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식품 중 미량 에탄올 분석을 위한 효소 미세플레이트 분석법

검증 및 GC-FID 비교와 시판 제품 모니터링
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식품분석연구센터, 한국식품연구원
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Abstract: Ethanol may be present in a wide range of foods due to natural fermentation, carry-over from

ingredients, or the use of ethanol-containing preservatives, and even trace levels are important for halal

compliance and “no- and low-alcohol (NoLo)” labeling. In this study, a single-laboratory validation of an

enzymatic microplate assay was conducted for three Korean food matrices (rice cake, gochujang, and fruit–

vegetable beverages) and the performance was compared with that of a GC–FID method based on an AOAC

INTERNATIONAL (AOAC). The enzymatic assay showed limits of quantification (LOQs) of 0.030–0.076 mg/mL,

which were comparable to or lower than those of GC–FID (0.037–0.109 mg/mL) depending on the matrix.

Calibration curves were linear over 0.01–0.25 mg/mL with acceptable linearity (R2 ≥ 0.991), and spike recoveries

(after correcting for background ethanol) were approximately 95–105 % across low, medium, and high levels

with practical precision. GC–FID also provided excellent linearity (R2 ≥ 0.9998) and generally lower RSDs.

In addition, commercial product monitoring data were generated for rice cake (n = 14), gochujang (n = 12),

and fruit beverages (n = 18), showing that the enzymatic microplate assay provides comparable quantitative

results to GC–FID across diverse matrices, supporting its utility for routine trace-ethanol monitoring.

요 약: 에탄올은 자연 발효, 원료 유입, 보존제 사용 등으로 다양한 식품에 존재할 수 있으며, 미량 수

준이라도 할랄 인증 및 무알코올/저알코올(no- and low-alcohol) 표시 관리 측면에서 중요하다. 본 연구에

서는 쌀떡, 고추장, 과·채 혼합음료를 대상으로 효소 기반 미세플레이트 분석법의 밸리데이션을 수행하고,

AOAC INTERNATIONAL 공인시험법을 기반으로 한 GC–FID 방법과 성능을 비교하였다. 효소분석법의

정량한계는 0.030–0.076 mg/mL로 평가되었으며, GC–FID(0.037–0.109 mg/mL)와 동등하거나 일부 매트
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릭스에서 더 우수하였다. 보정곡선은 0.01–0.25 mg/mL 범위에서 양호한 직선성(R2 ≥ 0.991)을 보였고,

저·중·고 3수준 스파이크 농도에서 기저 에탄올 농도를 보정한 회수율은 약 95–105 % 범위, 정밀도 또한

기준을 만족하였다. GC–FID 분석법 역시 우수한 직선성(R2 ≥ 0.9998)과 전반적으로 낮은 RSD를 나타냈

다. 추가로 시판 제품 모니터링(쌀떡 n = 14, 고추장 n = 12, 과·채 혼합음료 n = 18)을 수행한 결과,

효소분석법은 다양한 매트릭스에서 GC–FID와 유사한 정량 결과를 제공하며 일상적 모니터링 적용 가능

성을 확인하였다. 본 연구 결과는 효소분석법이 미량 에탄올의 모니터링을 위한 실용적 대안이 될 수 있

음을 시사한다.

Key words: ethanol, enzymatic assay, gc–fid, monitoring

1.  서 론

에탄올은 발효, 원료의 잔류, 보존료로의 의도적 사용

등 여러 경로를 통해 다양한 식품에 존재할 수 있다.

과실·채소 주스, 제과·제빵류, 소스류처럼 일반적으로

비알코올 제품으로 인식되는 식품에서도 저농도 에탄

올이 검출되며, 일부 경우에는 어린이의 일상적 노출에

의미 있게 기여한다는 연구도 있다.1 저농도 에탄올

노출에 대한 위해성 평가에서는 이와 같은 수준의

저농도 에탄올이 독성학적으로 큰 우려를 야기할

가능성은 낮다고 보면서도, 실제 식품 중 발생 수준과

인구집단별 노출량에 대한 정량적 자료가 충분하지

않음을 지적하고 있다.2 특히 취약 집단과 법적 또는

표시 기준에 따라 에탄올 함량 0.5 % (v/v) 미만으로

분류되는 “no- and low-alcohol (NoLo)”제품의 경우,

보다 신뢰성 있는 모니터링 데이터 축적이 필요하다고

강조한다.2,3

무알코올 제품의 정의와 허용 기준은 국가 및 제도에

따라 상이하다. 일부 규정에서는 0.5 % alcohol by

volume(ABV)까지도 non-alcoholic 또는 alcohol-free로

허용하지만, 다른 기준에서는 0.0–0.05 % ABV만을

엄격한 무알코올로 인정하고, 탈알코올 와인·맥주 등

에는 1.2 % ABV까지 허용하기도 한다.3 할랄 관점에

서는 농도뿐 아니라 에탄올의 발생 기원과 사용 목적이

중요하며, 자연 발효 등으로 비의도적으로 존재하는

에탄올에 대해서는 인증기관·국가 표준에 따라 허용

범위가 달라질 수 있다.4-6 이처럼 규제·종교·시장

요구가 복합적으로 얽혀 있기 때문에, 식품 중 미량

에탄올의 존재 여부와 수준을 정량적으로 뒷받침할

수 있는 분석기술의 중요성이 커지고 있다.

한국 전통·가공 식품은 이러한 이슈를 잘 보여준다.

고추장은 곡류와 콩을 원료로 한 발효식품으로 에탄

올은 발효 과정에서 생성되는 주요 휘발성 대사산물로

보고되며, 전통·소규모 제조 제품에서는 상대적으로

높은 수준으로 보고된 바 있다.7,8 떡볶이용 떡류는

유통기한 연장을 위해 에탄올을 분무·처리하는 경우가

있어, 의도적 처리가 잔류 에탄올의 주요 원인이 될

수 있다.9 과·채 혼합음료 역시 원료 특성과 제조·유통

과정의 미세 발효로 인해 0.1–0.3 % (v/v) 수준의 에탄

올이 검출될 수 있어, 노출·표시 관리 측면에서 관심이

필요하다.1,2

식품 중 에탄올 분석에는 기체크로마토그래피-불꽃

이온화검출(gas chromatography–flame ionization detection,

GC–FID) 방법이 널리 사용되며, AOAC Official Method

984.14는 여러 음료류에 적용 가능한 공인 시험법으로

활용되어 왔다.10 GC–FID는 우수한 감도와 재현성을

제공하지만, 고가 장비와 숙련된 인력, 긴 분석 시간,

그리고 고형 또는 점도가 높은 시료에서 증류·정제 등

의 복잡한 전처리가 필요하다는 한계를 가진다.

이러한 한계를 보완하기 위해 alcohol dehydrogenase

(ADH)와 aldehyde dehydrogenase(ALDH)의 연속 반응

및 NAD⁺/NADH 흡광도(340 nm) 측정을 이용하는 효소

기반 에탄올 분석법이 대안으로 주목받고 있다. 이 효

소분석법은 콤부차에 대한 AOAC Official Method

2019.08의 기반 기술로 채택되었으며,11,12 음료 매트릭

스에서 우수한 직선성, 회수율 및 정밀도를 보고한 검증

연구들이 제시된 바 있다. 그러나 이러한 효소분석법

검증은 대부분 투명하고 점도가 낮은 음료를 대상으로

수행되어 왔으며, 떡과 고추장처럼 점도와 색도, 고형

분이 높은 매트릭스에 대한 정보는 아직 부족하다.

따라서 본 연구에서는 떡, 고추장, 과·채 혼합음료를

대상으로 효소 기반 미세플레이트 분석법의 특이성,

직선성, 검출·정량한계, 정밀도 및 정확도를 단일실험실

조건에서 평가하고, GC–FID(AOAC 984.14 기반)
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방법과 성능을 비교하였다. 검증 설계 및 판정은 식품

의약품안전처(Ministry of Food and Drug Safety, MFDS,

2012), AOAC, Codex, IUPAC 단일실험실 검증 가이드

등을 참고하였다.14-17 또한 시판 제품(쌀떡 n = 14, 고추

장 n = 12, 과·채 혼합음료 n = 18)을 대상으로 에탄올

함량 모니터링을 수행하고, 두 방법의 결과 일치성을

평가하였다.

2. 재료 및 방법

2.1. 시료 및 매트릭스

시험 매트릭스로는 떡볶이용 원통형 쌀떡(고형), 할랄

인증 고추장(반고형), 할랄 인증 과·채 혼합주스(액상)를

선정하였다. 쌀떡은 에탄올 보존제 사용 가능성을

최소화하기 위해 전북지역 방앗간에서 당일 생산된

제품을 구입하여 즉시 분석하였다. 고추장과 혼합주스는

에탄올 함량이 할랄 기준(0.1 % v/v 미만) 내에 있을

것으로 예상되는 제품을 온라인을 통해 구입하였다.

세 매트릭스는 고형·반고형·액상 제품을 대표하며, 국내

저에탄올 모니터링 대상 식품으로 제시된 바 있다.

추가로 분석법의 실제 적용성을 확인하기 위해 시판

제품 모니터링을 수행하였다. 모니터링 대상은 시판

떡 제품 14종(떡국 떡/떡볶이 떡 등), 시판 고추장 12종,

시판 과·채(과일 포함) 음료 18종이었다. 제품명에 따른

상표 노출을 방지하기 위해 각 시료는 매트릭스별로

R1–R14(떡), G1–G12(고추장), J1–J18(음료)로 코드화

하여 표기하였다. 모니터링 시료는 제조사 표기 보관

조건에 따라 보관하면서 유통기한 내 분석하였고, 각

시료는 동일 전처리 후 효소분석법과 GC–FID로 병행

분석하여 평균과 표준편차로 제시하였다.

2.2. 시약 및 기기

본 연구에서 사용한 에탄올 표준용액과 내부표준물질

acetonitrile은 Merck(Darmstadt, Germany)의 분석급 시

약을 사용하였다. 효소 기반 에탄올 분석에는 효소분석

키트(Neogen Megazyme, Bray, Ireland)를 사용하였으며,

키트에는 완충용액(buffer), NAD⁺, ADH 및 ALDH가

모두 포함되어 있다. 모든 용액은 에탄올이 포함되지

않은 초순수(ethanol-free ultrapure water)를 사용하여

제조하였다.

GC–FID 분석은 Shimadzu 가스크로마토그래프

시스템(Shimadzu, Kyoto, Japan)에 HP-FFAP 모세관

컬럼(50 m × 0.32 mm i.d., 0.50 µm film thickness; Agilent

Technologies, Santa Clara, CA, USA)과 flame-ionisation

detector(FID)를 장착하여 수행하였다. 흡광도 측정에는

Epoch microplate reader(BioTek Instruments, Winooski,

VT, USA)를 사용하였으며, 떡 시료의 에탄올 추출에는

60 oC로 유지되는 쉐이킹 워터배스를 사용하였다. 효소

분석법 및 GC-FID의 주요 기기조건은 Table 1에 정리

하였다. 

2.3. 시료 전처리

2.3.1. 떡

쌀떡 시료를 균질화한 후, 10 g을 취하여 50 mL

증류수와 함께 60 oC로 유지되는 진탕 수조에서 30 min

동안 추출하였다. 추출액은 냉각 후 100 mL 정용플라

스크에 옮겨 증류수로 정용하고, 필요에 따라 약 1:10–

1:20 비율로 희석하여 효소분석법 측정 시 ΔA340가

약 0.1–1.0 범위가 되도록 조정하였다.

2.3.2. 고추장 및 과·채 혼합음료

고추장 또는 혼합주스 2 g을 100 mL 증류수에 분

산시키고 잘 혼합한 후 원심분리하여 상등액을 취하

였다. 얻어진 상등액은 효소분석법 및 GC–FID 분석에

적합한 농도가 되도록 추가 희석하였다.

2.3.3. 시판 제품(모니터링) 시료

시판 제품 모니터링 시료는 매트릭스 특성에 따라

2.3.1(떡) 또는 2.3.2(고추장·음료)의 전처리 절차를 밸

리데이션 방법과 동일하게 적용하였다. 시료별 기저

에탄올 농도 및 희석 후 측정 범위를 고려하여 희석

배수를 개별 조정하였으며, 효소분석법의 경우 ΔA340가

약 0.1–1.0 범위가 되도록 맞추었다. 

2.4. 효소분석법

미세플레이트 효소분석법은 AOAC 2019.08 및

제조사 프로토콜에 따라 수행하였다.11,13 증류수(blank),

시료 또는 표준용액 0.100 mL, 완충용액(buffer)

0.050 mL, NAD⁺ 용액 0.020 mL, ALDH 용액 0.005 mL를

96-well 마이크로플레이트의 각 well에 순차적으로

첨가하여 최종 부피가 0.257 mL가 되도록 하였다. 

혼합 후 2 min 동안 반응을 평형시킨 뒤 340 nm에서

1차 흡광도(A1)를 측정하였다.

이후 ADH 용액 0.002 mL를 첨가하고 약 5 min 후

340 nm에서 2차 흡광도(A2)를 측정하였다. 공시험 보정

후 ΔA = A2−A1 값을 사용하여 정량하였고, 에탄올 표준

용액(쌀떡·주스: 0.01–0.25 mg/mL, 고추장: 0.025–0.25 mg/

mL)으로 검량선을 작성하였다. 효소분석법의 주요기
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기 조건과 운전 파라미터는 Table 1에 요약하였다. 

2.5. GC−FID 분석법

GC–FID 분석은 AOAC 984.14를 기반으로 하였다.10

추출액에 아세토니트릴 내부표준을 첨가한 후 1 µL를

split 13:1 조건으로 주입하였다. 오븐 온도 프로그램은

50 oC에서 1 min 유지 후 5 oC/min 속도로 160 oC까지

승온하고 1 min 유지하는 조건을 사용하였다. 이때 에탄

올과 아세토니트릴의 머무름 시간은 각각 약 9.47 min

및 11.5 min이었다. 검량선은 내부표준을 포함하는 매트

릭스에서 0.01–0.25 mg/mL 범위의 에탄올 표준용액

으로 작성하였으며, 에탄올/내부표준 피크 면적비를

이용해 정량하였다. GC-FID의 주요기기 조건과 운전

파라미터는 Table 1에 요약하였다.

2.6. 밸리데이션 설계 및 계산

밸리데이션 항목과 허용 기준은 식품의약품안전처의

시험방법 밸리데이션 가이드라인과 AOAC 및 Codex

Alimentarius Commission(Codex)에서 제시한 방법 성능

기준을 참고하여 설정하였다.14-19 쌀떡의 첨가농도는

0.01, 0.05, 0.25 mg/mL, 고추장은 0.025, 0.075,

0.25 mg/mL, 주스는 0.01, 0.05, 0.25 mg/mL로 설정

하였다. 효소분석법의 검출한계(LOD)와 정량한계

(LOQ)는 각 매트릭스별 최저 첨가농도에서 24회 반복

측정한 ΔA의 표준편차에 3배 및 10배 계수를 곱하여

산출하였고, GC–FID는 낮은 농도의 스파이크 시료 9회

주입에서 얻은 피크 면적비의 표준편차를 이용해

동일한 방식으로 계산하였다. 정밀도는 분석자 내 반복

정밀도 및 분석자 간 중간정밀도에 대한 RSD로 표현

하였고, 정확도는 기저 에탄올 농도를 보정한 회수율

(%)로 평가하였다. 허용기준은 R2 ≥ 0.99, 회수율 80–

120 %, RSD는 가능하면 5 % 이하로 하되, 복잡 매트

릭스의 미량 분석 특성을 고려하여 10 % 수준까지 수용

범위로 보았다.

또한 시판 제품 모니터링 결과는 매트릭스별로 두

분석법의 정량값을 1:1 비교(산점도)하여 일치선(y = x)

기준으로 경향을 확인하였다. 방법 간 일치도 평가는

단순 상관성 분석에 의존하지 않고, Bland–Altman

분석을 적용하여 평균 편차(mean bias)와 95 % 일치

한계(95 % limits of agreement, LoA)를 산출하였다.

편차는 각 시료에서 효소분석법의 평균 정량값에서

GC–FID의 평균 정량값을 차감하여 계산하였으며,

LoA는 bias ± 1.96 ×표준편차로 산출하였다. 또한 큰

편차를 보인 시료에 대해서는 민감도 분석(sensitivity

analysis)을 수행하여 해당 시료 제외 시 일치 한계의

변화를 확인하였다.

3. 결과 및 토의

3.1. 효소분석법 및 GC−FID 분석법의 특이성

효소분석법의 특이성 평가는 ADH 첨가 유무에 따른

흡광도 변화(ΔA340)를 비교하여 수행하였다. AOAC

2019.08의 원리에 따라, ADH를 첨가하지 않은 well에

서는 세 매트릭스 모두에서 ΔA가 0.013 이하로 매우

작게 나타난 반면, 동일 시료에 ADH를 첨가한 조건

에서는 떡, 고추장, 과·채 혼합주스에서 각각 약 0.237,

1.591, 0.529 수준의 뚜렷한 신호 증가가 관찰되었다.

이는 측정된 신호가 매트릭스 기인 비특이 반응이 아

니라 에탄올의 효소적 산화 과정에서 생성된 NADH에

기인함을 시사한다.

GC–FID의 경우 AOAC 984.14 기반 조건에서 공시료

추출물의 크로마토그램에서는 에탄올 및 내부표준물

Table 1. Operating conditions for the enzymatic microplate assay and GC–FID

Instrument Parameter Conditions

Enzymatic assay

Instrument Microplate reader (96-well plate, flat-bottom)

Measurement wavelength 340 nm (NADH absorbance)

Reaction temperature 25 oC

Final reaction volume 0.257 mL per well

Measurement mode A1 at 2 min after mixing → add ADH → A2 at ~5 min

GC–FID

GC system
GC–FID equipped with HP-FFAP capillary column (50 m × 0.32 mm

i.d., 0.50 µm film)

Injection mode Split (13:1), 1 µL injected

Oven temperature program 50 oC (1 min) → 5 oC/min to 160 oC (1 min hold)

Carrier gas Helium, 1.0 mL/min

Quantification Peak area ratio of ethanol to internal standard (acetonitrile)
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질의 머무름시간에서 방해 피크가 관찰되지 않았으며,

에탄올을 스파이킹한 시료에서는 세 매트릭스 모두에서

에탄올과 내부표준 피크가 충분한 분리도와 신호 세

기를 보였다. 이상의 결과는 두 분석법 모두 떡, 고추장,

과·채 혼합주스와 같은 복합 식품 매트릭스에서 에탄

올에 대한 선택성이 충분함을 보여준다.

3.2. 검출한계(LOD) 및 정량한계(LOQ)

민감도 평가는 각 매트릭스에 저농도 에탄올을 스

파이킹한 후 반복 측정값의 표준편차(s0)를 이용하여

검출한계(LOD, 3×s0)와 정량한계(LOQ, 10×s0)를 산출

하였다.16,17 효소분석법의 LOQ는 떡, 고추장, 과·채

혼합주스에서 각각 0.0304, 0.0759, 0.0487 mg/mL로

나타났으며, LOD는 0.0091–0.0228 mg/mL 범위였다

(Table 2). 동일 매트릭스에서 GC–FID의 LOQ는 각각

0.0368, 0.1088, 0.0457 mg/mL, LOD는 0.0110–0.0326

mg/mL 범위로 평가되었다(Table 2).

전처리 및 희석 배율을 고려하여 원래 식품 중 에탄올

농도로 환산하면, 본 연구에서 확보한 LOQ 수준은 할랄

및 무알코올(NoLo) 표시에서 흔히 논의되는 허용 범위

(예: 0.1–0.5 % 수준의 산업용 에탄올 허용 논의, 국가

·제도별 상이한 NoLo 정의)와 비교할 때 충분히 낮은

농도 영역까지 정량이 가능함을 의미한다.3-6 특히

효소분석법은 고추장과 같이 점도와 색도가 높은 매

트릭스에서도 GC–FID와 동등하거나 더 나은 LOQ를

보여, 저농도 에탄올 모니터링에 적합한 민감도를 확

보한 것으로 판단된다.

3.3. 직선성 평가

검량선 직선성은 각 매트릭스에 대해 설정된 농도

범위에서 결정계수(R2)를 통해 평가하였다. 효소분석

법의 검량선 R2는 떡, 고추장, 과·채 혼합주스에서 각각

0.991, 0.993, 0.996으로 나타나, 사전에 설정한 수용

기준(R2 ≥ 0.99)을 모두 만족하였다(Table 2). GC–FID

방법의 R2는 모든 매트릭스에서 0.9998 이상(떡 및 고

추장은 1.0000, 과·채 혼합주스는 0.9998)으로, 기준을

만족하는 직선성을 보여 주었다(Table 2).

두 방법 모두 정량 구간 전반에서 응답이 농도에

Table 2. Validation performance of the enzymatic microplate assay and GC–FID for ethanol determination in Korean food
matrices

Matrix Method
Calibration range 

(mg/mL)
R²

LOD 

(mg/mL)ᵃ

LOQ 

(mg/mL)ᵃ

Spike level 

(mg/mL)

Precision 

(RSD, %)ᵇ

Recovery

(%)c

Rice cakes

Enzymatic assay 0.01–0.25 0.991 0.0091 0.0304

0.25 0.39 99.7 ± 0.4

0.05 1.63 100.2 ± 1.0

0.01 1.22 101.5 ± 1.7

GC–FID 0.01–0.25 1.000 0.011 0.0368

0.25 1.04 94.2 ± 1.1

0.05 1.14 102.1 ± 1.2

0.01 4.06 94.7 ± 3.9

Gochujang

Enzymatic assay 0.025–0.25 0.993 0.0228 0.0759

0.25 3.93 100.3 ± 3.9

0.075 2.95 97.7 ± 1.6

0.025 2.35 99.4 ± 2.9

GC–FID 0.025–0.25 1.000 0.0326 0.1088

0.25 1.58 103.5 ± 2.6

0.075 2.51 99.3 ± 2.3

0.025 3.54 98.6 ± 3.5

Fruit–vegetable 

beverage

Enzymatic assay 0.01–0.25 0.996 0.0146 0.0487

0.25 4.89 97.4 ± 4.8

0.05 4.67 95.1 ± 0.5

0.01 2.95 103.9 ± 4.9

GC–FID 0.01–0.25 0.999 0.0137 0.0457

0.25 0.53 97.6 ± 4.2

0.05 4.34 104.1 ± 3.1

0.01 2.47 97.9 ± 2.4

a) LOD and LOQ were estimated from replicate measurements at the lowest spike level in each matrix (3×s0 and 10×s₀, respectively).

b) RSD values are based on recovery data; values are pooled across two analysts.

c) Mean recoveries were calculated after correction for native ethanol in each matrix; pooled means were used where two analysts con-

tributed data
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비례하는 양호한 직선성을 나타내었으며, 특히 고형

(떡)과 반고형(고추장) 매트릭스에서도 직선성이 크게

저하되지 않았다. 이는 단순 수용액뿐 아니라 점성이

높고 고형분이 많은 식품에서도 안정적인 정량이

가능함을 의미한다.

3.4. 정밀도 및 정확도

정밀도는 실험자 내 반복정밀도에 대한 상대표준편

차(RSD, %)로 평가하였으며, 정확도는 시료의 기저

에탄올 농도를 보정한 회수율(%)을 지표로 하여 평가

하였다(Table 2). 단일실험실 밸리데이션에서 적용

가능한 성능 판단 기준은 기관/가이드라인에 따라 차

이가 있으나, 일반적으로 직선성(R²), 회수율 및 정밀

도(RSD)를 함께 고려하여 적합성을 판단한다.

효소분석법에서 떡 매트릭스의 RSD는 실험자 내

기준 0.39–1.63 % 수준이었고, 전 농도 구간에서 평균

회수율은 99.7–101.5 %로 기준을 만족하였다. 고추장

의 경우 RSD는 2.35–3.93 % 이었고, 평균 회수율은

97.7−100.3 %로 양호하였다. 과·채 혼합주스에서는

2.95−4.89 %의 RSD를, 95.1−103.9 %의 회수율을 나타

내었다. 

GC–FID 분석법은 세 매트릭스 전반에서 균일한 정

밀도를 보여 RSD 범위가 0.53–4.34 % 수준에 머물렀

으며, 평균 회수율 역시 94.2–104.1 %로 우수하였다

(Table 2).

종합하면, 효소분석법은 일부 저농도 조건에서 RSD

가 증가하는 경향이 있었으나, 회수율이 전반적으로

95.0–105.0 % 내에 위치하고 중·고농도 구간에서는

RSD가 1.0–5.0 % 수준에 머물러, 단일실험실 검증 기

준(예: AOAC/IUPAC 가이드라인 등)15,17을 고려할 때,

효소분석법은 본 연구의 3개 매트릭스에서 미량 에탄올

정량에 필요한 정확도·정밀도를 충족하는 것으로

판단된다. GC–FID는 정밀도 측면에서 우수하지만, 고가

장비와 숙련된 분석자, 상대적으로 긴 분석 시간을 필

요로 한다는 점을 함께 고려할 필요가 있다.

3.5. 분석 효율성과 실용성 평가

실험실 운영 관점에서 효소분석법과 GC–FID의 가장

큰 차이는 시료 처리량, 분석 시간 및 비용이다. 효소

분석법은 96-well 포맷을 사용하여 다수의 시료를 병

렬로 처리할 수 있으며, 반응 단계 자체는 A1 측정 전

평형(약 2 min)과 ADH 첨가 후 반응(약 5 min)으로

구성되어, 플레이트 단위 결과를 비교적 짧은 시간(전

처리 제외 시 대략 1 h 이내)에 확보할 수 있다. 또한

본 연구 조건에서 시약 및 소모품(마이크로플레이트

포함)을 반영한 시료당 총 비용은 GC–FID의 시료당

분석 비용 대비 현저히 낮았다.

GC–FID 방법은 공인 시험법으로서의 높은 신뢰도와

참조 방법으로서의 위상을 가지고 있지만, 시료 1건당

오븐 프로그램 런타임이 약 25 min이며, 시료 전처리와

기기 안정화까지 고려하면 대량 모니터링에는 부담이

크다. 반면 효소분석법은 마이크로플레이트 리더와 기

본적인 온도 유지 장비만으로 분석이 가능하여 장비

구축 부담이 상대적으로 낮고, 표준화된 절차에 따라

Table 3. Ethanol content of commercial rice cake products determined by GC–FID and the enzymatic assay (Unit : mg/mL)

Code Product type 
GC–FID 

(mean ± SD)

Enzymatic assay

 (mean ± SD)
Differencea

R1 Rice ball tteok 9.0 ± 0.6 8.5 ± 0.5 -0.5

R2 Rice soup cake 7.3 ± 0.5 7.0 ± 0.5 -0.3

R3 Rice soup cake 4.7 ± 0.1 3.9 ± 0.2 -0.8

R4 Rice soup cake 3.2 ± 0.2 3.0 ± 0.3 -0.2

R5 Glutinous rice soup cake 2.6 ± 0.2 3.3 ± 0.2 0.7

R6 Rice soup cake 11.5 ± 0.3 12.0 ± 0.1 0.5

R7 Rice soup cake 8.2 ± 0.1 9.2 ± 0.1 1.0

R8 Rice tteokbokki cake 2.3 ± 0.1 2.5 ± 0.5 0.2

R9 Rice garaetteok 2.0 ± 0.1 2.8 ± 0.0 0.8

R10 Plant-based tteokbokki cake 4.4 ± 0.2 5.0 ± 0.5 0.6

R11 Rice tteokbokki cake 4.9 ± 0.3 4.5 ± 0.6 -0.4

R12 Wheat tteokbokki cake 7.6 ± 0.1 4.3 ± 0.2 -3.3

R13 Wheat tteokbokki cake 3.8 ± 0.2 3.9 ± 0.3 0.1

R14 Rice tteokbokki cake 3.7 ± 0.3 3.5 ± 0.1 -0.2

a) Difference = mean value of the enzymatic assay − mean value of GC–FID.
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운용이 가능하다는 장점이 있다.

따라서 효소분석법을 1차 스크리닝 및 일상 모니터

링에 적용하고, 경계값에 근접하거나 분쟁 가능성이

있는 시료에 대해서는 GC–FID를 확인 시험으로 병행

하는 단계적 적용 전략이 합리적인 것으로 판단된다.

3.6. 시판 제품 모니터링 결과 및 방법 간 일치도

밸리데이션 결과가 실제 시판 식품에 적용 가능한지

확인하기 위해, 떡(n = 14), 고추장(n = 12), 과·채 혼합음

료(n = 18) 시판 제품을 대상으로 에탄올 모니터링을 수

행하였다. 모니터링 결과는 각 시료의 전처리 및

희석배율을 반영하여 시료 기준 농도(mg/mL)로 환산해

제시하였다(Table 3−5). 방법 간 차이는 절대차(mg/

mL)와 함께 상대차(%)를 산출하였으며, 두 방법의 일

치도는 Bland–Altman 분석을 통해 평균 편차(mean

bias) 및 95 % 일치 한계(95% limits of agreement)를

Table 4. Ethanol content of commercial gochujang products determined by GC–FID and the enzymatic assay (Unit : mg/mL)

Code Sample
GC–FID

(mean ± SD)

Enzymatic assay

(mean ± SD)
Differencea

G1 Rice-based gochujang 27.7 ± 1.5 25.6 ± 3.4 -2.1

G2 Commercial gochujang 31.7 ± 1.8 22.6 ± 3.3 -9.1

G3 Brown-rice gochujang 25.9 ± 1.7 24.0 ± 3.0 -1.9

G4 Taeyangcho gochujang 32.0 ± 2.2 32.0 ± 3.8 0.0

G5 Rice-based gochujang 23.8 ± 0.6 19.9 ± 3.5 -3.9

G6 Mild gochujang 30.5 ± 2.0 30.8 ± 0.9 0.3

G7 Hot gochujang 30.2 ± 2.1 29.2 ± 3.1 -1.0

G8 Hot gochujang 34.5 ± 0.1 32.5 ± 2.8 -2.0

G9 Premium gochujang 32.3 ± 1.9 31.0 ± 8.1 -1.3

G10 Rice-based gochujang 36.6 ± 2.5 35.6 ± 3.2 -1.0

G11 Traditional-style gochujang 48.7 ± 2.7 48.5 ± 3.8 -0.2

G12 Low-sodium gochujang 26.8 ± 0.5 25.4 ± 2.4 -1.4

a) Difference = mean value of the enzymatic assay − mean value of GC–FID.

Table 5. Ethanol content of commercial fruit beverages determined by GC–FID and the enzymatic assay (Unit : mg/mL)

Code Sample
GC–FID 

(mean ± SD)

Enzymatic assay 

(mean ± SD)
Differencea

J1 Pomegranate low-sugar 1.5 L 0.43 ± 0.03 0.40 ± 0.02 -0.03

J2 Maesil low-sugar 1.5 L 0.13 ± 0.00 0.10 ± 0.01 -0.03

J3 Orange 100% 1.5 L 0.38 ± 0.01 0.31 ± 0.03 -0.07

J4 Mango low-sugar 1.5 L 0.35 ± 0.01 0.30 ± 0.02 -0.05

J5 Grape 100% 1.5 L 0.59 ± 0.02 0.62 ± 0.03 0.03

J6 Stevia tomato 1.5 L 0.25 ± 0.01 0.30 ± 0.01 0.05

J7 Apple drink 235 mL 0.50 ± 0.01 0.57 ± 0.05 0.07

J8 Pear drink 210 mL 0.29 ± 0.01 0.33 ± 0.02 0.04

J9 Orange–mango 200 mL 0.25 ± 0.00 0.24 ± 0.01 -0.01

J10 Orange 200 mL 0.25 ± 0.00 0.26 ± 0.04 0.01

J11 Safari 200 mL 0.27 ± 0.00 0.26 ± 0.00 -0.01

J12 Apple 200 mL 0.24 ± 0.00 0.20 ± 0.02 -0.04

J13 100% apple 730 mL 0.10 ± 0.00 0.15 ± 0.00 0.05

J14 Tomato 180 mL 0.26 ± 0.00 0.27 ± 0.03 0.01

J15 Grape 180 mL 0.59 ± 0.01 0.53 ± 0.09 -0.06

J16 Orange 180 mL 0.40 ± 0.02 0.48 ± 0.02 0.08

J17 Apple drink zero 190 mL 0.54 ± 0.01 0.52 ± 0.05 -0.02

J18 Grape drink 190 mL 0.16 ± 0.01 0.15 ± 0.01 -0.01

a) Difference = mean value of the enzymatic assay − mean value of GC–FID.
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평가하였다(Table 6).18

떡 제품의 에탄올 농도는 GC–FID 기준 2.0–11.5

mg/mL, 효소분석법 기준 2.5–12.0 mg/mL 범위였다.

평균 편차는 −0.13 mg/mL, 95% 일치 한계는 -2.21와

1.95 mg/mL 사이로 나타나 전반적인 체계적 편향은

크지 않았다. 다만 떡(R12)에서 -3.3 mg/mL의 비교적

큰 음의 편차가 확인되었으며, 이는 복합 전분·단백질

매트릭스 특성에 따른 추출 효율 차이 또는 잔류 미세

고형분에 의한 광 산란 간섭 가능성을 시사한다. 흡광

기반 분석에서는 탁도 및 색도 성분이 측정 신호에

영향을 미칠 수 있는 것으로 보고되어 있으며, 이러한

매트릭스 요인이 일부 시료에서 편차 확대에 기여했을

가능성이 있다.19

고추장은 GC–FID 기준 23.8–48.7 mg/mL, 효소분

석법 기준 19.9–48.5 mg/mL 범위로 나타났으며, 평균

편차는 -1.97 mg/mL, 95% 일치 한계는 -6.89와 2.96

mg/mL 사이였다. 효소분석법이 다소 낮은 값을 나타

내는 경향이 관찰되었으며, 특히 G2 시료에서 -9.1

mg/mL의 큰 음의 편차가 확인되었다. 고추장은 발효

과정에서 생성된 색소, 유기산, 염류 및 다양한 저분자

화합물이 공존하는 복합 매트릭스로 알려져 있으며,

이러한 성분들은 효소 반응계 또는 NADH 흡광 측정에

영향을 미칠 수 있다. 발효식품에서의 매트릭스 효과는

식품 분석 분야에서 일반적으로 보고되어 있으며, 이는

고염·고색도 매트릭스에서 편향을 유발할 수 있는

요인으로 고려된다. 또한 GC–FID 분석 과정에서의

전처리 및 내부표준 보정 차이도 일부 편차에 기여했을

가능성을 배제할 수 없다.20-21

과·채 혼합음료는 GC–FID 기준 0.10–0.59 mg/mL,

효소분석법 기준 0.10–0.62 mg/mL 범위였으며, 평균

편차는 0.00 mg/mL, 95 % 일치 한계는 -0.09와 0.09

mg/mL 사이로 나타나 두 방법 간 일치도가 매우

우수하였다. 저점도·저고형분 매트릭스에서는 광학적

간섭 요인이 상대적으로 적어 효소 기반 정량이 안정

적으로 수행되는 것으로 판단된다.

세 매트릭스를 통합한 산점도(Fig. 1)에서도 대부분의

Table 6. Bland–Altman analysis for agreement between the enzymatic assay and GC–FID

Matrix n Mean biasa SDb 95% LoAc

Rice cakes 14 -0.13 1.06 -2.21 to 1.95

Rice cakes (excluding R12) 13 0.12 0.57 -0.99 to 1.22

Gochujang 12 -1.97 2.51 -6.89 to 2.96

Gochujang (excluding G2) 11 -1.32 1.18 -3.63 to 0.99

Fruit–vegetable beverages 18 0.00 0.05 -0.09 to 0.09

a) Bias = mean of paired differences (enzymatic assay − GC–FID).

b) SD = standard deviation of paired differences.

c) 95% limits of agreement (LoA) = bias ± 1.96 SD.

R12 (rice cake) and G2 (gochujang) were excluded in sensitivity analyses due to relatively large deviations.

Fig. 1. Comparison of ethanol concentrations determined by GC–FID and the enzymatic assay in different food matrices:
(a) commercial rice cake products (n = 14), (b) commercial gochujang samples (n = 12), and (c) commercial fruit
beverages (n = 18). Each point represents one product. All values are expressed as mg/mL. The dashed line indicates
the line of identity (y = x).
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데이터가 y = x 직선 부근에 분포하였으며, 통계적 평가

결과 전반적으로 유의한 비례 편향은 관찰되지 않았

다. 일부 복합 매트릭스 시료에서 편차 확대 사례가

확인되었으나, 이는 매트릭스 간섭, 추출·희석 과정의

변동성, 또는 효소 반응계의 특이적 영향에 기인한 것

으로 해석된다. 이러한 특성을 고려할 때, 효소분석법은

대량 모니터링 및 1차 스크리닝 목적에 적합하며, 고

염·고색소 또는 경계값 근접 시료에 대해서는 GC–

FID를 확인시험으로 병행하는 전략이 분석 신뢰도를

높일 수 있다.

4. 결 론

본 연구에서는 효소 기반 미세플레이트 분석법을

쌀떡, 고추장, 과·채 혼합음료에 적용하여 밸리데이션을

수행하고, AOAC 984.14 기반 GC–FID 방법과 분석

성능 및 방법 간 일치도를 비교하였다. 효소분석법은

세 매트릭스에서 우수한 직선성(R² ≥ 0.991), 0.030–

0.076 mg/mL 범위의 정량한계, 약 95.0–105.0 % 수준의

평균 회수율 및 실용적인 정밀도를 확보하였다.

시판 제품 44건을 대상으로 한 Bland–Altman 분석

결과, 떡 및 과·채 혼합음료에서는 평균 편차가 거의

0에 근접하거나 매우 제한적인 범위로 나타났으며,

고추장에서는 다소 음의 편향 경향이 관찰되었으나

전반적으로 허용 가능한 범위 내에 분포하였다. 일부

복합 매트릭스 시료에서 큰 편차가 확인되었으나, 이는

전분·고형분, 고염·고색소 성분 등에 의한 매트릭스

간섭 가능성을 시사한다.

종합적으로 효소분석법은 GC–FID와 통계적으로

비교 가능한 정량 성능을 보였으며, 고처리량 모니터링

목적에 적합한 실용적 대안 분석법으로 활용 가능하

다. 다만 복합 매트릭스 또는 경계값 근접 시료에

대해서는 GC–FID를 확인시험으로 병행하는 2단계

전략이 현장 적용 측면에서 합리적이다. 향후 다양한

식품군에 대한 적용 사례 확대와 다기관 공동연구를

통해 재현성을 추가 검증함으로써, 참조 분석법과의

조합 운용 및 현장 표준화 적용 기반을 더욱 강화할

필요가 있다.
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