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발효과정에서 생성되는 발효유제품의 안식향산 함량 수준 평가
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Abstract

The purpose of this study was to utilize the results as a basic data of benzoic acids in animal products that didn't mention
in the quality standard of National Veterinary Research and Quarantine Service (NVRQS) to solve the conflict of interna-
tional trade and administration. Set-Pak method listed in the quality standard of NVRQS, faster than auto distillation meth-
ods with same recovery selected as a pre treatment for the determination of benzoic acid. The regression curve of benzoic
acid with Sep-Pak method was linear with the R2 value of 0.999 and the limit of detection (LOD) and limit of quantitation
(LOQ) was 0.058 mg/kg and 0.176 mg/kg, respectively. The benzoic acid in the fermented milk was detected after the fer-
mentation stage by addition of starter culture with the level of 2.28~10.48 mg/kg and 0~16.5 mg/kg in the commercial fer-
mented milk products without detection by the addition of syrup. In case of cheese products, the benzoic acids level was
influenced by the curd formation (Camembert cheese) and the quality of natural cheese (processed cheese), by the way, the
benzoic acid level of commercial natural cheese was 0~4.2 mg/kg, processed cheese was 0~20.8 mg/kg, respectively. Based
on this result, it may be possible to utilize as a basic data for the systematic control the level of natural benzoic acids in raw
material, processing and final products of animal origin.
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서 론

안식향산은 산성배지에서 여러 박테리아, 효모 및 곰팡이

성장을 억제하기 위하여 식품보존제로 식품업계에서 널리

사용되고 있다. 1991년 미국산 건포도에서의 안식향산 검

출 및 1994년 호주산 포도주에서 검출된 안식향산으로 인

한 통상문제를 비롯하여 쌍화차, 케첩, 카레 등 안식향산의

사용이 허용되지 않은 식품에서 안식향산이 검출되어 적부

판정의 문제가 야기된 경우가 종종 있어 왔다. 안식향산은

많은 동식물에서 유리 및 결합형태로 자연적으로 발생하는

대사산물이다(Hegnauer, 1992). 평가할 만한 양은 gum ben-

zoin(안식향, 약 20%)과 다수의 베리(약 0.05%)에서 발견되

어 왔다(Budavari et al., 1996). 많은 생물에서 발견되기 때

문에 안식향산은 식품에 자연적으로 존재한다(Sieber et al.,

1989, 1990b). 안식향산은 우유에 보존제로서 허용되지 않

으나 치즈, 발효크림 및 요구르트에서 발견되고 있다(Hej-

tmankova et al., 2000; Horak et al., 1996; Urbiene and

Leskauskaite, 2006).

요구르트, 과일 요구르트, 비피더스균과 케휘어가 들어 있

는 발효유는 안식향산이 대부분 평균 20 mg/kg(Nagayama

et al., 1986), 12-40 mg/kg(Sieber et al., 1989)이다.

치즈는 종류에 따라 안식향산의 함량이 차이가 많이 나

는데 Quarg cheese는 평균 16.0 mg/kg, 범위 10-25 mg/kg,

Fresh cheese는 평균 8 mg/kg, 범위 1-17 mg/kg(Sieber et al.,

1990a), Cottage cheese는 평균 9±6 mg/kg, 범위 2-18 mg/

kg(Takeba et al., 1990), Provolone cheese는 평균 96.4 mg/

kg, 범위 8-341 mg/kg(Toppino et al., 1990)이다.

Choi 등(2008)은 한국에서 유통 중인 치즈 40개 시료 중

9개에서 안식향산이 검출되었고, 평균농도는 3.7 mg/kg이라

고 하였다. 가공식품으로부터 안식향산의 평균 일일 섭취

량은 0.02-0.2 mg/체중 kg (50-70 kg인 사람), 10.9 mg/사람

(Toyoda et al., 1983a)과 1.4 mg/사람 (Toyoda et al., 1983b;
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Yomota et al., 1988)이라고 보고되었다.

본 연구는 축산물의 가공기준 및 성분 규격(검역검사본

부 고시)에 허가되지 않은 축산식품에서 안식향산이 검출

될 경우 야기될 수 있는 여러 가지 행정상, 통상상의 문제

를 해결하기 위한 축산식품관리 정책의 기초자료로 활용

설정하는데 그 목적이 있다.

재료 및 방법

공시시료

드링크 타입 발효유는 유통 중인 6개 업체에서 7종, 국

내산 치즈는 9종, 수입치즈 12종을 구입하여 사용하였고,

제조공정 중 단계별 안식향산 생성 가능성을 확인하기 위

하여 업체에서 지원 받아 발효유는 원유, 배합직후, 스타터

첨가직후, 완제품 단계에서, 치즈는 각각 모짜렐라 치즈(원

료 -커드형성 후 -스트레칭 후 -완제품), 까망베르 치즈(원

료 -커드형성 후 -염지 후 -완제품) 및 가공치즈(원료 -배

합 후 -유화 후 -완제품)별로 시료를 채취하여 아이스박스

에 담아 냉장상태로 실험실로 운송하였고, 보관온도는 5oC

이하로 보관하면서 저장 중의 품질변화를 최소화하여 안

식향산의 함량을 분석하였다.

시료 전처리

Sep-Pak 전처리

검체 5 g을 취하여 물로 25 mL가 되게 희석한 후 이 액

5 mL를 취해 1 N 염산 0.5 mL와 0.005 M CTA 용액(Ald-

rich, Germany) 0.5 mL를 가하여 섞어준 후 메탄올 10 mL,

물 10 mL, 0.005 M CTA 용액 10 mL로 차례로 흘려 씻어

준 Sep-Pak C
18
카트리지(Waters, Ireland)에 시험용액을 2

mL/min의 속도로 가하였다. 이어서 물 10 mL로 카트리지

를 씻고 메탄올 10 mL로 용출시켜 전량을 메탄올로 10 mL

가 되게 하였다. 이 액을 0.45 µm의 멤브레인 필터(Sartorius

Stedim, Germany)로 여과하여 시험용액으로 하였다.

자동증류장치를 이용한 전처리

검체 30-100 g을 비이커에 취하여 10% 수산화나트륨용액

또는 10% 염산으로 중화하고 이를 500 mL - 1 L의 플라스

크에 옮기고 이에 15% 주석산용액 10 mL, 염화나트륨 약

80 g 및 실리콘수지 한 방울을 가한 후, 적정량의 물을 추

가하였다. 이를 수증기 자동증류기(k-350, BUCHI, Switzer-

land)에 연결하고 증류액을 받는 수기 끝을 1% 수산화나트

륨용액(Junsei, Japan) 20 mL에 잠기도록 하여 증류하고 유

액은 매분 10 mL의 속도로 하여 500 mL를 취하여 시험용

액으로 하였다.

HPLC에 의한 안식향산 분석

안식향산의 공인시험법으로 축산물가공기준 및 성분규격

(농림수산검역검사본부 제 2011-105호)을 이용하였고 분석

조건은 Table 1과 같으며, 분석된 성분은 안식향산 표준물

질의 분석 데이타와 비교, 확인하였다.

검출한계(Limits of detection, LOD) 및 정량한계(Limits

of quantitation, LOQ)

시그널(signal) 대 노이즈(noise)에 근거하는 방법- 대상물

질을 포함한 검체의 시그널과 공시험 검체의 시그널을 비

교하여 구하여 반응의 표준편차와 검량선의 기울기에 근거

하였다.

σ는 반응의 표준편차, S는 검량선의 기울기

LOD 3.3 σ/S×=

LOQ 10 σ/S×=

Table 1. Analysis condition of HPLC

Detector PDA (Jasco MD-2018, wavelength: 217 nm)

Column Capcell pak MF-C8 (150×4.6 mm, 5 µm)

Flow 1.0 mL/min

Injection volume 20 µL

Retention time 15 min

Fig. 1. Chromatogram of benzoic acid of standard (left) and commercial fermented milk (right) determinated by HPLC.
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회수율

회수율은 표준액첨가법(standard addition)을 이용하여 회

수율을 측정하였다.

결과 및 고찰

전처리 방법 확립

축산물의 가공기준 및 성분규격의 축산물 시험법 중 전

처리 방법인 Sep-Pak을 이용한 분석방법과 자동증류장치를

이용한 분석방법을 선정하기 위하여 발효유제품의 회수율

을 측정한 결과는 Table 2와 같다.

안식향산이 5 ppm과 10 ppm 첨가된 발효유의 경우 Sep-

Pak법보다 자동증류법이 회수율이 더 높았으나 유의성은

없었다. 반면 20 ppm 첨가된 발효유에서는 Sep-Pak법이 회

수율이 높았으며, 유의성이 있었다. 발효유에 첨가된 표준

용액의 농도가 높을수록 Sep-Pak법이 회수율이 높아지는

반면 자동증류법은 낮아지는 경향을 보였다. 가공치즈의 경

우 표준용액 5 ppm이 첨가된 제품에선 자동증류법이 Sep-

Pak 법보다 약간 높았으나 유의성이 없었고, 10 ppm과 20

ppm에서는 Sep-Pak법이 회수율이 높아지고 유의성이 인정

되었다. 그러나 Sep-Pak법과 자동증류법 공히 회수율이 각

각 90.17-104.86%와 83.40-97.59%로서 양호한 결과를 얻음

으로써 분석시간이 짧은 Sep-Pak을 이용한 분석방법을 선

정하였다.

Sep-Pak법의 유효성 검증

시료의 정량을 위하여 안식향산의 검량선, 정량한계 및

검출한계를 작성한 결과는 Fig. 2와 Table 3과 같다. Sep-

Pak법의 유효성 검증으로 안식향산의 검량선은 R2= 0.999

로 양호한 직선성을 나타냈으며, 검출한계는 0.058 mg/kg,

정량한계는 0.176 mg/kg을 보였다.

공정과정 중 단계별 안식향산 생성

발효유는 정치형 (Set type)인 경우 원유, 배합직후, 스타

터 첨가직후, 완제품에서 시료를 채취하여 안식향산의 함

량을 분석하였다(Table 4). 그 결과 B사인 경우 스타터 첨

가직후에서 4.55 mg/kg이었고 배양이 완료된 완제품에서는

10.48 mg/kg을 나타내었다. 교반형인 경우 I사와 K사 공히

스타터 첨가직후에서는 검출되지 않았고, 배양이 완료된 완

제품에서는 I사 6.32 mg/kg, K사 2.28 mg/kg과 5.28 mg/kg

을 나타내었다.

Table 2. Recovery of benzoic acid with mixed standard solution and fermented dairy products

Products Preparation 5 ppm 10 ppm 20 ppm

Fermented milk
Sep-Pak method 90.17±5.68 93.61±1.36 95.34±1.37a

Auto-Distill method 97.59±4.61 95.03±2.32 91.49±0.75b

Processed cheese
Sep-Pak method 96.87±10.12 104.86±1.72a 103.85±3.60a

Auto-Distill method 97.24±0.84 86.22±3.70b 83.40±1.01b

a,bMean with different superscript in the same column significantly differ at p<0.05. (n=3)

Table 4. Benzoic acid determination of fermented milk during processing stage (Unit: mg/kg)

Company

Raw milk After mix After starter addition Product Additive (syrup)

Detection

volumn

Detection

rate (%)

Detection

volumn

Detection

rate (%)

Detection

volumn

Detection

rate (%)

Detection

volumn

Detection

rate (%)

Detection

volumn

Detection

rate (%)

B ND 0 ND 0 4.55±0.88 100 10.48±0.20 100 - -

I ND 0 ND 0 - - 6.32±0.33 100 ND 0

K
ND 0 ND 0 ND 0 2.28±0.28 100 - -

ND 0 ND 0 ND 0 5.28±0.52 100 ND 0

ND: not detected.

Fig. 2. The regression curve of benzoic acid determinated by

HPLC.

Table 3. Validation test of benzoic acid

Items Result

Limit of Detection (mg/kg) 0.058

Limit of Quantitation (mg/kg) 0.176

Recovery Rate (%) 93.04±3.76
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완제품의 경우 100%의 검출율로 2.28-10.48 mg/kg 수준

이었고, 첨가제(시럽)에서는 안식향산이 검출되지 않아 Stijve

와 Hischenhuber (1984)가 제시한 바와 같이 젖산균 발효

에 의해 안식향산이 자연유래되어 완제품에서 함량이 높

아졌을 것으로 사료되었다. Urbiene과 Leskauskaite(2006)에

따르면 상업적 젖산균으로 우유의 발효 중 안식향산의 변

화를 조사한 결과 발효유의 안식향산 함량은 14-23 mg/kg

이라고 하였으며, 원유와 발효유를 비교하였을 때 안식향

산 함량이 5.1배 높았다고 하였다. 안식향산은 우유 발효

3-6시간(Log phase) 중에 가장 많이 형성되었고, 상업적 젖

산균 스타터의 종류에 영향을 받아 Lactobacillus acidophilus

를 함유한 La-5 스타터로 발효된 우유에서 가장 많이 검출

되었으며, 저장기간 중 감소하는 것으로 나타났다고 하였다.

치즈는 모짜렐라 치즈(원료 -커드형성 후 -스트레칭 후

-완제품), 까망베르 치즈(원료 -커드형성 후 -염지 후 -완

제품) 및 가공치즈(원료 -배합 후 -유화 후 -완제품)로 나

누어 제조공정에 따른 안식함량을 분석하였으며 그 결과

는 Table 5와 같다. A사의 모짜렐라 치즈의 경우 완제품을

포함한 모든 공정에서 안식향산이 검출되지 않았다. 까망

베르 치즈의 경우 원유에서는 검출되지 않았으나 커드 형

성 후 12.88 mg/kg을 나타내었고, 염지 후에는 8.89 mg/kg,

숙성이 완료된 완제품에서는 8.48 mg/kg을 나타내었다. 가

공치즈의 경우 B사 제품은 원료치즈로서 체다치즈 2종의

안식향산 함량이 14.22 mg/kg과 15.83 mg/kg을 나타내었고

기타 다른 첨가물이 포함되어 배합한 직후 7.08 mg/kg, 유

화 후에는 8.45 mg/kg, 완제품에는 7.32 mg/kg을 나타내어

배합 이후 단계에서는 거의 변화가 없음에 따라 원료치즈

에 따라 함량이 영향을 받는 것으로 나타났다.

업체별 발효유제품의 안식향산 함량

업체별 발효유의 안식향산 함량을 분석한 결과는 Table

6과 같다. 업체에 따라 함량 차이를 보이나 0-16.5 mg/kg의

수준으로 제조공정 중 발효를 거친 유가공품의 안식향산

자연 유래가 확인되었다. 발효유의 검출율은 85.71%로 나

타났으며 유통기한 중 함량 변화를 보기 위해 5-7일의 간

격으로 유통기한 최종일의 안식향산 함량을 분석한 결과

제품 및 업체에 관계없이 큰 차이를 보이지 않았다. 이와

같은 결과는 Yildiz 등(2012)이 안식향산 함량이 8.94-28.30

mg/kg이라고 한 결과보다 낮은 수준을 보였다.

치즈의 안식향산 함량은 국내에 유통 중인 치즈(연성치

즈 및 연성가공치즈)와 수입치즈(연성치즈, 반경성치즈 및

생치즈)로 나누어 분석한 결과는 Table 7과 같다. 국내 유

통치즈의 경우 연성치즈가 0-4.2 mg/kg, 연성가공치즈가 0-

20.8 mg/kg의 수준을 보였다. 모짜렐라 치즈가 원료인 연성

가공치즈의 경우 0-16.36 mg/kg으로 업체에 따라 큰 차이

를 보였고, 오랜 시간 발효 및 숙성에 의해 제조되는 체다

치즈는 14.08-20.75 mg/kg, 고다 치즈는 5.95 mg/kg이었으며

국내 유통치즈의 안식향산 검출율은 66.66%이었다. 이와

같은 결과는 Yildiz 등(2012)이 안식향산 함량이 3.17-56.77

mg/kg, Sieber 등(1989)이 trace-40 mg/kg이라고 한 결과보

다 낮은 수준을 보였다.

수입치즈의 경우 연성치즈는 0-15.5 mg/kg, 반경성치즈는

0-20.20 mg/kg의 함량을 보였고 페타 치즈(12.89 mg/kg), 블

루 치즈(14.86 mg/kg), 그루이어 치즈(19.15 mg/kg)가 높은

함량을 보였으며 생치즈에서는 검출되지 않았다. 수입치즈

의 안식향산 검출율은 69.23%로 국내 치즈(66.66%)보다 높

은 수준으로 나타났다.

요 약

본 연구는 발효과정 중 생성되는 발효유제품의 안식향산

을 조사함으로써 축산식품관리 정책의 기초자료로 활용하

기 위하여 실시하였다.

Table 5. Benzoic acid determination of cheese during processing stage (Unit: mg/kg)

Company

Raw milka/

Natural cheeseb
After Curd

formationa/After mixb
After strectinga/After cureb/

After meltingc
Product

Detection

volumn

Detection

rate (%)

Detection

volumn

Detection

rate (%)

Detection

volumn

Detection

rate (%)

Detection

volumn

Detection

rate (%)

Mozzarella A NDa 0 NDa 0 NDa 0 ND 0

Camember A NDa 0 12.88±2.50a 100 8.89±0.65b 100 8.48±0.01 100

Proceesed

cheese B

14.22±0.55b

15.83±0.94b
100 7.08±1.76b 100 8.45±1.34c 100 7.32±1.31 100

ND: not detected.

Table 6. Benzoic acid determination of fermented milk

Company
Range

(mg/kg)
Type

Content (mg/kg)

During

shelf-life

Final day

shelf-life

A 14.8-16.5 Plain 15.65±1.17 -

B ND Plain ND -

C 7.1-7.7 Plain 7.47±0.32 7.80±0.41

D 7.8-8.1 Strawberry 7.93±0.15 7.49±0.24

E 7.1-9.7 Cherry 8.01±0.14 -

F 4.3-9.7
Apple 8.18±2.20 -

Plain 5.46±0.40 5.82±0.11

(n=3).
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축산물의 가공기준 및 성분규격의 축산물 시험법 중 전

처리 방법인 Sep-Pak을 이용한 분석방법과 자동증류장치를

이용한 분석방법 중 1개를 택일하기 위하여 유제품의 회수

율을 측정한 결과 커다란 차이가 없음에 따라 전처리 시간

이 짧은 Sep-Pak을 이용한 분석방법을 선정하였다. Sep-Pak

법의 유효성 검증으로 안식향산의 검량선은 R2= 0.999로

양호한 직선성을 나타냈으며, 검출한계는 0.058 mg/kg, 정

량한계는 0.176 mg/kg을 보였다. 완제품에서 검출된 발효유

를 대상으로 공정 단계별로 안식향산을 분석한 결과 스타

터를 첨가한 이후 단계에서 2.28-10.48 mg/kg 수준이었고

첨가제(시럽)에서는 검출되지 않았으며, 시중 유통 중인 발

효유는 0-16.5 mg/kg으로 나타났다. 치즈의 경우 카멤베르

치즈는 커드형성 후, 가공치즈는 원료치즈에서 영향을 많

이 받는 것으로 나타났고, 시중 유통 중인 자연치즈는 0-

4.2 mg/kg, 가공치즈는 0-20.8 mg/kg으로 나타났다.

이러한 결과를 토대로 원료, 제조과정 중 및 완제품 전

과정에서 발생될 수 있는 자연유래 안식향산을 일관성 있

고 체계적으로 관리할 수 있는 기초자료로 활용할 것으로

사료된다.
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