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Abstract This study was carried out to validate the safety of ametoctradin residues in agricultural commodities by
developing an official analysis method. An analytical method was developed and validated using HPLC-PDA detectors.
The samples were extracted with methanol, subsequently partitioned with dichloromethane and purified with florisil column
chromatograph using acetone/hexane (30/70, v/v) as solvent. The method was validated by using grape, hulled rice,
mandarin, and potato spiked with ametoctradin at 0.05 and 5.0 mg/kg, and pepper at 0.05 and 2.0 mg/kg. Average
recoveries were 76-114.8% with relative standard deviation less than 10%, and the limit of detection and limit of
quantification were 0.0125 and 0.05 mg/kg, respectively. The result of recoveries and overall coefficient of variation of the
laboratory results from Gwangju regional Food and Drug Administration (FDA) and Daejeon regional FDA was accorded
with Codex Alimentarius Commission Guideline (CAC/GL 40). Based on these results, this method was found to be
appropriate for ametoctradin residue determination and can be used as the official method of analysis.
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서 론

Ametoctradin은 독일 BASF사에서 최초로 개발한 triazolopyrim-

idine계에 속하는 살균제이며 역병, 노균병을 예방하는 약제로 병

원균의 미토콘드리아 콤플렉스 III (mitochodria complex III)에 작

용하여 에너지 생산을 저해하고, 호흡을 억제하며 유주자 형성

방지와 포자낭 발아에 직접적인 영향을 주어 살균 활성을 발휘

한다(1). 특히 역병탄저병에 취약한 고추 작물은 다소비 조미채

소로써 매년 생산량을 확보하는 것이 중요하며 이에 효과적인 약

제인 ametoctradin 등의 농약은 작물의 살균 등을 위한 목적으로

사용이 불가피하다. 또한 농약은 농산물의 생산성 증진과 농작물

재배의 편리성 등으로 인해 없어서는 안 될 중요한 농자재로 사

용되고 있지만 이러한 유익성과 함께 농약이 남용 또는 오용될

경우 농산물에 잔류하여 인체에 해를 끼칠 우려가 있다(2). 따라

서 농약을 사용할 때는 그에 따른 사용 기준을 준수하고, 수확한

작물에 잔류하는 양을 미리 설정된 잔류허용기준과 비교하여 해

당 농산물의 유통을 고려하는 것이 필요하다. 최근 식품안전과

관련된 사건사고의 증가는 이러한 안전성을 확보하기 위한 노력

을 더욱 촉진하고 있으며(3-5), 세계 각국은 농산물 및 식품에 대

한 잔류 농약의 안전성을 평가하기 위하여 잔류허용기준(maximun

residue limit, MRL)을 설정하여 규제할 뿐만 아니라 자국 및 수

입 농산물 중 잔류농약을 분석하고 그 실태를 조사하고 있다(6).

Ametoctradin은 국내에서는 2012년에 신규 등록되어, 식품의약품

안전청에서 포도, 고추 작물에 대해 각각 5.0, 2.0 mg/kg로 국내

잔류허용기준을 신설고시하였으며(제2012-1호), 국제식품규격위원

회(Codex Alimentarius Commission, Codex) 기준은 아직 설정되

지 않았다. 국외의 경우 EU(유럽연합)는 고추에 대해 2.0 mg/kg,

미국은 1.5 mg/kg의 잔류허용기준이 설정되어 있다. 따라서 본 연

구에서는 국내 생산 및 향후 수입되는 농산물 중 잔류할 수 있

는 ametoctradin에 대한 안전을 확보하기 위해 잔류량을 신속, 정

확하게 측정할 수 있는 공정 분석법을 개발하게 되었다. Ametoc-

tradin의 분자식은 C
15
H

25
N

5
, 분자구조는 Fig. 1과 같으며, 분자량

은 275.4, 증기압은 2.1×10−10 Pa (20oC)이고, n-octanol/water 분배

계수(logP
ow
, 25oC)는 4.40 (pH 7, 20oC)의 물리·화학적 특징을

가진다. Ametoctradin 분석법 개발은 이러한 물리·화학적 특성

을 고려하여 개발되었으므로, 빠르고 정확한 잔류량 검사법을 제
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공하여 국내 유통 농산물의 안전성을 확보하는데 기여할 것이다.

재료 및 방법

시약 및 재료

Ametoctradin 표준품(99.7%)은 (주)동부한농에서 제공받아 사용

하였고, HPLC grade의 methanol, dichloromethane, acetone, hex-

ane 등 용매는 Merck (Darmstadt, Germany)로부터 formic acid는

Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA)에서 구입하여 사용하였다.

Florisil은 Fluka (St. Louis, MO, USA)로부터, sodium sulfate

anhydrous, sodium chloride는 Wako (Osaka, Japan)로부터 구입하

여 사용하였다. 검체는 국내 유통 중인 고추, 포도, 감귤, 감자,

현미를 구입하여 균질화한 후 −50oC에 보관하여 사용하였다. 표

준원액은 ametoctradin 10.03 mg을 methanol 20 mL에 용해하여,

500 µg/mL (500 ppm)으로 제조하여 갈색병에 담아 4oC에 보관하

였고, 이를 methanol로 희석하여 0.1 0.5, 1.0, 5.0, 10.0 µg/mL의

표준용액을 제조하여 실험에 사용하였다.

추출 및 정제과정

균질화한 검체 20 g을 정밀히 달아 methanol 100mL를 가하여

추출(검체 중 현미의 경우 습윤화 시키기 위해 물 20 mL를 넣고

1시간 동안 정치시킨 후 methanol 100mL를 가하여 추출하였다.)

하여 부흐너 깔때기로 흡인 여과하였으며, 잔류물을 methanol 40

mL로 씻어내려 앞의 여액과 합한 후 약 10 mL가 될 때까지 40oC

이하의 수욕 상에서 감압농축을 하였다(7). 이를 500 mL 분액깔

때기에 옮기고 포화식염수 100 mL와 dichloromethane 100mL를

차례로 가한 후 5분간 격렬하게 진탕한 후 층이 완전히 분리될

때까지 정치하고 dichloromethane층을 sodium sulfate anhydrous

15 g에 통과시켰으며, 이 과정을 1회 반복하였다. 감압농축 플라

스크에 받은 용매를 40oC 이하 수욕 상에서 완전히 농축한 후

잔류물을 acetone/hexane (30/70, v/v) 용액 10 mL로 용해하였다.

정제과정은 지름 11 mm, 길이 400 mm의 유리컬럼관에 florisil 5 g

을 채운 후 그 위에 2 cm 높이로 sodium sulfate anhydrous를 건

식 충진하고 hexane 50 mL를 가하여 유출시켜 버렸다. 고정상 상

단이 노출되기 직전에 추출과정에서 얻은 acetone/hexane 용액(30/

70, v/v) 10 mL을 컬럼관에 통과하여 유출시키고, acetone/hexane

혼합액(10/90, v/v) 50 mL를 가하여 유출시켰다. 고추와 현미, 감

귤과 같이 불순물이 많은 시료는 acetone/hexane 혼합액(10/90,

v/v)을 가하기 전에 ethyl acetate 50 mL를 가해 유출시켜 버리는

과정을 추가하여 방해물질을 제거하였으며, 고정상 상단이 노출

되기 전에 acetone/hexane (30/70, v/v) 혼합액 150 mL를 가하여

용출시켜 받은 후 다시 acetone/hexane (40/60, v/v) 혼합액 50

mL를 유출시켜 감압농축플라스크에 받아 40oC 이하 수욕 상에

서 감압농축한 후 잔류물에 acetonitrile을 가하여 최종 부피를 2

mL가 되게 하고 이를 0.2 µm 필터로 여과하여 시험용액으로 하

였다.

기기분석

본 연구의 기기분석조건은 Table 1에 나타내었다. 분석법의 신

뢰성을 확보를 위해 LC-MS (liquid chromatograph-mass spec-

trometer)를 이용하여 재확인 과정을 수행하였으며, 이를 위한 기

기분석조건은 Table 2에 나타내었다.

분석법 검증

본 연구에서 개발한 시험법에 대한 실험실간 검증을 하기위해

시험법 확립 후 작성한 SOP (standard operation procedure)를 광

주지방식품의약품안전청과 대전지방식품의약품안전청에 각각 제

공하고 동일한 조건과 과정으로 분석을 실시하였다.

결과 및 고찰

HPLC 분석조건

Ametoctradin 분석을 위한 기기를 선정하기 위해 증기압, 분자

량 등의 물리화학적 특성을 고려하였으며, 특히 증기압이 2.1×

10−10 Pa로 낮아 HPLC가 적합할 것으로 판단하였다. 이에 HPLC-

PDA를 이용하여 ametoctrdin 표준용액 1 µg/mL를 210 nm에서

400 nm 범위에서 스캔한 결과, 292 nm을 최적흡수파장으로 확인

Fig. 1. Structure of ametoctradin.

Fig. 2. HPLC-PDA spectrum of ametoctradin.

Table 1. HPLC-PDA operating conditions for the determination

of ametoctradin residue

Instrument HPLC-PDA (Waters Alliance, MA, USA)

Column
Imtact C

18
 (250 mm×4.6 mm i.d, 5 µm, 

Shiseido, Tokyo, Japan)

Mobile phase Water/acetonitrile (30/70, v/v)

Column temperature 30oC

Wavelenth 292 nm

Injection volume 20 µL 

Flow rate 1 mL/min 

Table 2. LC-MS confirmative conditions for the determination
of ametoctradin residue

Instrument
LC-MS (Quattro Premier XE, Waters, MA, 
USA)

Column
Capcell Pak VG 120 C

18 
(150 mm×2 mm,

3 µm) 

Flow 0.3 mL/min

Mobile phase
0.1% formic acid-water/acetonitrile
(90/10, v/v)

Column temperature 30oC

Ionization mode ESI positive-ion mode

Injection volume 2 µL
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하였으며(Fig. 2) 이를 분석을 위한 파장으로 선택하였다. 이동상

으로는 증류수와 acetonitrile을 사용하였으며 isocratic 조건에서 이

동상 비율을 조절하여 측정한 결과, 30/70(v/v) 비율에서 가장 우

수한 효율을 보였다.

추출 및 정제과정의 확립

추출용매 선택을 위해서 고려해야 할 물리화학적 특성으로는

분석 대상 성분의 용매에 대한 용해도와 극성도 등이 있다. 또

한 분석시료에 처리된 ametoctradin의 최적 추출효율을 확인하기

위해서는 matrix가 추출효율에 미치는 영향도 염두해 두어야 한

다(8). 따라서 본 연구에서는 ametoctradin의 용매에 대한 용해

도와 극성 정도(LogP
ow 
; 4.4, pH 7, 20oC)를 확인하고 추출효율

을 비교한 결과 methanol을 분석을 위한 최적 추출용매로 선정

하였다. 액-액 분배과정에서는 ametoctradin이 비극성인 특성을

가지기 때문에 dichloromethane을 첨가하여 분석 성분을 비극성

용매인 dichloromethane층으로 이동시켜 극성의 간섭물질을 효

과적으로 제거하였다. 정제는 액-액 단계에 이어 간섭물질을 제

거하기 위한 과정이며, 이 과정에서의 용매의 선택에서는 분석

성분에 대한 더 높은 선택성을 요구한다. 본 분석법에서는 컬럼

충진제로 유지, 색소의 비용출성이 우수하고 극성의 물질을 넓

은 범위에서 흡착하는 특성을 가지는 florisil을 선택하였으며, 이

러한 특성을 통해 matrix에서 문제가 되는 간섭물질과 극성물질

을 효과적으로 제거할 수 있었다. 이와 같이 각 단계별로 분석

성분에 대한 특성을 파악함으로써 추출 및 정제조건을 확립할

수 있었다(Fig. 3).

표준곡선의 직선성과 상관계수

Methanol로 희석하여 제조한 0.1, 0.5, 1.0, 5.0 및 10.0 µg/mL의

표준용액을 위에서 제시한 HPLC 분석조건으로 측정한 결과, 표

준곡선의 상관계수(R2)는 0.9999로 우수한 직선성을 보였다(Fig.

4, 5).

검출한계와 정량한계

분석결과를 수치화할 수 있는 최저한계를 의미하는 정량한계

는 각국 및 기관에 따라 보통 S/N가 6-10 범위의 화합물의 양을

나타내며 국내 정량한계 범위는 국제기준을 수용하고 있어(9) 일

반적으로 10을 적용하는 것을 보편적으로 사용하고 있다. 본 연

구에서 개발한 ametoctradin의 신규 시험법이 기준에 적합한지 확

인하기 위해 검출한계(LOD, limit of detection)와 정량한계(LOQ,

limit of quantitation)를 구하였다. 본 연구에서 확립한 분석조건에

서 검출한계는 0.0125mg/kg으로 나타났으며, 정량한계는 최소검

출량이 0.05 mg/kg으로 나타났다. 현재 식품공전 중의 잔류농약

시험법은 해당 농약 MRL의 1/2 이하의 농도이거나 0.05 mg/kg

이하의 정량한계가 요구되고 있어 본 농약의 MRL이 포도 및 고

추에서 각각 5.0, 2.0 mg/kg임을 고려할 때 본 연구에서 설정한

정량한계 0.05 mg/kg은 적합한 것으로 판단된다.

분석법 확립을 위한 회수율 확인

회수율 측정은 분석법의 정확성, 재현성 및 효율성 등을 판단

하기 위한 과정이다. 본 연구에서는 개발한 ametoctradin 분석법

의 적합성을 평가하기 위해 국내 잔류허용기준이 각각 5.0, 2.0

Sample 20 g

 - Add 100 mL of methanol
 - Shake for 5 min

Filtration

 - Wash with 40 mL of methanol

Concentration

Liquid-liquid extraction

 - Add 100 mL of saturated saline solution
 - Add 100 mL dichloromethane and shake for 5 min
 - Elute organic layer

Concentration

 - Below 40oC
 - Dissolve with 10 mL of acetone/hexane (30/70, v/v)

Purification
(Florisil 5 g in glass column)

 - Activate with 50 mL of hexane
 - Load with 10 mL of dissolved solution
 - Wash with 50 mL acetone/hexane (10/90, v/v)
 - Elute with 150 mL of acetone/hexane (30/70, v/v) and
  -50 mL acetone/hexane (40/60, v/v)

Concentration

 - Below 40oC
 - Dissolve with 2 mL of acetonitrile

HPLC-PDA

Fig. 3. Sample preparation for analysis of ametoctradin.
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mg/kg으로 신설 고시된 포도, 고추를 포함하여 농산물 대표 시

료인 곡류 중 현미, 과일류 중 감귤, 서류 중 감자에 대해 각각

무처리군과 ametoctradin 표준용액 0.05, 0.5, 5.0mg/kg(포도, 현미,

감귤, 감자), 0.05, 0.2, 2.0 m/kg(고추)로 처리하여 이에 대한 회수

율 실험을 수행하였으며, 분석법의 정확성을 확인하기 위해 각

시료 및 농도에 대해 3반복하여 실시하였다. 무처리군에서 ame-

toctradin과 동일한 머무름 시간을 갖는 간섭물질이 존재하지 않

고 안정적인 peak를 보임으로써(Fig. 6) 개발한 시험법이 우수한

분리능과 선택성을 가지는 것으로 판단되며, 따라서 확립한 추출

및 정제조건의 높은 효율성과 적합성을 확인할 수 있었다. 측정

결과, 71.9-112.6% 범위의 회수율과 10% 미만의 분석오차를 나

타냄으로써(Table 3) 코덱스 가이드라인(CAC/GL 40)인 회수율

70-120%, 분석오차 10 미만에 적합함을 보여주었으며(10-12), 이

를 통해 amectoctradin에 대한 본 분석법의 적합성을 확인할 수

있었다.

LC-MS 분석조건 확립

LC 분석법을 통한 회수율은 머무름 시간대의 peak 면적으로

측정되기 때문에 분석대상 물질에 대한 선택성을 확보하기에 어

려움이 있다. 따라서 amectoctradin 분석을 위해 개발된 시험법에

대한 신뢰성을 확보하고 물질에 대한 선택성과 정확성을 검증하

기 위해 LC-MS를 이용한 분석법의 재확인이 필요하며 이러한

LC-MS 분석은 분석대상 성분의 분자구조로부터 유도되는 분자

Fig. 4. Calibration curve of ametoctradin standard solution
(correlation, R2: 0.9999).

Fig. 5. Chromatogram of ametoctradin standard at A; 0.1 mg/
kg, B; 0.5 mg/kg, C; 1.0 mg/kg, D; 5.0 mg/kg, E; 10.0 mg/kg.

Table 3. Recoveries for ametoctradin residue

Sample Spiked (mg/kg) Recovery* (%)

Grape

0.05 89.2±3.2

0.5 81.6±5.0

5.0 79.6±7.1

Pepper

0.05 74.3±6.2

0.2 71.9±1.6

2.0 82.1±1.4

Hulled rice

0.05 78.4±8.1

0.5 78.5±1.7

5.0 77.3±1.0

Mandarin

0.05 95.7±1.8

0.5 76.6±0.4

5.0 74.8±3.4

Potato

0.05 112.6±9.80

0.5 81.2±2.0

5.0 82.5±7.6

*Mean values of triplicates with standard deviation

Table 4. Selected ion of LC-MS for ametoctradin

Retention time (min) Exact mass Fragment ion (m/z)

6.61 275 276

Table 5. Recoveries for ametoctradin residue from Gwangju and

Daejeon Regional FDA

Sample Spiked (mg/kg)
Recovery* (%)

Gwangju Daejeon

Grape
0.05 83.3±4.8 70.3±3.5

5.0 79.6±1.9 77.4±9.9

Pepper
0.05 81.6±4.7 71.6±2.6

2.0 77.6±3.0 80.9±4.2

Hulled rice
0.05 74.3±4.4 80.2±8.2

5.0 84.1±1.5 92.6±3.9

Mandarin
0.05 74.9±2.0 85.8±6.9

5.0 87.3±2.5 74.2±6.9

Potato
0.05 92.6±5.4 84.1±7.9

5.0 89.1±2.4 83.5±2.2

*Mean values of triplicates with standard deviation
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이온과 주요 fragment ion을 확인함으로써 보다 정확한 정성확인

을 가능하게 한다(13,14). 분자량이 275.4인 ametoctradin을 50-500

m/z 분자량 범위에서 full scan mass spectrum 분석 결과(Fig. 7)

정량을 위한 ametoctradin의 특성이온은 [M+H]+인 m/z 276을 선

택하였다. 머무름 시간은 6.6분대었고 positive조건에서 측정되었

으며, 특성이온의 m/z값은 Table 4에서 나타내었다. 분석법 검증

대상 품목인 포도, 고추, 현미, 감귤 및 감자의 모든 시료에 대해

LC-MS로 분석한 결과, 물질에 대한 우수한 선택성을 확인함으

로써 본 연구에서 개발한 분석법에 대한 높은 신뢰성과 정확성

을 확보할 수 있었다.

분석법 검증

단일 실험실에서 선택성, 정확성 및 효율성을 확보한 후 시험

법에 대한 재현성을 확인하기 위해서는 분석법을 개발한 실험실

이외의 기관에서의 분석법 검증이 필요하다. 따라서 본 연구에서

는 광주지방식품의약품안전청과 대전지방식품의약품안전청에 동

일한 SOP(Standard Operation Procedure)를 제공하고 동일한 조건

Fig. 6. Chromatograms of grape A-1; control, A-2; at 0.05 mg/kg, A-3; 5.0 mg/kg, pepper B-1; control, B-2; at 0.05 mg/kg, B-3; 2.0 mg/

kg, hulled rice C-1; control, C-2; at 0.05 mg/kg C-3; 5.0 mg/kg potato D-1; control, D-2; at 0.05 mg/kg D-3; 5.0 mg/kg.

Fig. 7. A; Total ion chromatogram and B; ms spectrum of
ametoctradin.
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Fig. 8. Chromatograms of grape A-1; control, A-2; at 0.05 mg/kg, A-3; 5.0 mg/kg, pepper B-1; control, B-2; at 0.05 mg/kg, B-3; 2.0 mg/

kg, hulled rice C-1; control, C-2; at 0.05 mg/kg C-3; 5.0 mg/kg mandarin D-1; control, D-2; at 0.05 mg/kg D-3; 5.0 mg/kg Potato E-1;

control, E-2; at 0.05 mg/kg E-3; 5.0 mg/kg (Gwangju regional FDA).
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Fig. 9. Chromatograms of grape A-1; control, A-2; at 0.05 mg/kg, A-3; 5.0 mg/kg, pepper B-1; control, B-2; at 0.05 mg/kg, B-3; 2.0 mg/

kg, hulled rice C-1; control, C-2; at 0.05 mg/kg C-3; 5.0 mg/kg mandarin D-1; control, D-2; at 0.05 mg/kg D-3; 5.0 mg/kg Potato E-1;

control, E-2; at 0.05 mg/kg E-3; 5.0 mg/kg (Daejeon regional FDA).
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에서 분석을 진행하여 실험실간 검증을 실시하였다. 코덱스 가이

드라인(CAC/GL 40)에서 제공하는 실험실간 편차(RSD
R
; Relative

Standard Deviation on Reproducibility)는 >0.01 mg/kg, ≤1mg/kg

범위의 농도에서 32% 이하, >0.1 mg/kg 농도의 범위에서 23% 이

하이며, 이에 해당하는 편차 범위에서는 분석법에 대한 재현성을

확보할 수 있다. 검증 결과(Fig.8,9), 74.3-92.6%(광주청), 70.3-

92.6%(대전청)의 회수율과 10% 미만의 분석오차를 보였으며(Table

5), 본 연구에서의 회수율 결과와 광주청 및 대전청에서의 결과

에 대한 RSD
R
(%)는 >0.01 mg/kg, ≤0.1 mg/kg범위에서 3.02-

14.63%, >0.1 mg/kg범위에서 1.27-7.67%로 코덱스 가이드라인 기

준에 적합한 것으로 나타나 ametoctradin 분석을 위해 개발한 시

험법을 재현성을 확인하는 동시에 공정 분석법으로의 활용가능

성도 보여주었다.

요 약

Ametoctradin은 triazolopyrimidine계에 속하는 살균제로 역병탄

저병을 예방하는 약제이다. 증기압은 2.1×10−10 Pa (20oC)으로 매

우 낮아 분석을 위한 기기로 LC를 선택하였으며, HPLC-PDA기

기를 사용하여 210 nm에서 400 nm까지 스캔한 결과, 최대흡광파

장을 292 nm으로 확인하고 이를 분석파장으로 선택하였다. 추출

용매는 물질의 용해도를 고려하여 methanol로 선정하였으며, 액-

액 분배 및 정제과정에서는 약제의 n-octanol/water 분배계수(logP
ow
,

25oC)가 4.40 (pH 7, 20oC)의 비극성의 물리화학적 특징을 가짐

을 고려하여 액-액 분배 단계에서는 dichloromethane, 정제 단계

에서는 acetone/hexane (30/70, v/v)을 분석을 위한 용매로 사용하

였다. 특히, 컬럼 충진제로 유지, 색소의 비용출성이 우수하고 극

성의 물질을 넓은 범위에서 흡착하는 특성을 가지는 florisil을 선

택하여 약제에 대한 선택성을 높일 수 있었다. 본 분석법은 회수

율 측정(71.9-112.6%)을 통해 코덱스 가이드라인(CAC/GL 40)인

회수율 70-120%, 분석오차 10 미만에 적합함을 보여주어 분석법

의 정확성을 확인하였으며, LC-MS를 통한 재확인 과정을 수행

함으로써 시험법의 신뢰성과 선택성을 확보할 수 있었다. 또한

재현성을 위해 실험실간 검증을 실시하였으며 그 결과, RSD
R
(%)

는 >0.01 mg/kg, ≤0.1 mg/kg범위에서 3.02-14.63%, >0.1 mg/kg범위

에서 1.27-7.67%로 코덱스 가이드라인 기준에 적합한 것으로 나

타났다. 따라서 본 연구에서 개발한 시험법은 농산물에 잔류하는

ametoctradin을 분석하기 위한 공정 시험법으로 활용할 수 있을

것으로 판단된다.
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