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서 론   

병풀(Centella asiatica)은 병을 치료하는 풀이라는 뜻으로, 
미나리과(Apiaceae)의 다년생 초본식물로서 국내에서는 호랑

이 풀이라고 불리며 주로 마다가스카르, 인도, 중국 등 아시

아를 포함한 고온 다습한 환경에서 자라는 것으로 알려져 있

다(Eom 등 2021). 국내에서는 남해와 제주도 일대에서 자생

하는 것으로 알려져 있으며, 최근에는 남부 지방뿐만 아니라 

충북 충주에서도 재배되는 것으로 알려져 있다(Choi 등 2021a). 
병풀은 다양한 약리적인 효과로 과거부터 전통요법을 통해 
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Abstract

Centella asiatica (C. asiatica) has been widely used in food, cosmetics, and pharmaceutical industry as a functional material. In 
a previous study, we have investigated not only pharmacological effects such as antioxidative and anti-inflammatory effects, but also 
analyzed various functional ingredients. In this study, triterpenoids were analyzed using HPLC-DAD to determine marker compounds 
among functional ingredients. When triterpenoids were analyzed, asiaticoside from C. asiatica was determined as an optimal marker 
compound. Next, specificity, linearity, limited of detection (LOD), limited of quantification (LOQ), precision, accuracy, and range were 
evaluated using HPLC-DAD to determine asiaticoside contents in C. asiatica juice and extracts. The specificity was elucidated by 
chromatogram and retention time using an established analytical method. The coefficient of correlation obtained was 0.9996. LOD 
was 4.99 μg/mL and LOQ was 15.12 μg/mL. Intra- and inter-day precision of asiaticoside were determined to be 0.48~1.68% and 
0.08~1.09%, respectively. Furthermore, the recovery rate of asiaticoside was 98.88% and the analytical range of Field-70E was 
determined to be 0.625~10 mg/mL. As a results of evaluating ABTS, DPPH, and FRAP antioxidative effect, Field-70E showed potent 
antioxidant activities. Results of this study could be used as basic data for quality standardization of C. astiatica juice and extracts.
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약용으로 이용되어 왔으며, 항염증 효과를 통한 면역조절

(Eom 등 2022) 및 면역 자극 효과(Ha 등 2009)뿐만 아니라 피

부 관련 기능성으로 항산화, 피부염 개선효과(Shin 등 2020), 
주름개선(Bylka 등 2013) 및 피부 개선(Kwon 등 2012) 등의 

효능이 보고되고 있다. 또한, 식품 및 화장품 분야뿐만 아니

라 제약 분야에서는 상처 치료제의 주요 성분으로 활용되고 

있으며, 최근에는 ‘노화로 인해 감소될 수 있는 황반색소 밀

도를 유지하여 눈 건강에 도움을 줄 수 있음’이라는 눈 건강 

개선에 관한 건강기능 식품 기능성 원료 개별인정을 획득한 

것으로 알려져 있다(Park 등 2020). 이러한 병풀은 많은 기능

성이 입증되어 수요가 급격하게 증가하고 있는 실정이나, 국
내 원료는 수입 원료에 비해 원료 공급과 가격경쟁 등의 이

유로 산업적으로 활용하기에는 어려움이 따르는 실정이며, 
현재 국내에서 안정적인 원료 공급을 통해 산업적으로 활용 

가능한 병풀 재배에 지속적으로 연구 및 개발 중인 것으로 

알려져 있다(Choi 등 2020; Oh 등 2021).
병풀은 식품의약품안전처 기준에 따라 식용가능한 생물

소재로 등록되어 있으며, 기능성 식품 소재로서 응용할 수 

있는 다양한 생리활성을 지니고 있다. 따라서, 병풀을 개별

인정형 원료로 개발하고자 하는 연구가 지속적으로 행해지

고 있으므로 병풀에 함유된 지표성분을 발굴하고 이를 분석

하는 것은 매우 중요하다. 병풀의 대표적인 유효성분은 트리

테르페노이드 계열의 madecassoside, asiaticoside, madecassic 
acid 및 asiatic acid를 포함하는 것으로 알려져 있으며, 폴리페

놀 계열의 chlorogenic acid, caffeic acid, ellagic acid, 1,5 및 

3,4-dicaffeoyl quinic acid와 플라보노이드 cynaroside, scutellarin 
및 miquelianin 등이 존재하는 것으로 알려져 있다(Shin 등 

2021). 트리테르펜 중 높은 함량을 차지하는 madecassoside는 

상처치유(Liu 등 2008), 관절염 개선(Li 등 2009) 및 항산화 

효과(Bian 등 2012) 등의 효능을 가지며, asiaticoside의 경우 

항균 및 항진균 활성을 가져 상처치유 및 피부질환에 대한 

예방효과를 가지고 있어 시판 중인 상처치료제의 주요 성분

으로 알려져 있다(Kil 등 2018).
한편, 식품의약품안전처에 따르면 개별인정형 기능성 원

료의 인증은 건강기능식품의 지표성분(또는 기능성분)의 시

험법을 제시하고 지표성분의 함량을 제시하도록 규정하고 

있다. 또한, 지표성분에 대한 규격은 Association of Official 
Analytical Chemists(AOAC) 등의 공인된 분석방법을 이용하

거나 유효성이 입증된 분석법 혹은 정확한 규격을 설정하기 

위한 분석법의 타당성 및 신뢰성이 검증되어야 한다. 본 연

구진은 국내에서 재배되는 병풀 추출물의 ABTS, DPPH 라디

칼 소거능과 FRAP assay를 통한 항산화 활성을 검토하였고, 
RAW 264.7 대식세포주와 HaCaT 피부세포주를 이용하여 항

염증 활성을 확인하였다(Shin 등 2020). 또한, 유효성분의 함

량과 생리활성에 적합한 건조방법 및 부위에 따른 성분의 함

량과 생리활성을 규명하였으며(Eom 등 2021; Eom 등 2022), 
트리테르페노이드, 폴리페놀 및 플라보노이드 등을 유효성

분으로 분석하였다(Shin 등 2021). 앞선 연구에서 병풀의 기

능성 식품 소재로서의 활용 가능성을 확인하였으며, 본 연구

에서는 트리테르페노이드 4종을 분석하고 피크의 분리도 및 

함량 등을 고려하여 최적 지표물질 선정과 분석법 검증을 진

행하였다. 설정된 지표물질을 이용하여 제품 생산에 적용하

고 이를 통한 제품 표준화로 소비자들에게 일정한 품질의 제

품 공급에 도움을 줄 수 있을 것으로 사료된다. 또한, 이는 

향후 개별인정형 건강기능식품 원료로 적용하기 위한 타당

성과 신뢰성을 확보하기 위한 기초자료로 활용될 수 있을 것

으로 판단된다.

재료 및 방법

1. 시료 제조
본 연구에서 사용된 병풀(C. asiatica)은 2022년 충청북도 

충주시의 농업회사법인 ㈜병풀농원(Chungju, Korea)에서 제

공받았으며, 생육환경에 대한 유효성분의 함량을 분석하기 

위해 각각 토경(field) 및 수경(hydroponics) 재배를 통해 얻은 

병풀을 이용하였다. 병풀은 제공받은 즉시 착즙액으로 조제

되거나, 열수추출 및 70% 주정추출을 위해 60℃에서 열풍건

조하였으며 이후, 각각 착즙, 열수 및 70% 주정 추출을 통해 

착즙액과 추출물을 조제하였다. 착즙액(juice)은 ㈜참선진 녹

즙(Jincheon, Korea)에서 세척하여, 착즙(HH-SBF11, Hurom 
Co., Ltd., Seoul, Korea) 및 여과(Advantec, Tokyo, Japan)를 거

쳐 조제되었고, 열수추출물(HE; hot-water extract)의 경우 건

조된 원물 2 g에 증류수 98 mL의 비율(2%)로 13시간 동안 

90℃에서 추출을 진행한 후 여과 과정을 거쳐 산업적으로 조

제되었다. 반면, 70% 주정 추출물(70E; 70% ethanol extract)의 

경우 건조된 원물의 20배의 70% 주정을 첨가하여 상온에서 

3일간 교반한 후 여과를 거쳐 실험실에서 조제되었다. 조제

된 착즙액과 추출물은 8% Brix 미만의 농도로 농축(Eyera, 
Tokyo, Japan)하고 동결건조(FD8508, Ilshin Biobase, Seoul, 
Korea)하여 분석에 이용되었다.

2. 표준용액 및 시료 조제
표준물질인 madecassoside, asiaticoside, madecassic acid 및 

asiatic acid는 Sigma-Aldrich(St. Louis, MO, USA)에서 구매하

여 사용하였다(Fig. 1). 표준물질은 HPLC 등급의 methanol 
(MeOH)에 용해하고 4 mg/mL 농도의 stock solution으로 조제

하였다. 조제된 stock solution은 각각 섞어 1 mg/mL의 working 
solution으로 조제한 후 0.2~1 mg/mL로 희석하여 0.2 μm 
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membrane filter(PALL, Port Washington, NY, USA)로 여과한 

후 분석에 이용되었다. 시료의 경우, 착즙액과 열수추출물은 

물에 용해하였으며, 70% 주정 추출물은 70% 주정에 용해하

여 분석에 이용되었다.

3. HPLC 분석조건
재배환경에 따른 병풀 착즙액 및 추출물의 유효성분 

madecassoside, asiaticoside, madecassic acid 및 asiatic acid는 

YMC-Triart C18 컬럼이 장착된 HPLC YL-9100 series로 분석

하였다. 분석 용매는 deionized water와 acetonitrile을 이용하여 

gradient 조건을 사용하였으며, DAD detector의 파장은 205 nm
에서 분석되었다. 자세한 분석조건은 Table 1에 나타냈다.

4. 분석법 검증
지표물질에 대한 분석법의 검증(method validation)은 ‘건강

기능식품 기능성 원료 인정을 위한 제출자료 작성 가이드

(NIFDS 2021)’를 근거하여 특이성(specificity), 직선성(linearity), 

정밀성(precision), 정확성(accuracy)을 분석하고 직선성 검증

을 통해 계산된 기울기와 표준편차를 이용하여 검출한계

(limit of detection, LOD) 및 정량한계(limited of quantification, 
LOQ)를 산출하였다. 이를 토대로 병풀 착즙액과 추출물에 

함유한 asiaticoside를 분석함으로써 해당 성분에 대한 분석법 

검증을 진행하였다.

1) 특이성
특이성은 분석 대상 물질을 정확하게 분리해 측정할 수 있

는 능력을 의미하며 MeOH, 표준물질 및 시료를 이용하여 분

석하였으며, 검증 대상인 asiaticoside와 시료의 HPLC chro-
matogram을 비교하여 peak의 간섭여부와 분리정도를 확인함

으로써 특이성을 판단하였다.

2) 직선성
직선성은 표준물질의 일정 농도 범위 내에 직선적인 값을 나

타내는 능력을 의미하며, 표준물질을 MeOH에 용해하여 0~0.95 

(A) (B)

(C) (D)

Fig. 1. Chemical structure of (A) madecassoside, (B) asiaticoside, (C) madecassic acid, and (D) asiatic acid.
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mg/mL로 순차적으로 희석하고 농도에 대한 면적의 검량선을 작

성하였다. HPLC를 통한 분석은 각각 3회 반복하였으며 분석한 

값을 토대로 결정된 검량선을 통해 기울기(slope), 표준편차

(standard deviation) 및 상관계수(R2)를 확인하였다.

3) 검출한계 및 정량한계
검출한계는 검출 가능한 최소량, 정량한계는 정량 값으로 

나타낼 수 있는 분석대상 성분의 최소량을 뜻한다. Asiaticoside
의 검출한계(LOD)와 정량한계(LOQ)는 앞선 직선성에서 계

산된 검량선의 기울기와 표준편차에 근거하여 아래와 같은 

식을 이용하여 계산되었다.

LOD=3.3×σ/S
LOQ=10×σ/S
σ: standard deviation of intercept
S: mean of slope

4) 정밀성
정밀성은 균일한 표준물질로부터 여러 번 분석한 결과를 

통해 측정하였을 때 각각의 측정값의 근접성을 의미하고 직

선성에 의해 산출된 농도 범위에서 0.24, 0.48 및 0.71 mg/mL
의 농도에 해당하는 표준물질을 반복 측정하여 재현성(repeat-
ability)을 확인하였다. 또한, 정밀성(intermediate precision)은 일

내(intra-day) 및 일간(inter-day) 정밀성으로 나타냈으며, 3일

간 반복하여 측정하고 그에 대한 상대표준편차(relative stan-
dard deviation, RSD %)로 정밀도를 판단하였다.

5) 정확성
정확성은 참값에 근접한 정도를 의미하여 분석값이 얼마

나 근접하는지를 나타내며, 직선성에 의해 산출된 농도 범위

에서 0.24, 0.48 및 0.71 mg/mL의 농도에 해당하는 표준물질

을 분석한 후 5회 반복 측정에 따른 참값과 분석값에 대한 회수

율(recovery %)을 산출하여 분석법의 정확성을 확인하였다.

6) 분석 범위 설정
재배환경에 따른 병풀 착즙액과 추출물에 함유된 asia-

ticoside를 지표물질로 활용하기 위해 분석법 검증을 마친 표

준물질 asiaticoside를 이용하여 검출한계 및 정량한계 등을 

고려하여 시료의 분석 농도 범위를 설정하였다.

5. 항산화 활성
재배환경과 추출용매에 따른 착즙액 및 추출물의 항산화 

활성을 평가하기 위하여 Shin 등(2020)의 방법을 참고하여 

2,2’-azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid(ABTS, Sigma- 
Aldrich, St, Louis, MO, USA)와 2,2-diphenyl-1-picrylhydra-
zyl(DPPH, Sigma-Aldrich)를 이용한 자유 라디칼 소거능과 

ferric reducing antioxidant power(FRAP) 활성을 분석하였다. 
L-ascorbic acid(Sigma-Aldrich)를 표준물질로 이용하여 시료

의 상대적인 항산화능을 비교하였으며, 시료 처리에 대한 라

디칼 소거능은 μg AEAC(ascorbic acid equivalent antioxidant 
capacity)/mg으로 나타냈으며, FRAP 활성은 μg AE(ascorbic 
acid equivalent)/mg로 나타냈다.

6. 통계처리
모든 시험은 각각 조건에 맞게 3번 이상 반복하여 실시하

였으며 결과를 평균±표준편차(SD)로 나타낸 후 통계분석은 

Statistical Package for Social Science(SPSS V 26, SPSS Inc., 
Chicago, IL, USA)를 이용하여 분석하였다. HPLC를 통해 정

량한 값은 분산의 동질성을 비교하기 위해 Leven’s test를 실시

하였다. 측정값들이 동질성을 갖는 경우 분산분석(ANOVA)을 

Analysis Conditions

Instrument YL-9100 series
 (Young Lin Co. Ltd, Anyang, Korea)

Column YMC-Triart C18
 (150×4.6 mm, 3 μm, YMC Co., Ltd., Kyoto, Japan)

Column temp. 30℃

Mobile 
phase

(Gradient)

Time 
(min)

Deionized water 
(%)

Acetonitrile 
(%)

0 79 21
9 79 21

12 77 23
20 77 23
24 65 35
30 65 35
32 56 44
34 33 67
42 33 67
45 0 100
50 79 21
65 79 21

Flow rate 0.8 mL/min
Injection 
volume 20 μL

Detector UV at 205 nm
Data 

calculator Clarity system

Table 1. HPLC conditions for the quantitative analysis of 
triterpenoids



Vol. 36, No. 2(2023) 병풀 지표성분 분석과 분석법 검증 97

실시한 후 각 측정값의 유의성을 Duncan’s multiple range test 
검증하여 p<0.05 수준에서 확인하였다.

결과 및 고찰

1. 재배환경에따른병풀착즙액과추출물의유효성분함
량 분석

토경 및 수경재배 병풀 착즙액과 추출물의 지표성분 결정

을 위하여 유효성분인 트리테르페노이드 4종에 대한 분석을 

진행하여 각각의 크로마토그램과 함량을 Fig. 2와 Table 2에 

나타냈다. 착즙액(juice)의 경우 재배환경에 관계없이 made-
cassoside, madecassic acid 및 asiatic acid는 검출되지 않았으

나, asiaticoside의 경우 토경 착즙액(Field-juice)은 3.70 μg/mg
의 함량을 나타냈으며, 수경 착즙액(Hydroponics-HE)은 2.22 
μg/mg를 함유하는 것으로 확인되었다. 열수추출물의 경우에

는 토경 재배는 asiaticoside만이 4.82 μg/mg을 함유하는 것으

로 확인되었으며 수경재배의 경우 madecassoside(3.64 μg/mg) 
및 asiaticoside(6.68 μg/mg)를 함유하고 있었다. 반면, 70% 주
정추출물은 4개의 유효성분을 모두 함유하고 있었는데, 토경 

70% 주정추출물(70E)은 madecassoside, asiaticoside, madecassic 
acid 및 asiatic acid 각각 17.94, 35.27, 0.94 및 0.74 μg/mg를, 
수경 70% 주정추출물은 7.85, 24.30, 0.97 및 2.17 μg/mg의 유

효성분 함량을 나타냈다. 유효성분이 모두 함유된 70% 주정

추출물에서 madecassoside는 토경이 수경재배보다 약 2.3배 

증가되었고, asiaticoside는 약 1.5배 증가, asiatic acid는 수경

이 토경보다 2.9배 증가한 반면, madecassic acid는 유사한 수

준으로 나타나 재배환경에 따라 유효성분의 큰 차이를 확인

할 수 있었다. 한편, Shin 등(2021)의 연구에서 병풀을 건조방

법 및 부위에 따라 분리하여 상온에서 교반하여 냉수추출을 

진행한 경우, 상기 주요 트리테르페노이드는 검출되지 않은 

것으로 보고하였는데, 본 연구에서 열과 용매를 처리하지 않

고 압력과 교반을 통해 얻어진 착즙액도 검출량이 적은 결과

를 나타내어, 극성이 현저히 높은 물보다는 열과 70% 주정을 

처리하는 것이 트리테르페노이드 성분을 효과적으로 추출할 

수 있는 것으로 확인되었다. 또한, Shin 등(2020)의 연구에서 추

출용매에 따른 주요 트리테르페노이드 성분 4종(madecassoside, 
asiaticoside, madecassic acid 및 asiatic acid)은 70% 주정 추출

물이 가장 높게 함유하고 있다고 보고하여 본 연구결과와 일

치되는 경향을 나타냄으로써 이후 식품 소재로 활용가능한 

수준에서 주정의 농도를 조정하여 트리테르페노이드 성분들

을 효과적으로 획득할 수 있는 추출방법을 제공할 수 있을 

Fig. 2. HPLC chromatogram of (A) Field-70E and (B) 
standard mixture.

Sample Madecassoside
(μg/mg)

Asiaticoside
(μg/mg)

Madecassic acid
(μg/mg)

Asiatic acid
(μg/mg)

Field
Juice n.d1) 3.70±0.15e n.d n.d
HE2) n.d 4.82±0.15d n.d n.d
70E3) 17.94±0.44a 35.24±1.61a 0.94±0.01 0.74±0.03

Hydroponics
Juice n.d 2.22±0.02f n.d n.d
HE 3.64±0.03c 6.68±0.03c n.d n.d
70E 7.85±0.11b 24.30±0.56b 0.97±0.02 2.17±0.05

1) Not detected. 
2) HE: hot-water extracts. 
3) 70E: 70% EtOH extracts.
All results of composition content are expressed as mean±S.D. for three independent experiments. Different letters within a column are 
significantly different (p<0.05) by Duncan's multiple range test.

Table 2. Contents of major triterpenoids in C. asiatica juice and extracts
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것으로 판단된다.
또한, 트리테르페노이드 4종의 유효성분에 대한 HPLC 분

석결과, madecassoside의 경우, 피크 분리도가 다소 양호하지 

않으며, madecassic acid 및 asiatic acid는 착즙액과 열수추출

물에서 검출되지 않는 소량이라는 점에서 지표물질로 이용

하기에는 어려움이 있음을 확인하였다. 그러나, 본 연구에서 

지표물질로 선정한 asiaticoside는 다른 3종의 성분(madeca-
ssoside, madecassic acid 및 asiatic acid)에 비해 착즙액 및 추출

물에서 모두 검출되었을 뿐만 아니라 시료에서 피크 분리도

가 우수한 점, 머무름 시간 및 높은 유효성분의 함량 등을 

고려하여 최적 지표성분인 asiaticoside에 대한 컬럼, 이동상

의 조성 및 검출파장 등을 확인하고 지표물질에 대한 분석법 

검증을 진행하였다.

2. 분석법 검증

1) 특이성
특이성은 분석대상 물질을 불순물로부터 정확하게 분리

해 측정할 수 있는 능력을 의미하며, 다른 물질들과 간섭 없

이 표준물질과 시료의 HPLC 분석을 통해 해당 물질의 peak
의 선택적 분리여부와 간섭정도 등을 측정하였다(Kwon 등 

2022). 본 연구에서 확립한 HPLC 조건으로 표준용액과 병풀 

착즙액 및 추출물의 크로마토그램을 비교하여 peak의 분리

여부를 확인한 결과, asiaticoside는 다른 피크와 간섭 없이 단

일 피크로 검출되었으며, 표준용액의 머무름 시간은 27.4분

대, 시료의 경우 27.4분대로 일치하였다(Fig. 2). 또한, 전처리 

용매인 MeOH과 비교 시 용매 피크에 대한 간섭이 없는 것을 

확인하였다(Fig. 3). 이러한 결과를 토대로 해당 분석법이 특

이성을 가지는 것으로 확인되었다.

2) 직선성
직선성은 분석대상 물질의 농도에 비례하여 표준물질의 

일정 농도범위에서 직선적인 값을 나타내는 능력을 말하며

(Hong 등 2021), 분석법이 일정 농도 범위에 있는 검체 중 분

석대상 물질의 양에 대한 직선적인 값에 대한 확보 여부를 

확인하고자 asiaticoside 표준용액을 각각의 농도에 대한 피크 

면적으로 검량선을 작성하고 상관계수(R2)를 통해 직선성을 

확인하였다. 표준용액을 각각 0.19, 0.38, 0.57, 0.76 및 0.95 
mg/mL로 조제하여 각각 3회 반복으로 HPLC를 분석하여 크

로마토그램과 검량선을 작성하였다(Fig. 3). 검량선의 상관계

수는 0.9996으로 확인되어 우수한 직선성이 입증되었고 머무

름 시간은 27.3~27.6분대로 확인되었으며 지표성분의 함량을 

계산할 수 있는 회귀방정식(y=2,719.6524x－3.6730)이 산출되

었다. 이러한 결과를 토대로 해당 분석법이 직선성을 가지는 

것으로 확인되었다.

3) 검출한계 및 정량한계
검출한계는 시료 중에 분석하고자 하는 성분의 검출 가능

한 최소량 혹은 최저농도를 뜻하며, 정량한계는 정확성과 정

밀성을 가진 정량값으로 나타낼 수 있는 분석대상성분의 최

소량을 뜻한다(Choi 등 2021b). 검출한계 및 정량한계의 값이 

낮을수록 해당 물질이 주어진 분석법에서 검출이 용이하다

는 의미를 나타내며(Choi 등 2022), 직선성 확인을 위해 작성

된 검량선의 intercept와 slope를 종합하여 검출한계와 정량한

계를 산출하였다(Table 3). 지표물질 asiaticoside의 검출한계

는 4.99 μg/mL로 확인되었으며, 정량한계는 15.12 μg/mL로 

확인되었다. 

4) 정밀성
정밀성은 균일한 표준물질로부터 일정한 조건에서 여러 

번 분석한 결과를 통해 측정하였을 때 각각의 측정값의 근접

성을 의미한다(Han 등 2022). 직선성을 평가한 농도 범위에 

있는 지표성분의 3가지 농도(0.24, 0.48 및 0.71 mg/mL)에 대

하여 정밀성을 분석하였다. 동일 실험실에서 서로 다른 실험

일, 분석자, 장비 또는 기구를 사용하여 얻은 측정 값들 사이

의 근접성을 확인하는 것으로 본 연구에서는 분석일을 요인

으로 실험실 내 정밀성을 확인하였다. 일내(intra-day) 및 일

간(inter-day) 변동성을 분석한 결과, asiaticoside는 일내 0.48~ 

Fig. 3. HPLC chromatogram of asiaticoside and blank.
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1.68%의 RSD를 나타냈으며, 일간 0.08~1.09%의 RSD를 나타

냈다(Table 4). 

5) 정확성
정확성은 이미 알고 있는 참값에 근접한 정도를 의미하며 

분석값이 참값에 얼마나 근접하는지를 나타낸다(Lee 등 

2021). 분석시료에 직선성을 평가한 농도 범위에 있는 세가

지 농도를 첨가하여 분석해서 회수율을 확인하여 정확성을 

평가한 결과, 회수율은 98.63~102.21%로 측정되었으며, 평균 

회수율은 98.88%로 확인되었으며, ±5% 미만의 정확성을 나

타냈다(Table 5). 

6) 지표물질 asiaticoside 함량 및 분석 범위 결정
분석법 검증을 통해 확립된 HPLC 분석법으로 재배환경에 

따른 병풀 착즙액 및 추출물 6종에 대한 지표물질로 선정된 

asiaticoside를 분석하고 각각의 함량을 산출한 결과를 Fig. 4
에 나타냈다. 토경재배 병풀의 70% 주정 추출물이 가장 높은 

함유량(33.32 μg/mg)을 나타내었고, 수경재배 70% 주정 추출

물(21.93 μg/mg), 수경 열수추출물(6.21 μg/mg), 토경 열수추

출물(4.35 μg/mg), 토경 착즙액(3.33 μg/mg) 및 수경 착즙액

(1.85 μg/mg)의 순으로 확인되었다(p<0.05). 이는 앞선 표준물

질의 혼합액을 통해 계산된 함량과 유사한 것으로 확인되었

으며, 지표물질 asiaticoside는 다른 유효성분 3종(madecas-
soside, madecassic acid 및 asiatic acid)과 같이 주정 추출 시 

높은 추출율을 나타내었으며, 열수추출물보다도 적었지만 

다른 3종 화합물과는 달리 착즙액에서도 확인이 될 뿐만 아

니라 트리테르페노이드 4종 중에서 가장 높은 함량을 함유

하는 것으로 확인되어 지표물질로 적합한 것으로 확인되었

Variability Concentration (mg/mL) Area Observed (mg/mL) Mean±S.D. RSD1) (%)

Intra-day

1 0.24 618.44 0.23 
0.23±0.00 1.68 2 0.48 1,303.20 0.48 

3 0.71 1,886.13 0.69 
1 0.24 620.05 0.23 

0.48±0.00 0.48 2 0.48 1,312.79 0.48 
3 0.71 1,933.62 0.71 
1 0.24 601.34 0.22 

0.70±0.01 1.24 2 0.48 1,314.97 0.48 
3 0.71 1,908.70 0.70 

Inter-day

1
0.24 640.21 0.24 

0.24±0.00 1.09 0.48 1,318.94 0.49 
0.71 1,908.70 0.70 

2
0.24 654.17 0.24 

0.49±0.00 0.08 0.48 1,319.25 0.49 
0.71 1,900.58 0.70 

3
0.24 649.67 0.24 

0.71±0.01 0.90 0.48 1,317.33 0.49 
0.71 1,933.62 0.71 

1) RSD: Relative standard deviation.

Table 4. Precision of intra- and inter-day variabilities for asiaticoside

Analyte Range
(μg/mL)

Correlation coefficient 
(R2) σ1) S2) LOD

(μg/mL)
LOQ

(μg/mL)
Asiaticoside 0~950 0.9996 4.11 2,719.65 4.99 15.12

1) Standard deviation of intercept.
2) Mean of slope.

Table 3. Linearity regression, limited of detection (LOD), and limited of quantification (LOQ) for asiaticoside
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다. 또한, 지표물질을 가장 많이 함유하였던 토경 재배 70% 
주정 추출물의 분석 범위를 설정하기 위해서 시료를 농도별

로 0.3125, 0.625, 1.25, 2.5, 5 및 10 mg/mL의 농도에서 재 분

석한 결과(Fig. 4), asiaticoside의 함량은 각각 10.9, 24.2, 50.7, 
107.8, 262.7 및 513.5 μg/mL를 나타냈다. 0.3125 mg/mL의 농

도 분석 시 10.9 μg/mL의 지표물질의 함량을 나타내어 검출

한계인 4.99 μg/mL는 초과하였으나, 정량한계인 15.12 μg/mL
는 도달하지 못해 시료의 분석 범위는 0.3125 mg/mL를 제외

한 0.625~10 mg/mL로 설정하였다. 

3. 항산화 활성
정상적인 대사과정에서 생성되는 자유 라디칼은 인체 내

에서 지질, 단백질, DNA 및 효소 등을 파괴하여 세포 조직에 

염증, 피부 노화, 암 등의 심각한 손상을 야기하는 것으로 알

려져 있다(Choi 등 2016). 이를 개선할 수 있는 항산화 활성은 

염증, 피부 개선 및 항암 등 다양한 생리활성과 밀접한 관련

을 가지고 있으며, 기능성 소재로서 항산화 활성이 갖는 의

의는 클 것으로 예상된다. 따라서 재배환경에 따른 병풀 착

즙액 및 추출물의 항산화 활성을 평가하였으며, ABTS 및 

DPPH 라디칼 소거능 결과는 Fig. 5A에 나타냈다. ABTS 라디

칼 소거활성의 경우, 토경 70% 주정 추출물(53.9 μg AEAC/mg)
과 수경 열수추출물(52.0 μg AEAC/mg)에서 우수하게 나타났

Analyte Concentration 
(mg/mL)

Recovery (%)

Recovered Mean±S.D. Mean

Asiaticoside
0.24 0.23±0.01 98.81±2.99

98.88±2.380.48 0.49±0.00 102.21±0.21
0.71 0.70±0.01 98.63±0.89

Table 5. Recovery rate of analytical method for asiaticoside

Fig. 4. Contents of asiaticoside in C. asiatica juice and 
extract. All results of composition content are expressed as 
mean±S.D. for three independent experiments. Bars with 
different letters are significantly different (p<0.05) according 
to Duncan’s multiple range test. HE: hot-water extracts, 
70E: 70% EtOH extracts.

(A)

(B)

Fig. 5. Antioxidant activity of C. asiatica juice and 
extract. (A) ABTS and DPPH radical scavenging effect and 
(B) FRAP activity. All results of composition content are 
expressed as mean±S.D. for three independent experiments. 
Bars with different letters are significantly different (p<0.05) 
according to Duncan’s multiple range test. HE: hot-water 
extracts, 70E: 70% EtOH extracts.
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으며 토경 및 수경 착즙액은 상대적으로 낮은 ABTS 소거능

을 보였다. DPPH 라디칼 소거활성 결과에서도 유사한 경향

을 나타냈는데, 토경 70% 주정 추출물(17.2 μg AEAC/mg)에
서 가장 우수한 라디칼 소거능을 보였으며, 수경 착즙액(4.5 
μg AEAC/mg)은 낮은 DPPH 라디칼 소거활성을 나타냈다. 
Benzie & Strain (1996)의 연구에 따라 ferric ion(Fe3+) 복합체

를 ferrous ion(Fe2+)의 형태로 환원시키는 원리를 이용하여 항

산화 활성을 평가한 결과는 Fig. 5B에 나타내었다. 분석결과, 
토경 70% 주정추출물이 31.8 μg AE/mg으로 가장 높은 활성

을 나타냈으며, 반면 수경 착즙액은 0.8 μg AE/mg으로 상대

적으로 가장 낮은 활성을 나타냈다. 종합적으로, 라디칼 소

거능 및 FRAP 활성을 통한 항산화 활성 평가결과, 토경 70% 
주정 추출물이 가장 우수한 항산화 활성을 나타냈으며 이는 

항산화 활성 관련 기능성 소재로서 활용가능 할 것으로 사료

된다.

요약 및 결론

병풀(C. asiatica)은 식품, 화장품 및 제약 산업에서 기능성 

물질로서 널리 사용되고 있다. 선행연구에서 항산화, 항염증 

등 약리적인 효과뿐만 아니라, HPLC를 통해 다양한 기능성 

성분을 분석하였으며 본 연구에서는 기능성 성분의 검증을 

위해 HPLC-DAD를 통해 분석법 검증을 진행하였다. Made-
cassoside, asiaticoside, madecassic acid 및 asiatic acid 등의 트

리테르페노이드에 대해 분석을 진행하였으며, 분석 결과, 기
능성/지표성분으로 asiaticoside를 선정하였다. HPLC-DAD를 

사용하여 asiaticoside 함량을 결정하기 위한 특이성, 직선성, 
검출 한계(LOD), 정량 한계(LOQ), 정밀성, 정확성, 분석 범위

를 평가하였다. 특이성은 확립된 분석방법을 사용하여 크로

마토그램과 머무름 시간으로 설명하였으며, 직선성을 확인

하기 위해 얻어진 상관계수(R2)는 0.9996으로 나타났으며, 
LOD 및 LOQ는 각각 4.99 및 15.12 μg/mL로 나타났다. asia-
ticoside의 일내(intra-day) 및 일간(inter-day) 정밀성은 각각 

0.48~1.68%, 0.08~1.09%로 나타났으며, asiaticoside의 회수율

은 98.88%로 나타났다. 검증된 분석법으로 확인한 토경 70% 
주정추출물(Field-70E)의 분석범위는 0.625~10 mg/mL로 나타

났다. 또한, 항산화 활성을 분석 결과, 70% 주정추출물

(Field-70E)의 ABTS 및 DPPH의 라디칼 소거활성과 FRAP에

서 각각 53.9 μg AEAC/mg, 17.2 μg AEAC/mg, 31.8 μg AE/mg
의 활성을 나타냈다. 이러한 결과는 본 분석 방법이 asiati-
coside 분석에 적합한 것으로 시사되었으며, 병풀 착즙액 및 

추출물의 식품/건강기능식품 소재로의 산업적 적용 가능성

에 대한 기초자료로 사용될 수 있을 것으로 기대된다.
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