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HPLC-PDA를 이용한 제빵 제품의 글루텐 함량 분석법 검증
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Abstract

A rapid analytical method was developed and optimized to determine gluten content in bread. Existing gluten quan-
tification methods were inappropriate for bread with high gluten content because they were optimized to analyze
shallow gluten content. To overcome this problem, the first method of quantifying the gluten content in bread was
developed by modifying the gluten analysis method in cereal grains. Heat-stable gliadin was selectively quantified
for gluten quantification using high-performance liquid chromatography (HPLC), and gliadin peaks were separated
using an Agilent SB-C8 column. The specificity, linearity, accuracy, precision, limit of detection (LOD), and limit
of quantification (LOQ) were measured for validation. The calibration curve of gliadin had high linearity
(R2 = 0.9996), and LOD and LOQ were 0.03 and 0.10 g/100 g, respectively. The relative standard deviation (RSD)
values of intra- and inter-day precision were less than 2.49% and 1.54%, respectively. Recovery ranged from
90.73% to 93.87%, with RSD values less than 2.06%. These results indicate that the HPLC method for quantifying
gluten in bakery products is efficient, reliable, and reproducible.
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서 론

글루텐은 밀, 보리, 호밀 등 곡물에 존재하는 불용성 단

백질로서 크게 수용성 알코올에 녹는 글리아딘(단량체 프

롤라민)과 녹지 않는 글루테닌(고분자 글루테닌)이 결합한

형태이다. 글리아딘은 아미노산 서열, 구성 및 분자량에 따

라 5-, 1,2-, /-, -글리아딘 4가지 종류로 세분화된다

(Scherf et al., 2016; Desheva et al., 2020). 이 중 -5글리

아딘(50,000)의 경우 1,2-글라이딘(40,000)의 보다 상대적

으로 분자량이 크다. -글리아딘의 경우 시스테인이 없어

이황화 결합(disulfide bond)이 존재하지 않고, 대부분이 글

루타민과 프롤린으로 구성되어 있다. 반면, /-, -글리아

딘의 경우 분자량이 28,000-35,000 사이이며 -글리아딘과

반대로 글루타민과 프롤린의 함량이 낮다(Wieser, 2007;

Solé-Jamault et al., 2022).

글루텐은 밀가루에 물을 넣고 반죽을 하게 되면 글리아

딘과 글루테닌이 물과 결합하여 망상구조를 형성하고, 이

는 밀가루 반죽의 점성, 탄성 및 신장성을 부여한다(Yun

et al., 2017; Wieser et al., 2023). 또한, 효모 발효 시

생성되는 가스를 가두어 반죽의 부피를 팽창시키는 역할

을 하므로 제빵공정에서 글루텐은 구조를 형성하는데 필

수적이다. 하지만 이러한 특성을 가지고 있는 글루텐은

알러지원으로 작용하면서 셀리악병(celiac disease), 밀 알

러지(wheat allergy), 비셀리악 글루텐 과민성(non-coeliac

gluten sensitivity) 등을 유발하는 것으로 알려져 있으며

(Biesiekierski, 2017), 5-글리아딘이 아이들에게 과민 반응

을 나타내는 주요 알레르기 항원으로 밝혀졌다(Palosuo et

al., 2001). 글루텐 알레르기에 대한 관심이 증가함에 따라

글루텐 프리(gluten-free)라는 식품 규격이 미국, 유럽 등

각 국가에 신설되어 글루텐 프리 제품들이 판매되고 있으

며, 대한민국도 글루텐 함량이 20 ppm 이하인 경우 글루텐

프리 식품으로서 인정을 하고 있다. 반면 상대적으로 글루

텐 함량이 높은 식품으로는 밀이 주 원료인 면류와 빵류로

알려져 있지만 글루텐 함량이 정확하게 나와있지 않은데

이는 퍼센트 단위의 높은 농도의 글루텐 분석 및 원료가
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아닌 가공 제품의 글루텐 분석을 위한 적절한 분석법이 전

무하기 때문이다.

현재 글루텐 분석 방법은 크게 효소결합면역흡착검사

(ELISA, Enzyme-linked immunosorbent assay), PCR

(Polymerase Chain Reaction), LC-MS (Liquid Chromatography-

Mass Spectrometry), SDS-PAGE (Sodium Dodecyl-Sulfate

PolyAcrylamide Gel Electrophoresis) 및 NIR (Near-Infrared

Spectroscopy) 등이 있다(Immer and Haas-Lauterbach, 2012;

Mena et al., 2012; Scharf et al., 2013; Fiedler et al., 2014;

Radman et al., 2018). 하지만 PCR, SDS-PAGE, NIR 및

LC-MS의 경우 정량보다는 정성 및 단백질 유전자 분석에

더 적합하고, 정량 분석 중 ELISA를 활용한 분석법만이

AOAC 공식 분석법으로 등록되어있다. 그 중(AOAC

2012.01)의 sandwich ELISA 분석법이 가장 많이 활용되

고 있는데, 분석 원리는 Gliadin R5 단일클론항체를 분석

하는 것으로 5-80 ppb 표준물질 농도에서 정량한다. 이 분

석법은 가공식품에 적용하여 분석가능하나 원물 그대로에

더 적합하다고 안내하고 있다. 이 외에 열, 변성에 강한

33-Mer peptide(G12 단일클론항체)를 타겟으로 분석하는

ELISA 시험법이(AOAC 2014.03)으로 등재되어 있고 정

량 한계가 200 ppm으로 (AOAC 2012.01)과 비교하여 상

대적으로 높은 농도에서 분석이 가능하다는 장점이 있지

만, ELISA 분석의 경우 공통적으로 식빵과 같은 고농도

샘플을 분석할 때 500배 이상 희석이 필요해 이에 따른

오차를 배제할 수 없으며, 가공 시 열처리에 의한 단백질

의 변성에 대한 분석법의 유효성 검증이 미비하다는 한계

가 있다.

따라서 본 연구에서는 열처리에 의해 변성된 식품 및 고

농도의 글루텐을 함유한 식품의 최적 전처리 조건과 신뢰

성 있는 정량 분석법을 HPLC-PDA를 활용하여 확립하고,

정량법의 유효성 검증을 통해 분석법을 개발하고자 하였다.

재료 및 방법

실험 재료 및 시약

본 실험에 사용된 밀가루는 (주)밀다원(Sejong, Korea)에서

제공받은 식빵전용분을 사용하였으며, 식빵은 시중에 유통

되는 베이커리와 슈퍼마켓에서 구입하였다. 글리아딘 추출

정제에 사용된 petroleum ether과 ethanol은 Samchun pure

chemical (Pyeongtaek, Korea)에서 구입하였다. HPLC 분석

을 위해 사용한 용매와 시약은 HPLC급으로 acetonitrile

(Supelco, MA, USA)과 trifluoroacetic acid (Sigma-Aldrich,

MO, USA)를 사용하였고, 물은 초순수제조장치 (Millipore,

MA, USA)를 이용하여 탈이온화 하여 사용하였다.

표준물질 선정과 제조

글루텐 정량 표준물질인 gluten (G5004)과 gliadin (G3375)

은 Sigma에서 구입하였다. 밀가루에서 글루텐은 AACC

International Method 38-10.01 방법으로 추출하였다. 추출

한 글루텐을 동결건조기(Eyela, Tokyo, Japan)로 건조하여

비교하였다. 글루텐 정량을 위해서는 ELISA 방법(AOAC

2012.01)에서 사용하는 방식인 글리아딘의 함량을 정량하

여 2배수(CODEXALIMENTARIUS FAO-WHO, 2008)하는

방법을 이용하였다. 추출한 글루텐의 순도를 확인하기 위

해 Leco FP628 protein analyzer (Leco, MI, USA)를 이용

하여 단백질함량을 분석하였다. 제빵 과정 중 가해지는 열

에 의한 단백질 변성이 분석에 미치는 영향을 확인하기 위

해 추출한 글루텐을 열탕가열, 스팀가열, 밀폐가열 방식으

로 다양한 열처리한 후 동결건조하여 비교 분석하였다. 열

탕가열은 추출한 글루텐을 물에 넣고 100 oC로 30분간 가

열하였고, 스팀가열은 글루텐을 찜기에 넣고 30분간 가열

하였다. 밀폐가열은 글루텐을 밀폐용기에 넣고 끓는 물에

넣어 30분간 가열하였다. 글루텐 정량은 동결건조 글루텐

을 26 mg/mL이 되도록 제조한 후 60% ethanol로 희석하

여 13, 6.5, 3.25, 1.625 mg/mL이 되도록 하여 분석하였다.

시험용액 제조

빵 100 mg을 정밀히 취하여 1 mL의 petroleum ether를

가하여 5분간 vortex 믹서로 추출한 후 원심분리기 Sorvall

Legend Micro 17R (Thermo Fisher Scientific, MA, USA)

로 7,000 rpm, 3분간 원심분리하여 상층액을 버려 지방을

제거 하는 과정을 2회 반복한다. 0.4 mol/L NaCl을 1 mL

넣어 vortex 믹서로 15분간 추출한 후 7,000 rpm으로 3분간

원심 분리한 후 상층액을 버려 수용성 방해물질을 제거하는

과정을 2회 반복한다. 남은 시료에 60% ethanol 300 L

넣은 후 30분간 vortex하여 글리아딘을 추출하고 7,000

rpm으로 3분간 원심분리하여 상층액을 정용 플라스크에

모은다. 이 과정을 3회 반복하여 상층액을 합친 후 1 mL

이 되도록 정용하여 0.45 syringe filter로 여과하여 시험액

으로 사용하였다.

HPLC 분석

글루텐 분석을 위한 글리아딘 정량을 위하여 Waters

Acquity Ultra Performance Liquid Chromatographic system

(Waters, MA, USA)를 사용하였고, 분석 컬럼은 Agilent

Zorbax SB-C8 (4.6 mm × 250 mm, 5.0 m) (Agilent, CA,

USA)를 이용하였다. 분석 조건은 Table 1과 같다.

통계분석

모든 분석에 대하여 3반복 수행하였고, 결과는 평균±표

준편차(mean±SD)로 표시하였다. 통계처리는 Prism 6.0

(GraphPad Software, Inc. USA ver. 6.0)을 이용하였고,

one-way ANOVA를 실시한 후 p<0.05 수준에서 Tukey

test로 사후검증 하였다.
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결과 및 고찰

표준물질 선정

글루텐을 정량하기 위해 글리아딘을 분석하여 2배수 하

는 방법을 사용하는데(Urade et al., 2017), 글리아딘은 각

각의 구조적 특징에 따라 5-, 1,2-, /-, -로 나뉘고,

구조나 결합에 따라 용해도와 극성이 다르기 때문에 역상

컬럼에 의해 피크가 분리 된다. 본 연구에서 글루텐을 분

석하고자 하는 샘플은 빵이므로 열처리에 과정에 의해 변

Table 1. HPLC conditions for gliadin contents analysis

Parameters Condition

Instrument Waters Acquity Ultra Performance

Liquid Chromatographic system

Detector Photo-diode array (PDA)

UV detection 210 nm

Column Agilent Zorbox SB-C8 (4.6 mm×250 mm, 5.0 m)

Column oven temperature 50 oC

Injection volume 40 L

Flow rate 1 mL/min

Mobile phase Time (min) A (%)1) B (%)2)

0 80 20

5 80 20

35 49 51

35.1 10 90

40 10 90

40.1 80 20

45 80 20

1)A: 0.1% (v/v) trifluoroacetic acid in water
2)B: 0.1% (v/v) trifluoroacetic acid in acetonitrile

Table 2. Percent reduction of gliadins by heat treatment

Treatment 5-gliadins 1,2-gliadins -gliadins -gliadins

Boiling 0.2 05.9 67.3 75.4

Sealed heating 0.8 06.3 24.0 17.2

Steam 3.4 26.3 97.1 98.5

Fig. 1. Chromatogram of gliadin extract. 5-gliadins (A), 1,2-gliadins (B), -gliadins (C), and -gliadins (D).

성되지 않는 글리아딘을 선택적으로 정량하여 글루텐의 함

량을 정량하였다. 각각의 열처리 방식으로 글루텐을 가열

하여 글리아딘을 분석한 결과 Table 2과 같이 5-gliadins

피크는 열처리에 의한 피크 면적 변화가 0.2-3.4%로 가장

적었고, 1,2-gliadins와 /-gliadins, -gliadins는 열처리에

의해 최대 98.5% 피크 면적이 줄어드는 것을 확인하였다.

따라서 글루텐 정량을 위해서 열처리에 안정한 5-gliadins

피크를 선택적으로 정량하여 검량선에 대입하여 농도를 산

출하였다(Fig. 1).
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분석법 검증

분석법의 유효성 검증은 식품의약품안전처 유효성 확인 및

검증 안내서(KMFDS, 2021)을 따라 특이성(specificity), 직선

성/범위(linearity/range), 검출한계(LOD, limit of detection),

정량한계(LOQ, limit of quantitation), 정확도(accuracy), 정

밀도(precision)를 확인하였다. 특이성은 글루텐이 첨가되지

않은 매질(글루텐프리 식빵 제품)에서 인접한 피크들과의

분리도를 확인하였고, 직선성과 범위는 글루텐 표준물의

농도와 피크 면적과의 상관관계(R2)를 확인하였다(Fig. 2).

검출한계와 정량한계는 검출한계와 인접한 농도를 포함하

여 3가지 농도에서 7반복 분석하여 농도가 0일 때 표준편

차 (S0)를 추정하여 평균시료 바탕값에 3 x S0를 더하여

LOD로 하였고, 10 x S0을 더한 값을 LOQ로 산출하였다.

정확도와 정밀도는 일정 농도에 대하여 회수율(recovery)실

험과 일내(intra-), 일간(inter-) 평가를 진행하였다.

Fig. 2. Calibration curve of 5-gliadins.

Table 3. Linearity, limit of detection (LOD), and limit of quantitation (LOQ) of gluten

Compound
Linear range

(g/100 g)
Regression equation1) R2 LOD2)

(g/100 g)
LOQ3)

(g/100 g)

Gluten 0.15-2.47 y = 1744815x  568486 0.9996 0.03 0.10

1)y: peak area x: concentration.
2)Limit of detection.
3)Limit of quantitation.

Table 4. Precision and accuracy of gluten

Compound
Conc.

(g/100 g)

Precision Accuracy

Intra-day1) Inter-day11) Inter-day21)

Mean±SD
Recovery

(%)
RSD
(%)Mean2)±SD3) RSD4)

(%)
Mean±SD

RSD
(%)

Mean±SD
RSD
(%)

Gluten
06.18 06.25±0.18 2.90 06.55±0.15 2.29 06.34±0.15 2.35 06.34±0.06 101.70 0.74

12.35 12.02±0.16 1.36 12.01±0.16 1.36 12.20±0.11 0.92 12.16±0.24 098.45 1.96

1)Intra-day: three times analysis of gluten within the same day, Inter-day: three times analysis per a day for two other days.
2)Average of each data (n = 3).
3)Standard deviation of the data.
4)Relative standard deviation

특이성과 직선성, 검출한계와 정량한계 확인

특이성 확인을 위해 글루텐을 함유하지 않은 글루텐프리

빵에 대해 동일한 실험과정을 거쳐 불순물과 피크 간섭 영

향을 확인하였고, 5-gliadin이 나오는 피크 머무름 시간대

에 불순물이 검출되지 않는 것을 확인하였다. 또한 샘플

크로마토그램에서 UV 스펙트럼대조, 피크 머무름 시간대

가 일치하는 것을 확인하였다. 직선성은 글루텐을 5가지

농도로 단계적으로 희석하여 5-gliadin의 농도별 피크 면

적 직선성 측정결과 상관계수 R2은 0.9996로 높은 직선성

을 나타내는 것을 확인하였다. 검출한계(LOD)와 정량한계

(LOQ)는 반복 분석의 표준편차를 이용하여 산출하였고 각

각 0.30 g/100 g, 0.99 g/100 g이었다(Table 3).

정확성 및 정밀성 확인

정확성은 글루텐을 함유하지 않은 글루텐프리 빵에 알고

있는 농도로 글루텐을 첨가한 후 회수율 측정실험을 통해

확인하였고, 정밀성은 글루텐 분석 실험을 각각 다른 농도

에 대하여 하루에 3반복(intra-day) 실험 한 것과, 각기 다

른 날 3반복 한 것을(inter-dary) 평균값과 표준편차를 산출

하여 재현성 평가 하였다. 회수율 확인결과 두 가지 농도

에 대하여 각각 101.7%, 98.5%로 높은 회수율을 나타내었

고, 정밀성 또한 RSD가 2.90% 이내로 신뢰할 수 있을 수

준의 분석법임을 확인할 수 있었다(Table 4).

제품에서의 글루텐 함량 분석

확립한 분석법을 이용하여 시중에서 유통되는 식빵 4종

을 대상으로 글루텐을 분석한 결과 5.52-6.53%으로 나타났

다(Table 5). 이는 일반적인 식빵 제조 시 밀가루 함량이
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50%인 것을 고려하였을 때 이론 값과 유사하게 나온 것으

로 생각할 수 있으며 brown pan bread가 white pan bread

보다 글루텐 함량이 낮은 것은 일반적으로 brown pan

bread의 원료인 전립분이나 wheat bran 등에 의해 글루텐

함량이 다소 떨어졌기 때문이라 생각된다.

요 약

본 연구는 빵에서의 글루텐 함량을 정량하기 위해 분석

법 유효성 검증을 하였다. 열처리에 안정한 5-gliadins을

선택적으로 정량하였으며 5-gliadins 분석에 대한 직선성

은 상관계수 R2는 0.9996으로 높게 나타났으며, 검출한계

와 정량한계는 각각 0.30 g/100 g과 0.99 g/100 g이였다. 회

수율 실험결과 98.5-101.7%로 높은 정확성을 나타내었고,

정밀성은 intra-, inter-day로 평가한 결과 각각 RSD 값이

1.36-2.90%, 0.92-2.35%로 신뢰할 수 있을 수준의 값으로

확인되었다. 따라서 본 연구를 통해 가공을 거친 식품, 특

히 제과 제빵 분야에서의 글루텐을 정량할 수 있는 분석법

으로 사용 가능할 것으로 기대된다.
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Table 5. Gluten content of commercial bread

Sample Mean±SD (g/100 g)

White pan bread-1 6.53±0.13

White pan bread-2 6.02±0.05

White pan bread-3 5.99±0.05

Brown pan bread-1 5.52±0.04


