
Abstract

BACKGROUND: Agricultural use and pest control purposes 

of pesticides may lead to livestock products contamination. 

Thiodicarb and its degraded product, methomyl, are 

carbamate insecticides that protect soya bean, maize, fruit, 

and vegetables and control flies in animal and poultry farms. 

For maximum residue limit enforcement and monitoring, the 

JMPR residue definition of thiodicarb in animal products is 

the sum of thiodicarb and methomyl, expressed as methomyl. 

This residue definition was set to consider the fact that 

thiodicarb was readily degraded to methomyl in animal 

commodities. And therefore the simultaneous analytical 

method of thiodicarb and methomyl is required for monitoring 

in livestock products. 

METHODS AND RESULTS: The study was conducted 

using a quick, easy, cheap, effective, rugged, and safe 

(QuEChERS) method and HPLC-MS/MS to determine the 

thiodicarb and methomyl in livestock products. The limit of 

quantitation (LOQ) was 0.01 mg/kg for livestock products, 

including beef, pork, chicken, milk, and egg. The coefficient 

of determinations (r2) for the calibration curve were > 0.99, 

which was acceptable values for linearity. Average reco-

veries at spiked levels (LOQ, 10LOQ, and 50LOQ, n=5) in 

triplicate ranged from 73.2% to 102.1% and relative standard 

deviations (RSDs) were less than 10% in all matrices. 

CONCLUSION: The analytical method was validated for the 

performance parameters (specificity, linearity, accuracy, 

and precision) in livestock products to be acceptable by the 

CODEX guidelines. 

Key words: Analytical Method, LC-MS/MS, Livestock, 

Methomyl, Thiodicarb

서  론

축산물 중 잔류농약은 가축이 사료로 사용되는 농산물 중 

잔류농약을 섭취하거나, 가축농가에서 해충방제의 목적으로 

살포한 농약이 가축의 체내에 유입될 수 있어, ‘살충제 계란’ 

등 소비자의 불안감을 해소할 수 있도록 축산물 중 잔류농약

의 안전관리 강화가 필요하다[1,2].

농림축산식품부는 축산물 중 잔류농약에 대한 소비자의 

신뢰를 높이고자, 축산물위생관리법에서 가축에 농약을 사용

한 축산물 중 농약 검사에서 불합격 판정에 따른 행정처분의 

세부기준을 마련함으로써, 생산과정에서 축산물 중 잔류농약

의 안전관리체계를 개선하였다(MAFRA, 2020). 식품의약품

안전처는 축산물의 잔류물질 잔류허용기준에서 농약의 잔류

허용기준을 고시하여 관리하고 있으며, 2021년 3월 기준으로 

127종 농약에 대하여 설정되어 있다. 축산물 중 농약잔류허
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용기준은 농산물 중 514종 농약의 잔류허용기준 설정과 비교

하여 약 19% 수준으로 현저히 낮아, 축산물 중 농약 잔류허

용기준(Maximum Residue Limit, MRL)을 확대 및 안전

성검사를 위한 분석법 개발이 필요하다(MFDS, 2021). 

최근 국내외 축산물 중 잔류농약 분석법은 인체위해성 및 

환경적 측면을 고려하여 유기용매의 사용량이 적고, 분석 전처

리 방법이 간단하여 분석시간을 단축할 수 있는 QuEChERS

법을 많이 적용하고 있다[3-5]. 국제적으로 표준화된 QuEChERS

법은 추출 방법에 따라 citrate buffer(pH 5-5.5)를 이용한 

EN15662법, acetate buffer(pH 4.8)를 이용한 AOAC 2007.01

법과 buffer를 이용하지 않는 original법이 있으며, 추출조건

에서 농약의 추출용매 pH에 의한 영향을 고려하여 다양하게 

적용할 수 있다[5]. 

Thiodicarb는 carbamate계 살충제로 콩, 옥수수에 Lepidoptera, 

Coleopter 및 Hemiptera 해충을 방제하는데 사용되며, 대사

산물인 methomyl은 농산물 외에 양계 및 낙농에서 파리방제

에 사용된다[6]. Thiodicarb는 Codex에 축산물 중 기준이 설

정되어 있으며, 잔류분 정의는 포유류 및 가금류의 동물대사에

서 빠르게 methomyl로 전환되어, thiodicarb와 methomyl

의 합을 methomyl로 하고 있다[7]. 

본 연구는 국내 축산물 중 기준이 설정되어 있지 않으나, 

농산물에 등록되어 있어, 비의도적으로 축산물에 잔류가능성

이 있는 thiodicarb와 대사체인 methomyl에 대하여 축산물 

중 잔류농약의 안전관리에 활용할 수 있도록 신속하고 정확

한 동시분석법을 QuEChERS법을 적용하여 개발하였다. 

재료 및 방법

Reagents, pesticide standards and samples

Thiodicarb 표준품은 순도 98.6%(Sigma-Aldrich, St Louis, 

USA), methomyl은 순도 99.7%(Dr. Ehrenstorfer GmbH, 

Augsburg, Germany)를 사용하였고, acetonitrile, methanol, 

water는 HPLC grade(J.T. Baker®, Radnor, PA, USA), 

formic acid 및 ammonium formate는 ACS reagent grade 

(Sigma-Aldrich, St Louis, USA), sodium chloride는 특

급(Junsei Chemical Co., Tokyo, Japan), 추출 및 정제는 

QuEChERS Kit(Agilent Technologies, Santa Clara, CA, 

USA)를 사용하였다. 축산물시료는 식품의약품안전처의 가

이드라인에 근거하여 소고기(등심), 돼지고기(삼겹살), 닭고

기(닭다리), 우유, 알의 5종을 대표시료로 선정하였고, 국내

산 소고기, 돼지고기, 닭고기는 구매 당일 실험실에서 dry 

ice를 넣고 균질하게 분쇄하여 분석을 수행하기 전까지 냉동보

관하였고, 우유, 알은 구입 후 바로 분석에 사용하였다[MFDS 

2016].

Preparation of matrix matched standard solutions 

Thiodicarb와 methomyl의 혼합 저장표준용액은 각각의 

표준품을 순도 보정하여 칭량한 후, methanol에 용해시켜 

각각의 농도가 1,000 mg/L이 되도록 조제하였고, 이를 계열 

희석하여 1, 2, 5, 10, 20 및 50 µg/L의 working solution 

조제하였다. 축산물 시료에 대한 matrix-matched 표준용액은 

working solution과 무처리시료 추출용액을 부피기준 1:9로 

혼합하여 최종농도가 1, 2, 5, 10, 20 및 50 µg/L가 되도록 

조제하여 검량선 표준용액에 사용하였다. 축산물 중 돼지시료

의 matrix-matched 검량선 표준용액과 표준용액의 검량선

의 기울기를 이용하여 matrix effect를 확인하였다.

LC-MS/MS conditions

Thiodicarb 및 methomyl의 동시분석을 위하여 LC-MS/ 

MS(Exion LC UPLC/QTRAP 5500 Mass spectrometer, 

AB SCIEX, CA, USA)를 사용하였다. LC column은 Luna 

Omega Polar C18 (100x2.1 mm, 3 µm, Phenomenex, 

CA, USA), 컬럼 oven의 온도는 40℃로 설정하였고, 이동상

은 0.1% formic acid/5 mM ammonium formate 함유 

물(A)와 0.1% formic acid와 5 mM ammonium formate 

함유 메탄올(B)을 이용하여 이동상 B를 0~1분까지 5%로 유

지한 후, 1~3분까지 100%로 유기용매의 부피를 늘리고, 3~6

분까지 100%를 유지하였고, 6~8분까지 5%로 유기용매의 양

을 낮춘 후, 8~9분까지 5%로 유지하는 gradient 조건이었

다. 이때 이동상의 유속은 0.2 mL/min, 시료주입량은 1 µL

로 설정하여 분석하였다.

질량분석기 조건은 20 µg/L의 thiodicarb와 methomyl 

혼합표준용액을 이용하여 scan을 진행하여, 전기분무이온화

법(Electro Spray Ionization, ESI)의 양이온모드를 사용하여 

확인된 선구이온(Precursor ion, m/z)에 다양한 collision 

energy(CE, eV)값을 주어 감도가 우수한 2개의 이온을 토막이

온(Fragment ion, m/z)을 정량이온(Quantitation ion)과 정

성이온(Confirmation ion)으로 선정하여 multiple reaction 

monitoring(MRM)조건을 확립하였고, ion spray voltage 

+ 5,500 V, source temperature 550℃, nebulizer gas 60 psi, 

heater gas 50 psi이었다.

Sample preparation

분석법의 적용성 검토하고자 축산물 중 돼지시료 5 g을 

50 mL 원심분리 튜브에 칭량하여 acetonitrile 20 mL을 넣

어 시료전처리 장비(Genogrinder, Labsystem, Korea)를 

이용하여 3분간 1,300 rpm 진탕한 후, 추출법 확립은 축산물 

중 돼지시료를 적용하여 AOAC(6 g NaCl, 1.5 g NaOAc), 

EN(0.5 g disodium sesquihydrate, 1 g Na citrate, 1 g 

NaCl, 4 g MgSO4), Original(1 g NaCl, 4 g MgSO4) 및 선

행연구의 cotton시료에서 적용한 NaCl(10 g)만을 첨가한 방법

을 비교하였고, 추출액은 원심분리기(Fleta 5, Hanil science, 

Korea)를 이용하여 4,000 rpm에서 5분간 원심분리하였다. 

d-SPE정제 방법을 확립하기 위하여, PSA 정제(150 mg PSA, 

900 mg MgSO4) 및 C18 정제(150 mg C18, 900 mg MgSO4)

법을 비교하고자, AOAC, EN 및 NaCl만을 첨가하여 추출

한 상층액 6 mL을 각각의 PSA 정제 및 C18 정제 kit인 15 

mL 원심분리 튜브에 넣어 vortex로 1분간 충분히 혼합하였
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고, 4,000 rpm에서 5분간 원심분리 하였다. 상층액을 시린지

필터(0.45 ㎛, PTFE, Korea vaccine, Korea)로 여과하여 

LC-MS/MS로 정량분석하였다. 

Method validation

축산물 중 thiodicarb 및 methomyl의 분석법 검증은 

Codex 및 식약처 가이드라인에 근거하여 분석법 허용기준에 

적합하도록 분석법 검증항목을 확인하였다[Codex 1993, MFDS 

2016]. 분석법 정량한계(Limit of Quantification, LOQ)는 

표준용액을 이용하여 기기분석 크로마토그램에서 S/N가 10

이상 되는 기기정량한계와 기기 주입량(μL)을 계산하여 최소

검출량을 산출한 후, 시료 무게(g), 기기 주입량(μL), 분석용

액의 최종부피(mL) 및 희석배수를 적용하여 산출하였다[8]. 

직선성은 matrix-matched 표준용액 6개 농도(1, 2, 5, 10, 

20 및 50 µg/L)를 분석하여 각 chromatogram의 peak면

적을 기준으로 작성한 검량선의 회귀식에 의한 결정계수(r2)

로 확인하였다. 정확성 및 정밀성은 회수율시험을 정량한계, 

정량한계 10배 및 정량한계 50배의 3개 농도 수준에서 각각 

5반복으로 수행하여 각 수준의 평균 회수율이 70 ~ 120% 이

내, CV(%)가 20%이내인지 확인하였다. 

결과 및 고찰

Optimization of LC-MS/MS conditions

Thiodicarb 및 methomyl의 log Pow는 1.6 및 0.093로 

극성의 비해리성 화합물이고, 증기압은 2.7 ~ 0.72 mPa(2

5℃)로 휘발성이 낮으며, methomyl이 열과 UV에서 안정성 

및 감도가 낮아서, 0.01 mg/kg 수준의 정량한계를 확보하여 

잔류분석에 적용하고자 HPLC-MS/MS를 이용한 잔류분석법

을 확립하였다[9]. Thiodicarb와 methomyl은 LC-MS/MS

의 ESI positive ion mode에서 thiodicarb 및 methomyl의 

선구이온을 확인하기 위하여 각각 250 ~ 450 m/z 및 70 ~ 250 

m/z 범위로 scan을 수행하였고, Thiodicarb 및 methomyl은 

질량 값(exact mass, M)에 양성자(H+)가 결합된 [M+H]+ 형

태로 thiodicarb의 선구이온은 355 m/z, 정량이온과 정성이

온은 88 및 108 m/z, methomyl의 선구이온은 163 m/z, 

정량이온과 정성이온은 88.1 및 106 m/z로 확인하였다

(Table 1).

Optimization of extraction and purification

Thiodicarb와 methomyl의 QuEChERS법을 적용한 동

시분석법에 대한 연구는 사과 및 상추에 대하여 AOAC 

2007. 01법에 의한 추출(6 g NaCl and 1.5 g NaOAc) 및 

d-SPE(150 mg anhydrous MgSO4, 50 mg PSA, 50 mg 

C18, 7.5 mg GCB)을 적용하였고, cotton 시료는 추출(6 g 

NaCl) 및 SPE cartridge법(Pesti-Carb/NH2)을 적용하였

다[9, 10]. 축산물에 대한 분석법은 AOAC 2007. 01법에 의

한 추출(6 g NaCl and 1.5 g NaOAc) 및 Silica SPE 

cartridge법을 적용하고 있어, 본 연구에서는 축산물 중 

Thiodicarb와 methomyl의 기존의 QuEChERS법의 추출 

및 d-SPE정제를 활용하여 신속한 동시분석법을 확립하고자 

하였다. QuEChERS법에 의한 추출법을 확립하기 위하여, 

AOAC, EN 및 선행연구의 cotton시료에서 적용한 NaCl만

을 첨가한 방법을 정량한계, 정량한계 10배, 정량한계 50배

(0.01, 0.1 및 0.5 mg/kg)의 3개 농도수준, 5반복으로 비교한 

결과, thiodicarb 및 methomyl에 대하여 AOAC 추출은 각각 

83~103.5% 및 91.4~103.5%, EN 추출은 각각 77.4~85.8% 

및 88.8~91.2%, NaCl 추출은 78.9~86.4% 및 93.3~93.6%

으로 식약처의 허용기준에 적합하였다(Fig 1). 

Thiodicarb 및 methomyl의 d-SPE정제는 AOAC, EN, 

및 NaCl만을 첨가하여 추출한 후, PSA 또는 C18를 첨가하

여 정제하는 방법을 정량한계, 정량한계 10배, 정량한계 50배

(0.01, 0.1 및 0.5 mg/kg)의 3개 농도수준, 3반복으로 수행하

여 회수율을 비교하였다. 각각의 시험법에 대한 Thiodicarb 

및 methomyl의 회수율은 AOAC 추출 후 C18 정제의 경우, 

각각 87.3~99.5% 및 73.8~82.5%, PSA정제는 96.4~107.8% 

및 73.3~84.4%이었고, EN 추출 후 C18 정제는 각각 

92.3~95.7% 및 74.1~82.1%, PSA 정제 는 85.2~107.5% 및 

86.8~91.2%였으며, NaCl 추출 후 C18 정제에서 thiodicarb 

및 methomyl의 회수율은 각각 74.0~83.5% 및 101.3~102.9%, 

PSA 정제 시험법은 82.3~ 99.2% 및 88.7~91.5%로 식약처

의 guideline에서 요구하는 정확성의 허용기준에 적합하였다

(Fig. 2). 

축산물 중 돼지시료에 대한 추출방법별, d-SPE정제방법별 

적용성 확인을 위한 회수율 시험에서 thiodicarb는 EN 추출 

후 PSA 정제시 CV(%)가 21.3%로 정밀성 판단기준에 적합하

지 않았고, NaCl 추출 후 C18 정제에서 LOQ 수준의 회수율

Compound Molecular weight Exact mass Precursor ion (m/z) Product ion (m/z) CE (eV) a)

Thiodicarb 354.5 354.04 355

88b) 27

107.8 21

338.3 13

Methomyl 162.2 162.04 163

88b) 13

106 15

72.9 37
a) Collision energy, b) Quantification ion

Table 1. LC-MS/MS parameters for the analysis of thiodicarb and methomyl
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Fig. 1. Efficiency comparison for extraction method of (A)thiodicarb and (B)methomyl at 
LOQ, 10LOQ and 50LOQ (0.01, 0.1 and 0.5 mg/kg) in swine.
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Fig. 2. Mean recovery for extraction and dSPE method of (A)thiodicarb and (B)methomyl 
at LOQ, 10LOQ and 50LOQ (0.01, 0.1 and 0.5 mg/kg) in swine.
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Commodities Pesticides Fortification (mg/kg) Mean recovery±SD a) (%) CV (%)b) Linearity (r2)

Beef

Thiodicarb

LOQ 83.46.7 8.0

0.994310LOQ 81.04.5 5.5

50LOQ 83.42.4 2.9

Methomyl

LOQ 92.03.4 3.7

0.999710LOQ 101.82.1 2.0

50LOQ 102.11.8 1.8

Pork

Thiodicarb

LOQ 99.25.3 5.3

0.997610LOQ 85.65.8 6.7

50LOQ 82.37.2 8.8

Methomyl

LOQ 91.50.8 0.8

0.990110LOQ 88.72.0 2.2

50LOQ 89.60.9 1.0

Chicken

Thiodicarb

LOQ 90.25.8 6.4

0.994410LOQ 81.27.7 9.4

50LOQ 80.73.9 4.8

Methomyl

LOQ 81.72.5 3.0

0.996610LOQ 86.02.4 2.8

50LOQ 85.21.5 1.7

Milk

Thiodicarb

LOQ 85.52.3 2.7

0.998810LOQ 75.33.0 4.0

50LOQ 73.22.1 2.8

Methomyl

LOQ 91.32.4 2.6

0.995010LOQ 89.71.5 1.7

50LOQ 89.22.8 3.2

Egg

Thiodicarb

LOQ 89.01.1 1.3

0.993410LOQ 81.81.9 2.4

50LOQ 81.42.6 3.3

Methomyl

LOQ 84.12.0 2.3

0.992710LOQ 85.91.2 1.4

50LOQ 87.92.0 2.3
a) Standard deviation, b) Coefficient variation

Table 2. Recovery and coefficient of variation of thiodicarb and methomyl at LOQ, 10LOQ and 50LOQ (0.01, 0.1 and
0.5 mg/kg)

이 70.6 ~ 75.8%로 80% 이하였으며, methomyl은 10LOQ 

및 50LOQ 수준의 회수율이 AOAC 추출 후 C18 정제에서 

73.3~76.6%, PSA 정제에서 72.0~76.1%, EN 추출 후 C18 정

제에서 70.4~76.3%로 80% 이하였다(Table 2). Thiodicarb 및 

methomyl은 이온화되지 않는 물질로 알려져 있으며, PSA정

제시 축산물 시료의 organic acid, lipid 등에 간섭물질을 효

율적으로 제거할 수 있었다(JMPR 2000, EFSA 2008). 최종적

으로, 5종의 축산물시료에 대한 QuEChERS법은 NaCl 추출 

후 PSA 정제방법이 정량한계, 정량한계 10배, 정량한계 50배

(0.01, 0.1 및 0.5 mg/kg)의 3개 농도수준에서 안정적인 정

확성 및 정밀성을 확보할 수 있을 것으로 판단하였다. 

Method validation

개발된 분석법의 검증은 Codex 및 식약처 guideline에 

근거하여 정량한계, 특이성, 직선성, 회수율시험을 통한 정확

성 및 정밀성을 평가하였다. 분석법 정량한계는 0.01 mg/kg

에서 무처리시료와 비교 분석하여 thiodicarb와 methomyl

의 머무름 시간 5.35 및 4.68분에 간섭물질이 나타나지 않아 

특이성을 확인하였다. 

축산물 시료 5종(소고기, 돼지고기, 닭고기, 우유, 알)를 적

용한 Matrix-matched 검량선 표준용액(1, 2, 5, 10, 20 및 

50 µg/L)의 회귀식에 의한 결정계수(r2)가 0.9901 ~ 0.9997

로 직선성을 확인하였으며, 정량한계, 정량한계 10배, 정량한
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계 50배(0.01, 0.1 및 0.5 mg/kg)의 3개 농도수준, 5반복에 

대한 회수율시험에 의한 정확성 및 정밀성은 소고기, 돼지고

기, 닭고기, 우유, 알 시료에서 각각 75.9~105.2% 및 CV 

8.0%, 70.5~94.1% 및 CV 4.0%, 73.6~92.0% 및 CV 9.4%, 

73.7~107.2% 및 CV 8.8%, 77.4 ~ 90.5% 및 CV 3.3% 이

내로 허용기준에 적합하였다(Table 2). 

Thiodicarb의 축산물에 대한 잔류분 정의는 thiodicarb

와 methomyl의 합을 methomyl로 환산하도록 되어 있으

며, thiodicarb의 회수율시험에서 축산물 시료 중 소고기, 돼

지고기, 닭고기 및 우유는 methomyl이 1.9 ~ 35.5% 수준이

었고, 알에서 84.7 ~ 93.9%로 대부분이 methomyl로 확인되

었다. Thiodicarb는 pH 9에서 빠르게 가수분해되는데, 알의 

난백, 난황 및 난백과 난황이 섞인 상태의 pH를 측정한 결과, 

난황의 pH는 6.38, 난백은 10.1, 난황과 난백을 섞인 상태는 

9.59로 측정되었으며, 알에서 thiodicarb가 가수분해가 일어

난 것으로 판단된다[11]. 

본 연구에서 축산물에 대한 thiodicarb 및 methomyl 잔

류농약의 안전관리에 활용할 수 있도록 QuEChERS법을 적

용한 신속하고 정확한 동시분석법을 축산물 중 대표시료 5종

(소고기, 돼지고기, 닭고기, 우유 및 알)에 대하여 개발 및 검

증하였으며, 추후 실험실간 교차검증을 수행한 후, 유통과정

의 축산물에 적용하고자 한다. 
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