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Abstract Three major curcuminoids in turmeric (Curcuma

longa), curcumin, demethoxycurcumin, and bisdemethoxycurcumin,

were efficiently extracted by optimizing extraction condition and

simultaneously analyzed and identified using reverse phase high-

performance liquid chromatography, thin-layer chromatography,

and liquid chromatography-mass spectrometry method. The

highest yield of extraction amount 0.279 g, 9.30% was obtained

by dipping method with extraction time of 7 h.
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국내·외 연구자들은 과학적인 방법으로 효율적인 삶의 질을

찾기 위해 육상 및 해양 천연물로부터 유용성분들을 얻기 위한

연구를 오래전부터 시도하고 있다. 특히 천연보존료 개발의 목

적으로 허브류와 한약재 연구가 활발히 이루어지고 있으며(Naik

등, 2011), 이 중에서 식품 및 한약재 소재로 잘 알려진 강황은

오래전부터 아시아와 동남아에서 재배되어온 향신료의 성분이

다(Choi, 2009; Oh 등, 2011). 효능 및 효과를 살펴보면 천연

색소들은 오랫동안 항산화, 항염증, 해독작용 등의 다양한 생리

활성이 있는 것으로 알려져 있어 그 기능적 가치가 더욱 높아

지고 있다(Singh 등, 2010; Zhao 등, 2011). 또한, 황색 색소로

서 curcumin이 0.3% 들어있고 특유한 향이 있는 정유로써

turmerone과 dehydroturmerone이 1~5% 들어 있다(Choi, 2009).

특히 curcuminoids의 curcumin (MW=368), demethoxycurcumin

(DMC MW=338), bisdemethoxycurcumin (BDMC MW=308)

은 주된 생리활성물질로 보고되었다(Li 등, 2011). 이러한 생리

활성물질을 얻기 위한 방법으로 전형적인 용매추출법이 주로 사

용되고 있으며(Wakte 등, 2011), 분리기술의 중요성은 더 주목

받고 있다. 따라서 제한된 기술과 맞춤형 고순도, 중순도, 저순

도의 기술적 조절이 가능해야 할 것이다(Jin 등, 2006). 이에 생

물분리기술은 혼합물을 신속하고 고순도로 정제하는 기술뿐만

아니라 생산을 위한 제조용 공정에도 많이 사용되고 탁월한 분

리 능을 갖고 있다(Row, 1995). 2000년대 국내 바이오산업의

네트워크 특성은 한방 및 바이오 산업체 원료 및 제품 품질검

사, 제품개발(제제개발, 시범생산) 활성화, 천연물소재 정보제공

및 효능탐색, 기업과의 공동 연구개발을 통한 천연물 연구분야

가 활발히 이루어지고 있다. 따라서 기능성 식품, 의약품 및 기

능성소재 개발을 위한 관능적으로 우수한 표준화된 추출법 개

발과 생리적 특성 비교를 통해 대량생산을 위한 벨리데이션의

원천기술확보가 필요하다(Jung 등, 2004).

본 연구에서는 이러한 고부가가치를 얻기 위한 정량 및 정성

분석방법으로 Liquid Chromatography-Mass Spectrometry,

HPLC 및 Thin-Layer Chromatography (TLC)를 쉽게 접근하여

빠르게 분석 및 정제하고(Zhang 등, 2008), curcumin, DMC

및 BDMC를 추출하여 추출량의 최적조건을 제시하였으며, 효
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율적인 활성소재 확보를 위한 선택적 추출의 가능성을 검토하

였고, 주요 성분인 curcumin의 고순도 분리를 통해 상용공정의

기초데이터를 실험적으로 구하여 비교하였다.

연구에 사용된 강황 시료는 중국에서 재배되었으며, 2011년

3월 (주)서룡상사/영천 현대약업사에서 수입 및 구매하여 한국

한의학연구원 융복합연구센터에서 2011년 5월 처리된 시료를

사용하였다[Color and appearance specification/results: dark

yellow powder, formonetin content: no less than 0.2%/

0.25%, loss on drying: not more than 8%/5%, total heavy

metals (As, Pd, Cd, Hg): 10 ppm/1 ppm, total coliforms: not

detected]. 표준시료인 curcumin은 Sigma co. (Shanghai, China,

순도: 80%)에서 구매하였다. 시료의 균일성을 위하여 수분조절

용기(desiccator)에 보관하여 사용하였고 모든 시료는 주입하기

전에 막 여과지(PVDF 0.2 µm, Waters Co., Milford, MA)를

이용하여 여과하였다. 용매는 HPLC 급(99.9%)으로, 메탄올, 아

세토나이트릴, 아세트산은 J.T. Baker (Phillipsburg, NJ)에서 구

매하였으며, 물은 2차 증류수(Division of Millipore, Waters)를

사용하였다.

Curcumin의 표준시료 4 mg을 메탄올에 용해하여 200 ppm의

표준원액을 제조하였다. 추출은 상온에서 수행하였으며 건조 분

쇄된 시료는 입자를 체 거름(30 µm)으로 분별하여 시료로 사용

하였고 수분 함유량은 11.2%였다. 이후 강황분말 3 g을 200 mL

비커에 담고 추출용매로는 100% 물, 100% 메탄올, 80, 60,

40, 20% 수용성 메탄올, 100 mL을 각각 첨가하여 침적방법을

이용하여 추출(4시간)하였다. 또한 추출수율 및 함량의 변화를

알아보기 위하여 100% 메탄올, 100 mL을 각각 첨가하여 침적

추출(1~7시간) 동안 시행하여 확인하였다. Table 1에서는 추출

용매 조성에 따른 3가지(#1, #2, #3) 성분의 추출효율과 이동상

조성에 따른 동시분석 조건을 비교하여 나타내었다. 침적방법은

상온(23oC, ±1)에서 추출하였고, 추출물에는 많은 양의 불순물

들이 포함되어 있기 때문에 용매 추출 후 여지 필터(pore size:

5 µm)에서 감압 여과하여 시료 잔류물과 분리했고, 감압 농축

후(10 mL) 동결건조(refrigerated vapor trap)를 48시간 동안 진

행하였으며 전체 추출 수율은 실험의 평균값으로 계산하였다.

각각의 시료는 2차 반복 추출 후 시험용액으로 사용하였다.

시약과 추출된 시료를 농축하기 위해서 회전식 증발기(LABO-

THERM SW 200, Resona Technics Co., Wangen, Switzerland)

를 사용하였다. HPLC시스템으로는 Dionex Co.의 3000 pump와
10 µL sample loop (ID × L 0.18 × 550 mm Viper 550 mm;

Dionex, Sunnyvale, CA)가 연결되었고 데이터 처리는 PC에 설

치된 Chromeleon data acquisition system (Dionex version

7.0.1.272)과 HPLC-DAD를 사용하였다. 표준시료는 LC-MS

(Varian: 500-MS IT Mass Spectrometer)를 사용하여 정성분석

을 하였다. 분석에 사용된 컬럼은 5 µm 물질이 충전된 분석용

역상 컬럼 RS-tech-column (250×4.6 mm, 5 µm, C18, Daejeon,

Korea)이며 유속은 1.0 mL/min, 주입부피는 10 µL, 컬럼 오븐

온도는 40oC로 고정하였다. UV 검출기는 DAD의 파장범위를

200~500 nm로 하였고 크로마토그래피는 425 nm로 나타내었다.

이동상은 이성분계로 A: 물/아세트산(99.9/0.1 vol.%), B: 아세

토나이트릴/아세트산(99.9/0.1 vol.%)을 사용하여(A:B, 50:50

vol.%) 30분 동안 일정용매 용출법으로 실험하였다. 또한 TLC

분석은 silica XHL TLC plates glass (5×10 cm, 250 µm,

Sorbent Tec., Norcross, GA)를 사용하여 확인하였다.

본 연구는 분리기술 중에서 동시분석 및 추출수율 확인이 탁

월한 크로마토그래피를 사용하였으며 최적 HPLC 분석방법을

적용하기 위해(Row, 1995) 이동상조성을 변화하여 비교 평가하

였다. Fig. 1에서는 5 µm 물질이 충전된 분석용 C18 역상 컬럼

을 사용하여 일정용매조성법으로 분석한 결과를 보여주고 있다.

아세토나이트릴의 함량에 따라 이동상의 밀도와 점도가 감소 또

는 증가하게 되고 용질의 확산(diffusion) 및 분산(dispersion)이

쉬워진다. 아세토나이트릴의 함량(60 vol.%)을 증가하게 되면,

물질 사이의 각 체류시간은 curcumin 5.46분, DMC 5.01분,

BDMC 4.60분 이내로 단축되었고, 분리도가 1.5 이하로 낮아진

다. 이것은 시료가 컬럼에 잠깐 머물러 있어서 짧은 분리시간

과 빠른 시료의 용출로 말미암아 컬럼 효율에 큰 영향을 미치

고 피크의 폭은 감소하여 분리도(R)은 좋을 수 있으나 각 성분

Table 1 Quantitative analysis of curcuminoids from turmeric

Extraction
method

Extraction
solvent

Time
(h)

Peak area #1
(%, mAU × min)

Peak area #2
(%, mAU × min)

Peak area #3
(%, mAU × min)

Three peak area
(%, mAU × min)

Total Amount
(g)

Yield
(%)

Dipping

100% Water
100% Methanol
80% Methanol
60% Methanol
40% Methanol
20% Methanol

4

56.38(0.19)
60.61(352.43)
49.11(169.59)
40.58(43.19)
23.26(0.93)
32.40(0.34)

15.01(0.05)
20.29(117.99)
22.52(77.76)
18.01(19.16)
7.54(0.30)
9.81(0.10)

9.66(0.03)
16.21(94.26)
20.971(72.40)
16.31(17.36)
5.53(0.22)
7.91(0.08)

81.05(0.27)
97.11(564.68)
92.60(319.75)
74.90(79.71)
36.33(1.45)
50.12(0.52)

0.680
0.240
0.503
0.556
0.445
0.411

22.7
8.1
16.8
18.5
14.8
13.7

Extraction
time

100% Methanol

1
2
3
4
5
6
7

53.92(1254.8)
52.58(1272.4)
53.72(1286.4)
53.29(1314.7)
52.38(1334.1)
52.11(1348.9)
52.81(1339.8)

9.73(530.82)
23.61(547.14)
23.10(569.81)
23.60(590.18)
23.73(604.28)
23.30(617.36)
23.71(622.98)

8.60(486.11)
21.95(507.43)
21.42(518.11)
21.46(548.83)
22.18(564.82)
21.95(579.14)
22.24(586.82)

72.25(2271.82)
98.14(2326.57)
98.24(2374.31)
98.35(2453.68)
98.29(2503.11)
97.36(2545.35)
97.76(2548.81)

0.187
0.196
0.206
0.237
0.259
0.271
0.272

6.233
6.533
7.866
8.420
8.633
9.033
9.066

Mobile phase Tempera
ture
(oC)

 tR 
 (min) 
 # 1

 tR 
 (min) 
 # 2

 tR 
 (min) 
# 3

Peak area #1
(%, mAU × min)

Peak area #2
(%, mAU × min)

Peak area #3
(%, mAU × min)Water (A) ACN (B)

60
50
40

40
50
60

23
 23.97
 10.39
 5.46

 20.77
 9.23
 5.01

 17.94
 8.19
 4.60

66.85(229.76)
78.9(242.36)
77.07(242.85)

15.10(51.89)
16.79(51.59)
16.27(51.28)

3.32(11.42)
2.98(9.15)
3.26(10.27)
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사이의 분리는 좋지 않게 될 수 있다(Jin 등, 2006). 반대로 아

세토나이트릴의 함량(40 vol.%)이 감소할 경우 컬럼 내에 시료

의 체류시간이 증가하게 되어 분석시간이 길어지지만 각 성분

의 좋은 분리 및 분리도(R)를 가질 수 있다. 이 경우 각 물질

의 체류시간은 각각 curcumin 23.97분, DMC 20.77분, BDMC

17.94분이다. 따라서 분리도(R)를 1.5 이상으로 유지하기 위해

서 최적의 분리시간과 분리도 예측은 이동상조성, 유속, 주입량

그리고 물질에 따라 다르게 정의되고 유속변화와 조성을 변화

시키는 구배용매조성법(gradient mode)을 적용하는 방법도 고려

해야 할 것이다(Chang 등, 1997). 또한 물질의 부피를 고려한

아세토나이트릴(50 vol.%) 일 때 각 물질의 체류시간은 각각

curcumin 10.39분, DMC 9.23분, BDMC 8.19분으로 최적화로

판단되어 진다. 이러한 분석조건을 기초로 정성분석을 위해

100% 메탄올(선행결과에 따라 제시된 100% 메탄올)을 사용하

여 서로 다른 추출시간(1~7시간)에 따른 추출변화를 확인하였

다. 추출시간이 1시간일때 피크면적(mAU × min, %)은 curcumin

53.92%, DMC 9.73%, BDMC 8.60%이고 4시간일때 curcumin

53.29%, DMC 23.60%, BDMC 21.46%이였고, 7시간일때,

curcumin 52.81%, DMC 23.71%, BDMC 22.24%으로, 3가지

성분의 전체 피크면적(mAU × min, %)은 각각 72.25, 98.35,

97.79%이였다. 또한 수율변화와 전체 추출함량은 4시간일때

0.237%과 8.420 g으로 4시간 이후에는 추출변화의 폭이 크지 않

았다(Mandal 등, 2008). 또한 크로마토그래피의 분리정제에 있

어서 최적의 분리시간과 분리도 예측을 유속에 따른 분리도를

실험상관식으로 예측하였다. 표준물질 200 ppm을 이용한 주입

부피 10 µL에서, 유속 1.0, 0.8, 0.6, 0.4 mL/min를 변화시켜 실

험값과 이론값을 비교하여 나타내었다(Fig. 2A, B, C). 이때 피

Fig. 1 Separation efficiency of curcuminoids with different mobile phase
compositions using RP-HPLC. Isocratic elution B: 40, 50, and 60%, run
time: 30 min, flow rate: 1.0 mL/min

Fig. 2 Shift of the retention time of curcuminoids with mobile phase
flow rates using RP-HPLC.
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크면적과 체류시간은 일정하게 증가하였고 실험에서의 매개변

수는 선형방정식 Eq.1, 2에 의하여 계산할 수 있었다.

y = ax + b (1)

y = a2x
2+ a1x + b (2)

여기에서 a, b는 독립변수이다. 그 결과 curcumin (1), DMC

(2) 및 BDMC (3)의 실험값은 각각 0.999로 이론값과 매우 잘

일치 하였다. Fig. 3A에서는 추출용매에 따른 100% 메탄올,

80, 60, 40% 수용성 메탄올과 구조식을 보여주었고 Fig. 3B에

서는 100% 메탄올(1~7시간)의 크로마토그램과 UV 흡광도를 보

여주고 있다. 크로마토그램에서 보이는 것처럼 100% 메탄올은

안정된 감도를 보여주고 있으며(Gilda 등, 2010), 각각의 체류

시간은 curcumin (1): 10.39분, DMC (2): 9.23분, BDMC (3):

8.19분이며 표준물질의 체류시간과 비교되었고 최적의 분리 효

율을 볼 수 있었다(여기서 추출 효율이 낮은 100% 물, 20%

수용성 메탄올은 나타내지 않았다). 또한 UV 검출기(DAD) 파

장의 범위는 200~500 nm로 하였고 크로마토그래피는 425 nm로

나타내었다. 이때 curcumin (1), DMC (2), BDMC (3)은 각각

425, 420 및 418 nm로 확인되었고 선행연구에서 보고된 결과와

일치하였다(Lee와 Choung, 2011). Fig. 4에서는 Fig. 3B에서

분획한 추출물(7시간)을 분석한 크로마토그램이다. Curcuminoids

중에서 메이져 물질인 curcumin (# 1)을 선택적으로 추출하였

고 curcumin(순도+98%)의 고순도 물질을 TLC에 의해 쉽게 접

근하여 빠르게 분석할 수 있었다(Zhang 등, 2008). 또한 연속

분석 방법으로 LC-MS 분석은 curcumin # 1에 대하여 분자량

은 (M+H)+, m/z 369.3을 명확히 보여주고 있다(Jain 등, 2007;

Li 등, 2011). 결론적으로 강황으로부터 생물활성 물질인

curcuminoids의 curcumin (1), DMC (2), BDMC (3)의 효율적

인 활성소재 확보를 위해 전처리한 추출액에 포함된 유용성분

을 일정용매 용출법으로 분석하고 추출 및 분석 조건을 실험적

으로 모색하여 최적조건을 제시하였다. 또한 RP-HPLC-UV,

TLC, LC-MS를 연속적으로 확인하여 정성분석을 할 수 있었다.

이것은 강황의 추출, 가공 및 고순도 분리 연구 시 기초자료로

충분한 가치가 있다고 판단된다.
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