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UPLC를 이용한 프로폴리스 중 p-Coumaric Acid와 
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Abstract −A new UPLC-DAD method for simultaneous determination of p-coumaric acid and trans-cinnamic acid in propolis

was developed using Halo-C18 column and step gradient elution of MeCN and 0.1%H
3
PO

4 
in 8 min. The method was validated

by specificity, linearity, limit of detection, limit of quantification, precision(intra- and inter-day variability) and recovery tests.

The validated method was sufficiently applicable for quantitative analysis of propolis products as well as propolis collected

from different regions in Korea. The established method is simple, appropriate and efficient, and can be used for quality assess-

ment of Korean propolis.
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프로폴리스는 꿀벌에 의해 생산되는 양봉산물 중 하나로

서 자신의 벌집을 보호하기 위하여 식물의 꽃, 잎, 수피 등

으로부터 수지상 물질을 수집한 후 꿀벌의 타액과 효소 등

을 혼합하여 만든 점착성 물질이며, flavonoids를 포함한

phenol성 물질이 주요성분으로 알려져 있다.
1,2) 
프로폴리스

는 고대로부터 약리효과를 지닌 민간의약품으로 사용되어

왔으며,
3)

 다양한 연구를 통하여 항산화,
2)

 항균,
4)

 항염증,
5)

항암
6)

 등의 효과를 가지는 것으로 보고되었다. 특히 프로폴

리스 추출물은 항산화 효과 및 구강에서의 항균 효과 대한

기능성이 입증되면서 건강기능식품으로 등재되었을 뿐만 아

니라 화장품 등의 원료로 사용되어 유용한 천연물로 주목

받고 있다.
7-9)

 현재 국내산 프로폴리스는 경기도, 강원도, 충

청도, 경상도, 전라도 및 제주도 등 전국 각지에서 생산되

고 있으며 지역에 따라 프로폴리스의 수집원이 되는 식물

의 종류와 환경적 요인에 의하여 구성성분의 종류 및 함량

의 차이가 있는 것으로 알려져 있다.
10)

 이에 식품의약품안

전처에서는 제품으로 생산되는 프로폴리스 추출물의 규격

과 시험법을 고시하였으며,
11)

 그 기준 및 시험법으로는 주

요성분이자 항산화활성의 생리활성마커로 지정된 플라보노

이드의 함량(10 mg/g이상)분석, 납(5.0 mg/kg이하), 디에틸

렌글리콜(불검출), 테트라싸이클린(불검출), 클로르테트라싸

이클린(불검출), 대장균군(음성)의 측정이 있다. 또한 high

performance liquid chromatography(HPLC)를 이용하여 지

표성분 p-coumaric acid와 trans-cinnamic acid에 대한 확인

시험법이 있지만 단지 지표성분 2종에 대하여 15분정도의

분석시간이 소요된다. 이에 분석시간을 줄이고 동시에 지표

성분을 분석하여 보다 경제적이며 효율적인 방법을 개발하

고자 하였다. Ultra performance liquid chromatography

(UPLC)는 고압력의 펌프와 충진제 입자가 작은 컬럼을 사

용하여 기존의 HPLC보다 분석능이 우수하고 분석시간을

줄일 수 있는 장점이 있으며,
12)

 Park 등
13)
은 인삼(Panax

ginseng) 내 존재하는 30종의 ginsenosides를 30분 이내에

UPLC를 이용하여 분석하였고, Miranda 등
14)
은 말라리아 치

료제로 사용되는 chloroquine과 primaquine을 UPLC로 분석

하여 HPLC보다 2배 이상 분석소요시간을 단축시켰다. 이

에 본 연구에서는 UPLC를 이용하여 프로폴리스 내 p-

coumaric acid와 trans-cinnamic acid에 대한 개선된 신속하
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고 정확한 정량분석법의 개발 및 분석법 밸리데이션을 실

시하였고, 국내 각 지역에서 수집한 프로폴리스 원괴 및 시

판제품에 대하여 분석법을 적용한 후 함량평가를 실시하였다.

재료 및 방법

시약 − Methanol, acetonitrile(Honeywell, Morris plains,

NJ, USA), ethanol(Fisher scientific, Pittsburgh, PA, USA)

은 HPLC grade를 사용하였으며 표준품 p-coumaric acid(≥

98.0%)와 trans-cinnamic acid(≥99.0%)는 Sigma-Aldrich(St.

Louis, MO, USA)에서 구입하여 사용하였다.

공시시료 −프로폴리스 원괴는 2014년도에 경기도, 강원

도, 충청북도, 충청남도, 전라북도, 전라남도, 경상북도, 경

상남도에서 수집된 것을 양봉농가로부터 구입하여 사용하

였고 프로폴리스 추출물 시판제품은 B사 및 K사의 것을 사

용하였다. 

검액과 표준액의 제조 −지역별로 수집한 프로폴리스 원

괴 8종과 프로폴리스 시판제품 2종은 80% EtOH를 추출용

매로 사용하여 각각 10 mg/mL과 100 mg/mL이 되도록 만

든 후에 초음파를 이용하여 성분추출을 하였으며 0.22 PTFE

membrane 필터를 이용하여 여과하였다. 표준품은 80%

EtOH를 사용하여 1 mg/mL로 만든 후 실험에 필요한 농도

로 희석하여 사용하였다. 

분석기기 및 분석조건 − UPLC는 Waters(Minneapolis,

MN, USA)사의 binary pump, auto sampler, diode array

detector가 장착된 I class 모델을 사용하였으며 분석조건은

Table I에 나타내었다.

분석법 검증 −프로폴리스 분석에 사용한 UPLC조건에 대

하여 “International Conference on Harmonization(ICH) 가

이드라인”
15,16)
에 따라 분석법 밸리데이션을 실시하였다. 프

로폴리스 내 p-coumaric acid와 trans-cinnamic acid의 분리

도 및 표준품과 UV spectrum을 비교하여 특이성(specificity)

을 측정하였고, 표준품을 1, 5, 10, 50, 100 μg/mL로 총 5개

구간을 설정하여 3회 반복 측정한 후 작성된 검량선의 상

관계수(R
2
)로 직선성(linearity)을 평가하였다. 검출한계(limit

of detection, LOD)와 정량한계(limit of quantification,

LOQ)는 신호 대 잡음비(signal/noise)가 각각 3:1과 10:1일

때의 농도로 계산하였다. 정밀성(precision) 평가는 표준품

5, 10, 50 μg/mL의 세가지 농도에 대하여 일내(intra-day), 일

간(inter-day) 변화에 대하여 상대표준편차(relative standard

deviation, RSD)로 나타냈으며, 프로폴리스 시료에 표준품

5, 10, 20 μg/mL을 spiking하여 회수율(Recovery)을 측정하

였다.

결과 및 고찰

추출법 최적화 −프로폴리스 원괴 내 p-coumaric acid와

trans-cinnamic acid의 추출법을 최적화 하고자 “건강기능식

품의 기준 및 규격 고시전문 시험방법”에 근거하여 고시법

에서 제시한 80% EtOH를 추출용매로 사용하였고, 시간별

추출효율을 알아보기 위하여 0, 15, 30, 45 및 60분 동안 초

음파로 추출한 후, 각 시료를 UPLC로 분석하여 측정된 지

표성분 2종의 함량을 Table II에 나타내었다. 초음파는 식물

의 2차 대사산물을 효과적으로 추출하는데 자주 이용되고

화합물의 용해도를 증가시키는 목적으로 사용된다.
17)

 초음

파를 이용한 프로폴리스 내 지표성분 2종의 시간별 추출효

율을 살펴보면, 추출시간 30분 이후부터 용출함량의 차이가

거의 없으나 45분 동안 추출하였을 때 용출함량이 가장 높

은 것으로 확인되었다. 이는 프로폴리스 내 200종이상의 물

질이 혼재되어 있고
18)

 특히 밀납과 같은 수지상 물질 때문

에 지표성분이 쉽게 용출되지 않는 것으로 판단되었다.

UPLC 분석조건의 확립 −국내산 프로폴리스 원괴 및 프

로폴리스 시판제품 내 p-coumaric acid와 trans-cinnamic

Table I. Chromatographic conditions for analysis of propolis

samples

Item Condition

Column Halo C18(4.6×10 mm, 2.7 µm, 

Advanced materials technology, 

Wilmington, DE, USA)

Flow rate 1.5 mL/min

Column temperature 40
o
C

Injection volume 4 µl

Wavelength 280 nm

Mobile phase Time

(min)

MeCN

(%)

0.1%H3PO4

(%)

0 18 82

2 18 82

8 30 70

Table II. Comparison of contents of marker compounds by

different extraction time in Korean propolis using UPLC

Extraction 

time(min)

Content(mg/g)

p-Coumaric acid trans-Cinnamic acid

0  0.97±0.00
a

 0.26±0.00
a

15  2.08±0.00
b

 0.54±0.00
b

30  2.19±0.02
c

 0.57±0.00
c

45  2.23±0.01
d

 0.58±0.00
d

60  2.21±0.01
d

 0.57±0.00
cd

Values with same superscript letter in a column are not
significantly different by Duncan’s multiple range test (p<0.05).
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acid의 새로운 동시분석법을 확립하기 위하여 분석컬럼의

충진제 입자 크기별 또는 길이별로 사용하였고, A용매(MeOH

또는 MeCN) 및 B용매(pH 변화를 준 buffer)를 이동상으로

이용하였으며, 컬럼 온도 30-50
o
C까지 변화를 주어 분리효

율이 높은 분석조건을 탐색하였다(data 미제시). 그 결과, pH

변화에 따라 지표성분의 분리도는 큰 차이가 없었지만 상

대적으로 UV cutoff가 낮은 0.1%H3PO4와 MeCN를 최적용

매계로 설정하였고, Halo C18(2.7 μm, 4.6×100 mm)컬럼, 컬

럼 온도 40
o
C일 때 지표성분과 인접한 불순물의 분리도는

1.5이상으로 우수하였으며, UV 파장 280 nm에서 지표성분

2종을 동시에 양호하게 검출할 수 있었다. 또한, 프로폴리스

추출물 내 지표성분과 표준용액의 UV spectrum이 동일하

게 확인되어 지표성분 peak의 순도 역시 양호하여 확립된

UPLC분석법은 특이성(specificity)을 나타냈으며 p-coumaric

acid와 trans-cinnamic acid는 각각 1.6분과 6.2분에 검출되

었다(Fig. 1). 확립된 분석방법은 Fig. 2에서 나타낸 바와 같

이 MeOH와 0.5%AcOH/H2O를 이동상으로 사용한 식품의

약품안전처의 프로폴리스 추출물 확인시험법보다 7분 정도

빠르게 분석할 수 있어 많은 시료를 동시에 측정할 때 분석

소요시간 및 용매소비량을 절약할 수 있으며, 지표성분 trans-

cinnamic acid의 분리도를 0.2이상 향상시킨 신속하고 정확

한 분석방법임을 알 수 있었다.

Fig. 2. Typical chromatogram of propolis extract analyzed by KFDA method.

Fig. 1. UPLC chromatograms of standard mixture (A) and propolis extract (B) at 280 nm of wavelength.
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직선성(Linearity), 검출한계(LOD) 및 정량한계(LOQ) −

지표성분 p-coumaric acid와 trans-cinnamic acid의 표준용

액을 1, 5, 10, 50, 100 μg/mL의 5가지 농도범위로 희석한

후 확립된 분석법을 적용하여 검량선을 작성하였다. 그 결

과, 지표성분 2종에 대한 함량평가 1차 회귀방정식을 산출

하였고, 검량선의 상관계수(correlation coefficient, R
2
)가

1.000으로 확인되어 우수한 직선성을 나타내었으며, p-

coumaric acid와 trans-cinnamic acid의 검출한계와 정량한

계는 0.12 μg/mL이하에서 측정되어 미량의 성분도 정량분

석이 가능함을 확인할 수 있었다(Table III).

정밀성(Precision) −시간 변동에 따라 지표성분 2종의 함

량변화를 알아보기 위하여 직선성 범위 내 5, 10, 50 μg/mL

의 3가지 농도를 기준으로 하여 정밀성을 평가하였다. 그

결과, 일내(intra day) 및 일간(inter day) 정밀도 평가에서 지

표성분 2종 모두 RSD(%)가 1% 미만으로 우수한 정밀성을

나타내었다(Table IV). 

회수율(Recovery) −직선성 범위 내 5, 10, 20 μg/mL의

3가지 농도를 검체에 첨가한 뒤 확립된 분석방법을 이용하

여 회수율을 측정한 후, 정확성(Accuracy)을 평가하였다. 그

결과, 지표성분 2종 모두에서 분석오차 10%내의 회수율을

나타냈으며, RSD(%)가 1%이하로 측정되어 양호한 정확성

과 정밀성을 나타내었다(Table V). 

확립된 동시분석법을 이용한 프로폴리스 시료의 함량평

가 −우리나라 8개 도시에서 수집한 프로폴리스 8종과 시판

제품 2종에 대하여 확립된 UPLC 동시분석법을 적용하였다.

Fig. 3의 프로폴리스 시료 10종에 대한 UPLC chromatogram

에서 지표성분인 p-coumaric acid와 trans-cinnamic acid의

분리도는 양호하였고 실제로 적용 가능함을 나타내었으며,

지표성분 2종에 대한 검량선의 회귀방정식을 이용하여 프

로폴리스 10종에 대한 함량을 Table VI에 나타내었다. p-

coumaric acid의 함량은 017~2.23 mg/g(원괴), trans-cinnamic

acid는 0.30~1.03 mg/g(원괴)로 측정되었으며 프로폴리스의

산지에 따라 함량차이가 많은 것으로 확인되었다. 우리나라

의 프로폴리스 수집원이 되는 수목류는 소나무, 포플러, 참

Table III. Analytical data of regression equation, limit of detection (LOD) and limit of quantification (LOQ) for marker

compounds in korean propolis

Marker compound Regression equation
(a)

R
2(b) LOD

(µg/mL)

LOQ

(µg/mL)

p-Coumaric acid  Y = 12893x – 2544.6 1.000 0.07 0.23

trans-Cinnamic acid  Y = 21344x + 1916.4 1.000 0.02 0.06

(a) Y: Peak area, x: sample concentration (µg/mL)
(b) R

2
: correlation coefficient

Table IV. Precision result of marker compounds in different concentrations

Marker compound
Conc.

(μg/mL)

Intra day Inter day

 Mean±SD RSD(%)  Mean±SD RSD(%)

p-Coumaric acid 5.0  5.18±0.01 0.24   5.17±0.04 0.72

10.0  9.67±0.06 0.64  9.81±0.08 0.78

50.0  49.33±0.12 0.23   48.73±0.34 0.71

trans-Cinnamic acid 5.0  5.07±0.02 0.32   5.08±0.01 0.24

10.0  9.86±0.07 0.74  9.86±0.07 0.70

50.0  49.83±0.05 0.10   49.24±0.47 0.96

Conc.: concentration, SD: standard deviation, RSD: relative standard deviation.

Table V. Recovery data of marker compounds in different concentrations

Marker compound
Spiked amount 

(μg/mL)

Measured amount 

(μg/mL)

RSD

(%)

Recovery

(%)

p-Coumaric acid 5.0  4.99±0.04 0.78 99.9

10.0  10.09±0.07 0.73 100.9

20.0  20.87±0.06 0.31 104.3

trans-Cinnamic acid 5.0  5.16±0.04 0.78 103.1

10.0  10.48±0.11 1.00 104.8

20.0  21.17±0.21 0.98 105.8
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나무 등으로 알려져 있는데 지역별로 수목의 분포, 기후 등

에 의하여 지표성분의 함량차이가 큰 것으로 생각되었다.

프로폴리스 시판제품에 대한 함량평가에서는 시판되는 많

은 제품 중 단지 두 제품을 선별하여 측정하였지만 지표성

분 2종에 대한 함량차이는 거의 없는 것으로 확인되어 건

강기능식품으로 판매되는 프로폴리스 추출물의 기능성이 일

관되도록 p-coumaric acid와 trans-cinnamic acid의 함량 기

준을 설정하는 것이 필요할 것으로 사료되며, 개발된 프로

폴리스 UPLC 동시분석법은 신속하고 정확하며 간단하게

국내산 프로폴리스의 품질평가에 충분히 적용가능함을 시

사한다. 또한 프로폴리스와 같은 천연물을 이용한 제품 생

산시 품질평가법에 대한 우수한 기초자료로 활용되기를 기

대한다.

결 론

본 연구에서는 UPLC에 Halo C18컬럼과, MeCN 및

0.1%H3PO4를 이동상으로 사용하여 분석시간 8분 이내 프

로폴리스 추출물의 지표성분 p-coumaric acid와 trans-

cinnamic acid에 대한 새로운 동시분석법을 개발하였고, 분

석법 밸리데이션을 통하여 특이성, 정확성, 정밀성을 갖춘

분석법임이 확인되었다. 확립된 UPLC분석법은 기존의

KFDA 고시법보다 지표성분의 분리능이 우수하였으며, 분

석시간을 7분 정도 단축시켜 용매소비량의 감소 및 다량의

시료를 분석하였을 때 분석소요시간을 줄일 수 있었다. 또

한 국내에서 생산되는 지역별 프로폴리스 8종과 시판제품

2종에 대하여 충분히 적용 가능한 정량분석법임을 확인하였

다. 이상의 결과로 프로폴리스 UPLC 동시분석법은 천연물

을 이용하여 개발되는 식·의약품의 일관된 품질생산을 위한

기초자료로 활용할 수 있을 것으로 판단된다.
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