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Abstract
Korea is one of the countries with a large veterinary antibiotics market, although antimicrobial resistance in bacteria is 
becoming a serious issue in many countries. The Korean government started to take interest in estimating the effects of 
livestock manure on rivers and agricultural soils and in monitoring of heavy metals, organic pollutants and antibiotics in the 
ambient water and soil. In this paper, pre-treatment methods to separate the selected antibiotics from solid samples were 
reviewed. It is essential to select an efficient and appropriate procedure for pre-treatment due to the high proportion of proteins 
and organics in biosolid samples. Pre-treatment consists of extraction followed by clean-up. Initially, homogenized samples 
were extracted by sonication, mechanical agitation or pressurized liquid extraction with methanol/acetonitrile/water mixture 
under acidic/basic conditions depending on the compound. However, aminoglycosides and colistin were extracted with 5% 
trichloroacetic acid and HCl, respectively. Since the β-lactams are easily decomposed in acidic and basic conditions, they 
were extracted in neutral pH. Filtration with a membrane (pore size, 0.2 μm) or solid phase extraction with HLB and methanol, 
as eluents, was normally applied for the clean-up. At least, three different pre-treatment procedures should be adopted to 
screen all the selected antibiotics in solid samples.
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1. Introduction1)

축산업의 발달에 따라 동물 치료와 감염 예방, 생산성의 

향상을 목적으로 다양한 종류의 동물용 항생제가 사용되고 

있다. 식품의약품안전처와 농림축산식품부의 보고에 따르면 

2014년 기준 식용 동물(소, 돼지, 닭, 수산용)에 사용을 목

적으로 판매된 항생제는 635톤으로 나타났고(Lim et al., 
2015) 미국과 EU 국가들의 연간 항생제 판매량과 비교하

여도 높은 순위를 차지하고 있다(Fig. 1). 우리나라와 유럽

은 가축 사료에 항생제를 첨가하는 것을 금지하고 있으며 

항생제 사용을 위해서는 처방전이 필수적으로 필요하지만 

여전히 많은 양이 사용 중이며(EU, 2003; USDA, 2011) 이
렇게 소비된 항생제는 다양한 경로를 통해 환경으로 유입

되어 잠재적인 위해를 야기할 수 있으리라 예측되고 있다.
가축용 항생제의 상당부분은 모화합물 그대로 또는 활성
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Fig. 1. Annual sales of veterinary antimicrobials for food- 
producing animals in 2013 (European medicines 
agency, 2015) a: sales in 2014 (U. S. FDA, 2015); b: 
sales in 2014 (Lim et al., 2015).

상태의 대사물질 형태로 대변･소변을 통해 배출되기 때문에

(Sarmah et al., 2006) 돼지(Jacobsen and Halling-Sorensen, 
2006; Martinez-Carballo et al., 2007; Zhao et al., 2010), 소
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Table 1. Occurrence of antibiotics in common solid samples
Sample matrix Detected compound Reference

Livestock products
(cattle, chicken, pig, fish)

Apramycin, dihydrostreptomycin, gentamycin, kanamycin, neomycin, 
enrofloxacin, oxytetracycline, tylosin, tilmicosin, sulfadiazine, 

chlortetracycline, lincomycin, colistin, albendazole, fenbendazole, 
mebendazole, oxfendazole, thiabendazole, ciprofloxacin, sulfisoxazole, 

sulfamethoxypiridazine

Carretero et al., 2008
Chafer-Pericas et al., 2010

Dasenaki and Thomaidis, 2010
Tao et al., 2012
Wan et al., 2006
Xu et al., 2012

Manure
Monensin, chlortetracycline, doxycycline, oxytetracycline, enrofloxacin, 

ofloxacin, trimethoprim, norfloxacin, sulfadiazine, flumequine, tilmicosin, 
tylosin, methacycline, erythromycin, sulfamonomethoxine, tetracycline

Bak et al., 2013
Ho et al., 2012
Ho et al., 2014

Jacobsen and Halling-Sorensen, 2006
Karci and Balcioglu, 2009

Zhou et al., 2012

Excreta

Doxycycline, sulfachloropyridazine, enrofloxacin, tetracycline, 
oxytetracycline, ofloxacin, chlortetracycline, trimethoprim, amoxicillin, 
difloxacin, sulfamonomethoxine, norfloxacin, fleroxacin, ciprofloxacin, 

danofloxacin, sulfaguanidine, 

Gorissen et al., 2015
Martinez-Carballo et al., 2007

Zhao et al., 2010
Zhou et al., 2013

Sludge

Sulfamethazine, sulfamethoxazole, sulfamethazine, sulfachlorpyridazine, 
chlortetracycline, doxycycline, trimethoprim, oxytetracycline, enrofloxacin, 

norfloxacin, methacycline, tetracycline, ciprofloxacin, fleroxacin, 
lemofloxacin, ofloxacin, clarithromycin, roxithromycin

Zhou et al., 2012
Zhou et al., 2013

Agricultural soil, sediment

Monensin, salinomycin, doxycycline, enrofloxacin, flumequine, norfloxacin, 
trimethoprim, tylosin, chlortetracycline, oxytetracycline, sulfathiazole, 

monensin, sulfamethoxazole, sulfadimethoxine, salinomycin, 
sulfachlorpyridazine, narasin, tetracycline, demeclocycline, roxythromycin, 

Bak et al., 2013
Ho et al., 2012
Ho et al., 2014

Kim and Carlson, 2007
Zhou et al., 2012

(Zhao et al., 2010), 가금류(Martinez-Carballo et al., 2007; 
Zhao et al., 2010) 등의 분뇨에서 수백 mg/kg 수준의 농도

로 여러 종류의 항생제가 빈번하게 검출되어 왔다. 또한 

축산업의 특성상 축산폐수 처리시설이 갖추어지지 않은 중

소규모의 농가가 다수 분포되어 있고, 퇴비화 및 유통, 살
포과정에서 알려지지 않은 경로로 오염물질이 유출될 가능

성이 매우 크다. 실제로 하수처리장의 슬러지뿐 아니라 가

축 농장 주변의 토지나 퇴비를 뿌린 경작지에서 다양한 종

류의 항생제가 검출되는 것으로 조사되었다(Table 1).
환경 중 잔류 항생제의 검출뿐 아니라 잔류 항생제가 생

태계 및 인체에 미치는 영향에 대한 연구도 다양하게 진행

되어 왔는데 수 ng/L~μg/L 농도로 검출되는 수준에서도 수

생생물의 세포성장이나 생식기능을 저하시키는 등 생태계

에 악영향을 주는 것으로 보고되고 있다(Liu and Wong, 
2013; Rahman et al., 2009). Migliore et al. (1998)와 Migliore 
et al. (2003)은 술파디메톡신(sulfadimethoxine)과 엔로플록

사신(enrofloxacin)이 식물의 성장을 저하하는 독성을 나타

내는 것을 보고하기도 하였다.
Malch et al. (2014)은 잔류 의약물질이 존재하는 하수처

리장 처리수를 이용해 당근, 고구마 등을 재배하여 검출되

는 의약물질을 조사하고 재배된 뿌리식물의 섭취가 인간의 

건강에 미치는 영향을 평가하였다. 카바마제핀(carbamaze-
pine), 카페인(caffeine), 라모트리진(lamotrigine) 등이 뿌리

와 잎에서 검출되었고, 매일 당근을 섭취할 경우 아이들에

게 독성을 나타낼 수 있다고 보고하였다. 또한 Pomati et al. 
(2008)은 인체 세포로 의약물질의 독성을 평가하여 ng/L 

수준으로 존재하는 베자피브레이트(bezafibrate), 아테놀롤

(atenolol), 시프로플록사신(ciprofloxacin), 린코마이신(linco-
mycin)이 세포증식을 억제하여 임산부와 신생아에게 위험

성을 나타내는 것을 보고하기도 하였다.
특히 잔류항생제로 인해 발생하는 항생제 내성 박테리아

의 위험성에 대한 연구와 새로운 항생제의 개발은 오랜 기간 

지속되어 왔다(Bonnet, 2004; Chander et al., 2011; Fisch-
bach and Walsh, 2009; Hasman et al., 2005; Hur et al., 
2012; Kim et al., 2012; Neu, 1992; Persoons et al., 2011; 
Pfeifer et al., 2010; Straus and Hancock, 2006). 그럼에도 

불구하고 하수 및 하수슬러지(Biswal et al., 2014; Chen and 
Zhang, 2013), 물놀이 공간(Santiago-Rodriguez et al., 2013), 
육·어류 가공식품(Carretero et al., 2008; Chafer-Pericas et 
al., 2010; Wan et al., 2006; Xu et al., 2012) 등 다양한 시

료에서 항생제 내성 미생물의 검출이 보고되고 있고, 인간

은 여러 경로를 통해 항생제 내성균에 노출된다. 미국 보

건사회복지부에서 발표한 자료에 따르면 미국에서만 항생

제 내성균에 의해 연간 2백만 명 이상의 환자와 2만 3천명

의 사망자가 발생하였다(CDC, 2013).
이러한 다양한 환경적, 보건적 문제가 보고되고 있음에도 

불구하고 우리나라를 포함한 많은 나라들은 하수처리 비용

의 절감, 분뇨 중의 인, 질소 회수 및 자원화를 목적으로 

가축분뇨를 퇴비화하여 농업 비료로 사용하고 있다. 퇴비의 

양이 이미 경작지에서 필요로 하는 수준을 넘고 있으며

(Kim et al., 2015; Kim et al., 2005; OECD, 2001) 퇴비의 

반출입량과 시비량 등에 대한 파악이 부정확하여 이로 인
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한 환경오염의 가능성은 높을 것으로 예상되나 과학적인 

실태파악이 어려운 상황이다. 뿐만 아니라 응집-침전-모래

여과를 통한 입자물질 제거를 주요 메커니즘으로 설계된 

기존의 정수처리기술(Adams et al,. 2002; Kim et al,. 2007; 
Stackelberg et al., 2004)과 하수처리기술의 활성슬러지법

(Clara et al., 2005; Radjenovic et al., 2009)은 지하수나 지

표수로 유입되는 대부분의 의약물질을 제거하기 어려운 것

으로 알려져 있어 축산업에서 항생제의 사용 특성과 환경

중 영향을 평가할 수 있는 방안 마련에 대한 요구가 지속

되어 왔다.
이에 따라 2015년 환경부는 비료의 공급량, 가축분뇨 등

으로 인한 환경오염 실태를 조사하고 축산업에 의해 발생

하는 잔류 항생물질의 거동 조사 등을 포함한 ｢가축분뇨의 

관리 및 이용에 관한 법률｣과 ｢가축분뇨실태조사의 세부 

절차 및 방법 등에 관한 고시｣를 제정･발표하였다(Korea 
Ministry of Government Legislation, 2015). 고시에 따르면 

실태 조사를 위해 가축분뇨, 하천 및 호소, 지하수 등의 시

료를 채취하고, 기본적인 수질측정 항목을 비롯해 중금속, 
악취 및 잔류항생물질의 농도를 측정하게 된다. 조사방법으

로 ｢비료의 품질검사방법 및 시료채취기준｣, ｢수질오염공

정시험기준｣, ｢토양오염공정시험기준｣, ｢악취공정시험법｣ 등

을 따르도록 명시하고 있으나 잔류항생물질을 분석하기 위

한 표준시험방법을 언급하지 않고 있다. 미국 EPA method 
1694에서 고체, 액체 시료에 대해 액체크로마토그래피(HPLC)
와 질량분석기(MS)를 사용하는 잔류의약물질의 분석방법을 

제안하고 있으나 가축분뇨에 대한 전처리방법을 설명하지

는 않았다(U. S. EPA, 2007). 액체크로마토그래피와 질량분

석기를 이용하여 하천 및 호소수 등 액체 시료의 잔류 항

생제를 분석하는 방법은 총설 II에서 고찰한 바와 같이 다

양한 계열의 항생제를 대상으로 연구가 진행되어 왔으나, 
고체 시료를 대상으로 한 연구는 상대적으로 부족한 상태

이다. 인간의 공공보건과 직접적인 연관성으로 인해 식재료

인 생선(Evaggelopoulou and Samanidou, 2013; Kaufmann 
et al., 2012; Lopes et al., 2012; Xu et al., 2012), 육류

(Berendsen et al., 2013; Bousova et al., 2013; Carretero et 
al., 2008; Tao et al., 2012; Zhu et al., 2008) 등의 고형 

시료를 대상으로 전처리방법을 개발하고 실제 제품을 대상

으로 잔류항생제 농도를 측정하여 보고한 사례가 있으나 

가축분뇨, 퇴비중의 항생제 분석방법을 제시한 연구는 상대

적으로 미미한 것으로 나타났다(Gorissen et al., 2015; Zhao 
et al., 2010; Zhou et al., 2012).
더욱이 진행된 연구에서 제안된 잔류 항생제 분석방법은 

그 대상물질의 범위가 제한적이고, 다종의 항생제 계열에 

적용 가능하도록 정립된 분석 방법이 없어 대부분의 연구

는 테트라사이클린계(tetracyclines), 설폰아마이드계(sulfo-
namides), 플로로퀴놀롤계(fluoroquinolones) 항생제를 주로 

분석하고 있고 린코마이신(lincomyvin), 플로르페니콜(flor-
fenicol), 콜리스틴(colistin), 클로피돌(clopidol) 등의 동물용 

의약품에 대한 연구는 극히 드물게 나타나고 있다(Ben et al., 
2008; Chen et al., 2012; Jacobsen and Halling-Sorensen, 

2006; Karci and Balcioglu, 2009; Watanabe et al., 2010; Zhao 
et al., 2010). 따라서 축산농가와 농가 주변의 토양, 하천 

등 환경에 대한 실태 조사와 동물용 잔류 항생제의 영향에 

대한 심도 있는 평가를 위해서는 다양한 계열의 항생제를 

측정할 수 있는 방법에 대한 조사와 이해가 필요하다.
본 연구에서는 1) 동물용 항생제의 국내 판매량 순위를 

검토하여 대상 물질을 선정하고, 2) LC-MS를 이용해 선정

된 물질을 분석하기 위한 고체 시료의 전처리 과정을 조사

하여 향후 가축분뇨 중 잔류항생물질의 분석 방법에 대한 

기초 자료를 마련하고자 하였다.

2. Selection of Veterinary Antibiotics

대상물질을 선정하기 위하여 국내 가축용 항생제 판매순

위를 조사하였다. 판매량은 󰡔2014년도 국가항생제 사용 및 

내성 모니터링󰡕 (Lim et al., 2015)자료를 인용하였다. Fig. 2
는 연간 판매량이 5톤을 넘는 항생제에 대해 축종별 판매

량을 보여준다. 22종의 항생제가 연 5톤 이상 판매되고 이 

중 15종의 항생제는 돼지용으로 가장 많이 판매되었다. 소
와 돼지용으로는 아목시실린(amoxycillin)이, 가금류용으로

는 살리노마이신(salinomycin)이 가장 많이 판매되는 것으

로 조사되었다. Fig. 3은 판매량 상위 10~50종을 선정 기준

으로 하였을 때 선정된 항생제의 연간 판매량이 전체 판매

량에서 차지하는 비율을 보여주고 있다. 상위 10종과 20종
의 항생제만을 선정할 경우, 판매량이 차지하는 비율은 각

각 73%와 87%이고, 상위 40종과 50종의 항생제를 선정할 

경우 선정된 판매량은 98%와 99%를 차지하는 것으로 나

타났다. 선정된 항생제가 판매된 전체 항생제를 대변하기에 

충분하도록 판매량이 차지하는 비율을 90% 이상으로 하여 

적정 수의 대상물질을 선정코자하였고 상위 30종을 선정하

여 축종에 따라 중복되는 물질과 염(salt)의 형태로 판매되

는 물질들을 고려하였을 때, 약 95%의 판매비율을 갖는

Fig. 2. Annual sales of major antibiotics with livestock species 
in South Korea, 2014 (Lim et al., 2015).
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Table 2. The 37 selected antibiotics according to the annual sales of veterinary antibiotics in South Korea, 2014
Compound Class Compound Class

Dihydrostreptomycin

Aminoglycosides

Enrofloxacin
FluoroquinolonesGentamicin Flumequine

Kanamycin Marbofloxacin
Neomycin Tiamulin Pleuromutilins

Spectinomycin Colistin Polymyxins
Streptomycin Sulfachloropyridazine

Sulfonamides

Apramycin Sulfadiazine
Chloramphenicol

Amphenicols
Sulfadimethoxine

Florfenicol Sulfamethazine
Amoxicillin

β-Lactams
(Cephalosporins, penicillins)

Sulfamethoxazole
Ampicillin Sulfaquinoxaline
Ceftiofur Sulfathiazole

Penicillin G Chlortetracycline
TetracyclinesLasalocid

Ionophore polyethers
Doxycycline

Monensin Oxytetracycline
Salinomycin Clopidol

Others
Lincomycin Lincosamides Fenbendazole
Tilmicosin

Macrolides
Trimethoprim

Tylosin

Fig. 3. Comparison of proportions of selected antibiotics sales 
according to the number of the antibiotics.

37종의 대상물질이 선정되었다(Table 2). 선정된 37종의 항

생제는 최소 12개 이상의 계열로 분류되며 다음과 같이 계

열별로 상이한 화학적 특성을 갖는다.
테트라사이클린계는 나프타센(naphthacene)구조를 골격으

로 하고 산에서 비교적 안정적이나 염기에서 불안정하며 빛

에 의해 쉽게 분해되는 특성을 갖는다(Halling-Sorensen et 
al., 2002). 또한, 2가, 3가의 금속이온과 킬레이트 화합물을 

형성하고 실리카의 실라놀 작용기(silanol groups)와 강하게 

결합한다(Halling-Sorensen et al., 2002; Oka et al., 2000; 
Petrovic et al., 2005). 플로로퀴놀론계는 가수분해와 온도의 

증가에 안정적이지만 광분해 되기 쉽다(Pico and Andreu, 
2007). 테트라사이클린계, 플로로퀴놀론계와 비교하여 설폰

아마이드계 항생제는 토양 중에서 흡수나 흡착하는 성질이 

약하기 때문에 매우 이동이 자유로운 특징이 있고(Tolls, 
2001), 이러한 이유로 자연수 중에서 매우 빈번하게 검출되

는 계열 중 하나이다. 매크로라이드계 항생제는 10개 이상

의 탄소를 포함하는 락톤(lactone)링으로 구성된다. 대부분의 

매크로라이드계는 약한 염기성을 띄며 산에서 매우 불안정

한 것으로 알려져 있다(Hou et al., 2015). 아미노글리코사이

드계(aminoglycosides) 항생제 또한 염기성을 띄고 친수성이 

강해 수용해도가 높으며 광분해 되기 쉽다(Thiele-Bruhn, 
2003). 베타-락탐(β-lactam)계는 페니실린(penicillin)계열과 

세팔로스포린계열을 포함하는데 베타-락탐 링은 산성과 염

기성 매체에서 쉽게 분리되는 특징을 갖는다(Thiele-Bruhn, 
2003). 카르복실폴리에테르(carboxylic polyether)를 백본(back-
bone)으로 하는 이오노포어 폴리에테르(ionophore polyether)
계열은 양이온 결합하여 가상의 메크로사이클릭 착물을 형

성하는 특성을 갖는다(Volmer and Lock, 1998).
이러한 화학적 특성으로 인해 항생제에 따른 효과적인 

전처리 방법이 다를 수 있고, 따라서 본 논문에서는 각 항

생물질에 따른 효과적인 전처리 방법을 확인하고자 하였으

며 다양한 종의 항생물질을 동시에 분석 가능하도록 하는 

전처리 방안을 찾고자 하였다. EPA method 1694 분석방법

을 우선 고려하였으며, 선정한 모든 물질들에 대한 분석방

법을 검토할 목적으로 EPA method 1694에 제시되지 않은 

물질들에 대해서는 문헌조사를 통해 분석방법을 검토하였

다. 고체 시료에 포함된 잔류항생제를 분석한 연구를 대상

으로 하였고, 고체 시료로는 동물과 생선의 조직이나 계란 

등의 식품, 동물의 사료, 자연시료인 토양, 퇴적물, 비료와 

가축의 생 분뇨를 대상으로 검토하였다.

3. Pre-treatment Methods of Solid Samples

대표적인 고체 시료인 동물 조직(tissue)은 단백질과 지질

을 다량 함유하고 있기 때문에 동물의 근육, 간, 콩팥 등에 

포함된 항생제를 분석하기 위해서는 적절하고 충분한 정제
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Fig. 4. Schema of a basic concept and common methods for 
sample preparation of solid samples.

과정을 적용할 필요가 있다. 또한 분뇨, 비료 등의 고체 시

료도 단백질을 포함 하는 성상이 복잡한 고체 시료이기 때

문에 정확한 분석을 위해서는 적절한 전처리 단계의 선정 

및 개발이 중요하다. 특히, 액체 크로마토그래피(liquid chro-
matography, LC)와 질량분석기(mass spectrometry, MS)를 이

용한 분석을 위해서는 시료의 전처리 단계가 매우 중요하

며 전처리 방법의 핵심 목적은 분석 대상 물질의 농도를 

고농도로 농축하고 여타 방해물질을 제거하는데 있다. 일반

적으로 고체 시료의 전처리 방법은 시료중의 항생제를 액

체상으로 추출해 내기 위한 추출 과정(extraction)과 항생제

가 추출된 추출액에서 불순물과 간섭물질들을 제거하고 고

성능액체크로마토그래피에 주입할 수 있는 상태로 시료를 

제조하는 정제(clean-up) 과정을 거친다(Fig. 4).
고체 시료에 포함된 항생제를 추출하는 방법으로는 크게 

액-액추출법(liquid-liquid extraction; LLE)과 고상추출법(solid- 
phase extraction, SPE)으로 나뉜다. 전통적인 액-액추출법의 

효율을 높이기 위한 목적으로 기계적인 교반(Kim and Carlson, 
2007; Lopes et al., 2012; Schlusener et al., 2006), 초음파

(Boscher et al., 2010; Gorissen et al., 2015; Ho et al., 
2012; Zhou et al., 2012), 가압용매추출법(pressurized liquid 
extraction)(Bak et al., 2013; Carretero et al., 2008; Messi 
et al., 2005) 등의 방법이 사용된다. 압력과 온도를 조절하

고 초임계유체(supercritical fluid)의 용해력 변화를 통해 용

질을 추출·분리하는 초임계유체추출법(supercritical fluid 
extraction)이 고체 시료에 적용이 가능하나 자연물질로부터 

정유(精油, essential oil)를 추출하는데 주로 사용되며(Lang 
and Wai, 2001; Reverchon and De Marco, 2006) 항생제 

추출에는 거의 적용되지 않는 것으로 나타났다. 고상추출법

에서는 주로 상용화된 카트리지를 적용하여 추출을 수행하

며 항생제 분석을 위한 전처리 과정에서 가장 많이 사용되

는 방법 중 하나이다. 그러나 고체 시료의 전처리 과정에

서는 용매를 이용하여 고체 시료로부터 대상 물질을 추출

한 후 농축 및 정제의 목적으로 고상추출법이 적용되며(Ho 
et al., 2012; Kaufmann et al., 2012) 정제과정으로 분리막 

여과나(Bousova et al., 2013; Gorissen et al., 2015; Kakla-
manos et al., 2013; Lopes et al., 2012) 둘 이상의 카트리

지를 연속 결합한 고상추출법을 적용하기도 한다(Hong et 
al., 2015; Zhou et al., 2012). 고체 시료로부터 직접 물질

을 추출하는 방법으로 대상 시료와 고상 흡착물질을 혼합

하여 균질화한 후 추출을 수행하는 시료고체상분산(matrix 
solid phase dispersion)을 사용하기도 하는데 식품 중의 독

성물질이나 단일계열의 항생제를 추출하는데 주로 사용되

며 다계열 항생제 분석을 위한 전처리로 사용되는 경우는 

극히 드문 것으로 나타났다(Barker, 2007; Capriotti et al., 
2010). 농약과 살충제를 효과적으로 분석할 목적으로 시료

고체상분산법을 개량하여 2003년 미국농무부(U. S. Depart-
ment of Agriculture, USDA)에서 개발한 QuEChERS(Quick, 
Easy, Cheap, Effective, Rugged and Safe)방법(Anastassi-
ades et al., 2003)은 지속적인 연구가 진행되어 다양한 분석

용 키트(kit)가 개발되어 사용되고 있으며 고체나 점도가 높

은 액체(우유, 꿀 등) 식품으로부터 항생제를 추출하기 위한 

전처리 기법으로 그 적용 분야가 확대되고 있다(Amelin et 
al., 2015; Shendy et al., 2016; Stubbings and Bigwood, 2009).
추출과정에서는 제단백(deproteinization)이 필요하며 동물용 

항생제 추출을 보고한 대부분의 문헌은 과염소산(perchloric 
acid), 트리클로로아세트산(trichloroacetic acid, TCA) 등의 

유기산을 첨가하고 변성 침전된 단백질을 원심분리나 여과를 

통해 제거하는 방법을 사용하는 것으로 나타났다(Bousova 
et al., 2013; Kaufmann et al., 2012; Tao et al., 2012).

3.1. 아미노글리코사이드계 항생제 분석을 위한 고체

시료 전처리

앞서 언급한 바와 같이 유럽연합, 중국, 일본, 미국, 식품

첨가물 전문가위원회(Joint FAO/WHO Expert Committee on 
Food Additives, JECFA) 등에서 식품 중의 아미노글리코사

이드계 항생제의 최대 허용 농도를 제시하고 있기 때문에 

동물성 식품 중의 잔류 항생제 분석을 위한 많은 연구가 

진행되었지만(Bousova et al., 2013; Kaufmann et al., 2012; 
Tao et al., 2012; Zhu et al., 2008), 타 계열 항생제와 동

시 분석을 수행하거나 분뇨, 퇴비, 퇴적물 등 식품 이외의 

매질에 대한 분석방법이나 전처리방법을 연구한 문헌은 제

한적이다. 따라서 아미노글리코사이드계열 항생제의 전처리 

방법은 분류하여 Table 3에 정리하고 나머지 항생제의 전

처리 방법은 Table 4에 나타내었다.
고체 시료를 사용하는 모든 분석방법은 시료 균질화 과

정을 거친다. 잔류 항생물질의 추출을 위한 용매는 균질화 

전 또는 후에 시료에 투입하며 균질화 과정을 거치면서 고

체 입자는 분자상으로까지 파쇄되어 용매와 접촉한다. 대부

분의 아미노글리코사이드 계열의 항생제는 균질화를 통한 

추출방법을 적용하는 것으로 조사되었다(Table 3). 일반적

으로 동물 조직으로부터 항생제를 추출하는 과정에서 제단

백을 수행하는데, 시료 중에 단백질이 존재하는 경우 화학

반응을 방해하거나 거품 또는 혼탁을 일으켜 분석과정에 

오차를 유발할 수 있기 때문이다. 과거의 연구에서 유기용

매인 아세토나이트릴(acetonitrile, ACN)을 사용하여 계란에

서 스트렙토마이신(streptomycin)을 72%의 회수율로 추출하
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기도 하였으나(Kowalski et al., 1999) 최근의 연구에서는 

산을 주로 사용한다. 과염소산(Vinas et al., 2007)이나 포름

산(formic acid)(Heller et al., 2000)을 사용한 연구도 보고

되고 있으나 아미노글리코사이드계열의 항생제를 분석한 

최근의 연구들은 트리클로로아세트산을 주로 사용하는 것

으로 나타났다. 첨가된 트리클로로아세트산은 음이온으로 

해리되고 단백질과 결합하여 침전물을 형성하는 것으로 알

려져 있다. 또한 Kaufmann and Maden (2005)은 최적화된 

농도인 5%에서 만족할 만한 회수율을 나타내는 것으로 보

고하였다. Kaufmann and Maden (2005)의 연구에 따르면 

2% 이하의 농도(0.1, 1, 2%)에서는 탁도를 갖는 추출액이 

생성되고 이는 정제과정에 어려움을 줄 뿐만 아니라 회수

율도 감소하는 것으로 나타났다. 또한 10%의 트리클로로아

세트산을 적용하였을 때 회수율은 가장 높았으나 높은 이

온세기로 인해 고상추출단계에서 부정적인 효과를 나타내

고 질량분석기에서 높은 이온억제(ion suppression)현상이 

나타날 수 있다고 하였다.
추출된 액상시료는 고상추출법을 통해 정제과정을 거치

는데 주로 약한 양이온교환 카트리지(weak cation exchanger)
가 사용되며(Chen et al., 2010; Cherlet et al., 2007; Ishii 
et al., 2008; Van Holthoon et al., 2009) 이온교환 카트리

지는 분자의 이온화형태에 따라 결합･분리 여부가 결정되기 

때문에 적재시료의 pH 조절이 매우 중요하다(Kaufmann et 
al., 2012). 조사 결과 시료의 pH는 약산성 또는 약염기성

인 5.5~8.5 범위에서 결정되는 것으로 나타났다. Tao et al. 
(2012)은 자동화 고상추출시스템인 Gilson Aspec XL4 auto-
mated SPE system(carboxy propyl phase(CBA))으로 아미노

글리코사이드계 항생제 분석을 위한 시료를 처리하였는데 

pH 6.5이하, 8.5이상에서 급격한 회수율 감소를 확인하였고 

7.5를 최적 조건으로 제시하기도 하였다(Table 3).

3.2. 콜리스틴 분석을 위한 고체시료 전처리

콜리스틴은 콜리스틴 A, 콜리스틴 B(두 물질이 약 85%
를 구성함)를 포함하여 30종 이상의 유사구조를 갖는 폴리

펩티드(polypeptide) 분자의 혼합물이다(Elverdam et al., 
1981; Orwa et al., 2001). 이러한 화학적 특성으로 인해 정

확한 정량이 어렵고 특히, 매질이 복잡한 생물학적 시료(분
뇨 포함)를 대상으로 콜리스틴을 분석한 문헌은 극히 드물

게 보고되고 있으나 염산으로 처리한 후 고상추출법을 적

용하는 것으로 나타났다(Table 4). 염산으로 처리하는 경우 

산 가수분해로 지방질 제거와 단백질 입자의 석출이 일어

나고 결과적으로 회수율이 향상된다고 보고되고 있다 

(Wan et al., 2006; Xu et al., 2012).

3.3. 나머지 항생제 분석을 위한 고체시료 전처리

아미노글리코사이드계와 콜리스틴를 제외한 항생제를 분

석하는 시료(Table 4)는 추출단계에서 유기용매(메탄올 또

는 아세토나이트릴) 또는 완충용액(McIlvaine buffer)과 함

께 균질화 된 시료를 볼텍스 믹서(vortex mixer)나 진탕기

(shaker) 등을 사용하여 일정 시간동안 제단백과 추출을 수

행한다. 그러나 고체 시료는 고농도의 매질을 함유하기 때

문에 추출효율을 높이기 위한 추가적인 방법으로 초음파처

리를 적용하는 경우가 많다(Boscher et al., 2010; Gorissen 
et al., 2015; Kaklamanos et al., 2013; U. S. EPA. 2007; 
Zhou et al., 2012). 초음파는 단백질을 분해하고 분자간 결

합을 분리하여 고체 시료에 포함된 잔류 항생물질을 추출, 
용매에 용해되도록 한다. 시료 균질화와 추출과정을 거친 

시료는 원심분리를 통해 고상과 액상을 분리하고 상등액을 

취합하여 분리막 여과, 고상추출법 등을 통한 정제과정을 

거친다. 추출과정은 필요에 따라 2~3회 반복되는 경우도 

있다.
항생제들은 유사한 추출방법을 적용하고 있으며 아세토

나이트릴, 메탄올, 물을 혼합하여 추출 용매로 사용하는 경

우가 대부분이며 포름산, 인산 완충액, 구연산 완충액 등으

로 pH를 조정하기도 한다. 최근에는 설폰아마이드계, 플로

로퀴놀론계, 테트라사이클린계, 이오노포어계, 베타-락탐계

(β-lactams) 등 다계열(multi-class) 항생제를 동시에 분석하

기 위한 시료 전처리 방법 및 분석방법을 개발, 적용한 연

구가 많이 보고되고 있다(Boscher et al., 2010; Bousova et 
al., 2013; Carretero et al., 2008; Kaklamanos et al., 2013; 
Lopes et al., 2012; Moloney et al., 2012; Pietruk et al., 
2015; Tao et al., 2012; Zhou et al., 2012).
다양한 계열의 항생제를 동시 분석하는 경우 아세토나이

트릴과 메탄올 혼합액을 용매로 사용하였는데 아세토나이

트릴은 단백질과 효소성분을 제거하여 깨끗한 추출물을 제

공하고 잔류항생제는 메탄올에 의해 추출된다. 그러나 메탄

올 비율이 높은 경우 항생제 이외에 방해 물질의 추출량이 

증가하여 정제과정이 복잡해지는 문제가 발생할 수 있다. 
또한 매크로라이드나 테트라사이클린 등 극성을 띄는 물질

에 대한 추출효율을 높일 목적으로 아세토나이트릴과 메탄

올에 물을 첨가하기도 한다(Kaklamanos et al., 2013). 추출 

용매의 pH도 매우 중요한 요인으로 작용한다. 특히 테트라

사이클린계 항생제의 경우 단백질과 결합하는 성질 때문에, 
가축분뇨, 육류, 퇴비 등 바이오고체(biosolids) 시료 분석 

시 회수율을 감소시키는 원인이 된다(Kaklamanos et al., 
2013). 따라서 산성 용매를 이용한 시료추출이 필수적이다. 
Kaklamanos는 1% 포름산을 최적 조건으로 제시하였고 1% 
이상 조건에서는 테트라사이클린 이외의 다른 항생제가 분

해되는 문제점을 보고하였다.
가압용매추출법은 고체 시료를 균질화하여 추출 셀(extrac-

tion cell)에 충전하고 고온･고압으로 용매를 통과시켜 시료 

중의 대상물질을 추출하는 방법이다. 가압용매추출법은 셀 

내부를 고압으로 유지하기 때문에 셀 내부에서 용매의 끓

는점이 높아진다. 따라서 고온의 용매가 시료와 접촉하면서 

추출대상물질의 용해도와 확산 속도가 증가되어 추출속도

와 효율을 높이는 방법이다. 가압용매추출법의 추출 효율은 

주로 용매의 종류와 온도에 큰 영향을 받고(Bjorklund et 
al., 2000; Boscher et al., 2010) 추출시간, 반복횟수, 세척

시간, 셀 크기 등이 일부 영향을 미친다. Bak et al. (2013)
은 5종의 이오노포어(ionophore)계 항생물질을 대상으로 메
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탄올과 아세톤의 혼합비와 추출 온도에 따른 효율을 평가

하여 MeOH:H2O (1:1, v/v)와 40°C를 최적 용매와 온도조

건으로 제안하였고 90~105% 회수율을 얻었다. Boscher et 
al. (2010)은 50, 60, 70°C에서 가압용매추출법으로 13개 계

열의 항생제를 동물 사료로 부터 추출하여 온도에 의한 효

율을 평가하였는데, 60°C까지는 회수율이 증가하는 것을 

확인하였으나 70°C에서는 이오노포어계, 페니콜계(pheni-
cols), 항콕시듐제제(coccidiostat), 설폰아마이드계, 페니실린

계(penicillins) 항생제에서 회수율이 감소되는 것을 관찰하

였다. 특히 설폰아마이드계 항생제는 회수율이 절반으로 감

소하였으며 이는 특정 항생제들이 열에 약하기 때문이라 

하였다. 또한 가압용매추출법과 초음파추출법의 회수율 차

이를 비교하여 효율을 평가하였는데 두 방법에서 큰 회수

율의 차이는 관찰되지 않았고 초음파추출법을 적용하였을 

때 짧은 추출 시간에 다량의 시료를 동시 처리 가능하다고 

보고하고 있다. Carretero et al. (2008)은 육류 중 31종의 

잔류항생물질을 분석하기 위한 방법을 개발하였고, 가압용

매추출법의 최적 조건을 평가·보고하였다. 추출시간(2, 5, 
10, 15, 20분), 추출온도(50, 70, 90, 100°C), 셀 부피(5, 11, 
22, 33 ml), 추출압력(1000, 1500, 2000, 2500 psi), 추출 

반복 횟수(1, 2, 3회) 등을 평가한 결과 추출시간 10분, 셀 

부피 22 ml, 추출압력 1500 psi까지는 일부 회수율이 증가

하였으나 그 이상에서는 큰 차이가 없는 것으로 보고하였

다. 또한 미미하지만 반복 횟수의 증가는 회수율을 감소시

키는 것으로 나타났는데 이는 반복적인 고온 용매와의 접

촉으로 인해 대상물질의 분해가 일어났을 것이라 추측하였

다. 동일한 이유로 추출 온도가 70°C까지 증가함에 따라 

회수율이 향상되었으나 일부 항생제의 경우 70°C 이상에서 

회수율이 감소하는 것으로 나타났다. 이처럼 가압용매추출

법 역시 다양한 물리･화학적 메커니즘이 동시에 일어나기 

때문에 통용 가능한 최적조건의 도출이 어렵고 특히 다양

한 계열의 항생제를 분석할 목적으로 가압용매추출법을 적

용할 경우 용매 및 온도에 대한 최적화가 필수적이라 할 

수 있다.
추출과정을 거친 시료는 여과 또는 고상추출법을 통한 

정제를 수행하는데 여과를 수행하는 경우 주로 0.2 μm의 

공극 크기를 갖는 분리막을 이용하는 것으로 나타났다

(Table 4). 고상추출법은 액체 시료를 적용할 때와 동일하

게 카트리지의 컨디셔닝, 시료 적재, 카트리지 건조 및 세

척, 추출, 추출액의 농축, 재용해, 여과 등의 과정을 필요에 

따라 순차적으로 진행하였다. 카트리지는 주로 Oasis HLB 
(hydrophilic lipophilic balanced sorbent)를 사용하는 것으로 

나타났고, 드물게 Strata-X를 적용하는 것으로 나타났다. 적
재 시료는 추출과정에서 산성화된 시료를 그대로 적용하거

나 pH 2.0~2.5범위로 조절하는 것으로 나타났는데, 액체시

료의 전처리방법과 유사하게 베타-락탐계 항생제의 경우 

시료의 pH를 조절하지 않거나 중성(pH 7.2)(Berendsen et 
al., 2013)으로 조절하여 적재하는 것으로 나타났다. 이는 

베타-락탐계 항생제가 산성 또는 염기성에서 분해되는 특

성에 따른 것으로 판단된다(Diaz-Cruz and Barcelo, 2006; 

Thiele-Bruhn, 2003). 용리액으로는 메탄올이 주로 사용되나 

메탄올과 아세토나이트릴, 물 혼합액을 사용하기도 한다.
Zhou et al., (2012)는 고체시료(슬러지, 퇴적물, 비료)를 

대상으로 11개 계열에 해당하는 총 50종의 항생제를 분석

하는 방법을 제안하였는데 고상추출 과정에서 SAX-HLB 
카트리지를 직렬로 결합하여 사용한 것을 보고하였다. 상단

에 결합된 SAX(strong anion exchange sorbent)카트리지에

서 (-)전하를 갖는 휴믹산(humic acid), 펄빅산(fulvic acid)
과 같은 자연유기물질이 제거되고, pH 3에서 중성 또는 

(+)이온으로 존재하는 항생물질은 하단에 결합된 HLB 카
트리지에 흡착되어 분리되는 원리를 이용하였다. 두 카트리

지를 결합하는 방법은 유기물이 다량 함유된 슬러지, 비료 

등에서 특히 다종의 항생제를 분석하고자 할 때 적용 가능

한 방법 중 하나로 종종 보고되고 있다. 

4. Conclusions

가축분뇨실태조사 항목인 항생제 분석을 성공적으로 수

행하기 위하여 본 연구에서는 국내에 판매된 축산용 항생

제 판매량을 조사하여 37종의 대상 물질을 선정하고 가축

분뇨 중의 대상 항생제 잔류량을 분석하기 위해 필요한 전

처리 방법을 확인하고자 고상시료를 대상으로 전처리 방법

을 연구한 문헌을 조사, 다음과 같은 결론을 도출하였다.
일반적으로 고상시료의 추출방법으로 기계적인 혼합법, 

초음파추출법, 가압용매추출법 등을 적용하며 추출액은 분

리막 여과나 고상추출법을 통해 정제되는 것으로 조사되었

다. 아미노글리코사이드 계열의 항생제에 대한 연구는 주로 

동물의 신체나 어류를 대상 시료로 하고 있어 추출과정에

서 5% 트리클로로아세트산용액을 사용하여 단백질을 제거

하고, 콜리스틴은 염산을 이용해 지방질과 단백질을 제거하

여 높은 회수율을 얻을 수 있는 것으로 보고되었다. 이를 

제외한 물질들은 주로 아세토나이트릴과 메탄올을 혼합용

매로 사용하며 초음파추출법을 많이 적용하는 것으로 나타

났다. 일부 문헌에서 가압용매추출법을 적용하고 있으며 추

출용매의 온도와 종류에 따른 추출효율을 평가하기도 하였

으나 분석대상물질의 특성에 따라 최적 조건이 다르게 나

타나 가압용매추출법을 적용하기 위해서는 대상 시료를 바

탕으로 조건의 최적화가 선행되어야 한다. 대부분의 항생물

질은 산성시료 조건에서 전처리를 수행하며 추출 또는 정

제과정에서 pH는 2.0~4.0 범위로 조절하는 것으로 나타났

으나 아미노글리코사이드 계열과 베타-락탐 계열의 항생제

는 중성 pH 조건에서 전처리를 수행하는 것으로 조사되었

다. 이는 항생제의 화학적 특성에 기인한 것으로 고상추출

법을 적용하는 액체시료의 전처리에서도 동일한 원리를 이

용하여 시료의 pH를 결정하는 것으로 판단되었다. 정제를 

위한 여과는 0.2 μm의 공극크기를 갖는 분리막을 주로 사

용하는 것으로 조사되었고, Oasis HLB 카트리지와 메탄올

을 사용한 고상추출법이 가장 많이 적용되고 있는 것으로 

나타났다.
고상시료는 고농도의 단백질 및 유기물을 함유하고 있기 
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때문에 정확한 분석을 위해서는 적절한 추출과 정제과정의 

전처리 방법을 적용해야 하며 전처리 효율은 분석대상물질

의 화학적 특성에 따라 상이하게 나타난다. 본 연구에서 

선정한 37종의 대상물질을 분석하기 위해 고체 시료의 전

처리를 수행하는 경우 아미노글리코사이드계와 베타-락탐

계 항생제를 측정하기 위한 별도의 전처리가 수행되어야 

한다. 즉, 최소 3가지의 전처리 과정을 적용해야 할 것으로 

판단된다.
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