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국 문 초 록

방해 물질 제거와 목적 분석물의 농축을 위해 주로 이용되는 샘플

전처리 방법은 liquid-liquid extraction (LLE) 또는 solid phase

extraction (SPE) 이다. SPE는 유기 용매의 소모가 적다는 면에서 유

용한 분리 방법이다. 일반적으로 sorbent material은 SPE에 있어 중요

한 요소이다. Conventional SPE materials는 가격이 비싸고 silica를

기반으로 한다. Silica는 안정하여 분해되기 어렵기 때문에 환경에 해

롭다.

최근 독성이 적고, 되도록 자연에 가까운 시약을 이용하는 green

analytical chemistry에 대한 관심이 높아지고 있다. Pollen grain (화

분립)은 수술의 꽃밥 속에 생기는 가루 같은 생식세포로서, 자연에서

얻은 물질이다. Pollen grain의 외막인 exine은 화학적으로 안정하고

다양한 biopolymer로 구성되어있기 때문에 drug delivery에 이용된 바

있다. 본 연구에서는 소나무의 pollen grain을 SPE sorbent로 이용하

였다.

식물의 뿌리 삼출물에 포함된 phenolic acids는 토양 속 미생물의

성장에 영향을 미친다. 미생물이 생산하는 allelochemicals는 식물의

생장을 촉진시키거나 저해시킨다. 즉 토양 속 phenolic acids는 식물

의 성장에 영향을 미치는 요소 중 하나이다. 본 연구에서는 SPE

sorbent로서 pollen grain을 이용하여 토양 속의 phenolic acids를 추

출하여 HPLC/UV로 분석하였다.

SPE를 이용한 9종의 phenolic acids 추출 조건은 response surface

methodology (RSM)을 이용하여 최적화하였다. 실험 design에 있어서

는 central composite design (CCD)를 이용하였다. RSM 결과 추출

최적 조건은 precondition 물의 비율 11%, elution 물의 비율 21%,

elution formic acid의 비율 4.5%였다. RSM을 통한 예측값과 위의 최
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적 조건하에 3회 반복 실험 후 결과값을 비교한 결과 높은 일치성을

보여주었다.

본 연구의 결과 실험 조건의 정확한 최적값 도출 및 실험 factor와

response의 관계 등을 파악하는데 있어 RSM을 이용하는 것이 효과

적임을 확인하였다. RSM을 이용하면 최소한의 실험 횟수로 ANOVA

와 같은 통계 처리를 통해 효율적이고 과학적인 방법으로 최적값을

찾을 수 있다.

주요어: Phenolic acids, SPE (solid phase extraction) sorbent, Pollen

grain, Green analytical chemistry, Response surface methodology

(RSM), Central composite design (CCD), Analysis of variance

(ANOVA)

학번: 2013-23470
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Ⅰ. 서론

방해 물질 제거와 목적 분석물의 농축을 위해 주로 이용되는 샘플

전처리 방법은 liquid-liquid extraction (LLE) 또는 solid phase

extraction (SPE) 이다. SPE는 유기 용매의 소모가 적다는 면에서 유

용한 분리 방법이다. 일반적으로 sorbent material은 SPE에 있어 중요

한 요소이다. Conventional SPE materials는 가격이 비싸고 silica를

기반으로 한다. Silica는 안정하여 분해되기 어렵기 때문에 환경에 해

롭다.

최근 독성이 적고, 되도록 자연에 가까운 시약을 이용하는 green

analytical chemistry에 대한 관심이 높아지고 있다. Pollen grain (화

분립)은 수술의 꽃밥 속에 생기는 가루 같은 생식세포로서, 자연에서

얻은 물질이다. Pollen grain의 외막인 exine은 화학적으로 안정하고

다양한 biopolymer로 구성되어있기 때문에 drug delivery에 이용된 바

있다. Pollen grain은 안정한 biopolymer이며, 입자가 작아 SPE

sorbent로 이용될 수 있다. 환경 친화적이고 가격이 저렴하다는 면에

서 pollen grain은 기존의 silica를 대체할 획기적인 SPE sorbent로 이

용될 수 있다. 본 연구에서는 소나무의 pollen grain을 SPE sorbent로

이용하였다.

식물의 뿌리 삼출물에 포함된 phenolic acids는 토양 속 미생물의

성장에 영향을 미친다. 미생물이 생산하는 allelochemicals는 식물의

생장을 촉진시키거나 저해시킨다. 즉 토양 속 phenolic acids는 식물

의 성장에 영향을 미치는 요소 중 하나이다. 본 연구에서는 SPE

sorbent로서 pollen grain을 이용하여 토양 속의 phenolic acids를 추

출하여 HPLC/UV로 분석하였다.
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Figure 1. OVAT method와 RSM의 비교

(Preu et al, 1998, JCA)

SPE를 이용한 9종의 phenolic acids 추출 조건은 response surface

methodology (RSM)을 이용하여 최적화하였다. 실험 조건의 최적화에

있어 기존에는 여러 가지 변수 중 1개만 변화시키며 최적값을 구하는

one variable at a time (OVAT) method를 이용하였다. 실험 조건을

변화시켜 여러 번 실험한 후 가장 좋은 결과를 보여주는 실험 조건을

최적 조건으로 결정하는 것이 OVAT method이다. 이 방법은 시간이

오래 걸리며 변수간의 상호 작용이 존재하는 경우 이를 통해 산출된

최적값이 정확하지 않을 수 있다. 반면에 RSM을 이용하면 다변량 통

계를 통해 실험 조건 간의 상호작용을 고려할 수 있고, 여러 가지 실

험 조건이 동시에 변화할 때의 response (결과)를 파악할 수 있다.

RSM을 통해 실험 조건과 response간의 상호작용을 나타내는 model

을 구축하고, 구축된 model을 통해 최적의 response를 나타내는 실험

조건을 예측할 수 있다. 또한 예측된 실험 조건 하의 response를 예측
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Figure 2. Regular two-level factorial design, CCD, BBD의 도식

(factor가 3개인 경우) 및 Plackett-Burman design

할 수 있다. Model을 통해 예측된 값은 실제 실험을 수행함으로써 예

측에 대한 정확성을 판단할 수 있다. 즉, OVAT method는 수행한 실

험결과만을 기반으로 한 결과론적인 방법이라면, RSM은 최소한의 실

험과 통계를 기반으로 한 과학적이고 예측론적인 방법이다 (Figure

1).

RSM은 design of experiment (DOE)를 이용한 실험 design을 통해

이루어진다. 주로 이용되는 DOE에는 위의 그림과 같이 4 가지가 있

다 (Figure 2). 각 design은 factorial points, star points, center

points, midpoints로 구성된다.
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1. Regular two-level factorial design

Regular two-level factorial design은 factorial points로 이루어져 있

다. 이 design을 통해 factor의 response에 대한 linear influence,

factor간의 상호작용을 알 수 있지만 factor의 quadratic effects는 알

수 없다. 그렇기 때문에 이 design은 예비실험이나 최적화 과정의 초

기 단계에 유용하다. 실험 point의 개수 (Nf)는  (f = factor의 개수)

이다. Factor의 개수에 따라 실험 point 개수가 지수적으로 증가하기

때문에 보통 factor의 개수가 4개 이하인 경우 이용한다. 신뢰도가 낮

은 편이기 때문에 RSM 보다는 screening out의 목적으로 주로 이용

된다. Screening out이란 여러 개의 factor 중 중요한 factor를 선택하

고, 중요하지 않은 factor를 제거하는 것을 의미한다.

2. Central composite design CCD

Central composite design (CCD)은 factorial points뿐만 아니라 star

points와 center points로 구성된다. Star points는 center points에서 +

α, -α만큼 떨어진 points로서, response surface의 curvature를 파악하

는데 이용된다. 이 points는 factorial points와는 또 다른 새로운 최댓

값 및 최솟값 (extreme values)의 조합이며, point의 개수는 factor 개

수의 2배에 해당하는 값이다. α값은 다음 식에 의해 결정된다.

 실험 의 개수       의 개수  (식 1)

Factor가 2개인 경우 위의 식에 의해 α값은 1.4다.

Center points는 모든 factor 범위에서 중앙값의 조합에 해당하는

points로서, 다른 experimental points와 달리 한 point에서 여러 번

반복된다. Data 분석 시 pure error의 측정에 이용된다. Center

point의 개수 ()는 다음 식에 의해 결정된다.
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Figure 3. 3가지 CCD variety의 도식 (factor가 2개인 경우)

  




      
(식 2)

CCD의 총 실험 point의 수는 다음 식에 의해 결정된다.

  
  (식 3)

Factor 개수가 같을 때 실험 point의 개수가 4개의 DOE중 가장 많다.

실험 point 개수가 많을수록 erroneous points의 영향을 덜 받게 되며

신뢰도가 높은 model이다. 즉 CCD는 4개의 DOE 중 가장 신뢰도가

높은 model이다. CCD를 통해 linear influence, factor간 상호작용,

quadratic effects를 파악할 수 있으며, RSM의 목적으로 이용된다.

Star points의 위치에 따라 여러 CCD가 있는데 그 중 face centered,

rotatable, inscribed가 주로 이용된다 (Figure 3). 이 중 가장 좋은

variety가 어떤 것인지는 확실하지 않으며 연구의 특성에 따라 이용되

는 variety는 다르다. 파악하고자 하는 실험 범위, 적용 가능 여부 등

에 따라 적합한 CCD를 선택하여야 한다. α값이 design의 범위를 결

정하며, design 범위가 실행 가능 범위에 포함되어야 한다.
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2-1. Face centered CCD

Face centered CCD는 α값이 1인 경우를 의미한다. Star points는

factor의 축에 평행하고, center point로부터 1만큼 떨어진 지점에 위

치한다. Figure 2에 나타낸 CCD는 face centered CCD이다. Design

space는 figure 3와 같이 factor가 2개인 경우에는 정사각형을, figure

2와 같이 factor가 3개인 경우에는 정육각형을 이룬다.

2-2. Rotatable CCD

Figure 3과 같이 factor가 2개인 경우 α값은 1.4다. Star points는

factor 축에 평행하고, center point를 원점으로 하여 반지름이 1.4인

지점에 위치한다. Design space는 figure 3와 같이 factor가 2개인 경

우에는 factorial points로 이루어진 정사각형의 꼭짓점을 지나는 원형

을, factor가 3개인 경우에는 정육각형의 꼭짓점을 지나는 구형을 이

룬다. Rotatable CCD는 face centered CCD에 비해 α값이 크고, 그에

따라 design의 범위가 확장된다.

2-3. Inscribed CCD

Inscribed CCD 또한 factor가 2개인 경우 α값은 1.4다. 그렇지만 star

points가 factor 범위의 최댓값, 최솟값에 위치하고, factorial points는

design space의 안쪽으로 옮겨진다. Figure 3와 같이 factor가 2개인

경우 star points는 –1에서 +1의 범위를, factorial points는 –0.7에서

+0.7의 범위에 있게 된다. Design space는 figure 3와 같이 factor가 2

개인 경우에는 정사각형에 맞닿아있는 원형을, factor가 3개인 경우에

는 정육각형의 각 면에 맞닿아있는 구형을 이룬다. 즉, inscribed CCD

는 design 범위가 축소된 rotatable CCD라 할 수 있다.
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Factor의 개수 Center point의 개수 총 실험 point의 개수
3 3 15
4 3 27
5 3 46
6 6 54
7 6 62
9 10 130
10 10 170

3. Box-Behnken design (BBD)

Box-Behnken design (BBD)은 CCD와 같이 center points를 갖고

있지만, factorial points대신 midpoints를 가지며 star points는 존재하

지 않는다. BBD를 통해 linear influence, factor간 상호작용,

quadratic effects를 파악할 수 있으며, RSM의 목적으로 이용된다.

Factor 수가 같을 때 CCD에 비해 실험 point의 개수가 더 적기 때문

에 신뢰도는 더 낮은 편이다. 그렇지만 BBD는 midpoints의 조합이

기 때문에 안전한 operating zone을 갖는다. CCD는 factorial points

(최댓값 및 최솟값의 조합)와 ‘정육면체’를 벗어나는 star points를 가

지며, 이러한 points는 관심 범위를 벗어나거나 실험을 진행할 수 없

는 지점일 수도 있다. BBD는 이러한 star points와 factorial points를

갖고 있지 않기 때문에 모든 실험 points가 안전한 operating zone에

포함된다. BBD에서 총 실험 point는 다음과 같다 (Table 1).

Table 1. Factor 개수에 따른 BBD에서 총 실험 point 개수
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Table 2. Factor가 11개 이하인 경우 12 runs Plackett-Burman design

4. Plackett-Burman design

Plackett-Burman design은 regular two-level factorial design과 같

이 factorial points로 이루어져 있다. 그렇지만 모든 factorial points의

조합인 regular two-level factorial design과 달리 Plackett-Burman

design은 일부 factorial points의 조합이다. 그렇기 때문에 이 design

은 non-regular factorial design 이라고 불린다. Table 2는 factor가

11개 이하인 경우 Plackett-Burman design의 12 runs design이다. 이

표에서 +1은 factor 범위에서 최댓값, -1은 최솟값을 의미한다. 예를

들어 factor가 6개인 경우 Factor G부터 Factor K까지는 비워둔 채

무시하고 실험을 진행하면 된다. Factor가 11개 이상인 경우 20, 24,

28 runs 등의 Plackett-Burman design을 이용하면 된다.

Plackett-Burman design에서 main effect들은 factor간의 상호작용과

confound된다. 그렇기 때문에 이 design에서 quadratic effect, factor

간의 상호작용은 파악할 수 없으며 linear influence만 고려된다. 이러

한 특징을 갖기 때문에 regular two-level factorial design과 같이
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Figure 4. 각 DOE의 특징 요약

screening out의 목적으로 이용된다.

앞의 내용들을 요약하면 다음 그림과 같다 (Figure 4). 본 연구에서

는 신뢰도가 가장 높은 CCD를 이용하여 pollen grain을 이용한 SPE

실험과정을 최적화하였다.
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Ⅱ. 실험

1. 시약 및 기기

1-1. 시약 및 용매

분석법 확립을 위해 9종의 phenolic acids 표준품을 사용하였다.

- Gallic acid (Sigma Aldrich, USA)

- 3,4-Dihydroxybenzoic acid (Sigma Aldrich, USA)

- 4-Hydroxybenzoic acid (Sigma Aldrich, USA)

- Vanillic acid (Sigma Aldrich, USA)

- Caffeic acid (Sigma Aldrich, USA)

- p-Coumaric acid (Sigma Aldrich, USA)

- Ferulic acid (Sigma Aldrich, USA)

- Sinapic acid (Sigma Aldrich, USA)

- m-Coumaric acid (Sigma Aldrich, USA)

Pollen grain을 SPE sorbent로서 이용하기 위해 washing하고, 토

양에서 phenolic acids를 추출하기 위해 다음과 같은 용매 및 시약을

사용하였다.

- Pollen grain (Han Science, Korea)

- Water (J.T. Baker, USA)

- Methanol (J.T. Baker, USA)

- Acetonitrile (J.T. Baker, USA)
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- Ammonia (Sigma Aldrich, USA)

- Formic acid (Sigma Aldrich, USA)

LC/UV 분석을 위해 다음과 같은 용매 및 시약을 사용하였다.

- Water (J.T. Baker, USA)

- Acetonitrile (J.T. Baker, USA)

- Formic acid (Sigma Aldrich, USA)

1-2. 실험 기구

- Adjust pipette (0.5∼10 μL, 20∼200 μL, 100∼1000 μL,

Eppendorf AG, Hamburg, Germany)

- Pipette tips (0.5∼10 μL, 20∼200 μL, 100∼1000 μL,

Eppendorf AG, Hamburg, Germany)

- Centrifuge tube (2.5 mL, 5 mL, Eppendorf AG, Hamburg,

Germany)

- Centrifuge (Eppendorf AG, Hamburg, Germany)

- Conical tube (15 mL, SPL Life Sciences Co. Ltd)

- Vortex Mixer (Vortex Genie 2)

- Ultrasonicator (Sonics & Material, Inc., USA)

- PTFE membrane filter (0.2 μm, Sartorius Stedim Biotech

GmbH, Goettingen, Germany)

- Liquid nitrogen

- Volumetric falsk (100 mL, 500 mL, Schott Duran, Germany)

- Filtration Tubes 3 mL (SUPELCO, USA)
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1-3. 분석 기기

- HPLC: PerkinElmer UHPLC (PerkinElmer, USA)

- Column : SPP column (C18, 2.1 X 150 mm, 2.7 μm, Agilent,

USA)

- Detector : PerkinElmer PDA (PerkinElmer, USA)
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2. 실험방법

2-1. SPE를 위한 pollen grain의 준비 

Pollen grain을 SPE sorbent로 이용하기 위해서는 washing 과정이

필요하다. Pollen grain을 Soxhlet extractor에 담은 뒤 MeOH

(methanol)을 24시간 동안 환류하였다. 이 과정을 통해 pollen grain의

색소와 지방이 제거되었다. 환류를 마친 후, ACN (acetonitrile) : H2O

: FA (formic acid) (67 : 30 : 3, v/v)용액으로 washing을 하였다. 이

과정을 통해 탄수화물이 제거되었다. 2번의 washing과정을 마친 후,

60 ℃에서 12시간동안 건조하였다. 건조가 끝난 pollen grain은 유발

유봉을 이용해 뭉쳐있는 덩어리들을 갈아 입자를 작게 하였다. 이를

400 mg씩 정밀하게 달아 SPE cartridge를 만들었다.
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Figure 5. 9 가지 phenolic acid 표준품의 구조

2-2. 시료 전처리

9가지 phenolic acid 표준품의 경우 (Figure 5), 저울로 정밀하게

측정한 표준품을 5 mg/mL의 농도로 MeOH에 녹여 저장용액을 만들

었다. 저장용액을 필요한 양만큼 옮긴 뒤 MeOH을 증발시키고 남은

표준품을 0.5% NH3 in ACN에 녹였다.

다음의 과정을 통해 토양에서 phenolic acids를 추출하였다. 2 g의

토양을 취해 6 mL의 MeOH : H2O (1 : 1, v/v) 혼합액을 넣었다.

Ultrasonication을 40 ℃에서 1 시간동안 진행하여 토양에서 phenolic

acids를 추출하였다. 용액 내에 불용성 불순물을 제거하기 위하여

4,000 rpm에서 10 분간 원심분리하였다. Supernatant를 PTFE 0.2 μm

membrane filter로 한 번 더 불순물을 제거한 후 따로 4 mL 취하였

다. 따로 취한 용매를 50 ℃에서 nitrogen purge를 이용하여 증발시켰

다. 이를 1.5 mL의 0.5% NH3 in ACN 용액에 녹였다.
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Figure 6. SPE를 이용한 sampling 과정

(Qian Lu et al, 2014, JCA)

 SPE를 이용한 sampling 과정은 다음과 같다 (Figure 6). 물과

ACN 혼합 용액 2 mL와 ACN 2 mL을 이용해 precondition 하였다.

이 과정에서 물과 ACN 혼합 용액을 통해 –OH group을 가진 pollen

grain 표면에 물 층이 생성되고, ACN을 통해 그 외에 남은 물이 제

거된다. Precondition 후, 1 mL의 시료 또는 표준품을 spike한 1 mL

의 시료를 통과시켰다. 이 때 시료의 소수성 방해물은 SPE cartridge

밖으로 빠져나가고, phenolic acids는 pollen grain 표면의 물 층에 분

배되어 SPE cartridge에 남는다. 또한 ACN 1 mL를 이용해 cartridge

에 남아 있는 소수성 방해물을 제거하였다. SPE cartridge에 남아 있

는 phenolic acids를 용리시키기 위해 3 mL의 ACN, 물, FA의 혼합

용액을 이용하였다. 용리액은 50 ℃에서 nitrogen purge를 이용하여

증발시켰다. 이를 200 μL의 물에 녹인 후, PTFE 0.2 μm membrane

filter로 불순물을 제거하여 HPLC에 injection하였다.
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Figure 7. 3가지 factor의 이름, 단위 및 범위

2-3. RSM을 이용한 실험 design

SPE를 이용한 sampling 과정을 최적화하기 위하여 Design-Expert

(trial, Stat-Ease, Inc., Minneapolis, USA) software를 이용하였다. 실

험 원리 및 예비 실험 결과를 통해 최적화할 실험 조건 3 가지를 결

정하였다. Figure 6에서 precondition과정과 elution과정은 phenolic

acids의 흡착 및 용리에 중요한 영향을 미치기 때문에 다음 3 가지

실험 조건을 최적화할 실험 조건으로 결정하였다.

-Factor A: precondition시 물의 비율

-Factor B: elution시 물의 비율

-Factor C: elution시 FA의 비율

위의 세 가지 조건을 CCD를 이용해 최적화하였다. 예비 실험을 통해

factor A, B, C의 범위를 각각 10 – 30, 10 – 30, 0 – 5로 설정하

였고 이를 software에 다음과 같이 입력하였다 (Figure 7).
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Figure 8. 20개 실험 point의 도식

식 1, 2, 3에 의해 factor의 개수가 3개인 경우, 총 실험 point의 개수

는 20개이다. Figure 2의 CCD 도식에 figure 7의 각 factor에 관한 범

위를 대입하여 좌표로 나타내면 figure 8과 같다. 이 20개의 실험

point로 본 실험의 CCD는 구성되며, uncontrolled factors의 영향을

최소화하기 위해 무작위 순서로 실험을 진행하였다.
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Figure 9. Block 기능 및 CCD option 선택

Block 기능은 실험을 하루 내에 진행할 수 없는 경우, 실험을 며칠

에 걸쳐 나눠서 design하는 기능이다. 예를 들어 figure 9의 Blocks를

2로 선택하면, 전체 실험 design을 이틀 동안 실험하도록 design해준

다. 그러나 본 실험의 경우 총 실험 개수인 20개의 실험을 하루 동안

모두 진행할 수 있기 때문에 block기능을 이용하지 않았다. 또한

figure 9 아래쪽의 Options를 통해 CCD의 종류를 선택할 수 있는데,

본 실험에서는 face centered를 선택하였다.
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Figure 10. Response 설정

그 다음 과정에서 response를 설정하는데, response로서는 9개

phenolic acid의 peak area 총합으로 하였다. Response의 개수는 꼭 1

개일 필요는 없으며, 상황에 따라 개수를 선택하고 각 이름을 입력할

수 있다 (Figure 10).
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Table 3. LC/UV 분석조건

2-4. LC/UV 분석조건

토양에서 phenolic acids를 추출한 시료를 PerkinElmer UHPLC를

사용하여 분석하였다. LC column은 porous한 구조를 가진 SPP

column (C18, 2.1 X 150 mm, 2.7 μm, Agilent)를 사용하였다. UV

detector는 PerkinElmer PDA를 이용하였다.
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Ⅲ. 결과

1. SPE 조건의 최적화

Design-Expert software에 figure 7의 내용 및 앞에서 설명한

block, option에 관한 내용을 입력 후, response에 관한 정보 까지 입

력하면 figure 11과 같은 design matrix를 얻을 수 있다. Figure 11에

서 std는 figure 8의 실험 point의 numbering을 의미하고, software는

이를 무작위 순서로 실험할 수 있게 해준다. Figure 11에서 run은 무

작위로 배치된 실험 순서에 따른 numbering을 의미한다. 실험 순서는

design을 할 때마다 무작위로 바뀌기 때문에 한번 design matrix

table을 얻고 이를 계속해서 사용하려면 꼭 저장해서 사용해야 한다.

Run 순서대로 실험을 진행한 후 얻은 response (9개 phenolic acid의

peak area 총합)를 figure 11과 같이 입력하였다.
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Figure 11. CCD design matrix 및 responses
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Figure 12. 분석 결과의 확인

Figure 12의 왼쪽에 있는 Analysis를 클릭하면 여러 분석 결과를

확인할 수 있다. Figure 12 위쪽의 Fit summary, Model을 클릭하면

design model에 대한 요약 정보를 확인할 수 있다. 그 결과 실험을

통해 얻은 design model이 quadratic model이라는 것을 알 수 있었다.

Figure 12 위쪽의 ANOVA를 클릭하면 analysis of variance

(ANOVA) 결과를 확인할 수 있다 (Table 4).
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Table 4. ANOVA 결과

Model의 F-value 4.79는 model이 유의함을 의미하며, Prob>F값인

0.0112는 위와 같은 높은 F-value가 noise에 의해 나왔을 확률이

1.12%밖에 되지 않는다는 것을 의미한다. Prob>F값이 0.05보다 작은

경우 유의한 term으로 간주하였다. Lack of fit의 경우 Prob>F값이

0.05보다 크므로, 유의하지 않다는 것을 의미한다. 즉 model은 유의하

고, lack of fit은 유의하지 않으므로 본 실험에서 구축된 model은 신

뢰할만하다고 볼 수 있다. 또한 A, C, A2, B2 가 유의한 model term

이라는 결과를 얻었다. AB, AC, BC는 모두 유의하지 않다는 결과가

나왔으므로, 본 실험에서 factor A, B, C 사이에 상호작용은 없었다는

결과를 얻었다.
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Figure 13. Response와 factor에 관한 이차다항식

Design-Expert software를 통해 response와 factor에 관한 이차다

항식을 얻을 수 있다 (Figure 13). Figure 13에서 b0는 y절편, b1 –

b9은 각 effect의 계수를 의미한다. 이 계수들의 부호는 영향력의 방향

성을, 절댓값은 영향력의 크기를 의미한다. b1 - b3는 factor A, B, C

의 직선적인 영향력을, b4 - b6는 두 factor간의 상호작용의 영향력을,

b7 - b9는 각 factor의 이차적인 영향력을 의미한다. 예를 들어 factor

A의 영향력을 나타내는 b1의 값은 –1.552E+006이므로, factor A가

클수록 response는 감소할 것으로 예상된다. 또한 factor C의 영향력

을 나타내는 b3는 9.528E+005이므로 b1의 절댓값에 비해 작다. 그러므

로 factor C가 factor A보다 response에 미치는 영향력이 더 작다는

것을 위의 식을 통해 알 수 있다. Figure 13의 b1의 부호는 -이므로

factor A는 작을수록, b3의 부호는 +이므로 factor C는 클수록

response 값이 크다는 것을 알 수 있다. Precondition 시 물의 양이

많아 SPE cartridge에 남아 있을 경우, 샘플 loading시에 cartridge에

남아 있는 물과 함께 phenolic acids가 소실되는 것으로 예상된다.

Elution시 FA가 많을수록 proton ion의 exchange가 증가하여

phenolic acids의 용리가 증가하는 것으로 예상된다.
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Figure 14. Factor A와 factor C에 대한 3D response surface

Figure 12의 위쪽에 있는 Model Graphs를 통해 figure 13의 식을

다양한 그래프로 시각화할 수 있는데 본 연구에서는 3D response

surface로 나타냈다 (Figure 14, 15, 16). Figure 14, 15, 16은 세 가지

factor 중 두 가지 factor의 response (total peak area)에 대한 영향력

을 나타내며, 이 때 나머지 factor는 고정되어 있다. 예를 들어 Figure

14의 경우 factor B가 20으로 고정되어 있을 때를 나타내는 그래프이

다. Table 4에서 factor A는 직선적인 영향력, 이차적인 영향력이 유

의한 의미를 지닌다고 하였다. Figure 13에서 b1은 –1.552E+006, b7

은 2.641E+006이므로, figure 14에서 factor A가 증가할수록 response

는 감소하고 아래가 볼록한 이차적인 그래프를 나타내는 것을 확인할

수 있다. 즉 Figure 13의 식이 Figure 14, 15, 16에 시각적으로 잘 표

현되어있다.
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Figure 15. Factor A와 factor B에 대한 3D response surface

Figure 16. Factor B와 factor C에 대한 3D response surface
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Figure 17. RSM　model을 통한 최적화 과정

2. RSM model에 의한 예측값의 확인

RSM model을 통한 최적화를 위해서는 figure 17 왼쪽의

Optimization 아래 Numerical을 클릭한다. Figure 17 위쪽의 Criteria

를 통해 최적화 조건을 설정할 수 있다. 본 실험의 목적은 SPE 실험

조건의 최적화였다. 즉 total peak area (response)를 최대로 하는 것

이기 때문에 figure 17에서 Total peak area를 선택한 후, Goal을

maximize로 선택하였다. Figure 17에서 붉은색 네모로 표시한 값은

실제 실험한 20개 runs의 결과 중 최솟값 및 최댓값을 의미한다.

RSM을 통해 최적화하면 실제 실험값보다 높은 값을 얻을 수 있기

때문에 figure 17의 Limits에 있는 Lower 및 Upper 값은 이 범위를

벗어나는 값을 입력할 수 있다.
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Figure 18. RSM　model을 통해 예측된 각 factor의 최적값 및

예측된 response

Figure 17 위쪽의 Solutions를 클릭하면 desirability가 높은 순으로

최적 조건을 확인할 수 있다. 결과는 다양한 형식으로 확인할 수 있

는데 본 실험에서는 figure 18고 같이 Ramps 형식으로 나타냈다. 가

장 desirability가 높은 조건은 figure 18과 같았다. Factor A는 11,

factor B는 21, factor C는 4.5로 하여 3번의 실험을 진행하여 얻은

response의 평균값은 2.40892E+007이었다. 예측값과의 오차는 약 5%

로, RSM model에 의한 최적 조건이 바람직하다고 할 수 있다.
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Ⅳ. 결론

1. 자연으로부터 얻은 pollen grain을 SPE 흡착제로 이용하여 토양

속의 phenolic acids를 추출하고, LC/UV를 이용하여 시료를 분석하였

다. 환경 친화적이고, 비용이 기존의 SPE에 비해 저렴한 분석법을 개

발하였다.

2. SPE 실험 조건 중 실험 결과에 중요한 영향을 미칠 것으로 예

상되는 3개의 실험 조건에 대해 RSM을 이용해 최적화하였다. 최적화

결과 precondition시 물의 비율은 11%, elution시 물의 비율은 21%,

elution시 FA의 비율은 4.5%일 때 최적 조건이라고 예상되었다. 실제

실험 결과 위의 실험 조건이 최적 조건임을 확인하였다.

3. 본 연구를 통해 실험 조건의 최적화에 있어 RSM이 효율적이고

정확한 과학적인 도구임을 확인할 수 있었다. 또한 SPE 흡착제로서

pollen grain의 가능성을 확인할 수 있었고, phenolic acids 뿐 아니라

다른 분석물질의 분석에도 pollen grain이 적용될 수 있을 것으로 기

대한다.
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Abstract

Pollen grain as a novel SPE sorbent for

determination of nine phenolic acids and

optimization using RSM

Hae Yoon Cho

Department of Pharmacy, Pharmaceutical Analysis

The Graduate School

Seoul National University

 Liquid-liquid extraction (LLE) or solid phase extraction (SPE) are

usually used for removal of interfering substances and

preconcentration of target compounds. SPE is a useful tool because

it consumes less organic solvents. Generally, sorbent materials are

an important factor in SPE. Conventional SPE materials are

expensive and based on silica. Silica is a stable compound,

therefore it is hard to be decomposed and can be harmful to the

environment.

Recently, green analytical chemistry has gained a lot of interest

because it uses less toxic, eco-friendly reagents. Pollen grains are

powder like gametes produced in anther of stamen and are

obtained from the nature. Exine, the outer wall of pollen grain,

was used in drug delivery because it is chemically stable and

composed of diverse biopolymer. In this study, pollen grains of

pine were used as SPE sorbents.
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Phenolic acids in effusion of plant roots affect the growth of

microorganism in soil. Allelochemicals produced by microorganism

stimulate or inhibit plant growth. In other words, the amount of

phenolic acids in soil is a significant factor in plant growth. In this

study, pollen grains were used as SPE sorbent and it extracted

phenolic acids in soil. The samples were analyzed with HPLC/UV.

The condition for extraction of nine phenolic acids with SPE was

optimization using response surface methodology (RSM). Central

composite design (CCD) was used for experimental design. The

optimum conditions determined by RSM were precondition water

ratio of 11%, elution water ratio of 21% and elution formic acid

ratio of 4.5%. The predicted value from RSM and mean value

gained by experimenting three times under the optimum condition

showed a high agreement.

In the result of this study, it is proven that it is effective to use

RSM when calculating the optimum value and understanding the

relationship between experimental factors and responses. The

optimum value can be found effectively and scientifically with help

of statistics tool such as ANOVA with minimum number of

experiments using RSM.

Keyword: Phenolic acids, SPE (solid phase extracton) sorbent,

Pollen grain, Green analytical chemistry, Response surface

methodology (RSM), Central composite design (CCD), Analysis of

variance (ANOVA)

Student Number : 2013-23470
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