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탈지대두박에서의 Isoflavone의 분리를 위한 흡착제의 조건
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Abstract
Conditions for sorption and elution of isoflavone with using Amberlite XAD-1180 were studied to sep-
arate Isoflavone from defatted soybean flour (DSF). Isoflavone analyzed were daidzin, genistin, glycitin,
daidzein, genistein and glycitein by HPLC. The result showed that washing Amberlite XAD-1180 with
75% methanol and then elution of isoflavone with 80% ethanol resulted the highest amounts of isofla-
vone recovered from the absorption resin. The most proper eluent factor was 4(eluent/sample volume),
the sample factor was about 2(the volume of sample/the weight of resin) and flow rate was 12 mL/min.
The pH 5.0 and less than 0.25 N NaCl were also found to be proper for separation of isoflavone. The
isoflavone contents after separation with absorption resin were about 40% in dry weight basis. 
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서 론

콩기름 생산시 부산물로 발생되는 탈지 대두박의

전세계 생산량은 2000년에 약 1억 톤 이상이었으며

국내 생산량도 연간 약 100 만 톤이었다. 탈지대두

박은 대두에서 지방만 제거되었을 뿐 대부분의 영
양소가 잔존할 뿐만 아니라 최근 밝혀진 isoflavone,
oligosaccharide, 저분자 peptides, phytate, saponin
등 기능성 물질들이 함유되어 있어 탈지대두박은

식품 원료로서의 가치 뿐만 아니라 기능성 물질의

분리 및 이용을 위한 중요한 원료이다(Messina와
Barnes, 1991; Tetsu et al., 1987).
대두의 기능성 물질은 항암, 동맥경화 예방, 골다

공증 예방, 혈중 알콜 농도조절의 효과가 최근 밝
혀져 있으며 그 중 isoflavone이 가장 중요한 기능

성 물질로 주목을 받고 있다. Isoflavone은 식물체에

들어있는 phenol계 화합물의 배당체로써 대두 중 약
0.1 mg/g 정도가 함유되어 있고(Eldridge, 1982),
daidzin과 genistin 등 배당체(glucoside)로 대부분 존
재하지만 품종에 따라 많은 차이가 있다고 보고되

어 있다(Moon et al., 1996). 대두발효식품의 경우

발효 중 미생물의 β-glucosidase에 의해 당이 분리

되어 aglycon으로 전환되며(Kim과 Yoon, 1999;
Matsuura et al., 1989) 만성질환의 예방과 치료에는

aglycon type인 genistein, daidzein이 주로 관여하는

것으로 보고되어 있다(Katsuzaki et al., 1994).
Daidzein은 골다공증 예방과 혈중 알콜 농도상승을

억제하는 효과가, genistein은 여성의 성호르몬인

estrogen과 관련된 암 즉, 유방암, 자궁암, 전립선암

의 억제와 골다공증과 순환기질환 및 뇌졸증 예방

에 높은 효과가 있음이 증명된 바 있다(Agostino et
al., 1995). 
콩에는 이상 4가지(daidzin, genistin, daidzein,

genistein)의 기능성 isoflavone외에 기능성이 밝혀지
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지 않은 glycitin 및 glycitein이 소량 존재하며, iso-
flavone 배당체에 acetyl과 malonyl기가 결합되어 있
는 6개의 isomer의 존재가 보고되어 있다(Kim et al.,
1996; Yi et al., 1997). 기능성 성분인 isoflavone의
추출에는 산가수분해(Wang et al., 1990; Yeo et al.,
2002), 알코올추출 (Eldridge, 1982)을 사용한다고 보
고되어 있으며, 이외에 chromatography를 이용한 효
과적인 추출방법으로 Cho(2000)는 isoflavone을 용
매추출 후 ion exchange chromatography, absorption
chromatography로 분리하였을 때 absorption chromato-
graphy가 효과적이었다고 하였다. 
그리하여 본 연구에서는 여러 가지 absorption

resin 중 polyaromatic 구조를 갖고 있으면서 phenol
물질이나 aroma compound의 제거 등에 사용되고

있는 Amberlite XAD-1180을 선정하여 수지의 활성

화용매와 용출용매, 용매의 양, 수지의 양 등의 영
향을 조사하여 isoflavone 분리를 위한 최적 조건을

찾고자 하였다.

재료 및 방법

재료 및 시약

본 실험에 사용한 탈지대두박(DSF)은 (주)신동방

으로부터 제공받아 -20oC의 냉동고에 저장하였고,
absorption resin은 polystylene과 divinyl bezene의
중합체인 Amberlite XAD-1180(surface area 600 m2/g,
pore diameter 30 nm, bead size 20-60 mesh; Supelco
Inc., USA)을 냉장저장하면서 실험에 이용하였다.
Isoflavone 인 genistein, genistin, daidzein(Sigma,
USA), daidzin(Wako, Japan), Glycitin, Glycitein
(Indofine, USA) 제품을 구입하여 사용하였다. HPLC
용 용매로 methanol(Baker, USA)의 제품을 사용하

였고, 기타 추출시 사용한 용매인 ethanol, methanol
과 그 외의 시약은 1급 시약을 사용하였다.

시료 추출

Isoflavone 분석을 위한 시료의 전처리는 탈지대

두박에 7배의 95oC 증류수를 가하여 교반기로 교반

시켜 냉각시킨 후 단백질 제거를 위해 상온에서 2
N HCl를 첨가하여 pH 4.5으로 조정하였다. 이때 침
전된 단백질은 cheese cloth(40 mesh)로 여과하여 제
거하고 여과액은 20분간 14000 × g에서 원심분리시

킨 후 상등액은 4oC에서 저장하면서 실험에 사용하

였다. 

HPLC를 이용한 isoflavone 분석

콩의 isoflavone은 HPLC(Waters Co. USA)를 사
용하여 Wang등(Wang et al., 1990)의 방법을 수정

보완한 gradient solvent system으로 분석하였다. 분
석시 사용된 column은 µ-Bondapak C18 column
(Waters, USA), detector는 254 nm UV detector,
injection volume은 20 µL로 하였다. Mobile phase는
시작시 20% methanol 100에서 시작하여 55분 후
60% methanol이 100으로 마치며 detector와 column
의 안정화를 가져오기 위하여 5분간의 여유를 주었

으며, flow rate는 1 mL/min이었다. 분리한 isoflavone
함량은 genistein, genistin, daidzein, daidzin, glycitin
및 glycitein의 여섯 가지의 표준 물질의 농도에 따
른 peak 면적의 표준정량곡선으로부터 계산하였다.
모든 측정은 3회 이상의 반복 시험에서 평균값을

계산하였다.

흡착제를 이용한 isoflavone의 분리

Isoflavone의 분리를 위하여 흡착제인 Amberlite
XAD-1180(3 g)을 methanol과 증류수로 세척한 후
60oC의 dry oven에서 건조시킨 다음 methanol(200
mL)에 하루동안 활성화시켰다. 활성화된 resin은 증
류수로 methanol을 충분히 씻어 제거한 다음

column(2.5 × 40 cm)에 충전시켰다. 단백질과 섬유질

이 제거된 DSF용액 20 ml를 1.2 mL/min의 속도로

흡착제에 통과시킨 다음 120 mL의 증류수로 씻어

내고 같은 속도로 120 mL ethanol로 흡착된 isoflavone
을 용출시켰다. 이 용출액을 rotary vacuum evaporator
(EYELA Co., Japan)를 사용하여 농축한 후 80%
methanol로 추출하고 syringe filter(0.45 µm, Waters
Co., USA)를 통과시켜 미세물질을 제거하였다.

수지의 활성화용매의 농도

Isoflavone의 분리를 위하여 흡착제인 Amberlite
XAD-1180 3 g을 methanol로 세척한 후 105oC dry
oven에서 건조하고 0, 25, 50, 75, 100%의 methanol
로 resin을 활성화시켰다. 활성화된 resin은 증류수

로 methanol을 충분히 씻은 다음 column에 충전시

켰다. 용출용매는 증류수와 ethanol 80% 두가지를

사용하여 용출되는 isoflavone 함량을 비교하였다.

용출용매의 농도

수지의 활성화용매의 선정실험에서 채택된

methanol 50, 75, 100%로 활성화시킨 흡착제를 120
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mL의 ethanol을 용출용매로 하여 0, 20, 40, 60,
80, 100%의 농도로 흡착된 isoflavone을 용출시켜

용출된 isoflavone의 함량을 비교하였다.

용출용매와 추출물의 양
흡착제의 활성화 용매로 선정된 methanol 50%를

사용하여, 흡착된 isoflavone의 용출을 위해 선정된

ethanol 80%의 양을 20, 40, 80, 120, 160, 200
mL로 변화시켰으며, 흡착된 isoflavone의 용출속도

를 4, 8, 12 mL/min으로, 시료의 양을 2.5-25.0 mL
로 변화시키면서 용출된 isoflavone의 함량을 비교

하였다. 

추출물의 pH와 이온농도

단백질 제거한 탈지대두박용액의 pH를 2.0 N HCl
과 2.0 N HCl로 3.0, 5.0, 7.0, 9.0, 13.0으로 조정

하였으며, 이온으로는 NaCl을 사용하여 그 농도를

0, 0.25, 0.5, 1.0, 1.5 N로 조정한 다음 meathanol
50%로 활성화시킨 수지에 통과시킨 후 용출용매로

선정된 ethanol 80%로 용출시켜 흡착제에 용출된

isoflavone의 함량을 비교하였다.

결과 및 고찰

수지의 활성화용매농도의 영향

흡착제에 통과하기 전의 단백질 제거시킨 탈지대

두박용액의 isoflavone의 함량은 639.3 µg/g이었으며,
흡착제의 사용전 수지의 활성화를 위하여 수지를

세척시킨 methanol의 농도효과를 조사한 결과는

Table 1과 같다. 그 결과 단백질을 제거시킨 탈지대

두박용액을 수지에 흡착시킨 뒤 증류수로 용출시켰

을 때의 측정된 isoflavone 양으로서, 용출되는

isoflavone은 전반적으로 methanol 농도가 0~50%까

지 측정되지 않았다가 75%부터는 소량 유출됨을 보
였다. 이러한 결과는 흡착제를 높은 농도의 methanol
로 활성화시켰을 때 일부 isoflavone이 물에 의해 유
출됨을 보여주었다. 
한편 용출용매를 증류수대신 80% ethanol을 사용

할 경우 용출되는 isoflavone은 증류수 경우보다 현
저히 높았고 특히 수지의 활성화를 위한 methanol
의 농도가 50%이상일 때 1 g 탈지대두박에서 600
µg 내외의 isoflavone이 측정되었다. Methanol 50%
이상의 농도로 수지를 세척시켰을 경우 용출된

daidzin이 genistin보다 약 60:40의 비율로 많았으나

aglycone에서는 genistein이 daidzein보다 높게 측정

되었다. 이경우 daidzin, genistin, glycitin 등 총 배
당체는 전체 isoflavone의 약 70-90%이었다. 이러한

결과는 흡착수지를 50%이상의 methanol로 세척시

킴이 isoflavone의 흡착에 효과적이었으며 흡착된

isoflavone의 80% ethanol에 의한 용출이 잘되고 있
음을 보여주고있다. Isoflavone의 배당체 비율은 배
당체의 비율이 76%였다는 Kim등(Kim et al., 1996)
의 보고와 배당체가 75%이었다는 Eldridge (1982)
의 보고와 유사하였다. 이 결과 수지의 활성화를 위
한 methanol의 농도는 50% 이상으로 하였다. 

용출용매농도의 영향

Isoflavone의 배당체와 aglycon의 용해도는 배당체

Table 1. Effects of activation and eluting solvents for Amberlite XAD-1180 on isoflavone contents

Solvent Daidzin
(µg/g)

Genistin
(µg/g)

Glycitin
(µg/g)

Daidzein
(µg/g)

Genistein
(µg/g)

Glycitein
(µg/g)

Total
(µg/g)Activation Elution

MeOH
0%

Water 0 0 0 0 0 0 0
EtOH80% 52.01 85.12 5.37 9.79 32.81 0.87 185.97

MeOH
25%

Water 0 0 0 0 0 0 0
EtOH80% 95.29 125.79 10.30 62.50 73.08 14.39 381.35

MeOH
50%

Water 0 0 0 0 0 0 0
EtOH80% 207.07 174.40 57.11 66.42 76.30 15.17 596.47

MeOH
75%

Water 34.96 35.33 0 0 0 0 70.29
EtOH80% 262.50 209.06 107.72 7.86 32.18 17.12 636.44

MeOH
100%

Water 36.43 36.66 0 0 0 0 73.09
EtOH80% 186.89 147.82 43.94 81.60 87.36 18.33 565.94
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가 물에 용해가 잘 되는 반면 aglycon은 알코올에

더 잘 용해되는 차이가 있다(Pratt, 1972). 그리하여

흡착된 isoflavone을 용출시킬 때 용출용매인 ethanol
농도의 영향을 조사한 결과(Table 2) 전반적으로

ethanol의 농도가 증가하면서 isoflavone의 용출량이

증가함을 보여주었다. 이러한 경향은 흡착수지의 활
성화를 위한 methanol의 농도에도 영향을 받았다.
즉 50%와 75% methanol로 활성화 시켰을 때에는

용출용매가 ethanol 80% 까지, 100% methanol로
수지를 활성화 시켰을 경우에는 100% ethanol 까지

용출된 isoflavone이 증가하였다. 용출된 isoflavone
의 양은 methanol 50%와 75%로 활성화시키고

ethanol 80%로 용출시킨 경우 각각 596.47과 636.44
µg/g이었고, 순도는 24.9%와 27.9%의 값을 나타냈

다. Methanol 75%로 수지를 활성화시키고 ethanol

80%로 용출시킨 시료의 경우 isoflavone 구성 면에

서는 배당체가 aglycon보다 약 6배 높았고 daidzin
과 daidzein의 합은 약 270 µg/g이고 genistin과
genistein의 합은 약 240 µg/g으로 이들의 비율은

45:40으로 거의 비슷한 양이었다. 

용출용매와 추출물 양의 영향

Isoflavone을 흡착시킨 후 80% ethanol로 용출시

킬 때 80% ethanol의 적절한 양을 조사하기 위하여

흡착제 3 g 사용시 단백질을 제거시킨 탈지대두박

용액 20 mL에 대한 ethanol 양의 영향의 결과는

Table 3과 같다. 이때 단백질이 제거된 탈지대두박

용액의 고형분 농도는 3.5%이었다. 총 isoflavone을
용출시키기 위해 사용한 80% ethanol양을 20 mL로
하였을 때 용출된 총 isoflavone의 양은 낮았으나 40

 
Table 2. Effects of ethanol concentration on isoflavone eluted from Amberlite XAD-1180 which were activated with 50, 75
and 100% methanol

MeOH EtOH Daidzin
(µg/g)

Genistin
(µg/g)

Glycitin
(µg/g)

Daidzein
(µg/g)

Genistein
(µg/g)

Glycitein
(µg/g)

Total
(µg/g)

Purity*
(%)

50% 0 0 0 0 0 0 0 0 0
40 226.62 156.63 63.70 18.98 51.33 2.40 519.66 18.25
80 207.07 174.40 57.11 66.42 76.30 15.17 596.47 24.90
100 216.33 159.88 61.31 20.41 44.48 4.59 507.00 30.32

75% 0 34.96 35.33 0 0 0 0 70.29 7.29
40 248.94 163.07 75.24 27.95 47.53 4.27 567.00 30.03
80 262.50 209.06 107.72 7.86 32.18 17.12 636.44 27.85
100 240.97 184.65 74.53 41.42 62.98 6.90 611.45 32.94

100% 0 36.43 36.66 0 0 0 0 73.09 6.11
40 233.68 169.52 70.62 33.94 51.60 5.03 564.39 22.05
80 186.89 147.82 43.94 81.60 87.36 18.33 565.94 26.57
100 257.52 196.07 84.41 25.92 48.63 4.35 616.90 16.62

*The purity is percentage of isoflavone in dry weight basis of extracts.
The protein and fiber removed DSF sample volume used for absorption was 20ml and total solids contents was 3.5%.

Table 3. Effects of solvent volume used for elution on isoflavone eluted from Amberlite XAD-1180

Solvent
Volume (ml)

Daidzin
(µg/g)

Genistin
(µg/g)

Glycitin
(µg/g)

Daidzein
(µg/g)

Genistein
(µg/g)

Glycitein
(µg/g)

Total
(µg/g)

 Purity*
(%)

20 226.72 161.68 19.56 11.27 38.66 3.80 461.69 30.62
40 269.24 190.28 29.86 28.23 41.11 8.64 567.36 22.73
80 283.68 210.79 35.82 23.58 47.98 6.72 608.57 26.00
120 265.66 205.07 29.17 20.12 51.40 8.85 580.27 37.20
160 264.52 223.10 23.34 20.52 47.91 7.04 586.43 32.22
200 280.81 229.22 37.05 19.92 44.46 7.40 618.86 49.59

*The purity is percentage of isoflavone in dry weight basis of extracts.
The protein and fiber removed DSF sample volume used for absorption was 20ml and total solids contents was 3.5%.
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mL 이상에서는 600 µg/g 내외의 비교적 높은 양이

유출되면서 변화 경향이 일정치 않고 그 차이가 크
지 않아 흡착된 isoflavone이 거의 다 용출 됨을 보
여주고 있다. 이러한 경향은 각각의 isoflavone에서

도 비슷한 결과를 보였다. 이 경우 배당체인 daidzin,
genistin은 각각 약 280 µg/g, 230 µg/g까지 용출되나

aglycon인 daidzein, genistein은 여전히 낮은 값으로

각각 약 20 µg/g, 44 µg/g 정도를 보이고 있다.
흡착제 column에 용매로 용출시킬 때 적절한 용

출속도와 수지무게 3 g당 시료의 양을 결정하기 위
하여 용출속도를 4, 8, 12 mL/min으로, 시료양을 2.5
~25.0 mL 의 범위로 변화시켜 조사한 결과는 Fig.
1과 같다. 이때 흡착수지는 methanol 75%로 활성시

킨 다음 흡착된 isoflavone을 120 mL 의 80% ethanol
로 용출시켰다. 그 결과 수지 3 g당 시료의 양이

2.5 mL 일 때 약 300~340 µg/g에서 시작하여 5.0
mL 일 때 약 430~600 µg/g으로 증가하였지만, 그
이상 시료양이 증가하여도 용출된 isoflavone의 양
은 증가하지 않았다. 이 결과는 isoflavone에 대한

수지의 sorption capacity의 한계를 보여주고 있다고

하겠다. 용출속도의 영향은 4~8 mL/min 범위에서

시료양 20 mL 까지 약간씩 증가하는 경향을 보였

지만, 12 mL/min은 시료의 양이 5 mL 일 때부터 그
이상의 증가를 보이지 않았다. 결과적으로 시료는

수지의 양의 약 2배, 유출속도는 12 mL/min가 iso-
flavone 용출에 경제적인 조건으로 나타났다.

추출물의 pH와 이온농도의 영향

단백질을 제거시킨 탈지대두박용액의 pH를 3.0~
13.0으로 조절하여 용액의 pH가 isoflavone의 흡착

과 용출에 어떤 영향을 주는지 조사한 결과는 Table
4와 같다. 이때, 용출조건은 methanol 50%로 수지

를 활성화시켜 flow rate 12 mL/min에서 ethanol

80%로 하였다. 탈지대두박용액에서 단백질 제거를

위하여 사용하였던 pH 4.5와 근접한 pH 5.0과 pH
7.0, 9.0 그리고 11.0 부근에서 용출된 isoflavone은
약 500~610 µg/g으로 거의 비슷하게 높은 용출량을

보였으나 pH 3.0과 pH 13.0에서는 용출되는 정도

가 크게 감소함을 보여주었다. 
특히 daidzein과 genistein의 용출에서는 작게는 16

µg/g에서 크게는 45∼60 µg/g으로 변화하였으나 그
경향이 일정하지 않아 aglycon은 용출이 불안정함

을 보여주고 있다. pH 13.0에서는 daidzein과 genistein
이 거의 측정되지 않아 이들이 pH의 영향으로 인
해 수지에 흡착되지 않았거나 흡착된 상태로 남아

있음을 알 수 있었다. 따라서 배당체인 daidzin,
genistin보다 aglycon인 daidzein과 genistein이 pH에

Table 4. Effects of pH of protein removed DSF solution on isoflavone recoverd with using Amberlite XAD-1180

PH Daidzin
(µg/g)

Genistin
(µg/g)

Glycitin
(µg/g)

Daidzein
(µg/g)

Genistein
(µg/g)

Glycitein
(µg/g)

Total
(µg/g)

 Purity*
(%)

3 163.36 116.25 28.18 16.30 39.01 1.94 365.00 24.66
5 240.97 184.65 74.53 41.42 62.98 6.90 611.45 46.32
7 218.23 177.36 54.70 24.31 47.37 9.86 531.83 26.07
9 194.44 161.60 52.35 27.80 51.40 4.97 492.56 20.52
11 238.90 188.74 71.71 22.35 45.88 3.74 571.32 30.39
13 183.14 136.99 51.65 3.54 0.00 0.00 375.32 24.69

*The purity is percentage of isoflavone in dry weight basis of extracts.
The protein and fiber removed DSF sample volume used for absorption was 20 ml and total solids contents was 3.5%.

Fig. 1. Effects of flow rates of elution solvents and the
ratio of sample solution/resin on isoflavone recovered
with using Amberlite XAD-1180.
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더 민감함을 보여주었고, 단백질의 등전점과 근접

한 pH 5.0이 수지의 안정성과 용출정도에 가장 적
당함을 알 수 있었다. 이는 pH에 따라 수지에 흡착

되는 정도가 영향을 받는다고 보고한 Kumar et
al.(2000)과, Ferreira와 Brito(1999)의 결과와 어느 정
도 일치한다.
흡착제에 isoflavone의 흡착과 용출에 미치는 NaCl

이온의 영향을 조사한 결과는 Table 5와 같으며, 이
때의 용출조건 또한 pH 조절시와 동일하게 하였다.
이때 NaCl의 농도는 0.0~1.5 N 범위였다. NaCl의
농도가 0.5 N 이상으로 증가하였을 때 수지가 분산

되는 것이 관찰되어 column에의 수지충전이 불안정

하기 시작하였다. 또한 용출되는 isoflavone의 양에

서도 0.5 N 이상 증가할 경우 535.15 µg/g에서 373.45
µg/g까지 감소하여 0.5 N 이상의 NaCl은 수지에의

isoflavone 흡착을 방해하고 있음을 알 수 있다. 특
히 0.5 N NaCl 이상에서는 daidzein과 genistein의 경
우 유출된 양이 2 µg/g~33 µg/g의 범위로 불안정하

여 어떤 경향을 보여주지 않았다. 반면, 0.25 N NaCl
에서는 수지의 충전이 안정되었을 뿐만 아니라

isoflavone의 용출양에 큰 감소가 없었다. 
이상의 결과에서 isoflavone의 분리를 위한 흡착

수지의 사용시 수지의 활성화용매는 75% methanol
을 사용하고 흡착된 isoflavone의 용출을 위하여는

ethanol 80%를 사용함이 적절한 조건으로 밝혀졌다.
또한 용출용매의 양은 탈지대두박 용액의 4배, 용
출속도는 12 mL/mim, pH는 5.0, Nacl의 농도는

0.25N이하에서 함이 효과적임을 알 수 있었다.

요 약

탈지대두박을 이용한 isoflavone의 분리 및 정제

를 위한 최적 조건을 찾고자 absorption resin인

Amberlite XAD-1180를 사용하여 흡착제 활성화용

매의 농도, 흡착된 isoflavone의 용출용매의 농도, 용
출용매의 양과 용출속도, 시료와 흡착제의 비율 그
리고 수지에 미치는 pH와 ion의 영향을 조사하였다.
수지의 활성화와 용출에는 Amberlite XAD-1180

의 경우 methanol 75%로 활성화시켜 ethanol 80%
로 용출시키는 경우가 가장 높은 값을 보였으며, 이
때 사용하는 absorption resin은 isoflavone 흡착을

위해 사용한 단백질제거 탈지대두박용액양의 약 0.5
배로, ethanol의 양은 단백질제거 탈지대두박용액 양
의 4배를 사용하여 flow rate 12 mL/min의 경우가

적절한 조건임이 밝혀져 흡착제 사용이 isoflavone
함량을 최고 2~3배까지 향상시키는 결과를 보였다.
이때 분리된 isoflavone의 순도는 최고 40%까지 얻
을 수 있었다. pH와 ion의 영향에서는 pH는 5.0,
NaCl은 0.25 N 이하에서 isoflavone의 유출량이 높
았다.
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