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요 약• 식품 및 비타민 제제중에 존재하는 지용성 비타민의 추출 및 동시 정량법을 검토하였다. 

역상 액체크로마토그래피에 의한 지용성 비타민의 동시 분리 및 정량은 메타놀 : 물 = 95： 5 이동상으로 

Novapak G스 컬럼하에서 이루어졌다. 비타민의 검출에는 UV검출기를 사용하였으며 검출감도를 증가시 

키기 위하여 분석중 UV 검출파장을 각각의 비타민 용리시간에 따라 최대흡수 파장인 330, 265, 285 
및 290nm로 변경하였다• 지용성 비타만의 분리 및 분석은 40분안에 완료되었다. 시료의 전처리에는 

알카리 가수분해법과 효소가수분해법을 이용하였으며, 비타민의 추출은 액체-액체추출법과 액체-고체 

추출법을 이용하였다，비타민 A, D, E 분석에는 알카리 가수분해법 및 효소가수분해법이 비타민 k 분 

석에는 효소가수분해법만이 좋은 결과를 나타냈으며, 비타민 추출에는 액체-액체 추출시 die比yl ether, 

pentane 및 n-hexane°], 액체-고체 추출시 silica 카트리지가 좋은 추출효과를 나타냈다.

ABSTRACT. The extraction method and quantitative analysis for the fat-s어uble vitamins present in 
food stuffs and vitamin products have been investigated. The simultaneous separation and analysis of 

the vitamins by reverse phase high performance liquid chromatographic method was conducted using an 
isocratic 시ution with methanol : water (95 : 5) eluent on a Novapak C1S column. The detection of vita­
mins was achieved by a variable wav이ength UV detector. To improve the dete가ion sensitivity detection 
wavelengths were set at the hi아]est absorption bands such as 330, 265, 285, and 290nm for the respe­
ctive vitamins. The analysis for the fat-soluble vitamins was finished within 40 minutes. Alkaline hydro- 
lysis and enzymatic hydrolysis were investigated for the sample preparation; and liquid-liquid extraction 
and liquid-solid extraction were attempted for the extraction of vitamins. Both hydrolysis methods were 
turned out to be appropriate for the analysis for vitamins A, D, and E, while for the analysis of vita­
min K the enzymatic hydrolysis method demonstrated better results. Diethyl ether, pentane, and n-he- 

xane were found to give higher recovery for the liquid-liquid extraction and silica cartridge for the li­
quid-solid extraction.
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서 론

인간 및 동물이 정상적인 생리기능을 발휘하 

려면 단백질, 지방, 탄수화물, 무기 염류 및 

물 이외에도 소량의 비타민, 효소, 호르몬 등이 

필요하다. 이중 비타민은 소량으로 체내 생리작 

용을 조절한다는 점에서 미량의 무기질과 같으 

나 무기질이 아닌 유기질이라는 점에서 다르며, 

미량으로서 생리작용을 조절하는 유기물질이라 

는 점에서 호르몬과 같으나 호르몬은 반드시 

체내에서 합성되는데 반해 비타민은 체외에서 

섭취되어야 한다는 점에서 다르다. 이러한 비타 

민의 공급은 식품 및 비타민 제제류를 섭취하 

므로써 해결 될 수 있으며, 식품중에 존재하는 

비타민은 보통 100g당 曲정도이고 비타민 제제 

류에는 |ig에서 mg까지 함유되어 있다.1 그러므 

로 식품 및 비타민 제제중에 존재하는 비타민 

함량을 측정하기 위해서는 매질과 방해물질을 

제거하여야 함은 물론 분석하고자 하는 비타민 

을 다른 비타민으로부터 분리시켜야 한다. 또한 

비타민은 불안정한 화합물로서 산화되기 쉽고 

산소, 열 혹은 자외선을 조사하였을 경우 파괴 

되기 때문에 시료의 전처리 과정 및 비타민 분 

석방법이 간단하고 단순해야만 분석결과의 정확 

도와 정밀도가 좋아지게 된다. 이에 많은 연구 

자들이 이에 관한 연구를 보고 한 바 있다.

Mulry 둥2은 식품중에 존재하는 비타민 A 이 

성질 체를 chloroform-ethanol-water 혼합용매로 

추출하고 HPLC로 분석하였으며, Takeuchi 등：' 

은 어간유를 알카리 가수분해 시킨후 벤젠으로 

비타민 D를 추출하여 HPLC. UV 및 GC/MS로 

확인하였다. Thompson 등,은 식품중의 비타민 

E와 K를 추출, 분석하였는데 isopropanol에 비 

타민을 포함한 극성이 낮은 지질성분을 녹여 

낸 다음 n-hexane으로 추출하여 HPLC로 정량 

하였다. 또한 Cohen과 Lapointe”는 동물사료를 

dioxane-isooctane 혼합용매로 처리한 후 tetrae- 
thylenepentamine을 첨가하여 아세토니트릴 둥 

의 용매로 비타민을 추출하고 추출한 몇가지 

지용성 비타민을 HPLC 로 분석하였다. 한편 

Barnett와 Frick15은 비타민 제제중의 비타민 A 

acetate, 비타민 D? 및 비타민 E acetate를 n- 
hexane으로 추출한후 p-Bondapak Ga과 g-Bon- 
dapak Phenyl 컬럼상에서 메타놀-물 기울기 용 

리로 분리 및 정량하였다. Thompsorf은 식품 

및 사료에서의 비타민 A 분석에 관한 review 

논문을 발표하였는데 AOAC법과 크로마토그래 

피법을 상호 비교함과 아울러 시료의 알카리 

가수분해법과 비타민의 액체-액체 추출법에 대 

하여 보고하였다. 또 Parris"는 식품중의 비타 

민 K 분석에 관한 review 논문에서 비타민 K의 

추출법 및 크로마토그래피법에 의한 정량법을 

보고하였다. 이상에서 본 바와 같이 지용성 비 

타민의 추출 및 정량에 관한 연구는 주로 몇가 

지 지용성 비타민을 추출용매로 추출하고 단일 

파장에서 기울기 용리법으로 분리 및 정량하던가 

혹은 단일 지용성 비타민을 추출용매로 추출하 

고 단일 파장에서 등용매 용리법으로 정량하던 

바 분석감도가. 떨어지고 분석 시간이 많이 소 

요되는 단점이 있었다. 또한 여러가지 지용성 

비타민을 동시에 추출하여 동시에 분리 및 정 

량하는 연구는 잘 되어 있지 않은 상태에 있 

다.

따라서 본 연구에서는 식품 및 비타민 제제 

중에 존재하는 여러가지 지용성 비타민을 동시 

에 추출하여 동시에 분리 및 정량 할 수 있는 

분석방법을 개발, 확립하고자 하여 시료의 전처 

리 방법으로서 알카리 가수분해법과 효소가수분 

해법을 비타민 추출법으로서 액체-액체 추출법 

과 액체-고체 추출법을 상호 비교 검토하였다. 

아울러 전처리 요인으로서 전처리 시간, 온도 

및 전처리 용액에 대한 시료농도비의 영향도 

관찰하였다.

실 험

기기장치. 본 실험에서 사용한 고성능 액체 

크로마토그라프는 미국의 Waters Associates회사 

제품으로 고압펌프는 M-510 Solvent Delivery 
System, 시료주입 장치는 MTJ6K Universal In­

jector, 검출기는 M-490 Programmable Multi­
wavelength Detector. 기록기는 M~740 Data

Vol. 33, No. 1. 1989



48 金豊作•金鍾赫

Module을 사용하였다.

이동상으로 사용한 메타놀은 Aldrich희사 제 

HPLC용을 사용하였으며 증류수는 일차 증류하 

여 양이온 및 음이온 교환수지에 통과시킨 탈 

이온수를 사용하였다. 혼합용액은 0.5gm Milli­

pore organic filter로 여과하고 초음파 진동기로 

30분간 진동시켜 용존되어 있는 기포를 완전히 

제거하여 사용하였다.

정지상으로는 Novapak Gb 컬럼(3.9mmX15 
cm)으로 충진제의 평균입자의 크기는 知m로 

충진된 것을 사용하였다.

시약 및 용매. 본 실험에 사용한 비타민은 

A alcohol, A acetate,. D2, D3, E, E acetate, 
Ki 및 田로 Fluka 회사 제 G. R. 급을 사용하였 

으며, 주출용매로는 n-hexane, pentane, petro­

leum ether, diethyl ether, iso-octane 및 chlo- 
roform을 1 급 혹은 특급으로 정제하지 않고 사 

용했다. 또한 주출 카트리지로는 Waters Asso­

ciates^^] Sep-Pak™ silica, alumina A, B, N, 
florisil 및 如을 사용하였다.

실험 방법.

(1) 비타민 표준용액 :8가지 지용성 비타민 

혼합표준 용액은 20|ig/m/ 비타민 A alcohol, 30 

pg/m/ 비타민 A acetate, 40ng/m/ 비타민 Dm 30 
gg/m/ 비타민 羸 200gg/m/ 비타민 E, 500|jg/ 
mi 비타민 E acetate, 300|ig/m/ 비타민 Ki 및 80 
Hg/m/ 비타민 &가 되도록 메타놀에 용해하여 

제조하였으며。] 용액을 묽혀서 작업용액을 만 

들었다.

(2) 시료 용액의 제조 : 매질로서 지질성분이

다량 포함되어 있는 식용유를 대상시료로 선정 

하였으며,식용유중에 각종 지용성 비타민이 모두 

존채하지는 않으므로 비타민 A alco­

hol. 20gg/m/ 비타민 D：“ 150gg/mZ 비타민 E 및 

60gg/m/ 비타민 Ks의 시료용액이 되도록 비타민 

표준시약을 메타놀에 용해하여 시료에 첨가하였 

다. 또한 시료용액의 안정성 및 균일성을 유지 

하기 위하여 냉장고에 보관하였으며 실험시에는 

5분 동안 진 탕시 킨후 시 료로서 사용하였다.

(3) 시료의 가수분해 및 비타민의 추출

알카리 가수분해법 : 시료 Wg에 70%에타놀 

용액 75mZ, 17N 수산화칼륨 용액 25m/ 및 as­

corbic acid 0.5g을 첨가하고 질소가스로 pur­
ging 시킨후 어두운 곳에서 하룻밤 동안 방치하 

여 시료를 가수분해 시킨다. 추출 용매로 지용 

성 비타민을 추출해 낸후 추출용액의 pH가 중 

성이 되도록 물로 세척하고 추출용액을 무수 

황산나트륨 층에 통과시켜 미량의 수분을 제거 

•하여 증발 건조시킨다. 이 잔유물에 메타놀 10 

m2를 정확히 가하여 녹인다음 HPLC로 즉시 분 

•석한다. 혹은 가수분해시킨 시료용액의 지용성 

비타민을 n-hexane으로 추출해 낸후 Sep-Pak 카 

트리지에 통과시켜 비타민 성분만을 카트리지에 

흡착시키고 흡착된 비타민 성분을 아세토니트릴 

용매로 용출하여 정확히 10m/가 되도록 한 다 

음 즉시 HPLC로 분석한다.

효소 가수분해법 : 시료 10g에 lipase 2.5g과 

pH 7.7 인산염 완충용액 20m/를 첨가하고 37+ 
戏로 유지된 water-bath에서 1시간 동안 항온 

처리 시킨다. 즉시 10N 수산화나트륨 용액 10 ■ 

mZ와 95%. 에타놀 200mZ를 첨가하여 가수분해 

시킨후 이하 알카리 가수분해 시와 같은 과정 

을 거친후 HPLC로 즉시 분석한다.

(4) 전처리 요인의 영향 : 시료의 전처리에 있 

어서 전처리 시간, 온도 및 전처리 용액에 대 

한 시료 농도비의 영향을 관찰하기 위하여 시 

료의 가수분해시 전처리 시간, 온도 및 시료농 

도를 다음과 같이 변화시키면서 실험한 후 상 

호 비교하였다. 전처리 시간에 따른 영향을 조 

사하기 위하여 알카리 가수분해시 가수분해 시 

간올 1, 4, 8, 16 및 48시간으로 변화시키면서 

실험하였고 효소 가수분해시에는 항온처리 시간 

을 0.5, 1, 2 및 4시 간으로 변화시켰다. 전처 

리 온도에 따른 영향을 보기 위해서 알카리 가 

수분해법 및 효소가수분해법의 경우 모두 20, 

30, 37 및 50t로 변화시키면서 실험하였고, 시 

료농도에 따른 영향을 조사하기 위하여 전처리 

용액에 대한 시료농도가 5, 10, 20 및 40%가 

되도록 하여 실험하였다.
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Table 1. Reproducibility of retention times for 8 fat-soluble vitamins

Vitamins
Retention times

mean(min) sir RSD*(%)

Vitamin A alcohol 2. 98 ±0.06 2.01
Vitamin A acetate 4.40 ±0.01 0. 23
Vitamin D2 11.38 ±0. 24 2.11
Vitamin D3 12.21 ±0.26 2.13
Vitamin E 16. 52 ±0.34 2.06
Vitamin E acetate 27.00 ±0.56 2.07
Vitamin K) 39.03 ±0. 75 1.92
Vitamin K3 1. 27 ±0.03 2.36

WSD:Standard deviation, feRSD:Relative standavd deviation.

' 2$ 3C 4.) 50

Retention timelmin.)

Fig. 1. Liquid chromatogram of 8 fat-soluble vita­
mins. (1) vitamin K3, (2) vitamin A alcohol, (3) vita­
min A acetate,⑷ vitamin D2,⑸ vitamin D：),⑹ 
vitamin E, (7) vitamin E acetate, (8) vitamin Ki.

결과 및 고찰

지용성 비타민의 동시 분리. 각 지용성 비타 

민의 UV 최대 흡수파장을 조사하기 위하여 각 

지용성 비타민 표준시약을 메타놀에 용해하여 

200nm에서 400nm까지의 UV •흡수 스펙트라를 

얻은 결과 각 지용성 비타민의 UV 최대 흡수파 

장은 비타민 A alcohol 324nm, 비타민 A ace­
tate 324nm, 비타민 D2 265nm. 비타민 D3 265
nrn. 비타민 E 291nm. 비타민 E acetate 284

Ute [mm.)

Fig. 2. Profile of wavelength and flow progress.

nm, 비타민 Ki 292nm. 비타민 IG 250nm 및 

331nm이었다. 각 지용성 비타민의 UV 최대 흡 

수파장을 선정하여 각 비타민의 머무름 시간을 

이동상에 따라 조사하고 각각의 비타민을 동시 

에 분리하는 조건을 확립하였다. 혼합 지용성 

비타민의 최적 동시분리조건은 다음과 같으며 

분리된 크로마토그램 및 각 비타민의 머무름 

시 간은 Fig. 1 및 Table 1 과 같다.

一분 리조건一

컬 럼 : Novapak C1#
용리액 : MeOH/H2O=95/5
흐름속도 : L 0mZ/min.(1000psig)
검출기 : UVD

이때 비타민의 검출감도를 중가시키기 위하여 

분석도중에 UV파장을 각 비타민의 머무름 시간 

에 따라 Fig. 2 와 같이 변경하였다. 본 실험 조 

건에서 각각의 지용성 비타민이 잘 분리되고 

머무름 시간의 재현성도 양호할 뿐만 아니라
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KeLsnc ion t i.nehmn . I

Fig- 3- Chromatograms of fat-soluble vitamins after 
hydrolysis. ( I ) alkaline hydrolysis, (II) enzymatic 
hydrolysis.

분리시간도 40분 안에 완료됨을 알 수 있다. 

지금까지 HPLC 에 의한 비타민 연구는 주로 

기울기 용리 방법 및 단일 파장에서 분석 6. 1678 
하여 그 방법이 복잡하고 감도가 떨어지는 경 

향이 있으나, 본 연구에서는 등용매 용리로 분 

석하여 방법이 간단하고 시간도 단축될 뿐만 

아니라 비타민의 종류에 따라 흡수도가 큰 파 

장으로 UV 파장을 바꿔줌으로써 감도도 향상시 

킬 수 있었다.

시료의 가수분해 및 비타민의 추출 시료를 

알카리 가수분해법 및 효소가수분해법에 따라 

처리한 후 비타민을 액체-액체 추출법 및 액체- 

고체 추출법으로 추출하여 HPLC로 각 지용성 

비타민을 정량하였다. 비타민의 정량은 외부 표 

준화법을 이용하였으며 시료에 첨가된 비타민은 

다음과 같은 방법으로 계산하였다.

recovery (%)=
(amount found in spiked sample-unspiked sample) 

spiked sample X10(

알카리 가수분해법 및 효소 가수분해법으로 

시료를 가수분해 시킨후 추출한 비타민의 크로 

마토그램은 Fig. 3과 같다. Fig. 3에서 알 수 

있듯이 효소가수분해법에 따라 가수분해시킨 경 

우에는 시료중에 첨가한 비타민 a alcohol, D、 

E 및 IG가 모두 잘 검출되고 있으나, 알카리 

가수분해법에 따라 가수 분해시킨 경우에는 비 

타면 A alcohol, D3, E만이 잘 검출되고 비타민 

K는 잘 나타나지 않고 있다. 즉 알카리 가수분 

해 법으로 전처리 한 경우 비타민 k의 추출율 

이 극히 저조한데 이는 다른 지용성 비타민과 

비교하여 볼때 비타민 k가 알카리에 쉽게 파괴8 
되기 때문이며, 효소가수분해 법에서는 알카리 

용액으로의 처리 시간이 상당히 짧기 때문에 

비타민 K가 파괴되지 않고 잘 추출된다고 생각 

된다，따라서 비타민 A, D, E의 경우에는 알 

카리 가수분해법 및 효소가수분해법 모두가 양 

호한 방법이나 비타민 K의 경우에는 효소가수 

분해법만이 좋은 전처리법이라 사료된다.

액체-액체 추출법에서 추출 용매에 따른 비타 

민의 추출율은 Table 2와 같다. Table 2에서 

알 수 있듯이 알카리 가수분해법과 효소가수분 

해법에서 비타민 추출에 효과적인 용매는 다른 

연구보고1에서와 같이 diethyl ether, pentane, 
n-hexane 등얀 반면에, isopctane과 아Uoroform 
의 경우에는 비타민 추출율이 저조한데 이는

Table 2. Recovery(%) of fat-s이uble vitamins by liquid-liquid extraction

Solvents
Alkaline hydrolysis Enzymatic hydrolysis

Vitamin Vitamin Vitamin Vitamin
A alcohol D.3 E Ki

Vitamin Vitamin Vitamin Vitamin
A 시 cohol Ds E Ki

n-Hexane
Pentane
Petroleum ether
Diethyl ether 
iso-Octane 
Chloroform

88.2
92.4
85.8
92.6
85.6
72.4

90.2
92.3
88.4
95.8
84. 1
78.6

88.1
90.5
90.8
90.6
83.4
76.1

10.3
12.5
10.1
15.2
6.7
3.5

90.3
93.5
90.2
95.2
86. 1
74.4

90.1
92.5
90.2
93.1 

. 85.2
73.1

89. 1
93.2
93.7
95.1
85.6
78.1

88.2
91.6
89.6
90.4
82.1
73.9
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Table 3. Recovery]%) of fat-s이uble vitamins by liquid-s시id extraction

Alkaline hydrolysis Enzymatic hydrolysis
Cartridges

Vitamin Vitamin Vitamin Vitamin Vitamin Vitamin Vitamin Vitamin
A alcoh이 D3 E Ka A alcohol D3 E K3

4
 
0
 
4
 
1
 
4
 
1

90.
51.
54.
80.
72.
85.

11 
4* 
1
 
1
 
1
 
00

93
57
49
82
67
85

6
1590-

4
 
3
 
1

1

7

20-
7-
20-
12-
11-

3
86.

4
 
6
 

z
 
z

5
 
8

1
 
5
 
5
 
5
 
5
 
7

95
86
57
80
90
88

93-
30-
37-
80-
60-
84-

Silica
Alumina, A
Alumina, B
Alumina, N 
Florisil 
Cis

Table 4. Recovery(%) of fat-soluble vitamins by pretreatment time in alkaline hydrolysis

Time(hr)
Vitamin

A alcohol
Vitamin D：i Vitamin E Vitamin K3

1 78.4 75.2 80.0 40.0
4 85.1 84.1 82.2 35.1
8 88.1 87.1 84.3 30.5

16 88.4 91.1 89.2 27.1
48 80.2 86.2 80.4 20.0

추출과정에서 시료충이 추출 용매충과 잘 분리 

되지 않고 넓은 범위에 분포되어 있어서 추출 

율이 상대적으로 낮은 것으로 사료된다. 그러나 

비타민 K의 추출에 있어서 효소가수분해법으로 

전처리 한 경우 diethyl ether, pentane, n-he- 
xane 등의 용매에서 좋은 추출결과를 나타내고 

있으나 알카리 가수분해법으로 전처리 한 경우 

에는 모든 용매에서 저조한 추출결과를 나타내 

고 있다. 이는 용매에 기인한 효과라기 보다는 

가수분해법에 따른 것이라 사료된다.

액체-고체 추출법에 사용된 Sep-Pak 카트리지 

는 원하는 성분을 카트리지에 머무르지 않게 

하고 그 외의 것을 흡착하도록 하거나 혹은 원 

하는 성분만을 카트리지에 머무르게 할 수 있 

다.® 분석하고저 하는 성분이 시료속에 고농도 

로 존재하는 경우에는 전자의 방법을, 저농도 

이거나 극성이 다른 여러성분을 얻고자 할때는 

후자의 방법을 주로 이용한다. 그러므로 본 연 

구에서는 극히 저농도의 비타민이 존재하는 식 

품 및 비타민 제제를 대상시료로 하였으므로 

후자의 방법을 사용하였다.

액체-고체 추출법에 사용된 카트리지에 따른 

비타민 추출율은 Table 3과 같다. 알카리 가수 

분해법 및 효소가수분해법으로 전처리한 용액에 

서 비타민 추출에 효과적인 카트리지는 silica. 
Cm 및 alumina N 이 었으나 alumina A는 비타민 

d와 E 추출시 alumina B는 비타민 E 추출시 

florisil은 비타민 D：,의 추출에만 효과적이었다. 

비타민 K의 추출에 있어서는 액체-액체 추출에 

서와 같이 액체-고체 추출에서도 효소가수분해 

법으로 전처리한 경우에만 좋은 추출결과를 나 

타내고 알카리 가수분해법으로 전처리시에는 추 

출율이 저조함을 알 수 있다.

액체-액체 추출법과 액체-고체 추출법을 비교 

하여 보면 모든 비타민의 추출율이 비슷한 양 

상을 나타내고 있으나 카트리지를 사용함으로써 

추출과정을 단축시킬 수 있고 추출도 신속하게 

이루어지므로 알카리, 열 등에 대한 비타민의 

불안정성을 고려한다면 액체-액체 추출법 보다 

는 액체-고체 추출법이 좋은 추출법이라 사료된
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Table 5. Recovery]%) of fat-soluble vitamins by pretreatment time in enzym가ic hydrolysis

Time(hr) Vitamin
A alcohol Vitamin D3 Vitamin E Vitamin K3

0.5 86.4 85.1 88.2 84.3
1 90.3 90.1 89.4 88.2
2 90.5 90.4 91.6 90.5
4 91.0 91.7 89.9 88.7

Ta이e 6. Recovery(%) of fat-s이uble vitamins by pretreatment temperature

Temperature 
(t)

Alkaline hydrolysis Enzymatic hydrolysis

Vitamin A 
alcohol Vitamin D3 Vitamin E Vitamin K3 Vitamin A 

alcohol Vitamin D3 Vitamin E Vitamin Kg

20 88.2 89.9 88.9 27.0 80.2 83.2 80.1 80.1
30 89.1 85.4 85.7 25.0 87.1 85.4 86.1 87.2
37 75.2 76.1 72.1 23.1 91.4 93.7 90.6 89.7
50 67.4 65.1 71.2 19.4 80.1 84.6 82.9 80.4

Table 7. Recovery(%) of fat-soluble vitamins by sample concentration

Concentration
(%)

Alkahne hydrolysis Enzymatic hydrolysis

Vitamin A 
alcohol

Vitamin Da Vitamin E Vitamin K3 Vitamin A 
alcohol

Vitamin Da Vitamin E Vitamin Ki

5

10
如40

91.1 93.2 27.5
90.9 91.4 30.5

85.1 86.2 84.7 25.5
72.4 76.5 75.5 24.3

0
 
3
 
2
 
4

91
90
88-
57-

9
 
4
 
6
 
2

L
9
3
3

9
 
8
 
8
 
6

9
 
1

4

 
1

9
 
4
 
1

7

2

8
 
8
 
8
 
5

다.

전처리 시간, 온도 및 시료 농도의 영항. 알 

카리 가수분해법 및 효소가수분해법에 따라 시 

료를 가수분해 시킬 경우 전처리 시간이 비타 

민 추출에 미치는 영향을 관찰하기 위한 분석 

결과는 Table 4 및 5 와 같다. Table 4 및 5 에서 

보는 바와 같이 시료의 전처리 시간이 알카리 

가수분해법의 경우 8시간 및 16시간일때 효소 

가수분해법의 경우 1시간 및 2시간일때 가장 

좋은 비타민 추출율을 나타냈다. 효소 가수분해 

법의 전처리 시간이 알카리 가수분해법의 전처 

리 시간보다 상당히 짧은데 이는 '효소를 사용 

하므로써 효소가 시료의 가수분해를 촉진시키는 

역할을 하기 때문이라 사료된다..

Table 6은 전처리 온도에 따른 비타민 추출 

율을 나타내고 있다. 알카리 가수분해법의 경우 

전처리 온도가 상승함에 따라 추출을이 점차 

낮아짐을 알 수 있는데 이는 전처리，시간이 16 
시간 정도로 긴데다 온도가 상승함에 따른 비 

타민의 알카리 및 열에 대한 불안정성에 기인 

한다고 생각되며, 효소가수분해법의 경우 37t 
및 30t?의 전처리 온도에서 양호한 비타민 추출 

율을 나타냈는데 이는 효소의 기능을 발휘하기 

알맞은 온도이기 때문이라 사료된다.

전처리 용액에 대한 시료농도비에 따른 비타 

민 추출율은 Table 7과 같다. 알카리 가수분해
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Table 8. Fat-soluble vitamin contents of vitamin products and foods (Value in ppm)

Sample
Vitamins

Vitamin A 
alcohol

Vitamin D3 Vitamin E Vitamin E 
acetate

Vitamin tablet 75 1 - 9
Vitamin syrup 50 2 — 7
Mayonnaise 8 4 97 —

Margarine 6 7 46 —

Fig 4. Chromatograms of vitamin products and 
foods. ( I ) vitamin tablet, (II) vitamin syrup, 
(III) mayonnaise, (N) margarine.

법 및 효소가수분해법 모두 시료농도비가 5% 
및 10%일 경 우 가장 좋은 추출율을 나타내고 

있으며, 시료 농도비가 증가함에 따라서 추출율 

이 점차 감소하는데 이는 전처리 용액의 capa- 

city，에 기인한다고 생각된다.

비타민의 정량. 식품(마요네즈. 마아가린) 

및 비타민 제제(정저). 시럽) 중에 존재하는 지 

용성 비타민의 확인 및 함량 분석은 효소가수 

분해법에 따라 시료를 전처리한 후 diethyl 
ether로 비타민올 추출 HPLC로 분석하였다. 분 

석결과 및 크로마토그램은 Table 8 및 Fig. 4와 

같으며 지용성 비타민 종류 및 함량은 제품에 

표시된 값과 일치함을 알 수 있었다. 따라서 

본 연구에서의 실험방법으로 식품 및 비타민 

제제중에 존재하는 지용성 비타민의 확인 및 

함량올 분석하는데 충분할 것으로 생각된다.

결 론

식품 및 비타민 제제중의 지용성 비타민을 

동시 분석하기 위한 추출 및 정량법을 검토한 

결과 다음과 같은 결론을 얻었다.

(1) 액 체 크로마토그래 피 에 의 한 8가지 지 용 

성 비타민의 동시 분리 및 정량은 Novapak C18 
컬럼상에서 메타놀 : 물=95 ： 5 이 동상으로 등용 

매 용리하여 40분안에 모든분석을 완료하였으며 

비타민의 종류에 따라 흡수도가 큰 파장으로 

검출파장을 바꿔줌으로써 감도를 향상시킬 수 

있었다.

(2) 시료의 전처리는 알카리 가수분해법과 효 

소가수분해법에 의하여 처리하였으며, 비타민 

A, D, E 분석에는 알카리 가수분해법 및 효소 

가수분해법 모두 양호한 결과를 나타냈으나 비 

타민 K 분석에는 효소가수분해법만이 좋은 결 

과를 나타냈다.

(3) 비타민 추출은 액체-액체 추출법과 액체- 

고체 추출법에 의하였으며, 액체-액체 추출시 

die比yl ether 및 pentane0] 양호한 용매이고 액 

체-고체 추출에는 silica 카트리지가 좋은 결과 

를 나타냈다.

(4) 시료 전처리에서 최적 전처리 시간은 알 

카리 가수분해시 8시간 및 16시간 이었고 효소 
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가수분해시에는 1시간 및 2시간 이었다. 최적 

전처리 온도는 알카리 가수분해시 20t：이었고 

효소가수분해시는 30t 및 37t：이었다. 또한 전 

처리 용액에 대한 시료 농도비는 알카리 가수 

분해법 및 효소가수분해법 모두 5%와 10%에서 

좋은 결과를 얻었다.

（5） 식품（마요네즈, 마아가린） 및 비타민 제제 

（정제, 시럽） 중에 존재하는 지용성 비타민의 

종류 및 함량을 본 연구 방법에 따라 분석한 

결과 제품에 표기된 값과 일치하였다.
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