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Abstract

The objectives of this study were to identify antioxidant substance in heated onion. The isolation of active
compound was performed in three steps: silica gel column chromatography, preparative TLC, and preparative
HPLC. The structure of the purified compound was determined using spectroscopic methods, i.e., ultraviolet,
mass spectrometry, 1H-NMR, 13C-NMR, and DEPT. The antioxidant activities of isolated compound were eval-
uated and compared with α-tocopherol, ascorbic acid, and butylated hydroxytoluene (BHT) using DPPH and
ABTS assay. The isolated compound was identified as 2,3-dihydro-3,5-dihydroxy-6-methyl-4H-pyran-4-one
(DDMP). The DPPH radical-scavenging activity (IC50) of the DDMP was in the following order: ascorbic acid
(45.3 μg/mL)>α-tocopherol (69.2 μg/mL)>DDMP (241.6 μg/mL)>BHT (268.0 μg/mL). In addition, DDMP showed
strong ABTS radical-scavenging activity of 569.0 mg AA eq/g.

Key words: onion (Allium cepa L.), antioxidant activity, heat treatment, 2,3-dihydro-3,5-dihydroxy-6-methyl-4H-
pyran-4-one (DDMP)

†
Corresponding author. E-mail: hsjeong@chungbuk.ac.kr
†Phone: 82-43-261-2570, Fax: 82-43-271-4412

서 론

양파(Allium cepa L.)는 백합과 파속 식물로 내한성 식물

체로 다양한 기후조건에서 생육할 수 있어 거의 전 세계에서

재배되며 마늘과 함께 우리나라의 대표적인 향신료로 사용

되어 왔으며(1,2), 양파에는 지방, 탄수화물, 단백질 같은 일

반성분 이외에 diallyl disulfide, allyl propyl disulfide와 같은

황 함유화합물과 quercetin, rutin, kaempferol 등의 flavo-

noid류 화합물이 다량 함유되어 있어 항산화, 항암, 항고혈압,

항동맥경화 등에 효과가 있는 것으로 보고되어 있다(3-6).

최근 한국인의 식생활습관의 서구화로 인해 각종 암과 다

양한 성인병이 증가되면서 건강에 대한 관심이 높아지고 기

능성식품에 대한 요구는 증대되고 있다. 인체 대사과정 중

발생하는 활성산소종(reactive oxygen species; ROS)은 인

간의 질병과 노화의 주요한 요인으로 이를 효과적으로 제거

할 수 있는 항산화제의 개발에 관심이 높으며, 또한 안전성

문제로 butylated hydroxyanisole(BHA)나 butylated hy-

droxytoluene(BHT)와 같은 합성항산화제의 사용이 규제되

면서 식품을 포함한 천연식물로부터 천연 항산화제의 개발

연구가 활발히 진행되고 있다(7,8).

Roasting, blanching, boiling 및 autoclaving과 같은 열처

리방법은 일반적으로 식품의 저장수명을 연장하고 품질을

향상시키기 위해 사용되어 왔지만, 최근 표고버섯(9), 마늘

(10), 한국산 배(11), 감초(12), 무(13), 멜론, 사과, 참외 및

수박(14) 등을 열처리 시 페놀성 화합물 및 항산화활성이

증가한다고 보고하는 등 식품의 기능성강화를 위하여 열처

리 공정을 적용하는 연구가 활발히 진행되고 있다.

전보에서 열처리에 따른 양파의 항산화활성 변화(15) 및
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용매분획물의 항산화활성(16)을 평가한 결과 ethyl acetate

층에서 높은 항산화활성을 나타내었다. 이에 본 연구에서는

열처리 양파 중에 함유된 항산화물질을 구명하기 위하여

ethyl acetate 분획물로부터 항산화활성 물질을 분리·동정하

였다.

재료 및 방법

시험재료 및 추출물 제조

본 실험에 사용된 양파(Allium cepa L.)는 2007년 무안에

서 생산된 것으로 몽탄농협에서 구입하여 사용하였다. 구입

한 양파는 100 g씩 절단하여 polyethylene 필름에 포장한 후

-20oC 냉동고에 저장하면서 사용하였다. 시료의 열처리는

10 kg/cm2 이상의 압력에서도 견딜 수 있도록 고안․제작된

(Jisco, Seoul, Korea) 열처리장치를 사용하여 양파 2 kg을

130oC, 2 hr 열처리하여 분쇄한 후 착즙하였다. 착즙액은

Whatman No. 2 여과지로 여과한 후 n-hexane, chloroform

및 ethyl acetate 순으로 용매분획 한 다음 ethyl acetate 층만

을 회전진공농축기(N-1000, Eyela, Tokyo, Japan)로 40oC에

서 용매를 완전히 제거한 후 분리·정제용 시료로 사용하였다.

항산화물질의 분리 및 정제

열처리된 양파 착즙액의 ethyl acetate 분획 층으로부터

항산화물질을 분리하기 위하여 silica gel column chroma-

tography를 실시하였다. Silica gel(Kiesel gel 60, 70～230

mesh, Merck, Darmstadt, Germany)이 충진된 column에

ethyl acetate 분획물 2 g을 로딩 하여 1차 silica gel column

(500×35 mm, i.d.) chromatography를 실시하였다. 용출용

매는 dichloromethane(DCM)과 metanol(MeOH)을 용매로

MeOH 농도를 점차적으로 증가시키면서(20:1, 10:1, 5:1, 1:1,

0:1, v/v) 각 농도별로 250 mL씩 용출하여 50 mL 단위로

24개의 소획분을 얻었다. 이중 DPPH 라디칼 소거능이 우수

한 분획을 합하여 감압농축 후 2차 silica gel column(300×10
mm, i.d.) chromatography를 실시하였다. 용출용매의 조성

은 1차 silica gel column chromatography와 같은 용매조성

으로 각 농도별로 200 mL씩 용출하여 30 mL 단위로 30개의

소분획을 얻었으며, DPPH 라디칼 소거능이 우수한 분획을

합하여 감압농축 후 MeOH에 재용해하여 preparative TLC

plate(Kiesel gel 60 F254)에 spotting 한 후 DCM과 MeOH

(20:1, v/v) 조성으로 전개하여 UV 흡수양상 및 발색 시 나타

나는 spot의 Rf치를 확인하였다. 활성을 나타내는 부분의

silica gel를 긁어모아 MeOH로 흡착성분을 용출시킨 후 감

압농축 하여 preparative HPLC(Younglin, Anyang, Korea)

로 활성물질을 최종 정제하였다. 이때 칼럼은 RP-C18 column

(Discovery® C18 column; 250×10 mm, i.d., 5 μm, Supelco,
Bellefonte, PA, USA), 이동상은 isocratic 방식으로 water :

acetonitrile : acetic acid(97:3:0.1, v/v/v), 유속은 3.5 mL/

min, 검출기는 UV-detector(298 nm), 주입량은 200 μL로

하여 항산화물질을 분리하였다. 분리된 물질이 단일 성분인

지를 확인하기 위하여 analytical HPLC(Thermo Separation

Products, Waltham, MA, USA)로 분석하였다. 칼럼은 RP-

18 column(Purospher
®
C18 column; 250×4.6 mm, i.d., 5 μm,

Merck), 이동상은 5% acetonitrile, 유속은 0.8 mL/min, 검출

기는 UV-detector(298 nm), 주입량은 20 μL로 하였다.

항산화물질의 동정

활성물질의 구조 동정을 위하여 분리한 물질을 CD3OD에

용해하여 1H nuclear magnetic resonance(NMR, 500 MHz),
13C NMR(125 MHz), Distortionless Enhancement by

Polarization transfer(DEPT) spectra는 Avance 500 spec-

trometer(Bruker Analytic GmbH, Karlsruhe, Germany) 분

석에 의해 얻었고, 분자량은 gas chromatography/mass

spectrometer detector(GC/MSD, Agilent 6890 gas chro-

matograph/5973N; Agilent, Palo Alto, CA, USA)를 이용하

여 확인하였다.

분리된 물질의 항산화활성 측정

분리된 물질의 DPPH(1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl,

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) 라디칼 소거능은

Hwang 등(17)이 제시한 방법으로 측정하였다. 즉, 시료 200

μL에 에탄올에 용해된 0.2 mM DPPH용액 800 μL를 첨가하

여 30초간 진탕 후 암소에서 30분간 반응시켜 520 nm에서

흡광도를 측정하였다. 비교구로 천연항산화제인 vitamin E

및 C(ascorbic acid, AA)와 합성항산화제인 BHT를 이용하

였으며, DPPH 라디칼을 50% 감소시키는 농도를 IC50

(Inhibition concentration)으로 나타내었다. 총 항산화력은

ABTS․+ decolorization assay 방법(17)에 의하여 측정하였

다. 2,2-Azino-bis-(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid)

(ABTS, Sigma-Aldrich) 7.4 mM과 potassium persulphate

2.6 mM을 12시간 이상 암소에 방치하여 ABTS 양이온을

형성시킨 후 이용액을 735 nm에서 흡광도 값이 1.5가 되도

록 증류수로 희석하였다. 희석된 ABTS 용액 1 mL에 시료

50 μL를 가하여 흡광도의 변화를 30분 후에 측정하였으며,

총 항산화력은 mg AA eq/g으로 계산하여 표시하였다.

통계분석

통계분석은 SPSS Ver 12.0 package program을 이용하여

각 측정군의 평균과 표준편차를 산출하고 Duncan’s multiple

range test를 이용하여 유의성을 검정하였다.

결과 및 고찰

항산화물질의 분리·정제 및 구조 동정

전보(15,16)에서 우수한 항산화활성을 보인 130
o
C, 2 hr

열처리 양파 착즙액의 ethyl acetate 층을 1차 silica gel

column chromatography를 실시하여 총 24개 소획분을 얻었

다. 각각의 분획물의 DPPH 라디칼 소거활성을 측정한 결과
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Fig. 1. Electron donation ability (EDA %) by DPPH assay of
the first and second silica gel column chromatography frac-
tions.

Fig. 2. Thin layer chromatography patterns on active frac-
tion (B6～B8).

Fig. 3. Analytical HPLC chromatogram for the isolated com-
pound.

Fig. 4. GC/MSD spectrum for the isolated compound.

Fig. 1에서 보는 바와 같이 3번과 4번 분획에서 높은 항산화

활성을 나타내었다. 3과 4번 두 분획을 합하여 농축한 후

(1.02 g) 2차 silica gel column chromatography를 실시하여

총 30개의 소획분을 얻었고, 각각의 분획물의 DPPH 라디칼

소거활성을 측정한 결과 Fig. 1과 같이 6～8번 분획에서 높

은 항산화활성을 나타내었다. 이 분획을 농축하여 pre-

parative TLC로 전개시킨 후 활성 spot 및 Rf값 0.35(B6～

B8)를 확인하였다(Fig. 2). Rf값 0.35 위치 부분의 silica gel

을 분취하여 MeOH로 흡착된 성분을 용출시킨 후 농축하여

preparative HPLC을 이용하여 최종 활성물질 36 mg을 얻었

고, 분리된 물질은 analytical HPLC로 분석하여 단일물질임

을 확인하였다(Fig. 3).

활성물질은 UV scan 결과 298 nm에서 최대 흡수파장을

보였으며, GC/MSD(Fig. 4) 결과(m/z 144, 115, 101, 72, 55,

43) 분자량은 약 144 정도 되는 화합물로 확인되었다.
1
H-

NMR spectrum(Fig. 5(A)) 결과 δ(ppm) 2.038(3H, δc

15.653), 4.087(2H, δC 72.764), 4.189(1H, δC 69.139)가 관찰되

었고,
13
C-NMR spectrum(Fig. 5(B)) 결과 δ(ppm) 15(CH3),

69(CH), 72(CH2), 132(quaternary carbon), 161(carbonyl

carbon, C=O), 189(ketone carbon, CO)가 관찰되었다. 따라

서 열처리 양파로부터 분리한 물질은 최종 2,3-dihydro-

3,5-dihydroxy-6-methyl-4H-pyran-4-one(DDMP)로 확

인되었다(18-20)(Fig. 6).

분리된 물질의 항산화활성

분리된 DDMP의 DPPH 및 ABTS 라디칼 소거능을 측정

한 결과는 Table 1과 같다. DPPH 라디칼 소거능의 측정 결

과 DDMP의 IC50값은 241.6 μg/mL이었으며 천연 항산화제

인 vitamin E 및 ascorbic acid의 IC50값은 각각 69.2 및 45.3

μg/mL이었고 합성 항산화제인 BHT의 IC50값은 268.0 μg/

mL로 나타났다. DDMP의 IC50값은 vitamin E와 ascorbic

acid에 비해 3～4배가량 낮은 항산화활성은 보였지만, 합성

항산화제인 BHT와는 유사한 항산화활성을 나타내었다.

ABTS 라디칼을 이용한 총 항산화력 측정결과 DDMP의
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(A)

(B)

Fig. 5.
1
H-NMR (A) and

13
C-NMR (B) spectrum for the iso-

lated compound.

O

O

OHHO

Fig. 6. Chemical structure of DDMP (2,3-dihydro-3,5-dihy-
droxy-6-methyl-4H-pyran-4-one).

Table 1. Antioxidant activity of 2,3-dihydro-3,5-dihydroxy-
6-methyl-4H-pyran-4-one (DDMP) isolated from heated
onion

IC50 (μg/mL)
1)

AEAC (mg AA eq/g)
2)

DDMP
Vitamin E
Ascorbic acid
BHT

241.6±29.2c3)
69.2±0.5b
45.3±4.2a
268.0±12.8c

569.0±13.4
NT

4)

NT
NT

1)Concentration of sample to scavenge 50% of the DPPH radicals.
2)
Ascorbic acid equivalent antioxidant capacity.
3)Means in the same column with the different superscripts are
significantly different (p<0.05) by Duncan's multiple range
test.
4)
NT: not tested.

AEAC(ascorbic acid equivalent antioxidant capacity)값은

569.0 mg AA eq/g으로 높은 항산화력을 보였다. 양파에는

황화합물과 fisetin, quercertin, dihydroquercetin, robinetin,

myricetin 등의 flavonoid 화합물이 함유되어 있고 대표적인

활성물질은 quercetin으로 보고되어 있다(3,18). Moon 등

(19)은 DPPH 라디칼을 이용한 quercetin의 IC50값은 4.5 μg/

mL로 kaempferol(12.0 μg/mL), luteolin(15.6 μg/mL), L-

ascorbic acid(9.6 μg/mL)보다 높은 활성을 보이는 것으로

보고한 바 있으며, DDMP는 quercetin에 비해 낮은 항산화

활성을 보일 것으로 판단된다.

DDMP는 환원당과 같은 carbonyl 화합물과 아미노산, 펩

타이드, 단백질과 같은 amino 화합물간의 Maillard 반응 생

성물로 보고되어 있으며(20-22), 최근 Ban 등(23)의 연구에

서 DDMP는 대장암 세포인 SW620과 HCT116 cell에서 세

포 성장을 효과적으로 억제하고 TNF-α와 TPA 유도된 NF-

κB luciferase activity와 NF-κB DNA binding activity를

감소시키는 것으로 보고하였다. 하지만 DDMP에 관한 연구

는 아직까지 미비하여 추후 기능성물질로 활용하기 위하여

다양한 생리활성 평가가 필요할 것으로 생각된다.

요 약

열처리한 양파 착즙액의 ethyl acetate 분획물로부터 항산

화물질을 분리·동정하기 위하여 1, 2차 silica gel column

chromatography, preparative TLC 및 HPLC를 이용하여 항

산화활성 물질을 분리·정제하였다. GC/MSD, 1H-NMR 및
13
C-NMR spectrum 결과로부터 구조 동정한 결과 분리된

물질은 2,3-dihydro-3,5-dihydroxy-6-methyl-4H-pyran-

4-one(DDMP)으로 확인되었다. DDMP의 항산화활성의

IC50값은 241.6 μg/mL이었으며, vitamin E의 69.2 μg/mL와

C의 45.3 μg/mL보다는 낮은 활성을 보였고 BHT의 268.0

μg/mL보다는 높은 활성을 보였지만 유의적인(p>0.05) 차이

는 나타나지 않았다. 추후 DDMP를 기능성물질로 활용하기

위하여 다양한 생리활성 평가가 필요할 것으로 생각된다.
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