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요 약 문

I. 제목

국내산 채소류로 부터 생체방어 효소계 활성소재

탐색기술 개발 및 이를 이용한 건강음료 제조

II. 연구개발의 목적 및 중요성

최근 수십년간 국내 질병패턴의 특징은 감염성질환이 현저히 감소하고 순환

기계 질환, 암, 당뇨, 간질환등과 같은 만성질환의 비율이 급격히 증가한다는 것

이다. 이는 산업사회에서 공통적으로 관찰되는 현상으로, 食餌패턴의 변화와 같은

환경적인 인자와 밀접한 관련이 있는 것으로 알려져 있다. 이가운데 암은 국내

사망원인 1위를 차지하고 있으며, 지난 10년간 가장 높은 비율(18.2%)로 증가하

였다(통계청 1994). 미국에서는 지난 25년간 엄청난 연구비가 암관련 연구에 투자

되었다. 그 결과 분자생물학등 관련 학문의 비약적인 발전의 계기가 되었지만, 암

정복까지는 아직 더 많은 투자와 노력이 필요한 것으로 생각된다. 실제로 같은

기간동안 암사망율은 오히려 약 6.3% 증가한 것으로 나타났다(Rennie 1996). 매

년 1백만명의 암환자가 발생하며, 1996년도 암으로 인한 사망자수는 555,000명 정

도가 될 것으로 추정하고 있다(Rennie 1996). 국내에서도 매년 암에 의한 사망율

이 증가하고 있으며, 1994년 전체 사망자의 21.3%에 해당하는 4만9천명이 암으로

사망한 것으로 나타났다(통계청 1994). 세계적으로 볼때에도 매년 6백만명정도가

암과 관련하여 사망하는 것으로 추산되고 있어, 암의 정복은 인류가 시급히 해결

해야할 과제의 하나로 남아 있다.
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암의 주요원인으로 환경적인 인자가 지목되고 있으며 특히 산업화에 따른 환경공

해, 식품의 오염, 식생활패턴의 변화등이 질환의 발생과 깊은 연관을 갖고 있는

것으로 추정되고 있다 (S teinmetz 1996). 특히 식품에 의한 암예방은 최근들어

미국이나 일본등 선진국에서 많은 관심을 모으고 있으며, 이러한 현상은 최근 식

품중에 암을예방하는 성분들의 존재가 과학적으로 증명되고 있는데 기인한다

(Zhang 1992, Jang 1997). 우리가 일상적으로 섭취하는 식품으로서 암예방효과

가 있는 것으로 알려진 것들이 다수 있으며, 이들 가운데에는 과일, 채소류가 주

류를 이루고 있다. 그러나 신뢰성이 높은 암예방물질을 탐색하기 위해서는 동물

실험을 거쳐야하기 때문에, 천연물로 부터 암예방성분의 탐색은 이와같은 시간적,

경제적제약 조건하에서 느린 속도로 진행되어 왔다. 비교적 최근에 암예방물질

을 동물세포를 이용하여 탐색하는 시스템이 미국의 존스홉킨스대학 연구팀에 의

하여 개발되어 암예방물질의 탐색은 신기원을 맞이했다고 평가되고 있다

(Prochas ka 1994). 이 시스템의 원리를 간략히 요약하면, 동물의 해독효소계가 잘

보존된 mous e hepatoma 세포 (hepa1c1c7 cells )를 이용하여 탐색하고자 하는 대

상시료를 세포에 일정시간 노출시킨 다음, 세포의 해독효소의 활성을 신속하게

assay하는 것이다 (Prochas ka 1992). 이전의 많은 연구자들에 의해서 해독효소

계의 지표효소인 quinone reductase가 많은 암예방활성을 나타내는 성분들에 의

해서 유도된다는 것이 알려졌다 (W attenberg 1992, Sparnins 1982, Spencer

1990, Jang 1997). 따라서 hepa1c1c7세포의 quinone reductas e를 유의적으로 활성

화시키는 능력은 곧 해독성분뿐만 아니라 암예방활성성분의 존재를 의미하는 것

으로 평가할수 있다는 것이다. 이 방법은 국내외적으로 암예방성분을 탐색하는데

사용되는 공식적인 방법으로 인정되어 있다 (Jang 1997, Prochas ka 1994,

ht tp:/ / yes .s nu.ac.kr). 본 연구자들은 이 시스템을 이용하여 국산 채소류 30종에

대하여 생체방어효소계 (암예방효소계 및 해독효소계)의 지표효소인 quinone

reductase의 활성을 유도하는 능력을 실험하였으며, 부가적으로 arylhydrocarbon

hydrox ylas e (발암물질의 활성화와 관련된 1상효소), Ames tes t , superox ide

dismutas e 유사활성 등을 측정함으로서 생체방어효능이 높은 신기능 식품소재를

탐색하였다. 이러한 연구에서 얻어진 결과를 바탕으로 고부가가치의 신기능 건강

음료를 개발하였으며 상품화를 위하여 계속 노력하고 있다. 이러한 연구결과가

효율적으로 홍보되어 산업화를 가속화시킨다면 위축되고 있는 국내 1차산업의 활

성화에도 크게 기여하리라 기대된다. 따라서 본 연구의 구체적인 목표는 다음과

같이 요약할수 있다.
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1. 생체방어기능이 우수한 소재를 대량으로 신속하게 탐색하는 기술의 확립

2. 생체방어효능이 우수한 원료의 선정 및 활성소재의 가공적성 규명

3. 활성성분의 추출방법 확립

4. 생체방어활성이 확인된 채소류를 이용한 신기능 건강음료의 개발

III. 연구개발 내용 및 범위

1. 국산 채소류 30종을 대상으로 생체방어효소계 활성유도능을 조사하고 이를

소재로 음료의 최적 formula tion 및 제조공정의 확립

2. 생체방어활성은 동물세포모델계를 이용하여 탐색하고 실험동물을 이용하여

효능을 검증함

3. 본 연구에서 개발한 건강음료의 가공중 활성성분의 안정성 및 품질변화

조사

4. 채소류로부터 생체방어성분의 추출조건 확립

5. 생체방어성분의 분리 및 동정

IV . 연구개발결과 및 활용에 대한 건의

1. 연구개발 결과

본 연구는 국내산 채소류에 대하여 생체방어활성이 높은 소재를 발굴하고

이를 이용하여 새로운 스타일의 건강음료를 개발하고자 수행되었다. 2년간의 연

구를 통하여 다음과 같은 결과를 도출하였다.

1. 국내에서 소비되는 채소류 가운데 문헌조사를 통하여 생리활성의 존재가
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예상되는 30종의 채소(근채류 10종, 엽채류 20종)를 선정 본 연구에 사용하였다.

2. 우리나라 사망원인 1위인 암의 발병을 예방할수 있는 소재를 탐색하는데 초

점을 맞추어 연구를 수행하였으며, 이를 위하여 신뢰도가 높으면서도 단시간에

활성을 효율적으로 검색할수 있는 시스템을 확립하였다. 즉, 암예방물질의 검색시

스템으로서는 기존의 Ames tes t와 최근에 개발된 동물세포모델계를 이용하여 2

상효소계의 활성유도 정도를 평가하는 quinone reductase induction ass ay 시스

템을 사용하였다. 한편 발암의 주요원인인 활성산소를 소거하는 능력을 함유하는

소재의 탐색을 위하여 SOD 유사활성을 측정하였다.

3. 채소류의 메탄올 추출물에대한 hepa1c1c7 (mous e hepatoma) 세포생육억제

실험에서 양파 =들깻잎>마늘>냉이=생강등의 순으로 독성이 강하게 나타났으며,

본 실험에 사용한 대부분의 채소류들은 세포독성이 낮은 것으로 확인되었다.

4. Hepa1c1c7 세포의 QR활성을 50%이상 증가시킨 채소류는 무, 우엉, 갓, 고비,

고사리, 배추, 쑥갓, 양배추, 적채등 9종이었으며, 미나리의 추출물도 효소활성을

30% 이상 증가시켰다.

5. 1상효소계에 의한 polycyclic aromatic hydrocarbon류 (PAHs)의 생활성

(bioactivat ion)은 발암성을 증가시키는 것으로 보고되어 있어, 암예방지표효소인

QR을 증가시키는 채소류 가운데 1상효소계를 지나치게 활성화하는 채소를 선별

적으로 제외시키기 위하여 1상효소계의 지표효소인 arylhydrocarbon hydrox ylas e

(AHH)의 활성 유도정도를 측정한 결과, 적채(27.7배), 양배추(9.2배), 배추(5.2배),

고비(4.7배), 무(4.2배)등의 메탄올추출물이 AHH 효소활성을 크게 증가시키는 것

으로 나타났다. 반면, 우엉(2.3배), 갓(3.3배), 고사리(1.1 배), 쑥갓(2.2배)등은 상대

적으로 A HH효소를 활성화하는 정도가 낮았다.

6. AHH활성은 제한적으로만 활성화시키면서 QR효소활성을 유의적으로 유도하

는 채소들, 즉, 우엉, 갓, 고사리, 쑥갓에 대하여 용량에 따른 QR활성유도관계를

조사한 결과, 쑥갓과 우엉이 가장 우수한 소재로 확인되었다. 한편 쑥갓과 우엉

추출물들은 여러 변이원 처리에 대한 항돌연변이원성도 지니고 있으며 SOD 유

사활성도 지니고 있어 매우 우수한 생체방어 활성소재임을 확인할 수 있었다.
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7. 우엉, 갓, 고사리, 쑥갓에 대하여 상호 조합하였을 때 QR활성유도에 상승적

으로 작용하는지 확인하기 위한 실험에서 쑥갓과 우엉을 1:2로 혼합하였을 때 가

장 효과적인 것으로 나타났다.

8. 예비적인 관능검사에서 쑥갓이 음료 소재로 가장 적합한 것으로 나타나, 쑥갓

을 우엉과 함께 기능성음료 소재로 선정하였다. 쑥갓에 대한 in viv o계 효능을

검증하기 위하여, 흰쥐를 이용하여 6일간 쑥갓을 급이한 군과 대조군의 장기를

채취하여 QR 및 AHH활성을 측정하였다. 쑥갓을 섭취시킨 쥐들의 간, 소장, 신

장, 폐등 모든 장기에서 QR활성이 유의적으로 증가되는 것이 확인되었다. 따라서

쑥갓은 세포모델계에서 뿐만 아니라 실험동물에서도 암예방효소계의 활성을 증가

시킴으로써 강력한 암예방효과를 발현할 것으로 예상된다.

9. 쑥갓의 음료로서의 가공적성을 평가하기위하여 pH별, 온도별 쑥갓의 QR활

성유도능의 안정성을 시험한 결과, pH 3∼7 범위에서 안정하였으며, 음료의 통상

적인 살균조건인 80oC 30초∼ 90oC, 2분 범위에서 활성변화가 없어, 쑥갓에 존

재하는 QR 활성유도물질은 매우 안정한 화합물로 추정된다. 쑥갓과 우엉추출물

중의 항돌연변이원성 역시 열처리와 산성 pH에서 매우 안정하였다.

10. 쑥갓으로부터 암예방 활성성분을 추출하기 위한 용매로 물, 메탄올, 에탄올

을 사용하였을 때, 알콜의 농도가 20% 이상일 때부터 활성성분이 추출되기 시작

하였으며, 농도가 증가할수록 추출율이 증가하는 경향을 보였다. 그러나 물에 의

해서는 활성성분이 전혀 추출되지 않았다.

11. 쑥갓의 80% 메탄올 추출물을 용매분획하였을 때, hex ane과 ethylacetate층에

서 암예방 활성이 가장 높은 것으로 나타났다. 쑥갓의 ethylacetate 분획을

prepaparat ive T LC로 전개했을 때. Rf 값이 0.57과 0.78에서 활성이 높게나왔으며

현재 활성물질의 동정이 진행중이다.

12. 기능성음료 제조를 위한 쑥갓과 우엉추출물의 최적 음용농도를 결정하였으

며 기호성을 높이기 위한 여러 부재료 (토마토 퓨레, 사과퓨레, 포도농축액, 결명

자 추출액, 오미자 추출액, 구연산, 고과당, 설탕, v itamin C등)들의 최적혼합비를

결정하였다. 쑥갓의 최적음용농도는 300 mg /100 ml 이고 우엉의 경우 300- 500
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mg /100 ml였다.

13. 결정된 최적혼합비에 따라 쑥갓, 쑥갓혼합음료 그리고 우엉음료를 제조하여

관능검사를 실시한 결과 기호성이 우수한 것으로 나타났다. 최종 음료들의 당도

는 7.2- 8.4 Brix , pH는 3.3- 3.6, 적정산도는 0.13- 0.2 그리고 아미노태질소함량은

21.0- 52.5 mg %이었다.

14. 제조한 음료들의 저장성을 조사하기 위해 37℃에서 4주간 저장하면서 일주

일 간격으로 이미, 이취 발생 및 색도변화등의 관능적 특성 변화를 조사한 결과

처리구와 대조구 (- 18℃에서 보관한 시료) 간의 차이를 볼수없었기 때문에 저장

성은 양호한 것으로 판단되었다.

2. 활용에 대한 건의

본 연구 결과로부터 국산 채소류 가운데 몇가지 강력한 암예방활성이 예상되는

채소류들을 선별할수 있었으며, 이를 이용하여 기능성음료를 개발하였다. 본 연구

자들은 이 결과를 다음과 같이 활용하고자 계획하고 있다.

1. 국산농산물의 기능적 특성을 홍보함으로써 해당작물의 소비 촉진 및 가공을

통한 새로운 수요 창출.

2. 참여기업인 (주) 종근당 건강의 제안에 따라, 본 연구결과를 전문학술지등에

투고하고 소재에 대한 홍보와 이와 연계한 개발제품의 상품화를 계획하고 있슴.

3. 본 연구결과는 국제식량공학회 지역심포지엄(1996. 10, 서울), FASEB(1997.4,

미국 뉴올리언즈)국제학술대회, 한국식품과학회 학술대회(1997. 11. 1, 서울)에서

발표하였으며, 현재 (주) 종근당건강의 동의하에 국제전문학술지에 투고 준비중.

4. 활성성분의 탐색이 종결되어 신물질로 확인될 경우 물질특허 출원 예정.

5. 본 연구에서 확립된 세포모델계 탐색기법을 이용하여 단시간에 많은 다른 종

류의 시료에 대한 생체방어활성소재 검색에 응용.
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S ummary

I. T itle

Screening of chemopreventive agents from

domestically- cultivated vegetables and its application

to development of health drinks

II. Objectives and Significance

During las t decades , disease pat tern in Korea w as chang ed in terms that

infectious dis eases w ere decreased w hile incidences of chronic diseases such

as heart diseas e, s troke, cancer, diabetes , liv er diseases w ere more common.

T his phenomenon is ass umed to be closely related to env ironmental factors

such as chang es in dietary habits . Cancer is the major cause of death in

Korea and the death rate by cancer w as increased by 18.2% during pas t 10

years . In U.S .A., the hug e amounts of research fund w ere inves ted on the

cancer researches in las t 25 years s ince the former Pres ident Richard M.

Nix on s igned the National Cancer Act in 1971. T his caus ed tremendous

prog resses in s everal areas of s tudy s uch as molecular biolog y. How ever, it

seems that more efforts and inves tments are required to reveal the ident ity of

cancer and eventually conquer it. Indeed the death rate caus ed by cancer

rose by 6.3% from 1973 to 1992. Epidemiolog is ts projected that in 1996,

more than 550,000 U.S . cancer pat ients died w hile in Korea the death tolls by

cancer reached 49,000 cases , accounted for 21.3% of total death in 1994.

Globally , the W HO estimates that cancer kills more than s ix million people

annually . T hus the conques t of cancer is mos t imminent miss ion for our

scient is ts .

It is w ell es tablis hed that environmental factors s uch as diet pat tern,

environmental pollution and smoking habit play important roles in modula ting
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the development of certain types of human cancers . T here is extens iv e

evidence sug ges t ing a protect ive role of fruits and veg etables agains t

chemically induced carcinog enes is . How ever the lack of a reliable tool

hampered the screening for chemopreventive agents . Recently T alalay team

at Johns Hopkins Univers ity developed a new s ys tem by w hich screening

pos s ible cancer preventive ag ents w as rapidly performed in vitro cell culture

sys tem. Briefly , the s ys tem is based on the recog nition that carcinog enes is

could be blocked by increas ing cellular level of Phase 2 enzymes and thereby

promoting the detox ifica tion proces ses for environmental carcinogens . T his

sys tem prov ides a more rapid screening tool becaus e it employs hepa1c1c7

cells (mous e hepatoma cells ) ins tead of animals . It w as proven that quinone

reductase, one of the Phas e 2 enzymes , is induced in hepa1c1c7 cells by the

most compounds that induce Phas e 2 enzymes in v ivo. T hus , this model

sys tem has been w idely used for s creening cancer preventive ag ents so far

and es tablished as a reliable tool. W e have inves tiga ted the presence of

bioact ive compounds among 30 selected Korean veg etables to act as blocking

agents agains t neoplas t ic initiat ion by inducing the act ivity of quinone

reductase, an anticarcinog enic phase II marker enzyme, in hepa1c1c7 cells . In

addition to quinone reductase induct ion, the induction of arylhydrocarbon

hydrox ylas e, a Phase 1 enzyme involved in act ivat ion of precarcinog ens , the

ant imutagenicit ies and the superoxide dismutas e- like act ivit ies of veg etables

w ere ex amined. New types of health drinks based on the results w ere

dev eloped and efforts for opt imizing the chemopreventive effects and

improving the tas tes for commercial production are currently undertaken.

T he object ives can be summarized as follow s ;

1. Es tablishment of the rapid sys tem for screening cancer preventive agents

from a mass ive number of samples

2. Select ion of the veg etables w ith hig hes t chemoprevntive activit ies

3. Es tablishment of optimal extract ion conditions for chemopreventive

subs tances

4. Formulation of health drinks w ith chemopreventive effect
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III. Scope and Contents of the Study

1. Screening for the veg etable w ith hig hes t chemopreventive activity among

thirty Korean v egetables and its applicat ion to the formulat ion of health

drinks .

2. Confirmation of phas e 2 enzyme induct ion in animal s ys tem of the

veg etables screened from in v itro cell cuture sys tem.

3. S tability of chemopreventive act ivity and organolept ic quality of drinks

during proces s ing and preservat ion

4. Es tablis hment of optimal ex tract ion conditions for chemopreventive

subs tances

5. Part ia l purifica tion of chemopreventive ag ent(s )

IV. Results and Proposal for Future Appication

1. Results

T he veg etables w ith the relatively s trong cancer preventive (or

chemopreventive) activities w ere s creened and applied to the formulat ion of a

new type of health drinks . T he results derived from the 2 year s tudy w ere

summarized as follow s;

1. T hirty veg etables (10 root veg etables and 20 leafy v egetables ) w hich

w ere presumed to conta in cancer preventive act ivity w ere selected and

ex amined in this s tudy.
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2. Cell culture sys tem, Ames tes t and superoxide dismutase- like activity

measurements w ere employed to s creen the promis ing candidates for

cancer protect ion.

3. T he methanol ex tracts of onion, perilla leaf, garlic, Sheperd purse, and

ging er w ere relatively more cytotoxic than those of the other v egetables

ag ains t hepa1c1c7 cells .

4. Among thirty veg etables tes ted, A rctium lappa (Burdock), B rass ica

junce a (Mustard leaf), P teridium ag uilinum (Bracken) and

Chrysanthe m um coronarium (Crow n dais y) s ig nificantly induced quinone

reductase act ivity w ith a lim ited effect on arylhydrocarbon hydrox ylas e

act iv ity . A rct ium lappa (Burdock), B rass ica juncea (Mustard leaf) and

Chrysanthe m um coronarium (Crow n dais y) induced QR in a

dose- dependent manner ex cept braken ex tract w hich tended to decrease

the enzyme activity after ex ert ing the max imal respons e at 2.5 mg/ ml.

5. Combinat ion of crow n daisy w ith burdock (1:2) had a s ynerg is t ic effect

on quinone reductase induct ion w hile other combinat ions show ed a s imple

addit ive effect .

6. In v ivo Study us ing SD rat confirmed the pres ence of potent QR

inducer(s ) in crow n daisy.

7. QR induct ion act ivity of crow n daisy ex tract w as s table in the rang e of

pH 3∼7 and not changed by the heat treatment at 90oC, 2min w hich is

a far more rig orous condition than commercial s terilization process for

beverag e manufacturing . T he antimutagenicity of crow n dais y ex tract

and burdock extract w as not affected by heat trea tment (90℃, 20 min)

and ex posure to acidic pHs .
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8. QR inducer(s ) from crow n dais y w as effect ively ex tracted by aqueous

solutions of ethyl alcohol and methyl alcohol, and increas ing ra tio of

alcohols enhanced the ex tract ion rate of QR inducer(s ).

9. QR induct ion act iv ity of crow n daisy extract has been recovered in

hex ane and ethylacetate fract ions but not in n- butanol and w ater

fractions .

10. P reparat ive thin layer chromatography s how ed that fract ions w ith Rf of

0.57 and 0.78 conta ined act ive components as ethylaceta te fraction w as

developed in n- butanol : n- propanol : 2 N ammonia (10:60:30).

Ident ificat ion of relevant components are in progres s .

11. Health drinks w as formulated us ing tomato puree, apple puree, grape

concentra te, cass ia seed ex tract , schzandra fruit extract , citr ic acid, high

fructos e corn syrup, sucrose and vitamin C, based upon sensory

evaluation results . T he optimum concentrat ion of crow n dais y and

burdock ex tracts in the drinks w ere 300 mg /dl and 300- 500 mg/ dl,

respect ively.

12. T he health drinks w ere evaluated to be success fully competit ive w ith the

s imilar products on market in preference tes t by profess ional panels

13. T he indices for developed drinks w ere are follow s; 7.2- 8.4 Brix, pH

3.3- 3.6, t it ratable acidity of 0.13- 0.20 and amino nitrog en 21.0- 52.5 mg %.

14. T he beverage did not show any s ig nificant chang e in s ens ory propert ies

including flavor, tas te, color during s torag e at 37oC for 4 w eeks .
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2. Proposal for Future Application

A promis ing candidate for cancer prevention w as screened from this

s tudy and the results w ere applied to the formulat ion of the new type of

health drinks . W e propos e that the results obtained from this s tudy should

be us ed in the follow ing w ays ;

1. Promote the consumption of the v egetables w ith chemopreventive act ivity

through advert is ement of their beneficial effect .

2. Publish the research results in the scientific journals under ag reement

w ith Chong Kun Dang Healthcare Co. Ltd. and es tablish market ing

s trategies .

3. T he data from this s tudy w ere presented in the s cient ific conferences

including IUF oST (held in Oct . 1996, Seoul, Korea), F ASEB (held in

April 1997, New Orleans , USA) and Korean Society of Food Science and

T echnology meeting (held in Nov. 1997, Seoul, Korea)

4. Apply for a patent in case of the discovery of new compound(s ) w ith

chemopreventive activity from crow n daisy

5. T he cell culture sys tem introduced in this s tudy is recommended for

screening other chemopreventive sources .
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제 1 장 서 론

1. 연구개발의 목적 및 중요성

오래전부터 채소나 과일 섭취는 다양한 종류의 질병을 예방하고 치료하는데

효과가 있는 것으로 생각되어 왔다. 지난 수십년간 과학의 발달과 건강에 대한

사람들의 관심의 증가로 과일·채소류와 건강과의 관계가 활발하게 연구되어 왔

으며, 이러한 결과로 많은 과학적인 사실들이 규명되게 되었다. 채소류를 포함한

식물성 식품은 에너지, 아미노산, 필수 지방산, 비타민, 무기질, 그리고 항산화성

분등 우리 신체가 건강을 유지하는데 중요한 성분들을 공급한다 (S teinmetz

1996). 그외에도 식물성 식품은 phenolic compounds , alka loids , tepenes , s teroids ,

carotenes , flavonoidsemd과 같은 소위 phytochemicals의 寶庫로서 최근까지 영야

학적인 측점에서 주목을 받지 못했었지만, 최근들어 여러 가지 인체질병의 예방

과 치료에 관여한다는 것이 밝혀짐에 따라 그 중요성이 부각되게 되었다. 인간은

농경사회를 거치면서 식물성식품을 주로 섭취하게 되었고, 이에따라 인체는 생리

적으로 많은 phytochemicals과 상호연관속에서 건강을 유지해 왔을 것으로 과학

자들은 추정한다. 그러나 현대로 접어들면서 동물성식품의 섭취가 증가하게 되고

이에대한 부작용으로 암이나 순환기계질환등 소위 만성퇴행성 질환의 이환률이

증가하게 되었다고 추정하고 있다.

최근 수십년간 국내 질병패턴의 특징은 감염성질환이 현저히 감소하는 대신

순환기계 질환, 암, 당뇨, 간질환등과 같은 만성질환의 비율이 급격히 증가한다는

것이다. 이는 산업사회에서 공통적으로 관찰되는 현상으로, 食餌패턴의 변화와 같

은 환경적인 인자와 밀접한 관련이 있는 것으로 알려져 있다. 이가운데 암은 국

내 사망원인 1위를 차지하고 있으며, 지난 10년간 가장 높은 비율 (18.2%)로 증

가하였다. 1994년 전체 사망자의 21.3%에 해당하는 4만9천명이 암으로 사망한

것으로 나타났다 (통계청 1994). 미국에서는 지난 25년간 엄청난 연구비가 암관

련 연구에 투자되었으며, 그 결과 분자생물학등 관련 학문의 비약적인 발전의 계

기가 되었지만, 암정복까지는 아직 더 많은 노력이 필요한 것으로 생각된다. 실제
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로 같은 기간동안 암사망율은 오히려 약 6.3% 증가한 것으로 나타났다. 매년 1백

만명의 암환자가 발생하며, 1996년도 암으로 인한 사망자수는 555,000명 정도가

될 것으로 추정하고 있다 (Rennie 1996). 세계적으로 볼때에도 매년 6백만명정

도가 암과 관련하여 사망하는 것으로 추산되고 있어, 암의 정복은 인류가 시급히

해결해야할 과제의 하나로 남아 있다.

암의 주요원인으로 환경적인 인자가 지목되고 있으며 특히 산업화에 따른 환

경공해, 식품의 오염, 식생활패턴의 변화등이 질환의 발생과 깊은 연관을 갖고 있

는 것으로 추정되고 있다. 특히 식이에 의한 원인이 70%까지 차지할 정도로 중

요한 위치를 차지하고 있는 것으로 추정되고 있어, 식품에 의한 암예방은 미국이

나 일본등 선진국에서 많은 관심을 모으고 있으며, 이러한 현상은 최근 식품중에

암을예방하는 성분들의 존재가 과학적으로 증명되고 있는데 기인한다 (Zhang

1992, Jang 1997). 우리가 일상적으로 섭취하는 식품으로서 암예방효과가 있는

것으로 알려진 것들이 다수 있으며, 이들 가운데에는 과일, 채소류가 주류를 이루

고 있다. 그러나 신뢰성이 높은 암예방물질을 탐색하기 위해서는 동물실험을 거

쳐야하기 때문에, 천연물로 부터 암예방성분의 탐색은 이와같은 시간적, 경제

적제약 조건하에서 느린 속도로 진행되어 왔다.

비교적 최근에 암예방물질을 동물세포를 이용하여 탐색하는 시스템이 미국의

존스홉킨스대학 연구팀에 의하여 개발되어 암예방물질의 탐색은 신기원을 맞이했

다고 평가되고 있다 (Prochaska 1994). 이 시스템의 원리를 간략히 요약하면, 동

물의 해독효소계가 잘 보존된 mouse hepatoma 세포 (hepa1c1c7 cells )를 이용하

여 탐색하고자 하는 대상시료를 세포에 일정시간 노출시킨 다음, 세포의 해독효

소의 활성을 신속하게 assay하는 것이다. 이전의 많은 연구자들에 의해서 해독효

소계의 지표효소인 quinone reductase가 많은 암예방활성을 나타내는 성분들에

의해서 유도된다는 것이 알려졌다. 따라서 he pa1c 1c7세포의 quinone

reductas e를 유의적으로 활성화시키는 능력은 곧 해독성분뿐만 아니라 암예

방활성성분의 존재를 의미하는 것으로 평가할수 있다는 것이다. 이 방법은 국

내외적으로 암예방성분을 탐색하는데 사용되는 공식적인 방법으로 인정되어 있다

(Jang 1997, Prochaska 1994, ht tp:/ / yes .s nu.ac.kr).
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본 연구자들은 이 시스템을 이용하여 국산 채소류 30종에 대하여 생체방어효

소계 (암예방효소계 및 해독효소계)의 지표효소인 quinone reductase의 활성을

유도하는 능력을 실험하였으며, 부가적으로 arylhydrocarbon hydrox ylase (발암

물질의 활성화와 관련된 1상효소), Ames tes t , superox ide dismutas e 유사활성

등을 측정함으로서 생체방어효능이 높은 신기능 식품소재를 탐색하였다. 이러한

연구에서 얻어진 결과를 바탕으로 고부가가치의 신기능 건강음료를 개발하였으며

상품화를 위하여 계속 노력하고 있다. 이러한 연구결과가 효율적으로 홍보되어

산업화를 가속화시킨다면 위축되고 있는 국내 1차산업의 활성화에도 크게 기여하

리라 기대된다. 따라서 본 연구의 구체적인 목표는 다음과 같이 요약할수 있다.

가. 생체방어기능이 우수한 소재를 대량으로 신속하게 탐색하는 기술의 확립

나. 생체방어효능이 우수한 원료의 선정 및 활성소재의 가공적성 규명

다. 활성성분의 추출방법 확립

라. 생체방어활성이 확인된 채소류를 이용한 신기능 건강음료의 개발

2. 연구개발 내용 및 범위

본 연구의 내용은 국내산 채소류 30종 (엽채류 20종, 근채류 10종)을 대상으

로 이들 중 quinone reductase는 크게 활성화시키면서 동시에 arylhydrocarbon

hydrox ylas e는 제한적으로 유도하는 것들을 선정하여 건강식품개발을 위한 소재

로 활용 방안을 연구하는 것이다. 이를 위해 동물세포모델계를 이용하여 탐색하

고 실험동물을 이용하여 효능을 검증하며 또 선정된 채소류의 항돌연변이원성

(Ames T es t) 과 SOD (s uperox ide dismutase) 활성을 측정하여 종합적으로 생체

방어효과를 조사하였다. 선정된 채소류들을 대상으로 추출물을 얻기위한 최적

추출조건을 확립하며 추출물중 활성성분들의 열 안정성 및 pH 안정성을 조사하

여 식품가공중 안정성을 평가하였다. 또한 추출물을 이용하여 기호도가 높은 음

료를 제조하기 위한 최적 추출물 첨가농도 결정, 기호성 증진을 위한 부재료의

선택 및 혼합비율등을 조사하여 음료개발을 위한 최적 formulation과 제조공정을

확립하는 것도 주요 연구내용이다. 마지막으로 추출물의 단계적인 분획, 정제를

통한 활성성분의 확인도 본 연구에서 수행되었다.
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제 2 장 재료 및 방법

1. 채소시료 및 전처리

본 연구에 사용한 채소시료는 근채류 10 종, 엽채류 20 종으로 표 1에 채소

류들을 수록하였다. 가락동 농수산물 시장에서 구입한 채소류를 깨끗이 세척, 절

단한 후 냉동건조하였으며 이를 분말화하여 80% MeOH 용액을 시료중량의 10배

정도 가하여 shaking incubator (25℃)에서 하룻밤 추출하였다. 추출액을 여지

(W hatman No. 40)로 여과한후 rotary evaporator로 감압하에 40℃에서 추출용매

를 증발시키고 남은 농축물을 냉동건조하여 생체방어 효소계 활성소재 탐색을 위

한 시료와 음료제조를 위한 시료로 사용하였다.

2. 세포배양

본 실험에 사용한 모델계는 m ouse hepatom a cell의 일종인 Hepa1c1c7 세

포로서 A merican T ype Culture Collect ion (A T CC)에서 분양을 받았다. 세포는

10% feta l bovine serum (charcoal- heat t r ea ted, Gibco)와 항생제(penicillin :105

unit , s t reptom ycin: 100mg / L)를 함유하는 - MEM배지에서 배양하였다. 세포는

dis pos able culture pla te (55cm 2, Corning )에서 m onolayer로 자라도록 하였으며,

CO2 incubator (M CO 96, S any o, Japan)를 사용하여 배양 온도 및 CO2 농도를

37oC, 5%로 유지하였다.

3. 세포독성의 측정

시료추출물 및 분리된 성분들의 세포독성 (cytotox icity)을 측정하기 위하여

96- w ell plate에 세포를 5 x 103 cells /w ell 로 plat ing 하고, 여기에 일정농도의

시료추출액을 가한 다음, 4일간 배양하였다. 배지를 제거하고 MT T 용액으로 염

색하여 Microplate reader (MD uvmax )를 이용하여 580 nm에서 흡광도를 측정

하였다. 시료추출물의 세포독성은 세포수를 무처리구의 50%로 감소시키는데 필

요한 시료추출물의 고형분 함량 (ED50)으로 표시하였다 (M osm ann 1983).
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표 1. 본 연구에 사용한 채소류들

근 채 류 (10) 엽 채 류 (20종)

당근 (Carrot , D aucus carotu)
더덕 (Do dok, Codonopsis

lanceolata)
도라지 (Doraji, P latycodon

g randiflorum )
마늘 (Garlic, A llium sativum )

무(Korean Radish, R aphanus sativus)
생강(Ginger root , Z ing iber officinale )

숙주 (Mungbean sprout)
양파 (Onion, A llium cepa)

연근 (Lotus root , N eium bo nucife ra)
우엉 (Burdock, A rctium lappa)

갓 (Mustard leaf, B rass ica juncea)

고비 (Royal fern, Osm unda japonica)
고사리 (Braken, P teridium ag uilinum )

깻잎 (Perilla leaf, S e sam um indicum )
냉이 (Shepherd' s purse, Capsella

bursapast)
달래 (W ild g arlic, A llium m onanthum )

미나리 (W ater dropw ort , N asturt ium
officinale )

배추 (Chinese cabbag e)
부추 (Leek, A llium odorum )

상추 ( let tuce nat ive)
셀러리 (Celery, A pium g raviolens)

시금치 (Spinach, S pinaoia olerace a)
쑥 (Mugw ort , A rtem isia s pp.)

쑥갓 (Crow n daisy, Chrysanthem um
coronarium )

양배추 (Cabbage, B rass ica oleracea L.)
양상치 (Let tuce, L otuca sat iva)

적채 (red cabbag e)
취 (Chw i, P ueraria thunbe rg iana)

파 (Green onion, A llium fis tulosum )
호박잎 (Pumpkin young leaf)
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4. Quinone reductase 활성 측정

Hepa1c1c7 세포를 10% FBS과 penicillin (105 units /L), s treptomycin (100

mg /L)을 함유하는 - MEM 배지에서 배양하였다. 세포를 세포배양 plate

( 55c m 2, C o r n in g )에 3 × 104/mL 농도로 분주하고 48시간 배양한 다음, 추출용

매에 용해시킨 동결건조 시료를 첨가하여 24시간 더 배양하였다. 배양이 완료되

면 배지를 제거하고 phosphate buffered saline (PBS)으로 5 mL씩 3회 반복하여

세척했다. Plate에 0.25 M sucros e용액 1 ml를 가하고, cell scraper를 이용하여

세포를 수집하고, u lt rasonic cell dis rupter (50W , Kontes )에서 세포를 균질화하였

다. 세포균질액 (cell ex tract)을 microfug e에서 원심분리 (9,000 x g, 20분)한 후

QR 효소활성과 단백질함량 측정에 사용하였다. QR 효소활성은 Benson (1980)등

의 방법에 따라, 2,6- dichlorophenolindophenol (DCPIP)를 환원시키는 정도를 측

정하여 나타냈다. 즉, 반응액 3 mL에 25 mM T ris - HCl (pH 7.4), 0.7 mg BSA,

0.01% T w een 20, 5 M FAD, 0.2 mM NADH, 0 또는 10 M dicumarol, 0.2

mL 세포균질액을 혼합하여 제조하였다. 여기에 40 M DCPIP를 첨가함으로써

반응을 시작하고 600 nm에서 2분동안 scanning을 수행하였다. QR 효소활성은 1

분간 감소되는 흡광도와 DCPIP의 molar ext inct ion coefficient (2.1x 104 M-1

cm-1)로부터 환원된 DCPIP의 양을 계산하고 세포균질액의 단백질함량을 측정하

여 nmoles DCPIP reduced/min/mg protein으로 나타내었다. 한편 단백질함량은

Low ry (1951)법 으로 측정하였다.

5. Arylhydrocarbon hydroxylase (AHH) 효소활성측정

AHH는 Nebert (1978)의 방법에 따라, benzo(a)pyrene을 기질로하여 측정하

였다. 세포배양은 QR 효소활성측정시와 같은 조건하에서 수행하였으며, 1회 측정

에 약 5x106 cells를 사용하였다. 2개의 plate ( 55c m 2, C or n in g )에 가득 자란

세포를 0.15 M KCl- 10 mM potass ium phos phate 완충용액 (pH 7.25)으로 씻은

후, 같은 용액 1 ml를 가하여 cell scraper로 세포를 수집하고 ultras onic cell

dis rupter에서 균질하여 세포균질액을 제조하였다. 0.2 ml 세포균질액과 0.76 ml

반응액을 혼합하여 37oC에서 3분간 예열하고 기질로서 40 l 2 mM

beno(a)pyrene을 가하여 60분간 반응시켰다. 즉, 최종효소반응액 1 ml에는 50

mol potass ium phos phate buffer (pH 7.25), 0.39 mol NADH, 0.36 mol
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NADPH, 0.2 ml cell ex tract , 80 nmol benzo(a)pyrene (in 40 l methanol)이 함

유되도록 하였다. 반응을 종결하기 위하여 4.25 ml cold hexane- acetone (3.25:1)

를 가하고 37oC에서 10분간 반응산물을 추출하였다. 유기용매층 1 ml와 1.0 N

NaOH 3 ml를 혼합한 다음, 1000 × g에서 2분간 원심분리하고, 즉시 알카리층

을 취하여 형광광도계 (SFM- 25, Kontron)에서 형광광도를 측정 (Ex 398nm, Em

522 nm) 하여 상대적인 효소활성을 계산하였다.

6. 추출물의 항돌연변이효과 측정

채소추출물중 항돌연변이원성 물질의 존재 유무를 조사하기 위해 Maron과

Ames (1983)의 Salmonella mutagenecity tes t를 실시하였다. S alm onella

typhim urium T A100 (염기치환형 변이주) 과 T A98 (frame- shift mutant) 균주를

이용, preincubat ion 방법을 실시하였다. 돌연변이원으로는 S- 9 mix에 의한 대사

활성화가 필요없는 직접변이원인 s odium azide (SA), 2- nit rofluorene (2NF),

4- nit roquinoline (4- NQO)과 대사활성화가 요구되는 t rp- p- 1, aflatox in B1

(AF B1)을 사용하였다. S9 mixture는 Sprague Daw ley계 rat (male)에 Maron과

Ames의 방법에 따라 Aroclor 1254를 corn oil과 함께 주사하여 얻었다. 예비실

험을 통해 세포의 생육은 저해하지 않으면서 변이원의 첨가량에 비례해 변이가

증가하는 범위를 먼저 결정하였다. 변이원중 SA는 멸균한 MilliQ w ater에 나머

지는 Dimethyls ulfox ide (DMSO)에 녹여 사용하였고 plate당 SA는 2 g , 2NF는

5 g, 4NQO는 0.5 g, trp- p- 1은 1 g, 그리고 AFB1은 1 g을 사용하였다. 실

험방법으로는 멸균된 cap tube에 4% S- 9 mix 0.5 ml (대사활성화가 필요없는

경우. 0.2 M phosphate buffer (pH 7.4) 0.5 ml), DMSO에 100 mg /ml 농도로 녹

인 추출물 0.1 ml, mutag en 0.1 ml 그리고 nutrient broth에서 하룻밤 배양한 균

주 0.1 ml씩을 섞은 다음 37℃에서 20분간 둔 다음 45℃ top ag ar 2 ml와 섞어

2- 3초 혼합한 다음 최소배지에 도말하여 37℃에서 48시간 배양후 자라는 균락수

를 구하였다. Vogel- Bonner 최소배지를 사용하였으며 시료당 3개 plate를 사용

하여 평균값으로 revertant들의 수를 표시하였다.

7. 추출물의 SOD 역가 측정

추출물의 SOD 효소역가 측정을 위해 두가지 방법을 사용, 비교하였다.
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가 . C y t och r om e C 방법 : 3 m l cu v et t e에 2.0 m l s olu t ion A를 50 u l 측정

시료와 섞은 후 흡광도의 변화가 없을 때 50 u l의 s olu t ion B를 잘 섞은 다

음 550 n m에서 흡광도의 변화를 측정한다 . S O D역가 1 u n it는

cy toch rom e C의 환원속도를 50% 저해하는 시료의 양으로 정의하였다 .

S olu t ion A : 0.76 m g x a n th in e을 함유한 0.001 N N a O H 10 m l와 24.8 m g

의 환원형 cy toch rom e C와 0.1 m M E D T A를 함유한 50 m M ph os ph a t e

b u ffer (pH 7.8) 100 m l를 섞어서 제조 . S olu t ion B : 0.1 m M E D T A 용액

에 x a n th in e ox id a s e을 첨가하되 첨가량은 550 n m에서 분당 0.025의 흡광

도가 증가되도록 한다 .

나 . P y rog a llol 자동산화법: 시료의 SOD 유사활성 또는 동물조직의 SOD 활성

은 알카리상태에서 pyrogallol이 자동산화되는 과정을 억제하는 정도로 측정하였

다 (MarKlund 1974). 즉, 시료, 1 m M DT PA와 55.6 m M tris - bas e를 혼합하

고 cacody lic acid로 용액의 pH를 8.2로 정확하게 조정한 다음, 이 용액 2.7 m l

와 6 m M py rog allol ( in 10 m M HCl) 0.3 m l를 cuv et te에서 혼합하여 420 nm

에서의 흡광도 변화를 관찰하였다. 미토콘드리아에 존재하는 M n- SOD는 1

mM K CN (CuZn- S OD 저해제) 존재하에 효소활성을 측정하였다. S OD 1 unit

은 1분동안 pyrog allol의 자동산화를 50% 억제하는데 필요한 효소의 양으로 정

의하였다.

8. 동물실험

체중 200±20 g 의 Sprague Daw ley계 수컷쥐 20 마리를 대한실험동물센터

(음성, 충북)로 부터 구입하여 대조군과 실험군으로 나누어 처음 1주일간은

Chow로 적응을 시키고, 다음 일주일간은 대조군 (AIN- 76)과 쑥갓시료 첨가사료

(AIN- 76 + 동결건조 쑥갓 10%)를 1주일간 급여하였다. 사육기간 종료후 dry ice

로 채워진 des iccator에서 동물을 마취시킨 다음, 간, 폐, 소장, 신장 등을 적출하

여 무게를 측정하고 즉시 액체질소에서 급속동결하여 - 70oC 냉동고에 보관하면

서 QR, AHH 및 superoxide dismutas e 효소활성 측정에 사용하였다. 사육기간동

안 동물에게 식수를 자유로 섭취할수 있도록 하였으며, 사육실의 온도는 20±2oC

를 유지하였다.
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9. 추출물의 열안정성, pH 안정성

채소추출물중의 생체방어효소계 활성화 물질이 식품가공중 흔히 접하는 열처

리 조건이나 pH 변화에도 안정한지를 조사하였다. 동결건조된 쑥갓추출시료를

pH 완충용액 (pH 3, 4, 5, 6, 7)으로 제조한 80% 메탄올용액에 용해한 다음, 실

온에서 24시간 방치한 후, 멸균여과하여 세포배양액에 2.5 mg / ml 농도로 투여

하여 quinone reductas e 활성유도능이 유지되는지 평가하였다. 한편, 쑥갓추출

물의 열안정성은 pH 3과 4로 조절한 시료액을 80, 85, 90℃에서 15초, 30초, 60

초 및 120초간 처리한 후 멸균여과하여, hepa1c1c7 세포배양액에 투여하였다.

세포를 24시간 시료에 노출시켜 quinone reductas e 활성을 측정하였다.

한편 시료의 열처리 및 pH 변화가 quinone reductas e 활성외에 시료의 항

돌연변이원성에도 영향을 주는지를 조사하기위해 A mes T es t를 실시하였다. 열

처리 조건은 채소추출물을 dimethyls ulfox ide에 100 m g /m l 농도로 녹인다음

heat ing block을 사용하여 70, 80, 90℃에서 각각 1, 5, 10, 20, 30분간 둔 다음

꺼내어 항돌연변이원성을 측정하였다. 변이원으로는 4- NQO와 t rp- p- 1을 사용

했고 추출물은 pla te당 5 m g 사용하였다. pH 변화에 따른 안정성을 보기위해

추출물을 pH 3, 4, 5, 6, 7로 조정한 80% 메탄올용액에 녹인 다음, 실온에서 8

시간 둔 다음 마찬가지로 항돌연변이원성을 측정하였다.

10. 생체방어효소계 활성인자의 분리

동결건조한 쑥갓을 80% 메탄올용액으로 추출하여, 증발농축 및 동결건조과

정을 거쳐 분말화하고, 이를 hex ane, ethylacetate, n- butanol, 물등으로 순차적

으로 용매분획을 수행하였으며, QR유도활성이 가장 높게 나타난 ethylacetate층

을 prepara t ive T LC를 이용하여 활성성분을 분리하였다. 즉, 활성이 가장 높았

던 분획을 80% 메탄올에 0.1g /ml 농도로 용해하였으며, 분석용 또는 preparat iv e

T LC plate (Kies elg el 60 F254, Merck)에 각각 5㎕ 또는 80㎕ 씩 점적하여

n- butanol : n- propanol : 2N ammonia (10:60:30)을 전개용매로 하여 15㎝ 전개

시켰다. 전개가 종료된 후 자외선 (short UV lig ht : 254㎚)하에서 분리된 점적 또

는 띠를 확인하여 표시하였다. Prepara tive T LC plate에서 전개한 시료는 Rf값
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에 따라 각 분획을 razor blade로 채취하여 80% 메탄올로 추출하고, 원심분리 및

여과를 거쳐 공시하였다. 각 T LC분획은 위에서 기술한 방법과 같이 세포에 투여

하여 활성을 측정하였다. 즉, 각 fract ion은 40oC 이하에서 증발농축시킨 다음

소량의 용매 (80% 메탄올)에 용해시켜, pla te에서 배양한 hepa1c1c7 세포에

20∼100 ul씩 투여하여 24시간후 QR효소활성을 측정하였다 (P rochas ka 1988).

11. 선정된 소재를 이용한 음료제조

건강음료제조를 위해 일차적으로 생체방어효소계 활성화 정도가 우수

한 채소류를 2- 3 종 선정하였다 . 선정된 채소들을 깨끗이 세척, 절단한 후

냉동건조하였으며 이를 분말화하여 80% MeOH 용액을 시료 중량의 10배 가하여

shaking incubator (25℃)에서 하룻밤 추출하였다. 추출액을 여지 (W hatman No.

40)로 여과한 후 rotary evaporator로 감압하 40℃에서 추출용매를 증발시키고 남

은 농축물을 냉동건조하여 이를 음료제조용 소재로 사용하였다. 추출물의 적정

음용농도를 결정키 위해 100∼500 m g / 100 m l의 농도로 추출액을 첨가하

였고 , 당도는 7.5o B r ix , pH는 4.0으로 조정하고 설탕과 구연산을 적정량

첨가하여 음료를 제조하였다 . 풍미 증진을 위한 부재료로 사과과즙 농축액

(72o Brix )과 포도과즙 농축액(50o Brix )은 착즙, 농축하여 사용하였고, 결명자

(2.9o Brix )와 오미자 농축액 (35o Brix )은 볶은 결명자와 오미자를 세척한 후

열수추출하여 농축하여 사용하였으며, 사과 퓨레는 사과를 제핵, 박피한 후 증숙,

파쇄하여, 또 토마토 퓨레는 증숙, 파쇄하여 사용하였다. 음료의 관능성을 9점

검사법으로 조사하여 결과를 분산분석법으로 분석하였다 .

12. 음료의 품질특성 조사

제조한 음료에 대해 아래 항목을 측정하였다.

가. 당도

Abbe식 굴절계 (A O MRK2 Refractometer)를 사용하여 측정하였다.

나. 적정산도

음료 25 ㎖을 취하여 0.1 N 수산화나트륨 표준용액으로 pH가 8.4가 될 때까

지 적정하였으며 이때 이용된 0.1 N 수산화나트륨 표준용액의 양을 전체
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시료에 대해 환산하여 적정산도로 나타내었다.

다. 아미노태 질소 (포르몰태 질소, Formol Nitrogen)

250 ㎖ 비이커에 음료 10 ㎖와 증류수 100 ㎖를 넣고 교반시킨 후 이를 0.1

N 수산화나트륨 용액으로 pH 8.4까지 적정하였다. 여기에 포르말린용액

(37%) 20 ㎖을 가한 후 다시 수산화나트륨 용액으로 pH가 8.4가 될 때까지

적정하였다. 별도의 바탕시험을 행한 후 다음과 같은 식에 의해서 아미노태

질소함량을 계산하였다.

( A - B ) × 1.4 × f × 100

아미노태질소 (mg %) =

시료량 (g)

여기서 A : 0.1 N 수산화나트륨 용액의 시료 적정량 (㎖)

B : 0.1 N 수산화나트륨 용액의 바탕시험 적정량 (㎖)

f : 0.1 N 수산화나트륨 용액의 농도계수

라. pH

pH 측정기 (Corning T ype 3AG)를 이용하여 측정하였다.

마. 색도

색차계 (ColorQUEST Ⅱ, HunterLab)를 이용하여 밝기 ( lightness , L), 적색

도 (rednes s , a), 황색도 (yellow ness , b) 값으로 측정하였으며, 이때 표준색판

으로는 백색판 (L=99.41, a=- 0.18, b=0.49)을 사용하였다.

바. 저장성시험

제조한 3가지 음료의 저장성을 시험하기 위하여 37℃에서 저장하면서 이미,

이취등의 관능적인 특성의 변화를 일주일 간격으로 4주간 조사하였다. 이때

- 18℃에서 보관한 시료를 대조구로 하였다.
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제 3 장 결 과

1. 채소추출물 조제 및 수율

실험방법에 기술한 대로 엽채류 20종과 근채류 10종, 모두 30종의 채소류를

냉동건조하고 80% MeOH 용액으로 추출, 농축후 냉동건조하였을 때의 수율은

표 2와 같다 원료를 추출, 농축한 후 냉동건조하였을 때 전반적으로 엽채류에 비

해 근채류의 수율이 높게 나타났으며, 고비와 고사리가 각각 0.4, 0.6%로 가장 낮

게, 마늘이 25.3%로 가장 높게 나타났다. 이것은 엽채류에 비하여 근채류의 고

형물함량이 높고 또한 MeOH 가용성 성분도 더 높기 때문인 것으로 사료된다.

이렇게 얻은 동결건조된 채소시료들은 - 76℃ 심온동결고에서 보관하면서 필요시

일정농도가 되게 용매에 녹여 사용하였다.

2. 추출물의 세포독성 측정

Quinone reductase 활성소재 탐색에 앞서 추출물의 적정투여량을 결정하기

위한 목적으로 수행되었다. 즉 계속 노출시 세포생육을 50% 이내로 억제하는 추

출물의 최소농도를 결정하여 이를 QR 활성유도 유무 실험에 적용하였다. 결정

된 채소 시료별 ED50 (세포증식을 50% 억제하는 농도) 값을 표 3에 나타내었다.

파, 깻잎, 냉이, 달래, 생강, 도라지등의 ED50값이 0.08- 0.31 mg /ml 로 낮아 세포

독성이 강한 것으로 나타났다. 이 결과에서 이들 시료들은 in vivo 계에서 항암

효과를 나타낼 가능성이 있음을 보여준다. 시금치, 취, 고비등도 ED50 값이

1.25- 2.5 mg/ml 로 중간정도의 세포생육 억제활성을 보였다. 그외 채소류들, 특히

생체방어효소계 활성화 정도가 우수한 쑥갓, 우엉, 갓등은 ED50값이 5 mg/ ml 이

상으로 세포독성이 낮게 나타나 많은 양을 첨가할 수 있었다.

3. 추출물의 Quinone reductase 활성유도

추출물의 Quinone reductase 활성유도 정도를 측정하였다. 세포독성실험
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결과에 기초하여 투여량을 결정하였으며 시료 투여량 및 Quinone reductase 효

소 활성 유도 결과를 표 4에 나타내었다. 표에 나타난 바와 같이 검색한 30종

의 채소류가운데 근채류에서는 무와 엉이, 엽채류에서는 양배추, 쑥갓, 갓, 미나

리, 배추, 적채, 고비, 고사리등 10종이 생체방어효소계 (Quinone Reductase)의

활성을 대략 50% 이상 증가시켰으며, 당근도 약 30% 세포의 QR효소활성을 증

가시키는 것으로 나타났다.

4. 추출물의 AHH 효소활성 측정

QR에 대해 유도활성이 높게 나온 위의 10종의 채소류에 대하여 AHH

(Arylhydrocarbon hydrox ylas e) 활성유도 정도를 측정하여 그 결과를 표 5에 나

타내었다. 표에 나타낸바와 같이 QR 유도활성을 유의적으로 유도한 10 종의 채

소류 가운데 적채, 고비, 무, 배추, 양배추등은 1상계 효소중 전발암성 물질

(procarcinogen)의 활성화와 관련이 깊은 A HH의 활성도 비교적 높은 수준으로

증가시키는 것으로 나타나 건강식품제조를 위한 소재로는 바람직하지 않은 것으

로 판단되었다. 고비의 경우 Ames T es t에서 5 mg /ml 농도로 첨가시 변이원의

첨가없이도 높은 빈도로 돌연변이를 유도하였다. 표 4와 표 5의 결과를 종합해

볼때 실험한 30종의 채소류중에서는 독성과 PAHs (polycyclic aromatic

hydrocarbons ) 등과 같은 생체외이물질(x enobiot ics )의 독성발현가능성이 낮으면

서도 생체방어능이 우수한 쑥갓, 갓, 우엉이 건강음료 제조를 위한 소재로 가장

적합하다고 사료되어 이들을 음료 제조 실험의 대상으로 선정하였다.

5. 추출물의 용량-반응 (dose- response) 관계 및 병용효과

쑥갓, 갓, 고사리 및 우엉 추출물 농도를 0.1 mg/ml 부터 5.0 mg /ml 까지 증

가시키면서 QR 효소활성 유도에 미치는 영향을 조사하여 그 결과를 표 6에 나타

내었다. 네종류의 시료 공통적으로 1.0 mg /ml 이상 농도에서 유도효과가 나타났

고 갓의 유도 정도가 가장 크고 쑥갓, 우엉은 낮았다. 그러나 시료농도가 2.5

mg /ml 이상에서는 쑥갓의 유도정도가 가장 높게 나왔다. 사용한 최고 농도인 5

mg / ml에서 쑥갓 과 우엉이 생체방어효소계 유도활성이 가장 높은 것으로 나타

나 음료개발을 위한 적당한 소재로 판단되었다. 채소추출물들을 함께 첨가하는

것이 QR 효소 유도시 상승효과를 나타내는지를 조사하였다. 시료의 병용효과
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표 2. 채소류 냉동건조 추출물의 수율

원 료 원 료 무 게 냉동건조 후의무게 (%)
추출,농축, 냉동건조
후의 무게 (% )

엽 채 류

부 추 1315 g 144.6 g (11.0) 42.1 g (3.2)
파 1726 g 183.0 g (10.6) 60.4 g (3.5)
냉 이 1277 g 249.0 g (19.5) 38.3 g (3.0)
양 배 추 1159 g 104.3 g (9.0) 48.7 g (4.2)
미 나 리 1531 g 99.5 g (6.5) 47.5 g (3.1)
달 래 1723 g 224.0 g (13.0) 74.1 g (4.3)
갓 1816 g 163.4 g (9.0) 56.3 g (3.1)
깻 잎 1552 g 228.1 g (14.7) 35.7 g (2.3)
쑥 갓 1626 g 116.7 g (8.8) 53.6 g (3.3)
양 상 치 2442 g 90.2 g (3.7) 45.1 g (1.8)
시 금 치

샐 러 리

고 사 리

상 추

배 추

고 비

호 박 잎

적 채

1051 g

1176 g
1764 g

2140 g
2299 g

1323 g
1953 g

1563 g

74.2 g (7.1)

129.1 g (11.0)
150.0 g (8.5)

111.0 g (5.2)
139.8 g (6.1)

112.6 g (8.5)
157.3 g (8.1)

135.9 g (8.7)

11.5 g (1.1)

46.1 g (3.9)
10.1 g (0.6)

28.8 g (1.4)
69.1 g (3.0)

4.5 g (0.4)
34.8 g (1.8)

62.4 g (4.0)
쑥 1189 g 128.8 g (10.8) 27.7 g (2.3)
취

근 채 류

1570 g 93.7 g (6.0) 14.5 g (0.9)

무

당 근

우 엉

연 근

마 늘

양 파

생 강

숙 주

더 덕

도 라 지

1839 g

2020 g
1529 g

1855 g
1055 g

1569 g
1005 g

957 g
408 g

967 g

119.7 g (6.5)

255.3 g (12.6)
167.3 g (10.9)

364.9 g (19.3)
373.8 g (35.4)

163.6 g (10.4)
174.4 g (17.4)

52.2 g (5.5)
96.4 g (23.6)

171.9 g (17.8)

65.2 g (3.5)

93.5 g (4.6)
60.0 g (3.9)

75.0 g (4.0)
266.7 g (25.3)

105.3 g (6.7)
24.7 g (2.5)

28.7 g (3.0)
26.8 g (6.6)

68.9 g (7.1)
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표 3. 채소추출물의 세포독성

시 료
농 도 (mg / ml) ED 50

( mg / ml)0 0.04 0.08 0.16 0.31 0.63 1.25 2.5 5.0

근

채

류

당근 100 - - - - 99 108 107 84 > 5.0

더덕 100 - - - 100 97 83 68 9 2.5∼5.0

도라지 100 - - - - 76 16 8 8 0.63∼1.25

마늘 100 - - - - 95 88 76 38 2.5∼5.0

무우 100 - - - 88 80 72 51 10 2.5∼5.0

생강 100 - 102 95 76 32 13 8 14 0.31∼0.63

숙주 100 - - - - 106 96 101 61 > 5.0

양파 100 - - - - 103 93 90 38 2.5∼5.0

연근 100 - - - - 106 104 96 55 > 5.0

우엉 100 - - - - 93 81 78 55 > 5.0

엽

채

류

갓 100 - - - 78 100 100 61 73 > 5.0

고비 100 - - - - 93 87 49 25 1.25∼2.5

고사리 100 - - - 99 87 67 33 6 1.25∼2.5

깻잎 100 41 53 31 22 14 19 19 19 0.08∼0.16

냉이 100 74 78 65 52 43 45 33 21 0.31∼0.63

달래 100 100 100 52 23 20 20 27 8 0.16∼0.31

미나리 100 - - - 78 73 81 50 13 2.5∼5.0

배추 100 - - - - 90 89 78 66 > 5.0

부추 100 - - - 80 73 83 61 47 2.5∼5.0

상추 100 - - - - 88 91 91 67 > 5.0

셀러리 100 - - - - 90 81 86 61 > 5.0

시금치 100 - - - - 87 78 30 14 1.25∼2.5

쑥 100 - - - - 95 84 75 18 2.5∼5.0

쑥갓 100 - - - 100 91 100 83 87 > 5.0

양배추 100 - - - 80 88 70 75 46 2.5∼5.0

양상치 100 - - - - 98 90 89 68 > 5.0

적채 100 - - - - 88 89 78 64 > 5.0

취 100 - - - - 90 65 12 24 1.25∼2.5

파 100 52 66 22 16 8 0 0 0 0.08∼0.16

호박잎 100 - - - - 96 95 83 64 > 5.0
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표 4. 채소시료에 의한 Quinone reductase 활성유도

시 료 사용농도(mg /ml)

효소활성
(nmoles DCPIP

reduced/ min/ mg
protein)

효소활성증가(％)

대 조 군 0 122 100

근

채

류

당 근 5.0 168 137

더 덕 2.5 148 121

도라지 0.63 90 74

마 늘 2.5 110 90

무 우 2.5 196 161

생 강 0.31 125 102

숙 주 5.0 149 121

양 파 2.5 130 105

연 근 5.0 95 78

우 엉 5.0 178 145

엽

채

류

갓 5.0 (2.5) 174 (226) 143(185)*
고 비 2.5 223 182
고사리 2.5 173 142
깻 잎 0.16 135 111
냉 이 0.31 128 105
달 래 0.16 144 118
미나리 2.5 (5.0) 162 (223) 133 (183)*
배 추 5.0 180 147
부 추 2.5 124 102
상 추 5.0 151 123
셀러리 5.0 147 120
시금치 1.25 138 113
쑥 2.5 146 120
쑥 갓 5.0 195 160
양배추 2.5 187 153
양상치 5.0 111 90
적 채 5.0 196 160
취 1.25 134 109
파 0.05 123 101
호박잎 5.0 139 113

*, ** : 농도를 달리하였을때 관측된 QR 효소활성 증가임.
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표 5. 채소시료에 의한 AHH의 활성유도

시 료 사용농도 (mg /ml) 효소활성증가 (fold)

대 조 군 0 1

근

채

류

우 엉 5.0 2.3

무 우 2.5 4.2

엽

채

류

갓 2.5 3.3

고 비 2.5 4.7

고사리 2.5 1.3

미나리 5.0 3.0

배 추 5.0 5.2

쑥 갓 2.5 2.4

양배추 5.0 9.2

적 채 5.0 27.7
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표 6. QR 효소활성에 미치는 채소 추출물농도의 효과

농 도

(mg/ ml)

QR induct ion (％)

갓 쑥갓 우엉 고사리

- 100 100 100 100

0.1 81 80 86 82

0.5 101 92 93 105

1.0 137 120 114 115

2.5 140 162 135 145

5.0 153 168 165 -
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표 7. QR 효소활성에 미치는 시료들간의 병용효과

시 료 농도 (㎎ /㎖ ) Q R in du c t io n (％ )

Control - 100

갓 / 쑥갓 5.0 / 0.0 153
3.3 / 1.7 133
2.5 / 2.5 136
1.7 / 3.3 155
0.0 / 5.0 168

갓 / 우엉 5.0 / 0.0 153
3.3 / 1.7 171
2.5 / 2.5 163
1.7 / 3.3 174
0.0 / 5.0 165

쑥갓 / 우엉 5.0 / 0.0 168
3.3 / 1.7 179
2.5 / 2.5 166
1.7 / 3.3 203
0.0 / 5.0 165

고사리/우엉 5.0 / 0.0 106
3.3 / 1.7 138
2.5 / 2.5 139
1.7 / 3.3 170
0.0 / 5.0 165

고사리/쑥갓 5.0 / 0.0 106
3.3 / 1.7 133
2.5 / 2.5 114
1.7 / 3.3 127
0.0 / 5.0 168
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(combinat ion effect)를 측정한 결과를 표 7에 나타내었다. 표에서 보는 것 처럼

갓과 쑥갓, 갓과 우엉, 고사리와 쑥갓등의 혼합은 QR 효소 활성에 대해서 상승효

과를 나타내지 않으나 쑥갓과 우엉을 1:2로 혼합했을 때는 QR 유도활성이 현저

히 높아져서 쑥갓과 우엉이 적절히 혼합된 음료를 제조하는 것이 바람직한 것으

로 추정된다.

결론적으로 본 연구에서 검색한 30종의 채소류 가운데 쑥갓, 갓, 우엉이 생

체방어효소계 활성이 가장 높고 부작용 가능성이 가장 낮아, 이들을 소재로

건강음료을 개발하는 것이 최적이라 판단된다.

6. 시료의 항돌연변이원성 조사

실험에 사용한 직접변이원들인 sodium azide (SA ), 2- nit rofluorene (2NF),

4- nit roquinoline (4- NQO) 중에서 추출물 첨가시 돌연변이가 억제되는 정도는

4NQO에서 가장 현저하였다. 따라서 4- NQO를 S- 9 mix에 의한 대사활성화가

필요없는 직접 변이원으로 주로 사용하였고 얻어진 결과를 표 8과 9에 나타내었

다. 사용균주는 S . typhim urium T A100이며 4- NQO의 첨가량은 0.5 g /plate 이

며 추출물의 첨가량은 ( )내에 표시하였다. (5)는 5 mg /plate, (10)은 10 mg/ pla te

를 나타낸다. 표의 맨 오른칸에 있는 괄호 속의 수치는 채소시료 첨가시 4NQO

에 의한 돌연변이가 억제되는 정도를 (%) 나타내며, 억제효과는 (돌연변이원만

존재시 colony 수- 돌연변이원과 추출물이 다 있을때의 colony 수)/ (돌연변이원

만 존재시 colony 수- 둘 다 없을 때 colony 수) x 100 으로 계산하였다. 근채

류중에서 숙주, 마늘, 연근은 항돌연변이 효과가 없었고 생강(49.1%), 양파

(47.6%), 더덕 (33.5%)이 비교적 돌연변이억제 효과가 우수했다. 엽채류들은 모

두 다 항돌연변이 효과를 보였고 이중 달래 (59.7% )와 부추 (57.5% )가 비교적 높

게나왔다. 고비의 경우 5 mg /plate 농도로 변이원없이 단독 첨가시 돌연변이를

유발함도 알수 있었다. 한편 예비실험을 통해 추출물의 항돌연변이 억제효과는

첨가량에 비례하는 것으로 나타났다. S - 9 mix에 의한 대사활성화가 필요한 변

이원인 t rp- p- 1 (1 g/ plate)을 사용한 실험에서는 S alm onella typhim urium

T A98을 시험균주로 사용하였고 그 결과는 표 10에 나타내었다. 전 시료들 중에

서 냉이 (69.3% ), 양상치(58.5% ), 부추 (57.5% ), 대파 (56.9% ) 의 저해효과가 높게
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나왔고 생체방어효소계 활성화가 우수한 우엉 (44.0%), 쑥갓 (22.5%), 갓 (31.8%)

들도 돌연변이 억제효과를 지닌 것으로 나타났다. 따라서 생체방어효소계를 활

성화시키는 우엉, 갓, 쑥갓들은 항돌연변이원성 그리고 SOD 유사활성 (아래 설명

참조) 까지 지니고 있어 성격이 다른 여러 세포보호기작들에 의해 이들을 섭취시

총체적으로 건강증진효과를 줄것이 예상되어 건강음료 제조를 위한 좋은 소재임

을 확인할 수 있었다.

7. 시료의 S O D 효소역가 측정

S O D 유사활성을 두가지 방법 즉 cy t och r om e C re d u c t ion t es t와

py r og a llol a u tox id a t ion t es t에 의해 측정한 결과를 표 11에 나타내었다 .

Cy toc h r om e C 방법에서 높은 활성을 나타낸 시료는 근채류의 연근

(2956)과 우엉 ( 1052)이었으며 엽채류에서는 양상치 (6699), 깻잎 (3061),

적채 ( 2109), 갓 (1027)이었다 . 특히 양상치는 분석된 시료 중 가장 높은

수치를 나타냈다 . P y rog a llol a u tox id a t ion 방법에서 높은 활성을 보인 시

료는 근채류에서는 마늘 (206)과 생강 (100)이었으며 나머지는 대부분 활

성을 나타내지 않았다 . 엽채류에서는 숙주 (371), 고사리 (302) , 쑥 (319),

고비 (206), 상추 (162), 부추 ( 152), 호박잎 (149)이 100이상의 높은 활성

을 나타내었다 . 식물체에서는 다양한 물질이 항산화성을 나타내는 것으로

알려져 있다 . V it a m in C와 v it a m in E 같은 v it a m in류도 항산화성을 나

타내기도 하지만 식물에 존재하는 항산화성은 대부분의 경우 p oly p h en ol

성 물질에 기인하는 것으로 밝혀져 있다 . 따라서 분석된 근채류와 엽채류

가 나타내는 S O D 유사활성은 v it a m in 보다는 시료에 함유된 p oly p h en ol

성 물질에 의한 것으로 추정되어지며 이를 입증하기 위해서는 S O D유사활

성을 나타낸 추출시료에 대한 세밀한 성분분석이 요구된다고 할 수 있다 .

8. 쑥갓추출물 급여가 흰쥐의 생체방어효소계에 미치는 영향

쑥갓은 30종의 채소류가운데 생체방어활성이 가장 우수하면서 또 예비적인

음료개발실험에서 관능적으로도 우수한 것으로 평가되어 흰쥐에 냉동건조한 쑥

갓을 투여하여 생체 ( in viv o) 효능실험을 수행하였다. 본 동물실험에 사용한

냉동건조한 쑥갓의 일반조성, 식이조성을 측정한 결과를 표 12 와 13에 나타내
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표 8. 근채류 추출물의 항돌연변이 효과

변이원

추출물

(- ) control 4NQO
(0.5 g/ pla te)

근

채

류

5mg/plate

(- ) control 82 1539

당근 90 1275 (18.1%)

(- ) contrrol 78 1603

더덕 92 1092 (33.5%)

무우 130 1537

(- ) control 102 1476

도라지 125 1117 (26.1%)

숙주 568 1612

양파 95 822 (47.6%)

(- ) control 102 1403

마늘 130 1503

생강 105 764 (49.1% )

(- ) control 84 1456

연근 128 2365

(- ) control 108 1924

우엉 155 1320 (33.3% )
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표 9. 엽채류추출물의 항돌연변이 효과

변이원

추출물

(- ) control 4NQO

(0.5 g/ pla te)

엽

채

류

5 mg/ pla te

(- ) control 118 2532

고비 1167 1606 (38.4%)

(- ) control 109 1939

적채 143 1471 (25.6%)

(- ) control 102 1476

양상치 121 1083 (28.6%)

(- ) control 82 1539

샐러리 116 1054 (33.3%)

배추 112 1334 (14.1%)

(- ) control 102 1403

쑥 102 970 (33.3%)

호박잎 105 943 (35.4%)

(- ) control 84 1456

시금치 106 901 (40.5%)

상추 129 1027 (31.3%)

취 103 1063 (28.6%)

엽

채

류

10mg/ pla te

(- ) control 132 2155

양배추 192 1724 (21.3%)

쑥갓 170 1638 (25.6%)

갓 191 1907 (12.3%)

미나리 191 1782 (18.4%)

깻잎 214 2005

(- ) control 130 2563

냉이 202 2223 (14.0%)

달래 223 1111 (59.7%)

대파 190 1258 (53.6%)

부추 185 1164 (57.5%)
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표 10. trp- p- 1에 대한 채소추출물의 항돌연변이 효과

변이원

추출물

(- ) control t rp- p- 1

(1.0 g /plate)

근

채

류

5 mg /

plate

(- ) control 24 1160

당근 32 695 (40.9%)

더덕 20 1292

무우 33 2644

도라지 26 998 (15.0%)

양파 23 766 (35.0%)

연근 26 2816

(- ) control 28 1479

우엉 28 841 (44.0%)

(- ) control 29 1472

숙주 41 1994

엽

채

류

5 mg /
plate

(- ) control 24 1160

양상치 25 496 (58.5%)

샐러리 32 1156

배추 33 720 (38.7%)

(- ) control 29 1472

쑥 34 1172 (20.8%)

호박잎 36 806 (46.2%)

시금치 38 1430

상추 33 1118 (24.5%)

취 32 1420

깻잎 33 901 (39.6%)

냉이 39 472 (69.3%)

달래 26 802 (46.4%)

대파 28 651 (56.9%)

부추 28 642 (57.5%)

(- ) control 28 1479

양배추 31 2333

쑥갓 30 1153 (22.5%)

갓 23 1017 (31.8%)

미나리 25 1149 (22.7%)
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표 11. 채소추출물의 S OD 유사활성 측정

Sample

Unit / g

cytochrome C
reduction tes t

pyrog allol
autox idat ion tes t

근채류 달 래 392.40 53.83

당 근 124.22 -

더 덕 118.84 -

도라지 165.30 -

마 늘 544.06 205.94

무 우 144.12 -

생 강 632.26 100.25

양 파 - -

연 근 2956.42 -

우 엉 1051.52 -

엽채류 갓 1026.88 96.21

고 비 890.70 206.43

고사리 408.33 302.22

깻 잎 3060.91 84.64

냉 이 731.42 95.87

대 파 274.90 74.11

미나리 194.60 -

배 추 422.35 -

부 추 665.26 151.50

상 추 266.13 161.94

샐러리 - -

숙 주 360.83 371.16

시금치 283.06 -

쑥 602.11 318.77

쑥 갓 332.99 -

양배추 349.21 70.47

양상치 6699.33 -

적 채 2108.96 -

취 306.12 -

호박잎 493.21 149.16
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었다. 실험기간 동안 흰쥐의 몸무게는 매일 평균 6.16 ∼ 7.16 g 증가하는 것으

로 나타났으며, 쑥갓섭취군과 대조군과의 유의적인 차이는 관찰되지 않았다.

식이 섭취량에서는 쑥갓군이 약간 적게 섭취하는 것으로 나타났다 (표 14).

쑥갓 투여후 실험동물의 장기를 추출하여 효소활성을 측정한 결과, 10% 쑥갓 급

여 흰쥐군에서 세포모델계에서 관찰되었던 것과 유사한 생체방어효소계의 증가

패턴을 확인할수 있었다. 표 15에 나타난 것 처럼 모든 장기에서 쑥갓투여군의

경우 quinone reductas e 효소활성이 증가되는 것이 관찰되었다. 특히 폐> 소장

> 간등의 순으로 효소활성유도 정도가 큰 것으로 나타났다. 한편, 쑥갓의 섭

취가 흰쥐의 폐와 소장의 AH H 효소활성을 유의적으로 증가시키는 것으로 나

타났으나, 간과 신장에는 영향을 미치지 않았다 (표 16). 전발암성분이 1상계효

소에 의해서 발암성분으로 활성화되는 간에서 1상계효소계의 지표효소인 AH H

효소활성이 증가하지 않은 것은 쑥갓의 음료소재로서 장점을 더욱 향상시켜주

는 결과로 판단된다. 한편, 표 17에 보인 바와 같이 전체적인 superoxide

dismutas e 효소활성은 쑥갓 섭취에 의해서 변화를 받지 않았다. 신장에서

Mn- SOD 효소활성이 약간 감소하는 경향이 관찰되었으나, 전체적인 SOD 활성

에서는 유의적인 변화가 관찰되지 않아 쑥갓 섭취에 의해서 유해산소가 발생하거

나, 쑥갓이 생체내에 흡수되어 SOD 유사활성을 나타내지는 않는 것으로 생각된

다. 이상의 동물실험 결과를 종합하여 볼때 쑥갓은 매우 훌륭한 건강식품소재로

사료된다.

9. 쑥갓추출물의 pH, 열안정성 평가

쑥갓의 생체방어활성성분은 음료로 사용되는 pH 3∼7 영역에서 안정한 것

으로 나타났으며 (표 18), 열처리에 대해서도 안정한 것으로 확인되었다. 즉, 쑥

갓의 80% 메탄올추출물을 pH 3, 4, 5, 6, 7용액에서 24시간 방치한 다음, 세포

배양액에 투여하여 hepa1c1c7 세포의 QR 효소활성 유도정도를 측정한 결과

QR효소활성유도가 대조군의 230∼270%로 pH에 따른 유의적인 변화가 없었다.

또한 음료 제조 조건에 해당하는 pH 3 과 4에서 여러 음료살균온도 (80, 85, 9

0℃)에서 처리한 다음, 세포배양액에 투여하여 세포의 생체방어효계인 QR효소

활성 유도능을 측정한 결과, 활성이 온전히 유지되는 것이 확인되었다 (표 19,

20). 따라서 쑥갓에 존재하는 QR유도성분 (생체방어성분)은 비교적 열에 안정

한 것으로 판단되며, 특히 음료제조중 가열에 의한 생체방어성분의 활성의
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변화는 없을 것으로 사료된다.

또한 쑥갓과 우엉중의 항돌연변이성을 나타내는 성분도 열처리와 산성 pH

에서 매우 안정한 것으로 나타났다. 즉, 쑥갓추출물을 90℃에서 10, 20 및 최대

30분 까지 열처리한 다음 돌연변이원인 t rp- p- 1 (1 g / plate)과 함께 S .

ty phim urium T A 98에 첨가했을 때 추출물의 항돌연변이원성은 열처리를 하지

않은 대조구와 차이를 보이지 않았다 (표 21). 표 21에서 보는 것 처럼 30분간

열처리를 한 쑥갓추출물을 t rp- p- 1과 함께 S . typhim urium T A 98에 첨가한 경

우에 얻는 rev ertant의 수는 145개로 열처리를 받지않은 대조구의 165 개 보다

도 오히려 그 수가 적어 추출물의 항돌연변이원성은 전혀 영향을 받지 않았음

을 보여준다. 돌연변이원으로 S9 mix ture에 의한 대사 활성화가 필요없는

4- NQO (0.5 g / pla te) 를 변이원으로 사용한 경우에도 동일한 결과를 보여서

90℃에서 30분간 열처리한 쑥갓추출물은 1,095개 그리고 열처리하지 않은 추출

물은 1,172개 r ev ertant들을 나타내었다. 우엉추출물의 경우에도 열처리에 대해

안정한 것으로 나타났다. 표 22은 우엉추출물을 90℃에서 0, 10, 20 및 30분까

지 열처리한 다음 변이원들에 대한 항돌연변이원성을 측정한 결과이다. 변이원

t rp- p- 1에 대해 20분간 열처리한 추출물은 130개 그리고 대조구는 129개

rev er tant들을 나타내었고 4- NQO에 대해서는 각각 167과 319개 revertant들을

나타내어 우엉추출물의 항돌연변이원성은 열에 안정함을 보여준다.

S . typhim urium T A 100을 시험균주로 하여 쑥갓과 우엉추출물의 열안정성을

조사한 결과는 표 23에 나타내었다. T A 98에서와 동일한 결과를 확인할 수 있

었다.

쑥갓과 우엉 추출물의 항돌연변이원성은 여러 산성 pH에서도 안정한 것으

로 나타났다 (표 24- 26). 재료 및 방법에서 언급한 대로 pH 3, 4, 5, 6 및 7에

서 여러 시간 둔 추출물을 4- NQO와 섞어서 S . typhim urium T A98 또는

T A100에 첨가하여 rev ertant들의 수를 조사한 결과 pH에 따른 차이가 전혀 없

어 쑥갓 (표 24, 25)과 우엉추출물 (표 26)들의 항돌연변이원성은 열처리에 대

해서 뿐만 아니라 낮은 pH에서도 안정함을 보였다. 따라서 이들 결과들로 미

루어 볼 때 쑥갓과 우엉 추출물들은 통상적인 식품가공 처리조건하에서는 이들

이 지닌 생체방어 활성 및 항돌연변이원성을 상실하지 않으리라 생각된다.
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표 12. 동결건조 쑥갓의 일반조성

Mois ture

(%)

Crude

protein

(%)

Crude fat

(%)

Crude ash

(%)

Carbohydrate

(%)
sugars T DF

Crow n

daisy
1.1 27.0 6.3 17.6 22.0 26.0

표 13. 실험동물 식이의 조성

대조군 (% ) 쑥갓 급여군* (%)

Cas ein 20 17.3

Corn s tarch 15 12.8

Sucros e 50 50

DL- Methionine 0.3 0.3

Corn oil 5 4.4

AIN- 76 Mineral mix ture 3.5 3.5

AIN- 76 Vitamin mix ture 1.0 1.0

Cellulose 5 2.4

Crow n daisy* - 10

Choline bitart rate 0.2 0.2

* 동결건조한 쑥갓 분말사용
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표 14. 흰쥐의 체중증가율, 식이섭취량, 및 사료효율

대조군 10% 쑥갓급여군

체중증가율 (g/ day) 7.16±2.19 n.s 6.16±1.29

식이섭취량 (g/ day) 27.44±4.93 21.90±1.43*

사료효율1) (%) 25.74±5.14 n.s 27.99±4.92

1) 사료효율(% )=체중증가율÷식이섭취량×100

* 5%유의수준에서 t-검정

표 15. 쑥갓급여가 흰쥐의 quinone reductase 효소활성에

미치는 효과

Group
QR activity

(nmole DCPIP reduced/ mg protein)

Liver
Control 98.67±5.96 (100±6.04)

10% Crow n dais y 145.50±12.50* (147±12.67*)

Kidney
Control 72.67±7.25 (100±9.98)

10% Crow n dais y 94.80±10.91* (130±15.01*)

Lung
Control 238.33±42.95 (100±18.02)

10% Crow n dais y 397.30±72.37* (167±30.37*)

Small intes t ine
Control 95.11±11.47 (100±12.06)

10% Crow n dais y 142.70±8.04* (150±8.45*)

All v alues are Means±SD (n=10). Data w ere analyzed by t- tes t to determine

w hether mean values w ere different . Values in parentheses are relat ive

QR activit ies to control.

* Values are s ignificant ly different from each other (p< 0.05)
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표 16. 쑥갓급여가 흰쥐의 arylhydrocarbon hydroxylase

효소활성에 미치는 효과

Org an Group
AHH activity

(fluorescence/ mg protein)

Liv er
Control 4.27±0.72 (1±0.17)

10% Crow n dais y 4.81±1.59 (1.13±0.37)

Kidney
Control 2.18±0.78 (1±0.36)

10% Crow n dais y 2.87±0.90 (1.32±0.41)

Lung
Control 2.11±0.74 (1±0.35)

10% Crow n dais y 4.80±0.94* (2.27±0.45*)

Small intes t ine
Control 0.36±0.13 (1±0.36)

10% Crow n dais y 0.60±0.27* (1.67±0.75*)

A ll v alues are Means±SD (n=10). Data w ere analyzed by t- tes t to determine

w hether mean values w ere different . Values in parentheses are relat ive

QR activit ies to control.

* Values are s ignificant ly different from each other (p< 0.05)
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표 17. 쑥갓급여가 흰쥐의 superoxide dismutase 효소활성에

미치는 효과

Org an Group

Specific act ivity (unit/ mg protein/ min)

T otal SOD Mn- SOD CuZn- SOD

Liver

Control 2.56±0.41 1.54±0.58 1.11±0.45

10% Crow n daisy 2.63±0.84 1.80±0.71 0.81±0.41

Kidney

Control 3.89±0.78 2.56±0.60 1.33±0.51

10% Crow n daisy 3.63±0.65 1.85±0.64* 1.80±0.63

Lung

Control 5.08±1.15 1.75±0.87 3.34±1.18

10% Crow n daisy 5.46±1.11 2.76±1.45 2.70±1.22

Small intes tine

Control 3.87±0.83 1.77±0.59 2.11±0.61

10% Crow n daisy 4.62±0.70 2.06±0.45 2.56±0.63

A ll v alues are Means±SD (n=10). Data w ere analyzed by t- tes t to determine

w hether mean values w ere different. Values in parentheses are rela tive QR

activities to control.

* Values are s ignificant ly different from each other (p< 0.05)
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표 18. 쑥갓추출물의 pH 안정성

pH
C o n c e n t r a t i o n

(mg/ml)

Relat iv e QR Activity

(% )

no sample added - 100

3 2.5 250

4 2.5 268

5 2.5 248

6 2.5 232

7 2.5 248
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표 19. 쑥갓추출물의 열처리 조건별 세포의 quinone reductase

활성유도능 (pH 3.0)

T reatment
C o n c e n t r a t i o n

(mg /ml)
Relat ive QR A ctivity(%)

Control 0 100

80oC

0 s ec 5 250

30 s ec 5 228

60 s ec 5 286

120 sec 5 257

85oC

15 sec 5 247

30 s ec 5 203

60 s ec 5 271

120 sec 5 332

90oC

15 sec 5 279

30 s ec 5 254

60 s ec 5 259

120 sec 5 294

- 50 -



표 20. 쑥갓추출물의 열처리 조건별 세포의 quinone reductase

활성유도능 (pH 4.0)

T reatment
C o n c e n t r a t i o n

(mg/ml)

Relat ive QR Activity

(%)

Control 0 100

80oC

0 sec 5 283

30 sec 5 263

60 sec 5 245

120 s ec 5 231

85oC

15 s ec 5 230

30 sec 5 - *

60 sec 5 265

120 s ec 5 211

90oC

15 s ec 5 206

30 sec 5 264

60 sec 5 223

120 s ec 5 228

*Assay could not be completed due to bacterial contaminat ion in cell culture.
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표 21. 90℃ 열처리한 쑥갓 추출물의 항돌연변이원성

변이원 추출물 추출물의 90℃ 열처리 시간

trp- p- 1 쑥갓 0 분 10 분 20 분 30 분

- - 118*

+ - 328

- + 132

+ + 165 152 172 145

4- NQO 쑥갓 0 분 10 분 20 분 30 분

- - 119

+ - 1,716

- + 128

+ + 1,172 1,066 1,020 1,095

* S . typhim urium T A98의 revertant 수를 나타낸다.
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표 22. 90℃ 열처리한 우엉 추출물의 항돌연변이원성

변이원 추출물 추출물의 90℃ 열처리 시간

t rp- p- 11 우엉 0 분 10 분 20 분 30 분

- - 1162

+ - 328

- + 122

+ + 129 137 130 nd3

4- NQO4 우엉 0 분 10 분 20 분 30 분

- - 93

+ - 1,170

- + 226

+ + 319 281 167 nd

1: 1 g /plate trp- p- 1이 사용되었음.

2: S . typhim urium T A 98의 revertant 수를 나타낸다.

3: nd (not determined)

4: 4NQO 농도는 0.5 g/plate 사용
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표 23. 90℃ 열처리한 쑥갓과 우엉 추출물의 항돌연변이원성

변이원 추출물 추출물의 90℃ 열처리 시간

t rp- p- 11 쑥갓 0 분 10 분 20 분 30 분

- - 1182

+ - 244

- + 145

+ + 129 107 130 98

trp- p- 1 우엉 0 분 10 분 20 분 30 분

- - 116

+ - 244

- + 93

+ + 123 116 109 nd3

1: 1 g /plate trp- p- 1이 사용되었음.

2: S . typhim urium T A100의 revertant 수를 나타낸다.

3: nd (not determined)
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표 24. 쑥갓추출물 항돌연변이원성의 pH 안정성
(S . typhim urium T A 98)

변이원 추출물 pH

4- NQO1 쑥갓 3 4 5 6 7

- - 119

+ - 2,339

- + 635

+ + 426 411 586 618 nd

1. 4NQO : 0.5 g /plate
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표 25. 쑥갓추출물 항돌연변이원성의 pH 안정성
(S . typhim urium T A 100)

변이원 추출물 pH

4- NQO1 쑥갓 3 4 5 6 7

- - 131

+ - 2,997

- + 604

+ + 434 403 483 452 480

1. 4NQO : 0.5 g/plate
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표 26. 우엉추출물 항돌연변이원성의 pH 안정성

(S . typhim urium T A 98)

변이원 추출물 pH

4- NQO1 우엉추출물 3 4 5 6 7

- - 286

+ - 2,850

- + 687

+ + 1,370 1,433 1,123 1,480 1,430

1. 4NQO : 0.5 g /plate
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10. 쑥갓으로부터 생체방어활성 성분의 분리

QR을 유도하는 쑥갓의 메탄올 추출물을 hex ane, ethylaceta te, n- butanol, 물

로 순차적으로 용매분획한 결과, 표 27에 나타낸바와 같이 hex ane과 ethylacetate

층에서 활성이 높게 나타났으며, n- butanol과 물층에는 활성성분이 존재하지 않

는 것으로 확인되었다. 한편 각 분획별 고형분 함량비율은 물층이 70.4%로 가장

많았으며, n- butanol 층이 25.6%, ethylacetate 층과 hexane 층이 2.6% 및 1.4%

로 존재하였다. 계속하여 preparat iv e T LC로 분획하여 6개의 주요한 band를 분

리하여 (그림 1) 각 분획을 취하여 메탄올로 추출, 여과, 농축과정을 거쳐 세포에

0.125 mg/ml 농도로투여하여 QR 활성 유도를 측정한 결과는 표 28과 같다. Rf

값이 0.57인 성분과 0.78인 2개의 band가 다른 분획에 비하여 유의적으로 활성이

높았다. 또한 이 두 band의 추출물은 투여농도 (0.125 mg /ml)에서 세포독성이 나

타나 관측된 효소활성이 과소평가되었을 가능성이 크다. 따라서 세포독성이 나타

나지 않는 농도범위에서 실험할 경우 QR활성유도는 훨씬 높게 나타나리라 예상

된다. 이렇듯 두 band가 쑥갓의 주요 생체방어활성 (암예방활성)성분을 함유하고

있는 것으로 추정된다.

11. 음료개발을 위한 추출용매의 선정실험

쑥갓 시료로 부터 생체방어 활성성분을 추출하기 위한 용매로서 메탄올외에

에탄올, 물을 검토한 결과, 메탄올의 경우 무수알콜과 80% 수용액이 쑥갓으로부

터 QR inducer, 즉, 암예방성분의 추출율이 가장 높았으며, 알콜의 농도가 낮아질

수록 추출율이 감소하였으며, 특히 40%에서 20%로 감소될 때 추출율이 현저히

저하되었다. 한편 추출용매로 에탄올을 사용한 경우 알콜농도 60% 이상에서

100% 까지 QR활성성분의 높은 추출율을 보였으며 메탄올의 경우와는 달리 20%

와 40% 용액 추출물에 의해서도 QR효소활성이 유의적으로 유도되는 것으로 나

타났다 (표 29). 그러나 물만으로는 활성성분이 추출되지 않았다. 한편 80% 메탄

올에 의한 추출율이 고형분 기준으로는 약 10% 정도인 점을 감안한다면, 경제성

을 높이고 가공공정을 단순화하기 위하여 음료제조를 위한 원료로는 추출물이 아

닌 쑥갓 전체를 이용하는 방안을 적극 검토할 필요성이 있다고 판단된다.
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표 27. 쑥갓으로부터 quinone reductase 활성성분의 용매분획

Solvent F raction
Relative

Yield (%)

C o n c e n t r a t io n

(mg/ ml)

Rela tive QR Activity

(% )

Control - - 100

Hex ane 1.4 0.25* 224

Ethylacetate 2.6 1 331

n- Butanol 25.6 5 108

W ater 70.4 5 103

* 0.25 mg /ml 이상 농도에서는 효소역가를 측정하기에는 세포독성이 강하였다.
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표 28. Ethylacetate층을 T LC로 분획한 성분들의 QR

효소 유도 활성

T LC Fract ion

(Rf Value)
Concentra t ion

(mg /ml)

QR activity
(nmoles DCPIP

reduced/ min/ mg
protein)

Relat ive QR Activity

(%)

Control - 153 100

0.24 0.125 209 137

0.46 0.125 198 130

0.51 0.125 208 136

0.57 0.125 238 156

0.68 0.125 213 139

0.78 0.125 231 151

* 전개용매조성: n- butanol : n- propanol : 2 N ammonia (10 : 60 : 30)
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표 29. 추출용매에 따른 quinone reductase 활성유도

효과 비교

Solvent Concentrat ion (mg/ml) Relative QR Activity(%)

Control - 100

Methanol

100% 0.5 241

80% 2.5 240

60% 2.5 182

40% 2.5 175

20% 2.5 138

Ethanol

100% 0.125 232

80% 1.25 208

60% 1.25 213

40% 2.5 171

20% 2.5 176

W ater 2.5 110
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12. 음료제조를 위한 적정 음용농도 결정

생체방어 효소계 활성이 뛰어난 것으로 확인된 쑥갓, 갓 및 우엉의 추출물

을 이용하여 음료를 제조하였다. 추출물의 적정 음용 농도를 결정하기 위하여

100∼500 mg /100 ㎖의 농도로 추출액을 첨가하고 당도를 7.5o Brix, pH를 4.0으

로 조정한 다음 표 30의 배합비율에 의거해 음료를 각각 제조하였다. 얻어진 음

료들에 대해 9점 검사법으로 관능검사를 실시하였으며 이를 분산분석법으로 분석

한 결과는 표 31에 수록하였다. 쑥갓의 경우 표에서 보는 바와 같이 전체적인

기호도에 있어서는 추출물의 첨가농도가 300 mg/100 ㎖에서 가장 좋았으며 향에

있어서는 농도가 높아질수록 풋내가 강하게 나타나 기호도는 낮게 나타났다. 갓

의 경우도 표에서 보는 바와 같이 전체적인 기호도에 있어 쑥갓과 마찬가지로

300 mg/100 ㎖의 첨가농도에서 가장 좋았으며 쑥갓에 비해 풋내가 적은 것으로

나타났다. 우엉의 경우에는 전체적인 기호도에 있어 300∼500 mg/100 ㎖의 농

도에서 유의적인 차이가 없었으며 쑥갓, 갓과 달리 풋내는 나지않으나 약간 떫은

맛이 나는 것으로 나타났다.

13. 쑥갓 음료 제조

(1) 쑥갓 추출물을 이용한 쑥갓음료 제조

관능검사 결과 결정된 쑥갓 추출물의 적정 음용농도인 300 mg /100 ㎖의 경

우 기호도에 있어서는 비교적 양호하였지만 풋내가 강하기 때문에 쑥갓 고유의

맛을 유지하면서 풋내를 감소시킴과 동시에 쑥갓의 단순한 맛을 보완하기 위하여

95℃ 열처리 방법과 사과농축액 (72o Brix)의 첨가를 병행하였으며 설탕을 고과

당 (75o Brix)으로 대체하여 표 32의 배합비에 따라 쑥갓음료를 제조하였다. 이

렇게 만든 음료를 대상으로 신맛, 단맛, 풋내, 전체적인 기호도의 항목에 대하여

관능검사를 실시한 결과를 표 33에 나타내었다. 사과 농축액 (72o Brix )의 첨가

량이 0.5, 1.0, 1.5%로 증가함에 따라 신맛, 단맛, 풋내 및 전체적인 기호도가 증

가하였으며 특히 풋내가 상당히 감소함은 물론 쑥갓의 신선한 풋내가 사과의 맛,

향과 조화를 이루어 기호도가 크게 증가하였으며 전체적으로 쑥갓과 사과의 맛이
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잘 어울리는 것으로 판단되었다. 이어서 이 배합비에 구연산 나트륨과 Vitamin

C를 혼합하여 표 34에 나타난 쑥갓 음료를 위한 최종배합비를 결정하였다. 최

종적으로 결정된 배합비를 보면 쑥갓농축액 (4.6 Brix)이 6.52% , 사과농축액 (72

Brix )이 1.50% 그리고 고과당 (75 Brix)이 9.95% 이고 이외에 구연산 (0.1%), 구

연산나트륨 (0.01%) 그리고 비타민 C (0.1%)가 소량 들어있다. 이 배합비에 의해

제조한 쑥갓음료의 품질특성을 조사한 결과는 표 47에 수록되어 있다. 쑥갓음료

의 pH는 3.32의 산성이며 당도는 8.4 Brix , 적정산도는 0.13이며 아미노태질소는

21.0 mg%이다.

(2) 쑥갓 혼합음료의 제조

쑥갓 추출물을 이용하면서 씹힘성이 있는 넥타형태의 혼합음료를 제조하기

위하여 현재까지의 연구결과로 역시 생체방어 활성이 있는 것으로 확인된 토마토

(p- coumaric acid, chlorog enic acid)와 포도 (res veratrol)를 첨가하여 쑥갓 고유

의 맛과 향기를 살리면서 동시에 기능성과 기호성을 증진시킨 음료를 제조하고자

하였다. 먼저 혼합음료에 씹힘성을 부여하기 위한 토마토 퓨레의 적정 혼합비율

을 결정하기 위하여 표 35에 표시된 바와 같이 토마토 퓨레의 첨가량을 11.24,

14.24, 16.24%로 달리하여 혼합음료를 제조하였다. 얻어진 음료들에 대해 관능검

사를 실시한 결과 14.24% 첨가구가 가장 씹힘성이 양호하면서 쑥갓의 풋내와 토

마토의 부드러운 맛이 잘 어울리는 것으로 확인되었다. 한편 쑥갓음료의 관능검

사 결과에서 나타난 사과 농축액의 첨가효과를 토대로 하여 표 36와 같이 토마토

퓨레의 첨가량중 일부를 사과 퓨레로 0, 5, 10, 15% 대체 첨가하여 음료를 제조

하였다. 얻어진 음료들에 대해 관능검사를 실시한 결과는 사과 퓨레의 첨가량이

증가할수록 사과의 독특한 맛과 향이 사과 퓨레를 첨가하지 않은 배합의 부드러

운 맛을 오히려 저해하여 기호도가 낮아지는 것으로 나타나 토마토 퓨레를 사과

퓨레로 대체하지 않는 것으로 결정하였다.

그리고 관능검사 결과 토마토 과육이 음료내에서 부유하고 있기 때문에 외관

상 좋지 않다는 점과 또 맛이 다소 단순하다는 지적들이 있어 이들 문제점들을

해결하기 위하여 표 37에 표시된 것 같이 포도농축액 (50o Brix )을 0, 0.75, 1.45,

2.74%로 달리 첨가하여 음료를 제조한 후 관능검사를 실시하였다. 결과를 보면

포도 농축액의 첨가량이 증가할수록 음료의 외관이 개선되고 맛도 다양해지는 효

- 64 -



과가 있었으나 포도농축액이 2.74% 첨가된 음료의 경우 신맛 등 포도맛이 너무

강해지기 때문에 오히려 바람직하지 않았으며 1.45% 첨가된 음료가 외관과 맛에

서 가장 양호한 것으로 나타났다. 이렇게 결정된 배합비 (쑥갓농축액 3.97%, 토

마토 퓨레 13.38%, 포도농축액 1.45%) 에 설탕을 고과당으로 대체하고 구연산 나

트륨과 Vitamin C를 소량 첨가하여 표 38의 쑥갓을 이용한 혼합음료의 최종배합

비를 결정하였다. 혼합음료의 고과당 함량은 7.0%이고 구연산 0.09%, 구연산나

트륨 0.01% 그리고 vitamin C는 0.10%이다. 이렇게 제조한 쑥갓 혼합음료의 품

질특성 조사 결과는 표 47과 같다. 표에 나타난 것 처럼 혼합음료의 pH는 3.61,

당도는 7.2 Brix, 적정산도는 0.16이며 아미노태질소함량은 36.4 mg %이다.

14. 우엉음료 제조

우엉의 경우 전체적인 기호도에 있어 300∼500 mg /100 ㎖의 농도에서 유의

적인 차이가 없었으며 쑥갓과 달리 풋내는 나지 않으면서 약간 떫은 맛을 나타내

었다. 전체적으로 떫은 맛을 제외한 특징적인 맛이 부족하기 때문에 우엉 추출

물의 음용농도 400 mg /100 ㎖를 기준으로 하여 우엉을 주원료로 한 음료에 산뜻

하고 부드러운 맛을 부여하기 위하여 결명자와 오미자를 열수추출하여 농축한 농

축액을 첨가하였다. 우엉 농축액을 주원료로 한 음료에 맛을 보강하기 위하여

결명자 농축액 (2.9o Brix )을 첨가하여 표 39의 배합비에 의거 음료를 제조하였

다. 즉, 우엉농축액 2.67%에 설탕을 7.50% 그리고 구연산을 0.1% 첨가한 다음

결명자 농축액을 3.23% (A), 2.42% (B) 또는 1.61% (C) 첨가하여 음료들을 제조

하였고 이렇게 얻은 음료에 대해 관능검사를 실시한 결과를 표 40에 나타내었다.

표 40에서 보는 바와 같이 결명자농축액의 첨가에 의한 뚜렷한 맛의 보강이 이루

어지지 않았으며 또한 결명자의 첨가량에 따른 기호도에서의 유의적인 차이도 거

의 없는 것으로 나타났다.
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표 30. 쑥갓, 갓, 우엉 추출물의 적정 음용농도

결정을 위한 배합비

성 분 A B C D E

추출물(d.b) 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5

설 탕 7.5 7.5 7.5 7.5 7.5

구 연 산 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1

정 제 수 92.3 92.2 92.1 92.0 91.9

합 계 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0
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표 31. 쑥갓, 갓, 우엉 추출물의 적정 음용농도 결정을

위한 관능검사 결과

항 목 A B C D E

색 깔 5.1b 5.8a 6.2a 5.4b 4.3c

쑥 향 미 4.4b 4.7b 5.3a 5.1a 4.8b

갓 맛 5.2c 6.0b 7.0a 5.3c 5.2c

전체적인 기호도 5.2c 6.2b 7.4a 5.4c 5.2c

색 깔 3.8b 5.6a 6.6a 6.9a 6.4a

갓 향 미 4.7b 5.1b 5.6ab 6.2a 5.2ab

맛 5.1a 6.3a 6.1a 5.6a 5.0a

전체적인 기호도 5.1ab 6.1ab 6.2a 5.9ab 4.9b

색 깔 3.8b 5.1a 5.5a 5.8a 5.8a

우 향 미 4.2c 4.5ab 4.6ab 4.8ab 4.9a

엉 맛 4.9b 5.8a 6.0a 5.9a 5.8a

전체적인 기호도 4.9b 5.8a 6.3a 6.3a 6.3a
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표 32. 쑥갓의 풋내를 감소시키기 위한 음료 배합비

(단위: %)

성 분 A B C

쑥갓 농축액 (4.6 Bx ) 6.52 6.52 46.52

고 과 당 (75 Bx ) 9.95 9.95 9.95

구 연 산 0.10 0.10 0.10

정 제 수 82.93 82.43 81.93

사과 농축액 (72 Bx) 0.50 1.00 1.50

계 100.00 100.00 100.00

표 33. 쑥갓음료의 관능검사 결과

항 목 A B C

신 맛 4.69b 5.63a 6.13a

단 맛 6.13a 6.31a 6.94a

풋 내 5.50b 6.00b 6.88a

전체적인 기호도 5.19c 6.47b 7.25a
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표 34. 쑥갓 추출물을 이용한 쑥갓 음료의 최종배합비

성 분 배 합 비 (%)

쑥갓 농축액 (4.6 Bx ) 6.52

사과 농축액 (72 Bx ) 1.50

고 과 당 (75 Bx) 9.95

구 연 산 0.10

구연산나트륨 0.01

Vitamin C 0.10

정 제 수 81.82

계 100.00
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표 35. 씹힘성을 부여하기 위한 토마토 퓨레 첨가량

결정을 위한 배합시험

(단위: % )

성 분 A B C

쑥갓 농축액 (4.6 Bx) 4.23 4.23 4.23

토마토 퓨레 11.24 14.24 16.24

설 탕 3.42 3.42 3.42

구 연 산 0.10 0.10 0.10

정 제 수 81.01 78.01 76.01

계 100.00 100.00 100.00

표 36. 사과 퓨레의 토마토 퓨레 대체효과 조사를 위한

배합시험

(단위: %)

성 분 A B C D

쑥갓 농축액 (4.6 Bx ) 4.23 4.23 4.23 4.23

토마토 퓨레 14.24 13.53 12.82 12.10

사과 퓨레 0.00 0.71 1.42 2.14

설 탕 3.42 3.42 3.42 3.42

구 연 산 0.10 0.10 0.10 0.10

정 제 수 78.01 78.01 78.01 78.01

계 100.00 100.00 100.00 100.00
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표 37. 외관 및 맛 개선을 위한 포도농축액 첨가 배합시험

(단위: %)

성 분 A B C D

쑥갓 농축액 (4.6 Bx ) 4.23 4.09 3.97 3.74

토마토 퓨레 14.24 13.80 13.38 12.62

포도 농축액 (50 Bx ) 0.00 0.75 1.45 2.74

설 탕 5.00 4.84 4.70 4.43

구 연 산 0.10 0.10 0.09 0.09

정 제 수 76.43 76.42 76.41 76.38

계 100.00 100.00 100.00 100.00

표 38. 쑥갓 추출물을 이용한 쑥갓 혼합음료의

최종배합비

성 분 배 합 비 (%)

쑥갓 농축액 (4.6 Bx ) 3.97
토마토 퓨레 13.38
포도 농축액 (50 Bx ) 1.45
고 과 당 (75 Bx ) 7.00
구 연 산 0.09
구연산 나트륨 0.01
Vitamin C 0.10
정 제 수 74.00

계 100.00
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표 39. 우엉과 결명자를 혼합한 음료 배합비

( 단 위 : % )

성 분 A B C

우엉 농축액 (15.3 Bx ) 2.67 2.67 2.67

설 탕 7.50 7.50 7.50

구 연 산 0.10 0.10 0.10

정 제 수 86.50 87.31 88.12

결명자 농축액 (2.9 Bx ) 3.23 2.42 1.61

계 100.00 100.00 100.00

표 40. 우엉과 결명자 혼합음료의 관능검사 결과

항 목 A B C

떫 은 맛 5.43a 5.29a 5.43a

전체적인 기호도 5.14a 5.14a 5.29a
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우엉의 떫고 텁텁한 맛을 보완하기 위하여 앞의 결명자농축액외에 상큼한 맛을

지닌 오미자 농축액의 첨가를 시도하였다. 표 41의 배합비에 의거 오미자농축액

을 첨가하여 음료를 제조하였다. 우엉농축액 (15.3 Brix , 2.67%), 설탕 (7.5% ) 그

리고 구연산 (0.1%) 혼합액에 35 Brix의 오미자농축액을 각각 1.71% (A), 1.29%

(B) 그리고 0.86% (C) 첨가 제조한 음료를 관능검사한 결과를 표 42에 나타내었

다. 표에서 보는 바와 같이 오미자의 첨가량이 0.86%에서 증가함에 따라 단맛,

신맛에 대한 기호도 및 전체적인 기호도가 급격하게 감소함을 알 수 있었다. 따

라서 오미자농축액을 첨가할 경우에는 0.86% 이하에서 적정한 첨가농도를 결정

해야 할 것이다.

한편 사과 농축액 (72o Brix) 첨가에 따른 맛의 개선효과를 보기위해 표 43

의 배합비에 따라 사과 농축액을 1, 2, 3% 첨가하여 음료를 제조하였고 얻어진

음료들에 대해 관능검사를 실시한 결과 사과농축액을 표 41의 배합비 (우엉농축

액 (2.67%), 설탕 (7.5%) 그리고 구연산 (0.1% ))에 1% 첨가했을 때 사과의 상큼

한 맛을 부여하면서 우엉 고유의 맛과 가장 잘 어울리는 것으로 나타났다. 사과

농축액 첨가에 의해 우엉의 맛이 다소 약화된 것으로 판단되어 표 44의 배합비에

따라 우엉 농축액의 첨가량을 2.67, 3.67 및 4.67%로 달리하여 음료를 제조한 후

관능검사를 실시한 결과 우엉의 고형분 농도가 560 mg /100 ㎖에서 가장 적당한

것으로 나타났다.

우엉음료에 다양한 맛을 부여하고 기호성을 증진시키기 위하여 전술한 쑥갓

혼합음료 제조시 사용하였던 토마토 퓨레와 포도 농축액을 사과농축액과 함께 첨

가하여 음료들을 제조하였다. 음료에 씹힘성을 부여하기 위한 토마토 퓨레의 양

은 쑥갓 혼합음료 제조때와 동일한 양 (13.38%) 으로 하였고 포도 농축액의 첨가

량은 표 45의 배합비에 따라 1.41, 1.69 및 1.97%로 달리하여 관능검사를 실시하

였다. 그 결과 포도 농축액을 1.41% 첨가한 음료가 맛의 조화가 가장 잘 이루어

진 것으로 판단되었다. 이 배합비에서 설탕을 고과당으로 대체하고 구연산나트

륨과 Vit C를 혼합하여 표 46와 같은 우엉음료의 최종배합비를 얻었다. 최종배

합비는 우엉농축액 (15.3 Bx ) 3.67%, 사과농축액 (72 Bx ) 1.0% , 토마토퓨레

13.38%, 포도농축액 (50 Bx ) 1.41%, 고과당 6.63%, 구연산 0.1%, 구연산나트륨

0.01% , 및 vitamin C 0.1%이다. 한편 제조한 우엉음료의 품질특성 조사 결과는
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표 47과 같다. 당도는 7.8 Brix, pH는 3.56, 적정산도는 0.2%이며 아미노태질소

는 52.5 mg %이다. 우엉음료의 아미노태질소함량이 쑥갓이나 쑥갓혼합음료와 비

교하여 상당히 높은점이 두드러지고 이점은 우엉음료의 적정산도가 쑥갓이나 쑥

갓혼합음료보다 높지마는 pH는 낮지않은점과도 관련되어 있을 것이다. 한편

밝기를 나타내는 L값은 쑥갓음료 64.52, 쑥갓혼합음료 26.91, 우엉음료 27.95이었

으며 적색도를 나타내는 a값은 쑥갓음료 - 0.19, 쑥갓혼합음료 3.84, 우엉음료 5.53,

황색도를 나타내는 b값은 쑥갓음료 14.08, 쑥갓혼합음료 2.48, 우엉음료 3.27으로

나타나 토마토퓨레와 포도농축액을 혼합하는 쑥갓혼합음료와 우엉음료의 색도는

거의 비슷하였다.

앞에서 결정된 배합비에 따라 제조한 쑥갓음료, 쑥갓혼합음료, 우엉음료의 저

장성을 조사하기 위하여 37℃에서 4주간 저장하면서 일주일 간격으로 이미, 이취

발생 및 색도변화등의 관능적 특성의 변화를 조사한 결과 처리구와 대조구

(- 18℃에서 보관한 시료) 간의 차이를 볼수없었기 때문에 저장성은 양호한 것으

로 판단되었다. 한편 그림 2.에는 제조한 쑥갓음료, 쑥갓혼합음료, 및 우엉음료의

사진을 수록하였다.
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표 41. 우엉과 오미자를 혼합한 음료 배합비

(단위: % )

성 분 A B C

우엉 농축액 (15.3 Bx) 2.67 2.67 2.67

설 탕 7.50 7.50 7.50

구 연 산 0.10 0.10 0.10

정 제 수 88.02 88.44 88.87

오미자 농축액 (35 Bx ) 1.71 1.29 0.86

계 100.00 100.00 100.00

표 42. 우엉과 오미자를 혼합한 음료의 관능검사 결과

항 목 A B C

단 맛 3.57b 3.71b 6.43a

신 맛 3.57b 3.71b 6.42a

떫은맛 4.29a 4.57a 5.14a

전체적인 기호도 3.43b 4.14b 5.57a
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표 43. 우엉과 사과 농축액을 혼합한 음료 배합비

(단위: %)

성 분 A B C

우엉 농축액 (15.3 Bx) 2.67 2.67 2.67

설 탕 7.50 7.50 7.50

구 연 산 0.10 0.10 0.10

정 제 수 88.73 87.73 86.73

사과 농축액 (72 Bx) 1.00 2.00 3.00

계 100.00 100.00 100.00

표 44. 우엉의 적정음용농도를 결정하기 위한 음료 배합비

(단위: %)

성 분 A B C

우엉 농축액 (15.3 Bx ) 2.67 3.67 4.67

설 탕 7.50 7.50 7.50

구 연 산 0.10 0.10 0.10

정 제 수 88.73 87.73 86.73

사과 농축액 (72 Bx ) 1.00 1.00 1.00

계 100.00 100.00 100.00
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표 45. 우엉음료의 씹힘성과 기호성을 증진시키기 위한

음료 배합비

( 단 위 : % )

성 분 A B C

우엉 농축액 (15.3 Bx) 2.67 3.67 4.67

사과 농축액 (72 Bx) 1.00 1.00 1.00

토마토 퓨 레 13.38 13.38 13.38

포도 농축액 (50 Bx) 1.41 1.69 1.97

설 탕 5.00 5.00 5.00

구 연 산 0.10 0.10 0.10

정 제 수 75.44 75.16 74.88

계 100.00 100.00 100.00
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표 46. 우엉 추출물을 이용한 우엉음료의 최종배합비

성 분 배 합 비 (% )

우엉 농축액 (15.3 Bx ) 3.67

사과 농축액 (72 Bx ) 1.00

토마토 퓨레 13.38

포도 농축액 (50 Bx ) 1.41

고 과 당 (75 Bx ) 6.63

구 연 산 0.10

구연산나트륨 0.01

Vitamin C 0.10

정 제 수 73.80

계 100.00
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표 47. 제조한 쑥갓 및 우엉음료의 품질특성

구 분 쑥갓음료 쑥갓혼합음료 우엉음료

당 도 (Brix ) 8.4 7.2 7.8

pH 3.32 3.61 3.56

적정산도 (% ) 0.13 0.16 0.20

아미노태질소 (mg %) 21.0 36.4 52.5

L 64.52 26.91 27.95

색도 a - 0.19 3.84 5.53

b 14.08 2.48 3.27

△E 37.44 72.63 71.73
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제 4 장 고 찰

채소류와 과일의 섭취는 암을 포함한 다양한 종류의 만성질환을 예방하는 것

으로 보고되었다. 이들 식품은 carotenoids , 비타민 C, 엽산, 식이섬유, 그리고 비

타민 E의 주요한 공급원이기도 하지만, 최근 연구를 통하여 많은 생리활성 성분

의 寶庫임이 확인되고 있다. 본 연구에서는 우리나라의 주요사망원인으로 등장한

암을 예방할수 있는 채소류를 탐색하고, 이 결과로부터 얻어진 정보를 바탕으로

가공식품을 개발하고자 하였다. 이러한 연구를 통하여 국산 농산물의 기능성을

규명함으로서 국내 1차산업의 국제경쟁력의 제고는 물론, 국민보건에도 기여하리

라 기대된다.

우리나라의 경우 선진산업사회로 진입하면서 암의 발생과 암에의한 사망률이

급격히 증가하고 있다. 암은 현재까지 개발된 방법으로는 완치율이 낮은 질환으

로서 예방이 어느때보다 강조되고 있다. 암의 주요원인으로 식이와 흡연등 환경

적인 인자가 가장 중요한 위치를 차지하고 있는 것으로 알려져 있으며, 특히 식

생활의 서구화, 육류와 지방섭취의 증가, 곡류 및 채소류섭취의 감소등은 암발생

을 높이는 원인으로 생각되고 있다. 특히 신선한 채소류는 비타민등과 같은 필수

영양소의 공급원이면서, phytochemicals이 많이 함유된 식품으로서 미국의 국립

암연구소 (National Cancer Ins titu te)에서는 암의 예방을 위하여 일일 최소 5

serving s을 섭취할 것을 권장하고 있다 (S teinmetz 1996).

지금까지 식물체로부터 많은 종류의 암예방성분들이 탐색되었으며, 그 가운데

는 대표적인 것으로 broccoli에서 분리된 sulphoraphane (Zhang 1992), 薑黃

(Curcum a long a L.)의 성분인 curcumin, P ropolis의 caffeic acid

(3,4- dihydrox ycinnamic acid), 마늘의 diallyl s ulfide, 녹차의

epigallocateching allate (EGCG), 과채류중의 ellagic acid (Barch 1994),

xanthophyll, as taxanthin, terpenes , org anosulfides , ellag ic acid, resveratrol,

proteas e inhibitors 등이 알려져 있다.
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발암단계는 보통 3단계, 즉, 초기화 (init iat ion), 촉진화 (promotion), 그리고

진행 (prog ress ion)으로 구분되는데, 일반적으로 식물성분들에 따라 작용하는 단

계가 다른 것으로 알려져 있다. 예를들어 표 48에 나타낸 성분들은 발암의 초기

화단계를 억제하는 것으로 알려져 있으며, protease inhibitor, ret inoic acid등은

촉진단계를 억제하는 것으로 알려져 있다 (W attenberg 1992, Murakami 1996).

표 49에는 발암물질의 활성화를 저해함으로서 암예방효과를 나타내는 물질들을

일부 나타내었다. 십자화과채소류의 aromatic isothiocyanates나 포도에서 분리

된 resv eratrol (Jang 1996)은 발암의 초기화 단계뿐만 아니라 촉진단계도 억제하

는 것으로 보고되었다. 발암초기단계를 억제하는 기작중 대표적인 것이 해독효

소계를 활성화시키는 것이다. 생체내에는 xenobiotics (생체외 이물질)에 대하여

민감하게 반응하여 이의 신속한 대사 및 배설을 도와주는 메카니즘이 존재하는데

보통 1상과 2상효소계로 대별된다. 1상효소계는 cytochrome P450s가 대표적인

효소계로서 주로 hydrox yla tion, ox iat ion, epox idat ion반응을 주관하며, 2상효소계

는 quinone reductas e, g luta thione S- transferase, sulfotransferase,

UDP- glucuronyl trans ferase 등이 존재한다 (Prochas ka 1994). 1상효소계는 독

성물질의 대사에 중요한 역할을 할뿐만 아니라 간혹 발암물질의 발암능을 증가시

키는 작용도 하는 것으로 알려져 있는 반면, 2상효소계의 활성증가는 대체적으로

발암물질의 신속한 대사와 관련하여 암예방의 주요한 메카니즘의 하나라는 것이

많은 연구를 통하여 정립이 되어 있다 (Prochas ka 1994, 1988a). A llium속 과 십

자화과 채소류에서 2상효소계를 활성화시키는 암예방성분들이 보고되었다

(W attenberg 1992).

본 연구에서 암예방효소계 유도활성이 높았던 소재는 쑥갓으로서 지금까지

항암이나 암예방활성이 보고된 바 없는 채소이다. 특히 지금까지 항암이나 암예

방활성이 알려진 채소류들이 주로 십자화과에 속하는 것과는 달리 쑥갓은 국화과

에 속하는 식물로서 활성성분도 채소류에서 지금까지 밝혀진 성분들과는 구별되

는 화합물일 것으로 추정된다. 쑥갓 (Chrysanthe m um coronarium L.)은 국화

과의 1∼2년초로서 유럽원산이며 구미에서는 관상용으로 재배하지만, 우리나라를

비롯한 동양에서는 식용으로 사용된다. 향기가 짙으며, 생으로, 또는 데쳐서 나물

로 먹고, 생선국, 찌개에도 넣으며 샐러드 재료로도 사용된다 (동아원색세계대백

과사전 1983).
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표 48. 식품중에 존재하는 발암초기화 억제성분

T erpenes Ellag ic acid
Org anosulfides Cucurmin
Aromatic is othiocyanates Coumarins
Indoles Conjugated dienoic linoleic acids
Dithiolethiones beta- carotenes
Phenols 18- beta- Glycyrrhet inic acid
F lavones Glucarates
T annins

표 49. 발암물질의 활성화를 저해함으로서 암예방효과를

나타내는 물질

Group Compounds Source
C a r c i n o g e n

inhibited

A r o m a t i c

is othiocyanates

Benzyl isothiocyanate

P h e n e t h y l

isothiocyanate

C r u c ife r r ou s

v egetables

O r g a n o s u l f u r

compounds

Diallyl s ufide

Diallyl disulfide

Allyl mercaptan

Allyl methyl dis ulfide

A llium sp.

DMH, NMBA

NDEA

NDEA

NDEA

Monoterpenes
D- Limonene

D- Carvone

Citrus fruit oil

Caraw ay s eed

oil

NDEA,NNK

NDEA

Glucos inolates
Glucoblass in

Glucotropaeolin

C r u c i f e r r o u s

vegetables

DMBA

DMBA

NDEA: N- nitosodiethylamine; DMH, 1,2- dimethylhydrazine;

NMBA, N- nitos omethylbenzylamine.
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지금까지 밝혀진 쑥갓의 주요성분으로는 비타민 A, B1, B2, C등의 영양성분과

xanthophyll, zusammensetzy, chrysanthemin, capillin등의 비영양성분들이 밝혀

져 있다 (한국식물대도감 1989). 이들 비영양성분들이 세포의 QR활성 유도와 관

련이 있는지는 알려져 있지 않다. 쑥갓은 우리나라에서 재배되는 작물로서 보통

신선한 상태로 식용되므로 경쟁력이 있는 작물로 사료된다. 더구나 본 연구를 통

하여 건강보조기능이 확인되었으므로 이에 대한 수요가 더욱 증가하리라 기대된

다. 본 연구를 통하여 쑥갓의 암예방효과의 가능성이 충분히 밝혀졌으므로 향

후 임상적인 연구 및 동물실험을 통하여 그 효능이 인체에 대하여도 확인이 된다

면 국민보건 차원에서도 매우 유용한 자원으로 활용될수 있을 것으로 기대된다.

본 연구에서는 시간상의 제약으로 암예방관련 물질을 완전하게 분리·동정하는데

까지 진행하지 못하였지만, 본 연구자들은 참여업체와 계속 협력하여 관련성분의

동정을 추진할 계획이다.
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