
연구과제 연차실적․계획서

과 제 명 농산물 및 재배환경 중 주요 항생제 분석법 개발

총연구기간 2017년 1월 ～ 2018년 11월
당해연도
연구기간

2018년 6월 ～ 2018년 11월

수행부서/
세부수행부서

시험연구소
안전성분석과
(용역)

연구
책임자

구분 직위 성명
정 과장 김동호
부 팀장 문지영

참여
연구원

직위 성명
주무관 김종찬
주무관 김성연
주무관 김민주
연구원 서동연

참여부서 중앙대학교 산학협력단 (이찬 교수)

사업구분 단년도 ( ) 다년도 (√) 총 ( 2 )개년 중 ( 2 )차 연도

연구결과
요약

○ 국내외 항생제의 연구현황, 관련기준, 분석법 현황 자료조사

- 항생제 5계열(sulfonamide계열, tetracycline계열, beta-lactam계열, macrolide계열,

aminoglycoside계열)의 연구현황, 관련기준, 분석법 현황 등을 조사

- 여러 공인기관의 홈페이지나 문헌조사를 통한 자료를 수집

○ 농산물 및 재배환경 중 주요 항생제의 기기분석조건 확립

- 수집한 자료를 바탕으로 대상 항생제에 대한 기기분석조건을 비교 및

수정하여 항생제 동시분석법(HPLC, LC-MS/MS)을 최적화

○ 농산물 및 재배환경 중 항생제의 시료 전처리 조건 확립

- 수집한 분석법 자료를 바탕으로 항생제 전처리 조건을 확립

○ 농산물 및 재배환경 중 항생제 분석법 검증

- 직선성, 검출 및 정량한계, 회수율을 이용하여 확립된 분석법 검증

○ 농산물 및 재배환경 400여건에 대한 모니터링 수행

- 농산물, 토양, 용수, 퇴비 400여건을 수집하여 모니터링을 수행

농산물 및 재배환경 중 주요 항생제 분석법 개발

1. 연구배경 및 목표

  가. 연구배경

    m 2003년부터 2012년까지 국내 축산용 및 수산용으로 판매 된 항생제는 연간 

약 936~1,553톤(평균 1,249톤)임. 2003년부터 2007년까지 약 1,368~ 1,553

톤 판매되었으나, 2008년부터 감소함. 2011년과 2012년에는 1,000톤 이하로, 

가장 판매량이 많았던 2005년 비해서 약 40% 감소함.

    m 용도에 따라 항생제 판매량을 조사한 결과, 자가치료 및 예방용 항생제가 

약 674~839톤(평균 735톤, 전체 판매량의 평균 59%)으로 가장 많이 판매됨. 

2007년까지 배합사료 제조용으로 약 27~683톤(평균 423톤, 전체 판매량의 

평균 40%)이 판매되었으나 2008년부터 점차 감소하여 2012년에는 약 27톤

(약 3%) 정도가 유통됨. 그러나 자가치료 및 예방용으로 판매된 항생제는 

2003년 658톤에서 2012년 828톤으로 약 26% 증가함. 수의사 처방용은 약 

82~110톤 (평균 92톤, 전체 사용량 평균 7%)임.

    m 항생제를 계열별로 조사한 결과, tetracycline 계열(평균 503톤), penicillin 계열 

(평균 183톤), sulfonamide 계열(평균 148톤)의 항생제가 가장 많이 판매됨. 

가장 판매량이 많은 tetracycline 계열 항생제가 연간 약 282~724톤(평균 503톤) 

판매되었으며, 2007년까지는 약 600톤 이상이 판매되었으나 2008년부터는 

점차 감소하여 2011년부터는 약 300톤으로 약 50% 이상 감소함. 그 외 

판매량이 비교적 높았던 penicillin 계열 및 sulfonamide 계열의 항생제는 

연도별로 다소 차이는 있으나 점차 감소하는 추세를 나타냄. 

  나. 연구목표

    m 농산물 및 재배환경 중 항생제 다종 동시분석법과 최적의 전처리 방법을 

개발하고, 오염실태를 파악하여 안전한 농식품 생산에 기여하고자 함.

    m 농산물 및 재배환경에 잔류하는 항생제의 다종 동시분석법을 개발하고, 

오염도를 조사하기 위한 모니터링을 수행하여 안정성을 확보하고자 함.



2. 연구내용 및 방법

  가. 연구내용

    1) 국내외 항생제의 연구현황, 관련기준, 분석법 현황 자료조사

      - HPLC 및 LC-MS/MS를 이용한 농산물 및 재배환경 중 항생제 다종 동시

분석법 개발을 위한 항생제 5종(sulfonamide계열, tetracycline계열, 

beta-lactam계열, macrolide계열, aminoglycoside계열)의 연구현황, 오염

실태사례, 관련기준, 분석법 현황 등을 조사. 

      - 여러 공인기관의 홈페이지나 문헌조사를 통한 자료를 수집함.

    2) 농산물 및 재배환경 중 주요 항생제의 기기분석조건 확립 

      - 수집한 자료를 바탕으로 대상 항생제에 대한 기기분석조건을 수정하여 

항생제 동시분석법(HPLC, LC-MS/MS)을 최적화함.

    3) 농산물 및 재배환경 중 항생제의 시료 전처리 조건 확립

      - 수집한 분석법 자료를 바탕으로 항생제 전처리 조건을 확립

      - Modified QuEChERS 전처리법을 이용한 전처리법 연구

    4) 농산물 및 재배환경 중 항생제 분석법 유효성 검증

      - 직선성, 검출 및 정량한계, 정밀도, 정확도, 회수율을 이용하여 확립된 

분석법 검증

  나. 연구 방법

    1) 항생제 분석조건 확립

      - 수집한 실험방법들의 항생제 분석조건을 확인함.

      - 작년에 확립한 항생제 분석조건을 바탕으로 시간 단축을 위해 개선함.

      (1) 작년에 확립한 분석조건

        - Eclipse Plus C18 (dimensions: 4.6x100 mm, particle size: 3.5 mm) 

column 에 온도는 36℃, The flow rate 와 injection volume 은 각각 

0.5 mL/m in, 10 ㎕이며 이동상으로 A: 0.1% form ic acid in 

water, B: 0.1% formic acid in acetonitrile을 이용함, gradient를  

A(90%),B(10%)-(0 min), A(90%),B(10%)-(20 min), A(60%),B(40%)-(60 min), 

A(0%),B(100%)-(70 min), A(0%),B(100%)-(75 min), A(90%),B(10%)-(75.03 min), 

A(90%),B(10%)-(80 min)로 하여 분석, mass 조건으로 Source voltage을 

5 kV, capillary temperature를 275℃, Sheath gas 와 Auxiliary gas를 

35, 5 units로 하여 분석.

    2) 전처리 조건 확립

      - 식품의약품안전처에서 수산물 내 잔류항생제분석에 사용하는 Modified 

QuEChERS 전처리 방법에 대해 조사함. 이 자료를 바탕으로 농산물 및 

재배환경 잔류항생제 분석에 효율적인 전처리방법이 되도록 수정하여 

과제를 수행함. (잔류동물용의약품 분석법 실무 해설서, 2014)

      ○ 기존 식약처 전처리법

        - 검체 2g 측정

        - 2mM 개미산암모늄용액(ammonium formate + ACN/Water(80/20, v/v) 

10mL 첨가

        - 1분간 Vortex 후 20분간 Shaking

        - 15000 rpm에서 10분간 원심분리

        - 상등액을 C18 흡착제 0.5g에 가함

        - hexane 10 mL 첨가 후 30초간 Shaking

        - 15000 rpm에서 5분간 원심분리

        - 하층액 5mL를 시험관에 옮김

        - 40℃ 수욕상에서 1mL 남을 때까지 질소건고

        - 0.2㎛ PVDF syringe filter로 filtering

        - LC-MS/MS 측정

    3)  항생제 동시분석법 유의성 검증

      (1) 회수율

        ① 검량선 범위 내에서 서로 다른 3가지 농도를 선택하여 표준용액을 

제조하여 이것을 이론값으로 함 



        ➁ ①의 3가지 농도 각각을 식품 매트릭스에 spike하여 3회 반복 분석한 

것을 측정값으로 함

        ➂ 3회 반복 분석한 결과 값의 평균을 구하여 회수율 측정값을 산출함

          * 회수율 = 측정값/이론값 × 100 

      (2) 직선성 (Linearity)

        - 표준용액을 5~6 point 으로 분석하여 얻은 검량선의 직선성을 검토함

          ex) 5, 10, 20, 50, 100, 300 ㎍/mL

      (3) 검출한계(Limit of detection) 및 정량한계(Limit of quantification)

        - 저농도로 제조된 표준용액 3개의 검량선에서 구할 수 있는 기울기 값과 

중간농도를 7회 분석하여 구한 표준편차(SD)값을 이용하여 ICH에서 

제안한 다음과 같은 계산식을 이용하여 산출함

        - LOD = 3.3 × σ/S

        - LOQ = 10 × σ/S (σ: 반응의 표준편차, S: 검량선의 기울기)

      (4) 정밀도 및 정확도 (Precision and Accuracy) 

        - Inter-day 측정 : 직선성에 해당하는 검량 농도 5 point를 지정하여 

하루에 1회 분석씩 3일간 측정 후 합산하여 정밀도 

및 정확도를 산출함

        - Intra-day 측정 : 직선성에 해당하는 검량 농도검량 농도 5 point를 

지정하여, 검량선은 1회 분석하고, 검량선 외 다른 

농도 4개의 농도에 대해서는 5회 분석 하여 그 결과 

값을 이용해 정밀도 및 정확도(Precision)를 산출함

3. 결과 및 고찰

  가. LC-MS/MS 동시분석법 개발을 기기분석조건 확립

    1) 작년에 확립한 LC-MS/MS 분석조건

Figure 01. sulfonamide 계열 antibiotics LC-MS/MS 분석결과

Table 01. 작년에 확립한 HPLC 기기분석 조건

HPLC Agilent Technologies 1260 infinity

Column Eclipse Plus C18(4.6x100, 3.5μm)

injection volume 10μL

time Flow(ml/min) MPA(%) MPB(%)

initial 0.5 90 10

20 0.5 90 10

60 0.5 60 40

70 0.5 0 100

75 0.5 0 100

75.03 0.5 90 10

80 0.5 90 10

column temp. 36℃

MPA 0.1% Formic acid in Water

MPB 0.1% Formic acid in Acetonitrile

      - 작년에 확립한 분석조건의 경우 각 항생제 Peak가 잘 분리되었으나 

시간이 80분으로 너무 오래 걸려서 개선 할 필요성이 있음. 그래서 

이동상의 gradient를 조정하는 과정을 통하여 분석시간을 30분으로 

단축시키는데 성공함.



    2) 최종분석조건 확립

Figure 02. 최종 HPLC 분석법 확립

Table 02. 최종 HPLC 기기분석 조건

HPLC Agilent Technologies 1260 infinity
Column Eclipse Plus C18(4.6x100, 3.5μm)
injection volume 10μL
time Flow(ml/min) MPA(%) MPB(%)
initial 0.5 85 15
10 0.5 80 20
15 0.5 60 40
20 0.5 50 50
22 0.5 0 100
25 0.5 0 100
25.01 0.5 85 15
30 0.5 85 15
column temp. 36℃
MPA 0.1% Formic acid in Water
MPB 0.1% Formic acid in Acetonitrile

      - 작년에 확립한 LC-MS/MS 분석법을 개선한 최종 HPLC 분석법 확립

      - 최종 확립한 HPLC 분석조건으로 13종의 sulfonamide 항생제(sulfisomidin, 

sulfaguanidine, sulfadiazine, sulfamerazine, sulfaclozine, sulfathiazole, 

sulfadimethoxine, sulfamonomethoxine, sulfisoxazole, sulfamethoxypyridazine, 

sulfadoxin, sulfamethoxazole, sulfamethazine)의 표준물질 13종을 mix하여 

분석을 진행함. 그 결과 sulfaguanidine, sulfisomidin, sulfadiazine, sulfathiazole, 

sulfamerazine, sulfamethazine, sulfamethoxypyridazine, sulfamonomethoxine, 

sulfadoxin, sulfamethoxazole, sulfisoxazole, sulfaclozine, sulfadimethoxine의 

순으로 분석이 되는 것을 확인함. 각 retention time은 2.5, 3.6, 5.2, 

5.5, 6.9, 8.8, 9.5, 12.3, 15.2, 15.6, 16.7, 18.1, 18.4로 나타남.

      - 최종 확립한 HPLC 분석조건으로 LC-MS/MS 조건을 확립하고 항생제 

24종의 표준물질을 분석함.

    3) 개선한 HPLC 분석조건으로 MS-Scan 분석

Table 03. 개선한 LC-MS/MS 기기분석 조건

LC-Mass
spectrometer

Thermo Scientific LTQ-Velos

Column Eclipse Plus C18(4.6x100, 3.5μm)

injection volume 10μL

time Flow(ml/min) MPA(%) MPB(%)

0 0.5 85 15 Capillary Temp.(c) 275

10 0.5 80 20 Source Heater Temp.(c) 250

15 0.5 60 40 Sheath Gas Flow 35

20 0.5 50 50 Aux Gas Flow 5

22 0.5 0 100 Sweep Gas Flow 5

25 0.5 0 100 Normalized collision energy 35V

25.01 0.5 85 15

30 0.5 85 15

column temp. 36℃

MPA 0.1% Formic acid in Water

MPB 0.1% Formic acid in Acetonitrile

    4) LC-MS/MS에서 항생제 표준물질 분석

      - Sulfonamide 계열 항생제 13종과 tetracycline 계열 3종, macrolide 계열 3종, 

beta-lactam계열 2종, aminoglycoside 계열 3종의 표준물질을 4ppm의 농도로 

LC-MS/MS 분석해본 결과 positive조건에서 분석이 더 잘되었고 MS1값이 

sulfaguanidine은 215, sulfisomidin은 279, sulfadiazine은 251, sulfathiazole은 256, 

sulfamerazine은 265, sulfamethazine은 279, sulfamethoxypyridazine은 281, 

sulfamonomethoxine은 281, sulfadoxin은 311, sulfamethoxazole은 254, 

sulfisoxazole은 268, sulfaclozine은 285, sulfadimethoxine은 311값이 

나왔으며 oxytetracycline, tetracycline, chlortetracycline은 각각 461, 445, 

479의 값이, tilmicosin은 435, spiramycin은 422, erythromycin은 734, 

penicillin G, amoxicillin은 각각 335, 366, streptomycin, neomycin, 

apramycin은 201, 205, 540이 나옴.



  나. 전처리법

    - 식품의약품안전처 수산물 내 잔류항생제분석에 사용하는 Modified QuEChERS 

전처리 방법을 바탕으로 농산물 및 재배환경 잔류항생제 분석의 최적 

전처리방법을 개발함.

    1) 전처리법

      - 검체 2g 측정

      - 2mM 개미산암모늄용액(ammonium formate + ACN/Water(80/20, v/v) 10mL 첨가

      - 1분간 Vortex 후 20분간 Shaking

      - 15000 rpm에서 10분간 원심분리

      - 상등액을 C18 흡착제 0.5g에 가함

      - 30초간 Shaking

      - 15000 rpm에서 5분간 원심분리

      - 상층액 5mL를 시험관에 옮김

      - 40℃ 수욕상에서 1mL 남을 때까지 질소건고

      - 0.2㎛ PVDF syringe filter로 filtering

      - LC-MS/MS 측정

    2) 전처리법에 따른 기기분석 결과

      (1) HPLC

Figure 03. sulfonamide antibiotics 표준물질의 전처리 후 HPLC 분석결과

        - 농산물 샘플에 sulfonamide계열 항생제 13종을 spiking한 후 개선한 

방법으로 전처리. 그 후 HPLC로 분석시 13종의 sulfonamide계열 항생제가 

검출되는 것을 확인할 수 있음. 따라서 해당 전처리법으로 sulfonamide계열 

항생제를 분석할 수 있다고 판단함. 

      (2) LC-MS/MS

Figure 04. blank sample 전처리 후 LC-MS/MS 분석결과

Figure 05. 24종 항생제를 spiking한 sample 전처리 후 LC-MS/MS 분석결과

        - 샘플에 항생제 24종의 표준물질을 spiking 한 후 전처리를 거쳐 

LC-MS/MS분석을 해본 결과 아미노 계열에 속하는 3종의 항생제

(streptomycin, neomycin, apramycin)를 제외한 나머지 4계열 21종의 

항생제가 검출됨을 확인함.

  다. LC-MS/MS spectrum 결과

    - LC-MS/MS 분석을 통하여 얻은 항생제 21종에 대한 MS2값은 다음과 같음. 

Sulfaguanidine은 155, 172, 121, sulfisomidin은 185, 123, 203, sulfadiazine은 

155, 107, 94, 157, sulfathiazole은 155, 108, 92, 189, sulfamerazine은 155, 171, 

109, 107, 92, 189, 173, 246, sulfamethazine은 185, 203, 155, 123, sulfamethoxypyridazine은 

155, 125, 107, 187, 214, 92, sulfamonomethoxine은 155, 214, 189, 125, 

107, 262, 280, 91, sulfadoxin은 155, 108, 244, 92, sulfamethoxazole은 

155, 187, 146, 189, 193, 235, 107, 145, 159, sulfisoxazole은 155, 112, 107, 91, 

sulfaclozine은 93, 155, 107, 129, 191, sulfadimethoxine은 155, 244, 217, 

107, oxytetracycline은 442, 425, 446, tetracycline은 426, 409, 429, 



tilmicosin은 695, 340, spiramycin은 699, 350, 702, 540, 522, penicillin G는 

159, 175, erythromycin은 576, 716, 558, 552, 698, chlortetracycline은 

462, 444, amoxicillin은 349으로 각각 이온화 됨.

  라. 항생제 동시분석법 유의성 검증

    1) 회수율

      ① 검량선 범위 내에서 서로 다른 3가지 농도(0.1ppm, 1ppm, 2ppm)를 

선택하여 표준용액을 제조하여 이것을 이론값으로 함 

      ② ①의 3가지 농도 각각을 농산물, 토양, 용수 매트릭스에 spike하여 3회 

반복 분석한 것을 측정값으로 함 

      ③ 이론값은 추출 후 spiking 한 것으로 함.

      ④ 3회 반복 분석한 결과 값의 평균을 구하여 회수율 측정값을 산출함

        * 회수율 = 측정값/이론값 × 100 

      - Sulfonamide 계열 항생제는 대부분의 경우 회수율이 높게 나타남. 그러나 

Tetracycline 계열의 경우 토양에서는 항생제 회수가 되지 않은 것을 확인할 수 

있었고 erythromycin의 경우 3가지 매트릭스, 3가지 농도에서 전부 회수율이 

낮게 나타난 것을 확인함. 그 밖의 나머지 항생제들은 특정 농도에서는 

회수율이 높고 특정농도에서는 회수율이 낮게 나타나는 경향을 보임.

    2) 직선성 (Linearity)

      - 표준용액을 5~6 point 으로 분석하여 얻은 검량선의 직선성을 검토

      - LC-MS/MS 분석에서 0.05ppm, 0.1ppm, 0.2ppm, 0.5ppm, 1ppm, 2ppm의 

농도로 직선성을 측정함.

Table 04. LC-MS/MS에서 측정한 항생제 19종의 직선성

Sulfaguanidine Sulfisomidin Sulfadiazine Sulfathiazole Sulfamerazine

R² 0.9989 0.9962 0.9987 0.9986 0.9987

Sulfamethazine Sulfamethoxy-pyridazine
Sulfamono-
methoxine Sulfadoxin Sulfamethoxa-zole

R² 0.9994 0.9979 1 0.9982 0.9998

Sulfisoxazole Sulfaclozine Sulfadimeth-
oxine

Oxytetra-
cycline Tetracycline

R² 1 0.9972 0.9998 0.9971 0.9977

PenicillinG Erythromycin Chlortetra-
cycline Amoxicillin Tilmicosin Spiramycin

R² 0.9999 0.9999 0.9993 1 x x

      - 직선성 측정 시 19종의 항생제의 R²값이 0.99 이상으로 나타남. 

tilmicosin과 spiramycin의 경우 직선성을 구하기 위해 여러 번 반복 

실험하였으나 그 결과 값이 일정하지 않아 직선성을 구할 수 없었음.  

    3) 검출한계(Limit of detection) 및 정량한계(Limit of quantification)

      - 저 농도로 제조된 표준용액 3개의 검량선에서 구할 수 있는 기울기 값과 

중간농도를 7회 분석하여 구한 표준편차(SD)값을 이용하여 ICH에서 제안한 

다음과 같은 계산식을 이용하여 산출함

      - LOD = 3.3 × σ/S

      - LOQ = 10 × σ/S (σ: 반응의 표준편차, S: 검량선의 기울기)

      - 검출한계, 정량한계 측정을 위해서 항생제 표준물질 0.05, 0.1, 0.2 μg/mL의 

농도에서 검량선을 작성한 뒤 위의 식에 대입하여 LOD, LOQ를 구함.

Table 05. LC-MS/MS에서 21종 항생제 LOD, LOQ

LOD (μg/mL) LOQ (μg/mL)

Sulfonamides
Sulfaguanidine 0.022 0.068
Sulfisomidin 0.005 0.017
Sulfadiazine 0.012 0.036
Sulfathiazole 0.011 0.035
Sulfamerazine 0.010 0.031
Sulfamethazine 0.011 0.034

Sulfamethoxypyridazine 0.007 0.021
Sulfamonomethoxine 0.011 0.033

Sulfadoxin 0.009 0.030
Sulfamethoxazole 0.020 0.063
Sulfisoxazole 0.014 0.042
Sulfaclozine 0.012 0.036

Sulfadimethoxine 0.022 0.067
Tetracyclines

Oxytetracycline 0.026 0.080
Tetracycline 0.008 0.025

Chlortetracycline 0.012 0.036
Macrolides

Erythromycin 0.010 0.030
Tilmicosin - -
Spiramycin - -

Beta-lactams
PenicillinG 0.015 0.048
Amoxicillin 0.010 0.033



    4) 정밀도 및 정확도 (Precision and Accuracy)

Table 06. LC-MS/MS에서 21종 항생제 정밀도-interday

Precision(%) , interday

Conc.(μg/mL)

0.1 0.2 0.5 1 2

Sulfaguanidine 7.12 1.17 6.27 3.67 3.51
Sulfisomidin 2.17 3.32 0.27 2.57 1.23
Sulfadiazine 3.56 4.55 4.56 1.68 0.54
Sulfathiazole 3.76 2.71 2.02 2.43 2.89
Sulfamerazine 3.09 2.11 1.05 1.80 1.05
Sulfamethazine 3.30 1.93 2.42 3.39 1.47

Sulfamethoxypyridazine 2.26 2.28 1.11 2.18 0.93
Sulfamonomethoxine 3.64 2.92 5.00 2.85 1.01

Sulfadoxin 3.36 4.63 0.17 2.23 1.29
Sulfamethoxazole 6.60 2.36 1.98 2.40 0.66
Sulfisoxazole 4.03 6.21 1.34 0.99 0.44
Sulfaclozine 3.81 2.04 6.09 2.74 3.80

Sulfadimethoxine 6.39 2.70 2.78 3.10 4.63
Oxytetracycline 7.77 4.71 5.12 2.99 2.65
Tetracycline 3.15 9.12 2.38 1.33 4.67
PenicillinG 4.31 2.99 1.80 3.41 2.98
Erythromycin 5.77 2.82 1.40 3.29 2.87
Chlortetracycline 4.43 6.64 3.46 4.31 3.81
Amoxicillin 3.43 1.75 2.83 2.60 0.82

Table 07. LC-MS/MS에서 21종 항생제 정밀도-intraday

Precision(%) , intraday

Conc.(μg/mL)

0.15 0.4 0.8 1.5

Sulfaguanidine 2.34 1.17 3.67 6.27
Sulfisomidin 3.58 3.32 2.57 0.27
Sulfadiazine 12.15 4.55 1.68 4.56
Sulfathiazole 7.02 2.71 2.43 2.02
Sulfamerazine 7.73 2.11 1.80 1.05
Sulfamethazine 1.06 1.93 3.39 2.42

Sulfamethoxypyridazine 2.25 2.28 2.18 1.11
Sulfamonomethoxine 0.61 2.92 2.85 5.00

Sulfadoxin 2.65 4.63 2.23 0.17
Sulfamethoxazole 4.77 2.36 2.40 1.98
Sulfisoxazole 2.46 6.21 0.99 1.34
Sulfaclozine 2.73 2.04 2.74 6.09

Sulfadimethoxine 0.68 2.70 3.10 2.78
Oxytetracycline 4.97 4.39 2.99 5.12
Tetracycline 3.72 9.12 1.33 2.38
PenicillinG 5.98 2.99 3.41 1.80
Erythromycin 7.58 2.82 3.29 1.40
Chlortetracycline 3.87 6.64 4.31 3.46
Amoxicillin 4.82 1.75 2.60 2.83

Table 08. LC-MS/MS에서 21종 항생제 정확도-interday

Accuracy(%) , interday

Conc.(μg/mL)

0.1 0.2 0.5 1 2

Sulfaguanidine 86.24 95.21 94.98 96.06 91.29
Sulfisomidin 90.63 106.46 107.96 105.07 106.90
Sulfadiazine 84.05 91.33 99.21 96.72 92.26
Sulfathiazole 87.50 96.50 106.19 106.67 100.51
Sulfamerazine 88.59 103.58 101.36 108.66 103.87
Sulfamethazine 89.12 95.91 98.54 99.21 95.47

Sulfamethoxypyridazine 84.19 98.81 109.40 106.73 100.51
Sulfamonomethoxine 102.65 101.68 105.00 103.07 103.80

Sulfadoxin 83.01 96.84 108.14 105.73 99.81
Sulfamethoxazole 97.11 100.68 99.90 102.81 100.49
Sulfisoxazole 95.02 92.66 93.20 92.72 93.58
Sulfaclozine 107.33 108.11 82.30 88.89 94.79

Sulfadimethoxine 100.77 90.91 95.86 94.20 96.11
Oxytetracycline 105.63 91.41 86.73 94.84 100.79
Tetracycline 105.48 86.85 86.26 101.46 101.17
PenicillinG 103.95 109.47 93.76 106.81 97.15
Erythromycin 93.50 83.62 94.29 93.51 93.91
Chlortetracycline 94.04 106.62 104.13 100.19 105.31
Amoxicillin 103.31 109.67 103.05 101.30 101.52

Table 09. LC-MS/MS에서 21종 항생제 정확도-intraday

Accuracy(%) , intraday

Conc.(μg/mL)

0.15 0.4 0.8 1.5

Sulfaguanidine 103.82 101.10 95.45 98.26
Sulfisomidin 102.87 106.04 102.77 101.05
Sulfadiazine 83.52 96.38 96.17 102.25
Sulfathiazole 78.62 98.13 106.49 107.16
Sulfamerazine 100.29 101.29 107.82 96.03
Sulfamethazine 93.24 99.92 98.79 100.81

Sulfamethoxypyridazine 90.72 105.69 105.96 103.68
Sulfamonomethoxine 96.89 98.95 103.35 103.53

Sulfadoxin 92.30 102.24 105.13 101.49
Sulfamethoxazole 95.22 100.34 102.84 99.72
Sulfisoxazole 89.53 90.99 92.88 92.31
Sulfaclozine 99.69 102.84 89.32 80.23

Sulfadimethoxine 92.91 87.11 94.58 93.79
Oxytetracycline 97.89 89.60 96.46 80.13
Tetracycline 99.67 80.94 103.26 81.42
PenicillinG 109.49 101.70 107.55 109.97
Erythromycin 93.16 73.42 94.59 88.66
Chlortetracycline 86.24 103.37 107.52 102.47
Amoxicillin 93.72 105.48 108.72 106.80

○ 정밀도는 0.17~12.15%, 정확도는 73.42~109.97%의 결과를 얻었음.



  마. 모니터링 진행

    1) 모니터링 시료 수집

      - 농산물, 토양, 용수, 퇴비를 대상으로 모니터링 진행 

      - 괴산, 예산, 나주, 안동, 대전 등에서 샘플 406건을 수집하여 모니터링 시행

      - 농산물 206건, 토양 100건, 용수 65건, 퇴비 35건

      - 총 406건의 샘플 중 예산에서 74건(토양 21건, 용수 21건, 농산물 32건), 

괴산에서 64건(토양 12건, 용수 12건, 농산물 40건), 안동에서 60건(토양 17건, 

용수 17건, 26건), 나주에서 68건(토양 12건, 용수 12건, 농산물 44건), 

국립농산물품질관리원에서 105건(토양 35건, 퇴비 35건, 농산물 35건) 

총 308건의 샘플을 수집하였음.

    2) 모니터링 결과

      - 농산물 및 재배환경 샘플 406건에 대한 모니터링 결과 충남아산토양, 

충북보은토양, 경기양평토양, 경남밀양토양, 강원속초양양토양, 전북김제토양, 

경남밀양퇴비, 전북김제퇴비, 경기여주퇴비, 전북부안퇴비, 전북김제복숭아에서 

tilmicosin이 검출됨. 또한 경기양평토양, 강원속초양양토양, 경남밀양퇴비, 

강원속초양양퇴비, 전북김제퇴비에서 spiramycin이 검출됨을 확인함.

      - 농산물 및 재배환경 샘플 406건 중 16건에서 항생제가 검출됨. 검출된 

항생제는 macrolide 계열인 tilmicosin과 spiramycin으로 tilmicosin은 11건, 

spiramycin은 5건의 샘플에서 검출됨. 검출된 2종의 항생제는 

LC-MS/MS상에서 반복성이 떨어져서 직선성, LOD, LOQ를 구할 수 

없었기에 정성만 가능하고 정량은 불가능 함.

  사. 요약

    - 21종의 항생제를 분석할 수 있는 조건을 확립함. Eclipse Plus C18(4.6x100, 3.5μm) 

컬럼을 사용하였으며 온도를 36도, 0.1% formic acid in water와, 0.1% 

formic acid in Acetonitrile을 이동상으로 이용하였음. Gradient(time, 0.1% 

formic acid in water)를 (0,85), (10,80), (15,60), (20,50), (22,0), (25,0), 

(25.01,85), (30,85)로 하여 분석함. 21종의 항생제를 LC-MS/MS 분석해본 

결과 positive조건에서 분석이 더 잘되었고 MS1값이 sulfaguanidine은 215, 

sulfisomidin은 279, sulfadiazine은 251, sulfathiazole은 256, sulfamerazine은 265, 

sulfamethazine은 279, sulfamethoxypyridazine은 281, sulfamonomethoxine은 

281, sulfadoxin은 311, sulfamethoxazole은 254, sulfisoxazole은 268, sulfaclozine은 

285, sulfadimethoxine은 311값이 나왔으며 oxytetracycline, tetracycline, 

chlortetracycline은 각각 461, 445, 479의 값이, tilmicosin은 435, spiramycin은 

422, erythromycin은 734, penicillin G, amoxicillin은 각각 335, 366, streptomycin, 

neomycin, apramycin은 201, 205, 540이 나옴.  

    - 식약처 방법을 변경하여 전처리법으로 사용함. 검체에 2mM 개미산암모늄

용액을 넣고 20분간 shaking 함. 그 후 원심분리를 10분간 하여 상등액에 

C18 흡착제를 넣고 섞고 다시 원심분리를 함. 상층액을 시험관에 옮겨 

1mL까지 질소건고 시킨 후 필터링하여 LC-MS/MS를 측정함. 샘플에 항생제 

24종의 표준물질을 spiking 한 후 전처리를 거쳐 LC-MS/MS분석을 해본 

결과 아미노 계열에 속하는 3종의 항생제를 제외한 나머지 4계열 21종의 

항생제가 검출됨을 확인함. 

    - 3가지 매트릭스, 3가지 농도로 회수율 실험을 진행함. Sulfonamide 계열 

항생제는 대부분의 경우 회수율이 높게 나타남. 그러나 Tetracycline 계열이 

토양에서는 회수가 되지 않았고 erythromycin의 경우 3가지 매트릭스, 3가지 

농도에서 전부 회수율이 낮게 나타남. 나머지 항생제들은 특정 농도에서는 

회수율이 높고 특정농도에서는 회수율이 낮게 나타남.

    - 0.05, 0.1, 0.2, 0.5, 1, 2ppm의 농도로 직선성을 측정함. 2종의 항생제(tilmicosin, 

spiramycin)을 제외한 19종의 항생제는 R²값이 0.99이상으로 나타남. 

LOD, LOQ는 0.05, 0.1, 0.2ppm에서 검량선을 작성하여 구함. LOD는 

0.005~0.026ppm, LOQ는 0.017~0.080ppm으로 나타남.

    - Interday와 intraday로 나누어서 정밀도 정확도 실험을 진행함.  Inter-day는 

직선성에 해당하는 검량 농도 5 point 를 지정하여 하루에 1회 분석씩 3일간 



측정 후 합산하여 정밀도 및 정확도를 산출함. Intra-day 는 직선성에 해당하는 

검량 농도 5 point 를 지정하여, 검량선은 1회 분석하고, 검량선 외 다른 

농도 4개의 농도에 대해서는 5회 분석 하여 그 결과 값을 이용해 정밀도 및 

정확도(Precision)를 산출함. 밀도는 0.17~12.15%, 정확도는 73.42~109.97%를 얻음.

    - 국내 지역에서 농산물, 토양, 용수, 퇴비 406건을 수집하여 모니터링을 시행함. 

농산물 및 재배환경 샘플 406건 중 16건에서 항생제가 검출됨. 검출된 항생제는 

macrolide 계열인 tilmicosin과 spiramycin으로 tilmicosin은 11건, spiramycin은 

5건의 샘플에서 검출됨. 

4. 결론

  - 작년 개발한 LC-MS/MS 분석방법의 gradient조절을 통하여 분석시간을 단축시킨 

새로운 LC-MS/MS 분석조건을 확립함.

  - 식품의약품안전처에서 수산물을 분석할 때 사용하던 전처리 방법을 농산물

전처리에 알맞게 변형하여 새로운 전처리 방법을 최적화함.

  - 최적화한 Modified QuEChERS 전처리법으로 먼저 sulfonamide 계열 항생제를 

주입한 샘플을 전처리하여 HPLC분석을 함. 그 결과 13종의 sulfonamide계열 

항생제가 잘 검출이 되었다고 판단되어 추가적인 MS/MS 분석을 시행하였음.

  - 샘플에 24종의 항생제를 주입하여 최적화한 Modified QuEChERS 전처리법으로 

전처리를 하여 LC-MS/MS 분석을 실시함. 그 결과 24종의 항생제 중 

aminoglycoside계열 3종을 제외한 21종의 항생제가 검출이 되었음을 확인함.

  - LC-MS/MS에서의 Method validation을 진행함, 직선성, LOD, LOQ, 정밀도, 

정확도, 회수율을 검증함

  - 406종의 농산물, 토양, 용수, 퇴비 샘플에서 모니터링을 시행하여 16건의 샘플에서 

tilmicosin과 spiramycin 항생제가 검출됨을 확인. 해당 항생제는 LC-MS/MS

상에서 반복성이 떨어져서 직선성, LOD, LOQ를 구할 수 없었기에 정성만 

가능하고 정량은 불가능 함.

  - 이 실험을 통해서 sulfonamide 계열, tetracycline 계열, macrolide 계열, 

Beta-lactam 계열 항생제 21종의 동시분석법 개발이 완료됨. 
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