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RP-HPLC-DAD를 이용한 발효 삼출건비탕의 생물전환 성분 분석
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Abstract − Samchulgeonbi-tang (SC) is well-known traditional herbal medicine which is composed of fourteen medicine herbs.

SC has been used for the treatment of the chronic gastritis, indigestion, gastric ulcers, gastroptosis and diarrhea disease. The

variation in the amount of bioactive components of SC and its fermentation SC with ten Lactobacillus strains were investigated

via high-performance liquid chromatography coupled with diode array detection (HPLC-DAD). Simultaneous qualitative and

quantitative analysis of seven bioactive compounds; paeoniflorin, liquiritin, hesperidin, liquiritigenin, kaempferol, atracty-

lenolide III, magnolol were achieved by comparing their retention times (t
R
) and UV spectra with those of the standard com-

pounds. In the results, the amount of paeoniflorin and hesperidin were 7.967 mg/g, 7.251 mg/g that were the main compounds

in SC. The amounts of liquiritigenin was increased by all ten Lactobacillus strains, except strain 128. Especially, the liq-

uiritigenin amount was highest in SC fermented with strain 145 (0.201 mg/g), which was increased by 158.39% compared to

SC (0.081 mg/g). In the fermented SC using strains 344, almost components were increased than non-fermented SC, except

paeoniflorin and kaempferol. Thus, these results considered that the strains 145 and 344 are most excellent fermentation strains

among the 10 species of fermentation strains.
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삼출건비탕(蔘出健脾湯)은 비위(脾胃)를 좋게 하여 음식

을 잘 소화시키는 것으로 알려진 전통적인 한방 처방으로,

예로부터 식욕부진의 개선, 소화불량, 구토 및 설사 치료를

위한 처방으로 사용되어 왔다.
1)

 또한 면역 증강, 위장관 기

능 향상에 관한 연구가 보고 되어 있다.
2-4)

 삼출건비탕은 14

종의 생약재, 인삼(人蔘, Panax ginseng), 백출(白朮,

Atractylodes japonica), 백복령(白茯笭, Poria cocas), 후박

(厚朴, Magnolia officinalis), 진피(陳皮, Citrus unshiu), 산사

육(山査肉, Crataegus pinnatifida), 지실(枳實, Citrus

aurantium), 백작약(白芍藥, Paeonia lactiflora), 사인(砂仁,

Amomum villosum), 신곡(神 , Triticum aestivum), 맥아(麥

芽, Hordeum vulgare), 감초(甘草, Glycyrrhiza uralensis),

생강(生薑, Zingiber officinale), 대조(大 , Zizyphus jujube)

로 구성되어 있다. 이처럼 여러 종류의 생약(단미재)로 구성

된 삼출건비탕(蔘出健脾湯)은 다양한 약리 효능이 고문헌을

통해 알려져 있으며, 현대 연구에 있어서 과학적 접근법인

약리 성분들이 소개 되고 있다.

발효는 장내 미생물에 의한 천연물질의 대사과정을 통하

여, 유효 성분의 생물전환을 일으키는 것을 말한다. 한방 처

방 및 생약재의 발효는 약재 내 존재하는 배당체(glycoside)

성분을 활성화된 상태인 비배당체(aglycon) 성분으로 전환

시켜 유효 성분의 체내 흡수율을 높이고 약리활성을 조절

하는 것으로 알려져 있다.
5)

 대표적으로 황금의 baicalin, 치

자의 geniposide, 감초의 glycyrrhizin 배당체가 탈당화 되어

각각 비배당체인 baicalein, geniposide의 monoglycoside,

glycyrrhetinic acid로 대사되어 체내에 흡수되어 약리 효과

를 내는 것으로 보고 되어있다.
6-8)

 뿐만 아니라 미생물에 의

한 발효는 아미노산, 비타민 유기산 등의 유효 성분을 만드

는 것으로 알려져 있다.
9)

 또한 한방 처방의 구성은 유효 성
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분이 복합적인 상호작용에 의하여 다양한 약리효과를 보이

며, 상대적으로 인체 부작용이 적다는 장점이 있다. 이러한

효과적인 약리효과는 유효 성분을 선택적으로 얻기 위한 제

제 변화로부터 전통의약에 적용 가능한 기능성 식품 및 의

약품, 기능성 소재산업에 기여할 것으로 기대된다. 최근 장

내 미생물을 이용한 한방 처방을 발효하여 유효 성분들을

생물전환 시킴으로서 한방 처방의 효능을 증대시키거나 새

로운 효능을 도출하고자 하는 연구가 많이 진행되고 있다. 

이에 본 연구에서는 발효를 통하여 삼출건비탕 내 유효

성분의 체내 흡수율을 높이고 유용 성분의 생성 및 증가에

의해 한방 처방으로서의 효능을 강화하기 위하여 10종의 다

른 유산균을 이용하여 발효 삼출건비탕을 제조하였다. 지표

성분은 과학적으로 잘 알려져 있고 상업적으로 구매가 용

이한 성분으로, 백작약의 paeoniflorin, 진피의 hesperidin, 후

박의 magnolol, 백출의 atractylenolide III, 산사육의

kaempferol, 감초의 liquiritin, liquiritigenin을 선정하여 High-

performance liquid chromatography-diode array detector

(HPLC-DAD)을 이용한 발효 전, 후 삼출건비탕의 성분변화

분석을 수행 함으로서 향후 발효 한방 처방으로서 삼출건

비탕의 유용성을 평가하고자 하였다.

재료 및 방법

재료 및 시약 −삼출건비탕 조제에 사용된 백출, 백복령,

진피, 산사육, 지실, 백작약, 대조, 사인, 감초, 인삼, 후박,

신곡, 맥아, 생강은 대한약전에 기술된 각 약재 항목에 적

합한 것으로 엄선하여 영천현대약업사, 태경제약㈜, 명동인

삼사, 허브팜, 영화제약, 일하제약, 북대전농협에서 2012년

도에 구매하였다. 선정된 지표 성분의 표준품, paeoniflorin

은 Tokyo Chemical Industry Co., Ltd.(Tokyo, Japan),

hesperidin은 ICN Biomedicals(California, USA), magnolol

은 Korea Food and Drug Administration(KFDA),

atractylenolide III은 Faces Biochemical Co., Ltd(Wuhan,

China), kaempferol은 Sigma-Aldrich(St. Louis, MO, USA),

liquiritin은 Wako Pure Chemical Industries, Ltd.(Osaka,

Japan), liquiritigenin은 Chengdu Biopurify Phytochemicals,

Ltd.(Sichuan, China)에서 구입하였으며, 각 성분의 순도는

97%이상이다. 총 7종의 지표 성분의 구조식은 Fig. 1에 나

타내었다.

본 연구에서 HPLC분석에 사용된 acetonitrile(J.T. Baker,

Phillipsburg, NJ, USA)은 HPLC급 용매(99.9%)로 구입하여

사용하였으며, trifluoroacetic acid(TFA, Sigma-Aldrich, St.

Louis, MO, USA)은 분석급 시약을 사용하였다. 물은 초순

수제조장치(Milipore, USA)를 이용하여 제조된 3차 증류수

를 사용하였다.

삼출건비탕 조제 −삼출건비탕은 구성 생약재인 백출, 백

복령, 진피, 산사육, 지실, 백작약, 대조, 사인, 감초, 인삼,

후박, 신곡, 맥아, 생강을 일정 비율로 혼합한 후 총 약재 무

게의 10배 부피의 생수를 넣어 1시간 침적한 후 약탕기에

서 3시간 동안 열탕 추출하여 test sieve(106 µm, Retsch,

Germany)로 여과하였다. 여과된 탕액 중 10 L는 발효 삼출

건비탕 조제에 사용하였고, 남은 탕액은 동결건조기를 사용

하여 분말형태로 건조하여 삼출건비탕의 생물전환 성분 확

인시험을 위한 대조군으로 사용하였다.

발효 삼출건비탕 조제 −삼출건비탕은 한국식품연구원

(Korea Food Research Institute, KFRI, Seongnam, Korea)

Fig. 1. Chemical structures of seven marker components in SC.
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식품미생물 유전자은행에서 분양 받은 발효 균주(lactobacillus

KFRI strain nos. 128, 144, 145, 161, 166, 229, 237, 341,

344, 693)를 사용하여 발효하였다. 각 발효 균주는 한방 처

방에서 높은 증식활성을 보이는 유산균 균주로써, pH 조절

후 멸균된 한방 처방에 후보 유산균 균주들을 접종하여 24

시간, 48시간 후 pH 변화를 관찰하였다. 그 중 pH 변화가

높은 균주 10종을 선정하여 발효하였다. 발효 균주를 MRS

broth(lactobacillus broth acc. to De Man, Rogosa, and

Sharpe)에서 계대배양 한 후 inoculum으로 사용하였으며, 이

때 초기 균수는 1×10
6
 CFU/ml로 조절하였다. 삼출건비탕

추출물을 1 M NaOH을 이용하여 pH 7.0으로 조절한 후

121
o
C, 1.5기압에서 15분간 가압 멸균하였다. 상온까지 냉

각시킨 삼출건비탕 750 ml에 7.5 ml의 발효 균주를 접종하

여 37
o
C 항온배양기에서 48시간 동안 배양하여 발효한 후,

60 µm nylon net filter(Millipore, MA, USA)로 여과하고 동

결 건조하여 분석에 사용하였다.

표준용액 및 삼출건비탕 시료 조제 −분석에 사용된 7종

의 지표성분인 paeoniflorin, liquiritin, hesperidin, liquiriti-

genin, kaempferol, atractylenolide III, magnolol은 각 2 mg

을 정확히 칭량하여 MeOH에 녹여 200 ppm의 표준 용액으

로 사용하였다. 삼출건비탕 및 발효 삼출건비탕 시료는 각

100 mg을 MeOH 1 ml에 녹여 0.2 µm membrane filter로 여

과한 후 HPLC검액으로 사용하였다.

HPLC-DAD 분석 조건 −분석에 사용된 HPLC-DAD

(Hitachi High Technologies Co., Tokyo, Japan) 시스템은

L-2130 pump, L-2200 autosampler, L-2350 column oven,

L-2455 photodiode array UV/VIS detector로 구성되어 있으

며, 데이터 수집 및 처리를 위해 EZchrom Elite software

(Version 3.3.1a) program이 사용되었다. 분석에 사용된 컬럼

은 RS Tech Optimapak C18 column(250×4.6 mm I.D.,

5 µm, Daejeon, South Korea)이며 컬럼 온도는 40
o
C를 유지

하였다. 이동상 용매로 0.1% trifluoroacetic acid(TFA) water

(A)와 acetonitrile(B)를 사용하였으며, 유속 1.0 ml/min 조건

하에서 0.1% TFA water(A)를 90%(0-5 min), 90-60%(5-

40 min), 60%(40-60 min)로 변화시키는 linear gradient

elution을 적용하여 분리능을 향상시켰다. UV 검출기의 파

장은 254, 260, 280, 320 nm에서 확인하였으며, 검액의 주

입량은 10 µl로 설정하였다.

삼출건비탕 발효 전, 후 생물전환 성분 분석 −발효 전,

후 삼출건비탕 생물전환 성분의 정량적 분석을 위해 7종의

지표 성분에 대한 검량선을 작성하였다. 검량선을 얻기 위

해 200 ppm 농도로 준비된 각 지표 성분의 표준용액을 주

입량(2, 5, 10, 20, 40 µl)을 달리하여 HPLC분석을 3회 반

복 실시하였다. 분석한 결과를 바탕으로 하여 선형회귀식

(Linear regression equation, y = ax + b)을 적용하여 계산하

였다. 직선성은 작성된 검량선의 상관계수(correlation

coefficient, r
2
)값을 통해 확인하였으며, r

2
값이 0.99이상인

검량선을 기준으로 지표성분의 정량 분석에 사용하였다.
10)

결과 및 고찰

HPLC 분석조건 확립 −삼출건비탕에서 발효 균주에 따

른 발효 전, 후의 추출물 비교와 역상 액체 크로마토그래피

를 이용한 7종의 지표 성분에 대하여 정성 및 정량 분석을

수행하였다. 지표 성분인 paeoniflorin, liquiritin, hesperidin,

liquiritigenin, kaempferol, atractylenolide III, magnolol의

정성 및 정량분석을 위한 최적의 동시분석법이 확립되었다.

이동상 용매로 A: 0.1% TFA가 첨가된 water, B: acetonitrile

를 선정하여 gradient elution을 적용함으로써 분석 검체의

피크를 이상적으로 분리할 수 있었다. 또한 TFA(0.1%, v/v)

를 water에 첨가하여 성분 간 이온화 반응을 향상시키고 피

크 끌림 현상을 줄여 검체 피크 감도와 분리 능을 높일 수

있었다.
11)

 각 표준품의 UV 흡광도(nm)와 비교하여 paeo-

niflorin, atractylenolide III, magnolol은 230 nm, kaempferol

은 264 nm, liquiritin, hesperidin, liquiritigenin은 280 nm로

UV 최대 흡수파장을 선정하여 지표 성분 피크의 면적을 측

정하였다.

삼출건비탕 발효 전, 후 생물전환 성분 확인 및 분석 −

HPLC-DAD분석법을 이용하여 7종의 지표 성분을 정성적

으로 확인하고, 발효 공정을 통해 생물전환 된 성분의 정량

적 변화를 살펴보았다. 삼출건비탕 내 지표 성분의 체류시

간(t
R
)과 UV 흡광도(nm)를 비교하여 일치함을 확인하였다.

그 결과 삼출건비탕의 paeoniflorin(1, t
R
: 15.89 min),

liquiritin(2, t
R
: 20.30 min), hesperidin(3, t

R
: 26.51 min),

liquiritigenin(4, t
R
: 33.16 min), kaempferol(5, t

R
: 42.12 min),

atractylenolide III(6, t
R
: 66.40 min), magnolol(7, t

R
: 70.95

min) 성분을 모두 확인할 수 있었다. 이때 Paeoniflorin과

hesperidin은 다른 성분에 비하여 약 4 ~ 90배 가량 높은 함

량을 보여주었고 삼출건비탕 내 지표성분 중 주요 성분임

을 확인할 수 있었다(Fig. 2). 확인된 7종의 지표성분에 대

하여 동시분석법을 적용한 함량 변화를 비교 분석하였다

(Fig. 3). 지표 성분의 정량적 분석을 위해 분석된 결과에 따

라서 각 표준 물질에 대한 검량선은 피크 면적(y) 대비 표

준 용액 주입량(x, µg/ml)으로 하여 작성하였다. 각 지표성

분의 검량선은 정량 분석에 적합한 좋은 직선성(r
2
> 0.9997)

을 보였으며 그 결과를 Table I에 정리하여 나타내었다.

각 지표 성분의 피크면적을 검량선에 대입하여 발효 전,

후 삼출건비탕의 생물전환 성분의 함량을 계산하였다(Table

II). 발효 전 삼출건비탕의 지표 성분 paeoniflorin(7.967 mg/

g), liquiritin(1.674 mg/g), hesperidin(7.251 mg/g), liquiritigenin

(0.081 mg/g), kaempferol(0.094 mg/g), atractylenolide III

(0.274 mg/g), magnolol(0.126 mg/g)을 기준으로 하여 발효
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삼출건비탕의 성분 함량 변화를 비교하였다. 발효 균주별

함량 변화의 결과를 살펴보면 배당체(glycoside)인 liquiritin

함량이 감소함에 따라 비배당체(aglycone)인 liquiritigenin

함량은 반비례하여 증가함이 관찰되었다. Liquiritin함량에

있어서 가장 뚜렷한 증가를 가져온 균주는 145였다. 가장

많은 함량 변화를 가져온 균주 145로 발효한 삼출건비탕의

liquiritin함량은 1.281 mg/g으로 발효 전 1.674 mg/g과 비교

하여 23.54%가 감소한 반면, liquiritigenin함량은 0.201 mg/

g로서 발효 전 0.081 mg/g과 비교하여 158.39% 증가하였다.

이것은 배당체는 체내 흡수가 쉽게 되지 않지만 장내 유산

균에 의한 생물전환으로 상대적으로 생리활성이 우수한 비

배당체 구조로 전환되어 약리효과를 증대시킨다고 잘 알려

져 있고,
12,13)

 발효 과정 동안 배당체는 장내 미생물에 의하

여 탈당화 과정으로 체내 흡수율이 높은 monoglycoside 또

는 비배당체 형태로 생물전환 되어 약리효과를 나타낸다고

연구 보고 되었다.
14,15)

 또한 liquiritigenin은 항암,
16)

 항염증,
17)

에스트로겐 활성
18)

 효과가 잘 알려졌다. 따라서 발효에 의

한 liquiritigenin의 함량 변화는 발효 삼출건비탕의 효능 및

효과에 미치는 영향이 클 것으로 사료된다.

또한 균주 344에서는 liquiritin, hesperidin, atractylenolide

III의 함량이 원탕과 비교 시 발효탕제 344에서만 특징적으

로 각각 1.753 mg/g(4.71%), 7.264 mg/g(0.17%), 0.281 mg/

g(2.92%)으로 증가하였다. 이 외에 발효 균주 344에서는

paeoniflorin과 kaempferol을 제외한 모든 성분의 함량이 발

Fig. 2. Simultaneous analysis of paeoniflorin (1), liquiritin (2),

hesperidin (3), liquiritigenin (4), kaempferol (5), atractylenolide

III (6) and magnolol (7) in original SC via RP-HPLC-DAD.

Fig. 3. Analysis screening of bioconversion products with various strains of paeoniflorin (1), liquiritin (2), hesperidin (3),

liquiritigenin (4), kaempferol (5), atractylenolide III (6) and magnolol (7) in the original SC, ASC, and FSC samples via RP-HPLC-

DAD. 
a
ASC: Autoclave treatment SC, 

b
FSC: fermentation SC.

Table I. Analysis of the linearity of calibration curves for

seven marker components via RP-HPLC-DAD.

Compound Regression equation
a

r
2b

Paeoniflorin y = 979219x − 44256 1.0000

Liquiritin y = 1E+06x − 17979 1.0000

Hesperidin y = 4E+06x + 264212 0.9997

Liquiritigenin y = 2E+06x − 54862 0.9999

Kaempferol y = 713428x − 147725 1.0000

Atractylenolide III y = 767053x − 29596 1.0000

Magnolol y = 1E+06x + 107064 0.9997

a
Y: peak area, x: concentration(µg/ml); 

b
Regression coefficient

(n=5)



Vol. 44, No. 2, 2013 129

효 후 오차범위 내에서 증가함을 확인 하였다. 따라서 발효

후 성분변화의 경향이 뚜렷한 발효 균주 145와 344가 전체

10종의 발효 균주 중 발효 효율이 가장 우수한 균주임을 확

인할 수 있었다. 결론적으로 본 연구 결과를 통하여 스크리

닝된 우수한 유산균을 사용하고 발효공정을 최적화 하여 효

능을 증가 시키거나, 새로운 효능을 도출할 수 있을 것으로

사료된다.

결 론

삼출건비탕의 발효 전, 후 생물전환 된 성분들의 함량 변

화를 HPLC-DAD를 사용하여 7종의 지표성분을 선정하여

동시분석 및 정량분석을 실시하였다. 그 결과, 발효 전 원

탕에서 paeoniflorin이 7.967 mg/g과 hesperidin이 7.251 mg/

g으로서 주 성분임을 확인할 수 있었고, 발효 후 비배당체

liquiritigenin은 발효탕제 145에서 158.39%의 가장 큰 성분

함량 증가와 배당체 liquiritin이 발효탕제 145에서 23.54%

로 가장 큰 감소율을 확인 하였다. 또한 발효 균주 344에서

liquiritin, hesperidin, liquiritigenin, atractylenolide III,

magnolol은 발효 후 함량이 모두 오차범위 내에서 증가하였

다. 따라서 발효 후 성분변화의 경향이 뚜렷한 발효 균주

145와 344가 전체 10종의 발효 균주 중 발효 효율이 가장

우수한 균주임을 확인할 수 있었다. 본 연구 결과는 삼출건

비탕 내 생리활성 성분의 흡수율 증대 및 약리 효과 강화

연구에 기여할 수 있을 것이며, 나아가 한방 처방 및 생약

재 성분 연구와 발효를 통한 약리학적 평가 연구의 기초 자

료로서 적용될 수 있을 것으로 사료된다.
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