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            Abstract
          
        

        
          대표 농작물 중 살균제 pencycuron의 잔류량을 정밀하게 분석할 수 있는 단성분 분석법을 개발하였다. 대표 농작물로 배추, 사과, 현미, 고추를 선정하였으며, 정밀분석을 위해 고성능 액체크로마토그래피를 사용하였다. 농작물 시료 중 pencycuron 잔류분을 acetone을 이용하여 진탕 추출하고 에틸아세테이트/헥산을 이용한 액-액 분배법과 silica 크로마토그래피법을 통해 정제하였다. 역상 액체크로마토그래피를 이용해 UV 240 nm 파장에서 pencycuron를 정량분석하였으며, 질량분석기를 통해 잔류분을 확인하였다. 본 분석법을 통한 pencycuron의 기기정량한계는 2 ng으로 분석정량한계는 0.02 mg/kg이었다. 표준용액을 3수준(분석정량한계×1, ×10, ×100), 3반복으로 무처리 시료에 첨가하고 본 분석법의 회수율을 산출한 결과 72~108%이었다. 따라서, 본 분석법은 농산물 중 pencycuron 잔류분석을 위한 공전시험법으로써 분석개발기준을 충족하였다.

        

        
          
            초록
          
        

        
          The single residue analytical method was developed for determining fungicide pencycuron residues in various agricultural commodities with high-performance liquid chromatography (HPLC). Pencycuron residue was extracted with acetone from representative crops such as Korean cabbage, apple, brown rice and green pepper. After ethyl acetate/n-hexane partition and subsequent clean-up with silica gel chromatography, pencycuron residue was quantified by reversed phase HPLC with UV detection at 240 nm. The suspected residue of pencycuron was confirmed using selected-ion monitoring (SIM) LC/mass spectrometry (MS). Instrumental limit of quantitation (ILOQ) and method LOQ (MLOQ) were set at 2 ng and 0.02 mg/kg, respectively. Overall recoveries of pencycuron from different crop samples fortified at three levels (MLOQ, 10MLOQ, 100MLOQ) were 72~108%. This proposed method could be useful as official analytical method for quantification of pencycuron residues in agricultural commodities.

        

      

      
        Keywords: 
Analytical method, HPLC, pencycuron, residue
키워드: 분석법, 액체크로마토그래피, pencycuron, 잔류분

      

    

    

  
    
      서 론
      Pencycuron[1-(4-chlorobenzyl)-1-cyclopentyl-3-phenylurea]은 페닐우레아계통의 살균제로써(Fig. 1), 1981년 Frohberger와 Grossman에 의해 합성된 이후 Bayer AG이 1984년에 처음 제품화하였다(Turner, 2015). 이 비침투성 보호살균제는 원인균 Rhizoctonia solani와 Pellicularia spp.의 세포분화를 저해함으로써 살균효과를 보이며(Turner, 2015), 벼의 잎집무늬마름병(sheath blight)와 인삼의 잘록병(damping off) 방제에 사용되고 있다(KCPA, 2016). 현재 국내에선 수화제, 액상수화제, 입제 형태로 몬세렌(팜한농, 바이엘), 갈무리(경농), 나이샷(농협케미컬), 크린문(아그로텍), 킬러문(한얼싸이언스), 문고카트(동방아그로), 농프로(인바이오), 그린문(한얼싸이언스), 몬스터(동방아그로) 제품이 판매되고 있다. 합제로는 트리아졸계 tebuconazole와의 합제인 울타리(바이엘)와 터프시바(팜한농), 스코어(인바이오), 카복사마이드계 trifluzamide와의 합제인 영그네(경농), 트리아졸계 hexaconazole와의 합제인 함초롱(한얼싸이언스)이 있다(KCPA, 2016).

      
        
        

        Fig. 1. 
				
        

        
          Chemical structure of pencycuron.
        
        

        

      

      페닐우레아계 화합물은 일반적으로 열에 불안정하기 때문에, 식품공전에서는 페닐우레아계 제초제 thidiazuron를 액체크로마토그래피(High Performance Liquid Chromatography, HPLC)로 분석하도록 하고 있다(MFDS, 2016a). 만약 기체크로마토그래피(Gas Chromatography, GC)를 이용하여 pencycuron을 분석할 경우 기기 주입 동안 모화합물의 일부가 분해되어 검출되기 때문에, Kobori et al. (1978)은 현미, 볏짚, 토양 중 pencycuron을 분석할 때 유도체화 후 flame ionization detector (FID)가 장착된 GC로 분석하였다(Rolle and Cormis, 1989). 반면, Roll와 Comis (1989)는 florisil로 정제 후 HPLC를 이용하여 여러 채소류의 pencycuron 잔류분을 분석하였고, Choi et al. (2005)은 산-염기 추출법을 이용해 쌀 중 pencycuron을 추출한 후 UV 검출기가 장착된 HPLC로 잔류분을 정량하는 분석법을 제시하였다. 하지만, 앞서 제시된 분석법은 일부 농산물에 한하여 분석법이 검증되었기 때문에 다양한 매질의 농산물 중 pencycuron의 잔류분석에 적용할 수 있는 공전분석법으론 적합하지 않다. 또한, 현재 식품공전 상의 pencycuron 잔류분석법은 Kobori et al.이 1978년에 제시한 방법처럼 sodium hydride, methyl iodide 및 dimethyl sulfoxide 시약을 이용하여 pencycuron 내의 불포화 N-H기를 alkylation시킨 후 GC-nitrogen phosphorus detector (NPD)를 이용하여 정량하는 방법으로 carpropamid와 동시분석할 수 있도록 되어 있어 정밀 공전분석법으로써의 개선이 필요하다(MFDS, 2016a).

      따라서, 본 연구에선 다양한 매질의 모든 농산물 중 pencycuron 잔류분석에 사용할 수 있는 공전시험법으로써 정확, 정밀한 단성분 분석법을 개발하고자 하였으며 별도의 유도체화 과정없이 바로 분석할 수 있도록 HPLC-UV를 이용하여 정량하고 질량분석기로 그 잔류분을 재확인할 수 있도록 분석법을 확립하였다.

    

    

  
    
      재료 및 방법
      
        시약 및 초자
        본 연구에 사용한 모든 유기용매는 HPLC급(Burdick & Jackson, USA)이었고 sodium chloride와 무수 sodium sulfate는 GR급(Junsei chemical Co., Japan)이었으며, formic acid (≥ 95%)는 Sigma Aldrich (USA)에서 구입하였다. 증류수는 Milli-Q ultrapure water purification system(Millipore Co., USA)에 의해 18.2MΩ 수준으로 정제된 증류수를 사용하였다. Pencycuron 표준품(99.9%)과 흡착 크로마토그래피용 florisil (60-100 mesh) 및 silica gel (70-230 mesh)을 Fluka (Switzerland)에서 구입하였으며, Florisil와 Silica gel은 실험에 사용하기 전에 130oC 오븐에서 5시간 이상 활성화시켰다. 시료 균질화를 위해 믹서기(HMF-1000A, 한일, 한국)를 이용하였고 추출을 위해 진탕추출기(SA-2s, Taitec, Japan)를 사용하였으며 시료 추출액 농축 시 감압농축기(R-114, Buchi, Switzerland)를 사용하였다. 추출액 여과 시 GF/A 여과지(Whatman International Ltd., UK)를 사용하였다.

      

      
        농산물 시료
        Pencycuron이 함유된 농약 제품은 벼, 딸기, 인삼, 마늘에 사용 등록되어 있으며(KCPA, 2016), 위 작물들을 포함하여 기타농산물에 농약 잔류허용기준이 설정되어 있다(MFDS, 2016b)(Table 1). 따라서, 본 연구의 대표 작물로써 채소류 중 배추와 고추, 과일류 중 사과 및 곡류 중 현미를 선정하였으며, 대상 농산물은 시중에서 유통 중인 친환경 또는 무농약 작물로 구입하였다. 시중에서 구입한 농산물은 믹서기를 이용하여 균질화 하였으며, 현미의 경우 분쇄 후 표준체 420 μm를 통과시켜 균질화 하였다. 균질화된 시료는 분석할 때까지 비닐백에 담아 -20oC에서 보관하였다.

        
          Table 1. 
				
          

          
            Maximum residue limits for pencycuron in agricultural produsts
          
          

        

        
          
            
              	Crops
              	MRLs (mg/kg)
              	Crops
              	MRLs (mg/kg)
            

          
          
            	Garlic
            	0.1
            	Green garlic
            	0.05
          

          
            	Ginseng
            	0.7
            	Rice
            	0.3
          

          
            	Strawberry
            	2.0
            	Other agricultural products
            	0.1
          

        

        

      

      
        표준용액 조제 및 보관
        표준품을 1,000 mg/L가 되도록 acetonitrile에 용해시켜 stock solution을 조제하였다. Working solution은 분석 당일에 stock solution을 acetonitrile으로 희석하여 0.05, 0.1, 1, 5, 10, 15 mg/L 농도가 되도록 조제하였다. Stock solution은 냉장고 4oC에 보관하였으며 실험기간 동안 pencycuron 분해는 발생하지 않아 표준용액의 안정성을 확인하였다.

      

      
        HPLC 분석조건 및 LC/MS 확인분석조건 설정
        Pencycuron 잔류분 분석은 diode array detector (DAD)가 장착된 Agilent 1100 series HPLC (Agilent Technologies Inc., USA)를 사용하였다. 컬럼은 작물 종류에 따라 역상 C18 컬럼인 Luna C18 (250 × 4.6 mm, 5 μm, Phenomenex Inc., USA)과 Gemini-NX C18 (150 × 4.6 mm, 3 μm, Phenomenex Inc., USA)을 사용하였다(Table 2). LC-DAD를 이용하여 분석된 잔류분의 신뢰성을 확보하기 위해 LC/mass spectrometry (MS)로 확인분석하였다. LC/MS분석은 Varian 500-MS IT-MASS spectrometer (Varian Inc., USA)를 사용하였다. 컬럼은 작물 종류에 관계없이 역상 C18 컬럼인 Kinetex C18 (100 × 2.1 mm, 2.6 μm, Phenomenex Inc., USA)을 사용하였다(Table 3).

        
          Table 2. 
				
          

          
            HPLC condition for pencycuron residue analysis
          
          

        

        
          
            	Instrument
            	Agilent 1100 series (USA)
          

          
            	Column
            	Korean cabbage, apple
- Phenomenex Luna C18 (250 × 4.6 mm, 5 μm, USA)
Brown rice, green pepper
- Phenomenex Gemini-NX C18 (150 × 4.6 mm, 3 μm, USA)
          

          
            	Column Temp.
            	35oC
          

          
            	Mobile phase
            	Korean cabbage, apple - acetonitrile:water = 70:30 (v/v)
Brown rice, green pepper - acetonitrile:water = 55:45 (v/v)
          

          
            	Flow rate
            	Korean cabbage, apple : 1.0 mL/min
Brown rice, green pepper : 1.1 mL/min
          

          
            	Detection
            	240nm
          

          
            	Sample size
            	20 μL
          

        

        

        
          Table 3. 
				
          

          
            LC/MS condition for confirmation of pencycuron residue
          
          

        

        
          
            	Instrument
            	Varian 500-MS IT-MASS spectrometer (USA)
          

          
            	Column
            	Phenomenex Kinetex C18 (100 × 2.1 mm, 2.6 μm, USA)
          

          
            	Column Temp.
            	40oC
          

          
            	Mobile phase
            	0.1% formic acid in acetonitrile:0.1% formic acid in water = 65:35 (v/v)
          

          
            	Flow rate
            	0.2 mL/min
          

          
            	Sample size
            	5 μL
          

          
            	Ionization
            	ESI positive mode
          

          
            	Drying gas Temp.
            	350oC
          

          
            	Capillary voltage
            	60 V
          

          
            	RF loading storage
            	90%
          

          
            	Mass range
            	m/z 100~500
          

          
            	SIM ion
            	m/z 329
          

        

        

      

      
        HPLC 분석법 검증
        본 연구에서 확립된 HPLC 기기분석법을 검증하기 위해 기기검출한계(Instrumental limit of detection, ILOD) 및 기기정량한계(Instrumental limit of quantitation, ILOQ), 재현성(Reproducibility) 및 직선성(Linearity)을 확인하였다. ILOD 및 ILOQ 결정을 위해 pencycuron 표준용액 1, 0.5, 0.1, 0.05 mg/L을 차례로 20 μL씩 HPLC에 주입하여 크로마토그램 상의 signal과 noise의 비를 구하였으며, s/n > 3 또는 > 10에 해당되는 농도를 ILOD 또는 ILOQ로 설정하였다. Pencycuron 표준검량선 작성 및 직선성 확인을 위해 working solution 0.1, 1, 5, 10, 15 mg/L을 20 μL씩 HPLC에 주입하여 peak의 면적을 측정하였다.

      

      
        추출 및 분배용매별 분배효율 검토
        식품공전 및 앞선 문헌에서 pencycuron을 추출하는데 사용된 바 있는 acetone을 추출용매로써 선정하였다(Roll & Comis, 1989; Choi et al., 2005). 분배효율 검토를 위해 50 mL의 증류수와 포화식염수 50 mL 혼합물에 pencycuron 표준용액을 처리하여 1 mg/L 수준이 되도록 한 후, 분배용매를 각각 100 mL, 50 mL씩 첨가하여 분배하였다. 검토 대상 분배용매로는 dichloromethane, ethyl acetate, n-hexane이었다. 분배 후 유기용매 층을 무수 sodium sulfate에 통과 시켜 수분을 제거하고 40oC 이하에서 감압농축하였으며, 농축잔사를 2 mL acetonitrile에 재용해하여 기기분석 하였다. 분배용매 및 분배용매 사용량에 따른 분배추출효율을 각각 산출하였다.

      

      
        흡착 크로마토그래피의 정제조건 설정
        유리컬럼(안지름 15 mm, 길이 350 mm)에 10 g의 활성화된 흡착제(florisil와 silica gel)와 3 g의 무수 sodium sulfate을 차례로 건식충진한 후, 100 mL의 n-hexane을 가하여 유출시켜 버렸다. 고정상 상단이 노출되기 전에 5 mL의 pencycuron 표준용액 1 ppm을 고정상 상단에 가하고 1 mL의 n-hexane으로 유리컬럼 내벽을 씻은 후 유출시켰다. 고정상 상단이 노출되기 전에 ethyl acetate 비율이 10%, 20%, 30%, 40%, 50%인 ethyl acetate/n-hexane 혼합액 100 mL를 순차적으로 용출시킨 후 용출액을 농축하여 acetonitrile 5 mL로 재용해하여 시험용액으로 하였다. 흡착제 종류에 따라 용출액별 pencycuron 용출효율을 각각 산출하였다.

      

      
        분석정량한계
        Pencycuron 분석을 위한 전처리 과정이 확정된 이후, 기기분석 상의 정량한계(ILOQ)와 전처리 과정의 시료채취량, 최종 시험용액량, 분석조작에 따른 희석 또는 농축배수를 고려하여 전체 분석법의 분석정량한계(Method limit of quantitation, MLOQ)를 산출하였다(Lee et al., 2009; 식 1).

        
          
            
              	
                
                  
                    
                      
                        
                          
                            기기정량한계
                            
                              
                                ng
                              
                            
                             × 시험용액량
                            
                              
                                mL
                              
                            
                             × 희석배수
                          
                        
                      
                      
                        
                          
                            HPLC 주입량
                            
                              
                                μL
                              
                            
                             × 시료채취량
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        컬럼내의 pencycuron 머무름 특징 및 효율성
        농산물 추출액을 HPLC로 분석하였을 때 농산물 매질 존재하에 pencycuron의 머무름 특징을 확인하기 위해 capacity factor (k)를 식 2에 따라 머무름 시간과 보정머무름시간(tr'; adjusted retention time)을 이용하여 산출하였다(식품의약품안전처, 2013).
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tR = retention time of pencycuron
t0= retention time of a non-retained compound, dead time
tR' = tR − t0 = adjusted retention time

        컬럼의 효율성(Column efficiency)을 확인하기 위해 이론단수(N; Number of plates)와 이론단높이(H; Height of theoretical plates)를 산출하였다(Rood, 2007).
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Wh= peak width at half height
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        농산물별 pencycuron 회수율 실험
        균질화된 무처리 시료 25 g을 정밀히 달은 후 표준용액 첨가법에 따라 MLOQ, 10MLOQ, 100MLOQ 수준이 되도록 각각 처리한 다음 100 mL의 acetone을 가하여 1시간 동안 진탕 추출하였다. 현미는 추출 전에 증류수 25 mL를 넣어 시료를 습윤화시켰다. 추출물은 여과지를 이용해 흡인여과하고, 30 mL acetone으로 잔사 및 용기를 씻어내어 앞의 여액과 합하였다. 합친 여액을 40oC 이하의 수욕조에서 감압 농축하였다. 농축잔사를 50 mL 포화 식염수가 담긴 500 mL 분액여두에 50 mL 증류수와 100 mL n-hexane으로 헹구어 담고 격렬히 진탕한 후 층이 분리될 때까지 정치하였다. n-Hexane 층을 무수 sodium sulfate에 통과 시켜 탈수한 후, 다시 n-hexane 50 mL을 가하여 상기의 과정을 한 번 더 분배 추출하고 추출액을 합하여 40oC 이하에서 감압농축한 후 n-hexane 5 mL에 재용해 하였다. silica gel 컬럼에 추출액 5 mL를 가하고 농축잔사를 약 n-hexane 1 mL로 헹구어 합쳐 유출시켜 버렸다. 고정상 상단이 노출되기 전에 ethyl acetate:n-hexane (10/90, v/v)용액 100 mL를 컬럼에 가해 흘려 버린 후 ethyl acetate:n-hexane (20/80, v/v)용액 100 mL를 가하여 용출시켜 받았다. 용출액을 40oC 이하에서 감압농축한 후 5 mL acetonitrile로 재용해하여 HPLC로 분석하였다. 이 과정을 3번 반복실험하여 농산물별 처리수준에 따른 회수율을 산출하였다.

      

    

    

  
    
      결과 및 고찰
      
        UV 흡광 파장 결정
        Pencycuron는 형광을 발생하는 특성을 나타내지 않으므로 범용 HPLC 검출기 중 UV 흡광검출기를 적용하여 분석하였다. Pencycuron 표준용액 1 ppm을 DAD로 분석함으로써 UV 흡광 특성을 조사한 결과, 최대 흡광파장이 240 nm에서 관찰됨을 확인할 수 있었다. 따라서, 잔류분 분석 시 흡광 파장으로 240 nm를 채택하여 분석하였다(Fig. 2).

        
          
          

          Fig. 2. 
				
          

          
            Ultraviolet spectrum of pencycuron.
          
          

          

        

      

      
        HPLC 분석법 확립 및 검증
        Pencycuron 분석용 컬럼은 일반적으로 가장 많이 사용되고 있는 C18 컬럼을 적용하였으며, 재현성이 뛰어난 isocratic 조건으로 분석조건을 설정하였다. 모든 농산물에 동일한 HPLC 기기조건을 설정함이 가장 효율적이나, 농산물별 매질효과가 상이함으로 분석조건 설정원칙 중 분석의 신뢰성 확보를 최우선하여 기기분석 조건을 설정하였다. 따라서, 현미와 고추의 경우 사과 및 배추와는 다른 간섭물질 존재로 인하여 C18 계열의 분리능이 상이한 Phenomenex Gemini-NX C18 (150 × 4.6 mm, 3 μm)을 이용하여 분석하였고, 이동상 조성 및 유속은 농산물 매질별 최적의 pencycuron 분리가 가능한 조건으로 최적화 하였다(Table 2). 기기검출한계(ILOD) 및 기기정량한계(ILOQ)는 크로마토그램 상 signal/noise 비가 각각 3배, 10배 이상 되는 농약의 양으로 결정하였으며(Fong et al., 1999; Miller, 2005), pencycuron의 lLOQ는 2 ng이었다. 잔류분 정량을 위한 검량선은 0.1~15 mg/L 범위의 표준용액을 이용하여 작성되었으며, 표준용액 농도와 피크 면적간의 회귀방정식으로부터 산출된 결정계수(R2)는 0.9996~0.9999로 검량선의 직선성은 양호하였다(Fig. 3).

        
          
          

          Fig. 3. 
				
          

          
            Calibration curve of pencycuron.
          
          

          

        

      

      
        분배효율에 따른 액-액 분배 조건 결정
        액-액 분배를 통해 작물별 추출물 매질내의 극성 방해물질을 제거하고자 하였다. 검토된 분배 용매는 n-hexane, ethyl acetate 및 dichloromethane 세 종류 용매이었다. 용매 100 mL를 이용한 1차 분배에서 회수율이 63.7~80.2%로 분배효율이 좋지 않았으며, 추가로 진행된 용매 50 mL를 이용한 2차 분배를 포함한 회수율은 74.2~83.2%로 n-hexane를 이용한 분배의 경우만 80%를 상회하는 회수율을 보였다(Table 4). 따라서, 분배 용매로 n-hexane을 이용하여 100 mL, 50 mL 씩 두 번 분배하는 것으로 분배 조건을 결정하였다.

        
          Table 4. 
				
          

          
            Efficiency of liquid-liquid partitiona) with three different solvents
          
          

        

        
          
            
              	Solvents
              	Recoveryb) (%)
            

            
              	Partition-1 (100 mL)
              	Partition-2 (50 mL)
              	Total
            

          
          
            	n-Hexane
            	80.2
            	3.2
            	83.2
          

          
            	Ethyl acetate
            	66.2
            	12.2
            	78.4
          

          
            	Dichloromethane
            	63.7
            	10.5
            	74.2
          

        

        
          
            a)Partition mixture : 1 mL of 100 mg/L pencycuron + 50 mL of saturated NaCl + 50 mL of distilled water
          

          
            b)mean, n=3
          

        

        

      

      
        흡착 크로마토그래피 정제 최적화
        액-액 분배 이후, 추가 정제를 위해 흡착 크로마토그래피를 이용하였으며, 흡착제로는 널리 사용되는 florisil와 silica gel를 검토하였으며 용출 용매로는 ethyl acetate/n-hexane 혼합액을 사용하였다. 두 가지 흡착제를 이용한 흡착 크로마토그래피에서 모두 ethyl acetate 비율이 20%일 때 101.6~103.7%가 용출되었다(Table 5). 흡착제로 florisil를 사용하였을 경우, ethyl acetate 비율이 10%일 때 2.0% 용출된 반면, silica gel를 사용하였을때는 용출되지 않았다. 따라서, 분배액의 정제조건은 세척과정을 추가할 수 있는 silica gel를 사용하여 설정하였으며, ethyl acetate/n-hexane 10:90(v/v) 혼합액 100 mL로 컬럼을 세척하고 ethyl acetate/n-hexane 20:80(v/v) 혼합액 100 mL로 pencycuron을 용출하는 세부 정제조건을 확립하였다.

        
          Table 5. 
				
          

          
            Recovery rate by sequential elution of ethyl acetate/n-hexane mixture
          
          

        

        
          
            
              	Eluatea) condition
              	Recoveryb) (%)
            

            
              	Composition
              	Volume
              	Florisil
              	Silica gel
            

          
          
            	10 : 90
            	100 mL
            	2.0
            	-
          

          
            	20 : 80
            	100 mL
            	101.6
            	103.7
          

          
            	30 : 70
            	100 mL
            	-
            	2.6
          

          
            	40 : 60
            	100 mL
            	-
            	-
          

          
            	50 : 50
            	100 mL
            	-
            	-
          

          
            	Total
            	103.6
            	106.3
          

        

        
          
            a)Mixture of ethyl acetate/n-hexane
          

          
            b)mean, n=3
          

        

        

      

      
        분석정량한계(MLOQ)
        분석정량한계(MLOQ)는 시료 전처리 및 분석과정을 통틀어 전체 분석법을 통해 시료 내의 분석물질을 정량할 수 있는 한계치로써, 분석장비의 정량한계, 시료주입량, 시료채취량 및 희석 또는 농축배율 등을 고려하여 산출된다(Lee et al., 2009). 본 연구에서 설정된 분석법의 경우, pencycuron의 ILOQ가 2 ng, HPLC 주입량 20 μL, 시험용액량 5 mL, 시료채취량 25 g, 희석배수 1이므로 MLOQ는 0.02 mg/kg으로 산출되었다. 본 연구로 설정된 pencycuron의 MLOQ 수준은 농산물 중 최저 잔류허용기준인 풋마늘 0.05 mg/kg 수준을 충분히 정량할 수 있는 수준이기에 잔류 분석법으로써 적합하다고 판단된다.

      

      
        컬럼 내의 머무름 특징 및 효율성
        본 연구에서 확립된 방법에 따라 조제된 농산물별 시험용액을 설정된 HPLC 기기조건에 따라 분석하였을 때 나타나는 pencycuron의 컬럼 내 머무름 특징 및 컬럼 효율성을 검토하였다. Pencycuron의 머무름 시간은 배추와 사과의 경우 10.37분, 10.48분인 반면, 현미와 고추에서는 13.21분, 13.03분이었으며(Table 6), pencycuron 머무름 시간대에 매질별 간섭물질이 확인되지 않음으로써 분석의 선택성이 양호하였다(Fig. 4). 한편, 농산물별 pencycuron 머무름 시간의 차이는 컬럼의 종류, 이동상 조성 등의 차이로 인한 것이었다. Capacity factor, k값은 배추와 사과의 경우 각각 4.16, 4.12인 반면, 현미와 고추에서는 11.95, 11.82이었다. Capacity factor가 낮으면 짧은 시간내에 분석이 가능하지만 선택성 및 분해능을 확보하기 어렵기 때문에 일반적으로 4~8 되는 분석조건을 결정한다(Lee et al., 2009; Kwon et al., 2011; Lee et al., 2015). 현미와 고추의 경우 k값이 10 이상으로 시료당 분석시간이 길어 많은 시료를 분석하는데 어려움이 존재하였다. 하지만, 이는 현미와 고추 추출물 매질 내 간섭물질 영향이 배추와 사과보다 큰 상황이었기에 pencycuron의 선택성을 확보하기 위해 배추와 사과의 분석조건보다 이동상의 acetonitrile 비율을 55%로 낮추고 분해능을 향상시키기 위해 충진제 pore 크기가 3 μm인 컬럼을 사용함으로써, pencycuron 머무름 특성을 분석의 효율성보다는 분석능 향상을 우선시한 결과이었다. 이론단수(N)과 이론단 높이(H)를 통해 컬럼의 분리 효율을 검토한 결과, 배추 및 사과에서는 pencycuron의 N이 14421, 18814이었고 H는 0.017, 0.013 mm이었으며 현미와 고추에서는 N값이 9853, 8144이었고 H는 0.015, 0.018 mm이었다. 따라서, 현미와 고추 분석 시 capacity factor는 배추 및 사과 분석 시보다 높지만 분리효율은 유사한 수준이었다.

        
          Table 6. 
				
          

          
            HPLC chromatographic behavior of pencycuron
          
          

        

        
          
            
              	Crops
              	tRa) (min)
              	t0b) (min)
              	tR'c) (min)
              	
                k
                
                  
                    d)
                  
                
              
              	Ne)
              	Hf) (mm)
            

          
          
            	Korean cabbage
            	10.37
            	2.01
            	8.36
            	4.16
            	14421
            	0.017
          

          
            	Apple
            	10.48
            	2.05
            	8.44
            	4.12
            	18814
            	0.013
          

          
            	Brown rice
            	13.21
            	1.02
            	12.19
            	11.95
            	9853
            	0.015
          

          
            	Green pepper
            	13.03
            	1.02
            	12.01
            	11.82
            	8144
            	0.018
          

        

        
          
            a)Retention time of pencycuron
          

          
            b)Retention time of unretained compound
          

          
            c)Adjusted retention time = tR - t0
          

          
            d)Capacity factor = tR' / t0
          

          
            e)Number of plates = 5.545 × (tR / Wh)2, Wh = peak width at half height
          

          
            f)Height of theoretical plates = column length(mm) / N
          

        

        

        
          
          

          Fig. 4. 
				
          

          
            HPLC chromatograms of pencycuron. A; control, B; fortified at 0.2 mg/kg.
          
          

          

        

      

      
        분석법의 농산물별 회수율
        본 연구에서 확립된 추출, 분배, 정제 및 기기분석법에 따라 농산물 중 pencycuron 잔류분 회수정도를 확인함으로써 분석법의 정확성과 정밀성을 확인하였다. 무처리 농산물 시료에 표준용액 첨가법에 따라 처리수준이 MLOQ (0.02 mg/kg), 10MLOQ (0.2 mg/kg, 100MLOQ (2 mg/kg)인 회수율 시료를 조제하여 회수율 실험을 수행하였다. 농산물별 처리 수준별 3번 반복 실험하였다. 회수율 결과, MLOQ 수준에서는 82~108%, 10MLOQ수준에서는 72~93%, 100MLOQ 수준에서는 81~87%의 양호한 회수율을 보였고, 정밀성(CV < 10%)도 우수하여 식약처의 단성분 분석법 기준인 회수율 70~120%, C.V ≤ 20%을 만족하였다(Table 7). 따라서, 본 연구를 통해 확립된 pencycuron 분석법은 신뢰성이 보장된 높은 감도의 분석법으로 다양한 작물의 잔류수준 검정에 적용될 수 있는 분석법임을 확인할 수 있었다.

        
          Table 7. 
				
          

          
            Recovery of pencycuron by different agricultural commodities
          
          

        

        
          
            
              	Fortification
(mg/kg)
              	Recoverya) (%)
            

            
              	Korean cabbage
              	Apple
              	Brown rice
              	Green pepper
            

          
          
            	0.02
            	108.4 ± 2.9
            	81.9 ± 3.9
            	101.3 ± 7.0
            	98.1 ± 6.0
          

          
            	0.25
            	88.9 ± 0.8
            	90.5 ± 0.4
            	72.2 ± 9.9
            	93.4 ± 4.0
          

          
            	2.05
            	89.3 ± 1.5
            	88.5 ± 0.6
            	81.3 ± 4.2
            	89.4 ± 1.0
          

        

        
          
            a)mean ± RSD, n=3
          

        

        

      

      
        잔류분의 재확인
        본 연구에서 확립된 잔류분석법을 이용하여 분석된 pencycuron 잔류분 결과에 대한 신뢰성을 확보하기 위해 재확인(confirmation)용 LC/MS법을 확립하였다. ESI (electro spray ionization) positive mode에서 capillary voltage 60 V에서 이온화하였고 이동상은 HPLC와 같은 acetonitrile/water 혼합액에 추가로 이온화를 위한 proton을 제공하고 해당 peak의 모양을 향상시키는 장점을 가지고 있는 formic acid를 0.1%사용하였다(Lee et al., 2011). Pencycuron 표준용액 1 mg/L, 5 μL를 주입하여 total-ion chromatogram (TIC)과 mass spectrum을 확인하였다(Fig. 5). 머무름시간 3.3분에 pencycuron을 확인할 수 있었으며, pencycuron의 nominal mass가 328.1이기에 ESI positive mode에서 m/z가 329.2인 양성자화된 분자이온 [M+H+]을 확인할 수 있었고 해당 이온을 SIM 분석을 위한 ion으로 결정하였다. 한편, pencycuron 분자구조 내 존재하는 1개의 Cl 원자로 인하여 Cl 동위원소 35Cl와 37Cl의 비율 100:32.5에 따라 [M+H+=329]와 [M+2+H+=331]이 확인되었다. 농산물 종류별 pencycuron 잔류분을 앞서 설정된 LC/MS법에 따라 분석한 결과, pencycuron 머무름 시간대에 분석 간섭물질이 관찰되지 않아 본 LC/MS법을 잔류분 재확인 분석법으로 결정하였다(Fig. 6).

        
          
          

          Fig. 5. 
				
          

          
            Total-ion chromatogram (A) and full scan mass spectrum (B) of pencycuron by LC/MS. A standard solution (1 μg/mL) was analyzed.
          
          

          

        

        
          
          

          Fig. 6. 
				
          

          
            Selected-ion monitoring chromatograms of pencycuron by LC/MS. A; control, B; fortified at 0.02 mg/kg.
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