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Ethyl Acetate와 Methanol을 이용한 블루베리 추출물 대사체 분석
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ABSTRACT Metabolite profiling of blueberry (cultivar "Spartan") was performed by extraction using different sol-
vents, methanol and ethyl acetate, through metabolomic analysis using LC-MS/MS. Unsupervised classification method 
(PCA) and supervised prediction model (OPLS-DA) provided good categorization of metabolites according to the ex-
traction solvents. Metabolites of the anthocyanin family, including delphinidin hexoside, delphinidin, 5-O-feruloylquinic 
acid, malvidin hexoside, malvidin-3-arabinoside, petunidin-3-arabinoside, and petunidin hexoside, were mainly detected 
in methanol fractions, whereas those of the flavonoid family, including chlorogenic acid, chlorogenic acid dimer, 
6,8-di-C-arabinopyranosyl-luteolin, and luteolin were successfully prepared in the ethyl acetate fraction. Thus, metab-
olomic analysis of blueberry extracts allows for the simple profiling of whole and distinctive metabolites for future 
applications.
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서   론

딸기, 블루베리, 복분자, 오디 등을 포함하는 베리류는 항

산화, 항염증 등의 생리활성 효과가 있어 최근 많은 관심을 

받고 있으며 이들 추출물들에 대한 다양한 생리활성 작용 

기작을 규명하는 연구가 다양하게 시도되고 있다(1-4). 

2009년 미국 국립보건원의 보고에 따르면 과일 채소류를 

항산화력에 따라 분류할 때 가장 높은 여섯 가지 식품 소재

에 블루베리와 cranberry가 포함된다고 하였고 그 외에 딸

기와 blackberry도 고항산화 식품군에 포함된다고 알려지

고 있어 이들을 이용한 기능성 식품의 개발이 다양하게 시도

되고 있다(5). 또한 2010년 Perez-Jimenez 등(6)의 의하면 

건강에 유익한 폴리페놀 함유 식품의 분류에서 상위 10개 

중 8개가 베리류로 분류될 만큼 강한 생리활성을 보유하고 

있다고 하여 매우 유용한 기능성 식품 소재의 하나로 인식되

고 있다. 그러나 이들 베리류에 함유된 기능성 성분에 대한 

연구는 단순히 특정 성분에 대한 분석에 그치고 있고 전체적

인 대사체들의 분석을 위한 시도는 매우 제한적으로 이루어

지고 있는 실정이다. 

보라색을 나타내는 블루베리는 항산화 물질인 안토시아

닌 성분을 가지고 있는 대표적인 건강식품의 하나로 진달래

과(Ericaceae) 산앵두나무속(Vaccinium)에 속하는 관목성 

식물로서 세계적으로 400여종이 있다(7). 블루베리는 북미

지역에서 상업적으로 다량 재배되고 있고 하이부시 블루베

리(Vaccinium corymbosum), 로우부시 블루베리(Vaccinium 

myrtillus) 그리고 래빗아이 블루베리(Vaccinium ashei)가 

주요 재배종으로 알려져 있다. 블루베리에 함유된 안토시아

닌, 플라보노이드, 라이코펜은 항산화능, 시력강화, 면역증

진 및 뇌졸중 방지에 효과가 뛰어난 것으로 알려져 있으며 

뉴욕타임지가 선정한 세계 10대 슈퍼푸드로 선정되어 많은 

관심을 받고 있다(8). 최근 국내에서도 건강에 대한 관심과 

함께 블루베리에 대한 관심이 높아져 블루베리 과실을 이용

한 잼, 와인, 소스, 막걸리, 과자 등에 다양하게 이용하고 

있다(8-10). 

블루베리의 주요 생리활성 성분은 폴리페놀류로서 이들 

성분들에 대한 연구는 지속적으로 관심을 받아 왔으나 이들 

화합물들의 다양한 구조적 변이와 표준물질의 미비로 대사

체의 전반적인 비교와 규명보다는 단편적인 화합물의 분석

만이 보고되어 왔다(11,12). 주로 많은 연구가 색소 성분인 

안토시아닌에 집중되어 있으며 이와 관련한 최초의 연구는 

1970년 Ballinger 등에 의해 블루베리로부터 14종류의 안
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토시아닌이 동정된 것이다(13). 이후 추가로 15종의 안토시

아닌이 5종류의 aglycone(cyanidin, delphinidin, malvi-

din, peonidin, petunidin)과 이들의 배당체의 형태로 동정

되었고, Saper 등(14)에 의해 추가로 16종류의 안토시아닌

이 발견되는 등 지속적인 연구가 이루어지고 있다. 또한 폴

리페놀류와 관련해서는 Azar 등(15)에 의해서 12종류의 폴

리페놀류와 이들의 배당체들이 보고되었고, 다양한 종의 블

루베리에 함유된 폴리페놀류들에 대한 연구가 진행된 바 있

다(16). 이상과 같은 블루베리에 함유된 유용 화합물들에 

대한 분석은 다양한 크로마토그래피 분석 기술의 발전과 함

께 지속적으로 발전해 오고 있으나, 물질의 동정에 사용할 

표준화합물이 없는 문제로 전체적인 대사체의 규명에는 한

계를 보이고 있다. 최근에는 기존에 사용되어 오던 UV-vis 

혹은 photodiode array(PDA) 검출기의 한계를 보완할 수 

있는 질량분석기(mass spectrometer, MS)를 도입하여 좀 

더 정확한 물질의 분석이 가능하게 되었으나, 다양한 화합물

들의 정확한 구조 분석에는 여전히 한계점을 보이고 있다. 

이러한 단편적인 물질 동정을 보완 및 극복할 수 있는 방법

으로 최근 대사체학(metabolomics) 기법이 이용되고 있다. 

대사체학은 생체 소재에 존재하는 대사물 전체를 분석하고 

이들 간의 변이를 규명할 수 있는 연구법으로, 식품소재의 

종류, 부위, 원산지 등에 따른 대사체의 변이를 짧은 시간 

내에 효율적으로 밝힐 수 있는 장점이 있다. 최근 대사체학

을 이용하여 국내산 복분자에 함유된 대사체들을 규명하는 

등 식품학 분야에 적극적으로 이용되고 있으나(2,17), 블루

베리에 함유된 유용 대사체들에 대한 분석 시도는 아직까지 

보고된 바 없다. 이에 본 연구에서는 대사체 추출에 널리 

이용되는 ethyl acetate와 methanol 추출물에 함유된 대사

체를 LC-MS/MS를 이용하여 분석하고 이들 대사체의 pro-

filing을 비교 분석하였다.

재료 및 방법

실험재료

본 실험에 사용된 블루베리는 국내에서 재배되는 spar-

tan 품종으로 농장에서 친환경 농법으로 재배, 수확한 블루

베리를 사용하였다. 수확 후 저장 중 대사체의 변이를 방지

하기 위해 농장에서 수확한 블루베리는 냉장상태로 바로 실

험실로 운반 후 세척, 냉동건조 과정을 거친 후 -80°C 냉동

고에 저장하면서 실험에 사용하였다.

대사체 추출

블루베리 대사체의 추출은 Määttä-Riihinen 등(18)의 방

법을 일부 수정하여 ethyl acetate와 methanol을 이용하여 

실시하였다. 냉동건조한 블루베리분말(2.5 g)에 10 mL의 

ethyl acetate를 가하고 상온에서 30분간 교반 후 4°C, 

4,000×g에서 10분간 원심분리(Hanil combi-514R, In-

cheon, Korea) 하여 상등액만 분획하는 과정을 2회 반복 

실시한 뒤 이를 ethyl acetate 추출 분획으로 사용하였다. 

원심분리 후 남은 침전물에 acidic methanol(1 mL의 2 M 

HCl과 10 mL methanol)을 가하고 상온에서 30분간 교반 

후 원심분리 하여 상등액을 취한 뒤 methanol 분획으로 사

용하였다.

LC-MS/MS 분석

대사체 추출물은 감압 농축하여 용매를 제거한 후 meth-

anol에 용해시켜 LC-MS/MS(Accela HPLC, LTQ-Velos 

ion trap mass spectrometer, Thermo Fischer Scientific, 

San Jose, CA, USA)를 이용하여 분석하였다. 물질의 분리

는 UPLC-BEH C18 column(1.7 μm, 100×2.1 mm i.d., 

Acquity, Waters, Milford, MA, USA)에 용매 A(0.1% for-

mic acid in water)와 용매 B(0.1% formic acid in aceto-

nitrile)를 0.3 mL/min의 유속으로 흘리면서 수행하였다. 용

매 조건은 용매 B를 40분 동안 90%까지 linear gradient를 

가하였고, 칼럼의 온도는 36°C로, 180~800 nm에서의 흡

광도를 측정하였다. MS 정보는 positive와 negative ion 

mode 모두 100~1,000 kDa에서 수집하였고, capillary 온

도는 275°C, source voltage는 5 kV로 조정하였다.

대사체 및 통계 분석

블루베리 추출물에 함유된 대사체의 동정을 위해서 LC- 

MS/MS 분석은 최소 3회 이상 반복하였고, 얻어진 크로마토

그램 peak의 detection, alignment는 SIEVE software 

(Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA)를 사용

하여 수행하였다. 물질의 정확한 동정은 MS에서 얻어진 

mass값, UV/visible spectra와 MS/MS fragmentation 

pattern을 기반으로 하였고, 각 물질들의 MS/MS pattern과 

다양한 database(ChemSpider, KEGG, PubChem, METLIN, 

MassBank)의 자료를 기반으로 하여 정확한 대사체 동정을 

실시하였다. Ethyl acetate와 methanol 추출 분획에 함유된 

대사체의 변이와 특징적인 대사체 규명을 위한 다변량 통계

분석은 SIMCA-P+software(ver.12.0, Umetrics, Umeå, 

Sweden)로 principal component analysis(PCA)와 or-

thogonal partial least squares-discriminant analysis 

(OPLS-DA)를 이용하여 실시하였다.

결과 및 고찰

LC-MS/MS 분석

블루베리 추출물의 대사체 분석을 위한 LC-MS/MS 크로

마토그램을 Fig. 1에 정리하였다. Ethyl acetate와 meth-

anol 추출 분획 모두에서 positive ion mode보다는 neg-

ative ion mode에서 좀 더 다양한 대사체가 검출되었고, 

ethyl acetate 분획에서는 플라보노이드 계통의 화합물들이 

주로 검출되었으며, methanol 분획에서는 안토시아닌 계통

의 색소 관련 화합물들이 주로 검출되는 것을 볼 수 있었다. 



블루베리 추출물의 대사체 분석 421

Fig. 1. LC-MS/MS chromatograms for the meth-
anol and ethyl acetate extracts of blueberry 
(cultivar "Spartan"). Samples were run in positive 
and negative ion mode and the resulting peaks 
were identified. A, ethyl acetate fraction in pos-
itive ion mode; B, methanol fraction in positive 
ion mode; C, ethyl acetate fraction in negative 
ion mode; D, methanol fraction in negative ion 
mode. 1, chlorogenic acid; 2, 6,8-di-C-arabiono-
pyranosyl-luteolin; 3, delphinidin-3-arabinoside; 
4, petunidin-3-hexoside; 5, malvidin hexoside; 6,
5-O-feruloylquinic acid; 7, malvidin-3-(6-acetyl-
glucoside); 8, chlorogenic acid; 9, 5-O-feruloyl-
quinic acid; 10, quercetin hexoside; 11, querceta-
getin dimethyl ether-glucoside; 12, abscisic acid;
13, delphinidin hexoside; 14, 5-O-feruloylquinic 
acid; 15, quercetin hexoside; 16, quercetagetin di-
methyl ether-glucoside; 17, 4-caffeoyl-5-feruloyl-
quinic acid.

Positive ion mode의 ethyl acetate 분획에서는 chloro-

genic acid와 luteolin에 당이 결합한 배당체 화합물이 주요 

화합물로 검출되었고, methanol 분획에서는 feruloyl-

quinic acid와 함께 delphinidin, petunidin, malvidin과 같

은 안토시아닌 계통 화합물들의 배당체들이 다양하게 검출

되는 것을 확인할 수 있었다. Negative mode에서는 5.2분

에 chlorogenic acid가 positive ion mode와 동일하게 크게 

검출되었고, 그 외에 feruloylquinic acid와 quercetin의 유

도체 등 다양한 플라보노이드 화합물들이 검출되었다. 반면 

methanol 분획에서는 positive ion mode에서와는 다르게 

quercetin, ferulic acid, isorhamnetin 등과 같은 플라보노

이드 계통의 화합물들과 함께 delphinidin이 검출되어, eth-

yl acetate 분획에 비해 좀 더 다양한 대사체들로 구성되어 

있음을 확인할 수 있었다. Kader 등(16)은 블루베리에 함유

된 페놀성 화합물의 동정을 위해 다양한 추출 조건과 분석 

조건의 설정에 따른 주요 화합물의 분석을 실시한 바 있다. 

이들에 따르면 플라보노이드 계통의 화합물은 주로 ethyl 

acetate 층에 추출되었고, 색소 성분인 안토시아닌 계열의 

화합물들은 그 외의 methanol, ethanol 등의 용매에 효율적

으로 추출되는 것으로 보고되고 있다. Phenolic acid 계열 

성분들 중에서는 chlorogenic acid가 주성분으로 보고된 바 

있는데(16,19), 이것은 본 연구 결과와 동일한 경향을 나타

낸다. 그 외에도 caffeic acid, ferulic acid 등이 검출되어 

기존의 보고들과 유사한 profiling을 나타내었다. 블루베리

에는 다양한 종류의 안토시아닌 성분이 존재하는 것으로 보

고되고 있고, 이러한 특성은 berry류 내의 과실 중에서도 

매우 특징적인 조성으로 알려져 있다(1,11). 본 연구에 사용

된 methanol 분획에는 기존 보고들과 같이 다양한 종류의 

안토시아닌과 배당체가 존재함을 확인할 수 있었고, ethyl 

acetate 분획과의 확연한 조성의 차이를 볼 수 있었다.

대사체 및 통계분석

블루베리와 같은 천연물에 함유된 대사체들의 분석에 있

어서는 목적하는 대사체의 종류에 따라 다양한 추출법이 사

용될 수 있으나 아직까지 정형화된 추출용매의 선택에 대한 

정립은 이루어지지 못하고 있는 실정이다. 본 연구에 사용한 

각 추출 분획에 존재하는 특징적인 대사체들의 발굴과 동정

을 위해서 다변량 통계분석을 실시하여 유의적 차이를 보이

는 대사체를 선발하고 이들에 대한 동정을 실시하였다. 

Principal component analysis(PCA) 결과 ethyl acetate 

분획과 methanol 분획에 함유된 대사체들은 positive ion 

mode에서는 주성분1 62.2%, 주성분2 25.2%의 변이에 의

해 유의적인 차이를 나타냄을 확인할 수 있었다(Fig. 2). 

Negative ion mode에서 검출된 대사체들의 경우는 pos-

itive ion mode와 다르게 대사체들 간 변이의 92.7%가 주성

분1에 의해 유의적인 차이를 나타내고 있었다(Fig. 2). 좀 

더 세부적인 대사체들의 변이 분석을 위해서 OPLS-DA 분

석을 실시하고 5% 유의수준에서 두 가지 용매 분획에 함유



422 조영희 ․김수경 ․권다애 ․이홍진 ․최형균 ․어중혁

Fig. 2. Principal component analysis (PCA) score plot by different solvent extracts from blueberry (cultivar "Spartan"). A, positive 
ion mode; B, negative ion mode. 

Fig. 3. S-Plot generated by orthogonal partial least squared discriminant analysis (OPLS-DA) for the metabolites in different solvent 
extracts from blueberry (cultivar "Spartan"). A, positive ion mode; B, negative ion mode. Refers to tentatively major biomarkers 
in Table 1.

Table 1. Identified metabolites differing between methanol and ethyl acetate extracts from blueberry (cultivar "Spartan") by LC-MS/MS
spectrometry

No.1) Time (min) UV (nm) m/z MS/MS Putative assignment
 1
 2
 3
 4
 5
 6
 7
 8
 9
10
11
12
13
14

11.38
 7.47
 4.52
10.05
 7.56
 5.37
20.56
19.19
12.97
 5.19
 6.47
 5.37
 5.29
20.54

214, 325, 528
279, 328, 523
202, 277, 521
208, 276, 524
208, 329, 523

203, 321
223, 282
225, 307

256, 330, 513
282, 295, 523
207, 323, 526
288, 304, 336
219, 236, 324

242, 263

463.23
449.25
303.16
369.22
493.27
355.15
551.36
287.80
367.27
463.26
477.22
707.53
353.20
527.42

331.3
317.2

257.21, 302.94, 229.18
163.29
330.97
163.2

286.89, 346.97
269.47

191.02, 178.96, 135.10
301.58
314.95
352.95
190.92

 263.20, 481.12

Malvidin-3-arabinoside
Petunidin-3-arabinoside

Delphinidin
5-O-Feruloylquinic acid

Malvidin hexoside
Chlorogenic Acid 

6,8-di-C-Arabionopyranosyl-luteolin
Luteolin

5-O-Feruloylquinic acid
Delphinidin hexoside
Petunidin hexoside

Chlorogenic acid dimer
Chlorogenic acid

Abscisic acid dimer
1)Metabolites tentatively selected as biomarkers in methanol and ethyl acetate extracts through OPLS-DA as indicated in Fig. 3.

된 특이적인 대사체들의 존재를 확인하여 관련 대사체들의 

동정을 실시하였다(Fig. 3, Table 1). 동정 결과 positive 

ion mode에서는 5-O-feruloylquinic acid, malvidin 

hexoside, malvidin-3-arabinoside, petunidin-3-arabi-
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noside, delphinidin 등의 대사체들이 methanol 분획에 존

재하는 특이적인 화합물들로 나타났고, ethyl acetate 분획

에는 chlorogenic acid, 6,8-di-C-arabinopyranosyl-lu-

teolin, luteolin이 동정되었다(Table 1). Negative ion 

mode에서는 5-O-feruloylquinic acid, delphinidin hexo-

side, petunidin hexoside와 같이 주로 안토시아닌 계열의 

화합물들이 존재하였고, ethyl acetate 분획에서는 플라보

노이드 계열의 화합물들인 chlorogenic acid, chlorogenic 

acid dimer, abscisic acid dimer가 특이적 대사체로 추출

되었음을 확인하였다(Table 1). 이러한 경향은 블루베리의 

안토시아닌 추출을 위해서는 methanol이 가장 적절한 용매

라는 Barnes 등(11)의 보고와 일치하는 결과였다. 블루베리

에 함유된 유용 화합물들의 분석을 위해서 다양한 추출방법

들이 사용되어 왔으나(1-13,15,17), 복잡한 단계를 거쳐 여

러 종류의 단순한 조성의 추출물을 준비하는 과정에서 소량

의 화합물들은 소실되어 분석 과정에서 그 존재를 확인하기 

어려워 연구자들에 따라 상이한 결과가 나타나는 등의 어려

움이 있었다. 또한 정확한 동정을 위한 표준물질이 없어 일

반적인 PDA 검출기의 분석에서는 많은 한계가 있어 왔다. 

이러한 한계점들의 극복을 위해 대사체학에 기반을 둔 대사

체 profiling은 매우 유용한 접근법으로 다양한 시도가 이루

어지고 있다(1,2,17). LC-MS/MS 분석에 기반을 둔 대사체 

profiling은 기존의 복잡한 분석 단계와 달리 단순한 추출물

로부터 전체적인 대사체의 profiling뿐 아니라, 목적하는 특

정 유용 성분의 스크리닝까지 가능한 장점을 가지고 있다. 

특히 블루베리와 같은 과실류에 존재하는 2차 대사산물인 

폴리페놀 관련 대사체의 분석에 있어서는 기존의 분석법에

서는 불가능했던 물질의 동정과 선발이 가능하게 된다. Fig. 

3에 나타난 바와 같이 positive와 negative ion mode 모두

에서 methanol과 ethyl acetate 분획으로 추출할 수 있는 

특징적인 대사체들을 OPLS-DA 분석을 통해서 손쉽게 확

인할 수 있었다. 

요   약

본 연구에서는 LC-MS/MS를 이용한 블루베리의 methanol

과 ethyl acetate 추출 분획에 존재하는 대사체의 분석을 

통해 효율적인 대사체 profiling의 가능성을 탐색하였다. 

LC-MS/MS에서 검출되는 대사체를 통계 처리한 결과, 

methanol 추출 분획에서는 5-O-feruloylquinic acid, mal-

vidin hexoside, malvidin-3-arabinoside, petunidin-3- 

arabinoside, delphinidin hexoside, delphinidin, petuni-

din hexoside와 같은 안토시아닌 계열의 화합물들이 존재

하였고, ethyl acetate 분획에서는 chlorogenic acid, 

chlorogenic acid dimer, 6,8-di-C-arabinopyranosyl- 

luteolin, luteolin과 같은 플라보노이드 계열의 화합물이 검

출되었다. 본 연구는 기존 연구와 달리 대사체학 기법을 이

용한 블루베리 추출물 전체 대사물질의 profiling을 시도한 

최초의 연구로서 블루베리에 함유된 유용 성분의 스크리닝 

등 향후 응용 연구에 유용한 기반으로 이용될 수 있을 것으

로 기대된다.
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