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ABSTRACT

Objectives : The Illicii Veri Fructus was not only traditional medicine but also food in Asia. The aim of this 

study was selection of optimum solvent in the fruit of Illicii Veri Fructus because an appropriate solvent affect 

a medicinal effect.

Methods : Illicii Veri Fructus was carried out ultrasonic-assisted extraction as various solvents. Two main 

compounds, p-anisaldehyde and anethole, were successfully analyzed by high performance liquid 

chromatography-photodiode array detector (HPLC-PDA) and carried out method validation according to ICH 

guideline. The optimum solvent selected by comparing with yields of two main ingredients.

Results : The p-anisaldehyde and anethole were detected at approximately 8.0 min and 19.8 min, respectively. 

It was all below 5.0% that RSD of retention time and peak area for two main peaks. Calibration curves of two 

compounds were good linearity as R2>0.9999. All of the precisions and accuracy were good intra-day and 

inter-day as below 5.0% RSD. Limited of detection (LOD) of p-anisaldehyde and anethole were analyzed as 

0.134 µg/mL and 4.286 µg/mL, respectively. Limited of quantification (LOQ) of two compounds were 0.407 

µg/mL and 12.989 µg/mL, respectively. As a result of this study, p-anisladehyde was detected as 0.209 ~ 

0.467%, however anethole was not detected in the distilled water.

Conclusions : Anethole was main component as 5.329 ~ 6.815% except for water extraction. Methanol 

extraction among various solvents was detected the highest contents of p-anisaldehyde and anethole as 

0.467(±0.008)% and 6.815(±0.220)%, respectively. 
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서 론1)

Illicium 속은 미국, 멕시코, 동아시아 등지에서 40여 종이 

있으며 몇 종은 류마티즘, 피부염증, 거담제, 위장질환 등의 

치료를 위하여 전통의약으로 사용되었다1,2). 그 중 팔각회향

은 별모양과 아니스향의 열매로 중국 및 베트남에서 주로 자

라며 아시아에서는 향신료로, 라틴아메리카에서는 차로 사용

되고 있다3,4). 팔각회향(Illicii Veri Fructus)은 붓순나무과

(Illiciaceae)에 속한 팔각회향 Illicium verum Hook. fil.의 

열매로서 그대로 또는 끓는 물에 데쳐서 말린 것이며 대회향 

등으로도 불린다5).

팔각회향의 성분은 정유, sesquiterpenes, phenylpropanoids, 

liganan 등으로 구성되어 있으며, 특히 정유성분에는 

trans-anethole, anisaldehyde, limonene, estragole, anisyl 
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acetate, feniculin, linalool, A-trans-bergamotene, 등이 

포함되어 있고 trans-anethole이 86-93%가량 포함되어 있

다. Sesquterpene류로 veranisations A, B, C, anisatin, 

meoanisatin 등이 있으며, phenylpropanoids 및 lignan으로

는 verimols A, B, C, D, E, F, K 등이 보고되어 있다4-6). 

trans-Anethole은 정유 중 가장 많이 포함되어 있는 성분으

로 항산화제, 항염증 치료제, 항발암성 치료제, 마취제 등으로 

사용된다7). p-Anisaldehyde는 식품 향료로 쓰이는 물질로 

항진균효과 및 살비효과가 있는 것으로 보고되었다8,9).

정유를 추출하는 방법으로는 가장 전통적인 증류가 있으며, 

최근에는 ultrasonic-assisted extraction (UAE), 

microwave-assisted extraction (MAE), solid-phase 

extraction (SPE), solid-phase microextraction (SPME), 

single-drop microextraction (SDME) 등이 있다10). 특히 초

음파 추출법은 짧은 추출시간, 적은 용매의 사용 등으로 친환경

적인 추출법으로 각광받고 있으며, 공정은 식물의 추출에 적용

하여 생리활성 및 수율 증진 효과가 있다고 보고되어 있다11,12).

본 실험에서는 HPLC를 이용하여 팔각회향의 추출 용매에 

따른 주성분인 trans-anethole과 p-anisaldehyde의 함량을 

비교하였다. 이는 식물체 내에 존재하는 성분들의 효율에 영

향을 미치는 요인으로는 식물 부위, 추출용매의 종류, 용매의 

혼합 비율, 추출온도, 등이 있으며, 이는 효능에도 영향을 주

는 것으로 알려져 있어13), 팔각회향의 최적의 추출 용매를 선

정하고자 하였다.

재료 및 방법

1. 재료 및 시약

본 실험의 재료는 2012년 1월 대전지역의 한약방인 백제당

에서 중국산 유통품을 구입하여 사용하였다(Fig. 1). 시료 구입 

후 한국한의학연구원 최고야 박사가 약재 감별을 실시하였고 

시료는 한약자원연구그룹 약재 저장실에 보관되어 있다. 분석

에 사용한 팔각회향의 표준품인 p-anisaldehyde와 anethole

은 Wako Pure Chemical 사(Osaka, Japan)와 

Sigma-Aldrich 사(St Louis, MO, USA)제품을 구입하여 사

용하였고, 추출 용매인 n-hexane, chloroform, ethyl 

acetate, acetonitrile, acetone, methanol, ethanol, 

2-propanol, 1-butanol, distilled water는 J. T. Baker사

(Phillipsburg, USA)의 HPLC용 용매를 구입하여 사용하였다.

Fig. 1. Photograph of Illicii Veri Fructus 

2. 시료 추출

팔각회향 50 mg을 정확히 측정하여 추출용매 10 mL에 

넣고 1분간 흔들어 섞어 초음파 추출기(44 kHz, Branson 

Co., Danbury, CT, USA)에서 30분간 추출한 후, 15분간 

3,000 rpm의 속도로 원심분리하였다. 원심분리 후 상층액 2 

mL만 취하여 0.2 µm의 syringe filter를 통과시켜 HPLC분

석에 사용하였다. 모든 분석은 5회 반복 실험 하였다.

3. HPLC 분석

팔각회향의 HPLC분석은 on-line degasser, auto-sampler, 

quaternary pump로 이루어진 Waters Alliance 2695 

system 및 2699 photodiode array detector(Milford, MA, 

USA)로 이루어진 HPLC를 사용하였다. 분석 후 크로마토그

램분석은 Empower software (Waters, Milford, MA, 

USA)를 사용하여 UV spectra와 머무름 시간을 비교하여 함

량분석을 실시하였다. 분석 컬럼은 Luna 5µ C18(2) 100A 

(4.6 × 250 mm, 5 µm particle size, Phenomenex Inc., 

Torrance, CA, USA)를 사용하였다. 시료는 3 µL를 주입하

였고, 분석용매로 A는 distilled water, B는 methanol을 사

용하여, 0～12분 동안 60～75% B, 12～14분 동안 75～

90% B, 14～20분 동안 90～100% B, 20～25분 동안 100%

로 분석하였다. 유속은 0.7 mL/min, 분석 파장 범위는 19

0～500 nm로 각 성분의 최적 파장은 anethole이 254 nm, 

p-anisaldehyde가 280 nm이었다.

4. 분석법 validation

분석법 validation은 ICH 가이드라인에 준하여 직선성, 정

확성, 정밀성, 검출한계, 정량한계, 회수율에 대하여 실험을 

실시하였다. 세 농도의 표준품을 3회 반복하여 측정하여 면적

비에 대한 calibration curve를 작성하여 직선성을 확인하였

고, 분석한계와 정량한계 값은 각각 3.3×(SD of 

response/slope of the calibration curve), 10×(SD of 

response/slope of the calibration curve)로 계산하였다. 

정밀성과 정확성은 서로 다른 3개의 농도에 대하여 하루 3회 

반복측정, 3일간 반복 측정을 통하여 계산하였고, 회수율은 3

회 반복한 표준품 첨가법를 통하여 계산하였다.

5. 통계분석

용매별 함량분석 비교를 위한 통계분석 프로그램은 

Minitab 16(Minitab Inc., Pennsylvania, USA)으로 일원분

산 분석을 사용하였고, 사후 검정은 Turkey 검정방법을 사용

하였다.

결 과

1. 분석법 validation

팔각회향의 표준품인 p-anisaldehyde은 10.1, 20.2, 

30.3 µg/mL로 조제하였고, anethole은 217, 310, 542.5 

µg/mL로 조제하여 검량선을 작성하여 농도를 계산하였다. 

p-Anisaldehyde는 280 nm에서 최대 흡수파장을 나타내었

고, anethole은 254 nm에서 최대 흡수파장을 나타내었다. 
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표준품 및 팔각회향의 HPLC chromatogram은 Fig. 2와 같

이 나타났고, p-anisaldehyde는 약 8.0분에서, anethole은 

19.8분대에서 검출되었으며, retention time 및 피크 면적에 

대한 상대표준편차는 두 성분 모두 5%미만이었다.

Fig. 2. Chromatogram of Illicii Veri Fructus sample at 254 nm (A) 
and 280 nm (B)

p-Anisaldehyde와 anethole의 회귀방정식은 각각 Y = 

20,792.805X – 7,258.556, Y = 28,799.135X – 1,878,847.786
이었고, 회귀계수는 두 성분 모두 1.000이어서 직선성을 만족

하였다. 분석한계와 정량한계는 3.3*σ/S, 10*σ/S법으로 

계산하였으며, 여기서 σ는 분석값의 표준편차, S는 직선방정

식의 기울기를 의미한다14). 직선성, 분석한계, 정량한계에 대

한 값은 Table 1에 나타내었다.

Table 1. Calibration curves, LOD, and LOQ for the p-anisaldehyde 
and anethole

Analyte Calibration curve R2 Linear range 
(µg/mL)

LOD* 
(µg/mL)

LOQ†

(µg/mL)

p-Anisaldehyde Y = 20,792.805X – 7,258.556 1.000 10.1–30.3 0.134 0.407

Anethole Y = 38,799.135X – 1,878,847.786 1.000 217–542.5 4.286 12.989

*LOD : abbreviation of  limit of detection, 3.3×(SD of the response/slope 
of the calibration curve)
†LOQ : abbreviation of limit of quantification, 10×(SD of the 
response/slope of the calibration curve)

정확성과 정밀성은 한 시료 당 3농도로 하루 3회씩 3일간

에 걸쳐서 실험을 실시하였다. p-Anisaldehyde의 intra-day 

정확성은 99.685 ~ 102.003%, inter-day 정확성은 

100.658 ~ 101.725%로 계산되었고, intra-day 정밀성은 

0.127 ~ 0.391%, inter-day 정밀성은 0.835 ~ 0.997%로 

5%의 상대표준편차를 나타내어 정확성과 정밀성이 높음을 알 

수 있었다. Anethole의 intra-day 정확성은 98.000 ～ 

101.019%, inter-day 정확성은 99.133 ~ 101.605%로 나

타났고, intra-day 정밀성은 0.132 ~ 0.527%, inter-day 

정밀성은 0.693 ~ 1.575%의 상대표준편차를 보여 5%이내의  

정확성과 정밀성을 나타내었다(Table 2). 회수율은 표준품을 

주입하여 회수되는 비율을 계산하였으며, p-anisaldehyde는 

100.546 ~ 101.955%, anethole은 101.459 ~ 103.898%

의 상대표준편차 5% 이내로 높은 회수율을 보였다(Table 3).

Table 2. Intra-day and inter-day precision and accuracy

Analytes
Concentration

(µg/mL)

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

Found 
(µg/mL)

RSD†

(%)
Accuracy‡

(%)
Found 
(µg/mL)

RSD
(%)

Accuracy
(%)

p-Anisaldehyde 10.1 10.287 0.127 102.003 10.274 0.939 101.725

20.2 20.196 0.391 99.685 20.333 0.835 100.658

30.3 30.513 0.137 100.580 30.822 0.997 101.724

Anethole 217.0 219.211 0.234 101.019 220.482 0.693 101.605

310.0 308.385 0.132 99.479 311.542 1.036 100.497

542.5 531.651 0.530 98.000 537.795 1.575 99.133

*RSD : abbreviation of relative standard deviation, SD/mean×100
†Accuracy(%)=[1-(nominal concentrate-mean of concentrate)
/nominal concentrate]×100

Table 3. Recovery of p-anisaldehyde and anethole by standard 
addition methode (n=3)

Analytes
Original 
amounts 
(µg/mL)

Added 
amounts
(µg/mL)

Detected 
amounts
(µg/mL)

RSD
(%)

Recovery*

(%)

p-Anisaldehyde 13.716 5.178 19.214(±0.365) 1.898 101.696

13.716 10.241 24.426(±0.125) 0.513 101.955

13.716 15.538 29.414(±0.148) 0.502 100.546

Anethole 218.326 111.196 335.018(±1.912) 0.571 101.668

218.326 157.811 390.800(±1.476) 0.378 103.898

218.326 274.268 499.779(±3.605) 0.721 101.459

*Recovery(%)=[detected amount/(original amount+added amount)]×100

2. 팔각회향의 함량분석

p-Anisaldehyde의 용매별 함량은 0.209 ~ 0.467%로, 

Table 4에 나타낸 바와 같으며 상대표준편차는 모두 5%이하

로 나타났다. Tukey검정법을 사용한 결과, 총 여섯 그룹으로 

나뉘었으며 이들 문자를 공유하지 않는 값들은 서로 유의하다. 

Anethole의 용매별 함량은 물 추출물에서 거의 검출되지 

않은 반면 그 외의 유기 용매 추출물에서 5.329 ~ 6.815%

로 주성분으로 검출되었다(Table 4). 검출된 함량의 상대표준

편차는 모두 5%이하로 나타났다. 이는 수증기 증류한 팔각회

향 추출물에서의 주성분이 anethole이라는 이전의 연구결과

와 유사하였다4). 이들 용매별 그룹화를 Tukey검정법으로 분

석한 결과, 총 네 개의 그룹으로 나뉘었으며, 이들 그룹들의 

값은 서로 유의하게 나타났다. 두 성분이 검출되는 용매는 차

이가 있었으나, alcohol류에서 비교적 많이 용출되는 경향을 

나타냈고, 특히 메탄올에서 가장 높은 함량이 검출되었다.



50 大 韓 本 草 學 會 誌 ― Vol. 28 No. 6, 2013

Table 4. Contents of p-anisaldehyde and anethole according to 
various extraction solvents

Solvents
p-Anisaldehyde Anethole

Mean±SD (n=5) Post-hoc* Mean±SD (n=5) Post-hoc

n-Hexane 0.223(±0.007) EF 6.012(±0.180) B

Chloroform 0.209(±0.003) F 5.933(±0.127) B

Ethyl acetate 0.231(±0.003) E 6.135(±0.173) B

Acetonitrile 0.363(±0.015) B 5.329(±0.098) C

Acetone 0.294(±0.002) D 6.675(±0.134) A

Distilled water 0.335(±0.009) C tr† D

Methanol 0.467(±0.008) A 6.815(±0.220) A

Ethanol 0.326(±0.009) C 6.532(±0.189) A

2-Propanol 0.465(±0.003) A 6.716(±0.101) A

1-Butanol 0.213(±0.007) F 6.068(±0.250) B

*Post-hoc by Tukey, p>0.001
†Abbreviation of trace

고 찰

Essential oil의 효능에 대한 다양한 논문이 보고되었는데, 

Chen 등16)은 몰약과 유향으로부터 얻은 essential oil의 항

암효능을 밝혔고, Naveed 등17)은 파키스탄에서 사용하는 4

종의 향식료에서 얻은 essential oil에서 항균물질을 GC-MS

로 분석하였다. 본 연구에서 사용한 팔각회향은 향신료 및 차

로 음용 가능한 약재3)로 주성분은 anethole로 알려져 있다4). 

Anethole에 대한 약리학적 연구는 다양하게 보고되었으며, 

Senatore 등18)은 회향 잎에서 anethole이 풍부한 essential 

oil이 높은 항산화 및 항바이러스 효능을 보이고, Domiciano 

등19)은 anethole이 항염증효능을 나타낸다고 보고하였다. 

Zhai 등15)은 팔각회향의 essential oil을 GC-MS로 분석하였

고, Whang 등4)은 증류법으로 star anise oil을 추출한 결과 

86.0 ~ 93.0%가 (E)-anethole이며, 이 essential oil을 분

석하는데 GC-MS가 적합한 방법이라는 논문을 인용하여 보

고한 바 있다. 팔각회향과 같이 향신료, 화장품 향기성분 및 

치료용 목적 등으로 다양하게 활용3,4)되는 재료의 경우, 활용 

목적에 따라 추출방법 및 추출용매를 달리하여 활용성을 극대

화 할 수 있다. Whang 등4)의 논문은 일반적인 정유추출방법

인 수증기 증류법을 이용하였으나, 본 연구에서는 환경친화적

이며, 시간 및 용매의 사용을 단축20)시켜 최근 한약재 및 식

품의 추출법으로 각광받고 있는 초음파 추출법을 활용하였다. 

분석법도 기존의 연구는 대부분 정유성분 분석에 활용하였던 

GC를 활용한 반면, 본 연구에서는 HPLC를 이용하였다. 기

존 GC는 일반적으로 극성이 낮은 용매추출이 대부분인 반면 

HPLC는 용매의 극성폭이 넓어21) 활용성면에서 가장 많이 사

용되고 있는 방법이므로 본 연구에서는 다양한 용매에서 추출

되는 주성분의 함량 분석을 위하여 HPLC를 선정하였다. 실

험결과, 팔각회향의 주성분이며, 다양한 효능을 나타내는 

anethole과 anethole의 산화물질인 p-anisaldehyde의 함량

을 HPLC로 분석한 결과, anethole은 물 추출물에서는 분석

되지 않았으나, 그 외의 용매에서는 5.329 ~ 6.815%가 검

출되었다. HPLC로 검출된 각 피크들의 면적 합을 100으로 

보았을 때 물을 제외한 대부분의 유기용매 추출물에서 90%이

상의 면적을 나타내어 Whang 등이 보고한 팔각회향의 

review논문의 내용과 일치함을 알 수 있었다. 

결 론

본 실험은 팔각회향의 주성분인 anethole뿐만 아니라 

p-anisaldehyde를 최적의 용매로 추출한 후 HPLC-PDA를 

이용하여 동시에 분석 할 수 있는 조건을 탐색하여 다음과 같

은 결론을 얻을 수 있었다.

1. 팔각회향의 정유성분인 p-anisaldehyde와 anethole은 

GC뿐만 아니라 HPLC로 분석이 가능하며 이들의 최대파

장은 각각 280 nm이었고, anethole은 254 nm였다.

2. p-Anisaldehyde는 추출용매에 따라 0.209 ~ 0.467%로 

검출되었으며, methanol과 2-propanol에서 높은 함량을 

나타내었다.

3. Anethole은 물에서는 거의 추출에 되지 않았으며, 그 외의 

용매에서는 5.329 ~ 6.815%로 검출되었으며, methanol, 

2-propanol, acetone, ethanol에서 가장 높은 함량을 

나타내었다.

위의 결과를 토대로 팔각회향의 용매의 추출효율 비교를 

위하여 다양한 유기용매를 이용하여 주성분의 함량을 비교한 

결과, 팔각회향의 주성분의 함량극대화를 위한 추출법 개발 

시, 물을 이용한 추출물의 제조보다는 알콜류를 이용한 추출

물의 제조가 효율을 극대화 시킬 수 있을 것으로 사료된다.
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