
Abstract

BACKGROUND: Phyllospadix japonica Makino is a 

perennial plant belonging to the family Zosteraceae. This 

species is native to the eastern coast of the Korean 

Peninsula, and it is found attached to rocks on the 

seashore. As with all seagrass species, P. japonica is also 

known to play a major role in protecting the marine envi-

ronment, and studies on its physiological activities sug-

gestive of its antioxidant, antibacterial and anti-in-

flammatory potentials have been reported. In this study, 

purification and structural analysis were performed to 

identify the polyphenol substances derived from P. 

japonica.

METHODS AND RESULTS: An polyphenol substance 

MP-1 was purified from the 70% aqueous methanol ex-

tract of P. japonica using Diaion® HP-20 column chro-

matography, ODS column chromatography, and medium- 

pressure liquid chromatography (MPLC). The purified 

MP-1 was identified as rosmarinic acid having a molec-

ular weight of 360 and a molecular formula of C18H16O8 

through electrospray ionization (ESI)-mass and nuclear 

magnetic resonance (NMR) spectroscopic analysis.

CONCLUSION(S): This study highlights the processes 

used for the identification of the polyphenol substance de-

rived from P. japonica. Rosmarinic acid, the polyphenol 

derived from P. japonica identified by this study, is a kind 

of bioactive substance mainly present in plants. These 

findings provide an important starting point and are val-

uable for future studies on bioactive substances in 

seagrass.
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서  론

게바다말(Phyllospadix japonica Makino)은 현화식물

문(division), 백합강(class), 나자스말목(order), 거마리말과

(family), 새우말속(genus)에 속하는 다년초이다. 물속에 완

전히 잠겨있거나 간조 시 노출되는 바닷가 암석에 부착, 서식

하며 주로 우리나라 동해안에 자생한다. 게바다말은 광합성을 

통해 바닷물에 녹아있는 이산화탄소를 흡수하고 산소를 공급

하는 기능을 하며, 게바다말의 군락지는 다양한 해양생물 종

들에게 적절한 서식지를 제공해준다. 게바다말은 국제자연보

존연맹(IUCN)에서 지정한 멸종위기종으로서 2007년 국내 

해양수산부에서 보호대상해양생물로 지정하였다. 게바다말을 

비롯한 잘피류의 군집분석, 생장 특성 등 주로 생태학적 접근

을 근간으로 하는 연구가 주를 이룬다[1, 2]. 잘피류 종 중 하

나인 애기거머리말 추출물에 대한 항암, 항산화 등 생리활성 

연구가 최근 수행된 바 있으며[3, 4], 게바다말에 함유된 플로

보노이드 분석을 수행한 연구도 있다[5].

폴리페놀은 주로 식물에 존재하는 방향족 알코올 화합물

의 일종으로 분자 하나에 페놀 그룹이 두 개 이상 있는 작용

기로 여러 개의 수산기를 갖고 있는 것이 특징이다. 폴리페놀

은 항균, 항알레르기, 항산화, 항암, 당뇨 예방 효과 등 다양

한 생리활성이 보고되고 있다[6].

본 연구는 게바다말 유래의 폴리페놀 물질을 분리 및 정제

하고 구조분석을 통하여 물질을 동정하는 것을 목표로 수행

되었다.

재료 및 방법

시험재료

시험재료인 게바다말은 2020년 5월 26일 경상북도 포항

시 방석리 연안에서 채취·수집하였다(Fig. 1). 채취된 게바다

말은 수돗물로 깨끗이 세척하여 염 및 이물질을 제거한 후, 

동결 건조하였고, 건조된 게바다말은 분쇄 과정을 거쳐 분말 

형태로 전환되었다.

추출 및 분리

게바다말 건조 분말 3 kg을 70% 메탄올(25 리터)로 60℃

에서 3시간씩 2회 추출하였다. 추출물을 감압 농축하여 메탄

올을 제거한 뒤 증류수로 희석하여 20 리터로 맞춘 후, 

Diaion HP-20 resin 2 리터를 넣어 2시간 동안 교반하며 흡

착시켰다. 흡착 후 resin을 column에 충진시키고, 30%, 70%, 

100% 메탄올 수용액과 acetone을 순차적으로 부가하여 각 8 

리터 씩 용출시켰다. 활성 분획은 농축한 후 flash reversed- 

phase (C18) column chromatography를 수행하였으며, 

20, 40, 60, 80, 100% 메탄올 수용액을 순차적으로 사용하여 

용출시켰다. 활성 분획에 대하여 0 - 30% 메탄올 gradient를 

용출용매로 하여 ODS MPLC를 수행하였다. 마지막으로 

50% 메탄올을 용출용매로 하여 Sephadex LH-20 column 

chromatography를 수행하여 활성물질을 정제하였다(Fig. 2).

구조분석

정제한 화합물의 분자량 측정을 위하여 negative 및 

positive mode에서 electrospray ionization (ESI) mass 

(QTRAP-3200 mass spectrometer, Applied Biosystems, 

USA)를 측정하였다. 또한, 화학구조를 규명하기 위하여 정제

된 물질을 DMSO-d6에 녹여 nuclear magnetic resonance 

(NMR) spectrum (JNM-ECZ500R 500 MHz FT-NMR 

spectrometer, JEOL, Japan)을 측정하였다. 1H NMR 

spectrum은 500 MHz, 13C NMR spectrum은 125 MHz

에서 측정하였으며, chemical shift 값은 내부표준물질로 

Fig. 1. Phyllospadix japonica Makino.
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tetramethylsilane을 사용하여 ppm(δ)으로 나타내었다. 1H 

NMR, 13C NMR spectrum을 포함한 1차원 NMR spec-

trum과 더불어 1H-1H correlation spectroscopy (1H-1H 

COSY), heteronuclear multiple quantum coherence 

(HMQC), heteronuclear multiple bond coherence 

(HMBC) 등의 2차원 NMR spectrum을 측정하여 최종 해

석하였다.

결과 및 고찰

분리 및 정제

게바다말 건조 분말 3 kg을 70% 메탄올로 추출한 후 추

출물을 감압 농축하여 메탄올을 제거한 뒤 Diaion HP-20 

resin 흡착하였다. 흡착 후 resin을 column에 충진시키고, 

30%, 70%, 100% 메탄올 수용액과 acetone을 순차적으로 

부가하여 용출한 결과 50%, 70% 메탄올 용출 분획에서 활성

을 나타내었다. 활성 분획은 농축한 후 flash reversed-phase 

column chromatography를 수행한 결과 20% 메탄올 수용

액에서 활성을 나타내었으며, 이를 농축한 후 ODS MPLC를 

수행하였다. 마지막으로 활성 분획을 농축한 후 50% 메탄올을 

용출용매로 하여 Sephadex LH-20 column chromato-

graphy를 수행한 결과 활성물질 MP-1 15.7 mg을 얻었다.

화학구조 분석

정제된 MP-1에 대하여 ESI-MASS spectrum을 positive 

mode와 negative mode로 측정한 결과 각각 m/z 383.4 

[M+Na]+와 m/z 359.6 [M-H]-로 관찰되어 분자량을 360

으로 확인하였다.

1H NMR spectrum의 측정 및 해석: 7.05 (1H, d, J=1.5 

Hz), 6.99 (1H, dd, J=8.0, 1.5 Hz), 6.77 (1H, d, J=8.0 

Hz), 6.68 (1H, d, J=1.5 Hz), 6.63 (1H d, J=8.0 Hz), 6.52 

(1H, dd, J=8.0, 1.5 Hz) ppm에서 2개의 1,2,4-trisubstituted 

benzene에 유래하는 6개의 aromatic methine proton, 

7.44 (1H, d, J=16.0 Hz), 6.22 (1H, d, J=16.0 Hz) ppm에

서 trans 결합한 이중결합에 기인하는 2개의 proton이 관찰

되었다. 또한 3.00 (1H, dd, J=14.5, 3.5 Hz), 2.87 (1H, dd, 

J=14.5, 8.5 Hz) ppm에서 한 개의 비등가 methylene 

proton과 5.00 (1H, dd, J = 9.0, 4.0 Hz) ppm에서 한 개

의 methine proton이 관찰되었다(Table 1).
13C NMR spectrum의 측정 및 해석: 171.1, 165.9 ppm

에 2개의 carbonyl carbon, 148.5, 145.5, 144.8, 143.8 

ppm에 oxygenated sp2 carbon, 145.5, 121.4, 119.9, 

116.6, 115.8, 115.4, 114.9, 113.6 ppm에 sp2 methine 

carbon, 127.8, 125.4 ppm에 sp2 quaternary carbon, 73.4 

ppm에 methine 및 36.4 ppm에 methylene carbon이 관

찰되었다(Table 1).
1H-1H COSY spectrum의 측정 및 해석: 2개의 1,2,4- 

trisubstituted benzene을 포함한 4개의 부분구조를 규명하

였다(Fig. 3(A)).

HMQC spectrum 및 HMBC spectrum의 측정 및 해석: 

HMQC spectrum을 측정하여 해석한 결과, 모든 proton- 

bearing carbon을 규명할 수 있었다. 또한, HMBC spect-

rum을 측정하여 해석한 결과, 7.44 ppm의 methine proton

으로부터 125.4, 121.4, 114.9 ppm의 carbon에, 7.44, 6.22 

ppm의 methine proton으로부터 165.9 ppm의 carbonyl 

carbon에, 3.00/2.87 ppm의 methylene proton으로부터 

Fig. 2. Isolation procedures of MP-1.
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127.8, 119.9, 116.6 ppm의 carbon에, 5.00 ppm의 methine 

proton으로부터 171.1, 165.9 ppm의 carbonyl carbon에 

long-range correlation이 관찰되었다. 이들 HMBC cor-

relation으로부터 본 화합물의 화학구조를 Fig. 3과 같이 결정

하였으며, 이는 앞의 질량분석 결과와 일치하였다. 화학구조를 

기반으로 database를 검색한 결과, 본 화합물을 로즈마린산

(Rosmarinic acid)으로 동정하였다(Fig. 3(B, C)). 

게바다말 유래의 폴리페놀 화합물인 MP-1의 NMR 분석 

결과는 레몬밤 유래의 로즈마린산을 1H, 13C 및 HMBC NMR

로 분석한 결과와 동일하여 MP-1을 로즈마린산으로 다시 한 

번 확인하였다[7].

또 다른 잘피류인 거머리말에서도 로즈마린산이 발견된 

바 있으나, 본 연구결과는 국내 자생종인 게바다말로부터 플

라보노이드 이외의 페놀 화합물인 로즈마린산을 처음으로 동

정한 결과로 의미가 있다[5, 8]. 천연 폴리페놀 물질인 로즈마

린산은 주로 꿀풀과 식물에 많이 존재하는 성분 중 하나로 강

한 항산화, 항염, 항균, 항바이러스, 미백 등의 효과가 뛰어나

다고 알려져 있다[9, 10]. 로즈마린산은 기능성 소재로서 건

강보조식품, 기능성 화장품, 의약품 등 산업적으로 다방면에 

활용 가능성이 있음을 시사한다.

No. δC δH No. δC δH

1 127.8 1’ 125.4

2 116.6 6.68(1H, d, J=1.5 Hz) 2’ 113.6 7.05(1H, d, J=1.5 Hz)

3 145.5 3’ 144.8

4 143.8 4’ 148.5

5 115.8 6.63(1H d, J=8.0 Hz) 5’ 115.4 6.77(1H, d, J=8.0 Hz)

6 119.9
6.52

(1H, dd, J=8.0, 1.5 Hz)
6’ 121.4

6.99

(1H, dd, J=8.0, 1.5 Hz)

7a,b 36.4
3.00(1H, dd, J=14.5, 3.5 Hz), 

2.87(1H, dd, J=14.5, 8.5 Hz)
7’ 145.5 7.44(1H, d, J=16.0 Hz)

8 73.4 5.00(1H, dd, J=9.0, 4.0 Hz) 8’ 114.9 6.22(1H, d, J=16.0 Hz)

9 165.9 9’ 171.1

Table 1. 1H NMR and 13C NMR chemical shifts of MP-1.

Fig. 3. 1H-1H COSY(A), HMQC(B) and HMBC(C) spectra of MP-1.
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Fig. 4. Two-dimensional NMR correlations of compound
MP-1.
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