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국문 초록

인체 내부에 들어갈 경우 심각한 영향을 끼칠 수 있는 독성물질들

의 투입 경로는 대부분 식이를 통한 섭취로 인한 것이 대부분이다. 

최근에, 특정한 목적을 위해 생산되는 보조식품 중 허가되지 않는 

활성 성분이 식품 내부에 첨가하여 시판되는 경우가 늘고 있다. 또

한 품질 검사를 회피하기 위해서 여러 성분을 미량으로 복합적으로 

첨가하는 경향이 나타났다. 이에 본 연구에서는 식품보조제 내부의 

PDE-5 inhibitor와 그 유사물질, sibutramine 계열 화합물 분석 

방법을 개발하기 위한 연구를 진행하였다.

먼저 식품 내부의 PDE-5 inhibitor와 그 유사물질 및 sibutramine 

계열의 물질을 동시에 분석하기 위해 UPLC-Q-TOF MS를 사용

하여 그 물질의 분자량을 통해 isotopic distribution 확인 및 

fragmentation 패턴을 통해 분석할 수 있었다. 

두 번째로 보통 식품 속에는 분석을 방해할 수 있는 다량의 matrix

로 작용할 수 있는 물질들의 종류가 매우 많은데 그러한 matrix들

을 제거하고 또한 매우 적은 양의 PDE-5 inhibitor와 그 유사물질

을 검출하기 위하여 Solid phase extraction과 Dispersive 

liquid-liquid extraction을 이용하여 ng mL-1 수준의 첨가물들을 

Mass spectrometer를 통하지 않고서도 분석할 수 있는 미량 분석



ii

법을 개발하였다. 

이러한 PDE-5 inhibitor와 그 유사물질, sibutramine 계열 화합물

에 대한 분석방법의 개발은 인체에 유해할 수 있는 물질을 사전에 

차단하는데 도움이 될 것으로 판단된다.

주요어: PDE-5 inhibitor, 시부트라민 (Sibutramine), 

초고성능 액체 크로마토그래피(Ultra performance Liquid 

chromatography), 식이 보조제 (Dietary supplement), Solid 

phase extraction, Dispersive liquid-liquid microextraction, 

학번: 2006-21967



iii

목      차

국문 초록 ················································································ⅰ

목 차 ························································································ⅲ

List of Figures ······································································ⅶ

List of Tables ·······································································ⅸ

List of Abbreviations ·························································ⅹ

Ⅰ.서 론 ······················································································1

  1. PDE-5 억제제의 발달 ·················································1

  2. Sibutramine의 사용 및 금지 ······································4

  3. 건강기능식품의 대두 및 불법적인 첨가물 ················5

  4. PDE-5 억제제와 그 유사물질 ···································8

  5. UPLC와 Q-TOF의 발전 ···········································12

  6. DLLME의 개발 및 발전 ············································13

Ⅱ. 실험 방법 ··········································································15



iv

  1. 실험 재료 및 기기 ·······················································15

   1-1. 재료 및 시약 ·························································15

   1-2. 실험 기기 ·······························································16

Part 1. UPLC/Q-TOF를 이용한 PDE-5 inhibitor와 

sibutramine 및 그 유사물질의 동시 분석

  2. 기기 조건 ·······································································17

  3. Q-TOF mass calibration ········································19

  4. 샘플 제조 ·······································································19

  5. 밸리데이션 ·····································································21

Part 2. SPE와 연계된 DLLME-SFO를 이용한 

sildenafil과 그 유사물질 분석

  2. 기기 조건 ·······································································22

  3. 샘플 제조 ·······································································23

  4. Solid phase extraction ·············································26

  5. Dispersive liquid-liquid extraction on 



v

solidification of organic droplet ····································27

  6. 밸리데이션 ·····································································29

Ⅲ. 결과 및 고찰 ····································································30

Part 1. UPLC/Q-TOF를 이용한 PDE-5 inhibitor와 

sibutramine 및 그 유사물질의 동시 분석

  1. 크로마토그램(XIC)과 분자량의 정확도 ··················30

  2. Isotopic distribution ··················································34

  3. MS/MS fragmentation ··············································42

  4. 밸리데이션 ·····································································47

  5. 실제 샘플 적용 ·····························································49

Part 2. SPE와 연계된 DLLME-SFO를 이용한 

sildenafil과 그 유사물질 분석

  1. Ion pairing chromatography를 이용한 주요 성분 

분리 ···························································································51

  2. SPE 최적화 ···································································53



vi

  3. DLLME 최적화 ····························································56

  4. 밸리데이션 ·····································································62

  5. 시용된 DLLME와 기존 DLLME와의 차이점 ········65

  6. 실제 샘플 적용 ·····························································69

Ⅳ. 결론 ····················································································77

Ⅴ.참고 문헌 ············································································79

Abstract ··················································································94



vii

List of Figures

Figure 1. Molecular mechanism of PDE-5 inhibitors to 

erectile function ··········································································3

Figure 2. Case reports of detected adulterated supplements 

in Korea ·······················································································7

Figure 3. Sildenafil and its five analogues ···························25

Figure 4. Extract ion chromatogram of the six compounds 32

Figure 5. Isotopic distribution results of sildenafil, vardenafil, 

tadalafil, sibutramine and its two analogues ·························36

Figure 6. Mass fragment of sildenafil, vardenafil, tadalafil, 

sibutramine and its two analogues ·········································43

Figure 7. Adulterated supplements among the collected 50 

supplements ··············································································50

Figure 8. UV chromatogram of sildenafil and its five 

analogues   ··············································································52

Figure 9. UV chromatogram before and after mixed mode 

SPE-DLLME-SFO  ·······························································54



viii

Figure 10. Extraction solvent effect on enrichment factor 58

Figure 11. Solution pH effect of enrichment factor ············61

Figure 12. Effect of extraction using SPE coupled with 

DLLME-SFO ·············································································67

Figure 13. The chromatograms of other adulterated 

supplement suplied in china using SPE-DLLME-SFO ········71



ix

List of Tables

Table 1. Calculated and measured weights of the six 

compounds ································································································33

Table 2. LOD and LOQ of the six compounds ··························47

Table 3. Accuracy and precision ··················································48

Table 4. Linearity, R2 value and sensitivity of current 

method     ··············································································63

Table 5. Intra- and inter-day variation of the proposed 

method evaluated at three concentrations ····························64

Table 6. The declared content of multiple ingredients in 

dietary supplement as matrices ·············································66

Table 7. Detected commercial dietary supplements by the 

developed method ····································································70



x

List of Abbreviations

DLLME disperisive liquid-liquid microextraction

EMA europe medicines agency

FDA food and drug adminstration

HPLC high performance liquid chromatography

LC liquid chromatography

LOD limit of detection

LOQ limit of quantitation

PDE phosphodiesterase

PTFE polytetrafluoroethylene

Q-TOF  quadrupole time of flight

SFO solidification of floating organic droplet

SPE solid phase extraction

UPLC ultra performance liquid chromatography

XIC extract ion chromatogram



1

Ⅰ.서 론

1. PDE-5 억제제의 발달 

Phosphodiesterase-5 inhibitor는 현재 발기부전에 대한 치료제로 

널리 쓰이고 있다. PDE-5는 cyclic GMP를 5- GMP로 바꾸어주

는 역할을 하는 esterase로 그에 대한 inhibitor는 PDE-5를 억제

하여 발기가 사라지는 현상을 막아서 발기부전이 일어나는 것을 경

감시킬 수 있다(Fig. 1).1

기전 상 혈관 확장을 유지하는 현상이 일어나기 때문에 부작용이 

일어날 경우 작으면 홍조나 경련, 근육 이상 심하면 심장마비까지 

일어날 수 있어서 부작용의 범위가 굉장히 큰 약들로 알려져 있다2.

비아그라로 알려진 sildenafil은 Pfizer에서 최초로 개발한 PDE-5 

inhibitor 약물이며 선두 약물로서 시장에서 블록버스터로 인기를 

끌었다. 비슷하게 뒤이어 vardenafil(LevitraR)와 tadalafil(CialisR)

가 Bayer사와 Eli-lily사에서 개발되어 시판되었다3. 이 약물들 중

에 vardenafil 같은 경우는 sildenafil 보다 속효성인 대신 지속시간

이 짧고, tadlafil의 경우는 지효성인 대신 지속시간이 긴 특징들을 

가지고 있다4,5 .

대표적인 3개의 약물 이후로도 udenafil, mirodenafil, avanafil 같
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은 PDE5 inhibitors 들이 개발되어 시판되고 있다6.

이런 상황으로 인하여 기존의 사용되었던 동식물의 부위를 가지고 

만들거나 효과가 있다 전해지는 식물들로 만든 약제들은 매출이 떨

어지는 상황을 맞이하게 되었다.
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Figure 1 Molecular mechanism of PDE-5 inhibitors to 

erectile function (Ref 1.)
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2. Sibutramine의 사용 및 금지 

Sibutramine은 tertiary amine으로 잠재적인 항우울제로 알려진 화

합물이었으며, 그 기전은 serotonine과 noradrenalin에 대한 

re-uptake의 억제제로 작용하는 것이었다. 하지만 식욕의 증진과 

관계된 serontonin과 noradrenalin의 흡수를 억제하기 때문에 식욕

을 감소시키는 것이 알려져서 비만에 대한 몇 안 되는 효능을 지닌 

약제로 시판되었다7.8. Sibutramine은 체내에서 Sibutramine의 아미

노기에서 demethylation이 일어나 두 가지 대사체인 

N-desmentylsibutramine과 N,N-didesmentylsibutramine으로 

변형되어 인체에 작용한다고 알려져 있다. 이 약물은 위약 실험을 

했을 때 보다 적어도 5% 이상의 체중 감량을 일어나고 약 자체의 

칼로리가 거의 없기 때문에 매우 뛰어난 약으로 보였다9(lancet). 

실제로 비만 치료제로 사용할 수 있는 약은 sibutramine과 olistat 

정도 밖에 없었기 때문에 매우 선풍적인 인기를 끌었으나 이 약에 

대한 뇌 내 신경전달물질 조절과 심혈관계 신경전달물질에 대한 영

향이 매우 커서 ,심장마비 ,졸도 등심각한 부작용이 많이 발생하였

다. 그 심각성에 대해서 조사에 들어간 결과, 이 약들은 FDA와 

EMA로부터 판매 중지 및 회수 조치에 들어가게 되었으며 한국에서

도 2010년 이후 판매를 중지하고 회수하라는 조치가 내려져 사실

상 약으로서의 생명을 다하게 되었다10-12.
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3. 건강기능식품의 대두 및 불법적인 첨가물

전통적으로, 활성 성분을 가졌다고 믿는 식품을 복용하여 효능을 기

대하는 것은 매우 당연한 것이다. 이 활성 성분을 가졌다고 주장하

는 제품들은 최근 건강기능식품법이 제정됨에 따라 그 약효성분을 

식별하여 그 양을 표시하도록 되어 있다13.

 하지만 음성적으로 법적으로 건강기능식품이라 할 수 없는 제품들

의 시장은 항상 존재해 왔으며, 점차 약효성분을 강화하기 위하여 

무언가 첨가된 불법 건강기능식품들이 성기능 향상이나 체중감량을 

표방하면서 시중에 유통되고 있다14-20. 이러한 첨가물들은 보통 약

으로 쓰이는 PDE-5 억제제나 위의 sibutramine 계열 화합물들이 

주로 사용되는데 이는 당연히 허가 되지 않은 불법이며, 실제 활성 

성분이 들어 있지 않은 성분의 활성을 유도하는데 쓰이고 있다. 이

렇게 첨가되는 물질들은 보통 그 함량이 정확하지 않고, 그 품질에 

대해서도 제대로 알 수 없는 형편이다.

유럽에서는 PDE-5 억제제를 구입하여 사용하는 경로로 2/3 정도

는 합법적인 유통경로 즉 처방전을 통해서 구입하지만 나머지 1/3

은 법적인 유통을 벗어나는 곳에서 구입하게 되고 있는데 이는 1년

에 600만개 정도로 추산된다21.

더욱이, 같은 아시아이면서 바로 옆에 있는 일본에서 조사한 바에 

따르면 합법적인 경로보다 비합법적인 경로로 유통되는 것이 2.5배
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에 따른다고 하니 그 양이 대단하다고 할 수 있다22.

한국에서도 꾸준히 그러한 식이보조제 및 건강보조식품들이 유통되

고 있으며 (Figure 2), 더욱이 체중 감량의 목적에 있어 

sibutramine 계열 화합물과 PDE-5 억제제를 동시에 같이 넣어 체

중 감소를 더욱 촉진시키려는 시도도 여럿 발견되고 있어 그 부작

용이 더 막대할 것으로 예상되고 있다.
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Figure 2 Case reports of detected adulterated supplements in 

Korea (참조: KFDA 보고서)
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4. PDE-5 억제제와 그 유사물질

이러한 식품에 대한 품질 검사로 인해 시장 상황이 어려워지자, 생

산자들은 이러한 검사를 피하기 위한 수단을 강구하기 시작했다. 성

기능 향상을 위한 검증된 PDE-5 inhibitor compound 대신 약간

의 화학적 수식을 거친 유사물질들을 만들어 낸 것이다23. 이러한 

유사물질들은 대부분 PDE-5 inhibitor의 모핵을 그대로 유지하면

서 가지를 이루는 부분을 변경하였다. 유사물질들은 사실 그 약효가 

검증되지 않았을 뿐만 아니라 그 부작용 또한 제대로 알려지지 않

아 PDE-5 inhibitor 보다 더 위험한 물질들이다. Sildenafil의 개발 

이후에 2003년에 최초의 PDE-5 억제제 유사물질인 

homosildenafil이 발견되고18 hydroxyhomosildenafil과 

acetildenafil(Hongdenafil)이 1년 뒤에 발견되었다14,24-25. 2006년 

이후엔 sildenafil 뿐 아니라 vardenafil과 tadalafil의 유사물질까지 

생기고 thiono기가 붙은 유사물질까지 만들어져서 최근에는 적어도 

46개가 넘는 유사물질들이 만들어져 보고되고 있다3,26-32 . 현재 보

고된 것이 이만큼일 뿐 아직 계속 만들어져서 새로운 유사물질들이 

나타나 첨가될 것이다. 이러한 PDE-5 억제제 유사물질들이 만들어

진 것은 공장에서 PDE-5 억제제를 만들 때 나올 수 있는 부산물

들에서 시작되었다33-35.효능이 있는 약을 개발하기 위해서 약의 효

능에 중요한 부분과 그 화학적인 모양을 파악해야 하는데, 그 것을 
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위해서 다양한 형태를 띠면서도 비슷한 물질들을 합성해서 그 효능

을 시험해 봐야 한다. 만약 약의 효능을 띤 부분을 알아냈다면 인체 

내에 들어갔을 때 흡수, 분배, 대사가 잘 되는 적합한 화합물인지를 

확인해야 하므로 약효를 가질 수 있는 다양한 물질들을 다시 합성

해야한다. 이러한 개발 단계로 인해 다양한 부산물들이 나오게 되는

데 이 물질들이 주로 PDE-5 억제제 유사물질로 사용되어 지고 있

다. 그리고 그 합성 단계들이 거의 특허로 지정되어 있어 열람이 가

능하기 때문에 불법적으로 유사물질을 제조하려는 사람들에게 풍부

한 정보를 제공하고 있다. 이에 PDE-5 억제제 유사물질들은 많아

지는 것이 당연하고  계속 생성될 것이다.

그 PDE-5 inhibitor 유사물질 중 가장 많은 것은 sildenafil에 대

한 유사물질이라고 할 수 있다. sildenafil은 가장 많이 팔리고 유명

한 화합물로 그에 대한 유사물질이 많은 것 또한 당연한 일이다. 

Pfizer에서 특허로 내놓은 합성 전략을 사용하여 유사물질은 반합성

체인 sildenafil Intermediate B36-38를 두 단계를 거쳐서 합성하게 

되어 있다. 이 합성전략은 마지막 단계에서 변형체를 만들기가 쉽기 

때문에 유사물질을 생성하기가 매우 용이하다. 결국, 황을 가진 

sildenafil 유사물질이 2002년에 나타나 보고되었다39.이 물질은 

sildenafil의 C=O 결합을 C=S로 치환한 것으로 sildenafil을 P2S5

와 반응시켜 만들 수 있다. 이러한 치환은 기존의 sildenafil 보다 



10

더 높은 독성을 가진다고 알려져 있다40. 또 다른 유사물질로 처음

으로 불법첨가물로 나타난 화합물은 aildenafil이다. 이 물질은 

2005년에 중국에서 등록되었는데41-43.2007년에 Reepmeyer에 의

해 처음으로 검출되었고 황기를 가진 유사물질 또한 식이보조제 속

에서 검출되었다44-46.최근엔 aildenafil의 다른 변형들이 많이 생기

고 있는데, 기존의 유사물질의 다른 부분을 변형시킨 유사물질이 검

출되고 있다47-49. 

Sildenafil 이외에도 tadalafil도 그 지효성 때문에 더 효과를 나타내

기 쉬운 화합물로 여겨져 여러 유사물질이 만들어 졌다. Tadalafil 

은 합성 시간이 더 짧은 관계로 더 용이한 것으로 나타났다50.하지

만 의외로 sildenafil 보다 검출된 유사물질 양이 적은데 이 것은 

tadalafil의 합성에 마약류인 매스암페타민류에 쓰이는 piperonal이 

필요하기 때문이다. 이 물질은 매우 엄중하게 감시되고 있어 입수하

기가 쉽지 않은 것으로 알려졌다51,52. 만들어진 유사물질 형태 중 

가장 알려진 것은 크게 중요하지 않은 amide의 N 위치에 다른 것

을 수식한 것으로 이를 통해 다양한 유사물질을 만들어 내었다. 첫 

번째 tadalafil 유사물질은 aminotadalafil이며 그 외에도 

methylamine 구조를 개방하여 염소를 수식화한 

chloropretadalafil26,53이 나타났다. 2003년에는 amide의 N을 수식

한 여러개의 유사물질이 나타났는데 그 중 3 종류가 식이보조제 속
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에 들어있는 것을 검출하였다54-56.

Vardenafil의 경우엔 sildenafil과 합성 과정이 매우 유사하지만 보

고된 유사물질의 종류가 훨씬 적다. 대부분 중요한 부분이 아닌 지

엽적인 수식화를 통한 제조였으며, 이는 발동이 빠른 대신 지속성이 

약하기 때문에 경제성에 있어 불리하기 때문인 것으로 보인다.
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5. UPLC와 Q-TOF MS의 발달

Ultra performance liquid chromatography를 이용해 기존 HPLC

보다 더 높은 압력에서 분리가 가능하게 되어 더 입자가 고운 컬럼

을 사용할 수 있게 되었다. 그에 따라서 더 물질의 분리도가 향상되

게 되어 더 짧은 시간에 더 정확한 분리능을 보일 수 있게 되어 널

리 사용되고 있다57.

Q-TOF MS는 기존 TOF MS의 분자량과 ion-trap MS의 빠른 

MS/MS fragmentation 기능을 동시에 지닌 기기로 원하는 물질의 

확인에 매우 유용하다58-59. 특히 LC와 연결되는 경우 기존 

LC-TOF MS나 LC- ion trap MS보다 더 나은 정확도와 선택성

을 보여주는 것으로 나타났다60. 이러한 LC-Q-TOF MS의 장점은 

많은 종류의 물질을 동시에 분석해야 하는 천연물, 대사체, 단백질, 

당류, 오염물질 분석에 매우 유용하게 사용되고 있다61-66.

본 연구 중 part 1.에서는 이러한 UPLC-Q-TOF MS를 사용하여 

건강보조식품이나 식이보조제에 들어 있는 PDE-5 억제제 3종과 

sibutramine 및 그 두 가지 유사물질을 분석하고자 하였다.
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6. DLLME의 개발 및 발전

Dispersive liquid-liquid microextraction은 2006년 이란의 

Rezaee에 의해 처음으로 세상에 소개되었다67. 이 방법은 기존의 

liquid-liquid extraction의 단점을 보완하고 많은 양의 추출용매와 

긴 추출 시간을 줄일 수 있다는 점이 무엇보다 관심을 끌었다. 더욱

이 환경적으로 green technology에 대한 관심이 높아졌을 때이고 

매우 손쉽고 간단한 방법이었기 때문에 많은 시료에 적용되었다68. 

이 방식은 aqueous sample solution, 추출용매, dispersive 용매의 

세 가지 구성요소로 이루어져 있다. 

 반면에 기존 DLLME에 사용되는 유기용매들을 바꾸려는 시도도 

있었다. 기존 DLLME에 사용되는 유기용매들은 물보다 무거운 

chloroform, methylen chloride 등의 인체에 유독하거나 환경에 

좋지 않은 물질이 대부분이기 때문에 좀 더 환경 친화적인 물질로 

교체하려는 것이었다. 이에 undecanol, hexadecane, dodecanol 등

의 물보다 가벼운 추출유기용매를 사용하여 분석하는 방법이 개발

되었다69, 이러한 방법을 solidification of floating droplet 즉 줄여

서 SFO로 일컫게 되는데, 이렇게 사용할 경우에 물보다 가벼운 유

기용매 droplet이 위로 떠오르고 이 용매를 온도를 낮춰서 고체화시

켜 꺼내기 때문에 이러한 명칭이 붙게 되었다. 위로 떠오른 유기용

매 방울을 간단히 숟가락 같은 걸로 떠내면 되기 때문에 시간이 적
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게 걸리는 점도 있다. 

이 논문의 Part 2에서는 이러한 DLLME-SFO를 이용하여 고형의 

식품보조제 속에 들어 있을 수 있는 sildenafil과 그 유사물질 5종

을 분석하였으며, 고체 상태라는 점을 극복하기 위하여 Solid 

phase extraction을 거쳐서 더욱 추출을 용이하게 하였으며 UV 검

출기를 통해 분석하여 분석하는데 필요한 비용을 절감하고자 하였

다.
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Ⅱ.실험 방법

1. 실험 재료, 시약 및 기기

1-1 재료 및 시약

Sildenafil, vardenafil, tadalafil, sibutramine, 

N-desmethylsibutramine, N,N-didesmethylsibutramine, 

hongdenafil(acetyldenafil), homosildenafil, udenafil, 

benzylsildenafil, thiosildenafil 의 표준품은 식품의약품안전청과 

서울대 김득준 교수님 실험실에서 제공 받았다. HPLC 등급의 

acetonirile, MeOH, water 그리고 phosphoric acid는 Duksan(안

산, 한국)과 Fisher(Fair lawn, NJ, USA)에서 구입하였으며 무수 

sodium sulfate는 Junsei(Tokyo, Japan), Ammonia hydroxide, 

pottasium phosphate monobasic(KH2PO4), 1-dodecanol, 

formic acid ,sodium bicarbonate, sodium 1- hexanosulfate는 

Sigma(St. Louis, MO, USA)에서 얻었다. 1-undenacanol, 

2-dodecanol은 TCI(Tokyo, Japan)에서 구입하였다. Ultra pure 

grade 2-amino-2-hydroxymethyl-propane-1,3-diol (Tris)
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는 Amresco(solon, ohio, USA)에서 구입하였다. Part 2에서 

Sample matrix로 구입한 영양제는 한국의 약국에서 산 것이며, 적

용하기 위해 구한 식이보조제들은 모두 중국에서 구입하여 들여온 

것이다.

1-2 실험 기기

- Waters ACQUITY UPLC system

- Bruker micrOTOF-q Ⅱ mass spectrometer

- Hystar chromatography software

- Compass Data analysis 4.0

- Waters ACQUITY UPLC column (50 × 2.1 mm. 1.7 μm)

- Phenomenex Luna column (250 × 4.6 mm. 5 μm)

- Agilent 1290 infinity system

- Agilent Technologies Chemstation for LC 3D system 

software

- Eppendorff Centrifuge 5415 R

- Eppendorff Centrifuge 5810 R
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Part 1. UPLC/Q-TOF를 이용한 PDE-5 inhibitor

와 sibutramine 및 그 유사물질의 동시 분석

2. 기기 조건

- UPLC system

Column oven - 40 ℃

Flow rate - 0.2 mL/ min

Mobile phase - A: 0.1% Formic acid, B: 0.1% Formic acid/ 

ACN

Injection volume - 10 μL

Gradient condition - 10% B(2 min), 25% B(4 min), 40% 

B(7 min), 70% B(10 min) 70% B(12 min)

- Q-TOF MS mass condition

Positive ion mode

Capillary voltage - 4.5 kv

Nebulizer pressure - 0.3 bar

Dry gas - 4 L/min

Dry temperature - 180 ℃
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Mass range - 100 - 1000 m/z

Collision energy - 10 or 30 ev
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3. Q-TOF MS mass calibration

Q-TOF MS의 정확한 분자량을 유지하기 위해서 Li-formate를 

LC에 sample을 주입할 때마다 그 전에 주입하여 Q-TOF MS의 

분자량을 조정하는 방법을 사용하였다. 나온 분자량을 Li-formate

와 비교하여 조정되었으며 대부분 2 ppm을 넘지 않도록 하였다.

4. 샘플 제조

50개의 대상 보충제 및 건강보조식품들은 모두 웹사이트 상에서 구

매하였다. PDE-5 inhibitor에 대한 추출 방법은 논문과 식품공전을 

참조하여 실행하였다70,71. 식품 내 PDE-5 억제제의 추출과정은 약 

500 mg의 sample을 물과 메탄올의 혼합액 80 mL(1:7)로 30분간 

bath에서 sonication 한 뒤에 용액을 종이 여과지로 여과하고 여과

된 시액에 1% sodium bicarbonate를 더한 후 분별깔때기에 넣고 

dichloromethane으로 흔들어 3번 추출한다. 추출을 거친 뒤 유기층

을 모아서 Na2SO4를 이용해 잔류 수분을 제거한 후 감압농축기를 

사용해 40도의 수온에서 모두 유기층을 날리고 남은 잔사를 메탄올

로 녹인 후 hongdenafil (20 μg/mL)을 IS로 넣은 뒤 0.2 μm 

PTFE 필터로 여과하여 LC-MS에 주입했다.

비만 치료제에 들어 있을 것으로 생각되는 sibutramine과 그 유사
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물질들은 극성이 강하여 위의 추출 방법으로는 추출할 수 없었기 

때문에 비만치료제로 사용되는 보조식품에 대해서는 오직 메탄올을 

이용하여 30분간 bath에서 sonciation 한 후 그 용액을 0.2 μm 

PTFE 필터로 여과하여 LC-MS에 주입하였다. 
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5. 밸리데이션

방법의 직선성을 획득하기 위해서 표준용액을 정해진 농도만큼 

LC-MS에 주입하였다(2, 6, 10, 14, 20, 40 μg g-1). 피크의 표

면적을 구하기 위해 사용한 프로그램은 Bruker사의 Compass data 

analysis 4.0이었으며, 검출한계(LOD)와 검량한계(LOQ)를 구하기 

위해서 다음과 같은 방정식을 이용하여 계산하였다.

LOD = 3.3 × σ/S

LOQ = 10 × σ/S

여기서 σ는 반응의 표준편차를 의미하고 S는 검량선의 기울기를 

뜻한다.

정확성은 표준품들이 섞인 용액을 4개의 농도에서 피크의 면적비로 

계산하였으며, 정밀성으로 각 농도의 inter-day와 intra-day 변화

를 계산하였다. 각 화합물의 정확성은 4번에 걸친 실험으로 계산하

였다.

이미 밸리데이션이 되었다고 생각하는 추출 방법이었기 때문에 full 

validation은 하지 않고 직선성, 정확성, 정밀성에 대한 밸리데이션

을 수행하였다72.
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Part 2. SPE와 연계된 DLLME-SFO를 이용한 

sildenafil과 그 유사물질 분석

2. 기기 조건

- HPLC-UV system

Column oven - 40 ℃

Flow rate - 1.2 mL/min

Mobile phase - A: 0.1% phosphoric acid/ 0.1% sodium 

hexanesulfate, B: 95% Acetonitrile

Injection volume - 20 μL

Gradient condition - 70% solvent A (0 min), 45% solvent A 

(15 min), 0% solvent A (28 min), 70% solvent A (31 min) 

and 70% solvent A (35 min)

UV wavelength - 225, 291 nm
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3. 샘플 제조

사용된 sildenafil과 5가지 sildenafil 유사물질들인 

hongdenafil(acetyldenafil), homosildenafil, udenafil, 

benzylsildenafil, thiosildenafil(Fig 3)은 모두  0.1 mg mL-1의 

농도로 MeOH에 녹여서 냉장고에 보관하였다. 사용할 때는 만들어

놓은 stock을 바로 MeOH로 희석하여 사용하였으며, 정량을 위한 

검량선을 만들 시엔 6개의 농도로 5 μL를 취해서 matrix로 사용

된 500 mg의 영양제에 넣어 상온에서 완전히 말린 뒤 추출하였다. 

추출할 시엔 20 mL MeOH를 넣고 20 분간 sonication하는 방법

을 사용하였으며, 추출 뒤 용액을 2500 rpm으로 원심 분리하고 그 

상징액을 취하고 유리 플라스크에 옮겨 감압증류를 통해 완전히 건

조시켰다. 마지막으로 남은 잔존물을 0.1% formic acid가 들어 있

는 10 mL 10% MeOH로 다시 녹여서 0.5 μm PTFE 실린지 필

터를 사용해 여과하면 SPE를 할 수 있는 이전 단계는 끝난다. SPE

가 들어가기 이전에 여과 과정을 거치고 용매를 바꾸어 주는 이유

는 여과를 하지 않을 경우 SPE 상에서 제대로 추출이 되지 않는 

경우가 많았고 기본적으로 mixed mode라 해도 역상이기 때문에 

용매를 극성으로 바꾸어 줄 필요성이 있었다.

다른 식이보조제를 적용하기 위해, 중국에서 들여온 샘플을 추출하

기 위해선 다른 방법을 써야 했다. 일단 50 mg의 샘플을 가지고 
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20 mL MeOH을 역시 20 분간 sonication한 뒤 원심 분리하여

(2500 rpm), 1 mL의 상징액을 0.1%가 들어 있는 10% MeOH로 

100배 희석하고 그 중 10 mL만 취해서 마찬가지로 여과한다. 이

렇게 하는 이유는 실제 중국에서 온 식이보조제에서 너무나 많은 

함량의 첨가물이 검출되었기 때문에 SPE와 DLLME로 추출하는데 

있어 너무나 과량이었기 때문에 줄이고자 희석 하였다. 
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Figure 3. Sildenafil and its five analogues
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4. Solid phase extraction

SPE를 할 때 사용한 SPE cartridge는 Waters 사의 Oasis MCX 

SPE cartridge로 사용하기 전에 3 mL MeOH와 3 mL 물, 3 mL 

5mM KH2PO4 용액을 사용해 내부 충진제를 세척하고 활성화 시켰

다.  제조된 샘플 10 mL을 투입한 뒤 SPE 내부의 물질을 제거하

기 위해 3 mL MeOH로 세척하였으며 내부에 원하는 물질을 얻기 

위해서 5% ammonia가 들어 있는 MeOH 용액 1 mL을 써서 용출

시켰다. 이 방법은 모두 Waters사에서 제공한 지침서를 따라서 이

용하였다.
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5. Dispersive liquid-liquid extraction on 

solidification of floating organic droplet

DLLME-SFO를 위해서 SPE에서 나온 용액을 dispersive 용매로 

보고 시도하였다. 추출 용매는 50 μL 1-dodecanol을 사용하였으

며 일단 추출용매와 dispersive 용매를 섞는다. 그 후 1M Tris- 

HCl buffer pH 8.8 5 mL을 12 mL 짜리 유리 시험관에 넣고 섞

인 용매를 1 mL 짜리 주사기에 넣은 다음 바늘이 수중인 상태에서 

강하게 쏘아낸다. 쏘아낸 섞인 용매가 분산되어 불투명한 상태의 용

액이 관찰되면 짧게 흔든 뒤 분산된 용매를 다시 합치기 위해서 

3500 rpm에서 5 분의 원심 분리를 통해서 유기용매와 수용액으로 

다시 분리시킨다. SFO이기 때문에 유기용매방울이 수면 위로 생성

되어 있을 텐데, 이 용매방울을 고체화시키기 위해서 유리 시험관을 

간 얼음 속에 넣고 10 분 정도 기다리면 고체화 된다. 고체화된 방

울을 제조한 기구를 통해서 1.7 mL Ependorff 튜브로 옮긴 뒤 묻

어 있는 물과 유기용매를 분리하기 위해 12000 rpm에서 1 분 정

도 원심 분리 하고 유기 용매인 위층을 30 μL 수거하여 60 μL 

MeOH와 혼합하여 HPLC-UV system에 주입한다. MeOH와 혼합

하는 것은 1-dodecanol이 매우 점성이 강하여 주입하기가 어렵기 

때문에 MeOH와의 혼합은 이러한 경향을 줄여 주입하기에 용이했
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다.
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6. 밸리데이션

사용한 SPE-DLLME-SFO 방법을 검증하기 위하여 직선성, 정밀

성과 민감도를 측정하였다. 직선 성을 확보하기 위해서 matrix 효

과를 제거하기 위해서 standard addition method를 사용하여 5, 

10, 20, 40, 100 ng mL-1의 여섯 개의 농도 점을 선택하여 3번 

씩 결과를 보고 검증하였다. Inter-day와 Intra-day variation을 

측정하기 위해선 낮은 농도(5 ng mL-1. acetildenafil만 10 ng 

mL-1), 중간 농도(20 ng mL-1), 높은 농도 (100 ng mL-1)로 

역시 3번 씩 결과를 보고 얻어서 상대표준편차(Relative standard 

variation)을 퍼센트로 얻어서 구하였다. 검출한계(LOD)와 검량한

계(LOQ)는 각각 기준선 Noise의 최소 세 배의 높이를 LOD로 하

였고, LOQ는 RSD%가 15이내인 최소 농도를 가지고 LOQ를 정하

였다73.



30

Ⅲ.결과 및 고찰

Part 1.  UPLC/Q-TOF를 이용한 PDE-5 inhibitor

와 sibutramine 및 그 유사물질의 동시 분석

1. 크로마토그램(XIC)과 분자량의 정확도

Figure 4 에서 6개 화합물이 동시에 분석되는 것을 보여주고 있다.

 화합물의 머무름 시간은 vardenafil 6.5 분, sildenafil 7.4 분, 

N,N-didesmethylsibutramine 8.8 분, N-desmetylsibutramine 

9 분, sibutramine 9.2 분, tadalafil 9.3 분의 순으로 나타났다. 총 

분석시간은 13분으로 다른 mass로 했을 때보다 절반 정도 줄인 시

간이다3.

Table 1에서는 6개 화합물의 계산되어진 m/z 값과 Q-TOF MS에

서 측정된 값 및 그 오차를 보여주고 있다. 화합물의 분자량의 오차

는 모두 5 ppm이하였다. 높은 분자량의 정확도로 인해 각 화합물의 

분자량을 쉽게 결정할 수 있었다. 보통, 원소 배치(isotopic 

distribution)로 화합물의 분자식을 확인하는데 받아들일 수 있는 

오차가 5 ppm이며, 이 정도의 질량검출기와 각자 가지고 있는 특이
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한 머무름 시간으로 매우 높은 정확도로 물질을 특정 지을 수 있다

61.
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Figure 4. Extract ion chromatogram of the six compounds. All 

compounds concentration was 40 μg/g. Extracted ion molecular 

weight were sildenafil(m/z 475.21), vardenafil(m/z 489.23), 

tadalafil(m/z 390.14), sibutramine(m/z 280.18), 

N-desmetylsibutramine(m/z 266.17), 

N,N-didesmethylsibutramine(m/z 252.15)
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Compounds
Theoretical

Mass [m/z]

Calculated

Mass [m/z]
Error(ppm)

Sildenafil 475.2122 475.2122 +0.1

Vardenafil 489.2278 489.2284 -1.1

Tadalafil 390.1448 390.1400 +4.9

Sibutramine 280.1826 280.1838 -3.9

N-desmethylsibutramine 266.1670 266.1668 +0.7

N,N-didesmethylsibutramine 252.1513 252.1518 -1.8

Table 1.  Calculated and measured m/z of the six compounds
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2. Isotopic distribution

Isotopic distribution은 화합물 속에 있는 원소의 동위원소를 이용

하여 그 비율로 화합물의 분자식을 유추하는 방법이다. Q-TOF 

MS가 지닌 정확한 분자량을 통하여 물질의 분자식을 표준 품과 비

교 없이 식별하고자 하였다. 그럼에도 불구하고 sildenafil, 

vardenafil, tadalafil의 경우에는 탄소, 산소, 질소, 수소, 황만으로 

이루어져서 많은 분자식과의 연관이 있었다(Figure 3). 하지만 분

자식 중 가장 높은 신뢰성을 나타낸 식은 그들의 분자식으로 나타

나 5 ppm이 아닌 더 정확한 분자량을 지닌 mass라면 화합물을 식

별하는데 매우 유용하게 쓰일 수 있을 것으로 기대된다. 물론 더 이 

기계를 기계적으로 업그레이드 하여 오차를 줄일 수 있는 방법 이

외에 다른 방법을 거쳐서 오차를 줄일 수 있겠지만, 이 물질들에 대

해서는 5 ppm의 오차가 발생하는 것을 피할 수 없는 것으로 보인

다.

반면, sibutramine과 그 유사체들은 단 한 개의 분자식만을 확인하

였고 실제 그 분자식과 실제 화합물의 분자식이 일치하였다. 이 것

은 sibutramine과 그 유사체 들이 탄소, 산소, 질소, 수소가 아닌 

염소를 가지고 있는 화합물이었기 때문으로 생각되며 이 Q-TOF 

MS의 정확한 mass에 의거하여 탄소, 산소, 질소, 수소, 황 이외의 

다른 원소를 지니고 있는 화합물이라면 그 분자식을 정확히 찾아낼 
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수 있을 것으로 기대된다.



36

measure m/z # Formula m/z Error[mDa] Error[ppm]

475.2112 1 C22H31N6O4S 475.2122 1.0 2.0

2 C21H35N2O8S 475.2109 -0.4 -0.9

3 C18H27N12O2S 475.2095 -1.7 -3.6

a)

Figure 5 Isotopic distribution results of sildenafil, vardenafil, 

tadalafil, sibutramine and its two analogues. a) Sildenafil 

isotopic mass spectrum and candidates of isotopic 

distribution.
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measure m/z # Formula m/z Error[mDa] Error[ppm]

475.2284 1 C23H33N6O4S 479.2278 -0.6 -1.1

2 C22H37N2O8S 479.2265 -1.9 -3.8

3 C24H29N10S 479.2292 0.8 1.7

4 C19H41N2O8S2 479.2299 1.5 3.1

5 C23H41N2O3S3 479.2274 -1.0 -2.0

6 C31H37OS2 479.2280 -0.3 -0.7

b)

Figure 5 Isotopic distribution results of sildenafil, vardenafil, 

tadalafil, sibutramine and its two analogues. b) Vardenafil 

isotopic mass spectrum and candidates of isotopic 

distribution.
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measure m/z # Formula m/z Error[mDa] Error[ppm]

390.1429 1 C22H20N3O4 390.1448 1.9 4.9

2 C23H16N7 390.1462 3.3 8.4

3 C18H16N9O2 390.1421 -0.8 -2.0

4 C17H20N5O6 390.1408 -2.1 -5.4

5 C16H24NO10 390.1395 -3.4 -8.8

c)

Figure 5 Isotopic distribution results of sildenafil, vardenafil, 

tadalafil, sibutramine and its two analogues. c) Tadalafil 

isotopic mass spectrum and candidates of isotopic 

distribution.
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measure m/z # Formula m/z Error[mDa] Error[ppm]

266.1668 1 C16H25ClN 266.1670 0.2 0.7

d)

Figure 5 Isotopic distribution results of sildenafil, vardenafil, 

tadalafil, sibutramine and its two analogues. d) Sibutramine 

isotopic mass spectrum and candidates of isotopic 

distribution.



40

measure m/z # Formula m/z Error[mDa] Error[ppm]

280.1838 1 C17H27ClN 280.1827 -1.1 -3.9

e)

Figure 5 Isotopic distribution results of sildenafil, vardenafil, 

tadalafil, sibutramine and its two analogues. e) 

N-desmethylsibutramine isotopic mass spectrum and 

candidates of isotopic distribution.
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measure m/z # Formula m/z Error[mDa] Error[ppm]

252.1518 1 C15H23ClN 252.1514 -0.5 -1.8

f)

Figure 5 Isotopic distribution results of sildenafil, vardenafil, 

tadalafil, sibutramine and its two analogues. f) 

N,N-didesmethylsibutramine isotopic mass spectrum and 

candidates of isotopic distribution. 
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3. MS/MS fragmentation

Isotopic distribution으로는 정확하게 분자식을 추정해 낼 수 없는 

물질이 상당 수 있었기 때문에 화합물의 [M+H]+를 확인하고 그 

분자의 mass fragmentation을 확인하였다. 기존에 알려진 

fragmentation28,74,75과 비교하여 그 물질이 모두 sildenafil, 

vardenafil, tadalafil, sibutramine, N-desmethylsibutramine, 

N,N-didesmehtylsibutramine 임을 확인하였다.(Figure 6)
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a)

Figure 6 Mass fragments of sildenafil, vardenafil, tadalafil, 

sibutramine and its two analogues. Collision energy was 10 

eV except for sildenail and vardenafil. In case of sildenafil 

and vardenafil, 30 eV energy could obtain a fragment for 

identification of the structure. a) sildenafil and its predicted  

fragments mass 
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b)

Figure 6 Mass fragments of sildenafil, vardenafil, tadalafil, 

sibutramine and its two analogues. Collision energy was 10 

eV except for sildenail and vardenafil. In case of sildenafil 

and vardenafil, 30 eV energy could obtain a fragment for 

identification of the structure. b) vardenafil and its predicted  

fragments mass 
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c)

Figure 6 Mass fragments of sildenafil, vardenafil, tadalafil, 

sibutramine and its two analogues. Collision energy was 10 

eV except for sildenail and vardenafil. In case of sildenafil 

and vardenafil, 30 eV energy could obtain a fragment for 

identification of the structure. c) Tadalafil and its predicted  

fregments mass 
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d)

Figure 6 Mass fragments of sildenafil, vardenafil, tadalafil, 

sibutramine and its two analogues. Collision energy was 10 

eV except for sildenail and vardenafil. In case of sildenafil 

and vardenafil, 30 eV energy could obtain a fragment for 

identification of the structure. d) sibutramine, its two 

analogues and their predicted fragments mass 
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Compounds LOD (ng/g) LOQ (ng/g)
Sildenafil 0.44 1.35
Vardenafil 1.25 3.80
Tadalafil 2.00 6.07
Sibutramine 1.78 5.39
N-desmethylsibutramine 1.50 4.55
N,N-didesmethylsibutramine 1.92 5.84

4. 밸리데이션

모든 화합물의 직선성은 R 제곱 값을 통해 구하였는데 모두 

0.9904 이상이었다. 직선성 범위는 2 - 40 μg g-1이었으며 LOD

와 LOQ 값은 Table 2 에서 나타냈었다. Inter-day와 Intra-day

를 통한 정밀도는 피크 면적의 상대표준편차를 통해 구하였으며, 6

개의 화합물의 결과 모두를 Table 3에 기재하였고 정확성 또는 같

이 기재하였다.

Table 2 LOD and LOQ of the six compounds.



48

Known

concentration

(μg /g)

Concentration

(μg/g,mean ±S.D)

Variation (RSD %)

Intra-day Inter-day

Sildenafil

2 2.1 ± 0.1 1.4 2.7

10 n.d. 2.0 4.2

20 20.5 ± 0.8 1.7 3.3

40 40 ± 1.5 2.6 2.9

Vardenafil

2 2.3 ± 0.3 3.9 8.3

10 n.d. 3.8 4.4

20 20 ± 0.9 1.0 3.4

40 40 ± 1.3 1.8 3.6

Tadalafil

2 2.2 ± 0.2 8.6 3.6

10 n.d. 5.1 4.2

20 20 ± 1.7 4.0 2.0

40 40 ± 2.0 2.2 3.9

Sibutramine

2 2.1± 0.2 7.0 3.4

10 n.d. 4.3 3.8

20 20 ± 2.1 4.0 2.0

40 40 ± 3.3 2.6 2.5

N-desmethylsibutramine

2 2.0 ± 0.1 4.4 5.5

10 n.d. 6.0 3.7

20 20 ± 2.1 5.8 5.7

40 40 ± 3.3 2.6 2.5

N,N-didesmethylsibutramine

2 2.0 ± 0.2 11.3 12.8

10 n.d. 5.9 9.8

20 20 ± 1.2 6.3 6.7

40 40 ± 2.1 3.6 5.0

Table 3. Accuracy and precision. n.d., no data
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5. 실제 샘플 적용

50개의 건강보조식품을 인터넷 시장을 통해 구매하여 sildenafil, 

vardenafil, tadalafil, sibutramine, N-desmetylsibutramin, 

N,N-didesmehtylsibutramine에 대한 분석을 실시하였다. 그 결과 

3종의 건강보조식품에서 대상물질이 검출되었다. 11.1 mg/ unit, 

47.8 mg/ unit의 tadalafil과 9.4 mg/ unit의 

N-desmethylsibutramine이 검출된 건강보조식품은 모두 캡슐 형

태로, 이는 가장 만들기 쉽고 첨가가 간단하기 때문이라고 생각된

다.(Fig 7)

보통 치료를 위한 tadalafil의 함량은 10-20 mg 사이에 위치하는

데 한 제품은 그 양의 2배를 넘었기 때문에 매우 위험한 부작용을 

경험할 것이라 생각되고, sibutramine 및 그 계열 화합물들은 유럽

과 미국, 그리고 최근 우리나라까지 모두 제품 생산 금지 및 회수 

조치가 내려진 상태이므로 역시 심혈관계 부작용을 일으킬 거라 예

상된다.
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Tadalafil 11.1 mg/unit

Tadalafil 47.8 mg/unit

N-didesmethylsibutramine 9.4 mg/unit

Figure 7 Adulterated supplements among the collected 50 

supplements. N-desmethylsibutramine and tadalafil were 

detected. 
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Part 2. SPE와 연계된 DLLME-SFO를 이용한 

sildenafil과 그 유사물질 분석

1. Ion pairing chromatography를 이용한 주요 성분 

분리

목표로 한 6개 화합물이 모두 sildenafil 관련해서 약간의 변형을 

거친 유사물질이기 때문에 UV 흡광도도 유사하여 머무름 시간만으

로 분리해야 되기 때문에 ion-pairing chromatography를 사용하

여 분석하였다. 두 가지(머무름 시간, m/z)를 가지고 분리 분석할 

수 있는 LC-MS와는 다르기 때문에 LC-UV로 분석하면 상당히 

많은 방해되는 peak이 나올 수밖에 없다. 이 peak들과 실제 성분 

peak이 겹치는 것을 최소화하기 위하여 여기서는 sodium 

hexanesulfonate를 ion-paring reagent로 사용하였다. Fig 8에서 

볼 수 있듯이 sildenafil과 5개의 유사물질들이 잘 baseline에서 잘 

분리되어 15 min 내 나오는 것을 확인할 수 있다.
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Figure 8. UV chromatogram of sildenafil and its five 

analogue. 1- acetildenafil 2-sildenafil 3- homosildenafil 

4-udenafil 5-benzylsildenafil 6- thiosildenafil
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2. SPE 최적화

DLLME-SFO를 하기엔 샘플에 있는 물에 녹지 않는 고형물이 많

고, 조금 더 농축시키기 위하여 SPE를 시도하였다. 많이 사용되는 

SPE cartridge인 C18을 가지고 시도해 보았으나 그 경우엔 원하는 

물질을 추출하지 못하고 많은 peak들이 나타나 부적합한 것으로 나

타났다. 게다가 그 뒤 DLLME-SFO에서 많은 방해물로 인하여 

DLLME-SFO할 때 생성되어야 하는 방울이 생성되지 못하는 문제

점도 보였다. 그래서 C18보다 더 나은 cartridge를 찾던 중 

Waters사의 Oasis MCX cartridge에 주목하게 되었다. 이 

cartridge는 mixed-mode로 역상과 양이온 교환 크로마토그래피를 

동시에 적용할 수 있는 충진제를 채웠기 때문에 중성에서 양이온이 

되는 sildenafil과 그 유사물질을 추출하기에 적당하며, 그 외의 중

성에서 극성을 띠지 않는 물질을 제거하는데 있어 탁월한 효과를 

보여줄 것으로 기대하였다.  더욱이 매우 간단한 용매인 MeOH로 

세척하는 것으로 방해물질을 쉽게 없앨 수 있어서 더 유용하다고 

판단하였으며 실제 사용했을 때 강력한 제거 효과를 보여주었

다.(Fig 9)
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a)

Figure 9. UV chromatogram before and after mixed mode 

SPE-DLLME-SFO. a) UV chromatogram before mixed mode 

SPE-DLLME-SFO 
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b)

Figure 9. UV chromatogram before and after mixed mode 

SPE-DLLME-SFO. 

 b) UV chromatogram after mixed mode SPE-DLLME-SFO 
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3. DLLME-SFO 최적화

사용된 DLLME -SFO 방법을 최적화하기 위하여 추출 용매, 

dispersive 용매, 추출용매의 양, 수용액의 pH를 가장 중요한 요인

으로 정하여 최적화하기로 하였으며, 최적화할 때 사용할 지표로 

enrichment factor라는 것을 이용하였다. Enrichment factor는 추

출된 다음의 농도/ 처음 농도라는 식으로 계산하였다.

먼저 추출용매와 dispersive 용매의 종류를 선택하기 위하여 몇 가

지 종류의 사용되는 것을 시험했다. DLLME-SFO에 적합한 용매는 

모두 물보다 비중이 작아야 하며, 물에 잘 녹지 않아야 하고, 녹는

점이 상온 근처여야 하며, 대상 물질을 추출하기에 적합한 것이어야 

한다. 그리고 사용되는 dispersive 용매와 잘 섞여야 하는 용매여야 

한다68. 이러한 용매로 1-dodecanol, 2-dodecanol, 1-undecanol, 

hexadecane, cyclohexane 50 μL를 1 mL MeOH를 가지고 

DLLME-SFO를 시도하였다. 몇몇 용매에서 극복될 수 없는 문제가 

발생하였는데, hexadecane은 MeOH와 섞이질 못했고, 

cyclohexane과 1-octanol은 수면 위로 생성된 방울이 낮은 녹는

점으로 인해 고체화되지 못하여 제외했다. 그래서 오직 

1-dodecanol, 2-dodecanol, 1-undecanol을 대상으로 

enrichment factor를 측정하였다 (Fig 10). 3가지 용매 중에서 전

체적으로 좋은 추출 효율을 보여 준 것은 1-dodecanol과 
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1-undecanol이었으나 그 중 sildenafil, udenafil, benzylsildenafil

에서 더 나은 효율을 보여준 1-dodecanol을 사용하기로 하였다.

Dispersive 용매로는 1mL의 MeOH와 aceton을 가지고 시도하였

는데, MeOH이 DLLME-SFO뿐만 아니라 고체 샘플 내 sildenafil

과 그 유사물질을 추출하는데도 높은 추출 효율을 보여줬기 때문에 

MeOH를 사용하기로 하였다. 그리고 aceton이 SPE에서 사용해야

만 하는 ammonia와 상온에서 반응하여 반응물을 만드는 것이 알려

져서 사용하지 않기로 했다76.77.
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Figure 10. Extraction solvent effect on enrichment factor
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용매의 용량에 대해서는 먼저 dispersive 용매의 양은 SPE에서 나

온 용량인 1 mL을 변경할 수 없다. 반면, 추출용매의 양은 바꿀 수 

있으므로 1-dodecanol을 사용하여 25 μL에서 100 μL 사이의 

용량을 시험하였다. 가장 작은 용량인 25 μL의 경우엔 고체화된 

방울이 너무 작아서 꺼내기가 너무 힘들고, 100 μL의 경우에는 

enrichment factor가 너무 작아지기 때문에 추출효율이 떨어지게 

된다. 그래서 결국 50 μL의 용량으로 결정하였다.

수용액의 pH 또한 DLLME-SFO의 추출 효율을 결정하는데 매우 

중요한 요인 중 하나다. sildenafil의 pKa는 8.2에서 9.678이고 

thiosildenafil의 경우는 11.579로 알려져 있다. 다른 sildenafil 유사

물질의 경우는 알려져 있지 않으나 같거나 비슷한 구조이기 때문에 

비슷한 pKa를 가지고 있을 것으로 생각된다. 사용된 dispersive 용

매에 5% ammonia가 함유되어 있기 때문에 sildenafil과 그 유사물

질을 추출하는데 어려움이 있다. 샘플의 pH를 낮추기 위해서 

buffer 또는 HCl을 사용해 보았다. 그러나 HCl 용액을 사용하여 

pH를 조절하는 것은 매우 어려웠기 때문에 buffer를 사용하기로 하

였다. Buffer를 만들기 위해 사용한 물질은 Tris 

(2-Amino-2-hydroxymethyl-propane-1,3-diol)로 보통 HCl

을 이용하여 그 pH를 맞추어 Tris-HCl buffer로 불린다. 이 1M 

Tris buffer를 사용하여 pH를 7.5에서 9.0까지 시험해 보았다(Fig 
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11) 그에 따르면 pH 8.5에서 thiosildenafil의 추출 효율이 제일 좋

았지만 나머지 물질들은 pH 8.8이 제일 좋았기 때문에 수용액은 

pH 8,8 1M Tris-Cl buffer로 결정하였다.
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Figure 11. solution pH effect of enrichment factor
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4. 밸리데이션

이 방법에서의 직선성을 계산하기 위해 표준물질을 첨가하는 방식

을 사용하였고 R2 값이 모두 0.996이상인 좋은 결과를 얻었다

(Table 4).샘플 peak의  Inter-day 와 intra-day variation은 각

각 0.2에서 5.7%, 2.2%에서 9.9%를 나타내었다(Table 5). 검출한

계(LOD)는 2.5에서 7.5 ng mL-1이었는데 타 논문 방법의 보조제 

내 sildenafil, homosildenafil, acetyldenafil의 검출한계 보다 50, 

64, 19 배가 더 뛰어난 것이었다80-83.
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Range

(ng mL-1)
R2 value

LOD

 (ng mL-1)

LOQ

 (ng mL-1)

acetildenafil 10-100 0.9993 7.5 10

sildenafil 5-100 0.9984 2.5 10

homosildenafil 5-100 0.9964 2.5 10

udenafil 5-100 0.9990 2.5 10

benzylsildenafil 5-100 0.9988 2.5 10

thiosildenafil 5-100 0.9978 2.5 10

Table 4. Linearity, R2 value and sensitivity of current 

method
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Intra-day variation Inter-day variation

Low Medium High Low Medium High

acetildenafil 2.5 0.3 5.4 6.0 9.9 9.4

sildenafil 2.9 0.5 3.9 4.8 1.8 8.8

homosildenafil 1.8 0.2 4.3 9.0 3.1 9.1

udenafil 1.4 0.7 5.2 8.5 2.3 9.1

benzylsildenafil 1.1 2.1 5.7 7.2 2.8 9.3

thiosildenafil 1.8 0.2 4.9 5.5 2.2 9.4

Table 5.  Intra- and inter-day variation of the proposed 

method evaluated at three concentrations. Data is shown as 

% RSD (n = 3). Low- 5 ng mL-1(acetildenafil- 10 ng 

mL-1), Medium- 20 ng mL-1, High- 50 ng mL-1 
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 5. 사용된 DLLME와 기존 DLLME와의 차이점

이란의 Rezaee가 처음으로 DLLME를 2006년에 소개한 이후67 수

많은 이 방법의 응용이 있어왔다68. 그러나 실제 샘플에의 적용에서, 

DLLME를 적용할 때 대부분의 실제 샘플은 수용액 상태 즉 강물이

나 음료 같은 것을 분석하는데 치중했다84,85. 그것은 깨끗한 상태의 

수용액 상태의 샘플만이 DLLME를 통해 유기용매 방울을 만들 수 

있었기 때문이었다. 매우 적은 사례에서 SPE와 DLLME를 조합시

켜서 고형 상태의 복잡한 샘플을 수용액 상에 녹여서 다루었다86,87. 

이 방식과는 다른 방식으로 물에 잘 녹지 않는 유기물들을 추출하

기 위해서 고체상태의 물질을 MeOH 등의 유기용매로 먼저 녹인 

후 DLLME를 시도하는 방법이 개발되었다88. 유기용매인 추출 용매

들은 DLLME에서 dispersive 용매로 이용되는 방식이다. 이러한 

방식을 기존 SPE에 적용시키면, 이 방식의 약점이 enrichment 

factor가 낮은 부분을 높일 수 있고, SPE를 거침으로서 더 깨끗한 

크로마토그램을 얻을 수 있을 것이라 생각되었다. 실제 실험에서, 

사용된 영양제의 성분이 매우 복잡하고(Table 6), 첨가한 목표성분

이 매우 낮았음에도 이 방법은 깨끗한 크로마토그램을 보여주었고

(Fig 9), 표준물질 5 ug mL-1과 20 ng mL-1가 첨가되어 추출된 

결과가 비슷한 intensity를 보여주는 것으로 보아(Fig 12) 방해물

질 제거와 강력한 농축을 모두 이루어냈다고 판단된다. 
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Ingredients Contents

Tocopheryl acetate 20 mg

Ascorbic acid 772.2 mg

Folic acid 250 μg

Thiamine nitrate 25 mg

Riboflavin 12 mg

Nicotinamide 100 mg

Pyridoxine hydrochloride 10 mg

Cyanocobalamine 12 mg

Calcium pentothenate 30 mg

Zinc sulfoxide 65.97 mg

Dry yeast containing selcium 37 mg

Table 6.  The declared content of multiple ingredients in 

dietary supplement as matrices
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a)

Figure 12 Effect of extraction using SPE coupled with 

DLLME-SFO a)  The chromatogram of  5 μg mL-1 standard 

solution
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b)

Figure 12 Effect of extraction using SPE coupled with 

DLLME-SFO b) The chromatogram of added 20 ng mL-1 

solution after SPE-DLLME-SFO
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6. 실제 샘플 적용

이 방법을 실제 샘플 즉 sildenafil 및 유사물질을 함유하고 있는 보

조제들에게 실험하기 위해서 캡슐제, 정제, 환제의 제형을 시험했다

(Table 7).

만들어진 보조제들 속에 들어 있는 성분의 함량이 예상보다 너무 

강했기 때문에 어쩔 수 없이 적은 양의 샘플을 얻고, 추출된 용액을 

희석할 수밖에 없었는데, 의심되는 보조제들 속에서는 모두 

sildenafil이 명확하게 검출되었다.(Fig 13) 영양제를 matrix로 한 

기존 방법의 결과와 마찬가지로 sildenafil 외에 다른 peak 발생이 

별로 없었다.
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Formulation Dosage
Detected 

compound

Compound 

amounts

Tablet 1 500 mg sildenafil 10.8 mg/unit

Capsule 1 500 mg sildenafil 46.2 mg/unit

Capsule 2 1000 mg sildenafil 37.2 mg/unit

Tablet 2 500 mg sildenafil 13.1 mg/unit

Pill 800 mg sildenafil 20.9 mg/unit

Capsule 3 1000 mg sildenafil 41.4 mg/unit

Table 7. Detected commercial dietary supplements by the 

developed method
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a) 

Figure 13. The Chromatogram of other adulterated 

supplement supplied in china using SPE-DLLME-SFO. 

a) Pill formulation
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b)

Figure 13. The Chromatogram of other adulterated 

supplement supplied in china using SPE-DLLME-SFO. 

b) Capsule 1 formulation
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c)

Figure 13. The Chromatogram of other adulterated 

supplement supplied in china using SPE-DLLME-SFO. 

c) Capsule 2 formulation
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d)

Figure 13. The Chromatogram of other adulterated 

supplement supplied in china using SPE-DLLME-SFO. 

d) Tablet 2 formulation
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e)

Figure 13. The Chromatogram of other adulterated 

supplement supplied in china using SPE-DLLME-SFO. 

e) Capsule 3 formulation



76

f)

Figure 13. The Chromatogram of other adulterated 

supplement supplied in china using SPE-DLLME-SFO. 

f) Tablet 1  formulation
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Ⅳ. 결론

Part 1에서는 PDE-5 억제제로 사용되는 sildenafil, vardeanafil, 

tadalafil과 sibutramine 과 그 유사체 들을 UPLC와 연결된 

Q-TOF MS로 동시에 분석하였다. 또한 이 방법의 높은 감도와 정

확도를 실제 샘플에 적용해 보았다. 이 방법은 빠르고 민감한 

UPLC와 정확한 분자량을 보여주는 Q-TOF MS를 연결했으며 이

는 분석 시간을 많이 줄이는 것으로 나타났다. 이 방법은 간단하고 

빠르게 성기능 향상이나 체중 조절용 식이 보충제나 천연물에 기반

한 건강보조식품 내부에 포함된 부작용 심한 첨가물들을 분석하는

데 쓰일 수 있음을 보였다. 또한 6개의 화합물을 동시에 매우 간단

하게 분석할 수 있는 방법이며 많은 양의 샘플을 분석하여 검출하

는데 시간을 줄일 수 있을 것으로 기대한다.

Part 2에서는 PDE-5 inhibitor 중의 하나인 sildenafil과 그 5가지 

유사물질을 보조제 속에서 SPE와 DLLME-SFO를 통해 분석하였

다. 6개 물질은 ion-pairing chromatography를 통해 HPLC-UV

로 검출되었다. 사용된 mixed-mode SPE는 간단한 MeOH 세척만

으로 영양제 안의 방해물질을 대부분 제거할 수 있었으며, 

DLLME-SFO를 통하여 대상 물질의 강력한 농축 효과가 나타나는 
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것을 알 수 있었다. 이러한 방법은 기존 LC-UV 방법보다 간단하

고 빠르며 감도가 대단힌 좋은 것으로 나타났으며, 이러한 방법을 

통해 다양한 방해물질을 가진 보조제 내의 sildenafil 및 그 유사물

질에 대한 분석에 매우 유용할 것으로 생각한다.
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본인의 논문 내용을 편집한 것임을 밝힙니다.
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Seoul National University

The drug adulteration of dietary supplements was very 

dangerous effect for human health. 

  In part 1 of this study, a simultaneous method was used to 

examine three synthetic PDE-5 inhibitors (sildenafil, 

vardenafil, and tadalafil), sibutramine and its two major 

analogues (N-desmethylsibutramine and 

N,N-didesmethylsibutramine) using ultra performance liquid 

chromatography (UPLC) coupled with quadrupole time of 

flight mass spectrometry (Q-TOF MS) in dietary 

supplements. This approach using UPLC/Q-TOF MS showed 

the high accurate mass of six compounds for identification 

and short run time. Accuracy of this method was from 87% 

to 113% and precision was less than 12.8%. The limit of 

detection and limit of quantification were between 0.44 ng/g 
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and 2.0 ng/g and between 1.34 ng/g and 6.07 ng/g, 

respectively. This method allows easy and fast analysis and 

detection of diverse adulterants. 

 In part 2, the solid samples were first extracted by 

methanol, and then cleaned up and pre-concentrated by solid 

phase extraction along with dispersive liquid-liquid 

microextraction based on solidification of floating organic 

droplets (DLLME-SFO). Factors influencing the extraction 

efficiency were optimized, including the type of SPE 

cartridge, the pH of extraction environment, the type of 

extraction and dispersive solvents, and the volume of 

extraction solvent. Under the optimized conditions, the 

method was linear over the range of 5-100 ng mL-1 for 

sildenafil, homosildenafil, udenanfil, benzylsildenafil and 

thiosildenafil, and 10-100 ng mL-1 for acetildenafil with R2 

higher than 0.996. Intra- and inter-day precisions 

expressed as relative standard deviations were less than 
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5.7% and 9.9%, respectively. The limits of detection were 

between 2.5-7.5 ng mL-1. The developed method was 

successfully applied for the analysis of sildenafil and its five 

analogues in complex dietary supplements using a basic 

LC-UV system.

Keyword: Adulteration, PDE-5 inhibitor, Sibutramine, 

UPLC/Q-TOF, Dietary supplement, Dispersive lilquid-liquid 

extraction

Student number : 2006-21967
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