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ABSTRACT

Optimizationofanalyticalmethodsdevelopmentfor

eveningprimroseextracts,creatineandhyaluronic

acidinhealthfunctionalfoods

SangWookPark

Advisor:Prof.Lee,Wonjae,Ph.D.

DepartmentofFoodandDrug,

GraduateSchoolofChosunUniversity

Abstract:Asspecificandgenerichealth/functionalfooditemshavebeen

expanded,thisresearchprojecthasbeenconductedtoprepareascientific

and systematic standardized analyticalmethod ofrelevantfood items,

examinethesuitabilityoftheanalysismethodforhealth/functionalfoods

onsale,andmonitorstandardsandspecifications.Asforresearchitems,

selectedwasonehealth/functionalfooditems(Eveningprimroseextracts),

whichisannounced,butwhoseanalysismethodisnotdetermined,and

two items (creatine monohydrate, hyaluronic acid) necessary for

developmentandverificationofaanalysismethod inaccordancewith

clause1ofArticle14of「Law forHealthFunctionalFoods」underwhich

if the same items among generic health/functional food items are

recognizedalot,theiranalysismethodshouldbedevelopedandverified

forannouncementbeforehealth/functionalfoodcoderegistration.Also,in

accordancewithclause2ofArticle15of「Law forHealthFunctional

Foods」,data related to safety and functionality ofraw materials or

ingredientswerereceivedfrom amanufacturer,andthenthefunctional
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(index)ingredientsfound in thehealth/functionalfoods'functionalraw

materialscertificatewereselected.Forthe4typesoffunctional(index)

ingredients of the selected 3 items, AOAC guidelines proposed

applicability, selectivity, calibration, accuracy, repeatability precision,

measurementuncertainty,reproducibilityprecision,limitofdetectionand

limitofdeterminationwereconducted,andsatisfyingresultsweredrawn

from alltypes.Therefore,the testmethod forthe research items is

consideredtobeapplicable).Thestandardizedtestmethodwasusedto

monitorthestandardsandrequirementsof33casesin3itemsonsale.

Themonitoringresultshowedthatthetestmethodwassuitableforall

cases.Therefore,it is considered thatmanufacturing and selling of

researchitemsaresafelymanaged.Withtheuseofthestudyresults,this

researcher tries to propose the standardized analysis method for

functional(index)ingredients in health/functionalfoods to domestic test

institutesandotherrelevantinstitutes,andtherebysecurethecapability

toperform follow-upmanagementandstandardizedtestonraw material

approvedproducts.



- 1 -

제1장 서 론

식품은 인간의 생존과 건강에 직결되는 것으로서 언제나 인류의 강한 심

의 상이 되어 왔다.특히,선진국은 경제수 의 향상과 보건․의료환경의

변화로 평균수명이 늘어나고 노령화사회가 진 되면서 성인병과 같은 질병을

방하고 수 높은 삶의 질을 유지하고자 하는 노력과 심은 그 어느 시기

보다도 강해지고 있다.이러한 시 상황에서 신체의 구조 기능에 하

여 양소를 조 하거나 생리학 작용 등과 같은 건강에 유용한 효과를 주

는 기능성 식품에 하여 심과 소비가 증가하는 것은 어쩌면 매우 자연스

런 상이라고 할 수 있다.식품의 성분이 각종 만성퇴행성질환을 방할 수

있고,질병의 개선 건강 유지,증진과 한 련이 있음이 과학 으로

구명됨에 따라 건강 련 식품에 한 소비자들의 심이 높아지고 있다(1).

우리나라에서도 건강 기능식품 산업의 성장은 련 법률의 제정의 시기와

하게 연 되어 있다.2000년 11월 건강기능식품의 안 성 확보 품질

향상과 건 한 유통 매를 도모함으로써 국민 건강과 소비자 보호에 이바지

한다는 목 으로 국회 보건복지 원회 「건강기능식품에 한 법률」발의하

고 2002년 7월 국민보건과 건강기능식품산업의 발 을 한 건강기능식품법

이 국회 본회의를 통과하면서부터 본격 인 성장기에 도입하게 되었다.동

법률에 기하여 식품의약품안 처(이하 식약처)에서는 건강기능식품의 안 성

확보,품질 향상,건 한 유통 매를 도모하고 국민의 건강증진에 한 욕구

와 련 산업계의 지속 인 성장을 유도하기 하여 건강기능식품공 에 기

능성 원료를 고시하 다. 한 기능성 원료별 기 규격의 추가 등재 원

칙을 마련하여 개별인정형 고시형 환 제도를 운 함으로서 시장 산업의

극 개입을 유도할 수 있는 제도 장치를 마련하도록 노력하고 있다.한

로,고시형 기능성 원료는 「건강기능식품공 」에 합하게 제조․가공․생

산․수입할 경우 특별한 인정 차 없이 구나( 업자) 매가 가능하나,개

별인정형 기능성 원료를 매하고자 할 경우는 원료의 안정성과 기능성에

한 자료를 제출하여 식약처장으로 부터 건강기능식품으로 인정을 받도록 하
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는 제도이다.그러나 개별인정형 기능성 원료는 신청한 업자에게만 허용되

어 그 원료를 사용하고자 하는 다른 업자는 별도의 인정을 받아야 하는 번

거러움이 있다.그래서 식약처에서는 소비자의 욕구와 식품산업을 활성화를

유도하기 하여 개별인정형 기능성 원료를 고시형으로 환하는 기간을 2년

에서 3년으로 연장하여 기능성 원료 제조자 수입자의 권익을 보호하고 시

장의 극 개입을 유도하여 건강기능식품산업 활성화를 유도하 다.그 결

과 고시형 개별인정형 원료 품목수가 매년 증가하고 있으며,건강기능식

품공 기 규격 Ⅰ.2공통제조기 에 의해 정제,캡슐,환,과립,액상,

분말 등과 같이 다양한 형태로 제조 매되고 있다.이러한 정부의 극

정책지원으로 건강기능식품시장은 2006년 이후 건강지향 욕구 증가와 소득

수 에 따른 시장의 형성 발 ,경제성장으로 인한 건강기능식품의 산업

의 규모를 한층 성장 시켰다.2010년 건강기능식품 산업 총생산액은 약 1.1조

원으로 국내총생산(1,172.8조원)의 0.09%,제조업 총생산(323.1조원)의 0.33%

를 차지하 으며,세계시장규모의 0.8%인 25억달러 수 에 이르 다. 한 건

강기능식품 사업체 수는 2007년부터 2010년 동안 평균 14.5%로 증가했으며,

업태별로는 일반 매업이 70,753개소로 체의 93.8%를 차지하고,수입업

(2,818개소, 3.7%), 유통 문 매업(1,481개소, 2.0%), 문제조업(361개소,

0.5%),벤처제조업(36개소,0.1%)의 순으로 성장했다(2).

그러나 최근에는 건강기능식품의 확 에 따라 이를 규율하고 있는 「건강

기능식품에 한 법률」이 소비자의 안 과 련된 기능성 원료의 품질 리

를 히 하고 있는가 하는 에 심을 갖게 되면서 그와 련된 책을

마련하기에 이르 다.그래서 선진국을 비롯하여 국제기구에서는 건강기능식

품의 산업 활성화에 따른 식품안 리 체계를 효과 으로 구축할 수 있는

방안에 하여 심도 있게 다루고 있으며,국가 간 공동연구 리 조체계

를 구축하는 등 많은 노력을 기울이고 있다.그래서 식약처에서는 건강기능

식품의 효과 인 리방안을 모색하기 하여 안 리 표 화,시험지침의

국제화 건강기능식품 리체계 구축 등의 지속 인 연구개발사업을 추진

함과 동시에 식품산업의 장기 발 을 해서 과학 증거를 확보한 다양한
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개별인정형 기능성원료를 고시형 기능성 원료로 생산 매되도록 유도하

여 한 법 테두리 안에서 품질 리가 이 질 수 있도록 노력하고 있다.

이러한 정책의 일환으로 식약처에서는 공 등재 추가 상 정품목을 선

정하고 고시 제2014-26호,별표 1에 따라 시험방법 타당성 검토항목(특이성,정

확성,정 성,정량한계,직선성,범 )을 수행 한 후 합성 검토를 거쳐 해당

품목의 기 ․규격 개정 고시(안)을 마련하고 있다.그러나 분석법 밸리데이션

에 한 지침을 규정․ 리하고 있는 의약품과 달리 건강기능식품은 표 시험

차 밸리데이션 가이드라인이 마련되어 있지 않아서 시험자,시험환경,시

험과정 설계 등의 내․외부 요인에서 발생하는 시험방법의 불완 성을 보완하

기는 한계가 있다.즉,시험방법의 합성 타당성 검토를 거침에도 불구하

고 시료를 분석할 경우에는 시료 기질(matrix), 처리 시험 과정에서의

오차로 인한 결과의 차이가 발생하는 것을 불가피 하다.결국은 정부의 시험

법 재평가 심의를 거쳐 제·개정․고시하는 과정이 빈번하게 발생하게 되

며,원료 제품의 품질 리 공백기와 더불어 건강기능식품의 제조자, 매자

검사기 의 기 ․규격 용에 어려움을 겪을 수밖에 없다.이를 해결하기

해서는 개별인정형 기능성 원료를 고시형으로 환하는 과정에서 명확한 기

에 입각한 품질 평가 항목을 설정하고 검증을 수행함으로서 시험방법에

한 불완 성을 보완하고 합성 검토가 선행되어야 한다.일 이 국제기구에

서는 이러한 문제 을 보완할 수 있는 방안에 하여 논의되어 왔다.국제도

량형국(BIPM)에서는 1981년 10월에 열린 국제 도량형 원회(International

committeeofweightsandmeasures,ICWM)으로 하여 그 해결방안을 모

색하도록 했으며,10여 년의 작업을 통하여 국제도량형 원회는 국제도량형

국(Bureauinternationaldespoidsetmeasures,BIPM),국제 기기술 원회

(International electronical committee, IEC), 국제국제임상화학 원회

(International federation of clinical chemistry, IFCC), 국제표 화기구

(Internationalorganizationforstandardization,ISO),국제순수 응용화학

연합회(Internationalunionofpureandappliedchemistry,IUPAC),국제순

수 응용물리연합회(Internationalunion ofpure and appled physics,

IUPAP),국제법정계량기구(Internationalorganization oflegalmetrology,
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OIML)등 각 분야를 표하는 국제기구와 각국의 표 기 공동으로 1993년

에 "GuidetotheExpressionofUncertaintyinMeasurement,ISO"라는 지

침서를 발간하게 되었다(3). IUPAC기술보고서에서는 단일 실험실내에서의

밸리데이션 품질평가 방법 측정불확도 등을 상세히 기술하고 있으며,검

증 수행 과정을 정 화 세분화함으로서 불완 성을 보완하고 합성을 유

지하도록 권장하고 있다(4). 한 AOAC가이드라인에서는 실험실내 시험방

법을 평가하기 한 가이드(정의,확인,성능특성, 리,보고양식 등)를 제공

하며,그 시험방법에 한 합성,최 성,안정성 등을 평가하고 실제 시험

시료에 용 가능성 등을 실험실에서 수행할 수 있도록 그 방법을 제시하고

있다(5).그 밖에도 KOLAS(KoreaLaboratoryAccreditationScheme)국제 공

인시험기 에서의 경우,한국표 과학원이 발간한 측정불확도 표 지침(5)을

근거로 불확도 산출 표 을 신뢰도 평가의 요한 요소로 다루고 있으며,

공인시험기 에 의무 용하고 있다.

따라서 본 연구에서는 기능성 원료별 기 규격의 추가 등재 원칙에 의

거 고시되었거나,등재 추가 정 품목인 개별인정형 건강기능식품에 하

여 표 시험법을 마련 후,식이보충제의 화학 분석방법에 한 밸리데이션

을 제시하고 있는 AOAC가이드라인(6)의 검증 차에 따라 지표(기능)성분에

한 시험방법 설정,검토 등을 수행하 다. 한,검증된 시험법을 토 로 유

통 인 건강기능식품의 기 ․규격 등의 모니터링을 수행하여 시험법 합성

검토 후 표 화 시험법(안)을 마련하고 제·개정 고시에 제안함과 동시에 시험

법 개발 차를 제공하고자 수행했다.
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제1 고시형 품목 기능 특성

1.달맞이꽃종자추출물

+

Tannic 

Methyl 

gallate

Penta-O-galloyl β

-D-glucose(PGG)

Groups Compounds

Phenolicacids Gallicacid,Ethylgallate,Ferulicacidpentoside

Flavanols Catechin,Catechingallate

Oligomericprocyanidins

Flavonols
Quercetin-3-O-glucoside,Quercetin-3-O-glucuro-nide,
Quercetin-3-O-pentoside,Quercetin

Gallotannins
Tetragalloylglucose,Pentagalloylglucose,Hexaga-
lloylglucose

Fig.1.MethanolysisoftannicacidtoyieldPGG underweak acidic

conditionandotherpolyphenoliccompounds(7).

“달맞이꽃종자추출물”은 달맞이꽃(Oenotherabiennis)의 종자를 압착한 후

헥산을 이용하여 지방을 제거하고 60% 주정으로 추출한 다음 농축 분무

건조과정을 거쳐 만들어진다.지표성분으로는 폴리페놀과 PGG(penta-O-g

alloylbeta-D-glucose)으로서 각각의 함량이 60~70%,2~2.8%가 되도록 표

화되었다(8).보통 음식으로 섭취한 분이 α-glucosidase에 의해 포도당으로

분해된 후 흡수되는데 이러한 기능성 물질을 가지는 달맞이꽃종자주정추출물
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은 α-glucosidase의 효소활성을 해하여 분의 소화 흡수를 느리게 함으로

서 식후 당상승을 완화시킬 수 있는 것으로 동물시험에서 찰되었다(8).

실제로 당이 약간 높은 사람을 상으로 달맞이꽃종자주정추출물의 보충효

과를 비교한 인체 용연구에서도 달맞이꽃종자주정추출물은 식후 당의 상

승속도를 느리게 하고 공복 당,당화 색소를 개선하는데 도움이 될 수 있

음이 확인되었다(8).특히,달맞이꽃종자추출물의 기능(지표)성분 PGG는

페놀성 화합물로서 산화방지제,항돌연변,항암활성,항당요, 형성 해

작용이 있는 것으로 재까지 보고되었으며,암세포의 아포토시스(apoptosis)

를 유도하고 원발성 간암(hepatocellularcarcinoma)의 확산을 막는 역할을 갖

는다고 보고하 다(9-10).그리고 오배자(Rhuschinensismill)에서 분리한

PGG는 항신생 형성,항암을 포함한 다양한 생물학 효능을 지녔으며,

항조직 성장과정에서 발생되는 산소증에 의한 신생 에 효과 억제제임

을 증명하 고(11).오배자 추출액으로부터 유효물질인 PGG구조동정(12-13)

후 세포간교통 회복 형성 억제작용에 한 효과를 확인하 다(14).그

리고 작약(Paeonialactiflora)추출물에서 PGG가 식후 고 당증에 미치는 억

제효과를 가져오며 이는 새로운 약효식품으로 이용가치가 있음을 증명하 다

(15).
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제2 개별인정형 품목 기능 특성

1.크 아틴 모노하이드 이트

Fig. 2. Chemical synthesis of creatine monohydrate and organic

contaminants(16).

크 아틴(creatine)은 나트륨 사코시네이트(sodium sarcosinate)와 시안아미

드(cyanamide)가 화학 으로 합성되어 만들어진다.크 아틴을 섭취하면 체

내에서 인산기(phosphate)가 붙은 인산 크 아틴(phospho-creatine)이 되는데

인산 크 아틴은 우리 몸에서 에 지를 내는 ATP의 생성에 사용되어 에 지

생성을 도와 다.동물실험 인체 용연구에서 크 아틴 섭취 후, 액과

근육에 인산크 아틴이 증가되는 것이 확인되었으며,실제로 운동선수를

상으로 크 아틴의 보충효과를 비교한 연구에서 크 아틴이 더 스

(shoulderpress),인클라인 스(inclinepress)등의 근력운동 수행능력을 향

상시키는 것이 확인되었다.그래서 식약처에서는 2007년 “근력 운동 시에 운

동수행능력 향상에 도움을 수 있습니다.”의 기능성을 인정하 고,기능성

등 은 기반연구와 인체 용연구의 수가 충분하지는 않으나,그 결과가 일
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성 있으므로 “기타기능 II”에 해당됨을 인정하 다(8).Kreider(17)에 의하면

크 아틴은 사람의 근육의 최 장력을 늘려주며,Lyoo등(18)은 크 아틴을

매일 섭취 시 근육 근육에 련된 신경퇴화성 질병에 치료가 가능하다고

보고하 다.Kley등(19-21)은 크 아틴을 이용하여 근육의 장애를 이고 근

력의 기능을 향상시켰으며,Rahimi(22)는 DNA의 돌연변이 형성을 이는

것과 연 성이 있다고 보고하 다.그러나 최근에는 크 아틴을 제조하는 과

정에 출발물질(startingmaterials)을 사용하거나 합성과정이 최 화되지

않은 상태에서 충분한 수세 과정을 거치지 않은 경우에는 유기오염물질인 크

아티닌(creatinine),디시안디아마이드(dicyandiamide),디하이드로트리아진

(dihydro-1,3,5-triazine)과 같은 부 한 유기오염물질이 생성된다고 보고되

었다(23). 한,Edgar등(24)은 크 아틴이 산성인 조건에서 쉽게 크 아틴

으로 바 며,Alekha(25)등은 크 아티닌 분석법을 개발하여 시 에 유통되

는 크 아틴의 제품을 분석한 결과 2% 이내의 제품에서 크 아틴닌이 검출

되었다고 보고했다.
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2.히알루론산나트륨

Fig.3.UnsaturatedsaccharidestructureobtainedafterHA'senzymatic

digestionbychondroitinaseABCenzyme.

“히알루론산 (hyaluronicacid)”은 동물의 의 유리체로부터 처음으로 분리

되었으며(27),D- 루쿠론산과 N-아세틸 루코사민 단량체가 반복 으로 결

합되어 구성된 직쇄상의 다당류이다.분자량은 보통 10
6
-10

7
이며(28),수용액

상태에서는 수소결합에 의해 2차 구조를 형성하고 불규칙한 코일이 확장된

형태로 존재한다(29). 재 건강기능성 원료로서의 히알루론산은 나트륨이 결

합된 형태로 존재하며 건강한 닭의 벼슬을 효소로 가수분해하여 만들어진다.

히알루론산은 수분 보유능력이 있는 다당체로서,사람에게는 피부, 의 유리

체 의 활액에 존재하며,연골에서는 나이가 들어감에 따라 히알루론

산 함량이 증가하면서 분자량은 감소하게 된다(30). 한,피부가 건조한 사

람을 상으로 히알루론산의 보충효과를 비교한 연구에서 피부의 건조 정도

와 수분보유량 등과 련한 사항이 개선되는 것으로 확인되었다.그래서 식

약처에서는 2006년 “피부 보습에 도움을 수 있는”기능성을 처음으로 인

정하 고,기능성 등 은 기반연구와 인체 용연구의 수가 충분하지는 않으

나,그 결과가 일 성이 있으므로 “기타기능 II”에 해당됨을 인정하 다(8).

John등의 연구에 의하면 피부가 거칠어지는 것은 피부조직의 활성산소와 효
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소분해로 염증이 많아지면서 지속되며 히알루론산은 이러한 염증반응을 완화

시키는 기능과 자유라디컬로부터 세포를 보호해주는 역할을 한다고 보고하

다(31).이러한 자유라디컬을 포집하는 물리화학 특성을 이용하여 Foschi

등 그룹에서 히알루론산을 이용한 동물실험결과 피부 재생능력을 확인하여

보고하기도 했다(32-33).그밖에도 사람의 주름이나 상처를 제거하는데 사

용되며 의료용으로는 각막이식,백내장,녹내장 망막 박리 수술에도 사용

되고 있다고 보고되었으며,효소분해에 의해 생성된 히알루론산은 라디컬 스

캐빈 능력이 우수하며,분자량이 작은 히알루론산일수록 분자량이 큰 것보

다 생화학 이용이 더 높다고 보고된 바 있다(34).



- 11 -

제2장 재료 방법

제1 실험재료 기기

1.시료

기능성 원료 시험법 확립 검증을 한 품목선정은 건강기능식품공

의 고시형으로 환되었으나 시험법이 마련되지 않아서 본 연구 결과를 통해

시험방법이 새롭게 고시(식약처 2012-108호)된 품목 2-15.달맞이꽃종자 추출

물과「건강기능식품에 한 법률」제14조 제1항에 따라 개별인정형 건강기능

식품 공 등재 이 에 고시화를 한 시험방법 개발 검증이 필요한 2

개 품목(크 아틴 모노하이드 이트,히알루론산 나트륨)을 선정했다. 한 제

품의 선정은 기능성원료를 주원료로 사용하면서 그 기능성과 지표성분의 함

량을 「식품등의 표시기 」에 따라 표기한 제품을 상으로 선정했으며,단

순 부원료로 사용했거나 그 기능성 지표성분의 함량을 표기하지 않은 제

품은 상에서 제외하 다.

2.시약 분석기기

본 연구에 사용한 모든 시약은 특 시약을 사용했으며,추출에 사용한 유

기용매는 HPLC 을 구입하여 사용하 다.그 밖의 시험에 사용된 분석장비

와 시약은 다음 제2 에 상세히 기술하 다.
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제2 기능(지표)성분 분석방법 표 화 검증방법

1.기능(지표)성분 분석방법 표 화

건강기능식품의 지표(기능)성분의 특성 국내외 인허가 황,사용 황,

국내외 분석법 자료 건강기능식품 기능성 원료 인정서 등을 수집하고 시

험방법을 설정했다.그리고 시험검사 시험법 검증을 거쳐 도출되는 결과

를 토 로 표 화된 시험방법을 제시하 고,시험검사 련기 과 의하여

검사기 간 용성을 모색하 다.시험방법 용성에 참여하는 연구원은 가

숙련도가 낮은 사람으로 지정하 으며,시험 시 발생하는 의견 등을 수

렴하여 보완 수정했다.보안 수정된 시험방법은 검증작업을 통하여 검

증 후 유통 인 건강기능식품을 수거하여 시험법 합성 검토 시험법 신

설(안)을 마련하 다.

2.밸리데이션 검증 항목

일반 인 화학 분석방법의 밸리데이션은 신뢰도와 응용가능성 등의 양상

을 말하며,분석방법이 최 화되거나 안정화 된 이후에 수행하 다. 재,실

험실간 용성의 문제 으로 인하여 국제 으로 단일실험실 검증(Single

LaboratoryValidation,SLV)에 의하여 수행하고 있으며,「건강기능식품 기능

성 원료 인정에 한 규정」에서도 6개 항목(특이성,정확성,정 성,정량한

계,직선성,범 )에 한 정의를 하고 있다.그러나 본 연구에서는 AOAC에

서 제안하고 있는 식이보충제 식물성 제제의 화학 분석방법의 밸리데이

션 가이드라인(6)에 따라 단일실험실 검증을 한 검증항목(performance

characteristics,factorofassessments)을 수행했으며,실험실간 용성을 확

인하고자 6개 기 (지방식약청 공인시험연구기 )을 상으로 실험실간

정 성을 함께 수행했다.
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가. 용성(applicability)

서로 다른 기질의 표본시료에 하여 최 의 분리능을 결정하기 해서

AOAC가이드라인(6)의 신뢰도 특성(reliabilitycharacteristics)에서 제안하고

있는 정확성,반복정 성,측정불확도,재 정 성, 간 정 성,정량한계,검

출한계 등을 제시하여 표 하 다.

나.선택성(selectivity)

선정된 표본시료에서 잔존하는 방해물질(interference)을 제거함과 동시에

지표(기능)성분을 효과 으로 추출할 수 있는 방법을 제시하며,HPLC와 UV

를 이용하여 최 의 상태로 정량화 할 수 있는 정도,즉,분리능으로 선택성

을 평가하 다.

다.직선성(linearity)

표 용액을 이용하여 표본시료가 포함 될 수 있는 농도 범 를 선정하고

농도와 기기반응 시그 간의 함수 계를 그래 로 나타내었다.선형성의

성을 단하기 해서 결정계수(coefficientofdetermination)를 나타내는데

본 연구에서는 AOAC가이드라인(6)에서 제안하고 있는 결정계수가 0.99이

상인지 확인하 다.

라.정확성(accuracy)

시료가 체 시험법을 거쳐 회수되는 백분율을 보았으며,표 물질을 시료

에 첨가하는 방법에 따라 단일 분석용액에 해 측정하 고 같은 수 원

래 수 의 2배 는 3배의 표 분석물을 추가하여 확인하 다.

Recovery(%)=(Cf-Cu)×100/Ca

Cf=Concentrationofthefortifiedintestsample
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Cu=Concentrationoftheunfortifiedintestsample

Ca=Calculated(notanalyzed)concentrationofanalyteaddedtothetestsample

마.검출한계(limitofdetection,LOD) 정량한계(limitofquantitation,LOQ)

검출한계 정량한계는 공시료(blank)가 없는 경우 표본시료를 분석한 크

로마토그램에서 기능(지표)성분이 치한 곳의 노이즈 10회 측정값으로부터

표 편차를 구하고 측정값에 표 편차를 3배를 더한 값을 검출한계로 했으

며,표 편차를 10배를 더한 값을 정량한계로 하고,그 식은 다음과 같다.

LOD=XBI+3SBI

LOQ=XBI+10SBI

XBI=Blankvalue

SBI=Standarddeviationoftheblank

바.반복정 성(repeatabilityprecision)

짧은 시간 내에 동일한 분석자,시약,장비,기구 등 조건이 동일하게 유지되

는 상태에서 서로 다른 메트릭스(matrix),농도,시간에서 동시 반복을 수행하

다. 5번의 반복실험을 통해 얻어진 값으로 다양한 반복 표 편차를 구하

고 허용범 결정은 질량백분율(massfraction,C)을 RSDr=C
-0.15
의 식에 따

라 계산된 값의 1/2~2배로 결정하 다.이로부터 계산된 값을 측정된 반복성

의 RSDr값과 비교하여,HORRATr공식(6)에 의해서 0.5~2.0사이에 존재할

경우 동일한 조건에서의 반복실험에 문제가 없는지를 확인하 다.

HORRATr=RSDr(found,%)/RSDr(calculated,%)

사.측정불확도(measurementuncertainty)

측정불확도를 산출하기 하여 측정 모델량을 선정하여 불확도 인자를 검



- 15 -

토한 후,요인별 표 불확도 자유도 계산을 통해 합성불확도를 구하 다.

불확도 요인은 크게 시료 처리( 울의 교정성 서 안정성,분해능, 자

의 허용오차,반복성,온도 팽창계수),표 용액조제(표 물질 인증서, 울의

교정성 서 안정성, 자의 허용오차,반복성,온도 팽창계수),표 검량곡

선,시료 반복측정 회수율 측정으로 나뉘어 각각의 상 표 불확도와 자

유도를 구하 다.이 게 얻은 불확도값에서 합성표 불확도와 포함인자(k)를

이용하여 확장불확도를 계산하고 측정불확도를 산출하 다.

(1)모델 계식 설정

시료 의 기능(지표)성분의 함량을 구하기 한 식은 [1]과 같으며,측정

값의 불확도를 구하기 하여 련될 수 있는 측정값의 불확도 요인은 [2-4]

을 설정하 다.

   ×


×


[1]

 ×× [2]

  ×× [3]

  ××××× [4]

:Concentrationofsample(㎍/g)

:Concentrationofsampleextractionsolution(㎍/mL)

:Finalvolumeofsample(mL)

:Calibrationofvolumetricflask

:Repeatabilityofvolumetricflask

:Variationoftemperature

:Weightofsample(g)

:Calibrationofsampleweight

:Repeatabilityofsampleweight

:Readabilityofweightofsample

:Purityoffunctionalingredient
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:Formulaweightoffunctionalingredient

:Standardstocksolution

:Concentrationofstandardsolution

:Linearityofcalibrationcurve

:Reproducibilityofinstrument

:Recoveryofmatrix

(2)요인별 측정값과 표 불확도

시료의 반복 측정시 평균값을 측정값으로 사용하며 이때 표 불확도는 식

[5]를 용하여 A type으로 구하 다. 한 무게 측정시 울의 안정성 등의

반복시험에 한 불확도는 공통(pooled)실험표 편차 방법에 따라 식 [6]와

[7]을 용하여 A type불확도를 구했다.

 


[5]

 


[6]

 





  









  






[7]

:Numberofmeasurements

:Pooledstandarddeviation

:Standarddeviation

:Degreeoffreedom

(3)검량곡선의 불확도

검량곡선은 표 원액을 이용하여 여러 개의 표 용액을 조제하여 작성했

다.검량곡선은 1차 회귀식[8]을 사용하며,상 표 불확도는 식[9-11]의 모델
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을 용하여 산출하 다.

   × [8]

    

 










 


[9]

   


  


 
[10]

 
  



  
 [11]

:J
th
measurementoftheareaofthecalibrationstandard

:ConcentrationoftheI
th
calibrationstandard

:Slopeofthecalibrationcurve

:Standarderror

:Interceptofthecalibrationcurve

:NumberofmeasurementtodeterminationC0

:Numberofmeasurementforthecalibration

:Meanvalueofthedifferentcalibrationstandard

:Concentrationofstandardforthecalibration

:Changevaluerangeofcalibrationstandard

(4)합성표 불확도

측정결과의 값이 여러 가지 다른 요인의 결과로부터 구해지며,감도계수와

표 불확도,결정계수를 측정불확도 계식에 입하여 구했다.이때 합성은

불확도 법칙(law ofpropagationofuncertainty)에 따라 합성표 불확도

계식을 유도하 다.


  

  




 



 [12]
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(5)확장불확도

포함인자(k)는 합성표 불확도의 유효자유도()를 추정하고,

Welch-Satterth-waite공식[13]를 이용하여 산출하 다.이때,유효자유도가 7

이상인 경우 EURACHEM/CITAC지침(35)에 따라 95% 신뢰수 에서 포함

인자 k를 2로 기 하 다. 한 확장불확도는 계산된 합성표 불확도에 포함

인자(k)를 곱하는 공식[14]에 의해 구했다.

 


  





 



 

[13]

    [14]

아.재 정 성(ReproducibilityPrecision)

다른 실험실에서 동일 시료 분석 시 그 결과의 표 편자(SR) 는 상 표

편차(RSDR)를 말하며 “실험실 간 정 도”라고도 한다.실험실 간 정 도는

서로 다른 분석장비,분석자,분석날짜, 실험실에서 얻어진 결과에 하여

합해진 bias이며,AOAC/IUPAC(32)에서는 5개 물질을 측정 시 최소 8개 이

상의 실험실 간 정 도를 측정하도록 권장하고 있다.
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제3장 결과 고찰

제1 기능(지표)성분 분석방법 표 화 수립

1.달맞이꽃종자추출물 총폴리페놀

가.실험재료

표 물질로 사용한 갈산(gallicacid)과 비색정량에 사용되는 페놀시약(folin

& ciocalteus's phenolreagent) 그리고 탄산나트륨(sodium carbonate)은

Sigma-Aldrich사 (St. Louis, MO, USA)로부터 구입하 고, 메탄올

(methanol)은 Merck사 (Darmstadt,Germany)로부터 HPLC 을 구입하여 사

용하 다. 순수는 EASY puresystem(Barnstead,Dubuque,IA,USA)에

의해 18.0㏁ 수 으로 정제된 물을 사용했다.본 연구에서 사용한 시료는 온

라인 쇼핑몰과 형 마트에서 구입했으며,기질(부원료)에 따라 TPP1,TPP2

TPP3으로 구분하여 사용하 다.

나.시액

페놀시액 조제는 페놀시약을 3차 증류수를 이용하여 두 배로 희석한 후 사

용하 다. 한 탄산나트륨 시액은 분말 35g을 비이커에 취하고 70~80℃로

가열한 증류수 70mL를 넣은 후 마그네틱 바를 이용하여 용해시켰다.완

용해되면 마그네틱 바를 제거하고 100mL용량 라스크에 붓은 후 3차 증류

수로 정용하 다.사용 시 온탕에 가온하여 완 용해시킨 후 실온 온도로

식 서 사용하 다.



- 20 -

다.표 용액의 조제

표 물질 갈산 200mg을 정 하게 달아 80% 메탄올 100mL에 녹여 표 원

액으로 하며, 용액을 80% 메탄올로 히 희석하여 표 용액로 하 다.

분석 시 표 용액 200㎕를 시험 에 취하고 증류수 3.2mL를 넣어 섞은 후

페놀시액 200㎕를 가하여 다시 섞었다.그리고 탄산나트륨 시액 400㎕를

가하여 섞은 후 30분간 실온에 반응시켰다.따로 공시험은 표 용액 각각의

농도에 하여 페놀시액 신 증류수를 넣은 것으로 하 다.

라.시험용액의 조제

부원료 부형제가 다른 3개의 표본시료(TPP1,TPP2,TPP3)의 캡슐을

모두 제거하고 균질화한 후 일정량을 10mL용량 라스크에 취했다.그리고

80% 메탄올 5mL를 가하고 20분간 강하게 진탕한 후 정용하여 4,000rpm에

서 10분간 원심분리 하 다.맑은 상층액 1mL을 취하여 50mL용량 라스

크에 넣고 80% 메탄올로 정용했다.따로 시험 을 비하여 시료용액 상층액

표 용액 각각 200㎕를 취하고 증류수 3.2mL를 넣어 섞은 후 페놀시액

200㎕를 가하여 다시 섞었다.그리고 탄산나트륨 시액 400㎕를 가하여 섞

은 후 30분간 실온에 반응시켜서 시험용액으로 하 다.공시험은 표 용액

시료용액 각각 하여 페놀시액 신 증류수를 넣은 것으로 하 다.

마.기기분석

총 폴리페놀 성분을 분석하기 해 사용한 분 도계는 Varian사 (Cray

300,USA)로부터 구입하 으며,측정 장은 760nm이었다.
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2.달맞이꽃종자추출물 Penta-O-galloylbeta-D-glucose(PGG)

가.실험재료

표 물질인 PGG은 Sigma-Aldrich사 (St.Louis,MO,USA)로부터 구입하

고,아세트산은 KantoChemical사(Tokyo,Japan)에서 구입하 다. 한

메탄올(methanol)과 아세토니트릴(acetonitrile)은 Merck사 (Darmstadt,

Germany)로부터 HPLC 을 구입하여 사용하 다. 순수는 EASY pure

system(Barnstead,Dubuque,IA,USA)에 의해 18.0㏁ 수 으로 정제된 물

을 사용했다.본 연구에서 사용한 시료는 온라인 쇼핑몰과 형 마트에서 구

입했으며,기질(부원료)따라 PGG1,PGG2 PGG3으로 구분하여 사용하

다.

나.표 용액의 조제

표 물질 PGG 10mg을 정 히 달아 80% 메탄올 100mL에 녹여 표 원

액으로 하고 용액을 80% 메탄올로 히 희석하여 표 용액로 하 다.

다.시험용액의 조제

부원료 부형제가 다른 3개의 표본시료(PGG1,PGG2,PGG3)의 캡슐을

모두 제거하고 균진화 한 후 일정량을 50mL용량 라스크에 취하 다. 그

리고 80% 메탄올 25mL를 가하여 10분간 음 추출 후 실온에 식 80%

메탄올로 정용했다. 추출액을 실린지용 필터(0.45㎛)로 여과하여 시험용액

으로 하 다.

라.기기분석

기능(지표)성분을 분석하기 해 PDA(Photo diode array)가 장착된
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NanospaceSI-2(ShiseidoCo.,Japan)를 사용하 으며,컬럼은 CapcellPak

C18UG120(4.62×50mm,5㎛,Shiseido,Japan)을 사용했다. 이동상은 0.3%

아세트산(A)과 0.3% 아세트산이 들어간 아세토니트릴(B)을 분당 1.0mL의

유속으로 (B)이동상을 15분 동안 17%에서 25%로 증가시킨 후에 20분이 되

기까지 다시 50%로 증가시켜 분석했다.측정 장은 280nm이며,오 온도는

40℃를 유지했다(Table1).
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Table1.HPLCconditionforanalysisofPGG

Items Conditions

Solvent

A:Aceticacid:D.W (0.3:99.7,v/v%)

B:Aceticacid:D.W :MeCN(0.3:5:94.7,v/v%)

Time(min) A(%) B(%)

0.0 83 17

15.0 75 25

20.0 50 50

25.0 50 50

25.1 83 17

30.0 83 17

Column CapcellpakC18UG120(4.6mm ID×250mm,5㎛)

Flow 1mL/min

Injectionvolume 10㎕

Detector UV280nm

Temperature 40℃
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3.크 아틴보충제 크 아틴,디시안디아미드 디하이드로트리아진

가.실험재료

표 물질인 크 아틴 모노하이드 이트(creatinemonohydrate,CrM)와 유

기오염물질인 디시안디아마이드(dicyandiamide)는 Sigma-Aldrich사 (St.

Louis,MO,USA)에서 구입했으며,디하이드로트리아진(dihydrotriazine)은

Alz-Chem사 (Trostberg,Germany)로부터 구입하 다.그 밖에 인산2수소암

모늄(ammonium dihydorgenphosphate)은 Merck사 (Darmstadt,Germany)로

부터 구입하여 사용하 다.본 연구에서 사용한 시료는 국내 쇼핑몰과 형

마트에서 직 구입했으며,제형과 원산지에 따라 CrM1,CrM2 CrM3로

구분하여 사용하 다.

나.표 용액의 조제

지표(기능)성분인 크 아틴 모노하이드 이트와 유기오염물질인 디시안디

아마이드 디하이드로트리아진을 정 하게 달아 증류수에 녹여 표 원액으

로 하며, 용액을 증류수로 히 희석하여 표 용액으로 하 다.

다.시험용액의 조제

크 아틴 보충제의 분말형태는 균질화기로 완 히 균질화시키며,캡슐제는

캡슐을 모두 제거한 후에 균질화기로 균질화시킨 것을 사용하 다.그리고

일정량의 시료를 100mL용량 라스크에 취하여 증류수 70mL를 넣어 마개

를 닫은 후 잘 흔들어 섞고 2분간 음 추출하 다(크 아틴 모노하이드

이트 용해도 1g당 물 75mL).추출 후 즉시 실온 온도로 식히고 증류수로

정용하고 분석시 증류수로 히 희석한 용액을 실린지용 필터(0.45㎛)로

여과한 것을 시험용액으로 하 다.유기 오염물질인 디시안디아마이드와 디

하이드로트리아진은 균질화 시료 일정량을 10mL 용량 라스크에 취하고,
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증류수 7mL를 넣어 마개를 닫은 후 강하게 흔들어 녹이고 2분간 음 추

출하 다.추출 후 즉시 실온 온도로 식히고 증류수로 정용하 고 추출액을

실린지용 필터(0.45㎛)로 여과하여 시험용액으로 사용하 다.

라.기기분석

기능(지표)성분인 크 아틴와 유기 오염물질인 디시안디아마이드 디하

이드로트리아진을 분석하기 해 PDA(Photo diode array)가 장착된

NanospaceSI-2HPLC기기(ShiseidoCo.,Japan)를 사용했으며,양이온교환

컬럼인 Nucleosil 100-5 SA (4.6×250mm, 5 ㎛, Bischoff, Leonberg,

Germany)을 이용하여 분리하 다.이동상은 2.3% 인산2수소암모늄을 1N수

산화나트륨액으로 pH 5.5로 맞춘 후 0.5mL/min의 유속으로 분석했으며,시

료 주입량은 10㎕로 오 온도는 35℃로 설정하 다.측정 장은 크 아틴은

224nm,디시안디아마이드는 212nm,다이하이드로트리아진은 237nm로 설

정하 다(Table2).



- 26 -

Items Conditions

Solvent 2.3% Ammonium phosphate(pH5.5)

Column Nucleosil100-5SA(4.6mm ID×250mm,5㎛)

Flow 0.5mL/min

Injectionvolume 10㎕

Detector

wavelengths

Creatine:224nm

Dicyandiamide:212nm

Dihydrotriazine:237nm

Temperature 35℃

Table 2.HPLC condition foranalysis ofcreatine,dicyandiamide and

dihydrotriazine
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4.히알루론산 보충제 히알루론산

가.실험재료

표 물질인 히알루론산 나트륨염(hyaluronicacidsodium salt,HA)과 분해

효소인 콘드로이티나아제(chondroitinase) ABC 효소 염화나트륨은

Sigma-Aldrich사 (St.Louis,MO,USA)로부터 구입하 고,트리스염(Tris

base)과 아세트산나트륨(sodium acetate) 염산은 Merck사 (Darmstadt,

Germany)로부터 HPLC 을 구입하여 사용하 다. 순수는 EASY pure

system (Barnstead,Dubuque,IA,USA)에 의해 18.0㏁ 수 으로 정제된 물

을 사용하 다.본 연구에서 사용한 시료는 국내 형 마트에서 구입했으며,

제형과 국내외 원산지에 따라 HA1,HA2 HA3로 구분하여 사용하 다.

나.33mM Tris-HCl버퍼 조제

트리스염 3.99g과 아세트산나트륨 2.7g을 각각 취하여 900mL증류수에

녹인 후 염산을 이용하여 pH8.0으로 조 한 후 1L로 하 다.

다.표 용액의 조제

표 물질 히알루론산 나트륨염을 정 히 달아 33mM Tris-HCl완충용액

에 희석하고 60℃ 수욕상에서 완 히 녹인 것을 표 원액으로 하 다.그리

고 표 원액을 33mM Tris-HCl완충용액을 이용하여 히 희석하고 이

액 50㎕에 0.002unit/㎕ 콘드로이티나아제 ABC가 혼합된 33mM Tris-HCl

(pH8.0)완충용액 450㎕를 넣고 37℃에서 3시간 반응시켰다.반응이 완료되

면 100℃에서 5분간 가열하고 0.45㎛로 멤 인 필터하여 표 용액으로 하

다.
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라.시험용액의 조제

제형이나 기질이 다른 3개의 표본시료(HA1,HA2,HA3)를 상으로 캡슐

제는 캡슐을 제거한 후 균질화기로 완 히 균질화시켰으며,정제는 막자사발

을 이용하여 완 히 분쇄한 후 균질화기기로 균질화시킨 것을 사용하 다.

시료 일정량을 50mL용량 라스크에 취하고 33mM Tris-HCl완충용액으

로 정용한 후 잘 섞었다.그 후 마그네틱 바(stirringbar)를 넣고 60℃에서

90분간 강하게 추출 후 실온에 식혔다.시료추출액 50㎕에 0.002unit/㎕ 콘

드로이티나아제 ABC가 혼합된 33mM Tris-HCl(pH8.0)450㎕를 넣고 37

℃에서 3시간 반응시키고,반응이 완료되면 100℃에서 5분간 가열한 후 0.45

㎛로 멤 인 필터하여 시험용액으로 하 다.

마.기기분석

기능(지표)성분을 분석하기 해 PDA (Photo diode array)가 장착된

NanospaceSI-2HPLC 기기(ShiseidoCo.,Japan)를 사용하 으며,컬럼은

강염기성의 암모늄음이온교환수지로 코 된 실리카겔이 충진된 Hypersil

GOLD SAX (4.6×250mm,5㎛,Thermo,USA)을 사용하 다.이동상은

0.05M 염화나트륨액을 인산으로 pH 3.5조 한 후,분당 1.0mL의 유속으로

분석했으며,시료 주입량은 10㎕와 오 온도는 35℃,측정 장은 232nm로

설정하 다(Table3).
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Items Conditions

Solven 0.05M NaCl(pH3.5)

Column HypersilGOLDSAX(4.6mm ID×250mm,5㎛)

Flow 1.0mL/min

Injectionvolume 10㎕

Detector UV232nm

Temperature 40℃

Table3.HPLCconditionforanalysisofhyaluronicacid
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제2 기능(지표)성분 밸리데이션 검증

1.달맞이꽃종자추출물 총폴리페놀

가. 용성

유통 인 건강기능식품에 하여 체 시료를 표할 수 있는 서로 다른

기질(부원료 원료특성 등)의 3개 제품(TPP1,TPP2,TPP3)을 선정하여 분석

법 검증을 수행했다(Table4).
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Table4.Descriptionofthesamples

Sample Formulation Dosageform Provenience

Totalpolyphenol(TPP)

TPP1
30% TPPplusother

ingredients
1) Capsules Korea

TPP2
32% TPPplusother

ingredients
2) Capsules Korea

TPP3
35% TPPplusother

ingredients
3) Capsules Korea

1)
Penta-O-galloylbeta-D-glucose,flexed-seedoil,microcrystalline,fibroin

BF-7,lacticacidbacterialcontainingpowder
2)Penta-O-galloylbeta-D-glucose,resistantmaltodextrin,microcrystalline,

cellulose,kelpmeal
3)
Penta-O-galloyl beta-D-glucose, brewer's yeast, microcrystalline

cellulose,kelpmeal,diedyeast,chicoryextract
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나.선택성

수천가지 이상이 존재하는 폴리페놀 물질을 선택 으로 정량하기 해서

페놀시약을 이용하 다.페놀시약은 몰리 덴산나트륨과 텅스텐산나트륨,인

산으로 만들어지며 환원제와 반응하면 복잡한 착제인 인몰리 덴산 블루를

형성함으로서 청색의 변화를 나타낸다.이러한 색변화를 분 도계를 이용

하여 760nm 측정하여 총폴리페놀물질을 확인하 다.

다.직선성

시료에 존재하는 총폴리페놀 함량이 포함될 수 있도록 6개의 농도 10.0,

20.0,40.0,80.0,160.0,200.0㎍/mL에 한 직선성을 검토했다.시험 시 나타

날 수 있는 오차범 를 확인하기 하여 각 농도에 해서 3회 반복 실험을

수행했다.그 결과 결정계수(r2)는 0.9996으로 AOAC가이드라인에서 요구하

는 결정계수 0.99이상을 만족함을 확인했다(Fig.4).
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y  = 0.005x + 0.018

R2 = 0.9996
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Fig.4.Calibrationcurveoftotalpolyphenol(n=3).
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라.정확성

3개의 표본시료(TPP1,TPP2,TPP3)에 하여 각각의 함량 측정값의 1배,

2배,3배가 되도록 표 원액을 첨가하고,5회 반복실험을 통해 평균 회수되는

백분율을 산출함으로서 매트릭스 향을 검토하 다.즉,3개의 표본시료

(TPP1,TPP2,TPP3)각각에 해서 함량 측정값의 근사값인 30.0(1배)㎍

/mL,60.0(2배)㎍/mL,90.0(3배)㎍/mL가 되도록 하 다.그 결과 30.0(1배)

㎍/mL가 되도록 처리한 시료의 회수율은 95.5~101.1%,60.0(2배)㎍/mL에서는

96.3~97.7%,90.0(3배)㎍/mL에서는 92.6~98.0%로 확인되었다.이러한 결과는

AOAC 가이드라인(6)에서 제시하고 허용범 에 모두 포함되는 것으로서 동

시험방법은 서로 다른 기질 특성을 가진 표본시료에 하여 반복 정확성에 문

제가 없다는 것을 알 수 있었다. 한,각각의 농도에 한 상 표 편차는

1.6~3.2%,1.8~3.0%,2.5~2.7%로 나타났다(Table5).
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Table5.Accuracydataoftotalpolyphenol(n=5)

Treatment
1)

Fortified

concentationTPP1

(㎍/mL)

Fortified

concentationTPP2

(㎍/mL)

Fortified

concentationTPP3

(㎍/mL)

30.0 60.0 90.0 30.0 60.0 90.0 30.0 60.0 90.0

1 101.1 100.6 94.6 98.9 97.9 97.1 94.9 96.8 98.4

2 100.6 100.0 90.6 95.2 98.9 99.6 97.5 97.4 99.4

3 103.5 96.9 91.4 93.3 99.1 97.8 96.6 98.3 96.3

4 99.1 95.6 90.4 99.8 93.2 99.6 96.5 95.1 94.7

5 101.0 94.4 95.8 93.3 93.7 94.4 97.1 94.0 101.1

Mean(%) 101.1 97.5 92.6 96.1 96.6 97.7 96.5 96.3 98.0

S.D. 1.6 2.7 2.5 3.1 2.9 2.2 1.0 1.8 2.5

RSD(%) 1.6 2.8 2.7 3.2 3.0 2.2 1.0 1.8 2.6

Acceptable

values(%)
2) 95.9~101.7 95.8~101.7 96.2~101.6

1)
Known amounts (1-3 times) of gallic acid were added in each

representativesample,respectively.
2)AcceptablevaluesproposedbyAOACguideline(6).
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마.함량측정과 반복정 성

(1)검체량 변화에 한 반복정 성

시료량의 변화에 한 반복 정 성을 확인하기 하여 표본시료 TPP1의

검체량을 300mg/g×1배,2배,3배로 늘리고 각각에 하여 5회 반복실험 하

다.그 결과,표본시료에서의 총폴리페놀의 함량은 1배에서는 31.9%,2배에

서는 30.5%,3배에서는 29.9%로 산출되어 표본시료의 평균 총폴리페놀 함량

의 추정치는 30.7%로 확인했다.이러한 함량 측정값을 토 로 AOAC가이드

라인(6)에서 제안하고 있는 허용 범 를 확인한 결과 0.3~1.2%이 다.각 농

도의 상 표 편차가 허용범 에 포함되는지를 확인한 결과 1배 채취 시

1.2%,2배 채취 시 1.1%,3배 채취 시 2.4%로 확인되었다.이러한 결과는 시

료량의 변화에 따른 반복정 성에 있어서 300mg/g×1배와 2배로 시료량을

늘리더라도 동일한 조건에서의 반복정 실험에 문제가 없다는 것을 알 수 있

으나,3배로 증량할 경우에는 동일한 조건에서의 반복정 실험에 문제가 발

생한다는 것을 확인할 수 있었다(Table6).
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Table6.Repeatabilityprecisiondataatadjustedsampleamounts(n=5)

Treatment
1)

Totalpolyphenol(TPP1)

1× 2× 3×

1 312,141.2 303,124.1 299,817.4

2 322,034.5 310,412.3 310,514.8

3 318,321.6 302,741.2 291,745.3

4 319,841.4 305,412.2 295,641.2

5 320,361.9 302,102.4 297,025.7

Mean(㎍/g) 318,540.1 304,758.4 298,948.9

Mean(%) 31.9 30.5 29.9

S.D. 3,815.0 3,398.1 7,089.7

RSD(%) 1.2 1.1 2.4

Acceptable
recovery(%)2)

0.3~1.2

1)
Knownamounts(1-3times)wereaddedinrepresentativesample.
2)
AcceptablevaluesproposedbyAOACguideline(6).
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(2)시료 기질 변화에 따른 반복정 성

시료 기질변화에 한 반복 정 성을 확인하기 하여 서로 다른 기질을

가지고 있는 표본시료 3개(TPP1,TPP2,TPP3)를 각각 5회 반복 실험하 다.

그 결과 총폴리페놀 함량이 TPP1 시료에서는 30.5%,TPP2 시료에서는

26.8%,TPP3시료에서는 41.5%가 검출되었다.이러한 함량 측정값을 이용하

여 허용범 를 확인한 결과 TPP1와 TPP2의 경우 0.3~1.2%이며,TPP3의 경

우는 0.3~1.1%이 다.각 시료의 상 표 편차가 허용범 에 포함되는지를 확

인한 결과 TPP1시료는 1.1%,TPP2시료는 1.0%,TPP3시료는 0.9%임을

확인됨에 따라,시료의 기질이 서로 다른 특성을 갖는다 하더라도 시험방법

의 반복정 성은 문제가 없다는 것을 확인할 수 있었다(Table7).
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Table7.RepeatabilityprecisiondataofthreeTPPswithdifferentsample

matrix(n=5)

Analytes
Totalpolyphenol(TPP)

TPP1 TPP2 TPP3

1 303,124.1 266,967.7 419,817.4

2 310,412.3 263,368.1 410,514.8

3 302,741.2 269,180.5 411,745.3

4 305,412.2 270,083.5 415,641.2

5 302,102.4 269,570.0 417,025.7

Mean(㎍/g) 304,758.4 267,834.0 414,948.9

Mean(%) 30.5 26.8 41.5

S.D. 3,398.1 2,765.0 3,821.6

RSD(%) 1.1 1.0 0.9

Acceptable
values(%)

1) 0.3~1.2 0.3~1.2 0.3~1.1

1)
AcceptableprecisonvaluesproposedbyAOACguideline(6).
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(3)분석시간별 반복정 성

분석 시간의 변화에 한 반복 정 성을 확인하기 하여 균질화시킨 표본

시료 TPP1을 4℃ 냉장실에 보 하면서 0h,24h,48h마다 시험조작을 5회

반복 실험하 다.그 결과 총폴리페놀 함량은 0h에서는 30.5%,24h에서는

30.2%,48h에서는 30.7%로 나타났으며,상 표 편차는 각각 1.1%,1.1%,

1.2%로 확인되어 허용범 에 모두 포함되었다.따라서 분석시간을 달리하더

라도 동일한 조건에서의 시험방법의 반복정 성은 문제가 없다는 것을 확인

할 수 있었다. 한 intra-dayRSD는 0.7%로 확인되었다(Table8).
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Table8.Repeatabilityprecisiondataatchangedanalysistime(n=5)

Treatment
Totalpolyphenol(TPP1)

0h 24h 48h

1 303,124.1 301,514.6 310,614.3

2 310,412.3 306,694.3 305,416.2

3 302,741.2 305,191.2 309,514.8

4 305,412.2 298,762.5 305,591.2

5 302,102.4 299,614.3 301,419.7

DailyMean(㎍/g) 304,758.4 302,355.4 306,511.2

Mean(%) 30.5 30.2 30.7

Inter-dayS.D. 3,398.1 3,464.0 3,668.3

Inter-dayRSD(%) 1.1 1.1 1.2

Intra-dayRSD(%) 0.7

Acceptable
values(%)

1) 0.3~1.2

1)
AcceptablevaluesproposedbyAOACguideline(6).
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바.검출한계 정량한계

본 시험에서는 TPP1의 시험용액에서 페놀시액 신 증류수를 넣고 동일한

시험과정을 거친 것을 공시료로 사용하 으며,분 도계 670nm에서 10회

반복 측정하 다.이때 공시료의 측정값에 공시료의 표 편차를 3배를 더한

값을 검출한계로 하고 표 편차를 10배를 더한 값을 정량한계로 하 다.그

결과 검출한계는 2.53㎍/mL이며,정량한계는 8.45㎍/mL로 나타났다.

사.측정불확도

(1)시험용액 조제시 불확도

표본시료(TPP1)의 무게를 0.1mg까지 측정할 수 있는 울을 이용하여 10

mL용량 라스크에 0.1g정도 채취한 후 추출용액인 80% 메탄올로 총폴리

페놀 성분을 추출함으로서 1차 시험용액을 비하 다.1차 시험용액을 마이

크로피펫을 이용하여 1mL를 취한 후 50mL의 용량 라스크에 넣고 추출용

액으로 표시선까지 정용한 것을 2차 시험용액으로 하 다.이때 1차 시험용

액 조제 시 발생할 수 있는 요인은 울 자체의 불확도(교정성 서상의 불확

도,분해능 안정성)와 용량 라스크의 불확도 요인(허용오차,반복성,실험

실 온도에 따른 불확도)을 고려했다. 한 2차 시험용액 조제 시의 피렛의 불

확도(허용오차,반복성,실험실 온도에 따른 불확도) 용량 라스크의 불확

도 요인을 고려했다.즉,시료 무게 측정 시 울에 한 교정성 서상의 불

확도는 95% 신뢰수 (k=2)에서 0.0005 g의 불확도를 가지며 표 불확도

()는 0.00025g(0.0005/2)가 되었다.이때 울의 분해능은 0.0001g이며

표 불확도는()는 0.000029g(0.0001/2/)이 다. 한 안정성은 0.1

g의 표 분동을 이용하여 4일에 걸쳐 4반복 측정한 값들을 공통실험표 편차

방법에 따라 식[6]과 [7]을 용하여 표 불확도( )0.000052g을 구했

으며,자유도는 16에서 1을 뺀 값인 15가 된다.결국 울의 합성표 불확도

( )는 각 표 불확도에 한 제곱합의 제곱근이므로 0.00026g이며,상
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표 불확도( )는 0.0026(0.00026/0.1)이 다. 한 10mL용량 라

스크에 추출용액을 정용 시 기인되는 불확도는 10mL용량 라스크의 허용

오차가 ±0.025이므로 표 불확도( 는 0.014mL(0.025/)이며,용량

라스크의 반복성은 10mL의 용량 라스크에 추출용액을 표시선까지 채운 무

게를 10회 반복 측정함으로서 표 편차(σ)를 구하므로 A type의 표 불확도

( )는 0.0012mL가 된다.그리고 실험실 온도변화의 불확도는 온도변화

가 ±3℃이고 80% 메탄올의 팽창계수는 0.001018이며,신뢰구간이 주어져

있지 않으므로 직사각형 분포로 간주()하여 표 불확도( 는 0.018

mL(0.031/)이 다.따라서 용량 라스크의 합성불확도( )는 각 표

불확도에 한 제곱합의 제곱근으로 0.023 mL이며, 상 표 불확도

( )는 0.0023(0.023/10)이 다.이와 동일한 방법으로 2차 시험용액의

조제과정은 1차 시험용액에서 자동피펫을 이용하여 용량 라스크에 취하고

추출용액으로 표시선에 맞춤으로서 발생하는 불확도를 구했다. 와 같은 시

험용액조제 시 발생되는 불확도 과정을 Table9에 정리했다.
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Step Parameter Value
Degreeof
freedom

Standard
uncertainty

Relative
standard
uncertainty

Combinedrelative

standarduncertainty

1st

()      



 - ∞ 0.00025

0.0026

0.0034

 - ∞ 0.000029

 0.1 15 0.000052



 0.025 ∞ 0.014

0.0023 10 9 0.0012

 3 ∞ 0.018

2st



 0.006 ∞ 0.0035

0.0039

0.0044

 1.0 9 0.00044

 3 ∞ 0.0018



 0.06 ∞ 0.035

0.0044 10 9 0.027

 3 ∞ 0.088

Table9.Uncertaintybudgetforthedeterminationof, and



- 45 -

(2)표 용액 조제 시 불확도

표 물질로 사용하는 갈산의 불확도를 구하기 해서 제조사로부터 공 되는

표 품의 순도 분자량에 의한 불확도를 합성했다.그리고 표 원액은

울 자체의 불확도(교정성 서상의 불확도,분해능 안정성)와 용량 라스크

의 불확도 요인(허용오차,반복성,실험실 온도에 따른 불확도)을 합성했다.

한 표 용액은 표 용액 농도 별 희석 시 사용되는 자동피펫의 불확도(허

용오차,반복성,실험실 온도에 따른 불확도) 용량 라스크의 불확도 요인

을 고려했다.먼 표 물질인 갈산은 제조사로부터 제공된 인정서에 95%로

기재되어 최 농도 오차범 가 5%이므로 순도에 한 표 불확도는()

0.0055(0.05/) g/100g이고 상 표 불확도는()

0.000058(0.0055/95)이 다. 한 갈산의 분자구조식은 C76H52O46이고 분자량

은 1701.2이므로,IUPAC(33)에서 발표된 C,H,O원자 1개의 불확도는 ±

0.0008,±0.00007 ±0.0003이었고,표 불확도는 직사각형 분포를 가정하

여 으로 나 면 0.00046g/mol,0.000040g/mol 0.00017g/mol이며,여

기에 원재개수를 각각 곱하면 각 원자에 한 표 불확도는 0.035g/mol,

0.0021g/mol 0.0080g/mol이 다.따라서 원자에 한 합성표 불확도

()를 제곱합의 제곱근으로 계산하면 0.036g/mol이며,상 표 불확도

()0.000021(0.036/1701.2)이었다.이때 표 물질 1.003g을 100mL

의 용량 라스크에 넣고 추출용액으로 희석하여 조제하므로 표 물질 계량에

필요한 계량기의 불확도와 100mL용량 라스크 부피에 한 불확도를 고려

하 다.Table9에서 1차 시험용액 조제 시 고려했던 불확도와 동일한 방법

을 용하여 불확도를 산정하면 울의 표 불확도( )는 0.00025

g(0.0005/2),표 불확도()는 0.000029g(0.0001/)이 다.그리고

울의 안정성의 불확도는 표 분동 1.0g을 이용하여 4일에 걸쳐 4반복 측

정한 값들을 공통(pooled)실험표 편차 방법에 따라 식 [6]와 [7]을 용하여

산출할 경우 표 불확도( 는 0.000023g이 다.결국 울의 합성불

확도( )는 각 표 불확도에 한 제곱합의 제곱근으로 0.00025g이며,

상 표 불확도( )는 0.00025(0.00025/1.0032)이 다. 한 100

mL용량 라스크에 추출용액을 정용 시 기인되는 불확도는 100mL용량
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라스크의 허용오차가 ± 0.1이므로 표 불확도( 는 0.058mL(0.1/

)이 으며,용량 라스크의 반복성은 100mL의 용량 라스크에 추출용액

을 표시선까지 채운 무게를 10회 반복 측정함으로서 표 편차(σ)를 구하므로

A type의 표 불확도( )는 0.027mL(0.086/)가 되었다.그리고

실험실 온도변화의 불확도는 온도변화가 ±3℃이고 80% 메탄올의 팽창계수

는 0.001018이며,신뢰구간이 주어져 있지 않으므로 직사각형 분포로 간주

()하여 표 불확도( )는 0.18mL(0.31/)이 다.따라서 용량

라스크의 합성불확도( )는 각 표 불확도에 한 제곱합의 제곱근

으로 0.19mL이며,상 표 불확도( )는 0.0019(0.19/100)이

다.따라서,표 원액에 한 상 합성표 불확도는 표 물질의 순도,분자량,

표 품계량, 라스크의 상 표 불확도를 제곱합의 제곱근으로 계산하며 그

결과 0.0019로 나타났다.표 용액 조제는 표 원액을 자동피펫을 이용하여

농도별로 10.0,20.0,40.0,80.0,160.0 320.0㎍/mL로 조제하 다.각 농도

별(1st,2nd,3rd,4th,5th,6th)의 불확도는 표 원액의 불확도를 구하는 방법

과 동일 용했다.단,표 물질의 표 불확도 신 표 원액의 불확도로 합

성표 불확도값을 합성하는 것과 자동피펫의 용량과 횟수에 따라 용되는

값이 차이를 용하면 된다.다음 Table10에서는 표 원액과 표 용액조제

시 고려되는 불확도를 정리했다.
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Descriptionparameter value
Degreeof

freedom

Standard

uncertainty

Relative

standard

uncertainty

Combinedrelative

standarduncertainty

      
 95 ∞ 0.0055 0.000058

0.0019
 1701.2 ∞ 0.036 0.000021


 1.0032 225461 0.00025 0.00025

 100 20122 0.19 0.0019



Auto-pipette2~200

㎕

 0.0008 ∞ 0.00046

0.0050

0.0054

 0.1 9 0.000083

 3 ∞ 0.00018

Volumetricflask50

mL

 0.06 ∞ 0.035

0.0020 50 9 0.027

 3 ∞ 0.088



Auto-pipette2~200

㎕

 0.0012 ∞ 0.00069

0.0039

0.0044

 0.2 9 0.00013

 3 ∞ 0.00035

Volumetricflask50

mL

 0.06 ∞ 0.035

0.0020 50 9 0.027

 3 ∞ 0.088

 Auto-pipette  0.005 ∞ 0.0029 0.0098 0.010

Table10.Summaryofuncertaintyvaluesfrom standardsolutions
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50~1,000㎕
 0.4 9 0.0025

 3 ∞ 0.00071

Volumetricflask50

mL

 0.060 ∞ 0.035

0.0020 50 9 0.027

 3 ∞ 0.088



Auto-pipette

50~1,000㎕

 0.006 ∞ 0.0035

0.0047

0.0051

 0.8 9 0.00022

 3 ∞ 0.0014

Volumetricflask50

mL

 0.06 ∞ 0.035

0.0020 50 9 0.027

 3 ∞ 0.088



Auto-pipette

100~5,000㎕

 0.03 ∞ 0.017

0.011

0.011

 1.6 9 0.00014

 3 ∞ 0.0028

Volumetricflask50

mL

 0.06 ∞ 0.035

0.0020 50 9 0.027

 3 ∞ 0.088



Auto-pipette

100~5,000㎕

 0.03 ∞ 0.017

0.0088

0.0091

 2.0 9 0.00035

 3 ∞ 0.0035

Volumetricflask50

mL

 0.06 ∞ 0.035

0.0020 50 9 0.027

 3 ∞ 0.088
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(3)검량곡선의 불확도

검량곡선은 표 용액 6개의 농도 10.0㎍/mL,20.0㎍/mL,40.0㎍/mL,

80.0㎍/mL,160.0㎍/mL 320.0㎍/mL로 3회 조제하여 분석한 결과의 평

균값을 이용하여 선형 최소제곱법으로 계산하 다.검량선의 불확도 평가를

한 수학 계 모델식은[8]-[11]이며,회귀분석(regressionanalysis)의 의

해 계식에 용 계산하 을 때 검량곡선의 표 불확도( )는 8061.41㎍

/mL이고, 상 표 불확도( )는 0.025(8061.41/결과값)으로 나타났다

(Table11).

Table11.TheresultofregressionanalysisusingExcleprogram

Analyt     

 

TPP1 0.045 0.0047 3 21 318,540.12 103.50 144,057

(4)시료의 반복측정에 따른 불확도

시료를 5회 반복측정으로 얻어진 결과값을 토 로 표 불확도( ) 상

표 불확도( )값을 산출하 다.시험 과정을 5회 반복 측정한 결과

평균값은 318,540.12이며 표 편차는 3,815.00 이 다.따라서 표 불확도

( )는 표 편차를 ()로 나눠 값인 1,706.12(3,815.00/)이며,상

표 불확도( )는 0.0054(1,706.12/318,540.12)로 나타났다.

(5)회수율 정 성의 불확도

시료의 기질에 한 불확도는 반복측정과 회수율 불확도의 상 불확도를

합성하여 구했다.회수율 시험을 5회 반복 측정한 결과 평균 표 편차는

101.1±1.6%이 으며,이에 한 표 불확도( 는 표 편차와 같으므로
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총폴리페놀의 표 불확도는 0.016이었다.따라서 회수율 정 성의 상 표

불확도( )을 산출하면 0.016(0.016/1.011)이며 자유도는 4이었다.

(6)합성표 불확도 확장불확도

(1)~(5)항에서 산출된 상 표 불확도 값을 불확도 의 법칙에 따라 제

곱합의 제곱근으로 계산하여 체 불확도 요인에 한 합성상 표 불확도

( )값을 구하면 0.036이 되었다.이때 합성상 표 불확도값에서 시

료분석 결과치인 318,540.12를 곱하면 합성표 불확도( )값을 11,610.17

㎍/g를 구할 수 있었다.그리고 확장불확도()는 합성표 불확도값에서 포함

인자()를 곱하여 계산했으며,포함인자는 식[13]에 의하여 산출할 경우 49로

확인되어 t-분포표를 이용하여 95% 신뢰수 에서 k=2.01을 구했다.그러나

EURACHEM/CITAC 지침(35)에 따라 유효자유도(v≥7)일 경우 포함인자 

를 2.0으로 계산하면,식 [14]에 의해서 산출된 확장불확도는 산출된 확장불확

도는 23,220.3㎍/g이며 결국,총폴리페놀은 318,540.1±23,220.3㎍/g(신뢰수

약 95%,k=2.0일때)이었다.

(7)불확도 요인의 상 기여도

불확도 요인의 상 불확도가 최종 결과값에 미치는 기여도를 Fig5.에 나

타냈으며,불확도값이 최종 시험결과 값에 미치는 향은 7.3%로 산정되었다.

각 불확도 요인의 기여도는 %값으로 표 한 결과 검량곡선에서 25.0%로 가

장 기여도가 컸으며,그 다음은 회수율 정 성 측정에서 15.5%,표 용액

40㎍/mL조제 시 11.0%로 높게 나타났다.그 밖에 요인에서는 10% 미만으

로 비슷한 수 으로 나타남을 확인할 수 있었다.
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Fig.5.Contributionsofuncertaintyfactors.
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아.재 정 성(ReproducibilityPrecision)

재 정 성을 측정하기 하여 6개 기 (A,B,C,D,E,F)을 상으로 실

험실내에서 균질화 시킨 표본시료(TPP1)를 배포한 후 표 화 시험법에 따라

5반복 시험을 수행하도록 했다.즉,실험실 간 정 도 측정의 요건 서로

다른 실험실,분석자,분석장비 분석일자 등의 환경으로부터 얻어진 결과

의 편 성(bias)으로부터 시험방법의 정 도를 확인하고자 했다(Fig.6).그

결과 6개 기 으로부터 산출된 표본시료의 심값은 30.3%로 나타났으며,실

험실간 상 표 편차는 18.4%로 확인되었다. 한, 심값으로부터 가장 작은

차이와 큰 차이를 보이는 곳은 각각 C와 F 으며, 심값의 0.9%와 24.8%로

다소 큰 차이를 보 다.그리고 F를 제외한 5개 기 에서 심값의 ±20%에

해당하는 함량 측정값을 산출함으로서,본문에서 제시한 시험방법의 정 도

가 우수함을 알 수 있었다.
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Fig.6.Variations ofthe resultby totalpolyphenolmethod between

laboratories.
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2.달맞이꽃종자추출물 Penta-O-galloylbeta-D-glucose,PGG

가. 용성

유통 인 건강기능식품에 하여 체 시료를 표할 수 있는 서로 다른

기질(부원료 등)의 3개 제품(PGG1,PGG2,PGG3)을 선정하여 분석법 검증을

수행했다(Table12).
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Table12.Descriptionofthesamples

Sample Formulation Dosageform Provenience

Penta-O-galloylbeta-D-glucose(PGG)

PGG1
1.0% PGGplusother

ingredients
1) Capsules Korea

PGG2
1.2% PGGplusother

ingredients
2) Capsules Korea

PGG3
1.0% PGGplusother

ingredients
3) Capsules Korea

1)
Totalpolyphenol,flexed-seed oil,microcrystalline,fibroin BF-7,lactic

acidbacterialcontainingpowder
2)Totalpolyphenol,resistantmaltodextrin,microcrystalline,cellulose,kelp

meal
3)
Totalpolyphenol,brewer'syeast,microcrystallinecellulose,kelp meal,

diedyeast,chicoryextract
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나.선택성

방해물질로부터 효과 인 분리가 이 졌는지 확인하기 하여 표 용액과

표본시료에서 크로마토그램을 확인했다.Fig.7에서 A는 PGG표 용액을 분

석한 크로마토그램이며,B는 PGG1시료를 분석한 크로마토그램이고,C는

PGG1시료에 PGG 표 용액을 첨가하고 분석한 크로마토그램이다.그 결과

표 용액의 주피크와 시료의 주피크가 동일시간내 일치했으며,스펙트럼 패

턴도 정확히 일치함을 확인할 수 있었다. 한 분리능(resolution)을 확인하기

하여 시료용액의 주성분 피크(t1)의 머무름 시간과 근 피크의 머무름 시

간(t2)차이를 두 개의 피크 폭 W1과 W2를 조사한 결과 1.4로 나타남으로서

AOAC 가이드라인(6)에서 제시하는 최소 1.0이상의 분리능을 가짐을 확인

할 수 있었다(Table13).
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Fig.7.HPLC chromatogram ofPGG in Health/Functionalfood.(A :

StandardofPGG,B :Samplematerial,C :Standardspikedinsample

material).
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Retentiontimes(minutes) Baselinewidths(minutes)
Resolution

t1 t2 W1 W2

12.614 13.317 0.4 0.6 1.4(≥1.0)

Table13.SelectivitydataofPGG
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다.직선성

표 용액을 7개의 농도로 히 희석하여 0.42,0.84,1.68,3.36,6.72,

13.44,26.88㎍/mL에 한 직선성을 검토했다.시험 시 나타날 수 있는 오차

범 를 확인하기 하여 각 농도에 해서 3회 반복 실험을 수행했다.그 결

과 결정계수(r
2
)는 0.9999로 AOAC 가이드라인에서 요구하는 결정계수 0.95

이상을 만족함을 확인했다(Fig.8).
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y  = 90602.4x - 13554.2

R2 = 0.9999
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Fig.8.CalibrationcurveofPGG(n=3).



- 61 -

라.정확성

3개의 표본시료(PGG1,PGG2,PGG3)에 하여 각각에 함량 측정값의 1배,

2배,3배가 되도록 일정량의 표 원액을 첨가하 고,5회 반복실험을 통해 평

균 회수되는 백분율을 산출함으로서 매트릭스의 향을 검토하 다.즉,3개의

표본시료(PGG1,PGG2,PGG3)각각에 하여 함량 측정값의 근사값인 2.0(1

배)㎍/mL,4.0(2배)㎍/mL 6.0(3배)㎍/mL가 되도록 하 다.그 결과

2.0(1배)㎍/mL가 되도록 처리한 시료의 회수율은 96.5~100.6%,4.0(2배)㎍

/mL에서는 97.8~104.2%,6.0(3배)㎍/mL에서는 98.3~104.1%로 확인되었다.이

러한 결과는 Table14에서 보는 바와 같이 허용범 에 모두 포함되는 것으로

서 동 시험방법은 서로 다른 기질 특성을 가진 시료에 하여 반복 정확성에

문제가 없다는 것을 알 수 있었다. 한,각각의 농도에 한 상 표 편차는

2.7~3.1%,1.5~4.4%,2.0~3.2%로 나타났다.
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Table14.AccuracydataofPGG(n=5)

Treatment
1)

Fortified

concentationPGG1

(㎍/mL)

Fortified

concentation

PGG2(㎍/mL)

Fortified

concentationPGG3

(㎍/mL)

2.0 4.0 6.0 2.0 4.0 6.0 2.0 4.0 6.0

1 96.4 101.4 102.0 98.9 100.9 96.4 102.1103.3 104.7

2 95.3 95.2 104.8 97.1 101.4 99.2 99.8 103.2 106.8

3 101.3103.1 98.2 93.3 100.4101.8 96.2 103.1 104.8

4 95.8 99.6 101.6 99.6 92.7 99.6 101.2104.8 101.2

5 94.7 98.8 96.6 93.5 93.6 94.5 103.5106.8 103.1

Mean(%) 96.7 99.6 100.6 96.5 97.8 98.3 100.6104.2 104.1

S.D. 2.6 3.0 3.3 3.0 4.3 2.9 2.8 1.6 2.1

RSD(%) 2.7 3.0 3.2 3.1 4.4 2.9 2.8 1.5 2.0

Acceptable
values(%)

2) 92.5~104.6 92.6~104.4 92.5~104.5

1)
Knownamounts(1-3times)wereaddedinrepresentativesample.

2)
AcceptablevaluesproposedbyAOACguideline(6).
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마.함량측정과 반복정 성

(1)검체량 변화에 한 반복정 성

검체량의 변화에 한 반복정 성을 확인하기 하여 표본시료 PGG1의 검

체량을 10mg/g×1배,2배,3배로 늘리고 각각에 하여 5회 반복실험 하

다.그 결과,표본시료에서의 PGG의 함량이 1배에서는 1.0%,2배에서는

1.2%,3배에서는 1.1%로 산출함으로서 표본시료의 PGG의 함량의 추정치는

1.1%로 확인되었다.이러한 함량 측정값을 이용하여 허용범 를 산출한 후,

각 농도의 상 표 편차가 허용범 를 만족하는지 확인한 결과,1배 채취 시

1.8%,2배 채취 시 1.9%,3배 채취 시 2.0%로 허용범 를 만족함을 알 수 있

었다.따라서,동 시험방법은 검체를 증량 하더라도 반복정 성에 문제가 없

다는 것을 확인할 수 있었다(Table15).
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Table15.Repeatabilityprecisiondataatadjustedsampleamounts(n=5)

Treatment
1)

PGG1

1×
b

2× 3×

1 10,361.7 11,513.4 11,141.1

2 10,131.1 11,480.4 11,618.8

3 10,516.8 11,848.9 11,656.3

4 10,068.6 11,789.3 11,535.2

5 10,188.5 12,016.2 11,251.7

Mean(㎍/g) 10,253.3 11,729.6 11,440.6

Mean(%) 1.0 1.2 1.1

S.D. 183.3 228.5 230.6

RSD(%) 1.8 1.9 2.0

Acceptable
values(%)

2) 0.5~2.0

1)
Knownamounts(1-3times)wereaddedinrepresentativesample.

2)
AcceptablevaluesproposedbyAOACguideline(6).
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(2)시료 기질 변화에 따른 반복정 성

시료 기질변화에 한 반복 정 성을 확인하기 하여 서로 다른 기질을

가지고 있는 표본시료 3개(PGG1,PGG2,PGG3)를 각각 5회 반복실험 하

다.Table16에서 보여주고 있는 바와 같이 PGG 함량이 PGG1시료에서는

1.0%,PGG2시료에서는 1.3%,PGG3시료에서는 1.1%로 검출되었다.이러한

함량 측정값을 이용하여 허용범 를 확인한 결과 PGG1와 PGG3은 0.5~2.0%,

PGG2는 0.5~1.9%이 다.각 시료의 상 표 편차가 허용범 에 포함되는지

를 확인한 결과 PGG1은 1.8%,PGG2는 1.7%,PGG3은 2.0%로 확인되어,3개

의 표본시료 모두 허용범 에 포함되었다.따라서,동 시험방법은 시료의 기

질이 다른 특성을 갖는다 하더라도 반복정 성은 문제가 없다는 것을 확인할

수 있었다(Table16).
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Table16.RepeatabilityprecisiondataofthreePGGswithdifferentsample

matrix(n=5)

Treatment
PGG

PGG1 PGG2 PGG3

1 10,361.7 13,141.3 11,098.7

2 10,131.1 12,945.1 11,099.4

3 10,516.8 13,362.7 11,535.5

4 10,068.6 13,519.4 10,944.5

5 10,188.5 13,421.5 11,255.8

Mean(㎍/g) 10,253.3 13,278.0 11,186.8

Mean(%) 1.0 1.3 1.1

S.D. 183.3 232.1 223.9

RSD(%) 1.8 1.7 2.0

Acceptable

values(%)
1) 0.5~2.0 0.5~1.9 0.5~2.0

1)
AcceptableprecisionvaluesproposedbyAOACguideline(6).
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(3)분석시간별 반복정 성

분석 시간의 변화에 한 반복 정 성을 확인하기 하여 균질화시킨 표본

시료 PGG1을 4℃ 냉장실에 보 하면서 0h,24h,48h마다 시험조작 5회

반복 실험하 다.그 결과 PGG 함량이 0h,24h48h에서 모두 1.0%로 확

인되었으며,허용범 는 0.5~2.0%로 확인되었다.각 기간별 상 표 편차를

확인한 결과 0h의 경우 1.8%,24h은 2.0%,48h은 1.9%로 모두 허용범 를

만족함으로서,분석시간별 반복정 성은 동일한 분석조건에서의 반복실험에

문제가 없다는 것을 확인했다. 한 intra-dayRSD를 확인한 결과 1.0%로

나타났다(Table17).
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Table17.Repeatabilityprecisiondataatchangedanalysistime(n=5)

Treatment
PGG1

0h 24h 48h

1 10,361.7 10,063.0 10,203.6

2 10,131.1 10,035.9 10,191.2

3 10,516.8 10,267.4 10,601.8

4 10,068.6 10,402.6 10,198.3

5 10,188.5 9,901.9 10,494.5

DailyMean(㎍/g) 10,253.3 10,134.2 10,337.9

Mean(%) 1.0 1.0 1.0

Inter-dayS.D. 183.3 199.0 195.7

Inter-dayRSD(%) 1.8 2.0 1.9

Intra-dayRSD(%) 1.0

Acceptable

values(%)
1) 0.5~2.0

1)
AcceptablevaluesproposedbyAOACguideline(6).
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바.검출한계 정량한계

표본시료 PGG1을 분석한 크로마토그램에서 기능(지표)성분이 치하는 곳

의 노이즈 10회 측정값으로부터 표 편차를 구하고 3배를 더한 값을 검출한

계,10배를 더한 값을 정량한계로 하 다.그 결과 검출한계는 0.04㎍/mL이

며,정량한계는 0.13㎍/mL로 나타났다.

사.측정불확도

(1)시험용액 조제시 불확도

시료의 무게를 0.1mg까지 측정할 수 있는 울을 이용하여 50mL용량

라스크에 0.01g정도 채취한 후 추출용액인 80% 메탄올로 PGG 성분을 추

출함으로서 시험용액을 비했다.이때 시험용액 조제 시 발생할 수 있는 요

인인 울 자체의 불확도(교정성 서상의 불확도,분해능 안정성)와 용량

라스크의 불확도 요인(허용오차,반복성,실험실 온도에 따른 불확도)을 고

려했다.즉,시료 무게 측정 시 울에 한 교정성 서상의 불확도는 95%

신뢰수 (k=2)에서 0.0005g의 불확도를 가지며 표 불확도( )는 0.00025

g(0.0005/2)가 된다.이때 울의 분해능은 0.0001 g이며 표 불확도는

()는 0.000029g(0.0001/2/)이었다. 한 안정성은 0.01g의 표 분

동을 이용하여 4일에 걸쳐 4반복 측정한 값들을 공통실험표 편차 방법에 따

라 식[6]과 [7]을 용하여 표 불확도( )0.000024g을 구했으며 자유

도는 16에서 1을 뺀 값인 15가 된다.결국 울의 합성표 불확도( )는

각 표 불확도에 한 제곱합의 제곱근이므로 0.00025g이며,상 표 불확도

( )는 0.0025(0.00025/0.01)이 다. 한 50mL용량 라스크에 추출

용액을 정용 시 기인되는 불확도는 50mL 용량 라스크의 허용오차가 ±

0.06이므로 표 불확도( 는 0.035mL(0.06/)이며,용량 라스크의 반

복성은 50mL의 용량 라스크에 추출용액을 표시선까지 채운 무게를 10회

반복 측정함으로서 표 편차(σ)를 구하므로 A type의 표 불확도( )는
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0.00086mL가 된다.그리고 실험실 온도변화의 불확도는 온도변화가 ±3℃

이고 80% 메탄올의 팽창계수는 0.001018이며,신뢰구간이 주어져 있지 않으

므로 직사각형 분포로 간주()하여 표 불확도( 는 0.088mL(0.15/

)이었다.따라서 용량 라스크의 합성불확도( )는 각 표 불확도에

한 제곱합의 제곱근으로 0.095 mL이며, 상 표 불확도( )는

0.0019(0.095/50)이 다. 와 같은 시험용액조제 시 발생되는 불확도 과정을

Table18에 정리했다.
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Parameter Value
Degree
of

freedom

Standard
uncertainty

Relative
standard
uncertainty

Combined

relative

standard

uncertainty

()      



 - ∞ 0.00025

0.025

0.025

 - ∞ 0.000029

 0.01 15 0.000024



 0.06 ∞ 0.035

0.0019 10 9 0.00086

 3 ∞ 0.088

Table18.Uncertaintybudgetforthedeterminationof,and
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(2)표 용액 조제 시 불확도

표 물질로 사용하는 PGG의 불확도를 구하기 해서 제조사로부터 공 되

는 표 품의 순도 분자량에 의한 불확도를 합성했다.그리고 표 원액은

울 자체의 불확도(교정성 서상의 불확도,분해능 안정성)와 용량 라스

크의 불확도 요인(허용오차,반복성,실험실 온도에 따른 불확도)을 합성했다.

한 표 용액은 표 용액 농도 별 희석 시 사용되는 자동피펫의 불확도(허

용오차,반복성,실험실 온도에 따른 불확도) 용량 라스크의 불확도 요인

을 고려했다.먼 표 물질인 PGG는 제조사로부터 제공된 인정서에 95%로

기재되어 최 농도 오차범 가 5%이므로 순도에 한 표 불확도는()

0.0055(0.05/) g/100g이었고 상 표 불확도는()

0.000058(0.0055/95)이었다. 한 PGG의 분자구조식은 C41H32O26․xH2O이고

분자량은 940.68이므로,IUPAC(33)에서 발표된 C,H,O원자 1개의 불확도는

±0.0008,±0.00007 ±0.0003이었고,표 불확도는 직사각형 분포를 가정

하여 으로 나 면 0.00046g/mol,0.000040g/mol 0.00017g/mol이었으

며,여기에 원자개수를 각각 곱하면 각 원자에 한 표 불확도는 0.019

g/mol,0.0013g/mol 0.0045g/mol이 다.따라서 원자에 한 합성표 불

확도()를 제곱합의 제곱근으로 계산하면 0.020g/mol이며,상 표 불

확도()0.000021(0.020/940.7)이었다.이때 표 물질 0.0042g을 50

mL의 용량 라스크에 넣고 추출용액으로 희석하여 조제하므로 표 물질 계

량에 필요한 계량기의 불확도와 50mL용량 라스크 부피에 한 불확도를

고려했다.시험용액 조제 시 고려했던 불확도와 동일한 방법을 용하여 불

확도를 산정하면 울의 표 불확도()는 0.00025g(0.0005/2),표

불확도( )는 0.000029g(0.0001/)이었다.그리고 울의 안정성

의 불확도는 표 분동 0.005g을 이용하여 4일에 걸쳐 4반복 측정한 값들을

공통(pooled)실험표 편차 방법에 따라 식 [6]와 [7]을 용하여 산출할 경우

표 불확도( 는 0.000025 g이었다. 결국 울의 합성불확도

( )는 각 표 불확도에 한 제곱합의 제곱근으로 0.00025g이었으며,

상 표 불확도( )는 0.060(0.00025/0.0042)이었다. 한 50



- 73 -

mL용량 라스크에 추출용액을 정용 시 기인되는 불확도는 50mL용량 라

스크의 허용오차가 ± 0.06이므로 표 불확도( 는 0.035mL(0.06/

)이며,용량 라스크의 반복성은 50mL의 용량 라스크에 추출용액을 표

시선까지 채운 무게를 10회 반복 측정함으로서 표 편차(σ)를 구하므로 A

type의 표 불확도( )는 0.0012mL(0.0037/)가 되었다.그리고

실험실 온도변화의 불확도는 온도변화가 ±3℃이고 80% 메탄올의 팽창계수

는 0.001018이며,신뢰구간이 주어져 있지 않으므로 직사각형 분포로 간주

()하여 표 불확도( )는 0.088mL(0.15/)이었다.따라서 용량

라스크의 합성불확도( )는 각 표 불확도에 한 제곱합의 제곱근

으로 0.095mL이었으며,상 표 불확도( )는 0.0019(0.095/50)

이 다.따라서,표 원액에 한 상 합성표 불확도는 표 물질의 순도,분

자량,표 품계량, 라스크의 상 표 불확도를 제곱합의 제곱근으로 계산하

며 그 결과 0.060로 나타났다.표 용액 조제는 표 원액을 자동피펫을 이용

하여 농도별로 0.42,0.84,1.68,3.36,6.72,13.44 26.88㎍/mL로 조제하

다.각 농도별(1st,2nd,3rd,4th,5th,6th,7th)의 불확도는 표 원액의 불확

도를 구하는 방법과 동일 용했다.단,표 물질의 표 불확도 신 표 원

액의 불확도로 합성표 불확도값을 합성하는 것과 자동피펫의 용량과 횟수에

따라 용되는 값이 차이를 용하면 된다.다음 Table19에서는 표 원액과

표 용액조제 시 고려되는 불확도를 정리했다.
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Descriptionparameter value
Degreeof

freedom

Standard

uncertainty

Relative

standard

uncertainty

Combinedrelative

standarduncertainty

      
 95 ∞ 0.0055 0.000058

0.060
 940.68 ∞ 0.020 0.000021


 0.0042 157081 0.00025 0.060

 50 383649212 0.095 0.0019



Auto-pipette

10~100㎕

 0.0005 ∞ 0.00029

0.0084

0.0087

 0.05 9 0.00030

 3 ∞ 0.000088

Volumetric

flask10mL

 0.025 ∞ 0.014

0.0023 10 9 0.0012

 3 ∞ 0.018



Auto-pipette

10~100㎕

 0.0008 ∞ 0.00046

0.0050

0.0055

 0.1 9 0.000083

 3 ∞ 0.00018

Volumetric

flask10mL

 0.025 ∞ 0.014

0.0029 10 9 0.0012

 3 ∞ 0.018

Auto-pipette  0.0012 ∞ 0.0007 0.0041 0.0047

Table19.Summaryofuncertaintyvaluesfrom standardsolutions
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20~200㎕
 0.2 9 0.00025

 3 ∞ 0.00035

Volumetric

flask10mL

 0.025 ∞ 0.014

0.0023 10 9 0.0012

 3 ∞ 0.018



Auto-pipette

100~1,000㎕

 0.005 ∞ 0.0029

0.0074

0.0078

 0.4 9 0.00015

 3 ∞ 0.00071

Volumetric

flask10mL

 0.025 ∞ 0.014

0.0023 10 9 0.0012

 3 ∞ 0.018



Auto-pipette

100~1,000㎕

 0.006 ∞ 0.0035

0.0047

0.0052

 0.8 9 0.00024

 3 ∞ 0.0014

Volumetric

flask10mL

 0.025 ∞ 0.014

0.0023 10 9 0.0012

 3 ∞ 0.018



Auto-pipette

500~5,000㎕

 0.03 ∞ 0.017

0.011

0.011

 1.6 9 0.00034

 3 ∞ 0.0028

Volumetric

flask10mL

 0.025 ∞ 0.014

0.0023 10 9 0.0012

 3 ∞ 0.018
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Auto-pipette

500~5,000㎕

 0.03 ∞ 0.017

0.0057

0.0061

 3.2 9 0.00039

 3 ∞ 0.0056

Volumetric

flask10mL

 0.025 ∞ 0.014

0.0023 10 9 0.0012

 3 ∞ 0.018
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(3)검량곡선의 불확도

검량곡선은 표 용액 7개의 농도 0.42,0.84,1.68,3.36,6.72,13.44,26.88㎍

/mL로 3회 조제하여 분석한 결과의 평균값을 이용하여 선형 최소제곱법으로

계산했다.검량선의 불확도 평가를 한 수학 계 모델식은[8]-[11]이며,

회귀분석(regressionanalysis)의 의해 계식에 용 계산하 을 때 검량곡선

의 표 불확도()는 525.41 ㎍/mL이고, 상 표 불확도( )는

0.051(525.41/결과값)으로 나타났다(Table20).

Table20.TheresultofregressionanalysisusingExcleprogram

Analyte     

    

PGG1 18122.8990602.42 32115293.347.6215.21 525.41 0.051

(4)시료의 반복측정에 따른 불확도

시료를 5회 반복측정으로 얻어진 결과값을 토 로 표 불확도( ) 상

표 불확도( )값을 산출했다.시험 과정을 5회 반복 측정한 결과

평균값은 10,253.34이며 표 편차는 183.32이 다.따라서 표 불확도( )

는 표 편차를 ()로 나눠 값인 81.98(183.32/)이며,상 표 불확도

( )는 0.0054(81.98/10,253.34)로 나타났다.

(5)회수율 정 성의 불확도

시료의 기질에 한 불확도는 반복측정과 회수율 불확도의 상 불확도를

합성하여 구했다.회수율 시험을 5회 반복 측정한 결과 평균 표 편차는

96.7±2.6%이 으며,이에 한 표 불확도( 는 표 편차와 같으므로

PGG의 표 불확도는 0.026이 다.따라서 회수율 정 성의 상 표 불확
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도( )을 산출하면 0.027(0.026/0.96)이며 자유도는 4이 다.

(6)합성표 불확도 확장불확도

(1)~(5)항에서 산출된 상 표 불확도 값을 불확도 의 법칙에 따라 제

곱합의 제곱근으로 계산하여 체 불확도 요인에 한 합성상 표 불확도

( )값을 구하면 0.090이 된다.이때 합성상 표 불확도값에서 시료

분석 결과치인 10,253.34를 곱하면 합성표 불확도( )값을 922.25㎍/g를

구할 수 있다.그리고 확장불확도()는 합성표 불확도값에서 포함인자()를

곱하여 계산했으며,포함인자는 식[13]에 의하여 산출할 경우 179로 확인되어

EURACHEM/CITAC지침(35)에 따라 유효자유도(v≥7)일 경우 95% 신뢰수

에서 포함인자 를 2.0으로 계산하면,식 [14]에 의해서 산출된 확장불확도

는 산출된 확장불확도는 1,844.50 ㎍/g이며 결국,PGG은 10,253.34 ±

1,844.50㎍/g(신뢰수 약 95%,k=2.0일때)이었다.

(7)불확도 요인의 상 기여도

불확도 요인의 상 불확도가 최종 결과값에 미치는 기여도를 Fig.9에 나

타냈으며,불확도값이 최종 시험결과 값에 미치는 향은 18.0%로 산정되었

다.각 불확도 요인의 기여도를 %값으로 표 한 결과 표 원액 조제에서

27.2%로 가장 기여도가 컸으며,그 다음은 검량곡선에서 23.1%,기기 재 성

에서 12.4%,시험용액 조제 시 11.4% 순으로 높게 나타났다.그러나 그 밖에

요인에서는 5%이하의 비슷한 수 의 낮은 기여도를 나타남을 확인할 수 있

었다.
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Fig.9.Contributionsofuncertaintyfactors.
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아.재 정 성(ReproducibilityPrecision)

재 정 성을 측정하기 하여 6개 기 (A,B,C,D,E,F)을 상으로 실

험실내에서 균질화 시킨 표본시료(PGG1)를 배포한 후 표 화 시험법에 따라

5반복 시험을 수행하도록 했다.즉 실험실 간 정 도 측정의 요건 서로

다른 실험실,분석자,분석장비 분석일자 등의 환경으로부터 얻어진 결과

의 편 성을 확인하 다(Fig.10).그 결과 6개의 실험실간 시험결과의 심

값은 1.19%로 나타났으며,실험실간 상 표 편차는 17.0%로 확인되었다.

한 심값으로부터 가장 작은 차이와 큰 차이를 보이는 곳은 각각 B와 C

으며, 심값의 27.4% 14.3% 차이가 나타났다.그리고 B의 결과를 제외한

모든 기 에서 심값의 ±20%에 존재하는 것으로 보아 정 도가 우수함을

확인할 수 있었다.
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Fig.10.VariationsoftheresultbyPGGmethodbetweenlaboratories.
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Sample Formulation Dosageform Provenience

Creatinemonohydrate(CrM)

CrM1 100% CrM Powder Korea

CrM2 100% CrM Capsules Germany

CrM3 100% CrM Capsules Korea

3.크 아틴보충제 크 아틴,디시안디아미드 디하이드로트리아진

가. 용성

유통 인 건강기능식품에 하여 체 시료를 표할 수 있는 서로 다른

속성(제형,원료 생산지 등)의 3개 제품(CrM1,CrM2,CrM3)을 선정하여 분

석법 검증을 수행했다(Table21).

Table21.Descriptionofthesamples
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나.선택성

분석법 검증실험의 선택성을 확인하기 하여 표 용액과 시료용액에서의

분리도 머무름시간(retentiontime)을 확인하 다.Fig.11은 UV 212nm

에서는 디시안디아마이드,UV 224nm에서는 크 아틴을,UV 237nm 에서

는 디하이드로트리아진을 분석하여 얻은 크로마토그램 결과이다.A는 앞에서

제시한 분석조건으로 크 아틴과 디시안디아마이드,디하이드로트리아진 3가

지 표 용액을 분석한 크로마토그램이고,B는 CrM1시료를 분석한 크로마토

그램이며,C는 CrM1시료에 3가지의 표 용액을 각각 첨가하여 분석한 크로

마토그램이다.표 용액과 시료를 각각의 최 의 장에서 분석한 결과 지표

성분 머무름시간과 UV 스펙트럼(spectrum)이 서로 일치함을 알 수 있었다.

한 분리능(Resolution,Rs)을 확인하기 하여 시료용액 의 두 개의 피크

의 머무름시간 t1과 t2의 분리 시간 거리와 두 개의 피크 폭 W1과 W2를

조사한 결과 1.4~3.5로 나타남으로서 AOAC 가이드라인(6)에서 제시하는 최

소 1.0이상의 분리능을 가짐을 확인 할 수 있었다(Table22).
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Fig.11.Overlaid HPLC chromatogramsofdicyandiamide,creatineand

dihydrotriazineunderUV212nm (1st),UV224nm (2nd)andUV237nm

(3rd)conditions,respectively[A :3standardcompoundsofdicyandiamide

(UV 212nm),creatine(UV 224nm)anddihydrotriazine(UV 237nm)],B

:CrM1sample,C:CrM1samplespikedwith3standardcompounds].
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Analyte

Retentiontimes

(minutes)

Baselinewidths

(minutes) Resolution

t1 t2 W1 W2

Creatine 5.133 5.757 0.3 0.6 1.4(≥1.0)

Dicyandiamide 4.531 5.133 0.4 0.3 1.7(≥1.0)

Dihydrotriazine 5.757 7.505 0.6 0.4 3.5(≥1.0)

Table22.Selectivitydataofcreatineandorganiccontaminants
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다.직선성

시료에 함유하거나,존재할 것으로 상되는 크 아틴,디시안디아마이드

디하이드로트리아진의 함량이 포함될 수 있는 각각의 성분에 하여 7개

농도의 직선성을 검토하 다.그래서 크 아틴의 농도 범 는 40.0,60.0,80.0,

100.0,120.0,250.0,500.0㎍/mL로 했으며,디시안디아마이드는 0.1,0.2,0.4,

0.8,1.6,3.2,6.4,12.8㎍/mL로 정하 다. 한 디하이드로트리아진의 농도범

는 0.05,0.1,0.2,0.4,0.8,1.6,3.2,6.4㎍/mL농도가 되도록 조제하 다.

시험 시 나타날 수 있는 오차범 를 확인하기 하여 각 농도에 해서 3회

반복 실험을 수행하 다.그 결과 결정계수(r
2
)가 크 아틴에서는 0.9994,디

시안디아마이드는 0.9997,디하이드로트라아진은 0.9999이상으로 AOAC가이

드라인(6)에서 요구하는 결정계수 0.95이상을 만족함을 확인하 다(Fig.12).
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Fig.12.Standardcalibrationcurveofcreatine(A),dicyandiamide(B)and

dihydrotriazine(C).
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라.정확성

체 시료를 표로하는 표본시료 3개 (CrM1,CrM2,CrM3)에 하여

spiking/recovery방법으로 회수되는 백분율을 통해 매트릭스 향을 검토하

다.즉,3개의 표본시료 각각에 하여 일정량의 시료를 채취하고 일정량의

표 용액을 첨가하 을 때 최종 농도가 시료에 존재하는 함량 측정값의 근사

값이 되도록 첨가하 다.그래서 Table23에서 보는 바와 같이 크 아틴의 경

우에는 100.0(1배)㎍/mL,200.0(2배)㎍/mL 300.0(3배)㎍/mL가 되도록 했

으며,디시안디아마이드의 경우에는 0.7(1배)㎍/mL,1.4(2배)㎍/mL 2.1(3

배)㎍/mL가 나올 수 있도록 처리하 다. 한 시료에서 확인하지 못한 디하

이드로트리아진의 경우에는 시료 정량한계의 양(0.1㎍/mL)의 1배,2배,3

배의 표 용액을 첨가하여 0.1(1배)㎍/mL,0.2(2배)㎍/mL 0.3(3배)㎍

/mL가 나올 수 있도록 처리하 다.그 결과 크 아틴의 경우 3개의 표본시료

에서의 회수율이 각각 97.2~100.3%,99.0~100.5% 99.2~100.9%로 나왔으며,

상 표 편차는 0.9~1.8%,0.4~1.2%,0.3~2.2%로 나타났다 (Table23의 상단).

디시안디아마이드의 경우는 회수율이 각각 99.3~106.5%,95.6~101.7%

92.3~97.8%로 나왔으며,상 표 편차는 0.9~2.0%,0.4~0.8% 0.4~0.7%로 나

타났다 (Table21의 간). 한 디하이드로트리아진의 경우는 회수율이 각각

100.4~105.5%,98.2~102.9% 97.2~102.1%로 나타났으며,상 표 편차는 각

각 0.8~1.4%,0.3~2.0% 1.0%로 확인되었다 (Table23의 하단).앞에서 얻은

분석결과들은 모두 높은 신뢰성을 주며 AOAC의 가이드라인(6)에 합한 것

으로 나타났다.
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Table23.Accuracydataofcreatine,dicyandiamideanddihydrotriazine(n=5)

Treatment
1)

Fortifiedconcentation

CrM1(㎍/mL)

Fortifiedconcentation

CrM2(㎍/mL)

Fortifiedconcentation

CrM3(㎍/mL)

100.0 200.0 300.0 100.0 200.0 300.0 100.0 200.0 300.0

Creatine

mean(%) 100.3 100.5 99.6 99.6 99.0 99.2 97.2 99.9 100.9

RSD(%) 0.9 0.7 0.3 1.8 0.4 2.2 0.9 1.2 0.5

Acceptable
values(%)

2) 98.0~101.0

Treatment
1)

0.7 1.4 2.1 0.7 1.4 2.1 0.7 1.4 2.1

Dicyandiamide

mean(%) 99.3 96.1 92.3 102.9 99.5 95.6 106.5 101.7 97.8

RSD(%) 0.9 0.7 0.4 2.0 0.8 0.5 1.1 0.4 0.7

Acceptable
values(%)

2) 80.0~115.0

Treatment
1)

0.1 0.2 0.3 0.1 0.2 0.3 0.1 0.2 0.3

Dihydrotriazine
mean(%) 100.9 98.2 97.2 100.4 100.2 101.0 105.5 102.9 102.1

RSD(%) 0.9 0.3 1.0 1.4 2.0 1.0 0.8 0.3 1.0

1)
Known amounts(1-3times)ofcreatine,dicyandiamideand dihydrotriazinewereadded in each representative

sample,respectively.

2)
AcceptablevaluesproposedbyAOACguideline(6).
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마.함량측정과 반복정 성

(1)검체량 변화에 한 반복정 성

검체량의 변화에 한 반복 정 성을 확인하기 하여 표본시료 CrM1을 3

개의 농도로 검체를 채취하 다.즉,검체 채취량을 그 아틴의 경우 962.0

㎎/g×1배,2배 3배로 검체를 취했으며,디시안디아마이드 디하이드로트

리아진은 디시안디아마이드 농도로서 0.014mg/g×1배,2배 3배를 취하여

5회 반복 수행하 다.Table24에서 보여주고 있는 바와 같이,그 결과 크

아틴 1배 채취 시 96.2%,2배 채취 시 97.0%,3배 채취 시에는 97.6%로 산출

되어 표본시료 크 아틴의 평균 함량은 96.6%가 함유되어있는 것을 확인

하 다. 한 디시안아미드는 1배 채취 시 0.0014%,2배 3배에서는

0.0013%로 산출되어 평균 0.0014%의 농도로 존재하는 것을 확인했으며,디하

이드로트리아진은 3개의 농도에서 모두 검출되지 않았다.시료에서 측정한

함량 %를 이용하여,RSDr=C
-0.15
의 공식에 따라 측정값의 1/2~2배를 산출했

을 경우 AOAC 가이드라인(6)에서 제안하고 있는 허용 범 는 크 아틴의

경우 0.3~1.0%,디시안아미드는 1.3~5.4%이 다.산출된 허용 범 를 이용하

여 각 농도의 상 표 편차가 허용 범 에 포함되는지를 확인한 결과,크

아틴의 경우 1배 채취 시 0.8%,2배 채취 시 1.0%로 허용 범 에 포함되었으

나 3배에서는 상 표 편차 값이 허용 범 를 넘는 1.9%가 나왔다.결국 검

체량의 변화에 따른 반복정 성은 960.0㎎/g×1배와 2배로 시료량을 늘리더

라도 동일한 조건에서의 반복정 실험에 문제가 없다는 것을 확인했으나,3

배로 검체량을 늘렸을 경우에는 동일한 조건에서 반복정 실험에 문제가 있

다는 것을 확인할 수 있었다.그리고 디시안디아마이드의 경우는 0.014

mg/g×1배 채취 시 2.4%,2배 채취 시 1.2%,3배 채취 시 3.7%로 모두 허용

범 에 포함되는 것으로 보아 검체량 변화로 인한 반복정 성의 향은 크지

않다는 것을 확인하 다.그러나 디하이드로트리아진은 표본시료로부터 검출

되지 않아 농도변화에 따른 반복정 성을 확인할 수 없었다.
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Table24.Repeatabilityprecisiondataatadjustedsampleamounts(n=5)

Treatment
1)

Creatine Dicyandiamide

1× 2× 3× 1× 2× 3×

1 960,259.0 972,890.1 964,486.7 14.6 13.3 12.9

2 963,133.0 960,851.8 965,884.9 14.2 13.7 13.8

3 963,851.9 958,835.5 971,223.5 14.1 13.6 13.6

4 950,495.8 973,599.5 970,913.8 13.8 13.4 12.8

5 972,280.4 982,651.8 1,008,631.7 14.6 13.7 12.7

Mean(㎍/g)962,004.0 969,765.7 976,228.1 14.3 13.5 13.2

Mean(%) 96.2 97.0 97.6 0.00143 0.00135 0.00132

S.D. 7,838.7 9,867.1 18,358.4 0.3 0.2 0.5

RSD(%) 0.8 1.0 1.9 2.4 1.3 3.7

Acceptable

values(%)2)
0.3~1.0 1.3~5.4

1)
Knownamounts(1-3times)wereaddedinrepresentativesample.

2)
AcceptablevaluesproposedbyAOACguideline(6).
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(2)시료 기질 변화에 한 반복정 성

시료의 기질변화에 한 반복 정 성을 확인하기 하여 다른 기질을 가지

고 있는 표본시료 3개(CrM1,CrM2,CrM3)에 하여 각각 동일한 양을 채취

하고 5회 반복 측정하 다.Table25에서 보여주고 있는 바와 같이,그 결과

크 아틴의 경우 CrM1시료에서는 96.2%,CrM2시료에서는 98.6%,CrM3

시료에서는 97.9%가 산출되었고 이러한 결과 값을 이용하여 3개의 표본시료

허용범 를 확인한 결과 모두 0.3~1.0%이 다.각 시료의 상 표 편차가 허

용범 에 포함되는지를 확인한 결과,CrM1시료는 0.8%,CrM2시료는 0.6%,

CrM3시료는 0.9%로 허용범 에 모두 포함되었다.디시안디아마이드의 경우

는 CrM1시료에서 0.0014%,CrM2와 CrM3시료에서 0.0013%로 나타났으며,

허용범 는 CrM1시료의 경우 1.3~5.3이며,CrM2와 CrM3시료는 1.4~5.4이

다.각 시료의 상 표 편차가 허용범 에 포함되는지를 확인한 결과

CrM1시료는 2.4%,CrM2시료는 4.8%,CrM3시료는 2.5%로 모두 허용범

내에 포함되었다.따라서 크 아틴와 디시안디아마이드분석은 서로 다른 기

질을 가지고 있는 시료의 반복정 성 측정을 했을 때 동일한 조건에서의 반

복실험에 문제가 없다는 것을 확인할 수 있었다.
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Table25.RepeatabilityprecisiondataofthreeCrMswithdifferentsample

matrix(n=5)

Analytes
Creatine Dicyandiamide

CrM1 CrM2 CrM3 CrM1 CrM2 CrM3

1 960,259.0 983,362.6 990,911.2 14.6 13.3 13.9

2 963,133.0 977,534.8 974,876.4 14.2 13.8 13.5

3 963,851.9 987,385.0 980,939.4 14.1 13.5 13.4

4 950,495.8 993,733.6 967,966.6 13.8 12.5 13.0

5 972,280.4 989,355.1 978,105.2 14.6 12.4 13.2

Mean(㎍/g)962,004.0 986,274.2 978,559.8 14.3 13.1 13.4

Mean(%) 96.2 98.6 97.9 0.0014 0.0013 0.0013

RSD(%) 0.8 0.6 0.9 2.4 4.8 2.5

Acceptable

values(%)1)
0.3~1.0 0.3~1.0 0.3~1.0 1.3~5.3 1.4~5.4 1.4~5.4

1)
AcceptableprecisionvaluesproposedbyAOACguideline(6).
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(3)분석시간별 반복정 성

분석시간의 변화에 한 반복정 성을 확인하기 하여 균질화 시킨 표본

시료 CrM1을 4℃ 냉장실에 보 하면서 0h,24h,48h마다 시험조작 5회

반복 실험하 다.Table26에서 보여주고 있는 바와 같이,그 결과 크 아틴

은 0h에서는 96.2%,24h 48h에서는 각각 96.5%,96.9%로 확인했으며,

허용범 는 0.3~1.0% 이었다.각 농도의 상 표 편차가 허용범 에 포함되는

지를 확인한 결과 0h에서는 0.8%,24h에서는 0.6% 이었으며,48h에서는

0.8%로 모두 포함되며 intra-dayRSD%를 확인한 결과 0.4%로 나타났다.

한 디시안디아마이드는 0h,24h 48h에서 0.0014~0.0015%가 존재하는

것으로 나타났으며,허용범 는 1.3~5.3%이 다.상 표 편차가 허용 범 에

포함되는지를 확인한 결과 0h~48h에서는 1.6~2.4%로 나타남으로서 모두 허

용 범 내에 포함되는 것을 확인하 다.
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Table26.Repeatabilityprecisiondataatchangedanalysistime(n=5)

Treatment
Creatine Dicyandiamide

0h 24h 48h 0h 24h 48h

1 960,259.0 971,405.4 958,405.5 14.6 14.3 14.2

2 963,133.0 970,314.4 970,617.2 14.2 14.2 14.8

3 963,851.9 964,803.1 965,991.5 14.1 14.2 14.6

4 950,495.8 959,914.2 972,604.3 13.8 14.8 14.3

5 972,280.4 958,917.7 979,406.5 14.6 13.9 14.5

DailyMean(㎍/g)962,004.0 965,071.0 969,405.0 14.3 14.3 14.5

Mean(%) 96.2 96.5 96.9 0.0014 0.0014
0.001

5

Inter-dayS.D. 7,838.7 5,747.7 7,816.3 0.3 0.3 0.2

Inter-dayRSD(%) 0.8 0.6 0.8 2.4 2.3 1.6

Intra-dayRSD(%) 0.4 0.8

Acceptable

values(%)1)
0.3~1.0 1.3~5.3

1)
AcceptablevaluesproposedbyAOACguideline(6).
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바.검출한계 정량한계

표본시료 CrM1을 분석한 크로마토그램에서 기능(지표)성분이 치하는 곳

의 노이즈(nosie)값을 10회 측정값으로부터 표 편차를 구하고 그 값의 3배를

더한 값을 검출한계,10배를 더한 값을 정량한계로 하 다.그 결과 크 아틴

의 검출한계는 1.09㎍/mL이며,정량한계는 3.62㎍/mL이 다. 한 디시안

디아마이드의 검출한계는 0.01㎍/mL이며,정량한계는 0.03㎍/mL이고,디하

이드로트리아진의 경우는 검출한계는 0.08㎍/mL,정량한계는 0.25㎍/mL로

나타났다.

사.측정불확도

(1)시험용액 조제시 불확도

시료의 무게를 0.1mg까지 측정할 수 있는 울을 이용하여 크 아틴의 경

우 시료 0.1g정도를 100mL용량 라스크에 취하고 유기오염물질(디시안

디아미드 디하이드로트리아진)의 경우에는 0.5g정도를 10mL용량 라

스크에 채취한 후 추출용액인 증류수로 지표성분 유기오염 물질을 추출함

으로서 크 아틴의 경우 1차 시험용액으로 하고 유기오염물질은 시험용액으

로 했다.그리고 크 아틴의 1차 시험용액을 마이크로피펫을 이용하여 1mL

를 취한 후 10mL의 용량 라스크에 넣고 증류수로 표시선까지 정용한 것을

2차 시험용액으로 했다.이때 시험용액 1차 시험용액 조제 시 발생할 수

있는 요인은 울 자체의 불확도(교정성 서상의 불확도,분해능 안정성)

와 용량 라스크의 불확도 요인(허용오차,반복성,실험실 온도에 따른 불확

도)을 고려했다. 한 2차 시험용액 조제 시의 피렛의 불확도(허용오차,반복

성,실험실 온도에 따른 불확도) 용량 라스크의 불확도 요인을 고려했다.

즉,시료 무게 측정 시 울에 한 교정성 서상의 불확도는 95% 신뢰수

(k=2)에서 0.0005 g의 불확도를 가지며 표 불확도( )는 0.00025

g(0.0005/2)가 된다.이때 울의 분해능은 0.0001 g이며 표 불확도는
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()는 0.000029g(0.0001/2/)이 다. 한 안정성은 크 아틴의 경우

0.1g,유기오염물질의 경우 0.5g의 표 분동을 이용하여 4일에 걸쳐 4반복

측정한 값들을 공통실험표 편차 방법에 따라 식[6]과 [7]을 용하여 표 불

확도( )를 구했으며 자유도는 16에서 1을 뺀 값인 15을 용했다.결국

각 요인의 표 불확도에 한 제곱합의 제곱근으로 울의 합성표 불확도

( )를 구했으며,실제 검체 채취량으로 합성표 불확도를 나눠 으로서

상 표 불확도( )를 구했다. 한 희석과정에서 10mL 100mL

의 용량 라스크에 증류수를 정용 시 기인되는 불확도는 10mL 100mL

용량 라스크의 경우 허용오차가 ±0.025 ±0.1이므로 표 불확도( )

는 허용오차를 으로 나눠 으로서 구할 수 있었다.크기가 다른 용량

라스크의 반복성은 10mL 100mL의 용량 라스크에 증류수를 표시선까

지 채운 무게를 울에 10회 반복 측정함으로서 표 편차(σ)를 구하고 반복

측정 횟수인 으로 나눠 으로서 A type의 표 불확도( )를 구했

다.그리고 실험실 온도변화의 불확도는 온도변화가 ±3℃이고 증류수의 팽

창계수는 0.00021이며,용량 라스크의 용량이 각각 10mL와 100mL이므로,

신뢰구간이 주어져 있지 않으므로 직사각형 분포로 간주하여 각 요인들을 곱

한 후 으로 나눠 으로서 표 불확도( )를 구했다.따라서 10mL

와 100mL의 용량 라스크의 합성불확도( )는 각 표 불확도에 한 제

곱합의 제곱근으로 구하며,용량 라스크에 증류수 희석량으로 나눠 으로

서 상 표 불확도( )를 구했다.이와 동일한 방법으로 2차 시험용액

의 조제과정은 1차 시험용액에서 자동피펫을 이용하여 용량 라스크에 취하

고 추출용액으로 표시선에 맞춤으로서 발생하는 불확도를 구했다.크 아틴

과 유기오염물질 시험용액 조제 시 발생되는 불확도 과정을 Table27에 정리

했다.
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Analyte Step Parameter Value
Degreeof
freedom

Standard
uncertainty

Relativestandard
uncertainty

Combinedrelative

standarduncertainty

Creatine

1st

()        



 - ∞ 0.00025

0.0024

0.0025

 - ∞ 0.000029

 0.1 15 0.000025



 0.1 ∞ 0.058

0.00074 100 9 0.027

 3 ∞ 0.036

2nd



 0.006 ∞ 0.0035

0.0035

0.0042

 1.0 9 0.00039

 3 ∞ 0.00036



 0.025 ∞ 0.014

0.0023 10 9 0.0046

 3 ∞ 0.0036

Organic

contaminant
1st



 - ∞ 0.00025

0.00050

0.0016

 - ∞ 0.000029

 0.5 15 0.000029



 0.025 ∞ 0.014

0.0016 10 9 0.0050

 3 ∞ 0.0036

Table27.Uncertaintybudgetforthedeterminationof,, and
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(2)표 용액 조제 시 불확도

표 물질로 사용하는 크 아틴 유기오염물질의 불확도를 구하기 해서

제조사로부터 공 되는 표 품의 순도 분자량에 의한 불확도를 합성했다.

그리고 표 원액은 울 자체의 불확도(교정성 서상의 불확도,분해능 안

정성)와 용량 라스크의 불확도 요인(허용오차,반복성,실험실 온도에 따른

불확도)을 합성했다. 한 표 용액은 표 용액 농도 별 희석 시 사용되는 자

동피펫의 불확도(허용오차,반복성,실험실 온도에 따른 불확도) 용량 라

스크의 불확도 요인을 고려했다.먼 표 물질 크 아틴은 제조사로부터

제공된 인정서에 99%로 기재되어 최 농도 오차범 가 1%이므로 순도에

한 표 불확도는()0.0011(0.01/)g/100g이었고 상 표 불확도는

()0.000011(0.0011/99)이었다. 한 분자구조식은 C4H9N3O2․H2O

이고 분자량은 149.15이므로,IUPAC(33)에서 발표된 C,H,N,O원자 1개의

불확도는 ±0.0008,±0.00007,±0.00007 ±0.0003
1)
이었고,표 불확도는

직사각형 분포를 가정하여 으로 나 면 0.00046g/mol,0.000040g/mol,

0.000040g/mol 0.00017g/mol이며,여기에 원자 개수를 각각 곱하면 각

원자에 한 표 불확도는 0.0018g/mol,0.00044g/mol,0.00012g/mol

0.00052g/mol이 다.따라서 원자에 한 합성표 불확도()를 제곱합

의 제곱근으로 계산하면 0.0020 g/mol이며, 상 표 불확도()

0.000013(0.0020/149.15)이 된다.디시안디아마이드의 경우에는 제조사로부터

제공된 인정서에 99%로 기재되어 최 농도 오차범 가 1%이므로 순도에

한 표 불확도는()0.0011(0.01/)g/100g이었고 상 표 불확도는

()0.000011(0.0011/99)이었다. 한 분자구조식은 C2H4N4이고 분

자량은 84.08이므로,IUPAC(33)에서 발표된 C,H,N원자 1개의 불확도는 ±

0.0008,±0.00007 ±0.00007이었고,표 불확도는 직사각형 분포를 가정

하여 으로 나 면 0.00046g/mol,0.000040g/mol 0.000040g/mol이었

으며,여기에 원자 개수를 각각 곱하면 각 원자에 한 표 불확도는 0.00092

g/mol,0.00016g/mol 0.00016g/mol이 다.따라서 원자에 한 합성표

불확도()를 제곱합의 제곱근으로 계산하면 0.0010g/mol이며,상 표
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불확도()0.000011(0.0010/84.08)이 된다. 한 디하이드로트리아진

의 경우에는 제조사로부터 제공되는 인정서가 없으므로 순도는 100%로 가정

하여 표 불확도()는 0이며,상 표 불확도()도 0(0/1)이었

다.그리고 분자구조식은 C5H9N5O2이고 분자량은 171.16이므로,IUPAC(33)에

서 발표된 C,H,N,O원자 1개의 불확도는 ±0.0008,±0.00007,±0.00007

±0.0003
1)
이었고,표 불확도는 직사각형 분포를 가정하여 으로 나

면 0.00046g/mol,0.000040g/mol,0.000040g/mol 0.00017g/mol이며,여

기에 원자 개수를 각각 곱하면 각 원자에 한 표 불확도는 0.0023g/mol,

0.00036g/mol,0.00020g/mol 0.00035g/mol이 다.따라서 원자에 한

합성표 불확도()를 제곱합의 제곱근으로 계산하면 0.0024g/mol이며,

상 표 불확도()0.000014(0.0024/171.16)이었다.표 원액은 크

아틴의 표 물질 13.2907g을 1000mL의 용량 라스크에 넣고 유기오염물질

인 디시안디아마이드는 0.1012g을 100mL의 용량 라스크,디하이드로트리

아진은 0.0065g을 50mL의 용량 라스크에 취한 후 증류수로 희석하여 조

제했다.이러한 과정에서 표 물질 계량에 필요한 계량기의 불확도와 50mL,

100mL 1000mL용량 라스크 부피에 한 불확도를 고려함으로서 울

과 용량 라스크의 표 불확도를 산출했다.크 아틴의 표 원액 조제시

울의 표 불확도()는 0.00025g(0.0005/2),표 불확도( )

는 0.000029g(0.0001/)이었다.그리고 울의 안정성의 불확도는 표 분

동 10.0g을 이용하여 4일에 걸쳐 4반복 측정한 값들을 공통(pooled)실험표

편차 방법에 따라 식 [6]와 [7]을 용하여 산출할 경우 표 불확도

( 는 0.000025g이었다.결국 울의 합성불확도( )는 각

표 불확도에 한 제곱합의 제곱근으로 0.00025 g이며,상 표 불확도

( )는 0.000019(0.00025/13.2907)이었다. 한 1000mL용량

라스크에 추출용액을 정용 시 기인되는 불확도는 1000mL용량 라스크의

허용오차가 ±0.4이므로 표 불확도( 는 0.231mL(0.4/)이었으

며,용량 라스크의 반복성은 1000mL의 용량 라스크에 추출용액을 표시선

까지 채운 무게를 10회 반복 측정함으로서 표 편차(σ)를 구하므로 A type의

표 불확도( )는 0.42mL(1.34/)가 되었다.그리고 실험실 온도
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변화의 불확도는 온도변화가 ±3℃이고 증류수의 팽창계수는 0.00021이며,

신뢰구간이 주어져 있지 않으므로 직사각형 분포로 간주()하여 표 불확

도( )는 0.36mL(0.63/)이었다.따라서 용량 라스크의 합성불확

도( )는 각 표 불확도에 한 제곱합의 제곱근으로 0.56mL이며,상

표 불확도( )는 0.00056(0.56/1000)이었다.따라서,표 원액

에 한 상 합성표 불확도는 표 물질의 순도,분자량,표 품계량, 라스

크의 상 표 불확도를 제곱합의 제곱근으로 계산하며 그 결과 0.00056로 나

타났다.그리고 유기오염물질 디시안디아마이드의 표 원액 조제 시 울

의 표 불확도( )는 0.00025g(0.0005/2),표 불확도( )는

0.000029g(0.0001/)이었다.그리고 울의 안정성의 불확도는 표 분동

0.1g을 이용하여 4일에 걸쳐 4반복 측정한 값들을 공통(pooled)실험표 편

차 방법에 따라 식 [6]와 [7]을 용하여 산출할 경우 표 불확도( 

는 0.000026g이었다.결국 울의 합성불확도( )는 각 표 불확도에

한 제곱합의 제곱근으로 0.00025g이며,상 표 불확도( )

는 0.0025(0.00025/0.1012)이었다. 한 100mL 용량 라스크에 추출용액을

정용 시 기인되는 불확도는 용량 라스크의 허용오차가 ±0.1이므로 표 불

확도( 는 0.058mL(0.1/)이며,용량 라스크의 반복성은 100mL

의 용량 라스크에 추출용액을 표시선까지 채운 무게를 10회 반복 측정함으

로서 표 편차(σ)를 구하므로 A type의 표 불확도( )는 0.027

mL(0.086/)가 된다.그리고 실험실 온도변화의 불확도는 온도변화가 ±3

℃이고 증류수의 팽창계수는 0.00021이었으며,신뢰구간이 주어져 있지 않으

므로 직사각형 분포로 간주()하여 표 불확도( )는 0.036

mL(0.063/)이었다.따라서 용량 라스크의 합성불확도( )는 각 표

불확도에 한 제곱합의 제곱근으로 0.051 mL이며, 상 표 불확도

( )는 0.00051(0.051/100)이었다.따라서,표 원액에 한 상

합성표 불확도는 표 물질의 순도,분자량,표 품계량, 라스크의 상 표

불확도를 제곱합의 제곱근으로 계산하며 그 결과 0.0026로 나타났다. 한

디하이드로트리아진의 표 원액 조제 시 고려한 불확도는 울의 안정성과

용량 라스크의 허용오차 부분을 변화시킨 후 디시안디아미드의 불확도 인자
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와 동일하게 산출함으로서 구하 다.그 결과 울의 합성불확도( )

는 0.00025g이며,상 표 불확도( )는 0.039(0.00025/0.0065)

이 다. 한 50mL용량 라스크의 합성불확도( )는 0.036mL이며,

상 표 불확도( )는 0.00072(0.036/50) 다.결국,표 원액에

한 상 합성표 불확도는 표 물질의 순도,분자량,표 품계량, 라스크

의 상 표 불확도를 제곱합의 제곱근으로 계산하며,그 결과 0.039로 나타났

다. 한,크 아틴 유기오염물질의 표 용액 조제는 표 원액을 자동피펫

을 이용하여 농도별로 조제했으며,그 크 아틴의 경우 40.0㎍/mL,60.0

㎍/mL,80.0㎍/mL,100.0㎍/mL,120.0㎍/mL,250.0㎍/mL 500.0㎍/mL

이며,디시안디아미드는 0.1㎍/mL,0.2㎍/mL,0.4㎍/mL,0.8㎍/mL,1.6㎍

/mL,3.2㎍/mL,6.4㎍/mL 12.8㎍/mL로 했다. 한 디하이드로트리아진

은 0.05㎍/mL, 0.1㎍/mL,0.2㎍/mL,0.4㎍/mL,0.8㎍/mL,1.6㎍/mL,

3.2㎍/mL 6.4㎍/mL10.0,20.0,40.0,80.0,160.0 320.0㎍/mL로 조제

하 다.각 농도별(1st,2nd,3rd,4th,5th,6th,7th,8th)의 불확도는 표 원액

의 불확도를 구하는 방법과 동일 용했으나, 표 물질의 표 불확도 신

표 원액의 불확도로 합성표 불확도값을 합성하는 것과 자동피펫의 용량과

횟수에 따라 용되는 값이 차이를 용함으로서 다음 Table28-30에 고려되

는 불확도를 정리했다.
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Descriptionparameter value
Degreeof

freedom

Standard

uncertainty

Relativestandard

uncertainty

Combinedrelative

standarduncertainty

      
 99 ∞ 0.0011 0.000011

0.00056
 149.15 ∞ 0.0020 0.000013


 13.291 157,081 0.00025 0.000019

 1000 27 0.56 0.00056



Auto-pipette

500~5000㎕

 0.03 ∞ 0.0173

0.0087

0.0087

 2.0 9 0.00046

 3 ∞ 0.00073

Volumetric

flask50mL

 0.06 ∞ 0.035

0.00072 50 9 0.021

 3 ∞ 0.018



Auto-pipette

500~5000㎕

 0.03 ∞ 0.0173

0.0058

0.0059

 3.0 9 0.0014

 3 ∞ 0.0011

Volumetric

flask50mL

 0.06 ∞ 0.035

0.00072 50 9 0.021

 3 ∞ 0.018



Auto-pipette

500~5,000㎕

 0.03 ∞ 0.017
0.0044 0.0044

 4.0 9 0.0012

Table28.Uncertaintyvaluesfrom standardsolutionsofcreatine



- 104 -

 3 ∞ 0.0015

Volumetric

flask50mL

 0.06 ∞ 0.035

0.00072 50 9 0.021

 3 ∞ 0.018



Auto-pipette

500~5,000㎕

 0.03 ∞ 0.017

0.0035

0.0036

 5.0 9 0.0014

 3 ∞ 0.0018

Volumetric

flask50mL

 0.06 ∞ 0.035

0.00072 50 9 0.021

 3 ∞ 0.018



Auto-pipette

1~10mL

 0.04 ∞ 0.023

0.0040

0.0040

 6.0 9 0.0057

 3 ∞ 0.0022

Volumetric

flask50mL

 0.06 ∞ 0.035

0.00072 50 9 0.021

 3 ∞ 0.018



Auto-pipette

1~10mL

 0.06 ∞ 0.035

0.0056

0.0057

 6.25 9 0.0057

 3 ∞ 0.0023

Volumetric

flask25mL

 0.04 ∞ 0.023

0.0011 25 9 0.0013

 3 ∞ 0.0091

 Auto-pipette  0.04 ∞ 0.023 0.0046 0.0052
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1~10mL
 5.0 9 0.0014

 3 ∞ 0.0018

Volumetric

flask10mL

 0.025 ∞ 0.014

0.0023 10 9 0.0049

 3 ∞ 0.004
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Descriptionparameter value
Degreeof

freedom

Standard

uncertainty

Relativestandard

uncertainty

Combinedrelative

standarduncertainty

      
 99 ∞ 0.0011 0.000011

0.0026
 84.08 ∞ 0.0010 0.000011


 0.1012 134,062 0.00025 0.000019

 100 108 0.051 0.00051



Auto-pipette

2~200㎕

 0.001 ∞ 0.00058

0.012

0.012

 0.1 9 0.00099

 3 ∞ 0.000036

Volumetric

flask100mL

 0.1 ∞ 0.058

0.00051 100 9 0.027

 3 ∞ 0.036



Auto-pipette

2~200㎕

 0.0012 ∞ 0.00069

0.0040

0.0040

 0.2 9 0.00037

 3 ∞ 0.000073

Volumetric

flask100mL

 0.1 ∞ 0.058

0.00051 100 9 0.027

 3 ∞ 0.036

Auto-pipette  0.005 ∞ 0.0029 0.0074 0.0074

Table29.Uncertaintyvaluesfrom standardsolutionsofdicyandiamide
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100~1,000㎕
 0.4 9 0.00055

 3 ∞ 0.00015

Volumetric

flask100mL

 0.1 ∞ 0.058

0.00051 100 9 0.027

 3 ∞ 0.036



Auto-pipette

100~1,000㎕

 0.006 ∞ 0.0035

0.0044

0.0044

 0.8 9 0.00038

 3 ∞ 0.00029

Volumetric

flask100mL

 0.1 ∞ 0.058

0.00051 100 9 0.027

 3 ∞ 0.036



Auto-pipette

500~5,000㎕

 0.011 ∞ 0.0064

0.0041

0.0041

 1.6 9 0.0012

 3 ∞ 0.00058

Volumetric

flask100mL

 0.1 ∞ 0.058

0.00051 100 9 0.027

 3 ∞ 0.036



Auto-pipette

500~5,000㎕

 0.033 ∞ 0.019

0.0060

0.0060

 3.2 9 0.0013

 3 ∞ 0.0012

Volumetric

flask100mL

 0.10 ∞ 0.058

0.00051 100 9 0.027

 3 ∞ 0.036
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Auto-pipette

1~10mL

 0.041 ∞ 0.024

0.0037

0.0038

 6.4 9 0.0014

 3 ∞ 0.0023

Volumetric

flask100mL

 0.1 ∞ 0.058

0.00051 100 9 0.027

 3 ∞ 0.036



Auto-pipette

1~10mL

 0.096 ∞ 0.0554

0.0044

0.0044

 12.8 9 0.0065

 3 ∞ 0.0047

Volumetric

flask100mL

 0.1 ∞ 0.058

0.00051 100 9 0.027

 3 ∞ 0.036



Auto-pipette

100~1,000㎕

 0.006 ∞ 0.0035

0.0035

0.0035

 1.0 9 0.00039

 3 ∞ 0.00036

Volumetric

flask100mL

 0.1 ∞ 0.058

0.00051 100 9 0.027

 3 ∞ 0.036
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Descriptionparameter value
Degreeof

freedom

Standard

uncertainty

Relativestandard

uncertainty

Combinedrelative

standarduncertainty

      
 95 ∞ 0.0055 0.000058

0.039
 171.16 ∞ 0.0024 0.000014


 0.0065 78,907 0.00025 0.000019

 50 75 0.036 0.00072



Auto-pipette

10~100㎕

 0.0005 ∞ 0.00029

0.0080

0.0080

 0.38 9 0.00093

 3 ∞ 0.000010

Volumetric

flask100mL

 0.1 ∞ 0.058

0.00051 100 9 0.027

 3 ∞ 0.036



Auto-pipette

10~100㎕

 0.0008 ∞ 0.00046

0.011

0.011

 0.1 9 0.00099

 3 ∞ 0.000036

Volumetric

flask100mL

 0.1 ∞ 0.058

0.00051 100 9 0.027

 3 ∞ 0.036


Auto-pipette

10~200㎕

 0.0012 ∞ 0.00069
0.0040 0.0040

 0.2 9 0.00037

Table30.Uncertaintyvaluesfrom standardsolutionsofdihydrotriazine
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 3 ∞ 0.000073

Volumetric

flask100mL

 0.1 ∞ 0.058

0.00051 100 9 0.027

 3 ∞ 0.036



Auto-pipette

100~1,000㎕

 0.005 ∞ 0.0029

0.0074

0.0074

 0.4 9 0.00055

 3 ∞ 0.00015

Volumetric

flask100mL

 0.10 ∞ 0.058

0.00051 100 9 0.027

 3 ∞ 0.036



Auto-pipette

100~1,000㎕

 0.006 ∞ 0.0035

0.0044

0.0044

 0.8 9 0.00038

 3 ∞ 0.00029

Volumetric

flask100mL

 0.1 ∞ 0.058

0.00051 100 9 0.027

 3 ∞ 0.036



Auto-pipette

500~5,000㎕

 0.030 ∞ 0.017

0.011

0.011

 1.6 9 0.0012

 3 ∞ 0.00058

Volumetric

flask100mL

 0.1 ∞ 0.058

0.00051 100 9 0.027

 3 ∞ 0.036

 Auto-pipette  0.033 ∞ 0.017 0.0054 0.0055
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500~5,000㎕
 3.2 9 0.0013

 3 ∞ 0.0012

Volumetric

flask100mL

 0.1 ∞ 0.058

0.00051 100 9 0.027

 3 ∞ 0.036



Auto-pipette

1~10mL

 0.041 ∞ 0.024

0.0037

0.0038

 6.4 9 0.0014

 3 ∞ 0.0023

Volumetric

flask100mL

 0.1 ∞ 0.058

0.00051 100 9 0.027

 3 ∞ 0.036
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(3)검량곡선의 불확도

크 아틴 유기오염물질의 검량곡선은 표 용액 7~8개의 농도를 3회 조

제하여 분석한 결과의 평균값을 이용하여 선형 최소제곱법으로 계산했다.검

량선의 불확도 평가를 한 수학 계 모델식은[8]-[11]이며,회귀분석

(regressionanalysis)의 의해 계식에 용 계산하 을 때 검량곡선의 표

불확도( )와 상 표 불확도( )를 Table31에 나타냈다.
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Table31.Uncertaintybudgetforthedeterminationof

Analyte     

 

Results

   

Creatine 19,247.04,178.5 3 21962,414.6167.1165,043.010,910.05 0.011

Dicyandiamide61,149.5734,026.9 3 24 14.26 3.2 140.5 0.12 0.0081

Dihydrotriazine 367.8 34,799.7 3 24 0.0 1.8 31.6 0.011 0.38
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(4)시료의 반복측정에 따른 불확도

크 아틴의 시료를 5회 반복측정함으로서 얻어진 크 아틴 유기오염물

질의 평균값()과 표 편차()결과값을 토 로 표 불확도( ) 상

표 불확도( )값을 산출했다.즉,시험 과정을 5회 반복 측정했으므로

표 불확도( )는 표 편차를 ()로 나눠 값이며,상 표 불확도

( )는 표 불확도( )를 평균값으로 나눠서 구했다(Table32).
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Table32.Uncertaintybudgetforthedeterminationof

Analyte 
1) 

2)

3)    

Creatine 962,004.0

4

7,838.7 3,505.6 0.0036

Dicyandiamide 14.3 0.3 0.2 0.01

Dihydrotriazine 49.7 0.07 - -

1)
Average

2)
Degreeoffreedom

3)
Standarddeviation
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(5)회수율 정 성의 불확도

시료의 기질에 한 불확도는 반복측정과 회수율 불확도의 상 불확도를

합성하여 구했다.표 물질 첨가법에 따라 5개의 시료에 일정량의 표 용액

을 첨가하여 시험과정을 거쳐 반복 측정함으로서 평균() 표 편차()를

구했다.이에 한 표 불확도( )는 표 편차와 같으므로 회수율 정

성의 상 표 불확도( )을 산출한 결과 Table33과 같았다.
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Table33.Uncertaintybudgetforthedeterminationof

Analyte 
1) 

2)

3)    

Creatine 100.3

4

0.9 0.0092 0.0092

Dicyandiamide 99.3 0.9 0.0089 0.0090

Dihydrotriazine 100.9 0.9 0.0095 0.0094

1)
Average

2)
Degreeoffreedom

3)
Standarddeviation
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(6)합성표 불확도 확장불확도

(1)~(5)항에서 산출된 상 표 불확도 값을 불확도 의 법칙에 따라 제

곱합의 제곱근으로 계산하여 체 불확도 요인에 한 합성상 표 불확도

( )값을 구했다.이때 합성상 표 불확도값에서 시료분석 결과치를

곱하여 합성표 불확도( )값을 구했다.그리고 확장불확도()는 합성표

불확도값에서 포함인자()를 곱하여 계산했으며,포함인자는 식[13]에 의하

여 산출하고 t-분포표를 이용하여 95% 신뢰수 에서 k값을 구했다.그러나

EURACHEM/CITAC 지침(35)에 따라 유효자유도(v≥7)일 경우 포함인자 

를 2.0으로 계산하면,식 [14]에 의해서 확장불확도를 구했다(Table34).
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Table34.Uncertaintybudgetforthedeterminationof

Analyte 
1)


2)      

Creatine 250 2.0 962,414.63 0.022 20,833.17 41,666.34

Dicyandiamide 4 2.78 14.26 0.024 0.35 0.96

Dihydrotriazine 23 2.0 N.D3) 0.379 0.011 0.023

1)
Degreeoffreedom

2)
Coveragefactor

3)
Notdetected
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(7)불확도 요인의 상 기여도

불확도 요인의 상 불확도가 최종 결과값에 미치는 기여도를 Fig.13에 나

타냈다.크 아틴의 경우 불확도값이 최종 시험결과 값에 미치는 향은

4.3%로 산정되었으며,그 밖에 요인으로는 검량곡선에서 16.4%,회수율과정

에서 13.3% 순이 다.그리고 유기오염물질 디시안디아마이드의 경우에는

불확도값이 최종 결과값의 미치는 향은 6.7%로 산정되었으며,0.1㎍/mL의

표 용액 조제에서 14.2%,반복측정에서 13.3% 순의 기여도를 보 다. 한

디하이드로트리아진의 경우에는 모든 검체에서 검출되지 않아 불확도 값이

최종 결과값의 미치는 향을 확인할 수 없었으나,임으로 시험결과값을 정

량한계값으로 신하여 불확도값을 산출했다,그 결과 검량곡선에서 78.2%,

표 원액 조제 시 8.1%의 순의 기여도를 확인할 수 있었다.그 밖에 요인들

의 기여도를 확인한 결과 크 아틴과 유기오염물질 모두 10%미만으로 낮은

기여도를 가짐을 확인할 수 있었다.
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Fig.13.Contributionsofuncertaintyfactors.
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아.재 정 성

재 정 성을 측정하기 하여 6개 기 (A,B,C,D,E,F)을 상으로 실

험실내에서 균질화 시킨 표본시료(CrM1)를 배포한 후 표 화 시험법에 따라

5반복 시험을 수행하도록 했다.단,유기오염물질인 디시안디아마이드와 디하

이드로트리아진의 경우는 표 물질의 수 이 원활하지 않아서 재 정 성 측

정의 상에서 제외했다.실험실 간 정 도 측정의 요건 서로 다른 실험

실,분석자,분석장비 분석일자 등의 환경으로부터 얻어진 결과의 편 성

(bias)을 확인하 다(Fig.14).그 결과 6개의 실험실간 시험결과의 심값은

94.8%로 나타났으며,실험실간 상 표 편차는 3.0%로 확인되었다. 한

심값으로부터 가장 작은 차이와 큰 차이를 보이는 곳은 각각 B와 E 으며,

심값의 4.9% 2.5% 차이가 나타났다.그리고 6개 모두 심값의로부터

95%의 신뢰수 범 내에 존재하는 것으로 보아 표 화 방법의 정 도가

매우 우수하다고 단된다.
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Fig.14.Variationsoftheresultbycreatinemethodbetweenlaboratories.
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4.히알루론산 보충제 히알루론산

가. 용성

국내 유통· 매 인 히알루론산 보충제에 하여 시료를 표할 수 있는

서로 다른 속성(제형,원료특성 등)의 3개 제품(HA1,HA2,HA3)을 선정하여

분석법 검증실험을 수행하 다.본 연구에서 사용한 HA1과 HA2시료는 각

각 4.0%와 12.0%의 히알루론산이 여러 다른 성분과 함께 함유된 정제 형태

의 국내에서 제조· 매되고 있는 제품이며,HA3시료는 12.0%의 히알루론산

이 함유된 분말형태를 캡슐 기제로 피포 성형하여 수입· 매하는 제품을 국

내에서 구입하여 사용하 다(Table35).
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Table35.Descriptionofthesamples

Sample Formulation Dosageform Provenience

Hyaluronicacid(HA)

HA1
4.0% HA plusother

ingredients
1) Tablets Korea

HA2
12.0% HA plusother

ingredients
2) Tablets Korea

HA3
12.0% HA plusother

ingredients
3) Capsules Japane

1)
Crystallineglucose,xylitol,pomegranate powder,D-sorbitol,malpighia

glabrafruitextract,blueberrypowderDL-malicacid,stearicacid,fish

collagenetc
2)Grapeseedoil,fishcollagen,beeswax,soybeanlecithin
3)
Soybeanoil,grapeoil,beeswax,eveningprimroseseedsoil,fishcollagen,

soybeanlecithin,D-α-tocopherol
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나.선택성

분석법 검증실험의 선택성을 확인하기 하여 표 용액과 시료용액에서의

분리도 머무름시간(retentiontime)을 확인하 다.Fig.15에서 A,B,C,D

는 콘드로이티나아제 ABC효소를 이용하여 히알루론산 표 물질 효소분해한

용액을 분석한 크로마토그램이며,E는 0.002unit/㎕ 콘드로이티나아제 ABC

가 혼합된 33mM Tris-HCl(pH 8.0)450㎕와 시료를 넣지 않은 33mM

Tris-HCl(pH8.0)완충용액 50㎕를 넣고 시험조작과 동일한 효소분해를 거친

공시험의 크로마토그램이다.F는 HA1시료를 동일조건으로 효소분해한 분석

한 크로마토그램이며,G는 △Di-HA 표 물질을 증류수에 녹여서 분석한 크

로마토그램이다.주피크와 시료의 주피크를 최 의 장에서 분석한 결과 주

피크가 동일시간내 일치했으며,스펙트럼 패턴도 정확히 일치함을 확인할 수

있었다. 한,상 유지시간 3.6분에 나타나는 피크를 확인하기 공시험과 표

용액 농도별 변화경향을 확인한 결과,알 수 없는(unknown)피크로 확인되

었다.분리능(Resolution,Rs)을 확인하기 하여 시료용액 의 두 개의 피크

의 머무름시간 t1과 t2의 분리 시간 거리와 두 개의 피크 폭 W1과 W2를

조사한 결과 3.7로 나타남으로서 AOAC가이드라인(6)에서 제시하는 권장 분

리능 1.5이상의 조건을 만족함을 확인 할 수 있다(Table36).
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Fig.15.TypicalHPLC chromatogramsofunsaturated disaccharide(△

Di-HA)analytesobtainedafterenzymaticdigestionofHAandUVspectra

oftheeluted△Di-HA peak[A:standardHA (800㎍/mL),B:standard

HA (400㎍/mL),C:standardHA (100㎍/mL),D:standardHA (10㎍

/mL),E:blank,F:HA1 dietary supplement,G:standard △Di-HA

(85.3ppm)].Seetheexperimentalforchromatographicconditions.
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Retentiontimes(minutes) Baselinewidths(minutes)
Resolution

t1 t2 W1 W2

4.512 5.632 0.2 0.4 3.7(≥1.5)

Table36.Selectivitydataofhyaluronicacid
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다.직선성

표 용액을 8개의 농도로 히 희석하여 9.4,36.4,66.1,100.1,269.1,

487.1,908.5, 1,487.2㎍/mL에 한 직선성을 검토하 다. 한,시험시 나타

날 수 있는 오차범 를 확인하기 하여 각 농도에 해서 3회 반복 실험을

수행하 다.그 결과 결정계수(r
2
)는 0.9979로 AOAC가이드라인(6)에서 요구

하는 결정계수 0.99이상을 만족함을 확인하 다(Fig.16).
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y  = 2121.1x + 20091
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 = 0.9979
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Fig.16.Calibrationcurveofhyaluronicacid(n=3).
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라.정확성

3개의 표본시료(HA1,HA2,HA3)에 하여 각각의 함량 측정값의 1배,2배

3배가 되도록 일정량의 표 용액을 첨가하 고,5회 반복실험을 통하여 평

균 회수율을 측정하 다.그 결과 1배[HA1(64.0),HA2(193.3),HA3(193.3),

㎍/mL]가 되도록 처리했을 때의 회수율은 94.4~97.6%,2배[HA1(128.0),HA2

(386.6),HA3(386.6),㎍/mL]는 93.5~96.2%,3배[HA1(192.0),HA2(579.9),

HA3(579.9),㎍/mL]는 92.7~97.6%로 나왔다. 한,각각의 시료의 농도변화에

한 상 표 편차를 확인할 결과 0.7~2.6%,1.2~2.7%,1.4~3.8%로 확인되었다.

시료에서 측정한 함량 %를 이용하여,RSDr=C
-0.15
의 공식에 따라 측정값을

산출했을 경우 AOAC가이드라인(6)에서 제안하고 있는 허용범 을 모두 만

족하 으나,함량 측정값의 3배가 되도록 첨가한 HA3시료에서는 허용범

를 과한 것으로 보아 원료 특성에 따라 히알루론산이 고농도로 존재할 경

우 반복 정확성이 낮아진다는 것을 확인할 수 있었다(Table37).
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Table37.Accuracydataofhyaluronicacid(n=5)

Treatment
1)

Fortified

concentationHA1

(㎍/mL)

Fortified

concentationHA2

(㎍/mL)

Fortified

concentationHA3

(㎍/mL)

64.0 128.0 192.0 193.3 386.6 579.9 193.3 386.6 579.9

1 92.4 93.7 95.6 98.6 94.5 96.7 94.6 94.9 92.4

2 96.7 96.5 93.7 97.3 97.8 99.5 96.9 97.9 96.8

3 95.0 91.3 91.5 96.7 96.5 96.1 92.5 92.8 92.5

4 94.2 92.4 88.2 97.8 95.8 97.3 96.7 98.7 89.7

5 93.8 93.6 97.3 97.7 96.2 98.5 99.2 93.6 92.1

Mean(%)94.4 93.5 93.3 97.6 96.2 97.6 96.0 95.6 92.7

S.D. 1.6 1.9 3.6 0.7 1.2 1.4 2.5 2.6 2.6

RSD(%) 1.7 2.1 3.8 0.7 1.2 1.4 2.6 2.7 2.8

Acceptable
recovery(%)

2) 93.2~103.8 95.6~101.8 95.6~101.8

1)
Knownamounts(1-3times)wereaddedinrepresentativesample.

2)
AcceptablevaluesproposedbyAOACguideline(6).
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마.함량측정과 반복정 성

(1)검체량 변화에 한 반복정 성

검체량의 변화에 한 반복 정 성을 확인하기 하여 표본시료 HA1의 검

체량을 40mg/g×1배,2배 3배로 늘리고 각각에 해서 5회 반복실험 하

다.그 결과,표본시료에서의 히알루론산 함량은 1배에서 4.0%,2배에서

3.9%,3배에서는 3.8%로 나타남으로서,평균 히알루론산 함량은 3.9%로 확인

되었다.반복측정값에 한 상 표 편차는 1배 채취시 1.5%,2배 채취시

3.5%,3배 채취시 3.9%로 나타났으며,함량 측정값을 이용하여 산출된 허용

범 에 포함 여부를 확인한 결과 1배로 채취한 경우에는 허용범 에 포함되

었으나,2배 이상의 시료를 채취 시 허용범 를 벗어났다.이러한 결과는 일

정량의 시료를 증량할 경우,반복정 성에 문제가 발생한다는 것을 확인할

수 있었다(Table38).
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Table38.Repeatabilityprecisiondataatadjustedsampleamounts(n=5)

Treatment
1)

Hyaluronicacid(HA1)

1× 2× 3×

1 40,121.8 40,453.6 38,564.2

2 39,124.2 38,561.3 39,176.3

3 40,513.6 39,275.5 38,127.4

4 40,327.7 38,664.9 35,336.0

5 39,351.6 36,749.1 37,594.1

Mean(㎍/g) 39,887.8 38,740.9 37,759.6

Mean(%) 4.0 3.9 3.8

S.D. 614.5 1,343.9 1,474.0

RSD(%) 1.5 3.5 3.9

Acceptable
recovery(%)

2) 0.4~1.6

1)
Knownamounts(1-3times)wereaddedinrepresentativesample.

2)
AcceptablevaluesproposedbyAOACguideline(6).
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(2)시료 기질 변화에 한 반복정 성

시료 기질변화에 한 반복 정 성을 확인하기 하여 서로 다른 기질을

가지고 있는 표본시료 3개(HA1,HA2,HA3)를 각각 5회 반복 실험하 다.

그 결과 히알루론산 함량이 HA1시료에서는 4.0%,HA2시료에서는 11.9%,

HA3시료에서는 12.1%로 나타났다.이러한 결과값을 이용하여 허용범 를

확인한 결과 HA1은 0.4~1.6%이며,HA2와 HA3은 0.3~1.4%로 확인되었다.각

시료 상 표 편차가 허용범 에 포함되는지를 확인한 결과 HA1은 1.5%,

HA2는 1.3%,HA3은 1.4%로 허용범 에 모두 포함되었다.이러한 결과는 시

료의 기질이 다른 특성을 갖는다 하더라도 시험방법의 반복정 성은 문제가

없다는 것을 알 수 있었다(Table39).
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Table39.RepeatabilityprecisiondataofthreeHAswithdifferentsample

matrix(n=5)

Analytes
Hyaluronicacid(HA)

HA1 HA2 HA3

1 40,121.8 120,145.2 120,457.2

2 39,124.2 119,481.3 119,845.6

3 40,513.6 116,341.5 120,359.4

4 40,327.7 119,022.3 123,942.8

5 39,351.6 119,679.7 120,412.3

Mean(㎍/g) 39,887.8 118,934.0 121,003.5

Mean(%) 4.0 11.9 12.1

S.D. 6,14.5 1,504.3 1,661.6

RSD(%) 1.5 1.3 1.4

Acceptable
values(%)

1) 0.4~1.6 0.3~1.4 0.3~1.4

1)
AcceptableprecisionvaluesproposedbyAOACguideline(6).
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(3)분석시간별 반복정 성

분석 시간의 변화에 한 반복 정 성을 확인하기 하여 균질화시킨 표본

시료 HA1을 4℃ 냉장실에 보 하면서 0h,24h,48h마다 시험조작을 5회

반복 실험하 다.그 결과 히알루론산 함량은 0h,24h에서 4.0%,48h에서

는 3.9%로 나타났으며,상 표 편차는 각각 1.5%,1.0%,1.5%로 확인되었다.

한 분석시간별 상 표 편차는 모두 허용범 에 포함되었으며,intra-day

RSD%는 1.8%로 나타났다.따라서 분석시간을 달리하더라도 동일한 조건에

서 시험방법의 반복정 성은 문제가 없다는 것을 확인할 수 있었다(Table

40).
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Table40.Repeatabilityprecisiondataatchangedanalysistime(n=5)

Treatment
Hyaluronicacid(HA1)

0h 24h 48h

1 40,121.8 39,851.4 39,447.2

2 39,124.2 40,271.2 38,542.6

3 40,513.6 40,684.5 38,994.7

4 40,327.7 39,664.3 38,978.0

5 39,351.6 39,941.8 37,953.6

DailyMean(㎍/g) 39,887.8 40,082.6 38,783.2

Mean(%) 4.0 4.0 3.9

Inter-dayS.D. 614.5 401.9 563.4

Inter-dayRSD(%) 1.5 1.0 1.5

Intra-dayRSD(%) 1.8

Acceptablevalues(%)
1)

0.4~1.7

1)
AcceptablevaluesproposedbyAOACguideline(6).
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바.검출한계 정량한계

검출한계 정량한계를 구하기 하여 표본시료(CrM1)를 분석한 크로마

토그램에서 기능(지표)성분이 치하는 곳의 노이즈(nosie)값을 10회 측정값

으로부터 표 편차를 구하고 3배를 더한 값을 검출한계,10배를 더한 값을

정량한계로 하 다.그 결과 히알루론산의 검출한계는 0.6㎍/mL이며,정량한

계는 2.1㎍/mL로 나타났다.

사.측정불확도

(1)시험용액 조제 시 불확도

시료의 무게를 0.1mg까지 측정할 수 있는 울을 이용하여 25mL용량

라스크에 0.5g정도 채취한 후 Tris-HCl완충용액으로 히알루론산 성분을

추출함으로서 1차 시험용액을 비하 다.자동피펫을 이용하여 1차 시험용

액 0.05mL와 콘드로이티나아제 ABC 효소가 섞여있는 Tris-HCl완충용액

0.45mL를 섞고 효소분해 시킨 것을 2차 시험용액으로 하 다.이때 1차 시

험용액 조제 시 발생할 수 있는 요인은 울 자체의 불확도(교정성 서상의

불확도,분해능 안정성)와 용량 라스크의 불확도 요인(허용오차,반복성,

실험실 온도에 따른 불확도)을 고려했다. 한 2차 시험용액 조제 시의 자동

피렛의 불확도(허용오차,반복성,실험실 온도에 따른 불확도)요인을 고려했

다.즉,시료 무게 측정 시 울에 한 교정성 서상의 불확도는 95% 신뢰

수 (k=2)에서 0.0005 g의 불확도를 가지며 표 불확도()는 0.00025

g(0.0005/2)가 된다.이때 울의 분해능은 0.0001 g이며 표 불확도는

()는 0.000029g(0.0001/2/)이 다. 한 안정성은 0.5g의 표 분동

을 이용하여 4일에 걸쳐 4반복 측정한 값들을 공통실험표 편차 방법에 따라

식[6]과 [7]을 용하여 표 불확도( )0.000058g을 구했으며 자유도는

16에서 1을 뺀 값인 15가 된다.결국 울의 합성표 불확도( )는 각 표

불확도에 한 제곱합의 제곱근이므로 0.00025g이었며,상 표 불확도
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( )는 0.00050(0.00025/0.5022)이었다. 한 25mL 용량 라스크에

추출용액을 정용 시 기인되는 불확도는 용량 라스크의 허용오차가 ±0.04

이므로 표 불확도( 는 0.023mL(0.04/)이며,용량 라스크의 반복성

은 25mL의 용량 라스크에 추출용액을 표시선까지 채운 무게를 10회 반복

측정함으로서 표 편차(σ)를 구하므로 A type의 표 불확도( )는

0.0041mL가 되었다.그리고 실험실 온도변화의 불확도는 온도변화가 ±3℃

이고 Tris-HCl완충용액 팽창계수는 0.00021이며,신뢰구간이 주어져 있지

않으므로 직사각형 분포로 간주()하여 표 불확도( 는 0.0091

mL(0.016/)이었다.따라서 용량 라스크의 합성불확도( )는 각 표

불확도에 한 제곱합의 제곱근으로 0.025 mL이며, 상 표 불확도

( )는 0.0010(0.025/25)이 다.이와 동일한 방법으로 2차 시험용액의

조제과정은 1차 시험용액에서 자동피펫을 이용하여 용량 라스크에 취하고

추출용액으로 표시선에 맞춤으로서 발생하는 불확도를 구했다. 와 같은 시

험용액조제 시 발생되는 불확도 과정을 Table41에 정리했다.
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Table41.Uncertaintybudgetforthedeterminationof, and

Step Parameter Value
Degreeof
freedom

Standard
uncertainty

Relativestandard
uncertainty

Combinedrelative

standarduncertainty

1st

()      



 - ∞ 0.0005

0.00050

0.0011

 - ∞ 0.000029

 0.5 15 0.000029



 0.04 ∞ 0.023

0.0010 25 9 0.0041

 3 ∞ 0.0091

2st



 0.001 ∞ 0.0006

0.016

0.022

 0.05 9 0.00053

 3 ∞ 0.000088



 0.012 ∞ 0.0069

0.016 0.45 9 0.00029

 3 ∞ 0.00079
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(2)표 원액 표 용액 조제 시 불확도

표 용액의 조제과정에서 기여되는 불확도를 구하기 하여 표 물질의 순

도와 표 원액 조제 시 울 자체의 불확도(교정성 서상의 불확도,분해능

안정성) 용량 라스크의 불확도(허용오차,반복성,실험실 온도에 따른

불확도)요인을 합성했다. 한 표 용액 농도 별 희석 시 사용되는 자동피펫

의 불확도(허용오차,반복성,실험실 온도에 따른 불확도) 용량 라스크의

불확도 요인을 고려했다.먼 표 물질인 히알루론산은 제조사로부터 제공

된 인정서에 99%로 기재되어 최 농도 오차범 가 1%이므로 순도에 한

표 불확도는() 0.0011(0.01/) g/100g이고 상 표 불확도는

()0.000011(0.0011/99)이었다.그리고 표 물질 0.9664g을 50mL

의 용량 라스크에 넣고 Tris-HCl완충용액으로 희석하여 조제하므로 표

물질 계량에 필요한 계량기의 불확도와 50mL용량 라스크 부피에 한 불

확도를 고려했다.Table42에서 1차 시험용액 조제 시 고려했던 불확도와 동

일한 방법을 용하여 불확도를 산정하면 울의 표 불확도( )는

0.00025 g(0.0005/2),표 불확도( )는 0.000029 g(0.0001/)이었

다.그리고 울의 안정성의 불확도는 표 분동 1.0g을 이용하여 4일에 걸쳐

4반복 측정한 값들을 공통(pooled)실험표 편차 방법에 따라 식 [6]와 [7]을

용하여 산출할 경우 표 불확도( 는 0.000026g이었다.결국 울

의 합성불확도( )는 각 표 불확도에 한 제곱합의 제곱근으로

0.00025 g이며,상 표 불확도( )는 0.00026(0.00025/0.9664)

이었다. 한 50mL용량 라스크에 완충용액으로 정용 시 기인되는 불확도

는 용량 라스크의 허용오차가 ±0.06이므로 표 불확도(는 0.035

mL(0.06/)이었으며,용량 라스크의 반복성은 50mL의 용량 라스크에

추출용액을 표시선까지 채운 무게를 10회 반복 측정함으로서 표 편차(σ)를

구하므로 A type의 표 불확도( )는 0.030mL(0.095/)가 되었

다.그리고 실험실 온도변화의 불확도는 온도변화가 ±3℃이고 완충용액의

팽창계수는 0.00021이었으며,신뢰구간이 주어져 있지 않으므로 직사각형 분

포로 간주()하여 표 불확도( )는 0.018mL(0.032/)이었다.
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따라서 용량 라스크의 합성불확도( )는 각 표 불확도에 한 제곱

합의 제곱근으로 0.042 mL이었며, 상 표 불확도( )는

0.00083(0.042/50)이었다.따라서,표 원액에 한 상 합성표 불확도는 표

물질의 순도, 표 품계량, 라스크의 상 표 불확도를 제곱합의 제곱근으

로 계산하며 그 결과 0.00087로 나타났다.표 용액 조제는 표 원액을 자동

피펫을 이용하여 농도별로 9.4㎍/mL,36.4㎍/mL,66.1㎍/mL,100.1㎍/mL,

269.1㎍/mL,487.1㎍/mL,908.5㎍/mL,1,487.2㎍/mL로 조제한 후 이 용액

0.05mL와 콘드로이티나아제 ABC효소 용액 0.45mL을 섞어서 효소반응 시

켜서 만들었다.따라서 각 농도별(1st,2nd,3rd,4th,5th,6th,7th,8th)의 불

확도는 표 원액으로부터 표 용액 조제 시 발생하는 불확도(자동피펫 용

량 라스크)와 효소반응 과정의 불확도(자동피펫)를 각 단계별로 합성했다.

다음 Table42에서는 단계별 표 용액 조제 시 사용되는 자동피펫 용량 라

스크에서 발생하는 불확도를 정리했다.
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Descriptionparameter value
Degreeof

freedom

Standard

uncertainty

Relativestandard

uncertainty

Combinedrelative

standarduncertainty

      
 99 ∞ 0.0011 0.000011

0.00087


 0.9664 134062 0.0011 0.00026

 50 34 0.042 0.00083



Auto-pipette

2~200㎕

 0.0005 ∞ 0.00029

0.023

0.032

 0.0129 9 0.000039

 3 ∞ 0.000047

Volumetric

flask25mL

 0.04 ∞ 0.023

0.0011 25 9 0.013

 3 ∞ 0.0091

Auto-pipette

2~200㎕

 0.001 ∞ 0.00058

0.016 0.05 9 0.00053

 3 ∞ 0.000088

Auto-pipette

100~5000㎕

 0.012 ∞ 0.0069

0.016 0.45 9 0.00029

 3 ∞ 0.00079


Auto-pipette

2~200㎕

 0.001 ∞ 0.00058
0.012 0.025

 0.0499 9 0.000057

Table42.Summaryofuncertaintyvaluesfrom standardsolutions
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 3 ∞ 0.000018

Volumetric

flask25mL

 0.04 ∞ 0.023

0.0011 25 9 0.013

 3 ∞ 0.0091

Auto-pipette

2~200㎕

 0.001 ∞ 0.00058

0.016 0.05 9 0.00053

 3 ∞ 0.000088

Auto-pipette

100~5000㎕

 0.012 ∞ 0.0069

0.016 0.45 9 0.00029

 3 ∞ 0.00079



Auto-pipette

2~200㎕

 0.001 ∞ 0.00058

0.0088

0.024

 0.0908 9 0.000055

 3 ∞ 0.000033

Volumetric

flask25mL

 0.04 ∞ 0.023

0.0011 25 9 0.013

 3 ∞ 0.0091

Auto-pipette

2~200㎕

 0.001 ∞ 0.00058

0.016 0.05 9 0.00053

 3 ∞ 0.000088

Auto-pipette

100~5000㎕

 0.012 ∞ 0.0069

0.016 0.45 9 0.00029

 3 ∞ 0.00079

 Auto-pipette  0.0012 ∞ 0.00069 0.0088 0.024
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2~200㎕
 0.1373 9 0.00099

 3 ∞ 0.000050

Volumetric

flask25mL

 0.04 ∞ 0.023

0.0011 25 9 0.013

 3 ∞ 0.0091

Auto-pipette

2~200㎕

 0.001 ∞ 0.00058

0.016 0.05 9 0.00053

 3 ∞ 0.000088

Auto-pipette

100~5000㎕

 0.012 ∞ 0.0069

0.016 0.45 9 0.00029

 3 ∞ 0.00079



Auto-pipette

50~1000㎕

 0.005 ∞ 0.0029

0.0080

0.024

 0.3693 9 0.00055

 3 ∞ 0.00013

Volumetric

flask25mL

 0.04 ∞ 0.023

0.0011 25 9 0.013

 3 ∞ 0.0091

Auto-pipette

2~200㎕

 0.001 ∞ 0.00058

0.016 0.05 9 0.00053

 3 ∞ 0.000088

Auto-pipette

100~5000㎕

 0.012 ∞ 0.0069

0.016 0.45 9 0.00029

 3 ∞ 0.00079
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Auto-pipette

50~1000㎕

 0.006 ∞ 0.0035

0.0052

0.023

 0.6684 9 0.00049

 3 ∞ 0.00024

Volumetric

flask25mL

 0.04 ∞ 0.023

0.0011 25 9 0.013

 3 ∞ 0.0091

Auto-pipette

2~200㎕

 0.001 ∞ 0.00058

0.016 0.05 9 0.00053

 3 ∞ 0.000088

Auto-pipette

100~5000㎕

 0.012 ∞ 0.0069

0.016 0.45 9 0.00029

 3 ∞ 0.00079



Auto-pipette

100~5000㎕

 0.03 ∞ 0.017

0.014

0.026

 1.2467 9 0.00046

 3 ∞ 0.00045

Volumetric

flask25mL

 0.04 ∞ 0.023

0.0011 25 9 0.013

 3 ∞ 0.0091

Auto-pipette

2~200㎕

 0.001 ∞ 0.00058

0.016 0.05 9 0.00053

 3 ∞ 0.000088

Auto-pipette

100~5000㎕

 0.012 ∞ 0.0069
0.016

 0.45 9 0.00029
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 3 ∞ 0.00079



Auto-pipette

100~5000㎕

 0.03 ∞ 0.017

0.0085

0.024

 2.0408 9 0.00046

 3 ∞ 0.00074

Volumetric

flask25mL

 0.04 ∞ 0.023

0.0011 25 9 0.013

 3 ∞ 0.0091

Auto-pipette

2~200㎕

 0.001 ∞ 0.00058

0.016 0.05 9 0.00053

 3 ∞ 0.000088

Auto-pipette

100~5000㎕

 0.012 ∞ 0.0069

0.016 0.45 9 0.00029

 3 ∞ 0.00079
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(3)검량곡선의 불확도

검량곡선은 표 용액 8개의 농도 9.4㎍/mL,36.4㎍/mL,66.1㎍/mL,

100.1㎍/mL,269.1㎍/mL,487.1㎍/mL,908.5㎍/mL,1,487.2㎍/mL로 3회

조제하여 분석한 결과의 평균값을 이용하여 선형 최소제곱법으로 계산했다.

검량선의 불확도 평가를 한 수학 계 모델식은[8]-[11]이며,회귀분석

(regressionanalysis)의 의해 계식에 용 계산하 을 때 검량곡선의 표

불확도( )는 561.63 ㎍/mL이었고, 상 표 불확도( )는

0.0097(561.63/결과값)으로 나타났다(Table43).

Table43.TheresultofregressionanalysisusingExcleprogram

Analyte     

 

Hyaluronicacid50,219.332,121.12 3 24 57,747.52420.50 5,844,213.24

(4)시료의 반복 측정에 따른 불확도

시료를 5회 반복 측정으로 얻어진 결과값을 토 로 표 불확도( )

상 표 불확도( )값을 산출했다.시험 과정을 5회 반복 측정한 결과

평균값은 57,747.52이며 표 편차는 2,194.97 이 다.따라서 표 불확도

( )는 표 편차를 ()로 나눠 값인 981.62(2,194.97/)이며,상 표

불확도( )는 0.017(981.62/57,747.52)로 나타났다.

(5)회수율 정 성의 불확도

시료의 기질에 한 불확도는 반복측정과 회수율 불확도의 상 불확도를

합성하여 구했다.회수율 시험을 5회 반복 측정한 결과 평균 표 편차는

94.46±1.6%이 으며,이에 한 표 불확도( )는 표 편차와 같으므로
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히알루론산의 표 불확도는 0.016이 다.따라서 회수율 정 성의 상 표

불확도( )을 산출하면 0.017(0.016/0.94)이며 자유도는 4이 다.

(6)합성표 불확도 확장불확도

(1)~(5)항에서 산출된 상 표 불확도 값을 불확도 의 법칙에 따라 제

곱합의 제곱근으로 계산하여 체 불확도 요인에 한 합성상 표 불확도

( )값을 구하면 0.076이 된다.이때 합성상 표 불확도값에서 시료

분석 결과치인 57,747.52를 곱하면 합성표 불확도( )값인 4,380.73㎍/g

를 구할 수 있다.그리고 확장불확도()는 합성표 불확도값에서 포함인자

()를 곱하여 계산했으며,포함인자는 식[13]에 의하여 산출할 경우 33로 확

인되어 t-분포표를 이용하여 95% 신뢰수 에서 k=2.03을 구했다.그러나

EURACHEM/CITAC 지침(35)에 따라 유효자유도(v≥7)일 경우 포함인자 

를 2.0으로 계산하면,식 [14]에 의해서 산출된 확장불확도는 산출된 확장불확

도는 8,761.46㎍/g이며 결국,히알루론산의 함량은 57,747.52±8,761.46㎍/g

(신뢰수 약 95%,k=2.0일때)이 다.

(7)불확도 요인의 상 기여도

불확도 요인의 상 불확도가 최종 결과값에 미치는 기여도를 Fig.17에 나

타냈으며,불확도값이 최종 시험결과 값에 미치는 향은 15.2%로 산정되었

다.각 불확도 요인의 기여도는 %값으로 표 한 결과 표 원액을 9.4㎍/mL

의 농도의 표 용액으로 희석하는 과정에서 불확도 값의 기여도가 11.8%로

가장 컸으며,표 원액과 1차 시험용액조제에서는 0.4%이하로 가장 낮은 기

여도를 보 다.그 밖에 다른 요인에서는 10%미만으로 비슷한 수 으로 나타

남을 확인할 수 있었다.
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Fig.17.Contributionsofuncertaintyfactors.
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아.재 정 성

재 정 성을 측정하기 하여 6개 기 (A,B,C,D,E,F)을 상으로 실

험실내에서 균질화 시킨 표본시료(HA1)를 배포한 후 표 화 시험방법에 따

라 크 아틴 분석을 5반복 수행하도록 했다.즉,실험실 간 정 도 측정의 요

건 서로 다른 실험실,분석자,분석장비 분석일자 등의 환경으로부터

얻어진 결과의 편 성(bias)을 확인하 다(Fig.18).그 결과 6개의 실험실간

시험결과의 심값은 5.6%로 나타났으며,실험실간 상 표 편차는 11.1%로

확인되었다. 한 심값으로부터 95%에 존재하는 기 은 A와 F기 2개 기

이며, 심값의 ±20% 이외로 벗어난 기 은 없었다.
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Fig.18.Variations ofthe resultby hyaluronic acid method between

laboratories.
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제3 유통 인 건강기능식품 모니터링 결과

본 연구에서 확립한 시험방법을 이용하여 유통 인 건강기능식품을 상

으로 기능(지표)성분 유기오염물질의 함량을 모니터링 하 다.

1.검체 선정 수거 황

고시형 건강기능식품 1품목(달맞이꽃 종자추출물) 개별인정형 2품목(크

아틴,히알루론산)은 온라인 쇼핑몰과 형마트에서 구입했다.수거 제품은

기능성원료를 주원료로 사용하면서 그 기능성과 지표성분의 함량을「식품등

의 표시기 」에 따라 표기한 제품을 상으로 선정했으며,단순 부원료로

사용했거나 그 기능성 지표성분의 함량을 표기하지 않은 제품은 상에서

제외하 다. 체 수거 제품은 총 33건이며,품목별 수거량은 달맞이꽂종자추

출물 제품이 4건,크 아틴 제품이 12건,히알루론산 제품이 17건을 수거했

다.수거제품의 제조국은 모두 국내에서 제조한 제품이 으나,한국,미국,일

본,독일 등 다양한 국가들로부터 수입하여 제조․ 매되고 있었다(Table

44).
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Item Products Provenience

Managementof

health/functionalfoods

(2011-68)

Eveningprimrose

extracts
4 Korea

Specific

health/functionalfoods

Creatinemonohydrate 12

Korea

Germany

USA

Hyaluronicacid 17
Korea

Japan

Sum.Total 33

Table44.Summaryonthekindsandquantityofhealth/functionalfoods
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2.모니터링 결과

수거한 유통 건강기능식품에 하여 확립된 시험법을 이용하여 기능(지표)

성분의 함유량 유기오염물질(크 아틴 제품만 해당)에 해 모니터링을

수행했다.그 결과 33건의 건강기능식품 에서 기능(지표)성분이 표시량의

80~120%를 과한 제품은 없었다.그리고 크 아틴 제품은 수거품 모두에게

서 유기오염물질인 디시안디아마이드가 13.1~29.2mg/kg으로 검출되었으며,

기 치(50.0mg/kg)의 26.2~58.4%로 잔류하고 있음을 확인하 다.그러나 디

히드로트리아진의 경우에는 모든 제품에서 검출되지 않았다(Table45-47).
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Item. Samples Formulation
Indicating

quantity
Result(%) Judgement

Dosage

form
Provenience

Totalpolyphenol(TPP)

Evening

Primrose

Extracts

TPP1
30% TPPplus

otheringredients
174mg/0.58g Approved Capsules Korea

TPP2
32% TPPplus

otheringredients
185.6mg/0.58g Approved Capsules Korea

TPP3
35% TPPplus

otheringredients
203.0mg/0.58g Approved Capsules Korea

TPP4
30% TPPplus

otheringredient
174mg/0.58g Approved Capsules Korea

Penta-O-galloylbeta-D-glucose(PGG)

PGG1
1.0% PGGplus

otheringredients
5.8mg/0.58g

9.2mg/0.58g

(158.0%)
Approved Capsules Korea

PGG2
1.2% PGGplus

otheringredients
7.0mg/0.58g

5.9mg/0.58g

(54.5%)
Approved Capsules Korea

PGG3
1.0% PGGplus

otheringredients
5.8mg/0.58g

4.6mg/0.58g

(80.0%)
Approved Capsules Korea

PGG4
1.0% PGGplus

otheringredients
5.8mg/0.58g

5.8mg/0.58g

(106.0%)
Approved Capsules Korea

Table45.ResultsofmonitoringHealth/functionalfoodcontainingtotalpolyphenolandPGG
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Item. Samples Formulation

Indicating

quantity/Standards

andSpecifications
1)

Result(%) Judgement
Dosage

form
Provenience

Creatinemonohydrate(CrM)

Creatine

monohydrate

CrM 1
100%

CrM

Cr 2,970mg/3.0g
2,886mg/3.0g

(97.2%)
Approved Powder Korea

Dcd 50.0mg/kg 14.3mg/kg

Dht ND ND

CrM 2
100%

CrM

Cr 1,500mg/1.5g
1,479mg/1.5g

(98.6%)
Approved Capsules Germany

Dcd 50.0mg/kg 13.1mg/kg

Dht ND ND

CrM 3
100%

CrM

Cr 1,000mg/1.0g
979mg/1.0g

(97.9%)
Approved Capsules Korea

Dcd 50.0mg/kg 13.4mg/kg

Dht ND ND

CrM 4
100%

CrM

Cr 1,000mg/1.01g
904mg/1.01g

(90.4%) Approved Capsules USA

Dcd 50.0mg/kg 19.7mg/kg

Table46.ResultsofmonitoringHealth/functionalfoodcontainingcreatineandorganiccompounds
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Dht ND ND

CrM 5
100%

CrM

Cr 2,970mg/3.0g
2,738mg/3.0g

(92.2%)
Approved Capsules Korea

Dcd 50.0mg/kg 23.9mg/kg

Dht ND ND

CrM 6
100%

CrM

Cr 1,500mg/1.5g
1,342mg/1.5g

(89.5%)
Approved Capsules Korea

Dcd 50.0mg/kg 16.0mg/kg

Dht ND ND

CrM 7
100%

CrM

Cr 1,500mg/1.5g
1,317mg/1.5g

(87.8%)
Approved Capsules Korea

Dcd 50.0mg/kg 13.6mg/kg

Dht ND ND

CrM 8
100%

CrM

Cr 1,500mg/1.5g
1,313mg/1.5g

(87.6%)
Approved Capsules Korea

Dcd 50mg/kg 21.0mg/kg

Dht ND ND

CrM 9
100%

CrM

Cr 1,500mg/1.5g
1,342mg/1.5g

(89.5%) Approved Capsules Korea

Dcd 50.0mg/kg 20.4mg/kg
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Dht ND ND

CrM 10
100%

CrM

Cr 3,000mg/3.0g
2,655mg/3.0g

(88.5%)
Approved Powder GermanyDcd 50.0mg/kg 25.0mg/kg

Dht ND ND

CrM 11
60%

CrM

Cr 3,000mg/5.0g
3,063mg/5.0g

(102.1%)
Approved Powder Germany

Dcd 50.0mg/kg 29.2mg/kg

Dht ND ND

CrM 12
100%

CrM

Cr 3,000mg/3.0g
2,690mg/3.0g

(89.7%)
Approved Powder KoreaDcd 50.0mg/kg 24.8mg/kg

Dht ND ND
1)Standardsandspecificationsofraw material,Cr=creatine,Dcd=dicyandiamide,Dht=dihydro-1,3,5-triazine,ND=not

detection.
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Item. Samples Formulation
Indicating

quantity
Result(%) Judgement

Dosage

form
Provenience

Hyaluronicacid(HA)

Hyaluronic

acid

HA1

4.0% HA

plusother

ingredients

120mg/3.0g
101mg/3.0g

(84.5%)
Approved Tablets Korea

HA2

12.0% HA

plusother

ingredients

120mg/1.0g
121mg/1.0g

(100.8%)
Approved Capsules Korea

HA3

20.0% HA

plusother

ingredients

120mg/0.6g
122mg/0.6g

(101.8%)
Approved Capsules Korea

HA4

20.0% HA

plusother

ingredients

120mg/0.6g
138mg/0.6g

(115.2%)
Approved Capsules Japan

HA5

12.0% HA

plusother

ingredients

120mg/1.0g
137mg/1.0g

(113.9)
Approved Capsules Japan

HA6
20.0% HA

plusother
120mg/0.6g

101mg/0.6g

(84.3%)
Approved Capsules Korea

Table47.ResultsofmonitoringHealth/functionalfoodcontaininghyaluronicacid
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ingredients

HA7

12.0% HA

plusother

ingredients

120mg/1.0g
107mg/1.0g

(89.4%)
Approved Capsules Korea

HA8

12.0% HA

plusother

ingredients

120mg/1.0g
112mg/1.0g

(93.5%)
Approved Capsules Japan

HA9

6.0% HA

plusother

ingredients

120mg/2.0g
115mg/2.0g

(95.7%)
Approved Tablets Korea

HA10

12.0% HA

plusother

ingredients

120mg/1.0g
104mg/1.0g

(86.7%)
Approved Tablets Korea

HA11

12.0% HA

plusother

ingredients

120mg/1.0g
110mg/1.0g

(91.7%)
Approved Capsules Korea

HA12

13.0% HA

plusother

ingredients

130.5mg/1.0g
135mg/1.0g

(103.5%)
Approved Capsules Korea

HA13

12.0% HA

plusother

ingredients

120mg/1.0g
100mg/1.0g

(83.5%)
Approved Capsules Korea
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HA14

24.3% HA

plusother

ingredients

121.5mg/0.5g
100mg/0.5g

(82.2%)
Approved Capsules Korea

HA15

4.0% HA

plusother

ingredients

120mg/3.0g
101mg/3.0g

(84.5%)
Approved Tablets Korea

HA16

6.0% HA

plusother

ingredients

120mg/2.0g
110mg/2.0g

(91.7%)
Approved Capsules Korea

HA17

12.0% HA

plusother

ingredients

120mg/1.0g
128mg/1.0g

(106.4%)
Approved Capsules Korea
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제4장 요 약

본 연구에서는 기능성 원료별 기 규격의 추가 등재 원칙에 따라 고시

되었으나,시험법이 미설정된 건강기능식품과 공 등재 추가 상 정

품목인 개별인정형 건강기능식품에 하여 건강기능식품의 품목확 의 제반

요건인 시험법 개발에 있어서 체계 인 차를 마련함과 동시에 시험법(안)

을 마련하고자 했다.먼 ,표 시험법을 마련하기 하여 건강기능식품의 지

표(기능)성분의 특성 국내외 인허가 황,사용 황,국내외 분석법 자료

건강기능식품 기능성 원료 인정서 등을 수집하고 시험방법을 설정하 다.

그리고 유통· 매 인 표본시료를 수집하여 시험검사 시험방법 검증을

거쳐 도출되는 결과를 토 로 표 화된 시험방법을 마련(크 아틴 품목의 경

우 유기오염물질 포함)했고,이에 한 밸리데이션은 AOAC가이드라인(6)에

서 제시하고 있는 8개 항목( 용성,선택성,직선성,정확성,검출한계 정량

한계,반복정 성,측정불확도,재 정 성)을 수행했다.

그 결과 달맞이꽃종자추출물의 총폴리페놀물질의 경우 정확성 시험에서 표

본시료(TPP1)의 함량 측정값의 3배가 되도록 표 원액을 첨가했을 때 회수

율이 92.6%로 허용기 인 95.9~101.7%를 벗어나는 것으로 나타났으며,반복

정 성 시험에서는 300mg/g×3배로 증가 시 허용기 0.3~1.2%를 과한

2.4%로 확인되었다. 한,표본시료(TPP1)의 함량 측정값에 한 체 불확

도의 기여도는 7.3%로 나타났으며,각 단계별 기여도는 검량곡선에서 25.0%,

회수율 정확성시험에서 15.5%를 가졌다.그리고 시험방법의 재 정 성은

6개 기 (A,B,C,D,E,F)의 실간 상 표 편차가 18.4%로 높은 수 을 나

타났으며, 앙값으로부터 ±20%를 벗어난 기 은 1개 기 이 있었다.

PGG의 경우에는 용성,선택성,직선성,반복정 성에서 모두 허용기 을

만족했으며,함량 측정값에 한 체 불확도의 기여도는 18.0%로 다소 높게

나타났다. 한 시험방법의 정 도를 확인하기 하여 재 정 성을 측정한

결과,6개 기 의 실간 상 표 편차가 17.0%으로 나타났으며, 심값으로부



- 165 -

터 ±20%를 벗어난 기 은 1개 기 이었다.

크 아틴의 경우는 용성,선택성,직선성,정확성 모두 허용기 을 만족

했으나,반복정 성 시험에서 시료 채취량을 3배로 늘렸을 때 허용기 을

과했다.이러한 결과는 시료 채취량을 증량할 경우 반복정 성이 낮아지므로,

시험방법 설계 시 시료 측정량 범 를 명시함으로서 정 도를 높일 수 있도

록 해야 하겠다. 한 함량 측정값의 체 불확도의 기여도를 확인한 결과

크 아틴은 4.3%,디시안디아마이드는 6.7%로 나타났으나,디하이드로트리아

진은 검출 되지 않아 불확도를 구하지 못했다.재 정 성은 기능(지표)성분

인 크 아틴에 해서만 수행했으며,그 결과 6개 기 의 실간 상 표 편차

는 3.0%이 고,측정 기 모두 심값의 95% 이내의 결과를 산출하 다.이

러한 결과는 본문에서 제시한 시험법의 정 도가 매우 우수하다는 것을 입증

한다고 할 수 있겠다.

히알루론산은 용성,선택성 직선성,정확성 모두 허용기 을 만족했으나,

반복정 성 시험에서 시료 채취량을 3배 이상 증량할 경우 허용기 을 과

하는 것으로 나타났다.이는 N-아세틸 루코사민과 루쿠론산으로 이루어진

고분자 화합물인 히알루론산이 추출 과정 다량의 물과 결합하여 겔을 형

성하게 되며 겔 형성 정도에 따라 추출정도가 달라짐으로서 정 성 재

성이 낮아지는 것으로 단된다.함량 측정값의 체 불확도의 기여도를 확

인한 결과 15.2%로 매우 높은 수 이 으며,재 정 성은 실간 상 표 편

차가 11.4%로 다소 높은 수 이 다. 한,재 정 성 시험에서 6개 기 모

두 심값의 ±20% 이내의 결과를 산출했으나,±95% 이내의 기 은 2개

기 으로 확인되었다.

본문에서 제시한 표 화된 시험방법을 이용하여 달맞이꽃종자추출물 등 3

품목에 하여 유통 인 건강기능식품들을 수거하고 기능(지표)성분과 유기

오염물질(크 아틴 제품)에 한 모니터링을 수행한 결과,부 합 제품은 없

었으며,모든 제품의 기능(지표)성분이 함량 표시량의 80~120% 범 내로
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리되고 있는 것으로 확인되었다.이러한 결과는 건강기능식품 원료 제조업체

제조· 매업체로 부터의 지속 인 품질 리가 잘 이 지고 있는 것으로

단된다.
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