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ABSTRACT - This study was conducted to establish the standard method for the contents of biotin in milk for-

mulas. To optimize the method, we compared several conditions for liquid extraction, purification and instrumental

measurement using spiked samples and certified reference material (NIST SRM 1849a) as test materials. LC-MS/MS

method for biotin was established using C
18
 column and binary gradient 0.1% formic acid/acetonitrile, 0.1% formic

acid/water mobile phase is applied for biotin. Product-ion traces at m/z 245.1 → 227.1, 166.1 are used for quantitative

analysis of biotin. The linearity was over R2 = 0.999 in range of 5~60 μg/L. For purification, chloroform was used as

a solvent for eliminating lipids in milk formula. The linearity was over 0.999 in range of 5~60 ng/mL. The detection

limit and quantification limit were 0.10, 0.31 ng/mL. The accuracy and precision of LC-MS/MS method using CRM

were 103%, 2.5% respectively. Optimized methods were applied in sample analysis to verify the reliability. All the

tested milk formulas were acceptable contents of biotin compared with component specification and standards for

nutrition labeling. The standard operating procedures were prepared for biotin to provide experimental information

and to strengthen the management of nutrient in milk formula.
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비오틴은 황을 함유한 수용성비타민으로 생체 내 대사

과정 중 카르복실기를 제공하는 카르복실화 효소 및 탈탄

산 효소의 조효소로 작용하며 아미노산으로부터 에너지

생성 및 DNA 합성에 중요한 역할을 하는 것으로 알려져

있다1).

비오틴의 결핍은 영아나 성장기 아동에서는 성장 저하,

성인의 경우 피부염, 결막염, 탈모증, 무기력증, 우울증 등

을 가져오기도 하지만2) 체내 비오틴 회로를 통해서 재사

용될 수 있기 때문에 단순 결핍 증상은 거의 나타나지 않

는다3).

비오틴은 한국인을 대상으로 한 연구 자료가 부족하여

미국, 캐나다의 충분섭취량 설정방법을 토대로 모유영양아

의 자료로부터 충분섭취량을 추정하여 제시하고 있으며,

2015년 한국인의 1일 비오틴 섭취기준은 0~5개월 영아는
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모유 중 비오틴의 양에 근거하여 5 µg, 6~11개월의 영아

및 1~2세 유아, 3~5세의 어린이는 0~5개월 영아의 충분

섭취량에 각 연령의 체중으로 보정하여 각각 7, 9, 11 µg

으로 설정하고 있다. 15세 이상의 청소년과 성인의 경우는

1일 30 µg을 충분섭취량으로 설정하고 있으며 수유부의 경

우 5 µg을 부가하여 설정하고 있다4)(Table 1). 

영유아를 제외한 대부분의 연령층은 난황, 간, 땅콩, 치

즈와 같은 다양한 식품 및 건강기능식품 등을 통하여 비

오틴을 섭취하고 있으나 영유아의 경우 모유 또는 조제유

류만을 통하여 비오틴을 섭취하고 있어 조제유류에 대한

철저한 품질관리가 요구되고 있다. 조제유류는 원유 또는

유가공품을 원료로 하여 모유의 성분과 유사하게 가공한

모유대용품을 말하며, 조제분유, 조제우유, 성장기용조제

분유, 성장기용조제우유, 기타조제분유, 기타조제우유 등

6개 유형으로 나뉘어「축산물의 가공기준 및 성분규격」

에 의해 관리되고 있다. 

CODEX 및 미국, 영국, 호주 등에서는 영유아식을 대상

의 개월 수에 따라 infant formula와 follow-up formula로

구분지어 규격을 설정하고 있으며, 원료에 따라 milk base

와 soy base로 구분 되어 관리되고 있으나 우리나라의 경

우 미국, 호주 등과는 달리 조제유류에 대한 비오틴 규격

이 설정되어 있지 않아 규격 신설을 위한 분석법 마련이

필요한 실정이다5).

조제분유와 달리 영아용조제식과 성장기용 조제식은 분

리대두단백 또는 기타의 식품에서 분리한 단백질을 단백

원으로 하여 모유 또는 조제유의 대용으로 가공한 것을

말하는데6) 식품공전에서 비오틴의 경우 1.5 µg/100 kcal 이

상으로 규격이 설정되어 관리되고 있다. 

비오틴 함량 분석을 위한 국내 공인 분석법으로 식품공

전과 건강기능식품공전에 미생물에 의한 분석법과 육방전

환밸브시스템을 이용한 HPLC 정량분석법이 수록되어 있

으며. EN (European Norm) 등 국제공인 분석법에는 비오

틴을 효소 처리하여 추출한 후 fluorescein 5-isothiocyanate

와 post-column binding 시켜 형광검출기를 이용한 HPLC

정량분석법이 채택되어 사용되고 있다7). 공인 분석법 이

외 시료 중의 비오틴을 Br-MDMC (4-bromomethyl-6,7-

dimethoxycoumarin)를 이용하여 유도체화 후 HPLC-FLD

로 정량하는 분석법8-9)과 ammonium acetate 수용액으로 추

출하여 UPLC-MS/MS로 정량하는 분석법10), 바이오센서를 이

용한 생물학적 분석법11-12), 2-NPH·HCl (2-nitrophenylhydrazine

hydrochloride)을 이용한 유도체화 후 HPLC-UV 및 LC-

MS-ESI를 이용한 분석법13), LC-ELSD를 이용한 분석법14)

및 HPLC/avidin binding을 이용한 분석법15) 들이 보고되

고 있다.

식품공전에서 비오틴 분석법으로 사용하고 있는 육방전

환밸브시스템 분석법을 조제분유에 적용하는데 있어 10 µg/

Table 1. Dietary Reference Intakes (DRIs) in Korean : Biotin

Age Adequate intake (μg/day)

 Infant 
 0~5 (months) 5

6~11 7

 child 
 1~2 (years) 9

3~5 11

6~8 15

9~11 20

12~14 25

15~18 30

19~29 30

30~49 30

50~64 30

65~74 30

≥ 75 30

Pregnancy +0

Breast feeding +5

Table 2. Domestic and international standard milk formulas

Nutrients

Korea1) CODEX2) U.S.A3) EU4) Australia & 

New Zealand5)

Min. Max. Min. Max. GUL Min. Max. Min. Max. Min. Max. GUL

(/100 Kcal) (/100 Kcal) (/100 Kcal) (/100 Kcal) (/100 Kcal)

Biotin

(μg)

infant

formula
- - 1.5 - 10 1.56) - 1.5 - 1.5 - 11.3

follow-up

formula
- - 1.5 - - 1.56) - 1.5 - 1.5 - 11.3

1)Processing standards and ingredient specifications for livestock products. 2014
2)CODEX Stan 72-1981_Infant formula, CODEX Stan 156-1987_follow up formula
3)21 CFR 107.100. 2014
4)91/321/EEC. 199
5)Standard 2.9.1. 2003. 
6)Required only for non-milk based infant formulas
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L의 농도에서 정량에 필요한 S/N비 확보가 어렵고 건강

기능식품공전의 미생물학적 분석법은 분석시간에 많은 시

간이 소요되는 어려움이 있었다. 따라서 본 연구를 통해

보다 선택성과 분리능이 뛰어난 LC-MS/MS를 이용한 조

제유류의 비오틴 공인 분석법을 마련하고자 식품공전 및

논문 등을 참고하여 분석법을 확립하고 AOAC에서 제시

하는 시험법 검증 가이드라인을 참고하여 밸리데이션을

수행한 후 시중에 유통 중인 조제유류에 대한 적용성을

확인하여 분석법을 검증하였다. 

Materials and Methods

실험재료

분석법 적용성 확인을 위해 조제유류의 품목제조보고서

(1997년~2015년)와 수입신고서(2013년~2015년)를 확인하

였다. 국내에 품목제조 보고된 제품은 총 309건이었으며

수입 신고된 제품은 총 59건으로 조사되었다. 이중 생산

중단된 제품 및 수출용 제품, 품목제조 보고가 중복된 것

을 제외한 나머지 제품에 대해서 국내 유가공업체 홈페이

지 및 인터넷 판매 사이트를 통하여 조제분유(39건), 조제

우유(3건), 성장기용조제분유(23건) 등 조제유류 65건을 구

매하였다. 시료는 전처리 후 24시간 이내에 분석을 실시

함을 원칙으로 하였다. 

표준품 및 시약

비오틴 표준품은 Sigma-Aldrich사 (St. Louis, Mo, USA)

에서 구입하여 사용하였다. 시료의 전처리에 사용된 potassium

dihydrogen phosphate, formic acid는 Sigma-Aldrich사 (St,

Louis, Mo, USA), chloroform, acetonitrile은 Merck사 (White

house Station, NJ, USA)로부터 HPLC 급으로 구입하여 사

용하였다.

표준용액 및 시액의 조제

비오틴 표준품 10 mg을 100 mL 갈색정용플라스크에 정

밀하게 취하여 100 µg/mL의 용액이 되도록 증류수로 표

선까지 정용하여 이를 표준원액으로 하였다. 비오틴 표준

원액은 4oC이하의 암소에 보관하였으며, 검량곡선을 위한

비오틴 표준용액은 5~60 ng/mL가 되도록 0.01 M 인산이

수소칼륨용액(pH 4.8)으로 희석하여 사용하였다.

시험용액의 조제

균질화한 시료를 약 5 g (액상은 10 g)을 정밀히 칭량하

여 0.01 M 인산이수소칼륨용액(pH 4.8)을 넣어 50 mL로

정용하였다. 초음파로 30분 간 추출 후, 원심분리관으로

옮겨 10분 간 격렬히 흔들어주었다. 새 원심분리관에 추

출액 10 mL을 취하고 동량의 클로로포름을 첨가 후 10분

간 격렬히 흔들어 잘 섞은 용액을 0oC, 9,000 rpm에서 30

분 간 원심분리한 후 상층액을 취하여 0.2 µm 나일론 멤

브레인 필터로 여과한 것을 시험용액으로 하였다.

LC-MS/MS 분석조건

비오틴 분석을 위한 액체크로마토그래프-질량분석기

(Liquid Chromatograph-Tandem Mass Spectrometer, LC-

MS/MS)는 Waters Xevo TQ-S (USA)를 사용하였다. 분석

칼럼으로는 ACQUITY UPLC BEH C18(2.1 × 100 mm, 1.7

µm, Waters, USA)를 사용하여 0.1% 포름산 수용액과 0.1%

포름산 포함 아세토니트릴을 이동상으로 하는 기울기 용

리 방식을 선택하여 분석하였다. 각 대상 성분의 이온화

법으로는 electro-spray ionization (ESI)법의 positive-ion

mode를 사용하였으며 LC-MS/MS 분석조건을 Table 3에

상세하게 제시하였다. 

분석법 유효성 검증

LC-MS/MS를 이용한 비오틴 분석법에 대한 유효성을

검증하기 위하여 AOAC 시험법 검증 가이드라인에서 제

시하는 방법을 참고하여 특이성(specificity), 직선성(linearity),

정확성(accuracy), 정밀성(precision), 검출한계(limit of

Table 3. LC-MS/MS operation conditions for the biotin

Instrument Parameter Condition

UPLC

Column
UPLC BEH C18(2.1 × 100 mm, 

1.7 μm)

Mobile phase
A : 0.1% formic acid in water

B : 0.1% formic acid in acetonitrile

Gradient 

program

Time A(%) B(%)

0 100 0

5.0 80 20

5.2 0 100

6.2 0 100

7.0 100 0

11.0 100 0

Flow rate 0.2 mL/min

Column temp. 40oC

Inj. vol. 2 μl

MS/MS

Ionization mode ESI positive

Capillary voltage 3.80 kV

Cone voltage 30 V

Desolvation Temp. 500oC

Desolvation gas 

flow
1000 L/h

Cone gas flow 150 L/h

MRM

Parent ion 245.15

Daughter ion

(Collision energy)

227.1 (20 V)

166.1 (13 V)
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detection)와 정량한계(limit of quantification)를 구하였다.

직선성을 확인하기 위하여 5, 15, 30, 45, 60 ng/mL의 비

오틴 표준용액을 LC-MS/MS로 측정하여 얻은 각각의 피

크 면적으로부터 검량선을 작성하였다. 정확성은 표준인

증시료(NIST SRM 1849a)와 표준물질 첨가법을 이용하여

회수율을 구하여 확인하였고, 정밀성 확인을 위해 실험일

자와 시료량을 달리하여 실험하였다. 

유통 제품 중 적용성 확인

분석법 검증을 통하여 확립된 방법으로 시중에 유통 중

인 조제유류 65건에 대한 비오틴 함량을 확인하였다. LC-

MS/MS에 주입하여 얻어진 크로마토그램에서 검출된 피

크 면적을 구하고, 미리 작성한 표준 검량곡선의 회귀방

정식에 대입하여 비오틴 함량을 구하였다.

Results and Discussion

분석법 검증

특이성

비오틴 표준용액과 시험용액에서 얻은 크로마토그램을

Fig. 2에 나타내었다. 비오틴은 2개의 product ion (227.1,

166.1 m/z)에서 검출되었으며, 동일한 시간에서 단일 피크

가 형성됨을 확인할 수 있었다. 또한 표준품과 시료에서

MS 이온의 비가 Table 4와 같은 허용기준을 만족하는 것

으로 확인 되었다.

직선성

비오틴 표준원액(100 µg/mL)을 0.01 M 인산이수소칼륨

용액(pH 4.8)으로 희석하여 5~60 ng/mL의 농도 범위에서

직선성을 검토하였다. R2값이 0.999 이상으로 우수한 직선

성을 확인할 수 있었다. 

검출한계
 

및
 

정량한계

LC-MS/MS의 분석조건에 따라 검량선의 기울기 및 표

준편차를 이용하여 검출한계 및 정량한계를 구하였다. 검

출한계와 정량한계는 각각 0.10, 0.31 ng/mL로 나타났다

(Table 6).

정확성

표준인증시료 및 표준물질 첨가법을 이용하여 정확성을

Table 4. Maximum permitted tolerances for ion intensities 

Relative intensity*

(% of base peak)

Relative maximum tolerance 

(%)

> 50 ± 20

20~50 ± 25

10~20 ± 30

≤ 10 ± 50

*{Target Area(second ion) / Primary Area(first ion)} × 100

Table 5. Linearity of biotin.

Standard
biotin

Conc.(μg/L) Area (us*min)

STD 1 5.2 8290.855

STD 2 15.6 25046.760

STD 3 31.2 49799.262

STD 4 46.8 76045.609

STD 5 62.4 101129.367

Fig. 2. Chromatograms of biotin standard (A), CRM (B), Infant milk formula powder (C) and Infant milk formula liquid (D).
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확인하였다. 표준인증시료인 NIST사 Infant/Adult Nutritional

Formula 1849a를 이용하여 비오틴의 정확성을 확인한 결

과, 103%의 회수율을 나타냈다(Table 7). 조제분유와 조제

우유 시료에 각기 다른 3개 농도의 표준물질을 첨가하여

분석 후 회수율을 확인하였다. 그 결과, 조제분유 시료에

서 101~104%, 조제우유 시료에서 99~101% 수준의 회수

율을 나타냈다(Table 8). 

정밀성

검체량에 따른 반복성과 실험일자에 따른 재현성으로 정

밀성을 확인하였다. 시료량을 달리 취하여 각 시료량에 따

른 5회 반복 분석 결과에서 측정값에 대한 상대표준편차

를 이용하여 반복성을 확인하였다. 고체 시료로써 조제분

유를 5.0, 7.5, 10.0 g을 취하여 실험하였으며, 액상 시료로

써 조제우유를 10, 15, 20 mL 취하여 실험한 결과 조제분

유와 조제우유에서 시료 채취량에 따른 상대표준편차가

각각 0.4~0.9, 1.4~1.6%로 확인되었다(Table 9). 

재현성은 3일간의 다른 일자에서 5회 반복 실험하였을

때 얻어진 결과로부터 측정값에 대한 상대표준편차를 이

용하여 확인하였다. 조제분유와 조제우유에서 각각 1.3%

와 1.2%로 일간 재현성을 확인하였다(Table 10).

실험실간
 

교차검증

조제유류 분석법의 유효성 확인을 위해 CRM을 이용하

여 실험실간 교차검증을 실시하였다. Table 11과 같이 기

관별 회수율은 각각 A 기관 103%, B 기관 89%로 만족

Fig. 3. Calibration curve of biotin.

Table 8. Accuracy of LC-MS/MS for the biotin in milk formula

samples (n = 3)

Sample type
Spiked Standard 

Contents (μg/g)

Mean ± SD

Recovery (%)
RSD (%)

Infant milk

formula (powder)

0.05 104 ± 0.5 0.4

0.1 102 ± 0.9 0.9

0.2 101 ± 1.8 1.8

Infant milk

formula (liquid)

0.005 101 ± 1.3 1.3

0.01 99 ± 0.4 0.4

0.02 99 ± 1.5 1.6

Table 9. Repeatability of LC-MS/MS for the biotin in Infant milk

formula samples (n = 5)

Sample type
Sample Amount

(g or mL)
Mean S.D. RSD (%)

Infant milk 

formula

(powder)

5.0 0.3 0.0 0.5

7.5 0.3 0.0 0.9

10.0 0.3 0.0 0.4

Infant milk 

formula

(liquid)

10 0.05 0.0 1.6

15 0.05 0.0 1.4

20 0.05 0.0 1.6

Table 10. Reproducibility of LC-MS/MS for the biotin in Infant

milk formula samples (n = 5)

Sample type
Sample Amount 

(g or mL) 
Mean S.D. RSD (%)

Infant milk

formula

(powder)

5.0 0.3 0.0 1.3

Infant milk

formula

(liquid)

10 0.03 0.0 1.2

Table 6. The detection limits and quantitative limits of LC-MS/MS analysis for the biotin

Compound
Concentration 

range (ng/mL)

y = ax + b
R2 LOD (ng/mL) LOQ (ng/mL)

slope (a) intercept (b)

biotin 5-60 1,626.0 −358.8 0.9999 0.10 0.31

LOD: 3.3*σ/S

LOQ: 10*σ/S

(σ: the standard deviation of the response, S: the slope of the calibration curve)

Table 7. Accuracy of LC-MS/MS for the biotin in CRM (n = 3)

CRM Certification Mean ± SD (μg/g) Mean ± SD Recovery (%) RSD (%)

Infant/Adult Nutritional

Formula 1849a
1.99 ± 0.13 mg/kg 2.05 ± 0.1 103 ± 2.6 2.5
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할 만한 결과를 나타내었으며 분석법의 일관성을 확인할

수 있었다.

분석법 적용성 검토

분석법 적용성 검토를 위해 국내 유통 중인 조제유류

65건(조제분유 39건, 조제우유 3건, 성장기용조제분유 23

건)에 대해 본 연구를 통해 확립한 비오틴 분석법을 적용

하여 함량을 확인하였다(Table 12). 

조제유류에 대한 비오틴의 기준·규격은 따로 설정되어있

지 않아 제품의 표시값과 비교하여 함량을 확인하였다. 조

제유류 제품의 영양성분 함량은 100 mL에 함유된 값으로

표시되어 있어 이를 분석 결과값과 비교하기 위하여 각각

의 제품에 표시된 사용법 및 사용량에 따라 조제하였을

때의 함량값으로 환산하여 비교하였다. 그 결과 조제분유

의 비오틴 함량은 표시량의 118~253%, 조제우유는 201~

235%, 성장기용조제분유는 102~230% 함유되어 있어, 시

중 제품 모두 ‘표시값의 80%이상 함유되어야 한다’는 표

시 기준에 적합하게 관리되고 있었으며, 대체적으로 제품

에 표기된 양보다 많은 양이 함유되어 있음을 확인하였다.

CODEX 등에서는 infant formula의 비오틴 규격을 ‘1.5 µg/

100 kcal 이상’으로 정하고 있어 조제유류 비오틴 함량을

100 kcal당 함량으로도 환산하여 비교한 결과 조제분유는

2.74~8.32, 조제우유 6.30~7.26, 성장기용조제분유 4.05~10.29

µg/100 kcal로 함유되어 있어 모두 제외국의 기준·규격과

비교하였을 경우에도 충분한 양을 함유하고 있음을 확인

하였다.

본 연구를 통하여 확립된 LC-MS/MS를 이용한 조제유

류 중 비오틴 분석법은 향후 신설 예정인 비오틴의 기준·

규격을 관리하기 위한 분석법으로 적합함을 확인하였으며

국내 조제유류 영양성분의 관리 기반을 강화하는데 기여

할 것으로 사료된다.
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Table 11. Inter-lab test of LC-MS/MS for the biotin in CRM (n = 3)

Sample Laboratory
Mean

(μg/g)

Recovery 

(%)
RSD (%)

CRM
A 2.05 103 2.5

B 1.77 89 0.9

Table 12. Determination of biotin in milk formulas (n = 3)

sample

labeled

(μg/

100 ml)

contents

(μg/100 ml)

Result

(%)

contents

(μg/

100 Kcal)

Infant milk

formula

(powder)

INF_P_1 2.5 4.16 ± 0.05 166 6.03 ± 0.08 

INF_P_2 2.5 4.86 ± 0.04 194 7.04 ± 0.06 

INF_P_3 2.5 4.17 ± 0.12 167 6.05 ± 0.17 

INF_P_4 2.5 4.10 ± 0.03 164 5.93 ± 0.04 

INF_P_5 2.5 4.25 ± 0.17 170 6.16 ± 0.24 

INF_P_6 2.5 4.29 ± 0.04 172 6.22 ± 0.06 

INF_P_7 2.5 4.55 ± 0.09 182 6.59 ± 0.13 

INF_P_8 2.5 4.77 ± 0.07 191 6.91 ± 0.11 

INF_P_9 2.8 4.83 ± 0.10 172 7.00 ± 0.14 

INF_P_10 2.8 4.23 ± 0.06 151 5.88 ± 0.08 

INF_P_11 2.8 4.17 ± 0.10 149 5.88 ± 0.14 

INF_P_12 2.8 4.47 ± 0.25 160 6.39 ± 0.36 

INF_P_13 2.8 4.79 ± 0.13 171 6.94 ± 0.18 

INF_P_14 1.56 2.15 ± 0.12 138 3.21 ± 0.18 

INF_P_15 1.56 1.95 ± 0.01 125 2.90 ± 0.02 

INF_P_16 1.56 2.03 ± 0.03 130 3.02 ± 0.04 

INF_P_17 1.56 1.84 ± 0.02 118 2.74 ± 0.03 

INF_P_18 2.08 2.86 ± 0.01 138 4.26 ± 0.01 

INF_P_19 2.8 4.47 ± 0.09 160 6.21 ± 0.12 

INF_P_20 2.8 5.31 ± 0.02 190 7.48 ± 0.03 

INF_P_21 2.8 5.00 ± 0.07 179 7.14 ± 0.10 

INF_P_22 2.8 5.00 ± 0.01 179 7.14 ± 0.02 

INF_P_23 2.8 4.89 ± 0.03 175 6.99 ± 0.05 

INF_P_24 2.8 4.69 ± 0.04 168 6.70 ± 0.06 

INF_P_25 2.8 4.67 ± 0.05 167 6.67 ± 0.08 

INF_P_26 2.8 5.25 ± 0.24 188 7.29 ± 0.33 

INF_P_27 2.8 5.91 ± 0.02 211 8.32 ± 0.03 

INF_P_28 2.6 4.85 ± 0.00 187 7.00 ± 0.01 

INF_P_29 1.7 3.13 ± 0.02 184 4.73 ± 0.03 

INF_P_30 1.7 3.00 ± 0.05 176 4.50 ± 0.07 

INF_P_31 2.15 3.34 ± 0.06 155 4.99 ± 0.09 

INF_P_32 2.1 3.22 ± 0.04 153 4.91 ± 0.05 

INF_P_33 2.32 3.26 ± 0.03 141 4.59 ± 0.05 

INF_P_34 2.41 3.45 ± 0.21 143 4.94 ± 0.30 

INF_P_35 2 5.07 ± 0.81 253 7.88 ± 1.26 

INF_P_36 2 2.38 ± 0.07 119 3.63 ± 0.10 

INF_P_37 2 4.32 ± 0.28 216 6.67 ± 0.43 

INF_P_38 1.6 2.10 ± 0.05 131 3.12 ± 0.08 

INF_P_39 3.47 4.35 ± 0.30 125 6.49 ± 0.45 

Infant milk

formula

(liquid)

INF_L_1 2.0 4.70 ± 0.04 235 6.81 ± 0.06 

INF_L_2 2.0 4.35 ± 0.03 217 6.30 ± 0.04 

INF_L_3 2.5 5.03 ± 0.05 201 7.26 ± 0.08 
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규격은 설정되어 있지 않으나, 국제 기준과의 조화를 위

해 규격 신설 검토 대상 성분인 비오틴의 분석법을 마련

하고자 수행하였다. 조제유류에 미량으로 함유된 비오틴

함량 분석을 위해 선택성과 정밀성이 뛰어난 LC-MS/MS

를 이용한 분석법을 확립하고 시중에 유통중인 제품을 대

상으로 적용성을 검토하였다. 비오틴 표준품을 이용하여

LC-MS/MS를 이용한 기기분석조건을 확립하고, 식품의 기

준 및 규격 분석법을 참고로 0.01 M 인산이수소칼륨(pH

4.8) 용액을 이용하여 시료중의 비오틴을 추출하여 분석하

였다. 분석법 검증은 특이성, 직선성, 검출한계 및 정량한

계, 정확성, 정밀성에 대해 수행되었다. 5~60 ng/mL의 농

도범위에서 R2= 0.999 이상의 우수한 직선성을 확인할 수

있었으며, LOD와 LOQ는 각각 0.10, 0.31 ng/mL 이었다.

CRM (NIST SRM 1849a) 및 표준물질 첨가법을 이용하여

정확성을 검토하였으며, CRM에서 103%, 조제분유에서

101~104%, 조제우유에서 99~101%의 회수율을 확인할 수

있었다. 정밀성을 검토한 결과 시료 채취량에 따른 상대

표준편차가 조제분유 0.4~0.9%, 조제우유1.4~1.6%로 확인

하였으며, 실험일자에 따른 재현성은 조제분유에서 1.3%,

조제우유에서 1.2%로 확인하였다.

본 연구에서 확립된 분석법을 적용하여 조제분유 39건,

조제우유 3건, 성장기용조제분유 23건 등 국내 유통중인

조제유류 65건에 대해 적용성 검토를 실시한 결과 전체

시료에서 분석이 용이하였으며, 모두 표시기준에 적합함

을 확인하였다. 
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