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요   약   문

Ⅰ. 제  목

기억력 개선 개별인정형 건강기능식품으로써 미나리추출물의 기능성 강화, 원료 표준화

연구 및 시제품 제조

Ⅱ. 연구개발의 목적 및 필요성

- 목적

가. 기술적 측면

현대사회는 노령화, 스트레스, 알코올 등과 같은 요인들에 의해 뇌기능 특히, 기억력감퇴

요인들에 노출되어 있다. 많은 사람들은 이러한 뇌기능 특히, 기억력을 개선할 수 있는 식품

소재들에 많은 관심을 가지고 있다. 따라서 미나리 추출물을 이용하여 식약처 인증 기억력 개

선 건강기능식품으로 개발하고자 한다.

나. 산업적 측면

기억력 개선 소재는 국내는 물론 해외시장에서 많은 관심을 받고 있으며 미나리 추출 원료

개발은 분명 고부가가치 상품으로써 성공가능성이 있다.

(가) 식약처 인증 전 단계: 본 과제의 주관기관에서 기개발한 기억력 개선 소재와 혼합한

혼합제품을 개발하여 상품화를 수행하고자 한다.

(나) 식약처 인증 후 단계: 미나리 추출 원료 자체적으로 기능성 상품을 개발하여 국내 및

해외시장에 판매할 수 있는 상품화를 수행하고자 한다.

- 필요성

뇌는 스트레스, 환경적 요인, 과음, 흡연 등의 원인으로 손상받기 쉬우며 현대인은 그런 원

인에 무방비하게 노출되어 있다. 뇌의 손상은 지체장애와 같은 질환으로 등록되어있지 않으나

기억력 장애를 유발하게 되고 그 증상의 강도에 따라 많은 문제를 야기하게 된다. 현재 많은

기업과 연구소들은 기억력 장애와 같은 뇌손상을 억제할 건강기능식품 소재를 개발하고 있으

며 그 성과물로 몇 가지 뇌건강 관련 건강기능식품들이 출시되어있다. 현재의 뇌건강 관련 건

강기능식품은 뇌세포 보호 등의 기능을 가지고 있으나 실제 기억력을 개선하는 건강기능식품

은 그 수가 적으며, 기억력 개선 건강기능식품은 그 효능의 탁월함에도 불구하고 대량생산의

어려움과 원료물질의 국내 생산 어려움으로 인해 해결해야 할 문제점을 가지고 있다. 당사가

연구개발을 수행한 원료 중 미나리 (Oenanthe javanica)는 미나리과의 여러 해살이 풀로서 한

국, 일본, 중국 등에 분포하는 식물이다. 미나리는 정신을 맑게 하고 피를 깨끗하게 하는 효능

을 비롯해 혈압강화작용이 뛰어나고 혈중 콜레스테롤 수치 경감효과를 가지고 있는 알칼리성



- 3 -

식품이다. 미나리는 당사가 연구 수행한 다양한 원료 중 기억력 개선과 관련된 효과가 뛰어남

을 확인했고 특히, 알코올에 의한 기억력 감소를 억제시킨다는 결과를 나타내었다. 전임상을

통해 미나리의 강화된 기억력 개선 효능 및 기억력 개선 개별인정형 건강기능식품으로써 표준

화/제품화 (제형개발, 대량 생산법 개발, 품질관리법 개발)를 하고자 한다.

Ⅲ. 연구개발 내용 및 범위

l 미나리 추출물의 기억력 개선 효능 강화 연구 (기존 기억력 소재와 비교)

- 세포실험 및 동물 실험을 통해 기억력 개선 효능 및 미나리 추출물이 기억력을 개선시키

는 기작에 대해 연구한다.

- 임상에 적용할 수 있는 효능 용량 설정함.

l 미나리 추출물의 기준규격 설정 (식약처 기준에 부합된 소재 개발)

- 미나리 추출물의 유해물질, 위생관리 항목을 설정한다.

l 미나리 최적 원료 선별 및 미나리 추출물의 지표(기능)성분 설정

- 미나리 추출물에 함유된 지표(기능)성분의 구조 확인 및 분석법 확립한다.

- 미나리 추출물에 함유된 지표(기능)성분의 정량 분석 실시한다.

- 설정된 분석법에 대한 method validation 실시한다.

l 미나리 추출 원료의 제조공정 표준화

- 유사종 및 원재료 사용부위의 검토한다.

- 원산지 및 채취시기의 차이에 따른 기능성 확인한다.

- 미나리로부터 기능성분의 수율 및 함량을 최적화 할 수 있는 추출조건의 확립한다.

l 미나리 추출 원료의 제형 연구

- 미나리 추출물을 이용하여 환, 정제, 캡슐 등의 제형 연구 실시한다.

l 미나리 추출 원료의 안정성 평가를 통한 원료의 유통기한 설정

- 표준화된 방법에 의해 추출 생산된 미나리 원료에 함유된 지표(기능)성분에 대한 안정성

실험 실시한다.

l 미나리 추출 원료의 시제품 생산

- 미나리 추출물을 이용하여 1종 이상의 시제품 생산한다.

Ⅳ. 연구개발결과

LC-MS/MS 분석을 통해 미나리 산가수분해에서 확인되어진 Quercetin과 Isorhamnetin

peak의 정확성을 재확인하였다. 미나리의 지표성분은 Isorhamnetin으로 결정하였다. 미나리추

출물에서 Isorhamnetin 정량이 가능함을 확인하였다. 효소활성 억제력 실험결과, 다른 특산품

에 비해 미나리는 효소활성억제력이 뛰어났다. 또한 재배조건별로 수경재배미나리와 비수경재

배 미나리 모두 효능이 뛰어났다. 지역별 미나리 중 나주노안미나리가 효능이 뛰어났다. 시기

별미나리 효능에서 10월 미나리의 효능이 뛰어났다. 그리고 미나리는 효소활성을 농도의존적으

로 억제할 수 있었으며 무경쟁적 효소활성 억제력을 보인다. 세포실험결과, 재배조건별로 수경

재배미나리와 비수경재배 미나리 모두 효능이 뛰어났다. 지역별 미나리 중 나주노안미나리가

효능이 뛰어났다. 시기별미나리 효능에서 10월 미나리의 효능이 뛰어났다. 미나리는 과산화수
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소에 의한 세포사멸과 활성산소종을 억제할 수 있었다. 또한 스코폴라민 동물모델, 스트레스와

알코올성 기억력 손상을 줄여주었으며 Tg2576마우스에서 기억력을 증진시켰다. Isorhamnetin

은 기준규격 1.743mg/g의 80~120%인 1.394~2.092mg/g으로 설정하였다. 중금속에서 납은

1.0ppm, 총 비소 1.0ppm, 총 카드뮴 0.5ppm, 총 수은 0.5ppm 이하로 규격을 설정하였다. 분석

결과, 중금속의 항목은 모두 적합한 것으로 확인되었다. 대장균군은 음성으로 확인되었다.

HPLC분석결과, 미나리품종의 차이에 의한 화합물의 조성은 차이가 없었으나 미나리의 채취시

기에 의한 화합물 함량의 변화가 나타나는 것을 알 수 있다. 기존 제품과 혼합한 tablet 제품 1

종을 시제품 제작하여 해외 전시에 홍보하였으며 또한 판매 전략을 수립 중에 있다.

Ⅴ. 연구성과 및 성과활용 계획

본 사업의 성공 이후, 당사의 투자에 의해 전임상·인체적용시험을 통한 안전성 및 인체적용

시험을 통한 기능성을 확보하고 기억력 개선 개별인정형 건강기능식품으로 식약처에서 인증

받은 다음 국내는 물론 해외 시장에 판매할 수 있는 고부가가치 상품으로 개발하고자 한다.
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SUMMARY

Ⅰ. Title

Increment in functionality, standardization of the raw material and production of trial

products using extracts of Oenanthe javanica as a functional food for improving memory

Ⅱ. Purpose and Necessity of R&D

- Purpose of R&D

A. Technological aspect

Environmental factors such as aging, stress and alcohol impair cognitive functions.

Many researchers have found functional food ingredients for memory improvement.

Therefore, we will develop Oenanthe javanica extract as a functional food supplement

approved by Ministry of Food and Drug Safety.

B. Industrial aspect

Because both domestic and international buyers are interested in memory-enhancing

materials, developing Oenanthe javanica extract as a high added-value supplement is a

good chance of success.

(A) Before approvement of Ministry of Food and Drug Safety: We will make a product

mixed with Oenanthe javanica extract and Polygala tenuifolia extract previously

approved by Ministry of Food and Drug Safety.

(B) After approvement of Ministry of Food and Drug Safety: We will sell our product

including Oenanthe javanica extract as a functional food material to international and

domestic market.

- Necessity of R&D

Brain is highly susceptible to harmful substances such as drinking, smoking and stress.

Brain damage is related to memory impairment and induces many problems. Many

researchers have developed functional food supplements and merchandising some materials

succeeds in functional markets and has some problems. Oenanthe javanica is a perennial

herb and cultivated in marshy areas of Asia and Australia and is used as a salad or as a

seasoning in soups and stews in Korea. Recent studies have provided evidence that it may

possess liver-protective, anti-neurotoxic and anti-alcoholic effect. We will study the effect

of Oenanthe javanica extract on memory improvement, establish a index component and
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standardization of the material and make a trial product.

Ⅲ. Accomplishment contents and ranges of R&D

l Effect of Oenanthe javanica extract on memory improvement

- Study on mechanisms of Oenanthe javanica extract

- Establishment of dose for a clinical trial

l Establishment of standard criteria

- Establishment of hazardous materials and sanitary administration

l Establishment of a index material

- Confirmation of the structure of a index material

- Confirmation of the content of a index material

- Method validation

l Standardization of manufacturing processes

- Comparison of similar species and used parts

- Comparison of regional or seasonal herb extracts

- Confirmation of extracted conditions

l Study on dosage forms

- Study on tablet and capsule

l Establishment of expiration date

- Study on stability

l Making of a trial product

Ⅳ. Achievement of R&D Goals

Method development and validation of Isorhamnetin for the standardization of Oenanthe

javanica as a functional ingredient and health food were accomplished. A X bridge C18

(4.6×150 ㎜, 5.0 ㎛, waters) column was used with a gradient elution system of 0.1% TFA

in water and acetonitrile. This method was validated according to specificity, linearity,

accuracy, precision test, and recovery test. Specificity was confirmed with identical

retention time, and calibration curves of Isorhamnetin showed good linear regression

(R2>0.999). Relative standard deviations (RSD) of data from the intra- and inter-day

experiments were less than 0.076% and 1.408 %. The results of the recovery test were

from 101.4% to 102.9% with RSD values from 0.207 to 0.503%. Therefore, we performed

analysis of Isorhamnetin as a marker compound in Oenanthe javanica extracts. The amount

of Isorhamnetin in Oenanthe javanica was about 1.743 mg/g in the three times analysis by

the validated method. These results suggest that the developed HPLC method is simple,

efficient, and could contribute to the quality control of Oenanthe javanica extract as a

functional ingredient. In efficacy test, Oenanthe javanica extract inhibited

acetylcholinesterase activity in a dose-dependent manner and acted as an uncompetitive



- 7 -

inhibitor. The extract treatment blocked H2O2-induced cytotoxicity and reactive oxygen

species (ROS) production. In animal studies, the extract improved stress- and

alcohol-induced memory impairment as well as the memory deficits of Tg2576 mice. In

heavy metal test, total levels of leads are less than 1.0ppm, total levels of arsenics are less

than 1.0ppm, total levels of cadmiums are less than 0.5ppm and total levels of mercury and

less than 0.5ppm. It is suitable.

Ⅴ. Application Plan of R&D results

We will study the safety test of animal tests and a clinical trial and gain the efficacy

data of a clinical trial. After approvement of Ministry of Food and Drug Safety, we will

sell our product including Oenanthe javanica extract as a functional food material to

international and domestic market.
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1. 연구개발의 목적

가. 기술적 측면

현대사회는 노령화, 스트레스, 알코올 등과 같은 요인들에 의해 뇌기능 특히, 기억력감퇴

요인들에 노출되어 있다 (1). 많은 사람들은 이러한 뇌기능 특히, 기억력을 개선할 수 있는 식

품 소재들에 많은 관심을 가지고 있다 (2,3). 따라서 미나리 추출물을 이용하여 식약처 인증

기억력 개선 건강기능식품으로 개발하고자 한다.

나. 산업적 측면

기억력 개선 소재는 국내는 물론 해외시장에서 많은 관심을 받고 있으며 미나리 추출 원료

개발은 분명 고부가가치 상품으로써 성공가능성이 있다.

(가) 식약처 인증 전 단계: 본 과제의 주관기관에서 기개발한 기억력 개선 소재와 혼합한 혼

합제품을 개발하여 상품화를 수행하고자 한다.

(나) 식약처 인증 후 단계: 미나리 추출 원료 자체적으로 기능성 상품을 개발하여 국내 및 해

외시장에 판매할 수 있는 상품화를 수행하고자 한다.

2. 연구개발의 필요성

체중의 2%에 불과한 뇌는 심장에서 나온 혈액의 17%가 흘러들어가며 체내 산소의 20%를

소모할 만큼 많은 에너지가 필요한 중요 생체기관이다. 뇌는 스트레스, 환경적 요인, 과음, 흡

연 등의 원인으로 손상받기 쉬우며 현대인은 그런 원인에 무방비하게 노출되어 있다. 뇌의 손

상은 지체장애와 같은 질환으로 등록되어있지 않으나 기억력 장애를 유발하게 되고 그 증상의

강도에 따라 많은 문제를 야기하게 된다 (4). 현재 많은 기업과 연구소들은 기억력 장애와 같

은 뇌손상을 억제할 건강기능식품 소재를 개발하고 있으며 그 성과물로 몇 가지 뇌건강 관련

건강기능식품들이 출시되고 있다 (5). 현재의 뇌건강 관련 건강기능식품은 뇌세포 보호 등의

기능을 가지고 있으나 실제 기억력을 개선하는 건강기능식품은 그 수가 적으며, 기억력 개선

건강기능식품은 그 효능의 탁월함에도 불구하고 대량생산의 어려움과 원료물질의 국내 생산

어려움으로 인해 해결해야 할 문제점을 가지고 있다. 전통적으로 우리는 질병 치료나 건강유지

를 위해 사용하고 있는 천연물 또는 새로운 효능이 발견된 천연물이나 생체로부터 신약을 발

견하게 된 예를 쉽게 접할 수 있다. 아시아 지역은 물론, 독일을 비롯한 유럽과 북미지역에서

전통약물들의 년간 판매량 (아시아: 4,400, 독일: 1,550, 북미: 1,000, 나머지 유럽국가: 1,800, 단

위; 백만불) 을 고려해 볼 때 전 세계적으로 천연물이 현대 의약에서 아주 중요한 위치를 차지

하고 있으며, 각종질환에 치료효능을 갖는 성분은 물론 안전성과 효능 면에서도 기존의 약물들

보다 우수한 새로운 치료제를 유도하기 위한 노력이 매우 필요한 시기라는 것을 알 수 있다.

또한 전세계인구의 65내지 85%가 건강유지와 치료를 위하여 천연물로부터 얻는 전통 약물을

이용한다는 세계보건기구의 통계는 천연물의 가치를 인정하고 있다. 전통 약물(주로 천연물)을

이용한 건강 유지와 질병치료제 개발방법도 매우 중요한 의의를 가지고 있다. 최근 생리활성

효능검증방법이 기초의과학과 생명공학 등의 급속한 발달과 함께 다양화되고 구체화 되면서
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수많은 천연물들로부터 단기간 내에 새로운 활성을 갖는 천연물을 찾아낼 수 있는 가능성이

현저히 높아졌다 (6). 각종 스트레스와 정보의 홍수 속에서 살고 있는 현대인들이 겪고 있는

대표적인 질환 중의 하나가 중추신경계질환이며 노령화 사회로 접어들면서 치매와 같은 퇴행

성 뇌신경계질환 환자수의 증가 또한 사회적 문제가 될 것으로 예상되고 있다. 이들은 공통적

으로 기능은 인지능력과 기억력을 향상시키고 뇌기능을 활성화 하려는 시도를 하고 있다. 최근

주요약품 판매량 통계를 보면 주요 상위 5개 치료제 중 가장 빠른 성장세를 나타내는 중추신

경계 약물은 노년인구 층이 두터워지면서 치매, 파킨슨병, 뇌졸중, 우울증, 불면증 등의 질환

환자수가 증가함에 따라 수요가 증가하고 있다 (1). 특히 학습량이 기하급수적으로 증가하는

청소년층과 과도한 업무를 신속하고 효율적으로 처리할 수 있는 능력을 필요로 하는 청장년층

의 뇌기능 극대화를 도와줄 수 있는 제품이 요구되고 있다. 이와 같은 다양한 계층으로부터의

사용 증가 추세로 볼 때 뇌 질환 치료제가 필요한 환자뿐만 아니라 이들 질환을 예방하거나

완화시켜줄 수 있는 건강기능식품 또는 건강보조제를 필요로 하는 사람들 역시 증가하고 있다

는 것을 알 수 있다. 그러므로 효능이 우수한 천연물을 발굴하여 추출물 또는 혼합물 상태에서

일차적으로 건강기능 식품의 원료로 우리가 쉽게 이용할 수 있게 제품화 할 수 있다면 그 가

치 또한 매우 크다고 할 수 있다. 부작용이 적으며, 효능이 좋고, 원인적 치료 (뇌병변의 개선)

까지 가능한 새로운 학습과 기억력 증진효과를 갖는 기능식품으로 청소년층의 기억력 증진에

도움을 주고 20대 30대 40대 건망을 호소하는 사람의 건망증을 예방할 수 있고 뇌 기능 저하

및 기억력 감퇴가 급격하게 증가하는 노인들의 치매까지도 예방 할 수 있는 건강기능식품으로

개발 된다면 국민건강에 크게 기여할 것으로 판단된다. 당사가 연구개발을 수행한 원료 중 미

나리 (Oenanthe javanica)는 미나리과의 여러 해살이 풀로서 한국, 일본, 중국 등에 분포하는

식물이며 정신을 맑게 하고 피를 깨끗하게 하는 효능을 비롯해 혈압강화작용이 뛰어나고 혈중

콜레스테롤 수치 경감효과를 가지고 있는 알칼리성 식품이다 (5). 농림부의 2001년 보고에 따

르면 미나리의 생산량은 전국적으로 22,374톤에 달한다. 나주시 노안면은 우리나라 미나리 생

산량의 20%를 차지하는 최대 주산지 중 한 곳이고 친환경 인증 미나리 생산량이 연간 1,400톤

가량이다. 당사는 현재 기억력 개선 건강기능식품을 개발 완료하여 개별인정형 제품 (BT-11)

으로 출시 및 판매하고 있는 노하우를 바탕으로 전라남도 특산품 중 기억력 개선 효과가 있는

원료를 찾고자 하였다 (2,3,7). 미나리는 당사가 연구 수행한 다양한 원료 중 기억력 개선과 관

련된 효과가 뛰어남을 확인했고 특히, 알코올에 의한 기억력 감소를 억제시킨다는 결과를 나타

내었다. 미나리의 개발 가능성을 바탕으로 당사는 미나리에 대한 특허를 출원하였고, 전임상을

통해 미나리의 강화된 기억력 개선 효능 및 생체이용률을 밝히고 기억력 개선 개별인정형 건

강기능식품으로써 표준화/제품화 (제형개발, 대량 생산법 개발, 품질관리법 개발)를 하고자 하

며, 본 사업의 성공 이후, 당사의 투자에 의해 전임상·인체적용시험을 통한 안전성 및 인체적

용시험을 통한 기능성을 확보하고 기억력 개선 개별인정형 건강기능식품으로 식약처에서 인증

받은 다음 국내는 물론 국외 시장에 판매할 수 있는 고부가가치 상품으로 개발하고자 한다. 미

나리 개발사업은 본사와 (재)전라남도식품산업연구센터 및 전라남도 나주시 노안돌미나리연합

회와 MOU를 체결하였으며 두 기관과 긴밀히 협조하여 사업을 성공시킬 것이며 본 제품의 성

공으로 고부가가치 상품이 출시되면 농가에 안정적인 수입원이 될 수 있고 전라남도를 비롯한

전국의 미나리 농가의 수익 증대를 기대 할 수 있다.
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3. 연구개발 범위

구분 연도 연구개발의 목표 연구개발의 내용

1차년도 2011

○ 미나리 추출 원료의 기억력 개선

효능 연구

○ 미나리 추출 원료의 기준규격 설

정

○ 미나리 추출물의 지표(기능)성분

설정

○ 미나리 원료 및 제조공정 표준화

○ 미나리 추출물의 기억력 개선 효능 강화

연구 (기존 기억력 소재와 비교)

- 세포실험 및 동물 실험을 통해 기억력 개선

효능 및 미나리 추출물이 기억력을 개선시키

는 기작에 대해 연구함.

- 임상에 적용할 수 있는 효능 용량 설정함.

○ 미나리 추출물의 기준규격 설정 (식약처

기준에 부합된 소재 개발)

- 미나리 추출물의 유해물질, 위생관리 항목을

설정함.

○ 미나리 최적 원료 선별 및 미나리 추출물

의 지표(기능)성분 설정

- 미나리 추출물에 함유된 지표(기능)성분의

구조 확인 및 분석법 확립

- 미나리 추출물에 함유된 지표(기능)성분의

정량 분석 실시.

- 설정된 분석법에 대한 method validation 실

시

○ 미나리 추출 원료의 제조공정 표준화

- 유사종 및 원재료 사용부위의 검토

- 원산지 및 채취시기의 차이에 따른 기능성

확인

- 미나리로부터 기능성분의 수율 및 함량을

최적화 할 수 있는 추출조건의 확립

2차년도 2012

○ 미나리 추출 원료를 이용한 제

품의 제형 연구

○ 미나리 추출 원료의 안정성

(stability) 실험을 통한 원료의 유통

기한 설정

○ 미나리 추출 원료를 이용한 시제

품 생산

○ 미나리 추출 원료의 제형 연구

- 미나리 추출물을 이용하여 환, 정제, 캡슐

등의 제형 연구 실시

○ 미나리 추출 원료의 안정성 평가를 통한

원료의 유통기한 설정

- 표준화된 방법에 의해 추출 생산된 미나리

원료에 함유된 지표(기능)성분에 대한 안정성

실험 실시

○ 미나리 추출 원료의 시제품 생산

- 미나리 추출물을 이용하여 1종의 시제품

생산
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1. 국내·외 관련분야에 대한 기술개발 현황

가. 국내 제품생산 및 시장 현황

(1) 건강기능 식품의 매출액

(가) 건강기능식품 매출액은 2006년 이후 연평균 11.4%로 지속적으로 증가하여 2010년도를

기준으로 1조원을 넘어섰다.

(나) 건강기능식품 판매액이 전체적으로는 증가하고 있고, 그 중에서도 전체 건강기능식품

매출액의 54.5%가 홍삼제품이다. 또한 다른 제품에 비해 매년 지속적으로 판매량이

증가추세에 있다.

그림 1. 건강기능식품의 판매현황 및 품목별 판매현황

(2) 국내 식품시장 트랜드의 변화

그림 2. 국내시장 트랜드 변화 



- 19 -

(3) 국내 건강식품산업의 SWOT분석

그림 3. 건강기능식품산업 동향 및 발전전략-한국보건산업진흥원

(2005. 5. 25) 

나. 국외 제품생산 및 시장 현황

(1) 연도별 세계 건강식품 시장현황

(가) 식생활 및 경제여건의 발달로 식품의 일차적 기능인 영양과 이차적 기능인 맛과 조직감

에 대해 식품을 1,2차적인 단순한 기능을 넘어서 생체조절기능에 대한 관심이 집중되고

있다.

(나) 의료비 증가에 따른 국가 부담가중, 노령화 사회 진입, 소비자의 건강관심 고조, 식품산업

계의 신제품 개발 방향 등을 고려할 때 건강기능식품의 수요는 지속적으로 증가될 것으

전망되고 있다.

년도 1997 1998 1999 2000 2001 2002 2007

시장규모(억달러) 650 1,090 1,280 1,380 1,501 2,023 3,771

표 1. 건강기능식품 세계 시장 규모 추이

출처: Nutrition Business Journal 2003 Food Technology USA, 2003
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(2) 각국의 건강식품시장의 국가별 비중 및 주요소재

기타
7.7%

한국
0.5%

아시아
6.9%

일본
18.0%

유럽
32.0%

미국
35.0%

그림 4. 각국의 건강식품시장의 국가별 비중 및 주요소재

자료: Nutrition Business Journal (2003), Innovation in Functional Food and Drinks Report (2005)

(3) 세계 각국의 건강 기능 식품 시장의 특징

(가) 미국 건강기능식품 시장 현황

① 미국시장은 세계시장의 46%를 차지하고 있으며, 연평균 18% 이상의 성장이 예상됨.

② 미국은 영양표시 및 교육법(Nutrition Labeling and Education Act, 1991년), 건강보조식품

및 교육법 (The Dietary Supplement Health and Education Act, 1994년)의 규제를 받는다.

③ 정부관심 증가 : Baby Boomer의 Silver 세대 전환으로 관심고조

④ 소비자 관심 증가 : Well-being (건강유지/미용), 자연식품 및 체질에 따른 식이요법

그림 5. 미국 건강식품 시장 추이 및 생리활성 물질시장 현황
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(나) 일본 건강기능식품 시장 현황

① 일본의 건강식품규모는 2010년 3조 2천엔으로 연평균 성장률 9%이상이 예상된다.

② 1인당 구매액은 153달러로 세계에서 가장 높은 수준이다.

③ 총 특허수는 2, 256건을 보유하고 있으며, 미국 1,218건, 유럽 692건에 비해 압도적으로 많

다 (2001년 기준).

그림 6. 일본 건강식품 시장 추이 및 시장규모

(다) 유럽의 건강기능식품의 분류 체계 및 시장 현황

자료: 식품저널 (2006. 01)

그림 7. EU 각국의 건강보조시장 규모
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(라) 중국의 건강기능식품 시장 현황

① 기능성 식품의 생산 현황 : 현재 중국의 보건식품 생산기업은 3,000여 업체이며, 2/3이상은
중소기업이다.

② 천연원료 사용이 광범위 (전통 양생이론을 상품설계)하고, 기술력이 낮다

(신기능 보건식품 개발능력 부족)

③ 주요 생산제품 : 면역력 강화, 혈액지질 조절, 피로회복제품의 판매수익은 총 건강보조식품
판매수익의 41.4%을 차지한다.

2. 기술개발의 차별성

가. 기존 제품과의 차별성

(1) 제품생산 및 시장 현황

생산

업체명
제품명

판매가격 (단위:

천원)
비고

그랜드

바이오

메모리플러스, 메모리파

워

(기능성 내용: 기억력

개선에 도움을 줄 수

있습니다)

각 400mg×120캅셀=

150

제2007-5호 개별인정형제

품으로 시장 점유율 판

단 불가 (2007년7월, 10월

제품 출시)

CJ뉴트

라

브레인슈타인

(기능성 내용: 노인의

인지능력 개선에 도움

을 줄 수 있습니다)

500mg×240캅셀×2개

입= 198

제2006-9호 개별인정형제

품으로 시장 점유율 판

단 불가

씨스팜

PME-88 멜론SOD

(기능성 내용: 산화스트

레스로부터 인체를 보

호하는데 도움을 줄 수

있습니다)

339mg×90정= 70

제2008-9호 개별인정형제

품으로 시장 점유율 판단

불가

(주)브

레인트

로피아

브레인300

(기능성 내용: 성인의 기

억력 개선에 도움을 줄

수 있습니다)

150mg×30캄셀×4개입

= 273

2010년 현재 기억력 개

선 건강기능식품 제품

국내 시장점유율 30%이

상 예상

표 2. 생산업체별 제품 판매가격

(2) 제품의 차별성

동일한 소재(미나리) 및 기능성(기억력개선효과)의 제품은 없는 실정이므로 동일한 기능성

의 건강기능성제품을 비교하였다. 현재 당사의 기억력개선 원료제품(BT-11 원지추출분

말)을 포함하여 6개 제품 및 업체가 식약처로부터 인정을 받았으나 수입 원료가 대부분을

차지하고 있으므로 국내산 미나리(천연물)를 이용한 개발을 하고자 한다.

현재 당사에서 기개발 판매하고 있는 BT-11원지추출분말[개별인정 제2009-12호, 성인의

기억력 개선에 도움을 줄 수 있음]의 2010년 매출은 10억 미만, 판매량은 1톤 가량의 성

과를 달성하였으며, 2011년 해외 시장을 목표로 유럽 건강기능식품 박람회[비타푸드2011/

스위스]에 참여하여 미국[암웨이/CDA체결 및 제품개발 단계]5톤/년, 유럽[Lonza] 7톤/년,
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매출액 54억을 기대하고 있다. 본 사업의 개발제품에 관하여 해외 시장을 목표로 개발할

경우 국내 소재[농산물]의 건강기능식품으로 개발함과 동시에 높은 매출을 기대 할 수 있

다. 세계 건강기능식품 시장의 90%이상을 미국, 유럽, 일본이 차지하고 있다. 유럽 시장은

2005년부터 3.7%씩 증가하여 2015년 42억불에 이를 것으로 보고되고 있으며, 전세계적으

로 노령인구의 증가로 건강기능식품 특히 치매 및 기억력 관련 제품의 수요가 크게 증가

될것으로 보고되고 있다. [출처: 식품저널, 식품유통연감, 2010]

① 사업추진체계:

1차: 국내 건강기능식품 인정[KFDA/건강기능식품 개별인정]

2차: 미국[FDA/ NDA], 유럽[EFSA] 인정 진행

② 개발단계에서 자료의 확보를 해외 인증을 목표로 준비하면 시간과 비용을 절감 할 수

있으며, 국내 판매용과 비교하여 10배 이상의 매출액을 기대 할 수 있다.

나. 기존 특허와의 차별성

(1) 특허분석 범위

대상국가 국내, 국외(일본)

특허 DB 특허정보원 DB(www.kipris.or.kr)

검색기간 최근 5년간

검색범위

미나리의 용매 추출물, 구체적으로 아세틸콜린에스터라제의 활성저해 및

감퇴된 기억력 증진에 유용한 효과가 있는 돌미나리의 특정 추출물

(알코올 수용액 추출물)을 치매, 구체적으로 알츠하이머 치매에 대한 예방

및 치료용 조성물의 유효성분으로 활용하는 것에 관한 기술

표 3. 미나리 특허 분석 검색 범위
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(2) 특허분석에 따른 본 연구과제와의 관련성

개발기술명 기억력 개선 건강기능식품 개발 (기술 2)

Keyword

미나리, 돌미나리, 물미나리, 뇌허혈,

뇌졸중, 뇌경색, 뇌신경, 치매,

파킨슨씨병, 알츠하이머,

콜린에스터레이즈, 콜린에스터라제

검색건수 17

유효특허건수 4

핵심특허

및 관련성

특허명 미나리 추출물들 및 그들의 용도

보유국 대한민국

등록년도 2009

관련성(%

)
0%

유사점 없음

차이점

미나리 메탄올 추출물의 부탄올 분획

및 이로부터 분리된 오클르로게닉 산

메틸 에스터의 항산화 효과 및 미백

효과가 있음이 기재되어 있음

표 4. 미나리 기존 특허와의 관련성
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그림 8. 미나리 기존 특허 자료 중 핵심특허

다. 논문분석

(1) 논문분석 범위

대상국가 한국, 미국, 일본, 유럽

논문 DB Pubmed DB(www.ncbi.nlm.nih.gov)

검색기간 최근 5년간

검색범위 현재까지 보고된 미나리에 대한 효능 검증 논문 검색

표 5. 미나리 논문 분석 검색 범위 
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(2) 논문분석에 따른 본 연구과제와의 관련성

개발기술명 기억력 개선 건강기능식품 개발 (기술 2)

Keyword 미나리 (Oenanthe javanica)

검색건수 23

유효논문건수 8

핵심논문

및 관련성

논문명

Perisicarin from water dropwort

(Oenanthe javanica) protects primary

cultured rat cortical cells from

glutamate-induced neurotoxicity

학술지명 Phytother. Res.

저 자 마충제 외 7인

게재년도 2010

관련성(%

)
20%

유사점 신경세포의 보호 효과를 가짐

차이점

미나리 메탄올 추출물의 부탄올 분획

및 이로부터 분리된 perisicarin의 시

험관 내 실험을 통한 글루탐산 신경

세포 보호 효과 만을 밝혔다. 신경세

포보호 효과만으로 기억력 개선 효과

를 입증하기는 어렵다. 따라서 본과제

는 식용가능한 소재로 미나리 알코올

추출물이 기억력을 개선시킬 수 있는

기작을 세포실험을 비롯해 전임상시

험을 통해 밝힐 것이다.

표 6. 미나리 기존 논문과의 관련성
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그림 9. 기존 미나리 논문 자료 중 핵심논문
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라. 기술 개발의 차별성 요약

(1) 제품 및 시장분석 측면

- 국내 및 국외시장 분석결과, 기억력 개선 제품 등의 생산 및 판매가 이루어지고 있으나, 현

재 초기 성장기에 있다고 판단되며, 본 연구과제에서는 더 특화된 방향으로 연구를 추진하여

전연령의 기억력 개선 혹은 알코올성 기억력 개선 제품 등을 생산하여 국내 및 국외에 판매

준비 중임.

(2) 특허분석 측면

- 기존 특허는 간기능성 개선 분야에 치중되어 있으므로, 본 연구과제에서는 기억력 개선 방향

으로 연구를 추진하여 기억력 더 나아가서는 치매 치료에 효과가 있는 물질로 국내 특허 등

록 및 국외 특허 출원 완료했음.

(3) 논문분석 측면

- 기존 논문은 신경세포 보호 효과 분야에 치중되어 있으므로, 본 연구과제에서는 신경세포 보

호 뿐만 아니라 기억력 개선 효과 방향으로 연구를 추진하여 기억력 개선 효과 논문 등을

SCI 및 비SCI 학술지 등에 제출하였음.
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1. 지표성분 설정 및 시험방법 타당성 검토(Method validation)

가. 미나리 추출물로부터 지표성분의 설정

문헌검색을 실시하여 지금까지 국내외에서 미나리와 관련된 연구결과들을 검색해본 결과 미

나리에는 persicarin, quercetin 3-glucoside, hyperoside (quercetin 3-galactoside), myrcene, α

-pinene, ferulic acid, chlorogenic acid 등 다양한 종류의 phenolic acid, coumarin류, 플라보노

이드류의 화합물이 존재함을 확인할 수 있었다 (8-13).

Isorhamnetin hyperoside

ferulic acid

그림 10. 예상 화합물의 구조식

(1) 실험방법

이에 미나리에 함유된 지표성분의 설정을 위해 기존의 연구자들에 의해 밝혀진 다양한 화합물

들 중에서 표준품이 판매되어지고 있는 hyperoside, isorhamnetin 등의 화합물이 미나리 추출

물 분말에 존재하는지 여부를 HPLC 분석을 통하여 확인하였다.

- HPLC 분석 조건

· Detector: PDA detecter

· Column: X bridge C18 (4.6× 150 mm, 5 um), Waters

· Column Oven temp.: 30℃

· Flow rate: 1.0 mL/min

· Mobile phase: A, 0.1%TFA 함유 Water ; B, 0.1%TFA 함유 100% MeCN
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min A (%) B (%)

0 100 0

40 0 25

80 0 75

그림 11. 지표물질 예상화합물 HPLC chromatogram
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(2) 결과

각각의 표준품 및 미나리 추출물 분말에 대한 HPLC 분석을 실한 결과, 미나리에 함유되어져

있다고 알려진 많이 화합물들 중에서 미나리 추출분말과 retention time이 정확히 일치하는 화

합물은 확인되지 않았다. 하지만 이는 화합물이 존재하지 않아서 검출되지 않는 것인지 아니면

추출물에 함유된 량이 소량이여서 검출한계 이하의 농도로 검출이 안 되는 것인지 재확인이

필요한 것으로 판단된다. 이에 미나리에 여러 종류 존재하고 있는 것으로 알려진 flavonoid 배

당체 화합물을 산으로 가수분해하여 flavonoid에 결합되어 있는 당을 제거한 후 aglycone 형태

의 화합물이 이 존재하는지를 재확인 해 보고자 하였다. 미나리 추출물 분말의 가수분해는 아

래의 그림에 나타낸 것처럼 황산을 첨가하여 90℃에서 30분간 실시하였다. 가수분해가 완료된

추출물에서 flavonoid 화합물은 EtOAc로 추출한 후 이를 농축하여 HPLC 분석을 실시하였다.

그림 12. 미나리 70% EtOH ext. 산 가수분해



- 32 -

나. 산가수분해를 이용한 지표성분 분석(HPLC 분석)

(1) 실험방법

- HPLC 분석 조건

· Detector: PDA detector

· Column: X bridgr C18 (4.6× 150 mm, 5 um), waters

· Column Oven: 30 ℃

· Flow rate: 1.0 mL/min

· Mobile phase: A, 0.1%TFA 함유 10% MeCN ; B, 0.1%TFA 함유 100% MeCN

min A (%) B (%)

0 100 0

40 0 25

80 0 70

  그림 13. 미나리 추출물 산 가수분해 전 후 Chromatogram

및 UV spectrum



- 33 -

(2) 결과

미나리 추출물 분말을 산으로 가수분해 한 후 HPLC 분석을 실시한 결과, 산 가수분해 이전에

는 존재하지 않았던 peak들이 산 가수분해 후 retention time 22 min 이후부터 확인되었다.

Quercetin aglycone 표준품 peak는 tR 28.1 min에 검출되었으며, 미나리추출물 산 가수분해물

에서도 tR 및 UV spectrum이 일치하였다. Isorhamnetin 표준품은 tR 36.6 min에 검출되었으며,

미나리추출물 산 가수분해물과 tR 및 UV spectrum이 일치하였다. 미나리 산 가수분해물에서

확인되어진 Quercetin과 Isorhamnetin peak의 정확성을 재확인하기 위하여 LC-MS/MS 분석

을 실시하였다.

다. 산가수분해를 이용한 지표성분 분석 (LC-MS/MS 분석)

(1) 실험방법

< LC-MS/MS 분석 조건>

- HPLC: SHIMADZU LC-20A series

· Detector: Diode array detector 350, 370 nm

· Column: Shim-pack XR-ODS(2.2 um), 2.0× 100 mm), SHIMADZU

· Column Oven temp.: 50℃

· Flow rate: 0.25 mL/min

· Injection volume: 5 uL

· Mobile phase: A, 0.1% Formic acid 함유 H2O

B, 0.1% Formic acid 함유 100% MeCN

min A (%) B (%)

0 80 20

30 60 40

40 30 70

- MS: LCMS-IT-TOF (hybrid MS), SHIMADZU

· MS range: 150 - 1,500 m/z

· Ionization: ESI/prove voltage (4.5 kV)

· N2 gas flow: 1.5 L/min

· CDL temp.: 200℃

· MS2: precursor ion Isolation - 317.00 m/z, width - 1.0 da

· Collision gas: Ar (Cell - 50%, Energy - 80%)
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그림 14. Isorhamnetin HPLC Chromatogram 및 UV spectrum

       그림 15. Isorhamnetin Total ion chromatogram and Molecular Ion

chromatogram
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그림 16. Isorhamnetin MS spectrum

그림 17. Isorhamnetin MS2 spectrum
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그림 18. 미나리 70% EtOH ext. HPLC Chromatogram 및

UV spectrum

그림 19. 미나리 70% EtOH ext. Total ion chromatogram and

Molecular ion chromatogram
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그림 20. 미나리 70% EtOH ext. MS spectrum

그림 21. 미나리 70% EtOH ext. MS2 spectrum
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그림 23. 미나리 70% EtOH ext. 산가수분해 Total ion

chromatogram and Molecular ion chromatogram

그림 22. 미나리 70% EtOH ext. 산가수분해 후 HPLC

Chromatogram 및 spectrum
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그림 24. 미나리 70% EtOH ext. 가수분해 후 MS spectrum 

그림 25. 미나리 70% EtOH ext. 가수분해 후 MS2 spectrum

(2) 결과

미나리 산가수분해물의 LC-MS/MS 분석을 실시하여 quercetin과 isorhamnetin이 미나리 추

출물에 함유되어 있는지를 확인해 본 결과, MS data에서 quercetin 표준품의 분자량과 일치하

는 molecular ion은 확인되지 않아서 미나리 추출물에는 quercetin 배당체 화합물은 검출되지

않는 것으로 판단되어진다. 하지만, Isorhamnetin은 HPLC Chromatogram에서 tR 12.95 min에

Isorhamnetin peak가 검출되었으며, MS에서 m/z 317 [C16H12O7, (M+)] molecular ion과 m/z

302 [M-CH3]
+ fragment ion이 관찰되었다. m/z 317 molecular ion을 MS2 분석 시

Isorhamnetin 구조에서 M-CH3인 m/z 302 fragment ion이 확인되었다. 미나리 70% EtOH

ext. HPLC Chromatogram에서 tR 6.384 min에 peak가 검출되었으며 UV spectrum이
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Isorhamnetin과 유사한 패턴이 보였다. MS에서 분석결과 m/z 517 [M+] molecular ion과 m/z

397 [M-A]+, m/z 317 [M-B]+ fragment ion이 관찰되었다. Isorhamnetin molecular ion과 동일

한 m/z 317 fragment ion이 분석되었다. 이 화합물은 Isorhamnetin에 molecular weight 200의

물질이 결합된 화합물일 것으로 추측되어진다. 그러나 미나리 70% EtOH ext. 산가수분해 후

HPLC Chromatogram에서 tR 6.384 min, tR 12.7 min peak가 검출되었으며, MS분석 결과, tR

12.7 min peak는 m/z 317 molecular ion [C16H12O7, (M+)]과 m/z 302 fragment ion [M-CH3]
+

이 관찰되었고, m/z 317 molecular ion을 MS2 분석 시 Isorhamnetin와 동일하게 M-CH3인

m/z 302 fragment ion이 검출되어 tR 12.7 min peak는 Isorhamnetin임이 확인되어 미나리의

지표성분은 isorhamnetin으로 결정하였다.
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2. Isorhamnetin에 대한 Method validatiion 실시

미나리 추출분말 중 Isorhamnetin 함량을 확인하기 위하여 분석법의 유효성을 검증하였다.

설정된 방법으로 분석법의 특이성(Specificity), 직선성(Linearity), 정확성(Accuracy), 정밀성

(Precision), 범위(Range) 등의 항목을 검토하였다.

항 목 평가 방법 설 정 값

특이성

(Specifici

ty)

HPLC 분석 시

검출시간(Retention time),

spectrum, peak purity

검토

o 검출시간 : 약 14~15분

o spectrum : λmax. 약 370 nm

표준용액과 시험용액 일치

o peak purity :

시험용액 중 Isorhamnetin peak가 5

points 일치, 단일물질로 확인됨

직선성

(Linearit

y)

표준물질에 대한 4개

농도에서 직선성 확인

o 목적농도의 23.8~296.9%에서 확인

1.9~23.75 mg/L

o R2 : 0.999

시료에 대한 5개

농도에서 직선성 확인

o 목적농도의 22~229%에서 확인

o R2 : 0.999

정밀성

(Precisio

n)

2명의 시험자가 동일한

기기로 반복재현성,

일간, 기기간, 시험자간

정밀성 평가

o 실험실내 정밀성

함량 – 1.784~1.826 mg/g

RSD(%) - 1.64%

o 반복정밀성

함량 – 1.764~1.870 mg/g

RSD(%) - 0.076~1.408%

정확성

(Accurac

y)

시료 중 3개 농도로

표준

물질 첨가하여 회수율

검토

o 검출된 표준물질농도

- 5.455~10.936 ug/ml

회수율 - 101.39~102.86%

RSD(%) - 0.207~0.503%

범위

(Range)

직선성, 정확도, 정밀도

고려 후 설정
o 시험용액 5.57~8.95 ug/mL

표 7. 미나리 추출분말 중 Isorhamnetin 분석법의 유효성 검증(요약)
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가. 분석방법

고속액체크로마토그래피법

(1) 장비

HPLC system Agilent 1200 series, Agilent, USA

Quat Pump G1311A, Autosampler G1329,

Column Oven G1316A, Degasser G1322A

(2) 시약

(가) Isorhamnetin: Sigma, 17794, 95%

(나) 일반시약

① Aetonotrile: B&J, 4L, AH015-4

② Methanol: B&J, 4L, AH230-4

③ Trifluoroacetic acid (TFA): Samchun, 100 mL

④ Sulfuric acid: Daejung, 1 L

⑤ 3차 증류수

(3) 표준용액의 조제

표준물질 Isorhamnetin 5 mg을 정밀히 달아 MeOH 50 mL (100 ug/mL)에 녹인 후 1 mL

씩 분주하여 냉동보관 된 것을 사용한다.

이를 50% MeOH in H2SO4로 희석하여 working solution으로 사용한다.

(4) 시험용액의 조제

미나리추출물 분말을 0.1 g을 정밀히 취하여 50% MeOH in H2SO4 3 mL을 첨가하여 90℃

에서 30분 동안 산가수분해를 실시하였다. 가수분해가 종료된 용액을 25 mL 정용플라스크

에 담고 50% Methanol로 정용한 후 0.45 um PTFE syringe filter로 여과한 용액을 시험용

액으로 한다.

(5) 분석조건

- Instrument: HPLC system

- Detecter: UV detector (370 nm)

- Column: X bridgr C18 (4.6× 150 mm, 5 um), waters

- Column Oven: 30 ℃

- Injection vol.: 20 μL

- Flow rate: 1.0 mL/min

- Mobile phase: A, H2O in 0.1% TFA; B, MeCN in 0.1% TFA
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min A (%) B (%)

0 80 20

25 55 45

(6) 계산

Isorhamnetin

(mg/g)
=

시험용액

농도 (ug/mL)
×
정용한 volume (mL)

×
1

시료 (g) 1000

나. 시험법 검증 (Method Validation) 결과

(1) 특이성(Specificity)

(가) 미나리 추출물 중 Isorhamnetin의 retention time과 peak 분리도 확인

Isorhamnetin 표준물질과 미나리 추출물을 산가수분해 전, 후로 전처리하여 동일한 분석법으로

분석하여 검출된 peak를 확인하였다. 표준용액과 산가수분해를 진행한 시험용액에서 약 14분

대에 peak가 검출되어 동일한 물질임을 확인하였다. 시험용액에서 주변 peak와의 분리가 완전

히 이루어짐을 확인할 수 있었다.
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그림 26. 표준용액과 산가수분해 전, 후 시험용액 중의 Isorhamnetin의

Chromatogram (A. Blank, B. Isorhamnetin 표준용액, C. 미나리추출물

산가수분해 전 시험용액, D. 미나리 추출물 산가수분해 후 시험용액)

(나) 미나리 추출물 중 Isorhamnetin의 spectrum과 peak purity 확인

시험용액 중 검출된 Chromatogram이 표준용액인 Isorhamnetin과 동일한지 확인하기 위하

여 표준용액과 시험용액의 spectrum을 확인하였다. 약 14 분대 검출된 peak의 spectrum을 확

인한 결과 370 nm에서 최대 흡광도를 보였으며, 표준용액과 시험용액에서 동일한 패턴의

spectrum을 나타냄을 확인 했다. 또한 시험용액의 Isorhamnetin peak의 purity를 확인하기위

하여 peak의 5 point spectrum이 모두 일치하여 Isorhamnetin 단일물질임을 확인하였다.



- 45 -

그림 28. peak purity test; 시험용액 중

Isorhamnetin peak 각 5점 spectrum분석

그림 27. Isorhamnetin과 미나리 추출물 시험용액 UV spectrum

(다) 미나리 추출물 중 HPLC/MS/MS를 이용한 Isorhamnetin 확인

미나리 추출물 중 Isorhamnetin을 확인하기 위하여 LC/MS/MS에 적절한 분석조건을 설정

하고, 표준용액과 시험용액 중의 Isorhamnetin를 확인하였다.

① 실험방법

㉮ 시약 및 시액

－ Isorhamnetin 표준품: Sigma, 17794, 95%

－ Acetonitrile: B&J, 4L, AH015-4

－ Formic acid: Junsei, 1 kg

－ 3차 증류수

㉯ 표준용액의 제조

Isorhamnetin 표준품 5 mg을 정밀하게 달아 이를 MeOH 50 mL에 녹인 후 이를 stock

solution으로 하여 사용 농도에 맞게 50% MeOH in H2SO4로 희석하여 표준액으로 한다.

㉰ 시험용액의 제조

미나리추출물 분말을 0.1 g을 정밀히 취하여 50% MeOH in H2SO4 3 mL를 첨가 후 혼합하

여 90℃에서 30분간 산 가수분해를 실시하였다. 가수분해가 완료된 추출물에 50% Methanol

로 하여 25 mL로 정용한 후 0.45 um PTFE syringe filter로 여과한 용액을 시험용액으로

한다.
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㉱ 분석방법

Manual tuning mode에서 분석대상물질의 m/z [M-H]+ 에 해당하는 peak를 확인한 후, 분석을

최적화(quantitative optimization) 과정을 수행하여 모분자(precursor ion/parent ion) 및 딸분자

(product ion/daughter ion)를 확인하였다.

㉲ LC/MS/MS 조건

- Instrument:

- Detecter: UV detector (370 nm)

- Column: Shim-pack XR-ODS(2.2 um), 2.0×100 mm, SHIMADZU

- Column Oven: 50 ℃

- Injection vol.: 5 μL

- Flow rate: 0.25 mL/min

- Mobile phase: A, H2O in 0.1% FA; B, MeCN in 0.1% FA

min A (%) B (%)

0.00 80 20

30.00 60 40

30.01 10 90

35.00 10 90

㉳ Mass 조건

- LCMS: LCMS-IT-TOF (hydrid MS)

- Ionization type: ESI/prove voltage (4.5 kV)

- MS range: 150~1,500 m/z

- N2 gas flow: 1.5 L/min

- CDL temp.: 200℃

② 실험결과

미나리 추출물 중 Isorhamnetin을 확인하기 위하여 LC/MS/MS을 이용하여 분석하였다. 분

석결과, 표준용액과 시험용액에서 동일한 시간대의 Total ion Chromatogram (TIC)을 확인할

수 있었고, 질량 스펙트럼을 확인해 본 결과 precursor ion은 317 [M-H]+ m/z이고, product

ion 302, 153 [M-H]+m/z로 확인 할 수 있었다.
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Compound RT (min) MW
Precursor ion

(MS, m/z)

Product ion

(MS2,MS3 m/z)

Isorhamnetin 13.0~13.5 316.26 317 [M-H]+ 153, 302

표 8. Isorhamnetin 분석을 위한 Retention time, Precursor ion 및 Product ion

위의 제시된 분석조건으로 HPLC/MS/MS를 이용하여 분석한 결과 표준용액과 시험용액에

서 TIC에서 동일한 시간대에 peak를 확인하였고, precursor ion (317 [M-H]+ m/z) 및

product ion (153, 302 [M-H]+ m/z)이 유사한 값을 가지므로 표준용액과 미나리 추출물 중의

Isorhamnetin이 동일 성분임을 확일 할 수 있었으며, 미나리 추출물 중 Isorhamnetin이 함유되

어 있음을 확인 할 수 있었다.
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그림 29. Isorhamnetin 표준용액 chromatogram 및 TIC

그림 30. Isorhamnetin 표준용액 질량 스펙트럼
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그림 31. 미나리 추출물 chromatogram 및 TIC

그림 32. 미나리 추출물 질량 스펙트럼
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(2) 직선성 (Linearity)

(가) 시료에 대한 직선성

미나리 추출물을 중량별로 측정하여 전처리한 결과로 직선성을 평가하였다. 미나리 추출물

100 mg을 취해 50% MeOH in 5% H2SO4 3 mL를 가하여 산가수분해 한 후 50% MeOH로

하여 25 mL 정용한 시험용액의 검출 농도 ug/mL를 목적농도 100%로 설정하여 22~229% 범

위에서 평가한 결과 농도별로 직선성을 확인 할 수 있었다.

기울기 값은 5.376~5.580, R2는 0.9990~0.9999 으로 나타났다.

농도

(%)

미나리 추출물

채취량 (mg)

면적

(area)
검량선

22 22.35 108.0417

52 52.07 269.1739

113 112.67 600.6014

157 156.90 833.9593

204 204.28 1133.1802

기울기 5.5802

y 절편 -22.9016

R2 0.99902

표 9. 미나리 추출물을 이용한 검량선 작성 (1회 실험)

농도

(%)

미나리 추출물

채취량 (mg)

면적

(area)
검량선

34 34.30 179.96

61 60.70 324.30

108 107.60 582.99

151 150.60 809.34

229 228.80 1226.11

기울기 5.3755

y 절편 -1.1647

R2 0.99992

표 10. 미나리 추출물을 이용한 검량선 작성 (2회 실험) 
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농도

(%)

미나리 추출물

채취량 (mg)

면적

(area)
검량선

23 23.20 119.90

55 54.70 289.88

106 106.20 577.11

151 150.90 830.25

200 199.90 1102.77

기울기 5.5761

y 절편 -12.5475

R2 0.99996

표 11. 미나리 추출물을 이용한 검량선 작성 (3회 실험)

(나) 표준물질에 대한 직선성

표준물질을 농도별로 희석하여 분석한 결과로 직선성을 평가하였다. Isorhamnetin의 검출농

도 약 8 ug/mL를 목적농도 100%로 설정하여 23.8~296.9% 범위에서 3회 반복 평가하였다. 분

석결과 농도별로 직선성을 확인되었으며, 기울기 값은 72.776~77.787, R2는 0.9999로 나타났다.

농도

(%)

검출 농도

(ug/mL)

면적

(area)
검량선

23.8 1.90 137.5625

59.4 4.75 352.2016

118.8 9.50 723.0752

296.9 23.75 1835.0089

기울기 77.820

y 절편 -14.290

R2 0.99998

표 12. Isorhamnetin 표준용액을 이용한 검량선 작성 (1회 실험) 
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농도

(%)

검출 농도

(ug/mL)

면적

(area)
검량선

23.8 1.90 122.6347

59.4 4.75 335.7796

118.8 9.50 685.0759

296.9 23.75 1746.3388

기울기 74.920

y 절편 -18.588

R2 1.0000

표 13. Isorhamnetin 표준용액을 이용한 검량선 작성 (2회 실험) 

농도

(%)

검출 농도

(ug/mL)

면적

(area)
검량선

23.8 1.90 124.8010

59.4 4.75 322.4320

118.8 9.50 666.1500

296.9 23.75 1710.8363

기울기 72.776

y 절편 -19.883

R2 0.99994

표 14. Isorhamnetin 표준용액을 이용한 검량선 작성 (3회 실험) 

(3) 정밀성(Precision)

(가) 실험실내 정밀성 (Intermediate precision)

미나리 추출물 중 Isorhamnetin 함량 분석 정밀성 시험을 위해 분석자와 분석 일자를 달리하

여 분석을 진행하였다, 결과는 시료를 2회 반복 전 처리한 후 실험하여 측정치를 비교하였고,

2일간 두명의 시험자가 분석하였다. 분석결과 Isorhamnetin 함량은 평균 1.805 mg/g, 표준편차

(SD) 0.0296 mg/g, 상대표준편차(RSD)는 1.64%로 나타났다.
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일자 분석자
Isorhamnetin

함량(mg/g)
평균 (mg/g) SD (mg/g) RSD(%)

1 2013.05.07 A 1.784

1.805 0.0296 1.64

2 2013.05.08 B 1.826

표 15. 분석일자, 분석자간의 Isorhamnetin 함량

(나) 반복 정밀성 (Repeatability, Intra-assay precision)

미나리 추출물 중 Isorhamnetin 함량 분석의 반복 정밀성을 확인하기 위해 한번 진행시 각각

6번의 전처리하여 분석을 진행하였다. 일자를 달리하여 측정한 결과 1.764~1.870 mg/g범위로

검출되었으며, 각 일자에서의 함량은 평균 1.784~1.826 mg/g, 표준편차(SD) 0.0137~0.0251

mg/g, 상대표준편차(RSD) 0.767~1.408%로 분석되었다.

시료채취량

(g)
Area

시험용액 농도

(ug/mL)

Isorhamnetin

함량 (mg/g)

평균

(mg/g)

SD

(mg/g)
RSD(%)

1 0.1032 553.78442 7.2833 1.7644

1.784 0.0137 0.076

2 0.1051 575.12115 7.5576 1.7977

3 0.1063 574.93854 7.5552 1.7769

4 0.1060 578.22675 7.5975 1.7919

5 0.1022 558.90283 7.3491 1.7977

6 0.1019 550.33301 7.2389 1.7760

표 16. 분석일 05월 07일, 분석자 A
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시료채취량

(g)
Area

시험용액 농도

(ug/mL)

Isorhamnetin

함량 (mg/g)

평균

(mg/g)

SD

(mg/g)
RSD(%)

1 0.1165 605.56683 8.4016 1.8029

1.826 0.0257 1.408

2 0.1128 608.17334 8.4367 1.8698

3 0.1157 601.88361 8.3520 1.8047

4 0.1168 616.79016 8.5526 1.8306

5 0.1188 620.92175 8.6083 1.8115

6 0.1245 661.82507 9.1588 1.8391

표 17. 분석일 05월 08일, 분석자 B

(4) 정확성(Accuracy), 회수율(Recovery)

미나리 추출물 중 Isorhamnetin의 정확성을 측정하기 위해 미나리 추출물(1.805 mg/g, 정밀성

결과)에 이미 농도를 알고 있는 표준용액을 넣어 회수율을 구함으로써 정확성을 확인하였다.

검출농도를 고려하여 미나리 추출물 약 60 mg을 취한 후 표준용액을 0.03~0.10 mg 넣은 후

동일한 전처리방법으로 분석하였다. 농도별로 3회 반복하여 진행한 결과 회수율

101.39~102.86%, 표준편차(SD) 0.212~0.513%, 상대표준편차(RSD)는 0.207~0.503%로 나타났다.

전체적으로 95% 이상의 회수율을 보임으로 정확성을 확인하였다.

이름

Isorhamnetin의 양 (25 mL 당) 분석농도

(0.181 mg/25mL)

기준 비율검체유래 1)
Spike Isorhamnetin

2)

정확성 1 0.108 mg 0.03 mg 76.62%

정확성 2 0.108 mg 0.07 mg 98.78%

정확성 3 0.108 mg 0.10 mg 115.40%

표 18. 정확성 진행방법

- 1) 검체 유래의 Isorhamnetin의 량

: 미나리 추출물 정량결과(1.805 mg/g, 정밀성 결과) × 미나리 추출물 무게(g)

- 2) Spike Isorhamnetin 표준용액 유래의 Isorhamnetin 량

: 표준용액의 농도(0.1 mg/mL) × 참가한 Isorhamnetin 표준용액의 부피(mL)
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이름 시료수

검체

무게

(mg)

Isorhamnetin의 양

(mg/25 mL )

시험용액의

Isorhamnetin

분석농도(ug/mL)
회수율

(%)

검체유래 표준품 유래 기대치 실험치

정확성 1

1 60.50 0.1092 0.03 5.57 5.71 102.60

2 61.00 0.1101 0.03 5.60 5.74 102.43

3 67.80 0.1224 0.03 6.10 6.20 101.71

정확성 2

1 64.50 0.1164 0.07 7.46 7.56 101.39

2 60.40 0.1090 0.07 7.16 7.33 102.30

3 65.70 0.1186 0.07 7.54 7.71 102.27

정확성 3

1 68.60 0.1238 0.10 8.95 9.21 102.86

2 67.10 0.1211 0.10 8.84 9.06 102.46

3 65.60 0.1184 0.10 8.74 8.98 102.80

표 19. 미나리추출물 정확성 및 회수율

(5) 범위(range)

미나리 추출물 중 Isorhamnetin 함량을 정량하기 위한 분석법의 정량 범위는 직선성과 정밀도,

정확성을 고려하여, 5.57~8.95 ug/mL의 범위로 설정하였다. 이 농도는 미나리추출물 0.1 g을

이용하여 분석하는 경우, 미나리 추출물의 Isorhamnetin의 농도가 1.38~2.08 mg/g인 검체에 대

해서 정확하고 정밀한 Isorhamnetin 정량이 가능함을 확인하였다.
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제 2 절 미나리 추출 원료의 기억력 개선 효능 입증

1. 효소 활성 억제력을 통한 기억력 소재 원료 입증

기억력 손상은 콜린성신경계의 손상으로 설명되어진다. 이러한 콜린성신경계의 손상은 정신

활동에 관여하는 신경전달물질인 아세틸콜린의 양이 뇌에서 줄어든 결과를 초래한다. 아세틸콜

린이 줄어드는 몇 가지 방법으로 아세틸콜린을 합성하는 아세틸콜린합성효소 (choline

acetyltransferase, ChAT)의 발현이 줄어들어 아세틸콜린의 양이 줄어들 수 있으며 아세틸콜린

을 분해하는 아세틸콜린분해효소 (acetylcholinesterase, AChE)의 활성이 높아지면서 아세틸콜

린의 양이 줄어드는 것이다 (13-15). 실제로 기억력이 손상된 알츠하이머 환자 (AD)의 뇌에서

ChAT의 발현이 줄고 AChE의 활성이 증가해 있음이 보고되었다. 따라서 기억력이 손상된 AD

환자를 치료할 목적으로 FDA에서 인정받은 치매치료제들은 대부분 AChE억제제들이 많다

(16-18). 따라서, 본 과제에서 기억력을 증진시킬 수 있는 1차적인 물질의 개발을 위해 AChE

활성을 억제할 수 있는지 검증하였다.

가. 지역 특산물의 효소 활성 억제력 비교

(1) 실험 방법

① 추출물 및 추출방법

유자, 대추, 백년초, 석류, 무화과, 신선초, 미나리를 구입하여 추출하였다. 에탄올에 넣고 끓는

물이 있는 수조에 3시간 동안 두었다. 이 과정을 두 번 반복하고 에탄올은 진공상태에서 농축

시켰다. 이렇게 에탄올 농축을 통해 얻어진 물질을 사용했다.

② 아세틸콜린 분해효소 분석

아세틸콜린 분해효소 분석은 기질로서 acetylthiochline iodide를 사용한 colorimetric의 방법으

로 수행되었다 (19). 아세틸콜린분해효소 (AChE)로 사용하기 위해 SD 랫트 (8-10 주령)의 뇌

를 homogenization buffer (12.5mM sodium phosphate pH 7.0, 400mM Nacl)로 균질화하였다.

그리고 10분 동안 1,000 x g 에서 원심분리되었다. 상층액에 0.5% Triton X-100 이 포함된

homogenization buffer를 첨가한 후에 30 분 동안 혼합했다. 다시 10 분 동안 1,000 x g에서

원심분리하였다. 그 결과로 나온 상층액은 아세틸콜린분해효소 (AChE) 재료로 사용되었다. 모

든 추출 단계는 4℃에서 수행되었다. 추출물은 처음에 5% DMSO에서 용해되었고 그 용액은

사용 바로 전에 buffer 1 (100mM sodium phosphate, pH 8.0)에 200g/ml의 농도로 희석되었다.

1.5ml의 희석된 추출물 용액과 100μl의 acetylthiocholine iodide solution (75mM)과 100μl의

bufferd Ellman's reagent (10 mM 5,5'-dithio-bis [2-nitrobenzoic acid]와 17.85 mM sodium

bicarbonate 혼합물)를 혼합했다. 2.7ml Reaction buffer와 100μl 효소(적출된 뇌추출물)를 첨가

한 다음 410 nM에서 측정하였다. 측정은 5 분 동안 30 초 간격으로 반복되었다. 효소 대신 식

염수를 대체함으로써 준비된 reaction blank 가 측정되었다. 아세틸콜린 분해효소 활성은 흡수
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계수 1.36 L/mmol/min를 사용해서 계산되었다. 모든 실험은 5 번 반복되었다.

(2) 결과

유자(Citrus junos), 대추(Ziziphus jujube), 백년초(Opuntia ficus-indica), 석류(Punica grantum), 무
화과(Ficus carica), 신선초(Angelica keiskei), 미나리(Oenanthe javanica)의 효소활성 억제력을 비

교했다. 각각의 식물은 열수추출방법과 알콜추출방법을 통해 추출물을 얻었다. 신선초와 미나

리는 각각 열수추출물에 비해 알콜추출물이 효소 활성 억제력이 통계적으로 유의하게 높았다.

또한, 미나리 알콜추출물은 다른 추출물들에 비해 효소활성 억제력이 월등하게 높았다.

Types of   herbs Water-extract
(Average ± SEM)

Alcohol-extract 
(Average ± SEM)

P   
value

Citrus junos 3.00 ± 0.54 6.14 ± 1.64 NS
Ziziphus jujube 2.43 ± 0.88 3.31 ± 0.44 NS

Opuntia ficus-indica   * 1.61 ± 0.58 7.14 ± 1.85 P <   
0.05

Punica grantum 4.26 ± 2.37 6.24 ± 1.12 NS
Ficus carica -2.73 ± 0.63 -0.05 ± 0.67 NS
Angelica keiskei -1.28 ± 0.95 1.26 ± 0.78 NS

Oenanthe javanica ** 2.79 ± 0.59 18.76 ± 2.25 P <   
0.01

표 20. 지역 특산물의 효소 활성 억제력

나. 지역별 미나리의 효소 활성 억제력 비교

(1) 실험방법

① 추출물 및 추출방법

전주미나리, 나주미나리, 시흥미나리, 부여미나리, 청도미나리를 구입하여 추출하였다. 에탄올

에 넣고 끓는 물이 있는 수조에 3시간 동안 두었다. 이 과정을 두 번 반복하고 에탄올은 진공

상태에서 농축시켰다. 이렇게 에탄올 농축을 통해 얻어진 물질을 사용했다. DHED는 제일약품

에서 제공하였다.

② 아세틸콜린 분해효소 분석

아세틸콜린 분해효소 분석은 기질로서 acetylthiochline iodide를 사용한 colorimetric의 방법으

로 수행되었다 (19). 아세틸콜린분해효소 (AChE)로 사용하기 위해 SD 랫트 (8-10 주령)의 뇌

를 homogenization buffer (12.5mM sodium phosphate pH 7.0, 400mM Nacl)로 균질화하였다.

그리고 10분 동안 1,000 x g 에서 원심분리되었다. 상층액에 0.5% Triton X-100 이 포함된

homogenization buffer를 첨가한 후에 30 분 동안 혼합했다. 다시 10 분 동안 1,000 x g에서

원심분리하였다. 그 결과로 나온 상층액은 아세틸콜린분해효소 (AChE) 재료로 사용되었다. 모

든 추출 단계는 4℃에서 수행되었다. 미나리는 처음에 5% DMSO에서 용해되었고 그 용액은

사용 바로 전에 buffer 1 (100mM sodium phosphate, pH 8.0)에 200g/ml의 농도로 희석되었다.

1.5ml의 희석된 미나리 용액과 100μl의 acetylthiocholine iodide solution (75mM)과 100μl의

buffered Ellman's reagent (10 mM 5,5'-dithio-bis [2-nitrobenzoic acid]와 17.85 mM sodium
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bicarbonate 혼합물)를 혼합했다. 2.7ml Reaction buffer와 100μl 효소(적출된 뇌추출물)를 첨가

한 다음 410 nM에서 측정하였다. 측정은 5 분 동안 30 초 간격으로 반복되었다. 효소 대신 식

염수를 대체함으로써 준비된 reaction blank 가 측정되었다. 아세틸콜린 분해효소 활성은 흡수

계수 1.36 L/mmol/min를 사용해서 계산되었다. 모든 실험은 5 번 반복되었다.

(2) 결과

지역별 미나리의 효소 활성 억제력을 측정한 결과이다. 전주미나리 (JJ-OJE)와 나주미나리

(NJ-OJE)는 각각 34%, 37%로 나타났으며, 다른 지역의 미나리에 비하여 높은 수치를 나타내

었다. 두 군간의 유의적인 차이는 나타나지 않았다. 시흥미나리 (SH-OJE), 부여미나리

(BY-OJE), 청도미나리 (CD-OJE) 보다 전주미나리 (JJ-OJE)는 효소활성 억제력이 높게 나타

났다. 나주미나리 (NJ-OJE) 도 3곳의 미나리보다 효소활성 억제력이 높게 나타났다. 따라서

기억력 개선에 효과적인 미나리임을 알 수 있다. 미나리는 재배지역에 따라 효소활성 억제력이

달라짐을 알 수 있었다.

그림 33. 지역별 미나리의 효소 활성 억제력 비교

다. 시기별 미나리의 효소 활성 억제력 비교

(1) 실험 방법

① 추출물 및 추출방법

4월미나리, 7월미나리, 10월미나리를 구입하여 추출하였다. 에탄올에 넣고 끓는 물이 있는 수

조에 3시간 동안 두었다. 이 과정을 두 번 반복하고 에탄올은 진공상태에서 농축시켰다. 이렇

게 에탄올 농축을 통해 얻어진 물질을 사용했다. DHED는 제일약품에서 제공하였다.
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그림 34. 나주 노안미나리 채취지 선정 

그림 35. 채취된 미나리들 

② 아세틸콜린 분해효소 분석

아세틸콜린 분해효소 분석은 기질로서 acetylthiochline iodide를 사용한 colorimetric의 방법으

로 수행되었다 (19). 아세틸콜린분해효소 (AChE)로 사용하기 위해 SD 랫트 (8-10 주령)의 뇌

를 homogenization buffer (12.5mM sodium phosphate pH 7.0, 400mM Nacl)로 균질화하였다.

그리고 10분 동안 1,000 x g 에서 원심분리되었다. 상층액에 0.5% Triton X-100 이 포함된

homogenization buffer를 첨가한 후에 30 분 동안 혼합했다. 다시 10 분 동안 1,000 x g에서

원심분리하였다. 그 결과로 나온 상층액은 아세틸콜린분해효소 (AChE) 재료로 사용되었다. 모

든 추출 단계는 4℃에서 수행되었다. 미나리는 처음에 5% DMSO에서 용해되었고 그 용액은

사용 바로 전에 buffer 1 (100mM sodium phosphate, pH 8.0)에 200g/ml의 농도로 희석되었다.

1.5ml의 희석된 미나리 용액과 100μl의 acetylthiocholine iodide solution (75mM)과 100μl의
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buffered Ellman's reagent (10 mM 5,5'-dithio-bis [2-nitrobenzoic acid]와 17.85 mM sodium

bicarbonate 혼합물)를 혼합했다. 2.7ml Reaction buffer와 100μl 효소(적출된 뇌추출물)를 첨가

한 다음 410 nM에서 측정하였다. 측정은 5 분 동안 30 초 간격으로 반복되었다. 효소 대신 식

염수를 대체함으로써 준비된 reaction blank 가 측정되었다. 아세틸콜린 분해효소 활성은 흡수

계수 1.36 L/mmol/min를 사용해서 계산되었다. 모든 실험은 5 번 반복되었다.

(2) 결과

아세틸콜린에스터레이즈를 이용해 시기별 미나리의 효소 활성억제력이 검토되었다. 양성대조군

인 DHED는 43% 정도의 효소활성을 나타냈다. 4월, 7월, 10월에 재배된 미나리 모두 효소활성

억제력이 있었다. 4월과 7월에 재배한 미나리의 효소활성 억제력은 현저하게 낮게 나타났으며,

10월에 재배한 미나리의 효소 활성 억제력은 가장 높게 나타났다. 10월에 재배된 미나리의 효

소활성 억제력이 4월, 7월 재배 미나리보다 거의 2배 이상 높은 것으로 나타났다. 4월 재배 미

나리 와 10월 재배 미나리간의 유의적인 차이가 나타났으며, 7월과 10월 재배된 미나리에서도

유의적인 차이가 나타났다. 미나리의 재배 시기에 따라 효소 활성 억제력이 달라짐을 알 수 있

었다.

그림 36. 시기별 미나리의 효소 활성 억제력

라. 미나리 재배 방법별 효소 활성 억제력 비교

(1) 실험방법

① 추출물 및 추출방법

미나리는 화순 (34°49′~35°12′N, 126°49′~127°12′E) 의령 (35°15′~35°31′N, 128°07

′~128°26′E) 및 나주 (34°53′~36°03′N, 126°53′~126°54′E) 지역에서 재배되는 것을 직접

구입하고 건조했다. 세 곳은 위도가 비교적 비슷한 곳으로 의령과 나주는 미나리를 수경재배하

고, 화순은 미나리를 비수경재배 한다. 에탄올에 넣고 끓는 물이 있는 수조에 3시간 동안 두었

다. 이 과정을 두 번 반복하고 에탄올은 진공상태에서 농축시켰다. 이렇게 에탄올 농축을 통해

얻어진 물질을 사용했다. DHED는 제일약품에서 제공하였다.
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② 아세틸콜린 분해효소 분석

아세틸콜린 분해효소 분석은 기질로서 acetylthiochline iodide를 사용한 colorimetric의 방법으

로 수행되었다 (19). 아세틸콜린분해효소 (AChE)로 사용하기 위해 SD 랫트 (8-10 주령)의 뇌

를 homogenization buffer (12.5mM sodium phosphate pH 7.0, 400mM Nacl)로 균질화하였다.

그리고 10분 동안 1,000 x g 에서 원심분리되었다. 상층액에 0.5% Triton X-100 이 포함된

homogenization buffer를 첨가한 후에 30 분 동안 혼합했다. 다시 10 분 동안 1,000 x g에서

원심분리하였다. 그 결과로 나온 상층액은 아세틸콜린분해효소 (AChE) 재료로 사용되었다. 모

든 추출 단계는 4℃에서 수행되었다. 미나리는 처음에 5% DMSO에서 용해되었고 그 용액은

사용 바로 전에 buffer 1 (100mM sodium phosphate, pH 8.0)에 200g/ml의 농도로 희석되었다.

1.5ml의 희석된 미나리 용액과 100μl의 acetylthiocholine iodide solution (75mM)과 100μl의

buffered Ellman's reagent (10 mM 5,5'-dithio-bis [2-nitrobenzoic acid]와 17.85 mM sodium

bicarbonate 혼합물)를 혼합했다. 2.7ml Reaction buffer와 100μl 효소(적출된 뇌추출물)를 첨가

한 다음 410 nM에서 측정하였다. 측정은 5 분 동안 30 초 간격으로 반복되었다. 효소 대신 식

염수를 대체함으로써 준비된 reaction blank 가 측정되었다. 아세틸콜린 분해효소 활성은 흡수

계수 1.36 L/mmol/min를 사용해서 계산되었다. 모든 실험은 5 번 반복되었다.

(2) 결과

미나리의 재배 방법에 따른 효소활성 억제력을 검토했다. 수경B와 비수경 미나리가 높게 나타

났다. 수경A와 수경B 미나리 실험군들 간의 유의적인 차이가 나타났고, 수경A와 비수경미나리

간에 유의적인 차이가 있었다. 효소활성 억제력은 비수경 미나리와 수경미나리 모두 효과가 나

타났으며, 수경A와 수경B 미나리에서 보듯 재배환경에 따른 차이가 있을 수 있다.

그림 37. 미나리 재배 방법별 효소 활성 억제력 

마. 미나리추출 농도별 효소 활성 억제력 비교

(1) 실험방법
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① 추출물 및 추출방법

미나리를 구입하여 추출하였다. 에탄올에 넣고 끓는 물이 있는 수조에 3시간 동안 두었다. 이

과정을 두 번 반복하고 에탄올은 진공상태에서 농축시켰다. 이렇게 에탄올 농축을 통해 얻어진

물질을 사용했다.

② 아세틸콜린 분해효소 분석

아세틸콜린 분해효소 분석은 기질로서 acetylthiochline iodide를 사용한 colorimetric의 방법으

로 수행되었다 (19). 아세틸콜린분해효소 (AChE)로 사용하기 위해 SD 랫트 (8-10 주령)의 뇌

를 homogenization buffer (12.5mM sodium phosphate pH 7.0, 400mM Nacl)로 균질화하였다.

그리고 10분 동안 1,000 x g 에서 원심분리되었다. 상층액에 0.5% Triton X-100 이 포함된

homogenization buffer를 첨가한 후에 30 분 동안 혼합했다. 다시 10 분 동안 1,000 x g에서

원심분리하였다. 그 결과로 나온 상층액은 아세틸콜린분해효소 (AChE) 재료로 사용되었다. 모

든 추출 단계는 4℃에서 수행되었다. 미나리는 처음에 5% DMSO에서 용해되었고 그 용액은

사용 바로 전에 buffer 1 (100mM sodium phosphate, pH 8.0)에 200g/ml의 농도로 희석되었다.

1.5ml의 희석된 미나리 용액과 100μl의 acetylthiocholine iodide solution (75mM)과 100μl의

buffered Ellman's reagent (10 mM 5,5'-dithio-bis [2-nitrobenzoic acid]와 17.85 mM sodium

bicarbonate 혼합물)를 혼합했다. 2.7ml Reaction buffer와 100μl 효소(적출된 뇌추출물)를 첨가

한 다음 410 nM에서 측정하였다. 측정은 5 분 동안 30 초 간격으로 반복되었다. 효소 대신 식

염수를 대체함으로써 준비된 reaction blank 가 측정되었다. 아세틸콜린 분해효소 활성은 흡수

계수 1.36 L/mmol/min를 사용해서 계산되었다. 모든 실험은 5 번 반복되었다. 50% 효소 억제

(IC50)를 위해 필요로 되는 혼합물의 농도는 효소 억제 농도 반응 곡선이 linear estimate로 계

산되었다. 미나리 추출물의 효소 활성 기작을 측정하기 위해 Lineweaver-Burk plot을 나타내

었다. 아세틸콜린을 농도별(20-100μl)처리하고, 미나리추출물을 넣었을 때와 그렇지 않았을 때

를 비교하였다.

(2) 결과

미나리 추출 농도에 따른 효소 활성 억제력을 검토했다. 0.25, 0.5, 0.75, 1.0 mg/ml 추출을 사

용했으며, 농도가 증가할수록 효소 활성 억제력도 증가되어 나타났다. 추출농도가 증가할 때마

다 효소 활성 억제력도 거의 비례적으로 증가하였다. 아세틸콜린 에스터레이즈에 대한 미나리

의 효소활성억제의 IC50은 991.77 μg/ml 이다.
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그림 38. 미나리추출 농도별 효소 활성 억제력

미나리추출물의 효소활성 기작을 측정하기 위해 Lineweaver-Burk plot을 나타내었다. 아세틸

콜린을 농도별 (20-100μl) 처리하고, 미나리추출물을 넣었을 때와 그렇지 않았을 때를 비교하

면 두개의 반응선은 평행하게 보여준다. 두 선이 나타내는 Vmax 와 Km 값이 서로 다름을 알

수 있다. 따라서 미나리는 아세틸콜린에스터레이즈에 대한 uncompetitire inhibitor일 것이다.

그림 39. 미나리추출물의 효소 활성 억제 기작
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2. 세포 독성 억제력을 통한 기억력 소재 원료 입증

노화를 설명하는데 활성산소발생 (reactive oxygen species)과 연관 짓는다. 노화 이외에도

많은 질병들은 이런 활성산소발생에 적절히 대응하지 못하면서 발생한다 (1,20). 세포를 이용한

많은 실험에서 활성산소에 의한 산화적 스트레스 (oxidative stress)를 보기위해 과산화수소가

이용된다 (21). 따라서 본 과제에서도 미나리가 이러한 활성산소발생 더 나아가 세포사멸을 억

제할 수 있는지를 검토하였다.

가. 지역별 미나리의 세포독성 억제력 비교

(1) 실험방법

① 추출물 및 추출방법

전주미나리, 나주미나리, 시흥미나리, 부여미나리, 청도미나리를 구입하여 추출하였다. 에탄올

에 넣고 끓는 물이 있는 수조에 3시간 동안 두었다. 이 과정을 두 번 반복하고 에탄올은 진공

상태에서 농축시켰다. 이렇게 에탄올 농축을 통해 얻어진 물질을 사용했다. DHED는 제일약품

에서 제공하였다. 본 실험에 사용한 DMSO 시약은 Sigma Cemical Co., (St. Louis, MO,

USA)에서 구매하였다.

② 신경세포주 배양

SH-SY5Y 세포를 사용한다. 10% FBS가 들어간 DMEM에서 배양된다. 세포는 37℃, 5% CO2

조건에서 배양되었고, 세포가 증식하는 정도에 따라 계대배양을 한다. 실험조건에 따라 세포수

를 측정하여 96well plate에 일정량을 넣어준다.

③ 세포독성 분석 (WST-1)

SH-SY5Y 세포보호효과 측정을 하기 위해 750μM H2O2를 처리하기 4시간 전에 미나리를 전

처리했다. 세포생존도 측정은 H2O2 처리 후 24시간 때에 실시했다. 살아있는 세포의 WST-1

metabolizing activity는 제조사의 지시에 따라 수행되었다. 간단히 말해, 24 시간 동안 세포를

배양한 후에 WST-1를 10㎕의 농도로 처리하여 1 시간 동안 계속 배양하였다. 변형된 dye 의

absorbance 는 450 nm에서 측정되었다. 측정은 ELISA reader (Bio-Rad, Munich, Germany)로

측정하였다.

(2) 결과

지역별 미나리에 750μM의 과산화수소를 처리한 후 세포 독성 억제력을 측정하였다. 대조군보

다 750μM의 과산화수소 처리군에서 cell death (%)가 높았고, 통계적로 유의한 차이가 있었다.

750μM 과산화수소 처리군과 750μM 과산화수소 처리후 DHED처리군은 유의적 차이가 있었다.

750μM과산화수소 처리군과 비교해 750μM과산화수소 처리후 시흥미나리, 부여미나리, 청도미

나리, 전주미나리는 통계적으로 유의적 차이가 없었다. 750μM 과산화수소 처리후 나주미나리

는 유의적 차이가 있었다. 따라서 세포 독성 억제력 측정 결과, 750μM의 과산화수소 처리군

미나리는 모두 기억력 소재 원료로써 가능성을 보여준다.
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그림 40. 지역별 미나리의 세포독성 억제력

나. 시기별 미나리의 세포 독성 억제력 비교

(1) 실험방법

① 추출물 및 추출방법

4월미나리, 7월미나리, 10월미나리를 구입하여 추출하였다. 에탄올에 넣고 끓는 물이 있는 수

조에 3시간 동안 두었다. 이 과정을 두 번 반복하고 에탄올은 진공상태에서 농축시켰다. 이렇

게 에탄올 농축을 통해 얻어진 물질을 사용했다. DHED는 제일약품에서 제공하였다.

② 신경세포주 배양

SH-SY5Y 세포를 사용한다. 10% FBS가 들어간 DMEM에서 배양된다. 세포는 37℃, 5% CO2

조건에서 배양되었고, 세포가 증식하는 정도에 따라 계대배양을 한다. 실험조건에 따라 세포수

를 측정하여 96well plate에 일정량을 넣어준다.

③ 세포독성 분석 (WST-1)

SH-SY5Y 세포보호효과 측정을 하기 위해 750μM H2O2를 처리하기 4시간 전에 미나리를 전

처리했다. 세포생존도 측정은 H2O2 처리 후 24시간 때에 실시했다. 살아있는 세포의 WST-1

metabolizing activity는 제조사의 지시에 따라 수행되었다. 간단히 말해, 24 시간 동안 세포를

배양한 후에 WST-1를 10㎕의 농도로 처리하여 1 시간 동안 계속 배양하였다. 변형된 dye 의

absorbance 는 450 nm에서 측정되었다. 측정은 ELISA reader (Bio-Rad, Munich, Germany)로

측정하였다.

(2) 결과

미나리가 과산화수소에 의해 생성된 세포독성을 억제할 수 있는지 시기별로 세포사멸율을 측

정 하였다. 대조군에 비해 750μM의 과산화수소를 처리한 군의 세포사멸율은 통계적으로 유의
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하게 높게 나타났다. DHED에 750μM의 과산화수소를 처리한 군은 750μM의 과산화수소만 처

리한군과 통계적으로 유의한 차이가 나타났다. 750μM의 과산화수소에 4월미나리를 처리한 세

포사멸률은 750μM의 과산화수소만 처리한 군과 통계적으로 유의한 차이가 없었다. 750μM의

과산화수소에 7월미나리를 처리한 군의 세포사멸률은 750μM의 과산화수소만 처리한 군에 비

해 통계적으로 유의하게 적게 나타났다. 750μM의 과산화수소에 10월미나리를 처리한 군의 세

포사멸률 또한 750μM의 과산화수소만 처리한 군의 비해 통계적으로 유의한 차이를 나타냈다.

따라서, 미나리의 채취시기에 따라 과산화수소의 세포독성 억제력은 차이를 보인다.

그림 41. 시기별 미나리의 세포 독성 억제력 

다. 미나리 재배방법별 세포독성 억제력 비교

(1) 실험방법

① 추출물 및 추출방법

미나리는 화순 (34°49′~35°12′N, 126°49′~127°12′E) 의령 (35°15′~35°31′N, 128°0

7′~128°26′E) 및 나주 (34°53′~36°03′N, 126°53′~126°54′E) 지역에서 재배되는 것을 직

접 구입하고 건조했다. 세 곳은 위도가 비교적 비슷한 곳으로 의령과 나주는 미나리를 수경재

배하고, 화순은 미나리를 비수경재배 한다. 에탄올에 넣고 끓는 물이 있는 수조에 3시간 동안

두었다. 이 과정을 두 번 반복하고 에탄올은 진공상태에서 농축시켰다. 이렇게 에탄올 농축을

통해 얻어진 물질을 사용했다. 본 실험에 사용한 DMSO 시약은 Sigma Cemical Co., (St.

Louis, MO, USA)에서 구매하였다.

② 신경세포주 배양

SH-SY5Y 세포를 사용한다. 10% FBS가 들어간 DMEM에서 배양된다. 세포는 37℃, 5% CO2

조건에서 배양되었고, 세포가 증식하는 정도에 따라 계대배양을 한다. 실험조건에 따라 세포수
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를 측정하여 96well plate에 일정량을 넣어준다.

③ 세포독성 분석 (WST-1)

SH-SY5Y 세포보호효과 측정을 하기 위해 750μM H2O2를 처리하기 4시간 전에 미나리를 전

처리했다. 세포생존도 측정은 H2O2 처리 후 24시간 때에 실시했다. 살아있는 세포의 WST-1

metabolizing activity는 제조사의 지시에 따라 수행되었다. 간단히 말해, 24 시간 동안 세포를

배양한 후에 WST-1를 10㎕의 농도로 처리하여 1 시간 동안 계속 배양하였다. 변형된 dye 의

absorbance 는 450 nm에서 측정되었다. 측정은 ELISA reader (Bio-Rad, Munich, Germany)로

측정하였다.

(2) 결과

미나리가 과산화수소에 의해 생성된 세포독성을 억제할 수 있는지 재배방법별로 세포사멸율을

측정하였다. 대조군에 비해 750μM의 과산화수소를 처리한 군의 세포사멸율은 통계적으로 유의

하게 높게 나타났다. 750μM의 과산화수소를 처리한 군과 750μM의 과산화수소에 수경재배A를

처리한 군의 세포사멸률은 통계적으로 유의한 차이가 없었다. 750μM의 과산화수소만을 처리한

군에 비해 750μM의 과산화수소에 수경재배B를 처리한 군의 세포 사멸률은 통계적으로 유의한

차이를 나타냈다. 750μM의 과산화수소만을 처리한군에 비해 750μM의 과산화수소에 비수경 재

배를 처리한 군의 세포 사멸률 또한 통계적으로 유의한 차이를 나타냈다. 따라서, 미나리가 과

산화수소에 의한 세포 독성을 억제하며 재배 방법에 의한 차이보다는 지역 및 다른 재배 조건

에 따라 효능에 차이가 있음을 알 수 있다.

그림 42. 미나리 재배방법별 세포독성 억제력 비교
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라. 지역별 미나리의 활성산소 생성 억제력 비교

(1) 실험방법

① 추출물 및 추출방법

전주미나리, 나주미나리, 시흥미나리, 부여미나리, 청도미나리를 구입하여 추출하였다. 에탄올

에 넣고 끓는 물이 있는 수조에 3시간 동안 두었다. 이 과정을 두 번 반복하고 에탄올은 진공

상태에서 농축시켰다. 이렇게 에탄올 농축을 통해 얻어진 물질을 사용했다. DHED는 제일약품

에서 제공하였다. 본 실험에 사용한 DMSO 시약은 Sigma Cemical Co., (St. Louis, MO,

USA)에서 구매하였다.

② Reactive oxygen species (ROS) 측정

SH-SY5Y 세포 내에서 750μM H2O2에 의해 발생하는 ROS 측정은 fluorescent dye인

2’,7’-dichlorolurescein diacetate (DCF-DA; Sigma, St. Louis, MO, USA)를 이용해서 측정하

였다. SH-SY5Y 세포의 동일한 수를 계산하여 96 well plate의 각각의 well에 seeding한다.

Seeding하고 하루 뒤에 미나리 (10μg/ml)과 DHED(50μM)을 세포에 처리한다. 그 후 4시간 뒤

에 750μM H2O2를 처리하고 ROS발생량을 24시간 후에 측정한다. ROS측정을 위해 DCF-DA

를 각각의 well에 20μl 넣고 37℃에서 30분간 incubation한다. Washing후에 fluorescence

microplate reader (SpectraMax Gemini EM; Molecular Device)를 이용해 excitation

485nm/emission 538nm에서 측정한다. 측정된 값은 대조군에 대한 %값으로 계산한다.

(2) 결과

지역별 미나리의 활성산소 생성억제력의 차이를 DCF-DA를 이용해 검토하였다. 750μM의 과

산화수소를 처리한 각 지역의 미나리는 활성 산소 생성 억제력이 높은 것으로 나타났다. 활성

산소량은 750 μM 과산화수소 처리 대조군이 50%로 높게 나타났으며, 750 μM 과산화수소 처

리 DHED가 38%로 통계적으로 유의하게 줄어들었다. 750μM 과산화수소 처리 부여, 나주, 시

흥, 청도, 전주미나리 또한 대조군과 비교하여 통계적으로 유의한 차이가 있었다.
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그림 43. 지역별 미나리의 활성산소 생성 억제력

마. 시기별 미나리의 활성산소 생성 억제력 비교

(1) 실험방법

① 추출물 및 추출방법

4월미나리, 7월미나리, 10월미나리를 구입하여 추출하였다. 에탄올에 넣고 끓는 물이 있는 수

조에 3시간 동안 두었다. 이 과정을 두 번 반복하고 에탄올은 진공상태에서 농축시켰다. 이렇

게 에탄올 농축을 통해 얻어진 물질을 사용했다. DHED는 제일약품에서 제공하였다.

② Reactive oxygen species (ROS) 측정

SH-SY5Y 세포 내에서 750μM H2O2에 의해 발생하는 ROS 측정은 fluorescent dye인 2’, 7

’-dichlorolurescein diacetate (DCF-DA; Sigma, St. Louis, MO, USA)를 이용해서 측정하였다.

SH-SY5Y 세포의 동일한 수를 계산하여 96 well plate의 각각의 well에 seeding한다. Seeding

하고 하루 뒤에 미나리(10μg/ml)과 DHED(50μM)을 세포에 처리한다. 그 후 4시간 뒤에750μM

H2O2를 처리하고 ROS발생량을 24시간 후에 측정한다. ROS측정을 위해 DCF -DA를 각각의

well에 20μl 넣고 37℃에서 30분간 incubation한다. Washing후에 fluorescence microplate

reader (SpectraMax Gemini EM; Molecular Device)를 이용해 excitation 485nm/emission

538nm에서 측정한다. 측정된 값은 대조군에 대한 %값으로 계산한다.

(2) 결과

미나리가 과산화수소에 의해 생성된 활성산소를 억제할 수 있는지 시기별로 활성산소종 생성

률을 측정 하였다. 750μM의 과산화수소를 처리한 군에 비해 DHED에 750μM의 과산화수소를

처리한 군의 활성산소종 생성률이 통계적으로 유의하게 작게 나타났다.750μM의 과산화수소에

4월미나리를 처리한 군은 750μM의 과산화수소만 처리한 군과 통계적으로 유의한 차이가 없었

다. 750μM의 과산화수소만 처리한 군에 비해 750μM의 과산화수소에 7월미나리를 처리한 군의
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활성산소종 생성률이 통계적으로 유의한 차이를 나타냈다. 750μM의 과산화수소만 처리한 군에

비해 750μM의 과산화수소에 10월미나리를 처리한 군의 활성산소종 생성률 또한 통계적으로

유의한 차이를 나타냈다. 따라서, 미나리 채취시기에 따라 활성산소 생성 억제력은 차이를 보

인다.

그림 44. 시기별 미나리의 활성산소 생성 억제력 비교

3. 동물실험을 통한 기억력 소재 원료입증

기억력에 대한 실제적인 개선 효능을 검증하기 위해 실험동물을 이용하였다. 현대사회는 기억

력이 저하되는 이유로 스트레스와 알코올을 들 수 있다 (22,23). 이러한 물질들은 조기에 치료

하지 않으면 이후 기능손상이 악화되어 치매와 같은 질환을 유발할 수 있다. 따라서, 본 과제

에서는 단순기억력 손상모델인 scopolamine을 투여한 모델 (24,25), 알코올을 투여한 모델 (26),

스트레스 받은 모델 (27) 및 알츠하이머 치매모델인 Tg2576마우스 (28)에서 다각적으로 미나

리가 기억력을 개선시킬 수 있는지 검토하였다.

가. Scopolamine을 투여한 동물에서의 기억력 개선 효과

(1) 실험방법

① 추출물 및 추출방법

미나리는 화순 (34°49′~35°12′N, 126°49′~127°12′E) 의령 (35°15′~35°31′N, 128°07 ′~ 1

28°26′E) 및 나주 (34°53′~36°03′N, 126°53′~126°54′E) 지역에서 재배되는 것을 직접 구

입하고 건조했다. 세 곳은 위도가 비교적 비슷한 곳으로 의령과 나주는 미나리를 수경재배하

고, 화순은 미나리를 비수경재배 한다. 에탄올에 넣고 끓는 물이 있는 수조에 3시간 동안 두었

다. 이 과정을 두 번 반복하고 에탄올은 진공상태에서 농축시켰다. 이렇게 에탄올 농축을 통해
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얻어진 물질을 사용했다. 본 실험에 사용한 스코폴라민 시약은 Sigma Cemical Co., (St. Louis,

MO, USA)에서 구매하였다.

② 동물

200~250g정도의 수컷 Wistar 쥐를 특정 병원균이 없는 곳에서 사육했다. 그리고 적절한 습도

와 음식, 물을 주고, 12시간 간격으로 밤낮을 조절해 주었다. 모든 실험은 서울대학교 동물 실

험 윤리위원회의 지침서에 따라 이루어졌다.

③ 수동회피테스트

기억과 학습에 대한 미나리의 효과를 알아보기 위해 수동회피테스트 기구 (Model PACS-30,

San Diego Instrument Int., USA)를 사용하였다 (29). 그 기구 상자는 동일한 크기 (23.5 x

15.5 x 15.5cm)의 두 개의 방으로 나뉘어졌고 중간의 문이 이 두 방을 구분시켜준다 (6.5 x

4.5cm). 불이 밝게 켜진 방은 조명이 설치되어 있고 쥐는 중간 문을 통과해서 어두운 방으로

들어갈 수 있다. 쥐는 처음에 문이 열린 상태에서 불이 켜진 방에 놓여진다. 쥐는 탐험적인 행

동을 보이다가 어두운 방으로 들어간다. 어두운 방에 들어가자마자 중간 문을 자동적으로 닫히

게 된다. 쥐가 20 초 이내에 어두운 방으로 들어갈 때까지 이러한 훈련은 반복되었다. 그 훈련

24 시간 후에 스코폴라민 또는 식염수(1mg/kg)를 쥐의 복강에 투여하였다. 스코폴라민 투여

30 분 후에, 단 한번의 미나리(10mg/kg)를 쥐의 복강에 투여하고, 또 다시 30 분 후에 쥐는 빛

이 있는 방에 놓여졌다. 그 쥐가 어두운 방으로 들어가는 시간은 최장 300 초를 기준으로 측정

되었다. 만약 쥐가 300 초(cut-off time)이내에 어두운 방으로 들어가지 않았다면, 그것은 300

초의 값으로 측정되었다.

(2) 결과

미나리가 스코폴라민(1mg/kg, i.p.) 을 투여한 쥐에서 기억력 개선의 효과가 있는지 수동회피

반응을 수행하여 반응 시간을 측정했다. 쥐 대조군과 비교해 스코폴라민을 투여한 쥐의 반응

시간이 통계적으로 유의하게 적게 나타났다. 수경재배(10mg/kg, p.o.) 를 한 미나리와 비수경

재배(10mg/kg, p.o.) 를 한 미나리 모두 스코폴라민을 투여한 쥐에서 통계적으로 유의한 증가

를 보이지 않았다. 그러나 수경재배를 한 미나리와 비수경 재배를 한 미나리 모두 스코폴라민

에 의해 감소된 수동회피 반응 시간을 증가시킬 수 있는 경향을 보여준다. 따라서 수동회피 실

험 결과, 미나리는 스코폴라민을 투여한 쥐에서 기억력개선 효과가 있을 수 있으며 수경 재배

를 한 미나리와 비수경 재배를 한 미나리의 기억력 개선 효과 차이는 없는 것을 알 수 있다.
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그림 45. Scopolamine을 투여한 동물에서의 기억력 효과

나. 알코올을 투여한 동물에서의 기억력 개선 효과

(1) 실험방법

① 추출물 및 추출방법

미나리를 구입하여 추출하였다. 에탄올에 넣고 끓는 물이 있는 수조에 3시간 동안 두었다. 이

과정을 두 번 반복하고 에탄올은 진공상태에서 농축시켰다. 이렇게 에탄올 농축을 통해 얻어진

물질을 사용했다. 본 실험에 사용한 Lenoleic acid 시약은 Sigma Cemical Co., (St. Louis, MO,

USA)에서 구매하였다.

② 동물

200~250g정도의 수컷 Wistar 쥐를 특정 병원균이 없는 곳에서 사육했다. 그리고 적절한 습도

와 음식, 물을 주고, 12시간 간격으로 밤낮을 조절해 주었다. 모든 실험은 서울대학교 동물 실

험 윤리위원회의 지침서에 따라 이루어졌다.

③ Y 미로 테스트

Y 미로 테스트는 공간기억을 평가하기 위해 사용된다. 장치는 삼등변으로 교차된 arm(길이

80cm × 높이 35cm × 넓이 15cm)을 가진 흑색 플라스틱 미로이다. 공간 표식물로는 미로의

주변에 위치한 수직 금속 기둥, 무늬 있는 종이와 주위 벽에 붙은 포스터가 포함된다. 각 쥐는

한 쪽 arm의 끝에 위치시키고 8분간 미로를 통해 자유롭게 이동할 수 있게 한다. Arm으로의

입장을 연속적으로 기록했다. arm으로의 입장의 의미는 한 arm에 모든 발이 위치함으로 정의

한다. 세 개의 다른 arm으로 세 번의 연속적인 입장은 교체행동(alternation) 으로 분류한다.

교체행동의 성공률은 교체행동의 총입장에서 2를 뺀 수를 나눈 것으로 결정한다 (30,31).

④ 아세틸콜린 분해효소 분석
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아세틸콜린 분해효소 분석은 기질로서 acetylthiochline iodide를 사용한 colorimetric의 방법으

로 수행되었다 (19). 아세틸콜린분해효소 (AChE)로 사용하기 위해 동물실험에 이용된 쥐들의

뇌를 group별로 적출하였다. 적출한 뇌를 homogenization buffer (12.5mM sodium phosphate

pH 7.0, 400mM Nacl)로 균질화하였다. 그리고 10분 동안 1,000 x g 에서 원심분리되었다. 상

층액에 0.5% Triton X-100 이 포함된 homogenization buffer를 첨가한 후에 30 분 동안 혼합

했다. 다시 10 분 동안 1,000 x g에서 원심분리하였다. 그 결과로 나온 상층액은 아세틸콜린분

해효소 (AChE) 재료로 사용되었다. 모든 추출 단계는 4℃에서 수행되었다. 100μl의

acetylthiocholine iodide solution (75mM)과 100μl의 bufferd Ellman's reagent (10 mM

5,5'-dithio-bis [2-nitrobenzoic acid]와 17.85 mM sodium bicarbonate 혼합물)를 혼합했다.

2.7ml Reaction buffer와 100μl 효소(적출된 뇌추출물)를 첨가한 다음 410 nM에서 측정하였다.

측정은 5 분 동안 30 초 간격으로 반복되었다. 효소 대신 식염수를 대체함으로써 준비된

reaction blank 가 측정되었다. 아세틸콜린 분해효소 활성은 흡수 계수 1.36 L/mmol/min를 사

용해서 계산되었다. 모든 실험은 5 번 반복되었다.

(2) 결과

미나리가 알코올을 투여한 쥐에서 기억력 개선 효과를 보이는지 Y-미로테스트를 수행하여 측

정했다. 알코올을 투여하지 않은 쥐 대조군과 미나리(100mg/kg)를 먹였을 때의 쥐의 교체행동

성공률이 통계적으로 유의한 차이가 없었다. 25%알코올(2ml/kg)만을 투여한 쥐는 대조군에 비

해 교체행동이 유의하게 감소하였다. 25%알코올만을 투여한 쥐 대조군과 비교해 25%알코올을

투여 하고 미나리(100mg/kg)를 먹인 쥐의 교체행동 성공률은 통계적으로 유의하게 높게 나타

났다. 25%알코올을 투여하고 lenoleic acid(100mg/kg)를 먹인 쥐의 교체행동 성공률은 25%알

코올을 투여한 쥐 대조군과 비교해 통계적으로 유의한 차이가 있었다. 따라서 Y-미로테스트

반응 결과, 미나리는 알코올을 투여한 쥐에서 기억력을 개선시킬 수 있으며, 이것은 기억력 개

선 효과가 있다고 알려진 lenoleic acid와 유사한 효능으로 lenoleic acid 역시 알코올에 대한 기

억력 손상이 개선 됨을 알 수 있다.
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그림 46. 알코올을 투여한 동물에서의 기억력 개선 효과

미나리가 알코올을 투여한 쥐의 뇌에서 기억력 개선 효과와 관련된 효소 활성도를 측정했다.

알코올을 투여하지 않은 쥐 대조군과 미나리(100mg/kg)을 먹였을 때의 쥐의 효소활성도는 통

계적으로 유의한 차이가 없었다. 25%알코올(2ml/kg)만을 투여한 쥐는 대조군과 비교해 효소활

성도가 유의하게 증가하였다. 25%알코올만을 투여한 쥐 대조군과 비교해 25%알코올을 투여하

고 미나리(100mg/kg) 를 먹인 쥐의 효소활성도는 통계적으로 유의하게 적게 나타났다. 25%알

코올을 투여하고 lenoleic acid(100mg/kg) 을 먹인 쥐의 효소 활성도는 25%알코올만을 투여한

쥐대조군과 비교해 통계적으로 유의한 차이가 없었다. 따라서, 미나리는 알코올을 투여한 쥐의

뇌 에서 효소활성도를 낮추어 기억력을 개선 시킬 수 있다.
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그림 47. 알코올을 투여한 동물 뇌에서의 AChE 활성억제

효과

다. 스트레스 동물에서의 기억력 개선 효과

(1) 실험방법

① 추출물 및 추출방법

나주미나리를 구입하여 추출하였다. 에탄올에 넣고 끓는 물이 있는 수조에 3시간 동안 두었다.

이 과정을 두 번 반복하고 에탄올은 진공상태에서 농축시켰다. 이렇게 에탄올 농축을 통해 얻

어진 물질을 사용했다. 본 실험에 사용한 Lenoleic acid 시약은 Sigma Cemical Co., (St. Louis,

MO, USA)에서 구매하였다.

② 동물

200~250g정도의 수컷 Wistar 쥐를 특정 병원균이 없는 곳에서 사육했다. 그리고 적절한 습도

와 음식, 물을 주고, 12시간 간격으로 밤낮을 조절해 주었다. 모든 실험은 서울대학교 동물 실

험 윤리위원회의 지침서에 따라 이루어졌다.

③ Y 미로 테스트

Y 미로 테스트는 공간기억을 평가하기 위해 사용된다. 장치는 삼등변으로 교차된 arm (길이

80cm × 높이 35cm × 넓이 15cm) 을 가진 흑색 플라스틱 미로이다. 공간 표식물로는 미로의

주변에 위치한 수직 금속 기둥, 무늬 있는 종이와 주위 벽에 붙은 포스터가 포함된다.각 쥐는

한쪽 arm의 끝에 위치시키고 8분간 미로를 통해 자유롭게 이동할 수 있게 한다. Arm으로의

입장을 연속적으로 기록했다. arm으로의 입장의 의미는 한 arm에 모든 발이 위치 함으로 정의

한다. 세 개의 다른 arm으로 세 번의 연속적인 입장은 교체행동 (alternation) 으로 분류한다.

교체행동의 성공률은 교체행동의 총입장에서 2를 뺀 수를 나눈 것으로 결정한다 (30,31).
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④ 아세틸콜린 분해효소 분석

아세틸콜린 분해효소 분석은 기질로서 acetylthiochline iodide를 사용한 colorimetric의 방법

으로 수행되었다 (19). 아세틸콜린분해효소 (AChE)로 사용하기 위해 동물실험에 이용된 쥐들

의 뇌를 group별로 적출하였다. 적출한 뇌를 homogenization buffer (12.5mM sodium

phosphate pH 7.0, 400mM Nacl)로 균질화하였다. 그리고 10분 동안 1,000 x g 에서 원심분리

되었다. 상층액에 0.5% Triton X-100 이 포함된 homogenization buffer를 첨가한 후에 30 분

동안 혼합했다. 다시 10 분 동안 1,000 x g에서 원심분리하였다. 그 결과로 나온 상층액은 아

세틸콜린분해효소 (AChE) 재료로 사용되었다. 모든 추출 단계는 4℃에서 수행되었다. 100μl의

acetylthiocholine iodide solution (75mM)과 100μl의 bufferd Ellman's reagent (10 mM

5,5'-dithio-bis [2-nitrobenzoic acid]와 17.85 mM sodium bicarbonate 혼합물)를 혼합했다.

2.7ml Reaction buffer와 100μl 효소(적출된 뇌추출물)를 첨가한 다음 410 nM에서 측정하였다.

측정은 5 분 동안 30 초 간격으로 반복되었다. 효소 대신 식염수를 대체함으로써 준비된

reaction blank 가 측정되었다. 아세틸콜린 분해효소 활성은 흡수 계수 1.36 L/mmol/min를 사

용해서 계산되었다. 모든 실험은 5 번 반복되었다.

(2) 결과

4주 동안의 고정스트레스를 실험동물에 주고 미나리를 동시에 투여했을 때 Y-maze에서 기억

력의 차이를 검토하였다. 미나리를 투여하지 않은 쥐 대조군과 나주미나리(NJ-OJE) 100mg/kg

을 투여한 쥐 대조군 간에 유의한 차이가 없었다. 스트레스를 준 쥐는 미나리를 투여하지 않은

대조군보다 기억력이 감소되어 유의적인 차이가 있었다. 스트레스를 준 쥐에 10mg/kg의 미나

리를 투여했을 때 통계적으로 유의적 차이가 나타났고, 100mg/kg의 미나리를 투여했을 때도

유의적 차이가 있었다. 대조적으로 Linoleic acid를 준 스트레스 쥐는 스트레스에 의한 감퇴된

기억력이 개선되지 않았다.

그림 48. 스트레스 동물에서의 기억력 개선 효과
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4주동안의 고정스트레스를 실험동물에 주고 미나리를 투여했을 때 뇌속의 AChE효소 활성을

비교하였다. 스트레스를 주지 않은 대조군 쥐와 미나리(100mg/kg) 를 먹였을 때의 쥐의 효소

활성 억제력은 통계적으로 유의한 차이가 없었다. 스트레스를 준 쥐에게 10mg/kg, 100mg/kg

미나리를 각각 투여하였을 경우 효소활성 억제력이 감소하였다. 대조적으로 Linoleic acid를준

스트레스 쥐는 효소 활성 억제력이 크게 감소하지 않았다.

그림 49. 스트레스 동물 뇌에서의 AChE 활성억제 효과

라. Tg2576 동물에서의 기억력 개선 효과

(1) 실험방법

① 추출물 및 추출방법

인진쑥, 미나리를 구입하여 추출하였다. 에탄올에 넣고 끓는 물이 있는 수조에 3시간 동안 두

었다. 이 과정을 두 번 반복하고 에탄올은 진공상태에서 농축시켰다. 이렇게 에탄올 농축을 통

해 얻어진 물질을 사용했다. 본 실험에 사용한 Lenoleic acid 시약은 Sigma Cemical Co., (St.

Louis, MO, USA)에서 구매하였다.

② 동물

9개월된 Tg2576를 특정 병원균이 없는 곳에서 사육한다. 그리고 적절한 습도와 음식, 물을 주

고, 12시간 간격으로 밤낮을 조절해 준다. 11개월된 형질전환마우스에 3개월간 미나리가 함유

된 사료를 매일 먹인다. 모든 실험은 서울대학교 동물 실험 윤리위원회의 지침서에 따라 이루

어졌다.

③ 수동회피테스트

기억과 학습에 대한 미나리의 효과를 알아보기 위해 수동회피테스트 기구 (Model PACS-30,

San Diego Instrument Int., USA)를 사용하였다. 그 기구 상자는 동일한 크기 (23.5 x 15.5 x

15.5cm)의 두 개의 방으로 나뉘어졌고 중간의 문이 이 두 방을 구분시켜준다 (6.5 x 4.5cm) .

불이 밝게 켜진 방은 조명이 설치되어 있고 쥐는 중간 문을 통과해서 어두운 방으로 들어갈

수 있다. 쥐는 처음에 문이 열린 상태에서 불이 켜진 방에 놓여진다. 쥐는 탐험적인 행동을
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보이다가 어두운 방으로 들어간다. 어두운 방에 들어가자마자 중간 문을 자동적으로 닫히게 된

다. 쥐가 20 초 이내에 어두운 방으로 들어갈 때까지 이러한 훈련은 반복되었다. 그 훈련 24

시간 후에 스코폴라민 또는 식염수 (1mg/kg)를 쥐의 복강에 투여하였다. 스코폴라민 투여 30

분 후에, 단 한번의 미나리 (10mg/kg)를 쥐의 복강에 투여하고, 또 다시 30 분 후에 쥐는 빛이

있는 방에 놓여졌다. 그 쥐가 어두운 방으로 들어가는 시간은 최장 300 초를 기준으로 측정 되

었다. 만약 쥐가 300 초(cut-off time)이내에 어두운 방으로 들어가지 않았다면, 그것은 300초

의 값으로 측정되었다.

(2) 결과

① 사료량

WT마우스와 Tg마우스의 12주 동안 먹은 사료량의 변화를 측정했다. WT마우스 대조군의 1주

에서 12주동안 먹은 사료량의 차이는 없었다. WT마우스에 미나리(50mg/kg) 를 먹인 군의 1주

에서 12주동안 먹은 사료량의 차이도 없었다. Tg마우스 대조군도 1주에서 12주간 사료량의 차

이가 나타나지 않았다. Tg마우스에 미나리(50mg/kg) 를 먹인 군의 사료량 차이 또한 없었다.

따라서, 모든 실험 군에서 먹은 사료량의 변화는 없었다.

그림 50. Tg2576 동물의 12주간 먹이섭취량 변화

② 몸무게

WT마우스와 Tg마우스 간의 12주동안 몸무게 변화를 측정했다. WT마우스 대조군의 12주동안

변화는 없었다. WT마우스에 미나리(50mg/kg)를 먹인 군에서의 1주에서 12주동안의 변화는없

었으며, Tg마우스 대조군의 12주동안 몸무게 변화도 나타나지 않았다. 또한, Tg마우스에 미나

리(50mg/kg) 를 먹인 군의 몸무게도 12주간 차이는 없었다. 따라서, 모든 실험군에서 12주동안

마우스의 몸무게 변화는 없었다.
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그림 51. Tg2576 동물의 12주간 몸무게 변화

 

③ 수동회피반응

미나리가 Tg마우스의 기억력 개선에 효과적인가를 수동회피 실험을 수행하여 측정했다. WT

마우스 대조군과 WT마우스에 미나리(50mg/kg)을 먹였을 때의 마우스의 반응시간은 통 계적

으로 유의한 차이가 없었다. WT마우스 대조군에 비해 Tg마우스 대조군의 반응시간이 통계적

으로 유의하게 적게 나타났으며, Tg마우스 대조군에 비해 Tg마우스에 미나리(50mg /kg)룰 먹

였을 때 반응시간이 통계적으로 유의하게 많게 나타났다. Tg마우스 대조군과 Tg마우스에 인

진쑥(50mg/kg) 을 먹였을 때의 반응시간은 통계적으로 유의하게 나타나지 않았다. 따라서 Tg

마우스 대조군에 비해 Tg마우스에 미나리를 먹였을 때 수동회피 반응 결과, 기억력이 개선됨

을 알 수 있다.

그림 52. Tg2576 동물에서의 기억력 개선 효과 
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④ Αβ1-42 생성 억제

미나리가 Tg마우스의 뇌에서 발생되는 Αβ1-42 생성을 억제할 수 있는지 Αβ1-42를 ELISA로 측

정했다. WT마우스의 대조군과 WT마우스에 미나리(50mg/kg)을 먹였을 때의 뇌에서 Αβ1-42의

생성은 통계적으로 유의한 차이가 없었다. WT마우스 대조군에 비하여 Tg마우스 대조군의 Αβ

1-42 의 생성이 통계적으로 유의하게 많이 나타났으며, Tg마우스 대조군에 비해 Tg마우스에 미

나리를 먹였을 때 Αβ1-42 의 생성이 통계적으로 유의하게 적게 나타났다. Tg마우스 대조군과

Tg마우스에 인진쑥(50mg/kg)을 먹였을 때 Αβ1-42 의 생성은 통계적으로 유의하게 나타나지

않았다. 따라서, Tg마우스 대조군에 비해 Tg마우스에 미나리를 먹였을 때 마우스 뇌에서 Αβ

1-42 의 생성은 줄어든다.

그림 53. Tg2576 동물 뇌에서의 Αβ1-42단백질 감소 효과
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1. 미나리 추출물의 기준, 규격 설정

가. 제조기준

(1) 원재료 : 미나리

나. 기준․규격

Isorhamnetin 함량 (mg/g) : 1.743 mg/g 의 80~120 %

다. 시험법

(1) Isorhamnetin 시험법(고속액체크로마토그래피법)

① 장비

HPLC System Agilent 1100 series, Agilent, USA

Bin Pump G1312A, Autosampler G1313, DAD G1315D,

Column Oven G1316A, Degasser G1379A

Analytical Column X bridge C18 (4.6 × 250 mm, 5 um), waters

② 시약

㉮. Isorhamnetin 표준품: Sigma, 17794 (LOT: BCBG9175V) 95%

㉯. Trifluoroacetic acid: Samchun, 99%, 100 mL

㉰. Methanol: Burdick&Jackson, HPLC grade

㉱. Acetonitrile: Burdick&Jackson, HPLC grade

㉲. Sulfuric acid: Daejung, 1L

㉳. 3차증류수

③ 표준용액 조제

표준물질 Isorhamnetin 3.96 mg을 정밀하게 달아 마이크로피펫을 이용하여 MeOH 39.6

mL(100 ug/mL)에 녹인 표준용액을 1 mL씩 분주하여 냉동보관된 것을 사용한다. 이를 50%

MeOH in 5% H2SO4로 희석하여 working Solution으로 사용한다.

④ 시험용액 조제

시료 약 0.1 g을 취해 50% MeOH in 5% H2SO4 3 mL을 넣고 90℃에서 30분 동안 산 가수분

해를 실시한다. 가수분해가 종료된 용액을 25 mL 정용플라스크에 담고 50% MeOH로 정용한
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후 0.45um PTFE syringe filter로 여과한 용액을 시험용액으로 한다.

⑤ 분석조건

Instrument HPLC system

Detector UV detector (370 nm)

Column X bridge C18 (4.6 × 250 mm, 5 um), waters

Mobile Phase

A - H2O in 0.1% TFA

B - Acetonitrile in 0.1% TFA

Time(min) A(%) B(%) Flow(mL/min)

0 80 20 1.0

25 55 45 1.0

Injection Vol. 20 ㎕

Temperature. 30℃

Run time 25 min

⑥ 계산

Isorhamnetin

(mg/g)
=
시험용액 농도 (ug/mL) × 희석용량 (mL)

×
1

시료량 (g) 1000

라. 기준규격 설정 근거

(1) 기능/지표성분 규격 설정에 관한 자료

기능/지표성분의 규격은 분석오차를 고려하여 표시하고자 하는 값에 대한 하한치와 상한치를

백분율로 설정한다. 일반적으로 추출물의 경우는 표시량의 80~120%를 원칙으로 하나 천연물의

경우 원료 Lot 별 기능/지표물질의 함량 편차가 커서 여러 Lot의 분석 데이터를 근거로 규격

함량을 달리 설정할 수 있다. 미나리추출분말 중 Isorhamnetin 함량은 설정한 시험방법으로 분

석하여 측정하였으며, 분석 결과는 SPSS(Statistical Package for Social Science 15.0) One-way

ANOVA을 이용하여 각 Lot 간의 평균값(mean), 표준편차(SD, standard deviation), 표준오차

(SE, standard Error), 최소값, 최대값, 95% 신뢰구간에서의 상한치(Upper Bound)와 하한치

(Lower Bound)를 구하여 모두 포함할 수 있는 규격을 설정하였다.

(2) 미나리 추출물 함량
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미나리 추출물의 기준 규격을 설정하기 위하여 3 Lot를 각각 3반복 분석한 결과를 토대로

Isorhamnetin의 함량 범위를 구하였다. 전체 평균±SD, 평균의 80~120%, 각 Lo t별 하한치~상

한치, 각 Lot 별 95% 신뢰구간에서의 하한치~상한치를 분석하여 분석오차 및 Lot 별 함량을

모두 포함할 수 있는 기준규격으로 1.743 mg/g의 80%~120%인 1.394~2.092 mg/g으로 설정하

였다.

Lot No.

반복수
Lot 1 Lot 2 Lot 3 평균

Isorhamnetin

함량(mg/g)

1 1.819 1.833 1.564

1.743
2 1.795 1.790 1.617

3 1.834 1.808 1.624

평균 1.816 1.810 1.602

표 21. Lot 별 Isorhamnetin의 함량 분석결과

Lot

No.

표준편차

(SD)

표준오차

(SE)
최소값 최대값

95% Confidence Interval for Mean

Lower Bound Upper Bound

Lot 1 0.0197 0.0114 1.80 1.83 1.7672 1.8649

Lot 2 0.0219 0.0127 1.79 1.83 1.7559 1.8649

Lot 3 0.0328 0.0189 1.56 1.62 1.5202 1.6831

전체 0.1081 0.0360 1.56 1.83 1.6596 1.8258

표 22. Lot 별 Isorhamnetin의 함량 범위 결과

(3) 유해물질 규격 미설정에 관한 자료

(가). 중금속

건강기능식품 유해물질 규격 및 최종 원료의 섭취량을 고려하였을 때, 각 중금속의 규격은

아래범위내로 설정되어야 한다.

① 납: 1.0 ug/g = 1.0 ppm 이하

② 총비소: 1.0 ug/g = 1.0 ppm 이하

③ 카드뮴: 0.5 ug/g = 0.5 ppm 이하

④ 총수은: 0.5 ug/g = 0.5 ppm 이하

중금속은 가능한 최소 함량으로 관리하는 것이 바람직하므로 분석결과를 고려하여 납은 1.0

ppm, 총비소 1.0 ppm, 카드뮴은 0.5 ppm, 총수은은 0.5 ppm 이하로 규격을 설정하였으며, 분석

결과 중금속의 항목은 모두 적합한 것으로 확인되었다.
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(나). 미생물

대장균군은 음성으로 확인되었다.

시 험 항 목 시 험 방 법

중금속

납

총비소

카드뮴

식품공전 제10.일반시험법 6. 유해성금

속시험법 2) 측정 (2) ICP 법

총수은
식품공전 제10.일반시험법 6. 유해성금

속시험법 3) 금속별 시험 (5) 수은

미생물 대장균군
식품공전 제10.일반시험법 8. 미생물시

험법 5) 대장균군

표 23. 유해물질 시험항목 및 시험방법

Lot No. 제안 기준 및 규격
실측치 (시험성적서)

Lot 1 Lot 2 Lot 3

중금속

(mg/kg)

납 1.0 0.0095 0.0086 0.0055

총비소 1.0 0.0179 0.0170 0.0126

카드뮴 0.5 0.0014 0.0011 0.0104

총수은 0.5 0.003 0.003 0.002

미생물 대장균군 음성 음성 음성 음성

표 24. Lot 별 미생물 및 중금속 분석결과
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그림 54. 미나리 추출물 Lot.1의 중금속 및 대장균군 시험성적서
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그림 55. 미나리 추출물 Lot.2의 중금속 및 대장균군 시험성적서
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그림 56. 미나리 추출물 Lot.3의 중금속 및 대장균군 시험성적서 
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1. 원료 표준화

가. 추출용매별 추출수율 검토 및 화합물 조성 비교 확인

먼저 미나리에 함유된 기능성분의 효율적인 추출방법을 확인하기 위해 추출용매의 농도별로

추출하여 얻어진 각 추출물에 함유된 화합물을 비교하고, 이로부터 얻어지는 최종 건조물의 수

율을 비교 검토하고자 하였다. 먼저 미나리를 Ethanol 농도 (0%, 25%, 50%, 70%, 100%

EtOH)별로 추출한 후, 각각의 추출물을 동결건조하여 얻어진 추출물의 최종 수율을 확인하였

으며, HPLC 분석을 통해 각 추출물에서의 화합물 조성도 확인하였다.

그림 57. 미나리 EtOH 농도별 추출방법
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그림 58. 미나리 EtOH 농도별 추출물 수율

미나리에 함유된 화합물의 효율적인 방법을 결정하기 위해 Ethanol 농도별로 추출하여 얻어

진 추출분말의 최종 수율을 확인한 결과, 25% EtOH ext.은 약 34%로 가장 높은 추출수율을

나타내었으며, 추출용매의 EtOH 농도가 증가할수록 추출수율도 증가하였으나. 100% EtOH만

으로 추출할 경우에는 오히려 추출수율이 감소하는 것을 확인할 수 있었다. 이는 미나리에 함

유된 수용성 화합물과 비수용성 화합물들이 100% EtOH 추출보다 물과 에탄올이 혼합된 상태

에서 더 효율적으로 추출되어지기 때문인 것으로 추측된다. 이들 각각의 추출물에 함유된 화합

물의 조성을 확인해 보기 위해 각 추출분말을 대상으로 HPLC 분석을 실시하였다. HPLC 분석

조건은 아래와 같다.

- HPLC 분석 조건

· Detector: PDA detector

· Column: X bridgr C18 (4.6× 150 mm, 5 um), Waters

· Column oven temp.: 30℃

· Flow rate: 1.0 mL/min

· Mobile phase: A, 0.1%TFA 함유 10% MeCN; B, 0.1%TFA 함유 30% MeCN

min A (%) B (%)

0 100 0

50 0 100

70 0 100
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HPLC-PDA 분석 결과 각 파장별로 다양한 화합물의 peak가 확인되었는데 그중에서도 UV

330 nm에서의 화합물 peak가 가장 다양하고 height도 높았다. 이는 아마도 미나리 추출물에

phenolic 관련 화합물들이 다양하게 함유되어 있기 때문일 것으로 추측되어진다. 330 nm에서

각 추출물들의 화합물 조성을 비교해 보면, 이역시도 추출용매의 EtOH 농도가 증가할수록

peak height와 종류가 더 많아지는 것으로 확인되어지며 100% EtOH로 추출한 경우에는 각 화

합물들이 소량씩 추출 되어지는 것을 확인 할 수 있었다. 이에 미나리에 함유된 화합물들의 추

출에 가장 적합한 추출용매는 추출수율이 높으면서 각 화합물들이 가장 효율적으로 추출되어지

는 것으로 확인된 70% EtOH을 추출용매로 결정하였다.
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water ext.

25% EtOH ext.

50% EtOH ext.

70% EtOH ext.

100% EtOH ext.

그림 59. EtOH 농도별 추출물의 HPLC Chromatogram
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나. 재배지역별 화합물 조성의 차이 비교 확인

국내에서 재배되고 있는 미나리가 각 재배지역별로 어떻게 화합물 조성의 차이를 보이는지

확인하기 위해 경기도 (시흥시), 경상북도 (청도군), 충청남도 (부여군), 경남 (의령군), 전라북

도 (전주시), 광주광역시, 전라남도 (나주시 노안면) 등에서 재배된 미나리를 각각 구입하였다.

각 지역별로 구입한 미나리를 70% Ethanol로 추출한 후 얻어진 추출분말은 상기의 HPLC 분

석을 실시하여 각 추출분발에 함유된 화합물 조성을 확인하였다. 그 결과, 전남 나주에서 재배

된 미나리에 가장 다양한 화합물이 다량으로 존재하고 있는 것을 확인할 수 있었으며, 전라북

도 전주와 광주광역시에서 재배된 미나리에도 다량의 화합물이 존재함을 확인하였다. 전남 나

주시 노안면은 미나리 최대 주산지 중의 한 곳으로 가락시장 유통량의 70%를 차지할 정도이

고, 노안 미나리 연합회가 결성되어 연간 약 4,800톤의 미나리를 생산하고 있으며 생산된 미나

리의 품질이 일정할 수 있도록 관리하고 있는 실정이여서 전남 나주시 노안지역에서 생산되는

미나리를 사용하는 것으로 하였다.
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그림 60. 지역별 미나리 HPLC Chromatogram
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다. 미나리 품종 및 채취시기별 추출물의 조성 비교 확인

미나리는 겨울에서 봄에 주로 식용하는 작물로 수경재배 하는 특징을 가지고 있다. 모종을

확보하여 영양번식을 하는 특징을 가지므로 씨가 없는 상태에서도 재배가 가능하다. 꽃은 주로

7월 초순에서 9월 중순까지 피며 꽃이 핀 이후에 씨를 얻을 수 있다. 미나리의 품종을 구별하

기 위해서는 봄부터 여름사이에 미나리가 자랄 때 줄기의 두께(굵기), 크기, 잎의 상태, 줄기의

색, 개수 등을 확인하여야만 각 미나리의 품종 구분이 가능하지만 현재 국내에서 재배하는 것

은 씨를 이용하지 않고 수경재배를 하고 있어서 품종을 구별하기기가 쉽지 않았다. 본 과제에

서 사용하기로 한 전남 나주시 노안지역에서 보유하고 있는 미나리는 크게 2품종으로 여름미

나리와 겨울미나리로 구별하여 구별하고 있으나 외관상으로는 쉽게 식별하기가 어려웠다. 미나

리의 품종별 채취시기별 화합물의 조성을 비교하기 위해, 노안지역의 미나리 2품종(여름미나리,

겨울미나리)의 채취시기를 달리하여 (4월, 7월, 10월) 이들 각각을 70% EtOH 롤 추출한 후 얻어

진 추출분말에 함유된 화합물의 조성을 비교 확인하였다. 즉, 채취기시를 달리한 미나리를 70%

Ethanol로 추출·농축 후 동결건조하여 분말화 하였다. 미나리 70% Ethanol extract powder를

0.05 g을 정밀히 달아 증류수 1 mL에 녹인 후 0.45 um filter 후 HPLC로 분석하였다.

- HPLC 분석 방법

· HPLC: Agilent

· Detector: UV detector 330 nm

· Column: X bridgr C18 (4.6× 150 mm, 5 um), waters

· Column Oven: 30 ℃

· Flow rate: 1.0 mL/min

· Mobile phase: A, 0.1%TFA 함유 10% MeCN; B, 0.1%TFA 함유 30% MeCN

min A (%) B (%)

0 100 0

50 0 100

70 0 100
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10월 겨울미나리

7월 겨울미나리

4월 겨울미나리
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10월 여름미나리

7월 여름미나리

4월 여름미나리

그림 61. 미나리 품종 및 체쥐시기에 따른 HPLC Chromatogram
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HPLC 분석 결과, 미나리 품종(여름미나리, 겨울미나리)의 차이에 의한 화합물의 조성은 차

이가 없으며, 미나리의 채취시기에 의해 화합물의 함량의 변화가 나타나는 것을 알 수 있었다.

즉, 4월에 수확한 미나리에 함유된 화합물이 다양하지 않고 그 양도 많이 함유되어 있지 않으

나, 10월에 수확한 미나리의 경우에는 다양한 화합물이 많이 함유되어 있는 것으로 확인되었

다.

라. 미나리 건조방법 차이에 의한 성분 조성의 변화 여부 확인

미나리 수확 후 장기 보관을 하기 위해서는 건조하여 보관하여야 한다. 일반적으로 작물을

건조하는 방법으로는 여러 가지가 있지만 대개의 경우 동결건조 또는 열풍건조를 이용하여 건

조를 진행한다. 동결건조는 화합물의 변화를 최소화 하지만 건조비용이 많이 들어서 경제적이

지 못하다는 단점이 있다. 열풍건조는 동결건조에 비해 건조비용은 적게 들지만, 고온에서 건

조를 하기 때문에 열에 의한 화합물의 변화가 일어날 수 있다는 것이 단점이다. 이에, 미나리

원재료를 건조하여 보관하고자 할 때 열풍건조를 실시할 때와 동결건조를 실시하였을 때 건조

에 의한 화합물의 변화가 일어나는지를 확인해 보고자, 수확한 미나리의 건조방법을 달리하여

건조 시킨 후(열풍건조, 동결건조) 이를 70% EtOH로 추출하여 HPLC 분석을 실시하여 화합물

의 변화 여부를 확인하였다.
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열풍건조

동결건조

그림 62. 미나리 건조 방법에 따른 HPLC Chromatogram

5월에 수확한 미나리를 건조방법을 달리하여 추출하여 얻어진 추출물을 HPLC분석을 실시

한 결과, 열풍건조하였을 때와 동결건조 하미나리 건조방법에 의한 차이를 확인 한 결과, 각

화합물의 종류에 따라 열에 의한 변화정도가 약간은 상이함을 알 수 있었다. 즉 tR 22.5분의

peak는 열풍건조에 의해 화합물의 함량이 약간 감소하는 것을 확인 할 수 있었으나, tR 5.8분

의 peak의 경우에는 동결건조일 때 화합물의 함량이 약간 감소하는 경향을 나타내었다. 건조방

법의 차이에 의해 화합물의 함량이 약간 감소하는 경우도 있었으나 전체적인 생산 비용등과

같은 경제적인 측면을 고려해 볼 때 건조 비용과 시간이 많이 소요되는 동결건조를 하는 것

보다는 비용과 시간적인 면에 있어서 훨씬 경제적일 수 있는 열풍건조에 의해 미나리를 건조

하여 보관하는 것이 더 적합한 것으로 판단되어진다.
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1. 원료 및 제품 시제품 제작을 위한 제형 연구 개발

가. 원료 제품 제형연구 :

(1) 목적 : 최적의 기능성 및 안전성, 안정성, 생산성(표준공정)이 확립된 공정을 개발하고 하는

데 목적이 있다.

(2)세부 연구내용 : a. 공정확립 및 표준 제조공정 확립

b. 확립된 제조공정에 의한 영양성분 변화 연구

나. 완제품 제형연구 :

(1) 목적: a. 미나리 원료가 들어간 제품을 만들기 위한 분말제형의 최적 제형을 개발

하는데 그 첫 번째 목적이 있다.

b. 기능성 제품 생산 계획에 맞춰 미나리 시제품-타정(Tablet) concept 제

품의 제형 연구를 통한 최적의 제형을 개발하는데 그 두 번째 목적이 있다.

다. 제형 연구 개발 기간 : 2012.02.13~ 2013.03.30

라. 원재료명 : 미나리(Oenanthe javanica)

마. 원료구입 및 확보 :

본 연구를 수행을 위하여 전라남도 나주시 노안면, 미나리작목반의 협조로 생 미나리 및 건조

미나리를 구입하여 연구에 사용하였다.

바. 기본고정도 :

세척, 데치기(Blanching), 원물건조, 1차 추출, 2차추출, 농축, 건조

사. 공정별 특이사항 :

추출용매조건 연구, 추출온도 설정, 데치기 시간 및 온도 설정, 건조 온도설정 등 각각의 공정

별 시간, 농도, 온도, 투입량 등 세부적 연구가 필요함.

아. 원료 제품 공정 연구 기본 공정도 :
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자. 공정별 이미지

- 데치기, 추출, 농축 조건 검토

(선별 및 세척 공정) (측량 공정)
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(Blanching, 데치기 공정) ( 데침 미나리 건조 공정)

(추출 공정) (여과 공정)

(농축 공정) (회수 공정)
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(농축액 Sample)

- 건조방법 검토

(진공건조 V/D, 건조 방법) (진공건조 Sample

(분무건조 S/D, 건조 방법) (분무건조 Sample)

그림 63. 미나리 추출 공정 과정
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구분

추출방법

데침 유무

건조방법

결과
수율

(%)알코올 vs 열수 S/D vs V/D

Sample1 알코올 O V/D 분말화X 3.27

Sample2 알코올 X V/D 분말화X 3.11

Sample3 알코올 O S/D 분말화X 2.96

Sample4 알코올 X S/D 분말화X 3.01

Sample5 열수 O V/D 분말화O 3.58

Sample6 열수 X V/D 분말화O 4.00

Sample7 열수 O S/D 분말화O 4.02

Sample8 열수 X S/D 분말화O 4.10

표 25. 미나리 원료제품 공정 연구 Sample 별 분말화 가능성 평가표

시험항목

시 료

Water Alchol(20%) Alchol(50%) Alcohol(80%) Alcohol(95%)

평균 표준

편차

평균 표준

편차

평균 표준

편차

평균 표준

편차

평균 표준편

차

수율(%) 41.46 0.44 44.04 0.64 44.67 0.51 41.07 0.44 31.00 0.44

표 26. 미나리 원료제품 추출용매조건 검토에 의한 수율 변화

차. 공정연구 결과

(1) 공정확립 및 표준 제조공정 확립

(가) 데치기 공정 검토 결과 데치기를 하는 공정과 하지 않은 공정에서의 수율차가 매우 크게

나타났다.

(나) 추출용매 조건 검토 결과 최적의 조건은 50%에탄올 추출에서 작업성과 수율에 적합한 것

을 판단된다.

(다) 건조 분말 조건 검토에서 열풍건조, 동결건조, 진공건조, 분무건조 방법을 검토한 결과 분

무건조에서 높은 수율을 얻을 수 있었으며, 작업성 검토 결과 Dextrin을 부형제로 선택하고,

미나리 추출물과 Dextrin을 각각 1: 1로 혼합하는 것이 바람직하다고 판단되었다.

(2) 확립된 제조공정에 의한 영양성분 변화 연구
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시험항목
시 료

Water Alchol(20%) Alchol(50%) Alcohol(80%) Alcohol(95%)

평균 표준

편차

평균 표준

편차

평균 표준

편차

평균 표준

편차

평균 표준편

차
열량

(Kcal/100g)

116.84 0.24 113.25 0.20 112.25 0.12 119.03 0.06 98.55 0.087

탄수화물

(g/100g)

21.76 0.32 21.27 0.22 19.60 0.10 19.08 0.03 15.64 0.054

식이섬유

(g/100g)

2.06 0.22 1.17 0.10 1.75 0.07 0.32 0.04 0.06 0.039

당류(g/100g) 15.97 0.21 13.93 0.06 14.42 0.08 16.58 0.04 5.35 0.072

단백질(g/100g) 8.05 0.23 6.69 0.17 6.76 0.05 6.52 0.04 4.14 0.044

지방(g/100g) 0.18 0.07 0.39 0.02 2.25 0.04 1.89 0.04 2.17 0.027

나트륨

(mg/100g)

359.74 0.20 360.20 0.12 342.51 0.03 281.01 0.03 106.81 0.064

비타민A(㎍

R.E/100g)

9.70 0.09 12.47 0.08 45.20 0.05 22.03 0.04 52.10 0.049

비타민

C(mg/100g)

0.00 0.01 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0

칼슘(mg/100g) 22.84 0.15 21.82 0.12 14.98 0.05 0.51 0.04 0.30 0.048

철(mg/100g) 8.24 0.15 5.21 0.05 4.60 0.06 2.24 0.03 0.42 0.044

표 27. 미나리 원료제품 추출용매조건 검토에 의한 영양성분 변화

(가) 미나리 원료제품 추출용매조건 검토에 의한 수율변화에서 알코올의 농도가 높을수록 수율

이 낮아지는 것을 확인하였다.

(나) 미나리 원료제품 추출용매조건 검토에 의한 영영성분변화에서 알코올 농도가 높을수록 영

양성분의 손실이 높은 것을 확인하였다.

(다) 따라서 최적의 추출용매 조건은 50% 알코올 농도에서 수율 및 영양성분이 최적의 조건임

을 확인하였다.

카. 최종제품 제형연구

① 공정별 이미지

(원료 칭량 및 혼합) (혼합 및 과립)
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(과립 후 건조) (타정기 이미지)

(타정 작업) (Sample 회수)

(최종 제품 이미지) (경도 측정)
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구분 세부 원료투
입량(g)

용매투입
량(g)

전체 용량
(g)

건조
(시간)

잔량
(g)

비

고

HPMC 용액
HPMC+95%용

매
(4시간용해)

6.674 37.429 70 30분 70 　

HPMC용액을
이용한연합

HPMC+95%용
매
(30분)

100 26 150 25분 80 　

표 28. 미나리 최종제품 HPMC(결합제)를 이용한 과립 조건

구분 세부
원료

투입량
(g)

용매투
입량
(g)

전체 용량

(g)

잔량

(g)

건조시간
(분) 비고

결합제(용매)

95%EtoH 100 11 20 11 20분

90%EtOH 100 9.713 21.6 11.887 27분

85%EtOH 100 9.803 22.5 12.687 47분

80%EtOH 100 15.556 24.206 8.65 55분

표 29. 미나리 최종제품 알코올 용매(EtOH-95%, 90%, 85%, 80%) 농도별 과립 조

건

구분 세부
원료투
입량
(g)

HPMC
용액투
입량
(g)

D.W.
투입량
(g)

혼합용
매투입
량(g)

잔량
(g)

건조시
간(분) 결론

결합제

(분말)

HPMC1 50 5 3.710 7.42 40.29 25 X

HPMC2 50 10 2.186 10.2 32.19 30 O

HPMC3 50 15 1.243 13 35 45 X

HPMC4 50 20 1.453 15　 40 50 X

HPMC5 50 25 2.120 16 42　 60 X

표 30. 미나리 최종제품 HPMC 및 용매 혼합(*HPMC 배합비에 용매 Water 첨가)

조건

  

(연속 타정 시험 생산)

그림 64. 최종제품 제형 연구 공정 과정

타. 최종제품 제형연구 결과
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(1) 결합제의 Factor를 분말형태의 HPMC 와 용매 EtOH로 선정하여 경우의 수를 설정하였다.

(2) 먼저 HPMC를 95% EtOH로 용해해서 결합제로 썼을 때를 포함하여 용매인 95% EtOH의

경우에는 연합 및 건조까지 적절하게 이루어져 타정을 찍었지만 경도가 약해 약한 힘에도 부

스러졌다.

(3) 90%~80% EtOH 사이에서 5%로 차이로 물의 함량을 높임에 따라 연합공정에서의 연합의

용이성이 점점 떨어지는 것을 확인할 수 있었다. 90%~80% EtOH에서는 80%~85% EtOH에서

물의 함량을 조금 더 세밀하게 단계적으로 높여나간다면 경도성이 좋아질 것으로 판단된다.

(4) 위의 두 Factor를 혼용하여 HPMC를 95% EtOH에 용해시킨 용액에 물의 함량을 높여 타

정 경도를 확인한 결과 Factor 단독으로 사용하는 것보다 더 좋은 경도를 얻을 수 있었다.

(5) 특히 HPMC 함량을 조금 더 높이고 여기에 물의 양을 정량적으로 조절하여 결합제로써

적절하게 사용함으로써 타정에 적합한 경도를 얻을 수 있었다.

(6) 따라서 최종제품의 제형연구 결과 HPLC (결합제) 10g과 물 2.18g 혼합의 조건에서 최적의

경도를 유지하는 제품으로 개발이 가능할 것으로 판단된다.
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1. 미나리 추출물의 장기보존에 따른 지표물질의 안정성시험

미나리 추출물의 장기보존에 따른 지표물질의 안정성을 확인하기 위하여 미나리 추출물을

25±2℃에서 장기보관하면서 일정한 시기별로 sampling하여 앞에서 검증된 시험법과 동일한 방

법으로 실험을 진행하였다.

지표성분명 기준값 적합범위 (80~120%)

Isorhamnetin 1.743 1.39 ~ 2.09

표 31. 지표성분 기준 및 적합범위

그림 65. 저장기간에 따른 Isorhamnetin의

변화
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저장기간(
day)

Isorhamnetin(

mg/g)

표준편차
(mg/g) 상대값*(%)

1 1.73 0.060 100.0

3 1.78 0.075 102.9

5 1.73 0.074 100.0

7 1.72 0.051 99.4

10 1.7 0.031 98.3

15 1.64 0.013 94.8

30 1.67 0.064 96.5

56 1.68 0.068 97.1

70 1.68 0.054 97.1

85 1.69 0.050 97.7

106 1.75 0.059 101.2

115 1.72 0.048 99.4

127 1.71 0.069 98.8

177 1.79 0.119 103.5

표 32. 저장기간에 따른 Isorhamnetin의 변화

*: 1일을 100%로 볼 때 상대값, %

미나리 추출물을 25±2℃에서 장기보관하면서 시료를 수거하여 육안으로 성상을 확인하고

미나리 추출물의 지표성분인 Isorhamnetin의 함량을 측정하였다. HPLC를 통하여 분석한 결과,

1.39~2.09 mg/g으로 설정된 지표성분 함량기준에 적합하였다. 저장초기 시료의 Isorhamnetin의

함량을 100%로 볼 때, 약 6개월 동안 저장된 미나리 추출물은 모두 90%이상 유지되어 6개월

까지는 안정성을 확보하였다. 미나리추출물의 안정성시험은 12개월 까지 실시 될 예정이며, 현

재 6개월까지의 결과를 토대로 미나리 추출물은 상온에서 6개월까지는 안정하게 품질을 유 지

하고 있는 것으로 판단된다.
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항목 일정

1월 2월 3월 4월 5월

비 고4

주

5

주

1

주

2

주

3

주

4

주

1

주

2

주

3

주

4

주

1

주

2

주

3

주

4

주

1

주

2

주

제품검토 및 확정

원료표준화 및 원료생

산(미나리)

OEM사 선정

시제품 제작 및 제형연구

품목제조신고

포장재 디자인 및 제작

제품제조

자가품질검사

출고

표 33. 제품 생산 계획 (1~5월)

항목 일정

2월 3월

1주 2주 3주 4주 1주 2주 3주 4주

제조공정 확정

품질 확정

OEM사와 공정 검토

분말제품 품목신고

(일반식품)

생산

표 34. 미나리추출분말 대량생산 계획

1. 제품 개발 계획서 및 계획(안)

가. CONCEPT

(1) 제품유형: 건강기능식품 액상제품 및 타정제품 (홍삼 + 비타민 C, 복합제품)

(2) 기능성: 홍삼 (피로회복/ 면역력 증진/ 혈소판응집억제를 통한 혈행/ 기억력 개선) 비타민C (결합조직

형성과 기능성유지/ 철의 흡수에 필요/ 유해산소로부터 세포 보호), 농림부과제 수행 원료 (미나리: 기억력

개선 후보 물질)

(3) 섭취대상: 성인을 위한 복합제품

(4) 농림부과제 수행원료인 미나리 추출분말은 알코올에 의해 손상된 기억력에 관한 개선 효과에 관하여

연구를 수행하였으며, 본 개발제품은 성인을 위한 복합제품으로서 개발하고자 한다.

나. 개발 계획
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제품명 홍삼제품(Ⅰ) 홍삼제품(Ⅱ) 비타민제품

제

품

개

요

식품의 유형 홍삼+비타민C 홍삼+비타민C 복합비타민

제형 액상제품 액상제품 액상제품

내용량 75ml×30개입 75ml×30개입 750mg×60개입

포장방법 유리병+지상자 유리병+지상자 LDPE+지상자
갈색의

2중캡

섭취량 1일 1회, 1개월분 1일 1회, 1개월분 1일 1회, 1개월분

주원료

홍삼농축액

비타민 C

미나리추출분말

구연산(산도조절

제)

타우린

홍삼농축액

비타민 C

미나리추출분말

구연산(산도조절

제)

타우린

비타민 C

비타민 B2

비타민 B6

산화아연

미나리추출분말

원

가

분

석

제조원가(원/

세트)
12,367 12,345 6,514

원료부분 5,860 5,838 3,099

포장부분 4,329 4,329 1,525

노무비부문 2,178 2,178 1,890

일 반 관 리 비

(30%)
3,710 3,704 1,954

이윤(30%) 3,710 3,704 1,954

총제조원가 19,787 19,752 10,422

1섭취량단가 659.6 658.4 347.4

미나리 1회 섭취량 800mg 800mg 800mg

표 35. 홍삼 및 비타민 신제품 개발 계획

다. 신제품 개발 계획(안)

※ 위의 금액은 일반적인 예상치이며, 수량 등에 따라 변동될 수 있음.

※ 원료부분은 당사에서 최소 포장단위 구매와 OEM사에 모든 것을 위임하는 방법으로 구분할 수 있음.

라. 기 타

- 제품의 품목별 성분배합비 및 원가분석표는 별첨 참조.

단, 원부재료는 변경될 수 있음.
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제품명
포장

단위
가격 제조사

식품

유형
원재료명 및 함량

밭미나리즙
(돌미나리,
불미나리)

110ml
±10ml

30봉 29,000

정우당 액상차 밭미나리 100% (국내산)60봉 49,000

120봉 90,000

밭미나리
인진쑥즙

110ml
±10ml

60봉 39,000
정우당 액상차

밭미나리 70% (국내산) + 인진쑥
30% (국내산)120봉 70,000

돌미나리환 300g 　 12,500 정우당 기타
가공품

돌미나리 80% (국산) 찹쌀 10%
맥아 5% 포도당 5%

청도한재
미나리 청

500ml,
700ml 500ml 25,900

한재미나
리작목회 액상차 미나리 엑기스 (미나리 60% 국산)

돌미나즙
120ml
x
20팩

　 18,000 장명식품 　
국내산 돌미나리 100%
(자연재배/무농약재배)

마시는
미나리

120ml
x
30EA

　 40,000 팔공산미
나리

액상
추출차

발효미나리(국산) 30%
생미나리(국산) 70%

돌미나리즙
120ml
x
20팩

　 18,000 갑당약초 　
국내산 돌미나리 100% (자연재배

또는 무농약재배)

가이아 750ml
x 3병

1병 35,000

자라뫼효
소

기타
발효
음료

유기농미나리 60%(국내산),
유기농설탕 40% (유기농원료100%)

2병 65,000

3병 95,000

A+
미나리의
소망

500ml,
700ml

2ea
1set

25,000
새얼바이
오푸드㈜

음료
(병)

EnvironmentfriendlyWaterDropworte
xtract54.3%,Liquefiedfritsugar,
Isomaltooligosaccharide,Enzymaticall
yModifiedSteviaGlucosylStevia,
andcitricacid

3ea
1set

35,000

A+
미나리의
소망

340ml,
500ml

340ml 1,200 새얼바이
오푸드㈜

음료
(PET)

EnvironmentfriendlyWaterDropworte
xtract26.5%,citricacid,Purifiedwater,
Refinedsugar,Isomaltooligosaccharide

A+ 간편한
미나리 75ml 1ea 3,000

새얼바이
오푸드㈜

음료
(병)

EnvironmentfriendlyWaterDropworte
xtract76%,citricacid,concentrateof
Hoveniadulcis1%,Isomaltooligosacch
aride,lotusleafextract,Enzymatically
ModifiedSteviaGlucosyl

사리수 500ml 1ea 2,000 새얼바이
오푸드㈜

음료
(PET)

EnvironmentfriendlyWaterDropworte
xtract20%,citricacid,Agavesirup,
VitaminC,Purifiedwater

비타엠 340ml 　 1,500
새얼바이
오푸드㈜

음료
(PET)

EnvironmentfriendlyWaterDropworte
xtract91.32%,citricacid,Inositol,
EnzymaticallyModifiedStevia,highfru
ctosecornsyrup,Appleconcentrate,
syntheticflavoring

미나리 수 700ml 　 45,000
비슬청록

농장
음료
(병)

미나리엑기스(국내산) 95%,
올리고당, 구연산

미나리 수
골드

700ml 　 55,000 비슬청록
농장

음료
(병)

미나리엑기스(국내산) 95%,
올리고당, 구연산

표 36. 미나리 원료의 시제품 제작 시장조사 현황

마. 원료 및 제품 시제품 개발 전 시장조사

(1) 원료 시제품 제작 시장조사-미나리

(2) 제품 시제품 제작 시장조사-홍삼
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제품명 포장단위 가격 제조사 식품유형

홍삼하나통째로
120ml
x 10병 병 25000

금산덕원인삼
약초

영농조합법인/
삼시대

일반식품

홍삼식혜
238ml

x 12캔
캔 15000

금산덕원인삼
약초

영농조합법인/
삼시대

일반식품

홍삼액PLUS
90ml x

50포
파우치 88000

금산덕원인삼
약초

영농조합법인/
삼시대

일반식품

홍삼액GOLD

50ml x

30포
파우치

59000 금산덕원인삼
약초

영농조합법인/
삼시대

일반식품
50ml x

60포
110000

홍삼액

80ml x

40포
파우치

89000 금산덕원인삼
약초
영농조합법인/
삼시대

일반식품
80ml x

60포
120000

홍삼원세트
50ml x

60포
파우치 49,000

㈜한국인삼공

사
홍삼음료

홍삼원세트
70ml x

30포
파우치 33,000

㈜한국인삼공

사
홍삼음료

홍삼원골드세트
100ml

x 24포
파우치 42,000

㈜한국인삼공

사
홍삼음료

홍삼원 마일드
180ml

x 30캔
캔 27,000

㈜한국인삼공

사
혼합음료

활기력
20ml x

10병
병 27,000

㈜한국인삼공

사
홍삼음료

홍삼진액수
75ml x

14병
병 33,900 정관장 홍삼음료

지강인 홍예당
80ml x

60포
파우치 122,500 금산홍삼랜드

건강기능식품
(식후

혈당상승억제,
콜레스테롤 개선)

지강인 홍기생 파워
80ml x

60포
파우치 103,500 금산홍삼랜드

건강기능식품(기
억력개선과면역력
증신에도움을주고

,
피로개선과혈소판
응집억제를통한혈
액흐름에도움)

고려 6년근 적외선 홍삼액
(GOLD)

90ml x

15포 x

4box

파우치 160,000 금산인삼몰 일반식품

삼이랑
90ml x

60포
파우치 90,000

금산농협가공

사업소
일반식품

6년근 홍삼 키드
(어린이용)

70ml x

60포
파우치 72,000

대한고려홍삼

공사
홍삼음료

6년홍삼동충하초
50ml x

10병
병 28,000

고려인삼주식

회사
홍삼음료

아침홍삼 70ml 파우치 2,900
풀무원건강생

활㈜
홍삼추출액

힘찬홍삼 80ml 파우치 2,000
풀무원건강생

활㈜
홍삼음료
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이가홍삼 진골드 홍삼액
90ml x

50포
파우치 74,500 이가홍삼 일반식품

진산삼배양근
75ml x

10병
병 18,000 종근당건강 홍삼음료

홍삼한뿌리
120ml

x 10병
병 29,000

㈜렉스진바이

오텍
일반식품

천년산삼
75ml x

10병
병 24,000 ㈜일화 홍삼음료

황제의 꿈
75ml x

15개입
병 89,000 ㈜태경식품 홍삼음료

홍삼진액
100ml

x 50병
병 74,800 광동제약 홍삼음료

황진단액
50ml x

2병
병 70,000 정관장

리얼레드 250ml 캔 2,000 정관장

홍삼비타 100ml 병 900 정관장

홍삼수 그린 330ml PET 1,300 정관장 　

홍삼수 오리지널 330ml PET 1,300 정관장 　

뿌리째 진한 6년근 홍삼 120ml 병 4,000 정관장 　

정관장 홍삼원골드
100 ml
x 24 파우치 26,900 정관장 　

정관장 활삼28 (활력28)
50 ml
x 10 병

50,000
정관장 　

홍삼정마일드 120g 　 59,000 굿베이스 　

홍삼추출액 순
70ml x

30포
파우치 79,000 굿베이스 　

홍삼 에너지업
40ml x

30포
파우치 56,000 굿베이스 　

홍삼리프레쉬
40ml x

30포
파우치 56,000 굿베이스 　

홍삼이랑 키즈
4g x

90정
　 38,000 굿베이스 　

홍삼이랑 튼튼

20ml x

7포 x

4세트

　 77,000 굿베이스 　

홍삼이랑 쑥쑥

30ml x

7포 x

4세트

　 88,000 굿베이스 　

홍삼 틴케어
40 ml

x 28포
　 96,000 굿베이스 　

장쾌삼 발효홍삼 활력헛개 50 ml
x 30

파우치
35,000

웅진식품 건강기능식품

한삼인 홍삼활력 플러스
60 ml
x 30 파우치

46,000
㈜농협한삼인 홍삼음료

홍력 50 ml
x 60

파우치
66,000

정관장 　

표 37. 홍삼 시제품 제작의 시장조사
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제품명 포장단위 　 가격 제조사 식품유형

VigRX Premium Gold 677.5mg x 90 캡슐
248000 GFR

PHARMA
LTD

건강기능식품(아
연보충용제품)

에너제트Z
1100mg x 120

정
　

117000 EnerZet
harbal
formula

건강기능식품(홍
삼성분함유제품)

EnerZet Plex
1000mg x 120

정
　

149000 EnerZet
harbal
formula

건강기능식품(홍
삼성분함유제품)

에너제트 스태민엑스
40g x 10포 x

3케이스 　
129,000 EnerZet

harbal
formula

기타가공품

에너제트 보체 공보단 1세트 3g x
60포

　
198,000 EnerZet

harbal
formula

기타가공품

명품 홍삼오자환골드 230g 환
38,000 주식회사 도

화
기타가공품

활기단 3.75 g x 10 환 30,000 정관장 　

활기력 20 ml x 10 병 27,000 정관장 　

활력블루 50 ml x 60 파우치 - 정관장 　

아사이베리포르테 70 ml x 10 파우치 99,000 고려인삼제
품

과.체가공품

굿모닝 산수유 적외선
추출액

100 ml x 30 파우치
39,900 엘루나코리

아㈜
　

활력 산수유진액 80 ml x 30 파우치
18,000 월드바이오

텍
추출음료

정관장레드맥스 70 ml x 60 파우치
280,000 한국인삼공

사
기타홍삼식품

유한쏘팔메토 500mg x 120 캡슐

80,000

유한양행

건강기능식품(전
립선 건강을
유지하는데
도움을 줄 수
있습니다.)

남자한테 참좋은 마시는
산수유진액 80 ml x 60 파우치

128,000
천호식품㈜ 가공식품_액상

오자차 110ml x 60포 파우치 80,000 장명식품 액상차(액상의
기호성 식품)

오자환 600g 환 22,000 한우리약초 기타가공식품

남자라면 발효 오자환 100g 환 15,900 장생가 기타가공품(환재)

표 38. 활력제품 시제품 제작 시장조사

(3) 제품 시제품 제작 시장조사-활력

2. 원료 시제품 제작 결과 보고

가. 수행 세부 정보

(1) 제품 유형 : 일반식품 분말제품

(2) 개발 기간 : 2012.01.08. ~ 2013.04.10 까지

(3) 수행 내용 : 전라남도 나주 노안면의 미나리 작목반고의 협조를 얻어 미나리를 구입하여 열풍 건조 후

시제품 제작 원료로 사용하였다.

(4) 제작 업체 : 춘천바이오 산업 진흥원

(5) 시제품 생산 제조 공정도
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미나리 입고 [미나리 생물로써 100kg]

↓

건조 열풍건조기 사용

↓ -.건조온도:60℃,건조시간:24시
간 이상

1차 추출 추출기 사용

↓
-. 추출용매 50% 알코올,
추출시간: 4hr

여과 여과 membrane filter 사용

↓
-. 50um filter 사용

2차 추출 추출기 사용

↓
-. 추출용매 50% 알코올,
추출시간: 4hr

여과 여과 membrane filter 사용

↓
-. 50um filter 사용

농축 NC(자연순환)농축기 사용

↓
-. 조건: 70℃, 500rpm

혼합 반응조(혼합탱크)
사용(덱스트린 첨가)

↓

살균 살균 반응조(탱크) 사용

↓
-. 조건: 90℃, 10분

건조 Spray Dryer 사용

↓
-. 조건: Inlet 150~180℃
Outlet 92℃

포장 PE 비닐에 포장(1kg 단위)

(6) 시제품 제작 이미지 (원료)
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               [미나리추출분말, 내포장(AL+PE), 외포장(지박스)]

       

   

           [미나리추출분말/ 성상] [내 포장(AL+PE)]

                             [외포장(지박스)]

그림 66. 시제품 제작을 위한 원료 이미지
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나. 시제품 제작 과제 수행 결과물(원료)

(1) 품목제조보고대장
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그림 67. 품목제조 보고 대장
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(2) 공인기관 검사 성적서

그림 68. 공인기관 검사 성적서
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(3) 제조 기록 작업 일보
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그림 69. 제조 기록 작업 (추출작업, 농축작업, 분무건조

작업)

3. 제품(네이처셀 에디슨K) 시제품 제작 결과 보고

가. 수행 세부 정보

(1) 제품유형 : 건강기능식품 타정제품 (홍삼 + 비타민 C, 복합제품)

(2) 기능성 : 홍삼 (피로회복/ 면역력 증진/ 혈소판응집억제를 통한 혈행/ 기억력 개선)

비타민C (결합조직 형성과 기능성유지/ 철의 흡수에 필요/ 유해산소로부터 세포 보호)

(3) 개발 기간 : 2012.01.08. ~ 2013.07.31 까지

(4) 수행내용 : 경인식약처에 품목제조신고 (제품명: 네이처셀에디슨K 2013.05.09.)를 완료한 후 GMP 업체
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원료 측량 [배합비에 맞게]

↓

사과 및 혼합 [균일한 입도로 혼합]

↓ -. Mesh 사용 가능

연합 [결합제를 선택하여 연합]

↓
-. 결합제- 분말 HPMC

- 용매: EtOH 85%

건조 [건조기에서 건조]

↓
-.조건- 온도:35도

정립 [균일한 입도로 정립]

↓
-. Mesh 사용 가능

타정 [타정기에서 조건에 맞춰 타정]

↓
-. 조건- 압축세기: 3~4(1~8세기중)

선별 [선별기에서 선별]

↓
-. 불량률 체크

PTP포장 [PTP 포장기에서 포장]

↓

박스포장 [내박스, 외박스, 물류박스에 포장]

인 (주)이오니아와 생산 계약서 체결 후 제품 생산을 완료함.

(5) 제작업체 : (주)이오니아

(6) 시제품 생산 제조 공정도
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No 원료명
비율

(%)

1캅셀

함량(㎎)

1개월분

(g)

1캅셀
단가(원)

원료단가

(원/㎏)

1

홍삼농축액분말(진세

노사이드 Rb1, Rg1 및

Rg3의 합 15mg/g)

15.560 77.800 7 22.834 293,500

2
비타민B2 (비타민B2

100%)
0.250 1.250 0.113 0.188 150,000

3
비타민B6염산염(비타

민B6 81%)
0.250 1.250 0.113 0.113 90,000

4 산화아연(아연 80%) 0.754 3.770 0.339 0.083 22,000

5 오자복합추출분말 41.786 208.930 18.804 6.059 29,000

6 미나리추출분말 19.000 95.000 8.550 47.500 500,000

7 L-아르기닌 1.500 7.500 0.675 0.263 35,000

8 스테아린산마그네슘 0.500 2.500 0.225 0.015 6,000

9 결정셀룰로오스 10.000 50.000 4.500 0.275 5,500

10 BT-11원지추출분말 10.000 2.000 4.500 35.000 700,000

11
히드록시프로필메틸셀

룰로오스
0.400 50.000 0.180 0.044 22,000

계
　 100.0 500.0 45.00 112.37　 　

1 Set당 원료원가 90 캅셀　 10,114원

표 39. 시제품 제작 원료 배합비 및 원료 단가

(7) 시제품제작 배합비 설정 및 원가 계산표(제품)
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(8) 시제품 제작 이미지 모습(제품)

[제품명: 에디슨K, 내포장(PVC, Al foil), 외포장(지박스)]

                   [제품명: 에디슨K, 물류 박스(20set) 포장 모습]

그림 70. 제품 시제품 제작 이미지
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나. 시제품 제작 수행 결과물(제품)

(1) 품목제조신고증

그림 71. 제품 품목제조 신고증
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(2) 공인기관 검사 성적서
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그림 72. 공인기관 검사 성적서
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(3) 제조지시기록서
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그림 73. 제조지시기록서
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(4) 디자인 검토 및 광고심의 자료

 



- 141 -



- 142 -

그림 74. 디자인 검토 및 광고심의 이미지
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구분 연도
세부연구개발

목표

달성도

(%)
내용

1차

년도
2011

효소실험을 통해

기억력 개선 효능

및 미나리 추출물

이 기억력을 개선

시키는 기작에 대

해 연구함

100

-기억력감소와 관련된 효소인 아세틸

콜린에스터라제의 활성을 억제할 수

있는지 시기별, 지역별 미나리 추출물

을 이용하여 검토함

세포실험을 통해

기억력 개선 효능

및 미나리 추출물

이 기억력을 개선

시키는 기작에 대

해 연구함

100

-세포 실험을 이용하여 미나리의 기

억력 개선 효능에 대한 기작을 밝힌

다. 과산화수소 혹은 글루탐산과 같은

독성 물질을 세포에 처리하고 이에 대

한 독성 억제 효과 등 밝힘

동물 실험을 통해

기억력 개선 효능

및 미나리 추출물

이 기억력을 개선

시키는 기작에 대

해 연구하며 임상

에 적용할 수 있

는 효능 용량 설

정함

100

-전임상에서 기억력테스트 방법으로

Y-미로테스트, 수동회피반응을 이용

함. Scopolamine 투여모델 알코올 투

여모델 및 스트레스모델의 기억력이

감퇴된 설치류 또는 치매동물모델을

이용하여 미나리 추출물의 투여로 감

퇴된 기억력이 개선될 수 있는 용량을

설정함. 임상에 적용할 수 있는 효능

용량의 범위가 설정.

미나리 추출물의

지표(기능 )성분
100

-본 과제의 원료인 미나리 추출물은

건강기능식품의 기준과 규격이 고시

1. 연도별 연구목표

가. 연구목표

○ 미나리 추출물을 이용하여 기억력 개선 건강기능식품으로 개발하고자 함.

(1) 미나리 최적 원료 선별 및 미나리 추출 원료의 지표(기능)성분 표준화

(2) 미나리 추출 원료의 기억력 개선 효능 입증

(3) 미나리 추출 원료의 건강기능식품으로서의 기준규격화

(4) 대량 생산을 위한 미나리 추출 원료 제조공정 표준화

(5) 미나리 추출 원료의 제형 연구

(6) 미나리 추출 원료의 안정성 평가를 통한 원료의 유통기한 설정

(7) 미나리 추출 원료의 시제품 생산

나. 연차별 연구개발의 목표, 내용 및 달성도
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항목을 설정함

되어있지 않기 때문에 건강기능식품의

기능성원료로서 당해 식품의 기준·규

격, 안전성 및 기능성 등에 관한 자료

를 식품의약품안전처에 제출하여 건강

기능식품의 기준·규격으로 인정받아야

하며 인정 후 자가품질검사 항목으로

평가됨

-기준·규격 및 그 설정 항목으로는 지

표(기능)성분 항목을 설정.

미나리 추출물의

유해물질 항목을

설정함

100
-기준·규격 및 그 설정 항목으로는 유

해물질 항목을 설정.

미나리 추출물의

위생관리 항목을

설정함

100
-기준·규격 및 그 설정 항목으로는 위

생관리 항목을 설정.

미나리 추출무로

에 함유된 지표

(기능)성분의 구

조 확인 및 분석

법 확립

100

-미나리 추출물의 지표성분으로

Isorhamnetin을 설정함.

-HPLC 및 MS 분석을 통하여

Isorhamntin의 peak를 확인함

미나리 추출물에

함유된 지표(기

능)성분의 정량

분석 실시

100
-미나리 추출물 중의 Isorhamnetin의

함량을 정량분석을 통하여 확인

설정된 분석법에

대한 method

validation 실시

100
-Isorhamnetin의 분석법에 대한 특이

성, 정밀성, 정확성, 진선성분석 진행

유사종 및 원재료

사용부위의 검토
100

-미나리는 뿌리를 제외한 잎, 줄기, 모

두를 식품원료로 사용가능하여 사용부

위를 구별하지 않고, 잎, 줄기 모두를

사용.

-미나리 품종에 대한 정확한 구별은

없으나 각 품종별로 비교 분석한 결과

품종에 의한 성분의 차이는 없는 것으

로 확인됨.

원산지 및 채취시

기의 차이에 따른

기능성 확인

100

-미나리의 재배지역별 화합물의 성분

변화 확인 완료

-미나리의 채취시기별 성분 변화 확

인 완료

미나리로부터 기

능성분의 수율 및

함량을 최적화 할

수 있는 추출조건

100

-미나리 추출용매의 EtOH 농도별 추

출 수율 및 화합물 함량 변화를 비교

확인 하여 최적의 추출조건 확립 완료
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의 확립

2차

년도
2012

미나리 추출원료

의 기억력 개선

효능 연구를 위해

효소활성억제력,

세포사멸 억제력,

전임상 기억력 효

능시험 실시함

100

-기억력감소와 관련된 효소인 아세틸

콜린에스터라제의 활성을 억제할 수

있는지 시기별, 지역별 미나리추출물

을 이용하여 검토함

-세포실험을 이용하여 미나리의 기억

력 개선 효능에 대한 기작을 밝힌다.

과산화수소 혹은 글루탐삼과 같은 독

성 물질을 세포에 처리하고 이에 대한

독성 억제 효과 등 밝힘.

-전임상에서 기억력테스트 방법으로

Y-미로테스트, 수중미로테스트, 수동

회피반응을 이용함. 알코올 투여 혹은

스트레스에 의한 기억력이 감퇴된 설

치류 또는 치매동물모델을 이용하여

미나리 추출물의 투여로 감퇴된 기억

력이 개선 될 수 있는 용량을 설정함.

임상에 적용할 수 있는 효능용량의 범

위가 설정될 것임.

미나리 추출물의

기준·규격 설정

및 잔류농약 성분

검토

100

-미나리 추출물의 지표(기능)성분 항

목을 설정(Isorhamntin).

-미나리 추출물의 유해물질 항목을

설정(납, 비소, 카드뮴, 수은)

-미나리 추출물의 위생관리 항목을

설정(수분, 세균수, 대장균)

-미나리 원료에서의 잔류농약성분 검

토(생미나리, 건조미나리)

미나리 추출물의

지표(기능 )성분

설정 및 미나리에

함유된 화합물의

구조확인

100

-미나리 추출물 분말에 대한

LC/MS/MS 분석에 의한 지표성분

(Isorhamnetin) 확인

-설정된 지표성분의 정량분석 실시

-지표성분에 대한 Method validation

미나리 원료 및

제조공정 표준화

를 하고, 미나리

추출용매별, 품종

별, 재배지역별,

건조방법별 화합

물 조성 비교 확

인

100

-미나리 추출용매의 차이에 의한 화

합물의 조성 비교 확인

-미나리 채취시기별 화합물 조성 비

교

-미나리 재배지역별 화합물 조성 비

교 확인

-미나리 품종별 화합물 비교

-열풍, 동결건조 방법의 차이에 의한

화합물 변화 비교

표 40. 연차별 연구개발의 목표 및 내용
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다. 평가착안점에 입각한 연구개발목표의 달성도

(가) 연구개발결과의 성과 및 활용목표 대비 실적

(1) 연구성과 목표

(단위 : 건수)

구분

(예시)특허 (예시)신품종
(예시)

유전자원

등록

(예시)논문

기타
출원 등록

품종

명칭등록

품종생산

수입판매

신고

품종보호

SCI 비SCI
출원 등록

1차년도
목표 1 1 2

달성 2 0 0

2차년도
목표 1 1 2

달성 1 3 2

3차년도
목표

달성

4차년도
목표

달성

5차년도
목표

달성

계
목표 1 1 2 4

달성 2 1 3 2

표 41. 연구성과 목표

(2) 연구성과 활용 목표

(단위 : 건수)

구분 기술실시(이전) 상품화 정책자료 교육지도 언론홍보 기타

활용건수
목표 1 1 2

달성 0 1 3

표 42. 연구성과 활용 목표 
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(나) 논문게재 성과

게재연

도
논문명

저자
학술지명

Vol.(

No.)

국내외

구분
SCI구분 비고

주저자 교신저자 공동저자

Beneficial effects of Oenanthe

javanica extracts on

stress-induced cognitive

deficits via inhibition of

acetylcolinesterase activity

신기영 서유헌

김희진, 장근아,

원범영, 이형근,

김혜선

Neurosc

i e n c e

Letters

국외 SCI 심사중

Oenanthe javanica extracts

improve ethanol-induced

memory impairment as an

acetylcholinesterase inhibitor

신기영 신기영

원범영, 김예리,

정문주, 하현지,

윤여상, 이형근,

서유헌

Nutritio

n a l

Neurosc

ience

국외 SCI 심사중

Oenanthe javanica extracts

improve memory impairment

of Tg2567 mice via inhibition

of Abeta production and

acetylcholinesterase activity

신기영 신기영

원범영, 김예리,

장근아, 정문주,

하현지, 윤여상,

이형근, 서유헌

Neurosc

i e n c e

Letters

국외 SCI 심사중

재배유형별 미나리 추출물의

아세틸콜린분해효소 및 세포사

멸에 미치는효과

신기영 이형근

하현지, 위지향,

원범영, 정문주,

김예리, 윤여상,

정경옥,

한 국 식

품 과 학

회지

국내 비SCI 심사중

미나리 알코올 추출물의 알코

올 농도에 의한 추출물의 영양

성분변화에 미치는 영향

원범영 이형근

신기영 ,윤여상,

김예리,

정문주, 하현지

한 국 식

품 과 학

회지

국내 비SCI 심사중

표 43. 논문게재
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(다) 특허 성과

출원된 특허의 경우 등록된 특허의 경우

출원연도 특허명 출원인 출원국 출원번호 등록연도 특허명 등록인 등록국 등록번호

2011

미나리 추

출물을 유

효성분으

로 함유하

는 학습능

력 또는

기억력 장

애 예방

또는 치료

용 조성물

및 그 제

조방법

㈜ 브레

인트로

피아,

전 남식

품산업

연구센

터

대한민국
10-2011-

0090830

미나리

추출물

을 유효

성분으

로 함유

하는 학

습능력

또는 기

억력 장

애 예방

또는 치

료용 조

성물 및

그 제조

방법

㈜브레

인트로

피아,

전남식

품산업

연구센

터

대한민국

제

10-12804

21호

2011

미나리 추

출물을 유

효성분으

로 함유하

는 학습능

력 또는

기억력 장

애 예방

또는 치료

용 조성물

및 그 제

조방법

㈜ 브레

인트로

피아,

전 남식

품산업

연구센

터

PCT

국제

출원

PCT/KR2

011/00659

1

표 44. 특허 출원 및 등록

(라) 인력활용/양성 성과

(1) 인력채용 성과

년도
채용 대상 (학위별, 취득자) 성별 지역별

박사 석사 학사 기타 남 여 수도권 대전 기타지역

2011 1 1 1

2012 1 1 1

표 45. 인력지원 성과
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(2) 산업기술인력 양성 성과

프로그램명 프로그램 내용 교육기관 교육 개최회수 총 교육시간 총 교육인원

실험동물

운영교육

실험동물실

운영 등
서울대학교 매월 24 2

식품위생교육
식품제조

위생관리

한국식품연

구원
년 1회 8 2

표 46. 산업기술인력 교육 양성 성과 

(마) 경제사회 파급효과

산업지원 성과 (단위 : 건) 고용창출 성과 (단위 : 명)

기술지도 기술이전 기술평가 합계 창업 사업체 확장 합계

2 2

표 47. 경제사회 고용창출 성과

2. 관련분야의 기술관점에의 기여도

가. 경제·산업적 측면

§ 미나리의 기능성 (기억력 개선)을 확보하여 제품화 한 결과는 농가수익 증대에 기여한다.

아울러 임상시험 종료 후 건강기능식품 원료로써 개발 완료되면 고부가가치 원료로써 더

많은 소득 증대에 효과가 있을 것이다.

§ 원료표준화 및 지표성분 설정은 향후 FDA의 NDI를 받기 위한 자료로 활용되며 이는 국내

는 물론 해외시장 판매에 기여하여 국가 경쟁력 제품으로 개발이 가능하다.

§ 현대사회는 기억력 저하를 호소하는 사람들이 많고, 이들을 치료하기 위한 개인적 국가적

사회적 비용이 많이 소요될 것이나 본 과제에서 개발된 기능성 원료는 이러한 사회적 비용

을 줄이는데 도움이 될 것이다.

§ 본 과제를 수행하면서 2명의 고용창출이 발생하였으며, 향후 건강기능식품 원료로 개발 이

후 더 많은 고용창출이 이루어 질 것이다.

나. 기술적 측면

§ 미나리의 기능성 (기억력 개선)을 전임상에서 확보하여 향후 임상시험을 통한 효능 및 안전

성 시험자료로 활용 가능하다.

§ 원료표준화 및 지표성분 설정은 향후 FDA의 NDI를 받기 위한 자료로 활용 가능하다.

§ 본 과제에서는 기억력 개선에 대한 효능을 검증하였으나 향후 미나리의 기능으로써 잘 알

려진 간기능과 같은 건강기능식품을 개발하는데 있어 활용 가치가 있다.
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1. 실용화 산업화 계획 (기술실시 등)

<사업화 계획 (5개년도)>

(단위：억원)

구 분 사 업 화 년 도

년 도 2013년 2014년 2015년 2016년 2017년

사업목표 시장진입 시장개척 제품인증 신제품출시 제품홍보

사업화과제
기존 제품과

의 차별성

해외시장의

시장성 검토

개별인정 획

득

개발 제품의

마케팅 전략 및

FDA 인증

해외판로 개척

사 업 화 품 목

-기억력개선

제품의 부원

료

-기억력개선

제품의 부원

료

- 기억력 개

선 개별인증

제품

-기억력개선

개별인증 제품

- 기억력 개선

개별인정 및

해외인증 제품

투

자

계

획

인 건 비 0.7 0.7 1 1.3 1.6

재료비 및 설비

투자비
0.8 0.8 1.2 1.5 1.8

경상운영비 0.5 0.5 0.7 1 1.2

계 2 2 2.9 3.8 4.6

생 산 계 획 3 3 5 5 10

판매계획

매 출

(억원)
1 2 5 6 8

수 출

(만불)
20 70

계 1 2 5 8 15

표 48. 실용화 산업 사업화 계획(5개년도)
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(1) 시장진입을 위한 단계적 전략 (시장진입시기, 현지화 전략 등)

① 단기(개발 기간 내 ~ 개발 종료 후 3년 이내), 기능성 원료 인정 단계

- 특허 및 논문 등 지적재산권의 확보와 연구데이터 축적에 중점적으로 노력을 한다.

- 건강기능식품으로서 인체에서의 기능성 확인(인체적용시험) 실험을 추진한다.

- 표준화 및 기능성자료, 제품화(제형, 기준/규격)자료 등을 확보하여 식품의약품안전처에

건강기능식품의 기능성 원료로 인정을 받는다.

- 기존 제품을 극복할 수 있는 제품으로 시장에 시제품을 출시하고 시장동향을 파악한다.

➁ 중장기(개발 종료 후 3년 이후), 건강기능식품 제형의 확대 및 해외 판매 개시

- 대량생산을 위한 공장을 건립하고 건강기능식품 인정 후 본격적으로 해외시장에 진출한다.

- 캅셀 및 분말, 에멀젼 형태 등 다양한 형태의 제품을 개발, 출시한다.

- 일반 식품에 첨가할 수 있는 제형을 마련한다.

- 기능성 음료수 제품 개발에 적용한다.

- 각 국가별 인증을 받을 수 있는 대관 절차를 진행한다.

- 기 개발제품의 성능 개선을 통한 파생상품 개발을 추진한다.

- 전략적 제휴 등을 통한 해외 판매업체와 공동으로 해외 수출시장을 개척한다.

(2) 생산, 설비투자, 마케팅 등에 대한 추진전략

가. 예산 확보 및 지출계획

(단위 : 억원)

구 분
추정소요자금 자금조달계획

2016 2017 2018 2019 자기자금 타인자금

시

설

자

금

1. 부지매입

2. 공장건축

3. 생산설비

4. 임차보증금

5. 기타

10

6

6

2 2

5

3

3

4

5

3

3

(소 계) 10 12 2 2 15 11

운

전

자

금

1. 인건비

2. 재료비

3. 경비

4. 기타

3

5

3

2

4.5

7

5

2

5

10

7

3

5

12

9

3

17.5

34

24

10

(소 계) 13 18.5 25 29 85.5

합 계 23 30.5 27 31 100.5 11

표 49. 예산 확보 및 지출계획 
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나. 생산 계획 (설비 투자 계획 포함)

구 분 구분 단위
생산

능력
2017년 2018년 2019년 합계

기 억 력 제

품

시제품 톤 100

샘플 톤 100 0.1 0.1 0.1 0.3

양산계획 톤 100 20 50 100 170

합계 20.1 50.1 100.1 170.3

표 50 생산 계획(2017~2019년)

다. 마케팅 계획

년도 구분 추진계획 비고

2015

전시회 참가 국내외 전시회 참가계획

공급․유통

채널 확보를 통

한 판로 개척

- 부처(중기청 등), 기술혁신기관(TP 등)의 해외 마

케팅 지원사업 등을 활용한 판로 확보, 해외 네트워

크를 활용한 해외 파트너 확보 등

국내판매의 경우, (주)네이처셀 혹은 일양약품을 이

용한 신문, 홈쇼핑, 약국, 방문판매 등의 전략을 통해

상품을 판매할 계획임

해외판매의 경우, 암웨이를 이용한 54개국 판매 전

략. 암웨이는 기억력 소재에 대한 관심이 높기 때문

에 제품이 출시 되면 이에 대한 판매가 암웨이를 통

해 이루어질 수 있을 것으로 판단됨.

판매 전략 당사의 강점을 부각한 판매전략 기술 (품질의 우수

성, 가격 경쟁력 등)

2016

On/Off

홍보 활동

언론(일간지, 경제지 등) 홍보, 제품설명회 및 수요기

업 대상 설명회 등 Off-Line 홍보

SNS(페이스북, 트위터, UCC 등) 등 On-Line 홍보

방안

표 51. 마케팅 추진 계획 

(3) 기대효과

(가) 기술적 측면

- 기능성 식품의 신소재 개발과 더불어 원료 제형화 원천기술 확보가 가능함.

- 특허 및 논문 등 지적재산권의 확보와 연구데이터 축적됨

- 기능성자료를 확보하며 이에 추가적으로 안전성자료, 제품화(제형, 기준/규격)자료 등을

확보하여 식품의약품 안전처에 건강기능식품의 기능성 원료로 인정받을 수 있음.

- 식품의약품안전처의 건강기능식품 개별인정형 원료 등록 후 제품을 생산할 수 있음.

- 캅셀 및 분말, 에멀젼 형태 등 다양한 형태의 제품을 개발, 출시할 수 있음.
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- 기존에 잘 알려진 미나리의 효능에 기억력 개선 효과를 가진 복합 기능성 제품을 개발할

수 있음.

(나) 경제적 측면

① 매출 효과

기관명 창출내용
매출목표 (억원)

1차년도 2차년도 3차년도 4차년도 5차년도 합계

(주)브레

인트로피

아

① 완제품 출시 1 2 5 6 8 22

②

③

소계 1 2 5 6 8 22

① 완제품 출시

②

③

소계

합계 1 2 5 6 8 22

표 52. 매출효과

② 수출 효과

기관명 창출내용
수출목표 (만불)

1차년도 2차년도 3차년도 4차년도 5차년도 합계

(주)브레인

트로피아

① 완제품 출시 20 70 90

②

③

소계 20 70 90

① 완제품 출시

②

③

소계

합계 20 70 90

표 53. 완제품 수출효과
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③ 고용 효과

기관명 창출내용

고용목표 (명)

향후

년도
2차년도 3차년도 4차년도 5차년도 합계

(주)브레인

트로피아

① 연구인력 1 1 2

② 영업인력 1 1 1 3

③ 생산인력 1 1 2 4

소계 2 2 2 3 9

합계 2 2 2 3 9

표 54. 연차별 고용효과

④ 기타 경제적 효과

- 현재 참여기업에서 기개발 판매하고 있는 BT-11원지추출분말[개별인정 제2009-12호, 성인

의 기억력 개선에 도움을 줄 수 있음]의 2010년 매출은 7억 미만, 판매량은 1톤 가량의 성

과를 달성하였으며, 2011년 해외 시장을 목표로 유럽 건강기능식품 박람회[비타푸드2011/스

위스]에 참여하여 미국[암웨이/CDA체결 및 제품개발 단계]5톤/년, 유럽[Lonza] 7톤/년, 매

출액 54억을 기대하고 있다.

- 본 사업의 개발제품에 관하여 해외 시장을 목표로 개발할 경우 국내 소재[농산물]의 건강기

능식품으로 개발함과 동시에 높은 매출을 기대 할 수 있다.

2. 교육 · 지도 · 홍보 등 기술확산 계획 등

○ 본 연구의 성공적인 수행을 위해 (주)브레인트로피아 및 나주노안 미나리연합회는 정보교환

을 원활히 수행하며 진행된 연구결과의 철저한 분석을 통해 효율적이고 유기적인 공동연구를

추진하고 연구의 효율성을 높이며 기억력 관련 개별인정형 건강기능식품 개발에 소요되는 시

간을 단축함.

○ 전라남도에서는 바이오식품을 전남발전의 핵심 전략산업으로 선정하였으며 그 중심이 되는

연구기관으로 전라남도생물산업진흥재단 식품산업연구센터가 있음. 당사는 연구센터에 입주기

업으로 우수생산시설기준인 GMP 시설을 이용하여 제품을 생산할 계획임.

○ 나주노안 미나리연합회는 국내 미나리 생산지를 보유하고 있으며 미나리를 이용하여 엽록

소함유 건강기능식품으로 판매하고 있는 전남지역 업체 중 하나이며 그곳 미나리 재배단지와

유기적인 연대를 통해 미나리 최적의 생산성과 원료의 원활한 수급 등의 문제를 해결하여 건

강기능식품의 원료를 원할히 수급할 수 있도록 노력함.

○ 제품의 구매를 확약한 (주)네이처셀은 건강기능식품 이외에 일반식품을 생산, 판매하고 있

는 기업으로 초기 판매는 (주)네이처셀에서 담당하도록 하며 그와 병행하여 일양약품 혹은 다

른 유통업체와의 협력을 통해 과제에서 개발된 제품을 판매할 것임.
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○ 개발 기간 내에는 생산인력 위주의 채용을 하며 본과제가 성공할 수 있도록 진행할 것이며

사업이 완료 되는 시점에서는 연구인력, 마케팅인력 및 생산직 인력을 확충하여 해외시장 판매

에 차질이 없도록 한다. 기존 인력의 자기 개발을 위해 교육참가 등의 기회를 적극 장려하여

본과제를 성공적으로 수행하며 경쟁력 있는 제품을 개발한다.

3. 특허 · 논문 등 기술확산 계획 등

○ 특허는 기능성 특허로 현재 국내에 등록되어 있고 해외로는 중국에 출원 중에 있다. 중국에

출원된 특허가 등록될 수 있도록 최대의 노력을 할 것이다.

○ 논문은 현재 SCI 3편과 비SCI 2편을 제출하여 심사를 기다리고 있으며 이들 논문이 게재

될 수 있도록 최대의 노력을 할 것이다.

4. 추가연구· 타연구에 활용 계획 등

○ 향후 임상시험을 진행할 것이다. 본 과제에서 수행된 전임상시험을 바탕으로 임상용량을 설

정할 수 있으며 이러한 자료를 바탕으로 임상시험이 진행되면 임상시험의 효능자료와 안전성

자료를 확보할 수 있다.

○ 본 과제에서 수행된 지표성분설정 및 성분연구에 대한 자료는 향후 FDA의 NDI 신청시 필

요한 성분조사에 활용할 수 있다. NDI로 인정받게 되면 해외마케팅에 중요하게 사용될 수 있

다.

○ 본 과제에서 수행된 제형연구 및 시제품 제작은 추가적인 제품화의 근거로 사용될 것이다.
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1. 제17회 일본 건강식품박람회(ifia.japan HFEjapan) 참석

(1) 일시 및 장소 : 2012년 5월23-25일, 일본 도쿄

(2) 출장목적

- 일본의 건강기능식품 관련 시장의 트렌드는 국내의 시장 트렌드와 거의 유사하게 형성되

어지고 있는 상황으로 일본의 건강기능식품관련 트렌드를 파악하여 국내시장의 소비 트렌

드를 파악할 수 있을 것으로 판단되어짐.

- 일본 건강식품박람회는 건강식품관련 최신의 정보를 제공하는 전시회로 2012년에는 특히

식품자원을진심, 탐구, 창조라고 하는 각양각색의 의미가 담겨진 3개의 힘을 통해 더

욱 유용하게 활용해서 사람들의 건강생활에 공헌하는 것을 명제로 건강기능식품, 서플리먼

트, 비타민, 미네랄, 특정보건용식품, 영양기능식품, 건강지향식품 등에 대한 전시가 이루어

짐.

(3) 수집 정보 자료

- 일본 기능성식품 시장의 키워드는 피부미용, 실버세대, 멘탈케어, 대사증후군, 아이케어, 면

역 등으로 정리할 수 있음
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그림 75. 일본 기능성식품 시장 수집 자료

2. Vitafoods International 2012, 2013(Vitafoods)참석

(1) 일시 및 장소 : 2012.05.20.(일)~05.26(토) and 2013.05.14.(화)~05.16(목),

스위스 제네바(Palexpo 전시장)

(2) 출장 목적

- Vitafoods Europe 국제 건강기능식품 전시회는 기능성 식품의 동향과 관련 규정 등 많은

정보와 각국의 바이어들로부터 많은 관심을 받는 행사로서 브레인트로피아에서는 2011년부

터 매년 참가하여 제품홍보 및 시장조사를 하고 있음.

- 유럽시장은 미국과 더불어 세계 2대 기능성 건강식음료/ 소재시장으로, 인구 노령화 경향이

강하며 소비자의 구매력이 강하고 건강에 대한 의식과 관련 제품 수요가 큼.

- 따라서 본 과제 결과물 및 관련제품을 전시하여 홍보 및 판매를 목적으로 참가하였음.
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(3) 수집 정보 자료

그림 76. 스위스 제네바 Vitafoods 한국관 위치

 그림 77. 스위스 제네바 Vitafoods 전시회 참가 이미지(2013년)
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일자 회사명/국가 이름/직함 논의내용

5/14
Prinova

/London

Amy Fox

/Product Manager

∎BT-11원지추출분말(건강기능성원료)

ㄴ제안서 보내기(Brain Health)

5/14
Afriple

/south Africa

Retha Conrad

/ M a n a g e r

Operatons

∎BT-11원지추출분말(건강기능성원료)

ㄴ제안서 보내기(Brain Health)

5/14
TCI Co., Ltd

/Taiwan

Jan Jaap Braam

/Sales Maager

∎BT-11원지추출분말(건강기능성원료)

ㄴ제안서 보내기(Brain Health)

∎ ODM 업체

5/14
LONZA

/Switzerland

Gerhard Merkt/

Project Manager

∎오메가 3 + BT-11 combine에 대한 논의

재검토

5/14
IVC Nutrition

Corp./China

Justin Qian

/Saels Executive

∎BT-11원지추출분말(건강기능성원료)

ㄴ제안서 보내기(Brain Health)

5/15 Indena/Italy
G i u s iLo s i /M a rk e t i ng

Department Manager

∎BT-11원지추출분말(건강기능성원료)

ㄴ제안서 보내기(Brain Health)

5/15 AlESCO/Italy
Gianni Lazzarin

/President

∎BT-11원지추출분말(건강기능성원료)

ㄴ제안서 보내기(Brain Health)

5/15 BGG/China
Alma Jiang/ Key

Account Manager

∎BT-11원지추출분말(건강기능성원료)

ㄴ제안서 보내기(Brain Health)

∎ Global Network

5/16
gonmisol

/Spain

Ben Field

/Sales department

∎BT-11원지추출분말(건강기능성원료)

ㄴ제안서 보내기(Brain Health)

5/16
S T R O N G

NATURE

Vladimir Mirovic/

Export ㅡmanager

∎BT-11원지추출분말(건강기능성원료)

ㄴ제안서 보내기(Brain Health)

5/14
Nutraveris

/France

Marion ALARD

/Master's Manager
∎EFSA 허가 절차에 대한 Consulting 업체

5/14

A&R(Analyz

e & Realize)

/Germany

Christiane Alexander,

P h D / B i o l o g i s t ,

Senior

Consultant

∎EFSA 허가 절차에 대한 Consulting 업체

5/15

TQF (T o t a l

Quality Food

Consultants)

/Italy

Silvia Romagnoli/

Consultant
∎EFSA 허가 절차에 대한 Consulting 업체

* 상기 외 75 개 업체와 상담 진행(총 121개 업체와 방문 상담 진행)

표 55. 전시회 결과 목록
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[구매관심을 갖은 buyer들의 명함(2013)]
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그림 78. 구매관심을 갖은 buyer들의 명함(2013년)
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그림 79. 홍보물 제작
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 그림 80. 위스 제네바 Vitafoods 전시회 참가 이미지(2012년)
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그림 81. 구매 관심을 갖은 buyer들의 명함(2012년)
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3. 2013년 한국약용작물학회 심포지엄 및 춘계학술발표회 참석

(1) 일시 및 장소 : 2013. 5. 9-10. 전남대학교 컨벤션홀

(2) 출장목적

- 본 연구과제를 수행하면서 얻어진 결과로 한국약용작물학회에서 포스터 발표를 위한 학회

참석 및 약용자원의 부가가치 향상을 위한 산업화 전략 도모

- 약용작물 활용 천연물신약개발 및 건강기능식품 향후 시장방향 파악

(3) 세부내용

- 학회 포스터 발표 1건

- 학회 포스터 사진

그림 82. 미나리 기억력 증진 효과에 관한 연구 포스터 
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- 약용작물을 이용한 기능성식품으로써의 활용 관련 강연 청강

01. 약용작물 원료 생산 및 산업화 개선 방안. (순천대학교, 박종철 교수)

02. 약용 식물자원으로부터 천연물 신약소재 개발사례.

(한국생명공학연구원, 오세량 박사)

03. 약용작물 활용 기능성 식품. (가천대학교, 강세찬 교수)

04. Medicinal crop, new cultivar of Rehmannia glutinosa Libosch. ex Steud.

"Yeongang". (Department of Herbal Crop Research, NHHS, Chun-Geon Park)

05. Anti-oxidant and Tyrosinase Inhibitory Effect of 44 Secies of Medicinal

Plants. (Kangwon National University, Hye-min Han)

4. 2013년 제 80차 한국식품과학회 학술대회 참석

(1) 일시 및 장소 : 2013. 8. 28-30. 천안 예술의전당

(2) 출장목적

- 본 연구과제를 수행하면서 얻어진 결과로 한국식품과학회 학술대회에서 2편의 포스터 발

표를 위한 학회 참석 및 최근 한국식품과학의 방향 및 동향을 파악

(3) 세부내용

- 학회 포스터 발표 2건

- 학회현장 사진

그림 83. 2013년 한국식품과학회 포스터

- 건강기능식품 분과의 Brain Food 관련 강연 청강

01. Brain Foods: The action of foods on cognition, emotions, and prevention of mental

illness Fernando Gomez-P inilla (UCLA)

02. Effects of Functional Foods on Brain Functions Jong-Sang, Kim (Kyungpook
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National University)

03. Anti-amnesic effects of black soybean (Glycine max Merr.) seed coat on cholinergic

and neurotoxic model Ho J in Heo (Gyeonsang National University)

04. Bioactivity and Functional Properties of Isoflavones in Metabolic Disorders

Young-Cheul Kim (U Mass, Amherst, USA)
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