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감태추출물의 기능성원료 표준화를 위한 지표성분 dieckol의 분석법 검증
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Abstract An HPLC analysis method was developed and standardized for the detection of dieckol as a functional food
ingredient in Ecklonia cava extracts. HPLC was performed using a Capcell Pak C18 column (250×4.6 mm, 5 µm) with a
gradient elution of water and acetonitrile, both containing 0.1% (v/v) trifluoroacetic acid, at a flow rate of 1.0 mL/min at
25oC. The eluate was detected at 230 nm. For validation, the specificity, linearity, accuracy, precision, limit of detection
(LOD), and limit of quantification (LOQ) of dieckol were measured. The calibration curve for the detection of dieckol had
high linearity (R2=0.9994), with LOD and LOQ values of 0.38 and 1.16 µg/mL, respectively. Recovery of the quantified
compound ranged from 99.61 to 100.71%. The relative standard deviation values of the intra-day and inter-day precisions
were less than 1.7 and 1.25%, respectively. These results indicate that the reported HPLC method is simple, reliable, and
reproducible for the detection of dieckol in Ecklonia cava extracts.
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서 론

감태(Ecklonia cava)는 갈조식물문 갈조강 다시마목 미역과에

속하는 식용 해조류로, 한국의 일부 남해안과 제주도 연안 일대

및 일본 지역에 서식하고 있다. 감태는 주로 수심 5-10 m 부근에

서 대군락을 형성하며 줄기는 원기둥 모양이고 부착기는 육상식

물의 뿌리 모양을 하고있다(Jung 등, 2012; Kim 등, 2015).

최근 감태는 다양한 연구를 통해서 항산화 활성을 비롯하여 항

균, 항혈전, 항당뇨, 항고혈압, 항비만, 항염증 등의 다양한 생리

활성이 보고됨에 따라 기능성 원료로서의 가능성이 주목받고 있

다(Ahn 등, 2010; Hong 등, 2006; Kim 등, 2015; Li 등, 2009;

Nshmiyumukiza 등, 2015; Park 등, 2012; Yoon 등, 2017). 특히,

Goldblatt 고혈압 실험쥐의 angiotensin converting enzyme 활성을

농도의존적으로 억제함으로써 수축기 혈압을 저하시켜서 항고혈

압 활성을 나타내는 것으로 보고되었다(Hong 등, 2006). 감태 내

에는 플로로탄닌(phlorotannin)과 알긴산(alginic acid), 후코이단

(fucoidan), 피로페오피틴(pyropheophytin), 옥시리핀(oxylipin) 등의

활성성분이 함유되어 있으며, 이중에서도 특히 감태의 다양한 생

리활성은 플로로탄닌에 의해 주로 발현된다고 보고되고 있다

(Gupta와 Abu-Ghannam, 2011; Park 등, 2012).

플로로탄닌은 플로로글루시놀(1,3,5-trihydroxybenzene)의 중합체

이며 대표적인 플로로탄닌으로는 에콜(eckol), 디에콜(dieckol), 트

리플로레(triphlorethol) A 등이 있다. 최근 다양한 in vitro 및 in

vivo 연구에 따르면, 감태의 플로로탄닌들은 항산화 및 항암, 항

염증, 항고혈압 활성 뿐만 아니라(Ahn 등, 2015; Li 등, 2009) 에

탄올에 의해 유발된 간손상과 UVB 조사에 의해 유도된 광산화

스트레스에 대한 보호효과를 나타낸다고 보고되었다(Heo 등, 2009;

Hwang 등, 2005; Hwang 등 2006; Yamashita 등, 2015). 특히,

감태의 대표적 플로로탄닌인 dieckol은 α-glucosidase와 α-amylase

활성을 억제하며 AMP-activated protein kinase의 인산화를 촉진시

킴으로써 항당뇨활성을 발현시킨다고 보고되었으며(Lee 등, 2010a;

Lee 등, 2010b; Yoon 등, 2017), 또한 항난소암 등에 대해 보고되

었다(Jung 등, 2009).

이와 같은 우수한 생리활성을 근거로 하여 감태 추출물을 이

용한 건강기능식품의 개발 가능성이 제시되고 있다. 감태를 이용

한 건강기능성소재와 제품개발을 위해서는, 감태추출물의 지표성

분의 선정과 분석을 통한 표준화 및 규격화가 선행 되어야한다.

지표성분의 확인을 통해서 기능성 원료의 기능성이 일정하게 유

지되는 것을 확인할 수 있으므로 기준규격을 설정하기 위한 분

석방법의 타당성 및 신뢰성 검증이 요구된다. 현재 감태의 유용

성분에 대한 분석법들이 일부 보고되고는 있으나 대부분 아직은

정확성이나 정밀성, 회수율 등의 유효성 검증이 되지 않았으며

(Kang 등, 2012; Lee 등, 2010a; Lee 등, 2010b), 감태 내

dieckol 분석법의 유효성은 검증되었다 하더라도 검출한계와 정

량한계에 대한 정보가 없어서 분석범위의 설정이 다소 모호한 상

황이다(Kim 등, 2016).

따라서 본 연구에서는 감태 추출물을 이용한 기능성 제품을 개
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발하기 위하여 감태 추출물의 dieckol을 지표성분으로 선정하고

원료 표준화를 위한 dieckol의 효과적인 분석법을 확립하며 그에

따른 유효성을 검증하고자 하였다.

재료 및 방법

실험재료

본 실험에서 사용한 감태 추출물은 (주)서진바이오텍(Gyeonggi-

do, Korea)으로부터 제공받아 사용하였다. 감태는 제주도에서 7~9

월에 채취한 것을 사용하였고 감태 원물을 정제수로 3회 세척하

여 염분을 제거한 후 열풍건조기(HDG-230T, Hyundai Enertec

Co., Korea)로 12시간 건조하였다. 건조된 감태를 분쇄한 후 70%

주정 알코올 10배수(v/v)를 가하여 순환추출기(PSE-EXT-2.0, Seojin

Biotech, Korea)로 추출하였다. 추출물은 연속원심분리기(J-1050A,

Hanil Sci-Med Co., Korea) (13300×g)를 이용하여 여과하였고, 상

등액을 회수한 후 감압농축하고 동결건조하여 분말화하였다. 또

한 감태 추출물의 분석에 사용한 표준품 dieckol (Fig. 1) (순도

99.5%)은 Botamedi Inc. (Jeju, Korea)에서 구입하였다.

표준용액의 제조

Dieckol 표준품은 95% 메탄올에 0.1 mg/mL의 농도로 제조한

후, 0.45 μm syringe filter로 여과하여 표준원액으로 사용하였다.

검량곡선 작성을 위하여 단계적으로 희석하여 12.5, 25, 50 및

100 μg/mL의 농도로 표준용액을 제조하여 HPLC 분석에 이용하

였다.

감태추출물 시험용액 제조

감태추출물 20 mg을 취하여 95% 메탄올 (HPLC 등급) 20 mL

를 넣어 시험용액으로 사용하였다. 제조한 시험용액은 HPLC 분

석 전에 0.45 μm syringe filter로 여과하여 사용하였다.

HPLC 분석

감태추출물의 지표성분인 dieckol의 분석을 위하여, WatersTM

486 tunable absorbance detector와 Waters 515 pump가 장착된

HPLC 시스템(Waters Corp., Milford, MA, USA)을 사용하였고,

분석 컬럼은 Capcell pak C18 (250×4.6 mm, 5 μm, Shiseido,

Tokyo, Japan)을 이용하였다. 감태추출물 분석을 위한 이동상 조

건은 Table 1에서와 같이 2가지 조건으로 분석되었으며 시료 주

입량은 20 μL이고, 1 mL/min의 유속으로 UV 230 nm 파장에서 측

정하였다.

정량분석법 검증(Method validation)

감태 추출물의 dieckol 분석법 확립은 개별인정형 건강기능식

품 지표성분으로서 의약품 등 분석법의 밸리데이션에 대한 가이

드라인을 근거로 하여 특이성(specificity), 직선성(linearity) 및 범

위(range), 검출한계(LOD; limit of detection, S/N=3.3), 정량한계

(LOQ; limitof quantification, S/N=10), 정밀성(precision), 정확성

(accuracy) 및 회수율(recovery)을 측정하여 분석법의 재현성(repro-

ducibility)을 검증하였다(Food Safety Korea, 2016). 특이성은 시험

용액 및 dieckol 표준용액을 HPLC로 분석한 후 크로마토그램상

의 머무름 시간(retention time, RT)과 spectrophotometer를 통해

UV spectrum을 비교하고 인접한 피크와의 분리도를 측정하여 적

합 여부를 판단하였다.

직선성은 dieckol의 표준용액 제조법에 따라 제조한 후 이를

HPLC로 분석하여 농도와 피크 면적의 관계를 나타내는 표준검

량선에서 검량선의 상관계수(r2)를 계산하였다. 또한 작성된 표준

검량선으로부터 각 농도 별 피크의 신호 대 잡음 비(signal-to-

noise ratio, S/N)를 구하여 S/N이 3.3이 될 때의 LOD와 S/N이

10이 될 때의 LOQ를 계산하였다.

정확성과 정밀성은 0.05 mg/mL의 dieckol 표준물질(100, 200,

300 μL)을 0.125mg/mL의 시료(1 mL)에 넣은 후 분석하여, 표준

물질을 가한 시료의 검출반응과 순수 표준물질의 검출반응을 비

교하는 spiking과 recovery방법으로 실험하여 확인하였다. 하루 동

안 1종의 농도조건에서 지표성분 표준품에 대하여 6회 분석하여

intra-day precision을 평가하고, 또 2일 동안 반복적으로 분석하여

inter-day precision을 각각 평가하여 반복성 및 정밀성을 조사함

으로써 분석법의 재현성을 검증하였다. 상대표준편차(RSD; relative

standard deviation)는 표준편차를 평균으로 나누어 백분율(%)로 계

산하였다.

감태추출물의 지표성분 dieckol 분석

감태를 70% 주정으로 추출하여 얻은 감태추출물 분말 20 mg

에 95% 메탄올 20 mL을 첨가하여 1 mg/mL 농도의 시험 용액을

만든 후, 0.45 μm syringe filter로 여과한 것을 사용하였다. 각 시

료는 세 번씩 반복 분석하였다. 표준용액의 크로마토그램의 피크

면적을 통하여 작성된 검량선에 의해 감태추출물 시료 중의 dieckol

의 함량을 산출하였다.

결과 및 고찰

특이성 확인

특이성은 분석 대상물질이 불순물, 분해물, 배합성분 등과 혼

합되어 있는 상태에서 분석 대상물질을 선택적으로 정확하게 측

정할 수 있는 능력을 의미하며 일반적으로 인접한 피크와의 분

리도(Rs; resolution)를 산출하여 분리도가 1.5 이상일 때 적절히

분리되었다고 판단된다. Table 1과 같이 dieckol 표준품과 감태추

출물을 두가지 이동상 조건에서 분석한 후, 크로마토그램과 UV

스펙트럼을 비교하였다(Fig. 2). 두가지 조건 모두 표준용액과 감

태추출물의 UV 스펙트럼에서 동일한 스펙트럼을 나타냈으며 조

건 1과 2에서의 dieckol 표준용액과 감태 추출액내의 dieckol의

RT는 각각 27.03분과 27.28분, 33.16과 33.09분으로 모두 일치하

였다. 그러나 인접한 피크와의 분리도(Rs)의 측면에서, 조건 1과

Fig. 1. Chemical structure of dieckol.
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2의 분리도는 1.77과 3.37로 각각 산출되어 특이성의 측면에서 조

건 2의 이동상이 감태 추출물로부터 dieckol의 분석에 더 적합한

것으로 판단된다.

직선성 및 범위, 검출한계 정량한계

두가지 이동상 조건에서의 직선성 및 검출한계와 정량한계를

비교하기 위하여, dieckol 표준용액을 단계적으로 희석하여 검체

중 일정 농도 범위에 있는 dieckol의 양에 대하여 직선적인 측정

값을 얻어낼 수 있는지 확인하였다. Dieckol의 표준원액을 12.5,

25, 50, 100 μg/mL로 단계적으로 희석한 후 HPLC로 분석하여 표

준검량선을 작성하였다(Table 2). 검량선의 상관계수(R2)는 조건

1과 2에서 각각 0.9864와 0.9994로 모두 높은 직선성을 나타냈다.

검출한계(LOD)와 정량한계(LOQ)는 신호 대 잡음 비(signal-to-

noise)에 근거하여 이동상 조건 1과 2에서 각각 산출하였다. 조건

1에서는 검출한계와 정량한계는 각각 0.97과 2.94 μg/mL, 조건 2

에서는 각각 0.38과 1.16 μg/mL로 산출되었다. 이러한 결과는 이

동상 조건 2로 분석하였을 때 dieckol 농도가 0.38 μg/mL 수준까

지 검출이 가능하며, 1.16 μg/mL까지는 dieckol의 정량이 가능함

을 의미한다. 이는, 이동상 조건 2가 0.97 μg/mL까지 검출 가능

하며 2.94 μg/mL까지 정량 가능한 이동상 조건 1보다 더 낮은 농

도에서도 분석이 가능한 효과적인 이동상 조건임을 의미한다. 이

상과 같이 이동상 조건 1과 2를 비교했을 때, 분석법의 특이성

과 검출한계 및 정량한계의 모든 측면에서 효과적인 이동상 조

Table 1. HPLC conditions for analysis of dieckol

Parameters Condition 1 Condition 2

Column
Capcell pak C18 column
(250×4.6 mm, 5 μm, Shiseido)

Detector Waters 486 Tunable Absorbance Detector

Injection volume 20 μL

Flow rate 1.0 mL/min

Run time 55 min

UV detection 230 nm

Mobile
phase

A: water
B: methanol

A: 0.1% trifluoroacetic acid in 
water

B: 0.1% trifluoroacetic acid in 
acetonitrile

Gradient
0 min, 90% A; 10 min, 90% A;
40 min 60% A; 55 min 90% A

Fig. 2. HPLC chromatogram and UV spectrum of Ecklonia cava extract analyzed using condition 1 (A) and condition 2 (B) and dieckol

standard solution analyzed using condition 2 (C).

Table 2. Calibration data for dieckol

Condition Calibration curve Correlation coefficient (r2) Concentration range (μg/mL) LOD1) (μg/mL) LOQ2) (μg/mL)

Condition 1 y=165016x-927.96 0.9863 12.5-100 0.97 2.94

Condition 2 y=169697x-243.36 0.9994 12.5-100 0.38 1.16

1)Limit of detection.
2)Limit of quantification.
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건 2를 감태 추출물 내의 dieckol를 분석하기 위한 이동상 조건

으로 결정하였으며, 이후 이 조건에서 유효성 검증을 위하여 정

밀성과 정확성을 분석하였다.

정밀성 및 정확성

정밀성이란 균질화된 하나의 검체에 대해 일련의 연속적인 분

석을 통해 얻은 분석 결과들간의 근접성을 의미한다. 분석법의

정밀성을 검증하기 위해서, 지표성분인 dieckol에 대하여 하루 동

안 6회 반복 분석(intra-day)하고 2일 동안 반복 분석(inter-day)하

여 RSD를 산출함으로써 재현성을 평가하였다(Table 3). 측정 결

과, dieckol 표준물질에 대한 intra-day와 inter-day의 RSD는 각각

1.7%와 1.00-1.25%로 평가되어 모두 2% 이내의 높은 재현성을

확인하였다.

정확성은 이미 알고 있는 참값이나 표준값과 실험 측정값이 근

접한 정도를 의미하며, 정확성을 확인하기 위하여 회수율을 측정

하였다. 이를 위하여 미리 설정된 농도(50 μg/mL)의 dieckol 표준

용액을 시험용액에 100-300 μL 첨가한 후, HPLC를 이용하여 분

석하였다. 회수율은 각 첨가군의 dieckol 이론량에 대한 검출량의

백분율로 산출되었다(Table 4). 감태 추출물에 dieckol 표준용액이

100, 200, 300 μL 첨가되었을 때에는 회수율은 각각 100.30%,

100.71%, 99.61%로 측정되어 전체적으로 99.61-100.71% 범위의

높은 회수율을 나타냈으며, RSD 또한 2% 이내인 0.05-0.3%로 산

출되었다. 이상과 같이 본 연구의 HPLC 분석법은 감태추출물의

지표성분인 dieckol의 함량 분석을 위한 정확성 및 정밀성 모두

우수한 분석법이라고 판단된다.

감태추출물의 dieckol 함량

본 시험법의 분석법 검증 과정을 통하여 dieckol에 대한 상기

HPLC 분석법이 건강기능식품 기능성 원료 인증을 위한 감태추

출물의 지표성분으로서 dieckol 정량에 적합한 특이성, 직선성, 정

확성, 정밀성 등을 갖고 있음을 확인하였다. 검증된 분석법으로

감태추출물의 지표성분 함량을 측정한 결과, 분말 중 dieckol의

평균 함량은 10.54±0.14%로 확인되었다. 그러나, 건강기능식품의

지표성분 설정을 위해서는 감태추출물내 dieckol의 계절적이고 지

역적인 차이를 비롯하여 다양한 추출, 제조 및 저장 조건에 따른

함량 변화 등이 검증이 보완되어야 할 것이다.

요 약

본 연구는 해양수산물 유래 기능성 소재인 감태의 지표성분 분

석법 검증 및 표준화를 위하여 HPLC를 이용하여 dieckol의 분석

법을 확립하고 분석법에 대한 유효성 검증(validation)을 실시하고

자 하였다. Dieckol 분석을 위하여 0.1% trifluoroacetic acid가 첨

가된 water와 acetonitrile을 이동상으로 Capcell pak C18 (250×

4.6 mm, 5.0 μm) 컬럼을 사용하여 HPLC 방법을 통해 분석한 결

과, 표준용액과 감태추출물의 dieckol RT이 일치하고 3.37의 높

은 분리도(Rs)를 나타내었으며, UV spectrum이 일치하는 특이성

을 확인하였다. 또한 검량선의 상관계수(r2)는 0.9994로 높은 직

선성을 나타냈으며, 검출한계(LOD)와 정량한계(LOQ)는 0.38과

1.16 μg/mL로 각각 확인되었다. 분석법의 재현성을 검증하기 위

Fig. 3. Calibration curve for dieckol standard solution.

Table. 3. Intra- and inter-day accuracy of dieckol

Precision

Ecklonia cava 
extracts 

Concentration 
(mg/mL)

Dieckol 
content
(%)

Mean±SD1) RSD (%)2)

Intra-day 
precision3) 1.0

10.37

10.56±0.18 1.7

10.72

10.38

10.38

10.38

10.71

Inter-day 
precision3)

1.0

10.67

10.65±0.11 1.00

10.60

10.68

10.59

10.55

10.39

1.0

10.60

10.63±0.13 1.25

10.43

10.66

10.68

10.63

10.36

1)Relative standard deviation.
2)Each data was obtained by sextuple analysis (n=6).
3)Inter-day: three times analysis of quercetin per day for 2 days, Intra-
day: three times per day.

Table 4. Precision of dieckol

Compound

Measured 
concentration
(mg/mL)

Recovery 
(%)

Mean±SD1) RSD
(%)2)

Ecklonia 
cava 

extracts 
(mL)

Dieckol
(μL)

1.0

100 0.0172

100.24

100.30±0.07 0.072100.28

100.38

200 0.0198

100.70

100.71±0.05 0.049100.77

100.67

300 0.0219

99.43

99.61±0.29 0.29199.94

99.46

1)Each values was the mean±SD.
2)Relative standard deviation.



424 한국식품과학회지 제 51권 제 5호 (2019)

한 intra-day 및 inter-day 분석에서 RSD는 각각 1.7%와 1.00-

1.25%로 나타났으며, 회수율은 99.42-101.32%이였으며 RSD는 2%

이하로 산출되어 정밀성이 있음을 확인하였다. 이상의 결과로부

터 HPLC를 이용한 dieckol의 분석법은 감태추출물의 기능성원료

표준화를 위한 지표성분 분석법으로 적합함을 확인하였다. 본 시

험법에 따라 분석한 감태추출물 내의 dieckol의 평균 함량은 약

0.11 g/g (10.54%)로 상대표준편차는 0.5% 이하였다. 따라서 이상

의 분석결과를 통해 확립된 dieckol 분석법이 향후 감태추출물의

건강기능성식품 기능성 원료 개발과 표준화를 위한 기초자료로

크게 활용될 것으로 기대된다.
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