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Abstract

Processed foods using food additives designated as 
the other countries but not yet in Korea can be mixed 
and distributed among imported foods in Korea. 
Accordingly, it is necessary to develop an analysis 
method of undesignated food additives in order to 
continuously monitor. This paper introduced a study on 
the development and validation of analytical methods 
conducted in academia. The development of analytical 

methods was conducted using the analytical methods 
presented in previous studies. We first exhibited 
that simultaneous analysis of 12 food dyes was easy 
to reproduce, but the second introduced analytical 
method of emulsifiers cannot be utilized analysis 
using expensive equipment not provided in general 
laboratories, and it is difficult to reproduce due to the 
old publications. Therefore related national institutions, 
research and industry-academia circles need to 
constantly conduct research on the development of 
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서론

고품질	식품에	대한	현대	소비자의	요구는	꾸준히	

증가하고	있는	추세로서	과거의	양적	풍부함에	초점

을	맞추던	것과는	달리,	식품산업이	발달한	오늘날

에는	품질향상,	영양강화,	식중독	예방	측면뿐만	아

니라	물리적	특성	및	관능적	요소	등	기호성	증진을	

위한	효과를	위해	식품을	제조·가공하는	과정에서	

식품첨가물이	사용된다(Borràs	E,	2015).	우리나라

에서는	1962년	식품위생법이	제정·공포되면서	식

품첨가물의	개념이	처음	도입되었으며,	현행	식품위

생법	제	2조	2항에	의하면	식품첨가물이란	“식품을	

제조·가공·조리	또는	보존하는	과정에서	감미,	착

색,	표백	또는	산화방지	등을	목적으로	식품에	사용

되는	물질을	말한다.	이	경우	기구·용기·포장을	살

균·소독하는	데에	사용되어	간접적으로	식품으로	

옮아갈	수	있는	물질을	포함한다.”로	정의하고	있다

(식품의약품안전처,	2016).	국제적으로는	국제식품

규격위원회(CODEX,	Codex	Alimentarius)에서	“식

품으로	섭취하지	않고,	영양적	가치	유무에	관계없

이	식품의	통상적인	성분으로	사용되지	아니하는	물

질로,	식품의	제조,	가공,	준비,	처리,	외	포장,	개별

포장,	운송,	또는	저장	시	의도적으로	첨가하여	기술

적(관능적	목적	포함)	목적을	달성할	수	있거나,	식

품첨가물	자체	혹은	부산물이	식품의	성분이	되거나,	

식품의	특성에	영향을	줌으로써(직접	또는	간접적으

로)	목적을	달성할	수	있을	것으로	기대되는	물질을	

의미한다.	이	용어에는	오염물질(contaminants)	또

는	영양적	품질을	향상시키거나	유지하기	위하여	첨

가되는	물질을	포함하지	않는다.”로	규정하고	있으

며,	유럽	연합	법률(EU,	European	Union)은	“영양

가의	유무에	관계없이	일반적으로	그	자체가	식품으

로	섭취되지	않으며,	특징을	갖는	식품	원료로도	사

용되지	않는	물질을	의미한다.	또한,	기술적인	이유

로	제조,	가공,	조리,	취급,	포장,	운송	또는	보관	과

정에서	식품에	의도적으로	첨가한	결과로	그	자체	또

는	그	부산물이	직접	또는	간접적으로	식품의	구성성

분이	되거나,	그렇게	될	것이라고	합리적으로	예상되

는	물질”로	정의한다(CODEX,	2014;	EU,	2008).	국

가별	식문화적	배경과	산업적	특성	등이	달라	식품첨

가물을	정의하는	관점에	약간의	차이가	있다(식품의

약품안전처,	2017).

가공식품을	통해	섭취하는	식품첨가물에	대한	인

체에서의	안전성은	소비자들의	관심	대상이	되고	있

다(Lee,	2009).	국내에서	사용되는	식품첨가물은	과

학적	근거를	바탕으로	안전성	평가가	수행된	후	식품

위생법에	의해	기준규격	및	사용기준이	허용되어	식

품에	사용됨에도	불구하고,	언론과	대중매체의	자극

적인	용어	사용	및	검증되지	않은	정보에	대한	문제

제기성	보도와	식품산업계의	‘무첨가	마케팅’	등이	식

품첨가물의	안전성에	대한	물음을	제기하면서	가공

식품	내	식품첨가물이	불필요하게	과량	사용된다거

나	건강에	유해한	영향을	미치는	물질이라는	잘못된	

인식을	갖게	되어	소비자의	불안과	불신을	가중시키

는	결과를	초래하였다(한국보건사회연구원,	2015;	

Lee	등,	2014).	이러한	식품첨가물은	각	가공식품에

서	목적으로	하는	기능이	있으나	목적하는	기능	외

의	부작용을	일으키는	독성과	관련된	안전성에	대

한	연구가	꾸준히	진행되고	있다(Kwon	등,	2007).	

국내에서	식품첨가물은	식품안전	관리요소의	화학

적	요소	중	사전에	안전성을	평가하여	사용이	허가

된	물질로써	의도적	사용물질로	분류한다.	인체	내	

안전성	평가를	통한	식품첨가물의	기준	규격	설정

은	국민건강영양통계	등의	섭취량	자료	및	식품	중	

함유량(사용량)을	고려하여	평가한	 1일섭취허용량

(ADI,	Acceptable	Daily	Intake)과	1일최대섭취량

(TMDI,	Theoretical	Maximum	Daily	Intake)을	검

토하여	TMDI가	ADI를	초과하지	않도록	기준을	설

정하며,	FAO/WHO	합동	식품첨가물	전문가	위원회

(JECFA,	Joint	FAO/WHO	Expert	Committee	on	

Food	Additives),	CODEX	등	국제기구에서의	안전
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성	평가	결과	및	사용기준과	우리나라의	식품섭취	현

황	등을	종합하여	과학적인	평가를	통해	이루어진다

(Choi	등,	2009;	Choi,	2016).

국가별로	식문화와	식품산업의	특성이	달라	식품

첨가물의	기준규격	및	사용기준과	이에	대한	정의가	

다르며,	지정된	식품첨가물의	종류	또한	상이하다.	

이에	따라	제외국에서는	식품첨가물로	지정되어	있

으나	국내에서는	아직	지정되지	않은	미지정	식품첨

가물에	대하여	수입식품	중	혼입가능성을	배제하지	

않을	수	없다.	이에	따라	국내에서	허용되지	않은	식

품첨가물이	수입식품으로부터	검출되거나	식품첨가

물이	사용가능한	용도	이외	대상	식품에서	검출되어	

식품첨가물공전	사용기준에	위반되는	사례가	발생하

기도	한다.	이러한	미지정	식품첨가물이	가공식품에	

의도적·비의도적으로	혼입되어	수입	및	유통되어도	

국내에서는	아직	기준규격	및	분석법이	마련되어있

지	않아	체계적인	안전관리가	어려운	실정이다(Lee	

등,	2014).	이에	본고에서는	분석법	개발	연구에	근

거가	되는	가이드라인을	검토하고,	실제	학계에서	진

행된	국내	미지정	식품첨가물의	분석법	개발	연구에	

대하여	고찰하고자	한다.

본론

1. 분석법 검증 (method validation)

1-1. 분석법 검증 개요

시험/분석법	 검증(method	 validation)은	 개발

된	분석법의	신뢰성과	의도한	용도에	대한	적합성

을	평가하여	재현	가능한	결과를	제공할	수	있음을	

입증하기	위해	필요한	과정이다.	생물,	환경,	의약

품,	식품	등	분석법	검증이	활용되는	분야는	다양하

며,	국제적으로	논의되고	있는	분석법	검증에	관한	

여러	가지	규정이	있다.	그	중	대표적으로	CODEX	

지침,	 AOAC	 인터내셔널(Association	 of	 Official	

Analytical	 Chemists	 International)의	공식	분석

법	프로그램,	국제	표준화	기구(ISO,	International	

Standards	Organization),	EU	규정	법률,	미국약전

(USP,	United	States	Pharmacopeia),	국제의약품

규제조화위원회(ICH,	International	Conference	on	

Harmonization)	가이드라인	등이	있다.	다양한	분

야에	응용되는	분석법	검증의	각	규정마다	특성은	다

르지만,	분석법	검증에	사용되는	모든	규정의	공통적

인	목적은	분석법의	적합성을	입증하여	접근방식이	

효율적이고	신뢰할	수	있는	방법을	사용하여	각	분야

의	관리를	목표로	하는	것이며,	이를	효과적으로	검

토하기	위해	분석법	검증	규정의	기준이	결정된다.

1-2. 분석법 검증 가이드라인 제정 흐름

지난	30여	년	동안	분석법	검증에	대한	많은	논

의가	있었다.	 1990년	미국	식품의약국(FDA,	 Food	

and	 Drug	 Administration)와	 미국	 약학회(AAPS,	

American	Association	of	Pharmaceutical	Scientists)

가	주최한	워크숍에서	분석법	검증을	주제로	한	논의

가	처음	이루어졌다.	이	논의에서	분석법	검증	항목

인	특이성,	안정성,	정확성,	정밀도,	민감도,	재현성

의	일반적인	지침이	제공되었으며,	1992년	발간된	이	

워크숍의	보고서는	현대	분석법	검증의	기초가	되었

다.	FDA	외에도	다른	규제	기관	및	조직에서도	분석법	

검증에	대한	논의가	이루어졌다.	유럽에서는	1990년	

ICH가	설립되어	1994-1996년에	전문가에	의해	개발

된	인체용	의약품	등록을	위한	기술	요구	사항	조화에	

관한	국제	회의	“Validation	of	Analytical	Procedures	

Q2(R1)”에서	분석법	검증에	대해	다루었다.	분석	화학

의	발전으로	공식	문서의	필요성이	명백해져	1999년

에	FDA에서	“산업용	지침	초안:	생물	분석법	검증”을	

발표했고,	그로부터	10년	뒤	두	번째	워크숍에서	10

년	동안	축적된	경험을	공유하여	이를	바탕으로	2001

년에	공식	문서	“산업용	지침:	생물분석법	검증”이	발

표되었다(González,	2014).	많은	실험실에서	이	가이

드라인에	의거한	검증	절차를	표준화했으며,	이후	이

를	가이드라인의	초석으로	참조하여	기존	가이드라

인이	보안되고	새로운	가이드라인들이	제안되었다

(Hubert,	2004)).	국제적으로	분석법	검증의	중요성이	

커지면서	유럽의약품기구(EMA,	European	Medical	

Agency),	브라질	식품의약품인증(ANVISA,	Agencia	
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Nacional	de	Vigilancia	Sanitaria),	일본	후생노동성

(MHLW,	Ministry	of	Health	and	Labor	Welfare)	등

에서	분석법에	대한	가이드라인을	제시하고	있다.	오

늘날	여러	국제	기관에서	분석법	검증을	규제하고	있

으며,	분석	기기의	지속적인	발전과	까다로운	분석	물

질의	등장으로	인해	이를	연구하기	위하여	관련	과학

도(업계,	통계학자,	분석	화학자,	학자	등)의	참여	및	

협조가	필요하다.	국내에서도	분석법	개발	연구에서	

분석법	검증의	중요성이	대두되고	있다.	식품의약품안

전처에서는	2004년	「의약품	등	분석법의	밸리데이션

에	대한	가이드라인」을	자체적으로	발간하였고,	2016

년에는	ICH에	가입하여	ICH	운영에	참여하며	의약품

의	품질,	안전성,	유효성에	대한	가이드라인	제정	등	

규제	조화에	주도적으로	참여하고	있다.

1-3. ICH 가이드라인

최종적으로,	분석법	검증은	인정받는	기관이	규정

한	특정	표준	기준에	부합하는	최적화된	시험/분석

법을	얻는	것이다.	분석법	검증을	규제하는	다양한	

기관이	있지만,	ICH는	가장	보편적으로	인정받는	기

관	중	하나이다.	ICH는	모든	약제학	및	생물약제학적	

검증과	기업,	FDA,	EMA,	유럽	공동조달협정(JPA,	

European	Joint	Procurement	Agreement)를	포함

한	주요	규제	기관들을	관장하고	있으며,	분석법을	어

떻게	검증해야	하는가에	관하여	제약과	바이오	산업

은	물론	규제	기관들의	의견도	반영하고	있다.	분석법	

검증에는	특이성(specificity),	반복성(repeatability),	

재현성(reproducibility),	 완건성(robustness),	 견뢰

성(ruggedness),	시스템	적합성(system	suitability),	

검출	한계(limits	of	detection),	정량	한계(limits	of	

quantitation)	등과	같은	여러	측면이	있는데,	이러

한	항목의	본질은	제약	및	바이오	분야와	규제	분야

에서	사용될	과학	분석법의	타당성,	실용성,	재현	가

능성을	보장하는	것이다.	따라서	동물	실험,	인체	임

상	연구,	처방	약과	마케팅에	대해	규제	승인을	얻고

자	하는	모든	기업은	반드시	이러한	ICH	가이드라인

을	따라야	하며,	분석법을	검증하고자	하는	대부분의	

간행물에서도	ICH	가이드라인을	따르고	있다(Krull,	

2017;	Shewiyo	등,	2012).	또한,	식약처에서는	분석

법	검증	및	의약품	등의	품질	기준을	국제	기준에	맞

게	개선함으로써,	국내	의약품	제품	등의	해외	진출을	

지원하는	것은	물론	우수한	품질의	제품이	유통될	수	

있도록	하기	위해	ICH	가이드라인의	국제	조화를	추

진하고	있다.	다음	절에서는	ICH	가이드라인을	따라	

실제	학계에서	진행된	분석법	개발	및	검증을	연구	사

례를	소개하고자	한다.

2. 식품 중 식품첨가물의 분석법 개발 및 검증

2-1. 12가지 식품 착색료의 동시분석법 개발 및 검증

식품첨가물로 사용되는 착색료의 동시분석법 개발

합성	식품	착색료는	식품	가공	중	손실되는	자연적

인	색상을	대체하고	최적화하기	위해	사용된다.	이

러한	착색료는	일반적으로	산성의	수용성	나트륨염

이며,	안정성이	우수한	여러	종류의	합성	식품	착색

료는	천연	착색료보다	비교적	저렴한	비용으로	사용

할	수	있다.	그러나	합성	착색료의	과량	섭취로	인한	

부작용	사례에	대한	보고가	있어	많은	국가에서	합

성	착색료의	사용량을	규제하고	있다.	이는	국가마

다	식품에	사용하는	착색료에	대한	법적	제한	및	문

화적	선호도가	다르기	때문에	식품에	첨가되는	식품

첨가물로써의	함량은	제조	국가에	따라	다르다.	이

에	따라	국내에서	자주	소비되는	식품에	함유된	식품	

착색료를	동시에	분석하기	위한	검증	방법이	필요한	

실정이다.	따라서	Jang	등(2021)에서	기발표한	연

구는	국내에서	많이	소비되는	츄잉껌과	음료에	허가

된	9가지	식품	착색료와	허가되지	않은	3종의	식품	

착색료를	동시에	분석하기	위한	분석법을	제안하고

자	하며,	식품	착색료	총	12종의	동시분석이	가능한	

HPLC-PDA	분석법을	개발하고	검증하는	것을	소개

하고자	한다.	또한,	LC-MS/MS	분석법을	이용하여	

식품	착색료의	일치	여부를	확인하고,	실제로	우리나

라에서	유통되는	츄잉껌과	음료의	실제	샘플을	분석

하여	개발한	분석법의	실제	샘플에	적용	가능	여부를	

확인하였다(Jang	등,	2021).
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표준물질을 이용한 HPLC-PDA 분석법 확립 및 추출 

방법의 최적화

먼저,	HPLC-PDA	분석	조건을	설정하기	위해	세	

가지	분석방법을	비교하여	12종의	착색료에	대한	분

리도가	가장	우수한	한	가지	방법을	선택하였다.	다

음,	확립된	HPLC-PDA	조건에서	최상의	분리능을	

지닌	컬럼을	선택하기	위하여	세	가지	컬럼을	비교하

여	피크의	가장	우수한	분해능과	피크	면적을	제공

하는	컬럼을	선택하였다.	마지막으로,	컬럼의	온도

를	세	가지	조건으로	조절하여	이동상의	점도	및	컬

럼	내부	이동상	흐름의	저항을	낮추어	HPLC-PDA	

시스템	전체의	압력을	줄이기	위한	온도	설정	조건

을	비교하여	식품	착색료의	검출시간과	각	요소의	피

크	분해능	및	에너지	효율을	고려하여	최적온도를	설

정하였다.

최적의	매트릭스	전처리	방법을	확립하기	위하여	

스파이킹	실험을	진행하고	회수율을	비교하였다.	이

는	특정	분석	물질이	포함되어있지	않은	대상	시료에	

임의로	특정	표준	물질을	첨가한	후	얻어진	분석	결

과를	본래의	무첨가	시료의	분석	결과와	비교하는	실

험이며,	특정	표준	물질의	회수율을	비교	분석하여	

전처리	방법의	적합성을	평가하는	것이다.	이에	따

라	분석하고자	하는	착색료가	함유되지	않은	츄잉껌

과	음료	시료를	준비하여	분석하고자	하는	특정	착색

료를	일정	농도	스파이킹하여	여러	가지	전처리	방법

에	따라	추출을	진행하고	회수율을	비교하여	가장	높

은	회수율을	가지는	최적의	추출	방법을	선택하였다

(Jang	등,	2021).

분석법 검증

츄잉껌과	음료	두	가지	매트릭스의	식품	착색료	측

정을	위한	HPLC-PDA	방법의	분석법	검증은	세	가

지	농도(저·중·고)로	스파이킹을	한	시료와	하지	

않은	시료를	확립된	추출	방법에	따라	추출한	후	진

행하며,	ICH	가이드라인에	따라	특이성,	직선성,	정

밀도,	정확도,	검출한계(LOD,	Limit	of	Detection)	

및	정량한계(LOQ,	Limit	of	Quantitation)의	관점

에	대해	검증되었다.	이러한	항목들의	검증을	위해	

ICH의	가이드라인에	따라	하루	중(일내)	3회	반복	및	

하루	간(일간)	3회	반복	측정하여	총	9회의	결과에	대

해	평가되었다(Jang	등,	2021).

1)	특이성	(Specificity)
HPLC-PDA를	사용하여	식품	착색료의	동시	분석

을	진행하였으며,	12가지의	식품	착색료	분석물이	각

각	서로	다른	성분의	간섭을	받는지	여부를	평가하였

다.	이는	분석법	검증의	항목	중	특이성을	나타내며	

그림 1.   450 nm (A), 520 nm (B), and 620 nm (C)에서 식품 착색료
의 HPLC-PDA 크로마토그램. 1. Tartrazine; 2. Sunset 
yellow; 3. Quinoline yellow; 4. Amaranth; 5. New 
coccine; 6. Allura red; 7. Erythrosine; 8. Indigo carmine; 
9. Green s; 10. Fast green FCF; 11. Brilliant blue; 12. 
Patent blue V. (Jang, 2021)
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국내 미지정 식품첨가물의 식품 중 분석법 개발특집:

분석법이	다른	성분의	간섭	없이	매트릭스의	특정	분

석	물질을	결정할	수	있는	정도를	나타낸다.	HPLC-

PDA	방법을	사용한	크로마토그램에서	각	피크는	서

로	간섭을	받지	않는	것을	확인하였으며,	여러	번	표

현된	Quinoline	yellow	(그림	1.	(A)	peak	3)는	주

된	disulfonates와	monodulfonates	및	trisulfonate	

등의	혼합물로	이루어진	화학적	특성에	대한	결과가	

HPLC	크로마토그램을	통해	나타났다(그림	1)	(Jang	

등,	2021;	Joint	FAO/WHO	Expert	Committee	on	

Food	Additives,	1991).

2)	직선성	(linearity)
직선성은	시료	매트릭스에	농도별	표준	분석물을	

첨가하여	전처리	후	HPLC-PDA로	분석하여	검량곡

선의	상관	계수를	확인하는	것이며,	상관계수는	1에	

가까운	0.9995-0.9999로	우수한	직선성이	간주되

었다(Jang	등,	2021).

3)	LOD	및	LOQ
검출한계는	검체	중에	존재하는	분석대상	물질의	

검출	가능한	최소량이고,	정량한계는	정량적으로	분

석될	수	있는	검체	중에	존재하는	분석대상물의	최저

량이며,	ICH	가이드라인에	명시된	방법에	따라	계산

식을	사용하여	산출되었다.	국내	미지정	식품첨가물	

분석법을	제안하기	위해	중요한	요인	중	하나인	LOD	

및	LOQ는	제외국의	식품첨가물	허용	수준	미만으로	

설정되어야	정량적	검출에	적합한	분석법이라고	할	

수	있다.	츄잉껌과	음료에서	LOD와	LOQ	모두	EU에

서	규정한	최대	허용	수준	미만이므로	HPLC-PDA

를	이용한	해당	분석법은	12가지의	식품	착색료의	정

량적	검출에	적합하다고	할	수	있다(Jang	등,	2021).

4)	정확성	및	정밀성

세	가지	농도(저·중·고)로	스파이킹	실험을	진행

하여	각	농도에서	분석	물질에	대한	일내	및	일간	3

회	반복의	분석	자료로	산출하며,	회수율로써	분석법

의	정확성을	평가하고,	상대표준편차로써	분석법의	

정밀성을	평가하였다.	ICH	가이드라인에	따라	80-

120%의	회수율	범위와	5%	미만의	상대표준편차	결

과는	탁월한	정확도와	정밀도를	가지는	것이라	판단

할	수	있으며,	확립된	분석법	및	추출	방법을	이용한	

분석의	결과는	츄잉껌과	음료	샘플에서	적절한	정확

도와	정밀도를	보였다(Jang	등,	2021).

12가지	책색료의	동시분석법	개발	연구는	비교적	

선행연구의	재현이	가능하였으며,	HPLC-PDA	분석

에서	피크의	분리도가	우수하여	이를	이용한	분석법	

검증	연구	절차를	주로	설명하였다.	앞선	과정에	따

라	개발된	추출	방법	및	HPLC-PDA	분석법은	ICH	

가이드라인에	따라	신뢰성이	검증되었으며,	국내에

서	지정된	착색료와	미지정된	착색료	모두	검출이	가

능한	것으로	평가할	수	있다.	검증된	분석법을	이용

해	국내에서	유통되는	츄잉껌과	음료	샘플을	수집하

여	12가지	식품	착색료의	함량에	대해	분석하였으

며,	실제	샘플에서	검출된	식품	착색료의	농도는	샘

플이	지닌	색상과	일치하는	결과를	확인하여	실질적

인	분석법의	적용이	입증될	수	있었다.	또한,	낮은	수

준의	첨가물	측정에	대하여	LC-MS/MS는	샘플	중	

식품	착색료	존재의	확인단계로	사용되었다.	이	외

에도	저장	중	pH	및	유기산에	영향을	받는	식품	착

색료에	대하여	분광	광도계를	이용한	안정성	평가와	

HPLC-PDA를	이용한	식품	색소	잔류량을	측정하여	

식품	착색료의	기능성을	평가하였으며,	추가적으로	

전반적인	측정불확도를	확인하였다(Jang	등,	2021).

2-2.   유화제 SAIB(Sucrose Acetate Isobutyrate)

의 분석법 개발 및 검증

식품첨가물로 사용되는 유화제 SAIB의 분석법 개발

식약처에서	고시된	“식품첨가물의	기준	및	규격”

에	따르면	유화제는	물과	기름	등	섞이지	않는	두	

가지	또는	그	이상의	상(phases)을	균질하게	섞어

주거나	유지시키는	기능을	하며,	자당지방산에스테

르(Sucrose	Esters	of	Fatty	Acids)의	이명으로	불

리는	SAIB는	유화제로써	음료에	사용되는	식품첨가

물	중	하나이다(식품의약품안전처,	2021).	최근	여

러	연구에서	일부	유화제가	장내	미생물군을	변화
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시키고,	장내	염증	및	비만	촉진과	혈당	조절을	손

상시키는	 것으로	 보고되었으며,	 유럽	 식품안전청

(EFSA,	European	Food	Safety	Authority)에서는	

식품	과학	위원회(SCF,	Scientific	Committee	on	

Food)	또는	EFSA에	의한	식품첨가물의	마지막	평

가	이후	오랜	시간이	경과되었으며	사용조건이	변화

하고	새로운	과학적	정보가	추가되는	등	필요할	때마

다	식품첨가물을	재평가하는데,	SAIB는	JECFA에	

의해	1993년과	1997년에	평가가	진행된	이후	2008

년	EU에서	식품첨가물로	승인됨에	따라	안전성에	

대한	재평가의	대상이	되었다(EFSA,	2016).	또한,	

식품	중	SAIB를	분석하는	방법에	대한	선행	연구

는	1972년,	 1973년과	2001년에	마지막으로	진행

되었으며,	2001년에	진행된	분석법	연구에서	LOQ

는	현재	EU에서	규정하고	있는	최대허용수준(MPL,	

Maximum	Permissible	Level)과	일치하기	때문에	

이	방법은	EU	법률	준수	여부를	확인하는	데	적절하

지	않다(Conacher	HBS	등,	1972;	Conacher	HBS	

등,	1973;	Uematsu	등,	2001).	따라서	발전된	기

술	수준을	이용한	SAIB의	분석법	개발	연구가	필요

한	실정이다.	국내에는	식품첨가물로	등록	되어있으

나	사용량에	대한	기준	규격이	설정되어있지	않고,	

식품	중	SAIB의	함량을	분석할	수	있는	분석법이	전

무하기에	관리가	어려운	상황이다.	이에	본	연구에서

는	식품첨가물	SAIB의	분석법을	개발	및	검증하고,	

실제	국내에서	유통되는	음료	샘플에	적용	가능성을	

평가하였다.

SAIB 표준물질 분석

1)	HPLC-PDA
우선,	자당에스터(Sucrose	Ester)의	이성질체와,	

자당지방산에스테르(Sucrose	Ester	of	Fatty	Acids)

의	선행연구에서	진행된	HPLC	분석	조건을	참고하

여	분석을	재현하였다.	SAIB는	아세트산	무수물	및	

이소부티르산	무수물로	자당과	에스테르화하여	화학

적인	합성으로	생산되는	물질이며,	주요	합성	구조인	

(Sucrose)1,	(Acetate)2,	(Isobutyrate)6외에도	다양

한	이성질체를	가지기	때문에	선행연구와	마찬가지

로	분석	결과	무수한	피크가	분리되지	않았다.	이에	

따라	물에	불용성이며	대부분의	유기용매에	용해되

는	SAIB의	용매를	변경하거나	이동상의	조성과	구배	

조건을	변화시키는	등	분석	조건을	달리하여	수차례	

시도하였으나	SAIB의	피크는	분리되지	않았다(그림	

2)(Moh	등,	2000;	Kaufman	등,	1981).

2)	TLC
SAIB의	 정성적	 검출을	 위하여	 박막크로마토그

래피(TLC,	Thin	Layer	Chromatography)를	이용

하여	 자당옥타아세테이트(Sucrose	 Octaacetate)

를	확인한	선행연구를	참고하여	분석을	진행하였

그림 2.   CODEX 기준 500 mg/L의 농도에서 SAIB의 HPLC-PDA 크
로마토그램

그림 3. SAIB의 TLC 분석.
1. 250 mg/L; 2. 500 mg/L; 3. 1,000 mg/L; 4. 5,000 mg/L.
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다.	그	결과	 CODEX에서	규정하는	 SAIB	사용량	

기준인	500	mg/L의	농도	이하에서는	검출이	확인

되지	않았으며,	1,000	mg/L의	농도에서는	희미하

게	검출이	확인되었고,	그	10배에	해당하는	5,000	

mg/L의	농도에서는	선명하게	검출되는	것을	확인

할	수	있었다.	이는	실제	샘플에서	우수한	방법으

로	SAIB의	추출이	가능하여도	기준	사용량	이하에	

해당하는	함량	범위에서는	정성	분석이	불가능하다	

(그림	3)(Petkova	등,	2017).

3)	FT-IR
SAIB의	분자	구조에	따른	분자	진동에	의해	나타

나는	특정	흡수	스펙트럼을	확인하여	정성적	평가

를	하기	위한	푸리에	변환	적외선	분광법(FT-IR,	

Fourier-transform	 infrared	 spectroscopy)을	이

용하여	분석을	진행하였다.	4000-400	cm-1	의	파수	

범위에서	확인한	결과	JECFA에서	제공하는	SAIB의	

IR	스펙트럼과	일치하였다.	FT-IR을	이용한	분석

의	가장	큰	장점은	시료의	전처리	없이	그대로	분석

을	진행할	수	있다는	것이며,	단점으로는	물의	간섭

을	크게	받는다는	특징이	있다.	이는	분자의	구조적	

특징에	따른	스펙트럼을	확인하여	정성적	분석	결과

를	얻을	수	있지만	물이	대부분을	차지하는	실제	음

료	샘플을	이용한	분석은	어려울	것으로	판단되었다

(그림	4)	(Petkova	등,	2017).

4)	GC-FID
SAIB에	대한	분석법을	제안한	선행연구는	모두	기

체크로마토그래피(GC,	 Gas	 Chromatography)를	

사용하였다.	50여	년	전인	1972년과	1973년에	수

행된	연구의	분석조건은	현재의	분석	장비로	재현하

기	어려워	2001년에	진행된	연구의	분석조건을	활용

하여	사용된	장비에	맞게	조건을	일부	수정하여	분

석을	진행하였다.	GC-FID를	이용하여	분석한	결과	

HPLC-PDA를	이용한	분석에서	분리되지	못했던	수

많은	피크에	대한	분리도가	증가하였지만	분석법	검

증을	하기	위해	그	중	하나의	피크만	선택할	수	없었

으며,	상위	몇	개	혹은	몇	%의	피크의	면적을	합하는	

기준을	설정하는	것	또한	모호하여	특이적으로	일정	

시간대에	나오는	피크	면적을	모두	합한	것으로	함

량을	산출하는	방식이	결정되었다(그림	5)(Petkova	

등,	2017;	Uematsu	등,	2001).	

그림 4. SAIB의 FT-IR 스펙트럼. (A) JECFA에서 명시한 SAIB의 FT-IR 스펙트럼(FAO JECFA, 2006); (B) 측정한 SAIB의 FT-IR 스펙트럼

	 (A)	 (B)

그림 5. SAIB 스파이킹 500 mg/L에서 GC-FID 크로마토그램
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본	연구에서는	분석이	까다로운	표준물질의	분석

법	개발	과정에	초점을	맞추어	설명하였다.	최적화된	

추출	방법은	확립된	GC-FID	분석법을	적용해	각	전

처리	방법의	회수율을	비교하여	선정되었다.	SAIB	

분석법의	검증으로	앞서	언급된	방법	외에도	SFC-

MS와	NMR을	이용하는	방법	등	여러	가지	분석	장

비를	이용하는	대안이	있었으나	이러한	장비들은	매

우	고가이며,	일반적인	실험실에서	일상적인	분석을	

위한	용도로	사용하기	힘들다(Petkova	등,	 2017;	

Hori	등,	2014).	HPLC-PDA를	이용한	분석이	어려

워	TLC와	FT-IR를	이용한	방법으로	분석을	시도하

였으나	음료	중	첨가물의	분석에는	적합하지	않았고,	

비교적	보편적으로	사용되는	분석	장비인	GC-FID

가	분석법	검증을	위해	채택되어	피크의	총	합을	이

용해	ICH	가이드라인에	의거한	항목들을	평가하였

다.	특이성,	직선성,	검출한계	및	정량한계와	정확도	

및	정밀도	측면에서	ICH	가이드라인에	근거하는	적

절한	분석	결과를	나타내었고,	해당	분석법의	신뢰

성이	검증되었다.	이를	통해	국내에서	유통되는	음

료	샘플에서의	적용	가능	여부를	확인하였으며,	원재

료명에	자당지방산에스테르	혹은	유화제	등의	표시

가	되어	있는	제품에서	검출이	확인되어	분석법의	실

제	활용	가능성을	확인하였다.	이에	더하여,	지방산(

리놀레인산)	에멀젼에서	유지의	산패에	대한	SAIB의	

항산화	기능성을	평가하였다.

요약

제외국에는	지정되었지만	국내에는	아직	미지정된	

식품첨가물의	종류가	많다.	전세계적으로	가공식품

이	꾸준히	개발됨에	따라	새로운	유형의	가공식품의	

등장이	증가하고	있으며,	국가별로	수출입에	관한	법

률	규정이	상이하여	우리나라에서는	안전성	검정	및	

사용량	제한이	되어있지	않은	식품첨가물을	이용한	

새로운	가공식품이	국내	수입식품	중	혼입되어	유통

될	수	있다.	이에	따라	국민의	안전한	먹거리를	보장

하기	위한	지속적인	모니터링을	하기	위하여	미지정	

식품첨가물의	분석법	개발이	필요하다.	본	고에서는	

학계에서	진행된	분석법	개발과	검증에	대한	연구를	

소개하였으며,	선행연구에서	제시된	분석법을	활용

하여	분석법	개발을	진행하였다.	첫	번째	소개된	12

가지	식품	착색료에	대한	동시분석법은	선행연구	분

석법의	재현이	용이하였지만,	두	번째	소개된	유화

제의	분석법은	일반적인	연구실에는	구비되지	않은	

고가의	장비를	이용한	분석법에	대해	활용이	불가하

고,	선행	연구된	간행물이	오래되어	재현이	어려운	

문제점이	있었다.	가공식품	시장이	커지면서	식품첨

가물이	신생되기도	하고,	까다로운	분석물질이	등장

함에	따라	미지정	식품첨가물의	분석법	개발	연구는	

중요하다.	따라서	이에	관련된	국가기관(식약처	등)

과	산업계,	연구계,	학계에서는	미지정	식품첨가물

의	분석법	개발에	대한	끊임없는	연구	진행이	필요

하며,	본	연구	분야의	발전	가능성은	무궁무진할	것

으로	사료된다.
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