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            초록
          
        

        
          
            Background:
            This study evaluated the vitamin B complex (B1, B2, and B3) contentes in 17 cultivated mushroom species distributed in Korea using high-performance liquid chromatography. It also investigated the applicability of using B vitamins as quality indicators through multivariate statistical analysis.

          

          
            Methods and Results:
            The analytical method showed excellent linearity (R² ≥ 0.999), accuracy (recovery 97.7-100.2%), and precision (RSD ≤ 2.8%). Among the analyzed vitamins, total niacin showed the highest content, particularly in king oyster and oyster mushrooms. Heatmap and principal component analyses revealed distinct clustering patterns among mushroom species based on vitamin B composition, and total niacin was identified as a major variable contributing to species differentiation. In addition, total niacin exhibited a low relative expanded uncertainty in major mushroom samples, supporting the analytical reproducibility and applicability of its use as a potential quality marker compound.

          

          
            Conclusions:
            Vitamin B composition patterns differ among cultivated mushroom species and total niacin may serve as a candidate quality marker for the compositional classification and quality assessment of mushrooms.
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      서 언
      버섯은 약용작물학 분야에서 활용 가능한 기능성 생물자원으로서 오랫동안 식용 및 약용 소재로 이용되어 왔다. 일부 버섯은 다양한 생리활성 성분을 함유하는 것으로 보고되어 왔으며 (Wasser, 2002; Lindequist et al., 2005), 최근에는 기능성 식품 및 천연 소재로서의 활용 가능성이 지속적으로 연구되고 있다. 한편 버섯은 단백질, 식이섬유, 무기질뿐만 아니라 비타민 B군의 중요한 공급원으로 알려져 있으며 (Kalač, 2009), 종에 따라 비타민 조성 및 함량에 차이를 나타낸다. 비타민 B군은 에너지 대사와 세포 기능 유지에 필수적인 영양소로서, 버섯의 영양학적 특성과 품질 특성을 평가하는 데 중요한 지표가 될 수 있다. 따라서 버섯류의 비타민 B군 조성 특성을 비교하고 종 간 차이를 평가하는 것은 품질평가 및 영양적 가치 이해를 위한 중요한 기초자료가 된다.

      우리나라에서는 1960년대 양송이버섯 재배가 시작된 이후 재배 기술이 고도화되었으며, 1980년대 이후 주요 농산물 수출 품목으로 성장하였다 (Yoo et al., 2005). 최근에는 산업적 확대와 더불어 버섯의 약리적 효능 및 기능성 성분에 대한 과학적 규명뿐만 아니라, 약용작물로서의 품질평가 및 표준화에 대한 필요성이 점차 증가하고 있다.

      버섯의 기능성은 주로 다당류, 페놀성 화합물, 비타민 및 미량 영양소 등 다양한 생리활성 성분에 의해 발현되는 것으로 알려져 있다 (Ferreira et al., 2009). 특히 수용성 비타민인 비타민 B군은 체내 에너지 대사에 필수적인 조효소로 작용할 뿐만 아니라 (Dimopoulou et al., 2022), 세포 내 산화환원 반응 및 대사 항상성 유지에 중요한 역할을 수행한다 (Kennedy, 2016). 또한 니아신은 NAD+ 및 NADP+의 전구체로 작용하여 세포 에너지 생성과 밀접하게 연관되어 있으며, 리보플라빈과 티아민 역시 각각 산화환원 효소계 및 탄수화물 대사 과정에서 핵심적인 기능을 수행하는 것으로 보고되고 있다 (Kennedy, 2016). 비타민 B군은 식품의 영양학적 품질을 평가하는 주요 지표 중 하나로 활용되고 있으며, 특히 버섯류는 동물성 식품에 비해 상대적으로 높은 수준의 비타민 B군을 함유하는 것으로 알려져 있다 (Kalač, 2009). 최근에는 단순한 총 함량 평가를 넘어 개별 vitamer 조성과 함량 패턴을 이용하여 식품 원료의 영양학적 특성 및 품질 특성을 비교하려는 연구가 증가하고 있다. 따라서 비타민 B군 조성의 종 간 변이를 체계적으로 분석하는 것은 버섯류의 영양적 가치 평가뿐만 아니라 품질 특성 비교를 위한 객관적인 기초자료로 활용될 수 있다.

      그러나 현재까지 국내외 버섯류에 대한 연구는 대부분 특정 성분의 정량 분석 또는 개별 기능성 평가에 국한되어 있으며, 다양한 비타민 성분을 통합적으로 분석하고 이를 기반으로 종 간 특성을 비교하거나 품질지표 및 품질지표 후보 성분 선정 가능성 평가에 관한 연구는 상대적으로 부족한 실정이다 (Furlani and Godoy, 2008). 특히 약용작물의 품질평가에 있어서는 단순한 함량 비교를 넘어 기능성 발현과 연계된 지표 성분을 설정하는 것이 중요하며, 이를 위해서는 복수의 성분 변이를 종합적으로 해석할 수 있는 분석 접근이 필요하다. 일반적으로 품질지표 후보 성분 (candidate quality marker)은 종 간 판별, 원료 선별 및 원료 규격화, 품질평가에 기여할 수 있는 가능성이 있는 대표 성분을 의미하며, 천연물 및 약용작물의 품질관리와 표준화 과정에서 중요한 기준으로 활용된다 (Alamgir, 2017; Kaggwa et al., 2023).

      다변량 통계기법은 이러한 복합적인 성분 정보를 통합적으로 해석하여 주요 변동 요인을 도출하고, 시료 간 유사성과 차이를 체계적으로 구분할 수 있는 유용한 방법이다. 특히 주성분분석 (Principal Component Analysis, PCA)은 다수의 변수로 구성된 데이터를 축약하여 주요 변수를 도출하고, 종 간 특성을 시각적으로 분류하는 데 효과적인 도구로 활용되고 있다 (Abdi and Williams, 2010). 또한 군집분석 및 히트맵 분석을 병행함으로써 성분 간 상관관계 및 시료 간 군집 구조를 보다 명확하게 해석할 수 있다.

      따라서 본 연구에서는 국내에서 재배 및 유통되는 버섯 17종을 대상으로 비타민 B1, B2 및 B3 함량을 HPLC 기반으로 정량 분석하고, 다변량 통계기법을 활용하여 종 간 영양학적 특성과 군집 구조를 규명하고자 하였다. 나아가 비타민 B군 조성 패턴이 버섯 종 간 영양학적 특성과 조성적 차이를 설명하는 데 활용될 수 있는지를 평가하고, 종 간 차이를 효과적으로 설명할 수 있는 후보 지표 성분의 가능성을 검토하고자 하였다.

    

    

  
    
      재료 및 방법
      
        1. 실험 재료
        본 연구에 사용된 버섯 시료는 농촌진흥청 국립농업과학원 식생활영양과로부터 제공받았으며, 모두 종 (species) 수준에서 구분·관리된 시료를 사용하였다. 총 17종의 버섯 시료를 분석 대상으로 사용하였으며, 동충하초 (귀리), 동충하초 (번데기), 동충하초 (현미), 노루궁뎅이버섯, 아위버섯, 꽃송이버섯, 흰백목이버섯, 표고버섯, 만가닥버섯, 갈색양송이버섯, 큰느타리버섯, 목이버섯, 느타리버섯, 팽이버섯, 잎새버섯, 갈색팽이버섯 및 양송이버섯을 포함하였다. 본 연구는 품종 (cultivar) 간 비교가 아니라 종 (species) 간 비타민 B군 조성 특성을 비교하기 위한 목적으로 수행되었으며, 각 버섯 시료의 일반명과 학명 및 시료에 대한 설명은 Table 1에 제시하였다. 각 버섯 시료는 독립적으로 확보된 시료를 이용하여 3회 반복으로 분석하였다 (n = 3).

        
          Table 1. 
				
          

          
            Mushroom samples used in this study.
          
          

        

        
          
            
              	Common name
              	Scientific name
              	Sample description
            

          
          
            	Cordyceps militaris with oats
            	Cordyceps militaris (L.) Fr.
            	Fruiting body cultivated on oat substrate
          

          
            	Cordyceps militaris with silkworm
pupae
            	Cordyceps militaris (L.) Fr.
            	Fruiting body cultivated on silkworm pupae
substrate
          

          
            	Cordyceps militaris with brown rice
            	Cordyceps militaris (L.) Fr.
            	Fruiting body cultivated on brown rice
substrate
          

          
            	Lion’s mane mushroom
            	Hericium erinaceus (Bull.: Fr.) Pers.
            	Fruiting body
          

          
            	Awi mushroom
            	Pleurotus eryngii var. ferulae
            	Fruiting body
          

          
            	Cauliflower mushroom
            	Sparassis crispa (Wulfen) Fr.
            	Fruiting body
          

          
            	White jelly mushroom
            	Tremella fuciformis Berk.
            	Fruiting body
          

          
            	Shiitake mushroom
            	Lentinula edodes (Berk.) Pegler,
            	Fruiting body
          

          
            	Beech mushroom
            	Hypsizygus tessulatus (Bull.) Singer
            	Fruiting body
          

          
            	Brown button mushroom
            	Agaricus bisporus (J.E. Lange) Imbac (brown strain)
            	Fruiting body
          

          
            	King oyster mushroom
            	Pleurotus eryngii (DC.) Quél.
            	Fruiting body
          

          
            	Wood ear mushroom
            	Auricularia heimuer F. Wu, B.K. Cui & Y.C. Dai
            	Fruiting body
          

          
            	Oyster mushroom
            	Pleurotus ostreatus (Jacq.) P. Kumm.
            	Fruiting body
          

          
            	Enoki mushroom
            	Flammulina filiformis (Z.W. Ge, X.B. Liu & Zhu L.
Yang) P.M. Wang, Y.C. Dai, E. Horak & Zhu L. Yang
            	Fruiting body
          

          
            	Maitake mushroom
            	Grifola frondosa (Dicks.) S.F. Gray.
            	Fruiting body
          

          
            	Brown enoki mushroom
            	Flammulina filiformis (Z.W. Ge, X.B. Liu & Zhu L.
Yang) P.M. Wang, Y.C. Dai, E. Horak & Zhu L. Yang
(brown strain)
            	Fruiting body
          

          
            	Button mushroom
            	Agaricus bisporus (J.E.Lange) Imbach
            	Fruiting body
          

        

        
          
            All mushroom samples were provided by the Food and Nutrition Division, National Institute of Agricultural Sciences (NIAS), Rural Development Administration (RDA), Republic of Korea. Samples were classified at the species level and used for comparative analysis of vitamin B complex composition among mushroom species.
          

        

        

        버섯 시료는 80℃ 초저온냉동기 (DF8510, deep freezer, Ilsin BioBase Co., Ltd., Yangju, Korea)에서 24시간 동결시킨 후 동결건조기 (FDS8512, freeze dryer, Ilsin BioBase Co., Ltd., Yangju, Korea)에서 72시간 동결 건조하였으며, 완전히 건조된 시료를 분쇄기 (Micro hammer cutter mill type-3, Culatti AG, Zurich, Switzerland)를 이용하여 균질화하였다. 분말 시료는 1.0 ㎜ 체를 통과시킨 후 밀봉하여 4℃에서 보관하며 분석에 사용하였으며 이하 모든 함량 결과는 동결건조된 분말 기준 (건물 기준, dry weight basis)으로 나타내었다.

      

      
        2. 시약 및 표준물질
        분석에 사용된 표준 시약인 thiamine hydrochloride, riboflavin-5′-adenosine diphosphate (FAD), riboflavin-5′-phosphate (FMN), riboflavin, nicotinic acid 및 nicotinamide와 이온쌍 시약으로 sodium 1-hexanesulfonate, 이동상의 pH를 일정하게 유지하기 위한 sodium phosphate monobasic은 Sigma-Aldrich Co. (St. Louis, MO, USA)에서 구매하였다. 또한 추출과 이동상 제조를 위해 methanol, acetonitrile water 및 triethylamine은 HPLC grade를 J. T. Baker Co. (Phillipsburg, NJ, USA)에서 구매하여 사용하였으며, acetic acid는 Daejung Chemicals and Metals Co. (Siheung, Korea)에서 구매하여 사용하였다.

      

      
        3. 수용성 비타민 B군 추출
        버섯 시료에 함유된 thiamine (vitamin B1), riboflavin (vitamin B2) 및 niacin (vitamin B3)의 정량을 위해, 수용성 비타민의 물리화학적 특성을 고려하여 효율적인 회수를 유도하는 방법으로 보고된 Kim 등 (2014)의 추출법을 적용하였다. 본 방법은 효소 처리 없이 용매 조성, 초음파 추출 및 가열 (또는 환류) 조건을 활용하여 시료 매트릭스로부터 수용성 비타민을 효과적으로 용출시키는 방식으로, 비타민 B군의 안정성을 유지하면서도 높은 추출 효율과 재현성을 확보할 수 있는 것으로 알려져 있다. 특히, 티아민과 니아신은 이온쌍 시약을 포함한 수용액에서 초음파 추출을 통해 회수하고, 리보플라빈은 고온 환류 조건에서 추출함으로써 각 비타민의 용해도 및 안정성 차이를 반영한 동시 분석이 가능하도록 설계된 방법이다 (Kim et al., 2014).

        Vitamin B1 및 B3 (thiamine, niacin)의 경우, 균질화한 버섯 시료 1 g - 5 g을 50 ㎖ 원심분리관에 취한 후, 5 mM sodium 1-hexanesulfonate 용액 25 ㎖를 첨가하고 초음파 추출기 (JAC 4020, KODO Technical Research Co., Ltd., Hwaseong, Korea)를 이용하여 40℃에서 30분간 초음파 추출을 수행하였다. 이후 추출액을 Whatman No. 6 여과지 (GE Healthcare, Amersham, England)를 이용하여 여과한 후 여액을 5℃ 조건에서 10분간 21,124 × g으로 원심분리 (1730 MR, Gyrozen, Daejeon, Korea)하였고, 0.45 ㎛ syringe filter (polyvinylidene difluoride filter media, Whatman Inc., Maidstone, England)로 여과하여 HPLC 분석에 사용하였다.

        Vitamin B2 (riboflavin)의 경우 균질화된 버섯 시료 1 g - 5 g에 초순수 증류수 50 ㎖를 첨가한 후, 80℃에서 30분간 환류 추출 (reflux extraction)을 수행하였다. 추출액은 실온으로 냉각 후 Whatman No. 6 여과지 (GE Healthcare, Amersham, England)를 이용하여 여과하였으며 여액을 5℃ 조건에서 10분간 21,124 × g으로 원심분리 (1730 MR, Gyrozen, Daejeon, Korea)하였고, 0.45 ㎛ syringe filter (polyvinylidene difluoride filter media, Whatman Inc., Maidstone, England)로 여과하여 HPLC 분석에 사용하였다.

        버섯 matrix의 점성 성분에 의한 간섭을 최소화하기 위하여 모든 시료는 동일한 조건에서 원심분리 (5℃, 21,124 × g, 10분) 후 분석하였다. 원심분리 후에도 상등액의 점성이 높아 여과 또는 HPLC 주입이 어려운 경우에 한하여 동일 배수로 희석하여 분석하였다. 이러한 추가 처리는 사전에 설정된 기준에 따라 수행되었으며, 분석 대상 시료 간 비교 가능성을 유지하기 위하여 모든 시료에 동일 희석배수를 적용하였다. 또한 모든 추출 과정은 비타민의 광분해를 방지하기 위하여 차광 조건에서 수행하였다.

      

      
        4. HPLC 분석 조건
        버섯 시료에 함유된 thiamine 및 niacin의 함량을 정량적으로 분석하기 위하여 thiamine 및 niacin (nicotinic acid 및 nicotinamide)은 high performance liquid chromatography/diode array detector (HPLC/DAD)를 적용하였고, Agilent사의 1200 series (Agilent Technologies, Inc., Wilmington, DE, USA)를 사용하여 gradient elution system으로 분석을 진행하였다 (Table 2).

        
          Table 2. 
				
          

          
            HPLC operating conditions for the determination of thiamine (vitamin B1), riboflavin (vitamin B2), and niacin (vitamin B3).
          
          

        

        
          
            	Thiamine and
niacin
            	Instrument
            	HPLC/DAD (Agilent 1200 series)
          

          
            	Column
            	YMC-pack ODS AM (250 ㎜ × 4.6 ㎜, 5 ㎛)
          

          
            	Column temp
            	40℃
          

          
            	Detector
            	Diode Array Detector (270 ㎚)
          

          
            	Injection volume
            	20 ㎕
          

          
            	Flow rate
            	0.8 ㎖/min
          

          
            	Mobile phase
            	Solvent A
            	5 mM sodium 1-hexanesulfonate containing 7.5 ㎖/ℓ acetic acid and 0.2 ㎖/ℓ triethylamine
          

          
            	Solvent B
            	MeOH
          

          
            	Gradient profile
            	Time (min)
            	A%
            	B%
          

          
            	0
            	100
            	0
          

          
            	8
            	100
            	0
          

          
            	20
            	75
            	25
          

          
            	30
            	55
            	45
          

          
            	31
            	100
            	0
          

          
            	45
            	100
            	0
          

          
            	Riboflavin
            	Instrument
            	HPLC/FLD (Agilent 1200 series)
          

          
            	Column
            	YMC-PACK Pro C18 RS (250 ㎜ × 4.6 ㎜, 5 ㎛)
          

          
            	Column temp
            	40℃
          

          
            	Detector
            	Fluorescence Detector (Ex = 445 ㎚, Em=530 ㎚)
          

          
            	Injection volume
            	20 ㎕
          

          
            	Flow rate
            	0.8 ㎖/min
          

          
            	Isocratic elution
            	10 mM NaH2PO4 (pH 5.5) : MeOH = 75 : 25 (v/v)
          

        

        

        한편, riboflavin (FAD, FMN)의 경우 high performance liquid chromatography/fluorescence detector (HPLC/FLD)를 적용하였고 Agilent 사의 1200 series (Agilent Technologies, Inc., Wilmington, DE, USA)를 사용하여 isocratic elution system으로 분석하였다 (Table 2).

      

      
        5. 검량선 및 정량
        각 비타민 표준용액은 다양한 농도의 표준물질을 0.01 ㎍/㎖ - 20 ㎍/㎖ 농도 (thiamine, niacin은 0.1 ㎍/㎖ - 20 ㎍/㎖, riboflavin은 0.01 ㎍/㎖ - 10 ㎍/㎖)로 희석하여 조제한 후 분석한 후 검량선을 작성하였다. 모든 검량선의 결정계수 (R2)는 0.999 이상으로 확보하였다. 정량은 외부표준법 (external standard method)을 이용하여 수행하였고 각 시료의 HPLC peak 면적 값을 대입하고 아래의 식에 적용하여 각 분석 비타민의 함량을 계산하였다.
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        S : 시험용액에 함유된 비타민의 농도 (㎍/㎖)
a : 시험용액의 전체 용량 (㎖)
b : 시험용액의 희석배수

        각 생물학적 반복 시료에 대하여 독립적인 시료 채취와 추출 및 분석을 수행하였으며 (n = 3), 결과는 평균값 ± 표준편차로 나타내었다.

      

      
        6. Thiamine, riboflavin 및 niacin 분석법의 검증
        Thiamine, riboflavin 및 niacin 분석법은 AOAC (2002) 검증 가이드라인에 따라 (Woollard and Indyk, 2002) 분석법의 정확성 (accuracy), 정밀성 (precision), 직선성 (linearity), 검출 한계 (limit of detection, LOD)와 정량한계 (limit of quantification, LOQ)를 측정하였다.

        각 분석 성분의 표준 검량선을 작성한 후, 표준 검량선의 결정계수 (R2)를 검토하여 직선성을 확인하였다. 분석법의 선택성을 검토하기 위해 시료와 표준용액 크로마토그램의 분리 양상을 확인하였으며, 각 표준용액 피크의 Rs (peak resolution, 분리능), N (theoretical plates, 이론단수), HETP (height equivalent to a theoretical plate, 이론단 높이) 및 S (symmetry factor, peak 대칭성 / tail factor)을 확인하였다.

        아울러 성분별 표준용액의 signal/noise의 비율 (S/N 비율)이 3이 될 때의 농도를 LOD (limit of detection, 검출한계), S/N 비율이 10이 될 때의 농도를 LOQ (limit of quantification, 정량한계)로 설정하여 분석 감도를 검토하였다.

        분석법의 정확성은 미국 국립표준기술연구소 (National Institute of Standards and Technology, NIST; Gaithersburg, MD, USA)에서 제공하는 표준인증물질 (Standard Reference Material, SRM)인 SRM-3280, Multivitamin/Multielement tablets을 이용하여 평가하였다.

        본 연구의 버섯 시료는 동결건조 분말 형태인 반면, SRM 3280은 정제 (tablet) 형태의 표준물질이므로, 두 시료의 물리적 특성 차이를 고려하여 전처리 과정을 구분하였다. 버섯 시료는 균질화된 동결건조 분말을 일정량 칭량하여 추출하였고, SRM 3280은 정제를 분쇄하여 균질화한 후 정밀하게 칭량하여 분석에 사용하였다. 비타민 B1 및 B3는 초음파 추출법으로, 비타민 B2는 환류 추출법으로 각각 전처리하였으며, 각 분석은 3회 반복 수행하였다.

        SRM-3280은 시료와 동일한 분석 절차에 따라 3회 반복 분석하였으며, 또한 모든 분석 대상 성분은 표준물질과 동일한 머무름 시간 (retention time)을 기준으로 동정하였으며, 크로마토그램 상에서 인접 피크와의 분리 상태를 확인하였다. 분석 정확도는 NIST certificate에 제시된 인증값 또는 참고값과 본 연구에서 산출된 측정값을 비교하여 회수율로 평가하였다.

        분석법의 정밀성 평가를 위한 QC (quality control) matrix로는 FAPAS (Food Analysis Performance Assessment Scheme) 프로그램에서 제공하는 비타민 B1, B2 및 B3를 포함한 수용성 비타민 함량이 보증되어 있어 정량적 검증이 가능한 시판 강화조제분유 (fortified infant formula)를 영국 환경식품농림부 산하 식품환경연구청 (Fera Science Ltd, Sand Hutton, England)으로부터 제공받아 대체 QC 물질로 사용하였다.

        이는 적절한 CRM을 활용하기 어려운 경우 함량이 보증된 물질을 대체 QC 물질로 활용할 수 있다는 AOAC Appendix F (AOAC International, 2016) Annex E의 권고에 근거에 근거하였다. 정밀성 평가는 하루 동안 10회 반복 분석하여 repeatability (intra-day precision, RSDr)를 산출하고, 5일 동안 하루 3회씩 반복 분석하여 reproducibility (inter-day precision, RSDR)를 산출하였다. 각 정밀성 지표는 coefficient variation (CV, %)으로 나타내었다 (Jang et al., 2022).

      

      
        7. 측정불확도 산출 및 상대확장불확도 평가
        비타민 B군 분석 결과의 신뢰성을 정량적으로 제시하기 위하여, 본 연구에서 분석 대상으로 설정한 비타민 B군 성분인 thiamine, total riboflavin 및 total niacin에 대하여 확장불확도와 상대확장불확도를 산출하였다. 각 성분의 평균 함량은 3회 반복 분석값의 평균으로 제시하였으며, 반복 분석에 따른 표준편차를 이용하여 표준불확도 (experimental uncertainty, u)를 다음 식에 따라 계산하였다.
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        여기서 SD는 반복 분석의 표준편차, n은 반복 분석 횟수 (n = 3)를 의미한다. 확장불확도 (expanded uncertainty, U)는 U = k × u로 계산하였으며 Coverage factor (k)는 Student's t-distribution을 기반으로 결정하였으며, 반복 분석 횟수에 따른 자유도 (degree of freedom)와 95% 신뢰수준을 고려하여 적용하였다. 자유도 (df = 2)에서는 k = 4.30이 적용되었으며, 이는 제한된 반복수에서 신뢰구간을 보다 보수적으로 추정하기 위한 값이다.

        상대확장불확도 (relative expanded uncertainty, Urel)는 확장불확도를 평균 함량으로 나누어 백분율로 환산하였다.
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        검출되지 않은 성분(ND)은 불확도 산출 대상에서 제외하였다. 본 연구에서 제시한 상대확장불확도는 반복 분석 변동성을 기반으로 한 실험적 불확도 평가값으로, 분석 결과의 재현성 및 품질지표 후보 가능성을 판단하기 위한 보조 지표로 활용하였다.

      

      
        8. 통계처리
        기본 통계와 주성분 그래프는 Microsoft사 (Washington, WA, USA)의 Office 365 Excel 프로그램을 이용하여 분석 결과를 독립적인 생물학적 3 반복 (n = 3)에 대한 평균과 표준편차 (means ± SD)를 구하였다. 또한 SPSS 23.0 (Statistics Package for the Social Science, SPSS Inc., Chicago, IL, USA) 프로그램을 사용하여 세 그룹 이상의 시료 간의 유의적 차이를 Duncan’s Multiple Range Test (DMRT)를 이용하여 5% 수준에서 검증하였다 (p < 0.05).

        버섯 종의 비타민 B군 함량 패턴 비교 및 군집 분석은 Heatmapper Program (Wishart Research Group, University of Alberta, Edmonton, Canada)을 이용하여 수행하였다. 분석 변수로는 비타민 thiamine, total riboflavin 및 total niacin 함량값을 사용하였으며, 불검출 (Not Detected, ND) 값은 분석 전 0으로 대체하였고 그 외 결측값은 존재하지 않았다. 시료별 함량 패턴을 기준으로 한 비교를 위해 scale type은 row로 설정하여 z-score 표준화를 수행하였다. 군집 분석은 Pearson 상관계수를 거리척도 (distance metric)로, average linkage를 연결 방법 (linkage method)으로 적용하였으며, 군집화는 시료 (row) 방향에만 적용하였다. 최종 heatmap에서는 비타민 B군 함량 패턴의 시각적 비교에 초점을 두어 dendrogram은 제외하고 제시하였다.

        주성분분석 (PCA)은 thiamine, nicotinic acid, nicotinamide, total niacin, FAD, FMN, riboflavin 및 total riboflavin을 변수로 사용하였다. 변수 간 분산 차이를 최소화하기 위하여 분석 전 각 변수는 Z-score 표준화 [(x−mean)/SD]를 적용하였다. 검출되지 않은 성분 (ND)은 해당 성분이 존재하지 않는 것으로 간주하여 0으로 대체하였으며, PCA 데이터셋에는 추가적인 missing value는 존재하지 않았다.

        PCA는 Microsoft Excel Office 365 (Microsoft Corporation, Redmond, WA, USA)를 이용하여 표준화 데이터 행렬로부터 공분산 행렬을 계산하고, 고유값 (eigenvalue) 및 고유벡터 (eigenvector)를 산출한 후 주성분 점수 (principal component scores)를 계산하여 score plot과 loading plot을 작성하였다. Total niacin은 nicotinic acid와 nicotinamide의 합으로 계산되는 파생변수 (derived variable)이지만, 총 니아신 함량을 나타내는 영양학적 지표로 널리 사용되므로 분석에 포함하였다. 따라서 PCA 결과는 total niacin의 독립적 영향력보다는 전체 niacin 조성 특성을 반영하는 것으로 해석하였다.

      

    

    

  
    
      결과 및 고찰
      
        1. 17종 버섯의 비타민 B1, B2 및 B3 함량
        17종 버섯의 비타민 B1, B2 및 B3 함량을 독립적인 생물학적 반복 3개를 기반으로 산출하고 분석한 결과 버섯 종별로 뚜렷한 변동성을 나타내었으며, 이는 기존 문헌에서 보고된 버섯류 비타민의 종 특이적 차이와 일치하는 경향을 나타내었다 (Furlani and Godoy, 2008; Kalač, 2009).

        비타민 B1의 경우 0.000 ㎎/100 g - 0.553 ㎎/100 g 범위에서 분포하였으며, 표고버섯 (0.553 ㎎/100 g)과 양송이버섯 (0.536 ㎎/100 g)이 가장 높은 함량을 나타내었다 (Fig. 1, Table 3). 이 결과는 기존 보고된 (0.004 ㎎/100 g - 0.08 ㎎/100 g) 재배 버섯의 B1 함량 (Furlani and Godoy, 2008)보다 더 높은 수준으로 확인되었으며, 이러한 차이는 버섯의 품종 특성 및 재배 환경의 차이에 의한 것으로 판단된다. 반면 흰백목이버섯 (0.000 ㎎/100 g), 꽃송이버섯 (0.046 ㎎/100 g) 등은 극히 낮은 B1 함량을 나타내었으며 동충하초의 경우 배지에 따라 B1 함량이 크게 달라지는 양상이 확인되었고, 현미 배양체 (0.302 ㎎/100 g)가 가장 높은 함량을 나타내었다 (Fig. 1, Table 3).

        
          
          

          Fig. 1. 
				
          

          
            Representative HPLC chromatograms of vitamin B standards and mushroom extracts.
            (A); Standard mixture of thiamine (R.T. = 32.86 min), nicotinic acid (R.T. = 10.02 min), and nicotinamide (R.T. = 19.14 min), (B); representative mushroom extract (Awi mushroom extract) analyzed under the same chromatographic conditions, (C); standard mixture of riboflavin (R.T. = 24.91 min), FMN (R.T. = 13.92 min), and FAD (R.T. = 8.16 min), and (D); representative mushroom extract (Brown button mushroom extract) analyzed under riboflavin-specific chromatographic conditions.

          
          

          

        

        
          Table 3. 
				
          

          
            Contents of thiamine (vitamin B1) and niacin vitamers (nicotinic acid and nicotinamide) in 17 mushroom species.
          
          

        

        
          
            
              	Mushroom samples
              	VitaminB1
              	VitaminB3
            

            
              	Thiamine
              	Nicotinic acid
              	Nicotinamide
              	Total1)
            

            
              	Content (㎎/100 g)
            

          
          
            	Cordyceps militaris with oats
            	0.203 ± 0.009D
            	0.180 ± 0.005J
            	0.577 ± 0.000G
            	0.757 ± 0.005J
          

          
            	Cordyceps militaris with silkworm pupae
            	0.233 ± 0.025C
            	0.304 ± 0.007I
            	0.956 ± 0.000B
            	1.260 ± 0.007G
          

          
            	Cordyceps militaris with brown rice
            	0.302 ± 0.010B
            	0.000 ± 0.000K
            	0.785 ± 0.014D
            	0.785 ± 0.014J
          

          
            	Lion’s mane mushroom
            	0.241 ± 0.000C
            	0.000 ± 0.000K
            	0.486 ± 0.017H
            	0.486 ± 0.017K
          

          
            	Awi mushroom
            	0.091 ± 0.001HG
            	1.204 ± 0.015E
            	1.170 ± 0.009A
            	2.374 ± 0.024C
          

          
            	Cauliflower mushroom
            	0.046 ± 0.000J
            	1.173 ± 0.001E
            	0.828 ± 0.000C
            	2.000 ± 0.002D
          

          
            	White jelly mushroom
            	ND2)
            	ND
            	0.094 ± 0.001M
            	0.094 ± 0.001M
          

          
            	Shiitake mushroom
            	0.553 ± 0.004A
            	1.341 ± 0.019D
            	0.374 ± 0.004J
            	1.715 ± 0.023E
          

          
            	Beech mushroom
            	0.148 ± 0.004E
            	1.594 ± 0.037C
            	0.426 ± 0.019I
            	2.020 ± 0.056D
          

          
            	Brown button mushroom
            	0.074 ± 0.004HI
            	0.945 ± 0.004F
            	ND
            	0.945 ± 0.004I
          

          
            	King oyster mushroom
            	0.060 ± 0.001JI
            	4.978 ± 0.011A
            	0.282 ± 0.013K
            	5.260 ± 0.024A
          

          
            	Wood ear mushroom
            	0.205 ± 0.002D
            	ND
            	0.289 ± 0.003K
            	0.289 ± 0.003L
          

          
            	Oyster mushroom
            	0.122 ± 0.005F
            	4.479 ± 0.004B
            	0.446 ± 0.018I
            	4.925 ± 0.022B
          

          
            	Enoki mushroom
            	0.118 ± 0.007F
            	0.709 ± 0.017H
            	0.640 ± 0.013F
            	1.350 ± 0.004F
          

          
            	Maitake mushroom
            	0.110 ± 0.000FG
            	0.762 ± 0.015G
            	0.235 ± 0.005L
            	0.997 ± 0.020I
          

          
            	Brown enoki mushroom
            	0.078 ± 0.002HI
            	0.735 ± 0.032HG
            	0.356 ± 0.013J
            	1.090 ± 0.019H
          

          
            	Button mushroom
            	0.536 ± 0.001A
            	0.989 ± 0.002F
            	0.689 ± 0.001E
            	1.677 ± 0.000E
          

        

        
          
            1)Total; niacin vitamer (nicotinic acid + nicotinamide). 2)ND; not detected. Values are expressed as means ± SD of three biological replicates (n = 3). Columns labeled with distinct letters indicate statistically significant differences based on the Duncan’s Multiple Range Test (DMRT, *p < 0.05).
          

        

        

        비타민 B2 함량은 0.032 ㎎/100 g - 0.349 ㎎/100 g의 범위를 나타내었으며, 양송이버섯이 가장 높은 함량을 나타내었으며 (0.349 ㎎/100 g), 이러한 결과는 양송이버섯에서 비타민 B2의 함량이 매우 높다는 기존의 연구 보고와 동일하였다 (Furlani and Godoy, 2008). 동충하초의 경우 번데기 배양체 (0.288 ㎎/100 g)가 가장 높은 함량을 나타낸 반면 목이버섯 (0.032 ㎎/100 g)과 백목이버섯 (0.053 ㎎/100 g)은 전체 분석 시료 중 가장 낮은 비타민 B2 함량을 나타내었다 (Fig. 1, Table 4).

        
          Table 4. 
				
          

          
            Contents of riboflavin vitamers [flavin adenine dinucleotide (FAD), flavin mononucleotide (FMN), and riboflavin] in 17 mushroom species.
          
          

        

        
          
            
              	Mushroom samples
              	VitaminB2
            

            
              	FAD1)
              	FMN2)
              	Riboflavin
              	Total3)
            

            
              	Content (㎎/100 g)
            

          
          
            	Cordyceps militaris with oats
            	ND4)
            	ND
            	0.138 ± 0.000HI5)
            	0.138 ± 0.000I
          

          
            	Cordyceps militaris with silkworm pupae
            	0.173 ± 0.008A
            	0.070 ± 0.001A
            	0.154 ± 0.004G
            	0.288 ± 0.011D
          

          
            	Cordyceps militaris with brown rice
            	0.118 ± 0.000B
            	ND
            	0.141 ± 0.003H
            	0.195 ± 0.005G
          

          
            	Lion’s mane mushroom
            	0.088 ± 0.013CD
            	ND
            	0.216 ± 0.002D
            	0.256 ± 0.006E
          

          
            	Awi mushroom
            	ND
            	ND
            	0.204 ± 0.002E
            	0.204 ± 0.003G
          

          
            	Cauliflower mushroom
            	0.023 ± 0.001F
            	ND
            	0.062 ± 0.001J
            	0.072 ± 0.001J
          

          
            	White jelly mushroom
            	0.042 ± 0.012E
            	ND
            	0.034 ± 0.000K
            	0.053 ± 0.008K
          

          
            	Shiitake mushroom
            	0.005 ± 0.000G
            	ND
            	0.239 ± 0.001C
            	0.241 ± 0.001F
          

          
            	Beech mushroom
            	0.104 ± 0.000BC
            	0.040 ± 0.001C
            	0.059 ± 0.000J
            	0.137 ± 0.002I
          

          
            	Brown button mushroom
            	0.079 ± 0.000D
            	0.041 ± 0.000B
            	0.236 ± 0.000C
            	0.304 ± 0.000C
          

          
            	King oyster mushroom
            	0.030 ± 0.000EF
            	0.023 ± 0.000D
            	0.167 ± 0.001F
            	0.198 ± 0.001G
          

          
            	Wood ear mushroom
            	ND
            	ND
            	0.032 ± 0.000K
            	0.032 ± 0.000L
          

          
            	Oyster mushroom
            	ND
            	ND
            	0.134 ± 0.001I
            	0.134 ± 0.001I
          

          
            	Enoki mushroom
            	ND
            	ND
            	0.340 ± 0.002A
            	0.340 ± 0.002B
          

          
            	Maitake mushroom
            	ND
            	ND
            	0.168 ± 0.000F
            	0.168 ± 0.000H
          

          
            	Brown enoki mushroom
            	0.102 ± 0.000C
            	ND
            	0.150 ± 0.001G
            	0.196 ± 0.001G
          

          
            	Button mushroom
            	0.175 ± 0.002A
            	ND
            	0.270 ± 0.000B
            	0.349 ± 0.002A
          

        

        
          
            1)FAD; flavin adenine dinucleotide, 2)FMN; flavin mononucleotide, 3)Total; total riboflavin = FAD × 0.4537 + FMN × 0.7869 + riboflavin, 4)ND; not detected. Values are expressed as means ± SD of three biological replicates (n = 3). Columns labeled with distinct letters indicate statistically significant differences based on the Duncan’s Multiple Range Test (DMRT, *p < 0.05).
          

        

        

        비타민 B3는 전체 비타민 B군 중 가장 높은 함량 비율을 나타내었으며, 그 범위는 0.094 ㎎/100 g에서 5.260 ㎎/100 g로 확인되었다 (Fig. 1, Table 3). 특히 큰느타리버섯 (5.260 ㎎/100 g)과 느타리버섯 (4.925 ㎎/100 g)은 매우 높은 니아신 함량을 나타내었고, 이는 일반적으로 버섯류에 비타민 계열 중에 니아신이 가장 풍부하게 함유되어있다는 Kalač (2009)의 보고와도 일치하였다. 반면 흰백목이버섯 (0.094 ㎎/100 g)과 목이버섯 (0.289 ㎎/100 g)은 매우 낮은 함량을 보였으며. 동충하초의 비타민 B3 함량은 0.757 ㎎/100 g - 1.260 ㎎/100 g으로 확인되어 버섯류 평균보다는 낮았으나, 배지 간 유의적인 차이가 확인되었으며 번데기를 배지로 활용하는 배양체가 가장 높은 함량을 나타내었다. 이러한 차이는 버섯 종, 재배 조건, 시료 처리 방식 및 분석법 차이에 기인할 수 있으며 (Xiao et al., 2004), 버섯류 비타민 조성이 종 및 생산 조건에 따라 달라질 수 있음을 시사한다.

        표고버섯과 양송이버섯은 비타민 B1과 비타민 B2가 우수한 함량을 나타낸 반면, 비타민 B3의 경우 느타리 및 큰느타리버섯에서 매우 높은 함량을 나타내어 버섯의 종류별로 비타민 B군의 조성적 특성이 명확히 구분되는 것을 확인하였다.

      

      
        2. 분석법 검증 및 측정불확도 평가
        본 연구에서 사용한 HPLC 기반 비타민 B군 분석법은 직선성, 선택성, 검출한계, 정량한계, 정밀도 및 정확도를 통해 분석 성능을 검증하였다. 각 성분의 검량선은 분석 범위 내에서 우수한 직선성을 나타냈으며 (R2 ≥ 0.999), 검출한계 (LOD) 및 정량한계 (LOQ)는 ICH Q2(R2) 가이드라인 (ICH, 2023)에 따라 검량선의 기울기 (S)와 잔차 표준편차 (σ)를 이용하여 각각 LOD = 3.3σ/S, LOQ = 10σ/S로 산출하였다. 산출된 LOQ는 저농도 비타민 B군 분석에 적합한 수준이었으며, 회수율은 AOAC Appendix F (AOAC International, 2016)에서 제시하는 미량성분 분석의 허용기준 (80% - 110%)을 충족하였다 (Table 5).

        
          Table 5. 
				
          

          
            Validation parameters and system suitability of the HPLC method for vitamin B analysis.
          
          

        

        
          
            
              	Vitamin
              	Sensitivity
              	Selectivity
              	Linearity
            

            
              	LOD1)
              	LOQ2)
              	N3)
              	HETP4)
              	S5)
              	Rs6)
              	Calibration curve
              	R2
            

            
              	(㎎/ℓ)
            

          
          
            	Thiamine
            	0.006
            	0.020
            	1,557,909
            	0.00016
            	0.971
            	48.28
            	y=1673.365x+0.978
            	0.999
          

          
            	FAD7)
            	0.001
            	0.003
            	13,857
            	0.00108
            	0.998
            	-
            	y=694.591x-0.018
            	0.999
          

          
            	FMN8)
            	0.001
            	0.002
            	17,845
            	0.00058
            	0.993
            	16.98
            	y=5947.212x-0.003
            	0.999
          

          
            	Riboflavin
            	0.003
            	0.010
            	12,565
            	0.00047
            	0.994
            	18.81
            	y=7543.391x-0.014
            	0.999
          

          
            	Nicotinic acid
            	0.008
            	0.027
            	46,246
            	0.00541
            	0.973
            	-
            	y=1946.667x-2.477
            	0.999
          

          
            	Nicotinamide
            	0.010
            	0.034
            	17,723
            	0.01411
            	0.981
            	29.28
            	y=1634.454x-0.723
            	0.999
          

        

        
          
            1)LOD; limit of detection, 2)LOQ; limit of quantification, 3)N; number of theoretical plates, 4)HETP; height equivalent to a theoretical plate, 5)S; Peak symmetry, 6)Rs; Peak resolution, 7)FAD; flavin adenine dinucleotide, 8)FMN; flavin mononucleotide.
          

        

        

        SRM-3280을 이용한 정확도 평가에서 thiamine, riboflavin 및 niacin의 회수율은 97.7% - 100.2% 범위를 나타내어 분석법의 정확성이 적절한 수준임을 확인하였다. 또한 NIST SRM 및 QC 시료 분석 결과가 기준 범위 내에 존재하여 분석법의 정확성과 정밀성이 확보되었음을 확인하였다. 반복정밀도 역시 intra-day 및 inter-day RSD가 낮은 수준으로 확인되어 본 분석법의 재현성이 우수함을 확인하였다 (Table 6).

        
          Table 6. 
				
          

          
            Precision and accuracy validation of HPLC analysis for thiamine, riboflavin, and niacin using SRM 3280 and fortified infant formula.
          
          

        

        
          
            
              	Vitamin
              	Precision
              	Accuracy
            

            
              	Intra-day
              	Inter-day
              	Material
              	Reference value
              	Analysis value
              	Recovery
(%)2)
              	RSD
(%)
            

            
              	RSD (%)1)
              	Content (?/100 g)
            

          
          
            	Thiamine
            	2.788
            	1.753
            	SRM-3280
            	106 ± 12
            	103.6 ± 0.1
            	97.736
            	0.097
          

          
            	Riboflavin
            	1.145
            	1.221
            	132 ± 17
            	132 ± 0.3
            	100.000
            	0.227
          

          
            	Niacin
            	1.700
            	1.164
            	1410 ± 23
            	1413.4 ± 0.8
            	100.213
            	0.057
          

        

        
          
            RSD (%) indicates relative standard deviation. Repeatability (intra-day precision) was evaluated from ten replicate analyses performed within a single day (n = 10), whereas reproducibility (inter-day precision) was assessed from three replicate analyses conducted on each of five different days (n = 15). Accuracy was assessed using Standard Reference Material (SRM 3280, multivitamin/multielement tablets, NIST, USA) by comparing the measured values with certified reference values. Precision evaluation was performed using commercially fortified infant formula as a quality control (QC) sample. Recovery (%) was calculated as follows: Recovery (%) = (measured value / reference value) × 100.
          

        

        

        이와 함께 본 연구에서는 분석 결과의 신뢰성을 보다 명확히 제시하기 위해 측정불확도 평가를 수행하였으며, 반복 분석 과정에서 발생하는 실험적 변동성을 기반으로 확장불확도 및 상대확장불확도를 산출하였다. 특히 본 연구에서는 반복 분석 기반 표준불확도에 포함계수 (k)를 적용하여 약 95% 신뢰수준의 확장불확도를 계산하였으며, 버섯-성분 조합별 포함계수는 2.00–4.30 범위로 나타났다 (Table 7).

        
          Table 7. 
				
          

          
            Coverage factors for the estimation of expanded uncertainty based on repeated analysis of thiamine, niacin, and riboflavin vitamers in cultivated mushrooms.
          
          

        

        
          
            
              	Mushroom samples
              	Thiamine
              	Nicotinic acid
              	Nicotinamide
              	FAD
              	FMN
              	Riboflavin
            

          
          
            	Cordyceps militaris with oats
            	k=2.00
            	k=2.00
            	k=2.00
            	ND
            	ND2)
            	k=2.78
          

          
            	Cordyceps militaris with silkworm pupae
            	k=4.30
            	k=3.18
            	k=2.00
            	k=2.00
            	k=2.26
            	k=2.78
          

          
            	Cordyceps militaris with brown rice
            	k=2.00
            	ND
            	k=3.18
            	k=2.00
            	ND
            	k=2.00
          

          
            	Lion’s mane mushroom
            	k=4.30
            	ND
            	k=2.00
            	k=2.31
            	ND
            	k=4.30
          

          
            	Awi mushroom
            	k=2.00
            	k=2.78
            	k=2.00
            	ND
            	ND
            	k=2.26
          

          
            	Cauliflower mushroom
            	k=2.45
            	k=2.31
            	k=2.31
            	k=2.45
            	ND
            	k=4.30
          

          
            	White jelly mushroom
            	ND
            	ND
            	k=2.78
            	k=2.45
            	ND
            	k=2.57
          

          
            	Shiitake mushroom
            	k=4.30
            	k=2.00
            	k=2.45
            	k=2.57
            	ND
            	k=2.00
          

          
            	Beech mushroom
            	k=2.00
            	k=2.00
            	k=2.31
            	k=2.00
            	k=2.45
            	k=2.31
          

          
            	Brown button mushroom
            	k=2.00
            	k=2.57
            	ND
            	k=2.00
            	k=2.45
            	k=2.00
          

          
            	King oyster mushroom
            	k=2.31
            	k=2.00
            	k=4.30
            	k=2.57
            	k=2.57
            	k=2.57
          

          
            	Wood ear mushroom
            	k=2.00
            	ND
            	k=4.30
            	ND
            	ND
            	k=4.30
          

          
            	Oyster mushroom
            	k=2.00
            	k=2.00
            	k=2.00
            	ND
            	ND
            	k=2.78
          

          
            	Enoki mushroom
            	k=2.57
            	k=2.57
            	k=2.00
            	ND
            	ND
            	k=4.30
          

          
            	Maitake mushroom
            	k=2.00
            	k=2.00
            	k=2.00
            	ND
            	ND
            	k=2.00
          

          
            	Brown enoki mushroom
            	k=2.26
            	k=2.57
            	k=3.18
            	k=2.00
            	ND
            	k=2.57
          

          
            	Button mushroom
            	k=2.00
            	k=2.26
            	k=2.57
            	k=2.78
            	ND
            	k=2.00
          

        

        
          
            Coverage factors (k) were determined from Student's t-distribution at a 95% confidence level according to the degree of freedom associated with repeated analyse of vitamin B components in cultivated mushrooms. Expanded uncertainty (U) was calculated as U = k × u, where u represents the experimental uncertainty estimated from repeated analyses (u = SD / √n, n = 3). The coverage factor was applied to estimate uncertainty at an approximate 95% confidence level. ND indicates not detected.
          

        

        

        대부분의 검출 성분에서 포함계수는 k = 2.00–2.78 범위에 분포하였으며 이는 해당 성분들의 반복 분석 결과가 비교적 안정적이며, 확장불확도 산출 시 일반적으로 적용되는 약 95% 신뢰수준의 포함계수와 유사한 수준임을 의미한다. 반면 일부 시료-성분 조합에서는 k = 3.18 또는 k = 4.30이 적용되었는데, 이는 Student's t-distribution에 기반하여 자유도와 신뢰수준을 고려한 coverage factor를 적용한 결과이다. 특히 저함량 성분의 경우 평균 함량이 낮아 동일한 절대 변동성이라도 상대확장불확도 (relative expanded uncertainty)가 상대적으로 크게 나타나는 경향을 보였다 (Table 7).

        riboflavin, nicotinamide 또는 일부 flavin vitamer에서 높은 k 값이 관찰된 경우는 해당 성분의 함량이 낮거나 시료별 매트릭스 특성이 분석 변동성에 영향을 미쳤을 가능성을 시사한다. 따라서 본 연구에서 제시한 포함계수는 단순한 통계값이 아니라, 각 버섯-성분 조합에서 확장불확도 산출 시 어느 정도의 신뢰구간 보정이 필요한지를 보여주는 품질관리 지표로 해석할 수 있다.

        실제 분석값의 신뢰구간 또는 불확도 크기를 직접적으로 판단하기 위하여 품질지표 후보 가능성을 평가하기 위해 선정한 대표 성분인 thiamine, total riboflavin 및 total niacin을 대상으로 평균 함량, 확장불확도 및 상대확장불확도를 산출하였다 (Table 8).

        
          Table 8. 
				
          

          
            Expanded uncertainty estimated from repeated analyses of representative vitamin B components in selected cultivated mushrooms.
          
          

        

        
          
            
              	Mushroom samples
              	Representative
component
              	Mean content
(㎎/100 g)
              	SD
              	k
              	Expanded uncertainty,
U (㎎/100 g)
              	Relative expanded
uncertainty (%)
            

          
          
            	Shiitake mushroom
            	Thiamine
            	0.553
            	0.004
            	4.30
            	0.010
            	1.9
          

          
            	Button mushroom
            	0.536
            	0.001
            	2.00
            	0.001
            	0.2
          

          
            	Cordyceps militaris with brown rice
            	0.302
            	0.010
            	2.00
            	0.012
            	3.8
          

          
            	Button mushroom
            	Total riboflavin
            	0.349
            	0.002
            	2.00
            	0.002
            	0.7
          

          
            	Brown button mushroom
            	0.304
            	0.000
            	2.00
            	0.000
            	0.0
          

          
            	Enoki mushroom
            	0.340
            	0.002
            	4.30
            	0.005
            	1.5
          

          
            	King oyster mushroom
            	Total niacin
            	5.260
            	0.024
            	2.00
            	0.028
            	0.5
          

          
            	Oyster mushroom
            	4.925
            	0.022
            	2.00
            	0.025
            	0.5
          

          
            	Awi mushroom
            	2.374
            	0.024
            	2.00
            	0.028
            	1.2
          

          
            	Cauliflower mushroom
            	2.000
            	0.002
            	2.31
            	0.003
            	0.1
          

        

        
          
            Mean content and standard deviation were calculated from three independent biological replicates. Experimental uncertainty (u) was calculated as standard deviation (SD) / √n. Expanded uncertainty was calculated as U = k × u, where k is the coverage factor determined from Student's t-distribution at a 95% confidence level based on the degree of freedom of repeated analyses listed in supplementary Table S1. Relative expanded uncertainty was calculated as (U / mean) × 100. ND values were excluded from uncertainty estimation.
          

        

        

        대표 성분의 상대확장불확도는 대부분 낮은 수준으로 나타났으며, total niacin뿐만 아니라 total riboflavin에서도 안정적인 분석 재현성이 확인되었다. 특히 total niacin의 경우 주요 고함량 시료인 큰느타리버섯과 느타리버섯에서 각각 약 0.5% 및 0.5% 이하로 산출되어 매우 안정적인 정량 결과를 보였다 (Table 8). 이는 total niacin이 버섯류의 종 간 차이를 설명하는 주요 변수일 뿐만 아니라, 분석 재현성 측면에서도 품질지표 후보로 활용 가능성이 높음을 의미한다.

        한편 동충하초 (현미)의 thiamine은 상대확장불확도가 3.8%로 다른 대표 성분에 비해 다소 높게 산출되었다. 이는 해당 성분의 평균 함량이 0.302 ㎎/100 g으로 비교적 낮고, 반복 분석 표준편차가 상대적으로 크게 반영되었기 때문으로 판단된다. 일반적으로 저함량 성분에서는 작은 절대 변동도 평균값 대비 상대적으로 크게 계산될 수 있으므로, 상대확장불확도 해석 시 함량 수준을 함께 고려할 필요가 있다. 그러나 본 결과는 5% 미만의 범위에 해당하므로, 반복 분석 기반 재현성 측면에서 품질평가에 활용 가능한 수준의 분석 신뢰성을 갖는 것으로 확인되었다.

        종합적으로, 본 연구에서 산출한 상대확장불확도는 비타민 B군 함량 자료의 분석 신뢰성을 정량적으로 보완하는 지표로 활용될 수 있으며, 특히 total niacin은 높은 함량, 낮은 상대확장불확도를 동시에 나타내어 품질지표 후보 성분으로서의 활용 가능성을 보여주었다.

      

      
        3. 다변량 분석 기반 비타민 B군 조성 패턴 및 군집 분석
        국내 재배 버섯의 비타민 B군 함량 특성을 종합적으로 비교하기 위하여 heatmap, 주성분분석 (Principal Component Analysis, PCA) 및 Pearson 상관관계로 다변량 분석을 수행하였다 (Fig. 2, 3, and 4) 다변량 분석은 개별 성분의 단순 비교를 넘어 분석 검체 간 함유 성분의 패턴과 변수 간 관계를 종합적으로 해석할 수 있는 효과적인 방법이다 (Abdi and Williams, 2010).

        
          
          

          Fig. 2. 
				
          

          
            Heatmap visualization and hierarchical clustering of vitamin B complex composition in cultivated mushrooms.
            Heatmap analysis was performed to compare vitamin B composition patterns among cultivated mushroom species. The heatmap was generated using Z-score normalized total vitamin B1, B2, and B3 contents. Hierarchical clustering was conducted using Pearson distance and the average linkage method. ND values were replaced with zero prior to analysis. Red and blue colors indicate relatively high and low concentrations of vitamin B components, respectively. Mushrooms with high niacin (B3) contents, including oyster mushroom and king oyster mushroom, formed distinct compositional clusters, whereas mushrooms with relatively higher vitamin B1 or B2 contents exhibited separate clustering patterns. These results demonstrate that vitamin B composition patterns differ among mushroom species and contribute to compositional differentiation among cultivated mushrooms.

          
          

          

        

        
          
          

          Fig. 3. 
				
          

          
            Principal component analysis (PCA) score and loading plots of vitamin B components in cultivated mushrooms.
            PCA was performed using Z-score normalized contents of thiamine, FAD, FMN, riboflavin, total riboflavin, nicotinic acid, nicotinamide, and total niacin in cultivated mushrooms. ND values were replaced with zero prior to analysis. Total niacin was included as a nutritionally relevant indicator representing the sum of nicotinic acid and nicotinamide. PC1 and PC2 explained 48.2% and 33.7% of the total variance, respectively, accounting for 81.9% of the cumulative variance. The loading plot indicated that niacin-related variables (total niacin, nicotinic acid, and nicotinamide) contributed substantially to species differentiation along PC1, reflecting overall niacin composition patterns among mushroom species, whereas riboflavin-related compounds contributed to compositional variation across both PC1 and PC2. Mushroom species with high niacin contents, including oyster and king oyster mushrooms, formed distinct compositional clusters, suggesting that vitamin B3 may be useful as a candidate quality marker for explaining compositional differences among mushroom species.

          
          

          

        

        
          
          

          Fig. 4. 
				
          

          
            Pearson’s correlation matrix of vitamin B components in cultivated mushrooms.
            The correlation matrix was generated based on Pearson’s correlation coefficients among vitamin B components in cultivated mushrooms. Circle size and color intensity indicate the strength of correlation, with red and blue representing positive and negative correlations, respectively. Total riboflavin showed a strong positive correlation with riboflavin (r = 0.92, p < 0.01), while total niacin exhibited a strong positive correlation with nicotinic acid (r = 0.93, p < 0.01). These results suggest that specific vitamers predominantly contribute to total vitamin contents and may contribute to explaining compositional differences among mushroom species.

          
          

          

        

        Heatmap 분석 결과 (Fig. 2), 버섯 종에 따라 비타민 B1, B2 및 B3 함량 패턴이 뚜렷하게 구분되는 군집 구분의 경향이 관찰되었다. 특히 느타리버섯 (Oyster mushroom), 큰느타리버섯 (King oyster mushroom) 및 꽃송이버섯 (Cauliflower mushroom)은 높은 비타민 B3 함량을 기반으로 유사한 군집을 형성하였으며, 반대로 동충하초 (Cordyceps militaris) 및 일부 갈색계 버섯류는 상대적으로 높은 비타민 B1 또는 비타민 B2 함량 특성을 나타내었다. 특히 동충하초의 경우 동일 균사체임에도 불구하고 귀리 및 현미 배지를 이용한 배양체에서는 상대적으로 높은 비타민 B1 함량이 관찰된 반면, 번데기 배지에서는 다른 비타민 성분이 상대적으로 높게 나타나는 경향이 확인되었다. 이는 버섯 종 고유의 대사 특성과 함께 배양 환경의 영향을 반영하는 것으로 판단되며 배지 조성 및 배양 조건이 동충하초의 생리활성 물질 생성에 중요한 영향을 미친다는 선행 연구 (Feng et al., 2018; Wu et al., 2022)와도 유사하였다. 결론적으로 버섯 종에 따라 vitamin B composition pattern이 서로 다르게 나타나며, 이러한 조성적 차이가 군집 형성에 반영됨을 시사한다.

        Heatmap 분석은 total vitamin B1, B2 및 B3 함량 데이터를 이용하여 수행되었으며, Z-score normalization을 통해 표준화된 값을 기반으로 버섯 종 간의 전반적인 조성 패턴과 군집 특성을 시각적으로 비교하였다. Pearson distance와 average linkage method를 적용한 계층적 군집 분석 결과, 버섯 종들은 비타민 B군 조성에 따라 서로 다른 군집을 형성하였다. 반면 PCA는 thiamine, FAD, FMN, riboflavin, total riboflavin, nicotinic acid, nicotinamide 및 total niacin을 포함한 표준화된 (Z-score normalized) 데이터셋을 이용하여 수행하였으며, 버섯 종 간 분리에 기여하는 주요 비타민 조성 특성을 보다 세부적으로 평가하고자 하였다. 이러한 다변량 접근은 단순 함량 비교만으로는 확인하기 어려운 종 특이적 비타민 조성 패턴과 조성적 유사성을 평가하는 데 유용하며, 버섯 종 간 특성 비교와 품질지표 후보 성분 탐색을 위한 기초자료로 활용될 수 있다.

        버섯 종 간 분리에 기여하는 주요 성분을 보다 세부적으로 평가하기 위하여 PCA를 수행한 결과 (Fig. 3), 제1주성분 (PC1)과 제2주성분 (PC2)은 각각 전체 변동의 48.2% 및 33.7%를 설명하여 총 81.9%의 높은 누적 설명력을 나타내었다. 이는 분석된 vitamin B composition이 버섯 종 간 조성적 차이를 설명하는 주요 변수임을 의미한다 (Jolliffe and Cadima, 2016).

        Loading plot 결과, total niacin, nicotinic acid 및 nicotinamide와 관련된 niacin composition variables는 PC1 방향에서 상대적으로 높은 loading 값을 나타내어 버섯 종 간 조성 차이를 설명하는 주요 변수로 확인되었다. 다만 total niacin은 nicotinic acid와 nicotinamide의 합으로 계산되는 파생변수 (derived variable)이므로, 해당 결과는 total niacin 자체의 독립적인 영향력이라기보다는 전체 niacin 조성 패턴을 반영하는 것으로 해석하였다. 반면 riboflavin-related compounds는 PC1과 PC2 전반에 분포하여 버섯 종 간 조성 차이를 보조적으로 설명하는 경향을 나타내었다. 따라서 PCA 결과는 niacin-related variables가 버섯 종 간 조성적 분리에 중요한 역할을 함을 보여주며, 특히 total niacin이 버섯류의 조성 특성을 설명하는 대표 변수 중 하나임을 시사한다. 실제로 PCA score plot에서는 느타리버섯과 큰느타리버섯이 다른 버섯 종들과 구별되는 위치에 분포하였으며, 이는 높은 total niacin 함량과 관련된 조성 특성을 반영하는 것으로 해석된다. 반면 표고버섯과 양송이버섯은 상대적으로 높은 thiamine 및 riboflavin 함량 특성에 의해 별도의 군집을 형성하였다. 이러한 결과는 버섯 종 간 비타민 B군 조성 패턴의 차이가 다변량 분석을 통해 효과적으로 구분될 수 있음을 보여준다.

        PCA score plot에서는 비타민 B3의 함량이 높은 버섯 종들이 PC2 방향 상단에 분포하는 특징적인 군집을 형성하였다. 이는 히트맵에서 비타민 B3 농도가 높은 군집과 동일한 패턴을 나타내는 것이며, 두 다변량 분석법이 서로 다른 통계적 방법을 이용하였음에도 유사한 결과를 나타내고 있음을 보여준다. 이 결과로 볼 때 히트맵 분석은 개별 성분의 상대적 농도를 직관적으로 시각화하는 반면, PCA 분석은 이러한 패턴을 통계적으로 요약하여 변수 간 관계와 종 간 분리를 설명한다는 점에서 (Abdi and Williams, 2010) 상호 보완적인 역할을 수행함을 알 수 있었다.

        이러한 결과는 버섯 종들이 비타민 B군 조성 패턴에 따라 서로 다른 특성을 나타냄을 보여주며, 비타민 B군 조성이 버섯 종 간 조성적 차이를 비교·평가하는 데 유용한 정보가 될 수 있음을 시사한다. 특히 니아신은 NAD+ 및 NADP+의 전구체로 작용하여 세포 에너지 대사 및 산화환원 반응에 중요한 역할을 수행하는 것으로 알려져 있다 (Kennedy, 2016). 또한 리보플라빈은 FMN 및 FAD의 구성 성분으로서 전자전달계와 산화환원 효소계에 관여하며, 티아민은 탄수화물 대사 과정에서 조효소로 작용하는 필수 영양소이다 (Bacher et al., 2000). 따라서 비타민 B군은 단순한 영양성분을 넘어 식품 원료의 영양학적 품질을 평가하는 주요 지표로 활용될 수 있으며, 버섯 종 간 비타민 B군 조성 차이를 비교하는 것은 영양적 특성과 품질 특성을 이해하는 데 유용한 정보를 제공할 수 있다.

        또한 Pearson 상관관계 분석 (Fig. 4) 결과, total riboflavin은 FAD 및 FMN과는 비교적 낮은 상관성을 보였으나, riboflavin과 높은 양의 상관관계 (r = 0.92, p < 0.01)를 나타냈으며, total niacin은 nicotinic acid와 높은 상관관계 (r = 0.93, p < 0.01)를 나타내었다. 이는 total riboflavin 함량이 주로 riboflavin 성분의 함량에 의해 영향받으며 total niacin 함량은 nicotinic acid 함량의 변화에 의존한다는 것을 알 수 있었다. 이는 total niacin이 nicotinic acid와 nicotinamide로부터 계산되는 파생변수임을 반영하는 결과로 해석된다. 이러한 결과는 특정 vitamer가 vitamin B composition variation에 크게 기여함을 의미하며, total niacin 및 total riboflavin이 버섯 종 간 조성적 차이를 설명하는 후보 지표 성분으로 활용될 가능성을 시사한다.

        특히 동충하초는 동일 종임에도 배지 조성 (귀리, 현미, 번데기)에 따라 PCA 상 서로 다른 위치에 분포하였다. 이는 재배 조건 변화가 vitamin B composition에 영향을 미칠 수 있음을 시사한다.

        본 연구에서 total niacin은 세 가지 측면에서 품질지표 후보 성분으로서의 활용 가능성을 보였다. 첫째, 전체 분석 비타민 B군 중 가장 높은 함량 범위와 뚜렷한 종 간 변이를 나타내어 버섯류의 조성적 차이를 설명하는 데 유리하였다. 둘째, PCA 및 heatmap 분석에서 niacin-related composition pattern이 느타리버섯 및 큰느타리버섯의 분리에 크게 기여하여 종 간 조성적 판별력이 확인되었다. 셋째, 상대확장불확도 분석에서 주요 고함량 시료의 total niacin은 낮은 분석 변동성을 보여 정량 재현성 측면에서도 안정적인 지표로 판단되었다. 이러한 결과는 품질지표 후보 성분이 단순히 함량이 높은 성분이 아니라, 시료 간 변별력, 안정적인 정량 재현성 및 원료 규격화 적용 가능성을 함께 충족해야 한다는 천연물 품질관리 개념과도 부합한다 (Noviana et al., 2022; Kaggwa et al., 2023). 본 연구에서 total niacin은 높은 종 간 변이, PCA에서 관찰된 niacin composition pattern에 대한 기여도 및 낮은 상대확장불확도를 동시에 나타내어, 버섯류 품질평가를 위한 유망한 품질지표 후보 성분 (candidate quality marker)으로서의 활용 가능성을 보여주었다.

        본 연구에서는 NIST SRM-3280과 FAPAS® fortified infant formula를 이용하여 분석법의 정확성과 재현성을 검증하였다. 비타민 B군의 회수율은 97.7% - 100.2% 범위를 나타내어 분석법의 신뢰성이 확보되었음을 확인하였다.

        다만 matrix effect를 직접 평가하기 위한 post-extraction spike 실험이나 peak purity를 확인하기 위한 PDA 기반 스펙트럼 분석은 수행하지 않았다. 따라서 향후 버섯 matrix에 대한 matrix-matched calibration, spike recovery 및 peak purity 평가를 포함한 추가적인 분석법 검증이 수행된다면 분석법의 선택성과 정확성을 보다 엄밀하게 확인할 수 있을 것으로 판단된다.

        또한 본 연구는 국내 재배 버섯의 비타민 B군 함량을 단순 정량 분석하는 기존 연구들과 달리, 다변량 통계기법을 기반으로 비타민 B군 조성 패턴을 종합적으로 해석하고 이를 비타민 B군 조성 특성과 연계하여 버섯 종 간 군집 구조를 규명하였다는 점에서 차별성을 가진다. 특히 heatmap, PCA 및 상관관계 분석을 통합적으로 적용함으로써, 비타민 B군 조성이 버섯의 종 특이적 대사 특성과 조성적 차이를 반영하는 중요한 변수임을 확인하였으며, 특정 비타민 성분이 버섯 종 간 조성적 차이를 설명하는 후보 변수로 활용될 가능성을 제시하였다.

        기존의 버섯 영양성분 연구는 주로 개별 성분의 함량 비교나 특정 기능성 평가에 초점을 두어 왔으나, 본 연구에서는 비타민 B군 조성을 기반으로 버섯 종 간 vitamin B composition의 차이를 체계적으로 비교할 수 있는 가능성을 제시하였다. 특히 니아신 중심의 군집 형성은 버섯 종 간 조성적 차이를 설명하는 주요 패턴을 보여주었으며, 이는 향후 재배 조건과 비타민 조성 간 관계를 평가하기 위한 기초자료로 활용될 수 있다. 또한 동일 종에서도 배양 조건에 따라 비타민 조성이 변화하는 결과는 재배 환경 제어를 통해 vitamin B composition 변화에 영향을 줄 수 있음을 시사한다.

        비타민 B군은 식품 영양표시와 영양성분 데이터베이스 구축에 활용되는 대표적인 수용성 비타민으로서, 품목 간 영양학적 차이를 객관적으로 비교할 수 있는 중요한 지표이다. 따라서 본 연구에서 제시한 비타민 B군 조성 정보는 버섯류의 영양학적 가치 평가뿐 아니라 품질관리 및 원료 특성 비교를 위한 기초자료로 활용될 수 있다.

        산업적 측면에서 본 연구 결과는 약용 버섯의 품질 표준화 및 특정 목적 성분 함유 식품 소재 개발에 중요한 기초자료로 활용될 수 있다. 특히 비타민 B군 기반의 품질지표 후보 성분 설정은 복수 성분의 통합 분석 결과를 바탕으로 대표 성분 중심의 품질관리에 도움을 줄 수 있는 가능성을 제시하였으며, 원료의 규격화 및 고부가가치 소재 선별에 참고자료로 활용될 수 있을 것으로 판단된다. 또한 재배 조건에 따른 성분 변이 특성은 향후 재배 환경과 vitamin B composition 간 관계를 연구하기 위한 참고자료가 될 수 있다.

        본 연구는 국내 재배 버섯류의 비타민 B군 조성 특성을 비교하고 종 간 차이를 체계적으로 평가하기 위한 기초자료를 제공하였다는 점에서 의의가 있다. 특히 total niacin은 분석 대상 버섯 종 간 조성 차이를 설명하는 주요 변수로 확인되어 품질평가를 위한 후보 지표 성분으로서의 활용 가능성을 보여주었다고 판단된다. 다만 본 연구는 제한된 시료와 반복 분석 자료를 기반으로 수행되었으므로, total niacin을 버섯류의 품질지표로 활용하기 위해서는 품종, 재배지, 수확시기, 저장조건 및 연차 변이에 따른 추가적인 검증 연구가 필요할 것으로 판단된다.
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