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요 약

본 연구의 목적은 포도껍질 추출물에서 항산화 물질과 당을 분리하기 위한 방법을 개발하는 것이다. 먼저, 다양한 유기용매를 

추출용매로의 사용 가능 성을 조사하였다. 아세톤, 에탄올, DMSO 또는 DMF 사용 시 유기용매-추출물 혼합물은 단일 상으로 

존재하였고 벤젠, 에틸아세테이트, 또는 n-헥산을 추출물에 첨가 시 유기용매 상과 수용액 상으로 분리되었으나 색소물질은 

여전히 수용액 상에 잔류하였다. 한편 폴리에틸렌 글리콜-2,000(PEG-2,000)과 구연산 나트륨을 추출물에 첨가 시, 혼합액은 

세 개의 층으로 분리되었고 추출물에 존재하는 대부분의 플라보노이드가 상층액으로 이동한 반면 추출물 포도당의 53%가 

하층액으로 이동하였다. 하층액에서는 항산화 활성이 관찰되지 않은 반면 상층액은 강한 항산화 활성을 나타내었다. PEG 분
자량이 증가함에 따라 하층액의 포도당 회수율이 증가하여 PEG-8,000을 첨가하여 얻은 하층액의 포도당 회수율은 가장 높은 

67%였다. 플라보노이드 분리는 PEG-2,000 > PEG-8,000 > PEG-400 순서로 높았다. 그리고 PEG-2,000을 사용하여 얻은 상층

액과 하층액의 플라보노이드 회수율은 각각 48과 0.2%였다. 아가 디스크 확산법을 이용하여 분리액이 효모균 생장에 미치는 

영향을 조사한 결과, 추출물, 상층액, 및 하층액 첨가가 효모균 생장을 저해하지 않음을 확인하였다. 

주제어 : 포도껍질 추출물, 항산화물질, 포도당, 분리, 폴리에틸렌 글리콜

Abstract : The purpose of this study is to develop a method for separating antioxidants and sugars from grape skin extract. The 
extract was first mixed with a variety of organic solvents to investigate whether the separation was feasible. When employing 
acetone, ethanol, dimethylsulfoxide, or dimethylformamide, the organic solvent-extract combination formed a single phase. 
However, when benzene, ethyl acetate, or n-hexane was added to the extract, the mixture separated into an organic and an 
aqueous phase and the pigments remained in the aqueous phase. On the other hand, when polyethylene glycol-2,000 (PEG-2000) 
and sodium citrate were added to the extract, the mixture was separated into three layers, with the majority of the flavonoids 
migrating to the top layer and 53% of the extract's glucose migrating to the bottom layer. The top layer had significant antioxidant 
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1. 서 론 

포도껍질에는 항산화물질인 폴리페놀(polyphenol)과 플라보

노이드(flavonoid) 화합물이 다량으로 포함되어 있는데[1-3], 이
들은 다양한 종류의 활성 산소종(reactive oxygen species, ROS)
들을 효과적으로 제거하는 강력한 항산화제이다[4]. 활성 산소

종들은 피부의 콜라겐(collagen)과 엘라스틴(elastin)을 분해하

는 효소들의 발현을 유도하여 피부 처짐, 주름 생성, 피부톤 저

하 등 피부노화를 촉진시킨다[1,5]. 이러한 잇점으로 인하여, 
피부노화 방지를 위한 기능성 화장품 또는 의약품 원료로 항산

화 물질들을 활용할 수 있다[6]. 좋은 천연 생리활성물질을 포

함한 포도껍질의 유용성에도 불구하고 포도주 양조장에서 대

량의 포도껍질들이 폐기물의 형태로 배출되고 있다[7]. 포도껍

질을 원료로 사용하여 항산화 효과와 피부노화방지 효능이 있

는 고부가가치의 기능성 물질을 생산할 수 있다면 폐기물의 유

용자원화를 통해 경제적 이익을 도모할 수 있을 것으로 사료된

다. 기존 연구에서 본 연구팀은 포도껍질의 증류수 추출물이 

폴리페놀과 플라보노이드를 다량으로 포함하며 항산화능과 주

름개선 활성이 있음을 발견하였다[8]. 포도껍질에는 상당량의 

과당과 포도당이 포함되어 있고[9] 추출물의 점도를 증가시킨

다. 당은 용액을 끈적거리게 만들어 발림성을 나쁘게 만들 수 

있어 포도껍질 추출물을 화장품 원료로 사용하기 위해서는 추

출물에서 항산화능을 갖는 폴리페놀/플라보노이드를 당과 분

리시켜야 한다.
천연물에서 폴리페놀을 포함한 항산화물질들을 추출·분리하

기 위하여 액-액 추출, 고상(solid-phase) 추출, 초임계 추출, 초
음파-유기용매 추출(ultrasonically assisted solvent extraction) 등 

다양한 방법들이 사용되었다. 그러나 이 방법들은 페놀 회수율이 

낮고 고가의 장비가 필요하며 많은 에너지를 공급해야 하는 문제

점들이 있다[10,11]. 최근에는 수성 이상 계(aqueous two-phase 
systems, ATPS) 방법이 식물유래 천연물에서 생리활성 성분을 

분리하는데 널리 사용된다[12]. 특히, 친수성 고분자와 염 기반 

ATPS가 주목을 받고 있는데, 이는 저비용으로 타깃 물질을 쉽

게 분리할 수 있고 스케일-업과 조업이 쉽기 때문이다[12]. 폴
리에틸렌글리콜(polyethylene glycol, PEG)은 저렴하고 생분해

성이라 환경친화적이고 구연산나트륨(sodium citrate)은 식품 첨

가물로 널리 사용되는 안전한 물질이므로 이 두 물질은 ATPS에 

적합한 물질로 주목받고 있다[13,14]. 
본 연구의 목적은 포도껍질 증류수 추출물에서 항산화 물질

과 당을 분리하는 것이다. 다양한 유기용매를 추출물에 첨가하

여 분리 가능 여부를 조사하였다. 궁극적으로 PEG-구연산나트

륨 시스템을 개발하였고, 이를 최적화하기 위하여 PEG 분자량

에 따른 분리성능을 조사하였다. 분리된 물질들의 항산화 활성

과 독성 여부를 조사하였다.

2. 실험방법 

2.1 실험재료

경남 거창군 감악산 사과·포도 영농조합에서 판매하는 캠벨얼

리(Vitis labruscanan B.) 포도를 진주시 농산물 도매시장에서 구

입하였다. 2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH, 044150)를 각각 

Alfa Aesar (MA, USA)에서 구입하였다. 3,4,5-Trihydroxybenzoic 
Acid Hydrate (Gallic Acid Hydrate, G0011), 3,3',4',5,7-Pentahy-  
droxyflavone Hydrate (Quercetin Hydrate, P0042), L-threo-Hex-2  
-enono-1,4-lactone (L-Ascorbic Acid, A0537)를 TCI (Tokyo, 
Japan)에서 구입하였다. PEG-400 (P0638)과 PEG-2000 (P0616)
은 SAMCHUN (Pyeongtaek, Korea), PEG-8000 (6556-1405)은 

DAEJUNG (Siheung, Korea)에서 구매하였다. Bacto™ Yeast 
Extract (212750), Bacto™ Malt Extract (218630), Bacto™ Peptone 
(211677), Difco™ Dextrose (215530), Bacto™ Agar (214010)은 

BD (Becton, Dickinson and Company, NJ, USA)에서 구매했고 

기타 시약들을 Sigma-Aldrich 사(MO, USA)에서 구입하였다.

2.2 포도껍질 추출물 제조

포도껍질을 과육에서 분리·수거하고 깨끗이 세척한 뒤 80oC 건
조기에서 24시간 건조한 후 분쇄기(HR1372, Philips, Netherlands)
에 넣고 최대 회전수로 5분간 분쇄하였다. 이를 막자사발에 옮

겨 곱게 갈아서 분말형태로 만들었다. 포도껍질 분말 10 g을 

200 mL 비이커에 넣고 증류수 100 mL를 첨가한 후 실온에서 

1시간 동안 교반하였다. 이를 정성여과지(No. 2, ADVENTEC, 
Tokyo, Japan)에 통과시켜 필터에 걸러진 고형물을 제거하고 

필터를 통과한 여액(filtrate)를 회수하여 추출물로 사용하였다. 
Figure 1은 추출물 제조과정을 보여준다.

2.3 추출물에서 항산화물질과 당 분리

추출물에 제 3의 성분을 첨가하여 두 개의 상(층)을 형성시

키고 항산화 물질과 당을 서로 다른 층으로 이동시켜 분리시키

는 전략을 사용하였다. 첫 번째, 추출물 10 g에 다양한 유기용

매(아세톤, 에탄올, 벤젠, 에틸아세테이트, Dimethylsulfoxide 
(DMSO), Dimethylformamide (DMF), n-헥산) 5 g을 첨가하여 

이를 실온에 12시간 동안 방치하여 상분리 및 색소이동을 관찰

activity, whereas the bottom layer showed no antioxidant activity. The glucose recovery in the bottom layer increased as the 
molecular weight of PEG increased and the highest recovery (67%) was observed when PEG-8,000 was added. The highest 
flavonoid separation was observed with PEG-2,000, followed by PEG-8,000 and PEG-400. The flavonoid separation when 
PEG-2,000 was added resulted in a flavonoid recovery of 48% and 0.2% from the top and bottom layers, respectively. Examining 
the effect of the separated solution using the agar disc diffusion method on yeast cell growth confirmed that the addition of the 
extract, the top, and the bottom layer did not inhibit cell growth.

Keywords : Grape-skin extract, Antioxidant, Glucose, Separation, Polyethylene glycol
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하였다. 두 번째, Rodriguez-Salazar 등[14]이 제안한 방법을 수

정한 것으로 추출물 5 g에 PEG-2,000 0.79 g, 구연산나트륨 

1.25 g을 첨가하여 상분리 및 색소이동을 관찰하였다.

2.4 미생물에 대한 분리액의 독성평가

아가 디스크 확산법을 사용하여 분리액이 미생물의 생장에 

미치는 영향을 조사하였다. 배지제조와 미생물 접종을 포함한 

모든 작업을 무균 작업대(Laminar clean bench)에서 실시하였

다. 고체배지 제조를 위하여 증류수 1 L에 yeast extract 3 g, 
malt extract 3 g, peptone 5 g, glucose 10 g, agar 20 g을 첨가하

고 용액의 pH를 6.2로 조절하였다. 용액을 120oC에서 멸균한 

후 Petri dish에 20 mL씩 분주하고 상온에 방치하여 고형화시켰

다. 고체배지와 동일한 조성의 액체배지를 제조하고 초저온 냉

동고(deep freezer)에 보관된 효모균(Saccharomyces cerevisiae)
의 glycerol stock 100 L를 접종하였다. 효모균(KCCM 11351)
은 (사)한국종균협회(서울, 한국)에서 분양받았다. 배양액의 균

체 밀도(OD600)가 0.8-1.0에 도달한 후, 고체배지 당 배양액 100 
L를 접종하였다. 접종된 고체배지를 건조시킨 후 배지 표면

에 filter paper disc(외경, 6 mm)를 올려놓고 시료 용액 20 L를 

주입하였다. 이를 25oC에서 24시간 배양한 후 디스크 주변에 

환의 생성여부를 관찰하여 저해 여부를 판단하였다.

2.5 분석방법

2.5.1 회수율 측정

포도껍질로부터 얻은 추출물의 회수율을 측정하였다. 추출

물 5 mL를 알루미늄 접시(지름 50 mm)에 붓고 80oC 건조기에

서 12시간 동안 건조 시켜 수분을 제거하였다. 건고물이 포함

된 알루미늄 접시 질량에서 빈 알루미늄 접시의 질량을 빼어 

건고물의 질량을 계산하였다. 식 (1)에 나타내었듯이 건조 후 

잔류 건고물 함량을 투입된 포도껍질 분말의 질량으로 나눈 값

의 백분율로 추출 수율을 정의하였다. 모든 분석은 3회 이상 

수행되었다.

추출수율(%)  


×  (1)

A: 추출물의 건조질량

B: 포도껍질 분발의 건조질량

추출물에 PEG와 구연산 나트륨을 첨가하여 세 개의 상으로 

분리되면 상층액과 하층액의 부피, 폴리페놀, 플라보노이드, 포
도당 농도를 측정하고 이를 이용하여 회수율을 계산하였다. 예
로 식 (2)는 폴리페놀의 회수율을 계산하는 식이다.

회수율 = 추출물의폴리페놀농도×추출물부피
상의폴리페놀농도×상부피 (2)

2.5.2 총 플라보노이드 함량 측정

Formagio 등[15]의 방법을 변형하여 총 플라보노이드 함량

을 측정하였다. 에탄올(순도 ≧ 95%) 1500 L, 100 g/L 염화알

루미늄(AlCl3) 100 L, 1 M 아세트산나트륨(C2H3NaO2) 100 L, 
증류수 2.8 mL, 및 추출물 500 L를 순서대로 첨가하였다. 이 

혼합물을 상온에서 40분 동안 반응시킨 후, 415 nm 파장에서 

반응 혼합물의 흡광도를 측정하였다. 총 플라보노이드 정량을 

위하여 퀘르세틴을 표준물질로 사용하여 표준 검량곡선을 작

성하였다. 총 플라보노이드 함량은 추출물 1 g 건조중량에 대

한 mg quercetin equivalent (QE)로 환산하여 표시하였다. 모든 

분석은 3회 이상 수행되었다.

2.5.3 총 폴리페놀 함량 측정

Jing 등[16]의 방법을 따라 총 폴리페놀 함량을 측정하였다. 
본 시험법은 추출물에 존재하는 폴리페놀 화합물에 의해 Folin-  
Ciocalteu reagent가 환원되어 파란색으로 발색되는 원리를 이

용한 것이다. 증류수로 10배 희석된 Folin-Ciocalteu reagent 1.0 
mL에 추출물 100 L을 혼합하여 5분 간 반응시켰다. 반응 혼

합물에 탄산수소나트륨(NaHCO3, 75 g/L) 1.0 mL를 첨가하고 

상온의 암실에서 90분간 반응시킨 후, 725 nm 파장에서 반응 

혼합물의 흡광도를 측정하였다. 총 폴리페놀 화합물의 정량을 

Figure 1. Scheme of the process for producing grape skin extract.
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위하여 메탄올에 농도별로 용해시킨 갈릭산을 표준물질로 사용

하여 표준곡선을 작성하였다. 총 폴리페놀 함량은 추출물 1 g 
건조중량에 대한 mg gallic acid equivalent (GAE)로 환산하여 

나타내었다. 모든 분석은 3회 이상 수행되었다.

2.5.4 추출물의 항산화능 측정

추출물의 라디칼 소거활성을 측정함으로써 항산화능을 평가

하였다. Kilani 등[17]과 Choi 등[18]이 제안한 DPPH법을 변형

하여 추출물의 자유라디칼(free radical) 소거 활성을 측정하였

다. 즉, 100 mM Tris-HCl buffer (pH 7.4) 180 L에 추출물 20 
L, 그리고 에탄올에 녹인 0.2 mM DPPH 800 L을 혼합하여 

상온의 암실에서 20분간 반응시킨 후, UV/Vis 분광광도계(UV 
spectrophotometer, Mega-U600, Scinco, Seoul, Korea)를 사용하

여 517 nm 파장에서 반응 혼합물의 흡광도를 측정하였다. 농

도별로 제조된 L-ascorbic acid를 양성대조군으로 사용하였고 

모든 분석은 3회 이상 수행되었다. 측정데이터를 식 (3)에 대입

하여 추출물의 DPPH 라디칼 소거 활성을 계산하였다. 식에서 

ODcontrol은 추출물을 같은 양의 100 mM Tris-HCl buffer로 대체

한 반응 혼합물의 517 nm 파장에서 흡광도를 나타낸다.

DPPH radical scavenging activity (%)



 
×  (3)

2.5.5 포도당 농도 측정

포도당 측정키트(주) 아산제약)에 동봉된 설명서를 따라 분

석용 시약을 제조하였다. 시료 20 L와 시약 3.0 mL를 유리 시

험관에 넣고 이를 37oC 항온조에 5분간 방치하였다. 시료에 존

재하는 포도당이 시약과 반응하여 혼합용액을 붉은색으로 변

화시킨다. 포도당 농도 증가에 따라 시료-시약 혼합액의 색은 

더욱 진해진다. 이를 정량화하기 위하여 분광광도계를 이용하

여 500 nm 파장에서 반응 혼합액의 흡광도를 측정하였고 검량

선을 이용하여 이를 농도로 변환하였다.

3. 결과 및 고찰

 3.1 포도껍질 추출물의 항산화활성

건조된 포도껍질 분말 10 g으로부터 45(±2) mL 추출물을 얻

었는데, 그중 5 mL 용액을 알루미늄 디쉬에 옮겨 담은 후 이를 

건조기에 넣고 수분을 증발시켜 제거하였다. 이를 통해 측정된 

건고물의 질량은 152.9(±0.7) mg이었다. 이로부터 계산된 추출

물의 농도는 30.6(±0.1) mg/mL였다. 추출물에 포함된 포도당은 

3.1(±0.02) mg/mL이고 폴리페놀과 플라보노이드는 각각 565.6  
(±7.4)과 79.4(±4.8)g/mL이었다. 

추출물의 농도를 변화시키며 DPPH 라디칼 소거능을 측정하

였고 그 결과를 Figure 2에 나타내었다. 추출물의 농도를 증가

시킴에 따라 DPPH 라디칼 소거활성이 증가하였다. 이와 같이 

농도에 따른 항산화 활성의 증가는 항산화 물질들의 전형적인 

특징이다[19]. 대조군으로 사용된 아스코르빈산(비타민 C)도 

농도 증가에 따라 DPPH 라디칼 소거활성이 증가하는 거동을 

보였다. 그러나 아스코르빈산은 약 300 μg/mL에서 DPPH 라디

칼 소거활성의 50%(E50=300 g/mL)를 나타낸 반면 추출물은 

1200 g/mL(E50=1,200 g/mL)에서 동일한 효과를 나타내었다. 
본 실험결과는 추출물에 함유된 폴리페놀과 플라보노이드가 

높은 항산화 활성을 갖는 것을 보여준다. 그러나 추출물은 대

조군인 아스코르빈산의 1/4 수준의 성능을 나타내었는데, 이는 

추출물을 더욱 정제하여 고순도의 항산화 물질들을 포함한다

면 정제물의 항산화활성은 더욱 향상될 것이다. 

3.2 추출물의 항산화 물질과 포도당 분리

일반적으로 포도껍질에 포도당과 과당(프럭토오즈)이 존재

하는 것으로 알려져 있어서[9], 포도껍질 추출물에 존재하는 

항산화 물질과 당을 분리하기 위하여 다양한 유기용매들을 테

스트하였다. 추출물은 짙은 보라색의 색소를 포함하였다. 일반

적으로 식물성 천연 색소는 생리활성기능과 함께 유해 활성산

소를 제거하는 항산화 효과가 탁월하다고 알려졌다[20]. 따라

서 색소성분들의 이동을 육안으로 모니터링하며 항산화 물질

의 분리 여부를 판단하였다. Figure 3(a)는 유기용매와 추출물 

혼합액의 상분리 거동을 보여준다. 수용액인 추출물을 유기용

매와 혼합 시 유기용매 상과 수용액 상으로 분리되고 색소들은 

유기용매 상으로 이동하는 반면 포도당은 수용액 상에 잔류할 

것으로 예상하였다. 그러나 아세톤-, 에탄올-, DMSO-, 또는 

DMF-추출물 혼합물은 단일 상으로 존재하였다. 벤젠, 에틸아

세테이트, 또는 n-헥산을 추출물에 첨가 시 유기용매 상과 수

용액 상으로 분리되었으나 색소들은 여전히 수용액 상에 잔류

하였다. 본 결과는 추출물에 존재하는 색소들이 수용성 물질임

을 시사한다. 일반적으로 폴리페놀은 방향족 고리에 수산기와 

카르복시기가 붙어있는 구조로 반수용성 물질로 알려졌다. 다
양한 화학적 구조를 갖는 폴리페놀들은 화학적 구조와 분자량

에 따라 수용성, 반수용성, 소수성 특성을 나타낸다고 알려졌
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Figure 2. DPPH radical scavenging activity of grape skin extract 
and ascorbic acid.
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다[21,22]. 증류수 추출물에는 극성기를 갖는 수용성 폴리페놀 

성분들이 존재하는 것으로 알려졌다[23]. 
일반적으로 물에 잘 용해되는 폴리페놀은 분자 구조상 극성

을 띄고 있기 때문에 극성의 전하를 중화시켜 줄 수 있다면 수

용상에서 이들의 용해도가 낮아져 침전(salting out)될 수 있을 

것이다. 즉, pH를 낮춰 추출물을 산성화시키면 폴리페놀은 양

성자화되어 소수성 특징을 나타낸다고 보고되었다[24]. 따라서 

추출물의 pH 조절과 적절한 용매를 선정하면 당과 항산화 물

질을 분리할 수 있을 것으로 사료된다. 최근 PEG와 구연산나

트륨을 이용하여 천연물에서 폴리페놀 성분을 분리한 사례가 

보고되었다[14]. 본 연구팀은 이들의 방법을 수정하여 본 연구

에 적용한 결과 포도껍질 추출물로부터 폴리페놀과 당을 분리

하는 데 성공하였다. Figure 3(b)는 추출물, PEG-2,000, 및 구연

산나트륨으로 구성된 혼합용액의 층이 분리되었고 색소물질은 

상층부로 이동하였음을 보여준다. 추출물 중의 항산화물질과 

당들이 서로 다른 층으로 이동하였는지 여부를 구체적으로 조

사하기 위하여 추가적인 실험을 수행하였고 그 결과를 Figure 
4에 나타내었다. 추출물, PEG-2,000, 구연산나트륨으로 구성된 

혼합액으로부터 상층액(10 mL), 하층액(9.5 mL) 및 상층액과 하

층액이 섞여있는 경계층(10 mL)을 얻었다. 상층부는 PEG-2,000
이 풍부한 층이고 하층부는 염이 풍부한 영역으로 보고되었다

[25].

(a) (b)

Figure 3. The effect of (a) various organic solvents and (b) polyethylene glycol-sodium citrate on the separation of pigments from grape skin
extract.

Figure 4. Distribution of glucose, flavonoids, and polyphenols in the separated layers from a mixture consisting of PEG-2,000, sodium citrate
and grape skin extract.
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상층액의 플라보노이드 함량은 771(±26) mg으로 측정되었

고 하층액에서는 플라보노이드가 검출되지 않았다. 이는 추출

물에 존재하는 플라보노이드의 48%가 상층액으로 이동하였다

는 것을 시사한다. 한편, 상층액과 하층액의 포도당 함량은 각

각 12.9(±0.2) mg과 35(±0.0) mg였는데 이는 추출물 포도당의 

21%와 57%가 각각 상층액과 하층액으로 이동하였음을 의미한

다. 폴리페놀 분석에서 PEG-2,000의 간섭으로 상층액의 폴리

페놀 함량을 정확히 측정할 수 없었지만 하층액의 폴리페놀 함

량을 측정할 수 있어서 이를 근거로 폴리페놀의 분리 여부를 

판단하였다. 하층액의 폴리페놀 함량이 1.8(±0.1) mg으로 측정

되었는데 이는 추출물의 폴리페놀(11 mg) 중 16%만이 하층액

으로 이동하였다는 것을 의미한다. 하층액의 항산화 활성은 관

찰되지 않았으나 상층액의 DPPH 라디칼 소거활성은 명확하게 

관찰되었다. Figure 5에 나타내었듯이, 상층액의 DPPH 라디칼 

소거활성은 63.5(±3.3)%였고 상층액을 증류수로 희석시킴에 

따라 항산화 활성이 감소하였다. 이는 항산화 특성을 갖는 물

질들이 나타내는 전형적인 농도 의존적 항산화 거동이다[19, 
26]. 그런데 상층액 농도 25%에서 DPPH 라디칼 소거활성이 

65.3(±1.8)%에 도달한 후 상층액 농도 증가에도 DPPH 라디칼 

소거활성은 더 이상 증가하지 않았다. DPPH는 짙은 보라색을 

나타내는 자유라디칼(free radical)로서 항산화 활성이 있는 물

질과 만나면 수소 라디칼의 전자를 받아들여 환원되면서 고유

의 보라색을 잃고 노란색으로 탈색되는 특성이 있다. 탈색정도

가 크면 시료의 DPPH 라디칼 소거능이 큰 것을 의미한다. 보
라색을 띄는 DPPH 용액은 517 nm에서 높은 흡광도 값을 나타

내는데 탈색됨에 따라 흡광도 값은 점차 감소한다. 상층액은 

색소물질을 포함하여 보라색을 띄기 때문에 DPPH가 항산화물

질에 의해 탈색되더라도 상층액이 나타내는 색깔로 인하여 

517 nm에서의 흡광도가 일정값 이하로 떨어지지 않아 이런 결

과가 나타난 것으로 추측된다. 향후 이를 규명하기 위한 추가

적인 연구가 필요하다.
비록 상층액의 폴리페놀 함량을 측정하지 못하였으나 상층

액의 높은 항산화 활성과 하층액의 낮은 폴리페놀 함량을 고려

해볼 때 추출물에 존재하는 대부분의 폴리페놀이 상층액으로 

이동하였다고 추측된다. 본 실험결과는 PEG-2,000과 구연산나

트륨을 사용하여 포도껍질 추출물에서 폴리페놀과 당을 효과

적으로 분리·정제할 수 있음을 시사한다.

3.3 PEG 분자량이 항산화 물질과 포도당 분리에 미치는 영향

PEG 분자량 증가에 따라 PEG-추출물 혼합액의 상 분리가 

촉진된다고 알려졌다[13]. 이는 분자량 증가에 따라 PEG 사슬

들 사이에 수소결합 정도가 감소하여 소수성(hydrophobic) 환

경이 조성되기 때문이다[13]. 폴리페놀과 안토시아닌 성분들을 

분리하기 위하여 다양한 분자량을 갖는 PEG가 사용되었다[11,  
13,14,27].

구연산나트륨과 분자량이 400 (PEG-400), 2,000 (PEG-2000), 
또는 8,000 (PEG-8,000)의 PEG를 추출물에 첨가하고 혼합액의 

분리 거동을 육안으로 관찰하며 PEG 분자량이 항산화 물질과 

포도당 분리 거동에 미치는 영향을 조사하였다. PEG-400은 경

계층 부피를 증가시켰고 PEG-8,000을 첨가한 경우에는 상층액 

부피가 증가한 반면 하층액 부피는 감소하였다. Table 1은 동

일조건에서 분자량이 다른 PEG와 구연산나트륨을 추출물에 

첨가하여 얻은 분리액의 분석 데이터를 보여준다. PEG 분자량

이 증가함에 따라 하층액의 포도당 함량은 증가한 반면 상층액

의 포도당 함량은 감소하였다. 즉, PEG-8,000을 첨가하여 얻은 

하층액의 포도당 회수율은 가장 높은 67.0(±0.3)%인 반면 상층

액의 포도당 회수율은 5.4(±0.0)%였다. 이는 PEG-8,000과 구연

산나트륨을 사용하여 추출물에 포함된 포도당의 대부분을 하

층액으로 이동시킬 수 있음을 보여준다.
상층액과 하층액의 플라보노이드 함량을 측정하고 비교하였

다. 플라보노이드 분리 정도는 PEG 분자량에 영향을 받아 PEG-  
2,000 > PEG-8,000 > PEG-400 순서로 높았다. 즉, PEG-2,000을 

사용하여 얻은 상층액의 플라보노이드 회수율은 48.2(±1.6)로 

PEG-2,000이 제일 우수한 분리성능을 보였다. 반면 PEG-400의 

Figure 5. DPPH radical scavenging activity of top-layer liquid from
a mixture consisting of PEG-2,000, sodium citrate and 
grape skin extract, and ascorbic acid.

Table 1. The effect of molecular weight of PEG on the separation of glucose and flavonoids and polyphenol recovery

Recovery
(%)

PEG-400 PEG-2,000 PEG-8,000
Top Bottom Top Bottom Top Bottom

Glucose 37.1±6.6 47.9±5.3 21.1±0.3 59.1±5.8 5.4±0.0 67.0±0.3
Flavonoids 24.5±1.9 3.4±1.1 48.2±1.6 0.2±0.1 37.1±2.3 2.0±1.4
Polyphenols N/A 8.5±1.0 N/A 16.1±0.6 N/A 23.0±0.4
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분리 성능이 제일 낮았는데 이를 사용하여 얻은 상층액의 플라

보노이드 회수율은 24.5(±1.9)였다. 한편, 질량수지 분석을 통

해 모든 경우에서 플라보노이드 손실이 발생한 것을 파악하였

는데 이러한 현상은 층분리 단계에서 일정량의 플라보노이드

가 중간층으로 이동하였기 때문인 것으로 추측된다. 모든 경우

에 상층액은 높은 항산화활성을 나타내었으나 하층액의 항산

화활성은 검출되지 않았다. PEG-8,000과 PEG-400을 사용하여 

얻은 상층액의 DPPH 라디칼 소거 활성값은 PEG-2,000에 의하

여 얻은 상층액 활성값의 0.7과 0.4 수준이었다. 본 결과는 PEG
를 사용하여 얻은 상층액에는 항산화 물질이 다량으로 존재한

다는 것을 시사한다. 
상층액의 페놀함량을 측정하지 못하였으나 분리된 상·하 층

의 플라보노이드 회수율, DPPH 라디칼 소거 활성값, 하층액의 

페놀 회수율 데이터로 부터 추출물에 존재하는 대부분의 플라

보노이드/폴리페놀과 포도당은 각각 상층액과 하층액으로 이

동하였음을 알 수 있다. 본 실험결과는 폴리에틸렌글리콜과 구

연산나트륨을 사용하여 포도껍질 추출물로부터 항산화물질(폴
리페놀/플라보이드)과 당을 성공적으로 분리할 수 있음을 시사

한다.

3.4 분리 상층액과 하층액의 독성평가 

추출물에 PEG-8,000과 구연산나트륨을 첨가하여 얻은 분리 

상층액과 하층액의 독성평가를 수행하였다. 효모균이 접종된 

고체배지에 시료를 주입하여 균주의 생장거동을 관찰하였다. 
시료가 균주생장을 저해한다면 시료가 확산하면서 주변 미생

물들의 생장을 억제하여 시료 주입부 근처에 투영한 환이 형성

될 것이다. Figure 6은 대조군(증류수가 주입된 필터, No. 5)과 

포도껍질 추출물이 주입된 필터(No. 1) 주변의 효모균들이 활

발하게 생장한 것을 보여준다. 이는 포도껍질 추출물이 세포 

생장을 저해하지 않음을 나타낸다. 한편, 상층액 주입부(No. 2) 
근처에서 작은 투명환이 관찰되었으나 그 모양이 뚜렷하지 않

아 투명환 생성여부를 판단하기 어려웠다. 하층액이 주입된 필

터(No. 3, No. 4) 근처와 대조군(증류수) 주입구 근처에서의 미

생물 생장은 큰 차이가 발견되지 않았다. 
본 연구결과는 포도껍질 추출물, 추출물로부터 분리된 PEG-  

rich 영역(상층액)과 하층액이 미생물 생장을 억제하지 않음을 

시사한다. 분리를 위하여 첨가된 PEG와 구연산나트륨은 안전

한 물질들이지만 이들의 농도가 미생물 생장에 영향을 미칠 수 

있을 것으로 여겨지는데, 평가를 위해서 사용된 고체배지에서

는 물질전달 저항이 존재하여 농도 영향을 정확히 파악하기 어

려울 것으로 사료된다. 향후 액체배양을 통하여 상층액과 하층

액이 미생물 생장에 미치는 영향에 대한 정밀한 조사가 필요하

다. 하층액은 추출물로부터 분리된 포도당을 함유하고 있으므

로 미생물 생장 저해를 일으키지 않는다면 미생물 배양용 기질

로 사용할 수 있을 것이다. 

4. 결 론

유기용매를 사용하여 포도껍질 증류수 추출물에서 항산화 

물질과 당을 분리할 수 없었다. PEG-2,000과 구연산 나트륨을 

추출물에 첨가하여 층 분리를 유도하였고 항산화 물질과 당이 

각각 상층액과 하층액으로 이동하였다. PEG 분자량의 영향을 

조사한 결과, PEG-2,000이 제일 높은 플라보노이드 분리성능

을 보였고 PEG-8,000을 사용하여 가장 높은 회수율로 포도당

을 분리하였다. 추출물, 분리 상층액과 하층액이 효모균 생장

을 저해하지 않았다. 본 연구결과는 천연 추출물에서 항산화 

물질을 분리하고 정제하는데 널리 활용될 것이다.
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