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ABSTRACT - An analytical method for the determination of dexamethasone (DM) in bovine milk samples was

developed and validated using liquid chromatography coupled to tandem mass spectrometry (LC-MS/MS). Milk sam-

ples were extracted by the liquid-liquid extraction based on acetonitrile. The chromatographic separation was achieved

on a reverse phase C
18 
column with gradient elution using a mobile phase of 0.1% formic acid in 95% acetonitrile. The

procedure was validated according to the Ministry of Food and Drug Safety guideline determining accuracy, preci-

sion, limit of detection (LOD), and limit of quantification (LOQ). Mean recoveries of DM from spiked milk samples

(25, 125, and 1,250 ng/mL) were 98.9-109.6%, and the relative standard deviation was between 1.7 and 4.4%. Linear-

ity in concentration range of 12.5-1,250 ng/mL was obtained with the correlation coefficient (r2) of 0.9997. LOD and

LOQ for the investigated DM were 0.15 and 0.5 ng/mL depending on milk samples, respectively. This method was

reliable, sensitive, economical and suitable for routine monitoring of DM residues in bovine milk.
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오늘날, 전 세계 인구의 지속적인 증가로 인해, 축산식

품에 대한 요구도 증가하고 있다. 이러한 요구에 부응하

기 위해, 가축 생산성 증대를 위한 사육방식의 도입과 보다

많은 보조제들의 급여가 증가하고 있다1). 동물용의약품 등

은 축산에 있어서 매우 중요한 역할을 담당하고 있지만,

식품 내 잔류와 내성균의 출현이 문제가 됨에 따라, 전 세

계적으로 공중보건학적인 관심이 증대되고 있다2). 

동물용의약품 중 항생물질과 성장 호르몬제는 축산식품

을 오염시키는 주된 원인이며, 이들에 의한 축산식품 오

염은 주로 식품 중 잔류에 의해 발생하는 것으로 알려져

있다3). 가축의 성장 및 증체를 목적으로 사용되는 호르몬

제제들은 에스트로겐 및 안드로겐 수용체들에 대해 높은

친화성을 갖고 있는 것으로 알려져 있다4). 이러한 성장 호

르몬들이 잔류하는 우유나 유제품을 섭취하게 되면, 인체

내분비계의 생리적 기능이 방해받아, 성장, 발달, 생식 등

에 영향을 받는 것으로 보고되고 있다5). 또한, 역학적 관

점에서 보면, 동물용 성장호르몬에 오염된 우유는 사람에

서 알레르기 반응, 각종 질병 그리고 암과 같은 잠재적 위

험요인으로 작용하는 것으로 알려져 있다6). 

덱사메타손(dexamethasone, DM)은 인체 및 동물 약품에
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서 광범위하게 적용되고 있는 hydroxyl cortisone으로부터

유래된 합성 glucocorticoid로서, 반추동물의 케톤증과 여

러 동물들에서의 염증성 질병 치료에 사용되고 있다7). 유

럽연합을 비롯한 여러 나라들에서, 덱사메타손은 가축의

질병치료 목적으로만 사용이 허용되어 있으며, 성장촉진

제로의 사용은 금지하고 있다8). 치료목적으로 사용하는 경

우에도 우유와 식용 장기들에 대해서 최대잔류허용기준을

설정하여 엄격하게 규제하고 있다9). 국제식품규격위원회10)

와 우리나라 식품공전11)에 따르면, 소에서 DM의 최대잔

류허용기준은 근육, 간, 신장 그리고 우유에서 각각 1.0,

2.0, 1.0, 0.3 μg/kg(우유의 경우, μg/L)로 설정되어 있다.

DM은 베타메타손, 프레드니솔론, 베클로메타손 등과 같

이 스테로이드 제제에 속하며, 가축 및 사람에서 소염·

진통에 탁월한 효과를 보이는 것으로 알려져 있다12).

DM의 검출을 위해 가장 일반적으로 사용되는 방법들은

LC-UV 혹은 LC-MS이며, 이들 방법들은 혈청이나 요 그

리고 몇몇 식용 조직들 중에서 잔류분석을 하는데 적합한

것으로 보고되고 있다7,13). 많은 분석방법들 중 단지 몇몇

방법들만이 우유 혹은 분말 우유의 분석에 적합한 것으로

알려져 있다13,15). 매우 다양한 물질들을 함유하고 있는 원

유로부터 최대잔류허용기준 이하로 검출한다는 것은 매우

어려운 일이다. 앞선 연구에서7), 간단한 시료처리 방법을

통해, 우유 중에서 DM을 검출할 수 있는 LC-APCI(+)-

MS/MS가 개발되었으나, 회수율이 56%로 매우 낮았던 것

으로 보고되었다. 다른 선행연구에서15), 우유 중 DM을 포

함한 17종의 glucocorticoid의 잔류를 동시에 검출할 수 있

는 감도와 정확도가 높은 UPLC-MS/MS가 개발되었으나,

시료의 전처리 과정이 복잡하여 많은 시간이 소요되는 단

점이 있는 것으로 보고되었다. 또한, 우유 중에서 DM을

포함한 7종의 항염증제를 동시에 분석할 수 있는 LC-MS/

MS가 개발하였으나, 시료의 전처리 과정이 복잡한 제단

백과 액체정제 과정을 포함하고 있어 많은 시간이 소요되

는 단점이 있는 것으로 보고되었다16). 

따라서 본 연구에서는 우유 중 DM의 검출을 위해 LC-

MS/MS를 이용하여 기존 분석법보다 신속하고 정확하게

덱사메타손을 분석하고, 정량성 및 정밀성을 확보할 수 있

는 분석법을 개발하여 국내 생산 및 수입 축산물에 대한

안전관리 강화 기반을 마련하는데 기여하고자 수행하였다.

Materials and Methods

시약 및 재료 

DM (≥ 98.0%)과 코르티손(cortisone, ≥ 98.0%) 표준품은

Sigma-Aldrich Korea (Yongin, Korea)로부터 구입하여 사

용하였다. Table 1은 DM의 이화학적인 특성을 나타낸 것

이다. 전처리 시약으로 사용된 아세토니트릴(acetonitrile),

메탄올(methanol), 개미산(formic acid, ≥ 95%) 등은 Merck

(Darmstadt, Germany)에서 HPLC 등급으로 구입하여 사용

하였고, 이외의 분석용 시약 및 용매는 특급 또는 분석용

을 사용하였다. 또한, 고상추출(solid phase extraction, SPE)

카트리지(cartridge)는 6 mL의 C18 column (500 mg, HyperSep,

Thermo Fisher Scientific Waltham, MA, USA)를 이용하였

으며, 활성화 과정을 거쳐 추출물을 흡착시킨 후 용출하

는 과정에 사용하였다.

시험용 시료는 3주 동안 DM이 함유된 동물용의약품을

처치하지 않은 젖소로부터 채취한 원유를 분석 전까지 냉

동고(−20oC)에 보관하면서, 공시료(blank) 시험을 거쳐 DM

이 잔류되지 않음을 확인한 후 시험용 시료로 사용하였다.

표준원액 및 표준용액의 조제

DM 표준품 10 mg을 저울로 정밀히 달아 1,000 mL 정

량플라스크에 넣고, 메탄올을 사용하여 10 mg/L이 되도록

표준원액을 조제하였다. 조제한 표준원액을 메탄올을 사

용하여 단계적으로 희석하여 12.5, 25, 50, 125, 250, 1,250

ng/mL의 표준용액을 각각 준비하였다. 표준원액과 표준용

액은 갈색 유리병에 담아 4oC 냉장실에 보관하면서 실험

직전에 희석하여 사용하였다.

추출 및 정제

원유 5 mL을 유리 시험관에 넣고, 10 μg/mL 농도의 내

Table 1. Molecular structure and physico-chemical properties of

dexamethasone

Property Content

IUPAC Name

(8S,9R,10S,11S,13S,14S,16R,17R)-9-

fluoro-11,17-dihydroxy-17-(2-hydroxy-

acetyl)-10,13,16-trimethyl-6,7,8,11,12, 

14,15,16-octahydrocyclopenta[a]phenan-

thren-3-one

CAS No. 50-02-2

Classification Glucocorticoids

Molecular formula C22H29FO5

Molecular weight 392.467 g/mol

Boiling point 568.2oC at 760 mmHg

Density 1.32 g/cm3

Log Pow 1.81 at pH 7.0

pKa 12.14

Vapor pressure 1.17 × 10−10 mmHg

Solubility in water 89 mg/L at 25oC

Solubility in solvent 25 mg/mL in ethanol

Structure
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부표준물질인 코르티손 50 μL와 DM 표준물질을 각각

50 μL씩을 첨가한 다음, 15초 정도 vortex mixer를 이용하

여 혼합해 주었다. 혼합 후, 1 mL의 20% 삼염화아세트산

을 가한 다음 vortex mixer를 이용하여 균질화 시켜 주었

다. 이어서 이 용액을 4,000 rpm에서 10분 동안 원심분리

시킨 후, 상층액을 거름종이(Whatman filter paper No. 1)

로 걸러주었다. 진공분리장치와 연결된 C18 카트리지를 5

mL의 메탄올과 물로 전처리한 다음, 앞서 거름종이로 거

른 용액 4.5 mL을 넣고, 0.5 mL/min의 속도로 천천히 추

출하였다. 추출 후, C18 카트리지를 5 mL의 물로 씻어내고

진공을 이용하여 물을 완전히 제거한 다음, 5 mL의 n-

hexane을 1 mL/min의 속도로 흘려주었다. 이 후에 C18 카

트리지를 건조시킨 다음에 분석물질들을 5 mL의 ethyl

acetate로 용출하였다. 용출액을 40oC heating block 위에서

질소가스를 이용하여 건조·증발시킨 다음, 잔유물을 500 μL

acetonitrile로 녹인 후 나일론(Nylon) 0.2 μm 멤브레인 필

터로 여과하여 유리 바이알에 담아 시험용액으로 사용하였다.

기기분석조건

우유 시료 중 DM 분석을 위하여 LC-MS/MS (API4000,

AB SCIEX, ON, Canada)를 사용하였으며, 본 LC-MS/MS

의 LC system은 Agilent 1260 series (Agilent Technologies,

Waldbronn, Germany), 분석용 column은 XTerra MS C18

(3.0 × 50 mm, 5 μm, Waters, Milford, MA, USA)을 사용하

였으며, column 온도는 30oC를 유지하였다. 또한, 이동상

용매는 95% 아세토니트릴에 개미산을 용해시켜 0.1% 농

도로 만든 용매를 사용하였으며, flow rate은 0.3 mL/min으

로 하였고, 크로마토그래프상 total running time은 3분으로

하였다. 질량분석기는 Triple Quad 4500 System (Agilent

Technologies, Waldbronn, Germany)을 사용하였다. 표준용

액을 positive ion mode로 DP (Declustering Potential), EP

(Enterance Potential), CE (Collision Energy), CXP (Collision

cell Exit Potential) 등 MS 각각의 parameter를 최적화한

MRM (Multiple Reaction Monitoring) 조건을 확립하였다

(Table 2). 

분석법 검증

앞서 준비한 표준용액(12.5-1,250 ng/mL)을 이용하여 검

량곡선을 작성하여, 검량선의 직선성을 확인하기 위해 상

관계수계수(coefficient of correlation, r2)를 구하였다. 검출

한계 및 정량한계는, 우유 중 최대잔류허용한계의 0.5

(0.15 ng/mL)가 되도록 DM 표준용액을 공시료에 첨가하

여 ‘추출 및 정제’ 방법에 따라 처리하여 분석한 크로마

토그램 상에서 신호 대 잡음비(signal to noise ratio, S/N

ratio)의 각각 3배와 10배 농도로 산출하였다. 회수율 측정

은 DM이 들어있지 않음을 확인한 공시료(우유)에 DM을

첨가하여 최종농도가 25, 125, 1,250 ng/mL이 되도록 한

다음, ‘추출 및 정제’ 방법에 따라 3 반복 실험하였고, DM

표준품의 peak 면적에 대한 추출한 우유 시료의 peak 면

적비로부터 DM의 회수율(%)을 구하였다. 또한, 회수율의

정밀성을 검증하기 위해, 3 반복 회수율로부터 상대표준

편차를 구하였다. 측정된 정량한계, 회수율 그리고 상대표

준편차는 식품의약품안전처의 잔류동물용의약품 분석법

실무 해설서17)에서 분석법 검증에 요구되는 정량한계 잔

류허용기준의 1/2, 회수율 60-120% 그리고 상대표준편차

20-30% 이하를 검증기준으로 적용하였다. 

Results and Discussion

LC-MS/MS

HPLC를 통과하여 질량분석기에서 검출된 DM의 머무

름 시간은 0.88분이었으며, 총 run time은 3분으로 나타났

다. 앞선 연구7)에서, 우유 중 DM을 LC-MS/MS로 분석하

는데 머무름 시간은 6.1분이었고, 총 run time은 10분이

걸리는 것으로 보고되었다. 또한, 식품공전17)에서 축산식

품 중 DM의 LC-MS/MS 정량분석법의 머무름 시간은 13.2

분이었고, 총 run time은 25분 소요되는 것으로 나타나 있

다. 본 연구에서 확립한 LC-MS/MS는 우유 중 DM의 분

석시간이 앞선 연구들에 비해 매우 짧아 신속한 분석이

가능할 것으로 사료된다. 

본 연구에서 확립한 LC-MS/MS는 정성 및 분석의 선택

성과 검출감도를 향상시키기 위하여 MS/MS 분석 시 MRM

Table 2. Multiple reaction monitoring condition of dexamethasone

Compound1) Q1 mass Q3 mass Dwell (msec) DP2) EP3) CE4) CXP5)

DM 391.07
361.2 150 70 11 16 19

307.1 150 70 11 38 25

CTS (IS) 359.045 329 150 85 17 14 15

1)DM, dexamethasone; CTS (IS), cortisone (internal standard).
2)Declustering Potential volts.
3)Enterance Potential volts.
4)Collision Energy volts.
5)Collision cell Exit Potential volts.
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(multiple reaction monitoring) 모드로 분석하였으며, 충돌

에너지의 강도를 조절함으로써 생성이온(product ion)의 감

응도가 크도록 조정하였으며, 최적의 선구이온 (precursor

ion)/생성이온을 선정하였다. Fig. 1은 질량분석을 위해 full

scan 모드에서 DM의 크로마토그래피를 나타낸 것이다. 양

이온 모드에서 [M+H]+인 m/z 391.07이 기준이온(base ion)

으로 검출되어 이를 선구이온(precursor ion)으로 선택 하

였으며, product ion scan을 통하여 m/z 361.2 이온이 특

성 이온으로 나타나 이들을 정성이온으로 선정하였다. 

분석법의 검출한계 및 정량한계

본 시험방법에 따른 분석기기의 검출한계 및 정량한계

는 각각 0.15 ng/mL 및 0.5 ng/mL로 조사 되었다(Table 3).

식품공전 중 ‘식품 중 동물용의약품의 잔류허용기준’에 따

르면18), 우유 중 DM의 최대잔류허용기준은 0.3 ng/mL로

규정하고 있어서, 본 연구에서 확립한 분석법은 우유 중

의 최대잔류허용기준 이하로 덱사메타손의 잔류를 분석하

는 것이 가능한 것으로 확인되었다. 식품의약품안전처의

잔류동물용의약품 분석법 실무 해설서의 식품에 대한 잔

류동물용의약품 분석법 기준에 따르면19), 잔류허용기준이

50 ng/mL 이하인 경우, 검출한계는 잔류허용기준의 1/2 이

하이어야 하며, 정량한계는 10 ng/mL 이하이어야 한다고

규정하고 있다. 따라서 본 연구에서 확립한 검출한계와 정

량한계는 잔류동물용의약품 분석법 실무 해설서의 분석

기준을 충족하고 있는 것으로 나타났다. Tölgyesi 등20)은

우유 중 corticosteroid 5종에 대해 LC-MS/MS를 이용한

동시분석법을 수행한 결과, DM에 대한 검출한계와 정량

한계가 각각 0.006와 0.02 ng/mL이었다고 보고하였다. 또

한, Cherlet 등7)은 우유 중 DM 검출을 위해 LC-MS/MS

를 이용한 잔류분석법을 확립한 결과, DM에 대한 검출한

계와 정량한계가 각각 0.11와 0.41 ng/mL이었다고 보고하

였다. 한편, Cherlet 등7)은 우유 중 DM의 정량분석법을

LC-MS/MS를 이용하여 확립한 결과, DM에 대한 검출한

계와 정량한계가 각각 0.04와 0.41 ng/mL이었다고 보고하

였다. 앞선 연구들과 비교하여, 본 연구에서 확립한 LC-

MS/MS의 DM에 대한 검출한계와 정량한계는 Cherlet 등7)

의 연구결과와는 유사한 결과를 나타내었으나, Tölgyesi

등20)과 Cherlet 등7)의 연구결과 보다는 높게 나타났다. 

검량선, 회수율 및 정밀성

본 시험에서는 DM 표준용액을 12.5, 25, 50, 125, 250

및 1,250 ng/mL의 농도로 희석하여 LC-MS/MS로 분석한

후 검량선의 직선성을 확인한 결과 상관계수가 0.9997로

양호한 직선성을 나타내었다(Fig. 2). Caretti 등21)은 우유 중

에서 DM을 포함한 여러 종의 glucocorticoid 분석을 위해

확립한 LC-MS/MS법으로 DM의 검량선을 작성한 다음,

직선성을 확인한 결과 상관계수가 0.9974이었다고 보고하

였다. Caretti 등21)의 연구에서 얻은 DM의 상관계수에 비

해, 본 연구에서 얻은 상관계수는 다소 높게 나타났다. 

Table 3은 DM의 정량분석을 위해 우유 시료에 여러 농

도로 DM의 표준용액을 첨가한 후 추출·정제 방법과 기

기조건으로 3회 반복 분석 후 회수율과 정밀성을 측정한

결과를 Table 3에 나타낸 것이다. 회수율과 상대표준편차

의 범위는 각각 98.9-109.6%와 1.7-4.4%로 나타나, 잔류동

물용의약품 분석법 실무 해설서19)에서 분석법 검증에 요

구되는 검증기준을 모두 충족하는 것으로 조사되었다.

Table 3. Recoveries, relative standard deviations (RSD), limit of

detection (LOD) and limit of quantification (LOQ) of dexametha-

sone from milk by LC-MS/MS

Spike level 

(ng/mL)

Recovery 

(%)1)
RSD (%)

LOD

(ng/mL)

LOQ

(ng/mL)

25 109.6 4.4

0.15 0.5125 106.1 2.4

1250 98.9 1.7

1)Mean of 3 replicate studies.

Fig. 1. LC-MS/MS chromatogram of dexamethasone (m/z 391.07

→ 361.2) in standard at the maximum residue limit level (0.30

ng/mL). TIC, total ion chromatogram; DM, dexamethasone; IS,

internal standard (cortisone).

Fig. 2. Standard calibration curve, linearity and correlation coeffi-

cient (r2) of dexamethasone in bovine milk. DM, dexamethasone;

IS, internal standard (cortisone).
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Cherlet 등7)은 LC-MS/MS를 이용하여 우유 중 DM의 정

량분석을 실시한 결과, 우유에 DM 표준용액을 첨가하여

0.15-0.60 ng/mL 농도로 조성한 시료의 회수율과 상대표준

편차는 각각 76.7-120%와 31.1-32.3%이었다고 보고하였다.

Sun 등22)은 LC-MS/MS를 이용하여 분유 중 DM을 포함

하여 5종의 glucocorticoid 정량분석을 실시한 결과, 분유에

DM 표준용액을 첨가하여 1.0-5.0 ng/mL 농도로 조성한 시

료의 회수율과 상대표준편차는 각각 72.2-74.9%와 7.9-

14.9%이었다고 보고하였다. 본 연구에서 확립한 LC-MS/

MS법의 회수율과 상대표준편차는 Cherlet 등7)과 Sun 등22)

의 연구와 비교하여, 높은 회수율과 높은 정밀성을 나타

내었다. 

이상의 결과로부터, 본 연구에서 제시한 LC-MS/MS에

의한 우유 중 DM 정량분석법의 회수율, 상대표준편차, 검

출감도 등은 식품의약품안전처의 잔류동물용의약품 분석

법17)의 기준을 모두 충족하는 것으로 나타났다. 또한. 기

존 시험법에 비해 높은 회수율, 정밀성, 검출감도 그리고

빠른 분석시간을 갖고 있어서, 축산식품 중에 DM의 신속

한 분석이 가능할 것으로 사료된다. 

국문요약

본 연구는 우유 중에서 덱사메타손을 효과적으로 정량

분석하기 위한 LC-MS/MS법을 확립하고 이를 검증하기

위해 수행되었다. 확립된 LC-MS/MS에 대해 특이성, 검출

한계, 정량한계, 정확도 및 정밀도에 대한 검증을 통하여

유효성을 확인하였다. 표준용액을 이용하여 검량성을 작

성한 결과, r2> 0.999 이상의 직선성을 확인하였고, 덱사

메타손에 대한 검출한계와 정량한계는 각각 0.15와 0.5 ng/

mL이었다. 또한, 회수율은 98.9-109.6%로 나타났으며, 상

대표준편차는 1.7-4.4%로 나타나 정확성이 우수하였으며,

이는 식품의약품안전처의 잔류동물용의약품 분석법에서

제시한 기준에 모두 적합한 수준이었다. 따라서 본 연구

를 통해 개발된 LC-MS/MS법은 향후 우유 중 덱사메타손

을 분석하는데 효과적으로 활용될 수 있을 것으로 사료된다. 
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