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식품 중 아스코르빈산 유래 산화방지제의 HPLC 분석법 검증 및 개선
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Abstract
Analytical methods for food antioxidants including ascorbic acid, erythorbic acid, ascorbyl palmitate (AP), and ascor-
byl stearate (AS), were validated using high performance liquid chromatography. Validation parameters such as lin-
earity, limit of detection (LOD), limit of quantification (LOQ), and recovery were tested using lard and cider as food
model systems. Linearity of ascorbic acid and erythorbic acid were both higher than (R2> 0.99), LOD of these com-
pounds were 0.46 and 0.48 µg/mL, respectively and LOQ were 1.39 and 1.45 µg/mL, respectively. The recovery rates
of these compounds were 86.35-94.78% and 84.76-95.02%, respectively. However, the concentration of AP and AS
decreased in methanol stock solution. Four other solvents including ethanol, acetonitrile, mixture of methanol and ace-
tonitrile, and mixture of ethanol and acetonitrile were tested to increase the stability of AP and AS under room tem-
perature and refrigerated temperature. Ethanol provided better stability of AP and AS under both room and
refrigerated temperature. This study can help to accurately analyze the content of ascorbic acid and its derivatives in
processed foods.
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서 론

식품제조기술 및 가공기술 발달, 식생활 변화에 따라 다

양한 가공식품이 개발되고 있으며 가공식품의 맛, 향, 외형

적 가치, 식욕증진, 영양보존 등의 이유로 식품첨가물이 사

용되고 있다. 식품첨가물은 식품을 가공, 유통 중 발생 가

능한 식품 성분 변화 방지, 가치 향상 등의 목적으로 사용

되고 있으나 그 유익성에도 불구하고 오용 및 남용으로 인

한 위해 가능성이 있어 각 나라마다 식품에 사용되는 식품

첨가물의 종류 및 함량을 제한하고 있다(KFDA, 2009).

대한민국에서 허용된 식품첨가물의 총 품목 수에 비해

일부 첨가물만이 식품공전 분석법에 고시되어있다. 이 외

의 품목 중 산화방지제, 착색제, 표백제, 고결방지제, 허용

외 첨가물 등의 분석법은 ‘식품 중 식품첨가물 분석법’에

기재되어 있다(KFDA, 2007). 

산화방지제는 지방을 함유한 다양한 가공식품에 첨가되

는 식품첨가물로서 지방산화의 효율적 조절을 첨가 목적으

로 한다. 에리쏘르빈산(erythorbic acid, isoAA)은 아스코르

빈산(ascorbic acid, AA)의 이성질체이고, 아스코르빌파르미

테이트(ascorbyl palmitate, AP)와 아스코르빌스테아레이트

(ascorbyl stearate, AS)는 각각 AA와 포화지방산인 palmitic

acid, steraric acid의 ester 형태이다. 식품첨가물공전(KFDA,

2009)에 의하면 AP와 AS사용기준은 일부 식용유지류에서

는 0.5 g/kg 이하, 기타식품에서는 1.0 g/kg이하로 정해져

있으며 병용 시에는 사용량의 합계로 결정된다. AP는 산화

방지 이외의 용도로 유화액 및 encapsulation 제조를 위한

계면활성제로 활용되어 왔다(Palma et al., 2002; Špiclin et
al., 2003; Teeranachaideekul et al., 2007).
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이들 산화방지제의 분석은 주로 역상 고속액체크로마토그

래피(reverse phase-high liquid performance chromatography,

RP-HPLC)-자외선검출기(an ultraviolet detector)를 이용하여

분석되며, AA와 isoAA는 265 nm(Fontannaz et al., 2006)와

220 nm, 240 nm(Sottofattori et al., 1998)등의 파장에서, AP

는 245 nm(Špiclin et al. 2003) 파장에서 검출된 바 있다. 또

한 ‘식품 중 식품첨가물 분석법’에서도 이들 산화방지제의

분석법에 대해 기재가 되어 있다.

가공식품의 식품첨가물을 분석하여 현행 식품첨가물 공

전 또는 식품공전의 규격 기준에 대한 적합여부를 판정하

는 것은 소비자의 건강과 밀접한 연관이 있다. 식품 첨가

물의 안전한 관리 및 소비자의 건강을 위해 ‘식품 중 식품

첨가물 분석법’에 기재된 항산화물질 분석법의 검증 및 개

선을 통한 분석법 확립 및 공정 시험법으로의 도입 여부를

결정 하는 것이 필요하다. 

본 연구의 목적은 산화방지제인 AA, isoAA, AP와 AS의

‘식품 중 식품첨가물 분석법’에 기재된 HPLC에 의한 분석

법을 검증하고 AP와 AS의 경우, 사용용매에 따른 산화방

지제의 안정성을 확인하는 데 있다. 

재료 및 방법

실험재료

IsoAA와 AP는 Sigma-Aldrich(St. Louis, Mo., U.S.A)에서

구입하였고, AA와 AS 표준물질은 각각 KANTO Chemical

(Tokyo, Japan)사와 TCI(Tokyo, Japan)사 제품을 사용하였

다. 아세토니트릴(ACN), 메탄올, 에탄올은 J.T.Baker

(Phillipsburg, NJ, USA)사의 HPLC급 제품을 사용하였으며,

인산암모늄과 meta-phosphoric acid는 Sigma-Aldrich사(St.

Louis, Mo, USA)로부터 구입하였다. 

아스코르빈산 및 에리쏘르빈산 분석

시료제조 및 회수법

AA와 isoAA를 각각 5.0 mg씩 2% meta-phosphoric acid

Table 1. Operating conditions for determination of ascorbic acid (AA), erythorbic acid (isoAA), ascorbyl palmitate (AP), and ascorbyl
stearate (AS) by HPLC-UV 

Ascorbic acid, Erythorbic acid Ascorbyl palmitate, Ascorbyl stearate

Column Kromasil 100-5NH2 (4.6 mm ID × 250 mm, 5 µm) Symmetry C18 (3.6 mm × 150 mm, 4 µm)
Wavelength 265 nm 245 nm
Flow rate 1.0 mL/min 1.2 mL/min
Injection volume 20 µL 20 µL
Column temperature 40oC 40oC

Mobile phase Acetonitrile 70% : 
25 mM NH4H2PO4 buffer(pH 6.2) 30%

A; Acetonitrile 70%
B; 0.05M KH2PO4 buffer (pH2.2) 30%

(B solvent in water bath at 50oC)

Fig. 1. HPLC chromatograms of ascorbic acid and erhythorbic
acid (A) and ascorbyl palmitate and ascorbyl stearate (B).
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용액 50 mL에 용해시키고 멤브레인 필터로 여과하여 표준

용액을 제조하였다. 표준용액을 2% meta-phosphoric acid

용액에 희석하여 0, 2, 5, 10, 20 µg/mL의 농도로 제조하

였다. 식품에서 회수율 측정하기 위해 돼지기름(lard)과 사

이다를 대표적인 지용성 및 수용성 모델시스템으로 선정하

여 사용하였다. 시료에 AA와 isoAA의 농도가 각각 0,

12.5, 25.0, 50.0 µg/mL이 되도록 표준용액을 첨가하였다. 

검체로부터 AA와 isoAA를 회수하기 위해 검체와 2%

meta-phosphoric acid 용액을 섞고 1시간 후 2% meta-

phosphoric acid과 메탄올의 비율을 80:20이 되도록 정용하

였다. 이 중 일부를 원심분리하여 상등액을 멤브레인 필터

로 여과하여 시험용액으로 사용하였다.

HPLC 분석 조건 

AA와 isoAA의 HPLC 분석은 Hitachi L-2000 시리즈

(Hitachi, Tokyo, Japan)로 분석하였으며, 고정상은 Kromasil

100-5 NH2(250 × 4.6 mm)을 사용하였다. 구체적인 시료분석

조건은 Table 1에 나타내었다.

기기검증 및 방법검증

기기검증은 표준용액으로 작성된 표준곡선을 이용하여

검출한계(LOD), 정량한계(LOQ) 및 상관계수(R2)를 산출하

였다. 방법검증을 위한 회수율 및 재현성은 표준용액이 첨

가된 lard와 사이다를 전처리 한 후, HPLC 분석에 의해

생성된 peak area로부터 AA와 isoAA의 함량을 산출하였

다(KFDA, 2008).

아스코르빌파르미테이트 및 아스코르빌스테아레이트 분석

시료제조 

AP와 AS를 각각 5.0 mg씩 메탄올 50 mL에 용해시킨 뒤,

멤브레인 필터로 여과하여 표준용액을 제조 후 0, 2, 5, 10,

20, 50, 100 µg/mL의 농도로 표준곡선을 제조하였다. 

HPLC 분석 조건 

AP와 AS의 HPLC 분석은 Hitachi L-2000 시리즈(Hitachi,

Tokyo, Japan)로 분석하였으며 구체적인 시료분석 조건은

Table 1에 나타내었다.

용매 및 보관온도에 따른 안정성

AP와 AS의 표준물질을 메탄올, 에탄올, ACN, 메탄올:

ACN (1:1, v/v), 에탄올:ACN (1:1, v/v)의 용매를 이용하여

100 µg/mL의 농도로 제조하였다. 냉장(4oC) 및 상온 암실조

건에서 12일 동안 보관하면서 3일 간격으로 시료를 즉시

HPLC 분석하여 용매와 저장온도에 따른 안정성을 측정하

였다.

Table 2. Linearity, limit of detection, limit of quantification, and recovery rates of ascorbic acid (AA) and erythorbic acid (isoAA)
using HPLC method

R2 LOD1 (µg/mL) LOQ (µg/mL) Recovery (%) %RSD

Ascorbic acid
Calibration curve (n=5) 0.999 0.46 1.39

In lard (n=3)
12.5 µg/mL 93.3±4.3 4.3
25.0 µg/mL 94.7±2.3 2.3

50.0 µg/mL 92.7±0.7 0.7

In cyder (n=3)
12.5 µg/mL 88.5±3.5 3.5
25.0 µg/mL 86.3±1.3 1.5

50.0 µg/mL 88.3±2.9 3.3

Erythorbic acid
Calibration curve (n=5) 0.999 0.48 1.45

In lard (n=3)
12.5 µg/mL 95.0±5.3 5.6
25.0 µg/mL 93.2±2.6 2.8

50.0 µg/mL 97.6±0.8 0.9
In lard (n=3)

12.5 µg/mL 91.3±3.6 4.0
25.0 µg/mL 84.8±1.8 2.1

50.0 µg/mL 84.7±3.2 3.8
1LOD: limit of detection, LOQ: limit of quantification, %RSD: relative standard deviation
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통계처리

측정된 항산화제의 결과는 평균값±표준편차로 표시하였

고 SPSS program(SPSS lnc., Chicago, IL, USA)을 이용하

여 분산분석 후 유의차가 있는 경우에는 다중비교법인

Duncan’s multiple range test를 이용하여 p<0.05 유의수준

에서 비교하였다.

결과 및 고찰

아스코르빈산 및 에리쏘르빈산 분석

AA 및 isoAA의 HPLC chromatograms은 Fig. 1(A)에

나타내었고 직선성, 검출한계(LOD), 정량한계(LOQ), 회수

율 등의 분석법 밸리데이션 지표는 Table 2에 나타내었다.

현재의 분석 조건에서 AA 및 isoAA은 각각 7.87, 6.98분

에 검출되었다. AA 및 isoAA의 검출한계는 각각 0.46,

0.48 µg/mL이었으며 상관계수는 모두 0.999이상을 보였다.

회수율은 사이다의 경우 각각 86.3-88.5%, 84.7-91.3%이고,

lard의 경우 각각 92.7-94.7%, 87.6-91.3%로 수용성 극성

액상시료보다 비극성 고상시료에서 상대적으로 높은 회수

율을 나타내었다(Table 2). 

Fontannaz et al.(2006)는 다양한 가공식품군에서 AA 및

isoAA을 HPLC 자외선검출기를 이용하여 265 nm에서 분

석하였으며, 검출한계와 회수율은 각각 0.1 mg/100 g, 93-

105%로 보고하였다. Sottofattori et al.(1998)은 화장품에

서 AA 및 그 유도체를 HPLC-diode-array자외선검출기로

220, 240 nm에서 분석하였다. Odriozola-Serrano et al.

(2007)은 과일에서 DL-1,4-dithiotreitol을 환원제로 사용하

여 dehydroascorbic acid를 AA로 환원시킴으로써 거의

100%에 가까운 회수율을 보였다.

‘식품 중 식품첨가물 분석법’ 기재된 본 추출 및 분석법

을 활용한 경우, 아스코르빈산과 에리쏘르빈산은 소시지

시료에서 96.4% 회수되었다. 본 연구 결과와 기존보고를

고려 시 ‘식품 중 식품첨가물 분석법’에 기재된 방법은 회

수율의 보정을 통해 공식적인 분석법으로 사용가능 할 것

으로 사료된다.

아스코르빌파르미테이트 및 아스코르빌스테아레이트 분석

AP 및 AS의 HPLC chromatograms은 Fig. 1(B)에 나타

내었다. 본 연구에 사용된 분석조건에서 AP 및 AS는 각

각 7.07, 15.01분에 검출되었다. 메탄올 용매의 AP 및 AS

는 정치 시간이 증가 할수록 안정성이 감소하였다. 이는

메탄올 용매가 표준시약의 안정성을 저해하여 표준용매로

서 사용하기가 적절치 않음을 의미한다. 

Perrin & Meyer(2003)은 채종유, 옥수수유 및 지방에서

AP를 포함한 산화방지제를 분석한 결과 97-103%의 회수

율을 보고하였으며, 이들의 연구에서도 메탄올에서의 AP

불안정성이 관찰되어 2시간 만에 20% 감소함을 보고하였

다. 이들은 AP의 불안정성을 감소시키기 위해 산소제거제

로 1 mg/mL의 isoAA를, 금속 chelating agent로 1 mg/mL

구연산을 첨가하여 3.6시간 동안 1.6%만의 AP를 감소시

켰다. 본 연구에서는 산화방지제를 첨가하는 대신 메탄올

을 대체 가능한 용매 선정을 시도하였고 처리온도의 영향

을 확인하였다.

용매 및 보존온도에 따른 아스코르빌파르미테이트 및 아스

코르빌스테아레이트 안정성

용매 종류 및 보존온도에 의한 12일간의 AP변화는 Fig.

2에 나타내었다. AS는 AP와 거의 유사한 변화를 보여 대

표적으로 AP 결과만 나타내었다. 상온에서 보관 시 메탄

올의 경우 AP 및 AS는 12일 동안 각각 최초 농도대비

68, 69%가 감소하였으며, 에탄올의 경우 각각 29, 29%,

ACN의 경우 각각 90, 91%, 메탄올:ACN 혼합용매의 경우

각각 98, 99%, 에탄올:ACN 혼합용매의 경우 각각 98,

Fig. 2. Relative stability of ascorbyl palmitate in various stock
solutions for 12 days at room temperature (A) and at refrigerated
temperature (B).
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99%가 감소하였다. 저온(4oC) 보관 시 메탄올의 경우 AP

및 AS는 12일 동안 각각 21, 25%, 에탄올의 경우 각각

10, 9%, ACN의 경우 각각 30, 31%, 메탄올:ACN 혼합용매

의 경우 각각 75, 75%, 에탄올:ACN 혼합용매의 경우 각각

52, 52%가 감소하였다. 이는 모든 용매조건에서 상온 보관

보다 저온 보관할 경우, AP 및 AS의 안정성이 높았으며,

다섯 가지 용매조건 중 메탄올 보다 에탄올의 안정성이 높

게 나타났다. 특히 AP 및 AS는 에탄올에 용해 후 4oC 암

실 보관 시 12일 동안 각각 10, 9%가 감소하여 상대적으

로 높은 안정성을 유지하였다. 

결론적으로, 산화방지제 중 AA와 isoAA의 경우 상대적

으로 짧은 분석시간을 통한 동시분석이 가능하였으며 수용

성 극성 액상시료와 비극성 고상시료에서 84% 이상의 회

수율을 보였다. 반면에, AP 및 AS의 분석법은 메탄올을

용매로 사용하여 시간경과에 따른 표준용액의 농도가 감소

하여 검정법의 수정이 필요하였다. 본 연구결과, 에탄올을

용매로 사용하고 저온저장 시 메탄올, ACN, 및 혼합용매에

비해 AP 및 AS가 유의적으로 높은 안정성을 나타내어 기

존표준용매가 불안정하다는 문제점을 개선할 수 있을 것을

기대된다.

요 약

산화방지제인 아스코르빈산(AA), 에리쏘르빈산(isoAA),

아스코르빌파르미테이트(AP), 아스코르빌스테아레이트(AS)

에 대한 ‘식품 중 식품첨가물 분석법’을 검증하고 미비점

을 개선하였다. 고속액체크로마토그래피 자외선검출기법을

이용하여 검출한계(LOD), 정량한계(LOQ), 상관계수(R2) 등

을 측정하였고 돼지기름(lard), 사이다를 이용한 모델식품에

서의 회수율과 재현성을 측정하였다. AA와 isoAA의 검출

한계는 각각 0.46, 0.48 µg/mL이었으며, 회수율은 각각

86.35-94.78, 84.76-95.02%를 나타내었고 상관계수는 모두

0.999이상을 보였다. AP와 AS의 현 분석법은 메탄올을 용

매로 사용하지만 메탄올 용매에서 AP와 AS는 불안정하였

다. 냉장온도에서 에탄올을 용매로 사용 시 다른 용매에

비해 유의적으로 높은 안정성을 나타내어 기존 용매의 불

안정성을 개선할 수 있었다. 
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