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요 약 : 고속액체크로마토그라피를 이용하여 동물성 식품 중 테트라싸이클린계 

항생물질의 동시분석을 시도하였다. 대상물질은 동물의 질병치료    

.

  예방, 

성장촉진 및 사료효율 개선에 널리 사용되는 클로르테트라싸이클린, 독시싸이클린, 

옥시테트라싸이클린 및 테트라싸이클린이었으며, 대상식품은 쇠고기, 돼지고기, 닭고기, 

우유, 계란, 넙치, 우럭, 참돔, 뱀장어 및 바다가재이었다. 시료를 McIlvaine 완충액 및 

20% 삼염화초산으로 추출한 후 C18 카트리지로 정제하여 고속액체크로마토그라피로 

분석하였다. 이동상으로는 0.01M 수산과 아세토니트릴의 혼합용액을 85:15에서 

60:40까지 기울기로 사용하였으며 UV의 검출파장은 365 nm 이었다. 평균 회수율은 

71~98% 이었으며, 검출한계는 신호대 잡음비 3 이상에서 클로르테트라싸이클린은 

0.022, 독시싸이클린은 0.012, 옥시테트라싸이클린은 0.012 및 테트라싸이클린은 0.009 

mg/kg이었다. 대부분의 시료에서 클로르테트라싸이클린, 독시싸이클린 및 

테트라싸이클린은 검출되지 않았으나, 돼지고기, 넙치 및 참돔(2시료)에서 

옥시테트라싸이클린이 각각 0.04, 0.17, 0.05 및 0.08 mg/kg로 모두 잔류허용기준을 

초과하지 않은 수준으로 검출되었다. 

Abstracts : A selective method of high performance liquid chromatography with UV detector has 

been applied to determine 4 tetracycline antibiotics in the animal food, simultaneously. The targets 

were chlortetracycline (CTC), doxycycline (DC), oxytetracycline (OTC), and tetracycline (TC) that 

are used routinely in veterinary medicine for prevention and control of disease. Food samples were 

beef, pork, chicken, milk, whole egg, flatfish (Limanda yokohamae), jacopever (Sebastes hubbsi), 

seabream (Chrysophrys major), eel (Anguilla japonica) and lobster (Hommarus americanus). After 

extracting food samples with 20% trichloroacetic acid and McIlvaine buffer, they were purified by a 

C18 SPE cartridge with 0.01M methanolic oxalic acid solution. The concentrated residue was 

re-dissolved in methanol, filtered, cleaned up and analyzed on a C18 column. The mobile phase was a 

mixture of 0.01M oxalic acid and acetonitrile with a gradient ratio from 85:15 to 60:40. The UV 

wavelength was 365 nm. The overall recoveries were ranged from 71% to 98% and the limit of 

detections were 0.022 for CTC, 0.012 for DC and OTC and 0.009 mg/kg for TC at signal/noise > 3, 

respectively. As results, CTC, DC and TC were not detected in all selected food samples, however, 

OTC was detected in meat and fishes. The determined level of OTC was 0.04 ppm for pork, 
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0.17 ppm for flatfish and 0.05 and 0.08 ppm for jacopever, that were within the Maximum Residue 

Limits (MRLs) in the food. 

Key words : chlortetracycline, doxycycline, oxytetracycline, tetracycline, food, HPLC 

1. 서 론 

 

식품을 생산하는 동물의 질병 예방    

.

   치료, 성장촉진 및 사료효율을 개선하고 

양질의 동물성 식품을 공급하기 위하여 항생물질, 합성항균제, 성장홀몬제 등 여러 다양한 

동물용의약품이 사용되고 있다. 이중 항생물질이란 미생물에 의하여 만들어지는 물질로서 

세균이나 그 밖의 미생물의 성장과 활동을 억제하거나 그 생명을 파괴시키는 의약품으로 현재는 

공업적으로도 생산되고 있다.1-3 특히 1950년대 초 개발된 4고리모양체라는 의미를 가진 

테트라싸이클린계 항생물질로는 Streptomyces rimosus나 Streptomyces aureofaciens 균주의 

증식에 의해 생성되는 옥시테트라싸이클린, 클로르테트라싸이클린이 있으며, 반합성 

테트라싸이클린계 항생물질로는 독시싸이클린, 테트라싸이클린 등이 포함된다. 이중에서 

옥시테트라싸이클린은 성장촉진 및 사료효율 개선 효과를 위한 사료첨가제용으로 1950년대 후반 

시판이 개시된 항생물질이기도 하다.4 현재도 옥시테트라싸이클린 염산염, 옥시테트라싸이클린 

4급암모늄 및 클로르테트라싸이클린 염산염 또는 칼슘은 사료내 혼합가능 동물용의약품의 범위 및 

동물용의약품의 안전사용기준에 포함되어 있으며, 옥시테트라싸이클린 염산염 및 독시싸이클린은 

수산용약품 사용안내에 포함되어 있다.5-7 

테트라싸이클린계 항생물질의 항균범위 및 기본 약리작용은 서로 유사하며, 교차내성을 

나타내는데, 그람양성균과 그람음성균 및 클라미디아 등에 모두 유효한 광범위항생물질로서 

단백질의 합성을 저해하여 정균작용을 하는 것이 작용 메카니즘이다. 따라서 Mycoplasma속, 

Streptococcus속, Pasteurella속 등 병원미생물에 의해 발병되는 소, 돼지, 가금 등의 폐렴, 유방염, 

출혈성패혈증 및 방어, 뱀장어, 잉어 등의 절창병, 비브리오증, 연쇄상구균증의 치료에 사용되고 

있다.1-3 

이와 같이 테트라싸이클린계 항생물질은 동물의 질병 치료 뿐만 아니라 사료효율을 개선하기 

위하여 많이 사용되고 있으므로 오    

.

  남용이 우려되는 동물용 의약품이라 할 수 있다. 

따라서 식품의 안전을 제고하고 국민 건강의 위해를 방지하기 위하여 우리나라는 

테트라싸이클린계 항생물질인 클로르로테트라싸이클린, 옥시테트라싸이클린 및 테트라싸이클린 

3종에 대해 축산물 및 수산물에 잔류허용기준을 설정하고 있으며, Codex (국제식품규격), 일본, 

미국 및 EU에서도 동 물질에 대해 잔류허용기준을 설정하여 관리하고 있다(Table 1).8-9 

식품 중 테트라싸이클린계 항생물질의 잔류물질시험법으로는 정성시험법과 정량분석을 위한 

기기분석법 및 미생물시험법이 있다.8,10-14 정성시험법에는 미생물분석법, 면역분석법, 

박층크로마토그라피법 등이 있으며, 이중 몇개의 서로 다른 미생물균주로 만든 평판에 시료를 

직접 배양하거나 디스크 또는 면봉을 이용하여 배양 후 억제대 폭이 일정수준 이상인 것을 

양성으로 판정하여 항생물질의 계통을 추정하는 방법인 EEC 4 Plate Test, CAST (California 
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Antibiotic and Sulfa Test), Star Test 및 STOP (Swab Test on Premises), Charm II 등이 주로 

사용되고 있다.8,10,15-16 식품 중에 잔류하는 테트라싸이클린계 항생물질은 금속이온과 

킬레이트화합물을 형성, 단백질과 결합되어 있으므로 단백질을 제거하기 위하여 pH가 2 이하인 

강산으로 처리하면 anhydro 형태로 되었다가 시간이 지남에 따라 epimer로 변형될 수 있다. 

따라서 고속액체크로마토그라피 (HPLC) 등을 이용한 기기분석법에 적용하기 위한 시료 전처리 

방법으로 EDTA (ethylenediamine tetraacetic acid)를 포함한 약산성 용액 하에서 추출하여 

C18 카트리지나 HLB (hydrophilic lipophilic balance) 컬럼 등으로 정제하는 방법이 주로 사용되고 

있으며, 시료를 C18 분말과 혼합하여 시린지 컬럼에 채우고 수산함유 메탄올로 용출하는 방법도 

사용되고 있다.8,17-18 또한 각각의 항생물질에 대해 Bacillus cereus var. mycoides ATCC 11778 등 

미생물 균주를 이용하여 개별적으로 정량하는 방법도 있다.8 

이에 본 연구에서는 테트라싸이클린계 항생물질인 클로르테트라싸이클린, 독시싸이클린, 

옥시테트라싸이클린 및 테트라싸이클린 4종을 동시에 분석하기 위하여 식품시료의 전처리 방법 및 

HPLC/UV의 최적 분석조건을 확립하여 국내 유통식품에 대해 분석한 결과를 보고하고자 한다. 

 

2. 실 험 

 

2.1. 시약 및 기구 

분석용 시약은 HPLC급 또는 잔류농약급을 Sigma Chemicals (St. Loius, MO, USA), Wako Pure 

Chemical Industries Inc. (Osaka, Japan) 및 Merck Inc. (Darmstadt, Germany)에서 구매하였다. 

표준물질 클로르테트라싸이클린, 독시싸이클린, 옥시테트라싸이클린 및 테트라싸이클린은 Sigma 

Chemicals (St. Loius, MO, USA)에서 구매하였다. 시료 전처리에 사용한 McIlvaine 완충액은 

citric acid monohydrate 11.8 g, disodium hy-           drogenphosphate dihydrate 13.72 g 

및 ethylenediamine tetraacetic acid disodium salt 33.62 g을 증류수에 녹여 1 L로 제조하였다. 

 

2.2. 기기 

고속액체크로마토그라피 (High Performance Liquid Chromatography) 및 photodiode array 

(PDA) 검출기는 Nanospace SI-2 (Shiseido Fine Chemicals, Yokohama, Japan)을 사용하였으며, 

C18 컬럼은 Type UG120 (Shiseido Fine Chemicals, Tokyo, Japan)을 사용하였다. 

 

2.3. 실험방법 

2.3.1. 대상물질 

클로르테트라싸이클린, 독시싸이클린, 옥시테트라싸이클린 및 테트라싸이클린 4종을 대상으로 

하였으며 구조식, 화학식 및 분자량은 Fig. 1과 같다. 내부표준물질은 

디메틸클로르테트라싸이클린을 사용하였다. 

 

2.3.2. 대상시료 

시중에 유통되는 축산물 (쇠고기, 돼지고기, 닭고기, 우유, 계란) 및 수산물 (넙치, 우럭, 돔, 

뱀장어, 바닷가재)에 대해 전국 6개 지역 (서울, 부산, 인천, 대전, 목포, 강릉)의 도   

.

 소매 

시장 각각 2곳에서 계절별로 4회에 걸쳐 채취하였다. 두곳에서 채취한 시료는 가식부만 

분쇄   

.

   혼합하여 대상검체로 240건을 조제하였으며, 분석 전까지 냉동보관 하였다. 

분석방법에 따른 회수율 측정을 위하여 테트라싸이클린계 항생물질을 함유하지 않은 돼지고기, 

우유 및 광어에 표준물질 일정량을 첨가하여 시료로 조제하였다. 
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2.3.3. 실험방법 

2.3.3.1. 시료 중 대상물질 추출 

냉동 보관한 시료를 해동하여 다시 균질화한 후 일정량 (5 g)을 취해 20% 삼염화초산 (2 mL) 및 

McIlvaine 완충액 (20 mL)을 가하여 2분간 추출하고 원심분리 (6,000 rpm, 20분간)하여 층을 

분리하였다. 상등액을 취하여 여과한 후 미리 메탄올 (4 mL) 및 증류수 (4 mL)로 세척한 C18 

카트리지에 흡착시키고 증류수 (4 mL)로 세척한 후 0.01M 메탄올성 수산용액 (4 mL)로 

유출하였다. 유출액을 농축하고 메탄올 (2 mL)로 희석하여 시험용액으로 하였다. 

2.3.3.2. 기기 분석 

HPLC 컬럼은 C18 (4.6 mm id, 250 mm, 5 mm)를 사용하였으며 UV의 검출파장은 365 nm 이었다. 

이동상으로는 0.01M 수산과 아세토니트릴의 혼합용액을 초기 85:15에서 5분간 유지하고, 60:40로 

20분간 상승하는 기울기를 사용하였다. 시료는 10 mL를 주입하였으며 유속은 1.0 mL/min이었다. 

분석결과 머무름 시간에 의해 정성 확인을 하였으며 피이크 면적법에 의해 정량을 하였다.  

 

 

3. 결과 및 고찰 

 

테트라싸이클린계 항생물질의 표준물질 4종 혼합액에 대한 크로마토그램은 Fig. 2와 같으며 

옥시테트라싸이클린, 테트라싸이클린, 클로르테트라싸이클린, 독시싸이클린의 순으로 용리되었으며 

내부표준물질로 사용한 디메틸클로르테트라싸이클린은 테트라싸이클린과 클로르테트라싸이클린의 

사이에서 용리되었다. 

검량선 작성을 위하여 식품 중 테트라싸이클린계 항생물질 잔류허용기준의 0.5�, 1�, 2�, 4�, 8�, 

10×에 해당되는 표준물질 6개 농도범위(0.05, 0.1, 0.2, 0.4, 0.8, 1.0 mg/kg)에서 측정   

.

   

분석한 결과 Table 2에 나타난 바와 같이 상관계수 r2는 옥시테트라싸이클린 0.9974, 

테트라싸이클린 0.9989, 클로르테트라싸이클린 0.9966, 및 독시싸이클린 0.9980으로 Codex에서 

권장하는 r2≥0.95과 비교해도 매우 만족할 만한 수준이었다. 검출한계는 신호대 잡음비 3이상에서 

옥시테트라싸이클린 0.012 mg/kg, 테트라싸이클린 0.009 mg/kg, 클로르테트라싸이클린 0.022 

mg/kg 및 독시싸이클린 0.012 mg/kg로 우리나라의 식품 중 테트라싸이클린계 항생물질 

잔류허용기준의 범위 0.1~0.6 mg/kg를 고려할 때 만족할 만한 수준이었다. 

쇠고기, 돼지고기, 닭고기, 우유, 계란, 넙치, 참돔, 뱀장어, 바다가재 등 축   

.

  수산 

식품의 단백질과 결합되어 있는 테트라싸이클린계 항생물질 4종의 신속한 동시분석을 위하여 

EDTA를 함유하고 있는 McIlvaine 완충액 및 C18 카트리지를 사용한 결과 효율적으로 추출 및 

정제할 수 있었다.  

Codex에서 정한 규격에 의하면 잔류허용기준의 0, 0.5�, 1�, 및 2 걋� 농도로 시료에 

표준물질을 첨가하여 시험하였을 때 변이계수 CV(coefficient of variation)의 허용범위는 

농도≤0.001 mg/kg인 경우 35%, 0.001 mg/kg<농도≤0.01 mg/kg인 경우 30%, 0.01 

mg/kg<농도≤0.1 mg/kg인 경우 20%, 0.1 mg/kg<농도인 경우 15%이며, 회수율 허용범위는 

농도≤0.001 mg/kg인 경우 50~ 120%, 0.001 mg/kg<농도≤0.01 mg/kg인 경우 60~120%, 0.01 
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mg/kg<농도≤0.1 mg/kg인 경우 70~110%, 0.1 mg/kg<농도인 경우 80~110% 이다. 따라서 

분석방법의 효율을 재고하기 위하여 시중에 유통되는 돼지고기, 우유 및 광어에 표준물질을 

첨가하여 회수율을 측정한 결과 Table 3에 나타난 바와 같이 CV는 12~18 %이고 회수율은 

71~98%로 상기의 Codex 규격에 적합한 매우 만족한 결과를 얻었다. 

이와 같이 최적화한 분석방법을 식품시료에 적용한 결과 대부분의 식품시료에서 

클로르테트라싸이클린, 독시싸이클린 및 테트라싸이클린은 검출되지 않았으나, 돼지고기, 넙치 및 

참돔(2시료)에서 옥시테트라싸이클린이 각각 0.04 ppm, 0.17 ppm, 0.05 ppm 및 0.08 ppm 

수준으로 검출되었다. 따라서 축산동물이나 수산동물의 사육 시 옥시테트라싸이클린이 사용되고 

있다는 것을 확인할 수 있었으며, 이와 같은 결과는 항생물질 사용실태 결과와도 일치함을 알 수 

있었다.19  

현재 농림부에서는 축산물의 안전성 확보를 위한 축산물 위생  

.

 안전성제고 종합대책의 

일환으로 사료관리법에 의한 유해사료의 범위와 기준을 개정하여 사료 내 혼합가능 

동물용의약품의 종류를 53종에서 옥시테트라싸이클린 염산염 등 28종을 삭제하고 25종으로 

감축하였다.20 또한 삭제(제외)된 품목이 배합사료 제조 시 사용되지 않도록 정비하기 위하여 사료 

내 항생물질 등 유해물질의 관리를 강화하는 유해사료의 범위와 기준 중 개정(안)을 입안예고 

중에 있는데, 사료 내 혼합가능 동물용의약품의 범위에서 옥시테트라싸이클린 염산염이 제외되어 

있다.21 

따라서 향후 유통식품의 안전을 확보하기 위하여, 본 연구내용인 식품 중 테트라싸이클린계 

항생물질 4종을 동시에 분석하는 방법은 축   

.

  수산물 식품분석에 매우 유용하게 적용할 

수 있으리라 사료된다.  
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Table 1. Maximum residue limit for tetracycline antibiotics in food1
 

Tetracycline Species  

MRL (mg/kg) 

Korea Codex2
 Japan USA4

 EU 

Chlortetracycline 
(CTC) 

Cattle, Meat 0.1 0.2 0.2 2 0.1 

Pigs, Liver  0.6 0.6 6 0.3 

Poultry & Kidney  1.2 1.2 12 0.6 

Sheep Fat    12  

 Egg  0.4 0.4 0.4 0.2 

 Milk  0.1 0.1  0.1 

Fish   0.2   0.1 

Doxycycline 
(DC) 

Cattle, Liver     0.3 

Pigs & Kidney     0.6 

Poultry Fat     0.3 

Oxytetracycline 
(OTC) 

Cattle, Meat 0.1 0.2 0.103
 2 0.1 

Pigs, Liver 0.3 0.6 0.303
 6 0.3 

Poultry & Kidney 0.6 1.2 0.603
 12 0.6 

Sheep Fat   0.013
 12  

 Egg 0.2 0.4  0.4 0.2 

 Milk 0.1 0.1   0.1 
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Fish  0.2 0.2 0.2   

Tetracycline 
(TC) 

Cattle, Meat 0.25 0.2  2 0.1 

Pigs,  Liver  0.6  6 0.3 

Poultry & Kidney  1.2  12 0.6 

Sheep Fat    12  

 Egg  0.4  0.4 0.2 

 Milk  0.1   0.1 

Fish   0.2    

1. Reference: 식품중 동물용의약품 잔류허용기준 (식품의약품안전청, 2004) 

2. Residue definition: parent drugs, singly or in combination of CTC, OTC and TC 

3. Only for horse 

4. Tolerances are for the sum of all approved tetracycline residues (i.e., TC, CTC, OTC) 

 

Table 2. Calibration equations and LOD for tetracycline 
antibiotics 

Compounds Calibration r2
 

LOD 
(mg/kg) 

Chlortetracycline y=0.0013x-0.0124 0.9966 0.022 

Doxytetracycline y=0.0026x-0.0721 0.9980 0.012 

Oxytetracycline y=0.0017x+0.0454 0.9974 0.012 

Tetracycline y=0.0027x-0.0377 0.9989 0.009 

 

Table 3. Recoveries of tetracycline antibiotics in the spiked food samples (%) 

Food 
(no. of sample) 

Spiked 
(mg/kg) 

CTC DC OTC TC 

Rev1
 CV2

 Rev CV Rev CV Rev CV 

Pork 
(6) 

0.05 74 18 73 18 78 17 80 12 

0.10 74 16 74 16 81 16 76 15 

0.20 96 14 95 14 95 14 82 14 

Milk 
(6) 

0.05 86 17 86 17 71 18 72 18 

0.10 98 15 86 15 73 16 73 16 

0.20 94 14 87 14 97 14 82 14 

Flatfish 0.05 81 17 74 18 75 18 73 18 
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(6) 0.10 85 16 83 16 85 16 79 16 

0.20 91 14 98 14 92 14 85 14 

1. Recovery 

2. Coefficient of Variation 

 


