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HPLC를 이용한 농식품 중 당류의 신속정량 분석
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Abstract 

To determine sugars content of agricultural products and foods, simultaneous quantitative analysis was carried out on
fructose, glucose, sucrose, maltose, and lactose by HPLC-RI. Analysis conditions were set as column ZORBAX car-
bohydrate (4.6 mm ID×250 mm, 5 μm), the mobile phase of 75% ACN, the column temperature of 35oC, sample
injection amount of 10 μL and the flow rate of 1 mL/min. Five standard solutions were isolated without interfering
peak within 30 minutes and the calibration curves of standard were confirmed excellent linearity from 0.10% to
1.00% with R2≥0.999. Based on the chromatogram of the standard solution, the limit of quantification (LOQ) and the
limit of detection (LOD) values were calculated. The accuracy of the analytical values were highest at 100% water
extraction method to the fructose 95.7%, sucrose 98.7%, lactose 102.7% respectively, compared with reference value
of a certified reference material (BCR644), by applying the four solvent extraction methods. Using an in-house quality
control material (infant formula), repeatability and reproducibility values of this experiment were verified on the basis
of AOAC guideline and reference values were set up at 1.17 g/100g of glucose, 0.85 g/100g of maltose, and 45.54
g/100g of lactose. Quality control charts were drawn up and used for sugars analysis of agricultural products.
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서 론

인체의 건강을 지키기 위한 가장 기본적인 3대 영양소는

탄수화물, 단백질, 지방이다. 그 중 주요 에너지원으로 사

용되고 있는 탄수화물은 식물의 광합성을 통해 생산되며

주로 곡류, 과실, 채소 등의 농산물로부터 얻게 된다. 신선

한 과일, 채소류 등에 함유된 당류는 농산물의 맛과 향에

영향을 끼치며 식물의 생육과 성숙과정에 따라 그 함량과

당의 종류가 달라지게 되는데 Elmstrom and Davids

(1981)는 수박과 멜론에서 sucrose의 양이 수확시기를 결정

할 뿐만 아니라 과실의 품질과 등급을 결정한다고 하였고,

Eisenberg (1955)는 fructose가 여러 가지 당 중에 가장 달

며 sucrose를 100으로 정하고 비교했을 때 glucose가 53으

로 가장 낮다고 보고하기도 하였다. 이와 같이 당류는 신

선농산물의 맛과 품질을 결정하는 중요한 요소가 되어 있

음을 알 수 있으며 최근에는 와인과 같은 가공식품에서도

유리당 조성이 시음평가에 미치는 영향에 관한 연구가 이

루어지고 있다(Kim, 2009). 

최근 급속한 식품산업의 발전과 더불어 식품 소비패턴이

변화됨에 따라 가공식품이 차지하는 비중이 증가하게 되었

고 나트륨과 당류 섭취 과잉에 대한 우려가 높아지고 있는

실정이다(Lee et al., 2014). 전 세계가 ‘설탕과의 전쟁’을

선포하면서 우리나라도 식품의약품안전처에서 ‘제1차 당류

저감 종합계획’을 발표하기에 이르렀다(MFDS, 2016). 식

약처는 우리나라 어린이, 청소년, 청년층의 가공식품을 통

한 당류 섭취량이 2013년에 이미 섭취기준을 초과하였으

며 증가하는 당류 섭취 추세를 감안할 때 적정섭취 유도를

위한 선제적, 체계적 관리가 필요하다고 하였다. 따라서 음

료, 과자 등 가공·조리과정에서 첨가되는 당을 관리대상

으로 하여 2020년까지 당의 섭취량을 1일 열량의 10% 이

내로 관리하는 것으로 목표로 한다고 하였다. 당류 관리대

상은 쌀, 과일, 우유 등 천연물에서 유래되는 당은 제외되
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기는 하지만 국민들이 당류가 적은 식품을 선택할 수 있도

록 당류 기준치 표시의무 품목을 확대 추진한다고 하였다

(MFDS, 2016). 이와 같이 농식품에 함유된 당류는 그 조

성에 따라 식품의 맛과 품질을 좌우할 뿐만 아니라 건강에

도 영향을 미치게 되므로 국민 식량자원 개발연구, 식생활

개선 정책, 단체급식의 합리적 식단 조성 등을 위하여 농

식품의 당류 함량과 그 조성에 대한 정확한 정보가 요구되

며, 국가적 Data Base의 확보가 더욱 필요한 실정이다.

일반적으로 섭취하는 가공식품과 조리된 음식에서는 단

당류로는 포도당(glucose), 과당(fructose), 이당류로는 자당

(sucrose), 맥아당(maltose), 유당(lactose)이 주로 검출된다

(Kum et. al., 2014). 식품영양학적으로는 단당류인 glucose,

fructose, galactose와 이당류인 sucrose, maltose, lactose 등

이 식품 중 당류분석의 주요대상이 된다(KFN, 2000). 당류

의 정량분석을 위한 방법으로는 HPLC (high performance

liquid chromatography)와 GC (gas chromatography)를 이용

한 방법이 가장 널리 이용되고 있는데 HPLC방법은 GC방

법에 비하여 감도 및 분리도가 상대적으로 낮으나 휘발성

유도체 처리 등의 전처리 과정 없이 신속하게 여러 가지

당을 동시에 분리 정량 할 수 있는 장점이 있어 현재 농

산물과 식품에 함유된 단당류 혼합물이나 이당류의 분석

및 식품공정 관리용으로 이용되고 있다(Sohn et al., 1996;

Hur et al., 2000; KFN, 2000).

따라서, 본 연구에서는 농산물과 식품에 함유된 당류의

추출법을 비교하고 HPLC를 이용한 동시 정량분석 조건을

확립하여 식물영양성분 분석자료에 대한 신뢰도를 확보하

고 소비자들에게 신속하고 정확한 농산물의 당류함량 정보

의 제공과 국가 식품영양성분 DB 구축자료로 활용할 수

있는 기반을 마련하고자 하였다.

재료 및 방법

분석시료

당류 HPLC 분석데이터의 정도 검증을 위한 표준인증물

질은 CRM BCR644 (Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO,

USA)와 SRM 917C (Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO,

USA)를 사용하였고, 분석품질의 변화를 monitoring하기 위

한 내부 품질관리물질(In-house quality control material)은 분

유를 국립농업과학원 기능성식품과로부터 분양 받아 -60oC

의 초저온 냉동고(Thermo ULT Freezer, Thermo Fisher

Scientific Inc., Marietta, OH, USA)에 보관하면서 분석할

때마다 상온으로 해동한 후 분석시료로 사용하였다.

표준품 및 시약

분석에 사용할 유리당 표준품은 glucose, fructose, maltose,

lactose, sucrose 등 5종을 선정하여 Sigma-Aldrich Co. (St.

Louis, MO, USA)로부터 구입하여 사용하였고, 시료의 추출

에 사용한 정제수는 Samchun Pure Chemical Co. (Pyeong-

taek, Korea)에서 ethanol과 이동상으로 사용한 acetonitrile

은 Honeywell B&J (Muskegon, MI, USA) 로부터 HPLC

grade로 구입하여 실험에 사용하였다.

표준품 및 시험용액의 조제

유리당 5종의 표준품을 각각 1 mg을 정량하여 증류수

50 mL를 가하여 완전히 용해시킨 후 100 mL 메스플라스

크에 정용한 후 0.10, 0.25, 0.5, 0.75, 1.0%가 되도록 단계

별로 희석하여 혼합표준용액을 조제하고 검량선을 작성하

였다. 

시험용액은 균질화한 시료 0.5 g을 정밀히 칭량하여 추출

용매 10 mL를 첨가하고 85oC의 항온수조에서 30분간 교반

하여 추출하였다. 증류수 추출 후 3,000 rpm으로 10분간

원심분리한 후 상층액을 취하여 0.45 µm membrane filter

(Millex, Merck Millipore Ltd., Darmstadt, Germany)로 여

과하여 시험용액으로 하였다. 

HPLC 기기 및 분석조건

HPLC 분석기기는 Agilent 1260 Infinities Series (Agilent

Technologies, Waldbronn, Germany)로 구성하였다. 검출기

는 RI (Refractive Index) detector를 사용하였으며 column

은 ZORBAX Carbohydrate (4.6 mm ID×250 mm, 5 µm)를

이동상은 acetonitrile과 정제수를 75:25(v:v)의 비율로 조제

하여 용매조성은 변경하지 않았고, 칼럼온도 35oC, 시료

주입량은 10 µL, 유속은 1 mL/min으로 30분간 분석하였다

(Table 1).

추출방법 비교

참값을 알고 있는 표준인증물질 CRM BCR644와 SRM

917C를 이용하여 4가지 추출방법에 대한 정확도를 비교하

였다. 추출방법은 95% ethanol 추출, 70% ethanol 추출,

100% 증류수 추출과 100% 증류수 추출 후 Sep-Pak Plus

C 18 cartridge (Waters Co., Milford, MA, USA) 처리 등

의 4가지 방법으로 전 처리한 후 분석 결과를 검토하였다.

Table 1. HPLC operation conditions for sugars analysis

Parameter Operation condition

Instrument
HPLC 1260 Infinities series

(Agilent Technology, Waldbronn, Germany)

Column
ZORBAX Carbohydrate Analysis

(4.6 mm ID×250 mm, 5 μm)

Mobile phase A:B = 75:25(v:v) (A: Acetonitrile, B: D.W.)

Detector RI

Column temp. 35oC

Flow rate 1 mL/min

Injection volume 10 μL

Run time 30 min
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분석법 검증

표준품 glucose, fructose, maltose, lactose, sucrose, galac-

tose 5종의 농도별 크로마토그램을 이용하여 검량선을 작성

한 후 직선성(linearity)을 검증하였고 Blank 용액의 크로마토

그램에서 계산된 nose peak area값의 평균과 표준편차를 이

용하여 본 실험의 검출한계(limit of detection)와 정량한계

(Limit of Quantification)를 산출하였다(aoac, 2002; michael

et. al., 2002). 내부 품질 관리물질인 분유를 이용하여 동일

분석자가 동일한 장비와 시약으로 1일 3반복으로 분석하여

일내 정밀성(반복성, repeatability)을 측정하였고, 5일에 걸쳐

동일한 방법으로 분석하여 일간정밀성(재현성, reproduci-

bility)을 측정하여 실험의 정밀성(precision)을 검증하였다

(AOAC, 2002; Jeon & Lee, 2009; Kim et al., 2014). 

결과 및 고찰

크로마토그램

RI 검출기를 이용한 HPLC 시스템으로 5종의 유리당

0.75% 표준용액을 분석한 크로마토그램은 Fig. 1과 같으며

fructose, glucose, sucrose, maltose, lactose의 순으로 모두

방해 peak 없이 분리되었으며 RT값은 각각 fructose는

7.85분, glucose는 8.79분, sucrose는 11.92분, maltose는

13.97분, lactose 15.89분대에 분리되어 5종 모두 30분 이

내에 분리되었다.

검출한계와 정량한계

유리당 5종의 표준용액 농도를 0.10, 0.25, 0.50, 0.75,

1.00%로 제조하여 표준 검량선을 작성하였다(Table 2). 검

량선의 상관계수는 fructose는 R2=0.9998, glucose는 R2=

0.9998, sucrose, maltose, lactose는 R2=0.9999로 확인되어

유리당 5종 모두 1.0%까지 매우 우수한 직선성을 나타내

었다. 분석정확도 검증을 위하여 fructose, sucrose, lactose,

glucose의 검출 가능한 최소농도와 분석시료의 최소량을

측정하기 위한 LOD (limit of detection)와 LOq (limit of

quantification)를 산출하였다. Michael et al. (2002)의 방법

을 적용하여 각각의 표준물질 크로마토그램에서 blank의

nose peak area값 10개에 대한 표준편차에 3배를 곱한 값

과 평균을 더한 것을 LOD로, 10를 곱한 값에 평균을 더

한 것을 LOQ로 하였다. Fructose는 LOD=0.0009 g/100 g,

LOQ=0.0011 g/100 g, glucose는 LOD=0.0070 g/100 g, LOQ=

0.0099 g/100 g, sucrose는 LOD=0.0013 g/100 g, LOQ=0.0015

g/100 g, maltose는 LOD=0.0007 g/100 g, LOQ=0.0010 g/

100 g, lactose는 LOD=0.0161 g/100 g, LOQ=0.0165 g/100

g으로 나타나 미량의 성분도 검출할 수 있음을 확인하였

다(Table 2).

추출방법

당류의 HPLC 분석시 액체가 아닌 시료는 용매로 우선

추출하여야 하는데 이때 사용되는 용매는 시료내의 모든

당을 추출할 수 있어야 하고 방해물질의 추출은 최소화하

여야 한다. 일반적인 시료의 경우는 시료 일정량을 80%

에탄올 용액으로 추출하여 일정농도로 정용하여 0.45 µm

membrane filter로 정밀 여과한 후 HPLC로 분석한다. 그

러나 시료에 따라서 유기용매, 이온교환수지 또는 Sep-Pak

Fig. 1. HPLC chromatogram of sugar standard.

Table 2. Calibration curve equation and correlation coefficient (R2) of sugar standards

Compounds Calibration curve equation R2 LOD (g/100g) LOQ (g/100g)

Fructose y = 829,108x + 6,976.9 0.9998 0.0009 0.0011

Glucose y = 740,244x + 8,248.7 0.9993 0.0070 0.0099

Sucrose y = 863,088x – 2,352.1 0.9999 0.0013 0.0015

Maltose y = 648,001x – 1,372.9 0.9999 0.0007 0.0010

Lactose y = 615,191x + 9,447.8 0.9999 0.0161 0.0165
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cartridge 처리를 하여 방해물질을 제거하여야 한다(KFN,

2000). 본 실험에서는 균질화된 신선 농산물에 함유된 당

류 정량분석을 위한 시료의 표준 추출방법을 구명하고자

추출방법을 달리하여 표준인증물질 BCR 644와 정확도를

비교하였다. 추출방법에 따른 BCR644의 fructose, sucrose,

lactose함량은 Table 3에서와 같이 95% ethanol 추출처리는

각각 89.4, 104.7, 84.4%의 정확도를, 70% ethanol 추출처

리는 91.7, 91.3, 91.8%의 정확도를, 증류수 추출 후 Sep-

Pak cartridge 처리에서는 92.5, 91.7, 97.7%의 정확도를,

증류수 추출처리에서는 95.7, 98.7, 102.7%의 정확도를 나

타내어 100% 증류수 추출방법이 가장 정확도가 높은 것으

로 나타나 이후 모든 분석에 증류수 추출방법을 적용하여

분석하였다.

정확성

참값을 알고 있는 표준인증물질을 사용하여 당류 분석데

이터의 정확성 검증을 실시하였다(Table 4). 본 실험에서는

fructose, sucrose, lactose의 표준인증물질로 BCR 644를,

glucose의 표준인증물질로 SRM 917C를 사용하여 본 실험

의 분석값과 비교하였는데 각각의 당의 측정값과 참값에

대한 회수율은 fructose는 15.48±0.04 g/100 g으로 95.56%,

sucrose는 10.64±0.11 g/100 g으로 98.43%, lactose는 16.22±

0.28 g/100 g으로 102.33%, glucose는 99.00±1.47 g/10 0g으

로 99.30%의 높은 회수율을 보여 정확성을 확보하였다.

정밀도

분석의 정밀성을 확인하기 위해 내부표준물질인 분유를

같은 실험실에서 하루 3반복으로 5일에 걸처 AOAC

guideline (2002)에 따라 일내 정밀성(반복성, repeatability)

과 일간 정밀성(재현성, reproducibility)을 산출하였다(Table

5). 분석값을 표준편차로 나누어 상대표준편차(RSD)를 구

하였는데, 일내 정밀성 실험의 상대표준편차는 glucose

4.55%, maltose 3.66%, lactose 2.19%로 모두 5% 이내의

RSD 값을 나타내어 실험의 반복에 따른 분석값이 안정적

임을 확인하였고, 일간정밀성 실험의 상대표준편차는

glucose 3.42%, maltose 4.88%, lactose 1.01%로 재현성 또

한 5% 이내로 나타나 안정적임을 알 수 있었다. 이와 같

은 결과로 내부표준물질의 reference value는 glucose는

1.17 g/100 g, maltose는 0.85 g/100 g, lactose는 45.54 g/100

g으로 설정하고 농산물 분석시에 참고값으로 활용하였다.

내부표준물질의 reference value의 평균, 표준편차로부터

얻어진 허용한계 95% 수준(2*SD)값을 경고한계로, 허용한

계 99.7%(3*SD)를 거절한계로 설정하여 품질관리차트를

작성한 결과(Fig. 2), glucose, maltose, lactose의 5회에 걸

친 분석값 모두 경고한계 이내에 속하여 분석데이터의 재

Table 3. Accuracy of HPLC analysis for BCR 644 by four different extraction methods

Methods Content
Compound

Fructose Sucrose Lactose

Reference value (g/100 g) 16.20 010.81 015.85

95% EtOH
Determined value (g/100 g) 14.49±1.07 11.32±0.01 13.37±3.58

Accuracy (%) 89.40 104.7 84.4

70% EtOH
Determined value (g/100 g) 14.86±0.70 09.87±0.70 14.55±3.19

Accuracy (%) 91.70 091.70 91.8

D.W./sep-pak
Determined value (g/100 g) 14.98±0.04 09.91±0.18 15.48±0.19

Accuracy (%) 92.50 091.70 97.7

D.W.
Determined value (g/100 g) 15.50±0.04 10.67±0.13 16.27±0.38

Accuracy (%) 95.70 098.70 102.70

Table 4. Recovery of HPLC analysis for fructose, sucrose, lactose, and glucose

Compounds CRM Reference value
Determined value

mean ± S.D. Recovery (%)

Fructose

BCR 644

16.20±1.10 g/100 g 15.48 ± 0.04 095.56

Sucrose 10.81±0.25 g/100 g 10.64 ± 0.11 098.43

Lactose 15.85±0.29 g/100 g 16.22 ± 0.28 102.33

Glucose SRM 917c 99.70±0.30 g/100 g 99.00 ± 1.47 099.30

Table 5. Precision of in-house quality control material (infant
formula) for glucose, maltose, and lactose

Compounds
Reference 

value
(g/100 g)

Precision

Intra-day (n=3) Inter-day (n=15)

S.D. RSD (%) S.D. RSD (%)

Glucose 01.17 0.05 4.55 0.04 3.42

Maltose 00.85 0.03 3.66 0.04 4.88

Lactose 45.54 1.00 2.19 0.46 1.01
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현성이 안정적임을 확인하였으며 지역농산물 분석시 주기

적 정도 관리에 활용하였다.

요 약

HPLC를 이용하여 농식품에 함유된 fructose, glucose,

sucrose, maltose, lactose 등 5종의 당류에 대한 신속하고

정확한 동시분석법을 확립하기 위하여 시험을 실시하였다.

수용성 당류의 HPLC 분석조건은 RI 검출기를 이용하여

column은 ZORBAX Carbohydrate (4.6 mm ID×250 mm, 5

µm)를 이동상은 75% ACN을 사용하였고 칼럼온도 35oC,

시료 주입량은 10 µL, 유속은 1 mL/min의 조건으로 30분

간 분석하여 방해 peak없이 5종의 표준용액을 분리하였다.

표준용액 검량선의 R2=0.999 이상으로 5종 모두 직선성이

우수하였고, 표준용액의 크로마토그램을 이용하여 분석의

정량한계와 검출한계를 산출하였다. 농식품의 당류 추출방

법을 구명하기 위하여 표준인증물질 BCR644을 이용 추출

방법별 정확도를 비교한 결과, 증류수 100% 추출처리에서

fructose 95.7%, sucrose 98.7%, lactose 102.7%로 가장 우

수하여 농산물 당류 추출시 적용하였다. 내부표준물질인

분유를 이용하여 반복성과 재현성을 확인하여 본 분석법에

대한 정밀도를 검증하였고 reference value 값으로 glucose

는 1.17 g/100 g, maltose는 0.85 g/100 g, lactose는 45.54

g/100 g으로 설정하였고, 허용한계 95% 수준(2*SD)을 경

고한계로, 허용한계 99.7% 수준(3*SD)을 거절한계로 산

출하여 품질관리차트를 작성하고 농식품 당류 분석에 활

용하였다.
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