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서 론

삼채(Allium hookeri Thwaites)는 단맛, 매운맛, 쓴맛의
세가지독특한향과 맛이난다해서삼채라고이름붙여졌
다. 삼채는 히말라야 고산지대의 고산식물로써 주로 미얀
마나 중국, 인도, 티벳 등의 고산지대에서 자생하던 식물
로, 식재료 또는 약초로 이용됐다. 고대 중국인들은 3,000
년전부터삼채를식용및약용으로사용해왔고, 유럽에서
는고급식재료로활용하고있으며, 우리나라에서는 2010년
이후부터 재배가 시작되었다(Ayam, 2011; You 등, 2013). 

현재 삼채 잎과 뿌리 추출물에 대한 항암작용, 혈관질환
예방, 당뇨병개선, 노화방지및피부질환개선, 뼈강화작
용등 이 보고되어 있다(Banerjee, 2002; Kim, 2012a; Kim, 
2012b; Welch, 1992). 삼채의 주요 성분으로는 잎과 뿌리
단백질, 당, 섬유소, ascorbic acid, phytosterol, total phenol, 
methyl sulfonylmethane(MSM) 등이 알려져 있다(Bea, 2012; 
Borborah, 2014; Lee, 2015). 또한, 울금의 기원식물이라고
할 수 있는 강황(Curcuma longa)은 생강과(Zingiberaceae)
에 속하는 여러해살이 식물로서 남아시아와 동남아시아
에분포한다. 울금은식용하는부위에따라울금과강황으
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Abstract

This study was preformed to establish a simple and reliable HPLC/UV analytical method to determine p-coumaric 
acid contents for the standardization of water extracts of Allium hookeri and Curcuma longa complex as functional 
health food ingredients. The quantitative HPLC method was optimized using a reversed-phase C18 column at 35℃
with methanol and H2O (30:70, v/v) as the gradient mobile phase at a flow rate of 1.0 mL/min and along with 
detection wavelength of UV 300 nm. This HPLC/UV analytical method exhibited good specificity and high linearity 
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values from the intra and inter-day precision measurements were 0.4 and 0.1%, respectively. These results indicate 
that the established HPLC/UV analytical method is simple, specific, precise, accurate, and reproducible and so 
could be employed in the quantitative analysis of p-coumaric acid as a functional compound in Allium hookeri 
Thwaites and Curcuma longa complex.
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로나뉘는데, 울금은 식물의 덩이뿌리를이용하고, 강황은
식물의 덩이줄기뿌리를 이용한다. 강황의 맛은 울금보다
더맵고색은더진한오렌지색을띈다(Kim, 2005). 강황의
분포지역은 제주도 서귀포와 남해안 일대 등이 있으며, 
전남 진도군은 전국 울금 재배 면적의 70%를 차지하는
주산지이다. 강황의 효능 및 효과에는 플라보노이드 성분
이 많이 함유되어 있어 주로 항균활성과 항산화 연구가
많이 보고되었으며, 이외에도심혈관질환예방, 치매예방, 
혈중콜레스테롤예방등효능도보고되어있다(Priyadarsini, 
1997; Choi, 2004; Kang, 2007). 강황의 주요성분으로는
curcumin, irucabinole, tumerone, azulene, kaemfperol 등이 있
다(Soh, 1998; Ansar, 2005; FDA, 2012; Seo, 2013). 
건강기능식품을 개발․생산하기 위해서는 원료의 표준
화와규격화가매우중요한부분이다. 또한, 천연물의기능
성 원료 인정을 위해서는 기능성과 안전성, 기준․규격을
과학적근거자료로입증하고, 기능및지표성분의표준화, 
기능성원료에대한제조공정의표준화및기준규격설정
과관리가중요하다. 이러한천연물유래식품소재의기능
성과 안전성을 과학적으로 입증하기 위해 지표성분의 함
량을통한 품질관리법이 유용하게쓰이고 있으며, 분석방
법의 신뢰성 검증으로 시험법밸리데이션(validation)이 필
요하다. 이에 본 연구에서는 삼채(Allium hookeri Thwaites) 
70% 에탄올추출물과 강황(Curcuma longa) 30% 에탄올
추출물을제조하고이를 7:3 비율로혼합하여실험에사용
하였다. 개별인정형 건강기능식품 기능성 원료를 개발할
목적으로 phenolic compound인 p-coumaric acid(Fig. 1)를
지표성분으로 선정하였으며, 이를 지표물질로 활용하기
위해 표준화된 방법을통한 p-coumaric acid 분석법을 확립
및 유효성을 검증(validation)하여 원료 표준화의 기초자료
로 활용 하고자 하였다(KFDA, 2015).

재료 및 방법

삼채․강황 복합추출물 제조

본 실험에 사용한 삼채(Allium hookeri Thwaites)와 강황
(Curcuma longa)은 삼재영농조합(Jindo, Korea)과 화순한
약재유통(Hwasun, Korea)에서 구입한 삼채와 강황으로
써, 삼채 70% 에탄올 및 강황 30% 에탄올 추출 및 동결
건조 후 냉장(4℃) 보관된 것을 좋은영농조합법인(Naju, 
Korea)으로부터 받아 사용하였다. 삼채와 강황 추출물 분
말은 주관기관인 좋은영농조합법인에서 확립한 제조 공
정에 따라 생산된 것으로 3 lot 추출하였다. 분쇄한 각
시료는 삼채와 강황을 7:3으로 혼합(삼채․강황 복합 추
출물)하여 50 g씩 소포장후 냉장보관하며실험에사용하
였다.

시약 및 분석기기

HPLC 분석및시료조제에사용한용매및이동상모두
HPLC급으로 J.T Baker(Pillipsburg, NJ, USA)사의 제품을
모두 사용하였다. 또한, PDA 측정을 위해 Waters 2695 
HPLC system(Waters, milfod, MA,USA)의 검출기 Waters 
2996 photo diode array(DAD)를 사용하였고, 모든 분석 조
건은 천연자원연구센터에서 확립한 조건을 동일하게 사
용하였다.

표준용액 조제

p-Coumaric acid는 Sigma-Aldrich Co.(St. Louis, MO, 
USA)의 것을 사용하였다. 추출용매와 표준품 제조 및 이
동상에 사용한 용매는 HPLC급 용매를 사용하였다. 표준
품은 50% methanol에 녹여 1 mg/mL가 되도록 표준용액
stock을 제조한 뒤 단계적으로 희석하여 4 농도(1, 2.5, 5, 
10 μg/mL)의 농도별 면적에 따른 검량선을 작성하였다. 

시험용액 조제

삼채․강황 복합물의에탄올 추출 후여과및농축하여
건조한뒤얻어진복합물 1.0 g을정확히취하여 volumetric 
flask에 넣고, HPLC 등급의 50% methanol을 가하여 100 
mL 표선을맞추어시험용액으로하였다. 시험용액은 0.45
μm syringes filter 사용여과 후 검액으로 사용하였다.

HPLC 분석법 검증

HPLC 분석법 검증을 위하여 본 실험에서 삼채․강황
복합추출물의 건강기능식품 원료 표준화를 위해 지표성
분으로써 p-coumaric acid로 정한 후, HPLC를 이용하여
밸리데이션을 실시하였다. 지표성분 분석을 위해서는 분
석법을 설정하는 과정이 필요하기 때문에 설정된 분석법Fig. 1. Molecular structure of p-coumaric acid.
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이 재현성이 있고 신뢰성이 있는 결과를 얻을 수 있는지
검증과정인 확립된 분석법에 대해 밸리데이션을 실시하
였다(KFDA, 2004; Mertz, 2007).

특이성(Specificity)

삼채․강황 복합추출물의 특이성 실험은 두 소재 복합
추출물이 혼합되어 있는 상태에서 p-coumaric acid를 선택
적으로정확하게측정할수있는능력을의미한다. 삼채․
강황 복합 추출물에서 p-coumaric acid를 선택적으로 측정
할수있는정도를나타내는특이성의검증을위하여표준
용액과 시험용액을 HPLC로분석한뒤, 크로마토그램을비
교하여표준물질의 peak가분리되는지를확인하였고, peak
간 간섭정도를 측정하였다. 분석에 필요한 blank(MeOH), 
표준용액(1.0 mg/mL), 시험용액(삼채 70% EtOH, 강황
30% EtOH=7:3 복합물, 1.0 g/100 mL), 조제된 blank, 표준
용액, 시험용액을 각각 3회 분석하였다. 이때 p-coumaric 
acid의 주 peak에 간섭이 없음을 확인하였고, 표준액과 시
험용액의 peak 머무름 시간(retention time)이 동일함을 확
인하였다. p-Coumaric acid 표준용액과 삼채․강황복합
추출물을 HPLC로 분석한 뒤, 크로마토그램상의 머무름
시간(retention time)과 비교하여 p-coumaric acid의 peak가
분리되는지 확인하였다. 또한, photo diode array(PDA) 
spectrum을 측정하여 동한 spectrum을 나타내는지 확인하
였다.

직선성(Linearity) 및 범위

시험방법이일정한범위내에있는 p-coumaric acid 농도
에대하여직선적인측정값을얻어낼수있는능력을의미
하는 직선성을 검증하기위해 4개의농도의 검체를 3반복
하여 실험을 진행하였고, 분석 후 얻은 값의 피크 면적비
와 농도비의 관계를 알 수 있는 희귀분석을 통하여 표준
검량선을얻었다. p-Coumaric acid 표준품을 50% methanol
에용해시켜분석에필요한각각다른농도범위로 1, 2.5, 
5, 10 μg/mL를 만들었다. 농도별의 표준액을 각 3회씩
HPLC에 주입하여 p-coumaric acid 주입 농도와 피크면적
간의 결정계수, 기울기, y 절편을 구하였다.

정확성(Accuracy)

측정값을 이미 알고 있는 참값이나 표준값에 근접한
정확도로서 실측치가 참값에 얼마나 가까운가를 의미하
는 정확성을 검증하기 위해 p-coumaric acid(1 mg/mL)를
50% methanol에 녹여 최종농도가 1, 2.5, 5 μg/mL가 되도록
시험용액을 조제하고, 각각 3회씩 분석하였다. 직선성에
서 얻은 검량선을 이용하여 각 검액의 실측 농도 값을
구하였고, 실제 첨가된 이론 농도값에 대한 회수율(%)을
구하여 기준에 적합한지를 확인하였다.

정밀성(Precision)

동일 실험자가 동일한 조작 조건하에서 균일한 검체를
짧은 시간차로 반복분석 실험하여 얻은 측정값들 사이의
근접성을의미하는 반복성 실험을 진행하였다. 또한, 표준
용액과 동일한 농도로 조제한 시료를 분석하여 검량선을
작성한 다음, 시험용액에 p-coumaric acid 표준원액을
spiking 처리하여 최종 농도 1.0 mg/mL로 만든 후 시험용
액을 분석하였으며, 전 조작을 6회 반복 시험하여 반복성
(repeatability)과 실험실내 정밀성(intermediate precision)을
확인하였다. 시험을 통해 6회 측정한 농도 값 간의 평균, 
표준편차, 상대표준편차(relative standard deviation, RSD%)
를 구하였다.

검출한계(LOD) 및 정량한계(LOQ)

직선성의 검증을 통해 얻은 검량선의 기울기와 표준편
차를 통해 검출한계 및 정량 한계를 구하였다. p-Coumaric 
acid의 검출한계(limited of detection, LOD)는 시료에 포함
되는 지표성분의 검출이 가능한 최소량 또는 최저 농도, 
정량한계(limited of quantification, LOQ)는 시료에 포함되
어있는지표성분의정량이가능한최소량또는최저농도
로써 LOD와 LOQ는 반응의 표준편차와 검량선의 기울기
에 근거하여 산출하였다.

LOD = 3.3 × (SD / Slope of calibration curve)
LOQ = 10 × (SD / Slope of calibration curve)
SD: standard deviation of the response

삼채․강황복합추출물의 P-coumaric acid 함량 분석

진도산 삼채․강황 복합 추출물에 함유된 지표성분인
p-coumaric acid 함량을 분석하기 위해 1.0 g/100 mL 농도
의 시료를 3회 반복 분석하였으며, 표준용액의 크로마토
그램의 피크 면적을통하여 작성된 검량선에의해 삼채․
강황 복합 추출물 시료 중 함유된 p-coumaric acid 함량을
산출하였다. 

결과 및 고찰

분석조건 확립

삼채․강황 복합 추출물의 지표성분인 p-coumaric acid 
(Fig. 1)에 대해 분석을 실시하기 위해 column, 이동상의
종류 및 UV 검출 파장을 최적화하여 분석을 진행하였으
며, 그 결과는 Table 1과 같다.

특이성 확인

표준용액과 조제된 삼채․강황 복합 추출물 시험용액
에 크로마토그램을 비교하여 함유된 표준물질의 피크가
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분리되는지를 확인한 결과, 다른 물질 간섭 없이 단일한
피크로 분리되었으며, 표준용액의 피크유지시간과 시험
용액의 피크 유지 시간 또한 일치하였다(Fig. 2). 표준용액
과 시험용액의 PDA spectrum을 측정한 결과에서도 226.1
–309 nm에서 동일한 spectrum을 나타내어, 본 시험법의
특이성을 확인하였다.

직선성 및 범위

각 농도별로 단계적으로 조제한 표준용액을 HPLC로
분석하여 피크 면적비에 대한 농도비의 관계를 표시하는
표준검량선을 작성하였다. 측정한 1 - 10 μg/mL의 농도범
위에서 3회 분석하여 적성한 검량선의 결정계수(R2)는
0.9999 이상의 높은 직선성을 보였다(Fig. 3).

정확성

지표성분을 농도별로 시험용액을 조제하여 각 3회씩
분석한결과, Table 2에나타난바와같이표준물질의회수
율은 1 μg/mL의 농도에서 97.74±0.009, 2.5 μg/mL의 농도
에서는 99.71±0.007, 그리고 5 μg/mL에서는 101.02±0.024
의 범위의 높은 회수율을 보였으며, 분석오차 0.013%를
나타내었다.

정밀성

반복성(repeatability)과 실험실 내 정밀성(intermediate 
precision)으로 실험하였으며, 정밀도(RSD)를 측정한 결과
는 Table 3과 같다. 반복성 시험에서는 1.0 mg/mL의 농도
로 조제한 시험용액을 6회 반복하여 분석한 측정값이 평
균 106.8±0.4%를 나타내었고, 실험실 내 정밀성의 1차 시
험에서 1.0 mg/mL의 농도로 조제한 시험용액의 측정값이

Table1. Analytical conditions of HPLC for p-coumaric acid in 
Allium hookeri Thwaites 70% ethanol extract and Curcuma longa 
30% ethanol extract complex

Parameters Condition

HPLC system Waters 2695

Column
Agilent ZORABX Eclipse XDB-C18 

(5 μm, 4.6×250 mm, Santa Clara, CA,  
USA)

Detector UV 300 nm

Flow rate 1.0 mL/min

Column temperature 35℃

Injection volume 10 μL

Mobile phase Methanol:H2O (0.1% formic acid)=30:70

Fig. 2. The HPLC chromatograms of p-coumaric acid (1, 2.5, 5, 10 μg/mL) standards and spectrophotometer spectrum of p-coumaric 
acid (A). Allium hookeri Thwaites 70% ethanol extract and Curcuma longa 30% ethanolextract complex (1.0 g/100 mL), Allium hookeri 
Thwaites 70% ethanol extract and Curcuma longa 30% ethanol extract complex (B). 

Fig. 3. Calibration curve of p-coumaric acid standard solution.



한국식품저장유통학회지 제27권 제3호 (2020)360

평균 105.9±0.3%, 2차로 측정값은 105.8±0.2%를 나타냄으
로써 1차시험과 2차시험간의 RSD 0.2%로적합함을확인
하였다.

정량한계 및 검출한계

직선성 검증을 통해 얻은 검량선의 기울기와 표준편차
(y 절편)를 통해 검출한계를 구한 결과, 검출한계는 0.082 
μg/mL, 정량한계는 0.249 μg/mL 수준으로 나타났다. 이는
삼채․강황 복합 추출물 시료에 적용할 경우, 지표성분
p-coumaric acid의 함량이 약 2.3% 수준으로 함유하는 것
을 확인할 수 있었다(Table 4).

삼채․강황복합추출물중 p-coumaric acid 함량분석
삼채․강황 복합 추출물에 함유된 p-coumaric acid 함량

을분석하기전강황 30% 에탄올추출물단독으로지표성
분 확인 결과, 113.4 mg/100 g 함유하는 것을 확인하였다. 
이 위 결과를 바탕으로 복합물 시료를 1.0 g을 정밀하게

Table 2. Recoveries and relative standard deviations of p-coumaric 
acid in HPLC analysis for validation

Concentration 
(μg/mL)

Recovery 
(%) Mean±SD1) RSD (%)2)

5

100.4

101.02±0.024 0.486101.3

101.2

2.5

100.0

 99.40±0.007 0.297 99.7

 99.4

1

 98.6

 97.74±0.009 1.000 96.7

 97.8
1)Each values was the mean±SD (n=3).
2)Relative standard deviation.

Table 3. Precision data of analytical method for p-coumaric acid in Allium hookeri Thwaites 70% ethanol extract and Curcuma longa 
30% ethanol extract complex

Precision Concentration Recovery (%) Mean±SD1) RSD (%)2)

Repeatability 1.0

106.2

106.9

106.6 106.8±0.4 0.4

107.3

106.8

106.8

Intermediate
precision

1.0

106.4

105.9

105.3 105.9±0.3 0.3

106.2

105.6

105.9

1.0

105.4

105.8

105.7 105.8±0.2 0.1

106.1

105.9

105.7
1)Each values was the mean±SD (n=3).
2)Relative standard deviation.



HPLC analytical method for Allium hookeri Thwaites and Curcuma longa complex extract as functional ingredients 361

취하여 50% 메탄올에 녹여 100 mL 조제한 용액을 3회
반복하여 분석하였을 때, 복합물 중 2.3±0.09%(RSD 3.8%)
의 p-coumaric acid가 함유되어 있음을 확인하였다. 이상의
분석결과, 본 연구의 기기분석법과 유효성검증을 통해 삼
채․강황 복합추출물의 지표성분인 p-coumaric acid의 정
량분석하는데 있어 추가적인 기기의 설비 없이도 일반적
인 검출기인 HPLC/UV법을 적용하여 간편하게 p-coumaric 
acid를정량할수 있는분석 방법을 개발하여 그타당성을
검증하였다. 따라서 이러한 결과를 토대로 건강기능식품
기능성 원료로서 삼채․강황 복합추출물의 지표성분인
p-coumaric acid의 분석이 가능함을 확인하였다.

요 약

삼채․강황복합 추출물 골관절개선 건강기능식품 개발
을 위해선행연구로 air pouch arthritis 동물모델 및 adjuvant 
rhtumatoid arthritis 동물모델을 이용하여 삼채와 강황 복합
추출물 비율별(3:7, 5:5, 7:3) 골관절 개선 효능을 검색한
결과, 삼채․강황 7:3 비율의복합추출물에서골관절개선 
효능이 있는 것을 확인하였다(data not shown). 위 결과를
바탕으로삼채․강황 7:3 비율의복합추출물원료의표준
화를 위한 p-coumaric acid 함량 및 분석법 검증을 실시하
였다. 분석법 검증결과, HPLC를 이용한 분석방법에서 표
준용액의피크유지시간과삼채․강황의 7:3 복합추출물
의 피크 유지 시간이 일치하였으며, 동일한 spectrum을
나타내는 것으로 특이성을 확인하였다. p-Coumaric acid의
검량선은각각 1.0, 0.999, 0.999로 1에가까운높은직선성
을보여주어분석에적합함을알수있었다. p-coumaric acid
의 검출한계(LOD)는 0.082 μg/mL이었고, 정량한계(LOQ)
는 0.249 μg/mL로설정되었다. 정확성에서는 97.74±0.009–
101.02±0.024로 높은 수준의 p-coumaric acid 회수율을 보
였으며, 평균분석오차 0.013%로서 기순인 10% 이내를 만
족하였다. 또한, 반복성에서는 평균 106.8±0.4로 RSD 
0.4%를 나타내었고, 실험실 내 정밀성에서 RSD 0.2%, 완
건성에서는 RSD 4.8, 0.3, 3.6%를 나타내는 것을 확인하였
다. 한편, 삼채․강황 복합 추출물 중에는 지표성분인
p-coumaric acid가 2.3±0.09%(RSD 3.8%) 함유되어 있는 것
으로확인되었다. 이상의실험결과, 삼채․강황복합추출
물의 골관절개선 건강기능식품 지표성분인 p-coumaric 
acid의 HPLC-UV 분석방법은 특이성, 직선성, 정확성, 정

밀성, 반복성, 완건성 등의 모든 항목에서 validation 기준
에 적합한 시험 방법으로 확인되었다.
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