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            Abstract
          
        

        
          Allium 속 작물은 다량의 간섭물질로 인해 잔류농약 분석이 어려운 작물로 알려져 있다. 본 연구에서는 QuEChERS 전처리와 LC-MS/MS 및 GC-MS/MS를 활용하여 Allium 속 작물의 효율적인 잔류농약 분석 방법을 찾고자 하였다. 마늘과 양파를 대상으로 액화질소(LN2)를 이용하여 급속 냉동 후 분쇄, -20oC에서 서서히 냉동한 후 드라이아이스를 첨가하면서 분쇄, 상온에서 분쇄하는 방법을 비교하고자 152개 농약성분에 대한 매질효과를 측정하였다. 또한 추출용매 첨가 전 방치 시간, PSA 첨가량 및 추출액의 freezing-out에 따른 매질효과의 영향도 측정하였다. 그 결과, 마늘과 양파의 분쇄 및 추출 조건별 매질효과는 두 작물에서 모두 상온 > LN2 > 드라이아이스 순으로 높았다. 또한 정제 과정에서 PSA 정제 후 freezing-out, PSA 정제 없이 freezing-out 및 PSA 두 배량 첨가는 유럽 공인 QuEChERS법의 PSA 표준량 처리와 비교하여 매질효과 저감 효과가 유사하거나 낮았다. 따라서 -20oC에서 서서히 냉동한 후 드라이아이스를 첨가하면서 분쇄하고, 냉동 상태를 유지하며 칭량한 후 바로 추출용매를 첨가하는 방법이 마늘과 양파의 잔류농약 분석에서 매질효과를 효과적으로 줄일 수 있는 것으로 판단된다.

        

        
          
            초록
          
        

        
          Due to the presence of numerous interfering substances, Allium crops are known to be challenging matrices for pesticide residue analysis. In our study, we investigated an efficient method for pesticide residue analysis in Allium crops using QuEChERS sample preparation coupled with Liquid Chromatography-Tandem Mass Spectrometry (LC-MS/MS) and Gas Chromatography Tandem Mass Spectrometry (GC-MS/MS). We evaluated a total of 152 pesticide compounds in onion and garlic, and compared three different comminution procedures: rapid freezing with liquid nitrogen (LN2), followed by grinding; gradual freezing at -20°C, followed by grinding with the addition of dry ice; and grinding at room temperature. We also evaluated the effects of standing time before adding the extraction solvent, the amount of PSA, and freezing-out of the extracts on matrix effects. The results showed that the matrix effects under different comminution and extraction conditions in both onion and garlic were the highest in the following order: room temperature > LN2 > dry ice. We noted that PSA treatment followed by freezing-out, freezing-out without PSA treatment, and treatment with twice the standard amount of PSA demonstrated similar or lower reduced matrix-effects than that observed in the treatment with the standard amount of PSA specified in the European standard QuEChERS method (EN 15662). In conclusion, to reduce matrix effects in the pesticide residue analysis of onion and garlic, an effective approach is to gradually the sample freeze at -20°C, followed by grinding with the addition of dry ice; maintain the frozen state during weighing; and immediately add the extraction solvent.

        

      

      
        Keywords: 
Allium crop, dry ice, liquid nitrogen, matrix effect, pesticide residue analysis
키워드: Allium 속 작물, 드라이아이스, 매질효과, 액화질소, 잔류농약분석

      

    

    

  
    
      서    론
      농식품 중 잔류농약 분석은 다양한 시료에 존재하는 극미량의 성분을 분석해야 하므로 농약 성분 이외의 불순물을 제거해야 하는 복잡한 전처리 과정이 필요하며 숙련된 분석자와 최적의 실험실 환경하에서 재현성 있는 분석 결과 값을 얻을 수 있다(European Commission, 2026).

      잔류농약 분석에서 매질효과의 발생을 줄이기 위한 근본적인 방법은 정제과정에서 불순물을 최대한 제거하는 것이다. 그러나 시료 자체의 매트릭스가 매우 복잡한 농산물은 정제과정을 거쳐도 최종 추출액에 여전히 많은 불순물을 함유한다. 마늘, 양파 등의 Allium 속 작물은 그러한 대표적인 예이다. Allium 속 작물은 유기황을 포함하는 화합물인 alliin을 포함하고 있고 자르거나 분쇄 등의 과정에서 alliinase 효소의 작용에 의해 alliin이 allicin으로 바뀌는데 allicin은 안정한 화합물이 아니기 때문에 신속하게 다양한 allyl sulfides류의 화합물을 형성하면서 분해된다(Wang et al., 1998). 이러한 화합물들은 중간극성에서 비극성의 성질을 갖고 있어(Iitsuka et al., 2010), 비극성 농약과 유사하게 행동하기 때문에 정제 과정에서 이러한 화합물들을 잘 제거하는 것은 쉽지 않고 Allium 속 작물의 잔류농약 분석에서 매질효과를 매우 크게 만드는 요인으로 작용한다. 따라서 Allium 속 작물의 전처리 과정 중 alliinase를 불활성화시켜 sulfides류의 화합물의 생성을 억제시키는 방법이 필요하다. 이러한 전처리 과정의 개발을 통해 매질효과는 줄어들 수 있다.

      마늘, 부추, 파등의 Allium 속 작물은 자르거나 분쇄 등의 과정으로부터 생성되는 allyl sulfides류의 화합물 때문에(Wang et al., 1998), 분석이 매우 어려운 농산물로 꼽힌다. Allyl sulfides류의 생성에 관여하는 alliinase 효소의 활성은 온도 및 pH에 따라 달라진다(Kuettner et al., 2002; Tobkin and Mazelis 1979; Yoo and Pike 2001), 잔류농약 분석에서 alliinase 효소의 활성을 억제하기 위해 강산을 첨가해서 분석하거나 열을 가하는 방법(Zhang et al., 2008)은 농약의 분해를 초래할 가능성이 있어 모든 농약의 분석에 적용하기는 어렵다. Li et al.(2022)은 양파와 마늘을 전자렌지로 가열 후 매질효과는 줄었으나 procymidone의 잔류량도 감소하였다고 보고하였다. Alliinase의 활성은 온도를 낮춤으로써도 억제된다고 보고되었다(Schwimmer and Mazelis 1963; Urs et al., 1994). Choi et al. (2025)은 양파, 대파, 마늘의 상온 시료에 드라이아이스를 첨가하여 분쇄한 처리와 초저온(-70oC) 냉동 후 분쇄한 처리가 상온 시료를 그대로 분쇄한 처리보다 LC-MS/MS에서 농약의 매질효과를 저감시켰다고 보고한 바 있다. 한편 현재 다수 실험실에서 활용되는 QuEChERS법(Anastassiades et al., 2003a; Lehotay et al., 2007)은 10 g 정도의 시료를 진탕기로 추출하는 방법으로써, 대표성 있는 시료 확보와 추출 효율 증대를 위해 냉동 상태를 유지하며 분쇄하도록 하고 있다(European committee for standardization, 2018; Lehotay and Cook 2015).

      따라서 본 연구에서는 QuEChERS 전처리와 LC-MS/MS 및 GC-MS/MS 활용 잔류농약 분석에서 Allium 속 작물의 효율적인 분석 방법을 찾고자, 마늘과 양파를 대상으로 액화질소(LN2)로 급속 냉동하여 분쇄하는 방법과 -20oC에서 서서히 냉동하고 드라이아이스를 추가하며 분쇄하는 방법을 상온에서 분쇄하는 방법과 비교하였으며, 추출 용매 첨가 전 방치 시간, PSA 첨가량, freezing-out에 따른 매질효과의 영향을 측정하였다.

    

    

  
    
      재료 및 방법
      
        시약 및 기구
        시험에 사용된 152 농약 성분과 IS 1종은 Dr. Ehrenstorfer GmbH(Augsburg, 독일), Sigma Aldrich(Steinheim, 독일), Riedel-del Haen(Seelze, 독일), LGC Standards GmbH(Wesel, 독일)로부터 구입하여 사용하였다. Stock solution은 1 mg/mL의 농도 수준으로 acetonitrile로 제조하였고 pH에 민감한 농약은 0.4% acetic acid를 함유한 acetonitrile로 제조하였다. Working standard mixture은 각 기기분석 그룹별로 1 µg/mL의 농도수준으로 acetonitrile 또는 0.4% acetic acid함유 acetonitrile로 희석하여 제조하였고 일주일 안에 전처리 실험에 사용하였다. IS는 GC-MS/MS와 LC-MS/MS를 위해 20 µg/mL의 chlorpyrifos d10(diethyl d10)을 사용하였으며 시료와 표준용액에 첨가할 때는 acetonitrile로 10배 희석하여 사용하였다. Analyte protectants(APs)(Anastassiades et al., 2003b)로써 ethyl glycerol, sorbitol, δ-gluconolacton, shikimic acid는 Sigma-Aldrich 제품을 사용하였다. APs의 제조는 acetonitrile과 water를 혼합하여 sorbitol 50 mg/mL(50% water), δ-gluconolacton 50 mg/mL(40% water), shikimic acid 50 mg/mL(30% water)을 만든 후 acetonitile로 희석하여 200 mg/mL ethyl glycerol, 5 mg/mL sorbitol, 10 mg/mL δ-gluconolacton, 5 mg/mL shikimic acid가 되도록 조제하였다(Payá et al., 2007). 초순수는 Direct-Q 3 UV Ultrapure Water Purifcation System (EMD Millipore Corp., Billerica, MA)를 사용하여 제조하였고 acetonitrile과 methanol(HPLC급), acetic acid(96%), formic acid(98–100%)는 Merck(Darmstadt, 독일) 제품을 사용하였다. 5% formic acid 용액은 acetonitrile로 제조하였다. 추출을 위해 UCT(Levittown, 미국)사의 QuEChERS 팩(4 g anh. MgSO4+1 g sodium chloride(NaCl)+1 g trisodium citrate dihydrate(Na3Cit·2H2O) + 0.5 g disodium hydrogencitrate sesquihydrate(Na2HCit·1.5H2O))을 이용하였다. 정제단계의 d-SPE를 위해 anh. MgSO4 grit는 Sigma-Aldrich(Steinheim, 독일)사로부터 구입하였으며 PSA 흡착제는 Varian(Palo Alto, 캐나다)사의 Bondesil-PSA(40 µm)을 사용하였다. 시료 분쇄는 Prime Cut UM5(Stephan Machinery GmbH, Hameln, 독일), 시료의 추출은 Geno Grinder 2010(SPEX Sample Prep, Metuchen, NJ), 원심분리는 Rotanta 460(Hettich Tuttlingen, 독일)을 사용하였다.

      

      
        시료 분쇄
        실험에 사용된 마늘, 양파는 유기농산물 마트에서 구입하였다. 마늘과 양파의 분쇄 처리 과정은 Fig. 1에 나타내었다. 마늘은 전체를 감싸고 있는 가장 바깥쪽의 껍질과 대만 제거하였고 양파는 말라서 쉽게 떨어지는 바깥쪽의 껍질만 제거한 후 시험에 사용하였다. LN2를 이용한 급속 냉동 처리의 경우 스티로폼 용기를 준비하여 절단되지 않은 마늘과 양파를 각각 넣고 LN2를 부어 20분 방치하여 완전히 얼린 후 곧바로 분쇄기(Prime Cut UM5)로 분쇄하였는데, 분쇄 동안 냉동 상태가 잘 유지되었다. Dry ice 처리구의 경우 양파는 2−4등분하고 마늘은 절단없이 그대로 -20oC 냉동고에서 하룻밤 동안 얼린 후에 냉동 상태의 유지를 위해 dry ice를 첨가하면서 분쇄하였다. 냉동 분쇄의 경우 분쇄 과정에서 분쇄기 뚜껑과 본체의 접촉 부위의 시료들은 제외하고 냉동 상태가 잘 유지된 시료만을 취하였으며 칭량 과정에서도 시료가 상온이 되지 않도록 스티로폼통에 보관하면서 신속히 무게를 칭량하고 곧바로 추출 용매를 추가하였다. 상온 분쇄의 경우 마늘은 그대로 분쇄하고 양파의 경우 2−4등분하여 분쇄하였다. 상온에서 분쇄된 시료는 곧바로 무게를 칭량하고 상온에서 120분간 방치하고 추출용 용매를 첨가한 처리구(RT-120)와 상온에서 15분간 방치하고 추출용 용매를 첨가한 처리구(RT-15)로 나누어 분석을 시작하였다.

        
          
          

          Fig. 1. 
				
          

          
            Methods for grinding of onion and garlic at different temperatures.
          
          

          

        

      

      
        전처리
        시료의 전처리는 citrate buffer를 이용하는 QuEChERS법(Hepperle et al., 2015; Payá et al., 2007)을 이용하였는데 마늘의 경우 수분함량이 약 60% 정도이므로 수분을 보충하기 위해 물을 추가하여 추출하였다(European committee for standardization, 2018). 정제 처리를 다양화하기 위해 일부 추출액은 유럽 공인 QuEChERS법(EN 15662) PSA 표준량의 두 배량 처리, PSA 정제 후 freezing-out, 정제 없이 freezing-out 처리를 별도로 수행하였다. 추출 및 정제 과정에 의한 영향을 배제하고 최종 추출액의 매질효과에 미치는 영향을 측정하기 위해 표준용액은 전처리 과정을 마친 후에 첨가하였는데 분석법의 절차는 다음과 같았으며 Fig. 2에 나타내었다. ① 양파의 경우 10.0 ± 0.1 g, 마늘의 경우 5.0 ± 0.1 g의 시료를 50 mL 튜브에 칭량하고 마늘에는 6 mL의 물을 첨가한다. ② 10 mL의 acetonitrile을 튜브에 첨가한 후 15분간 추출기로 격렬히 흔든다. ③ 4 g anh. MgSO4, 1 g NaCl, 1 g Na3Cit·2H2O, 0.5 g Na2HCit·1.5H2O을 첨가한다. ④ 뚜껑을 막고 추출기로 1분간 격렬히 진탕한 후 3450 rcf에서 5분간 원심분리한다. ⑤ 6 mL의 추출물을 a) 150 mg PSA와 900 mg anh. MgSO4, b) 300 mg PSA + 1.8 g MgSO4(양파와 마늘 RT-120, 마늘 LN2 처리구만 해당), c) 150 mg PSA + 900 mg anh. MgSO4(양파와 마늘 RT-120, 마늘 RT-15와 LN2 처리구만 해당), d) 정제시약 무첨가(양파 RT-120 처리구만 해당)의 각 튜브에 추가한다. ⑥ a), b) c) 튜브는 뚜껑을 닫고 30초간 진탕한 후 3450 rcf에서 5분간 원심분리하고 c), d) 튜브는 freezing-out을 위해 -20oC에서 하룻밤 보관한 후 깔때기에 cotton wool을 넣고 여과하였다. ⑦ 4 mL의 상등액을 유리 용기에 옮기고 40 µL의 5% formic acid 함유 acetonitrile을 첨가한다. ⑧ LC-MS/MS 분석을 위해 800 µL의 추출액을 vial에 옮기고 최종 용액의 농도가 0.1 µg/mL가 되도록 100 µL의 혼합 표준용액과 100 µL의 IS 용액을 첨가하고 GC-MS/MS 분석을 위해 LC-MS/MS 분석과 동일하게 제조 후 10 µL의 APs 용액을 첨가한다. Solvent standard 용액에는 추출액 대신 800 µL의 acetonitrile을 추가한다. 다양한 처리와 농약 성분 수로 인하여 처리구별로 1 반복만 수행하였으나, 공추출물 무게 측정, GC-MS/MS의 Total ion chromatogram(TIC) 비교 등을 추가하여 처리구별 매질효과의 근거 자료를 뒷받침하였다.

        
          
          

          Fig. 2. 
				
          

          
            Sample Preparation for Pesticide Residue Analysis in Onion and Garlic Using QuEChERS Extraction.
          
          

          

        

        각 농산물별 흡착제의 매질효과의 계산은 matrix와 solvent의 peak area를 이용하여 아래의 식과 같이 계산되었다.
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        공추출물의 무게 측정
        처리구별 정제 효과를 측정하기 위해 추출액에 잔존하는 공추출물의 무게를 측정하였다. 무게는 소수점 넷째 자리까지 측정하였으며 반복 측정을 하여 무게의 변화가 없는 시점부터의 최종 2 반복을 평균하여 사용하였다. 공추출물 무게 측정 방법은 위 전처리 과정의 ⑥의 단계를 마친 5 mL의 추출액을 10 mL의 투명 유리 용기에 각각 담고 질소가스로 서서히 용매를 제거한 후 무게를 측정하고 미리 측정해 둔 유리 용기의 무게를 제외하여 공추출물의 무게를 산출하였다.

      

      
        기기분석조건
        
          LC-MS/MS
          LC-MS/MS는 AQUITY ultra-performance LC(UPLC)(Waters Corp. Milford, MA)가 연결된 5500 Qtrap(ABSCIEX, Darmstadt, 독일)을 사용하였으며 분석 컬럼은 Waters사의 AQUITY UPLC bridged ethylene hybrid(BEH)(2.1 × 200 mm, 1.7 µm particle size) C18 column을 Van Guard BEH(2.1 × 5 mm, 1.7 µm particle size) C18 precolumn과 연결하여 사용하였으며 시료주입량은 2 µL였고 컬럼온도는 40oC, 유속은 0.4 mL/min이었다. 이동상은 A로써 5 mM ammonium formate과 5% methanol을 함유한 초순수를 사용하였고 이동상 B로써 5 mM ammonium formate 함유 methanol을 사용하였다. 분석은 분석법 1과 2로 나누어 진행하였는데 분석법 1(Table 1)은 이동상 A를 60%로 흘리기 시작하여 10분 동안 10%로 바꾸고 13분까지 유지하고 13.1분까지 60%로 바꾼 후 19분까지 유지하였다. 분석법 2(Table 2)는 이동상 A를 100%로 흘리기 시작하여 0.5분까지 60%, 7.5분까지 10%로 바꾼 후 11분까지 유지하고 11.1분까지 100%로 바꿔 14분까지 유지하였다. 두 방법 모두 positive mode에서 ion spray voltage 5500 V, nebulizer gas 60 psi, turbo gas 50 psi, curtain gas 30 psi, source temperature 470oC로 분석하였다. 데이터 처리는 Analyst Software 1.6.2(ABSCIEX)를 사용하였다.

          
            Table 1. 
				
            

            
              Retention times and selected reaction monitoring (SRM) pairs in LC-MS/MS ESI(+) method 1
            
            

          

          
            
              
                	Chemical
                	tR(min)
                	SRM1
                	SRM2
              

            
            
              	4.4-Dichlorobenzophenon
              	7.54
              	251/139
              	251/111
            

            
              	Avermectin B1a
              	10.2
              	891/305
              	891/567
            

            
              	Avermectin B1b
              	9.41
              	877/291
              	877/553
            

            
              	Avermectin Z-Isomer B1a
              	10.5
              	891/305
              	891/567
            

            
              	Azaconazole
              	3.8
              	300/159
              	300/231
            

            
              	Azadirachtin
              	2.99
              	738/703
              	738/585
            

            
              	Bromuconazol
              	5.34, 6.34
              	378/159
              	376/159
            

            
              	Chlorpyrifos d10
              	8.61
              	360/199
              	
            

            
              	CGA67869
              	2.95
              	266/148
              	266/206
            

            
              	CGA94689
              	4.07
              	296/146
              	296/278
            

            
              	Cyproconazole
              	5.52
              	292/70
              	292/125
            

            
              	DEET
              	3.55
              	192/119
              	192/65
            

            
              	Diclobutrazol
              	6.45
              	328/70
              	328/159
            

            
              	Diniconazol
              	7.35
              	326/70
              	326/159
            

            
              	Emamectin B1a
              	9.23
              	887/82
              	887/158
            

            
              	Emamectin B1b
              	8.86
              	873/82
              	873/158
            

            
              	Epoxiconazole
              	5.81
              	330/121
              	330/101
            

            
              	Etaconazole
              	5.75
              	328/159
              	328/89
            

            
              	Ethiprole
              	4.79
              	397/351
              	397/255
            

            
              	Fenamiphos
              	6.16
              	304/217
              	304/202
            

            
              	Fenamiphos-sulfone
              	2.62
              	336/266
              	336/108
            

            
              	Fenamiphos-sulfoxid
              	2.46
              	320/233
              	320/108
            

            
              	Fenbuconazole
              	6.11
              	337/125
              	337/70
            

            
              	Fenpiclonil
              	4.24
              	237/202
              	237/140
            

            
              	Fluquiconazole
              	5.5
              	376/307
              	378/309
            

            
              	Flusilazole
              	6.24
              	316/247
              	316/165
            

            
              	Flutriafol
              	3.44
              	302/70
              	302/123
            

            
              	Fuberidazole
              	2.08
              	185/157
              	185/156
            

            
              	Hexaconazole
              	7.02
              	314/70
              	314/159
            

            
              	Imibenconazole
              	8.54
              	411/125
              	411/89
            

            
              	Ivermectin B1a
              	11.2
              	893/307
              	893/569
            

            
              	Ivermectin B1b
              	10.9
              	879/293
              	879/555
            

            
              	Lenacil
              	3.42
              	235/153
              	235/136
            

            
              	Mandipropamid
              	5.02
              	412/328
              	412/125
            

            
              	Metconazole
              	7.04
              	320/70
              	320/125
            

            
              	Milbemectin A3
              	12.2
              	546/511
              	546/153
            

            
              	Milbemectin A4
              	10.7
              	560/525
              	560/161
            

            
              	Milbemectin A4 8,9Z
              	10.7
              	560/525
              	525/167
            

            
              	Myclobutanil
              	5.34
              	289/70
              	289/125
            

            
              	Paclobutrazole
              	4.98
              	294/70
              	294/125
            

            
              	Penconazole
              	6.56
              	284/70
              	284/159
            

            
              	Probenazole
              	2.03
              	224/41
              	224/39
            

            
              	Propiconazole
              	6.78
              	342/159
              	342/123
            

            
              	Prothioconazole-desthio
              	5.84
              	312/70
              	312/125
            

            
              	Rabenzazole
              	3.35
              	213/172
              	213/118
            

            
              	Spinetoram
              	9.78
              	749/142
              	749/98
            

            
              	Spinetoram
              	10.3
              	761/142
              	761/98
            

            
              	Spinosyn A
              	9.28
              	732/142
              	732/98.1
            

            
              	Spinosyn D
              	9.79
              	747/142
              	747/97.9
            

            
              	Tetraconazole
              	5.85
              	372/159
              	372/123
            

            
              	Tolfenpyrad
              	8.46
              	384/197
              	384/154
            

            
              	Triadimefon
              	5.17
              	294/197
              	294/69
            

            
              	Triadimenol
              	4.97
              	296/70
              	298/70
            

            
              	Triforine
              	4.06
              	437/392
              	433/388
            

            
              	Triticonazole
              	5.73
              	318/70
              	318/125
            

            
              	Uniconazole
              	5.49
              	292/70
              	292/125
            

            
              	XMC
              	2.99
              	180/123
              	180/108
            

            
              	Zoxamide
              	6.72
              	336/187
              	336/159
            

          

          

          
            Table 2. 
				
            

            
              Retention times and selected reaction monitoring (SRM) pairs in LC-MS/MS ESI(+) method 2
            
            

          

          
            
              
                	Chemical
                	tR(min)
                	SRM1
                	SRM2
              

            
            
              	Acetamiprid
              	1.82
              	223/126
              	223/73
            

            
              	Acetamiprid-N-desmethyl
              	1.81
              	209/126
              	209/73
            

            
              	Aminocarb
              	2.85
              	209/137
              	209/152
            

            
              	Ancymidol
              	2.89
              	257/81
              	257/135
            

            
              	Anilofos
              	5.88
              	368/199
              	368/125
            

            
              	Benalaxyl
              	5.92
              	326/148
              	326/294
            

            
              	Carbendazim
              	2.06
              	192/160
              	192/132
            

            
              	Chlorpyrifos d10
              	7.21
              	360/199
              	
            

            
              	Clothianidin
              	1.7
              	250/169
              	252/169
            

            
              	Difenoconazol
              	6.41
              	406/251
              	406/75
            

            
              	Diflubenzuron
              	3.71
              	311/158
              	313/158
            

            
              	Dinotefuran
              	1.33
              	203/129
              	203/157
            

            
              	Diphenylamin
              	4.97
              	170/93
              	170/66
            

            
              	Ethirimol
              	3.77
              	210/140
              	210/98
            

            
              	Ethoxyquin
              	5.28
              	218/148
              	218/160
            

            
              	Fenhexamid
              	5.17
              	302/97
              	304/97
            

            
              	Fenobucarb
              	4.32
              	208/95
              	208/152
            

            
              	Fenothiocarb
              	5.54
              	254/72
              	254/160
            

            
              	Fenpropidin
              	4.67
              	274/147
              	274/117
            

            
              	Fenpropimorph
              	8.18
              	304/147
              	304/117
            

            
              	Fensulfothion
              	3.71
              	309/281
              	309/253
            

            
              	Flonicamid
              	1.5
              	230/203
              	230/148
            

            
              	Fluazuron
              	7.37
              	506/158
              	508/158
            

            
              	Flufenoxuron
              	7.57
              	489/158
              	491/158
            

            
              	Flutolanil
              	4.73
              	324/262
              	324/242
            

            
              	Imazalil
              	5.77
              	297/159
              	299/161
            

            
              	Imidacloprid
              	1.66
              	256/209
              	256/175
            

            
              	Isoprocarb
              	3.58
              	194/95
              	194/137
            

            
              	Landrin
              	3.83
              	194/137
              	194/122
            

            
              	Linuron
              	4.35
              	249/160
              	249/182
            

            
              	Malaoxon
              	2.84
              	315/127
              	315/269
            

            
              	Mepronil
              	4.75
              	270/119
              	270/228
            

            
              	Methoxyfenozide
              	4.81
              	369/149
              	369/313
            

            
              	Mevinphos
              	2.07
              	225/127
              	225/193
            

            
              	Monolinuron
              	3.19
              	215/126
              	217/128
            

            
              	Nitenpyram
              	1.42
              	271/126
              	273/256
            

            
              	Orbencarb
              	6.13
              	258/125
              	258/100
            

            
              	Phosmet-oxon
              	2.20
              	302/160
              	302/133
            

            
              	Prochloraz
              	6.2
              	376/308
              	378/310
            

            
              	Profenofos
              	4.5
              	373/303
              	373/345
            

            
              	Promecarb
              	4.69
              	208/151
              	208/109
            

            
              	Prometon
              	4.22
              	226/142
              	226/184
            

            
              	Propanil
              	4.4
              	218/162
              	220/164
            

            
              	Propoxur
              	2.78
              	210/168
              	210/111
            

            
              	Schradan
              	1.96
              	287/135
              	287/242
            

            
              	Spinosyn A
              	7.68
              	733/142
              	733/98
            

            
              	Spinosyn D
              	8.03
              	747/142
              	747/98
            

            
              	Spiroxamine
              	5.68
              	298/144
              	298/100
            

            
              	Tebuconazol
              	5.84
              	308/70
              	310/70
            

            
              	Tebufenozide
              	5.57
              	353/297
              	353/133
            

            
              	TFNA-AM
              	1.3
              	191/148
              	191/79
            

            
              	Thiabendazole
              	2.39
              	202/175
              	202/131
            

            
              	Thiabendazole-5-hydroxy
              	1.65
              	218/191
              	218/147
            

            
              	Thiacloprid
              	1.98
              	253/126
              	253/90
            

            
              	Thiamethoxam
              	1.49
              	292/211
              	294/211
            

            
              	Thiobencarb
              	6.24
              	258/125
              	260/127
            

          

          

        

        
          GC-MS/MS
          GC-MS/MS 분석(Table 3)은 Thermo Scientific Trace 1310 GC system(Waltham, 미국)과 연결된 Thermo Scientific TSQ 8000(Thermo Scientific, Waltham, 미국)이 EI mode에서 사용되었다. 시료는 TriPlus RSH autosampler(Thermo Scientific, Waltham, 미국)를 사용하여 3 µL를 주입하였다. PTV는 시료 주입 후 0.8분 동안 50oC로 유지하고 이 시간 동안 open purge valve에서 20 mL/min의 vent flow를 유지함으로써 solvent vent를 진행했다. 이후 purge valve를 닫은 후에 PTV 온도는 초당 12oC로 300oC까지 승온하여 10분간 유지하고 다시 240oC로 낮추어 1분간 유지하였다. 컬럼은 Thermo Scientific TG-5Sil MS(30 m × 0.25 mm, film thickness 0.25 µm)를 사용하였고 유속은 2 mL/min로 일정하게 유지하였다. GC 오븐 온도는 40oC에서 2분간 유지하고 220oC까지 30oC/min로 승온하고 260oC까지 5oC/min로 승온하였으며 280oC까지 20oC/min로 승온한 후 15분간 유지하였다. MS/MS 조건은 selected reaction monitoring(SRM) 모드를 이용하였고 이온화 에너지는 70 eV였고 ion source 온도는 280oC, transfer line은 280oC였다. 데이터 처리는 Xcalibur 4.0을 이용하였다.

          
            Table 3. 
				
            

            
              Retention times and selected reaction monitoring (SRM) pairs in GC-MS/MS
            
            

          

          
            
              
                	Chemical
                	tR(min)
                	SRM1
                	SRM2
              

            
            
              	Azoxystrobin
              	19.0
              	344/172
              	344/329
            

            
              	Bifenthrin
              	12.8
              	181/165
              	181/166
            

            
              	Biphenyl
              	6.7
              	153/152
              	154/153
            

            
              	Buprofezin
              	10.6
              	172/57
              	305/172
            

            
              	Chlorpyrifos d10
              	9.2
              	326/262
              	324/260
            

            
              	Chlorpyrifos-ethyl
              	9.3
              	314/258
              	314/286
            

            
              	Chlorpyrifos-methyl
              	8.8
              	286/271
              	288/273
            

            
              	Cyprodinil
              	9.7
              	225/210
              	224/208
            

            
              	Dichlorbenzophenon, p,p'-
              	9.5
              	139/111
              	250/139
            

            
              	Dicloran
              	8.3
              	206/176
              	208/178
            

            
              	Dicofol
              	14.5
              	139/111
              	251/139
            

            
              	Dimethomorph
              	19.5
              	301/272
              	387/301
            

            
              	Endosulfan-alpha
              	10.3
              	241/206
              	243/208
            

            
              	Endosulfan-beta
              	11.2
              	241/206
              	243/208
            

            
              	Endosulfan-sulfate
              	11.9
              	270/235
              	272/235
            

            
              	Fenarimol
              	14.5
              	251/139
              	219/107
            

            
              	Fludioxonil
              	10.9
              	248/154
              	248/182
            

            
              	Iprodion
              	12.8
              	314/245
              	316/247
            

            
              	Kresoxim-methyl
              	10.6
              	206/116
              	206/131
            

            
              	Lambda-Cyhalothrin
              	14.1
              	197/141
              	208/181
            

            
              	Malathion
              	9.2
              	173/99
              	173/127
            

            
              	Mepanipyrim
              	10.3
              	222/207
              	222/118
            

            
              	Mepanipyrim, Hydroxypropyl-
              	10.4
              	243/82
              	243/186
            

            
              	Metalaxyl
              	9.0
              	234/174
              	249/190
            

            
              	Myclobutanil
              	10.7
              	179/125
              	179/152
            

            
              	ortho Phenylphenol
              	7.5
              	170/141
              	170/169
            

            
              	Pendimethalin
              	9.7
              	252/162
              	252/191
            

            
              	Permethrin
              	15.3
              	183/153
              	183/168
            

            
              	Pirimicarb
              	8.6
              	166/71
              	238/166
            

            
              	Pirimiphos-methyl
              	9.0
              	290/233
              	290/125
            

            
              	Procymidon
              	9.9
              	283/96
              	285/96
            

            
              	Propargit
              	12.1
              	173/135
              	350/201
            

            
              	Pyridaben
              	15.4
              	309/147
              	147/132
            

            
              	Pyrimethanil
              	8.5
              	198/118
              	199/198
            

            
              	Pyriproxyfen
              	13.5
              	136/78
              	136/96
            

            
              	Quinalphos
              	9.8
              	146/118
              	298/156
            

            
              	Quinoxyfen
              	11.8
              	307/237
              	307/272
            

            
              	Tebufenpyrad
              	13.2
              	333/171
              	333/276
            

            
              	Thiabendazol
              	10.2
              	201/130
              	174/103
            

            
              	Trifloxystrobin
              	11.6
              	222/130
              	222/162
            

            
              	Vinclozolin
              	8.9
              	285/212
              	212/172
            

          

          

        

      

    

    

  
    
      결과 및 고찰
      
        양파
        양파의 분쇄 조건과 흡착제 처리에 따른 추출액에 잔존하는 공추출물의 무게를 Table 4에 나타냈다. 양파의 분쇄 처리 조건별 시료 1 g당 공추출물의 무게는 정제 처리를 하지 않은 raw 추출물의 경우 상온 분쇄하여 120분 후 용매 첨가구(RT-120)에서 2.9 mg, 상온 분쇄 15분 후 추출 처리구(RT-15)에서 2.8 mg, LN2 급속 냉동 후 분쇄 처리구(LN2)에서 2.7 mg, -20oC에서 서서히 냉동 후 분쇄시 dry ice 첨가 처리구(Dry ice)에서 2.5 mg으로 상온에 비해 냉동 처리구가 약간 적었다. PSA 정체 처리시 0.8 mg으로 약 30%만 잔존하여 공추출물의 무게는 효과적으로 줄어들었으며, 추출액을 PSA 정제 없이 -20oC에서 하룻밤 냉동 보관한 처리(Freezing-out)는 2.2 mg으로 75% 수준이 잔존하여 불순물 제거 효과가 크지 않았다. PSA 처리 후 -20oC에서 하룻밤 냉동보관한 처리(PSA+Freezing-out)와 PSA 두배량 처리(double PSA)는 PSA 정량처리(PSA)와 차이가 거의 없어 추후 매질효과의 측정은 PSA 정량 처리만을 대상으로 수행하였다.

        
          Table 4. 
				
          

          
            Amount of remaining co-extractives in onion extracts obtained various grinding and cleanup methods
            (mg)

          
          

        

        
          
            
              	Condition
              	RT-120
              	RT-15
              	LN2
              	Dry ice
            

          
          
            	Raw
            	2.9
            	2.8
            	2.7
            	2.5
          

          
            	PSA
            	0.8
            	0.9
            	0.8
            	0.8
          

          
            	double PSA
            	0.8
            	
              
                NT
              
            
            	
              
                NT
              
            
            	
              
                NT
              
            
          

          
            	PSA+Freezing-out
            	0.7
            	
              
                NT
              
            
            	
              
                NT
              
            
            	
              
                NT
              
            
          

          
            	Freezing-out
            	2.2
            	
              
                NT
              
            
            	
              
                NT
              
            
            	
              
                NT
              
            
          

        

        
          
            NT; not tested
          

        

        

        농약을 처리하지 않은 양파의 PSA 처리 후 최종 정제액은 전체 분석 시간 32분 중에서 5−24분에서 주로 피크들이 나타났고 가독성을 위해 5−24분 범위의 GC-MS TIC를 Fig. 3에 나타냈다. 전반적인 크로마토그램은 RT-120 > RT-15 > LN2 > Dry ice 순으로 베이스라인이 높고 피크들이 더 컸다. 본 논문에서는 나타내지 않았지만 PSA를 처리하기 전 raw 추출물의 크로마토그램도 동일한 경향이었고 이러한 경향이 PSA 정제 후에도 그대로 나타났다. LN2 처리의 경우 머무름 시간 8.9분에서 보이는 피크처럼 raw 추출물에 비해 훨씬 큰 피크가 가끔씩 나타났다.

        
          
          

          Fig. 3. 
				
          

          
            GC-MS total ion chromatograms of final onion extracts from PSA cleanup after different grinding methods.
          
          

          

        

        양파의 분쇄 및 추출 조건별 PSA 처리 후 정제액의 LC-MS/MS에서의 매질효과는 1−5%의 값을 나타낸 fenpropidin 등 15성분, 6-32%의 값을 나타낸 4.4-dichlorobenzophenon 등 4성분을 제외한 대부분의 농약에서 ion suppression에 의한 음의 값을 보였다. 절대값으로 나타낸 매질효과의 범위별 농약 수의 분포 비율을 Fig. 4에 나타냈다. 매질효과는 RT-120 > RT-15 > LN2 > Dry ice 순으로 컸으며 ≤10%의 매질효과를 보인 농약의 수는 RT-120 64%, RT-15 73%, LN2 83%, Dry ice 90%였다. 20%를 초과하는 매질효과를 보인 농약의 수는 RT-120에서 19%, RT-15에서 8%, LN2와 Dry ice에서 1% 미만이었다. 상온에서 분쇄하고 오래 방치할수록 매질효과는 커졌으며 LN2, dry ice 등 냉동 조건하에서의 분쇄는 매질효과를 크게 낮추었다. LC-MS/MS에서 매질효과의 계산에 IS의 적용에 따른 매질효과의 크기는 차이가 없었다.

        
          
          

          Fig. 4. 
				
          

          
            Number of pesticides distributed in each matrix effect range in LC-MS/MS analysis. Internal standards were not used for onion extraction by various grinding methods. Extracts were obtained by the methods using room temperature (RT), liquid nitrogen (LN2) and dry ice.
          
          

          

        

        냉동처리 간에는 LN2 처리구에 비해 Dry ice 처리구에서 매질효과가 약간 더 낮았다. 두 처리를 비교해 보면 LN2 처리구는 식물체를 상온에서 급속히 냉동시킨 후에 분쇄한 것이고 Dry ice 처리구는 -20oC에서 하룻밤 동안 서서히 냉동시킨 후에 분쇄하면서 dry ice를 첨가한 것이다. Urs et al.(1994)은 양파의 alliinase 활성 실험에서 LN2를 첨가해서 급속히 냉동시킬 경우 상온 상태가 되면 다시 효소의 활성이 살아날 수 있다고 보고하였다. 본 실험에서 LN2 처리구보다 Dry ice 처리구가 alliinase 활성을 더 억제하여 매질효과를 약간 더 낮춘 것으로 추정되나, 본 실험에서는 alliinase 활성이나 alliin, allicin 또는 allyl sulfides의 농도를 직접 측정하지 않았으므로 매질효과 감소가 alliinase 활성 억제에 의한 것이라는 결론을 내리기에는 한계가 있다.

        GC-MS/MS의 경우 매질효과를 줄이기 위해 기기분석시 APs를 사용하였다(European committee for standardization, 2018). -20oC에서 서서히 냉동 후 dry ice를 첨가하면서 분쇄하고 PSA로 정제한 처리구의 GC-MS/MS에서의 매질효과를 Fig. 5에 나타냈는데, APs를 사용하였음에도 매질효과는 상당히 나타났다. 매질효과는 대부분의 농약이 ion enhancement에 의한 양의 값으로 나타났으며, IS를 적용하는 경우 매질효과의 값은 전체적으로 낮아졌다. 전체 농약에 대한 IS 적용과 미적용에 따른 매질효과의 변화(Fig. 5)와 bifenthrin의 예시를 보면(Fig. 6의 왼쪽), IS를 적용함으로써 매질효과가 잘 보정됨을 알 수 있었다. IS를 사용하여 계산한 각 매질효과 절대값의 범위별 농약의 수를 살펴본 결과(Fig. 6의 오른쪽), LN2 처리구에 비해 Dry ice 처리구가 매질효과가 적었으며 Dry ice 처리 및 PSA 정제 후의 농약 성분의 매질효과의 분포는 ≤10%에 76%, 11−20%에 14%, >21%에 10%로 분포했다.

        
          
          

          Fig. 5. 
				
          

          
            Matrix effect of pesticides in GC-MS/MS with and without peak normalization to internal standard for onion extracts from PSA cleanup after grinding with dry ice.
          
          

          

        

        
          
          

          Fig. 6. 
				
          

          
            Matrix effect of bifenthrin in GC-MS/MS with and without peak normalization to internal standard (left). Number of pesticides distributed in each matrix effect range in GC-MS/MS analysis with peak normalization to internal standard for onion extracts from grinding with LN2 and dry ice (right).
          
          

          

        

      

      
        마늘
        마늘의 분쇄 조건과 흡착제 처리에 따른 추출액에 잔존하는 공추출물의 무게를 Table 5에 나타냈다. 마늘은 양파 대비 잔존 불순물 무게가 최대 2배 높은 것으로 확인되었다. 마늘의 분쇄 처리 조건별 시료 1 g당 무게는 정제 처리를 하지 않은 raw 추출물의 경우 RT-120 처리에서 6.1 mg, RT-15 처리에서 6.4 mg, LN2 처리에서 4.5 mg, Dry ice 처리에서 4.7 mg으로 상온 분쇄에 비해 냉동 조건 분쇄가 약 70% 수준으로 잔존하여 공추출물이 적었다. 추가로 PSA 정제 처리시 상온 분쇄에서는 4.6−4.9 mg으로 raw 추출물 대비 71−75% 수준으로 잔존하여 불순물 제거 효과가 크지 않았고, 특히 냉동 분쇄에서는 4.1−4.2 mg으로 raw 추출물 대비 90% 수준으로 잔존하여 PSA 정제 처리에 의한 공추출물의 감소가 거의 없었다. 마늘에서도 PSA 처리 후 -20oC에서 하룻밤 냉동보관한 처리(PSA+Freezing-out)와 PSA 두배량 처리(double PSA)는 PSA 정량 처리(PSA)와 차이가 거의 없었다.

        
          Table 5. 
				
          

          
            Amount of remaining co-extractives in garlic extracts from different grinding methods and cleanup methods
            (mg)

          
          

        

        
          
            
              	Condition
              	RT-120
              	RT-15
              	LN2
              	Dry ice
            

          
          
            	Raw
            	6.1
            	6.4
            	4.5
            	4.7
          

          
            	PSA
            	4.6
            	4.9
            	4.1
            	4.2
          

          
            	Double PSA
            	4.3
            	
              
                NT
              
            
            	4.3
            	
              
                NT
              
            
          

          
            	PSA+Freezing-out
            	4.6
            	4.2
            	4.6
            	
              
                NT
              
            
          

        

        
          
            NT; not tested.
          

        

        

        농약이 첨가되지 않은 마늘의 각 분쇄 방법별 분쇄 후 PSA 처리한 최종 정제액의 GC-MS TIC의 5.0−9.5분 범위를 Fig. 7에 나타냈다. 마늘의 경우 Y축의 범위가 4.4 × 107을 보여 양파의 Y축 범위인 8.0 × 106보다 훨씬 컸고 머무름 시간 10여분까지 많은 성분들의 피크가 나타났다. 크로마토그램은 RT-120 > LN2 > Dry ice 순으로 베이스라인이 높고 피크가 더 커서 양파와 비슷한 결과를 보였다.

        
          
          

          Fig. 7. 
				
          

          
            GC-MS total ion chromatogram of garlic final extracts from PSA cleanup after different grinding methods.
          
          

          

        

        마늘의 경우 추출 및 정제 처리 후 측정한 잔존 불순물의 무게(Table 5)에서 LN2와 Dry ice 처리에서는 PSA 처리전 raw 추출물과 PSA 정제 후의 무게가 비슷하였고, Dry ice 처리에서는 raw 추출물과 PSA 처리 후 정제액의 크로마토그램은 차이가 거의 없어(Fig. 8) 추가적인 PSA 정제에 의한 효과가 거의 없는 것으로 판단하였다.

        
          
          

          Fig. 8. 
				
          

          
            GC-MS total ion chromatograms of garlic raw extract and final extract from PSA cleanup after grinding with dry ice.
          
          

          

        

        따라서 마늘의 분쇄 및 추출 조건별 매질효과의 비교는 Dry ice 처리구의 raw 추출액으로 나타냈다. 매질효과는 3−5%의 값을 나타낸 4.4-Dichlorobenzophenon 등 4성분, 6−24%의 값을 나타낸 Milbemectin A4 등 5성분을 제외한 대부분의 성분에서 ion suppression에 의한 음의 값을 보였다. Dry ice 처리구의 raw 추출물에 대한 매질효과 절대값의 분포 비율을 Fig. 9에 나타냈는데, RT-15의 경우 기기분석 시료 제조상의 오류로 데이터 산출에서 제외하였다. 매질효과는 RT-120 > LN2 > Dry ice 순으로 매질효과가 컸으며 마늘의 경우 양파보다 매질효과가 훨씬 커서 ≤20%의 매질효과를 보인 농약의 수는 RT-120 52%, LN2 54%, Dry ice 60%였다. 40%를 초과하는 매질효과를 보인 농약의 수는 RT-120 20%, LN2 16%, Dry ice 12%였다. 양파와 같이 냉동 조건하의 분쇄가 매질효과를 낮추었고 특히 서서히 냉동시키고 dry ice를 첨가하는 분쇄가 LN2를 사용해서 급속히 냉동시켜 분쇄하는 것보다 매질효과가 약간 적었다.

        
          
          

          Fig. 9. 
				
          

          
            Number of pesticides distributed in each matrix effect range in LC-MS/MS analysis without use of IS for garlic extracts by different grinding methods.
          
          

          

        

        마늘에서도 GC-MS/MS 분석은 APs를 사용하였으며, 양파와 마찬가지로 대부분의 농약이 ion enhancement에 의한 양의 값으로 나타났으며 IS를 적용하는 경우 매질효과의 값은 전체적으로 낮아졌다. Dry ice 처리 raw 추출물에서의 IS 사용에 따른 매질효과의 변화를 permethrin(Fig. 10의 왼쪽)과, 전체 농약(Fig. 10의 오른쪽)에 대해 매질효과 절대값의 분포 비율을 나타냈다. 마늘에서 IS를 적용하지 않을 때는 ≤20%에 37%, 21−40%에 48%, >40%에 15%의 농약이 분포했지만, IS를 적용하여 계산할 때는 ≤20%에 80%, 21−40%에 20%가 분포하여 매우 양호해졌다.

        
          
          

          Fig. 10. 
				
          

          
            Matrix effect of permethrin (left) and number of pesticides distributed in each matrix effect range (right) in GC-MS/MS with and without peak normalization to IS for garlic extracts from grinding with dry ice.
          
          

          

        

        결과적으로 마늘과 양파의 분쇄 및 추출조건별 매질효과는 두 작물에서 모두 상온> LN2> Dry ice 순으로 높았으며, 상온에서 오래 방치할수록 매질효과가 커짐을 양파에서 확인하였다. 또한 정제 과정에서 PSA 첨가 후 냉동, PSA 두배량 첨가, freezing-out 등은 유럽 공인 QuEChERS법의 PSA 표준량 처리와 효과가 비슷하거나 적었다. 따라서 -20oC에서 서서히 냉동하고 dry ice를 첨가하면서 분쇄하고 칭량 후 바로 용매를 첨가하는 것이 마늘과 양파의 잔류농약 분석에서의 매질효과를 효과적으로 줄일 수 있으며, 추후 다른 Allium 속 작물의 분석에도 적용 가능성을 검토할 수 있다고 판단되었다.
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@ Weigh samle into 50 mL tube
Onion: 10.0 + 0.1 g. Garlic: 5.0 + 0.1g (+ 6 nL water)

!
@ Add 10 nL acetonitrile and shake vigorously, 15 min
!
@ Add 4 g anh. MgS0;, 19 NaCl, 1 g NaCit - H0, 0.5 g NagCit - 1.540
!
@ Cap, shake vigorously 1 min and centrifuge 3450 rcf, 5 min
!

® Transfer 6 n_ extract to d-SPE tube
a) PSA: 150 mg PSA + 900 mg anh. MgSOs
b) Double PSA: 300 mg PSA + 1.8 g MgSO4(only for RT-120 of onion and
garlic, N> of garlic)
c) PSA + freezing-out: 150 mg PSA + 900 mg anh. MgSOs(only for RT-120 of
onion and gar lic, RT-15 and LN of garlic)
d) Freezing-out: No clean up (only for RT-120 of onion)

|

® a), b), c) : cap, shake 30 s and centrifuge 3450 rcf, 5 min
c), d) : store 20 ° C for 12 hours and filter with cotton wool

i

@ Transfer 4 mL supernatant to glass vial
+ 40 1L of 5% formic acid in MeCN

|

Final solution preparation
[Matrix matched standard]
- LC-MS/MS: 800 uL extract + 100 uL mixed standard + 100 pL IS
(final concentration 0.1 pg/mL)
— GC-MS/MS: as above + 10 uL APs solution
[Solvent standard]
- 800 pL MeCN instead of 800 uL extract






