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김으로부터 Porphyra 334의 양산 및 분석법 밸리데이션에 관한 
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Analytical Method Validation
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요  약  김에는 다양한 종류의 미코스포린 유사 아미노산이라는 물질이 함유되어 있으며 이러한 물질들 중 특히 높은
함량으로 함유된 물질 중 하나가 바로 Porphyra 334이다. 항산화, 상처 치유, 주름 개선, 자외선 흡수 등 다양한 효능이
확인된 이 물질은 화장품 원료로 사용하기 위해 많은 화장품 회사들이 연구 개발 중에 있다. 이를 위해서는 우선 
Porphyra 334의 원료 확보가 필요한 실정인데, 현재까지는 대량 생산 방법이 정립되어 있지 않다. 본 연구에서는 김에
서부터 Porphyra 334를 산업적으로 정제·생산하는 데 있어 생산 수율을 높이기 위한 다양한 방법의 추출을 수행하였
다. 최적의 처리 방법을 찾고자 용매, 시간 및 온도와 같은 여러 조건을 확인하여 최적의 추출 공정을 찾았고, 확립한
방법으로 대량 추출한 후 액체 크로마토그래피를 통해 Porphyra 334의 단일 화합물을 정제 및 생산하였다. 이렇게
생산된 Porphyra 334를 이용하여 정량분석에 필요한 분석 방법을 연구하였고, 분석법 밸리데이션을 실시하였으며, 그
결과 특이성, 직선성, 정밀성, 정확성, 안정성이 확보된 분석법을 확립함으로써 분석법 검증을 완료하였다. 결론적으로 
본 연구를 통해 확인된 대용량 추출 공정을 거쳐 Porphyra 334를 생산하였고 분석법까지 확립함으로써 본 생산 공정은
산업적으로 적용이 가능함을 확인하였다.

Abstract  Laver comprises large amounts of mycosporine-like amino acids, one of the high-content 
substances being Porphyra 334. Since this compound reportedly exerts anti-aging effects such as 
anti-oxidant, wound healing, wrinkle improvement, and UV absorption, it is under constant research and 
development by cosmetic companies for varied applications as a cosmetic ingredient. However, to date,
there is no commercialized Porphyra 334, and there is an unmet necessity to develop a technology for
mass production. In this study, extraction was achieved under varied conditions to increase the yield of 
Porphyra 334, and the optimal solvent, time, and temperature conditions were confirmed. Additionally, 
a high content of Porphyra 334 was purified from laver extract using liquid chromatography. A 
quantitative analysis method of Porphyra 334 was devised, and the analytical method was validated by
evaluating the specificity, linearity, precision, accuracy, and stability. In conclusion, our study achieved 
optimizing the bulk extraction process for Porphyra 334. Moreover, the analysis method was established
and validated for future industrial applications.

Keywords : Mycosporine-like Amino Acid, Porphyra 334, Purification, Mass Production, Cosmetic 
Ingredient, Analytical Method Validation
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1. 서론

김은 홍조식물문 김파래홍조강에 속하는 홍조류로서 
우리나라 전 연안에 분포한다. 우리나라의 대표적인 김
의 종류로는 참김(Porphyra tenera Kjellman), 방사무
늬돌김(Porphyra yezoensis Ueda), 쿠니에다돌김(둥
근김, Porphyra kuniedae Kurogi), 모무늬돌김
(Porphyra seriata Kjellman), 둥근돌김(Porphyra 
suborbiculata Kjellman) 등이 있으며, 양식 김에는 주
로 P. yezoensis가 주를 이루고 있다[1]. 식품으로 활용
된 우리나라 김의 역사는 수백년이지만, 양식이 본격화
되지 않았던 1960년대 이전에는 특산품 정도로만 인식
되었다. 그 이후에 양식 기술이 발달하면서 고급식품, 대
중적인 식품을 거쳐 2000년대 이후에 기능성 건강식품
으로 자리를 잡았다[2].

김에 함유된 영양성분으로는 단백질, 다당류, 핵산, 타
우린, 클로로필, 카로티노이드 등이 있으며[3], 이러한 1
차대사물질 이외에 김에는 자외선으로부터 피부를 보호
하기 위해 미코스포린 유사 아미노산(MAAs: Mycosporine- 
like Amino Acids, 이하 MAAs)이라는 물질이 존재한다. 
이 MAAs의 종류로는 Porphyra 334, Asterina 330, 
Palythinol, Palythine, Palythene, Shinorine, Palythenic 
acid 등 약 30가지 이상이 알려져 있다[4,5]. 이 MAAs
는 일반적으로 분자량이 400 Da 이하인 무색의 수용성 
물질로서 cyclohexenone이나 cyclohexenimine이라
는 공통 구조에 아미노산 또는 기타 치환기가 붙은 형태
이다[6,7]. 몇 가지 대표적인 MAAs의 종류를 Fig. 1에 
나타내었다[8].

MAAs의 효능으로 지금까지 알려진 것은 자외선 흡수
를 통한 외부 스트레스 억제, 세포 이동을 촉진을 통한 
상처 치유, 항산화, 자외선 조사로 인한 피부 광노화 방
지, 하이드록시프롤린과 콜라겐의 감소 억제, 항염, 주름
개선 등인데[8-12], 이러한 기능으로 인해 자외선에 의
한 피부 손상 및 노화로부터 피부를 보호하는 소재로써 
가치가 있다고 할 수 있겠다. 천연물에 함유된 2차 대사
산물들의 효능들이 알려지면서 천연물로부터 유래한 기
능성 성분의 관심도 및 활용도가 높아짐에 따라 김에서
도 이러한 2차 대사산물인 MAAs에 의한 다양한 생리활
성 기능에 대한 연구가 진행되고 있다. 삶의 질이 높아진 
지금, 김은 단순히 식품으로 뿐만 아니라 이를 활용한 건
강기능성 식품, 항산화·항노화 소재로 활용하고 있다. 이
러한 분위기 속에 기능성 화장품 원료로서의 관심도 역
시 높아져 화장품 업계에서는 김을 이용한 피부 노화 개

선 등의 효능을 지닌 신소재들을 지속적으로 찾고 있는 
등 자연에서 오는 다양한 물질들은 항상 연구 대상이 되
어 왔다.
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Fig. 1. Several Mycosporine-like Amino Acids (MAAs)

앞서 언급하였듯이 우리나라에서 양식하는 김은 대부
분 방사무늬돌김(Porphyra yezoensis)인데, 방사무늬
돌김으로부터 얻은 추출물은 대한화장품협회 한글성분명 
"방사무늬돌김추출물" 및 미국화장품협회(PCPC: Personal 
Care Products Council)의 성분명(INCI: International 
Nomenclature of Cosmetic Ingredients) ”Porphyra 
Yezoensis Extract“로 이미 화장품 소재로 활용중에 있
다. 그러나 방사무늬돌김에 함유된 주된 MAAs의 일종인 
Porphyra 334[13] 역시 화장품 성분으로 등록은 되어 
있지만, 물질의 확보가 어려워 화장품 소재로 사용하기
가 현재까지는 쉽지 않다. 물론 연구실에서 연구를 위해 
소량 정제하는 것은 오래 전부터 진행되어 왔고[14-17], 
산업적으로 생산하는 일은 아직 미흡한 상태이며, 많은 
업체들이 이 Porphyra 334를 얻기 위해 김에서 추출하
여 정제하는 방법을 연구하고 있지만, 대량 생산을 위한 
최적의 추출, 분리, 정제 기술은 아직 부족한 것이 현실
이다.

이러한 배경 하에서 본 연구를 통해 김으로부터 
Porphyra 334의 효율적인 추출 방법을 모색하였고, 최
적의 추출 방법으로 Porphyra 334를 대량 생산하였다. 
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또한 이 물질의 생산, 관리, 판매를 위해서는 품질관리가 
필요한데, 가장 중요한 것 중 하나가 분석법을 설정하는 
것이다. 이에 본 물질의 분석법을 설정하고, 해당 분석법
이 적합한지의 여부를 분석법 밸리데이션을 실시하여 검
증하였다.

2. 연구 방법

2.1 재료 및 기기
Porphyra 334를 추출, 정제하기 위해 전남 완도에서 

생산 및 건조된 방사무늬돌김(Porphyra yezoensis)을 
사용하였다. 물은 정제수 제조기(PURELAB Option-Q, 
ELGA Lab Water, UK)로 직접 제조하였고, 메탄올, 에
탄올, 아세토니트릴은 삼전순약(주)로부터, NMR 시험을 
위한 D2O는 Sigma사로부터 구입하였으며, trifluoroacetic 
acid(이하 TFA)는 Alfa Aesar 제품을 사용하였다. 또한 
여과에 사용된 membrane filter 및 syringe filter는 
GVS 사의 Cellulose Acetate 재질 filter(pore size 
0.45 μm)를 사용하였다. 분석법 밸리데이션에 사용된 
Porphyra 334 표준물질은 reference[18]에 의한 방법
을 통해 자체적으로 정제한 물질(순도 99.9 %)을 사용하
였다.

화장품 원료에 적용하기 위한 Porphyra 334를 정제·
생산하기 위해 정제용 LC(Prep-LC system, HANBON 
Science, China)를 통해 해당 물질을 분획하였고, 함량 
분석 및 분석법 검증을 위해 HPLC(1260 Infinity Ⅱ 
system, Agilent Technologies, USA.)를 사용하였다. 
또한 MS/MS system (AB SCIEX 3200 QTRAP 
MS/MS, Applied Biosystems, USA.) 및 NMR (ADVANCE 
III 700 MHz NMR spectrometer, Bruker, Germany)을 
통해 정제한 물질의 구조를 확인하였다.

2.2 최적 추출 조건 확인
2.2.1 추출 용매 설정
건조된 김 5 g에 0 - 100 % 메탄올을 각각 60배수 

첨가하여 40 ℃에서 1시간 추출하였다. 각 추출액을 10 
mL씩 취해 syringe filter로 여과한 후 여액을 농축 및 
건조하였다. 각 건조물에 다시 10 mL의 물을 첨가하여 
완전히 녹인 후 HPLC로 분석하여 Porphyra 334의 피
크면적을 확인하였다. 또한 위의 각 추출액을 100 mL씩 
취해 membrane filter(가로, 세로 각 6.5 cm)로 여과

하면서 여과가 완료되는 시간을 측정하였다. 위의 전 과
정을 동일한 방법으로 메탄올 대신 에탄올로 추출 용매
를 바꿔 실시하였다.

2.2.2 추출 조건 설정
추출 용매를 설정 후 추출 용매의 첨가량, 추출 온도 

및 시간 등의 조건을 변화시키면서 추출되는 Porphyra 
334의 양을 확인하였다.

2.2.3 통계분석
모든 실험은 3회 반복으로 실시하였고, 추출 용매별 

여과 시간을 제외한 모든 실험에서 얻은 결과 값은 각 
control 군과의 t-test 검정을 통해 통계적 유의성
(*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001)을 검증하였다.

2.3 Porphyra 334의 정제 및 물질 확인
2.3.1 Porphyra 334의 대용량 생산
Porphyra 334를 화장품 원료로 사용하기 위해 대용

량으로 생산을 진행하였다. 건조된 김 5 kg으로 추출 및 
정제를 진행하였고, 추출은 본 연구를 통해 설정된 최적 
추출 조건을 활용하였다. 추출 후 여과, 농축, 건조 공정
을 진행하였고, 이 추출물은 파우더 상태로 보관하면서 
정제 공정 당일에 물에 재용해하여 정제에 사용하였다. 
정제시 Table 1의 기기 조건으로 Porphyra 334 피크
를 분획하였고, 해당 분획물은 동결건조를 진행하여 최
종 파우더를 수득하였다. 본 대용량 생산은 총 3개의 롯
트를 진행하였다.

Table 1. Prep-LC Conditions for the Fractionation of
Porphyra 334

Resin Daisogel RP18, 10 μm (Osaka Soda, Japan)

Flow Rate 600 mL/min

Mobile Phase A Water

Mobile Phase B Acetonitrile
Mobile Phase

Gradient
0min (0%B) → 17min (0%B) → 19min (90%B)

→ 29min (90%B) → 31min (0%B)
Injection Volume 100 mL

Detector UV 330 nm

2.3.2 Porphyra 334의 물질 확인
대용량으로 정제한 Porphyra 334는 mass spectrometry 

(ESI/positive, AB SCIEX 3200 QTRAP MS/MS, 
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Applied Biosystems, USA.)를 통해 분자량을 확인하였
고, NMR spectrum(1H - 700 MHz, 13C - 175 MHz, 
ADVANCE III 700 MHz NMR spectrometer, Bruker, 
Germany)을 해석하여 그 구조를 확인하였다.

2.4 Porphyra 334의 분석법 검증
Porphyra 334의 정량분석을 위해 HPLC를 이용하였

고 Table 2와 같은 기기 조건으로 진행하였다. 분석법 
검증을 위해 실시한 밸리데이션은 ICH guideline[19]에 
따라 진행하여 특이성, 직선성, 정밀성(반복성, 재현성), 
정확성, 안정성의 항목에 대해 평가하였다. 분석법 검증
을 위해 Porphyra 334 표준물질을 물에 1000 mg/L 
농도로 녹인 표준원액을 조제하여 -75 ℃에 보관하며 사
용하였고, 분석 범위는 80 - 120 mg/L로 하였다.

Table 2. Instrumental Conditions using HPLC

Column Shim-Pack GIST C18

(4.6×250 mm, 5 μm, Shimadzu, Japan)

Column Temp. 30 ℃

Flow Rate 1 mL/min

Mobile Phase A Water (containg 0.2 % TFA)

Mobile Phase B Acetonitrile (containg 0.2 % TFA)
Mobile Phase

Gradient
0min (0%B) → 8min (0%B) → 38min (60%B)

 → 40min (0%B) → 50min (0%B)
Injection Volume 20 μL

Detector Diode Array Detector (@ UV 330 nm)

3. 결과 및 고찰

3.1 최적 추출 조건 확인
3.1.1 추출 용매 설정
건조된 김 5 g에 0 - 100 % 메탄올 또는 에탄올을 

각각 60배수 첨가하여 40 ℃에서 1시간 추출 및 전처리
하여 HPLC로 확인한 결과(3반복 시험)는 Fig. 2와 같고, 
이 때, 각 추출 용매별 여과 시간은 Table 3에 나열하였
다.

수용성인 Porphyra 334를 추출시 물 이외에 메탄올 
또는 에탄올을 일정 비율 첨가하여 추출하였을 때 물이 
전혀 함유되어 있지 않은 용매(100 % 메탄올, 100 % 에
탄올)를 제외하면 일정 수준 이상 Porphyra 334가 추출
됨을 확인할 수 있었다.

Fig. 2. Amount of Porphyra 334 by Extraction Solvent

Table 3. Filtration Time by Extraction Solvent
Extraction Sovlent
(containg MeOH)

Filtration
Time

Extraction Sovlent
(containg EtOH)

Filtration
Time

Water (Control) > 2 hr Water (Control) > 2 hr

20 % methanol > 2 hr 20 % ethanol > 2 hr

40 % methanol 15-16 min 40 % ethanol 18-19 min

60 % methanol 5-6 min 60 % ethanol 6-7 min

80 % methanol 17-20 sec 80 % ethanol 23-26 sec

100 % methanol - 100 % ethanol -

각 추출물의 여과 시간 확인시 추출 용매에 메탄올 또
는 에탄올 함유량이 적은 경우 여과가 잘 되지 않거나 여
과 시간이 길어지고, 반대로 함유량이 증가하게 되면 시
간이 단축되는 것으로 확인되었다. 특히 80 % 메탄올 및 
80 % 에탄올 추출물에서는 짧은 시간 내 여과가 가능한 
것을 확인하였다. 단, 여과 시간의 경우 용매의 특성상 
메탄올이나 에탄올보다는 물의 함량이 높을수록 여과시
간이 길어지는 것이 일반적이지만, 김에서부터 추출된 
추출물들에 의해 특히 유기용매 함량이 적은 용매로 추
출시 여과 공정에 큰 지장을 주는 것으로 확인되었다. 또
한, 100 % 메탄올 및 100 % 에탄올로 추출 후 피크 면
적 확인 결과 Porphyra 334의 추출률이 다른 용매에 비
해 현저히 낮기에 본 여과시험 측정은 실시하지 않았다.

이 결과를 바탕으로 최적 추출 용매 확인 시 물/유기
용매의 비율에 따라 추출량이 유의적으로 늘어나는 용매
도 있었지만, 여과 시간까지 고려한다면 80 % 메탄올이 
적절한 것으로 판단되었다. 특히 타 용매에 비해 추출률
도 떨어지지 않고, 여과 시간도 빠르며, 농축 및 건조 시
간의 단축이 가능하기에 이 용매로 선정하였다. 80 % 에
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탄올은 물 추출 대비 일부 유의적인 추출률 저하가 발생
하였고, 일반적으로 에탄올이 메탄올보다는 가격이 고가
인 것을 감안하여 생산성 및 효율성 극대를 위해 배제하
였다. 이후 시험 및 정제시 메탄올을 첨가한 용매로 진행
하였다. 이 때, 추출에 사용된 메탄올은 농축, 건조 및 크
로마토래피를 이용한 정제 공정에서 전부 제거가 되기에 
화장품 원료로 사용시 문제가 없을 것으로 사료되었다.

3.1.2 추출 조건 설정 - 추출 용매의 양
건조된 김 5 g에 80 % 메탄올을 각각 원재료의 10 - 

100배수 (각각 50 - 500 mL) 첨가하여 40 ℃에서 1시
간 교반하며 추출하였고, 이를 전처리하여 HPLC로 확인
한 결과는 Fig. 3과 같다. 추출시 용매의 첨가량이 각각 
다르기에 추출률 비교를 위해 각 샘플의 피크면적에 각 
용매의 첨가량을 곱한 값으로 비교하였다.

Fig. 3. Amount of Porphyra 334 by solvent Volume of 
Extraction Solvent

피크면적에 용매 첨가량을 곱한 값을 확인한 결과 추
출 용매량이 증가될수록 Porphyra 334의 추출량은 유
의적으로 증가되었다. 단, 첨가되는 용매량이 원재료의 
40배수(200 mL)부터는 용매량을 늘려도 추출량이 더 이
상 증가되지 않았기에 추출시 용매 첨가량을 원물의 40
배수로 하는 것이 효율적인 것으로 판단되었다.

3.1.3 추출 조건 설정 - 추출 온도
건조된 김 5 g에 80 % 메탄올을 각각 40배수(200 

mL) 첨가하여 온도를 20 - 60 ℃로 설정한 후 1시간 교
반하며 추출하였다. 이를 전처리하여 HPLC로 확인한 결
과는 Fig. 4와 같다.

Fig. 4. Amount of Porphyra 334 by Extraction 
Temperature

추출 온도를 달리 하여 추출한 경우 40 ℃ 까지는 추
출률이 증가하였고, 그 이후부터는 일정하거나 감소하는 
경향을 나타내었다. 이는 Porphyra 334가 온도가 상승
할수록 안정성이 떨어지는 특성[20]이 있어 낮은 온도보
다는 높은 온도로 추출시 Porphyra 334가 일부 분해되
어 나타난 결과로 판단된다. 본 결과를 바탕으로 추출시 
적정 온도는 40 ℃로 판단되었다.

3.1.4 추출 조건 설정 - 추출 시간
건조된 김 5 g에 80 % 메탄올을 각각 40배수(200 

mL) 첨가하여 40 ℃로 추출하였고, 추출 시간을 15분에
서 4시간으로 설정하였다. 이를 전처리하여 HPLC로 확
인한 결과를 Fig. 5에 나타내었다. 

추출 시간을 달리 하여 추출한 경우 30분만 추출하여
도 15분 추출 대비 추출량이 유의적으로 증가되었고, 1
시간 이후부터는 거의 일정 수준의 추출량이 확인되어 1
시간 가량 추출시 거의 대부분의 Porphyra 334가 추출
되는 것으로 판단되었다.

Fig. 5. Amount of Porphyra 334 by Extraction Time
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위의 결과들을 바탕으로 하여 김으로부터 Porphyra 
334를 추출하는 최적 조건은 건조 김에 80 % 메탄올을 
40배수 첨가하여 40 ℃에서 1시간 추출하는 것으로 설
정하였다.

3.2 Porphyra 334의 정제 및 물질 확인
3.2.1 Porphyra 334의 대용량 생산
설정된 추출 조건을 스케일업 하여 대용량 생산시 적

용하였다. 건조된 김 5 kg에 80 % 메탄올을 200 L 투입
하여 40 ℃로 설정 후 1시간동안 추출을 진행하였다. 추
출률 확인을 위해 추출이 끝난 샘플을 10 mL씩 취해 전
처리 과정을 거쳐 HPLC로 피크 확인을 실시하였다. 3개
의 롯트에 대해 확인한 결과 각 롯트별 Porphyra 334의 
추출량은 24.2 - 25.3 g이었기에 Porphyra 334는 일
정한 수준으로 추출됨이 확인되었다.

각 롯트별 추출물은 여과 후 60 ℃에서 감압 농축 및 
진공 건조 공정을 거쳐 김 추출물 파우더 740 - 780 g을 
제조하였다. 정제시에는 물 20배수를 첨가하여 정제용 
LC로 Porphyra 334 피크만 분획하였고, 해당 분획물은 
동결건조를 통해 롯트별 15.3 - 16.2 g(원물 대비 수득
률 0.32 %)의 분말을 얻었다.

Table 4에 각 공정별 수율(최초 Porphyra 334의 추
출량 대비 각 공정별 회수량, 회수율 및 원물 대비 
Porphyra 334의 수득률)을 정리하였다. 공정이 진행될
수록 회수율 및 회수량은 점점 감소하여 최종 파우더의 
경우 최초 추출량 대비 회수율이 63.6 %였는데, 이는 농
축 및 건조시 고온에 노출되어 생기는 일부 분해 또는 함
량감소, 정제용 LC로 분획시 피크의 양쪽 끝단은 제외하
고 중간부분만의 분획을 통한 손실 등이 원인이라고 판
단되는 바, 향후 공정 개선시 고려되어야 될 상황 중 하
나이다.

Table 4. Amount and Recovery of Porphyra 334 by 
Each Process Step

Process
step

Porphyra 334

Amount
Recovery

 Compared to
Initial Extraction 

Compared to
Raw Material

Extraction 24.2-25.3 g - 0.50 %

Concentration 20.6-21.5 g 85.1 % 0.42 %
Drying

(Extract Powder) 17.1-18.0 g 70.9 % 0.35 %
Final

Product 15.3-16.2 g 63.6 % 0.32 %

3.2.2 정제된 Porphyra 334의 물질 확인
정제된 Porphyra 334에 대한 질량분석(mass 

spectrometry을 통해 [M+H]+=347.3의 분자량 피크를 
확인하였다(Fig. 6). 또한 NMR spectrum(1H, 13C)에서 
확인되는 각 피크(chemical shift; δH / δC)를 해석하
여 물질 구조상 H, C의 위치와 매칭함으로써 Porphyra 
334의 구조를 해석하였다(Table 5). 분자량 확인 및 
NMR spectroscopic data 확인 결과 정제된 물질은 
Porphyra 334의 구조와 일치하여 Porphyra 334임을 
확인하였다.

Fig. 6. Mass Spectrum of Purified Porphyra 334

Table 5. Identification of Porphyra 334 Structure 
through NMR Spectroscopy

Structure
NMR spectroscopic data

position δH mult., (JHz) δc mult.

NH

O

N

HO O

OH

O

OH

HO
HO

Porphyra 334

10

2

9 7

6

3

4

8

5

1

11
12

1413

1 1.25 d(6.3) 19.2 q
2 4.37 m 67.8 d
3 4.22 d(4.2) 63.4 d
4 - 174.3 s
5 - 159.4 s
6 - 125.8 s
7 - 160.9 s
8 2.84 d(17.5), 2.78 d(17.5) 32.8 t
9 - 71.0 s
10 2.91 d(17.5), 2.76 d(17.5) 33.2 t
11 3.69 s 59.3 q
12 3.57 s 67.3 t
13 4.16 d(5.6) 45.8 t
14 - 173.7s 

3.3 Porphyra 334의 분석법 검증
3.3.1 특이성
희석용매의 내인성 간섭물질은 확인되지 않았고, 특이

성 시험용 표준용액 및 시험용액의 크로마토그램에서 
Porphyra 334 피크와 겹치는 다른 피크는 존재하지 않
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(a) (b) (c)

(d) (e) (f)
Fig. 7. Specificity in Assay of Porphyra 334
         (a) Chromatogram of Porphyra 334 Authentic Compound (b) UV Spectrum of Porphyra 334 Authentic Compound (c) MS/MS 

of Porphyra 334 Authentic Compound (d) Chromatogram of Purified Porphyra 334 (e) UV Spectrum of the Peak of Purified 
Porphyra 334 (f) MS/MS of the Peak Fraction of Purified Porphyra 334

았다. 또한 시험용액에서 나온 피크는 표준용액의 피크
와 UV Spectrum 및 mass spectrum (MS/MS)이 일치
하였기에 해당 피크는 Porphyra 334임을 확인하였다
(Fig. 7).

3.3.2 직선성
검량선 범위를 80 - 120 mg/L로 하여 3회 시험시, 

결정계수(R2: coefficient of determination는 3회 모
두 0.9999, 상대오차(R.E.: relative error)도 -0.2 - 
0.2 % 로 기준(R2 0.99 이상, R.E. ±5 % 이하)에 적합
하였다(Table 6, Fig. 8).

Table 6. Linearity in Assay of Porphyra 334
Batch Contents Results

Batch
#1

Relative Error -0.2 - 0.1 %

Equation Y = 131.7 x - 82.4
R2 0.9999

Batch
#2

Relative Error -0.1 - 0.2 %
Equation Y = 132.1 x - 93.6

R2 0.9999

Batch
#3

Relative Error -0.1 - 0.2 %

Equation Y = 131.8 x - 98.4
R2 0.9999

Fig. 8. Calibration Curve in Linearity (batch #1)

3.3.3 반복성
3개 농도별 반복성 시험용액을 HPLC에 6회 반복 주

입하였을 때 변동계수(C.V.: coefficient of variation)
는 0.1 - 0.2 %로 기준(C.V. 5 % 이내)에 적합하였다
(Table 7).

Table 7. Repeatability in Assay of Porphyra 334
Conc. Contents Results

Low Conc.
(90 mg/L)

Calculated Conc. 90.1 - 90.6 mg/L
Mean 90.3 mg/L
C.V. 0.2 %

Middle Conc.
(100 mg/L)

Calculated Conc. 99.7 - 100.0 mg/L
Mean 99.9 mg/L
C.V. 0.1 %

High Conc.
(110 mg/L)

Calculated Conc. 110.2 - 110.8 mg/L
Mean 110.3 mg/L
C.V. 0.2 %



김으로부터 Porphyra 334의 양산 및 분석법 밸리데이션에 관한 연구

371

3.3.4 재현성 및 정확성
재현성 확인시 변동계수는 모든 배치 0.1 %였고, 회

수율(Recovery)을 통한 정확성 계산시 99.0 - 100.4 %
로 확인되어 기준(C.V. 5 % 이내, Recovery 95 - 105 
%)에 적합하였다(Table 8).

3.3.5 배치간 정밀·정확성
3배치 시험을 통한 배치간 정밀성, 정확성 확인시 그 

변동계수가 0.3 - 0.4 %, 회수율은 98.8 - 100.6 % 였
기에 기준(C.V. 5 % 이내, Recovery 95 - 105 %)에 적
합하였다(Table 8).

Table 8. Reproducibility and Accuracy / Inter-batch 
Precision and Accuracy in Assay of Porphyra
334

Conc. Contents
Results

Reproducibility
and Accuracy

Inter-batch Precision
and Accuracy

Low
Conc.

(90 mg/L)

Recovery 99.8 - 99.9 % 98.9 - 99.9 %
Mean 99.8 % 99.5 %
C.V. 0.1 % 0.3 %

Middle
Conc.

(100 mg/L)

Recovery 99.8 - 99.9 % 98.8 - 99.9 %
Mean 99.8 % 99.5 %
C.V. 0.1 % 0.3 %

High
Conc.

(110 mg/L)

Recovery 100.3 - 100.6 % 99.3 - 100.6 %
Mean 100.4 % 100.0 %
C.V. 0.1 % 0.4 %

3.3.6 안정성
전처리가 완료한 샘플을 실온에서 48시간 동안 보관 

후 안정성(post preparative stability)을 측정한 결과 
상대오차가 0.1 - 0.5 %였기에 기준(R.E. ±5 % 이하)에 
적합하였고(Table 9), 추가적으로 표준원액을 -75 ℃에
서 3주간 보관하며 안정성을 확인한 결과, 상대오차가 
각각 0.1 %였기에 표준원액 역시 해당 보관 조건에서 안
정함을 확인하였다.

Table 9. Post-prep. Stability in Assay of Porphyra 334
Conc. Contents Results

Low Conc.
(90 mg/L)

Conc. Change 89.1 → 89.3 mg/L
Stability 100.1 %

R.E. 0.1 %

Middle Conc.
(100 mg/L)

Conc. Change 99.0 → 99.1 mg/L
Stability 100.1 %

R.E. 0.1 %

High Conc.
(110 mg/L)

Conc. Change 109.4 → 110.0 mg/L
Stability 100.5 %

R.E. 0.5 %

3.3.7 정제된 Porphyra 334의 정량분석
분석법 밸리데이션을 통해 본 분석법에 대한 검증이 

완료된 바, 앞서 김 원물 5 kg로 정제한 3개 롯트의 
Porphyra 334에 대해 정량분석을 실시하였다. 정량시
험 결과 각 롯트별로 95.8(±0.5) %, 96.7(±0.6) %, 
96.5(±0.5) %로 확인되어 본 연구로부터 확인된 추출 
방법으로 대용량 추출 후 정제하더라도 높은 함량의 
Porphyra 334를 확보할 수 있었다.

4. 고찰

앞서 언급했던 것처럼 이전의 연구들에서는 Porphyra 
334를 필요에 따라 소량씩 정제하여 사용한 것[14-17]
에 비해 본 연구에서는 산업적으로 실제 화장품에 적용
하기 위한 원료를 대용량으로 생산을 하여 품질관리를 
위한 분석법 검증까지 한 것에 의의가 있다.

대용량 정제와 관련된 이전 연구에서 정제시 효율을 
높이기 위해 추출액에 직류전류를 통하게 하여 액상에서 
Porphyra 334를 분리하는 방법[21]이 있지만, 본 연구
는 원물인 김으로부터 추출률을 높이는 방안에 좀 더 초
첨이 맞춰져 있다. 본 연구에서 확인된 추출 방법을 통해 
추출 후 직류전류를 걸어 액상에서 분리하는 방법을 접
목할 경우 더 빠른 정제 공정이 가능할지 여부도 연구할 
만한 가치가 있겠다. 또한 향후 공정 개선을 통해 생산시 
손실을 줄이는 방안을 모색하고, 더 큰 용량의 정제용 
LC를 통한 보다 더 많은 양의 김 원물로부터 추출 및 정
제가 가능한지에 대한 숙제가 남겨졌다.

Porphyra 334의 분석에 있어, 본 물질을 분석하기 
위해 HPLC를 이용한 기존 연구는 이미 다수 존재하고, 
그 목적에 따라 NH2 column을 이용하거나[4] C8 
column으로 시행한 경우도 있지만[11,22], 대부분의 분
석시 C18 column을 이용하여 진행하였기에[3,14,22-24] 
본 연구에서도 C18 column을 활용하여 분석을 실시하
였다. 또한, 화장품 제형에 첨가된 상태의 Porphyra 
334의 분석법을 검증한 연구[18]도 기존에 있지만, 본 
연구처럼 여러 롯트의 Porphyra 334를 대용량으로 생
산 후 원료 자체로서의 분석법을 검증한 것은 최초이다.
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5. 결론

해조류로부터 얻을 수 있는 미코스포린 유사 아미노산
(MAAs)은 피부 스트레스 억제, 상처 치유, 항산화, 피부 
광노화 방지, 항염, 주름개선 등의 기능이 있기에 화장품 
소재로 활용 가치가 높다. 이들 MAAs 중 한 종류인 
Porphyra 334가 김에 다량 함유되어 있는데, 본 연구를 
통하여 김으로부터 Porphyra 334를 대량으로 정제·생
산하는 연구를 진행하였다.

Porphyra 334를 생산하는데 필요한 추출 조건을 설
정하기 위해 추출 용매의 종류, 용매의 첨가량, 추출 온
도 및 시간을 확인하였고, 이 결과들을 바탕으로 찾은 최
적 조건은 건조 김에 80 % 메탄올을 40배수 첨가하여 
40 ℃에서 1시간 추출하는 것이었다.

본 추출 조건을 바탕으로 김 5 kg를 가지고 대용량 추
출 후 정제를 진행하였고, 수득률 0.32 %의 Porphyra 
334를 얻었으며, 정제된 Porphyra 334는 MS, NMR로 
스펙트럼을 확인함으로써 구조까지 확인하였다.

또한, 품질관리를 위해 분석법을 설정하였고,  분석법 
밸리데이션을 통해 특이성, 직선성, 정밀성, 정확성 및 
안정성을 확인하여 분석법 검증을 완료하였다. 마지막으
로, 대용량 정제하여 얻은 Porphyra 334는 본 분석법을 
활용하여 정량분석을 실시하였고 95 % 이상의 함량을 
확인하였다. 

이로써 김으로부터 Porphyra 334의 대량 생산을 위
해 본 추출 방법으로 추출하는 데 있어 적합함을 확인하
였고, 이 공정을 거쳐 정제된 Porphyra 334의 구조 확
인, 분석방법 확립을 통해 실제 산업적으로 생산이 가능
함을 확인하였다. 
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