
율무[Coix lacryma-jobi var. ma-yuen (Rom.Caill.) Stapf]

는 초본 식물로 벼과(Poaceae)에 속하며 우리나라의 대부분 

지역에서 재배되고 있다(National Forest Seed and Variety 

Center, 2014; Lim & Do, 2001). 율무 종자는 다른 곡물보

다 단백질 및 지질 함량이 높으며 비타민 B1 (thiamine), 비

타민 B2 (riboflavin), linoleic acid와 linolenic acid 등 비타

민과 지방산이 풍부하고 탄수화물 함량이 낮으며 섬유 함

량이 높기 때문에 주로 식품 및 의약품의 원료로 사용된다

(National Rural Living Science Institute, 1996; Kim et al., 

2000). 또한, 율무 종피를 제거한 종자는 의이인(薏苡仁)이
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ABSTRACT Coix lacryma-jobi var. ma-yuen (Rom. Caill.) Stapf (CL), which contains riboflavin and coixol, has traditionally 

been used to treat cancer and arthritis. However, no method for the simultaneous determination of riboflavin and coixol in CL 

sprouts has been established. In this study, we established and validated a high-performance liquid chromatography–diode array 

detection (HPLC-DAD) method for the identification and quantification of two reference markers, riboflavin and coixol, in CL 

sprout extracts. CL sprouts (whole sprouts and leaves) were subjected to extraction with 70% ethanol at room temperature and at 

80 °C under reflux conditions. The two extractions were validated with respect to specificity, accuracy, precision, and linearity. 

The content of the two reference markers was highest in leaves extracted under reflux conditions (riboflavin, 8.23 ± 0.32 mg/g; 

coixol, 5.95 ± 0.04 mg/g). We also investigated the antioxidant activity of the extracts via 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) 

and 2,2′-azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid) (ABTS+) scavenging assays. The results indicated that extracts 

obtained from sprouts under reflux conditions had the strongest antioxidative effects (DPPH half maximal inhibitory 

concentration [IC50], 68.9 ± 4.1 g/mL; and ABTS, IC50, 34.9 ± 0.1 g/mL). These results can serve as baseline data for the 

simultaneous determination of the two reference marker compounds, riboflavin and coixol, and development of functional food 

materials using CL sprouts.
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라 하여 항암, 관절염, 부종 등의 약재로 사용되고 지상부

는 가축사료로 이용되고 있다(Kim, 2012). 

율무 종자는 항염증(Huang et al., 2009), 지방 분화 억제

(Lee et al., 2010), 해독(Seo et al., 2009), 항암(Yu et al., 

2008) 등의 작용이 보고되었으며, 최근 율무 새싹을 이용하

여 대장암 전이 억제연구 결과가 밝혀져 이용가능성이 확

대 될 것으로 예상된다(Son et al., 2017). 율무 종자에서 분

리된 성분으로는 eriodictyol 및 p-coumaric acid (Huang et 

al., 2009)과 (+)-7-hydroxyamino-octadecanoic acid methyl 

ester, bis(2-ethylhexyl)phthalate, dehydrodieugenol, piperine, 

piperanine 및 α-sitosterol (Han et al., 2013)이 있으며, 율

무근에서는 coixol (Kwon et al., 2017), (+)-icariol, zhepire-

sionol, 4-hydroxybenzaldehyde (Choi et al., 2017)등이 보

고되었다. 이들 중 coixol은 율무 종자, 줄기와 뿌리에서 분

석법 검증이 보고된바 있으나(Kwon et al., 2017; Zhang et 

al., 2010), 지금까지 율무 새싹에서 분석법 검증은 이루어 

진 바가 없다. 율무의 부가가치를 향상시키고, 건강 기능성 

식품으로 이용성을 증진시키기 위해서는 율무에 함유된 생

리활성물질에 대한 객관적인 분석법 확립과 과학적인 표준

화가 필요하다. 

본 연구에서는 율무 새싹의 전초와 잎은 riboflavin과 coixol

의 동시분석법을 통하여 함량 분석을 하였으며, 항산화 활

성을 비교하였다. 본 연구결과를 바탕으로 율무 새싹 연구

의 기초 자료를 제공 및 건강기능식품개발을 위한 원료표

준화에 활용하고자 한다.

재료 및 방법

실험재료 및 추출물 제조

본 실험에 사용한 율무 새싹은 2015년 8월 국립원예특작

과학원 인삼특작부(충북 음성)에서 5일에서 7일 동안 자란 

것을 사용하였으며, 이를 전초(Coix lacryma-jobi; CL)와 잎

(Coix lacryma-jobi‘s leaves; CLL)으로 분류한 후 동결 건

조시켜 사용하였다. 건조된 율무새싹(2 g)의 전초와 잎은 

분쇄한 후 시료 중량의 10배량의 70% 주정으로 80°C에서 

약 3시간씩 3회 환류 추출한 것(-1)과 상온에서 추출한 것

(-2)을 사용 하였다. 추출 후 여과 및 농축하여 동결 건조하

였다. 추출물(10 mg)은 메탄올(Fisher Scientific Korea Ltd., 

Seoul, Korea) 1 mL에 녹여 0.45 μm membrane filter (CTK 

corporation, Daejeon, Korea)로 여과한 후 HPLC 분석에 

사용하였고, 추출물(20 mg)은 DMSO 1 mL에 녹여 DPPH 

(2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl)와 ABTS+ (2,2'-azino-bis(3- 

ethylbenzothiazoline-6-sulphonic acid) 소거능 시험에 사용

하였다.

표준용액의 조제

표준물질인 riboflavin은 Sigma-aldrich (MO, USA)에서 

구매하여 사용하였고, coixol은 ChemFaces (Wuhan, China)

에서 구매하여 사용하였다(Fig. 1). 표준물질을 HPLC 등급

의 메탄올로 녹여 2 mg/mL농도의 stock solution을 조제하

였다. 조제된 stock solution은 0.45 μm membrane으로 여

과한 후 4°C에 보관하여 사용 전에 희석하여 사용하였다.

HPLC 분석 조건

율무 새싹의 전초와 잎 추출물의 riboflavin과 coixol의 분

석을 위해 HPLC 1100 (Agilent Technologies, CA, USA) 

을 사용하였고, 분석에 사용된 칼럼은 INNO C18 column 

(4.6 × 250 mm, 5 μm, Youngjin Biochrome, Gyeonggi-do, 

Korea)이며 분석 조건은 Table 1과 같다.

분석법 검증

HPLC를 활용하여 정량화에 사용 된 분석 방법은 Inter-

Fig. 1. Chemical structures of riboflavin (A) and coixol (B).

Table 1. Operating conditions for the HPLC analysis of ribo-

flavin and coixol.

Parameter Condition

Instrument HPLC 1100 series (Agilent Technologies)

Wavelength

Mobile phase

Flow rate

Column

Injection volume

260 nm

Solvent A : Water (0.01% formic acid)

Solvent B : Acetonitrile (0.01% formic acid)

0.8 ml/min

INNO C18 (4.6 mm × 250 mm)

10 μL

Gradient 

conditions

Time (min) B (%)
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national Conference for Harmonization 가이드라인(Guide-

line, 2005)과 식품의약품안전처의 의약품등 시험방법 vali-

dation 가이드라인(NIFDS, 2012)에 기술된 바와 같이 특이

성(specificity), 정밀성(precision), 정확성(accuracy) 및 직선

성(linearity)을 통해 검정하였다. 직선성을 통해 얻은 검량선

의 기울기와 표준편차를 이용하여 검출한계(limit of detection, 

LOD) 및 정량한계(limit of quantification, LOQ)를 이용하

여 분석법을 검증하였다.

특이성(specificity)은 표준물질(riboflavin, coixol)과 율무 

새싹 추출물의 크로마토그램을 비교하여 선택적으로 분리

가 되는지 확인하였다. 정확성(accuracy) 및 정밀성(precision)

은 riboflavin과 coixol을 31.25, 62.5, 125 μg/mL의 농도를 

사용하여 일내(inter-day) 정밀성 및 정확성을 확인하기 위

해 하루에 3회 반복하여 분석하였으며, 일간(intra-day) 정

밀성 및 정확성을 확인하기 위해 3일간 반복하여 분석하였

다. 얻어진 peak의 면적을 대입하여 각각의 농도를 계산하

였으며 첨가한 농도에 대비하여 회수된 농도를 계산 하여 

얻어진 값인 회수율(recovery)을 통해 일내 및 일간 정확성

을 확인하였다. 각 결과 값의 표준편차를 결과 값의 평균으

로 나눈 값인 상대표준편차(relative standard deviation, RSD 

%)로 일내 및 일간 정밀성을 확인하였다. 직선성(linearity)

은 표준용액인 riboflavin과 coixol을 methanol에 용해시켜 

각각 0.0625 mg/mL, 0.125 mg/mL, 0.25 mg/mL, 0.5 mg/mL, 

1 mg/mL 농도로 만든 후 HPLC에 3회씩 주입하여 분석 후 

회귀분석을 통해 피크 면적간의 결정계수, 기울기 및 y절편

을 구하였다. 검출한계(LOD) 및 정량한계(LOQ)는 신호 대 잡

음(sigal-to-noise)에 근거하여 계산하였다. 검출한계(LOD)

는 3.3×σ/S (σ: y절편의 표준편차, S: 검량선 기울기의 평균

값)을 이용하여 계산하고, 정량한계(LOQ)는 10×σ/S (σ: y절

편의 표준편차, S: 검량선 기울기의 평균값)을 이용하여 계

산하였다.

DPPH 라디칼 소거능 측정

율무 새싹 추출물의 DPPH 라디칼 소거능 측정을 위하여 

Kedare & Singh (2011)의 방법을 수정하여 측정하였다. 농

도 별로 준비된 추출물 40 μL와 0.25 mM DPPH solution 

160 μL vortex한 다음 실온에서 30분간 반응 후 multi plate 

reader (Synergy H1, Biotek, VT, USA)로 515 nm 흡광도

에서 측정하였다. 대조군으로는 에탄올만을 첨가하였으며, 

비교를 위해 ascorbic acid (Sigma-Aldrich, MO, USA)를 

양성대조군으로 사용하였다. DPPH 소거능의 정도는 50% 

저해농도(IC50, μg/mL)로 나타내었다.

ABTS+ 라디칼 소거능 측정

율무 새싹 추출물의 ABTS+ 라디칼 소거능을 측정하기 

위하여 Brand-Williams et al. (1995)의 방법을 수정하여 이

용하였다. ABTS+ solution은 ABTS tablet (Sigma-Aldrich, 

MO, USA)을 7 mM 농도로 H2O에 용해시킨 후 2.45 mM 

potassium peroxodisulfate (Sigma-Aldrich, MO, USA) 와 

1:1 비율로 혼합시켜 16 시간 상온에 둔 후 사용하였다. 각

각 다른 농도 별로 준비된 추출물 20 μL와 180 μL ABTS+ 

solution를 vortex로 혼합한 다음 실온에서 30분간 반응 후 

multi plate reader로 732 nm 흡광도에서 측정하였다. 대조

군으로는 에탄올을 첨가하였으며, 비교를 위해 ascorbic acid

를 양성대조군으로 사용하였다. ABTS+ 소거능의 정도는 50% 

저해농도(IC50, μg/mL)로 나타내었다.

통계 처리

모든 실험은 평균 ± 표준편차(standard deviation, SD)로 

표기하였다. 실험의 통계처리는 SPSS 프로그램(Version 22.0 

for Window, SPSS Inc., IL, USA)을 이용하였고, 평균간 비

교를 위해 수행한 분산분석(One-way analysis of variance, 

ANOVA)은 Duncan의 다중검정으로, 상관관계 분석은 Pierson

의 상관계수로 모두 5% 유의수준에서 실시하였다.

결과 및 고찰

Riboflavin과 coixol의 동시분석법 검증

율무에는 riboflavin과 coixol이 존재한다고 알려져 있지

만, coixol 단일 물질의 표준 분석법만 보고되었다(Zhang et 

al., 2010). 우리는 율무 새싹의 품질 관리 및 기능성 소재

화를 위하여 두 물질의 동시 분석을 실시하였다. 

특이성은 불순물과 분해물 배합성분 등이 혼합되어 있는 

상태에서 분석대상물질을 선택적으로 측정할 수 있는 능력

을 말한다(NIFDS, 2012). 표준액(riboflavin, coixol)과 모든 

율무 새싹 추출물의 크로마토그램을 확인한 결과 다른 혼

합물질의 간섭 없이 피크가 각각 분리되었다(Fig. 2). 또한, 

표준액과 율무 새싹 추출물의 피크 유지시간 또한 일치하였

다. 본 실험의 분석방법은 특이성이 있음을 확인할 수 있다.

정확성은 최소 3가지의 농도로 3반복 이상 측정되어야 

하며 알고 있는 농도의 분석에 의한 회수율을 통해 평가된

다(Guideline, 2005). Riboflavin과 coixol은 일내(inter-day)

에서의 회수율 값이 100.24~103.98%로 매우 양호하였으

며, 일간(intra-day)에서도 마찬가지로 회수율 값이 100.28~ 

102.19%로 매우 양호하였다. 정밀성은 표준편차를 평균으

로 나눈 값인 상대표준편차(RSD, %)값을 통해 평가되며 



율무 새싹의 Riboflavin과 Coixol의 동시 분석 및 항산화 활성 455

2.5이하의 상대표준편차를 충족시켜야 한다(Guideline, 2005). 

표준용액 riboflavin과 coixol은 일간 및 일내의 상대표준편

차 값이 모두 1.5이하이므로 그 조건을 충족시키는 분석법

으로 나타났다(Table 2).

직선성은 최소 5개의 농도로 측정되어야 하며 측정된 면

적 값으로 회귀선을 구한 후 0.999이상의 상관계수를 가지

고, y 절편, 회귀선의 기울기 값을 통해 평가되어야 한다

(Guideline, 2005). 표준용액 riboflavin과 coixol의 농도 0.0625 

mg/mL부터 1 mg/mL까지 분석하여 측정한 결과 상관계수

는 모두 0.999로 나타났으며 회귀선의 방정식은 각각 Y = 

3.2312X – 57.13과 Y = 1.0642X + 6.987로 나타났다(Table 

3). 분석 가능한 riboflavin과 coixol의 검출한계 및 정량한

계를 조사한 결과 각각 0.71과 0.31 μg/mL 및 2.17과 0.94 

μg/mL로 결정되었다(Table 3). 분석 시 주입된 양이 10 μL

이므로 이것은 각각 7과 3 ng 및 21와 9 ng에 해당하는 양

이다. 표준성분은 원료의 기능성, 특이성, 안정성, 분석가능

성 및 용이성이 확보 될 수 있도록 고려하여 설정할 필요가 

있다(Kim et al., 2013). 실험결과는 율무 새싹 추출물에 함

Fig. 2. HPLC analysis chromatograms of riboflavin (1), coixol (2) (1.0 mg/mL each), and extracts of CL and CLL (10 mg/mL 

each). A, standard mixture; B, CL1; C, CL2; D, CLL1; E, CLL2.

Table 2. Analytical data for inter-day and intra-day accuracy (recovery) and precision (RSD) of standards.

Compound
Con1)

(μg/mL)

Inter-day (n = 3) Intra-day (n = 9)

Amount

(μg/mL)
SD2) Recovery RSD3) Amount

(μg/mL)
SD Recovery RSD

Riboflavin

31.25 31.43 0.45 101.90 1.43 31.68 0.36 101.38 1.14

62.5 63.31 0.81 101.29 1.28 63.05 0.84 100.88 1.34

125 125.30 1.39 100.24 1.11 126.94 1.61 101.55 1.26

Coixol

31.25 32.49 0.63 103.98 1.93 31.34 0.32 100.28 1.02

62.5 64.25 0.53 102.81 0.83 63.87 0.95 102.19 1.49

125 127.87 1.11 102.30 0.87 126.97 1.32 101.58 1.04

All values are means. 1)Con: concentration of compound, 2)SD: standard deviation, 3)RSD: relative standard deviation.
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유된 riboflavin과 coixol이 표준성분으로 적합하고 동시에 

분석이 가능하며, 분석법을 이용하여 원료표준화에 적용할 

수 있다.

율무 새싹 추출물의 riboflavin과 coixol의 함량

율무 새싹의 전초(CL)와 잎(CLL)을 70% 에탄올에서 환

류(CL-1, CLL-1)추출물과 상온(CL-2, CLL-2)추출물을 본 

연구에서 검토된 riboflavin과 coixol의 동시분석법을 적용

하여 분석을 실시하였다. 추출물의 크로마토그램은 Fig. 2

에 나타내었고 추출물의 riboflavin과 coixol의 함량은 Table 

4에 나타내었다. Riboflavin과 coixol의 함량은 CLL1 (8.23 

± 0.32 및 5.95 ± 0.04 mg/g)에서 가장 높았고 CL2 (2.00 

± 0.23 및 1.17 ± 0.01 mg/g)에는 가장 적었다. Riboflavin

과 coixol함량은 율무 새싹의 전초에서 보다 잎에서 더 높

게 측정되었으며, 상온 추출보다 환류 추출이 더 높게 측정

되었다(p <0.05).

Coixol은 율무에 함유된 표준 성분으로 Zhang et al. (2010)

의 보고에 따르면 율무의 줄기에는 함유되어 있지 않으나 

뿌리에는 0.58~0.69 mg/g함유 되어있다고 보고되었으며, 

비타민 B군에 속하는 riboflavin은 율무 종자에서 3 mg/g으

로 보고되었다(Wrigley et al., 2015; Zhang et al., 2010). 

위의 결과와 비교해보면 riboflavin과 coixol은 율무 새싹의 

잎 추출물에서 더 많이 함유되어 있음을 알 수 있다. 또, 환

류 추출이 상온 추출보다 높은 함량으로 나타났는데, 이러

한 경향은 상온 보다는 가온하여 환류 추출하는 것이 ribo-

flavin과 coixol의 용출에 더 용이함을 나타낸다.

율무 새싹 추출물의 항산화 활성

자유 라디칼(free radical)은 활성산소 중 하나로, 세포의 

사멸 및 노화를 유도하여 인체 내에서 각종 질병을 유발한

다고 알려져 있다(Son et al., 2018). DPPH 및 ABTS+ 소거

능은 매우 간편한 항산화 활성 측정방법으로 알려져 있다

(Park, 2014). 율무 새싹에서 항산화 활성을 DPPH 및 ABTS+ 

소거능으로 측정한 결과, DPPH 라디칼 소거능의 경우 CLL1 

(68.9 μg/mL) < CLL2 (118.4 μg/mL) < CL1 (126.4 μg/mL) 

< CL2 (129.7 μg/mL) 순으로 나타났으며 ABTS+ 소거능에

서 IC50값은 CLL1 (34.9 μg/mL) < CLL2 (35.3 μg/mL) < 

CL1 (52.0 μg/mL) < CL2 (53.1 μg/mL) 순으로 DPPH 소

거능과 같은 경향으로 나타났다(Table 5). DPPH 라디칼 소

거능과 ABTS+ 소거능에서 모두 율무새싹의 전초보다 잎에

서 더 낮은 IC50값을 나타내었으며, 상온 추출보다 환류 추

출에서 더 낮은 IC50값을 나타냈다.

Table 4. Content of standard compounds in CL and CLL. 

Samples1)
Determined amount 

(mg/g dried weight)2)

Riboflavin Coixol

CL
1 2.55 ± 0.40c 2.03 ± 0.03c

2 2.00 ± 0.23c 1.17 ± 0.01d

CLL
1 8.23 ± 0.32a 5.95 ± 0.04a

2 6.76 ± 0.39b 5.41 ± 0.02b

1)CL: Sprout of Coix lacryma-jobi, CLL: Sprout leaves of Coix 

lacryma-jobi, 1: Extract at 80°C under reflux, 2: Extracts at 

room temperature. 2)Data are represented as the means ± SD (n

= 3). Means with different letters on the bars are significantly 

different at p < 0.05 by Duncan’s multiple comparison tests.

Table 5. Antioxidative activity (DPPH and ABTS+) of CL 

and CLL with respect to extraction method. 

Samples1)
DPPH

(IC50, μg/mL)

ABTS+

(IC50, μg/mL)

CL
1 126.4 ± 6.1a 52.0 ± 3.6a

2 129.7 ± 11.5a 53.1 ± 2.9a

CLL
1 68.9 ± 4.1b 34.9 ± 0.1b

2 118.4 ± 1.7a 35.3 ± 0.4b

Ascorbic acid2) 53.8 ± 0.32c 32.9 ± 0.11b

1)CL: Sprout of Coix lacryma-jobi, CLL: Sprout leaves of Coix 

lacryma-jobi, 1: Extract at 80°C under reflux, 2: Extracts at 

room temperature. 2)Ascorbic acid was used for positive con-

trol. All values are expressed as means ± SD (n = 3). Means 

with different letters on the bars are significantly different at 

p < 0.05 by Duncan`s multiple comparison tests.

Table 3. Calibration curves for determining the LOD and LOQ values of standards (n = 3).

Compound
Linear range 

(mg/mL)
Calibration equation1) R2 2) LOD

(μg/mL)

LOQ

(μg/mL)

Riboflavin 0.31 – 0.5 Y = 3.2312X – 57.13 0.999 0.71 2.17

Coixol 0.31 – 0.5 Y = 1.0642X + 6.987 0.999 0.31 0.94
1)Where the Y and X are the peak area and concentration of the analyses (μg/mL), respectively. 2)R2 = correlation coefficient 

for five data points in the calibration curve.



율무 새싹의 Riboflavin과 Coixol의 동시 분석 및 항산화 활성 457

율무 새싹 추출물의 riboflavin과 coixol및 항산화 활성과

의 상관관계를 검토하고자 상관관계 분석을 실시하였다. 

Table 6에 나타낸 바와 같이 riboflavin과 coixol의 함량 모

두 DPPH (-0.743 및 –0.969)와 ABTS+ (-0.796 및 -0.958)소

거능의 IC50값과 유의적인 상관관계를 보였다. 따라서 본 연

구결과에서 얻어진 riboflavin과 coixol의 동시분석법을 적

용하여 율무 새싹의 전초와 잎 추출물의 기능성식품 원료의 

표준화 및 기능성 지표로 활용이 가능할 것으로 판단된다. 

적  요

율무 새싹 추출물의 riboflavin과 coixol의 원료표준화를 

위한 동시분석 조건을 검증하고, 율무 새싹의 전초와 잎 추

출물의 항산화 활성과 함량의 상관관계에 대해 조사하였다.

1. HPLC 분석을 위한 riboflavin과 coixol의 피크가 각각 

분리되어 특이성을 확인하였고, 일내 및 일간 정확성은 

모두 회수율이 100.28%에서 103.98% 사이이며 정밀성

은 모두 1.93%이하를 나타내므로 본 실험의 분석조건은 

높은 정확성과 정밀성을 가지고 있다.

2. Riboflavin과 coixol의 동시분석 조건의 검출한계(LOD) 

및 정량한계(LOQ)를 조사한 결과 검출한계는 0.71 및 0.31 

μg/mL, 정량한계는 2.71 및 0.94 μg/mL이므로 확립된 

HPLC 분석조건은 riboflavin과 coixol의 동시분석하기에 

무리가 없는 분석법으로 조사되었다.

3. 율무 새싹의 전초와 잎의 riboflavin과 coixol의 함량을 

본 연구에서 얻어진 동시분석법을 적용하여 잎의 환류 

추출물에서 가장 높은 함량이 나타났다.

4. 항산화 활성 측정 시, DPPH와 ABTS+ 소거능에서 모두 

율무 새싹의 전초보다 잎에서, 상온 추출보다 환류 추출

이 더 낮은 IC50값을 나타내었다. 율무 새싹 추출물의 

riboflavin과 coixol 및 항산화 활성과의 상관관계를 실시

한 결과, coixol이 증가할수록 DPPH와 ABTS+ 소거능의 

IC50값이 유의적으로 감소하는 경향이 나타나므로 원료 

표준화 지표뿐만 아니라 기능성 지표로 활용이 가능할 

것으로 판단되었다.
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