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  요  약 : 안전한 화장품용 방부제에 대한 연구를 위하여 1, 2-octanediol (OD)에 galactose 한 분자
가 결합된 1, 2-octanediol galactoside (OD-gal)의 합성을 시도하였다. 이를 위하여, 재조합 대장균의 
β-galactosidase (β-gal)를 이용하여 transgalactosylation 반응을 수행하였으며, OD-gal 합성을 확인
하기 위하여 mass spectrometry 분석과 NMR (1H- and 13C-) spectroscopy 분석을 실시하였다. 합성 
반응물에서 m/z=331.1732의 sodium adduct ion 형태로 OD-gal 분자의 합성을 확인하였고, 정제된 
OD-gal의 NMR 분석을 통하여 OD-gal의 1H NMR 스펙트럼에서 OD에 갈락토실화가 되었음을 보
여주는 다양한 피크를 확인하였다. 1H NMR 스펙트럼의 다운필드인 δH 4.39 ppm과 δH 3.98~3.55 
ppm에서 나타나는 다양한 피크들은 이들이 OD에 갈락토실화가 되었다는 것을 잘 암시하고 있으며, 또
한 1H NMR 스펙트럼의 업필드에서 나타나는 δH 1.52~1.26 ppm과 0.89 ppm의 피크는 OD의 CH2

와 CH3 작용기로 부터 나타나는 피크로써 OD가 본 물질에 존재함을 알 수 있었다. 13C NMR 스펙트
럼에서는 OD-gal의 알파-아노머와 베타-아노머의 구조에서 기인하는 총 24개의 탄소피크가 나타났고, 
각 아노머 마다 14개의 탄소가 존재하는데 이중 δc 31.4, 29.0, 22.3 그리고 13.7 ppm에 보이는 OD 
4개의 탄소는 지방족 사슬의 끝부분에 해당하며 화학적 구조의 유사성으로 인하여 탄소 피크가 겹쳐서 
나타난 것으로 보인다. 따라서 총 28개의 탄소 피크 중 24개가 나타났다. 마지막으로, 합성된 OD-gal
의 β-gal을 이용한 가수분해 반응을 통하여 OD-gal에 gal이 결합되어 있다는 것을 확인하였다. 이러  
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한 결과를 바탕으로 세포독성이 감소된 첨가물 개발을 기대하고 있으며, 추가적인 후속연구를 진행할 예
정이다.

주제어 : 1, 2-옥탄디올 갈락토사이드, 베타-갈락토시데이즈, 핵자기공명분석, 질량분석, 화장품용 
방부제

  Abstract : 1, 2-Octanediol galactoside (OD-gal) has been synthesized from 1, 2-octanediol 
(OD), as a safer cosmetic preservative, using recombinant Escherichia coli β-galactosidase (β-gal). 
To confirm the molecular structure of synthesized OD-gal, mass spectrometry and NMR (1H- and 
13C-) spectroscopy of OD-gal were carried out. In the reaction mixture, a sodium adduct ion of 
OD-gal (m/z=331.1732) was identified using mass spectrometry analysis. In addition, 1H NMR 
spectrum of OD-gal showed multiple peaks corresponding to the galactosyl group, which is 
evidence of galactosylation on OD. Downfield proton peaks at δH 4.39 ppm and multiple peaks 
from δH 3.98~3.55 ppm were indicative of galactosylation on OD. Up field proton peaks at δH 
1.52~1.26 ppm and 0.89 ppm showed the presence of CH2 and CH3 protons of OD. 13C NMR 
spectrum revealed the presence of 24 carbons suggestive of α- and β-anomers of OD-gal. 
Among 14 carbon peaks from each anomer, the 4 peaks at δC 31.4, 29.0, 22.3, and 13.7 ppm 
were assigned to be overlapped showing only 24 peaks out of a total of 28 peaks. The mass value 
from mass spectrometry analysis of OD-gal, and 1H and 13C NMR spectral data were in good 
agreement with the expecting structure of OD-gal. Finally, we identified a galactose molecule from 
the hydrolysate of OD-gal using β-gal. We are expecting that through future study it will 
eventually be able to develop a safe cosmetic preservative.

Keywords : 1, 2-Octanediol galactoside, β-Galactosidase, NMR spectroscopy, Mass spectrometry, 
Cosmetic preservative

1. 서 론

  1, 2-Octanediol (Molecular formula: C8H18O2, 
CAS number: 1117-86-8, 일명 Caprylyl 
glycol, Fig. 1)은 항균력과 보습력을 가지고 있는 
물질로서, 화장품에 0.5에서 1.0%의 농도로 사용
되고 있다. 그 동안 1, 2-Octanediol (OD)는 비
교적 안전한 성분으로 평가되어 왔으나[1], 몇몇 
연구에서는 피부에 문제를 유발시킬 수 있을 가
능성 있다는 결과를 제시하고 있다[2,3,4]. 따라
서, 본 연구에서는 그 동안 본 연구팀이 몇 가지 
화장품용 방부제에 적용하였던 피부독성 감소를 
위한 galactoside 유도체 합성과 응용 전략이 OD
의 문제점을 해결하기 위한 방안으로서 가능한지
를 살펴보았다. 
  본 연구팀에서는 lactose 농도가 30~40(%)인 
조건에서 대장균의 β-galactosidase (β-gal)를 
이용한 transgalactosylation (혹은 reverse 

hydrolysis) 반응에 관한 연구를 그 동안 수행하
여 왔다[7,8,9,10,11,12]. 이러한 연구 결과를 바
탕으로 chlorphenesin (CPN) [5,6], 
phenoxyethanol (PE) [7,8], 1, 2-hexanediol 
(HD) [9,10], 그리고 phenylethanol (PhE) 
[11,12]과 같은 화장품 방부제로 쓰이는 물질의 
galactoside 유도체를 합성했던 방법으로 대장균
의 β-gal를 이용하여 transgalactosylation 반응
으로 OD로부터 1, 2-octanediol galactoside 
(OD-gal)의 합성 가능성을 확인하는 연구를 수
행하였다. 선행연구에서 이미 화장품용 방부제의 
galactoside 유도체가 인간 피부세포에 대한 독성
을 감소시킨다는 실험결과를 확인하였기 때문에
[5,7,13], OD에서 OD-gal이 합성될 수 있다면, 
보다 안전한 화장품용 방부제를 확보할 수 있게 
되며, 이를 이용한 산업화 응용 연구도 가능할 
것으로 생각하고, OD-gal 합성 연구를 수행하였
다.
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  이번 연구에서는 OD-gal 분자의 합성을 확인
하기 위하여, OD-gal 합성 반응액의 thin-layer 
chromatography (TLC)와 mass spectrometry 분
석, 정제된 OD-gal의 NMR spectroscopy 분석, 
그리고 합성된 OD-gal의 가수분해를 통한 
galactose 분자 확인 연구 등을 수행하였다. 앞으
로 OD-gal 분자의 항균력 실험과 인간 피부세포
에 대한 독성연구 등을 수행할 예정이며, 이를 
근거로 보다 안전한 OD-gal의 화장품 방부제로
서의 산업화 가능성에 도전해볼 계획을 수립하고 
있다.   

Fig. 1. Chemical structure of 1, 2-octanediol.

2. 실험방법

2.1. 시약 
  1, 2-Octanediol은 Sigma-Aldrich (St Louis, 
MO, USA)에서 구입하였고, TLC (thin-layer 
chromatography) plate는 MACHEREY- 
NAGEL GmbH & Co. KG (Düren, Germany)
의 precoated plates SIL HD UV254 

(MN809222)를 사용하였다. OD-gal 정제를 위
한 Silica gel은 Zeochem (Uetikon am See, 
Switzerland)의 ZEOprep 60 (60-200 μm)을 
사용하였고, 기타 본 연구에 사용한 시약들은 
reagent-grade를 사용하였다.

2.2. 재조합 β-Gal을 발현하는 대장균 

  대장균의 araBAD 프로모터 시스템에 의하여 
발현이 조절되는 pBAD/Myc-His/lacZ vector 
(7.2 kb) (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA)를 사
용하여 E. coil MC 1061를 발 현 숙주로 하여 
β-gal을 발현하였다. β-gal 유전자는 pBAD/ 
Myc-His expression kit의 유전자를 사용하였고, 
재조합 E. coil 제작과 재조합 β-gal을 함유한 
E. coil의 배양방법 등에 대하여서도 선행연구에
서 자세히 기록하였다[14].

2.3. β-Gal 함유 대장균을 이용한 OD-gal 

합성 및 정제

  OD-gal 합성은 50 mM phosphate buffer 

(pH 7.0)를 이용하여, 50 ml conical tube에 1% 
OD, 4.5 U/ml β-gal, 300 g/l lactose를 녹인 
후, 전체 반응 부피를 10 ml 되게 하고, shaking 
incubator (37℃, 100 rpm) 에서 48 시간 동안 
수행하였다. 이 때, 반응액의 일부는 mass 
spectrometry 분석에 사용하였다. 그리고, 
OD-gal 정제는 silica gel chromatography (이동
상, ethyl acetate: methanol: distilled water = 
17:2:1)를 이용하였으며, OD-gal로 추정되는 물
질이 포함된 분획을 모은 후, rotary vacuum 
evaporator를 이용하여 농축하였다. 기타 정제에 
관한 자세한 조건과 방법은 선행연구에 상세히 
기술하였다[15,16]. 그리고 이렇게 정제된 
OD-gal을 사용하여 NMR spectroscopy 분석과 
대장균 β-gal을 이용한 OD-gal 가수분해를 실
시하였다.

2.4. TLC 분석

  20 × 10 cm TLC plate에 1.0 μl 시료를 
loading하고 이동상 (Ethyl acetate: Methanol: 
Distilled water = 17:2:1 (v/v))으로 전개하였다. 
그리고 staining solution (1.5 g KMnO4, 10 g 
K2CO3, 1.25 ml 10% NaOH in 200 ml water)
를 TLC plate에 뿌린 후, 80℃ oven에서 15 분
간 말려서 spot을 확인하였다.

2.5. Mass spectrometry

  질량 분석은 High Resolution ESI-Mass 
spectrometer (SYNAPT G2, Waters, U.K.)를 사
용하여 실시하였다. Ionization source는 ESI 
(electrospray ionization), analyze type은 time 
of flight (TOF)이며, 스펙트럼은 positive-ion 
mode에서 m/z (mass to charge ratio)로 확인하
였다. 

2.6. 1H- and 13C-NMR spectroscopy

  400 MHz NMR Spectrometer (Bruker 
Ascend 400, Bruker, Germany)를 이용한 
1H-NMR과 13C-NMR 분석을 하였다. 이 때, 
사용한 solvent는 D2O이며, 정제된 OD-gal을 약 
20 mg 1000 μl D2O에 녹여 NMR 시료로 사
용하였다.

2.7. OD-gal의 가수분해

  OD-gal을 가수분해하기 위하여 대장균 β-gal 
(Sigma-Aldrich) 용액 (2 U/ml) 100 ml와 정제
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Fig. 3. High resolution ESI mass spectrometry of OD-gal in the reaction mixture. 
[M+Na]+ indicates a sodium adduct ion of OD-gal. The preferred 
structure of OD-gal is shown in the mass spectrum. ① and ② indicate 

sodium adduct ions of monosaccharide and disaccharide, respectively.

된 OD-gal (0.03 mM) 100 ml를 50 mM 
phosphate buffer (pH 7.5)에 혼합한 후, 37℃에
서 12 시간 반응시켰다.        

3. 결과 및 고찰

3.1. Mass spectrometry 

  Conical tube (50 ml)에서 1% OD, 4.5 U/ml 
β-gal, 300 g/l lactose를 50 mM phosphate 
buffer (pH 7.0)로 녹이고, 반응 부피 10 ml 되
게 한 후, shaking incubator (37℃, 100 rpm) 
에서 48 시간 동안 OD로부터 OD-gal의 합성 
실험을 수행하였다. Fig. 2와 같이 48 시간동안 
수행한 반응의 반응물의 TLC 분석에서 새로운 
spot을 발견할 수 있었다. 일단 OD-gal이 합성
된 것으로 추정하고, 이 반응물에 대하여 mass 
spectrometry 분석을 실시하였다. Fig. 3과 같은 
spectrum을 얻었으며, 세개의 큰 peak 중에서 
m/z=331.1732의 sodium adduct ion 
(C14H28O7Na) 형태의 OD-gal 합성을 확인 하였
다. 이 peak의 이론적인 calculated mass는 
331.1733으로 spectrum에서 확인한 OD-gal의 
sodium adduct ion과 거의 일치하였다. 따라서, 
반응물에서 TLC로 확인된 새로운 spot이 OD-gal

일 것이라는 추정에 대한 확실한 근거를 한 가지 
찾을 수 있었다.  그 이외에 spectrum에서 단당류의 
sodium adduct ion (m/z=230.0523, C6H12O6Na)
과 이당류의 sodium adduct ion (m/z=365.1058, 
C12H22H11Na)도 확인할 수 있었다.

Fig. 2. TLC analysis for OD-gal synthesis using 
β-gal. The reaction mixture at 48 h 
was analyzed. Lac, Glu, Gal and OD 
represent 1% standards of lactose, 
glucose, galactose and 1, 2-octanediol, 
respectively. Arrow indicates OD-gal 
(presumed).
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Fig. 4. 1H-NMR spectrum of OD-gal.  

                        * : artifact(CH3CN)

3.2. 1H- and 13C-NMR spectroscopy

  새롭게 합성된 물질의 분자구조를 확인하기 위
하여 OD-gal로 추정되는 물질을 정제하여 1H- 
and 13C-NMR spectroscopy 분석을 수행하였다. 
1H-NMR 스펙트럼은 OD에 galactosylation이 
되었음을 보여주는 다양한 피크가 나타나 있다
(Fig. 4). 1H-NMR 스펙트럼의 다운필드인 δH 
4.39 ppm과 3.98~3.55 ppm에서 나타나는 다양
한 피크들은 OD에 galactosylation이 되었다는 
것을 잘 암시하고 있다(#1 peaks in Fig. 4). 또
한 1H-NMR 스펙트럼의 업필드에서 나타나는 
δH 1.52~1.26 ppm과 0.89 ppm의 피크는 OD
의 CH2와 CH3 작용기로부터 나타나는 피크로써 
OD가 본 물질에 존재함을 알 수 있다(#2 peaks 
in Fig. 4). 1H NMR (400MHz, D2O) 4.39 (d, 
2H, J=7.6 Hz), 3.98~3.95 (m, 4H), 3.90~3.82 
(m, 2H), 3.81~3.77 (m, 6H), 3.71~3.66 (m, 
6H), 3.60~3.55 (m, 2H), 1.52~1.42 (m, 4H), 
1.36~1.26 (m, 16H), 0.89 (t, 6H, J=6.0 Hz).
  13C-NMR 스펙트럼은 OD-gal의 α-anomer
와 β-anomer의 구조에서 기인하는 총 24개의 
탄소 피크가 나타났다. 각 anomer 마다 14 개의 
탄소가 존재하는데 이중 δC 31.4, 29.0, 22.3 그
리고 13.7 ppm에 보이는 OD 4개의 탄소는 지
방족 사슬의 끝부분에 해당하며 따라서 NMR에
서 탄소의 화학적이동(chemical shift)이 유사하여 
겹쳐서 나타났다. 결국 두 anomer로부터 총 28 
개의 탄소 피크가 나타나야 하나 이 중 24개만 
나타난 것으로 보인다 (black dots in Fig. 5). 이

로써, 본 물질에 OD-gal이 존재하고 있고, OD
에 galactosylation이 되었다는 것을 확인 할 수 
있었다 (Fig. 5). 13C NMR (100 MHz, D2O) 
103.6, 103.0, 75.0, 74.9, 74.4, 74.0, 72.71, 
72.66, 70.9, 70.8, 70.5, 70.1, 68.5, 68.4, 60.8, 
60.6, 32.64, 32.58, 31.4, 29.0, 25.1, 25.0, 
22.3, 13.6. 
  그러나, 1H-, 13C-NMR 스펙트럼 결과로는 
OD 분자의 두 개 중 어느 hydroxyl group 
(-OH)에 galactose가 결합했는지는 알 수 없었
다. 다만 선행연구 결과에서는 β-gal에 의하여 
CPN, HD의 primary alcohol group에 galactose
가 결합된다고 밝혀져 있다[5,10]. 따라서, 
OD-gal도 primary alcohol group에 galactose가 
결합했을 것으로 추측된다.

3.3. OD-gal의 가수분해

  OD로부터 합성된 OD-gal에 galactose가 결합
되어 있다는 것을 확인하기 위하여, 합성된 
OD-gal을 β-gal로 가수분해하여, 결합된 
galactose가 다시 분리되는지를 확인하였다. 
OD-gal을 12 시간 동안 가수분해한 후, TLC로 
분석한 결과 OD-gal에서 galactose가 분리되어 
나오는 것을 확인하였다(Fig. 6). 분리된 
galactose는 TLC에서 Rf=0.38의 spot으로 확인
되었으며, 이 때, standard인 lactose, glucose, 
galactose의 Rf 값은 각각 0.29, 0.413, 0.373 이
었고, OD의 Rf 값은  0.97, OD-gal의 Rf 값은 
0.733이었다. Standard galactose의 Rf 값 0.373
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Fig. 5. 13C-NMR spectrum of OD-gal.

Fig. 6. TLC analysis of hydrolysate of OD-gal by E. coli β-gal for 12 hr. Zero- and 12 
h-sample were analyzed. Arrow a, b and c indicate OD, OD-gal and galactose, 
respectively. Lac, Glu, Gal and OD indicate 1% standards of lactose, glucose, galactose 
and 1, 2-oactanediol, respectively.

과 OD-gal에서 가수분해 반응에서 분리된 spot
의 Rf 값 0.38은 매우 유사하며, 이러한 결과는 
OD-gal에 galactose 한 분자가 결합되어 있었다
는 또 다른 증거라고 할 수 있다. 

4. 결 론

  Mass spectrometry 분석과 NMR (1H- and 

13C-) spectroscopy 분석을 통하여, 재조합 대장
균 β-gal을 이용하여 OD의 hydroxyl group 
(-OH)에 galactose 한 분자를 결합된 OD-gal이 
합성된다는 것을 확인하였다. 그리고, 합성된 
OD-gal의 가수분해 반응을 이용하여 OD-gal로
부터 galactose 분자가 유리된다는 것을 확인함으
로서, OD-gal 분자에 galactose가 결합되어 합성
되었다는 것을 증명하였다. 따라서, 대장균 β
-gal을 이용한 OD-gal로의 transgalactosylation 



Vol. 38, No. 3 (2021) Mass spectrometry와 NMR Spectroscopy를 이용한 1, 2-Octanediol Galactoside의 효소합성 확인   7

- 830 -

Fig. 7. Enzymatic synthesis of OD-gal using β-gal.

반응을 Fig. 7과 같이 추론할 수 있었으며, 본 연
구를 통하여, 항균력은 유지하면서, 피부세포에 
대한 독성이 감소된 화장품용 방부제 개발을 기
대하고 있으며, 후속연구를 통하여 OD-gal의 항
균력과 피부세포에 대한 독성연구를 수행할 예정
이다.
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