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            초록
          
        

        
          Lincomycin is a drug known to be effective in treating streptococcus aureus as it inhibits the protein synthesis by binding to 50S ribosomal subunits. However, in the test method registered in Korean Food Code the Maximum Residue Limit (MRL) is set to be 0.1 mg/kg regardless of the kinds or body areas of fishes. In addition, only analysis using high performance liquid chromatography mass spectrometry (HPLC-MS/MS) was presented, so we developed analytical methods to detect trace concentrations of serum and muscle in the olive flounder using HPLC-MS/MS. The analyte was quantified in the positive ion mode using multiple reaction monitoring (MRM). Samples were extracted with methanol and then Hydrphilic-Liphophilic Balance (HLB) was used for purification. Matrix-matched calibration (MMC) presented linearity with the correlation coefficient (r²)>0.99, analyzed at 0.5~50 ng/g concentration. The limit of quantitation (LOQ) of muscle was 0.5 ng/g and recovery was 89.33%(n=9, Intra-day). The LOQ of serum was 0.5 ng/g and recovery was 97.40%(n=9, Intra-day) which were suitable for CODEX guideline. This analysis would be appropriate for the study of lincomycin residues and pharmacokinetics in olive flounder.
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      Ⅰ. 서 론
      린코마이신(Lincomycin)은 Streptomyces lincolnensis에서 분리된 항생물질로서 세균의 50S ribosomal subunit에 결합하여 단백질 합성을 저해하는 정균제이다(Lin et al., 1997; Pyörälä et al., 2014). 국내에서 린코마이신은 염산염 형태로 소, 돼지 및 닭 등 각종 세균성 호흡기 질병의 치료를 위해 동물(축산)용의약품으로 널리 사용되고 있다(Collignon, 2008; Papich and Riviere, 2009). 그러나 어류에 사용되는 수산용의약품으로는 인·허가 사항이 없으며, 수의사의 처방 등으로 수산동물에 대한 축산용의약품의 특례처방이 가능한 상황이다. 따라서 수산 전용으로 사용가능 한 의약품 개발이 절실히 필요하다.

      우리나라에서 생산되는 양식어류 중 넙치는 산업적으로 가장 중요한 품종이며(NIFS, 2016), 현재 다양한 항생제가 넙치에 허가되어 사용 및 관리되고 있다(NFQS, 2020). 특히 넙치는 다른 양식품종에 비해 침착하며 근육주사가 가능한 체형으로서 다양한 수산용 주사 항생제가 허가되어 있다(Lim et al., 2017; Lee et al., 2021). Kim et al.(2019)에 의하면 넙치에서 분리된 Streptococcus parauberis 임상 균주에 대한 린코마이신의 민감한 in vitro 상의 최소억제농도(Minimum inhibitory concentration, MIC)를 보고하여 넙치의 신규 주사용 항생제 개발 가능성을 보고하였다.

      수산용의약품은 「약사법」 제85조 동물용 의약품 등에 대한 특례에 따라 국립수산물품질관리원에서 안전성 및 유효성 자료를 기반으로 인허가 하고 있다. 식용동물에게 사용되는 항생제는 식품위생학적으로 인체 안전성을 도모하기 위해 식품의약품안전처에서 잔류허용기준(Maximum residue limit, MRL)을 법적으로 정하고 있으며, 기준 준수여부 확인을 위해 표준화된 잔류분석법을 식품공전에 등재하여 관리하고 있다(KFDA, 2021). 린코마이신에 대한 국내 MRL은 축산동물에서 다양한 조직의 개별 기준으로 관리되고 있으며(<Table 1> 참조) 어류는 어종 또는 조직에 따른 구분 없이 0.1 mg/kg으로 설정되어 있다(KFDA, 2021). 식품공전에는 이미 축·수산물에 대한 린코마이신 분석법이 제시되어 있지만 어종별 매트릭스(Matrix)가 고려되지 않아 넙치 근육에서 정밀한 분석이 가능한지에 대한 연구가 필요한 실정이다. 또한 분석대상 매트릭스가 가식부위에 한정되어 있어 약동학 분석에 활용 가능한 혈액 정밀분석법은 부재하다.

      
        <Table 1> 
				
        

        
          Maximum residue limits of lincomycin
        
        

      

      
        
          
            	Tissue
            	mg/kg
            	Tissue
            	mg/kg
          

        
        
          	Poultry muscle
          	0.2
          	Porcine muscle
          	0.1
        

        
          	Poultry liver
          	0.5
          	Porcine kidney
          	1.5
        

        
          	Poultry fat
          	0.1
          	Fish
          	0.1
        

        
          	Poultry kidney
          	0.5
          	Crustacean
          	0.1
        

        
          	Egg
          	0.05
          	Caprine muscle
          	0.1
        

        
          	Cattle muscle
          	0.1
          	Ovine muscle
          	0.1
        

        
          	Cattle liver
          	0.5
          	Caprine liver
          	0.5
        

        
          	Cattle fat
          	0.05
          	Ovine liver
          	0.5
        

        
          	Cattle kidney
          	1.0
          	Caprine fat
          	0.05
        

        
          	Milk
          	0.15
          	Ovine fat
          	0.05
        

        
          	Porcine muscle
          	0.2
          	Caprine kidney
          	1.0
        

        
          	Porcine liver
          	0.5
          	Ovine kidney
          	1.0
        

      

      
        
          Reference: KFDA(2021).
        

      

      

      현재 넙치에서 가장 사용빈도가 높은 수산용 주사 항생제는 β-lactam 계열의 아목시실린으로서, 13년도에 최초 허가된 후 수산질병관리사의 처방으로 사용되고 있지만(NFQS, 2020), 단일 계열의 약물을 지속적으로 사용함에 따라 β-lactam 내성균의 증가로 약품 효능 저하 등의 문제가 발생할 수 있다. 따라서 비 β-lactam 계열의 약물 개발이 필요하다고 판단되며, 넙치에 대한 안전 용법·용량 연구에 필수적인 혈액 약동학 및 식품 내 약품 잔류방지를 위한 근육 중 휴약기간 연구가 선행되어야 한다. 하지만, 넙치에서 근육 및 혈액 중 린코마이신의 정밀 잔류분석법에 대한 연구는 부재한 상황이며, 어류에 대한 약동학적 잔류 모델 적용이 가능한 고감도 정밀분석법의 개발이 필요하다.

      따라서 본 연구에서는 식품공전의 시험법 등을 참고하여 HPLC-MS/MS를 활용한 넙치 근육 및 혈액에서의 고감도 분석법을 개발하고 어류 모델에서 적용 가능한 수준인지를 조사하였다.

    

    

  
    
      Ⅱ. 재료 및 방법
      
        1. 시약 및 시료
        분석에 사용된 린코마이신 표준품(≥98%)은 Dr. Ehrenstofer GmbH (Augsburg, Germany)에서 구입하여 사용하였다(<Table 2> 참조). HPLC-MS/MS 분석에 사용된 아세토니트릴(acetonitrile, ACN) 및 증류수는 Merck사(Whitehouse station, NJ, USA)에서 구입하였다. 시료의 전처리에 사용된 고상추출 카트리지(solid-phase extraction, SPE)는 Waters사(MA, USA)의 Oasis HLB (Hydrphilic-Liphophilic Balance, 6 cc, 500 mg)를 사용하였고, syringe filter는 Advantec사(Toyo Roshi Kaisha Ltd., Tokyo, Japan)의 0.2 ㎛ PVDF (Polyvinylidene fluoride)를 사용하였다. 혈액시료의 분리는 BD사(Franklin Lakes, NJ, USA)의 5 mL 혈청 분리 진공 채혈관(Serum separation tubes, SST)을 사용하였다. 그 외의 시약들은 모두 Merck사(Whitehouse station, NJ, USA)에서 구입하여 사용하였다. 넙치(평균 200 g) 음성검체 시료는 경남 소재 양식장에서 구입 직전 린코마이신 불검출을 확인하였으며 근육은 껍질 및 내장을 제거한 부위만을 분쇄하여 균질화 하였고, 혈액은 SST를 사용하여 4000 x g에서 원심분리 후 혈청을 분리하였다. 모든 음성검체는 분리 즉시 초저온 냉동고(-70℃)에서 분석 당일까지 보관하였다.

        
          <Table 2> 
				
          

          
            Chemical structures and physicochemical characteristics for lincomycin
          
          

        

        
          
            
              	Property
              	Content
            

          
          
            	Name
            	Lincomycin
          

          
            	M.W. (g/mol)
            	406.54
          

          
            	pKa
            	7.6
          

          
            	Structure
            	
              
            
          

        

        

      

      
        2. 표준용액 조제
        린코마이신 표준품 10 mg을 10 mL 볼륨플라스크에 취하고 메탄올에 용해시켜 1000 mg/L 농도의 항생제 표준원액(standard stock solution)을 조제하였다. 표준희석용액(working standard solution)은 분석 직전에 메탄올로 0.5, 1, 10, 50 ㎍/L로 단계희석 후 사용하였다. 린코마이신의 안정성은 표준원액을 1개월간 냉동보관(-20℃)했을 때 역가변동 없이 안정하였다.

      

      
        3. 시료전처리
        균질화한 근육(2 g) 또는 혈청(0.5 mL)을 50 mL 원심분리관에 취하고 메탄올 6 mL를 가하여 10분간 원심분리(4℃, 10,000 x g)하였다. 상층액은 새로운 15 mL 튜브에 옮겨 50℃ 수욕상에서 질소농축을 통해 완전히 증발시킨 후 잔사는 0.2 M 인산완충용액(pH 7.2) 6 mL로 정용하였다. 최종 정용된 추출액을 고상추출하기 위해 미리 메탄올 및 증류수 각 5 mL로 활성화시킨 HLB cartridge에 정용 추출액을 흡착시킨 후 5% 메탄올이 첨가된 증류수 5 mL로 세척하여 메탄올 6 mL로 완전히 용리시켰다. 최종 추출액은 50℃ 수욕상에서 완전히 질소농축 후 잔류물을 0.1% 개미산이 첨가된 메탄올 1 mL에 녹여 0.2 ㎛ PVDF syringe filter로 여과 후 HPLC-MS/MS로 분석하였다([Fig. 1]).

        
          
          

          [Fig. 1] 
				
          

          
            Flow chart of analysis procedure for lincomycin..
          
          

          

        

      

      
        4. 기기분석 조건
        넙치의 근육 및 혈청 내 린코마이신 잔류량 분석에 사용된 기기는 Agilent 1260 Infinity series LC (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA)에 6430 triple quad MS detector가 부착된 HPLC-MS/MS를 사용하였다. 고정상 및 이동상은 C18 column (Agilent Zobrax RRHD SB, 2.1x50 mm, 1.8 ㎛)에 0.1% 개미산이 첨가된 아세토니트릴과 0.1% 개미산이 첨가된 증류수를 70:30(v/v, %)의 비율로 등용리조건(isogratic)하에서 2분간 분석하였다.

        이때 column 온도는 40℃를 유지하였으며, 유속은 0.25 mL/min으로 하였다. MS/MS 검출기는 양이온(positive) 모드로 하였고, capillary voltage 4000 V, nebulizer gas는 질소를 사용하였으며 나머지 세부 조건들은 <Table 3>에 나타내었다. 질량분석기를 통해 양이온 모드에서 선구이온을 검출하고 최적화된 충돌 에너지(collision energy)를 선택한 다음 조각이온을 탐색하여 정성 및 정량 이온을 결정하는 multiple reaction monitoring (MRM)으로 분석조건을 확립하였다. 모든 분석은 Mass hunter software (Ver.B.00.06.32, Agilent Technology)를 사용하여 처리하였다.

        
          <Table 3> 
				
          

          
            HPLC-MS/MS analytical conditions for analysis lincomycin
          
          

        

        
          
            
              	Condition
              	Content
            

          
          
            	Instrument
            	Agilent 6430 triple quad detector
          

          
            	(Agilent Technologies, Santa Clara, Ca, USA)
          

          
            	LC parameter
          

          
            	Colum
            	Agilent C18 Zorbax RRHD SB
          

          
            	(2.1 × 50 mm, 1.8 ㎛)
          

          
            	Mobile phase
            	A: Acetonitrile (added 0.1% formic acid
          

          
            	B: Water (added 0.1% formic acid)
          

          
            	Gradient
            	Isocratic system
          

          
            	Time (min)
            	A%
            	B%
          

          
            	70
            	30
          

          
            	Flow rate
            	0.25 mL/min
          

          
            	Oven temp.
            	40℃
          

          
            	Injection volume
            	10 ㎕
          

          
            	Run time
            	2 min
          

          
            	MS/MS parameter
          

          
            	Ionization
            	ESI, Positive
          

          
            	Collision gas
            	N₂
          

          
            	Gas temperature
            	350℃
          

          
            	Scan Type
            	Multiple Reaction Monitoring (MRM mode)
          

          
            	
            	Precursor ion (m/z)
            	Fragment ions (m/z)
            	Collision energy (eV)
          

          
            	
            	407.4
            	126.2,	359.2
            	30, 15
          

        

        

      

      
        5. 분석법 검증
        본 분석법의 검증은 국제식품규격위원회의 guideline (CAC/GL 71-2009, 2014) 및 유럽연합의 기준을 준용하여 특이성(specificity), 직선성(linearity), 정밀성(precision), 정확성(accuracy), 검출한계(Limit of detection, LOD) 및 정량한계(Limit of quantitation, LOQ)로 평가하였다. 직선성은 음성시료에 4가지 농도 수준(0.5~50 ng/g)으로 spiked 시료를 이용하여 조직표준곡선(matrix-matched calibration, MMC)으로 측정하였고 정확성은 정량한계 농도로 표준용액이 spiked 된 시료의 회수율로 측정하였다. 정밀성은 회수율에 영향을 미치는 다양한 요인을 반영하여 상대표준편차(relative standard deviation, %)로 측정하였다. 검출한계와 정량한계는 각각 spiked 시료로부터 signal-to-noise ratio가 3 및 10이 되는 수준으로 설정하였다.

      

    

    

  
    
      Ⅲ. 연구 결과
      
        1. HPLC-MS/MS 조건 확립
        식품공전에서 수산물 중 린코마이신 분석조건을 참고하여(KFDA, 2021) 이동상 조성 및 이온소스 비율 등을 고려한 넙치시료의 최적화된 분석법을 확립하였다. <Table 3>과 같이 질량분석기의 조건은 식품공전에서 제시한 선구 및 조각 이온간 패턴이 유사하였으며, 액체크로마토그래피는 이동상 조성을 각 0.1% 개미산이 첨가된 아세토니트릴과 증류수를 등용리조건으로 구성하여 최적의 조건을 확립하였다. 본 조건에서 린코마이신은 매우 신속하게(머무름시간, 0.564분) 피크가 검출되었으며 샘플당 2분의 분석시간이 소요되었다.

      

      
        2. 넙치시료 전처리 방법 확립
        시료의 추출법은 대표적으로 LLE (liquid-liquid extraction) 및 SPE 방법이 사용되며, 본 연구에서는 SPE를 이용하여 린코마이신 추출에 적용하였다. 식품공전에서 사용한 SPE는 C18을 사용하였지만, 본 연구에서는 비교적 범용성 SPE인 HLB를 사용하였다. 또한 넙치 근육 및 혈액에서 린코마이신 추출용매로서 식품공전에서 제시한 아세토니트릴을 메탄올로 변경하여 조직 중 타겟의 원활한 추출을 유도하였다.

      

      
        3. 특이성 및 직선성
        넙치시료에 존재하는 다양한 매트릭스 성분들 중 린코마이신을 특이적으로 간섭현상 없이 검출이 가능한지 확인하기 위해 특이성을 평가하였다.

        그 결과 표준품과 조직 중 린코마이신의 머무름시간이 일치하여 넙치 근육 및 혈액의 다양한 매트릭스로부터 린코마이신을 특이적으로 검출할 수 있었다([Fig. 2]).

        
          
          

          [Fig. 2] 
				
          

          
            Total ion chromatograms: (A) standard solution at 10 ng/mL; (B) blank muscle spiked with lincomycin at 10 ng/mL; (C) blank serum spiked with lincomycin at 10 ng/mL.
          
          

          

        

        직선성은 넙치 조직표준곡선으로 검량선을 작성한 결과, 근육 및 혈청에서 상관계수가 모두 0.99이상으로 나타나 CODEX guideline을 충분히 만족하였다([Fig. 3]).

        
          
          

          [Fig. 3] 
				
          

          
            Standard curve of lincomycin in olive flounder: (A), muscle; (B), serum.
          
          

          

        

      

      
        4. 정확성, 정밀성 및 정량한계
        정확성은 정량한계 농도로 일내 및 일간 반복 실험하였을 때 근육 및 혈액 모두 89%이상으로 조직에서 린코마이신의 회수율이 우수하였다(<Table 4> 참조). 실험실 내 정밀성은 상대표준편차로 산출한 결과 8.95%로서 유럽연합(Comission Decision 2002/657/EC)에서 권고하는 20% 이하를 만족하여 우수한 정밀성을 나타내었다. 정량한계는 근육 및 혈청에서 모두 0.5 ng/g수준으로, 현재 어류의 잔류허용기준인 100 ng/g보다 200배 민감한 수준으로 정량 가능함을 나타내었다.

        
          <Table 4> 
				
          

          
            Validation result parameters of lincomycin in olive flounder
          
          

        

        
          
            
              	Analyte
              	Matrix
              	Spike level
(ng/g)
              	Intra-day (n=3)
              	Inter-day (n=9)
              	LOD
(ng/g)
              	LOQ
(ng/g)
            

            
              	Accuracy (%)
              	Precision (%)
              	Accuracy (%)
              	Precision (%)
            

          
          
            	Lincomycin
            	Muscle
            	0.5
            	90.01
            	8.22
            	89.33
            	8.95
            	0.25
            	0.5
          

          
            	Serum
            	0.5
            	98.32
            	1.97
            	97.40
            	2.19
            	0.25
            	0.5
          

        

        

      

    

    

  
    
      Ⅳ. 고 찰
      축·수산물 중 린코마이신의 정량분석 가능한 방법은 이미 식품공전에서 제시하고 있다(KFDA, 2021). 그러나 이러한 분석방법은 샘플을 처리하기 위한 긴 분석시간이 요구되며 가식부위(근육 등)에 한정적으로 마련되어 있다. 또한 어류는 축산동물과는 달리 어종이 다양하여 분석 매트릭스에 특이적인 전처리법이 필요하다. 넙치에서 린코마이신의 신약허가를 위해 혈액 및 근육에서 약동학적 잔류모델 구축이 절실히 요구되며, 이에 따라 본 연구에서는 넙치시료에서 분석 감도가 우수한 린코마이신 정량분석법을 개발하였다. 어류는 잔류분석 시 개체간 차이가 심하여 국제적으로 샘플링 구간 당 최소 10마리 이상을 권고하고 있으며 우리나라에서는 「수산용 동물용의약품등 잔류성 시험지침」(국립수산물품질관리원 행정규칙)에 따라 15마리를 분석하도록 고시하고 있어, 어류 잔류시험에서는 많은 샘플을 단시간에 처리가능한 방법이 필수적이다. 따라서 본 연구에서는 샘플 당 신속한 분석시간(2분) 및 국제적 가이드라인에 준수한 특이성, 직선성, 정확성 및 실험실 내 정밀성 분석을 통해 검증하였고, 기존의 식품공전 분석법을 일부 변형한 넙치 시료의 특이적인 고감도 HPLC-MS/MS법을 개발하였다. 향후 본 분석법은 넙치에서 린코마이신의 잔류 약동학 모델 구축을 위한 정량분석법으로 활용할 계획이다.

    

    

  
    
      Ⅴ. 결 론
      본 연구에서는 린코마이신의 넙치 약동학 모델에 적용가능 한 고감도 잔류분석법을 개발하였다. 식품공전에서 제시하고 있는 수산물 중 린코마이신의 잔류분석법을 참고하여 넙치 근육 및 혈액에서 반복 분석 후 정량한계는 모두 0.5 ng/g으로 어류 잔류허용기준인 100 ng/g보다 200배 민감한 수준으로 매우 적합한 분석법으로 나타났다. 또한 본 분석법의 특이성, 직선성, 정확성 및 정밀성은 국제식품규격위원회의 guideline (CAC/GL 71-2009, 2014) 및 유럽연합(Comission Decision 2002/657/EC)에서 권고하는 국제적 기준에 충족하여, 넙치 매트릭스에서 충분히 활용 가능한 분석법이다.
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