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            Abstract
          
        

        
          The Ponciri fructus immaturus (Poncirus trifoliata Rafinesque) has been used in oriental medicine for uterine contraction, stomachache, abdominal distension and cardiovascular diseases. Two main compounds, poncirin and naringin were successfully analyzed by high performance liquid chromatography (HPLC) and carried out method validation according to ICH guideline. A successful resolution and retention times were obtained with a C18 reversed phase column, at an 1 ml min−1 flow rate, with a gradient elution of a mixture of methanol, water and acetonitrile. Poncirin and naringin showed good linearity (R2 > 0.999) in relatively wide concentration ranged. The recovery of each compound was 95.81 ~ 101.48% with R.S.D. values less than 1.0%. The application of ultrasound-assisted extraction was shown to be more efficient in extracting poncirin and naringin from Ponciri fructus immaturus. The predicted optimal poncirin and naringin yield were poncirin 2.15%, naringin 1.65% under an extraction temperature of 40°C, an extraction time of 10 min in a solvent of 70% methanol.
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      서 언
      지실 (Ponciri fructus immaturus)은 운향과 (Rutaceae)에 속한 탱자나무 (Poncirus trifoliata Rafinesque)의 익지 않은 열매로 봄• 여름철에 1 ~ 2㎝의 어린 열매를 채취하여 쪼개 서 말린 것을 사용한다 (Hwang, 1997). 한의학에서 지실의 효능은 가슴과 복부 팽만, 수종, 변비 등에 사용하였으며, 또 한 위를 튼튼하게 하고 소화를 촉진시키기 위하여 널리 사용 되고 있다 (Chung et al., 2005; Lee et al., 2009; Yoon et al., 2012). 최근에는 항염효능, 항과민증 효과와 지실 추출물 이 암세포의 세포사멸을 유도하는 효과가 있다고 보고되었다 (Lee et al., 2008). 지실의 성분으로는 정유성분인 limonene, linalool, camphene과 flavonoid 성분인 poncirin, naringin, natrirutin, hesperidin, neohesperidin 그리고 coumarin 성분인 umbelliferone, auraptene, imperatorin이 보고되었다 (Lee et al., 2011; Wang et al., 2010). Flavonoid는 식물의 줄기, 뿌 리, 껍질에 분포하는 색소성분이며 항산화 작용을 비롯하여 항 암, 항혈전, 항염증 및 항균 작용 등 다양한 생리활성을 보여 주고 있다 (Jeon et al., 2012; Kim et al., 2004). 지실의 flavonoid 성분인 poncirin은 항혈소판 작용 및 장내세균 억제 작용, 조골세포 분화효과와 항 헬리코박터파이로리 활성이 있 다고 알려져 있다 (Kim et al., 1999; Teng et al., 1992; Zhu et al., 2013). Naringin은 콜레스테롤 억제효과와 백혈병 세포를 정상세포로 변화시키는 작용, 항 바이러스성, 간 보호 효과, 유방암 세포증식 저해작용이 있는 것으로 보고되었다 (Gordon et al., 1995; Jung et al., 2003; Ng et al., 1996).

      Flavonoid 성분을 정성, 정량 분석하기 위해서 많은 분석방 법들이 개발되었는데 그 중에서도 High Performance Liquid Chromatography (HPLC)이 많이 사용되고 있다 (Ribeiro and Ribeiro, 2008). 지실에 함유된 flavonoid 성분 분석 (Hwang, 1997), 지실과 지각 중 flavonoid glycosides의 분리 및 정량 에서 HPLC를 이용하였고, 최근에 naringin은 식물추출물, 생 체액과 제약 처방약품에서 분리 및 정량하는데 역상 HPLC가 많이 사용되어진다고 보고된다 (Kanaze et al., 2003).

      일반적으로 천연물로부터 유효 성분 추출을 위해서 환류 추 출, 속실렛 추출을 사용하였는데 많은 용매와 에너지 사용, 긴 시간이 소요되는 단점 때문에 초임계 유체 추출과 마이크로웨 이브 추출이 사용되고, 특히 flavonoid 성분은 초음파 추출법 이 많이 사용되고 있다 (Sun et al., 2012; Yang et al., 2013). 초음파 추출법 (ultrasound-assisted extraction)은 비가 열 방식의 추출법으로 가열에 의한 활성성분의 파괴를 최소화 할 수 있으며, 초음파가 용매를 통과하며 생성되는 공동화현 상 때문에 추출수율의 향상과 유용성분의 안전한 용출이 가능 하며 추출시간을 감소시키는 효율적인 추출 기법이다 (Jang et al., 2012; Ling et al., 2011; Xia et al., 2011).

      지실의 성분분석과 관련하여 Hwang (1997)과 Kim 등 (1989)에서는 환류추출법을 사용하였고 Wang 등 (2010)에서는 naringin의 함량분석에서 환류추출법과 마이크로파추출법을 비 교하였다. Lee 등 (2011)은 poncirin과 naringin의 함량 분석 에서 초음파 추출법을 이용하였지만 초음파를 이용한 최적의 추출법과 관련된 연구는 미비한 실정이다. 식물체 내에 존재 하는 많은 화합물들은 추출용매, 용매비율, 추출 시간과 온도 등 추출조건이 식물 화합물의 함량과 이화학적인 특성에 영향 을 미치므로 (Kim et al., 2010) 조건별 추출법을 최적화하고 자 한다.

      본 연구에서는 지실의 KP 10 (MFDS Notification No. 2013-103, 2013)에 지표물질로 설정되어있는 poncirin과 naringin의 효과적인 동시 분석법을 정립하고 추출용매, 시 료• 용매조성 비율, 추출시간 및 추출온도 등의 최적의 추출 조건을 확립하고자 한다.

    

    

  
    
      재료 및 방법
      
        1. 재료 및 시약
        경북 춘양산에서 수집한 자연산 지실을 운곡한약품에서 2013년 6월에 구입하였고 최고야 박사로부터 기원의 진위와 품질상태를 검증받았다. 건조 지실은 Mixer (HMF-3000s, Hanil, Korea)로 분쇄한 후 70 mesh의 체로 쳐서 기밀용기에 보관하여 사용하였다. 지실의 지표성분인 poncirin (≥ 96.0%) 은 Fluka사 (USA), naringin (≥ 96.8%)은 Chromadex사 (USA) 에서 구입하였으며 (Fig. 1), 시료의 추출 및 분석에 사용된 용매인 acetonitrile, distilled water, ethyl alcohol, methanol은 Burdick & Jackson사 (USA)의 HPLC급 제품을 사용하였다.

      

      
        2. 전처리 및 HPLC 분석 방법
        
          1. 시료 전처리 및 표준용액 조제
          지실 분말을 50ml 용량 플라스크에 넣은 후, 용매 종류별, 용매 농도별, 시료·용매 비율별, 추출 시간별, 추출 온도별로 초음파 추출기 (Branson 8510, 40 kHz, Emerson Industrial Automation, USA)를 이용하여 추출하였고 추출조건별 수율 및 성분 정량분성은 3회 반복 실시하였다. 분석 전 추출액은 0.45㎛ syringe filter를 통과시킨 여액을 시료로 사용하였다. Poncirin, naringin 표준품 각 2㎎을 정밀히 재어 10ml methanol에 용해시켜 200µg/ml로 만들어 표준원액을 제조한 후, methanol로 단계적으로 희석하여 10, 25, 50 및 100µg/ml 농도가 되도록 표준용액을 만들어 3반복 정량 분석 하였다.

        

        
          2. HPLC 분석 조건
          HPLC는 LC-20AD pump, SPD-10A UV-Vis detector 과 SIL-20A auto sampler등으로 구성된 LC-20A series (Shimadzu, Japan)이고 분석용 컬럼은 XBridgeTM C18 (4.6 × 250㎜, 5㎛, Waters, USA)를 이용하였다. 이동상으로는 Water :Methanol : Acetonitrile을 gradient mode로 흘려주었다. 주입량은 10㎕, 유속은 1.0ml/min, 검출은 UV detector를 이 용하여 313㎚에서 검출하였다 (Table 1).

        

        
          3. 분석법 검증 (Validation)
          분석법 validation은 ICH 가이드라인 (Gandhimathi and Ravi, 2008)에 준하여 지실의 poncirin, naringin의 검량선은 10 ~ 200µg/ml 범위에서 작성하였다. 검출한계 (Limit of Detection)와 검량한계 (Limit of Quantification) 값은 HPLC/ UV-vis에 주입 후 얻은 결과 값을 통해 측정에 대한 표준편차 (σ)를 계산하고, 선형검정곡선을 작성하여 기울기 (s)를 LOQ
				는 3.3× σ/S와 LOQ는 10 × σ/S로 계산하였다 (Ma et al., 2013). 동일 시료에 대해 실험환경의 변동이 미치는 변화를 확인하기 위해 일내 (intra day, repeatability) 및 일간 (inter day, reproducibility) 정밀성 (precision)을 3가지 농도에서 평 가하였고, 결과는 상대표준편차 (RSD)로 나타내었다. 정확성 평가를 위한 회수율 시험 (recovery)은 표준물 첨가법에 의하 여 상대표준편차를 측정하여 확인하였다.

        

        
          4. 통계처리
          통계분석은 Minitab 16 (Minitab Inc., USA)을 이용하였 고, 추출방법에 따른 추출수율은 ANOVA (Analysis of Variance)를 이용하여 분산 분석 후 Tukey법으로 사후검정을 실시하였고, Korean Pharmacopoeia Tenth Edition (KP 10, MFDS Notification No. 2013-103, 2013) 추출 방법과의 비교는 독립표본 t-test로 분석하여 추출 수율의 유의성을 검증하였다.

        

      

    

    

  
    
      결과 및 고찰
      
        1. 분석 조건의 확립
        지실의 지표성분인 poncirin, naringin에 대한 동시 정량 분 석법을 확립하고자 KP 10 (MFDS Notification No. 2013- 103, 2013) 기준을 참고하여 다양한 용매와 용매조성에 대하 여 분석조건을 변화시킨 결과 Water :Methanol : Acetonitrile (70 : 15 : 15→50 : 25 : 25) 기울기 용리조건을 확립하여 분석 하였다. 기존의 방법으로 분석한 크로마토그램 (Fig. 2a)에서 는 naringin은 추출물에서 피크의 겹침이 심해 분리능이 좋지 않았는데 새로 정립한 분석조건에서는 높은 분리능과 좋은 크 로마토그램 (b)을 보였다 (Fig. 2b).

      

      
        2. 검량성 및 검출한계 (LOD), 검량한계 (LOQ) 검증
        지실의 지표성분인 poncirin (R2= 1), naringin (R2= 0.999) 은 모두 양호한 직선성을 보였다. 농도범위와 LOD, LOQ 값 은 poncirin은 10.2 ~ 203.0µg/ml농도범위에서 0.019µg/ml, 0.056µg/ml이고, naringin은 10.3 ~ 205.0µg/ml 농도범위에서, 0.016µg/ml, 0.049µg/ml으로 미량의 성분까지 검출 가능하였 다 (Table 2).

      

      
        3. 분석법의 정밀성 (Precision)과 정확성 (Recovery) 검증
        분석법의 정밀성 평가를 위해 두 지표물질의 직선성이 확인 된 농도 구간 중 3가지 농도를 기준으로 일간 (inter-day) 정 밀도와 일내 (intra-day) 정밀도를 3회 반복 측정하였는데 일간 정밀도는 0.02 ~ 0.11%, 일내 정밀도는 0.01 ~ 0.07%의 상대표 준편차 (RSD%) 값을 보여주었다 (Table 3).

        분석법의 정확성 평가를 위하여 회수율 실험을 진행한 결 과 poncirin은 98.77%, naringin은 100.80%의 회수율을 나타 내었고 각각 0.082, 0.023% 상대표준편차를 보였다 (Table 4).

      

      
        4. 용매종류 및 용매 조성에 따른 추출수율 변화
        추출용매 조건의 변화에 따른 추출효율을 알아보기 위하여 지실 분말 0.5 g, 용매 50ml, 60 min, 상온에서 flavonoid glycoside계 화합물은 alcohol, 물 또는 이들의 혼합용매로 추 출하는 것이 일반적이라는 것을 참고하여 (Kim et al., 1989) 에탄올, 물, 메탄올로 추출하였다. 평균 함량은 에탄올, 물, 메탄올에서 각각 poncirin 1.40%, 1.97%, 2.01%, naringin 0.86%, 1.55%, 1.28%로 poncirin은 메탄올에서 naringin은 물 에서 높은 수율을 보였다. 메탄올은 극성용매와 비극성용매에 서 용출되는 물질 모두가 잘 용출되고 용해도가 크고 가격이 저렴하고 추출 조작이 편리하여 식물추출 용매로 자주 사용 되어진다 (Shin and Lee, 2011). 가장 추출 수율이 높은 메탄 올과 물을 혼합하여 비교한 결과, 물과 메탄올 추출물보다 혼 합용매에서 더 높은 수율을 보였고 혼합용매에서 추출효율이 더 높은 것은 일정비율의 물이 함유될 때 건조된 시료의 조직 을 팽창시켜 용매가 시료공극내부로 부터 많이 침출되어 추출 효과가 좋다는 보고가 있었다 (Kim et al., 2010). 70% 메탄 올 추출물에서 poncirin 함량은 2.18%로 통계적으로 유의성 있 게 함량이 가장 높았고, naringin은 50, 70% 메탄올에서 유의 적으로 높은 결과를 보였지만 평균수율이 50% 메탄올은 1.57%, 70% 메탄올은 1.59%로 산술적으로 높은 값을 보였다 (Fig. 3).

      

      
        5. 시료와 용매 비율에 따른 추출수율 변화
        용매 조성 추출수율이 가장 높은 70% 메탄올 50ml와 60 min, 상온에서 각 시료용매 비율별 지실 분말을 사용하여 추출수율 변화를 비교해 보았다. 시료와 용매의 비율을 1 : 50, 1 : 100, 1 : 300, 1 : 500, 1 : 1000으로 설정하여 추출한 결과, 각각 1 : 300에서 poncirin 2.19%, naringin 1.64%으로 높은 수율을 보였고, 통계 결과는 두 성분 모두 1 : 300에서 유의적 으로 높은 결과를 보였다 (Fig. 4).

      

      
        6. 추출 시간에 따른 추출수율 변화
        추출수율이 가장 높은 70% 메탄올 50ml, 지실 분말 0.167 g과 상온에서 다른 초음파 시간 (5, 10, 20, 40, 60, 80 min)을 설정하여 추출하였을 때, 각각 10 min에서 poncirin 2.15%, naringin 1.65%으로 높은 수율을 보였다. Tukey 사후 검정 결과 poncirin은 10분에서 유의적으로 높았고 naringin은 5, 10, 20분에서 유의적으로 높았지만 10분에서 산술적으로 높 은 평균 수율을 보였으며 시간이 길수록 추출수율이 떨어지는 것을 확인 할 수 있었다 (Fig. 5).

      

      
        7. 추출 온도에 따른 수율변화
        추출수율이 가장 높은 70% 메탄올 50ml, 지실 분말 0.167 g, 초음파 시간 10 min과 온도에 따른 함량변화를 알아 보기 위해 30, 40, 50, 60, 70°C의 조건에서 추출하였을 때, 각각 40°C에서 poncirin 2.22%, naringin 1.68%으로 높은 수 율을 보였다. 통계 결과는 두 성분 모두 40°C에서 유의적으로 높은 결과를 보였고 40°C 이후로 온도가 올라갈수록 추출수율 이 떨어지는 경향이 나타났다 (Fig. 6).

        본 연구를 통하여 지실의 poncirin, naringin에 대한 동시분 석 정량법과 초음파를 이용하여 최적의 추출법을 확립하고 검 증하였다. 지실의 poncirin, naringin은 70% methanol로 1 : 300의 시료용매비율, 10 min 동안 40°C에서 추출효율이 가 장 좋은 최적의 추출조건을 확립하였다. 조건별로 살펴본 결 과 용매와 용매비율별로 비교하였을 때 추출수율이 poncirin 1.40 ~ 2.18%, naringin 0.86 ~ 1.59%로 가장 많은 차이를 보 였는데 이는 초음파 추출에서 용매가 추출효율에 가장 효과적 인 영향을 미친다는 기존의 연구결과 (Ma et al., 2008)와 비 슷한 결과를 보였다. 또한 초음파 추출법은 낮은 온도에서 추 출하여 유용성분의 파괴를 줄일 수 있고 짧은 시간에도 높은 추출수율과 생리활성을 기대할 수 있다는 결과 (Woo et al., 2009)와 같이 10분이라는 짧은 추출시간과 40°C의 온도에서 높은 추출수율을 보였다.

        새롭게 개발된 분석방법을 검증하고자 직선성, 특이성, 정밀 성, 정확성의 검증하여 신뢰성을 높이고자 하였고, 2가지 성분 을 동시 분석할 수 있도록 그 조건을 확립함으로써 경제적, 시간적 및 인력에 대한 효율을 증대시킬 수 있었다. 기존의 KP 10 (MFDS Notification No. 2013-103, 2013)의 추출법 과 정립된 추출법과 비교하였을 때 poncirin 함량은 2.12%와 2.15%로 최적화된 추출법에서 더 높은 함량을 보였다. Naingin은 약전 추출법에서 1.49%와 최적화된 추출법에서 1.60% 함량을 보였고, t-test결과 p-value가 0.05이하로 나타나 유의적인 차이를 보이는 것을 확인 할 수 있었다.

        지실의 유효성분인 poncirin, naringin의 동시 분석법과 최적 의 추출조건 확립을 위하여 실험을 진행하였고, 정립된 분석 법과 초음파를 이용한 최적의 추출조건이 지실의 품질관리에 신속하고 효율적으로 사용될 수 있을 것으로 사료된다.
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