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개요
이 응용 자료는 벌꿀 시료에서 매우 낮은 피코그램 수준의 chloramphenicol(CAP)을 
분석하기 위해 Agilent Ultivo LC/TQ와 Agilent 1260 Infinity II LC 시스템을 결합하여 
사용한 방법을 보여줍니다. 해당 분석법은 Agilent Ultivo LC/TQ에서 개발하였으며, 이는 
소형 폼 팩터임에도 탁월한 결과를 제공하였습니다. 이 응용은 벌꿀 시료의 제조, 가공 
및 상업적 검사와 관련한 식품 산업의 일상적 분석 또는 학술 연구 목적에 이상적입니다. 
간단한 액체-액체 추출(LLE) 기반의 시료 전처리를 통해 매트릭스 내 50ppt의 정량 한계
(LOQ)를 달성할 수 있었습니다.

벌꿀에 함유된 chloramphenicol의 검출, 
확인 및 정량
Agilent Ultivo LC/TQ와 Agilent 1260 Infinity II LC 
시스템의 결합 사용
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서론
Chloramphenicol(CAP)은 단백질 합성을 
억제하는 광범위 항생제(broad-spectrum 
antibiotic)입니다. 장기간 노출 시 심각한 
희귀 혈액 질환(재생 불량성 빈혈)과 골수 
손상을 일으킵니다. CAP는 인간에게 심각한 
독성 영향을 나타내기 때문에 식품 내 최소 
요구 검출 한계치(MRPL)인 0.3ppb 이하로 
규제되고 있습니다1,2.

실험
사용한 용매는 다음과 같습니다: 
acetonitrile(Honeywell, 
LC/MS, 품번 34967); 메탄올(Honeywell, 
LC/MS, 품번 34966); 물(Millipore, Milli-Q); 
ethyl acetate(AR 등급, Rankem) 및 
chloramphenicol(Agilent Technologies, 
품번 5091-0591). 모든 CAP 작업 희석액은 
100% 메탄올로 조제하였습니다.

그림 1. CAP 및 중수소화된 CAP
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TQ LC/MS 시스템은 미국, EU, FSSAI 
(인도) 및 기타 국가의 가이드라인에 따라 
벌꿀에 함유된 CAP를 확인하는 가장 
신뢰할 수 있는 표준입니다. 본 응용에서는 
최신 TQ LC/MS 시스템인 Ultivo LC/TQ를 
사용하였습니다. Ultivo LC/TQ에서 얻은 
감도는 EU 식품 규제에서 확립한 MRPL 
수준을 능가했습니다.

기존 분석법에서는 LLE와 고체상 추출(SPE)
을 함께 사용하지만 이 워크플로에서는 
LLE만을 사용하였습니다. SPE 단계를 
제거함으로써 간단하고 비용 효율적이며 
시간을 절약할 수 있는 솔루션을 얻을 수 
있습니다(그림 2)3,4,5.

편차를 줄이기 위해 구조적으로 유사한 
CAP-d5를 내부 표준물질로 사용한 결과, 
제시한 Ultivo LC/TQ 솔루션은 특이성, 
직선성, 견고성 및 신뢰성을 갖춘 결과를 
나타냈습니다.

그림 2. LLE 기반 시료 전처리

벌꿀 1g 칭량

CAP-d5 10µL 스파이킹

물 1mL 첨가 후 1분간 vortex 처리

Ethyl acetate 6mL 첨가 후 10분간 vortex 처리

5°C, 10,000rpm으로 10분간 원심 분리

상부 유기층 수집

50°C에서 질소로 증발시킴

물:메탄올(95:5) 1mL로 재용해

PTFE 0.2μm 시린지 필터 또는 인라인 필터

표 1. HPLC 그레디언트 분석법

파라미터 값

컬럼 Agilent InfinityLab Poroshell 120 EC-C18,  
2.1 × 100mm, 2.7µm(p/n 685775-922)

이동상 A) 물 
B) 메탄올; 500µL/분

주입 부피 25µL

컬럼 온도 50°C

그레디언트

시간(분) 물(100%) 메탄올(100%) 
0.0 95 5 
2.5 2 98 
3.0 2 98 
3.5 95 5 
5.0 95 5

기기
• Agilent 1260 Infinity II Flexible 펌프

(G7104C)

• Agilent 1260 Infinity II Vialsampler 
(G7129C)

•  Agilent 1260 Infinity II 다중 컬럼 온도 
조절 장치(G7116A)

• Agilent Ultivo LC/TQ(AJS 이온화원)
(G6465A)
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결과 및 토의
이상적 MRPL이 300ppt로 규정되어 있는 
점을 고려하여 대부분의 분석 실험실에서는 
일반적인 농도로 100ppt를 일상적 LOQ로  
설정합니다. 제안한 분석법의 검출 한계
(LOD)는 25ppt입니다. 그러나 벌꿀 시료의 
다양한 특성을 감안하여 LOQ를 50ppt로 
설정하는 것이 좋습니다. 그림 3에 나타나 
있는 MRM 크로마토그램은 희석액에서의 
바탕 시료, LOD 및 LOQ를 보여줍니다. 또한, 
그림 4에 나타난 바와 같이 희석액으로 
조제한 다양한 농도의 CAP를 주입하여 
재현성 있는 용리 프로파일을 얻었습니다. 

표 2. Agilent Ultivo LC/TQ 조건

파라미터 설정

이온화 모드 AJS(음이온 모드)

Nebulizer 가스 35psi

건조 가스 350°C에서 10L/분

Sheath 가스 400°C에서 12L/분

캐필러리 전압 2,000V

노즐 전압 1,500V

Fragmentor 전압 90V

CAV 9V

측정 시간(Dwell Time) 50ms

분해능 Unit/Unit

분석물질 MRM 전이 CE(V)

CAP 321/151.9 9

CAP 321/257.1 2

CAP 321/194.0 3

CAP-d5 326/157.0 9

그림 3. Agilent Ultivo LC/TQ에서의 CAP 감도
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그림 4. 다양한 농도의 CAP 오버레이
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검량 및 직선성
50~600ppt의 농도 수준에서 상대 감응
(CAP와 CAP-d5의 면적 비율)에 대한 선형 
검량 플롯을 생성하였습니다(그림 5). 견고한 
데이터를 얻기 위해 각 농도 수준에서 3회 
반복 분석을 수행하였으며, LOQ 수준에서는 
6회 반복 분석을 수행하였습니다. 규제에 
따라 하나의 정량 이온, 두 개의 정성 이온 
및 MRM 비율을 포함한 검량 테이블의 
스크린샷이 그림 6에 나타나 있습니다.

벌꿀 시료 정량
본 자료에서 소개한 분석법을 시판 벌꿀 
시료에까지 적용해보았습니다. 벌꿀은 
인도 델리의 현지 상점(Brand 1, Brand 
2 및 Brand G)과 노점상(Local 및 Local 
2)에서 구입하였으며, 모든 시료는 3회 
반복 분석하였습니다. 그림 7에서 CAP 
결과는 EU-MRPL 수준인 300ppt보다 낮게 
존재하는 것으로 보고된 것을 확인할 수 
있습니다.

CAP
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그림 5. 50~600ppt(R2 = 0.9953) 범위에서의 선형 플롯

그림 6. 50~600ppt 범위에서의 CAP 검량 테이블
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벌꿀 시료의 회수율
2.73±0.1분의 크로마토그래피 피크 RT
가 없고 이온 비율이 EU 가이드라인을 
벗어나는 시료는 음성 시료로 간주됩니다6.  
시료 Brand-G의 CAP 농도는 LOD 값보다 
높았고 시료 Local-2의 CAP 농도는 LOQ 
값보다 높았습니다. 또한 벌꿀 시료에 
50ppt CAP를 추가하여 스파이크 실험을 
수행하였습니다(그림 7 참조). 표 3에 나타낸 
스파이크 실험을 통해 5개 시료 모두에서 
양호한 회수율(80~120%)이 나타나 제안된 
분석법이 벌꿀의 일상적 CAP 분석에 
적합하다는 것을 확인하였습니다.

결론
본 분석법의 LOQ는 EU-MRPL의 
1/6에 해당됩니다. LC 분석법은 Agilent 
InfinityLab Poroshell 120, 2.7µm 컬럼을 
사용하여 낮은 압력에서 UHPLC 분리를 
제공합니다. LLE 기반의 시료 전처리법은 
절차가 간단하고 시간 소모가 적습니다. EU 
표준에 따라 실제 벌꿀 시료에서의 CAP를 
성공적으로 분석하였습니다.

표 3. 다양한 벌꿀 시료에서의 chloramphenicol

시판 시료
스파이크 하지 않은 
시료 농도(a)

스파이크 한 
시료 농도(b) % 회수율 = 100(b – a)/50

Brand 1 ND 41.35ppt 82.69%

Brand 2 ND 41.98ppt 83.96%

Brand G 28.37ppt 78.47ppt 100.20%

Local ND 47.18ppt 94.35%

Local 2 145.75ppt 199.25ppt 107.0%

그림 7. 시판 시료 및 LOQ 농도 스파이킹한 시판 시료
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