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요 약. 피프로닐은 N-페닐피라졸계의 살충제로 해충 방지제로 사용되고 있으며, WHO에서는 피프로닐을 발암물질 2급으로 분

류 및 규제하고 있다. 피프로닐은 급성중독 시에 현기증, 근육약화, 호흡곤란, 피부자극, 심박수 증가 등의 다양한 증상이 나타나

는 것으로 알려져 있고 피프로닐 설폰 또한 이와 비슷한 증상을 유발하는 것으로 알려져 있다. 최근 피프로닐이 함유된 계란이

유통되면서 전 세계적으로 독성 문제가 확산되고 있는 상황이다. 본 연구에서는 동물 혈청 시료 중 피프로닐 및 피프로닐 설폰의

노출량 분석법 개발을 시도하였다. 이동상에 따른 차이 및 액체-액체 추출과 고체상추출 전처리 방법에 따른 결과를 비교하였다.

이동상은 증류수(A)와 아세토니트릴(B)을 선정하였고, 전처리 방법은 고체상추출로 진행하였다. 분석법검증을 수행한 결과, 일

내/일간 정확도는 82.2~114.1% 이었고, 정밀도는 20% 이하로 나타났다. 검출한계는 피프로닐 0.027 ng/ml, 피프로닐 설폰은

0.087 ng/mL 이었고, 검량선 회귀식의 결정계수(r2)는 0.99 이상으로 우수한 직선성을 보여주었다. 본 연구에서 개발된 동물 혈청

중 피프로닐 및 피프로닐 설폰 분석방법을 이용하여 일부 동물 혈청에서의 농도를 확인하였다. 본 연구에서 개발한 분석법을 이

용하여 동물 혈청뿐만 아니라 피프로닐 및 피프로닐 설폰의 인체 모니터링을 위한 분석법으로도 사용 할 수 있을 것으로 판단된다.

주제어: 피프로닐, 피프로닐 설폰, 동물 혈청, 고체상추출, LC-MS/MS

ABSTRACT. Fipronil is an insecticide that belongs to the N-phenylpytazole and has been used mainly for an insect pest con-

trol. However, it is known that acute poisoning of the human body causes various symptoms such as dizziness, muscle weakness,

dyspnea, skin irritation, and increased heart rate. Lately, eggs containing fipronil have been distributed and toxic problems are

spreading around the world. In this study, we tried to develop analytical methods to evaluate the exposure of fipronil and

fipronil sulfone in animal serum samples. The differences according to mobile phase and the results of liquid - liquid extraction and

solid phase extraction pretreatment method were compared. Distilled water (A) and acetonitrile (B) were selected for the

mobile phase, and the pretreatment method was determined by solid phase extraction. As a result of the method validation, the

intra-day / inter-day accuracies were 82.2~114.1% and the precisions were less than 20%. The detection limit was 0.027 ng/ml

for fipronil and 0.087 ng/ml for fipronil sulfone. The linearity obtained was satisfying, with a coefficient of determination (r2)

higher than 0.99. The concentrations in some animal sera were determined using the methods of analysis for fipronil and

fipronil sulfone in animal sera developed in this study. Using the method developed in this study, it could be used as an analyt-

ical method for human bio-monitoring of fipronil and fipronil sulfone as well as animal serum.

Key words: Fipronil, Fipronil sulfone, Animal Serum, SPE, LC-MS/MS

서 론

피프로닐(Fipronil, C12H4Cl2F6N4OS)은 N-페닐피라졸계의

살충제로 1987년 Rhoen Poilenc에 의해 처음 만들어졌다.

이후 상업적으로 개발되어 1993년부터 농업용으로 사용

되었으며, 1994년에 동물에 기생하는 절지동물을 관리하

는데 유효하다는 사실이 알려진 이래 프론트라인(Frontline)

이라는 이름으로 1996년에 미국, 2000년에는 한국에 소개
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되어 현재 100여개 국가에서 사용되고 있다.1 현재 피프로

닐은 작물의 해충, 개미, 바퀴벌레, 개와 고양이의 벼룩 등

다양한 해충 방제를 위해 다양한 농산물 및 수의약품에서

사용된다.2

피프로닐의 인체 노출은 흡입, 섭취 및 피부접촉을 통

해 발생한다. 4 스리랑카의 한 연구에 따르면 혈장에서 고

농도의 피프로닐이 검출된 두 명의 환자가 수 분간 간질

발작을 일으킨 사례가 있었고,3 2001~2007년에 미국에서

피프로닐 함유 제품에 대한 노출과 관련된 데이터를 조사

한 결과 사람에 대한 급성 중독 시 현기증, 감각 이상, 근

육약화, 호흡곤란, 기침, 천식, 피부 자극, 홍반, 가려움, 심

박수 증가, 피로함 등의 다양한 증상이 나타나는 것으로

보고되었다.5 피프로닐의 대사산물인 피프로닐 설폰(Fig.

1)도 피프로닐과 독성이 비슷하다고 알려져있다.6

유럽 식품 안정청(European Food Safety Authority)은 피

프로닐을 함유한 식물 보호 제품의 사용을 금지하였으며,7

미국환경보호청(Envionment Protection Agency, EPA)은 피

프로닐을 발암물질 C군(인간 발암 가능성 물질)으로 분류

하였다.8

2017년 7월 유럽에서 피프로닐에 오염된 계란이 유통 된

후 그해 8월 한국에서 유통된 계란에서 피프로닐이 검출

되어 큰 논란이 있었다.9 농림축산식품부는 2017년 8월 산

란계 농장의 계란을 대상으로 잔류 농약 검사를 진행하였

다. 식품으로서 동물에 축적된 양도 확인해야 하지만, 동물

혈청 분석을 통해 피프로닐에 노출된 양을 파악하는 것이

필요하며, 나아가 인체노출량을 확인하기 위해 혈청에서

의 피프로닐 및 대사체의 분석법 마련이 필요하다. 

피프로닐은 주로 가스나 액체 크로마토그래피에 의한

질량분석법이나 전자 포획검출 등으로 꽃가루, 꿀, 토양,

물 등의 환경시료에서의 분석이 주로 이루어졌다.10,11 인

체시료에서의 피프로닐 분석은 ELISA (enzyme linked

immunosorbent assay), GC-MS (Gas chromatography-mass

spectrometry) 및 LC-MS/MS (Liquid chromatography-tandem

mass spectrometry)를 이용하여 혈장 내 피프로닐을 정량하

고 환자의 중독 진단을 확인하는 것으로 알려져 있다.3,12

하지만 현재까지 피프로닐이 잔류하는 계란과 같은 식품

섭취에 의한 노출과 같이 의도적이지 않은 노출을 확인하

기 위한 인체시료에서 저농도의 피프로닐을 분석하는 방

법이 다양하게 개발되지 않은 상황이다. 따라서 본 연구

는 LC-MS/MS를 사용하여 혈청 시료 내에서 피프로닐 및

피프로닐 설폰의 분석을 위한 빠르고 효율적인 전처리 방

법을 개발 및 검증하고자 하였다.

실 험

시료 및 시약

본 연구의 시료는 연구용으로 판매중인 소 혈청을 이용

하였다. 표준 물질인 피프로닐 및 피프로닐 설폰과 내부

표준물질인 에티프롤은 시그마 알드리치(Sigma-Aldrich,

USA)에서 구입하여 사용하였다. 아세토니트릴과 메탄올은

Burdick&Jackson (Muskegon, MI, USA)사에서 구입하였고,

아세트산 암모늄, 폼산암모늄, 아세트산, 폼산은 시그마

알드리치(Sigma-Aldrich, USA)에서 구입하여 사용하였다.

전처리 방법

고체상 추출은 혈청 시료 200µL에 내부표준용액(2,000ng/

mL) 20 µL와 0.1% 폼산 500 µL를 첨가하여 잘 혼합하고,

Strata-X (30 mg/1cc, Phenomenex, UK)를 이용하여 고체상

추출하였다. 고체상추출 카트리지에 메탄올 2 mL와 증류수

2 mL을 통과시킨 후, 준비된 혈청 시료를 주입하였다. 시료

주입 후 방해물질 제거를 위해 증류수 2 mL와 30% 메탄

올 수용액 2 mL로 카트리지를 세척하고 3 mL의 메탄올로

분석대상물질을 용출시킨다. 용출액을 진공농축기를 이용

하여 농축하고, 메탄올 200 µL를 사용하여 재조성하였다.

액체-액체 추출은 혈청 시료 200 µL에 내부표준용액

(2,000 ng/mL) 20 µL를 첨가하여 잘 혼합하고 아세토니트릴

500 µL를 넣어 추출하였다. 이후, 층분리를 위해 10 M의

염화나트륨 수용액을 첨가한 후, 2분간 잘 섞어주고 2,500

rpm에서 5분간 원심분리하여 얻은 상등액을 건조하여 200 µL

의 메탄올로 재조성하였다.

피프로닐과 피프로닐 설폰의 분석을 위한 이동상 비교를

위해, A용매는 증류수, 5 mM 아세트산 암모늄, 5 mM 폼

산암모늄, 0.1% 아세트산, 0.1% 폼산을 비교하고 B용매는

메탄올과 아세토니트릴을 비교하였다.

기기분석

피프로닐과 피프로닐 설폰분리 및 검출을 위해 고성능

액체크로마토그래피(Shimadzu Nexera-x2, Japan)와 텐덤

질량분석기(TQ 4500, AB Siex, USA)를 이용하였다. 분석

대상물질의 분리에 이용된 컬럼은 YMC-Pack ODS-AQ (50
Figure 1. The transformation mechanism from fipronil to fipronil
sulfone.
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mm × 2.0 mm, 3 µm)이며, HPLC의 유량은 500 µL/min 이며,

MS/MS는 ESI negative mode로 진행하였다. 구체적인 LC-

MS/MS 조건은 Table 1과 2에 제시하였다. 

 

분석법 검증

이 실험의 정확도(accuracy) 및 정밀도(precision) 평가를

위한 시험시료는 동물 혈청 중 농도가 0.5, 1, 5ng/mL가 되

도록 표준물질을 첨가하고, 농도별로 각각 5개씩 준비하

였다. 준비된 시험 시료에 내부표준물질을 첨가하여 전처리

과정을 거쳐 분석·정량 하여 일내(intra-day) 정확도 및 정

밀도를 계산하였다. 이 과정을 3일간 반복하여 일간(inter-

day) 정확도 및 정밀도를 계산하였다. 정확도 계산을 위해

회수율 값을 이용하였으며, 정밀도는 하루에 5번 측정한

분석결과의 상대표준편차를 이용하여 계산하였다. 검출

한계와 정량한계는 FDA(US Food and Drug Administraion)

가 정의한 검출한계의 개념, 즉, 검정곡선의 표준오차를

기울기로 나누어서 3.3을 곱하는 식을 사용하였다.

Figure 2. Calibration carve of Fipronil (A) and Fipronil Sulfone (B).
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결과 및 고찰

전처리법 비교

혈청 중 피프로닐 및 피프로닐 설폰의 전처리 방법을 고

체상 추출과 액체-액체 추출 두가지를 비교 해본 결과 고

체상 추출은 80~120%의 회수율을 보였고, 액체-액체 추

출은 140%이상의 초과된 회수율을 보였다. 이는 내부표

준물질로써 동위원소를 이용하지 않고 구조가 유사한 에

티프롤을 이용하였기 때문에 추출방법에 따라 달라진 결

과를 보였을 가능성이 있다. 따라서 본 연구에서는 고체

상 추출을 전처리 방법으로 이용하였다. 이동상 용매로 5

가지의 용매들을(증류수, 아세토니트릴, 5 mM 아세트산

암모늄, 5 mM 폼산 암모늄, 메탄올) 비교 실험 해본 결과

증류수와 아세토니트릴을 이용한 경우 다른 용매들과 비

교하였을때 분석물질의 감도가 가장 좋게 나타났다.

분석법 검증 결과

분석법의 유효성 검증을 위한 실험에서 일내 정확도는

피프로닐 82.2%~95.6%, 피프로닐 설폰 93.6~103.2%로 계

산되었고 일내 정밀도는 피프로닐 1.3~10%, 피프로닐 설

폰 2.2~8.5%로 계산되었다. 3일간 반복 실험한 일간 정확

도는 피프로닐 95.9~99.2%, 피프로닐 설폰 100.8~114.1%를

나타냈으며, 일간 정밀도는 피프로닐 2.4~12.4%, 피프로

닐 설폰 4.8~11.6%로 준수한 값을 나타내었다(Table 3). 검

정곡선 회귀식의 결정계수(r2)는 0.99 이상으로 우수한 직

선성을 보여주었다. 분석대상물질의 검출한계는 피프로

닐은 0.027 ng/mL이고 피프로닐 설폰 0.087 ng/mL이었다.

Raju 등(2016)13의 연구와 비교하였을 때 검출 한계가 피

프로닐 0.01 ng/mL, 피프로닐 설폰 0.01 ng/mL로 나타났다.

이는 본 연구의 검출한계보다 낮은 농도를 나타내지만 사

용한 시료의 차이가 있었다. 이는 본 연구에서 사용된 시

료인 혈청과 다른 DBS를 이용한 블러드 스팟을 시료로

사용하여 다른 결과값이 나타난 것 같다. Lacroix 등14의

연구에서는 본 연구에서와 같이 고체상추출을 이용하여 전

처리 하였으며, 정량한계가 2.5 ppb로 나타났다. 이는 본 연

구에서와 달리 HPLC/DAD를 이용하였고, 사용된 시료양

도 75 ul로 차이가 있다.14

동물 혈청 분석 결과

본 연구에서 개발된 분석법을 실제 동물 시료에 적용시

킨 결과 피프로닐은 돼지 시료 하나에서만 검출되었으며

(0.179 ng/mL) 피프로닐 설폰은 13개의 시료 중 7개에서

Table 1. Mass spectrometry parameters for analysis of fipronil and fipronil sulfone

Compounds Q1 (m/z) Q3 (m/z) DP1) CE2) CXP3)

Fipronil 436.1 330.9 -80 -24 -5

Fipronil Sulfone 450.8 281.8 -75 -38 -15

1)DP: Declustering Potential
2)CE: Collision Energy
3)CXP: Collision Cell Exit Potential

Table 2. Optimized LC-MS/MS conditions for analysis of fipronil and fipronil-sulfone

Parameter Condition

HPLC

Mobile Phase A: water, B: acetonitrile

Gradient
Time (min) 0 4 5 5.1 10

B (%) 30 100 100 30 30

Flow rate 300 µl/min Injection volume 5 µl

MS/MS

Ionspray voltage -4500 kV Curtain gas 25 psi

Gas1 30 psi Gas 2 50 psi

TEM 400 oC CAD 8 eV

Table 3. Intra-day and Inter-day accuracies and precisions

Test Compound
Accuracy (%) Precision (%)

0.1 ng/mL 1 ng/mL 5 ng/mL 0.1 ng/mL 1 ng/mL 5 ng/mL

Intra-day (n=7)
Fipronil 82.2 95.6 92.9 10 6 1.3

Firponil sulfone 103.2 98.3 93.6 8.5 3.5 2.2

Inter-day (3days)
Fipronil 95.9 99.2 97.7 12.4 5.4 2.5

Firponil sulfone 108.2 114.1 100.8 8.2 11.6 4.8
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검출되었다. 피프로닐 설폰의 농도는 소 ND~0.428 ng/mL,

돼지 ND~0.155 ng/mL, 닭 ND~0.132 ng/mL, 말 0.121 ng/mL

로 나타났다(Table 4).

현재까지는 고농도의 사고나 응급상황에서의 혈청시료

분석만 이루어졌으므로15 본 분석법을 활용하여 식품섭취

와 같은 원인으로 노출된 사람이나 동물의 혈청에서 저농

도의 피프로닐 및 피르로닐 설폰 분석에 활용할 수 있을

것이다. 실제 동물 혈청 13건 중에서 1건에서 피프로닐이

검출되었으며, 7건에서 피프로닐 설폰이 검출되는 것을

보아 다양한 오염이 이루어지고 있는 것으로 판단된다.

따라서, 애완동물이나 가축 등의 동물 혈청뿐만 아니라

인간 혈청 분석을 통해 피프로닐의 동물이나 사람에게 노

출되는 양을 확인하고, 피프로닐에 대한 노출 경로 조사 및

사용제한 등 관리의 필요성이 제기된다. 

결 론

본 연구에서 동물 혈청 중 피프로닐 및 피프로닐 설폰을

추출하는 전처리 방법과 이를 위한 LC-MS/MS 시스템 조

건을 확립하였다. 확립된 분석법의 검증결과 우수한 직선

성(r2 > 0.99)을 보였으며, 동물 혈청 내 농도 분석에 적합

한 정확도(82.2~103.2%), 정밀도(20% 이하) 및 검출한계

값을 나타내었다. 이를 통해, 동물 혈청뿐만 아니라 추후

피프로닐 및 피프로닐 설폰의 인체 모니터링을 위한 분석

법으로 활용 될 수 있을 것으로 판단된다.
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Table 4. Concentration of fipronil and fipronil sulfone in animal serum samples

Animal species n Fipronil, ng/mL (Detected Sample) Fipronil-sulfone, ng/mL (Detected Sample)

Cow 5 ND ND ~ 0.43 (4)

Pig 4 ND~0.18 (1) ND ~ 0.16 (1)

Chicken 3 ND ND ~ 0.13 (1)

Horse 1 ND 0.12 (1)


