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서론  

 오미자 (Schisandra chinensis Bail)는 전통적으로 항암, 강장 및 간장 치료약으로 알려져 있으며, 특히 바이러스성 간염 환자들에 대해 간기능을 향상시키는 탁월한 효과로 인해 널리 사용되어 왔다 [1, 2]. 이러한 오미자의 주요 생리활성 성분은 dibenzocyclooctadiene 구조를 갖는 schisandrin 유도체들로 알려져 있다. 오미자로부터 추출 분리된 schisandrin 유도체들은 여러 생리활성 검색법에 의하여 간손상을 방지하고 간 재생을 촉진시키는 것으로 보고되었다 [3, 5]. 기존의 일반적인 schisandrin추출법으로는 메탄올, 클로로포름, 헥산, 에테르와 같은 유해한 유기용매를 사용하여 오미자로부터 추출된다 [5, 6]. 

초임계 유체 추출 (Supercritical Fluid Extraction)은 짧은 추출시간, 목적성분의 선택적 추출, 최종 추출물에서 잔류용매가 없다는 장점으로 인하여 천연물 추출 정제 공정에서 기존의 유기용매 추출을 위한 대체 방법으로써 점차 사용이 증가되고 있다. 본 연구에서는 기존의 유기용매 추출법을 대신하여 최근 천연물 추출용매로써 각광 받고 있는 초임계 이산화탄소를 사용하여 대표적인 schisandrin 유도체인 Schisandrol A, Schisandrol B, Schisandrin A, Schisandrin B, Schisandrin C (Fig. 1)를 오미자 잎, 줄기, 열매로부터 추출하여 기존의 유기용매를 대체할 수 있는 가능성을 타진하고자 하였으며 또한 목적으로 하는 성분의 같은 식물체 내에서의 부위에 따른 추출 효율의 상호 비교를 통하여 초임계 유체 추출에 영향을 미치는 matrix의 영향을 확인하고자 하였다.
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  R=OH, Schisandrol A (1)    R=OH, Schisandrol B (2)      Schisandrin C (5)

  R=H,  Schisandrin A (3)    R=H,  Schisandrin B (4)

Figure 1. Chemical Structures of Schisandrol A (1), Schisandrol B (2), Schisandrin A (3), 

      Schisandrin B (4), Schisandrin C (5).

실험
Plant material

오미자 잎, 줄기, 열매는 1995년 10월에 서울대 약초원에서 채집되어 40 oC에서 24 시간동안 건조하여 분말형태로 분쇄한후 사용하였다.

유기용매추출

건조된 오미자 시료 100 mg을 기존의 추출방법에 따라 n-hexane, petroleum ether, CHCl3-MeOH(2:1), MeOH로 각각 추출하였다. 용매는 감압하에서 증발건조한 후 HPLC 분석을 위하여 2 mL MeOH에 추출물을 녹여 분석용 시료를 제조하였다. 추출 및 정량분석 실험은 3 회 반복하였다. 

초임계 이산화탄소 추출

초임계 이산화탄소 추출은 ISCO사의 초임계 유체 추출기 SFX 3560 (Lincoln, NE, USA)으로 온도조건 40, 60, 80 oC 와 압력조건13. 6, 20.4, 27.2, 34.0 MPa에서 순수 이산화탄소 (서울가스) 및 EtOH (1, 5, 10 v/v %)가 첨가된 이산화탄소로 시료를 추출하였다. 각 실험에서, 100 mg의 시료 분말은 10 mL 추출 용기에 넣은 후 남은 추출기의 부피는 glass wool로 채웠다. Restrictor는 100 oC로 유지하였고 5분간 초임계 이산화탄소로 포화시킨 후 각 온도 압력 조건에서 유속 1.0 mL/min로 30 분간 추출하였다. 각 추출 실험은 6 분마다 분별포집하여 분석하여 정량하였다. HPLC 분석을 위한 추출물의 시료조제 방법은 유기용매 추출 방법과 동일하였다. 

HPLC 분석

HPLC 기기 (Hitachi, Tokyo, Japan)는 L-6200 펌프, L-4000 UV 검출기와 D-2500  integrator로 구성되었으며 240 nm에서 고정하였다. 또한 시료용액은 20 L loop를 통해 주입하였다.  컬럼은 YMC-Pack ODS-A (250
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4.6 mm, s-5 m, YMC Inc., Kyoto, Japan)을 사용하였다. 이동상 용매는 acetonitrile-water (60:40)이었다. 

결과 및 토의 

  오미자의 유효성분인 schisandrin 유도체는 주로 식물체의 열매에 분포하고 있는 것으로 알려져 있다. 따라서 본 연구에서 최적의 초임계 유체 추출 조건을 산출하는 시료로써 열매를 사용하였다. 실험 온도, 압력 조건인 40-80 oC, 13.6-34.0 MPa에서 최적 조건은 각 온도, 압력 조건에서 시료 100 mg당 30 mL을 사용하였을 경우 60 oC-34.0 MPa였다. 그러나 온도, 압력의 변화에 따른 추출효율의 변화는 크지 않았다. 다음으로 초임계 이산화탄소의 최적 사용부피를 산출하기 위하여 각 조건에서 6 mL씩 분획하여 정량하였다. 그 결과 30 mL를 추출하였을 때보다 추출 효율이 압력에 크게 영향을 받음을 확인할 수 있었다 (Fig. 2). 이러한 결과는 동일한 온도 조건에서 압력을 증가시킬 경우 즉 초임계 이산화탄소의 밀도가 증가되었을 때 추출시간이 단축됨을 시사해준다.  

  초임계 이산화탄소를 이용한 schisandrin 최적 추출 조건인 60 oC-34.0 MPa에서의 추출 효율을 기존의 유기용매 추출법인 n-hexane, petroleum ether, CHCl3-MeOH(2:1), MeOH와 비교하였다. 그 결과 MeOH를 제외한 어떤 추출법보다 초임계 이산화탄소 추출법이 우수함을 확인하였다 (Table 1). 비록 초임계 이산화탄소의 schisandrin 유도체 추출율이 MeOH 추출에 비해  80%정도였으나 선택성면에서 초임계 이산화탄소가 MeOH 추출에 비해 초임계 이산화탄소가 높음을 확인하였다 (Fig. 3). 즉 HPLC 분석시 retention time 5분안에 용출되는 물질들이 초임계 이산화탄소 [image: image4.wmf]Pressure (MPa)
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추출물에서 제거되었다.   

Figure 2. Total yield of five lignans (mg) from 100 mg of S. chinensis as a function of  

       pressure when 6 min (() and 30 min (O) consumed as the extraction time. 

Table 1. Yields of schisandrol A (1), schisandrol B (2) schisandrin A (3) schisandrin B (4) schisandrin C (5) obtained by methanol, chloroform-methanol (2:1), n-hexane and petroleum ether and SFE (60 oC and 34.0 MPa) from 100 mg of S. chinensis fruits (For protocols see Experimental section). Yield (mg) ( S. D.

Compound
Methanol
Chloroform-Methanol (2:1)
n-hexane
Petroleum ether
SFE

Schisandrol A
0.742 ( 0.018
0.579 ( 0.041
0.510 ( 0.054 
0.500 ( 0.013 
0.580 ( 0.041

Schisandrol B
0.202 ( 0.016
0.160 ( 0.010
0.149 ( 0.009
0.146 ( 0.015
0.164 ( 0.014

Schisandrin A
0.181 ( 0.025
0.135 ( 0.011
0.145 ( 0.016
0.145 ( 0.007
0.134 ( 0.015

Schisandrin B
0.666 ( 0.026
0.555 ( 0.026
0.592 ( 0.014
0.584 ( 0.014
0.597 ( 0.049

Schisandrol C
0.127 ( 0.008
0.106 ( 0.006
0.106 ( 0.010
0.112 ( 0.005
0.113 ( 0.011

All experiments were based on triplicate.

끝으로 schisandrin 유도체를 오미자의 잎 및 줄기에서 초임계 이산화탄소로 추출하여 정량하였다. 그 결과 순수 초임계 이산화탄소는 오미자의 잎 및 줄기에서 열매와는 달리 기존의 유기용매 추출에 비해 약 10-20% 정도 밖에 schisandrin 유도체를 추출하지 못하였다. 이와 같은 원인은 목적 성분이 포함된 matrix가 단순한 성분의 용해도 보다 추출효율에 큰 영향을 미치는 것으로 해석되었다. 따라서 잎 및 줄기에서 schisandrin 유도체를 추출하기 위해서는 극성 보조용매의 사용이 필요하였다. 본 연구에서는 EtOH를 1-10% (v/v) 첨가하여 목적으로 하는 schisandrin 유도체의 추출정도를 정량하였다. 그 결과 10%의 EtOH를 보조용매로 사용하였을 경우에 기존의 모든 유기용매법을 추출양 및 선택성면에 대체 할 수 있음을 확인하였다. 
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‘Figure 3. HPLC chromatogram of SFE (60 oC and 34.0 MPa) (A) and methanol (B) 

        extract of S. chinensis fruits. 1 : schisandrol A, 2 : schisandrol B, 3 : schisandrin A, 

        4 : schisandrin B, 5 : schisandrin C.
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