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ABSTRACT Ferrous gluconate has been used in Korea, the United States, Japan, and the European Union to control 
the acidity in foods. We optimized an analytical method to determine the levels of ferrous gluconate in foods by 
a high-performance liquid chromatography-evaporative light scattering detector (HPLC-ELSD) and an ultra-performance 
liquid chromatography-mass spectrometry (UPLC-MS). The linearity of the developed analysis method using HPLC 
was excellent with a coefficient of determination (R2) of 0.999 obtained from calibration curve, and limits of detection 
and quantitation were 12.8 µg/mL and 38.9 µg/mL, respectively. In intra-day and inter-day analysis, the accuracy 
was 95.6∼101.5% and 98.6∼103.1%, respectively, and the precision was 1.5∼2.6% and 0.7∼2.9%, respectively. 
The measurement uncertainty of analyzing the health functional food samples was within 3%, and the verification 
results of all analytical methods met the standards of the European Commission (EC). UPLC-MS was also used to 
confirm ferrous gluconate. As a result, the field applicability of the ferrous gluconate analytical method developed 
in this study was confirmed.
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서   론

글루콘산철(ferrous gluconate)은 철과 두 분자의 글루콘

산이 결합한 글루콘산염으로(Fig. 1) 주로 글루콘산나트륨

(또는 글루콘산바륨, 글루콘산칼슘)을 황산제일철로 반응시

켜 제조한다. 황회색~녹황색의 결정형 분말로 탄 캐러멜과 

유사한 냄새를 띠며, 결정질 상태에서는 공기 중에서 안정적

이지만 수용액의 경우는 빛에 민감하다. 물에는 잘 용해되어 

20°C에서 물 100 cm3에 8.5 g의 용해력을 갖는 데 반해, 

알코올 및 에테르에는 불용성을 나타낸다(Nikolić 등, 2014).

우리나라에서는 글루콘산철이 산도조절제 및 영양강화제

의 용도로 허용되어 있으며, 건강기능식품, 조제유류, 영아

용 조제식, 올리브가공품이 그 사용대상 식품이다(Ministry 

of Food and Drug Safety, 2019). 건강기능식품 등 3품목

에 대해서는 국내외 사용기준이 설정되어 있지 않으며, 주로 

영양 강화의 목적으로 사용된다. 올리브가공품의 경우는 우

리나라, CODEX, EU(European Union), 일본에서 철로써 

150 mg/kg 이내로 사용하도록 설정되어 있으며, 캐나다에

서는 적정제조기준(Good Manufacturing Practice, GMP)

으로 사용량이 설정되어 있다(MFDS, 2019; Codex Alimen-

tarius, 2019; European Commission, 2008; The Japan 

Food Chemical Research Foundation, 2021; Govern-

ment of Canada, 2017). 

국제식량농업기구/세계보건기구 합동식품첨가물전문가위

원회(Joint Expert Committee on Food Additives, JECFA)

에 의하면 글루콘산철의 일일최대섭취허용량(acceptable 
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M.W. 447 g/mol

Fig. 1. Structure of ferrous gluconate.

daily intake, ADI)은 0.8 mg/kg으로 설정되어 있으며 rat

과 mouse에 대한 과반치사량(LD50)은 각각 2,237 mg/kg, 

3,700 mg/kg으로 보고되고 있다(Lewis, 1996; Merck Re-

search Laboratories, 2001). 철은 인간의 생명 유지에 꼭 

필요한 무기질로 부족 시에는 빈혈 등 치명적인 부족증이 

나타나게 되지만, 철과 칼슘을 동시에 과다한 수준으로 섭취

할 경우 신장 기능을 저하시킬 수 있으며(Lee와 Lee, 2000), 

11개월 영아가 철 함유 제제를 과량 복용할 경우 혼수상태

에 빠질 수도 있다는 연구도 보고되었다(Mann 등, 1989). 

따라서 글루콘산철의 과량 섭취로 인한 독성을 예방하기 위

해 이에 대한 안전사용 관리가 필요하다.

식품 중 글루콘산철의 함량을 분석하는 공인분석법은 국

내외에 모두 존재하지 않으며 일부 연구자들에 의해 매우 

미미하게 연구되었다. Qin(2013)은 빈혈치료제로부터 글루

콘산철을 분석하기 위해 고속액체크로마토그래피(high per-

formance liquid chromatography, HPLC) 시스템과 자외

선-가시광선 검출기(ultraviolet-visible, UV-vis)를 이용

하여 510 nm에서 분석하였으나 20 mg/kg 미만의 저농도에 

대한 검출법을 보고한 것으로써, 20 mg/kg 이상 함유된 글

루콘산철 분석에 적용하기에는 한계가 있다. Nikolić 등

(2014)도 자외선-가시광선 검출기와 Zorbax Eclipse XDP 

C18 컬럼을 이용하여 아세토니트릴과 물(80:20)을 이동상

으로 205 nm에서 글루콘산철 합성품에 대한 HPLC 분석법

을 보고하였으나, 머무름 시간이 1.23분으로 매우 빨랐고 

타당성을 검증하지 않았으므로 이 분석법의 정확도를 판단

하기는 어렵다. 상기의 두 연구를 제외하고는 식품 시료로부

터 글루콘산철을 추출하여 정량 분석법을 보고한 연구는 현

재까지 전무하다. 

본 연구에서는 글루콘산철의 선행 분석법을 검토한 후 

HPLC를 이용한 최적의 분석조건과 식품 중 글루콘산철의 

전처리 방법을 확립함과 동시에 확립된 분석법의 검출한계, 

정량한계, 직선성, 정밀도, 정확도 등을 평가하므로 타당성

을 검증하였다. 또한 LC-MS를 사용하여 글루콘산철의 검

증을 실시하므로 일선 분석기관에서 사용할 수 있는 공인분

석법의 기초자료를 제공하고자 하였다.

재료 및 방법

시약 및 시액

글루콘산철(ferrous gluconate)의 표준품(EP reference 

standard)은 Sigma-Aldrich(St. Louis, MO, USA)로부터 

구입하였으며, HPLC 이동상 제조 및 시료 전처리를 위한 

물, 아세토니트릴, 메탄올, 트리플루오로아세트산은 Sigma- 

Aldrich와 Alfa Aesar(Boston, MA, USA)에서 HPLC 

grade를 구입하여 사용하였다. 시료 전처리에 사용된 0.2 

μm PVDF filter는 Whatman(Maidstone, England)에서 구

입하여 사용하였다. 

표준용액의 제조

글루콘산철(순도 100%) 100 mg을 정밀히 취하여 물

(HPLC grade)에 녹여 1,000 μg/mL로 표준원액을 제조한 

후 필요한 농도에 맞춰 희석하여 사용하였다. 검량선 작성을 

위한 표준용액으로는 100~1,000 μg/mL 농도로 희석한 것

을 사용하였다. 

분석 장비 및 기기

글루콘산철의 정량분석을 위해 HPLC Agilent Technol-

ogies 1260 system(Agilent, Santa Clara, CA, USA), 

HyperCloneTM ODS column(5 μm, 250 mm×4.6 mm, 

Torrance, CA, USA), Viva C4 column(5 μm, 150 mm× 

4.6 mm, Restek Corporation, Bellefonte, PA, USA), 

Zorbax SB C18 column(5 μm, 150 mm×4.6 mm, Agilent)

을 사용하였다. 글루콘산철의 피크 검증을 위해서는 UPLC- 

MS(Synapt G2-S, Aquity UPLC, Waters, Milford, MA, 

USA), Acquity UPLC® BEH C18 column(1.7 μm, 100 

mm×2.1 mm, Waters)을 사용하였다.

분석 장비 기기 HPLC-ELSD 및 LC-MS 분석법 확립

글루콘산철의 정량분석 조건을 확립하기 위해 Qin(2013)

와 Nikolić(2014)의 분석법을 검토한 후 분석 컬럼 및 이동

상을 수정하여 method 1~3의 분석조건을 선정하였다(Ta-

ble 1). Qin(2013)의 연구에서는 UVD를 사용한 것 외에 

자세한 분석법이 보고되지 않았으므로, Nikolić(2014)이 보

고한 방법에 따라 UVD(200 nm)와 Zorbax C18 컬럼을 사용

하여 이동상만 조금 변형한 method 1의 방법을 설정하였

다. 또한, 컬럼의 pore size 및 제조사를 변경하여 Viva C4 

컬럼(method 2)과 HyperClone ODS 컬럼(method 3)을 사

용하고 이동상(트리플루오르아세트산-TFA, 아세토니트릴

-ACN)의 농도 및 용리 조건을 변형한 후 ELSD로 분석하는 

방법으로 method 2와 method 3을 선정하였으며(Table 1), 

세 가지 분석법에 따른 결과를 비교하여 최적의 분석법을 

확립하였다.

또한 글루콘산철의 피크를 검증하기 위해 UPLC-MS 

(Synapt G2-S, Aquity UPLC, Waters)와 UPLC® BEH 

C18 컬럼(1.7 μm, 2.1 i.d.×100 mm)을 이용하여 예비실험

을 진행하였다. 예비실험에서 0.1% TFA와 ACN을 이동상

으로 사용하였으며, 다양한 용매 기울기 조건을 적용하여 



HPLC-ELSD와 LC/MS를 활용한 건강기능식품 중 글루콘산철 최적 분석법 확립 및 검증 825

Table 1. HPLC analytical conditions for ferrous gluconate
Method 1 Method 2 Method 3

Instrument 
Column

Mobile phase

Flow rate
Column temp. 
Detector
Wavelength
ELSD temp.
Injection vol.
Running time 

Zorbax SB C18 

(5 μm, 150 mm×4.6 mm)
Acetonitrile :

1% Phoaphoric acid (90:10)
1.0 mL/min

40°C
Agilent 1260 Diode array detector

200 nm
－

10 μL
10 min

Agilent 1260 HPLC
Viva C4 

(5 μm, 150 mm×4.6 mm)
0.7% Trifluoroacetic acid :

Acetonitrile (91:9)
0.5 mL/min

25°C
Agilent 1260 ELSD

－
115°C
10 μL
10 min

HyperCloneTM ODS 
(5 μm, 250 mm×4.6 mm)
1.3% Trifluoroacetic acid :

Acetonitrile (95:5)
0.5 mL/min

25°C
Agilent 1260 ELSD

－
115°C
10 μL
10 min

Table 2. LC-MS analytical condition for ferrous gluconate 
Instrument 
Column
Mobile phase

UPLC-MS (Waters Synapt G2-S, Aquity UPLC)
Acquity UPLC® BEH C18 column (1.7 μm, 100 mm×2.1 mm) 
(A) 0.1% Trifluoroacetic acid, (B) Acetonitrile

Gradient 

Time (min) %A %B
Initial
4.00
12.00

0.0
20.0
0.0

100.0
80.0

100.0
Flow rate
Column temp. 
Detector
Detection mode

0.3 mL/min
60.0°C
PDA&QTOF MS
TOF (time of flight)

Ion source

Electroapray Ionization
Polarity ESI+

Capillary (kV)
Source temp. (°C)
Desolvation temp. (°C)
Desolvation gas flow (L/min)

3.0
120
300
600

Injection vol.
Running time 

5.0 μL
12 min

가장 뚜렷한 피크를 보인 조건을 바탕으로 Table 2의 방법

을 확립하였다. 

시료 전처리법 확립 

글루콘산철은 물에 용해되는 특성이 있으므로 물과 이동

상 제조에 사용하는 용매(TFA, ACN)를 이용하여 추출용매 

및 추출시간에 따른 글루콘산철의 추출효율을 비교하였다. 

정확한 용해능을 비교하기 위해 Fig. 2와 같이 글루콘산철

이 함유되지 않은 음성시료(건강기능식품) 1 g을 정밀히 취

하고 글루콘산철 표준품을 농도가 1,000 μg/mL가 되도록 

첨가한 후 전처리법 1~3에 각각 제시된 용매로 추출하였다. 

초음파 세척기(UC-20, Lab Companion, Billercia, MA, 

USA)를 사용하여 10분간 초음파 추출 후 10,000×g로 원심

분리(VS-550, Vision Scientific Co., Daejeon, Korea)한 

추출액을 0.2 μm PVDF filter(Whatman)로 여과하여 본 연

구에서 확립한 HPLC-ELSD 분석법을 사용하여 분석하였

다. 분석 결과를 비교하여 추출률이 가장 높은 방법을 최적

의 시료 전처리법으로 확립하였다. 

특이성, 직선성, 검출한계 및 정량한계

HPLC 분석법의 특이성을 확인하기 위해 시료 내에 존재

하는 다른 분해물들의 간섭 여부를 검토했으며, 표준품과 

시료의 분석 크로마토그램에서 분리도와 머무름 시간을 확

인하였다. 직선성을 확인하기 위해서는 글루콘산철 표준용

액을 100, 300, 500, 700, 1,000 μg/mL 농도로 제조하여 

얻은 크로마토그램으로부터 면적과 농도 데이터를 이용하

여 검량선을 작성하고 산출된 결정계수(R2)를 확인하여 직

선성을 검토하였다. 검출한계와 정량한계의 경우 100, 200, 

300 μg/mL로 제조된 표준용액을 이용하여 작성된 검량선

의 기울기와 중간 농도(200 μg/mL) 7회 분석값으로부터 y

절편의 표준편차를 얻었으며, ICH Harmonised Triparite 

Guideline에서 제안한 식 (1)에 의해 검출한계(limit of de-
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Fig. 2. Sample preparation methods of fer-
rous gluconate for HPLC-ELSD analysis.

tection, LOD)와 정량한계(limit of quantification, LOQ)를 

산출하였다. 또한 식품시료(건강기능식품)에 위와 동일한 

농도의 글루콘산철 표준용액을 첨가하여 매트릭스 기반 검

량선(matrix based calibration curve)을 구하였으며, 직선

성, LOD, LOQ를 산출해봄으로써 매트릭스의 영향을 검토

하였다(EMEA, 2006). 

LOD＝3.3×σ/S (1)

LOQ＝10×σ/S

σ: y절편의 표준편차, S: 검량선의 기울기

정확도 및 정밀도

정확도는 식품 매트릭스(건강기능식품)에 최종 농도가 

100, 300, 500, 700, 900 μg/mL 되도록 글루콘산철 표준용

액을 스파이크(spike)한 후 하루 동안 다섯 번 분석하는 일

내분석(intra-day)과 사흘에 걸쳐 하루에 한 번씩 분석하는 

일간분석(inter-day) 결과들의 분석값과 이론값을 비교하

여 백분율로 산출하였고, 정밀도는 그 분석값의 상대표준편

차(RSD)를 구하여 검증하였다. 

측정불확도

글루콘산철 최적 분석방법의 측정불확도 산출을 위해 

GUM(Guide to the expression of uncertainty in meas-

urement)(ISO, 2004)과 EURACHEM(Ellison 등, 2000)에 

근거하여 모델식을 설정하였으며, 불확도 요인으로 표준물

질, 표준용액 제조, 표준 검량곡선, 시료 전처리, 반복성 등

을 선정하고, 선정된 불확도 요인별로 표준불확도 및 유효자

유도를 계산하였다. 합성표준불확도는 식 (2)를 이용하여 산

출한 각 불확도 요인별 표준불확도를 식 (3)에 대입하여 산

출하였다. 확장불확도는 식 (4)와 같이 합성표준불확도에 포

함인자 k를 곱하여 산출하였다. 이때 포함인자 k는 신뢰구

간 95%에서 2(k=2)를 사용하였다(ISO, 2004; Ellison 등, 

2000; Ministry of Food and Drug Safety, 2017).

u(xi)＝


(2)


 








  (3)

   (4)

u: standard uncertainty, n: number of measurements, 

uc: combined standard uncertainty, U: expanded un-

certainty, k: coverage factor

실험실 간 교차검증

개발된 최적 분석법의 재현성 확보를 위해 서로 다른 두 

기관의 실험실에서 동일한 농도 및 조건으로 제조된 시료들

을 분석하여 실험실 간 교차검증을 진행하였다. 글루콘산철

의 사용 가능 식품인 건강기능식품에 200, 400, 600, 800, 

1,000 μg/mL 농도가 되도록 표준용액을 첨가하여 본 연구

에서 확립된 전처리법을 이용해 전처리 후 Table 1의 조건

으로 분석하고 회수율을 산출하였다. 산출된 회수율의 실험

실 간 상대표준편차(RSD %)를 구하여 실험실 간 교차검증

을 수행하였다. 

국내 유통식품 모니터링 진행 

국내에서 유통되는 글루콘산철이 사용된 건강기능식품 4

종과 글루콘산철이 사용되지 않은 건강기능식품 1종을 구입

하여, 본 연구를 통해 개발된 글루콘산철의 최적 분석방법과 
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a)

b)

c)

d)

e)

f)

Fig. 3. Chromatograms of ferrous gluco-
nate analyzed by different HPLC method. 
a) standard of ferrous gluconate (1,000 μg/ 
mL) obtained using method 1, b) spiked 
standard (1,000 μg/mL) into negative sam-
ple obtained using method 1, c) standard 
of ferrous gluconate (1,000 μg/mL) ob-
tained using method 2, d) spiked standard 
(1,000 μg/mL) into negative sample ob-
tained using method 2, e) standard of fer-
rous gluconate (1,000 μg/mL) obtained 
using method 3, f) spiked standard (1,000 
μg/mL) into negative sample obtained us-
ing method 3.

전처리법을 적용하여 분석을 진행하였다. 

통계분석

본 연구에서 글루콘산철의 분석은 모두 3~5 반복으로 수

행되었으며, 엑셀 시트(Excel 2010, Microsoft, Redmond, 

WA, USA)를 이용하여 산술평균, 표준오차, 표준편차, 상대

표준편차를 계산하였다.

결과 및 고찰

글루콘산철의 최적 분석법 확립

글루콘산철의 정량분석을 위해 표준용액 1,000 μg/mL를 
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Materials Chromatogram 

Ferrous gluconate TIC 

Ferrous gluconate (447 g/mol) 

D-gluconic acid-Na (219 g/mol)

D-gluconic acid (197 g/mol)

Fig. 4. Chromatograms of ferrous gluconate analyzed by developed UPLC-MS method. 

제조하고, 시료에 대한 간섭 여부를 확인하기 위하여 글루콘

산철이 함유되지 않은 건강기능식품(음성시료)에 글루콘산

철 표준물질을 1,000 μg/mL 농도가 되도록 스파이크한 후 

Fig. 2의 전처리 조건으로 추출하였다. Table 1에 제시된 

세 가지 HPLC 기기 조건에 따라 표준물질과 시료 추출액을 

분석한 결과 Fig. 3의 크로마토그램을 얻었다. Qin(2013)의 

연구에서 보고된 기기 조건을 일부 수정한 method 1로 표준

용액을 분석한 결과는 Fig. 3의 a), 시료 추출물을 분석한 

결과는 Fig. 3의 b)로 나타났다. 즉, 시료에서 검출되는 임의

의 피크와 글루콘산철 표준물질의 피크가 겹치는 문제를 확

인하였다. 이때 Fig. 2에 제시된 전처리 조건별 크로마토그

램의 차이는 없었다. Method 2를 이용하여 동일한 방법으

로 제조된 표준용액과 시료 추출액을 분석한 결과 Fig. 3c) 

및 d)와 같은 크로마토그램을 얻었다. Method 1의 결과보

다 표준물질의 검출 정도가 개선되었으나, 여전히 표준물질

과 시료에서 얻어지는 임의의 피크가 완전히 분리되지 않았

음을 확인하였다. Method 3을 이용하여 동일한 표준용액과 

시료 추출액을 분석한 결과는 Fig. 3의 e), f)와 같이 나타났

다. 표준물질 피크와 시료로부터 얻어지는 임의 피크가 서로 

분리되었으며, 머무름 시간도 5.2분으로 적절하여 method 

3을 글루콘산철의 최적 분석조건으로 확립하고 타당성 검증

을 실시하였다.

글루콘산철의 최적 전처리법을 확립하기 위해 물과 이동

상 제조에 사용하는 시약을 이용하여 전처리법 1~3으로 추

출하고(Fig. 2) 그 결과를 비교하여 최적 전처리법을 선정하

였다. 전처리를 위한 추출용매로 물, ACN, 1.3% TFA와 

ACN(95:5) 혼합액을 선정하고 최적의 HPLC 기기 조건

(method 3)으로 추출효율을 비교한 결과 회수율은 94.8~ 

101.8%의 범위로 나타났다. 세 방법 모두 국제표준화기구

(International Organization for Standardization, ISO)에

서 제시한 기준인 70~120%에 부합하였으나(ISO, 1994), 

회수율과 반복성이 가장 우수한 전처리법 1(물을 추출용매

로 설정)을 최적의 전처리법으로 확립하였다.

LC-MS 이용한 글루콘산철 분석

글루콘산철을 Table 2에 제시된 조건으로 UPLC-MS를 

이용하여 분석한 결과 Fig. 4와 같은 크로마토그램을 얻었

다. 글루콘산철 표준품을 분석한 결과 글루콘산 두 분자에 

철 한 분자가 결합한 형태의 글루콘산철(447 g/mol)이 검출

되었으며, 이외에도 글루콘산철의 유도체인 D-글루콘산(197 

g/mol, D-gluconic acid), D-글루콘산나트륨(219 g/mol, 

D-gluconic acid-Na) 등도 검출됨을 확인하였다(Fig. 4). 
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Table 3. Correlation coefficient of calibration curves, limit of detection, and limit of quantification of ferrous gluconate
Concentration
range (μg/mL) Slope Intercept Correlation

coefficient (R2)
LOD1)

(μg/mL)
LOQ2)

(μg/mL)
Standard curve
Matrix based standard curve

100∼1,000
100∼1,000

1.5803
0.9607

−101.45
−65.707

0.9999
0.9997

12.8
11.5

38.9
34.7

1)LOD means limit of detection.
2)LOQ means limit of quantification.

Table 4. Accuracy and precision for ferrous gluconate in functional food
Intra-day (n=5)

Matrix Concentration (μg/mL) Mean±SD (μg/mL) Accuracy (%) RSD (%)

Functional food

200
400
600
800

1,000

201.8±3.2
406.0±7.2
584.3±15.4
780.9±13.2
951.1±14.3

100.9
101.5
 97.4
 96.9
 95.6

1.6
1.8
2.6
1.7
1.5

Inter-day (n=3)
Matrix Concentration (μg/mL) Mean±SD (μg/mL) Accuracy (%) RSD (%)

Functional food

100
300
500
700
900

103.1±0.7
297.3±1.9
493.2±2.6
710.2±1.3
896.8±2.9

103.1
 99.1
 98.6
101.5
 99.6

0.7
1.9
2.6
1.3
2.9

특이성

글루콘산철 최적 분석법의 특이성 확인을 위해 표준용액

의 크로마토그램(Fig. 3e)과 표준용액을 스파이크한 시료

(건강기능식품) 추출액의 크로마토그램(Fig. 3f)을 비교해

본 결과, 시료 중에 포함된 각종 추출 성분으로부터 간섭 없

이 글루콘산철이 선택적으로 분리되었음을 확인하였다. 또

한 표준용액과 시료 추출액에 함유된 글루콘산철의 머무름 

시간이 일치하였으며 UPLC-MS 측정 결과로부터 글루콘

산철 피크가 검증되었다.

직선성, 검출한계 및 정량한계

최적의 분석조건으로 설정된 method 3의 직선성을 검증

하기 위해 글루콘산철 표준용액을 100, 300, 500, 700, 

1,000 μg/mL로 제조한 후 method 3을 이용하여 분석한 

결과, 검량선의 직선성은 R2>0.999로 우수한 결과를 보였

다(Table 3). 이는 Association of Official Agricultural 

Chemists(AOAC, 2012)에서 제시한 기준인 R2>0.99를 충

족한 결과이다. 또한 식품 매트릭스(건강기능식품)에 동일

한 농도의 글루콘산철 표준용액을 스파이크한 후 method 

3으로 분석하여 얻은 매트릭스 기반 검량선의 R2 역시 

0.999로 나타나 검량선의 직선성은 매트릭스에 관계없이 

우수한 것을 알 수 있었다. 

글루콘산철의 표준용액을 100, 200, 300 μg/mL 농도로 

제조하여 본 연구에서 개발한 최적의 분석법으로 분석한 후 

식 (1)(EMEA, 2006)을 이용하여 검출한계와 정량한계를 

산출한 결과 각각 12.8과 38.9 μg/mL로 산출되었으며, 매

트릭스(건강기능식품)에 글루콘산철을 첨가한 후 구한 검량

선으로부터 얻은 검출한계와 정량한계는 각각 11.5와 34.7 

μg/mL로 나타났다(Table 3). 

정밀도 및 정확도

정확도를 측정하기 위하여 건강기능식품에 최종 농도가 

100~1,000 μg/mL가 되도록 글루콘산철 표준용액을 스파

이크한 후 최적의 HPLC 분석법을 이용하여 분석한 결과, 

일내(intra-day) 정확도는 95.6~101.5%, 일간 정확도는 

98.6~103.1%로 나타났다(Table 4). 정밀도는 그 분석값의 

상대표준편차(RSD)를 구하여 검증하였으며, 일내 정밀도와 

일간 정밀도는 각각 1.5~2.6%와 0.7~2.9%로 나타났다

(Table 4). 정확도는 국제표준화기구의 기준인 70~120%

의 범위에 있었고(ISO, 1994), 정밀도는 유럽연합(EU) 기준

인 20% 이하를 충족하였다. 

측정불확도

글루콘산철 최적 분석법의 측정불확도를 산출한 결과는 

Table 5와 같이 나타났다. 측정 농도가 954.7 μg/mL였을 

때 확장불확도(Ug)는 27.73 μg/mL로 나타났다. 이 값은 합

성표준불확도(Uf)인 13.9 μg/mL와 자유도 10에 대해 k=2

로부터 결정되었고, 이는 95%의 신뢰수준을 갖는 것으로 

추정되는 구간을 나타낸다. 유럽연합에서는 측정 농도값이 

1 g/kg 이하이면 확장불확도를 측정된 농도 결과로 나눈 

값이 11% 이내인 경우를 타당하다고 보고 있으므로(Euro-

pean Commission, 2004), 본 연구 결과(2.9%)는 타당한 

분석법으로 인정되는 범위에 있었다.
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Table 5. Measurement uncertainty (U) obtained for the ferrous gluconate analysis in functional food
Matrix U U11) U22) U33) U44) U55) U66) U7)

Functional food 0.00028 0.0051 0.0014 0.0092 0.0078 13.9 27.73
1)U1: individual uncertainties of the sample preparation. 2)U2: reference material. 3)U3: stock solution.
4)U4: calibration curve. 5)U5: repeatability. 6)U6: combined standard uncertainty. 7)U: expanded uncertainty.

Table 6. Result of inter-laboratory test for ferrous gluconate 

Matrix Concentration
(μg/mL) 

Lab A Lab B
Mean (μg/mL) SD Recovery (%) Mean (μg/mL) SD Recovery (%) RSD (%)

Functional 
food

200
400
600
800

1,000

200.3
403.5
585.7
780.9
964.4

1.7
2.1
3.0
1.7
0.8

100.2
100.9
97.6
96.5
96.4

212.3
451.7
617.8
827.2

1,012.0

4.2
6.0
7.6
0.7
0.5

106.1
112.9
103.0
103.4
101.2

4.0
7.9
3.8
4.9
3.4

Table 7. Content of ferrous gluconate in commercial functional 
food 

Number of sample
Concentration (μg/mL)

Mean±SD
1
2
3
4
5

 157.5±0.1
  33.5±0.0
 192.5±0.1
    n.d.1)

1,522.5±1.5
1)n.d. indicates not detected.

실험실 간 교차검증

글루콘산철의 HPLC-ELSD 분석법에 대한 재현성 확보

를 위해 서로 다른 두 기관의 실험실에서 교차검증을 진행하

였다. 글루콘산철 표준물질을 농도별(200, 400, 600, 800, 

1,000 μg/mL)로 분석하여 검량선의 R2값을 산출한 결과 두 

기관 모두에서 0.999 이상의 우수한 직선성을 나타내었다. 

글루콘산철이 함유되지 않은 건강기능식품에 글루콘산철 

표준용액을 스파이크한 뒤 회수율과 기관 간 상대표준편차

(RSD %)를 산출한 결과는 Table 6과 같다. 회수율은 식약

처 식품 등 시험법 마련 표준절차에 관한 가이드라인에 따라

(MFDS, 2016) 매트릭스 기반 검량선에 대입하여 산출되었

다. A 기관과 B 기관의 회수율은 각각 96.4~100.9%, 101.2 

~112.9%로 나타났고, 기관별 상대표준편차는 3.4~7.9%

로 확인되었다.

국내 유통식품에 분석법 적용

국내에서 글루콘산철의 사용이 허용된 건강기능식품을 5

종 선정하여 본 연구에서 개발한 전처리법과 분석법을 적용

하여 분석한 결과 글루콘산철의 함량은 n.d.~1,522.5 μg/ 

mL로 확인되었다(Table 7).

요   약

본 연구는 국내에서 식품첨가물로 사용되는 산도조절제 글

루콘산철(ferrous gluconate)의 고성능 액체 크로마토그래

피(High Performance Liquid Chromatography, HPLC)를 

이용한 분석법 개발 및 이에 대한 타당성을 검증하기 위해 

진행되었다. 글루콘산철의 정량을 위해 증기화 광산란 검출

기(Evaporative Light Scattering Detector, ELSD), 역상 

분배형 컬럼(HyperCloneTM ODS column)을 사용하였으

며, 이동상은 1.3% 트리플루오로아세트산과 아세토니트릴

을 이용하였다. 개발된 분석법의 직선성은 결정계수(R2)가 

0.999로 우수하였고, 검출한계는 12.8 μg/mL, 정량한계는 

38.9 μg/mL로 나타났다. 정확도는 일내분석에서 95.6~ 

101.5%와 일간분석에서 98.6~103.1%로 나타났으며, 정

밀도는 일내분석과 일간분석에서 각각 1.5~2.6%와 0.7~ 

2.9%로 나타났다. 또한, 건강기능식품을 시료로 분석한 측

정불확도는 954.7 μg/mL 농도에 대해 확장불확도가 27.73 

μg/mL로 산출되어 약 3%의 측정불확도 값이 산출되었다. 

이 분석법 검증 결과는 유럽연합 집행위원회(European 

Commission, EC) 및 국제표준화기구(International Orga-

nization for Standardization, ISO)의 기준을 모두 충족시

키는 결과였다. 
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