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T his s tudy evaluates the pretreatment for

analysis of benzidine metabolites in urine by

measuring the recovery rates according to the

temperature and periods of storage of the urine. By

the solid phase extraction, the recovery rates of

b a s ic h y d r o ly s is a r e b e n z id in e 6 7 .4 % ,

monoacetylbenzidine 105.1 %, and diacetylbenzidine

115.8 %, respectively. By the liquid extraction, the

recovery rates of back- extraction into 0.1 M

perchloric acid are benzidine 105.7 %, monoacetylbenzidine

94.2 %, diacetylbenzidine 72.8 %, respectively. T he

differen ce of the recov er y ra tes be tw een the

back- extraction into 0.1 M HCl and 0.1 M

perchloic acid after basic hydrolysis are 101 % and

98.8 % , respectively . W hen the recovery rates

of the urinary samples of pH 3, pH 7, pH 12 at 25

and - 76 are compared for four weeks, there

are no differences according to the temperature and

the periods of storage.

T he above results show that the solid phase

extraction and back- extraction by 0.1 M perchloric

acid after bas ic hydrolys is are suitable for the

analysis of benzidine metabolites. T here are no

difference of the recovery rates of the urinary

samples s tored at 25 and - 76 at pH 3, pH 7,

pH 12, respectively for 28 days.

K ey w ords : benzidine, m onoacety lbenzidine,

diacetylbenzidine, liquid phase extraction, solid

phase extraction, metabolites
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. 서 론

근로자들에 대한 노출량을 파악하기 위해서는 정

확한 작업환경평가가 중요하나 근로자들의 작업량,

작업강도, 호흡량, 개인의 감수성 등을 고려한 실제

노출량을 파악한다는 의미에서 작업환경모니터링과

생물학적모니터링을 함께 실시해야 한다. 특히 벤지

딘은 ‘피부(skin)’표시 물질로 직접 피부와 접촉하여

흡수되기도 하고, 증기 상태일 때도 점막이나 눈을

통하여 흡수되므로 이에 대한 주의를 강조하고 있다

(ACGIH, 1995).

벤지딘은 주로 아세틸화 반응을 통해 모노아세틸

벤지딘과 디아세틸벤지딘 등으로 대사되며, 요에서

벤지딘(free benzidine)으로 4 10 %, 모노 또는 디

아세틸벤지딘으로 7 16%가 배설된다(Baselt, 1997).

흰쥐에 벤지딘, 모노아세틸벤지딘, 디아세틸벤지딘

을 경구 투여하여 간세포의 DNA와의 결합력을 관

찰한 결과 모노아세틸벤지딘, 벤지딘, 디아세틸벤지

딘 순으로 모노아세틸벤지딘의 결합력이 가장 강하

며(Martin 등, 1982), 설치류 실험에서도 벤지딘이 모

노아세틸벤지딘으로 대사되어 발암물질로 작용하며

디아세틸벤지딘은 발암물질로 작용하지 않는다고 하

였다(Babu 등, 1993). Lynn 등(1984)은 동물실험에서

[14C]benzidine의 경구 또는 정맥 투여시 요와 대변으

로 모노아세틸벤지딘, 디아세틸벤지딘, 벤지딘 글루

쿠로나이드, 모노아세틸벤지딘 글루쿠로나이드, N-

히드록시디아세틸벤지딘 글루쿠로나이드, 3-히드록

시디아세틸벤지딘 글루쿠로나이드, 디아세틸벤지딘

및 글루타치온 포합체 등이 주로 배설된다고 한다.

또한 최근 연구에 의하면 벤지딘과 모노아세틸벤지

딘은 간에서 글루쿠로나이드 포합체를 형성하는데

이 물질은 pH 5.3에서 반감기가 4- 5분으로 매우 짧

으며 요를 통해 산성인 요에서 다시 일급아민으로

가수분해되고 방광에서 활성화되어 방광암을 유발한

다고 하였다(Babu 등, 1992; 1993).

근로자의 요 중 다양한 벤지딘의 대사물질을 동시

분석하는 데에는 분석상의 한계점 때문에 Charles

(1991)와 노재훈 등(1995)은 요 중 벤지딘 대사물질

(벤지딘, 모노아세틸벤지딘, 디아세틸벤지딘 등)을

가수분해하여 총 벤지딘으로 분석하였다. 총 벤지딘

분석은 벤지딘의 용량-반응 관계를 설명할 수 있으

며 실제 근로자 요 중 저농도로 검출되는 각각의 벤

지딘 대사물질을 총 벤지딘화하여 낮은 농도의 대사

물질도 분석할 수 있었다. 반면에 벤지딘 대사물질의

독성이 각각 다르게 나타나므로 정확한 독성평가를

위해서는 각각의 벤지딘 대사물질들을 분석하는 것

이 중요하다고 본다.

벤지딘 대사물질의 분석을 위해 다양한 전처리 방

법을 사용하고 있으나 방법에 따른 장단점 및 각각

의 대사물질을 평가하기 위한 목적과 용량-반응관계

를 설명하기 위해서 총 벤지딘으로 분석 할 때 어떠

한 방법이 우수한지는 명확하게 밝혀져 있지 않다.

또한 전처리 및 분석 방법에 따른 회수율, 저장 기간

에 따른 회수율, 산 염기 가수분해에 따른 모노아세

틸벤지딘, 디아세틸벤지딘의 총 벤지딘화 양상 등의

연구가 미흡한 실정이다.

따라서 본 연구의 목적은 요 중 벤지딘 대사물질

즉, 벤지딘, 모노아세틸벤지딘, 디아세틸벤지딘의 전

처리 방법들을 비교하고 요의 pH에 따른 저장 온도

및 저장 기간에 따른 안정성과 회수율을 비교하여

분석 목적에 맞는 전처리 방법을 제시하고자 한다.

. 실험 재료 및 방법

1. 실험 재료 및 분석 기기

일반인의 소변에 벤지딘, 모노아세틸벤지딘, 디아

세틸벤지딘 표준물질을 각각 첨가하여 일정 농도로

만들어 냉장 보관하여 사용하였다.

요중 벤지딘 대사물질의 분석을 위하여 고성능 액

체크로마토그래피 (H ig h per form an ce liqu id

chromatography, HPLC)/자외선 검출기(ultra- violet

detector, UVD, Gilson 118/119)와 전기 화학 검출기
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(electrochemical detector, ECD, Gilson 102)를 동시

사용하였으며 분리관으로는 C18 (5 , 4.6 250 ,

Higgins Analitical, USA)을 사용하였다.

2. 실험 방법

1) 모노아세틸벤지딘의 합성 및 확인

Birner와 Neumann (1988)의 합성방법으로 벤지딘

과 아세트산 무수물을 교반하여 생성된 생성물을 얇

은 막 크로마토그래피를 이용 분리한 후, 표준물질

(벤지딘, 디아세틸벤지딘)과 생성물을 얇은 막 크로

마토그래피와 질량분석검출기가 부착된 가스크로마

토그래피(HP 5890/MSD 5972, USA)로 비교, 확인하

였다.

2) 요 중 벤지딘 대사물질들의 정량분석 조건

HPLC를 이용한 벤지딘 대사물질들의 정량분석을

위한 이동상 선정에 있어서 아세토니트릴과 증류수

1 L에 LiCl 2 g을 녹인 용액을 22대 78의 비율, 메탄

올과 증류수 1 L에 LiCl 2 g을 녹인 용액을 37대 63

의 비율, 메탄올과 0.01 M 암모니움 아세테이트 용

액을 45대 55의 비율로 비교하였으며, ECD를 이용

해 벤지딘, 모노아세틸벤지딘의 분석을 위해 최적 전

위값을 결정하였고, ECD로는 디아세틸벤지딘의 분

석이 불가능하므로 UVD를 이용한 분석을 위해 분

광광도계로 최대 흡수파장을 결정하였다.

3) 고체상 추출법에 따른 회수율 비교

고체상 추출법(Sep- pak, Waters, USA)을 이용한

요의 전처리 방법으로 표준물질을 첨가한 요 10

를 활성화시킨 sep- pak에 통과시켜 메탄올 1.6 로

용출하여 HPLC로 분석한다. 이때 전처리 방법에 따

른 회수율을 비교하기 위해 전처리를 하지 않은 시

료 군, 끓는 수욕 상태에서 2시간 동안 유지한 시료

군, 시료에 NaOH를 첨가하여 pH가 12로 만든 후 염

기 가수분해 한 시료 군, 1 N 염산으로 pH가 3으로

만든 후 산 가수분해 한 시료 군으로 나누어 회수율

을 비교하였다(F ig. 1).

Bz, benzidine; MABz, monoacetylbenzidine;
DABz, diacetylbenzidine.

Fig 1. Pretreatment of benzidine metabolites in
urine(solid phase extraction)

4) 액상 추출법에 따른 회수율 비교

요 중의 벤지딘, 모노아세틸벤지딘, 디아세틸벤지

딘을 각각 분석하는 방법과 염기 가수분해하여 총

벤지딘으로 분석하는 방법으로 나누어 비교하였다.

대사물질을 각각 분석하기 위해 요 시료 2 를

0.1 M 과염소산(1 )으로 역추출하는 방법(염혜경,

1998; Baselt, 1997)과 Brown (1995)을 변형시켜 0.1

M 염산 1 로 역추출하는 방법의 회수율을 비교하

였다.

총 벤지딘으로 분석하기 위해 요 시료 2 에

NaOH 농도가 2 M이 되도록 가하고 끓는 수욕 상태

에서 2시간동안 유지한 후 실온으로 냉각시킨 시료

에 0.1 M 과염소산 1 로 역추출하는 방법과 0.1 M

염산 1 로 역추출하는 방법의 회수율을 비교하였

다(Fig. 2).

5) 대사물질별 저장 기간에 따른 회수율

대사물질의 저장 기간에 따른 회수율을 알아보기
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위해 요 시료를 pH 3, pH 7, pH 12로 만들어 실온

및 냉동 보관하며 7일 간격으로 28일 동안 각각의

시료를 분석하여 회수율을 비교하였다.

6) 통계학적 분석

각각의 전처리 방법에 따른 회수율 비교 및 저장

기간 및 장소에 따른 회수율 비교를 위해 SAS(Statisti

cal Analysis System)를 이용하여 분산분석으로 검

정하였다.

Bz, benzidine; MABz, monoacetylbenzidine;
DABz, diacetylbenzidine; Pa, perchlor ic acid.

Figure 2. Pretreatment of benzidine metabolites in urine
(liquid phase extraction)

. 실험 결과

1. 모노아세틸벤지딘의 합성 확인

에테르 150 에 벤지딘 1g을 녹인 후 200 의 아

세트산 무수물을 첨가하여 생성된 침전물을 표준물

질인 벤지딘, 디아세틸벤지딘과 함께 엷은막 크로마토

그래피로 에틸아세테이트를 전개용매로 하여 각각을

전개시켜 Rf(relative flow rate)값을 비교, 확인하였다.

2. 요중 벤지딘 대사물질들의 정량분석 조건

요중 벤지딘 대사물질인 벤지딘, 모노아세틸벤지

딘, 디아세틸벤지딘을 분석하기위해 이동상을 3가지

조건으로 비교한 결과 메탄올과 증류수 1 에 LiCl 2

g을 녹인 용액을 63대 37의 비율로 하여 1.2 /min

조건으로 하였을 때 요 공시료와의 분리도가 가장

좋게 나타났다(Figure 3).

검출기 선택에 있어서 디아세틸벤지딘은 전기화

학검출기(ECD)로 검출이 되지 않으므로 자외선 검

출기(UVD)를 이용하여 최대흡수 파장인 287nm에서

분석하였고, 벤지딘과 모노아세틸벤지딘은 UVD에

비해 감도가 높은 ECD를 사용하여 최적 전위값 0.8

V로 분석하였다.

Upper : urine blank Lower : Bz, MABz, DABz in urine
Bz: benzidine(100 ng/ ), MABz:monoacetylbenzidine(100 ng/ ),
DABz: diacetylbenzidine(500 ng / ).

Figure 3. Chromatograms of benzidine, monoacetylbenzidine
and diacetylbenzidine in urine by high
performance liquid chromatograph
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3. 전처리 방법에 따른 회수율

1) 고체상 추출법을 이용한 전처리 방법에 따른
회수율 비교

일반 소변 중에 벤지딘, 아세틸벤지딘, 디아세틸벤

지딘의 농도를 100 ng/ , 500 ng/ , 1000 ng/ 의

세 가지로 조제하여 전처리를 하지 않은 시료 군, 끓

는 수욕 중에서 2시간 동안 유지한 시료 군, 시료에

NaOH를 첨가하여 pH 12로 만든 후 염기 가수분해

한 시료 군, 1 N 염산으로 pH 3으로 만든 후 산 가

수분해한 시료 군으로 나누어 회수율을 비교한 결과

전처리를 하지 않은 군의 회수율은 매우 낮았으며

(T able 1), 전처리 방법에 따른 회수율은 통계학적

유의한 차이가 있었다(P< 0.001).

각 군의 회수율은 염기 가수분해 후 가열한 군이

벤지딘 60.5 73.6 , 모노아세틸벤지딘 93.3 117.6

, 디아세틸벤지딘 91.4 140.2 로 가장 높았다.

2) 액상 추출법을 이용한 전처리 방법에 따른
회수율 비교

요 중의 벤지딘, 모노아세틸벤지딘, 디아세틸벤지

딘을 분석하는 방법과 NaOH로 염기 가수분해하여

총 벤지딘으로 분석하는 방법으로 나눈 후 각각의

방법에 대해 에테르 2 로 2회 추출후 0.1 M의 염

산과 0.1 M의 과염소산으로 역추출하는 방법을 비교

하였다(T able 2). 0.1 M 과염소산으로 역추출하여

각각의 물질을 분석하는 방법이 벤지딘은 91.5 119.8

, 모노아세틸벤지딘은 92.1 102.8 , 디아세틸벤

지딘은 70.4 로 0.1 M HCl로 역추출하는 방법보다

높았다.

NaOH로 염기 가수분해하여 총 벤지딘으로 분석

하는 방법에서는 0.1 M 과염소산으로 역추출하는 방

법과 0.1 M 염산으로 역추출하는 방법간의 통계학적

유의한 차이가 없었다(p> 0.05).
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T able 1. Recovery rates of benzidine metabolites by solid phase extraction

Bz MABz DABz

A

a

b
c

30.0 2.5*

12.4 0.4
7.7 0.1

14.6 0.0

3.4 0.9
3.2 0.5

16.2 0.0

3.2 0.0
1.6 0.0

B

a

b
c

58.7 12.3

35.1 3.3
49.4 5.8

99.4 28.9

81.1 8.3
95.5 4.7

132.4 13.2

88.9 11.5
102.3 6.9

C

a

b
c

47.0 3.9

34.9 4.6
44.3 7.1

102.6 10.9

84.0 12.9
88.7 2.9

106.8 5.2

80.8 12.5
83.3 2.9

D

a
b

c

73.6 16.9
60.5 3.5

62.4 5.2

117.6 15.5
107.5 4.4

93.3 5.2

140.2 15.8
119.9 5.2

91.4 5.1

unit , ; * recovery, mean SD; A, no treatment; B, water bath; C, water bath after acid hydrolysis ; D, water
bath after base hydrolys is ; a, 100 ng/ ; b, 500 ng/ ; c, 1000 ng/ ; Bz, benzidine; MABz, monoacetylbenzidine;
DABz, diacetylbenzidine.



3) 요의 pH에 따른 저장 온도 및 저장 기간에
따른 회수율 평가

대사물질별 저장 온도 및 저장 기간에 따른 회수

율을 평가하기 위해 요 시료를 pH 3, pH 7, pH 12로

만들어 실온 및 냉동( - 76 )에서 보관하여 7일 단

위로 28일 동안 분석하여 회수율을 평가하였다.

실온 저장에 따른 회수율 평균의 차이는 없었으며

(p> 0.05), 저장 기간에 따른 회수율 평균의 차이도

없었다(p> 0.05). 실온 저장시 벤지딘의 회수율은

84.6 111.9 , 모노아세틸벤지딘의 회수율은 84.8

114 이며 디아세틸벤지딘의 회수율은 52 70.4

였다(Figure 4).

냉동 저장에 따른 회수율 평균의 차이는 없었으며

(p> 0.05), 저장 기간에 따른 회수율 평균의 차이도

없었다(p> 0.05). 냉동 저장시 벤지딘의 회수율은

87.3 120.8 , 모노아세틸벤지딘의 회수율은 80.9

114 이며 디아세틸벤지딘의 회수율은 55.4

69.6 였다(Figure 5).

실온 저장과 냉동 저장 간 회수율 평균의 차이는

없었다(p> 0.05).

. 고 찰

벤지딘은 직접 피부와 접촉하여 흡수되기도 하고,

증기 상태일 때도 점막이나 눈을 통하여 흡수되며,

또 용액이나 혼합물로 존재할 때도 피부로 흡수된다.

따라서 이러한 물질에 대해서는 개인 및 지역시료

포집 방법으로 공기 중 농도를 측정하는 것만으로는

근로자의 전체적인 노출 상태를 평가하는데는 부족

하므로 생물학적모니터링을 병행하여야 한다.

요중 벤지딘, 모노아세틸벤지딘, 디아세틸벤지딘

을 총 벤지딘으로 분석할 경우도 벤지딘의 용량-반

응 관계를 설명할 수 있어 각각의 대사물질을 총 벤

지딘으로 분석하므로 낮은 농도의 요 중 대사물질도

T able 2. Recovery rates of benzidine metabolites by liquid phase extraction

Bz MABz DABz

a 119.8 19.2* 96.3 3.8 70.6 5.0

A b 96.9 17.3 102.2 7.8 70.4 3.4

c 91.5 9.7 92.1 4.5 75.2 3.4

a 104.6 4.1 88.0 6.0 71.1 4.5

B b 92.7 7.8 101.6 11.6 64.1 5.0

c 105.5 17.4 88.2 4.3 65.1 2.1

a 97.0 3.0

C b 105.0 3.5

c 98.4 5.0

a 109.5 9.8

D b 90.1 6.2

c 92.1 5.7

unit, ; * recovery, mean SD; A, back extraction by 0.1 M perchloric acid; B, back extraction by 0.1 M HCl;
C, after bas ic hydrolysis back extraction by 0.1 M perchloric acid; D, after bas ic hydrolys is back extraction by
0.1 M HCl; a, 250 ng/ ; b, 500 ng/ ; c, 1000 ng/ ; Bz, benzidine; MABz, monoacetylbenzidine;DABz,
diacetylbenzidine.
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분석할 수 있다. 그러나 벤지딘 대사물질의 독성이

각각 다르게 나타나므로 정확한 평가를 위해서는 각

각의 벤지딘 대사물질들을 평가하는 것이 중요하다.

본 연구에서는 산 염기 가수분해 후 고체상 추출법

에 따른 회수율을 비교한 결과 염기 가수분해의 회

수율이 벤지딘 60.5 73.6 , 모노아세틸벤지딘 93.

3 117.6 , 디아세틸벤지딘 91.4 140.2 를 나타

냈다. Charles (1991)는 KOH로 약 pH 12로 염기 가

수분해 후 고체상 추출법으로 분석한 결과 벤지딘의

회수율이 80 이상으로 나타났으나 본 연구에서는

NaOH로 pH 12로 하였을 때는 가수분해가 안되었으

나 시료의 NaOH 농도를 2 M로 하였을 때는 가수분

해가 100 이루어져 총 벤지딘으로 분석할 수 있

었다. 따라서 염기 가수분해하여 총 벤지딘으로 분석

하기 위해서는 단순히 pH 12이상으로 전처리하는

것 보다 2 M이상의 농도로 하여 염기 가수분해 후

분석하는 방법이 적절하다고 평가되었다. 또한 농도

에 따른 회수율의 차이가 나타나 실제 근로자의 요

중 벤지딘 대사물질의 분석 시에는 평균 회수율로

보정하는 것 보다 농도에 따른 회수율 곡선을 이용

하여 회수율에 대한 보정이 이루어져야 정확한 평

가를 할 수 있다.

액상 추출법에 의한 회수율을 비교한 결과 0.1 M

의 염산으로 역추출한 방법에서는 벤지딘 92.7

105.5 , 모노아세틸벤지딘 88.2 101.6 , 디아세

틸벤지딘 64.1 71.1 였으며 0.1 M의 과염소산으

로 역추출한 방법의 회수율이 벤지딘 91.5 119.8

, 모노아세틸벤지딘 92.1 102.28 , 디아세틸벤

지딘 70.4 75.2 로 후자가 높게 나타났다. 이러

한 결과는 Baselt (1997)의 역추출 방법에 의한 회

수율(103 )과 비슷한 결과를 나타내고 있다.

NaOH로 염기 가수분해 후 0.1 M의 염산으로 역추

출하는 방법의 회수율은 90.1 109.5 이고 0.1 M

의 과염소산으로 역추출하는 방법의 회수율은 97

105 로 높게 나타났다. Brown 등(1995)은 오르토-

톨루이딘(o- toluidine)과 아닐린(aniline)의 요 중 대

사물질을 일급 아민으로 가수분해하기 위해 시료에

NaOH를 가하여 4.7 M NaOH 농도가 되게 만든 후

80 에서 2시간동안 가열하는 방법을 제시하였다.

본 연구에서는 시료의 NaOH 농도를 2 M로 만든

후 끓는 수욕 중에서 2시간동안 유지 시켰을 경우

벤지딘 대사물질들을 총 벤지딘으로 모두 전환시켜

분석할 수 있었으며 Brown 등(1995)의 회수율 91

100 와 비슷한 결과가 나타났다.

소변 시료의 저장기간에 대한 연구들을 살펴보면

NIOSH (1994)에서는 요 중 벤지딘의 스크리닝 테스

트(method 8304)에서는 소변의 저장기간이 - 20 에

서 2달 동안 안정하다고 하였으며, GC/ECD 분석방

법(method 8306)에서는 저장기간이 평가되지 않았

다. Charles (1991)는 소변을 pH 3, pH 6, pH12 상태

로 냉동 보관시 28일동안 안정하며 실온 보관시 pH

6 상태의 시료에서는 회수율이 90 이상에서 75

로 감소되었다.

본 연구에서는 요 시료를 pH 3, pH 7, pH 12 상태

로 28일 동안 냉동 및 실온 보관시 요 시료의 pH에

따른 차이는 없었으며 냉동 보관시 벤지딘 87.3

120.8 , 모노아세틸벤지딘 80.9 114 , 디아세

틸벤지딘 55.4 69.6 의 회수율로 28일 동안 안정

하였다. 실온 보관시에도 28일 동안 안정하였으며 실

온 저장과 냉동 저장 간 회수율 평균의 차이는 없었다.

본 연구에서는 벤지딘 대사물질 중 벤지딘, 모노

아세틸벤지딘, 디아세틸벤지딘에 대한 전처리 평가

로 이루어 졌으나 실제 요로 배설되는 양상은 벤지

딘 글루쿠로나이드와 모노아세틸벤지딘 글루쿠로나

이드로 형성하여 배설되는데( Lynn 등, 1984; Babu

등, 1992; 1994), 이러한 물질의 분석은 이루어지지

못했다.

벤지딘 대사물질의 독성평가를 위해서는 고체상

추출법에 의한 염기 가수분해 방법과 액상 추출법에

서 0.1 M의 과염소산으로 역추출하여 각각의 물질을

분석하는 것이 적합하다. 낮은 농도의 대사물질을 분

석하기 위해서는 시료에 NaOH를 가하여 2 M

NaOH농도가 되게 만든 후 끓는 수욕 중에서 2시간

동안 유지하여 가수분해 한 후 총 벤지딘으로 분석
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