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ABSTRACT

ApplicationofHPLC-ICP-MSforArsenicSpeciationin
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Toxicheavymetalsarethreateninghumanhealthandthereforehavebeenthe

subjectofcriticalcontrol.Seaweedsareexposedtoheavymetalspollutionin

thesea,andattimesmaybepotentiallyhazardoustohumanhealth.Therefore

propermonitoring thecontentsoftoxicheavy metalsinseafoodssuchas

seaweedsarerequiredonregularbasis.

ArsenichasbeenrankedassignificantrisksubstancebyAgencyforToxic

SubstancesandDiseaseRegistry(ATSDR).Alsobasedonsufficientevidences,

the InternationalAgency for Research on Cancer (IARC) suggested that

inorganicarseniccompoundsareskinandlungcarcinogensinhumans(Group

1)..However,inspiteofsuchrisksfrom arsenicbothnationalandinternational

standardsandtolerablelimitsformajorlyconsumedfoodssuchasseaweeds

productsarenotoptimized.Arsenictoxicitydependsonthechemicalform and

itssolubilityandvariesamonganimalspeciesandwithrouteofadministration.

So,itisalsodifficulttodeterminethetoxicityfrom totalarseniccontentfor
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seafoodslikeseaweedswithoutspeciation.Therefore,developmentofanalytical

methodfortotalarsenicandarsenicspeciesinhigharsenicconcentratedfoods

likeseaweedsisverymuchimportant.

Toanalyzetotalarsenicby inductively coupled plasma-massspectrometry

(ICP-MS), different acid digestion methods of wet, wet-sonication and

microwave were followed for sample preparation.For extraction methanol,

ethanolandHNO3solvents,forpurificationmembranefilterandSPEcartridge

andforseparationmobilephaseandanion-exchangecolumnwereappliedand

comparedbeforeanalysisbyHPLC-ICP-MStoreachtheoptimalconditionsfor

arsenicspeciation.Thepercentagerecoveriesofalldigestionmethodwere 96.7

to99.3%.showingthatallmethodswereappropriatefordecompositionofthe

sample.However,microwavedigestionmethodwasthemoreoptimalmethod,

sincetheamountofacidsolutionandtimeusedwerelowerandthepossibility

ofexternalcontaminationduringthedecompositionwasminimal.

The ICP-MS technology has the advantages of selective removal of

interferingsubstancesatDRCmodeandhighsensitivityofMSforanalysisof

totalarseniccontents.oxygenwaschosenasthereactiongaswithDRCmode

becauseitreactsreadilywithAs+toform AsO+(m/z=91).Samplesshouldbe

extractedforanalysisofthearsenicspecieswithoutchangingtheform ofthe

analytes.Inordertocomparetheextractionefficiency,varioussolventssuchas

H2O,50% methanoland30% ethanol;in1% HNO3wereappliedtoseaweeds.In

eachextractionsolvent,theCRM (NRCC,DORM-2)wasaddedtoknow the

recovery of the certified values. The results from the analyses using

HPLC-ICP-MS suggested that,50% methanol(1% HNO3) were the best

solventsforsampleextractionpurposes.

TheuseofsampleextractsforarsenicspeciationthroughHPLC-ICP-MS,it

causeproblemslikecloggingofthecolumnandthesampleinjectiondeviceand

detectorcontamination.Topreventthisphenomenon,theprocessoffilteringis
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required.In this study,the comparative experiment was performed for

verification ofthefiltering efficiency using thefilteredCRM (NMIJ7503-a)

extractswithmembranefilterandOasisMAX cartridge(6cc).Recoveryof

sampleswithSPEmethodwereAs(99.4%),DMA(103.1%)andAs(101.8%)and

withmembranefiltermethodtheresultswerenotsubstantiallydifferenti.e.As

Ⅲ(91.8%), DMA(103.0%) and AsⅤ(104.5%). Therefore, both methods of

membranefilterandSPE,couldbeusedalternatively.Amonghefivearsenic

speciesexceptforarsenobetaine(thatisazwitterion)hasarangeofdifferent

pH,dependingontheform ofthecompound.Therefore inthealkalinemobile

phase as anion,these has a range ofdissociation constants suitable for

anion-exchange column forseparation.The gradientelution was controlled

throughmobilesolution[A solution;ammonium bicarbonate(2mM,pH 8.0),B

solution;ammonium nitrate+ammonium phosphate(20mM,pH 9.2)]toavoid

duplicationofdetectedpeakonthechromatogram wasused.

A totalof348seaweedsamplesof5differentspeciesfrom aroundSouth

KoreawerecollectedandanalyzedfortotalarsenicbyICP-MS.Andamong

them,200sampleswereanalyzedfordetermination ofarsenicspeciation by

HPLC-ICP-MS.The totalarsenic content was determined from seaweed

samplesbyICP-MS andtheresultsforlaver(Porphyratenera),Seatangle

(Laminaria japonica), sea mustard (Undaria pinnatifida), hijiki (Hizikia

fusiforme),andgulfweed(Sargassum fulvellum)inaraw samplebasiswere

2.07,3.07,1.84,4.49,and6.48mg/kg,respectively.Forarsenicspeciation,AsB

andDMA weredetectedinlaver,seatangleandseamustardandAsB(more

than85%)werethedominantspecies.Butthe AsC(asorganicarsenic),AsⅢ

andAsⅤ (asinorganicarsenic)werenotidentified.However,inorganicarsenics

(AsⅤ andAsⅢ)andorganicarsenics(DMA)wereconfirmedingulfweedand

hijikisamples,andAsⅤ isdominentarsenicsepciesinsargassum plantsas

92.5% and82.2%,respectively.
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제1장 서 론

중금속은 인간의 건강을 위협하는 물질로 간주되면서 중요한 관리 대상이 되고

있다.그러나 이러한 중금속들은 그 위험성 때문에 어떤 특정한 곳에 격리되어 있

거나 인간과의 접촉이 차단된 채 존재하는 것이 아니라 지각의 운동,지반의 침식

작용,화산활동 등을 통해 우리가 살아가는 자연환경에서 공기,물,토양 그리고 식

품 등에 자연발생적으로 일정 농도 존재하며,인간은 항상 이러한 환경에 노출되어

있다(1,2).더욱이 산업혁명 이후 광산개발,석유화학공장에서의 배출,농약과 살충

제의 사용,산업폐기물 및 도시 쓰레기에서의 유출 등 인간의 인위적인 활동 영역

이 늘어나면서 암석이나 지각 등 내부에 여러 화합물 형태로 존재하던 각종 중금

속들이 다량 배출되어 대기 및 농업환경 등을 오염시키고 있으며,이러한 활동들이

결국 인간을 포함한 모든 생태계에 중대한 위협요소가 되고 있다(3,4).

중금속의 위험성은 생물농축이라는 과정을 통해 큰 문제로 작용한다.앞에서 언

급한 자연발생적 이거나 인위적인 중금속의 배출은 물이라는 매개체를 통해 생태

계의 1․2차 소비자인 육상․해양 생물들에 축적되고 이를 상위 포식자(중간 소비

자)와 인간(최종 소비자)이 순차적으로 섭취하게 된다.이러한 먹이사슬과 연관된

일련의 과정을 통해 생물농축이 일어나 인간의 체내에 잔류,축적됨으로써 인간의

생리활성을 저해시키고,간,신장 등에 여러 가지 질병이나 암을 일으키는 등 위해

한 영향을 끼치게 됨으로써 환경오염물질 중 가장 중요한 관리의 대상이 되고 있

다(5).특히 미국의 독성물질질병등록국(Agencyfortoxicsubstancesanddisease

registry;ATSDR)과 환경보호국(Environmentalprotectionagency;EPA)은 수퍼펀

드(Superfund)라 불리는 포괄적환경대응책임보상법(ComprehensiveEnvironmental

Response,Compensation,andLiabilityAct,CERCLA,1980)에 위험물질우선순위

목록(Prioritylistofhazardoussubstances;Substanceprioritylist;SPL)이라는 중

금속 및 독성물질 등 인간에 위해한 물질들의 단순한 “독성의 세기”가 아닌 미국의

국가우선순위목록(NationalPriorityList;NPL)의 인체 노출 가능성,발생빈도,독



- 2 -

성 등 여러 조건의 고려하여 우선순위를 정해놓고 중요하게 관리하고 있다(6).

1974년 FAO/WHO 합동회의에서는 감시대상이 되는 화학적 오염물질 중 특히

중금속 오염물질로서 비소(As),납(Pb),수은(Hg),카드뮴(Cd)등을 우선순위로 다

루면서,세계 각국에서는 중금속에 의한 식품오염 현황을 조사하고 방지대책을 수

립하기 시작하였으며,이러한 사안에 대하여 UNEP/FAO/WHO (UnitedNations

EnvironmentProgramme/United NationsFood andAgricultureOrganization/

World Health Organization)는 식품 오염에 관한 Monitoring Program

(GEMS/FOOD)을 시행하여 CodexAlimentariusCommission에서 제정한 기준안과

연계하여 변화하는 국제적인 식품 오염 경향을 제시하고 있으며,각 나라마다 상이

한 기준 및 규격으로 인한 통상마찰 해결과 관련된 국제식품무역(International

FoodTrade)에 도움을 주고 있다.

해조류(seaweed)는 전 세계적으로 바다가 있는 곳 어디에서나 서식하고 있는 수

산물이다.전 세계적으로 약 6,000종,식용으로는 150여종이(7),한국에서만 약 500

종이 발견되고,식용으로는 50여종이 이용될 만큼 많은 종과 막대한 자원량이 파악

되고 있어,향 후 육상생물자원을 대체할 중요한 식량자원으로 주목받고 있다(8).

전 세계 해조류 생산량은 1990년대에 매년 평균 9.5%씩 증가하였고,2000년대에는

7.4%씩 증가하여 1990년 380만 톤에서 2010년에 1,900만 톤으로 증가하였으며,현

재 연간 생산액으로는 약 57억 달러로 추정되고 있다.생산되는 해조류 중 다시마,

유케마,꼬시래기,김,미역과 같은 몇몇 종류의 특정 해조류가 전체 생산량의 약

83.7%를 차지하고 있다(Fig.1).또한,단 31개국만이 해조류를 생산하고 있으며,

그 중 중국을 포함한 8개국에서 전체의 99.6%가 생산되고 있다.나라별 생산량을

보면 중국이 1,109만톤으로 전체의 58.4%를 차지하였으며,그 뒤를 인도네시아

20.6% (391만 톤),필리핀 9.5% (180만톤),한국 4.7%(901,700톤),북한 2.3%

(444,300톤),일본 2.3% (432,800톤),말레이시아 1.1% (207,900톤)그리고 탄자니

아가 0.7%(132,000톤)를 차지하였다(9).

해조류는 바다의 채소(seavegetable)로서 전통적으로 동아시아 지역인 한국,중

국,일본에서 여러 음식의 재료로 이용되어 왔으며,말레이시아나 인도네시아와 같

은 동남아시아의 열대지역에서도 샐러드의 재료로서 이용되어 왔다.그러나 유럽과
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같은 서양에서는 해조류를 ‘seaweed’라고 하여 단지 바다에 서식하는 식물로 인식

하였으며,일부 해안가 지역에서 음식이나 가축의 사료 용도로만 이용되어졌다.전

세계적으로 식품,가공제품 등의 원료로 이용되는 주요 해조류는 김,미역,다시마,

톳, 큰실말, 모자반, 그리고 덜스(바닷말), 유케마코토니, 바다포도(Caulerpa

lentillifera)등 이다(10).

그러나 산업화가 진행되고 경제가 성장하면서 사람들은 건강과 장수에 대한 관

심이 증가하였고,특히 육식위주의 식사를 통해 성인병이 큰 문제로 대두되고 있는

서양인들에게 아시아 국가의 장수는 하나의 동경의 대상이 되면서 아시아의 식습

관과 음식에 중요한 관심을 가지게 되었다.해조류는 다른 식용식물 보다 풍부한

무기질을 함유하고 있어 우리 몸에 필요한 필수 무기질이나 미량 원소의 충족을

위해 식품 보조제로 추천된다(11).또한 식품학적으로 해조류는 육상과 달리 염분

의 과다,높은 기압,그리고 공기 중 보다는 희박한 산소 등의 열악한 환경에서 자

라나는 특수성을 가지고 있어 새로운 물질의 존재 가능성이 기대되고 있으며(8),

실질적으로 항산화,항균,항암,항응고,항염증 등 여러 가지 활성이 연구되어지고

밝혀지면서 현재 많은 생리활성 물질들이 제품화되고 있다(12-16).이러한 여러 가

지 해조류 우수성과 이용 가능성을 인식하게 되면서 그 소비가 점차 증가하고 있

다(10).

하지만 해조류가 사람들에게 건강식품으로 그리고 산업에서는 식품 및 의약품의

원료로써 이용이 증가하고 있는 상황에서,해조류의 성장 특성상 자연발생적인 지

각활동과 인위적인 인간의 생산활동에 의해 여러 형태의 화학종과 다양한 농도 범

위의 중금속에 직․간접적으로 노출되는 바다라는 환경에 둘러싸여 있어 항상 잠

재적 위해성을 가지고 있다.특히 비소 함량의 경우 야채,곡류,육류 등의 육상

동․식물에서는 0.01～1.0mg/kg의 범위로 존재하나,해조류는 10～60mg/kg의 비

교적 높은 농도로 존재하고 있어 다른 중금속 보다 중요한 위해요인이 되고 있다

(17-19).특히 비소는 JECFA(72번째 회의)의 ‘식품 중 특정 오염물질의 평가’보고

서에서 그 위해성을 규정하고 있으며(20),미국의 EPA와 ATSDR에서는 비소를 위

험물질우선순위목록(SPL)에 가장 첫 번째로 올려놓을 만큼 중요한 관리 대상이 되

고 있다(Table1).또한 국제암연구소(IARC)에서는 비소중 무기비소를 1급 발암물
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질로 규정하고 있다(21,Table2).

현재 우리나라 식품공전(22)의 식품원료기준에서 규제하고 있는 중금속은 비소,

카드뮴,총수은,메틸수은 및 납 등 5가지 항목이 있으며,유럽이나 호주 등에도 비

소를 포함한 여러 중금속들이 규제 대상이 되고 있다(Table3).그러나 현재 식품

중 비소에 대한 기준 규격은 캡슐류에서 1.5mg/kg이하,식염에서는 천일염 등 모

든 제품에 대해 0.5 mg/kg 이하 그리고 가공식품에서는 식용유지류에서 0.1

mg/kg이하로 설정되어 관리되고 있을 뿐(Table4),해조류 중의 비소함량에 대한

기준 및 규격은 아직까지 정해지지 않고 있는 실정이다.

이에 본 연구에서는 수산물 중 국내에 유통되고 있는 다소비 해조류를 대상으로

총비소 및 비소화학종의 분리․분석을 위해 ICP-MS와 HPLC-ICP-MS의 최적 분

석조건을 설정하고,실질적인 함량을 조사 하여 우리가 섭취하는 해조류의 안전성

기준 및 섭취 허용량 설정에 기초 자료를 제공하고자 한다.
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Source:FAO(2012)

Fig.1.World production offarmed aquatic plant(algae) by major

speciesorspeciesgroup.
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2011

Rank
SubstanceName

Total

points

2007

Rank
CASRN

1 Arsenic 1665.5 1 007440-38-2

2 Lead 1529.1 2 007439-92-1

3 Mercury 1460.9 3 007439-97-6

4 Vinylchloride 1361.1 4 000075-01-4

5 Polychlorinatedbiphenyls 1344.1 5 001336-36-3

6 Benzene 1332.0 6 000071-43-2

7 Cadmium 1318.7 7 007440-43-9

8 Benzo(A)pyrene 1305.7 9 000050-32-8

9 Polycyclicaromatichydrocarbons 1282.3 8 130498-29-2

10 Benzo(b)fluoranthene 1252.4 10 000205-99-2

․․․
․․․

․․․
․․․

․․․

274 Thallium 524.7 274 007440-28-0

275 1,2,3,7,8,9-Hexachlorodibenzofuran 524.0 275 072918-21-9

Table 1. The Agency for Toxic Substances and Disease Registry

(ATSDR)substanceprioritylist

Source:ATSDR
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Table2.ClassificationofIARCGroup

Group1

Carcinogenictohumans

-sufficientevidenceofcarcinogenicityinhumans

(Arsenic and inorganic arsenic compounds and 112

moreitemsinaddition)

113agents

Group2A

Probablycarcinogenictohumans

- limitedevidenceofcarcinogenicity in humansand

sufficientevidenceofcarcinogenicity in experimental

animals

(Acrylamideand65moreitemsinaddition)

66

Group2B

Possiblycarcinogenictohumans

- limitedevidenceofcarcinogenicity in humansand

less than sufficient evidence of carcinogenicity in

experimentalanimals

(Acetaldehydeand284moreitemsinaddition)

285

Group3

Not classifiable as to its carcinogenicity to

humans

-inadequateinhumansandinadequateoflimitedin

experimentalanimals

(Acenaphtheneand504moreitemsinaddition)

505

Group4
Probablynotcarcinogenictohumans

(Caprolactam)
1

Source:IARC
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Table 3.Listoftoxic heavy metals standards for food in various

countryandinstitute

MRLs

KoreanFood

Standards

Codex

WHO/FAO USFDA FSANZ EFSA

Arsenic ○ ○ ○

Cadmium ○ ○ ○ ○ ○

Mercury ○ ○ ○ ○

Methylmercury ○ ○ ○

Lead ○ ○ ○ ○ ○

Chromium

Nickel

Cooper

Selenium

Tin ○

Reference

Tin are only
canedfood
Aluminum
cans are
excluded

-
Tinareonly

canedfood
EUstandard

MRLs:Maximum ResidueLimits

Source:MFDS2012(23)
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Table4.Maximum levelsforarsenicinseafoodforvariouscountries

(Unit:mg/kg)

Food
China(24) Japan(23)FSANZ(25)CODEX(26)

TotalInorganic Total Inorganic Total

Grains Rice 0.15

1(total)Flour 0.1

Coursegrains 0.2

Vegetables Potato

0.05

1.0

Cucumber 1.0

Tomato 1.0

Spinach 1.0

Fruit Peach

0.05

1.0

Summerorange 1.0

Strawberry 1.0

Grape 1.0

Meat 0.05

Egg 0.05

Milk PowderandFresh 0.25

Water Naturalmineralwater 0.01

Pulses 0.1

Liquor 0.05

Seafoods Fish - 2

Crustacea - 2

Molluscs - 1

Algae(Seaweed) 1.5(dry) 1

shells,shrimpsandcrabs 0.5(fresh) -

Shells,shrimpsandcrabs 1.0(dry) -

Otheraquaticfoods 0.5(fresh) -

Ediblefats 0.1 - 0.1

Fruitjuiceandpulp 0.2 - 0.05(refreshi
ngdrink) 0.2

Coco Cocobutter 0.5 - 0.5

Chocolate 0.5 - 1.0

Othercocoproducts 1.0 - 0.5

Salt Foodgrade 0.5

Sugar 0.5 -
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제2장 연구배경

제1절 비소의 특성 및 위해성

비소는 주기율표상의 질소와 인이 속해있는 5족 원소로 화학적으로는 금속으로

분리되어 있지만 금속과 비금속의 성질을 모두 가지고 있다.또한 같은 족의 필수

원소들과 여러 면에서 유사한 화학적 특성을 가지고 있으며,이러한 유사성이 다양

한 해양생물에 높은 농도의 비소가 존재하는 이유로 보여 지고 있다(27).

비소 화합물들은 대부분 흰색 또는 무색으로 냄새나 맛을 가지고 있지 않으며,

파괴되지도 않고 가열에 의해 증발하지도 않는 성질을 가지고 있다.비소 원소는

일반적으로 α-결정 금속성 형태로 존재하는 철회색의 부서지기 쉬운 고체이나,비

소는 환경에서 여러 가지 형태의 화합물로 존재하며(Table5,Fig.2),결합된 물질

에 따라 무기비소(산소,염소 그리고 황과 같은 원소와 결합된 형태)와 유기비소(탄

소 등과 결합된 형태)로 존재한다.

비소는 화합물상태에서 일반적으로 pH와 Eh에 따라 -3,0,+3그리고 +5와 같은

3가지 산화상태 중 한 가지 형태로 존재하며(28),산화․환원 조건에 따라 환원조

건에서는 산화상태가 –3과 +3인 원자가,산화조건에서는 산화상태가 +5인 원자가

안정된 형태로 존재한다(29).이러한 이유로 생물과 식품에서 발견되는 대부분의

비소화학종들(arsenate,dimethylarsinate,arsenobetaine,arsenosugars등)은 산화

상태가 +5인 비소를 포함하고 있다.

비소는 우리 주위 환경에서 대부분 무기형태로 존재한다.공기 중에는 주로 무기

미립자[As(Ⅲ)와 As(Ⅴ)가 혼합된,5가 형태가 주도적]형태로 존재하며,음용수(지

표수,지하수)에서도 주로 무기비소 형태로 존재한다(30).무기비소는 지각 활동에

의해서 토양과 바위 등 특히 납이나 구리와 결합된 광석이나 무기물질 등으로 부

터 자연적으로 발생된다.또한 인위적인 인간의 활동에 의해 이러한 광석들이 용광

로에서 가열되어지면 미세먼지 형태인 삼산화비소(As2O3)가 생성된다.
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Chemicalname Synonyms Formula

Arsenilicacid Arsonicacid,(4-aminophenyl)- C6H8AsNO3

Arsenic Metallicarsenic As

Arsenic(V)pentoxide Arsenicoxide[As2O5] As2O5

Arsenic(Ⅲ)sulide Arsenicsulfide[As2S3] As2S3

Arsenic(Ⅲ)trichloride Arsenicchloride[AsCl3] AsCl3

Arsenic(Ⅲ)trioxide Arsenicoxide[As2O3] As2O3

Arsenobetaine
Arsonium, (carbosymethyl) trimethyl-, hydroxide,

innersalt;2-(trimethylarsonio)acetate
C5H11AsO2

Arsine Arsenichydride AsH3

Calcium arsenate Arsenicacid[H3AsO4]calcium salt(2:3) (AsO4)2․3Ca

Dimethylarsinicacid Cacodylicacid C2H7AsO2

Leadarsenate Arsenicacid[H3AsO4],lead(2+)salt(1:1) HAsO4․Pb

Methanearsonic acid,

disodium salt
Arsonicacid,methyl-,disodium salt CH3AsO3․2Na

Methanesrsonic acid,

monosodium salt
Arsonicacid,methyl-,monosodium salt CH3AsO3․Na

Potassium arsenate Arsenicacid[H3AsO4],monopotassium salt H2AsO4․K

Potassium arsenite Arsenousacid,potassium salt AsO2․K

Sodium arsenate Arsenicacid,[H3AsO4],monosodium slat H2AsO4․Na

Sodium arsenite Arsenousacid,sodium salt AsO2․Na

Soduim cacodylate Arsinicacid,dimethyl-,sodium salt C2H6AsO2․Na

Table 5.Chemicalnames,chemicalabstract service (CAS) numbers,

synonyms,andmolecularformulaeofarsenicandarseniccompounds

Source:IARCMonographs
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Fig.2.Structuresofthemostcommonarseniccompoundsinthemarine

environment.
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비소는 이런 자연발생적이거나 인위적인 다양한 활동에 의해 공,물 등과 같은

자연환경 그리고 그 환경에 노출되어 있는 식품(음용수 포함)등에 일정 농도로 존

재한다.결국 인간은 이러한 주위환경에 항상 노출되어 있으며,특히 식품은 인체

에 유입되는 비소의 가장 큰 공급원이다(2).우리가 생활하는 일상적인 대기 환경

에서의 비소 농도는 지역마다 차이가 있으며,도시 외 지역의 경우 0.02～4ng/㎥,

도시지역에서는 3～200ng/㎥의 범위로 존재한다.그리고 해수와 담수에는 평균적

으로 1～2µg/L의 농도로 존재하며,지각에는 지역에 따라 차이는 있지만 평균 5

mg/kg의 농도로 존재한다(31).무엇보다 식품은 우리의 생명유지에 가장 밀접한

관계가 있는데 이들이 비소의 가장 큰 공급원이 되고 있으며,야채,곡류,육류 등

에 0.01～1.0mg/kg의 농도로 존재하고,해조류에는 10～60mg/kg의 범위로 상당

히 고농도로 존재한다(17-19).

해조류에는 대부분 산소가 결합된 형태인 oxo-arsenosugarglycerol(oxo-OH),

phosphat (oxo-PO4),sulfonate (oxo-SO3),sulfate (oxo-SO4) 등의 dimethyl

arsinylribosides와 미량의 trimethyl arsinylribosides 그리고 황이 결합된

thio-dimethylarsinoylacetate가 arsenosugar로서 총비소의 대부분을 차지하는 주

요 비소화학종으로 존재한다(32,33,Fig.3).이 유기비소종은 비소의 생화학적 순

환의 핵심 중간체이며,AsB의 전구체로 여겨진다.

Arsenosugar의 생성에는 phosphate(인산염)와 arsenate(비산염)의 유사성이 작

용한다.해조류는 성장에 필요한 필수 인산염을 해수에서 얻기 위해 막수송 시스템

(membrane transportsystem)을 가지고 있지만,해수에 존재하는 영양성분인

phosphate와 주요 비소형태인 arsenate를 구별하지 못하고,인산염 흡수 메커니즘

(phosphateuptakemechanism)에 의해 arsenate가 흡수된다.해조류는 이렇게 흡수

된 비소의 독성을 제거하기 위해 탈공역 산화적 인산화반응 (uncouplingoxidative

phosphorylation;산소흡수를 방해하지 않고 산화적 인산화만을 저해하는 과정)에

의해 세포가 손상되기 전 해독화를 위해 arsenosugar로 변환시켜 축적한다.이러한

생합성 경로는 미생물에 의한 비소의 메틸화경로 (methylationpathway)를 기반으

로 제안되었으며(34,Fig.4),이 메틸화경로의 세번째 단계에서 methylation대신

adenosylation이 일어나며,그 후 glycosidation을 거쳐 arsenosugar가 생성된다(35,Fig.5).
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Fig.3.Chemicalstructureofmostcommonarsenosugarsfoundinseaweeds

(36).
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Fig.4.Challengeŕspathway(34).

Fig.5.Proposedbiosyntheticpathwayforarsenosugarsfromarsenateinalgae(37).
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해조류에는 주요 비소화학종인 arsenosugar뿐만 아니라 다양한 형태의 유기비

소 화합물들이 존재한다(Fig.2).

Methylarsonic acid (MMA)와 dimethylarsninic acid (DMA)는 생체내 변화

(biotransformation)에 의해 생성되는 비소 분해산물이며(38),arsenocholine(AsC)

은 일반적으로 해양생물에서 미량성분으로 존재하는 유기비소로서,arsenosugar와

같이 해양생물에서 AsB의 대사 전구체로,어류에 AsC을 급이 했을 때 즉시 AsB

로 생물학적 변화가 일어난다는 것이 실험을 통해 확인되었다(39).

Oxo-dimethylarsenoethanol(oxo-DMAE)은 2005년 해양시료에서 처음으로 분리되

었으며(40),tetramethylarsonium ion(TETRA)은 연체류의 주요 비소종이지만 대

부분의 해양생물에서 미량으로 발견된다(41).

Arsenobetaine은 1977년 닭새우 (PanulirusCygnus)에서 최초로 분리된 유기비

소종으로(42)포유류의 체내에서 대사되지 않으며,섭취 후 몇 시간 안에 소변으로

배설되기 때문에 인체 내에서 어떠한 위험도 일으키지 않는다(43).AsB은 해양샘

물에 존재하는 수용성 비소화학종의 80% 이상을 차지하는 주요 비소종이지만 바

닷물에는 존재하지 않는 형태로(42)해조류에서 발견되어지며,어류에서는 해조류

에 존재하는 arsenosugar의 섭취에 의해 생성된다고 여겨지고 있다.

AsB의 몇 가지 생성경로는 다음과 같이 제안되고 있다;(a)oxo-arsenosugar가

산화와 methylation을 거쳐 AsB로 변환,(b)주요 대사 중간체인 AsC이 산화에 의

해 AsB로 변환(Fig.6Ⅰ),(c)아미노산 합성에 기초를 두고 있으며,DMA(Ⅲ)과

glyoxylicacid사이의 arsenylation에 의해 변환(Fig.6Ⅱ).

또한 AsB은 어류에 존재하는 비소화학종 중 대부분을 차지하는 유기비소 화합

물로 어류가 체내의 삼투압 균형을 유지하기 위해 사용하는 삼투질 glycinebetaine

[(CH3)3N
+CH2COO

-]과의 구조적 유사성(Fig.7)으로 어류에 상대적으로 높은 농도

로 존재한다고 보고 있다(29,44).
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Fig.6.Possible pathways for the biogenesis of arsenobetaine;(Ⅰ)

Biotransformation ofarsenobetainefrom arsenosugars(Edmonds,1982),

(Ⅱ)Biotransformation ofarsenobetaine by arsenylation of2-oxo acid

(45).

Fig.7.Structureofarsenobetaineandglycinebetaine(44).
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비소는 단일물질 보다는 여러 가지 화합물의 형태로 사용된다.산업적으로 사용

되는 비소화합물 중 삼화비소는 생산량의 대부분이 chromatedcopperarsenate

(CrO3․CuO․As2O5,CCA)라는 화합물로 나무 방부제 용도로 사용되었으나 2003

년 이후 미국과 캐나다에서 그 사용이 폐지되었으며,우리나라에서도 2007년 10월

환경부가 비소가 포함된 CCA 방부목의 사용을 전면 금지하여 현재는 사용되지 않

고 있다.살충제의 목적으로 과거에는 주로 무기비소 화합물의 형태로 면 농장이나

과수원 등지에서 사용되어 왔으나 지금은 더 이상 사용되지 않고 있으며,현재는

cacodylicacid,disodium methylarsenate(DSMA),monosodium methylarsenate

(MSMA)등의 유기비소 화합물이 제초제로 사용되고 있다.뿐만 아니라 동물 및

가금류 사료에 항균 첨가제 등의 용도로도 사용되고 있다(46).이 외에 비소는 자

동차의 납축전지에 가장 많이 사용되고 있으며,베어링에 사용된 금속의 윤활첨가

제,합금원소,휴대폰이나 태양광 전지에 사용되는 gallium arsenide반도체 그리고

발광다이오드 생산 등 다양한 산업에서 중요하게 사용되고 있다(2).

비소는 화학적 결합 형태에 따라 각기 다른 독성도를 가지고 있으며,수은 및 주

석과 같이 인체에 미치는 독성의 정도가 화합물의 형태에 의존한다.따라서 특정

식품이나 물질에 오염되어 있는 비소 화합물의 종류 및 농도가 서로 다르기 때문

에 대상물질의 인체에 대한 위해 정도를 단순히 총 비소의 함량만으로 판단하기는

어렵다.비소는 비소원자와 여러 화학물질이 상호 결합 형태에 따라 arsenite[As

(Ⅲ)], arsenate [As(Ⅴ)]와 같은 무기비소 화합물, monomethylarsonic acid

(MMA),dimethylarsinicacid(DMA),arsenocholine(AsC),그리고 arsenobetaine

(AsB)등과 같은 유기비소 화합물로 구분된다.이들 6가지 비소 대표화학종들은

EPA의 LD50값을 이용하여 상대적인 독성도를 비교할 경우 무기비소가 유기비소보

다 독성이 강하게 나타났다.각각의 비소화학종들의 수치적인 독성도(반수치사량;

LD50)를 비교하면 As(Ⅲ)가 15～42mg/kg로 가장 독성이 강하였으며,그 다음으로

는 As(V)(20～200 mg/kg),MMA (700～1,800 mg/kg),DMA (1,200～2,600

mg/kg),AsC(6,500mg/kg)그리고 AsB(10,000mg/kg)의 순으로 확인되었다(47,

48).단순한 수치상 비교로 보면 무기비소가 유기비소보다 수백배 높은 독성을 가

지고 있다고 할 수 있다.특히 유기비소화합물 중 AsC와 AsB는 LD50값이 6,500
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및 10,000mg/kg으로 흰쥐를 이용한 독성실험에서 주류의 주성분인 ethylalcohol

의 LD50값(7,060mg/kg)및 caffeine(150～200mg/kg)과 비교해서 유사하거나 훨

씬 더 낮은 값을 가지고 있어 이들 비소 화합물의 인간에 대한 위해성이 높지 않

다고 생각되어진다(49).

대부분의 무기비소 화합물은 경구적 노출에 의해 가장 높게 흡수되며(주로 수용

성 화합물의 형태,80～90%),흡입 및 피부노출(가장 낮음)에 의한 흡수는 낮다.수

용성 무기비소는 섭취된 후 신속하게(거의 대부분이)인체에 흡수되며,유기비소도

70% 이상 우리 몸에 흡수된다.흡수된 비소는 거의 대부분의 장기에 분포되고 임

산부의 경우 태반 장벽을 쉽게 통과한다.식품에 의한 비소의 노출은 주로 먹는물

에 의해 발생한다(50).

비소는 인체 내에서 여러 대사과정을 거치게 된다.특히 무기비소 중 5가비소인

arsenate[As(Ⅴ)]와 3가비소인 arsenite[As(Ⅲ)]는 경구 및 흡입에 의해 체내에 쉽

게 흡수되며,일단 흡수된 As(Ⅴ)는 As(Ⅲ)로 부분적인 감소가 일어나고 혈액에서

As(Ⅲ)과 As(Ⅴ) 혼합물이 생성된다. As(Ⅲ)는 간에서 우선적으로 메틸화

(methylation)를 거쳐 monomethylarsonic acid (MMA)와 dimethylarsinic acid

(DMA)로 변형된다(Fig.8).체내에 흡수된 대부분의 무기비소는 DMA 형태로 6

0～70%,MMA 형태로 10～20% 그리고 무기비소 형태로 10～30%가 혼합되어 대

부분 소변으로 즉시 배출되거나 대변으로 소량 배출된다.인간을 포함한 대부분의

종에서 제한된 대사를 거친 MMA나 DMA와 같은 유기비소 화합물들은 세포 내부로

쉽게 들어가지 못하고 특별한 형태변화 없이 대부분 소변으로 배출된다(2,51,52).

그러나 체내에 들어온 비소화합물이 100% 배출이 일어나는 것이 아니며,이들

비소의 화학적 특성이 인체를 구성하는 필수 원소와 유사한 구조적 특성을 가지고

있어 3가와 5가의 비소들이 이들의 역할을 대체하는 치환반응을 일으키고 이들이

독성을 나타내게 된다.5가의 무기비소는 인체 내에서 phosphatetransportser의 과

정을 거쳐 인삼염(posphate)과 대체되는 것으로 여겨지며(53),3가의 무기비소는

thiol과 결합할 수 있는 특징을 가지고 있어,인체 내 수 많은 효소와 수용체에 존

재하는 –SH 그룹과 결합하여 효소조직을 불활성화 시킨다(54,55).비소의 급성,

만성 중독에 의한 증상은 다음과 같다(Table6).
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Source:ATSDR2007

Fig.8.Metabolicpathwaysofinorganicarsenicinmammals.
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Table6.Acuteandchronichealtheffectsinpeopleexposedtoarsenic

Toxic

element
Acute Chronic

Arsenic

-Abdominalpain

-Vomiting

-Diarrhea

-Musclecramping

-Numbnessand tingling of

theextremities

-Facialdropsy

-Hepatosplenomegaly

-Urinaryfrequency

-Anorexia

-Gastrointestinalsymptoms

-Skinpigmentation

-Peripheralneuropathy

-Bronchitis

-Raynaud’sdisease

-Hematopoieticorgan,hepaticfailure

- Carcinogenic (liver,bile duct,lung,

skin,prostate,kidney,urinarybladder)

Source:MFDS
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제2절 국내·외 비소 및 비소화학종 관리 동향

비소는 인간의 인위적인 오염보다는 실제로 자연발생적인 오염문제가 심각하다.

1998년에 방글라데시를 비롯한 세계 여러 나라(중국,미국,내몽골,타이완 등)에

서는 비소에 의한 유사한 문제에 직면하고 있다.특히 인도의 서뱅갈(오염된 지하

수 음용으로 약 20만 명 이상이 비소중독현상을 나타냄)과 방글라데시의 몇몇 지역

은(현재 70만 명 이상 비소에 의해 오염된 지하수를 음용하고 있음)국가 기준인

0.05mg/L보다 70배나 더 많은 비소로 오염되어 있다(56).이렇게 여러 지역에서

필수 불가결하게 일상적으로 접하고 있는 음용수에 대한 비소의 오염문제를 계기

로 국제협력기구인 AsiaArsenicNetwork(AAN)가 설립되어 동남아시아를 중심

으로 비소 정화연구가 진행되고 있으며,영국의 캠브리지대학에서는 지하수,지표

수,토양에서 비소의 발생,원인,영향 그리고 저감화에 관한 연구를 수행하고 있고

미국의 하버드대학과 MassachusettsInstituteofTechnology(MIT)도 “Arsenic

Project”를 설립하여 서로 독자적으로 수행해 오고 있던 비소 오염에 관한 문제들

의 해결을 위해 문제 발생지역의 비소오염 현황자료 구축과 위해성 검증,지구화학

적 발생기작,효과적 처리기술 등에 관한 연구를 공동으로 추진하고 있다.

미국 EnvironmentalProtectionAgency(EPA)에서는 비소의 높은 발암성을 고

려하여 2001년부터 음용수내 비소 허용기준치를 10µg/kg으로 강화하면서 비소처

리기술의 개선 및 새로운 기술 개발 등에 지원함으로써 비소 저감을 위해 노력하

고 있다.

우리나라의 경우 환경부의 2012년 토양측정망 및 토양오염 실태조사에서는 전국

1,521개소를 대상으로 하는 토양오염측정망 조사 결과 토양의 비소 함량은 5.05

mg/kg (0～48.881 mg/kg)으로 확인되어 기준치 초과 지역은 확인되지 않았다

(Table7).그러나 지자체별로 수행한 토양오염우려지역의 오염실태조사 결과에서

는 일부 제련소,광산 및 산업단지 등에서 비소 함량이 기준치(1지역 기준;오염우

려기준 25mg/kg,대책기준 75mg/kg)를 초과하여 나타나고 있음을 보여주어 자

연환경에서의 비소에 대한 오염 가능성을 보여주고 있다(57).
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Table7.HeavymetalspollutionofsoilinKorea

(Unit:mg/kg)

2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012

Cadmium 0.092 0.078 0.076 0.063 0.049 0.059 1.094 1.29 1.00

Cooper 4.382 3.768 3.587 3.799 3.521 2.994 19.934 23.80 21.00

Arsenic 0.05 0.167 0.481 1.064 0.241 0.338 4.821 5.64 5.05

Mercury 0.036 0.016 0.025 0.053 0.037 0.042 0.030 0.04 0.04

Lead 5.854 6.162 5.395 5.068 4.042 3.903 26.763 35.80 27.3

Source:「Asurveyofsoilmonitoringnetworkandsoilpollutionin2012」 (2013)
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비소는 식품이나 다른 여러 물질에 의해 인체에 흡수되면 대부분이 소변이나 대

변을 통해 체외로 배출 되지만,단기간에 과잉노출 되어 급성중독을 일으키거나 장

기간에 걸쳐 이행되고 축적 되어 쉽게 분해되지 않고 만성중독을 일으켜 결국 피

부나 간,폐,방광 등과 같은 인체의 여러 조직에 심각한 위해를 끼칠 수 있다(58).

국제암연구소(IARC)에서는 발암 가능성에 대해 비소를 무기비소와 유기비소로

구분하고 있으며,비소와 무기비소화합물을 인체에 발암성이 있는 물질인 Group1

으로,arsenobetaine과 인간에게서 대사가 되지 않는 다른 유기비소 화합물들은 인

체 발암물질로 보기 어려운 Group3으로 분류하고 있다(21).EPA와 ATSDR에서

는 CERCLA의 Priority listofhazardoussubstances(Substancepriority list,

SPL)에 단순히 ‘독성이 강한’순위의 목록이 아닌 각 물질들의 노출빈도,독성,국

가우선순위목록(Nationalprioriteslist,NPL)의 인간에 대한 잠재적 노출 위험 등

의 조합에 따른 우선순위에 비소를 첫 번째 순위에 올려놓고 있는 아주 중요한 오

염물질이다(6,Table1).

비소 및 비소화합물에 대한 인간에게 위해를 줄 수 있는 위험수준도 많은 연구

를 바탕으로 여러 기구에서 설정하고 있다.ATSDR은 비소 화합물의 경구섭취에

대한 최소위험수준(MinimalRiskLevels;MRLs)을 무기비소의 경우 급성중독(14

일 이하)0.005mg/kgb.w./day,만성중독(1년 이상)0.0003mg/kgb.w./day로,유

기비소의 경우 MMA의 아급성중독(15～364일)0.1 mg/kg b.w./day,만성중독

0.01mg/kgb.w./day그리고 DMA의 만성중독은 0.02mg/kgb.w./day로 설정하고

있다.JECFA에서는 인간에 위해가 없는 정도의 양인 비소의 주간잠정섭취허용량

(PTWI)을 15µg/kgb.w./week(2.1µg/kgb.w./day)로 설정하고 있다.그러나 독

성에 대한 여러 연구 결과 72차 JECFA위원회에서(2010)는 폐암의 역학조사에서

확인된 BMDL0.5(3.0µg/kgb.w./day과 2～7µg/kg)의 범위 안에 기준치가 포함 되

어 더 이상 기준이 유용하지 않다는 결론을 내려 PTWI를 폐기하였으며,아직 새

로운 기준은 설정되지 않았다(20).또한 EuropeanFoodSafetyAuthority(EFSA)

에서도 현재 JECFA의 가장 최근의 결과를 따르고 있다(29).뿐만 아니라 호주,뉴

질랜드,중국 그리고 영국 등 여러 국가들에서도 각국의 실정에 맞는 기준을 정하

여 규제하고 있다.그러나 대부분이 총 비소에 대한 기준을 정해놓거나 일부 국가
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(호주와 뉴질랜드,중국,유럽연합 등)만이 비소화학종 중 독성이 높다고 알려진 무

기비소에 대해서만 규제를 하고 있는 실정이다(Table4,Table8-9).
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Table8.ArsenicstandardofKoreanfoodstandardscodex

Food Limit(mg/kg)

Other

Foods

Capsuleproducts 1.5

Refinedandprocessedsalts 0.5

Edibleoilsandfats 0.1

Source:KoreanFoodStandardsCodex(2013)
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Table9.GeneralandspecificlimitsforarsenicinfoodproductsofUK

Descriptionoffood
Arseniclimit

(ppm)inweight

1.Generallimit 1.0

Specificlimits,distinctfrom thegenerallimit  

1.Non-alcoholicbeverages,readytodrink,nototherwisespecified 0.1

2.Alcoholicbeverages,nototherwisespecified 0.2

3.Blackbeerandmixturesofblackbeerandrum 0.5

4.Softdrinksintendedforconsumptionafterdilutionandundilutedfruit

juices(includingconcentratesintendedforconsumptionafterdilutionto

anextentnotgreaterthantenpartstoone,calculatedbyvolume,for

usebyamanufacturerofsoftdrinks)

0.5

5.Ice cream (including frozen confections and any othersimilar

commodity)
0.5

6.Onions(dehydrated) 2.0

7.Hops(dried)otherthan thoseintendedforuseforcommercial

brewing
2.0

8.Liquorice(driedextract) 2.0

9.Gelatine(edible) 2.0

10.Yeastandyeastproducts(otherthanbrewer'syeastintendedfor

use by manufacturers in manufacture of yeast products).

Calculatedonthedrymatter.

2.0

11.Chemicalsnototherwisespecified 2.0

12.Chicory(driedandroasted) 4.0

13.Herbs(dried) 5.0

14.Finingsandclearingagents 5.0

15. Hops concentrates other than those intended for use for

commercialbrewing
5.0

16.Spices(includingmustard) 5.0

17.ChemicalsforwhichanarseniclimitisspecifiedintheBritish

PharmacopoeiaCodex
2.0

18. Brewers yeast intended for use by manufacturers in the

manufactureofyeastproducts
5.0

19.Ironpowderintendedforuseinthepreparationofflour 5.0

Soruce:FoodStandarsAgencyinUK
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제3절 국내·외 식품 및 해조류 중 비소 및 비소화학종 연구 동향

자연적으로 발생하는 비소로 인해 음용수가 오염이 되고 오염된 물을 사람들이

마심으로써 여러 가지 건강상의 문제가 야기 된다.이는 단순히 음용수의 문제만

해당되는 것이 아니라 생태 순환에 의해서 육상에서는 농작물이나 가축으로 그리

고 다시 바다로 흘러가 바다생물들이 오염되고 최종적으로는 이들을 식품으로써

섭취하는 인간에게 비소의 축적에 의한 피해가 발생하게 된다.

식품에 대한 섭취 기준은 1967년 WHO가 총 비소의 Maximum AllowableDaily

BodyLoad(MADL)를 50µg/kgb.w./day으로 설정하였고,1988년 JECFA에서는

무기비소의 PTWI를 15µg/kgb.w./week(2.1µg/kgb.w./day)으로 설정하였으며,

최근에는 관련 연구자료를 토대로 폐암의 BMDL0.5가 역학조사에 의해 3.0µg/kg

b.w./day(2～7µg/kgb.w./day)로 새로이 결정되어 기존의 PTWI를 폐지하는 등

지속적인 연구를 수행하고 있다(20).

뉴질랜드 식품안전국(New ZealandFoodSafetyAuthority;NZFSA)에서는 총

식이섭취량조사(TotalDiet Study,TDS)를 1974/75,1982,1987/88,1990/91,

1997/98,2003/04년 및 2009년에 진행하여 식품 중 비소 섭취량을 평가하였으며,특

히,2003/04년에는 농산물 중 중금속(비소,카드뮴,납 및 수은)의 잔류수준을 평가

하였는데,측정된 중금속의 수준이 모두 WHO의 PTWI보다 낮았으며,무기비소

역시 PTWI의 17%로 낮게 산출되었다고 보고하였다.또한,2009년에는 분석된 식

품 중 대부분이 0.01mg/kg보다 적은 비소 함량을 보였다고 하였다.그러나 비소

함량이 0.01mg/kg을 초과하는 식품의 약 90%가 어류와 어류관련 식품에 의한 것

이라고 보고하여 이들 식품의 위해 가능성을 염두에 두고 있다(59).뉴질랜드의 총

비소식이노출량(19～24세 젊은 남성)은 Table10과 같다.
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Table10.Dietaryexposurestototalarsenic(19～24yearyoungmales)

Element

Estimatedweeklydietaryexposure(µg/kgb.w./week)

1987/88

NZTDS

1990/91

NZTDS

1997/98

NZTDS

2003/04

NZTDS

2009

NZTDS

Arsenic

(total)
6.7 15 8.7 9.1 10.4

Source:NZFSA(59)
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국내에서도 2001년(60)에는 한국인의 대표 식단의 중금속 섭취량 및 위해도 평가

를 진행하였으며,물을 포함한 117가지의 식품 중 21개 식품에서 비소가 검출(nd

∼ 7mg/kg)되었고 대부분이 김,김구이,미역국,꽃게장,새우젓 등 해조류나 어

류가 포함된 식품이었다.2002년 국가 관리체계 구축사업을 통해 장기적으로 인체

에 독성을 나타내는 유해 중금속에 대한 한국인의 체내 오염도를 정량화하여 이를

근거로 환경오염과 관련하여 한국인의 체내 중금속 축적 수준을 파악하고 노출량

을 산출하는데 활용하였다(61).2005년에는 전국을 대상으로 각 지역별(산지,유통

지,폐광지)로 나누어 쌀,옥수수,콩,팥,고구마,감자 배추 시금치,파,무 등 농산

물의 중금속 실태조사를 진행하였다(62).

그리고 2006년부터 2013년 까지 다소비식품(어묵,된장,고추장),채소류,과실류,

가공식품,강원도 연안 수산물,식초류,버섯류,영·유아식 및 근채류 등에 대한 중

금속 모니터링,실태조사 및 안전성 평가 등이 연구되었다(63-71).

해조류는 바다라는 특징적인 환경에 둘러싸여 다양한 중금속 및 오염물질에 노

출되어있다.이런 환경에서 성장한 해조류 비소 함량은 품종과 지역에 따라 함량에

는 차이가 있지만 김,미역,다시마에서 총비소 함량이 8.5～39.7,15.1～52.2,16.3～

73.2mg/kg(19,72)그리고 톳 은 약 60mg/kg(17)정도의 높은 비소 함량을 보

이고 있다.해양생물에는 다양한 무기비소와 유기비소가 존재하고,그 중 해조류는

위의 비소 함량 범위와 같이 높은 함량에도 불구하고 대부분 AsB(LD50=10,000

mg/kg)이라는 독성이 거의 없다고 알려진 유기비소 형태로 존재하기 때문에 안전

하다고 여겨지고 있다(73).

그러나 해조류 중 모자반과에 속하는 톳은 WHO 산하 국제암연구소(IARC)에서

강한 독성으로 1급 발암물질로 규정한 무기비소가 2001년 캐나다식품검역소(CFIA)

의 ‘수입해조류에 대한 중금속 함량조사’결과 일일섭취 허용량을 초과하여 검출

되면서 문제시되기 시작하였다.캐나다 식품검역소 측은 “비록 톳의 섭취와 연관된

병은 알려지지 않았지만,무기비소는 인간에게 암을 일으키는 물질로 의심되고 높

은 수준의 무기비소에 장시간 노출될 경우 위장장해,빈혈,그리고 간 손상과 관련

이 있다”고 주장하며 톳의 섭취를 자제하라고 권고하였다(74).

그 후 2004년 영국의 FoodStandardsAgency(FSA)는 수입해조류의 무기비소
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함량 검사 결과 검사대상 중 톳에서 무기비소가 검출되었다고 발표하였으며,이는

캐나다의 톳에 대한 높은 수준의 무기비소 검출 결과와 일치하였다.FSA에서 확인

된 톳의 무기비소 함량은 평균 11mg/kg으로 약 18g의 톳이 198µg(2.9µg/kg

b.w.)의 무기비소를 함유하고 있고,이는 70kg성인이 3µg/kgb.w.를 섭취하는

것과 비슷하다.이 수치는 JECFA의 15µg/kgb.w./week(현재의 기준은 BMDL0.5

의 범위인 2～7µg/kgb.w./day임)의 1.5배에 해당하는 양으로(75)영국정부는 자

국민에게 톳의 섭취를 자제 할 것을 권고하고 있다(75,76).또한 이러한 결과를 바

탕으로 영국의 TheCommitteeonToxicity(COT)도 톳 섭취의 위험성에 대해

FAS를 지지하고 있다(75).

그러나 이와 반대로 톳의 소비가 가장 많이 이루어지고 있는 일본에서는

JECFA의 PTWI와 비교했을 때 50kg의 체중을 가진 사람의 경우 107 µg/

person/day에 상당하고,생 톳 중의 무기비소 최고 농도는 22.7mg/kg으로 매일

4.7g이상을 섭취하지 않으면 비소의 PTWI는 넘지 않으며,해조 중에 포함되는

비소에 의한 비소중독 관련 건강 피해가 일어났다는 보고는 없었다고 주장하고 있

다(58,77).

국내에서 1998년 5월 양식 김에서 비소의 함유량이 0.5～34.6㎎/㎏ 검출되면서

비소의 유해성에 대해 문제시 되어 사회적으로 물의를 일으킨 바 있다.그러나 현

재까지 김에 대해 총비소에 대한 기준․규격도 마련되지 않아(카드뮴 기준만 설정

됨;김과 조미김에 대해 생물기준으로 카드뮴 0.3mg/kg이하)김에서 검출된 비소

의 대부분이 독성이 거의 없다고 알려진 유기비소 화합물이므로 안전하다는 결론

을 발표하였지만 국민적 신뢰가 형성되지 않아 비소화학종의 분석 연구의 필요성

이 대두 되었다.

외국에서는 1970년대 초부터 총 비소 뿐만 아니라 As(Ⅲ)과 As(Ⅴ)와 같은 무기

비소의 분리․분석 연구가 시작되었다.그 이후 Hydridegeration(HG)을 이용하여

수소화물을 생성시킨 후 원자흡광장치와 연결시켜 비소 화합물들을 분리․분석해

오는 방법들이 이용되어 왔으며(78-80),시료를 Thioglycollic acid methylester

(TGM)으로 유도화 시켜 GC로 분석하는 방법들도 사용되어 왔다(81).최근에는 시

료에 위의 방법들과 같이 화합물의 형태를 변화시켜 분석하는 방법 대신 추출 후
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직접 장비에 주입하여 분석하는 방법들이 이용되고 있다.주로 높은 분해능을 가지

는 Highperformanceliquidchromatograph(HPLC)와 높은 검출감도를 가지고 있

는 Inductivelycoupledplasma(ICP)를 연결시킨 분석기술이 사용되어지고 있으며

(82-84), 정확한 형태가 구명되지 않고 있는 arsenosugar의 분석을 위해

Electrosprayionization(ESI)를 coupling시켜 분리․분석하는 연구도 수행되고 있

다(85).이들 기기를 이용한 방법은 주로 쌀,수산물,음용수,조제분유 등 다양한

시료를 대상으로 비소화학종의 분리․분석을 목적으로 연구가 진행되고 있다.

국내에서도 2000년 이후 총 비소에 대한 분석뿐만 아니라 무기비소 및 유기비소

종의 분리․분석에 대한 연구가 수행되기 시작하였다.초기 주요 연구는 주로 폐광

산이나 오염 우려지역의 토양,자연수 등의 환경시료를 대상으로 하였으며,주로

Hydridegeneration을 통해 수소화물을 발생(86,87)시켜 ICP-AES나 AAS를 이용

하여 무기비소종을 분석하였다.그러나 점차 우리가 일상적으로 섭취하는 식품 등

을 대상으로 위해성에 관한 연구와 평가가 이루어지고 있으며,식품 중 미량성분을

분석하기 위해 분석물질을 복잡한 유도체화 과정 없이 분리하기 위해 SPE(88,89,

90)나 HPLC를 이용하여 일차적인 과정을 거친 후 이를 ICP-MS를 이용하는 방법

이 이용되고 있다.

하지만 이렇게 국내․외적으로 비소 및 비소화학종에 대한 여러 가지 분석 및

종 분리 방법들이 개발되어 사용되고 있지만 우리가 섭취하는 식품들의 종류는 셀

수 없이 많고 분석의 대상이 되는 식품들은 한정되어 있어 이들 비소화학종들의

안전성 특히 해조류 중의 비소 함량 및 안전성에 대한 연구와 섭취 허용량에 대한

연구는 아직 충분하지 않다.
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제3장 재료 및 방법

제1절 실험재료 및 기기

1.재료

해조류의 총 비소 및 비소화학종 분리․분석을 위해 2012년 4월부터 10월까지

전국에 있는 시장과 마트에서 김 70건,다시마 121건,미역 115건,톳 27건,모자반

15건 등 총 5종 348건을 구입하여 총 비소 분석 시료로 하였으며,이중 김 53건,다

시마 45건,미역 60건,톳 27건,모자반 15건 등 총 5종 200건을 비소화학종 분리용

시료로 하여 연구를 수행하였다(Table11-12).

2.시약 및 표준물질

본 연구에서 총비소 및 비소화학종 분리․분석을 위해 모든 시약은 특급시약을

구입하여 사용하였으며,증류수는 Milli-Q ultrapure waterpurification system

(MilliporeCo.,Bedford,MA,USA)에 의해 18.2MΩ 수준으로 정제된 물을 사용하

였다.

산분해 처리를 위해 사용한 질산(HNO3)과 과산화수소(H2O2)는 모두 Dongwoo

fine-chem (Iksan,Korea)의 electronicgrade를 구입하여 사용하였으며,총 비소 분

석에 사용된 표준물질인 arsenic은 Sigma-Aldrich의 sodium arsenate dibasic

heptahydrate(Na2HAsO4.7H2O,99.9%)를 사용하였다.

비소화학종의 분리 분석을 위해 사용된 표준물질 중 무기비소종인 As(Ⅲ)

[sodium(meta) arsenite;NaAsO2,99.0%]와 As(Ⅴ)(sodium arsenate dibasic

heptahydrate;Na2HAsO4.7H2O,99.9%)는 Sigma-Aldrich(St.Louis,MO,USA)에

서 구입하여 사용하였고, 유기비소종인 DMA [dimethylarsinic acid;

(CH3)2AsO(OH),98%]는 Strem Chemicals(Newburyport,MA,USA)와 MMA
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[monosodium acid methanearsonatesesquihydrate;(CH3)AsO(OH)2,99.0%]는

Chem Service (WestChester, PA, USA), AsB (arsenobetaine;

[(CH3)3As]
+CH2COO

-, 97%)는 Fluka (Buchs, Switzerland) 그리고 AsC

(arsenocholinebromide;[(CH3)3As
+CH2CH2OH,Br

−,95%]는 WakoPureChemical

Industries(Osaka,Japan)에서 구입하였다.

HPLC에 사용된 이동상은 ammonium bicarbonate (Merck, Germany),

ammonium phosphate(Sigma,USA)와 ammonium nitrate(Sigma,USA)이며,

ammoniasolution(Merck,Germany)을 이용하여 이동상의 pH를 조절하였다.비소

화학종의 추출 및 분리를 위해 사용된 methanol과 ethanol(Fisher,USA)은 HPLC

등급을 사용하였다.

내부 정도관리를 위해 표준물질인 NRCC(NationalResearchCouncilCanada)의

CRM (CertifiedReferenceMaterial)인 DORM-2(Dogfishmuscle;total18.0±1.1

mg/kg,arsenobetaine 16.4±1.1 mg/kg as As)와 NMIJ (NationalMetrology

Institute of Japan,NationalInstitute of Advanced IndustrialScience and

Technology)의 CRM 7405-a (HijikiSeaweed;total35.8±0.9 mg/kg,As(Ⅴ)

10.1±0.5mg/kgasAs),7503-a(Whitericeflour;total0.098±0.007mg/kg,As

(Ⅲ)0.0711±0.0029mg/kg asAs,As(Ⅴ),0.0130±0.0009mg/kg asAs,DMA,

0.0133±0.0009mg/kgasAs)를 사용하여 회수율 등을 확인하였다.

3.기기

해조류의 총 비소 함량 분석 및 비소화학종의 분리․분석을 위해 시장에서 구입

한 원재료를 초순수 (Milli-Q ultrapure water purification system,Millipore,

Bedford,MA,USA)를 이용하여 세척하였다.세척된 시료를 dryoven(HB-502M,

HanBack,Korea)을 이용하여 건조하였으며,blender(MR350CA,Braun,Spain)

로 분쇄하여 총비소와 비소화학종 분리․분석을 위한 시료로 하였다.

해조류 중 총비소의 정량 분석을 위해 모든 시료는 microwave(Microwave

system,Multi-wave3000,AntonPaar,Graz,Austria)을 이용하여 전처리 작업을
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수행하였다. 전처리가 완료된 시료는 ICP-OES (Varian Model 730-ES

simultaneousCCD,Wyndmoor,PA,USA)및 ICP-MS (Elan6100DRC Ⅱ /

Perkin-ElmerSCIEX,Norwalk,CT,USA)로 예비실험 하였으며,높은 감도의

ICP-MS를 이용하여 최종분석 하였다.

해조류의 비소화학종[As(Ⅲ), As(Ⅴ), MMA, DMA, Arsenobetaine,

Arsenocholine]의 분리․분석을 위해 분말화된 시료를 초음파추출기(Powersonic

420,HwasinTechnology,Seoul,Korea)를 이용하여 추출하였다.이렇게 추출된 시

료는 고속원심분리기(HanilScienceIndustrial,Inchon,Korea)를 이용하여 원심분

리(5,980×g)한 후 0.45µm nylon membranefilters(BDH,Leicester,UK)및

OasisMAX cartridge(Waters,Milford,MA USA)를 이용하여 그 상징액을 거른

후 추출효율을 비교하였으며,이를 이용하여 비소화학종 분리․분석을 위한 시료로

하였다.

비소화학종의 분리 및 정량분석을 위해서는 고성능액체크로마토그래피(HPLC,

LC-VPseries,Shimadzu,Kyoto,Japan)의 분리능력과 ICP/MS의 높은 감도의 검

출능력을 결합한 HPLC-ICP-MS를 이용하여 수행하였다.
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Table11.Thenumberofseaweedspeciesfortotalarsenicandarsenicspeciation

Species

Number

Totalarsenic
Arsenic

speciation

Total 348 200

Laver

(Porphyratenera)
70 53

Seatangle

(Laminariajaponica)
121 45

Seamustard

(Undariapinnatifida)
115 60

Hijiki

(Hizikiafusiforme)
27 27

Gulfweed

(Sargassum fulvellum)
15 15
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Table12.Samplingregionforanalysis

Species
Numberof

Samples

Capital

area

Kang

-won

Dae

-jeon

Dae

-gu

Gwang

-ju
Busan

Laver 70 8 15 16 7 11 13

Seatangle 121 15 24 24 16 21 21

Seamustard 115 17 30 12 18 16 22

Hijiki 27 6 2 8 8 3 -

Gulfweed 15 - - - - 15 -

Total 348 46 71 60 49 66 56



- 38 -

제2절 실험방법

1.해조류 중 총 비소 분석법 연구

가.총 비소 분석을 위한 시료 전처리

총 비소 분석을 위해 구입한 모든 생물 상태인 해조류 시료는 시료 표면에 묻어

있는 바닷물이나 흙 또는 여러 가지 이물질을 제거하기 위해 초순수 제조장치

(Milli-Qultrapurewaterpurificationsystem,Millipore,Bedford,MA,USA)로 얻

어진 3차 증류수로 수회 세척한 후 가식부를 취해 분석시료로 하였다.미역이나 다

시마와 같이 바다에서 채취된 후 세척과정 없이 바로 건조된 후 유통되는 제품은

분석 시료로 사용하기 위해 먼저 물에 불려 염분 및 이물질을 제거 하면서 시료

원래의 형태로 복원시킨 후 일반적으로 통용되고 있는 방법으로 세척하였다.

세척이 완료된 각각의 시료들은 분석의 편리성과 실험결과의 재현성,정밀성을

위해 적당한 크기로 세절한 후 dryoven(HB-502M,HanBack,Korea)을 이용하

여 건조하고 이를 blender(MR350CA,Braun,Spain)로 분말화 하여 시료를 균질

하게 하였다.또한 시료 분석 후 원 시료에 대한 중금속 함량을 산출하기 위해

AOAC(91)및 식품공전(22)의 방법을 적용하여 시료 3～5g을 105℃의 온도로 건

조하면서 항량이 될 때까지 측정하여 수분 함량을 구하였다.일련의 과정을 거쳐 1

차 전처리된 시료는 각각 polyethylene(PE)bag에 담아 -20℃ 이하로 냉동보관하

며,매 분석시마다 분해용 시료로 사용하였다.

식품의 원료가 되는 시료에는 다량의 유기물이 포함되어 있어 미량성분의 함량

분석을 위한 전처리 과정에서 총비소의 함량 확인을 위해서는 유기물의 완전 분해

가 선행되어야 하며,원자흡광광도법을 이용한 ICP와 같은 분석기기에 사용되기 위

해서는 액체형태로의 변환이 필요하다.이를 위한 시료 전처리 방법에는 식품공전

(22)에 명시되어 있는 건식회화법과 습식분해법 그리고 가속용매추출법(87)이 있으

며,그 외에 sonicator를 이용한 초단파 추출법(34,93,94)등 여러 방법들이 사용
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되고 있다.그러나 많은 연구에서 건식회화법(92,95)보다 간편한 습식분해법(20,

93,96-98)이 일반적으로 사용되어지고 있으며,최근에는 밀폐에 의한 분석방법으

로 분석물질의 손실 및 오염이 비교적 적으며,높은 온도에서 빠른 시간에 시료의

분해가 가능한 마이크로웨이브법이 주로 이용되고 있다(99).건식분해법은 산화제

인 HNO3,Mg(NO3)2,Al(NO3)3,Ca(NO3)2 등을 시료와 함께 회화로에서 450～55

0℃의 온도로 분해하고 회화가 완료된 재를 다시 산용액을 이용하여 시험용액으로

사용하는 방법이다(22,92,95,100).그러나 주로 2000년대 이전에 사용했던 분해법

으로 분해과정 중 사용되는 염산,산화마그네슘,탄산나트륨등의 산화보조제로 인

한 오염,고온의 회화 과정 중 Arsin(AsH3)과 같은 휘발성 비소화합물의 손실 등

의 측정 방해요인들이 작용할 가능성과 분해과정의 번거로움이 있어 여러 중금속

을 동시에 분석하기 위한 시료의 전처리 방법으로는 한계를 가지고 있다.

습식분해법(20,22,29,93,96-98)는 강산용액을 이용해 시료를 분해하는 방법으

로 hotplate를 이용한 일반적인 방법과 microwave를 이용한 방법이 대표적이다.

사용되는 산용액은 HNO3가 단독으로 사용하는 방법과 HClO4나 H2SO4와 혼합하여

사용하는 방법이 있으며,산화의 촉진을 위해 산화보조제인 H2O2를 첨가하여 분해

함으로써 여러 실험 결과에서 건식분해법보다 높은 회수율을 보였다는 보고가 있

다(101-104).그러나 식품공전(22)의 황산-질산법은 최종 분해 후 끓는점이 높은

황산(b.p.337℃)의 제거의 어려움으로 H2SO4을 이용하는 대신 HNO3과 H2O2를 이

용한 방법으로 변형되어 많이 사용되고 있다.최근 분해용산으로 주로 사용되는

HNO3는 식품과 토양 등의 분석을 위한 분해방법인 EPA method3051(105)의 분

해용산으로 무기성분과 중금속 함량시험에 가장 많이 사용되고 다른 혼합산을 사

용할 때 보다 실험이 복잡하지 않고 산에 대한 실험자의 위험을 최소화 할 수 있

다.분석 결과 또한 비교적 정확하여 농산물의 중금속 함량,토양중의 중금속 함량

뿐만 아니라 여러 실험 또는 검증에 사용된다.

습식분해법은 분해과정 중 항상 산성 용액이 존재하므로 건식분해법보다 훨씬

낮은 온도에서 회화가 일어나며,건식분해법에 비해 전처리 절차가 간단하고,분해

용기에 대한 흡착이 적어 식품 및 유기물에 대한 전처리에 주로 사용된다.그러나

일반적인 습식분해법인 hotplate를 이용한 전처리 방법은 식품과 같은 유기물이
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많은 시료를 분해하는데 장시간(10～24시간)이 필요하다.또한 건식분해법보다는

낮은 온도에서 분해하지만 직접 가열판(hotplate)을 이용해 분해하기 때문에 분해

목적 성분의 휘발 위험성이 존재하며,분해 시 시료가 넘쳐흐르거나 튀는 문제가

발생할 수 있어 분해자가 항상 관찰하고 있어야하는 인력과 안전성의 문제가 있다.

이를 보완할 수 있는 방법으로 최근 microwave를 이용한 분해법(20,29,106)이 사

용되어지고 있는데,이 방법은 teflon재질의 용기에 시료와 분해용 산 그리고 산화

보조제를 넣고 밀폐시킨 후 마이크로파의 주사에 따른 온도와 압력의 상승으로 분

해가 빠르며,분석물질에 대한 손실도 최소화할 수 있는 방법으로 국제적으로 추천

되고 있는 분해법이다(99).Microwave를 이용한 국제적인 산분해 방법은 Table13

과 같이 설정되어 있다.본 연구에서는 시료의 분석시간 및 분석 방법 등의 예비

실험을 통해 microwavesystem (Multi-wave3000,AntonPaar,Graz,Austria)을

이용한 시료분해방법을 정하였다.

Microwave법은 습식분해의 한 방법으로 hotplate를 이용한 습식분해법보다 분

석 작업을 수행하기 위한 시료 전처리 소요시간이(가열 40～60분 +냉각 20～30분)

짧고,소모되는 분해용 산의 사용량 또한 10mL이하로 미량원소의 분석 시 이들

산에 의한 오염을 최소로 할 수 있다.또한,밀폐형 분해용기 사용으로 분해 중 시

료의 손실이 거의 없고 내부의 압력 발생으로 완전분해가 가능하며,시료간의 오염

이 거의 발생하지 않는 장점이 있다.

본 연구에서는 총 비소 분석을 위한 시료의 최적 전처리 방법의 확인을 위해 일

반 습식분해법과 초음파추출기를 활용한 습식분해법 그리고 microwave를 이용한

습식분해법 등의 시료 전처리 방법을 ICP-MS(Table13)를 이용하여 비교 분석하

였다.
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Table13.Comparisonofinstitutionalmicrowavedigestionconditionsfor

theanalysisoftotalarsenic

KoreanFood

StandardsCodex

explanationbook

KoreanFood

Standards

Codex(2013)

AOAC ISO EN

Sample
0.5g

(driedseamustard0.1g)

0.1～0.5g

1～2g(High

moisture)

0.2～0.5g(dry)

2g(wet)
1g

0.2～0.5g(dry)

2g(wet)

Preparation
HNO3(7mL)

+H2O2(1mL)
-

HNO3(5mL)

+H2O2(2mL)
HNO33mL

HNO3(5mL)

+H2O2(2mL)

Final

Volume

25mL

volumetricflask
-

25mL

volumetricflask
-

25mL

volumetricflask

Instrument ICP/MS
ICP,AAS,

ICP/MS
AAS AAS

ICP,AAS,

ICP/MS
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(1)일반습식분해법

총비소의 분석을 위해 가장 일반적으로 사용되는 분해방법은 HNO3,H2SO4,HCl,

HClO4등의 산용액을 사용하여 분해하거나,산용액 이외에 산화 촉진을 위해 산화

보조제로 H2O2를 첨가하여,hotplate나 hotblock위에서 유리플라스크를 이용하여

고온에서 시료를 분해하는 습식분해법이다.본 연구에서는 시료의 분해를 위해 분

해용 플라스크에 시료 약 3g과 HNO325mL와 H2O22mL를 넣고 잘 혼합한 후

hotblock에서 150～160℃로 가열하였다.혼합용액을 가열하기 전 약 12시간(하룻

밤)방치하여 산용액과 시료의 반응이 잘 일어날 수 있도록 하였으며,10～12시간

동안 가열한 후 분해물이 5mL의 미황색∼무색의 용액이 되게 하였다.이를 50

mL의 폴리에틸렌(PE)volumetrictube에 담고 HNO3로 최종 7mL까지 채운 후

25g이 될 때까지 증류수로 채워 시험용액으로 사용하였다(Fig.9).

(2)Sonication을 이용한 습식분해법

일반습식분해법을 보완한 방법으로 Fig.10과 같이 시료 약 3g과 HNO325mL

와 H2O22mL를 분해용 플라스크에 넣고 혼합하여 하룻밤 방치하는 대신 1차적인

상호반응을 위해 인위적으로 sonicator에 넣고 60℃의 온도로 약 2시간 동안 초음

파를 이용하여 반응시킨 후 hotblock에서 150～160℃로 10시간 동안 가열한 후 5

mL의 미황색∼무색의 용액이 되게 하였다.이를 50 mL의 폴리에틸렌(PE)

volumetrictube에 담고 HNO3로 최종 7mL까지 채운 후 25g이 될 때까지 증류

수로 채워 시험용액으로 사용하였다.

(3)Microwave법

시료 0.5g을 PTFE(teflon)분해용기에 직접 칭량하여 준비하고,분해용액으로

HNO37mL와 산화제로 H2O22mL를 첨가하여 microwave분해장치를 이용하여

분해하였다.분해를 위한 적정 시료량 결정은 microwave를 이용하여 사전 분해실

험을 진행하여 분해용기에 물리적인 무리가 가지 않는 양을 확인하여 결정하였다.

우선 미리 준비된 시료 0.5g을 PTFE분해용기에 직접 칭량하여 준비하고,HNO3

7mL와 H2O22mL를 분해제로 첨가한 후 microwave분해장치를 이용하여 분해
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하였다.Microwave분해장치의 산분해 과정은 다음과 같다:① 1000W에서 80℃

로 5분간,② 1000W에서 50℃로 5분간,③ 1000W에서 190℃로 15분간,④ 1000

W에서 190℃로 20분간,그리고 ⑤ 0W에서 30분간 냉각시켰다.냉각 후 PTFE용

기에 들어있는 분해액을 뚜껑달린 50mLPE튜브(CorningNY,Mexico)에 옮겨

담고,7mL가 될 때까지 HNO3로 채우고 초순수로 25g으로 채워 시험용액으로

사용하였다(Fig.11).



- 44 -

Sample & Oxidant

- sample 3 g in digestion flask 

HNO3 25 mL + H2O2 5 mL

Stay

- for 12 hr at room tempeature

Digestion

- for 12 hr on heating block up to 

170～180℃

- add some HNO3 and H2O2 to flask 

until colorless

Mass up

- to 25 g with solution

Filtering

- 0.45 µm membrane filter

ICP-MS/ ICP-OES

Fig.9.Analysismethodforwetdigestion.
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Sample & Oxidant

- sample 3 g in digestion flask 

HNO3 25 mL + H2O2 5 mL

Sonication

- for 2 hr in sonicator with 60℃

Digestion

- for 8.3 hr on heating block up to 

170～180℃

- add some HNO3 and H2O2 to flask 

until colorless

Mass up

- to 25 g with solution

Filtering

- 0.45 µm membrane filter

ICP-MS/ ICP-OES

Fig.10.Analysismethodforwetdigestionwithsonication.
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Sample & Oxidant

- sample 0.1 g in vessel

- HNO3 7 mL + H2O2 2 mL

Digestion

※ Digestion program

step.1  5 min.  80℃, 1000 watt

step.2  5 min.  50℃, 1000 watt

step.3 15 min. 190℃, 1000 watt

step.4 20 min. 190℃, 1000 watt

Mass up

- to 25 g with solution

Filtering

- 0.45 µm membrane filter

ICP-MS/ ICP-OES

Fig.11.Analysismethodformicrowavedigestion.
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나.표준용액 제조

해조류에 포함되어있는 총비소 함량 분석을 위해 AnApure의 분석용 표준용액을

사용하여 stocksolution을 제조하였다.각 분해방법에 따른 시료 분해용액의 최종

용량을 고려하여 HNO3 농도를 19.6%로 산출하였으며,분석용 표준용액도 19.6%

HNO3 용액으로 채워 최종 농도가 10ppm이 되도록 희석한 후 1,5,10,20,30,

50,100,300,500,1000µg/kg의 농도로 제조하여 매 분석 시 마다 사용하였다.

다.검량선 작성

시료의 정량분석은 외부 검량선법을 사용하였다.표준용액은 산분해 방법으로 전

처리한 시료의 최종 HNO3 농도와 같은 조건을 유지하기 위해 19.6% HNO3

solution(inH2O)으로 희석하여 사용하였다.검량선은 8개의 각각 다른 농도로 구

하였고,시료안의 모든 함량이 검량선내에 포함되게 설정하였다.검량선 측정 시

다원자의 방해는 위해중금속의 몇몇 동위원소를 측정하면서 점검하였고,시료 분해

용액의 동위원소 비율도 검검 하였으며,검량 표준용액은 장비와 시료를 모니터하

기 위해 규칙적으로 분석하였다.또한 blank(deionizedwater)는 전체 분석과정이

완료될 때까지 매 분석시마다 제조하여 시료의 손실이나 교차오염 여부의 확인을

위해 시료분석 중 일정한 주기로 분석하였다.

라.ICP-MS,OES기기조건에 의한 총비소 함량 분석

각각의 분해방법에 따라 전처리된 시료용액은 식품공전(22)에 제시되어 있는 방

법인 ICP-MS,ICP-OES 그리고 AAS-Graphite중 총 비소 함량 측정을 위해

ICP-OES와 ICP-MS를 이용하여 각각 Table14와 Table15의 조건으로 측정하였

다.ICP (Inductively coupled plasma)는 1960년대 중반에 영국의 Albright&

Wilson사의 Greenfield 등과 Iowa 대학의 Fassel등에 의해서 OES (Optical

emissionspectrometry)에 사용하기 위해서 처음 개발되었으며(107),현재에는 MS

(massspecrometry)의 훌륭한 ionsource역할을 하고 있다.

ICP-OES는 일반적으로 분석 특성상 분석이외의 다른 물질의 화합물의 형태에
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따른 간섭은 받지 않으나,방출 스펙트럼에 영향을 받고 MS에 비해 높은 검출한계

를 가지고 있다는 단점이 있다.ICP-MS는 높은 감도와 낮은 검출한계를 가지고

있어 미량원소의 분석에 용이하나,질량분석의 특성상 화합물의 형태에 따른 간섭

이 있다(20).특히 As(m/z=75)의 검출에서 문제되는 ArCl-(m/z=75)와 같은 화

합물은 분석에 사용되는 Argas와 시료에 함유되어 있는 NaCl과 반응으로 As와

같은 질량을 보여 ICP-MS를 이용한 분석에 방해인자로 작용할 수 있다.

그러나 ICP-MS의 DRC mode를 이용하면,ammonia (NH3),oxigen (O2),

methan(CH4),hydrogen(H2),nitrogenoxide(NO)및 carbondioxide(CO2)와 같

은 특정 반응gas의 사용과,flow rate를 조절하여 방해인자를 제거 할 수 있다(88,

89,94,95,108).

마.분석법 검증

중금속 분석을 위한 분석법 검증을 위해 검출한계,직선성,정밀도,정확도,첨가

회수율 실험 등을 이용하여 유효성을 확인하였다.또한 NationalResearchCouncil

Canada (NRCC)의 인증표준물질(Certified Reference Material)인 DORM-2

(Dogfish muscle;18.0±1.1 mg/kg,arsenobetaine 16.4±1.1 mg/kg as As)와

NMIJ/AIST (NationalMetrology Institute ofJapan / NationalInstitute of

Advanced IndustrialScienceand Technology)의 HijikiSeaweed (NMIJCRM

7405-a)와 Whitericeflour(NMIJCRM 7503-a)를 사용하여 회수율 실험을 실시

하였다.

검출한계 (limitsofdetection;LOD)는 공실험의 표준편차를 검량선의 기울기로

나눈 값의 3배로,정량한계 (limitsofquantificaion;LOQ)는 10배로 하여 계산하였

다(109).
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Table14.OperatingconditionsofICP-OES

Instrumentalparameters

RFpower(W) 1,150

Spraychamber cyclonictype

Nebulizer concentrictype

Nebulizergasflow (L/min) 0.7

Auxiliarygasflow (L/min) 0.5

Coolantgasflow (L/min) 12.00

Sampleuptakeflow (mL/min) 1.00

Torch EMTDuo

AnalytesandMeasurementMode

Analyte As

Wavelength(nm) 193.759
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Table15.OperatingconditionsofICP-MS

Instrumentalparameters

RFpower(W) 1,300～1,400

Spraychamber cyclonictype

Nebulizer concentrictype

Nebulizergasflow (L/min) 1.0～1.7

Auxiliarygasflow (L/min) 1～1.3

Coolantgasflow (L/min) 16.00

Sampleuptakeflow (mL/min) 1.00

Torch Demountable

Interfacecone Platinum

Lensvoltage(V) 5.5

Quadrupolechamber(torr) 1×10-6

Reactiongas Oxygen

AnalytesandMeasurementMode

Scanningcondition
Dwelltime250msec

Sampling3.9pts/sec

Analysismode DRCmode,O20.5mL/min

Analyticalmass(amu) 91AsO+(asAs)
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2.해조류 중 무기 및 유기비소화학종 분석법 연구

가.비소화학종 분석을 위한 시료 전처리

비소화학종의 분리․분석을 위해 분말화된 건조시료 1g과 50% methanol10mL

를 50mL의 폴리에틸렌(PE)volumetrictube에 넣고,sonicator(Powersonic420,

HwasinTechnology,Seoul,Korea)에서 최적화 된 60℃의 온도로 2시간 동안 초음

파추출을 한 후 원심분리기(centrifugeMF300,HanilScienceIndustrial,Inchon,

Korea)에 5980×g의 중력가속도로 10분간 원심분리를 실시하였다.

시료 중 비소화학종의 추출을 위해 사용되는 모든 추출용매는 표준물질의 조건

과 유사성을 유지하기 위해 1% HNO3용액으로 조제하여 사용하였다.원심분리된

시료의 상등액을 0.45µm nylonmembranefilter(BDH,Leicester,UK)로 여과하

여 50mL의 폴리에틸렌(PE)volumetrictube에 취하였고,이 추출과정은 2번 반복

하였다.이렇게 얻은 분리액을 혼합하여 추출용매와 함께 최종무게가 25g이 되게

희석하였다.비소화학종의 분리 및 정량분석을 위해서는 고성능액체크로마토그래피

(HPLC,LC-VP series,Shimadzu,Kyoto,Japan)의 높은 분리능력과 ICP-MS의

높은 감도의 검출능력을 결합한 HPLC-ICP-MS를 이용하여 수행하였다(Fig.12).

(1)용매에 따른 비소화학종 추출

비소화학종의 분리․분석 실험을 위해 여러 연구에서 시료 추출용매로 초순수

(110),10% methanol(111),50% methanol(112,113)그리고 90% methanol(114)등

이 주로 사용되었다.위의 추출용매들은 주로 carbon을 포함하고 있는 유기비소종

의 추출 효율을 높이기 위해 methanol이 사용되었다.본 실험에서는 시료 중 비소

화학종의 최적 추출조건을 확립하기 위해 초순수,50% methanol그리고 30%

ethanol을 비교 용매로 선정하여 추출 효율실험을 진행하였다.

추출은 시료 약 1g을 50mLPEvolumetrictube에 넣고 각각의 추출용매를 10

mL주입하고 shaker를 이용하여 5분간 흔든 후 실온에서 sonicator를 이용하여 추

출하여 HPLC-ICP-MS를 이용해 효율성을 비교․검토하여 최적 추출조건을 확립
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하였다.시료의 추출용액은 최종적으로 centrifuge를 이용하여 5,980×g의 중력가속

도로 원심분리 한 후 상징액은 0.45µm filter로 여과한 후 비소화학종 분석을 위한 시

험용액으로 하였다.
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Sample

- 1 g in 50 mL tube

 (dried and homogenized sample)

- 50% methanol 10 mL

Extraction & Centrifuge

- shaking for 5 min

- sonication for 2 hr with 60℃

- centrifugation to 5,980×g for 10min

- repeated twice

Filteration

- 0.45 µm membrane filter

HPLC-ICP-MS

Fig.12.Analysismethodofarsenicspeciationinseaweedsbyfilteration.
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(2)시간 조건에 따른 비소화학종 추출

해조류 시료 중 비소화학종 최적 추출조건을 확립하기 위해 온도 조건을 설정하

고 시간에 따른 최적 추출조건을 확립하였다.시료 1g과 추출용매 10mL를 50

mLPEvolumetrictube에 넣고 shaker를 이용해 5분간 추출한 후 sonicator를 이

용하여 초음파 추출을 하였다.초음파 추출 시 추출시간은 30～240분의 범위 내에

서 30분 단위로 설정하여 최적 추출조건을 확립하였다.추출용매는 최종적으로

centrifuge를 이용하여 5,980×g의 중력가속도로 원심분리 하였으며,원심분리 한 후

상징액은 0.45µm nylonmembranefilter로 여과한 후 비소화학종 분석을 위한 시

험용액으로 하였다.

(3)Solidphaseextraction(SPE)와 membranefilter의 정제

비소 종분리를 위한 시료 전처리 과정은 총 비소 함량 측정을 위해 HNO3과 같

은 산용액을 이용한 시료의 완전분해 과정을 거치지 않는다.그렇기 때문에 생체시

료 중 미량의 비소화학종들의 분리․분석을 위해서는 추출과정을 최소화해야 하나

최종 추출물질에 다량의 염이나 이물질들이 존재하여 nebulizer,torch,sampling,

skimmercone을 막아 분석하고자 하는 물질의 signal강도를 비가역적으로 감소시

킬 수 있다.따라서 이들 이물질을 제거하면서 분석 값에 영향을 주지 않는 정제과

정이 필요하다.

본 연구에서는 해조류 중 비소화학종 분석을 위한 전처리 과정에서 OasisMAX

cartridge(anionexchange)를 이용한 SPE 추출방법과 단순 0.45µm membrane

filter를 이용한 정제방법을 비교하였다.

SPE를 이용한 방법은 전처리된 시료를 OasisMAXcartridge를 이용하여 비소화학

종을 추출 및 여과하는 방법으로 시료 추출물을 원심분리 과정까지 마친 후 cartridge

를 이용하여 분석하고자 하는 비소화학종을 선택 여과하는 방법이다.우선 cartridge

를 methanol10mL로 활성화시킨 후 50% methanol10mL를 넣은 후 cartridge가

마르기전에 전처리된 상징액 5mL을 넣는다.상징액 용리 후 5mL50% methanol을

추가로 흘려주어 추출된 용액을 회수하고 10mL까지 50% methanol로 채워 최종량으

로 한 다음 HPLC-ICP-MS분석용 시료로 사용하였다(Fig.13).
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나.표준용액 제조

해조류에 포함되어있는 비소화학종 및 함량을 분리․분석하기 위해 6가지 비소

화학종 표준물질(As(Ⅲ),As(Ⅴ),AsB,AsC,MMA,DMA)은 동일한 조건을 유지

하기 위해 1% HNO3용액으로 희석하여 각각 1000mg/kgstocksolution을 제조한

후 이를 4℃ 이하에서 저장하였고(108),매 분석 시마다 검량선 작성을 위한 표준

용액으로 제조하여 사용하였다.정량을 위한 표준용액은 각각의 화합물들을 혼합하

여 l0mg/kg농도로 희석한 후 10,30,50,100,300,500그리고 1000µg/kg의 농

도가 되도록 제조하였다.

다.검량선 작성

각각의 비소화학종 분석을 위한 검량선 작성은 상기에서 제조한 표준용액을 사

용하여 구하였다.검량선은 7개의 다른 농도로 하였고,시료안의 모든 물질이 검량

선내에 위치하게 설정하였다.측정은 정량분석 모드로 하였다.다원자의 방해는 위

해중금속의 몇몇 동위원소를 점검하면서 DRCmode를 이용하여 측정하였다.검량

표준용액은 장비와 시료를 모니터하기 위해 규칙적으로 분석하였으며,초순수

(blank)를 시료의 손실이나 교차오염을 점검하기 위해 시료와 같이 자주 분석하였

다.측정용 blank는 시료 없이 상기에서 언급한 전체분석과정이 완료될 때까지 제

조 및 분석되었다.
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Sample

- 1 g in 50 mL tube

 (dried and homogenized sample)

- 50% methanol in 1% HNO3 10 mL

Extraction & Centrifuge

- shaking for 5 min

- sonication for 2 hr with 60℃

- centrifugation 5980×g for 10 min

- repeated twice

Dilution 

- supernatant combined 

- dilution up to 20 mL with 1% HNO3

SPE

- Oasis MAX cartridge

- conditioning with 10 mL methanol 

and then 1% 10 mL HNO3

- 5 mL extract eluted immediately

- dilution to 10 mL with 1% HNO3

HPLC-ICP-MS

Fig.13.AnalysismethodofarsenicspeciationinseaweedsbySPE.
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라.HPLC-ICP-MS에 의한 비소화학종 분리·분석

비소화학종은 화합물의 형태에 따라서 각각 다른 pH 범위를 가지고 있다(114,

115,Fig.14).본 연구에서 사용한 6가지 비소화학종 표준물질 중 zwitterion인

arsenobetaine을 제외한 나머지는 알칼리성 이동상 안에 음이온 형태로 존재할 경

우 음이온 교환 column에 적합한 일정한 해리 범위를 가지고 있다(90,115-117).

따라서 비소화학종의 분리를 위해 anionexchangecolumn을 사용하였고,측정을

위하여 HPLC의 분리 능력과 ICP-MS의 검출 능력을 이용하여 두 장비를 coupling

한 HPLC-ICP-MS를 Table16의 조건으로 Fig.15시스템에 의해 분석하였다.

일반적으로 극성을 가지는 비소화합물의 분리·분석을 위해 ion-exchange

chromatography의 이동상으로 sodium이나 potassium phosphate가 이동상으로 사

용되나 이들 용매는 분석기기인 ICP (InductiveCoupled Plasma)의 skimmer나

samplercone,그리고 MS(MassSpectrometry)의 dynode로 들어가는 auto-lens에

염화물형태의 이물질을 침착시켜 분석원소의 신호(signal)를 불안정하게 함으로써

검출기의 감도저하를 일으키는 문제점을 가지고 있다(116).이러한 문제를 피하기

위해 위의 염기성 이동상을 사용하는 대신 acetate, phosphate, carbonate,

bicarbonate,nitricacid,formicacid,phthalicacid그리고 tertamethylammonium

hydroxide가 이동상으로 사용되어졌다(115,118).그러나 그 중에서도 ammonium

carbonate는 염화물과 같은 침착물질의 발생이 거의 없어 비소화학종의 분석을 위

해 가장 많이 사용되고 있는 이동상이다(119).

따라서 본 연구에서는 비소화학종의 분리 분석을 위해 염의 침착과 같은 물리적

인 방해요인의 배제로 검출감도의 저하를 방지하고 signal의 안정화를 위해

ammonium (NH4
+)을 base로 한 이동상을 선택하여 비교하였다.또한 시료 추출물

은 표준물질과 유사 조건인 1% HNO3용액을 사용하여 시험용액으로 하였으며,비

소화학종 분리에 이동상으로 알칼리성인 ammonium을 이용하여 최적 분리 조건을

확립하였다.시험용액은 HPLC-ICP-MS(ELAN 6100DRCII,PerkinElmer,USA)

를 사용하여 측정하였으며,비소는 ArCl+ (m/z75)에 의한 간섭을 제거하기 위해

DRCmode(Dynamicreactioncell)에서 분석하였다(Fig.16).
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(1)비소화학종 분리·분석을 위한 이동상 용리시간 조건 비교

비소화학종의 분리·분석을 위한 최적 용리시간 설정을 위해 이동상 A;

ammonium bicarbonate(20mM,pH 8.0)와 B;ammonium nitrate+ammonium

phosphate(20mM,pH 9.2)를 이용하여 gradient(서로 다른 용매를 이동상으로

하여 흘려주는 용매에 변화를 주어 분석하는 방법) 용리조건으로 하였으며,

HPLC-ICP-MS를 이용하여 분석 결과를 확인하였다.

HPLC의 용리 조건은 본 연구에서 검출하고자 하는 6가지 비소화학종[As(Ⅲ),

As(Ⅴ),AsB,AsC,MMA 그리고 DMA]이 모두 확인이 가능하고,특히 분석 초기

에 빠르게 분리되어 나오는 비소화학종인 AsC,AsB그리고 As(Ⅲ)의 peak를 구별

할 수 있는 뽀족성(sharpness)이 있으며,가장 늦게 용리되어 나오는 As(Ⅴ)의 추

출시간 단축할 수 있는 시간조건을 설정하기 위해 A용매와 B용매의 흘림 시간을

각각 TimeⅠ (6분,10분),TimeⅡ (4분,10분),TimeⅢ (3분,10분)그리고 TimeⅣ

(2분,8분)으로 설정하여 비교 분석 하였다.

(2)이동상 조건에 따른 비소화학종 분리․분석

비소화학종의 최적 분리·분석을 위한 이동상은 ① MobileⅠ [A용매;ammonium

bicarbonate(20mM,pH 8.0),B용매;ammonium nitrate+ammonium phosphate

(20mM,pH 9.2)],② MobileⅡ [ammonium nitrate+ammonium phosphate(20

mM,pH 9.2)]그리고 ③ MobileⅢ [A용매;ammonium bicarbonate(2mM,pH

8.0),B용매;ammonium nitrate+ammonium phosphate(20mM,pH 9.2)]등의

이동상을 6가지 비소화학종을 혼합하여 제조한 표준물질을 이용하여 비교 분석하

였다.

이동상의 용리 조건은 ammonium bicarbonate[(NH4)HCO3;2mM,pH 8.0,in

1% methanol]를 A용매로,ammonium phosphate와 ammonium nitrate[(NH4)3PO4,

NH4NO3;각 20mM,pH 9.2,in1% methanol]의 혼합 용매를 B용매로 하여 이동

상의 기울기를 이용하는 gradient방법과 ammonium phosphate와 ammonium

mitrate[(NH4)3PO4,NH4NO3;각 20mM,pH 9.2,in1% methanol]의 혼합 용매를
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단일용액으로 사용한 isocratic(단일 용매를 이동상으로 일정하게 흘려주어 분석하

는 방법)용리조건으로 하여 비소화학종을 검출을 위한 최적조건을 설정하기 위해

비교 분석하였다.

마.분석법 검증

비소화학종 분석을 위한 분석법 검증을 위해 검출한계,정량한계,직선성,정밀도,

정확도 등을 확인하였으며, NMIJ/AIST (National Metrology Institute of

Japan/NationalInstituteofAdvancedIndustrialScienceandTechnology)의 Hijiki

Seaweed(NMIJCRM 7405-a)를 이용하여 회수율 실험을 실시하였다.

검출한계(limitsofdetection;LOD)는 공실험의 표준편차를 검량선의 기울기로

나눈 값의 3배로,정량한계(limitsofquantificaion;LOQ)는 10배로 하여 계산하였

다.
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Table16.OperatingconditionsofHPLC-ICP-MS

Descriptions Conditions

Asspeciation AsIII,AsV,DMA,MMA,AsC,AsB

MobilephaseA 2mM Ammonium bicarbonate,pH8.0 

MobilephaseB
20mM Ammonium nitrate

20mM Ammonium phosphate,pH9.2

Gradientprofile 2minat100% A;stepto100% Bfor8mins

Flow rate
2minat1mL/minA;stepto1.5mL/minfor
8mL/min

Column
Anionexchange,
HamiltonPRPX-100(4.1×250mm,10µm)

Columntemp. Ambient

Injectionvolume 100µL

R.F.power 1400W

Argongasflow  

    Nebulizer 1.0-1.07L/min,Meinhardtypeaquartz

    Auxillary 1.00∼1.30L/min

    Plasma 17L/min

Spraychamber Cyclonictype

Torch Demountable

Interfacecones Platinum

Quadrupolechamber 5×10
-7
torr

Dynamicreactioncellgasflow 0.5mL/min,O2

AsO/Mass 91
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Source:ArsenicSpeciationinHumansandFoodProducts(AReview)

Fig.14.FormulasandpKaofprincipalarsenicspecies.
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Fig.15.HPLC-ICP-MSsystem.

Fig.16.DRCsystem inICP-MS.
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제4장 결과 및 고찰

제1절 해조류 중 총비소 분석법 확립

1.시료 전처리 조건 최적화

본 연구에서는 일반적으로 사용되는 hotplate를 이용한 방법,일반습식분해 시

초음파 추출기(sonicator)를 이용하여(48,93,94)예비적으로 산과 분해반응을 연계

한 방법 그리고 마이크로웨이브(microwave)를 이용한 분해방법을 각각 비교하였

다.

초음파를 이용한 습식분해법은 분해용산을 이용하여 어떤 추가적인 조건 없이

단순한 가열을 통해 분해하는 일반습식분해 방법과 달리 초음파 추출장치

(sonicator)를 이용하여 약 60℃ 정도에서 분해 flask내에 시료와 산을 일정시간 동

안(약 2시간)sonication한 후 hotblock을 이용하여 분해하는 것으로 Table17의

회수율 실험결과와 같이 일반습식분해법보다 분해에 소요되는 전체 시간을 34시간

에서 10시간으로 단축시킬 수 있었으며(Table18),NMIJ의 CRM (Hijiki,7405-a)

를 이용한 회수율 결과 또한 99.3%로 3가지의 전처리 방법 중 가장 인증표준물질

의 값에 근사한 결과를 보였다.그러나 일반습식분해법과 초음파를 이용한 습식분

해법은 분해과정 중 hotplate의 가열에 의한 분해용 산의 휘발로 산용액의 추가적

사용 및 개방형태의 분해방법으로 인한 외부 오염원으로부터 오염 가능성이 산재

해 있다.

위 2가지 방법과 달리 microwave를 이용한 습식분해법은 밀폐시스템 내에서 분

해가 진행되기 때문에 시료 및 teflon튜브를 제외한 외부 환경에 대한 분석결과의

영향이 거의 없어 데이터의 정확성을 요할 수 있으며,실험분야의 인력과 위험성

측면에서는 다른 습식분해법들과 비교 시 분석과정이 간단하고 안전성을 확보할

수 있는 장점이 있다.또한 microwave는 시료가 밀폐된 환경에서 마이크로파의 조

사로 튜브 내부 압력의 증가와 온도의 상승으로 분해반응이 활발히 진행되어
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hotplate를 사용하는 다른 습식분해법보다 분해에 소요되는 시간을 1/5～1/12정도

로 단축시켜 효율적인 분해방법이라 할 수 있다.

이상에서 확인한 3가지 시료 분해방법의 적정성 및 유효성 검증을 위해 CRM

(Hijiki,7405-a)을 각각의 방법으로 분해하여 회수율을 확인한 결과 microwave를

이용한 분해방법은 96.7%로 확인되었고,일반습식분해법과 sonication을 이용한 습

식분해법의 회수율 결과가 각각 97.8%와 99.3%로 나타나 모든 결과가 ≧95%으로

미국 FDA(120)가 권고한 중금속 분석법 기준인 100±20% 범위를 만족시켰다.

따라서 본 연구에서는 해조류 중 총비소 함량 분석을 위한 시료전처리(분해)방법

으로 3가지 습식분해법을 비교하였으며,각각의 분해법들에서 회수율이 우수하여

모두 적정한 방법이라고 생각한다.특히 microwave를 이용한 분해방법은 시료분해

의 간편성,실험과정의 안전성,신속성,비오염성 등의 측면에서 본 연구에서 시료

분석을 위해 사용하였다.
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Table17.Recoverytestofthewetdigestionmethod

Digestion

methods
Wet-digestion

Wet-digestion

withsonication
Microwave

Time(hr) 24 10 2

Dilution 3g→ 25g 3g→ 25g 0.5g→ 25g

Oxydant
HNO3200mL

+H2O25mL

HNO380mL

+H2O25mL

HNO37mL

+H2O22mL

Temperature 170～180℃ 170～180℃ 190℃

Recovery(%) 97.8±2.3
a

99.3±1.9 96.7±2.1

aMean±SEM (n=3)
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Table18.Totaldigestiontimeofsonicationwiththewetdigestionmethod

Sonication

time

at60℃ (hr)

Digestiontime(hr)
Totaldigestion

time(hr:min)

HNO3
(mL,eachsample)First(dark

brownfume)

Second

(clear)

0 4 20 24:00 200

0.3 2 12 14:30 120

1 1 9 11:00 100

2 0.3 8 10:30 80

3 0.3 8 11:30 80

4 0.3 8 12:30 80
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2.총 비소 분석조건 최적화

해조류의 예비실험 결과 arsenic(As)는 7mg/kg이하 수준의 농도를 보였다.

따라서 본 연구에서는 검출한계가 높아 고농도의 분석에 적합한 ICP-OES보다는

검출한계가 낮고 저농도의 분석에 적합한 ICP-MS를 분석장비로 선택하였다(Fig.

17).

ICP-MS(Inductivelycoupledplasma-massspectrometry;Elan6100DRCⅡ /

Perkin-ElmerSCIEX,Norwalk,CT,USA)를 이용한 중금속의 측정 시 가장 문제

시 되는 것은 간섭물질에 의한 측정값의 불확실성 이다.ICP-MS는 다른 원자흡광

광도분석장치들과 달리 원소가 가지고 있는 질량을 측정함으로써 시료 중에 들어

있는 농도를 알 수 있다.그러나 이런 분석적 특성으로 인해 Table19과 같은 동위

원소들에 대한 방해를 받기가 쉬운 단점을 가지고 있다.특히 해조류와 같은 바다

유래 시료들의 분석에 있어서 Na은 분석 성분의 감도를 저하시키고(89),분석 시

사용되는 argon(m/z=40)gas는 calcium (m/z=40)과 같은 동위원소를 가지고

있어 이들의 정확한 측정을 방해한다.분석용 시료에서는 시료를 포함하고 있는 매

질이나 용매에 따라 영향을 받는데 액체시료에서는 oxygen과 반응하여 40Ar16O+을

생성하여 iron의 검출을 방해하고,HCl용매의 존재 하에서는 40Ar+와 35Cl이 결합하

여 40Ar35Cl+(m/z=75)와 같은 arsenic의 간섭물질을 생성하며,유기용매 존재 시

40Ar+와 12C가 결합하여 40Ar12C+ (m/z = 52)과 같은 chromium을 생성한다.

ICP-MS는 이들 간섭물질의 제거하기 위해 전처리 시 선택적으로 매트릭스를 제거

하기 보다는 DRCmode(Dynamicreactiongascell)에서 NH3(89,115)를 주입하

여 그 flow rate를 조절하면서 이들 방해물질을 제거해준다(88).

본 연구에서는 DRC mode를 이용하여 반응 gas로 O2를 주입하여 HCl에 의한

Pb,Cd,Al등의 방해인자를 제거하였고,특히 동위원소가 존재하지 않는 75As16O+

(m/z=91)를 생성시켜 이를 As값으로 측정하였다(94).

ICP-OES (Inductively coupled plasma-opticalemission specrometry;Varian

Model730-ESsimultaneousCCD,Wyndmoor,PA,USA)는 ICP-MS와 달리 원자
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가 가지고 있는 질량을 측정하는 방식이 아니라 nebulizer에 의해 분무된 시료가

고온의 plasma에 의해 증발되고 이때 이 에너지가 원자에 전해지게 되면서 원자나

이온이 들뜬상태가 되고,이들이 다시 광자를 방출하면서 바닥상태로 내려오는 과

정을 거치게 된다.이때 이 방출된 광자들은 원자마다 특징적인 에너지를 가지고

있고,농도에 비례하는 이 에너지를 측정하여 정량하는 방식이다(107).

ICP-OES에서의 가장 큰 방해인자는 spectrum 간섭이다.이것은 plasma의 다원

자 특성에 의해 발생하는데,ICP는 plasma로 들어가는 거의 대부분의 원소를 들뜨

게 하는 능력을 가지고 있고 특히 매우 복합적이고 고농도인 시료에서 spectra는

많아지게 되어 중복이 될 가능성이 크다.이러한 문제점은 Table20에서 최적의 파

장을 선택하고 Table21에서와 같이 파장의 중복을 피함으로써 선택적으로 분석할

수 있다.다른 방법으로는 Table22에서 분석원소의 측정에 영향을 미치는 간섭원

소의 측정값에 대한 보정계수를 산출하여 측정신호를 보정함으로써 해결할 수 있

다(107,121).이는 10mg/kg의 Al이 포함된 시료의 As를 파장 193.696nm에서 분

석하는 경우 Al은 분석 시 간섭물질로 작용하고,100mg/kg의 Al은 위의 파장에서

As1.3mg/kg의 함량으로 거짓 측정된다.따라서 As의 측정값보다 0.13mg/kg이

더 높게 측정되므로 이를 측정값에서 보정해 줌으로써 값을 구할 수 있었다.
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Source:Evansanalyticalgroup

Fig.17.ICP-OESandICP-MSdetectionlimit.
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Table 19. Some common plasma/matrix/solvent-related polyatomic

spectralinterferencesseeninICP-MS

Element/isotope Matrix/solvent Interference

39K+ H2O
38ArH+

40
Ca
+

H2O
40
Ar
+

56
Fe
+

H2O
40
Ar
16
O
+

80Se+ H2O
40Ar40Ar+

51V+ HCl 35Cl16O+

75As+ HCl 40Ar35Cl+

28Si+ HNO3
14N14N+

44Ca+ HNO3
14N14N16O+

55Mn+ HNO3
40Ar15N+

48Ti+ H2SO4
32S16O+

52
Cr
+

H2SO4
34
S
18
O
+

64
Zn
+

H2SO4
32
S
16
O
16
O
+

63Cu+ H3PO4
31P16O16O+

24Mg+ Organics 12C12C+

52Cr+ Organics 40Ar12C+

65Cu+ Minerals 48Ca16OH+

64Zn+ Minerals 48Ca16O+

63Cu+ Seawater 40Ar23Na+

Source:PracticalGuidetoICP-MS,2013(83)
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Table 20. Wavelengths, estimated instrument detection limits, and

recommendedcalibration

Analyte
Wavelength

(nm)

Estimated
DetectionLimit

(µg/L)
Calibrateto
(mg/L)

Aluminum 308.215 45 10

Antimony 206.833 32 5

Arsenic 193.759 53 10

Barium 493.409 2.3 1

Beryllium 313.042 0.27 1

Boron 249.678 5.7 1

Cadmium 226.502 3.4 2

Calcium 315.887 30 10

Cerium 413.765 48 2

Chromium 205.552 6.1 5

Cobalt 228.616 7.0 2

Copper 324.754 5.4 2

Iron 259.940 6.2 10

Lead 220.353 42 10

Lithium 670.784 3.7 5

Magnesium 279.079 30 10

Manganese 257.610 1.4 2

Mercury 194.227 2.5 2

Molybdenum 203.844 12 10

Nickel 231.604 15 2

Phosphorus 214.914 76 10

Potassium 766.491 700 20

Selenium 196.090 75 5

Silica(SiO2) 251.611 26(SiO) 10

Silver 328.068 7.0 0.5

Sodium 588.995 29 10

Strontium 421.552 0.77 1

Thallium 190.864 40 5

Tin 189.980 25 4

Titanium 334.941 3.8 10

Vanadium 292.402 7.5 2

Zinc 213.856 1.8 5

Source:F.Lagardeetal.(108)
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Table21.On-linemethodinterelementspectralinterferancesarisingfrom

interferantsatthe100mg/Llevel

Analyte Wavelength(nm) Interferant

Ag 328.068 Ce,Ti,Mn

Al 308.215 V,Mo,Ce,Mn

As 193.759 V,Al,Co,Fe,Ni

B 249.678 None

Ba 493.409 None

Be 313.042 V,Ce

Ca 315.887 Co,Mo,Ce

Cd 226.502 Ni,Ti,Fe,Ce

Ce 413.765 None

Co 228.616 Ti,Ba,Cd,Ni,Cr,Mo,Ce

Cr 205.552 Be,Mo,Ni

Cu 324.754 Mo,Ti

Fe 259.940 None

Hg 194.227 V,Mo

K 766.491 None

Li 670.784 None

Mg 279.079 Ce

Mn 257.610 Ce

Mo 203.844 Ce

Na 588.995 None

Ni 231.604 Co,Tl

P 214.914 Cu,Mo

Pb 220.353 Co,Al,Ce,Cu,Ni,Ti,Fe

Sb 206.833 Cr,Mo,Sn,Ti,Ce,Fe

Se 196.099 Fe

SiO2 251.611 None

Sn 189.980 Mo,Ti,Fe,Mn,Si

Sr 421.552 None

Tl 190.864 Ti,Mo,Co,Ce,Al,V,Mn

Ti 334.941 None

V 292.402 Mo,Ti,Cr,Fe,Ce

Zn 213.856 Ni,Cu,Fe

Source:F.Lagardeetal.(108)



- 73 -

Table22.Potentialinterferencesanalyteconcentrationequivalentsarising

from interferenceatthe100mg/Llevel

Anlyte
Wavelength

(nm)

Interferant

Al Ca Cr Cu Fe Mg Mn Ni Ti V

Aluminum 308.215 - - - - - - 0.21 - - 1.4

Antimony 206.833 0.47 - 2.9 - 0.08 - - - 0.25 0.45

Arsenic 193.696 1.3 - 0.44 - - - - - - 1.1

Barium 455.403 - - - - - - - - - -

Berllium 313.042 - - - - - - - - 0.04 0.05

Cadmium 226.502 - - - - 0.03 - - 0.02 - -

Calcium 317.933 - - 0.08 - 0.01 0.01 0.04 - 0.03 0.03

Chromium 267.716 - - - - 0.003 - 0.04 - - 0.04

Cobalt 228.616 - - 0.03 - 0.005 - - 0.03 0.15 -

Cooper 324.754 - - - - 0.003 - - - 0.05 0.02

Iron 259.940 - - - - - - 0.12 - - -

Lead 220.353 0.17 - - - - - - - - -

Magnesium 279.079 - 0.02 0.11 - 0.13 - 0.25 - 0.07 0.12

Manganese 257.610 0.005 - 0.01 - 0.002 0.002 - - - -

Molybdenum 202.030 0.05 - - - 0.03 - - - - -

Nickel 231.604 - - - - - - - - - -

Selenium 196.026 0.23 - - - 0.09 - - - - -

Sodium 588.995 - - - - - - - - 0.08 -

Thallium 190.864 0.30 - - - - - - - - -

Vanadium 292.406 - - 0.05 - 0.005 - - - 0.02 -

Zinc 213.856 - - - 0.14 - - - - - -

Source:EPAmethod6010B(122)
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3.해조류의 총 비소 분석법 검증

본 연구에서 사용되는 시료 전처리 및 분석방법의 유효성 검증을 위한 구성요건

은 Precision,Linearity,Range,Calibration,Accuracy,LimitofDetection(LOD),

LimitofQuantification(LOQ)등이 있다(123).

가.Precision(정밀성)

반복실험을 통한 일치도를 확인하는 시험으로 일정 기간을 두고 5회 측정하여

동일한 값이 나오는지 확인하였다.정밀성의 정도는 변동계수(CV;coefficientof

variation)%로 나타냈으며,As의 변동계수는 각각 0.91%로 확인되었다(Table23).

나.Linearity(직선성)

측정 원소별로 5point를 측정하여 직선성을 확인하였으며,As는 R
2
=0.999이상

의 우수한 직선성을 보였다.또한,분석하고자 하는 시료의 농도에 해당되는 검량

선의 범위가 적당한지 확인하였다(Fig.18).

다.Accuracy(정확성)

참값(truevalue)과 측정값(measuredvalue)과의 일치도를 확인하는 시험을 진행

하였다.분석 표준물질인 NMIJ7405-a(Hijikiseaweed)을 분석하여 회수율을 확

인한 결과 As가 96.7%였다(Table24).

라.LOD(검출한계),LOQ(정량한계)

Limitsofdetection(LOD)는 시료 중의 분석원소를 검출할 수 있는 최저 농도이

고,Limitsofquantification(LOQ)는 LOD에 희석배수를 고려한 시료에 대한 농도

한계로,각각 10회 반복측정된 blank의 표준편차를 검량선의 기울기로 나눈 값의 3

배와 10배 값으로 구했다.본 연구에서 As의 LOD는 0.028µg/kg이었으며,LOQ

는 0.095µg/kg으로 확인되었다(Table23).
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Table23.Validation ofanalyticalmethodsfollowed vialinearity,LOD,

LOQ,precisionandspikerecoverymeasurementsfortotalarsenic

Analyte
Linearity

(R2)

LODa

(µg/kg)

LOQb

(µg/kg)

Precision

(CV%)

As 0.9997 0.028 0.095 0.91

aLOD:limitofdetection(3×σ/slopofcalibrationcurve;n=10)
bLOQ:limitofquantification(10×σ/slopofcalibrationcurve;n=10)
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Table24.ValidationofanalyticalmethodsfollowedviaanalysisofCRM

(NMIJ7405-a;Hijikiseaweed)

Analyte
Certifiedvalue

(mg/kg)

Observedvalue

(mg/kg)

Recovery

(%)

As 35.8±0.9 34.6±0.7 96.7±2.1
a

aMean±SEM (Mean:average,SEM:standarderrorofthemean,n=3)
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Fig.18.Linearityofarsenicstandards.
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마.정도관리(QA/QC)

(1)내부정도관리

인증표준물질(CRM)인 NIST의 Oystertissue를 통한 시료의 매질을 고려하여 이

미 농도를 알고 있는 분석대상 시료를 포함한 표준물질을 활용하여 분석결과에 대

한 신뢰도를 확보하여 유효성을 검증하였다.인증표준물질의 5회 측정 결과 값은

Table25와 같다.

Table25.Internalqualitycontroldata

Item As(mg/kg)

Certified 7.65

1 7.92

2 7.70

3 7.89

4 7.81

5 7.65

Meana 7.79

SEMb 0.12

RSD(%) 1.50

aMean:average,bSEM:standarddeviation/√n
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(2)외부정도관리

외부정도관리를 통한 국제적인 분석의 정확성을 검증하기 위해 FAPAS (UK,

food)의 정도관리 프로그램에 참가하여 중금속 분석결과에 대한 신뢰도를 확보하였

으며(Table26),분석결과에 대한 z-score를 Fig.19에 나타내었다.인증물질에 대

한 As의 정도관리 분석결과는 +0.3의 z-score를 보여 통과 기준인 lZl<2를 만족

하였다.

Table26.ResultoflaboratoriesparticipatedinFAPAS(UK)

Programs ChilliPowder

Analytes Pb,As

Result
lZl<2

(z-score:Pb-0.2,As+0.3)

Fig.19.Theresultofarsenic(FAPAS)
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제2절 해조류 중 무기 및 유기비소화학종 분석법 확립

1.HPLC-ICP-MS에 의한 비소화학종 분석법

가.시료 전처리 조건 최적화

(1)추출 용매

시료 중 비소화학종의 최적 추출조건을 설정하기 위하여 첫 번째로 용매에 따른

추출 효율을 비교하였다.추출 효율비교는 DORM-2(CRM,NIST)를 이용하여 인

증값의 정확도 보다는 ICP-MS의 검출 감도를 직접 비교하여 평가하였다.추출 용

매는 H2O와 50% methanol그리고 30% ethanol로 하였고,이상의 모든 추출용매는

1% HNO3에 희석하여 제조한 후 비교실험을 하였다.

검출 감도의 비교 결과 50% methanol의 검출 감도가 6.64×10
6
으로 다른 비교대

상 용매보다 컸다(Fig.20).따라서 본 연구에서는 해조류 시료중의 비소화학종 추

출을 위한 최적 추출용매로 50% methanol(in1% HNO3)을 사용하였다.
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Fig.20.Extractionefficiencyofarseniccompoundsbysolvent.Recovery

wascalculatedfrom theDORM-2(n=3).
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(2)추출 시간

위의 용매추출 조건에 따른 50% methanol(in1% HNO3)용액을 이용하여 60℃

로 온도 조건을 설정하였고,추출 시간에 따른 최적 추출조건을 NMIJCRM인

7503-a(Whitericeflour;total0.098±0.007mg/kg,As(Ⅲ)0.0711±0.0029mg/kg

asAs,As(Ⅴ),0.0130±0.0009mg/kgasAs,DMA,0.0133±0.0009mg/kgasAs)를

사용하여 확립하였다.시간에 따른 회수율 결과는 Table27과 같았으며,최적 추출

시간은 120분(2시간)으로 CRM을 이용한 회수율이 90～105%로 시료 중 비소화학

종 추출을 위한 가장 적합하였다.

본 연구에서는 60℃의 온도 조건에서 1g의 분말화된 건조시료를 50% methanol

용액으로 5분간 흔들어 준 후 2시간 동안 초음파 추출을 하였고,이를 0.45µm

membranefilter를 이용하여 여과한 후 비소 종분리를 위한 분석 시료로 사용하였

다.

Table27.Recoverytestofarsenicspeciesbysonicationtime

Time
(min)

As(Ⅲ)
(71.1µg/kg)

DMA
(13.3µg/kg)

As(Ⅴ)
(13.0µg/kg)

Measure
(µg/kg)

Recovery
(%)

Measure
(µg/kg)

Recovery
(%)

Measure
(µg/kg)

Recovery
(%)

30 45.9 64.5 12.9 96.6 1.1 8.6

60 54.2 76.1 13.7 103.2 7.9 63.1

90 59.3 83.4 13.4 100.4 14.6 60.5

120 73.2 103.0 13.9 104.5 11.9 91.8

150 75.3 105.9 12.4 93.0 12.4 83.9

180 78.1 109.9 12.2 91.4 11.2 86.5

240 78.5 110.4 11.3 84.6 11.8 90.8

*n=3
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(3)여과 방법

NMIJ CRM인 7503-a (White rice flour;total0.098±0.007 mg/kg,As(Ⅲ)

0.0711±0.0029 mg/kg as As,As(Ⅴ),0.0130±0.0009 mg/kg as As,DMA,

0.0133±0.0009mg/kgasAs)를 OasisMAX cartridge(6cc)로 여과 및 추출하는

Solidphaseextraction(SPE)방법과 0.45µm membranefilter를 이용하여 단순여

과 하는 방법을 비교하였다.

SPE방법은 용매를 이용한 시료 추출 시 간단한 cartridge를 이용하여 비소화학

종 이외의 불순물을 최대한 제거하는 방법으로 비소화학종이 가지고 있는 이온적

특성을 이용한 여과이다.Ion exchange cartridge는 일반적으로 strong cation

exchange(SCX)cartridge와 stornganionexchange(SAX)cartridge가 사용된다.

그러나 As(Ⅲ),As(Ⅴ),MMA 및 DMA 4종의 비소는 SCX cartridge로 용리 할

경우 추출 효율 저하 문제가 있다.DMA는 산성 환경에서 양이온으로 존재하여 용

리되지 않고 남아있지만 As(Ⅴ)와 MMA는 거의 모든 pH에서 음이온으로 존재한

다.또한 As(Ⅲ)는 pKa>9이기 때문에 중성 pH에서는 분리되지 않고,만약 SCX

cartridge에 남아있다 하더라도 용출되기 어렵다.따라서 SCX cartridge는 비소화

학종의 분리에 적합하지 않다.그러나 이와 반대로 SAXcartridge는 이들 4종류의

비소에 대한 선택적 분리가 가능해 비소화학종 분리를 위해 적합하다(90,115).따

라서 본 연구에서는 anionexchangecartridge인 OasisMAXcartridge를 이용하여

추출효율을 비교하였다.

비소화학종의 분리․추출을 비교하기 위해 Oasis MAX cartridge와 0.45 µm

membranefilter방법으로 전처리한 시료를 각각 HPLC-ICP-MS로 측정한 결과 SPE

방법에서는 As(Ⅲ)가 73.3µg/kg으로 103.1%의 회수율을 보였으며,DMA와 As(Ⅴ)가

각각 13.5µg/kg,12.3µg/kg으로 확인되었으며,회수율도 각각 101.8%와 94.4%로 확인

되었다(Table28).일반적으로 사용되고 있는 여과 방법인 0.45µm membranefilter를

이용한 방법에서는 As(Ⅲ),DMA그리고 As(Ⅴ)의 회수율이 각각 103.0%,104.5% 그리

고 91.8%로 확인되었다.

두 방법에 따른 회수율 비교 결과 SPE방법이 membranefilter를 이용한 방법보다 약

간 좋은 결과가 확인되었으나,실험의 간편성과 정확성 측면에서 실질적인 결과 값의
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차이는 크지 않았다.따라서 본 연구에서는 추출용매를 0.45µm membranefilter를 이

용하여 여과 한 후 HPLC-ICP-MS로 측정하였다.
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Table28.ComparisonofSPEandmembranefilter

Method

As(Ⅲ)a

(71.1µg/kg)
DMAb

(13.3µg/kg)
As(Ⅴ)c

(13.0µg/kg)

Measure
d

(µg/kg)
Recovery
(%)

Measure
(µg/kg)

Recovery
(%)

Measure
(µg/kg)

Recovery
(%)

SPE 73.3±0.5 103.1±0.7 13.5±0.2 101.8±1.2 12.3±0.1 94.4±0.9

Membrane

filter
73.2±0.2 103.0±0.2 13.9±0.1 104.5±1.0 11.9±0.1 91.8±0.6

aAs(Ⅲ):arsenite,bDMA:dimethylarsenate,cAs(Ⅴ):arsenate,dMean±SEM (n=3)
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나.HPLC-ICP-MS기기조건 설정

(1)비소화학종 분리·분석을 위한 이동상 용리시간 조건 설정

4가지 조건의 이동상 용리시간을 비교하였다.각각의 용리시간 조건은 A용매 및

B용매가 각각 'TimeⅠ'(6분,10분),'TimeⅡ'(4분,10분),'TimeⅢ'(3분,10

분)그리고 'TimeⅣ'(2분,8분)으로 하였다.각 시간조건 분석 결과 'TimeⅣ'(2

분,8분)조건의 경우 검출하고자 하는 6가지 비소화학종[As(Ⅲ),As(Ⅴ),AsB,

AsC,MMA 그리고 DMA]이 모두 확인되었으며,초기에 분석되는 AsC,AsB그리

고 As(Ⅲ)의 3가지 비소화학종이 모두 잘 분리되었다(Fig.21).

또한 A용매의 용리시간이 6분에서 2분으로 짧아지면서 B용매에 의해 용리되어

나오는 DMA,MMA 그리고 As(Ⅴ)의 분석 시간이 단축 되어 총 분석시간을 10분

이내로 단축시킬 수 있었다(Table29).또한 가장 빨리 용리되어 나오는 AsC의 경

우 최소 40초가 소요되고 초기 3가지 비소화학종이 모두 2분 이내에 검출 되므로

A용매의 용리 시간을 2분 이내로 설정하는 것에는 큰 의미가 없었다.

결과적으로 본 비교실험을 통해 각각의 용리시간 조건이 6가지 비소화학종의 분

리능력에 대한 적합성을 판단하는 기준으로는 적합하다고 할 수 없으나,다량의 시

료를 분석해야 할 경우 총 분석시간의 단축을 위해 용리시간 조건을 'TimeⅣ'(2

분,8분)으로 설정할 경우 보다 효율적일 것이라 생각한다.
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Table29.Comparisonforeachelutiontimeofmobilephasesolvents

Method

Species

TimeⅠ

(sec)

TimeⅡ

(sec)

TimeⅢ

(sec)

TimeⅣ

(sec)

AsC 43 43 42 42

AsB 56 55 52 50

As(Ⅲ) 94 89 90 87

DMA 183 160 175 157

MMA 527 419 456 405

As(Ⅴ) 759 630 560 495

Fig.21.Thechromatogram ofcomparisonforeachelutiontimeofmobile

phasesolvents(bygradient).
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(2)비소화학종 분리·분석을 위한 이동상 조건 설정

'Mobile Ⅰ' [A용매; ammonium bicarbonate (20 mM,pH 8.0),B용매;

ammonium nitrate+ammonium phosphate(20mM,pH 9.2)]를 이동상으로 하여

6가지 비소 표준물질을 분석할 경우 Fig.22와 같이 chromatogram상 peak의 분리

가 잘 되어 각각의 화합물에 대한 정성 및 정량이 가능하였다.

그러나 Fig.23과 같이 시료 분석 사이 column의 세척을 위해 A용매로 일정시간

흘려준 뒤 공시료(blank)로 오염 유무를 확인하는 과정 중 As(V)peak위치에서

알수 없는 유령피크(ghostpeak)가 확인되었으며,Fig.24와 같이 A용매의 흘려주

는 시간이 증가할수록 ghostpeak의 크기도 증가하였다.

이렇게 확인된 ghostpeak이 이동상 용매에 의한 오염인지를 확인하기 위해

'MobileⅡ'[ammonium nitrate+ammonium phosphate(20mM,pH 9.2)]를 이

동상으로 하는 isocratic용리조건으로 As(Ⅴ)의 존재 여부를 비교 실험한 결과,

ammonium bicarbonate의 주입이 없는 상황에서는 As(Ⅴ)는 검출되지 않았다(Fig.

25).이러한 ghostpeak의 검출은 Falk등(124)과 Sloth등(125)의 연구에서도 농도

를 달리한 ammonium bicarbonate를 gradient조건으로 분석 시 ammonium

bicarbonate의 column내 농축에 의한 결과라는 보고가 있다.본 연구에서도

ammonium bicarbonate가 이동상으로 사용되는 gradient조건에서 As(Ⅴ)가 검출

되었으나,이를 사용하지 않는 isocratic조건에서는 검출되지 않아 As(Ⅴ)의 검출

은 ammonium bicarbonate의 농축에 의한 결과라는 주장과 일치하였다.

그러나 ghostpeak의 방해를 제거하기 위해 isocratic용리조건을 사용할 경우

Fig.26와 같이 arsenocholine(AsC)과 arsenobetaine(AsB)의 peak겹침에 의해

상대적으로 낮은 검출감도를 가지는 AsC가 검출되지 않고,최종 분석완료 시 까지

gradient용리조건보다 상대적으로 많은 시간이 소요되는 단점을 보였다.Hymer와

Caruso(119)도 isocratic용리조건은 많은 연구자들이 분석에 이용하는 방법이나

분석시간(retentiontime)이 많이 소요되는 단점이 있다고 하여 본 연구 결과와 유

사하였다.
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Fig.22.Chromatogram ofsix arsenicspeciesusing a 'MobileⅠ'by

gradient(5mg/kg).

Fig.23.Chromatogram ofblankusinga'MobileⅠ'bygradient.
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Fig.24.AccumulationofAs(Ⅴ)accordingtoelutiontime.
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Fig.25.Chromatogram ofblankusinga'MobileⅡ'bygradient.

Fig.26.Chromatogram ofsix arsenicspeciesusing a 'MobileⅡ'by

isocratic(5µg/kg).
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따라서 비소화학종을 분리·분석하기 위해 gradient 용리조건을 이용하면서

ammonium bicarbonate의 축적에 따른 ghostpeak의 방해요인을 제거하기 위해 최

등(91)과 같이 ammonium bicarbonate의 농도를 낮춘 'Mobile Ⅲ' [A용매;

ammonium bicarbonate(2mM,pH 8.0),B용매;ammonium nitrate+ammonium

phosphate(20mM,pH 9.2)]를 이동상으로 하였다.'MobileⅢ'를 이용한 분석 검

량선의 상관계수는 Fig.27과 같이 최소 0.99이상으로 직선성을 보여주었고,Fig.

28과 같이 총 6가지 비소 표준물질의 peak이 잘 분리 되었으며,Fig.29과 같이

ghostpeak도 검출 되지 않았다.따라서 본 연구에서는 해조류 시료중의 비소화학

종을 분리·분석하기 위한 이동상으로 'MobileⅢ'[A용매;ammonium bicarbonate

(2mM,pH 8.0),B용매;ammonium nitrate+ammonium phosphate(20mM,pH

9.2)]를 사용하였다.

Fig.27.Calibrationcurveofsixarsenicspecies.
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Fig.28.Chromatogram of six arsenic species using a 'Mobile Ⅲ'

separatingmixedstandardsolution(5µg/kg).

Fig.29.Chromatogram ofblankusinga'MobileⅢ'bygradient.
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(3)DRC조건 확립

해조류와 같은 바다 유래 시료를 ICP-MS로 분석하여 미량원소의 함량을 측정하

는 과정에서 실질적으로 가장 큰 문제는 시료 자체에 존재하는 염분의 침착으로

samplinginterface부분의 물리적인 오염 현상이 발생한다.또한 Cl과 Ar의 결합으

로 인한 40Ar35Cl+(m/z=75)등과 같은 분석하고자 하는 원소와 유사질량을 가진

동위원소들의 방해 등의 화학적인 간섭 현상이다.윤 등(115)은 ICP-MS를 이용하

여 비소화학종을 분석할 경우 Cl이온으로 인해 비소의 질량 75(m/z)와 Ar40Cl35의

중복 가능성을 완전히 배제할 수 없는 문제점이 있다고 하였다.ICP-MS에서의 이

런 간섭물질의 생성을 해결할 수 있는 기술적인 방법으로 DRC (Dynamic

ReactionCell)mode가 이용되며,반응 기체로는 NH3(89)와 O2(94)등이 사용된

다.

본 연구에서는 중금속 원소의 함량 측정을 위한 분석 시 유사질량 화학종의 As+

(m/z=75)에 대한 Ar이나 Cl의 간섭을 최소화하기 위해 DRCmode에서 반응 기

체로 O2를 사용하여 0.5mL/min의 flow rate로 설정하여 AsO+(m/z=91)를 측정

하여 As값으로 하였다.
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다.분석법 검증

본 연구에서 사용되는 시료전처리 및 분석방법의 유효성 검증을 위한 구성요건

은 Precision, Linearity, Range, Calibration, Accuracy, Detection Limit,

QuantitationLimit등이 있다(122).

(1)Precision(정밀성)

반복실험을 통한 일치도를 확인하는 시험으로 시료를 일정 기간을 두고 5회 측

정하여 동일한 값이 나오는지 확인하였다. 정밀성의 정도는 변동계수(CV;

coefficientofvariation)%로 나타냈으며,As(Ⅲ),As(Ⅴ),AsB,AsC,MMA,DMA

의 CV%는 각각 2.81,3.37,2.64,2.99,2.76,2.11%로 확인되었다(Table30).

(2)Linearity(직선성)

비소화학종 표준용액을 농도별 제조하여 5point로 직선성을 확인하였으며,As

(Ⅲ),As(Ⅴ),AsB,AsC,MMA,DMA 모두 R
2
=0.999이상의 우수한 직선성을 보

였다.또한,분석하고자 하는 시료의 농도에 해당되는 검량선의 범위가 적당한지

확인하였다(Fig.26).

(3)Accuracy(정확성)

참값(truevalue)과 측정값(measuredvalue)과의 일치도를 확인하는 시험을 진행

하였다.회수율을 측정하기 위해서 As(Ⅲ),As(Ⅴ),AsB,AsC,MMA,DMA를 시

료에 표준용액을 첨가(spiking)하여 회수율을 측정하였다.측정된 농도는 시료에서

검출된 농도를 고려하여 계산하였으며,각각 99.4,94.5,102,94.8,107,97.7%로 확

인되었다(Table30).

(4)LOD(검출한계),LOQ(정량한계)

Limitsofdetection(LOD=3×standarddeviation/slopeofcalibrationcurve;

검출한계)는 시료 중의 분석원소를 검출할 수 있는 최저 농도이고,Limitsof
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quantification(LOQ=10×standarddeviation/slopofcalibrationcurve;정량한계)

는 LOD에 희석배수를 고려한 시료에 대한 농도한계로,각각 10회 반복 측정된

blank의 표준편차를 검량선의 기울기로 나눈 값의 3배와 10배 값으로 구했다(80).

본 연구 6가지 비소화학종 As(Ⅲ),As(Ⅴ),AsB,AsC,MMA 그리고 DMA의 LOD

는 0.061µg/kg,0.025µg/kg,0.024µg/kg,0.060µg/kg,0.018µg/kg,그리고 0.028

µg/kg이었으며,LOQ는 0.205µg/kg,0.083µg/kg,0.081µg/kg,0.199µg/kg,0.061

µg/kg,그리고 0.093µg/kg으로 확인되었다(Table30).
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Table30.Validation ofanalyticalmethodsfollowed vialinearity,LOD,

LOQ,precisionandaccuracymeasurementsforarsenicspecies

Asspecies
Linearity

(R
2
)

LODa

(µg/kg)

LOQb

(µg/kg)

Precision

(CV%)

Accuracy

(%)

AsIII
c

0.9995 0.061 0.205 2.81 99.4

AsVd 0.9991 0.025 0.083 3.37 94.5

AsB
e

0.9993 0.024 0.081 2.64 102

AsC
f

0.9991 0.060 0.199 2.99 94.8

MMA
g

0.9994 0.018 0.061 2.76 107

DMAh 0.9996 0.028 0.093 2.11 97.7

aLOD:limitofdetection(3×σ/slopofcalibrationcurve;n=10),bLOQ:limitof

quantification(10×σ/slopofcalibrationcurve;n=10),cAs(Ⅲ):arsenite,dAs(Ⅴ):

arsenate,
e
AsB:arsenobetaine,

f
AsC:arsenocholine,

g
MMA:monomethylarsonate,

hDMA:dimethylarsinate
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라.측정불확도

(1)측정 모델의 설정

(가) 다음 식에 따라 입력량 Xi에 대한 측정대상(출력량)Y의 종속관

계를 수학적 항으로 표시한다.

-Y=f(X1,X2,......,XN )

-두 측정값의 직접 비교의 경우 Y=X1+X2로 한다.

(나) 각각의 입력 추정치 Xi로부터 산출되는 출력 추정치에 관련되는

불확도 기여량 ui(y)를 계산하기 위해서는 입력 추정치 Xi의 변화에 의해 출력 추

정치 y가 받는 영향의 정도를 나타내는 감도계수를 알아야 하며,측정 모델의 설

정은 감도계수의 산출을 용이하게 한다.그러나 수학적 항으로 측정 모델을 설정

하기 불가한 경우 출력 추정치에 대한 불확도 기여량을 별도의 방법으로 산출할

수 있다면 측정 모델의 수식적 표현을 생략할 수 있다.

(다)보정실시

모든 유효한 보정을 식별하고 적용한다.

(2)측정불확도 요인 파악

(가)측정결과의 불확도 성분에 기여하는 모든 요인을 시험방법을 검토

하여 파악한다.

(나)시험의 불확도 인자를 검토할 때 다음의 사항은 우선적으로 파악한다.

① 시험방법의 적용

② 사용된 장비

③ 표준물질
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④ 실무자의 숙련도

⑤ 시료의 상태

⑥ 시험 환경 조건

⑦ 기타,시험방법 상에서의 여러 가지 가정의 영향량

시험의 불확도 인자를 검토할 때 각각의 성분이 출력값의 불확도에 미치는 정도

를 종합적으로 파악하기 위해 Fig.30및 Table31에 도식된 불확도 추정 절차 개

요와 불확도 추정 데이터 정리 개요를 미리 전반적으로 이해하여 실시하여야 한다.

(3)측정불확도 결과

분석 시료의 측정불확도 확인 결과는 Fig31와 같았다.측정불확도 확인을 위해

미역시료를 대상으로 측정하였고,확장불확도는 0.307mg/kg으로 추정되었다.이

추정결과를 측정 대상 시료 모두에 적용하여 결과값을 산출하였다.
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불확도 성분 파악

측정모델의 설정

A형 평가

표준불확도의 합성 

B형 평가

(확장)불확도의 산출 

Y= f ( X1 ,X2 ,.., XN )

반복 관찰 

uB =  U / k , uB =  a/√3

정보분석 및 확률밀도 추정

uA = sp /√n

 
uc

2(y)=∑ui
2(y)=∑ci

2u2(xi)1. c i=
∂f
∂x i

=

U =  k․ uc

Fig.30.Overview oftheuncertaintyestimationprocedure.
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Table31.Measurementuncertaintyfactorforseaweeds

인자 인자내용 구성성분 성분내용 산출방법 TYPE

표준용액
표준용액

희석

저울

(bal.)
교정

(Calibration)
제조회사자료 또는 교정기관 교정값 B

Volumetric

flask

(V.F.)

교정

(Calibration)
제조회사자료 또는 교정기관 교정값 B

반복성

(Repeatability)
저울을 이용하여 10회 반복측정한 자료 A

온도 온도에 따른 부피변화 자료 B

표준용액

표준용액

희석

Pipet

(pipet)

교정

(Calibration)
제조회사자료 또는 교정기관 교정값 B

반복성

(Repeatability)
저울을 이용하여 10회 반복측정한 자료 A

온도 온도에 따른 부피변화 자료 B

Volumetric

flask

(V.F.)

교정

(Calibration)
제조회사자료 또는 교정기관 교정값 B

반복성

(Repeatability)
저울을 이용하여 10회 반복측정한 자료 A

온도 온도에 따른 부피변화 자료 B

시료 전처리

저울

(bal.)
교정

(Calibration)
제조회사자료 또는 교정기관 교정값 B

Volumetric

flask

(V.F.)

교정

(Calibration)
제조회사자료 또는 교정기관 교정값 B

반복성

(Repeatability)
저울을 이용하여 10회 반복측정한 자료 A

온도 온도에 따른 부피변화 자료 B

기기분석

검량선의

불확도
(cal.) 직선성 Leastsquarefitting자료 A

분석

반복성
(rep.) 반복성 동일시료를 3회 반복 측정한 자료 A
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시료 미역-16

비소화학종 Arsenobetaine(AsB)

〈검량선〉

농도(X)(㎍/L) 1차 측정 2차 측정 3차 측정

100 543.142 541.421 539.945

500 2675.361 2665.507 2655.653

1000 5730.623 5709.516 5688.409

　 　 　

〈시료측정〉

시료 농도(㎍/L) 　 시료무게(g)

1 697 1.0835

2 693

3 695

평균 695

SD 2 　 　

〈결과〉

최종농도

(mg/kg)
5.608

확장불확도 0.307

유효자유도 15.8

Fig.31.Uncertaintymeasurementofseamustardforseaweeds.
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제3절 해조류 중 총 비소 및 비소화학종 함량

1.해조류의 총 비소 함량

해조류 분석 시 모든 시료는 건조의 과정을 거친 후 분말화 하여 사용하였다.원

물(생물)시료의 경우 건조과정에서 수분 함량을 구하였으며(Table32;건조시료의

경우 생물시료에 동일 품종이 존재하면 수분 함량 측정 결과의 평균 수분 함량을,

동일 품종이 없으면 농촌진흥청에서 발간한 식품성분분석표상의 수분 함량을 사

용),분석 결과 값은 측정값에 수분 함량을 적용하여 모두 생물 기준으로 환산하여

표현하였다.

분석결과 값 중 검출한계 이하인 경우가 전체 348건의 시료 중 다시마 시료에서

1건 확인이 되어 ND (notdetected)로 표시하였으며,그 값은 middle bound

(LOD/2)로 처리하였다(126,127).

Table32.Moisturecontentofseaweedspecies

Species Moisture(%)

Laver 90.9

Seatangle 91.3

Seamustard 93.9

Hijiki 90.8

Gulfweed 87.6
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해조류 중 김 70건,다시마 121건,미역 115건,톳 27건 그리고 모자반 15건 등

총 5종에서 348건의 시료를 대상으로 분석한 비소(As)오염도는 평균(Mean)2.72

mg/kg이었으며,표준오차(standarderrorofmean;SEM)는 0.08mg/kg이었다.

각 시료별 비소의 평균 오염도는 미역(1.84±0.08mg/kg),김(2.07±0.06mg/kg),

다시마(3.07±0.13mg/kg),톳(4.49±0.13mg/kg),그리고 모자반(6.48±0.15mg/kg)

순이었다.평균 총 비소 함량은 5종의 조사대상 해조류 중 미역이 가장 낮은 수준

이었고,모자반이 가장 높은 평균 오염도를 보였다.또한 모자반과에 속하는 톳에

서도 4.49±0.13mg/kg의 오염도를 보여 다른 해조류에 비해 높은 값으로 확인되었

다.해조류의 평균 오염도와 구간별 오염도는 각각 Table33-34,Fig.32와 같다.

WHO는 2011년 technicalreportseries959에서 회의 참가국인 Australia,Brazil,

France,Japan,New Zealand그리고 Singapore에서 제출된 자료와 문헌적 고찰을

통해 식품 중 총 비소 농도를 Table35와 같이 확인하였다.건조해조류 총 953건을

대상으로 분석한 총 비소 분포 범위는 0.114～236mg/kg로 분석 대상 식품 중 가

장 높고 넓은 분포 범위를 보였으며,특히 어류,패류 등을 포함한 해산물에서의

비소 함량이 다른 식품들보다 높게 확인되었다(20).본 연구에서 확인된 해조류의

총 비소 함량은 건조 시료를 기준으로 6.57～85.26mg/kg로 WHO의 보고 결과 내

에 포함되는 수치로 나타났으며,해조류의 비소 농도가 10～60mg/kg이라는 일반

적인 연구결과와 비슷하였다(17,93).

WHO (20)의 보고에 나타나듯이 대부분의 식품 중 총 비소 함량이 1mg/kg의

범위를 넘지 않으나,해조류에만 대단히 높은 비소가 검출되고 있다.하지만 대부

분이 독성이 낮은 유기비소의 형태를 띠고 있으며,독성이 강한 무기비소는 전체

함량의 15%보다 낮고,2mg/kg을 넘지 않는다.따라서 단순한 총 비소 함량의 많

고 적음으로 위해성을 판단하기에는 무리가 따르며,비소화학종의 분리・분석을 통

해서 평가되어야 할 것이다.
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가.김의 총 비소 함량

시중에 유통되고 있는 대부분의 김은 건조된 형태 이므로 본 연구를 위해 구입

한 시료 전체가 건 시료 상태였다.ICP-MS로 분석한 김의 비소 평균 오염도는

2.07±0.06(평균±표준오차)mg/kg,중간 오염도는 2.05mg/kg이었다.또한 검출된

최소 및 최대 오염도는 각각 0.61mg/kg과 3.30mg/kg이었으며,정량한계 이하

값은 0건(0.0%)으로 김의 비소 검출률은 100%이었다.구간별 오염도는 2.00≤～

<5.00mg/kg구간에서 36건(51.4%)으로 가장 많은 부분을 차지하였다.

2007년 식약청의 전국 10여 곳의 다소비 수산물을 대상으로 한 연구 결과에서

건조 김(건조 상태로)의 평균 비소 함량이 19.232±5.639(8.520～28.097)mg/kg이라

고 보고하여 본 실험의 수분보정 전인 평균 22.19mg/kg과 유사한 결과를 보였다

(19).

나.다시마의 총 비소 함량

다시마의 총 비소 염도는 3.07±0.13mg/kg이었으며,중간 오염도는 2.90mg/kg

이었다.검출된 최소 및 최대 오염도는 각각 ND (0.014 μg/kg;LOD/2)와 8.55

mg/kg이었으며,정량한계 이하 값은 1건(0.8%)으로 다시마의 총 비소 검출률은

99.2%로 확인되었다.구간별 오염도는 2.00≤～<5.00mg/kg구간에서 90건(73.8%)

으로 높은 비율을 차지하였다.

본 실험의 수분 보정 전인 다시마의 평균 총 비소 함량이 35.91±1.38mg/kg으로

2007년도 식약청의 연구결과인 평균 21.87±3.66(16.35～30.15)mg/kg보다 높은 함

량을 보였다.

다.미역의 총 비소 함량

미역의 총 비소 평균 오염도는 1.84±0.08mg/kg이었으며,중간 오염도는 1.70

mg/kg으로 확인되었다.검출된 총 비소의 최소 오염도는 0.31mg/kg,그리고 최대

오염도는 5.20mg/kg이었으며,정량한계 이하 값은 0건(0.0%)으로 미역의 총 비소

검출률은 100%로 확인되었다.구간별 오염도는 1.00≤～<2.00mg/kg구간에서 66
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건(57.4%)으로 높은 비율을 차지하였다.

2007년 식약청의 연구결과는 평균 23.21±7.67(15.08～38.55)mg/kg으로 본 실험

의 수분보정 평균값이 33.25±1.71mg/kg으로 더 높은 함량이 확인되었다.

라.모자반의 총 비소 함량

모자반의 총 비소 평균 오염도는 6.48±0.15mg/kg으로 확인되었으며,중간 오염

도는 6.50mg/kg이었다.검출된 최소 오염도는 5.45mg/kg,최대 오염도는 7.54

mg/kg이었으며,구간별 오염도는 5.00≤～<10.0mg/kg에서 15건(100%)으로 확인

되었다.정량한계 이하 값은 0건(0.00%)으로 모자반의 총 비소 검출률은 100%이었

다.

마.톳의 총 비소 함량

톳의 비소 평균 오염도는 4.49±0.65mg/kg이었으며,중간 오염도는 4.33mg/kg

이었다.검출된 비소의 최소 오염도는 3.20mg/kg이었으며,최대 오염도는 5.75

mg/kg이었다.정량한계 이하 값은 0건(0.00%)으로 톳(생)의 비소 검출률은 100%

로 확인 되었다.구간별 오염도는 2.00≤～<5.00mg/kg구간에서 21건(77.8%)으로

가장 높은 비율을 차지하였다.

2007년도 식약청의 연구결과에서는 평균 3.84±1.74(1.72～8.76)mg/kg의 함량을

보였으며,본 실험의 결과와 유사하였다.그러나 여러 연구 결과에서는 대부분 건

조 시료를 기준으로 결과 값을 구하였으며,일본의 YoKoi등(82)은 분말화한 톳의

총 비소 분석결과 108.6±1.6mg/kg,Wondimu등(128)은 99.6±0.16mg/kg으로 확

인되었다.또한,유럽에서는 Salgado등(48)이 2006년과 2008년에 스페인에서 판매

되고 있는 톳의 비소 함량을 측정하였고 그 결과 각각 61±3과 72±4mg/kg으로 확

인됐으며,Rose등(58)은 영국과 인근 지역에서 판매되고 있는 톳의 비소 함량 측

정결과 95～124mg/kg의 함량 범위를 보이고 있다고 보고하였다.여러 연구결과

대부분 총 비소 분석 시 시료 균질화를 위해 건조한 후 분말화 하여 분석에 사용

되었으며,결과 값도 건조시료를 기준으로 하였다.본 실험의 톳의 건 시료 기준
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총 비소 함량도 평균 47.8mg/kg으로 다른 지역의 결과 보다는 낮았으나,다른 해

조류에 비해 상대적으로 많은 함량을 나타내었다.
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Fig.32.Comparison ofaveragecontamination leveloftotalarsenicin

seaweeds.Mean±SEM.
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Table33.Averagecontaminationleveloftotalarsenicinseaweeds

Samples
Mean±SEa

(mg/kg)
Median
(mg/kg)

Minb

(mg/kg)
Maxc

(mg/kg) MN
d

DN
e Detection

rate(%)

Laver 2.07±0.06 2.05 0.61 3.30 70 70 100

Seatangle 3.07±0.13 2.99 ND 8.55 121 120 99.2

Seamustrard 1.84±0.08 1.59 0.31 5.20 115 115 100

Hijiki 4.49±0.13 4.33 3.20 5.75 27 27 100

Gulfweed 6.48±0.15 6.50 5.45 7.54 15 15 100

a
Mean±SEM,

b
MIN:minimum value,

c
MAX:maximum value,

d
MN:numberofmeasurement,

e
DN:numberofdetection
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Table34.Contaminationvalueofarsenicinseaweedsforeachlevel

Samples

NDa ∼0.99
(mg/kg)

1.00∼1.99
(mg/kg)

2.00∼4.99
(mg/kg)

5.00∼9.99
(mg/kg)

10.0∼19.9
(mg/kg)

≥20.0
(mg/kg)

DN
b
% DN % DN % DN % DN % DN % DN %

Laver 0 0.0 1 1.4 33 47.1 36 51.4 0 0.0 0 0.0 0 0.0

Seatangle 1 0.8 4 3.3 15 12.4 90 74.4 11 9.1 0 0.0 0 0.0

Seamustrard 0 0.0 7 7.0 66 57.4 41 35.7 1 0.9 0 0.0 0 0.0

Gulfweed 0 0.0 0 0.0 0 0.0 0 0.0 15 100 0 0.0 0 0.0

Hijiki 0 0.0 0 0.0 0 0.0 21 77.8 6 22.2 0 0.0 0 0.0

a
ND:notdetected,

b
DN:numberofdetectedsamples
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Table35.Summary ofavailabledataontotalarsenicconcentrationsin

foodproducts

Foodcategories N N<LORa
Range

(mg/kg)

Diaryproductsandanalogues

Milkandmilkpowder 284 65 0.001-0.15

Milkproducts 92 61 0.010-0.35

Fatsandoils 39 0 0.003-0.18

Meatandmeatproducts

Meat 4977 4124 0.004-0.78

Offal 2074 1096 0.009-0.45

Meatproducts 50 20 0.003-3.25

Eggsandeggproducts 171 111 0.003-0.04

Confectioneryprocucts 186 61 0.002-1.13

Sweeteners 138 21 0.003-0.26

Bakerywares 71 49 0.002-0.25

Beverages

Alcohollicbeverages(exceptricedistilledspirits) 462 64 0.001-0.05b

Ricedistilledspirits 8 2 0.050-1.64b

Non-alcoholicbeverages 120 16 0.001-0.26b

Vegetables/fruits/nuts/sweaweed

Fruits 966 800 0.005-2.20

Vegetables(exceptmushroomsandfungi) 2503 2164 0.001-1.27

Mushroomsandfungi 302 60 0.011-5.79

Nutsandoilseeds 70 15 0.005-0.88

Driedseaweeds 953 3 0.114-236

Cerealsandcerealproducts

Cereals(exceptrice) 410 325 0.007-0.43

Rice 1693 0 0.002-1.83

Breakfastcereals 17 10 0.017-0.27

Pasta 19 9 0.003-0.18

Fishandfishproducts

Marinefish 1409 0 0.10-62

Shellfish 171 0 0.090-66

Freshwaterfish 238 0 0.060-4.72

Babyfoodproducts 75 5 0.001-4.66

LOR,limitofreporting(detectionorquantificationlimit)
aResultspresentedfordetectedvaluesonly(notdetected[ND]=0)
bDataexpressedasmg/l

Source:WHO,2011(20)
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2.해조류의 비소화학종 함량

해조류 중 김 53건,다시마 45건,미역 60건,모자반 15건,그리고 톳 27건 등 총

5종 200건을 대상으로 비소화학종(유기비소,무기비소)의 종 분리・분석하였다(Fig.

33,Table36).각 분석시료 중 검출한계 이하인 값에 대해서는 ND(notdetected)

로 표시하였다.분석결과 값의 처리는 전 시료 중에서 전혀 검출되지 않은 비소화

학종의 경우 ND 값을 모두 “0”으로 처리하였으며,미역 및 톳 시료의 DMA와

As(Ⅲ)의 경우 그 값은 middlebound(LOD/2)로 처리하였다(126,127).

본 실험에서 분석한 해조류의 총 비소 함량은 0.15～7.54mg/kg의 범위로 확인

되었으며,arsenocholine (AsC),arsenobetaine (AsB),monomethylarsonic acid

(MMA),dimethylarsinicacid(DMA),arsenite[As(Ⅲ)],arsenate[As(V)]등 6가

지 화합물에 대한 비소화학종 분리 실험의 결과,비소의 대부분이 독성도가 낮은

유기비소화학종으로 확인되었다.뿐만 아니라 해조류에는 trimethylarsonioriboside

나 dimethylarsonylriboside에서 유래한 arsenosugar화합물들이 대부분이라는 것

과 유사하게 미확인 유기비소종들이 확인되었다(129,130).이상의 결과는 해조류의

총 비소 함량은 대부분이 20mg/kg이상이며(131,132),수산물의 비소 함량 중

arsenobetaine이 거의 대부분을 차지하고 이외의 비소화학종들은 미량으로 존재한

다는 Hunter등(133)의 보고와 유사하였다.또한 해조류의 대부분을 차지하는 주요

비소화학종인 arsenosugar 뿐만 아니라 DMA, arsenolipid와 thioarsonic

compounds들이 주로 존재한다(20).

그러나 모자반,톳과 같은 모자반과 해조류에서는 유기비소는 거의 확인되지 않

고 대부분이 무기비소인 As(V)가 주요비소화학종으로 확인되었다.이러한 결과는

YoKoi등(82),Wondimu등(128),Salgado등(48)및 Rose등(58)의 분석결과와 유

사하였다.

WHO (20)에서는 Table37의 결과에서처럼 총 543건의 건조 해조류의 무기비소

함량 측정 결과 검출한계 이하의 시료 4건을 제외한 539건이 0.1～130mg/kg의 농

도범위 내에 포함되어있다고 보고하였다.그러나 해조류에 농축되어있는 비소 중
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대부분이 유기비소 형태이며,무기비소는 전체 비소 함량의 15% 이하로 존재한다

고 일반적으로 2mg/kg보다 낮은 함량을 보인다고 보고 하였다.그러나 이런 일

반적인 해조류의 비소화학종의 존재 형태와 달리 톳과 모자반과 같은 모자반과 해

조류들은 예외적으로 전체 비소 함량의 50% 이상이 무기비소 이며,그 분포 범위

가 30～130mg/kg이라고 보고하였다.
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Fig.33.Arsenicspeciationofseaweeds.
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Table36.Averagevalueofarsenicspeciesinseaweeds

Unit:mg/kg

Sample

AsCb AsBc As(Ⅲ)d DMAe MMAf As(Ⅴ)g
Total

Na oAsh iAsi Sum

Laver ND
j

0.47±0.04
k

ND 0.08±0.01 ND ND 0.55±0.05 ND 0.55±0.05

53l (0.08∼1.14)m (0.01∼0.40) (0.16∼1.35) (0.16∼1.35)

Seatangle ND 0.49±0.04 ND 0.03±0.003 ND ND 0.51±0.05 ND 0.51±0.05

45 (0.05∼1.45) (0.001∼0.07) (0.07∼1.52) (0.07∼1.52)

Seamustard ND 0.24±0.02 ND 0.03±0.004 ND ND 0.27±0.02 ND 0.27±0.02

60 (0.06∼0.69) (ND∼ 0.15) (0.07∼0.82) (0.07∼0.82)

Gulfweed ND 0.14±0.03 0.07±0.001 ND ND 5.28±0.12 0.14±0.003 5.35±0.12 5.49±0.12

15 (0.13∼0.16) (0.06∼0.08) (4.54∼5.94) (0.13∼0.16) (4.61∼6.01) (4.77∼6.17)

Hijiki ND 0.07±0.01 0.14±0.03 0.25±0.07 ND 2.13±0.27 0.32±0.08 2.27±0.28 2.59±0.28

27 (0.01∼0.34) (ND∼0.53) (ND∼1.43) (0.22∼6.21) (0.023∼1.78) (0.26∼6.54) (0.70∼6.58)

aN:numberofeachsample,bAsC:arsenocholine,cAsB:arsenobetaine,dAs(Ⅲ):arsenite,eDMA:dimethylarsinate,fMMA:monomethylarsonate,
gAs(Ⅴ):arsenate,hoAs:Organicarsenic,iiAs:Inorganicarsenic,jND:notdetected,k(mean±standarderrorofmean(SEM)),lnumberofsample,
m(minimum～maximum)
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Table37.Summaryofavailabledataoninorganicarsenicconcentrations

infoodproducts

Foodproducts N N <LOD
Concentration

range(mg/kg)

Driedseaweed 539 4 0.1～130

Rice 837 0 0.01～0.05

Fishandfish

products
325 1 0.001～1.2

Vegetables 36 0 0.008～0.61

N:numberofsamples,LOD:limitofdetection

WHO,2011(20)
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최 등(94)은 해조류 중 미역,다시마,김 등을 시료로 하여 6가지 비소화학종의

함량을 분석하였고 확인된 비소화학종 중 AsB가 주요 존재 형태이며,AsC은 확인

되지 않았다고 보고하였다.분석 시료별 비소화학종 함량은 미역에서 AsB 1.411

mg/kg,As(Ⅲ)0.025mg/kg,DMA 0.242mg/kg,MMA 0.015mg/kg,As(Ⅴ)

0.030mg/kg가 확인되었고,다시마는 AsB 30.14mg/kg,MMA 0.016mg/kg,As

(Ⅴ)0.215mg/kg이었으며,김은 AsB 8.927mg/kg,DMA 0.492mg/kg,As(Ⅴ)

0.019mg/kg으로 보고하였다.우리나라의 다소비 수산물에 대한 비소화학종 분

리․분석 결과에서도 AsB가 주요 비소화학종으로 확인되었다(19).

본 연구에서는 김에서 arsenosugar로 추정되어지는 미확인 비소화학종이 전체

함량의 대부분을 차지하였으며,확인된 비소화학종들은 AsB와 DMA 두 종류로

AsB가 0.47±0.04(평균±표준오차) (0.08∼1.14; 최저～최고) mg/kg, DMA가

0.08±0.01(0.01∼0.40)mg/kg검출되어 대부분 AsB의 형태로 확인되었다.최 등

(94)의 연구결과에서도 유사한 결과를 보였으나,본 연구에서는 As(Ⅴ)와 같은 무

기비소는 검출되지 않았다(Fig.34,Table38).

다시마에서도 비소중 주요 화학종은 유기비소 형태인 AsB와 DMA로 확인되었

으며,무기비소는 확인되지 않았다.다시마(Fig.35,Table 39)의 경우 AsB가

0.49±0.04(0.05∼1.45)mg/kg,DMA가 0.03±0.003(0.001∼0.07)mg/kg의 함량이

확인되었다.그러나 주요 비소화학종이 AsB이라는 최 등(94)의 연구결과와 비슷하

였으나,AsB의 함량은 상대적으로 낮게 검출되었다.본 실험에서 다시마는 MMA

가 검출되지 않았으며,이는 시료의 생육환경 등의 bio-factor의 영향에 의한 것으

로 사료된다.2007년 식약청 연구결과(19)에서는 다시마에서 확인된 주요 비소화학

종은 AsB와 AsC로 확인되었다.Hsieh등(85)의 연구에서는 Taiwan지역의 다시

마 분석 결과 총비소 32.6mg/kg중 OH-arsenoribose가 23.7mg/kg,DMA 0.571

mg/kg,PO4-arsenoribose가 7.06mg/kg의 함량을 보였으며,무기비소인 As(Ⅲ),

As(Ⅴ)뿐만 아니라 MMA,AsB및 AsC은 확인되지 않았다고 보고하였다.이상에

서와 같이 품종이 같더라도 생산지역,조사 시기 및 분석방법에 따라 분석결과에

차이가 있는 것으로 사료된다.

미역은 총 60건의 시료를 분석하였으나,AsB과 DMA만 확인 되었을 뿐 대부분
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이 미확인 비소화학종들이었다.최 등(94)의 연구에서는 6종의 비소화학종 중 AsC

를 제외한 나머지 5종의 비소화학종들이 모두 확인되었으며,AsB의 함량이 가장

많았고,미량의 무기비소들이 검출되었다고 하였으나 본 연구에서는 AsB와 DMA

를 제외한 다른 비소화학종들은 확인되지 않았다.미역에서는 AsB가 0.24±0.02

(0.06～0.69)mg/kg,DMA는 0.03±0.004(ND～0.15)mg/kg로 검출되었다(Fig.36,

Table40).

김,다시마,미역 등의 시료와는 달리 모자반과 톳에서 검출된 비소화학종들은

대부분이 무기비소 형태인 As(Ⅴ)가 확인되었다.모자반의 비소화학종은 As(Ⅴ)가

5.28±0.12 (4.54～5.94)mg/kg으로 대부분을 차지하였으며,그 다음으로 AsB가

0.14±0.003(0.13～0.16)mg/kg,As(Ⅲ)가 0.07±0.001(0.06～0.08)mg/kg의 함량을

보였다(Fig.37,Table41).

Yokoi등(82)은 모자반과의 식물인 톳의 식이 독성을 확인하는 실험에서 다른 모

자반과 식물들의 중금속 함량에 대한 문헌적 고찰을 통해 모자반의 비소 함량을

조사하였는데 As(Ⅲ)은 0.91～6.4mg/kg,As(Ⅴ)는 4.3～67.7mg/kg의 함량을 보였

으며,총 비소 함량의 44.7～100%로 큰 비중을 차지하는 것으로 보고하였다.또한

Almela등(134)은 모자반속의 해조류에서 무기비소가 총 비소 함량의 72% 까지 차

지한다고 보고하였다.

톳은 모자반과에 속하는 해조류로 모자반과 유사한 비소화학종의 분포를 보인다.

톳의 비소 분석결과 As(Ⅴ)2.13±1.39(0.22～6.21)mg/kg과 As(Ⅲ)0.14±0.17(0.0

0～0.53)mg/kg으로 무기비소종이 총 비소 함량의 87.8% (2.59±1.46mg/kg)를 차

지하며,특히 As(Ⅴ)가 주요 비소화학종으로 확인되었다(Fig.38,Table42).김 등

(19)의 연구에서는 톳의 총 비소 함량 3.84mg/kg중 As(Ⅴ)가 3.36mg/kg으로 전

체비소 함량의 약 86%를 차지한다고 하여 본 연구와 유사한 결과를 보였다.또한

일본 근해에 서식하는 톳(Hizikiafusiforme)의 총 비소 함유량이 134mg/kg에 이

르며,무기비소의 함유 비율도 약 60%에 이른다.M.M.Bonillasimon등(48)은 톳

에서는 As(V)만이 검출 되었고 그 함량은 총 비소 77mg/kg중 62mg/kg으로 전

체 약 81%라고 보고하여 본 실험과 유사하였다.또한,Yokoi등(82)은 문헌적으로
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조사한 한국,중국,일본에서 서식하는 톳의 비소 함량 분석결과 평균 총 비소 함

량이 53.3 (36～79.8;최저～최고)mg/kg 중 무기비소 함량이 44.5 (30.7～69)

mg/kg으로 전체의 약 83%를 차지하였고 As(Ⅲ)은 5.06mg/kg,As(Ⅴ)는 44.56

mg/kg으로 개별화학종으로는 As(Ⅴ)가 대부분을 차지하였다고 보고하였다.

이와 같이 해조류 중 주요 비소화학종이 차이를 보이는 이유는 일부 해조류들

내부에 무기비소가 유기비소로 변환되는 대사적 변환과정이 일어나지 않으며,이는

유전적 능력의 부족,대사적 변환과정에 필요한 에너지의 과다,그리고 외부 포식

자로부터 자신을 보호하기 위한 방어기작 등의 여러 가지 이유로 세포내부에 무기

비소를 축적하는 것으로 추측된다(58).
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AsB

DMA

Fig.34.Chromatogram ofarsenicspeciesinlaver.

AsB

DMA

Unknown

Fig.35.Chromatogram ofarsenicspeciesinseatangle.
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DMA

AsB

Fig.36.Chromatogram ofarsenicspeciesinseamustard.

As(Ⅴ)

As(Ⅲ)

Fig.37.Chromatogram ofarsenicspeciesingulfweed.
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As(Ⅴ)

As(Ⅲ)

Fig.38.Chromatogram ofarsenicspeciesinhijiki.
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Table38.Concentrationofarsenicspeciesinlaver

unit:mg/kg

No.a AsCb AsBc As(Ⅲ)d DMAe MMAf As(Ⅴ)g
Total

oAsh iAsi Sum

1 NDj 0.08 ND 0.14 ND ND 0.22 ND 0.22

2 ND 0.48 ND 0.03 ND ND 0.51 ND 0.51

3 ND 0.73 ND 0.12 ND ND 0.85 ND 0.85

4 ND 0.57 ND 0.03 ND ND 0.60 ND 0.60

5 ND 0.11 ND 0.20 ND ND 0.31 ND 0.31

6 ND 1.08 ND 0.19 ND ND 1.27 ND 1.27

7 ND 1.07 ND 0.19 ND ND 1.26 ND 1.26

8 ND 1.04 ND 0.18 ND ND 1.22 ND 1.22

9 ND 0.24 ND 0.07 ND ND 0.31 ND 0.31

10 ND 0.35 ND 0.02 ND ND 0.36 ND 0.36

11 ND 0.40 ND 0.02 ND ND 0.41 ND 0.41

12 ND 0.15 ND 0.04 ND ND 0.19 ND 0.19

13 ND 0.66 ND 0.14 ND ND 0.81 ND 0.81

14 ND 0.77 ND 0.19 ND ND 0.96 ND 0.96

15 ND 0.14 ND 0.05 ND ND 0.19 ND 0.19

16 ND 0.37 ND 0.02 ND ND 0.38 ND 0.38

17 ND 0.23 ND 0.04 ND ND 0.27 ND 0.27

18 ND 0.74 ND 0.15 ND ND 0.89 ND 0.89

19 ND 0.23 ND 0.07 ND ND 0.30 ND 0.30

20 ND 0.67 ND 0.12 ND ND 0.79 ND 0.79

21 ND 1.14 ND 0.22 ND ND 1.36 ND 1.36

22 ND 0.36 ND 0.02 ND ND 0.38 ND 0.38

23 ND 0.35 ND 0.04 ND ND 0.39 ND 0.39

24 ND 0.17 ND 0.03 ND ND 0.19 ND 0.19

25 ND 0.15 ND 0.01 ND ND 0.16 ND 0.16

26 ND 0.98 ND 0.19 ND ND 1.17 ND 1.17

27 ND 0.18 ND 0.05 ND ND 0.23 ND 0.23

28 ND 0.56 ND 0.09 ND ND 0.66 ND 0.66

29 ND 0.19 ND 0.04 ND ND 0.24 ND 0.24

30 ND 1.08 ND 0.19 ND ND 1.27 ND 1.27

aNo.: number, bAsC: arsenocholine, cAsB: arsenobetaine, dAs(Ⅲ): arsenite, eDMA:
dimethylarsinate,fMMA:monomethylarsonate,gAs(Ⅴ):arsenate,hoAs:Organicarsenic,iiAs:
Inorganicarsenic,jND:notdetected
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Table38.Coneinued

unit:mg/kg

No.a AsCb AsBc As(Ⅲ)d DMAe MMAf As(Ⅴ)g
Total

oAs
h

iAs
i

Sum

31 ND
j

0.56 ND 0.03 ND ND 0.59 ND 0.59

32 ND 0.26 ND 0.08 ND ND 0.34 ND 0.34

33 ND 0.33 ND 0.0 ND ND 0.34 ND 0.34

34 ND 0.40 ND 0.03 ND ND 0.44 ND 0.44

35 ND 0.53 ND 0.01 ND ND 0.54 ND 0.54

36 ND 0.44 ND 0.01 ND ND 0.45 ND 0.45

37 ND 0.95 ND 0.40 ND ND 1.35 ND 1.35

38 ND 0.33 ND 0.03 ND ND 0.36 ND 0.36

39 ND 0.26 ND 0.05 ND ND 0.30 ND 0.30

40 ND 0.26 ND 0.02 ND ND 0.28 ND 0.28

41 ND 0.66 ND 0.12 ND ND 0.77 ND 0.77

42 ND 0.33 ND 0.01 ND ND 0.34 ND 0.34

43 ND 0.32 ND 0.02 ND ND 0.34 ND 0.34

44 ND 0.24 ND 0.06 ND ND 0.30 ND 0.30

45 ND 0.26 ND 0.05 ND ND 0.30 ND 0.30

46 ND 0.26 ND 0.06 ND ND 0.32 ND 0.32

47 ND 0.29 ND 0.02 ND ND 0.31 ND 0.31

48 ND 0.19 ND 0.02 ND ND 0.21 ND 0.21

49 ND 0.95 ND 0.19 ND ND 1.14 ND 1.14

50 ND 0.26 ND 0.10 ND ND 0.36 ND 0.36

51 ND 1.05 ND 0.20 ND ND 1.25 ND 1.25

52 ND 0.16 ND 0.04 ND ND 0.21 ND 0.21

53 ND 0.25 ND 0.06 ND ND 0.30 ND 0.30

Mean - 0.47 - 0.08 - - 0.55 - 0.55

SEMk - 0.04 - 0.01 - - 0.05 - 0.05

aNo.: number, bAsC: arsenocholine, cAsB: arsenobetaine, dAs(Ⅲ): arsenite, eDMA:
dimethylarsinate,fMMA:monomethylarsonate,gAs(Ⅴ):arsenate,hoAs:Organicarsenic,iiAs:
Inorganicarsenic,jND:notdetected,kSEM:standarserrorofmean
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Table39.Concentrationofarsenicspeciesinseatangle

unit:mg/kg

No.a AsCb AsBc As(Ⅲ)d DMAe MMAf As(Ⅴ)g
Total

oAsh iAsi Sum

1 NDj 1.01 ND 0.058 ND ND 1.07 ND 1.07

2 ND 0.05 ND 0.014 ND ND 0.07 ND 0.07

3 ND 0.18 ND 0.016 ND ND 0.19 ND 0.19

4 ND 0.69 ND 0.021 ND ND 0.71 ND 0.71

5 ND 0.40 ND 0.029 ND ND 0.43 ND 0.43

6 ND 1.17 ND 0.071 ND ND 1.24 ND 1.24

7 ND 0.16 ND 0.017 ND ND 0.17 ND 0.17

8 ND 0.25 ND 0.019 ND ND 0.27 ND 0.27

9 ND 0.24 ND 0.010 ND ND 0.25 ND 0.25

10 ND 0.49 ND 0.036 ND ND 0.52 ND 0.52

11 ND 0.63 ND 0.041 ND ND 0.67 ND 0.67

12 ND 0.37 ND 0.065 ND ND 0.43 ND 0.43

13 ND 0.27 ND 0.018 ND ND 0.29 ND 0.29

14 ND 0.15 ND 0.024 ND ND 0.18 ND 0.18

15 ND 0.20 ND 0.012 ND ND 0.21 ND 0.21

16 ND 0.25 ND 0.010 ND ND 0.26 ND 0.26

17 ND 0.40 ND 0.046 ND ND 0.45 ND 0.45

18 ND 0.30 ND 0.012 ND ND 0.31 ND 0.31

19 ND 0.74 ND 0.071 ND ND 0.81 ND 0.81

20 ND 0.92 ND 0.057 ND ND 0.98 ND 0.98

21 ND 0.75 ND 0.050 ND ND 0.80 ND 0.80

22 ND 0.56 ND 0.033 ND ND 0.59 ND 0.59

23 ND 1.45 ND 0.069 ND ND 1.52 ND 1.52

24 ND 0.38 ND 0.017 ND ND 0.40 ND 0.40

25 ND 0.69 ND 0.014 ND ND 0.70 ND 0.70

aNo.: number, bAsC: arsenocholine, cAsB: arsenobetaine, dAs(Ⅲ): arsenite, eDMA:
dimethylarsinate,fMMA:monomethylarsonate,gAs(Ⅴ):arsenate,hoAs:Organicarsenic,iiAs:
Inorganicarsenic,jND:notdetected
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Table39.Coneinued

unit:mg/kg

No.a AsCb AsBc As(Ⅲ)d DMAe MMAf As(Ⅴ)g
Total

oAsh iAsi Sum

26 ND
j

0.87 ND 0.054 ND ND 0.92 ND 0.92

27 ND 0.11 ND 0.011 ND ND 0.13 ND 0.13

28 ND 0.53 ND 0.017 ND ND 0.55 ND 0.55

29 ND 0.45 ND 0.040 ND ND 0.49 ND 0.49

30 ND 0.64 ND 0.030 ND ND 0.67 ND 0.67

31 ND 0.25 ND 0.017 ND ND 0.27 ND 0.27

32 ND 0.47 ND 0.008 ND ND 0.48 ND 0.48

33 ND 0.57 ND 0.026 ND ND 0.60 ND 0.60

34 ND 0.36 ND 0.001 ND ND 0.37 ND 0.37

35 ND 0.35 ND 0.024 ND ND 0.38 ND 0.38

36 ND 0.43 ND 0.005 ND ND 0.43 ND 0.43

37 ND 0.61 ND 0.004 ND ND 0.62 ND 0.62

38 ND 0.70 ND 0.018 ND ND 0.72 ND 0.72

39 ND 0.73 ND 0.016 ND ND 0.75 ND 0.75

40 ND 0.14 ND 0.027 ND ND 0.17 ND 0.17

41 ND 0.18 ND 0.010 ND ND 0.19 ND 0.19

42 ND 0.70 ND 0.012 ND ND 0.71 ND 0.71

43 ND 0.13 ND 0.002 ND ND 0.13 ND 0.13

44 ND 0.44 ND 0.012 ND ND 0.45 ND 0.45

45 ND 0.61 ND 0.008 ND ND 0.62 ND 0.62

Mean - 0.49 - 0.03 - - 0.51 - 0.51

SEMk - 0.04 - 0.003 - - 0.05 - 0.05

aNo.: number, bAsC: arsenocholine, cAsB: arsenobetaine, dAs(Ⅲ): arsenite, eDMA:
dimethylarsinate,fMMA:monomethylarsonate,gAs(Ⅴ):arsenate,hoAs:Organicarsenic,iiAs:
Inorganicarsenic,jND:notdetected,kSEM:standarserrorofmean
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Table40.Concentrationofarsenicspeciesinseamustard

unit:mg/kg

No.
a

AsC
b

AsB
c

As(Ⅲ)
d

DMA
e

MMA
f
As(Ⅴ)

g
Total

oAsh iAsi Sum

1 ND
j

0.11 ND ND ND ND 0.11 ND 0.11 

2 ND 0.20 ND 0.009 ND ND 0.21 ND 0.21 

3 ND 0.33 ND 0.011 ND ND 0.34 ND 0.34 

4 ND 0.37 ND 0.012 ND ND 0.38 ND 0.38 

5 ND 0.13 ND ND ND ND 0.13 ND 0.13 

6 ND 0.41 ND 0.013 ND ND 0.42 ND 0.42 

7 ND 0.06 ND 0.003 ND ND 0.07 ND 0.07

8 ND 0.32 ND 0.012 ND ND 0.33 ND 0.33 

9 ND 0.26 ND 0.016 ND ND 0.27 ND 0.27 

10 ND 0.38 ND 0.015 ND ND 0.39 ND 0.39 

11 ND 0.10 ND ND ND ND 0.10 ND 0.10 

12 ND 0.31 ND 0.005 ND ND 0.31 ND 0.31 

13 ND 0.08 ND ND ND ND 0.08 ND 0.08

14 ND 0.19 ND 0.009 ND ND 0.20 ND 0.20 

15 ND 0.26 ND 0.009 ND ND 0.27 ND 0.27 

16 ND 0.17 ND 0.007 ND ND 0.18 ND 0.18 

17 ND 0.28 ND 0.008 ND ND 0.28 ND 0.28 

18 ND 0.21 ND 0.001 ND ND 0.21 ND 0.21 

19 ND 0.38 ND 0.022 ND ND 0.40 ND 0.40 

20 ND 0.28 ND 0.028 ND ND 0.31 ND 0.31 

21 ND 0.48 ND 0.013 ND ND 0.50 ND 0.50 

22 ND 0.41 ND 0.008 ND ND 0.41 ND 0.41 

23 ND 0.34 ND 0.011 ND ND 0.35 ND 0.35 

24 ND 0.12 ND 0.008 ND ND 0.13 ND 0.13 

25 ND 0.29 ND 0.018 ND ND 0.31 ND 0.31 

aNo.: number, bAsC: arsenocholine, cAsB: arsenobetaine, dAs(Ⅲ): arsenite, eDMA:
dimethylarsinate,fMMA:monomethylarsonate,gAs(Ⅴ):arsenate,hoAs:Organicarsenic,iiAs:
Inorganicarsenic,jND:notdetected
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Table40.Coneinued

unit:mg/kg

No.a AsCb AsBc As(Ⅲ)d DMAe MMAf As(Ⅴ)g
Total

oAs
h

iAs
i

Sum

26 ND
j

0.31 ND 0.011 ND ND 0.32 ND 0.32 

27 ND 0.35 ND 0.024 ND ND 0.38 ND 0.38 

28 ND 0.18 ND 0.004 ND ND 0.18 ND 0.18 

29 ND 0.18 ND 0.016 ND ND 0.20 ND 0.20 

30 ND 0.15 ND 0.014 ND ND 0.17 ND 0.17 

31 ND 0.37 ND 0.070 ND ND 0.44 ND 0.44

32 ND 0.17 ND ND ND ND 0.17 ND 0.17

33 ND 0.12 ND 0.005 ND ND 0.13 ND 0.13

34 ND 0.29 ND 0.001 ND ND 0.29 ND 0.29

35 ND 0.16 ND 0.040 ND ND 0.20 ND 0.20

36 ND 0.16 ND 0.039 ND ND 0.20 ND 0.20

37 ND 0.31 ND 0.075 ND ND 0.39 ND 0.39

38 ND 0.21 ND 0.039 ND ND 0.25 ND 0.25

39 ND 0.21 ND 0.039 ND ND 0.25 ND 0.25

40 ND 0.08 ND 0.002 ND ND 0.08 ND 0.08

41 ND 0.17 ND ND ND ND 0.17 ND 0.17

42 ND 0.31 ND 0.082 ND ND 0.39 ND 0.39

43 ND 0.14 ND 0.046 ND ND 0.19 ND 0.19

44 ND 0.14 ND 0.045 ND ND 0.19 ND 0.19

45 ND 0.69 ND 0.13 ND ND 0.82 ND 0.82

46 ND 0.19 ND 0.058 ND ND 0.24 ND 0.24

47 ND 0.28 ND 0.006 ND ND 0.28 ND 0.28

48 ND 0.07 ND 0.045 ND ND 0.12 ND 0.12

49 ND 0.40 ND 0.15 ND ND 0.55 ND 0.55

50 ND 0.37 ND 0.097 ND ND 0.47 ND 0.47

aNo.: number, bAsC: arsenocholine, cAsB: arsenobetaine, dAs(Ⅲ): arsenite, eDMA:
dimethylarsinate,fMMA:monomethylarsonate,gAs(Ⅴ):arsenate,hoAs:Organicarsenic,iiAs:
Inorganicarsenic,jND:notdetected
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Table40.Coneinued

unit:mg/kg

No.a AsCb AsBc As(Ⅲ)d DMAe MMAf As(Ⅴ)g
Total

oAs
h

iAs
i

Sum

51 ND
j

0.22 ND 0.004 ND ND 0.22 ND 0.22

52 ND 0.17 ND 0.039 ND ND 0.21 ND 0.21

53 ND 0.19 ND 0.056 ND ND 0.24 ND 0.24

54 ND 0.09 ND 0.007 ND ND 0.09 ND 0.09

55 ND 0.23 ND 0.065 ND ND 0.29 ND 0.29

56 ND 0.5 ND 0.040 ND ND 0.63 ND 0.63

57 ND 0.20 ND 0.004 ND ND 0.20 ND 0.20

58 ND 0.25 ND 0.004 ND ND 0.26 ND 0.26

59 ND 0.15 ND 0.039 ND ND 0.19 ND 0.19

60 ND 0.12 ND 0.002 ND ND 0.13 ND 0.13

Mean - 0.24 - 0.03 - - 0.27 - 0.27

SEMk - 0.02 - 0.004 - - 0.02 - 0.02

aNo.: number, bAsC: arsenocholine, cAsB: arsenobetaine, dAs(Ⅲ): arsenite, eDMA:
dimethylarsinate,fMMA:monomethylarsonate,gAs(Ⅴ):arsenate,hoAs:Organicarsenic,iiAs:
Inorganicarsenic,jND:notdetected,kSEM:standarserrorofmean
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Table41.Concentrationofarsenicspeciesingulfweed

unit:mg/kg

No.a AsCb AsBc As(Ⅲ)d DMAe MMAf As(Ⅴ)g
Total

oAsh iAsi Sum

1 ND
j

0.13 0.066 ND ND 5.21 0.13 5.27 5.40 

2 ND 0.13 0.063 ND ND 5.92 0.13 5.98 6.11  

3 ND 0.14 0.069 ND ND 4.83 0.14 4.90 5.04  

4 ND 0.13 0.065 ND ND 5.00 0.13 5.06 5.19  

5 ND 0.16 0.066 ND ND 5.94 0.16 6.01 6.17  

6 ND 0.14 0.066 ND ND 4.88 0.14 4.95 5.09  

7 ND 0.15 0.075 ND ND 5.55 0.15 5.63 5.78  

8 ND 0.13 0.065 ND ND 5.93 0.13 5.99 6.13  

9 ND 0.15 0.079 ND ND 4.84 0.15 4.92 5.07  

10 ND 0.15 0.063 ND ND 5.68 0.15 5.74 5.90  

11 ND 0.16 0.065 ND ND 4.92 0.16 4.98 5.14  

12 ND 0.13 0.065 ND ND 5.38 0.13 5.44 5.58  

13 ND 0.14 0.063 ND ND 5.24 0.14 5.30 5.44  

14 ND 0.16 0.064 ND ND 5.35 0.16 5.41 5.58  

15 ND 0.16 0.070 ND ND 4.54 0.16 4.61 4.77  

Mean - 0.14 0.07 - - 5.28 0.14 5.35 5.50

SEMk - 0.003 0.001 - - 0.12 0.003 0.12 0.12

aNo.: number, bAsC: arsenocholine, cAsB: arsenobetaine, dAs(Ⅲ): arsenite, eDMA:
dimethylarsinate,fMMA:monomethylarsonate,gAs(Ⅴ):arsenate,hoAs:Organicarsenic,iiAs:
Inorganicarsenic,jND:notdetected,kSEM:standarserrorofmean
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Table42.Concentrationofarsenicspeciesinhijiki

unit:mg/kg

No.a AsCb AsBc As(Ⅲ)d DMAe MMAf As(Ⅴ)g
Total

oAsh iAsi Sum

1 ND
j

0.06 0.41 0.70 ND 0.86 0.76 1.27 2.03 

2 ND 0.04 0.35 0.46 ND 2.86 0.50 3.22 3.71 

3 ND 0.34 0.18 1.43 ND 2.96 1.78 3.14 4.92 

4 ND 0.05 0.12 0.50 ND 0.27 0.54 0.39 0.94 

5 ND 0.03 0.10 0.63 ND 2.83 0.66 2.93 3.59 

6 ND 0.02 0.04 0.52 ND 1.38 0.54 1.42 1.95 

7 ND 0.01 0.15 0.54 ND 0.63 0.55 0.78 1.32 

8 ND 0.01 0.04 0.43 ND 0.22 0.44 0.26 0.70 

9 ND 0.08 0.04 0.48 ND 1.30 0.56 1.34 1.90 

10 ND 0.01 0.11 1.12 ND 1.18 1.13 1.29 2.42 

11 ND 0.05 0.44 ND ND 4.27 0.05 4.71 4.76 

12 ND 0.07 0.07 ND ND 1.48 0.07 1.55 1.62 

13 ND 0.16 0.18 ND ND 2.56 0.16 2.74 2.90 

14 ND 0.04 0.44 ND ND 4.38 0.04 4.83 4.86 

15 ND 0.12 ND ND ND 1.16 0.12 1.16 1.28 

16 ND 0.12 ND ND ND 1.51 0.12 1.51 1.63 

17 ND 0.02 ND ND ND 1.48 0.02 1.48 1.50 

18 ND 0.03 0.28 ND ND 1.64 0.03 1.92 1.95 

19 ND 0.04 0.33 ND ND 6.21 0.04 6.54 6.58 

20 ND 0.06 ND ND ND 1.05 0.06 1.05 1.12 

21 ND 0.04 ND ND ND 3.23 0.04 3.23 3.27 

22 ND 0.05 0.53 ND ND 2.58 0.05 3.11 3.16 

23 ND 0.06 ND ND ND 0.86 0.06 0.86 0.92 

24 ND 0.08 ND ND ND 2.83 0.08 2.83 2.91 

25 ND 0.06 ND ND ND 3.59 0.06 3.59 3.65 

26 ND 0.09 ND ND ND 2.04 0.09 2.04 2.12 

27 ND 0.05 ND ND ND 2.20 0.05 2.20 2.24 

Mean - 0.07 0.14 0.25 - 2.13 0.32 2.27 2.59

SEMk - 0.01 0.03 0.07 - 0.27 0.08 0.28 0.28

aNo.: number, bAsC: arsenocholine, cAsB: arsenobetaine, dAs(Ⅲ): arsenite, eDMA:
dimethylarsinate,fMMA:monomethylarsonate,gAs(Ⅴ):arsenate,hoAs:Organicarsenic,iiAs:

Inorganicarsenic,jND:notdetected,kSEM:standarserrorofmean
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제5장 요 약

중금속은 인간의 건강을 위협하는 물질로 간주되면서 중요한 관리 대상이 되고

있지만 주위 환경에 일정 농도 존재하며,인간은 항상 이러한 환경에 노출되어 있

다.

우리가 섭취하는 해조류는 다른 식용식물 보다 풍부한 무기질을 함유하고 있으

며,항산화,항균,항암,항응고,항염증 등 여러 가지 활성이 연구되어지고 밝혀지

고 있다.그러나 해조류는 바다라는 특수한 환경에 둘러싸여 있어 중금속 노출에

대한 잠재적 위해성을 가지고 있다.특히 비소의 경우 육상 동․식물의 존재 범위

보다 고농도로 존재하고 있어 중요한 위해요인이 되고 있다.

JECFA,EPA,ATSDR등과 같은 식품,환경,질병 등 광범위한 분야의 관련 기

구에서는 비소의 위해성을 규정하고 중요한 위험물질로 등록․관리하고 있다.특

히,국제암연구소(IARC)에서는 무기비소를 1급 발암물질로 규정하고 있다.하지만

이러한 위험성에도 불구하고 현재 우리나라에서는 식품 중 캡슐류(1.5mg/kg이

하),식염류(0.5mg/kg이하),식용유지류(0.1mg/kg이하)등에서만 비소의 허용기

준이 설정되어 있을 뿐 농산물이나 수산물 등 주요 다소비 식품에 대한 기준 및

규격은 정해지지 않고 있다.

비소는 산화상태 및 결합하고 있는 화합물의 형태에 따라 독성도가 달라 이들이

인체에 미치는 영향 또한 다르므로 유기비소의 함량이 많은 수산물에 대해 단순한

비소의 총량적 개념으로는 인체에 대한 위해성을 판단하기는 어렵다.따라서 고농

도 비소 함유 식품으로 알려진 해조류를 대상으로 비소의 총량 및 각각의 화학종

에 대한 분석법 마련을 위해 모니터링을 실시하였다.

해조류의 총비소 분석을 위한 전처리 방법(wet,wet-sonication,microwave

digestion)및 분석방법(ICP-OES,ICP-MS),6가지 비소화학종 분리․분석을 위한

시료 추출(methanol,ethanol,HNO3),정제(membranefilter,SPEcartridge),분리

(mobilephase,Ion-exchangecolumn),분석(HPLC-ICP-MS)등의 최적 분석조건

을 수립하고자 하였다.위와 같은 분석과정의 검증을 통해 실험결과를 도출하고 다
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음과 같은 결론을 얻었다.

1.해조류의 총비소 함량을 확인하기 위한 전처리 방법으로 일반습식분해법,

sonication을 적용한 습식분해법 그리고 microwave분해법을 비교하였으며,모

두 96.7～99.3%의 회수율을 보여 시료분해를 위한 적합한 분해방법들로 확인

되었다.

2.총 비소 함량 분석은 질량분석기(MS)를 이용한 높은 감도와 DRCmode를 이

용한 간섭물질(40Ar35Cl+등)의 선택적 제거 등의 장점을 가지고 있는 ICP-MS

를 이용하였으며,조사대상 시료에 대한 평균 총 비소 함량은 김,다시마,미

역,톳 그리고 모자반이 각각 2.07,3.07,1.84,4.49그리고 6.48mg/kg으로 확

인되었다.

3.비소종분리 분석을 위해서는 시료에서 비소화합물의 형태 변화 없이 추출 하

여야 한다.시료 분석을 위해 분말화 하였고,이를 H2O,50% methanol그리

고 30% ethanol(모든 용매는 1% HNO3에 희석함)를 이용하여 추출효율을 비

교하였다.측정의 정확도를 측정하기 위해 CRM (DORM-2)을 각 용매별로

추출하였고, HPLC-ICP-MS를 이용한 확인 결과 30% ethanol과 50%

methanol(1% HNO3)등의 유기용매에 의한 추출이 검출감도가 좋았으며,그

중 50% methanol을 이용한 추출법이 가장 검출감도가 좋았다.

4. 비소화학종의 분리․분석에는 총비소 분석과 달리 산용액을 사용하지 않기

때문에 많은 불순물이 존재하고,이 추출물을 HPLC나 ICP-MS에 직접 주입

할 경우 column이나 시료주입장치의 막힘,검출기의 오염 등이 발생하여 분석

결 및 장비의 유지에 나쁜 영향을 준다.이를 방지하기 위해 여과(정제)의 과

정이 필요하며,여과의 효율성과 결과의 정확성을 확인하기 위해 인증표준물

질 NMIJ7503-a를 50% methanol(1% HNO3)로 추출하고 원심분리 한 후 상

징액을 0.45µm membranefilter와 OasisMAX cartridge로 여과하여 비교실



- 134 -

험을 하였다.분석 결과 SPE방법에서는 As(Ⅲ),DMA그리고 As(Ⅴ)의 회수

율이 각각 103.1%,101.8%와 94.4% 였으며,membrane filter의 방법은

103.0%,104.5% 그리고 91.8%로 두 방법 모두 높은 정확성을 보였다.그러나

실험의 신속성과 간편성을 고려할 경우 membranefilter를 이용한 방법이

cartridge를 이용한 여과 방법보다 효과적이라고 생각한다.

5.비소화학종은 화합물의 형태에 따라서 각각 다른 pH 범위를 가지고 있고

zwitterion인 arsenobetaine을 제외한 나머지 5가지 비소화학종은 알칼리성 이

동상 안에 음이온 형태로 존재할 경우 음이온 교환 column에 적합한 일정한

해리 범위를 가지고 있어 이의 분리를 위해 anionexchangecolumn을 사용하

였고다.용매의 용리조건은 단일용매를 사용하는 isocratic방법이 편리하나 분

석하고자 하는 비소화학종의 분리가 되지 않는 단점이 있었다.따라서 본 연

구에서는 chromatogram상의 각 비소화학종의 검출 peak이 중복되지 않도록

용매를 조절할 수 있는 gradient방법으로 이동상 조건[A용매;ammonium

bicarbonate (2 mM,pH 8.0),B용매;ammonium nitrate + ammonium

phosphate(20mM,pH9.2)]을 설정하여 분석하였다.

6.앞서 확립된 최적 분석조건으로 국내에서 유통 중인 해조류 시료 200건을

HPLC-ICP-MS를 이용하여 비소화학종을 분리・분석하였다.김,다시마,미역

시료에서 확인된 비소화합물은 arsenobetaine(AsB)과 dimethylarsenicacid

(DMA)로 AsB의 함량(약 85～98%)이 가장 높게 확인되었으며,arsenocholine

(AsC)과 무기비소인 arsenite[As(Ⅲ)],Arsenate[As(Ⅴ)]는 확인되지 않았다.

이와 달리 모자반과에 속하는 모자반과 톳에서는 무기비소형태인 As(Ⅴ),As

(Ⅲ)과 유기비소형태인 AsB와 DMA가 확인되었으며,주요 비소화합물로는 무

기비소인 As(Ⅴ)가 각각 93%와 82%로 가장 높은 함량을 보였다.

이상의 실험 결과 해조류의 총 비소 함량과 비소화학종들의 분리・분석 결과를

얻기 위해 수립된 시료 전처리 조건(습식분해,비소화학종 추출 및 분석 조건)및
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ICP-MS와 HPLC-ICP-MS의 분석 조건은 여러 연구의 결과들과 유사한 경향을

보였으며,인증표준물질들에 대한 높은 정확성과 정밀성을 보였다.수립된 분석 조

건을 활용한다면 해조류뿐만 아니라 다른 식품들에 대한 신속하고 정확한 모니터

링에도 유용할 것으로 판단된다.하지만 본 논문에서 아쉬웠던 점은 대부분의 해

조류가 대사과정을 거치며 유기비소 형태를 보이는 것과는 달리,모자반과 식물인

톳과 모자반의 경우에는 특이적으로 무기비소 형태가 주요 비소종으로 확인되었으

나,이들 해조류의 생물학적 흡착능력과 내부 생화학적 변화를 구명하지 못한 것

이다.앞으로 더 많은 연구를 통해 이들 특성이 구명된다면,건강에 대한 관심증가

로 섭취량이 늘어나고 있으며,건강기능식품,항균・항생물질,바이오 연료 개발

등의 목적으로 산업적인 이용이 증가하고 있는 해조류의 활용에 큰 도움이 될 것

으로 생각된다.
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힘든 실험실생활 동안 항상 서로에게 의지가 되며,지금은 즐거웠던 기억밖에 남

아있지 않게 만들어준 인생의 가장 소중한 시간을 같이 나눈 식품분석실 식구들에

게도 고마운 마음을 전하고자 합니다.언제나 든든한 선배님들인 박은령 박사님,이

혜정 박사님 그리고 송현파 박사님,나보다 어리지만 누나 같은 김준형 박사님,언

제 봐도 편한 친구 같은 노기미 박사님,내 잘못으로 너무 힘들었을,그래서 항상

미안하고 고마운 심성례 박사님,언제나 즐거움을 주고 묵묵히 열심히 하는 양수형

선생님,모든 일에 최선을 다하는 인민이,멀리서 열심히 일하는 재성이,성화,학위

를 받으셨으면서도 중요한 자리에 항상 참석하셔서 챙겨주시고 힘이 되어 주시는
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전동복 박사님,직장일과 학업을 병행하시느라 고생이 많으신 슈퍼우먼 홍영신 선생

님,실험실에 큰 힘이 되어주시는 홍준호 선생님,그리고 방장으로 그 많은 일을 도

맡아 하면서도 밝은 표정을 잃지 않는 지연이,두말할 것 없이 열심히 하는 은영이,

실험실의 손발이 되고 있는 든든한 막내 상열이,태구,윤미,타국에 와서 고생이 많

은 Mr.Khan,Mr.Girum (Thankyou!)그리고 한 식구 같은 김두배 선생님,소세

영 선생님과 식품영양학과 모든 선・후배님들께도 감사의 마음을 전합니다.

또한,대학생활 동안 든든하게 큰아버지 같이 격려해주신 정양모 박사님,김관수

박사님,그리고 삼촌은 마음으로 늘 걱정해 주시고,조언해 주신 한규재 박사님,정

찬희 교수님,홍철희 교수님,마지막으로 정말 친 이모님 같이 챙겨주시고 격려해

주신 전삼녀 박사님께 진심어린 감사 인사를 드립니다.

언제나 큰 힘이 되는 맏형 원이형,믿음직한 민석이,젊은 엄마 다운이 그리고

동생 잘 챙겨주는 준은이형,정은 박사님께도 진심으로 감사드립니다.

전라남도 수산업 발전을 위해 불철주야 노력하시는 해양수산과학원 이인곤 원장

님,학업을 무사히 마칠 수 있도록 배려해주신 최정배 센터장님,맡은 업무에 항상

최선을 다하고 적극적으로 임하시는 전영호,주우형 계장님,김은희,이정호 주무관

님,명승우 선장님,송창호 기관장님,선우미화 주무관님,이진희 연구사님,그리고

박순호 사무관님,조주현 계장님께 고마움을 전합니다.

힘들고 방황하던 시기 조언과 격려를 아끼지 않으셨던 조남철 교수님,어머님 같

이 챙겨주신 박세현 선생님,누나 같은 정은애 선생님,그리고 지금도 잊지 않고

챙겨주시는 동강대 식구들에게 감사의 마음을 전합니다.

항상 든든하게 인생의 힘든 순간 언제,어디에서나 기운을 주어 이겨낼 수 있게

힘을 주는 너무 소중한 친구들 인진,광중,지훈,민준,상훈,희석 그리고 현미에게

고마운 마음을 전합니다.

그리고 언제나 뒤에서 든든한 버팀목이 되어주는 우리가족 근철이형,근석이형

그리고 항상 손자 걱정이신 할머니께 오늘의 기쁨을 전하고자 합니다.

마지막으로 항상 자식걱정 때문에 눈을 감으실 날까지 근심을 지고가실 류순기

님과 윤옥순님께 잠시나마 짐을 내려놓고,기쁨이라는 풍선을 어깨에 달아드려 가

슴을 펴고 크게 웃을 수 있는 시간이 되었으면 하는 바람으로 이 논문을 바칩니다.

2014년 7월

류 근 영
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