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            Abstract
          
        

        
          
            Background: 
            Cyanazine is used as a pre-emergent herbicide once during the growing season to control weeds of many upland crops worldwide. This study aimed to establish a method to determined cyanazine residue levels in major medicinal crops by using high performance liquid chromatography-UV detection/mass spectometry (HPLC-UVD/MS).

          

          
            Methods and Results: 
            Cyanazine residue was extracted with acetone from the raw products of four representative medicinal plants - Scutellaria baicalensis, Paeonia lactiflora, Platycodon grandiflorum and Angelica gigas. The extract was diluted with a large volume of saline water and directly partitioned into dichloromethane to remove polar co-extractives in the aqueous phase. It was then purifined using optimized Florisil column chromatography. HPLC analysis conducted using an octadecylsilyl column allowed the successful separation of cyanazine from co-extractives of the samples, and the amount was sensitively quantified by ultraviolet absorption at 225 ㎚ with no interference. The accuracy and precision of the proposed method were validated by conducting recovery experiments on each medicinal crop sample fortified with cyanazine at two concentration levels per crop in triplicate.

          

          
            Conclusions: 
            The mean recoveries ranged from 91.2% to 105.3% for the four representative medicinal crops. The coefficients of variation were less than 10%, irrespective of the sample types and fortification levels. The limit of quantification of cyanazine was 0.02 ㎎/㎏ as verified by the recovery experiment. A confirmatory method was performed by liquid chromatography/MS using selected-ion monitoring technique to clearly identify the suspected residue.
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      서 언
      최근, 동서양을 막론하고 한약에 대한 관심이 증가함에 따 라 동아시아 국가들은 한약재의 원료가 되는 약용작물의 생산 에 주력하고 있으며, 우리 국민들의 건강에 대한 관심 또한 높아져 약용작물은 한약의 원료로서도 식품으로서도 그 수요 는 점차 증가하고 있는 추세를 보이고 있다 (Lee et al., 2010a). 이러한 한약재 및 식품원료로 사용가능한 식물성 원 료의 사용이 증가함에 따라 야생채취보다는 생산량 확보를 위 해 약용작물로서 재배가 이루어지고 있으며, 재배과정 중 발 생하는 병해충 및 잡초를 제거할 목적으로 농약을 사용함으로 써 수확된 약용작물의 잔류농약 관리가 필요한 실정이다 (Seo et al., 1994;Choi et al., 2008). 또한, 국내에 등록되어 있 지 않거나 분석법이 확립되어 있지 않은 농약의 경우, 수입 농산물 혹은 한약재에 특정 농약 성분이 잔류하고 있어도 수 입식품 및 한약재의 잔류농약 검사기관에서는 해당 농약성분 의 분석법 미비로 인해 검출이 불가능할 수 있으므로, 국내 미등록 농약이지만 외국에서 사용빈도가 높은 농약에 대해서 는 신규 분석체계 확립을 통한 수입식품 및 한약재의 안전성 확보가 범국민적으로 중요한 사안이 될 것이다 (Lee et al., 2010b). 특히, 약용작물에 대한 미등록 농약의 사용, 국내사용 금지농약 사용, 안전사용기준의 미준수 및 안전성 검사결과 부 적합 발생 등 여러 측면에서 문제점들이 나타나고 있고, 수입 되는 한약재 및 약용작물에 대해서도 사용되고 있는 농약의 종류가 각 나라마다 상이하므로 약용작물에 대한 잔류농약 평 가는 반드시 이루어져야 할 과제이다 (Lee et al., 2010b;Hwang et al., 2011).

      약용작물 중 황금과 작약은 국산 한약재 유통의 투명화 • 활 성화 및 안정적인 한약재 생산기반을 유지를 위해 선정된 수 급조절품목에 속하며 한약재 중 생산현황 및 품질과 등급의 확립을 위해 유통이력 대상품목으로 지정되어 있는 품목이다 (KCS, 2016). 또한 당귀와 길경과 같은 약용작물은 재배면적 및 생산량이 국내 점유 비율이 높고 가격경쟁력이 높지만 이 에 따라 식품으로서의 수입된 품목이 원산지 위변조, 불법유 통에 대한 우려가 증가하고 있다 (Lee et al., 2013).

      식품의약품안전처 고시 제2011-27호에 의하면 작약의 경우 나프로파마이드 [napropamide, 허용기준치 (MRL, maximum residue limit) 0.1㎎/㎏], 트리아디메폰 (triadimefon, MRL 0.5㎎/㎏), 트리프루미졸 (triflumizole, MRL 1.0㎎/㎏) 등 12 개의 농약에 대하여, 당귀의 경우 메톡시클로르 (methoxychlor, MRL 1.0㎎/㎏), 엔토설판 (α-endosulfan MRL 0.2㎎/㎏) 등 7종의 농약에 대하여, 길경의 경우 나프로파마이드 (napropamide, MRL 0.1㎎/㎏), 싸이퍼메쓰린 (cypermethrin, MRL 0.5㎎/㎏)등 3종의 농약에 대한 허용기준치가 제시되어 지고 있으나 (KFDA, 2011) 국내 미등록 농약인 triazine계 제초제에 대해서 농약검출 빈도와 잔류량 조사방법이 구명되 거나 그 기준이 마련된 바 없다.

      Triazine계 제초제는 1950년대부터 광엽잡초의 방제에 주로 사용되고 있다 (Shaner et al., 2010). Triazine계 제초제인 cyanazine은 발암 가능성이 제기됨에 따라 미국에서는 1990년 대 후반부터 점차 사용량을 줄여 2002년부터는 자국에서의 사 용을 금지하고 있으나 (Infante-Rivard and Weichenthal, 2007), 중국 및 뉴질랜드 등에서는 다양한 밭작물의 잡초를 제 거하는 데 사용하고 있으며 (Lynch et al., 2006;MHNZ, 2007;NHFPC, 2014), 중국에서의 MRL은 0.05㎎/㎏ 수준, 뉴질랜드의 경우 0.01 - 0.02㎎/㎏ 수준으로 보고되고 있다 (MHNZ, 2007;NHFPC, 2014).

      한편, cyanazine [2-(4-chloro-6-ethylamino-1,3,5-triazin-2- ylamino)-2-methylpropiononitrile] (Table. 1)의 분석은 chemometric방법을 이용한 분광광도분석법이 보고된 바 있고 (Zhang and Pan, 2011), 분자구조 내에 함유되어 있는 amino 기에 의해 HPLC (high performance liquid chromatography) 로도 분석된 바 있으나 (Snchez-Rasero and Dios, 1988;Hogendoorn and Goewie, 1989), 이러한 선행 연구결과들은 작물에 적용되기는 하지만 토양 및 수환경계로 방출되어 식품 및 음용수를 통해 생태계를 구성하는 생물체에 위해를 가하는 등 환경적 문제점을 일으키는 cyanazine과 유사한 triazine 제 초제인 simazine 등과 같이 그 분석대상이 토양 혹은 지하수 에 대한 잔류성 및 오염도를 평가하기 위한 목적으로 제한되어 실행되었기 때문에 (Chung et al., 2011) 약용작물을 대상으로 한 분석조건 확립 및 회수율 등이 검토가 필요한 실정이다. 약 용작물은 다양한 형태의 배당체 성분들을 포함하고 있어 이들 로 부터 농약성분의 추출 및 분리는 쉽지 않으므로 (Hwang et al., 2011), 액-액 분배과정 및 흡착크로마토그래피 정제 등 을 포함한 시료 전처리 및 조제과정의 최적화 와 추가적인 재 확인법을 통해 분석법의 신뢰성을 제고하고자 하였다.

      
        Table 1 
				
        

        
          Physicochemical properties of cyanazine (WHO, 2003).

        
        

      

      
        
          	
            
          
        

      

      

      따라서, 본 연구는 약용작물인 황금 (Scutellaria baicalensis), 작약 (Paeonia lactiflora), 길경 (Platycodon grandiflorum) 및 당귀 (Angelica gigas)를 대상으로 국내에서는 미등록 농약이지 만 중국 및 뉴질랜드 등 외국에서 밭작물 제초제로 사용하고 있는 triazine계 제초제인 cyanazine에 대해 정확성 및 정밀성 이 확보된 약용작물에 적용 가능한 잔류분석법을 확립하여 한 약재로 사용되는 국내 • 외 유통 약용작물에 대한 잔류농약 검 사의 기초 자료를 제공하고자 하였다.

    

    

  
    
      재료 및 방법
      
        1. 시약 및 기구
        본 연구에 사용된 cyanazine은 순도 98.0% 이상의 분석용 표준품을 Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA)로부터 구입하 여 사용하였다. 표준품을 methanol에 녹여 1,000 ㎎/ℓ의 농도 가 되도록 stock solution을 조제하여 −20℃의 냉동고에서 보관하면서 필요 시 마다 methanol로 희석하여 사용하였다. Florisil (60 - 100mesh)은 J. T. Baker (Philipsburg, NJ, USA) 로부터 구입하여 130℃에서 하룻밤 이상 가열, 활성화하여 사 용하였다 (KFDA, 2012). n-Hexane, methanol, acetonitrile, dichloromethane, acetone 및 ethyl acetate는 잔류분석용을, deionized water는 HPLC용을 J. T. Baker (Philipsburg, NJ, USA)에서 구입하여 사용하였으며, 기타 유기용매 및 무기시약 은 시약특급 또는 잔류분석용을 사용하였다. 감압농축기는 Eyela NE-1000SW (Eyela Co., Tokyo, Japan)를 사용하였고, 시료는 고속 균질기인 Ultra-Turrax T-25 (IKA, Wilmington, NC, USA)를 이용하여 마쇄 및 균질화 하였다.

      

      
        2. 약용작물 시료
        본 연구에 사용된 대표 약용작물은 한약 조제 시 사용 빈도 및 활용도가 높은 길경, 당귀, 작약 및 황금을 선정하였다. 대 표 약용작물은 서울특별시 서대문구에 위치한 경동시장에서 건재를 구입한 후 식품공전 상 검체 처리방법 (MFDS, 2012) 에 따라 전처리하여 사용하였으며, 대조구 시료는 잔류농약 검 사를 실시하여 무농약 시료임을 확인하였다.

      

      
        3. HPLC-UVD/MS 기기분석 조건
        Cyanazine은 분자구조 내에 amino기를 포함하고 있어 GLC (gas-liquid chromatography) 분석 시 열분해 등에 의해 분리 능이 열등해질 가능성이 있으므로 HPLC 분석법을 적용하고 자 하였다. Cyanazine 분자구조 내 conjugation system에 착 안하여 비교적 장파장의 자외흡광이 예상되므로 검출기는 자 외흡광검출기 (ultra violet detector; UVD)를 이용하였다. 분 리용 column은 YMC-Pack Pro C18 RS (4.6 × 250㎜, 5㎛, YMC Inc., Wilmington, NC, USA) 를 사용하여 UVD가 장 착된 Agilent 1200 series HPLC (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA)로 분석하였고, 잔류분의 재확인을 위 한 LC/MS (liquid chromatography/mass spectrometry) 분석 에는 Agilent 6110 Quadruple LC/MS (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA)를 사용하였으며, 각각의 자세한 분석 조건은 Table 2에 나타내었다.

        
          Table 2 
				
          

          
            HPLC-UVD and LC/MS operating parameters for the analysis and confirmation of cyanazine.

          
          

        

        
          
            	
              
            
          

        

        

      

      
        4. 표준검량선 및 분석정량한계 (limit of quantitation, LOQ)
        Cyanazine의 stock solution을 희석하여 0.05 - 5.0㎎/ℓ의 농도가 되도록 농도별 표준용액을 조제하고, 각 20㎕를 HPLC에 주입하여 분석된 peak의 면적을 기준으로 표준검량선 을 작성하였다.

        분석법의 정량한계는 무농약으로 확인된 건재 상태의 각 약용 작물 시료에서 간섭물질이 존재하지 않음을 확인한 후, 분석기 기의 정량한계와 시료량 그리고 분석과정 중의 농축배율을 계산 하여 아래의 계산식에 의해 산출하였으며 (Lee et al., 2011), 동 일 수준으로 cyanazine을 처리한 회수율 시험으로 재확인하였다.

      

      
        5. 시료의 추출 및 분배
        건재 상태의 각 약용작물 시료 25 g에 acetone 100㎖를 가
			LOQ (mg/kg)=기기 정량한계 (ng)주입량(μℓ)×시료용액(mℓ)시료량(g)
			하고 고속 균질기상에서 2분간 고속마쇄 (12,000 rpm), 추출 하였다. 추출물을 여과지 (Toyo No. 6, Tokyo, Japan)가 장 착된 Buchner funnel 상에서 여과하고 시료 및 균질기 컵을 여분의 acetone 40㎖로 씻어 앞서의 여과액과 합하였다. 합친 추출액을 1ℓ 용량의 분액여두에 옮기고 포화식염수 50㎖와 증류수 450㎖를 첨가한 뒤 dichloromethane으로 50㎖씩 2회 분배 추출하였다. 합친 dichloromethane 추출액은 수분 함유에 의해 40℃에서 감압농축하는 경우 농축 수율이 낮아지기 때문 에 무수 sodium sulfate에 통과시켜 탈수한 후 감압 농축 및 건고하였고, 건고된 잔류물에 dichloromethane 10㎖를 첨가하 여 재용해한 후 Florisil 흡착 크로마토그래피에 직접 공시하였 다 (Lee et al., 2011).

      

      
        6. Florisil 흡착 크로마토그래피
        내경 1.5㎝, 길이 40㎝의 유리칼럼에 활성화시킨 Florisil 10 g을 건식 충전한 후, 3 g의 무수 sodium sulfate를 그 위에 첨가하였다. 칼럼에 n-hexane 50㎖를 가하여 상단에 소량의 n-hexane이 남을 정도로 유출시켜 버린 후 dichloromethane 10㎖에 녹인 시료 용액을 가하여 약 3㎖/min의 유속으로 유 출시켰다. 충전제 표면이 노출되기 직전 n-hexane/ethyl acetate 혼합용액 (95/5, v/v) 150㎖를 용출시켜 버린 후 재 차 n-hexane/ethyl acetate 혼합용액 (85/15, v/v) 150㎖를 용출시켜 받았다. Cyanazine이 용출된 분획은 40℃에서 감압 농축, 건고하고 잔류물을 acetonitrile/water (40/60, v/v) 10㎖ 에 재용해하여 HPLC로 분석하였다.

      

      
        7. 대표 약용작물에 대한 cyanazine의 회수율 시험
        본 연구에서 확립한 cyanazine 잔류분석법의 효율 및 신뢰 성을 검증하기 위해 실제 건재 상태의 약용작물 시료에 대한 회수율 시험을 수행하였다. 즉, 분쇄한 각 대표 약용작물 시료 25 g에 LOQ의 10배 및 50배에 해당하는 cyanazine 표준용액 을 각각 3반복으로 처리한 다음 상기 분석과정을 수행하여 회 수율과 분석오차를 측정하였다.

      

    

    

  
    
      결과 및 고찰
      
        1. HPLC 분석조건의 확립
        Cyanazine의 최적 HPLC 분석파장을 선정하기 위하여 methanol에 용해한 10㎎/ℓ의 표준품을 on-line HPLC/DAD 를 이용하여 190 - 400㎚ 범위에서 최대흡수파장 (λ max)을 조사하였다. 그 결과, 220㎚에서 최대 흡광력을 나타내었으 나 (Fig. 1), 220㎚는 약용작물 시료 중 함께 추출되는 다양 한 배당체 및 메트릭스 성분의 흡광과 이동상 용매로 사용되 는 유기용매의 자외선 흡광 (UV cut-off)이 예상되므로, 상대 적으로 약용작물의 추출물 및 이동상 용매에 의한 간섭 정도 가 작고, cyanazine의 기기 분석 시 220㎚ 대비 감도 저하에 영향이 작을 것으로 판단되는 225㎚를 검출파장으로 설정하 였다.

        
          
          

          Fig. 1 
				
          

          
            UV absorption spectrum of cyanazine.
          
          

          

        

        HPLC 분석의 분리용 column은 C18계열의 YMC-Pack Pro C18 RS (4.6 × 250㎜, 5㎛)를 이용하였고, 이동상은 cyanazine이 해리가 되지 않는 중간극성 화합물임을 감안하여 acetonitrile 수용액을 사용하였다. 이동상 용매 중 acetonitrile 의 농도를 달리하여 머무름시간 및 peak의 이론단수 등을 검 토한 결과, 등용매용리 (isocratic) 조건에서 acetonitrile/water (40/60, v/v) 혼합용액이 머무름시간과 분리도 측면에서 가장 적합한 양상을 나타내었으며 (Fig. 2), 이때 cyanazine의 머무 름시간은 11.0분이었다. 분리능과 감도를 증대시키기 위하여 용매구배법 (gradient elution)을 사용할 수 있으나 이 경우 분 석시간이 지연될 수 있고, 머무름시간의 재현성이 등용매용리 조건에 비해 상대적으로 열등할 수 있다. 본 분석법의 개발 목적은 시료 입수 후 단시간 내에 분석 작업이 수행되어야 하 는 일상적 공정 분석용이므로 분석법의 안정성 측면에서 보다 유리한 등용매용리 조건을 선정하였다.

        
          
          

          Fig. 2 
				
          

          
            Chromatogram of cyanazine standard solution (20㎕ of 0.05㎎/ℓ in methanol).
          
          

          

        

        분석기기의 정량한계는 크로마토그램에서 peak로써 나타난 대상 성분의 분석 결과를 신뢰성 있게 수치화할 수 있는 한계 농도로써, 크로마토그램 상에서 검출된 peak의 S/N (signal/ noise)의 비가 최소 10 이상을 나타내는 성분의 농도를 의미한 다 (Fong et al., 1999;Miller, 2005). Table 2의 HPLC 조 건에서 cyanazine 표준용액을 분석하여 S/N비를 계산한 결과, 기기상의 정량한계 (S/N ≥ 10)는 1 ng 수준이었다.

        한편, cyanazine의 농도별 표준용액 (0.05 - 5㎎/ℓ) 20㎕를 HPLC에 주입, 분석하여 얻은 검량선의 회귀방정식은 y = 135.1439x - 0.4115 (R2= 0.999**)로 우수한 직선성을 나타내었 다 (Fig. 3). 즉, cyanazine은 기기 정량한계 수준인 1 ng에서 부터 그 100배인 100 ng까지의 표준검량선에 대한 회귀계수가 R2= 0.999** 이상으로 정량의 직선성이 검정되었으므로 비교 적 넓은 농도 범위의 시료 중 잔류량을 비례적으로 산출하는 것이 가능하였다.

        
          
          

          Fig. 3 
				
          

          
            Calibration curve of cyanazine in HPLC. 
          
          

          

        

      

      
        2. 약용작물 시료의 cyanazine 추출 및 분배과정의 확립
        건재 상태의 약용작물 시료로부터 cyanazine 성분을 추출하 기 위한 용매로는 acetone을 사용하였다. 약용작물 추출액으로 부터 대상 성분과 함께 추출되는 방해물질을 1차적으로 제거 하기 위한 조정제법으로는 액-액 분배법을 사용하였다. 즉, 수 용성 유기용매 추출액을 다량의 포화식염수/증류수로 희석한 후 직접 비극성 용매로 분배 추출하는 방법을 사용하였는데, 이는 US FDA법이나 AOAC법에서 중간 및 비극성 농약 성 분에 대하여 보편적으로 사용되며 (AOAC, 2000;Lee et al., 2008), 번거로운 추출액의 농축과정을 생략할 수 있는 장점이 있다. 분배용매로 n-hexane, 2종의 n-hexane/ dichloromethane 혼합액, dichloromethane 등 총 4종을 공시하여 cyanazine 성 분의 분배효율을 조사하였다 (Table 3).

        
          Table 3 
				
          

          
            Efficiency of liquid-liquid partition of crude extract by different solvents for cyanazine.

          
          

        

        
          
            	
              
            
          

        

        

        Cyanazine 성분의 액-액 분배조건에 따른 분배효율을 조사 한 결과, n-hexane 용액 100㎖로 분획하였을 때의 회수율은 5.2% 수준이었으며, n-hexane/dichloromethane 혼합액 (80/20, v/v) 100㎖로 분획하였을 때 회수율은 58.2% 수준, nhexane/ dichloromethane 혼합액 (20/80, v/v) 100㎖로 분획하 였을 때는 83.7%, dichloromethane 50㎖로 2회 반복한 분획 은 96.1%를 나타내어 분배용매의 극성 강도가 강할수록 높은 회수율을 나타내었다. 따라서, 공시된 액-액 분배조건 중 가장 우수한 회수율을 나타낸 dichloromethane 50㎖로 2회 반복하 여 분획을 수행하는 분배용매 IV의 액-액 분배조건을 cyanazine의 최종 분배용매로 선정하였다.

      

      
        3. Florisil 흡착 크로마토그래피 정제조건의 최적화
        약용작물에 함유된 cyanazine의 분석 시 상기 액-액 분배과 정을 통해 상당량의 불순물 및 비극성 간섭물질들이 제거되었 을 것으로 판단되나, 약용작물의 종류에 따라 시료로부터 유 래되는 다양한 기타 불순물이 존재하므로, 추가적인 정제과정 이 필요할 것으로 판단되어 흡착크로마토그래피에 의한 정제 법을 검토하였다. 흡착크로마토그래피는 잔류농약 분석 시 가 장 많이 이용하는 방법으로, 흡착제로는 silica gel, Florisil 및 alumina 등이 많이 사용된다. 이 중 Florisil은 색소와 지방의 제거가 뛰어나 미국의 FDA나 AOAC등에서도 가장 많이 사 용하는 방법으로, 본 연구에서도 cyanazine의 극성을 고려하여 Florisil을 흡착제로 선정 하였고, 용매의 극성 조절을 위해 nhexane/ ethyl acetate 혼합용액의 용매체계를 이용하여 최적화 하였다 (Table 4).

        
          Table 4 
				
          

          
            Elution profile of cyanazine on Florisil column chromatography.

          
          

        

        
          
            	
              
            
          

        

        

        Florisil 흡착크로마토그래피용 용매의 다양한 극성 조절을 이용하여 cyanazine의 회수율을 조사한 결과, n-hexane/ethyl acetate 혼합액 (95/5, v/v) 150㎖로 pre-washing한 후, n-hexane/ ethyl acetate 혼합액 (85/15, v/v) 150㎖로 용출할 경 우 94.8%의 우수한 회수율을 나타내었으며, ethyl acetate의 비율을 20%로 조절하여 용출용매의 강도를 높여도 회수율의 개선정도는 미미하였다. 따라서 Florisil 흡착크로마토그래피법 을 이용한 간섭물질 제거를 위한 추가적인 정제법은 상기의 방법과 같이 적용하였다.

      

      
        4. 약용작물 시료 중 cyanazine의 분석정량한계 및 회수율
        본 연구에서 확립한 시료 추출 및 정제, 그리고 기기분석 과 정을 무농약 약용작물 시료에 적용한 결과는 Fig. 4와 같다. 무농약 약용작물의 최종 시료용액에서 대상농약과 동일한 머 무름시간에 간섭물질이 존재하지 않음을 확인하였고, 분석기 기의 정량한계 (LOQ)와 시료량, 그리고 분석과정 중의 농축 배율을 계상하여 분석법의 정량한계를 산출하였다. 본 연구에 서 무농약 약용작물 시료에서 간섭물질이 존재하지 않음을 확 인한 후 산출된 cyanazine의 정량한계는 0.02㎎/㎏이었으며, 국제기준인 Codex (CAC, 2003) 및 식품공전 잔류농약분석법 실무 해설서 (KFDA, 2012)에서 권장하는 잔류농약분석법 기 준인 0.05㎎/㎏ 이하 또는 허용기준의 1/2 이하의 정량한계 기준에 적합하였다.

        
          
          

          Fig. 4 
				
          

          
            HPLC chromatograms of major medicinal crops extracts for the analysis of cyanazine, fortified at ten-fold of LOQ level.
          
          

          

        

        각각의 약용작물 무처리 시료에 cyanazine 표준용액을 정량 한계의 10배 및 50배의 농도가 되도록 첨가하고, 상기 확립된 분석방법에 의하여 대표 약용작물 시료를 3반복으로 분석하여 회수율을 조사한 결과, 정량한계 10배 수준에서는 91.2 - 105.3%, 정량한계 50배 수준에서는 91.5 - 100.1%의 양호한 회수율을 보였고, 재현성도 양호하여 분석의 상대표준편차 (CV, %)는 최대 2.4%로 조사되었다. 따라서, 처리수준 및 약 용작물 시료 종류에 관계없이 잔류분석기준인 회수율 70 - 120% 범위와 분석의 상대표준편차 (CV, %) 10% 이내를 만 족하였다 (Table 5).

        
          Table 5 
				
          

          
            Recovery ratio of cyanazine with different medicinal crop samples.

          
          

        

        
          
            	
              
            
          

        

        

        이상의 결과로 볼 때, 본 연구에서 확립된 cyanazine의 분 석법은 국내외에서 유통되는 약용작물 시료에 함유된 cyanazine의 잔류농약 분석 및 검사에 충분히 적용 가능함을 확인하였다.

      

      
        5. LC/MS를 이용한 잔류분의 재확인
        상기의 과정으로 개발된 분석법의 신뢰성을 확보하기 위하 여 LC/MS에 의한 재확인 과정을 추가하였다. LC/MS 분석 시 분석대상 성분의 분자구조로부터 유도되는 분자이온과 주 요 fragment ion을 확인함으로써 보다 신뢰성 있는 정성확인 이 가능하다는 장점이 있다 (Kwon et al., 2008).

        Cyanazine은 acetonitrile/water의 이동상 용매에서도 비교적 이온화가 잘 이루어져 일반적으로 이온화 향상을 위해 이동상 용매에 추가적으로 유기산 등을 첨가하는 이온화 증진 방법이 필요치 않았으며, HPLC 분석에 적용한 이동상 용매 조건을 LC/MS에도 동일하게 적용하였다. Fig. 5와 6에 나타낸 TIC (total-ion chromatogram) 및 mass spectrum으로부터 cyanazine 은 ESI (electrospray ionization) positive ion 조건에서 용이 하게 protonation 되어 [M + H]+인 m/z 241.1을 형성함을 알 수 있다. 또한, cyanazine은 한 개의 chlorine을 함유하고 있 으므로 35Cl과 37Cl간의 동위원소 비율에 따라 m/z 241.1과 m/z 243.1이 3 : 1 비율로 형성되는데 (McLafferty and Turecek, 1993), 이러한 비율을 mass spectrum을 통해 명확히 확인할 수 있었다. 본 연구에서 cyanazine의 [M+H]+ peak가 base peak로 나타나므로 selected-ion monitoring (SIM)용 ion 으로는 [M+H]+인 m/z 241.1 ion만을 이용하여도 충분한 정성 적 확인이 가능하였다 (McLafferty and Turecek, 1993;Ardrey, 2003).

        
          
          

          Fig. 5 
				
          

          
            Total-ion chromatogram (TIC) of cyanazine in LC/MS.
          
          

          

        

        
          
          

          Fig. 6 
				
          

          
            ESI (+) mass spectrum of cyanazine.
          
          

          

        

        Fig. 7은 본 실험에 사용된 대표적 약용작물 시료 4종에 대해 cyanazine의 잔류분을 재확인한 SIM (selected-ion monitoring) chromatogram이며, 본 실험에서 사용된 모든 약용작물 무처리 시료에서는 cyanazine 성분의 peak가 전혀 관찰되지 않았고, 인 위 첨가된 시료에서는 동일한 머무름시간대에 정확하게 cyanazine의 잔류분만을 확인할 수 있었다. 따라서 본 연구에 서 사용한 LC/MS의 SIM조건을 이용할 경우에도 HPLCUVD를 이용한 정량법과 더불어 약용작물 시료에 함유된 cyanazine 잔류분의 추가적 정성분석법으로 사용할 수 있을 것 으로 판단되었다.

        
          
          

          Fig. 7 
				
          

          
            SIM chromatograms of major medicinal crops for the confirmation of cyanazine, fortified at ten-fold of LOQ level.
          
          

          

        

        상기의 검증과정을 통해 주요 약용작물 시료 중 triazine계 제초제 cyanazine의 HPLC-UVD/MS 분석법을 확립하였으며, acetone 추출법, dichloromethane 액-액 분배법 및 Florisil 흡 착크로마토그래피법의 적용을 통해 분석법을 최적화 하였다. Cyanazine의 정량적 분석을 위한 최적 HPLC 분석 조건을 확 립하였으며, 정량한계 (LOQ)는 0.02㎎/㎏ 이었다. 각 대표 약용작물 시료에 대해 정량한계의 10배 및 50배 수준에서 회 수율을 검토한 결과, 모든 처리농도에서 91.2 - 105.3% 수준을 나타내었으며, 반복 간 변이계수 (CV)는 최대 2.4%를 나타내 어 잔류분석 기준인 회수율 70 - 120% 및 분석오차 10% 이 내를 충족시키는 만족한 결과를 도출하였으며 (KFDA, 2012), 또한 LC/MS SIM을 이용하여 실제 약용작물 시료에 적용하 여 재확인 하였다. 이상의 결과로 약용작물 시료를 대상으로 한 cyanazine의 HPLC-UVD/MS 분석법은 검출한계, 회수율 및 분석오차 면에서 국제적 분석기준을 만족하는 신뢰성이 확 보된 정량 분석법으로 사용 가능할 것이다.
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Drying gas
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(m/z)

Agilent 1200 HPLC system
Ultra violet detector (UVD)
YMC-Pack Pro Cy RS (4.6 x 250 mm, 5 m)

35T

Acetonitrile/water (40/60, v/v)

1 mt/min
UV 225
20 b
LC/MS
Agilent 6110 Quadruple LC/MS
YMC-Pack Pro Cy5 RS (2.0 x 150 mm, 3 ym)

35T

Acetonitrile/water (40/60, v/v)

03 nt/min

5k

Electrospray ionization (ESI), positive-ion mode
N;, 10.0 ¢ /min

350C

35 kv

200 - 600
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50 mé dichloromethane (x 2 times).
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