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요 약 문

Ⅰ. 제목: 자색고구마의 발효공정 최적화에 의한 천연 기능성 색소 개발

Ⅱ. 연구개발의 목적 및 필요성

- 현대인은 생활습관 변화로 과다한 영양섭취와 운동 부족으로 인해 체내의 지방이 과잉축

적 되면서 비만이 유발 될 수 있음. 비만은 대사성 질환을 일으키는 위험 인자로서 만성

성인 질환인 제2형 당뇨병, 고혈압, 동맥경화, 지방간, 심장질환의 원인이 됨.

- 공중 보건에 대한 관심이 높아지고 삶의 질을 향상시키고자 하는 욕구가 증가함에 따라

더욱더 많은 사람들이 비만의 위해성에 대해 깊이 인식하고 있으며 과다한 지방 섭취는

당뇨와 같은 다른 합병증을 유발할 확률이 현저하게 증가된다는 사실이 알려진 이후로 과

도한 체지방이 단순한 미용의 관점에서 질병의 관점으로 인식의 전환이 이루어지고 있음.

- 비만과 당뇨는 세계 대부분의 나라의 인구 건강을 위협하는 대표적 질병으로 WHO는

2005년 당뇨병으로 사망한 사람을 110만명으로 추정하였으나 실제적으로는 이보다 훨씬

높을 것으로 예상되고 있음. 더욱이 이 수치는 과거 10년 전에 비해 50%나 증가한 수치

임.

- 이러한 급격한 증가는 소아 비만율의 증가로 인한 것으로 과거 성인에게만 발병하는 것으

로 인식되던 당뇨가 비만 소아에게도 나타나게 되었기 때문이며 비만과 관련된 복합적 질

환인 대사성 질환의 발병 증가도 관련이 있음. 특히 대사성질환의 경우 당뇨병의 주요 사

인인 심혈관계 질환의 이환 가능성을 증가시킴. 그러므로 비만과 제2형 당뇨 및 관련 질

환을 해결하기 위한 새로운 전략의 개발에 대한 필요가 절실함. 특히 대사성 질환과 관련

질환 발병 기전에 대한 정확한 이해는 이러한 새로운 치료 전략의 개발에 매우 필수적으

로 사료됨.

- 비만은 인슐린 저항성 증가 및 제 2형 당뇨의 위험성을 증가시키는 것으로 알려져 왔음.

비만인의 지방조직은 비에스테르성 지방산(non-esterified fatty acid, NEFA), 글리세롤, 호

르몬, 염증관련 cytokines 등을 분비하고 이는 인슐린 저항성을 유도하게 됨.

- 당뇨병은 고혈당 상태를 나타내는 여러 질환을 말하는 것으로 당뇨병의 병태생리는 매우

다양함. 일반적으로 인슐린 분비의 절대적 또는 상대적 부족이나, 인슐린 표적세포에서 인

슐린의 생물학적 효과 감소로 인하여 발생되는 고혈당 및 이에 수반되는 대사장애가 장기

간 지속되는 질환임. 당뇨가 유발되면 당질대사 및 지질대사 등의 생체 내 대사조절기능

이상으로 고혈당증, 고지혈증 및 심혈관계 질환 등의 합병증이 생기게 됨.
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- 고지혈증에 노출되면 혈액 중 지질성분이 증가하는 상태로 고콜레스테롤 혈증과 고중성지

방 혈증을 유발하며 그 원인으로는 식사조절, 운동부족, 노화 및 환경인자 등의 요인에 의

하여 유발됨.

- 이러한 대사성 질환은 치료보다는 예방적인 대응이 바람직하여 음식을 통해서 섭취되는

phyrochemical, pigment 등의 식물 유래의 이차 대사산물이 중요한 역할을 하게 된다.

- 인공색소는 색소의 안정성은 우수하나, 안전성이 떨이지기 때문에, 안전한 먹거리를 찾는

시대적인 요구와 소비자의 요구가 많아지고 있는 실정이며, 천연색소의 경우에는 기능성

과 안전성은 뛰어나지만 구조적으로 안정성이 떨어지므로, 이를 해결할 수 있는 안정성

증대 기술이 필요함.

- 천연색소의 세계시장은 2007년 4,800억원으로 시장이 확대되고 있는 실정이며, 우리나라의

경우에는 천연색소의 시장이 미비하고, 거의 개발이 되지 않은 상황임. 안정성에 떨어지는

인공색소를 대신하여 기능성, 안전성을 갖춘 천연색소로의 시장이 전환 될 것임.

- 천연색소의 세계시장은 2007년 4,800억원으로 시장이 확대되고 있는 실정이며, 우리나라의

경우에는 천연색소의 시장이 미비하고, 거의 개발이 되지 않은 상황임. 안정성에 떨어지는

인공색소를 대신하여 기능성, 안전성을 갖춘 천연색소로의 시장이 전환 될 것임.

- 이차 대사산물중 천연색소는 주요한 물질로서 향후 화학색소의 대체 소재로서 뿐만 아니

라 건강기능성소재로서도 무한한 잠재력을 가지고 있어 색소에 대한 다양한 연구가 필요

한 시점이다.

- 자색고구마의 생산지역은 전남 무안과 해남, 전북 익산, 경남 함양에 집중되어 있으며, 재

배 면역은 약 95 ha이고, 약 500여 농가에서 연간 1,400톤이 생산되고 있으나, 생물로만

판매되고, 가공식품 소재로는 사용이 거의 없는 실정 이어서 생산농가가 판로에 큰 애로

를 격고 있음

- 색소자체의 물리화학적인 연구와 더불어 생리활성과의 연관성을 규명하는 연구는 매우 중

요한 분야이며 안토시아닌의 다양한 생리기능성을 규명함으로서 천연색소의 응용분야가

확대되어질 것으로 예상된다.

- 안토시아닌으로서의 전체 색소의 기능에서 더 나아가 단일 물질로 분리된 색소 성분의 구

조분석과 더불어 연관된 활성을 검증해나가는 것이 더욱 요구되고 있다.

- 색소 등의 생산에 있어서 안정성은 매우 중요한 요소이며 이와 관련하여 용매추출과 발효

공정을 이용한 추출시 색소의 변화에 관한 연구도 점차적으로 증가하는 추세이다.

- 천연색소를 이용한 비만, 당뇨, 고혈압, 고혈압, 시력 관련 기능성들이 계속 밝혀지고 있으

며 이는 미래의 식품에서 중요한 소재로서의 영역이 확대될 것으로 예상된다.
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Ⅲ. 연구개발 내용 및 결과

국립식량과학원 바이오에너지작물센터에서 1994년에 일본 큐슈의 가고시마현에서 재배되

어진 일본재래종 품종인 “Yamakawamurasaki (산천자)”와 국내품종 “신미”를 교배하여 얻

어진 실생으로부터 2001년까지 8개년에 걸쳐 일련의 시험 및 선발과정을 거쳐 자색을 띠는

“신자미”라는 품종의 자색고구마가 국립식량과학원 바이오에너지작물센터에서 개발되었다

본 실험에서는 신자미의 부본인 산천자와 모본인 신미 그리고 그로부터 얻어진 신자미

각각에 함유된 안토시아닌 조성을 비교하고자 하였다. 먼저 각각의 고구마를 일정량씩 취하

여 일정한 크기로 slicing 한 후 이들 각각을 0.1% Trifloroacetic acid가 함유된 70% EtOH로

추출한 후 여과하여 농축하고 이를 동결건조를 실시하여 분말형태의 추출물을 얻었다.

얻어진 각각의 추출물을 소량씩 취하여 MeOH에 녹여 520 nm에서 HPLC 분석을 실시하

여 얻어진 크로마토그램을 비교하여 각각의 고구마에 함유된 안토시아닌 조성을 비교하였다.

HPLC 분석 결과, 자색을 전혀 보이지 않는 신미의 경우에는 역시나 520 nm에서 전혀

peak를 보이지 않았으나, 산천자와 신자미는 520 nm에서 흡광도를 나타내는 peak가 수종

확인되었다. 산천자의 경우에는 국내품종이 아닌 일본 큐슈지방에서 자생하는 고구마로서

일본에서는 이에 대한 연구가 상당히 많이 이루어져서 산천자에 함유된 안토시아닌 화합물

에 대한 구조 동정이 많이 이루어진 상태로 산천자에 함유된 안토시아니딘은 peonidin이 대

부분이며 그 외에 cyanidin이 소량 존재한다고 알려져 있으며, 이들 anthocyanidin 골격의 3

번 또는 5번 위치에 당과 다른 phenolic 화합물이 결합되어 있다는 많은 보고들이 있다. 이

에 이 산천자를 부본으로 하여 개발된 신자미도 산천자와 유사한 화합물들이 함유되어 있을

것이라 생각되어지며, 이를 산천자와 동일한 방법으로 추출하여 같은 조건에서 HPLC 분석

을 실시해 본 결과 이들의 chromatogram이 거의 유사함을 확인할 수 있었다.

신자미(생물 약 1 kg)를 0.1% Trifluoroacetic acid (TFA)가 함유된 70% EtOH 4 L로 추

출하여 안토시아닌 색소 추출물을 얻었다. Amberlite XAD-7 (20～60 mesh, sigma사)을

100% 증류수로 slurry를 만들어 column(3×19 cm)에 충진 시킨 후 자색고구마 추출물을 물

에 녹여 Amberlite XAD-7 column에 charge 하여 물, EtOH 획분으로 분획하여 정제하였다.

얻어진 각각의 분획물을 대상으로 HPLC 분석을 실시하여 안토시아닌의 조성을 확인한 결

과, EtOH 획분에 안토시아닌 화합물이 함유되어 있음이 확인되었다. 이 EtOH 획분에 함유된

안토시아닌을 더 정제하기 위하여 이 등의 방법에 따라 에탄올과 에테르를 이용한 침전법을

사용하여 색소를 정제하였다. 즉, Amberlite XAD-7에서 얻어진 EtOH 획분을 1% HCl이 함

유된 MeOH 용액(250 ml)에 용해 시킨 후 이 용액에 3배수의 ethylether (750 mL)을 첨가하

면 안토시아닌 색소가 침전되어진다. 침전된 안토시아닌 색소를 원심분리를 실시하여 침전

물을 분리하였다.

분리된 침전물을 대상으로 520 nm에서 HPLC 분석을 실시한 결과, 총 12종의 안토시아닌
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색소가 함유되어 있음을 알 수 있었다.

분리한 안토시아닌 침전물에 함유된 각각의 안토시아닌 색소를 분리하기 위하여 prep-

HPLC를 이용하여 화합물을 분취한 후 자색고구마 안토시아닌 색소 각각의 구조를 확인하

기 위하여 단리한 각각의 화합물을 대상으로 HPLC-MS/MS 및 NMR 분석을 실시하여 화합

물 구조를 확인하였다.

논문의 raw data와 그 결과를 서로 비교하여 최종 구조를 확인하고 동정하였다. 그 결과

신자미에서 단리된 안토시아닌 화합물은 아래 표에 나타난 것과 같이 일본에서 단리한 안토

시아닌과 그 구조가 거의 유사함을 확인할 수 있었다.

O

O

HO

O

OR1
OH

O O

OH

OH
O O

HO

HO OH

OR3

R2O

OHHO

HO
HO

R1 R2 R3 Total M.W.

S3 H p-hydroxybenzoic acid H 893

S5 CH3 p-hydroxybenzoic acid H 907

S9b H Caffeic acid p-hydroxybenzoic acid 1055

S11 CH3 Caffeic acid p-hydroxybenzoic acid 1069

S12 CH3 Caffeic acid Ferulic acid 1125

자색고구마에 함유된 총 12종의 안토시아닌 중에서 main peak라 할 수 있는 5종의 화합

물에 대한 구조는 확인이 되었으나 아직 그 구조가 확인되지 않은 나머지 화합물에 대해서

는 현재 그 구조를 확인하는 작업을 진행하고 있다.

한아름영농조합에서 발효 음료제품의 생산 시 종균으로 사용하고 있는 혼합균을 이용하

여 발효의 주 원인균을 단리․동정 결과, Issatchenkia orientalis와 Lactobacillus fermentum 균

을 동정하였다. 자색고구마를 100℃에서 60분간 가열 처리한 후 단리한 균을 접종시킨 것과

동시에 한아름영농조합에서 자색고구마의 발효에 사용되는 혼합균주(종균)를 접종하여 발효
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시켜보면서 발효 시간별로 발효액의 pH, Abs의 변화와 안토시안 색소의 정성/정량 분석 및

HPLC 분석을 통하여 발효 양상을 비교한 결과 Issatchenkia orientalis (Issa)를 접종하여 발효

한 발효액과 혼합균주 (종균)를 접종하여 발효시킨 발효액의 이화학적, 물리적인 변화 양상

이 거의 유사함이 확인되어 Issa 균주가 발효에 영향을 미치는 주 원인균으로 판단되었다.

발효 조건을 확립하고자 접종 농도, 발효시간 등을 비교한 결과, 자색고구마를 95℃에서 60

분간 가열처리 한 후 Issa 균주를 0.5% 농도로 접종하여 30℃에서 3일간 발효시키는것이 적

합하다는것을 확인하여 이 조건으로 pilot 발효를 실시하여 최종 발효 추출물을 얻었다.

자색고구마 pilot 발효 추출물의 저장기간에 따른 변화를 확인하기 위하여 추출물을 제

조 하였을 때 520 nm에서의 chromatogram과 실온에서 약 1년 정도 보관된 추출물의

chromatogram을 비교함으로서 발효 추출물 안토시아닌의 변화를 확인한 결과, 자색고구마

발효추출물은 시간이 경과함에 따라 안토시아닌 함량의 감소를 확인하였다. 이에 자색고구

마 추출물 분말의 온도, 빛, pH에 의한 안토시아닌의 안정성시험이 필요하다고 생각되어

이에 대한 실험을 실시한 결과, 고온에 장시간 노출 될 경우에는 발효 추출물 색소가 변화

되어지며, 빛에 장기간 노출 되더라도 색소의 변화는 거의 일어나지 않았으며, pH에 의한

색소변화는 pH 10의 용액에서 보관할 경우 가장 많은 색소의 변화가 일어남을 확인 할 수

있었다.

발효 추출물에 대한 안전성 시험은 단회독성 test는 한국화학융합시험연구원(KTR) 헬스케

어연구소에서 GLP 규정에 따라 수행하였으며, 반복독성은 자체적으로 실험하였는데, 두 실

험모두 2 g/kg b.w./day 군 까지 각 군별 통계적 유의차를 보이지 않으며 이 용량까지 안

전한 용량범위임이 확인되었다.

자색고구마 발효 추출물의 기능성 효능을 확인하기 위해 in vitro에서 Oil red O 염색법

을 통한 지방 축적 저해능을 평가 한 결과, 자색고구마를 첨가한 군이 아무것도 첨가한 군

에 비해 지방 축적 억제능을 현저히 증가 시켰다. 이에 이를 좀 더 비교 확인해 보고자 TG

함량 및 free glycerol 량을 측정한 결과 역시 자색고구마 처리군은 배지 내에 free glycerol

의 함량이 낮으며, 중성지방의 생성이 억제됨을 확인 할 수 있었다. 지방 대사과정 시 관여

되는 PPARγ 전사 인자 발현 감소를 확인한 결과 자색고구마 발효 추출물이 발현 감소 효

능을 보여, 자색고구마 발효 추출물은 지방 저해 억제능이 있음을 확인하였다.

자색고구마 추출물의 지방합성 효소 (Fatty acid synthase; FAS) 활성억제 관여하는 신호

전달체계를 조사한 결과 발효자색고구마 추출물에 의해서 지방합성효소의 활성을 억제하는

AMPK 및 ACC의 인산화가 증가하였으며, 발효자색고구마 추출물의 지방합성 효소 발현에

대한 영향은 측정한 결과 발효자색고구마 추출물에 의해서 FAS의 발현이 감소하였다

항비만 관련 효능 이외의 대사체 질환과 관련된 기능성 효능도 확인해 보기 위해 항당뇨,
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항산화, 항고혈압 등의 기능성을 in vitro에서 확인 한 결과, 자색고구마 발효 및 비발효 추

출물은 효능을 나타냄을 알 수 있었다. 또한 자색고구마에 함유된 안토시아닌 색소가 시력

보호 효능을 보이는지도 확인해 보기 위해 in vitro에서 시력보호 관련 효능을 조사한 결과

자색고구마 추출물은 시력보호 관련 효과도 나타남을 확인하였다.

이에 자색고구마가 가지는 다양한 기능성 효능들 중에서 대사체 질환의 가장 큰 원인이

라 할 수 있는 항비만 효능에 관한 동물실험을 2회 반복 실시하여, 마우스의 체중변화 및

관련 바이오 마커 등을 확인한 결과, 자색고구마 발효 추출물은 체중조절에 효능을 보였다.

하지만, 동물실험을 실시할 때 자색고구마 발효 추출물과 비발효 추출물을 동시에 실험하여

발효에 의한 기능성의 향상 등의 효능을 함께 비교해 보았으나, 발효추출물에 비해 비발효

추출물에서 더 높은 효능을 보이는 결과를 얻었다. 이에 본 연구자들은 단순 제조공정 과정

을 선택하는 것이 시간적/비용적으로 경제적이라고 판단됨에 따라 비발효 추출물을 기능성

관련 효능 평가의 후보소재로 선택하여, 비발효 추출물을 농도 의존적으로 섭취하는 동물실

험을 1건 더 수행하여 최종적으로 인체에서의 용량설정 근거 자료를 확보하였습니다.

지금까지 시험관 실험 및 동물실험에서의 대사성 관련 질환에의 효능 등에 관한 자색고

구마 추출물의 기능성 연구를 토대로 현재 인체적용시험을 진행하고 있습니다.

Ⅳ. 연구성과 및 성과활용 계획

○ 자색고구마 유용물질을 활용한 항비만 및 항 당뇨 기능 평가를 위한 in vitro, in vivo 시

험법, 인체 적용시험 및 전임상 실험 model이 정립되고, 또한 안전성 평가 시스템이 확

립됨에 따라 자색고구마의 유용성분을 이용한 건강기능성 식품의 인증 및 산업화를 위

한 핵심기술이 확립될 수 있음.

○ 지역특화품목의 고부가가치화로 지역경제 활성화 및 신기능성 소재 발굴에 따른 건강기

능성 식품산업의 활성화에 기여할 것임.

○ 전량 수입되는 시력개선 용 블루베리 추출 색소에 대하여, 발효자색고구마 추출 천연색

소로의 수입 대체 효과.

○ 발효자색고구마 추출 천연색소를 이용한 기능성 발효 음료 개발.

○ 자색고구마 생산 농가의 소득 창출 및 안정적인 지속적 소모 예상.

○ 전남 무안에서 생산중인 마늘과 양파를 통한, 지방특화작물 의존성에서 자색고구마로의

주요작물 전환 가능.
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SUMMARY

(영문요약문)

Purple sweet potatoes(PSP) have received much attention because of its unique color,

nutritional value, and its role in health. They have been regarded as a good source of

stable anthocyanins as a food colorant and the purple sweet potato color may be

recognized as a physiologically functional food factor. Also, It is associated with a low

risk of cardiovascular disease, neurological disorders and carcinogenesis. Several

investigations have determined the efficacy of anthocyanins as anti-atherosclerotic,

anti-diabetic, anti-mutagenic, anti-oxidant and anti-cancer agents.

In the present study, The biological activities of fermented purple sweet potatoes

(FPSP) extract were investigated. Also, its mode of action was examined in relation to

biological activities and its active compound was purified.

Extraction of FPSP was water at 95℃ for 1 hr and fermented by 0.5% Issatchenkia

orientalis. Extract was filtered with Whatman paper No. 6 and concentrated in rotary

evaporator under reduced pressure.

FPSP showed the high angiotensin converting enzyme (ACE) inhibitory activity and

antidiabetic activity. Also, FPSP exhibited higher free radical scavenging activities and

lipid accumulation inhibitory potential. Thus, the antiobesity effect of FPSP was

investigated in vitro and in vivo. When cytotoxicities of the extracts were determined.

FPSP showed no cytotoxicities up to 1000 ㎍/mL. 3T3-L1 cells, In maturing

preadipocytes FPSP 300 ㎍/mL suppressed intracellular lipid accumulation by 40%. In

addition, FPSP 300 ㎍/mL significantly decreased the expression of peroxisome

proliferators-activated receptor gamma (PPARγ), which act as key transcription factors. In

vivo, Thirty mice were devided into three groups; normal diet control group (NC), high

fat diet control group (PC) and high fat diet plus FPSP supplemented group (PC+PSP).

Results, The body weight and total fat weight in the PC group were significantly higher

than those in the NC group. The effects of the high fat diet were reduced by FPSP

treatments, and the body weight and total fat deposition in the PC+FPSP group were

significantly decreased compared to the PC group. Also, When compared to the PC

group, the mice receiving plus FPSP exhibited significant decreases in plasma cholesterol

and triglyceride. Taken together, our data indicate that combinations of FPSP can exert

potential anti-obesity effects.  
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제 1 장 연구개발과제의 개요

제 1절 연구개발의 필요성

○ 기술적 측면

- 인공색소는 색소의 안정성은 우수하나, 안전성이 떨이지기 때문에, 안전한 먹거리를 찾

는 시대적인 요구와 소비자의 요구가 많아지고 있는 실정이며, 천연색소의 경우에는 기

능성과 안전성은 뛰어나지만 구조적으로 안정성이 떨어지므로, 이를 해결할 수 있는 안

정성 증대 기술이 필요함.

- 고열량 지방산으로 인한 영양과잉 및 영양 불균형, 스트레스, 환경오염, 운동부족 등 현

대인의 life-style과 식생활 변화는 심혈관 질환, 암, 당뇨, 치매 등의 생활 습관병의 발병

율을 현저히 증가시켜, 이들 질환치료에 막대한 비용이 소요되어 국가 경제 발전에 큰

장애요인으로 작용하고 있으며, 특히 이들 질환의 가장 큰 원인중의 하나가 비만에 기인

하는 것으로 밝혀져 비만을 효과적으로 예방, 개선시키는 저가이면서 무독성, 고활성의

기능성 식품소재의 개발 및 상품화가 절실히 요청되고 있음.

- 신개념의 항비만 기능성 소재에는 지방대사 촉진소재(합성억제 및 분해촉진) 열량소 흡

수 억제 소재, 배변 촉진소재 및 면역증진 소재가 복합적으로 혼합된 조성물이 되어야

하는데, 본 연구에서는 자색고구마 유용 생리활성 물질의 항비만 효과를 고지방 식이 동

물 실험을 이용하여 검증하고자 함

- 현재, 식품소재 중에 존재하는 활성성분을 이용, 인간에 내재하는 생체방어기구를 강화

함으로써 각종 질환에 대응하고자 하는 연구에 많은 관심이 집중되고 있는 추세임.

- 따라서 본 연구에서는 발효자색고구마 추출 천연색소의 비만억제 효능 및 당뇨 개선 활

성을 갖는 기능성 소재를 개발하고, 이를 주원료로 하여 여기에 지방 합성 억제 소재와

식이섬유가 첨가된 다양한 형태의 신개념의 항비만, 항당뇨, 시력보호용 건강 기능성 식

품을 제품화하고자 함.

○ 경제․산업적 측면

- 천연색소의 세계시장은 2007년 4,800억원으로 시장이 확대되고 있는 실정이며, 우리나라

의 경우에는 천연색소의 시장이 미비하고, 거의 개발이 되지 않은 상황임. 안정성에 떨

어지는 인공색소를 대신하여 기능성, 안전성을 갖춘 천연색소로의 시장이 전환 될 것임.

- 비만과 당뇨는 세계 대부분의 나라의 인구 건강을 위협하는 대표적 질병으로 WHO는

2005년 당뇨병으로 사망한 사람을 110만명으로 추정하였으나 실제적으로는 이보다 훨씬

높을 것으로 예상되고 있음. 더욱이 이 수치는 과거 10년 전에 비해 50%나 증가한 수치

임.

- 이러한 급격한 증가는 소아 비만율의 증가로 인한 것으로 과거 성인에게만 발병하는 것

으로 인식되던 당뇨가 비만 소아에게도 나타나게 되었기 때문이며 비만과 관련된 복합

적 질환인 대사성 질환의 발병 증가도 관련이 있음. 특히 대사성질환의 경우 당뇨병의
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주요 사인인 심혈관계 질환의 이환 가능성을 증가시킴. 그러므로 비만과 제2형 당뇨 및

관련 질환을 해결하기 위한 새로운 전략의 개발에 대한 필요가 절실함. 특히 대사성 질

환과 관련 질환 발병 기전에 대한 정확한 이해는 이러한 새로운 치료 전략의 개발에 매

우 필수적으로 사료됨.

- 현대인들의 식습관이 점차 서구화됨에 따라 육류 소비의 증가, 고칼로리 식단, 기타 환

경적 요인에 의해 비만인구가 증가하고 있는 추세임.

- 공중 보건에 대한 관심이 높아지고 삶의 질을 향상시키고자 하는 욕구가 증가함에 따라

더욱더 많은 사람들이 비만의 위해성에 대해 깊이 인식하고 있으며 과다한 지방 섭취는

당뇨와 같은 다른 합병증을 유발할 확률이 현저하게 증가된다는 사실이 알려진 이후로

과도한 체지방이 단순한 미용의 관점에서 질병의 관점으로 인식의 전환이 이루어지고

있음.

- 천연물로부터 건강기능성 식품 소재 및 의약품 소재 개발을 위해서는 소재의 기능성에

대한 과학적 근거를 명확히 규정하여야 할 것이며, 과학적 근거에 의해 올바른 생리조절

기능을 표현하게 하여 구체적인 유용성을 표시하도록 하는 필요성이 대두되고 있음.

- 따라서 본 연구에서는 자색고구마의 비만 억제 및 당뇨 개선 효능을 지닌 기능성 소재

를 개발하고, 이를 이용하여 다양한 형태의 항비만 및 기능성 소재의 상품화를 통한 내

수촉진은 물론 수출 경쟁력 제고에도 기여할 것으로 전망됨.

제 2절 연구개발의 목적

- 최근 식생활의 서구화에 따라 영양과다 등의 원인으로 비만이 증가하고 있음. 비만은 동

맥경화증의 위험인자의 하나이고, 또한 당뇨병이나 고혈압 등과도 관련이 있어, 심각한

문제가 되고 있음. 비만은 신체에 지방이 과잉되게 축적된 상태이며, 지방이 체내에 축

적되는 원인은 당질(탄수화물)의 과잉섭취 또는 지방을 과잉섭취 하는데 있음.

- 당질을 과잉하게 섭취함으로써 비만에 달하는 메카니즘은, 음식물 중에 함유되는 당질이

소화되어 단당이 되고 소장을 통해 체내로 흡수되며, 혈당이 상승하여 그 자극으로 분비

되는 인슐린이 지방세포에 작용해서 혈액 중의 단당을 지방세포에 받아들이게 해서 지

방으로 바꾸는 것임.

- 또한, 식품성분 중에서 가장 고칼로리인 지방(트리글리세리드)은 췌(膵) 리파아제에 의해

분해되어 소장을 통해 흡수되는 것이며, 섭취 칼로리의 과잉은 저장 칼로리를 증가하도

록 작용하여, 저장 칼로리가 증가되는 결과가 됨. 즉, 과잉 지방섭취에 의해 비만에 달하

는 것임.

- 그래서, 비만에 달하는 이들의 어떤 경로의 일부분을 저해함으로써, 항비만 작용을 발생

시키려는 생각을 바탕으로 현재 각종 항비만제에 관한 연구가 진행되고 있음. 즉, 당질

과잉섭취로 비만에 달하는 경로를 저해하는, 당질분해 소화요소 저해작용, 혈당상승 억

제작용, 또는 단당흡수 억제작용에 의해, 혹은 지방 과잉 섭취에 의해 비만에 달하는 경

로를 저해하는, 콜산 흡착 배설작용, 콜레스테롤 지하작용, 혈중 트리글리세리드 저하작
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용, 또는 리파아제 저해작용에 의해 비만을 예방, 개선할 수 있다고 생각되어, 이들 작용

을 가지는 의약성분의 연구가 수없이 행해지고 있음.

- 또한, 탄수화물(당질)의 과잉섭취로 인한 급격한 식후 혈당상승과 과다한 인슐린 분비는,

비만 외에도 당뇨병 혹은 고지혈증을 조장한다고 생각되고 있고, 당질분해 소화효소를

저해함으로써, 당뇨병 혹은 고지혈증도 예방, 개선할 수 있다고 생각되고 있음. 더욱이,

고지혈증을 예방하는 것은 동맥경화증 예방의 효과적인 방법의 하나임.

- 따라서, 당질분해 소화효소 저해제, 단당흡수 억제제 또는 혈당상승 억제제는 항당뇨병

제, 항고지혈증제 또는 항동맥경화증제로서 유용하다고 생각되고 있음.

- 비만은 인슐린 저항성 증가 및 제 2형 당뇨의 위험성을 증가시키는 것으로 알려져 왔음.

비만인의 지방조직은 비에스테르성 지방산(non-esterified fatty acid, NEFA), 글리세롤,

호르몬, 염증관련 cytokines 등을 분비하고 이는 인슐린 저항성을 유도하게 됨.

- 당뇨병은 고혈당 상태를 나타내는 여러 질환을 말하는 것으로 당뇨병의 병태생리는 매

우 다양함. 일반적으로 인슐린 분비의 절대적 또는 상대적 부족이나, 인슐린 표적세포에

서 인슐린의 생물학적 효과 감소로 인하여 발생되는 고혈당 및 이에 수반되는 대사장애

가 장기간 지속되는 질환임. 당뇨가 유발되면 당질대사 및 지질대사 등의 생체내 대사조

절기능 이상으로 고혈당증, 고지혈증 및 심혈관계질환 등의 합병증이 생기게 됨.

- 고지혈증에 노출되면 혈액 중 지질성분이 증가하는 상태로 고콜레스테롤혈증과 고중성

지방혈증을 유발하며 그 원인으로는 식사조절, 운동부족, 노화 및 환경인자 등의 요인에

의하여 유발됨.

- 이러한 대사성 질환은 치료보다는 예방적인 대응이 바람직하여 음식을 통해서 섭취되는

phyrochemical, pigment 등의 식물 유래의 이차대사산물이 중요한 역할을 하게 된다.

- 이차 대사산물중 천연색소는 주요한 물질로서 향후 화학색소의 대체 소재로서 뿐만 아

니라 건강기능성소재로서도 무한한 잠재력을 가지고 있어 색소에 대한 다양한 연구가

필요한 시점이다.

- 자색고구마의 생산지역은 전남 무안과 해남, 전북 익산, 경남 함양에 집중되어 있으며,

재배 면역은 약 95 ha이고, 약 500여 농가에서 연간 1,400톤이 생산되고 있으나, 생물로

만 판매되고, 가공식품 소재로는 사용이 거의 없는 실정 이어서 생산농가가 판로에 큰

애로를 격고 있음

- 색소자체의 물리화학적인 연구와 더불어 생리활성과의 연관성을 규명하는 연구는 매우

중요한 분야이며 안토시아닌의 다양한 생리기능성을 규명함으로서 천연색소의 응용분야

가 확대되어질 것으로 예상된다.

- 안토시아닌으로서의 전체 색소의 기능에서 더 나아가 단일 물질로 분리된 색소 성분의

구조분석과 더불어 연관된 활성을 검증해나가는 것이 더욱 요구되고 있다.

- 색소 등의 생산에 있어서 안정성은 매우 중요한 요소이며 이와 관련하여 용매추출과 발

효공정을 이용한 추출시 색소의 변화에 관한 연구도 점차적으로 증가하는 추세이다.

- 천연색소를 이용한 비만, 당뇨, 고혈압, 고혈압, 시력 관련 기능성들이 계속 밝혀지고 있

으며 이는 미래의 식품에서 중요한 소재로서의 영역이 확대될 것으로 예상된다.
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제 2 장  국내외 기술개발 현황

제 1절 국내외 건강기능식품 개발 및 시장 현황

최근BT 분야의 천연물 이용은 생리활성물질인 3차 기능성분 물질이 건강관리, 다이어트

나 미용 혹은 각종질병 예방효과를 기대하여 많이 이용되고 있다. 이와 같은 천연물들은 오

랜기간 생약(生藥)을 비롯한 기능성 식품과 기능성 화장품 및 각종 민약(民藥) 분야에 많이

활용되어 왔다. 최근에는 기능성 식품과 기능성 화장품 분야에서, 첨단 BT 기술의 발전과

함께 크게 부상되어, 거대한 산업분야로 성장하고 있다. 그러나 아직 이들 분야에 대한, 활

용상의 명확한 구분이 되어 있지 않고 있다.

특히 식품분야에서 기능성 식품산업은 고부가 가치 미래 핵심 산업의 하나로 2004년 건

강기능식품법의 본격적인 시행 이후 국내 건강기능식품시장은 크게 확대되어 2008년 현재

식품의약품안전청에서 인정하고 있는 기능성 원료는 총 62종이며 건강기능식품으로 인정되

고 있는 품목은 152종으로 식품산업의 발전에 따라 그 품목수가 점차 급증할 것으로 예상된

다. 한 연구기관의 조사에 의하면 국내기업의 80%이상이 기능성식품 개발 연구를 진행하고

있는 것으로 나타나 향후 건강기능식품 시장은 지속적으로 증가할 것으로 기대된다.

1. 기능성 원료 개별인정형 개발 현황

각 연도별 인정신청 실적에 대한 품목명과 기능정보를 보면, 이들 제품에 대한 기능성

은 질병위험감소기능성 표시가 1종이 되었고 기타기능이 80종이었는데 이중 과학적 근거

자료 확보 및 기능성 등에 대한 자료 등을 종합적으로 판단하여 볼 때 기타기능 1등급에

속하는 것이 5종, 기타기능 2등급인 59종, 기타기능 3등급이 16건을 차지하였다.

새로운 기능성 원료로 인정된 것의 기능성 내용을 살펴보면 체지방조절이 14종으로 가

장 많았고 그 다음으로 혈당조절 및 항산화 기능성이 인정되었다. 이외에도 콜레스테롤

조절, 관절건강, 배변활동 등 순서로 이어지고 있다.

건강기능식품 개발을 위하여 가장 먼저 데이터베이스가 구축되어야 하는 기능성에 대

하여 총 27개의 계약연구기관, 임상 시험기관, 전임상 시험기관, 식품위생검사대학내부설

연구소, 사단법인 연구기관을 대상으로 조사한 결과 면역기능 조절(55.6%), 혈당조절

(55.6%)이 가장 높은 응답률을 보였으며, 다음으로 콜레스테롤 저하(40.7%), 항산화

(40.7%), 간기능 조절(37.0%), 숙취해소(25.9%), 알레르기 조절(25.9%), 영양보충(25.9%), 혈

압조절(25.9%), 체중 조절(22.2%), 피부주름 개선(22.2%), 기억력 증진(18.5%) 등의 순으로

조사되었다.
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전체
계약연구
기관

임상시험
기관

전임상
시험기관

식품위생
검사

대학내
부설연구소

사단
법인

BASE FOR % 27 5 1 4 3 13 1

면역기능 조절 55.6 80.0 100.0 25.0 66.7 46.2 100.0

혈당조절 55.6 20.0 100.0 25.0 66.7 69.2 100.0

콜레스테롤 저하 40.7 20.0 25.0 33.3 61.5

항산화 40.7 40.0 25.0 61.5

간기능 조절 37.0 20.0 75.0 33.3 30.8 100.0

숙취 해소 25.9 20.0 25.0 33.3 23.1 100.0

알레르기 조절 25.9 20.0 66.7 30.8

영양 보충 25.9 60.0 25.0 33.3 15.4

혈압조절 25.9 25.0 46.2

체중조절 22.2 40.0 66.7 15.4

피부주름 개선 22.2 40.0 25.0 23.1

기억력 증진 18.5 100.0 50.0 7.7 100.0

관절건강에 도움 14.8 25.0 66.7 7.7

소화관 생리와 기능조절 14.8 25.0 23.1

성기능 개선 11.1 40.0 25.0

스트레스 완화 11.1 20.0 33.3 7.7

종양치료에 도움 11.1 100.0 25.0 7.7

성장 발달 및 분화조절 7.4 20.0 7.7

치아 부식방지 7.4 20.0 100.0

피로회복 3.7 20.0

피부미백 효과 3.7 25.0

혈행 개선 3.7 25.0

<DB 우선 구축 필요 기능성 종류>

* 바이오푸드 네트워크 사업단 국내 기능성 식품 기업 및 연구기관 실태 조사 2006

(base : n=27, 조사 대상 기관)

국내에서 향후 가장 먼저 연구/개발해야 할 기능성에 대하여 국내 건강기능식품 관련

기업체 68개 社와 연구기관 35개를 대상으로 설문조사를 실시한 결과, 기업체의 경우 당

뇨조절(36.8%)을 최우선으로 개발되어야 한다고 대답했고, 연구단체의 경우 비만조절

(54.3%), 면역기능증진(34.3%)에 이어 당뇨조절(31.4%)을 세 번째 우선 연구가 필요한 기

능성으로 답하였다.



- 6 -

<DB 우선 구축 필요 기능성 종류>

* 바이오푸드 네트워크 사업단 국내 바이오식품의 기업체 수요도 조사 2005

소비자의 연령 및 주요활동(수험생/직장인)에 따라 필요한 기능성을 분석하기 위하여

500명을 대상으로 설문 조사를 실시한 결과, 당뇨 조절에 대한 기능성은 노년층에서 가

장 필요로 하는 것으로 조사되었고, 이외에 어린이는 성장, 알레르기 조절, 수험생은 집

중력/기억력 증진, 성인 여성은 항산화 효과, 콜레스테롤 저하, 수면 촉진 기능성을 필요

로 한다고 조사되었다.

2008년 10월 현재 건강기능식품 개별인정 허가 신청 원료는 총 189개이며, 이 중 인정

된 원료는 73개이다. 개별인정형으로 등록된 원료 73종을 기능성에 따라 분류하여 보면

“혈당 억제” 원료가 9종이 등록되어 가장 많은 수의 식약청 인정을 받은 것으로 나타났
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다. 혈당 억제에 이어 항산화 (7종) > 관절건강=면역=콜레스테롤 (6종) > 배변=비만=기

억력 (5종) > 기억력=피부건강 (4종) > 눈건강 (3종) > 장건강 (2종)의 순으로 나타났고,

나머지 9종은 기타로 분류하였다.

<개별인정형으로 등록된 원료의 기능성별 분류>

2. 국내외 기능성 식품 시장 현황

기능성 식품의 세계 시장규모는 보고서마다 다소 차이가 있지만 97년 이후 높은 성장

률을 나타내고 있다. 미국 시장조사 전문업체인 Global Industry사의 조사 보고서에 따르

면, 세계 기능성 식품시장은 지난해 약 723억 달러를 기록했으며, 오는 2010년까지 약

1,090억 달러 규모로 성장할 것으로 전망했다. 해외시장 중 미국 46%, 일본 24%, 유럽

13%로 산업화된 선진국 중심으로 발달되어 있으며 미국과 일본이 대략 70%정도를 차지

하고 있다.

미국은 1994년에는 건강보조식품, 기능성식품에 대한 법안인 영양보조식품 건강교육법

(Dietary Supplements and Human Education Act, DSHEA)가 제정된 이후 미국의 건강

기능식품 시장은 매년 급작한 성장을 하여 전 세계 건강기능식품 시장을 주도하고 있다.

미국정부에서는 사회적 대중의 요구에 따라 특히 1998년부터 보완·대체의학 연구부분에

서 전통천연약물의 객관화 연구 및 천연물 유래의 기능성 소재 개발에 집중적으로 투자

하고 있다. 미국의 건강기능식품 시장 확대요인으로는 노령화 인구의 증가와 건강증진에

대한 관심 고조와 함께 예방의학과 대체의학에 대한 이해도와 관심도의 급증으로 분석되

어진다. 미국의 건강기능식품시장은 매년 6%이상의 성장률을 보이고 있으며 향후 10년간

5%이상의 성장이 예상된다.

미국시장의 규모는 2002년 약 560억 달러에서 2006년 총 849억 달러를 기록하였으며

이것은 세계시장 2,261억 중 총 38%를 차지하고 있다. 품목별 점유율에서는 비타민이 약

35%를 차지했는데 특히 특별용도식품이 2003년 이후 지속적으로 10-15%의 성장을 보이

고 있는 반면에 식사대용 허브, 비타민 제품군은 일부 마이너스 성장을 보이고 있는 실
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정으로 nutrition business journal (NBJ)의 2006년 자료에 의하면 매년 성장하는 건강기

능식품 산업 시장 중 향후 'Natural Personal Care'와 자연 유기식품 군이 10%정도 성장

할 것으로 추정되며 비타민 및 식이보충용 제품 등의 성장은 비교적 저조할 것으로 예상

된다. 특별식 및 기타의 항목을 세분화하였을 때 관절건강에 도움을 주는 글루코사민 및

콘드로이친이 미국에서도 인기가 있었으며 그 외 코엔자임 Q10이나 프로바이오틱이 차

지하는 비중도 크게 나타났다. 미국 연구 개발자의 주요관심은 영양소 강화식품, 기능성

식용식물 및 식물성분의 소재화, 허브의 생리활성, 의약품 대체 기능성 식품개발, 소비자

맞춤형 제품 및 스트레스 완화 등 생활 활력 증진소재 등으로 분석되었다.

유럽은 주요 관심 건강요인인 특정질환을 타겟으로 하는 제품이 주류를 이루는 것이

특징이고 국가별 관심 요인에 대한 조사에서 영국은 에너지 충전, 튼튼한 뼈, 에너지 충

전 등으로 관심을 보였으며, 독일의 경우에는 1998년 독일 의약품집에 게재된 의약품의

13.4%인 1,266가지 처방이 약용허브의 조제에 관한 것으로 허브류가 식품, 의약품 소재로

널리 사용되고 있다.

일본의 경우 1980년대 후반 기능성식품이 등장하여 1991년 특정보건용 식품제도를 제

도화한 최초의 국가로서 2001년에 보건기능식품제도를 시행하여 제형을 확대하였으며

2005년 94품목이 추가되어 현재 569품목까지 확대되어 시판하면서, 기능성식품과 dietary

supplement 제품의 국가경쟁력을 더욱 강화하였다. 일본의 건강기능식품 시장은 건강을

지향하는 분위기와 고령화로 인해 최근 몇 년간 지속적인 성장을 보이면서 주목받고 있

다. 2005년 건강식품의 시장규모는 전년도에 비해 2.8% 증가한 1조 2,850억엔 규모이나

최근 몇 년간의 성장률에 비해 둔화됐으며 2006년에는 1조 2,100억엔으로 처음으로 마이

너스 성장을 보였으나 특정보건용 식품시장은 매년 급성장하는 추세이다.

일본 건강식품시장의 성장이 지속된 요인으로는 2005년도 중반까지는 코엔자임 Q10이

나 알파리포산의 히트가 있었으나 2006년도에는 히트소재가 없었으며 면역부활 소재로서

인기가 높았던 아카리쿠스 버섯 시장이 크게 축소됐고, 인기소재였던 대두 이소플라본이

나 코엔자임 Q10의 상한 섭취량 문제로 소비자 심리가 냉각되었으며, 또한 건강식품에

대한 법 규제 및 행정감시의 강화, 부정상법 적발 등에 의한 소비자 심리약화 등이 성장

률 둔화 요인으로 건강식품 시장 전체에 영향을 미친 것으로 생각된다.

우리나라 기능성식품 시장은 식품의약품안전청에서 제공하는 식품 및 식품첨가물 생산

실적 통계자료를 기준으로 분석한 결과, 2004년도 소비자 가격기준 시장 규모는 1조

8,000억원으로 추산되며, 생산실적은 5,675억원 규모로 산출되었다. 2005년도 시장규모는

2조 1,000억원 규모로 국내 건강기능식품 생산실적은 전년대비 약 19% 증가한 것으로 나

타났다. 2006년도 시장규모는 2조 1,500억원 규모이며, 생산실적은 7,008억원 규모로 전년

대비 약 2.3% 증가한 것으로 나타났다. 이는 장기적인 경기침체임에도 불구하고 건강을

지향하려는 소비자들의 요구가 일부 반영된 것으로 판단된다.

국내 1위 건강기능식품기업인 한국인삼공사의 6년산 홍삼브랜드 정관정의 아성을 위협
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하듯 대상웰라이프와 롯데제과가 홍삼제품을 선보이며 홍삼시장에 출사표를 던졌다. 특

히 건강기능식품 업체들은 기존 대형마트나 병원 약국 등에 숍인숍으로 입점해 자사 브

랜드 인지도를 어느 정도 높였다고 확신하고 건강기능식품점 런칭에 심혈을 기울였다.

국내 미국계 건강기능식품매장인 GNC는 고정고객 확보를 위해 멤버쉽 카드를 발급, 골드

회원에게 제품 구매시 할인혜택을 제공 하는 등 재구매율 높이기에 박차를 가하고 있다.

GNC 이외에도 수입이 급증하는 가운데 국내 건강기능식품업체들의 건강기능식품점 오픈이

이어졌다. 대상웰라이프는 주력 품목이였던 클로렐라와 함께 홍의보감의 마케팅을 강화해 차

세대 제품군으로 키우고 있으며, 건강식품점 더웰라이프를 런칭해 로드숍 운영에도 나섰다.

삼양사의 계열사 삼양제넥스는 고객맞춤 서비스 강화를 비전으로 내세우며 굿썸을 런

칭하여 매장에 건강식품 30여종 유기가공식품 70여종을 포함한 100여종 품목을 구비했

다. 이외에도 KT&G 휴럼, 비트로시스 등이 건강기능식품전문점 프랜차이즈화를 선언하

면서 건강기능식품 전문점 오픈을 가속화했다. 또한 기존 건강기능식품시장에 진출해 있

던 CJ, 대상, 동원F&B, 롯데제과에 이어 라면업계 1위인 농심, 음료시장을 이끌고 있는

웅진식품 등 대기업이 잇따라 건강기능식품 시장에 진입하고 있어 건강기능식품 시장은

앞으로 그 시장의 규모가 더욱 확대될 것으로 전망된다. 이처럼 시장에 뛰어드는 대기업

의 수가 늘어나고 있는 것은 소비자들의 건강중시 풍조가 이어지고 있고 선진국처럼 소

비자의 인지도가 높아지고 있어 건강기능식품사업은 전망성이 있는 사업이라는 평가를

받고 있기 때문인 것으로 생각된다.

가. 세계시장 규모

(1) 세계시장규모

(단위: 억원)

구분 04년 05년 06년 07년 08년
연평균

증가율

vitamin 6,890 7,010 7,136 7,265 7,395 1.8

Herbs/Botanicals 4,300 4,390 4,490 4,576 4,672 2.1

Sports Nutrition 2,100 2,220 2,349 2,485 2,629 5.8

Minerals 1,740 1,750 1,757 1,764 1,771 0.4

Meal Supplements 2,320 2,250 2,182 2,117 2,053 -2.9

Specialty/Other 2,980 3,220 3,484 3,769 4,078 8.2

Natural & organic

food
18,380 20,700 23,391 26,431 29,867 13.0

Functional foods 24,460 26,660 29,059 31,674 34,525 9.0

Natural personal

care
5,470 5,940 6,415 6,928 7,482 8.0

전체 68,640 74,140 80,265 87,012 94,476 8.0
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(2) 세계시장을 선도하는 주요생산 업체

업체명(국적) 생산품목과 주요 특징 비 고

Abbot (미국)

Ensure, Pediasure, Pedialyte, Glucerna,

Osmolite, Promote, Similac, Isomil,

ZonePerfect, 소아/성인 영양보충제

미국내 가장 시장

점유율이 큰기업

(전체의 5.2%차지)

Bristol-Myers

Squibb Co

Enfamil 비타민제, 영양보충제 및 신생아

분유제품

Wyeth 영양보충제, 글루코사민제품, Vt E, Vt C

General Nutrition

Company (GNC)
영양보충제

Herbalife

International Inc
체중조절 프로그램

Amway 세계 최대의 영양보조식품 회사

베리후르츠그룹

(뉴질랜드)
블랙커런트 관련제품

AVON (일본)
락트알부민분말 블루베리 캡슐, 녹차캡슐,

키토산캡슐, 효모, 비타민 B

Unilever 건강음료제품

나. 국내 수요, 공급 규모

(1) 국내 시장규모

2006년도 식품의약품안전청의 건강기능식품 생산실적 통계자료에 의하면, 100억원 이상

판매된 제품은 홍삼을 비롯해 알로에, 영양보충제, 글루코사민, 인삼, 클로렐라, 감마리놀

렌산, 효모, 유산균 DHA/EPA 함유제품 등이다.

다양한 건강기능식품 제품이 출시되고 있는 가운데 국내 건강기능식품시장은 홍삼·인

삼과 알로에제품 등이 주도하고 있는 것으로, 식약청이 3년간 품목별 매출실적을 집계한

결과 드러났다. 이번 조사결과 2007도 총생산액은 7,234억원이었으며, 품목별로는 홍삼

제품 3,270억원, 알로에 제품 797억원, 영양보충용 제품 785억원, 인삼 제품 350억원, 글

루코사민 제품 270억원이며, 이들 5개 품목이 전체 생산액의 75.6%를 차지했다. 또

EPA·DHA 함유 제품 167억원, 효모 제품 148억원, 화분 제품 37억원, 스쿠알렌 함유 제

품 84억원, 효소 함유 제품 53억원, 유산균 함유 제품 175억원, 클로렐라 제품 187억원,

스피루리나 제품 44억원, 감마리놀렌산 함유 제품 165억원, 레시틴 제품 25억원, 옥타코

사놀 함유 제품 11억원 등으로 파악됐다. 키토올리고당 함유 제품은 100억원을 넘었고

엽록소 함유 제품 17억원, 버섯 제품 19억원, 매실추출물 제품 18억원, 자라 제품 62억원,

베타카로틴 함유 제품 16억원, 녹차추출물 제품 22억원 등으로 그 뒤를 이었다. 개별인정

형 제품으로는 CLA (126억원)과 코엔자임큐텐 (73억원)만이 성장세를 보였고 MSM과 N-

아세틸그루코사민, 루테인, 쏘팔메트 등은 10억원에도 미달됐다.
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국내 건강기능식품 제조업소의 품목제조 신고 현황을 보면, 현재 1만265개 품목이 신고

되었으며, 영양보충용제품 (32.3%), 홍삼제품 (9.6%), 유산균제품 (8.3%), 글루코사민제품

(7.1%), EPA/DHA제품 (4.2%) 순으로 품목신고가 많았다.

개별인정형 건강기능식품의 경우도, 2004년 이래 현재까지, 522개 제품 (5.1%)이 품목제

조 신고 되었으며, 코엔자임큐텐제품, 공액리놀렌산제품, 루테인제품, 엠에스엠제품 순으

로 많았다.

(2) 국내 생산규모

국내 건강기능식품제조업소가 식품의약품안전청에 2006년도에 보고한 “2005년도

건강기능식품 생산실적”을 보면 310개 소에서 4,414개 품목을 신고하고, 그 매출액은

6,856억원(국내 판매액 : 4,433억, 수출액 : 423억) 되는 것으로 집계되었다. 이는

2004년도의 매출액 5,781억원 대비 1,075억원 (19%)이 증가한 것으로 국민들의

건강기능식품에 대한 관심이 증가하고 있음을 의미한다.

▶ 국내 출하액, 수출액 기준 상위 10개사 현황

(단위: 억원, 달러)

순위 업 체 명 출하액 순위 업 체 명 수출액

1 (주)한국인삼공사 1,821 1 (주)일화 10,827,836

2 (주)마임 874 2 (주)한국인삼공사 5,344,798

3 (주)남양 385 3 주식회사 쎌 바이오텍 3,457,839

4 대상㈜ 236 4 대상㈜ 2,402,349

5 풀무원건강생활(주) 229 5 (주)고려홍삼공사 2,301,610

6 (주)태평양제약 183 6 구안산업㈜ 1,926,717

7 (주)세모 174 7 고려인삼제조주식회사 1,302,274

8 (주)렉스진바이오텍 173 8 한일인삼산업주식회사 1,295,663

9 종근당건강(주) 159 9 (주)렉스진바이오텍 1,258,864

10 일진제약주식회사 132 10 (주)진생사이언스 1,198,379

출처: 2007 보건산업백서
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◎ 2005년 건강기능식품 매출현황 - 품목유형별

(단위 : 천원, 달러)

품 목 명 국내판매액
수 출 액

합 계
달 러 천 원

인삼 17,220,615 18,717,740 19,166,966 36,387,581

홍삼 179,861,285 11,759,184 12,041,404 191,902,689

스피루리나 3,074,600 2,764 2,830 3,077,430

감마리놀렌산 15,332,607 1,042 1,067 15,333,674

알로에 96,930,138 118,320 121,160 97,051,298

키토올리고당 8,605,589 149,411 152,997 8,758,586

프락토올리고당 116,838 - - 216,872

개별인정형 8,254,286 - - 8,254,286

기타 313,909,230 10,578,307 10,832,186 324,641,382

합계 643,305,188 41,326,768 42,318,610 685,623,798

자료: 2007-2008 한국식품연감(농수축산신문)

제 2절 국내외 색소 관련 기술개발 현황

식품첨가물 중 외형적으로 소비자의 구매 효과를 가장 높이는 요소로 사용되는 색소는

원래 천연물에서 유래하는 것이지만 상업적으로 취급의 용이성이나 저렴한 가격 등의 이유

로 우리나라에서는 합성색소가 많이 사용되고 있다.

하지만 합성색소가 가지고 있는 유해성이 사회적으로 계속 논란이 되면서 일반 소비자들

이 합성색소에 대한 거부감을 가지고 있으며 또한 웰빙을 추구하는 현대인의 생활형태의 변

화 추세에 따라 천연색소의 사용도 계속적으로 증가할 것으로 보인다. 또한 가까운 일본의

경우 어린이가 먹는 식품에는 대부분 천연색소를 사용하고 있으며, Nestle는 2005년도에 자

사의 제과류에 모든 인공색소를 사용하지 않기로 하고 합성색소에 대한 대체소재를 찾고 있

다. Brilliant Blue (E133)의 대체물질을 찾기 위해서 당분간 인공색소를 제거한 채로 백색의

제품을 생산해 왔으며 최근 이에 대한 해답을 Spirulina [cyanbacteria (blue-green lake

algae)로부터 생산]에서 찾았다. 천연 hibiscus 추출물로부터 음료수에 사용할 수 있는 bright

red colour를 띠는 표준화된 anthocyanin을 개발하였으며, 최근에는 자색고구마로부터 붉은

색의 anthocyanin을 이용한 색소가 추가적으로 상품 군에 들어가고 있다. 이 색소는 산성
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상태에서 붉은 색을 띠며 음료, 샤베트, 샐러드, 드레싱, 소스 등에 사용될 수 있다. 새로운

대체 색소를 찾는 것뿐만 아니라 현존하는 천연색소의 효과를 개선하는 제품들도 소개 되고

있다. Slovenia의 Vitiva사는 rosemary extract를 이용하여 합성보존료를 사용하지 않고도

carotenoids와 천연색소를 안정화시키고 이취와 변색을 방지하여 보존기간을 연장할 수 있

다고 주장하고 있다.

천연색소의 경우 인체에 대한 안전성이 합성색소인 타르계 색소에 비해 높으며, 최근 “색

을 먹자” 라는 책이 화제를 끌 정도로 소비자들도 검은콩, 검은깨, 흑미, 녹황색채소, 토마

토, 포도 등 색을 지니고 있는 식재료에 관심이 많아지고 있어 이들은 천연색소라기 보다

생리활성 기능으로 소비자들에게 더 크게 어필되어지고 있는 실정이다. 또한 천연색소는 노

화억제, 시력개선, 항산화, 항암, 심장병예방, 면역시스템 향상, 비만 방지 등의 기능성을 가

지고 있다는 점에서 식품에의 사용이 이상적이라 할 수 있으며 천연색소에 의한 착색된 색

조가 소비자들에게 더 친근하게 다가갈 수 있는 것도 특징이라 할 수 있다.

천연색소의 경우 색의 선명도가 낮고 내광성, 내열성, 내산성 등의 안정성과 염착성이 떨

어지는 단점, 원료확보와 가격의 문제를 안고 있다. 일본의 경우에는 그 문제점을 보완하기

위한 연구개발이 진행되어 유화, 물분산성, 이중유화 등의 제제 개발로 발색이 좋고 안전성

이 높은 색상표현이 가능해졌다. 국내의 경우에도 국내의 천연색소 기업인 엠에스씨는 치자

를 국내 수매하여 3가지(노랑, 빨강, 파랑) 색을 만드는데 세계에서 2번째로 성공하였으며

자색고구마의 경우도 국내에서 수매하여 정제도 높은 자색색소를 제조하는데 성공하였으며,

색소 대부분을 수입에 의존하고 있는 현실에서 코치닐 추출색소나 치자색소, 락색소 등의

경우 원료부터 처리, 생산까지 국내에서 이루어지고 있으며, 특히 코치닐 원료에서 코치닐색

소와 카르민을 제조하며 해외로 연간 10억원 내외로 색소를 수출하고 있으며 미량이긴 하지

만 치자색소, 홍국색소, 고량색소, 카라멜 색소 등의 경우 수출도 하고 있다.
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제 3 장 연구개발수행 내용 및 결과

   
제 1절. 자색고구마에 함유된 안토시아닌 구조 확인 및 원재료 표준화

현재 식품가공용으로 이용되고 있는 anthocyan 색소는 주로 포도주 생산에서 얻어지는

포도 껍질이나 블루베리, 적양배추 등으로부터 얻어지고 있는데 최근에는 새로운 색소원으

로서 자색고구마의 이용 가능성에 관한 연구가 활발히 이루어지고 있다.

신선한 식품 중에서 안토시아닌은 모두 당과 결합한 배당체나 그 배당체부에 유기산이

에스테르 결합한 아실화 배당체로 존재하고 있다고 알려져 있다. 안토시아닌의 기본적인 색

조는 안토시아니딘 (aglycone)의 구조로 결정되고, 안토시아니딘의 B환의 수산기가 증가하면

가시부의 극대흡수 파장은 장파장 측으로 옮겨가고 푸른색에서는 홍적색, 세 개의 시아니딘

에서는 자적색을 나타낸다. 또한 안토시아닌의 색조는 안토시아닌진의 수산기(-OH) 수 뿐만

아니고, 메톡실기 (-OCH3)의 결합수나 당 유기산의 결합위치나 결합수에 의해서도 달라지게

된다. 안토시아닌은 구조이외에도 주위의 환경에 의하여 그 색조를 크게 변화시킨다. 특히

pH의 변화나 금속이온이나 플라보노이드와 같은 코피그먼트 화합물의 존재에서 안토시아닌

의 색조가 크게 변화한다는 것은 잘 알려져 있다.

최근 합성색소는 식용 타르계 색소의 발암성 등이 문제가 되어 그 사용이 제한되고 있다.

이러한 상황 속에서 건강적인 측면에서 합성 착색료는 소비자들의 사용기피 현상으로 나타

나 사용량이 현저한 감소를 하고 있다. 그에 비해 천연색소는 야채나 과실의 색이 신선함의

척도로서 보여지는 것과 같이 자연의 색조와 안전한 이미지가 정착되고 있다. 이와 같이 수

요량은 증가하고, 색소의 품질이나 안정화 기술 등도 진보해왔으나 안토시아닌은 합성색소

에 비하여 안정성이 떨어지고 식품에 이용할 때의 장해가 되어 이용확대에 걸림돌이 되고

있다. 안토시아닌은 불안정하기 때문에 신선한 천연원료에서 완전한 상태에서 추출, 정제하

는 일은 곤란하며 결합하고 있는 유기산이나 당의 일부가 분해되는 등의 손실은 각오하지

않으면 안된다. 더구나 조리, 가공이나, 발효 등 조건하에서는 안토시아닌의 종류에 따라서

분해의 비율이 높아지게 되는 것은 면할 수 없다. 이와 같은 안토시아닌의 퇴색이나 변색

등의 변화에는 열, 광, pH, 산소, 무기염, 유기산, 당, 페놀, 과산화수소 등의 다양한 요인들

이 관여하고 있다.

자색고구마 품종 “신자미”는 농촌진흥청 산하의 국립식량과학원 바이오에너지작물센터에

서 단위생산량이 높은 신미를 모본으로 하고 일본의 재래종 자색고구마인 산천자

(Yamakawa-murasaki)를 부본으로 교배한 육종 연구를 통하여 개발되었다.

고구마류의 안토시아닌의 색소 잔존률은 가열의 경우 63～77%, 자외선 조사의 경우 6～

80%로 알려져 있으며 다른 과실류의 안토시아닌에 비하여 매우 안정하다고 알려져 있다. 서

류의 안토시아닌은 종류가 9～13개로 다양하고 그 중 2/3 이상이 아실화안토시아닌이라고

한다. 안토시아닌의 식품으로 고도의 이용기술을 확립하는 것은 식품제조의 실용면에 있어
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서 매우 중요한 측면이라 할 수 있다. 이에 자색고구마의 원료의 표준화에 관한 연구로서

국내 자색고구마의 품종별, 추출별에 따른 색소의 분자구조적 변화 및 안토시아닌 구조확인

등에 관한 연구는 전무한 상태이므로 이에 대한 연구를 하고자 한다.

1. 신자미의 계통별 안토시아닌 조성 비교

국립식량과학원 바이오에너지작물센터에서 1994년에 일본 큐슈의 가고시마현에서 재배되

어진 일본재래종 품종인 “Yamakawamurasaki (산천자)”와 국내품종 “신미”를 교배하여 얻

어진 실생으로부터 2001년까지 8개년에 걸쳐 일련의 시험 및 선발과정을 거쳐 자색을 띠는

“신자미”라는 품종의 자색고구마가 국립식량과학원 바이오에너지작물센터에서 개발되었다

(아래사진 참고).

본 실험에서는 신자미의 부본인 산천자와 모본인 신미 그리고 그로부터 얻어진 신자미

각각에 함유된 안토시아닌 조성을 비교하고자 하였다. 먼저 각각의 고구마를 일정량씩 취하

여 일정한 크기로 slicing 한 후 이들 각각을 0.1% Trifloroacetic acid가 함유된 70% EtOH로

추출한 후 여과하여 농축하고 이를 동결건조를 실시하여 분말형태의 추출물을 얻었다.

신자미 (480 g)

extract with 70% EtOH (containing 0.1% TFA, pH 2.5);
(1.2 L, 4oC, 48 hr)
filtering (Advantac No. 4)

residue filtrate

Concentration (35oC)

Powder

Freeze drying
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얻어진 각각의 추출물을 소량씩 취하여 MeOH에 녹여 520 nm에서 HPLC 분석을 실시하

여 얻어진 크로마토그램을 비교하여 각각의 고구마에 함유된 안토시아닌 조성을 비교하였

다. 본 실험에 사용된 HPLC 분석조건은 아래와 같다.

▶ HPLC 분석조건

- 기기: Waters 2695 pump

- Detector: 520 nm (Waters 2996 PDA detector)

- Column: Waters Sunfire C18 (4.6×150 mm)

- 이동상: Solvent A; H2O (0.1% TFA 함유)

Solvent B; 50% Acetonitrile (0.1% TFA 함유)

Time (min) A (%) B (%)

0 75 25

45 60 40

HPLC 분석 결과, 자색을 전혀 보이지 않는 신미의 경우에는 역시나 520 nm에서 전혀

peak를 보이지 않았으나, 산천자와 신자미는 520 nm에서 흡광도를 나타내는 peak가 수종

확인되었다. 산천자의 경우에는 국내품종이 아닌 일본 큐슈지방에서 자생하는 고구마로서

일본에서는 이에 대한 연구가 상당히 많이 이루어져서 산천자에 함유된 안토시아닌 화합물

에 대한 구조 동정이 많이 이루어진 상태로 산천자에 함유된 안토시아니딘은 peonidin이 대

부분이며 그 외에 cyanidin이 소량 존재한다고 알려져 있으며, 이들 anthocyanidin 골격의 3

번 또는 5번 위치에 당과 다른 phenolic 화합물이 결합되어 있다는 많은 보고들이 있다. 이

에 이 산천자를 부본으로 하여 개발된 신자미도 산천자와 유사한 화합물들이 함유되어 있을

것이라 생각되어지며, 이를 산천자와 동일한 방법으로 추출하여 같은 조건에서 HPLC 분석

을 실시해 본 결과 이들의 chromatogram이 거의 유사함을 확인할 수 있었다. 이에 신자미

에 함유된 안토시아닌을 단리 정제하여 그 구조를 확인해 보고자 하였다.
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Fig. 1-1. HPLC chromatogram of each species potato at 520 nm.



- 18 -

2. 자색고구마 품종별 안토시아닌 조성 비교

가. 국내 자색고구마 품종별 안토시아닌 조성 비교

국내에 보급되어지는 자색고구마는 대부분이 농촌진흥청 산하의 국립식량과학원 바이오

에너지작물센터에서 품종개발된 것이다. 현재 국내에 보급된 자색고구마 품종은 신자미와

연자미, 보라미이다. 신자미는 색소성분은 다른 자색고구마 품종보다 훨씬 많이 함유되어 색

소가공을 목적으로 개발된 것이며, 연자미와 보라미는 총 안토시아닌 함량이 신자미 보다는

낮아서 튀김용이나 생식용에 적합한 품종이다(아래 사진 참고). 

위의 사진에서 보이는 것처럼 각각의 품종에 따른 육색이 현저하게 다름이 쉽게 확인되

어 질 수 있으나 아직까지 국내에서는 이들 품종간의 안토시아닌 조성의 차이와 각각의 품

종에 함유된 안토시아닌의 구조에 관한 연구가 이루어지지 않은 실정이다. 이에 본 실험에

서는 국내 자색고구마 품종별 안토시아닌의 조성을 비교해 보고자 자색고구마를 품종별로

0.1% TFA가 함유된 70% EtOH로 추출하여 얻어진 추출물을 동결건조한 후 얻어진 분말

(Fig. 2-1)을 가지고 지금까지 분석했던 조건과 동일한 조건에서 HPLC 분석 (520 nm)을 실

시하여 각각의 품종에 함유된 안토시아닌을 비교 확인해 보았다 (Fig. 2-5).

보라미 (480 g)

extract with 70% EtOH (containing 0.1% TFA, pH 2.5);
(1 L, 4oC, 18 hr)
filtering (Advantac No. 4)

residue filtrate

Concentration (35oC)
Freeze drying

Powder

Fig. 2-4. 추출방법
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Fig. 2-5. HPLC chromatogram of each species purple sweet potato at 520 nm.

그 결과, 자색고구마 각각의 품종에 따라 함유된 안토시아닌 조성 및 화합물의 종류도

서로 다름을 확인할 수 있었다. 즉, 신자미의 경우에는 HPLC retention time 전반에 걸쳐

다양한 안토시아닌이 함유되어 있으며 보라미는 retention time 25-35분 사이에 대부분의

peak가 나타나며 신자미에서는 거의 함유되어 있지 않는 화합물(retention time 29분, 36
분)이 많이 함유되어 있음을 확인할 수 있었고, 또한 연자미의 경우에는 다른 품종들 보다

는 더 적은 종류의 안토시아닌이 존재함이 확인되었다. 즉, 같은 자색을 나타내는 고구마라

할지라도 이들 품종에 따라 함유된 안토시아닌의 종류 및 함량이 약간 상이함을 알 수 있었

다.
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나. 국내외 자색고구마 품종별 안토시아닌 조성 비교 확인

자색고구마에 대해 비교적 많은 연구가 이루어진 일본의 경우에는 자색고구마에 함유된

안토시아닌의 구조가 많은 연구자들에 의하여 이미 논문 등으로 보고되어져 있는 상태이다. 
하지만 국내에서 개발된 품종인 신자미에 함유된 안토시아닌의 조성에 대해서는 연구가 많

이 이루어지지 않은 상태이기 때문에 이미 안토시아닌의 조성이 확인된 일본의 자색고구마

와 국내 품종인 신자미의 안토시아닌 조성을 서로 비교하여 국내 품종인 신자미의 안토시아

닌 조성이 일본품종과 어떠한 차이가 있는지를 확인해 보고자 하였다. 
국내에서 많이 재배되어지고 있는 신자미와 일본에서 육종 연구를 통해 널리 재배, 보급

되어지고 있으며, 안토시아닌의 구조가 확인되어진 아야무라사끼 품종을 일본에서 직접 구

입하여 각각의 자색고구마를 품종별로 70% EtOH로 추출한 후 얻어진 추출물을 대상으로

상기의 분석했조건과 동일한 조건에서 HPLC 분석 (520 nm)을 실시하여 일본품종과 국내

품종간의 안토시아닌 구조 및 함량의 차이 유무를 비교 확인해 보았다.

 

PSP sample* (each 25 g)

Silce

70% EtOH (in 0.1% TFA) 100 mL

Homogenization 
(18,000 rpm, 2 min)

Filter

filterate 
(02.25 g/ mL)

residue

1.32 mL

evaporation

 H2O 1 mL

0.33 g/mL

HPLC

98.68 mL

HPLC

Fig. 2-1. 품종별 자색고구마 추출방법
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신자미

아야무라사끼

Fig. 2-2. 신자미, 아야무라사끼의 Chromatogram

Fig. 2-3. 신자미, 아야무라사끼의 total peak area(HPLC 520 nm)
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각각의 자색고구마를 추출한 추출물을 서로 동일한 농도로 HPLC 분석을 실시해 본 결

과, 일본의 아야무라사끼와 국내 신자미는 서로 다른 안토시아닌으로 구성되어 있음을 확인

할 수 있었다(Fig 2-2). 즉, 아야무라사끼에는 신자미에 함유되어 있지 않는 다른 안토시아닌

화합물이 더 많이 함유되어 있음을 확인할 수 있었다. 그렇지만 아야무라사끼와 신자미를

동일한 농도로 분석하여 HPLC에서 검출된 peak의 total area를 비교해 보면 아야무라가끼

보다 신자미의 total peak area가 더 높음을 알 수 있다. 이는 좀 더 확인해 보아야 하겠지

만, 신자미에 함유된 안토시아닌의 총량이 아야무라사끼보다 더 많은 것이 아닐까 추측되어

진다.

즉, 신자미는 일본의 대표적인 자색고구마 품종인 아야무라사끼와 비교해 볼때 안토시아

닌 화합물의 종류는 좀 더 적게 함유되어 있으나 전체적인 안토시아닌의 총량으로 볼 때는

더 많은량의 안토시아닌인 함유되어 있을 것으로 예상되어 진다.
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3. 자색고구마(신자미) 성장 단계에 따른 안토시아닌 조성 변화

생육단계별 자색고구마에 함유된 안토시아닌 조성변화를 확인하기 위하여 자색고구마의

실제 size를 측정하고, 각 단계별로 고구마 25 g 을 취하여 0.1% TFA가 함유된 70% EtOH

100 mL에 넣고 균질화 후 1시간 동안 추출한 추출물(Fig. 4-4)을 대상으로 UV 및 HPLC분

석을 통해 total 안토시아닌 및 개별 안토시아닌 peak의 함량을 분석하였다.

Fig. 4-3. 생육단계별 신자미

Table 4-1. 생육단계별 신자미 size (중량 및 길이)

1단계 2단계 3단계

고구마의 실측

size

(g, cm)

57.5 g / 9*3.5 cm 159.5 g / 11.5*5cm 409.5 g / 16*6.5 cm

76 g / 7*4.5 cm 120 g / 9*5 cm 311 g / 12*7 cm

68.5 g / 7*3.5 cm 120 g / 10*5 cm 441 g / 18.5*7 cm
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Purple Sweet Potato 25 g

70% EtOH in 0.1% TFA 100 mL

PSP 70% EtOH ext.

homogenization

1 hr

Fig. 4-4. 자색고구마 추출 과정

(1) UV spectrophotometer에 의한 총 안토시아닌 정량

검량선을 작성하기 위하여 자색고구마 추출물을 정제하여 얻은 색소(0~2 mg/ml)를 pH

1.0 buffer에 용해시켜 흡광도를 측정 한 후 검량선(R2=0.988)을 작성하였다(Fig. 6-5). 각 생

육단계별 추출물의 흡광도 값을 측정한 후 검량선으로부터 자색고구마 100 g에 함유된 총

안토시아닌 함량 값을 확인하였다.

y = 0.621x + 0.0442
R?= 0.9889

0

0.2

0.4

0.6

0.8

1

1.2

0.00 0.50 1.00 1.50 2.00 

A
bs

mg/ml

std. curve

A

b

s.

Fig. 4-5. 자색고구마 추출물을 정제하여 얻은 색소(0~2 mg/ml) 검량선
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Table 4-2. 생육단계별 총안토시아닌 함량

생육단계
총안토시아닌 함량

(g/자색고구마 100 g)

1단계

n=1 3.46

n=2 2.71

n=3 3.52

Ave. 3.2

2단계

n=1 4.08

n=2 4.12

n=3 4.36

Ave.　 4.2

3단계

n=1 3.21

n=2 4.46

n=3 4.33

Ave. 4.0

그 결과, 자색고구마 100 g 중에 1단계의 총 안토시아닌 함량은 3.23 g, 2단계는 4.19 g,

3단계는 4.0 g이 함유되어 있는 것으로 확인되었다(Table 4-2). 2단계, 3단계에 있어서는 안

토시아닌 함량이 약 4 g 정도로 거의 유사하지만, 1단계는 자색고구마 100 g 중에 약 3 g

정도의 안토시아닌이 함유되어 있는 것으로 확인되어 자색고구마가 성장이 진행되면서 자색

고구마 내의 안토시아닌 함량이 증가하고, 일정 수준으로 성장하게 되면 그 이후에는 안토

시아닌의 함량에 큰 영향을 보이지 않음을 확인 할 수 있었다.

(2) 자색고구마 생육단계별 총안토시아닌과 안토시아닌 개별 peak 별 함량 변화

자색고구마의 생육단계별로 각각의 안토시아닌의 조성이 어떻게 변화 되는지를 확인해

보기 위하여 자색고구마 추출물을 정제하여 얻어진 자색고구마 안토시안 색소를 표준품으로

하여 상기의 크로마토그램으로부터 각 안토시아닌 peak별 안토시아닌 함량을 정량분석을

실시하였다.

- Standard: 자색고구마 추출물을 정제한 것 사용

- 검량선 작성: 농도를 알고 있는 standard를 분석하여 동일한 조건으로 적분 후에 area

%로 각 peak의 농도 계산 후 각 peak별로 검량선 작성.

▶ HPLC 분석 조건
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- Detecter: UV detecter (520, 320 nm)

- Column: SunFireTM C18, 5 um, 4.6×150 mm (Waters, Ireland)

- Column Oven: 30 ℃

- Injection vol. 20 μL

- Flow rate: 1 mL/min

- Mobile phase: Solvent A; H2O (0.1% TFA 함유)

Solvent B; 50% Acetonitrile (0.1% TFA 함유)

min A (%) B (%)

0 75 25

45 60 40

1단계

2단계

3단계

S2
S3 S5

S6 S7
S8

S11 S12

Fig. 4-6. 각 생육단계별 HPLC Chromatogram
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Fig 4-7. 자색고구마 생육 단계별 개별 안토시아닌 함량 분석결과

그 결과 각 생육단계별로 개별 안토시아닌의 조성은 유의적인 차이 없이 고구마가 성장

하면서 각 안토시아닌 색소도 유사하게 함유되어 있음을 알 수 있었다.
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4. 자색고구마에 함유된 안토시아닌 구조 확인

가. 신자미로부터 안토시아닌의 분리 정제

신자미(생물 약 1 kg)를 0.1% Trifluoroacetic acid (TFA)가 함유된 70% EtOH 4 L로 추

출하여 안토시아닌 색소 추출물을 얻었다. Amberlite XAD-7 (20～60 mesh, sigma사)을

100% 증류수로 slurry를 만들어 column(3×19 cm)에 충진 시킨 후 자색고구마 추출물을 물

에 녹여 Amberlite XAD-7 column에 charge 하여 물, EtOH 획분으로 분획하여 정제하였다.

얻어진 각각의 분획물을 대상으로 HPLC 분석을 실시하여 안토시아닌의 조성을 확인한 결

과, EtOH 획분에 안토시아닌 화합물이 함유되어 있음이 확인되었다. 이 EtOH 획분에 함유된

 EtOH fr. of Amberlite XAD-7 C.C Powder

MeOH in 1% HCl  250 mL

Ethyl ether  750 mL

centrifuge (5000 rpm, 15 min)

supernatantresidue

prep HPLC

purple sweet poteto

extract with 70% EtOH(containing 0.1% TFA, pH 2.5)
(4 L, 4℃, 24 hr)

filtrate (Advantac No.4)

concentration

freeze drying

concentration

freeze drying

PSP 70% EtOH ext. powder

Amberlite  XAD-7 column chromatography

H2O fr. EtOH fr.

Isolation of  S1～ S12 compounds

Fig 4-1 . 자색고구마 추출물의 분리 정제 흐름도
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안토시아닌을 더 정제하기 위하여 이 등의 방법에 따라 에탄올과 에테르를 이용한 침전법을

사용하여 색소를 정제하였다. 즉, Amberlite XAD-7에서 얻어진 EtOH 획분을 1% HCl이 함

유된 MeOH 용액(250 ml)에 용해 시킨 후 이 용액에 3배수의 ethylether (750 mL)을 첨가하

면 안토시아닌 색소가 침전되어진다. 침전된 안토시아닌 색소를 원심분리를 실시하여 침전

물을 분리하였다.

분리된 침전물을 대상으로 520 nm에서 HPLC 분석을 실시한 결과(아래 그림 참고), 총 12종

의 안토시아닌 색소가 함유되어 있음을 알 수 있었다.

분리한 안토시아닌 침전물에 함유된 각각의 안토시아닌 색소를 분리하기 위하여 prep-

HPLC를 이용하여 화합물을 분취하였다.

◎ Prep-HPLC 분취 조건

- Detecter: PDA detecter (520 nm)

- Column: SunFireTM Prep C18 5 um 10×150 mm colunm, waters, Ireland

- Oven temp.: 30 ℃

- Injection vol. 약 400 μL정도 씩 injection

- Flow rate: 4.7 mL/min

- Mobile phase

min
A

H2O (0.1% TFA)

B

50% MeCN (0.1% TFA)

0 75 25

45 60 40
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Fig 4-2. 분취한 HPLC chromatogram

나. 분리된 안토시아닌의 구조 확인

Prep-HPLC에 의해 분취한 자색고구마 안토시아닌 색소 각각의 구조를 확인하기 위하여

단리한 각각의 화합물을 대상으로 HPLC-MS/MS 및 NMR 분석을 실시하여 화합물 구조를

확인하였다.

(1) HPLC/MS/MS를 이용한 안토시아닌 분자량 확인

◎ LC/MS/MS 분석 조건

- Wavelength: UV detecter 520 nm

- Column: Shimpack XR-ODS 3.0×50 mm

- Column Oven temp.: 30 ℃

- Injection vol.: 4 μL

- Flow rate: 0.25 mL/min

- Mobile phase:

min
A

H2O (0.1% formic acid)

B

50% MeCN (0.1% formic acid)

0 85 15

25 60 40

40 30 70

42 85 15

50 85 15
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Prep-HPLC를 분석을 실시하여 메인 peak인 S3, S5, S9b, S11, S12에 대해 LC-MS/MS 분석

및 1H-NMR 분석을 행하여 그 구조를 확인하였다.

Fig 4-4. S3 (m/z 893) peak에 대한 fragment ion을 나타낸 spectrum

Fig 4-5. S5 (m/z 907) peak에 대한 fragment ion을 나타낸 spectrum

Fig 4-6. S9 (m/z 1055) peak에 대한 fragment ion을 나타낸 spectrum

Fig 4-7. S11 (m/z 1069) peak에 대한 fragment ion을 나타낸 spectrum

Fig 4-8. S12 (m/z 1125) peak에 대한 fragment ion을 나타낸 spectrum
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일본에서 널리 보급되어 재배되고 있는 대표적인 자색고구마 아야무라사끼 품종에 함유

된 안토시아닌은 지금까지 총 8종인 것으로 알려져 있으며 그 구조는 아래와 같다.

Fig 4-9. 아야무라사끼에 함유된 안토시아닌의 구조

(Ref.: Biosci. Biotechnol. Biochem., 63(8), 1420-4, 1999 & Phytochemistry, 44(1), 186-6, 1997)

신자미에 함유된 총 12종의 안토시아닌들 중에서 메인 peak인 S3, S5, S9b, S11, S12 안토시

아닌에 대한 구조를 확인해 보기 위하여 LC-MS/MS 및 NMR 분석을 실시하였고, MS 및

NMR 분석에서 얻어진 결과를 일본 아야무라사끼의 구조를 동정하여 보고된 논문의 raw

data와 그 결과를 서로 비교하여 최종 구조를 확인하고 동정하였다. 그 결과 신자미에서 단

리된 안토시아닌 화합물은 아래 표에 나타난 것과 같이 일본에서 단리한 안토시아닌과 그

구조가 거의 유사함을 확인할 수 있었다.

O

O

HO

O

OR1
OH

O O

OH

OH
O O

HO

HO OH

OR3

R2O

OHHO

HO
HO
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R1 R2 R3 Total M.W.

S3 H p-hydroxybenzoic acid H 893

S5 CH3 p-hydroxybenzoic acid H 907

S9b H Caffeic acid p-hydroxybenzoic acid 1055

S11 CH3 Caffeic acid p-hydroxybenzoic acid 1069

S12 CH3 Caffeic acid Ferulic acid 1125

자색고구마에 함유된 총 12종의 안토시아닌 중에서 main peak라 할 수 있는 5종의 화합

물에 대한 구조는 확인이 되었으나 아직 그 구조가 확인되지 않은 나머지 화합물에 대해서

는 현재 그 구조를 확인하는 작업을 진행하고 있다.
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5. 자색고구마 원재료의 저장기간에 따른 변화

원재료인 자색고구마는 재배 후 수확하는 시기가 10월에서 12월로 한정되어 있기 때문에

수확된 자색고구마를 일정한 장소에 장기간 보관하면서 관련 제품을 생산하고 있는 실정이

다. 한번 수확 한 후 다음 수확시기까지 장기간 저장해야 하는 농산물의 특성 때문에 자색

고구마를 일년간 저장고에 저장하였을 때 저장된 자색고구마의 안토시아닌 조성의 변화는

없는지를 확인해 보기 위하여 수확 한 자색고구마를 바로 slice하여 동결건조하여 1년간 보

관한 후의 것과 수확 한 자색고구마를 온도와 습도가 조절된 저장 창고에서 1년간 보관한

자색고구마를 대상으로 안토시아닌 조성의 변화를 HPLC 분석을 실시하여 확인하였다. 

S3

S5
수확 후 저장고에서

1년 저장

수확하여 바로 FD 후

1년 저장

S12
S8

S11
수확 직후

Fig. 5-1. 저장기간에 따른 안토시아닌 변화
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위의 HPLC 결과 (Fig. 5-1)에서 보여지는 것과 같이 수확직후의 자색고구마를 바로 동결

건조하여 1년 동안 보관한 것은 수확직후의 자색고구마에 함유된 것과 동일한 안토시아닌의

조성을 보여주고 있다. 하지만 수확하여 1년 동안 온습도가 조절되는 저장고에 보관한 자색

고구마의 경우에는 수확직후의 안토시아닌 조성과는 많은 차이가 나타남을 알 수 있다.

즉, 자색고구마를 수확하여 온습도가 조절되는 장소에 장기간 보관하게 될 경우에는 원래

의 자색고구마에 함유된 안토시아닌의 조성이 아닌 안토시아닌의 구조자체가 변화된 형태로

존재하게 됨을 확인할 수 있는 것이다. 이는 아마도 자색고구마에 함유되어 있는 여러효소

또는 미생물들의 작용에 의하여 안토시아닌 본래의 구조가 degradation 되어서 나타나는 현

상인 것으로 추측되어진다. 즉, 안토시아닌에 본래 함유되어 있는 S11, S12와 같이 안토시아닌

의 기본골격 (cyanidin, peonidin)에 결합된 phenolic compound (caffeic acid)가 장기간 보

관되는 과정에서 분해되어 S3, S5 등으로 전환되는 것으로 보인다(Table 5-1).

Table 5-1. 자색고구마에 함유된 안토시아닌의 화합물

화합물명
분자량

(M.W.)

S3 Cyanidin-3-p-hydroxybenzoylsophoroside-5-glucoside 893

S5 Peonidin-3-p-hydroxybenzoylsophoroside-5-glucoside 907

S9b

Cynidin-3-(2-(6-p-hydroxybenzoyl-glucopyranosyl)-6-caffeyl-glucopyran

oside)-5-glucoside
1055

S11

Peonidin-3-(2-(6-caffeyl-glucopyranosyl)-6-p-hydroxybenzoyl-glucopyra

noside)-5-glucoside
1069

S12

Peonidin-3-(2-(6-caffeyl-glucopyranosyl)-6-feruloylglucopyranoside)-5-gl

ucoside
1125
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6. 자색고구마 추출온도, 시간, 용매에 의한 안토시안 추출 수율 확인

가. 추출용매 및 온도조건에 따른 안토시아닌 조성 변화

신자미에 함유된 안토시아닌의 추출효율 비교를 위해 추출용매(EtOH, 물) 및 추출온도

(5℃, 95℃)와 pH에 의한 안토시아닌 조성의 변화를 Abs와 HPLC를 이용하여 확인하였다.

신자미 (10 g)

extract with each solvent, temp & pH (24 hr)

filtering (Advantac No. 4)

residue filtrate

HPLC analysis

Fig. 3-1. 추출용매 및 가열에 따른 자색고구마 색소의 absorbance의 변화

▶ HPLC 분석조건

- 기기: Waters 2695 pump

- Detector: 520 nm (Waters 2996 PDA detector)

- Column: Waters Sunfire C18 (4.6×150 mm)

- 이동상: Solvent A; H2O (0.1% TFA 함유)

Solvent B; 50% Acetonitrile (0.1% TFA 함유)

Time (min) A (%) B (%)

0 75 25

45 60 40
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Fig 3-2. HPLC chromatogram of purple sweet potato (PSP) with various extract

conditions.

물 저온 추출물

물 고온 추출물

산 첨가 물 저온 추출물

산 첨가 물 고온 추출물

산 첨가 70% EtOH 저온 추출물
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상기의 실험 결과로부터 자색고구마 (신자미)를 물로 추출할 때 추출되는 안토시안 색소

(Fig. 3-1, 530 nm에서의 Abs 변화)는 물의 추출온도에 따라 많은 영향을 받는 것으로 확인

되었다. 즉, 저온에서 추출하는 것보다는 95℃의 고온에서 추출할 때 tR 27분 이후의 peak들

이 수 종 추출되는 것을 확인할 수 있었다. 또한 물로 추출할 때 산성의 조건에서 추출하는

것이 중성의 조건에서 추출하는 것보다 훨씬 높은 수율로 안토시아닌 색소를 추출할 수 있

음을 각 chromatogram의 peak height 로부터 예상 할 수 있었다.

또한 추출용매에 의한 차이에 있어서는 물로 추출하는 것보다 70%의 EtOH로 추출하는

것이 훨씬 높은 수율의 안토시아닌을 추출할 수 있음을 확인하였다.

이상의 결과로부터 자색고구마를 물로 추출할 때는 산을 첨가한 고온에서 추출하는 것이

많은 량의 안토시아닌 색소를 추출할 수 있으며 물보다는 70% EtOH에 산성 조건으로 추출

하는 것이 안토시아닌의 추출수율을 향상시킬 수 있음을 확인할 수 있었다.

안토시아닌 색소의 추출에 관한 연구 논문은 대체적으로 산성의 조건에서 추출용매를 에

탄올이나 메탄올로 하는 방법이 일반적이다. 과일이나 채소의 안토시아닌 색소의 산소, 햇

빛, pH, ascorbic acid, 온도 등과 같은 여러 가지 요인에 의한 안정성 시험은 실제 식품의

가공중의 식품의 중요한 품질 인자라고 할 수 있는 색상의 변화에 대한 메카니즘을 찾기 위

함이었으나, 이와 관련된 많은 논문에서도 안토시아닌의 색의 안정성에 관한 정보를 얻을

수 있었다. Ponting 등은 (Ponting, J.D., Sanshuck, D.W. and Brekke, J.E: Color

measurement and deterioration in grape and berry juices and concentrates. Food Res., 25,

471 (1960)) 안토시아닌 함유식품의 가열 중 갈색이 증가하는 반응자체는 안토시아닌 색소의

파괴와는 독립적으로 일어나지만 이 반응이 안토시아닌 색소 파괴의 전후에 일어나므로 갈

색의 증가가 안토시아닌 색소의 파괴와 관련이 있다고 보고하였다. Flora 등은 (Flora, L.F.:

Tim-temperature influence on muscadin grape juice quality. J. Food Sci. 41, 1312 (1976))

안토시아닌이 함유된 과일주스를 가열할 때 가열에 의한 첫 번째 효과는 안토시아닌 색소가

파괴되면서 붉은 색이 퇴색되어 500-535nm 부근에서 흡광도가 감소되고 더욱 가열하면 점

차적인 갈색이 생성되어 400-460nm 부근에서 흡광도가 상승되어 두 영역에서 측정한 흡광

도의 비 A 500-535/A 400-460 nm가 가열에 의한 색변화의 지표로 사용할 수 있음을 시사

한 바 있다. 이 등은 (이란숙, 임종환: 자색고구마 Anthocyanin 색소의 가열에 대한 속도론

적 연구, Korean J. Food Sci. Technol. 29(3): 497-501 (1997))연구에서 121℃로 가열한 상태

에서 다양한 pH로 조절된 자색고구마 색소액의 browning index의 변화를 관찰한 결과, 변

화속도는 pH가 높을수록 빨랐으며 pH가 낮을수록 변화속도가 낮았는데 이는 자색고구마

색소의 pH가 낮을수록 가열에 대한 안정성이 증가함을 의미하며 131℃와 141℃에서도 유사

한 결과를 얻었다고 보고한 바 있다. 이러한 현상은 pH가 높아짐에 따라 안토시아닌의 구

조가 유색의 flavylium ion 으로부터 무색의 pseudobase로 전이하기 때문인 것으로 생각되

며 이상의 결과는 다양한 pH와 가공 온도에서의 안토시아닌의 구조와 결부되어 많은 보고

가 있었다.
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그러나 본 실험의 결과로는 pH가 조절되지 않은 상태에서의 온도의 영향만을 살펴보면

피크의 전체적인 프로화일은 저온 물 추출만을 제외하고 추출용매에 따른 변화가 없는 것으

로 보인다. 특히 산을 첨가한 경우에는 높은 수준의 흡광도를 보이고 있는 것은 기존의 연

구와 비슷한 결론을 보이고 있는 것으로, 산의 첨가는 안토시아닌의 분자적인 구조를 안정

화 시키는 역할을 분명히 하고 있음을 알 수 있었다. 단지 저온 추출한 경우의 프로파일은

다른 경우의 추출방법에 비해 매우 다른 분자적 프로파일을 보이고 있다는 것은 흥미로운

사실이나, 본 실험의 추출 방법의 확립과는 다른 방향이므로, 단지 프로화일의 변화만을 제

시하기로 하였다.

나. 추출 온도, 시료의 분쇄정도 및 용매에 의한 영향 검토

자색고구마 추출 시 전처리 온도 및 자색고구마의 분쇄 정도, 그리고 전처리 후 추출온도

의 차이에 의한 추출 효율을 확인하고자 자색고구마를 slice 하여 30℃, 60℃에서 1시간 동

안 가열 추출한 것(C1, C2)과 그리고 자색고구마를 slice 한 후 100℃ 30분간 가열 한 후, 물

첨가하여 30℃, 60℃, 100℃에서 1시간 동안 추출한 것(C8, C9, C10)과, 자색고구마를 분쇄

후 상온에서 1시간 동안 물(C11)과 에탄올(C12)로 추출한 것들 간의 안토시안 색소의 추출

효율을 비교하였다.

C1 C2 C8 C9 C10 C11 C12

전처리

조건

100도

가열

100도

가열

100도

가열
분쇄 분쇄

추출

온도
30℃ 60℃ 30℃ 60℃ 100℃ 25℃ 25℃

추출

용매
물 물 물 물 물 물

70%

EtOH

(1) 추출 조건별 UV spectrum 변화

각 추출액을 300 ～ 600 nm에서 UV spectrum을 비교하여 안토시아닌의 최대 흡수 파장

인 520 nm의 흡광도 값을 비교하여 추출 효율을 확인하였다.
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Fig. 6-1. 각 추출물의 Abs (520 nm)

그 결과, slice 하여 30℃에서 물로 추출한 C1은 520 nm에서 뿐만 아니라 대체적으로 낮

은 흡광도 값을 보여 추출이 거의 이루어지지 않음이 확인되었다. 하지만 100℃에서 가열

처리 한 후 30℃, 60℃에서 물로 추출한 C8, C9는 높은 흡광도 값을 보이며 높은 추출 효율

이 확인되었다. 또한 100℃ 가열 처리 후 100℃에서 물로 추출한 C10도 높은 추출 효율을

보였다. 가장 추출효율이 높은 조건은 분쇄 후 상온에서의 에탄올 추출물이다. 반면 같은 분

쇄 후 상온에서의 물 추출물은 다소 낮은 추출 효율을 보였다. 이러한 온도 조건에 따른 추

출 효율은 자색고구마를 100℃ 처리 후 60℃이상의 온도에서 추출하거나, 분쇄하여 에탄올

로 추출하는 것이 효율적이라 판단되어진다.
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C1

C8

C9

C10

C11
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C12

Fig. 6-2. 추출 조건별 HPLC 분석 결과

Fig. 6-2는 각각의 추출물을 동량으로 HPLC injection하여 520 nm에서 확인한 것으로

30℃에서 물로 추출한 C1은 UV spectrum에서 보여준 것과 마찬가지로 HPLC 상에서 안토

시아닌 peak가 거의 확인되지 않은 것으로 나타나 자색고구마를 slice 한 후에 30℃의 물로

추출하는 것은 추출효율이 아주 좋지 않음을 다시 한번 확인 할 수 있었다.

한편, 100℃로 가열 처리 한 후 30℃, 60℃, 100℃에서 물로 추출한 추출물(C8, C9, C10)

의 경우에는 100℃ 전처리 이후에 물 추출의 온도에 의한 안토시아닌 색소의 영향은 크게

나타나지 않는 것으로 확인되어 자색고구마에 함유된 안토시아닌의 추출효율울 높이기 위해

서는 자색고구마를 100℃의 고온에서 먼저 전처리를 한 뒤에 일정 온도의 물로 추출하는 것

이 바람직 할 것으로 판단되어진다.

다. 추출 온도 및 추출용매 첨가시기에 의한 영향 검토

앞의 실험결과에서 보면 자색고구마를 100℃의 고온에서 전처리를 하는 경우가 가열 전

처리를 하지 않을 때 보다 더 안토시아닌의 추출효율이 높은 것을 확인 하였다. 이 결과에

서 볼 때 자색고구마를 가열 전처리를 할 때 물을 첨가한 상태에서 가열 처리하는 것과 물

을 첨가하지 않고 가열 처리 한 후에 물을 넣은 것과의 안토시아닌 추출 효율을 비교해 보

고 또, 90℃에서 가열 하는 것과 100℃에서 가열 하는 것과의 차이도 비교해 보기로 하였다.

이에 본 실험에서는 자색고구마에 일정량의 물을 첨가한 후에 이를 100℃에서 가열한 후

60℃에서 3시간 추출한 시료(G5)와 자색고구마를 100℃에서 가열 한 후에 물을 넣고 60℃에

서 3시간 추출한 시료(G6), 위의 G5와 같은데 가열 온도를 90℃로 하여 추출한 시료(G7),

G6와 같은 조건에서 가열온도를 90℃로 하여 추출한 시료(G8)로 총 4개의 시료에 대한 안

토시아닌 추출 효율을 실험해 보았다.
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G5 G6 G7 G8

전처리 온도 100℃ 100℃ 90℃ 90℃

물 첨가

시기

가열 전

물 첨가

가열 후

물 첨가

가열 전

물 첨가

가열 후

물 첨가

(1) 추출 조건별 UV spectrum 변화

각 추출액을 300 ～ 600 nm에서 UV spectrum을 비교하여 안토시아닌의 최대 흡수 파장

인 520 nm의 흡광도 값을 비교하여 추출 효율을 확인하였다.

Fig. 6-3. 추출 조건별 UV spectrum 변화

그 결과, 자색고구마에 물을 첨가한 후에 100℃에서 가열한 시료가 520 nm에서 가장 높

은 흡광도 값을 보임을 확인하였다. 하지만 100℃에서 가열한 후에 물을 첨가한 경우에는

흡광도 값이 감소하는 것을 보여 자색고구마를 추출하고자 할 때는 자색고구마에 물을 먼저

첨가한 후 가열 처리 하는 것이 안토시안의 추출 효율을 높일 수 있는 방법이라 생각되어진

다. 한편 100℃가 아닌 90℃로 가열 추출하는 경우에도 100℃와 마찬가지로 가열 전에 물을

첨가하는 것이 더 높은 흡광도 값을 보이지만, 100℃와 달리 낮은 흡광도 값을 보이는 것을

보아 안토시아닌을 추출하고자 할 때는 100℃의 고온에서 전처리 하는 것이 효과적인 것으

로 보인다.
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G5

G6

G7

G8

Fig. 6-4. 추출 조건별 HPLC 분석 결과

Fig. 6-4는 각각의 추출물을 동량으로 HPLC injection하여 520 nm에서 확인한 것으로 이

는 UV spectrum에서와 마찬가지로 자색고구마에 물을 첨가 한 후에 100℃에서 가열 추출

하는 것이 가장 효율적으로 안토시아닌을 추출할 수 있는 방법인 것으로 다시 확인되었다.

이에 본 실험에서는 자색고구마에 함유된 안토시아닌의 효율적인 추출을 위해서 자색고

구마에 물을 첨가 한 후 100℃에서 가열 전처리를 실시한 후에 이를 일정한 온도에서 일정

시간 추출하는 방법을 사용하기로 하였다.

라. 추출용매의 영향

추출용매에 의한 안토시아닌의 추출효율을 확인해 보기 위하여 자색고구마를 slice 한 후
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에 상온에서 에탄올 0%, 25%, 50%, 70%, 100%로 추출한 것과 자색고구마를 분쇄 후 에탄

올 70%로 추출하였다.

C2 C3 C4 C5 C6 C12

절단 정도 Slice Slice Slice Slice Slice 분쇄

추출 용매 물
25%

EtOH

50%

EtOH

70%

EtOH

100%

EtOH

70%

EtOH

Fig. 6-5. 에탄올 농도별 추출 조건에 따른 spectrum 변화

Fig. 6-6. 520 nm에서 각 추출물의 Abs 값



- 46 -

그 결과, 분쇄 후 에탄올 70% 추출(C12)이 520 nm에서 높은 흡광도 값을 보이며 추출

효율이 높음이 확인되었다. 같은 70% 에탄올로 추출한 C6는 C12보다 낮은 흡광도 값을 보

였다. 이는 자색고구마 분쇄의 차이에 의한 것으로 시료의 표면적이 커짐으로써 추출효율이

높아지는 것을 의미하는 것으로 판단된다. 에탄올 농도에 있어서는 100% EtOH 추출물 또

는 물로 추출한 것 보다 70% 에탄올 추출물이 높은 추출 효율을 보였다.
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7. 자색고구마에 함유된 안토시아닌 정량분석

앞부분에 기술하였듯이 자색고구마는 가을에 수확하여 온습도가 조절되는 장소에 보관하

면서 원재료로 사용하게 되는데, 자색고구마에는 다양한 종류의 안토시아닌 화합물이 함유

되어 있음을 확인 하였으며, 이와 더불어 자색고구마를 장기간 보관하는 동안 원래 자색고

구마에 함유된 안토시아닌 색소 화합물이 분해되어서 다른 안토시아닌 화합물로 분해 되는

것을 확인하였다. 이에 자색고구마에 함유된 안토시아닌 각각의 화합물을 단리하여 이를 정

량분석 하는 것 보다는 자색고구마에 함유된 총 안토시아닌의 함량을 분석하는 것이 추후

자색고구마 관련 제품의 품질을 관리하는데 더 적합한 것으로 판단되었다.

자색고구마에 함유된 안토시아닌 색소는 현재 시판되어지는 안토시아닌 표준품인

cyanidin-3-glucoside, peonidin-3-glucoside 등과 그 구조가 상이하여 이들을 표준품으로 사

용하여 안토시아닌 함량을 정량분석 할 경우, 원래 자색고구마에 함유된 안토시아닌 함량과

분석값의 차이가 많이 나게 된다. 이에 본 연구자들은 자색고구마에 함유된 총 안토시아닌

색소를 분리, 정제하여 그 순도를 확인한 후, 순도 높게 정제된 총 안토시아닌 화합물을 표

준품으로 사용하고자 하여 안토시아닌 함량을 정량분석 하고자 하였다.

가. 자색고구마로부터 안토시아닌 추출용매 조건 확립

자색고구마에 함유된 안토시아닌 색소를 추출할 수 있는 최적의 추출용매 조건을 확립

하고자, 수확 후 바로 slice한 후 동결건조 시킨 자색고구마를 원재료로 하여 열수, 상온 물

추물 후 70% EtOH 추출 및 Ethanol 농도별로 추출(Fig. 7-1)하여 안토시아닌의 추출효율(수

율)을 비교한 후 최적의 추출용매를 선정하였다. 즉, 동결건조된 자색고구마 일정량(30 g)을

취하여 각각의 용매 약 300 mL씩을 첨가한 후 적정시간 동안 추출하였다. 얻어진 각각의

추출물을 여과한 후 얻어진 각각의 여액을 동결건조하여 분말을 만들어서 얻어진 분말의 수

율 및 HPLC에서의 순도 등을 확인하였다.

① EtOH 농도별 추출 ② 열수 추출

FD PSP (30 g)

add  30, 50, 70, 100% EtOH 300 mL

filtration

volumn chack*

concentrate

free dry

FD powder

* 30% EtOH 235 mL

   50% EtOH 240 mL

   70% EtOH 255 mL

   100% EtOH 260 mL

FD PSP (30 g)

add H2O 300 mL

filtration

FD powder

free dry

95℃, 1 hr
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③ 상온 물추출

   

FD PSP (30 g)

add H2O 300 mL

filtration

volumn chack
 (280 mL)

FD powder

supernatant residue

free dry

free dry
FD powder

add  70% EtOH 300 mL

filtration

concentrate

Fig. 7-1. 안토시아닌의 추출효율 확인을 위한 추출방법

이렇게 추출하여 얻어진 각 추출물의 수율은 아래 표(7-1)에 정리하였다. 추출물 분말의

수율을 비교해 보면, 열수로 추출한 것이 약 43%정도로 가장 높은 수율을 나타냈으며,

100% EtOH 추출물과 상온에서 물로 추출한 후 이를 다시 70% EtOH로 추출한 것의 수율

이 5%로 가장 낮았다.

Table 7-1. 각 추출물의 수율

구분 수율 (%)

상온 물 추출 18.3

상온 물 추출 후 70% EtOH 추출 5.0

열수 추출 43.3

30% EtOH 16.7

50% EtOH 15.0

70% EtOH 15.0

100% EtOH 5.0

이렇게 얻어진 각각의 추출물 분말을 대상으로 안토시아닌 추출효율을 확인해 보기 위해

이들 추출물 분말 각각의 UV spectrophotometer 및 HPLC 분석을 실시하여 안토시아닌을

비교해 보았으며 각 추출물 분말에 함유된 안토시아닌을 정량분석하여 비교해 보았다.
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(1) UV-VIS spectrum 및 HPLC 분석을 통한 안토시아닌의 추출효율 확인

각 추출물 분말의 안토시아닌 추출 효율을 확인하기 위하여 각 추출물 분말은 모두 동결

건조한 자색고구마 1 g eq.의 량이 되도록 하여 분석하였다.

UV-VIS 장비를 이용하여 가시광선 영역에서 안토시아닌 색소가 최대 흡광도 값을 나타

내는 520 nm에서의 흡광도값을 측정하여 비교하여 그 결과를 아래 표에 나타내었다. 모든

추출물 시료 각각을 동일한 량으로 분석한 결과 70% EtOH 추출물 분말이 가장 높은 흡광

도 값을 나나내었으며 그다음이 열수 추출물 분말이며, 수율이 낮았던 100% EtOH 추출물

은 안토시아닌 흡광도 값도 역시 낮았다. 이에 안토시아닌을 가장 효율적으로 추출해 내기

위해서는 70% EtOH을 사용하여 추출하는 것이 효과적일 것으로 판단된다. 이는 앞부분에

서술한 것과 동일한 결과이다.

Fig. 7-2. 각 추출물의 520 nm에서의 흡광도 값

UV-VIS spectrophotometer 520 nm에서 각 시료의 흡광도 값을 비교한 결과 70% EtOH

추출물의 안토시안 색소 함량이 가장 높은 것으로 나타나, 이를 좀 더 확인해 보기 위해 각

추출물 분말을 동일한 양(동결건조한 자색고구마 1 g eq.)이 되도록 한 후 이들 각각을

HPLC를 이용하여 520 nm에서의 peak pattern, peak height와 area를 비교해 보았다(Fig.

7-3).
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FD PSP 30% EtOH ext. 

FD PSP hot H2O (95℃, 1hr) ext. 

FD PSP H2O re 70% EtOH ext.

FD PSP H2O ext. 
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FD PSP 100% EtOH ext. 

FD PSP 70% EtOH ext.

FD PSP 50% EtOH ext.

Fig. 7-3. 각 추출물의 HPLC Chromatogram (FD PSP 1 g eq.)

자색고구마 추출물 각각을 HPLC 분석한 결과 역시 UV-VIS에서의 흡광도 값을 비교한

결과와 마찬가지로 70% EtOH로 추출한 추출물 분말이 가장 peak height와 area가 높은 것

으로 나타나 자색고구마에서 안토시아닌 표준품을 정제하기 위해서는 70% EtOH로 추출하

는 것이 색소의 추출 수율을 최적화 할 수 있는 방법일 것으로 생각되었다.
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(2) 자색고구마 추출물 분말에 함유된 총 안토시아닌 함량분석

상기의 방법에 의한 얻어진 각각의 자새고구마 추출물 분말에 함유된 총 안토시아닌 함

량을 정량분석 하기 위하여 정제된 안토시아닌 표준품 색소를 사용하여 각 추출물분말의 안

토시아닌 함량을 분석하였다. 분석에 사용된 시험법은 대한약전외의약품 등 기준개정(식품의

약품안전청고시 제2007-25호) 제 2부 생약제제 “바키늄미르틸루스엑스”의 시험법 일부를

수정하여 진행하였다.

Table 7-2. 각 추출물의 안토시아닌 함량

구분
총안토시아닌

(%)

상온 water ext. 1.55

상온 물추출 후 70% EtOH 추출 2.35

95℃, 90 min, water ext. 1.73

30% EtOH 1.61

50% EtOH 1.99

70% EtOH 4.58

100% EtOH 4.02

각 추출물의 안토시아닌 정량한 결과, 자색고구마 70% EtOH 추출물분말에서 4.58%로 안

토시아닌의 함량이 가장 높았으며, 상온 물 추출한 분말에는 1.55%로 안토시아닌이 가장 적

게 함유되어 있었다. 따라서 자색고구마에서 안토시아닌 표준품을 정제하기 위해서는 70%

EtOH로 추출하는 것이 색소의 추출효율 및 수율을 최적화 할 수 있는 방법일 것으로 생각

되어 자색고구마로부터 안토시아닌 표준품 색소를 분리 정제하기 위해 70% EtOH을 사용하

였다.



- 53 -

(3) 자색고구마 각 추출물애 함유된 안토시아닌 함량의 비교

자색고구마 원물, 비발효추출물, 발효추출물에 대하여 정성적인 변화확인 및 흡광도를 통

해 간접적인 안토시아닌의 변화를 확인하였다. 바키늄미르틸루스엑스의 안토시아닌 정량법

을 통해 자색고구마 원물, 비발효추출물, 발효추출물 분석함으로써 자색고구마 중의 안토시

아닌 함량의 변화를 정량적으로 확인하고자 한다.

Fig. 7-13. 자색고구마 원물, 비발효추출물, 발효추출물의 안토시아닌 함량

자색고구마 원물에는 1.64%, 비발효 추출물은 1.51%의 안토시아닌이 함유되어 있으며, 발

효추출물에는 그 보다 낮은 0.79%의 안토시아닌이 함유되어 있다. 발효추출물에서 미생물에

의한 안토시아닌의 분해로 인해 안토시아닌의 함량이 줄어든 것이라고 생각된다.
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제 2절. 발효공정 최적화

본과제의 참여기업인 한아름영농조합법인은 자색고구마를 생산하는 생산자단체로 이루어

진 영농조합법인으로 현재 전남 무안군 운남면 지역에서 자색고구마의 『신자미』라는 품종

을 재배하여 이를 가공하여 음료로 판매하고 있는 영농조합법인단체이다.

수확한 자색고구마에 일정량의 물을 첨가한 후 자연에서 얻어진 발효 스타터인 혼합 균

주를 첨가하여 약 3일정도 발효시켜 얻어진 발효추출물을 현재 자미원이라는 음료제품으로

품목신고하여 인터넷 등의 유통망을 이용하여 판매하고 있다.

즉, 신자미를 재배하여 이를 수확한 후 일정기간의 발효공정을 거친 후 최종적으로는 음

료제품을 생산하여 판매하고 있는 상황이지만, 발효에 사용되는 스타터가 일정한 품질을 가

지고 관리되어지는 균주가 아니라 자연발효된 상태의 것을 장기간 냉동보관하면서 발효의

스타터로 사용하고 있는 실정이기에 발효에 의한 품질관리가 일정하게 이루어지지 않아 일

정한 품질을 갖춘 제품을 재현성 있게 생산해 내기가 어려운 문제점을 가지고 있었다. 이에

본 과제에서는 기업이 가지고 있는 발효공정상의 문제점을 해결하고 또, 자색고구마에 함유

된 안토시아닌 색소가 발효공정을 거치면서 발효에 의한 화합물의 변화에 의해 신규 안토시

아닌 색소의 형성 및 기능성이 향상되어지는 효과를 가지는지 등에 대한 연구를 실시하기로

하였다.

먼저 발효공정 최적화를 실시하기 위하여 신자미를 물로 추출한 물추출물과 이 물추출물

에 한아름영농조합에서 제품의 생산 시 사용하는 종균(발효 스타터)을 접종하여 30℃에서 3

일간 발효시킨 발효추출물, 그리고 발효에 이용되는 한아름영농조합의 혼합균주를 이용하여

발효공정의 표준화를 위한 실험을 진행하였다.

발효를 근거로 한 제품의 기능성을 규명하기 위해서 선결되어야하는 것은 발효공정의 사

용되는 미생물의 동정, 주요 미생물의 첨가농도, 발효 온도, 기질의 조건들에 대한 공정의

표준화를 확립해야한다. 최종산물이 색소인 경우, 특히 기능성 색소라고 추정되는 안토시아

닌의 경우는 pH에 대한 민감성이 매우 다르고, 발효에 따라 안토시아닌이 아닌 유사한 화

합물이 발효조건에 따라 다르게 생성될 수 있다는 예상이 가능하므로 특히 발효에 대한 모

든 공정을 표준화하는 것은 큰 의의가 있다.

본 실험은 기존의 자색 고구마의 발효 시제품을 근거로 그 모델을 공정화하고, 제품을 생

산하는 생산자의 공정을 표준화하여 주는 동시에 본 실험의 기초적 자료를 삼고자 하였다.

현재 무안의 한아름영농조합법인에서는 자색고구마를 이용하여 “자미원” “자미향”이라는

이름으로 두 가지의 제품을 출시하고 있다.

자미원은 한아름영농조합에서 자체 개발한 발효 공정을 마친 이후의 제품이며, 자미향은
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자색고구마를 물로만 추출하여 가미한 제품으로, 이를 단순하게 자미원을 발효추출물, 자미

향을 물추출물로 편의상 명칭을 사용하기로 한다. 현재 시제품으로 생산되는 공정을 간단

히 나타난 그림이 Figure 1이다.

신자미

add distilled water (300 L)
heating (100oC, 40 min)
cooling

Water ext. (1/2) innoculation of starter
incubation (30oC, 3 day)
filtration and pressure

residue Fermentation ext.

Fig. 1. 자색고구마 발효제품의 공정도

특히 발효추출물을 생산하기 위하여 시제품 생산자가 사용하고 있는 일종의 starter인 종

균을 혼합균주라 명명하고 이를 물추출물, 발효추출물 시료에 추가하여 성분 분석, 색도분

석, 발효 중의 pH 등 여러 공정에 따른 변화를 관찰하였고, 이를 HPLC로 분석하여 색소의

분자적 변화추이를 관찰하였으며, 주요한 균주를 분리하여 동정하여, 과연 제품의 색소의 변

화를 주도적으로 변화시키는 균주가 무엇인가에 대한 연구를 진행하여 전체적인 공정의 표

준화를 위한 선행적인 연구를 시행하였다.

1. 물추출물(자미향), 발효추출물(자미원) 및 혼합균주의 성분 및 HPLC 분석

가. 물추출물(자미향), 발효추출물(자미원) 일반성분 함량 변화 분석

(1) 총질소 함량 측정

식품공전의 방법에 따라 시료 3 g을 킬달플라스크에 취하여, 분해촉진제 및 황산을 넣고

BUCHI Digestion Unit K-435 분해장치에서 분해한 후, 증류수와 NaOH를 첨가하여 BUCHI

Distillation Unit B-324에서 증류 후 2% H3BO3로 중화하여 0.1N HCl로 pH 4.22가 되는 지

점까지 적정하여 총질소 함량을 구했다.

(2) 조지방 함량

식품공전의 방법에 따라 시료 약 2 g을 칭량하여 물, 암모니아수, 에탄올과 디에틸에테
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르, 석유에테르를 분액여두에 넣고 혼합하여 층분리가 일어나면 상층액을 취하여 용매를 날

려 보낸 후 무게를 측정하여 조지방량을 구했다.

(3) 수분 함량

식품공전의 방법에 따라 상압가열건조법에 의해 약 5 g 정도의 시료를 취하여 105℃의

건조기에 넣고 건조시킨 후 수분 함량을 측정하였다.

(4) 회분 함량

식품공전의 방법에 따라 시료를 도가니에 취하여 550℃의 회화로에서 백색의 회분이 얻

어질 때 까지 회화시킨 후 데시게이터에서 방냉하여 무게를 측정하여 회분 함량을 구했다.

(5) 탄수화물 함량

식품공전의 방법에 따라 100에서 수분, 회분, 조지방, 조단백을 더한 총합을 뺀 값을 탄수

화물 함량으로 하였다.

Table 1-1. 물추출물(자미향), 발효추출물(자미원) 일반성분 함량

(단위: g/100 g)

물추출물 (자미향) 발효추출물 (자미원)

총질소 0.03 ± 0.00006 0.03 ± 0.00005

조지방 0.09 ± 0.01 0.05 ± 0.01

수분 95.1 ± 0.04 97.2 ± 0.01

회분 0.23 ± 0.00013 0.18 ± 0.00006

탄수화물 4.39 ± 0.00007 2.39 ± 0.00009

물추출물(자미향), 발효추출물(자미원)의 일반성분을 분석한 결과(Table 1-1), 회분, 지
방, 그리고 탄수화물의 함량이 감소하는 것을 확인하였는데 이는 발효에 사용된 미생물들이

자색고구마 추출액에 함유된 무기질, 지방, 당 등을 영양원으로 사용하여 이들 성분이 분해

되었기에 나타나는 현상으로 생각되어진다. 

나. 물추출물(자미향), 발효추출물(자미원), 혼합균주의 HPLC 분석 및 pH 확인

(1) 물추출물(자미향), 발효추출물(자미원), 혼합균주의 HPLC 분석

신자미를 물로 추출한 물추출물과 이 물추출물에 한아름영농조합에서 제품의 생산시 사

용하는 종균을 접종하여 30℃에서 3일간 발효시킨 발효추출물, 그리고 발효에 이용되는 종

균인 혼합균주를 각각 HPLC를 이용하여 520 nm에서 발효에 의한 차이 유무를 확인해 보
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고자 하였다.

▶ HPLC 분석조건

- 기기: Waters 2695 pump

- Detector: 520 nm (Waters 2996 PDA detector)

- Column: Waters Sunfire C18 (4.6×150 mm)

- 이동상: Solvent A; H2O (0.1% TFA 함유)

Solvent B; 50% Acetonitrile (0.1% TFA 함유)

Time (min) A (%) B (%)

0 75 25

45 60 40

(가) 물 추출물 (자미향)

Fig 1-1. HPLC chromatogram of water extract of purple sweet potato (PSP).

(나) 발효 추출물 (자미원)

Fig 1-2. HPLC chromatogram of fermented by starter water extract of purple sweet

potato (PSP).
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(다) 혼합균주 (장기간 발효)

Fig 1-3. HPLC chromatogram of purple sweet potato starter.

(2) 물추출물(자미향), 발효추출물(자미원), 혼합균주의 pH 변화

물추출물, 발효추출물 및 혼합균주의 pH를 측정해 봄으로써 미생물에 의한 pH의 변화

를 조사하여 발효의 진행속도 판단기준으로 활용하고자 하였다. 각각의 시료에 대한 pH는

pH meter (Seven Multi, Mettler-Toledo, Switzerland)를 이용하여 측정하였다.

그 결과, 발효 추출물은 발효하지 않은 물 추출물보다 pH가 낮아지는 것을 확인할 수 있

었다. 또한 혼합균주의 경우에는 발효추출물보다 더 낮은 pH를 보이는 것이 확인되었다. 이

는 발효가 진행되면서 미생물에 의해 생성된 유기산들에 의한 발효액의 pH가 감소하는 것

으로 판단되어진다. 혼합균주의 경우에는 오랜 시간 동안 발효가 진행되어진 것으로 발효

추출물보다 더 많은 종류의 미생물들이 장시간 배양되어짐으로써 더 많은 유기산이 생성되

었기에 pH가 감소한 것으로 추측된다.

pH

물추출물 (자미향) 4.97

발효추출물 (자미원) 4.00

혼합균주 3.03

2. 한아름영농조합에서 혼합균주 접종 후 발효 양상 비교실험

한아름영농조합에서 대형 발효조를 이용하여 자색고구마를 가열처리 후 종균을 접종하여

30℃에서 발효시키면서 발효에 의한 변화를 확인하기 위하여 대형 발효조에서 경시적으로

시료를 취하여 pH와 Abs 및 HPLC 분석을 통한 안토시아닌 화합물의 변화를 확인하였다.
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(1) pH 및 Abs의 변화

Fig. 2-1. 혼합균주 접종 후 발효 시간별 pH변화

Fig. 2-2. 혼합균주 접종 후 발효 시간별 Absorbance 변화

혼합균주(종균)를 접종하여 경시적으로 pH와 530 nm에서의 Abs를 관찰한 결과, 균주 접

종 24시간이 지나면 발효액의 pH가 초기 5.8에서 4.2로 감소하여 72시간까지 pH 4.0부근을

유지하다가 발효가 96시간까지 진행이 되면 3.7로 급격히 감소하는 것을 확인할 수 있었으

며, 530 nm에서의 흡광도 값은 초기의 0.17에서 발효 후 24시간이 경과하면 0.3까지 증가하

여 72시간까지 비슷한 흡광도 값을 유지하다가 pH가 감소하는 96시간이 되면 흡광도 값이

0.4부근까지 증가하는 것을 확인하였다. pH가 감소하면서 흡광도 값이 상승하는데 이는 최

종제품의 색상에도 변화를 일으키는 것으로 확인되었다. 이처럼 발효진행 24시간에서 72시

간까지 pH가 일정하게 유지되다가 96시간이 되면 급격한 pH의 감소와 흡광도값의 증가를

나타내는 것은 아마도 발효공정 중에 발효에 관여하는 미생물의 종류가 서로 다르기 때문에

나타나는 현상일 것으로 추측되어진다. 즉, 발효 초기에 어느 정도 일정기간 동안에는 pH를

감소시키지 않는 종류의 미생물이 우점종으로 존재하다가 발효진행 후 어느 정도의 시점이

되어지면 초기 우점종이였던 균보다는 발효액의 pH를 감소시키는 균이 발효액내에 많이 생
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Time (min) A (%) B (%)

0 75 25

45 60 40

육되는 것으로 생각된다. 이러한 pH 및 흡광도 값의 변화는 업체에서 발효음료 제품을 생

산할 때 30℃에서 72시간 정도 발효를 진행하여 최종제품의 색을 결정하는 품질지표로도 활

용이 가능할 것으로 판단되어진다.

(2) HPLC 분석결과

혼합균주(종균)를 접종하여 발효시킨 발효액의 시간에 따른 pH와 Abs의 변화를 관찰 한

결과 72시간 이후에 pH 및 Abs의 변화가 확인되었기에 이들 시간별 시료를 520 nm에서

HPLC 분석을 실시하여 각 안토시안 색소 peak에 변화가 생기는지를 관찰하였다. 그 결과,

520 nm에서 흡광도를 보이는 안토시안 화합물이라 추측되는 화합물들의 조성은 발효 후 24

시간, 48시간, 72시간, 96시간 모두 변화되지 않음을 알 수 있었다(Fig. 2-3). 이는 발효시간이

경과하면서 발효추출액의 pH 및 흡광도 값은 변화가 일어나더라도 발효추출물에 함유되어

있는 각각의 안토시안 화합물에는 큰 영향을 미치지 않음을 확인해 주는 결과로, 발효추출

물에 함유된 안토시안 색소는 pH 변화에는 영향을 받지 않고 안정함을 확인할 수 있다.

▶ HPLC 분석조건

- 기기: Waters 2695 pump

- Detector: 520 nm (Waters 2996 PDA detector)

- Column: Waters Sunfire C18 (4.6×150 mm, )

- 이동상: Solvent A; H2O (0.1% TFA 함유)

Solvent B; 50% Acetonitrile (0.1% TFA 함유)
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Fig. 2-3. HPLC chromatogram of fermented purple sweet potato extracts at 520 nm.

3. 혼합균주로부터 발효에 관여하는 미생물의 분리 동정

가. 혼합균주의 현미경 관찰

- 한아름영농조합에서 발효 음료제품의 생산 시 종균으로 사용하고 있는 혼합균을 이

용하여 발효의 주 원인균을 단리․동정하고자 현미경 관찰을 통한 균의 분포 및 형태 등을

확인하였다. 현미경 관찰 결과 bacteria 및 yeast 등 수종의 균들이 분포하고 있는 것이 확인

되어 (Fig. 3-1) 이 균의 분리․동정을 실시하였다.
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Fig. 3-1. 현미경 관찰(×40배) - 올림프스 BX41

- 발효 원인균의 분리․동정은 혼합균주를 0.85%생리식염수로 1/10로 단계 희석하여

YPD agar, Nutrient agar, MRS agar, Potato dextrose agar에 고르게 도말하여 YPD

agar와 Potato dextrose agar는 25℃, Nutrient agar와 MRS agar는 30℃에서 각각 24

시간 이상 호기배양 후 colony를 관찰하였다.

나. YPD Agar로부터 YL균의 분리 및 동정

- YPD agar에서 25℃, 24시간 호기배양 시킨 것으로부터는 수종의 colony가 확인되어,

이를 각각 YL, YS, YPD Large, YPD Small로 명명하였다.

- YPD agar에서 분리된 두 종의 colony (YL, YS)는 생육양상이 거의 유사하였으나 균의

활성에서는 YL이 우수하여, YL을 분리하였다. 확보된 1차 균주를 각각 멸균된 자색고

구마에 접종 후 발효하여 최종 YL 균주를 선정하였다.

선정된 YL 균주를 대상으로 본 센터에서 보유하고 있는 미생물 동정장치

(VITEK2-Biomeriux, France)를 이용하여 미생물 동정을 실시한 결과 Saccharomyces속으

로 동정되었으나, 이를 더욱 명확하게 하기 위하여 한국미생물보존센터 (KCCM)에 동

정을 의뢰하였다.

- YPD agar에서 분리된 또 다른 두 종의 colony (YPD Large, YPD Small)의 동정을 위

해 한국미생물보존센터 (KCCM)에 동정을 의뢰한 결과, 이들 YPD Large균과 Small균

은 동일 균주 (Issatchenkia orientalis)로 확인되었다.
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Fig. 3-2. YPD Large균의 18s rDNA partial sequencing 계통 분석표

Fig. 3-3. YPD Small균의 18s rDNA partial sequencing 계통 분석표
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- 동일 균주로 분석된 Issatchenkia orientalis는 와인에서 Saccharomyces cerevisiase와

co-fermentation시 malic acid의 함량을 낮추어 와인의 풍미를 높이는데 기여한다는 보

고가 있다 (Biotechnol Lett. 2008, 30(9): 1633-8. Epub 2008 Apr 15). 이는 자색고구마의

발효에서도 유사한 영향을 미칠 것으로 예상되어진다.

다. Nutrient Agar로부터 N1균의 분리

- Nutrient agar에서 30℃, 24시간 호기배양시킨 것으로부터는 한 개의 작은 colony가 확

인되어 이를 N1균으로 명명하였다. 분리된 N1 균은 균의 활성화에 3일 이상의 시간이

소요되는 균으로 배양속도가 느리며, 발효액의 pH가 낮은 것으로 확인되어 중성인 조

건에서는 배양이 어려운 균으로 판단되었다.

- 이는 한아름 영농조합에서 발효시키는 조건인 30℃, 3일 배양 시간을 초과하며, 배양액

의 pH도 상이한 것 이여서 기업에서 발효에 사용되는 주 발효균은 아닌 것으로 판단

되어 동정을 실시하지 않았으나, 발효공정의 표준화를 위해 추후 동정을 실시할 필요가

있을 것으로 생각되어져 현재 -80℃에서 냉동보관 중이다.

라. MRS Agar로부터 M1균의 분리 및 동정

- MRS agar에서 30℃, 24시간 호기배양 시킨 것으로 부터는 한 개의 colony가 확인되어

이를 M1균으로 명명하였다.

- MRS agar에서 분리된 M1의 동정을 위해 한국미생물보존센터 (KCCM)에 동정을 의뢰

한 결과, 이 M1균은 (Lactobacillus fermentum)로 확인되었다.

Fig. 3-3. M1균의 16s rDNA partial sequencing 계통 분석표
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마. Potato dextrose agar (PDA)로부터 균의 분리

- PDA agar에서 30℃, 24시간 호기배양 시킨 것으로 부터는 colony나 그 밖의 fungi 균

사의 형성을 전혀 확인할 수 없어서, 이 혼합균주에는 PDA 배지에서 생육하는 균주는

존재하지 않는 것으로 확인되었다.
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Time (min) A (%) B (%)

0 75 25

45 60 40

4. 분리된 각각의 균주를 자색고구마에 접종 후 실험실 발효 양상 비교실험

위에서 분리한 균주들 중에서 자색고구마의 발효에 직접적으로 관여하는 균주를 선발하

고 이를 통한 색소의 안정성 및 순도 향상을 위해, 자색고구마에 존재하는 일반미생물을 사

멸시킨 후 분리된 단일균주를 각각 자색고구마에 접종하여 발효에 따른 색소의 변화와 발효

진행 정도를 실험실 수준에서 확인하였다.

YPD 배지에서 분리된 YL균과 YPD Large/Small 균에서 분리한 Issatchenkia orientalis

(Issa)균, MRS에서 분리한 Lactobacillus fermentum (M1)균을 가열조건 (온도: 100℃, 121℃, 시

간: 15, 30, 45, 60 min)별로 처리한 자색고구마에 접종하여 30℃에서 배양하면서 경시적으로

pH와 색소의 변화를 UV spectrophotometer와 HPLC를 이용하여 비교하였다.

HPLC 분석 조건은 이전 실험과 동일한 조건에서 실험하였다.

▶ HPLC 분석조건

- 기기: Waters 2695 pump

- Detector: 520 nm (Waters 2996 PDA detector)

- Column: Waters Sunfire C18 (4.6×150 mm, )

- 이동상: Solvent A; H2O (0.1% TFA 함유)

Solvent B; 50% Acetonitrile (0.1% TFA 함유)

가. 자색고구마를 121℃에서 15분간 멸균 후 균주 및 배양시간에 따른 변화

(1) pH 및 Abs의 변화

- 냉동된 자색고구마를 잘게 slicing 하여 500㎖ 삼각플라스크에 고구마 200 g과 물 500㎖

을 넣어 실험에 이용하였다.

- 자색고구마를 121℃에서 15분간 멸균 후 Issa, YL균, M1균 배양액을 1%로 seed culture

하여 30℃ incubator에 배양하면서 0, 8, 24, 32, 48, 56, 72 hr별로 pH 와 Abs의 변화를

관찰하였다(Fig. 4-1, 4-2).
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Fig. 4-1. 각 균주의 시간별 발효 시 pH의 변화

Fig. 4-2. 각 균주의 시간별 발효 시 OD 530 nm에서의 흡광도 변화

발효시간에 의한 균주별 pH 변화를 살펴보면, M1 (MRS) 균주를 접종한 경우에는 균 접

종 전에 약 6.0정도 이였던 pH가 발효 8시간에는 5.0정도로 감소하며, 발효 24시간이 경과

한 후에는 pH 3.5로 급격하게 낮아지는 현상을 나타내었다. 이는 업체에서 혼합균주를 이용

하여 발효할 때 발효 72시간 후의 pH가 4.0인 것에 비하여 매우 낮은 수치이다. 이 결과로

부터 M1의 발효경향은 다른 두 균주와는 전혀 다른 성격으로 이루어지는 것을 확인할 수

있었다. 또한 530 nm에서 발효시간에 의한 흡광도를 측정한 것과 비교 할 때도 M1 (MRS)

균주를 접종한 경우에는 발효시간에 따라 OD값이 감소하는 경향을 나타내지만 Issa나 YL을

접종한 경우에는 두 균주가 거의 유사한 pattern으로 OD 값이 변화하는 것을 알 수 있었다.

하지만 본 실험에서 균주를 멸균하기 위해서는 121℃에서 15분간 가열 처리해야 했지만
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이는 너무 높은 온도조건이기에 자색고구마 고유의 색이 유지되지 못하는 색을 나타내었다.

이에 이번에는 이보다 좀 더 낮은 조건인 100℃로 가열처리하면서 가열 시간을 서로 달리하

여 자색고구마에 존재하는 일반미생물을 사멸시키고 단리한 균주만으로 발효가 진행 될 수

있는 조건을 확립하고자 100℃에서 15분, 30분, 45분, 60분 가열처리 한 후 단리된 균주(Issa,

YL, M1)를 각각 접종하여 본 실험과 동일하게 pH 및 530 nm에서의 흡광도 값을 비교하고

자 하였다.

나. 자색고구마를 100℃에서 열처리 시간 및 배양시간별 pH 및 Abs 변화

(1) pH 및 Abs의 변화

- 냉동된 자색고구마를 잘게 slicing 하여 250㎖ 삼각플라스크에 자색고구마 20 g과 물 50

㎖를 넣어 실험에 이용하였다.

- 121℃의 고온으로 가열함으로써 자색고구마 고유의 색소가 분해되는 양상을 나타내어,

이번에는 100℃의 온도에서 가열시간을 15, 30, 45, 60 min으로 한 후 각 균주를 접종하였을

때 pH와 Abs의 변화를 관찰하였다(Fig. 4-3, 4-4).

Fig. 4-3. 100℃에서 가열 처리 시간에 따른 각 균주의 pH 변화
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Fig. 4-4. 100℃ 60분 가열처리 후 균주별 흡광도 변화 (OD 530 nm)

가열처리 시간별 각 균주의 pH 변화를 121℃에서 15분 멸균처리한 것의 pH와 비교해

보면 Issa를 접종한 경우 60분 가열처리 한 것이 121℃ 15분 멸균한 후 접종했을때와 유사

한 pH 값을 나타내었다. 이는 100℃에서 60분 정도 가열처리를 하여야만 자색고구마에 존

재하는 알반 미생물들이 사멸되고 Issa 단일균주에 의한 발효가 진행되어지는 것으로 생각

되어진다. Issa 뿐만이 아니라 그 이외의 다른 균주를 접종한 경우도 Issa와 마찬가지로 60분

간 가열처리한 것이 가장 사멸의 효과가 큰 것으로 확인되어 작색고구마를 가열처리 함으로

써 자색고구마에 존재하는 일반미생물에 의한 발효의 영향을 최소화 시킬 수 있는 조건이라

판단되어진다. 또한 100℃ 60분 가열 처리한 것은 72시간 발효가 끝난 최종액의 색에 있어

서도 121℃ 15분 처리한 것보다 훨씬 자색고구마 고유의 색과 유사한 색을 유지하고 있음이

확인되었다.

다. 단리된 균주와 혼합균주(종균)에 의한 발효 양상 비교

이에 본 실험에서는 자색고구마를 95℃에서 60분간 가열 처리한 후 단리한 3종의 균주

(YL, Issa, MRS)를 접종시킨 것과 동시에 한아름영농조합에서 자색고구마의 발효에 사용되

는 혼합균주(종균)를 접종하여 발효 시켜보면서 발효 시간별로 발효액의 pH, Abs의 변화와

안토시안 색소의 정성/정량 분석 및 HPLC 분석을 통하여 발효 양상을 비교해 보기로 하였

다.

(1) pH 및 Abs의 변화

- 잘게 slicing한 자색고구마 200 g과 물 200 ㎖을 넣어 실험에 이용하였다.

- 물과 혼합한 자색고구마를 100℃에서 60분 동안 가열한 후 각각의 균주를 1%의 농도로
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접종하고 30℃에서 shaking incubation 하면서 경시적으로(24, 48, 72hr) pH와 Abs의 변화를

관찰하였다(Fig. 4-5, 4-6).

Fig. 4-5. 9월 수확고구마로 각 균주별 발효 시 pH 변화

Fig. 4-6. 각 균주별 발효 시 OD 530nm에서의 흡광도 변화

각각 균주를 접종하여 발효한 발효액과 혼합균주 (종균)를 접종하여 발효시킨 발효액의

pH 변화를 조사한 결과 YL과 Issa를 접종 한 경우에는 pH가 상승하는 경향을 보이는 반면

에 종균과 M1을 접종한 경우에는 발효시간의 경과에 의해 pH가 비례적으로 감소하는 것을

확인하였다. 또한 530 nm에서의 흡광도 값을 비교해 보면 pH가 많이 감소한 M1과 혼합균

주(종균)의 경우에는 OD 값이 높은 반면에 pH가 높은 YL과 Issa는 OD 값이 더 낮음을 확

인하였다. 이는 두 실험의 결과가 일치하는 내용으로 pH가 감소하면 더 선명한 적색으로

변화하기 때문에 530 nm에서의 OD 값이 증가하는 것으로 판단된다.

하지만 이는 혼합균주(종균)을 첨가했을 때 발효액의 pH가 M1 균주로 발효한 발효액의
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pH가 동일한 pattern으로 나타나는 것을 확인할 수 있다. 이는 한아름영농조합에서 진행하

고 있는 발효가 특정균주에 의해 진행되는 것이 아니라 여러가지 다양한 균주가 복합적으로

발효에 관여를 하고 있기에 자색고구마를 멸균처리 하여 발효를 진행하였던 결과와 상이하

게 나타나는 것으로 생각된다.

(2) 발효에 의한 자색고구마 Anthocyanin 색소의 정성/정량 분석

Anthocyanins의 정량 및 정성적 분석은 Francis, F., Food Colorants; Anthocyanins.

Critical Reviews in Food Science and Nutrition, 28, 273-314 (1989)를 참고로 하여 진행하였다.

(가) Anthocyanin 색소의 정량 분석

Fig. 4-7. 생물고구마 균주별 발효 샘플의 Total Anthocyanins 변화

- 발효 시간이 진행되면 anthocyanin 색소는 모두 그 양이 감소 하다가 발효 72시간이

되면 다시 색소의 양이 약간 증가되는 것을 알 수 있다(Fig. 4-7). 그 중에서도 M1 발효는

control보다 색소의 양이 더 증가하는데 이는 pH의 변화에 의한 것으로 보인다.

(나) Anthocyanins 색소의 정성적 분석



- 72 -

Fig. 4-8. 생물자색고구마 균주별 발효 샘플의 color density (CD) 변화

Fig. 4-9. 생물자색고구마 균주별 발효 샘플의 color tonality (CT) 변화

Fig. 4-10. 생물자색고구마 균주별 발효 샘플의 degradation index (DI) 변화
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- 발효를 거친 모든 자색고구마의 색소는 발효 72시간에 대조군에 비하여 degradation

index (DI)가 낮았다. 이는 발효에 의한 pH의 변화에 의한 것으로 Issa와 YL은 거의 유사한

경향을 보였고 M1은 가장 낮은 DI를 보여 pH가 낮은 acid 조건에서 anthocyanin 색소가

안정하다는 것을 보여주고 있다.

○ HPLC 분석결과

Fig. 4-11. 접종하지 않은 Control 0 hr의 HPLC chromatogram

Fig. 4-12. 접종하지 않은 Control 24, 48, 72 hr의 HPLC chromatogram
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Fig. 4-13. Issa 접종 후 24, 48, 72 hr의 HPLC chromatogram
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Fig. 4-14. YL 접종 후 24, 48, 72 hr의 HPLC chromatogram
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Fig. 4-15. M1 접종 후 24, 48, 72 hr의 HPLC chromatogram
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Fig. 4-16. 혼합균주 접종 (1%) 후 24, 48, 72 hr의 HPLC chromatogram

자색고구마 (신자미)를 95℃에서 60분간 가열 처리한 후 각각의 균주별로 접종하여 30℃

에서 발효 시간별로 시료를 동량씩 sampling하여 안토시아닌 함량의 변화를 HPLC로 분석

한 결과 각각의 균주별로 발효시간에 의한 안토시아닌 조성에 큰 변화가 나타나지는 않는

것으로 확인되었다.

아래의 graph (Fig. 4-17)는 균주별로 발효시켜 시간에 따른 안토시아닌 조성을 HPLC 분

석하여 얻어진 chromatogram으로부터 주요 안토시아닌 peak (tR 10.8 min, 24.7 min, 28.2

min, 31.9 min, 35.2 min)의 height 변화를 나타낸 것이다. Issa를 접종한 후 72시간 발효를

진행 할 경우 31.9분 tR peak의 함량이 control이나 다른 균주 (YL, M1)를 접종했을 때보다

약간 증가하다가 감소하는 경향을 나타냈으며, M1을 접종한 경우에는 모든 peak에서 발효

시간이 길어지는 것에 대한 각 안토시아닌 peak height의 변화가 확인되지 않았다(48, 72

hr).
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라. 분리된 균주와 유사한 균주를 구입하여 각 균에 의한 발효 양상 비교

발효 조건을 다시 재 확인하기 위하여 혼합균주로부터 자제 분리 동정한 Issatchenkia

orientalis (Issa 균주)와 MRS agar에서 분리 동정한 Lactobacillus fermentum (MRS균주)균주와

식품발효에 널리 이용되는 대표적인 효모인 Saccharomyces cerevisiase 효모와 대전 유성구 한

국생명공학연구원 생명자원센터에서 구입한 Issatchenkia orientalis 17696 (Issa 17696 균주),

Issatchenkia orientalis 17773 (Issa 17773 균주)의 발효양상을 비교하였다.

자색고구마 300 g을 슬라이스 하여 물 500 g을 가하여 100℃에서 90분간 가열처리 함으

로서 균을 제거하고, 균주를 최종 volume의 0.5%가 되게끔 각각의 균주를 2.5 mL씩 접종하

여 30℃에서 3일간 발효 시키면서 발효 양상을 비교 확인하였다.

Purple Sweet Potato (each 300 g)

slice

add H2O (500 mL)

heating (100℃, 90 min)

cooling (at room temp.)

control Issa
(0.5%)

MRS
(0.5%)

sacch
(0.5%)

Issa 17696
(0.5%)

Issa 17773
(0.5%)

incubation (at 30℃)

sampling (20 mL)

pH, HPLC, sugar

Fig. 균주별 발효
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Fig. 균주 별 발효에 따른 pH변화

Issa 균주와 생명자원센터로부터 구입한 Issa1769, Issa 17773균주의 발효에 따른 pH의

변화는 거의 유사하였다. Saccharomyces 효모는 발효 1일째 pH가 4.5 까지 떨어졌다가 시간

이 경과하면서 다시 pH가 증가하였다. MRS균주는 발효 전 pH 5.8에서 발효가 진행되면서

pH가 3.9까지 감소하였으며 발효에 따른 pH변화를 확인했을 때 Issa균주와 MRS 균주는 전

혀 다른 양상의 발효가 일어남을 확인하였다.

Fig. Control의 발효에 따른 당류변화
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Fig. Issa 균주 접종 시 발효에 따른 당류변화

Fig. MRS 균주 접종 시 발효에 따른 당류변화
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Fig. Saccharomyces 균주 접종 시 발효에 따른 당류변화

Fig. Issa 17696 균주 접종 시 발효에 따른 당류변화
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Fig. Issa 17773 균주 접종 시 발효에 따른 당류변화

서로 다른 균주를 사용하여 발효시켰을 때 자색고구마 발효 추출액의 당함량의 변화를

살펴본 결과, 균주를 접종하지 않은 control은 fructose, glucose, maltose의 함량이 감소하였

으나 균을 접종한 군과 비교했을 때 당의 변화는 적었다. 한아름영농조합 발효에 사용하고

있는 혼합균주로부터 분리 동정한 Issa균주는 발효 1일째 fructose, glucose의 함량이 0

g/100g으로 감소했으며 sucrose와 maltose도 발효가 진행됨에 따라 함량이 감소하였다.

MRS 균주는 fructose와 glucose의 함량이 0 g/100g으로 감소했으며 발효시간이 경과함에

따라 maltose의 함량이 증가하였다. Saccharomyces는 모든 당이 발효에 이용되어 발효 3일

째 당함량이 0 g/100g으로 감소했다. Issa 17696 균주는 발효 1일째 fructose, glucose의 함

량이 0 g/100g으로 감소했으며 sucrose와 maltose 함량의 변화는 거의 나타나지 않았다.

Issa 17773 균주는 Issa균주와 가장 유사한 당함량의 변화를 나타냈다. 발효에 따른 당류의

변화를 측정에서도 MRS 균주는 다른 균주와 발효양상의 변화차이가 컸다.

서로 다른 균주를 사용하여 발효시켰을 때 자색고구마 발효 추출액의 안토시아닌 조성

변화를 확인하기 위하여 520 nm에서 HPLC 분석을 실시하였다.

그 결과, 발효에 따른 안토시아닌의 화합물이 다른 화합물로 전환되는 것은 확인하기 어

려웠으며, 오히려 발효에 의해 안토시아닌 총량이 더 감소하는 것으로 확인되었다.
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Fig. control 시간경과에 따른 HPLC chromatogram (520 nm)
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Fig. Issa균주의 발효에 따른 HPLC chromatogram (520 nm)
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Fig. MRS균주의 발효에 따른 HPLC chromatogram (520 nm)
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Fig. Saccharomyces 균주의 발효에 따른 HPLC chromatogram (520 nm)
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Fig. Issa 17696 균주의 발효에 따른 HPLC chromatogram (520 nm)
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Fig. Issa 17773균주의 발효에 따른 HPLC chromatogram (520 nm)
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5. 용존산소(산소 전달) 농도에 따른 색소의 변화

300 ml의 삼각 플라스크에 50, 100, 150, 250 ml의 자색고구마 발효액을 넣고 2일간 추

가적으로 배양한 결과 배양액의 색도와 안토시안의 조성이 변화함을 알 수 있었다. 특히 산

소의 전달이 되지 않는 250 ml의 경우 혐기 배양에 가까운 조건이었다. 산소의 전달량이 작

은 경우 HPLC의 후반부에 나타나는 유효 안토시안 성분이 거의 다 사라진 것을 알 수 있

었으며 이는 향후 발효조건의 규명에서 산소가 유효 안토시아닌의 안정성을 유지하는데 중

요하게 고려해야할 인자임을 보여주고 있다

배지 용량

250 ml

150 ml

100 ml

50 ml

Fig. 5-1. Effect of aeration rate on the anthocyanin composition of purple sweet potato

during fermentation.
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6. 자색고구마 발효조건 확립

가. 자색고구마 추출물의 발효 조건 확립 - Lab 발효

(1) 자색고구마 발효 (Issa 0.5%) 추출물 제조

한아름영농조합에서 사용하고 있는 혼합균주로부터 단리한 균주와 이와 유사한 효모균

수종을 구입하여 발효 양상을 비교확인 해 본 결과, 지금까지 한아름영농조합에서 생산하여

판매하고 있는 제품과 가장 유사한 발효양상을 보이는 균주가 혼합균주로부터 단리한 Issa

균주이였고, 각 균주별 발효 추출물의 관능적인 성상을 비교한 결과 맛과 향에 있어서도 단

리한 Issa 균주가 가장 높은 호감도를 나타내였기에 이후의 발효공정을 확립의 실험에는

Issa 균주를 이용하였다.

일정한 크기로 slicing 한 자색고구마 300 g에 물 500 mL를 첨가한 후 100℃에서 90분간

가열 처리 후 냉각시킨 가열 추출액에 발효균주 (Issa)를 0.5% 접종한 뒤 30℃ 인큐베이터에

서 3일간 발효 추출하였다. 발효 시작으로부터 3일 후에 추출물을 원심분리한 후 상층액을

동결 건조시켜 분말형태의 추출물을 얻었다.

PSP_slice (fresh wt. 300 g)

H2O (500 mL)

Heating (100℃, 90 min)

Cooling

Incubation (30 ℃)

Centrifuge (4000 rpm, 10 min)

Supernatant Residue

Freeze Drying

Issa 0.5%

Fig. 6-1. 자색고구마 발효 추출물제조방법
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(2) 발효 추출물 pH 변화

발효가 진행 중인 자색고구마 발효 추출물을 일정 시간별로 샘플링하여 pH를 측정함으

로써 발효의 진행 양상을 확인해 보았다.

Sampling Time pH

0 hr 5.91

15 hr 4.27

24 hr 3.86

39 hr 4.20

47 hr 4.29

63 hr 4.34

70 hr 4.30

발효가 진행되면서 발효액의 pH가 일정 수준으로 감소하다가 더 이상 감소하지 않는 것

으로 확인되어 1차년도에 각 균주별로 발효 했을 때 한아름 영농조합에서 사용하는 혼합균

주로 정상적인 발효가 진행되었을 때 나타나는 현상과 동일한 것으로 확인되어 단일균주에

의한 발효가 정상적으로 이루어지고 있음을 확인 할 수 있었다.

(3) 발효 시간별 안토시아닌 조성 변화 확인

발효 시간별 발효 추출물을 소량씩 취하여 520 nm에서 HPLC 분석을 실시하여 얻어진

크로마토그램을 비교하여 발효 시간별 안토시아닌 조성을 비교하였다. 본 실험에 사용된

HPLC 분석조건은 아래와 같다.

․ Wavelength: UV detecter 520 nm

․ Column: Shimpack XR-ODS 3.0×50 mm

․ Oven: 30 ℃

․ Injection vol.: 20 μL

․ Flow rate: 0.25 mL/min

․ Mobile phase:

min
A

H2O (0.1% formic acid)

B

50% MeCN (0.1% formic acid)

0 85 15

25 60 40

40 30 70

42 85 15

50 85 15
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0 hr

24 hr

55 hr

Fig. 6-2. Issa 접종 발효 추출물의 chromatogram

그 결과, 발효 추출물은 발효 시간의 경과에 따라 각 안토시아닌의 함량이 감소하지 않음

을 확인하였다. 즉, 발효에 의해 개별 안토시아닌의 함량이 감소하거나 분해되지 않음을 확

인 할 수 있었다.

발효가 진행되면서 안토시아닌의 함량에 변화는 없으나 당 함량의 변화는 어떻게 진행되

는지를 확인해 보기위해 발효 시간별로 얻어진 추출물을 대상으로 당 함량분석을 실시하였

다.

(4) 발효 시간별 당 함량 변화 확인

- Detecter: RI detecter

- Column: 250 mm x 4.6 mm, Prevail Carbohydrate/Waters N92702

- Oven: 40 ℃

- Injection vol. 20 μL

- Flow rate: 1 mL/min

- Mobile phase: 75% MeCN

(계산)

당함량 (mg/100 g) = S x
a x b

x
100

검체채취량 (g) 1000
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S : 시험용액 중의 당질의 농도 (ug/mL)

a : 시험용액의 전량 (mL)

b : 희석배수

  (단위: g/100 mL)
Fructose Glucose Sucrose Maltose

발효전 0.28 0.39 1.63 3.65

발효

1일 - - 1.59 3.42

2일 - - 1.61 3.42

3일 - - 1.62 3.64

FD powder

(g/100g)
- - 17.9 52.3

발효전 Fructose 0.28 g/100 mL, Glucose 0.39 g/100 mL, Sucrose 1.63 g/100 mL,

Maltose 3.65 g/100 mL 이었다. 발효 1일 Sucrose 1.59 g/100 mL, Maltose 3.42 g/100 mL,

발효 2일 Sucrose 1.61 g/100 mL, Maltose 3.42 g/100 mL, 발효 3일 Sucrose 1.62 g/100

mL, Maltose 3.64 g/100 mL으로 분석되었다. 발효기간 중 Sucrose와 Maltose만 존재하였으

며 이들 당의 함량은 발효기간 동안 거의 변화가 없었다. 이 결과로 볼 때 Issa에 의해 발효

가 진행되면 자색고구마에 함유되어있는 당류들 중에서 fructose와 glucose 만을 영양원으로

사용하는 것을 알 수 있었다. 이 결과로부터 자색고구마를 발효 추출하고자 할 때 발효 추

출물의 당 함량 분석결과를 가지고도 발효가 진행되어지는 정도를 관리할 수 있는 품질 지

표로 사용할 수 있을 것으로 생각되어진다.
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나. 자색고구마 추출물의 발효 조건 확립 - Pilot 발효

(1) 1차 pilot 발효

(가) 자색고구마 pilot 발효 추출물 제조

Lab 발효에서 얻어진 결과를 토대로 이번에는 발효의 scale을 더 크게 하여 pilot 상태에

서 자색고구마를 발효 추출해보기로 하였다.

Slice한 자색고구마 45 kg에 물 110 L를 첨가한 후 100℃에서 90분간 가열 처리 한 후 이

를 30℃정도까지 냉각시킨 후 Issa 균주를 0.5%접종하여 30℃에서 3일간 발효를 진행하였다.

추출 및 샘플링 과정은 다음과 같다.

PSP_slice (45 kg)

sampling (11 L)

H2O (110 L)

sterilization (100 ℃, 1.5 hr )

cooling

centrifuge (5000 rpm, 10 min)

supernatant (8.5 L) residue (2.44 kg)

FD 
(1260.5 g)

Issa 0.5% inoculation

H2O ext.
(300 g/500 mL)

EtOH ext.
(300 g/500 mL)

sampling 1-day (1L)

centrifuge

supernatant 
(750 mL)

residue 
(263 g)

centrifuge

supernatant 
(500 mL)

residue 
(307 g)

residue 
(149 g)

supernatant 
(600 mL)

sampling 2-day (900 mL)

centrifuge

supernatant 
(650 mL)

residue 
(213 g)

sampling 3-day (800 mL)

117 kg

centrifuge

supernatant 
(100 kg)

residue 
(21.66 kg)

concentration

concentrate (12.7 kg)
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(나) 발효 추출물 pH 변화

Sampling Time pH

발효전 5.64

발효

1일 4.13

2일 4.14

3일 4.15

Lab 발효에서 얻어진 발효 추출액의 pH 변화와 거의 유사하게 1차 pilot 발효에서 pH

변화 양상을 보여 pH를 지표로 한 pilot 발효에서는 Lab 발효와 거의 유사함을 확인 하였

다.

(다) 발효 시간별 안토시아닌 조성 변화 확인

발효 시간별 발효 추출물을 소량씩 취하여 520 nm에서 HPLC 분석을 실시하여 얻어진

크로마토그램을 비교하여 발효 시간별 안토시아닌 조성을 비교하였다. 본 실험에 사용된

HPLC 분석조건은 아래와 같다.

ㆍWavelength: 520 nm

ㆍColumn: Waters Sunfire (4.6×150 mm)

ㆍColumn Oven: 30℃

ㆍInjection volume: 20 ul

ㆍFlow rate: 1.0 ml/min

ㆍMobile phase:

time (min)
A

H2O (0.1% TFA)

B

50% MeCN (0.1% TFA)

0 75 25

45 60 40

47 75 25

60 75 25
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접종전

발효 1일

발효 2일

발효 3일

농축 전

농축후

Fig. 6-3. 1차 pilot 발효 추출물HPLC chromatogram

HPLC에 의한 안토시아닌 조성 변화에 있어서도 Lab 발효에서와 마찬가지로 발효가 진

행되어도 안토시아닌 조성의 변화가 없는 것으로 확인되어 발효에 의한 안토시아닌의 분해

나 함량 감소는 없는 것으로 확인되어 발효시간의 경과에 따른 당 함량 분석을 실시하였다.
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 (라) 발효 시간별 당 함량 변화 확인

                                                      (단위 g/100mL)
Fructose Glucose Sucrose Maltose

발효전 0.29 0.40 1.27 2.29

발효

1일 - - - 0.98

2일 - - - -

3일 - - - -

FD powder

(g/100g)
- - - -

발효 전 Fructose 0.29 g/100 mL, Glucose 0.40 g/100 mL, Sucrose 1.27 g/100 mL,

Maltose 2.29 g/100 mL이었다. 발효 1일 Maltose 0.98 g/100 mL으로 Maltose 이외의 다른

당은 확인되지 않았으며 발효 2일, 3일에는 당이 존재하지 않았으며 발효추출물을 동결건조

하여 얻은 분말에도 단당이 전혀 확인되지 않았다.

발효기간 중 단당류의 함량변화를 볼 때 Lab 발효와 발효 양상이 전혀 다름을 확인할 수

있다. 안토시아닌 색소나 pH의 변화 양상은 Lab발효에서와 거의 유사하게 일어났지만 당

함량의 변화가 전혀 다른 양상을 보였으며 1차 pilot 발효추출액에서는 lab 발효와 달리 특

유의 시큼한 냄새가 나서 관능적인 면에서 볼 때 상품성이 크게 떨어지는 상태이었다. 이

현상에 대한 원인을 사ㄹ펴본 결과, 발효가 진행되는 동안 발효조 내의 산소량이 충분하지

않아서 발효가 이상발효로 진행되어져서 나는 관능적인 부분에서의 품질저하로 판단되어 발

효조 내의 산소량을 충분히 공급하여 다시 한 번 pilot에서 발효를 진행해 보기로 하였다.
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(2) 2차 pilot 발효

(가) 자색고구마 pilot 발효 추출물 제조

1차 pilot 발효에서 얻어진 결과를 토대로 이번에는 발효조 내의 용존산소량을 증가하여

자색고구마 발효 추출을 진행보기로 하였다. 추출 및 샘플링 과정은 다음과 같다.

PSP slice (41kg)

H2O (100 L)

sterilization (100 ℃, 1.5 hr )

cooling

Issa 0.5% inoculation

incubation for 3 days at 30℃

centrifuge

supernatant 
(93 kg)

residue 
(19.98 kg)

concentration

concentrate (25.46 kg)

Freeze Drying

powder 5.2 kg

Fitration with filter (10 um)

Filtrate (102 kg)
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(나) 발효 추출물 pH 변화

Sampling Time pH

발효 전 5.45

발효

1일 5.77

2일 6.14

3일 5.91

(다) 발효 시간별 안토시아닌 조성 변화 확인

발효 시간별 발효 추출물을 소량씩 취하여 520 nm에서 HPLC 분석을 실시하여 얻어진

크로마토그램을 비교하여 발효 시간별 안토시아닌 조성을 비교한 결과 발효에 의해 오히려

총안토시아닌의 함량은 감소함을 확인하였다.

발효 520 nm

비발효 520 nm

S12

S11

S8

S5

S3

Fig. 6-6. 발효에 의한 차이 비교 (520 nm)
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이에 안토시아닌이 아닌 다른 화합물의 발효에 의한 변화를 확인해 보기 위하여 520

nm가 아닌 다른 UV 영역에서의 화합물 변화를 관찰하였다.

발효 254 nm

비발효 254 nm

Fig. 6-6. 발효에 의한 차이 비교 (254 nm)
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발효 320 nm

비발효 320 nm

Fig. 6-7. 발효에 의한 차이 비교 (320 nm)

그 결과(Fig. 6-5 ~ 6-7), 254 nm에서는 발효에 의한 화합물의 변화는 없는 것으로 보이

며, 320 nm에서 retention time (tR) 4 min 및 6 min에 있는 peak의 화합물은 증가한 반면

retention time (tR) 25 min 이후의 peak의 화합물은 감소함을 확인하였다. 320 nm에서 tR 4

min 및 6 min의 peak는 phenolic compound인 것으로 추측 되어지며, 특히 6 min의 peak

는 chlorogenic acid peak로 이 화합물에 대한 구조 확인은 PDA 분석을 실시하여 확인하였

다(아래 그림 참고). 즉, 발효에 의해 자색고구마에 함유된 안토시아닌 색소 관련 화합물은

약간 감소하는 경향을 보이지만, 안토시아닌 색소가 아닌 다른 phenolic compound는 약간

그 함량이 증가하거나 거의 함량이 변화하지 않는 것을 확인할 수 있었다.
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 FD PSP 발효 추출물

chlorogenic acid 

PSP  발효 추출물 spectrum

 chlorogenic acid spectrum
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(라) 발효 시간별 당 함량 변화 확인

                                                       (단위 g/100mL)
Fructose Glucose Sucrose Maltose

발효전 0.35 0.48 1.41 2.31

발효

1일 - - 1.50 2.50

2일 - - 1.65 2.68

3일 - - 1.74 2.50

FD powder

(g/100g)
- - 21.8 28.6

발효 전 Fructose 0.35 g/100 mL, Glucose 0.48 g/100 mL, Sucrose 1.41 g/100 mL,

Maltose 2.31 g/100 mL 이었다. 발효 1일 Sucrose 1.50 g/100 mL, Maltose 2.50 g/100 mL,

발효 2일 Sucrose 1.65 g/100 mL, Maltose 2.68 g/100 mL, 발효 3일 Sucrose 1.74 g/100

mL, Maltose 2.50 g/100 mL으로 분석되었다. 발효기간 중 Sucrose와 Maltose만 존재하였으

며 함량이 발효기간 동안 거의 변화가 없었다. 발효추출물을 동결 건조하여 얻은 분말에

Sucrose 21.8 g/100g, Maltose 28.6 g/100g으로 분석 되었다. 발효기간 중 단당의 함량변화

로만 볼 때 lab발효와 발효 양상이 동일함을 확인하였으며, 2차 pilot 발효추출물을 가지고

이후 기능성 효능 평가의 시료로 사용하였다.
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제 3절. 자색고구마 발효 추출물의 안정성 실험

자색고구마 pilot 2차 발효 추출물의 저장기간에 따른 변화를 확인하기 위하여 추출물을

제조 하였을 때 520 nm에서의 chromatogram과 실온에서 약 1년 정도 보관된 추출물의

chromatogram을 비교함으로서 발효 추출물 안토시아닌의 변화를 확인하였다.

.

발효 (11.04.25 분석)

발효 (10.06.12 분석)

Fig. 자색고구마 발효추출물의 저장기간에 따른 변화 (520 nm)

자색고구마 발효추출물은 시간이 경과함에 따라 안토시아닌 함량의 감소를 확인하였다.

이에 자색고구마 추출물 분말의 온도, 빛, pH에 의한 안토시아닌의 안정성시험이 필요하다

고 생각되어 이에 대한 실험을 실시하였다.

1. 온도에 의한 안토시아닌 변화

온도에 의한 안토시아닌 변화를 확인하기 위하여 발효추출물 분말과 발효추출물 수용액
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으로 나누어 각각 실온(25℃)과 95℃에 보관하면서 안토시아닌의 변화를 UV-VIS spectrum,

색차계, HPLC 분석을 통해 확인하였다.

가. 시료의 조제

- 발효추출물: 갈색병에 5 g씩 분주하여 실험에 사용 ⇒ A

- 발효추출물 수용액

① 0.02% Sodium azide에 녹여(0.05 g/mL) 갈색병에 10 mL씩 분주하여 실험에 사용

⇒ B

② 0.02% Sodium azide에 녹인 후 (0.05 g/mL) pH 2로 조절(by 30% citric acid)하

여 갈색병에 10 mL 분주하여 실험에 사용 ⇒ C

나. 온도를 달리하여 저장 시 시간경과에 따른 안토시아닌의 변화 - UV spectrum

Fig. 1-1. 시간경과에 따른 안토시아닌의 변화 (530 nm)

발효추출물분말과 발효추출물 수용액을 실온(25℃)과 95℃에 저장하면서 일정 시간 간격

으로 sampling하여 UV-VIS spectrum을 측정하였다. UV-VIS spectrum 결과 중 안토시아닌

의 최대 흡수 파장인 530 nm의 흡광도 값을 비교하여 저장온도에 따른 안토시아닌의 변화

를 확인하였다. 결과, 실온에서 보관 할 때 발효추출물 수용액 B를 제외한 나머지는 안토시

아닌이 거의 변화하지 않았으나 발효추출물 수용액 C는 48 hr까지 Abs.값이 증가하는 현상

을 관찰 할 수 있다. 발효추출물 수용액 B는 실온에서 시간이 경과함에 따라 안토시아닌의

함량이 감소함을 알 수 있다. 95℃에서 저장 할 경우 발효추출물 A, B, C 모두 안토시아닌
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의 함량이 감소하였다.

고온에서 발효추출물을 저장하는 것은 바람직하지 않으며, 고온에서 안토시아닌이 불안정

하다는 것을 시사하는 결과이다. 또한 발효추출물 수용액 B가 실온에서 Abs. 값이 감소하는

것으로 보아 온도 이외의 다른 인자들에 영향을 받을 것이라고 생각된다.

다. 온도를 달리하여 저장 시 시간경과에 따른 색도 변화

발효추출물분말과 발효추출물 수용액을 실온(25℃)과 95℃에 저장하면서 일정 시간 간격

으로 sampling하여 색차계로 색도를 측정하였다.

< 0 hr > < 6 hr > < 11 day >

Fig. 1-2. 95℃에 저장 시 발효 추출 분말의 색 변화

Table 1-1. 발효추출분말(A)의 색차계 측정값

                                               (△E*ab)
시간 실온보관 95 ℃ 보관

0 0.0 0.0

0.5 1.9 5.3

1 2.2 4.6

3 2.3 4.1

6 2.3 4.9

24 0.4 8.3

48 0.4 13.3

72 1.7 15.1

120 0.4 15.0

168 1.8 15.0

264 1.3 15.9
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Fig. 1-3. 발효 추출 분말의 색도 변화

발효추출분말(A)의 경우 실온에서 저장 할 때 △E*ab 값의 0.4 ~1.9로 동일한 계열의 색의

범위이지만 색도의 변화가 있으며 시료가 서로 떨어져 있을 때 육안으로 색의 변화를 관찰

할 수 없는 범위에 해당한다. 95℃ 저장 시 △E*ab 값 변화가 급속도록 일어나며 △E*ab 값이

12이상으로 저장기간이 지남에 따라 색의 계통이 전혀 달라지고 있다. 95℃ 저장 6 시간부

터는 점점 갈색을 띄는 것을 육안으로 확인 할 수 있었으며, 딱딱해 성상의 변화가 일어나

는 것을 확인하였다. 또한, 발효추출물분말이 본래의 부피 보다 감소함을 확인하였다. 자색

고구마 발효추출분말에 당이 고온에 노출되어 당의 중합과 당에 의한 갈변 현상이 일어난

것이라 생각된다(Table 1-1).

Table 1-2. 발효추출물 수용액 B (pH 7), C (pH 2) 색차계 측정값

                                                          (△E*ab) 
시간

B C

실온보관 95 °C 보관 실온보관 95 °C 보관

0 0.0 0.0 0.0 0.0

0.5 2.3 5.8 27.0 31.2

1 2.7 9.4 27.0 32.7

3 2.3 12.5 27.0 33.7

6 2.0 15.7 27.1 31.3

24 2.4 17.0 29.8 47.4

48 5.3 32.9 27.3 50.7

72 6.2 32.6 26.2 52.1

120 8.6 17.5 28.4 64.7

168 11.3 14.4 28.9 69.4

264 14.6 18.4 29.3 87.5
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Fig. 1-4. 발효추출물 수용액 B (pH 7), C (pH 2)의 색도 변화

발효추출물 수용액 B는 실온 저장 및 95℃ 저장 시 시간이 경과함에 따라 △E*ab값이

12이상으로 저장기간이 지남에 따라 색의 계통이 전혀 달라지고 있다. 실온에서 보다 95℃

저장 시 E*ab값의 변화가 크다. 발효추출물 수용액 C는 실온 저장 및 95℃ 저장에 관계없이

30분 후 E*ab값이 12이상으로 색의 계통이 전혀 달라졌다. 시간이 경과함에 따라 실온에서

보다 95℃ 저장 시 E*ab값의 변화가 급격하게 크게 나타나며, 발효추출물 수용액 B 보다 색

도의 변화가 크다. 따라서 온도의 의한 색차에서의 안정성은 A > B > C 순이다.

라. 온도를 달리하여 저장 시 시간경과에 따른 안토시아닌의 변화 - HPLC 분석

발효추출물분말과 발효추출물 수용액을 실온(25℃)과 95℃에 저장하면서 일정 시간 간격

으로 sampling하여 HPLC 분석을 통해 안토시아닌의 화합물변화를 측정하였다.

(1) HPLC chromatogram
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A. 실온 보관 72 hr 

A. 실온 보관 24 hr 

A. 실온 보관 3 hr 

A. 실온 보관 0 hr 

Fig. 1-5. 발효추출분말(A)의 실온 저장 시 chromatogram
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A. 95℃ 보관 48 hr 

A. 95℃ 보관 24 hr

A. 95℃ 보관 3 hr 

A. 95℃ 보관 0 hr

Fig. 1-6. 발효추출분말(A)의 95℃ 저장 시 chromatogram
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B. 실온 보관 72 hr

B. 실온 보관 24 hr

B. 실온 보관 3 hr

B. 실온 보관 0 hr

Fig. 1-7. 발효추출물 수용액 B의 실온 저장 시 chromatogram
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B. 95℃ 보관 48 hr

B. 95℃ 보관 24 hr 

B. 95℃ 보관 3 hr

B. 95℃ 보관 0 hr

Fig. 1-8. 발효추출물 수용액 B의 95℃ 저장 시 chromatogram
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C. 실온 보관 264 hr 

C. 실온 보관 120 hr

C. 실온 보관 72 hr 

C. 실온 보관 0 hr

Fig. 1-9. 발효추출물 수용액 C의 실온 저장 시 chromatogram
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C. 95℃ 보관 48 hr

C. 95℃ 보관 24 hr

C. 95℃ 보관 3 hr

C. 95℃ 보관 0 hr

Fig. 1-10. 발효추출물 수용액 C의 95℃ 저장 시 chromatogram
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(2) total area 및 안토시아닌 main peak의 area 비교

HPLC chromatogram을 통해 온도를 달리하여 저장 시 안토시아닌의 변화를 확인하였다.

total area 및 안토시아닌 main peak의 area를 비교함으로써 보다 쉽게 안토시아닌의 변화를

알아보고자 한다.

Fig. 1-11. 저장온도에 따른 안토시아닌의 total area 변화

안토시아닌 main peak는 Fig. 8-14과 같이 설정 하였으며 각각 Rt 10, Rt 32로

설정하였다. 발효추출물 A, B, C 시료를 95℃ 저장 시에는 안토시아닌 main peak가

감소함을 확인하였다. 따라서 안토시아닌 main peak의 area 변화는 실온에 저장한 경우만

확인하였다.

Rt 10 Rt 32

Fig. 1-12. 자색고구마 발효추출물에 함유된 안토시아닌 main peak
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Fig. 1-13. 실온 저장 시 안토시아닌 main peak의 area 변화

발효추출분말 A는 실온에서 시간이 경과함에 따라 안토시아닌의 성분변화가 거의 일어

남을 확인할 수 있으며, 95℃에서는 시간이 경과함에 따라 안토시아닌이 급격히 감소하며

120 시간부터 색소가 거의 없음을 확인할 수 있다. 발효추출물 수용액 B(pH 7)는 실온에서

시간이 경과함에 따라 안토시아닌이 점점 감소하다가 약 10일 이후 색소가 거의 없음을 확

인할 수 있다. 95℃에서는 시간이 경과함에 따라 안토시아닌이 발효추출분말 A 보다 빠르게

감소하며 120 시간부터 색소가 거의 없음을 확인할 수 있다. 발효추출물 수용액 C(pH 2)는

실온에서 안토시아닌의 함량이 약간 증가되는 것을 확인 할 수 있다(Fig. 1-8, Fig. 1-11). 안

토시아닌 maim peak의 area 변화를 통해 확인한 결과(Fig. 8-15), Rt 10 peak는 거의 변화

하지 않으나 Rt 32 peak가 증가됨을 확인하였다. 95℃에서는 시간이 경과함에 따라 안토시

아닌이 발효추출물 수용액 B 보다 빠르게 감소하며 72 hr 부터 색소가 거의 없음을 확인할

수 있다.

고온에서 발효추출물 A > B > C 순으로 안토시아닌 색소가 빠르게 감소된다. 실온에서

발효추출물 C > A > B 순으로 안토시아닌 색소가 안정하다.

2. 빛에 의한 안토시아닌 변화

빛에 의한 안토시아닌 변화는 형광등 빛을 이용하여 발효추출물분말과 발효추출물 수용

액을 각각 갈색병과 투명한 병에 나누어 실온(25℃)에 보관하면서 안토시아닌의 변화를 UV

spectrum, 색차계, HPLC 분석을 통해 확인하였다.
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가. 시료의 조제

 - 발효추출물: 갈색병과 투명한 병에 각각 5 g씩 분주하여 실험에 사용 ⇒ A

- 발효추출물 수용액

① 0.02% Sodium azide에 녹여(0.05 g/mL) 갈색병과 투명한 병에 각각 10 mL

씩 분주하여 실험에 사용 ⇒ B

② 0.02% Sodium azide에 녹인 후 (0.05 g/mL) pH 2로 조절( by 30% citric

acid)하여 갈색병과 투명한 빛에 각각 10mL 분주하여 실험에 사용 ⇒ C

나. 빛에 의한 안토시아닌의 변화 - UV spectrum

Fig. 2-1. 빛에 의한 안토시아닌의 변화 (530 nm)

빛에 노출 여부에 관계없이 발효추출물 A, B, C 모두 안토시아닌의 변화는 거의 일어나

지 않은 것으로 판단된다.
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다. 빛에 의한 색도 변화

발효 추출물분말과 수용액을 빛에 노출 여부에 따라 안토시아닌의 변화를 확인하기 위하

여 일정 시간 간격으로 sampling하여 색도계로 색차를 측정하였다.

Table 2-1. 발효추출분말(A)의 색차계 측정값

(△E*ab)

시간 amber clear

0 0.0 0.0

1 1.1 1.0

2 1.0 0.5

3 0.6 0.6

5 0.7 0.8

7 0.6 1.5

11 0.3 0.5

Fig. 2-2. 발효추출분말(A)의 색도 변화

발효추출물 분말(A)는 E*ab값이 0.8~1.5 내의 범위에 해당하며 이는 일반제품의 색 관리에

주로 사용되는 범위이다. 따라서 발효추출물 분말(A)는 빛 존재 하에 투명한 병과 갈색 병

저장에 따른 색도의 변화가 없다.
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Table 2-2. 발효추출물 수용액 B (pH 7), C (pH 2) 색차계 측정값

(△E*ab)

시간
B C

amber clear amber clear

0 0.0 0.0 0.0 0.0

1 3.9 10.4 31.7 31.9

2 21.3 19.0 28.7 29.5

3 19.7 16.3 28.5 29.1

5 17.9 30.9 29.9 30.6

7 18.8 14.0 31.3 29.1

11 13.2 18.9 32.1 33.5

Fig. 2-3. 발효추출물 수용액 B (pH 7), C (pH 2)의 색도 변화

발효추출물 수용액 B는 실온에서 빛의 노출에 관계없이 △E*ab값이 12이상으로 저장기

간이 지남에 따라 색의 계통이 전혀 달라지고 있다. 발효추출물 수용액 C는 실온에서 빛의

노출에 관계없이 저장 1일 만에 △E*ab값이 12이상으로 색의 계통이 전혀 달라지고 있다.

발효추출물 수용액 B와 C는 빛의 노출 여부에 따른 색도의 차이는 보여지지 않는다. 따라서

발효추출물 수용액 B와 C는 빛의 영향 보다는 온도에 더 민감하게 영향을 받는 것으로 생

각된다.
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라. 빛에 의한 안토시아닌의 변화 - HPLC 분석

발효추출물분말과 발효추출물 수용액을 빛 노출 여부에 따라 저장하면서(실온; 25℃) 일정

시간 간격으로 sampling하여 HPLC 분석을 통해 안토시아닌의 화합물변화를 측정하였다.

(1) HPLC chromatogram

A. 갈색병 보관 11 day

A. 갈색병 보관 5 day

A. 갈색병 보관 3 day

A. 갈색병 보관 0 day

Fig. 2-4. 발효추출분말(A)의 갈색병 보관 시 chromatogram
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A. 투명병 보관 11 day

A. 투명병 보관 5 day

A. 투명병 보관 3 day

A. 투명병 보관 0 day

Fig. 2-5. 발효추출분말(A) 투명한 병 보관 시 chromatogram
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B. 갈색병 보관 11 day

B. 갈색병 보관 2 day

B. 갈색병 보관 1 day

B. 갈색병 보관 0 day

Fig. 2-6. 발효추출물 수용액 B 갈색 병 보관 시 chromatogram
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B. 투명병 보관 11 day

B. 투명병 보관 2 day

B. 투명병 보관 1 day

B. 투명병 보관 0 day

Fig. 2-7. 발효추출물 수용액 B 투명한 병 보관 시 chromatogram
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C. 갈색병 보관 11 day

C. 갈색병 보관 5 day

C. 갈색병 보관 1 day

C. 갈색병 보관 0 day

Fig. 2-8. 발효추출물 수용액 C 갈색 병 보관 시 chromatogram
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C. 투명병 보관 11 day

C. 투명병 보관 7 day

C. 투명병 보관 3 day

C. 투명병 보관 0 day

Fig. 2-9. 발효추출물 수용액 C 투명한 병 보관 시 chromatogram
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(2) total area 및 안토시아닌 main peak의 area 비교

HPLC chromatogram을 통해 저장기간 동안 빛의 노출 여부에 따른 안토시아닌의 변화

를 확인하였다. total area 및 안토시아닌 main peak의 area를 비교함으로써 보다 쉽게 안토

시아닌의 변화를 알아보고자 한다.

Fig. 2-10. 빛의 노출 여부에 따른 안토시아닌의 total area 변화

Fig. 2-11. 발효추출 분말(A)의 안토시아닌 main peak의 area 변화
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Fig. 2-12. 발효추출물 수용액 B의 안토시아닌 main peak의 area 변화

Fig. 2-13. 발효추출물 수용액 C의 안토시아닌 main peak의 area 변화

자색고구마 발효추출물의 빛에 대한 안정성을 11일 동안 확인해본 결과, 발효추출문말(A)

는 빛의 노출 여부에 따른 변화는 거의 일어나지 않았다. 그러나 발효추출물 수용액 B (pH

7)의 경우에는 빛의 노출 여부와는 관계없이 실온에서 안토시아닌의 함량이 감소하는 것을

확인할 수 있다. 이는 저장온도에 따른 안토시아닌 변화 결과와 일하는 하는 것으로 발효

추출물 수용액 B는 실온에서 매우 불안정한 것으로 생각된다. 발효추출물 수용액 C (pH 2

조절)은 특이하게도 안토시아닌의 함량이 약간 증가하는 것을 확인 할 수 있으며, 안토시아
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닌 main peak의 변화를 살펴보면 빛의 노출 여부에 관계없이 시간이 경과함에 따라 Rt 10

은 약간 감소하는 반면 Rt 32이 증가하는 것을 확인 할 수 있다.

발효추출물 수용액 B를 제외한 나머지 발효추출물 분말(A)와 발효추출물수용액 C는 빛

에 노출에 안정한 것으로 판단된다.

3. pH에 의한 안토시아닌 변화

가. 시료의 조제

- pH 1, pH 4.5, pH 7, pH 10으로 buffer용액을 조제 후 발효추출 0.05 g/mL의 농도가

되게 시험용액을 조제하였다.

나. 저장기간에 따른 pH변화 확인

pH가 서로 다른 buffer용액에 발효추출물분말을 녹인 후 실온(25℃)에 보관하면서 pH의

변화를 측정하였다.

Fig. 3-1. 저장기간에 따른 pH 변화

pH가 서로 다른 buffer용액에 발효추출분말을 녹여 실온에 보관하는 동안의 pH 변화를

확인하였다. pH 10 buffer용액의 경우 보관 7일째부터 pH가 감소하는 것을 확인할 수 있다.

pH 7 buffer용액의 경우 시간이 경과함에 따라 pH가 점차 감소하였다. 그러나 pH 1과 pH

4.5 buffer용액에서는 pH의 변화가 거의 일어나지 않았다. 따라서 자색고구마 발효추출물의

안토시아닌을 수용액 상태로 보관한다고 가정하면 산성조건에서 저장하는 것이 바람직하다.

다. pH에 따른 안토시아닌의 변화 - UV spectrum

pH가 서로 다른 buffer용액에 발효추출물 분말을 녹인 후 실온(25℃)에 보관하면서 안토

시아닌의 변화를 UV spectrum을 통해 확인하였다.
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< 0 day > < 1 day >

< 2 day > < 3 day >

< 5 day > < 7 day >

< 11 day >

   (※ pH 1: 빨간색, pH 4.5: 파란색, pH 7: 초록색, pH 10: 핑크색)

Fig. 3-2. pH에 따른 UV spectrum
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Fig. 3-2의 0 day UV spectrum을 보면 pH 1 buffer 용액의 최대흡광도인 530 nm와 pH

10 buffer 용액의 최대흡광도인 610 nm에서 Shift가 일어난다. 따라서 최대 흡광도인 530

nm 와 610 nm에서 저장기간에 따른 안토시아닌의 변화를 관찰 하였다.

Fig. 3-3. 530 nm에서의 pH에 따른 변화

Fig. 3-4. 610 nm에서의 pH에 따른 변화

pH 1 buffer 용액의 최대흡광도인 530 nm에서 pH 1 buffer 용액은 시간이 경과함에 따

라 Abs, 값이 증가하였으며 pH 4.5, pH 7, pH 10 buffer 용액은 Abs, 값의 변화가 거의 없

다. pH 10 buffer 용액의 최대흡광도인 610 nm에서는 시간이 경과함에 따라 pH 7, pH 10

buffer 용액은 Abs, 값이 감소하였으며, pH 10 buffer 용액은 pH 7 buffer 보다 빠르게 감

소한다.
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라. pH에 의한 색도 변화

pH가 서로 다른 buffer용액에 발효추출물 분말을 녹인 후 실온(25℃)에 보관하면 색차계

분석을 통해 용액의 색도 변화를 확인하였다.

Table 3-1. 색차계 측정값

day pH 1 pH 4.5 pH 7 pH 10

0 0 0 0 0

1 6.4 5.1 1.4 0.1

2 6.8 1.3 3.5 0.1

3 7.7 0.6 11.2 0.1

5 5.6 0.9 25.8 0.0

7 7.8 0.9 33.7 0.4

11 8.6 2.1 37.9 3.8

Fig. 3-5. pH에 따른 색도변화

pH 1 buffer 와 pH 4.5 buffer 용액은 저장 기간이 경과함에 따라 △E*ab 값이 3이상으

로 제품일 경우 색차와 관련된 claim이 제기 될 수 있는 범위에 해당하는 것으로 육안으로

색도의 변화를 확인할 수 있다. pH 7 buffer 용액은 시간이 경과함에 따라 급속도로 △E*ab

값이 변화하고 있으며, △E*ab값이 12이상으로 저장기간이 지남에 따라 색의 계통이 전혀 달

라지고 있다. pH 10 buffer 용액은 저장 4일까지 색도의 변화가 거의 없다가 저장 11일째

△E*ab값이 3.8로 색차와 관련된 claim이 제기 될 수 있는 범위를 나타냈다.

pH에 의한 색도 변화를 확인한 결과, pH 10 > pH 4.5 > pH 1 > pH 7 의 순으로 색도

에 대한 안정성을 나태냈다.
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마. pH에 의한 안토시아닌의 변화 - HPLC 분석

pH가 서로 다른 buffer용액에 발효추출물분말을 녹인 후 실온(25℃)에 보관하면색차계

분석을 통해 용액의 색도 변화를 확인하였다.

(1) HPLC chromatogram

pH 1; 11 day 

pH 1; 7 day 

pH 1; 3 day 

pH 1; 0 day 

Fig. 3-6. 자색고구마 발효추출분말 pH 1 용액에 보관 시 HPLC chromatogram
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pH 4.5; 11 day 

pH 4.5; 7 day 

pH 4.5; 3 day 

pH 4.5; 0 day 

Fig. 3-7. 자색고구마 발효추출분말 pH 4.5 용액에 보관 시 chromatogram
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pH 7; 11 day 

pH 7; 5 day 

pH 7; 3 day 

pH 7; 0 day 

Fig. 3-8. 자색고구마 발효추출분말 pH 7 용액에 보관 시 chromatogram
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pH 10; 11 day 

pH 10; 0 day 

Fig. 3-9. 자색고구마 발효추출분말 pH 10 용액에 보관 시 chromatogram

(2) total area 및 안토시아닌 main peak의 area 비교

HPLC chromatogram을 통해 저장기간 동안 빛의 노출 여부에 따른 안토시아닌의 변화

를 확인하였다. total area 및 안토시아닌 main peak의 area를 비교함으로써 보다 쉽게 안토

시아닌의 변화를 알아보고자 한다.

Fig. 3-10. pH에 따른 안토시아닌의 total area 변화



- 137 -

Fig. 3-11. pH에 따른 안토시아닌의 main peak의 area 변화

자색고구마 발효추출분말을 pH가 서로 다른 buffer 용액에 녹여 실온에 보관하면서 안토

시아닌의 함량변화를 살펴보았다. pH 1 buffer 용액에 보관 할 때 시간이 경과함에 따라 안

토시아닌의 main peak인 Rt 32가 증가하는 것을 확인 할 수 있다. 이는 발효추출물 수용액

C (pH 2)를 실온에 저장할 때와 동일한 결과로서 자색고구마 발효 추출물은 pH가 낮은 환

경에서 Rt 32분의 peak가 증가하는 것으로 생각된다. pH 4.5 buffer 용액에 보관 할 때는

시간이 경과함에 따라 안토시아닌이 약간 감소하며, pH 7 buffer 용액에서는 시간이 경과함

에 따라 안토시아닌의 main peak인 Rt 32가 증가하는 것을 확인 할 수 있다. pH 10 buffer

용액에서는 520 nm에서 화합물이 검출되지 않아 안토시아닌의 조성의 변화를 확인 할 수

없었다. pH 1과 pH 7 buffer 용액에서 아이러니하게 안토시아닌의 함량증가가 확인되었다.
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제 4절. 자색고구마 추출물 분말에 대한 제형연구

제형연구에 앞서 자색고구마 추출물에 대한 최적의 건조 기술을 개발하고자 농축액을 대

상으로 동결건조와 분무건조를 실시하여 건조에 적합한 기술을 확인하고자 하였다.

먼저 자색고구마 추출 후 농축액을 대상으로 분무건조(inlet temp. 190~200 ℃, outlet

temp. 80~90 ℃, 120~200 mL/min)를 실시한 결과 자색고구마 농축액의 경우 분무건조 후

최종 분말의 회수율이 5% 정도로 아주 낮았으며, 농축액의 분사도 원활하지 못하였다. 이는

아마도 자색고구마 농축액의 유리전이 온도(Tg temp.)가 낮기 때문인 것으로 추측된다.

이에 자색고구마 농축액을 대상으로 동결건조를 실시하여 최종 분말화를 시켜서(아래 동

결건조 분말 사진 참고) 제형연구에 사용하였다.

1. 캅셀 타입의 제형연구

 자색고구마 2차 pilot 발효추출 후 HP 20 정제 후 얻은 분말 중 5 g에 부형제 Maltose

와 1:40의 비율(자색고구마 40 mg : Maltose 160 mg)로 혼합하여 캅셀에 200 mg씩 충진

하였다. 충진 시 캅셀은 대조군인 블루베리추출물과 자색고구마 추출물이 육안 상 구별하지

못하도록 하기 위해 초록색의 캅셀을 사용하였다. 만들어진 캅셀은 위탁기관인 동신대학교

의 시력보호관련 인체적용시험용 시료로 제공하였다.

PSP 2 pilot fermentation (25.46 kg)

13.54 kg11.92 kg

Freeze Drying

powder 2.86 kg

hp 20 column chromatography

Freeze Drying

hp 20 column chromatography
EtOH fraction

Powder 28.5 g

Fig. 1-1. 캅셀제형 연구에 이용한 자색고구마 발효추출물
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[대조군] [자색고구마 발효 추출물]
Fig. 1-2. 자색고구마 발효추출물 캅셀

2. Tablet 타입의 제형연구

자색고구마 발효 추출물을 대상으로 섭취하기 용이하면서 보관 및 취급에 적합한 tablet

으로 제형 연구를 실시하였다.

원료 혼합 ⇨ 연합 ⇨ 제립 ⇨ 건조 ⇨ 정립 ⇨ 후혼합

⇩
코팅 ⇦ 타정

Fig. 2-1. Tablet의 습식과립 제조공정

Table 2-1. 자색고구마 발효추출물 tablet의 배합비율

Material 비율 (%)

발효추출 분말 53

이소말트 45

HPMC 1

Magnesium stearate 1

합계 100

자색고구마 발효 추출물을 대상으로 Table 2-1의 배합비율로 하여 550 mg의 장방형의 모

양으로 경도 10.72 kg/cm2의 단단한 tablet을 조제하였다.
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Fig. 2-1. 자색고구마 발효추출물 tablet



- 141 -

제5절 발효 자색고구마의 안전성 평가

1. 단회 독성

- 본 시험은 한국화학융합시험연구원(KTR) 헬스케어연구소에서 GLP 규정에 따라 수행되

었다.
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가. 실험동물의 사육

- 암컷 rat을 (주)오리엔트바이오에서 구입 후 일주일간 조명시간을 아침 8시부터 저녁 8

시까지 12시간으로, 실내온도 및 습도는 23±3℃, 50±20%로 조절된 사육실에 사육하였

다. 실험동물은 5일간 본 사육환경에 적응시킨 후 실험에 사용하였다. 사료는 (주)카길애

그리퓨리나, 급수는 UV 조사된 여과수를 사용하였으며 사료와 급수는 제한하지 않았다.

나. 실험동물의 몸무게 변화

- 실험동물의 몸무게는 입수시, 군분리시, 시험물질 투여 개시 직전, 투여 개시 후 7일 및

14일 때 측정하였다. (2회반복, raw data 첨부 table. 2-1, 2-2)

- 생존동물에 대한 체중측정 결과 모든 투여군에서 정상적인 체중증가를 보였다.

Fig. 4-1. Body weight.
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Table. 4-1. 1, 2회 단회 독성 몸무게-1.

Table. 4-2. 1, 2회 단회 독성 몸무게-2.
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다. 일반증상관찰 및 생존율

- 전 동물에 대해 매일 1회 이상 증상 관찰을 실시하였다. 단, 투여 당일에는 투여 후 4

시간 까지는 매 시간마다 관찰하였으며, 투여 후 14일 까지 실시하였다.

- 시험 기간 중 시험물질 투여에 의한 사망동물은 관찰되지 않았다. 일반 증상 관찰결과

시험물질 투여에 의한 이상소견은 관찰되지 않았다. (table 2-3)

Table. 4-3. rat의 사망률

라. 투여용량 및 투여방법

- 발효자색고구마 추출물 2 g/kg b.w./day 을 랫드용 경구 투여 주사기를 이용하여 위

내에 1회 강제 투여하였다.

Table. 4-4. 투여 용량 및 투여군

마. 보검 및 부검소견

- 투여 후 14일째 모든 생존동물의 외관 검사를 실시한 후, 부건하여 육안으로 장기를 검

사하였다.
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- 생존동물의 부건 소견 결과, 특이할 만한 이상소견은 관찰되지 않았다.

Table. 4-5. rat의 이상소견
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2. 반복 독성

가. 실험동물의 사육

- 수컷 mouse를 (주)오리엔트바이오에서 구입한 후 일주일간 조명시간을 아침 7시부터

저녁 7시까지 12시간으로, 실내온도 및 습도는 23±3℃, 55±15%로 조절된 사육실에 사

육하였다. 실험동물은 7일간 본 사육환경에 적응시킨 후 실험에 사용하였다. 사료는 고

형사료(삼양사료), 급수는 수돗물을 사용하였으며 사료와 급수는 제한하지 않았다.

나. 실험동물의 몸무게 변화

- 실험동물의 몸무게는 경구투여 시작일과 경구투여 마지막 일에 측정하였다. 몸무게 증

감(Weight gain; g)은 경구투여 마지막 일에 측정한 몸무게에서 시작일의 몸무게를 제

외하여 환산하였다.

- 실험동물에 대한 체중측정 결과 모든 투여군에서 정상적인 체중증가를 보였다.

- 또한, 이는 체중변화량으로 발효 자색고구마 2 g/kg b.w./day 까지 독성이 없음을 확

인하였다.

Fig. 4-2. Body weight. Data express the mean ± SE.

다. 일반증상관찰 및 생존율

- 실험기간동안 1일 1회씩 일반증상 및 사망의 유무에 관하여 관찰·기록하였고, 생존율
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은 실험완료 후 각 군에서 사망한 개체수를 생존한 개체수로 나누어 백분율로 환산하

였다.

- 시험 기간 중 시험물질 투여에 의한 사망동물은 관찰되지 않았다.

Table. 4-6. 생존율 및 몸무게 변화.

Data express the mean ± SD.

라. 투여용량 및 투여방법

- 발효자색고구마 추출물 0, 0.25 0.5, 1, 2 g/kg b.w./day 을 물에 녹여 21일간 매일 경

구투여 하였다.

마. 실험동물의 조직무게

- 라와 같이 경구투여 한 쥐는 21일 경과 후 치사하여 간, 신장, 정소를 적출하여 각 장

기중량 (g)을 측정하였다.

- 측정 결과 간, 신장, 정소의 조직 무게는 각 군들끼리 유의적인 차이를 보이지 않았다.

- 이 결과는 2 g/kg b.w./day 까지 독성을 보이지 않는 것을 확인하였다.
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Fig. 4-3. Liver weight of experimental mice for toxicity test.

Data express the mean ± SE.

0; Normal control

0.25; 0.25 g/kg b.w./day of fermented puple sweet potato extracts

0.5; 0.5 g/kg b.w./day of fermented puple sweet potato extracts

1; 1 g/kg b.w./day of fermented puple sweet potato extracts

2; 2 g/kg b.w./day of fermented puple sweet potato extracts

Different letters are statistically different by Duncan's multiple range test (p < 0.05)
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Fig. 4-4. Kidney weight of experimental mice for toxicity test..

Data express the mean ± SE.

0; Normal control

0.25; 0.25 g/kg b.w./day of fermented puple sweet potato extracts

0.5; 0.5 g/kg b.w./day of fermented puple sweet potato extracts

1; 1 g/kg b.w./day of fermented puple sweet potato extracts

2; 2 g/kg b.w./day of fermented puple sweet potato extracts

Different letters are statistically different by Duncan's multiple range test (p < 0.05)

Fig. 4-5. Testis weight of experimental mice for toxicity test.

Data express the mean ± SE.

0; Normal control

0.25; 0.25 g/kg b.w./day of fermented puple sweet potato extracts

0.5; 0.5 g/kg b.w./day of fermented puple sweet potato extracts

1; 1 g/kg b.w./day of fermented puple sweet potato extracts

2; 2 g/kg b.w./day of fermented puple sweet potato extracts

Different letters are statistically different by Duncan's multiple range test (p < 0.05)

바. 혈중 생화학적표지물질의 측정
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- 실험 종료 후 24시간 동안 절식 시키고 혈액을 채취한 후 3,000 rpm에서 15분간 원심

분리하여 혈청을 분리하고, Aspartate aminotransferase (AST) and alanine

aminotransferase (ALT) 등 혈액생화학적 parameter를 측정하였다.

- 발효 자색고구마의 독성을 평가한 쥐의 혈청 AST, ALT, ALP는 2 g/kg b.w./day 군

까지 각 군별 통계적 유의차를 보이지 않으며 이 용량까지 안전한 용량범위임을 확인

할 수 있었다.

Fig. 4-6. AST in experimental mice for toxicity test.

Data express the mean ± SE.

0; Normal control

0.25; 0.25 g/kg b.w./day of fermented puple sweet potato extracts

0.5; 0.5 g/kg b.w./day of fermented puple sweet potato extracts

1; 1 g/kg b.w./day of fermented puple sweet potato extracts

2; 2 g/kg b.w./day of fermented puple sweet potato extracts

Different letters are statistically different by Duncan's multiple range test (p < 0.05)
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Fig. 4-7. ALT in experimental mice for toxicity test.

Data express the mean ± SE.

0; Normal control

0.25; 0.25 g/kg b.w./day of fermented puple sweet potato extracts

0.5; 0.5 g/kg b.w./day of fermented puple sweet potato extracts

1; 1 g/kg b.w./day of fermented puple sweet potato extracts

2; 2 g/kg b.w./day of fermented puple sweet potato extracts

Different letters are statistically different by Duncan's multiple range test (p < 0.05)
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Fig. 4-8. ALP in experimental mice for toxicity test.

Data express the mean ± SE.

0; Normal control

0.25; 0.25 g/kg b.w./day of fermented puple sweet potato extracts

0.5; 0.5 g/kg b.w./day of fermented puple sweet potato extracts

1; 1 g/kg b.w./day of fermented puple sweet potato extracts

2; 2 g/kg b.w./day of fermented puple sweet potato extracts

Different letters are statistically different by Duncan's multiple range test (p < 0.05)
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제6절 자색고구마 추출물 분말의 기능성 효능평가

1. 자색고구마의 in vitro 기능성

가. 항비만

(1) 3T3L1의 지방 축제 억제 효과

(가) 3T3-L1 아지방 세포 배양

- Mouse 배아에서 유래된 3T3-L1 아지방 세포는 4.5 g/L, 10% fetal bovine serum,

Gibco 16170 , penicillin/streptomycin(100㎍/mL penicillin, Gibco 15140 and 100㎍

/mL streptomycin in 0.85% saline), 1% 100uM sodium pyruvate을 함유한 DMEM,

Lonza 12-604F 로 37℃, 5% CO2 배양기에서 배양하였다.

(나) 세포독성

- 세포독성은 Rochem 등의 방법을 변형하여 측정하였다. 24 wells plate에 2 × 105

cells/well의 세포를 분주한 후 confluent 될 때까지 배양하였다. 배양 후 배지를 제거하

고 대상 시료가 용해된 serum이 3% 함유된 배지 1 mL을 분주하고 재 배양을 3, 6, 9일

로 배지를 바꿔주며 배양 하였다. 9일 이후 각 well에 0.25 mL의 XTT-PMS 용액(1 mg

XTT and 10 g PMS/mL of MEM without phenol red)을 첨가하고 다시 2시간 배양한

다. 세포독성도는 formazan의 형성 정도를 microplate reader를 이용하여 450 nm에서

흡광도를 측정하여 향후 독성이 미치지 않는 범위 내에서 실험을 진행하였다 (Fig. 5-1).

fig. 5-1. Toxicity test. Data express the mean ± SD.

Cont.; Normal control

ISSA; Fermented purple fleshed-sweet potato extracts

비발효; Purple fleshed-sweet potato extracts.
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(다) Oil red O

- 3T3-L1 세포는 mouse fibroblast인 3T3 세포에서 유래된 세포주로서 적절한 조건하에서

배양하면 adipocyte로 분화하는 성질을 가지고 있다.

- adipocyte로 분화 시 단백질들의 분비가 촉진되는 등 그 생물학적 특성이 잘 밝혀져 있

어 지방세포의 대사과정은 물론 지방축적과 지방세포의 분화과정을 연구하는 모델로 많

이 사용되고 있다.

- 따라서, 분화 촉진 인자들에 의해 분화된 3T3-L1 세포는 세포 내 지방이 축적되며 지방

과 관련된 콜레스테롤, 중성지방 등 지방세포로서의 형태 및 특성을 나타나게 된다.

- 세포에 분화 촉진 후 완료 이후 세포내 지방구 생성을 확인하기 위해, 지방적(lipid

droplets)의 지방에 특이적으로 반응하여 염색되는 Oil Red O 염색법을 수행하여 축적

중인 지방을 염색된 지방구를 흡광도를 이용하여 분석하였다.

- 3T3-L1 아지방 세포의 지방세포로의 유도는 세포 배양 well에 100% confluent 되고 이

틀 후 100 uM 3-isobutyl-1-methylxanthine, Sigma I5879, 250 uM dexamethasone,

Sigma D4902, 170 uM insulin (MDI), 을 함유한 배지로 지방세포로 유도하였으며 3일

후에 MDI 배지는 10% FBS와 170 nM insulin, Sigma I9278 을 함유한 DMEM 배지로

각 실험 날짜까지 이틀에 한번 교환하였다.

- 3T3-L1 세포배양 중 각각 3, 6, 9일에 배양액 성분을 완전히 제거하기 위하여

phosphate buffered saline (PBS, pH 7.0)로 2번 세정하고 0.6%의 Oil Red O 용액을 준

비한 후 약 2시간 동안 염색하고, PBS로 3번 세정한 후 isopropanol 1.5 mL을 넣어 oil

red를 용출시켰다.

- 용출시킨 용액을 500 nm에서 흡광도를 측정하였다 (fig. 5-2).

fig. 5-2. 자색고구마 추출물의 Oil red O.

Cont.; Normal control

비발효; Purple fleshed-sweet potato extracts 300 ㎍/mL

ISSA; Fermented purple fleshed-sweet potato extracts 300 ㎍/mL.
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- Oil red O 염색법을 통한 지방 축적 저해능을 평가 시에 자색고구마를 첨가한 군이 아

무것도 첨가한 군에 비해 지방 축적 억제능을 현저히 증가 시켰다.

- 또한, 자색고구마의 비 발효 군에 비해 발효 군이 지방 축적 억제능이 더 높게 관찰 되

어 발효로 인한 지방 축적 억제능을 평가 및 비교하기 위해 향후 지방 축적에 대한 추

가 실험을 시행 하였다.

fig. 5-3. 자색고구마 XAD의 Oil red O.

Cont.; Normal control

ISSA; Fermented purple fleshed-sweet potato extracts 300 ㎍/mL

ISSA XAD; Fermented purple fleshed-sweet potato extracts of XAD column 10, 30, 100

㎍/mL, 비발효; Purple fleshed-sweet potato extracts 300 ㎍/mL

비발효 XAD; Purple fleshed-sweet potato extracts of XAD column 30, 100, 300 ㎍/mL

- 지방 축적 및 지방 유도시에 자색고구마의 당 성분이 영향을 미치는 것을 배제하기 위

해 당을 제거 하는 XAD의 정제 과정을 시행하였다.

- 정제 과정을 거친 XAD 자색고구마 샘플에서 자색고구마 추출물에 비해 더 낮은 농도

에서 추출물과 비슷한 지방축적 저해능을 보였다.

- 이 시험을 통해 자색고구마의 붉은 색인 색소 성분에 지방축적 저해 물질이 있다고 추

측된다.
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S3

S5

S8

S11

S12

fig. 5-4. 비발효 자색고구마 HPLC 을 통한 분리물질의 Oil red O.

Cont; Normal control

S3, S5, S8, S11, S12; 비발효 자색고구마의 HPLC를 통한 분리 및 단리 물질

- 물질의 분리 및 단리하여 각 물질별 지방 축적 억제능을 평가하였다.

- 단리 물질 중 S5라고 명명한 화합물이 다른 화합물에 비해 가장 높은 지방 축적 저해

능을 보였다.



- 157 -

fig. 5-5. 발효 자색고구마 HPLC를 통한 분리물질의 Oil red O.

Cont; Normal control

S8, S11, S12; 발효 자색고구마의 HPLC를 통한 분리 및 단리 물질

- 물질의 분리 및 단리하여 각 물질별 지방 축적 억제능을 평가하였다.

- 단리 물질 중 S8번이라고 명명한 분리물이 지방 축적 저해능을 보였으며, 다른 단리 물

질들은 지방 축적 저해능을 거의 보이지 않았다.

(라) 중성지방 함량 (triglyceride)

- 세포내에 지방 축적을 통한 대사 과정 중에 중성지방이 축척된다. 축적된 중성지방의

함량을 adipored 시약을 통해 확인하였다. adipored 시약은 중성지방을 선택적으로 염색한

다.

- 분화가 완료된 지방세포의 배지를 제거 후 PBS로 씻어내어 제거 후 각 well 에 PBS 및
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adipored 시약을 첨가하여 10분 37℃에서 반응 후 485 nm로 흡광도를 측정한다.

fig. 5-6. 자색고구마 추출물의 세포내 중성 지방 함량.

Cont. ; Normal control

비발효 ; Purple fleshed-sweet potato extracts 300 ㎍/mL

ISSA ; Fermented purple fleshed-sweet potato extracts 300 ㎍/mL.

- 세포내에 지방축적을 통한 중성지방의 함량을 본 결과 아무것도 처리하지 않은 군 보

다 자색고구마 처리 군의 중성지방 함량이 유의적으로 낮아졌으며, 비발효 군보다 발효

군이 중성지방 함량이 유의적으로 낮음을 볼 수 있다.

(마) Glycerol release

- Glycerol은 중성지방이 분해되는 대사 과정 중에 나오는 분해물이다. 세포의 분화 과

정 및 완료 후에 배지내의 glycerol 양을 측정함으로써 자색고구마에 대한 세포 내 지

방 및 중성지방의 축적 억제능을 알 수 있다.

- McGowan 등의 방법에 따라 중성지방의 분해물인 glycerol 함량을 측정함으로서 조사

하였다.

- 방출된 glycerol은 ATP의 존재 하에서 glycerol kinase에 의해 glycerol-1-phosphate로

전환되며 이는 glycerol phosphate oxidase에 의해 dihydroxyacetone phosphate와

hydrogen peroxide (H2O2)로 산화된다. 생성된 H2O2는 4-aminoantipyrine과 sodium

N-ethyl-N-(3-sulfopropyl) m-anisidine 존재하에서 peroxidase에 의해 자주색을 띠는

quinoneimine로 전환된다. 따라서 생성된 quinoneimine에 의해 540 nm에서 흡광도의

증가는 배지 내에서 glycerol 농도 증가를 나타낸다.

- Glycerol 함량은 free glycerol을 표준시약으로 사용한 표준곡선을 작성함으로써 측정하

였다.
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fig. 5-7. 자색고구마 추출물의 free glycerol 량.

Data express the mean ± SD.

Cont. ; Normal control

비발효 ; Purple fleshed-sweet potato extracts 150, 300 ㎍/mL

ISSA ; Fermented purple fleshed-sweet potato extracts 150, 300 ㎍/mL
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- 본 실험을 통해 free glycerol 량으로 중성지방의 함량 및 분해능을 알 수 있다.

- 4, 7, 10 일 각각 분화 과정 동안 세포의 배지를 통해 glycerol 양을 측정한 실험 결과

아무것도 처리 하지 않은 군에 비해 자색고구마 처리군은 배지내에 free glycerol의 낮

은 함량을 확인할 수 있었다.

- 이 결과는 분화 시작일인 4일부터 중성지방의 생성이 억제 됨을 확인 할 수 있었고, 분

화 완료일인 10일 까지 중성지방 축적함량이 저해됨을 알 수 있었다.

(바) Real-Time Polymerase Chain Reaction (RT-PCR)

- 자색고구마추출물 처리에 따른 lipid lipase 발현을 RT-PCR로 확인하였다.

- 본 실험에서 RT-PCR로 확인한 DNA는 PPARγ로 지방 세포 분화 조절 중 지방을 생성

시키는 중요한 역할을 한다 (fig. 1-8). 주로 지방 조직과 대식세포에서 발현이 되며 번

역 개시점에 따라 PPARγ는 PPARγ1, PPARγ2로 나뉘는데 PPARγ2가 주로 지방조직에

서 발현이 된다.

- 이 발현과정 중 지방산을 중성지방의 형태로 저장하는 기능이 있으며, heterodimer를

형성하여 aP2, LPL, ACC 와 같은 지방 세포 유전자의 발현에 관여한다.

- 추출물을 6-well plate에서 키운 3T3-L1 세포에 4, 7, 10일을 처리한 후 0.25%

trypsin-EDTA로 세포를 수집하여 RNeasy extraction kit로 제조사의 manual에 따라

세포내의 total RNA를 추출하였다.

- cDNA의 합성을 위해 1 ㎍의 total RNA에 200 unit의 MLV-RT reverse transcriptase와

500 ng oligo-dT primer를 첨가하여 42℃에서 60분간 합성 작업을 수행하였다.

- Real-Time PCR은 DyNAmoTMHS SYBR Green qPCR kit(Finnzymes, Filand)를 사용하

여 시행하였다. 각각의 cDNA 1 uL, forward primer(10 pmol/uL) 1 uL,

DyNAmoTMHS SYBR Green qPCR kit(Finnzymes, Finland) Premix(X2) 용액 10 uL, 증

류수 7 uL를 혼합한 후 PTC-200 Peltier Thermal Cycle(MJ Reserch)를 사용하여 유전

자 조건에 맞는 PCR을 시행하였다.

- PCR을 위한 혼합액 최종농도는 2 ul의 cDNA, 1.25 unit의 Taq DNA polymerase, 10

pmol primers이 되도록 하였고 95℃에서 10분간 hot start 한 후 94℃에서 30초간, 5

5℃에서 1분, 72℃에서 30초간 35 cycling 으로 PCR을 수행한 후 마지막으로 72℃에서

10분간 polishing step을 거쳐 PCR product를 얻었다. Melting Curve 분석은 65℃에서

95℃사이에서 하였다.
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Fig. 5-8. A model of the transcriptional cascade leading to adipogenesis

fig. 5-9. 자색고구마 추출물의 PPARγ.

Cont. ; Normal control

비발효 ; Purple fleshed-sweet potato extracts 300 ㎍/mL

ISSA ; Fermented purple fleshed-sweet potato extracts 300 ㎍/mL

- 자색고구마 추출물 처리군이 비처리군 보다 지방 대사과정 시 관여되는 PPARγ 전사

인자 발현 감소를 나타내며, 이는 DNA 수준에서 지방 축적 억제능을 확인한 것으로

자색고구마 추출물이 지방 저해 억제능이 있음을 확인하였다.
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(2) HepG2의 지방축적 억제효과

(가) Non-alcoholic steatohepatitis (NASH) 발병의 원인

- NASH 발병의 원인은 다양한 인자의 영향으로 발생하게 되는데 대표적인 원인으로는

최근 고콜레스테롤 섭취로 인해 지방산의 생성이 증가하게 되고 증가된 지방산은 체

내에서 활성산소의 유발을 증가시켜 염증유발인자의 발현 및 활성을 증가시킨다

(Fig. 5-10). 따라서 지방산의 대사의 조절은 비만을 조절하는데 매우 중요한 역할을

한다.

Fig. 5-10. Mechanisms of inflammation in non-alcoholic steatohepatitis (NASH)(Trends

in Molecular Medicine Vol.14 No.2).

- 1차년도 연구에서는 발효자색고구마 유용성분의 비만 및 당뇨 개선 활성 평가를 위하

여 in vitro 세포에서 인슐린 저항성 조건을 확립하였다.

- 2차년도 에서는 1차년도의 연구 결과를 검증하기 위하여 고농도의 지방산 (Free fatty

acids: FFAs)을 처리하여 고식이 동물 모델과 유사한 세포 배양조건을 확립하였으며 in

vitro 지방산 조건을 확립하기 위하여 인체 간세포인 HepG2 세포에 고농도의 지방산

(oleate and palmitate, 1: 1)을 24시간 이상 처리하여 인지방산으로 인한 steatosis 배양

조건을 확립하였다.

- 확립된 in vitro 지방산 steatosis 배양 조건에서 발효자색고구마 추출물의 지질생성 억

제 효능을 평가한 결과 고농도 (200 μg/mL)에서 0.6 mM의 지방산 처리에 의해서 증
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가한 지질의 생성이 억제 되었으며, triglycerides 함량도 감소하였다 (Fig. 5-11~13).

Fig. 5-11. Inhibition of high glucose-induced triglycerides by FPSP in HepG2 cells.

Human HepG2 cells were treated with 5.5 or 30 mM glucose together with FPSP (50,

200 mg/mL) for 24 hours. Triglyceride contents in cell lysates were expressed as

micrograms lipid per milligram protein. *Significantly different from high glucose-treated

cells (P<0.0).

Fig. 5-12. Inhibition of FFAs-induced lipid accumulation by FPSP in HepG2 cells.

Human HepG2 cells were treated with 0.6 mM FFAs together with FPSP (100 or 200

mg/mL) for 24 hours. Intracellular lipids were stained with Nile red and measured with

fluorescence microscopy.
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Fig. 5-13. Inhibition of FFAs-induced triglycerides by FPSP in HepG2 cells. Human

HepG2 cells were treated with FFAs (0.6 mM) together with FPSP (50, 200, 400 mg/mL)

for 24 hours. Triglyceride contents in cell lysates were expressed as micrograms lipid per

milligram protein. *Significantly different from high glucose-treated cells (P<0.01).

(나) 비만의 발생 및 대사 과정

- 지방세포 전구물질의 집합과 새로운 지방세포의 분화를 포함하는 일련의 과정에 의해

진행되며, 이러한 과정을 거쳐서 분화된 지방세포는 세포질 내에 중성지방을 저장하게

된다.

- AMP-activated protein kinase (AMPK)의 인산화 (활성화)는 glucose transport 및 지방

산산화와 같은 에너지 생산을 증가시키는 pathway를 촉진시키며, 이 pathway가 작동

하지 않을 경우 lipogenesis, protein synthesis, gluconeogensis가 초래된다.

- AMPK는 세포의 영양 상태나 운동, stress등에 반응하여 그 활성이 조절되는 인산화 효

소로 세포의 에너지 대사에 관여하는 여러 가지 효소들의 인산화를 조절함으로 써

glucose transport, fatty acid synthesis, cholesterol synthesis 등의 다양한 생리작용에

영향을 미치는 것으로 알려지고 있다.

- 운동스위치 역할을 하는 효소인 AMPK의 활성화는 지방 합성을 억제하고 지방의 연소

를 촉진하는 효과를 갖고 있어 대사성 증후군의 여러 증상들에 좋은 효과를 나타낸다.

특히, 지금까지 오랫동안 경구용 당뇨병 치료용으로 사용하여 왔으나, 그 기전에 대한

명확한 이해가 부족하였던 metformin의 약물 목표점이 AMPK 활성화라는 사실이 밝혀

졌다. 최근에는, AMPK 활성화 물질을 찾으려는 연구가 대사성 증후군의 치료후보물질

발굴이라는 목표로 활발히 진행되고 있다 (Fig. 5-14).
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Fig. 5-14. The role of AMPK activation. Nutrient deprivation, exercise, hypoxia,

AICAR and leptin lead to the activation of AMPK. In addition, depletion of glycogen

content leads to a greater activation of AMPK. At least one AMPK Kinase (AMPKK)

exists (LKB1), which is insensitive to AMP. AMPK activation stimulates ATP generating

processes and inhibits ATP consuming processes.

- 본 연구에서는 발효자색고구마 추출물의 지방합성 효소 (Fatty acid synthase; FAS) 활

성억제 관여하는 신호전달체계를 조사한 결과 발효자색고구마 추출물에 의해서 지방

합성효소의 활성을 억제하는 AMPK 및 ACC의 인산화가 증가하였으며(Fig. 5-15), 발

효자색고구마 추출물의 지방합성 효소 발현에 대한 영향은 측정한 결과 발효자색고

구마 추출물에 의해서 FAS의 발현이 감소하였다 (Fig. 5-16).

- 위의 결과에서 발효자색고구마 추출물의 FAS의 발현 억제는 AMPK 인산화 pathway

를 통해 이루어짐을 알 수 있다 (Fig. 5-15 and 16).
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Fig. 5-15. Effect of FPSP on phosphorylation of AMPK and ACC in high

glucose-induced HepG2 cells. Western blot analysis was performed for AMPK and ACC

or b-actin, using total cell lysates.

Fig. 5-16. Effect of FPSP on FAS expression in high glucose-induced HepG2 cells.

Western blot analysis was performed for FAS or b-actin, using total cell lysates.

나. 항당뇨

(1) α-glucosidase 활성 측정

- p-Nitrophenyl-α-D-glucoside가 기질로 α-glucosidase에 의해 alpha-D-glucose와

p-Nitrophenol로 전환되어지는 활성을 보는 것으로 최종 생성물이 노란색을 띈다. 샘

플 5 uL와 α-glucosidase (1 unit) 20 uL, 기질 475 uL 넣고 37℃에서 20분 반응하였

다. 반응 후 405 nm에서 흡광도를 측정하였다 (fig. 5-17).
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fig. 5-17. α-glucosidase inhibition effect of purple fleshed-sweet potato extracts by XAD

column. Data express the mean ± SD.

Cont.; Normal control

ISSA XAD; Fermented purple fleshed-sweet potato extracts of XAD column 1000,

10000 ㎍/mL

비발효 XAD; Purple fleshed-sweet potato extracts of XAD column 1000, 10000 ㎍/mL

DNJ; positive control 100 ㎍/mL, acarbose; positive control 100, 1000 ㎍/mL

- 자색고구마 XAD 컬럼 추출물이 소장에서 탄수화물의 흡수를 지연시키는 대표적 물질

인 acarbose에 비해 α-glucosidase 억제 효능이 떨어지지만 control에 비해서 자색고구

마 추출물이 α-glucosidase 저해 효과가 저농도에 비해 고농도로 갈수록 유의적으로 증

가됨을 볼 수 있다.

(2) 발효자색고구마 추출물의 인슐린 저항성 측정

(가) In vitro 인슐린 저항성 세포주 확립

- 인체 간세포 HepG2 세포에서 발효자색고구마 추출물의 세포독성을 실험한 결과 400 μ

g/ml의 농도에서도 세포독성이 나타나지 않았다. (Fig. 5-18). 따라서 세포 독성이 나타

나지 않는 농도 (400 μg/ml 이하)에서 발효자색고구마 추출물의 효능을 측정하였다

(Fig. 5-18 ~ 19).
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Fig.5-18. Effects of FPSP on MTT assay in human hepatocytes.

The HepG2 cells were treated with different concentrations of FPSP for 24h. Cellular

cytotoxicity was measured by a MTT-based colorimetric assay kit. Abbreviation:

Fermented Purple Sweet Potato : FPSP : 자색고구마 발효추출물

Fig. 5-19. Effects of FPSP on leakage of lactate dehydrogenase (LDH) in hepatocytos.

The cells were treated with different concentrations of FPSP for 24h. LDH activity  were

measured by a LDH kit. Abbreviation: Fermented Purple Sweet Potato : FPSP : 자색고구

마 발효추출물

- 발효자색고구마 유용성분의 비만 및 당뇨 개선 활성 평가를 위하여 in vitro 세포에서

인슐린 저항성 세포주를 확립하였다.

- 인체 간세포인 HepG2 세포에 고농도의 glucose 30 mM을 24간 이상 처리하여 인슐린

저항성 세포주를 확립하였다. 세포주의 확립을 확인하기 위하여 확립된 세포주에서 지
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질의 생성량을 Nile red assay 법을 이용하여 확인하였다 (Fig. 5-20).

Fig. 5-20. Establishment of insulin-resistant cell line by high glucose treatment in

HepG2 cells. HepG2 cells were quiesced in serum-free medium overnight and incubated

in serum free medium containing either normal (5.5 mM) or high (30 mM)

concentrations of D-glucose (high glucose) for an additional 24 h. Intracellular lipids

were stained with Nile red and measured with fluorescence microscopy. Nile red

580/535 ratio related to the lipid droplets. *significantly different from the control

(P<0.01).

(2) 발효자색 고구마 추출물의 지방축적 억제효과

- 확립된 인슐린 저항성 세포주에서 발효자색고구마 추출물의 지질생성 억제 효능을 평

가한 결과 고농도 (400 μg/ml)에서 30 mM의 glucose 처리에 의해서 증가한 지질의 생

성이 억제 되었으며, triglycerides 및 total Cholesterol 함량도 감소하였다(Fig.

5-21~25).
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Fig. 5-21. Inhibition of high glucose-induced lipid accumulation by FPSP in HepG2

cells. Human HepG2 cells were treated with 5.5 or 30 mM glucose together with FPSP

(50, 400 μg/ml) for 24 hours. Intracellular lipids were stained with Nile red and

measured with fluorescence microscopy.

Fig. 5-22. Inhibition of high glucose-induced lipid accumulation by FPSP in HepG2

cells. Human HepG2 cells were treated with 5.5 or 30 mM glucose together with FPSP

(50, 400 μg/ml) for 24 hours. Intracellular lipids were stained with Nile red and

measured with fluorescence with fluorescence spectrophotometer. *Significantly different

from the control (P<0.01). *Significantly different from high glucose-treated cells (P<0.01).
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Fig. 5-23. Inhibition of high glucose-induced triglycerides by FPSP in HepG2 cells.

Human HepG2 cells were treated with 5.5 or 30 mM glucose together with FPSP (50,

400 μg/ml) for 24 hours. Triglyceride contents in cell lysates were expressed as

micrograms lipid per milligram protein. *Significantly different from the control (P<0.01).

*Significantly different from high glucose-treated cells (P<0.01).

Fig. 5-24. Inhibition of high glucose-induced total Cholesterol by FPSP in HepG2 cells.

Human HepG2 cells were treated with 5.5 or 30 mM glucose together with FPSP (50,

400 μg/ml) for 24 hours. Total cholesterol contents in cell lysates were expressed as

micrograms lipid per milligram protein. *Significantly different from the control (P<0.01).
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*Significantly different from high glucose-treated cells (P<0.01).

Fig. 5-25. Inhibition of high glucose-induced triglycerides by FPSP in HepG2 cells.

Human HepG2 cells were treated with 5.5 or 30 mM glucose together with FPSP (50,

200 mg/mL) for 24 hours. Triglyceride contents in cell lysates were expressed as

micrograms lipid per milligram protein. *Significantly different from high glucose-treated

cells (P<0.0).

다. 항산화

(1) HepG2에서 항산화능 평가

(가) HepG2 세포주 배양

- HepG2 cell line의 배지는 10%(v/v) FBS, 0.5%(v/v), 50 g/mL streptomycin, 50

IU/mL penicillin, 0.125 g/mL fungizone, 3.024 g sodium bicarbonate를 함유한 MEM

을 사용하였고, 배양은 37℃, 5% CO2, 95% humid air로 조절된 배양기를 사용하였다.

배지는 2일마다 교환하였으며, confluent 가 80% 되었을 때 subculture를 실시하였다.

(나) 세포독성

- 세포독성은 Rochem 등의 방법을 변형하여 측정하였다. 24 wells plate에 2 × 105

cells/well의 세포를 분주한 후 confluent 될 때까지 배양하였다. 배양 후 배지를 제거
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하고 대상 시료가 용해된 serum이 3% 함유된 배지 1 mL을 분주하고 재 배양 하였

다. 24 시간 처리 이후 각 well에 0.25 mL의 XTT-PMS 용액(1 mg XTT and 10 g

PMS/mL of MEM without phenol red)을 첨가하고 다시 2시간 배양한다. 세포독성도

는 formazan의 형성 정도를 microplate reader를 이용하여 450 nm에서 흡광도를 측정

하여 향후 독성이 미치지 않는 범위 내에서 실험을 진행하였다 (fig. 5-26).

fig. 5-26. Tocixity test. Data express the mean ± SD.

Cont. ; Normal control

ISSA ; Fermented purple fleshed-sweet potato extracts

비발효 ; Purple fleshed-sweet potato extracts.

(다) HepG2의 항산화 효과

- 시료의 간 보호 활성은 HepG2 cell line을 24 well plate에 5 × 104 cells/well로 분주한

후 배양하여 아래와 같이 실시하였다.

- 배양 후 배지를 제거하고 각 well에 시료와 serum이 3% 함유된 배지를 첨가하고 24시

간 동안 배양기에서 반응시켰다. 반응 후 배지를 제거하고 각 well에 0.3 mM 과산화수

소와 serum이 3% 함유된 배지를 첨가하고 24시간 동안 배양기에서 반응시켰다. 24 h

후 배지를 제거하고 XTT-PMS 용액을 넣어 2시간 동안 반응시켰다. 생성된 formazan을

microplate reader를 사용하여 450 nm에서 흡광도를 측정하였다.

- 음성 대조구는 시료대신 media만을 사용하였으며 양성 대조구로는 0.3 mM 과산화수소

만을 처리하였다.
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fig. 5-27. Cell morphology.

Control ; Normal control

H2O2 ; 0.3 mM 과산화수소

ISSA ; 0.3 mM 과산화수소 + fermented purple fleshed-sweet potato extracts 300 ㎍

/mL

비발효 control ; 0.3 mM 과산화수소 + purple fleshed-sweet potato extracts 300 ㎍/mL.

- 과산화수소를 처리하지 않은 control 군과 비교 시 과산화수소를 처리한 군의 세포 생

존률이 현저히 감소한 모양을 보이며 과산화수소와 자색고구마 추출물을 함께 처리한

군이 과산화수소만 처리한 군에 비해 세포 생존률이 증가됨을 볼 수 있다.

- 이 증가된 생존율을 통해 자색고구마의 과산화수소에 대한 보호효과 능이 있음을 확인

하였다.
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fig. 5-28. 자색고구마 추출물의 보호효과. Data express the mean ± SD. Cont.; Normal
control

H2O2; 0.3 mM 과산화수소

ISSA; 0.3 mM 과산화수소 + fermented purple fleshed-sweet potato extracts 300 ㎍
/mL

비발효; 0.3 mM 과산화수소 + purple fleshed-sweet potato extracts 300 ㎍/mL.

-- 0.3 mM 과산화수소를 처리하여 세포에 손상을 주었을 때 자색고구마를 처리 한 군이

아무것도 처리하지 않고 과산화수소만 처리한 군에 비해 과산화수소에 대해 세포를 보호하

여 생존율을 증가시켰으며, 비발효한 자색고구마 처리군보다 발효한 자색고구마 처리 군이

유의적이게 세포 생존율을 증가시키면서 보호효과를 보인다.

fig. 5-29. 자색고구마 XAD 정제물의 보호효과. Data express the mean ± SD.

Cont.; Normal control
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H2O2; 0.3 mM 과산화수소

CA; 0.3 mM 과산화수소 + caffeic acide 20 ㎍/mL

ISSA; 0.3 mM 과산화수소 + fermented purple fleshed-sweet potato extracts

of XAD column 50, 100 ㎍/mL

비발효; 0.3 mM 과산화수소 + purple fleshed-sweet potato extracts of XAD

column 50, 100 ㎍/mL.

- 과산화수소에 대한 자색고구마의 보호효과 시험에서 자색고구마의 당 성분이 영향을

미치는 것을 배제하기 위해 당을 제거 하는 XAD의 정제 과정을 시행하였다.

- 0.3 mM 과산화수소를 처리하여 세포에 손상을 주었을 때 아무것도 처리하지 않은 군

에 비해 자색고구마를 처리 한 군이 과산화수소에 대해 세포를 보호하여 생존율을 증

가시켰으며, 위에 fig. 3-3에서 보여준 자색고구마 추출물 샘플에 비해 XAD를 통한 정

제 샘플이 더 낮은 농도에서 보호효과를 보였다.

- 이는 정제 과정을 통해 당이 제거됨에 따라 항산화 효과에 유용한 색소 성분이 추출

되어 나와 보호효과 능이 더욱 증가 되었다고 추측된다.

fig. 5-30. 자색고구마 HPLC를 통한 단리물질의 보호효과. Data express the mean ± SD.
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Cont.; Normal control

H2O2; 0.3 mM 과산화수소

S8, S11, S12; 0.3 mM 과산화수소 + 발효 자색고구마의 HPLC를 통한 분리 및

단리 물질 20 ㎍/mL.

- 물질의 분리 및 단리하여 각 물질별 과산화수소에 대한 보호효과를 평가하였다.

- 단리 물질 중 S8, S12 가 과산화수소에 대해 세포를 보호하여 생존율을 증가시키는 보

호효과를 보였다.

라. 항고혈압

- 혈압에 대한 작용 기전은 아래 그림 fig. 5-47.에서 레닌-안지오텐신 시스템 그림에서 설

명되어 진다. (angiotensionoge-renin ➡ angiotensin I - converting enzyme ➡

angiotensin II) 안지오텐신은 레닌과 전환효소에 의해서 활성화 물질인 angiotensin II

로 전환된다.

- 안지오텐시노겐은 간에서 생성되며, 생성은 코르티코스테로이드, 에스트로겐, 갑상선 호

르몬과 안지오텐신 II에 의해 증가한다. 안지오텐신 II 의 작용은 혈관을 강력하게 수축

하는 물질이다. 이를 통해 강력한 혈압의 승압 효과를 보인다. 안지오텐신에 대한 승압

반응은 대개 방사성 서맥이 거의 없거나 동반되지 않는다. 이는 안지오텐신이 뇌에도

작용하여 기준점을 재조정하기 때문이다. 또한 신장에서 작용하여 신혈관을 수축시키고

근위세뇨관에서 나트륨 재흡수를 증가시킨다.

- 이런 안지오텐시노젠의 대사과정에서 안지오텐시 converting 효소 억제를 이용한 고혈

압 기전이 밝혀져 있고, 본 실험은 효소의 억제능을 평가하였다.

- Cushman과 Cheung의 방법을 변형하여 측정하였다. sodium borate buffer (pH 8.3) 50

uL에 2.5 mM 기질 (N-Hippuryl-His-Leu hydrate) 150 uL, sample 50 uL를 합게 넣어

37℃에서 10분 반응 후 ACE (1U) 50 uL 첨가 후 37℃에서 30분 반응 후 1N HCl로

반응을 중지시켰다. ethyl acetate 1000 uL 첨가 10 min mixing 후 원심분리 후 상층액

ethyl acetate층을 800 uL 취하여 120℃, 30 min 건조 후 1 M NaCl 1 mL 가하여 228

nm에서 흡광도를 측정하였다.
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fig. 5-46. Renin-angiotensin-aldosterone mechanism.

fig. 5-47. Angiotensin Ⅰ converting enzyme inhibition Effect of purple fleshed-sweet

potato extracts by XAD column. Data express the mean ± SD.

Cont.; Normal control
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ISSA XAD; Fermented purple fleshed-sweet potato extracts of XAD column

1000 ㎍/mL

ISSA 추출물; Fermented purple fleshed-sweet potato extracts 10000 ㎍/mL

비발효 XAD; Purple fleshed-sweet potato extracts of XAD column 1000 ㎍/mL

비발효 추출물; Purple fleshed-sweet potato extracts 10000 ㎍/mL Enalapril;

Positive control.

- 자색고구마 XAD 컬럼 추출물은 control에 비해서 고혈압을 유발시키는 대사 과정에 관

여 angiotensin Ⅰ converting enzyme에 대해 반응 억제 저해 효과가 유의적으로 증가

함을 볼 수 있으며 이 결과 자색고구마 XAD 컬럼 추출물이 항고혈압에 효과가 있음을

알 수 있다.

마. 시력보호

(1) 근세포주의 세포독성 측정

- 흰쥐의 근세포주인 A7r5 세포주를 ATCC에서 구입하여 DMEM 배지에서 배양하여,

세포의 형태학적으로 관찰하였음 (아래사진).

Fig. 5-48. 흰쥐 근세포주인 A7r5의 형태학적 관찰

- 흰쥐의 근세포주인 A7r5 세포주에 시료를 처리후 24시간 후에 세포 활성도 및 독성

평가를 MTT, LDH assay법에 의해 조사하였음 (Fig. 5-48 ~ 50).

- 그 결과, 모든 시료의 고농도 (100 ㎍/ml)를 처리 시 세포활성도를 저해하지 않았으

며(Fig. 5-49), 세포 독성도 나타나지 않았음 (Fig. 5-50)
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Fig. 5-49. Effect of anthocyanins on cell viability of A7r5cells. The

cells(5×103cells/㎖) were plated in a 24-well plate with DMEM supplemented with

10%FBS and various concentrations of anthocyanin (500, 100, 50㎍/㎖) were

treated for 24h. Cell viability were estimated by the MTT assay

Fig. 5-50. Effect of anthocyanins on cytotoxicity of A7r5cells. The

cells(5×103cells/㎖) were plated in a 24-well plate with DMEM supplemented with

10%FBS and various concentrations of anthocyanin (500, 100, 50㎍/㎖) were

treated for 24h. Cell toxicity were estimated by the LDH assay
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(2) 근세포주 배양 후 각 시료를 처리 후 Griess법에 의해 NO 양 측정

- 흰쥐의 근세포주인 A7r5 세포주에 시료를 처리후 24시간 후에 Griess법에 의해 Nitric

Oxide양을 조사하였음.

- 그 결과, 모든 시료의 세포독성이 없는 모든 농도에서 Nitric Oxide양의 변화가 나타나

지 않았으며(Fig. 5-50), 양성대조군인 SIN-1 처리 시 농도 의존적으로 증가하였음.

Fig. 5-51. Effects of anthocyanin on NO production in A7r5 cells. Cells were

cultured for 24hr in the presence of the media alone, with the indicated

concentrations of anthocyanin. The level of NO production was determined.

(3) 근세포주 배양 후 각 시료를 처리 후 cyclic GMP 양을 radioimmunoassay법으로 측정

- 흰쥐의 근세포주인 A7r5 세포주에 시료 처리 24시간 후에 Gilman's법에 의해 cGMP양

을 조사 함.

- 그 결과, 모든 시료의 세포독성이 없는 모든 농도에서 cGMP양의 변화가 나타나지 않

았으며, 음성대조군인 NOARG 처리시 cGMP양이 저해되었음 (Fig. 5-52).
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Fig. 5-52. Effects of anthocyanin on cyclic GMP levels in A7r5 cells. Cells were

cultured for 24hr following teratment with various concentration of anthocyanins

and NOARG (cGMP inhibitors) preteratment group. The level of cGMP

production was determined.
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2. 자색고구마 in vivo 기능성

가. ICR에서 항비만 평가

(1) 마우스 고지방식이 실험동물에서 지방 축적 억제 효과

- In vivo에서 발효자색고구마 추출물의 지질 개선 효능을 평가하기 위하여 고지방식이

(High Fat Diet: HFD) 동물 모델을 확립하였다. 4주령의 ICR mice에 고지방식이를 4

주간 투여한 후, 몸무게를 측정하여 몸무게가 증가한 마우스를 선별하였다. 선별된 마

우스를 4 group (음성대조군: normal diet, 양성 대조군: high fat diet (HFD),

HFD+FPSP 50 mg/kg, HFD+ FPSP 200 mg/kg)으로 나눈 발효자색고구마 추출물을 4

주 동안 구강 투여하였다. 각 group당 5마리를 사용하였다. 확립된 동물 모델을 이용하

여 발효자색고구마 추물물의 지질개선 효능을 평가하였다 (Fig. 5-53).

Fig. 5-53. Schematic diagram of the experimental protocol in mice. Male, 4 week-old

ICR mice were used in these studies. Animals were acclimatized to the temperature (22

± 2°C) and humidity (55 ± 5%) of controlled rooms with a 12-h light/dark cycle for at

least 1 week prior to experimentation. All animal experiments were performed according

to the rules and regulations of the Animal Ethics Committee, Chungnam National

University. The mice were randomly divided into five groups: Control (normal diet),

High-fat diet plus daily vehicle [0.5% carboxymethylcellulose (CMC)] as a control group

and HFD plus the FPSP (50, 200 mg/kg). FPSP were administered daily by oral gavage

for 4 weeks.

(2) 체중 및 간 무게 측정

- 고지방 식이 마우스 동물모델에서 발효자색고구마 추출물의 간장 내 지질 억제 효과를

측정한 결과, 고지방 식이에 의해 증가된 마우스의 체중 및 간조직의 무게가 발효자색고구

마 추출물에 의해서 감소하였다 (Fig. 5-54 ~ 55).
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Fig. 5-54. Effect of FPSP on body weight. Data express the mean ± SE.

NA; Normol control

-; High fat diet

50; High fat diet + 50 mg/kg b.w./day of fermented purple sweet potato

200; High fat diet + 200 mg/kg b.w./day of fermented purple sweet potato

* P＜0.05, significantly different from the high fat diet group.

Fig. 5-55. Effect of FPSP on liver weight. Data express the mean ± SE.

NA; Normol control

-; High fat diet

50; High fat diet + 50 mg/kg b.w./day of fermented purple sweet potato
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200; High fat diet + 200 mg/kg b.w./day of fermented purple sweet potato

* P＜0.05, significantly different from the high fat diet group.

(다) Hepatic triglyceride(TG) 함량 측정

- 고지방 식이 마우스 동물모델에서 발효자색고구마 추출물의 간장내 지질 억제 효과를

측정하기 위해 Hepatic triglyceride(TG) 함량을 측정하였다. 실험결과, 발효자색고구마

추출물에 의해서 고지방 식이에 의해 증가된 TG의 함량이 감소하였다. 또한 조직내의

지방의 축적 정도를 측정한 결과 지방의 축적이 발효자색고구마 추출물에 의해서 감소

함을 확인하였다 (Fig. 5-57).

Fig. 5-57. Effects of FPSP on hepatic triglyceride content. Data express the mean ± SE.

NA; Normol control

-; High fat diet

50; High fat diet + 50 mg/kg b.w./day of fermented purple sweet potato

200; High fat diet + 200 mg/kg b.w./day of fermented purple sweet potato

* P＜0.05, significantly different from the high fat diet group.

(라) Total cholesterol 함량 측정

- 고지방 식이 마우스 동물모델에서 발효자색고구마 추출물의 간장 내 지질 억제 효과를

측정하기 위해 Hepatic total cholesterol 함량을 측정하였다. 실험결과, 발효자색고구마

추출물에 의해서 고지방 식이에 의해 증가된 total cholesterol의 함량이 감소하였다

(Fig. 2-15).
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Fig. 5-58. Effects of FPSP on hepatic total cholesterol content. Data express the mean ± SE.

NA; Normol control

-; High fat diet

50; High fat diet + 50 mg/kg b.w./day of fermented purple sweet potato

200; High fat diet + 200 mg/kg b.w./day of fermented purple sweet potato

* P＜0.05, significantly different from the high fat diet group.

(마) FAS 및 AMPK 활성 측정

- 본 연구에서는 고지방 식이 마우스 동물모델에서 발효자색고구마 추출물의 지방합성

효소 (Fatty acid synthase; FAS) 활성억제 및 관련 신호전달체계를 조사하기 위하여 간

조직에서 FAS 및 AMPK의 단백질 발현을 western blot 방법을 이용하여 확인하였다.

실험결과 발효자색고구마 추출물에 의해서 지방합성효소인 FAS의 발현은 감소하였으

며, AMPK의 활성은 증가함을 확인하였다 (Fig. 5-59 ~ 60).

Fig. 5-59. Effect of FPSP on expression of FAS in HFD-induced mice liver. Western

blot analysis was performed for FAS or β-actin, using total lysates.

NA; Normol control, -; High fat diet

200; High fat diet + 200 mg/kg b.w./day of fermented purple sweet potato
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Fig. 5-60. Effect of FPSP on phosphorylation of AMPK in HFD-induced mice liver.

Western blot analysis was performed for p-AMPK or β-actin, using total lysates.

NA; Normol control

-; High fat diet

200; High fat diet + 200 mg/kg b.w./day of fermented purple sweet potato

(바) 발효자색고구마 추출물의 혈당 (혈중 Glucose) 측정

- 고지방 식이 마우스 동물모델에서 발효자색고구마 추출물의 혈당 억제 효능을 측정한

결과, 고지방 식이에 의해서 증가한 혈중 glucose 농도가 발효자색고구마 추출물에 의

해서 혈중 glucose의 농도가 감소하였다 (Fig. 5-61).

Fig. 5-61. Effect of FPSP on blood glucose levels in high fat diet mice. Data express

the mean ± SD.

NA; Normol control, -; High fat diet

50; High fat diet + 50 mg/kg b.w./day of fermented purple sweet potato

200; High fat diet + 200 mg/kg b.w./day of fermented purple sweet potato

* P＜0.05, significantly different from the high fat diet group.
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- Blood glucose levels were determined using a strip-operated blood glucose sensor

(Medisense, Bedford, MA, USA).

(사) ALT 및 AST 측정

- in vivo에서 고지방식이에 의한 발효자색고구마 추물물의 간 손상 보호효과를 조사하기

위하여 간 손상의 지표인 ALT 및 AST 효소의 활성을 측정하였다. 실험결과 고지방식

이에 의해서 증가한 AST, ALT 효소의 활성이 발효자색고구마 추출물 투여에 의해서

감소하지 않았다 (Fig. 5-62). 또한 고지방식이에 의해서 증가한 지질과산화가 발효자색

고구마 추출물 투여에 의해서 감소하지 않았다 (Fig. 5-63).

Fig. 5-62. Effects of FPSP on serum alanine aminotransferase in mice fed a high-fat

diet. Data express the mean ± SE.

NA; Normol control

-; High fat diet

50; High fat diet + 50 mg/kg b.w./day of fermented purple sweet potato

200; High fat diet + 200 mg/kg b.w./day of fermented purple sweet potato

* P＜0.05, significantly different from the high fat diet group.
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Fig. 5-63. Effects of FPSP on aspartate aminotransferase in mice fed a high-fat diet.

Data express the mean ± SE.

NA; Normol control

-; High fat diet

50; High fat diet + 50 mg/kg b.w./day of fermented purple sweet potato

200; High fat diet + 200 mg/kg b.w./day of fermented purple sweet potato

* P＜0.05, significantly different from the high fat diet group.

Fig. 5-64. Effects of FPSP on hepatic level of MDA in mice fed high-fat diet. Data

express the mean ± SE.

NA; Normol control

-; High fat diet

50; High fat diet + 50 mg/kg b.w./day of fermented purple sweet potato

200; High fat diet + 200 mg/kg b.w./day of fermented purple sweet potato

* P＜0.05, significantly different from the high fat diet group.
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- 본 실험을 통하여, 발효 자색고구마의 지방 축적 억제 효과를 확인하였으나, 발효 하지

않은 비 발효 자색고구마의 비만 축적 억제 효과를 확인하고, 비만유도의 방법을 달리

하여 더 확실한 지방 축적 억제 효과를 확인하고자 두 번째 동물에서 실험을 시행하였

다.

나. C57BL/6 에서 항비만 평가

(1) 마우스 고지방식이 실험동물에서 지방 축적 억제 효과

- In vivo에서 발효자색고구마 추출물의 지질 개선 효능을 평가하기 위하여 고지방식이

(High Fat Diet: PC) 동물 모델을 확립하였다. 5 주령의 C57BL/6 mice에 고지방식이를

8 주간 투여한 후, 몸무게를 측정하였다. 마우스를 5 group (음성대조군: normal

diet(NC), 양성 대조군: high fat diet (PC), high fat diet+FPSP 200 mg/kg(1), high fat

diet+FPSP 200 mg/kg(2), high fat diet+FPSP 400 mg/kg)으로 나눈 발효자색고구마

추출물을 8주 동안 구강 투여하였다. 각 group당 10마리를 사용하였다. 확립된 동물 모

델을 이용하여 발효자색고구마 추물물의 지질개선 효능을 평가하였다.

fig. 5-65. Schematic diagram of the experimental protocol in mice. Male, 5 week-old

C57BL/6 mice were used in these studies. Animals were acclimatized to the temperature

(22 ± 2°C) and humidity (55 ± 5%) of controlled rooms with a 12-h light/dark cycle for

at least 1 week prior to experimentation. All animal experiments were performed

according to the rules and regulations of the Animal Ethics Committee, Chungnam

National University. The mice were randomly divided into five groups: Control (normal

diet; 10% Kcal fat diet), High-fat diet plus daily vehicle (60% Kcal fat diet) as a control

group, HFD plus the FPSP (fermented purple sweet potato 200, 400 mg/kg) or HFD

plus the PSP (purple sweet potato 200 mg/kg). FPSP or PSP were administered daily by

oral gavage for 8 weeks.
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Fig. 5-66. Effect of FPSP or PSP on body weight change. Data express the mean ± SE.

NC; Normol control

PC; High fat diet

발효 PSP 200 mg/kg; High fat diet + 200 mg/kg b.w./day of fermented purple sweet potato

발효 PSP 400 mg/kg; High fat diet + 400 mg/kg b.w./day of fermented purple sweet potato

비발효 PSP 200 mg/kg; High fat diet + 200 mg/kg b.w./day of purple sweet potato

* P＜0.05, significantly different from the high fat diet group.

- 그림과 같이 고지방 식이만 먹인 군에서 비 고지방식이 군에 비해 유의적으로 체중이

증가하였고, 발효 및 비발효 자색고구마 투여 군에서 고지방식이만 먹인 군과 비교 시

체중 증가량이 적음을 볼 수 있다. 또한 식이효율(Fig. 5-67)을 통해 발효 및 비발효 자

색고구마 투여 군의 체중이 고지방식이 투여군보다 체중 증가율이 적은 것을 관찰 할

수 있다.
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Fig. 5-67. Food efficiency ratio. Data express the mean ± SE.

NC; Normol control

PC; High fat diet

발효 PSP 200 mg/kg; High fat diet + 200 mg/kg b.w./day of fermented purple sweet potato

발효 PSP 400 mg/kg; High fat diet + 400 mg/kg b.w./day of fermented purple sweet potato

비발효 PSP 200 mg/kg; High fat diet + 200 mg/kg b.w./day of purple sweet potato

* P＜0.05, significantly different from the high fat diet group.

(2) 조직 무게

- 발효 및 비발효 자색고구마의 항비만 효과를 평가한 쥐의 신장, 내장 및 총 지방에서

고지방식이 투여 군의 조직이 유의적으로 증가하는것에 비해 자색고구마의 투여 군에

서 조직의 지방이 유의적으로 감소함을 볼 수 있다 (fig. 5-68 ~ 70).

- 지방 관련 대사증후군 문제인, 내장지방에서 고지방 식이만 투여한 군에 비해 자색고구

마와 함께 투여한 군에서 유의 감소를 보여 자색고구마의 향후 항비만 관련 기능성 식

품으로 기대된다.
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Fig. 5-68. Mesenteric fat. Data express the mean ± SE.

NC; Normol control

PC; High fat diet

발효 PSP 200 mg/kg; High fat diet + 200 mg/kg b.w./day of fermented purple sweet potato

발효 PSP 400 mg/kg; High fat diet + 400 mg/kg b.w./day of fermented purple sweet potato

비발효 PSP 200 mg/kg; High fat diet + 200 mg/kg b.w./day of purple sweet potato

* P＜0.05, significantly different from the high fat diet group.

Fig. 5-69. Visceral fat. Data express the mean ± SE.

NC; Normol control, PC; High fat diet

발효 PSP 200 mg/kg; High fat diet + 200 mg/kg b.w./day of fermented purple sweet potato

발효 PSP 400 mg/kg; High fat diet + 400 mg/kg b.w./day of fermented purple sweet potato

비발효 PSP 200 mg/kg; High fat diet + 200 mg/kg b.w./day of purple sweet potato

* P＜0.05, significantly different from the high fat diet group.
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Fig. 5-70. Total fat. Data express the mean ± SE.

NC; Normol control

PC; High fat diet

발효 PSP 200 mg/kg; High fat diet + 200 mg/kg b.w./day of fermented purple sweet potato

발효 PSP 400 mg/kg; High fat diet + 400 mg/kg b.w./day of fermented purple sweet potato

비발효 PSP 200 mg/kg; High fat diet + 200 mg/kg b.w./day of purple sweet potato

* P＜0.05, significantly different from the high fat diet group.

(3) 혈중 생화학적표지물질의 측정

- 실험 종료 후 혈액을 채취한 후 원심분리 및 혈청 분리 후 TG, total cholesterol, LDL

측정

(가) Hepatic triglyceride(TG) 함량 측정

- 고지방 식이 마우스 동물모델에서 발효자색고구마 추출물의 지질 억제 효과를 측정하

기 위해 Hepatic triglyceride(TG) (아산제약, kit) 함량을 측정하였다. 실험결과, 고지방

식이만 투여한 (PC) 군보다 발효자색고구마 추출물 200 mg/kg 두 군에 의해서 고지방

식이에 의해 증가된 TG의 함량이 유의적으로 감소하였다.
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Fig. 5-71. Hepatic triglyceride content. Data express the mean ± SE.

NC; Normol control

PC; High fat diet

발효 PSP 200 mg/kg; High fat diet + 200 mg/kg b.w./day of fermented purple sweet potato

발효 PSP 400 mg/kg; High fat diet + 400 mg/kg b.w./day of fermented purple sweet potato

비발효 PSP 200 mg/kg; High fat diet + 200 mg/kg b.w./day of purple sweet potato

* P＜0.05, significantly different from the high fat diet group.

(나) Total cholesterol 함량 측정

- 고지방 식이 마우스 동물모델에서 발효자색고구마 추출물의 지질 억제 효과를 측정하

기 위해 total cholesterol 함량을 측정하였다. 실험결과, 고지방 식이만 투여한 (PC) 군

보다 발효자색고구마 추출물 200 mg/kg 두 군에 의해서 고지방 식이에 의해 증가된

total cholesterol 의 함량이 유의적으로 감소하였다.
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Fig. 5-72. Total cholesterol. Data express the mean ± SE.

NC; Normol control

PC; High fat diet

발효 PSP 200 mg/kg; High fat diet + 200 mg/kg b.w./day of fermented purple sweet potato

발효 PSP 400 mg/kg; High fat diet + 400 mg/kg b.w./day of fermented purple sweet potato

비발효 PSP 200 mg/kg; High fat diet + 200 mg/kg b.w./day of purple sweet potato

* P＜0.05, significantly different from the high fat diet group.

(다) LDL 함량 측정

- 고지방 식이 마우스 동물모델에서 발효자색고구마 추출물의 지질 억제 효과를 측정하

기 위해 LDL 함량을 측정하였다. 실험결과, 고지방 식이만 투여한 (PC) 군보다 발효자

색고구마 추출물 200 mg/kg 두 군에 의해서 고지방 식이에 의해 증가된 total

cholesterol 의 함량이 유의적으로 감소하였다.
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fig. 5-73. LDL contents. Data express the mean ± SE.

NC; Normol control

PC; High fat diet

발효 PSP 200 mg/kg; High fat diet + 200 mg/kg b.w./day of fermented purple sweet potato

발효 PSP 400 mg/kg; High fat diet + 400 mg/kg b.w./day of fermented purple sweet potato

비발효 PSP 200 mg/kg; High fat diet + 200 mg/kg b.w./day of purple sweet potato

* P＜0.05, significantly different from the high fat diet group.

(4) 혈청 Leptin 함량 측정

- 본 연구에서는 고지방 식이 마우스 동물모델에서 발효자색고구마 추출물의 adipogenesis

활성억제 및 지방대사 조절과 포도당 대사 조절 관련 신호체계를 조사하기 위하여 혈청

에서 leptin의 단백질 발현을 ELISA kit (Bio vender)를 이용하여 확인하였다.

- Leptin의 경우 자색고구마 투여군에서 고지방 식이 투여군에 비교하여 감소하였다. 이

는, 지방세포내의 지방축적량이 증가할수록 leptin의 분비량이 증가하는 것으로 알려진

이론과 부합하는 결과를 보여주며, 본 연구에서는 이와 마찬가지로 체중의 감소를 보

이는 자색고구마 투여군 모두 고지방식이 군에 비해 leptin의 감소를 보인다.

fig. 5-74. Leptin contents in serum. Data express the mean ± SE.

NC; Normol control, PC; High fat diet

발효 PSP 200 mg/kg; High fat diet + 200 mg/kg b.w./day of fermented purple sweet potato

발효 PSP 400 mg/kg; High fat diet + 400 mg/kg b.w./day of fermented purple sweet potato

비발효 PSP 200 mg/kg; High fat diet + 200 mg/kg b.w./day of purple sweet potato

* P＜0.05, significantly different from the high fat diet group.
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- 상기의 data를 보면 발효 추출물도 체중조절에 효과를 나타내고 있지만, 발효 추출물

을 생산하기 위하여 소요되는 시간과 노동력을 최소화 하면서도 체지방 조절에 효능을

나타낼 수 있는 비발효 추출물을 대상으로 건강기능식품 개별인정을 받는 것이 효율적

일 것이라고 판단하여 부득이하게 비발효 추출물을 최종 개별인정 후보소재로 선택하게

되었다. 또한 발효추출물로 제한하는 것보다 자색고구마 추출물 자체로 기능성인증을 받

는 것이 원료의 사용범위를 넓힐 수 있는 장점이 있다. 이에 비발효 추출물을 대상으로

동물실험을 한 번 더 수행하였다.

다. 비발효 항비만 실험

(1) 실험디자인

- In vivo에서 비발효 자색고구마 추출물의 지질 개선 효능을 평가하기 위하여 고지방

식이 (High Fat Diet: HFD) 동물 모델을 확립하였다. 5 주령의 C57BL/6J mice에 고

지방식이(45% 고지방식이)를 8 주간 투여하여 비만을 유도한 후, 몸무게를 측정하여

몸무게가 증가한 마우스를 선별하였다. 선별된 마우스를 6 group - 일반식이대조군

(Normal diet, NC), 고지방식이대조군(45% high fat diet, HF-C), 고지방식이에 자색

고구마 고, 중,저용량 투여군(PSP 100, 250, 500mg/kg/day), 양성대조군으로 캄보지

아-가르시니아 추출물 250 mg/kg/day(GK 250)-로 그룹을 나눈 후 8주 동안 vehicle

및 자색고구마 추출물을 구강투여하였다. 각 group당 10 마리의 마우스를 사용하였

으며, 확립된 동물 모델을 이용하여 자색고구마 추출물의 체지방개선 및 지질개선 효

능을 평가하였다.

Fig. 5-75. Schematic diagram of the experimental protocol in mice. Male, 5 week-old

C57BL/6 mice were used in these studies. Animals were acclimatized to the

temperature (22 ± 2°C) and humidity (55 ± 5%) of controlled rooms with a 12-h

light/dark cycle for at least 1 week prior to experimentation. All animal experiments

were performed according to the rules and regulations of the Animal Ethics

Committee, Jeonbuk National University. The mice were randomly divided into six

groups(n=10): Control (normal diet), High-fat diet plus daily vehicle [0.5%

carboxymethylcellulose (CMC)] as a control group and HFD plus the PSP (100, 250 500
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mg/kg/day). The mice fed with normal diet(NC) or high fat diets containing 45%w/w

fat for 16 weeks. PSP were administered daily by oral gavage for 8 weeks after obese

induction with high fat diet.

(2) 체중 변화 및 식이효율

5-76. Body weight changes of mice during the 16-week period.

- 고지방 식이 마우스 동물모델에서 자색고구마 추출물의 투여는 농도 의존적 체중감소

경향을 보였으며, PSP 500mg/kg/day의 경우는 HF-C 대조군에 비해 유의한 체중감소

효과를 보였다.(Fig 5-76)

Table 5-1. Effect of the PSP or KG on weight gain, food intake, and feed efficiency.

- 식이섭취량의 경우는 PSP 500 투여군에서 고지방식이만 투여한 대조군에 비해 유의한

식이효율감소를 보였다.
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Group

Liver

weight(g)

liver wt

/body wt

(x10
-2

)

White adipose tissue(g) Brown

adipose

tissue(g)
epididymal mesentrical visceral Total

NC
1.36±0.17 3.5

0.07±0.03 0.74±0.08 1.61±0.17 2.41±0.08 0.46±0.08

HF-C
2.26±0.18

*
4.9

0.24±0.02
*

1.69±0.11
*

2.90±0.16
* 4.83±0.09* 0.73±0.09*

PSP100
2.05±0.32 4.4

0.25±0.02 1.40±0.11 2.02±0.29# 3.67±0.07 0.82±0.07

PSP250
1.96±0.34 4.5

0.22±0.03 1.43±0.06 2.28±0.08 3.94±0.06 0.76±0.55

PSP500
1.84±0.19 4.3

0.22±0.01 1.16±0.05
#

1.83±0.06
#

3.22±0.11
#

0.60±0.11
#

KG250 1.97±0.38 4.3 0.24±0.03 1.23±0.11# 2.09±0.24# 3.57±0.06# 0.64±0.10

(3) 체지방율 변화

- 고지방 식이 마우스 동물모델에서 자색고구마 추출물의 투여는 PSP 500군과 PSP 250군

에서 HF-C 대조군에 비해 체지방 축척율이 감소하였으며, 그 감소효과는 PSP 500 군

에서 유의하였다.(Fig 5-77)

Fig. 5-77. Total fat mass changes of mice during the 16-week period.

Table 5-2. Effect of the PSP or KG on liver weight and adipose tissue accumulation.

- 간조직 중량은 일반식이군에 비해 고지방식이군에서 동일하게 간무게가 증가하였고 자

색고구마추출물 투여군에서 다소 중량 감소 효과가 보이기는 하나 대조군에 비해 유이

한 차이는 없었다(Table 5-2).

(4) 혈청 내 lipid profiles 함량 변화

- 고지방식이 마우스 동물모델에서 자색고구마 추출물의 지질 억제 효과를 측정하기 위해

혈청내 중성지방, 총콜레스테롤, HDL, LDL 및 AI(동맥경화지수)Hepatic
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triglyceride(TG) 와 총콜레스테롤(TC) 함량, 분변 내 배출되는 TG, TC 함량을 측정하였

다. 실험결과, 자색고구마 추출물의 투여는 고지방 식이에 의해 증가된 혈중 총콜레스테

롤, LDL 함량을 유의적으로 감소시켰을 뿐만 아니라 PSP500 군에서는 동맥경화지수를

유의하게 개선시켰다. 그러나 혈중 중성지방의 함량은 다소 감소된 경향을 보였다.(Table

5-3)

Table 5-3. Effect of the PSP or KG on plasma lipid levels and AI

Group
Total cholesterol

(mg/dl)
LDL(mg/dl) HDL(mg/dl) HDL/LDL TG

NC 180.3±9.0 22.3±1.2 159.3±6.7 6.30±2.6 61.3±5.6

HF-C 253.7±38.7
*

63.7±15
*

182.5±16.5 3.02±1.4
*

79.0±2.6
*

PSP100 120.4±16.1
#

25.5±6.9
#

91.1±13.6 3.17±0.8 75.3±4.0

PSP250 132.2±19.2# 32.8±10.3# 95.5±17.7 3.24±0.6 85.0±4.6

PSP500 114.5±18.2# 26.6±4.7# 86.7±12.8 3.54±0.5# 73.8±5.7

GK250 88.5±30.1# 21.4±2.0# 65.7±17.1 4.08±1.4# 80.3±8.1

The blood for plasma lipid levels was collected at the last day of the experiment.

Values represent the means ± SE (n=10)

* p < 0.05 compared to the NC (normal control).

# p < 0.05 compared to the HF-C (high-fat diet)

(5) 혈청 glucose, 렙틴 및 인슐린 함량 비교

- 자색고구마 추출물의 투여는 고지방식이로 인해 증가된 혈청 내 렙틴과 인슐린 농도

를 저하시켰다(Fig 5-78)

fig. 5-78. Leptin and insulin in serum. Values represent the means ± SE (n=10)

(6) 지방조직의 형태학적 변화
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- 고지방식이군에서는 일반식에 비해 adipocyte의 hypertrophy가 유도 되었고, 자색고구마

추출물의 처리에 의해 hypertrophic adopocyte의 수 및 크기가 감소되는 경향을 보였다.

Fig 5-79. Histology of the visceral wat were fixed with formalin (200g/kg) neutral buffered

solution and embedded in paraffin. Section(8㎕)were cut stained hematoxylin and eosin.

Images were captured using a CCD camera (Olympus Optical, Tokyo, Japan) at a

magnification of x 200.

(7) Hepatic enzyme levels 변화

- 고지방식이 동물모델에서 자색고구마 추출물이 지방축척억제 효과를 측정하기 위하여

지질대사 관련 효소들의 활성 및 신호전달체계에 미치는 영향을 평가하기 위하여

westrn blotting 및 RT-PCR 방법을 이용하여 평가하였다. 그 결과 자색고구마 추출물은

지방 합성 관련 효소들의 활성 억제시켰으며, 특히 FSA와 ACS1, GPAT 에서는 농도 의

존적 효과를 보였다.
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Fig. 5-80. Effect of the PSP or KG on the activities of hepatic enzymes related

to lipid metabolism in mice fed control and high-fat diets for 16 weeks.

Values are means ± SE (n=3). * p < 0.05 vs NC. #p < 0.05 vs HF-C
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3. 자색고구마의 인체적용 시험

가. 발효자색고구마의 안토시아닌을 이용한 시력보호 효과

- 안토시아닌(anthocyanine)을 이용하여 VDT(visual display terminal) 증후군의 개선효과

와 시력보호 효과에 대한 임상실험을 시행.

- 발효자색고구마에서 추출한 안토시아닌(anthocyanine)과 대조군으로 위약(placebo)과 블

루베리(blueberry)에서 추출한 안토시아닌을 40 mg 씩 각각 복용하였고, 그로부터 2시

간 후 근거리 작업(VDT)을 2시간 동안 실시하였다. 그 결과 VDT 증후군과 시력저하

에 대한 시력보호 및 VDT 증후군 개선효과를 알아보았다.

(1) VDT 증후군 개선 효과

- 실험 시행 대상자는 안과질환 및 전신질환이 없고, 굴절이상이 -4.00D 이상, 19∼21세

남·여 18명을 대상으로 실시하였다.

- 영상표시단말기(Visual Display Terminal, VDT)증후군이란 VDT화면 앞에서 장시간 작

업을 하고 난 후 발생하는 다수의 안증상과 누적외상성 장애, 피부증상, 정신신경계 증

상 등을 통칭하여 말한다. 이 중 VDT작업자가 가장 많이 호소하는 증상을 살펴보면

눈의 피곤(안정피로), 시력의 저하, 눈이 무겁고 아픔, 화면을 오래보면 화면이 흐려짐,

가까운 사물이 잘 안보임, 목과 허리, 어깨 주위 통증 등의 증상이 나타난다. VDT작업

은 문서, 키보드, 화면 간 광범위하게 시선을 이동시키고 이에 수반되는 시거리 차이에

의하여 조절과 폭주의 스트레스를 많이 받게 되며, 눈 깜박임 횟수가 현저하게 줄어들

고 눈을 크게 뜨게 된다. 이로 인해 안정피로가 나타나며, 눈이 건조해지며, 목과 어깨,

허리, 등 주위에 통증이 생기게 된다.

- 안정피로(asthenopia)란 근업(near work)을 하는 동안 눈의 사용으로 정상인 보다 빨리

눈의 피로를 느끼고, 앞이마 압박감, 두통, 시력장애, 심하면 구토까지 나타나는 자각적

인 불편한 증상을 말한다. 안정피로와 관련된 불편함은 한 가지 요인이나 여러 가지 요

인이 결합되어 발생하는데, 조절력 저하, 원시 미교정의 지속적인 근거리 시력사용, 부

등상시, 난시, 사위, 안구염증, 히스테리성, 미교정 노안, 부적당한 조명, 망막질환 등에

의해 발생하며, 주로 근점 스트레스에 의해 나타난다.

- 본 실험은 근업 2시간 후 VDT 증후군으로 두통, 안통 및 안정피로(눈과 관련한 모든 피

로), 목, 어깨, 허리 등의 자각증상의 정도를 심함, 보통, 약간, 없음 등으로 구분하여 문

진하였다. 문진 결과 VDT 증후군에 대한 발효자색고구마에서 추출한 안토시아닌의

VDT 증후군의 개선효과(table 3-1)가 위약(table 3-2)과 비교하여 두통, 안통 및 증상이

개선되었으며, 블루베리 추출 안토시아닌과는 유사한 결과를 나타냈다(table 3-3).
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Table 3-1. 발효자색고구마 추출 안토시아닌의 2시간 근업 후 VDT 증후군 (%)

자각증상 심함 보통 약간 없음

두통
6명

(33.3)
12명

(66.7)
안통 및

안정피로

2명
(11.1)

6명
(33.3)

10명
(55.6)

허리
6명

(33.3)
12명

(66.7)
어깨

4명
(22.2)

14명
(77.8)

목
4명

(22.2)
14명

(77.8)

Table 3-2. 위약(placebo)의 2시간 근업 후 VDT 증후군 (%)

자각증상 심함 보통 약간 없음

두통
4명

(22.2)
3명

(16.7)
11명

(61.6)
안통 및

안정피로

2명
(11.1)

6명
(33.3)

10명
(55.6)

허리
2명

(11.1)
3명

(16.7)
13명

(72.2)
어깨 1명 (5.6) 6명

(33.3)
11명

(61.6)
목 1명 (5.6) 6명

(33.3)
11명

(61.6)

Table 3-3. 블루베리 추출 안토시아닌의 2시간 근업 후 VDT 증후군 (%)
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자각증상 심함 보통 약간 없음

두통 4명 (22.2) 14명 (77.8)

안통 및 안정피로 2명 (11.1) 6명 (33.3) 10명 (55.6)

허리 6명 (33.3) 12명 (66.7)

어깨 4명 (22.2) 14명 (77.8)

목 1명 (5.6) 3명 (16.7) 14명 (77.8)

(2) 시력보호 효과

- 안과질환 및 전신질환이 없고, 굴절이상이 -4.00D 이상, 19∼21세 남·여 18명을 대상으

로 발효자색고구마추출 안토시아닌과 위약(placebo) 그리고 대조군으로 블루베리 추출

안토시아닌을 각각 복용, 2시간 후에 근업(visual display terminal ;VDT)을 2시간 동

안 실시하였다.

- 시력검사는 안토시아닌을 복용하기 전과 2시간 근업 후 각각 타각적 굴절검사 방법으

로 측정하였으며, 발효자색고구마에서 추출한 안토시아닌과 대조군으로 위약과 블루베

리에서 추출한 안토시아닌 40 mg 씩을 각각 복용 2시간 후 2시간 동안 근거리 작업

(VDT)으로 발생하는 시력저하에 대한 시력보호 효과를 검사하였다.

- 2시간 동안 근업으로 나타날 수 있는 시력보호 효과는 우위안과 비우위안으로 구분하

여 검사하였다. 우위안이란 사람의 두 눈 중 사물을 주시 할 때 주도적인 작용을 하

는 눈을 말하며, 보통의 경우 우위안이 오른쪽 눈일 경우 오른손과 오른발을 주로 활

발히 사용하게 된다. 근거리 작업(VDT)에 의한 시력저하(굴절이상 값의 증가)는 근거

리를 주시하기 위해 모양체근의 수축으로 인한 조절긴장으로 나타날 수 있다. 따라서

모양체근의 긴장 완화를 통해 근거리 작업에 의한 굴절이상 값의 증가를 억제함으로

써 시력저하을 막을 수 있다.

- 발효자색고구마 추출 안토시아닌의 시력보호 효과에 대한 실험결과 우위안의 경우 18

명의 대상자 중 12명은 안토시아닌을 복용하기 전과 비교하여 굴절이상 값이 증가하

지 않았으며, 6명은 0.25D∼0.50D의 굴절이상 값이 증가하였다. 블루베리추출 안토시

아닌의 경우 13명이 굴절이상 값이 증가하지 않았으며, 5명은 0.25D∼0.50D의 굴절이

상 값이 증가하였다. 그러나 위약의 경우 2명만이 굴절이상 값이 증가하지 않았다. 16

명은 0.25D∼1.00D의 굴절이상 값이 증가하였다. 위와 같은 결과에서 발효자색고구마
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추출 안토시아닌의 경우 대상자의 66.7%, 블루베리 추출 안토시아닌의 경우 대상자의

72.2%에서 시력보호 효과가 있는 것으로 조사되었다.

- 비우위안의 경우 18명의 대상자 중 11명은 안토시아닌을 복용하기 전과 비교하여 굴

절이상 값이 증가하지 않았으며, 7명은 0.25D∼0.75D의 굴절이상 값이 증가하였다. 블

루베리추출 안토시아닌 경우 10명이 굴절이상 값이 증가하지 않았으며, 8명은 0.25D∼

0.50D의 굴절이상 값이 증가하였다. 그러나 위약의 경우 4명만이 굴절이상 값이 증가

하지 않았다. 14명은 0.25D∼075D의 굴절이상 값이 증가하였다. 위와 같은 결과에서

발효자색고구 추출 안토시아닌의 경우 대상자의 61.1%, 블루베리 추출 안토시아닌의

경우 대상자의 55.6%에서 시력보호 효과가 있는 것으로 조사되었다. 따라서 2시간 근

업 후 발효자색고구마 추출 안토시아닌의 굴절이상 값의 증가를 억제함으로써 시력을

보호하는 것으로 조사되었으며, 비우위안 보다 우위안에서 시력보호 효과가 더 효과적

인 것으로 조사되었다.
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제 4 장 목표달성도 및 관련분야에의 기여도

◎ 1차년도 연구개발 목표 달성도

구분

(연도)
세부과제명 세부연구목표

달성도

(%)
연구개발 수행내용

1차

연도

(2009)

자 색 고 구 마 의

발효공정 최적

화에 의한 천연

기능성색소 개

발

원재료의 표준화 100

자색고구마 원료에 함유된

안토시아닌의 채취시기 및

보관방법에 따른 함량 변화

지표물질확인 100
LC/MS/MS에 의한 안토시아닌

구조확인

안토시아닌의 추출법 확립 100
추출용매 및 온도에 의한 색소

추출 비교

발효균주의 분리동정 100
혼합균주에 함유된 주 발효균의

분리 동정

과학적인 발효공정 확립 100
단리된 균주에 의한 자색고구마

추출물의 발효 현상 분석

발효추출물의 안토시아닌 분

리 및 구조 분석
100

발효에 의한 안토시아닌

화합물조성의 변화 확인

지방세포분화억제 100 3T3-L1 지방세포전이 억제 확인

당흡수 조절 100 α-glucosidase 억제 효과 확인

발효자색고구마

추출물의 항비

만 및 항당뇨

기능성 평가 연

구 - 제1위탁

In vitro 세포수준 항비만 및

항당뇨 기능성 검증
100

- In vitro 인슐린 저항성 세포주

확립

- Glucose uptake에 대한

영향조사

- GLUT4 유전자 활성 변화

- Triglyceride 및 Cholesterol

측정

- Fatty acid synthase 발현조사

- 관련 신호전달 체계 조사

(AKT, AMPK, ACC)

자 색 고 구 마 의

천연색소에 의

한 굴절기능 개

선 효과 - 제2위

탁

근세포의 시료에 대한 독성평

가 및 근 세포 수축관련 NO

량 측정

100

- 자색고구마의 천연색소에 의한

근세포의 독성 및 NO 생성량

측정

근 수축과 이완관련 cGMP양

측정
100

- 자색고구마의 천연색소에 의한

근세포 cGMP 생성량 측정
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◎ 2차년도 연구개발 목표 달성도

구분

(연도)
세부과제명 세부연구목표

달성도

(%)
연구개발 수행내용

2차

연도

(2010)

자 색 고 구 마 의

발효공정 최적

화에 의한 천연

기능성색소 개

발

원재료 표준화 100
자색고구마의 크기별

안토시아닌 함량 비교

안토시아닌 대량분리 100 개별 안토시아닌의 순수 분리

안토시아닌 구조 확인 100
단리한 안토시아닌의 구조 확인

(MS, UV, IR, NMR)

지표물질 분석법 확립 100 안토시아닌의 정량분석법 확립

발효추출물 안전성 100 독성 실험을 통한 안전성 검증

정제 안토시아닌의 생리활성

평가
100

- 항산화 활성 측정

- α-glucosidase 활성 측정

- 지방세포를 이용한 비만 저해

활성

발효자색고구마

추출물의 항비

만 및 항당뇨

기능성 평가 연

구 - 제1위탁

In vivo 고지방식이 비만 쥐

모델을 활용한

발효자색고구마의 항비만 및

항당뇨 기능성 검증

100

- 고지방 식이를 통한 비만 쥐

모델 확립

- 쥐의 체중변화 측정

- total cholesterol, triglyceride

측정

- 혈액 내 혈당 측정

- ALT 및 AST 측정

- Fatty acid synthase 발현조사

자색고구마의

천연색소에

의한 굴절기능

개선 효과 -

제2위탁

자색고구마추출

Anthocyanin의 시력개선

효능 평가

100
- VDT 증후군 개선 및 시력보호

효과 측정
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◎ 3차년도 연구개발 목표 달성도

구분

(연도)
세부과제명 세부연구목표

달성도

(%)
연구개발 수행내용

3차

년도

(2011)

자색고구마의

발효공정

최적화에 의한

천연 기능성색소

개발

발효 추출물의 안전성 실험

실시
100

독성실험 실시

(GLP 기관에 의뢰)

자색고구마 발효

추출물에서 지표(기능)

성분의 설정

100

- 발효추출물에 함유된

안토시아닌 중에서 기능성을

나타내면서 main

compound인 기능(지표)성분

설정

- 기능(지표) 성분 분석법 MV

실시

색소의 가공 및 저장 중

안정성 평가 보완
100

가공 및 저장 중 안토시아닌

색소의 열, 빛에 대한 stability

test

발효 추출물의 대량

생산공정 표준화
100

- 2차년까지 사용된 균주

이외의 다른 고효율

발효균주를 개발하여

발효추출물의 기능성 향상

- 설정된 지표성분을 활용하여

제품 생산공정 표준화 실시

자색고구마 기능성식품

생산을 위한 제형연구
100

캡슐, tablet, 분말, 과립, 액상

등 제형연구

In vivo에서 자색고구마

발효 추출물의 지방축적

저해 관련 기능성 효능

평가

100

- 체중변화 측정

- Tissue weight 측정

- TG, total cholesterol, LDH,

ALP, HDL 측정

- ALT, AST 측정

- PPARγ, CEBP/α 측정

대사성 증후군 관련 pilot 인

체 적용시험 실시
60

- 혈액중의 HDL, LDL

cholesterol, TG 함량 분석

- GOT, GPT 활성 측정

- 체중 변화 측정

- BMI, Body fat 등 측정
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제 5 장 연구개발 성과 및 성과활용 계획

   

1. 학술 발표

발표일 제목

저자

학술회의명
국내외

구분
주저자 교신저자 공동저자

2009.

11.

자색고구마 발효음료 생산을 위한

발효조건 표준화 연구
유은혜 정경희

위지향,

정경옥
한국저장유통학회 국내

2010.

11.

Characterization of Anthocyanins

from Fermented Purple Sweet

Potato

Jung

Kyung

Hee

Jung

Kyung

Hee

Asia Sweet Potato

Conference

국외

(중국)

2010.10

.21-22

Dietary Anthocyanin-Rich Purple

Sweet Potato Extract Ameliorates

Hyperglycemia and Insulin

Sensitivity via Activation of

AMP-Activated Protein Kinase in

Human HepG2 Cells

Yong

Pil

Hwang

Hye

Gwang

Jeong

Jae Ho

Choi
대한약학회-추계

국내

(청주)

2011.

03.6-10

AMP-activated protein kinase is

required for the lipid-lowering

effect of anthocyanins-rich purple

sweet potato in insulin-resistant

human HepG2 cells

Jin

Young

Kim

Hye

Gwang

Jeong

Yong Pil

Hwang,

Choi Jae

Ho

The 50th Annual

Meeting of Society of

Toxicology

국외

(미국)

2011.

06.8-10

Biological Activities of Fermented

Purple Sweet Potato (Ipomoera

batatas) Extracts

Hea

mi

Sung

Jung

Kyung

Hee

Kyung

ok Jung,

Ji-hyang

Wee, Ki

Myong

Kim

한국식품과학회
국내

(대구)

2. 특허 성과

출원된 특허의 경우 등록된 특허의 경우

출원연도 특허명 출원인 출원국 출원번호 등록연도 특허명 등록인 등록국 등록번호

2010

지방축적 저해효과를

가지는 자색고구마

추출물

(재)전남

생물산업

진흥재단

대한민국
10-2010-

0001957

2011

자색고구마 추출물을

유효성분으로

함유하는 조성물

(재)전남

생물산업

진흥재단

대한민국
10-2011-

0066885
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3. 추가연구 등

- 한국식품연구원의 『2012년 식품 기능성평가 인체적용시험 지원사업』에 선정됨.

본 연구과제에서 수행한 연구결과를 바탕으로 한국식품연구원에서 주최하고 농림부에

서 지원하는 『2012년 식품 기능성평가 인체적용시험 지원사업』에 자색고구마의 체지방

감소 관련 인체효능평가 지원사업에 선정되었음.

○ 사업기간: 2011년 12월～ 2013년 12월까지 (24개월)

○ 사업내용: 자색고구마 추출물 문말의 체지방 조절과 관련된 인체에서의 기능성 효능평가.

○ 총사업비: 200,000천원

(국비: 140,000천원, 자부담: 60,000천원(현금 30,000천원, 현물: 30,000천원)

4. 실용화․산업화 계획(기술실시 등)

○ 전남지역의 특산자원 중 하나인 자색고구마 추출물을 대상으로 체지방조절 관련한 개별

인정형 기타 II 등급의 건강기능식품으로 식약청으로부터 개별인정을 획득하여 고부가가

치 식품으로 개발하여 산업화

○ 전남지역 작물의 국가경쟁력 확보 및 이를 통한 지역 천원 자원의 고부가가치화
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제 6 장 연구개발과정에서 수집한 해외과학기술정보

자색고구마 관련 논문

1. Norihiko Terahara, Toshiro Matsui, Kanako Minoda, Kanae Nasu, Risa Kikuchi Fukui,

Hiroshi Ono, and Kiyoshi Matsumoto ; Functional new acylated sophoroses and

deglucosylated anthocyanins in a fermented red vinegar. J. Agric. Food Chem., 57,

8331-8338, (2009)

2. Elyana Cuevas Momtilla, Silke Hillebrand, Daniela Butschbach, Susanine Baldermann,

Naoharu Watanabe, and Peter Wimterhalter ; Preparative isolation of anthocyanins

form japanese purple sweet potato (Ipomoea batatas L.) varieties by high-speed

countercurrent chromatography. J. Agric. Food Chem., 58, 9899-9904, (2010)

3. Van-Den Truong, Nigel Deighton, Roger T. Thompson, Roger F. McFeeters, Lisa O.

Dean, Kenneth V,. Pecota, and G. Craig Yencho ; Characterization of anthocyanins and

anthocyanidins in purple-fleshed sweet potatoes by HPLC-DAD/ESI-MS/MS. J. Agric.

Food Chem., 58 (1), 404-410, (2010)

4. Zi-Feng Zhang, Shao-Hua Fan, Yuan-Lin Zheng, Jun Lu, Dong-Mei Wu, Qun Shan,

Bin Hu ; Purple sweet potato color attenuates oxidative stress and inflammatory

response induced by Ｄ-galactose in mouse liver. Food and Chemical Toxicology, 47,

496-501, (2009)

5. Junli Ye, Xiangjun Meng, Chunling Yan, Chungbo Wang ; Effect of Purple Sweet

Potato Anthocyanins on β-Amyloid-Mediated PC-12 Cells Death by Inhibition of

Oxidative Stress. Neurochem Tes, 35, 357-365, (2010)

- 일본야쿠르트사에서 자색고구마를 이용한 음료 개발

제품명: 아야무라사끼

제조사: 일본 야쿠르트

제형: 음료 (125 ml 종이팩 제품)

가격: 132엔/음료 1ea
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