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ABSTRACT This study developed and validated a high-performance liquid chromatography (HPLC) analysis method 
for the quantification of fucose in Sargassum horneri extracts. HPLC was performed using a YMC-Pack ODS-AQ 
column (250 mm×4.6 mm, 5 μm) with a flow rate of 1.0 mL/min at 40°C, and detection was conducted at a wavelength 
of 250 nm. The validation of the method was assessed by evaluating specificity, accuracy, precision, limit of detection, 
limit of quantitation, and linearity. With respect to specificity, the retention time of the fucose standard solution matched 
that of the fucose in the Sargassum horneri extract. The linearity exhibited a correlation coefficient (R2) above 0.998. 
The accuracy assessment revealed a recovery rate ranging from 94.0±2.5% to 95.6±0.4% for different concentrations. 
The overall relative standard deviation (%RSD) for precision was 0.94%, indicating good repeatability, and the mean 
value over three days of analysis was 9.69±0.05 mg/g with a %RSD of 0.47%, demonstrating reproducibility. The 
limits of detection and quantitation were determined as 2.04 μg/mL and 6.19 μg/mL, respectively. Based on these 
results, the developed HPLC analysis method for fucose in Sargassum horneri extract could be considered reliable 
and reproducible.
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서   론

괭생이모자반(Sargassum horneri)은 갈조식물문(phae-

ophyta)의 모자반과(sargassaceae)에 속하는 갈조류로 주

로 우리나라 남해안 연안 및 일본, 중국 연안에 폭넓게 분포

하고 있다. 바닷가 암반에서 자라다가 1~2월 중 떨어져 나

가 바다 위를 떠다니며 자란 뒤 수온이 높아지는 7월 사라지

는 특성을 보인다(Choi 등, 2020). 중국은 지난 2011년부터 

저장성 저우산군도 인근 해역에 바다숲을 조성하고 치어 서

식에 유리한 괭생이모자반을 대량 양식하고 있다. 저장성 

연안에서 자라던 모자반이 쿠로시오 난류를 만나 북상하다

가 지류인 대마난류에 실려 그 일부가 제주도 주변 바다에 

대량 유입되고 있다.

2016년 국립수산과학원은 괭생이모자반의 식품학적 성

분분석자료, 전통 식용 사례나 식품으로서의 가치를 증명할 

수 있는 국내외 자료를 분석해 모자반류의 식품원료 등록을 

신청하여 식품의약품안전처 고시 제2023-56호 [별표1] 식

품에 사용할 수 있는 원료로 등록하였다. 최근 연구를 통해 

괭생이모자반의 면역, 항산화, 체지방 감소, 피부질환 개선 

등 다양한 생리활성이 확인(Kang 등, 2020; Kim 등, 2018; 

Kim 등, 2020; Kwon 등, 2019)되어 기능성 원료로 가능성

이 확인되었다. 괭생이모자반에는 기능성 다당류의 일종인 

후코이단(fucoidan), 알긴산(alginic acid), 라미나란(lami-

naran) 등이 활성 성분으로 함유되어 다양한 생리활성을 나

타내는 것으로 보고되었다(Ermakova 등, 2011; Sanjeewa 

등, 2017; So 등, 2007). 후코이단은 주로 갈조류에 함유된 
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Fig. 1. Chemical structure of fucose. 

세포벽의 구성 성분으로 L-fucose를 기본 구성당으로 α(1

→2) 또는 α(1→3) 배당결합을 갖고 있다(Mian과 Percival, 

1973).

후코이단은 fucose 57%, sulfate 38%, galactose 4%, 

xylose 1.5%, uronic acid 등으로 구성되어 있다(Berteau

와 Mulloy, 2003; Kim 등, 2011). 해조류 유래 후코이단은 

항염, 항산화, 혈행 개선, 심혈관 질환 개선, 체지방 감소 

등과 같은 다양한 생리활성이 있는 것으로 보고되고(Kim과 

Lee, 2012; Palanisamy 등, 2017; Ryu와 Chung, 2016; 

Sanjeewa 등, 2019; Xu 등, 2018) 있다.

그러나 후코이단의 시험법 개발 및 검증에 관한 연구는 

미비하여 괭생이모자반에 함유된 후코이단의 함량을 표준

화하기 어려운 실정이다. 지표성분은 원료 내 화학적으로 규

명된 성분 중에서 품질관리의 목적으로 정한 성분으로 원료 

표준화를 위해서는 지표물질의 선정 및 시험법 개발이 요구

된다. 현재 괭생이모자반의 기능성 성분 중 후코이단의 분석

법이 보고되었으나(Dische와 Shettles, 1948; Gibbons, 

1955; Zhao 등, 2016), 대부분 정확성이나 정밀성, 회수율 

등의 유효성 검증이 되지 않아 실제 제품에 적용하기 어려운 

실정이다(Hong 등, 2019). 이를 확인한 선행연구(Hong 등, 

2019)에서 괭생이모자반 유래 후코이단 분석을 위해 3- 

methyl-1-phenyl-5-pyrazolone을 유도체화한 후 UPLC- 

DAD/TOF-MS를 이용하였다. 본 연구에서는 분석의 용이

성을 위해 범용장비인 HPLC를 이용하여 분석법을 개발 및 

검증하였다. 

본 연구에서는 괭생이모자반을 활용하여 기능성 소재 및 

제품을 개발하기 위해 지표성분을 후코이단 구성 단당류 중 

57%로 가장 많은 함량을 차지하고 있는 fucose를 지표물질

로 선정하고 원료 표준화를 위한 분석법 확립 및 유효성을 

검증(validation)하였다. 

재료 및 방법

재료 및 시약 

본 실험에 사용한 괭생이모자반은 2022년 5월 제주도 하

도리와 이호리 해상에서 채취하였다. 채취한 괭생이모자반

은 3회 세척하여 염분을 제거한 후 열풍건조기(Khd-100, 

Korea Bio Solutions., Ltd.)에서 65°C, 48시간 건조 후 분

쇄하였다. 분쇄한 괭생이모자반에 30배의 정제수를 가하여 

90°C에서 6시간 동안 열수 추출하였다(Cosmos 700, 

Kyungseo E&P Co.). 추출물은 -65°C의 온도에서 농축기

(Rotavator R-300, Bunch Co.)를 이용하여 추출물 용량이 

10 L가 될 때까지 농축하였다. 농축 후 동결건조기(Lp300, 

Ilsinbiobase Co.)에서 -80°C, 4일간 동결건조한 괭생이모

자반을 분말화하여 사용하였다. 분석에 사용한 fucose의 표

준물질(Fig. 1)은 L-(-)-Fucose(Sigma-Aldrich Co.)를 

구입하여 사용하였다.

표준용액의 재료

표준품인 fucose 약 2.5 mg을 정밀하게 달아 25 mL의 

정용플라스크에 취한 후 정제수를 가해 초음파 추출기에서

(Powersonic 620, Hwashin Instrument) 10분간 완전히 

녹여 사용하였다. 상기 용액을 방랭 후 정용하여 표준원액으

로 하였고 표준원액은 정제수로 적절히 희석하여 검량선 작

성을 위한 표준용액으로 조제하였다. 

시험용액 조제

괭생이모자반 추출물 25 mg을 15 mL conical tube 

(Falcon)에 취한 후 4 M trifluoroacetic acid(Sigma-Al-

drich Co.) 4 mL를 넣고 90°C heating block(Wisblok-

BathTM SHB-96D, SciLab Korea Co.)에서 2시간 반응시

킨 후 상온에서 방랭하였다. 위 용액을 중성화하기 위해 4 

M NaOH 4 mL를 넣고 방랭 후 정제수를 이용하여 10 mL로 

정용하였다. 시험용액과 표준품의 유도체화를 위하여 표준

용액과 시험용액을 각각 test tube에 1 mL씩 넣고 0.3 M 

NaOH 1 mL와 메탄올에 용해한 0.5 M 3-methyl-1-phen-

yl-2-pyrazoline-5-one(Sigma-Aldrich Co.) 시약 1 mL

를 혼합하였다. 용액을 70°C heating block에서 30분간 반

응시켜 상온에서 방랭 후 0.3 M HCl을 1 mL 첨가하여 중화

하였다. 이후 chloroform 2 mL를 넣어 물 층과 분리 추출한 

후 물 층을 분리하여 chloroform 2 mL를 넣어 한 번 더 

분리 추출하였다. 층 분리를 충분히 한 후 물 층을 얻어 0.45 

μm nylon filter(Whatman)로 여과 후 기기분석에 사용하였

다.

분석 조건

괭생이모자반의 지표성분인 fucose의 분석을 위해 diode 

array detector(DAD)가 장착된 HPLC(1260 Infinity Ⅱ, 

Agilent Technologies)를 사용하였고, 분석 칼럼은 YMC 

ODS-AQ(250×4.6 mm, 5 μm)(YMC Co.)를 이용하였다. 

괭생이모자반 분석을 위한 이동상 조건은 Table 1에서와 

같은 조건으로 분석하였다. 시료 주입량은 10 μL이고, 1.0 

mL/min의 유속으로 UV 250 nm 파장에서 측정하였다.

분석물질의 fucose의 함량 계산

Fucose 표준용액의 피크 면적으로 검량선을 작성하고 검

량선 식을 이용하여 시험용액 중의 fucose의 농도를 구한 

후 아래 식을 이용하여 함량을 계산하였다. 
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Table 1. HPLC conditions for analysis of fucose
Instrument
Detector
Wavelength
Oven temperature
Injection volume
Column

Agilent 1260 Infinity Ⅱ
DAD
250 nm
40°C
10 μL
YMC-Pack ODS-AQ (250 mm×4.6 mm, 5 μm)

Mobile phase

A: 0.05 M potassium dihydrogen phosphate (pH 6.9) : acetonitrile＝85:15 (v/v)
B: 0.05 M potassium dihydrogen phosphate (pH 6.9) : acetonitrile＝60:40 (v/v)

Time (min) A (%) B (%)
0
9

30
33
35

90
86
36
36
90

10
14
64
64
10

Flow rate 1.0 mL/min

Table 2. Accuracy of analytical method for fucose in Sargassum horneri extract

Level
Concentration of standard solution (μg/mL) Recovery (%)

%RSD2)

Added Recovered Mean±SD1)

Low (50%)
Medium (100%)
High (200%)

 5.948
11.895
23.790

 5.672
11.180
22.738

95.4±3.8
94.0±2.5
95.6±0.4

4.00
2.69
0.37

1)Each value was the mean±SD (n=3).
2)Relative standard deviation.

Fucose의 함량(μg/mg)＝
A×B×C×D

E

A: 시험용액 중의 fucose의 농도(μg/mL)

B: 시험용액의 전량(mL)

C: 표준품 순도

D: 희석배수

E: 시료 채취량(mg) 

정량분석법 검증 

괭생이모자반의 fucose 분석법 개발은 AOAC(2016)와 

건강기능식품 기능성 원료 및 기준･규격 인정에 관한 규정

(식품의약품안전처 고시 제2021-66호; MFDS, 2021)에 따

라 특이성(specificity), 정확도(accuracy), 정밀도(preci-

sion), 정량한계(limit of quantification), 직선성(linearity)

의 parameter를 결정하였으며, Shabir 문헌(2004)을 참고

하여 검증하였다.

특이성은 공시험 용액을 분석하여 표준용액, 시험용액의 

분석에 간섭현상이 있는지를 확인하고 표준용액, 시험용액

의 머무름시간, 스펙트럼이 일치하는지 여부를 확인하였다. 

정확도 측정을 위해 3개 이상 농도 범위의 표준용액을 제조

하고, 이에 대해 Table 2와 같이 시험용액 중 검출농도가 

5.948, 11.895, 23.790 μg/mL가 되도록 spiking을 하였다. 

표준물질 spiking은 시료 약 25 mg을 취한 후, 시료 중에 

함유된 지표(기능)성분의 함량이 약 50%, 100%, 200%의 

농도가 되도록 표준용액(237.9 μg/mL)을 0.25 mL, 0.5 mL, 

1 mL씩 첨가하여 회수율을 측정하였다. 정밀도는 반복성과 

재현성을 확인하였다. 정밀도는 시료량의 약 50%, 100%, 

200%에 해당하는 양인 12.5 mg, 25 mg, 50 mg을 정량하

고 5회 이상 반복 측정하여 반복성을 측정하였다. 재현성 

확인을 위해 시료량을 정량하고 시험자, 기기, 일자를 달리

하여 5회 이상 반복 측정하여 상대표준편차를 구하였다. 정

량한계 분석을 위해 직선성을 통해 확인된 검량선의 기울기

와 y-절편의 표준편차에 근거하는 방법으로 계산하였다. 직

선성 확인을 위해 3.5313~120.5000 μg/mL 농도 범위 내

에서 5개 농도의 표준용액을 제조하여 3회 분석한 후 각각

의 검량선을 확인하였다. 모든 상대표준편차(relative stand-

ard deviation, RSD)는 표준편차를 평균으로 나누어 백분율

(%)로 계산하였다.

결과 및 고찰

특이성 확인

특이성은 불순물, 분해물, 배합성분 등이 많이 혼재된 물

질에서 분석대상물질을 선택적으로 정확하게 측정할 수 있

는 능력이다. Table 1과 같이 fucose 표준용액과 괭생이모

자반 추출물을 분석한 후, 크로마토그램과 UV 스펙트럼을 

비교하였다(Fig. 2). 그 결과 표준용액과 괭생이모자반의 

UV 스펙트럼에서 동일한 스펙트럼을 나타냈으며 fucose 
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A

B

C

           Fig. 2. HPLC chromatogram of (A) blank, (B) standard solution, and (C) Sargassum horneri extract.

표준용액과 괭생이모자반 추출물의 피크 유지시간(reten-

tion time, RT)은 각각 24.59분과 24.63분으로 일치하였다. 

공시험용액을 분석하여 표준용액, 시험용액의 분석에 간섭

현상이 없음을 확인하였고 표준용액, 시험용액의 머무름시

간, 스펙트럼 등이 일치함을 확인하였다(Fig. 2). 또한 표준

용액과 괭생이모자반 추출물의 HPLC 분석 결과, λmax가 

250 nm로 동일한 스펙트럼을 나타내는 것을 확인하였다

(Fig. 3). 특이성 분석을 통해 본 분석법은 특이성이 있음을 

확인하였다. 

직선성 확인 

직선성을 확인하기 위해 fucose(3.5313~120.5000 μg/ 

mL) 농도 범위 내에서 5개 농도의 표준용액을 제조하여 3회 

분석한 후 각각의 검량선을 작성하였다. 그 결과 검량선의 

결정계수(R2)는 3회 분석 모두 0.998 이상 확인되어 높은 

직선성을 나타냈다(Fig. 4). 직선성은 적절한 정밀도, 정확

도를 충분히 제시할 수 있는 일정 범위에 있는 검체 중 분석

대상물질의 양(또는 농도)에 대하여 직선적인 측정값을 얻

어낼 수 있는 능력으로 검량선의 결정계수 확인을 통해 직선

성이 있음을 확인하였다. 

정확도 확인

첨가된 표준용액 fucose 이론농도는 저농도에서 5.948 

μg/mL, 중농도 11.895 μg/mL, 고농도 23.790 μg/mL이며 

첨가된 표준물질 검출농도는 농도별 3회 반복실험 결과 평

균 5.672 μg/mL, 11.180 μg/mL, 22.738 μg/mL로 나타났

다. 평균 회수율은 저농도에서 95.4%, 중농도 94.0%, 고농

도 95.6%로 각각 나타났다. AOAC 기준(≥1%(1 g/100 g)일 

때, 92~105%)에 충족하였다. 정확도는 측정값이 이미 알고 

있는 참값이나 표준값에 근접한 정도를 뜻하며 본 분석법에
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Table 3. Content of fucose according to sample weight in Sargassum horneri extract

Sample weight (mg)
Content of fucose in Sargassum horneri extract

Mean±SD1) (mg/g) %RSD2) Mean±SD (mg/g) %RSD
12.5 (50%)
 25 (100%)
 50 (200%)

9.49±0.47
9.64±0.31
9.47±0.45

4.95
3.20
4.80

9.53±0.09 0.94

1)Each value was the mean±SD (n=5).
2)Relative standard deviation.

A B

Fig. 3. Photo spectrum of (A) fucose standard solution and (B) fucose in Sargassum horneri extract.

Fig. 4. Calibration curve of fucose standard solution. 

서 높은 회수율을 나타내 정확도를 확인하였다(Table 2).

정밀도 확인

반복성: 제시된 시험방법에서 시료량의 50%, 100%, 200 

%에 해당하는 양인 12.5 mg, 25 mg, 50 mg을 정량하여 

5회 이상 반복 측정하여 반복성을 측정하였다. 12.5 mg, 25 

mg, 50 mg에서 각각 9.49±0.47 mg/g, 9.64±0.31 mg/g, 

9.47±0.45 mg/g으로 측정되었으며 전체평균은 9.53± 

0.09 mg/g으로 나타났다. 정밀도는 균일한 검체로부터 여

러 번 채취하여 얻은 시료를 정해진 조건에 따라 측정하였을 

때 각각의 측정값들 사이의 근접성(분산 정도)을 나타낸다. 

전체 %RSD는 0.94%로 나타나 AOAC 기준(1%(1 g/100 g)

일 때, RSD 2%)으로 반복성이 있음을 확인하였다(Table 3).

재현성: 시료량을 정량하여 시험자, 기기, 일자를 달리하

여 5회 이상 반복 측정하여 상대표준편차를 구하였다. 3일

간 반복하여 분석한 결과 전체 평균값은 9.69±0.05 mg/g, 

상대표준편차(%RSD)는 0.47%로 나타났다. 이는 AOAC 재

현성(1%(1 g/100 g)일 때, RSD 4%) 범위 이내에 있음을 

확인하였다(Table 4).

검출한계 및 정량한계 확인

검출한계는 균질화된 검체 중 존재하는 분석대상물질의 

최소한의 검출 가능한 양을 뜻하며 정량한계는 적절한 정밀

성과 정확성을 가진 검체 중 정량값으로 표현할 수 있는 분

석대상물질의 최소량을 나타낸다. 검출한계와 정량한계는 

각각 2.04 μg/mL와 6.19 μg/mL로 나타났다(Table 5).

검출한계 및 정량한계 확인 괭생이모자반 추출물의 fucose 

함량

괭생이모자반의 건강기능식품 기능성 원료 인정을 위해 

후코이단 구성 단당류인 fucose를 범용적 장비인 HPLC를 

사용하여 분석하였고 UV detector를 이용하여 기존 당류 
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Table 4. Content of fucose according to interday precision in Sargassum horneri extract

Interday precision1) Content of fucose in Sargassum horneri extract
Mean±SD2) (mg/g) %RSD3) Mean±SD (mg/g) %RSD

A (1 day)
B (2 day)
C (3 day)

9.73±0.28
9.64±0.31
9.70±0.14

2.86
3.20
1.47

9.69±0.05 0.47

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

Table 5. Regression equation for Sargassum horneri extract
Compound Regression equation Correlation coefficient LOD1) (μg/mL) LOQ2) (μg/mL)

Fucose y＝86.39x－63.76 0.9993 2.04 6.19
1)Limit of detection.
2)Limit of quantitation.

분석에 사용된 RI detector보다 낮은 농도로 검출이 가능함

을 확인하였다. 또한 괭생이모자반 추출물의 fucose 분석 

방법의 특이성, 직선성, 정확도, 정밀도가 적합함을 확인하

였다. 해당 분석법으로 괭생이모자반 추출물의 fucose 함량

을 측정한 결과 9.69±0.05 mg/g으로 확인됐다. 본 연구를 

통해 괭생이모자반 유래 fucose의 표준화 및 건강기능식품 

개별인정을 위한 기초자료로 활용 가능할 것으로 판단된다. 

요   약

본 연구는 괭생이모자반의 기능성 원료로 개발하고자 원료 

표준화를 위해 지표물질을 선정하여 분석법 개발 및 검증을 

실시하였다. 괭생이모자반 추출물의 지표성분을 fucose로 

설정하고 이에 대한 HPLC 분석법을 확립하여 유효성 검증

을 실시하였다. 분석법 유효성 검증은 특이성, 직선성, 정확

도, 정밀도(반복성 및 재현성)를 확인하였다. 그 결과 표준용

액과 괭생이모자반 추출물 간의 HPLC 크로마토그램의 UV 

spectrum의 일치 여부를 확인하였고 다른 물질과 간섭 없

이 피크가 분리된 것을 확인하였다. 또한 표준용액 검량선의 

결정계수(R2)는 3회 분석 모두 0.998 이상으로 확인되어 적

합하였다. 정확도는 시료 약 25 mg을 취한 후, 시료 중에 

함유된 지표(기능)성분의 함량이 50%, 100%, 200%의 농

도가 되도록 표준용액(237.9 μg/mL)을 0.25 mL, 0.5 mL, 

1 mL씩 첨가하여 회수율을 확인한 결과 94.0~95.6%로 나

타나 정확도가 있는 것으로 확인되었다. 정밀도 확인에서도 

시료량의 50%, 100%, 200%에 해당하는 양을 정량하여 5

회 이상 반복 측정한 결과 상대표준편차(%RSD)는 0.94%로 

나타났고, 시료량을 정량하여 시험자, 기기, 일자를 달리하

여 5회 이상 반복 측정하여 상대표준편차를 구한 결과 상대

표준편차(%RSD)는 0.47%로 나타나 재현성이 확인되었다. 

이와 같은 분석 결과를 통해 확립된 괭생이모자반의 지표물

질인 fucose의 HPLC 분석법은 적합한 시험법인 것으로 검

증되었으며 본 시험법은 향후 괭생이모자반의 기능성 원료 

개발과 표준화를 위한 자료 및 품질관리를 위한 자료로 활용

될 수 있을 것으로 보인다.
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