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ABSTRACT

Industrialadvancementhasresultedinfoodculturedevelopmentfollowedby

increaseinseafoodconsumptionandlarge-scaleseafoodfarming,whichhas

accompaniedbydiseasesinfishesremarkablyincreasingeveryyear.Asa

way ofpreventionandcureforbacterialdiseasesin fishes,theantibiotic

OTC(Oxytetracycline)forseacreaturesiswidelyinuse.Theproblem isOTC

isbeingoverusedtoanextentthatnegativeaspectsarebeingreported.In

view ofthis,thisstudy conducted aresearch with regard toaspectsof

remnantsonoliveflouder'sskin,liverandmusclethroughdippingtreatment

andoralfeedingofOTC andanalyzedtheresultswithBioassyandHPLC

quantitative analyses.Dipping treatment was carried out once with 25

mg/ton/hour,andoraltreatmentwith62.5mg/kgbodyweight/7day,bothof

whichresultsunderwentBioassyanalysis.Thedippinggroupreactedonlyon

theskinrightafterdipping,whiletheoralfeedinggrouprespondedonthe

skin for77
th
daysafterfeeding and on themusclefor14

th
days.HPLC

quantitativeanalysisfoundthedippinggrouphadremnantsonthe37
th
day

ontheskinafterdippingandonthe13
th
dayontheliver;andtherewereno

remnantsonthemuscleevenrightafterdipping.Theoralfeedinggroupwas

foundtohavehighconcentration(1.07mg/kg)ofremnantontheskineven

onthe77
th
day;0.56mg/kgontheliverevenasmallamountofit;andno

remnantonthemuscleonthe42
nd
day.Tosum uptheresultsfrom these

analyses,itwillnotbeharmfultoourbodytoobservetheOTCwithdrawal

periodof40dayswiththemusclebecauseOTC willhardlyremainonit,

whileitisinappropriatetousetheskinandtheliverforbrothaftereating

the live olive flouderforsashimias they contain severaltimes higher

remnantquantity than on the muscle.Previous studies,however,have

reportedtheconcentrationofremnantsgraduallydecreaseswithheating,soit

islikelytolessendependingoncookingtemperature.
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Ⅰ.서 론

산업의 발달과 더불어 건강에 대한 관심이 급증하면서 식생활 문화가 육류중심

에서 야채 및 어패류 중심으로 변화하고 있다.이에 따른 수산식품 및 활어의 소

비가 증가하면서 1990년대 후반부터 국내 양식어업은 급속히 발전하여 생산규모

가 대형화 되면서 양식현장에서의 어병발생도 매년 급증하여 그로 인한 경제적

피해가 상당한 비중을 차지하고 있으며,그중에서도 에드워드병,비브리오병,연

쇄구균병,활주세균병등과 같은 다양한 세균성 질병이 많은 비중을 차지하는데

대처방법으로 주로 많은 항생제에 의존하고 있다.(Jungetal.,2004)

그러나 어병의 예방 및 치료 목적으로 항생제의 사용은 어류양식의 생산성 향상

에 커다란 기여를 하고 있는 것은 사실이나 항생제의 과다한 사용으로 인해 식용

어류에의 항생제의 잔류를 일으킬 수 있는데,이는 항생제 내성의 증가로 치료실

패,경제적 비용의 증가를 초래할 뿐만 아니라,직접적으로 섭취하는 사람에게 있

어 부작용을 일으킬 수 있으며 잠재적으로 장내세균의 내성균의 획득의 문제를 야

기 할 수 있다.

우리나라에서는 성분별로 약 30여종의 항균물질이 수산양식용으로 시판되고 있

는데(국립수의과학검역원,2005)이 중에서 Tetracycline계열인 OTC

(Oxytetracycline)이 가장 많이 판매되고 있다.(Leeetal.,2005;Coyneetal.,

2004)Tetracycline계 항생제는 그램 양성균과 그램 음성균의 성장을 억제하는 광

범위 항생물질(Luetal.,2004)로서 토양균에서 생성되는 항생물질을 검사하다가

Streptomyces aurecofaciens로부터 Chlortetracycline이 처음 발견된 이래,

Streptomycesrimosus로부터 OTC가 분리되었으며 Democycline,Doxycycline,

Minicucline 등은 근래에 소개된 Tetracycline계열 항생제이다.특히 OTC는

Tetracycline계 항생제 중에서 가장 광범위한 항균범위를 나타낸다.

Tetracycline계 항생제는 단백질 합성을 억제하는 정균항균제이며 일부는 수동적

확산에 의하여 일부는 에너지 의존성 능동적 운반에 의하여 세균내로 들어가게 된

다.세균내로 들어간 Tetracycline계 항생제는 30Sribosome에 가역적으로 결합

하여 세균의 aminoacyltRNA와 mRNA-ribosome의 결합을 억제하고,이로 인하
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여 peptide의 신장이 일어나지 않으며 단백질 합성이 억제된다.모든 Tetracycline

계 항생제는 인체에 오심,구토,상복부 통증 및 설사를 유발할 수 있으며 식도

궤양이 생길 수 있고 췌장염이 생겼다는 보고도 있다.Tetracycline계 항생제는

칼슘과 쉽게 결합하여 신생골과 소아의 치아에 침착되기 때문에 임산부에 투약하

게되면 태아의 치아에 침착되어 변색 및 법랑질 이형성을 초래하고,뼈에 침착

되어 변형과 성장억제를 일으킬 수 있고 다량 투여할 경우 간괴사가 나타날 수

있어 OIE(Officeinternationaldesépizooties,국제무역사무국)에서는 Tetracycline계

항생제를 동물 및 사람의 건강상 중요하거나 또는 항생제 내성으로 인해 중요한

경제적 결과를 초래할 가능성이 있어 관리가 필요한 항생제로 규정하고

VCIA(VeterinaryCriticallyImportantAntimicrobials)로 분류하고 있다.

수산용의약품 사용안내(국립수산과학원,2005)에 의하면 넙치인 경우 OTC는 1

일 용량으로 체중 ㎏ 당 62.5㎎이하의 양을 사료에 혼합하여 경구투여하고 약욕

은 물 1톤당 5～25g(30～60분 동안)또는 2.5～5g(24～48시간 동안)을 녹여서

사용하게 허가되어 있고 휴약기간은 40일로 규정하고 있으며 식품위생법상 OTC

의 어체내 잔류허용기준은 Tetracycline,Chlortetracycline,OTC의 합으로 0.2㎎

/㎏이하로 규정되어 있다.

현재 우리나라의 축․수산물의 항생제 잔류검사법은 미생물학적 간이검사법

(Bioassy)과 정량분석법으로 식품공전에 등재되어 있고 식약청,수산물품질관리

원 등에서 내수산 및 수입산 어패류에 대한 시험분석법으로 활용되고 있다.미생

물학적 간이검사법은 정량분석법과는 다르게 비용이 저렴하고 간단하게 많은 시

료를 동시에 검사 할수 있는 장점을 가지고 있고 계열별 항생제 검출에 정확도

가 높은 미생물 간이 검사법을 이용하면 비교적 검사시간 및 절차를 줄일 수 있

으므로 대량의 제품에 대하여 빠르고 정확하게 식품에 잔류하고 있는 항생제를

검출 할 수 있게 된다.미생물학적인 간이검사법은 4가지 미생물(Bacillus

megaterium KCTC2178,BacillussubtillisKCTC1022,BacilluscereusKCTC

1012,BacillusstearothermophilusKCTC 3067)을 이용하는 시험법으로 다양한

항생제 및 합성합균제 계열 중 일부 계열은 확인할 수 없고,검출 가능한 잔류량

등을 파악할 수 없으며(Parketal.,2008)시료중의 자연적으로 존재할 수 있는

효소나 지방등이 시험균의 성장을 억제하거나 다른 계열의 항생제에 비특이반응

이 일어날 수 있는 단점이 있다(Davisetal.,1971).HPLC(High-performance
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liquidchromatography)를 이용한 정량분석법은 정확한 항생제 종류 및 정밀한

분석결과를 알수 있으나 전처리과정에 많은 시간이 필요하고 고가의 시약 및 장

비를 필요로 하는 단점이 있다.

최근 양식어류를 대상으로 사육환경 및 투약방법에 따른 항생제의 잔류특성에

대한 연구가 많이 진행 되었다.수온에 따른 Norfloxacin의 잉어(Cyprinus

carpio)와 뱀장어(Anguilla japonica)체내에서 약물통태학적 특성(Kim etal.,

2002),Chloramphenicol의 경구투여에 따른 양식넙치,Paralichthysolivaceus의

조직내 잔류량 및 혈액학적 변화(Jung et al., 2004), 잉어에 있어서

Quinolones(Ciprofloxacin,Norfloxacin,Oxolinicacid)의 경구 투여에 따른 장기내

분포 상(Choietal.,2005),Amoxicillin의 경구투여에 따른 양식어류(넙치,조피

볼락,참돔)의 근육조직내 잔류량의 변화(Jungetal.,2006),Oxytetracycline과

tetracycline의 약욕에 따른 양식어류(넙치,조피볼락,참돔)의 조직 내 잔류량의

변화(Kim etal.,2006),Streptomycin의 약욕에 다른 양식어류(넙치,조피볼락,

참돔)의 근육조직내 잔류량의 변화(Kim etal.,2007),Oxytetracycline의 약욕 및

경구투여에 따른 넙치(Paralichthysolivaceus)체내 약물통태학적 특성(Jung et

al.,2008),Oxytetracycline의 경구투여에 따른 뱀장어 체내 약물통태학적 특성

(Kim etal.,2008)등이 연구 되었으나 대부분이 혈액 및 근육에서의 잔류특성에

대해서만 주로 연구가 이루어 졌으며 그 외 피부 또는 간 등에서의 잔류특성에

대한 연구는 미약한 실정이다.

따라서 본 연구에서는 넙치(Paralichthysolivaceus)를 대상으로 OTC의 약욕과

경구투여에 따른 피부,근육,간의 잔류특성을 미생물학적 간이검사법과 HPLC

정량분석법으로 조사함으로써,올바른 수산용 항생제 사용지도에 기초자료로 활

용될 것이며 나아가 안전한 양식 수산물 생산에 기여하고자 본 연구를 실시하였

다.
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Ⅱ.재료 및 방법

1.공시어

넙치(Paralichthlysolivaceus)는 항생제 투여치료를 받은 경력이 없는 건강한

어체를 고르게 선별하여 약욕처리구,경구투여구 각각 45마리,51마리를 두개의

유수식 수조에서 3주간 순치시켰으며 평균 체중은 112±17g이었고 실험 기간

동안의 수온은 21±0.5℃이었으며,매일 1회 평균 체중의 1%씩 사료를 급이하

였다.

2.약제 투여방법 및 시료채취

약제 투여방법에 따른 넙치 피부,근육,간의 잔류분석을 위하여 약욕처리구와

경구투여구로 구분하였다.약욕처리구는 Oxytetracycline-HCL 표준품(Sigma)으

로 OTC를 물 1톤당 25g의 농도로 1시간 1회실시 하였고 시료채취는 약욕직후

부터 약욕후 6일까지는 매일 하였으며 그 이후는 6일간격으로 총 54일까지 3마

리씩 시료를 채취하여 - 80 ℃ 초저온 냉동고에 보관하였다.경구투여구는

Oxytetracycline-HCL표준품(Sigma)으로 OTC의 투여농도를 어체중 kg당 62.5

mg의 양을 사료에 혼합시켜 7일간 경구투여하였고 시료채취는 경구투여후 1일

부터 7일까지는 매일 하였으며 그 이후는 7일간격으로 총 77일까지 3마리씩 시

료를 채취하여 -80℃ 초저온 냉동고에 보관하였다.실험기간 동안 폐사한 실험

어는 출현되지 않았다.
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3.잔류분석방법

3-1.미생물학적 간이시험법(Bioassay)

3-1-1.사용시약 및 시험 균주

본 실험에서 사용된 항생제 표준품은 Oxytetracycline-HCL(Sigma)제품을 사용

하였으며,Trimethoprim(TMP)은 Fluka제품을 사용하였고,이외의 시험 용액 및

시약 등도 이들과 동등한 규격품을 사용하였다.실험기구로는 Streptomycin

sensi-disk(BBL,직경 6㎜,10㎍,S-10),Petridish(Sewonmedical)을 사용하였다.

배지로는 계대 및 증균용으로 nutrientagar(BBL),아포제조용으로 A-K #2

sporulating(BBL), 시험용 배지로는 Mueller-Hinton agar(BBL), Antibiotic

medium #2(BBL),Antibioticmedium #5(BBL),Antibioticmedium #8(BBL)를

사용하였고 시험용 균주로는 Bacillus megaterium KCTC 2178,Bacillus

subtillisKCTC1022,BacilluscereusKCTC1012,Bacillusstearothermophilus

KCTC3067을 한국생명공학연구원 생물자원센터(KCTC)에서 분양받았다.

3-1-2.아포부유액 조제

B.megaterium 아포부유액 조제는 보통배지에 계대보관되어 온 시험균을 37℃

에서 1일간 배양한 후 멸균생리식염수 2～3㎖에 현탁시킨 후 아포조제용 배지

300㎖를 넣어 굳힌 배양병(Rouxbottle)에 접종하여 37℃에서 1일간 배양 후

실온에서 6일간 아포를 형성시킨다.멸균유리구슬과 멸균증류수 25㎖를 넣어 집

균한 후 65℃에서 30분간 가열한 후 분당 15,000rpm으로 20분간 원심분리하여

상층액을 제거한 다음 다시 멸균증류수에 부유시켜 세척을 3회이상 반복하고 잔

사를 멸균증류수에 부유시켜 65℃에서 30분간 재가열한다.이를 멸균증류수로 10

단계 희석하여 표준한천배지로 균수를 측정한 후 아포농도를 2×10
6
CFU/㎖가

되도록 희석하여 사용한다.

B.subtilis및 B.cereus의 아포부유액 조제는 Nutrientagar에 계대보관되어

온 시험균을 멸균생리식염수 5㎖에 현탁시킨 후 Nutrientagar300㎖를 넣어
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굳힌 배양병(Rouxbottle)에 접종하여 37℃에서 1일간 배양한 후 멸균생리식염수

2～3 ㎖에 현탁시킨 후 아포조제용 배지 300 ㎖를 넣어 굳힌 배양병(Roux

bottle)에 접종하여 37℃에서 1일간 배양한 후 실온에서 6일간 아포를 형성시킨

다.멸균유리구슬과 멸균증류수 25㎖를 넣어 집균하여 65℃에서 30분간 가열한

후 분당 3,000rpm으로 10분간 원심분리하여 상층액을 제거한 다음 다시 멸균수

에 부유시켜 세척을 반복하고 잔사를 멸균수에 부유시켜 65℃에서 30분간 재가

열한다.이 포자액은 MacFalandNo.1정도 되게 멸균수로 희석 소분하여 냉장

보관하여 사용한다.

B.stearothermophilus의 아포부유액 조제는 Nutrientagar에 계대,보관되어온

균주를 멸균생리식염수 5㎖에 현탁시킨 후 Nutrientagar300㎖를 넣어 굳힌

배양병(Rouxbottle)에 접종하여 시험균을 55℃에서 1일간 배양한 후 멸균생리식

염수 2～3㎖에 현탁시킨 후 아포조제용 배지 300㎖를 넣어 굳힌 배양병(Roux

bottle)에 접종하여 55℃에서 1주일간 배양한다.멸균유리구슬과 멸균증류수 25

㎖를 넣어 집균한 후 85℃에서 15분간 가열한 후 분당 3,000rpm으로 10분간 원

심분리하여 상층액을 제거한 다음 다시 멸균증류수에 부유시켜 세척을 3회이상

반복하고 잔사를 멸균증류수에 부유시켜 85℃에서 15분간 가열한 후 아포액의

농도를 MacFalandNo.2정도 되도록 희석 소분하여 냉장보관한다.

3-1-3.시험용액의 조제

TMP(Trimethoprim)용액은 TMP10㎎을 용량플라스크에 달아 메탄올 10㎖에

녹이고 멸균증류수을 넣어 100㎖로 한 후 15㎍/㎖용액이 되도록 희석하여 B.

megaterium 평판 조제시 사용한다.

3-1-4.시험용 평판의 조제

B.megaterium 평판은 멸균 후 약 50℃로 가온 보존된 MH배지 100㎖당 조

제된 시험균액 1㎖와 TMP용액 1㎖를 가하여 충분히 섞은 후 페트리접시에 8

㎖씩 분주하여 수평으로 유지하여 응고시킨다.

B.subtilis평판은 멸균 후 약 50℃로 가온 보존된 AM #5배지에 100㎖당
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조제된 시험균액 1㎖를 가하여 충분히 섞은 후 B.megaterium 평판과 같이 조

작한다.

B.cereus평판은 멸균 후 약 50℃로 가온 보존된 AM #8배지에 100㎖당 조

제된 시험균액 1㎖를 가하여 충분히 섞은 후 B.megaterium 평판과 같이 조작

한다.

B.stearothermophilus평판은 멸균 후 약 50℃로 가온 보존된 AM #2배지에

100㎖당 조제된 시험균액 1㎖를 가하여 충분히 섞은 후 B.megaterium 평판

과 같이 조작한다.

3-1-5.시험용 평판의 검사

시험할 때마다 스트렙토마이신 감수성 디스크(10㎍)를 이용하여 각 시험용 평

판의 감도를 확인한다.즉,B.megaterium,B.cereus,B.subtilis 및 B.

stearothermophilus평판에서 스트렙토마이신 감수성 디스크의 저지환의 직경이

각 20㎜이상되는 평판을 사용한다.

3-1-6.시험조작

시료 3마리의 각각 피부는 점액질을 완전히 제거한후 채취하여 3g씩 동량혼합

하 가능한 한 무균적으로 사방 1㎝ 정도로 잘라 검사용 평판에 놓고 근육은 시

료 3마리의 근육을 15g씩 동량 채취하여 호모기나이저로 균질화한후 사방 1㎝

정도의 모양으로 검사용 평판에 놓았고 간은 시료량이 부족하여 HPLC정량분석

에만 사용하였다.이것을 약 1시간 냉장으로 방치한 후 페트리접시를 도치하지

않고 B.megaterium는 45℃,B.subtilis는 37℃,B.cereus는 30℃,B.

stearothermophilus은 55℃에서 16～18시간 배양한다.
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3-1-7.판정

결과 판정은 시험평판의 주변 억제대 폭으로써 결과를 판정하였다.시험평판의

주변 억제대 폭이 1.0㎜이상인 것을 양성으로 판정하고 1.0㎜미만의 미세한 반

응은 의양성으로 판정한다.양성으로 판정된 검체는 다음 Table.1에 따라 항생

물질 또는 합성항균제의 계통을 추정할 수 있다.
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B.cereus

(AM #8)

B.subtilis

(AM #5)

B.megaterium

(MH)

B.stearothermophilus

(AM #2)
추정 물질 계통

＋＋

-

-

-

-

-

-

±

-

＋

＋

±

＋

-

-

-

-

-

±

＋＋

＋

±

-

＋

±

±

+

±

±

＋＋

-

±

±

-

±

-

Tetracycline계

Macrolide계

Penicillin계

Aminoglycoside계

Polyether계

Peptide계

Chloramphenicol

Novobiocin

설파제

Table1.Systematicassumptionantibacterialmaterialbymicrobiologicalmethod



- 10 -

3-2.정량분석

3-2-1.사용기기 및 시약

OTC의 잔류에 대한 정량적 분석을 위해 HPLC(SHISEIDO,JAPAN)를 사용하

였으며 실험에서 사용된 항생제 표준품은 Oxytetracycline-HCL(Sigma)제품을

사용하였으며 시료중의 항생제 추출에는 acetonirille,methanol(Merck),Oxalic

acid,EDTA,Trichloroaceticacid(Sigma)등을 사용하였고 이외의 시험 용액 및

시약 등도 이들과 동등한 규격품을 사용하였다.

3-2-2.OTC추출

시료 3마리의 피부와 간은 각각 1g씩 정확히 달아 호모기나이저로 균질화 한

후 혼합하여 총 3g을 실험에 사용하였고,근육은 시료 3마리 각각 15g씩 정확

히 달아 호모기나이저로 균질화 한후 총 10g을 사용하였다.피부,간,근육의 시

료들을 각각 50 ㎖ Conical tube에 취해 1% EDTA용액 10 ㎖,10%

Trichlroroaceticacid(TCA)용액 10㎖를 가하여 균질기로 2분간 균질화 한다.이

액을 4,000rpm으로 3분간 원심분리후 상등액을 다른 50㎖ Conicaltube에 취하

고 다시 1% EDTA용액 10㎖,10% TCA용액 10㎖를 가하여 균질기로 2분간

균질화 한 후 4,500rpm으로 10분간 원심분리하여 상등액을 전에 추출된 상등

액이 들어있는 50㎖ Conicaltube에 합하여 다시 4,500rpm으로 15분간 원심분

리하여 다른 50㎖ Conicaltube에 취한다.이액을 활성화된 Sep-pakC18카트리

지(메탄올 20㎖,증류수 10㎖,5% EDTA 용액 10㎖를 순차적으로 흘려주어 활성

화)에 흘린 후,증류수 300㎖를 흘려 세척한다.카트리지에 흡착된 성분은 메탄올 40

㎖를 흘려 용출시키고, 용출액은 다시 감압하에서 농축기로 건조시킨다.시험액이

건조된 수기에 이동상(0.01M Oxalicacid:Acetonitrille:Methanol=9:2:1)2

㎖를 가하여 초음파세척기로 녹이고 0.45μm 멤브레인필터로 여과한 후 HPLC로 분

석한다.시료의 전처리 과정에 대한 요약은 Fig.1과 같다.



- 11 -

homogenizedsamplein50㎖tube

․Homogenizewith10㎖ of1% EDTA,

10㎖ of10% TCAfor2min

․Centrifuseat4,000rpmfor3min

․Move the upper layer in another

50㎖tube

․Homogenizewith10㎖ of1% EDTA,

10㎖ of10% TCAfor2min

․Centrifuseat4,500rpmfor10min

Solidresidue

(discard)

Waterphase

(Firstupperlayer+Secondupperlayer)

․Centrifuseat4,500rpmfor15min

․Move the upper layer in another

50㎖tube

Waterphase

․ActivateSep-pakC18cartridge:

Washwith20㎖ ofmethanol,10㎖ of

D.W.and10㎖ of5% EDTA

LoadActivatedSep-pakC18cartridge

․ Washwith40㎖ ofD.W.

․ Elutewith40㎖ ofmethanol

Fraction

․Evaporatethe eluateat40℃ water

bathtodryness

․Resissolve the residue with mobile

phase2㎖

․Filterthrough0.45㎛ membranefilter

HPLCAnalysis

Fig.1.Extractionprocedureofoxytetracyclinefrom theskin,themuscle,the

liverofoliveflounder.
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3-2-3.HPLC분석조건

HPLC(SHISEIDO,JAPAN)의 기기분석조건은 Table.2에서 나타낸바와 같다.

즉 column은 4.6×250㎜ i.d.(C18,5μm,SHISEIDO),이동상은 0.01M Oxalicacid,

Acetonitrille,Methanol을 9:2:1의 비율로 혼합,column온도는 35℃,Flow rate는

1㎖/min,UV detector파장은 360㎚,Injectionvolume은 50㎕,Runtime은 10

min으로 하였다.
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Instrument SHISEIDO,NANOSPACESI-2

Column 4.6×250㎜ i.d.(C18,5μm,SHISEDO)

Mobilephase
0.01M Oxalicacid-Acetonitrille-Methanol

(100:200:900,v/v/v)

Columntemperture 35℃

Flow rate 1㎖/min

UVDetector 360㎚

Injectionvolume 50㎕

Runtime 10min

Table2.HPLCinstrumentandanalysisconditionsforoxytetracycline
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회수율(%) =
시료에서 회수된 OTC의 농도

× 100
시료에 첨가된 OTC의 농도

잔류농도(㎍/g) =
시료에서의 농도 ×100

시료량(g)×회수율(%)

3-2-4.검량선 작성 및 회수율 분석

표준용액은 OTC-HCL(Sigma)를 정확히 달아 메탄올로 용해시켜 100ppm의 표준

원액을 조제하였고 이 용액을 이동상으로 희석하여 0.1,1.0ppm의 농도로 하여 농도

대 peak면적 비를 이용하여 표준곡선을 작성하였다.

시료에 대한 회수율은 근육에 1.0ppm 농도로 spiking하여 시료의 OTC추출방법에

따라 추출 및 정제한 후,HPLC에 주입하여 표준곡선과 Retentiontime을 비교하여

정성 확인한 후,해당 peak의 면적 값을 표준용액의 직선회귀방정식에 대입하여 농도

를 구한 후,아래의 식에 의해 계산하였다.

또한 시료에서의 잔류농도 계산은 시료를 정제하고 HPLC에 주입하여 표준용액과

동일한 Retentiontime에 있는 peak의 면적값을 표준물질의 회귀방정식에 대입하여

농도를 구한다음 아래의 식에 의해 시료량으로 나누고 회수율을 보정하여 잔류농도

를 구하였다.
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Ⅲ.결 과

1.미생물학적 간이검사 결과

1-1.약욕처리구 분석결과

미생물학적인 간이검사의 결과는 Fig.2.과 같은 방법으로 결과를 판정하였다.

그리고 Table3에는 OTC를 물 1톤당 25g농도로 1시간 약욕한 후 시간경과에

따라 넙치 3마리씩 채취하여 피부는 각각하고 근육은 동량 혼합하여 미생물학적

간이시험법으로 잔존 유무 분석결과를 나타내었다.B.stearothermophillus평판

에서는 약욕직후 피부에서만 의양성을 보이고 약욕후 1일째부터는 반응이 일어

나지 않았다.B.subtilis,B.cereus,B.megaterium 평판에서는 어떤 시료에서

도 반응이 일어나지 않았다.
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A B

C D

E F

G H

Fig.2.DecisionofBioassaymethodineachstraininoculatedmedium.

A,PositivereactioninB.megaterium;B,NegativereactioninB.megaterium;

C,PositivereactioninB.subtilis;D,NegativereactioninB.subtilis;

E,PositivereactioninB.cereus;F,NegativereactioninB.cereus;

G,PositivereactioninB.stearothermophillus;H,NegativereactioninB.stearothermophillus
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Dayafter

administration

B.stearothermophillus B.megaterium B.subtilis B.cereus
Screeningtest Screeningtest Screeningtest Screeningtest

Skin

direct

Muscle

direct

Skin

direct

Muscle

direct

Skin

direct

Muscle

direct

Skin

direct

Muscle

direct

0 ± - - - - - - -

1 - - - - - - - -

2 - - - - - - - -

3 - - - - - - - -

4 - - - - - - - -

5 - - - - - - - -

6 - - - - - - - -

12 - - - - - - - -

18 - - - - - - - -

24 - - - - - - - -

30 - - - - - - - -

36 - - - - - - - -

42 - - - - - - - -

48 - - - - - - - -

54 - - - - - - - -

Table3.ResidualoxytetracyclinedetectedbyBioassayafteroxytetracyclinedipping

administration(25㎎/ton/1hour)inskin,muscleofoliveflounder
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1-2.경구투여구 분석결과

Table.4에는 OTC를 어체중 kg당 62.5mg의 양을 사료에 혼합시켜 7일간 경

구투여한 후 시간경과에 따라 넙치 3마리씩 채취하여 피부는 각각하고 근육은

동량 혼합하여 미생물학적 간이시험법으로 잔존 유무 분석결과를 나타내었다.

B.stearothermophillus평판에서는 경구투여후 1일째부터 피부 및 근육에서 양

성을 보였고 근육에서는 경구투여후 5일째부터 의양성을 보인후 7일째부터 반

응이 보이지 않았고 피부에서는 경구투여후 28일째까지 양성을 보이다가 35일째

부터 의양성을 보인후 실험종료 즉 경구투여후 77일째까지 의양성을 보였다.

B.megaterium 평판과 B.subtilis평판에서는 경구투여후 1일째부터 피부 및

근육에서 양성을 보였고 근육에서는 경구투여후 2일째부터 의양성을 보인후 4

일째부터 반응이 보이지 않았고 피부에서는 경구투여후 5일째까지 양성을 보이

다가 6일째부터 의양성을 보인후 경구투여후 7일째까지 의양성을 보이다가 14일

째부터 반응이 보이지 않았다.

B.cereus평판에서는 경구투여후 1일째부터 피부 및 근육에서 양성을 보였고

근육에서는 경구투여후 7일째부터 의양성을 보인후 21일째부터 반응이 보이지

않았고 피부에서는 경구투여후 14일째까지 양성을 보이다가 14일째부터 의양성

을 보인후 경구투여후 21일째까지 의양성을 보이다가 28일째부터 반응이 보이지

않았다.
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Dayafter

administration

B.stearothermophillus B.megaterium B.subtilis B.cereus
Screeningtest Screeningtest Screeningtest Screeningtest

Skin

direct

Muscle

direct

Skin

direct

Muscle

direct

Skin

direct

Muscle

direct

Skin

direct

Muscle

direct

1 + + + + + + + +

2 + + + ± + ± + +

3 + + + ± + ± + +

4 + + + - + - + +

5 + ± + - + - + +

6 + ± ± - + - + +

7 + - ± - ± - + ±

14 + - - - - - + ±

21 + - - - - - ± -

28 + - - - - - ± -

35 ± - - - - - ± -

42 ± - - - - - - -

49 ± - - - - - - -

56 ± - - - - - - -

63 ± - - - - - - -

70 ± - - - - - - -

77 ± - - - - - - -

Table4.ResidualoxytetracyclinedetectedbyBioassayafteroxytetracycline

oralfeedingadministration(62.5㎎/㎏bodyweight/7days)inskin,muscleofoliveflounder
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2.정량분석 결과

2-1.표준곡선

OTC 표준용액을 0.1,1.0mg/ℓ의 농도로 희석하여 HPLC로 분석하였는데

Retentiontime은 5.08분(Fig.3.)으로 조사되었고 농도에 따른 peak면적비를 이

용하여 표준곡선을 작성한 결과 OTC 의 r
2
은 0.999으로 양호한 직선성(r

2
＞

0.995)을 나타내었다(Fig.4).
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Fig.3.Chromatogram of1.0ppm standardsolution.
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Fig.4.StandardcalibrationcurvesofoxytetracyclinebyHPLC.
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2-2.회수율조사

시료에 대한 회수율은 OTC의 표준용액을 넙치의 근육에 1.0㎎/㎏의 농도로

spiking하여 앞서 기술한 방법에 따라 전처리한 후,HPLC로 측정한 결과이며

Table.5에서와 같이 약욕처리구는 평균 80.43%,경구투여구는 평균 76.71%의

회수율을 보였다.
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Sample
Spikedconcentration

(㎎/㎏)

Recovery(%)

OTC

(Mean±SD,n=5)

DippingGroup 1.0 80.73±13.34

OralfeedingGroup 1.0 76.71±5.33

Table5.SpikedRecoveryinMuscle
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2-3.약욕처리구 분석결과

OTC를 물 1톤당 25g농도로 넙치에 1시간 약욕한 후 시간경과에 따른 피부,

근육,간의 농도변화를 Fig.5에 나타내었다.피부에서는 약욕직후 0.51㎎/㎏의

농도를 보인후 지속적으로 감소경향을 보이며 약욕후 24일째부터는 0.16㎎/㎏으

로 어류에서의 OTC잔류허용기준(0.2㎎/㎏)이하로 측정되었으며 약욕후 48일

째부터는 농도가 검출한계농도이하(0.05㎎/㎏)로 관찰되었다.근육에서는 약욕직

후부터 검출한계농도이하로 관찰되었다.간에서는 약욕직후 0.09㎎/㎏의 농도를

보인후 지속적으로 증가경향을 보이다가 4일째에 최고농도인 0.25㎎/㎏까지보이

다가 점차감소하여 5일째부터는 0.18㎎/㎏으로 어류에서의 OTC잔류허용기준이

하로 측정되었으며 약욕후 19일째부터는 농도가 검출한계농도이하로 관찰되었다.
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Fig.5.Plasmaconcentrationofoxytetracyclineinoliveflounderaferdipping

withconcentrationof25ppm for1hour.

Skin,―◆― ;Muscle,―■― ;Liver,―▲―
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2-4.경구투여구 분석결과

OTC를 어체중 kg당 62.5mg의 양을 사료에 혼합시켜 7일간 경구투여한 후 시

간경과에 따른 피부,근육,간의 농도변화를 Fig.6에 나타내었다.피부에서는 경

구투여후 1일째 3.28㎎/㎏농도를 보인후 점차 감소경향을 보이며 측정종료일인

경구투여후 77일째까지 1.07㎎/㎏의 높은 농도를 보였다.근육에서는 경구투여

후 1일째에 0.83㎎/㎏의 농도를 보인후 지속적으로 감소경향을 보이면서 경구투

여후 14일째부터는 0.13㎎/㎏으로 어류에서의 OTC잔류허용기준이하로 측정되

었으며 경구투여후 42일째부터는 농도가 검출한계농도이하로 관찰되었다.간에서

는 경구투여후 1일째에 1.91㎎/㎏의 농도를 보인후 지속적으로 감소경향을 보이

면서 경구투여후 21일째부터는 0.17㎎/㎏으로 어류에서의 OTC잔류허용기준이

하로 측정되었으며 측정종료일인 경구투여후 77일째까지 0.06㎎/㎏의 농도를 보

였다.
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Fig.6.Plasmaconcentration ofoxytetracyclinein oliveflounderaferoral

feedingwithconcentrationof62.5㎎/㎏ bodyweight/7days.

Skin,―◆― ;Muscle,―■― ;Liver,―▲―
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Ⅳ.고 찰

OTC(Oxytetracycline)는 광범위 항생제로서 현재 양식어장에서 가장 많이 사용

하고 있는 항생제이며 어체에 잔류한 수산식품을 섭취했을시 인체에 부작용 또

한 심각하여 우리나라뿐만 아니라 대부분의 선진 외국에서 안전휴약기간과 잔류

허용기준을 설정하여 운영하고 있다.그에 따른 수산물의 항생제 잔류검사법은

미생물학적 간이검사법(Bioassy)과 정량분석법으로 식품공전에 등재되어 있고 식

약청,수산물품질관리원 등에서 내수산 및 수입산 어패류에 대한 시험분석법으로

활용되고 있다.본 연구에서는 타 연구에서와는 달리 OTC의 약욕 및 경구투여

에 따른 넙치의 가식부위인 피부,근육,간의 잔류특성을 미생물학적인 간이검사

법과 HPLC정량검사법으로 조사함으로써 OTC의 부적절한 사용으로 인한 부작

용을 줄이고 안전한 양식수산물을 생산하기 위한 목적으로 이 연구를 수행하였

다.

OTC를 물 1톤당 25g농도로 넙치에 1시간 약욕한 약욕처리구와 OTC를 어

체중 kg당 62.5mg의 양을 사료에 혼합시켜 7일간 경구투여한 경구투여구로 구

분하여 실험하였다.그리고 미생물학적 간이검사법을 이용하여 넙치 피부,근육

에 대한 잔류특성을 분석하였고 HPLC정량분석법을 이용하여 넙치 피부,근육,

간의 잔류특성을 분석하였다.

미생물학적 간이검사에 의한 분석결과는 약욕처리구의 피부에서는 약욕직후에서

만 B.stearothermophillus평판에서 양성을 보였고 근육에서는 모든 균주의

평판에서 음성으로 조사되었다.경구투여구 피부에서는 B.stearothermophillus

평판에서 경구투여후 77일째,B.megaterium 평판과 B.subtilis평판에서 경구

투여후 7일째,B.cereus평판에서 경구투여후 28일째까지 양성을 보였고, 근육

에서는 B.stearothermophillus평판에서 경구투여후 6일째,B.megaterium 평판

과 B.subtilis평판에서 경구투여후 4일째,B.cereus평판에서 경구투여후 14일

째까지 양성을 보였다.Jungetal.(1998)에서 넙치에 OTC를 체중 ㎏ 당 100㎎

으로 1회 강제 투여하여 시간경과에 따른 B.cereus평판에서의 반응을 조사하
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였는데 경구투여후 20일째에 의양성 반응이 조사되어 비록 OTC의 투여량과 경

구투여하는 방법과 기간이 다르지만 본 실험에서는 6일정도 잔류기간의 차이가

있었다.

HPLC에 의한 정량분석 결과를 보면 회수율은 근육에 1.0 ppm의 농도로

Spiking하여 평균 77%～81%의 회수율을 보였는데 이는 Kim etal(2006)의 연구

에서 근육에 OTC를 본 실험과 같은 농도로 Spiking한 회수율(약 80%)과 거의

같은 값으로 조사되었다.약욕처리구에서는 피부에서 약욕직후의 농도가 0.51㎎

/㎏이었고 점차 감소하여 약욕후 24일에 OTC의 잔류허용기준치(0.2㎎/㎏)이하

로 조사 되었고 약욕후 48일이 지나서야 검출한계농도(0.05㎎/㎏)이하로 측정되

었다.근육에서는 약욕직후부터 검출한계농도이하로 측정되었으며 간에서는 약욕

직후 농도가 0.09㎎/㎏으로 측정된 후 점차 증가하다가 약욕후 4일째에 최고농

도 0.25㎎/㎏으로 측정된후 점차 감소하기 시작하여 약욕후 5일째에 OTC의 잔

류허용기준치이하도 측정되었으며 약욕후 13일째가 되어서 검출한계농도이하로

측정되었다.경구투여구에서 피부에서의 OTC의 잔류경향은 경구투여후 1일째부

터 3.28㎎/㎏의 높은 농도로 측정되었으며 점차 감소하기 시작하여 미생물학적

간이검사에서는 양성반응이 나타났던 시험종료일인 경구투여후 77일째에도 1.07

㎎/㎏의 농도로 측정되었고,근육에서는 경구투여후 1일째에 0.83㎎/㎏의 농도를

보인후 점차 감소하기 시작하여 경구투여후 14일째에 OTC의 잔류허용기준치이

하인 0.13㎎/㎏의 농도가 측정되었으며 경구투여후 42일째에 검출한계농도이하

로 측정되었고,간에서는 경구투여후 1일째의 농도가 1.91㎎/㎏로 측정된 후 점

차감소하기 시작하여 경구투여후 21일째에 OTC의 잔류허용기준치이하인 0.17

㎎/㎏의 농도가 측정되었으며 시험종료일인 경구투여후 77일째에도 0.06㎎/㎏의

농도가 측정되었다.

미생물학적 간이검사법과 HPLC를 이용한 정량분석법간의 결과를 비교해 볼때

약욕처리구의 피부시료인 경우 약욕직후 B.stearothermophillus평판에서만 양

성을 보였는데 이때의 정량분석결과는 0.51㎎/㎏이었고,경구투여구 피부시료인

경우 B.stearothermophillus평판에서 경구투여후 77일째까지 양성을 보였는데

이때의 정량분석결과는 1.07㎎/㎏,B.megaterium 평판과 B.subtilis평판에서

는 경구투여후 7일째까지 양성을 보였는데 이때의 정량분석결과는 2.54㎎/㎏,B.

cereus평판에서는 경구투여후 28일째까지 양성을 보였는데 이때의 정량분석결

과는 2.42㎎/㎏이었다.경구투여구 근육시료에서는 B.stearothermophillus평판
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에서 경구투여후 6일째까지 양성반응을 보였는데 이때의 정량분석결과는 0.304

㎎/㎏,B.megaterium 평판과 B.subtilis평판에서는 경구투여후 4일째까지 양

성반응을 보였는데 이때의 정량분석결과는 0.73㎎/㎏,B.cereus평판에서는 경

구투여후 14일째까지 양성반응을 보였는데 이때의 정량분석결과는 0.13㎎/㎏ 이

었다.피부보다 근육에서 낮은 농도에서 양성을 보였는데 이는 피부와 근육을 같

은 크기로 평판에 올려 놓았지만 피부와 근육의 조직량이 다르기 때문에 이러한

결과를 낳았다고 생각되나 피부에서의 잔류농도가 높기 때문에 미생물학적 간이

시험법으로 항생제 잔류검사를 해야할때는 피부와 근육을 같이 병행실험을 해야

될 것이라고 사료된다.

본 연구를 종합하여 보면 우리가 어류양식장에서 사용하고 있는 OTC는 여러

세균성질병의 치료제로 사용하고 있는데 우리가 횟감으로 먹고있는 활넙치인 경

우 근육에서는 OTC의 휴약기간인 40일을 준수하면 OTC는 거의 잔류하지 않아

우리몸에 무해하지만 영양물질의 중간대사 또는 저장,해독 등의 중요한 역할을

하는 간과 어체의 몸의 표면을 보호하고 감각작용을 하는 역할을 하는 피부는

근육에 남아있는 OTC의 잔류량보다 몇 배의 높은 수치를 나타내었는데 이 잔류

량으로 보아 횟감용 활넙치를 주 목적인 회로서 섭취를 하고 나머지 부산물인

피부,간 등을 이용한 탕종류로서의 간과 피부의 사용은 부적절한 것으로 나타났

다.하지만 시판중인 육류중의 항생물질 잔류량과 가열에 의한 분해(Baeetcal.,

1991)에 관한 연구와 시판중인 뱀장어중의 oxolinicacid잔류량과 가열에 의한

변화(Kim etcal.,1998)에 관한 연구에서처럼 활넙치 근육 및 부산물에 잔류하는

OTC의 잔류량도 조리온도에 따라 감소할 것으로 추측되어진다.

본 연구에서 다소 미흡한 점은 경구투여구에서 OTC의 휴약기간이 40일이라 거

기에 준하여 실험어를 준비하였더니 근육부위를 제외한 피부와 간에서 OTC가

77일이상 오래도록 잔류함으로서 실험어가 부족하여 OTC의 소멸시점를 알아내

지 못하였는데 차후 추가실험을 하여 알아 내고자 하고 피부인 경우 다른 부위

보다 월등히 높은 OTC농도를 보였는데 이 것에 대한 추가적인 연구가 필요할

것이다.

본 연구를 통하여 OTC의 투여경로별 어체의 조직별 잔류특성을 조사함으로서,

향후,양식어류에 사용되고 있는 다양한 항생제들에 대해 조직내 잔류분포 연구

를 촉진하고 항생제의 효율적인 사용을 통한 잔류 및 내성균의 출현을 방지하는

데,기초 자료로 활용될 것을 기대한다.
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