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LC-MS/MS를 이용한 베타락탐계 항생제와 베타차단제의 동시분석
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Abstract: An effective analytical method has been developed for the determination of β-blockers(atenolol,

metoprolol and propranolol) and 6 β-lactams(amoxicillin, penicillin G, cefaclor, cefadroxil, cephalexin and

cephradine) in water samples using two different cartridges. The samples were extracted by solid-phase extraction

(SPE) with the usage of polymeric hydrophile-lipophile balance(HLB cartridges) and strong cation-exchange

mixed-mode polymeric sorbent (MCX cartridges). A XDB-C18 column(1.8 μm; 3.0 mm × 100 mm) was used

for the sufficient chromatographic resolution. The calibration curves showed good linearity with high correlation

coefficients (>0.995). The method detection limits (MDL) and the limits of quantification(LOQ) were from

1.1 to 3.9 ng/L and from 5 to 13 ng/L, respectively. The method was applied for the determination of the

target compounds in tributaries and raw water of the Han River and these were found at N.D. to 0.209 μg/L.

요 약: 물 시료 중에 잔류하는 β-차단제 3종(아테놀롤, 메토프롤롤, 프로프라놀롤)과 β-락탐계 항생제 6

종(아목시실린, 페니실린G, 세파클러, 세파드록실, 세파렉신, 세프라딘)을 다른 두 종류의 카트리지를 사

용하여 효과적인 분석방법을 정립하였다. 고분자 친수성-친유성 균형 카트리지(Hydrophile-lipophile balance,

HLB)와 강한 양이온 교환 혼합 모드인 고분자 흡수 카트리지(Mixed mode cation exchange, MCX)를 사

용하여 자동고체상 추출장치(Solid-phase extraction, SPE)로 전처리를 하였다. 충분한 크로마토그래피 분

리를 위해 XDB-C18 (1.8 μm; 3.0 mm × 100 mm) 컬럼을 사용하였다. 정량을 위한 검정곡선의 상관계수

(r²)가 0.995 이상으로 우수한 직선성을 나타내었다. 방법검출한계(Method detection limits, MDL)와 정량

한계(Limit of quantitation, LOQ)는 각각 1.1~3.9 ng/L와 5~13 ng/L이었다. 이 분석방법으로 한강으로 유

입되는 지천과 원수를 실태 조사 한 결과 N.D.~0.209 μg/L 농도로 검출되었다.
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1. 서 론

미량 유기오염물질은 일상생활에서 흔히 사용되는

화학물질을 포함하며, 의약물질 성분(pharmaceuticals),

개인위생 성분(personal care products) 그리고 내분비

계 장애물질(Endocrine disrupting compounds) 등으로

분류된다. 의약품은 전반적인 인간의 건강을 개선하기

위해 전 세계적으로 광범위하게 사용되고 있어 여러

경로를 통해 환경으로 배출되고 있다. 특히 수자원에

서 검출되고 있는 오염물질이 인간의 건강과 환경에

미치는 영향에 대해 우려가 높아지고 있다. 수계 내에

검출되는 오염 물질들은 μg/L~ng/L 농도로 미량 존재

하지만 일부 물질의 경우 미량으로도 지속적으로 독

성을 나타낸다.1-4 K. Mitchell (2013)는 β-차단제인

propranolol의 경우 0.5~1 μg/L의 낮은 농도에도 잉어

의 혈중 스테로이드 수준이 달라지며 산란수를 줄인

다고 보고했다. 낮은 농도에도 불구하고 오염된 물에

노출되는 인간의 건강에 대해 잠재적인 위해에 대한

우려가 제기되고 있다.5 

β-차단제는 고혈압, 부정맥 등의 심혈관계 질환 치

료제로 사용되고 있다. 가장 흔히 사용되는 β-차단제

는 propranolol로, 생체내의 β1, β2-수용체 모두 억제

하는 비선택적 베타 차단제이며 metoprolol과 atenolol

은 β1-수용체의 선택적으로 차단한다. 척추동물들은

심장, 간 및 생식기에 β-수용체를 가지고 있어 지속적

으로 노출되면 위해를 입을 가능성이 있다. β-차단제

들 중 propranolol은 하수처리장 방류수 및 지표수에

서 높은 농도로 검출되며, atenolol과 metoprolol은 지

표수에서 평균 0.005~0.05 μg/L 농도로 검출되고 있다.6-8

또한 β-락탐계 항생제는 다른 의약물질에 비해 높은

농도로 처방되므로 여러 경로를 통해 많은 양이 환경

으로 유입될 가능성이 있다. Table 1에 본 바와 같이

기본적으로 이 계열의 항생제는 3개의 탄소 원자와

1개의 질소 원자로 이루어진 이종원자 환형 고리의

구조를 가지고 있으며 이러한 4환 고리 구조는 안정

성이 낮아 화학적으로 반응하기 유리하다. 따라서 환

경에 배출될 경우 환경 중에 존재하는 다른 효소들과

반응하여 고리가 분해되어 원래의 구조대로 존재하는

경우가 드물다. 이에 잔류량을 파악하기 위해 신속하

고 정확한 분석방법이 요구된다.9,10 

지표수, 폐수 등에서 검출되는 오염물질은 복합 혼

합물로서 환경에 노출된 화합물들을 적절하고 효율적

인 모니터링을 위해 정확한 화합물의 물리·화학적

성질을 고려하여 분석법을 개선하는 것이 필요하다.

따라서 본 연구에서는 흔히 사용하는 β-차단제 3종과

β-락탐계 항생제 6종을 동시분석하기 위해 카트리지

를 선택하여 비교함으로써 전처리를 개선하였다. 또한

고성능 액체 크로마토그래프(High performance liquid

chromatography-Tandem mass Spectrometry, HPLC-

MS/MS)로 최적의 분석조건을 설정하여 정도관리를

하였으며, 개선된 분석법을 이용하여 한강으로 유입되

는 지천과 원수의 실태조사를 실시하였다. 

2. 실 험

2.1. 시약 및 재료

Atenolol, propranolol, metoprolol, cefaclor, amoxicillin,

penicillin-G의 표준물질로는 Sigma-Aldrich사(St Louis,

Table 1. Chemical structures of β-blockers and β-lactam antibiotics

Compound
Chemical

Structure
Compound

Chemical

Structure
Compound

Chemical

Structure

Atenolol

CAS No.

29122-68-7

pKa 9.6

Propranolol

CAS No.

525-66-6

pKa 9.5

Metoprolol

CAS No.

51384-51-1

pKa 9.7

Cefadroxil

CAS No. 

50370-12-2

pKa 2.6/7.2

Cefalexin

CAS No. 

15686-71-2

pKa 3.4/7.4

Cefaclor

CAS No. 

70356-03-5

pKa 2.4/7.2

Amoxicillin

CAS No. 

61336-70-7

pKa 2.8/7.2

Cefradine

CAS No. 

38821-53-3

pKa 2.6/7.3

PenicillinG

CAS No. 

6130-64-9

pKa 2.8
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MO, USA)의 고순도 시약을 사용하였다. Cefadroxil과

cefradine은 Dr. Ehrenstorfer GmbH사(Augsburg,

Germany), cefalexine은 USP사 (Rockville, MD, USA)

의 고순도 시약을 사용하였다. 대체표준물질로서

Cambridge Isotope Laboratories사(CIL, Tewksbury, MA,

USA)의 13C로 치환된 amoxicillin-13C6과 Sigma-Aldrich

사(St Louis, MO, USA)의 atenolol-d7을 사용하였다.

메탄올, 아세토나이트릴 등의 용매는 J.T. Baker사(NJ,

USA)의 HPLC 등급 시약을 사용하였고, 폼산은 Sigma-

Aldrich사(St Louis, MO, USA), 아세트산은 DUKSAN

사(Gyeonggi-do, KOREA)의 시약을 사용하였다. Waters

사의 Oasis HLB (200 mg, 6 mL)와 MCX (150 mg, 6 mL)

카트리지를 사용하였다.

2.2. 기기 및 장치

시료의 추출은 자동고체상 추출장치(Dionex Autotrace

280, Thermo Scientific, USA)를 사용하였으며, 농축장

치는 Biotage사(Turbo Vap LV, USA) 질소 증발농축기

를 사용하였다. 시료 자동 주입기가 장착된 고성능 액

체 크로마토그래프(Agilent 1200 Series, Germany)와

Triple quadrupole 질량 분석기(Thermo electron사,

TSQ Quantum Ultra, USA)을 사용하여 시료를 분석하

였다. 컬럼은 Agilent XDB-C18 (1.8 µm, 100 × 3.0 mm)

를 사용하였다.

2.3. 시료 채취

본 연구의 전처리 및 분석 방법을 이용하여 β-차단

제와 β-락탐계 항생제를 분석하기 위해 한강으로 유

입되는 지천 두 곳(경안, 왕숙)과 원수 세 곳을 지정

하여 채취하였다. 채취 시 깨끗이 세척된 4 L 갈색

유리병(PTFE 코팅된 격막을 장착한 마개)을 사용하

였으며, 시료는 냉장보관(4 oC)하여 가능한 즉시 분

석하였다.

2.4. 실험방법

2.4.1. 표준용액의 조제

β-차단제와 β-락탐계 항생제는 메탄올과 아세토나이

트릴에 용해하여 1,000 mg/L의 표준원액으로 조제한

후, 아세토나이트릴로 희석하여 100 μg/L 농도의 표

준용액을 조제하여 작업용액의 조제 농도에 따라 적

Fig. 1. Schematic diagrams of sample preparation using HLB cartridges (1) and MCX cartridges (2) for β-blockers and β-
lactam antibiotics.
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절히 희석하여 사용하였다. 대체표준물질들은 아세토

나이트릴로 용해, 희석하여 1000 μg/L의 농도로 사용

하였다.

2.4.2. 시료의 전처리

시료를 1.2 µm glass microfibre filter로 1차 여과하고

0.45 µm PTFE filter로 2차 여과하였다. 5 % EDTA-

Na2 1 mL를 첨가하고 3.5 M 황산을 첨가하여 pH 2로

조정하였다.

Oasis HLB (200 mg, 6 mL) 카트리지는 메탄올, 아

세토나이트릴, 0.5 N 염산, 증류수를 차례대로 3 mL

씩 통과시켜 컨디션한 후, 시료를 적재하고 질소를 이

용하여 40 분간 건조 시켰다. 용출은 아세토나이트릴

과 메탄올로 용리하였으며 카트리지를 건조한 후,

0.1 % 폼산이 들어 있는 증류수와 아세토나이트릴

(80:20)을 500 μL로 재용리 하였다.8,11

Oasis MCX (150 mg, 6 mL) 카트리지에 메탄올

6 mL, 증류수 3 mL를 흘려보내 카트리지를 컨디션

한 후 시료 500 mL를 10 mL/min 속도로 적재했다.

질소가스로 40 분간 카트리지를 충분히 건조시킨 후,

메탄올에 2 % 수산화암모늄을 넣은 용액 3 mL, 2회로

용리시켰다. 용리액은 질소증발기(Biotage사, TurboVap®

LV, USA)를 이용하여 3 psi의 질소 공급 하에서 완전

히 증발시킨 후 0.01 % 아세트산이 들어있는 증류수

(pH 3.5) 500 μL로 용해하여 2 mL 갈색 바이알에 옮

겨 HPLC-MS/MS로 분석하였다. 전처리 흐름도는

Fig. 1과 같다.

2.4.3. HPLC/ESI-MS/MS

0.1 % 폼산을 첨가한 정제수를 이동상 A로 사용하

였고, 아세토나이트릴을 이동상 B로 하였다(Table 2).

Table 2. LC-MS/MS conditions for analysis of β-blockers and β-lactam antibiotics

HPLC

Column XDB-C18 (1.8 µm, 100 × 3.0 mm)

Mobile phase A : 0.1 % formic acid in H2O, B : CH3CN

Gradient

Gradient

min 0 3 6 12 14 16 20

B% 10 50 100 100 50 10 5

MS/MS

ESI positive

Gas Temp. 250 oC

Gas Flow 20 L/min

Nebulizer 25 psi

Sheath Gas Temp. 300 oC

Sheath Gas Flow 12 L/min

Capillary 4000 V

Table 3. Precursor ion, product ion and collision energy of
β-blockers and β-lactam antibiotics

Compound

Name

Precursor Ion 

(m/z)

Product Ion 

(m/z)

Collision 

Energy (eV)

Atenolol 267.2 144.9 26

189.9 18

Propranolol 260.2 182.9 19

154.9 26

156.9 20

Metoprolol 268.2 158.9 21

132.9 28

190.9 18

Cefadroxil 364.1 85.80 28

113.8 24

346.8  4

Cefalexin 348.1 105.9 29

117.8 35

139.8 29

Cefaclor 368.1 90.90 55

105.9 33

117.9 35

Amoxicillin 366.1 113.8 19

133.9 38

348.9 10

Cefradine 350.1 90.82 36

139.9 23

175.9 15

Penicillin-G 335.1 113.8 32

160.1 23

175.8 11

Atenolo-d7 274.2 144.9 31

189.9 20

Amoxicillin-13C6 372.1 114.0 18

355.1  3
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일반적으로 폼산과 같은 휘발성 산은 LC-MS, LC-

MS/MS 등의 분석에 이동상 첨가제로서 많이 사용하

는데 이동상을 낮은 pH로 유지함으로써 컬럼 표면에

잔류하는 실라놀 그룹(silanol groups)의 이온화를 최

소화하여 좋은 감도의 피크를 유지하기 위해서이다.12

분자량에 양성자 1개가 결합된 [M+H]+가 일반적

인 이온화 형태이므로 ESI 양이온 모드에서 선구이온

과 생성이온, 그리고 정량이온을 선택하여 분석하였다.

정량이온과 정성이온을 얻기 위해서 양이온(+)모드에

서 full scan을 통해 질량 스펙트럼을 얻은 후, 기준이

온(base ion)을 선구이온(precursor ion)으로 선택하였

다. 선택된 선구이온에 최적의 충돌 에너지(collision

energy)를 가함으로써 안정되고 감도가 높은 생성이온

(product ion)을 만들어서 정량 및 정성확인에 사용하

였다(Table 3).

3. 결과 및 고찰

3.1. HLB/MCX 카트리지의 정도 관리

분석 대상 물질들의 정확도와 정밀도를 비교하기

위해 HLB 카트리지와 MCX 카트리지를 각각 사용하

여 정도관리를 수행하였다. HLB 카트리지는 모든 화

합물을 위한 친수성(hydrophilic)-친유성(lipophilic) 균

형 흡착제의 역상 흡착제이며 MCX 카트리지는 혼합

모드 양이온 교환(Cation-exchange) 및 염기성용 역상

흡착제이다.13 HLB 충진물은 친수성의 스타이렌 기본

구조의 폴리머로 동일한 시료의 추출조건에서 극성과

무극성 물질을 동시에 추출할 수 있는 장점을 가지고

있어 현재 가장 많이 사용되고 있는 카트리지이다. 

MCX 카트리지는 복합중합체(poly-divinylbenzene-

co-N-vinylpyrrolidone copolymer) 표면에 강한 양이온

교환기인 설폰산 그룹이 배치되어 산성 조건에서 물

질들의 아민기에 양이온으로 전환(NH2RR’+)이 일어나

고 MCX상에 있는 설파이트기(-SO3
−)와 강한 상호작

용이 일어난다.13 염기성 용리액에 의해서 양이온 형

태로 흡착되어 있던 분석물질이 중성형태로 바뀌면서

정전기적 상호작용이 끊어지고 메탄올이 비극성 상호

작용을 방해하여 분석물질이 용리되어 높은 회수율을

보였다. 대부분의 β-차단제는 산성조건에서의 반응이

용이하며 강한 양이온 교환상인 MCX 카트리지로 선

택적으로 추출을 한다. 본 연구에서도 중성과 산성 화

합물의 대부분은 MCX의 역상 작용기에 의해 물질의

손실 없이 용리단계를 거쳐 HLB 카트리지로 추출한 시

료의 정밀도(Relative standard deviations, RSD) 8~30 %

보다 MCX 카트리지로 추출한 시료는 6~17 %의 높은

정밀도를 나타내었다(Table 4).

3.2. 한강 수계에서의 검출 현황

정도관리 결과를 토대로 정밀도와 정확도가 높은

MCX 카트리지를 이용한 전처리방법으로 한강으로

유입되는 지천과 원수에 대하여 실태조사를 하였다

(Table 5). 

유럽의 지표수에서는 자주 처방되는 의약물질에 해

당하는 metoprolol이 0.003~2.2 μg/L 농도로 검출되었

고 atenolol은 0.009~0.250 μg/L 농도로 검출되었다.

우리나라의 경우 Lee et al.(2013) 연구팀이 낙동강 본

류보다 금호강이 낙동강으로 합류하는 지점에서 의약

물질이 급격히 증가하고 atenolol은 N.D.~0.024 μg/L,

propranolol은 N.D.~0.0038 μg/L의 농도범위로 검출되

었다고 보고했다. 이는 인구 및 산업 밀집지역의 영향

Table 4. Instrumental performance and validation data using different cartridges of β-blockers and β-lactam antibiotics 

Class

HLB MCX

Compound
Rec.

(%)

RSDs

(%)a)
MDL 

(ng/L)b)
LOQ 

(ng/L)
r2

Rec.

(%)

RSDs

(%)a)
MDL

(ng/L)b)
LOQ

(ng/L)
r2

β-blockers

Atenolol 52 16 1.4  5 0.995 125  6 1.1  5 0.999

Propanolol 33 26 1.4  5 0.998 115  8 1.4  5 0.999

Metoprolol 99 25 4.0 13 0.998 101  7 1.0  5 0.999

β-lactams

Amoxicillin 112 12 2.2  8 0.998 108  6 1.7  6 0.995

Cefadroxil 94 21 3.1 10 0.982 104 13 3.9 13 0.999

Cefalexin 90 18 10.3 33 0.990 98 14 3.5 12 0.999

Cefaclor 160 30 7.7 25 0.995 98 17 3.3 11 0.997

Cefradine 110 28 4.9 16 0.999 112  9 1.9  7 0.999

Penicillin-G 84 8 1.1  5 0.989 113 11 2.4  8 0.999

a,b)Calculated based on the peak area corresponding to 5 ng/L (n = 7)
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이 큰 것으로 판단되고 갈수기에는 더욱 고농도로 검

출되는 것으로 나타났다.14-17 

본 연구의 실태조사에서는 총 9종의 분석물질 중

한강으로 유입되는 지천에서 metoprolol과 penicillin

G를 제외한 7종의 물질이 검출되었다. Atenolol이

0.043~0.209 μg/L로 가장 고농도로 검출되었고, amoxi-

cillin이 0.083~0.163 μg/L 농도 순으로 검출되었다. 유

럽의 지표수, 낙동강 수계와 비교했을 때 한강수계에

서도 atenolol은 비슷한 농도로 검출되었고 metoprolol

은 검출되지 않았다.

β-락탐계열 중 amoxicillin은 유럽, 인도, 브라질 등

여러 국가에서 자주 사용하는 항생제 중 하나이며,

2000~2010년 전 세계에서의 소비율이 35 % 증가했다.

높은 배설률과 9일의 긴 반감기 때문에 하수처리장이

나 지표수에서도 검출이 되는 경우가 있다.18,19 

본 연구의 원수에서는 cefalexin 0.013~0.015 μg/L,

cefradine 0.008~0.010 μg/L 그리고 atenolol 0.006~

0.010 μg/L 3종이 정량한계 수준의 농도로 검출되었

다. 외국에 비해 높은 검출 농도와 빈도는 아니지만

정수처리를 통해 제거되는 과정과 새롭게 문제가 될

수 있는 대사산물에 대하여 지속적인 모니터링과 그

에 따른 관리가 필요하다.

4. 결 론

기존 연구에서는 β-차단제는 MCX 카트리지를 사

용하고, β-락탐 항생제는 주로 HLB 카트리지를 사용

하여 전처리를 하는 것이 주된 방법이었다. 본 연구에

서는 신속한 분석을 위해 하나의 전처리 방법을 사용

하여 효율성을 높였다. HLB 카트리지를 사용한 시료

의 정밀도는 8~30 % 이였으며, MCX 카트리지로 추

출한 시료는 6~17 %로 높은 정밀도를 나타내었다.

지천에서 metoprolol과 penicillin G를 제외한 7종의

물질이 검출되었다. Atenolol이 0.043~0.209 μg/L로

가장 고농도로 검출되었고 유럽과 낙동강 수계와 비

교했을 때 비슷한 농도였다. 원수에서는 cefalexin,

cefradine, atenolol 3종이 정량한계 수준의 농도로 검

출되었다.

그 동안의 연구에서는 β-락탐 계열의 항생제 중 페

니실린계 물질에 관한 연구가 많았다. 특히 도시 및

병원 폐수, 지표수 등 다양한 환경 시료를 대상으로

한 연구가 최근에 많아졌음을 감안했을 때 본 연구에

서 확립된 최적의 추출 조건은 환경 시료 중에 존재

하는 의약물질의 신속하고 정확한 동시분석을 가능하

게 할 것으로 기대된다. 또한 이 방법은 본 연구의 분

석대상물질인 3종의 β-차단제와 6종의 β-락탐계 항생

제 이외의 다른 의약물질에 대해서도 적용이 가능할

것으로 예상되며 환경시료 중 잔류하는 물질의 양을

조사하고 신속한 전처리 방법을 모색하는 데 도움을

줄 것으로 예상된다.
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