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Abstract : In veterinary medicine amitraz has been used as an insecticide to eliminates mites, lice, and

ticks in dogs, cats, goats, swine and cattle. The objective of present study was to developed an analytical

method using one-step extraction and determination of the amitraz in veterinary drugs by liquid

chromatography (LC). The amitraz was analyzed by LC equipped with Waters XTerra RP18 (4.8 × 250

mm; 5 µm; Waters, USA) analytical column, using 75% acetonitrile (acetonitrile/D.W; 75/25) at 1.0 ml/

min. The UV-VIS detection of amitraz was made at 290 nm. Calibration graphs were linear with very

good correlation coefficients (r2> 0.9999) from 80~120 µg/ml. The limit of detection was 0.09 µg/ml and

limit of quantification was 0.27 µg/ml. The method showed good intra-day precision (CV 0.05~0.09%) and

inter-day precision (CV 0.06~0.18%).

Keywords : amitraz, LC, veterinary drug

서 론

Amitraz(N'-(2,4-Dimethylphenyl)-N-[[(2,4-dimethy-

lphenyl)imino]methyl]-N-methylmethanimidamide)는 form-

mamidine계의 살충제로써 농업분야와 수의학 분야에서

널리 사용되고 있다 [7, 16]. 농업분야에서는 붉은 잎 응

애(red spider mites)와 잎벌레(leaf miners), 깍지벌레(scale

insects) 및 진딧물(aphids)의 박멸에 폭 넓게 사용되고 있

으며 [5, 19], 수의분야에서는 개 [9, 10]와 고양이 [8]의

모낭충증, 염소 [20], 돼지, 소 [18]등에서 살충제로 사용

되어 지고 있다. Amitraz를 과량 사용 시 다양한 중독증

상이 동물뿐만 아니라 인간에게서도 유발 되는데 [3] 가

장 두드러지는 amitraz의 중독증상은 척추동물의 중추신

경계 억제 [2], 서맥, 고혈당, 동공확대, 구토, 고창증 등

이 있다 [11, 12]. 따라서 수의학 분야에서 해충구제의

목적으로 사용되어지는 amitraz의 품질관리가 매우 중요

하다고 할 수 있다. 현재까지 amitraz 분석은 주로 가스

크로마토그래피(GC) [6]를 이용하였고 식품에서 amitraz

분석을 위한 고성능액체크로마토그래피(LC) [17] 방법

등이 있다. 그러나 기존의 amitraz의 분석법은 주로 벌

집이나 꿀 자체에서 amitraz를 분석하는 방법으로 수많

은 방해물질을 제거하고 그 분해산물까지 추출하는 방

법으로 acetone/증류수 혼합물을 이용하여 추출하고

hexane 등으로 재추출하는 방식이었다. 검출기도 주로

GC-ECD를 이용한 방법이었으나 ECD 검출기의 경우 안

정화 되는 시간이 오래 걸리고 사용 방법이 복잡하여 일

반화된 방법으로 사용하기에는 제한적이었다. 이외에도

SPE를 사용하여 전 처리한 후 GC/MS로 분석하는 방법

등도 알려져 있으나, 방법이 복잡하고, 비용이 많이 들

며, 방해물질을 제거하기 위해 다양한 조건의 전 처리
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과정 등이 필요하다 [14, 15].

현재 동물용의약품에서 LC를 이용한 amitraz 분석방

법은 전무한 실정으로 amitraz 제제의 품질관리 방법이

매우 제한적이다. 동물용의약품에서 amitraz 분석을 위

해서는 International Conference on Harmonization(ICH)

guideline [13]에 따라 system suitability test를 통한

capacity factor(K'), plate count(N) 등의 parameter 충족은

기본이며, 확립된 분석법은 유효성 검증 parameter인

recovery, intra-, inter-day precision등을 확보해야 하는데,

현재 amitraz에 대해 이러한 parameter를 충족시키는 분

석법은 전무한 실정이다. 따라서 본 연구를 통해 LC를

이용한 간편하고 빠른, 유효성이 검증된 amitraz 분석방

법을 확립하고자 한다.

재료 및 방법

시약 및 기기

측정에 사용한 LC는 Agilent 1100 series(Agilent, USA),

photodiode array 검출기와 운영 프로그램을 사용하였고

amitraz 표준품(USP, USA)에서 구입하였으며, 시중에서

유통되고 있는 amitraz 제제 3종 그린틱스(녹십자, Korea),

아미트라즈 12.5EC(Hockley, UK), 텍틱(동진, Korea)을

구입하여 시료로 사용하였고, HPLC 분석에 사용된

acetonitrile (J.T.Baker, USA)은 HPLC급 시약으로 구입

하여 사용하였다. 칼럼은 Purospher STAR RP18(4.6 ×

150 mm; 5 µm; Merck, USA), Xterra RP18 (4.6 × 250

mm; 5 µm; Waters, USA), CAPCELL PAK C18 UG 80

(4.6 × 250 mm; 5 µm; Shiseido, Japan)을 사용하였다. 증

류수는 ELGA PURELAB Classic water system(ELGA,

UK)을 사용하여 전기전도도 18.2 MΩ 이상을 사용하

였다.

표준액의 조제

Amitraz 표준품 0.05 g을 정확히 재어 50 ml volumetric

flask에 넣고 HPLC급 acetonitrile 에 녹여 1 mg/ml 의 농

도로 stock solution을 만들어 냉장보관 하였다. 준비된

stock solution을 A그룹(80, 100, 120 µg/ml)과 B그룹(400,

500, 600 µg/ml)으로 각각 단계적으로 희석하여 검량용

표준 용액을 조제 하였다. 각각의 표준용액 10 µl를 LC

로 분석하여 두 그룹의 chromatogram 면적을 구하고 이

들의 면적과 표준용액의 농도를 변수로 한 검량선을 작

성하였다.

LC 분석 조건 선정

최적 분석 조건 확립을 위해 XTerra RP18(4.6 × 250

mm; 5 µm; Waters, USA)등 총 3종의 칼럼을 테스트하

였고, 최적이동상조건을 선정하기 위해 물/acetonitrile 혼

합용액에서 물의 비율을 0~25%로 변화를 주며 테스트

하고, 이동상의 pH에 따른 amitraz의 영향을 확인하기

위해 pH 3, 7, 9에서 각각 테스트 하였다. Photodiode

array detector를 통해 최대흡수파장을 선정하였고, 이동

상의 속도는 1.0 ml/min를 이용하였다.

시스템 적합성

확립된 기기분석법에 대해 시스템적합성 parameter

(plate count, N, symmetry factor, R, capacity factor, K')의

검증은 ICH guideline [13]에 따라 검증하였다.

확립된 기기분석법의 유효성 검증

분석방법의 특이성, 정밀도, 직선성, 정확도를 검증하

였다. 직선성을 평가하기 위해 1 mg/ml 의 농도로 만들

어 놓은 표준품 stock solution을 acetonitrile에 희석하여

A그룹(80, 100, 120 µg/ml)과 B그룹(400, 500, 600 µg/ml)

으로 만든 후 각 그룹을 3반복하여 직선성을 확인하였

다. 정밀도를 결정하기 위해 10, 50, 100 µg/ml 농도로

inter-day 와 intra-day assay를 실행하였고 정확도(%bias)

는 계산값(Cnom)과 측정값 (Cobs)를 통하여 다음과 같이

계산하였다. : bias(%) = [(Cobs −Cnom)/(Cnom)] × 100. 상대

표준편차(%RSD)는 Cobs로부터 다음과 같이 계산하였

다. : %RSD = [표준편차(SD)/Cobs] × 100. HPLC를 사용

한 amitraz의 검출한계(LOD)와 정량한계(LOQ)는 ICH

guideline [13] 의해 결정하였다.

결 과

최적분석조건 확립

Amitraz에 대한 기기분석 조건을 확립하기 위해 표준

품을 acetonitrile에 희석하여 표준액을 제조한 후 XTerra

RP18(4.6 × 250 mm; 5 µm; Waters, USA)등 총 3종의 칼

럼에 대한 테스트를 시행하였다. 3종의 칼럼을 테스트

한 결과 XTerra 컬럼이 ICH guideline [13]에 가장 적합

하였다(Table 1). 이동상의 조성에 따른 amitraz의 분해

능을 확인하기 위해 물/acetonitrile 혼합용액에서 물의 비

율을 0~25%로 조정하여 테스트한 결과 물/아세토니트

릴의 비율이 25/75(v/v, %) 조건에서 가장 좋은 분해능

과 해상도를 보였다. 또한 amitraz의 경우 기존문헌에 따

르면 산성용액에서 분해가 일어난다고 밝혀져 있어 [4]

본연구에서도 이동상의 pH변화에 따른 amitraz의 영향

을 확인하기 위해 이동상의 pH를 3, 7, 9로 만든 후 각

각 테스트 하였다. 그 결과 pH 3인 경우 문헌과 마찬가

지로 amitraz가 현저히 분해 됨을 확인할 수 있었고 pH

7, 9 간 에는 유의할만한 차이가 없었다. 이에 pH 7 조
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건을 이동상의 pH로 선정하였다(Table 2). 이동상 속도

는 1.0 ml/min으로 하여 분석시간 15분 이내로 최적분석

조건을 확립하였다(Table 3). 확립된 분석조건을 이용하

여 표준품과 시료를 분석한 결과 머무름 시간 8.7분에

서 표준품과 시료에서 어떠한 방해물질 없이 동일한 피

크를 확인할 수 있었다(Fig. 1). 또한 시료 내 amitraz와

표준품의 스펙트럼을 비교한 결과 동일한 물질임을 확

인할 수 있었다(Fig. 2).

시스템 적합성

확립한 조건의 시스템 적합성을 확인한 결과 plate

count(N) 11662, symmetry factor(R) 1.3, capacity factor(K')

2.18로 국제기준인 ICH guideline [13]에 적합하였다.

확립된 기기분석법의 유효성 검증

표준품의 농도를 각각 A그룹(80~120 µg/ml), B그룹

(400~600 µg/ml) 으로 하여 표준곡선을 확인한 결과 우

수한 직선성 (r2> 0.9999)을 나타내었다(Fig. 3). 확립된

분석조건에서 샘플의 검출한계와 정량한계는 각각 0.09

µg/ml와 0.27 µg/ml으로 낮은 농도까지 분석이 가능하였

Table 1. Chromatographic performance on columns for amitraz

Column
Plate
counta

Symmetry
factora

K'a Corrb Corrc

Waters XTerra RP18
(4.8 × 250 mm; 5 µm)

11662 1.3 2.18 1.00000 0.99999

Purospher STAR RP18e
(4.6 × 250 mm; 5 µm)

19766 0.87 5.82 0.99997 0.99996

Shiseido UG 80 C18
(4.6 × 50 mm; 5 µm)

20596 0.95 5.98 0.99994 0.99976

aTheretical plate count > 2000, Symmetry factor <2, K'> 2 are recommended by ICH.
b,cCorrelation range, 80~120 µg/ml and 400~600 µg/ml, respectively (n = 3).

Table 2. Infulence of mobile phase pH on chromato-

graphic parameters of amitraz

pH Plate counta
Symmetry 

factora
K'a

3 4775 2.01 0.96

7 13168 0.91 2.45

9 13205 0.92 2.64

aTheoretical plate count > 2000, symmetry factor <2, K'> 2, 

are recommended by ICH (n = 3).

Table 3. Optimal condition of amitraz analysis by the

developed HPLC

Parameter Condition of HPLC method

Detection wave UV 290 nm

Column (temp.) XTerra RP18 4.8 × 250 mm, 5 µm (30oC)

Mobile phase Acetonitrile/D.W (75/25, pH 7)

Flow rate 1.0 ml/min

Injection volume 10 µl

Diluent Acetonitrile

Fig. 1. HPLC Chromatogram of the amitraz standard at 100 µg/ml (A) and the sample (B).
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다(Table 4). 세 가지 농도(10, 50, 100 µg/ml)에서 amitraz

에 대한 intra-day precision(t = 3, n = 3)과 inter-day

precision(t = 3, n = 3, d = 3)을 조사한 결과 각각 0.09%

와 0.18%이하의 우수한 정밀도를 나타내었다(Table 5).

확립된 방법의 정확성을 평가하기 위해 시중에 판매되

는 제품에 표준물질을 Low(10 µg/ml), Middle(20 µg/ml),

High(40 µg/ml) 3개 농도로 spike하여 회수율을 확인한

결과 100 ± 2%의 우수한 회수율을 나타내었으며 평균

%RSD값도 0.08~0.58 %로 매우 우수하였다(Table 6).

고 찰

본 연구의 목적은 동물약품의 효과적인 품질관리를

위해 LC를 이용한 amitraz 제제의 분석법을 확립하는데

있었다. Amitraz는 동물약품공정서나 미국약전 등에 등

재된 방법이 GC를 이용한 방법이 대부분이었으나 [1],

최근 식품에서 LC를 이용하는 등의 새로운 분석법이 시

도되고 있다 [15]. 본 연구에서는 LC를 이용한 amitraz

의 최적기기분석조건을 확립하고 확립된 분석방법에 대

한 유효성을 검증 하였다.

LC를 이용한 amitraz의 최적 기기분석조건은 XTerra

RP18(4.6 × 250 mm; 5 µm; Waters, USA) 칼럼을 이용, 이

동상은 75% 아세토니트릴(pH 7), 검출파장은 UV

290 nm에서 가장 우수한 분리 능 및 해상도를 나타내었

다. 확립된 기기분석법에 대해 시스템 적합성 parameter

를 조사한 결과 Plate count 11662, Symmertry factor 1.3,

capacity factor 2.18로 국제기준인 ICH guideline [13]에

적합하였다. A 그룹(80~120 µg/ml), B 그룹(400~600 µg/

ml)의 각각 3개 농도구간에서 표준곡선을 작성하고, 직

선성을 조사한 결과 r2값이 0.9999 이상으로 우수한 직

선성을 나타내었고, 검출한계와 정량한계는 각각

Table 6. Recovery rate of amitraz in commercial products

Compound
Low level ± SDa 

(RSD),%

Mid level ± SDa 

(RSD),%

High level ± SDa 

(RSD),%

Recovery (%)

mean ± SDb

RSDb,
 %

Sample 1 100.1 ± 0.27 (0.27) 99.8 ± 0.43 (0.43) 99.7 ± 0.37 (0.37) 99.9 ± 0.08 0.08

Sample 2 98.1 ± 0.32 (0.32) 99.3 ± 0.19 (0.19) 99.4 ± 0.33 (0.33) 98.9 ± 0.08 0.08

Sample 3 101.5 ± 1.19 (1.19) 100.3 ± 0.13 (0.13) 100.2 ± 0.26 (0.26) 100.7 ± 0.58 0.58

a,bRecovery, 100 ± 2 and RSD (%) ≤  1 are recommended by ICH, respectively.
an = 5, bn = 15

Table 5. Precision of developed HPLC method

 QC sample
(µg/ml)

Intra-day studies (n = 6) Inter-day studies (n = 18)

Measured amount
(µg/ml)

RSD (%)*
Measured amount

(µg/ml)
RSD (%)

10 9.80 ± 0.01 0.08 9.79 ± 0.02 0.18

50 50.18 ± 0.03 0.05 50.11 ± 0.03 0.06

100 100.11 ± 0.09 0.09 99.96 ± 0.09 0.09

*RSD (%) ≤  1 on intra (t = 3, n = 3), and inter assay (t = 3, n = 3, d = 3) are recommended by ICH, respectively.

Fig. 2. Comparison with the spectrum of amitraz standard

and commercial products.

Table 4. Limit of detection and limit of quantification of

amitraz†

Compound LOD (µg/ml)* LOQ (µg/ml)*

Amitraz 0.09 (µg/ml) 0.27 (µg/ml)

*LOD : 3.3 × (SD of the response / slope of the calibration curve).

 LOQ : 10 × (SD of the response / slope of the calibration curve).
†Cited from ICH guideline [13].
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0.09 µg/ml와 0.27 µg/ml으로 낮은 농도까지 분석이 가능

하였으며, inter-day precision과 intra-day precision 테스

트 결과 각각 0.09%와 0.18% 이하의 우수한 정밀도를

나타내었고, 시료에서 회수율을 확인한 결과 세 개의 농

도 그룹(Low, Mid, High)에서 98.7~100.7% 의 우수한

회수율을 나타내었다. 이때 평균 %RSD 값도 0.08~0.58%

로 매우 우수하였다.

본 연구를 통해 확립된 LC를 이용한 amitraz 분석법

은 보다 정확하고 빠른 동물용의약품의 품질관리에 기

여할 것으로 기대된다.

결 론

LC를 이용한 빠르고 간편한 amitraz 분석조건을 확립

하고 정확성, 정밀성, 직선성, 특이성 등 확립분석법의

유효성을 국제기준인 ICH guideline [13]에 맞춰서 검증

하였다.
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