이 머무름시간 19 분 – 19.5 분 사이에서 강한 radical 소거 활성을 가지는 성분 peak가 나타났다.

        
          
          

          Fig. 1. 
				
          

          
            Online LC-DPPH radical scavenging effect and major active peak in leaf extracts of C. tricuspidata.
            (A) LC profile chromatogram at 254 ㎚, (B) DPPH radical scavenging activity profile. The arrow indicates the major active peak.

          
          

          

        

      

      
        2. Radical 소거 활성 peak의 질량분석
        꾸지뽕나무 잎 추출물의 DPPH radical 소거 활성 성분 peak에 대한 분자량 등 기본적인 성분 특성을 검토하기 위해서 LC profile 분석 및 online LC-DPPH radical 소거능 측정과 동일한 분리 조건을 적용한 질량분석기 (mass spectrometer, MS) 분석을 실시하였다.

        LC profile 분석 및 online LC-DPPH radical 소거능 측정결과에서 확인된 활성 성분 peak의 머무름시간 19 분 – 19.5 분 사이에서 Fig. 2(A)와 같이 높은 강도로 생성된 MS peak를 확인할 수 있었다.

        
          
          

          Fig. 2. 
				
          

          
            LC-MS analysis results of the major active peak in leaf extracts of C. tricuspidata.
            (A) total ion chromatograms, (B) positive mode MS spectra of active peaks identified at 423.1 m/z ([M+H]+) and 455.1 m/z ([M+Na]+), (C) negative mode MS spectra of active peak identified at 421.1 m/z ([M-H]-).

          
          

          

        

        Scan mode의 MS 분석 결과를 제시한 Fig. 2(B, C)에서 positive mode와 negative mode에서 각각 [M+H]+와 [M-H]-의 형태인 423.1 m/z와 421.1 m/z가 확인되었으며, positive mode에서는 추가로 [M+Na]+ 형태로 추정되는 445.1 m/z가 나타났다.

        Positive mode spectra에서는 모분자인 423.1 m/z에서 56 m/z가 감소된 367.1 m/z와가 나타났으며, 다시 367.1 m/z에서 56 m/z가 감소된 311.1 m/z가 나타났다. 이는 분자 구조에 동일한 형태의 functional group 두 개가 포함되었음을 나타내는 결과이다.

        확인된 radical 소거 활성 성분 peak의 추가적인 정보를 확보하기 위하여 해당 peak의 UV spectrum 측정하였으며, Fig. 3(A)와 같은 결과를 확인할 수 있었으며, radical 소거 활성성분 peak의 UV spectrum이 꾸지뽕나무 열매에 존재하는 주요 성분들로 알려진 6,8-diprenylorobol, 6,8-diprenylgenistein, 4′-O-methylalpinumisoflavone과 같이 분자 구조에 prenyl group을 포함하는 isoflavonoid와 유사함을 확인하였다 (Jeon et al., 2012). 

        
          
          

          Fig. 3. 
				
          

          
            UV spectrum (A) and chemical structure (B) of 6,8-diprenylorobol.
            Gray dashed arrow is the positive mode LC-MS ionization fragmentation point shown in Fig. 2(B), 56 m/z (-C4H8) that are part of the prenyl groups included in 6,8-diprenylorobol are sequentially fragmented (423.1 m/z → 367.1 m/z → 311.1 m/z).

          
          

          

        

        이와 함께 MS 분석 결과로 확인된 positive mode에서 나타난 조각 ion 특성을 검토한 결과, 꾸지뽕나무를 대상으로 하는 기존의 연구에서 보고하고 있는 성분들 중 Fig. 3(B)와 같이 isoflavone 구조에 2개의 prenyl group을 포함하는 6,8-diprenylorobol에서 retro Diels Alder (RDA) 반응에 의해 순차적으로 prenyl group의 일부 (-C4H8)가 조각나면서 나타나는 형태임을 확인할 수 있었다 (Buckett et al., 2020).

        LC 및 LC-MS 분석 결과를 바탕으로 실시한 표준품 대조 분석 결과에서 radical 소거 활성 성분 peak가 Fig. 3(B)에 제시한 것과 같이 6,8-diprenylorobol임이 최종 확인되었다.

        6,8-Diprenylorobol 포함한 prenyl화 flavonoid 성분의 대표적인 생리활성으로서 항염증 활성에 대한 보고가 있다 (Lv et al., 2023). 특히 6,8-diprenylorobol은 항염증 활성과 관련해서 nitric oxide 생성을 억제하는 효과 (Tuan Anh et al., 2017)와 함께 염증 유발과 관련된 xanthine oxidase에 대한 강력한 억제 효과를 나타내는 것으로 확인되었다 (Kim et al., 2020). 또한 신경 보호 효과나 피부 보호와 관련된 활성을 나타내는 것으로 보고되고 있으며 (Xin et al., 2017), 자궁내막증 관리에도 효과를 나타내는 것으로 알려져 있다 (Song et al., 2022).

        꾸지뽕나무 잎 추출물의 radical 소거 활성 성분으로 확인된 6,8-diprenylorobol의 radical 소거능을 확인하기 위해 항산화 활성이 뛰어난 것으로 알려진 ascorbic acid, catechin을 대조군으로 하여 DPPH radical 소거능을 비교하였다. Table 3에 제시한 결과와 같이 DPPH radical을 50%의 수준으로 소거하는데 필요한 농도 (50% scavenging concentration; SC50) 측정에서 6,8-diprenylorobol은 99.26 ㎍/㎖의 SC50으로 강력한 항산화 활성을 가지는 catechin의 SC50인 61.49 ㎍/㎖와 비교하여 62.28% 수준을 나타났다. 또한 비타민 C로도 알려진 ascorbic acid의 SC50 (73.29 ㎍/㎖)과도 비교할만한 수준의 DPPH radical 소거능임을 알 수 있었다.

        
          Table 3. 
				
          

          
            DPPH radical scavenging activities of active compounds.
          
          

        

        
          
            
              	Compounds
              	SC501) (㎍/㎖)
              	Relatve activity2) (%)
            

          
          
            	6,8-Diprenylorobol
            	99.26±2.88
            	62.28
          

          
            	Ascorbic acid
            	73.29±2.91
            	84.35
          

          
            	Catechin
            	61.49±1.72
            	100.00
          

        

        
          
            1)SC50; concentration of each compounds for scavenging 50% of DPPH radical. 2)Relatve activity; values are expressed as percentages based on SC50 of catechin. SC50 values are means ± standard deviation (n = 3).
          

        

        

      

      
        3. Radical 소거 활성 성분의 정량분석
        6,8-Diprenylorobol 표준품의 농도별 용액을 조제하여 꾸지뽕나무 잎 추출물 분석 조건과 동일한 조건에서 분석을 실시한 후 작성한 검량선 정보를 Table 4에 제시하였다.

        
          Table 4. 
				
          

          
            Calibration curve information of 6,8-diprenylorobol in leaf extracts of C. tricuspidata.
          
          

        

        
          
            
              	Compound
              	Equation
              	Coefficient of determination (r2)
            

          
          
            	6,8-Diprenylorobol
            	y=0.0000048x-3.0557124
            	0.999898
          

        

        

        Table 5에 제시한 추출 조건별 함량 비교 분석 결과에서 95% ethanol 추출물의 6,8-diprenylorobol 함량이 210.63 ± 2.09 ㎍/㎖로 가장 높게 나타났으며, 생약이나 약용작물의 인체 적용을 위해 많이 검토되는 열수 추출 조건에서는 0.06 ± 0.01 ㎍/㎖로 가장 낮은 함량을 보였다. Ethanol 농도가 낮아짐에 따라 함량이 점차 낮아졌으며, 20% 이하의 ethanol 농도에서는 현저히 낮은 함량을 나타냈다.

        
          Table 5. 
				
          

          
            Contents of 6,8-diprenylorobol in leaf extracts of C. tricuspidata by extraction solvent.
          
          

        

        
          
            
              	Extracts
              	6,8-Diprenylorobol (㎍/㎖)
              	Relative contents1) (%)
            

          
          
            	Hot water
            	0.06±0.01
            	0.032)
          

          
            	Ethanol
            	10%
            	0.29±0.07
            	0.14
          

          
            	20%
            	0.58±0.08
            	0.27
          

          
            	40%
            	55.38±3.52
            	26.29
          

          
            	60%
            	107.56±2.44
            	51.06
          

          
            	80%
            	132.35±4.82
            	62.83
          

          
            	95%
            	210.63±2.09
            	100.00
          

        

        
          
            Values are means ± standard deviation (n = 3). 1)Relative contents; values are expressed as percentages based on content of 95% ethanol extract.
          

        

        

        이와 같은 추출 특성은 Fig. 3(B)에 제시한 6,8-diprenylorobol의 화학 구조적 특성으로 인해 상대적으로 극성이 낮은 ethanol과 같은 유기용매 농도 의존적인 용출 특성이 반영된 것으로 판단된다.

        한편, 95% ethanol 추출물의 6,8-diprenylorobol 함량을 기준으로 20% 이하의 ethanol 추출에서는 0.3%에도 미치는 못하는 낮은 상대 함량을 보였으며, 40% ethanol 추출에서 26.29%로 급격히 증가되는 상대 함량을 나타냈다.

        60%와 80% ethanol 추출에서 각각 51.06%와 62.83%의 상대 함량으로 ethanol 농도가 높아질수록 6,8-diprenylorobol 성분의 추출에 유리하지만 다양한 요인들을 고려해야 하는 산업적인 측면에서는 40% 이상의 ethanol 농도 수준을 기준으로 추출 조건에 검토할 수 있을 것으로 판단되었다.

        꾸지뽕나무 잎 추출물에 존재하는 항산화 활성 성분 탐색을 위해 online LC-DPPH radical 소거능 측정 시스템과 MS를 활용한 분석을 실시한 결과, DPPH radical 소거 활성 성분이 prenyl화 isoflavonoid 성분인 6,8-diprenylorobol임이 확인되었다.

        열수 추출 및 에탄올 농도별 추출물의 비교 분석 결과에서 95% ethanol 추출물의 6,8-diprenylorobol 함량이 210.63 ± 2.09 ㎍/㎖로 가장 높게 나타났으며, 열수 추출물에서 0.06 ± 0.01 ㎍/㎖로 가장 낮은 함량을 보였다. 95% ethanol 추출물의 6,8-diprenylorobol 함량을 기준으로 비교한 상대적인 함량에서 ethanol 농도 의존적인 함량 결과를 나타냄에 따라 꾸지뽕나무 잎에서 6,8-diprenylorobol 성분의 추출을 목적으로 하는 경우에는 40% 이상의 ethanol 농도를 추출에 적용하는 것이 유리한 것으로 나타났다.

        한편, 6,8-diprenylorobol은 항염증 활성, 신경보호 효과, 피부 보호 관련 효과 등 다양한 생리활성을 나타내는 것으로 보고되고 있으므로 꾸지뽕나무 잎의 중요한 지표로서 활용될 수 있을 것이며, 본 연구에서 ethanol 추출에 적용한 상온 추출 외에도 가열 추출이나 초음파 추출 등 다양한 추출 방법에 대한 추가적인 검토가 필요할 것으로 판단되었다.
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