
소개
비소(As)는 환경에서 자발적으로 발생하지만, 일부 지역에서 검출되는 비소 
농도는 인간의 활동과 연관됩니다. 광업과 제련 및 발전 등 산업 활동과 농업용 
농약 및 목재 방부제 사용으로 비소가 환경으로 배출됩니다[1]. 일단 오염이 
발생하면, 수십 년 동안 환경에 잔류합니다. 예를 들어, 농약으로 광범위하게 
사용되었던 비소 화합물은 1970년대 사용이 중지되었으나, 일부 지역 
토양에서는 납과 칼슘 비소가 아직도 높은 농도로 검출됩니다. 용수나 토양 내 
비소는 농작물에 흡수될 수 있습니다. 와인 내 비소 함량은 와인 제조 공정에 따라 
달라집니다.

비소는 다양한 형태로 식품과 음료에 함유되며, 화학적 형태에 따라 독성을 
다르게 보입니다. As(III)(arsenite)과 As(V)(arsenate)로 형성되는 무기 비소가 
가장 독성이 높으며, 1급 발암 물질로 분류됩니다. 대조적으로, 신선한 
해산물에서 가장 많이 발견되는 arsenobetaine(AB)는 인체에 무해합니다. 
화학종마다 크게 다른 독성과 무기 비소가 인체에 미치는 잠재적인 유해성을 
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고려하면, 식음료에 함유된 비소의 총 함량보다는 개별 비소 
화학종의 농도를 결정하는 접근법이 바람직합니다. 미국 
식품의약국(US Food and Drug Administration, FDA)은 
사과 주스에 함유된 비소 농도를 10μg/kg(ppb)으로 
제한하는 규정을 마련하였으나[2], 와인에 포함된 비소 
함량은 규제되지 않고 있습니다. 캐나다 브이큐에이
(Vintners Quality Alliance VQA, Ontario)과 유럽 
국제포도와인기구(International Organisation of Vine 
and Wine, OIV)는 와인 내 총 비소 함량을 100과 200µg/
L(ppb)으로 제한하고 있습니다[3, 4]. 

비소에 의한 식품 불순물은 중대한 공공 관심사입니다. 기존 
및 향후 규정에 부합하며, 식품 및 음료에 포함된 무기 비소 
함량을 정확하게 결정할 수 있는 빠르고 신뢰성 높은 
스크리닝 방법이 요구되고 있습니다. 고성능 액체 
크로마토그래피(HPLC)로 비소 화학종을 분리하고, 분리된 
화학종을 유도 결합 플라즈마 질량 분석기(ICP-MS)로 
정량하는 방법은 가장 유용하며 신뢰할 수 있는 분석법 중 
하나입니다[5]. 

이 응용 자료는 사용한 방법은 HPLC를 삼중 사중극자 
ICP-MS(ICP-QQQ)와 연결하여 Jackson이 개발한 이전 
비소 종분리 분석법을 토대로 작성되었습니다[6]. 이 
연구에서도 HPLC-ICP-QQQ를 사용하였습니다. 그러나 
개별 무기 비소종을 분석하는 대신, 분석 전에 hydrogen 
peroxide로 As(III)를 As(V)로 산화하였습니다[7, 8]. As(III)
를 산화하고 모든 무기 비소종을 As(V) 형태로 분석하여, 
As(V) 형태의 무기 비소에서 monomethylarsonic 
acid(MMA)와 dimethylarsinic acid(DMA)를 2분 이내에 
분리할 수 있었습니다. 현재 FDA 분석법과 비교하여 비소 
종분리 분석 시간을 10배 단축할 수 있었습니다[9]. 

이 연구에서는 ICP-QQQ 충돌/반응 셀(CRC) 반응 가스로 
산소를 사용하여 75As에 미치는 스펙트럼 간섭을 분리하고, 
동시에 높은 감도를 유지하였습니다. 새 분석법의 정확성과 
재현성을 보여주는 결과를 요약하였습니다. 이 연구에 
참여한 다른 두 실험실에서 와인 매트릭스로 분석하여 
새로운 분석법을 추가 검증하였습니다.

실험
표준품
As(III)와 As(V) 표준품은 Spex Certiprep(Christiansburg, 
VA; Metuchen, NJ, USA) 제품을 사용하였습니다. MMA와 
DMA 표준품은 Chem Service(West Chester, PA, USA)
에서 구입하였습니다. AB 표준품은 Chem Service사에서 
구입하여 flow injection 마커(내부 표준물질)로 사용하고 
컬럼 말단에(post-column) 주입하였습니다. DMA와 
MMA, 무기 비소 총량(As(III)와 As(V)의 총량) 결정을 위한 
검량 표준물질은 0.1, 0.5, 1.0, 5.0, 10 및 20µg/L(ppb) 
농도를 사용하였습니다.

시료 
캘리포니아 와인 5종을 선정하여 밸리데이션(V) 연구를 

수행하였습니다. 다섯 종류의 주요 와인(레드, 화이트, 로제
(rosé), 스파클링, 디저트용)을 대표하는 각각의 와인을 
선정하여 시험에 사용하였습니다. 상업적인 마켓 바스켓
(commercial market, MB) 연구를 위해 캘리포니아산 와인 
5종을 추가 분석하였습니다. 표 1에 시료로 사용된 모든 
와인의 유형, 품종, 재배 지역, 생산 연도 및 알코올 함량을 
자세히 요약하였습니다.
표 1. 밸리데이션과 상업적인 마켓 바스켓에 사용된 와인 시료의 종류, 품종, 
원산지, 생산 연도 및 알코올 함량

시료 유형 품종 원산지 생산 연
도

알코올
(%v/v)

V-1 로제
(Rosé) Zinfandel Napa와 Lodi NA 9.5

V-2 화이트 Sauvignon 
blanc

Oakville/Napa 
카운티 2013 13.0

V-3 스파클
링

스파클링 화
이트 블렌드 Sonoma 카운티 NA 12.0

V-4 디저트 Petite Sirah 
Port-style

Clarksburg/
Yolo 카운티 2012 20.0

V-5 레드 Cabernet 
Sauvignon

Monterey 카
운티 2013 14,5

MB-1 레드 Cabernet 
Sauvignon 북부 연안 2009 13.5

MB-2 레드 Pinot noir Appellation 중
부 연안 2004 13.8

MB-3 화이트 Chardonnay Santa Barbara 
County 2013 13.5

MB-4 로제
(Rosé) Zinfandel Napa와 

Sonoma 2013 10.5

MB-5 화이트 Chardonnay 중부 연안 2013 13.5

시료 전처리
As(III)를 As(V)로 산화하기 위해 모든 시료에 H2O2를 1:1로 
첨가하였습니다. 탈이온수로 각 시료를 최종 충 희석 배율 5 
또는 6으로 희석하였으며, 두 희석 배율에 따른 차이는 
발견되지 않았습니다. 각 시료를 0.45µm 시린지 필터로 
여과하여 입자상 물질을 제거하였습니다. 시료 V-1, V-4, 
V-5는 모든 비소 화학종을 5, 10 및 30µg/kg 농도 수준로 
중복하게 스파이크하였습니다 (N=2).

기기
Agilent 8800 Triple Quadrupole ICP-MS(ICP-QQQ)와 
연결된 Agilent 1260 HPLC에 Hamilton PRP-X100 5µm 
50 x 2.1mm 컬럼을 사용하여 분석을 수행하였습니다. 
이동상으로는 3% v/v methanol을 함유한 40mM 
ammonium carbonate((NH4)2CO3, 극미량 금속 등급 
99.999%, Sigma Aldrich)을 사용하고, ammonium 
hydroxide(Optima LC/MS 등급, Fisher Chemical)로 pH
를 9.0로 조정하였습니다. 시료 주입에는 ICP-QQQ는 석영 
토치(내경 2.5mm 주입기), 석영 스프레이 챔버, glass 
concentric nebulizer 및 nickel-tipped interface cone
으로 구성된 표준 시료 주입 시스템을 사용하였습니다. 피크 
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적분은 FDA EAM §4.10 및 4.11.15에 따라 
수행하였습니다[9]. 표 2에 기기 운용 조건을 
요약하였습니다.
표 2. HPLC-ICP-QQQ 운용 조건

ICP-QQQ

Forward power 1550W

Sampling depth 8.0mm

스프레이 챔버 온도 2°C

운반 가스 0.95L/min

Makeup 가스 0.20L/min

Extract 1 0V

팔중극자 바이어스 -5.0 V

에너지 분별성(V) -7 V

셀 가스(O2) 유속 0.31mL/min

스캔 모드 MS/MS

Q1/Q2 질량 75/91u

HPLC

이동상 유속 0.5mL/min

주입량 5µL

시료 주입 온도 4°C

ISTD 주입량 5µL

결과 및 토의

빠른 시험법 개발
이 연구에서는 시료당 소요되는 분석 시간 단축에 중점을 
두고 분석법을 개발하였습니다. Jackson의 제안대로, 작은 
주입 용량과 짧은 이온 교환 컬럼을 사용하고 셀 가스로 
산소를 사용하였으며, 이동상 선속도를 높게 
설정하였습니다[6]. 

검량을 위해 0.5, 1.0, 5.0 및 20µg/kg에서 측정한 
표준폼의 대표적인 오버레이한 크로마토그램을 그림 1에 
나타내었습니다. 모든 비소 화학종을 2분 이내 명확하게 
분리할 수 있었습니다. As(III)를 As(V)로 산화하고 모든 
무기 비소를 As(V) 형태로 분석하여, 기존 FDA 규제 
방법보다 분석 시간을 크게 단축할 수 있었습니다[9].  

선형 검량
DMA, MMA 및 무기 비소의 검량선은 높은 직선성을 
보였습니다.(그림 2). 무기 비소를 제외하고 시료 내 모든 
비소 화학종 농도는 직선 범위(linear range) 내에 
있었으며, 무기 비소 최고 농도는 검량 표준물질 상한 
농도의 150%였습니다.

그림 1. 표준품 농도 0.5, 1.0, 5.0 및 20.0µg/kg에서 측정한 검량선 오버레이. AB 내부 표준물질(flow injection 마커, 네 번째 피크)은 외부 스위칭 
밸브를 사용하여 컬럼 말단(post-column)에 주입하였습니다.
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표 3. LOD(3 시그마), LOQ(30 시그마) 및 추정된 와인 LOQ.

LOD 
(µg/kg)

LOQ
(µg/kg)

추정된 와인 LOQ(6배 희석) 
µg/kg

DMA 0.018 0.175 1.1
MMA 0.026 0,258 1,5
iAs 0.022 0,221 1,3

영국왕립화학회(The Royal Society of Chemistry)의 허가를 받아 게재

스파이크 회수율(%)
시료 V-1, V-4, V-5는 각 비소 화학종(DMA, MMA 및 
As(V)로 충 iAs)을 5, 10 및 30µg/kg으로 중복하게 
스파이크하였습니다. 세가지 다른 농도 레벨에서 모든 비소 
화학종의 평균 회수율은 100 ± 3%였습니다(표 4). 
표 4 DMA, MMA 및 무기 비소를 세 스파이킹 농도로 V-1, V-4 및 V-5 
시료에서 회수율(평균과 범위). 

DMA MMA iAs
평균, % 102 97 99
범위, % 97~107 91~102 95~103

정량 결과
새 HPLC-ICP-QQQ 분석법으로 와인 시료 10종을 
분석하였습니다. 측정된 DMA와 무기 비소 농도를 표5에 
요약하였습니다. 모든 MMA 측정값은 LOD 추정값
(0.026μg/kg)보다 낮아 정량이 불가능하였습니다.  
이 연구에서 개발한 새로운 측정법을 사용하여 측정된 
농도는 FDA EAM §4.10 확장 분석법을 사용하여 얻은 
값과 비교하였습니다[10]. 두 방법으로 측정한 함량은 
대부분 ±10% 내에서 일치하였으며, 모든 와인 시료에서 
무기 비소가 총 비소 함량의 대부분을 차지하였습니다. 
유일하게 MB-3 와인 시료에서는 DMA 함량이 
LOQ(1.1µg/kg)보다 월등히 높았습니다. V-1 시료의 
크로마토그램을 그림 3에 나타내었습니다.

전체적으로 무기 비소의 농도는 1.7 ± 0.3에서 32.9 ± 
0.8μg/kg 사이로 나타났습니다(상한 값은 FDA가 정한 
사과 주스 내 무기 비소 허용 한도인 10μg/kg을 초과). 총 
비소 함량(표 5)은 2.2 ± 0.3에서 32.9 ± 0.8μg/kg 사이로, 
캐나다가 정한 허용 한계 100µg/L과 OIV가 정한 허용 한계 
200µg/L(ppb)보다 낮았습니다.

그림 3. 3회 반복 측정한 와인 시료 V-1의 오버레이를 보여주는 
크로마토그램.

75 -> 91  DMA

농도(ug/g)

10.0 20.0

Co
un

t

x105

0

1

2

75 -> 91  iAs

농도(ug/g)

10.0 20.0

Co
un

t

x105

0

1

2

75 -> 91  MMA

농도(ug/g)

10.0 20.0

C
ou

nt

x105

0

1

2

그림 2. DMA, MMA 및 총 무기 비소(산화된 As(III)와 As(V)의 총량) 
검량선

검출 한계
표 3에 요약한 검출 한계(LOD)와 정량 한계(LOQ)는 
0.05µg/kg(ppb) 표준품 혼합물을 사용하여 
결정하였습니다(n=15).
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표 5. 새로 개발한 분석 시간이 짧으며 용도에 적합한 분석법(다른 두 실험실에서 측정)과 FDA EAM §4.10 확장 분석법을 이용하여 밸리데이션(V) 
시료 5종과 마켓 바스켓(MB) 와인 시료 5종을 분석한 결과. % 회수율(괄호 안에 표시)은 �측정값/EAM §4.10� 또는 �화학종 총합/총 비소 함량�으로 
계산하였습니다.

시료 DMA 
(µg/kg) iAs(µg/kg) 총 비소(µg/kg)

EAM §4.10 측정값 EAM §4.10 측정값 합계 화학종 총량

V-1 0.81 ± 0.1* 0.72 ± 0.04(89%) 14.4 ± 1.0 16.0 ± 0.5(111%) 16.5 ± 0.02 16.7 ± 0.5(101%)

V-2 0.74 ± 0.04* 0.72 ± 0.06(98%) 10.7 ± 0.2 11.4 ± 0.4(107%) 12.6 ± 0.16 12.1 ± 0.3(96%)

V-3 0.75 ± 0.1* 0.83 ± 0.04(111%) 9.2 ± 0.4 9.5 ± 0.6(103%) 10.4 ± 0.11 10.3 ± 0.5(99%)

V-4 1.70 ± 0.1 1.86 ± 0.06(109%) 2.1 ± 0.3 2.3 ± 0.4(109%) 4.5 ± 0.01 4.1 ± 0.4(92%)

V-5 0.45 ± 0.01* 0.47 ± 0.04(105%) 1.5 ± 0.3 1.7 ± 0.3(113%) 2.4 ± 0.03 2.2 ± 0.3(90%)

MB-1 <LOD <LOD 30.2 ± 1.3 32.9 ± 0.8(109%) 34.4 ± 0.4 32.9 ± 0.8(96%)

MB-2 0.33 ± 0.04* <LOD 7.57 ± 0.49 9.1 ± 0.4(120%) 9.1 ± 0.3 9.1 ± 0.4(100%)

MB-3 0.71 ± 0.08* 1.1 ± 0.0(155%) 24.64 ± 0.40 27.6 ± 0.7(112%) 28.9 ± 0.9 28.6 ± 0.7(99%)

MB-4 1.16 ± 0.09* 1.0 ± 0.1(86%) 26.3 ± 0.89 27.5 ± 0.9(105%) 27.9 ± 0.9 28.5 ± 0.9(102%)

MB-5 <LOD <LOD 3.5 ± 0.25 4.5 ± 0.1(129%) 4.7 ± 0.1 4.5 ± 0.1(96%)

평균 ± 1σ, n=3. *로 표시한 값은 EAM §4.10 분석법에서 LOD(0.17μg/kg)와 LOQ(1.3μg/kg) 사이에 위치한 값을 나타냅니다. 측정 LOD와 LOQ는 표 3을 참조하시기 
바랍니다.

결론
이 응용 자료에서는 간단하고 견고하며 2분 이내 짧은 분석 
시간으로 독성이 가장 높은 비소 화학종(As(III)과 As(V))과 
유기 비소 2종의 충 함량을 측정할 수 있는 빠른 HPLC-
ICP-QQQ 분석법을 소개하였습니다. 시료 전처리 과정에서 
H2O2로 As(III)를 As(V)로 산화한 후, As(V)로 무기 비소 총 
함량을 측정하여, 와인 시료에서 분석하고자 하는 화학종을 
더 빠르게 분리할 수 있었습니다. 내경이 좁은 컬럼과 
0.5mL/min 유속을 사용하여 감도를 높였으며, 그 결과 
적은 시료 주입량으로도 분석이 가능하였습니다. 와인 내 
비소 함량 측정에 사용되는 기존 FDA 방법과 비교하여  
시료 분석 시간이 10배 단축되었으며, 동시에 검출 및 정량 
한계도 향상되었습니다.

이 연구 결과에 따르면, 총 비소 농도는 2.2에서 32.9μg/kg 
사이로 캐나다 VQA와 유럽 국제포도와인기구 OIV가 정한 
100과 200µg/L(ppb) 허용 한도보다 낮았습니다. 그러나 
무기 비소가 비소 함량의 대부분을 차지했으며, 와인 시료 
다섯 개에서 검출된 무기 비소 농도는 FDA가 사과주스 내 
무기 비소 함유량 한계로 정한 10μg/kg을 초과하였습니다.

이 연구에서 개발한 분석법은 짧은 분석 시간과 용도 
적합성이 특징이며, 새로운 분석법으로 측정한 결과는 FDA
의 EAM §4.10 방법으로 측정한 결과와 잘 일치하였습니다.
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8900 ICP-QQQ로
검증됨

본 문서에 제시된 결과는 8800 ICP-QQQ를 
사용하여 얻은 것지만 8900 ICP-QQQ로도 
검증됩니다.
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