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서론
 마황(Ephedra sinica Stapf.)은 마황과(Ephedracease)에 속하며 중국의 화중, 동북부 길림성에 자생하는 초본상의 소관목이다. 생약으로 사용되는 부위는 전초이고, 주요생리활성 성분은 benzylamine alkaloid인 ephedrine 유도체들로 알려져 있다. 이 화합물들은 교감신경 및 중추신경 흥분, 기관지 확장, 이뇨, 항염증 작용 등이 있다[1]. 

 초임계 유체 기술은 다양한 천연물 계열 성분에서 기존의 추출, 정제 공정이 갖는 문제점을 상당부분에서 보완할 수 있다. 그러나 alkaloid 성분의 높은 극성 및 천연물내에서 식물 matrix 와의 강한 결합으로 인해 초임계 유체 기술이 적용된 예는 한정적이다. 이러한 근본적인 원인은 alkaloid가 천연물내에서 free base 형태가 아닌 salt 형태로 존재하기 때문이다[2]. 일반적으로 대부분의 alkaloid는 식물 세포중에서 vacuole에 존재하며 vacuole의 산성 용액에 의해 salt화 된다. 이러한 salt 형태는 이산화탄소와 같은 비극성 용매에 대한 용해도를 저하시키며 또한 천연물 matrix에 강하게 결합시킨다. 따라서 본 연구에서는 alkaloid 계열 성분의 이상과 같은 천연물 내에서의 특성을 파악하여 salt 형태로 존재하는 alkaloid를 이산화탄소와 같은 비극성 용매로 추출 가능한 free base형태로 변환시키고 초임계 유체 기술을 적용하였을 때 그 추출효율을 확인하기 위해 마황의 전초 부분에서 ephedrine 유도체인 methylephedrine, norephedrine, ephedrine, pseudoephedrine (Fig. 1)을 추출하여 그 가능성을 확인하였다.
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        R1 = R2 = CH3, methylephedrine       pseudoephedrin

        R1 = R2 = CH3, norephedrine

        R1 = CH3, R2 = CH3, ephedrine

Figure 1. Structure of methylephedrine, norephedrine, ephedrine, and pseudoephedrine
실험

Plant material

마황은 1994년 한국 의약품 수출입 협회(Korea Export and Import Federation of Drugs, Seoul, Korea)로부터 기증 받아 40 (C 감압 oven에서 72시간 동안 건조한 후 분말형태로 분쇄한 후 사용하였다.

시약

HPLC 급 methanol 과 water는 J. T. Baker(Phillipsburg, NJ, USA)에서 구입하였다. Diethylamine(99%)과 diethylether(95%)는 Duksan Chemical Co. (Youngin, Kyunki-Do, Korea)로부터 구입하여 사용하였다. Pseudoephedrine free base, N-methyl-N-(trimethylsilyl)trifluoroacetamide (MSTFA) 와 orcinol은 Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, U.S.A.)에서 구입하였다. Methylephedrine hydrochloride, norephedrine hydrochloride, ephedrine hydrochloride 와 pseudoephedrine hydrochloride는 차봉진 박사(Dong-A Pharm, Co, Ltd., Anyang, Kyugki-Do, Korea)로부터 기증 받았다.

유기용매추출

100mg의 마황을 70mL의 0.5M의 H2SO4로 12시간 동안 추출하였다[3]. 추출물에 6M NaOH을 첨가하여 pH 11-13으로 조절한 후 다시 여기에 16 g의 NaCl을 첨가하여 salt를 제거한 후 diethyl ether 100mL로 3회 추출 한 후 분획을 감압 건조하였다. 

초임계 이산화탄소 추출

초임계 이산화탄소 추출은 ISCO사의 초임계 유체 추출기 SFX 3560 (Lincoln, NE, USA)으로 온도 80(C, 압력 34.0MPa에서 이산화탄소(서울가스)의 부피비 1, 5, 10 % (v/v)의 methanol, water, diethylamine in methanol(10% v/v), diethylamine in water(10% v/v)가 공용매로 첨가된 이산화탄소를 50mL 사용하여 추출하였다. 각 실험에서, 100mg의 시료 분말을 10mL 추출 용기에 넣은 후 남은 추출기의 부피는 glass wool로 채웠다. Restrictor는 80(C로 유지하였고, 유속은 1.0 mL/min였다. 각 추출 단계에서, 추출물은 methanol이 채워진 vial에 모았다.

GC 분석

각 시료와 추출물은 2mL methanol에 녹인 후 internal standard로 orcinol(50(g)을 첨가하고 질소로 건조하였다. 100(L MSTFA로 65(C에서 90분간 TMS화 시켜 시료를 분석하였다. GC의 기기적 구성은 Hewlett Packard (Avondale, PA, U.S.A.) 5890 series II gas chromatograph 에 HP 3395 integrator를 장착하였으며 capillary GC column은 Ultra 1(crosslinked methyl siloxane, 25 m ( 0.32 mm, film thickness 0.52(m, HP)을 사용하였다. Carrier gas는 헬륨을 유속 3.7mL/min(head pressure:80kPa)로 사용하였다. Split ratio는 20:1이었으며, oven 온도는 90(C에서 1분간 유지한 후 124(C까지 분당 3(C증가시킨 후 3분간 유지하고 다시 280(C까지 분당 20(C로 증가 시켰다. Injector 및 detector온도는 각각 220(C와 280(C이었다.

결과 및 토의

용해도 및 matrix로부터 탈착에 관한 결과를 바탕으로 마황으로부터 methylephedrine, norephedrine, ephedrine, pseudoephedrine을 초임계 유체 기술을 이용하여 추출하고자 하였다. 기존의 유기용매 추출 방법인 0.5M 황산에 대한 methanol, water, diethylamine/methanol, diethylamine/water 등을 첨가한 초임계 이산화탄소 추출의 percent recovery는 Figure 2, 3에 나타내었다. 그림에서 보듯이 용해도 및 탈착결과와 마찬가지로 diethylamine을 첨가한 methanol이 식물로부터 ephedrine 유도체를 추출하는 데 있어 가장 효과적이다.
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Figure 2. Percent recovery of ephedra alkloids from plant materials at 80 oC and 34.0 MPa using methanol (A) and diethylamine in methanol (B). ME=methylephedrine, NE=norephedrine, E=ephedrine, PE=pseudoephedrine.
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Figure 3. Percent recovery of ephedra alkaloids from plant materials at 80 oC and 34.0 MPa using water (A) and diethylamine in water (B). ME=methylephedrine, NE=norephedrine, E=ephedrine, PE=pseudoephedrine.

비록 diethylamine 이 첨가된 methanol을 공용매로 사용하였을 경우가 가장 효과적이지만 methylephedrine을 제외한 화합물들은 기존의 유기용매 추출의 70% 미만이었다. 따라서 낮은 추출 효율을 증가시키기 위해 추출시간을 2배 늘렸을때와 온도를 100(C로 올렸을 경우는 추출 효율이 크게 증가되지 않았다. 그러나 공용매의 양을 20%로 증가하였을 경우 추출 효율이 월등히 증가되었다. 게다가 위로부터 중요한 결과를 얻었다. 즉, Ephedrine과 diastereomer관계인 pseudoephedrine은 단지 44%만 추출된데 반해, ephedrine은 106%나 추출되었다. 이것은 기존의 유기용매 추출로는 이러한 두 물질의 선택적 추출이 불가능하나 본연구에서 사용한 diethylamine이 첨가된 공용매를 이산화탄소와 함께 상용할 경우 ephedrine 을 선택적으로 추출할 수 있음이 밝혀졌다. 이러한 원인은 두 물질의 용해도 차이에 기인한다기 보다는 matrix와의 흡착정도에 따라 차이가 있는 거으로 판단된다. 이는 이산화탄소-methanol-diethylamine(90:9:1)에서 pseudoephedrine의 용해도는 ephedrine의 것보다 더 좋으나 cellulose paper의 탈착 [image: image1.emf]O
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정도에서는 ephedrine이 2배 가까이 증가된 결과를 나타내었기 때문이다.           

                     A                    B

Figure 4. Comparison of GC chromatogram obtained by 0.5M H2SO4 extraction (A) and SFE at 80(C and 34.0MPa using 20% diethylamine in methanol modifier (B).

이러한 원인은 ephedrine과 pseudoephedrine의 구조적 차이점에 기인하는 것으로 여겨진다. Matrix와의 흡착은 일반적으로 OH나 NH등에 의한 수소 결합 등으로 형성되는데 ephedrine의 경우 OH나 NH가 같은 평면내에 존재하여 염기성 용매하에서 분자 구조 내부의 수소 결합력이 pseudoephedrine보다 증가하여 matrix와의 결합력이 낮을 것으로 예상된다. (Figure 5) 이는 Molecular modeling(Sybyl 6.5, Tripos)에 의해 각 화합물의 OH기의 H와 N간의 거리를 측정한 결과 ephedrine은 3.24Å, pseudoephedrine은 3.95Å로 상대적으로 ephedrine의 내부 hydrogen bonding이 더 증가할 것으로 예상된다.
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Figure 5. Proposed change of chemical conformation of ephedrine and pseudoephedrine in basic solution.
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