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Abstract

Quantitativemethodsusingrapidresolutionliquidchromatographycoupledwith

tandem massspectrometryweredevelopedtoquantifythelevelofstreptomycinin

honey.Massspectralacquisitionwasperformedinthepositiveionmodebyapplying

multiplereactionmonitoring.Forliquidchromatographicseparation,weemployedan

ImtaktUnisonUK-C18(2.0×150mm,3m)column.Extractionofstreptomycinwas

performedusingliquidextractionwithdistillationwatercontaining1-heptanesulfonicacid

asanion-pairingagent,followedbyasolidphaseclean-upprocedureonvarious

cartridges(Strata-X,Strata-XC,Strata-XCW,Strata-C18E,Strata-C18T,Strata-C8,Strata-

HLB,andOasisMCX).Thelinearityintheconcentrationrangeof5.75~115.0g/kg

wassatisfied with an R2=0.9995.The limitofquantification was2.5g/kg for

streptomycinandtherecoveryofstreptomycinwhenspikedatalevelof57.5g/kg

was98.5%±1.1(CV)bythecleaning-upwiththeHLBcartridge.Whentheestablished

andvalidatedmethodwasusedtoquantifytheamountofstreptomycininhoney

obtainedfrom themarket,onlyasmallamountofstreptomycinweredetectedinsome

ofthehoneysamples.
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서 론

Aminoglycoside계 항생물질은 항균작용 범

가 넓고 특히 녹농균과 장균 등의 그람음성간균

에 강한 항균력을 지니기 때문에 가축 등의 질병

치료와 방을 해 동물용의약품과 사료첨가물로

폭넓게 사용되고 있다.이 스트렙토마이신은 꿀

벌의 유럽부 병과 같은 질병 치료에 사용하는 것

으로 알려져 있다(1~3). 한 우리나라에서는 감

귤,매실,참다래,복숭아,고추,담배,배추에 세

균성 병해를 방지하기 하여 살충제로 사용등록

이 되어 있으며,외국에서도 과실류,채소류,담

배,면화 등의 세균성 질병 치료를 하여 허가되

어 사용되고 있으나,우리나라뿐만 아니라 EU,미

국,일본 등에서도 양 용으로는 허가되어 있지

않다.따라서 재 우리나라에서 양 용으로 허가

되어 있지 않은 동물용의약품에 해서 최 잔류

허용기 (MRL)을 설정할 수 없기 때문에 극미량

분석과 정확한 정성확인이 필요한 실정이다(4).

식품과 축산물에 잔류하는 스트렙토마이신의 잔

류 분석법으로는 미생물학 시험법이 일반 으로

사용되나,검출감도가 낮고 특정한 잔류물질의 확

인이 어려워서 정량에 합하지 않다(5~7).이것

에 신한 이화학 분석방법으로 HPLC법이 있

으나 스트렙토마이신이 UV흡수 발색단이 강하지

않으므로 post-column유도체화 후 형 검출기로

분석해야 하는 번거로움이 있다(8~10).최근에는

LC/MS와 LC-MS/MS를 이용한 분석법이 보고되

고 특히 LC-MS/MS방법은 감도와 선택성이 매

우 높으므로 복잡한 매질로 이루어진 식품에서 목

물질의 선택 검출이 가능해 졌다(11~13).

LC-MS/MS분석법은 ESI(electrosprayioni-

zation)모드를 사용하여 이온화 효율을 증가시키

고,MRM(multiplereactionmonitoring)을 사

용하여 신호 잡음비(signal/noiseratio)를 향

상시킬 수 있으며,형 검출기 분석과는 달리 유

도체화 과정이 필요 없기 때문에 최근에는 LC-

MS/MS를 이용하여 벌꿀 에 잔류하는 동물용의

약품의 동시 다종 분석방법이 시도되고 있다.

따라서 본 논문에서는 스트렙토마이신을 극미량

까지 정성 정량이 가능하도록 고형 카트리지

(SPE)를 이용한 시료 처리 방법을 비교 검토하

여 얻은 분석법으로 국내에 매되는 벌꿀시료를

분석하 다.벌꿀에 한 스트렙토마이신의 정량

검사로 잔류실태를 악함으로써 안 리 방향을

설정하는 데 활용할 수 있을 것이다.

실험재료 방법

1.실험재료

2008년 서울시내에 매되는 국산벌꿀[아카시

아꿀(23),잡화꿀(28),밤꿀(3) 토종꿀(2)]등

56품목과 수입벌꿀[캐나다(4),호주(4),뉴질랜드

(3)]은 잡화꿀 11품목을 실험재료로 사용하 다.

2.시약 장비

스트렙토마이신 표 품은 Dr.Ehrenstorfer

GmbH사(Germany)의 streptomycin sulfate

(assay,96%)를 염을 함유하고 있지 않은 상태로

계산하여 사용하 고 그 구조는 그림 1과 같다.

증류수는 Vivendiwatersystems사(UK)의 GB/

ELGAmaxima로 제조한 3차 증류수를 사용하

다.표 품은 증류수를 이용하여 1mg/mL농도로

만든 후 일정량을 에펜돌 튜 에 취해 -20℃ 보

하 고,이 용액을 증류수로 희석하여 사용하 다.

이동상으로 사용된 메탄올은 Fisherscientific

사(USA)의 HPLC 고순도 용매를 사용하 고,

sodium acetate․3H2O,암모니아수,개미산,메

탄올 등의 시약은 GR 이상을 사용하 고,이온

시약으로 사용된 1-heptanesulfonicacid는

Sigma-Aldrich사(USA)제품과 heptaflourobuty-

ricacid(HFBA)는 Fluka(USA)의 제품을 사용

하 다.

시료의 혼합,추출 층 분리를 한 왕복식진

탕기는 Taitec사(JP/SR-2DW,Japan),vortex

mixer는 Barnstead/Thermolyne사(MaxiMix

Ⅱ,USA), 음 추출기는 BransonUltrasonics

사(Branson8599,USA) 원심분리기는 Hanil

사(FLETAS,Korea)의 제품을 사용하 으며,시

료 농축을 한 농축기는 EYELA사(MG-2200,
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Time(min) A(%) B(%) Flow(/min)

0.00 75.0 25.0 200

0.50 75.0 25.0 200

2.50 20.0 80.0 200

5.00 20.0 80.0 200

5.10 75.0 25.0 200

14.00 75.0 25.0 200

Fig.1.Chemicalstructureofstreptomycin.

Japan)의 제품을 사용하 다. 실린지 필터는

NationalScientific사(USA)의 0.5m 크기를

사용하 으며,고체상 추출을 한 진공감압장치

로는 Supelco사(USA)의 SPEvacuum manifold

제품을 사용하 다. 고체상 추출 카트리지는

Strata-X(200mg,6mL),Strata-XC(200mg,

6mL),Strata-XCW(500mg,6mL),Strata-

C18E(500mg,6mL),Strata-C18T(500mg,6

mL) Strata-C8(500mg,6mL)는 Phenomex

사(USA)의 제품을 사용하 으며,OasisHLB

(60mg,3㏄)와 OasisMCX(60mg,3㏄)카트리

지는 Waters사(USA)의 제품을 사용하 다.

3.분석기기

분석장비인 LC-MS/MS는 시료 자동주입기

(Agilent1200SeriesG1313AAutosampler)가

장착된 Agilent사(USA)의 Agilent1200Series

HPLC와 결합된 AppliedBiometrics사(USA)의

Qtrap 3200Triple-Quadrupole텐덤 질량분석

기 다.사용된 HPLC 칼럼은 ImtaktUnison

UK-C18(2.0×150mm,3m particlesize)이었

으며,유량은 200L/min,주입량은 5L이었다.

HPLC의 이동상으로는 물(A)과 아세토니트릴(B)

에 각각 이온 시약으로 HFBA를 0.1% 첨가하

여 표 1과 같은 기울기 용매 조건을 사용하 다.

질량분석기의 분석조건은 기분무이온화

(electrosprayionization,ESI)의 양이온모드를

사용하여,MRM(multiplereactionmonitoring)

방식으로 검출하 으며 분석조건은 표 2와 같다.

Table1.GradientparametersofRRLCmobile

phase

Table2.Analysis parameters ofRRLC-MS/

MS

Parameter Condition

CUR 20.00

CAD Medium

IS 5500.00

TEM 700.00

GS1 50.00

GS2 55.00

IHE ON

DP 131.00

CEP 50.00

CE 43.00

CXP 4.00

4.시험용액 조제 고상카트리지별 스트렙토

마이신 회수에 미치는 향

벌꿀 시료 5g에 물 20mL를 넣고 진탕기와

vortex를 이용하여 균질화 시킨 후 3,000rpm에
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서 5분간 원심분리하여 상등액을 시험용액으로 하

다.시험용액은 미리 메탄올 5mL와 물 5mL로

활성화시킨 비이온성 카트리지인 Oasis HLB,

Strata C18E, Strata C18T, Strata C8

StrataX의 이온 시약으로 0.2M 1-heptane-

sulfonicacid1mL를 시험용액에 첨가한 후 카트

리지에 주입하여 흡착시키고 증류수로 세척한 후

5mL로 용출하고,용출액은 45℃이하의 수욕

에서 감압하여 농축하고 잔류물은 30% 아세토니

트릴 1mL에 녹인 후 실린지 멤 인 필터로 여

과하여 시험용액으로 만든 후 용액 5L를 RRLC-

MS/MS에 주입하 다.모든 실험에서 스트렙토마

이신의 안정화를 해 폴리스틸 재질의 원심분

리 튜 바이알을 사용하 다.

벌꿀의 정제에 사용되는 이온교환 카트리지는

양이온교환 카트리지를 사용하며 스트렙토마이신

의 극성을 유지시켜 정제하 다.카트리지는 메탄

올과 물로 활성화한 후 흡착이온의 세기에 따라

세척과 용출액을 다르게 사용하 다. Strata

XCW는 25mM sodium acetatebuffer(pH4.5)

5mL로 세척한 후에 1분간 건조시키고 메탄올 5

mL로 재차 세척을 실시한 후 5% formicacid/

methanol용액 5mL로 용출하 고,StrataXC

와 Oasis MCX의 경우 활성화 과정 후 0.1

N-HCl5mL와 메탄올 5mL로 세정한 후에 1분간

건조시키고,NH4OH/methanol/water(2:50:48)

로 재차 세정한 후 5% NH4OH/methanol5mL

로 용출하 다.

카트리지별 회수율을 평가하기 하여,스트렙

토마이신이 검출되지 않은 벌꿀 시료에 스트렙토

마이신의 농도가 57.5g/kg이 되도록 spike한

후 5g을 취하여, 의 시험용액의 조제에 따라

처리한 후 RRLC-MS/MS에서 분석하여 피크 면

비를 작성한 검량선에 따라 비교하여 3회 반복

실험으로 회수율을 평가하 다.

5.검량선 작성 벌꿀 잔류량 실험

스트렙토마이신이 검출되지 않은 벌꿀 시료에

스트렙토마이신의 농도가 5.75, 11.5, 57.5,

115.0g/kg이 되도록 spike한 후 검체를 Oasis

HLB 카트리지로 정제하고 RRLC-MS/MS에 주

입하여 크로마토그램을 얻은 후 면 비에 따라 검

량곡선을 작성하 다.

서울시내에 유통되는 벌꿀 67품목에서 스트렙토

마이신의 잔류량을 카트리지 OasisHLB로 정제

하여 분석하 다.

결과 고찰

1.RRLC와 MS/MS조건 검토

스트렙토마이신은 수용성염기성 물질로 일반

인 ODS계 칼럼에서는 머무름을 갖지 못하는 것으

로 알려져 있어 이동상의 조제 시 이온 페어링 시

약을 첨가하여 분석하거나,친수성 상호작용 칼럼

을 이용하여 분리능을 향상시키는 방법이 이용되

고 있다.본 실험에서는 이동상의 조건을 휘발성

의 첨가제인 0.1% formicacid를 첨가한 아세토

니트릴과 물을 사용하 을 때와 이온페어링시약인

HFBA를 0.1% 비율로 첨가한 아세토니트릴과 물

을 사용하 을 때를 비교 실험하 다.역상 칼럼

인 UnisonUK-C18을 이용하여 이동상의 유량은

200L/min로 흘려주었고,칼럼 온도는 실온으로

하여 분석한 결과 0.1% formicacid를 첨가한 경

우보다 이온 시약인 0.1% HFBA를 첨가하 을

때 감도,칼럼에서 머무름 피크 형상이 양호하

여 스트렙토마이신 분석의 이동상으로 선택하 다.

스트렙토마이신의 RRLC-MS/MS분석법을 정

립하기 한 표 물질의 massspectrum의 비교

에서 훨씬 더 좋은 감도를 나타내는 ESI(+)를 이

온화방법으로 선택하 다.

RRLC-MS/MS분석의 선택성과 검출감도를 향

상시키기 하여,Q1scan을 실시하여 [M+H]+

인 m/z582.3을 확인하 고,productionscan

을 실시하여 m/z가 263.3,176.0,246.0,221.3

158.2의 이온특성을 나타내어 이들 가장 감

도가 양호한 m/z 263.3을 정량이온으로,m/z

176.0을 정성이온으로 선정하 다(그림 2).즉

MS/MS분석 시 MRM 모드로 precursorion/

product ion 은 m/z 582.3/263.3과 m/z

582.3/176.0을 선택하여 분석하 다(그림 3).

스트렙토마이신은 분자 내 발색단과 형 구조의
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Fig.2.ElectrospraypositiveionQ1massspectrum(left)andproductionmassspectrum(right)

usedinMRM forstreptomycin.

Fig.3.Extractedionchromatogram(XIC)ofstreptomycinm/z582.3/263.3andm/z582.3/176.0.

결핍으로 RRLC-MS/MS법이 정성 정량에 더

욱 선택 이며,특히 열에 안정하면서 유도체화

과정을 필요로 하지 않는 RRLC-MS/MS를 이용

한 분석이 식품 등의 여러 분야에서 활발하게 이

루어지고 있다.

기존에 보고된 스트렙토마이신의 RRLC-MS/

MS분석 논문(4,10~13)들에서 구이온은 동일

하나 논문 별로 정량이온과 정성이온의 선택이 다

른 것은 분석 장비별 는 분석 상 시료의 특성

에 따른 결과에 기인된 것으로 생각되며,이번 연

구에서는 RRLC 이동상으로 formicacid(4,11,

12)를 사용한 것 보다 이온 시약 HFBA(10,

13)를 첨가한 것이 더 양호한 크로마토그램을 얻

었다.



-22-

Cartridge Recovery(%)*

Non-ioniccartridge

OasisHLB 98.5±1.1

StrataC8 43.3±4.4

StrataC18E 115.0±2.7

StrataC18T 114.8±1.6

StrataX 95.3±3.6

Ioniccartridge

OasisMCX -**

StrataXC -

StrataXCW -

*Mean±CV(coefficientvariation,n=3),fortificationlevel(57.5㎍/㎏).

**Notdetected.

Table3.EffectsofrecoveryofstreptomycinwitheachSPEcartridgeinhoney

2.고상카트리지가 스트렙토마이신 회수에 미치

는 결과

스트렙토마이신은 화학 구조상 극성이 큰 -OH와

-NH2기가 많은 친수성 성질 때문에 추출,정제

크로마토그래피 분석이 쉽지 않은물질이다(14,15).

정제 효과 회수율은 비이온성 카트리지인

OasisHLB,StrataC8,StrataC18E,Strata

C18T StrataX와 이온교환 카트리지인 Oasis

MCX,StrataXC StrataXCW를 사용하여

비교하 다.벌꿀의 처리시 비이온성 카트리지

의 경우 스트렙토마이신 이온화 억제를 한 이온

시약인 1-heptanesulfonic acid의 첨가로

streptomycin-sulfonate이온 을 형성함으로써

스트렙토마이신의 극성을 감소시켜 추출효율을 높

일 수 있다.

스트렙토마이신이 검출되지 않은 벌꿀에 표 품

을 57.5g/kg의 농도로 첨가하여 각 카트리지별

회수율 실험을 하 다.

OasisMCX등의 양이온교환 카트리지에서 스

트렙토마이신의 회수는 거의 이루어지지 않았으

며,이는 카트리지의 충진제 표면에 결합된 교환

기와의 강한 결합에 인한 것으로 생각된다.

비이온성 카트리지인 StrataC8에서 스트렙토

마이신의 회수율은 50% 이하로 낮게 나타났으며,

다른 카트리지의 경우 95.3～115.0%로 양호한 결

과를 얻었다.그 결과는 표 3과 같았으며,그

낮은 변이계수(CV)와 정 도가 높은 OasisHLB

를 선택하여 벌꿀 스트렙토마이신 잔류량을 분

석하 다.

벌꿀은 당뿐만 아니라 단백질 아미노산,유

기산 등의 물질이 혼합되어 있으며,주 환경과

꿀벌로부터 유래되는 오염원들이 함께 존재해 의

도 이던 비의도 이던 혼입된 동물용의약품의

처리 과정은 복잡하며,특히 스트렙토마이신은 수

용성 물질로 용액 에 이온을 형성함으로서 더욱

복잡한 처리과정을 필요로 한다.Fedeniuk(14)

등은 실리카겔 순상 카트리지를 이용하 을 때,

약이온(+) 강이온(+)카트리지를 이용한 회

수율보다 양호한 90%의 회수율을 보 다고 보고

하 으며,Kajita등(12)과 Holthoon 등(13)은

우유와 동물조직 에 약이온(+) 강이온(+)

교환 카트리지를 이용한 정제를 실시하여 66.1～

111.0%의 회수율을 나타냈다고 하 으나,시료가

다르므로 직 인 비교는 합하지 않았다.

Shim 등(4),Lopez등(11) Kujawski등

(15)은 벌꿀의 정제실험에서 HLB,Strata-X

C18비극성 카트리지를 이용한 결과 74.0～104%

의 회수율을 보고하여 본 실험과 유사한 결과를

나타내었다.

3.실제 시료 분석

국내에서 유통 인 국산벌꿀(아카시아꿀,잡화
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Fig.4.Calibrationcurveofstreptomycininhoney.

Origin Kindsofhoney No.ofinspected No.ofdetected
Concentrationof

streptomycin

Domesticproduction Sub-total 56 23

Multiflowerhoney 28 14 1.34-107.76

Acassiahoney 23 9 0.83-26.98

Chestnuthoney 3 - -*

Nativehoney 2 - -

Foreignproduction Sub-total 11 -

Canada Multiflowerhoney 4 -

Austraillia Multiflowerhoney 4 -

Newzealand Multiflowerhoney 3 -

*Notdetected.

Table4.Analysisresultsofstreptomycin

꿀,밤꿀 토종꿀)56품목과 수입벌꿀(잡화꿀)

11품목을 수거하여 분석한 결과는 표 4와 같이 나

타났으며,스트렙토마이신 표 품과 벌꿀에서 검

출된 스트렙토마이신의 크로마토그램은 그림 5와

같으며,스트렙토마이신 표 물질을 주입했을 때

와 동일하게 2.3분에,정량 정성의 기 이온인

582.3/263.3과 582.3/176.0의 상 인 면 비가

표 물질과 동일하게 방해피크의 향을 받지 않

고 양호하게 분리되었다.

스트렙토마이신의 검량선을 5.75,11.5,57.5

115.0g/kg농도가 되도록 벌꿀에 첨가하여,

동일한 방법으로 처리한 후 RRLC-MS/MS로

분석한 피크면 으로부터 검량선을 작성한 결과

상 계수(coefficient of correlation, R2)는

0.9995로 양호한 직선성을 나타내 매우 낮은 농도

까지 정량성을 확보할 수 있었고 그 결과는 그림

4와 같다.

정량한계(LOQ)농도는 신호 잡음비(S/N
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Fig.5.Extractedionchromatogram(XIC)ofstreptomycinstandard(upper)andstreptomycinin

honey(lower).

ratio)를 10으로 했을 때 본 실험에서 정량으로

선택한 이온인 582.3/263.3의 정량한계는 2.5g/

kg로 나타났다.

분석한 벌꿀 시료 국내산 잡화꿀 14품목과

아카시아꿀 9품목에서 각각 1.34～107.76g/kg,

0.83～26.98g/kg범 로 검출되었다.수입벌꿀

에서는 모두 검출되지 않았다.

Shim 등(4)은 국내에서 시 되는 벌꿀시료

스트렙토마이신을 분석한 결과,몇몇 시료에서 소

량의 스트렙토마이신이 검출되었다고 보고하여 화

분과 작물의 살균제로 사용된 스트렙토마이신제제

에서 일부 유입된 것이라 추정된다고 하 다.

행 식품공 상 검출한계를 0.2mg/kg으로

설정하고 있는 스트렙토마이신의 분석법인 LC형

검출기 보다는 감도가 좋은 LC-MS/MS에 이용

한 분석법의 수록이 필요하다고 생각된다.

결 론

RRLC-MS/MS를 이용하여 벌꿀에 잔류하는 스

트렙토마이신 분석시 이동상에는 이온 시약을

첨가하 고,RRLC-MS/MS는 ESI(+)로 이온화

하여 정량이온으로는 m/z582.3/263.3과 정성이

온으로는 582.3/176.0의 조건을 정립하 다.효과

인 분석을 해 벌꿀에서 유래되는 매트릭스 효

과를 제어하기 해 각 카트리지별 효율을 검토한

결과 비이온성 카트리지 OasisHLB에서 회수

율이 98.5%±1.1(CV)로 유용한 결과를 나타냈다.

벌꿀에 스트렙토마이신을 첨가하여 검량선을 실
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험한 결과는 상 계수(coefficientofcorrelation,

R2)0.9995로 양호한 직선성을 보 으며,정량한

계(LOQ)는 2.5g/kg이었다.

상기 결과에 의해 정립된 방법으로 시 에 매

되는 벌꿀 잔류하는 스트렙토마이신을 분석한

결과는 국내산 잡화꿀 14품목과 아카시아꿀에 9품

목에서 각각 1.34～107.76g/kg,0.83～26.98g

/kg범 로 검출되었다.
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