
Abstract

BACKGROUND: Dithiocarbamate fungicide propineb 

can be analyzed quantitatively by derivatization reaction 

followed by HPLC/UVD, which has high reproducibility 

and stability. However, the presence of high protein in 

soybeans and peas affects the derivatization process re-

sulting in extremely low recoveries. Therefore, this study 

was conducted to improve the analytical method for anal-

ysis of propineb in soybeans and peas by applying a de-

proteinization process using chloroform-gel method.

METHODS AND RESULTS: The deproteinization 

process was carried out up to 6 times for soybeans and 5 

times for peas using 50 mL chloroform. After 4 times of 

deproteinization process followed by a derivatization re-

action with methyl iodide, the recovery yields of propineb 

in both pulses were >90%. However, the recovery yield 

tended to decrease when the deproteinization process was 

performed more than 5 times. The method limit of quanti-

fication (LOQ) was 0.04 mg/L. The recovery conducted 

in triplicate at 10 times and 50 times of the LOQ ranged 

from 87.2 to 95.0 % with a coefficient of variation <10%.

CONCLUSION(S): This study confirmed that 4 times of 

deproteinization process using the chloroform-gel meth-

od was effective when derivatizing and analyzing dithio-

carbamate fungicides in pulses with high protein content. 

However, depending on the initial protein content present 

in the pulses, there was a difference in the recovery: the 

lower the protein content, the higher the recovery rate of 

propineb. It is expected that the method proposed in this 

study could be applied to remove high content of protein 

as analytical interference substance from agricultural 

samples.
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서  론

Dithiocarbamate계 살균제는 광범위한 병해에 예방적 효

과가 있는 비침투성 유기살균제로 다양한 작물에 사용되고 

있으며, 대부분 분자 내 금속원자를 함유하는 특징을 가지고 

있다[1, 2]. 이러한 화학구조는 균체 내의 미량 원소를 불활성

화시키거나 효소에 함유하는 금속을 제거하여 병원균을 방제

하는 것으로 알려져 있다[3]. 대표적인 dithiocarbamate계 

살균제는 propineb, mancozeb, zineb, maneb, ziram, 

thiram 등이 상용화되어 있다[4, 5]. 이 중 금속원자인 Zn
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(아연)을 함유하고 있는 propineb는 안전한 인체독성과 함께 

생산비용도 낮아 채소류와 과일류 등의 탄저병에 대한 예방

적 방제를 위하여 널리 사용되고 있다[1-2, 6].

현재 propineb를 포함하는 dithiocarbamate계 살균제의 

잔류분석법으로는 CS2 gas 포집방법과 methyl iodide 

(CH3I)를 이용한 유도체화 방법이 보고되고 있다[6-8]. 가장 

기본적인 CS2 분석법은 SnCl2/HCl시약을 가한 후 기류를 

통과시키면 100℃ 이상에서 분해되어 발생하는 CS2 가스를 

발색시약에 포집하여 흡광도를 측정하는 정량법이다[5]. 이와 

같은 CS2 총량을 포집하는 분석법은 단일 농약에 대한 성분

별 정성 및 함량을 알 수 없고, 천연의 CS2또는 유사 기체의 

간섭으로 재현성이 떨어지는 단점이 있다[3, 4]. 이러한 단점

을 보완하고자 최근에는 약알칼리성 EDTA-2Na 수용액을 

이용하여 propineb를 추출한 후, methyl iodide로 유도체

화 반응(methylation)을 거쳐 HPLC/UVD로 분석하는 정

량법이 개발되었다[9, 10]. 이 분석법은 propineb을 EDTA- 

2Na 작용으로 수용액에 용해하여 methyl iodide로 methyla-

tion 시킨 후 유기용매 층으로 전이하여 정량하는 유도체화 

방법이다[11]. Methyl iodide (CH3I)를 이용한 유도체화 분

석법은 성분별로 유도체를 형성할 수 있어서 HPLC/UVD 

또는 LC-MS/MS를 사용하여 정량 분석이 가능하고 재현성

과 안전성이 높은 것으로 보고되고 있다[9, 12].

한편 이러한 유도체화 분석법을 적용할 때 고단백질을 함유

한 두류 시료의 경우 propineb을 포함한 dithiocarbamate계 

화합물의 회수율이 상당히 낮아 분석에 어려움이 보고되고 

있다[7, 13-14]. 특히 propineb를 추출하기 위해 사용한 약

알칼리성인 EDTA-2Na 수용액을 사용하였을 때, 두류에 함

유된 과량의 단백질이 함께 추출되면서 propineb의 잔류분

석 과정 중 필수적인 분석성분의 유도체화를 방해하는 것으

로 추정되었다[13, 14]. 이는 두류 단백질이 pH 9에서 높은 

용해도를 나타내어 대두와 완두에 함유된 단백질이 약알칼리

성인 EDTA-2Na 수용액에 용해되면서 유도체화 과정 중 

methyl iodide의 친핵성 치환반응(SN2반응)을 방해하였을 

것으로 판단된다[15]. 

본 연구에서는 두류 중 고함량의 단백질을 사전에 제거하

기 위하여 유기용매인 chloroform에 의하여 변성된 단백질

을 용해도가 다른 용액을 이용하여 분리 제거하는 액체-액체 

추출법인 chloroform-gel method을 시도하였다[16]. 단백

질이 용해된 EDTA-2Na 수용액에 chloroform을 첨가하였

을 때, 소수성과 친수성을 나타내는 단백질은 소수성을 중심

으로 chloroform에 용해되어 단백질이 변성되고 침전반응이 

일어나는 원리를 응용하는 것이다[17]. 이러한 과정을 반복적

으로 수행할 경우, 두류에 함유된 단백질이 단계적으로 제거

됨으로써 methylation 반응 중 간섭영향이 줄어들어 

propineb를 정량적으로 유도체화할 수 있는 것으로 판단되

었다[7].

본 연구에서는 고단백 함유 두류 중 대두와 완두에 대한 

propineb의 잔류분석 방법 개선을 목적으로 methylation 

반응 직전에 제단백 과정을 적용하여 분석법의 효율성 및 

propineb의 회수율 개선효과를 확인하고자 하였다. 본 연구

를 통하여 확립된 제단백 과정을 적용한 propineb 분석법을 

단백질 고함유 농산물 및 dithiocarbamate계열 농약들의 분

석법 개발에 적용하여 신뢰성 있는 농산물 안전관리에 기여

할 것으로 판단된다.

 

재료 및 방법

 

시약, 재료 및 기구 

본 연구에 사용된 propineb의 분석용 표준품은 Sigma 

Aldrich 사(USA)에서 순도 68.5%인 것을 구입하여 사용하

였다. 추출에 사용된 ethylenediaminetetraacetic acid- 

disodium (EDTA-2Na)은 Dae Jung 사(Korea), NaOH는 

일본의 Yakuri Pure Chemicals Co., Ltd. (Japan), L- 

cysteine, 1,2-propanediol은 Tokyo Chemical Industry 

Co., Ltd. (Japan)로부터 구입하여 사용하였다. Methyl 

iodide는 Kanto Chemical Co., Inc. (Japan)으로부터 구입

하여 사용하였으며, tetrabutylammonium hydrogen sulfate 

(TBAH)는 Sigma Aldrich 사(USA)로부터 구입하여 사용

하였다. Sodium sulfate anhydrous, sodium chloride 

anhydrous는 Dae Jung 사(Korea)로부터 구입하여 사용하였

으며 amyl alcohol은 Junsei Chemical Co., Ltd. (Japan)에

서 GR급을 구입하여 사용하였다. n-Hexane, methanol, 

dichloromethane, chloroform, hydrochloric acid, water

는 Merck 사(Germany)에서 GR급을 구입하여 사용하였다. 

전처리 시 진탕기는 Lab. Companion IS-971R (Jeio Tech, 

Korea)과 BV1010 (Benchmark Scientific, USA)를 사용하

여 진탕하였으며, 감압유거를 위해 농축기는 Eyela NE-1001 

(Tokyo Rikakikai Co., Ltd., Japan)를 사용하였고, 원심분

리기는 Allegra X-15R (Beckman Culter Life Sciences, 

USA)를 사용하였다. 본 연구에 사용한 propineb의 물리화

화적 특성은 Table 1과 같다[18].

 

농산물 시료

시료는 고단백질인 대두(100 g 당, 36.2%)와 완두(100 g 

당, 24.4%)를 선정하였다[20, 21]. 대두는 시중에서 판매되는 

무농약 농산물을 구입하였으며, 완두는 농가에서 직접 수확한 

무처리 시료를 사용하였다. 시료는 마쇄 후 각각 5 g씩 칭량

하여 PE (Polyethylene) tube에 넣어 –20℃ 이하에 냉동보

관하여 분석 시 사용하였다. 

 

표준검량선 

Propineb 표준용액은 propineb 일정량을 L-cysteine 

0.5 g와 0.25 M ethylenediaminetetraacetic acid-disodium 

(EDTA-2Na) 수용액(0.45 M NaOH 함유, pH 9.5-9.6)에 

녹여 100 mg/L이 되도록 하여 stock solution을 조제하였

다. 제조한 용매는 동일한 용매로 희석하여 0.01, 0.02, 0.05, 

0.1, 0.2, 0.5, 1.0 mg/L의 working solution을 제조한 이

후 유도체화하여 20 µL씩 HPLC/UVD에 주입, 분석하여 
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얻은 peak의 면적을 기준으로 표준검량선을 작성하였다.

분석기기

Propineb 분석은 diode array detector가 장착된 

HPLC system (Dionex ultimate 3000, USA)을 이용하였

으며, column은 Shiseido C18 (4.6 mm I.D.×250 mm, 5.0 

µm, Japan)을 사용하였다(Table 2). 잔류분 재확인용으로 

분석기기는 HPLC DIONEX Ultimate 3000 (Thermo 

Science, USA)와 질량분석기인 TSQ Quantum ultra 

(Thermo Science, USA)를 사용하였다(Table 2, 3).

추출 및 유도체화 

시료(대두, 완두) 5 g에 증류수 20 mL를 가하여 20분간 

습윤화하였다. 이후 0.25 M ethylenediaminetetraacetic 

acid-disodium (EDTA-2Na) 수용액(0.45 M NaOH 함유, 

pH 9.5-9.6) 80 mL에 L-cysteine 0.5 g 및 sodium 

chloride를 넣고 shaker를 사용하여 2,500 rpm으로 10분간 

진탕·추출하였다. 추출액에 chloroform 50 mL, amyl 

alcohol 10 mL를 첨가하여 2,500 rpm으로 10분간 진탕한 

후 3,000 rpm으로 10분간 원심분리하여 제단백(deproteini-

zation)을 진행하였다. 필요 시 상기 제단백 과정을 1회~6회

까지 반복하였다(Fig. 1). 이후 상등액 10 mL를 취하여 0.41 

M tetrabutylammonium hydrogen sulfate 수용액 1 mL

와 1 N HCl 을 첨가하여 pH 7.5로 신속 조절한 후 유도체화 

시료로 사용하였다. 용액이 담겨 있는 분액여두에 sodium 

chloride 5 g을 넣고 0.05 M methyl iodide가 함유된 

n-hexane:dichloromethane (2:8, v/v) 혼합용액 30 mL를 

넣어 3회 유도체화(methylation)을 진행하였으며, sodium 

Propineb

Chemical
structure S

S

N
H

N
H

S

S

Zn

CH
3

x

 

IUPAC name Polymeric zinc 1,2-propylenebis(dithiocarbamate)

Mol. wt. 289.8

V.p. (mPa) 1.6×10-7 mPa (20°C)

KowlogP -0.26 (propylenethiourea, main metabolite) (20°C)

Solubility 
In water 0.01 g/L (20°C). In toluene, hexane, 

dichloromethane <0.1 g/L in DMF + DMSO>200 g/L.

Stability
Stable when Dry

Decomposed by moisture in acidic and alkaline media;
DT50 at 22°C, 1d. (pH 4.0), 1d. (pH 7.0), 2-5d. (pH 9.0)

Table 1. Physicochemical properties and chemical structure of propineb

Instrument DIONEX Ultimate 3000, Thermo Fisher Scientific (USA)

Detector Diod array detector

Wave length 272 nm

Column Shiseido C18 (4.6 mm i.d.×250 mm×5.0 μm)

Mobil phase

Soybean Pea

Min Acetonitrile Water Min Acetonitrile Water

0.0 20 80 0.0 15 85

15.5 95 5 15.5 80 20

18.0 95 5 18.0 80 20

20.0 20 80 20.0 15 85

Flow rate 1.0 mL/min

Injection volume 20.0 ㎕

Retention time Soybean: 12.46 min, Pea: 14.59 min

Table 2. HPLC/UVD operating conditions for propineb



Improvement of Analytical Method for Propineb Residues in Glycine max (L.) Merrill and Pisum sativum L. using Deproteinization Process 209

sulfate anhydrous 층을 통과 탈수시키고 약 10분간 실온에

서 방치하였다. 여기에 20% 1,2-propanediol을 함유한 di-

chloromethane 1 mL를 넣고 rotary vacuum evaporator

를 이용하여 30°C 이하의 수욕 상에서 감압·농축하였으며 농

축된 건고물을 methanol 2 mL로 재용해한 후 HPLC/ 

UVD로 분석하였으며, LC-MS/MS로 유도체화 성분을 재확

인하였다. 

제단백 과정

제단백 횟수와 용매의 용량을 다르게 하여 제단백 효과를 

비교하고자 수행하였다. 제단백 과정은 chloroform 50 mL

와 amyl alcohol 10 mL, chloroform 100 mL와 amyl 

alcohol 20 mL 이용하여 대두의 경우 0회(대조구)부터 최대 

6회까지 진행하였으며, 완두는 chloroform 50 mL와 amyl 

alcohol 10 mL를 이용하여 0회(대조구)부터 최대 5회까지 

반복 수행하였다.

회수율 시험

잔류분석법의 신뢰성 및 분석 효율을 검증하기 위해 대두

와 완두를 이용한 회수율 시험을 수행하였다. 마쇄가 완료된 

대두 및 완두 시료 5 g에 propineb의 최종농도가 0.4 및 2.0 

mg/L 수준이 되도록 처리하였으며, 2수준 3반복으로 수행

하여 회수율과 분석오차를 측정하였다. 

결과 및 고찰

 

HPLC 기기 분석 조건

Dithiocarbamte계 살균제인 propineb는 logP –0.26으

로 수용성이며 비극성 유기용매에 난용성인 화합물이다. 또한 

증기압 1.6×10-7mPa(20℃)로 휘발성이 매우 낮고 분자 구조 

내 –NH기를 가지고 있어 HPLC 분석이 적합하다[19, 7]. 

유도체화 propineb (methylated propineb)에 대한 최적 

분석 파장을 선택하기 위해 190-360 nm 범위에서 최대흡수

Precursor ion Product ion CE Q1 PW Q3 PW

254.000
61.0a) 13 0.7 0.7

206.7b) 10 0.7 0.7
a) Quantification ion
b) Qualification ion

Table 4. Selected reaction monitoring (SRM) ion transition of propineb in LC-MS/MS

Instrument DIONEX Ultimate 3000, Thermo Fisher Scientific (USA)

Detector TSQ Quantum Access Max, Thermo Fisher Scientific (USA)

Column Capcell core C18 (2.1 mm i.d.×150 mm×2.7 μm)

Column temperature 40°C

Mobil phase
A:B=0.1% formic acid+5 mM ammonium formate in water:0.1% formic acid 
in methanol

Mobil phase

Time (min) A (%) B (%)

1.5 90 10

3.0 10 90

6.0 10 90

6.5 90 10

10.0 90 10

Flow rate 0.4 mL/min

Injection Volume 1.0 ㎕

Ion source Electrospray ionization, negative mode

Spray voltage 3,500 V

Vaporize temperature 320°C

Ion sweep gas pressure 1.0 unit

Sheath gas pressure 35 unit

Aux gas pressure 15 unit

Capillary temperature 270°C

Retention time 5.40 min

Table 3. LC-MS/MS operating conditions for propineb
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파장을 스캔한 결과, 272 nm에서 흡광계수가 가장 높게 나

타났다[7]. HPLC 분석의 분리용 C18 계열의 colunm은 보

편적으로 중성의 화합물 분리에 많이 사용되는 역상

(reversed phase) column (C18)을 사용하여 분석하였으며, 

분리능 및 감도를 향상시키기 위해 이동상 용액은 water/ 

acetonitrile의 혼합용액을 용매구배법(gradient elution)을 

사용하여 기기 분석 시 추출물의 간섭물질을 최소화하였다

[7]. 

유도체화 propineb의 표준검량선 

유도체화된 propineb의 표준용액(0.01, 0.02, 0.05, 0.1, 

0.2, 0.5, 1.0 mg/L)을 20 µL씩 기기에 주입하여 얻은 검량선

의 회귀방정식은 대두의 경우 y=0.064133042x+0.00204252 

(R2=0.999)이었으며, 완두의 경우 y=0.053637051x+0.005320982 

(R2=0.999)로 R2값은 0.999 이상으로 정량의 직선성이 매우 

우수하였다(Fig. 2).

유도체화 반응의 개선을 위한 제단백 과정 최적화 

식품의약품안전처에 고시된 EDTA-2Na 수용액을 이용한 

유도체화 방법에서 회수율을 높이기 위해 L-cysteine도 첨가

하였으나 대두와 완두에 적용하였을 때, 고함량의 단백질이 

함유된 대두와 완두의 회수율은 각각 24.2%, 37.5%로 유도

체화 반응 이전에 제단백 과정이 필수적으로 요구된다. 본 연

구에서는 사전 연구[7]에서 팥 시료에 적용했던 chloroform- 

gel method를 이용하여 대두와 완두에 대한 최적의 제단백 

과정을 확인하고자 하였다. 

Chloroform-gel method는 서로 다른 용해도를 가진 용

액을 혼합하여 간단하게 단백질을 제거하는 액체-액체 추출 

방법으로, 용매는 phenol과 chloroform을 주로 사용하며 추

출 시 발생하는 거품을 방지하기 위해 소포제로 amyl 

alcohol를 사용한다[16]. 단백질은 아미노산의 구성 특성에 

따라 소수성, 친수성을 지니는데 EDTA-2Na 수용액에 용해

된 단백질의 경우 소수성 단백질은 내부에 친수성 단백질은 

Fig. 1. Analytical scheme of propineb residue in soybean and pea.
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외부로 노출된다. 이때 chloroform을 첨가하게 되면 소수성 

단백질은 chloroform 층 외부에 존재하게 되고 친수성 단백

질은 내부에 존재하게 되면서 영구적으로 변성된다[17]. 변성

된 단백질은 EDTA-2Na 수용액 층과 chloroform 층 사이

에 백색 gel 층을 형성하며 이를 통해 단백질이 침전되는 것

을 육안으로 확인할 수 있다[16]. 실제 대두와 완두에 제단백 

1회 과정을 진행한 결과는 Fig. 3과 같으며, 단백질이 변성되

어 백색 gel 층이 형성된 것을 확인할 수 있다.

 

대두(Glycine max (L.) Merrill)에 대한 제단백 효과 

대표적인 두류인 대두는 단백질 함량(100 g 당 36.2%)이 

높아 용매의 용량을 늘려 제단백 효과를 비교하고자 chloro-

form 50 mL와 100 mL를 사용하여 제단백 과정을 최대 6

회까지 단계적으로 반복하며 수행하였다(Table 5). 제단백을 

진행하지 않고 유도체화 하였을 때(0회) 회수율은 24.2%이었

으나 제단백 과정을 chloroform 50 mL로 회수를 반복한 결

과 4회 수행 시 91.7%로 가장 좋은 결과를 나타냈다. Chlo-

roform 100 mL로 제단백 과정을 반복한 경우에도 4회 수행 

시 회수율 87.2%로 가장 좋은 결과를 보였다. 대두 중 pro-

pineb 잔류분석을 위해 사용된 chloroform의 용량과 제단

백 과정 반복 횟수는 chloroform 50 mL로 4회 수행하는 경

우에서 최적의 회수율을 보였다.

 

완두(Pisum sativum L.)에 대한 제단백 효과

완두는 대두와 강낭콩과 함께 우리나라 3대 다소비 두류 

중 하나이며 국민 1인당 년간 120.5 g을 섭취하고 있다(2020, 

KHIDI). 완두는 우리나라 국민들이 다소비하는 두류 중 하

나로 고단백질 함량(100 g 당 24.4%)을 지니고 있어 제단백 

과정이 필요하다[22, 23]. 완두는 대두에 대한 실험 결과를 

바탕으로 chloroform 50 mL를 사용하여 최대 5회까지 제단

백 과정을 반복 수행하면서 회수율을 산출하였다(Table 5). 

완두를 제단백을 진행하지 않고(0회) 유도체화를 진행하였을 

때 회수율은 37.5%이었으나 제단백 과정을 반복하면서 뚜렷

한 개선 효과를 보였다. 본 연구 결과 완두의 경우 chloro-

form 50 mL를 사용하여 4회 제단백 과정을 수행하였을 때 

94.3%로 가장 높은 회수율를 보였다.

(A)

   

(B)

Fig. 2. Linearity of calibration curve used for propineb analysis in soybean (A) and pea (B).

(A)                                            (B)

Fig. 3. Deproteinization of soybean (A) and pea (B) extracts using chloroform 50 mL+amyl alcohol 10 mL.
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Crops
Solvent
amount

Deproteinization
time

Recovery (%)

1 2 3 Average±SDa)

Soybean

50 mL

0 18.0 22.8 31.7 24.2±6.9

1 46.9 43.3 44.3 44.9±1.9

2 53.2 52.2 52.8 52.7±0.5

3 79.8 71.6 70.9 74.1±4.9

4 92.2 92.4 90.6 91.7±1.0

5 86.8 83.3 80.4 83.5±3.2

6 63.4 61.4 62.9 62.5±1.0

100 mL

1 58.3 52.6 50.7 53.9±3.9

2 74.0 77.9 79.9 77.3±2.9

3 83.0 89.3 82.4 84.9±3.8

4 91.5 88.4 81.5 87.2±5.1

5 80.9 90.2 80.8 84.0±5.4

6 80.8 67.2 75.6 71.4±5.9

Pea 50 mL

0 38.5 36.0 38.0 37.5±1.3

1 74.8 61.3 70.0 68.7±6.8

2 70.9 75.0 77.9 74.6±3.4

3 89.9 86.9 88.9 88.6±1.4

4 94.8 90.9 97.4 94.3±3.2

5 82.9 77.1 85.0 81.7±4.1
a) SD: standard deviation

Table 5. Recovery yields of propineb from pea after deproteinization process using 50 mL chloroform+10 mL amyl 
alcohol and 100 mL chloroform+20 mL amyl alcohol

두류 중 Propineb 잔류분석을 위한 제단백 과정 

손 등(1990)의 보고에 의하면, 두류의 단백질은 pH에 따

라 용해도가 다르며 대체적으로 pH 9에서 높은 용해도를 나

타내어 대두와 완두에 함유된 단백질의 용해도가 약알칼리성

인 EDTA-2Na 수용액에 높을 것으로 판단된다[15]. 이를 통

해 대두와 완두에 함유된 단백질이 약알칼리성인 EDTA- 

2Na 수용액에 용해되어 methyl iodide의 propineb 유도체

화 반응을 경쟁적으로 방해하는 간섭물질로 작용했을 것으로 

추정하였다[13, 14]. 따라서 유도체화 반응 전 대두와 완두에 

chloroform-gel-method를 적용하여 고함량의 단백질을 사

전에 제거하고 유도체화 과정을 수행한다면 methyl iodide

가 propineb와 경쟁적 간섭없이 유도체화 propineb로 전환

될 수 있을 것으로 기대하였다. 본 연구 결과 대두와 완두 중 

propineb의 유도체화 과정을 방해하는 간섭물질인 고함량의 

단백질을 사전에 제거함으로써 분석 회수율이 대두는 24.2%

에서 91.7%까지 증가하였으며, 완두는 37.5%에서 94.3%까

지 뚜렷하게 개선되는 결과를 관찰하였다. 특히 두 두류 시

료의 경우 제단백을 반복적으로 4회 수행하였을 때 가장 높

은 회수율을 나타내었다. 그러나 제단백 과정을 반복적으로 

수행하였을 때 회수율이 비례적으로 증가할 것으로 예상했으

나, 제단백 과정을 5회 이상 수행하였을 때는 오히려 회수율

이 감소하였다. 이는 제단백 과정이 필요 이상 반복되면서 

EDTA층에 녹아 있던 propineb가 낮은 용해도(<0.1 g 

propineb/ L dichloromethane) 임에도 chloroform 층으

로 분배되면서 회수율 감소에 영향을 미쳤을 것으로 사료된

다[18]. 

Chloroform 50 mL를 사용한 대두와 완두의 평균 회수

율을 비교하였을 때, 완두의 경우 모든 회수율이 대두보다 높

게 나타났다(Fig. 4). 이는 대두(단백질 36.2%)의 경우 완두

(24.4%)보다 약 12% 정도 높은 단백질 함량을 지니고 있어 

chloroform 50 mL와 반응하였을 때, 일부 변성되지 않은 

단백질의 간섭으로 인해 완두보다 회수율이 낮게 나타난 것

으로 추측된다. 또한 선행연구[7]로 수행한 팥의 평균회수율

(98.0%)은 완두의 평균회수율(94.3%)과 비교하였을 때 높은 

회수율을 보였다. 이는 완두(24.4%)가 팥(19.0%)보다 약 5% 

이상의 단백질을 함유하고 있어 chloroform 50 mL가 완두

에 함유된 단백질을 모두 수용하지 못하여 팥과 완두의 회수

율 차이가 나타난 것으로 예측된다. 따라서 chloroform 50 

mL을 이용하여 4회 제단백 과정을 수행할 경우 대두

(36.2%), 완두(24.4%), 팥(19.0%)의 단백질 함량에 따라 

propineb의 회수율이 각각 91.7%, 94.4%, 98.0%로 산출되

어 단백질 함량과 제단백 과정 사이의 상관관계가 있음을 확

인할 수 있었다.
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Fig. 4. Comparison of propineb recovery from soybean, pea and red bean a) according to numbers of deproteinization 
process. a) (Leem et al., 2019)

Crop Fortification level (mg/kg) Recovery±SD a) (%) MLOQ (mg/kg)

Soybean
0.4 88.3±1.1

0.04
2.0 90.7±1.3

Pea
0.4 91.0±1.4

0.04
2.0 93.5±1.6

a) SD: standard deviation

Table 6. Recovery yields and MLOQ (method limit of quantitation) of propineb in soybean and pea

분석 정량한계 및 회수율

Propineb의 분석정량한계는 기기의 최소검출량(ng), 시

료량(g), 최종부피(mL), 기기주입량(㎕)을 고려하여 산출하

였다. 산출근거는 아래 식과 같으며, propineb의 분석정량한

계는 0.04 mg/kg이었고 분석과정의 적합성을 확인하기 위

해 실험결과를 바탕으로 대두, 완두에 제단백 과정 4회를 적

용하여 분석정량한계의 10배인 0.4 mg/kg, 50배인 2.0 

mg/kg 수준으로 시험을 수행하였다. 그 결과, 모두 유효회

수율은 범위인 70-120%을 만족하였으며 표준편차는 10% 이

하의 기준으로 만족하였다(Table 6). 이때의 대표 크로마토그

램은 Fig. 5와 같다.

 

 

 
 

  

 

LC-MS/MS를 이용한 분석성분 확인

본 연구에서 유도체화된 propineb 잔류분석법의 정성적 

확인을 위하여 LC-MS/MS를 이용하였다. 유도체화된 

propineb은 negative ion-mode에서 최적의 감도를 나타냈

고, precursor ion은 [M-H]+ ion, m/z=254.400, product 

ion은 m/z=61.060, 206.710이었다. 상기 분석조건을 통해 

무처리 대두와 완두 시료에 propineb 표준물질을 첨가하여 

제단백과 유도체화 과정을 거치는 경우 LC-MS/MS 상에서 

유도체화 propineb 성분을 확인할 수 있었다(Fig. 6). 이를 

통하여 고단백질 두류 시료인 대두와 완두 중 함유한 유도체

화 propineb 잔류성분의 정량분석을 위하여 HPLC뿐 아니

라 LC-MS/MS의 활용이 추천된다.

본 연구를 통하여 단백질 함량이 높은 두류 중 dithio-

carbamate계 살균제(propineb 포함)를 유도체화를 통하여 

잔류 분석하는 경우 반드시 제단백 과정이 포함되어야 할 것

을 제안하고자 한다. 또한 본 연구를 통하여 시도된 분석 간

섭물질로서의 과량의 단백질을 제거하기 위한 chloroform- 

gel-method이 다양한 고단백 함유 농산물 잔류분석 시에 적

용될 수 있을 것으로 기대한다.
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(A)

(B)

Fig. 5. HPLC-UVD chromatograms of propineb in soybean (A) and pea (B).
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(A)

(B)

Fig. 6. SRM chromatograms of propineb in soybean (A) and pea (B).
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