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피카오프레토 등 복합물 중 총 폴리페놀 분석법 표준화
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ABSTRACT - As generic health functional food items have been expanded, this research project has been con-

ducted to prepare a scientific and systematic standardized analytical method of relevant food item and examine the

suitability of the method for health/functional foods on sale. Total polyphenol was necessary for development and ver-

ification of standardized analytical method. The method exhibited high linearity in the tannic acid calibration curve

(r2 > 0.999) over concentrations of 5-50 µg/mL. The limits of detection and quantitation for tannic acid were 5 µg/mL

and 15 µg/mL, respectively, while tannic acid recovery was 102.3-112.4% with standard deviations of 0.8-3.2%. To

verify the accuracy of the analytical method, the labeled amounts of purchased health functional foods were moni-

tored. The recovery for tannic acid was 105.6% of the labeled amounts. Thus, the new method was suitable for all

cases.
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폴리페놀은 분자 내에 다수의 수산화기가 있는 페놀을

지칭한다. 폴리페놀은 페놀 링 구조의 수에 따라 분류되

며, 대표적으로 플라보노이드와 비 플라보노이드로 나눌

수 있다1-2). 플라보노이드는 폴리페놀 중 가장 많은 부분

을 차지하고 있으며 플라보놀, 카테킨, 안토시아닌, 이소

플라본 등이 속해있으며 비 플라보노이드는 페놀산, 스틸

베노이드, 리그난 등이 포함되어 있다3-4)(Fig. 1). 폴리페놀

은 각종 베리, 차, 커피, 와인 등에 포함되어 있다고 알려

져 있으며 이렇게 식품 속에 포함된 식이 폴리페놀은 항

산화, 항염증 및 함암작용을 가진다는 다수의 연구가 보

고되고 있다5-7). 총 폴리페놀 측정 시 사용되는 대표 표준

물질로는 탄닌산, 카테킨, 갈릭산 등이 있으며 탄닌산의

경우 갈릭산의 중합체로 갈로탄닌이라고도 불린다. 이들

표준물질은 다른 표준물질에 비해 상대적으로 저렴하고

건조 형태로 안정하여 단일 표준물질로 사용하기 용이하다

는 점에서 많이 사용되고 있다. 총 폴리페놀(표준물질: 탄

닌산)을 지표성분으로 하여 현행 건강기능식품공전에 등

재되어 있는 원료(고시형 원료)는 구아바잎 추출물(Extract

of Psidium Guajava leaves)이다. 구아바 잎에는 식물성 항

산화 물질인 폴리페놀이 다량 함유되어 우수한 생리활성

을 보유한 것으로 보고되면서8), 이에 대한 관심이 높아지

고 있다. 구아바 잎의 탄닌성분은 세포의 신진대사를 활

발하게 하여 췌장기능을 개선시켜 인슐린 기능향상 및 당

뇨병에 효과가 있는 것으로 연구되고 있다9). 이에 구아바

잎 추출물은 “식후 혈당상승 억제에 도움을 줄 수 있음.”

의 기능성을 인정받았으며, 안전성과 기능성을 확보할 수

있는 일일 섭취량은 총 폴리페놀로서 120 mg이다.「건강

기능식품에 관한 법률」 제3조 제1호에 따라 건강기능식

품이란 인체에 유용한 기능성을 가진 원료나 성분을 사용

하여 제조(가공을 포함한다. 이하와 같다)한 식품을 말한

다. 또한, 동법 제14조제1항 및 제15조1항에 따라 고시형

원료와 제14조제2항 및 제15조2항에 따라 영업자가 개별

적으로 신청하는 개별인정형 원료로 나누어진다10). 개별인
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정형 원료를 고시화하여 건강기능식품공전에 등재하기 전

에 원료 중심의 시험법에 대한 표준화가 필요하며 여러

가지 부형제 등을 사용하여 제조된 제품에 대한 적용성

검토도 요구된다. 이와 같은 개별인정형 원료 중 피카오

프레토 등 복합물(Complex of picao preto)은 총 폴리페놀

을 지표성분으로 하고 있으며 건강기능식품공전을 비롯하

여 개별인정형으로 인정받은 시험법의 경우, Folin-phenol

시약을 이용하여 총 폴리페놀을 분석하는 방법으로 본 연

구에서는 건강기능식품공전에 등재된 구아바잎 추출물의

총 폴리페놀 시험법과 개별인정형인 피카오프레토 등 복

합물(Complex of picao preto)의 총 폴리페놀 시험법을 비

교 분석하여 피카오프레토 등 복합물에 적용 가능한 표준

화된 총 폴리페놀 시험법을 확립하고 밸리데이션 및 유통

제품에 대한 적용성을 검토하고자 한다. 

Materials and Methods

표준품 및 시약

탄닌산(Tannic acid) 표준품, 폴린페놀 시약(Folin-Ciocalteu's

and Folin-Denis reagents), 탄산나트륨은 Sigma (St. Louis,

MO, USA)에서 구입하여 사용하였다. 

구아바잎 추출물의 분석

시료 100 mg을 증류수 100 mL에 용해하여 30분간 초음

파 추출하고 추출한 시험용액은 필요시 증류수로 적절히

희석하여 사용하였다. 시험관에 증류수 7.5 mL, 시험용액

1 mL, Folin-Denis 0.5 mL, 35% 탄산나트륨 용액 1 mL를

순서대로 넣고 혼합하고 암소에서 1시간 방치한 후 자외

분광광도계(UV/Visible Spectrophotometer, Varian, USA)

760 nm 파장에서 흡광도를 측정하였다.

피카오프레토 등 복합물의 분석

시료 0.4 g을 100 mL 부피플라스크에 취하고 70% 메탄

올 60 mL를 첨가하여 15분간 초음파 추출한 후 70% 메

탄올로 정용하고 GFA 여과지로 여과하여 시험용액으로

하였다. 20 mL 부피플라스크에 시험용액 1 mL, Folin-

Ciocalteu's reagent 1 mL, 증류수 15 mL를 순서대로 넣어

혼합하고 상온에서 10분간 방치한 후 35% 탄산나트륨 용

액으로 정용한다. 40oC 수욕상에서 20분간 반응시키고 상

온에서 냉각한 후 자외분광광도계 760 nm 파장에서 흡광

도를 측정하였다.

시험법 표준화

총 폴리페놀 측정 시험법의 대표적인 방법은 Folin-Denis

Fig. 1. Chemical structures of flavonoids and their related compounds.

Fig. 2. Folin-phenol method for determination of gallic acid by UV spectrophotometer. 
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(or Ciocalteu) 시험법이며 페놀성 물질의 일반적인 산화-

환원 성질을 이용(Fig. 2)하여 흡광도를 측정하는 방법으

로, 탄닌산을 표준물질로 전처리 조건 등을 변화시켜 최

적의 표준화된 시험법을 확립하고자 하였다. 첫 번째, Folin-

Phenol 시약 선정을 위해 Folin-Denis 시험법과 Folin-

Ciocalteu 시험법을 비교 실험하였으며 두 번째로, 발색시

약인 35% 탄산나트륨 첨가 후의 반응시간 및 온도를 비

교 실험하였다. 그리고 세 번째는, 시료량 설정을 위해 탄

닌산으로서 2~50 mg에 대한 비교 실험을 하였다.

비타민 C 함량 측정

「건강기능식품의 기준 및 규격」 제 4. 건강기능식품 시

험법 3. 개별성분별 시험법 3-14 비타민 C 3-14-2 비타민

C(제2법)에 따라 측정하였다.

밸리데이션 및 적용성 검토

표준화된 시험법에 대한 특이성(specificity), 정확도

(accuracy), 정밀도(precision), 직선성(linearity), 검출한계

(LOD) 및 정량한계(LOQ) 등의 밸리데이션을 수행하였다.

특이성은 탄닌산 표준용액과 피카오프레토 등 복합물 원

료에서의 PDA 스펙트럼으로 확인하였으며, 정확도는 건

강기능식품에서 대상 Blank 시료가 없고 피카오프레토 등

복합물 제품은 유통제품이 없기 때문에 구아바잎 추출물

제품에 각기 다른 농도의 탄닌산을 첨가하여 첨가하기 전

과 첨가한 후의 값을 분석하여 회수율(Recovery)을 측정

하였다. 즉, 일정량의 구아바잎 추출물 제품을 취하고 탄

닌산의 농도가 7.2 mg/g, 14.4 mg/g, 21.6 mg/g이 되도록 첨

가하였다. 정밀도에서 반복성 확인을 위해 탄닌산으로 2.5

mg, 5.0 mg, 10.0 mg에 해당하는 구아바잎 추출물 제품을

취하여 5회 반복 측정하였으며 재현성 확인은 구아바잎

추출물 제품을 반복 교차 검증하여 측정하였다. 또한, 직

선성은 제품에서 탄닌산이 검출되는 농도범위를 중간값으

로 설정하여 총 6개의 농도 5, 10, 20, 30, 40, 50 µg/mL

에 대한 직선성을 검토하였고, 검출한계 및 정량한계는 표

준용액을 3회 분석한 검량선의 기울기와 y절편을 이용하

여 검량선 y절편의 표준편차에 3을 곱하고 기울기 평균으

로 나눈 값을 검출한계(LOD)로 하였으며 y절편의 표준편

차에 10을 곱하고 기울기 평균으로 나눈 값을 정량한계

(LOQ)로 하였다. 원료에 대해 확립된 표준화된 시험법의

적용성 검토를 위해 국내 유통되고 있는 제품을 검색하였

다. 제품에 기능성과 함량을「건강기능식품 표시기준」에

따라 표기하고 단순 부원료로 사용하였거나 그 기능성 및

지표성분의 함량을 표기하지 않은 제품을 대상에서 제외하

였으며 그 결과, 유통되고 있는 대상 제품은 구아바잎 추

출물 제품 1건 뿐이었다. 이에 피카오프레토 등 복합물의

유통 제품이 없어 매질별 적용성 검토를 확인하고자, 주

원료인 피카오프레토 등 복합물에 단백질(대두분리단백),

당류(유당), 지방(대두유)를 각각 1:1로 혼합한 매질별 표

준시료를 제조하여 표준화된 시험법에 대해 적용성 검토

를 수행하였다.

Results and Discussion

시험법 표준화

건강기능식품공전에 등재된 고시형 원료인 구아바잎 추

출물의 총 폴리페놀 시험법은 Folin-Phenol 시약으로 Folin-

Denis를 사용하고 있으며, 본 연구에서 표준화 시험법을

확립하고자 하는 개별인정형 원료인 피카오프레토 등 복

합물에서는 Folin-Ciocalteu를 사용하고 있다. 일반적으로

총 폴리페놀 분석 시 사용하는 Folin-Phenol 시약은 Folin-

Denis와 Folin-Ciocalteu 두 종류의 시약을 사용하고 Folin-

Ciocalteu의 경우는 0.2N, 1N을 주로 사용하고 있었고5,11)

피카오프레토 등 복합물의 개별 인정시험법에서는 Folin-

Ciocalteu의 농도가 언급되어 있지 않았다. 이에 피카오프

레토 등 복합물 원료를 이용하여 Folin-Phenol 시약을 비

교 실험하였으며 Folin-phenol 시약 간 회수율을 확인한

결과, Folin-Denis와 Folin-Ciocalteu 1N에서 85.5~96.2%로

Folin-Ciocalteu 0.2N보다 높은 회수율을 보였다(Table 1). 

국내외 문헌 등1,5,6,12)에서는 35% 탄산나트륨을 첨가한

후의 반응시간을 30~60분까지 다양하게 제시하였다. 따라

서 Folin-Phenol 시약 선정 결과에서 높은 회수율을 보인

Folin-Denis와 Folin-Ciocalteu 1N을 선택하여 피카오프레

토 등 복합물 원료에 첨가한 후 35% 탄산나트륨을 첨가

하여 20분, 30분, 40분, 60분의 반응시간에 대한 회수율을

비교하였다. 35% 탄산나트륨 처리 시간에 따른 회수율을

비교한 결과, 두 시약 모두 30분에서 Folin-Denis는 97.3%

및 Folin-Ciocalteu 1N은 100.6%로 가장 높은 회수율을 보

였다(Table 2). 또한, 35% 탄산나트륨 반응 온도에 대하여

상온 방치와 수욕상 45oC 반응을 가장 많이 제시하고 있

어6,11) Folin-Denis와 Folin-Ciocalteu 1N을 선택하여 피카

오프레토 등 복합물 원료에 첨가한 후 35% 탄산나트륨을

첨가하여 상온과 수욕상 45oC에서 각각 30분 반응시킨 후

회수율을 비교하였다. 35% 탄산나트륨 반응온도에 따른

Table 1. Comparison of recoveries according to Folin-phenol reagent

Folin-phenol reagent
Reaction 

time (min)

 Mean ± SD 

Recovery (%)
RSD (%)

Folin-Denis
30 92.5 ± 2.47 2.67

60 85.5 ± 9.82 11.49

Folin-

Ciocalteu

0.2N
30 88.7 ± 6.59 7.43

60 79.9 ± 13.79 17.26

1N
30 96.2 ± 3.98 4.14

60 94.1 ± 4.31 4.58
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회수율을 비교한 결과, Folin-Denis는 94.4%, Folin-Ciocalteu

1N은 94.1%로 상온에서 약간 높은 회수율을 보였으며

(Table 2) 실험의 효율성 등을 재고하여 반응온도를 상온

으로 설정하였다.

일반적으로 식품 중 유해물질 분석은 검체에서 취하는

양을 시료량으로 측정하지만, 건강기능식품 중 지표성분

분석은 지표성분으로서 시료량을 측정하여야 지표성분 분

석에 타당한 실험방법을 확립할 수 있다. 따라서 피카오

프레토 등 복합물의 개별 인정시험법에서 제시한 시료량

을 총 폴리페놀(탄닌산으로서) 함량으로 환산하여 탄닌산

으로 2, 5, 10, 25, 50 mg에 대한 회수율을 비교하였다. 구

아바잎 추출물은 10 mg에서 97.5%, 피카오프레토 등 복

합물도 10 mg에서 122.3%의 가장 높은 회수율을 보였으

며(Table 3) 그 결과를 근거로 시료량은 탄닌산으로서 10 mg

으로 설정하였다.

총 폴리페놀이 지표성분인 피카오프레토 등 복합물의 개

별 인정시험법은 건강기능식품 공전에 등재된 구아바잎

추출물의 시험법과 비교하였을 때 사용하는 Folin-Phenol

시약 및 반응시간, 온도 등에 차이가 있었으며, 총 폴리페

놀을 지표성분으로 하는 원료에 적용 가능한 표준화 시험

법을 확립하고자 하였다. 표준화된 시험법은 시료를 탄닌

산으로서 10 mg을 취하고 증류수 50 mL에 용해하여 30분

간 초음파 추출하고 시험관에 증류수 7.5 mL, 시험용액

1 mL, Folin-Denis 0.5 mL, 35% 탄산나트륨 용액 1 mL를

순서대로 넣어 혼합하고 암소에서 30분간 방치한 후 자외

분광광도계 760 nm 파장에서 측정하는 방법으로 확립하

였다. 건강기능식품의 지표성분(원료 중에 함유되어 있는

화학적으로 규명된 성분 중에서 품질관리를 목적으로 정

한 성분) 시험법은 그 취지에 맞도록 지표성분을 기준으

로 시료량을 설정하고자 하였으며 이에 따라 확립된 표준

화된 총 폴리페놀 시험법에서는 탄닌산을 지표성분으로

시료량을 설정하였다. 또한, 개별 인정시험법에서는 Folin-

Phenol 시약으로 Folin-Ciocalteu를 사용하고 있었으며 건

강기능식품공전에서 사용하고 있는 Folin-Denis와 비교 실

험한 결과 두 시약 모두 양호한 결과를 보였지만, AOAC

(Association of Official Analytical Chemists) 공인시험법에

서도 Folin-Phenol 시약으로 Folin-Denis를 사용하고 있고

Folin-Ciocalteu보다 재현성이 높은 Folin-Denis를 Folin-

Phenol 시약으로 선정하였다. 총 폴리페놀에 대한 피카오

프레토 등 복합물의 개별 인정시험법을 건강기능식품공전

의 구아바잎 추출물 시험법과 단계별로 비교 분석한 결과

를 반영하여 Folin-Phenol 시약, 반응시간·온도, 시료량(지

표성분으로서) 등을 표준화 하였다.

밸리데이션 및 적용성

특이성은 탄닌산 표준용액과 피카오프레토 등 복합물 원

료 모두 760 nm에서 최대파장과 패턴이 일치함을 확인했

으며 정확도를 보기 위한 각각의 농도에서의 회수율은

102.3%, 107.7%, 112.4%로 나타났다(Table 4). 정밀도 확

인을 위한 반복성은 각 농도에서의 상대표준편차가 각 각

3.18%, 0.81%, 0.82%이었고 재현성의 상대표준편차는

2.40%이었다(Table 4). 또한, 직선성은 검량선의 결정계수

Table 2. Recovery of tannic acid according to variation of reaction time and temperature

Folin-phenol 

reagent
Folin-Denis Folin-Ciocalteu

Reaction

Conditions

Time (min)
 Mean ± SD

Recovery (%)
RSD (%) Time (min)

 Mean ± SD

Recovery (%)
RSD (%)

20 92.3 ± 3.88 4.21 20 091.7 ± 10.62 11.57

30 97.3 ± 1.44 1.48 30 100.6 ± 3.34 3.32

40 93.9 ± 3.92 4.17 40 092.4 ± 0.82 0.88

60 92.8 ± 2.92 3.14 60 089.1 ± 8.41 9.44

Temperature (oC)
 Mean ± SD

Recovery (%)
RSD (%) Temperature (oC)

 Mean ± SD

Recovery (%)
RSD (%)

Room temperature 94.4 ± 3.87 4.10 Room temperature 094.1 ± 5.93 6.38

45oC on water bath 89.8 ± 9.55 10.64 45oC on water bath 093.4 ± 5.86 6.27

Table 3. Comparison of recoveries according to sampling amount

Sample
Contents of

tannic acid (mg)

 Mean ± SD 

Recovery (%)
RSD (%)

Extract of

Psidium Guajava 

leaves

2 94.8 ± 3.59 7.57

5 92.8 ± 5.31 11.44

10 97.5 ± 2.65 5.43

25 94.0 ± 3.66 7.79

50 82.4 ± 1.81 4.40

Complex of picao 

preto

2 117.3 ± 2.89 5.14

5 115.1 ± 2.51 4.54

10 122.3 ± 3.79 6.45

25 118.8 ± 2.29 4.01

50 120.2 ± 5.59 9.68
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(r2)는 0.999이상으로 높은 유의수준을 보였으며 탄닌산의

검출한계는 5 µg/mL, 정량한계는 15 µg/mL이었다.

구매한 건강기능식품에 대하여 표준화된 시험법을 이용

하여 지표성분의 함량에 대해 적용성 검토를 수행하였다.

대상 유통 제품에서 고시형 원료인 구아바잎 추출물에 대

해서 1개 제품만을 구매할 수 있었다. 그 결과 구아바잎

추출물 제품의 총 폴리페놀은 표시 함량(기준: 표시량의

80~120%) 대비 105.6%로 적합하였다. 또한, 피카오프레토

등 복합물의 유통제품이 없어 피카오프레토 등 복합물의

원료가 제품화 되었을 경우, 표준화된 시험법의 적용성 검

토를 위해 조제한 단백질, 당류, 지방의 표준시료 중 총

폴리페놀 함량을 분석한 결과 89.1~99.1%로 적합하였다. 

비타민 C 보정

Folin-Phenol의 산화-환원 반응은 폴리페놀 뿐 만 아니

라 비타민 C, 단백질 등에도 반응하는 것으로 알려져 있

다. 건강기능식품공전 시험법의 총 폴리페놀은 고시형 원

료인 구아바잎 추출물에 대한 시험법으로, 건강기능식품

공전의 비타민 C 시험법으로 측정한 비타민 C의 함량이

약 1% 내외로 매우 낮기 때문에 총 폴리페놀의 함량에

영향을 미치지 않아 비타민 C를 보정하지 않고 측정하는

시험법이다. 이에 반해 피카오프레토 등 복합물 중 비타

민 C의 함량은 약 30% 내외로 총 폴리페놀의 함량에 많

은 영향을 미치기 때문에, 현 건강기능식품 공전의 총 폴

리페놀 시험법을 구아바잎 추출물과 피카오프레토 등 복

합물에도 적용 가능하도록 비타민 C의 함량을 보정하는

시험법으로 표준화된 시험법을 확립하였다. 이에 회수율

을 검토한 결과, 원료와 제품 모두 표준물질 탄닌산과

Folin-Denis로 실험한 결과에서 적합한 회수율을 나타내어

시험법으로 사용가능함을 확인하였다. 이에 따라 확립된

시험방법이 해당 품목의 지표성분의 함량을 확인하기에

적합함을 확인하였으며, 국내 건강기능식품 안전관리 기

반을 강화하는데 기여할 것으로 사료된다. 

총 폴리페놀의 함량 (탄닌산으로서, mg/g) =

C: 시험용액중의 탄닌산의 농도(mg/mL)

a: 시험용액 전량(mL)

b: 희석배수

S: 시료무게(g)

D: 건기공전 3-14. 비타민 C(제3법)에 따라 측정한 비타

민 C 함량(mg/g)

E: 흡광도 법으로 측정한 표준품 비타민 C의 함량(mg/g)

F: 비타민 C의 표시함량(mg/g)

*E/F =비타민 C 간섭 보정계수
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국문요약

피카오프레토 등 복합물의 개별인정 시험법인 총 폴리

페놀 시험법에서 Folin-phenol 시약 선정, 발색시약인 35%

탄산나트륨의 반응시간 및 온도, 시료량 등을 비교 실험

하여 총 폴리페놀에 대한 표준화된 시험법을 확립하였다.

총 폴리페놀의 표준화된 시험법의 밸리데이션을 수행한

결과 회수율은 102.3~112.4%, 정밀도의 표준편차는 0.81~

3.18%였으며 검량선의 직선성은 결정계수(r2)가 0.999이상

을 나타냈고 검출한계는 5 µg/mL, 정량한계는 15 µg/mL

이었다. 유통제품에 대해 표준화된 총 폴리페놀 시험법의

C
a b×
S

----------×
⎝ ⎠
⎛ ⎞ D

E

F
---×

⎝ ⎠
⎛ ⎞

–

Table 4. Accuracy, repeatability and reproducibility of total polyphe-

nol obtained by established method

Accuracy

Treatment
Contents of spiked tannic acid (mg/g)

7.2 14.4 21.6

1 7.7 15.6 24.5

2 6.8 15.3 25.2

3 7.6 15.3 22.7

4 7.1 14.6 24.7

5 7.4 16.5 24.1

Measured 

mean (mg/g)
7.3 15.4 24.2

Recovery 

mean (%)
102.3 107.7 112.4

Repeatability

Treatment
Contents of tannic acid (mg/g)

2.5 5.0 10.0

1 2.8 5.6 12.2

2 2.7 5.5 11.9

3 2.6 5.6 12.1

4 2.5 5.6 12.0

5 2.7 5.9 12.2

Measured

mean (mg/g)
2.7 5.6 12.1

% RSD 3.1 0.8 0.8

Reproducibility

Treatment
Laboratory

A B

1 5.69 5.54

2 5.59 5.68

3 5.62 6.00

4 5.66 5.59

5 5.59 5.80

Measured 

mean (mg/g)
5.68

% RSD 2.40



Standardization for Analysis Method of Total Polyphenol in Complex of Picao Preto 49

적용성 검토를 위해 1건의 검체를 수거하여 분석한 결과,

총 폴리페놀 표시 함량 대비 105.6%로 적합하였다.
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