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ABSTRACT

Determination of Adulteration in Ginseng(Panax ginseng)

Products by Multi-target Profiling Method

Choi, Ji Yeon

Advisor : Prof. Kim, Kyong Su, Ph.D.

Department of Food and Nutrition

Graduate School of Chosun University

The consumption of medicinal food to maintain good health has increased,

resulting to extend the markets for functional foods. Especially, ginseng(Panax

ginseng, ginseng radix) and red ginseng; a processed ginseng product in South

Korea, are commonly used as foods in general and healthy functional food in

particular from thousands of years ago. Due to high market demands, inexpensive

morphologically similar materials may be intentionally mixed into ginseng or red

ginseng products to derive benefits. It is very important to know whether the

ginseng or red ginseng products are adulterated or not. The genetic analysis cannot

be applied to processed red ginseng products, as they involve high temperature and

pressure processing and genes may be destroyed. Therefore, this study was

designed to find out some physicochemical indicators that would not be changed in

various processing processes. Several possible substances such as Codonopsis

lanceolata, Platycodon grandiflorum, and Pueraria lobata were tested as adulterants

and investigated in the study.

To approached with multi-taret profiling method in subject samples and report a

suitable method, the inorganic components were analyzed by using inductively

coupled plasma/mass spectrometry(ICP/MS) and inductively coupled plasma/optical

emission spectrometry(ICP/OES), volatile organic components were analyzed by
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using gas chromatography-mass spectrometry(GC-MS), phytochemical screening

via qualitative and quantitative analyses were done using standard reference

methods and analysis of nonvolatile organic components were determined using

high performance liquid chromatography(HPLC) and LC-mass spectrometry/mass

spectrometry(MS/MS).

Six macro elements(Na, Mg, Ca, K, Fe, and Al) in individual dried and steamed

dried samples were analyzed through ICP-OES and 19 trace elements(Ba, Cr, Cu,

Mn, Ni, Rb, Sr, Zn, Ga, Se, Tl, Be, Co, V, Li, Cs, Bi, Pb, Cd) in the samples were

analyzed using ICP-MS. No significant difference due to processing was shown

between raw samples and steamed samples and it was difficult to discriminate

among the samples based on the analyzed contents of inorganic components.

Among the statistical analyses, the Linear Discriminant Analysis (LDA) of the

inorganic profile enabled discrimination among the individual samples. The raw

samples and steamed samples were clearly distinguished from each other on the

graph. Thus discrimination among the samples using inorganic elements was

possible by LDA statistics.

The volatile organic components were extracted using the Solid phase micro

extraction(SPME) method, and analyzed using GC-MS. From the results,

(E)-2-hexen-1-ol and barbatene were identified in the raw samples of C.

lanceolata and P. gradiflorum, but not in the raw samples of the P. ginseng and

P. lobata. Furaneol was detected only from the steamed sample of P. gradiflorum.

There were difficulties in the analysis of volatile organic components because the

reproducibility was poor and the expected quantities of indicators were very small.

Therefore, it was judged that applying volatile organic components as a method to

identify the similar materials mixed into processed ginseng or red ginseng products

would be difficult.

In phytochemical screening tests, terpenoids, phytosterols, phenolic compounds,

coumarins, flavonoids, and alkaloids were screened and changes in colors were

observed. Since high reactions of flavonoid and phenolic components were identified

in the methanol extract of P. lobata, it was mixed into red ginseng extract at

ratios of 10, 20, 30, 40 and 50% and screening tests were conducted. The intensity
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of the colors changed according to the mixing ratio, so it was easy to check

whether or not the P. lobata were mixed.

Analyses were conducted using HPLC, to explore indicators that do not exist in

ginseng but are detected from C. lanceolata, P. grandiflorum and P. lobata. In the

results, peak 1, which was detected in C. lanceolate and P. grandiflorum in the

same time zone, and peak 2, which was detected only in P. lobata but not in other

samples, were identified. Expected indicators were verified by measuring their

accurate masses through LC-MS/MS analyses, and as components not detected in

ginseng, the same indicator of lobetyolin was identified in C. lanceolate, P.

grandiflorum and an indicator ononin was identified in P. lobata. Therefore, it was

concluded that the HPLC method developed in this study can identify whether or

not C. lanceolate, P. grandiflorum, or P. lobata has been mixed into ginseng or red

ginseng.

A total of 61 general and health functional foods made of ginseng or red ginseng

distributed in the market were monitored and there were no C. lanceolate, P.

grandiflorum or P. lobata mixed into the foods. When samples of processed

products of C. lanceolate and P. grandiflorum, which are similar materials, were

analyzed respectively, the common indicator lobetyolin was identified. Also when

samples of processed P. lobata products were analyzed, ononin was detected. The

method developed from this research can be used not only for ginseng processing

food but also for the quality examination of bonnet, balloon flower roots, and

arrochards.

In nutshell the indicator of similar materials, basic physicochemical components,

macro inorganic and trace inorganic elements, and volatile organic components,

were examined. Although it was difficult to set them as a method for clear

discrimination, the examination was meaningful for the collection of basic data.

Through this study, a method to identify whether or not similar materials were

mixed into ginseng or red ginseng products using the HPLC analysis method was

established. The identification method using HPLC was developed in this study and

can be applied for development of methods to identify other adulterated foods.
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제 1 장 서 론

제 1절 불량식품(Adulterated food)의 개요

불량식품은 식품을 제조하기 시작하였던 오래 전부터 현대에 이르기까지 식품 또는

건강기능식품의 생산·가공·유통·판매 등의 전 과정에서 발생될 수 있다(Feligini et al.,

2005; Manning & Soon, 2014.; Hong et al., 2017). 특히, 경제적 위변조 식품

(economically motivated adulteration, EMA)(Johnson, 2014)은 법의 규제를 피하기 위

하여 복잡하게 다양화되었다. 이러한 의도적 및 비의도적 혼입은 식품의 실제 품질을

떨어뜨릴 수 있으며 허가받지 않은 원료를 함유한 제품(Spink & Moyer, 2011;

Everstine et al., 2013)에 의해 소비자의 건강을 해칠 수 있다.

과거에는 불량식품 사건이 발생되었을 경우 이를 해결하기 위한 규제 또는 제도를

마련하는데 초점을 두어 불량식품 문제를 해결하였으나, 불량식품이 발생할 수 있는

위험 요인을 분석하고, 연구 진행의 우선순위를 결정하여 불량식품을 사전에 예방할

수 있는 전략을 수립함으로써 불량식품으로 인한 사고를 예방할 수 있다. 따라서 식품

과 건강기능식품 중 불량식품의 여부를 확인하는 정교한 분석방법의 중요성은 강조되

고 있다(Manning & Soon, 2014; Grundy et al., 2012; Oh et al., 2014). 이처럼 불량식

품을 막기 위해서는 식품원료, 제조과정 중 식품의 품질 및 유통·판매되는 식품에 대

한 과학적인 판별방법을 마련하여 식품에 대한 안전성을 확보하는 것이 우선시 되어야

한다.

1. 불량식품의 정의

불량식품은 ‘인체에 위해를 일으킬 수 있는 제품은 물론, 비위생적이고 품질이 낮아

통상적으로 국민에게 불안감을 조장하는 식품 전체’로 식품의약품안전처(2014)에서는

위해식품과 부정식품을 통칭하는 개념으로 생산에서부터 판매되는 과정 모든 단계에서
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일어날 수 있는 법 위반제품으로 정의하고 있으며, 총 17개의 분류되었다 : 1) 부패·변

질된 위해 우려 식품, 2) 유독·유해한 물질이 함유된 위해 우려 식품 3) 사용이 금지된

물질을 함유한 식품, 4) 불법 도축 또는 병든 고기나 그 원료로 만든 식품, 5) 유독·유

해 물질이 함유된 식품·용기·포장, 6) 유해 물질 기준·규격에 부적합한 식품, 7) 비위생

적으로 조리 또는 재사용한 식품, 8) 수입신고 없이 반입되어 판매되는 식품, 9) 제품

의 성분(함량), 품질, 가격 등으로 속이는 식품, 10) 성분, 영양가, 신고사항 등 허위표

시 식품, 11) 병원성 미생물 등에 오염되어 위해 우려 식품, 12) 성분 등 식품 기준 규

격을 충족시키지 못하는 식품, 13) 무허가·무신고 식품, 14) 원산지를 속이는 음식, 15)

유통기한을 위조하거나 변조한 식품, 16) 질병치료나 의약품으로 오인되거나 혼동할

수 있는 광고를 하는 식품, 17) 어린이 현혹 저가·저품질 정서 저해 식품.

식품위생법(2015) 및 건강기능식품에 관한 법률(2016)에서는 같은 정의로 사용되지

만 ‘불량식품’이 아닌 ‘위해식품’으로 표현하고 있다. 그 외 형법(2016)에서는 제품 품

질, 가격 등을 속인 소비자 기망행위를 불량식품의 정의에 내포할 수 있다. 즉, 식품위

생법 제4조에 규정된 인체에 위해를 일으킬 수 있는 위해식품을 비롯하여 법적기준규

격에 적합하지 않거나 제품의 품질 등을 속여 통상적으로 국민에게 불안감을 조장하는

식품 전체 모두가 불량식품의 범주에 포함될 수 있다. 일반적으로 저가 또는 사용 불

가능한 원료 등을 사용한 식품을 불량식품이라 부르고 있으나, 현행법상 ‘불량식품’은

법적 개념이 아니며 그 개념과 내용 범위에 대한 논란은 여전히 발생하고 있다. 이처

럼 최근 식품의 혼입을 비롯한 불량식품의 문제는 소비자, 식품 가공업자, 당국 및 산

업계에 심각한 문제로 대두되고 있다(Tähkäpää et al., 2015).

본 논문에서 다루는 불량식품은 불법으로 경제적 이득을 취하는 것을 주목적으로 판

매되고 있는 가공식품에 표시된 주원료 대신 상대적으로 값이 저렴한 원료를 사용하거

나 허위표시 등 소비자를 속이는 모든 식품으로 정의하였으며, 이러한 불량식품의 제

조 수법이 다양해지고 있어 이를 판별하기 위한 판별법의 개발이 필요하다.
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2. 불량식품관련 주요 사건·사고

식품산업은 다양하고 복잡한 방법을 통해 생산 및 발전되고 있어 식품 생산자, 제조

및 가공업체, 유통 및 판매업체들이 경제적 이익을 도모하고자 의도적으로 원료를 바

꾸거나 함량을 속이는 등의 불량식품 사건이 발생될 수 있다.

우리나라 국민은 불량식품에 대해 불안감이 높은 편으로, 식품안전에 대한 기대치가

높아 실제 자연유례 비의도적 유해물질 14종, 제조·가공·조리 중 생성되는 비의도적 유

해물질 50종 대한 위해평가 결과 대부분 매우 안전한 수준(식약처, 2016)에도 불구하고

비교적 소비자의 체감수준은 낮은 편이다.

2012년 10월 라면스프에서 발암물질인 벤조피렌이 검출되었다는 발표로 인하여 가공

식품에 대한 신뢰도는 추락하였으며, 다음해 정부기관에서 인체에 무해하다고 보도하

였으나 소비자들의 불안감은 줄어들지 않았다(Yoo, 2013). 벤조피렌 사건에서 보는 바

와 같이 식품안전 체감도는 과학적 위해분석 보다는 소비자의 심리적 요인에 더 영향

을 받고 있는 것으로 나타났다. 또한 2014년 백수오 제품에 안전성이 확인되지 않은

이엽우피소를 건강기능식품의 원료로 사용한 가짜 백수오 사건이 발생하였고, 이는 국

내 주요 건강식품업체 및 판매처에 큰 타격을 입혔다(Guibao & Leem, 2016). 백수오

는 뛰어난 효능에도 불구하고 생산량이 적고 재배도 힘들다는 단점이 있어 백수오와

외형이 유사하지만 독성문제와 약효문제가 있는 이엽우피소와 같은 대체 종을 사용하

는 데에서 기인되었다.

외국과의 교역확대로 식품 원자재의 국가 간 이동이 확산되어 외국의 부정 불량 원

료 및 제품에 위험 노출이 증가하고 있다. 가장 큰 사건 중 하나인 2008년 중국에서

생산한 분유의 멜라민 오염사건(Johnson, 2014)은 전 세계적인 식품안전사고로 확대되

어 국내에서도 활발히 연구되어 고가의 고도화된 장비인 LC-MS/MS를 이용한 분석법

을 개발하였으나(김경수, 2009), 분석을 위한 전문화된 인력과 전처리 시간 및 높은 분

석 비용이 요구되어 보편적인 연구기관 또는 단속기관에서 활용하기에 어려움이 있었

다.

이처럼 17개로 분류된 우리나라 불량식품 유형 중 최근 국내 불량식품 사례를 살펴
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보면 제품 성분 조작, 사용불가 물질의 혼입 및 허위표기 등의 유형이 많으며 특히, 식

품의 본래 원료가 아닌 다른 원료를 사용하여 제조한 부정식품의 비율이 높으므로 이

중 가공식품의 성분, 가격 등을 속인 식품으로 구분되어 지는 유형에 대해 연구하고자

한다.

불량식품 사고는 언제 어디서나 빈번하게 발생할 수 있으며, 사고가 발생한 후 일정

시간이 경과하면 원인규명이 어렵기 때문에 불량식품에 의한 사건·사고는 즉각적인 대

처가 필요하다. 또한 계속적으로 불량식품은 고도화되고 있으므로, 정직한 식품업체의

경제적 피해가 높아질 뿐만 아니라 소비자를 기만하는 행위가 증가하고 있어 소비자의

안전이 위협받기 때문에 이를 해결 할 수 있는 과학적 방안 모색이 필요하다. 불량식

품을 사전에 차단하기 위하여 과학적인 방안을 마련하고 최종적으로 불량식품이 근절

될 수 있도록 연구가 진행되어야 한다.
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제 2절 인삼, 홍삼의 정의 및 유사원료 선정 근거

1. 인삼, 홍삼의 정의 및 기준규격

인삼(Panax ginseng C.A. Meyer: Ginseng radix)은 여러해살이 초본 식물로 한반도

가 원산인 한국의 특산 약용식물이며, 우리나라의 자연 조건이 인삼 재배의 최적지로

확인되기 때문에 고려인삼의 품질이 높게 평가되고 있다(Hwang et al., 2006a; Ha &

Ryu, 2005). 또한 오랜 역사를 지닌 생약재로서 질병 예방 및 건강 증진의 효과를 나

타내어(Tark et al., 2009) 건강기능식품으로 오늘날까지 우리나라 문화 및 이미지 상

품으로 인정받아 왔다(Lee et al., 2005). 인삼은 대부분 아시아 국가들에서 전통의약품

으로 사용되어져 왔으나, 현재는 세계적으로 사용되고 있다. 또한 국산 농산물 중 약리

적 효과와 희소성이 타 품목과 비교하였을 때 차별화 요인이 커 고부가가치 원료로 판

매되고 있다. 단위재배 면적당 부가가치가 높은 여러해살이 작물로써, 뿌리의 발육과

형태는 년생에 따라 차이가 있고 4 ~ 6 년생 때 주로 수확하므로 재배기간이 길어 다

른 작물에 비해 고가이다(Chang, Lee & Shim, 2003).

인삼은 가공한 방법에 따라 수삼, 백삼, 홍삼으로 분류되는데, 본 논문에 기술된 인

삼은 Panax ginseng C.A. Meyer를 기원식물로 한 건조 근을 총칭하고, 인삼추출물은

특별한 지정이 없는 한 백삼 추출물을 지칭한다. 홍삼은 인삼을 오래 저장하기 위하여

수삼을 껍질째로 증기에 찌고 말리는 과정을 반복하여 가공한 것으로 기존 인삼보다

다른 유익한 성분이 생성되고 생삼의 독소들이 제거되는 것으로 알려져 인삼보다도 높

은 가격으로 판매되고 있다(Jung, Song & Choi, 2000; In et al., 2006; Kong et al.,

2008; Lee et al., 2011).

인삼 제품은 건강기능식품 공전에 기재된 식품인 인삼류를 사용하여 제조 및 가공된

것을 말하며 이는 농축인삼류, 인삼분말류. 농축홍삼류, 홍삼분말류, 당침인삼, 가용성

인삼성분(인삼 사포닌이 그램당 80 mg 이상 포함)이 80% 이상인 백삼제품, 가용성 홍

삼성분(홍삼 사포닌이 그램당 70 mg 이상 포함)이 80% 이상인 홍삼제품을 말한다. 인

삼산업법(2017)에 따르면 인삼류(인삼 및 홍삼 포함)의 일반검사기준은 수분 15% 이
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하, 회분 5% 이하(미삼류의 경우 6% 이하), 납(Pb) 5 mg/kg, 카드뮴(Cd) 0.3 mg/kg,

비소(As) 3 mg/kg, 수은(Hg) 0.2 mg/kg 이하여야 하며, 보존료, 인공색소 및 표백제

는 검출되지 않아야 하며, 세균수는 50,000 이하(진공 포장 제품은 3,000/g 이하), 대장

균군은 음성이며 ginsenoside Rg1은 0.1% 이상, Rb1은 0.2% 이상으로 인삼산업법 제

18조 3항에 규정되어 있다.

인삼⋅홍삼제품류는 가공식품으로 구분되어 식품공전(2014)에 제시된 기준을 따르며

유해중금속인 납, 카드뮴, 비소, 수은의 기준은 인삼류의 기준과 동일하게 설정되어 있

다. 그 중 인삼⋅홍삼음료는 식품공전(2014)에 ‘인삼, 홍삼 또는 가용성 인삼·홍삼성분

에 식품 또는 식품첨가물 등을 가하여 제조한 것으로서 직접 음용하는 것’으로서 제조

시 부유물질을 제거한 후 가용성 인삼·홍삼성분(인삼사포닌 80 mg/g을 기준으로 할

때, 홍삼 사포닌 70 mg/g을 기준으로 할 때) 0.15% 이상 또는 3년 근 이상의 인삼 혹

은 홍삼 1본 이상이 함유되어야 한다고 제시되어 있다. 제품 규격으로서 인삼·홍삼성

분이 확인되어야 하며 타르색소는 불검출, 납은 0.3 mg/kg 이하로 규정되어 있다.

2. 인삼, 홍삼의 산업 현황

가. 건강기능식품의 생산량 및 매출현황

식품의약품안전처(2017)에 따르면, 건강기능식품의 시장규모는 Table 1의 자료에서

보이는 바와 같이 해마다 성장하고 있으며, 2016년 총 생산액은 14,715억 원으로 2012

년의 총 생산액인 10,525억 원에 비하여 39.8%의 성장률을 보였다. 이와 발맞추어 매

출액 또한 매년 4.9% 이상의 성장률을 기록하여 2012년 14,091억 원에서 2016년

21,260억 원으로 4년 동안 50.9% 증가하였다. 2016년 매출액 중 국내 판매액 및 해외

수출액은 20,175 및 1,084천 달러로 기록되었으며, 국내에서 생산된 건강기능식품의 대

부분은 국내에서 판매됨을 확인하였다. 제조업체의 수는 2012년 435개소에서 2016년

487개소로 꾸준히 증가하는 경향을 보이고 있으며 이와 더불어 품목수도 제조업체수보
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다 급격하게 늘어나고 있다. 특히, 2015년에서 2016년에는 제조업체수는 동일하였으나

품목 수는 18,956개에서 20,699개로 8.4% 상승한 것을 볼 수 있으며, 이는 제조업체의

꾸준한 제품개발이 이루어지고 있음을 짐작할 수 있다.

건강기능식품에는 인삼 및 홍삼을 비롯한 프로바이오틱스, 비타민과 무기질, 밀크씨

슬 추출물 등 다양한 기능성을 가진 식품들이 인정받아 고시되어 있다(건강기능식품공

전, 2014). Table 2를 참조하면, 건강기능식품 상위 품목 10개 내에서 홍삼이 2016년

기준 총 규모 21,280억 원 중 9,900억 원으로 46.6%의 가장 높은 점유율을 보였으며,

최근 5년간 동일 시장 내에서 40% 내외의 규모로 부동의 1위를 차지하였다, 홍삼과

더불어 인삼은 8위에 안착하였으며, 2016년 311억 원의 매출액을 달성하여 1.5%의 점

유율을 보였다(Fig. 1).

Fig. 1. Market shares and revenues by health functional foods

Source : Ministry of Food and Drug Safety(2017). 2016 domestic market trend analysis of health
function foods
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Table 1. Production status of health functional foods

2012 2013 2014 2015 2016

Manufacturin
g company

(num.)
435 449 3.1% 460 2.4% 487 5.5% 487 0.0%

Number of
items (num.) 12,495 14,281 12.5% 16,632 14.1% 18,956 12.3% 20,699 8.4%

Total Amount
(ton) 37,217 35,829 -3.9% 32,494

-10.3
% 36,083 9.9% 45,060 19.9%

Yield amount
('000 USD) 10,525 10,420 -1.0% 11,208 7.0% 11,332 1.1% 14,715 23.0%

Domestic
sales

('000 USD)
13,508 14,065 4.0% 15,641 10.1% 17,326 9.7% 20,175 14.1%

Overseas
sales

('000 USD)
584 754 22.5% 670 -12.6

% 904 25.9% 1,084 16.6%

Total
Revenue

('000 USD)
14,091 14,820 4.9% 16,310 9.1% 18,230 10.5% 21,260 14.3%

Source : Ministry of Food and Drug Safety(2017). 2016 domestic market trend analysis of health
function foods
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Table 2. Scale of market by health functional foods in recent 5 year

Year 2012 2013 2014 2015 2016

Ra
nk

Product
Revenue
(mm)

market
share(%)

Revenue
(mm)

market
share(%)

Revenue
(mm)

market
share(%)

Revenue
(mm)

market
share(%)

Revenue
(mm)

market
share(%)

1 Red ginseng 6,484 46.0 5,869 39.6 6,330 38.8 6,943 38.1 9,900 46.6

2 Individual orthopedic 1,797 12.8 2,324 15.7 3,177 19.5 3,195 17.5 2,357 11.1

3 Probiotics 519 3.7 804 5.4 1,388 8.5 1,579 8.7 1,903 9.0

4 Vitamins and Minerals 1,646 11.7 1,747 11.8 1,415 8.7 2,079 11.4 1,843 8.7

5 Milk Thistle extract 136 1.0 308 2.1 676 4.1 705 3.9 1,091 5.1

6 EPA and DHA containing oil 499 3.5 490 3.3 396 2.4 485 2.7 700 3.3

7 Aloe 688 4.9 628 4.2 575 3.5 560 3.1 475 2.2

8 Ginseng 450 3.2 466 3.1 426 2.6 307 1.7 311 1.5

9 Lutein 118 0.8 95 0.6 111 0.7 204 1.1 309 1.5

10 Garcinia cambogia extract 440 3.1 541 3.7 221 1.4 277 1.5 278 1.3

11 Other items 1,314 9.3 1,548 10.5 1,594 9.8 1,897 10.3 2,093 9.7

Total 14,091 100 14,820 100 16,310 100 18,230 100 21,260 100

Source : Korea Food Safety Management Certification Authority(2017), 2016 Analysis of domestic market trends of health functional foods
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나. 인삼 및 홍삼제품류의 매출 현황

건강기능식품으로 인삼 또는 홍삼이 이용되는 것 이외에도 차, 음료, 추잉껌, 당절임

등의 형태로서 인삼제품류가 판매되어지고 있으며, 이와 관련된 자료를 식품의약품안

전처(2017)에서 제공되는 ‘식품 및 식품첨가물 생산실적’ 및 ‘식품의약품 통계연보’에서

집계하여 Table 3에 표기하였다.

인삼 및 홍삼건강기능식품은 인삼 및 인삼제품류의 품목별 매출액 중 2012년 65.0%,

2013년 66.8%, 2014년 73.3%, 2015년 55.1%로 매출액의 과반수를 차지하였다. 대체적

으로 인삼과 홍삼 중 홍삼이 상대적으로 높은 매출액을 보였으며, 이는 제품류에서도

동일한 경향을 보였다. 홍삼음료는 2015년 기준 503,090백만 원(40.0%)의 매출을 보여

인삼 및 인삼제품류의 품목별 매출액에서 높은 값을 보였다.
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Table 3. Revenue by ginseng commercial products type
(unit : million won)

Item 2012 2013 2014 2015 2016

Health functional food of Red
ginseng

629,402 562,727 609,306 668,510 -

Red ginseng beverage 266,139 223,628 211,324 503,090 309,805

Red ginseng pickles 34,628 27,453 6,443 18,500 20,096

Health functional food of
Ginseng 31,786 27,181 33,256 23,936 -

Red ginseng tea 30,818 19,506 5,050 20,896 33,659

Red ginseng candy 8,548 9,318 3,065 7,808 9,966

Ginseng beverage 6,872 2,286 3,005 6,131 7,627

Ginseng pickles 5,138 5,853 3,656 4,047 4,433

Ginseng tea 4,406 4,172 1,057 3,756 4,465

etc. 249 773 238 325 348

Total 1,017,985 882,896 876,400 1,256,998 -

Source : Ministry of Food and Drug Safety(2017), 2012 ~ 2016 Food and Food additives
production results, Ministry of Food and Drug Safety(2017), 2012 ~ 2015 Food and Drug
Statistical Year book
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3. 유사원료 선정 근거

대표적으로 2013년도에 도라지 농축액이 홍삼농축액으로 시중에 팔리는 사건 등이

대대적으로 발생하였으며, 그 외에도 비싼 생도라지를 넣지 않고 물엿에 도라지향, 값

싼 도라지청을 원료로 섞어 제품을 만든 후 ‘도라지(국내산) 90%’로 표기한 뒤 도라지

진액으로 판매하였거나, 홍삼을 전혀 넣지 않고 값싼 영지와 천궁을 주원료로 도라지

향, 인삼향 등의 첨가물을 사용해 가짜 홍삼농축액을 제조 판매한 사건 등이 계속해서

발생되고 있다.

최근 중국산 홍삼농축액의 수입률이 상당히 높은 것으로 확인되었으며 그 규모가 국

내 유통되고 있는 홍삼농축액의 상당수에 사용되고 있을 것으로 추정하였다. 이에 제

조시 일부러 홍삼의 맛과 향을 내기위에 인공 홍삼향이나 다른 한약 재료를 섞은 것으

로 알려졌다. 또한, 건강기능식품 판매로 유명한 한 기업에서 홍삼 농축액의 원산지 표

기를 국내산으로 한 뒤 중국산 홍삼 농축액을 수입하여 물엿과 캐러멜 색소를 넣어 판

매한 것이 적발된 사례도 있다.

이처럼 인삼은 도라지, 더덕, 칡과 외형이 비슷하며, 성분 또한 유사하지만 이들에

비하여 가격이 높은 점을 이용하여 제조자들이 홍삼가공공정에 인삼 대신 도라지나 더

덕을 혼합하여 제조 단가를 낮추어 높은 수익을 내고자 사용되고 있다. 인삼은 재배

기간이 길어 보통 4년에서 6년 사이에 수확하기 때문에 비싼 가격에 판매된다. 이에

비해 더덕의 시중 가격은 약 9,500원/kg이며, 도라지는 약 3,500 ~ 4,000원/kg으로 인삼

의 가격에 비해 훨씬 저렴하며 시중에서 구하기도 편이하다(삼산농산물도매시장,

2017). 이렇듯 외형도 유사한데다가 가격까지 저렴한 점을 악용하여 홍삼제품에 외형

이 유사한 더덕, 도라지, 칡 등의 타원료를 혼합하여 판매하는 경우가 발생할 수 있으

므로 이를 예방하고 백삼가루분, 홍삼액 등에 값싼 원료들이 혼입되는 경우를 사전에

차단하기 위하여 이에 대한 원료 판별법의 연구가 필요하다고 판단되었다. 따라서 국

내의 불량식품 사건 및 부가가치가 증대되는 시료를 중점으로 두어 대상종으로는 인삼

을 비교 대상종으로 더덕, 도라지, 칡을 선정하여 분석하였다(Table 4).
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Table 4. Biological classification of P. ginseng, C. lanceolata, P. grandiflorum and

P. lobata

Scientific

name

Panax

ginseng

Codonopsis

lanceolata

Platycodon

grandiflorum

Pueraria

lobata

General

name
Ginseng Deodeok Bellflower root Kudzu

Order Umbelliflorae Campanulales Campanulales Rosales

Family Araliaceae Campanulacae Campanulacae Leguminosae

Genus Panax Codonopsis Platycodon Pueraria

Shape
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제 3절 인삼, 홍삼 및 유사원료의 연구동향

1. 인삼과 홍삼의 기능성 및 지표성분 연구 현황

본 연구의 대상 시료인 인삼은 전분 등의 탄수화물이 60-70%를 구성하고 있으며,

인삼의 성분으로는 주요한 생리활성물질인 ginsenoside라 불리는 인삼사포닌,

polyacetylene류, 산성다당체, 인삼단백질, 페놀성물질 등이 함유되어 있어 면역력 증가

및 항산화 효과 등에 탁월한 효능을 보인다.(Park, 1996; Han et al., 2007). 인삼에 함

유되어 있는 약 30여종의 ginsenoside는 구조적 차이에 의해 diol계(ginsenoside Rb1,

Rb2, Rc 및 Rd), triol계(ginsenoside Rg1과 Re) 및 oleanane계(ginsenoside Ro)로 구분

되어 알려져 있다(Kim et al., 2007; Hu et al., 2008). Ginsenoside는 항암, 항당뇨(Xie,

McHendale & Yuan, 2005), 항산화, 위손상보호 그리고 신생혈관생성과 같은 약리적

활성에 대한 연구가 진행되어 보고되고 있다(Nam, 2002; Kim et al., 2007; Bachran et

al., 2008; Yeo et al., 2008). 이처럼 인삼 및 홍삼은 주로 효능에 대한 연구가 다수 이

루어져 있기 때문에 인삼과 생김새 또는 약효가 비슷 더덕, 도라지, 칡 등을 식품에 혼

용하여 사용하는 경우에 그 출처를 명확히 확인하는데 어려움이 따르고 있다.

Ginsenoside Rb1, Rg1의 경우 인삼의 기능성분으로 건강기능식품의 기준 및 규격

(건강기능식품공전, 2014), KS규격(2013)에 규정되어 있으며, 홍삼은 기능성분으로서

ginsenoside Rg3를 추가한다. 국내 규격과 더불어 ginsenoside는 국제식품규격위원회

(CODEX) 국제 규격(Codex Alimentarius Commission, 2009)에도 인삼제품에 대한 지

표성분으로 활용되고 있다. 국제식품규격위원회에서 인삼제품에 대한 규격 등을 제시

하였으며, 이들을 분석하기 위하여 회분분석, 수용성 성분이 제외된 1-butanol 추출을

이용한 판별, 지표성분인 ginsenoside 분석을 위한 TLC 실험법과 HPLC에 UV(203

nm) 또는 ELSD를 연결하여 분석하는 방법이 기재되어 있다. 또한 ginsenoside를 정확

하게 분리하고 정량하기 위한 고속액체크로마토그래프(HPLC)법에 대한 연구가 다수

이루어지고 있다(Fuzzati, 2004; 건강기능식품공전, 2014; KS규격, 2013). 하지만 총

HPLC를 이용한 분석시간이 70분 이상으로 매우 길어 단시간 내 다수의 시료를 분석
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하는데 어려움이 있다(Fuzzati, 2004; 건강기능식품공전, 2014; KS규격, 2013).

인삼에 관하여 ginsenoside 분석 외 대부분 잔류농약 측정(Kim, 2007; Noh et al.,

2012) 및 동위원소 비율을 이용한 원산지 판별(Bang et al., 2011; Kim et al., 2013;

Chung et al., 2017)이 주로 연구되고 있다.

2. 유사원료에 대한 연구 현황

더덕(Codonopsis lanceolata, deodeock)은 사삼으로 불리기도 하며 초롱꽃과

(Campanulaceae) 더덕속(Codonopsis)에 속한다. Codonopsis속 식물들은 한국, 일본, 중

국, 인도 등에 약 40종이 분포되어 있다 더덕에 대한 연구는 이화학적 성분 및 주요

생리활성 성분에 대한 연구가 주이며, 대부분 saponin과 phenylpropanoid에 대한 연구

가 진행되어졌다(Ushijima et al., 2008; Li, Liang & Yuan, 2007). 더덕은 과거에서부

터 전통의약품으로서 강장, 거담, 해독, 인후염, 해열, 폐결핵 등에 사용되어져 왔던 것

처럼 독성이 나타나지 않으며(Hong et al., 2006; Kim, Chung & Lee, 2014), DPPH와

ABTS radical 소거능을 측정하여 항산화 및 면역 기능(Lim et al., 2007; Park et al.,

2010; Kim et al., 2013), 피부개선 효과(Shim & Chun, 2012) 등에 대한 연구를 통해

생리활성물질의 효과를 확인하는 연구가 보고되었다.

도라지(Platycodon grandiflorum, bellflower root)는 더덕과 동일한 초롱꽃과

(Campanulaceae)에 속하는 여러해살이식물로 길경이라고 불리며, 2 ~ 3년 근을 약용

또는 식용으로 사용하고 있다. 도라지는 예부터 가래를 없어지게 하는 것을 주목적으

로 이용되어졌으며 면역력을 높여주기 때문에 감기 등에 전통의약과 같이 사용되어졌

다(Han et al., 2001). 이를 뒷받침해주는 근거로 Kim 등의 연구진(2001)은 도라지를

이용했을 때 진정, 진통, 해열 등을 관장하는 중추신경 억제작용 효과가 있다고 보고하

였다. 도라지는 주로 도라지의 지표성분인 platycodin, platycoside류, oleanane계

triterpenoid류는 항산화(Kim et al., 2013), 항암(Choi et al., 2001; Lee, Hwang & Lim

et al., 2004), 항염(Jang et al., 2013) 활성 및 간 손상 억제작용(Lee et al., 2002; Lee

& Jeong, 2002), 콜레스테롤 저하 효과(Zaoh et al., 2006) 등 다양한 분야에서 연구되
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어지고 있으며, 도라지 내 새로운 terpenoid류인 사포닌에 대한 연구가 진행되고 있다

(Zhan et al., 2012).

식품의약품안전처에서는 한약재 표준화 사업의 규격기준 설정을 위한 성분분석법 개

발연구에서 도라지 뿌리(길경)의 지표성분을 사포닌 중 platycodin D로 선정하였다(식

품의약품안전처, 2014). 본 기능성분을 분석하기 위하여 HPLC 분석법을 이용하여

platycodin류 중 A, C 및 D를 분리·분석하였고(Saeki, Koide & Nikaide, 1999),

HPLC-ELSD를 사용하여 정량한 방법은 고감도의 detector를 이용하여 미량 함유되어

있는 사포닌도 분석이 가능하였다(Kim et al., 2002). 하지만 도라지의 사포닌류 또한

인삼과 같이 매우 다양하고 인삼, 더덕의 사포닌과의 화학구조식이 큰 차이가 없어 타

원료의 사포닌이 혼합되었을 시 분리하기가 어려운 단점이 있다.

칡(Pueraria lobata Ohwi., Kudzu)은 약초로서 갈근으로 불리며 콩과(Leguminosae)

에 속하는 여러해살이 덩굴성 식물이며 동아시아에 널리 분포한다(Tham, Gardner &

Haskell, 1988). 특히 칡뿌리는 다양한 약리성분을 함유하는 다양한 isoflavonoid류인

phenolic compound를 함유하고 있기 때문에(Strauss et al., 1988) 고열, 두통 치료에

도움이 된다고 알려지고 있으며, 골다공증, 심혈관계 질병, 폐경기 질환 등의 발생을

감소시키는 식물성 에스트로겐으로서 역할을 한다고 보고되었다(Thiem, 2003;

Cherdshewasart , Subtang & Dahlan, 2007).

인삼, 홍삼 외 유사원료 모두 일반 및 유효성분 연구는 다수 진행되었으나, 생김새가

유사한 원료들 간의 판별 연구는 진행된바 없었다. 더덕, 도라지, 칡은 인삼과 생김새

가 비슷하여 혼용될 경우 구별할 수 있는 방법이 존재하지 않아 이를 과학적으로 판별

할 수 있는 연구가 필요하다.
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제 4절 연구 목적

식품 산업은 인간의 역사가 시작되는 순간부터 현재에 이르기까지 급속한 발전으로

점점 더 다양해지고 복잡해졌으며 건강기능식품 시장이 발생되면서 식품으로 건강을

유지하고 싶은 높은 소비자 심리를 이용한 위변조 행위가 발생되고 있다. 식품 또는

건강기능식품의 생산·유통·판매하는 모든 과정에서 경제적 위변조(economically

motivated adulteration, EMA)를 포함하는 불량식품이 야기되었다.

일련의 위조 식품의 문제는 사회적 이슈화되면서 식품안전 및 불량식품에 대한 생활

속 불안을 고조시키고 있다. 식품 산업의 세계화가 확산되면서 불량식품에 대한 우려

도 증가되고 있기 때문에 소비자가 안심하고 식품을 선택할 수 있도록 효율적인 관리

와 규제를 통하여 불량식품을 근절함으로써 식품 산업 전반의 신뢰도 향상이 필요하

다.

수많은 식품 중에서 인삼(P. ginseng)과 이를 가공한 홍삼은 수천 년 전부터 생약제

로 쓰이며 세계적으로 활용되고 있는 한국의 대표 식품으로(Attele, Wu & Yuan,

1999; Ha & Ryu, 2005), 다양한 가공식품이 제조되어 판매되고 있다. 이 과정에서 높

은 수익을 내고자 제조업자들은 가공 공정 중 의도적으로 인삼 대신 도라지나 더덕 등

단가가 낮은 타원료를 혼합하여 사용가능하다. 따라서 이러한 경우를 사전에 차단하기

위해 유사원료로서 더덕, 도라지, 칡을 선정하였으며, 유사원료 각각의 지표성분을 분

석하기 위한 과학적인 방법의 개발이 필요하다고 사료되었다.

분석법 개발에 있어서 중요한 점은 1) 판별이 명확해야 할 것, 2) 전처리 과정 및 분

석시간 등 분석방법이 간편해야할 것, 3) 분석비용이 저렴할 것, 4) 분석 데이터의 정

확도 및 재현성이 높을 것, 5) 검사기관에서 분석 장비를 보유하고 있을 것, 6) 누구나

쉽게 활용할 수 있어야 한다는 점이다. 분석법을 개발하였다 하더라도 사용자 및 기관

에서 분석시 복잡한 실험방법이라면 재현성 및 사용가능성이 떨어진다. 따라서 모든

분석기관에서 보편적으로 보유하고 있는 분석기기를 활용하여 간편하고 정확한 분석법

을 마련이 중요하다.

인삼이 생물시료일 경우, 유전자 분석을 통하여 구별 가능하나 인삼에 비해 단가가
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더 높은 홍삼을 가공하는 과정 중 유전자가 파괴되어 모든 가공식품에 적용하는데 어

려움이 있어 이화학적 비교를 통해 지표성분을 선정하고 성분 분석을 통해 인삼 원료

의 지표성분 판별법이 필요하였다.

따라서 본 연구에서는 한국을 대표하는 식품 및 건강기능식품인 인삼과 홍삼 가공식

품 중 형태학적으로 유사한 품종을 판별할 수 있는 이화학적 분석법을 마련하기 위하

여 각 시료에 대한 무기성분, 휘발성 유기성분, 비휘발성 유기성분 분석을 진행하여 유

사원료인 더덕, 도라지, 칡의 혼입여부를 판별할 수 있는 분석법 개발을 위한 연구를

진행하였다.
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제 2 장 재료 및 방법

제 1절 시료 및 기기

1. 시료

가. 원시료 및 가공식품의 구입

본 연구를 위하여 광주광역시 소재 남광주시장에서 2013년 5월 10일에 수확된 3년

근 인삼, 더덕, 도라지와 2014년 5월 4일 수확된 칡을 각각 10 kg씩 직접 구입하여 원

시료로 이용하였다.

시중에 유통되고 있는 가공식품의 모니터링을 진행하고자 광주광역시에 있는 대형마

트, 재래시장, 온라인 마켓, 신문광고 등을 통하여 인삼과 홍삼의 일반식품 및 건강기

능식품을 구입하였다. 가격이 높은 제품부터 낮은 제품까지 폭 넓게 구매하였으며,

100% 홍삼농축액 22건, 타원료혼합 홍삼농축액 9건, 100% 홍삼액(즙) 15건, 타원료혼

합 홍삼액(즙) 5건 그리고 홍삼환, 홍삼분말 등 기타 홍삼제품 10건을 구입하였다. 홍

삼 관련 제품 외에도 도라지농축액 및 도라지액(즙) 10건, 더덕액(즙) 및 더덕농축액 5

건, 칡즙 5건을 구매한 후 모니터링용 시료로 사용하였다.

나. 시료의 전처리

본 실험에 사용한 인삼, 더덕, 도라지, 칡은 흙과 이물질을 제거한 후 증류수로 수세

하였다. 물기를 제거하고 비가식 부위인 외피와 귀두를 분리하여 가식 부위만을 취하

여 ‘생시료’라 명하였다.

인삼과 유사원료(더덕, 도라지, 칡)의 가식 부위를 증기로 쪄낸 시료를 ‘증숙시료’라

명칭하였으며, 이를 제조하기 위해 증숙기(OC-220RP, OCOO. Co. Ltd., Boryong,
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Korea)를 이용하여 8시간 동안 증기로 쪄내는 작업을 진행하였다. 그 결과 인삼을 증

숙하여 홍삼을 제조하였으며, 이와 같은 방법으로 찐 더덕, 찐 도라지, 찐 칡을 각각

제조하였다.

휘발성 향기성분 분석을 위한 생시료를 제외하고 모든 시료는 열풍건조기(GN-012,

HanilGNCO. Co. Ltd., Jangsung, Korea)를 이용하여 50℃ 조건에서 수분 함량 15%

이하로 건조한 다음 분쇄하여 사용하였다. 시료는 PE 재질의 보관용기에 담아 분석이

이루어지기 전까지 –20℃ 조건의 냉장고(MICOM CFD-0622, Samsung, Korea)에서

보관하였다.

‘농축액 시료’란 홍삼, 찐 더덕, 찐 도라지, 찐 칡 각각의 증숙시료 분말에 주정을

이용하여 환류 추출한 다음 상층액만을 농축하여 제조한 시료로 정의하였다. 본 연구

에서 사용된 인삼, 더덕, 도라지, 칡의 농축액 시료를 제조하기 위해 알코올 증류법을

응용하여 건조 및 균질화된 홍삼, 찐 더덕, 찐 도라지, 찐 칡 각각 20 g과 추출용매인

주정(natural ethanol) 100 mL를 가하여 80℃ 온도조건 하에서 6시간씩 2회 환류 추출

하였고, 얻은 추출액을 paper filter(no. 41, Whatman, USA)로 여과한 후 여과액을

rotary vacuum evaporator(B-480, Büchi, Switzerland)로 감압농축하여 농축액 시료를

제조하였다. 농축액 시료는 유리 vial에 담아 4℃ 냉장고에서 보관하여 시료로 이용하

였다.
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P. ginseng, C. lanceolata, P. grandiflorum, P. lobata

․Wash and remove the non-edible portion

Raw sample

․Dry under 50℃

and homogenization
․Steamed for 8 hr

Dry sample Steamed sample

․Dry under 50℃

and homogenization

Steamed dry sample

․Extract using ethanol for 2 times in

6 hr

․After filteration (Whatman no. 41)

․Concentrate by rotary vacuum

evaporate and N2 gas

Extract sample

Fig. 2. The preconditioning process of samples for analysis.
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(A)

(B)

(C)

Fig. 3. Samples by pretreatment method.

(A) : Raw type(left; raw ginseng, right : steamed ginseng), (B) : Powder type,

(C) : Extract type
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2. 시약 및 재료

본 연구에 사용한 증류수는 18.2 MΩ 수준으로 Milli-Q ultrapure water purification

system(Millipore Co., Massachusetts, USA)에 의해 정제된 증류수와 HPLC grade의

water(Fisher scientific, USA)를 구입하여 사용하였다. 또한, 농축액 제조를 위하여 주

정(natural ethanol, Korea)을 사용하였다.

무기성분 분석을 위하여 사용된 표준물질은 Multi-Element Calibration Standard

(Anapex, Korea) 100 mg/kg과 multi-element standard solution Ⅲ containing all

elements(Perkin Elmer, CT, USA) 10 mg/L를 사용하였다. 시료의 분해를 위해 사용

된 질산(Dong Woo Fine Chem. Co., Iksan, Korea)과 과산화수소(Dong Woo Fine

Chem. Co., Iksan, Korea)는 반도체급을 사용하였다. 이용된 아르곤 가스는 순도

99.9998%를 사용하였다.

휘발성 유기성분 분석을 위하여 시료의 추출에 사용된 diethylether 및

n-pentane(Fisher Scientific, USA)은 HPLC grade로 구입 후 wire spiral packed

double 증류장치(Normschliff, Geratebau, Germany)로 재증류하였으며, RI 수립을 위하

여 n-alkane(C7-30), 내부표준물질로 Sigma-aldrich사(USA)에서 n-butyl benzene을 구

입하여 사용하였다.

비휘발성 유기성분 분석을 위해 시료의 추출 및 chromatography에 사용한 hexane,

ethyl acetate, methanol, acetonitrile 등 유기용매는 HPLC grade로 Fisher

Scientific(USA)에서 구입하여 사용하였으며 sulfuric acid, NaOH 등 기타 시약은 분석

용 특급시약을 구입하여 사용하였다.

HPLC 분석을 위한 표준물질로써, lobetyolin(TRC, Toronto, Canada)과 ononin

(TCI, Tokyo, Japan)을 구입하여 사용하였다.
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3. 기기

증숙 시료를 제조하기 위하여 중탕기(OC-220RP, OCOO. Co. Ltd., Boryong, Korea)

를 사용하였으며, 모든 시료는 농산물 건조기(GN-012, HanilGNCO. Co. Ltd.,

Jangsung, Korea)를 이용하여 건조하였다.

무기성분 분석을 위하여 Microwave(Top wave, Jena, Germany)로 분해한 후

ICP-OES Optima 5300DV(PerkinElmer, Norwalk, USA)과 ICP-MS Elan DRC

II(PerkinElmer, Norwalk, USA)를 이용하여 분석하였다.

휘발성 유기성분은 SPME fiber 3종(Supelco, Bellefonte, USA)을 사용하였다.

ZB-5(60 m×0.25 mm I.D., 0.25 μm film thickness, J&W, USA) column이 장착된

GC-MS(QP-2010, Shimadzu, Kyoto, Japan)를 이용하여 정성 및 정량분석 하였다.

지표성분의 정제 및 분리를 위하여 HPLC(20-A HPLC system, Shimadzu, Kyoto,

Japan)를 이용하였고 chromatography에 의해 분리된 물질은 DAD(Diode array

detector, SPD-M20A, Shimadzu, Kyoto, Japan)에 의해 검출하였으며, 지표성분의 구

조 규명을 위하여 UPLC system(LC-20Axr, Shimadzu, Kyoto, Japan)이 결합된

LC-MS/MS(Shimadzu, Kyoto, Japan)를 사용하였다.



- 25 -

제 2절 일반성분 분석

인삼, 더덕, 도라지, 칡 및 이들의 증숙시료의 일반성분 분석을 위하여 인삼, 더덕,

도라지, 칡의 수분이 제거되지 않은 시료를 이용하여 수분분석을 하였고, 조회분, 조단

백 및 조지방 분석을 위하여 건조된 시료를 사용하였다.

수분 함량의 측정은 식품공전에 제시된 상압가열건조법을 이용하여 105℃에서 분석

하였으며, 조회분 함량 또한 식품공전에 등재되어 있는 직접회화법에 따라 550℃의 온

도에서 회화하였다. 조단백질의 함량은 Kjeldahl법으로, 조지방 함량은 Soxhlet 추출법

을 이용하여 측정하였다(식품공전, 식품의약품안전처, 2017).
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제 3절 무기성분 분석

1. 시료의 분해 및 무기성분 분석조건

가. 시료 분해를 위한 기기조건 및 방법

시료는 인삼, 더덕, 도라지, 칡의 생시료와 증숙시료를 각각 건조하여 사용하였고, 시

료 당 3반복 분석하였다. 무기성분 분석을 위하여 microwave(Top wave, Jena,

Germany)를 이용하여 시료를 분해하였다. Microwave digestion 방법은 습식 분해법

중 하나로 시료를 분해하는 동안 온도와 압력 범위를 제어하여 시료를 완전분해 할 수

있었다.

10% 질산에서 12 시간 이상 담구어 세척 후 건조한 microwave 전용 PL 100

vessels에 균질화된 건조 시료 약 0.5 g을 취한 후, 70% 질산 7 mL와 산화제로 30%

과산화수소 1 mL를 첨가하였다. 본 장치의 온도 프로그램을 이용하여 1000 W 조건

하에서 5분간 80℃로 승온한 후, 5분간 50℃로 온도를 내린 다음 다시 15분간 190℃까

지 승온시켜 20분 동안 유지하고 0 W에서 20분간 냉각시켰다. 분해가 끝난 후 용기를

충분히 식히고 3차 증류수로 vessel의 벽면을 헹구어 최종 20 g이 되도록 50 mL PP

centrifuge tube에 정용한 다음 무기분석을 위한 시험용액으로 사용하였다(Khan et.,

al., 2013; Choi et al., 2014).

나. 무기성분 분석을 위한 기기조건 및 방법

다량 무기원소 분석은 Table 5의 조건으로 유도결합플라즈마 질량분석기(ICP-MS)

보다 고농도 함량의 시료를 주로 분석하는 유도결합플라즈마 분광분석기(ICP-OES)인

Optima 5300DV(Perkinelmer, Norwalk, USA)를 이용하여 측정하였다.

미량 무기원소 분석에 사용된 기기는 Elan DRC Ⅱ(Perkinelmer, Norwalk, USA) 모
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델의 ICP-MS를 이용하였고 기기조건은 Table 6에 나타내었다. 함량이 매우 낮은 원

소를 분석하기 때문에 분석 전, 0.5% HNO3로 묽힌 10 ppb 농도의 daily performance

표준용액(Perkinelmer, Norwalk, USA)을 사용하여 24Mg, 115In 및 238U의 일관된 감도

를 확인한 후 진행하였다.

분석시 시료를 3회 분석하여 평균값과 재현성을 측정하였으며, 정확도가 ± 3% 이내

의 결과만을 사용하였다. 또한 분석과정 중 20개의 시료 측정 후 동일한 농도의 표준

용액을 분석하여 기기의 안정성을 확인하였다.

다. 무기성분 표준용액 제조

시료 분해액과 동일한 농도의 질산(24.5%, w/w)을 바탕 용매로 사용하여 외부표준

물질 검량법을 위해 표준용액을 제조하였다. 다량 무기원소의 경우는 100 mg/kg 농도

의 multi stock solution을 희석하여 약 0.25, 0.50, 0.75, 1.0, 1.5, 2.5 및 5.0 mg/kg의

범위로, 미량 무기원소 표준용액은 multi stock solution 10 mg/kg을 희석하여 약 0.50,

1.0, 2.0 4.0, 6.0, 8.0 및 10.0 μg/kg 농도의 범위로 working solution을 제조하여 사용

하였다(Khan et., al., 2013).

라. 분석법 검증

1) 분석법의 유효성 검증

직선성(Linearity)은 분석하고자 하는 시료의 농도가 외부검량선의 농도 범위 내에

적용되는지 확인하였으며, 최적 조건하에서 7 point의 working solution을 분석한 후

외부검량선의 직선성(R2) 값을 확인하였다(Pacquette et al., 2012; Khan et al., 2013).

표준용액의 최저 농도를 10회 분석하여 반복 측정한 편차를 계산한 다음 검출한계

(Limit of detection, LOD)는 표준편차의 3.3배에 기울기로 나누어 주었으며, 정량한계

(Limit of quantitation, LOD)는 표준편차의 10배에 기울기로 나누어 값을 얻었다.
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정확성(Accuracy) 측정을 위해 표준물질 외부 첨가법을 사용하였다. 시료 전처리 과

정 중 일정 농도의 표준물질을 첨가한 후 일반 시료와 동일하게 분석을 진행하여 첨가

한 외부 표준물질의 회수율을 확인하였다.

실험결과 간의 일치도를 확인하는 정밀성(Precision)을 알아보기 위하여 하나의 표준

용액을 10회 반복 분석하여 측정한 상대표준편차를 사용하여 평가하였다. 모든 분석물

질에 대한 변이계수(Coefficient of Variation, CV%)를 나타내었다.

2) 인증표준물질을 이용한 분석법의 소급성 확인

분석법에 대한 유효성 검증을 위해 정확도를 평가하고자 대상 시료와 물리적 상태

및 화학적 조성이 비슷한 인증표준물질(Certificated reference material, CRM)을 구입

하였다. 본 실험에 사용한 표준물질은 미국국립표준기술연구소(National institute of

standards and technology, NIST)에서 제공하는 rice flour 1568b와 spinach leaves

1570a를 사용하였고 전처리부터 기기 분석까지 시료와 동일한 방법으로 수행하여 분석

된 결과를 인증값과 비교하여 정확도를 확보하였다.

3) 국외 숙련도 시험(FAPAS)

외국 숙련도 시험은 검사기관 간의 동일한 시료를 측정하여 정확성과 정밀성을 조사

하는 방법으로, 실험실간 오차범위를 z-score로 산정하여 ± 2.0 이내의 결과는 만족스

러운 결과로 판정하고 0.0에 가까울수록 우수한 결과로 평가한다. 본 연구에서는 영국

환경식품농림부가 주관하는 국제정도관리 능력 시험인 FAPAS(Food analysis

performance assessment scheme) 프로그램에 2015년 7월 tomato paste와 9월

powdered brown rice에 참가하여 무기성분 분석방법과 결과에 대한 신뢰도를 확보하

고자 하였다.
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Table 5. ICP-OES operating conditions and measurement parameters for analysis

of macro elements

Descriptions Conditions

ICP-OES Optima 5300DV (Perkinelmer, Norwalk, USA)

RF generator (MHz) 27.12

RF power (kW) 1.15

Nebulizer Seaspray

Spray chamber Cyclonic

Argon gas flow (L/min)

Nebulizer 0.94

Auxiliary 1.5

Plasma 16

Rinse (sec) 30

Read delay (sec) 30

Replicates 3

Wavelength(nm) Na(589.582), Ca(317.933), Mg(285.213), K(766.490),
Al(396.153), Fe(238.204)



- 30 -

Table 6. ICP-MS operating conditions and measurement parameters for analysis of

trace elements

Descriptions Conditions

ICP-MS Elan DRC II (Perkinelmer, Norwalk, USA)

Nebulizer Meinhard type quartz

Spray chamber Cyclonic

Interface Pt cones

Mass analyzer Quadruple

Ar gas flow rates (L/min)

Nebulizer 1.05

Auxiliary 2.0

Plasma 17

RF power (kW) 1.35

Lens voltage (V) 6.0

Scanning mode Peak hopping

Resolution (amu) 0.7

Sweeps/reading 20

Dwell time (ms) 50

Sample uptake rate (mL/min) 1.0

Trace elements
Ba, Cr, Cu, Mn, Ni, Rb, Sr, Zn, Ga, Se, Tl, Be,
Co, V, Li, Cs, Bi, Pb, Cd
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제 4절 휘발성 유기성분 분석

1. Solid phase micro extraction(SPME)에 의한 휘발성 유기성

분의 추출

가. 휘발성 유기성분 포집을 위한 최적 SPME fiber의 선택

휘발성 유기성분의 분석에 가장 적합한 SPME fiber를 선정하기 위하여 50/30 μm

divinylbenzene/carboxen/polydimethylsiloxane(DVB/CAR/PDMS) fiber와 75 μm

carboxen/polydimethylsiloxane(CAR/PDMS) 및 100 μm polydimethylsiloxane(PDMS)

fiber 3 종을 Supelco사(Bellefonte, USA)로부터 구입하여 사용하였다. 각 시료의 휘발

성 유기성분에 대한 흡착능 및 회수율을 검토하였다. 먼저 각각의 SPME fiber는 분석

에 앞서서 Supelco에서 표기한 조건으로 예열시켰다. 250℃ 온도의 injector에 PDMS

fiber는 90분, CAR/PDMS fiber는 30분, 그리고 DVB/CAR/PDMS fiber는 150분 동안

노출하여 conditioning하였다. Conditioning이 완료된 각각의 fiber를 이용해 80℃ 조건

의 head space에서 30분 동안 시료의 휘발성 유기성분을 포집한 후 250℃ injector에서

5분간 탈착한 후 GC-MS 분석을 진행하여 fiber의 종류에 따른 회수율을 비교하였다.

나. SPME에 의한 휘발성 향기성분 포집 방법

휘발성 유기성분 분석을 위한 추출방법 중 SPME 방법에 가장 적합한 SPME fiber

로 확인된 비극성 fiber인 PDMSfiber는 holder(5-7330, Supelco)에 장착g한 후 시료

분석을 수행하기 전, 250℃ 조건의 injector에서 90분 동안 conditioning하였다. SPME

의 포집은 균질화된 인삼, 더덕, 도라지, 칡 생시료 1.5 g을 각각의 headspace vial에

담고 내부표준물질인 n-butyl benzene 1 μL를 첨가하였다. Headspace vial을 80 ±

2℃로 유지한 후 SPME fiber가 안으로 완전히 들어간 상태에서 vial의 septum을 뚫고
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넣어 plunger를 눌러 fiber를 밖으로 나오도록 조작한 후 시료용액의 headspace 부분

에 위치하게 하고 80℃ 조건 하에서 30분 동안 노출시키는 직접 주입(direct injection)

법을 이용해 휘발성분을 fiber에 흡착시켰다. 휘발성 유기성분이 포집된 SPME fiber를

injector에 주입한 다음 5분간 휘발성분을 모두 탈착시켜 splitless mode에서 GC-MS

를 이용하여 분석하였다.

     

Fig. 4. Procedure of solid phase micro extraction.
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2. 휘발성 유기성분 분석을 위한 분석 기기조건 및 방법

가. 휘발성 유기성분 분석을 위한 분석기기 조건

휘발성 유기성분을 분석하기 위하여 사용된 gas chromatograph-mass

spectrometer(GC-MS)는 Shimadzu사의 QP-2010(Kyoto, Japan) 모델을 이용하였으며,

시료의 이온화는 electron impact ionization(EI)방법으로 ionization voltage를 70 eV,

ion source 온도는 230℃로 설정하였다. Column은 ZB-5MS(0.25 mm I.D. × 60 m L.,

0.25 μm film thickness, Pnenomenex, USA)를 사용하였다. 온도 프로그램은 40℃에서

3분간 유지한 다음 2℃/min의 속도로 250℃까지 올린 후 10분간 유지하였고, 다시 1

0℃/min의 속도로 300℃까지 상승시킨 후 5분간 유지하였다. Injector의 온도는 250℃

로 설정하였고, carrier gas는 1.0 mL/min의 유속으로 helium을 사용하였다. 시험용액

은 1 μL를 splitless mode로 주입하였다. 분석을 위한 분자량의 범위는 40 ~ 400 m/z

로 설정하였다.(Table 7)(Khan et al., 2015; Jun et al., 2016).
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Table 7. GC-MS conditions for identification of volatile components

GC-MS QP-2010 (Shimadzu, Kyoto, Japan)

Column

ZB-5MS

(0.25 mm I.D. × 60 m L., 0.25 μm film thickness,

Phenomenex, USA)

Carrier gas Helium

Gas flow rate

(mL/min)
0.8

Injector (℃) 250

Ion source and

interface temp. (℃)
230

Ionization
Electron impact ionization(EI)

Total ionization chromatogram(TIC)

Ionization voltage (eV) 70

Mass range (m/z) 40 ~ 400

Injection vol. (uL) 1.0

Mode splitless

Temp. program

Rate (℃/min) Temperature (℃) Hold time (min)

0 40 3

2 250 10

10 300 5



- 35 -

나. 머무름 지수(Retention index)의 수립 방법

n-Alkane 표준물질(C7-C30) 40 mg/L를 휘발성 유기성분 최적 분석조건 하에서

GC-MS로 분석하였다. n-alkane 표준물질의 chromatogram에서 확인된 peak의 머무름

시간(Retention time, RT)을 확인하였다. Kovats(1958)가 제시한 머무름 지수

(Retention index, RI)는 직쇄 alkane을 기준으로 사용하여 머무름 시간을 등간격으로

나타낸 것으로, 머무름 지수를 구하고자 계산식을 이용하여 머무름 시간의 앞과 뒤에

나타나는 두 개의 직쇄 alkane의 머무름 시간으로부터 구하여 동정한 휘발성 유기성분

에 대한 신뢰성을 검증하였다.

Log VR(x) - Log VR(Y)
RIx = 100 Z + 100 { �������������������������� }

Log VR(Y+1) - Log VR(Y)

RIx : 화합물 x의 retention index

VR(x), VR(Y), VR(Y+1) : 화합물 i, 탄소수가 각각 Y, Y+1인 직쇄 alkane의

각각의 공간보정 시간(VR(Y) ≤ VR(Y+1))

다. 휘발성 유기성분의 확인 및 정량

Total ionization chromatogram(TIC) 중 분리된 각각의 성분은 mass spectrum

library software(NIST 05s, WILEY 7, FFNSC 2.0)와 mass spectral data book의

spectrum(Adams, 1995)과의 일치 및 RI와의 비교를 통해 화합물의 확인에 신뢰성을

확보하였다(Khan et al., 2015; Jun et al., 2016; Hong et al., 2017).

추출과정에서 정량을 위하여 첨가한 내부표준물질 n-butylbenzene과 동정된 휘발성

유기성분의 peak area 값으로 시료 1 kg에 함유된 휘발성 유기성분을 상대적으로 정

량하였다.
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제 5절 비휘발성 유기성분 분석

1. Phytochemical 성분 분석

가. 시험용액 제조

시험용액은 극성이 다른 다양한 유기용매를 사용하여 추출하였다. Ugochukwu

(2013)의 추출방법을 응용하여 극성도가 다른 n-hexane, ethyl acetate 그리고

methanol을 순서대로 사용하여 인삼, 더덕, 도라지, 칡의 분말 시료 및 홍삼, 찐 더덕,

찐 도라지, 찐 칡의 분말시료 1 g에 각각의 추출용매 10 mL씩을 첨가한 후 2시간 동

안 60℃ 수욕 상에서 추출하였다. 추출액을 분당 2,500 rpm으로 원심 분리 한 후 상층

액을 whatman no. 2 여과지로 여과한 다음 phytochemical screening 실험의 시험용액

으로 사용하였다.

일부 추가 실험을 진행하기 위하여 홍삼 분말에 찐 도라지, 찐 더덕, 찐 칡 분말을

각각 10, 20, 30, 40 및 50%씩 섞어 제조한 농축액을 100배 희석하여 추가 시험용액으

로 사용하였다.

나. Phytochemical screening 실험 방법

식물 내에 존재하는 phytochemical 성분은 phenolic compound, terpenoid류, alkaloid

및 기타 질소 함유 성분으로 나눌 수 있다. 다양한 2차 대사산물의 검출을 위해

n-hexane, ethyl acetate 및 methanol의 추출물을 이용하여 terpenoid류, phytosterol류,

phenolic compound류, coumarin류, flavonoid류, alkaloid류의 screening 실험을 하였다.

분석방법은 Harborne(1998), Treatise와 Evans(1989)의 문헌을 참고하였다.
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1) Terpenoid류

Salkowski‘s test : 점적판에 생시료와 찐 시료를 n-hexane, ethyl acetate, methanol

순으로 추출한 시험용액 0.2 mL와 chloroform 0.8 mL를 혼합한 다음 pasteur’s pipette

을 이용하여 2 ~ 3 방울의 진한 황산을 첨가하였다. 적갈색의 침전물의 생성여부로

terpenoid류의 존재 여부를 시험하였다.

2) Phytosterol류

Liebermann-Burchard’s test : 시험용액 1 mL에 0.2 mL의 acetic anhydride를 첨가

한 후 진한 황산 2 ~ 3 방울을 떨어뜨려 주었다. 붉은색의 형성 유무에 따라

phytosterol류의 존재를 확인하였다.

3) Phenolic compound류

Lead acetate test : 시험용액 0.5 mL에 10% lead acetate 용액 0.3 mL를 넣었다.

어두운 녹색의 발색 여부로 phenolic compound류를 확인하였다.

4) Coumarin류

Ammonium hydroxide test : 시험용액 0.2 mL에 10% ammonium hydroxide를 넣어

UV lamp에서 관찰하였을 때, 발광한 경우를 coumarin류가 존재한다고 나타냈으며 증

류수를 대조군으로 함께 실험하였다.

5) Flavonoid류

NaOH solution test : 1 mL의 추출물과 20% NaOH 용액 0.5 mL를 혼합한 후 진한
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Compounds experiment name Reagents Reaction

Terpenoids Salkowski’s Test
0.2 mL chloroform, 2 ~ 3

drops of H2SO4 solution

A reddish interface

showed the presence

Phytosterols
Liebermann-Burch

ard’s Test

0.2 mL of acetic anhydride,

2 ~ 3 drops of H2SO4 solution

The colour change

showed the presence

Phenolic

compounds
Lead acetate test

0.3 mL of 10% lead acetate

solution
Dark green colour

Coumarins
Ammonium

hydroxide test

0.2 mL 10% ammonium

hydroxide solution

Blue or violet

florescence under UV

light

Flavonoids
NaOH solution

test

0.5 mL of 20% NaOH

solution
Gold yellow color

Alkaloids
Wagner’s reagent

test

A few drops of Wagner’s

reagent and Mayer’s reagent

Orange precipitate

and turbidity

황색 또는 녹색의 형성을 통하여 flavonoid의 존재를 확인하였다.

6) Alkaloid류

Wagner’s reagent test : 시험용액 0.2 mL에 Wagner’s reagent(2 g of I2 and 6 g

of KI/100 mL H2O)와 Mayer’s reagent(2 g HgCl2 and 5 g KI/100mL H2O)의 시약을

한 방울씩 떨어뜨리며 색 변화를 관찰하였다. 적색의 침전물의 생성 또는 혼탁도에 따

라 반응을 확인하였다.

Table 8. Summary of phytochemical screening method
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2. HPLC 및 LC-MS/MS를 이용한 비휘발성 유기성분 분석

가. HPLC를 이용한 유사원료의 지표성분 탐색

1) LC 분석을 위한 시험용액 조제

가) Screening을 위한 시험용액 조제

Liquid chromatography를 이용한 비휘발성 유기성분 분석을 위하여 thimble filter에

균질화된 시료 20 g를 담은 후 Soxhlet 장치에서 극성도에 따라 n-hexane, ethyl

acetate, methanol 순으로 추출용매 100 mL로 순차적 추출을 시행하였다. 추출된 용액

을 filter paper(no. 41, Whatman, USA)로 여과한 후 100 mL mass flask에 정용하였

다. HPLC 분석 전에 0.45 μm membrane filter(Nylon, Whatman, USA)로 여과한 다

음 최적 추출용매 검토를 위한 시험용액으로 사용하였다.

나) 지표성분 탐색 및 확립을 위한 시험용액 조제

(1) 분말 형태 시료

유사원료의 지표성분 탐색 및 확립에 사용하고자 4종의 건조시료와 증숙건조시료 10

g과 50 mL methanol을 혼합하여 환류 추출하여 filter paper로 여과한 후 50 mL 부피

플라스크에 정용하여 시험용액을 제조하였다. 또한 더덕, 도라지 및 칡의 증숙건조시료

를 0, 10, 20, 30, 40 및 50% 비율로 각각 홍삼시료에 혼합한 후 같은 과정으로 환류

추출하여 유사원료가 각각 혼입된 홍삼 시험용액을 조제하였다. HPLC 분석을 위한 시

험용액으로 사용하기 전 0.45 μm 사이즈의 nylon membrane filter를 이용하여 여과하

였다.

(2) 농축액 형태 시료

농축액 시료는 1 g과 methanol 10 mL를 용기에 담고 vortex를 이용해 용해시킨 다
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음 membrane filter(0.45 μm)를 이용하여 여과한 후 시험용액으로 사용하였다.

2) 지표성분 탐색을 위한 HPLC screening 분석 조건

기기는 Shimadzu사(Kyoto, Japan)의 communication bus module(CBM-20A),

degassing unit(DGU-20A3R), 2대의 pump(LC-20AD), autosampler(SIL-20A), column

oven(CTO-20A), diode array detector(SPD-M20A)가 연결된 HPLC 시스템을 사용하

였다. HPLC를 이용한 screening 분석시 유속은 1.6 mL/min, 주입량은 10 μL, 검출파

장은 190 ~ 600 nm이었다(Table 9). 모든 데이터는 Shimadzu LC solution version

1.25 SP4를 활용하여 data 수집 및 해석하였다.

Methanol 및 ethyl acetate 추출물은 5C18-PAQ column(4.6 mm I.D. × 250 mm L.,

5 μm, Cosmosil, Kyoto, Japan)을 40℃로 고정시킨 column oven에 장착하여 이용하였

다. 이동상은 A용매 water, B용매 acetonitrile을 사용하여 인삼의 ginsenoside 분석을

위한 KS규격(KS규격, 2013)의 기울기 용리 방법을 응용하여 이용하였다. B용매인

acetonitrile을 0 ~ 10분간 20%를 유지한 후, 10 ~ 40분간 32%, 40 ~ 55분까지 50%, 55

분 ~ 70분까지 65%, 70 ~ 72분까지 90%로 올렸다. 90% 비율로 10분간 유지시킨 후

84분까지 20% 비율로 설정하고 6분간 유지시켜 다음 분석을 위하여 base를 안정화시

켰다.

3) 인삼, 홍삼 및 유사원료의 HPLC screening 분석

확립된 HPLC-DAD 기기조건으로 인삼, 더덕, 도라지 그리고 칡의 건조시료, 증숙건

조시료 및 농축액시료를 methanol로 추출한 시험용액을 분석하였다. 추가적으로 홍삼

시료 중 유사원료가 혼입되어도 분석이 가능함을 도출하기 위해 10, 20, 30, 40 및

50% 비율로 3종의 유사원료 증숙건조시료를 각각 홍삼 분말에 혼합하여 제조한 시험

용액을 HPLC로 분석하였다.
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HPLC Prominence LC-20A (Shimadzu, Kyoto, Japan)

Detector DAD (Diode array, Shimadzu, Kyoto, Japan)

Wave length (nm) 190 ~ 600

Column
5C18-PAQ

(4.6 × 250 mm, 5 μm, Cosmosil, Kyoto, Japan)

Injection vol. (μL) 10

Flow rate (mL/min) 1.6

Column Temp. (℃) 40

Mobile phase (A) H2O, (B) Acetonitrile

Gradient profile

Time (min) B (%)

0 ~ 10 20

10 ~ 40 32

40 ~ 55 50

55 ~ 70 65

70 ~ 72 90

72 ~ 82 90

82 ~ 84 20

84 ~ 90 20

Table 9. HPLC instrument conditions for screening analysis of methanol, ethyl

acetate extracts
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나. LC-MS/MS를 이용한 지표성분 분석 방법

1) LC-MS/MS 분석기기 조건

Autosampler, degasser, automatic column oven module로 구성된 UPLC(Nexera

X2, Shimadzu, Kyoto, Japan)와 hybrid형 MS/MS으로 ESI-TOF/MS인 Shimadzu사의

LCMS-IT-TOF(Kyoto, Japan)을 이용해 유사원료의 지표성분을 동정하였다. 본 연구

에서 사용된 LC/MS column은 Shim-Pack XR-ODS Ⅱ(3.0 mm I.D. × 100 mm L.,

2.2 μm, Shimadzu, Kyoto, Japan)를 이용하였고 이동상은 0.1% trifluoro acetic

acid(TFA)가 함유된 탈 이온수(deionized water)와 acetonitrile을 사용하였다. 총 분석

시간은 25분으로 설정하고 이동상을 기울기 용리 조건(gradient elution mode)으로 설

정하였으며 acetonitrile의 비율을 초기 2.7분 동안 20%로 유지한 다음 10.9분까지

32%, 이후 15분까지 95%의 분리조건으로 설정하고 column 세척을 위해 18분까지

95% acetonitrile으로 유지한 후 19분까지 초기 조건인 20%로 설정하여 안정화 시켰

다. 이동상의 유속은 0.5 mL/min, 주입량은 1.0 μL, column oven 온도는 40℃를 유지

하여 분석하였다. Positive와 negative accumulation mode를 상시 switching 조건으로

설정하여 더덕, 도라지 및 칡의 지표성분 분석을 위한 최적의 조건을 확립하였으며 상

세 분석조건은 Table 10과 같이 진행하였다. 이온화를 위한 parameter로 capillary

voltage는 4.5 ~ 3.5 kV, nebulizing gas는 nitrogen gas(N2)를 사용하여 1.5 L/min의

유속으로 흘려주었고, detection voltage는 1.67 kV로 설정하였다.

2) LC-MS/MS를 이용한 시료 및 표준물질 분석

수립된 LC-MS/MS 분석조건으로 인삼, 더덕, 도라지, 칡의 methanol 추출물을 정성

분석하였다. 기기적으로 분석된 결과의 신뢰성을 확보하기 위해 lobetyolin과 ononin

표준품을 각각 50 ppm의 농도로 제조한 다음 0.45 μm 사이즈 membrane filter(Nylon,

Whatman, USA)로 여과하여 표준용액을 분석하였다. 표준용액과 각각의 시료 결과를
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UPLC Nexera X2(Shimadzu, Kyoto, Japan)

MS/MS Hybrid LCMS-IT-TOF(Shimadzu, Kyoto, Japan)

Detector DAD (Diode array, Shimadzu, Kyoto, Japan)

wave length (nm) 190 ~ 600

Column
Shim-Pack XR-ODS II

(3.0 × 100 mm, 2.2 μm, Shimadzu, Kyoto, Japan)

Oven Temperature (℃) 40

Injection vol. (μL) 1.0

Flow rate (mL/min) 0.5

Mobile phase (A) 0.1% TFA/Water, (B) 0.1% TFA/Acetonitrile

Gradient profile

Time (min) B (%)

0.0 20

2.7 20

10.9 32

15.0 95

18.0 95

19.0 20

25.0 20

MS type Ion trap coupled TOF(Time of flight)

Ionization ESI(positive mode)

Interface voltage (kV) 4.5

Nebulizing gas N2

gas flow rate (L/min) 1.5

CDL temp. (℃) 200

Detection voltage (kV) 1.67

Ion accumulation (msec) 10.0

Mass range (m/z) 150 ~ 1,500

비교하여 유사원료의 지표성분을 확립하였다.

Table 10. LC-MS/MS instrument conditions for the analysis of indicator
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3. 유사원료의 지표성분 분석을 통한 혼입여부 판별법 확립

가. 유사원료의 지표성분 분석을 위한 HPLC 분석 조건

지표성분 분석을 위하여 KS규격(2013)의 방법을 응용하여 screening을 수행한 후

최적의 HPLC 분석 조건을 수립하였고 Table 11에 나타내었다. HPLC 장치(LC-20A,

Shimadzu, Kyoto, Japan)에 DAD가 장착된 장치에 Cosmosil사의 C18 column(4.6 I.D.

× 250 mm L., 5 μm, Kyoto, Japan)을 연결하여 실험하였다. Gradient 방법을 이용하

여 A용매 water와 B용매 acetonitrile을 이동상으로 사용하였고, 비극성 용매인 B용매

를 0 ~ 10분간 20% 유지 후, 20분 까지 32%의 비율로 증가시켰고, 30분까지 50%, 35

분까지 90%로 흘려주었다. 그 외 기기조건은 screening 분석 조건과 같게 분석을 수행

하였다.
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HPLC Prominence LC-20A (Shimadzu, Kyoto, Japan)

Detector DAD (Diode array, Shimadzu, Kyoto, Japan)

Wave length (nm) 203 nm

Column
5C18-PAQ

(4.6 × 250 mm, 5 μm, Cosmosil, Kyoto, Japan)

Injection vol. (μL) 10

Flow rate (mL/min) 1.6

Column Temp. (℃) 40

Mobile phase (A) H2O, (B) Acetonitrile

Gradient profile

Time (min) B (%)

0 ~ 10 20

10 ~ 20 32

20 ~ 30 50

30 ~ 35 90

35 ~ 40 20

Table 11. HPLC instrument conditions for analysis of indicators in samples
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나. HPLC 분석법의 유효성 검증(Method validation)

1) 선택성(Selectivity)

더덕, 도라지 및 칡의 지표성분의 머무름 시간이 서로 겹치지 않고 인삼과 홍삼 추

출물 중 다른 성분들로부터 간섭을 받지 않고 분석될 수 있도록 HPLC의 분석 조건을

설정하였다. 또한 지표성분의 UV spectrum을 확인하였다.

2) 직선성(Linearity)

더덕, 도라지의 지표성분인 lobetyolin과 칡의 지표성분인 ononin 각각의 검량선용

표준용액 제조를 위하여 5, 10, 20, 40 및 80 mg/kg을 조제하였다. 각각의 calibration

standard는 3회씩 분석하였다. 각 지표성분의 peak area를 이용하여 외부표준물질 검

량선을 작성하였으며 최소 자승법으로 검량선식을 구하였다. 또한, calibration curve를

이용하여 측정 범위 내에서의 직선성을 통해 분석시료의 농도가 해당 검량선의 범위

내로 검출되는지 확인하였다.

3) 검출한계(LOD) 및 정량한계(LOQ)

검출한계(Limit of Detection, LOD)는 시료에 존재하는 대상물질의 유무를 확인할

수 있는 최소 농도를 말하며, 정량한계(Limit of Quantification, LOQ)는 시료에서 대상

물질로 정량할 수 있는 최소 농도를 의미한다. 따라서 표준용액의 최저 농도를 10회

분석한 후 측정된 편차를 계산하여 검출한계는 표준편차의 3.3배, 정량한계는 표준편차

의 10배의 기울기로 각각 나누어 구하였다.
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4) 정밀성(Precision) 및 정확성(Accuracy)

시료 전처리 시, 일정량의 표준물질을 첨가하여 일반 시료와 동일한 방법으로 전처

리 및 분석을 하여 최종 결과값에서 첨가한 외부 표준물질의 회수율을 확인하는 방법

인 표준물질 외부 첨가법을 사용하였다. 더덕, 도라지, 칡의 지표성분이 검출되지 않았

던 홍삼 methanol 추출물에 지표성분 표준용액을 시료에 5, 10 및 50 mg/kg 농도로

첨가한 후 회수하는 시험으로 정확도를 측정하였다. 정밀성은 상대표준편차(relative

standard deviation, RSD%)로 표현하였다.

5) 안정성(Stability)

안정성은 저장 온도와 기간의 변화에도 표준물질이 안정한지에 대한 평가를 진행하

였다. Lobetyolin과 ononin의 표준용액에 대한 안정성 확인을 위해 상온(25℃), 냉장

(4℃)에서 1, 7, 14 그리고 30일 간격으로 실험하였다. 각 표준용액은 3회씩 반복 측정

하여 결과를 얻었다.

7) 맹검실험(Blind test)

본 연구에서 개발한 판별법의 판별력을 평가하고 분석법의 유효성을 검증하기 위하

여 맹검실험을 진행하였다. 맹검시료는 식품의약품안전평가원 신종유해물질팀으로부터

각각의 원료가 확인된 유사원료(더덕, 도라지, 칡)를 홍삼에 혼합한 형태로 분말시료

(각 총 중량 10 g) 10건, 농축액시료(각 총 중량 1.0 g) 10건을 제공받았다.

분말형태 맹검시료 10 g와 methanol 30 mL를 250 mL 환류용 flask에 담고 80℃에

서 60분 동안 환류추출(reflux extract)한 후 여과(whatman filter, No. 41)한 다음 회수

된 여액을 250 mL 농축수기에 담아 감압 농축하였다. 농축잔류물에 methanol 10 mL

를 넣고 용해시켰다. 농축액 형태의 맹검시료(1 g)는 methanol 10 mL와 혼합하여 용

해하여 시험용액을 제조하였으며, 모든 시험용액은 HPLC 분석 전 0.45 μm membrane

filter로 여과한 다음 사용하였다.
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각각의 건조형태 시료와 농축액 형태의 맹검시료 중 유사원료의 혼입비율(w/w%)을

확인하기 위해 검량 곡선 범위는 6 point로 홍삼시료에 0, 10, 25, 50, 75 그리고 100%

비율로 지정하여 도라지, 더덕, 칡 시료를 각각 혼합한 후 건조시료 형태와 농축액 형

태 각각 두 그룹에 대한 검량곡선용 시험용액을 제조하여 사용하였다. 검량선은 표준

물질인 lobetyolin과 ononin이 분석된 RT에서 확인되는 peak area를 이용하여 검량선

을 작성하였다. 모든 분석은 수립된 HPLC 최적 분석 조건을 이용하였으며, 분석 파장

은 203 nm로 설정하였다. 결과판정을 위하여 시료 분석결과 더덕, 도라지의 지표성분

인 lobetyolin의 RT 및 UV spectrum이 일치될 경우 더덕 또는 도라지가 혼입되었다

고 판단하였고, 검량선을 이용하여 혼입비율을 판정하였다. 칡 또한 지표성분인 ononin

의 peak가 확인된 RT와 UV spectrum을 확인하여 일치할 경우 칡이 혼입되었음을 판

단하였고, 검량선을 활용하여 혼입비율을 계산하여 결과를 비교하였다.

다. 지표성분의 정성 및 정량시험

개발된 HPLC 최적 조건으로 더덕, 도라지의 지표성분인 lobetyolin과 칡의 지표성분

인 onoin의 표준용액을 분석한 다음 얻어진 chromatogram상의 peak의 RT와 UV

spectrum이 일치함을 확인하였다.

더덕, 도라지의 지표성분인 lobetyolin과 칡의 지표성분인 onoin의 표준용액을 5, 10,

20, 40 및 80 mg/kg 농도로 조제하여 HPLC 분석 후 얻어진 chromatogram상의 각

peak 높이 또는 area를 구하여 검량선을 작성하여 사용하였다. 표준용액으로 작성된

검량선을 근거로 peak area법에 따라서 정량하였다.
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제 6절 인삼, 홍삼 가공식품 중 유사원료 혼입여부 모니터링

1. 가공식품 시료

시중에 유통되고 있는 가공식품의 모니터링을 진행하고자 국내 대형마트, 전통시장,

온라인 마켓, 신문광고 등을 통하여 인삼과 홍삼의 일반식품 및 건강기능식품을 구입

하였다. 가격이 높은 제품부터 낮은 제품까지 폭 넓게 구매하였으며, 100% 홍삼농축액

(P. ginseng extract) 22건, 타원료 혼합 홍삼농축액 9건, 100% 홍삼액(P. ginseng

beverage) 15건, 타원료 혼합 홍삼액(즙) 5건 그리고 홍삼환, 홍삼분말 등 기타 홍삼제

품 10건을 구입하였다. 홍삼 관련 제품 외에도 더덕농축액(C. lanceolata extract) 1건,

더덕액(즙)(C. lanceolata beverage) 4건, 도라지농축액(P. grandiflorum extract) 6건,

도라지액(즙)(P. grandiflorum beverage) 4건 및 칡즙 5건 총 가공식품 81건을 구매하

여 모니터링용 시료로 사용하였다(Table 12, Fig. 5).

2. 가공식품의 전처리 방법

가. 분말 형태 제품의 전처리 방법

분말형태의 제품을 10 g과 methanol 50 mL를 250 mL 환류용 flask에 넣고 80℃ 수

욕조에서 60분 동안 환류추출(reflux extract)한 후, 구멍지름 20 ~ 25 μm인 여과지

(whatman filter, No. 41)로 여과하였다. 여과 잔류물을 methanol을 이용하여 충분히

세척하여 여액을 회수하여 250 mL 농축수기에 옮긴 후 회전식 감압농축기(rotary

evaporator)를 이용하여 감압 농축하였다. 농축잔류물에 methanol 10 mL를 넣고 용해

시켜 membrane filter(0.45 μm)로 여과 후 시험용액으로 하였다.
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나. 액(즙) 형태 제품의 전처리 방법

액 10 mL을 취해 감압 농축한 후 농축잔류물에 methanol 10 mL를 넣고 용해시켜

0.45 μm membrane filter로 여과한 다음 시험용액으로 사용하였다.

다. 농축액 형태 제품의 전처리 방법

농축액 1 g을 달아 용기에 넣고 methanol 10 mL를 넣고 용해시킨 후 membrane

filter로 여과하여 분석을 위한 시험용액으로 사용하였다.

Fig. 5. The photographs of commercial products for monitoring.
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Table 12. The list of commercial products

Sample Composition No.

P. ginseng extract

100% ginseng content 22

% of other plants 9

P. ginseng beverage

100% ginseng content 15

% of other plants 5

P. ginseng capsules/tablets/powders 10

C. lanceolata extract 1

C. lanceolata beverage 4

P. grandiflorum extract 6

P. grandiflorum beverage 4

P. lobata beverage 5

Total 81
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3. 가공식품 모니터링을 위한 HPLC 분석 조건

제 5절 비휘발성 유기성분 분석 3. 유사원료의 지표성분 분석을 통한 혼입여부 판별

법 확립 중 Table 11과 일한 방법으로 분석하였다.

4. 가공식품 중 유사원료 지표성분의 정성 및 정량방법

개발된 HPLC 최적 조건으로 더덕, 도라지의 지표성분인 lobetyolin과 칡의 지표성분

인 onoin 표준용액을 분석한 다음 얻어진 chromatogram상의 peak의 RT와과 UV

spectrum이 일치함을 확인하여 정량하였다.

Lobetyolin과 onoin의 표준용액을 5, 10, 20, 40 및 80 mg/kg 농도로 조제하여

HPLC 분석 후 얻어진 chromatogram상의 각 peak 높이 또는 area를 구하여 검량선을

작성하여 사용하였다. 표준용액으로 작성된 검량선을 근거로 peakarea법에 따라서 정

량하였다.



- 53 -

제 7절 통계분석

1. 분산분석(Analysis of variance, ANOVA)

실험군 간 평균의 차이를 확인하기 위하여 one-way ANOVA로 통계처리 후 유의성

이 있는가를 검토하였다. 유의성이 있을 경우 Ducan의 다중범위검정(Ducan's multiple

range test)을 사용하여 세 집단 이상의 종속 변수에 대한 평균의 차이를 P<0.05 수준

에서 검증하였다. 모든 통계 분석은 SPSS(statistical package for the social science)

version 12.0 프로그램(SPSS Inc., Chicago, IL, USA)을 이용하였다.

2. 선형판별 분석(Linear discriminant analysis, LDA)

선형판별 분석(Linear discriminant analysis, LDA)은 클래스내 분산(within-class

scatter)과 클래스간 분산(between-class scatter)의 비율을 최대화 하여 나타내기 위해

특정 벡터의 차원을 축소시키는 원리로 각각의 시료간 차이를 확인할 수 있다.

다수의 분석결과가 필요하기 때문에 본 연구 중 무기원소 분석결과인 인삼, 더덕, 도

라지, 칡의 다량 무기원소 6종, 미량 무기원소 19종의 함량을 대상으로 LDA 분석을

진행하여 그래프로 도식화하여 각각의 클래스를 구분하였다. LDA 분석은 XLSTAT

version 2017(Addinsoft, Paris, France)을 이용하여 나타내었다.
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제 3장 결과 및 고찰

제 1절 일반성분 분석 결과

인삼, 더덕, 도라지, 칡의 일반성분을 Table 13에 나타내었다. 일반성분 분석결과 수

분함량은 인삼, 더덕, 도라지, 칡 순으로 76.89, 75.57%, 73.22%, 68.17%로 나타났다. 농

촌진흥청에서 발간한 식품성분표(2017)의 수분함량에 따르면 인삼 72.1%, 더덕 82.9%,

도라지 72.2%, 칡 60.3%로 확인되었고, 도라지와 흑 도라지의 일반성분 분석결과 수분

함량이 73.96 ~ 78.07%로 본 연구와 비슷한 수준으로 나타났다(Lee et al., 2013). 회분

함량은 인삼 2.058%, 도라지 1.504%, 더덕 1.711%, 칡 2.527%이며, 증숙 후 각각

3.529, 2.376, 2.415, 3.085%로 나타났다. 농촌진흥청에서 제시하고 있는 회분함량은 인

삼 1.4%, 도라지 36.%, 더덕 4.2%, 칡 1.3%로 비슷한 수준으로 나타났으며, 더덕의

5.0±2.7%(Yoo et al., 2002), 도라지의 1.62 ~ 1.67%(Lee et al., 2013), 4.82~6.51%(Kang

et al., 2017)와 비교하여 비슷하거나 낮은 수준이었다. Anova 분석을 통하여 증

숙 전과 후의 시료 간에 차이를 각각 살펴본 결과, 수분과 회분함량 모두 생시료와 증

숙시료에서 95% 수준의 유의적 차이를 확인하였으나 일정한 패턴은 보이지 않았다.

조지방 분석 결과 인삼 1.534%, 더덕 1.352%, 도라지 1.506% 그리고 칡 1.020%이었으

며, 증숙 후 각각 2.301, 1.581, 1.577 및 1.230%로 관측되었다. 조단백질은 인삼에서

14.68%, 증숙 후 15.32%로 확인되었고, 더덕, 도라지, 칡은 각각 17.02%, 15.39%,

12.95% 이었다. Anova 분석을 통하여 증숙 전과 후의 시료 간에 차이를 각각 살펴본

결과, 시료별 조지방과 조단백질 함량의 유의적 차이는 보이지 않았다.
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Table 13. The contents of general components in P. ginsneg, C. lanceolata, P. grandiflorum and P. lobata

　

Raw samples Steamed samples

P. ginseng C. lanceolata P. grandiflorum P. lobata P. ginseng C. lanceolata P. grandiflorum P. lobata

Moisture
(%)

76.89±0.250
d,1)

75.57±0.326
c

73.22±0.518
b

68.17±0.319
a

60.78±0.196
b,*2) 76.04±0.228

c,n.s
76.74±0.351

d,*
58.70±0.245

a,*

Ash
(%)

2.058±0.0456
c

1.504±0.0628
a

1.711±0.120
b

2.527±0.129
d

3.529±0.120c,
*

2.376±0.190a,
*

2.415±0.261a,
*

3.085±0.299b,
*

Crud
lipid
(%)

1.534±0.512a 1.352±0.818a 1.506±0.225a 1.020±0.132a 2.301±0.996a,n.s 1.581±0.232a,n.s 1.577±0.653a,n.s 1.230±0.706a,n.s

Crud
protein
(%)

14.68±5.32
a

17.02±6.31
a

15.39±2.75
a

12.95±3.48
a

15.32±5.18
a,n.s

15.23±4.79
a,n.s

15.48±2.48
a,n.s

13.54±1.69
a,n.s

　

1) Mean ± Standard deviation (n=3)
1) Superscript* notes significant differences between law and steamed samples (t-test) p*<0.05, n.s.; Non significant
The same superscripts (a-d) in a column are not significantly different each other at p<0.05 level by the Duncan’s multiple range test
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제 2절 무기성분 함량

1. 무기성분 분석법의 유효성 검증

무기성분 분석을 위해 ICP-OES(Inductively coupled plasma-optical emission

spectrometry)를 이용하여 다량 무기원소 6종 Na, Mg, Ca, K, Fe 및 Al을 분석하였고,

ICP-MS(Inductively coupled plasma-mass spectrometer)를 이용하여 미량 무기원소

19종 Ba, Cu, Cr, Mn, Zn, Ni, Rb, Sr, Ga, Se, Tl, Be, Co, V, Li, Cs, Bi, Pb 및 Cd을

분석하였다. 분석한 값에 대한 신뢰성 확보를 위해 각 원소별 유효성 검증을 실시하였

고, 항목으로 직선성, 정확성, 정밀성, 검출한계, 정량한계 및 인증표준물질을 이용하여

숙련도를 시험하였으며, 국외 숙련도 시험(FAPAS)을 실시하였다.

가. 분석법의 유효성 검증

각 원소의 검량선의 경우 다량 무기원소와 미량 무기원소 모두 0.9990 이상으로 우

수한 직선성(Correlation coefficient, R2)을 확인하였다. 다량 무기원소의 검량선은 0.25

~ 5.0 mg/kg 사이의 농도에서 작성하였고, Na가 0.9996로 가장 높게 Ca이 0.9990로 가

장 낮은 직선성을 보였다. 미량 무기원소의 검량선은 0.50 ~ 10.0 μg/kg 범위에서 작성

되었고 Cd이 0.9999로 가장 높게, V이 0.9990으로 가장 낮게 확인되었다. 시료의 반복

측정을 통해 확인한 검출한계(LOD, Limit of detection)와 정량한계(LOQ, Limit of

quantitation)는 다량 무기원소는 0.099 μg/g와 0.327 μg/g으로 Fe이 가장 우수하게 확

인되었다. 미량 무기원소는 Li이 0.032 ng/g, 0.106 ng/g으로 우수한 결과를 보였고, Tl

이 0.103 ng/g, 0.339 ng/g으로 높게 측정되었다. 변동계수 측정결과 다량 무기원소와

미량 무기원소 모두 3% 이내로 우수한 정밀성을 확인하였으며, 표준물질을 spiking한

회수율 실험 결과 모든 원소가 91.2 ~ 101.6%의 회수율을 보였고, 이는 70 ~ 125% 내

기준인 AOAC와 90 ~ 110%인 CODEX 기준에 모두 만족하였다(Table 14).
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Table 14. Method validation parameters of inorganic elements using ICP-OES and

ICP-MS

Elements
Correlation

coefficient (R
2
)

LOD
1)

LOQ
2) Recovery

3)

(%)
CV

4)

(%)

Macro elements (μg/g) (ICP-OES)

Na 0.9996 0.375 1.236 94.2 2.93

Mg 0.9992 0.132 0.436 96.1 2.63

Ca 0.9990 0.293 0.966 93.7 2.12

K 0.9991 0.135 0.445 94.4 2.81

Fe 0.9995 0.099 0.327 95.3 2.49

Al 0.9993 0.314 1.037 92.1 2.41

Trace elements (ng/g) (ICP-MS)

Ba 0.9994 0.051 0.169 94.8 1.51

Cr 0.9995 0.064 0.213 95.3 1.26

Cu 0.9992 0.048 0.159 91.2 2.17

Mn 0.9996 0.065 0.216 95.8 1.96

Ni 0.9997 0.048 0.157 93.4 2.33

Rb 0.9994 0.076 0.252 91.5 0.95

Sr 0.9992 0.067 0.222 97.8 1.19

Zn 0.9992 0.084 0.276 99.5 2.65

Ga 0.9991 0.052 0.173 94.3 2.32

Se 0.9992 0.090 0.296 97.6 1.97

Tl 0.9994 0.103 0.339 94.4 2.06

Be 0.9997 0.037 0.123 95.6 2.64

Co 0.9996 0.099 0.325 93.4 1.85

V 0.9990 0.072 0.238 97.2 2.47

Li 0.9995 0.032 0.106 99.1 2.89

Cs 0.9991 0.100 0.329 101.6 1.94

Bi 0.9993 0.059 0.196 98.5 1.84

Pb 0.9994 0.053 0.176 92.4 2.39

Cd 0.9999 0.044 0.146 100.9 1.49
1)
Limit of detection,

2)
Limit of quantification,

3)
Recovery of macro elements were spiked at

2,000 μg/kg, while trace elements were spiked at 100 μg/kg,
4)
Coefficient of variation
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나. 인증표준물질을 이용한 분석법의 소급성 확인

NIST에서 구입한 인증표준물질인 Spinach leaves 1570a와 rice flour 1568b을 이용

하여 시료와 동일한 분석방법으로 실험하여 무기성분 분석법의 소급성을 확인하고자

하였다. ICP-OES와 ICP-MS를 이용하여 인증표준물질 각각의 다량 무기원소와 미량

무기원소를 분석한 결과, 표준물질의 인증값에 대한 측정값은 spinach leaves 1570a의

경우 ICP-OES를 이용하여 측정한 macro element는 정확도 93.97 ~ 103.6%, ICP-MS

로 분석한 미량 무기원소는 정확도 93.78 ~ 104.3%으로 나타났으며, rice flour 1568b는

다량 무기원소의 정확도 94.72 ~ 97.89%의 범위였으며, 미량 무기원소는 92.03 ~

99.76%의 범위로 확인되었다. 본 분석법으로 측정한 결과는 AOAC의 기준인 70 ~

125%와 CODEX 기준인 90 ~ 110%인 CODEX 기준 내로 확인되어 무기성분 분석 방

법에 대한 신뢰성 있는 결과를 확보하였다(Table15, 16).
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Element1)
Accuracy

Certified value
(μg/g)

Observed value
(μg/g)

Recovery
(%)

Na 18210±230 17470±802) 95.94

Ca 15260±660 14340±55 93.97

K 29000±260 27459±220 94.69

Mg 9000 9320±23 103.6

Al 310±15 314±14 101.3

Cu 12.22±0.86 11.90±0.51 97.38

Mn 76.0±1.2 75.90±2.6 99.87

Ni 2.142±0.058 2.05±0.044 95.61

Zn 82.3±3.9 80.46±3.1 97.76

Se 0.1152±0.0043 0.11±0.013 99.74

Co 0.393±0.030 0.37±0.022 93.78

V 0.568±0.017 0.55±0.012 96.64

Pb 0.203) 0.20±0.043 100.6

Cd 2.876±0.058 3.00±0.092 104.3

1) Values reported by ICP-OES(Na, Ca, K, Mg, Al), ICP-MS(Cu, Mn, Ni, Zn, Se, Co, V, Pb, Cd)
2) Mean ± Standard deviation (n=3) 3) Reference value of constituent element

Table 15. Validation results of analytical method using certified reference

material(NIST-1570a)
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Element
1)

Accuracy

Certified value
(μg/g)

Observed value
(μg/g)

Recovery
(%)

Na 6.74±0.19 6.38±0.122) 94.72

Mg 559±10 534.84±12 95.68

Ca 118.4±3.1 115.90±2.8 97.89

K 1282±11 1251.65±14 97.63

Fe 7.42±0.44 7.16±0.56 96.44

Al 4.21±0.34 4.11±0.28 97.61

Cu 2.35±0.16 2.22±0.11 94.30

Mn 19.2±1.8 18.64±0.98 97.08

Rb 6.198±0.026 6.04±0.044 97.43

Zn 19.42±0.26 18.57±0.35 95.61

Se 0.365±0.029 0.34±0.024 92.03

Cd 0.0224±0.0013 0.02±0.008 99.76

1)
Values reported by ICP-OES (Na, Mg, Ca, K, Fe, Al), ICP-MS (Cu, Mn, Rb, Zn, Se, Cd)

2) Mean ± Standard deviation (n=3)

Table 16. Validation results of analytical method using certified reference

material(NIST-1568b)
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Program Metallic contaminants in tomato paste

Analytes Cd, Pb

Date 2015.07

Results
｜Z｜ < 2

(z-score : Cd 0.5, Pb -0.3)

Program Metallic contaminants in powdered brown rice

Analytes As, Cd, Pb

Date 2015.09

Results
lZl <2

(z-score : As -1.0, Cd -0.9, Pb 0.6)

다. 외국 숙련도 시험(FAPAS)

영국 환경식품농림부가 주관하는 국제적인 시험인 FAPAS 프로그램에 참가하여 숙

련도 시험을 진행하였다. 2015년 7월과 9월에 참가하여 tomato paste와 powdered

brown rice에 대한 분석을 진행하였다. 97개의 기관이 참여한 tomato paste의 경우

z-score는 Pb –0.3, Cd 0.5로 확인되었고, 147개의 기관이 참여한 powdered brown

rice의 z-score는 As –1.0, Cd –0.9, Pb 0.6로 확인되었다. 두 시료 모두 z-score가

｜Z｜ < 2 를 만족하는 결과를 얻었고 이를 통해 무기성분 분석방법과 결과에 대한

신뢰성을 재확인하였다(Table 17).

Table 17. Results of external quality control(FAPAS)
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2. 다량 무기원소 분석 결과

인삼과 유사원료인 더덕, 도라지, 칡 시료 간의 다량 무기원소의 함량차이에 의한 판

별 가능여부를 확인하기 위해 본 실험을 진행하였다. 인삼, 더덕, 도라지, 및 칡의 건조

시료와 증숙건조시료를 분해하여 제조한 시험용액을 유도결합 플라즈마 분광분석기

(ICP-OES)를 통하여 다량 무기원소인 Ca, K, Mg, Fe, Na 그리고 Al을 분석하였고

그 결과를 Table 18에 제시하였다.

인삼, 더덕, 도라지 그리고 칡의 다량 무기원소 분석결과 주요원소는 K, Ca 및 Mg

이었고 K > Ca > Mg > Na > Al > Fe 순으로 확인되었다. 생시료와 증숙시료의 시

료형태에 따른 무기원소 함량은 유의적인 차이가 보이지 않는 비슷한 패턴으로 검출되

었으며, 이는 시료를 찌는 과정에서 원소가 용출되는 양이 적어 높은 잔존율에 영향을

준 것으로 사료된다(Oh, 1996; Hong & Kim., 2017).

식물의 영양생장기에 대부분 흡수되어 분열조직 생장에 필수적인 K은 사람의 에너

지 대사와 골격근의 수축과 이완, 체내노폐물 및 나트륨 배출 등과 더불어 고혈압 예

방에 효과적으로 알려져 있다(Park & Yoon., 2014). K는 인삼의 생시료에서 1188

mg/kg으로, 도라지 959.7 mg/kg, 칡 943.9 mg/kg, 더덕 915.9 mg/kg와 비교하여 유의

적으로 많은 함량으로 확인되었다. 마찬가지로 인삼에서 Ca의 함량은 생시료와 증숙시

료에서 594.6, 707.8 mg/kg으로 가장 높은 양이었고, 칡의 생시료와 증숙시료가 127.3,

122.4 mg/kg으로 가장 낮은 값을 나타내었다. Fe와 Al의 경우 칡 시료에서 더 많은

함량으로 검출되었으며 이는 생시료와 증숙시료 모두 동일하였다.

근채류의 무기질 함량 연구(Oh., 1996)에서 무의 다량 무기원소 분석결과, K(366

mg/100 g) > Mg(26.5 mg/100 g) > Na(11.8 mg/100 g) > Ca(11.2 mg/100 g) >

Fe(0.17 mg/100 g) 순으로 나타났으며, Ca을 제외한 다른 원소는 본 연구와 비슷한 수

준으로 검출되었다. 또한 당근의 경우 K(619 mg/100 g) > Na(30.0 mg/100 g) >

Ca(14.5 mg/100 g)> Mg(7.82 mg/100 g) > Fe(0.28 mg/100 g)로 시료별 원소의 함량

에 차이가 있었다. x-선 형광분석기를 이용한 황금의 무기성분 분석결과 K(1.58%) >

P(0.38%) > Ca(0.18%) > S(0.16%)로 확인되었고(Moon. et al., 2012), 숙지황의 경우
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K(1.23%) > P(0.30%) > Cl(0.22%) > Si(0.12%) = S(0.12%) > Al(0.07%) >

Fe(0.03%)로 나타나(Bae. et al., 2015) 본 연구결과보다 다소 높은 수준으로 검출되었

다. 인삼 뿌리의 연생별 무기성분의 함량 연구에서 K의 함량은 1 ~ 3 년생에서 높게

나타나 이후 점차 감소하는 경향이었고, Ca과 Mg은 유의적인 차이를 보이지 않았다고

보고된 바 있으며(Park et al., 2012), 건조방법에 따른 도라지의 무기성분 함량에 관한

연구에 의하면 K이 16.4 ~ 21.7 mg/100 g으로 가장 많음 함량을 보였고, Ca 7.9 ~ 9.2

mg/100 g, Mg 4.5 ~ 6.1 mg/100 g, Na 1.0 ~ 1.3 mg/100 g 순으로 본 연구와 비슷한

결과를 나타내었다(Lee et al., 2014). 발효더덕의 무기질 함량은 K이 403.2 mg/100 g

으로 가장 많았고 그 다음이 P(285.2 mg/100 g), Ca(249.9 mg/100 g), Mg(156.3

mg/100 g) 순이었으며(Park et al., 2009), 재배 방법을 달리한 더덕의 무기성분 분석

결과, 자생더덕, 유기재배 및 일반재배더덕의 경우 K이 690 ~ 1030 mg/100g로 가장

많은 함량을 나타냈으며, 재배방법에 따른 무기성분의 함량 차이는 유기물 비료를 사

용하여 재배한 유기재배더덕의 K, Mg, P, Zn의 함량이 다른 시료와 비교하여 더 높았

다(Chung, 1999).

이처럼 동일한 품종 내의 무기원소의 함량 차이는 재배시기와 재배한 토양 등의 영

향을 받는 것으로 사료되며(Song & Min, 2009; Moon. et al., 2012), 때문에 본 연구에

서 분석한 값과 비교한 문헌과의 함량차이가 나는 원인으로 추정하였다.

결과적으로, 다량 무기원소 분석을 이용하여 인삼과 이와 유사한 시료인 도라지, 더

덕, 칡 간의 특이적인 점은 발견하지 못하였으며 anova 분석 결과 시료별 함량 차이는

보였으나 이는 앞선 고찰에서도 언급했듯이 재배시기나 재배지역의 기온 및 토양의 무

기양분의 조성과 농도 등의 영향으로 시료에 따른 함량의 변동 폭이 커 판별에 어려움

이 있을 것으로 사료된다.
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Table 18. The contents of macro elements in P. ginseng, P. grandiflorus, C. lanceolata and P. lobata by ICP-OES

Raw sample (mg/kg) Steamed samples (mg/kg)

P. ginseng P. grandiflorus C. lanceolata, P. lobata P. ginseng P. grandiflorus C. lanceolata, P. lobata

Na 52.96±1.71d,1) 9.270±1.43a 46.16±2.47c 13.53±0.73b 45.14±1.54c,*2) 9.460±1.10a,n.s 49.16±2.20d,n.s 13.58±1.32b,n.s

Mg 326.2±9.94
b

559.9±15.5
c

222.0±4.83
a

211.4±4.48
a

382.8±3.69
b,*

490.4±5.94
c,*

246.3±10.2
a,*

252.0±3.05
a,*

Ca 594.6±40.1
d

465.65±33.5
c

373.8±18.5
b

127.3±8.57
a

707.8±39.6
c*

476.6±21.9
b,n.s

455.8±25.9
b,*

122.4±17.4
a,*

K 1188±19.0b 915.9±26.2a 959.7±27.5a 943.9±27.0a 1219±23.6c,n.s 778.4±22.3a,* 828.9±34.0b,* 749.3±21.4a,n.s

Fe 14.16±1.36b 7.540±0.72a 8.700±0.68a 24.02±1.96c 21.20±20.0ab,* 16.02±9.35ab,n.s 13.56±4.82a,n.s 26.36±2.55b,n.s

Al 18.08±3.40a 10.56±1.33a 27.38±29.4a 32.34±2.54a 21.98±0.57b,n.s 12.73±1.37a,n.s 14.50±2.90a,n.s 31.80±1.29c,n.s

Total 2193±46.1d 1969±57.8c 1638±6.88b 1353±32.6a 2398±23.3d,* 1784±53.8c,* 1608±61.9b,n.s 1195±31.7a,*

1) Meand ± Standard deviation (n=3)
2) Superscript* notes significant differences between law and steamed samples (t-test) p*<0.05, n.s.; Non significant

The same superscripts (a ~ d) in a column are not significantly different each other at p<0.05 level by the Duncan’s multiple range test



- 65 -

3. 미량 무기원소 분석 결과

본 연구에서는 인삼, 더덕, 도라지, 칡의 미량무기성분의 차이를 확인하기 위하여 미

량 무기원소 19종(Ba, Cr, Cu, Zn, Mn, Ni, Rb, Sr, Ga, Se, Tl, Be, Co, V, Li, Cs, Bi,

Pb, Cd)을 ICP-MS로 분석하였다.

인삼, 더덕, 도라지 및 칡의 미량 무기원소 분석결과, 19종의 미량 무기원소 중 100

μg/kg 이상의 농도로 검출된 원소는 Ba, Cr, Cu, Zn, Mn, Ni, Rb, Sr, Ga, Se이었고,

그 중 Zn과 Mn, Ba이 주된 원소였다. 특이적으로 칡에서 Ba과 Sr이 188, 281 mg/kg

으로 다른 시료에 비해 유의적으로 높게 검출되었는데, 이는 토양차이에 의한 무기원

소의 함량변화 연구에서 화강암 지역에서 재배된 인삼의 Ba과 Sr 함량이 높다고 보고

된바 있어(Song & Min., 2009), 본 연구의 일부 칡 시료에서 Ba과 Sr 함량이 유의적

으로 높게 검출된 원인을 추정할 수 있었다.

가장 많은 함량으로 확인된 Zn는 식물 내에서 효소를 활성시키고 질소대사에 관계

하며 사람에게는 체내의 주요 대사과정이나 반응을 조절하는데 관여하며 효소와 단백

질을 구성하는 필수원소이다(Park & Chyun., 1993). 생시료에서 Zn의 함량은 칡 9.54

mg/kg > 인삼 9.05 mg/kg > 도라지 8.02 mg/kg > 더덕 5.79 mg/kg 순이었고 찐시

료는 도라지 9.03 mg/kg > 인삼 8.75 mg/kg > 더덕 8.44 mg/kg > 칡 5.69 mg/kg

순으로 일정한 경향을 보이지 않았으며 통계적으로도 유의적인 차이는 보이지 않았다.

Mn은 생칡에서 9.91 mg/kg으로 가장 많이 확인되었고 인삼 6.18mg/kg, 도라지 3.72

mg/kg, 더덕 2.30 mg/kg 순으로 나타났다.

구근류의 무기성분 분석 결과 Zn의 평균함량은 0.220 ~ 1.236 mg/kg으로 다양하였

고, 세부적으로는 도라지 0.437 mg/kg, 더덕 0.514 mg/kg, 우엉 0.632 mg/kg, 생강

0.783 mg/kg 등으로 본 실험결과보다 낮은 경향으로 확인되었다(Choi. & Chung.,

2003). 인삼의 연생별 무기성분 분석연구에서는 Mn, Zn 및 Cu의 평균 함량이 각각

30.57, 10.23, 14.17 mg/kg이었고 재배년수가 증가할수록 Mn과 Zn의 함량은 감소, Cu

는 증가하였다(Park. et al., 2012). 발효더덕의 경우 각각 Mn 34 mg/kg, Zn 7 mg/kg

및 Cu 6 mg/kg으로 본 연구결과와 비교하여 높은 수준이었으며(Park. et al., 2009),
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재배도라지 3년근 및 24년근의 무기성분 분석결과, 전반적으로 24년근이 3년근보다 높

다고 보고하였고, 함량은 Zn 2.26, 14.37 mg/kg, Cu 0.15, 9.17 mg/kg이었다(Chung. et

al., 1997). 국내산과 중국산 황금의 경우 Mn 39.79, 7.92 mg/kg, Zn 30.79, 18.60

mg/kg, Cu 15.52, 15.23 mg/kg으로 본 연구와 비교하여 비슷하거나 높은 결과 값으로

확인되었다(Bae. et al., 2012).

Tl, Be, Co, V, Li, Cs, Bi, Pb, Cd은 100 μg/kg 미만의 농도로 확인되었으며, 시료별

유의성 있는 결과를 확인하지 못하였다. 중금속에 속하는 Pb과 Cd은 식품공전에서 근

채류 기준으로 Pb 0.1 mg/kg, Cd 0.1 mg/kg이며, 인삼, 산양삼, 더덕, 도라지에 한해

서 납 2.0 mg/kg, 카드뮴 0.2 mg/kg으로 설정되어있다. 본 연구에서 분석한 Pb, Cd의

경우 인삼 0.1, 0.03 mg/kg, 더덕 0.09, 0.2 mg/kg, 도라지 0.08, 0.04 mg/kg, 칡 0.02,

0.02 mg/kg으로 기준치를 초과한 시료는 없었다. 2012 식약처 연구보고서에 의하면

Pb의 평균함량은 0.038(인삼, 더덕) ~ 0.241(칡뿌리) mg/kg, Cd의 경우 0.012(인삼) ~

0.069(도라지) mg/kg으로 본 연구와 비슷한 수준으로 검출되었다(식품의약품안전처,

2012). 또한 구근류의 무기성분을 분석한 연구에서 Pb 0.031~0.101 mg/kg, Cd

0.001~0.005 mg/kg으로 비슷하거나 낮은 수준으로 확인되었다(Choi. & Chung., 2003).

미량 무기원소의 분석결과, 일부 칡에서의 튀는 원소(Ba, Sr)를 제외하고 특이적인

결과는 보이지 않았으며, 다량원소와 마찬가지로 재배시기, 토양의 무기양분 조성과 농

도 등의 영향으로 변동가능성이 커 인삼, 더덕, 도라지 및 칡 간의 판별을 위한 지표로

서 설정이 어려울 것으로 판단하였다.



- 67 -

Table 19. The contents of trace elements in P. ginseng, P. grandiflorus, C. lanceolata and P. lobata by ICP-MS

Raw sample (mg/kg) Steamed samples (mg/kg)

P. ginseng P. grandiflorus C. lanceolata, P. lobata P. ginseng P. grandiflorus C. lanceolata, P. lobata

Ba 4.83±0.32a,1) 4.93±4.3a 4.87±2.0a 188±116b 5.92±0.30a,*3) 5.46±0.15a,* 4.38±0.11a,n.s 87.8±44b,n.s

Cr 1.06±1.5
a

0.145±0.019
a

0.211±0.13
a

0.313±0.034
a

0.509±0.13
a,n.s

0.268±0.036
a,*

0.249±0.041
a,n.s

0.284±0.31
a,n.s

Cu 2.81±0.23c 2.34±0.16b 1.05±0.028a 5.95±0.14d 2.43±0.28b,n.s 2.31±0.29b,n.s 1.49±0.10a,* 2.20±0.066b,*

Mn 6.18±0.25c 2.30±0.19a 3.72±0.019b 9.91±0.19d 4.51±0.17c,* 1.98±0.43a,n.s 3.31±0.22b,n.s 3.85±1.1bc,*

Ni 0.082±0.0061b 0.032±0.0058ab 0.170±0.062c ND2) 0.0215±0.037a,* 0.0228±0.021a,n.s 0.178±0.11b,n.s 0.0290±0.058a,n.s

Rb 1.36±0.041b 0.201±0.014a 1.38±0.033b 7.47±0.16c 1.33±0.011b,n.s 0.182±0.0019a,n.s 1.23±0.064b,* 2.90±0.042c,*

Sr 4.78±0.32a 1.52±0.13a 2.79±0.10a 281±224b 4.78±0.30a,n.s 1.34±0.035a,n.s 2.77±0.13a,n.s 123±63b,n.s

Zn 9.05±0.95a 5.79±4.9a 8.02±1.1a 9.54±8.3a 8.75±0.53b,n.s 8.44±0.56b,n.s 9.03±0.34b,n.s 5.69±0.41a,n.s

Ga 0.115±0.0042a 0.202±0.017a 0.128±0.0074a 1.22±0.088b 0.178±0.0058a,* 0.193±0.0040a,n.s 0.141±0.0085a,n.s 1.92±0.050b,*

Se ND 0.184±0.12a 0.0577±0.10a ND 1.21±0.19b,* 1.79±0.20c,* 0.277±0.27a,n.s ND

Tl 0.002±0.0001a ND 0.003±0.0001a 0.006±0.0004b 0.003±0.0001a,* ND 0.003±0.0001a,* 0.006±0.0001b,n.s

Be 0.001±0.0001a ND 0.001±0.0001a 0.003±0.0003b 0.001±0.0001a,* 0.001±0.0001a,* 0.001±0.0001a,* 0.003±0.0001a,n.s

Co 0.01±0.0003a ND ND 0.03±0.002b 0.02±0.003b,* ND 0.005±0.009a,n.s 0.03±0.001b,*

V 0.01±0.001
b

0.008±0.001
a

0.009±0.002
a

0.03±0.002
c

0.02±0.001
c,*

0.009±0.001
b,n.s

0.008±0.0004
a,n.s

0.03±0.001
d,n.s

Li 0.008±0.0005b 0.004±0.001a 0.01±0.001c 0.007±0.0003b 0.02±0.002c* 0.007±0.0003a,* 0.01±0.0002b,n.s 0.008±0.0002a,*

Cs 0.002±0.0002a ND 0.001±0.0002a 0.5±0.05b 0.002±0.0001a,* ND 0.002±0.0017a,n.s 0.7±0.04b,n.s

Bi 0.001±0.0001a 0.001±0.0002a 0.002±0.0023a 0.001±0.0007a 0.001±0.0002a,n.s 0.001±0.0001a,n.s 0.001±0.0004a,n.s NDn.s

Pb 0.1±0.02b 0.09±0.01b 0.08±0.01b 0.02±0.0004a 0.2±0.2ab,n.s 0.2±0.01b,* 0.2±0.02ab,* 0.03±0.03a,n.s

Cd 0.03±0.009b 0.2±0.006c 0.04±0.003b 0.02±0.002a 0.04±0.02b,n.s 0.2±0.008c,n.s 0.05±0.002b,* 0.01±0.003a,n.s

Total 30.4±0.35a 17.9±3.6a 22.6±2.1a 504±324b 29.9±1.2a,n.s 22.3±1.1a,n.s 23.3±0.65a,n.s 229±94b,n.s

1) Meand ± Standard deviation (n=3), 2) Not detected
3)Superscript* notes significant differences between law and steamed samples (t-test) p*<0.05, n.s.; Non significant

The same superscripts (a-d) in a column are not significantly different each other at p<0.05 level by the Duncan’s multiple range test
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4. 무기원소 함량을 이용한 선형판별분석(LDA) 결과

선형판별분석(linear discriminant analysis, LDA)은 특정 공간상에서 그룹 분리

를 최대화하는 주축을 설정하고 선형 부공간으로 차원을 축소시켜 그룹간의 분리

도를 높이는 방법으로 위에서 분석한 다량 무기원소 6종(Na, Mg, Ca, K, Fe, Al)과

미량 무기원소 19종(Ba, Cr, Cu, Zn, Mn, Ni, Rb, Sr, Ga, Se, Tl, Be, Co, V, Li, Cs,

Bi, Pb, Cd)의 결과를 이용하여 각 시료 간에 판별 가능여부를 확인하고자 통계분석을

진행하였다.

다량 무기원소를 이용한 LDA 분석결과는 Fig. 6과 같다. F1 축을 기준으로 왼편에

더덕과 칡이 위치하고 오른편에는 인삼과 도라지가 위치하여 분리가 되는 모습이며

F2 축을 기준으로 더덕과 인삼이 위쪽에, 도라지와 칡이 아래쪽에 존재하면서 4개의

시료 간 판별이 가능하였다. 생시료와 찐 시료 간에 판별은 더덕과 인삼의 경우 차이

를 보였으나 도라지와 칡의 경우 2가지 상태의 시료 분포도가 겹치는 모습으로 명확한

판별은 어려웠다. 미량 무기원소를 이용한 LDA 분석결과는 Fig. 7과 같다. 칡의 경우

인삼, 더덕, 도라지 시료보다 왼편에 위치하여 분리가 명확하게 되었으며 오른편에 위

치한 시료 중 위쪽부터 도라지, 인삼 및 더덕 순으로 분리가 되는 모습이었다. 미량 무

기원소를 이용한 통계결과 생시료와 찐 시료 간에도 분리가 되는 결과를 얻을 수 있었

다.

선행된 연구를 보면 대부분 원산지 판별에 통계법을 주로 이용하고 있었다. 동위원

소와 무기원소 분석 결과를 CDA(Canonical Discrimnant Anaylsis) 통계법을 이용하여

닭고기와 소고기의 원산지 판별연구(Rees, et al., 2016; Heaton. et al., 2008)와 양고기

의 동위원소 비율을 분석하여 PCA와 LDA, CDA 통계법을 이용하여 유럽 지역과 이

탈리아 지역의 원산지를 판별한 연구(Camin et al., 2007; Perini et al., 2009) 또한 다

량 무기원소와 미량 무기원소를 분석하여 PCA와 LDA 통계분석으로 에티오피아 11개

지역의 주요 커피농장의 커피 산지를 판별한 연구(Habte et al., 2016) 등이 있다.

이러한 통계분석은 분석된 결과나 통계방법에 따라 결과가 달라질 수 있는 한계를

가지고 있어 적절한 통계방법의 선택과 적용 또한 중요하다. 앞서 무기원소 분석결과
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일부 미량 무기원소에서 튀는 값을 제외하고 특이적인 결과는 보이지 않았으며 인삼,

더덕, 도라지 및 칡 시료의 다량 무기원소 함량 또한 비슷한 경향으로 확인되어 구별

하기 어려웠다. Anova 분석에 의한 통계처리 결과도 유의성을 확인할 수 없었기 때문

에 각각의 무기원소 분석으로는 원료간의 판별 및 혼입여부가 불가능하였다. 그러나 1

차적으로 분석된 다량 무기원소 6 종과 미량 무기원소 19 종 각각 원소의 함량을 이용

하여 LDA 통계 분석을 진행하여 2차 가공함으로써 Fig 6과 Fig 7과 같은 분석 결과

를 확보하여 원료간의 판별이 가능함을 확인 할 수 있었다. 하지만 LDA 통계 분석 또

한 원료간의 판별이 가능할 뿐 타원료의 혼입여부를 판별할 수 있는 정성 및 정량적인

판별은 어려울 것으로 판단하였다.

Fig. 6. Two discriminant plot of samples by linear discriminant analysis using macro

elements
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Fig. 7. Two discriminant plot of samples by linear discriminant analysis using trace

elements
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제 3절 휘발성 유기성분 분석 결과

1. n-Alkane의 머무름 지수 수립

휘발성 유기성분의 추출용매의 간섭 여부를 확인하기 위하여 n-pentane과

diethylether를 혼합한 용매(1:1, v/v)는 분석시료와 동일하게 농축하여 분석한 결과 깨

끗한 base line으로 추출용 유기용매는 휘발성 유기성분 분석에 적합함을 확인하였다

(Fig. 8).

ZB-5 capillary column을 이용하여 표준물질 n-alkane을 분석한 GC-MS

chromatogram을 Fig. 9에 나타내었으며, 해당하는 peak의 머무름 시간(retention time,

RT)을 구하였다. 각각의 탄소수에 해당되는 RT를 머무름 지수(Retention index, RI)

수립용 basic program에 입력하여 분리된 각 peak의 RI를 구하였다(Table 20).

Fig. 8. GC-MS chromatogram of blank sample(n-pentane:diethylether, 1:1).
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Fig. 9. GC-MS chromatogram of n-alkane standard mixture.

Table 20. Retention time of n-alkane mixture for setting retention index

No. RI1) n-Alkane Compound name RT2) (min)

1 700 C7H16 n-Heptane 8.460

2 800 C8H18 n-Octane 10.658

3 900 C9H20 n-Nonane 16.269

4 1000 C10H22 n-Decane 28.487

5 1100 C11H24 n-Undecane 36.877

6 1200 C12H26 n-Dodecane 44.640

7 1300 C13H28 n-Tridecane 51.843

8 1400 C14H30 n-Tetradecane 58.566

9 1500 C15H32 n-Pentadecane 64.894

10 1600 C16H34 n-Hexadecane 70.884

11 1700 C17H36 n-Heptadecane 76.571

12 1800 C18H38 n-Octadecane 81.978

13 1900 C19H40 n-Nonadecane 87.247

1) Retention index, 2) Retention time
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2. SPME 방법에 따른 휘발성 유기성분의 분석 결과

SPME방법은 고정상을 입힌 fiber를 headspace 공간에 두어 시료와 fiber사이의 분

배 작용으로 휘발성 유기성분을 흡착시키고 이를 gas chromatography의 injector에 주

입하여 열에 의해 화합물들을 탈착시키는 방법이다. SPME 방법은 SDE 추출법에 비

해 분석시간을 단축시킬 수 있으며, 비전문가 또한 쉽게 분석 가능하므로 SPME를 이

용한 전처리조건을 수립하고자 실시하였다.

가. 휘발성 유기성분 포집을 위한 최적 SPME 조건 수립

시료들의 최적 포집방법을 수립하기 위하여 균질화한 생인삼을 시료로 사용하였다.

먼저, polydimethylsiloxane(PDMS) fiber를 장착한 후 온도에 따른 효율을 확인하기

위하여 50℃, 80℃에서 30 분간 휘발성 향기성분을 포집한 다음 GC-MS로 분석하였

다. 분석결과, 80℃에서 더 높은 효율로 검출되었고 50℃ 조건에서 확인되지 않았던 화

합물도 동정되었다.

최적 SPME fiber 선택을 하고자 PDMS, CAR/PDMS, DBV/CAR/PDMS fiber를 이

용하여 80℃에서 휘발성 향기성분에 대한 흡착능을 비교하였다. 추출 과정 중 시료에

첨가하였던 butyl benzene과 휘발성 유기성분 각각의 peak area를 비교하여 상대적 정

량을 수행한 결과 검출된 성분에 대한 total 정량값은 PDMS fiber 16,854 mg/kg,

PDMS/DVB fiber 6,657 mg/kg, PDMS/DVB/CAR fiber 2,191 mg/kg 순으로 확인되

었다(Table 21). 정량적으로 SPME fiber 간의 추출효율을 비교한 결과 비극성 fiber인

PDMS fiber가 휘발성 유기성분 포집을 위한 최적으로 판단되어 모든 실험을 진행하

였다.
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Table 21. Contents of volatile organic compounds in P. ginseng according to different type SPME fiber
(unit : mg/kg)

No. RI
1)

Compound name MF
2)

MW
3) SPME fiber

PDMS
4)

CAR/PDMS
5)

DBV/CAR/PDMS
6)

1 951 �-Phellandrene C10H16 136 4.706 0.411 0.230

2 956 �-Pinene C10H16 136 143.1 14.39 6.550

3 968 Camphene C10H16 136 46.50 4.893 2.120

4 986 �-Pinene C10H16 136 35.55 10.28 4.470

5 993 �-Myrcene C10H16 136 36.06 5.871 3.340

6 1002 n-Octanal C8H16O 128 9.360 37.81 1.870

7 1030 dl-Limonene C10H16 136 116.4 1.339 0.680

I.S 1057 n-Butylbenzene C10H14 134 ND7)
ND ND

8 1085 �-Terpinolene C10H16 136 ND ND 0.140

9 1087 2-Methoxy-3-(1-methylethyl)-Pyrazine C8H12N2 152 4.658 3.860 1.170

10 1103 n-Nonanal C9H18O 142 ND 1.703 0.140

11 1161 Non-(2E)-enal C9H16O 140 1.957 4.183 0.610

12 1175 2-Isobutyl-3-methoxy-Pyrazine C9H14N2 166 2.129 ND 0.150

13 1204 Decanal C10H20O 156 ND 0.665 0.160

14 1221 2-Methoxy-3-(1-methylpropyl)-Pyrazine C9H14N2 166 2.129 6.904 1.970

15 1229 Methyl thymylether, Carvacryl methyl ether C11H16O 164 1.856 11.61 2.960

16 1263 (E)-2-Decenal C10H18O 154 638.4 1.822 0.500

17 1297 Modhephene C15H24 204 27.33 1.030 ND

18 1309 Germacrene B C15H24 204 863.5 62.74 42.86

19 1323 Bicyclogermacrene C15H24 204 4.910 4.212 2.640

20 1334 Bicycloelemene C15H24 204 ND ND 59.43
1)Retention index, 2)Molecular formula, 3)Molecular weight, 4)polydimethylsiloxane, 5)carboxen/polydimethylsiloxane
6)divinylbenzene/carboxen/polydimethylsiloxane, 7)Not detected
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Table 21. Contents of volatile organic compounds in P. ginseng according to different type SPME fiber (Continue)
(unit : mg/kg)

No. RI
1)

Compound Name MF
2)

MW
3) SPME fiber

PDMS
4)

CAR/PDMS
5)

DBV/CAR/PDMS
6)

21 1352 �-Clovene C15H24 204 ND
7)

ND 61.93

22 1374 Cedrene-V6 C15H24 204 121.0 116.6 11.95

23 1378 Presilphiperfol-7-ene C15H24 204 2086 703.0 21.00

24 1389 �-Panasinsene C15H24 204 20.02 418.4 225.7

25 1391 �-Elemene C15H24 204 3.762 31.43 149.6

26 1415 �-Maaliene C15H24 204 348.0 8.150 ND

27 1417 �-Gurjunene C15H24 204 59.75 118.2 31.70

28 1424 (E)-Caryophyllene C15H24 204 2531 60.54 39.83

29 1436 Calarene C15H24 204 38.04 447.6 133.4

30 1455 (E)-�-Farnesene C15H24 204 2578 1044 281.6

31 1456 Valerena-4,7(11)-diene C15H24 204 3425 486.0 125.8

32 1459 �-Panasinsen C15H24 204 36.86 154.6 42.62

33 1462 �-Humulene C15H24 220 1983 559.7 155.1

34 1464 �-Neoclovene C15H24 222 487.3 741.6 200.5

35 1474 (Z)-Caryophyllene C15H24 204 702.1 427.6 136.6

36 1477 Selina-4,11-diene C15H24 204 7.019 130.5 32.82

37 1485 �-Neoclovene C15H24 204 332.4 158.6 43.03

38 1494 �-Selinene C15H24 204 9.341 144.1 28.33

39 1500 Bicyclogermacrene C15H24 204 5.403 676.1 295.3

Total (mg/kg) 16,854 6,657 2,191
1)
Retention index,

2)
Molecular formula,

3)
Molecular weight,

4)
polydimethylsiloxane,

5)
carboxen/polydimethylsiloxane,

6)divinylbenzene/carboxen/polydimethylsiloxane, 7)Not detected
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나. SPME 방법에 의한 휘발성 유기성분 분석 결과

1) 생시료의 휘발성 유기성분 분석 결과

휘발성 유기성분의 최적 추출조건으로 선정된 PDMS fiber 80℃ 추출 분석법을 이

용하여 분석한 각 시료의 휘발성 향기성분을 아래와 같이 GC-MS total ion

chromatogram을 Fig. 10에 도식하였고, 확인된 휘발성 향기성분의 조성은 Table 22에

비교하였다.

향기성분의 분석결과 총 함량은 생인삼이 16,654 mg/kg으로 가장 많았고, 도라지

13,227 mg/kg, 더덕 9,578 mg/kg, 칡 3,169 mg/kg 순으로 확인되었다. 생인삼에서는

주로 terpene류가 많이 검출되었고, 그 중 valerena-4,7(11)-diene가 3,425 mg/kg으로

가장 많이 확인되었다. 생더덕에서는 9,578 mg/kg의 휘발성 유기화합물이 확인되었다.

더덕에서 가장 많은 함량으로 검출된 화합물은 n-hexanol로 6,458 mg/kg 확인되어 대

부분을 차지하였으며, 함량의 차이는 있었으나 더덕과 도라지에서 �-barbatene이 동일

하게 확인되었다. 생도라지의 분석 결과 총 13,227 mg/kg의 휘발성 유기화합물이 확인

되었다. 가장 많이 확인된 화합물은 더덕과 동일하게 1-hexanol이 7,125 mg/kg로 50%

이상을 차지하는 것으로 확인되었으나 이 화합물은 식물유래 화합물로서 타 시료와의

차별성을 두기가 어려웠다. 인삼에서는 확인되지 않았으나 생도라지에서 확인된 화합

물은 C6 compound인 2-pentylfuran, n-nonanal, decanal, β-barbatene, (Z)-thujopsene

및 β-chamigrene로 식물유래이거나, 다른 시료에서도 같이 확인되어 차별성을 두기

어려웠다. 생칡에서는 3,169 mg/kg의 휘발성 유기화합물이 확인되어 타시료와 비교하

였을 때 현저히 낮은 함량이었다. 그 중 가장 많이 검출된 화합물은 hexanal과

hexanol로 생칡의 약 85%를 차지하였다. 그러나 이러한 화합물도 다른 시료에서도 함

께 확인되어 지표성분으로 두기 어려웠으며, (E)-2-octenal과 linalool이 생칡에서만 확

인되었다. 따라서 휘발성 유기화합물은 생시료에서 인삼을 제외한 더덕, 도라지, 칡에

서 1-hexanol이 검출되었으며, 도라지와 더덕, 두 시료에서는 칡과 인삼에 없는

(E)-2-hexen-1-ol과 barbatene이 확인되어, 인삼을 제외한 타 시료 혼입시 이를 통해
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다른 시료의 혼입을 확인 가능할 것으로 사료되었다.

Fig. 10. Chromatograms of volatile organic compounds of raw samples analyzed

after extraction using SPME.
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Table 22. Results of volatile organic compounds in raw P. ginseng, C. lanceolata, P. grandiflorum and P. lobata by
GC-MS

(unit : mg/kg)

No. RI
1)

Compound Name MF
2)

MW
3)

P.ginseng C.lanceolata P.grandiflorum P.lobata

1 780 n-Hexanal C6H12O 100 ND
4)

136.3 285.2 1,645

2 880 (E)-2-Hexenal C6H10O 98 ND 116.2 279.9 ND

3 885 (Z)-3-Hexene-1-ol C6H12O 100 ND 362.5 ND ND

4 897 (E)-2-Hexen-1-ol C6H12O 100 ND 181.7 2,808 ND

5 901 n-Hexanol C6H14O 102 ND 6458 7,125 1,080

6 956 �-Pinene C10H16 136 143.1 ND ND ND

7 968 Camphene C10H16 136 46.50 ND ND ND

8 986 �-Pinene C10H16 136 35.55 ND ND ND

9 993 �-Myrcene C10H16 136 36.06 ND ND ND

10 993 2-pentylfuran C9H14O 138 ND 8.950 19.87 179.6

11 1002 n-Octanal C8H16O 128 9.360 ND 35.97 9.99

12 1030 dl-Limonene C10H16 136 116.4 ND ND ND

I.S 1057 n-Butylbenzene C10H14 134 ND ND ND ND

13 1060 (E)-2-Octenal C8H14O 126 ND ND ND 212.7

14 1087 2-methoxy-3-(1-methylethyl)-Pyrazine C8H12N2 152 4.660 ND 4.41 ND

15 1098 linalool C10H18O 154 ND ND ND 21.30

16 1103 n-Nonanal C9H18O 142 ND ND 91.72 ND

17 1161 (E)-Non-2-enal C9H16O 140 1.960 ND 61.51 ND

18 1204 Decanal C10H20O 156 ND 4.450 31.51 ND

19 1263 (E)-2-Decenal C10H18O 154 638.4 ND ND ND

20 1309 Germacrene B C15H24 204 863.6 ND ND ND

1)Retention index, 2)Molecular formula, 3)Molecular weight, 4)Not detected
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Table 22. Results of volatile organic compounds in raw P. ginseng, C. lanceolata, P. grandiflorum and P. lobata by

GC-MS (Continued)

(unit : mg/kg)

No. RI
1)

Compound Name MF
2)

MW
3)

P.ginseng C.lanceolata P.grandiflorum P.lobata

21 1374 Cedrene-V6 C15H24 204 121.0 ND
4) ND ND

22 1374 �-Barbatene C15H24 204 ND 334.0 1,189 ND

23 1378 Presilphiperfol-7-ene C15H24 204 2,086 ND ND ND

24 1389 �-Panasinsene C15H24 204 20.02 ND 46.30 ND

25 1391 �-Elemene C15H24 204 3.760 24.32 59.76 ND

26 1415 �-Maaliene C15H24 204 348.0 ND ND ND

27 1417 �-Gurjunene C15H24 204 59.75 ND ND ND

28 1421 �-Barbatene C15H24 204 ND 1,019 ND ND

29 1424 (E)-Caryophyllene C15H24 204 2,531 ND ND ND

30 1436 Calarene C15H24 204 38.04 ND ND ND

31 1441 (Z)-Thujopsene C15H24 204 ND 311.4 249.7 ND

32 1455 (E)-�-Farnesene C15H24 204 2,578 269.8 525.6 21.06

33 1456 Valerena-4,7(11)-diene C15H24 204 3,425 ND ND ND

34 1459 �-Panasinsen C15H24 204 36.86 ND ND ND

35 1462 �-Humulene C15H24 204 1,983 88.25 43.08 ND

36 1464 �-Neoclovene C15H24 204 487.3 ND ND ND

37 1474 (Z)-Caryophyllene C15H24 204 702.1 ND 32.61 ND

38 1485 �-Neoclovene C15H24 204 332.5 ND ND ND

39 1487 �-Chamigrene C15H24 204 ND 263.4 330.4 ND

40 1500 Bicyclogermacrene C15H24 204 5.400 ND 7.010 ND

Total 16,654 9,578 13,226 3,168

1)Retention index, 2)Molecular formula, 3)Molecular weight, 4)Not detected
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2) 증숙시료의 휘발성 유기성분 분석 결과

생시료를 8시간 증숙 과정을 거친 시료를 SPME 방법으로 휘발성 향기성분을 추출

하여 GC-MS로 분석한 결과를 나타내었다(Table 23). 생인삼 향기성분과 비교했을 때

전체적인 휘발성 유기화합물의 함량은 줄었으며, 증숙과정을 거치며 새로이 생긴 화합

물들을 확인할 수 있었다. 홍삼에서 가장 많이 확인된 향기성분은 g-maaliene 1,159

mg/kg 이었으며 이는 생 인삼에선 동정되지 않았으며, 중숙과정을 거쳐 새로이 생성

된 화합물로 추정하였다. 찐 도라지의 휘발성화합물의 총량은 생도라지의 20% 수준으

로 2,550 mg/kg이었으며, 증숙 과정을 통해 휘발되거나 새로이 생성된 화합물을 확인

할 수 있었으나, 다른 시료에서는 확인되지 않은 특이적인 화합물은 확인할 수 없었다.

�-barbatene과 �-chamigrene은 유일하게 더덕에서 검출되었으며 찐 칡에서는 생칡에

서 볼 수 없었던 sesquiterpene류가 다수 생성되었으나, 마찬가지로 찐 칡의 지표성분

이 될 만한 화합물은 확인할 수 없었다.

각 유사원료의 증숙시료를 20%씩 인삼에 첨가하여 유사물질의 판별이 가능한지 확

인하였다. 찐 시료에서 유일하게 확인되었던 더덕의 지표성분인 �-barbatene과

�-chamigrene은 더덕을 인삼에 20% 혼합했을 때 확인되지 않았다. 홍삼에 찐 더덕,

찐 도라지, 찐 칡을 혼입시 휘발성 유기화합물이 모두 비슷하게 검출되어 휘발성 유기

화합물을 통해 찐 시료들의 혼입구별은 어려울 것으로 판단하였다.
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Table 23. Results of volatile organic compounds in streamed P. ginseng, C. lanceolata, P. grandiflorum and P. lobata by

GC-MS (unit : mg/kg)

No. RI
1)

Compound Name MF
2)

MW
3)

P.ginseng C.lanceolata P.grandiflorum P.lobata

1 928 Butyl acrylate C7H12O2 128 45.60 316.58 1432.62 101.29

2 1002 n-Octanal C8H16O 128 1.34 ND
4)

ND ND

3 1045 Benzeneacetaldehyde C8H8O 120 8.68 149.34 480.96 28.42

I.S 1057 n-Butylbenzene C10H14 134 ND ND ND ND

4 1063 2-Acetyl-Pyrrole C6H7NO 109 87.50 586.63 1186.87 4.55

5 1103 n-Nonanal C9H18O 142 1.20 66.11 42.17 14.29

6 1106 Maltol C6H6O3 126 152.86 ND 39.06 128.16

7 1144 2,3-Dihydro-3,5-dihydroxy-6-methyl-4H-pyran-4-one C6H8O4 144 63.65 561.85 1758.55 ND

8 1309 Germacrene B C15H24 204 101.17 ND ND ND

9 1352 �-Clovene C15H24 204 272.40 ND 30.31 9.33

10 1374 �-Barbatene C15H24 204 ND 114.02 99.06 ND

11 1378 Presilphiperfol-7-ene C15H24 204 108.85 ND ND ND

12 1388 �-Maaliene C15H24 204 1159.40 ND ND ND

13 1389 �-Panasinsene C15H24 204 ND 63.89 104.57 70.76

14 1391 �-Elemene C15H24 204 887.58 82.96 137.34 89.84

15 1405 Cedrene C15H24 204 83.27 34.59 ND ND

16 1410 Guaia-6,9-diene C15H24 204 212.41 ND ND ND

17 1415 �-Maaliene C15H24 204 91.01 ND ND ND

18 1417 �-Gurjunene C15H24 204 20.16 ND 40.78 ND

19 1421 �-Barbatene C15H24 204 ND ND 62.84 ND

20 1424 (E)-Caryophyllene C15H24 204 208.81 ND 43.63 13.23
1)Retention index, 2)Molecular formula, 3)Molecular weight, 4)Not detected
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Table 23. Results of volatile organic compounds in streamed P. ginseng, C. lanceolata, P. grandiflorum and P. lobata by

GC-MS (Continued) (unit : mg/kg)

No. RI
1)

Compound Name MF
2)

MW
3)

P.ginseng C.lanceolata P.grandiflorum P.lobata

21 1429 �-Selinene C15H24 204 126.7 ND
4)

ND ND

22 1436 Calarene C15H24 204 835.4 ND ND 62.40

23 1439 �-Maaliene C15H24 204 101.4 ND ND ND

24 1443 Aromadendrene C15H24 204 288.2 16.26 34.37 27.30

25 1451 (Z)-Eudesma-6,11-diene C15H24 204 56.38 ND ND ND

26 1453 (E)-Farnesene C15H24 204 425.8 261.0 338.1 151.5

27 1456 Valerena-4,7(11)-diene C15H24 204 742.2 ND ND 71.15

28 1459 �-Panasinsen C15H24 204 297.8 27.48 ND 33.09

29 1461 �-Humulene C15H24 204 774.2 47.21 95.23 81.74

30 1463 �-Neoclovene C15H24 204 946.8 61.35 90.12 88.20

31 1465 Alloaromadendrene C15H24 204 215.1 ND ND ND

32 1473 (Z)-Caryophyllene C15H24 204 623.4 22.80 47.68 57.57

33 1477 Selina-4,11-diene C15H24 204 193.3 18.50 ND 21.69

34 1484 �-Neoclovene C15H24 204 209.5 ND ND 19.62

35 1487 �-Chamigrene C15H24 204 ND ND 28.51 ND

36 1495 Viridiflorene C15H24 204 734.8 72.53 176.9 92.12

37 1499 Bicyclogermacrene C15H24 204 385.4 47.14 84.17 52.34

38 1521 �-Cadinene C15H24 204 53.50 ND 14.34 4.630

39 1587 Spathulenol C15H24O 220 13.02 ND ND ND

40 1596 (-)-Globulol C15H26O 222 32.18 ND ND ND

41 1605 Viridiflorol C15H24 204 31.56 ND ND ND

Total 10,592 2,550 6,368 1,223
1)Retention index, 2)Molecular formula, 3)Molecular weight, 4)Not detected
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제 4 절 비휘발성 유기성분 분석 결과

1. Phytochemical screening 실험

Phytochemical 화합물은 다양한 대사 경로를 통해 식물이 생산하는 비영양 생체활

성 성분이다. 이 화합물들은 식물 내 필수적이지 않지만 자기 방어 및 생존 기간을 향

상시키기 위해 필요한 구성 요소이다(Williams, 1989). 본 연구에서는 식물 내에 존재

하는 phytochemical 성분인 terpenoid류, phytosterol류, phenolic compound, coumarin

류, flavonoid류, alkaloid류의 간편분석을 통해 인삼과 유사원료인 더덕, 도라지 및 칡

의 판별가능 여부를 확인하고자 하였다.

가. Phytochemical screening 실험결과

1) Terpenoid류 분석결과

Terpenoid(Salkowski's Test) 결과, 칡은 n-hexane, ethyl acetate, methanol 추출용

매에서 모두 검출되었으며, 그 결과는 Table 24에 나타내었다. 더덕, 도라지 시료의

hexane 추출액에서 tepenoid류가 확인되었고 더덕의 경우 생시료일 때는 색변화가 관

찰되지 않았으나 찐 시료일 때는 비교적 진한 갈색으로 변화하였다. 인삼의 경우 생시

료에서 진한 갈색이 관찰되어 terpenoid가 존재함을 확인하였다.

2) Phytosterol류 분석결과

Labermann-Burchard's test에 의한 phytosterol류의 실험 결과, 도라지와 더덕의 경

우 hexane과 ethyl acetate 층에서 반응을 보였고, 비극성화합물이기 때문에 hexane 층

에서 더 큰 반응성을 보였다. 생시료와 마찬가지로 찐 도라지와 찐 더덕의 경우도

hexane 층에서 큰 반응성이 확인되었다. 인삼의 경우 홍삼의 methanol 추출물을 제외
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하고 약하게 색이 변화되었고 칡의 생시료에서 ethyl acetate와 hexane의 추출물이 약

하게 색이 변하였다. 찐 시료일 경우에는 ethyl Acetate에서만 연한 노란색이 관찰되었

다. 모든 시료에서 phytosterol은 확인되었으며 특히 더덕과 도라지의 hexane 추출물에

서 가장 큰 반응을 볼 수 있었다.

3) Phenolic compound류 분석결과

Phenolic compounds (Lead acetate test) 실험 결과 칡의 methanol 추출물에서만 유

일하게 반응하였고 이는 생시료와 증숙한 시료 모두 동일한 결과로 확인되었다.

4) Coumarin류 분석결과

UV 203 nm에서 확인한 coumarin의 실험 결과 도라지, 더덕의 hexane 추출물과

ethyl acetate 추출물에서 반응성을 나타내었고 그 중 hexane 추출물에서의 반응이 더

컸다. 다른 시료에서는 변화를 볼 수 없었다.

5) Flavonoid류 분석결과

Flavonoid류는 생시료 중 칡의 methanol 추출물에서만 강한 반응이 관찰되었고 이

는 찐 시료에서도 동일하였다. 이외에도 홍삼과 찐 더덕, 찐 도라지에서 약하게 반응을

보였으나 칡은 다른 시료와 확연히 구별되게 큰 반응성을 나타냈다.

6) Alkaloid류 분석결과

Alkaloids는 모든 시료의 추출물에서 확인되었다. 생시료는 hexane 추출물에서 반응

성이 컸으나 찐 시료는 극성도가 중간인 ethyl acetate 추출물에서 큰 반응성을 보여

가공처리에 따른 차이를 보였다.
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Table 24. Results of phytochemical screening test of methanol, ethyl acetate and n-hexane extracts

Methanol extract Ethyl acetate extract n-Hexane extract

Analytes

Raw samples Steamed samples Raw samples Steamed samples Raw samples Steamed samples

G1) CL2) PG3) PL4) RG5) CL PG PL G CL PG PL RG CL PG PL G CL PG PL RG CL PG PL

Terpenoid 26) 2 1 1 3 3 3 3 3 3 3 3

Flavonoid 3 3

Phenolic
compound

3 3

Alkaloid 1 1 1 1 1 1 1 1 1 2 2 2 1 2 3 3 3 3 3 3 2 2 2 2

Coumarin 2 1 1 3 2 2 2 1

Phytosterol 1 1 2 2 1 1 2 2 1 1 3 3 2 2 3 3 1

1) G : Panax ginseng, 2) CL : Codonopsis lanceolata, 3) PG : Platycodon grandiflorum, 4) PL : Pueraria lobata,
5) RG : Red ginseng(steamed P. ginseng), 6) 1-3 : Numerical representation of reaction intensity
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나. 유사원료가 혼입된 홍삼농축액의 phytochemical screening 실험

결과

다른 화합물들과는 달리 칡의 methanol 추출물에서 반응을 보였던 flavonoid,

phenolic compound의 결과를 바탕으로 시료의 정성적 판별이 되는지를 확인하고자 비

율별 혼합시료를 제조하였다. 홍삼 분말에 유사원료(찐 도라지, 찐 더덕, 찐 칡) 분말을

각각 10, 20, 30, 40 그리고 50%씩 섞어 제조한 농축액을 100배 희석하여 시험용액으

로 사용하였다.

1) 혼합비율에 따른 flavonoid류의 screening 결과

NaOH 실험법을 따라 flavonoid screening 실험을 수행한 결과, 찐 칡 > 찐 도라지

> 찐 더덕 순으로 색의 진하기가 나타났으며 특히, 찐 칡에서는 혼합비율이 증가할수

록 색이 진해져 본 실험을 통하여 칡의 정성분석이 가능할 것으로 판단하였다.

2) 혼합비율에 따른 phenolic compound류의 screening 결과

Phenolic compound류의 실험결과, 찐 더덕, 찐 도라지은 붉은색을 띄었으나 발색 시

약인 ferric chloride의 색으로 관찰되었다. 찐 칡은 검붉은색을 띄는데 혼입된 함량이

커질수록 색도 진해졌다. 본 실험을 통해 찐 칡에 phenolic compound의 유무를 관찰

가능할 것으로 판단하였다.
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Table 25. Result of phytochemical screening test of red ginseng methanol extract

mixed with 3 species according to the mixed ratio

Flavonoids Phenolic compounds

Mixed ratio
(%)

10 20 30 40 50 100 10 20 30 40 50 100

P.grandiflorum

C. lanceolata

P. lobata

P.grandiflorum

C. lanceolata

P. lobata 11) 2 2 3 3 2 2 3 3 3

1) 1-3 : Numerical representation of reaction intensity
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2. HPLC 및 LC-MS/MS를 이용한 비휘발성 유기성분 분석

가. HPLC를 이용한 유사원료의 지표성분 탐색

1) 지표성분 탐색을 위한 HPLC의 기기 조건 검토 및 확립

지표성분 탐색을 위하여 HPLC에 diode array detector를 연결하여 분석조건을 검토

하였다. Methanol 및 ethyl acetate 추출물의 분석은 역상조건(reverse phase)의

Cosmosil사의 C18 column을 사용하여 각각의 기울기 용리조건에서 분석하여 최적의

기기조건을 검토하였다. 이동상의 유기 용매를 선택하기 위해 methanol과 acetonitrile

을 분석한 결과, 두 비극성 이동상간의 total peak area 차이가 크지 않았다. 극성도

(polarity index)와 점성(viscosity)를 고려하였을 때 acetonitrile을 최적 HPLC 이동상

용매로 선정하였다. n-Hexane 추출물은 순상조건(normal phase condition)의

Shisheido사의 silica column을 이용하여 일반적인 극성 용리 조건으로 분석하였다.

2) 지표성분 탐색을 위한 추출용매 선정

인삼, 더덕, 도라지, 칡을 극성도에 따라 n-hexane, ethyl acetate 그리고 methanol

순으로 추출한 후 HPLC 분석을 진행하여 지표성분 탐색에 적합한 시험용액의 추출용

매를 선정하였다. 지표성분을 탐색하는 것이 목적이므로 190 ~ 600 nm 범위로 분석한

결과 중 203, 230, 254, 280 및 320 nm의 파장을 선택하여 비교 분석하였다. 극성도에

따른 추출용매별 시험용액의 HPLC 실험결과, methanol 추출용액에서 인삼에서는 검

출되지 않고 더덕, 도라지 및 칡에서 각각 확인되는 unknown peak를 발견하였다.

Ethyl acetate 추출물에서는 인삼에는 보이지 않은 unknown peak를 칡에서 확인하였

다. n-Hexane 추출물에서는 각각의 유사원료에서 확인되는 unknown peak는 없었다.

따라서 인삼에는 검출되지 않고 유사원료인 더덕, 도라지, 칡에서 모두 unknown peak

가 확인되는 methanol 추출물을 이용하여 지표성분을 탐색하였다.
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203 nm 230 nm

254 nm 280 nm

Fig. 11. HPLC chromatograms of n-hexane extracts according to wavelength
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203 nm 230 nm

254 nm 280 nm

Fig. 12. HPLC chromatograms of ethyl acetate extracts according to wavelength
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203 nm 230 nm

254 nm 280 nm

Fig. 13. HPLC chromatograms of methanol extracts according to wavelength
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3) HPLC 분석 시간 및 파장 선정

인삼, 더덕, 도라지 그리고 칡의 methanol 추출물을 검토된 HPLC-DAD를 이용하여

190 ~ 600 nm의 넓은 파장 범위에서 분석한 결과를 얻었다. 지표성분을 찾고자 203,

230, 254, 280, 320 nm 등 다양한 파장을 선택하여 분석을 진행하였다.

더덕 건조시료의 methanol 추출물을 분석한 결과 인삼에는 확인되지 않은 peak가

RT 13.5 min(peak 1)에서 검출되었다(Fig. 14). Peak 1은 203, 230, 254, 280 nm 파장

에서는 검출되었으나 320 nm에서는 확인되지 않았다. 도라지 분석결과 건조시료의

chromatogram에서도 인삼 및 홍삼에는 없으나 더덕과 RT가 동일한 peak가 확인되었

으며, 검출된 파장도 동일하였다. 도라지와 더덕에서 확인된 같은 RT를 가진 peak의

UV spectrum의 패턴이 동일하였다. 따라서 도라지와 더덕의 지표성분으로 예상되는

성분은 같은 화합물일 것으로 추정되었다.

칡 건조시료의 methanol 추출물은 RT 16.5 min(peak 2)에서 인삼, 더덕, 도라지의

methanol 추출물에서 검출되지 않은 peak를 관찰하였으며(Fig. 14), UV spectrum 또

한 더덕과 도라지에서 확인된 결과와 상이하였다. 칡 건조시료에서 확인된 peak는

203, 230, 254, 280 및 320 nm에서 모두 검출되었고 5개의 파장 중 254 nm에서 확인

된 peak의 area가 다른 파장에서 검출된 값에 비해 가장 높았으며, 320 nm에서는 거

의 검출되지 않았다.

더덕, 도라지의 지표성분으로 예상되는 peak 1은 RT 13.5 분, 칡의 예상 표지물질로

추정되는 peak 2는 RT 16.5 분에 검출됨으로써 분석시간 20분 내에 모든 지표성분이

분석되므로 분석시간이 90분 screening 분석 조건을 40분으로 변경하여 분석시간을 단

축하였고, 이후 데이터 분석은 30분 이내로 진행하였다.

인삼의 지표성분으로 알려져 있는 ginsenoside의 종류는 너무 많고 구조가 매우 유사

하여 각각을 동정하기에는 어려움이 있으며 추출하는 방법은 복잡하고 시간이 오래 걸

리는 단점이 있다(Corbit et al., 2005). 그럼에도 불구하고 분석을 위해 크로마토그래피

에 자외선 검출기(UV detector)(Kwon et al., 2001; Bonfill et al., 2002; Corbit et al.,

2005; Yao et al., 2017), 증발광산란 검출기(ELSD)(Sun et al., 2009), 질량분석기

(MS)(Gu et al., 2009; Li et al., 2015) 등을 연결하여 분석되고 있으며, 그 외 다양한
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장비들이 사용하여 ginsenoside류를 동시에 정성 및 정량하기 위한 많은 방법들이 개

발되고 있다(Li et al., 2017). 그 중 UV 또는 DAD를 이용하여 분석시 ginsenoside류

는 UV 흡수율이 좋지 않아 검출을 위해 저주파 범위(198-205 nm) 내에서 분석이 되

고 있으며, 특히 203 nm에서 주로 분석 및 동정되어지고 있다(Soldati & Sticher,

1980; Lau et al., 2004; Shan et al., 2014; Yao et al., 2017; ; Li et al., 2017). 저파장

부위는 노이즈가 크게 증가하고 검출 감도가 낮아지는 단점이 있으나(Dong et al.,

2003; Lau et al., 2005) ginsenoside와 더덕, 도라지 및 칡의 지표성분을 동시에 분석하

기 위해서 203 nm를 선정하여 분석을 계속하였다.

본 연구는 인삼과 홍삼의 지표성분을 설정하는 것이 아닌 더덕과 도라지, 칡의 지표

성분 분석을 통하여 인삼 및 홍삼 식품 중 타원료의 혼입 유무를 확인하는 방법을 개

발하는 것이 목적이기 때문에 간단하게 methanol을 추출용매로 환류추출한 다음 분석

파장 조건을 203 nm로 분석하였을 때에도 ginsenoside가 정성적 분석이 가능한지 여

부를 확인하였다. 그 결과 Fig. 14처럼 인삼을 분석했을 경우 건강기능식품 공전(건강

기능식품공전, 2015)에 제시되어 있는 인삼의 기능성분인 ginsenoside Rg1과 Rb1이 정

성되었고, 그 외에도 Rb2, Rb3가 검출되었다. 또한 203 nm에서 도라지, 더덕 및 칡의

지표성분으로 추정되는 peak 1과 peak 2가 검출됨에 따라 203 nm를 분석파장으로 선

정하였다.

본 연구에서는 각각 다른 더덕, 도라지, 칡의 지표성분을 동시분석하고, 더불어 인삼

의 지표성분인 ginsenoside의 존재여부를 확인하기 위해서는 203 nm의 파장에서 분석

을 진행하였다. 하지만 더덕, 도라지 및 칡의 지표성분인 lobetyolin과 ononin의 최대흡

수 파장이 각각 다르므로 최대 흡수파장과 근접한 254 nm에서 분석을 진행하여도 분

석이 가능하였다. 본 실험은 diode array detector를 이용하여 넓은 범위의 파장을 분

석 후 단일 파장인 203 nm를 선택하여 데이터를 분석하였으나, DAD를 이용하지 않아

도 203 nm 또는 254 nm가 설정되어 있는 단일파장 detector를 이용해서 본 분석을 진

행할 수 있을 것으로 사료된다.
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Fig. 14. HPLC chromatograms of samples and ginsenoside standards(203 nm).
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4) 가공처리에 의한 지표성분의 변화 확인

고온 및 고압 등의 가공과정에 의하여 더덕, 도라지 및 칡의 지표성분으로 추정되는

peak 1과 peak 2의 변화 여부를 확인하여 지표성분으로서의 설정 가능성을 확인하기

위하여 증숙건조시료와 농축액시료의 시험용액을 분석하였고 그 chromatogram을 fig.

15에 제시하였다.

증숙건조 시료인 찐 더덕, 찐 도라지 분말로 제조한 시험용액과 더덕 농축액 그리고

도라지 농축액 모두 RT 13.5 min에서 peak 1이 위치하였으며, UV spectrum이 동일함

을 확인하였다. 찐 칡과 칡 농축액 methanol 추출물의 분석 결과 peak 2가 건조시료와

같은 머무름 시간에 나타났으며, UV spectrum 또한 일치하였다. 특히, 칡에서 확인된

peak 2는 인삼, 더덕, 도라지 3종과 모두 구별되었다. 가공처리를 한 시험용액 모두에

서 유사원료의 예상 marker peak이 각각 확인되어 원료뿐만 아니라 가공 처리된 시험

용액에도 적용가능할 것으로 사료되었다.
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(A) (B)

Fig. 15. HPLC chromatogram of steamed powder (A) and extract (B) samples.
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5) 유사원료의 혼입비율에 따른 HPLC 분석 결과

추가적으로 유사원료의 예상 지표성분으로 추정되는 peak 1과 peak 2가 실제 더덕

과 도라지,유사원료가 인삼에 일부 혼입되었을때의 확인도 가능한지를 유사원료 혼입

에 따른 인삼 추출물의 결과를 관찰하고자 하였다. 시험용액 제조를 위한 base는 식품

제조 과정 중 다양한 처리에 의한 변화 여부를 확인하기 위하여 인삼을 고온, 고압가

열을 통해 제조한 홍삼을 이용하여 다음 시험을 진행하였다. 홍삼 분말에 더덕, 도라

지, 칡의 증숙건조시료를 각각 10, 20, 30, 40 및 50% 비율별로 혼합하여 제조한 ‘타원

료 혼입 홍삼 시험용액’을 HPLC 분석한 후 203 nm 파장에서 데이터를 해석하여 얻은

chromatogram을 Fig. 16 ~ 18에 제시하였다.

찐 더덕의 혼입비율에 따라 지표성분으로 추정되는 peak 1의 area가 직선적으로 증

가하는 결과를 얻었으며, 찐 도라지의 혼합 비율에 따라 peak 1의 area 값이 높아졌다.

찐 더덕과 찐 도라지 혼입된 홍삼추출물 중 peak 1의 area를 가지고 검량선을 작성하

였으며 각 검량선의 상관계수(R2, coefficients of determination)은 각각 0.9966, 0.9705

이었으며, 상관식은 각각 y=3781x+155869, y=54661x-441121로 확인되었다.

찐 칡이 혼합된 홍삼추출물의 경우, 칡의 예상 지표성분인 peak 2의 RT와 UV

spectrum이 일치하는 결과를 얻었다. 측정 결과를 토대로 직선성을 확인하여 Table 26

에 나타내었으며, 검량선의 상관식은 y=189632x+1462938, correlation coefficient(R2)는

0.9864이었다. 본 실험 결과로 peak 1은 더덕과 도라지, peak 2는 칡의 indicator로 확

립할 수 있는 화합물이 확실하다고 판단되어, 확인된 미지성분(unknown compound)을

동정하고자 LC-MS/MS 분석을 추진하였다.
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Fig. 16. Chromatograms and UV spectrum of ginseng extracts mixed with C.

lanceolata.



- 99 -

Fig. 17. Chromatograms and UV spectrum of ginseng extracts mixed with P.

grandiflorum



- 100 -

Fig. 18. Chromatograms and UV spectrum of ginseng extracts mixed with P.

lobata.
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Table 26. Linearity of the unknown compounds according to the mixing ratio of the

C. lanceolata, P. grandiflorum and P. lobata

Mixed C. lanceolata Mixed P. grandiflorum Mixed P. lobata

Unknown

compounds
peak 1 peak 1 peak2

Regression line

(y=ax+b)
y=3871x+155869 y=54661x-441121 y=189632x+1462938

Correlation

coefficient(R2)
0.9966 0.9705 0.9864

*Samples prepared by mixing the dried powdered plant materials of C. lanceolata, P.
grandiflorum and P. lobata in proportions 10, 20, 30 and 50% with P. ginseng extract
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나. LC-MS/MS를 이용한 지표성분 및 구조 확인

일반적으로 LC-MS/MS는 이온화에 따라 생성되는 토막이온들(fragment ions)의 질

량 스펙스럼(mass spectrum)을 반영하여 특정 질량을 갖는 화합물의 구조 확인, 정성

및 정량 분석에 널리 유용되고 있다.

최근 대기압 상태에서의 전기분무를 통한 이온화방법인 ESI(electron spray

ionization)과 화학적 이온화 방법인 APCI(atomospheric pressure chemical ionization)

의 개발로 인하여 액체크로마토그래피와 고진공(high vacuum)을 요구하는 질량분석기

의 결합이 가능해졌으며, 비행시간형 질량분석기(time of flight/mass spectrometer,

TOF/MS) 등의 고분해능 질량분석법이 개발되어 기존 액-액 분리 정제와 NMR에 의

해서만 가능했던 천연물 유래 미지 유기화합물의 동정이 LC-MS으로도 원활하게 분석

이 가능하게 되었다. LC-MS의 이온화 방법 중 가장 널리 사용되어지고 있는 전기분

무이온화법(electron spray ionization, ESI)은 모세관에서 배출되는 액체에 높은 전압

을 가하게되면 액체 분무가 발생되고 이때 전하가 축적된 액체는 탈용매화를 통해 다

수의 전하를 지닌 기체상태가 됨으로써 이온화가 된다. 이온원들은 sampling cone을

통하여 mass analyzer(mass filter)로 이동하게 되고 이때 시료의 분해는 거의 일어나

지 않기 때문에 생체 시료 등의 분석에 많이 활용되고 있다(Voyksner, 1994).

MS/MS는 혼합물의 분석뿐만 아니라 물질의 구조 확인에5도 용이하게 활용되고

있으며 순도 측정이나 혼합물의 성분 및 구조 분석에 유리하다(Jensen, Tomer, &

Gross, 1987). MS/MS 중 처음 이온을 받아들이는 mass analyzer는 화합물을 분리하

고, 두 번째 질량분석관은 선택적 detector로 사용된다. 본 연구에서 사용되어진 질량

분석관은 이온트랩(ion trap, IT)형과 비행시간(time-of-flight, TOF)형 질량분석관이

연결된 하이브리드형 MS/MS을 아용하였으며, 이들을 이용한 검출 분석법에 대한 연

구가 다수 수행되어졌으며, 두개의 mass analyzer를 연결하여 분석하는 경우 물질의

대사과정을 연구하는데 큰 도움이 된다. 특히, 비행시간 질량분석관으로 정확한 질량분

석이 가능하여 대사산물을 정성 및 정량할 수 있다.

따라서 본 연구에서는 UPLC에 ion trap(IT) mass analyzer와 time of flight(TOF)
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mass analyzer가 연결된 LC-ESI-IT-TOF/MS로 예상지표성분의 구조를 확인하기 위

하여 peak 1과 peak 2의 selected ion monitoring과 full scan spectrum을 얻은 후 기

기 내 formula predictor 프로그램을 이용하여 정성하고자 하였다.

1) 분석조건 검토 및 수립

ESI(electro-spray ionization) ion source 방식에서 본 미지성분의 검출이 용이하였

으며, 시험용액의 이온화를 위하여 모세관 끝의 전압은 4.5 kV를 제공하였다. 모세관

에서 나오는 시료 용액을 분무시키기 위해 질소가스를 1.5 L/min의 유속으로 흘려주었

다. Positive ion mode와 negative ion mode를 비교한 결과 positive ion mode에서 더

좋은 감도를 나타내어 시료분석을 위한 이온화는 positive ion mode로 본 분석을 수행

하였다.

ESI는 분자량이 큰 물질과 보다 극성인 화합물에 대한 효과적인 이온화 방식으로서

inlet system으로 역상 column이 장착된 UPLC와의 연결이 용이하다. 따라서 고정상으

로는 일반적인 ODS column에 endcapping이 잘 된 내경 3.0 mm의 Shim-Pack

XR-ODS II column (Shimadzu, Kyoto, Japan)을 선택하였으며, 분리능을 향상시켜 간

섭물질에 의한 ion suppression의 영향을 최소화하기 위하여 고정상의 입자 크기가 2.2

μm로 작은 것을 사용하였다. 유량은 0.5 mL/min로 흘렸으며, 시험용액 주입량은 1.0 μ

L, column oven 온도는 40℃에서 양호한 결과를 나타내었다. 일반적으로 LC-MS/MS

분석을 위한 이동상에 휘발성 산(volatile acid)인 acetic acid나 formic acid를 미량가하

면 성분의 이온화에 도움이 되기 때문에 0.1% trifluoro acetic acid(TFA)가 함유된 탈

이온수(deionization water)와 0.1% TFA가 함유된 아세토니트릴(acetonitrile)를 사용하

였다.
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2) LC-MS/MS를 이용한 지표성분 및 구조 확인

UPLC-DAD 분석 결과는 column 길이와 분석조건에 의해 HPLC-DAD를 이용한 결

과에서 확인되었던 RT와 차이가 있었다. 인삼과의 chromatogram을 비교하여 상이한

peak를 선별하고 UV spectrum의 동일여부에 따라, 더덕과 도라지는 RT 약 6.6 min에

서 peak 1이 검출되었다.

칡의 예상 지표성분으로 추정하였던 peak 2는 RT 7.5 분으로 나타났으며, UV

spectrum의 패턴 또한 동일함을 확인하였다. 1차로 UPLC-DAD를 이용하여 peak1과

peak 2이 검출되는 RT 확인한 후 ESI(positive mode)와 IT-TOF mass analyzer를 통

해 구조를 확인하였다.

더덕(C. lanceolata)의 지표성분으로 예상되는 peak 1을 UPLC-MS/MS로 positive

mode에서 peak 1의 full-scan mass spectrum과 MS/MS spectrum을 측정하였다. 그

결과 m/z 419.170, m/z 435.1453 이온은 각각 [M+H]+와 [M+Na]+으로 나타났고, m/z

815.346은 [2M+Na]+로 확인되었다(Fig. 19, Table 27).

도라지(P. grandiflorum)도 양이온 모드에서 ESI-MS 분석한 결과를 Fig. 20과

Table 28에 제시하였다. peak 1의 모분자는 분자량 396.170으로 m/z 419.170는

[M+Na]+, m/z 435.1453는 [M+K]+, [2M+Na]+는 m/z 815.346 값을 보였다.

최종적으로 peak 1은 C20H28O8의 분자량을 갖는 화합물로 확인되었다. 본 결과를

Formula Predictor(ver. 1.2)와 Accurate Mass Calculator(Shimadzu, Kyoto, Japan)으

로 mass spectrum의 해석하여 peak 1에 해당하는 물질은 lobetyolin일 것으로 예상하

였다.

칡(P. lobata)에서 확인된 peak 2의 TIC와 mass spectrum 등은 Fig. 21에 나타내었

다. Peak 2의 mass 결과값은 m/z 431.134 [M+H]+, 453.115 [M+Na]+ 및 883.241

[2M+Na]+로 분석되어 C22H22O9의 화합물로서 ononin을 추정하였다(Table 29).
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(A)

(B)

(C)

Fig. 19. Stimultaneous UPLC-DAD chromatogram at 203 nm (A), LC-ESI-MS total

ion chromatogram in scan mode (B) and MS spectrum of C. lanceolata

Table 27. Peak identification of C. lanceolata extract

Sample
RT

(min)

λmax

(nm)

Meas.

m/z
Ion

Meas.

Molecular

Diff.

(mDa)
Formula Identification

C. lanceolata

(peak 1)
6.58

254,

267,

283

419.1674 [M+Na]+ 396.1782 -0.2

C20H28O8 Lobetyolin435.1453 [M+K]+ 396.1821 3.7

815.3464 [2M+Na]+ 396.1786 0.2
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(A)

(B)

(C)

Fig. 20. Stimultaneous UPLC-DAD chromatogram at 203 nm (A), LC-ESI-MS total

ion chromatogram in scan mode (B) and MS spectrum (C) of P. grandiflorum

Table 28. Peak identification of P. grandiflorum extract

Sample
RT

(min)

λmax

(nm)

Meas.

m/z
Ion

Meas.

Molecular

Diff.

(mDa)
Formula Identification

P. grandiflorum

(peak 1)
6.61

254,

267,

283

419.1674 [M+Na]+ 396.1782 -0.2

C20H28O8 Lobetyolin435.1453 [M+K]+ 396.1821 3.7

815.3464 [2M+Na]+ 396.1786 0.2
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(A)

(B)

(C)

Fig. 21. Stimultaneous UPLC-DAD chromatogram at 203 nm (A), LC-ESI-MS total

ion chromatogram in scan mode (B) and MS spectrum (C) of P. lobata

Table 29. Peak identification of P. lobata extract

Sample
RT

(min)

λmax

(nm)

Meas.

m/z
Ion

Meas.

Molecular

Diff.

(mDa)
Formula Identification

P. lobata

(peak 2)
7.51 251

431.1337 [M+H]+ 430.1269 0.5

C22H22O9 Ononin

453.1153 [M+Na]
+

430.1261 -0.3

469.0888 [M+K]+ 430.1256 -0.7

883.2406 [2M+Na]
+

430.1261 -0.3
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3) LC-MS/MS를 이용한 표준물질 확인 및 지표성분 확립

HPLC 및 LC-MS/MS 분석을 통하여 검출된 더덕(C. lanceolata), 도라지(P.

grandiflorum) (peak 1) 및 칡(P. lobata) (peak 2)의 marker peak(peak 1, 2)는, 각각

lobetyolin과 ononin에 해당함을 증명하기 위하여 각각의 표준물질의 LC-MS/MS 결과

의 RT, UV spectrum 및 문헌 등을 비교하여 각각의 지표성분임을 확립하였다. 더덕,

도라지, 칡의 indicator compound의 구조를 Fig. 22에 나타냈다.

가) 더덕, 도라지의 지표성분 확정

Lobetyolin의 표준품을 LC-MS/MS로 분석한 결과, MS spectrum의 결과가 실제 시

료의 결과값과 일치하였다. 더덕과 도라지의 methanol 추출물에서 동일하게 확인되었

던 예상 지표성분 peak의 RT와 UV spectrum이 동일함을 확인하였다.

더덕, 도라지는 같은 Campanulales(초롱꽃과)로 분류되며 같은 과에 속할 경우 다수

의 성분이 동일하며, LC-MS/MS 분석을 통해 확립된 lobetyolin은 더덕과 도라지는

선행연구 문헌에서 확인되었다. 특히, Qiao 등 연구진(2007)은 더덕, 도라지 등의 뿌리

를 HPLC-UV fingerprint를 통해 분석한 결과 더덕과 도라지 모두에서 lobetyolin이

검출되었으며, 논문에 제시되어 있는 UV spectrum과 본 연구에서 얻은 결과가 동일함

을 확인하였다. Kim 등(2014)은 만삼(Codonopsis pilosula) 또는 tangshen 등으로 불

리는 식물의 뿌리와 국내산 더덕, 도라지를 분석하였으며, C. pilosula는 더덕, 도라지

와 같은 초롱꽃과에 속하며 더덕과 도라지의 지표성분으로 분석된 lobetyolin이 검출되

었다. 만삼은 비장, 위, 폐, 면역 계통, 에너지 결핍, 고혈압 및 식욕 부진을 치료하기

위해 전통 중국 약초로 오랫동안 사용되어 왔으며 만삼은 종종 항응고제 및 면역 조절

기능과 같은 약리학적 활동 때문에 Panax 인삼의 대체물로 처방되기도 하였다(Wang

et al., 1996). 중국 약전(China Pharmacopoeia Committee, 2010)에 공식적으로 등재 된

lobetyolin이라 불리는 폴리 아세틸렌은 C. pilosula의 활성 성분으로서 중요한 역할이

기 때문에 C. pilosula의 화학 마커로 간주되어왔다(Song et al., 2008). 또한 만삼도 홍

삼과 혼합될 경우 lobetyolin 성분을 이용하여 판별가능할 것으로 사료되었다.
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이처럼 lobetyolin은 초롱꽃과(Campanulaceae) 계통의 식물에서 발견되기 때문에 같

은 초롱꽃과인 더덕, 도라에서도 공통적으로 검출될 수 있었다. 본 연구의 목적은 인

삼, 홍삼 식품 중 유사원료의 혼입여부를 판별이기 때문에 최종적으로 더덕과 도라지

의 공동 지표성분을 lobetyolin으로 결정하였다.

나) 칡의 지표성분 확정

칡의 지표성분으로 예상되었던 ononin의 표준물질 시험용액을 LC-MS/MS를 이용하

여 분석한 후 methanol 추출물과의 UPLC의 RT, UV spectrum과 mass spectrum 등

을 비교하였다.

Xiao(2004)는 본 연구의 칡(P. lobata)과 동일 콩과(Leguminosae) 식물인 황기

(Astragali propinquus)에 대해 LC-MS를 이용하여 isoflavonoid류를 분석하였고 그

중 주요 화합물로 ononin을 선정하였으며 ononin으로 구조가 규명된 peak는 m/z

431.1 [M+H]+, m.z 268.9 [M+H-Glu]+의 토막이온(fragment ion)을 확인하기도 하였으

며, HPLC-DAD 및 ESI-Quadrupole/MS으로 분석한 Lv 등(2011)의 연구 결과, 주요

flavonoid는 formononetin, calycosin, glycoside, ononin 등으로 확인하였고 그 중에서

도 ononin의 [M+H]+는 m/z 431, [M+Na]+는 m/z 453, fragment ion은 m/z 269로 본

연구 결과인 칡(P. lobata)의 MS 분석 데이터와 일치한 것으로 나타났다. 본 연구에서

도 사용하였던 mass analyzer인 비행시간형 질량분석기(time-of-flight, TOF/MS)를

이용하여 황기(A. propinquus radix)를 분석하고 isoflavone 중 ononin을 분석한 결과

와도 일치함을 확인하였다(Qi et al., 2009). 황기 또한 인삼, 더덕, 도라지 등과 같은

구근류로 외형이 유사하기 때문에 칡의 지표성분인 ononin을 동일 indicator로 선정하

여 분석이 가능할 것으로 사료된다.

표준물질의 분석결과와 다수의 문헌상의 내용과 비교한바 MS spectrum 등 결과가

일치하여 ononin을 칡의 지표성분으로 선정하였다. 칡의 지표성분으로 선정한 ononin

은 flavonoid류 중 isoflavone류에 속하며 다른 이름은 formononetin-7-glucoside로 분

자량은 430.40 g/mol, 화학식은 C22H22O9이다.
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Lobetyolin Ononin

Fig 22. The structure of indicator in C. lanceolata, P. grandiflorum (A) and P.

lobata (B)
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3. 더덕, 도라지, 칡의 지표성분 분석을 통한 혼입여부 판별법 확립

가. 유사원료의 지표성분 분석을 위한 HPLC 분석 조건 확립

본 연구는 더덕, 도라지, 칡의 지표성분을 분석하여 인삼, 홍삼 가공식품 중 유사원

료가 혼입되었는지 여부를 확인하는 것이 목표이므로 HPLC 및 LC-MS/MS 결과를

검토하여 최적의 HPLC 분석조건을 수립하였다. C18 column을 사용하여 분석하였던

screening용 조건을 검토하였다. 확립된 더덕, 도라지 및 칡의 지표성분이 각각 13.5분

및 16분으로 확인되었기 때문에 분석시간을 단축시킬 수 있었다. 따라서 인삼과 홍삼

추출물 중에서 유사원료의 지표성분이 판별 가능토록 이동상의 gradient 기울기 조건

을 수정하여 분석조건을 최적화하였다(Table 30).

Diode array detector가 장착된 HPLC로 분석할 경우, 단파장 검출기(single

wavelength detector)보다 더 많은 data를 확보할 수 있으나(Yang & Heo, 1999), 본

연구의 목적은 인삼, 홍삼제품 중 유사원료를 구별하기 위해 가장 보편적이고 저가의

판별 방법을 도출하고자 PDA detector뿐만 아니라 단일파장 UV detector로도 본 분석

이 가능토록 하고 더불어 인삼이나 홍삼의 주요성분으로 알려진 ginsenoside의 분석법

등을 고려할 때 최적으로 인삼 혼입 판별 지표성분의 UV 검출 파장으로서 203 nm으

로 결정하였다. 각 파장에서의 유사원료 지표성분인 lobetyolin과 ononin의 HPLC 분석

법의 유효성 검증 및 맹검실험을 진행하여 본 연구로부터 도출된 판별법의 신뢰성을

높였다.

나. HPLC 분석법의 유효성 검증(Method validation)

적용된 분석방법의 유효성 검증을 위하여 직선성, 검출한계, 정량한계, 정밀성, 정확

도, 안정성을 분석하였다. 그 외 맹검테스트를 진행하여 분석법의 유효성 검증을 통하

여 개발된 인삼, 홍삼식품 중 유사원료 혼입판별법은 재현 가능성이 높고 효율적이며

정확하다는 것을 입증하였다.
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1) 선택성(Selectivity)

더덕, 도라지의 지표성분으로 선정된 lobetyolin의 머무름 시간은 약 13.5분, 칡의 지

표성분인 ononin은 약 16.5 분으로 타 화합물에 간섭 받지 않고 분리되었다. 또한 지표

성분의 UV spectrum를 확인하였으며, 그 결과를 Fig. 23에 나타내었다. 220 nm 이후

의 파장에서 지표성분 lobetyolin의 최대 흡수 파장은 268 nm이었고, 흡수파장은 253

nm, 268 nm, 283 nm의 패턴으로 나타났다. Ononin의 최대 흡수파장은 250 nm로 확

인되었다.

본 연구에서는 각각 다른 더덕, 도라지, 칡의 지표성분을 동시분석하고, 더불어 인삼

의 지표성분인 ginsenoside의 존재여부를 확인하기 위해서는 203 nm의 파장에서 분석

을 진행하였다. 더덕, 도라지 및 칡의 지표성분인 lobetyolin과 ononin의 최대흡수 파장

이 각각 다르므로 최대 흡수파장과 근접한 254 nm에서 분석을 진행하여도 분석이 가

능함을 알 수 있었다. 본 실험은 diode array detector를 이용하여 넓은 범위의 파장을

분석 후 203 nm의 단일파장을 선택하여 데이터를 분석하였으나, DAD를 이용하지 않

아도 203 nm 또는 254 nm가 설정되어 있는 단일파장 detector를 이용해서 본 분석을

진행할 수 있다는 결과를 재확인 하였다.

2) 직선성(Linearity)

더덕, 도라지의 지표성분인 lobetyolin과 ononin의 혼합 표준용액을 5, 10, 20, 40 그

리고 80 mg/kg의 농도로 조제하여 표준검량선을 작성하였다. 두 성분 모두 선형 회귀

분석으로 얻어진 검량선의 상관계수(R2)는 0.9997 이상으로 우수한 직선성을 나타내었

다. 또한, 시료의 검출값 5 ~ 80 mg/kg 값을 나타내어 검량선 범위 안에 포함됨을 확

인하였다.
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(A)

(B)

Fig. 23. Chromatograms and UV spectrums of lobetyolin (A) and ononin (B) by

developed HPLC method.
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3) 검출한계(LOD) 및 정량한계(LOQ)

검출한계(Limit of detection, LOD)는 시료 중의 분석원소를 검출 할 수 있는 최저농

도이고, 정량한계(Limit of quantification, LOQ)는 일정한 실험조건 하에서 측정할 수

있는 분석원소의 최저농도이다. 203 nm 조건하에서 lobetyolin의 LOD는 0.098 mg/kg,

LOQ는 0.323 mg/kg이었고, ononin의 LOD는 0.171 mg/kg, LOQ는 0.564 mg/kg으로

확인되었다(Table 30).

Table 30. Results of correlation coefficient, LOD, LOQ of indicators by developed

HPLC method

Marker
compounds

Linear curve
Correlation
coefficient

(R
2)

LOD
(mg/kg)

LOQ
(mg/kg)

Lobetyolin y=22,687x-2,307 0.9997 0.098 0.323

Ononin y=18,910x-30,255 0.9997 0.171 0.564
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4) 정밀성(Precision) 및 정확성(Accuracy)

더덕, 도라지, 칡의 지표성분이 검출되지 않았던 홍삼 methanol 추출물에 지표성분

표준용액을 첨가한 후 이를 최적화한 HPLC 분석 조건으로 3회 반복측정하여 동일한

값이 나오는지 확인한 결과 두 마커의 상대 표준 편차(RSD%) 값은 1.5% 미만으로 정

밀성이 확인되었다. 정확성의 확인을 위하여 표준물질이 검출되지 않는 시험용액에 일

정 농도의 lobetyolin과 ononin의 표준용액을 첨가하는 외부 표준물질 첨가법을 사용하

여 회수율을 측정하였고, 그 결과 lobetyolin은 91.38 ~ 102.3%, ononin은 99.09 ~

102.5%의 범위로 정확성이 평가되었다(Table 31).

Table 31. Results of precision and accuracy(n=3) by developed HPLC method

Marker
compounds

Spiked
conc.

(mg/kg)

Measured
concentration

(mg/kg)

RSD
(%)

Accuracy
(%)

Lobetyolin

5 4.83 ± 0.24 2.18 91.38 ~ 100.5

10 10.02 ± 0.13 1.26 98.99 ~ 101.5

50 50.05 ± 0.55 1.08 100.5 ~ 102.3

Ononin

5 5.08 ± 0.05 1.94 100.5 ~ 102.5

10 10.07 ± 0.07 0.67 99.94 ~ 101.2

50 50.23 ± 0.72 1.44 99.09 ~ 102.0
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5) 안정성(Stability)

안정성 평가를 위하여 상온과 냉장조건에서 각각 1, 7, 14 그리고 30일 동안 보관한

lobetyolin, ononin 표준용액을 측정한 결과(Table 32) 변화없이 안정적으로 검출되었

다.

더덕, 도라지의 지표성분인 lobetyolin을 각각 상온(25℃)과 냉장(4℃)에서 저장하며

관찰한 결과 상온 99.5 ~ 101.8%, 냉장 99.8 ~ 100.9%로 모두 안정하였다. 본 연구결과

는 lobetyolin을 4 개월 동안 보관 한 후에도 안정적이라는 Dakshini(1992)의 연구결과

와도 일치하였다. 또한, 칡의 표지물질인 ononin도 1 ~ 30일 동안 상온에서 96.4 ~

101.0%, 냉장 조건에서 99.6 ~ 102.4% 범위로 검출되었으며, 모든 결과는 2.1 이하의

RSD%를 보여 높은 안정성을 확인하였다.

Table 32. Results of stability of indicators by developed HPLC method

Marker
Compounds

Temp.
(℃)

Period(Day)

Mean SD
RSD
(%)

1 7 14 30

Lobetyolin

25℃ 99.9 101.8 99.8 99.5 100.2 1.02 1.02

4℃ 100.9 100.0 100.1 99.8 100.2 0.18 0.18

Ononin

25℃ 100.0 96.4 100.2 101.0 99.4 1.99 2.01

4℃ 100.2 102.4 100.9 99.6 100.8 1.17 1.16
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7) 맹검실험(Blind test)

식품의약품안전평가원의 신종유해물질팀으로부터 맹검시료로 분말형태 시료 10건과

농축액형태 시료 10건을 각각 제공받아 맹검실험을 진행하였다. 시료형태별 추출방법

을 적용하여 시험용액을 제조한 후 실험을 진행하였다. 더덕, 도라지, 칡이 각각 10,

25, 50, 75, 100% 비율로 혼입된 홍삼건조시료와 농축액시료를 검량선 작성을 위한 시

험용액으로 사용하였으며, 이를 통해 얻어진 검량선을 사용하여 맹검시료 중 더덕, 도

라지, 칡의 혼입여부를 정량하는데 이용하였다(Table 33).

모든 분석결과는 lobetyolin과 ononin의 RT와 UV spectrum을 확인하여 인삼과 홍

삼 외 타원료 중 지표성분 분석의 정확도를 높였다.

건조형태 맹검시료를 분석한 결과를 Table 34에 나타내었고, 칡이 섞여진 모든 맹검

시료들에서 칡의 지표성분인 ononin이 검출되었다. 맹검시료 5번을 측정한 결과 4.01

± 1.23% 비율로 혼입되었으며 정확도는 80.2% 이었다. 맹검시료 7 ~ 10번은 모두 총

량 중 칡이 10% 혼합된 시료였으며, 측정된 비율로 계산한 정확도가 83.9 ~ 92.4% 내

에서 분석되었다. 초롱꽃과(Campanulaceae)에 속하는 더덕과 도라지의 경우 동일 지표

성분으로 lobetyolin을 선정하였기 때문에 정확하게 각각의 원료로 환산하여 정량이 불

가능하기 때문에 더덕, 도라지, 칡이 모두 혼합되어 있던 3, 4, 9 그리고 10번 맹검시료

는 더덕, 도라지로서 환산하여 정량할 수 없었다. 하지만 더덕 또는 도라지가 존재함은

확인 가능하였다. 더덕만 혼입된 맹검시료 1번과 8번의 정확성은 101.8%, 103.8%로 정

확도가 높았으며, 도라지만 혼합된 맹검시료 6번과 7번도 각각 106.0%, 110.2%의 정확

성을 나타내었다. 맹검시료 1번과 6번은 더덕과 도라지를 각각 5%씩 섞은 시료로 낮

은 혼입비율에도 지표성분인 lobetyolin이 검출됨을 확인하였다.

농축액 형태의 맹검시료 또한 건조형태 맹검시료와 마찬가지로 칡이 포함되었을 경

우 모두 분석이 가능하였고, 정확도는 86.3 ~ 103.6% 사이로 나타났다(Table 35). 농축

액 형태의 맹검시료 5번은 건조형태의 맹검시료 5번을 분석하였을 때보다 높은 정확성

을 보이며 구분되었다. 농축액 형태의 맹검시료에서도 더덕 또는 도라지만 혼합한 맹

검시료(no. 1, 6, 7, 8)의 경우는 혼입된 각각의 원료로 환산하여 얻은 결과 값과 혼합
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된 비율이 오차범위 내에서 검출되었다.

본 맹검실험을 통해서 유사원료(더덕, 도라지 및 칡)가 5% 이상 혼합될 경우 지표성

분 분석을 통해 시료간 구분이 가능함을 확인하였으며, 개발된 혼입여부 판별법의 신

뢰성을 높였다.

Table 33. Linearity of blind samples by developed HPLC method

Powder type Extract type

C. lanceolata

Linear curve y=6694.746, zero through y=26250.15x, zero through

R2 0.9999 0.9979

Calibration
curve

P.grandiflorum

Linear curve y=11634.91x, zero through y=37376.95x, zero through

R2 0.9931 0.9993

Calibration
curve

P.lobata

Linear curve y=28493.82, zero through y=81701.25x, zero through

R2 0.9991 0.9998

Calibration
curve
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Table 34. Results of blind test in powder type samples

no.

Mixed ratio(%) Measured ratio(%)

P. ginseng C.lanceolata P.grandiflorum P.lobata C.lanceolata P.grandiflorum P.lobata

1 95 5 - -
5.09 ±
2.631)

3.41 ±
1.17

ND2)

2 90 5 5 -
13.2 ±
0.46

9.03 ±
0.22

ND

3 70 5 5 20
14.3 ±
1.82

9.84 ±
0.75

18.1 ±
0.70

4 50 15 15 30
44.1 ±
4.40

30.7 ±
2.99

27.2 ±
0.32

5 95 - - 5 ND ND
4.01 ±
1.23

6 95 - 5 -
7.82 ±
0.37

5.30 ±
0.37

ND　

7 80 - 10 10
15.99 ±
2.19

11.0 ±
1.03

9.24 ±
0.97

8 50 40 - 10
41.5 ±
1.38

28.9 ±
0.84

8.74 ±
1.33

9 70 10 10 10
24.4 ±
2.93

16.9 ±
1.67

8.39 ±
1.01

10 60 10 20 10
39.9 ±
1.02

27.7 ±
0.56

8.58 ±
1.24

1)
Mean ± Standard deviation (n=3)

2)
Not detected
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Table 35. Results of blind test in extract type samples

no.

Mixed ratio(%) Measured ratio(%)

P. ginseng C.lanceolata P.grandiflorum P.lobata C.lanceolata P.grandiflorum P.lobata

1 95 5 - -
4.81 ±

0.29
1)

3.60 ±

0.08
ND

2)

2 90 5 5 -
13.02 ±

0.64

8.41 ±

0.38
ND

3 70 5 5 20
15.7 ±

1.84

9.96 ±

0.99

20.7 ±

0.28

4 50 15 15 30
43.4 ±

2.62

26.2 ±

0.63

31.5 ±

1.16

5 95 - - 5 ND ND
4.52 ±

0.64

6 95 - 5 -
7.61 ±

0.31

4.85 ±

0.22
　ND

7 80 - 10 10
15.5 ±

2.09

9.42 ±

0.95

8.63 ±

0.19

8 50 40 - 10
39.3 ±

4.41

23.3 ±

1.58

9.85 ±

0.08

9 70 10 10 10
25.2 ±

3.02

15.1 ±

1.21

10.32 ±

0.16

10 60 10 20 10
39.4 ±

1.14

23.4 ±

0.31

8.89 ±

0.12

1) Mean ± Standard deviation (n=3) 2) Not detected
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다. 지표성분의 정성 및 정량 분석 결과

인삼시료를 제외한 더덕, 도라지, 칡의 건조시료, 증숙건조시료, 농축액시료 중 지표

성분으로 확립한 lobetyolin과 ononin을 외부검량선을 이용하여 정성 및 정량분석하기

위하여 각각의 시료들을 methanol로 추출하고 diode array detector(PDA 또는 DAD)

가 장착된 HPLC로 측정하였다. HPLC 분석결과 lobetyolin의 peak가 확인될 경우 더

덕 또는 도라지가 혼입되었다고 판정하였으며, ononin의 peak 및 UV spectrum이 검

출될 경우 칡이 혼입되었음을 기준으로 정성분석하였다.

증숙과정을 거치지 않은 인삼, 더덕, 도라지 및 칡의 건조시료 분석 결과, 더덕과 도

라지에서 검출된 lobetyolin은 RT 13.5 min에서 확인되었으며, 함량은 61.1 ~ 79.2

mg/kg 범위였다. 칡 중 ononin의 RT은 16.1 분으로 표준용액의 RT와 일치함을 422

mg/kg로 확인되었다. 그러나 두 화합물은 인삼에서 검출되지 않았다.

Qiao 등 연구진(2007)은 더덕(C. lanceolata)은 홍콩과 광저우산 2지역의 시료를 분

석하여 lobetyolin을 0.794 mg/g, 0.180 mg/g 얻었으며 도라지(P. grandiflorum)은

hubei에서 구입하여 lobetyolin이 0.070 mg/g 존재함을 보고하였다. 도라지의 결과값이

본 연구에서 얻어진 결과와 비슷한 수준이었다. 한국과 중국에서 수거한 42개의 만삼

시료를 분석한 결과 lobetyolin의 평균 함량은 76.46 mg/kg으로 본 연구결과와 거의

유사하였다. 그 외에도 lobetyol은 3.94 mg/kg으로 확인되었다(Kim et al., 2014).
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Table 36. Quantitative results of lobetyolin and ononin in extracts of P. ginseng,

C. lanceolata, P. grandiflorum and P. lobata (unit : mg/kg)

Sample No. Lobetyolin Ononin

P. ginseng 10 ND1) ND

C. lanceolata 6 76.3 ± 1.952) ND

P. grandiflorum 6 65.8 ± 3.71 ND

P. lobata 7 ND 422 ± 12.0

1) Not detected 2) Mean ± Standard deviation(n=3)
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제 5 절 인삼, 홍삼 가공식품 중 유사원료 혼입여부 모니터링

인삼과 이를 가공처리하여 제조한 홍삼은 일반식품과 건강기능식품으로 판매되고 있

다. 특히 건강기능식품 중 홍삼은 상위 품목 10개 내에서 1위로 건강기능식품 시장 내

에서 46.6%의 독보적인 점유율을 보이고 있다. 따라서 인삼 및 홍삼의 일반식품과 건

강기능식품 중 외형이 유사하여 혼입되기 쉬운 더덕, 도라지 그리고 칡을 판별하기 위

한 유사원료의 지표성분을 분석하는 HPLC 판별법을 확립하였다. 개발된 분석법을 가

공식품에 적용 및 실태조사를 진행하고자 시중에서 유통되고 있으면 인삼, 홍삼 가공

식품과 더덕, 도라지, 칡이 주원료로 사용된 제품 총 81건을 구입하여 모니터링하였다.

유통되고 있는 인삼과 홍삼관련 제품으로 홍삼농축액, 홍삼액(즙)형태 제품, 분말형

태 제품, 환이나 태블릿 형태의 제품을 일반식품 및 건강기능식품 구분 없이 수집한

후 유사원료 지표성분 분석을 통한 더덕, 도라지, 칡의 혼입여부를 분석하였다. 100%

홍삼농축액 22건, 타원료 혼합 홍삼농축액 9건, 100% 홍삼액(즙) 15건, 타원료 혼합 홍

삼액(즙) 5건, 홍삼 및 인삼으로 구성된 환, 분말 등 기타 홍삼제품 10건 총 61건 중

유사원료의 지표성분은 검출되지 않았다. 따라서 현재 시판되고 있는 인삼 및 홍삼의

가공식품 중에는 표시되어 있는 기준에 벗어난 다른 원료를 사용한 경우는 없었다. 이

는 현재 시판중인 인삼 및 홍삼 가공식품은 원재료를 유사원료로 대체하는 불량식품으

로부터 안전함을 확인하였다.

인삼, 홍삼제품 외에도 지표성분을 설정한 도라지, 더덕, 칡의 시판제품을 모니터링

하고자 도라지농축액 및 도라지액(즙) 합이 10건, 더덕액(즙) 4건 및 더덕농축액 1건을

구입한 후 분석하였고, 지표성분인 lobetyolin을 정량한 결과 더덕농축액 제품은 39.1 ±

1.08 mg/kg, 더덕액(즙) 형태의 제품은 5.45 ± 1.36 mg/kg, 도라지농축액은 26.5 ±

16.1 mg/kg, 도라지액(즙) 형태의 제품은 14.5 ± 6.08 mg/kg으로 확인되었다. 제품별

더덕과 도라지의 사용량이 다르기 때문에 각 제품별로 지표성분의 함량운 차이를 보였

다. 칡을 가공한 식품은 칡즙 형태만이 판매되고 있었고 유통되고 있는 제품 5건에서

모두 칡의 지표성분인 ononin이 검출되었고 그 함량은 74.6 mg/kg 이었다(Table 37,

Fig 24).
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본 연구에서 확립한 HPLC 분석법으로 시판되고 있는 인삼 및 홍삼의 일반식품과

건강기능식품 중의 유사원료 혼입여부를 평가가 가능함을 재검증하였다. 더불어 본 연

구를 통해 개발된 HPLC 분석법은 유사원료로 선정하였던 더덕, 도라지 및 칡의 품질

검사로도 활용가능할 것으로 사료된다.
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Fig. 24. HPLC chromatograms of red ginseng, C. lanceolatam P. grandiflorum and

P. lobata of commercial products
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Table 37. The contents of marker compounds(mg/kg) in commercial products of P.

ginseng, C. lanceolata, P. grandiflorum and P. lobata by HPLC

Sample Type Composition No. Lobetyolin Ononin

P. ginseng Extract

100% ginseng 22 ND1) ND

% of other plants 9 ND ND

Beverage

100% ginseng 15 ND ND

% of other plants 5 ND ND

Capsules/tablets 10 ND ND

C. lanceolata Extract 100% C. lanceolata 1 39.1 ± 1.082) ND

Beverage C. lanceolata, water 4 5.45 ± 1.36 ND

P. grandiflorum Extract 100% P. grandiflorum 6 26.5 ± 16.1 ND

Beverage P.grandiflorum, water 4 14.5 ± 6.08 ND

P. lobata Beverage P. lobata, water 5 ND 74.6 ± 24.2

1) Not detected 2) Mean ± Standard deviation (n=3)
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제 4장 요 약

식품으로써 건강을 유지하고 질병을 예방하기 위한 소비가 점차적으로 증가함으로써

식품산업뿐만 아니라 건강기능식품 시장규모가 커지고 있다. 인삼(Panax ginseng,

ginseng)과 이를 가공한 홍삼(red ginseng)은 일반식품 및 건강기능식품에 공통적으로

사용되는 원료로, 한국을 대표하는 건강기능식품으로서 국민의 관심과 사랑을 받고 있

는 식품이다. 인삼과 홍삼은 약리학적 활성 등의 요인으로 단가가 높음에도 불구하고

시장 수요는 꾸준히 증가하고 있다. 이를 악용하여 이득을 취하기 위해 인삼 및 홍삼

가공식품에 표시 없이 유사원료를 혼입하여 제품을 생산한 경우 인삼의 지표성분인

ginsenoside로는 타원료의 혼입여부를 판별할 수 없다. 간편 분석이 가능한 유전자 분

석법은 가공처리 과정 중 파괴될 수 있어 고온 고압처리에 의해 생산되는 홍삼 가공식

품 등에 적용이 어렵다. 따라서 본 연구에서는 인삼 및 홍삼 가공식품 중에 혼입될 수

있는 유사원료 중 가공처리에도 변하지 않는 이화학적 지표성분을 찾아 다양한 분석기

관에서 쉽게 사용할 수 있으며, 육안으로 원료판별이 불가능한 원료의 혼입여부를 판

별하는데 목적을 두고 유사원료로서 도라지, 더덕, 칡을 선정하여 연구를 진행하였다.

유사원료의 지표성분을 탐색하고 최적의 분석방법을 도출하고자 다중 표적 프로파일

링 기법을 적용하였다. 무기성분과 유기성분으로 크게 분류하였고, 유기성분은 휘발성

유기성분과 비휘발성 유기성분으로 나누어 분석하였다. 무기성분 분석을 위하여

ICP-MS와 ICP-OES를 이용하였고, 휘발성 유기성분은 GC-MS, 비휘발성 유기성분은

phytochemical screening 실험과 HPLC 및 LC-MS/MS를 이용하여 진행하였으며, 최

종적으로 가장 정확하고 효율적인 방법을 확립하는데 목적을 두었다.

인삼과 유사원료인 더덕, 도라지, 칡 시료 간의 다량 무기원소와 미량 무기원소 분석

을 통하여 각 시료간의 판별가능 여부를 확인하고자 각 시료의 건조시료와 증숙건조시

료를 대상으로 ICP-OES를 통해 다량 무기원소 6종(Na, Mg, Ca, K, Fe, Al), ICP-MS

를 이용하여 19종(Ba, Cr, Cu, Zn, Mn, Ni, Rb, Sr, Ga, Se, Tl, Be, Co, V, Li, Cs, Bi,

Pb, Cd)의 원소를 분석하였다. 인삼, 도라지, 더덕 및 칡의 주요 다량 무기원소는 K,

Ca 및 Mg으로 확인되었으며 총 다량 무기원소의 합계는 인삼> 더덕> 도라지> 칡 순
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으로 유의적인 차이를 보였다. 주요 미량 무기원소는 Zn, Mn, Ba 이었고, 일부 칡 시

료에서 Ba과 Sr이 다른 시료에 비해 유의적으로 높게 검출되었으나 이는 재배지역의

화강암의 영향으로 추정하였다. 생시료와 증숙시료 간의 가공처리에 의한 유의적 차이

는 보이지 않았으며 분석된 무기성분의 함량만으로는 시료의 판별은 어려웠다. 4종 시

료의 다량 무기원소와 미량 무기원소 분석 결과를 이용하여 LDA 통계분석 결과 각각

의 결과값에 대한 시료 간 판별이 가능하였다. 더욱이 미량 무기원소의 경우 생시료와

증숙시료 간에도 그래프 상에서 명확하게 구별이 되는 결과를 확인하였다. 무기원소를

이용한 시료 간의 판별은 다량 무기원소 또는 미량 무기원소 분석을 통한 1차 data 생

산을 후 통계 분석을 진행함으로써 가능하였다.

분석의 간편함, 현장적용성이 뛰어난 SPME 방법을 사용하여 휘발성 유기성분을 추

출한 후 GC-MS를 이용하여 분석하였다. 유사원료인 도라지, 더덕, 칡의 생시료에서

1-hexanol이 검출되었지만 인삼에서는 확인되지 않았으며, 도라지와 더덕 두 시료에서

는 칡과 인삼에 없는 (E)-2-hexen-1-ol과 barbatene이 동정되었다. 증숙시료 중 유일

하게 더덕에서만 furaneol이 검출되었으며, 홍삼과 도라지, 칡 간의 구별되는 성분은

확인할 수 없었다. 휘발성 유기성분은 분석시 재현성이 현저히 떨어지며 예상되는 지

표성분이 매우 미량이므로 분석에 어려움이 있다. 따라서 인삼 및 홍삼의 가공식품 중

유사원료의 혼입에 따른 판별방법으로 휘발성 유기성분 분석을 적용하기에는 어렵다고

판단하였다.

Phytochemical screening test를 이용하여 인삼 및 홍삼 중 유사원료를 간편하게 정

성하고자 terpenoid류, phytosterol류, phenolic compound, coumarin류, flavonoid류,

alkaloid류의 screening 실험을 통해 색 변화를 관찰하였다. 칡의 methanol 추출물에서

flavonoid와 phenolic 성분의 반응이 높게 확인되어 홍삼추출물에 칡을 10, 20, 30, 40

그리고 50% 비율별로 섞은 후 스크니링 실험한 결과, 혼입비율이 증가함에 따라 색이

점점 진해짐을 확인하였다.

보편적으로 사용가능한 HPLC 분석 결과, 더덕과 도라지에서 동일한 머루름 시간과

UV spectrum을 갖는 peak 1을 선정하였고, 타 시료에서는 나타나지 않고 칡에서만 검

출되는 peak 2를 선정하였다. 예상 지표성분을 LC-MS/MS 분석으로 정확한 질량을

측정하여 검증한 후 더덕과 도라지는 동일 지표성분으로써 lobetyolin, 칡의 지표성분
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은 ononin으로 선정하였다. 각각의 유사원료를 인삼 및 홍삼 추출물에 비율별로 혼합

한 후 HPLC 분석했을 경우 동일한 시간대에 지표성분의 함량이 증가하였다. 유사원료

의 혼입여부 판별방법에 대한 유효성 검증을 위해 lobetyolin과 ononin의 검출한계, 정

량 한계, 정밀성, 정확성, 안전성을 확인하였고, 맹검실험을 진행하여 분석법의 신뢰성

을 확보하였다. 따라서 본 연구를 통해 개발된 HPLC 분석법은 인삼 및 홍삼제품 중

더덕, 도라지, 칡의 혼입여부를 판별할 수 있다고 결론지었다.

시중 유통 중인 인삼 및 홍삼의 일반식품 및 건강기능식품을 총 61건을 모니터링한

결과 더덕, 도라지 및 칡의 지표성분이 불검출되어 유사원료의 혼입은 없었음을 확인

하였다. 유사원료인 도라지와 더덕의 가공품을 분석한 결과 공동 지표성분인

lobetyolin이 모든 가공식품에서 동정되었으며, 칡의 가공식품 또한 지표성분인 ononin

이 검출되어 더덕, 도라지 및 칡을 이용한 유통제품에도 각각의 주원료가 사용되었는

지를 확인할 수 있었다.

다중 표적 프로파일링 기법을 적용하여 무기성분과 유기성분으로 분류하여 실험하였

고, 그 결과 일반성분, 다량 무기원소, 미량 무기원소, 휘발성 유기성분은 정확한 판별

을 위한 방법으로 설정하기는 어려웠으나 기초적인 이화학적 자료를 수립하였다는 의

의가 있었다. 최종적으로 본 연구를 통해 HPLC 분석법을 이용한 인삼 및 홍삼가공식

품 중 유사원료 혼입 여부 판별법을 확립하였다. 본 연구를 통해 확립한 방법의 분석

시간을 연장하면 인삼의 지표성분인 ginsenoside류의 분석이 가능하기 때문에 타원료

의 혼입여부 뿐만 아니라 주원료의 인삼의 사용여부까지 확인할 수 있으므로 인삼 및

홍삼을 이용한 가공식품의 품질검사가 가능할 것이다. 또한, 더덕, 도라지 및 칡의 지

표성분 설정으로 각각의 유사원료의 품질검사에도 활용가능하다. 보편적 분석 장비인

HPLC를 이용한 판별법 개발로 대학, 식품업체, 연구소 등 다양한 분석기관에서 활용

될 것이며, 본 판별법은 다른 불량식품을 판별할 수 있는 기초연구로 활용될 수 있을

것으로 사료된다.
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