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1. Introduction

  일본은 2004년 이래로 중국 등에서 수입하는 농산물을 대상으로 검역을 실시하고 있습니다. 2005

년에는 260여 농약 과 Veterinary Drug을 분석하는 Negative System을 운영하여 왔고 2006년에는 

대상을 늘려 447여 농약 과 Veterinary Drug을 분석하는 Positive System을 적용하고 있습니다. 

  그리고 분석장비는 GC-MS, HPLC, LC-MS(MSMS)를 사용하는데 HPLC에서 검출되는 농약은 LC 

MS(MSMS)로 Confirm하도록 하고 있습니다. 감도는 Maximum Residue Level 0.01ppm을 적용합니다. 

  분석성분들은 Metabolite Toxicology연구로 계속 증가하는데 예를 들어 Metabolite 및 관련 독

성 연구 등으로 파프리카중의 Flonicamide 분석은 Flonicamide 와 metabolite인 TFNA, TFNA-AM 

그리고  TFNG를 동시에 분석하고 있습니다.

  그러므로 농약분석에서는 미량정량(1-10ppb 이하 재현성), 정성확인(RT, 분자량정성), 다 성분 

동시 분석 등이 중요한 요소입니다

Multi Residue Method I : LC MS(MSMS) 결과

2. Identification System

  규제를 가하는 농약 분석에서 정성은 critical 요소입니다. LC MS(MSMS)는 정성에 RT, 모분자 이

온(Parent Ion), 조각 이온(Daughter Ion)을 사용하는데 Identification Point를 제공합니다. 정성점수

는 분석결과를 최종 확인하는 데에 결정적인 요소가 됩니다. 일반적으로 3-4점 이상을 사용합니다.
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정성점수 산출

MS의 정성점수 기준

3, 잔류농약 동시분석 Method Development 

  일본 공전에 있는 성분을 최근 LC MSMS(1200 RRLC, 6410 QQQ)로 분석하여 비교하였습니다. 

분석은 시료 전 처리 조건, LC조건, MS조건이 절차로 진행되며 결과는 감도, 직선성, 재현성, Ion 

Suppression(Matrix Effect)등을 만족하는 선에서 최대한의 성분을 적용합니다. 우선 STDs 에서는 

LOD/LOQ산출, 적용농도범위의 직선성, 재현성을 검증하고 시료에서는 시료 전 처리(추출, 정제), 

Spike 시료의 Ion Suppression, 재현성등을 검증하여 Method Development합니다. 이러한 조건에

서 누락하는 성분들은 별도의 조건으로 조건 II를 만듭니다. 최종적으로 정부 규제요구사항을 충

분히 충족하는지 최종 확인합니다.

  Target 성분은 Pesticide, Veterinary Drug, Mycotoxin을 MRM list방법을 적용하여 

실험하였습니다. 이러한 방법을 Target Screen이라고 하는데 감도, 직선성, 재현성, 시료 전 처리 

등에서 우수한 성능을 보여주고 있습니다.
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시료 추출 과정

Sample(20g)

Acetonitrile(50ml)

Residue

Homogenization (2-3min) 

Centrifugation at 3500 rpm(5 min)

Acetonitrile

Supernatant

Acetonitrile(20ml)

Centrifugation at 3500 rpm(5 min)

Homogenization (2-3min) 

Sample(10g)+water(20ml) for 15min

Grains

To 100 ml

Sample(20g)

Acetonitrile(50ml)
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Homogenization (2-3min) 

Centrifugation at 3500 rpm(5 min)

Acetonitrile
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Acetonitrile(20ml)
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Sample(10g)+water(20ml) for 15min

Grains

To 100 ml

시료 정제 과정

20 ml Aliquot of extract 
NaCl(10g)

0.5 M Phosphate buffer (pH=7) 20ml

Anhydrous Na2SO4

Toluene:acetonitrile(1:3) 2ml

Toluene:acetonitrile(1:3) 20ml for elution

Filtration

Evaporation to dryness

preconditioned Envicarb/NH2(500mg/500mg) with toluene:acetonitrile(1:3) 10ml

Evaporation to less than 1ml at 40C

Reconstituted in 4ml Methanol

Shaking(10min)

Acetonitrile phase

Dehydration

Acetone 10ml 
Evaporation to less than 1ml at 40C

Acetone 5ml 
Evaporation to dryness
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Spike 시료의 Ion Suppression

No Pesticides 1 2 3 4 Average SDEV RSD
1 Aldoxycarb 69 93 68 83 79 11.966 15.21
2 Oxamyl 83 91 84 85 86 3.533 4.12
3 Methomyl 89 88 92 83 88 3.742 4.25
4 Thiamethoxam 71 80 73 78 76 4.203 5.57
5 Clothianidin 89 96 88 92 91 3.511 3.85
6 Thiabendazole 90 97 102 93 95 5.121 5.36
7 Chloridazon 88 94 89 89 90 2.760 3.07
8 Imidacloprid 103 105 105 106 105 1.158 1.10
9 Dimethirimol 83 88 89 87 87 2.533 2.91

10 Thiacloprid 94 94 96 97 95 1.367 1.44
11 Oxycarboxine 101 99 103 99 100 1.741 1.74
12 Aldicarb 78 89 86 82 84 4.931 5.89
13 Tebuthiuron 86 87 88 90 88 1.929 2.20
14 Pirimicarb 83 87 89 86 86 2.369 2.74
15 Azamethiphos 97 101 101 99 100 2.073 2.08
16 Imazalil 103 98 102 107 103 3.589 3.50
17 Ferimzone(E) 89 92 90 91 91 1.279 1.41
18 Thiodicarb 104 97 97 104 100 3.872 3.86
19 Carbofuran 84 87 87 92 88 3.091 3.53
20 Bendiocarb 86 83 85 86 85 1.510 1.77
21 Ferimzone(Z) 89 103 91 91 93 6.502 6.96
22 Methabenzthiazuron 100 101 100 96 99 2.250 2.27
23 Carbaryl 94 89 93 95 93 2.907 3.14
24 Diuron 89 84 86 99 89 6.548 7.32
25 Monolinuron 95 90 94 92 92 2.228 2.41

4. MRM 조건을 구하는 방법

  MRM 조건을 구하는 방법은 Manual과 Auto방법이 있습니다.

  일반적으로 Manual방법에서는 약 500여 성분의 조건을 구하는데 숙련된 전문가는 약 한 달 이

상 소요가 됩니다. 그러나 Optimizer를 사용하는 Auto 방법에서는 약 1주일 이내에 진행이 가능

합니다. 이렇게 만들어진 MRM list는 Database file로 활용 가능합니다.

  MRM(SIM-SIM)조건의 핵심은 모분자 이온과 그 이온의 조각이온을 만드는 것입니다. MS에서는 

Fragmentor Voltage, Collision Energy가 2 Key Point입니다.

2 Key Points : 모 분자이온, 조각이온
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4. Product Ions => 2 이온 선택하여 Quant/Qual Ion으로 사용함

MRM List file : Target Screen용 Database로 활용 가능함
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5. Non Targeted Screening

  Screen분석은 다음 3가지로 분류합니다. 

  A. Targeted Screen

     MS는 QQQ tandem mass가 최적이고

     MS data는 MRM(SIM/SIM) 기술로 수집합니다. 

     Identification Point System을 적용합니다.

  B. Non-Targeted Screen 

     MS는 High Resolution TOF 등이 최적이고

     MS data는 MS scan 기술로 수집합니다.

     AMRT, Isotope Ratio등을 적용합니다.

  C. Unknown Screen

     MS는 Q-TOF 이상이 최적이고

     MS data는 Data Dependent Analysis(MS, MSMS scan) 기술로 수집합니다.

     Profiling Approach 기술 등을 사용합니다.

     Target성분 분취, NMR, RT-IR, 원소분석 등을 병행합니다.

  Target 성분(1000-1500성분 이상) 및 시료의 다양성은 계속 증가하고 있습니다. 시료분석 결과를 

신속하고 정확하게 제공하는 데에 시료 전 처리, 분석 시간 등이 bottle-neck이 되고 있습니다.

  여기에 MS의 선택적인 분자량이온 검출 분석은 Matrix effect를 감소시켜 시료 전 처리 단순화

하는 데 기여하고 있습니다. 분석시간의 단축에는 QQQ MS는 동시 MRM 속도 및 감도의 발달로 

좋은 결과를 제공하고 있습니다.

  MRM list방법은 다 성분 동시분석에서 감도, 재현성, 속도 등에서 우수한 결과를 제공합니다. 

그러므로 QQQ MS는 Regulation에서 최종 검증하는 장비로서 자리매김을 하고 있습니다. 그리고 

약 20분 이내에 200-300성분을 추적할 수도 있습니다.

  그러나 미 지정 성분까지 분석하는 데에는 MRM list는 한계가 있으므로 HR MS인 TOF MS등

을 활용하려는 경향이 있는데 분석 속도에서 가장 앞서고 있습니다. 최근에는 기술발전으로 TOF

의 감도가 1-10ppb 이하를 추적할 수 있기 때문에 TOF MS에 의한 

Non Targeted Screen연구도 많이 진행이 되고 있습니다.

  대안으로 다음과 같은 절차도 고려할 수 있습니다.

  A. TOF MS에 의한 Non-Targeted Screen으로 예상 성분 검출

  B. QQQ MS에 의한 Targeted Screen으로 유해성분 최종 검증

 

  최근에는 HR TOF MS의 감도, 속도 등에서 많은 발전을 이루고 있습니다.
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Non Targeted Screen

Targeted Screen

감사합니다.




