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요 약: 스트렙토마이신은 아미노글리코사이드계 항생제중의 하나로써 가축, 가금류의 질병 치료와 예방

에 널리 사용되고 있다. 국내에서는 양봉용으로는 허가되어 있지 않지만 일부 국가에서는 유럽형 부저병

과 같은 세균성 벌꿀 질병의 치료에 사용되는 것으로 알려져 있다. LC-MS/MS를 이용하여 벌꿀 중에 잔

류하는 스트렙토마이신(streptomycin)을 분석하는 방법을 확립하였다. 확립된 분석법은 재현성과 정밀성을

높이고 미량까지 검출할 수 있도록 회수율을 높이기 위하여 정제 및 추출과정을 최적화 하였으며, 효과

적인 분석을 위해서 액체 크로마토그래피(HPLC) 와 텐뎀 질량분석법(tandem mass spectrometry)의 조건

들을 최적화하였다. 확립된 방법은 5.0~50.0 ug/kg 농도에서 5.5~14%인 정밀성(RSD)을 나타내었으며, bias

로써 -10.0~8.0%의 정확도를 나타내었다. 한편, 스트렙토마이신을 벌꿀 공 시료에 10.0 ug/kg의 농도로 소

량첨가한 후 얻은 회수율은 74%이었고, 정량한계(LOQ)는 0.75 ug/kg이었다. 확립된 벌꿀 중 스트렙토마

이신 분석법을 이용하여 실제 벌꿀시료에 적용한 결과 몇몇 시료에서 소량의 스트렙토마이신이 검출되었다.

Abstract: Streptomycin, which is one of aminoglycoside antibiotics, has been widely used in the rearing of food-

producing animals to prevent and treat diseases in cattle, pigs and poultry. Although not licensed in South Korea,

streptomycin has also been used for the treatment of bacterial honeybee disease, such as European foulbrood in

Third World countries. A reliable and effective method using liquid chromatography-tandem mass spectrometry

(LC-MS/MS) was developed for the determination of streptomycin in honey. A established method was optimized

the clean-up and extraction procedure for the trace determination, good precision and accuracy. And the

chromatographic and tandem mass spectrometric parameters were also optimized. The precision (RSD) and accuracy

(bias) in the concentration range of 5.0~50.0 ug/kg were 5.5~14% and -10.0~8.0%, respectively. Limit of detection

was 0.75 ug/kg and recovery of streptomycin spiked at level of 10 ug/kg in honey was 74%. The established

and validated method was applied to determine streptomycin in honey which was on the market.
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1. 서 론

스트렙토마이신은 아미노글리코사이드계 항생제로

세균성 질병치료에 매우 중요하며, 그람-음성(Gram-

negative) 생물체 감염의 치료에 널리 사용되는 항생

제이기 때문에 꿀벌과 같이 식품을 생산하는 동물의

사육에서 질병 예방과 치료에 광범위하게 사용되고

있다. 스트렙토마이신은 꿀벌의 유럽 부저병(European

Foulbrood)와 같은 질병 치료에 사용하는 것으로 알

려져 있다. 또한, 감귤, 매실, 참다래, 복숭아, 고추,

담배, 배추에 세균성 병해를 방지하기 위하여 살충제

로 사용등록 되어 있으며, 외국에서도 과실류, 채소

류, 담배, 면화 등의 세균성 질병 치료를 위하여 허가

되어 사용되고 있으나, 우리나라뿐만 아니라 EU, 미

국, 일본 등에서도 양봉용으로는 허가되어있지 않다.1

따라서, 현재 우리나라에서 양봉용으로 허가되어 있

지 않은 동물용의약품에 대해서 최대잔류허용기준

(MRL)을 설정할 수 없기 때문에 극미량 분석과 정확

한 정성확인이 필요한 실정이다.

동물성 의약물질의 축산제품 잔류성과 같은 식품

위생에 대한 관심은 고조되고 있는 실정이다.2 잔류하

는 항생제는 소비자들에게 알러지 반응을 일으키거

나 내성 박테리아를 생성하는 등의 영향을 미칠 수도

있다.3-5

스트렙토마이신은 UV 흡수 발색단이 강하지 않기

때문에 대부분 HPLC에서 post-column 유도체화 후

형광검출기로 분석하는 것이 일반적인 방법이었으며,6,7

ELSD와 같은 다른 검출기를 사용한 예도 있다.8 하

지만, 최근에는 텐뎀 질량분석법(MS/MS)이 HPLC-

형광검출기(FLD) 방법을 대체하는 추세이다.1,9-11 텐

뎀 질량분석법은 ESI (electrospray ionization) 모드를

사용하여 이온화 효율을 증가시키고 MRM (multiple

reaction monitoring)을 사용함으로써 신호 대 바탕비

가 향상시킬 수 있다. 따라서, 검출감도와 선택성이

증가하여 수 ppb (ng/g) 수준의 극미량으로 존재하는

스트렙토마이신 분석시에 나타날 수 있는 거짓양성

(false-positve) 결과를 줄일 수 있는 장점이 있으며,

형광 검출기에서와 같은 유도체화 과정도 필요 없다.

이들 논문에서는 정량한계(LOQ) 또는 검출한계

(LOD)가 2 ng/g이고 정밀도(R.S.D.)도 10%를 나타내

고 있다.1, 10

가장 최근에는 LC/MS/MS를 사용하여 벌꿀중에

잔류하는 17종의 항생제를 분석하는 방법이 소개되

고 있지만 여러 약물들을 동시에 분석하기 위한 방법

에 초점을 두고 있으므로 시료 전처리 방법이 복잡하

고 크로마토그램도 정량하기에는 부적합할 정도의

leading peak을 나타내고 있다.12 

벌꿀 시료의 매트릭스는 매우 복잡하기 때문에 효

과적으로 추출하고 크로마토그래피 분리를 하고 신

호 대 바탕비(S/N)를 높이기 위해서는 HPLC로 분석

하기 전에 정제 과정을 거쳐야 한다. 

본 논문에서는 국내에서 양봉에 허가 되어있지 않

은 스트렙토마이신을 극미량까지 정성 및 정량확인

이 가능하도록 기존의 고체상(SPE) 시료 전처리 방

법을 개선한 후 LC-MS/MS로 분석하는 방법에 대한

유효성 확인 시험을 실시하였다. 확립된 시험방법을

국내에서 시판되는 벌꿀시료에 적용한 예를 보여 줌

으로써 벌꿀중의 스트렙토마이신 확인을 위한 시험

방법으로 활용될 수 있으며, 벌꿀 중에서 잔류 실태

를 파악함으로써 안전관리 방향을 설정하는데 활용

할 수 있을 것이다.

2. 실험방법

2.1. 기구

시료의 혼합을 위해 사용된 shaker는 EYELA사

(Tokyo, Japan)의 Multi Shaker MMS 제품을 사용하

였으며, 시료 농축을 위한 회전 증발기도 EYELA사

(Tokyo, Japan)의 제품을 사용하였다. 시린지 필터는

National Scientific사(Rockwood, TN, USA)의 0.45

μm 크기를 사용하였으며, 초음파 장치는 NEURON

FIT사(Tokyo, Japan)의 JAC Ultrasonic 4020 제품, 고

체상 추출을 위한 진공감압장치로는 Supelco사

(Bellefonte, PA, USA)의 SPE vacuum manifold 제품

을 사용하였다. 고체상 추출 카트리지인 Oasis

HLB (hydrophilic lipophilic balance, 60 mg, 3 cc) 카

트리지는 Waters사(Milford, MA, USA)로부터 구입하

여 사용하였다. 

2.2. 시약

스트렙토마이신(streptomycin) 표준품은 Riedel-

deHaen사(Seelze, Germany)의 고순도 시약을 사용하

였고, 증류수는 Milli-Q system을 통과한 3차 증류수

를 사용하였다. 표준품은 증류수를 이용하여 1 mg/

mL 농도로 만든 후 4oC 냉장 보관하였고, 이 용액을

증류수로 희석하여 사용하였다. 

메탄올, 물, 아세토나이트릴은 J.T. Baker사(Phillip-

sburg, NJ, USA)의 HPLC급 고순도 용매를 사용하였
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고, 아세트산과 이온쌍 시약으로 사용된 1-heptane-

sulfonic acid는 Sigma-Aldrich사(St. Louis, MO, USA)제

품을 사용하였다. 

2.3. 분석기기

분석 장비인 LC-MS/MS는 시료 자동주입기(Agilent

1200 Series G1313A Autosampler)가 장착된 Agilent

사(Palo Alto, CA, USA)의 Agilent 1200 Series HPLC와

결합된 Agilent 6410 Triple-Quadrupole 텐뎀 질량분

석기이었다. 사용된 HPLC 칼럼은 Zorbax Rx-SIL

(2.1×150 mm (length), 5 µm particle size)이었으며,

유량은 0.3 mL/min, 주입량은 2 µL이었다. HPLC의

이동상은 10 mM ammonium acetate 95%에 아세토

나이트릴(ACN)이 5%, formic acid가 0.2% 함유된

이동상 A와 아세토나이트릴 95%에 10 mM ammonium

acetate 5%와 formic acid 0.2%가 함유된 이동상 B를

Table 1의 기울기 용매 조건으로 사용하였다.

사용된 질량분석기는 3중 사중극자형(triple qua-

drupole) 형태를 사용하였으며 이온화 방식은 전기분

무 방식(electrospray ionization, ESI)의 양이온 모드

를 사용하였고 MRM (multiple reaction monitoring)

방식으로 검출하였으며, nebulizing gas (N2)의 온도는

350oC, 유량은 8 L/min, collision voltage는 35 V이

었다. 

2.4. 시료 전처리

 벌꿀 시료 5 g에 물 20 mL를 넣고 진탕하여 충분

Fig. 1. Schematic diagram of sample preparation for the analysis of streptomycin in the honey by LC-MS/MS.

Table 1. Gradient parameters of HPLC mobile phase

Time(min) A (%) B (%) Flow (mL/min)

0 20 80 0.3
2 20 80 -
6 100 0 -
8 100 0 0.5

8.1 20 80 0.5
10 20 80 0.3
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히 녹인 후 vortexing해서 균질화를 시키 후, 0.2 M 1-

heptanesulfonic acid 1 mL을 첨가하였는데, 이는

streptomycine-sulfonate 이온쌍을 생성함으로써 스트렙

토마이신의 극성을 감소시켜서 추출효율을 높이기 위

한 이온쌍 시약이다. 이 시료 용액을 미리 메탄올 5

mL와 물 5 mL로 활성화시킨 HLB (hydrophilic lipophilic

balance) 카트리지(60 mg, 3 cc)에 loading시켜서 흡착

시키고 증류수로 세척한 후 메탄올 5 mL로 용출한다.

용출액은 45oC 이하의 수욕 중에서 감압하여 농축하

고 잔류물은 30% 메탄올 1 mL에 녹인 후 시린지 멤

브레인 필터로 여과하여 시험용액으로 만든 후 용액

2 uL를 LC-MS/MS에 주입한다(Fig. 1).

2.5. 검량선 작성

검량선을 작성하기 위하여 스트렙토마이신이 검출

되지 않은 벌꿀 공 시료(blank sample)에 스트렙토마

이신의 농도가 0.75, 1.0, 5.0, 10.0, 20.0, 40.0, 50.0

µg/kg이 되도록 spike한 후 2.4의 시료 전처리방법과

동일한 방법으로 처리한 후 LC-MS/MS에 주입하여

크로마토그램을 얻은 후 검량곡선을 작성하였다.

2.6. 유효성 확인 시험

스트렙토마이신을 spike한 벌꿀 시료 5 g을 분석하

였을 때 정량한계(limit of quantitation, LOQ) 농도는

신호 대 잡음비(S/N ratio)를 10 이상으로 하고 정밀

성이 20% 이하이고 정확성은 bias로써 ±20%인 조건

을 만족하는 농도로 정하였다.

LC-MS/MS를 이용한 벌꿀 시료에 대한 스트렙토

마이신 분석법의 정확성과 정밀성을 평가하기 위하

여, 시료 중 스트렙토마이신의 농도가 5.0, 20.0, 50.0

µg/kg이 되도록 spike한 5 g의 벌꿀 시료를 각 농도

에 대해서 3회 시험하였다. 

절대 회수율(absolute recovery)을 평가하기 위하여,

시료 중 스트렙토마이신의 농도가 10 µg/kg이 되도

록 spike한 벌꿀 시료 5 g을 위의 시료 전처리 방법

으로 분석하고, 이와 동일한 농도의 스트렙토마이신

표준물질을 시료 전처리를 거치지 않고 직접 동일 조

건의 LC-MS/MS에서 분석하여 피크 면적비를 비교

하여 회수율을 평가하였다.

3. 결과 및 고찰

3.1. 스트렙토마이신의 LC-MS/MS 

HPLC 칼럼의 고정상으로는 역상 칼럼인 Zorbax

Rx-SIL로써 내경 2.1 mm, 길이 150 mm, 입자크기가

5 µm의 칼럼을 선택하였으며, 이동상의 유량은 0.3

mL/min로 흘려주었고 칼럼 온도는 실온에서 양호한

결과를 나타내었다.

스트렙토마이신의 구조는 Fig. 2와 같으며 분자량

이 581.57이며 극성이 큰 -OH와 -NH2 기능기가 많

이 존재하므로 극성이 매우 크며 크로마토그래피 분

석이 쉽지 않은 물질이다.

스트렙토마이신 표준물질을 대상으로 HPLC 칼럼을

통과시키지 않고 직접 질량분석기로 주입한 후 ESI와

APCI (atmospheric pressure chemical ionization) 이온화

방법 중에서 이온화가 효과적이며 감도가 좋은 조건을

비교한 결과, ESI 방식에서 검출이 용이하였다. 또한,

ESI의 양이온 (+) 모드와 음이온 (−) 모드를 비교한 결

과 양이온 모드에서 훨씬 더 좋은 감도를 보였다.

분석의 선택성과 검출감도를 향상시키기 위하여

MS/MS 분석시 MRM 모드로 분석하였다. 이 때 각

성분별로 collision cell에서 collision energy강도를 조

절하여 생성 이온(product ion)의 감응도가 크도록 조

정하였으며, 그 결과 최적의 precursor/product ion

pair를 선정하였다. 

텐뎀 질량분석을 위해서 먼저 full scan 모드에서

스트렙토마이신의 스펙트럼을 얻었다(Fig. 3의 상단

스펙트럼). 양이온 모드에서 [M+H]+인 m/z 582가

base ion으로 검출되어 이를 선구이온(precursor ion)

으로 선택하였으며, product ion scan을 통하여 m/z

176, 221, 246, 263, 407 이온이 특성이온을 나타내었

으므로 이들을 정성이온으로 선정하였다(Fig. 3의 하

단 스펙트럼). 

스트렙토마이신을 확립된 크로마토그래피 조건에서

HPLC를 통과시킨 후 ESI-MS/MS의 MRM 방식으로

분석한 결과 스트렙토마이신의 머무름 시간은 약 6.7분

이었으며, TIC (total ion chromatogram)과 EIC (extracted

Fig. 2. Chemical structure of streptomycin (MW : 581.57).
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ion chromatogram)은 Fig. 4에 나타내었다.

3.2. 유효성 확인

스트렙토마이신의 머무름 시간은 각각 약 6.7분으

로 다른 성분들로부터 간섭을 받지 않고 양호하게 분

리되었다(Fig. 4).

스트렙토마이신이 검출되지 않은 벌꿀 시료에

0.75, 1.0, 5.0, 10.0, 20.0, 40.0, 50.0 µg/kg의 농도로

Fig. 3. Electrospray positive ion Q1 mass spectrum (upper) and product ion mass spectrum (lower) used in MRM for
streptomycin (lower).
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스트렙토마이신을 첨가한 후 확립된 시료 전처리방

법에 따라서 전처리한 후 LC-MS/MS로 분석한 피크

면적으로부터 검량선을 작성한 결과 상관계수

(coefficient of correlation, r2)는 0.9904로 CODEX 기

준 (r2 > 0.95)에 적합한 직선성을 보였다(Fig. 5).

스트렙토마이신이 검출되지 않은 벌꿀 시료 (공시

료)에 예측되는 정량한계 농도 수준으로 스트렙토마

이신을 spike한 벌꿀 시료 5 g을 분석하였을 때 정량

한계 (LOQ) 농도는 신호대 잡음비(S/N ratio)가 10

이상이며 정밀성을 표현하는 상대표준편차(RSD)가

20% 이하이고 정확성을 나타내는 bias가 ±20%인 조

건을 만족하는 농도로 하였을 때 0.75 µg/kg가 정량

한계로 정하였다. 

벌꿀 시료에 대한 스트렙토마이신 분석법의 정밀

성과 정확성을 평가하기 위하여, 스트렙토마이신의

농도가 5.0, 20.0, 50.0 µg/kg이 되도록 spike한 5 g의

벌꿀 시료를 처리하여 분석하였으며 각 농도에 대하

여 3번 반복 실험하였다. 

상대표준편차가 5.0 µg/kg에서는 8.5%, 20.0 µg/kg

에서는 5.5%, 그리고 50.0 µg/kg에서는 14.0%를 나타

냄으로 모두 20%이내의 좋은 정밀성을 나타내었다.

정확성은 bais로 나타내었으며, 이는 검정곡선에

의하여 기지의 농도 (Xa)에서 측정한 농도(Xm)의 평

균값을 뺀 후 기지의 농도 (Xa)로 나눈 비의 백분율

(%)(Bias=(Xa−Xm)/Xa×100)로서 구하였으며, 5.0 µg/

kg에서는 -10.0%, 20.0 µg/kg에서는 -8.0%, 그리고

Fig. 4. Representative LC-MS/MS TIC and extracted ion chromatograms (EIC) of authentic standard streptomycin (10 ng/g).

Fig. 5. Calibration curve of streptomycin in honey.

Table 2. Precision and accuracy for assay of streptomycin in
honey (n=3)

Concentration
(μg/kg)

RSD (%) Bias (%)

5.0 8.5 -10.0
20.0 5.5 -8.0
50.0 14.0 3.8
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50.0 µg/kg에서는 3.8%를 나타내었다(Table 2).

확립된 분석법의 벌꿀 시료에 대한 스트렙토마이

신의 회수율을 평가하기 위하여, 시료 중 스트렙토마

이신의 농도가 10 µg/kg이 되도록 spike한 벌꿀 시료

5 g을 “2.4 시료전처리”에 기술된 절차에 따라 분석

하였고, 이와 동일한 농도의 스트렙토마이신 표준용

액을 시료 전처리 과정 없이 직접 LC-MS/MS에서

분석한 결과의 피크면적을 비교한 결과 3회 반복 실

험에서 평균 회수율은 74%이었다.

3.3. 실제 시료 분석

국내에서 판매 중에 있는 실제 벌꿀시료를 분석한

크로마토그램은 Fig. 6에 나타내었다. 표준물질만을

주입했을 때와 동일하게 6.7분에서 검출되었으며 정

성 기준 이온(criteria ions)들도 그들의 상대적 크기가

표준물질과 거의 동일하였다.
 

4. 결 론

벌꿀 중에 잔류하는 스트렙토마이신을 LC-MS/MS

로 분석하기 위해서 HLB 카트리지를 사용한 고체상

추출법으로 크로마토그래피 분리에 방해되는 매트릭

스를 효과적으로 제거함으로써 스트렙토마이신을 양

호한 추출율, 정밀도, 정확도를 나타내는 분석방법을

확립하였다. 5.0, 20.0, 50.0 ug/kg 농도에서 정밀도는

5.5~14%, 정확도는 bias로써 -10.0~3.8%를 나타내었

고 정량한계(LOQ)는 0.75 ug/kg이었다. 

기존의 분석방법1,10,12과는 차별화되는 정량 및 정

성 확인이 가능한 좋은 크로마토그램을 나타내는 기

기분석 조건 확립과 극미량까지 좋은 정밀도 및 정확

도를 유지하면서 측정할 수 있는 방법을 확립하였다.

확립된 분석방법은 벌꿀 중에 잔류하는 스트렙토

마이신을 효과적으로 분석하는데 이용하였으며, 벌꿀

의 안전 관리에 이용될 수 있을 것이다.
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