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  For the increasing demand for the validation of analytical 

results, one of the important concerns of the analyst is to be 

assured that the instrumentation is working to qualified 

conditions. In this study, several validation guidelines of the 

performance verification of UV-VIS spectrophotometer used in 

pharmacopoeias of major countries and UV-VIS instrument 

analytical companies were investigated and compared. And the 

practically useful validation guidelines of UV-VIS 

spectrophotometer were proposed. Based on our proposed validation 

guidelines of UV-VIS spectrophotometer, several UV-VIS 

spectrophotometers used in drug manufacturing laboratories were 

validated for their performances. 

  The liquid chromatographic enantiomer separation of 

N-fluorenylmethoxycarbonyl (FMOC) protected α-amino acids was 
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performed on nine polysaccharide-derived chiral stationary phases 

(CSPs). Among all CSPs, in general, the cellulose derived coated 

CSPs, Chiralcel OD-H and Chiralcel OD showed the greatest 

performance for resolution of N-FMOC α-amino acids and, therefore, 

all analytes enantiomers were base-line separated on Chiralcel OD-H 

or Chiralcel OD. It was observed that the coated type CSPs 

(Chiralpak AD and Chiralcel OD-H or Chiralcel OD) show generally 

higher enantioseparation for these analytes than the covalently 

bonded type CSPs (Chiralpak IA and Chiralpak IB) with the same 

chiral selector, respectively. Also it was shown that the 

covalently bonded CSP, Chiralpak IB has the advantage of the use of 

a broad range of solvents over the coated type CSPs.
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1. 1. 1. 1. 서론서론서론서론

  Ultraviolet-Visible (UV-VIS) 분광기기는 사용하기에 매우 용이하고 빠른 분

석속도의 장점을 가지고 있기 때문에 의약품 및 생명공학의 연구분야에서 가장 

많이 사용되고 있는 분석용 기기중 하나이다 [1]. 이 분석기기는 많은 의약품 제

약회사와 산업체에서 생산품이나 반응과정에 대한 화학적 정보를 얻는데 매우 유

용하게 사용되는데 특히 의약품제조공정이나 실험실에서 의약품 생산품이나 중간

체물질의 정성분석, 정량분석, 순도분석, 반응속도를 통한 반응진행 정도분석 등 

매우 다양한 용도로 광범위하게 응용되어진다. UV-VIS 분광기기를 이용한 실험은 

일반적으로 매우 간단하지만 분석자들이 신뢰할만한 결과를 위해서 필요로 하는 

적절한 성능규격을 때때로 중요하게 여기지 아니하였다. 하지만 특히 의약품품질

관리에서 약품분석을 위한 규제요건을 충족시키기 위해 UV-VIS 분석기기의 시행

규격에 맞는 적절한 Validation이 필요한 상황에 직면해 있다 [2-4]. 

  현재 국내에는 의약품품질관리와 품질보증체계가 의약품분석과 관련되어 약전

내에 의약품 분석장비로서의 UV-VIS 분광기기의 Validation 가이드라인이 제시되

어 있지 않는 실정이다. 의약품품질관리를 위해 매우 유용하게 사용되어지는 

UV-VIS 분광기기의 성능검증의 가이드라인을 제공할 목적으로 먼저 본 연구에서 

현재 미국, 유럽, 일본 등의 약전에서 최근까지 제시하고 있는 의약품 분석장비

로서의 UV-VIS 분광기기의 validation자료를 조사하고 또한 시판되고 있는 여러 

UV-VIS 분광기기 회사에서 사용되고 있는 validation에 관련된 여러 자료를 수집

하여 비교 분석하고자 한다. 그리고 앞에서 수집한 여러 자료를 기초로 하여 국

내 의약품 제조공정과정이나 의약품 분석실험실에서 사용되는 UV-VIS 분광기기를 

위한 실제적인 UV-VIS 분석기기 validation 가이드라인을 제정하고자 한다. 그리

고 본 연구에서 제정한 기기validation 가이드라인을 이용하여 의약품관련회사나 

약품연구소에서 사용하고 있는 UV-VIS 분석기기에 시험, 적용하여 의약품 분석장

비의 성능을 바로 유지하고 나아가 신뢰할 만한 분석실험결과를 제공하여 의약품

분석을 위한 규제요건이 충족되는데 필요한 정보를 제공하고자 한다.
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2.2.2.2.    실험기기 실험기기 실험기기 실험기기 및 및 및 및 방법방법방법방법

2.1. 2.1. 2.1. 2.1. 실험기기실험기기실험기기실험기기

  

  파장 점검시험의 경우 D2 lamp를 사용하여 방출파장인 486.0, 656.1 nm 파장의 

정확도 또는 정밀도실험을 수행하였다. D2 lamp를 사용하여 파장 점검실험을 할 

수 없을 경우에는 Hellma secondary spectroscopic calibration standards인

(Hellma GmbH & Co. Germany) Hellma filter 666-F1을 사용하여 파장의 정확도실

험을 279.20, 360.90, 453.65, 536.35, 637.75nm에서 수행하였으며 파장의 정밀

도실험은 279.20, 360.90nm에서 수행하였다. 흡광도 정확도 점검시험의 경우 

Hellma secondary spectroscopic calibration standard인 (Hellma GmbH & Co. 

Germany) 30% ND (Neutral density)의 표준품인 666-F3 filter와 10% ND 의 표준

품인 666-F4 filter를 사용하여 440.0, 465.0, 546.1, 590.0, 635.0 nm에서, 흡

광도 정밀도점검시험의 경우 635.0 nm에서 수행하였다.본 연구에서 실험대상으로 

한 UV-VIS 기기는 광주와 전남에 소재하고 있는 의약품관련회사 및 약품연구소에

서 사용하고 있는 총 8대의 UV-VIS 분광분석기기로(4개 기기회사의 6기종: [TU 

1800 (P. General Inst. Corporation), Opron 3000 (Hanson Tech.), Optizen UV 

2120 (Mecasys), UV2401, UV1700, UV1601-A, B, C (Shimadzu)] 이 기기들을 대상

으로 validation 시험을 수행하였다. 

2.2. 2.2. 2.2. 2.2. 실험방법  실험방법  실험방법  실험방법  

    

    2.2.1. 2.2.1. 2.2.1. 2.2.1. UV-VIS UV-VIS UV-VIS UV-VIS 분광기기 분광기기 분광기기 분광기기 Validation Validation Validation Validation 가이드라인  가이드라인  가이드라인  가이드라인  시행 시행 시행 시행 순서순서순서순서

  

  아래는 본 연구에서 제정한 UV-VIS 기기 Validation 가이드라인을 순서대로 작

성하였다. UV-VIS 기기 validation은 필요에 따라 할 수 있으나  6개월을 주기로 

기기 validation하도록 한다. 모든 Validation 시험과정은 UV-VIS기기의 전원을 



4

켜서 자동초기화 시킨 후 1시간정도 그대로 두어 UV-VIS 기기를 안정화시킨 후 

기기 validation을 하도록 한다. 각 파장에서 absorbance를 측정할 때는 항상 

auto zero기능을 사용한 후 absorbance를 측정하도록 한다.

2.2.1.1. 2.2.1.1. 2.2.1.1. 2.2.1.1. Wavelength Wavelength Wavelength Wavelength accuracy accuracy accuracy accuracy 점검점검점검점검

1) 먼저 spectrum mode를 선택한 후 측정 mode를 “E"(Energy)로 조정한다.

2) scan 범위를 660-650nm로 조정하고 기록 범위를 0~150 E로 조정한다.

3) scan 속도를 “Slow"로 조정한다.          

4) 광원선택을 D2 lamp로 한다.               

5) 660-650 nm에서 Wavelength accuracy를 측정한다.

6) 나타난 spectrum의 Peak detection을 하여  λmax 파장과 E를 기록한다.

7) λmax 파장을 656.1 nm와 비교하여 허용한도가 < ± 0.3 nm 인지를 판별한다.

8) 다시 scan 범위를 490-480 nm로 조정하고 기록 범위를 0~30 E로 조정한다.

9) 3,4순서와 동일하게 한 후 490-480 nm에서 Wavelength accuracy를 측정한다.

10) 나타난 spectrum의 Peak detection을 하여  λmax 파장과 E를 기록한다.

11)  λmax 파장을 486.0 nm과 비교하여 허용한도가  < ± 0.3 nm  인지를 판별한

다.

12) 앞에서와 같이 D2 lamp 를 사용하여 방출파장의( 486.0, 656.1 nm)  정확도

를 점검할 수 없을 경우에는 Hellma filter 666-F1를(Hellma GmbH & Co. 

Germany) 사용하여 279, 361, 453, 536, 638 nm에서 파장검사를 하여 정확도의 

허용한도가 각각 ± 0.5 nm 이내가 되도록 한다.

2.2.1.2. 2.2.1.2. 2.2.1.2. 2.2.1.2. Wavelength Wavelength Wavelength Wavelength repeatability repeatability repeatability repeatability 점검점검점검점검

1) 앞에서의 방법대로 D2 lamp의 λmax 파장을 486.0 nm 가 나오는지 Wavelength

를 3번 측정하여 그 결과를 기록한다. 3번 측정한 파장의 평균값을 계산한다. 

2) 같은 방법으로 D2 lamp의 λmax 파장을 656.1 nm 가 나오는지 Wavelength를 3

번 측정하여 그 결과를 기록한다. 3번 측정한 파장의 평균값을 계산한다. 
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3) 앞에서 얻은 3번 측정의 각각 평균값을 486.0 nm, 656.1 nm와 비교하여 허용

한도가 < ± 0.2 nm 인지를 판별한다.

4) 앞에서와 같이 D2 lamp 를 사용하여 방출파장의( 486.0, 656.1 nm)  정밀도를 

점검할 수 없을 경우에는 Hellma filter 666-F1를(Hellma GmbH & Co. Germany) 

사용하여 279, 361, 453, 536, 638nm에서 파장검사를 하여 정밀도의 허용한도가 

각각 ± 0.3 nm 이내가 되도록 한다.

2.2.1.3. 2.2.1.3. 2.2.1.3. 2.2.1.3. Photometric Photometric Photometric Photometric accuracy accuracy accuracy accuracy 점검점검점검점검

 

  Hellma Secondary spectroscopic calibration standards 30% ND (Neutral 

density)의 표준규격품인 666-F3 filter와 10% ND 의 표준품인 666-F4 filter를 

(Hellma GmbH & Co. Germany) 사용하여 Photometric Accuracy를 점검한다. 

1) 666-F4 filter를 사용하여 440.0, 465.0, 546.1, 590.0, 635.0 nm 파장에서의  

Absorbance를 측정하여 기준값과 비교하여 그 편차를 계산한다. 각 파장에서의 

측정값의 각각의 편차가 허용한도가  < ± 0.01 Abs 범위인지를 판별한다.

2) 666-F3 filter를 사용하여 440.0, 465.0, 546.1, 590.0, 635.0 nm 파장에서의 

Absorbance를 측정하여 기준값과 비교하여 그 편차를 계산한다. 각 파장에서의 

측정값의 각각의 편차가 허용한도가  < ± 0.01 Abs 범위인지를 판별한다.

3)  흡광도 정확도 점검 시 Hellma filter 666-F3 (30% ND)와 666-F4 (10% ND)가 

없을 경우: 130℃에서 건조시킨 중크롬산칼륨의 무게를 60.06 mg달아 0.005M 황

산용액에 녹여 1L용액을 만든다. 위의 시료를 파장 235 nm(극소), 257nm(극대), 

313 nm(극대)에서 흡광도를 측정하여 E1cm를 계산한다. 계산한 E1cm이 다음 허용한

도에 들어오는지를 판별한다. 235 nm : 122.9-128.2(124.5 기준), 257 nm : 

142.4-145.7(144.0 기준), 313 nm : 47.0-50.3(48.6 기준), 350 nm : 

104.9-108.2(106.6 기준) 

2.2.1.4. 2.2.1.4. 2.2.1.4. 2.2.1.4. Photometric Photometric Photometric Photometric repeatability repeatability repeatability repeatability 점검점검점검점검
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1) 666-F4 filter를 사용하여 635.0nm 파장에서의 Absorbance를 3번 측정하여 그 

결과를 기록한다. 3번 측정한 파장의 평균값과 최대편차를 계산한다. 앞에서 얻

은 3번 측정의 평균값의 허용한도가  < ± 0.004 Abs 인지를 판별한다.

2) 666-F3 filter를 사용하여 635.0nm 파장에서의 Absorbance를 3번 측정하여 그 

결과를 기록한다. 3번 측정한 파장의 평균값과 최대편차를 계산한다. 앞에서 얻

은 3번 측정의 평균값의 허용한도가  < ± 0.002Abs 인지를 판별한다.

2.2.1.5. 2.2.1.5. 2.2.1.5. 2.2.1.5. Baseline Baseline Baseline Baseline flatness flatness flatness flatness 점검점검점검점검

1) 먼저 spectrum mode를 선택한 후 측정 mode를 “ABS"(Absorbance)로 조정한

다.

2) Scan 범위를 900-190 nm로 조정한다.

3) Photometric 범위를 -0.01~0.01 Abs.로 조정한다.

4) Scan 속도를 “Slow"로 조정한다.

5) Baseline correction 작업을 수행한 후 Baseline flatness를 측정한다.

6) Baseline flatness를 측정한 spectrum에서 shock noise를 제외하고 Baseline 

최대값과 최소값을 기록한 후 그 최대값과 최소값이 < ± 0.002 Abs 인지를 판별

한다.

    3333. . . . 실험결과 실험결과 실험결과 실험결과 및 및 및 및 고찰고찰고찰고찰

3.1.3.1.3.1.3.1.주요나라 주요나라 주요나라 주요나라 약전에 약전에 약전에 약전에 명시된 명시된 명시된 명시된 UV-VISUV-VISUV-VISUV-VIS분광기기의 분광기기의 분광기기의 분광기기의 validationvalidationvalidationvalidation항목항목항목항목

  미국, 영국, 유럽, 일본의 약전에서 최근까지 제시하고 있는 의약품 분석장비

로서의 UV-VIS 분광기기 validation에 있어서 필요로 하는 여러 항목과 허용한도 

등 관련된 내용을 조사하였다 [5-8]. Table 1에서 보는 바와 같이 약품분석을 위

한 규제요건을 위한 UV-VIS 분광학적 기기의 주요나라의 약전에서의 성능시험항

목이 나타나 있다. 국가마다 약전들의 성능시험항목이 동일하게 나타나 있지 않
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지만 대체적으로 필수성능시험에는 파장 정확도 (wavelength accuracy), 흡광도 

정확도 (absorbance accuracy), stray light, resolution 등의 항목들이 들어있

고 잡음(noise), 바탕선 편평도(baseline flatness), 안정도 (stability) 등 

UV-VIS 분광학적 기기의 성능에 영향을 주는 항목들이 들어있다. 특히 

spectrophotometer의 대표적 기기로 사용되는 UV-VIS 분광기기의 경우에는 파장

(wavelength)과 흡광도 (absorbance) 검정이 가장 중요하기 때문에 GLP, ISO9000 

그리고 ISO/IEC Standard 17025같은 국제적으로 인정된 품질시스템에 따라서 확

인된 물질을 사용하여 검정하여 validation하도록 하게 되어있다 [4, 9-13].

  Table 1은 미국약전, 유럽약전, 영국약전, 일본 약국방에서 UV-VIS 분광기기에

서 요구하는 validation 항목과 validation 방법과 허용한도를 보여주고 있다. 

Table 2의 미국약전의 경우 UV-VIS 분석기기에서 파장과 흡광도 항목으로 기기성

능을 검증할 것을 기술하고 있다 [5]. 파장 정확도시험을 위해서 Quartz-mercury 

arc를 사용하여 253.7, 302.25, 313.16, 334.15, 365.48, 404.66, 435.83nm에서, 

Glass-mercury arc를 사용하여 302.25, 313.16, 334.15, 365.48, 404.66, 

435.83nm에서, H2 discharge lamp를 사용하여 486.13, 656.28nm에서 방출되는 파

장으로 검증할 수 있는 것으로 기술하고 있다. 또한 Standard Didymium 

(praseodymium & neodymium 혼합물) glass filter나  Holium glass filter, 

Holium oxide 용액을 사용할 수 있음을 제시하였고 인증된 Holium oxide 용액으

로 NIST 표준인증물질 SRM 2034이 이용 가능함을 기술하고 있다 [14,15]. 흡광도 

또는 투광도 정확도 시험을 위해서는 potassium chromate 또는 potassium 

dichromate의 알려진 투광도의 표준용액이나 NIST 표준인증물질인 SRM 931, SRM 

930의 무기(inorganic) glass filter를 사용할 수 있음을 기술하고 있다 

[16,17].

  Table 3의 유럽약전과 영국약전의 경우 파장 정확도, 흡광도 정확도, stray 

light 한계, resolution, slit 넓이, cell에 대해 기술하고 있다 [6,7]. 파장의 

경우 Holmium perchlorate 용액의 흡수최대파장 측정하여 241.15, 287.15, 

361.5, 536.3nm, H2 또는 D2  방출램프를 사용하여 각각 486.1 (Hβ), 486.0nm 
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(Dβ), Hg lamp를 이용하여 253.7, 302.25, 313.16, 334.15, 365.48, 404.66, 

435.83, 546.07, 576.96, 579.07 nm 검증할 것을 기술하여 허용한도는 UV 영역은 

± 1nm, visible 영역은 ± 3 nm이내가 될 것을 규정하고 있다. 흡광도의 경우 

Neutral density glass filter 또는 적절한 표준인증물질을 사용하여 정확도를 

측정하도록 하고 허용한도는 흡광도 ± 0.01 이내로 규정하였다. Potassium 

dichromate 용액을 사용하여 흡광도의 정확도를 측정할 경우 비흡광도 A1%1cm의 최

대허용한도를 235 nm에서 122.9-126.2, 257 nm에서 142.8-146.2, 313nm에서 

47.0-50.3, 350 nm에서 105.6-109.0로 규정하였다 [17]. Stray light은 적절한 

filter나 용액으로 측정하는데 한 예로 12g/L KCl용액을 사용하여 1cm cell에서 

UV 198 nm-202 nm의 흡광도 값이 2.0이상이 되도록 규정하였다. Resolution 항목

을 위해서는 0.02%(v/v) toluene/hexane용액을 이용하여 269 nm근처의 최대흡광

도와 266 nm근처의 최소흡광도의 최소비가 1.5가 되도록 규정하였다. 

  Table 4의 일본약국방의 경우 저압 Hg lamp를 사용하여 253.65 nm 365.02 nm, 

435.84 nm, 546.07 nm, D2 lamp사용 시 486.00 nm와 656.10 nm에서의 파장의 정

확도 (허용한도는  ± 0.3 nm이내 )와 3회 측정시 정밀도 (허용한도는 ± 0.2 nm이

내)를 규정하고 있다 [8]. 광학 filter를 사용할 경우 파장 정확도의 허용한도는  

± 0.5 nm이내로 3회 측정 시 정밀도의 허용한도는 ± 0.2 nm이내로 규정하고 있

다. 투과도의 경우 광학 filter의 검정정확도를 ± 1% 이내로 하여 허용치를 ± 2% 

이내로 규정한다. 예를 들어 투과율 30%의 경우(흡광도 0.523) 규정한 허용치가 

± 2%이므로 29.40-30.60%범위를 가지게 되어 흡광도 범위를 0.523 ± 0.008라 할 

수 있다. 또한 투과율 10%의 경우(흡광도 1.000) 규정한 허용치가 ± 2%이므로 

9.80-10.20%범위를 가지게 되어 흡광도 범위를 1.000 ± 0.008라 할 수 있다. 그

러므로 흡광도로 환산한 정확도는 ± 0.008 Abs 이내로 설정할 수 있다. 또한 3회 

측정 시 흡광도의 정밀도 (10% ND 사용 시 ± 0.004 Abs 이내, 30% ND 사용 시 ± 

0.002 Abs 이내) 를 규정하고 있다.

3.2. 3.2. 3.2. 3.2. UV-VISUV-VISUV-VISUV-VIS분광기기의 분광기기의 분광기기의 분광기기의 주요기기회사에서 주요기기회사에서 주요기기회사에서 주요기기회사에서 규정한 규정한 규정한 규정한 주요 주요 주요 주요 validationvalidationvalidationvalidation항목항목항목항목
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  또한 Table 5-7에서 UV-VIS 분석기기를 취급하는 Shimadzu, HP, Thermo 회사에

서 사용하는 validation 자료를 수집하여 조사하였다 [18-20]. UV-VIS 기기회사

에서 사용하는 validation 경우에는 각국 약전에서 언급한 항목뿐만 아니라 기기

회사에 따라 기능에 따른 여러 종류의 validation 항목이 있지만 주요 각국 약전

들의 시행규격항목의 공통적인 validation 항목을 중심으로 자료를 정리하였다. 

그래서 주요 각국 약전의 validation항목에서 일반적으로 공통적인 파장 정확도, 

흡광도 정확도, stray light 등의 항목에 바탕선 편평도(baseline flatness), 안

정도 (stability), 잡음(noise) 등의 항목이 추가되어 있음을 볼 수 있다. 기기

의 validation 항목을 시험하는 방법도 각국 약전의 경우와 대체적으로 유사함을 

발견할 수 있다. 예를 들어, 파장 시험항목의 경우 D2 lamp, holium filter, 

didymium filter 등을 사용하고 흡광도 시험항목의 경우에도 potassium 

dichromate용액이나 검증된 neural density glass filter 등을 사용하도록 되어

있고 그 허용한도도 기기회사에 관계없이 전체적으로 유사함을 볼 수 있다. 그 

외 UV stray light, resolution, stability, noise 항목도 그 시험방법이나 허용

한도에서 기기회사에 따라 큰 차이가 없음을 알 수 있다.

3.3. 3.3. 3.3. 3.3. 본 본 본 본 연구에서 연구에서 연구에서 연구에서 제정한 제정한 제정한 제정한 UV-VISUV-VISUV-VISUV-VIS분광기기의 분광기기의 분광기기의 분광기기의 validationvalidationvalidationvalidation항목과 항목과 항목과 항목과 허용한도허용한도허용한도허용한도

  미국, 유럽, 일본 등의 주요 각국 약전들에 나타난 UV-VIS 분광기기의 성능시

험항목과 여러 회사에서 사용하고 있는 UV-VIS 분광기기의 validation 항목과 그

들의 허용한도를 비교 검토하여 국내 약전에 적용할 수 있는 validation 가이드

라인을 Table 8에서 보는 바와 같이 제정하여 제안하였다. 파장시험의 경우 D2 

lamp나 검증된 holium filter등 표준물질을 이용하여 시험하도록 하였고 앞에서

의 자료를 참조하여 파장 정확도와 정밀도 허용한도를 D2 lamp 사용 시 각각 ± 

0.3 nm, ± 0.2 nm이내, 검증된 holium filter등 표준물질 사용 시 각각 ± 0.5 

nm, ± 0.3 nm 이내로 제정하였다. 흡광도시험의 경우 10%, 30%투과율을 보이는 

인증표준filter를 이용하여 시험하는데 흡광도 정확도 허용한도를 440.0, 465.0, 

546.1, 590.0, 635.0 nm에서 ± 0.01이내의 흡광도로 제정하였으며 흡광도 정밀도

점검시험의 경우 허용한도를 635.0 nm에서 10% 투과 filter사용 시 ± 0.004 이내
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의 흡광도, 30% 투과 filter사용 시 ± 0.002 이내의 흡광도로 제정하였다. 또한 

바탕선 편평도(baseline flatness)는 190 nm - 900 nm에서 측정하여 허용한도를 

± 0.002 이내의 흡광도로 제정하였다.

3.4 3.4 3.4 3.4 제정한 제정한 제정한 제정한 UV-VISUV-VISUV-VISUV-VIS분광기기의 분광기기의 분광기기의 분광기기의 validation validation validation validation 가이드라인의 가이드라인의 가이드라인의 가이드라인의 적용적용적용적용

  Table 8에서 제정한 UV-VIS 기기 validation 가이드라인을 적용하여 현재 의약

품제조회사나 약품연구소에서 사용되고 있는 총 8대의 UV-VIS 분광기기를 [4개 

기기회사, 6기종 UV-VIS 분광분석기기; TU 1800 (P. General Inst. 

Corporation), Opron 3000 (Hanson Tech.), Optizen UV 2120 (Mecasys), UV2401, 

UV1700, UV1601-A, B, C (Shimadzu)] 대상으로 validation 시험을 수행하였고 그 

결과를 Table 9-16에서 보여주고 있고 대표적인 실험결과를 그림 1,2에서 보여주

고 있다. 그 결과 Table 14를 제외한 3개 기기회사 5기종 7개의 UV-VIS 분광기기 

[TU 1800 (P. General Inst. Corporation), Optizen UV 2120 (Mecasys), UV2401, 

UV1700, UV1601-A, B, C (Shimadzu)]는 Table 8에서 제정한 validation 가이드라

인의 허용범위를 통과하였지만 Table 14의 Opron 3000 (Hanson Tech.)의 1개의 

UV-VIS분광기기는 validation 가이드라인의 허용범위를 통과하지 못하였다. 제정

한 validation 가이드라인의 허용범위를 통과한 7개의 UV-VIS 분광기기의 경우, 

Table 9-13, Table 15,16에서 보는 바와 유사하게 모든 validation 항목에서 허

용한도 이내의 결과를 보여주고 있다. Table 14의 Opron 3000 UV-VIS 분광기기의 

경우, 파장 정확도와 흡광도 정확도 항목에서 허용한도를 벗어나 있음을 보여주

고 있다. 파장 정확도 시험의 경우 holmium filter의 표준인증물질을 사용하였는

데 5개 검사 파장 중 4개의 파장에서 허용한도 0.5 nm를 초과한 결과를 보여주고 

있다. 또한 흡광도 정확도시험의 경우, 10% ND filter사용 시 546.1, 590.0 nm에

서 흡광도 허용한도인 0.01을 초과한 결과를 보여주고 있어 이 기기는 의약품품

질관리를 위한 분석기기로 적합하지 않아 기기자체를 보정 수리해야 할 것이 요

청된다.
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4444. . . . 결 결 결 결 론론론론

  UV-VIS 분광분석기기를 사용하여 신뢰할만한 분석실험결과를 가지도록 하는 것

은 특히 의약품분석을 위해서는 필수적인 상황이지만 현재 국내의 의약품품질관

리 관련규정에는 의약품분석을 위한 의약품 분석 장비로서의 UV-VIS분광기기의 

validation 가이드라인이 명시되어 있지 않는 상황이다. 본 연구에서 주요국가의 

약전에서 제시하고 있는 의약품 분석 장비로서의 UV-VIS 분광학적 기기의 

validation자료를 조사하였고 또한 시판되고 있는 여러 기기회사의 기기

validation에 관련된 자료를 분석하였다. 이러한 자료들을 바탕으로 본 연구에서 

UV-VIS 분광기기의 validation 가이드라인을 제정하여 제안하였고 이를 이용하여 

의약품 제조업소에서 사용하고 있는 의약품 분석 장비의 UV-VIS 분광기기의 

validation 시험검사를 시행하였다. 본 연구에서 제정한 UV-VIS 분광기기의 

validation 가이드라인을 기초 자료로 삼아 적절하고 실제적인 UV-VIS 분석기기

의 validation과 관련된 시행규칙을 제도화하여 의약품분석의 신뢰할 만한 결과

를 줄 수 있도록 하고 이를 통해 의약품 품질관리 수준의 향상할 수 있으리라 기

대한다.
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Table 1. 주요나라의 약전에서 UV-VIS 분광기기에서 요구하는 validation 항목

Validation items
USP 28

(2005)[5]

BP 

(2001)[6]

EP 5th

(2005)[7]

JP 14th

(2001)[8]

1
Wavelength 

accuracy 
O O O O

2
Wavelength 

reproducibility 
O

3
Photometric 

accuracy 
O O O O

4
Photometric 

reproducibility
O

5  Resolution O O

6 Stray light O O

7

Baseline flatness

Noise

Stability
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Table 2. 미국 약전에서 UV-VIS 분광기기에서 요구하는 validation 항목과 

Validation 방법과 허용한도[5]

- Inorganic glass filter, Neutral density glass filter 사용

- Potassium chromate or Potassium dichromate 표준 용액

Photometric 
accuracy

-Quartz-mercury arc 사용하여

253.7, 302.25, 313.16, 334.15, 365.48, 404.66, 435.83nm 점검

- Glass-mercury arc 사용하여

302.25, 313.16, 334.15, 365.48, 404.66, 435.83nm 점검

- H2 discharge lamp 사용하여 486.13, 656.28nm 점검

- Standard Didymium (praseodymium & neodymium 혼합물) 

glass filter 사용가능

- Holium glass filter, Holium oxide 용액 사용가능

(인증된 Holium oxide 용액 :NIST SRM #2034  이용하여 240-650nm 점검)

Wavelength 
accuracy

Validation 방법과 허용한도항목

- Inorganic glass filter, Neutral density glass filter 사용

- Potassium chromate or Potassium dichromate 표준 용액

Photometric 
accuracy

-Quartz-mercury arc 사용하여

253.7, 302.25, 313.16, 334.15, 365.48, 404.66, 435.83nm 점검

- Glass-mercury arc 사용하여

302.25, 313.16, 334.15, 365.48, 404.66, 435.83nm 점검

- H2 discharge lamp 사용하여 486.13, 656.28nm 점검

- Standard Didymium (praseodymium & neodymium 혼합물) 

glass filter 사용가능

- Holium glass filter, Holium oxide 용액 사용가능

(인증된 Holium oxide 용액 :NIST SRM #2034  이용하여 240-650nm 점검)

Wavelength 
accuracy

Validation 방법과 허용한도항목
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Table 3. 영국, 유럽 약전에서 UV-VIS 분광기기에서 요구하는 validation 항목과 

Validation 방법과 허용한도[6,7]

- Glass filter 사용

- Potassium dichromate 용액사용하여 Absorbance 허용한도 < ± 0.01 

파장에따른 A1%
1cm 
최대허용한도 : (235nm, 122.9-126.2; 257nm,   

142.8-146.2; 313nm, 47.0-50.3; 350nm, 105.6-109.0)

Control of

Absorbance

-주어진파장에서적절한 filter나용액을사용하여 stray light 검출

* 1cm cell에서 1.2%(w/v) KCl용액 Abs. > 2  (220nm-200nm) 

Limit of stray 
light

0.02% toluene/ hexane (V/V) 스펙트럼: 269nm에서의최대흡광도와

266nm에서의최소흡광도의최소비

Resolution

- Spectral slit width 로인한오차를줄이도록
- Cell의투과길이허용한도 <± 0.005cm

Spectral slit 
width & Cells 

- Holmium perchlorate 용액흡수최대파장측정

(241.15, 287.15, 361.5, 536.3nm)

- H2, D2 discharge lamp 사용하여각각 486.1 (Hb), 486.0nm (Db) 점검

- Hg vapor line 이용하여 253.7, 302.25, 313.16, 334.15, 365.48, 404.66,

435.83, 546.07, 576.96, 579.07nm 점검

* 허용한도: UV range <± 1nm, visible range < ± 3nm 

Control of

Wavelength

Validation 방법과허용한도항목

- Glass filter 사용

- Potassium dichromate 용액사용하여 Absorbance 허용한도 < ± 0.01 

파장에따른 A1%
1cm 
최대허용한도 : (235nm, 122.9-126.2; 257nm,   

142.8-146.2; 313nm, 47.0-50.3; 350nm, 105.6-109.0)

Control of

Absorbance

-주어진파장에서적절한 filter나용액을사용하여 stray light 검출

* 1cm cell에서 1.2%(w/v) KCl용액 Abs. > 2  (220nm-200nm) 

Limit of stray 
light

0.02% toluene/ hexane (V/V) 스펙트럼: 269nm에서의최대흡광도와

266nm에서의최소흡광도의최소비

Resolution

- Spectral slit width 로인한오차를줄이도록
- Cell의투과길이허용한도 <± 0.005cm

Spectral slit 
width & Cells 

- Holmium perchlorate 용액흡수최대파장측정

(241.15, 287.15, 361.5, 536.3nm)

- H2, D2 discharge lamp 사용하여각각 486.1 (Hb), 486.0nm (Db) 점검

- Hg vapor line 이용하여 253.7, 302.25, 313.16, 334.15, 365.48, 404.66,

435.83, 546.07, 576.96, 579.07nm 점검

* 허용한도: UV range <± 1nm, visible range < ± 3nm 

Control of

Wavelength

Validation 방법과허용한도항목
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Table 4. 일본 약국방에서 UV-VIS 분광기기에서 요구하는 validation 항목과 

Validation 방법과 허용한도[8]

* 투과도의경우: optical filter를사용, 허용치 < ± 2% 

Absorbance로환산시: 정확도 <± 0.008Abs 

* Absorbance 3번반복하여정밀도점검

Abs. > 0.5 경우허용한도 <± 0.004Abs, 

Abs. < 0.5 경우허용한도 <± 0.002Abs

Absorbance 

accuracy & 

precision

* Wavelength 정확도측정 < ± 0.3 nm

- low pressure Hg lamp: 253.65nm 365.02nm, 435.84nm, 546.07nm 점검

- D2 lamp: discharge lamp 사용하여 486.00nm와 656.10nm 점검

* Wavelength  3번반복하여정밀도측정 < ± 0.2 nm

Wavelength 

accuracy & 

precision

Validation 방법과허용한도항목

* 투과도의경우: optical filter를사용, 허용치 < ± 2% 

Absorbance로환산시: 정확도 <± 0.008Abs 

* Absorbance 3번반복하여정밀도점검

Abs. > 0.5 경우허용한도 <± 0.004Abs, 

Abs. < 0.5 경우허용한도 <± 0.002Abs

Absorbance 

accuracy & 

precision

* Wavelength 정확도측정 < ± 0.3 nm

- low pressure Hg lamp: 253.65nm 365.02nm, 435.84nm, 546.07nm 점검

- D2 lamp: discharge lamp 사용하여 486.00nm와 656.10nm 점검

* Wavelength  3번반복하여정밀도측정 < ± 0.2 nm

Wavelength 

accuracy & 

precision

Validation 방법과허용한도항목
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Table 5. Shimadzu회사 UV/ VIS 분광학적 기기의 validation 항목과 허용한도

[18]

Validation 항목 설명 허용한도

1
Wavelength 

accuracy 

D2 lamp 를 사용하여 

방출파장의

( 486.0, 656.1 nm)  정확도 

점검

± 0.3 nm 이내

2
Wavelength 

repeatability 

D2 lamp 를 사용하여 

방출파장의

( 486.0, 656.1 nm)  정밀도 

점검

 ± 0.1 nm 이내

3
Photometric 

Accuracy 

10%, 30% ND (Neutral 

density) filter를 사용하여 

흡광도의 정확도 점검

10% ND filter 사용 시

± 0.004Abs 이내

30% ND filter 사용 시

± 0.002Abs 이내

4
Photometric 

Repeatability

10%, 30% ND (Neutral 

density) filter를 사용하여 

흡광도의 정밀도 점검

10% ND 사용 시 ± 0.002Abs 

이내

30% ND 사용 시 ± 0.001Abs 

이내

5
Baseline 

flatness

190 nm - 900 nm에서 

바탕선의 

편평도 측정

± 0.001Abs 이내
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Table 6. Hewlett Packard회사 UV/ VIS 분광학적 기기의 validation 항목과 허용

한도[19]

Validation 

항목
설명 허용한도

1
Wavelength 

accuracy 

표준 Holium 산화물 용액

(NIST SRM # 2034) 사용하여 측정 
± 0.5 nm 이내

2
Photometric 

Accuracy

Neutral density glass filter

(10% 투과하는 NIST SRM 930e)를 

사용측정 또는

6% (w/v) potassium dichromate 녹인 

0.01N 황산용액 (NIST SRM 935a)를 

사용하여 측정 

± 0.005Abs 이내 

(NIST SRM 930e)

± 0.01Abs 이내 

(NIST SRM 935a)

3
Baseline 

flatness
바탕선의 편평도측정 < 0.001Abs

4
UV Stray 

light

Hoya 056 filter또는 적절한 용액 

220-340 nm에서 사용하여 측정

50g/L NaNO2 사용 

시 0.05%이내 (340 

nm)

10g/L NaI 사용 시

0.07%이내 (220 

nm)

1.2% KCl 사용 시

1%이내 (200 nm) 

5 Resolution
0.02%(v/v) toluene/hexane사용하여

 269 nm와 266 nm의 흡광도 비
> 1.5  

6 Stability
온도를 높인 후 1시간 이상 매 5초간 

340 nm에서 측정
< 0.001Abs/hr

7 Noise 500 nm에서 진공상태의 샘플로 측정 < 0.0002Abs
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Table 7. Thermo회사 UV/ VIS 분광학적 기기의 validation 항목과 허용한도[20]

Validation 항목 설명 허용한도

1
Wavelength 

accuracy 

Holmium 또는 Didymium 

filters 사용 (241-807 nm)

± 0.3 nm 이내

(684, 740, 807nm의 경우

 ± 0.5 nm 이내) 

2
Wavelength 

repeatability

Holmium 또는 Didymium 

filters 사용 (241-807 nm)
± 0.1 nm 이내

3
Photometric 

Accuracy

Neutral density glass 

filter사용

파장과 filter종류에 따라 

± 0.004-0.012Abs 이내

4
Photometric 

Repeatability

Neutral density glass 

filter사용

파장과 filter종류에 따라 

± 0.002-0.008Abs 이내

5 Baseline flatness 200 to 800 nm ±0.001Abs 이내

6 UV Stray light

1.2% KCl (200 nm 

cut-off)용액 

또는 1% NaI (260 nm 

cut-off)

KCl solution (200 nm): >2.0Abs 

 Nal solution (220 nm): 

<0.02%T

7 Stability 340 nm에서 측정 < 0.0005 Abs/hr
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Table 8. 제안한 UV/ VIS 분광학적 기기의 validation 항목과 허용한도

Validation 항목 설명 허용한도

1
Wavelength 

accuracy 점검

D2 lamp 를 사용하여 방출파장의

( 486.0, 656.1 nm) 정확도 점검

또는 여러 파장에서 Holmium filter를 

사용하여 점검 

< ± 0.3 nm

(D2 lamp)

< ± 0.5 nm 

(Holmium filter) 

2

Wavelength 

repeatability 

점검

D2 lamp 를 사용하여 방출파장의

( 486.0, 656.1 nm) 정밀도 점검

또는 여러 파장에서 Holmium filter를 

사용하여 점검

< ± 0.2 nm

(D2 lamp)

< ± 0.3 nm 

(Holmium filter) 

3
Photometric 

Accuracy 점검

10%ND (Neutral density) (666-F4 filter) 

30% ND (666-F3 filter) 를 사용하여 

각각 파장에서 흡광도의 정확도 점검

각각 파장의 흡광도 

편차

< ± 0.01 Abs 

4

Photometric 

Repeatability 

점검

10%ND (Neutral density) (666-F4 filter) 

30% ND (666-F3 filter) 를 사용하여 

635.0nm에서 흡광도의 정밀도 점검 

10% ND 사용 시 

< ± 0.004Abs 

30% ND 사용 시 

< ± 0.002 Abs 

5
B a s e l i n e 

flatness

190 nm - 900 nm에서 바탕선의

편평도 측정

Baseline max. & 

min.

< ±0.002 Abs
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Table 9. UV2401 (Shimadzu) (S/N A10833500586 S5)의 validation 결과 

Validation 항목 방법 및 Reference 결과 결과편차 허용한도

Validation 

결과

1

Wavelength 

accuracy 점검

D2 lamp 방출파장

486.0 nm 

656.1 nm

485.7 nm

655.9 nm

0.3 nm

0.2 nm

± 0.3 nm 이내 pass

2

Wavelength 

repeatability 

점검

D2 lamp 를 사용하여 

방출파장의

( 486.0, 656.1 nm) 3회 측정 

정밀도 점검

485.7 485.7 

485.7 nm

-------

655.9  655.9 

655.9 nm

평균 485.7  nm 

최대편차  0.0 nm

 평균 655.9 nm

 최대편차 0.0 nm

 ± 0.2 nm 이내 pass

3

Photometric 

Accuracy 점검

Hellma filter 666-F3 

(30%ND)와 666-F4 

(10%ND)를 사용하여 

흡광도의 정확도 점검 (각각 

파장에서 표준 흡광도 다름)

666-F3사용

각각 파장에서  

Abs 0.449-0.496

666-F4사용

각각 파장에서 

Abs 0.939-1.014

666-F3 사용 시

Abs 0.002-0.003 

-------

666-F4 사용 시

Abs 0.002-0.007

± 0.008Abs 

이내

pass

4

Photometric 

Repeatability 

점검

Hellma filter 666-F3 

(30%ND)와 666-F4 

(10%ND)를 사용하여

635.0 nm에서 흡광도의 3회 

측정 정밀도 점검

666-F3

Abs 0.491 

0.491, 0.491

666-F4

Abs 0.992

0.991, 0.991

666-F3사용 시

평균 Abs 0.491  

최대편차

Abs 0.000 

666-F4사용 시

평균 Abs 0.991  

최대편차

Abs 0.001 

666-F3사용 시 

± 0.002Abs 

이내

666-F4사용 시 

± 0.004 Abs 

이내

pass

5

Baseline 

flatness

190 nm - 900 nm에서 

바탕선의 편평도 측정

max.-0.0017 Abs

min: -0.0011 Abs

Baseline 

max. & min.

±0.002 Abs이

내

pass



21

Table 10. UV1601 (Shimadzu) (S/N A10753480100 SA)의 validation 결과

Validation 항목 방법 및 Reference 결과 결과편차 허용한도

Validation 

결과

1

Wavelength 

accuracy 점검

D2 lamp 방출파장

486.0 nm 

656.1 nm

485.7 nm

656.0 nm

0.3 nm

0.1 nm

± 0.3 nm 

이내

pass

2

Wavelength 

repeatability 점검

D2 lamp 를 사용하여 

방출파장의

( 486.0, 656.1 nm)  3회 

측정 정밀도 점검

485.8 485.7 

485.7 nm

-------

656.0 656.0 

656.0 nm

평균 485.7  nm 

최대편차  0.1 nm

 평균 656.0 nm

 최대편차 0.0 nm

 ± 0.2 nm 

이내

pass

3

Photometric 

Accuracy 점검

Hellma filter 666-F3 

(30%ND)와 666-F4 

(10%ND)를 사용하여 

흡광도의 정확도 점검 (각각 

파장에서 표준 흡광도 다름)

666-F3 사용

각각 파장에서 

Abs 0.450-0.490

666-F4 사용

각각 파장에서  

Abs 0.938-1.016

666-F3 사용 시

Abs 0.002-0.004 

-------

666-F4 사용 시

Abs 0.003-0.005

± 0.008Abs 

이내

pass

4

Photometric 

Repeatability 점검

Hellma filter 666-F3 

(30%ND)와 666-F4 

(10%ND)를 사용하여

635.0nm에서 흡광도의 3회 

측정 정밀도 점검

666-F3

Abs 0.491 

0.491, 0.491

666-F4

Abs 0.991

0.991, 0.991

666-F3사용 시

평균 Abs 0.491  

최대편차

Abs 0.000 

666-F4사용 시

평균 Abs 0.491  

최대편차

Abs 0.000 

666-F3사용 

시 ± 

0.002Abs 

이내

666-F4사용 

시 ± 

0.004Abs 

이내

pass

5 Baseline flatness

190 nm - 900 nm에서

바탕선의 편평도 측정

max.+0.0010 Abs

min: -0.0003 Abs

  

Baseline 

max. & min.

±0.002 Abs

이내

pass
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Table 11. UV1601 (Shimadzu) (S/N A10753480095 SM)의 validation 결과 

Validation 항목 방법 및 Reference 결과 결과편차 허용한도

Validation 

결과

1

Wavelength 

accuracy 점검

D2 lamp 방출파장

486.0 nm 

656.1 nm

486.0 nm

655.9 nm

0.0 nm

0.2 nm

± 0.3 nm 이내 pass

2

Wavelength 

repeatability 점검

D2 lamp 를 사용하여 

방출파장의

( 486.0, 656.1 nm)  3회 측정 

정밀도 점검

486.0 486.0 

486.0 nm

-------

656.0 655.9 

655.9 nm

평균 486.0  nm 

최대편차  0.0 nm

 평균 655.9 nm

 최대편차 0.1 nm

 ± 0.2 nm 

이내

pass

3

Photometric 

Accuracy 점검

Hellma filter 666-F3 

(30%ND)와 666-F4 

(10%ND)를 사용하여 

흡광도의 정확도 점검 (각각 

파장에서 표준 흡광도 다름)

666-F3 사용

각각 파장에서 

Abs 0.449-0.496

666-F4 사용

각각 파장에서 

Abs 0.938-1.017

666-F3 사용 시

Abs 0.003-0.007 

-------

666-F4 사용 시

Abs 0.004-0.005

± 0.008Abs 

이내

pass

4

Photometric 

Repeatability 점검

Hellma filter 666-F3 

(30%ND)와 666-F4 

(10%ND)를 사용하여

635.0nm에서 흡광도의 3회 

측정 정밀도 점검

666-F3

Abs 0.491 

0.491, 0.491

666-F4

Abs 0.992

0.992, 0.992

666-F3사용 시

평균 Abs 0.491  

최대편차

Abs 0.000 

666-F4사용 시

평균 Abs 0.992  

최대편차

Abs 0.000 

666-F3사용 

시 ± 

0.002Abs 이내

666-F4사용 

시 ± 

0.004Abs 이내

pass

5 Baseline flatness

190 nm - 900 nm에서

바탕선의 편평도 측정

max.+0.0004 Abs

min: -0.0004 Abs

 

Baseline 

max. & min.

±0.002 Abs이

내

pass
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Table 12. UV1601 (Shimadzu) (S/N A10753401256 S2)의 validation 결과 

Validation 항목 방법 및 Reference 결과 결과편차 허용한도

Validation 

결과

1
Wavelength 

accuracy 점검

D2 lamp 방출파장

486.0 nm 

656.1 nm

485.8 nm

656.3 nm

0.2 nm

0.2 nm
± 0.3 nm 이내 pass

2

Wavelength 

repeatability 

점검

D2 lamp 를 사용하여 

방출파장의

( 486.0, 656.1 nm)  3회 

측정 정밀도 점검

485.8  485.8  

485.8  nm

-------

656.2 656.3 

656.3 nm

평균 485.8  nm 

최대편차  0.0 nm

 평균 656.3 nm

 최대편차 0.1 nm

 ± 0.2 nm 

이내

pass

3
Photometric 

Accuracy 점검

Hellma filter 666-F3 

(30%ND)와 666-F4 

(10%ND)를 사용하여 

흡광도의 정확도 점검 

(각각 파장에서 표준 

흡광도 다름)

666-F3 사용

각각 파장에서 Abs 

0.449-0.497

666-F4 사용

각각 파장에서 Abs 

0.938-1.011

666-F3 사용 시

Abs 0.002-0.003 

-------

666-F4 사용 시

Abs 0.002-0.005

± 0.008 Abs 

이내

pass

4

Photometric 

Repeatability 

점검

Hellma filter 666-F3 

(30%ND)와 666-F4 

(10%ND)를 사용하여

635.0nm에서 흡광도의 

3회 측정 정밀도 점검

666-F3

Abs 0.491 

0.491, 0.491

666-F4

Abs 0.984

0.984, 0.984

666-F3사용 시

평균 Abs 0.491  

최대편차

Abs 0.000 

666-F4사용 시

평균 Abs 0.984  

최대편차

Abs 0.000 

666-F3사용 시 

± 0.002Abs 

이내

666-F4사용 시 

± 0.004Abs 

이내

pass

5 Baseline flatness
190 nm - 900 nm에서

바탕선의 편평도 측정

max.+0.0004 Abs

min: -0.0003 Abs

Baseline 

max. & min.

±0.002 Abs이

내

pass
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Table 13. UV1700 (Shimadzu) (S/N A11024101174 LP)의 validation 결과 

Validation 항목 방법 및 Reference 결과 결과편차 허용한도

Validation 

결과

1

Wavelength 

accuracy 점검

D2 lamp 방출파장

486.0 nm 

656.1 nm

485.8 nm

655.9 nm

0.2 nm

0.2 nm

± 0.3 nm 이내 pass

2

Wavelength 

repeatability 

점검

D2 lamp 를 사용하여 

방출파장의

( 486.0, 656.1 nm)  3회 측정 

정밀도 점검

485.8  485.8  

485.8  nm

-------

655.9  655.9  

655.9  nm

평균 485.8  nm 

최대편차  0.0 nm

 평균 655.9  nm

 최대편차 0.0 nm

 ± 0.2 nm 이내 pass

3

Photometric 

Accuracy 점검

Hellma filter 666-F3 

(30%ND)와 666-F4 

(10%ND)를 사용하여 

흡광도의 정확도 점검 (각각 

파장에서 표준 흡광도다름)

666-F3 사용

각각 파장에서 

Abs 0.449-0.497

666-F4 사용

각각 파장에서 

Abs 0.939-1.017

666-F3 사용 시

Abs 0.002-0.003 

-------

666-F4 사용 시

Abs 0.003-0.006

± 0.008Abs 

이내

pass

4

Photometric 

Repeatability 

점검

Hellma filter 666-F3 

(30%ND)와 666-F4 

(10%ND)를 사용하여

635.0nm에서 흡광도의 3회 

측정 정밀도 점검

666-F3

Abs 0.491 

0.491, 0.491

666-F4

Abs 0.993

0.993, 0.993

666-F3사용 시

평균 Abs 0.491  

최대편차

Abs 0.000 

666-F4사용 시

평균 Abs 0.993  

최대편차

Abs 0.000 

666-F3사용 시 

± 0.002Abs 

이내

666-F4사용 시 

± 0.004Abs 

이내

pass

5

B a s e l i n e 

flatness

190 nm - 900 nm에서

바탕선의 편평도 측정

max.+0.0006Abs

min: -0.0004Abs

 

Baseline 

max. & min.

±0.002Abs이

내

pass
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Table 14. Opron 3000 (Hanson Tech.)의 validation 결과 

Validation 

항목

방법 및 Reference 결과 결과편차 허용한도

Validation 

결과

1

Wavelength 

accuracy 

점검

여러 파장에서 Holmium 

filter를 이용하여 정밀도 

점검

(Holmium filter)

± 0.5 nm 이내 fail

2

Wavelength 

repeatability 

점검

여러 파장에서 Holmium 

filter를 이용하여 정밀도 

점검

 ± 0.3 nm 이내 pass

3

Photometric 

Accuracy 

점검

Hellma filter 666-F3 

(30%ND)와 666-F4 

(10%ND)를 사용하여 

흡광도의 정확도 점검 (각각 

파장에서 표준 흡광도다름)

666-F3 사용

각각 파장에서 

Abs 0.454-0.501

666-F4 사용

각각 파장에서 

Abs 0.942-1.022

666-F3 사용 시

Abs 0.001-0.005 

-------

666-F4 사용 시

Abs 0.007 0.009 0.014  

0.012 0.009

± 0.008Abs 

이내

fail

4

Photometric 

Repeatability 

점검

Hellma filter 666-F3 

(30%ND)와 666-F4 

(10%ND)를 사용하여

635.0nm에서 흡광도의 3회 

측정 정밀도 점검

666-F3

Abs 0.493 

0.493, 0.493

666-F4

Abs 0.997

0.997, 0.997

666-F3사용 시

평균 Abs 0.493  

최대편차

Abs 0.000 

666-F4사용 시

평균 Abs 0.997  

최대편차

Abs 0.000 

666-F3사용 시 

± 0.002Abs 

이내

666-F4사용 시 

± 0.004Abs 

이내

pass

5

B a s e l i n e 

flatness

190 nm - 900 nm에서

바탕선의 편평도 측정

 

Baseline 

max. & min.

±0.002Abs이내
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Table 15. TU 1800 (P. General Inst. Corporation)의 validation 결과 

Validation 항목 방법 및 Reference 결과 결과편차 허용한도

Validation 

결과

1

Wavelength 

accuracy 점검

D2 lamp 방출파장

486.0 nm 

656.1 nm

485.7 nm

655.8 nm

0.3 nm

0.3 nm

± 0.3 nm 이내 pass

2

Wavelength 

repeatability 점검

D2 lamp 를 사용하여 

방출파장의

( 486.0, 656.1 nm)  3회 측정 

정밀도 점검

485.7  485.7  

485.7  nm

-------

655.8  655.8  

655.8  nm

평균 485.7  nm 

최대편차  0.0 nm

 평균 655.8  nm

 최대편차 0.0 nm

 ± 0.2 nm 이내 pass

3

Photometric 

Accuracy 점검

Hellma filter 666-F3 

(30%ND)와 666-F4 

(10%ND)를 사용하여 

흡광도의 정확도 점검 (각각 

파장에서 표준 흡광도 다름)

666-F3 사용

각각 파장에서 Abs 

0.449-0.497

666-F4 사용

각각 파장에서 Abs 

0.939-1.019

666-F3  사용 시

Abs 0.002-0.003 

-------

666-F4 사용 시

Abs 0.004-0.008

± 0.008 Abs 

이내

pass

4

Photometric 

Repeatability 점검

Hellma filter 666-F3 

(30%ND)와 666-F4 

(10%ND)를 사용하여

635.0nm에서 흡광도의 3회 

측정 정밀도 점검

666-F3

Abs 0.492 

0.492, 0.492

666-F4

Abs 0.996

0.996, 0.996

666-F3 사용 시

평균 Abs 0.492  

최대편차

Abs 0.000 

666-F4사용 시

평균 Abs 0.996  

최대편차

Abs 0.000 

666-F3사용 시 

± 0.002Abs 

이내

666-F4사용 시 

± 0.004Abs 

이내

pass

5 Baseline flatness

190 nm - 900 nm 에서

바탕선의 편평도 측정

max.+0.001 Abs

min: 0.000 Abs

 

Baseline 

max. & min.

±0.002 Abs이

내

pass
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Table 16. Optizen UV 2120 (Mecasys)의 validation 결과 

Validation 항목 방법 및 Reference 결과 결과편차 허용한도

Validation 

결과

1
Wavelength 

accuracy 점검

D2 lamp 방출파장

486.0 nm 

656.1 nm

486.3 nm

655.8 nm

0.3 nm

0.3 nm

± 0.3 nm 

이내

pass

2

Wavelength 

repeatability 

점검

D2 lamp 를 사용하여 

방출파장의

( 486.0, 656.1 nm)  3회 

측정 정밀도 점검

486.3   486.3   

486.2  nm

-------

655.8  655.8  

655.9  nm

평균 486.3  nm 

최대편차  0.1 nm

 평균 655.8  nm

 최대편차 0.1 nm

 ± 0.2 nm 

이내

pass

3
Photometric 

Accuracy 점검

Hellma filter 666-F3 

(30%ND)와 666-F4 

(10%ND)를 사용하여 

흡광도의 정확도 점검 

(각각 파장에서 표준 

흡광도 다름)

666-F3 사용

각각 파장에서 Abs 

0.447-0.494

666-F4 사용

각각 파장에서 

Abs 0.935-1.022

666-F3 사용 시

Abs 0.005-0.006 

-------

666-F4 사용 시

Abs 0.000-0.002

± 0.008 Abs 

이내

pass

4

Photometric 

Repeatability 

점검

Hellma filter 666-F3 

(30%ND)와 666-F4 

(10%ND)를 사용하여

635.0nm에서 흡광도의 

3회 측정 정밀도 점검

666-F3 Abs 0.488 

0.488, 0.488 

666-F4

Abs 0.990

0.990, 0.990

666-F3사용 시

평균 Abs 0.488  

최대편차

Abs 0.000 

666-F4사용 시

평균 Abs 0.990  

최대편차

Abs 0.000 

666-F3사용 

시 ± 

0.002Abs 

이내

666-F4사용 

시 ± 

0.004Abs 

이내

pass

5 Baseline flatness
190 nm - 900 nm에서

바탕선의 편평도 측정

max.+0.001 Abs

min: 0.000 Abs
 

Baseline 

max. & min.

±0.002Abs이

내

pass
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그림 1 대표적인 UV 1601(Shimadzu) Wavelength accuracy (486.0nm)점검을 위한  

       실험결과 
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그림 2 대표적인 UV 1601(Shimadzu) Wavelength accuracy (656.1nm)점검을 위한  

       실험결과 
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그림 3 대표적인 UV 1601(Shimadzu) Baseline flatness 점검을 위한 실험결과
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그림 4  UV 2401(Shimadzu) Wavelength accuracy (486.0nm)점검을 위한 실험결과 
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그림 5 UV 2401(Shimadzu) Wavelength accuracy (656.1nm)점검을 위한 실험결과 
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그림 6 UV 2401(Shimadzu) Baseline flatness 점검을 위한 실험결과
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1. 1. 1. 1. 서론서론서론서론

 α-아미노산은 키랄 작용기와 함께 상당한 중요성을 갖고 있으며 아미노관능기

가 보호된 α-아미노산은 펩티드와 단백질의 합성에 널리 이용되고 있다 [1]. 따

라서 아미노기가 보호된 아미노산의 광학이성질체 순도를 검출하는 분석방법도 

매우 필요한 것으로 요청되어왔다 [2]. 몇 가지의 아미노산의 보호그룹 중에서 

fluorenylmethoxycarbonyl (FMOC) 그룹은 가장 많이 사용되는 보호그룹으로써[3] 

특히 조합화학에서 (combinatorial chemistry) 여러 합성에 응용되는 고체상 

(solid phase) 합성의 경우에 있어서 아민보호기로 널리 적용되고 있다 [4]. 또

한 N-FMOC 보호그룹은 다른 α-아미노산의 보호그룹에 비하여 형광검출에 있어서 

아주 민감한 장점을 갖고 있다 [5].    

  그러므로 액체크로마토그래피를 이용한 N-FMOC-α-아미노산의 광학이성질체 분

리는 cyclodextrin에서 유도된 키랄고정상과[6-8] 아미노산의 소분자, quinine, 

cinchona 등에서 유도된 brush-type 키랄고정상에서의 연구가 보고된 바가 있다 

[9-14]. 그 중 예를 들면 몇 개의 N-FMOC-α-아미노산의 광학분할은 Armstrong 

연구실에서의 macrocyclic antibiotic ristocetin A 와 Lindner 연구실의 

cinchona-calixarene 혼합타입에서 유도된 키랄고정상과 [9,14] Pirkle연구실의 

Pirkle-type 키랄고정상에서는 좋은 분리 결과를 얻었다 [12]. 그러나 대부분의 

N-FMOC-α-아미노산의 광학이성질체들은 Armstrong 연구실에서의 cyclodextrin 

(α = 1.03-1.05) [7] 과 연구실에서의 아미노산에서 유도된 키랄고정상을 사용

했을 때 (α = 1.07-1.20) [10] 좋은 분리 결과를 나타내지 못했다. 또한 

Lindner 연구실의 quinine, quinidine, cinchona alkaloids 에서만 유도된 

brush-type 키랄고정상에서는 단지 N-FMOC-phenylalanine과 N-FMOC-alanine분석

물질의 광학분할만이 가능한 것으로 보고되었다 [11,13]. 다당류유도체를 기본으

로 하는 키랄고정상에서는 Chiralcel OD-R 키랄 고정상을 이용하여 유일하게 2차 

아미노산형태의 일종인 N-FMOC-pipecolinic acid 유도체인 한개의 화합물만이 역

상 조건하에서 광학분할된 것이 보고되었다 [8].
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  본 연구에서는 일련의 N-FMOC-α-아미노산을 Chiralpak IA와 Chiralpak IB 등 

공유결합 형태의 키랄고정상을 포함하여 모두 9가지 다당류 유도체를 기본으로 

하는 키랄고정상을 이용하여 순상조건하에서 액체크로마토그래피를 이용한 광학

분할을 시도하려 한다[15-18].

2. 2. 2. 2. 실험기기 실험기기 실험기기 실험기기 및 및 및 및 방법방법방법방법

  액체크로마토그래피　 분석은　 Waters model 510 펌프, 20mL loop를 가진　

Rheodyne 7125주입기,  UV검출기(Waters 490),  HP 3396 시리즈 II 기록기로 구

성된 HPLC 혹은 SCL-10A 시스템 제어기, LC-10AD 펌프, SPD-10AVP diode array 

검출기로 구성된 HPLC(Shimadzu, Kyoto, Japan)를　사용하여　상온에서　수행하

였다. 키랄고정상으로는 Daicel Chemical Company (Tokyo, Japan)에서 구입한 

Chiralcel OD-H, Chiralcel OD, Chiralpak IB, Chiralpak AD-RH, Chiralpak AD, 

Chiralpak IA, Chiralcel OJ-H, Chiralpak AS, Chiralcel OF 컬럼 (250mm L x 

4.6mm I.D.)을 사용하였다. HPLC급  헥산(hexane)과  2-프로판올(2-propanol)은 

J. T. Baker, (Phillipsburg NJ),  trifluoroacetic acid (TFA)는  Aldrich 

(Milwaukee, WI)로부터 구입하였다. 라세미 혹은 enantiomerically pure한  

N-FMOCα-아미노산은 문헌에 보고된 방법으로 합성하여 얻었다 [1].

3. 3. 3. 3. 실험결과 실험결과 실험결과 실험결과 및 및 및 및 고찰고찰고찰고찰

  Table 1-9에서는 N-FMOC-α-아미노산 광학이성질체의 9가지 다당류유도체의 키

랄고정상에서의 액체크로마토그래피 분리결과를 보여주고 있다. 이동상으로는 

0.1% trifluoroacetic acid (TFA)을 포함한 2-propanol/hexane (v/v) 순상이동상

을 사용하였다. Table 1-6에서 사용된 키랄고정상을 살펴보면, Chiralcel OD-H과 

Chiralcel OD는 셀룰로오스 tris(3,5-dimethylphenylcarbamate)에서 유도된 코팅

된 키랄고정상이고 Chiralpak IB는 셀룰로오스 

tris(3,5-dimethylphenylcarbamate)에서 유도된 공유결합된 키랄고정상이다. 또
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한 Chiralpak AD-RH과 Chiralpak AD는 아밀로오스 

tris(3,5-dimethylphenylcarbamate)에서 유도된 코팅된 키랄고정상이고 

Chiralpak IA는 아밀로오스 tris(3,5-dimethylphenylcarbamate)에서 유도된 공유

결합된 키랄고정상이다. Table 1-6 결과를 비교하여 보면 분리인자는 일반적으로 

셀룰로오스 tris(3,5-dimethylphenylcarbamate)에서 유도된 키랄고정상에서 아밀

로오스 tris(3,5-dimethylphenylcarbamate)에서 유도된 키랄고정상에서보다 더 

크다. 또한 Table 7,9의 Chiralcel OJ-H 와 Chiralcel OF 키랄고정상에서의 분리

결과는  Table 1,2 에서의 Chiralcel OD-H와 Chiralcel OD 키랄고정상에서보다 

이성질체분리인자가 더 크거나 작다. 그러나  Chiralcel OJ-H 와 Chiralcel OF  

키랄고정상에서의 광학분할 결과는 Chiralcel OD-H와 Chiralcel OD  키랄고정상

에 비하여 대부분 피크의 폭이 넓은 낮은 분리 결과를 보여준다. Table 1-9의 모

든 분석결과를 살펴보면 대체적으로 Chiralcel OD-H와 Chiralcel OD 키랄고정상

에서 가장 높은 분리인자를 보여준다. 또한 실험한 모든 N-FMOC-α-아미노산은 

셀룰로오스 tris(3,5-dimethylphenylcarbamate)에서 유도된 코팅된 Chiralcel 

OD-H 혹은 Chiralcel OD에서 base-line 을 유지하며 분리되었다. 또한 Chiralcel 

OD-H의 경우, Chiralcel OD와 비슷한 이성질체 입체선택성을 관찰할 수 있었다. 

이와 반대로  Chiralpak AD-RH와  Chiralpak AS은  모든  키랄고정상 중에서 가

장 낮은 분리도를 보여주었으며 각각 6가지 분석물질의 이성질체가 분리되지 않

았다. 일반적으로 Chiralpak AD-RH의 경우 역상이동상에 광범위하게 사용되고 있

는 것으로 알려져 있다[19]. 그러나 본 연구에서는 0.1% TFA을 포함한 

2-propanol/hexane(v/v)의 순상 이동상에서도  사용될 수 있음을 보여주고 있으

며 이것은 우리가 알기에는 처음으로 실험하여 연구발표한 결과로 알고 있다. 주

목할 것은 Table 1-9에서 실험한 모든 N-FMOC-α-아미노산의 광학분할 결과를 볼 

때 Chiralcel OF 키랄고정상에서는 분리된 모든 분석물질의 경우 L-이성질체가 

우선으로 용리되나 그 외의 다른 키랄고정상에서는 용리순서가 항상 일정하지는 

않음을 보여준다. 이러한 결과는 N-FMOC-α-아미노산 분석물질과 Chiralcel OF 

키랄고정상의 경우는 전반적으로 한가지 키랄인식 메커니즘이 주요하게 작용되는 

것으로 생각하나 Chiralcel OF가 아닌 다른 키랄고정상들 사이에는 한가지 이상

의 키랄인식 메커니즘이 적용될것으로 여겨진다.
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  흥미로운 것은 동일한 키랄 분석물질의 결과를 비교해 볼 때, 아밀로오스 

tris(3,5-dimethylphenylcarbamate)에서 유도된 공유결합 유형의 Chiralpak 

IA(Table 5)와 셀룰로오스 tris(3,5-dimethylphenylcarbamate)에서 유도된 공유결

합 유형의 Chiralpak IB(Table 6)는 각각의 아밀로오스 

tris(3,5-dimethylphenylcarbamate)에서 유도된 코팅 유형의 Chiralpak AD(Table 

4) 와 셀룰로오스 tris(3,5-dimethylphenylcarbamate)에서 유도된 Chiralcel 

OD(Table 2)에 비해 일반적으로 낮은 이성질체 분리를 보여주고 있다 [17,18]. 또

한 앞에서 언급한 바와 유사하게 셀룰로오스 유도체를 기반으로 한  공유결합 유

형의 Chiralpak IB는 아밀로오스 유도체를 기반으로 한 공유결합 유형의 

Chiralpak IA에 비해 분리인자가 일반적으로 더 크다. 또한 Table 5와 Table 6의 

Chiralpak IA와 Chiralpak IB의 공유결합 유형의 키랄고정상은 고정상과 키랄선택

자와의 공유결합 된 성질 때문에 Table 2와 Table 4의 Chiralpak AD나 Chiralcel 

OD의 코팅 유형의 키랄고정상보다 HPLC에서 훨씬 더 안정성을 보여주는 키랄고정

상의 장점을 갖고 있다. 그렇기 때문에 코팅 유형의 키랄고정상에서 전혀 사용할 

수 없는 디클로로메탄 혹은 클로로포름 등 할로겐화 용매를 포함한 넓은 범위의 

이동상의 사용에 적용될 수 있다.  

  Table 10-12 에서는 공유결합 유형의 Chiralpak IA과 Chiralpak IB에서 몇 가

지 N-FMOC-α-아미노산의 광학이성질체 분리에 영향을 주는 이동상의 결과를 보

여주고 있다. 위의 결과에서 분리인자와 용리순서는 이동상의 영향을 크게 받는 

것을 보여주고 있다 [17,18]. Table 5,6에서 보여주는 바와 같이 대체적으로  

0.1% TFA을  포함한  2-propanol/hexane(v/v) 을 이동상으로 사용 하였을 때 가

장 높은 분리도를 나타내는 경향을 보여주고 있다. Chiralpak IB에서의 광학분할

이 Chiralpak IA에서보다 훨씬 좋기 때문에 특히 Table 6의 경우  이러한 현상을 

쉽게 찾아볼 수 있다.

  그러나 Table 12의 결과에서는 이동상을 0.1%TFA을 포함한 dichloromethane/ 

hexane/2-propanol 혹은 0.1% TFA 을 포함한 dichloromethane/hexane/ethanol을 

사용하였을 때가 0.1% TFA을 포함한 2-propanol/ hexane에서보다 분리도가 높은 
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경우도 있고 낮은 경우도 있어 분석물질에 따라 다름을 보여준다. 예를 들면  

N-FMOC-α-leucine과 N-FMOC-α-valine은 0.1% TFA 을 포함한 dichloromethane/ 

hexane/2-propanol 혹은 0.1% TFA 을 포함한 dichloromethane/hexane/ethanol을 

사용하였을 때가 0.1% TFA을 포함한 2-propanol/ hexane에서보다 분리도가 높은 

경우이다. 그러나 N-FMOC-α-alanine, N-FMOC-α-phenylglycine, N-FMOC-α

-phenylalanine 의 경우에는 대체적으로 0.1% TFA을 포함한 2-propanol/ hexane

에서보다 분리도가 높음을 나타낸다. 그러므로 Chiralpak IA과 Chiralpak IB의 

공유결합의 키랄고정상은 넓은 범위의 용매 사용의 유리한 점으로 인하여 이성질

체분리의 새로운 적용을 위하여 아주 유용할 것으로 기대된다.



42

4. 4. 4. 4. 결론결론결론결론

결론적으로 여러종류의 N-FMOC으로 보호된 α-아미노산들의 광학분할을 위해서 

액체크로마토그래피를 이용하여 9가지 다당류유도체를 기본으로 한 키랄고정상에

서 순상조건하에서 키랄분리실험을 수행하였다. 그 중 셀룰로오스 

tris(3,5-dimethylphenylcarbamate) 다당류에서 유도된  Chiralcel OD-H와 

Chiralcel OD 키랄고정상에서 가장 높은 광학분리도를 보여준다. 반면 아밀로오

스 tris(3,5-dimethylphenylcarbamate) 다당류에서 유도된 Chiralpak AD-RH 와 

Chiralpak AS에서는 광학분리도가 가장 작다. 실험한 모든 N-FMOC-α-아미노산 

이성질체는 Chiralcel OD-H 혹은 Chiralcel OD에서  base-line 을 유지하며 분리 

되었다. 따라서 이 두 키랄고정상은 N-FMOC-α-아미노산 이성질체 분리에 유용하

게 적용 될 것으로 기대된다. 또한 키랄선택자가 공유결합된 키랄고정상인 

Chiralpak IA와 Chiralpak IB 은 안정한 공유결합 성질때문에 다당류에서 유도된 

코팅타입의 키랄고정상에서 사용될 수 없는 넓은 범위의 용매 사용에 적합하여 

Chiralpak IA와 Chiralpak IB의 두 키랄고정상은 이와 관련된 실험뿐만 아니라 

여러 가지 이성질체분리에 아주 유용하게 적용될 것이라 기대된다. 
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Table 1. Chiralcel OD-H에서의 N-FMOC α-Amino Acids의 광학분리 

-------------------------------------------------------

Analyte  αa k'1
b Rsc Conf.d  

--------------------------------------------------------

1 Ala 1.94 5.73 3.38 L

2 ABAe 1.44 4.97 2.18 L

3 ACAf 1.39 3.79 1.89 -

4 Asn 2.53 27.29 1.97 L

5 Asp 1.93 8.12 2.75 L

6 Gln 1.09 13.70 0.97 D

7 Glu 1.47 8.86 1.92 D

8 Ileu 1.20 5.64 1.10 D

9 Leu 1.26 4.84 1.63 D

10 Met 1.27 9.00 1.68 D

11 Norleu 1.32 5.11 1.98 L

12 Norval 1.22 4.92 1.46 L

13 PG 1.82 7.90 2.09 L

14 Phe 1.32 8.47 1.54 L

15 Ser 2.70 6.98 4.15 D

16 Thr 1.41 5.11 1.57 L

17 Tyr 1.13 15.90g 0.76 L

18 Val 1.00 4.40  - -

________________________________________________________

Mobile phase; 10% 2-propanol/hexane(V/V) containing 0.1% TFA . 

Flow rate=1mL/min; Detection UV 254 nm. 

a Separation factor.  b Capacity factor for the first eluted enantiomer. 

c Resolution factor.  d indicates the absolute configuration of the second retained enantiomer. 

e 2-Aminobutyric acid.  f 2-Aminocaprylic acid.

g 30% 2-propanol/hexane(V/V) containing 0.1% TFA.
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Table 2. Chiralcel OD에서의 N-FMOC α-Amino Acids 의 광학분리 

----------------------------------------------------------

Analyte αa k'1
b Rsc Conf.d

----------------------------------------------------------

1 Ala 1.79 5.47 5.14 L

2 ABAe 1.37 4.94 2.84 L

3 ACAf 1.39 4.27 2.71 -

4 Asn 1.60 4.81g 1.84 L  

5 Asp 1.58 8.34h 2.91 L

6 Gln 1.17 13.74 0.85 D

7 Glu 1.32 9.28 1.83 L

8 Ileu 1.50 4.10 3.51 D

9 Leu 1.25 4.91 1.95 D

10 Met 1.13 7.41 1.07 L

11 Norleu 1.15 4.48 1.21 L

12 Norval 1.08 4.77 0.63 L

13 PG 1.69 7.54 3.50 D

14 Phe 1.10 8.09 0.67 L

15 Ser 2.55 2.55g 5.09 L

16 Thr 1.49 6.94 3.03 L

17 Tyr 1.10 19.60g 0.53 L

18 Val 1.13 4.32 1.05 D

__________________________________________________________

Mobile phase; 10% 2-propanol/hexane(V/V) containing 0.1% TFA . 

Flow rate=1mL/min; Detection UV 254 nm. 

a Separation factor. 

b Capacity factor for the first eluted enantiomer. 

c Resolution factor. 

d indicates the absolute configuration of the second retained enantiomer. 

e 2-Aminobutyric acid. 

f 2-Aminocaprylic acid. g,h 20% and 15% 2-propanol/hexane(V/V) containing 0.1% TFA, respectively.
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Table 3. Chiralpak AD-RH에서의 N-FMOC α-Amino Acids의 광학분리 

----------------------------------------------------

                    Analyte   αa  k'1
b   Rsc Conf.d

----------------------------------------------------

1 Ala 1.44 4.87 1.33 D

2 ABAe 1.08 3.47 0.37 D

3 ACAf 1.10 2.82 0.60 -

4 Asn 1.22 6.31 0.89 L

5 Asp 1.08 4.59 0.63 L

6 Gln 1.00 1.51  - -

7 Glu 1.39 4.87 1.40 L

8 Ileu 1.22 4.35 0.84 D

9 Leu 1.21 3.29 0.89 L

10 Met 1.00 5.77  - -

11 Norleu 1.00 3.43  - -

12 Norval 1.00 3.89  - -

13 PG 1.50 7.75 1.88 L

14 Phe 1.16 5.04 0.83 L

15 Ser 1.00 4.24  - -  

16 Thr 1.10 4.88 0.68 D

17 Tyr 1.00 1.52  - -

18 Val 1.14 4.58 0.82 D

___________________________________________________

Mobile phase; 10% 2-propanol/hexane(V/V) containing 0.1% TFA. 

Flow rate=1mL/min; Detection UV 254 nm. 

a Separation factor. 

b Capacity factor for the first eluted enantiomer. 

c Resolution factor. 

d indicates the absolute configuration of the second retained enantiomer.

e 2-Aminobutyric acid. 

f 2-Aminocaprylic acid. 



46

Table 4. Chiralpak AD에서의 N-FMOC α-Amino Acids의 광학분리 

-----------------------------------------------------------

                 Analyte      αa     k'1
b        Rsc   Conf.d

-----------------------------------------------------------

1 Ala 1.12 2.98 1.44 D

2 ABAe 1.12 3.23 1.37 D

3 ACAf 1.12 2.75 1.36 -

4 Asn 1.21 6.65 2.10 L

5 Asp 1.17 4.70 0.94 D 

6 Gln 1.44 5.42 3.83 L 

7 Glu 1.26 5.14 2.72 L 

8 Ileu 1.19 3.71 1.99 D

9 Leu 1.18 3.02 1.83 L

10 Met 1.00 5.38  - -

11 Norleu 1.07 9.44g 0.94 D

12 Norval 1.11 10.19g 1.60 D

13 PG 1.38 7.12 4.24 D

14 Phe 1.12 4.59 1.48 L

15 Ser 1.10 4.40 1.07 L  

16 Thr 1.13 4.89 1.50 D

17 Tyr 1.29 23.79 3.45 L

18 Val 1.12 3.99 1.38 D

___________________________________________________________

Mobile phase; 10% 2-propanol/hexane(V/V) containing 0.1% TFA .

Flow rate=1mL/min; Detection UV 254 nm. 

a Separation factor. 

b Capacity factor for the first eluted enantiomer. 

c Resolution factor.

d indicates the absolute configuration of the second retained enantiomer. 

e 2-Aminobutyric acid. 

f 2-Aminocaprylic acid. g 5%  2-propanol/hexane(V/V) containing 0.1% TFA.
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Table 5. Chiralpak IA 에서의 N-FMOC α-Amino Acids의 광학분리

---------------------------------------------------

Analyte αa k'1
b Rsc Conf.d

---------------------------------------------------

1 Ala 1.09 7.30 1.27 D

2 ABAe 1.03 7.75 0.21 D

3 ACAf 1.04 6.55 0.60 -

4 Asn 1.29 9.56h 1.92 L

5 Asp 1.07 4.62h 0.73 D

6 Gln 1.09 7.46h 0.60 L

7 Glu 1.13 4.82h 1.29 L

8 Ileu 1.08 7.76 1.10 L

9 Leu 1.24 6.68 3.36   L

10 Met 1.05 13.40 0.81 L

11 Norleu 1.05 7.06 0.51 L

12 Norval 1.00 7.56  - -

13 PG 1.28 5.76h 3.50 D

14 Phe 1.09 4.00h 1.01 L

15 Ser 1.07 4.47h 0.76 L

16 Thr 1.06 4.60h 0.72 D

17 Tyr 1.17 13.58h 1.90 L

18 Val 1.06 8.10 0.87 L

___________________________________________________

Mobile phase: 5% 2-propanol/hexane(V/V) containing 0.1% TFA  

Flow rate=1mL/min; Detection UV 254 nm. 

a Separation factor. 

b Capacity factor for the first eluted enantiomer.

c Resolution factor. 

d indicates the absolute configuration of the second retained enantiomer. 

e 2-Aminobutyric acid. 

f 2-Aminocaprylic acid.  h 20% 2-propanol/hexane(V/V) containing 0.1% TFA.
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Table 6.  Chiralpak IB에서의 N-FMOC α-Amino Acids 의 광학분리

----------------------------------------------------------

             Analyte  αa   k'1
b     Rsc Conf.d

----------------------------------------------------------

1 Ala 1.64 8.22 7.47 L

2 ABAe .36 6.81 5.11 L

3 ACAf 1.27 5.57 3.37 -

4 Asn 1.18 5.03h 1.28 L 

5 Asp 1.24 4.97j 1.78 L

6 Gln 1.00 6.27h  - -

7 Glu 1.19 5.80j 1.53 L

8 Ileu 1.41 5.13 4.88 D

9 Leu 1.35 5.29 4.09    D

10 Met 1.07 4.20j 0.79 L

11 Norleu 1.17 6.16 2.38 L

12 Norval 1.12 6.61 2.25 L

13 PG 1.34 3.88j 3.37 D

14 Phe 1.09 3.81j 1.00 L

15 Ser 1.86 1.96h 4.58 L

16 Thr 1.10 4.40j 0.77 L

17 Tyr 1.05 11.36h 0.40 L

18 Val 1.15 5.30 2.00 D

____________________________________________________

Mobile phase: 5% 2-propanol/hexane(V/V) containing 0.1% TFA 

Flow rate=1mL/min; Detection UV 254 nm. 

a Separation factor. b Capacity factor for the first eluted enantiomer. 

c Resolution factor. 

d indicates the absolute configuration of the second retained enantiomer. 

e 2-Aminobutyric acid. 

f 2-Aminocaprylic acid. 

h,i,j 20%, 15% and 10% 2-propanol/hexane(V/V) containing 0.1% TFA, respectively.
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Table 7. Chiralcel OJ-H 에서의 N-FMOC α-Amino Acids 의 광학분리 

--------------------------------------------------

                      Analyte  α   k'1
b   Rsc Conf.d

--------------------------------------------------

1 Ala 1.47 3.67 1.32 D

2 ABAe 2.38 3.01 2.78 D

3 ACAf 1.52 1.26 0.84

4 Asn 1.16 9.37 0.76 D

5 Asp 1.21 7.09 0.86 D

6 Gln 1.32 13.29 1.03 L

7 Glu 1.48 10.13 1.21 L

8 Ileu 3.53 1.37 1.82 D

9 Leu 1.41 1.33 2.20 D

10 Met 1.74 6.34 2.05 D

11 Norleu 2.69 1.52 1.50 D

12 Norval 3.64 1.94 2.39 D

13 PG 1.00 12.75  - - 

14 Phe 1.11 5.20 0.69 D

15 Ser 1.10 7.27 0.73 D

16 Thr 4.68 4.48 2.75 D

17 Tyr 1.75 41.27 3.36 D

18 Val 2.89 1.74 2.90 D

__________________________________________________

Mobile phase; 10%, 5%, 20% 2-propanol/hexane(V/V) containing 0.1% TFA 

Flow rate=1mL/min;

Detection UV 254 nm.

a Separation factor. 

b Capacity factor for the first eluted enantiomer.

c Resolution factor. 

d indicates the absolute configuration of the second retained enantiomer.

e 2-Aminobutyric acid.  f 2-Aminocaprylic acid. 
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Table 8. Chiralpak AS에서의 N-FMOC α-Amino Acids 의 광학분리 

---------------------------------------------------

                      Analyte αa   k'1
b   Rsc Conf.d

---------------------------------------------------

1 Ala 1.00 9.97  - -

2 ABAe 1.12 3.36g 0.44 D

3 ACAf 1.37 4.84 0.34

4 Asn 1.33 7.29h 0.92 D

5 Asp 1.24 25.18 1.06 L

6 Gln 1.00 16.73h  - -

7 Glu 1.19 10.54g 0.65 D

8 Ileu 1.00 5.49  - -

9 Leu 1.00 6.48  - -

10 Met 1.00 17.08  - -

11 Norleu 1.29 6.21 0.77 L

12 Norval 1.24 8.45 0.55 L

13 PG 1.20 5.07g 1.03 L

14 Phe 1.24 11.10 0.97 L

15 Ser 1.00 6.40g  - -

16 Thr 1.44 4.75g 2.09 D

17 Tyr 1.10 6.63h 0.22 L

18 Val 1.30 5.17 1.64 D

__________________________________________________

Mobile phase; 5% 2-propanol/hexane(V/V) containing 0.1% TFA 

Flow rate=1mL/min;  Detection UV 254 nm.

a Separation factor. 

b Capacity factor for the first eluted enantiomer. 

c Resolution factor. 

d indicates the absolute configuration of the second retained enantiomer. 

e 2-Aminobutyric acid. 

f 2-Aminocaprylic acid. g,h 10% and 20% 2-propanol/hexane(V/V) containing 0.1% TFA, respectively.
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Table 9. Chiralcel OF에서의 N-FMOC α-Amino Acids 의 광학분리

------------------------------------------------------

Analyte αa k'1
b Rsc Conf.d

-------------------------------------------------------

1 Ala 1.28 3.28 1.05 D

2 ABAe 1.28 2.62 0.91 D

3 ACAf 1.36 1.80 0.93 -  

4 Asn 1.93 5.51g 1.61 D  

5 Asp 1.34 7.60 1.01 D

6 Gln 1.37 5.57g 0.76 D

7 Glu 1.00 7.67  - -

8 Ileu 1.34 1.72 0.93 D

9 Leu 1.50 1.71 1.31    D

10 Met 1.00 6.90  - -

11 Norleu 1.33 2.21 0.99 D

12 Norval 1.34 2.33 1.04 D

13 PG 1.26 6.02 0.82 D

14 Phe 1.00 4.89  - -

15 Ser 1.79 2.13g 1.97 D

16 Thr 2.77 3.75 3.38 D

17 Tyr 1.00 7.16g  - -

18 Val 1.34 1.72 0.99 D

__________________________________________________________

Mobile phase; 20% 2-propanol/hexane(V/V) containing 0.1% TFA; Flow rate=1mL/min; Detection UV 254 

nm.

a Separation factor.

b Capacity factor for the first eluted enantiomer.

c Resolution factor. 

d indicates the absolute configuration of the second retained enantiomer. 

e 2-Aminobutyric acid. 

f 2-Aminocaprylic acid.  g 40% 2-propanol/hexane(V/V) containing 0.1% TFA.
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Table 10. Chiralpak IA에서 몇 가지 N-FMOC-α-아미노산의 광학이성질체 분리에 

영향을 주는 여러 이동상에서의 광학분할 

________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________

Mobile
a
     5% IPA/Hxn 15% THF/Hxn 20% EA/Hxn 25% DM/Hxn

phase with 0.1% TFA with 0.1% TFA with 0.1% TFA with 0.1% TFA

-------------------------------------------------------------------------------------------------------

Analyte α
b
   k'1

c
   Conf.

d
α

b
   k'1

c
   Conf.

d
α

b
   k'1

c
   Conf.

d
α

b
   k'1

c
   Conf.

d
   

-------------------------------------------------------------------------------------------------------

Alanine   1.09  5.28   D   1.07  6.15   D  1.00  5.76   -  1.00  4.37   -

Leucine   1.26  4.82   L   1.00  5.21   -  1.07  4.08   L  1.16  3.04   L

Phenylalanine   1.08  3.31
 
  L   1.03  8.22   D  1.81  6.38   D  1.16  7.84   D

Phenylglycine   1.31  5.02
e
 D   1.09  9.92   D  1.11  6.35   L  1.18  8.40   L

Valine   1.08  5.92  L   1.08  4.02   D  1.00  3.59   -  1.21  2.81   L

________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________

a
Mobile phase; IPA(2-propanol), Hexane (Hxn), Tetrahydrofuran (THF) Ethyl acetate (EA), 

Dichloromethane (DM). Flow rate=1mL/min. 

b
Separation factor. 

c
Capacity factor for the first eluted enantiomer.

d
indicates the absolute configuration of the second eluted enantiomer. 

e
10% 2-Propanol/Hxn (V/V)  with 0.1% TFA.
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Table 11. Chiralpak IB에서 몇 가지 N-FMOC-α-아미노산의 광학이성질체 분리에 

영향을 주는 여러 이동상에서의 광학분할

__________________________________________________________________________________________________

Mobile
a
   5% IPA/Hxn       15% THF/Hxn            20% EA/Hxn             20% DM/Hxn

phase  with 0.1% TFA       with 0.1% TFA  with 0.1% TFA       with 0.1% TFA

--------------------------------------------------------------------------------------------------

Analyte   α
b
    k'1

c
   Conf.

d        
α

b
    k'1

c
   Conf.

d
α

b
    k'1

c
   Conf.

d         
α

b
   k'1

c
  Conf.

d
 

--------------------------------------------------------------------------------------------------

Ala 1.64  8.22    L        1.07  6.43    L 1.13  10.97    L      1.04   11.76  D 

Leu 1.35  5.29    D       1.15  4.00    D 1.21  5.87     D      1.29   4.62   D 

PG 1.34  3.88e   D       1.11  7.30    D 1.20  10.34    D      1.03  10.41   D 

Phe 1.09  3.81e   L       1.05  6.81    L 1.00  10.53    -      1.00  10.48   - 

Val 1.15  5.30    D       1.10  3.35    D 1.19  5.42     D      1.14  4.76    D

__________________________________________________________________________________________________

a Mobile phase; IPA(2-propanol), Hexane (Hxn), Tetrahydrofuran (THF), Ethyl acetate (EA), 

Dichloromethane (DM) Flow rate=1mL/min; Detection UV 254 nm

b Separation factor. 

c Capacity factor for the first eluted enantiomer. 

d indicates the absolute configuration of the second eluted enantiomer. 

e 10% IPA/Hxn (V/V) with 0.1% TFA.
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Table 12. Chiralpak IB에서 몇 가지 N-FMOC-α-아미노산의 광학이성질체 분리에 

영향을 주는 여러 이동상에서의 광학분할

__________________________________________________________________________________________

Mobile
a

1 2 3 4

phase           

------------------------------------------------------------------------------------------

Analyte   α
b
   k'1

c
   Conf.

d       
α

b
   k'1

c
   Conf.

d    
α

b
   k'1

c
   Conf.

d    
α

b
   k'1

c
   Conf.

d
 

------------------------------------------------------------------------------------------

Ala 1.02  4.80    L    1.15   3.48   L     1.07  2.98   L       1.00  8.78    - 

Leu 1.48  2.87    D    1.49   2.09   D     1.32  1.93   D       1.48  5.99    D 

PG 1.16  4.06    D    1.27   3.44   D     1.14  3.27   D       1.18  7.35    D 

Phe 1.10  4.05    D    1.06   3.53   D     1.00  3.45   -       1.11  8.46    D 

Val 1.48  2.52    D    1.38   1.98   D     1.24  1.80   D       1.42  5.27    D 

__________________________________________________________________________________________

a Mobile phase : Dichloromethane (DM), Hexane (Hxn), IPA(2-propanol), Ethanol (EtOH), 

Mobile phase 1:  DM/ Hxn/ IPA/ TFA = 200/ 800/ 20 /0.1,

Mobile phase 2: DM/ Hxn/ IPA/ TFA = 100/ 900/ 50 /0.1,

Mobile phase 3: DM/ Hxn/ EtOH/ TFA = 200/ 800/ 20 /0.1,

Mobile phase 4: DM/ Hxn/ EtOH/ TFA = 200/ 800/ 10 /0.1; 

Flow rate=1mL/min; 

Detection UV 254 nm 

b Separation factor. 

c Capacity factor for the first eluted enantiomer. 

d indicates the absolute configuration of the second eluted enantiomer.
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