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요 약: 본 연구는 노루오줌(Astilbe chinensis) 추출물을 기능성 화장품소재로 개발하기 위해 avicularin, 

quercitrin을 지표성분으로 선정하고, 품질관리를 위해 high performance liquid chromatography (HPLC)를 

이용하여 분석법을 개발하였다. 분석용 칼럼은 Capcell Pak C18 MGII을, 이동상은 0.05% (v/v) trifluoroacetic 

acid (TFA)와 아세토니트릴을 사용하여 컬럼 온도는 30℃ 에서 유속 1.0 mL/min 로 검출파장은 254 nm에서 

검출하였다. International conference on harmonization (ICH) 가이드라인(version 4, 2005)을 근거로 하여 

특이성, 직선성, 정밀성, 정확성, 검출한계 및 정량한계를 분석하여 분석방법을 검증하였다. 분석결과, 검출한

계 및 정량한계는 avicularin 0.094 및 0.285 mg/mL, quercitrin 0.031 및 0.095 mg/mL로 나타났으며, 

검량곡선은 상관계수 값이 avicularin 0.99990, quercitrin 0.99994로 양호한 직선성을 보였고 정밀성 분석결

과도 avicularin 0.59%, quercitrin 0.63% 이하로 확인되었다. 또한, 회수율은 avicularin 100.97 ∼ 101.77%, 

quercitrin 100.18 ∼ 100.32% 범위로 정확성이 있음을 알 수 있다. 따라서, 본 분석법은 노루오줌 추출물 

지표성분의 분석법으로 적합한 시험법임이 검증되었다. 

Abstract: This study attempted to eatablish a high performance liquid chromatography (HPLC) analysis method for 

the determination of avicularin, quercitrin as a part of the quality control for the development of functional cosmetic 

materials from Astilbe chinensis extract. HPLC was performed on a Capcell Pak C18 MGII column with a gradient 

elution of 0.05% (v/v) trifluoroacetic acid (TFA) and acetonitrile at a flow rate of 1.0 mL/min at 30 ℃. The analyte 

was detected at 254 nm. The HPLC method was performed in accordance with the international conference on 

harmonization (ICH) guideline (version 4, 2005) of analytical procedures with respect to specificity, precision, accuracy, 

and linearity. The limits of detection and quantitation of avicularin and quercitrin were 0.094 and 0.285 mg/mL, 0.031 

and 0.095 mg/mL respectively. Calibration curves showed good linearity r2 > 0.99990 for avicularin and r2 > 0.99994 

for quercitrin. Precision of analysis was satisfied with less than 0.59% for avicularin and 0.63% for quercitrin. Recoveries 
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of quantified compounds ranged from 100.97 to 101.77% for avicularin and 100.18 to 100.32% for quercitrin. These  

result indicated that the established HPLC method is very useful for the determination of marker compounds in A. 

chinensis extracts.

Keywords: Astilbe chinensis, avicularin, functional cosmetic, HPLC, quercitrin, validation

1. 서  론

최근 고령화 사회로 접어들면서 식의약품, 기능성화장

품 및 건강기능식품 등 health care 관련 분야의 관심이 급

속도로 증가하고 있다. 특히 천연 바이오소재를 이용한 기

능성 화장품이 각광 받고 있으며 기능성의 범위가 미백, 

주름개선, 자외선 차단 등에서 염모, 탈모 및 여드름 완화 

및 아토피성 피부의 보습 등으로 세분화되었고 합성 화장

품 소재에 대한 안전성 규제 강화, 동물실험 금지 등 연구 

환경의 변화로 인해 생물학적 활성을 나타내는 천연물 기

반 소재에 대한 연구 사례가 증가하고 있다[1].

이와 같은 천연식물 소재를 이용한 연구는 지질학적 

차이와 생육환경의 특성에 따라 구성성분 및 성분 함량

의 차이가 나타난다. 따라서 양질의 제품을 생산하기 위

해 원료 단계에서부터 품질관리가 중요시되고 있으며, 지

표성분 설정 및 분석법 확립을 통한 원료의 기능성과 안

전성을 과학적으로 증명하기 위한 분석법 유효성 검증

(method validation)이 필수적이다[2-4].

노루오줌[Astilbe chinensis var. davidii Fr.]은 범의귀과

(Saxifragaceae)의 다년생 초본이며 국내 전역에 분포하고 

산지, 냇가 및 습지에 자생하며 뿌리는 적승마(赤升麻), 전

초는 낙신부(落新婦)라고 하여 청열(淸熱), 지해(止咳), 해

열(解熱), 해독(解毒) 및 거풍(祛風) 등에 사용되었다[5,6].

노루오줌으로부터 분리된 성분으로는 flavonoid[7], tri-

terpenoids [8-10], isocumarin[5] 등이 있으며, 이러한 화합물

과 노루오줌 추출물에 대한 항산화 활성[5,6]이 다수 보고

되었다.

항산화 효능은 주름 개선, 미백, 보습뿐 아니라 항염, 항

균 등 전반적인 피부 관련 기능성에 관여하고 있으며[11- 

13], 특히, 노루오줌에 함유되어있는 성분인 avicularin과 

quercitin과 같은 polyphenol계열 화합물들은 항산화[14,15], 

미백[16, 17], 피부 노화 예방[18] 등의 효능이 알려져 있어 

향후, 이러한 성분이 함유되어 있는 노루오줌은 화장품 원

료로의 개발 가능성이 높을 것으로 사료된다.

따라서, 본 연구에서는 노루오줌 추출물을 기능성 화장

품 원료로 개발하기 위해 노루오줌 추출물의 주요 함유성

분인 avicularin과 quercitrin을 지표성분으로 선정하고, 이 

성분을 이용한 분석법을 확립하기 위하여 분석법 validation

을 실시하였다.

2. 재료 및 방법

2.1. 실험재료

본 실험에 사용한 노루오줌은 국립 DMZ 자생식물원에

서 강원도 양구지역에서 채취하여 음건한 시료를 제공받

았다. 건조된 시료를 분쇄하여 50% 에탄올(Samchun Pure 

Chemical, Korea)을 이용하여 상온에서 24 h 동안 침지하여 

2회 추출하였다. 추출물은 여과 및 감압 농축한 후 동결 

건조하여 분말(수율: 5.8%)로 제조한 것을 사용하였다. 추

출물은 50% 메탄올(Burdick & Jackson, Korea)에 녹여 0.45 

μm membrane filter로 여과한 후 HPLC 분석에 사용하였다.

2.2. 표준용액 조제

HPLC 분석에 사용한 표준품 avicularin (99.44%) 및 

quercitrin (99.39%)은 Chengdu Biopurify Phytochemicals 

(China)에서 구입하여 사용하였다(Figure 1). 표준용액은 

avicularin 및 quercitrin 5.0 mg을 50% 메탄올에 녹여 50 

mL의 표준원액을 조제하였다. 이를 50% 메탄올에 희석한 

표준용액을 이용하여 avicularin 및 quercitrin 함량을 구하

였다.

Figure 1. Chemical structure of (a) avicularin and (b) quercitrin.
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2.3. HPLC 분석

HPLC 1100 (Agilent Technologies, USA) 시스템을 사용

하여 측정하였다. 분석에 사용된 칼럼은 Capcell Pak C18 

MGII (4.6 × 250 mm, 5 μm, Shiseido, Japan)을 사용하여 

Table 1과 같은 조건으로 avicularin 및 quercitrin 성분이 

분리되도록 흘려주었으며 검출파장은 254 nm에서 검출

하였다.

Items Conditions

Instrument HPLC 1100 series (Agilent Technologies)

Mobile phase

A: Water (0.05% TFA) 
B: Acetonitrile

Gradient

Time (min) % A % B

0 82 18

45 82 18

46 0 100

60 0 100

post time: 10 min

Column
Capcell Pak C18 MGⅡ 
(4.6 × 250 mm, 5 μm)

Column temperature 30 ℃
Flow rate 1.0 mL/min

Injection volume 10 μL

Detection UV 254 nm

Table 1. HPLC Conditions for the Quantitative Analysis of 

Avicularin and Quercitrin

2.4. 분석법 검증

기능성 화장품 원료로 등록하기 위한 지표성분으로서 

ICH 가이드라인을 근거로 하여 특이성(specificity), 직선

성(linearity), 정밀성(precision), 정확성(accuracy), 검출한계

(limit of detection, LOD, S/N = 3.3) 및 정량한계(limit of 

quantitation, LOQ, S/N = 10)를 분석하여 분석방법을 검증

하였다.

2.4.1. 특이성

불순물, 분해물, 배합성분 등의 혼합 상태에서 분석대

상물질을 선택적으로 정확하게 측정할 수 있는 능력을 

말하는 것으로 확립된 분석법을 통하여 분리된 각각의 

피크가 추출물 내의 다른 화합물과 분리가 되었는지 피

크를 검토하여 확인하였으며 photo diode array (PDA) 스

펙트럼을 측정하여 동일한 스펙트럼을 나타내는 지도 확

인하였다.

2.4.2. 직선성

분석대상물질의 농도에 대해 직선적인 측정값을 얻어 

낼 수 있는 능력을 말하는 것으로 노루오줌 추출물을 1.28, 

2.24, 3.2, 4.16, 5.12 mg/mL의 농도로 각각 조제하여 3회 

반복 측정하였고 또한 표준품로 직선성을 확인하기 위해 

avicurarin을 4, 7, 10, 13, 16 μg/mL의 농도로 그리고 

quercitrin은 8, 14, 20, 26, 32 μg/mL의 농도로 측정하였으

며 피크면적과 시료 농도를 변수로 하여 검량선을 작성하

고 작성한 검량선의 상관계수(R2)값을 이용하여 직선성을 

확인하였다.

2.4.3. 정밀성

균일한 검체로부터 여러 번 채취하여 얻은 검체를 정해

진 조건에 따라 측정하였을 때 각각의 측정값들 사이의 

근접성(분산정도)를 말하는 것으로 반복성(repeatability)은 

동일시험실내에서 동일한 시험자가 동일한 장치와 기구 

등 동일 조작 조건하에 균일한 검체로부터 얻은 복수의 

검체를 짧은 시간차로 반복 분석하여 얻은 측정값들 사이

의 근접성을 보기위하여 6회 주입하여 면적과 머무름 시

간의 재현성을 확인하였다. 실험실내 정밀성(intermediate 

precision)은 균일한 검체로부터 여러 번 채취하여 얻은 시

료를 동일 실험실내에서 다른 실험일자을 이용하여 얻은 

측정값들 사이의 근접성으로 상대표준편차(RSD)로 판단하

였다. 일내분석(intra-day)는 1일 3구간 진행하였고 일간분

석(inter-day)는 1일 1구간으로 3일간으로 나누어 진행하여 

변이성을 측정하였다.

2.4.4. 정확성

시료를 3가지 농도(1.6, 3.2, 4.8 mg/mL)로 조제하고 동

일한 분석조건으로 6회 반복 주입하여 얻은 결과를 회수

율(recovery)로 나타내어 정확성을 확인하였다.

2.4.5. 검출한계 및 정량한계

시료의 직선성 시험용액 3개의 그룹에 대한 검량선을 

작성하여 각각의 검량선의 기울기와 y 절편을 구하였다. 

검량선에서 기울기의 평균값과 y 절편에 대한 표준편차

를 구하여 아래의 식으로 검출한계 및 정량한계를 계산

하였다.
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⋅정량한계 (LOQ) = 10 × y 절편의 표준편차/검량선 기

울기의 평균값

⋅검출한계 (LOD) = 3.3 × y 절편의 표준편차/검량선 

기울기의 평균값

3. 결과 및 고찰 

3.1. 특이성 검증

불순물, 분해물, 배합성분 등의 공존하는 상태에서 다른 

성분의 영향을 받지 않고 분석대상물질을 선택적으로 정

확하게 측정할 수 있는 능력으로 표준용액과 노루오줌 추

출물의 HPLC 크로마토그램을 비교하여 피크가 분리됨을 

확인한 결과, 다른 물질의 간섭 없이 분리되었으며 표준용

액의 피크 유지시간(retention time, RT)과 추출물의 피크 

RT가 일치하였다. 또한 blank에서는 표준용액과 겹치는 피

크가 없었으며 노루오줌 추출물에 표준용액을 스파이킹하

여 시험한 결과 회수율은 avicularin 100.06% 및 quercitrin 

100.08%로서 양호한 결과를 얻었다(Figure 2). 또한 표준용

액과 노루오줌 추출물의 PDA 스펙트럼 측정에서도 동일

한 스펙트럼을 확인하였다(Figure 3). 위의 결과를 종합 했

을 때 본 분석방법은 특이성이 있음을 확인 할 수 있다.

3.2. 직선성 확인

실험방법이 일정 범위에 있는 검체 중 분석대상물질의 

양(또는 농도)에 대하여 직선적인 측정값을 얻어낼 수 있

는 능력으로 크로마토그램에 대한 면적과 노루오줌 추출

물의 농도를 변수로 하여 검량선을 작성하고 작성한 검량

선의 상관계수(R2)값을 이용하여 직선성을 확인하였다. 노

루오줌 추출물을 1.28, 2.24, 3.2, 4.16, 5.12 mg/mL의 농도

로 각각 조제하여 HPLC로 분석한 값으로 검량선을 작성

하였다(Figure 4). 또한 표준품 avicurarin을 4, 7, 10, 13, 16 

μg/mL의 농도로 그리고 quercitrin은 8, 14, 20, 26, 32 μg/mL

Figure 2. HPLC chromatograms of avicularin and quercitrin. (a) blank (50% MeOH), (b) standard solution of avicularin, (c) 

standard solution of quercitrin, (d) A. chinensis extract, and (e) recovery test.
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의 농도 조재하여 분석한 값을 이용하여 각각의 검량선을 

작성하였다.(Figure 5). 노루오줌 추출물에서 avicularin 및 

quercitrin의 상관계수(R2) 값은 0.99990 및 0.99994로 양호

한 직선성을 나타내었고, avicurarin과 quercitrin 표준품의 

상관계수(R2) 값은 각각 0.99999로 양호한 직선성을 나타내

었다. 

3.3. 정밀성 확인

3.3.1. 반복성

균질한 검체로부터 다수의 시료를 취해 반복적으로 시

험을 실시할 때 각 시험결과의 일치정도를 나타내는 것

으로 노루오줌 추출물 1.6, 3.2 및 4.8 mg/mL의 세 농도로 

Figure 3. PDA (Photo diode array) spectrum of avicularin and quercitrin. (a) standard solution and A. chinensis extract of 

avicularin, (b) standard solution and A. chinensis extract of quercitrin.

Figure 4. Calibration curves of (a) avicularin and (b) quercitrin in A. chinensis extract. 
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조제하고 동일한 HPLC 조건으로 6회 반복 주입하고 시

험하여 얻은 결과 각 성분별 3가지 농도의 피크의 RT 및 

피크면적의 상대표준편차(relative standard deviation, RSD)

는 avicularin 0.11 ∼ 0.59% 및 quercitrin 0.09 ∼ 0.63%로 

나타나 RSD 2% 이하로서 반복성이 있음을 확인하였다

(Table 2).

   

3.3.2. 실험실내 정밀성

동일 실험실내에서 다른 실험일을 이용하여 얻은 측정

값들 사이의 근접성을 나타내는 것으로 3가지 농도의 

intra-day, inter-day의 정밀도를 측정한 결과는 Table 3과 

같으며 intra-day에서의 정밀도는 avicularin 0.19 ∼ 0.42% 

및 quercitrin 0.11 ∼ 0.28%를 나타내었고, inter-day에서는 

avicularin 0.27 ∼ 0.42% 및 quercitrin 0.12 ∼ 0.20%의 정밀도

를 나타내었다.

Precision

Avicularin Quercitrin

Mean ± SD RSD (%) Mean ± SD RSD (%)

Intra-day

80.77 ± 0.34 0.42 80.12 ± 0.23 0.28

161.50 ± 0.30 0.19 160.42 ± 0.18 0.11

242.47 ± 0.94 0.39 240.49 ± 0.52 0.22

Inter-day

81.04 ± 0.26 0.33 80.33 ± 0.16 0.20

161.96 ± 0.68 0.42 160.81 ± 0.19 0.12

243.19 ± 0.66 0.27 240.39 ± 0.29 0.12

Table 3. Precision of Avicularin and Quercitrin in Astilbe chinensis

extract for validation

3.4. 회수율을 이용한 정확성 확인

측정값이 이미 알고 있는 참값이나 표준값에 근접한 정

도를 말하며, 노루오줌 추출물을 가지고 기재된 방법으로 

Figure 5. Calibration curves of (a) avicularin and (b) quercitrin by standard solution. 

Parameters

Precision

Avicularin Quercitrin

Mean ± SD RSD (%) Mean ± SD RSD (%)

Concentration
(1.6 mg/mL)

RT (min) 23.899 ± 0.14 0.58 26.393 ± 0.17 0.63

Area 179.298 ± 1.06 0.59 500.947 ± 0.72 0.14

Concentration
(3.2 mg/mL)

RT (min) 23.816 ± 0.07 0.28 26.290 ± 0.07 0.24

Area 364.107 ± 0.93 0.26 1016.842 ± 2.13 0.21

Concentration
(4.8 mg/mL)

RT (min) 23.808 ± 0.03 0.11 26.278 ± 0.02 0.09

Area 555.096 ± 1.69 0.30 1533.859 ± 3.65 0.24

Table 2. Repeatability of Avicularin and Quercitrin Analysis



HPLC를 이용한 노루오줌 추출물의 Avicularin 및 Quercitrin 분석법 개발

J. Soc. Cosmet. Sci. Korea, Vol. 45, No. 4, 2019

339

기준농도의 50%, 100%, 150%에 해당하는 농도의 용액을 

조제하고 동일한 HPLC 조건으로 6회 반복 주입하고 시험

하여 회수율은 98.0 ∼ 102.0%, RSD는 모두 2.0% 이하로

서 정확성을 확인하게 된다.

노루오줌 추출물을 1.6, 3.2 및 4.8 mg/mL의 세 농도로 

조제하고 동일한 HPLC 조건으로 6회 반복 주입하고 시험

하여 얻은 결과 각 성분 3가지 농도의 회수율은 avicularin 

100.97 ∼ 101.77% 및 quercitrin 100.18 ∼ 100.32%였으며 

RSD는 avicularin 0.25 ∼ 0.57% 및 quercitrin 0.14 ∼ 0.24%

로 나타나 RSD 2.0% 이하로서 정확성이 있음을 알 수 있

었다(Table 4).

Concentration 
(mg/mL)

Recovery (%)

Avicularin Quercitrin

Mean ± SD RSD (%) Mean ± SD RSD (%)

1.6 101.32 ± 0.57 0.57 100.18 ± 0.14 0.14

3.2 100.97 ± 0.25 0.25 100.32 ± 0.21 0.21

4.8 101.77 ± 0.31 0.30 100.23 ± 0.24 0.24

Table 4. Accuracy of HPLC Analysis for Avicularin and Quercitrin

3.5. 검출한계 및 정량한계 확인

검출한계는 검체 중에 존재하는 분석대상물질의 검출 

가능한 최소량을 말하며 정량한계는 적절한 정밀성과 정

확성을 가진 정량값으로 표현할 수 있는 검체 중 분석대상

물질의 최소량을 나타낸다. 노루오줌 추출물의 직선성 시

험용액 3개의 그룹에 대한 각각의 검량선을 작성하여 

검량선의 기울기와 y 절편을 구하였다. 각각의 검량선

에서 기울기의 평균값과 y 절편에 대한 표준편차를 구

하여 반응의 표준편차와 검정곡선의 기울기에 근거하는 

방법(standard deviation of the response and the slope)으로 

검출한계 및 정량한계를 계산하였다(Table 5). 직선상의 검

출한계(LOD)는 avicularin 0.094 mg/mL 및 quercitrin 0.031 

mg/mL이었으며 정량한계(LOQ)는 avicularin 0.285 mg/mL 

및 quercitrin 0.095 mg/mL로 나타났다. 

Instrument

Limit of 
detection (mg/mL)

Limit of 
quantitation (mg/mL)

Avicularin Quercitrin Avicularin Quercitrin

HPLC 1100 series 
(Agilent Technologies)

0.094 0.031 0.285 0.095

Table 5. Limit of Detection and Limit of Quantitation of Avicularin 

and Quercitrin

4. 결  론

본 연구는 HPLC를 이용하여 노루오줌 추출물을 기능성 

화장품 원료로 개발하기 위하여 지표성분인 avicularin 및 

quercitrin의 분석법 설정과 분석법에 대한 검증을 실시하고

자 하였다. 표준용액과 노루오줌 추출물은 다른 물질의 간

섭 없이 분리되었으며, 표준용액과 추출물의 피크 유지시

간이 일치한 spectrum을 나타내었다. 또한 blank에서 표준

용액과 겹치는 피크가 없는 것으로 특이성을 확인하였다. 

검량선의 상관계수(R2)는 avicularin 0.99990 및 quercitrin 

0.99994로 양호한 직선성을 보였으며, 표준품을 이용

한 검량선 상관계수 또한 avicularin 및 quercitrin 모두 

0.99999의 직선성을 확인하였다. 직선상의 검출한계

(LOD)는 avicularin 0.094 mg/mL 및 quercitrin 0.031 mg/mL

이었으며 정량한계(LOQ)는 avicularin 0.285 mg/mL 및 

quercitrin 0.095 mg/mL로 나타났다. 노루오줌 추출물을 

1.6, 3.2 및 4.8 mg/mL의 세 농도의 회수율은 avicularin 

100.97 ∼ 101.77% 및 quercitrin 100.18 ∼ 100.32%였으며 

RSD는 avicularin 0.25 ∼ 0.57% 및 quercitrin 0.14 ∼ 0.24%

로 나타나 RSD 2.0% 이하로서 정확성이 있음을 알 수 있

었다. 정밀성은 avicularin 0.11 ∼ 0.59% 및 quercitrin 0.09 

∼ 0.63%의 정밀도를, intra-day에서의 정밀도는 avicularin 

0.19 ∼ 0.42% 및 quercitrin 0.11 ∼ 0.28%, inter-day에서는 

avicularin 0.27 ∼ 0.42% 및 quercitrin 0.12 ∼ 0.20%의 정밀

도를 나타내어 노루오줌 추출물의 지표성분 avicularin 및 

quercitrin의 분석법은 적합한 시험법임이 검증되었다. 본 

분석법은 노루오줌 추출물의 기능성 화장품 원료 개발을 

위한 기초자료로 활용될 수 있을 것으로 사료된다.
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