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요 약: 본 연구에서는 소고기와 우유에서의 클렌부테롤의 확인과 정량을 위하여 LC-ESI/MS/MS을 이

용한 방법을 개발하였다. 클렌부테롤과 내부표준물질로 클렌부테롤-D9을 사용한 시료를 가수분해 한 후

에틸아세테이트로 추출하고 농축하였다. 그리고 추출물을 20% 메탄올에 용해하여 HLB 카트리지로 정

제한 후 C18 칼럼을 이용한 LC-ESI/MS/MS로 분석하였다. 높은 감도를 얻기 위하여 positive ion mode에

서 SRM(selected reaction monitoring)방법을 이용하였다. MS/MS의 SRM방법으로 클렌부테롤과 클렌부

테롤-D9의 선구이온(precursor ion), 생성이온(product ion)을 각각 m/z 227→203, m/z 286→204로 분석한

결과 소고기에서의 클렌부테롤의 정량한계와 회수율은 각각 0.2 μg/kg과 84.3~91.1%이었고, 우유에서의

정량한계와 회수율은 각각 0.05 μg/kg과 87.7~98.3%이었다.

Abstract: A liquid chromatography-electrospray ionization tandem mass spectrometry (LC-ESI/MS/MS) method

was developed for the determination and confirmation of clenbuterol in bovine muscle and milk. Clenbuterol

and clenbuterol-D9 using as an internal standard in samples were extracted with ethyl acetate after hydrolysis

and evaporated to dryness. The extracts were dissolved in 20% methanol and cleaned using HLB solid-phase

extraction cartridge. The analytes were detected by LC-ESI/MS/MS on a C18 column. Mass spectral acquisition

was done in selected reaction monitoring (SRM) in positive ion mode to provide a high degree of sensitivity.

Using MS/MS with SRM mode, the transitions (precursor to product) monitored were m/z 277→203 for

clenbuterol, and m/z 286→204 for internal standard. The limits of quantitation (LOQ) and mean recoveries

of clenbuterol in bovine muscle were 0.2 μg/kg and 84.3~91.1%, respectively. The LOQ and mean recoveries

in milk were 0.05 μg/kg and 87.7~98.3%, respectively.
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1. 서 론

 베타-아고니스트(Beta-agonist)는 구조와 약리학적

인 성질이 카테콜아민(catecholamine)과 비슷한 화합

물로 aromatic ring과 아미노기로 치환된 phenyl β-

ethanolamine이다.1 이들은 주로 인간과 동물에게 기

관지 확장제로 사용되나 동물에게 고용량을 투여하였

을 때 동화작용을 일으켜 성장촉진제로도 사용되어진

다.2 업계에서는 가축의 성장을 촉진시키고 돼지고기

와 소고기의 육질을 향상시키기 위해 사료에 첨가하

는 등 불법으로 가축에 사용하여 왔다. 이와 같은 목

적으로 클렌부테롤은 1980년대부터 가장 널리 사용된

베타-아고니스트 중 하나이다.1 클렌부테롤은 1-(4-

amino-3,5-dichloro-phenyl)-2-(tert-butylamino)ethanol의

화학구조(Fig. 1)를 가지고 있으며, β2-adrenergic receptor

에 선택성이 강하여 상대적으로 다른 약물보다 심장

에 대한 부작용이 적기 때문에 사람에게는 기관지 천

식 및 만성 폐쇄성 호흡기 질환에 사용되는 약물이다.3

클렌부테롤로 장기간 치료를 받게 되면 G-단백질 결

합 수용체(G-protein coupled receptor) 신호에 의해

베타-아드레날린 수용체(beta-adrenergic receptor)가

조절되는 과정에서 이상 현상이 유도되기 때문에 천

식 치료 효과는 사라지고 오히려 기도 수축에 대한

과민증상이 생기고 천식이 제대로 조절되지 못한다.4

또한 클렌부테롤 등의 베타-아고니스트는 간, 눈의 망

막과 같은 색소성 조직에 축적되어 오랫동안 잔류되

어 소비자에게 근육강직, 경련, 심한 편두통과 같은

부작용을 초래할 수 있다.5,6 이러한 이유로 European

Community (EC)에서는 1996년부터 가축에 대해 베타

-아고니스트의 사용을 금하고 있고7, 우리나라에서도

식품에서 검출되어서는 아니되는 물질로 분류하여 “

불검출” 기준으로 설정하여 관리하고 있다.8 클렌부테

롤 분석법에 관한 연구로는 radioimmu- noassay(방사

면역측정법)9와 enzyme immunoassay (EIA)10를 이용

한 시험법과 HPLC11, HPTLC12, GC/MS13를 이용한

시험법등이 있다. 이러한 시험방법들은 미량까지 검

출하는데 한계가 있고, 오랜 시간의 시료 전처리 과

정이 필요하며 특히 GC/MS의 경우에 있어서는 유도

체화 과정을 거쳐야하는 번거로움이 있다.13 따라서

최근에는 LC/MS를 사용하여 화학적 유도체화 과정

없이 극성이면서 열에 불안정한 물질을 상당히 낮은

검출한계까지 분석할 수 있는 연구가 많은 관심을 보

이며 개발되고 있으며, 망막, 간, 혈장, 뇨, 혈청 중의

베타-아고니스트의 검출한계(limit of detection)는

0.01~0.5 μg/kg 수준인 것으로 보고되고 있다.14-18 또

한 C18과 SCX 카트리지 사용하여 송아지 고기와 돼

지 간 중의 클렌부테롤의 정량과 확인에 관한 연구19

등의 보고가 있다. 이와 같이 외국의 경우 소비자들

의 안전성 확보를 위하여 대표적인 베타-아고니스트

인 클렌부테롤의 분석에 관한 연구가 다수 이루어져

왔으나 국내의 경우 식품 중에 잔류되어 있는 클렌부

테롤의 분석에 관한 연구는 거의 없는 실정이다. 따

라서 본 연구에서는 대표적인 소비식품인 소고기와

우유 중에서 안전성에 논란이 되고 있는 클렌부테롤

을 분석하기 위하여 전처리 방법 및 LC-ESI/MS/MS

를 이용한 기기분석조건을 확립하고자 하였다.

2. 실험방법

2.1. 시약 및 기기

분석에 사용된 클렌부테롤 표준물질과 클렌부테롤-

D9 내부표준물질, protease, Trizma Base (Tris[hydorxy-

methyl]aminomethane)는 Sigma사(St. Louis, Mo, USA)

에서 구입하였고, β-glucuronidase/arylsulfatase 효소제

는 Merck사(Darmstadt, Germany)에서 구입하였다. 추

출용매로 사용되어진 에틸아세테이트, 아세토니트릴

은 J.T. Baker사(Phillipsburg, NJ, USA)에서 구입하였

다. 아세트산, 인산일수소칼륨(K2HPO4), 인산이수소

칼륨(KH2PO4), 수산화나트륨, 염산 시약은 특급 또는

일급으로 Wako사(Osaka, Japan)의 것을 사용하였고,

Fig. 1. Chemical structures of (A) clenbuterol, (B) clenbuterol-D9 (I.S).
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실험에 사용한 모든 완충액은 Milli Q (Millipore Co.,

Milford, USA)로 정제한 증류수(18 MΩ-cm)를 사용

하여 제조하였다. 0.1 M 트리스 완충용액(pH 9.5)은

Trizma Base 1.21 g을 100 mL 용량플라스크에 취한

다음 증류수에 녹여 표지선까지 채우고 염산으로 pH

9.5를 맞추었다. 정제과정에 사용되는 카트리지는

HLB (Divinylbenzene-N-vinylpyrrolidone copolymer) (200

mg, 6 mL)로 Waters사 (Milford, Massachusetts, USA)로

부터 구입하였다. 소고기를 균질화하기 위해서 사용

한 믹서기는 (주)한국후지공업(국내산) MN-22S를 사

용하였다. 본 실험에서 사용한 HPLC는 Shiseido

Nanospace SI-2 (Shiseido, Yokohama, Japan)를 사용하

였고, 탠덤질량분석기(MS/MS)는 TSQ Quantum Ultra

(Thermo Finnigan, San Jose, CA, USA)를 사용하였다.

HPLC 칼럼은 Shiseido Capcell Pak C18 (1.5×150 mm,

5 µm) (Shiseido, Yokohama, Japan)을 사용하였다. 데

이터 처리장치로는 Thermo Electron사의 Xcalibur

(Ver.2.0)를 사용하였다.

2.2. 시료

소고기는 한우 등심부위를 사용하여 믹서기로 균질

화한 다음 100 g씩 포장하여 약 -20oC에서 냉동 보관

하였고, 분석할 때 실온에서 녹인 후 사용하였으며

우유는 국내산으로 구입하여 실험하였다.

2.3. 표준 검정곡선 작성

클렌부테롤 표준품을 정밀히 달아 메탄올에 녹여

100 μg/mL가 되도록 표준원액을 제조한 후 메탄올로

희석하여 10 ng/mL의 표준용액을 제조한다. 또한 내

부표준물질인 클렌부테롤-D9도 메탄올에 녹여 2 μg/

mL을 제조한 후 메탄올로 희석하여 10 ng/mL이 되

도록 표준용액을 만든 다음 표준원액과 표준용액은

약 4oC에서 보관하였다. 검정곡선 작성을 위해서 6개

의 시험관에 표준용액을 각각 적당량 취하였는데 소

고기에서는 클렌부테롤의 농도를 0, 0.1, 0.2, 0.5, 1.0,

1.5 및 2.0 ng/mL가 되도록 하고, 내부표준물질은 모

두 2 ng/mL가 되도록 하였다. 우유에서는 클렌부테롤

의 농도를 0, 0.0625, 0.1, 0.125, 0.25, 0.5 및 1.0 ng/

mL가 되도록 하고, 내부표준물질은 1.0 ng/mL가 되

도록 하였다. 그리고 50oC에서 질소농축한 후 메탄올

: 물(1 : 9) 혼합용액 2 mL에 녹인 용액을 0.2 μm 멤

브레인 필터 후 10 µL를 질량분석기에 주입하여 클

렌부테롤과 클렌부테롤-D9의 특성이온을 확인하였다.

이후 크로마토그램으로부터 얻은 피크의 머무름 시간

을 확인하고, 내부표준물질의 피크 면적에 대한 클렌부

테롤의 피크 면적비를 가지고 검정곡선을 작성하였다. 

2.4. 소고기 속의 클렌부테롤 추출

균질화한 시료 5 g을 50 mL 원심분리관에 취하여

내부표준용액 400 µL를 넣고, 트리스 완충용액(pH

9.5) 5 mL와 protease 5 mg을 넣어 60oC에서 약 16시

간 반응시켰다. 실온까지 냉각한 후 아세트산 15 µL

와 2 M 암모늄 아세테이트 완충용액(pH 5.2) 1 mL

를 넣고 β-glucuronidase/arylsulfatase 40 µL를 가하였

다. 37oC에서 2시간 동안 가수분해한 후 포화염화나

트륨용액 2 mL를 넣고 10 M 수산화나트륨용액를 사

용하여 pH 12 이상으로 하였다. 이 용액에 에틸아세

테이트 10 mL를 가하여 진탕하고 6,000 G에서 5분

간 원심분리하여 상층액을 취한 다음 다시 에틸아세

테이트 10 mL를 가해 재추출하였다. 합해진 상층액

을 50oC 수욕 상에서 감압농축한 후잔류물은 메탄올

: 물(2 : 8) 혼합용액을 가하여 용해하고 염산으로 pH

1.0으로 맞추었다. 그리고 헵테인 3 mL를 가하여 섞

은 다음 4,000 G, 5분간 원심분리하고 유기용매층(상

층)은 제거하였다. 물층에 0.1 M 인산완충용액(pH

6.0) 2 mL와 10 M 수산화나트륨 용액을 가하여 pH

7.0이 되도록 한 것을 추출용액으로 하였다. 

2.5. 우유 속의 클렌부테롤 추출

우유 5 g을 50 mL 원심분리관에 취하여 내부표준

용액 200 µL를 넣은 다음 아세트산 200 µL를 넣고

아세토나이트릴 5 mL와 에틸아세테이트 10 mL를 가

하여 10분간 균질화한 후 4,000 G에서 5분간 원심분

리하였다. 상층액을 취하고 다시 에틸아세테이트 10

mL를 사용하여 재추출한 다음 50oC에서 감압 농축한

후, 잔류물에 메탄올 : 물(2 : 8) 혼합용액을 가하여

용해하고 염산으로 pH 1.0으로 맞추었다. 그리고 헵

테인 3 mL를 가하여 섞은 다음 4,000 G, 5분간 원심

분리하고 유기용매층(상층)을 제거하였다. 물층에 0.1

M 인산완충용액(pH 6.0) 2 mL와 10 M 수산화나트륨

용액을 가하여 pH 7.0이 되도록 한 것을 추출용액으

로 하였다. 

2.6. HLB 카트리지를 사용한 정제

소고기와 우유의 추출용액을 미리 메탄올 5 mL,

물 3 mL로 활성화시킨 HLB 카트리지(충진제 200

mg, 6 mL)에 흡착시키고 물 3 mL로 세척한 후 메탄

올 5 mL로 용출하였다. 용출액은 50oC에서 질소농축
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하고 잔류물은 메탄올 : 물(1 : 9) 혼합용액 2 mL에

녹인 후 PTFE 0.2 µm 멤브레인 필터로 여과하여

LC-ESI/MS/MS로 분석하였다.

시료의 전처리 과정은 Fig. 2에 나타내었다.

2.7. LC-ESI/MS/MS에 의한 분석

클렌부테롤의 분석에서 HPLC 조건은 Table 1의 방

법에 따랐다. 분석컬럼은 Shiseido Capcell Pak C18

(1.5 × 150 mm, 5 µm)의 역상컬럼을 이용하였고, 이

동상 A는 물 : 아세토니트릴(95 : 5) 용액에 10 mM

암모늄 아세테이트가 되도록 녹인 후 아세트산으로

pH 4.3으로 조정한 것을, 이동상 B는 아세토니트릴을

이용하였다. 분석시간 0분에서 2분까지 이동상 A

100%로 용리하고, 2분에서 6분까지 linear gradient로

이동상 B가 90%가 되도록 한 다음 8분까지 100%로

이동상 B를 유지하면서 150 µL/min의 유속으로 분석

을 실시하였다. 분석컬럼의 오븐 온도는 40oC로 일정

Table 1. Analytical conditions of HPLC for analysis of
clenbuterol

 Flow rate  150 µL/min

Injection vol. 10 µL

Column Temp. 40oC

Detector Quadrupole MS/MS analyzer

Mobile Phase

A : 0.01 M ammonium acetate(in 5%

ACN, pH 4.3)

B : ACN

Analytical conditions
0-2 min (100:0), 6 min (10:90), 8min

(0:100), 10-15 min (100:0)

Fig. 2. Scheme of the sample preparation.
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하게 하였다.

검출을 위한 MS/MS 분석조건으로 ESI (electrospray

ionization) 이온화방식을 선택하였고, positive ion

mode에서 SRM방법을 사용하였다. Nebulizing gas로

질소가스, collision gas로 아르곤 가스(99.999%)를 사

용하였고, 기타 MS/MS 분석 파라미터는 spray

voltage 3,500 V, sheath gas pressure 60 psi, aux gas

pressure 20 psi, capillary temperature 330oC, tube

lens offset 78(클렌부테롤), 57(클렌부테롤-D9)로 설정

하여 분석하였다. 클렌부테롤과 내부표준물질인 클렌

부테롤-D9의 선구이온은 각각 m/z 277, 286의 유사

분자이온([M+H]+)을 사용하였으며, 생성이온 각각 m/

z 203, 204를 사용하였다. 

3. 결과 및 고찰

소고기와 우유에 잔류하고 있는 클렌부테롤을 분석

하기 위하여 LC-ESI/MS/MS를 사용하였고, 분석조건

은 Table 2에 나타내었다.

클렌부테롤과 내부표준물질인 클렌부테롤-D9의 분

Table 2. Mass detection conditions of LC-ESI//MS/MS for analysis of clenbuterol

Q1 mass

Precursor ion (m/z)

Q3 mass

Product ions (m/z)

Collision 

Engergy (eV)
Tube lens

Clenbuterol 277.25 258.94, 202.93 16 78

Clenbuterol-D9 286.14 268.05, 204.00 16 57

Fig. 3. Full scan electrospray mass spectra of (A) clenbuterol (C) clenbuterol-D9 and daughter ion mode spectra of (B)
clenbuterol[(M+H)+ 277] (D) clenbuterol-D9[(M+H)+ 286] with a collision energy set at 16 eV.
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자이온의 확인을 위하여 positive ion mode에서 Q1

scan을 실시하였고, SRM(selective reaction monitoring)

방식으로 생성이온을 얻었는데 이것을 Fig. 3(A), (C)

에 나타내었다. 이 그림에서 보면 클렌부테롤은 m/z

277에서, 클렌부테롤의 수소원자를 중수소원자로 치

환시킨 클렌부테롤-D9의 선구이온은 클렌부테롤보다

m/z가 9가 증가한 m/z 286에서 강한 검출세기를 보

였다. 선구이온 대하여 16 eV의 collision energy를 가

Fig. 4. Chromatograms of (A) blank sample (B) standard and internal standard (C) bovine muscle spiked at 0.4 μg/kg and
milk spiked 0.1 μg/kg.
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지고 product ion scan을 하였을 때 클렌부테롤은 m/z

259, 203, 클렌부테롤-D9은 m/z 268, 204에서 이온세

기를 보였다. 이것은 각각의 선구이온에서 benzylic

hydroxyl group에 있는 -OH와 N-substituted isobutene

일부분이 떨어져 나간 결과이다.19 Fig. 3(B), (D)의

생성 이온들 중 검출세기가 가장 큰 m/z 203, 204를

클렌부테롤과 클렌부테롤-D9의 정량분석 이온으로

선정하였고, 클렌부테롤의 m/z 259와 클렌부테롤-D9

의 m/z 268은 확인이온으로 사용하였다. 

Fig. 4(A)는 소고기와 우유의 blank 시료이고 Fig.

4(B)는 클렌부테롤 표준물질과 클렌부테롤-D9 내부표

준물질, Fig. 4(C)는 시료에 클렌부테롤과 내부표준물

질을 함께 첨가한 시료로서 본 시험방법에 따라 전처

리한 후 LC-ESI/MS/MS로 분석하여 얻은 대표적인

크로마토그램이다. Fig. 4(A)에서 보면 blank 시료에

서는 어떠한 피크도 검출되지 않았고, Fig. 4(B)의 클

렌부테롤과 클렌부테롤-D9의 피크는 약 8.6분대에 동

일하게 나타났으며 Fig. 4(C)에서와 같이 시료에서의

각 성분들의 머무름 시간도 표준물질과 일치하였다.

또한 피크의 모양도 양호하였으며 MS/MS의 높은 선

택성으로 인해 클렌부테롤과 클렌부테롤-D9의 피크

외에는 어떠한 피크도 검출되지 않았다. 

소고기 시료는 잔류되어 있는 클렌부테롤의 추출율

을 높이기 위하여 protease를 사용하여 단백질을 분해

시킨 다음 β-glucuronidase/arylsulfatase로 가수분해하

였다. 그리고 에틸아세테이트를 사용하여 시료의 지

용성 성분과 수용성 성분을 함께 추출한 다음 헵테인

을 사용하여 지방성분을 제거하였고, HLB 카트리지

를 사용하여 정제하고 메탄올 용출액을 이용하여 남

아있는 방해물질을 제거하였다. 보고에 의하면 클렌

부테롤을 포함한 베타-아고니스트 성분들을 분리하기

위하여 베타-아고니스트에 매우 선택적인 카트리지인

SupelMIP(Supelco)를 사용하였으나20 본 연구에서는

일반적으로 사용되는 카트리지를 사용하였고, 그 결

과 또한 만족할 만하였다. 검출한계(limit of detection,

LOD)는 LOD=(3.3×σ)/S로 계산하였고, 소고기는 0.066

μg/kg, 우유는 0.0165 μg/kg이었다. 정량한계(limit of

quantitation, LOQ)는 LOQ=(10×σ)/S로 계산하였고,

소고기는 0.2 μg/kg이고, 우유는 0.05 μg/kg이었다.

소고기의 LOD와 LOQ가 우유에 비하여 다소 높게

나타났으며 여기에서 S는 검정곡선의 기울기, σ는

blank 시료를 분석한 표준편차이다. 

Fig. 5(A)는 소고기에서의 검정곡선으로 y=0.8485x

−0.0182, 상관계수(r2)는 0.9994이고, Fig. 5(B)는 우유

Fig. 5. Linear regression lines of clenbuterol in (A) bovine muscle and (B) milk. (area ratio = standard area/internal standard area)

Table 3. Recoveries of clenbuterol using clenbuterol-D9 as an internal standard in the spiked bovine muscle and milk

Foods
Spiked Conc.

(μg/kg)
Number of trial

Mean Recovery

(%)

Coefficient of Variation 

(%)

Bovine muscle

0.2 3 91.1 2.0

0.4 3 85.9 2.6

0.6 3 84.3 2.0

Milk

0.05 3 98.3 7.2

0.1 3 87.7 1.8

0.2 3 93.7 5.1
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에서의 검정곡선으로 y=1.5961x−0.0322, r2가 0.9978

이며 높은 상관관계를 나타내었다. 이것으로 0.0~2.0

ng/mL 농도 범위에서 양호한 직선성을 나타냈으며,

Codex(국제식품규격위원회)에서 제시하는 기준인 r2

≥0.95에 만족하는 수준이었다.21

각 시료에 대하여 농도별 회수율을 구하기 위하여

내부표준물질을 사용하였는데 소고기에서는 2.0 ng/

mL의 내부표준물질을 사용하고, 우유에서는 1.0 ng/

mL의 것을 사용하였다. 소고기에는 클렌부테롤 표준

물질을 0.20, 0.40, 0.60 μg/kg의 농도로 가하고, 우유

에서는 0.05, 0.10, 0.20 μg/kg의 농도로 첨가한 다음

전처리하여 분석한 후 회수율의 결과를 Table 3에 나

타내었다. Table 3에서 보면 소고기의 회수율은 각 농

도범위에서 84.3~91.1%이고, 우유는 87.7~98.3%로

전반적으로 좋은 회수율을 보였다. 또한 정밀성(C.V.,

%)은 각각 소고기에서는 2.0~2.6%이고, 우유에서는

1.8~7.2%이었으며 이것은 Codex 기준21에 만족할 만

한 결과를 보였다. 따라서 본 연구의 LC-ESI/MS/MS

분석법은 식품 내 잔류하고 있는 클렌부테롤의 정량

과 확인에 이용될 수 있는 충분한 감도와 특이성, 직

선성, 정밀성 및 정확성을 갖고 있다고 사료된다.

4. 결 론

본 연구에서는 소고기와 우유에서의 클렌부테롤 회

수율을 높이기 위하여 효소를 사용하여 가수분해 하였

고, 에틸아세테이트를 추출용매로 사용하였다. 그리고

추출과정에서 얻어진 지방 등 방해물질은 헵테인 세척

과정을 통하여 제거하였으며, HLB 카트리지를 사용하

여 정제하였다. LC-ESI/MS/MS를 사용하여 클렌부테

롤을 정량 분석하였는데 MS/MS의 생성이온들 중에서

클렌부테롤은 m/z 203에서 내부표준물질인 클렌부테

롤-D9은 m/z 204에서 가장 높은 감도를 보였다. 내부

표준물질을 사용하여 클렌부테롤의 정량한계와 회수율

을 측정한 결과 소고기는 각각 0.2 μg/kg, 84.3~91.1%

이었고, 우유에서는 0.05 μg/kg, 87.7~ 98.3%이었다. 또

한 그래디언트 조건을 사용하여 적당한 분석시간과 양

호한 피크모양도 얻을 수 있었고, LC-ESI/MS/MS를 사

용하여 시료 내 잔류되어 있는 미량까지 검출할 수 있

어 보다 정밀한 확인정량법이라 판단된다. 

따라서 본 연구에서 개발된 분석법은 향후 유통식

품의 안전을 확보하기 위하여 최근 베타-아고니스트

의 잔류여부로 논란의 대상이 되고 있는 식품에 매우

유용하게 적용할 수 있으리라 사료된다. 
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