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비파엽 품질 비교 분석을 위한 Triterpenic Acid의 추출 방법
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Abstract − In result of analysis for the content determination of ursolic acid(UA) and oleanolic acid(OA) in extract of Eri-

obotryae folium using HPLC with UV detector, UA in chloroform extract of Moo-mok variety was showed highest con-

tent(2.7843 mg/g). And OA in ethyl acetate extract of Dae-bang variety was showed highest content(0.5898 mg/g). These result

suggest that direct extraction using organic solvent(chloroform or ethyl acetate) was useful method for rapid quantitative anal-

ysis of UA and OA without preprocessing such as drying or fractionation.
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비파엽은 대한약전 수재 생약으로 장미과의 비파나무 잎

이다. 상록성 교목으로 잎은 연한 갈색이고 섬모가 밀생한

다. 한방 관련 의서에는 성미가 微寒하고 맛이 쓴 약재로 정

의하고 있으며, 淸肺止咳, 和胃降逆, 風熱咳嗽, 鎭咳, 祛痰,

健胃 등의 효능이 있는 것으로 전하고 있다.
1)

 비파엽에 함

유되어 있는 성분으로는 ursolic acid, oleanolic acid,

amygdalin를 비롯하여 여러 가지 유기산류 및 tannin이 알

려져 있다. 대한약전의 시험법에서 비파엽은 약품으로서

ursolic acid를 포함하여야 하는 것으로 정해져 있다. 그러

나 박층크로마토그래피(TLC, thin layer chromatography)법

에 의한 정성 시험법으로만 되어있어 그 함량에 따른 품질

을 확인하기 어려운 것이 현실이다. 실제로 ursolic acid와

이성질체인 oleanolic acid는 여러 가지 생리활성을 나타내

는 물질로 보고되고 있으므로 비파엽에서 이들 성분의 함

량은 중요한 지표가 된다. Oleanolic acid는 항생제인

vancomycin에 내성을 가진 균주를 비롯한 병원성 미생물에

대한 항균활성을 비롯하여 기억력이나 학습능력 향상 등의

활성을 가지는 것으로 보고되고 있다.
2-4)

 Ursolic acid의 경

우 oleanolic acid와 마찬가지로 여러 가지 병원성 미생물에

대한 항균활성과 함께 항암활성, 항경련효과 등 oleanolic

acid보다 다양한 활성이 알려지고 있다.
5-11)

이와 같이 여러 가지 활성을 가지는 oleanolic acid와

ursolic acid는 구조적으로 pentacyclic triterpenoid로 Fig. 1

에서 보는 바와 같이 실제로 분자량이 동일하고 구조가 거

의 유사한 화합물어서 실제로 두 물질이 함께 존재하였을

경우 분리 분석이 쉽지 않았다. 그러나 최근 연구에서 UV-

검출기가 장착된 HPLC만으로도 동시에 분석이 가능한 방

법이 소개되었다.
12-13)

 본 연구에서는 이러한 분석법을 활용

할 수 있도록 비파엽의 주요 성분으로 알려진 ursolic acid

와 이성질체인 oleanolic acid의 추출을 보다 간단하고 효율

적으로 실시할 수 있는 방법을 개발하고자 하였다. 특히 전

남이나 경남, 제주 등지에서 다양한 품종의 비파가 재배되

고 있으며, 여러 가지 신규 품종들이 육종되어지고 있다는

점은 이와 같은 비교 분석 방법의 개발이 필요한 중요한 원

인이 된다. 품종에 따른 비파엽의 ursolic acid와 oleanolic
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acid의 함량을 비교적 신속한 방법으로 분석할 수 있는 방

법을 정립하기 위해 조지방 추출에 사용되는 soxhlet 추출

기를 이용한 추출법을 적용하여 대방, 미황, 무목, 전중 등

4가지 품종의 비파엽의 성분을 비교 분석하였다.

재료 및 방법

식물재료 −실험에 사용된 비파엽은 전라남도농업기술원

의 난지과수재배시험장에서 2010년 1월에 채취한 것으로

품종은 대방, 무목, 미황, 전중 등 4종을 시료로 사용하였다.

시료의 선별 및 전처리 − 성분의 추출과 수분측정에 사

용될 품종별 비파엽은 이물질을 제거한 후 잎의 중량이 5±1 g

이고 외부 손상이 없는 것을 선별하여 사용하였다. 선별된

잎은 추출시 사용되는 원통여지에 잘 들어갈 수 있도록 가

로, 세로가 일정한 크기가 되도록 절제하였으며, 그 크기는

1 cm가 넘지 않도록 하였다.

시약 및 기기 −실험에 사용된 HPLC는 Shimadzu(Japan)

의 LC-10Avp를 사용하였으며, 추출기는 Büchi(Switzerland)

의 B-811을 사용하였다. 표준물질의 ursolic acid와 oleanolic

acid는 Sigma(USA)의 제품을 사용하였으며, 그 외의 추출

과 이동상 시약은 HPLC grade 또는 특급시약을 사용하였

다. 

수분 분석 − Oleanolic acid와 ursolic acid 함량의 변수로

작용할 수 있는 수분의 측정은 105
o
C 상압가열건조법으로

분석하였다.

표준용액 제조 및 검량곡선 작성 − Ursolic acid와

oleanolic acid 표준품을 methanol에 용해시켜 농도가 각각

20, 40, 60, 80, 100 ppm이 되도록 표준용액을 만들고

0.2 µm syringe filter로 여과한 후 HPLC에 주입하여 얻은

농도별 피크면적으로 검량곡선을 작성하였다.

Ursolic acid, oleanolic acid 추출 및 분석 −추출은 일

반적인 조지방 함량분석을 위하여 사용되는 soxhlet 추출기

를 이용하여 2시간씩 실시하였으며, 추출물은 60
o
C에서 추

출용매를 완전히 증발시킨 후 methanol에 재용해시켜 ursolic

acid와 oleanolic acid 분석용으로 사용하였다. 0.2 µm

syringe filter로 여과한 각각의 추출물의 UA와 OA 함량 분

석을 다음과 같은 조건에서 실시하였다. Column은

ODS(4.6×250 mm)를 사용하였고, column oven 온도는

40
o
C, detector는 UV 210 nm, 이동상은 methanol과 10 mM

phosphate buffer를 88:12의 비율로 조제하여 0.6 ml/min의

유속으로 분석하였다.

통계처리 −추출은 각 품종 및 용매별로 2회씩 실시하였

고 각 추출물은 2회씩 반복하여 분석을 실시하였다. 성분

분석의 결과는 평균값±표준편차(mean±SD) 형태로 표시하

였으며, 각 실험군 간의 평균값에 대한 통계학적인 비교는

windows용 SPSS 12.0의 one-way ANOVA를 실행하여 신

뢰구간 p<0.05에서 유의성을 부여하였다.

결과 및 고찰

Ursolic acid 및 oleanolic acid 함량 − 선행연구에서 비

파엽 에탄올 추출물을 일정량의 증류수에 재용해한 후

hexane, chloroform, ethylacetate, butanol을 사용하여 순차적

으로 분획을 실시하여 분석을 실시한 결과, chloroform분획

에 ursolic acid와 oleanolic acid가 가장 높은 농도로 존재함

을 확인하였다. 이와 같은 결과는 분석의 목적이 되는 물질

을 용이하게 검출 및 정량하기 위한 방법의 하나로 추출단

계에서 선택성이 좋은 용매를 적용하는 것이 유리할 수 있

음을 보여주는 것으로 분석에 필요한 시간이나 노력을 줄

일 수 있으며, 추출과 분획 등으로 이어지는 과정에서 발생

될 수 있는 시료의 손실이나 변화를 최소화시킬 수 있는 방

안이 될 것으로 판단된다. 이에 저자들은 추출용매로

chloroform과 함께 극성이나 끓는점 등 물리적 특성이

chloroform과는 다른 petroleum ether와 ethyl acetate 등 3종

의 용매를 이용한 성분 추출을 실시하였다. Petroleum ether

의 경우 끓는점은 35~52
o
C로 사용 용매 중 가장 낮고, 비

극성인 용매이다. Chloroform은 끓는점이 61
o
C이고 극성의

세기(ε
o
)가 0.31정도이며, ethyl acetate는 끓는점 77

o
C, 극성

의 세기 0.48인 용매이다.

본 실험에서 실시한 분석조건으로 100 ppm 농도로 조제

된 표준물질 ursolic acid와 oleanolic acid를 동시에 분석한

chromatogram을 Fig. 2에 나타냈다. Fig. 1에서 보는 바와

같이 분자량이 동일하고 구조가 매우 유사한 화합물인 두

물질을 UV detector가 장착된 HPLC로 분석이 가능한 수준

으로 분리가 이루어졌으며, 실제 시료 분석에서도 Fig. 3과

같이 비파엽 추출물에 존재하는 ursolic acid와 oleanolic acid

R1 R2

OA CH3 H

UA H CH3

Fig. 1. Structures of oleanolic acid(OA) and ursolic acid(UA).
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의 분석이 가능함을 확인하였다.

Ursolic acid와 oleanolic acid의 농도별 표준용액의 피크

면적을 기준으로 검량곡선을 작성한 결과, Table I에 나타

낸 것과 같이 각 성분의 직진성(R
2
)이 0.9961과 0.9973으로

대체로 높게 나타났다. Fig. 4에서 보는 바와 같이 비파엽의

추출용매별 ursolic acid 함량을 분석한 결과, ethyl acetate

와 chloroform으로 추출한 시료의 ursolic acid 함량이

petroleum ether로 추출한 시료의 함량보다 월등히 높게 나

타났다. Oleanolic acid의 경우에도 Fig. 5에서와 같이

petroleum ether를 이용하여 추출한 경우보다 ethyl acetate

와 chloroform을 용매로 추출한 경우에 높은 함량을 나타냈

다. 특히 chloroform을 용매로 사용한 경우 품종별로 ursolic

acid와 oleanolic acid의 함량 경향이 유사하게 나타남으로써

분석에 보다 유리할 것으로 판단되었다. 각각의 품종별로

함량을 보면 ursolic acid의 경우 chloroform을 용매로 사용

한 무목(Moo-mok) 품종에서 2.7843 mg/g으로 가장 높은

함량을 나타냈고, oleanolic acid는 ethyl acetate를 용매로 사

용한 대방(Dae-bang) 품종이 0.5898 mg/g으로 가장 높은 함

량을 보였다. Ursolic acid와 oleanolic acid 함량을 합산해보

Fig. 2. Chromatogram of oleanolic acid(OA) and ursolic acid(UA).

Fig. 3. Chromatogram of extract from Eriobotryae folium.

Table I. Calibration curve equations of ursolic acid and

oleanolic acid

Samples Equation R
2

Ursolic acid y=2475.2x+10011.0 0.9961

Oleanolic acid y=2457.9x+7103.4 0.9973
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면 chloroform 추출물에서 2.6187~3.2844 mg/g, ethyl

acetate 추출물에서는 2.8609~3.0647 mg/g으로 두 용매에서

유사한 함량을 보였다. Chloroform 추출물의 경우 ursolic

acid 함량의 17.96~20.44%에 해당하는 oleanolic acid가 존

재하는 것으로 나타났고, ethyl acetate 추출물에서는 ursolic

acid 함량의 18.15~25.97%에 해당하는 oleanolic acid가 포

함되어 있는 것으로 나타나 용매별로 추출되는 물질의 비

율도 달라짐을 알 수 있었다.

품종 및 용매별 추출수율 − Table II에서와 같이 전체적인

추출 수율은 ethyl acetate를 용매로 사용한 경우가

3.2493~4.3119%로 가장 높지만, 용매별 추출물 중 ursolic

acid와 oleanolic acid의 비율을 살펴보면 chloroform을 용매

로 사용했을 때 각각 12.1655~18.5665%와 2.3493~3.4457%

로 다른 추출용매에 비해 월등히 높음을 알 수 있다. 한편

성분함량에 영향을 줄 것으로 추측되어 측정한 각 품종별

비파엽 수분 함량은 49.23~52.84%의 범위로 나타났으며,

ursolic acid와 oleanolic acid 함량에는 영향을 주지 않은 것

으로 나타났다. 그러나 채엽 후 보관이나 운반 과정 중에 발

생할 수 있는 수분의 변화는 성분의 함량에 영향을 미치는

요인이므로 분석 과정에 참고적으로 비교할 필요가 있을 것

이다.

결 론

열수나 알콜을 용매로 하는 일반적인 추출법으로는 거의

검출되지 않았거나 분획단계를 거쳐야 검출될 정도로 낮게

Fig. 4. Comparison of ursolic acid contents in various

Eriobotryae folium. Values are mean±SD(n=4). Different

superscript letters in the same solvent show significant

differences at p<0.05 by one-way ANOVA.

Fig. 5. Comparison of oleanolic acid contents in various

Eriobotryae folium. Values are mean±SD(n=4). Different

superscript letters in the same solvent show significant

differences at p<0.05 by one-way ANOVA.

Table II. Extraction yields and proportions of triterpenic acids in extract

Solvents Samples Yields(%)
Proportions in extract(%)

Ursolic acid Oleanolic acid Amount

Ethyl acetate Dae-bang  4.3119
1)

5.2672 1.3677 6.6349

Jeon-joong 3.3588 7.2745 1.6222 8.8967

Mi-hwang 3.2493 6.9196 1.5480 8.4676

Moo-mok 3.3978 7.6342 1.3855 9.0197

Chloroform Dae-bang 1.8041 12.1655 2.3493 14.5148

Jeon-joong 1.5896 14.8320 3.0316 17.8636

Mi-hwang 1.4387 18.5665 3.4457 22.0122

Moo-mok 1.5619 17.8266 3.2020 21.0286

Petroleum ether Dae-bang 0.4822 4.3321 2.2241 6.5562

Jeon-joong 0.4195 5.3149 2.2337 7.5486

Mi-hwang 0.4700 5.0124 1.9413 6.9537

Moo-mok 0.5177 3.7262 1.7772 5.5034
1)

Values are mean(n=2).
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나왔던 비파엽의 활성성분인 ursolic acid나 oleanolic acid를

비교적 높은 농도로 추출할 수 있는 조건을 탐색하였다. 특

히 건조 등의 전처리를 거치지 않고 직접 추출을 시행함으

로써 분석까지 소요되는 시간이 상대적으로 짧아 품종이나

산지, 채엽 시기 등 다양한 조건의 비파엽 품질을 평가 및

비교할 수 있는 방법으로 활용될 수 있을 것으로 기대된다.

본 연구에서 사용한 추출용매 중에서는 chloroform을 용매

로 하여 추출한 후 분석하는 것이 가장 바람직할 것으로 판

단되었으며, ethyl acetate의 경우 ursolic acid나 oleanolic

acid 이외의 성분이 상당량 동시에 추출되는 것으로 나타났

다. 또한 chloroform 추출물 중 ursolic acid와 oleanolic acid

의 함량을 합산한 결과, 최대 22.0122% 까지 포함됨이 밝

혀짐에 따라 생약재의 가공이나 정제 단계에도 응용이 가

능할 것으로 보여진다. 다만 독성을 유발할 수 있는 유기용

매가 사용되므로 최종 추출물에서의 용매 잔류량과 유해성

등에 대해서는 추가적인 연구가 수행되어져야 할 것이다. 
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