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Abstract

Aselectedmethodformultiresidualdeterminationofeightantibioticsinagricultural

productswasdevelopedandvalidatedviahighperformanceliquidchromatographyusing

adiodearraydetector.Theanalyteswereseparatedinonechromatographicrunand

evidenceduniquespectra.Theeight-compoundcalibrationcurveevidencedlinearbehavio

(R2=0.9986～0.9999)in aworking rangebetween 0.1 and 10mg/kg.Theaverage

recoveriesforthe8compound-spikedvegetables(cabbage,lettuceandcucumber)at

levelsof1.0mg/kgrangedbetween54.2% to90.5%,withrelativestandarddeviationsof

8.8% orlower.Thelimitsofdetectionrangedbetween0.02and0.05mg/kg.Antibiotic

residuesin43ofthesampleswerenotdectected.
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서 론

1942년 미국의 S.A.Waksman이 미생물에 의

해 생산되는 화학물질로서 농도에서 다른 미생

물의 증식을 억제하거나 죽이는 능력을 가진 화학

물질을 최 로 antibiotics로 정의하 다.그 후

다양한 생물체에서 항생효과가 나타남에 따라 미

생물에 국한된 정의가 의의 의미로 확 되어 사

용하고 있다.지 까지 발견된 항생물질은 8,000

종 이상이며 항생물질의 발견으로 인류는 비로소

세균․rickettsia 감염증을 극복하고, fungi․

virus질환과 암의 치료도 기 하게 되었다(1).
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오늘날 항생물질은 사람․가축의 의약품뿐 만 아

니라 경제발달과 도시인구의 증가로 농축수산물이

규모 재배․사육․양식되면서 집단이나 무리의

질병 방과 성장 진 증산을 한 사료첨가제

농산물 살균제 등 다양한 목 으로 사용되고 있다.

그러나 농․축․수산에서 사용되는 항생물질의 남

ㆍ오용으로 항생물질에 한 내성 발 과 확산이

계속되고 있어 이에 한 책이 필요하다(2).

이러한 항생제의 안 한 사용을 해 우리나라

에서는 1989년 농림부(소 :국립수의과학검역원)

가 처음으로 축산물 생처리법 시행규칙으로 27

종의 물질에 한 잔류허용기 과 58종 약제에

한 잔류분석법을 제정 고시하 다.1990년 보건복

지부(소 :식품의약품안 청)에서도 식육의 항생

물질 기 을 제정(항생제 17종,합성항균제 18종,

hormone제 5종) 축산물의 잔류물질(항생물질

등)시험법을 제정 시행하 다.그 이후 기 을 확

하여 2007년 재 gentamicin등 59종의 동

물용의약품(항생제 23종, 합성항균제 34종,

hormone제 5종)에 해 식품(어류 갑각류,우

유류) 식육 부 별로 잔류허용기 (maximum

residuelimits)을 설정하 으며,수산물,벌꿀 등

에도 계속해서 잔류허용기 을 확 해 나가고 있

다(3).농업용으로 사용되는 항생물질은 20여종으

로 그 병해 방제용으로 많이 사용되고 있는 6

종이 실용화되고 있으며,농업진흥청에서 설정 고

시한 농약 안 사용기 에 의해 리되고 있으

나,농약잔류허용기 은 설정되어 있지 않다(4).

농산물의 친환경농업이 증 하면서 농가에서 사

용되는 친환경자재(인축 환경에 무해하면서 농

작물 양분공 ,병해충 억제 식물 생육 진에

사용되는 물질)의 사용이 증가하는 추세에 있다.

항생물질은 직 농약 살포,친환경 자재로 사용되

는 농장 가 류의 퇴구비에서 농산물에 이완 될

가능성이 크다.따라서 농산물 의 잔류항생물질

의 잔류 여부를 확인하기 해 항생물질 농약으

로 등록된 품목과 가 류에 많이 사용되는 항생물

질을 상으로 다성분 분석이 가능한 분석법을 개

발하여 강서농산물도매시장에 반입된 농산물을

상으로 항생물질의 잔류성 조사에 활용코자 한다.

재료 방법

1.시약 기구

표 품으로 Sigma사의 ceftazidime,doxycy-

line,minocycline,oxytetracycline,tetracy-

cline,chloramphenicol,MP Biomedicals사의

ciprofloxacin,enrofloxacin을 사용하 다.추출

HPLC분석을 해 acetonitrile,methanol

(HPLC용, J.T.Baker), trifluoroacetic acid

(TFA,Aldrich)을 사용하 고,정제를 해 NH2

cartridge(Agilent,USA)를 사용하 다.

처리를 해 믹서(BLIXER5Plus,France),

진탕기(XLVIS,Japan),원심분리기(SUPRA30K,

Korea),질소농축기(N-EVAP 112,USA)를 사

용하 고,HPLC분석을 해 Agilent HPLC-

DAD(1100series)를 사용하 다.

2.실험방법

1)표 용액조제 검량선 작성

항생물질 표 품은 methanol용액으로 각각 표

원액(150ppm)을 제조한 후,단계 으로 희석

하여 검량선 작성 회수율 시험 표 용액으로

사용하 다.검량선 작성을 해 각각의 표 용액

을 단계 으로 희석하여 HPLC로 분석에서 얻은

피크면 을 이용하여 검량선을 작성하 다.

2)시료 처리

분쇄기로 쇄한 시료 5g과 0.1% TFA

acetonitrile20mL을 추출용기에 넣고 shaker

(100speed,20분)에서 추출한다.추출 후 원심

분리기 (6000rpm,20분)으로 원심분리하여 10

mLacetonitrile액층을 공기를 통하여 건조시킨

후 methanol2mL로 하여 methanol로 활성화한

500mgNH2 cartridge에 시료를 로딩 시킨 후

methanol5mL로 추출하여 0.20㎛ cartridge

filter로 여과하여 HPLC분석하 다.

3)회수율 검토 검출한계

혼합 항생물질 표 액을 시료에 가한 후,시료
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Table1.Formular,molecularweightandchemicalstructureof8antibiotics

Antibiotics Formular Molecularweight Chemicalstructure

Minocycline C23-H27-N3-O7 457.48

Tetracycline C22-H24-N2-O8 443.44

Ciprofloxacin C17-H18-F-N3-O3 331.34

Oxytetracycline C22-H24-N2-O9 460.43

Enrofloxacin C19-H22-F-N3-O3 359.39

Ceftazidime C22-H22-N6-O7-S2 546.6

Chloramphenicol C11-H12-Cl2-N2-O5 323.13

Doxycycline C22-H24-N2-O8 444.43

처리와 동일한 방법으로 처리하여 회수율을 구

하 으며,검출한계를 해 표 액을 단계 으로

희석하여 외부표 법에 의한 검량선을 작성하고 3

회 반복 실험하 다.

4)기기 분석

항생물질을 분석하기 한 HPLC-DAD의 기기

조건은 표 2와 같다.HPLC-DAD분석을 통해 개별

항생물질의 머무름 시간과 그 피이크의 스팩트럼을

라이 러리화하고 동시분석 가능성을 악하 다.
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Fig.1.HPLCchromatogram ofmixedantibiotics.

Table2.HPLCanalyticalconditionsforantibiotics

Model AgilentHPLC-DAD(1100series)

Column ZOBAKEclipseXDB-C8,5.0㎛,4.6×150㎜

Detector DAD190.0to400.0nm at2nm 1.00mAU Signal254,270,350nm

Gradientmobilephase SolventA:Acetonitrile SolventB:0.1% TFA

Time SolventA SolventB Flow

1.00 5 95 1.0

15.00 30 70 1.0

25.00 5 95 1.0

Injectionvolume 10μl

결과 고찰

1.8종의 항생물질 분석 조건

항생물질 8종 혼합 표 품을 HPLC-DAD에 분

석한 결과는 그림 1과 같다.

각각의 항생물질이 겹침 없이 비교 잘 분리되

었으며 분석 장의 경우 254,350nm보다 270

nm의 분리능이 더 좋았다.8종의 스팩트럼은 그

림 2와 같으며,그 흡수 스팩트럼을 통해 각각의

성분을 보다 더 정확하게 확인 할 수 있었다.
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Fig.2.Uniquespectraofthe8antibioticsbyDAD.
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Table3.RecoveriesofantibioticsinspikedsamplesbyHPLC-DAD

Antibiotics
Recovery(%)

Koreancabbage Koreanlettuce Cucumber

Minocycline 64.4±4.51) 62.7±5.6 62.1±3.6

Oxytetracycline 68.7±2.8 69.7±2.6 68.9±2.7

Ciprofloxacin 80.1±4.2 74.2±3.3 80.9±4.2

Tetracycline 57.5±2.5 68.6±5.9 63.1±2.0

Enrofloxacin 76.6±5.8 72.5±4.2 81.7±2.8

Ceftazidime 54.2±4.3 57.3±5.0 61.3±3.8

Chloramphenicol 90.5±1.1 84.5±3.5 85.3±2.7

Doxycycline 65.9±5.7 68.6±5.2 64.0±4.8

1)Mean±S.D.

R2 = 0.9997

R
2
 = 0.9997
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R
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Fig.3.Calibrationcurvesofthe8antibioticsbyHPLC-DAD.

2.검량선 작성 검출한계

항생물질 표 액을 0.1～10mg/kg의 농도로 조

제한 후 검량선을 작성하 다,그림 3에서 보는바

와 같이 각각 항생물질의 상 계수(R2)는 0.9986

～0.9999로 양호한 직선상의 그래 를 얻을 수 있

었다.각각의 항생물질을 단계 으로 희석하여 분

석한 결과 검출한계는 oxytetracycline,cipro-

floxacin, tetracycline, fnrofloxacin의 경우

0.02ppm,ceftazidime은 0.1ppm,minocycline,

chloramphenicol,doxycycline의 경우 0.05ppm

이었다.이는 농산물에서 낮은 농도의 항생물질

분석이 가능함을 나타내고 있다.

3.회수율

농산물(배추,상추,오이)5g에 항생물질 혼합

표 용액(각각 농도 1mg/L)을 첨가한 후 회수율

시험을 3회 반복한 결과는 표 3과 같다.
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Table4.Resultsofantibioticsanalysis

No. Agriculturalproduct No.ofsamples Result

1 Korean lettuce 4 ND1)

2 Korean cabbage 7 ND

3 Spinach 4 ND

4 Crowndaisy 3 ND

5 Chicory 3 ND

6 Marshmallow 2 ND

7 Perillaleaves 2 ND

8 Pepper 2 ND

9 Chamnamul 1 ND

10 Kale 1 ND

11 Pumpkin 2 ND

12 Cucumber 2 ND

13 Chongkyoungchae 1 ND

14 Cabbage 1 ND

15 Chwinamul 1 ND

16 Waterdropwort 1 ND

17 Lettuce 6 ND

Total 43
1)NotDetected.

비교 항생물질의 회수율은 농약과 달리 여러

요인에 의해 높지 않음을 알 수 있다.

항생물질별 회수율을 살펴보면 chloramphe-

nicol의 경우 84.5%～90.5%로 회수율이 가장 높

았으며,ceftazidime의 경우 54.2%～61.3%로 회

수율이 가장 낮았다. fluoroquinolone 계열의

enrofloxacin, ciprofloxacin의 경우 72.5%~

81.7%정도의 비교 양호한 회수율을 보 으며,

tetracycline계열의 회수율이 62.1～69.7% 로

나타났다.이는 최 등(5,6)이 식품 에서 얻은

결과(71%～98%)와 보다 다소 낮게 났으며,

chloramphenicol의 경우 김 등(7)이 벌꿀에서 얻

은 회수율(90.5%)과 비슷한 결과를 나타내었다.

Minocycline,oxytetracycline,tetracycline,d-

oxycycline,ciprofloxacin,enrofloxacin,cef-

tazidime chloramphenicol의 경우 농산물과

상 없이 유사한 회수율을 보 다.보다 정확하고

정 함을 해서는 많은 종류의 농산물을 상한

실험이 요구된다.

4.유통농산물 검사

8종의 항생물질의 분석조건을 확립하고 회수율

검정을 통하여 양호한 결과를 얻어 강서농산물도

매시장에 유통되고 있는 상추 등 잔류항생물질 잔

류 가능성이 높은 17품목 43건을 상으로 항생물

질의 잔류실태를 검사한 결과는 표 4와 같다.43

건의 검사 농산물에서는 8종의 항생물질은 검출되

지 않았다.보다 더 잔류성 실태 조사를 해서는

재배방법에 따른 연 성 조사와 병행하여 항생물

질 잔류 가능성 있는 유기농 농산물에 한 조사

가 필요하다고 생각된다.

결 론

농산물 의 잔류항생물질의 잔류여부를 확인하

기 해 항생물질 농약으로 등록된 품목과 가

류에 많이 사용되고 있는 8종성분의 항생물질
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minocycline, oxytetracycline, ciprofloxacin,

tetracycline,enrofloxacin,ceftazidime,chl-

oramphenicol doxycline에 해 동시 다성분

가능성을 악하고 강서농산물도매시장에 유통되

고 있는 농산물을 상으로 항생물질의 잔류 실태

를 조사하 다.

1.8종의 항생물질을 HPLC-DAD로 분석한 결

과 270nm에서 분리능이 가장 좋았으며,반

응시간은 9.3～17.5분 사이 고 겹쳐짐 없이

잘 분리됨을 알 수 있으며 각 물질 별로 고유

한 스팩트럼을 얻을 수 있었다.

2.각각 항생물질의 직선상(R2)은 0.9986～

0.9990로양호한결과를나타내었다.검출한계는

oxytetracycline,ciprofloxacin,tetracycline,

enrofloxacin의 경우 0.02ppm,ceftazidime

의 경우 0.1ppm,minocycline,chloram-

phenicol,doxycyline의 경우 0.05ppm 이

었다.

3.상추,배추 오이에 8종의 항생물질 혼합표

용액을 첨가하여 회수율을 구한 결과

chloramphenicol의 경우 84.5～90.5%로

회수율이 가장 높았으며,ceftazidime의 경

우 54.2～61.3%로 회수율이 가장 낮았다.

4.강서도매시장에서 유통되는 농산물 43건(17

품목)을 검사한 결과 항생물질은 검출되지

않았다.
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