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LC-MS/MS를 이용한 멀구슬, 협죽도, 황련 유래 활성성분의 벼 중 
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Abstract

BACKGROUND: Plant extracts have been used as 
environment friendly agricultural materials for organic 
farming in South Korea. However safety evaluation on the 
plant extracts was not properly tested. The aim of this study 
was to evaluate safety of the extracts from Melia azedarach, 
Nerium indicum and Coptis chinensis on cultivating rice.
METHODS AND RESULTS: Pant extarcts 300-fold 
diluted were treated on rice, and residues of M. azedarach, 
N. indicum and C. chinensis were determined. The analytes 
from the rice samples were detected by liquid 
chromatography coupled with tandem mass spectrometry 
(LC-MS/MS). The method was validated, and good 
linearities (r2=0.995-0.998), specificity, and recoveries 
were obtained. Limits of detection were 0.01 mg/kg for all 
of the target compounds. Recoveries were 79.3-118.3% at 
0.1 mg/kg and 75.2-111.5% at 0.5 mg/kg. The residue levels 
were below 0.030 mg/kg for azadirachtin, 0.320 mg/kg for 
oleandrin and 1.460 mg/kg for berberine. 

CONCLUSION(S): The extracts of M. azedarach, N. 
indicum and C. chinensis contained azadirachtin, oleandrin 
and berberine as an active ingredient,  respectively. The 
residue of three active ingredients dramatically decreased 
after treatment in all fruits, stems and roots of rice. 

Key words: Environmental-friendly material, LC-MS/MS, 
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서  론

최근 소비자들의 삶의 질이 향상되면서 안전한 먹거리와 

환경오염에 대한 관심이 증가함에 따라 유기농산물의 수요도 

증가하고 있다. 유기농산물이란 유기합성농약과 화학비료를 

일체 사용하지 않고 재배하여

환경에 악영향을 주지 않고 좋은 환경을 유지 보전하면서 

생산한 농산물을 의미한다. 이러한 유기농산물을 재배하기 위

해서는 병해충 방제를 위해 사용되었던 화학농약 대신 친환

경농자재 사용은 필수불가결한 요소이다. 그러나 최근 화학농

약의 오남용으로 인하여 생태계 파괴 및 환경오염 등의 문

제가 발생하고 있다. 이에 대한 대책으로 살충효과를 보이

면서 환경에 대한 영향을 최소화 하는 천연 작물보호제에 

대한 연구가 활발히 이루어지고 있다(Saxena, 1989). 식물

추출물은 다양한 생물활성물질을 함유하고 있고(Wink, 
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Fig. 1. The chemical structures of azadirachtin, oleandrin, and berberine.

1993) 포유류인 인축에는 해가 거의 없기 때문에 친환경 농

업에서 새로운 해충방제용 자재로 개발되어(Arnason et al., 

1989), 살충제, 해충기피제 및 섭식저해제로 활발히 이용되고 

있다(Schmutterer, 1980).

해충방제용 자재로 사용되는 식물추출물 중 멀구슬

(Melia azedarach)은 limonoid계의 azadirachtin과는 다른 

terpenoids를 함유하여 여러 곤충 종에 대하여  생장억제 효과

를 가진 살충제로서 상업적으로 이용되고 있다 (Schmutterer, 

1980; Hwang et al., 2009). 협죽도(Nerium indicum)는 

사람과 동물에 독성을 나타내는 식물이지만(Langford and 

Boor, 1996; Al-Yahya et al., 2000), 한편으로 항세균

(Mostaqul et al., 1999), 살충(Hassan, 1996) 및 항염

증 활성을 가지고 있다(Erdemoglu et al., 2003). 또한 황

련(Coptis chinensis) 추출물은 고추역병(Ahn et al., 

2009)과 배추좀나방(Park et al., 2008) 방제에 효과적임

이 보고 된바 있다. 이처럼 식물추출물은 해충방제에 탁월한 

효과가 입증되어 실제 농업인들 사이에서 작물보호제로 많

이 사용되고 있지만 식물추출물에 대한 안전성 여부는 아직 

불분명하다. 이러한 살충 및 살균효과를 가진 식물추출물의 

무분별한 사용은 오히려 식품의 안전성과 더불어 생태계에 

악영향을 줄 수도 있기 때문에 안전성 확보가 필요하다. 따

라서 본 연구에서는 민간에서 사용되고 있는 식물추출물인 

멀구슬(M. azedarach), 협죽도(N. indicum), 황련(C. 

chinensis) 추출물의 잔류양상을 파악하여 벼 중 안전성 확

보를 위한 과학적인 근거를 제시하고자 한다.

재료 및 방법

식물추출물 및 시험작물

본 시험에 사용한 식물추출물은 멀구슬(M. azedarach), 

협죽도(N. indicum), 황련(C. chinensis)의 에탄올 추출물

을 사용하였고, 시험작물은 남평벼를 사용하였다. 멀구슬, 협

죽도 및 황련 추출물의 유효성분은 azadirachtin, oleandrin 

및 berberine을 각각 선정하였고, 벼 중 안전성 시험을 위해 

세 성분의 잔류양상을 조사하였다.

포장시험 및 시료채취

시험은 전라남도 나주시 농업기술원 내 실외포장(800 주

/330 m2)에서 수행하였다. 멀구슬, 협죽도 및 황련 에탄올 

추출물은 추천살포 농도인 300배로 희석한 수 수확 전 27일

에 배부식 분무기를 이용하여 시험구 전체의 벼에 잎 표면에

서 약액이 흐를 정도로 충분한 양을 살포하였다.  잔류분석을 

위한 시료채취는 추출물 처리 후 0, 10, 20, 23, 27일의 벼를 

수확하였다. 수확 한 벼는 열매, 줄기, 뿌리의 3부분으로 분리

하여 각각 밀봉 후 –20℃에 냉동 보관하였다.

약제 및 시약

유효성분 분석에 사용된 표준품인 azadirachtin (95.0%), 

oleandrin (95.0%) 및 berberine (90.0%)은 SIGMA- 

ALDRICH (Saint Louis, USA)사 제품을 구입하여 사용하

였으며 성분별 구조식은 Fig. 1과 같다. 유효성분의 분석에 

사용된 HPLC 등급의 acetonitrile, methanol, water는 

Burdick & Jackson사 (Muskegon, USA)로부터 구입하였

고, analytical-grade의 sodium chloride, sodium sulfate, 

formic acid, ammonium formate는 Junsei Chemical Co. 

(Tokyo, Japan)으로부터 구입하여 사용하였다.

전처리

먼저 열매, 줄기, 뿌리의 3부분으로 분취한 벼를 각각 세

절 분쇄하였다. 열매는 낟알만을 모아 곱게 분쇄한 후 고운 

표준체(40 mesh)를 이용하여 걸렀으며 줄기는 잘게 세절 후 

곱게 분쇄하였다. 뿌리는 서늘한 곳에서 하루 동안 건조한 다

음 흙을 털어낸 후 세절하여 곱게 분쇄하였다. 이러한 벼를 

각각 5 g씩 정밀하게 취한 후 acetonitrile 50 mL를 첨가하

고 진탕기를 이용하여 20분간 교반하였다. 이 후 초음파 추

출기를 이용하여 항온조건(30~40℃)에서 10분간 sonication

하였으며 20분간 상온에 정치하였다. 그리고 magnesuim 

sulfate 6 g과  sodium chloride 3 g을 첨가하고 진탕 후 

10분간 3500 rpm에서 원심분리하였다. 상층액 10 mL에 

PSA 0.5 g과 magnesuim sulfate 1.5 g을 첨가하고 진탕과 

원심분리를 하였고 상층액 5 mL를 취하여 농축한 후 

acetonitrile 1 mL에 재용해하여 syringe filter (0.2 μm, 

PTFE)로 여과하였다.

LC-MS/MS 기기분석

일정량의 시험 용액을 주입하여 LC-MS/MS (ABSCIEX, 
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Table 1. The MRM transition parameters of the analytes in LC-MS/MS

Precursor ion
(Da)

Product ion
(Da)

DPb)

(volts)
EPc)

(volts)
CEd)

(volts)
Ionization mode

Azadirachtin 742.6
 724.8a) 71.0 10.5  88.0 Positive

ESIe)
664.9 71.0 10.5  88.0

Oleandrin 577.0
 373.2a) 41.0 10.5 100.0 Positive

ESI145.2 41.0 10.5 100.0

Berberine 336.1
 320.1a) 26.0 10.0  24.0 Positive

ESI292.1 26.0 10.0  24.0

a)Quantitation ion   b)Declustering potential   c)Entrance potential   d)Collision energy   e)Electrospray ionization

Boston, USA)로 분석하였으며, 컬럼은 Kinetex (100 × 4.60 

mm, 2.6 μm, C18, 100 Å, Phenomenex, Torrance, USA)를 

사용하였다. Azadirachtin 분리용매는 80% acetonitrile를 

사용하였으며(Pozo et al., 2003), oleandrin과 berberine의 

분리용매는 70% acetonitrile를 사용하였다(Wang et al., 

2000; Jee et al., 2010). 모든 화합물은 positive 및 ESI 

(Electro Spray Ionization) mode에서 이온화하였으며 

MRM(Multiple Reaction Monitoring) mode로 분석하여 

크로마토그램상의 peak 면적값을 검량선과 비교하여 정량하

였다. 

표준품의 검량선 작성

구입한 azadirachtin, oleandrin 및 berberine의 표준품

을 각각 acetonitrile에 용해하여 1,000 mg/L의 stock 

solution을 조제하였다. 이를 단계별로 희석하여 0.005, 0.01, 

0.02, 0.1, 0.2, 0.5, 1.0 mg/L의 working solution을 조제

하여 각각 LC-MS/MS로 측정 후 얻어진 크로마토그램상의 

peak면적을 기준으로 검량선을 작성하였다.

회수율 시험 및 검출한계

무처리구 벼의 열매, 줄기, 뿌리를 각각 5 g씩 취한 후 

0.5, 2.5 mg/L의 표준용액 1 mL 각각 혼합한 후 상기 추출

과정을 동일하게 수행하여 회수율을 산출하였다. 회수율 시험

은 검출한계(limit of detection, LOD)의 10배와 50배 수준

이었고 검출한계는 식 1을 이용하여 산출하였다.

식 1> 검출한계(mg/kg)=최소검출량(ng) ×
최종희석량(mL)

×
희석배수

시료주입량(uL) 분석시료량(g)

식물추출물의 독성 조사

식물추출물에 대한 인축 및 환경 독성 시험은 “농약의 등

록 시험 기준과 방법(농촌진흥청 고시 제2008-4호, 2008년 2

월 11일)” 중 인축독성 시험분야의 급성경구독성시험, 급성경

피독성시험, 안자극성시험, 피부자극성시험 방법과 환경생태

독성시험 분야의 담수어류 급성독성시험법을 이용하였다 

(Hwang et al., 2009).

1) 급성경구 독성시험

시험물질 투여 4시간 전부터 절식 시킨 specific pathogen 

free (SPF) mouse에 300배 희석액의 추출물(멀구슬, 협죽도, 

황련)을 위장 내 강제 투여하였다. 각 추출물은 mouse 5,000 

mg/kg(체중)을 기준으로 투여하였으며, 시험물질 투여 후 

14일간 체중변화, 임상증상 및 치사개체를 조사하였다.

2) 급성경피 독성시험

SPF rat에 4,000 mg/kg을 기준으로 300배 희석액의 추

출물을 투여하였다. 시험물질 투여 전에 미리 rat의 등 부위

를 제모한 후 추출물이 투여된 패취를 이용하여 피부에 노출

한 후, 노출 24시간 경과 후 시험물질을 제거하였다. 시험물

질 제거 후 14일간 체중변화, 임상 증사 및 치사 개체를 조사

하였다.

3) 안점막 자극 시험

300배 희석액의 추출물 3종을 각각 백색토끼의 오른쪽 눈

의 하얀검 결막낭에 0.1 mL씩 투여하였다. 시험물질 투여 후 

72시간 동안 체중변화, 임상 증상 및 치사개체에 대해 조사하

였다.

4) 피부자극 시험

백색토끼 개체 당 0.5 mL씩 300배 희석액의 추출물을 투

여하여 4시간 후 시험물질을 제거하였다. 시험물질 투여 후 

72시간 동안 체중변화, 임상증상 및 치사개체를 조사하였다.

결과 및 고찰

분석법 확립

벼 작물에서 식물추출물의 유효성분인 azadirachtin, 

oleandrin 및 berberine에 대한 잔류분석법의 유효성을 평

가하기 위해 회수율시험 및 검출한계를 수행하였고 그 결과

를 Table 2에 나타내었다. 검량선의 r2값은 모두 0.995 이상

으로 우수한 직선성(Fig. 2)을 보였고, 검출한계는 0.01 

mg/kg으로 분석법의 높은 감도를 확인할 수 있었다(Fig. 3). 

회수율은 검출한계의 10배 및 50배 수준인 저농도 0.1 
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Table 2. Recovery and limit of detection the analytes in the method

Rice Fortification (mg/kg) Recovery±CVa) (%) LODb) (mg/kg)

Azadirachtin

Fruit
0.1  79.27±7.60

0.01

0.5  76.00±1.05

Stem
0.1  97.07±2.55

0.5  82.67±3.57

Root
0.1  86.80±5.05

0.5  75.20±3.84

Oleandrin

Fruit
0.1 107.73±1.09

0.01

0.5 104.13±7.11

Stem
0.1 118.27±5.07

0.5 111.33±4.46

Root
0.1 103.20±4.89

0.5 100.40±6.41

Berberine

Fruit
0.1  93.87±4.85

0.01

0.5  89.60±4.97

Stem
0.1 104.13±3.49

0.5  81.57±3.43

Root
0.1 118.27±1.37

0.5 111.47±3.54
a)Coefficient of variation    b)Limit of detection

Fig. 2. Calibration curve of azadirachtin(A), oleandrin(B), and berberine(C).

Fig. 3. Chromatograms of azadirachtin (0.01 mg/L, A), oleandrin (0.01 mg/L, B), berberine (0.01 mg/L, C) for limits of
detection.

mg/kg 및 고농도 0.5 mg/kg에서 수행하였다. Azadirachtin

에 대한 분석법의 회수율은 벼 열매에 대해 각각 79.27±7.60

과 76.00±1.05%, 벼 줄기에서는 97.07±2.55와 82.67±3.57 

%, 벼 뿌리에서는 86.80±5.05과 75.20±3.84%를 나타내었다. 

그리고 oleandrin에 대한 회수율은 벼 열매에 대해 각각 

107.73±1.09와 104.13±7.11%, 벼 줄기에서는 118.27±5.07

과 111.33±4.46%, 벼 뿌리에서는 103.20±4.89와 100.40± 

6.41%을 나타내었으며 berberine의 회수율은 열매에서 
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Table 3. Residues of azadirachtin, oleandrin, and berberine in rice after treatment (n=3)

Compound
Residues (mg/kg)±SDa) 

0 DATb) 10 DAT 20 DAT 23 DAT 27 DAT 

Azadirachtin

Fruit 0.025±0.02  <LODC) <LOD <LOD <LOD

Stem 0.026±0.19 <LOD <LOD <LOD <LOD

Root <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD

Oleandrin

Fruit 0.245±0.03 0.057±0.00 <LOD <LOD <LOD

Stem 0.319±0.03 0.139±0.01 <LOD <LOD <LOD

Root <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD

Berberine

Fruit 0.343±0.02 0.028±0.00 0.015±0.00 0.010±0.00 <LOD

Stem 1.451±0.29 0.163±0.01 0.088±0.01 0.077±0.01 0.059±0.01

Root 0.028±0.00 <LOD <LOD <LOD <LOD
a)Standard deviation   b)Days after treatment   C)Limit of detection 

93.87±4.85와 89.60±4.97%, 줄기에서 104.13±3.49와 81.57 

±3.43%, 뿌리에서 118.27±1.37과 111.47±3.54%를 나타내었

다. 이는 농촌진흥청 농약등록시험기준과 방법에서 정한 회수

율 70-120%와 20% 이내의 변이계수 수준을 모두 만족하였다. 

추출물의 잔류량 조사

벼 재배시 멀구슬, 협죽도, 황련 추출물을 구획화하여 살

포한 후 일정 간격으로 벼를 수확하였으며 열매, 줄기, 뿌리

로 분리하여 시료를 취하였다. 벼의 각 부위에서 추출물의 유

효성분 잔류량을 측정한 결과 Table 3과 같았다.

멀구슬 추출물의 유효성분인 azadirachtin은 처리 후 0일

에서만 열매와 줄기에서 각각 0.025와 0.026 mg/kg이 검출

되었고 그 이후에는 검출되지 않았으며, 뿌리에서는 처리 후 

0일부터 azadirachtin이 검출되지 않았다. 

협죽도의 유효성분인 oleandrin은 처리 후 0일에 열매와 

줄기에서 각각 0.245, 0.319 mg/kg이 검출되었고, 처리 후 

10일에 0.057과 0.139 mg/kg이 검출되었으며 그 이후에는 

검출되지 않았다. Oleandrin도 뿌리에서는 처리 후 0일부터 

검출되지 않았다. 

Berberine을 유효성분으로 하는 황련의 경우 처리 후 0

일에 열매, 줄기에서 각각 0.343, 1.451 mg/kg이 검출되었

으며, 열매에서는 처리 후 23일에 0.010 mg/kg이 처리 후 

27일부터는 검출한계 미만이었다. 또한 줄기에서는 처리 후 

27일까지 검출한계 이상인 0.059 mg/kg이 검출되었다. 

Berberine은 뿌리에서는 처리 후 0일에 0.028 mg/kg이 검

출된 후 처리 후 10일 부터는 검출되지 않았다. 

본 연구는 국내에서 유기재배시 민간에서 사용되고 있는 

식물 추출물 특히, 멀구슬, 협죽도, 황련 추출물에 대해 안전

성을 검증하기 위해 수행되었다. 이들 추출물은 해충 방제의 

목적으로 일반적으로 사용되고 있으나, 이에 대한 안전성 검

증은 부족한 실정이다. 이번 연구에서는 이들 사용 후 잔류양

상을 파악하여 안전성 여부를 조사하였다. 멀구슬, 협죽도, 황

련의 활성성분은 각각 azadirachtin과 oleandrin, berberine

이었다. 

세 가지 식물추출물의 벼(열매, 줄기, 뿌리) 중 잔류양상으

로 azadirachtin은 열매와 줄기에서는 살포 당일에 각각 

0.025와 0.026 mg/kg이 검출되었으며 뿌리에서는 검출되지 

않았다. Oleandrin의 잔류량은 열매와 줄기에서 0.245-0.057

과 0.319-0.139 mg/kg 이었으며 뿌리에서는 검출되지 않았

다. Berberine은 열매와 줄기에서 각각 0.343-0.010과 

1.451-0.059 mg/kg로 살포 후 감소되는 양상을 보였으며 

뿌리에서는 살포 당일에만 0.028 mg/kg이 검출되었다. 

식물추출물의 안전사용기준을 설정하기 위하여 잔류량 조

사와 더불어 농촌진흥청 고시 제2008-4호 ｢농약의 등록시험 

기준과 방법｣에 의해 인축 독성 시험을 수행하였다. 세 추출

물의 사용농도인 300배 희석액에 대한 인축 독성 시험 결과 

급성경구독성은 > 5,000 mg/kg, 급성경피독성은 > 4,000 

mg/kg으로 저독성이었고 안점막자극시험과 피부자극시험에

서는 자극이 없는 것으로 보아 안전함을 확인하였다(결과미

제시). 이에 따라 본 연구에서는 멀구슬, 협죽도와 황련 추출

물을 친환경농자재로 활용함에 있어 이러한 식물추출물의 안

전성 확보를 위한 과학적인 근거를 제시하였다. 
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