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Abstract:1)In this study three major curcuminoids in turmeric 
curcumin (1), demethoxycurcumin (2) and bismethoxycurcumin 
(3) were efficiently extracted by optimizing extraction condition 
and simultaneously identified using a fast and reliable RP- 
HPLC-UV-MS and TLC method. The analysis by the C18 

column was performed and the UV wavelength was fixed at 
425 nm. In this result, the total extraction yield of turmeric 
(Curcuma longa) was increased with extraction time from 
1 to 7 h. So, optimum extraction time is 4 h. Also, the highest 
yield of extraction amount 0.433g 8.66% was obtained 
by ultrasonic waves with quarter frequency kHz and an 
extraction time of 7 h. The experiment method was consistent 
with theoretical Value r2 = 0.987 (1), 0.997 (2) and 0.998 (3). 
Moreover, LC-MS analysis provided efficiently molecular 
weight information of three major curcuminoids in turmeric 
extracts and high purity (~95%) of the curcuminoids were 
obtained. This work offers would be useful for chemical and 
biological studies of natural plants and its products.
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1. 서론

전 세계적으로 환경오염 및 서구적 식생활 문화에 의한 성인
병 발생이 증가함에 따라 질병의 예방과 건강에 대한 관심
이 높아지고 있다. 각 나라는 오래전부터 전통 식물로부터 
전해오는 경험을 통해 질환 치료와 삶에 의존도를 개선시켜
왔으며 [1], 국내 · 외 연구자들은 과학적인 방법으로 효율적
인 삶의 질을 찾기 위해 노력하고 있다 [2]. 최근에는 한약재 
및 천연물의 관심이 제재 개발에 있어 중요한 척도로 자리잡
고 있으며 저해물질을 탐색하고 분리 및 정제함으로써 구조를 
규명하고 활성에 대한 저해기작뿐만 아니라 [3,4], 의약품, 기
능성 식품, 화장품 및 소재의 다양한 확보로 인해 제품개발
은 급속도로 발전되어 지고 있다. 그 중에서 난치성 질병을 
치료하기위한 광범위한 질환 연구가 주목받고 있다 [5].
  한약재로 널리 이용되고 식품첨가물로 잘 알려진 강황 
(turmeric; Curcuma longa)은 생강과에 속하는 다년생 초본
으로 카레의 주원료인 노란색을 나타내는 향신료의 성분
이며 [6,7], 아시아 국가에서 넓게 재배되고 있고 전세계적
으로 잘 알려져 있다 [8]. 상업적으로 이용되는 표준시료는 
curcumin (~77%), demethoxycurcumin (DMC, (~18%)), 
bisdemethoxycurcumin (BDMC, (~5%))로 함유되어 있고 [9], 
전통적으로 염증치료에 탁월하고 항산화작용, 항돌연변이
성, 간 해독, 항암 및 혈소판 응집억제 등의 효능이 보고되었
다 [10-12]. 특히 curcuminoids의 curcumin, DMC, BDMC
가 주된 생물활성 물질로 보고되었다 [13]. 이러한 강황으로
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부터 유용성분을 효율적으로 얻기 위한 추출방법으로는 전
형적인 용매추출법이 있으며 생리활성물질 추출분야의 산
업적 응용을 위한 물리적 가공법을 이용한 물질 특성을 비
교한 연구는 미흡한 실정이다 [14]. 추출용매는 수용성 메탄
올, 에탄올 및 물을 기반으로하는 용매가 많이 사용되고 증
류, 열 및 교반 추출의 적용은 낮은 추출 효율과 오랜 추출
시간이 소요된다. 따라서 추출시간을 단축하기 위하여 마이
크로웨이브, 초음파에너지를 이용한 추출공정이 소개되고 
있다 [14-16]. 이중에서 초음파 추출공정은 고주파와 저주
파의 사용에 따라 cavitation (공동화)의 강도는 달라지며 
미세한 공동화 현상인 cavity (공동)이 발생되어 시료에 
미세부분의 조직까지 쉽게 침투하여 추출효과를 향상 시킬 
수 있다 [17,18]. 또한 정량 및 정성 분석방법으로 LC-MS, 
GC-MS, HPLC 및 GC가 널리 사용되고, 특히 thin-layer 
chromatography (TLC)는 쉽게 접근하여 빠르게 분석 및 정
제를 할 수 있다 [19-21]. 따라서 본 연구에서는 한약재로 
널리 이용되고 식품소재로 잘 알려진 강황으로부터 초음파 
및 침적방법을 이용한 curcuminoids의 curcumin (MW = 
368), DMC (MW = 338) 및 BDMC (MW = 308)을 추출하여 
추출량의 최적조건을 제시하였으며 효율적인 활성소재 확보
를 위한 선택적추출 가능성을 검토하고 TLC, RP-HPLC 및 
LC-MS를 이용하여 추출량을 실험적으로 구하여 비교하였다.

    
2. 재료 및 방법

2.1. 실험재료 및 시약
본 연구에 사용된 강황 시료는 중국 지방에서 재배되었으며, 
한국한의학연구원 한의신약연구그룹에서 처리된 시료를 사
용하였다. 표준시료인 curcumin은 Sigma co. (제조국: 중국, 
순도: 80%)에서 구입하였다. 시료의 균일성을 위하여 수분
조절 용기 (desiccator)에 보관하여 사용하였고, 모든 시료들
은 주입하기 전에 막 여과지 (PVDF 0.2 µm, Waters co)를 
이용하여 여과를 하였다. 용매는 HPLC급 (99.9%)으로 메탄
올, 아세토나이트릴, 아세트산은 J.T. Baker (Phillipsburg, 
NJ, U.S.A.) 그리고 물은 2차 증류수 (Division of Millipore, 
Waters, Milford, MA, USA)를 사용하였다.

2.2. 강황의 표준시료
Curcumin의 표준시료 (순도: 80%) 4 mg을 고순도 메탄올 
20 mL취하여 200 ppm의 표준원액을 제조하였다. 

2.3. 용매추출방법
추출은 일정한 상온에서 수행 하였으며, 건조 분쇄된 시료
는 입자를 체 거름 (30 μm)으로 분별하여 시료로 사용하였고 
수분 함유량은 11.2%였다. 이후 강황분말 5 g을 500 mL 
비이커에 추출용매 메탄올 100% 200 mL을 첨가하여 초음
파 및 침적방법을 이용하여 추출 (시간 1~7 h) 하였다. 침적 
방법은 상온 (23℃ ± 1)에서 수행, 초음파 방법은 bath type의 
(Branson ultrasonic Co., Model No: 5510R-MTH, Overall 
size: W 16 mm × L 15.5 mm × H 14.5 mm, Reactor size: W 

11.5 mm × L 9.5 mm × H 6 mm, Frequency: 40 kHz, Intensity: 
135 Watt, Input solvent : water 9.5 L)로 반응기내 물의 초기
온도 (19℃ ± 1)에서 시작하여 최대 (49℃ ± 1)까지 증가하였
다. 추출물에는 많은 양의 불순물들이 포함되어 있기 때문
에 용매 추출 후 여지필터 (pore size: 5 μm)에서 감압 여과
하여 시료 잔유물과 분리시켜 감압 농축후 (10 mL) 동결
건조 (refrigerated vapor trap)를 하여 전체 추출 수율을 계산
하였다. 다시 각각의 시료는 메탄올 100%로 녹여 시료를 
멤브레인 필터 (FH-0.2 μm Waters Milford MA USA)로 
여과하여 시험용액으로 사용하였다. Fig. 1에서는 curcumin 
(1), DMC (2) 및 BDMC (3)의 구조식을 정리하여 놓았다. 

Fig. 1. Chemical structures of curcuminoids in turmeric.

2.4. 추출수율
초음파 및 침적방법의 각각의 추출물은 회전식 감압 농축 및 
동결건조 (refrigerated vapor trap)를 48 h 동안 진행되었고 
2차 반복 실험의 평균값을 적용하여 아래 보여지는 계산식을 
사용하였다.

Extraction yield (%, wt/wt) = 
Extracts dry weight
Sample dry weight  × 100

2.5. 기기 및 HPLC, LC-MS 분석조건
HPLC급 시약과 추출된 시료를 농축하기 위해서 회전식 증
발기 (LABO-THERM SW 200, Resona Technics co., Japan)
를 사용하였다. HPLC시스템으로는 Dionex co.의 3000 pump
와 injector에는 10 μL sample loop (Dionex, ID × L 0.18 × 
550 mm Viper 550 mm USA)가 연결되었고 데이타 처리는 
Dionex co.의 PC에 설치된 Chromeleon data acquisition 
system (Dionex version 7.0.1.272)과 HPLC-DAD를 사용
하였다. 또한 표준시료은 LC-MS (Varian: 500-MS IT Mass 
Spectrometer)를 사용하여 정량 및 정성분석을 하였다. 분석
에 사용된 컬럼은 5 µm 물질이 충전된 분석용 역상 컬럼 
Knauer Eurospher RP-column (250 × 3.0 mm, 5 μm, C18 
Germany)의 사용과 유속은 1.0 mL/min, 주입부피는 10 μL, 
컬럼오븐 온도 40℃로 고정하였다. UV detector는 DAD의 
파장범위를 200~500 nm로 하였고 , 크로마토그래피는 
425 nm로 나타내었다. 이동상은 이성분계 A: Water/acetic 
acid (99.9/0.1, vol.%), B: Acetonitrile/acetic acid (99.9/ 
0.1, vol.%)을 사용하여 (A: 60/B: 40 vol.%)까지 30 min동
안 일정용매 용출법으로 실험하였다. Table 1에서는 HPLC
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Extraction
method

Extraction
time (h)

tR (min) 
(#1)

tR (min) 
(#2)

tR (min) 
(#3)

Peak area 
mAU × mim (#1)

Peak area
mAU × mim (#2)

Peak area
mAU ×mim (#3)

Total peak area
mAU ×mim (# 1, 2,3)

Total
amount (g)

Yield
(%)

Dipping

1
2
3
4
5
6
7

18.413
18.263
18.090
17.990
17.947
17.883
17.887

16.047
16.010
16.047
15.903
15.857
15.835
15.827

14.100
14.077
14.030
13.910
13.970
13.963
13.957

2425.527
2552.626
2736.326
2914.744
3168.774
3236.153
3335.393

1039.110
1066.575
1120.341
1175.646
1181.988
1393.169
1386.445

978.197
1013.736
1068.382
1111.313
1125.140
1284.310
1244.260

4442.834
4632.937
4925.049
5201.703
5475.902
5913.632
5966.098

0.322
0.357
0.372
0.386
0.389
0.390
0.394

6.44
7.14
7.43
7.72
7.77
7.80
7.89

Ultrasonic 
wave

1
2
3
4
5
6
7

18.340
18.897
17.973
17.913
17.753
17.807
17.763

16.103
16.017
15.933
15.873
15.820
15.810
15.793

14.137
14.087
13.891
13.990
13.953
13.953
13.940

3502.759
3968.485
3995.024
4381.475
4664.532
4675.508
4603.603

1465.047
1615.897
1653.182
1686.446
1712.976
1746.883
1799.377

1428.301
1539.787
1589.695
1580.359
1608.836
1643.309
1680.212

6396.107
7124.169
7237.901
7648.280
7986.344
8065.700
8083.192

0.350
0.390
0.395
0.413
0.433
0.434
0.436

7.00
7.78
7.97
8.27
8.66
8.67
8.71

(yield (%) average error : ± 0.5~1)

Table 2. Content of curcuminoids from turmeric (Curcuma longa) by dipping and ultrasonic wave

의 분석조건을 보여주고 있다. 또한 silica XHL TLC plates 
glass (5 × 10 cm, 250 μm, Sorbent Tec., USA)를 사용하여 
확인하였다.

Table 1. HPLC operating conditions for the analysis in turmeric

HPLC System Conditions
RP Column
UV wavelength

Knauer Eurospher 100-7 C18

UV 425 nm

Mobile phase
(RP Isocratic elution)

A: Water 99.9 vol.% + acetic 
acid 0.1 vol.%

B: Acetonitrile 99.9 vol.% + acetic 
acid 0.1vol.% (A: 60/B: 40 vol.%)

Flow rate
Run time
Injection volume
Column oven temperature

1.0 mL/min
30 min
10 μL
40℃

3. 결과 및 고찰

본 연구에서는 기능성 물질 탐색 및 소재개발의 생산성 활용
에 적용하기 위해 강황에 포함된 curcumanoids의 curcumin 
(1), DMC (2) 및 BDMC (3)의 추출량을 실험적으로 고찰하
고 TLC, LC-MS및 RP-HPLC로 분석하여 추출량과 수치
계산에 의해 순수 물질분리를 하였다.

3.1. 최적 추출 및 UV, HPLC 분석 
강황으로부터 초음파 및 침적방법에 의해 추출된 curcumin 
(1), DMC (2) 및 BDMC (3)의 체류시간 (tR (min)) 피크
면적 (mAU × mim) 및 수율 %을 Table 2에 비교하여 나
타내었고 Fig. 2에서는 강황으로부터 curcumanoids의 추출 
및 정제 공정을 나타내었다. 이 실험조건에서 침적추출은 
(23℃ ± 1)에서 초음파추출은 (frequency 40 kHz, intensity 
135 watt, input solvent: water 9.5 L)로써 반응기 내 초기 
온도조건은 (19℃ ± 1) 에서 (추출시간: 1 h：10, 2 h：8, 

3 h：6, 4 h：3, 5 h：2, 6 h：1 및 7 h 0℃ ± 1)로 최
대 (49℃ ± 1)까지 약 (30℃ ± 1)의 온도가 증가되었고 
curcumin (1), DMC (2) 및 BDMC (3)의 체류시간은 각각 
17, 15, 및 13 min이었다. 추출수율 (%)은 침적방법에서 
(1~7 h: 6.48~7.89로 12.2% 증가)와 초음파방법에서 (1~ 
7 h: 7.00~8.71로 12.5% 증가)로 두 추출방법의 비교 결과 
1 h에서는 10.8% 7 h에서는 11%의 차이가 있었다. 또한 
curcuminoids 3가지 전체함량 (mAU × min)은 침적방법에
서 (1~7 h: 4442.834~5913.632로 33.1% 증가)와 초음파
방법에서 (1~7 h: 6396.107~8083.192로 26.4% 증가)로 
1 h에서는 44%와 7 h에서는 37%의 추출 효율을 보였다. 
이러한 초음파추출은 저주파 (40 kHz 이하)의 강한 cavitation 
(공동화)의 영향에 따라 짧은 시간 동안에 높은 추출효율을 
보여주는 추출 패턴이 [17,18], 시료의 조직에 따라 파장의 
침투력이 추출효과를 결정 짓는 변수 중 하나로 사료되며, 
초음파에너지가 증가하면 액의 분자간 응집력이 파괴되고 
미세한 cavitation (기포가 생성되는 현상)인 cavity (공동)이 
발생되며 [22], 이러한 충격파에 의해서 단시간 내에 물질
의 내부까지 강력한 에너지가 전파되며 추출되어 진다 [23]. 
이러한 에너지 세기는 강황에서도 용이하게 추출되었고 4 h
일 때 최적의 추출시간으로 판단되어 진다 (Fig. 3). Fig. 4
에서는 추출방법에 따른 크로마토그램을 보여주고 있다. 
전처리한 강황추출물을 분석용 컬럼을 사용하여 이동상 
1.0 mL/min 주입부피 10 μL와 425 nm의 실험조건에서 분
석하여 확인하였다. 여기에서 침적추출은 초음파추출에 비해 
낮은 intensity의 크로마토그램을 보이고 있으며 시료 중의 
각 성분인 curcumin (1), DMC (2) 및 BDMC (3)은 안정된 
intensity에 의해 최적의 분리 효율을 볼 수 있었다. 또한 
초음파 7 h에서 3가지 성분은 8083.192 (mAU × min)로 추출
되었고 전체 추출 함량은 0.433 g으로 (침적 7 h 0.393 g)
보다 12% 높았다. 이러한 결과는 일반적으로 추출시간이 
길고 에너지의 세기가 강해지면 유용성분의 구조들이 쉽게 
분해 (파괴)되어 목적의 유효성분이 일정부분 증가 또는 급
격히 감소되는 경우가 많이 보고되고 있다 [17,23]. 따라서 
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Fig. 4. Extraction efficiency of curcuminodis with dipping and ultrasonic wave using RP-HPLC. (mobile phase A : Water 99.9 vol.% + 
acetic acid 0.1 vol. %, B : Acetonitrile 99.9 vol.% + acetic acid 0.1vol.%, isocratic elution B: 40%, run time: 30 min, flow rate: 1.0 mL/min,
injection volume: 10 μL, wavelength: 425 nm).

실제적인 천연물 추출공정에서도 유용성분의 초음파 추출
은 많은 실험을 통하여 확인해야 할 것이며 frequency (kHz) 
intensity (watt) 시간 (min)과 온도 (℃) 그리고 시료의 조직
형태에 따라 추출 효율 및 유용성분의 영향은 다양한 변수
에 의하여 편차가 클 것으로 사료된다. Fig. 5에서는 UV 
detector (DAD)의 curcumin (1), DMC (2) 및 BDMC (3)의 
스펙트럼을 보여주고 있다. 파장의 범위는 200~500 nm로 하
였고 크로마토그래피는 425 nm로 나타내었다. 이때 curcumin 
(1), DMC (2) 및 BDMC (3)은 각각 425, 420 및 418로 확
인되었고 선행연구에서 보고된 결과와 일치하였다 [1]. 

Fig. 2. Extraction and purification process.

Fig. 3. Comparison of the turmeric yield with extraction time by 
dipping and ultrasonic wave. 

3.2. 수치분석 및 LC-MS 분석
크로마토그래피의 분리정제에 있어서 정량 및 정성분석
은 최적의 분리시간과 분리도 예측은 이동상의 조성과 유속 
및 주입량에 따라 그리고 물질에 따라 다르게 정의되며 
모든 조건을 실험적으로 확인하여 최적조건의 상관도를 정
하기가 어렵다. 여기에서는 주입량에 따른 분리도를 실험
상관식으로 예측하였다. 표준물질 200 ppm을 이용한 유속 
1.0 mL/min에서 주입부피 2, 4, 6, 8, 10 및 15 μL를 증가시
켜 실험값과 이론값을 비교하여 나타내었다 (Fig. 6). 이때 
피크면적은 일정하게 증가하였고 (Fig. 6 (a)). 실험에서의 매
개변수는 선형방정식 Eq.1에 의하여 계산 할 수 있었다. 

                      (1)
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  여기에서 a, b는 독립변수이고, r2는 Eq. 2에 의해 상관도
를 나타낼 수 있었다. 따라서 X는 피크면적 (mAU × min) 
이며, Y는 함량 (mg, ug)으로 나타낼 수 있다. 그 결과
curcumin (1), DMC (2) 및 BDMC (3)의 실험값은 각각 
0.987, 0.997 및 0.998로 이론값과 매우 잘 일치 하였다.

Fig. 5. UV Spectrophotometer spectrum of curcumin, DMC and 
BDMC.

Fig. 6. Comparison of experimental and theoretical value of 
standard solution with injection volume. (a: injection volume : 2, 4, 
6, 8, 10, 15 μL, b : curcumin, c: DMC, d: BDMC.

  Fig. 7에서는 최적 추출조건인 (초음파 4 h)의 추출물을 
분석한 크로마토그램을 보여주고 있다. 이 결과 이동상 조
성, 컬럼오븐 온도 및 주입량에 따른 분리능은 우수하였고 
이동상에 따른 주입량의 실험상관식을 신뢰할 수 있었다. 
Fig. 8에서는 curcuminoids각 성분을 표준물질의 체류시간
으로부터 확인된 추출물의 크로마토그램이다 (Fig. 7 분취; 

약 30 mL의 순수한 양). 각각의 체류시간은 (분취 # 1) : 
17.824, (분취 # 2)：15.735, (분취 # 3)：13.869 min이며 
표준물질의 체류시간과 비교되었다. 또한 연속분석 방법에
서 LC-MS 분석은 curcumin (1), DMC (2) 및 BDMC (3)
에 대하여 분자량은 [M+H]+, m/z 369.3, 339.3 및 309.3
을 명확히 보여주고 있다 (Fig. 9). 따라서 본 연구에서 수행
된 연구 결과는 사실을 실험적으로 입증하는 기초자료로 
이용될 수 있다.

Fig. 7. Chromatogram of fraction collected (# 1, # 2 and # 3) with 
curcuminoids from turmeric by Ultrasonic wave at 4 h. (mobile 
phase A: Water 99.9 vol.% + acetic acid  0.1 vol.%, B: Acetonitrile 
99.9 vol.% + acetic acid 0.1 vol.%, isocratic elution B: 40%, run 
time: 30 min, flow rate: 1.0 mL/min, injection volume: 10 μL, 
wavelength: 425 nm).

Fig. 8. HPLC chromatograms of pure curcumin (a), pure DMC (b), 
pure BDMC (c) and curcuminoids showing peaks (d): curcumin 
(1); DMC (2); BDMC (3) elution monitored at 425 nm.
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Fig. 9. MS spectra profile of the commercially available standard 
curcumin (80%). (Shown the fig. 8. standard samples)

4. 결론

강황으로부터 생물활성 물질인 curcuminoids의 curcumin 
(1), DMC (2) 및 BDMC (3)의 효율적인 활성소재 확보를 
위한 선택적 추출은 C18 컬럼 사용과 유속은 1.0 mL/min, 
주입부피는 10 μL, 컬럼오븐 온도 (40℃, UV 파장 425 nm
을 고정시켜 전 처리한 추출액에 포함된 유용성분을 일정
용매 용출법으로 분석하고 추출조건을 실험적으로 모색하여 
최적조건을 제시하였다. 또한 초음파 및 침적방법을 추출
시간 (1~7 h)의 변화에 따라 RP-HPLC-UV, TLC, LC-MS
를 연속적으로 확인하여 정성 및 정량을 할 수 있었다. 위 
연구결과에 의하면 초음파 7 h에서 0.433 g 8.66%으로 추
출 효율이 가장 우수하였고 최적의 추출조건은 4 h이다. 수
치분석 상관도는 curcumin (1), DMC (2) 및 BDMC (3)은 
200 ppm에서 각각 r2 = 0.987, 0.997 및 0.999로 이론값과 
매우 잘 일치 하였고 고순도 (95% >) curcuminoids의 화합
물을 얻을 수 있었다. 이것은 강황의 추출가공 연구시 기초
자료로 충분한 가치가 있다고 판단된다.
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