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            Abstract
          
        

        
          본 연구는 LC–MS/MS 기반 다성분 농약 분석 시 발생하는 매질효과(Matrix Effect, ME)를 정량적으로 평가하고, 최적의 범용 대체 매질 후보를 탐색하고자 수행되었다. 국내 다소비 농산물 28품목에 대해 226종(251성분) 농약의 매질효과(%)를 산출하고, EU 가이드라인 및 선행연구에 따라 soft (≤ ±20%), medium (±20 –50%), strong (> ±50%)으로 분류하였다. 주성분 분석(PCA)과 계층적 군집 분석(HCA)을 통해 농산물 간 매질효과 특성을 구조화한 결과, 마늘, 양파, 대파, 부추, 깻잎, 귤은 강한 간섭으로 독립된 군집을 형성하였고, 나머지 22개 품목은 매질효과 특성이 유사하여 동일한 군집으로 분류되었다. 22개 품목에서 박과 과채류인 수박, 애호박, 백오이를 대체 매질로 사용하였을 때, 전체 성분의 90% 이상에서 soft 수준의 매질효과를 보였고, strong의 매질효과는 1% 이하였다. 또한, PCA 중심과의 유클리드 거리도 짧아 대표 매질로의 활용 가능성이 높았다. 본 연구는 농약 분석 시 검량선 작성 부담을 경감하고 분석 신뢰도와 효율성을 향상시킬 수 있는 과학적 근거를 제공하였다.

        

        
          
            초록
          
        

        
          The accuracy and precision of LC-MS/MS-based pesticide residue analysis are significantly influenced by matrix effects (MEs). Taking this into consideration, this study was conducted to quantitatively evaluate matrix effects in LC–MS/MS-based multi-residue pesticide analysis and to identify optimal representative alternative matrix candidates. The matrix effects(%) of 226 pesticides (251 analytes) were determined across 28 widely consumed agricultural commodities in Korea. The matrix effects were then classified as soft (≤ ±20%), medium (± 20 – 50%), or strong (> ±50%) according to current EU guidelines and previous studies. Principal component analysis (PCA) and hierarchical cluster analysis (HCA) were employed to structure the ME characteristics among commodities. Due to their strong matrix interference profiles, garlic, onion, green onion, chive, perilla leaf, and tangerine formed a distinct cluster, whereas the remaining 22 commodities were clustered together with comparatively weaker interference characteristics. In the analysis of 22 commodities, when fruiting vegetables (cucurbits) such as watermelon, Korean zucchini, and cucumber were used as alternative matrices, more than 90% of all analytes exhibited soft-level matrix effects (≤ ±20%), while strong matrix effects (> ±50%) were observed in less than 1%. Furthermore, the short Euclidean distances of the 22 commodities from the PCA cluster centroid indicate a high potential for their use as representative matrices. This study provides a scientific basis for reducing the burden of calibration curve preparation, while enhancing analytical reliability and efficiency in pesticide residue analysis.
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      서 론
      농약은 농작물 재배 시 병해충 방제와 수확량 증대에 필수적이지만 환경에 잔류하여 토양 및 수질 오염을 유발하며 농산물에 잔류할 경우 인체 건강에 위해를 끼칠 수 있다 (Fenner et al., 2013; Pimentel and Levitan, 1986). 이러한 문제에 대응하고 소비자 안전을 확보하고자 국내에서는 식품의 농약 잔류허용기준(Maximum Residue Limits, MRLs) 및 잔류허용기준 목록제도(Positive List System, PLS)를 통해 농산물 안전관리를 강화하고 있다(MFDS, 2024).

      다성분 잔류농약 정량분석에는 QuEChERS (Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged, and Safe) 전처리법과 LC-MS/MS·GC-MS/MS 를 활용한 분석법이 널리 사용되고 있다(Bae et al., 2023; Mohammed et al., 2020). 그러나 QuEChERS 전처리 후 추출물에는 다양한 비의도적 간섭물질(co-extractives)이 포함될 수 있으며, 이는 질량분석기의 Electrospray Ionization (ESI) 과정에서 분석물질의 이온화 효율에 영향을 주어 매질효과(matrix effect, ME)를 유발한다(Cappiello et al., 2008; Niessen et al., 2006; Raposo and Barcelo, 2021). 매질효과는 신호 억제(suppression) 또는 증강(enhancement) 형태로 나타나 검량곡선의 기울기를 왜곡시키고, 최종 분석 결과의 정확도와 정밀도를 저하시킨다(Raposo and Barcelo, 2021; Stahnke et al., 2012).

      이러한 매질효과를 보정하기 위한 대표적인 방법으로는 매질 보정법(matrix-matched method), 표준물질 첨가법(standard addition method), 동위원소 표지 내부표준물질법(stable isotope-labeled internal standard, SIL-IS), 희석법 등이 있다(Cappiello et al., 2008; Ellison and Thompson, 2008; Raposo and Barcelo, 2021; Stahnke et al., 2012; Veiga-del-Baño et al., 2024). 그러나 매질 보정법은 모든 농산물에 대해 무처리 바탕매질(blank matrix)을 확보하기 어렵고, 표준물질 첨가법은 농약 성분별로 상이한 희석 배율에 따라 각각의 검량선을 작성해야 하므로 실용성이 떨어진다. SIL-IS 방식은 고가의 동위원소 표지 물질 사용 및 대상물질별 동위원소 확보에 한계가 있다(Cappiello et al., 2008; Banno et al., 2024).

      국내에서는 매질효과에 대한 체계적인 분류기준이 부족하고, 대표 매질 선정에 관한 연구 또한 미비한 실정이다. 공영도매시장 현장검사소 등 잔류농약 분석기관에서는 여전히 시료별로 개별 검량선을작성하거나, 임의로 대체 매질(alternative matrix)을 선정하여 사용하는 경우가 많아, 분석 결과의 재현성 및 정확도를 저하시킬 수 있다. 쌀, 사과 등 일부 품목을 중심으로 유사 매질 그룹 내 대표 매질 적용 가능성에 대한 연구가 수행된 바 있으나(Kwon et al., 2012), 다양한 농산물과 다성분의 농약을 포괄할 수 있는 체계적인 연구는 여전히 부족하다.

      따라서 본 연구는 국내 농산물의 매질효과를 체계적으로 평가하고, 농약 분석기관에서 활용할 수 있는 범용 대체 매질을 과학적 근거에 기반하여 선정하고자 하였다. 이를 위해, 식품공전 7.1.2.2 다성분 시험법(제2법)에 따라 LC-MS/MS를 이용한 다소비 농산물 28품목 중 농약 226종(251성분)의 매질효과(%)를 산출하여 soft (≤ ± 20%), medium (± 20 – 50%), strong (> ± 50%)으로 분류하였다. 또한, 매질 보정법(matrix matched method)을 적용하여 각 농산물을 대체 매질로 활용했을 때의 농약별 매질효과 변화를 평가하고, 주성분 분석(Principal Component Analysis, PCA) 및 계층적 군집 분석(Hierarchical Cluster Analysis, HCA)과 같은 다변량 통계 분석을 통해 농산물 간 매질 유사성을 통계적으로 구조화하였다. 이러한 분석 결과를 바탕으로, 다양한 농산물 분석 시 적용 가능한 대표 대체 매질을 객관적이고 과학적인 기준에 따라 선정함으로써, 품목별 검량선 작성에 따른 분석자의 부담을 줄이고, 검사결과의 신뢰성과 분석 효율성을 동시에 향상시키는 데 기여하고자 한다.

    

    

  
    
      재료 및 방법
      
        농산물 시료 선정
        본 연구에서는 국민건강영양조사의 식품 섭취 빈도 자료(한국보건산업진흥원 국민영양통계(KHIDI), 2023)를 바탕으로 국내에서 소비량이 높은 농산물 28개 품목을 분석 대상으로 선정하였다. 식품의약품안전처의 식품군 분류 기준에 따라 곡류, 서류, 과일류, 채소류, 버섯류의 5개 대분류로 구분하였으며 각 식품군 내에서 대표성과 검사의뢰 빈도가 높은 품목을 우선적으로 선정하였다. 최종 선정된 품목은 곡류 1종, 서류 2종, 과일류 6종, 채소류 18종, 버섯류 1종으로 구성되었으며, 각 품목에는 고유 식별코드를 부여하여 분석에 활용하였다(Table 1).

        
          Table 1. 
				
          

          
            Classification and identification codes of 28 agricultural commodities selected for matrix effect evaluation
          
          

        

        
          
            
              	Main category
              	Subcategory
              	Commodity
              	Code
              	Daily intake
(g/day)
            

          
          
            	Cereal Grains
            	-
            	Rice
            	R
            	117.3
          

          
            	Potatoes
            	-
            	Potato
Sweet potato
            	PP
PS
            	21.3
16.1
          

          
            	Fruits
            	Pome fruits
            	Apple
Persimmon
            	FA
FP
            	42.1
6.7
          

          
            	Citrus fruits
            	Mandarin
            	FM
            	12.3
          

          
            	Tropical fruits
            	Banana
            	FB
            	8.7
          

          
            	Stone fruits
            	Peach
            	FPE
            	6.6
          

          
            	Berry fruits
            	Grape
            	FG
            	7.1
          

          
            	Vegetables
            	Flowerhead brassicas
            	Kimchi cabbage
Cabbage
            	FK
FC
            	7.0
10.1
          

          
            	Leafy vegetables
            	Spinach
Lettuce
Perilla leaves
Iceberg lettuce
            	LS
LL
LP
LI
            	5.3
6.8
2.2
2.4
          

          
            	Stalk and stem vegetables
            	Green onion
Chives
Bracken
            	SG
SC
SB
            	10.1
2.4
2.1
          

          
            	Root vegetables
            	Onion
Radish
Garlic
            	RO
RR
RG
            	29.9
19.2
4.3
          

          
            	Fruiting vegetables (Cucurbits)
            	Cucumber
Watermelon
Korean zucchini
            	C
W
Z
            	15.4
13.2
7.2
          

          
            	Fruiting vegetables other than Cucurbits
            	Tomato
Pepper
Egg plant
            	T
P
E
            	14.1
3.9
2.7
          

          
            	Mushrooms
            	King oyster mushroom
            	M
            	1.9
          

        

        

        시료의 사전 잔류농약 오염 가능성을 최소화하기 위하여, 유기농 및 무농약 인증을 받은 친환경 농산물을 구입한 후, 식품공전 7.1.2.2 잔류농약 시험법에 따라 사전 검사를 실시하였다. 그 결과, 모든 대상 농약 226종(251성분)이 검출되지 않은 시료에 한하여 실험에 사용하였다.

      

      
        시약 및 표준품
        전처리 및 분석에 사용된 시약은 HPLC 등급의 acetonitrile(J.T.Baker, Phillipsburg, NJ, USA), methanol (Merck, Darmstadt, Germany), water (Merck, Darmstadt, Germany)를 사용하였다. 이동상 조제에는 formic acid (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA USA)와 ammonium acetate (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA)를 사용하였다. QuEChERS 전처리에는 CHROMAtific (Heidenrod, Germany)사의 extraction kit(sodium citrate 1 g, disodium hydrogencitrate sesquihydrate 0.5 g, magnesium sulfate 4 g 및 sodium chloride 1 g)와 d-SPE kit(900 mg MgSO4, 150 mg PSA)를 사용하였다. 시료의 균질화 및 추출에는 진탕기(SPEX SamplePrep, Metuchen, NJ, USA)와 원심분리기(LaboGene, Allerød, Denmark)를 이용하였다.

        분석 대상은 식품공전 7.1.2.2 다성분 시험법에 따라 선정된 농약 226종을 대상으로 하였다(Table 2). 이 중 이성질체나 대사체는 실제 분석에서 개별 피크로 분리되어 각각의 검량선이 작성되므로, 최종적으로는 총 251개 성분을 대상으로 분석을 수행하였다. 농약 표준품은 AccuStandard (New haven, CT, USA)와 Chiron (Trondheim, Norway)에서 구입하였다. 액상 표준품은 원액 농도 100 mg/L로 사용하였으며, 분말 형태의 표준품(neat)은 carbendazim (순도 97.8%)과 thiophanate-methyl (순도 98.1%)을 사용하였다. 이 표준품들은 acetonitrile에 녹여 5 mg/L 농도의 stock solution으로 제조한 후, 필요시 단계적으로 희석하였다.

        
          Table 2. 
				
          

          
            List of 226 pesticides (251 analytes) used in matrix effect evaluation
          
          

        

        
          
            	Acephate
            	Acetamiprid
            	Aldicarb
            	Allethrin
            	Ametoctradin
          

          
            	Amisulbrom
            	Azamethiphos
            	Azinphos-methyl
            	Azoxystrobin
            	Benalaxyl
          

          
            	Bendiocarb
            	Bensulide
            	Benthiavalicarb-isopropyl
            	Benzobicyclon
            	Benzoximate
          

          
            	Benzyladenine
            	Bistrifluron
            	Bixafen
            	Bromacil
            	Butocarboxim
          

          
            	Cafenstrole
            	Carbaryl : NAC
            	Carbendazim
            	Carbetamide
            	Carpropamide
          

          
            	Chlorantraniliprole
            	Chlorfenvinphos
            	Chlorfluazuron
            	Chloridazon
            	Chlorobenzuron
          

          
            	Chlorotoluron
            	Chloroxuron
            	Chromafenozide
            	Clofentezine
            	Clomeprop
          

          
            	Clothianidin
            	Crotoxyphos
            	Crufomate
            	Cyanazine
            	Cyantraniliprole
          

          
            	Cyazofamid
            	Cyclaniliprole
            	Cycloate
            	Cycloprothrin
            	Cyenopyrafen
          

          
            	Cyflumetofen
            	Cymoxanil
            	Cyproconazole
            	Daimuron, Dymron
            	Demeton-S-methyl
          

          
            	Demeton-S-methyl sulfon
            	Dichlorvos
            	Diclosulam
            	Diflubenzuron
            	Dimethoate
          

          
            	Dinotefuran
            	Disulfoton (Demeton-S)
            	Diuron
            	Dodine
            	Emamectin benzoate
          

          
            	Esprocarb
            	Ethaboxam
            	Ethiofencarb
            	Etofenprox
            	Etrimfos
          

          
            	Famoxadone
            	Fenamiphos
            	Fenazaquin
            	Fenhexamid
            	Fenoxaprop-ethyl
          

          
            	Fenoxycarb
            	Fenpyroximate
            	Fensulfothion
            	Fentrazamide
            	Ferimzone
          

          
            	Flonicamid
            	Fluazinam
            	Flubendiamide
            	Fludioxonil
            	Flufenacet
          

          
            	Flufenoxuron
            	Fluometuron
            	Fluopicolide
            	Flupoxam
            	Flupyradifurone
          

          
            	Fluridone
            	Flusulfamide
            	Fluthiacet-methyl
            	Flutolanil
            	Flutriafol
          

          
            	Fluxametamide
            	Fomesafen
            	Forchlorfenuron
            	Fosthiazate
            	Hexaconazole
          

          
            	Hexaflumuron
            	Hexazinone
            	Imazalil
            	Imibenconazole
            	Imicyafos
          

          
            	Imidacloprid
            	Inabenfide
            	Ipfencarbazone
            	Iprovalicarb
            	Isoproturon
          

          
            	Isoxaben
            	Isoxathion
            	Lenacil
            	Linuron
            	Lufenuron
          

          
            	Malaoxon
            	Malathion
            	Mandestrobin
            	Mandipropamid
            	Mecarbam
          

          
            	Mefenacet
            	Mefentrifluconazole
            	Mephosfolan
            	Metaflumizone
            	Metamifop
          

          
            	Metamitron
            	Metconazole
            	Methabenzthiazuron
            	Methamidophos
            	Methiocarb
          

          
            	Methomyl
            	Methoxyfenozide
            	Metobromuron
            	Metolcarb
            	Metominostrobin
          

          
            	Metrafenone
            	Mevinphos
            	Monocrotophos
            	Napropamide
            	Neburon
          

          
            	Nitenpyram
            	Norea, Noruron
            	Norflurazon
            	Ofurace
            	Omethoate
          

          
            	Orysastrobin
            	Oryzalin
            	Oxadiargyl
            	Oxamyl
            	Oxathiapiprolin
          

          
            	Oxaziclomefone
            	Oxycarboxin
            	Oxydemeton-methyl
            	Pebulate
            	Pencycuron
          

          
            	Penoxsulam
            	Phenmedipham
            	Phenothrin
            	Phorate
            	Phosfolan
          

          
            	Phoxim
            	Picarbutrazox
            	Picolinafen
            	Piperophos
            	Probenazole
          

          
            	Promecarb
            	Propamocarb
            	Propoxur
            	Proquinazid
            	Prosulfocarb
          

          
            	Pydiflumetofen
            	Pyflubumide
            	Pyraclonil
            	Pyraclostrobin
            	Pyraziflumid
          

          
            	Pyrazolate(pyrazolynate)
            	Pyrazoxyfen
            	Pyribencarb
            	Pyribenzoxim
            	Pyributicarb
          

          
            	Pyridaben
            	Pyridaphenthion
            	Pyrifluquinazon
            	Pyrimidifen
            	Pyrimisulfan
          

          
            	Pyriofenone
            	Pyroquilon
            	Quinoclamine
            	Saflufenacil
            	Secbumeton
          

          
            	Sedaxane
            	Sethoxydim
            	Simazine
            	Spinetoram
            	Spinosad
          

          
            	Spirodiclofen
            	Sulfentrazone
            	Sulfoxaflor
            	Sulprofos
            	Tebufenozide
          

          
            	Tebufloquin
            	Tebuthiuron
            	Teflubenzuron
            	Tepraloxydim
            	Terbufos
          

          
            	Terbuthylazine
            	Tetraniliprole
            	Thenylchlor
            	Thiabendazole
            	Thiacloprid
          

          
            	Thiamethoxam
            	Thiazopyr
            	Thidiazuron
            	Thiobencarb
            	Thiodicarb
          

          
            	Thiophanate-methyl
            	Tiadinil
            	Tolfenpyrad
            	Triafamone
            	Triazamate
          

          
            	Tribufos
            	Trichlorfon
            	Tricyclazole
            	Triflumuron
            	Trimethacarb
          

          
            	Triticonazole
            	Uniconazole
            	Valifenalate
            	Vamidothion
            	Vernolate
          

          
            	XMC
            	
            	
            	
            	
          

        

        

        검량선 조제를 위해 무처리 시료 추출물과 표준품을 9:1 (v/v) 비율로 혼합하여 최종 농도 6.25, 12.5, 25, 100 µg/L의 matrix-matched calibration standard를 조제하였다. 검량선 범위는 실제 분석에서 검출 가능한 농도 범위를 충분히 반영하도록 설정하였으며 모든 농약 성분에서 결정계수(R2≥0.98)의 직선성이 확보되어 4개 농도 수준의 검량선으로도 정량 분석에 충분한 타당성을 확보하였다.

      

      
        실험방법
        
          시료의 전처리 및 기기분석
          시료 전처리는 식품의약품안전처 식품공전 7.1.2.2 다성분 시험법 제2법(QuEChERS EN 15662법)에 따라 수행하였다 (MFDS, 2024). 시료 10 g을 50 mL polypropylene tube에 담고, acetonitrile 10 mL를 첨가하여 1분간 진탕하였다. 곡류 및 건조 농산물의 경우는 5 g에 정제수 5 mL를 가하여 30분간 안정화시킨 후 동일한 방법으로 전처리하였다. 이후 QuEChERS extraction kit (sodium citrate 1 g, disodium hydrogencitrate sesquihydrate 0.5 g, magnesium sulfate 4 g 및 sodium chloride 1 g)를 첨가하여 다시 진탕한 후, 4oC, 4000 g에서 10분간 원심분리하였다. 상층액 6 mL를 취하여 d-SPE kit (900 mg MgSO4, 150 mg PSA)에 넣고 30초간 진탕하고, 동일한 조건에서 다시 원심분리하였다. 층분리된 상층액은 0.2 μm PTFE membrane filter로 여과하여 시험용액으로 사용하였다. LC-MS/MS 분석은 OSAKA SODA NASCA2 시스템(Osaka soda, Osaka, Japan)을 기반으로 한 AB Sciex 5500 triple quadrupole 질량분석기(AB Sciex, Framingham, MA, USA)를 이용하여 수행하였고, 기기 분석조건은 Table 3과 같다.

          
            Table 3. 
				
            

            
              Instrumental conditions of LC-MS/MS for the pesticides analysis
            
            

          

          
            
              	HPLC
            

            
              	Column
              	OSAKA SODA C18 (2.1 mm × 150 mm, 2.7 μm)
            

            
              	Column temperature
              	40℃
            

            
              	Flow rate
              	0.2 mL/min
            

            
              	Injection volume
              	2.0 μL
            

            
              	Mobile phase
              	A: 5 mM ammonium acetate and 0.1 % formic acid in water
B: 5 mM ammonium acetate and 0.1 % formic acid in methanol
            

            
              	Gradient program
              	Time(min)
              	A(%)
              	B(%)
            

            
              	0
              	95
              	5
            

            
              	1.0
              	95
              	5
            

            
              	3.0
              	40
              	60
            

            
              	13.0
              	0
              	100
            

            
              	18.0
              	0
              	100
            

            
              	18.1
              	95
              	5
            

            
              	25.0
              	95
              	5
            

            
              	MS/MS
            

            
              	Ionization
              	Electrospray ionization (positive, negative)
            

            
              	Temperature
              	500℃
            

            
              	Ion spray voltage
              	4500 V
            

            
              	Curtain gas
              	35 L/min
            

            
              	Ion source gas 1,2
              	50 L/min
            

            
              	MRM Detection
              	Timed MRM (multiple reaction monitoring) mode
            

          

          

        

        
          유효성 검증
          분석방법에 대한 유효성 검증은 「식품 등 시험법 마련 표준절차에 관한 가이드라인」에 따라 실시하였다(NIFDS, 2016). 검증 항목은 직선성(linearity), 검출한계(limit of detection, LOD), 정량한계(limit of quantitation, LOQ), 정확도(accuracy), 정밀도(precision)로 선정하였다. 직선성 평가를 위해 무처리 시료 추출물을 기반으로 matrix-matched 방식의 검량선을 작성하였다. 검량선은 5단계 농도(6.25, 12.5, 25, 50, 100 μg/L)에 대해 3회 반복 측정 후, 결정계수(R2)를 산출하였다.

          정확도 및 정밀도 평가는 대표 농산물 3종[고구마(PS), 포도(FG), 고추(P)]을 선정하여 진행하였다. 분석 대상 농약 226종(251성분)을 0.01 및 0.05 mg/kg 농도로 첨가한 후 5회 반복 분석하여 회수율(%), 상대표준편차(RSD, %)를 산출하였다. 정확도는 첨가 회수율(recovery)을 기반으로 평가하였다. 검출한계(LOD) 및 정량한계(LOQ)는「화학적 시험방법의 유효성 확인을 위한 지침」에 따라 0.02 mg/kg 수준에서 7회 반복 측정한 후, 해당 데이터의 표준편차(SD)를 이용하여 식 (1)과 같이 산출하였다(KOLAS, 2024).
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          매질효과(matrix effect) 산출 및 범위
          농약 226종(251성분)에 대한 매질효과(ME, %)는 EU 가이드라인(SANTE/2020/12830 Rev.2)에 따라 식 (2)에 의해 산출하였으며, 순수 용매(acetonitrile) 검량선을 기준으로 평가하였다. 추가적으로 대체 매질 평가는 기준 매질(reference matrix)의 검량선 기울기를 분모로, 평가 대상 매질(sample matrix)의 검량선 기울기를 분자로 적용하였다. 이를 통해, 각 시료 매질이 기준 매질 대비 나타내는 이온화 억제 또는 증강 효과를 정량적으로 평가할 수 있었다.
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          산출된 매질효과(%)는 EU 가이드라인(SANTE/2020/12830 Rev.2)에 따라 ±20% 이내를 매질 보정 없이도 정량 신뢰성이 확보되는 수준으로 판단하였다. 본 연구에서는 선행연구(Rutkowska et al., 2019’ Choi, 2023)를 참고하여 이 구간을 ‘soft effect (≤ ±20%)’로 정의하였다. 또한, ±20 – 50%를 ‘medium effect’, ±50% 초과는 ‘strong effect’로 세분화하였다.

        

        
          통계처리
          농약 226종(251성분)에 대한 매질효과(ME, %) 데이터를 기반으로, 28개 농산물 간의 매질효과 양상을 파악하고 유사성에 따라 군집화하기 위해 주성분 분석(Principal Component Analysis, PCA) 및 계층적 군집 분석(Hierarchical Cluster Analysis, HCA)을 수행하였다. PCA는 방대한 데이터의 차원 축소 및 주요 변동성 파악에, HCA는 매질효과 간 유사성을 기반으로 농산물을 군집화하는 데 활용되었다. 통계분석에는 OriginPro 2025b (OriginLab Corporation, Northampton, MA, USA)를 사용하였다.

        

      

    

    

  
    
      결과 및 고찰
      
        시험방법의 유효성 검증
        LC-MS/MS 다성분 잔류농약 분석법 유효성을 검증하기 위해, 식품의약품안전평가원 가이드라인에 따라 직선성(linearity), 검출한계(limit of detection, LOD), 정량한계(limit of quantitation, LOQ), 정확도(accuracy), 정밀도(precision)를 평가하였다(Table 4). 검량선은 무처리 농산물 추출물을 이용한 matrix-matched 방식으로 작성하였으며, 분석 대상인 226종(251성분) 모든 농약에서 결정계수(R2)가 0.98 이상으로 우수한 직선성을 나타냈다. LOD 및 LOQ는 각각 0.13 – 3.28 μg/kg, 0.41 – 9.94 μg/kg 범위로, 식품공전의 잔류허용 기준 0.01 mg/kg(10 μg/kg)을 충족하는 수준이었다. 정확도 및 정밀도 평가는 대표 농산물 3종(고구마, 포도, 고추)을 대상으로 실시하였으며, 전체 농약 회수율은 64.5 – 118.3% 범위였고, 모든 항목에서 상대 표준편차(RSD)는 15% 이하로 나타나, 본 시험법은 가이드라인 기준에 모두 적합함을 확인하였다(NIFDS, 2016; KOLAS, 2024).

        
          Table 4. 
				
          

          
            Validation results expressed as ranges of linearity (R2), LOD, LOQ, recovery (%), and repeatability (RSD, %) for 226 pesticides (251 analytes) analyzed by LC-MS/MS
          
          

        

        
          
            
              	Matrix Type
              	LOD
              	LOQ
              	R2
              	Recovery range(%), n=5
              	Repeatability RSD range (%), n=5
            

            
              	μg/kg
              	0.01 mg/kg
              	0.50 mg/kg
              	0.01 mg/kg
              	0.50 mg/kg
            

          
          
            	PS
            	0.19−2.98
            	0.59−9.03
            	0.9874−1.0000
            	72.5−117.8
            	75.4−116.4
            	0.3−10.3
            	0.3−8.4
          

          
            	FG
            	0.59−3.28
            	1.79−9.94
            	0.9876−1.0000
            	64.5−113.8
            	71.4−116.8
            	0.6−14.4
            	0.1−12.8
          

          
            	P
            	0.13−2.99
            	0.41−9.52
            	0.9909−1.0000
            	73.3−116.6
            	70.3−118.3
            	0.7−13.7
            	0.5−6.1
          

        

        

      

      
        농산물별 매질효과 정량 분석
        다소비 농산물 28개 품목에 대해 농약 226종(251성분)의 검량선 기울기를 아세토니트릴(Acetonitrile, ACN) 용매 검량선 기울기와 비교하여 매질효과를 산출하였으며, 이를 3회 반복하여 평가하였다(Fig. 1). 그 결과, 이온 억제(ion suppression)는 전체 데이터의 76.8%, 이온 증강(ion enhancement)은 23.2%를 차지하였으며, 이는 LC-MS/MS의 전자분무이온화(Electrospray Ionization, ESI) 과정에서 이온 억제가 일반적으로 우세하다는 기존 연구 결과와 일치하였다(Mohammed et al., 2020). 한편, 일부 인과류 품목에서는 예외적인 경향이 관찰되었다. 특히 감(FP)의 경우, 전체 농약 성분 중 92.4%(232 성분)에서 이온 증강 현상이 나타났으며 사과(FA)에서도 유사한 경향이 확인되었다. 이는 매질 내 특정 성분이 이온화 보조제로 작용하여 이온화 효율을 증가시킨 것으로 추정된다. 일반적으로 매질 내 유기산 및 당류 등은 전하 전달을 촉진하여 이온화 증강을 유발하는 반면 색소, 페놀성 화합물 및 지방산 등은 이온 소스 내에서 분석 성분과의 경쟁으로 인해 이온화 억제를 일으키는 것으로 보고되어 있다(Steiner et al., 2020). 이러한 기전은 LC-MS/MS 분석에서 매질효과의 주요 원인으로 작용하며, 감(FP)에 함유된 당류 성분이 이온화 보조제 역할을 하여 농약 대부분 성분에 이온 증강 현상이 나타난 것으로 해석된다. 그러나 감(FP)에서 관찰된 이온 증강은 대부분의 성분이 ±20% 이내의 soft 매질효과 범위에 해당하였으며, 이는 정량 분석의 신뢰도에는 큰 영향을 미치지 않는 수준이었다. 이러한 결과는 매질 내 이온화 증강 및 억제 효과가 서로 균형을 이루어 전체 매질효과가 허용 가능한 수준으로 유지했기 때문으로 해석된다. Fig. 1은 품목별 매질효과 분포를 히트맵(heat map)으로 시각화하여 전반적인 양상을 보여주며, Fig. 2에서는 매질효과 정도(%)를 soft (≤ ±20%), medium (±20 – 50%), strong (> ±50%) 기준으로 분류하여 비교하였다. 감(FP)와 쌀(R)은 soft 매질효과 비율이 각각 99.2%, 98.8%로, 용매 대비 매우 낮은 매질 간섭 수준을 보였으며, 사과(FA), 감자(PP), 양상추(LI), 백오이(C) 역시 soft 범위가 90% 이상으로 나타나 전반적으로 매질 간섭이 낮은 품목군으로 분류되었다. 반면, 마늘(RG)과 양파(RO)의 경우, medium 및 strong 범위에 해당하는 비율이 각각 92.0%, 84.4%로 나타났으며, 매질 보정을 하지 않을 경우 분석 결과에 큰 오차가 발생할 수 있는 수준이었다. 이와 유사하게, 부추(SC), 대파(SG), 깻잎(LP), 귤(FM)에서도 medium 및 strong 수준의 매질 간섭이 높았다. 특히 Allium 속 작물(마늘, 양파, 부추, 대파)은 절단이나 분쇄와 같은 물리적 처리 과정에서 allyl sulfide 계열의 유기 황화합물을 생성함으로써, LC-MS/MS 분석 시 강한 매질효과를 유발한다고 보고되었다(Raposo and Barcelo, 2021). 깻잎은 방향족 및 정유 성분 등 다양한 매질 성분을 포함하고 있어 이온화 간섭 가능성이 높은 복합 매질로 분류되며(Na et al., 2012), medium 및 strong 수준의 매질 간섭 비율이 68.6%로 나타났다(Fig. 2). 감귤(FM)의 경우, naringin, nomilin, limonin 등 flavonoid 및 triterpenoid 계열 천연 성분이 함께 용출되어 농약의 이온화를 억제한 것으로 판단된다(Besil et al., 2017).

        
          
          

          Fig. 1. 
				
          

          
            Heat map of matrix effect in 28 agricultural commodities.
          
          

          

        

        
          
          

          Fig. 2. 
				
          

          
            Intensity distribution of matrix effect in 28 agricultural commodities.
          
          

          

        

        농약 성분별 분석 결과, bistrifluron, fluazinam, flusulfamide는 모든 농산물 매질에서 일관된 이온 증강 특성을 나타냈다(Fig. 1). 이들 성분은 방향족 고리 내에 할로겐 치환기를 포함하고 있으며, 아민기(–NH2) 또는 아마이드기(–CONH2)와 같은 질소(N) 기반 극성 작용기를 함께 가지는 구조적 특성을 가진다. 이러한 구조는 전기음성 치환기에 의한 분자 내 이온 안정화와 높은 양성자 친화도(proton affinity)를 유도하여 ESI(전자분무 이온화) 조건에서의 이온 생성 효율을 증가시키는 요인으로 작용한 것으로 해석된다(Kebarle and Verkerk, 2009; De Vijlder et al., 2018). 그러나 flubendiamide는 유사한 구조적 특징을 지녔음에도 불구하고 이온 증강이 아닌 이온 억제 현상이 우세하게 관찰되었다. 이는 농약 성분의 물리·화학적 특성만으로 매질효과의 복합성을 완벽히 설명하기 어렵다는 점을 시사한다. 한편, dodine은 귤(FM) 매질에서만, propamocarb는 고추(P) 매질에서만 이온 억제 현상을 보였으며, 그 외 매질에서는 모두 이온 증강을 나타냈다. 이는 농약 성분 외에도 농산물 매질 내 당류, 유기산, 지방산 등 다양한 성분이 이온화 경쟁, 이온 분무 안정성 저하 등 다양한 방식으로 매질 효과에 영향을 미친다는 점을 보여준다(Cortese et al., 2020; Kebarle and Verkerk, 2009). 종합적으로, 농약분석에서 발생하는 다양한 매질효과는 농약 성분의 물리·화학적 특성과 함께 분석 대상 농산물 매질의 복합적인 특성이라는 두 가지 주요 요인에 의해 영향을 받는 것으로 판단된다. 이러한 결과는 농약 성분 자체의 특성보다 농산물별 매질 특성이 매질효과에 더 큰 영향을 미친다는 기존의 연구와 일치한다(Choi, 2023).

      

      
        다변량 통계 분석을 활용한 매질 효과 유사성 평가
        LC-MS/MS 기반 다성분 잔류농약 분석에서 발생하는 매질효과를 저감하기 위한 방안으로 다소비 농산물 28품목을 대상으로 대체 매질(alternative matrix) 활용 가능성을 평가하였다. 각 농산물의 무처리 추출물을 기준 매질(reference matrix)로 설정하고, 이를 바탕으로 나머지 27개 품목 시료에서 226종(251성분) 농약의 매질효과를 기울기 비율에 기반해 3회 반복 평가하였다. 그 결과, 총 189,756건의 데이터(251 농약 성분 × 27개 비교 품목 × 28개 기준 매질)가 생성되었으며 이를 바탕으로 각 대체 매질 적용 시 soft, medium, strong 범위에 해당하는 농약 성분 수를 비교하여 매질효과 개선 여부를 검토하였다.

        또한, 복합적인 매질효과 양상을 구조적으로 파악하고자 다변량 통계 분석기법인 PCA와 HCA를 수행하였다. 이러한 다변량 통계 분석기법은 대사체학(metabolomics) 분야에서 활용되어 왔으며(Worley and Powers, 2013), 최근 매질 효과 분석에서도 그 활용성이 입증되고 있다(Łozowicka et al., 2017; Yan et al., 2013; Zhang et al., 2023). 본 연구는 이러한 통계적 접근 방식을 통해 농산물 매질의 복합적인 특성을 분류하고, 범용 대체 매질 선정에 있어 과학적 근거를 제시하는 것을 목적으로 하였다.

        
          PCA를 활용한 품목 간 매질효과 특성 분석
          각 농산물을 대체 매질로 적용하였을 때 농산물 간 매질 효과의 주요 변동성을 파악하기 위하여 매질효과 데이터를 기반으로 PCA를 수행하였다(Fig. 3A). 분석 결과, 제1 주성분(PC1)은 전체 변동성의 67.38%, 제2 주성분(PC2)은 8.84%를 설명하였으며 두 축을 통해 전체 데이터 변동성의 약 76.22%를 설명할 수 있었다. 특히 PC1(67.38%)을 기준으로, 마늘(RG), 양파(RO), 깻잎(LP), 부추(SC), 대파(SG), 귤(FM)은 독립적인 클러스터(cluster)를 형성하였으며, 그 외 수박(W), 애호박(Z), 양상추(LI) 등 22개 농산물과 명확히 구분되는 독립적인 패턴을 나타냈다. 이는 해당 그룹의 6개 품목이 다른 22개 농산물과 비교해 뚜렷하게 다른 매질효과 특성을 지니고 있음을 의미한다.

          
            
            

            Fig. 3. 
				
            

            
              Multivariate classification of matrix effect patterns in 28 agricultural commodities: PCA (A) and HCA (B).
            
            

            

          

        

        
          HCA 기반 군집 분류 및 대체 매질 활용 가능성 평가
          PCA를 통해 농산물 간 매질효과의 주요 변동성을 파악하고, 그 결과를 바탕으로 주성분 점수(PC1, PC2 score)를 이용해 계층적 군집 분석(HCA)을 수행하였다(Fig. 3B). 분석에는 유클리드 거리(Euclidean distance)와 Ward’s linkage 방법이 적용되었다. 그 결과, 28개 품목은 두 개의 주요 군집으로 분류되었다. HCA에서 도출된 군집 구조는 Fig. 3A의 PCA 결과와 일치했으며, 매질 간섭 특성이 유사한 품목 간 구조적 유사성을 확인할 수 있었다. 제I군집에는 마늘(RG), 양파(RO), 깻잎(LP), 부추(SC), 대파(SG), 귤(FM)이 포함되었으며, 이들은 용매(acetonitrile) 대비 매질 간섭이 크게 나타났던 품목들이었다. PCA 결과에서도 독립적인 주성분 축에 위치하여, 제II군집과는 명확히 구분되었다. 제I군집과 제II군집의 중심 간 거리는 138.9로 두 군집이 명확하게 분리되었음을 확인하였다(Table 5). 반면, 제II군집 내 품목들은 중심과의 거리가 10.4~90.8 범위로 나타났으며(Table 6) 이는 군집 내 응집성이 높고 군집 간 분리가 명확했음을 의미한다.

          
            Table 5. 
				
            

            
              Euclidean distance between centroid of Cluster I and II
            
            

          

          
            
              
                	
                	Cluster Ⅰ
                	Cluster Ⅱ
              

            
            
              	Cluster Ⅰ
              	0
              	138.9
            

            
              	Cluster Ⅱ
              	138.9
              	0
            

          

          

          
            Table 6. 
				
            

            
              Euclidean distance from each commodity to the centroid of Cluster II
            
            

          

          
            
              
                	Commodity Code
                	R
                	PP
                	PS
                	FA
                	FP
                	FB
                	FPE
                	FG
                	FK
                	FC
                	LS
                	LL
                	LI
                	SB
                	RR
                	C
                	W
                	Z
                	T
                	P
                	E
                	M
              

            
            
              	Distance
              	60.9
              	40.8
              	58.2
              	58.5
              	90.8
              	36.1
              	20.8
              	36.6
              	29.1
              	25.7
              	57.3
              	27.8
              	26.2
              	48.0
              	47.0
              	15.7
              	10.4
              	11.9
              	20.1
              	47.3
              	20.7
              	81.2
            

          

          
            
              Note: The Euclidean distance represents how far each commodity is from the centroid of Cluster Ⅱ in the principal component space. Smaller distances indicate closer proximity to the cluster centroid, suggesting that the commodity is more representative of the cluster.
            

          

          

          제I군집 내 품목들은 매질 간섭의 원인이 서로 달라, 단일 대표 매질 설정에는 한계가 있었다. 예를 들어, 마늘, 양파 등 Allium 속 품목은 유기 황화합물에 의한 이온화 억제가 주된 원인이며, 깻잎은 방향족 및 정유성분들이, 귤은 플라보노이드계 성분에 의한 간섭이 주요 요인으로 추정되었다. 따라서 제I군집은 공통의 범용 매질 선정보다는 매질 보정법(matrix matched method) 또는 표준품 첨가법(standard addition method)과 같은 개별 보정법 적용이 타당한 것으로 판단된다. 반면, 제II군집은 나머지 22개 품목으로 구성되었으며 매질효과 패턴이 유사하고 군집 내 평균 유클리드 거리값이 작아, 범용 대체 매질 활용 가능성이 높은 것으로 확인되었다.

        

        
          최적의 대체 매질 평가
          제II군집 내 최적의 대체 매질 후보를 선별하기 위해 다음 두 가지 분석법을 수행하였다.

          첫째, 각 품목을 대체 매질로 사용했을 때 226종(251성분) 농약에 대한 매질효과 분포(soft, medium, strong)를 비교하였다. 그 결과, 251성분 농약 중 soft 매질효과(≤ ±20%)에 해당하는 성분의 비율이 수박(W)이 91.7%로 가장 높았으며, 애호박(Z) 91.0%, 백오이(C) 90.8% 순이었다(Fig. 4). 제II군집 내 22개 품목에 수박(W), 애호박(Z), 백오이(C)를 대체 매질로 적용한 경우, 전체 농약 성분의 90% 이상이 soft 매질효과 범위에 해당하였으며 이는 대부분의 농약 분석에서 충분한 신뢰성 확보가 가능함을 시사한다. 또한 수박(W), 애호박(Z), 백오이(C)의 medium 비율은 7~9% 였고, strong 범위는 약 0.5%에 불과하여 정량값에 유의한 영향을 미칠 수 있는 농약 성분의 비율이 상대적으로 낮아 대체 매질 적용 시 군집 전체에 대한 보정 효과가 크다고 판단되었다. 둘째, 제II군집 중심과 품목 간의 유클리드 평균 거리를 산출하여 군집의 대표성을 평가한 결과(Table 6), 수박(W) 10.4, 애호박(Z) 11.9, 백오이(C) 15.7 순으로 군집 중심에 가까워 이들 품목이 군집 내 농산물들의 매질효과 특성을 효과적으로 대표할 수 있음을 확인하였다.

          
            
            

            Fig. 4. 
				
            

            
              Bubble plot of matrix effect distribution among 22 substitute matrices in Cluster Ⅱ (Note: The X-axis represents the percentage of soft matrix effects (≤ ±20%), Y-axis shows medium matrix effects (±20 – 50%), and bubble size corresponds to strong effects (> ±50%). The strong effect percentage is also displayed numerically next to each matrix.)
            
            

            

          

          선행 연구에서도 오이의 대체 매질 적합성이 보고된 바 있으며(Vidal et al., 2005), 동일한 박과 과채류인 수박(W)과 애호박(Z) 역시 낮은 매질효과를 나타내어 범용 대체 매질로서의 가능성을 시사하였다. 이는 높은 수분 함량과 낮은 색소·섬유소·지방산 등의 함량으로 인해 공추출물(co-extractives)이 적게 발생하며, LC-MS/MS 분석 시 이온화 간섭이 낮은 것으로 추정된다(Kwon et al., 2018; Romero-González et al., 2006; Vidal et al., 2005).

          종합적으로, 본 연구에서는 모든 품목과 농약 성분의 매질효과를 100% 개선할 수 있는 완벽한 대체 매질은 없었다. 그러나 수박(W), 애호박(Z), 백오이(C)는 soft 매질효과 비율, 군집 대표성, 실용성을 모두 고려했을 때 제II군집 내에서 범용 대체 매질로 활용 가능한 최선의 후보로 판단되었다. 본 연구에서 언급한 실용성은 단순한 통계적 적합성을 넘어 실제 분석 현장에서 품목별 개별 검량선 작성 부담을 줄이고 분석 시간과 비용을 절감하면서도 다양한 품목 분석에서 충분한 신뢰성을 확보할 수 있음을 의미한다. 다만, medium 및 strong 수준의 매질효과를 보이는 일부 농약 성분은 개별 보정이 병행되어야 함을 전제로 한다.

        

      

    

    

  
    
      결 론
      본 연구는 LC-MS/MS 기반 다성분 잔류농약 분석법을 활용하여 국내에서 많이 소비되는 28개 농산물 품목에 대해 226종(251성분)의 농약별 매질효과를 시각적·정량적으로 평가하였다. 분석 결과 농산물 간 매질효과의 강도 및 방향성에서 뚜렷한 차이가 관찰되었으며, 대부분의 품목에서 이온 억제 현상이 우세하게 나타났다. 특히 Allium 속 농산물(마늘, 양파, 부추, 대파) 및 일부 엽채류는 강한 매질 간섭을 유발하는 것으로 나타났다.

      농약 성분별로 살펴보면 구조적으로 유사한 화합물 간에도 매질효과는 서로 다른 양상을 보였으며, 동일한 농약 성분도 매질 종류에 따라 상이한 효과를 나타냈다. 이는 매질효과가 농약 성분 자체의 특성보다는 농산물 매질의 복합적인 조성 및 화학적 특성에 의해 더 큰 영향을 받는다는 점을 시사한다.

      이러한 결과를 바탕으로, 본 연구는 매질효과 저감을 위한 방안으로 대체 매질의 활용 가능성을 탐색하였으며, PCA 및 HCA를 적용하여 28개 농산물을 구조적으로 분류하였다. 그 결과 박과 과채류 품목인 수박(W), 애호박(Z), 백오이(C)는 매질 간섭이 낮고 군집 내 대표성이 높아 범용 대체 매질로서의 잠재적 활용 가능성이 확인되었다. 다만, 모든 농산물과 농약 성분에 대한 매질효과를 100% 보정할 수 있는 완벽한 대체 매질은 존재하지 않는다. 그러나, 수박(W), 애호박(Z), 백오이(C)는 soft 매질효과 비율, 군집 대표성, 실용적 측면을 종합적으로 고려했을 때 현실적이고 최선의 대안으로 판단된다.

      향후 연구에서 수박(W), 애호박(Z), 백오이(C)를 대체 매질로 적용했을 때 정량 분석의 정확도 및 정밀도에 대한 실험적 검증이 병행된다면 본 연구에서 제안한 대체 매질 활용 전략은 다성분 잔류농약 분석의 효율성 제고, 분석자의 업무 부담 경감 및 분석 시간과 비용 절감에 실질적으로 기여할 수 있을 것으로 기대된다.
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