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Abstract
This study was conducted to validate the HPLC-PDA analysis method for cyanidin-3-glucoside 

(C3G), an effective ingredient in Lonicera caerulea fruit extracts. As a result of the calibration curve, 
the coefficient of determination (R2) was 0.9999, and the limit of detection (LOD) and limit of 
quantification (LOQ) were 0.32 and 0.97 ug/mL, respectively. Accuracies of C3G recoveries ranged 
from 99.00 to 100.29%. As a result of measuring repeatability, the relative standard deviation 
(%RSD) was 0.06∼0.89%, and as a result of evaluating reproducibility, the relative standard 
deviation (%RSD) was 1.36%. The repeatability and reproducibility evaluation results were confirmed 
to be suitable for the AOAC official method. Through validation of the analytical method, it can 
be utilized for the analysis of C3G in the development of functional materials using extracts of the 
L. caerulea fruit.
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Ⅰ. 서 론

댕댕이나무(Lonicera caerulea)는 인동과(Caprifoliaceae)에 속하는 식물로 중국, 인도, 일본 등
의 동아시아지역과 유럽, 북아메리카 등에 분포한다. 국내에서는 강원도 일부 고산 지역과 한라
산 등에 분포하며 육종된 댕댕이나무는 과실수로 재배되고 있고 정원수로도 활용되고 있다(Choi 
et al., 2015). 댕댕이나무는 —45℃에서도 생존이 가능하며 —8℃에서도 꽃이 필 수 있는 내한성 
식물이다(Malodobry et al., 2010). 나무의 크기는 1.5 m까지 성장하며 5∼6월에 연한 노랑색의 
꽃이 개화한다. 댕댕이나무 열매는 7∼8월경에 흑자색으로 익으면 수확할 수 있으며 blue 
honeysuckle, honey berry, haskap berries 라고도 한다(Guo et al., 2024; Rupasinghe et al., 2012).

인동과 식물의 열매는 대부분 식용으로 불가능하거나 독성을 지니는 반면, 댕댕이나무 열매
는 향기가 좋고 다양한 생리활성이 있어 육종과 기능성 추출물에 대한 연구가 진행되고 있다
(Choi et al., 2015). 국내에서 댕댕이나무 열매는 주로 추출하여 분말화 한 제품이 보편적으로 
판매되고 있다. 열매는 술로 만들어 먹거나 일본에서는 잼이나 케이크에 원료로도 사용되며 스
낵, 건강기능식품 소재, 화장품 원료 등 다양하게 활용되고 있다(Guo et al., 2024). 댕댕이나무 
열매의 분말을 첨가한 젤리를 제조하여 기호성을 높이고 항산화 효능을 증가시킨 연구도 진행
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되었다(Lee and Chung, 2020).
댕댕이나무 열매의 효능에는 항산화 작용, 대장암세포의 억제 활성(An et al., 2020), 지방생

성억제 활성(Park et al., 2019), 항염증 효과(Kim et al., 2016), 항암(Zhou et al., 2018), 항당뇨
(De Silva and Rupasinghe, 2020) 등이 보고되고 있다.

댕댕이나무 열매의 성분은 물과 미네랄, fructose와 glucose의 당류, citric acid 및 malic acid, 
quinic acid의 유기산, 토코페롤, 안토시아닌 등으로 구성되어 있다. 특히 안토시아닌(anthocyanin)
이 많이 함유되어 있다(Cheng et al., 2023). 안토시아닌은 열매, 꽃, 잎, 가지에 존재하는 중요한 
색소 중 하나로 pH와 구조적 특성에 따라 적색, 자색, 파란색을 띈다(Cooper‑Driver, 2001; Saha 
et al., 2020). 안토시아니딘(anthocyanidin)은 안토시아닌의 비배당체 부분으로 23종이 있으며 그 
중 식용이 가능한 것은 cyanidin, peonidin, petunidin, malvidin, pelargonidin, delphinidin의 유도체
이다(Yang et al., 2019). 댕댕이나무 열매에 함유된 안토시아닌에는 가장 많이 함유된 
cyanidin-3-glucoside(C3G)를 비롯하여 cyanidin-3-glactoside, cyanidin-3,5-diglucoside, cyanidin-
3-rutinoside, pelargonidin-3-glucoside, peonidin-3,5-diglucoside penidin-3-glucoside 등이 있다
(Cheng et al., 2023). 댕댕이나무 열매의 안토시아닌 중 주요 성분인 C3G는 과일이나 채소에도 
존재하는 성분이다. C3G는 항염, 항산화, 항암, 당뇨병, 간과 신장을 보호하는 효과 등의 다양한 
효능이 있다고 보고되고 있다(Oumeddour et al., 2024, Yang et al., 2019).

본 연구는 댕댕이나무 열매 추출물 중 주요 성분이며 다양한 효능이 있는 C3G를 HPLC-PDA
를 이용하여 식품의약품안전처의 가이드라인(2022) 및 AOAC 기준(2023)에 따라 밸리데이션을 
확립함으로써 건강기능식품 소재 개발을 위한 함량 분석 자료로 활용하고자 수행하였다.

Ⅱ. 재료 및 방법

1. 시약 및 재료

HPLC 분석에 사용된 아세토니트릴(B&J, Korea), 물(B&J, Korea), 메탄올(B&J, Korea), 에
탄올(Merck, Germany)은 HPLC급을 사용하였으며 formic acid는 Junsei사(Japan)로부터 구입하
여 사용하였다. C3G의 구조는 Fig. 1과 같으며 PhytoLab(Germany)사에서 구입하였고 순도는 
99% 이상이었다.

Fig. 1. Chemical structure of C3G.
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2. 시험용액의 조제

본 연구에 사용된 댕댕이나무 열매 추출물은 ㈜하람에서 제공받아 분석용 시료로 사용하였
다. 추출물 100 mg을 10 mL volumetric flask에 취하고 0.1% HCl 메탄올로 정용하였다. 초음파
(Branson, USA)기로 60분간 추출한 후 실린지용 필터(Whatman, 0.2µm)로 여과하여 시험용액
으로 사용하였다. 추출 용매와 원산지에 따른 C3G 함량분석을 위해 국내산과 중국산 댕댕이나
무 열매를 각각 물과 30% 에탄올로 추출한 후 동결건조 된 시료를 위와 동일한 전처리 조건으
로 시험 용액을 제조하여 분석하였다.

3. 표준용액 제조 및 표준검정곡선의 작성

C3G 표준물질 10 mg을 정밀히 달아 10 mL 용량의 volumetric flask에 취하고 0.1% HCl 
메탄올로 용해시켜 1,000 ug/mL 농도로 표준용액을 제조하였다. 제조된 표준용액을 0.1% HCl 
메탄올로 희석하여 10, 20, 50, 100 및 200 ug/mL 농도가 되도록 만든 후 HPLC에 주입하여 
검량선을 작성하였다. 각 농도별 3회 반복 측정하여 평균값과 표준편차를 구하였다.

4. HPLC 조건

댕댕이나무 열매 추출물 중 C3G의 밸리데이션은 Table 1과 같은 조건으로 고속액체크로마토
그래프(HPLC, Shimadzu, 20A, Japan)를 사용하여 분석하였다. Column은 YMC-Triart C18(4.6 
× 250mm, 5μm, YMC, Japan)를 사용하였다. 이동상 조성은 A 용매(1% formic acid), B 용매
(1% acetonitrile)를 단계적으로 농도 구배를 주었으며(Table 2), 유속은 1.0 mL· min—1, 컬럼 
온도는 30℃, 주입량은 10 μL, 파장은 516 nm에서 분석하였다.

Parameter Condition

HPLC Prominance 20A (Shimadzu, Japan)

Mobile phase Water (1% formic acid): Acetonitrile (1% formic acid)

Column YMC-Triart C18 (4.6 × 250 mm, 5 μm)

Wavelength 516 nm

Injection volume 10 μL

Oven temperature 30℃

Flow rate 1.0 mL/min

Table 1. HPLC condition for analysis

Time (min) A% (1% formic acid in water) B% (acetonitrile)

0 90 10

20 83 17

21 20 80

26 20 80

27 90 10

35 90 10

Table 2. Mobile phase condition of HPLC
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5. 분석법 벨리데이션

댕댕이나무 열매 추출물 중 C3G의 분석법 밸리데이션은 식품의약품안전처 시헙법 밸리데이
션 가이드라인(MFDS, 2022)을 기준으로 특이성(specificity), 직선성(linearity), 검출한계(limit of 
detection, LOD), 정량한계(limit of quantification, LOQ), 정밀성(precision), 정확성(accuracy)을 
평가하였다.

6. 특이성

C3G의 표준물질과 댕댕이나무 열매 추출물을 HPLC PDA(photo diode array)로 분석하여 머
무름 시간을 확인하였으며 UV-VIS 스펙트럼의 동일 여부를 판단하였다.

7. 직선성

C3G 시료에서 검출되는 농도의 중간값인 10∼200 ug/mL의 범위로 설정하여 6개 농도로 제
조한 후 3회 반복 측정하였다. 표준물질 농도 대비 peak area 값으로 검량선을 작성하고 결정계
수(coefficient of determination, R2)를 통해 직선성을 확인하였다.

8. 검출한계(LOD) 및 정량한계(LOQ)

3회 반복 측정한 검량선의 기울기와 y절편 값의 표준편차를 통해 검출한계 및 정량한계를 
설정하였다. 검출한계는 표준편차의 3.3배, 검출한계는 표준편차의 10배의 값으로 설정하였다.

9. 정확도

댕댕이나무 열매 추출물 100 mg을 10 mL의 0.1% HCl 메탄올을 넣고 초음파기(Branson, 
USA)로 60분간 추출한 후 실린지용 필터(Whatman, 0.2 µm)로 하였다. 제조된 여액에 저농도(30 
ug/mL), 중농도(60 ug/mL), 고농도(90 ug/mL)가 되도록 C3G를 spiking한 후 HPLC 분석을 통해 
메트리스 영향에 대한 표준물질의 회수율 정도를 측정하여 분석법에 대한 정확도를 평가하였다.

10. 정밀도

댕댕이나무 열매 추출물의 반복성(repeatability)를 평가하기 위해 추출물 시료에서 500, 
1,000, 1,500 mg을 취하여 0.1% HCl 메탄올 10 mL를 넣고 초음파기를 이용하여 추출한 후 
여과한 다음 각 시료별 5회씩 반복 측정하였다. 재현성(reproducibility)을 평가하기 위하여 다른 
시험일에 전처리부터 분석까지 동일하게 수행하였다. HPLC를 이용하여 C3G 함량을 5회 반복 
측정하여 각 측정결과에 대해 상대표준편차 값으로 측정값의 정밀도를 평가하였다.

11. 추출용매 및 원산지별 C3G 함량

댕댕이나무 열매 중 C3G의 추출 용매 및 원산지에 따른 함량 비교를 위해 국내산과 중국산의 
원료를 물과 0.1% HCl 메탄올로 각각 추출하였다. 원산지와 추출용매에 따른 각 시료를 3회 
반복 측정하여 C3G의 함량을 비교하였다.

Ⅲ. 결과 및 고찰

1. 특이성

댕댕이나무 열매 추출물 중 C3G의 특이성을 확인하기 위해 표준물질과 시험용액 중 C3G의 
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머무름 시간을 확인한 결과 17분대에 동일한 머무름 시간에 검출되었다(Fig. 2). 표준물질과 시
험용액 중의 C3G에 대한 피크 최고점에서 PDA로 스펙트럼을 확인한 결과는 Fig. 2과 같이 
동일한 패턴을 확인하였다. 안토시아닌의 최대 흡광 파장은 500∼535 nm 범위이며 유도체에 
따라 pelargonidin은 502∼506 nm, cyanidin은 512∼520 nm, peonidin은 517∼520 nm 
delphinidin은 525 nm, petunidin은 526∼529 nm, malvidin은 530 nm 범위에서 최대 흡광을 보
였다(Shipp et al., 2010).

2. 직선성, 검출한계(LOD) 및 정량한계(LOQ)

C3G 표준물질을 정밀성과 정확성을 측정할 수 있도록 농도 범위를 10∼100 ug/mL로 설정하
였다. 설정된 농도 범위에서 단계적으로 희석하여 5개의 농도(10, 20, 50, 100, 200 ug/mL)로 
제조한 후 HPLC로 각 농도별 3회 반복 측정한 후 검량선을 작성한 결과 3개의 측정군에서 
결정계수인 R²은 0.999 이상이었다(Table 3). 3회 분석 결과의 평균 검량선 값은 y = 31,442x—
18,935이었으며 R²은 0.9999로 높은 직선성을 보였다(Fig. 3). 검출한계는 신호 대 잡음비(signal 

Repetition Regression equation R2

1 y = 30,181x — 25,941 0.9996

2 y = 30,509x — 27,050 0.9997

3 y = 30,499x — 29,205 0.9996

Table 3. The standard curves and linearity of C3G

Fig. 2. HPLC chromatograms and spectrums of C3G at 516 nm. (A) standard and (B) Lonicera 
caerulea fruit extracts.
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to noise, S/N) 값이 3.3일 때와 정량한계는 S/N 비율이 10일 때로 계산하였다. 검출한계와 정량
한계를 확인한 결과 각각 0.32, 0.97 ug/mL로 확인되었다.

3. 정확도

C3G 표준물질의 분석 시 메트리스 영향에 대한 회수율을 평가하기 위해 표준물질이 첨가되
지 않은 시료와 표준물질을 저농도(30 ug/mL), 중농도(60 ug/mL), 고농도(90 ug/mL)가 되도록 
spiking한 시료를 HPLC를 이용하여 분석한 결과는 Table 4와 같다. 저농도, 중농도, 고농도에서
의 회수율은 각각 100.29, 99.00, 100.20%로 3농도에 대한 회수율의 범위는 99.00∼100.29%였
으며 평균 회수율은 99.83%이었다. 회수율 측정을 통한 정화도 측정 결과는 AOAC 기준(2023)
인 90∼108%(≥0.1%(1 mg/g)에 적합한 결과를 보였다.

Fig. 3. Calibration curve for five C3G standard solution concentrations (10, 20, 50, 100, and 200 
ug/mL).

Treatment

C3G

Spike concentration (ug/mL)

30 60 90

1 30.91 60.68 92.48

2 31.55 62.61 94.58

3 32.01 62.76 94.56

Measured mean (ug/mL) 31.49 62.02 93.88

Recovery (%) 100.29 99.00 100.20

%RSD 0.92 1.38 1.07

Table 4. Accuracy of analysis data for C3G
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4. 정밀도

정밀도 평가를 위해 반복성과 재현성을 평가하였다. 동일 시료량에 대해 5회 이상 반복 측정
하여 반복성을 측정한 결과 측정값들 사이의 근접한 정도인 %RSD(상대표준편차)는 0.06∼0.89
로 나타났다(Table 5). 재현성은 다른 시험일에 평가하였으며 측정결과 %RSD는 1.36이었다
(Table 6). 반복성과 재현성의 AOAC 기준(2023)은 ≥0.1%(1 mg/g)일 때 %RSD가 각각 3, 6으
로 본 분석법에 따른 정밀도 평가 결과 기준에 적합함을 확인하였다.

5. 추출용매 및 원산지별 C3G 함량 

댕댕이나무 열매를 물과 30% 에탄올로 추출하여 C3G의 함량을 분석한 결과 물 추출 시 국내
산과 중국산에서 모두 C3G는 검출되지 않았다(Table 7). 30% 에탄올 추출 시 국내산의 C3G 
함량은 6.59 mg/g이었으나 중국산은 정량한계 이하로 분석되어 국내산에서 더 높은 함량을 보였
다. Lee 등(2016)은 honeyberry의 추출방법에 따른 폴리페놀, 플라보노이드, 총 안토시아닌의 추
출 효율을 평가한 물과 70% 에탄올보다 25% 에탄올에서 추출 효율이 높게 나타났다. 본 연구결
과에는 안토시아닌 계열인 C3G가 물보다는 30% 에탄올에서 추출 효율이 좋았다. Park 등(2016)

Treatment

C3G (mg/g)

Sample contents (mg)

50 100 150

1 6.54 6.43 6.45

2 6.55 6.44 6.46

3 6.58 6.43 6.47

4 6.68 6.43 6.48

5 6.65 6.43 6.47

Measured mean (mg/g) 6.60 6.43 6.47

%RSD 0.89 0.06 0.15

Table 5. Repeatability of analysis data for C3G (n=5)

Treatment

C3G (mg/g)

Day

1 2 3

1 6.62 6.49 6.42

2 6.71 6.52 6.51

3 6.67 6.49 6.51

4 6.61 6.50 6.51

5 6.72 6.51 6.52

Measured mean (mg/g) 6.55

%RSD 1.36

Table 6. Reproducibility of analysis data for C3G (n=5)
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은 안토시아닌을 마이크로웨이브 추출법의 최적 추출조건을 표면반응분석법으로 예측한 결과 
54.8% 에탄올, 7.4분, 마이크로웨이브 248 W일 때 최대값은 0.45 mg CGE/g으로 예측하였다. 
국내산과 중국산 댕댕이나무 열매를 착즙 방법으로 추출 후 항산화 및 항염에 대한 효능평가 
결과 중국산에서 효과가 조금 더 좋게 나타났다(Lee et al., 2018). Park 등(2025)의 연구결과에
서도 국내산과 중국산 댕댕이나무 열매 추출물에 대해 총플라보노이드와 chlorogenic acid의 함
량이 국내산에서 더 높게 나타났으나 항염 효과는 비슷한 결과를 보였다. 항염, 항산화 효과는 
안토시아닌인 C3G외에 다른 성분 조성 및 함량이 효능에 영향을 미치며 추출 방법 및 원료에 
따른 성분의 차이에도 기인한 것으로 보인다. 본 실험에서는 국내산이 더 많은 C3G의 함량을 
보였지만 기후, 토양, 재배 방법, 추출 방법의 차이로 함량이 차이를 보이는 바 지역별 댕댕이나
무 열매 시료를 확보하여 추출방법, 추출 용매 비율 등 다양한 추출법이 적용된 전처리 과정을 
통한 성분 함량 비교와 C3G의 다양한 기능성 평가 연구를 통해 건강기능식품 소재로서의 활용
성을 확대할 필요성이 있다. 댕댕이나무 열매에 C3G의 성분 이외에도 다양한 안토시아닌 성분
이 존재하며(Svarcova et al., 2020) 이러한 성분들 또한 기능성이 있으므로 기능성 소재 개발의 
활용성을 확대하기 위해 다성분 동시 분석법 밸리데이션을 수행할 필요성이 있는 것으로 생각
된다.

Ⅳ. 요 약

본 연구는 기능성 소재인 댕댕이나무 열매 추출물 중 유효성분인 cyanidin-3-glucoside(C3G)
의 HPLC-PDA분석법 검증을 위해 밸리데이션을 수행하였다. 표준물질을 통해 검량선을 작성한 
결과 결정계수(R2)는 0.9999로 나타났으며 검출한계(LOD)와 정량한계(LOQ)는 각각 0.32, 0.97 
ug/mL이었다. 정확도를 평가한 결과 회수율은 99.00∼100.29%로 나타났다. 반복성을 측정한 
결과 상대표준편차(%RSD)는 0.06∼0.89%로 나타났으며 재현성을 평가한 결과 상대표준편차
(RSD%)는 1.36%를 보였다. 반복성과 재현성 측정결과 AOAC 기준 범위 이내에 있어 적합함을 
확인하였다. 분석법 밸리데이션을 통해 댕댕이나무 열매 추출물을 이용한 기능성 소재 개발 시 
C3G의 분석에 활용할 수 있을 것이다.
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Extraction solvents
C3G (mg/g)1)

Korean Chinese

Water N.D. N.D.

30% ethanol 6.59±0.11 Tr.
1) Values are mean±S.D. of three replicates. N.D.: Not detected, Tr: Trace.

Table 7. Contents of C3G of Korean and Chinese origins of Lonicera caerulea m as affected by 
extraction solvents
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