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Abstract Biotin exists as free or covalently bound to protein through a lysine residue. Therefore, 
the extraction of free biotin form is difficult in foodstuffs. Thus, the aim of this study was to 
investigate the extraction method of biotin in animal-derived foods by enzymatic hydrolysis (pepsin) 
using autoclave extraction or sonication extraction. Biotin contents of animal origin foods such as 
meat (beef, foreshank), fish and shells (mackerel), and egg (yolk, raw) were significantly higher 
in the autoclave extraction method with pepsin treatment. Therefore, these methods were selected 
for further applications in this study. As a result, pepsin-assisted extraction methods showed 
significantly higher contents of biotin compared with non-enzyme-treated samples in most of meat, 
fish, shellfish, and egg. The performed extraction methods in this study were validated according 
to AOAC guideline. An excellent linearity of biotin standard was observed over R2=0.999. All 
analytical methods for biotin showed the acceptable accuracy (97-101% recovery) and the precision 
(1-4% RSD for the repeatability, 0-4% RSD for the reproducibility). The limits of detection and 
quantification for biotin analysis were 0.009 and 0.024 μg/100 g, respectively. These results may 
be useful for providing reliable data about the biotin contents in commonly consumed foods in 
Korea.
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1. 서론
황을 함유한 수용성 비타민인 biotin은 ureido 고리와 valeric acid 측쇄를 포함한 thiophene 고리

가 결합한 형태로 존재하며 vitamin H 또는 vitamin B7으로도 불린다(Gropper 등, 2018). 자연에서 
biotin은 자유형이나 lysine과 결합한 형태인 biocytin 형태로 존재하며, 단백질과 결합한 형태는 체
내에 흡수되기 위해 biotinidase에 의한 분해가 필요한 것으로 알려져 있다(Eitenmiller 등, 2007). 
또한, biotin은 4개의 carboxylase에 대해 보조인자로 작용한다고 알려져 있다(Said, 2012). 뿐만 아
니라, biotin은 조효소로서 포도당 및 지질 합성에 주요한 역할을 하며, 카복실화 및 탈카복실화 반응
을 통한 CO2 운반 및 체내의 다양한 생화학 반응을 조절하는 것으로 보고되어 있다(Wolf 등, 1997). 
한국인의 1일 biotin 충분 섭취량은 성인 기준으로 30 µg으로 설정되어 있으며, 다양한 식품과 건강
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기능식품을 통해 이 섭취량을 충족할 수 있다(KNS, 2015). 비
오틴의 주요 급원 식품으로 동물의 간, 난황, 곡류, 대두, 견과
류 등이 있으며, 식품 내에서 biotin은 유리형 또는 lysine 잔기
에 ε-amino기가 결합된 상태로 존재한다(Gropper 등, 2018). 
Biotin의 결핍은 선천성 질환이 있는 유아에게 발생할 수 있으며, 
우울증, 탈모, 거식증 등의 증상을 나타낼 수 있다(Eitenmiller 등, 
2007). 그러나 체내 비오틴 회로에 의해 필요량이 합성되며 대
부분의 식품에 미량 존재하므로 결핍 증상이 거의 나타나지 않
는 것으로 알려져 있다(Pacheco-Alvarez 등, 2002).

식품은 비타민, 당분, 단백질, 지질, 기타 미네랄 화합물 등의 
복잡한 혼합물로써, 분석하고자 하는 성분을 추출하는 방법에
는 증류, 냉압착, 초음파 및 초임계 추출 등이 있다. 이 중 초음
파 추출은 식품에 함유된 물질의 손실과 추출 시간 등을 줄이
는데 용이한 방법으로 알려져 있다(Chemat 등, 2008). 식품에
서 비오틴은 유리형뿐만 아니라, 단백질과 공유결합을 하고 있
으며, 유리형을 추출하기 위해서는 열 가수분해를 실시하기도 
한다(Lahely 등, 1999). 그 외에도 수용성 비타민의 추출을 위해
서 효소처리를 하기도 한다. 이전 연구에서 비타민 B1의 추출을 
위해 takadiastase 및 papain을 처리(Blake, 2007)하기도 했으며, 
Pakin 등(2004)은 비타민 B5 추출에 pepsin, pantetheinase 및 
alkaline phophatase를 사용하였다. 

여러 연구에서 비오틴은 열을 가하거나 냉동 상태에서도 안
정성을 유지하는 것으로 보고되고 있다. Teaguel 등(2004)에 
의하면 20℃에서 2개월 보관된 냉동식품의 biotin 함량은 매우 
안정적이라고 하였다. 또한 biotin은 두류의 presoaking 및 조
리에 의한 침출이 발생하지 않은 것으로 보고하였다(Hoppner
와 Lampi, 1993). 식품 내에 존재하는 biotin은 조리에 의한 손
실은 적지만 단백질과 결합한 형태로 존재하기 때문에 유리형
의 biotin만을 추출하는 것은 어려운 실정이다. 1970년대에 개
발된 avidin-binding assay는 avidin과 biotin의 특이적 결합을 
이용한 biotin의 분석법으로, 초기에는 동위원소 희석법을 통해 
체액 및 조직 등의 임상 연구에 주로 사용되었으나, 식품 연구
에는 적용이 어려운 것으로 알려져 있다(Eitenmiller 등, 2007). 
본 연구는 동물성 식품 내 biotin의 효율적인 추출 방법을 개발
하고, 기존 추출법을 개선하기 위하여 수행되었다. 이를 위해 
육류(beef, foreshank), 어패류(mackerel) 및 난류(yolk, raw)를 
대상으로 초음파기와 고압멸균기를 사용한 추출방법 및 효소 
처리 유무에 따른 다양한 추출 조건을 통해 biotin의 함량을 비
교하였다. 

2. 재료 및 방법

2.1. 실험 재료 및 시약
본 연구에 사용된 시료 중 육류와 난류는 농촌진흥청에서 제

공받았으며, 어패류는 부산광역시 대형마트에서 구입하여 분석
에 사용하였다. 농촌진흥청에서 제공받은 육류와 난류의 시료
는 다소비 및 다빈도 식품을 대상으로 수집된 시료로, 세척 후 
세절하여 액체질소로 급속냉동한 뒤 마쇄하여 배송되었다. 대
형마트에서 구입한 어패류 시료 또한 세척 후 균질화를 위해 
세절하였으며, 모든 시료는 -20℃에서 보관하여 분석에 사용하
였다. Biotin의 분석법 검증을 위해서는 미국 국립표준기술소
(National Institute of Standards and Technology, NIST, 
Gaithersburg, MD, USA)의 표준물질(standard reference material, 
SRM)인 SRM 1849a(Infant/adult nutritional formula)를 구입
하여 사용하였다. 또한, 내부분석품질관리를 위한 시료는 시중
에 판매되는 분유(infant formula, Imperial dream XO, 
Namyang, Seoul, Korea)를 구매하여 사용하였다. 분석의 정밀
도를 확인하기 위해 사용한 biotin의 표준품은 Sigma-Aldrich
사(St. Louis, Mo, USA)에서 구매하였으며, 시료 전처리에 사용
한 sodium phosphate monobasic monohydrate, sodium phosphate 
dibasic dihydrate, sodium hydroxide는 Sigma-Aldrich사, 
methanol(Cat. No. 34860)은 Honeywell Burdick & Jackson사
(Muskegon, MI, USA)에서 구매하였다. 또한, 이동상으로 사
용된 o-phosphoric acid 85%(Cat. No. 1.00552)와 acetonitrile 
(Cat. No. 1.00030)은 Merck사(Darmstadt, Germany)에서 구
매하여 실험에 사용하였다.

2.2. 추출 용액 및 이동상 제조
효소처리를 하지 않은 추출 용액은 sodium phosphate monobasic 

monohydrate 8.07 g과 sodium phosphate dibasic heptahydrate 
18.36 g을 3차 증류수에 용해시키고 2 M sodium hydroxide를 
이용해 pH 7.0으로 조정 후 1 L로 정용하여 제조하였다. Pepsin 
효소처리에 사용된 추출용액은 0.15 M sodium phosphate 
buffer 1 M HCl를 이용해 pH 4.0으로 조정하여 1 L로 정용한 
후 실험에 사용하였다. 이동상으로 사용되는 0.1% phosphoric 
acid는 volumetric flask에 o-phosphoric acid 1.176 mL를 넣어 
3차 증류수로 용해한 후 1 L로 정용하여 제조하였다. 0.1% 
phosphoric acid와 이동상인 acetonitrile과 3차 증류수는 감압 여
과 후 high performance liquid chromatogram(HPLC)/ultraviolet 
detection(UVD)의 분석에 사용하였다.

2.3. 고압멸균(autoclave) 및 초음파(sonication)에 의한 
biotin 추출

본 연구에서 사용한 고압멸균기를 이용한 biotin 추출법은 
Joseph 등(2016)의 연구를 응용하여 실험하였다. 먼저 균질화
된 시료 0.5-5 g을 50 mL conical tube에 칭량하여 추출용매 
25 mL를 가한 후 5분간 sonication을 진행하였다. 이후 고압멸
균기(autoclave)를 이용하여 121℃에서 25분간 추출하고 방랭
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시킨 다음 추출용매 25 mL를 넣어 1,610 ×g에서 10분간 원심
분리하였다. 원심분리된 시료는 상등액만 여과지(Whatman 
No.2, GE Healthcare, Amersham Place, UK)로 여과하여 맑은 
추출액을 얻어 실험에 사용하였다.

초음파기를 이용한 biotin 추출법은 Shin 등(2016)의 연구를 
변형하여 실험하였다. 균질화된 시료의 동일한 양을 50 mL 
conical tube에 칭량하여 추출용매 50 mL를 가하여 60 Hz 조
건의 초음파기를 이용하여 80℃에서 30분간 추출하였다. 추출
물을 방랭시킨 후 1,610 ×g에서 10분간 원심분리하여 상등액
을 여과지로 여과한 다음 맑은 추출액을 실험에 사용하였다.

2.4. 효소처리에 의한 biotin 추출법
식품 내에 여러 화합물과 결합한 biotin을 유리시키기 위해

서 pepsin 수용액을 처리하여 추출을 진행하였다. Pepsin 수용
액은 pepsin을 0.15 M sodium phosphate buffer(pH 4.0)에 녹
인 후 40,000 U 농도로 제조하여 실험에 사용하였다. 균질화된 
시료 0.5 g-5 g을 50 mL conical tube에 칭량하고 pepsin을 처
리할 시료는 pH 4.0의 추출용매 24 mL를 가한 후 고압멸균 
추출법 또는 초음파 추출법을 이용하여 추출을 진행하였다. 추
출 후에는 실온에서 방냉시키고 각 효소 수용액을 1 mL씩 가하
여 37℃의 항온수조에서 3시간 반응시킨 후 5분간 추출액을 초
음파 처리하였다. 반응시간 종료 후에는 pH 7.0의 추출용매를 
25 mL 가하고 1,610 ×g에서 10분간 원심분리하였다. 원심분리
된 시료의 상등액은 여과지로 여과하여 실험에 사용하였다.

2.5. Biotin 농축 및 정제
맑은 추출액 중 biotin을 농축 및 정제를 위해 biotin 

immunoaffinity column(Easi-Extract Biotin, r-Biopharm, Glasgow, 
UK)을 이용하였으며 제공된 사용법을 응용하여 진행하였다. 
Immunoaffinity column을 사용하기 전 실내 온도에서 30분간 
방치 후 column 내의 충진액을 완전히 제거하였다. Phosphate 
buffer saline(PBS) 5 mL를 흘려준 후 고압멸균기 및 초음파기 
추출법에 따라 얻은 맑은 추출액 10 mL를 2.5 mL씩 네 번에 
걸쳐 흘려 추출물 중의 biotin을 column에 흡착시켰다. 불순물 

제거를 위해 PBS 5 mL와 3차 증류수 5 mL를 흘려주었다. 
Column에 흡착된 biotin 용출은 methanol 4 mL를 주입하여 시
험관을 이용하여 수집하였다. 수집된 용액은 질소농축기(MG- 
2200, EYELA, Tokyo Rikakikai Co., Tokyo, Japan)로 휘발시
키고 3차 증류수 0.5 mL로 재용해하여 분석에 사용하였다.

2.6. Biotin 표준용액의 조제
Biotin 표준품을 3차 증류수에 용해하여 96 μg/mL의 농도로 

제조하여 이를 표준원액으로 사용하였다. 검량선 작성을 위해 
biotin의 표준 원액은 3차 증류수로 희석하여 0.015-0.960 μg/mL
의 농도로 제조하여 분석에 사용하였다.

2.7. Biotin의 HPLC/UVD 기기 분석
Biotin 분석에는 HPLC/UVD(Chromaster 5000 series, Hitachi, 

Tokyo, Japan)를 사용하였다. HPLC/UVD 분석 시 사용한 
column은 Kinetex Phenyl-Hexyl(150×4.6 mm, 2.6 μm, 
Phenomenex, Torrance, CA, USA)이었으며 column oven 온
도는 40℃로 설정하였다. Detector는 ultra violet detector를 사
용하여 200 nm에서 검출하였으며 injection volume은 100 μL
로 진행하였다. 이동상의 gradient 조건은 Table 1과 같다.

2.8. Biotin 분석법 검증
본 연구에서 사용된 biotin 분석법에 대한 정확성 및 정밀성 

검증은 AOAC(2002)에 준하여 실시하였다. 정확성 검증은 미국
국립표준기술소(National Institute of Standards and Technology, 
NIST)의 표준인증물질인 SRM 1849a(infant/adult nutritional 
formula)를 이용하여 제시된 인증값과 분석한 값을 비교한 후 
회수율(%)로 산출하여 확인하였다. 정밀성 검증을 위한 내부분
석품질관리물질은 시판 분유를 사용하였으며, 상대표준 편차
(relative standard deviation, RSD)를 산출하여 반복성(repeatability) 
및 재현성(reproducibility)을 평가하였다. 검출한계(LOD)는 시
료 중 존재하는 분석대상물질의 검출 가능한 최소량을 말하며, 
정량한계(LOQ)는 정량이 가능한 최저 농도를 말한다. 검출한
계와 정량한계는 signal to noise(S/N)의 평균값에 표준편차를 

Table 1. Gradient condition of mobile phases for biotin analysis by HPLC

Time (min) Flow rate (mL/min) 0.1% phosphoric acid (%) 100% acetonitrile (%) 80% acetonitrile (%)

0 0.6 90 10 0

18 0.6 90 10 0

21 0.6 0 0 100

26 0.6 0 0 100

29 0.6 90 10 0

32 0.6 90 10 0
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각각 3.3과 10으로 곱한 값을 더하여 산출하였다.
또한, 본 연구에서는 소량 첨가 회수율을 알아보았으며, AOAC 

(2002)에서 제시한 방법에 따라 검증하였다. 내부분석품질관리 
물질인 시판 분유에 biotin 표준 용액을 0.1 μg/g의 농도로 첨가
하여 추출한 후 회수율(%)을 산출하였으며, AOAC(2002)에서 
제시하는 수용 가능한 범위에 충족하는지 확인하여 검증하였다.

2.9. 통계 분석
Biotin 함량은 평균값±표준편차로 나타내었으며 SAS 9.4 

(Statistical Analysis System, SAS Institute Inc., Cary, NC, 
USA)로 통계 처리를 진행하였다. 일원분산분석(one-way ANOVA)
과 다중범위검정법(Duncan’s multiple range test)을 이용하여 
p<0.05 수준에서 유의성을 검증하였다.

3. 결과 및 고찰

3.1. 동물성 식품군에서의 효소 가수분해에 따른 biotin 함량 
비교

동물성 식품 내 biotin의 효율적인 추출법을 확인하고자 육
류, 어패류 및 난류 중 각각 1종류의 시료를 선정하여 4가지 추
출법에 대한 biotin의 함량을 분석하였다. 분석에 사용된 시료는 
biotin 함량이 높은 것으로 알려진 식품으로(MEXT, 2015), 육
류는 소고기의 앞다리살(foreshank), 난류는 달걀의 난황(yolk), 
어패류는 고등어(mackerel)로 선정하였다. 선정된 시료의 추출
방법에 따른 biotin 함량은 Table 2에 나타내었다. Pepsin 효소 
처리한 고압멸균 추출법의 biotin 함량은 소고기의 앞다리살은 
1.523 μg/100 g, 고등어는 2.130 μg/100 g, 난황은 124.435 μg/100 
g으로 유의적으로 높은 biotin 함량을 보였다. Pepsin은 대부분
의 peptide 결합을 분해할 수 있는 것으로 알려져 있으며, 동물
성 식품에서 단백질과 결합된 비타민 B12 분석에 사용된 연구
가 보고되어 있다(Blanco와 Blanco, 2017; Mun 등, 2018). 
Lahely 등(1999)의 연구에서는 소고기의 간에서 유리형 biotin
을 분석하기 위해 고압멸균 처리가 필요하다고 보고하였다. 따

라서 본 연구에서 동물성 식품에 pepsin 처리 시 biotin 함량이 
높게 나타난 것은 고압멸균 과정에서 유리형 biotin이 용출되었
기 때문인 것으로 판단된다. 따라서 추후 실험에서는 육류, 어
패류 및 난류의 다양한 시료에 고압멸균 추출법을 적용하여 효
소 유무에 따른 biotin 함량 차이를 비교하였다.

3.2. 효소 가수분해에 따른 육류에서의 biotin 함량 비교
육류 7종에 대한 biotin 함량 분석 결과는 효소 처리 전후에 

따른 고압멸균 추출을 실시하여 Table 3에 나타내었다. 소고기
의 앞다리(foreshank), 목심(chuck), 사태(shank)와 닭고기 다리
(leg)의 biotin 함량은 pepsin 효소 처리를 한 경우에 각각 1.523 
μg/100 g, 1.038 μg/100 g, 1.101 μg/100 g, 1.979 μg/100 g으
로, 부위별로 효소 처리 전후의 biotin 함량에 유의적인 차이를 
나타내었다. 돼지고기의 뒷다리(ham), 안심(tenderloin)과 닭고
기의 가슴(breast)은 효소처리 전후에 따른 차이를 나타내지 않
았으며, Kwon 등(2020)의 biotin 함량 연구에 따르면 소고기의 
앞다리는 0.225 μg/100 g이었으며, 사태는 0.223 μg/100 g으로 
보고하여 본 연구에서 분석한 biotin 함량이 기존 연구에 비해 
높게 나타났다. 단백질 함량이 높은 동물성 식품 중 비타민 B12

는 단백질과 결합한 형태로 존재하기 때문에 단백질 분해효소
인 pepsin을 이용하여 분석하는 것으로 알려져 있다(Mun 등, 
2018). 본 연구 결과 중 일부 시료에서는 pepsin 처리로 인하여 
biotin 함량이 높게 나타났다. Pepsin은 대표적인 단백질 가수 
분해 효소로서 방향족 아미노산을 포함하는 결합을 선택적으로 
분해하는 경향이 있으나, 대부분의 경우 모든 peptide 결합을 분
해하는 것으로 알려져 있다(Blanco와 Blanco, 2017). 따라서 본 
연구에서 육류에 포함된 단백질과 biotin의 결합이 pepsin 효소
에 의해 유리형 biotin으로 분해된 것으로 생각되며, pepsin 처
리를 이용하여 추출하는 방법이 정확한 biotin 함량을 분석하는 
데 도움이 될 것으로 사료된다.

3.3. 효소 가수분해에 따른 어패류에서의 biotin함량 비교
어패류 6종에 대해 효소처리 여부에 따라 고압멸균 추출법

Table 2. Comparison of biotin contents in animal origin foods using different extraction methods

Samples Biotin (µg/100 g)1)

Autoclave extraction Sonication extraction

Non-treated Pepsin-assisted Non-treated Pepsin-assisted

Meat Beef, foreshank 0.779±0.013c2) 1.523±0.126a 0.853±0.023c 1.128±0.058b

Fish Mackerel 1.684±0.023b 2.130±0.023a 1.007±0.003d 1.210±0.028c

Egg, hen Yolk, raw 111.293±0.318b 124.435±3.194a 78.606±0.175d 89.778±0.030c

1)All values are mean±SD (n=3).
2)Different superscript letters (a-d) in the same row mean significant differences by Duncan’s multiple range test at p<0.05.
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으로 biotin 함량을 분석한 결과는 Table 4에 나타내었다. 분석 
결과, 고등어(mackerel), 갈치(hair tail), 문어(giant octopus), 
꼬막(cockle)의 biotin 함량이 pepsin 효소 처리 시 유의적으로 
높게 나타났다. MEXT(2015)에 따르면 고등어의 biotin 함량은 
4.9 μg/100 g으로 보고되었으며, 갈치, 문어 및 꼬막의 함량은 
나타나지 않았다. 본 연구에서 분석한 고등어의 함량은 2.130 
μg/100 g으로 MEXT(2015)에서 보고한 함량과 차이가 있으나, 
이는 생산지 및 계절에 따른 차이로 인해 발생한 것으로 판단된
다. 또한, 고등어과는 51종의 다양한 어류가 있기 때문에 어종
에 따른 함량 차이가 있을 것으로 보인다. 어패류는 육류와 마
찬가지로 단백질 함량이 높은 식품으로 알려져 있으며, MEXT 
(2015)에 따르면 고등어는 20.6 g/100 g, 갈치는 16.5 g/100 g, 
문어는 16.4 g/100 g의 단백질을 함유하고 있는 것으로 보고되
어 있다. 이와 같이 단백질 함량이 높은 어패류에서 pepsin은 
peptide 결합을 분해하여 일부 어패류의 biotin 추출이 용이해
져 함량이 증가한 것으로 사료된다. 따라서 어패류의 biotin 함
량을 분석하기 위해서는 pepsin과 같은 단백질 분해효소의 처

리가 필요할 것으로 판단된다.

3.4. 효소 가수분해에 따른 난류에서의 biotin함량 비교
난류는 닭의 난황(raw, boiled), 전란(raw, boiled) 및 메추리

의 전란(raw, boiled)을 고압멸균 추출하여 biotin 함량을 분석
하여 Table 5에 나타내었다. 닭의 난황(yolk)은 생것과 삶은 것 
모두 pepsin 효소를 처리하였을 때 각 124.435 μg/100 g, 
127.722 μg/100 g으로 나타나 유의적으로 높은 biotin 함량을 
보였다. Kwon 등(2019)이 분석한 난황 생것의 함량은 72.938 
μg/100 g이었으며, MEXT(2015)는 65.0 μg/100 g, RDA(2016)
는 42.74 μg/100 g으로 보고하였다. 그러나 난백이 섞여 있는 
닭의 전란(raw, boiled)과 메추리의 전란(raw, boiled)은 pepsin 
처리를 하지 않았을 때 높은 함량을 나타내었다(Machado 등, 
2007). 전란의 약 58%를 차지하는 난백은 약 11%의 단백질을 
포함하고 있으며, 이러한 난백 단백질은 pH 8.0-9.0의 높은 알
칼리 pH에서 더 높은 용해도를 나타내는 것으로 보고되어 있
다(Sponton 등, 2017). 본 연구에서 사용한 pepsin의 최적 활성 

Table 3. Comparison of biotin content in meats using different extraction methods

Samples Biotin (µg/100 g)1)

Non-treated Pepsin-assisted

Meat Beef, foreshank 0.779±0.013b2) 1.523±0.126a

Beef, chuck 0.944±0.012b 1.038±0.015a

Beef, shank 0.977±0.005b 1.101±0.028a

Pork, ham 0.632±0.028a 0.796±0.053a

Pork, tenderloin 1.058±0.024a 1.151±0.060a

Chicken, leg 1.094±0.013b 1.979±0.087a

Chicken, breast 1.188±0.111a 1.117±0.061a

1)All values are mean±SD (n=3).
2)Different superscript letters (a,b) within a row of each same food group under biotin are significantly different by Duncan’s multiple range test at p<0.05.

Table 4. Comparison of biotin content in fish and shells using different extraction methods

Samples Biotin (µg/100 g)1)

Non-treated Pepsin-assisted

Fish and shells Mackerel 1.684±0.318b2) 2.130±0.023a

Salmon 0.932±0.004a 0.965±0.033a

Hair tail 0.604±0.010b 0.670±0.014a

Giant octopus 0.610±0.028b 0.723±0.010a

Oyster 0.868±0.037a 0.883±0.061a

Cockle 1.163±0.035b 1.610±0.029a

1)All values are mean±SD (n=3).
2)Different superscript letters (a,b) within a row of each same food under biotin are significantly different by Duncan’s multiple range test at p<0.05.



Biotin extraction from animal-derived foods

842 https://doi.org/10.11002/fsp.2024.31.5.837

pH는 pH 2.0-4.0인 것으로 알려져 있다. 그러나 실험에 사용된 
난백이 포함된 전란에서는 pH 4.0의 추출 용매가 사용되며, 이
로 인해 시료의 pH가 상승하여 pepsin 효소의 활성이 저하된 
것으로 생각된다. 또한, 날달걀 중 biotin은 난백의 avidin과 비
가역적인 결합을 하는 것으로 보고되어 있어, 달걀에서 biotin의 
추출을 방해할 수 있을 것으로 판단된다(White와 Whitehead, 
1987). 이러한 pepsin의 활성 저하 및 avidin과의 복합체 형성
은 전란에서 biotin의 추출을 방해할 것으로 생각되며 이를 위
한 추가 연구가 필요할 것으로 생각된다. Dhakal 등(2020)의 연
구에 따르면 난백을 고압 하에 열처리를 하면 avidin과 biotin의 
결합 에너지를 감소시켜 avidin-biotin 결합을 감소시킨다고 한
다. 이러한 연구는 조리되지 않은 계란의 비오틴 추출에 적용할 
수 있을 것으로 사료된다. 

또한, 본 연구에서는 실제 소비자들이 계란을 섭취하는 형태
를 반영하여 삶은 계란의 비오틴 함량도 함께 측정하였다. 본 
연구에서 삶은 계란의 비오틴 함량은 pepsin 처리 시 유의적으
로 증가하는 것으로 나타났으나, 메추리알을 익힌 경우에는 비
오틴 함량이 소폭 감소하였다. 농촌진흥청에서 발간한 국가표
준식품성분표(RDA, 2021)에 따르면, 메추리알은 생것에 비해 

익혔을 때 비오틴의 함량이 감소하였으며, 이는 본 연구 결과와 
유사한 것으로 나타났다. 본 연구 결과에 따르면, 계란은 메추리
알에 비해 비오틴 함량이 높고, 익힐 경우 비오틴 함량이 증가
하므로 일상 식이에서 비오틴 섭취에 유용할 것으로 생각된다.

3.5. Biotin 분석법 검증
본 연구에서 특이성을 검증하기 위하여 biotin 표준품과 

SRM 1849a peak의 retention time을 비교하여 Fig. 1에 나타
내었다. Biotin 표준품 peak의 retention time은 12.453분으로 
나타났으며 SRM 1849a peak는 12.457분에 검출되어 0.004분 
차이로 동일 물질임을 확인할 수 있었다. Biotin 표준물질을 3
차 증류수에 9.600 μg/mL 농도로 제조하여 0.960, 0.480, 
0.240, 0.120, 0.060, 0.030, 0.015 μg/mL의 7개 농도로 희석한 
후 측정하여 검량선으로 나타내었다(Fig. 2). Biotin 표준물질
의 농도와 area 간의 검량선 수식은 y = 651461.13941x - 
1131.30364이며, 상관계수(R2)는 0.999 이상으로 직선성이 우
수한 것을 확인하였다. 또한 본 실험에서는 정확성을 평가하기 
위해 표준참고물질(SRM 1849a)의 biotin 함량을 분석하였으

Table 5. Comparison of biotin contents in eggs using different extraction methods

Samples Biotin (µg/100 g)1)

Non-treated Pepsin-assisted

Egg, hen Yolk, raw 111.293±0.318b2) 124.435±3.194a

Yolk, boiled 121.102±2.412b 127.722±0.501a

Whole, raw 40.629±0.302a 34.312±0.022b

Whole, boiled 46.236±0.018a 43.087±0.173b

Egg, quail Whole, raw 22.813±0.138a 18.047±0.083a

Whole, boiled 20.689±0.103a 14.841±0.075b

1)All values are mean±SD (n=3).
2)Different superscript letters (a,b) within a row of each same food group under biotin are significantly different by Duncan’s multiple range test at p<0.05.

(A) (B)

Fig. 1. The chromatograms of biotin standard (A) and SRM 1849a (B).
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며, 효소 처리 전의 회수율은 100.369%, 효소 처리 후의 회수
율은 98.752%를 나타내었다(Table 6). AOAC(2002)에 따르면 
분석대상물질의 농도가 10 μg/g 수준일 경우 유효한 회수율 범
위는 85-110%라고 제시되어 있으며, 본 연구에서 사용된 
SRM 1849a의 biotin 함량 인증값이 1.99±0.13 μg/g인 것을 고
려할 때, 본 실험의 회수율은 AOAC(2002)의 기준을 충족하
며, 수용 가능한 회수율 범위 내에 속하는 것으로 나타났다.

본 실험에서 사용한 시험법의 정밀성 검증을 위하여 시판 분
유를 이용하여 하루에 독립적으로 5회 3반복씩 분석하여 반복
성(repeatability)을 구하였으며, 5일간 하루에 1회씩 3반복으로 
실험하여 재현성(reproducibility)을 계산하여 Table 7에 나타
냈다. AOAC(2002)에서 제시한 1 μg/g 농도에서 반복성 및 재
현성의 수용 가능한 상대표준편차(relative standard deviation, 
RSD) 수준은 각각 8%, 16%로, 본 연구의 정밀성은 우수한 것

으로 판단된다. 또한, 본 연구의 검출한계(limit of detection, 
LOD) 및 정량한계(limit of quantification, LOQ)는 Table 8에 
나타냈으며, 각 0.009 μg/100 g과 0.024 μg/100 g이었다. 검출한
계와 정량한계는 baseline noise와 분석물질의 peak 상대비로 산
출하는 signal to noise 비를 이용하여 구하였다. 면역 친화성 컬
럼을 사용하여 biotin을 분석한 Kwon 등(2020)은 검출한계 및 
정량한계를 0.007 μg/100 g과 0.023 μg/100 g으로 보고하였으
며, 이는 본 연구의 검출한계 및 정량한계와 유사하였다. 또한, 
Wolf 등(1997)의 연구에서 검출한계 및 정량한계는 각각 0.08 
μg/100 g, 0.5 μg/100 g이었다, 이전 연구들과 비교하였을 때 
본 연구에서 이용한 분석법은 미량 성분인 biotin을 우수하게 
검출할 수 있을 것으로 사료된다.

비오틴 분석의 소량 첨가 회수율(spike test)은 조제분유를 
이용하여 진행하였다(Table 9). Spike test는 농도를 알고 있는 
물질에 표준품을 첨가하여 회수율을 계산하여 정확도를 판단
하는 것으로, 본 실험에서는 pepsin 처리 전후에 따른 조제분유
에 0.1 μg/g 농도의 표준품을 첨가하여 고압멸균 추출을 진행

Fig. 2. The standard curve of biotin.

Table 6. Accuracy of different extraction methods for biotin

Sample Extraction methods Biotin (µg/100 g)1) Recovery (%)

Reference value2) Analysis value3)

SRM 1849a
(Infant/adult nutritional formula)

Autoclave Non-treated 199±13 199.735±6.313 100.369

Pepsin-assisted 196.516±4.762 98.752
1)All values are mean±SD (n=3).
2)Reference value is the true value provided by NIST.
3)Analysis value is the experimental value obtained by immunoaffinity-HPLC/UVD assay for biotin.

Table 7. Repeatability and reproducibility of different extraction methods for biotin analysis of infant formula

Sample Extraction method Biotin (µg/100 g)1)

Repeatability2) Reproducibility3)

Mean±SD RSD (%) Mean±SD RSD (%)

In house quality control Autoclave Non-treated 31.924±0.572 1.793 32.265±0.180 0.556

Pepsin-assisted 31.957±1.029 3.222 31.394±1.161 3.698
1)All values are mean±SD (n=3).
2)Repeatability refers to the results of 5 independent determinations carried out on a sample by analysing 3 replicates of the sample on the same day.
3)Reproducibility refers to the results of 5 independent determinations carried out on a sample by analyzing 3 replicates of the sample at each day for 

5 days.

Table 8. LOD and LOQ of biotin 

LOD (limit of detection)1) LOQ (limit of quantification)2)

0.009 μg/100 g 0.024 μg/100 g
1)LOD=3×signal/noise.
2)LOQ=10×signal/noise.
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한 후 회수율을 확인하였다. 그 결과 회수율은 pepsin 처리 전
과 후에서 각각 95.322%, 96.212%로 나타났다. HPLC를 이용하
여 biotin을 분석한 Kwon 등(2020)의 연구에서는 spike test 농도
에 따라 회수율이 95-105% 범위로 나타났으며, LC-MS/MS를 
이용한 Shin 등(2016)은 99-104%의 회수율을 보였다. 또한, 
Holler 등(2006)의 연구에 따르면 HPLC-MS/MS를 이용하여 
spike test를 진행하였을 때 92-101%의 회수율을 나타내었다. 
따라서 본 연구에서 진행한 spike test의 결과는 기존에 보고된 
연구와 유사하였으며, 본 연구에서 진행한 추출법은 biotin 추
출에 적합한 것으로 생각된다.

4. 요약
HPLC를 이용하여 효소처리 및 추출방법을 달리하여 여러 

가지 식품군의 biotin 함량을 분석하였다. 동물성 식품의 육류
(beef, foreshank), 어패류(mackerel), 난류(yolk, raw) 중 각 1
종을 선정하여 분석을 진행하였으며 모두 pepsin 처리를 진행
한 고압멸균 추출법에서 유의적으로 높은 biotin 함량을 보였
다. 추후 실험에서는 육류, 어패류, 난류에 대해 pepsin 처리 및 
고압멸균기를 이용한 biotin 추출법을 이용하였다. 실험에 사용
한 육류 시료 중 소고기의 앞다리(foreshank), 목심(chuck), 사
태(shank), 닭고기의 다리(leg)는 pepsin 처리에 따라 biotin이 
유의적으로 증가하였으나, 나머지 시료에서는 유의적인 차이가 
나타나지 않았다. 어패류의 고등어(mackerel), 갈치(hair tail), 
문어(giant octopus), 꼬막(cockle)은 pepsin 처리로 인하여 
biotin의 함량이 높게 나타났다. 난류의 경우, 닭의 난황에서는 
효소처리에 따른 biotin 함량이 유의적으로 증가하였으나, 닭의 
전란과 메추리의 전란에서는 효소처리에 따라 biotin 함량이 증
가하지 않았다. 본 연구에서 사용된 biotin 추출법 및 분석법 
검증을 진행하였다. Biotin 표준품과 SRM 1849a의 retention 
time이 일치하는 것을 알 수 있었으며, biotin 표준품의 7개 농
도를 분석하여 상관계수(R2)가 0.999 이상으로 나타났다. 또한 
정확성 및 정밀성 검증은 AOAC(2002)에서 제시한 범위에 충
족하는 것을 확인하였다. 검출한계 및 정량한계는 0.009 μg/100 
g과 0.024 μg/100 g으로 나타나 미량으로 존재하는 biotin을 
우수하게 검출할 것으로 사료된다. 분석법 검증을 통해 본 연구

에서 이용된 biotin 추출 및 분석방법의 신뢰성을 확보할 수 있
었으며, 식품 중 미량 존재하는 biotin을 추출하는데 적용 가능
할 것으로 판단된다. 따라서 다양한 식품에서 biotin을 효과적
으로 추출하기 위해서는 각 식품의 matrix에 따른 효소처리가 
필요하며, 이는 식품 중 함유된 biotin의 영양정보를 구축하는 
데 활용될 수 있을 것으로 기대된다.
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