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ABSTRACT - This study was to investigate an analytical method for determining dieckol content in Ecklonia

stolonifera extract. According to the guidelines of International Conference on Harmonization. Method validation was

performed by measuring the specificity, linearity, precision, accuracy, limit of detection (LOD), and limit of quantifi-

cation (LOQ) of dieckol using high-performance liquid chromatography–photodiode array. The results showed that

the correlation coefficient of calibration curve (R2) for dieckol was 0.9997. The LOD and LOQ for dieckol were 0.18

and 0.56 µg/mL, respectively. The intra- and inter-day precision values of dieckol were approximately 1.58-4.39%

and 1.37-4.64%, respectively. Moreover, intra- and inter-day accuracies of dieckol were approximately 96.91-

102.33% and 98.41-105.71%, respectively. Thus, we successfully validated the analytical method for estimating

dieckol content in E. stolonifera extract.
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곰피(Ecklonia stolonifera)는 다년생 갈조류로, 갈조식물

문 갈조강 다시마목 다시마과에 속하며, 우리나라 동해안

과 남해안을 따라 분포하며, 2-10 m 수심의 해안에서 주

로 서식하고 있다. 우리나라에서는 다시마, 미역 등과 함

께 오래전부터 식용으로 이용해오고 있는 해조류이다1).

최근 곰피는 항균, 항염증 활성, 간세포 및 간 독성 보

호, 간 섬유화 억제, 혈중 콜레스테롤 개선, 고혈당 완화

및 혈중 지질 산화도 저하, 장내 포도당 흡수 억제, 항균

활성과 같은 다양한 생리활성에 대한 연구가 보고되었으

며 우수한 기능성 원료로 주목받고 있다2-7). 특히, 곰피추

출물은 체지방 축적을 억제함과 동시에 갈색지방화를 통

한 에너지대사 활성의 증가로 효과적인 항비만 효능을 보

이는 것으로 보고되었다8). 곰피의 주요 기능성 성분으로는

dieckol을 비롯한 phlorotannin류인 phloroglucinol, eckstolonol,

eckol, phlorofucofuroeckol A 및 스테롤 유래의 대사물질

인 fucosterol 등이 있다9-11). 이중에서도 곰피의 다양한 생

리활성은 2차 대사산물인 phlorotannin과 dieckol 성분에

기인하는 것으로 알려져 있다12).

해조류에 함유 되어 있는 phlorotannin 성분은 phenyl과

phenoxy기를 가지는 phloroglucinol을 기본단위로 하는

polyphenols로서 phlorotannin은 phloroglucinol (1,3,5-

trihydroxybenzene)의 중합체 형태로서 갈조류에 널리 분

포하는 주요 지표성분 중에 하나이다13). 곰피에 함유된
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phlorotannin류 중에서 dieckol은 항산화, 항염증 및 항암

활성 뿐만 아니라 마우스모델에서 에탄올에 의해 유발된

지방간에 대한 보호효과를 나타낸다고 보고된바 있다14).

건강기능식품의 시장규모가 점차 성장하고 있고 새로운

기능성 원료에 대한 지속적인 연구가 요구되고 있는 시점

에서 곰피와 같은 우수한 생리적 기능성을 가진 국내산

원료를 활용하여 건강기능식품 기능성 원료 개발을 위해

서는 원료의 표준화를 위한 지표성분의 선정과 분석법의 유

효성, 타당성 및 신뢰성 검증에 대한 연구가 필요하다15-17).

현재 dieckol의 분석법에 대한 일부 연구결과들이 보고되

고는 있으나18,19), 이들 논문에서는 감태 내 dieckol 분석법의

유효성 검증에 관한 연구이다. 또한 Goo 등20)은 곰피 내 주

요한 phlorotannin인 eckol, dieckol, phlorofucofuroeckol-A에

대한 동시분석법에 관한 연구가 보고 되였으나 분석법 시

간이 긴 단점이 존재한다. 따라서 본 연구에서는 곰피추

출물의 지표성분인 dieckol 분석법에 대한 정확성 및 정밀

성, 회수율 등의 유효성 검증 및 검출한계와 정량한계에

대한 기초자료를 확보하고자 분석법 개선 및 ICH 가이드

라인을 활용하여 분석법 검증을 실시하였다.

Materials and Methods

실험재료 및 시약

 본 실험에 사용한 곰피추출물은 Naturalway Co., Ltd.

(Pocheon, Korea)으로부터 제공 받아 사용하였다. 곰피 원

물을 70% 에탄올로 9시간 추출하고 여과 후 40oC에서 진

공도 -500-600 mmHg 조건으로 회전농축기(Tokyo

Rikakikai Co., Ltd, Tokyo, Japan)를 사용하여 진공농축하

였고 -47oC에서 48 시간 이상 동결건조하여 곰피추출물을

제조하였다. 표준물질 dieckol은 Avention Co., Ltd

(Songdo, Korea)에서 구입하여 사용하였고 순도는 98%이

다. 분석에 사용한 formic acid 등의 시약들은 Sigma (St.

Louis, MO, USA.)에서 구입하였으며 acetonitrile, ethanol,

methanol은 J.T. Baker (Phillipsburg, NJ, USA)에서 구입하

여 사용하였다.

지표성분 dieckol 분석

Dieckol의 HPLC 분석을 위하여 Bang 등14)의 분석방법

을 변형하여 진행하였으며 분석에 사용한 기기는 Waters

996 Photodiode Array Detector (Waters, Milford, MA,

USA)가 장착된 Waters 2695 Separation Module HPLC

system (Waters, Milford, MA, USA)을 사용하였고 분석

컬럼은 Capcell pak C18 (250×4.6 mm, 5 μm, Osaka soda,

Osaka, Japan)을 사용하였다. 이동상은 0.1% formic acid

(A)와 acetonitrile (B)을 0-15 min: A;74%, B;26%, 15-

18 min: A;0%, B;100%, 18-20 min: A;74%, B;26%의 이

동상 조건으로 분석시간은 20 min 하였고 검출 파장은

230 nm, 컬럼 온도 25oC, 이동상 유속은 1 mL/min, injection

volume은 10 μL로 설정하였다(Table 1).

표준용액 및 시험용액의 조제

Dieckol 표준물질을 10 mg을 칭량 한 뒤, 10 mL 정용플

라스크를 이용하여 methanol로 정용하여 1000 μg/mL 농

도의 stock solution을 제조하였다. Working solution은

dieckol stock solution을 이용하여 각각 1.56, 3.13, 6.25,

12.5, 25, 50, 100 μg/mL이 되도록 methanol로 희석하여 사

용하였다. 시험용액은 곰피추출물 25 mg을 취한 뒤 25 mL

정용플라스크를 이용하여 70% methanol로 정용한 후

30 min 동안 sonicator로 처리한 후, 원심분리하여 상층액

을 0.45 μm syringe filter (Whatman, Maidstone, UK)로 여

과하여 시험용액으로 하였다.

지표성분 분석법 유효성 검증

ICH (International Conference for Harmonization) 가이

드라인을 근거로 하여 개선된 분석법의 특이성(specificity),

직선성(linearity), 정밀성(precision), 정확성(accuracy), 검출

한계(limit of detection, LOD) 및 정량한계(limit of quantification,

LOQ)를 측정하여 유효성을 확인하였다21). 

특이성

Dieckol 표준물질 및 곰피추출물을 HPLC-PDA로 분석

하여 얻은 chromatogram을 비교하여 dieckol의 머무름시

간을 확인하였으며 동일한 spectrum을 나타내는지 photo-

diode-array (PDA) spectrum을 통해 확인하였다.

Table 1. HPLC analytical conditions for dieckol content of Ecklo-

nia stolonifera extract

Instrument Conditions

Column
Capcell pak C18 UG120

 (5.0 ìm, 4.6 mm×250 mm)

Column temp. 25oC

Mobile phase

(Gradient)

Time (min) Aa) (%) Bb) (%)

0 74 26

15 74 26

18 0 100

20 74 26

Detector Waters 996 Photodiode Array Detector (230 nm)

Flow rate 1.0 mL/min

Injection volume 10 µL

Run time 20 min

a) 0.1% formic acid in water.
b) Acetonitrile.
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직선성

Dieckol 표준물질을 1.56-100 µg/mL으로 7 point 농도로

희석한 working solution으로 HPLC-PDA를 이용하여 3회

반복 측정했다. 분석한 표준물질의 농도와 peak 면적에 대

한 비의 관계를 나타내는 표준검량선을 작성하고 검량선

에서 얻은 검량선의 상관계수(correlation coefficient, R2)

값을 통해 직선성을 확인하였다.

정밀성 및 정확성

곰피추출물을 1000 µg/mL의 농도로 제조한 후 표준용

액 dieckol을 저농도(2.5 µg/mL), 중간농도(5 µg/mL), 고농

도(10 µg/mL)가 되도록 첨가하였다. 일내(Intra-day) 정밀

성 및 정확성을 확인하기 위해 HPLC-PDA를 이용하여 하

루 동안에 3회 반복 분석하였다. 일간(Inter-day) 정밀성 및

정확성은 3일간 반복하여 확인하였다. 분석하여 얻어진 표

준물질과 시료의 peak 머무름 시간(retention time)과 PDA

spectrum의 일치함을 비교하여 표준물질을 분석하였고

dieckol 표준용액으로 작성한 검량선에 2.5, 5, 10 µg/mL의

농도로 제조한 시험용액의 peak 면적을 대입하여 dieckol

의 농도를 계산하였다.

결과 값의 상대표준편차(relative standard deviation, RSD)

로 일내 및 일간 정밀성을 확인했으며, 정확성은 다음 식

을 이용하여 첨가한 농도에 대비하여 분석된 농도의 회수

율을 산출하여 정확성을 확인하였다.

Cf: Concentration of spiked sample 

Cu: Concentration of sample

Ca: Concentration of standard

검출한계 및 정량한계

곰피추출물에서 dieckol의 검출한계(LOD) 및 정량한계

(LOQ)는 검량선의 기울기와 표준편차를 근거하여 다음 식

을 이용하여 확인하였다.

Results and Discussion

지표성분 dieckol의 크로마토그램을 이용한 특이성 확인

곰피추출물에 함유된 지표성분 dieckol을 분석하기 위하

여 기존의 보고된 Bang 등14)의 분석법으로 dieckol 분석

을 재현해 본 결과, 분석시간이 80 min이지만 dieckol의

peak 머무름 시간은 11 min 때로 검출되어 불필요한 분석

시간이 있는 문제점을 발견하여 최적 분석조건을 위해 기

기조건을 일부 개선하였다(Table 1). 개선한 분석조건으로

HPLC-PDA를 이용하여 dieckol 표준물질에 대한 최대흡수

파장을 검토하였고, 그 결과 dieckol은 202 nm, 232.6 nm,

290.6 nm에서 최대흡수 파장을 나타내었다(Fig. 1). 최적

면적값을 나타내는 파장 값은 202 nm이었으나, 저파장대

영역이기 때문에 간섭물질로 인해 안정적인 peak를 얻기

위해서 최적분석 파장을 230 nm로 설정하였다. 특이성은

Limit of detection (LOD) Limit of quantitation (LOQ)

 σ: The standard deviation of the response

 S: The slope of the calibration curve

% recovery
C
f

C
u

–( )

C
a

-------------------- 100×=

LOD
3.3σ

S
-----------= LOQ

10σ

S
---------=

Fig. 1. PDA spectrums of dieckol in STD and Ecklonia stolonif-

era extract

Fig. 2. HPLC chromatograms of dieckol. Standard (A), Ecklonia

stolonifera extract (B).
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분석대상 물질이 추출물, 불순물, 분해물 등이 혼합되어 있

는 시료에서 분석 대상물질을 선택적으로 측정할 수 있는

능력을 말하며 분석대상물질이 기타 물질들과의 간섭없이

분리되고 인접한 피크와의 분리도(resolution)를 산출하여 특

이성을 확인한다. 표준용액과 곰피추출물의 chromatogram을

비교하여 dieckol의 peak가 분리됨을 확인한 결과 Fig. 2

와 같다. Dieckol은 다른 물질의 간섭없이 분리되었으며

dieckol의 표준용액과 곰피추출물에서의 머무름 시간

(Retention time, RT)이 일치하는 것을 확인하였다. 또한

Fig. 1에서의 dieckol의 PDA spectrum 결과에서도 표준용

액과 곰피추출물에서 동일한 spectrum을 나타내어 분석법

의 특이성을 확인할 수 있다.

검량선을 이용한 직선성 확인

Dieckol 표준용액을 1000 μg/mL 농도의 stock solution을

제조한 후 1.56, 3.13, 6.25, 12.5, 25, 50, 100 µg/mL 농도

로 단계적으로 희석하여 HPLC-PDA로 분석한 결과 dieckol

의 표준검량선은 y=7352.89x-4233.57으로 나타났으며 상

관계수(R2) 값은 0.9997로 우수한 직선성을 보였다(Table 2).

정밀성 및 정확성

 정밀성이란 균질화 된 시료에 대해 일정한 조건에서 일

련의 연속적인 분석하였을 때 얻은 각 측정 값 사이의 근

접성을 표현하며 상대표준편차(relative standard deviation,

RSD)를 산출함으로써 평가하였다. 곰피추출물에서 dieckol

의 정밀성은 Table 2와 같이 일내(intra-day) 정밀성에서

1.58-4.39%를 나타내었고 일간(inter-day) 정밀성에서는 1.37-

4.64%로 5% 이하의 우수한 정밀성을 나타내었다.

농도를 알고 있는 곰피추출물(1000 μg/mL)에 dieckol 표

준용액을 최종농도가 각각 저농도(2.5 μg/mL), 중간농도

(5 μg/mL), 고농도(10 μg/mL)가 되도록 첨가한 뒤 회수율

을 측정하여 정확성을 평가하였다. 그 결과는 Table 2와

같이 곰피추출물에서 dieckol의 일내 정밀성은 96.91-

102.33%를 나타내었으며, 일간 정확성은 98.41-105.71%로

우수한 정확성을 나타내었다.

검출한계 및 정량한계

ICH 가이드라인에 근거하여 반응의 표준편차와 기울기

로부터 산출한 검출한계와 정량한계의 결과는 검출한계

(LOD) 값은 0.18 µg/mL로 측정 되었으며 정량한계(LOQ)

값은 0.56 µg/mL로 나타났다. 이상의 결과를 통해 곰피추

출물에서 dieckol은 제시된 분석방법을 이용하여 정량분석

이 가능한 것으로 나타났다(Table 2). 

곰피추출물의 dieckol 함량분석

개선된 분석법을 이용하여 곰피추출물 내 dieckol의 함량

을 분석한 결과는 Table 3와 같이, dieckol은 27.39 ±

0.50 mg/g dry weigh의 함량을 함유하고 있는 것으로 분

석되었다. 이는 식품의약품안전처에서 건강기능식품 기능

성 원료 표준화시 지표성분 함량 표시량의 경우 분석오차

를 고려하여 표시하고자 하는 값에 대한 하한치와 상한치

를 설정하며 추출물의 경우는 표시량의 80-120%를 원칙

으로 하므로 곰피추출물의 지표성분 dieckol 함량 분석 결

과는 향후 곰피추출물의 기준 규격 설정시 지표성분 함량

설정에 기초자료로 활용될 수 있을 것으로 사료된다. Jin

등22)의 연구에서 곰피추출물 중 dieckol의 함량이 23.7±

0.21 mg/g dry weigh으로 보고되었으며 이는 본 논문에서

측정한 dieckol 함량과의 차이가 80-120%이내 이다. 또한

본 연구진은 개선된 분석법을 이용하여 곰피추출물을 함

유한 인체적용시험식품에 대한 항비만 연구에서 인체적용

시험식품 중의 dieckol 함량을 분석하므로 개선된 분석법

의 활용성을 확인하였다23).

Table 2. Correlation coefficients of the calibration curves, limits of detection (LOD) and quantification (LOQ), and recoveries of dieckol

from Ecklonia stolonifera extract spiked at three different concentrations

Analyte
Range

(µg/mL)
Slope Intercept

Correlation 

coefficient

(R²)

LOD

(µg/mL)

LOQ

(µg/mL)

Concentration

(µg/mL)

Mean±SD

(µg/mL)

RSD

(%)

Recovery

(%)

Dieckol 1.56-100 7352.89 -4233.57 0.9997 0.18 0.56

 Intra

-day

2.5 2.42±0.111) 4.39 96.91

5 5.10±0.19 3.82 101.90

10 10.23±0.16 1.58 102.33

 Inter

-day

2.5 2.46±0.03 1.37 98.41

5 5.09±0.24 4.64 101.90

10 10.57±0.45 4.30 105.71

1)Values are mean±SD in triplicate (n=3).

Table 3. Content of dieckol in Ecklonia stolonifera extract

Compounds (mg/g dry weigh) 

Sample Analytes Mean±SD

Ecklonia stolonifera extract Dieckol 27.39±0.50
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국문요약

본 연구에서는 곰피추출물을 이용하여 건강기능식품 개

발 시 원료의 표준화를 위하여 HPLC-PDA를 이용하여 지

표성분 dieckol의 분석법 개선 및 검증을 실시하였다. 분석

법의 유효성 검증은 ICH가이드라인에 근거하여 특이성, 직

선성, 정확성, 정밀성, 검출한계 및 정량한계를 통해 신뢰

성 및 타당성을 검증하였다. 지표성분 dieckol 분석을 위

하여 0.1% formic acid가 첨가된 water와 acetonitrile을 이

동상으로 사용하였고 컬럼은 Capcell pak C18을 사용하여

HPLC를 이용한 분석방법에서 표준용액과 곰피추출물의

지표성분 dieckol 피크 머무름 시간 일치하고 다른 물질의

간섭을 받지 않는 것을 확인하였으며, PDA spectrum이 일

치하므로 특이성을 확인하였다. Dieckol의 검량선의 상관

계수(R2)은 1에 가까운 높은 상관계수 값 0.9997로 높은 직

선성을 확인할 수 있었으며 분석에 적합함을 알 수 있었다.

농도를 알고 있는 곰피추출물에 dieckol 표준용액을 최종

농도가 각각 저농도(2.5 μg/mL), 중간농도(5 μg/mL), 고농도

(10 μg/mL)가 되도록 첨가하여 정밀성 및 정확성을 계산하

였다. 정밀성은 일간, 일내 정밀성으로 확인하였으며, intra-

day 및 inter-day 분석에서 RSD는 각각 1.58-4.39%, 1.37-

4.64% 수준으로 5% 이하의 우수한 정밀성을 보였다. 정확

성 측정결과 intra-day 및 inter-day 분석에서 회수율은 각각

96.91-102.33% 및 98.41-105.71%로 우수한 정확성을 나타

내었다. 검출한계(LOD)와 정량한계(LOQ)는 0.18 μg/mL,

0.56 μg/mL로 각각 확인되였으며 낮은 농도에서도 검출이

가능함을 보였다. 확립된 분석법은 특이성, 직선성, 정밀성

, 정확성, 검출한계 및 정량한계에 대한 분석법 검증결과가

모두 우수한 분석방법임을 증명하였다. 또한 검증된 분석

법을 이용하여 곰피추출물 중 함유한 dieckol 함량을 분석

한 결과 27.39±0.50 mg/dry weight g로 분석되었다. 본 연

구는 HPLC-PDA를 이용한 곰피추출물의 지표성분인 dieckol

의 분석방법을 개선 및 유효성 검증을 진행하여 과학적으

로 신뢰성이 있는 적합한 분석방법임이 검증되었다.
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