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Hyperoside, Quercetin 3-glucoside의 분석법 검증
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Abstract – In this study, we developed and validated a high-performance liquid chromatography/diode array method for the

quantification of Hyperoside and quercetin-3-glucoside as a marker compound in water dropworth (Oenanthe javanica DC.)

extract (WDE). Method validation was performed by measuring specificity, linearity, limit of detection (LOD), limit of quan-

titation (LOQ), accuracy, and precision. Hyperoside and quercetin-3-glucoside were separated without interference from other

substances at the same retention time and spectrum as the standard solution, demonstrating the analytical specificity. Calibration

curves of hyperoside and quercetin-3-glucoside exhibited high linearity (R2
≥1.000). The LOD and LOQ of hyperoside and quer-

cetin-3-glucoside were 0.16, 0.49 µg/mL and 0.14, 0.41 µg/mL, respectively. The recovery rate of hyperoside and quercetin-3-glu-

coside were obtained 97.20–99.78% and 99.44–104.37%, respectively, indicating that the results were highly accuracy. Relative

standard deviation values for precision of hyperoside and quercetin-3-glucoside were 0.84–1.62% and 1.96–2.50%, respec-

tively. These results indicate that the proposed HPLC/DAD method for the detection of hyperoside and quercetin-3-glucoside

in WDE is simple, reliable, and reproducible. Therefore, this analytical method could be used as basic data for the development

of functional ingredients for health functional food of WDE. 

Keywords – Water dropworth(Oenanthe javanica DC.), Hyperoside, Quercetin-3-glucoside, Validation, Functional ingredient

미나리(Oenanthe javanica DC)는 미나리과 산형목에 속

하는 쌍떡잎식물로 습지에서 자라고 논에서 재배되는 다년

생 초본이며, 습지에 자생하여 수근(水芹), 수영(水英)등으

로 불리며, 한국, 일본, 중국 등의 온대 북부지역과 타이완,

말레이시아, 인도 등 동남아 등 아시아 전역에 분포한다.1)

미나리는 94%의 수분과 단백질, 지질, 당질이 1-2% 나머

지 무기질과 비타민으로 이루어져 있으며, 섬유질이 풍부한

대표적인 알칼리 식품으로 Ca, P, Fe, Na, K이 많이 포함되

어 있고 특히 비타민 A, B, C가 풍부하다.2) 또한 미나리에

는 플라보노이드 계열의 화합물이 다량 존재하며 지금까지

apigenin, isorhamnetin-3-O-β-D-glucopyranoside, quercetin,

isorhamnetin, isorhamnetin-3-O-galactoside, persicarin, afzelin,

hyperoside, luteolin, kaempferol, rutin, nictoflorin, and quercetin-

3-L-rhamnoside를 포함하여 10가지 이상의 플라보노이드가

분리 및 확인되었다.3) 

미나리는 오래전부터 계절채소로 이용되어 왔으며, 일부

한방에서는 잎과 줄기를 수근이라고 하여 건조품을 약재로

사용하기도 한다.4) 미나리의 독특한 향과 맛은 입맛을 돋우

어 주고 각종 독소를 배출하는 해독작용이 뛰어나며, 혈압

을 낮추어 주는 효과가 있어 고혈압 환자에게 좋은 식품이

고, 간장 질환에 좋아 황달이나 급·만성 간염 및 간경변증에

많이 이용되고 음주 후 주독을 제거하는데 사용하기도 했으

며5-7) 또한 항염증,8,9) 항산화10,11) 및 항바이러스12,13) 등의

효능이 보고되어 있다. 

이러한 생리적 기능성을 함유한 미나리를 소재로 건강기
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능식품을 개발하기 위해서 지표성분 설정과 원료 표준화 연

구가 선행되어야 하고 원료의 품질과 기능성을 판단할 수

있는 지표성분 함량의 기준 및 규격 설정을 위한 분석법의

유효성 검증 자료가 요구된다. 미나리 추출물의 지표성분

분석연구가 일부 보고되어14) 있으나 이는 미나리 에탄올 추

출물의 지표성분으로 설정한 isorhamnetin의 high performance

liquid chromatography (HPLC) 분석법이고 산 가수분해를

진행하지 않은 미나리 열수 추출물에서는 isorhamnetin의

함량을 확인할 수 없었다. 본 연구에서는 전주 미나리 열수

추출물 내 플라보노이드 중 하나인 hyperoside와 quercetin-

3-glucoside를 지표성분으로 선정(Fig. 1) 하고 두 성분의 동시

분석을 위한 HPLC 분석법을 확립하고 유효성을 검증하였다.

재료 및 방법

실험재료 − 본 실험에 사용한 미나리는 전북특별자치도

전주시에서 재배한 미나리로서 3~5월에 채취한 것을 사용

하였고, 미나리 원물을 정제수로 3회 세척하여 불순물을 제

거한 후 열풍건조기(HDG-230T, Hyundai Enertec Co.)로

16시간 건조하였다. 건조된 미나리를 분쇄한 후 정제수 50

배수를 가하여 추출농축시스템(EES-1200, HS TECH Co.)

에서 95℃ 열수 추출 및 여과를 2회 진행한 다음 1차, 2차

추출물을 혼합 농축하여 분무 건조기(SD-01, KoreaBio

Solutions Co.)로 분말화 하였다. 미나리 추출물의 분석에

사용된 표준물질 hyperoside (00180585, Sigma-Aldrich Co.)

와 quercetin-3-glucoside (16654, Sigma-Aldrich Co.)는 Sigma-

Aldrich에서 구입하여 사용하였다.

표준용액의 조제 − Hyperoside와 quercetin-3-glucoside

표준물질 5 mg을 정밀하게 달아 10 mL의 정용 플라스크에

취한 후 70% Methanol을 가해 초음파 추출하여 완전히 녹인

다음 1 mg/mL이 되도록 표준원액을 제조한 후 4℃에서 냉

장 보관하였다. 표준 원액은 70% methanol로 단계적으로

희석하여 hyperoside (1.656–68.500 μg/mL), quercetin-3-

glucoside (1.672–70.000 μg/mL) 농도범위 내에서 6개 농도

의 표준용액을 조제한다. 미나리 추출물 1000 mg을 취하여

70% 메탄올 20 mL에 녹여 30분간 초음파 추출하고 방냉

후 정용하여 0.45 μm filter로 여과한 것을 시험용액으로 사

용하였다.

HPLC 분석 − 미나리 추출물에 함유된 hyperoside와

quercetin-3-glucoside는 Diode Array Detector (DAD)가 장착된

HPLC (1260 Infinity, Agilent co.)를 통해 분석되었으며, 분

석조건은 Table I과 같다. 분석 컬럼은 Cadenza Column

C18 (4.6 × 250 mm, 3 μm)을 사용하였고, 이동상은 0.1%

formic acid가 포함된 증류수(A)와 0.1% formic acid가 포함

된 acetonitrile (B)을 사용하여 0.5 mL/min의 유량으로 하

Fig. 1. Chemical structure of (A) hyperoside and (B) querce-

tin-3-glucoside. 

Table I. Analytical conditions of HPLC for analysis of hyperoside and quercetin-3-glucoside

Parameter Conditions

Instrument Agilent HPLC system

Column

Detector

Wavelength

Oven temperature

Injection volume

Run time

Cadenza CD-C18 (4.6 mm×250 mm, 3 μm)

DAD

254nm

30 ℃

10 μL

40 min

Mobile phase

A: 0.1% Formic Acid in Water

B: 0.1% Formic Acid in Acetonitrile

Gradient

Time (min) A (%) B (%)

0 85 15

10 80 20

15 82 18

29 85 15

40 85 15

Flow rate 0.5mL/min 
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고 컬럼 온도는 30℃를 유지하였다. 검출파장은 254 nm로

설정하였으며 gradient condition으로 시료 10 μL를 주입하

여 분석하였다.

분석법 검증 − 분석법의 유효성 검증(method validation)

은 미나리 추출물 내 유효 성분의 개별인정형 건강기능식품

기능성 원료로 등록하기 위한 것으로 의약품 등 분석법의

벨리데이션에 대한 가이드라인을15) 근거로 하여 지표성분에

대한 특이성(specificity), 직선성(linearity), 정확성(accuracy) 및

정밀성(precision)을 조사하고 검출한계(limit of detection,

LOD)와 정량한계(limit of quantification, LOQ)를 평가하여

분석법을 검증하였다.

a) 특이성(specificity): 특이성은 추출물, 불순문, 분해

물 등의 혼재 상태에서 분석대상 물질은 선택적으로 정확

하게 측정할 수 있는 능력으로 hyperoside와 quercetin-3-

glucoside 표준용액과 시험용액을 HPLC로 분석하여 크

로마토그램상의 머무름시간(retention time)과 spectrum을

비교하였다.

b) 직선성(linearity): 직선성은 검체 중 분석대상물질의

양(또는 농도)에 비례하여 일정 범위 내에 직선적인 측정값을

얻어낼 수 있는 능력으로 표준용액을 2.014–70.000 μg/mL

농도 범위 내에서 6개 농도로 제조하고 HPLC 분석 후 검

출성분의 피크 면적과 표준용액 농도 간의 검량선을 작성하

여 상관계수(correlation coefficient, R2)를 확인하였다.

c) 정확성(accuracy): 정확성은 분석물질의 이론값과 분

석법에 의해 얻은 측정값의 근접한 정도를 확인하는 방법으

로, 농도를 알고 있는 시험용액에 표준용액을 저농도, 중농

도, 고농도로 첨가하여 HPLC로 농도별 3회 반복 측정하였

다. 시험용액에 첨가된 표준용액의 이론값과 실측값에 대한

회수율(recovery, %)을 구하여 정확성을 평가하였다.

d) 정밀성(precision): 정밀성은 균일한 검체로부터 여러

번 채취하여 얻은 검체를 정해진 조건에 따라 측정하였을

때 각각의 측정값들 사이의 근접성을 말하는 것으로 일정

농도로 조제한 시험용액에 대해 HPLC로 5회 반복 측정하여

반복성(repeatability)을 확인하였으며, 서로 다른 시험자가

단일 농도의 시험용액을 각각 5회 반복 측정하고 그에 대한

상대표준편차(relative standard deviation, %RSD)를 구해 재

현성(reproducibility)을 확인하여 정밀도를 판단하였다.

정량한계 및 검출한계 − 정량한계는 적절한 정밀성과 정

확성을 가진 정량값으로 표현할 수 있는 검체 중 분석대상

물질의 최소량을 의미하고 검출한계는 검체 중 분석대상물

질의 검출 가능한 최소량을 뜻한다. 각 성분에 대한 정량한

계와 검출한계는 표준용액의 크로마토그램을 사용하였고,

직선성 검증으로 구한 검량선의 기울기(slope)와 y절편의

표준편차(standard deviation)를 통해 정량한계 10×σ/s (σ:

표준편차, s: 표준검량선의 기울기), 검출한계 3.3×σ/s 식을

이용하여 확인하였다.

결과 및 고찰

특이성 검증 − 특이성 검증은 여러가지 다른 성분들이

혼합되어 있는 미나리 추출 분말 중에서 hyperoside와

quercetin-3-glucoside를 선택적으로 정확하게 측정할 수 있

는지 확인하기 위해 실시하였다. HPLC를 이용하여 표준용

액에서의 hyperoside와 quercetin-3-glucoside 크로마토그램을

비교한 결과 다른 물질 간섭 없이 지표성분 2종이 분리된

것을 확인할 수 있었다(Fig. 2). 표준 용액과 미나리 추출물의

머무름 시간은 hyperoside에서 25분대, quercetin-3-glucoside에

서 27분대로 표준용액의 피크 유지시간과 미나리 추출물의

피크 유지시간이 일치하였다. 또한, 표준 용액과 미나리 추

출물의 DAD spectrum 측정에서도 같은 spectrum을 확인하

였다(Fig. 3). 이러한 결과는 본 시험법이 hyperoside와

quercetin-3-glucoside의 분석을 위한 특이성이 있음을 의미

한다.

직선성 검증 − Hyperoside와 quercetin-3-glucoside 표준

품을 1.656–70.000 μg/mL 농도 범위내에서 6개 농도의 표

준용액으로 제조하고 HPLC를 이용하여 3회 반복 분석하였

다. 검출된 hyperoside와 quercetin-3-glucoside 피크 면적을

통하여 검량선을 작성하였으며 검량선의 상관계수(R2)는

Fig. 4와 같이 hyperoside와 quercetin-3-glucoside 모두 1.000

으로 나타나 높은 직선성을 보였다. 

정확성 검증 − 미나리 추출물 중 지표성분의 정확성을

측정하기 위해 시료에 표준용액을 넣은 후 분석에 의해 회

수되는 회수율을 측정하였다. 미나리 추출물 1000 mg을 취

한 후, 시료 중의 함유된 지표성분의 함량이 50%, 100%,

150%의 농도가 되도록 표준 용액을 hyperoside는 0.29 mL,

0.58 mL, 0.58 mL씩, quercetin-3-glucoside는 0.135 mL,

0.269 mL, 0.405 mL씩 첨가하여 정확도 시험을 수행하였

다. HPLC를 이용하여 농도별로 3회 반복 분석하고 회수율은

기준농도를 고려하여 90–108%를 기준으로 하였다.16) 회수율

시험용액에 대한 표준값을 산출하고 동일 전처리 및 HPLC

로 분석한 결과값을 이용하여 회수율을 계산하였다(Table

II). 각 시험 용액에 대한 3개 농도의 hyperoside 회수율은

94.98–101.57%, quercetin-3-glucoside의 회수율은 95.72–

105.72%로 나타나 본 시험법의 정확성을 확보하였다.

정밀성 검증

a) 반복성: 시료량의 변화에 따른 반복정밀도를 확인하기

위해 미나리 추출물을 500 mg, 1000 mg, 1500 mg의 3개

농도를 조제하여 HPLC조건으로 5회 반복 측정한 결과,

hyperoside과 quercetin-3-glucoside의 RSD는 각각 0.73– 1.93%,

0.91–2.90%로 나타났다(Table III). 이는 지표성분 함량을

고려하여 설정된 기준(4% 이내)에 부합하는 것으로 나타나

반복성이 있음을 확인하였다.16)

b) 재현성: 시료량을 정량하여 시험자, 기기, 일자를 달리
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Fig. 3. DAD (Diode Array Detector) spectrum of hyperoside and quercetin-3-glucoside. (A) Hyperoside standard solution, (B)

Quercetin 3-glucoside standard solution, (C) Hyperoside in water dropwort extract, (D) Quercetin-3-glucoside in water dropwort

extract. 

Fig. 2. HPLC chromatograms of (A) standard solution and (B) water dropwort extract.
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하여 5회 반복 측정하여 상대표준편차(RSD)를 구하였다. 3

일간 반복하여 분석한 결과 전체 평균값은 hyperoside가

0.54±0.007 mg/g, quercetin-3-glucoside가 0.26±0.009 mg/g

이였으며, RSD 값은 각각 1.45%와 3.47%로 나타났다. 이는

AOAC 재현성(0.01%(0.1 mg/g)일 때, RSD 8% 이내) 범위에

부합하여 재현성이 있음을 확인하였다(Table IV). 위의 반

Fig. 4. Calibration curves of (A) hyperoside and (B) quercetin-3-glucoside standard solutions.

Table II. Recovery of analytical method for hyperoside and quercetin-3-glucoside in water dropwort extract

Analyte Level
Conentration of the standard sample (ug/mL) Recovery (%)

Added Recovered1) Mean ± SD RSD2)

Hyperoside

Low (50%)

Medium (100%)

High (150%)

14.95

29.90

44.85

14.53 ± 0.56

29.83 ± 0.22

44.65 ± 0.67

97.20 ± 3.78

99.78 ± 0.74

99.55 ± 1.48

3.88

0.74

1.49

Quercetin 

3-glucoside

Low (50%)

Medium (100%)

High (150%)

7.53

15.01

22.60

7.53 ± 0.08

15.19 ± 0.38

22.47 ± 0.83

104.37 ± 1.17

101.21 ± 2.54

99.44 ± 3.65

1.12

2.51

3.67

1)Values are recovered & mean ± standard deviation in triplicate (n=3).
2)Relative standard deviation.

Table III. Content of hyperoside and quercetin-3-glucoside according to sample weight in water dropwort extract

Analyte Sample weight (mg) Mean ± SD1)
 (mg/g) %RSD2) Mean ± SD (mg/g) %RSD

Hyperoside

500

1000

1500

0.53 ± 0.005

0.54 ± 0.010

0.54 ± 0.004

1.11

1.93

0.73

0.54±0.007 1.29

Quercetin 3-glucoside

500

1000

15000

0.26 ± 0.007

0.27 ± 0.006

0.26 ± 0.002

2.90

2.38

0.91

0.27±0.005 1.83

1)Each value was the mean ± SD (n=5).
2)Relative standard deviation.
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복성과 재현성 결과를 통해 본 시험법의 정밀도를 확보하였다.

정량한계 및 검출한계 − 직선성 검증을 통해 얻은 검량

선의 기울기와 y절편을 통해 기울기 평균값과 y절편의 표

준편차를 계산하고 이를 통해 정량한계와 검출한계를 구한

결과는 Table V와 같다. Hyperoside의 경우 S는 45.90, σ는

2.265로 정량한계와 검출한계는 각각 0.49, 0.16 μg/mL였으

며, quercetin-3-glucoside의 경우 S는 44.84, σ는 0.14로 정

량한계와 검출한계는 각각 0.41, 0.14 μg/mL로 확인되었다.

미나리 추출물의 hyperoside와 quercetin-3-glucoside

함량 − 본 시험법의 검증 과정을 통해 개발된 HPLC분석법이

미나리 추출물의 지표성분 hypreoside와 quercetin-3-glucoside

의 정량분석법으로 충분한 감도, 특이성, 직선성, 정확성 및

정밀성을 갖고 있음을 확인하였다. 검증된 분석법을 이용하여

미나리 추출물의 지표 성분 함량을 분석한 결과, hyperoside와

quercetin-3-glucoside의 평균 함량은 추출물 g당 각각 0.54

mg과 0.26 mg이었으며(Table VI), 건강기능식품 기능성 원료

인정 규정에17) 따라 80–120%의 지표 성분 함량 범위를 고려할

경우 Hyperoside는 0.432–0.648 mg/g, quercetin-3-glucoside는

0.208–0.312 mg/g으로 확인되었다.

결 론

본 연구는 미나리 추출물을 개별인정형 건강기능식품

원료로 개발하기 위해 지표성분으로 hyperoside와 quercetin-

3-glucoside를 설정하고, 이를 정량 분석하기 위한 HPLC/

DAD 분석법을 확립하여 그 유효성을 검증하였다. 분석법

검증은 특이성, 직선성, 검출한계(LOD), 정량한계(LOQ),

정확성 및 정밀성을 측정하여 수행하였으며, 국내외 가이

드라인에 부합하는 결과를 확인하였다. 이에 본 시험법이

신뢰성 있는 분석이 가능함을 검증하였으며, 본 HPLC/

DAD 분석법이 향후 미나리의 개별인정형 건강기능식품

기능성 원료개발을 위한 기초 자료로 활용될 것으로 기대

된다.

Table IV. Content of hyperoside and quercetin-3-glucoside according to interday precision in water dropwort extract

Analyte Interday precision1) Mean ± SD2)
 (mg/g) %RSD3) Mean ± SD (mg/g) %RSD

Hyperoside

User A (1day)

User B (2day)

User A (3day)

0.54±0.010

0.54±0.004

0.53±0.008

1.94

0.84

1.62

0.54±0.007 1.45

Quercetin 3-glucoside

User A (1day)

User B (2day)

User A (3day)

0.27±0.006

0.25±0.005

0.26±0.006

2.38

1.96

2.50

0.26±0.009 3.47

1)Interday: three times analysis of Hyperoside and Quercetin 3-glucoside per day for 3 days.
2)Each value was the mean±SD (n=5).
3)Relative standard deviation.

Table V. The limit of detection (LOD) and limit of quantitation (LOQ) for hyperoside and quercetin-3-glucoside analysis in water

dropwort extract

Analyte Concetration range (ug/mL) S1)
σ

2) LOD (ug/mL) LOQ (ug/mL)

Hyperoside 1.626−68.500 2.265 45.90 0.16 0.49

Quercetin 3-glucoside 1.672−70.000 1.848 44.84 0.14 0.41

1)The mean value of slop for calibration curve (n=3).
2)The standard deviation of y-intercept for calibration curve (n=3).

Table VI. Content of hyperoside and quercetin-3-glucoside analysis in water dropwort extract

Analyte
Hyperoside Quercetin-3-glucoside

Mean ± SD1) (mg/g) RSD2) (%) Mean ± SD(mg/g) RSD (%)

Lot. 1

Lot. 2

Lot. 3 

0.54 ± 0.007

0.54 ± 0.004

0.54 ± 0.007

1.30

0.72

1.30

0.25 ± 0.004

0.26 ± 0.001

0.25 ± 0.004

1.55

0.51

1.55

Total (Lot. 1+2+3) 0.54 ± 0.002 0.43 0.26 ± 0.004 1.39

1)Values are mean ± standard deviation in triplicate (n=3).
2)Relative standard deviation.
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