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Abstract In order to create the national food nutrient database, a total of 41 animal foods (ham, seafood, edible insects
and eggs) were analyzed for their vitamin B

12
 content and the applied immunoaffinity-HPLC was verified. Ham vitamin

B
12
 contents were 0.30-0.65 µg/100 g. Seafood showed relatively high vitamin B

12
 level, where the values of fermented

clam were the highest (26.80 µg/100 g) followed by fermented pollack roe. Vitamin B
12
 was not detected in silkworm

pupae and beetles, while relatively high levels were found in the two-spotted cricket imago (6.70 µg/100 g). Chicken and
quail egg yolk had roughly 100- and 30-times higher vitamin B

12
 levels as compared to their egg white. Vitamin B

12

contents in quail and chicken eggs were significantly enhanced by boiling (p<0.05). Results based on accuracy (97-102%
recovery) and precision (<5% RSD) indicate that this study provides reliable vitamin B

12
 information on animal foods

consumed in Korea.
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서 론

한국인 영양섭취기준 충족을 위해 제시된 1일 식사 메뉴를 살

펴보면 우리나라 식단은 쌀을 주식으로 하고 동물성 반찬을 중

심으로 국, 김치, 나물 등을 적절하게 구성하여 영양학적으로 균

형적인 식사패턴을 갖는 것으로 보고되어 있다(The Korean nutri-

tion Society, 2015). 특히, 우리나라의 다양한 동물성 자원은 밥이

나 국과는 별도로 조리되는 중심 메뉴로 제공되거나, 밥과 국에

더하는 일품요리로 만들어져 섭취되고 있으며 이러한 동물성 식

품 섭취량은 매년 증가하고 있는 추세이다(Kim과 Park, 2015;

Kim 등, 2016). 최근 식품가공 기술의 발달 및 식생활 변화에 의

한 가공식품의 소비 증가로 소비자들은 이전과 다른 다양한 식

품을 섭취하고 있다(Kim, 2006). 또한, 비만, 당뇨병, 고혈압 등

과 같은 성인 만성질환의 발병율이 식습관과 높은 연관성이 있

음이 알려지면서 질병 예방을 위한 식단관리에 대한 관심이 점

차 증가하고 있다(Lim 등, 2013). 지금까지 우리나라에서 구축해

오고 있는 이러한 다소비 식품들은 주로 탄수화물, 지방, 단백질

등과 같은 다량영양성분 중심으로 지속적으로 업데이트가 이루

어져 온 반면, 인체 내 물질대사와 생리작용 조절에 중요한 역할

을 담당하는 비타민이나 무기질 같은 필수 미량영양성분들에 대

한 데이터베이스는 매우 부족한 실정이다(Lee 등, 2015; Lee 등

2018).

비타민 B12는 코발라민(cobalamin)이라고 불리는 수용성 비타민

으로 코린 고리(corrin ring) 중앙에 코발트(Co)를 함유하고 있으

며 오탄당, 인산, 염기로 구성된 뉴클레오타이드(nucleotide)가 붙

어있는 화합물의 통칭이다(Herbert, 1988). 비타민 B12는 미생물에

의해 합성되며 먹이사슬을 통해 동물의 근육이나 내장 등에 축

적되고 흡수된 후 세포에서 methionine synthase와 L-methylmalo-

nyl-CoA mutase의 조효소로 작용하여 DNA 합성, 메티오닌 합성,

succinyl-CoA 합성 등 많은 생체 내 생화학적 반응에 관여한다

(Petrus 등, 2009; Watanabe, 2007). 체내 비타민 B12 결핍 시 거대

적아구성 빈혈과 신경계 이상, 위염, 식욕부진 등의 위장의 이상

증세가 나타날 수 있으며, 최근 노화와 관련된 인지기능 저하, 청

력저하, 알츠하이머, 우울증 등에도 관련이 있다고 보고되어 있

다(Park과 Johnson, 2006; Smith와 Refsum, 2009). 최근, McCarter

등(2020)은 파킨슨병(Parkinson’s disease) 진단에서 혈청 비타민

B12의 수준이 높을수록 미래 치매 발병 위험이 낮았다고 보고하

였는데 이는 식습관에 의한 체내 비타민 B12 수준 관리가 치매

예방에 영향을 미칠 수 있음을 나타낸다 하겠다. 한국인의 일반

적인 식사는 비타민 B12 결핍을 유발하기는 어렵지만 비타민 B12

는 동물성 식품군에만 존재하는 특성 때문에 동물성 식품의 섭

취를 제한하는 채식주의자들에게는 비타민 B12 결핍증이 쉽게 나

타날 수 있다. 또한, 비타민 B12를 식품으로 섭취 시 체내 흡수

과정에서 위산, R-결합단백질, 내적인자(intrinsic factor), 췌장액 등

의 역할이 필수적이기 때문에 위산분비가 적은 노인이나 위장절
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제 수술을 한 환자들에게는 비타민 B12 결핍이 빈번히 발생할 수

있는 것으로 알려져 있다(Andres 등, 2004). 이렇게 비타민 B12와

같은 미량영양성분의 결핍과 건강과의 상관성 규명은 우리 국민

의 일상 식사를 통해 섭취되는 필수미량성분 수준에 대한 정보

구축이 국민건강영양정책 수립을 위한 선행 요건이 됨을 알 수

있으나, 비타민 B12의 경우 국민건강영양정책에 활용할 수 있는

데이터베이스는 거의 전무한 실정이다.

비타민 B12 분석법은 분광광도계 측정법(Karsilayan, 1996), 미

생물학적 분석법(Watanabe, 2007), HPLC 분석법(Heudi 등, 2006)

등으로 비타민 B12와 같은 필수미량성분을 선택적으로 검출할 수

있는 다양한 검출방법이 시도되고 있다. 특히 Lactobacillus leich-

mannii를 이용한 미생물학적 분석법이 주로 이용되어 왔으나 특

이성이 부족하고 균주의 보존, 배양 시간 등에 따른 시간과 노동

력이 소요될 뿐 아니라 분석 숙련도가 부족한 경우 재현성이 낮

은 단점이 보고되고 있다(Kwak 등, 2012). 따라서 국가영양성분

데이터베이스 구축과 같이 변화되는 국민 식생활을 빠르게 반영

할 수 있으면서도 국제적으로 정확하고 재현성 있으며 신뢰도 있

는 데이터를 얻기 위해서는 비교적 신속하고 간편하면서도 분석

자가 대체되어도 재현성을 얻을 수 있는 HPLC와 같은 기기분석

법이 선호되고 있다. 하지만, HPLC 분석 시 UV 검출기를 사용

하는 경우 비교적 비타민 B12 수준이 높은 비타민이나 보조제와

달리 식품 중에는 미량으로 존재하기 때문에 비타민 B12의 검출

감도와 한계가 낮은 경우 이를 정확하게 정량하기 어렵다. 따라

서 이를 극복하기 위해 시료가 식품인 경우 solid phase extraction

(SPE)이나 immunoaffinity column을 병행하여 정제(clean-up)와 농

축의 단계가 동시에 이루어져야만 식품 중 낮은 수준으로 존재

하는 비타민 B12 분석에서 신뢰도를 확보할 수 있다(Hadjmoham-

mad와 Sharifi, 2007; Campos-Gimenez 등, 2012).

따라서 본 연구에서는 우리나라 국민들이 다소비하고 있는 식

품류 중 비타민 B12가 주로 함유된 동물성 식품군들을 중심으로

이들의 비타민 B12 국가데이터베이스 구축하고자 수행되었으며,

국가 데이터로서의 신뢰도 확보를 위해 비타민 B12 분석법 검증

및 분석품질관리를 수행 평가하고 이를 적용하여 동물성 식품군

의 비타민 B12 함량을 조사하였다.

재료 및 방법

시약 및 재료

비타민 B12 표준품(cyanocobalamin, purity 96.0-102.0%)과

sodium cyanide는 Sigma-Aldrich사(St. Louis, MO, USA), acetic

acid와 sodium acetate trihydrate는 Wako사(Osaka, Japan)에서 구

매하여 사용하였다. 기타 사용된 시약과 용매는 모두 HPLC급을

사용하였다. 분석법 검증을 위한 표준참고물질(Standard reference

Material, SRM) 1549a (whole milk powder)는 NIST (National

Institute of Standards and Technology, Gaithersburg, MD, USA)

에서 구입하였으며, BCR (the Community Bureau of Reference)

487 (pig liver)은 EC사(European Commission)의 IRMM (Institute

for Reference Materials and Measurement, Geel, Belgium)에서

구입하였다. 내부 분석품질관리를 위해 사용된 품질관리(Quality

Control, QC) 시료는 상업용 분유(Imperial dream XO world class

3step, Namyang, Seoul, Korea)를 구매하여 사용하였다.

시료 준비

본 연구에서 사용된 총 41종의 시료 중 식용곤충 4종을 제외

한 나머지 식품은 국가표준식품성분표 제 10개정판 발간을 위해

국민건강영양조사(2013-2015) 결과를 활용하여 품목을 선정하였

다. 37종의 식품은 유통형태에 따라 대형마트와 전통시장으로 구

분한 후 층화다단추출법을 각각 적용하여 표본 추출하여 구매하

였다(Kim 등, 2020). 식용곤충의 경우 시중 구입이 어려워 국립

농업과학원에서 제공받아 사용하였다.

모든 시료는 이물 및 비가식부를 제고하고 균질화 중 영양소

손실을 최소화하기 위하여 액체질소로 급속냉동 한 후 균질기

(Robot Coupe Blixer, Robot Coupe USA, Jackson, MS, USA)로

마쇄하여 성분분석 전까지 −70oC에서 보관하였다.

비타민 B
12
 추출(extraction)

삼각플라스크에 균질화된 시료를 0.5-5.0 g 칭량하여 0.2M

sodium acetate trihydrate buffer (pH 4.0) 49.5 mL과 1% sodium

cyanide 0.5 mL을 가한 후 10분간 초음파기(8893-DTH, Cole-

Parmer, Chicago, IL, USA)로 처리한 다음, 100oC 항온수조(WB-

20M, Jeio Tech Co., Daejeon, Korea)에서 1시간 동안 비타민 B12

를 추출하였다. 추출 시료는 실온으로 냉각한 다음 증류수를 가

하여 50 mL로 정용한 후 Whatman No. 1 (GE Healthcare,

Amersham Place, UK)으로 여과하여 HPLC 시료로 사용하였다.

비타민 B
12
 정제(clean-up) 및 농축(concentration)

냉장 보관되어 있는 immunoaffinity column (Easi-Extract Vita-

min B12, r-Biopharm, Glasgow, UK)을 30분간 실온에 방치한 후

column 내부의 완충용액을 제거하고 증류수 3 mL로 column을 활

성화시켰다. 여과된 시료 추출액 9 mL을 column에 3회 나누어

주입하여 추출액 중의 비타민 B12을 column에 흡착시킨 뒤 증류

수 9 mL로 3회 나누어 불순물을 세척하였다. 공기(약 40 mL)를

주입하여 column 내 수분을 제거한 다음 메탄올 3 mL을 주입하

여 흡착된 비타민 B12를 용출시켜 시험관에 수집하였다. 메탄올

추출액은 질소농축기(EYELAMG-2200, Tokyo Rikakikai Co.,

Tokyo, Japan)를 이용하여 전량 휘발시킨 다음 증류수 0.5 mL을

가하여 재용해시켰다. 재용해된 시험액은 0.45 µm membrane filter

(cellulose acetate, Adventec®, DISMIC®-13CP, Osaka, Japan)로 여

과 후 갈색 vial에 담은 뒤 HPLC 분석시료로 사용하였다.

HPLC/DAD 분석

비타민 B12 분석은 HPLC (Agilent, 1260 infinity, Santa Clara,

CA, USA) 시스템을 이용하였으며 분석용 컬럼은 C18 ACE 3 AQ

(3mm×150mm, 3 µm, ACE, Scotland, UK)를 사용하였다. Table

1과 같은 이동상 gradient 조건에서 분석하였으며, diode array

detector (DAD, G4212B, Agilent, Santa Clara, CA, USA)를 이

용하여 361 nm에서 검출하였다. 이때 이동상 flow rate은 0.25

mL/min, column oven 온도는 35oC, 시료 주입량은 100 µL였다.

Table 1. Gradient condition of HPLC mobile phases for vitamin

B12 analysis

Time (min) Water (%) Acetonitrile (%)

 0 100  0

11  85 15

19  75 25

20  90 10

26 100  0

35 100  0
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분석법 검증

본 연구에서 비타민 B12 분석을 위해 적용한 immunoaffinity-

HPLC/DAD 분석은 AOAC (2002)와 ICH (2005)의 single labora-

tory 검증 가이드라인에 따라 분석법 검증을 수행하였다. 특이성

(specificity)은 표준참고물질 SRM 1549a와 BCR 487의 비타민 B12

를 분석하여 크로마토그램의 비타민 B12 peak purity를 확인하고

검출기 200-600 nm 범위에서 spectrum을 수집하여 표준용액인

cyanocobalamin 피크의 머무름 시간(retention time, RT) 및 spec-

trum과 상호 비교하였다. 분석법의 정확성(accuracy)은 표준참고

물질 SRM 1549a와 BCR 487의 비타민 B12 함량을 분석하고

NIST와 EC에서 제시한 인증값과 비교하여 회수율(%)을 계산하

였다. 정밀성(precision)은 QC 시료인 상업용 분유를 하루에 5반

복 실험하여 repeatability (intraday, RSDr)와, 5일 동안 1회씩 실

험하여 reproducibility (interday precision, RSDR)의 coefficient

variation (CV, %)을 계산하여 나타내었다. 직선성(linearity)은 표

준용액인 cyanocobalamin을 일반적인 식품 중의 비타민 B12 농도

를 포함하는 4가지 농도(0.025, 0.05, 0.1, 0.2 µg/mL)로 제조하여

측정된 피크의 면적과 농도와의 상관성을 분석하였다. 검출한계

(limit of detection, LOD)와 정량한계(limit of quantification,

LOQ)는 공시험 시료 크로마토그램의 signal-to-noise (S/N)의 평균

값에 표준편차를 각각 3.3과 10으로 곱한 값을 더하여 구하였다.

분석품질관리(analytical quality control)

분석품질관리는 AOAC(2002) 가이드라인에 준하여 시료를 분

석하는 모든 기간 동안 수행하였다. 관리 한계선의 설정은 품질

관리 시료의 비타민 B12 함량을 10회 이상 반복 분석하고, 상대

표준편차가 5% 안에 들어가는 값을 선택하여 평균값을 기준값

으로 하였다. 관리 상한선 및 하한선(upper and lower control line,

UCL and LCL)은 평균±(2×표준편차)로 계산하고, 조치 상한선

및 하한선(upper and lower action line, UAL and LAL)은 평균±

(3×표준편차)로 계산하여 설정하였다. 본 연구 기간 동안 시료분

석 시 QC 시료를 함께 분석하여 품질관리도표(quality control chart,

QC chart)를 작성하면서 분석품질관리를 실시하였다.

Table 2. Vitamin B12 contents in ham, edible insect and seafood

Samples Description Vitamin B12 content (µg/100 g) t/F-value

Ham

Lean meat
blanched 0.48±0.02

-13.700***1)

roasted 0.65±0.02

Mixed meat

square, raw 0.31±0.03bc2)

16.281**

square, roasted 0.47±0.05a

slice, raw 0.30±0.01c 

slice, blanched 0.31±0.01bc

slice, roasted 0.37±0.00b

Sea food

Clam salted, fermented 26.80±1.03

Shrimp salted, fermented 1.76±0.00

Anchovy salted, fermented 0.88±0.00

Sand lance salted, fermented 0.87±0.03

Pollack

roe, salted, fermented 10.37±0.68a

141.257**tripe, salted, fermented 3.85±0.08c

dried, shredded 5.88±0.04b

Squid
salted, fermented 3.43±0.02

 -42.384***
dried, shredded 5.46±0.12

Pacific saury
canned, whole 7.76±0.42

-4.470*
canned, solid 10.19±1.26

Mackerel
canned, whole 6.02±0.09

-19.053**
canned, solid 8.66±0.33

Salmon

canned, whole 2.06±0.11b

 42.819**canned, solid 2.03±0.07b

smoked 2.68±0.02a

Whelk canned, solid 4.01±0.07

Edible insect

Silkworm
pupa, raw ND3)

larva, dried 4.89±0.05

Two-spotted cricket imago, raw 6.70±0.19

Rice grasshopper imago, raw 0.45±0.03

Beetle larva, dried ND

1)*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 by t-test or ANOVA.
2)Means with different superscript small letters in the same column for the same sample are significantly different at p<0.05.
3)Not detected.
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통계처리

통계는 SPSS (Statistics Package for the Social Science, Ver.

22.0 for Window, SPSS Inc., Chicago, IL, USA) 프로그램을 이

용하여 분석 결과의 평균과 표준편차를 구하였으며 세 그룹 시

료 간의 유의적 차이는 Duncan’s multiple range test, 두 그룹간

유의적 차이는 t-test를 이용하여 모두 p<0.05 수준에서 유의성을

검정하였다.

결과 및 고찰

햄, 해산물 및 식용곤충의 비타민 B
12
 분석

국내에서 섭취되고 있는 햄, 해산물, 식용곤충의 비타민 B12 함

량을 분석한 결과는 Table 2와 같다. 햄류의 비타민 B12 함량은

0.30-0.65 µg/100 g의 범위를 나타내었다. 혼합육(mixed meat)의 비

타민 B12 함량(0.30-0.47 µg/100 g)에 비하여 살코기육(lean meat)의

비타민 B12 함량(0.48-0.65 µg/100 g)이 더 높게 나타나 식육함량

이 높은 햄이 비타민 B12 함량이 보다 높은 것을 알 수 있다. 살

코기 햄의 경우 구운 것(0.65 µg/100 g)이 데친 것(0.48 µg/100 g)보

다 비타민 B12 함량이 높았으며, 사각 햄과 슬라이스 햄의 경우

가열처리 시 생것에 비해 비타민 B12 함량이 증가하는 것으로 나

타났다. 이는 햄류의 경우 조리 중 수분이나 지방질이 빠지면서

중량 감소가 일어날 수 있는 반면 비타민 B12는 햄의 동물성 자

원의 근육에 존재하며 열에 안정하기 때문에 굽기와 같은 열처

리 조리에 의한 파괴나 손실보다는 중량 손실로 인한 상대적인

함량 증가 현상이 나타나는 것으로 생각된다. 이러한 유사한 현

상은 Gille 등(2015)의 비타민 B12는 굽는 것과 같은 건열식 조리

시 오히려 수분이 빠져나가 총 중량 대비 비타민 B12 함량이 증

가하는 경향을 보였다는 연구결과와 일치하였다.

수산 식품류에 함유된 비타민 B12의 함량은 조개젓이 26.80 µg/

100 g으로 가장 높은 함량을 나타내었으며 까나리액젓이 0.87 µg/

100 g로 가장 낮은 함량을 나타냈다. Kwak 등(2012)은 미생물분

석법을 이용하여 수산물의 비타민 B12 함량을 분석하였으며 새우

젓과 명란젓의 비타민 B12 함량을 각각 1.55, 9.98 µg/100 g으로

보고하였는데, 이는 본 연구에서 immunoaffinity-HPLC로 분석한

새우젓과 명란젓의 함량과 유사한 수준을 나타냈으나, 까나리액

젓의 경우 본 연구의 비타민 B12 함량보다 낮은 수준인 0.22-0.24

µg/100 g으로 보고하였다. 이는 분석방법의 차이뿐만 아니라 수

산자원의 특성, 가공 및 보관의 조건 등의 차이로 기인된 것이라

보여진다. 통조림 식품은 위생적으로 안전하면서, 운송이 용이하

고 장기저장 및 사용편이성 등의 장점으로 인하여 소비가 꾸준

히 증가하고 있는 추세이다(Heu와 Kim, 2004). 수산 통조림류 제

품의 경우 비타민 B12 함량은 2.03-10.19 µg/100 g의 범위를 보였

는데, 꽁치>고등어>골뱅이>연어 순으로 높게 나타났고 꽁치 통

조림은 연어 통조림에 비해 약 5배 높은 비타민 B12 수준을 나

타냈다. 본 연구에서 분석한 고등어 통조림의 비타민 B12 함량

(6.02 µg/100 g)은 미국농무부 식품성분표(USDA, 2020)에 나타난

함량(6.94 µg/100 g)과 유사한 수준을 나타냈다. 국가표준식품성분

표(RDA, 2017)에 의하면 오징어 생것의 비타민 B12 함량은 4.37

µg/100 g으로 나타났는데 본 연구에서 분석한 오징어 젓갈과 오

징어채의 비타민 B12 함량은 각각 3.43, 5.46 µg/100 g으로 나타나

원료 가공방법에 따라 비타민 B12 함유량이 달라질 수 있음을 보

여준다. 또한, 명태의 창자로 만든 발효 젓갈(3.85 µg/100 g)과 건

조채(5.88 µg/100 g)의 비타민 B12 함량에 비하여 명태알로 젓갈을

만든 명란젓의 비타민 B12 함량이 10.37 µg/100 g로 매우 높게 나

타났으며 이에 비하여 조개젓은 약 2.6배 높은 26.80 µg/100 g 수

준을 나타내어 해산물 식품군은 비타민 B12 섭취에 좋은 급원이

될 수 있을 것으로 보인다.

한편, 식용곤충류의 비타민 B12 함량은 쌍별귀뚜라미(two-spotted

cricket) 성충의 비타민 B12 함량이 6.70 µg/100 g으로 가장 높은

함량을 나타내었으며 누에(silkworm) 번데기(pupae)와 장수풍뎅이

(beetle) 유충(larva)은 검출되지 않았다. 건조 누에 유충은 4.89 µg/

100 g을 나타내었고 벼메뚜기 성충은 0.45µg/100 g을 나타내었다.

식용곤충은 생산과정에서 경제적 및 환경적 가치 이외에도 영양

학적 가치가 매우 우수한 것으로 보고되어 있어(Kim 등, 2019)

새로운 단백질 식량자원으로 주목받고 있다. 본 연구에서 분석한

곤충류의 비타민 B12 함량 수준의 경우도 햄류에 비하여 약 10-

20배 높은 수준이었으며 연어, 오징어, 골뱅이 가공품보다도 높

게 나타나 비타민 B12와 같은 미량영양소 섭취에도 좋은 식량자

원으로 보인다. 농진청에서 주기적으로 발간하고 있는 국가표준

식품성분표(RDA, 2017)에 의하면 쇠고기의 비타민 B12 함량은 부

위에 따라 0.95-3.92 µg/100 g, 돼지고기는 0.20-1.74 µg/100 g, 닭고

기는 0.26-0.69 µg/100 g의 범위를 나타내는데 쌍별귀뚜라미와 같

은 식용곤충은 이러한 육류보다 훨씬 높은 비타민 B12의 좋은 급

원식품으로 이용될 수 있을 것으로 보인다.

난류의 비타민 B
12
 분석

메추리알, 달걀, 오리알의 각각의 난백과 난황, 그리고 각각의

시료를 생것과 삶은 것으로 구분하여 비타민 B12 함량을 분석한

결과는 Table 3과 같다. 국내 마켓에서 소비되는 메추리알, 달걀,

오리알의 난각을 제외한 총 중량은 평균적으로 각각 9, 50, 70 g

이며 Kim과 Lee(1985)는 메추리알, 달걀, 오리알의 중량 대비 난

황 비율이 각각 40.9, 33.1, 43.0%라고 보고하였다. 본 연구에서

난류의 비타민 B12 함량을 총 100 g 중량 기준과 난황과 난백의

비율로 각각 환산하여 두 가지 방식으로 제시하였다(Table 3). 조

류 3종의 생 난백, 생 난황, 삶은 난백, 삶은 난황을 분석한 결

과 0.04-12.45 µg/100 g으로 비타민 B12 함량이 부위와 조리방법에

따라 넓게 분포되는 것을 확인할 수 있었다. 중량 대비 난황과

난백의 비율을 환산한 알 전체의 비타민 B12 함량은 생계란과 삶

은 메추리알에서 각각 1.35와 5.61 µg/100 g으로 나타났고, 생것에

서는 메추리알, 오리알, 계란 순으로 유의적인 차이를 보였으나,

삶은것에서는 메추리알의 비타민 B12 함량이 가장 높은 함량을 나

타내고, 달걀과 오리알의 함량은 유의적인 차이를 보이지 않았

다. 또한, 삶은 메추리알과 계란의 비타민 B12 함량은 생 시료에

비하여 유의적으로 높게 나타났으나, 오리알은 삶은 시료와 생

시료간의 비타민 B12 함량이 유의적인 차이를 보이지 않았다. 이

는 햄류와 마찬가지로 비타민 B12는 동물성 자원의 근육에 존재

하며 열에 안정하기 때문에 조리에 의한 파괴나 손실보다는 중

량 손실로 인한 상대적인 함량 증가 현상이 나타나는 것으로 생

각된다. 비타민 B12 함량은 모든 난류에서 난백보다 난황이 유의

적으로 높게 나타났다. 특히, 생 계란의 난황은 난백에 비해 약

100배가 높은 비타민 B12 함량 수준을 보였고, 메추리알도 약 30

배, 오리알은 약 7배 높은 수준을 보여 종에 따라 큰 차이를 나

타냄을 알 수 있었다. 한국인의 비타민 B12 일일 권장 섭취량은

성인 기준 2.4 µg이다(The Korean Nutrition Society, 2015). 본

연구에서 분석한 메추리알, 계란, 그리고 오리알 1개의 평균 무

게 중량을 각각 9, 50 g, 그리고 70 g으로 가정하여 계산한 알 1

개 중의 비타민 B12 함량은 메추리알 0.42-0.51 µg, 달걀 0.68-

1.11 µg, 오리알 1.38-1.40 µg으로 나타났다. Kwak 등(2008)은 전

란의 비타민 B12 함량을 분석한 결과 0.54 µg/50 g이라고 하여 본

연구에서 분석한 결과와 비슷하였다. 이는 메추리알, 달걀, 오리
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알을 1개 섭취 시 비타민 B12 일일 권장량의 각각 18-21, 28-46,

57-58%를 충족시킬 수 있어 좋은 급원이 될 것으로 보인다.

분석법 검증

비타민 B12는 일반적으로 식품 중의 농도 수준이 매우 낮고 다

양한 형태로 존재하기 때문에 재현성 있는 분석을 위해서는 분

석법의 특이성 검증이 필요하다. 분석법의 특이성(specificity)은

비타민 B12 표준용액인 cyanocobalamin과 표준참고물질 및 시료

의 chromatogram에서 확인된 비타민 B12 피크의 retention time은

30.2분으로 서로 일치하였으며 200-600 nm에서 얻어진 세 피크의

spectrum을 overlapping한 결과 흡광패턴이 상호 일치하는 것이

확인되어 HPLC/DAD 분석 특이성이 우수함을 알 수 있었다(Fig.

1). AOAC분석법의 정확성(accuracy)과 정밀성(precision)은 분석법

에 따라서 영향을 받지만 같은 분석법이라도 목적 성분의 농도

수준에 따라 달라지게 되므로 AOAC 가이드라인에서는 시료 중

의 분석하고자 목적하는 성분의 농도 수준에 따라 수용할 수 있

는 정확성과 정밀성 수용범위를 다르게 제시하고 있다(AOAC

2002). Immnoaffinity-HPLC를 이용한 비타민 B12 분석법의 정확성

Table 3. Vitamin B12 contents in raw and boiled eggs

Samples

Vitamin B12 content

µg/100 g µg/g weight of one egg1,2)

raw boiled t-value3) raw boiled weight (g)/egg

Egg yolk

Quail 10.98±0.17a4) 12.45±0.43a0 -7.707 0.41 0.46  4

Chicken 4.01±0.41b 6.59±0.03b -15.286* 0.66 1.09 17

Duck 3.91±0.40b 3.89±0.16c  0.157 1.18 1.17 30

F-value 271.897*** 540.469***

Egg white

Quail 0.37±0.00b 0.86±0.05a -23.625* 0.02 0.05  5

Chicken 0.04±0.00c 0.07±0.00c -13.485*** 0.01 0.02 33

Duck 0.55±0.01a 0.52±0.05b 1.672 0.22 0.21 40

F-value 2916.927*** 190.797**

Whole egg

Quail 4.72±0.07a 5.61±0.15a -13.536** 0.42 0.51  9

Chicken 1.35±0.13c 2.22±0.01b -15.886* 0.68 1.11 50

Duck 2.00±0.18b 1.97±0.04b  0.453 1.40 1.38 70

F-value 357.968*** 1059.597***

1)Vitamin B12 contents of whole eggs (raw and boiled) were the calculated values based on the analytical values of the yolk and white parts of
quail, chicken and duck eggs. Total weight of one egg for quail, chicken and duck was 9, 50 and 70 g, respectively. The weight portion of yolk
to the whole egg was 41%, 33% and 43% for quail, chicken and duck eggs, respectively (Kim and Lee, 1985).
2)Vitamin B12 contents per weight of one egg for quail, chicken and duck eggs.
3)Vitamin B12 contents are significantly different between raw and boiled samples for each part of quail, chicken and duck eggs by t-test (*p<0.05,
**p<0.01 and ***p<0.001). 
4)Vitamin B12 contents in the same column with superscript small letters are significantly different among quail, chicken and duck for the same
part by Duncan’s test (**p<0.01 and ***p< .001).

Table 4. Accuracy of vitamin B
12
 assay using immunoaffinity-HPLC/DAD

Reference materials1)
Vitamin B12 content (µg/100 g)

Recovery (%)4)

Reference value2) Analysis value3)

SRM 1549a 003.20±0.20 003.10±0.04  96.9

BCR 487 112.00±9.00 114.60±3.24 102.3

1)SRM: standard reference material 1549a (whole milk powder), BCR 487 (pig liver).
2)Reference value indicates of SRM 1549a and BCR 487 provided by NIST and EC, respectively, as the certificate value.
3)Analysis value obtained by immunoaffinity-HPLC/DAD assay for vitamin B12 in this study.
4)Recovery (%)=100×(analysis value/reference value).

Table 5. Precision of vitamin B
12
 assay using immunoaffinity-HPLC/DAD

Sample
Vitamin B12 content (µg/100 g)

Parameters Repeatability1) Reproducibility2)

Commercial infant formula
Mean±SD 5.72±0.17 5.71±0.21

CV (%)3) 3.0 3.7

1)Repeatability refers to the results of 5 independent determinations carried out in a sample by analyzing 5 replicates of the same sample in the
same day.
2)Reproducibility refers to the results of 5 independent determinations carried out in a sample by analyzing 5 replicates of the sample at different
assay days.
3)Coefficient of variation (%)=100×(SD/mean).
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검증 결과, Table 4와 같이 SRM 1549a와 BCR 487의 비타민

B12 함량은 각각 3.10±0.04, 114.60±3.24 µg/100 g이었으며 각각의

참값(인증값)과 비교 시 비타민 B12 회수율이 각각 96.9%와 102.3%

임을 확인하였다. 이는 SRM 1549a와 BCR 487의 비타민 B12 분

석값 모두 AOAC 가이드라인에서 제시하는 정확성 수용범위 수

준(분석 성분의 농도 1 µg/100 g 기준으로 75-120%)을 충족하여

분석법의 정확성이 우수함을 확인할 수 있었다. 정밀성 검증을

위해 품질관리시료로 사용되는 상업용 분유를 분석하여 얻은 반

복성(repeatability)과 재현성(reproducibility)으로 평가한 정밀성 결

과는 Table 5와 같다. 비타민 B12 분석법의 반복성과 재현성은 각

각 3.0, 3.7%를 나타내었는데 이는 AOAC 가이드라인에서 제시

한 정밀성 수용범위 수준(분석 성분의 농도 1 µg/100 g 기준으로

RSDr와 RSDR 각각 8, 16%) 이하의 값으로 본 연구에서 사용한

비타민 B12 분석법의 정밀성이 매우 우수함을 확인할 수 있었다.

비타민 B12 분석법의 농도에 따른 직선성(linearity)은 cyanocobal-

amin 표준용액 0.025, 0.05, 0.1, 0.2 µg/mL의 농도 범위에서 비타

민 B12 정량은 Table 6과 같은 높은 상관계수 R2=0.999 값을 보

이는 y=2099.1x−16.39의 직선식을 얻어 분석법의 직선성이 우수

함을 확인할 수 있었다. GC나 HPLC를 사용하여 성분을 분리 정

량하는 기기분석법의 경우 기기의 검출한계와 정량한계의 값이

낮을수록 분석하고자 하는 목적 성분의 검출능이 우수하다고 할

수 있다(Macdougall 등, 1980). 본 연구의 비타민 B12 분석법의 검

출한계와 정량한계는 각각 0.008, 0.026 µg/100 g의 값을 나타내어

동물성 식품군 중의 비타민 B12를 정량하기에 충분한 한계값을

보였으며 Yoon 등(2019)이 보고한 비타민 B12 분석 검출한계 0.03

µg/100 g과 정량한계 0.08 µg/100 g보다 본 연구에서 적용한 분석

법이 낮은 값을 나타내어 보다 미량의 수준으로 존재하는 식품

들의 비타민 B12 정량분석이 가능함을 확인할 수 있었다. 또한,

Chamkouri 등(2017)은 solid phase extraction (SPE)을 사용하여

정제 및 농축과정을 거친 다음 UV로 검출하는 방법으로 0.95 µg/

100 g 수준의 검출한계를 보고하였다. 이는 HPLC 분석 시스템,

정제 및 농축 방법 등에 따라 분석성분의 검출한계가 달라질 수

있음을 나타내는 것으로 분석하고자 하는 식품 중에 존재하는 성

분의 농도 수준에 따라 검출 한계가 적정한지 검토하는 것이 필

요하다 하겠다. 본 연구에서 사용된 분석법의 경우 식품에 존재

하는 비타민 B12 검출에 충분한 수준의 검출 및 정량한계를 가지

고 있는 것으로 보여진다.

분석품질관리

일반적으로 목적하는 성분을 동일한 분석법으로 분석하는 기

간 동안 기기, 실험 용액 및 시약, 실험실 내부적 환경 요인, 분

석자 등의 변화는 분석값에 영향을 주는 요인으로 작용할 수 있

다. 따라서 분석 수행 시 시료 분석 결과와 함께 분석품질을 관

리할 수 있는 품질관리도표(quality control chart, QC chart)를 지

속적으로 작성하여 관리하는 것은 장기간의 분석 연구 수행에서

분석결과의 신뢰도를 확보하는데 매우 중요하다. 특히, 농진청에

Table 6. LOD, LOQ and linearity of vitamin B12 assay using

immunoaffinity-HPLC/DAD

Parameters Vitamin B12 

Calibration curve equation (y=Ax+B) y=2099.1x−16.39

Correlation coefficient (R2) 0.999

LOD1) (µg/100 g) 0.008

LOQ2) (µg/100 g) 0.026

1)Limit of detection.
2)Limit of quantification.

Fig. 1. HPLC chromatograms of cyanocobalamin standard (A), reference material (BCR 487) (B), and sample (clam) (C), and their

overlapped DAD spectrums of vitamin B12 at 200-600 nm (D).
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서 발간하는 국가식품성분표와 같이 데이터의 생산 및 업데이트

가 수십년간 표준화되어 지속되어야 하는 연구의 경우 정확성과

재현성 있는 분석데이터의 생산을 위해 분석품질관리의 수행은

필수 요소라 하겠다. 특히, 본 연구는 약 2년여 기간 동안 시료

의 수집 및 분석이 진행되었기 때문에 연구기간 동안의 분석품

질관리도의 관리는 국가식품성분표의 신뢰도 확보에 매우 중요

하다 하겠다. Fig. 2은 해당 연구기간동안 분석품질관리 시료를

시료와 함께 동일한 분석법으로 분석하여 작성한 결과다. 비타민

B12 분석 평균값인 5.68 µg/100 g을 기준값으로 설정하였으며, 관

리 상하한선은 각각 5.18, 6.18 µg/100 g, 조치 상하한선은 각각

4.93, 6.43 µg/100 g으로 설정하였다. QC 시료의 분석값이 분석 관

리 범위 내에 들어오지 못하는 경우 분석 조건과 환경을 재점검

하고 함께 분석했던 시료 데이터는 삭제하였으며 QC 시료를 이

용하여 관리 범위 내에 들어오도록 분석환경이 개선된 이후 시

료의 분석을 진행하였다. 분석 기간 중 분석한 QC 시료 중 유효

한 총 22회 비타민 B12 분석값은 모두 관리 범위 내에 들어가는

것을 확인하여 해당 기간 동안 분석된 시료의 비타민 B12 분석값

은 높은 신뢰도를 확보하였음을 확인하였다.

요 약

본 연구는 국내에서 소비되는 총 41종의 동물성 식품 중의 비

타민 B12 함량을 immunoaffinity-HPLC방법을 이용하여 분석하였

으며, 이를 국가표준식품영양성분표로 활용하기 위한 분석데이터

신뢰성 확보를 위하여 분석법 검증 및 분석품질관리를 수행하였

다. 동물성 식품 총 41종의 비타민 B12 함량은 0.00-12.45 µg/100

g으로 식품군과 조리 및 가공방법에 따라 다양하게 나타났다. 햄

류에서는 살코기 햄이 가장 높은 함량을 나타냈으며 그중 구운

살코기 햄(0.65 µg/100 g)이 데친 살코기 햄(0.48 µg/100 g)보다 높

은 함량을 나타냈다. 난류에서는 메추리알, 달걀, 오리알 중 메추

리알이 0.37-12.45 µg/100 g으로 가장 높은 비타민 B12 함량을 나

타냈으며 난황이 난백보다 최대 100배까지 높은 함량을 나타냈

다. 식용곤충에서는 쌍별귀뚜라미 성충이 6.70 µg/100 g으로 가장

높은 함량을 보여 비타민 B12 섭취의 좋은 급원이 될 수 있을 것

으로 보였으나 누에 번데기와 장수풍뎅이 유충에서는 비타민 B12

가 검출되지 않았다. 수산식품류에서는 조개젓(26.80 µg/100 g)이

가장 높은 함량을 나타냈으며 이 외 수산식품에서는 0.87-10.37

µg/100 g의 범위를 보였다. 본 연구에서 사용된 비타민 B12 분석

에 대한 분석법의 검출한계, 정량한계, 직선성, 정확성 및 정밀성

을 분석한 결과 모든 지표에서 분석법 검증 가이드라인 기준에

충족하였으며, 분석품질관리를 통하여 전체 분석 기간 동안 모든

분석이 신뢰성 있게 진행되었음이 확인되어 본 연구에서 생산된

동물성 식품류의 비타민 B12 데이터는 국가표준식품성분표 개정

을 위한 데이터로 활용될 수 있을 것이라 평가된다.
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