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UPLC를 이용한 밀크씨슬추출물 지표 성분인 실리마린 분석법 검증
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Abstract

This study attempted to establish an ultra performance liquid chromatography (UPLC) analysis method for standard
determination of silymarin as a health functional food material in Silybum marianum extraxt (milk thistle). UPLC
was performed on a Waters Acquity BEH C18 (50×2.1 mm, 1.7 µm) column using a gradient elution of distilled
water and methanol at a flow rate of 0.21 mL/min and detection wavelength of 288 nm. The UPLC method showed
high linearity in the calibration curve at a coefficient of determination (r2) of >0.9999, and limit of detection and
quantitation for 6 flavonolignans were 0.0167-0.2469 and 0.1648-1.2931 µg/mL, respectively. The recovery of each
flavnolignan was in the range of 99.96-100.81%, and the relative standard deviation for precision of each flavono-
lignan was less than 1.0%. The UPLC method established in this study was more specific for the quantitative deter-
mination of silymarin than the HPLC method. Also, since the UPLC method is shorter in the equipment operation
time and smaller in the amount of used solvent than the HPLC method, UPLC is expected to have higher energy
efficiency and lower environmental impact compared with HPLC.
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서 론

건강기능식품은 일상 식생활에서 부족할 수 있는 영양소

혹은 신체 여러 부위에 이로운 기능을 가진 기능성 원료를

사용하여 제조함으로써 건강을 유지하는 데 도움을 주는

식품이다. 기능성 원료에는 건강기능식품공전에 수록된 고

시형 원료와 공전에 등재되어 있지 않고 식품의약품안전처

에서 개별적으로 인정하는 개별인정원료가 있다(Ministry

of Food and Drug Safety, 2017). 개별인정원료 역시 인정

받은 후 6년이 지나고, 품목제조신고가 50건 이상이 되는

등 몇 가지 조건이 충족되면 고시형 원료로 전환이 가능해

진다. 이러한 원료로 제조된 건강기능식품의 기능성은 크게

3가지 기능성으로 구분할 수 있다(Ministry of Food and

Drug Safety, 2017). 첫 번째로 질병 발생위험감소기능이

있으며 대표적으로 골다공증과 충치 발생위험감소가 있다.

두 번째는 생리활성기능이 있는데 기억력 개선, 간 건강,

체지방 감소, 혈당조절 등 약 30여 개의 생리활성기능이

있다. 세 번째는 영양소 기능으로 비타민 및 무기질, 단백

질, 필수지방산 등의 기능이 있다. 이런 여러 기능성을 가

진 건강기능식품은 매년 꾸준한 성장세를 나타내며 국내

뿐만 아니라 전 세계적으로 시장이 커지고 있으며 국내외

노령인구의 증가와 더불어 앞으로의 성장 전망도 밝은 편

이다(Ministry of Food and Drug Safety, 2017). 이러한

건강기능식품 중에서 간 기능개선에 도움을 주는 기능성

원료에는 밀크씨슬추출물, 표고버섯균사체, 복분자추출분

말, 헛개나무과병추출물 등이 있는데 간 기능 건강기능식

품 중에는 밀크씨슬추출물이 기능성 원료로 많이 사용되

고 있다.

해바라기와 데이지가 속해있는 국화과 식물인 엉겅퀴

(Silybum marianum)를 그대로 주정(물·주정 혼합물 포함)

추출하거나 압착 또는 헥산으로 탈지하여 주정(물·주정

혼합물 포함) 추출한 후 여과, 농축, 정제하여 제조한 것을
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밀크씨슬(milk thistle)이라고 한다. 밀크씨슬에 함유된 기능

성분은 실리마린(silymarin)이라고 하며, silybin A, silybin

B, isosilybin A, isosilybin B, silychristin, silydianin 등의

플라보노리그난(flavonolignan) 화합물이 실리마린의 약

70%를 차지한다(Choo et al., 2009). 기능성분인 실리마린

이 320-660 mg/g을 함유되어 있어야만 밀크씨슬추출물을

건강기능식품의 기능성원료로 사용이 가능하다(Ministry of

Food and Drug Safety, 2016a).

밀크씨슬추출물은 예전부터 간장약으로 이용됐으며 그

효능이 수많은 연구를 통해 보고되어 있다. 이것의 간 보

호작용은 실리마린의 플라보노리그난 화합물들이 간세포와

독소와의 결합을 방해하는데, 이런 작용으로 유해물질의

세포 내부로의 침입을 방지함으로써 간세포 보호 작용을

한다(Saller et al., 2001; Carla Pereira et al, 2013; Ni &

Wang, 2016; Baghbahadorani et al., 2017; Heo et al., 2017;

Zaulet et al., 2017). 그리고 실리마린은 간의 해독작용에

필요한 성분인 글루타싸이온(glutathione)의 산화를 감소시

키며 동시에 고갈을 방지한다(Mira et al., 1994). 실리마린

은 또한 항산화제로서 자유라디칼을 제거하고, 생체 내 항

산화물질의 양을 증가시켜 과산화로 인한 세포괴사를 막는

다(Lieber et al., 2003). 그 외에도 염증 매개 물질인 프로

스타글란딘(prostaglandin)과 류코트라이엔(leukotriene)의 생

성을 억제하여 항염증작용을 나타내는 것으로 알려져 있고

(Dehmlow et al., 1996), 실리마린과 인터페론(interferone)

의 조합이 C형간염의 치료에 도움이 된다는 연구(Ashfaq

et al., 2011), 실리마린의 면역조절제로서의 기능(Esmaeil

et al., 2017), 방사선 보호역할(Marzban et al., 2017) 등

다양한 기능성이 알려져 있다.

이러한 기능성으로 밀크씨슬추출물을 주요 성분으로 한

수많은 제품이 건강기능식품시장에 출시되어 있다. 현재

실리마린을 분석하는 방법은 밀크씨슬추출물로부터 high

performance liquid chromatography (HPLC)를 이용한 분석

법이 건강기능식품 기준규격에 개정 및 고시되어 있다

(Ministry of Food and Drug Safety, 2016b). HPLC 분석법은

분석에 소요될 뿐만 아니라 이와 동반하여 많은 양의 용매

가 필요하고, 그에 따르는 폐기물양의 증가, 기기의 가동률

증가 등 여러 단점이 존재한다. 그에 비해 ultra performance

liquid chromatography (UPLC)는 HPLC 컬럼과 비교하여

2 µm 내외 작은 직경을 갖는 충진 입자를 사용한 컬럼을

사용하여 고압에서 분석이 가능하기 때문에 분석 시간이

단축될 뿐만 아니라 분리능과 감도가 높은 장점이 있다(de

Villiers et al., 2006). 그러므로 본 연구에서는 UPLC를 이용

한 실리마린를 분석하는 조건 및 방법을  설정하고, 그 방

법의 특이성(specificity), 직선성(linearity), 정확성(accuracy),

정밀성(precision), 완건성(robustness) 등을 평가하여 설정된

방법을 검증하였다.

재료 및 방법

재료 및 시약

본 실험에 사용한 실리마린 표준물질은 ㈜천연바이오

(Daejeon, Korea)에서 구입하였다. 실리마린 표준물질은

silychristin (순도 98.1%), silydianin (순도 98.2%), silybin

(A+B) (순도 98.1% (49.0%의 silybin A와 49.1%의 silybin

B)), isosilybin A+B (순도 97.2% (82.8%의 isosilybin A와

14.4%의 isosilybin B))으로 구성되어 있으며, 실리마린 각

표준물질의 분자구조는 Fig. 1에 나타내었다. 추출과 분석에

사용된 메탄올(methanol)은 HPLC용 특급(Fischer Brand,

Waltham, MA, USA)을 구입하여 사용하였으며, 이동상으

로 사용되는 인산(phosphoric acid)은 HPLC 등급에 준하는

것을 Junsei Chemicals (Tokyo, Japan)에서 구입하여 사용

하였다.

표준용액의 조제

실리마린 표준물질 silychristin, silydianin, silybin A와

silybin B의 혼합물, isosilybin A와 isosilybin B의 혼합물

각각을 10 mg씩 정밀히 칭량하여 메탄올에 용해한 후, 메

탄올로 최종 부피를 100 mL로 정용하여 표준원액으로 하

고 이를 희석하여 표준용액으로 사용하였다. 실리마린 표

준물질의 순도를 고려하면 실리마린 표준원액 100 mL에

는 9.81 mg의 silychrisitn, 9.82 mg의 silydianin, 4.90 mg

의 silybin A, 4.91 mg의 silybin B, 8.28 mg의 isosilybin

A, 1.41 mg의 isosilybin B가 함유되어 있다.

기기 조건 및 조작

실리마린 표준물질의 함량을 측정하기 위해 건강기능식

품공전의 방법에 따라 HPLC (Waters Co., Milford, MA,

USA)를 이용하여 분석하였다. 전처리한 각 시료 20 µL를

주입하였으며, 컬럼은 YMC Pack Pro C18 (250 mm ×

4.6 mm, 5 µm) HPLC column (YMC, Tokyo, Japan), 검출

기는 Waters 2487 dual absorbance detector (Waters Co.)를

사용하였다. UPLC system은 Waters Acquity UPLC BEH

C18 (50 mm × 2.1 mm, 1.7 µm) column (Waters Co.)을 사

용하였으며, 검출기는 Acquity TUV detector (Waters Co.)

를 사용하였다. HPLC 및 UPLC system의 이동상 중 이동

상 A는 메탄올:탈이온수:인산이 20:80:0.5 (V/V/V)이 되도

록 제조하였으며, 이동상 B는 메탄올:탈이온수:인산이

80:20:0.5 (V/V/V)이 되도록 제조하였다. HPLC 및 UPLC

의 분석 조건은 Table 1과 같다.

정량 계산

각 농도의 표준용액으로 silychristin, silydianin, silybin

A, silybin B, isosilybin A 및 isosilybin B의 검량선을 작성

한 후, 시험용액 중 실리마린 함량을 구하였다. 시험용액의
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실리마린 함량은 아래의 식으로 구한 silychristin, silydianin,

silybin A, silybin B, isosilybin A 및 isosilybin B의 각 함

량을 합하여 구하였다.

실리마린 함량(mg/g) = A×B×P/S

A = 시험용액 중의 각 플라보노리그난의 농도(µg/mL)

B = 시험용액의 전량(mL)

P = 표준물질의 순도

S = 시료채취량(mg)

분석법 검증

특이성(specificity)은 실리마린 표준용액을 HPLC와 UPLC

로 분석하여 크로마토그램상의 머무름 시간(retention time)과

스펙트럼(spectrum)을 비교하였으며, silychristin, silydianin,

Fig. 1. Molecular structures of six flavonolignans in silymarin.

Table 1. Analytical conditions of HPLC and UPLC for the quantitative analysis of silymarin

Parameter HPLC condition UPLC condition

Column
YMC Pack Pro C18 

(240 mm × 4.6 mm × 5 µm)
Waters Acquity UPLC BEH C18 

(50 mm × 2.1 mm × 1.7 µm)

Injection volume 20 µL 0.5 µL

Column oven temperature 35°C 30°C

Mobile phase Min Eluent A Eluent B Min Eluent A Eluent B

0 85 15 0.0 85 15

5 85 15 0.6 85 15

20 55 45 3.6 55 45

40 55 45 6.0 55 45

41 85 15 6.2 85 15

55 85 15 7.0 85 15

Flow rate 1.0 mL/min 0.21 mL/min

Detection wavelength 288 nm 288 nm
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silybin A, silybin B, isosilybin A 및 isosilybin B의 각 성

분이 충분히 분리되고 선택적으로 정확하게 검출이 가능한

가를 검증하였다. 분석대상물질 피크와 가장 가까운 잠재

적 간섭피크 상의 분리도는 1.5 이상이어야 분석대상물질

이 정확하게 분리•분석된 것이므로(Ministry of Food and

Drug Safety, 2015), 실리마린 표준물질 피크 사이의 분리

도가 1.5 이상인지 확하였다.

직선성(linearity)은 분석대상물질인 실리마린의 농도에

대한 직선적인 측정값을 얻어낼 수 있는지 알아보기 위한

것으로, 실리마린 표준원액(400 µg/mL)을 메탄올로 순차적

으로 희석하여 제조한 표준용액(25-400 µg/mL)을 HPLC와

UPLC로 분석한 후, 피크 면적과 시료 농도를 변수로 하여

검량선을 작성하고 작성한 검량선의 결정계수(coefficient

of determination, r2) 값을 이용하여 직선성을 확인하였다.

정량한계(limit of quantitation, LOQ)와 검출한계(limit of

detection, LOD)는 실리마린 표준용액으로 검량선을 작성

한 후 검량선에서 기울기의 평균값과 y절편에 대한 표준편

차를 구하여 아래의 식으로 정량한계와 검출한계를 계산하

였다.

LOQ = 10 × y절편의 표준편차/검량선 기울기의 평균값

LOD = 3.3 × y절편의 표준편차/검량선 기울기의 평균값

정확성(accuracy)은 측정값(measured value)의 참값(true

value)에 대한 회수율로 나타내었다. 측정값은 조제한 정확

성 측정용 용액의 농도이며, 참값은 검량선식에 정확성 측

정용 용액의 면적값을 대입하여 구하여진 농도이다. 실리마

린 표준원액을 직선성 항목의 농도범위(25, 100 및 400

µg/mL)에 포함되도록 희석하여 정확성 측정용 용액을 조

제하여 3회 반복 측정하였으며 측정값이 참값에 근접한 정

도를 백분율로 나타내었다.

정밀성(precision)은 실리마린 표준원액을 HPLC와 UPLC

에 6회 반복적용하여 얻은 피크의 머무름 시간과 면적의

상대표준편차(relative standard deviation, RSD)를 측정하였

다. 실험실 내 정밀성(intermediate precision)은 동일 실험

실내 동일한 실험장비와 기구 등을 이용하여 서로 다른 실

험실에 다른 실험자가 정밀성 항목을 검증하여 두 실험자

의 상대표준편차를 계산하였다.

완건성(robustness)은 조제된 시험용액이 시간이 흐름에

영향을 받는지의 여부를 확인하기 위하여 매 6시간마다 총

24시간동안 5회 실시하여 평가를 실시하였다.

건강기능성식품 내에서의 실리마린 분석

정량분석용 검체는 D약품에서 생산한 밀크씨슬추출물

함유 건강기능식품 제품(실리마린 함량 130 mg/12.6 mL)을

사용하였다. 검체 약 1.3 g에 90 mL의 메탄올을 가하여 30

분간 초음파 추출한 후, 상온에서 냉각 후 메탄올로 최종

부피를 100 mL로 정용한 후, 0.45-µm 막거르개(membrane

filter)로 여과하여 시험용액으로 사용하였다.

결과 및 고찰

특이성(specificity)

특이성은 불순물, 분해물, 배합성분 등이 혼재한 상태에

서 분석대상물질을 선택적으로 정확하게 측정할 수 있는

능력이므로, 본 연구의 분석조건이 실리마린 표준물질 6가

지 성분을 정확하게 측정할 수 있는지 알아보기 위하여 특

이성을 검증하기 위한 분석을 시행하였다. HPLC에서의 분

리능(resolution)은 silychristin과 silydianin이 3.30, silydianin

과 silybin A가 14.83, silybin A와 silybin B가 4.04, silybin

B와 isosilybin A가 10.30, isosilybin A와 isosilybin B가

2.97이었으며, UPLC에서의 분리능은 silychristin과 silydianin

이 3.18, silydianin과 silybin A가 12.09, silybin A와 silybin

B가 2.20, silybin B와 isosilybin A가 6.36, isosilybin A와

isosilybin B가 1.55로서 두 기기에서의 분리도가 모두 1.5

이상으로 높은 분리능을 확인하였다(Ministry of Food and

Drug Safety, 2015). Fig. 2는 C18 컬럼을 이용한 실리마린

6 가지의 표준물질을 동시분리·분석한 HPLC와 UPLC의

크로마토그램을 비교하여 보여주고 있다. 실리마린 표준물

질인 6 가지 플라보노리그난 화합물의 피크는 서로 겹치지

않았으며, 각 표준물질 간의 분리도가 HPLC와 UPLC 분

석법에서 1.5 이상이 됨을 확인하여 특이성을 확보하였다.

직선성(linearity)

직선성이란 검체 중 분석대상물질의 양 또는 농도에 비

례하여 일정 범위 내에서 직선적인 측정값을 얻어낼 수 있

는 능력으로 HPLC와 UPLC 분석법에서 모두 결정계수(r2)

값이 0.999 이상으로 매우 우수한 직선성을 보였다(Table

2). 검출한계(LOD)는 검체 중 존재하는 분석 대상물질의 검

출 가능한 최소량을 의미하며, 정량한계(LOQ)는 적절한 정

밀성과 정확성을 가진 정량값으로 표현할 수 있는 검체 중

분석대상물질의 최소량을 의미한다(Kwon et al., 2017).

HPLC 분석법에서 실리마린 표준물질의 검출한계는 0.0167-

0.2469 µg/mL, 정량한계는 0.0506-0.1682 µg/mL 수준으로

나타났으며, UPLC 분석법에서는 0.0544-0.4267 µg/mL 및

0.1648-1.2931 µg/mL 수준이었다. UPLC 분석법에서 얻어진

검출한계 및 정량한계는 HPLC 분석법에서 얻어진 결과와

비교하여 약간 높은 수준을 보였다. 본 연구는 밀크씨슬추

출물의 표준화를 위해 설정된 지표물질인 실리마린의

UPLC 분석을 위한 검출한계 및 정량한계를 검증한 것으로

충분히 본 연구에서의 활용이 가능한 것으로 판단된다.

정확성(Accuracy)

실리마린 표준용액을 25, 100 및 400 µg/mL 농도로 준

비하여 회수율을 확인하여, 실리마린의 측정값이 참값에
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Fig. 2. HPLC (A) and UPLC (B) chromatograms of silymarin analysis.
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근접한 정도를 계산하였다(Table 3). HPLC 분석법에서

silychristin의 회수율은 98.58%, silydianin의 회수율은

98.88%, silybin A의 회수율은 98.93%, silybin B의 회수율

은 98.71%, isosilybin A의 회수율은 98.80%, isosilybin B

의 회수율은 98.11%으로 나타났다. UPLC 분석법에서의

silychristin의 회수율은 100.06%, silydianin의 회수율은

100.21%, silybin A의 회수율은 100.36%, silybin B의 회수

율은 99.96%, isosilybin A의 회수율은 100.29%, isosilybin

B의 회수율은 101.15%으로 나타났다. HPLC 및 UPLC 분

석법에서의 평균 회수율은 각각 98.67 및 100.34%였으며,

상대표준편차는 모두 2.0% 이하로 정확성이 있음을 알 수

있었다. UPLC 분석법의 평균 회수율이 HPLC 분석법보다

100%에 근접한 결과를 보였으며, UPLC 분석법이 HPLC

분석법에 비해 실리마린 분석에 높은 정확성을 갖음을 확

인하였다.

정밀성(precision)

정밀성은 균일한 검체에서 여러 번 채취하여 얻은 시료

를 정해진 조건에 따라 측정하였을 때, 각 시험 결과가 어

느 정도 근접성을 갖는지 나타낸다(Ministry of Food and

Drug Safety, 2015). 정밀성 측정은 400 µg/mL 농도로 제

조한 실리마린 표준용액을 6회 반복하여 실시하였으며, 실

리마린 각 표준물질의 피크 면적과 머무름 시간의 상대표

준편차(RSD)로 나타내었다.

HPLC를 이용한 분석법의 검증 결과(Table 4), 실리마린의

일간 피크 면적 상대표준편차는 1.28-1.34%, 일간 피크 머무

름 시간 상대표준편차는 0.34-0.96%이었으며, UPCL를 이용

한 분석법에서 실리마린의 일간 피크 면적 상대표준편차는

0.46-0.51%, 일간 머무름 시간 상대표준편차는 0.03-0.05%이

었다. HPLC 분석법에서 전 성분 피크 면적 상대표준편차는

1.30%이고 피크 머무름 시간 상대표준편차는 0.66%이며,

UPLC 분석법에서는 전 성분 피크 면적 상대표준편차는

0.50%이고 피크 머무름 시간 상대표준편차는 0.04%로 현저

히 낮은 값을 갖으므로, 개발된 UPLC 분석법이 실리마린의

정량분석이 가능한 재현성이 있음을 확인하였다.

실험실 내 정밀성은 HPLC 분석법에서 피크 면적 상대

표준편차는 0.86-1.07%, 피크 머무름 시간 상대표준편차는

0.79-2.12%로, UPLC 분석법에서는 피크 면적 상대표준편

차는 0.36-0.40%, 피크 머무름 시간 상대표준편차는 0.03-

0.21%로 나타났으며(Table 5), 2% 이하로서 실험실 내 정

밀성이 있음을 확인하였다. 특히, UPLC 분석법에서는 얻

은 상대표준편차들이 HPLC 분석법에서 얻은 값들보다 현

저히 낮음을 확인하였다.

완건성(robustness)

실리마린 표준용액을 24시간 동안 매 6시간마다 총 5회

주입하여 시간에 대한 완건성을 각 회수율, 피크 면적 및

머무름 시간의 상대표준편차로 나타내었다. HPLC 분석법

Table 2. Results of linearity validation of HPLC and UPLC methods (Linearity of silymarin analysis using HPLC and UPLC methods)

Parameter Silychristin Silydianin Silybin A Silybin B Isosilybin A Isosilybin B

HPLC
method

Regression equation y = 45119x + 9051 y = 44869x + 3037 y = 57429x + 2406 y = 57272x + 3276 y = 44100x + 3870 y = 82339x + 91

Coefficient of determination (r2) 0.9999 0.9999 0.9999 0.9999 0.9999 0.9999

LOD/LOQ (µg/mL) 0.0329/0.0998 0.2469/0.7482 0.0167/0.0506 0.0529/0.1602 0.0556/0.1686 0.0206/0.0623

UPLC
method

Regression equation y = 5339x + 288 y = 4620x + 174 y = 6482x + 159 y = 6626x + 301 y = 4745x + 174 y = 9172x + 140

Coefficient of determination (r2) 0.9999 0.9999 0.9999 0.9999 0.9999 0.9999

LOD/LOQ (µg/mL) 0.3568/1.0813 0.4267/1.2931 0.1566/0.4745 0.2071/0.6276 0.3920/1.1878 0.0544/0.1648

Table 3. Recovery tests for silymarin using HPLC and UPLC

methods (Recovery of silymarin analysis using HPLC and
UPLC methods)

Compound

HPLC method UPLC method

Recovery
(%)

RDS
(%)

Recovery
(%)

RDS
(%)

Silychristin 98.58 0.84 100.06 0.32

Silydianin 98.88 0.76 100.21 0.29

Silybin A 98.93 0.81 100.36 0.28

Silybin B 98.71 0.78 099.96 0.26

Isosilybin A 98.80 0.77 100.29 0.37

Isosilybin B 98.11 0.79 100.81 0.71

Average recovery 98.67 100.34

RSD: relative standard deviation

Table 4. Precision of silymarin analysis using HPLC and UPLC

methods

Compound
Peak area
(RSD%)

Retention time
(RSD%)

HPLC

Silychristin 1.28 0.34

Silydianin 1.33 0.38

Silybin A 1.27 0.64

Silybin B 1.28 0.73

Isosilybin A 1.29 0.89

Isosilybin B 1.34 0.96

UPLC

Silychristin 0.50 0.03

Silydianin 0.46 0.03

Silybin A 0.49 0.04

Silybin B 0.50 0.05

Isosilybin A 0.51 0.05

Isosilybin B 0.51 0.05
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에서 전 성분 피크 면적 상대표준편차는 0.60%, 머무름

시간 RSD값은 3.39%으로 나타났으며, UPLC 분석법에서

는 전 성분 피크 면적의 상대표준편차는 0.44%, 머무름

시간의 상대표준편차는 0.23%로 24시간 동안 표준용액의

완건성이 확인되었으며 완건성 항목 역시 UPLC 분석법에

서 편차가 적었다.

검체 함량

본 시험법의 검증과정을 통하여 UPLC 분석법이 밀크씨

슬추출물 내 실리마린의 정량에 이용될 수 있는 직선성,

정확성 및 정밀성을 갖고 있음을 알 수 있었다. 시중에 유

통되는 밀크씨슬추출물 함유 건강기능식품을 대상으로 3회

반복 실험하여 실리마린 함량을 측정한 결과, HPLC 분석

법에서는 검체 12.6 mL 중의 실리마린 함량은 123.09 mg

으로 94.68% (상대표준편차 0.29%) 함량으로 계산되었고,

UPLC 분석법에서는 132.23 mg으로 101.72% (상대표준편차

0.20%)로 계산되어 UPLC 분석법에서 상대적으로 100%에

근접한 결과값을 보였다.

만약 검체 100개를 분석할 경우, HPLC 분석법의 총 분

석시간은 95시간 30분, 총 이동상 소모량은 6,215 mL이고

이동상 모소량 중 메탄올 소모량은 2,450 mL이며, 기긱 안

정화 시간 포함하여 기기가동시간은 약 96시간, 이에 따른

폐액량은 약 6,300 mL에 이른다. 그에 비해 UPLC 분석법

의 총 분석시간은 약 13시간, 총 이동상 소모량은 168 mL

이며 이동상 소모량 중 메탄올 소모량은 74 mL이며 기기

안정화 시간 포함하여 기기가동시간은 약 14시간, 이에 따

른 폐액량은 약 200 mL에 불과하였다.

요 약

밀크씨슬추출물의 지표물질인 실리마린 분석법의 효율성

재고를 위하여 건강기능식품공전의 HPLC 분석법과 UPLC

를 이용한 신규 분석법을 비교하여 분석법 검증 및 정량적

평가를 실시하였다. UPLC를 이용한 신규 분석법을 검증하

기 위하여 특이성, 직선성, 정확성, 정밀성, 실험실 내 정밀

성, 완건성 등 6개의 검증항목을 선정하여 UPLC 분석법

검증을 실시하였다. 특이성에서 1.5 이상의 분리능을 보여

6가지 실리마린 표준물질이 HPLC 및 UPLC 분석법 모두

에서 선택적으로 정확하게 검출됨을 확인하였다. 직선성에

서는 25-400 µg/mL의 농도에서 결정계수 값이 0.9999 이

상으로 거의 직선에 가까운 값을 보였다. 정확성에서

UPLC를 이용한 신규 분석법의 회수율은 평균 99%이상으

로 HPLC 분석법보다 높은 회수율을 보였으며, 회수율편차

역시 50% 이상 감소하였다. 정밀성에서도 UPLC 분석법에

서 얻어진 피크 면적의 상대표준편차가 HPLC를 이용한

기존 분석법의 절반 이하로 감소하여 검증 항목에서 월등

한 결과값을 보였다. 또한 실험실 내 정밀성에서도 UPLC

분석법에서 얻어진 상대표준편차가 HPLC 분석법에 얻어

진 상대표준편차보다 현저히 낮음을 확인하였다. 분석법

검증 결과 6개의 검증항목에서 HPLC와 UPLC 분석법 모

두 적합하게 검증되었으며, 검증항목 중 정확성, 정밀성,

실험실 내 정밀성 및 완건성 항목에서 UPLC 분석법의 검

증값이 HPLC 분석법보다 뛰어났다. 이상의 결과로 UPLC

를 사용한 실리마린의 분석법은 건강기능식품의 실리마린

을 분석하는데 충분히 효율적인 분석법이 될 것으로 판단

된다.
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