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고속액체크로마토그래피를 이용한 비타민 B5 및 B6의 정량 분석 
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ABSTRACT Recently, many people have demanded reliable nutritional data even for minor-components. On the 
other hand, an analytical method for the analyses of vitamin B5 and B6 is lacking. Therefore, this study attempted 
to validate with accuracy and precision the analysis of vitamin B5 and B6 using a high-performance liquid chromatog-
raphy (HPLC) method. The vitamin B5 and B6 contents were analyzed using an Agilent 1260 series HPLC system. 
YMC-Pack ODS-AM (250×4.6 mm I.D.) and YMC-Pack Pro RS C18 (250×4.6 mm I.D.) columns were used for 
the analyses of vitamin B5 and B6, respectively. In the case of vitamin B5, the flow rate was set to 1.0 mL/min 
by isocratic elution using the 50 mM KH2PO4 solution (pH 3.5)/acetonitrile (ACN) (95:5, v/v) with monitoring at 
200 nm using HPLC/DAD, whereas the flow rate for vitamin B6 was set to 1.0 mL/min of flow rate by isocratic 
elution using a 20 mM CH3CO2Na solution (pH 3.6)/ACN (97:3, v/v) with monitoring by excitation at 290 nm and 
emission at 396 nm using HPLC/FLD. The column temperature was set to 30°C. The injection volume was 20 μL 
for each experiment. The specificity of the accuracy and precision for vitamin B5 and B6 were also validated by HPLC. 
The results showed high linearity in the calibration curve for vitamin B5 (R2=0.9998**), the limit of detection (LOD) 
and limit of quantitation (LOQ) were 0.4 mg/L and 1.3 mg/L, respectively, In contrast, for the calibration curve of 
vitamin B6, which showed high linearity (R2=0.9999**), the LOD and LOQ were 0.006 mg/L and 0.02 mg/L, respectively.
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서   론

비타민은 생체를 구성하는 주요 성분은 아니며, 호르몬

(hormone) 및 효소와 같이 생체 내에 미량 존재하면서 중요

한 생리적 작용을 조절하는 조절요소이나 호르몬 및 효소와

는 달리 생체 내에서 합성되지 않거나 미량 합성되므로 식품

을 통해 섭취하지 않으면 생리적 조절기작에 이상이 생겨 

결핍증상이 나타난다. 이는 비타민들이 생체 내에서 호르몬

과 유사한 기능을 하거나 중요한 대사 효소들의 조효소로 

작용하기 때문이며(1), 비타민 B5가 결핍되었을 때 부신피

질호르몬 기능 저하, 빈혈, 저혈당, 빈 호흡과 빈맥, 경련 

및 피부 증상 등 다양한 증상이 나타나고, 비타민 B6가 결핍

되었을 때에는 피부염, 구순증, 구내염, 말초신경염, 소구성

저색소성빈혈이 생기게 되며 우울감 및 혼란 등이 생길 수 

있다(2).

식품 중 비타민 B5의 정량적 분석은 미생물법(3), 방사면

역측정법(4,5), 방사미생물측정법(6), 효소면역측정법(7-9) 

및 기체크로마토그래피법(10-12) 등이 사용된 바 있으나 분

석법마다 방사선동위원소를 사용하거나 전처리가 매우 복

잡한 단점이 있어 널리 이용되지는 못하고 있다(13).

한편 비타민 B6의 분석은 효소에 의한 방법(14) 혹은 high 

performance liquid chromatography(HPLC)를 이용한 분

석법이 이용되고 있는데(15), HPLC 분석법에서는 역상칼

럼을 사용하거나 이온교환 분리를 거쳐 형광검출법에 의해 

정량하는 방법이 사용되고 있으며, 효소 정량법의 경우 먼저 

산 가수분해하여 비타민 B6를 추출한 후 인산 에스터와 β-

글루코사이드(β-glucoside)를 추가로 가수분해할 필요가 

있어 과정이 복잡한 단점이 있다(14).

현재까지 전 세계적으로 다양한 종류의 비타민에 대한 분

석 연구가 수행된 바 있으며, 그 대표적인 사례를 살펴보면 

지용성 비타민 함량 분석의 경우 조제분유 중 비타민 A 함량 
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분석(16), 우유(17) 및 오렌지 주스(18)에 함유된 비타민 D 

함량 분석, 식품 중 비타민 E 함량 분석(19) 등이 있고, 수용

성 비타민 함량 분석에는 모유에 함유된 비타민 B12(20), 

시리얼(21) 및 버섯(22)에 함유된 비타민 B1 및 B2의 함량 

분석 연구 등이 있다. 식품 중 HPLC/DAD를 이용한 비타민 

B5(판토텐산) 및 비타민 B6(피리독신)의 함량 분석은 꿀(23)

이나 로얄젤리(24)에 대한 분석 결과가 보고된 바 있으며, 

Corona-Charged Aerosol Detector(CAD)를 이용한 분유 

및 건강기능식품 함유 수용성 비타민 분석법도 보고된 바 

있다(25). 상기의 분석연구 외에 비타민 B5 및 B6에 대한 분석 

자료는 극히 제한적이며, 국내 식품에 대한 B5 및 B6에 대한 

분석 결과 및 객관적 분석법의 검증은 부족한 상태이다.

한편 2009년부터 국내 식품의약품안전처에서는 한국형 

식품영양성분 국가 실험실 관리망(National Lab System, 

NLS)을 구축하고 국내 유통 가공식품 및 외식 전반에 대하

여 실제 분석을 통한 영양성분 함량 자료를 구축해오고 있으

나, 수용성 비타민 중 비타민 B5 및 B6 성분은 포함되어 있지 

않다(26).

따라서 본 연구는 국민 건강 증진을 위한 식품성분표 활용

도 향상 및 신뢰도 제고를 위해 한국형 식품 매트릭스에 적

용 가능한 수용성 비타민 B5 및 B6의 HPLC 분석법을 확립

하고, 이를 검증하고자 하였다.

재료 및 방법

실험재료

본 연구에 사용된 분석시약 중 HPLC용 초순수 및 아세토

나이트릴은 J.T. Baker Co.(Phillipsburg, NJ, USA)로부터 

구입하였고, 비타민 B5(D-pantothenic acid hemicalcium 

salt, purity 99%) 및 B6(pyridoxine hydrochloride, purity 

98%) 표준품, potassium phosphate monobasic 및 so-

dium acetate는 Sigma-Aldrich Co.(St. Louis, MO, USA)

로부터 구입하여 사용하였으며, 기타 시약은 특급을 사용하

였다. 분석법 검증에 사용된 표준참고물질(SRM, Standard 

Reference Material)인 NIST 3233(fortified breakfast 

cereal) 및 3234(soy flour)는 미국 NIST(National Insti-

tute of Standards and Technology, Gaithersburg, MD, 

USA)에서 구입하여 사용하였고, 국제 비교숙련도 평가프로

그램인 FAPAS(Food Analysis Performance Assessment 

Scheme)에 사용된 시료는 영국 환경식품농림부에서 발송

한 FAPAS proficiency test 2181(breakfast cereal) 및 

2183(liquid vitamin supplement)을 사용하였다. 

비타민 B5 및 B6의 추출 및 전처리

식품 및 분석시료에 함유된 비타민 B5의 추출방법은 

Woollard 등(27)의 방법을 이용하였다. 즉 균질화된 검체 

약 1~10 g을 50 mL cap test tube에 넣고 초순수 20 mL를 

가하여 충분히 흔든 후, 40°C 조건의 초음파추출기(JAC 

4020, Kodogiyeon, Hwaseong, Korea)에서 10분간 추출

하였다. 추출용액에 3% 초산 수용액 2 mL를 첨가하여 다시 

충분히 흔들어준 후 재차 40°C 조건의 초음파추출기로 10

분간 추출하였다. 이후 추출액에 초순수를 첨가하여 40 mL

로 정용한 후 이 추출액을 10분간 원심분리(15,000 rpm, 

1730MR, Gyrozen, Daejeon, Korea) 하고, 상징액 2 mL를 

덜어내어 0.45 μm 수용매용 syringe filter(Whatman Inc., 

Maidstone, UK)로 여과한 후 HPLC 분석의 시험 용액으로 

사용하였다.

비타민 B6의 경우 Kim 등(28)의 추출방법을 이용하였다. 

즉 균질화된 검체 약 1~10 g을 50 mL cap test tube에 넣고, 

50 mM CH3CO2Na(pH 4.5) 25 mL 첨가 후 40°C 조건의 

초음파추출기로 30분간 추출하였다. 추출용액에 초순수를 

첨가하여 40 mL로 정용하고, 추출용액을 1차(Whatman 

No. 1) 및 2차(0.45 μm 수용성 용매용 syringe filter) 여과 

후 HPLC 분석의 시험용액으로 사용하였다.

비타민 B5 및 B6의 HPLC 분석조건 확립

비타민 B5 및 B6 분석조건의 최적화를 위해 사용한 분석

기기는 Agilent 1260 Infinity HPLC(Agilent, Wilmington, 

DE, USA)를 사용하였고, 검출기는 비타민 B5의 경우 자외

부흡광검출기(DAD, diode array detector)를 사용하였다. 

형광검출기(FLD, fluorometric detector)는 대부분 화합물

들은 발광하지 않지만 형광성 분자단을 결합시키면 감도가 

높은 분석이 가능한 특성이 있으므로(29), 분자의 구조적 특

성으로 형광을 띠는 비타민 B6의 경우 형광검출기를 적용하

였다. 따라서 비타민 B5 및 B6 분석조건의 최적화를 위해 비타

민 B5의 경우 HPLC/DAD법을, 비타민 B6의 경우 HPLC/ 

FLD 방법을 적용하여 분석법의 최적화를 검토하였다.

일반적으로 HPLC 분석 시 분석능의 평가를 위한 매개변

수에는 분리용 칼럼, 분석파장, 이동상의 조성, 비율 및 유속 

등이 고려되고 있다. 본 연구에서는 비타민 B5 및 B6 분석조

건의 최적화를 위해 각 분석 매개변수별로 우수한 분리능 

및 감도, 머무름 시간을 고려하면서도 간섭물질의 영향을 

받지 않는 분석 조건을 검토하였다.

최적 HPLC 분석 조건의 확립을 위해 사용된 분석용 칼럼

은 YMC(Kyoto, Japan)의 역상 C18 혹은 C30 계열의 칼럼인 

YMC Pack ODS-AM(250 mm×4.6 mm, 5 μm, YMC), 

YMC-Pack Pro RS C18(250 mm×4.6 mm, 5 μm, YMC) 

및 YMC-Carotenoid(250 mm×4.6 mm, 5 μm, YMC)를 사

용하여 각 이동상의 용매조건별 등용매용리 조건(isocratic 

elution)과 농도구배 조건(gradient elution)에서 검출피크

의 양상을 검토하였다. 한편 비타민 B6의 경우 검출기별로 

동일 기종인 서로 다른 2대의 Agilent 1260 HPLC(Agilent)

에 각각 다른 검출기를 연결하여 사용하였으며, 검출기별로 

가장 높은 감도를 나타내는 칼럼을 사용하여 조건을 검토하

였다. 즉 HPLC/DAD 조건 검토 시에는 YMC-Pack ODS- 

AM(250×4.6 mm I.D.) 칼럼을 사용하였고, HPLC/FLD의 
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         Fig. 1. UV spectra of vitamin B5 (A) and B6 (B). 

Table 1. Comparison on separation and detection efficiency of vitamin B5 using HPLC/DAD method with different wavelengths
Wavelength (nm) Peak Rt. (min) Peak width N1) HEPT2) As3)

200
205
210
220

11.069
11.069
11.069
11.069

0.1969
0.2024
0.2024
0.2025

50564
47854
47854
47806

0.0049
0.0052
0.0052
0.0052

1.042
1.035
1.014
0.963

1)N: No. of theoretical plate. 2)HEPT: height equivalent to a theoretical plate. 3)As: peak asymmetric.

조건 검토 시에는 YMC-Pack Pro RS C18(250×4.6 mm 

I.D.) 칼럼을 사용하였다. 아울러 HPLC/DAD 데이터의 경

우에는 농도구배 조건(0 min: 100% A, 5 min: 100% A, 

30 min: 50% A, 31 min: 100% A, 38 min: 100% A)으로 

분석하였고, HPLC/FLD 데이터의 경우 등용매용리 조건

(97% A : 3% B)으로 파장별 데이터를 검토하였다. 이동상

에 첨가하여 분석대상 성분의 머무름 향상을 유도하기 위해 

사용된 buffer는 비타민 B5 및 B6의 분석조건인 HPLC/ 

DAD에서는 potassium phosphate monobasic(50 mM 

KH2PO4, pH 3.5)을, 비타민 B6의 분석조건인 HPLC/FLD

에서는 sodium acetate(20 mM CH3CO2Na, pH 3.6)를 사

용하였으며, 두 분석법 모두 이동상의 A용매로는 buffer를 

용해한 초순수를, B용매는 아세토니트릴을 사용하였고, 유

속 1 mL/min, 칼럼 온도 30°C, 시료 주입량 20 μL, 주입 

농도는 10 mg/L로 동일하게 적용하여 분석조건을 검토하였

다.

비타민 B5 및 B6 분석법의 검증

확립된 HPLC 분석법의 직선성(linearity) 검증을 위해 각 

성분의 희석된 표준용액을 농도별로 일정량 취하여 HPLC

에 각각 주입하고 얻어진 크로마토그램상의 피크 면적을 구

하여 검량선을 작성하였으며, 시료 주입 농도(X축)와 피크

면적(Y축)을 회귀방정식에 적용하여 직선성을 확인하였다. 

HPLC 분석 시 검출한계(LOD, limit of detection)와 정

량한계(LOQ, limit of quantitation)는 signal 대비 noise 비

율(S/N ratio)이 각각 3 및 10이 되는 피크의 농도를 LOD 

및 LOQ로 각각 설정하였으며, 표준참고물질(SRM, Stand-

ard Reference Material)을 사용하여 분석법의 정확성

(accuracy)을 확인하였다.

또한, 분석법의 정밀도(precision)를 확인하기 위해 1일 

내 10반복 분석한 반복성(intra-day) 및 5일 동안 연속하여 

하루 3반복씩 분석한 재현성(inter-day) 검증을 실시하였

으며, 각 변수는 평균, 표준편차 및 변이계수에 의해 평가하

였다.

한편 분석 결과의 대외적 신뢰성을 확보하기 위해 영국 

환경식품농림부에서 주관하는 국제 비교숙련도 평가프로그

램인 FAPAS(Food Analysis Performance Assessment 

Scheme)에 참여하였으나 비타민 B5의 경우 평가 프로그램

이 존재하지 않아 참여하지 못하였고, 반면 비타민 B6의 경

우 FAPAS Proficiency Test 2181(breakfast cereal, 고

체) 및 Test 2183(liquid vitamin supplement, 액체) 두 가

지 matrix 모두에서 분석방법의 국제적 신뢰성을 평가받았

다.

결과 및 고찰

비타민 B5 및 B6 분석을 위한 최적 HPLC 검출파장의 선정

식품 함유 비타민 B5 및 B6의 최적 HPLC 분석파장을 검

토하기 위하여 성분별 흡수 분광특성을 검토하였다. 비타민 

B5는 특이적 발색단이 없기 때문에 200 nm 정도의 낮은 파

장에서 분석하는 것이 바람직하다고 보고된 바 있다(30, 

31). 실제 비타민 B5 표준품의 자외선 흡광 스펙트럼을 확인

한 결과 최대 흡수파장이 200 nm 부근인 것으로 확인되었다

(Fig. 1). 고감도 분석법의 확립을 위해 200 nm 부근인 205, 

210, 220 nm에서 파장별 검출감도 및 분리능을 비교해 본 

결과(Table 1), 200 nm에서 가장 우수한 감도 및 분리능을 

나타내어 비타민 B5의 분석파장은 200 nm로 선정하였다.

한편 비타민 B6의 경우 검출기로 DAD 및 FLD를 모두 

검토하였으며, 자외선 흡광 스펙트럼에서는 200 nm 및 290 

nm 부근에서 최대 흡광특성을 나타내었다(Fig. 1). 일반적
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Table 2. Comparison on separation and detection efficiency of vitamin B6 using HPLC/DAD and HPLC/FLD method with different
wavelengths

Detector Wavelength (nm) Peak Rt. (min) Peak width N1) HEPT2) As3)

DAD
270
280
290

12.750
12.752
12.753

0.1025
0.1021
0.1016

247567
249589
252091

0.0010
0.0010
0.0010

0.935
0.936
0.948

FLD

Ex4)

290
290
270

Em5)

396
385
369

 4.955
 4.986
 4.991

0.1569
0.2393
0.2430

 15957
  6946
  6750

0.0157
0.0360
0.0370

0.857
0.466
0.506

1)N: No. of theoretical plate. 2)HEPT: height equivalent to a theoretical plate.
3)As: peak asymmetric. 4)Ex: excitation. 5)Em: emission.

A B290 nm

230 nm

315 nm

396 nm

         Fig. 2. FL spectra of vitamin B6 of excitation spectrum (A) and emission spectrum (B).

으로 UV의 파장영역 중 200 nm 부근은 역상 칼럼에 흔히 

사용되는 유기용매들이 흡광력을 일으키는 UV cut-off를 

유발할 수 있고, 용매 및 시료의 간섭물질에 의한 분리 간섭

이 빈번하게 발생되는 영역이므로 분석 감도면에서 무리가 

없다면 검출파장을 장파장 영역으로 이동하는 것이 일반적 

양상이므로 200 nm에 비하여 상대적으로 흡광력은 다소 

낮으나 분석에 충분한 감도를 나타내는 290 nm를 검출파장

으로 선정하였으며, 290 nm 부근의 파장인 270, 280 nm에

서도 파장별 검출감도 및 분리능을 상호 비교 평가하였다

(Table 2). 그 결과 290 nm의 파장이 검출감도 및 분리능 

면에서 가장 우수함을 확인할 수 있었다. Kim 등(32) 및 Suh

와 Kim(33)이 연구한 수용성 비타민 B군의 동시분석법 개

발 연구 결과에서는 비타민 B6를 HPLC/DAD로 분석 시 본 

연구와 달리 270 nm, 254 nm에서 분석하였는데 이는 비타

민 B6만 단일로 분석하는 것이 아니라 수용성 비타민 B군의 

동시분석을 위한 파장 설정으로 본 연구와 상이한 것을 확인

할 수 있었다. 한편 형광스펙트럼에서는 여기파장(excita-

tion) 290 nm와 방출파장(emission) 396 nm에서 최대 검

출 특성을 나타내었고(Fig. 2), 기타 여기파장 및 방출파장을 

변경하여 비교 분석한 결과에서도 여기파장 290 nm, 방출파

장 396 nm가 가장 높은 흡광 특성을 나타내었다(Table 2).

최적 HPLC 이동상 용매비율의 선정

최적으로 선정된 각 비타민 B5 및 B6의 분석파장을 적용

하고, 등용매용리 조건과 농도구배 조건 모두를 적용하여 

식품분석에 적합한 최적의 이동상 용매조건을 검토하였다. 

비타민 B5는 농도구배 조건에서 sensitivity가 가장 높았으

나, 용매 조성이 변경되면서 base line이 심각하게 낮아지는 

현상(gradual drop)을 나타내었다. 이 현상은 농도구배 조

건으로의 분석 시 이동상 용매로 사용되는 A 및 B 용매에 

동일한 농도의 염류가 함유된 버퍼를 사용하면 발생하지 않

는 현상일 것이며, 본 연구에서 극성조절을 위해 사용된 B용

매인 아세토니트릴은 유기용매로서 버퍼로 사용되는 염류

의 용해도가 낮을 가능성을 우려하여 A 용매인 초순수에만 

염류를 용해하여 분석을 실시함에 따른 결과로 판단된다

(Fig. 3). 따라서 등용매용리 조건 중 sensitivity 및 피크의 

좌우대칭도가 가장 우수한 95% A의 용매비율로 이동상 용

매 조건을 최종 선정하였다(Table 3). Choi 등(13)이 보고

한 HPLC를 이용한 비타민 B5 분석방법의 경우 비타민 B5가 

약 30분대의 머무름 시간을 갖는 반면, 본 실험에서 선정된 

95% A의 등용매용리 조건으로 분석 시에는 약 11분대의 

머무름 시간을 나타내므로 분석시간을 단축할 수 있는 장점

이 있다.

한편 비타민 B6의 경우도 마찬가지로 HPLC/DAD 농도구

배 조건으로 분석하였을 때 상대적으로 양호하나 비타민 B5

와 유사하게 base line이 하강하는 현상을 나타내었다(Fig. 

4). 따라서 base line의 평형성과 이동상 용매 조제의 편의

성, 머무름시간 및 분석의 재현성, 분석시간의 절감 등을 고

려하여 농도구배법 대비 효율적인 등용매용리 조건을 채택

하고자 하였다. 등용매용리 조건 중 검출감도면에서는 95% 

A 용매비율이 가장 우수한 양상을 나타내었으나, 머무름시

간이 4.3분대로 식품분석 시 극성 matrix의 간섭을 받을 가
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Fig. 3. Comparison on HPLC/DAD chro-
matograms with different mobile phase of 
vitamin B5.

Table 3. Comparison on mobile phase ratio for high-efficiency chromatographic separation of vitamin B5 using HPLC/DAD
Solvent ratio (% A) Peak Rt. Peak width N1) HEPT2) As3)

95% Isocratic
96% Isocratic
97% Isocratic

Gradient4)

11.069
13.202
18.279
12.771

0.1969
0.2369
0.3547
0.1029

 50564
 49690
 42492
246456

0.0049
0.0050
0.0059
0.0010

1.042
0.865
0.965
1.058

1)N: No. of theoretical plate. 2)HEPT: height equivalent to a theoretical plate.
3)As: peak asymmetric. 4)0 min: 100% A, 20 min: 80% A, 25 min: 65% A, 26∼32 min: 100%.

A

B

Fig. 4. Comparison on HPLC/DAD (A) and
HPLC/FLD (B) chromatograms with dif-
ferent mobile phase of vitamin B6.

능성이 매우 높다고 판단되어 상대적으로 검출감도는 다소 

낮으나 머무름시간이 지연되어 5.7분대에 검출되는 97% A

의 용매비율을 이동상 용매 조건을 최종 선정하였다(Table 

4).

또한, HPLC/FLD 조건으로 비타민 B6를 분석한 결과 

HPLC/DAD와는 달리 농도구배 분석 시 base line의 하강 

현상은 나타나지 않았으나 상대적으로 검출감도가 낮고 

peak의 갈라짐(peak split)이 포착되었다(Fig. 4). 따라서 

HPLC/FLD 조건 역시 HPLC/DAD와 마찬가지로 97% A 등

용매용리 조건이 가장 적합한 것으로 조사되었다(Table 4).

최적 HPLC column의 선정

비타민 B5 및 B6 분석에 가장 적합한 최적 HPLC column

을 선정하기 위하여 극성 및 충진제의 한계 pH가 서로 다른 

column 3종을 공시하고 비교 평가하였다. 비타민 B5는 3종

의 칼럼 중 YMC-Pack ODS-AM(250×4.6 mm I.D.) 칼럼
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Table 4. Comparison on mobile phase ratio for high-efficiency chromatographic separation of vitamin B6 using HPLC/DAD and 
HPLC/FLD

Detector Solvent ratio (% A) Peak Rt. Peak width N1) HEPT2) As3)

DAD

95% Isocratic
97% Isocratic

100% Isocratic
Gradient4)

 4.300
 5.651
13.842
12.752

0.1090
0.1476 
0.2973
0.1029 

 24900
 23453
 34684
245723

0.0100
0.0107
0.0072
0.0010

0.726
0.740
0.880
0.935

FLD

95% Isocratic
97% Isocratic

100% Isocratic
Gradient4)

 3.461
 5.106
11.447
10.816

0.1739
0.1737
0.4589
0.3989

  6338
 13825
  9956
 11763

0.0394
0.0181
0.0251
0.0213

0.722
0.834
0.623
0.507

1)N: No. of theoretical plate. 2)HEPT: height equivalent to a theoretical plate.
3)As: peak asymmetric. 4)0∼5 min: 100% A, 30 min: 75% A, 31∼38: 100% A.

Table 5. Comparison on separation efficiency of vitamin B5 and B6 with different 3 kinds of columns using HPLC/DAD method
Component Column1) Peak Rt. Peak width N2) HEPT3) As4)

Vitamin B5

AM
RS
C30

10.883
10.597
 8.647

0.2242
0.2216
0.2815

37700
36589
15097

0.0066
0.0068
0.0166

0.946
0.759
0.758

Vitamin B6

AM
RS
C30

 5.651
 5.421
12.919

0.1483
0.1418
0.2530

23232
23384
41719

0.0108
0.0107
0.0060

0.736
0.694
0.489

1)AM: YMC-Pack ODS-AM (250×4.6 mm I.D.), RS: YMC-Pack Pro RS C18 (250×4.6 mm I.D.), C30: YMC-Carotenoid (250×4.6
mm I.D.).

2)N: No. of theoretical plate. 3)HEPT: height equivalent to a theoretical plate. 4)As: peak asymmetric.

1
2

3
Fig. 5. Comparison on HPLC/DAD chro-
matograms of vitamin B5 with different 3 
kinds of HPLC columns. 1, YMC-Carote-
noid (250×4.6 mm I.D.); 2, YMC-Pack Pro 
RS C18 (250×4.6 mm I.D.); 3, YMC-Pack 
ODS-AM (250×4.6 mm I.D.).

으로 분석하였을 때 검출감도, 이론단수(No. of theoretical 

plate) 및 피크의 좌우대칭도(peak symmetry)가 가장 우수

하였다(Table 5 및 Fig. 5). 비타민 B6는 HPLC/DAD를 이

용하여 3종의 칼럼 중 분리효율에 영향을 미치는 요인들을 

상호비교 검토한 결과(Table 5 및 Fig. 6), YMC-Pack Pro 

RS C18(250×4.6 mm I.D.) 및 YMC-Pack ODS-AM(250× 

4.6 mm I.D.) 두 칼럼이 가장 우수한 것으로 확인되었다. 

두 칼럼 간의 감도는 큰 차이가 없었으나 좌우대칭도면에서 

YMC-Pack ODS-AM(250×4.6 mm I.D.) 칼럼이 상대적으

로 우수한 양상을 보였다. 한편 비타민 B6 분석에 HPLC/ 

FLD를 이용하고 3종의 칼럼을 상호 비교하였을 때 HPLC/ 

DAD와 달리 YMC-Pack Pro RS C18(250×4.6 mm I.D.) 

칼럼이 분석에 가장 적합한 칼럼으로 확인되었다(Table 6 

및 Fig. 6).

확립된 비타민 B5 및 B6 분석법의 검증

확립된 비타민 B5 및 B6의 HPLC 분석법(Table 7) 검증을 

위하여 외부 표준 검량선의 직선성을 확인한 결과 비타민 

B5의 경우 R2=0.999** 이상으로 나타났으며, 비타민 B6 또

한 HPLC/DAD 및 FLD법 모두 R2=0.999** 이상으로 고도의 

직선성을 나타내었다(Table 8). 각 비타민 B5 및 B6의 HPLC 

분석 시 검출한계(LOD) 및 정량한계(LOQ)는 비타민 B5의 

경우 0.4 및 1.3 mg/L로 산출되었으며, 비타민 B6는 HPLC/ 

DAD 방법의 경우 0.1 및 0.4 mg/L, HPLC/FLD 방법에서는 

0.006 및 0.02 mg/L로 산출되어 HPLC/FLD 방법이 HPLC/ 

DAD 대비 최소 15배 이상의 고감도 검출이 가능하여 미량 

함유된 시료들에서도 효율적 분석이 가능할 것으로 판단되

었다(Table 8). Kim 등(32) 및 Suh 등(33)이 수용성 비타민 

B군 중 비타민 B6를 HPLC/DAD를 이용하여 분석한 결과 

검출한계가 각각 0.19 mg/L 및 0.2 mg/L로 보고된 바 있으
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Table 7. HPLC operating conditions for vitamin B5 and B6 analysis

Vitamin
B5

Column
Detector
Mobile phase
Flow rate
Injection volume
Column temperature

YMC-Pack ODS AM (250 mm×4.6 mm, 5 μm)
UV detector (200 nm)
A: 50 mM KH2PO4 (pH 3.5), B: acetonitrile 95% A : 5% B (v/v), isocratic elution
1 mL/min
20 μL
30°C

Vitamin
B6

Column
Detector
Mobile phase
Flow rate
Injection volume
Column temperature

YMC-Pack Pro RS C18 (250 mm×4.6 mm, 5 μm)
FL detector (Ex λ=290 nm, Ex λ=396 nm)
A: 20 mM CH3CO2Na (pH 3.6), B: acetonitrile 97% A : 3% B (v/v), isocratic elution
1 mL/min
20 μL
30°C

Table 8. Comparison on the LOD, LOQ, and calibration curves of vitamin B5 and B6 with 2 kinds of detectors
Component Detector LOD (mg/L) LOQ (mg/L) Calibration curves R2

Vitamin B5

Vitamin B6

Vitamin B6

DAD
DAD
FLD

0.4
0.1

0.006

1.3
0.4

0.02

y=14.6238x+0.597
y=27.9938x－1.5075
y=107.5358x+0.4312

0.9998
0.9998
0.9999

A

B  1 2

3

1

2 3

Fig. 6. Comparison on HPLC/DAD (A) 
and HPLC/FLD (B) chromatograms of vi-
tamin B6 with different 3 kinds of HPLC 
columns. 1, YMC-Pack Pro RS C18 (250 
×4.6 mm I.D.); 2, YMC-Pack ODS-AM 
(250×4.6 mm I.D.); 3, YMC-Carotenoid 
(250×4.6 mm I.D.).

Table 6. Comparison on separation efficiency of vitamin B6 with different 3 kinds of columns using HPLC/FLD method
Component Column Peak Rt. Peak width N1) HEPT2) As3)

Vitamin B6

AM
RS
C30

6.177
4.955
7.761

0.2064
0.1569
0.5869

14330
15957
 2798

0.0174
0.0157
0.0894

0.725
0.857
0.514

1)N: No. of theoretical plate. 2)HEPT: height equivalent to a theoretical plate. 3)As: peak asymmetric.

나, 본 연구에서는 HPLC/DAD 및 FLD 방법 모두 기존에 

보고된 분석방법보다 고감도 분석이 가능한 것으로 평가되

며, 특히 HPLC/FLD 방법의 경우 기존 보고된 분석방법 대

비 약 30배 이상 고감도 검출이 가능한 것을 확인하였다. 

따라서 비타민 B6의 경우 분석기관 내 HPLC/FLD 검출기의 

부재로 인해 어쩔 수 없이 HPLC/DAD를 선택하여야 하는 

경우가 아니라면 선택성 및 감도가 우수한 HPLC/FLD법을 

채택하는 것이 바람직할 것으로 생각된다.
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Table 9. Reproduction test with retention time and peak area using HPLC
Parameter Vitamin B5 (DAD) Vitamin B6 (FLD)

Retention time (Rt.)

Intra-day (n=10)
Mean

SD
CV (%)

10.639
 0.023
 0.217

 4.988
 0.008
 0.170

Inter-day (n=5)
Mean

SD
CV (%)

10.682
 0.149
 1.398

 4.956
 0.037
 0.759

Peak area (mAu)

Intra-day (n=10)
Mean

SD
CV (%)

 177.1
 1.997
 1.128

 995.2
 2.947
 0.296

Inter-day (n=5)
Mean

SD
CV (%)

 174.1
 1.834
 1.054

1019.4
18.191
 1.784

Table 10. Accuracy of vitamin B5 and B6 contents for SRM 
Component SRM Recovery (%) Analysis value (mg/100 g) Reference value (mg/100 g)
Vitamin B5

Vitamin B6

NIST 3234
NIST 3233

100.3±0.91)

 99.5±1.1
1.148±0.010
7.759±0.089

1.145±0.012
 7.80±0.470 

1)Mean±SD (n=3).

Table 11. Results of FAPAS proficiency test for vitamin B6 (as pyridoxine)
Component Material base Analysis value (mg/100 g) Reference value (mg/100 g) z-score

Breakfast cereal
Liquid vitamin supplement

Solid
Liquid

 0.241 
16.151

 0.278
15.200

-1.0
0.8

한편 일상분석 시의 반복성 및 재현성 등의 정밀도 확인을 

위한 1일간 10회(intra-day test) 및 1일 3회씩 5일간 연속 

분석(inter-day test)을 통해 머무름시간(Rt.) 및 피크면적

의 변이계수(CV)를 산출하였으며, 최대 1.784% 미만으로 

반복성 및 재현성 모두 우수한 양상임을 확인할 수 있었다

(Table 9). 또한, 비타민 B5 및 B6 분석법의 정확성 확인을 

위해 2종의 표준참고물질(SRM)을 이용하여 분석법의 회수

율을 검토한 결과 각각 100.3 및 99.5%의 우수한 회수율을 

보여 추가적 회수율 향상을 위한 보조적 방법이 필요하지 

않은 것으로 확인되었다(Table 10).

한편 비타민 B6의 HPLC/FLD 분석법에 대한 대외적 신뢰

도를 확보하기 위해 국제 비교숙련도 평가인 FAPAS profi-

ciency test 2181(breakfast cereal, 고체) 및 2183(liquid 

vitamin supplement, 액체) 프로그램에 참여하였으며, 고체 

및 액체의 두 가지 matrix 모두에서 FAPAS 평가의 만족기

준(Z≤±2)을 충족하여 분석시료의 matrix 및 성상에 관계

없이 분석 결과의 정밀성 및 정확성이 확보된 분석방법임을 

재확인하였다(Table 11). 

요   약

식품 함유 비타민 B5 및 B6의 최적 HPLC 분석 조건을 검토

한 결과 비타민 B5의 경우 YMC-Pack ODS-AM(250×4.6 

mm I.D.) 칼럼을 이용하고, A용매로 50 mM KH2PO4(pH 

3.5)을, B용매는 아세토니트릴을 이동상 용매로 사용하는 

A용매 95% 등용매용리 조건에서 200 nm의 파장으로 분석

하는 HPLC/DAD법을 최적조건으로 확립하였다. 한편 비타

민 B6의 최적분석조건은 여기파장(excitation) 290 nm, 방

출파장(emission) 396 nm로 분석하는 HPLC/FLD법으로

써, 칼럼은 YMC-Pack Pro RS C18(250×4.6 mm I.D.), 이

동상 용매는 A용매 20 mM CH3CO2Na(pH 3.6), B용매 아

세토니트릴을 A용매 97% 등용매용리 조건으로 사용하였

다. 비타민 B5 및 B6의 표준검량선은 R2값이 각각 0.9998 

및 0.9999로 고도의 직선성을 나타내었고, 검출한계 및 정

량한계는 비타민 B5의 경우 각각 0.4 mg/L 및 1.3 mg/L, 

비타민 B6의 경우 각각 0.006 mg/L 및 0.02 mg/L로 산출되

었다. 
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