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HPLC-PDA를 이용한 기능성 화장품 중 푸코잔틴의 정량

최종근
청운대학교 융합소재공학과

Determination of fucoxanthin in cosmeceutical products by HPLC-PDA

Jongkeun Choi
Department of Integrated Materials Engeneering, Chungwoon University

요  약  푸코잔틴을 함유한 원료 및 이를 유효성분으로 처방된 기능성 화장품의 품질관리를 위하여 photodiode array (PDA) 
검출기를 갖춘 HPLC를 이용한 분석법을 확립하고 원료 및 제품 함량 분석에 응용하고자 본 연구를 수행하였다. 컬럼은 옥타
데실화한 실리카 겔을 충진한 것을 사용하였으며 PDA의 측정파장은 499 nm로 설정하였다. 분석법을 밸리데이션하기 위하
여 검량선의 직선성, 검출 및 정량 한계, 재현성, 회수율을 조사한 결과 양호한 결과를 얻었다. 검량선의 상관계수는 1.000로 
0.5 ~ 100 ppm의 농도에서 직선성이 양호하였다. 또한 검출 한계는 0.1 ppm이었으며 정량 한계는 0.5 ppm이었다. 시스템의 
적합성을 확인하기 위하여 피크의 재현성을 평가한 결과 피크 면적 값의 RSD (n=5) 값은 2.0%이었으며 머무름 시간의 RSD
는 0.09% 이었다. 표준물질 첨가법의 실험 결과 회수율은 101.6 ± 0.77%이었다. 끝으로 확립된 분석법을 원료 및 제품 분석
에 적용하였다. 두 종류의 푸코잔틴 함유 원료의 푸코잔틴 함량은 각각 49.6 ± 3.3%와 1.03 ± 0.016%이었다. 또한 푸코잔틴이 
150 ppm이 되도록 처방한 제품의 푸코잔틴의 함량은 156.7 ± 4.7 ppm으로 확인되었다. 위 실험결과로 볼 때 본 실험방법은 
기능성 화장품에서 푸코잔틴을 정량분석하는 것에 적용될 수 있을 것으로 판단되었다. 

Abstract  This study was conducted to establish an analytical method using an HPLC system equipped with a 
photodiode array (PDA) detector for the quality control of raw materials and cosmeceuticals containing fucoxanthin 
as an active ingredient. The column was octadecyl-functionalized silica gel and the measurement wavelength of the
PDA was set to 499 nm. To validate the analytical method, the linearity of the calibration curve, detection limit, 
reproducibility and recovery rate were investigated and good results were obtained. The correlation coefficient of the
calibration curve was 1.000 and the linearity was good in the concentration range of 0.5 ~ 100 ppm. Moreover, the
limit of detection (LOD) was 0.1 ppm and the limit of quantification (LOQ) was 0.5 ppm. The results of the peak
reproducibility test used for evaluating the system suitability showed that the RSD (n = 5) of the peak area was 2.0%
and that of the retention time was 0.09%. In the spiking test, the recovery rate was 101.6 ± 0.77%. The fucoxanthin 
contents of the two kinds of fucoxanthin-containing raw materials were 49.6 ± 3.3% and 1.03 ± 0.016%, respectively.
In addition, the fucoxanthin content in the test product, which was intended to be 150 ppm, was 156.7 ± 4.7 ppm. 
From the above results, it was concluded that this method could be applied to the quantitative analysis of fucoxanthin
in cosmeceuticals.
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1. 서론 

지구상에는 600종 이상의 카로티노이드류가 존재하

며 대표적으로 베타-카로틴, 알파-카로틴, 루틴, 라이코
펜, 아스타잔틴 그리고 푸코잔틴 등이 잘 알려져 있다
[1]. 카로티노이드류는 매우 강력한 항산화력을 지니고 
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있어 사람에게 유익한 여러 생리활성을 가지고 있다. 카
로티노이드를 다량으로 합성하는 것은 매우 어려워 통상 

천연물에서 추출, 분리하여 얻는다. 푸코잔틴은 자연계
에 존재하는 카로티노이드의 10% 이상에 달하는 것으
로 예측되고 있으며 갈조류와 규조류를 포함한 해양자원

에서 대량으로 얻을 수 있다[2-4].  미세조류에서 푸코잔
틴은 광합성에 필요한 빛을 수집하는 기능을 한다. 미세 
조류는 강한 빛과 산소 조건에 노출되기 때문에 

superoxide radical, singlet oxygen과 nitric oxide와 같
은 많은 활성 산소 종이 생성되며 카로티노이드는 이들 

활성산소를 소거하는 것으로 여겨진다[5,6]. 따라서 카
로티노이드, 특히 푸코잔틴의 함량이 높은 미세 조류 추
출물은 강력한 항산화 및 항염증 작용을 나타내는 것으

로 생각된다[4]. 푸코잔틴은 또한 항암, 항비만, 혈관 신
생 저해 및 신경 보호 작용과 같은 다양한 생리 활성을 

갖는 것으로 알려져 있으며[3,7-10], 최근 푸코잔틴의 항
노화 효능도 규명되었다[11]. 따라서 푸코잔틴을 활성 
성분으로 적용한 기능성화장품을 개발할 수 있을 것이다.
화장품법 제2조 2항에 기능성화장품의 범위를 명시하

고 있으며 구체적으로는 화장품시행규칙 제2조에 기능
성화장품의 범위를, 제9조에 기능성화장품의 심사에 관
한 규정을 공표하였다. 따라서 기능성화장품을 식품의약
품안전처로부터 인⦁허가를 받아 판매하기위해서는 기
원 및 개발 경위에 관한 자료, 안전성에 관한 자료, 유효
성 및 기능에 관한 자료 그리고 기준 및 시험방법에 관

한 자료를 제출하여야 한다. 다만 식품의약품안전처장이 
고시한 성분은 자료제출을 생략할 수 있도록 하고 있다. 
푸코잔틴은 고시된 성분이 아니기 때문에 푸코잔틴을 화

장품법에 따라 기능성화장품으로 개발하기위해서는 필

요 자료들을 준비하여야 한다.
Fig. 1에 보인 것과 같이 푸코잔틴(C42H58O6)은 

xanthophyll의 일종으로 allen 결합, 5,6-mono epoxide 
group, polyenic group을 가지고 있는 독특한 
polyisoprenic 구조를 가지고 있다.  이러한 구조적 특징
은 푸코잔틴이 적갈색을 띠게 하고  400~500 nm 범위
의 가시광선을 강하게 흡수하도록 한다[12,13]. 최대흡

수파장에서 푸코잔틴의 흡광계수(
 )는  1660 [14]

으로 1 ppm의 흡광도는 0.16으로 예측된다. 따라서 푸
코잔틴의 분석은 UV/Vis 분광광도계를 사용하거나 역
상 컬럼을 사용하여 분리하고 UV/Vis 검출기 혹은 질량
분석기로 검출하는 HPLC를 사용하는 방법 등이 알려져 

있다[15-19]. 본 연구에서는 식품의약품안전처의 “의약
품 등 시험방법 밸리데이션 가이드라인”에 따라서 역상 
컬럼을 사용한 HPLC 분석법을 밸리데이션함으로써 기
능성화장품의 인증에 필요한 분석법의 타당성을 확보하

고자 일련의 연구를 수행하였다.

Fig. 1. Structure of fucoxanthin

2. 재료 및 방법

2.1 시약 및 기구 

푸코잔틴 표준품(all-trans-fucoxanthin)은 Sigma- 
Aldrich사(St. Louis, MO, USA)의 분석용 표준품(제품
번호: 16337)을 구입하여 사용하였으며 이동상에 사용
한 포름산(제품번호: 5.33002)과 포름산암모늄(제품번
호:78314)도 Sigma-Aldrich사의 HPLC급 이상의 고순
도 제품을 사용하였다. 검체는 푸코잔틴의 함량이 50%
가 되도록 제조한 바이오원사(Gangneung, Korea)의 
BOPT-FX50와 함량이 1%가 되도록 BOPT-FX50를 
caprylic/capric triglyceride로 희석하여 1%로 제조한 
BOPT-FX01를 선정하였다. 표준액과 검액 준비, 이동상의 
조제에 사용한 아세토니트릴은 J.T. Baker사(Phillipsburg, 
NJ, USA)의 HPLC급 용매를 사용하였다. 본 실험에서 
사용한 모든 물은 휴먼코포레이션사(Seoul, Korea)의  
초순수제조장치를 통과한 증류수를 사용하였다. 시액을 
조제하기 위한 초자기구는 덕산종합과학(Seoul, Korea)
에서 분석용으로 구입하여 사용하였다. water, fucoxanthine 
(BOPT-FX01), caprylic/capric triglyceride, PEG/PPG-17/6 
copolymer, glycerin, butyleneglycol, trehalose, hydrolyzed 
collagen, cetearyl alcohol, arachidyl alcohol, behenyl 
alcohol, arachidyl glucoside, glyceryl stearate, 
PEG-100 stearate, canola oil, catearylethyl hexanoate, 
shea butter, carbomer, tromethamine,disodium EDTA, 
fragrance 들을 배합하고 유화하여 푸코잔틴의 함량이 
150 ppm이 되도록 제조한 크림을 제품 분석 시험에 사
용하였다.
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2.2 HPLC 분석 조건

Kim et al. [16]과 Piovan et al. [19]의 분석방법을 참
조하여 최적의 조건을 확립하였다. HPLC는 Waters사 
(Milford, MA, USA)의 996 PDA 검출기가 장착되어 있
는 2695 separation module을 사용하였으며 푸코잔틴의 
분리는 YMC사(Kyoto, Japan)의 분석용 YMC-Pack 
ODS-A 컬럼을 사용하였다. 구체적인 분석조건은 Table 
1과 같다. 

Waters사(Milford, MA, USA)의 MicromassⓇ Quattro 
microTM triple-quadrupole mass spectrometer를 사용하
여 positive ion mode로 ESI-MS 분석을 진행하였다. 
HPLC분석조건과 동일한 이동상에 10mM formic acid
를 첨가하여 이동상으로 하였다. capillary voltage는 3.5 
KV 이었으며, desolvation temperate를 350℃, 
desolvation gas flow를 900 L/h 그리고 cone gas flow
를 50 L/h로 설정하였다. 30 ~ 80 V에서 10 V 간격으로 
cone voltage를 달리하여 푸코잔틴의 MS spectrum을 얻
어 가장 좋은 감도를 보인 60 V로 cone voltage를 설정
하여 분석하였다. 

Instrument Waters 2695 Separation module

Column YMC Pack ODS-A 
(3 mm x 150 mm, 3 μm)

Flow rate 0.5 mL/min

Column temperature 30℃

Injection volume 10 μL

Detector
Waters 996 PDA (data acquisition: 

200 ∼ 550 nm, chromatogram: 449 
nm)

Mobile phase
(isocratic elution) Water-acetonitrile (15:85) 

Table 1. HPLC condition for fucoxanthin

2.3 표준액 조제

푸코잔틴 표준품 5 mg을 달아 아세토니트릴을 넣어 
녹여 50 mL한 액을 표준원액으로 하였다(100 ppm). 표
준원액은 빛에 의한 변질을 막기 위하여 갈색 바이얼에 

넣어 –20℃에서 보관하였다. 표준원액 5, 2, 1, 0.5, 0.2 
및 0.1 mL를 정확히 취하고 아세토니트릴을 넣어 10 
mL로 한 액을 검량선 작성용 표준액으로 하였다. 검출
한계 및 정량한계를 측정하기 위해서는 표준액을 추가로 

희석하여 사용하였다. 

2.4 검액의 조제

예상되는 푸코잔틴의 함량을 고려하여 검체 0.05 ~ 
1.0 g을 25 mL 용량플라스크에 달아 아세토니트릴을 넣
고 10분간 초음파 처리하여 녹이거나 충분히 분산시킨 
다음 표선까지 채우고 0.45 μm 멤브레인 필터로 여과하
였다. 푸코잔틴의 농도가 높을 경우 아세토니트릴로 희
석하여 검액의 푸코잔틴 농도가 1 ~ 50 ppm 범위가 되
도록 하였다. 

2.5 분석법 밸리데이션

식품의약품안전처의 “의약품등 시험방법 밸리데이션 
가이드라인”을 근거하여 분석법을 밸리데이션하였다. 
선택성, 직선성, 검출한계(LOD), 정량한계(LOQ), 재현
성, 정밀성 및 정확성을 검증하였다.

3. 결과 및 고찰 

3.1 분석법 확립 및 벨리데이션

YMC Pack ODS-A 컬럼을 사용하여 HPLC 분석법
을 확립하였다. 아세토니트릴과 물을 혼합하여 이동상을 
제조하였다. 아세토니트릴 조성은 분석시간을 고려하여 
결정하였으며 85%에서 retention factor 값은 3.2이었으
며 이때의 이론단수는 8770이었다(Fig. 2).  

Fig. 2. Results of HPLC analysis were shown with  (a) 
HPLC-PDA Chromatogram, (b) UV/Vis 
spectrum (λmax=449 nm) and (c) ESI-Mass 
spectrum ([M+Na]+= 681.9 m/z)



한국산학기술학회논문지 제18권 제12호, 2017

758

검출기의 파장은 PDA 검출기에서 얻은 스펙트럼에
서 최대 흡수를 보인 449 nm로 설정하였다. 푸코잔틴은 
보라색 ~ 초록색의 빛을 흡수하여 오렌지 ~ 붉은색을 띤
다(Fig 2). 푸코잔틴의 최대흡수파장은 용매의 종류에 
따라 차이를 보이며 450 ~ 540 nm로 알려져 있다. 푸코
잔틴의 최대흡수파장은 가시광선영역이기 때문에 다양

한 물질이 섞여 있는 화장품에서 분리⦁분석할 때 다른 
성분의 방해를 피할 수 있는 장점을 가지고 있다. 즉, 특
이성 관점에서 푸코잔틴은 좋은 장점을 가지고 있다고 

할 것이다.
푸코잔틴 표준액을 LC-MSD로 분석하고 질량스펙트

럼을 검토하였다(Fig. 2). 푸코잔틴은 positive ion mode
에서 [M + Na]+에 해당하는 m/z = 689.1 피크가 가장 
크게 나타났다. 따라서 PDA 검출기에서 얻은 UV/Vis 
스펙트럼으로 정성이 어려운 경우에 적용할 수 있을 것

이다. 
검량선의 직선성은 분석물의 농도와 기기의 반응의 

비례 정도를 검증하는 것으로 이를 바탕으로 정량 범위

를 정할 수 있다. 100 ppm 표준원액을 희석하여 50, 20, 
10, 5, 2, 1, 0.5 ppm 농도의 표준액을 조제하고 최적의 
조건으로 확립된 조작조건으로 액체크로마토그래프법에 

따라 시험한 다음, 크로마토그램에서 주 피크의 면적을 
구하고 검량선을 작성하여 회귀 직선식과 상관계수(r2)
를 구하였다(Fig. 3). 시험결과 검량선의 회귀직선의 식
은 ‘피크면적 = 58965 × 농도(ppm) – 13736’ 이었으며 
상관계수 값이 0.99994이었다. 따라서 0.5 ∼ 100 ppm
의 푸코잔틴 농도 범위에서 검량선의 직선성이 양호하다

고 할 수 있다. 또한 가장 높은 농도인 100 ppm의 크로
마토그램에서 측정된 흡광도는 약 0.6이므로 100 ppm 
농도까지 충분히 직선성을 보장할 수 있었다. 결국 측정
하고자하는 시료에 따라 0.5 ∼ 100 ppm의 농도에서 자
유롭게 농도 범위를 정하여 표준 검량선을 작성하여 정

량할 수 있을 것이다. 

Fig. 3. Calibration curve of fucoxanthin

검출한계와 정량한계를 측정하기위하여 100 ppm 표
준원액을 차례로 희석하고 10 μL씩을 주입하였다. 검출
한계와 정량한계는 식품의약품안전처의 “의약품 등 시
험방법 밸리데이션 가이드라인”을 참조하여 각각 S/N = 
3과 S/N = 10 이상이 되도록 정하였다. 실험결과 검출한
계는 0.1 ppm으로 정량한계는 0.5 ppm으로 결정되었다
(Fig. 4). 10 μL씩을 주입했으므로 이것은 각각 1 ng과 
5 ng에 해당하는 양이다.

     (a )

     (b)

Fig. 4. HPLC chromatogram obtained with (a) 0.1 ppm 
and (b) 0.5 ppm of fucoxathin

기기 및 조작조건의 재현성을 확인하였다. 50.0 ppm
의 표준액을 반복 주입하면서 피크 면적과 머무름 시간

을 측정하였다. 피크 면적의 재현성은 RSD 값이 2.01 %
이였으며 머무름시간도 RSD가 0.087% 로 매우 우수하
였다(Table 2).

Retention Time (min) Peak area

1
2
3
4
5

5.854
5.853
5.860
5.846
5.851

2889696
2823314
2762770
2773381
2755852

Average 5.853 2801002

RSD (%) 0.087 2.01

Table 2. Experimental result of five repetitive injection

푸코잔틴이 배합되지 않은 일반 크림 1 g을 25 mL 
용량플라스크에 달고 100 ppm 표준원액 1.5 mL를 정확
히 넣은 다음 아세토니트릴 15 mL를 넣었다. 10분간 초
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음파처리하여 크림을 완전히 분산시키고 아세토니트릴

로 표선까지 채우고 0.45 μm 멤브레인 필터로 여과하여 
검액으로 하였다. 표준액 및 검액 10 μL씩을 가지고 액
체크로마토그래프법에 따라 시험하여 회수율 즉 정확성

을 평가하였다. 실험결과 회수율은  101.6%로 우수하였
으며 상대표준 편차는 0.77% 이었다(Fig. 5, Table 3).

(a )

(b )

Fig. 5. Results of recovery test. (a) blank and (b) 6 ppm 
of fucoxanthin

Concentration (ppm) Recovery (%)

1
2
3

153.4
152.5
151.3

102.4
101.6
100.9

Average 152.5 101.6

RSD (%) 0.77

Table 3. Experimental result of recovery test

3.2 기능성 화장품의 원료 및 제품 분석

시험법의 적용성을 검토하기 위하여 3종류의 검체를 
준비하여 함량을 확인하였다. BOPT-FX50(㈜바이오원)
은 Phaeodactylum tricornutum에서 추출⦁정제한 적갈
색 가루로 푸코잔틴의 함량이 50%가 되도록 제조한 것
이다. BOPT-FX01은 BOPT-FX50을 caprylic/capric 
triglyceride로 희석하여 푸코잔틴의 함량이 1%가 되도
록 만든 황색의 액이다. 시험용 제품은 BOPT-FX01을 
크림 제품에 배합하여 푸코잔틴의 함량이 150 ppm이 되
도록 제조하였다. 원료 분석의 경우 50 ppm의 표준액과 
검액을 준비하고 제품 분석을 위해서는 표준원액을 희석

하여 6.0 ppm의 표준액을 준비하고 표준액 및 검액 10 
μL씩을 가지고 액체크로마토그래프법에 따라 시험하였
다. 위의 실험방법에 따라 3개 시료를 3회 반복 실험한 
결과 BOPT-FX50의 경우 함량은 49.6% 이었으며 
BOPT-FX01는 1.03%으로 확인되었다. 또한 상대표준
편차는 각각 3.31%와 1.48%이었다(Table 4, Table 5). 
시험 제품에서는 푸코잔틴의 함량이 156.7 ppm 이었으
며 상대표준편차는 2.97%이었다(Table 6). 크로마토그
램에서 확인한 결과 푸코잔틴이 주피크이었으며, 특별히 
분석을 방해하는 성분은 발견하지 못하였다. 화장품에는 
다양한 성분들이 존재하며 많은 경우 컬럼에서 충분히 

분리가 되지 않아 정량분석에 방해가 된다. 하지만 본 분
석법에서는 검출기의 파장을 449 nm로 설정함으로써 
다른 성분의 방해를 받지 않는 것으로 판단할 수 있다. 
이것은 푸코잔틴이 미량 존재하기 때문에 시료를 농축할 

필요가 있을 경우에도 본 분석법을 충분히 적용할 수 있

음을 의미한다. 

Sample # Concentration (%) standard deviation

1 48.4 0.3

2 51.5 2.4

3 49.0 1.2

Table 4. Determination of fucoxanthin in BOPT-FX50

Sample # Concentration (%) standard deviation

1 1.03 0.01

2 1.01 0.01

3 1.04 0.02

Table 5. Determination of fucoxanthin in BOPT-FX01

Sample # Concentration (ppm) standard deviation

1 152.5 2.4

2 161.7 6.0

3 155.9 1.6

Table 6. Determination of fucoxantin in a test cream

4. 결론

푸코잔틴은 항산화력이 뛰어나 다양한 생리활성을 가

진 물질이다. 본 연구에서는 푸코잔틴을 주성분으로 개
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발된 원료 및 화장품을 식품의약품안전처의 기능성화장

품 인⦁허가를 위한 분석방법의 확립과 밸리데이션을 수
행하였다. 식품의약품안전처의 “의약품 등 시험방법 밸
리데이션 가이드라인”에 따라 특이성, 직선성, 정확성, 
정밀성, 검출한계 및 정량한계를 검토하여 본 분석법의 
타당성을 확인할 수 있었다. PDA 검출기와 Mass 검출
기를 이용하여 푸코잔틴의 최대흡수파장이 449 nm이며 
질량스펙트럼에서 m/z = 689.1의 [M + Na]+ 피크을 확

인하였다. 0.5 ~ 100 ppm의 표준농도 8개를 가지고 액
체크로마토그래프법에 따라 시험한 결과 검량선의 상관

계수(r2) 값은 0.99994으로 직선성이 우수하였다. 또한 
검출한계는 0.1 ppm이었으며 정량한계는 0.5 ppm이었
다. 표준액을 가지고 5회 반복 주입한 결과 피크 면적의 
상대표준편차가 2% 이하이었으며 머무름시간은 0.9% 
이하였다. 표준액을 일반제품에 첨가한 다음 정량한 결
과 회수율은 101.6%이었다. 위와 같이 밸리데이션 결과
로부터 분석법이 타당한 것으로 생각되어 푸코잔틴을 주

성분으로 하는 원료 2종과 시험 완제품에 대한 분석을 
시행하였다. 그 결과 방해성분은 확인되지 않았으며 예
측된 함량을 보였다. 따라서 본 연구에서 제안하는 정량
시험법은 푸코잔틴을 주성분으로 제조된 화장품의 기능

성화장품 인⦁허가에 필요한 기준 및 시험방법의 자료 
준비 및 품질관리에 적용할 수 있을 것으로 생각된다.
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