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Macrolide계 항생물질 동시분석법 확립 및 모니터링
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Abstract In this study, a simple and rapid pre-treatment method based on liquid extraction was applied for the
simultaneous determination of three macrolides (spiramycin, tylosin, and tilmicosin) residues. In these studies, the stock
farm products was used as a matrix sample. When the liquid extraction method was compared with the solid phase
extraction (SPE) method, the former showed higher recovery percentages and simpler steps than the latter. The macrolids
were separated using a reverse-phase C18 (250 mm×4.6 mm, 5 µm) column and a gradient elution with mobile phases
consisting of phosphate buffer (pH 2.5) and acetonitrile. Tylosin and tilmicosin were detected at 288 nm and spiramycin
was detected at 232 nm. The average recovery percentage ranged between 83.0-90.2% for samples spiked with the three
macrolids at 50 and 100 ng/g The validation results showed that the limit of detection (7 (spiramycin), 12 (tilmiconsin),
12 (tylosin) ng/g)) was under the regulatory tolerances and the linearity from calibration curves was satisfactory for
determining the multi-residue of three macrolids in farm products. Monitoring samples were collected at the main cities
in Korea as Seoul, Busan, Deajeon, Incheon, Deagu, and Gwangju. Microlide antibiotics were not detected in most samples.
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서 론

거대한 지방족 lactone ring 구조를 가진 항생제를 통칭하는

macrolide계 항생물질은 항세균성 화합물로 분류되며, 의약품과

동물용 의약품으로 매우 널리 이용되고 있다(1). Macrolide계 항

생물질은 크게 항세균성과 항진균성으로 분류할 수 있는데, 후자

는 ‘polyene계’ 항생물질라고 불리기도 한다. 항세균성 macrolide

계는 50S ribosome과 complex를 형성함으로써 세균의 단백질 생

합성을 저해하는 작용기전을 가지고 있다. 또한 Gram(+)균에 높

은 활성을 가지고 있으며, Mycoplasma sp.에 야기되는 질병에 가

장 효과가 있는 항생물질이다(2-4).

Macrolide와 같은 항생물질은 가축류와 어류의 질병 치료 목적

으로 사용되어 왔으나 성장촉진을 위한 사료 첨가제로도 사용되

고 있다(5). 사료 등에 포함되어 무분별하게 사용된 항생물질은

흙이나 물에 오염되고, 먹이사슬을 통하여 최종 가축이나 어류에

축적되기도 한다(6). 이렇게 과도하게 사용된 항생물질은 근육조

직, 폐, 간장과 신장에 널리 분포하게 됨과 동시에, 특히 식용부

위에 존재하게 되어 소비자들이 비의도적으로 항생물질을 섭취

하게 되는 경우가 발생하게 된다(7). 그리고 잔류허용기준을 초

과하여 잔류하는 항생물질을 식품으로 장기간 섭취하게 되면 직

접적으로는 알레르기 반응 등의 부작용을 나타날 수 있고, 간접

적으로는 내성 박테리아를 발생시키는 등 여러 가지 문제점을 발

생시킨다고 한다(8,9).

이러한 문제점을 방지하기 위해 세계 여러 나라에서는 항생물

질에 대한 잔류기준(MRL: maximum residue level)을 설정하고 있

다(10). Macrolide계 항생물질의 경우, European Union(EU)에서는

erythromycin, spiramycin, tylosin, tilmicosin, olendomycin, josa-

mycin에 대한 기준·규격이 축산물에 설정되어 있다. 그리고 국

내에서는 축산물 중 spiramycin, tylosin, tilmicosin에 대하여 잔류

허용기준을 각각 0.2, 0.2, 0.1 mg/kg으로 설정하여 관리하고 있다.

Spiramycin의 수산물 중 잔류허용기준은 우리나라뿐만 아니라 일

본에서도 0.2 mg/kg으로 기준·규격이 설정되어 있다. 하지만 식

품 중 항생물질을 효과적으로 관리하기 위해서는 그 잔류량 분

석을 위한 신속하고 정확한 시험법의 확립이 우선되어야 한다.

그러나 기준·규격이 설정된 항생물질을 검출하기 위한 분석 방

법상에 어려움이 많다는 것이 전문가의 공통된 의견이다. 지금까

지는 미생물을 이용한 검출방법이 널리 사용되었으나, 높은

sensitivity에 비해 specificity가 좋지 않아 잔류기준에 따른 규제

를 위한 분석방법으로는 한계가 있다고 할 수 있다. 이러한 이유

로 현재는 식품 중의 항생물질의 잔류량 검출을 위해 기기분석
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을 이용한 많은 방법들이 연구·개발되고 있다(4). 특히 macrolide

계 항생물질은 12-원소 환에 lactone ring 구조를 가지고 있으며,

여러 위치에 methyl 또는 hydroxyl 치환기가 도입되어 있는 화학

구조로 인한 물리적인 특성에 차이가 있기 때문에 동시분석방법

이 거의 보고 되지 않고 있다.

따라서 본 연구에서는 축산물과 수산물에 기준·규격이 설정

되어 있는 macrolide계 항생물질인 spiramycin, tylosin 및 tilmi-

cosin을 동시에 분석하는 방법을 개발함으로서 기존 연구에서 문

제 되었던 상관관계(r2), 낮은 회수율, 낮은 검출한계 등과 같은

분석방법의 유효성을 확보하려 하였다. 이를 토대로 식품에 적용

할 수 있는 분석법을 확립하고 수입축산물에 대한 모니터링을 실

시하여 식품안전관리의 기초 자료로 활용하고자 한다.

재료 및 방법

재료 및 시약

분석대상인 macrolide계 항생물질(spiramycin, tylosin, tilmicosin)

의 표준품은 Sigma Chemicals(St. Louis, MO, USA)로부터 구입

하였으며 각각의 구조식은 Fig. 1과 같다. Acetonitrile 및 metha-

nol, n-hexane는 Merck Inc.(Darmstadt, Germany)에서 HPLC급으

로 구입하여 사용하였다. 무수황산나트륨(sodium sulfate)은 Junsei

Chemical Co. Ltd.(Tokyo, Japan)로부터 시약급으로 구입하였으며,

여과지는 silicone treated filter paper(1PS)제품을 Whatman Inter-

national Ltd.(Maidstene, England)으로부터 구입하여 사용하였다.

그리고 본 실험에 사용된 기타 일반시약은 특급시약을 사용하였다.

모니터링을 위하여 사용된 검체는 전국 6개 광역도시(서울, 부

산, 인천, 대구, 대전, 광주)를 중심으로 원산지 표기가 명확한 수

입 축산물과 이를 이용한 가공품들을 수거하였다. 이들 제품은

백화점 및 할인 마트, 재래시장 등에서 구매하여 사용하였다. 수

거된 검체는 즉시 분쇄, 혼합하여 균질화하였으며 분석이 되기

전까지 −20oC 냉동실에 보관하였다.

표준용액조제

각각의 표준물질(spiramycin, tylosin, tilmicosin)을 정밀히 달아

methanol에 녹여 농도가 100 µg/g이 되도록 조제하였다. 그리고

0.05 M phosphate buffer(pH 2.5)/acetonitrile(7/3, v/v) 혼합액으로

희석하여 50, 100, 500 및 1000 ng/g이 되도록 표준용액을 만들어

서 검량선을 작성하였다.

분석기기

Macrolide계의 분석을 위한 고속액체크로마토그래피(HPLC: High

Performance Liquid Chromatography) 및 photodiode array(PDA)

검출기는 Shiseido Nanospace SI-2(Shiseido Fine Chemicals,

Tokyo, Japan)를 사용하였으며, C18 컬럼은 Capcell-Pak UG-120

(Shiseido Fine Chemicals)을 사용하였다.

실험방법

시료 중 대상물질 추출: 시료 5 g을 50 mL 원심튜브에 취한 다

음, acetonitrile 20 mL를 첨가하여 20분간 shaking하여 균질화시켰

다. 그리고 4500 rpm에서 10분간 원심분리한 후 상층액을 여과하

면서(1PS, Whatman International Ltd) 분액여두에 옮기고, 위의 과

정을 2회 반복하였다. 그 다음 헥산포화아세토나이트릴 10 mL를

분액여두에 넣고 약하게 흔든 다음 정치시키고 acetonitrile층은

sodium sulfate에 통과시켜 증발 플라스크에 받았다. 그리고 감압

농축기를 이용하여 40oC에서 농축, 건조하였다. 건조물에 0.05 M

phosphate buffer(pH 2.5)/acetonitrile(7/3) 혼합액 1 mL로 잘 용해

시킨 다음 0.45 µm membrane filter로 여과하여 시험용액으로 사

용하였다.

기기 분석: 컬럼은 C18(250 mm×4.6 mm, 5 µm)을 사용하였으

며 분석대상물질의 검출을 위한 UV-wavelength 선택은 spiramycin

경우 232 nm이고, tilmicosin과 tylosin은 288 nm를 이용하였다.

HPLC 이동상은 A를 0.05 M phosphate buffer(pH 2.5)로 B를

0.05 M phosphate buffer(pH 2.5)/acetonitrile(6/4, v/v)로 설정하여

분석하였다. 두 이동상을 60:40의 비율로 흘려주다가 분석이 시

Fig. 1. The chemical structure of target compounds (A: tylosin A

and related compounds, B: spiramycin I and related

compounds, C: tilmicosin).
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작되면 20분까지 B 이동상을 100%까지 올린 후 5분 동안 지속

시켰다. 5분이 지나면 다시 60:40의 비율로 컬럼을 안정화시킴으

로서 3종류의 macrolide계 항생물질을 분리하였다. 시료는 20 µL

을 주입하고 컬럼의 온도는 40oC를 유지하였다.

회수율 측정: 분석방법에 따른 회수율을 측정하기 위하여

macrolide계 항생물질을 함유하지 않은 쇠고기 및 돼지고기에 표

준용액을 첨가한 후, 5oC에서 하룻밤을 방치하여 대상 항생물질

이 육 조직 내부로 충분히 침투할 수 있도록 하여 사용하였다.

각 대상물질의 시료 중 최종농도는 50 및 100 ng/g이 되도록 하

였으며, 회수율 측정은 각각의 농도 및 시료에 대하여 3번 반복

하여 평균과 상대표준편차를 계산하였다.

결과 및 고찰

Macrolide계의 분석 조건 확립

본 연구에서는 축산물 중 marolide계 항생물질의 분석을 위해

효과적인 전처리법을 선택하기 위하여 항생물질에 일반적으로 사

용되는 전처리법 중 solid phase extraction(SPE)법과 액상추출법

을 적용하였을 때의 회수율을 비교하였다(Table 1). Leal 등(11)이

보고한 SPE 방법을 이용하여 회수율을 측정한 결과, matrix로부

터 유래되는 간섭물질을 제거하는데 효과가 있었으나 액상 추출

법에 비해 회수율이 급격히 저하됨을 알 수 있었다. 그리고 항생

물질 전처리법 중 SPE 방법은 일반적인 추출법에 비해 과정이

복잡하고 시간이 장시간 소요되는 단점을 가지고 있다. 따라서

본 연구에서의 SPE법은 marcolide의 전처리법으로는 적절하지 않

음을 확인할 수 있었다. 이에 반하여 액상 추출법을 사용한 전처

리법은 기존의 방법에 비해 조작이 간단하고 시간도 절약되며 우

유, 어류 및 갑각류 외에 축산물에도 사용할 수 있어서 동시에

다양한 식품군에서 분석할 수 있는 장점이 있으나, 항생물질 이

외의 성분들이 동시에 추출되면서 분석시 baseline이 나빠지는 경

향을 보이고 matrix가 복잡한 시료의 경우 방해 peak의 영향으로

분리능이 떨어지는 단점이 있음을 알 수 있었다. 그러나 이러한

경우는 0.025 M phosphate buffer(pH 2.5) 및 acetonitrile을 이용

한 이동상의 조성을 조절하여 matrix로부터 유래되는 방해 peak

의 간섭이 없는 조건에서 분석함으로서 항생물질의 분리능을 높

일 수 있었다.

Macrolide계(spiramycin, tilmicosin, tylosin) 표준용액을 HPLC로

분석한 결과는 Fig. 2에 나타난 것과 같다. 그림에서와 같이

macrolide계의 머무름 시간(t
R
:
 
retention time)은 spiramycin, tilmi-

cosin 및 tylosin은 각각 8.5, 13.2, 17.8분대에 나타났으며 측정한

표준물질의 t
R
들이 0.17-4.40%의 상대표준편차(RSD, %)를 보이고

있어서 macrolide계 표준물질의 peak의 재현성이 높다는 것을 알

수 있었다. 그리고 시료에 표준용액을 첨가한 시료(spike sample,

50 ng/g)의 크로마토그램에서도 동일한 t
R
을 나타냄을 확인할 수

있었다.

Macrolide계의 분석법의 유효성

축산물(쇠고기 및 돼지고기)에 macrolide계 항생물질 표준용액

을 최종농도가 50 및 100 ng/g이 되도록 첨가하여 확립된 시험방

법의 정확도와 정밀도를 조사하였다. 각각의 조건에서 회수율은

Table 2와 같이 83.0-90.2%이고 상대표준편차(RSD, %)는 1.9-6.4%

로 비교적 높은 정확도와 정밀도를 갖는다는 것을 알 수 있었다.

그리고 쇠고기 및 돼지고기를 비교하였을 때 유사한 회수율을 나

타내었으며, 농도별로 비교하였을 때도 유의적인 차이는 보이지

않았다. 이는 본 연구에 적용된 전처리 방법이 쇠고기와 돼지고

기 중에 잔류하는 macrolide계 항생물질을 분석하는데 적절함을

알 수 있었다. Dubois 등(7)은 근육, 신장, 간장, 달걀, 및 우유로

부터 회수율이 spiramycin의 경우 각각 85, 57, 58, 53 및 103%

라고 했고, tylosin은 93, 64, 78, 66 및 115%라고 했으며, tilmi-

cosin은 115, 56, 47, 92 및 53%라고 보고하고 있다. 그리고 Car-

olyn 등(12)은 tilmicosin이 닭, 소, 돼지 및 양에서 경우 73-98%

의 회수율을 보인다고 보고했다. 이와 같은 기존의 연구와 본 연

구의 실험 결과를 비교하였을 때, HPLC를 이용한 spiramycin,

tylosin, tilmicosin의 동시분석에 있어서 시료의 차이에 대한 회수

율이 기존 연구에 비해 대체적으로 좋은 결과를 보였다.

HPLC을 이용하여 macrolide를 정량하기 위하여 표준품을 농도

별(50, 100, 500 및 1000 ng/g)로 희석하여 검량선을 작성한 결과

및 검출한계, 정량한계는 Table 3과 같다. 분석 대상인 3종의

macrolides(tilmicosin, tylosin, spiramycin)는 50-1000 ng/g의 농도구

Table 1. The changes on recovery percentage1) of macrolide

antimicrobials with different pre-treatment methods (Unit: %)

Compounds Solid phase extraction Liquid-liquid partition

Tilmicosin 14.3 89.0

Tylosin 20.8 84.4

Spiramycin 28.5 83.5

1)samples were spiked with level of 50 ng/g

Fig. 2. Typical chromatogram of macrolide antimicrobials (A:

tilmicosin and tylosin at 232 nm, B: spiramycin at 288 nm).
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간에서 0.999 이상의 직선성(r2)을 나타내었으며, 이 검량선에서

산출된 검출한계는 각각 spiramycin, tilmicosin 및 tylosin은 각각

7.3, 12.7, 12.8 ng/g이였고 정량한계는 22.2, 38.6, 38.7 ng/g이었

다. Carolyn 등(12)은 닭, 소, 돼지, 양에서 가식부위와 비가식부

위로 나누워 tilmicosin의 잔류량을 검사에 대하여 검출한계는 25

ng/g라고 보고하고 있다. 하지만 닭의 경우 신장과 간장부위에서

60 ng/g으로 검출의 민감도가 낮아졌다고 하였다. 또한 Garcia-

Mayor 등(5)은 양의 우유로부터 spiramycin, tylosin의 검출한계가

24.1 ng/이라고 보고 했으며, Dubois 등(7)은 macrolide계 항생물질

에 대하여 검출한계가 0.01-37 ng/g라고 보고하고 있다. 그러나 위

에서 언급한 분석방법은 LC/MS/MS를 이용한 검출한계를 나타

낸 것으로서, 본 연구에서 수행한 HPLC의 결과와 비교했을 때

확립된 분석법이 보다 선택적으로 우수한 방법임을 알 수 있었

다. 또한 이 방법의 검출한계와 정량한계가 국내·외의 잔류허

용기준에 적합한 분석방법임을 알 수 있으며 다양한 식품군에 적

용할 수 있을 것으로 생각된다. 따라서 본 연구내용인 식품 중

macorlide계 항생물질 3종을 동시에 분석하는 방법은 향후 유통

및 수입 식품의 안전을 확보하기 위한 분석에 유용하게 적용할

수 있을 것으로 판단된다.

유통수입식품 중 macrolide계 잔류량 모니터링

유통되고 있는 수입축산물에 대한 macrolide계 항생물질의 잔

류량을 모니터링하기 위하여 전국 6개 주요 광역도시에 유통되

고 있는 수입 축산물 및 이를 이용한 가공품을 대상으로 시료를

구입하였으며, 이때 수출국의 표기가 정확한 것으로 선정하였다.

검체 수거 현황은 Table 4에 나타내었으며 전체적으로 126건 구

입하였다. 신선 및 냉동육은 대부분 쇠고기와 돼지고기였으며, 수

입원료를 이용한 축산가공품이 거의 존재하지 않았으며 종류에

있어서도 건조품(육포) 정도였다. 그리고 광우병 등과 같은 가축

질병의 가능성에 의해 수입이 제한된 것이 다수 존재하여 Table

4에서 보는 바와 같이 소고기는 대부분 호주 또는 뉴질랜드산인

반면, 돼지고기는 수출국이 프랑스 등으로 제한적이였다.

위에서 확립된 분석방법을 수거된 모든 시료에서 macrolide계

항생물질의 잔류를 확인하기 위하여 적용하였다. 우선 크로마토

그램을 기준으로 표준물질과 시료 peak의 머무름 시간(tR)을 확인

했고, macrolide계 시료의 정성을 위하여 PDA spectrum을 표준물

질과 비교하였다. 그 결과, 126건의 수입 축산물 및 그 가공품에

서 macrolide계 항생물질이 검출되지 않았으며, 이는 시료 내에

분석대상물질이 검출한계 이하로 잔류하거나, 존재하지 않다는

것을 확인할 수 있다(Table 5).

요 약

축산물 중 macrolide계 항생물질 3종을 신속분석하기 위하여

효과적인 전처리법을 설정하고 고속액체크로마토그라피(HPLC)를

이용한 동시분석법을 제시하였다. 대상물질은 tilmicosin, tylosin,

spiramycin이며, 확립된 분석법을 이용하여 모니터링을 실시하기

위하여 전국 6개 도시인 서울, 부산, 대전, 인천, 대구, 광주에서

수입원산지가 표시된 쇠고기와 돼지고기 및 그 가공품을 수거하

여 분석하였다. 전처리법에 있어서 solid phase extraction(SPE)법

에 비하여 액상추출법이 더 높은 회수율을 나타내었으며 전처리

단계도 간단하여 대상 항생물질을 분석하기에 적절하였다. 3종의

항생물질 분리를 위한 컬럼은 C18(250 mm×4.6 mm, 5 µm)을 사

용하였으며, HPLC 이동상은 0.025M phosphate buffer(pH 2.5) 및

acetonitrile을 이용한 gradient 조건을 설정하였다. UV 검출파장은

spiramycin 경우 232 nm이고, tilmicosin과 tylosin은 288 nm을 이

용하였다. 평균회수율은 83.0-90.2%이였으며, 검출한계는 각각 7

(spiramycin), 12(tilmiconsin), 12(tylosin) ng/g으로 나타났다. 수입

축산물의 항생물질에 대한 안전성을 검토하기 위하여 국내 유통

중인 수입축산물 및 그 가공품을 대상으로 하여 모니터링을 실

시한 결과, 시료는 전국 6개 대도시에서 126건 구입하였으며 모

든 시료에서 macrolide계 항생물질이 검출되지 않았다.

Table 2. Recovery percentage of macrolides from sample spiked
with solution of macrolides (n=3)

Compounds
Fortification

(ng/g)

Recovery±SD (%)

Pork Beef

Tilmicosin
50

100

89.0±5.2

90.2±4.2

87.5±6.4

87.0±4.0

Tylosin
50

100

84.4±3.5

87.4±4.5

83.0±3.7

84.8±3.2

Spiramycin
50

100

83.5±3.4

83.9±2.3

82.1±1.9

83.3±3.1

Table 3. Linearity, Limit of detection (LOD) and limit of
quantification (LOQ) for macrolides

Compounds Calibration curve1)2) r2
LOD
(ng/g)

LOQ
(ng/g)

Tilmicosin Y=172.79X−639.42 0.9991 12 38

Tylosin Y=87.27X+246.51 0.9999 12 38

Spiramycin Y=75.49X+529.17 0.9994 7 22

1)Standard concentrations used in calibration curve were 50, 100, 500,
1000 µg/L
2)X: concentration (µg/L), Y: peak area

Table 4. The number, food type, and origin of samples purchased from each city for monitoring and summary of veterinary drug
residue results

City
Sampling informations Monitoring results

Number of sample Food types Origins Veterinary drug Number of violations

Seoul 24

Fresh, frozen and
dried meat, can,
ham and sausage

Australia

New zealand

Canada

France

Denmark

Spain

USA

Netherlands

Tilmicosin 0
Busan 20

Incheon 40
Tylosin 0

Daegu 12

Daejeon 16
Spiramycin 0

Gwangju 14
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