
J Appl Biol Chem (2020) 63(4), 407−412

https://doi.org/10.3839/jabc.2020.053

Online ISSN 2234-7941

Print ISSN 1976-0442

Article: Bioactive Materials

Analysis and stability test of the extracts from Ulmus parvifolia leaves

Doo-Young Kim1 · Soobin Song1 · Iljoo Kim1 · Se-Kyoo Jeong2 · Sungwoo Kim2 

· Jung-Hee Kim1 · Hyun-Jae Jang1 · Sei-Ryang Oh1 · Hyung Won Ryu1 

참느릅나무(Ulmus parvifolia) 잎 추출물 분석 및 안정성 평가

김두영1 · 송수빈1 · 김일주1 · 정세규2 · 김성우2 · 김정희1 · 장현재1 · 오세량1 · 류형원1

Received: 28 October 2020 / Accepted: 6 November 2020 / Published Online: 31 December 2020

© The Korean Society for Applied Biological Chemistry 2020

Abstract A simple and reliable HPLC method was developed to

determine pharmacologically standard marker compounds of

Ulmus parvifolia leaves. Standard markers were characterized

with neochlorogenic acid (trans-5-O-caffeoylquinic acid, 5-CQA)

and chlorogenic acid (trans-3-O-caffeoylquinic acid, 3-CQA)

using NMR and UPLC-QTof-MS analysis. A method for qualitative/

quantitative analysis of the leaves extracts were evaluated

including two compounds by using HPLC. The stability test of

30% ethanolic extracts of the leaves sample and standard markers

have been evaluated for six months. However, no significant

changes in the content of the marker compounds of each extract

was observed during the time of investigation.

Keywords Caffeoylquinic acid · Stability · Ulmus parvifolia

leaves · Ultra high performance liquid chromatography

서 론

품질 표준화는 전 세계 의약, 건강기능식품, 화장품 산업에서

강조되고 있다. 미국의 세계 보건기구(WHO)와 식품의약국(FDA)

는 품질 표준화에 대한 강화 된 지침을 발표했다. 천연물소재

의 품질 표준화는 품질, 효능, 재현성을 보장하기 위해 일정한

구성, 정성, 정량 값과 관련된 방법을 설정하는 절차이다[1]. 천

연물소재는 많은 성분으로 구성되어 있으며 다양한 기능을 가

지고 있다. 특히, 식물의 생육 조건인 성장, 수확 시간, 기후조

건 등과 같은 다양한 요인으로 인한 변동성은 천연물소재의 질

적 및 정량적 값에 영향을 미칠 수 있고 따라서 품질 표준화가

중요하다[2]. 품질 표준화 절차를 통해 통제된 요소에서 잘 정

의되고 일관된 천연물소재의 구성은 고품질의 의약, 건강기능식

품, 화장품의 개발 및 생산에 가장 중요한 항목이며, 천연물 관

련 전반적인 산업에서의 생존과 성공은 일정한 품질을 보장하

는 것이 선택이 아닌 필수조건이다[3].

식품의약품안전처에서 규격을 설정하여 관리하고 있으며, 생

약은 대한약전 130종과 생약규격집 381종으로 총 511종의 한

약재가 수재되어 있지만 품질 표준화 연구는 아직 미흡한 실정

이다[4]. 특히, 국내 천연물 소재 산업 시장은 전통적으로 사용

가능한 다양한 한약재 외에도 생약들과 자생식물들이 존재하고

이를 이용한 의약, 건강기능성식품, 화장품들의 원료소재 형태

로 유통되어 사용되고 있어 보다 과학적이고 체계적인 품질 표

준화 평가자료 확보가 절실히 필요하다[5].

참느릅나무(Ulmus parvifolia) 잎은 느릅나무과(Ulmaceae)의

잎으로 주로 한국, 중국, 대만, 일본에 주로 서식하고 한방에서

는 느릅나무과의 나무 또는 뿌리 껍질(유근피)을 약용 부위로

쓰며 이뇨, 청열, 해독, 배농 작용 등이 보고된 중요한 약재이

다[6]. 뿌리 껍질 효능의 주요성분으로 catechin, catechin

glycosides, sesquiterpene O-naphthoquinones, lignan, neolignan

glycosides 등이 알려져 있고[7-10] 최근 과학적인 효능 규명 연
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구로 항산화, 항염증, 항알러지, 항암, 항바이러스, 심혈관계질환

보호 효과 결과들이 보고 되어 있다[11-15]. 대부분 선행연구는

유근피 중심으로 다양한 생리활성과 많은 화합물들을 분리 보

고하였지만 느릅나무 잎에 대한 연구는 미흡하게 나타났다.

본 연구는 느릅나무 잎을 보다 적절한 품질 지표로 구성 요

소를 제시하고 천연물 소재로써 의약, 건강기능식품, 화장품의

품질표준화에 도움이 될 수 있는 최적의 분석 조건과 안정성

정보를 제공하며, 확립된 품질 관리 방법을 통해 전략적 생산

에 적용될 수 있음을 확인하고자 하였다.

재료 및 방법

실험 재료

본 연구에 사용된 참느릅나무 잎 10 kg을 합천생약가공 영농조

합법인에서 수집한 시료를 구매하여 한국생명공학연구원 해외

생물소재센터 백진협 박사(International Biological Material

Research Center, Korea Research Institute of Bioscience and

Biotechnology, Daejeon, Korea)의 분류 동정을 거쳐 선별하였

고 선정된 증거 표본은 한국생명공학연구원 해외생물소재센터

표본실에 보관하였다(KRIB 0085027).

시약 및 기기

Ethanol (EtOH) 용매(SK chemical, KR)는 추출물 제조를 위해

사용하였으며, 타겟 화합물 분석과 분리를 위해 high

performance liquid chromatography (HPLC)용 methanol (MeOH,

Honeywell, Moris Plains, NJ, USA)과 acetonitrile (ACN,

Honeywell, Moris Plains, NJ, USA), tifluoroacetic acid

(TFA, Tokyo Chemical Industries, Co., Ltd., Japan), formic

acid (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA), leucine enkephalin

(Sigma-Aldrich, USA)를 사용하여 ultraperformance liquid

chromatography quadrupole time-of-flight mass spectrometry

(UPLC-QTof-MS, Waters, Milford, MA, USA), photodiode

array (PDA, Waters, Milford, MA, USA), HPLC (Agilent

Technologies, Santa Clara, CA, USA), preparative-HPLC

(PLC, Gilson, Middleton, WI, USA) 기기를 이용하여 진행하

였다. 구조분석을 위해 Bruker AM400 (lH NMR 400 MHz,
13C NMR 100 MHz, Billerica, MA, USA)에 methanol-d4

(Cambridge Isotope Laboratories, Andover, MA, USA)를 사용

하여 분석하였다.

참느릅나무 잎 추출물 제조 및 분리

동결건조(CleanVac 8 Hanil Science Medical, Daejeon, Korea)

한 참느릅나무 잎 100.0 g을 다목적 분쇄기(DSMP-370, Korea)

를 이용하여 잘게 분쇄하였다. 그 중 100.0 mg 잎 시료에 30%

ethanol (v/v)을 가하여 25와 50 oC에서 1, 3, 5시간 3회 반복

추출(SDN-900H, SD Ultrasonic Cleaner, Seoul, Korea, 40 kHz,

주기당 15분 추출과 15분 대기로 3주기 반복)한 후 여과하여

얻어진 여액을 감압 농축하여 최적 추출 조건을 확인하였다. 지

표성분 분리를 위해 10 kg을 (주)삼우다연 GMP 시설에 의뢰하

여 원물 10배의 30% 주정(v/v)으로 50 oC에서 3시간 2회 반복

추출한 후 21.6oBrix로 농축 하였다. 얻어진 느릅나무 잎 추출

물을 한국생명공학연구원 정읍 분원 생물공정지원팀에 동결건

조(50 L PVTFD 50R, 일신)로 농축 하였다(약 1.72 kg, 수율

17.2%). 개방형 칼럼(80×15 cm) 분취 방법으로 확보된 느릅나

무 잎 유효분획물 2번을 prep-HPLC (PLC, Gilson, Middleton,

WI, USA)에 Atlantis T3 OBD (5 mm, 250×19 mm) 칼럼을

사용하여 (A)는 0.1% TFA (tifluoroacetic acid) 증류수로 (B)

는 0.1% TFA CH3CN의 혼합 용매를 이동상으로 하는 0.0-4.0

min 5% (B), 4.0-23.0 min 5-13% (B), 23.0-40.0 min 13-17%

(B), 40.0-41.0 min 17-90% (B), 41.0-50.0 min 90% (B), 50.0-

51.0 min 90-5% (B) 조건으로 UP Fr. 2-3-3 (neochlorogenic

acid, trans-5-O-caffeoylquinic acid), UP Fr. 2-3-5 chlorogenic

acid (trans-3-O-caffeoylquinic acid)를 각각 30.7 및 108.0 mg

분리하였다.

UPLC-QTof-MS 및 PDF 분석 조건

느릅나무 잎 지표 물질의 정성분석을 위해 UPLC-QTof-MS와

PDA 분석은 BEH C18 (2.1×100 mm, 1.7 μm) 칼럼 관과 PDA

(photodiode array)와 mass를 장착한 UPLC에 유속 0.4 mL/

min, 용매는 0.1% formic acid가 포함된 증류수(A)와 ACN

(B)을 사용하여 수행하였다. UPLC 이동상의 용매 조성은 0.0-

1.0 min 1% (B), 1.0-3.0 min 1-15% (B), 3.0-11.0 min 15-

40% (B), 11.0-13.0 min 40% (B), 13.1-15.0 min 40-1% (B)

조건을 이용하였으며, 시료는 2 μL (1 mg/mL) 주입하여 분석을

실시하였다.

구조분석

생리활성물질의 구조를 동정하기 위하여 NMR, MS, UV 등의

분광학적인 기기를 사용하였다. 먼저, 1H-, 13C-NMR에서 수소

와 탄소의 개수와 chemical shift 값으로 기본적인 골격을 예상

하였고, 2D-NMR (COSY, HMQC, HMBC, DEPT)에서 수소-

탄소의 연관관계를 통해 치환기의 정확한 위치와 탄소 차수를

확인하여 물질의 구조를 확인하였고 선행문헌의 화합물과 비교

확인하여 구조를 결정하였다[16].

Chlorogenic acid (3-O-caffeoylquinic acid)
1H NMR (500 MHz, methanol-d4, δ): 7.58 (d, J =16.0 Hz, 1H),

7.04 (d, J =2.0 Hz, 1H), 6.94 (dd, J =8.2, 2.0 Hz, 1H), 6.78 (d,

J =8.2 Hz, 1H), 6.30 (d, J =16.0 Hz, 1H), 5.36 (brd, 1H), 4.14 (m,

1H), 3.65 (m, 1H), 1.932.22 (m, 4H) ppm; 13C NMR (125 MHz,

methanol-d4, δ): 178.4, 168.9, 149.5, 147.1, 146.8, 127.8, 123.0,

116.5, 115.3, 115.2, 77.3, 73.9, 72.1, 71.9, 39.4, 38.3 ppm.

Nochlorogenic acid (5-O-caffeoylquinic acid)
1H NMR (500 MHz, methanol-d4, δ): 7.56 (d, J =16.0 Hz, 1H),

7.05 (d, J =2.0 Hz, 1H), 6.95 (dd, J =8.2, 2.0 Hz, 1H), 6.78 (d,

J =8.2 Hz, 1H), 6.27 (d, J =16.0 Hz, 1H), 5.35 (m, 1H), 4.18 (brd,

1H), 3.75 (m, 1H), 2.042.25 (m, 4H) ppm; 13C NMR (125 MHz,

DMSO-d6, δ): 175.6, 167.3, 148.1, 145.7, 145.3, 126.4, 121.6,

115.1, 113.8, 113.8, 74.7, 72.1, 70.5, 69.9, 36.8, 37.4 ppm.

정량 분석

분석 시료의 제조 표준 물질인 3-O-caffeoylquinic acid와 5-O-
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caffeoylquinic acid의 각각의 농도를 1000 ppm 만들어 원심분리

후 상등액을 취하여 분석용 vial 에 담아 진행하였다. 정량 값

은 측정값의 피크면적을 검량선(y = ax + b) 식에 대입한 후 계

산식에 의해 산출하였다. 검량선은 x축에 반복 수 및 분석 시

점을, y축에 피크면적을 적용하여 최소자승법으로 산출 하였다.

평가 항목은 특이성, 직선성, 검출 한계, 정량 한계, 시료 잔류

의 5가지 항목으로 평가하였다.

장기 보존 안전성 시험

느릅나무 잎 추출물과 표준 물질인 3-O-caffeoylquinic acid

(chlorogenic acid)와 5-O-caffeoylquinic acid (neochlorogenic

acid)를 상온에 0, 1 3, 6개월 동안 methanol (MeOH, Honeywell,

Moris Plains, NJ, USA)에 용해하여 시험 물질의 안정성을 평

가하기 위하여 실시하였다. 장기 보존 시험의 조건은 온도 조

건 25 oC, 상대습도 40% 조건을 동시 처리 진행하였으며, 표준

물질의 각 농도를 1000 ppm 만들어 원심분리 후 상등액을 취

하여 분석용 vial에 담아 UPLC로 분석하였다. 시험은 2019년

12월 8일 개시하여 2020년 1월8일, 3월8일, 6월 8일 까지 0,

1, 3, 6개월 간격으로 총 5회 반복 3회 실시하였다.

가혹 조건 안전성 시험

느릅나무 잎 추출물과 표준 물질인 3-O-caffeoylquinic acid와

5-O-caffeoylquinic acid의 가혹 시험 조건은 온도와 광에 대하

여 16일간 처리하면서 개시일부터 2일 간격으로 methanol에 용

해하여 느릅나무 추출물에 포함된 지표 성분 2종을 UPLC로 분

석하여 가혹한 조건에서 안정성을 평가하기 위한 실험을 실시

하였다. 가혹 시험의 조건은 온도 70 oC 일정하게 유지하여 진

행하였고 광 조건은 일반 직사광선이며, 시험은 2019년 12월 8

일 개시하여 2일 간격으로 총 9회 분석하였다.

결과 및 고찰

분석 조건 확립

최적의 분석 조건을 확립하기 위해 resolution과 overlapping으

로 정확하게 구현하기 위해 ACN 용매를 기본으로 하는 분석

조건을 확립하였다. 선행문헌을 통해 다양한 분석 조건을 검토

하였지만 목표로 하는 느릅나무 잎에 포함된 지표 성분 2종을

분석하기 위한 최적의 분석 조건은 확인되지 않았다[17-19]. 따

라서 반복적인 분석 조건 개발 및 검정을 통해 확립된 분석 조

건에서 크게 5개의 peak를 검출할 수 있는 조건을 확인하였다

(Fig. 1). Peak들은 [M-H]-의 negative 모드에서 이온 형태로

m/z (mass-to-charge ratio)의 353 (MS2 191), 353 (MS2 191),

609 (MS2 301), 463 (MS2 301), 593 (MS2 285) 값을 얻었

고 선행문헌, PubChem, ChemSpider 등의 정보를 비교하여 예

상화합물들로 확인하였다. 검출된 5개의 peak들은 매우 유사한

극성과 형태로 존재하여 상대적으로 산업적 활용성이 뛰어나며

쉽게 구할 수 있는 일반적인 2종의 성분을 선정하였다[20-21].

느릅나무 잎 추출물에 포함된 지표 성분 2종을 순수 분리하여

NMR을 이용한 구조 동정과 MS, MS2, HRMS 성분 비교를 통

해 3-O-caffeoylquinic acid (chlorogenic acid)와 5-O-caffeoylquinic

acid (neochlorogenic acid)임을 확인하였다.

정량분석 결과

특이성은 blank 시료를 측정하여 시험 물질의 retention time과

동일한 위치에서 간섭 피크의 유무를 확인하였으며 간섭 피크

가 없음을 확인하였다. 직선성은 표준 용액 5-50 μg/mL의 농도

를 각 1회 측정하여, 표준 용액의 농도와 피크 면적의 결정 계

수를 산출하였고 판정기준은 결정 계수 r2이 0.998 이상인 것으

로 하였고 0.9983으로 적합 하였다. 검출 한계는 검량선에 근

Fig. 1 UPLC-QTof-MS (A) and PDA chromatogram (B) of Ulmus parvifolia leaves extracts and two standard compounds
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거한 표준편차와, 검량 선의 기울기를 이용한 계산법을 바탕으

로 계산 하였고 계산식은 LOD (limit of detection) =3.3*σ/S

이다. 정량 한계는 검량선에 근거한 표준 편차와, 검량선의 기

울기를 이용한 계산법을 바탕으로 계산하였고 계산식은 LOQ

(limit of quantification) =10*σ/S이다. 검출 한계와 정량 한계의

σ는 반응의 표준편차를, S는 검량 선의 기울기를 말한다. 시료

잔류는 표준 용액에서 blank로 오염되는 시료 잔류의 경우

0.002% 이하 기준으로 본 시험에서는 보이지 않았다(Table 1).

장기 보존 안정성 실험 결과

25, 40%의 상대습도 조건에서 0, 1, 3, 6개월마다 분석을 진행

하였고 느릅나무 잎 추출물에 포함된 3-O-caffeoylquinic acid와

5-O-caffeoylquinic acid 지표 물질의 함량은 반복 수의 평균으

로 계산하였을 때 감소하지 않고 유지되었고 표준 물질인 두

성분 모두 3개월까지 각각 1.5, 0.2% 감소로 큰 변화를 보이지

않았지만 마지막 6개월에 5.9, 18.0%가 감소하여 감소폭이 커

지는 경향을 나타내었다(Fig. 2).

Table 1 Validation of isolated compounds from Ulmus parvifolia leaves on UPLC-PDA

Comp. Range (µg mL-1) Linear modela Coefficient of determinationb LODc
 (µg mL-1) LOQc

 (µg mL-1)

3-CQA 0-200 y =7030.2x – 5868.9 0.9995 0.19 0.57

5-CQA 0-200 y =6483x – 5157.8 0.9996 1.91 5.78

a y = peak area, x = concentration of standard (mg mL-1) 
bCoefficient of determination (R2) is the square of the correlation coefficient
cLOD and LOQ are the limits of detection and quantitation, respectively
For six points on the standard calibration curves, each concentration was injected three times on UPLC-PDA (254 nm)

Fig. 3 Temperature storage stability results. (A) 3-O-caffeoylquinic acid

and 5-O-caffeoylquinic acid contained in Ulmus parvifolia leaves extract.

(B) Two standard compounds, 3-O-caffeoylquinic acid and 5-O-

caffeoylquinic acid

Fig. 2 Long-term storage stability results. (A) 3-O-caffeoylquinic acid

and 5-O-caffeoylquinic acid contained in Ulmus parvifolia leaves extract.

(B) Two standard compounds, 3-O-caffeoylquinic acid and 5-O-

caffeoylquinic acid
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가혹 조건 온도 안정성 시험 결과

느릅나무 잎 추출물을 온도 70의 조건에서 2일 간격으로 16일

동안 총 8회의 분석을 실시하였으며, 분석결과 느릅나무 잎 추

출물에 포함된 3-O-caffeoylquinic acid는 60.2% 감소하였고, 5-

O-caffeoylquinic acid는 51.3% 감소하였다. 표준 물질인 3-O-

caffeoylquinic acid는 7.7% 감소하였고 5-O-caffeoylquinic acid

는 29.4% 가 감소하였다. 느릅나무 잎 추출물 보다 표준물질의

감소 폭이 상대적으로 적게 나타났다(Fig. 3).

가혹 조건 광선 안정성 시험 결과

느릅나무 잎 추출물을 직사광선에 노출시킨 후 2일 간격으로

16일 동안 총 8회의 분석을 실시하였으며 분석결과 느릅나무

잎 추출물에 포함된 3-O-caffeoylquinic acid는 37.6% 감소하였

고, 5-O-caffeoylquinic acid는 29.1% 감소하였다. 표준 물질인

3-O-caffeoylquinic acid는 4.4% 감소하였고 5-O-caffeoylquinic

acid는 27.1% 가 감소하였다(Fig. 4). 느릅나무 잎 추출물 보다

표준물질의 감소 폭이 상대적으로 적게 나타났다. 느릅나무 잎

추출물의 장기 보존 안정성 시험 및 가혹 조건 실험의 결과에

따르면 느릅나무 잎 추출물의 3-O-caffeoylquinic acid, 5-O-

caffeoylquinic acid는 직사광선이 닿지 않는 상온조건에서는 3

개월까지 일정한 함량을 유지할 수 있는 것으로 확인되었다. 3

개월 이후에는 지표 성분이 비교적 큰 폭으로 감소하나, 그 감

소폭이 일반적 함량 기준인 80-120% 이내이므로 직사광선이 닿

지 않는 상온조건에서는 6개월까지 80% 이상의 함량으로 보관

이 가능할 것으로 확인 되었다. 특히, 잎 추출물은 고온이나 직

사광선에 노출되는 경우 급격한 감소세를 보이며, 단기간에 함

량 기준에 미달하게 되므로 함유량을 안정적으로 유지하기 위

해서는 고온과 직사광선에 노출되는 환경은 피해야 할 것으로

사료 된다.

결론적으로 느릅나무 잎의 지표성분으로 선정된 3-O-caffeoylquinic

acid (chlorogenic acid)와 5-O-caffeoylquinic acid (neochlorogenic

acid)는 추출물에 함유된 성분으로 확인되었고, 유효성이 검정된

UPLC-PDA 크로마토그램을 통해 장기 보존과 가혹 조건 안정

성 평가결과, 느릅나무 잎 추출물은 다양한 성분들이 혼합된 상

태이지만 단일성분보다 안정성이 취약하여 장기 보존과 가혹 조

건에서 급격히 감소하는 경향이 나타났다. 이전의 유사한 결과

에 따르면 caffeoylquinic acids는 온도, 광, 용매 등의 다양한

조건에서 구조적 차이에 따라 안정성에 차이가 있음을 보였고

이는 분해 또는 cis로 입체 이성질체화 등으로 변화되어 안정

성이 떨어지는 경향을 나타내었다[22-24]. 또한 2종의 지표 성

분의 안정성을 비교할 경우 상대적으로 3-O-caffeoylquinic acid

가 보다 뛰어난 것으로 확인되었고 이러한 결과는 느릅나무 잎

추출물의 장기 보존과 가혹 조건 안정성 평가에서 5-O-

caffeoylquinic acid 보다 3-O-caffeoylquinic acid 가 손실이 적

은 것으로 나타났기 때문이다. 따라서 느릅나무 잎 추출물 상

업적 활용성을 높이기 위해서는 3-O-caffeoylquinic acid의 함량

을 높이는 재배법과 수확 시기 등을 고민해볼 필요가 있다.

초 록

Ulmus parvifolia 잎의 약리학적 지표 성분을 제시하기 위해 간

단하고 신뢰할 수 있는 HPLC 분석방법을 개발하였다. 지표 성

분들은 NMR 및 UPLC-QTof-MS 분석에 의해 neochlorogenic

acid (trans-5-O-caffeoylquinic acid, 5-CQA)과 chlorogenic

acid (trans-3-O-caffeoylquinic acid, 3-CQA)로 구조 동정 되었

다. HPLC를 이용하여 두개 화합물을 포함한 잎 추출물의 정성

/정량 분석 방법을 평가하였다. 잎 30% 에탄올 추출물과 지표

성분의 안정성 테스트는 6개월 동안 평가되었다. 그러나 안정

성 조사 기간 동안 추출물과 지표 성분들 각각의 함량에 대한

유의한 변화는 관찰되지 않았다.

Keywords 안정성 · Caffeoylquinic acid · Ulmus parvifolia

leaves · Ultra high performance liquid chromatography
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Fig. 4 Light storage stability results. (A) 3-O-caffeoylquinic acid and 5-

O-caffeoylquinic acid contained in Ulmus parvifolia leaves extract. (B)

Two standard compounds, 3-O-caffeoylquinic acid and 5-O-

caffeoylquinic acid
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