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요 약 문

Ⅰ . 제 목

제주특산 흑오미자 재배 및 대량증식기술과 특수성분 및 천연음료개발

Ⅱ . 연구개발의 목적 및 중요성

흑오미자는 오미자과에 속하는 낙엽활엽덩굴식물로서 우리나라에서는 제주

도에만 자생하는 특산 수종이다. 흑오미자의 열매는 식용으로 주로 이용되고 있으

나 열매의 약용효과 및 식용가치가 인정되고 지역 특산화에 따른 관광상품으로 가

치가 있어 자생지의 산촌주민들에 의한 무분별한 남획으로 자생지가 급격히 파괴

되고 있는 실정이다. 따라서 흑오미자의 유전자원을 보존하고 농산촌 주민의 소득

증대 및 경제성 있는 재배작목으로서 발굴 보급하기 위하여 무엇보다 먼저 다양한

흑오미자 유전자원을 탐색 및 보존하는 일이 선행되어야 할 것이며, 그와 함께 다

양한 용도 개발과 더불어 그에 알맞은 주요형질에 대한 신품종 육성이 이루어져야

할 것이다.

본 연구의 기술적측면의 필요성은 1) 열매의 다결실 및 대립형질의 우량개체의

선발에 의한 품종육성 2) 육성된 품종들의 재배방법의 개발과, 3 ) DNA에 기초를

둔 분자적 방법을 이용하여 정확한 종간 또는 품종간 동정, 4 ) 독특한 생물활성물

질의 탐색, 5 ) 우리나라 국민의 독특한 기호성을 충족하는 전통음료의 개발, 6) 가

공품개발 및 수출상품으로서 개발이 시급한 실정이다. 경제 산업적 측면으로 흑오

미자는 우리나라 뿐만 아니라 일본 중국 등에서도 이용되고 있으나 흑오미자의 생

산지는 국한되어 있어 이 식물의 재배지를 확대시킴으로서 농가의 소득향상에도

기여하게 될 것이다.

또한 사회·문화적 측면으로 국민들에게 기능성 또는 건강보조식품으로서자생

식물을 이용한 가공품의 생산으로 소비자의 기호성을 충족시켜 국민의 식문화 향

상과 약리작용으로 국민건강에 기여할 수 있고, 고유 천연음료로 수출상품으로 개

발한다면 위축된 농민의식의 고양에도 기여할 수 있을 것이다.
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Ⅲ . 연구개발 내용 및 범위

본 연구는 흑오미자의 재배기술 및 품종개발, 품종동정, 음료개발 및 특수성

분을 구명하고자 하였다.

1. 재배기술 및 품종개발분야

재배기술 및 품종개발분야에서는 흑오미자 자생지 식물군집 구조분석 및 우

량개체 선발을 위하여 자생지 입지환경, 식생을 조사하여 구조 분석하여 흑오미

자의 자생 환경요인을 구명하였으며, 흑오미자 형태적 특성(잎의 형태, 기공, 목

부해부학적 관찰, 선발개체의 열매특성), 생리적 특성 (지역간 개화결실, 잎의 엽

록소 함량), 동위효소분석에 의한 집단간 유전변이를 조사하여 다결실 및 대립

형질의 품종을 선발 육성하고, 종자, 삽목, 접목 및 조직배양을 통한 대량증식기

술을 개발하고, 증식된 개체들 파골라를 이용한 재배법을 개발하고자 하였다.

2. RA PD에 의한 품종탐색

본 연구는 RA PD 분석을 통해 궁극적으로, 흑오미자의 우량품종을 손쉽고 정확

하게 동정할 수 있는 gen et ic m arker를 개발하고자 하였다. 이를 위해 다음과 같은

실험순서에 의해 연구를 진행하였다.

첫째, 식물에서 DNA의 분리시에는 식물의 종류, 잎의 성숙정도 등에 따라 얻

어지는 DNA의 순도 및 yield의 차이가 P CR의 결과에 큰 영향을 주기 때문에, 먼

저 흑오미자의 잎으로부터 g enom ic DNA를 추출하는 방법을 확립하였다.

둘째, P CR은 tem plat e DNA , M g 2 + , T aq DNA polym erase, dNT P의 농도,

ann ealing 온도 및 cy cle의 수에 따라 band pat t ern에 차이가 있기 때문에 RAP D를

위한 최적의 조건을 확립하여 재현성을 검증하였다.

셋째, 식물체의 조직배양은 종에 따라 사용되는 생장조절물질의 양에 차이가 있

기 때문에 오미자의 조직배양을 위한 배양기술을 확립하기 위해 동아로부터 Callu s
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및 식물체 재분화가 가능한 배양조건을 확립하였다.

넷째, 혹오미자의 품종특이적 m arker를 선발하여 이들 m ark er의 유용성을 검토

하였고, 특이적인 m ark er들을 clonin g하여 품종 동정 kit로의 제조가능성을 탐색하

였다.

3. 성분분석 분야

오미자와 흑오미자 열매를 대상으로 열매 및 줄기에 내생하는 일반성분 및 생물

활성성분의 검색, 두 종의 열매의 건조물과 비건조물의 일반성분 및 생물활성성

분을 정량적으로 비교검토하고, 음료로 개발된 상품에 대한 성분분석하여 맛에

관여하는 유기산, 유리당, 유리아미노산을, 오미자의 향과 우릴 때의 향에 관여하는 citral

을 중심으로 하는 정유성분을, 건조 및 저장 중 갈변에 관여하는 t otal phenol과

phenolic acid를, 저장이나 우릴 때 악취(산패취)에 관여한다고 인정되는 지질과 유리지

방산을, 주된 약리성분으로 보고되어 있는 lignan 화합물인 schizandrin , 정유성분 등의

오미자 및 흑오미자에 함유된 성분 및 기능성 물질 탐색에 대한 종합적인 연구를 수행하

였다.

4. 천연음료 개발분야

천연음료로서 흑오미자를 이용하기위해 신상품개발을 위하여 원료의 종류별,

생원료의 종류별로 시험제품을 생산하는 기술과 생산성향상기술을 개발하고, 추

출용매에 따른 추출물의 수율과 맛성분과 관련 성분의 분석을 하였고, 제품의 기

호성 (색, 맛)의 연구 및 기호성이 조화된 제품을 개발하고, 제품의 저장을 개선하

기 위한 연구를 수행하였다.
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Ⅳ . 연구 개발 결과 및 활용에 대한 건의

A . 연 구개 발결 과

1. 재배기술 및 품종개발분야

예로부터 약용, 식용으로 가치가 인정된 흑오미자를 무분별한 채취에 의한 자생

지의 보존과 농산촌의 소득작목으로 개발하기 위하여 연구를 실행한 결과 흑오미

자의 자생지는 해발고 600∼1,350m 범위 내에 주로 북향, 북서향 및 남서향을 중심

으로 비교적 습도가 많고 35。이하의 완만한 경사를 갖는 산록부에 위치하고 있다.

소나무, 졸참나무, 때죽나무등이 우점하고 있는 낙엽활엽수림대의 2차림에 분포하

며, 400㎡당 3∼39본이 출연하였다. 연평균 강우량은 약 3,000∼3,094 m m 정도였으

며, 연평균 기온은 8.8∼10.5℃ 이지만 해발 상승에 따라 0.6℃씩 감소하므로 흑오

미자의 최저 극한기온은 1,300m지점을 기준으로 할 때 - 7℃이하로 내려가지 않아

야 생육이 가능하리라고 생각한다. 열매형질이 우수한 개체를 50본 선발하였다. 흑

오미자는 5월부터 개화하기 시작하여 6월에 대부분 개화한다. 수꽃은 암꽃에 비하

여 수가 많으며, 자웅동주에서도 1:6.3으로 수꽃의 비율이 높다. 화서당 개화수는

19.2∼19.8개이다. 본당 착과량은 최고 106.2개로 결실하였으며, 송이당 착과수는 집

단간 9.3∼11.1개로 큰 차이가 없었다. 과실중량은 0.99g , ℓ당 과실수는 722∼795개

였다. 증식법 개발을 위하여 삽목, 접목 및 조직배양을 실시한 결과 IBA 500ppm에

서 80%가 발근하였으며, 접목 활착율은 63∼92%로 클론간 차이는 있었으나 양호

하였다. 동아를 이용하여 조직배양한 결과 W PM 배지에 BAP와 GA 3를 각각 1.0

㎎/ ℓ처리하여 줄기를 유도할 수 있었으며, BAP 3.0㎎/ ℓ를 첨가하였을 때 평균 3

개의 다경줄기를 유도할 수 있었다. 신품종육성을 위하여 종자를 채취하여 전처리

및 변온저장을 통하여 발아율을 높일 수 있었다. 증식된 품종은 조기개화결실을 유

도하고, 관리상 경제적 효율을 위하여 파골라를 이용하여 재배하고 있으며, 지역에
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따른 적응성을 검증하기 위해 충청지방에 식재하여 시험재배중에 있으며, 시범 농

가에 200본을 보급하여 파골라를 이용한 재배중에 있다. 우수한 품종의 선발하여

인공적인 증식법을 이용하면 자생지의 훼손을 막을 수 있으며, 농가에 새로운 소득

작목으로 보급할 수 있을 것으로 생각된다. 또 조직배양법이 이용되면 생물반응기

등 첨단방법을 통하여 대량증식이 가능해지며, 새로운 품종개발을 위한 생물공학

적 방법을 적용할 수 있을 것으로 기대된다.

2. RA PD에 의한 품종탐색분야

식물체로부터 genomic DNA를 분리하는 방법은 일반적으로 많이 사용되고 있

는 Rog ger s와 Ben dish 등의 방법 (1988), Dellaport a의 방법 (1983)과 비교하였을

때 g en om ic DNA의 추출양이 많았고, 또한 어린 싹에서 뿐만 아니라 성숙한 잎에

서도 DNA의 추출이 용이하였다. 따라서 이 방법은 엽육조직이 두꺼운 목본 식물

의 성엽에 적용 가능하리라 생각된다.

제주도에 자생하는 흑오미자는 대부분 암그루와 수그루이며, 자웅동주 세 개체

가 존재함이 확인되었다. RAPD와 south ern hybridizat ion를 통해 최종적으로 얻어

진 m arker로는 OPA - 17 prim er에 의한 수그루 특이적인 770 bp , OPB - 03 prim er에

의해 생성되는 암그루 특이적인 749 bp , 자웅동주에 특이적인 OPB - 9의 609 bp,

OPF - 16의 1,100 bp, 자웅동주인 흑오미자 51번에 특이적인 OPA - 17의 580 bp를

얻었다. 이 m arker들의 염기서열을 결정한 후, 품종 동정으로의 활용을 위해

prim er를 제조하였다. 이 prim er들을 이용하여 수그루, 암그루, 자웅동주를 동정해

낼 수 있었다. 이는 흑오미자의 유묘시기 조기에 이들을 구별할 수 있을 뿐만 아니

라 우량형질의 g en etic m arker로 사용할 수 있을 것이다. 특히 수그루와 암그루에

특이적인 m arker들이 식물의 성분화에 관련되어 있을 것으로 생각되어, 식물에서

성의 진화 메카니즘을 밝히는데 큰 기여를 하게 될 것으로 기대된다. 또한 이 유

전자들의 생산성과 관련여부를 확인하고, 식물로의 형질전환에 대한 연구를 하게

된다면 생산성 향상에 기여할 뿐만 아니라, 타 작물에도 적용할 수 있어 육종학의

발달에 큰 기여를 할 수 있으리라 사료된다.
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3. 성분분석분야

오미자와 흑오미자의열매에 함유된 일반성분 및 생물활성물질을 분석한 결과

느 다음과 같다.

오미자와 흑오미자에 함유된 유리당의 종류는 비슷하였으나, 오미자의 경우에

는 su crose의 함량 1.13%로 0.02%인 흑오미자에 비해 상당히 많았고, 흑오미자

의 경우에는 fruct ose와 glucose의 함량이 3.71% , 2.51%로 1.83% , 1.05%인 오미

자보다 월등히 높았다.

오미자, 흑오미자 모두 m alic acid의 함량이 47,684 ppm , 38,691 ppm으로 가

장 높았고, 그 다음이 citr ic acid로서 11,939 ppm , 3,330 ppm 이였다. 흑오미자의

경우에는 m alonic acid와 m aleic acid의 함량이 각각 2.8 ppm , 2.3 ppm으로서 0.3

ppm , tr ace인 오미자 보다 높게 나타났다.

오미자의 총유리아미노산 함량은 722 m g % 였고 총구성아미노산은 7,577

m g %였으며, 흑오미자의 경우는 각각 202 m g % , 5,596 m g %로 오미자에 아미노

산 함량이 더 높았으나 ly sine만은 흑오미자에서 300 m g %으로 오미자의 288

m g %보다 높게 나타났다. 두종의 식물체에 주로 함유되어 있는 아미노산은

glutamic acid, aspartic acid, threonine, valine 그리고 Leucine이었다.

총페놀함량은 오미자의 경우는 1.275% , 흑오미자의 경우는 1.560%로 흑오미

자의 함량이 더 높았다. 오미자, 흑오미자에 가장 많이 함유되어 있는 페놀화합

물은 chlorogenic acid로 각각 1,276 ppm , 802 ppm였으며, g ent isic acid의 경우는

오미자에 69 ppm , 흑오미자에는 136 ppm으로 흑오미자에서 높게 나타났고

feru lic acid는 오미자에 187 ppm , 흑오미자에 23 ppm으로 오미자에서 더 높게

나타났다. 그외 존재하는 페놀화합물로는 cinn am ic acid , caffeic acid, coum alic

acid 등이었다.

총지질함량은 오미자의 145 m g/ g보다 흑오미자에서 160 m g/ g으로 더 높았으

며 주로 중성지질이었다. 구성지방산 중 불포화지방산은 오미자, 흑오미자 모두
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lin oleic acid가 21,765 ppm , 45,584 ppm으로 가장 많이 함유되어 있었고, 포화지

방산으로는 palmit ic acid가 3,974 ppm , 10,872 ppm으로 가장 많이 함유되어 있

었다. 그외 다량 함유되어 있는 지방산은 포화지방산인 capric acid 였다.

오미자, 흑오미자의 정유성분의 종류는 오미자에서 훨씬 다양한 성분이 검출

되었으며, 특히 오미자에서는 비점이 낮은 정유성분이 상당수 검출되었다. 주로 함

유되어 있는 성분으로는 오미자에는 α- ylangene, α,β- elemene, β- himachalene, γ

- selinene 그리고 widdrene 등의 성분이 주로 발견되었으며, 흑오미자에서는

caryophyllene, calarene, cubebene, acoradiene 그리고 β- himachalene 등의 성분이 발

견되어 오미자와 흑오미자의 정유성분 조성에는 차이가 있었다.

총안토시안색소의 함량은 오미자는 86.54m g %였으며, 흑오미자는 138.75m g %

로 흑오미자의 함량이 오미자의 거의 2배 수준이었다. 오미자에 함유된 색소는

peonidin - 3- monoglucoside와 peonidin - 3,5- diglucoside으로 추측되며, 흑오미자의 안

토시안색소는 delphinidin - 3- monoglucoside와 malvidin - 3- monoglucoside으로 추측

된다.

오미자에는 schizandrin이 0.11%/ 100g (건중) 함유되어 있었으며, 흑오미자에도 대

단히 유사한 물질이 함유되어 있었으며 그 함량은 0.13%/ 100g (건중)였다.

4. 천연음료개발분야

흑오미자를 원료로 하여 천연음료를 제조하는데 원료의 가공 특성 조사 검토

하기 위하여 제주도 특산 흑오미자와 한국산 생오미자, 건조오미자, 중국산 건조

오미자. 흑오미자 건조된 줄기를 원료로 제품의 가공 적성을 조사하였다.

가공 적성의 가장 중요한 기준으로 적색도 (적색색소)를 이용하였는데 왜냐하

면 맛성분 (신맛, 단맛)과 함량은 조정이 가능하나 색소는 문제가 있으며 색소가

중요한 음료이기 때문이다. 수율, 적색도, 신맛, 단맛 등 가공 특성은 흑오미자가

가장 좋았다. 추출조건으로 80℃에서 4시간 또는 60℃에서 6시간 추출 방법이 좋
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았으며 적색도는 흑오미자가 한국산 오미자 5∼6배, 중국산 오미자 보다는 그 이

상 수율이 높았다. 신맛은 흑오미자가 적었고 단맛은 비슷하였다. 신맛과 pH는

한국산 오미자나 중국산 오미자보다 적은 함량, 그리고 높게 나타났으나 색소의

변화에 영향을 미치지 않을 정도의 충분한 함량을 함유하였다. 흑오미자 나무줄

기를 원료로 하여 즙액을 추출하여 음료제조에 이용할 수 있는 양의 색소를 함

유하고 있다.

각 원료별, 특히 흑오미자 추출액의 음료 제조중 저장성을 조사하여 추출액 원

료특성을 조사 검토하였다. 원료로서 추출액의 저장성을 조사한 결과 냉장온도

4℃ 내외에서 7주동안 저장하는 동안 색도, 투명도, 산도, 당도, 그리고 변색의

영향 없이 안정한 상태의 결과를 나타내었다

음료제품을 제조하여 제품음료를 21주간 저장하면서 상품성의 영향 요소들을

조사하였다. 포장방법은 광선을 차단하는 포장법으로 알루미늄팩을 이용하는 방

법을 선택하였다. 흑오미자나 오미자의 적색의 퇴색이나 적갈색으로 변색이 광선

의 영향으로 나타나기 때문이다. 알루미늄팩포장제품은 저온 진탕 살균방법으로

냉장 저장하면 저장성이 좋아 20주이상 (약 5개월) 충분한 유통기간을 확보할 수

있는 결과를 나타내었다. 특히 퇴색과 변색의 방지를 위하여 항산화제

(isoascorbic acid )를 사용하여 조사한 결과는 20주 저장 기간동안 첨가하지 않은

제품과 비슷하게 안정한 상태를 보였다. 흑오미자의 추출액과 오미자 추출액을

적당한 비율로 배합하면 색도 뿐만아니라 맛과 향의 가공적성을 상승시킬수 있

는 재료로서도 좋은 것으로 나타났다.

B . 연구 개발 결과 활용 에 대 한 건 의

지금까지 야생상태인 제주 특산인 흑오미자의 우수성을 확인하고, 우량품종을 육성하

였으며, 재배기술 및 대량증식 방법을 개발하므로서 농산촌의 새로운 소득작목으로서 활용

이 가능하도록 하였다. 따라서 본 과제에서 새롭게 육성된 경제성이 높은 것으로 판단되는
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신품종에 대히서는 지속적으로 증식하고 대량보급 체계 및 종묘 생산원을 조성하여 생산현

장에 조속히 보급할 수 있도록 해야할 것으로 판단된다. 또한 우량 품종의 증식기술은 다양

한 매체를 통하여 확산시켜 재배농가가 자체적으로 기술을 활용할 수 있도록 하는 것이 효

율적이라고 판단된다.

RAPD법에 의한 품종탐색의 연구결과는 흑오미자의 유묘시기 조기에 이들을 구

별할 수 있을 뿐만 아니라 우량형질의 g en etic m arker로 사용할 수 있을 것이다.

특히 수그루와 암그루에 특이적인 m arker들이 식물의 성분화에 관련되어 있을 것

으로 생각되어, 식물에서 성의 진화 메카니즘을 밝히는데 큰 기여를 하게 될 것으

로 기대된다. 또한 이 유전자들의 생산성과 관련여부를 확인하고, 식물로의 형질

전환에 대한 연구를 하게 된다면 생산성 향상에 기여할 뿐만 아니라, 타 작물에도

적용할 수 있어 육종학의 발달에 기여를 할 수 있으리라 판단된다.

흑오미자 천연음료를 제품화 할수 있는 모든 조건을 검토하였으므로 제품 생

산에 있어 가장 효율적인 방법을 선택적으로 이용할 수 있고, 흑오미자 천연음료

의 상품성 개선을 위하여 추출 즙액을 활용할 수 있으며, 천연과즙음료의 생산에

가공특성, 제품의 상품성 개선에 필요한 요인들의 조사검토에 활용할 수 있다고

생각된다.

오미자·흑오미자에 대한 화학적인 자료가 검토되어 있으므로, 현재 제품화되어 있거

나 신제품을 개발하려는 산업체에 화학적인 자료로 제공되어 개발된 제품에 대해서는

보완을 그리고 신제품을 개발하려는 산업체에는 올바른 가공공정을 수립 가능하게 하여,

국제경쟁력이 강한 새로운 제품개발에 기여할 수 있을 것이며, 또, 이들 식물을 이용한

약재, 다류, 소프트 드링크, 쥬우스, 농축엑기스 등의 제품에 대한 국민들의 올바른 인식

확립을 위한 기초자료로 사용될 수 있으리라 기대된다.

< 학술기여 >

이상의 연구결과는 7건의 학회투고 및 발표를 하였다 .
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① R A P D를 이용한 흑오미자의 자웅동주 및 자웅이주 식물의 유용

m ar k er의 선발 (한국 식물조직배양학회지 25 (4 ) 1998 .12.)

② 흑오미자 천연음료 제품을 위한 연구(한국자원식물학회지 12(1) 1998.12.)

③ 오미자와 흑오미자의 색소성분분석 (한국자원식물학회지 12(1) 1998.12.)

④ 제주산 흑오미자의 기내 다경줄기 유도 (한국임학회 하계학술발표회 1999. 6.)

⑤ S ex specific m arker of S chisandra n ig ra (생물과학협회 추계학술대회

1999. 10.)

⑥ 오미자·흑오미자의 성분분석 (한국식물자원학회지 투고중 1999.12.)

⑦ 오미자·흑오미자의 생리활성물질 검색 (한국농화학회지 투고중 2000. 3.)

이와 관련하여 3편의 학위논문을 발표하였다.

① 흑오미자 (S chisandra nigra M ax .)의 생리생태, 번식 및 유전변이에 관한

연구 (강원대학교 임학과 박사학위논문 1998. 2.)

② 흑오미자의 성특이적 DNA m arker 개발 (순천대학교 생물학과 박사학위

논문 2000, 8. 예정)

③ 흑오미자 천연음료 가공적성연구(순천대학교 식품공학과 석사학위논문 1999. 2.)

- 10 -



SUMMARY

1. S chisandra n ig ra is a special u se species u sed as a m edical and edible

fruit . In addition , it is an en dem ic species w hich h as a unique h abit at at the

alt itude of 600∼1,400m in Ch eju islan d. A t present , S chisandra nig ra is

confront ed w ith a crisis du e t o a su dden in crease of dem and an d im pru dent

destru ction of a rare species . T hu s , th is stu dy w as con duct ed t o fin d

1)m ultiplication m ethod an d gen et ic v ariation , 2)ecophy siological characterist ics

of the n atural habit at of S chisandra n ig ra an d 3)det ect ion an d preserv at ion of

g en etic r esources and upbrin ging for a superior descript ion .

1.1. S . n ig ra scatt er ingly grow at 750∼1,200m in th e w estern part , at 600∼

1,100m in the n orthern part an d at 650∼1,400m in th e southern part . T he

g eographical dist r ibut ion of S . n ig ra is th e secondary forest of broad leav ed

tr ees th at ar e m ainly com posed of P iuus d ens if lora , Quercus s errata , S ty rax

j ap on ica , L ind era ery throcarp a an d Carp inus lax if lora . T he den sity of a m ain

dist ribution sect or of S . n ig ra appear s in the rang e of 3∼39 in dividu als in

each 20×20m plot .

1.2. It w as inv estigated th at m orph ological charact er ist ics on xylem fib er s ,

v essel elem ent s , stom ata , and a leaf charact er of S . n ig ra , S . chin ens is ,

K ads ura j ap on ica. T h e result s of m orph ological character ist ics w ere

significant at 5% lev els w ithin the species and w ithin the indiv iduals as a

m ale, a fem ale an d m oneciou s .

1.3. Bloom in g and fruit ion of the natural habit at of S . n ig ra w ere significant
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by a region . T h e m ost superior r egion w a s Youn g sil in the w est ern part an d

Kw aneum sa in the north ern part . How ev er , S an ghy o in the southern part w as

low er than th e other r egion s in the surviv al r at es of a fem ale flow er an d a

qu ant ity of a at t ached fru it . F ruit charct er ist ics of selected S . n ig ra

indiv iduals w ere av eragin g at 1.1cm in len gth , and 741 per lit er and 10.3 per

clu st er in the num ber of fruit s .

1.4. In seed product ion , th e seed germ inat ion of the cold m oist st r at ification

tr eatm ent an d the st orage in the open ground tr eatm ent w as the highest in

the secon dary y ear (ov er 93% ). In the seed st orag e and st orag e pretr eatm ent ,

the seed curr ent - y ear germ in at ion rat e w as th e highest in th e tr eatm ent

stored at the cold and m oist place for 4 m on손 aft er im m er sed in GA 3

1,000ppm solution durin g 12 hour s .

In cutt in g reproduct ion , IBA 500ppm treatm ent (root in g rat e ov er 80% ) show ed

the higher rate th an the other t r eatm ent s , and the root in g rat e by th e cutt ing

period w as th e highest in July (juv enile cutt in g ).

In a grafting reprodu ct ion of select ed in div idu als , it in dicat ed a slight

differ en ce am on g individuals , but percent s of the graft union w a s av eragin g

at ov er 83% .

T o propagate the select ed in div idu als by t is sue culture, th e w int er buds w ere

u sed as a m at erial. Becau se they w ere grow n in th e field , th e m at erials w ere

contam inat ed after the culture in spit e of the surface st er ilization . Bu s from

the tw o- y ear s - old tw ig s show ed good grow th . W PM m edium w as bet t er th an

M S an d GA 3 w as v ery effect iv e t o differ ent iate shoot s from th e buds .
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1.5. T he dist r ibution an d fr equ ency of allele t o 4 isozym es am ong 3

population s of S chisandra n ig ra n atural habit at sh ow ed a polym orphism in

I dh , M dh - 2, M nr , and P g i- 2 am on g 6 loci, ex cept M dh - 1, P g i- 1. All

allele (I dh , M dh - 2, P g i- 1, M dh - 1, an d M nr ) ex cept P g i- 2, also show ed th e

highest m ain allele.

2. RAPD (Random Am plified P olym orphic DNA ) an aly sis an d southern

hybridizat ion w ere con duct ed t o S . nig ra plant s in order t o select the specific

m arker s for m on oeciou s an d dioeciou s indiv iduals . RAPD result s u sin g one

hun dred eighty random 10- m er prim er s r ev ealed th at S . n ig ra had a differ ent

b andin g pat ern from S . chin ens is and K ads ura j ap onica . W hen DNA isolated

from leav es of m on oeciou s and dioeciou s plant s w ere u sed as P CR t em plat e,

only six prim er s , OPA - 17, OP A - 19, OPB - 03, OPB - 09, OPB - 16 and OPF - 16,

show ed polym orphic band pat t ern s . N o v ariation in ban din g profiles w ith in

m ale or fem ale in div idu als w as ob serv ed w h en th ese six prim er s w ere u sed

w h ereas three m onoeciou s plant s (No 6, N o 41, N o 51) sh ow ed differ ent

b andin g patt ern s on e another .

2.1 One prim er , OPA - 17, yielded DNA fragm ent of 770 bp, w hich w as

det ect ed in m ale plant s but not in any of th e fem ale plant s t est ed . By

contr ast , a 749 bp DNA fragm ent w as amplified in fem ale plant s by prim er

OPB - 03, w hich did not am plified w ith m ale DNA sam ples . W e also found

three DNA fragm ent s , 609 bp , 1115 bp and 580 bp , w hich w ere det ect ed in

m onoeciou s but not in m ale and fem ale plant s w ith prim er s OPB - 09, OPF - 16,

OPB - 03, r espect iv ely .
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2.2. T o v erify th e specificity of isolat ed RAPD m arker s , south ern blot

hybridizat ion w a s perform ed w ith m ale , fem ale and m on oeciou s plant s DNA .

P ot ent ial sex - specific RA PD produ ct s w ere isolat ed from agarose g el an d

cloned into the pGEM - T Easy v ect or . Clon ed fr agm ent s w ere dig est ed w ith

E coRI an d u sed as prob es in southern hybridizat ion an aly sis of gen om ic

DNA .

2.3. DNA s isolat ed from m ale an d fem ale plant s w ere separat ely digested

w ith E coRI, B am HI and H indIII. W hen th e m ale an d fem ale DNA s w ere

allow ed t o hybridize w ith theses probes , th e 770 bp m ale probe yielded som e

b ands specific t o m ale plant s w hereas the 749 bp fem ale prob e resulted in

sin gle ban d only for DNA sam ples from fem ale plant s . T he 609 bp of

m onoeciou s probe hybridized specifically w ith DNA from three m on oeciou s

plant s (6, 41, 51), w h ereas 1,115 bp probe hybridized specifically w ith DNA

from t w o m on oeciou s plant s (41, 51). T h e 530 bp of m onoeciou s probe

hybridized specifically w ith only one m on oeciou s plant DNA (51). T hree

m onoeciou s - specific probes did n ot hybridized w ith m ale an d fem ale DNA .

2.4. F iv e RAPD m arker s found t o be sex - specific w ere sequ en ced an d th e

h om ology searches of th e data bank s w ere carr ied out . T he sequ en ces did n ot

inclu de long open reading fr am es and th ey ex hibited no significant sim ilar ity

t o previou s reported sequ en ces . F iv e set of P CR prim er s w ere synthesized

b ased on the nucelot ide sequen ces of th e clon ed fr agm ent , nam ed m ale 1,

fem ale 1, m on o 2- 1, m on o 2- 2 an d m ono 3 an d u sed for th e identificat ion of

dioeciou s an d m on oeciou s plant s by P CR an aly sis . T hese prim er set s
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amplified 460 bp, 436 bp, 411 bp, 684 bp an d 207 bp of DNA fragm ent s ,

r espect iv ely . W ith th e designat ed m ale and fem ale prim er set s , w e could

ident ify the sex of dioeciou s plant s . T h e prim er m on o 2- 1 am plified ex pected

size for all thr ee m onoeciou s plant s , w h ereas m ono 2- 2 gav e a P CR produ ct

w ith t w o m on oeciou s plant s , No. 41 and 51. How ev er , m on o 3 prim er

produced ex pected 207 bp fragm ent w ith only one m onoeciou s plant of No. 51.

A ll m on oeciou s specific prim er s did n ot am plify any ban ds for m ale or fem ale

plant s .

2.5. W ith th ese prim er set s w e could easily and rapidly dist in guish m ale,

fem ale or m on oeciou s plant w ith in the S . n ig ra population . T hese result s

indicat e that the fiv e prim er set s could be u sed as gen et ic m ark er s for the

early discrim in at ion of dioeciou s and m on oeciou s indiv iduals of S . n ig ra .

3. T he result s from th e determ inat ion of cont ent of com ponent s and biological

activ e sub st an ces in S . chin ens is and S . n ig ra are as follow s .

3.1. T he cont ent s of fr ee sug ar in S . chin ens is an d S . n ig ra w a s ex am in ed.

In the S . chinens is , cont ent of sucrose w as about 1.13% , and th ere only a

few am ount of glu cose an d fruct ose. But in the S . n ig ra, cont ent of fructose

and glucose w as 3.71% an d 2.51% , respect iv ely , and only a few am ount of

sucrose.

3.2. In case of org anic acid, S . chin ens is an d S . nig ra cont ain ed th e higher

percentag e of m alic acid an d cit r ic acid than the other s . T he cont ent s of
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m alic acid and cit r ic acid in S . chinens is w as 47,684 an d 11,939 ppm/ dry

w eight 100g , and in S . n ig ra w as 38,691 and 3,330 ppm/ dry w eight 100g ,

r espect iv ely .

3.3. Content s of am in o acid in S . chin ens is w as high er than that of S .

n ig ra. But , cont ent of ly sin e and arginine in S . n ig ra w as higher th an that of

S . chin en es is.

3.4. T h e content s of t otal phen olic com poun ds in S . chinens is an d S . n ig ra

w a s 1.275% an d 1.560% , respect iv ely . T he predom inat in g phen olic acid w a s

cinnam ic acid , gent isic acid, coum alic acid , chlorog enic acid an d ferulic acid .

3.5. Cont ent s of crude lipids in S . chin ens is and S . n ig ra. w as 145.5m g/ g and

160.5m g/ g , r espect iv ely . M ost of fatty acid in lipids w as oleic acid , linoleic

acid and lin olenic acid as a un saturat ed fatty acid , and palm itic acid a s a

saturat ed fat ty acid .

3.6. In case of essential oils , T he predominating component s in S. chinensis was

α-ylangene, α,β- elemene, β-himachalene, γ- selinene and widdrene, S . nig ra was

caryophyllene, calarene, cubebene, acoradiene and β- himachalene.

3.7. Content s of t ot al anth ocy an pigm ent in S . chinens is an d S . nig ra w as

86.54 an d 138.75m g % , respectiv ely . Antocy anin , as a agly con e of anthocy an ,

w a s supposed t o peonidin - 3- gly coside in S . chin ens is and supposed t o

m alvidin - 3- gly coside, petunidin - 3- gly coside, delphin idin - 3- gly coside in S .

n ig ra.
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3.8. Schizandrin , as a biological active substance, was detected in the extract of

S . chinens is. Schizandrin - like substance was detected in the extract of S . nig ra.

4.1. T h e rat e of ex tr act y ield from S . n ig ra w as best w hen ex tr act ed for 4

hr s . at 80℃. An d w e foun d th e possibility th at extr act from dried st em s of S .

n ig ra could b e u sed as m at erial for bev erage.

4.2. A m ong Hunter v alu es , both a and b v alu e of the ex tract from S . n ig ra

w a s m uch higher than that of S . chin ens is . A s red color w as deeper , the

extr act from S . nig ra w as found t o be g ood in desir ed process of m at erial t o

m anufacture deep - colored bev erag e.

4.3. L value, one of Hunter value, and absorbance at 520 nm of the extract from

S . nig ra was low for fresh material, but high for dried material.

4.4. T he pH of the extr act from S . n ig ra w a s 0.1- 0.2 higher th an that of S .

chin ens is . Althou gh th e pH of the extr act from S . n ig ra w as som ew h at low

w h en ex tr act ed by w at er , th e pH rang e w as t o b e able t o m aint ain the

stability of color the rang e like S . chin ens is .

4.5. T h e sug ar cont ent of the ex tract of S . n ig ra w as low er than that of S .

chin ens is , but the differ ence w a s in significant .

4.6. Hunter v alue a and b of th e ex tr act of S . n ig ra ex tr acted for 6hr s . at 6

0℃ by w at er w as six t im es higher an d 1.5 t im es higher than that ex tr acted

for 24hr s . at room t em perature by w at er . T he color of the ex tr act did n ot
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v ary w hen st ored in cold for 7 w eek s . Hunt er v alu e L an d ab sorb ance at

520nm w as m easured by st orin g at low temperature to inv est ig ate th e

lightness of the ex tract . Until 4 w eek s w e found th e turbidity increa sed as L

v alu e decreased an d ab sorbance increased . But it seem ed t o be t em porary an d

lit t le w orth con sideration becau se L v alue and ab sorbance increa sed aft er 5

w eek s .

4.7. T ot al polyphen ol of the extr act of S . nig ra decreased during st oring

period for all samples . T herefore, lon g - t erm st orag e could be the prim ary

fact or s for brow ning and alter ed t ast e.

4.8. pH of th e ex tr act of S . n ig ra decrea sed but acidity in creased during

storin g period. T herefore, th e t ast e an d red color did n ot ch ang e, keepin g

stability .

4.9. Su gar content of th e ex tr act of S . nig ra did n ot ch ang e at all sam ples

during st oring period. F or this reason , th e quality did n ot deteriorat e easily

during st orag e.

4.10. Bev erag e product s ex tr act ed by w at er , 3% ethanol and aqu eou s solut ion

from S . nig ra w ere stored in cold for 14 w eek s and 21 w eek s , r espect iv ely .

Red color w as th e best for 3% eth anol aqueou s solu t ion product at 80℃, the

decrea se of w hich w as in significant durin g st orag e. Red color of the ex tr act

from dried S . chinens is w a s 1/ 4 - 1/ 5 as m u ch as S . n ig ra , w hich decreased

significantly during st orag e. W h en w e inv estigat ed the stability of r ed color

by addin g erythobic acid as ant ioxidant , it seem ed t o be effectiv e in spite of

a sm all qu antity .
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4.11. Lightn ess of th e ex tr act of S . n ig ra w a s high er th an that of S .

chin ens is . Lightn ess w as the highest in the ex tr act of dried S . chinens is .

T hese result s w as con sidered n ot t o be du e t o turbidity differ en ce but t o

inv er se proportion t o the am ount of r ed color . W e confirm ed the result s by

m ea suring ab sorbance at 520 nm .

4.12. T h e cont ent of tot al polyphen ol as a barom eter of oxidized brow ning

w a s m ea sured durin g st orag e. T ot al polyphen ol cont ent of S . n ig ra and S .

chin ens is decreased a litt le unt il 14 w eek s , but m uch after 21w eek s . On th e

contr ary , t otal polyphenol content of dried S . chin ens is decreased v ery m uch

aft er 14 w eek s , w hich in dicat ed the possibility to be brow ned. T ot al

polyphenol cont ent of product added by ant iox idant decreased a liit le unt il 20

w eek s .

4.13. T here was no difference in sugar content between S .nig ra and S. chinens is.

A s sugar content of dried S . chinens is was less half than that of S. nig ra, it

seemed that dried S . chinens is was not proper to raw material for beverage.

Sugar content of extracted product increased during storage, which was

considered to be due to altered composition of sugar .

4.14. T he acidity of produ ct , w hich hav e effect s on sour and pH , w as the

highest for dried S . chinens is , in order of S . chinens is and S . nig ra . T he

acidity of S . n ig ra w as 1/ 3 - 1/ 4 a s m u ch a s S . chinens is . T he acidity

decrea sed alitt le durin g st orag e. Antiox idant h ad n o effect on acidity .
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4.15. pH of the ex tr act product of S . nig ra r ang ed fro0m 3.0 t o 3.5, and that

of S . chin ens is an d dried S . chin ens is r engt ed from 2.5 to 2.9. pH h ad no

effect on com m ercial qu ality of th e produ ct . A ddin g ant iox idant w a s effect iv e

t o k eep pH from decrease.

4.16. T he qu ality of product , adju st in g similar r ed color and h avin g 6% of

sug ar content by adding sug ar , w a s inv est igat ed . Red color of S . n ig ra

product w a s 6 t im es higher than that of dried S . chinens is , thu s les s sour

and fair ly sw eet .
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제 1 장 서 론

제1절 연구개발의 목적과 범위

흑오미자는 오미자과에 속하는 낙엽활엽덩굴식물로서 우리나라에서는 제주

도에만 자생하는 특산 수종이다. 흑오미자의 열매는 식용으로 주로 이용되고 있으

나 열매의 약용효과 및 식용가치가 인정되고 지역 특산화에 따른 관광상품으로 가

치가 있어 자생지의 산촌주민들에 의한 무분별한 남획으로 자생지가 급격히 파괴

되고 있는 실정이다. 따라서 흑오미자의 유전자원을 보존하고 농산촌 주민의 소득

증대 및 경제성 있는 재배작목으로서 발굴 보급하기 위하여 무엇보다 먼저 다양한

흑오미자 유전자원을 탐색 및 보존하는 일이 선행되어야 할 것이며, 그와 함께 다

양한 용도 개발과 더불어 그에 알맞은 주요형질에 대한 신품종 육성이 이루어져야

할 것이다.

본 연구의 기술적측면의 필요성은 1) 열매의 다결실 및 대립형질의 우량개체의

선발에 의한 품종육성 2) 육성된 품종들의 재배방법의 개발과, 3 ) DNA에 기초를

둔 분자적 방법을 이용하여 정확한 종간 또는 품종간 동정, 4 ) 독특한 생물활성물

질의 탐색, 5 ) 우리나라 국민의 독특한 기호성을 충족하는 전통음료의 개발, 6) 가

공품개발 및 수출상품으로서 개발이 시급한 실정이다. 경제 산업적 측면으로 흑오

미자는 우리나라 뿐만 아니라 일본 중국 등에서도 이용되고 있으나 흑오미자의 생

산지는 국한되어 있어 이 식물의 재배지를 확대시킴으로서 농가의 소득향상에도

기여하게 될 것이다.

또한 사회·문화적 측면으로 국민들에게 기능성 또는 건강보조식품으로서자생

식물을 이용한 가공품의 생산으로 소비자의 기호성을 충족시켜 국민의 식문화 향

상과 약리작용으로 국민건강에 기여할 수 있고, 고유 천연음료로 수출상품으로 개

발한다면 위축된 농민의식의 고양에도 기여할 수 있을 것이다.

본 연구는 흑오미자의 재배기술 및 품종개발, 품종동정, 음료개발 및 특수
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성분을 구명하고자 하였다. 재배기술 및 품종개발을 위하여 흑오미자 자생지의

여러 환경요인을 조사하여 흑오미자의 생육환경을 구명하고, 이로부터 다결실 및

대립형질의 품종을 선발 육성하고, 종자, 삽목, 접목 및 조직배양을 통한 대량증

식기술을 개발하고자 하였다. 우량품종의 쉽고 정확하게 동정을 위해 RAP D법을

통하여 g enetic m arker를 개발하고자 하였다.

천연음료로서 흑오미자를 이용하기위해 신상품개발을 위하여 원료의 종류별, 생원

료의 종류별로 시험제품을 생산하는 기술과 생산성향상기술을 개발하고, 제품의

기호성(색, 맛)의 연구 및 기호성이 조화된 제품을 개발하고, 제품의 저장을 개선하

기 위한 연구를 수행하였다.

또한 오미자와 흑오미자의 열매 및 줄기에 내생하는 일반성분 및 생물활성성분의

검색, 두 종의 열매의 건조물과 비건조물의 일반성분 및 생물활성성분을 정량적으

로 비교검토하고, 음료로 개발된 상품에 대한 성분분석하여 가공공정에서의 문제

점을 해결하고자 하였다.
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Figure 3.9. Chromatogram of aminoacid standard analyzed by aminoacid analyzer
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Figure 3.10. T LC chromatogram of phenolic compound fraction in S . chinens is and

S . nig ra

Figure 3.11. HPLC chromatogram of phenolic compound

Figure 3.12. GC chromatogram of phenolic compound

Figure 3.13. GC chromatogram of fatty acid standard

Figure 3.14. GC chromatogram of fatty acid for each lipids fraction extracted

from S. chinens is and S . nig ra

F igure 3.15. GC chrom atogram of es sential oil extr act ed from S . chinens is an d

S . n ig ra

Figure 3.16. M ass spectrum of es sential oil fr act ion extr act ed from S . chin ens is

Figure 3.17. Mass spectrum of essential oil fr action extr acted from S . nig ra

Figure 3.18. Structure of anthocyan

Figure 3.19. Em a x of S . chinens is - 0.266(A ) and S. nig ra - 0.060(B)

Figure 3.20. T LC chromatogram of fraction extracted from S . chinens is after

purified by silica gel column chromatography

Figure 3.21. T LC chromatogram of fraction extracted from S . nig ra after

purified by silica gel column chromatography

Figure 3.22. T LC chromatogram of fraction extracted from S . chinens is after

purified by re- silica gel column chromatography

Figure 3.23. T LC chromatogram of fraction extracted from S . nig ra after

purified by re- silica gel column chromatography

Figure 3.24. HPLC chromatogram of schizandrin standard

Figure 3.25. HPLC chromatogram of active fraction extracted from S. chinens is

Figure 3.26. HPLC chromatogram of active fraction extracted from S. nig ra
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Chapter 5

F igure 4.1. T he ch ang e of Hunt er a v alu e in ex tract from S . n ig ra during

store period .

Figure 4.2. T he change of Hunter b value of from the S. nig ra during

store period.

Figure 4.3. T he change of Hunter L value of from the S . nig ra during

storing period.

Figure 4.4. T he change of absorbance of extract from the S . nig ra during

storing period.

Figure 4.5. T he change of total polyphenol of extract from the S . nig ra during

storing period.

Figure 4.6. T he change of pH of extract from the S. nig ra during storing period.

Figure 4.7. T he change of total acidity of extract from the S. nig ra during

storing period.

Figure 4.8. T he change of sugar content of extract from the S. nig ra during

storing period.

Figure 4.9. T he change of Hunter a value of natural juice produced by S. nig ra

fruit s during storing period.

Figure 4.10. T he change of Hunter a value of natural juice added antioxidant of

S . nig ra fruit s during storing period.

Figure 4.11. T he change of Hunter b value of natural juice produced by S . nig ra

fruit s during storing period.

Figure 4.12. T he change of Hunter b value of natural juice added antioxidant of

S . nig ra fruit s during storing period.

Figure 4.13. T he change of Hunter L value of natural juice produced by S . nig ra
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fruit s during storing period.

Figure 4.14. T he change of Hunter L value of natural juice added antioxidant of

S . nig ra fruit s during storing period.

Figure 4.15. T he change of absorbance of natural juice prod uced by S. nig ra

during storing period.

Figure 4.16. T he change of absorbance of natural juice added antioxidant of S .

nig ra during storing period.

Figure 4.17. T he change of total polyphenol of natural juice produced by S . nig ra

during storing period.

Figure 4.18. T he change of total polyphenol of natural juice added antioxidant of

S . nig ra during storing period.

Figure 4.19. T he change of sugar content of natural juice produced by S . nig ra

during storing period.

Figure 4.20. T he change of sugar content of natural juice added antioxidant of S.

nig ra during storing period.

Figure 4.21. T he change of total acidity of natural juice produced by S . nig ra

during storing period.

Figure 4.22. T he change of total acidity of natural juice added antioxidant of S.

nig ra during storing period.

Figure 4.23. T he change of pH of natural juice produced by S. nig ra during

storing period.

Figure 4.24. T he change of pH of natural juice added antioxidant of S. nig ra

during storing period.
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제 2 장 재배기술 개발 및 품종보급분야

제1절 서 설

흑오미자는 한라산에 자생하는 덩굴성 식물로서 열매는 주로 약용·식용으로

이용되고 있다. 따라서 지역 특산화에 따른 관광상품으로 개발할 가치가 있다.

그러나 산촌주민들에 의한 무작위한 남획으로 자생지가 급격히 파괴되고 있는

실정이다. 흑오미자는 개체수가 적을 뿐만 아니라 천연분포가 한정되어 있어 소

득작목으로 개발하기 위해서는 먼저 생육환경, 생육상황 및 개화결실상황 등에

대한 연구가 필요하며, 이를 대량으로 증식보급하기 위한 방법의 연구가 선행되

어야한다. 또한 생산된 개체에 대하여 한라산이 아닌 지역에 적응성을 검토하고,

보다 효율적인 재배방법을 구명할 필요가 있다.

따라서 소득작목으로서 흑오미자를 개발하기 위하여 자생지의 생육환경, 생육

상황, 증식방법 및 재배방법에 관한 연구를 수행하였다.

제2절 연구수행방법

1. 흑오미자 자생지 식물군집 구조분석 및 우량개체 선발

한라산에서 흑오미자의 자생지를 구분하여 분포밀도가 양호한 5개 집단을 선

발하고 집단별 생육환경, 생육상황 및 개화결실의 특성을 조사하였다.

1) 조사구의 설정

조사지는 흑오미자가 자생하는 제주도 한라산의 상효 , 영실 및 관음사지

역을 선정하였다 . 흑오미자 분포지를 외형적인 상관 (P h y siog n om y )을 기준으

로 하는 상층임관형에 따라서 구분하고 , 이들 지역에서 비교적 인위적 간섭

이 적고 흑오미자의 보존이 잘 된 임분을 선정한 다음 , 20m ×20m (400㎡ )의

조사구 (p lot )을 설치하였다 . 조사구는 상효지역 5개소 , 영실지역 5개소 , 그리

고 관음사지역 4개소로 총 14개소이다 .
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2) 자생지 입지환경조사

흑오미자 자생지의 생육환경을 구명하기 위하여 자생지의 위도 , 경도 및

해발고 , 방위 (a spect ), 관계적 위치 (r elat iv e locat ion ), 지표형태 (local

t op og r aph y ), 경사 (slop e ), 토심 (soil depth ), 토양습도 (soil m oist ur e ) 등을 조

사하였다 . 위도 , 경도 및 해발고는 Glob al P osit ion in g S y st em 을 이용하여 단

독측정법으로 측정하였다 . 이들 지역의 입지 조건은 산록 , 산복 , 산정으로 구

분하고 , 지표형태는 凹面지역 (con cav e ), 凸面지역 (con v ex ), 평지 (sm oot h ) 등으

로 구분하였다 . 토심은 심 (60cm 이상 ), 중 (31∼60cm ), 천 (30cm 이하 )으로 구분

하고 , 토양습도는 적 , 건 , 습으로 구분하여 조사하였다 . 흑오미자 자생지의 기

상 자료는 중앙기상청 기상자료를 통하여 최근 20년간의 자료를 요약하였다 .

3 ) 식생조사 및 구조분석

조사구의 식생조사는 1995년 10월과 1996년 12월 , 1월에 현지답사를 통

하여 조사되었다 . 각 조사구는 상층 (8m 이상 ), 중층 (2∼8m ), 하층 (2m 이하 )으로

구분하여 각 층위별로 임관의 울폐도를 조사하였다 . 임관의 상층과 중층에

출현한 모든 목본식물에 대하여 개체수 , 수고 및 흉고직경을 조사하고 , 하층

에 대해서는 출현한 수종별로 개체수와 피도를 조사하였다 . 또한 조사구내의

흑오미자 군락에 대해서는 개체수와 흑오미자가 착생하고 있는 수목의 수종 ,

수고 , DBH , 수관폭 등을 조사하였다 .

각 조사구의 식생조사 결과 얻어진 자료는 다음 식 (1)에 의해 조사구별로

각 종의 합성치 (Xij )를 구하였으며 , 이것으로 각 조사구에 따른 종의 조성을

나타내는 v eg et at ion al dat a m atr ix 를 작성하였다 .

Xij = (dij + Dij ) / 2 식 (1)

Xij : j 조사구에서 종 i 의 합성치

dij : 상대밀도

Dij : 상대피도

그리고 이 v eg et at ion a l dat a m atr ix를 가지고 clu s t er 분석을 실시하였으

며 , 분석프로그램은 Lu dw ig 와 R ey n old s가 제작한 s t at is t ical ecolog y b a sic
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pr og ram 을이용하였다 . 조사구간의 거리는 p ercent dis s im ila r it y (P D )를 적용

하였다 . 그리고 각 조사구를 clu st er분석 결과에 따라서 유형별로 구분하였다 .

각 군락의 식생조사 결과로 얻어진 자료에 의하여 구성수종의 상대적인 중요

도를 측정하는 척도로써 Cur t is 와 M ckin t osh의 방법으로 층위별 상대우점치

(im p or t an ce v a lu e , IV )를 식 (2)와 같이 산출하였다 . 상·하층의 개체크기를

고려한 평균상대우점치 (m ean im por t an ce v alu e , M IV )는 식 (6)과 같이 계산

하였다 .

IV = ( RD + R C + RF ) / 3 식 (2)

IV : 층위별 상대우점치
RD : 상대밀도
R C : 상대피도
RF : 상대빈도

어떤 종의 총 개체수
RD = × 100 (% ) 식 (3 )

전체 종의 총 개체수

어떤 종의 흉고단면적
R C = × 100 (% ) 식 (4 )

전체 종의 흉고단면적

어떤 종의 출현빈도
RF = × 100 (% ) 식 (5 )

전체 종의 출현빈도의 합

평균상대우점치 (M IV ) =
( (상층IV×3 )+(중층IV×2)+(하층IV×1)) / 6 식 (6 )

종 구성상태의 다양도인 종다양도는 S h an n on의 종다양도 (H ' )를 적용하였

고 , 종다양도의 최대가능치를 나타내는 최대 종다양도 (M ax im u m H ' )는

H 'm ax = log S (S 는 종수 )를 사용하였다 . 산림내 구성종간의 개체수 분배정

도 , 즉 균재도 (J ' )는 J ' = H ' / H 'm ax 의 식을 이용하였으며 , 우점도는 1 - J '

를 사용하였다 .

H ' = - ∑p i log p i 식 (7 )

(단 , p i는 어떤 종의 개체수 대 전체종의 총 개체수의 비 )

각 군락형에 따라 흑오미자와 주요 구성종에 대한 분포형을 분석하기 위하

여 Br ow er 와 Zar의 방법에 따라 M or ist a ' s in dex 를 이용하여 분석하였다 .
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∑X 2 - N
M oris t a in dex = n 식 (8 )

N (N - 1)
(단 , n은 조사구수 , N은 대상종의 총개체수 , X는 대상종의 조사구별개체수 )

그리고 조사구내에 출현한 수종중 상대적으로 빈도가 높은 주요 수종에 대하

여 각 수종간 상관성을 분석하였다. 분석방법은 Lu dw ig와 Reyn olds의 방법에 따

라 P ear son의 상관계수와 Spearm an의 순위상관계수를 이용하였다.

2. 흑오미자 형태적 특성 조사

1) 잎의 형태

잎은 7월말에 영실, 관음사 2개 집단과 상효집단을 해발고별로 지역별 20개체

씩 흑오미자 암그루, 숫그루, 자웅동주개체 및 오미자, 남오미자에 대해서는 제주

임업시험장 클론보존원에 식재된 나무에서 줄기의 중간부분의 성엽을 각 개체별

20매씩 총 106개체 2,120매를 채취하여 조사하였다. 잎의 길이는 엽정과 엽저를

잇는 최대길이를 측정하여 cm로 나타내었고, 잎의 좌측과 우측의 최대폭을 측정

하여 cm로 나타내었다. 잎의 길이를 잎의 폭으로 나누어 수치를 나타내었다. 엽

병의 길이를 측정하여 cm로 나타내었다. 엽병의 직경을 버어니어 캘리퍼스로 측

정하여 cm로 나타내었다.

2) 기공

성숙하고 건전한 잎을 채취한 후 즉시 F .A .A . 액 (F orm alin 5 : A cetic acid

5 : 70% Ethyl alchhol 90)에 고정시킨 후 증류수로 2∼3회 세척하고 잎의 표면

을 핀셋으로 얇게 벗겨 A cete- carm in 용액으로 10분간 염색하고 70%의 ethyl

alcohol로 탈색한 후 gly cerin으로 임시 프레파라아트를 제작하여 광학현미경으로

관찰하고 기공의 형태와 크기 등을 조사하였다.

3 ) 목부 해부학적 관찰

목부 해부학적 특성을 구명하기 위해서 수종별 원줄기를 채취한 후 10%의

포르말린 용액에 고정시켰다. 그리고 재료를 증류수로 세척하여 2∼3cm 길이로
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작은 시편을 만들어 S churze액으로 5∼7일간 해리시킨 다음 증류수로 세척하고

safranin으로 10분간 염색한 후 70%의 ethyl alcohol로 탈색하고 gly cerin으로 임

시 프레파라아트를 제작하여 광학현미경에서 m icrom eter로 도관요소와 섬유의

길이와 폭을 측정하였다.

3. 흑오미자 생리적 특성 조사

1) 지역간 개화특성

흑오미자 자생지의 관음사집단, 영실집단, 성판악집단, 상효집단 등 4개 집단

으로 구분, 각 집단에서 조사목 10본 씩을 선발하여 조사목당 암꽃 10개씩을 선

정하여 개화후 10일 간격으로 잔존 꽃을 조사하였다.

2) 지역간 결실특성

개화특성 조사구에서 개화후 10일 간격으로 잔존 꽃을 조사함과 동시에 각

화서당 열매의 잔존수를 조사하였다.

4. 유전변이조사

1) 동위효소분석에 의한 집단간 변이

(1) 시료채취

흑오미자 천연집단의 유전변이 분석을 위하여 한라산 자생지중 밀도가

높은 관음사 , 상효 , 영실 3개 집단을 선정하였으며 , 각 집단별로 30개체 이상

으로부터 동위효소 분석용 시료를 채취하였다 . 선발목 가운데는 1가화인 개

체와 2가화인 개체가 모두 포함되어 있으며 , 혈연적으로 근연관계에 있는 개

체가 선발되지 않도록 하기 위해 개체간 거리를 50m 이상 유지하였다 . 동위효

소분석은 각 개체로부터 채취한 4∼5개의 유엽을 이용하여 실시하였다 .

(2) 동위효소추출

냉장고에 보관된 시료로부터 동위효소를 추출하기 위해 유엽조직을 약

500m g 정도 유발에 넣고 액체질소를 첨가한 다음 유봉으로 분쇄하였다 . 액

체질소가 증발한 직후 ex tr act ion bu ffer로 시료를 완전히 분쇄한 후 15,000

- 48 -



rpm 으로 5분간 원심분리하여 상등액을 채취 , 전기영동을 실시하였다 . Gel

b uffer와 t r ay bu ffer는 Con kle과 A dam s의 방법에 따라 조제하였고 , g el은

12% st ar ch (S ig m a )로 조제하였다 . Buffer와 s t ar ch의 혼합액을 잘 섞은 다음

중탕시켜 s t ar ch를 녹인 후 전자레인지에서 완전히 용해시켜 g el m old에 부

어 실온에서 냉각시켜 g el을 조제하였다 .

조제된 g el의 한쪽을 0.5cm 정도 자른 후 시료로부터 추출액을 여과지 조

각에 흡수시켜 g el의 절단된 부위에 삽입시키고 잘려진 g el의 조각을 부착시

켜 전기영동을 실시하였다 . 전기영동이 끝난 g el을 여러 조각으로 자른 후 미

리 조제된 염색액에 침전시켜 염색을 실시하였다 .

표 1.1. Gel과 t r ay 에 이용된 Bu ffer의 조성

System Gel Buffer Tray Buffer

A

Formulation

Procedure

T ris citrate(pH 8.3)

T rizma base - - - - - - - - - 62.0g

Citric acid - - - - - - - - - - - 14.6g

Distilled water - - - - - - - - 10.0ℓ

Dissolve the chemicals and

check the pH.

Store at room temperature

T o use, add 75ml of the lithium borate

buffer to 765ml of the tris citrate gel

buffer to make the required 750ml

Lithium borate(pH 8.3)

Lithium hydroxide- - - - 12.0g

Boric acid- - - - - - - - - - 118.9g

Distilled water- - - - - - 10.0ℓ

Dissolve the chemicals and

check the pH.

Store at room temperature

Use as it is

C

Formulation

Procedure

T ris citrate(pH 6.2)

T rizma base 162g

Citric acid 108.9g

Distilled water 3.0ℓ

Dissolve the chemicals and

titrate to pH 6.2 with 4N NaOH.

Store in the refrigerater

T o use, mix 16ml of the buffer with

734ml of distilled water.

Same as gel buffer

Same as buffer

Mix 250ml of the buffer

with 750ml distilled water.
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표 1.2. 염색법

System Stain buffer
T ray buffer

sy stem used
Stain component s

IDH

(Isocitric

dehy drog en ase)

75ml

0.2M T ris HCl
C

DL- Isocitric acid 200mg

NADP 10m g

MT T 5m g

1% M gCl2 S olution 1m g

MDH

(Malic

dehy drog en ase)

75ml

0.05M T ris HCl

pH 8.0

C

M alic acid solution 5ml

(134.1g DL - m alic acid, 80g

NaOH , adjust to pH 7.0 w ith

about nase of 4N NaOH

NAD 1ml

NBT 1ml

PM S 0.5ml
MNR

(Menadione

reductase)

75ml

0.05M T ris HCl

pH 7.0

A

NADH 25m g

M enadione 20m g

NBT 1mg

P GI

(Phosphoglucos

e isom erase)

75ml

0.05M T ris HCl

pH 8.0

A

D- fructose- 6 phosphate 25m g

1% M gCl2 S olution 1ml

NADP 1ml

NBT 1ml

PM S 0.5ml

G6PDH 20 unit s

유전분석에 조사된 효소는 aconitase (A CO, E .C. 4.2.1.3), g lu tam at e

dehy drogen ase (GDH , E .C.1.4..3), glut am at e- ox aloacetate tr an sam inase (GOT ,

E .C.2.6.1.1), isocit r ic dehy drogen ase (IDH , E .C. 1.1.1.42), leu cine

aminopeptidase (LAP , E .C.3.4.11.1), m en adion reduct ase (MNR, E .C. 1.6.99.2),

m alat e dehy drog en ase (MDH , E .C. 1.1.1.37), 6- phosph oglu con at e

dehy dro- g en ase (6P G, E .C. 1.1.1.44), ph osphoglucose isom erase (P GI, E .C.5.3.1.9),
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phosph oglu com utase (P GM , E .C. 2.7.5.1), sh ikim at e - dehy drog en ase (S KDH , E .C.

1.1.1.25)의 11개 였다 . 이 가운데 GDH , GOT 는 효소활성이 없었으며 , A CO ,

LA P , 6P G , P GM 는 효소활성은 있었으나 정색밴드가 너무 흐리거나 불안정

하여 유전분석에서는 제외시켰다 . 결국 본 연구에서 유전분석에 사용된 최종

효소는 IDH , M DH , M N R , P GI의 4개였으며 , 6개 유전자좌 (I dh , M dh - 1 ,

M dh - 2 , M n r , P g i- 1 , P g i- 2 )에 대한 유전자형을 조사하였다 . 각 동위효소별

유전양식은 인공교배된 차대가 없었기 때문에 직접 추정할 수는 없었으나 ,

다른 수종으로부터 보고된 자료 및 효소의 기능과 생화학적 구조를 고려하여

간접적으로 추정하였다 . 각 유전자좌에서의 개체별 유전자형 빈도를 토대로

유전자좌당 평균 대립유전자수 (A / L ), 다형적 유전자좌의 비율 (P ), 평균 이형

접합도의 관측치 (H o )와 기대치 (H e )를 구하였으며 , 관찰된 유전자형 빈도와

H ar dy - W ein b er g 평형빈도와의 일치여부는 Lev en e의 수정에 의한 X 2 - t es t에

의해 판정하였다 . 이때 cell s ize가 5이하일 때는 빈도수가 작은 유전자형끼리

합쳐서 분석하였다 . 아울러 F ish er의 ex act - t est도 실시하였는데 , X 2 - t es t 및

ex a ct - t e st 모두에서 통계적 유의성을 보이는 경우에만 H ardy - W einb erg 평

형상태로부터 이탈하는 것으로 간주하였다 . 또 흑오미자 집단의 유전적 구조

를 추정하기 위해서 W righ t의 F 통계치를 구하였으며 , N ei의 유전적 거리를

구한후 U P GM A 법에 의한 유집분석을 실시하였다 . 이상의 모든 분석은 P C용

BIOS Y S - 1 pr og r am 을 이용하여 실시하였다 .

5. 흑오미자의 대량증식 및 재배기술개발

1) 종자번식

실생 번식에 유효한 종자 저장법을 구명하기 위하여, 냉장저장 (4℃), 냉장습

사저장(4℃), 노천매장, 상온저장의 4가지 저장법별 발아시험을 하였다. 발아율

시험에 사용한 종자는 1995년 9월 20일부터 1995년 10월 5일에 채취한 종자이며,

각 저장방법별 저장기간은 5개월간이다. 발아율 조사를 위한 파종상은 구내포지

에 설치하였다. 시험을 위한 파종은 1996년 3월에 각 저장방법별로 300립씩 파종

하였으며, 발아율은 당년도 발아율과 2년차 발아율로 구분하여 조사하였다.
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2년 발아종자로 알려져 있는 흑오미자의 당년도 발아율을 높이는 방법을 구

명하고자 저장 전처리방법과 저장방법이 서로 다른 종자의 발아시험을 하였다.

저장 전처리 시험은 H 2 O2 10% , GA 3 1,000ppm , BA P 1,000ppm , 계면활성제인

T w een 30% , alcohol 30%액 처리로 5종류로써, 12시간씩 침지처리 하였다. 저장

전처리를 끝마친 종자는 노천매장, 상온저장(25℃), 냉장습사저장(4℃), 습사변온

저장으로 4가지의 서로 다른 저장법으로 4개월 (120일) 저장하였다. 습사변온저장

은 저온저장 (4℃)과 상온저장 (25℃)을 7일간격으로 반복하여 처리하였다. 발아시

험은 구내포지에서 실시하였다. 각각의 시험구별로 150립이며(50립×3반복), 파종

후 60일에 발아율을 조사하였다.

2) 삽목증식

(1) 발근촉진제 및 삽목시기별 삽목

제주도 북제주군 애월읍 한라산 900 m지역의 흑오미자 천연분포지에서 삽

수를 채취하여 시기별 IBA 농도별 삽목을 실시하였으며, 발근촉진제의 효과를

조사하기 위하여 IBA , NAA , IAA를 농도별로 처리하였다. 삽목상은 나무판재를

이용하여 길이 20cm , 폭 1.3m , 깊이 20cm의 상을 처리한 후 버미큘라이트, 펄라

이트, 피트모스를 혼합하여 사용하였고 삽수의 길이는 줄기 중앙부를 10cm길이

로 조제하였다. 발근촉진제는 기부 3cm정도 잠기도록 30분간 처리하고 5cm 정

도의 깊이로 삽목하였다. 삽목상은 관수시설을 이용하여 상대습도를 높게 유지하

였으며, 직사광선의 차단과 급격한 온도의 상승을 방지하기 위하여 55% 차광되

는 차광막을 설치하였다. 발근율은 삽목 3개월 후 굴취하여 뿌리가 1개 이상 나

온 것을 발근한 개체로 간주하였다. 발근율은 삽수 본수에 대한 발근본수의 비율

로 하였다.

(2) 모수령별 삽목

삽수의 모수령이 삽목 발근에 미치는 영향을 조사하기 위하여 모수의 수령

에 따라 삽수를 채취하였다. 삽수를 채취한 모수의 수령은 1, 5, 10 및 15년생으

로 삽수는 줄기의 중앙부를 조제하여 삽목하였다. 삽목상은 버미큘라이트, 펄라
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이트, 피트모스를 1:1:1(v/ v )로 혼합하여 사용하였고, IBA는 500 ㎎/ ℓ의 농도를

적용하였다.

(3) 삽수채취부위 및 배양토별 삽목

삽수채취 부위 및 배양토가 黑五味子 삽목 발근에 미치는 영향을 조사하기

위하여 줄기를 채취한 후 삽수를 줄기의 상부, 중앙부, 하부로 구분하여 조제하

여 삽목하였다. 삽목상은 VPER (v erm iculit e + perlit e ), VPEA (v erm iculit e +

peatm oss ), VPPL (v erm iculit e+peatm oss +perilit e )를 1:1:1(v/ v )로 혼합한 처리구와

일반 토양을 사용한 비교구로 구분하였다. 생장조절 물질은 IBA 500㎎/ ℓ를 적

용하였다.

(4) 선발 개체별 삽목발근력 차이 조사

선발 개체별 삽목발근력 차이를 조사하기 위하여 우량개체로 선발된 제주 1,

2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 13, 15, 16, 20호등 14본에 대하여 7월 12일에 삽수를 채

취하여 삽목하였다. 삽목상은 버미큘라이트, 펄라이트, 피트모스를 1:1:1(v/ v ) 혼

합하여 사용하였고, IBA는 500㎎/ ℓ의 농도를 적용하였다.

3 ) 접목증식

흑오미자의 우량선발개체의 무성증식을 위해 2월에 1년생 삽수를 채취하여

이끼에 싸서 냉장고에 4℃로 보관한 후 3년생 흑오미자 대목에 숙지 접목을 실

시한 60일 후 접목 활착율을 조사하였다.

4 ) 조직배양에 의한 증식

구내에 유지되어 있는 클론의 동아를 이용하여 기내대량증식법을 구명하였

다. 재료는 자웅동주 개체인 제주 6호와 41호, 암그루인 8호, 14호, 22호 및 27를

대상으로 하였다. 식물의 생장이 정지하고 동아가 형성되는 시기인 11월부터 전

년에 형성된 가지와 당년에 형성된 가지를 구분 채취하여 표면소독을 한 후 기

내에 배양하였다. 표면소독은 T w een 20을 넣어 수돗물로 흔들어 씻어준 후 2%
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의 NaClO에 침지하여 20분간 소독하고, 0.2%의 Hg Cl2 에 10분간 소독한 후 멸

균수로 4번 헹군다. 물기를 제거한 후 소지부분을 95%의 Et OH를 이용하여 화염

소독한다. 표면소독된 동아는 수피와 아린을 제거한 후 두가지 배지와 4가지 호

르몬으로 조합된 배지에 치상하여 오염과 개엽 및 줄기 유도율을 조사하였다.

BAP와 T DZ를 농도별로 처리하여 다경줄기를 유도하였으며, BAP와 GA 3를

조합한 배지에서 줄기 유도 및 줄기의 길이를 생장시켰다.

5 ) 재배법 개발

덩굴성 식물인 흑오미자의 특성을 고려하여 개화 결실 후 열매의 수확등을

용이하게 할 수 있는 재배방법을 구명하고자 다른 종류의 과수에 이용되고 있는

파골라설치를 이용하여 흑오미자의 재배법을 개발하였다.
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제3절 연구수행내용 및 결과

1. 연구내용

1) 흑오미자 자생지 식물군집 구조분석 및 우량개체 선발

(1) 자생지 입지환경조사

(2) 식생조사 및 구조분석

(3) 대립다결실 우량개체 선발

2) 흑오미자 형태적 특성 조사

(1) 잎의 형태

(2) 기공

(3) 목부 해부학적 관찰

(4) 선발개체 열매특성

3) 흑오미자 생리적 특성 조사

(1) 지역간 개화특성

(2) 지역간 결실특성

4) 유전변이조사

(1) 동위효소분석에 의한 집단간 변이

① 대립유전자 빈도 및 분포

② 유전적 다양도

③ W rig h t의 F 분석 및 유전자형 분석

④ N ei의 유전적 거리 및 유집분석

5) 흑오미자의 대량증식 및 재배기술개발

(1) 실생번식

(2) 삽목증식

① 발근촉진제 및 삽목시기별 삽목

② 모수령별 삽목

③ 삽수채취부위 및 배양토별 삽목
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④ 선발 개체별 삽목발근력 차이 조사

(3) 접목증식

(4) 조직배양에 의한 증식

(5) 재배법 개발

2. 연구결과

1) 흑오미자 자생지 식물군집 구조분석 및 우량개체 선발

(1) 자생지 입지환경조사

흑오미자는 자웅이주식물로서 한라산에 자생하는 특산종으로 해발 780∼910

m , 경사도 5°∼ 30°의 완경사지인 산중복에 토양의 심도는 중 이상, 비교적 적

윤지에 자생하고 있다 (표 1.3).

표 1.3. 흑오미자 천연분포지 입지환경

집 단
해발고

(m )

경 사

(。)

방 위 위 치 토 양

토심 습도

영 실 1

영 실 2

관음사 1

상 효 1

성 판 1

840∼860

870∼890

770∼790

880∼910

780∼800

5∼10

5∼10

5∼20

10∼30

5∼30

SW

SW

E

NE∼NW

SE

산복

산복

산복

산복

산복

중

중

중

중

중

적

적

적

적

적

흑오미자의 분포는 해발고 600∼1,350m 범위 내에 주로 북향, 북서향 및 남서

향을 중심으로 비교적 습도가 많고 35。이하의 완만한 경사를 갖는 산록부에 위

치하고 있다. 이 지역의 모암은 현무암과 퇴적암으로 구성되어 있으며, 토양은

부식토가 많은 미사질 양토를 이루고 있다. 조사지역의 연평균 강우량은 약

3,000∼3,094 m m 정도였으며, 연평균 기온은 8.8∼10.5℃ 이지만 해발 상승에 따

라 0.6℃씩 감소하므로 흑오미자의 최저 극한기온은 1,300m지점을 기준으로 할
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때 - 7℃이하로 내려가지 않아야 생육이 가능하리라고 생각한다.

표 1.4.는 흑오미자 조사지의 토양 이화학적 특성을 나타낸 것으로 토양산도는

pH 4.36∼5.28의 범위이고, 토양의 보비력을 나타내는 양이온 치환용량(C.E .C.)이

평균 16.7±3.83 (10.21∼22.74)m e/ 100m g으로 국내 산림토양의 평균치 11.34

m e/ 100m g 보다 비교적 높은 값을 나타내고 있다.

표 1.4. 흑오미자 천연림 조사구 토양의 화학적 특성

조사구

유기물

함량

(% )

전질소

함량

(% )

pH
양이온 함량 (m e/ 100g )

P 2 O5

K + N a + Ca + + M g + + C.E .C

상효 1 22.51 0.61 4.93 0.20 0.16 0.16 0.34 15.74 3.05

2 23.58 1.00 4.37 0.38 0.24 0.40 0.90 12.15 1.30

3 21.27 0.85 5.14 0.26 0.19 0.40 0.50 12.57 0.30

4 25.08 1.33 4.97 0.46 0.33 2.30 1.50 10.21 1.80

5 27.21 0.69 4.92 0.16 0.24 0.30 0.30 13.32 2.02

영실 6 24.86 0.53 5.02 0.35 0.25 2.33 1.48 17.61 2.46

7 24.18 0.96 4.79 0.47 1.43 6.14 0.31 22.19 4.07

8 23.82 0.99 5.28 0.31 0.83 1.40 0.80 16.07 0.30

9 24.51 0.92 4.81 0.42 1.23 3.25 0.56 19.82 3.12

10 22.48 0.61 4.53 0.38 0.33 2.52 0.85 18.22 2.07

관음사 11 23.51 1.27 4.90 0.44 0.98 1.70 1.00 19.21 2.40

12 19.27 1.14 4.90 0.35 1.32 0.80 0.60 20.23 1.70

13 15.45 0.68 5.04 0.38 1.43 7.78 3.68 22.74 2.21

14 21.83 0.81 4.58 0.37 0.19 1.00 0.88 16.74 1.88

(2) 식생조사 및 구조분석

자생지에 대한 식생조사 결과 소나무, 졸참나무, 때죽나무, 서어나무등이 우

점하고 있는 낙엽활엽수림대의 2차림에 주로 분포하고 있었으며 흑오미자의 밀

도는 자생지의 단위면적 (400㎡)당 평균 3∼39본이 출현하고 있었다 (표 1.5.).
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표 1.5. 군락 구조별 흑오미자 출현 개체수

군 락 명 조사구수

plot 내 흑오미자개체수

(No./ 400㎡)
평 균 범 위

계 14
Ⅰ. 소나무 - 졸참나무군락 1 13 13∼13
Ⅱ. 소나무 - 때죽나무군락

ａ. 소나무 - 때죽나무군집

ｂ. 때죽나무 - 비목나무군집

ｃ. 때죽나무 - 작살나무군집

3

3

3

39

32

12

26∼49

16∼48

6∼20
Ⅲ. 소나무 - 서어나무군락

ａ. 소나무 - 서어나무군집

ｂ. 서어나무 - 굴거리군집

2

2

6

3

4 - 7

4 - 2

수종간의 상관관계에 있어서는 서어나무와 굴거리나무 , 당단풍 및 주목나

무 : 산벚나무와 층층나무 : 산딸나무와 사람주나무 및 노린재나무 등의 수종간

에는 높은 정의 상관이 인정되었고 , 때죽나무와 서어나무 및 노린재나무 : 소

나무와 산딸나무 , 덜꿩나무 및 작살나무 : 비목나무와 굴거리 , 노린재 및 당단

풍 등의 수종간에는 높은 부의 상관이 인정되었다 . 그리고 흑오미자와 높은

정의 상관을 나타낸 것은 층층나무 , 고로쇠나무 , 산벚나무 및 소나무 등이었

으며 , 부의 상관을 나타낸 수종은 덜꿩나무 , 노린재나무 , 산딸나무 등으로 나

타났다 . 또한 S pearm an의 순위상관에 있어서는 윤노리나무와 서어나무 및

주목 : 사람주나무와 작살나무 및 산딸나무 등의 수종간에는 정의 상관이 그

리고 주목과 작살나무 : 작살나무와 소나무 : 때죽나무와 당단풍 : 서어나무와

고로쇠나무 : 소나무와 작살나무 등의 수종간에는 負의 상관이 인정되었다 . 또

순위상관에서 흑오미자와 높은 정의 상관을 갖는 수종은 때죽나무 , 비목나무 ,

말채나무 , 고로쇠나무 등으로 나타났으며 , 부의 상관을 나타내는 수종은 노린

재나무 , 꽝꽝나무 , 당단풍나무 , 굴거리로 나타났다 .

이러한 결과는 흑오미자가 주로 착생하는 수종들인 때죽나무 , 소나무 , 비

목나무 , 산벚나무 , 산딸나무 등의 출현 순서와 거의 일치하고 있다 . 이것은
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흑오미자는 소나무와 산벚나무의 수종들과 그리고 때죽나무를 비롯한 고로쇠

나무 , 비목나무 , 말채나무 등의 수종들간에 매우 높은 친화력을 가지고 있기

때문에 동질적인 지위를 이루고 있는 것으로 판단되고 , 반면 흑오미자와 꽝

꽝나무 , 노린재나무 , 당단풍 , 굴거리 등의 수종간에는 이질적인 지위를 가지

고 있는 것으로 생각된다 .

한라산에서 흑오미자의 자생지를 지역별로 구분하여 분포밀도가 양호한 5개 집

단을 선발하고 집단별 생육상황 및 과실 특성을 조사한 결과 본당 착과량은 관

음사2 집단이 106.2개로 가장 많이 결실하엿으며, 송이당 착과수는 집단간 9.3∼

11.1개로 큰 차이가 없었다. 과실중량은 관음사2 집단이 0.99g 으로 가장 양호하

였으며 ℓ당 과실수에 있어서도 영실2 집단이 795개인데 비하여 관음사1 및 관

음사2 집단은 각각 722개와 727개로서 대립과실임을 알수 있었다(표 1.6.).

표 1.6. 흑오미자 선발집단의 생육상황 및 과실특성

집 단
본수

(본)
해발고

(m )
근원경

(cm )
착과량

(송이)

송이당

착과수

(립)

과실

중량

(g )

과실

장경

(cm )

ℓ 당

과실수

(립)
계

영실 1

영실 2

영실 ♂

관음사 1

관음사 2

관음사♂

50

27

6

5

5

5

2

770- 890

850- 890

850- 870

850- 860

770- 790

770- 780

850- 870

2.32

2.13

2.55

2.76

2.34

2.70

2.75

70.2

64.7

70.3

-

63.8

106.2

-

10.0

10.4

9.8

-

11.1

9.3

-

0.83

0.82

0.75

-

0.99

0.84

-

1.12

1.12

1.09

-

1.19

1.11

-

740

735

795

-

722

727

-

3) 대립 다결실 우량개체선발

흑오미자의 열매는 우리나라에 자라고 있는 오미자와 남오미자와는 열매의

색과 형태가 다르다 (그림 1.1). 흑오미자의 열매는 차와 음료등 그 용도로 볼 때

가장 중요한 것은 과실생산성 우수품종의 육종에 있다. 따라서 과실이 대립이고

개화결실 특성이 대량생산에 적합한 품종을 선발하는 것은 본 과제 중에서도 가
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장 중요한 분야라고 할 수 있다 (그림 1.2). 그러나 흑오미자는 제주도가 유일한

자생지로서 특산종이며, 분포범위가 넓지 않고 자생하고 있는 개체수도 타 수종

에 비하여 현저히 적은 편이다. 그러므로 이 수종에 대한 연구가 거의 전무한 실

정이며 우수품종의 선발기준 또한 제시된 바 없다. 그러므로 본 과제에서는 앞에

서 설명한 바와 같이 천연분포지의 입지환경 및 분포지 조사, 선발집단의 생육상

황 및 과실특성, 자생지에서의 개화결실특성 및 집단별 개화결실특성, 그리고 유

전형질조사등 다양한 조사 결과를 참고하여 대립다결실 우량개체 후보목을 선발

하였다. 금후 계속적인 관찰과 조사를 통하여 보급 가능한 우량품종을 선발하고

자 하였다 (표 1.7).
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그림 1.1. 흑오미자 자생지 및 오미자류 열매비교

A : 남오미자 B : 오미자 C: 흑오미자

그림 1.2. 흑오미자 자생지 및 대립다결실열매개체선발

A : 자생지, B : 대립다결실열매, C : 수피
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표 1.7. 흑오미자 선발목의 생육상황 및 과실특성

개 체 번 호
해발고

(m )
근원경

(cm )

본 량

착과량

(송이)

송이당

착과수

(개)

과 실 형 질

과립중

(g )
장경

(cm )
영실 1- 1

2

3

4

13

영실 2- 5

6

7

8

9

10

11

12

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

26

27

관음사 28

29

30

880

890

890

880

890

850

850

850

850

850

850

850

850

860

850

850

850

850

850

860

850

850

850

850

850

850

860

790

790

780

2.6

1.8

3.0

1.5

2.9

1.5

2.5

1.2

2.5

1.2

2.6

2.0

1.5

1.6

1.5

1.5

2.0

2.0

2.2

1.5

1.9

2.1

1.7

1.8

1.5

2.3

1.3

2.4

2.3

1.8

16

15

23

20

63

102

135

4

66

11

6

28

9

4

5

16

15

80

8

52

16

6

28

10

47

16

5

62

17

18

11.2

11.2

9.2

10.2

9.0

11.8

18.6

10.0

9.6

8.8

10.0

12.0

8.8

8.0

9.6

9.6

11.8

14.2

9.0

8.4

11.4

11.2

11.4

12.6

9.4

12.8

8.8

12.0

10.8

8.6

0.62

0.65

0.78

0.74

0.53

0.69

0.86

0.60

0.84

0.56

0.59

0.62

0.67

0.72

0.56

0.54

0.61

0.62

0.73

0.49

0.67

0.57

0.65

0.74

0.57

0.60

0.50

0.67

0.71

0.66

1.03

1.02

1.10

1.10

0.92

0.98

1.10

1.03

1.14

0.94

0.95

0.97

1.01

1.11

0.99

0.99

1.01

1.03

1.11

0.94

1.08

0.99

1.04

1.06

0.99

0.93

0.83

1.00

1.00

1.07
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2) 흑오미자 형태적 특성조사

(1) 잎 특성

잎의 길이에 있어서는 남오미자가 가장 길고 다음이 오미자, 흑오미자의

순으로 나타났다. 잎의 폭은 오미자와 흑오미자가 남오미자보다 넓은 경향을 보

여 흑오미자는 남오미자나 오미자보다 전체적으로는 둥근 달걀모양을 보였다. 흑

오미자내 성별로 비교하면 숫그루가 잎이 길고 넓으며, 다음이 자웅동주개체가

중간형태이고 암그루가 가장 작은 형태를 보였다.

엽병길이는 흑오미자가 오미자와 남오미자보다 거의 2배 정도 길었으며, 엽

병 두께는 남오미자가 다른 오미자에 비해 굵게 나타났다. 흑오미자 성별 개체간

에는 큰 차이를 보이지 않았지만 숫그루의 잎이 보편적으로 크게 나타났다. 지역

간의 엽특성을 조사한 결과는 T able 1.8 및 1.9와 같으며, 상효, 영실, 관음사지역

간에 잎의 길이와 크기에서는 큰 차이를 보이지 않았다.

표 1.8. 해발고에 따른 잎의 형태적 특성

해발고

(m )

잎 엽병

길이 폭 길이 두께

600 5.11±0.70 3.34±0.48 1.91±0.56 0.12±0.02

900 5.16±1.01 3.23±0.60 1.51±0.53 0.12±0.02

1100 5.23±0.71 3.37±0.53 1.81±0.45 0.12±0.01

1300 5.30±0.85 3.29±0.62 1.78±0.54 0.11±0.01

T otal 5.20±0.83 3.31±0.55 1.75±0.54 0.12±0.01

엽병길이에서는 지역간에 변이를 보여 상효지역의 경우, 엽병장이 관음사나

영실지역에 비해 짧은 경향이었으며, 지역내에서는 관음사지역은 변이폭이 좁았

으나 영실과 상효지역은 지역내에서 많은 변이를 보였다. 또한 상효지역의 경우,

해발 600, 900, 1,100, 1,300 m의 해발고별 엽특성을 조사한 바, 잎의 크기와 폭에
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서는 지역간 특성과 마찬가지로 많은 변이를 보이지 않았으나 해발이 높아짐에

따라 엽장과 폭이 커지는 경향을 보였으며, 엽병길이는 짧아지는 경향을 보였다.

해발 900 m의 경우는 잎의 크기에 있어 변이폭이 크고 엽병도 가장 짧은 경

향이었는데, 이 지역의 흑오미자 생육지가 부분별로 소개된 불규칙한 상층식생에

기인된 것으로 생각된다.

표 1.9. 자연집단내 흑오미자의 잎의 형태적 특성

집 단
잎 엽 병

길 이 폭 길 이 직 경

관음사 5.17±0.76 3.31±0.53 1.82±0.36 0.12±0.01

영실 5.18±0.76 3.30±0.52 1.78±0.44 0.11±0.01

상효 5.20±0.87 3.29±0.56 1.66±0.51 0.12±0.01

계 5.18±0.80 3.34±0.54 1.75±0.45 0.11±0.01

본 연구에서는 동일장소에 동일조건으로 생육하고 있는 시료를 채취하여 조

사하였는 바, 여러 가지 환경에 따른 차이를 배제시켰지만 수종간에는 각 수종마

다 생육환경이 다르기 때문에 약간의 차이는 있을 것으로 생각된다. 이러한 형

태적인 특성들은 유전적 특성, 환경적 특성, 기상조건, 지위, 비배관리등에 따라

차이가 있다는 보고가 많이 있었으며, 지역간 품종 및 수종간에 동일조건 상태의

비교만 가능하였다고 볼 수 있다.

2) 기공

기공의 형태는 개체발생에 의거한 분류방식에 의하면 공시수종 모두 기본

적으로 P erig enou s형이었다. 기공의 길이는 오미자가 79.90 ㎛였으며, 남오미자가

75.20 ㎛으로 비슷하였으나 흑오미자는 92.50∼110.75 ㎛였으며, 집단간에 다소

차이가 있었다. 기공의 폭도 길이와 유사한 경향이었다. 단위면적당 기공의 밀도

는 남오미자가 694.38/ ㎟개로서 가장 높은 밀도를 보였고 오미자는 395.33개, 흑
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오미자는 204∼314개로서 다소 낮은 밀도로 분포하였다. 흑오미자 기공의 길이와

폭, 밀도는 4개의 집단간에 다소 차이가 있었으며, 이러한 결과는 생육지의 온도,

습도, 광도 등의 기후조건과 수령의 차이에 기인한 것으로 판단되며 차후 연구

검토가 요구된다.

표 1.10. 오미자류의 기공형질변이

수 종 기공길이 (㎛) 기공폭 (㎛) 길이/ 폭 밀 도(㎟)

S . chin ens is

S . n ig ra ♀

S . n ig ra 41

S . n ig ra 6

S . n ig ra ♂

K ads ura j ap onica

79.90±0.351

97.50±0.543

105.88±0.960

110.75±1.325

92.50±0.598

76.20±0.268

44.20±0.264

63.50±0.812

58.75±0.244

64.25±0.504

57.75±0.717

42.40±0.504

1.939

1.535

1.857

1.724

1.602

1.797

39.533±4.048

31.400±2.472

20.435±2.635

23.115±2.207

25.714±2.358

69.438±4.527

3) 목부섬유와 도관요소

오미자와 흑오미자의 4개 집단, 그리고 남오미자의 가지에서 추출한 목섬유와

도관요소의 길이와 폭의 측정결과는 다음에 나타냈다. 섬유의 길이는 오미자가

752 ㎛로서 가장 짧았으며, 남오미자가 820 ㎛였으며, 흑오미자가 862∼947 ㎛로

서 가장 길었고 목섬유의 폭도 유사한 결과를 보였다. 흑오미자 집단간 길이와

직경도 10%의 변이가 있었다. 그리고 도관요소의 길이는 섬유장과 유사한 결과

로서 흑오미자가 가장 길고 다음이 남오미자, 오미자의 순으로 길었으며, 직경도

비슷한 경향이었다. 이상의 연구결과 오미자속 3수종간 목섬유와 도관요소의 길

이와 직경의 크기는 종간 식별인자로서 활용할 수 있을 것으로 판단되며, 특히

집단간의 변이에 대해서는 자생지의 기후인자와 수령, 재료의 채취부위에 따라

오차가 발생할 수 있기 때문에 보다 구체적인 연구가 수행되어야 할 것으로 판

단된다.
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표 1.11. 오미자류의 도관요소 및 목부섬유의 형질변이

수 종 도관길이(㎛) 도관직경 (㎛) 섬 유 장 (㎛) 섬유직경(㎛)

S . chin ens is

S . n ig ra ♀

S . n ig ra 41

S . n ig ra 6

S . n ig ra ♂

K ads ura j ap on ica

510.80± 8.685

702.67±14.431

690.00±13.646

732.00±12.629

574.33±11.789

680.00±12.628

64.84±1.282

64.90±1.474

71.92±1.393

146.66±3.060

91.13±2.310

76.47±2.261

75.200±12.092

90.333±18.023

86.267±16.671

94.700±21.011

68.033±19.907

82.000±17.928

17.20±0.220

21.97±0.381

21.50±0.163

22.47±0.334

21.87±0.307

20.60±0.178

이상의 결과 오미자속 3 수종간 목섬유와 도관요소의 특성은 종간 식별인자로서

활용할 수 있을 것으로 판단된다.

2) 흑오미자 생리적 특성조사

(1) 지역간 개화특성

흑오미자는 자웅이주로서 암꽃과 숫꽃의 외부형태적으로 차이가 있다. 숫

꽃은 화병이 짧고, 크기가 작으며, 오각형의 화분낭(pollen sac)이 하나 있고, 암

꽃은 화병이 굵고 길며, 꽃의 크기가 크며, 여러개의 st igm at a가 모여 있으며, 후

에 각각의 stigm at a가 하나의 열매가 되며, 암꽃 한 개가 한 개의 송이가 된다

(그림 1.3). 그러나 천연집단에서는 암꽃과 숫꽃이 함께 피는 자웅동주가 존재하

며, 관음사지역에서 3그루의 자웅동주개체를 발견하였다. 흑오미자의 개화 특성

을 구명하기 위하여 관음사내의 파골라를 설치한 곳에서 암·수 개체당 3개의

가지, 자웅이주개체의 3개의 가지 총 9개 가지를 선택하여 개화의 특성을 조사하

였다. 조사시기는 꽃이 피기 시작하는 6월 초순부터 3일 간격으로 조사였다. 조

사항목은 형성된 꽃의 수, 그 중 개화된 꽃의 수, 시간의 경과에 따라 탈락된 꽃

의 수 (화병까지 완전히 탈락)를 각기 개체마다 조사하여, 개화된 꽃의 착화율을

조사하였다.
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가지에 달렸던 꽃은 개화되는데는 약 15일 정도가 걸리며, 그 15일간 대부분의

숫꽃은 탈락하는 것을 볼 수 있었다 (그림 1.4). 실제적으로 한 개의 숫꽃이 피어

있는 기간은 2∼3일 정도이며, 이에 비해 암꽃의 개화기간은 긴 것을 알 수 있었

다. 대체로 숫꽃이 암꽃보다 일찍 개화하고 먼저 탈락하였다. 두 성의 꽃이 모두

개화된 상태로 존재하는 기간은 약 10일 정도였다 (그림 1.5). 자웅동주의 성비는

암꽃 : 숫꽃의 비율이 1: 6.3으로 암꽃보다는 숫꽃이 많았으며, 암꽃의 개화시기

와 숫꽃의 개화시기에는 많은 차이가 있는 것으로 보였다. 외부의 형태학적으로

비교해보았을 때 암·수 꽃의 차이는 우선 화병의 길이에 있다. 암꽃의 화병은

굵고 긴 반면에 숫꽃의 화병의 길이는 짧고, 가는 것이 보통이다.

표 1.12. 흑오미자의 화병의 길이생장

구 분 6월 5일 6월 9일 6월 14일 6월 17일

화병의 길이

(cm )

♀

♂

자웅동주 ♀

♂

-

-

7.04±0.43

3.35±0.62

5.35±1.44

3.00±0.48

7.08±0.57

3.50±0.81

5.49±1.52

3.02±0.49

7.21±0.64

3.76±1.75

5.59±1.56

3.06±0.62

7.52±0.49

-

- 측정하지 않았음

그림 1.3 . 흑오미자의 꽃 (A : 수꽃 , B : 자웅동주 , C : 암꽃 )

- 67 -



그림 1.4 . 흑오미자 선발개체의 시간에 따른 개화율변화

그림 1.5 . 흑오미자 개화기 화기의 착생율 변화
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(2) 지역간 결실특성

흑오미자의 개화결실 특성을 구명하기 위하여 천연자생지에서 선발된 우

량개체중 5개체를 선정하여 화서당 개화수, 송이당 착과수, 본당 착과량을 조사

한 결과 화서당 개화수는 평균 21.2개, 송이당 착과수는 평균 14.4개로 나타나 개

화수 대비 결실수인 착과율은 68.0%였다. 또한 조사 대상 개체의 본당 착과량은

평균 905g이었다 (표 1.13).

표 1.13. 천연자생지에서 개화결실 특성

개체

번호

해발고

(m )

근원경

(cm )

화서당개화수

(개)

송이당착과수

(개)

착과율

(% )

본당착과율

(g )
1

2

3

4

5

850

850

890

850

850

2.5

2.5

2.9

2.0

2.0

20.8

24.5

20.1

20.8

19.6

12.8

18.6

14.2

14.2

12.0

62

76

71

68

61

710

2,159

744

704

208
평 균 2.4 21.2 14.4 68 905

또한 한라산을 기준으로 4개 방위별로 선발된 4집단에 대해서 집단에 따른 개

화결실 특성을 구명하기 위하여 화서당 개화수 및 송이당 착과수 등을 조사한

결과 영실, 관음사, 상효, 성판악 집단이 모두 화서당 개화수는 19.22∼19.82개로

차이가 없었으나, 송이당 착과수에 있어서는 1.8∼10.5개로 매우 차이가 크게 나

타났다. 그 중 관음사 집단은 송이당 착과수가 10.5개로서 착과율이 54%로 나타

나 다른 집단들에 비하여 현저히 양호하였다 (표 1.14). 이와같은 결과로 볼 때 자

생지의 생태적, 기상적, 토양적인 요인을 종합조사하여 분석한다면 착과율을 지

배하는 요인이 구명될 것으로 보이며, 이와 같은 결과는 흑오미자 재배적지 구명

과 재배환경조절방법구명에 매우 유용할 것으로 생각된다.
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표 1.14. 흑오미자 선발집단별 개화 결실특성

집 단 해발고(m )
화서당개화수

(개)

송이당착과수

(개)
착과율 (% )

영 실

관음사

상 효

성판악

평 균

850- 890

770- 790

550- 800

650- 750

550- 750

19.32

19.51

19.22

19.82

19.50

8.9

10.5

1.8

6.5

6.9

46

54

9

33

36

4. 유전변이 조사

1) 동위효소분석에 의한 집단간 변이

(1) 대립유전자 빈도 및 분포

조사된 6개의 유전자좌 가운데 M dh - 1과 P g i- 1을 제외한 모든 유전

자좌에서 2개 이상의 대립유전자가 관측되어 4개 유전자좌에서 다형성을 나

타냈다 (표 1.15). P g i- 2를 제외한 모든 유전자좌에서 동일한 대립유전자가 그

빈도가 가장 높은 주대립유전자로 나타났으며 , P g i- 2의 경우 영실과 상효집

단 모두 3개의 대립유전자가 관측되었으나 관음사집단의 경우 2개의 대립유

전자만이 나타났으며 , 다른 두 집단에서는 대립유전자 b가 주대립유전자인데

반해서 관음사집단의 경우 대립유전자 a가 주대립유전자인 것으로 나타나 다

른 집단들과는 차이를 나타냈다 .

유전자좌 I dh - 1의 경우 영실집단에서만 대립유전자 a가 0.033의 빈도로

나타났으며 , 유전자좌 M dh - 2의 경우 영실과 관음사집단에서는 3개의 대립유

전자가 나타난 반면 , 상효집단의 경우 1개의 대립유전자만이 관측되었다 .
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표 1.15. 흑오미자 자생집단의 6개 대립유전자좌

P opulation P opulation

Locu s 1 2 3 Locu s 1 2 3

I dh M dh - 1
(N ) 30 30 30 (N ) 30 30 30
a .033 .000 .000 a 1.000 1.000 1.000
b .967 1.000 1.000

M dh - 2 M nr
(N ) 30 30 30 (N ) 30 30 30
a .083 .000 .133 a .783 .833 .983
b .883 1.000 .850 b .217 .167 .017
c .033 .000 .017

P g i- 1 P g i- 2
(N ) 30 30 30 (N ) 30 30 30
a 1.000 1.000 1.000 a .250 .283 .617

b .683 .667 .383
c .067 .050 .000

N :조사개체수, 1: Youn g sil (영실) 2: S an ghy o(상효); 3 : Kw an eum sa (관음사)

(2) 유전적 다양도

흑오미자 집단이 보유하고 있는 유전변이량을 추정한 결과는 표 1. 26과

같다 . 유전자좌당 평균 대립유전자수는 1.7개 , 95% 및 99% 수준에서의 다형적

유전자좌의 비율은 38.9% 와 50.0% , 평균 이형접합도의 관측치와 기대치는 각

각 0.141과 0.147로 나타났다 .

여러 식물종들은 다양한 생태학적 , 생활사적 특성들 가운데 지리적 분포 특

성과 교배·번식 특성이 유전변이량과 유전구조를 결정짓는데 가장 큰 영향

을 미치며 종 수준에서는 지리적 분포 특성이 , 집단 수준에서는 교배·번식

특성이 보다 중요하다 . 흑오미자 집단의 경우 96개 활엽수종에서 보고된 평

균 유전변이량 (A / L =1.68 ; P =45.1% ; H e =0.143 : H am r ick et al., 1992)과 비교

해 볼 때 유사한 정도의 변이를 보유하고 있는 것으로 나타났으며 , 지리적

분포 범위가 국소적 (en dem ic : A / L =1.48 ; P =26.3% ; H e =0.056)인 수종들과 비
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교할 때 다소 많은 유전변이를 보유하고 있는 것으로 나타났다 . 반면에 유성

및 무성생식을 하는 수종 (P =67.7% , A / L =2.15, H e =0.251) 및 동물의 배변을

통해 종자 분산이 이루어 지는 수종 (A / L =1.90; P =60.3% ; H e =0.208 )들과 비교

할 때는 다소 낮은 값을 보였다 . 또 지리적으로 광범위하게 분포하고 있는

국내의 다른 수종들과 비교할 때 변이량은 적은 것으로 나타났으며 , 흑오미

자와 같이 지리적 분포범위가 매우 한정적인 모감주나무와 비교해 볼 때는

유전변이량이 많은 것으로 나타났다 .

표 1.16. 흑오미자의 유전적 다양도

P opulation A / L P 95 P 98 H 0 H e

Youn g sil 2.0 50.0 66.7 .172 .183
( .4) ( .077) ( .080)

S anghy o 1.5 33.3 33.3 .111 .127
( .3) ( .070) ( .084)
1.7 33.3 50.0 .139 .130

( .3) ( .087) ( .082)

M ean 1.7 38.9 50.0 .141 .147

N ot e : A / L , num ber of alleles per locu s ; P 95 , percent ag e of polym orphic loci at

95% lev el ; P 99 , percent ag e of polym orphic loci at 99% lev el ; H o , ob serv ed

h et erozy gosity ; H e , Nei ' s unbiased ex pected het erozy g osity

일반적으로 분포구역이 매우 제한되어 있거나 멸종위기에 처한 식물종들

은 유전변이량이 매우 적게 나타난다 . 앞에 살펴보았듯이 흑오미자 역시 분

포구역이 넓고 연속적인 수종에 비해서는 유전변이가 적었으나 분포구역이

매우 제한되어 있고 국소적인 수종들과 비교했을 때는 다소 많은 유전변이를

보유하고 있는 것으로 나타났다 . 이는 흑오미자의 경우 유·무성 생식에 의

해 번식될 수 있기 때문인 것으로 생각된다 . 일반적으로 식물은 유성생식에

의해서만 번식되는 종보다 유·무성 생식에 의해 번식되는 종의 유전변이가
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높은 것으로 알려져 있다 . 이는 환경조건의 악화 등으로 인해 유성생식이 불

가능할 경우 무성생식에 의해 개체수를 증식함으로서 일정 수준의 집단크기

를 유지할 수 있으며 , 현재의 집단이 보유하고 있는 유전변이가 다양할 경우

다음 세대에서도 이를 일정하게 유지할 수 있도록 하는 기작이 될 수 있기

때문이다 .

흑오미자가 일정 수준의 유전변이를 유지할 수 있었던 또 다른 원인으로

는 흑오미자의 화기특성을 들 수 있다 . 즉 흑오미자의 경우 자웅이주이기

때문에 자웅이주에서는 자배가 일어날 수 없으며 , 결국 근친교배를 어느 정

도 방지하기 위한 진화적 메카니즘이 작용하여 일정 수준의 유전적 다양도를

유지해 올 수 있었던 것으로 추정된다 . 그러나 , 이에 대한 좀 더 명확한 추정

을 위해서는 앞으로 교배양식에 관한 정밀한 조사가 실시되어져야 할 것이

다 . 세번째로 흑오미자의 경우 종자전파가 주로 새 (鳥 )에 의해서 이루어지는

데 , 이같은 특성은 서로 격리된 집단 사이에 유전자 교류를 원활히 시켜줌으

로서 유전자 부동 등의 효과로 인한 유전변이의 감소를 어느 정도 상쇄시킬

수 있는 기능을 해 온 것으로 추정된다 .

흑오미자의 경우 , 분포구역이 넓고 연속적이면서 흑오미자와 유사한 교

배 , 번식 특성을 보이는 다른 수종에 비해서는 유전변이가 상대적으로 적은

것으로 나타났다 . 이같은 결과는 흑오미자가 나름대로 일정 수준의 유전변이

를 유지하기 위한 진화과정을 거쳤지만 자생지 내 흑오미子의 밀도가 높지

않고 자웅이주이기 때문에 환경조건이 열악할 경우 실생묘보다는 영양증식에

의한 갱신이 이루어질 가능성이 높다 .

또한 앞서 기술하였듯이 종자전파가 새에 의해 이루어지고 집단 사이에

여러 산재목들이 존재하여 징검다리 역할을 해주기 때문에 집단간 유전자 교

류가 어느 정도 원활이 이루어질 수 있다고 생각되나 유전적 부동에 의한 유

전변이 감소의 효과도 완전히 배제할 수는 없다고 생각된다 .
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(3 ) W rig h t의 F 분석 및 유전자형 분석

W righ t의 F 분석 결과 F I S 및 F I T 값 모두 0에 가까운 값을 보여줌으로

서 흑오미자 집단의 경우 H ardy - W einb er g 평형상태에 근접해 있음을 알 수

있었다 (표 ). 이는 각 집단별로 각 유전자좌에서 관찰된 유전자형 빈도와

H ar dy - W ein b er g 평형 빈도와의 일치여부를 검정한 결과에서도 잘 나타나고

있는데 , 모든 집단 모든 유전자좌에서 각 유전자형 빈도는 H ar dy - W einb erg

평형상태를 벗어나고 있지 않는 것으로 나타났다 . 이로부터 흑오미자 집단의

경우 자웅동주와 자웅이주가 같이 나타나고 유·무성 번식을 모두 따르는 등

복잡한 교배구조 및 번식특성을 가지고 있음에도 불구하고 H ardy - W ein b er g

평형상태를 유지시켜 주기 위한 진화적 메카니즘이 작용하고 있는 것으로 추

정되었다 . 결국 흑오미자의 경우 그 교배양식에 관한 자세한 연구는 이루어

진 바가 없으나 근친교배의 영향은 크게 받지 않고 있는 것으로 추정되었으

며 , 만일 근친교배 구조를 따르더라도 근친교배에 의한 동형접합체의 증가를

상쇄시켜 주기 위한 진화과정이 작용되어 온 것으로 추정된다 . 아울러 이같

은 진화작용은 앞서 살펴 보았듯이 흑오미자 집단이 일정 수준의 유전변이를

유지할 수 있도록 하는데 일조를 해 온 것으로 추정된다 . 그러나 이 부분에

대해서는 앞으로 보다 자세한 연구가 요망된다 .

표 1.17. 흑오미자 자연집단의 W righ t의 F 분석 및 유전자형 분석

Locu s F I S F I T F S T

I dh

M dh-2

M nr

P g i-2

- .034

.009

- .231

.150

- .011

.054

- .154

.227

.022

.045

.063

.091

M ean .025 .097 .074
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흑오미자의 경우 전체 유전변이 가운데 집단간 차이는 7.4% (F S T =0.074 ),

나머지 92.6%는 집단내 개체간 차이로부터 기인한 것으로 추정되었다 . 이는

일반 목본식물들과 비교할 때 비슷한 값이었으며 , 흑오미자와 같이 지리적

분포 범위가 매우 좁거나 (G S T =0.124 ) 국소적 (G S T =0.141)인 다른 수종들과 비

교해 볼 때는 집단간 분화의 정도가 작음을 알 수 있었다 . 이는 앞서 살펴보

았듯이 흑오미자의 경우 주로 새에 의해 종자전파가 이루어지고 분포지를 중

심으로 산재되어 있는 개체목들이 집단간 유전적 교류를 원활하게 해 줄 수

있는 징검다리 역할을 해 줌으로서 비슷한 지리적 분포 pat t ern을 갖는 다른

수종들에 비해서 집단간 유전적 분화가 작은 것으로 추정된다 .

(4 ) N ei의 유전적 거리 및 유집분석

N ei의 유전적 거리 (D ) 및 유전적 동일도 (I )를 구한 결과는 표 과 같다 .

평균거리와 동일도는 각각 0.018과 0.983으로 나타나 앞서 F S T 분석과 마찬가

지로 집단간 유전적 분화의 정도는 작은 것으로 나타났다 .

표 1.18.흑오미자 자연집단의 Nei의 유전적 거리

P opulation 1 2 3

Young sil

S anghy o

Kw aneum sa

*****

1.000

.972

.000

*****

.976

.028

.025

*****

위에서 구한 유전적 거리를 이용하여 U P GM A법에 의한 유집분석을 실

시한 결과는 그림 1.6과 같다 . 분석결과 영실과 상효집단이 묶인 뒤 관음사집

단이 묶였는데 , 앞서 살펴보았듯이 관음사집단의 경우 유전자좌 P g i- 2에서

다른 집단들과는 상이한 유전자형 빈도 및 대립유전자 빈도를 보임으로서 이
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같은 결과가 유도된 것으로 추정된다 . 결과적으로 영실이나 상효집단에 비해

서 관음사집단의 유전적 구조가 보다 이질적인 것으로 추정되었는데 이같은

원인의 정확한 추정을 위해서는 미세환경하에서의 각 유전자좌별 반응기작

등에 대한 보다 자세한 연구가 요망된다 .

Nei ' s dist ance
.10 .08 .07 .05 .03 .02 .00

1. Youn g sil

2. S an ghy o

3. Kw an eum sa

.10 .08 .07 0.5 .03 0.2 .00

Cophen etic corr elat ion = .994

그림 1.6. Nei 유전적 거리에 의한 유집분석

5. 흑오미자의 증식 및 재배법 개발

1) 종자증식

다양한 변이개체를 유도하여 신품종을 지속적으로 선발하기 위해서는 종

자발아 특성을 구명할 필요가 있다. 1995년 9월 20일부터 1995년 10월 5일까지

자생지에서 채취한 종자를 果肉을 제거한 후 증류수로 비중 정선한 것을 공시재

료로 이용하였다. 처리내용은 4℃ 냉장저장, 4℃냉장습사저장, 노천매장, 상온저

장등 4개 처리로 처리기간은 5개월간 처리하여 포지에 300립씩 파종하여 당년발

아율과 2년차 발아율을 조사한 표 1.19와 같았다.
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표 1.19. 흑오미자 발아특성

처 리 파 종 량 (립)
발 근 율

당 년 (% ) 2 년 차 (% )
냉 장 저 장

냉장습사저장

노 천 매 장

상 온 저 장

300

300

300

300

0

9

8

0

61

95

93

38

파종 당년도의 발아율은 극히 저조하였지만 발아가 개시된 처리구는 냉장습

사저장과 노천매장처리구에서 8∼9% 발아되었으며, 냉장저장 및 비교처리한 상

온저장처리구는 전혀 발아가 되지 않았다. 2년차 발아율에 있어서도 냉장습사처

리구와 노천매장처리구가 93∼95%로 양호한 발아율을 나타낸 반면 냉장저장 및

비교구인 상온저장처리구에서는 38∼61% 로 냉장습사처리구와 노천매장처리

구에 비해 저조한 발아율을 보였다 . 흑오미자 종자발아는 습도가 유지된 상

태로 변온처리함과 아울러 지베렐린 처리 등 좀 더 적극적인 처리가 필요하

다고 생각되어 , H 2 O 2 10% , GA 3 1,000ppm , BA P 1,000ppm , 계면활성제

T W EE N과 A lcoh ol 30%액에 각 처리별로 12시간 침적처리한 후 , 노천매장 ,

25℃ 습사상온저장 , 4℃ 냉장습사저장 , 습사변온저장으로 4℃ 7일 , 25℃ 7일

반복처리로서 5개 전처리×4개 저장방법으로 처리한 후 , 포지에 파종하여 60

일 후 발아율을 조사하였다 .

각 처리별 발아촉진 효과를 보면 종자전처리에서 GA 3 1,000ppm 처리구가

15∼29%로 가장 우수하였으며 , 종자저장별로는 냉장습사저장과 변온처리구

가 가장 우수하였다 . 냉장습사저장구의 GA 3 처리가 가장 우수하였으나 29%

에 불과한 저조한 발아율을 보였으나 종자 전처리 없이 냉장습사한 경우 , 당

년발아율이 9% 에 불과하였다 . 그러므로 본 시험에서 흑오미자의 종자발아

에 지베렐린 처리효과가 무처리에 비해 3배 이상 효과가 있었으므로

H ar tm an과 K est er의 종자발아에 지베렐린 처리효과가 있다는 보고와 같은

경향을 보였으며 , 변온처리구도 다른 종자처리구에 비해 양호한 결과를 보였

다 .
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이상의 결과를 종합해 보면 흑오미자 종자는 생리적·기계적 장애의 2중

휴면성을 가지고 있어 2년만에 발아를 하나 지베렐린 처리와 냉장습사 및 변

온처리로 당년발아촉진이 가능하다고 생각되어 진다 .

가을에 성숙한 종자를 채취하여 냉장저장, 노천매장등 4가지 처리로 5개월간 처

리한 후 파종한 바 냉장습사저장과 노천매장처리구에서 각각 95%와 93%의 우수

한 발아율을 보였다(표 1.20).

표 1.20. 전처리에 따른 흑오미자 종자의 발아율

처 리
파종수 (립) 발아수 (본) 발아율 (% )

저장처리 전처리

4 개월 냉장습사저장

H 2O2

GA 3

T W EEN

Alcoh ol

BA P

150

150

150

150

150

20

44

28

0

0

13

29

19

0

0

2개월 상온저장 + 3개월

냉장습사저장

H 2O2

GA 3

T W EEN

Alcoh ol

BA P

150

150

150

150

150

16

38

32

11

5

4

14

10

4

2

4 개월 습사상온저장

H 2O2

GA 3

T W EEN

Alcoh ol

BA P

150

150

150

150

150

16

22

15

7

0

3

7

5

3

0

4 개월 노천매장

H 2O2

GA 3

T W EEN

Alcoh ol

BA P

150

150

150

150

150

14

26

18

5

0

4

10

6

2

0

24개월 냉장습사저장 150 33 14

4 개월 기건저장 150 0 0
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2) 삽목증식

(1) 발근촉진제 및 시기별 효과

발근촉진제에 따른 평균삽목 발근율은 IBA 69% , N A A 55% , IA A

52% , 무처리구 52%순으로 나타나 IBA 가 가장 좋은 결과를 보였고 N A A 50

㎎/ ℓ 처리구가 30%로 가장 저조한 발근율을 보였다 . 발근촉진제 처리에 따

라 삽목발근된 뿌리수 및 뿌리길이는 IBA처리구가 평균 6.6개 , 6 .1 cm 로 가

장 좋은 결과를 보였으며 , 비교구가 뿌리수 47개 , IA A 처리구가 뿌리길이 5.1

cm 로 가장 저조한 결과를 보였다 .

표 1.21. 흑오미자 삽목시 생장조절물질의 효과

처리

(㎎/ ℓ )
삽목수

(본)
발근수

(본)
발근율

(% )
뿌리수

(개)
뿌리길이

(cm )
IBA 50

100
500

1000
M ean

NAA 50
100
500

1000
M ean

IAA 50
100
500

1000
M ean

60
60
60
60
60
60
60
60
60
60
60
60
60
60
60

34
46
48
37
41
18
38
46
29
33
24
29
38
34
31

57
77
80
62
69
30
63
77
48
55
40
48
63
57
62

5.7
6.6
6.4
7.6
6.6
4.8
5.4
5.9
6.1
5.6
4.8
4.6
4.9
4.3
4.7

6.4
6.2
6.1
5.8
6.1
5.2
5.3
6.2
5.6
5.6
5.4
5.9
4.9
4.2
5.1

대조구 60 31 52 4.7 5.8

삽목시기 및 농도별 효과는 7월 10일 IBA 500 ㎎/ ℓ 처리구에서 80%의

발근율을 보여 가장 좋은 효과를 보였으며 , 8월 24일 발근촉진제가 처리되지

않은 무처리구에서 48% 가 발근되어 가장 저조한 결과를 보였다 . 또한 시기

별 효과는 7월 10일 처리구가 평균 73%로 가장 좋은 결과를 보였고 8월 24

일 처리구가 63% 로 저조한 결과를 보여 삽수가 완전히 경화되는 8월 후반기
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삽목이나 3월의 숙지삽목 보다는 녹지삽목이 좋은 결과를 보였다. 이러한 결과를

종합하면 삽수 채취시기는 삽수가 경화되지 않은 7월 초순에 채취하여 IBA 500

㎎/ ℓ를 처리하여 삽목하였을 경우가 가장 효과적일 것으로 생각된다.

T able 1.22. 삽목시기 및 IBA 농도별 효과

처 리 3월 20일 6월 10일 8월 1일 8월 24일

IBA 50ppm

100

500

1000

대조구

평균

57

77

80

62

52

66

63

78

83

80

60

73

68

78

78

58

57

67

55

77

78

57

48

63

또한 IBA 농도별 효과는 시기에 관계없이 500m g/ ℓ의 농도로 처리 할 때

가장 좋은 결과를 보였으며 고농도나 저농도의 경우에는 다소 발근율이 감소하

였다. 이러한 결과로 볼 때 흑오미자 삽목에 있어서는 삽목 시기 및 발근촉진물

질의 농도에 따른 삽목 발근 효과가 나타나는 것으로 생각되었다. 흑오미자의 경

우는 강우량이 많은 지역에서 주로 분포하며 수분 함량이 높은 곳에서도 잘 생

장하는 습성 때문에 적절한 보습 조건 및 통기성이 유지되는 배양토에서 생장조

절 물질을 처리하면 높은 발근율을 나타낼 것으로 생각 된다.

(2) 모수령 효과

모수령에 따른 삽목 발근율은 63 ∼ 88%로 모수령의 증가에 따른 삽목 발

근율이 감소하는 경향을 보였다. 뿌리수와 뿌리길이, 묘고에서는 뿌리길이, 묘고

에서는 뿌리수 5.9 ∼ 9.6개, 뿌리길이 5.8 ∼ 7.3 cm , 묘고 6.1 ∼ 9.0 cm로 모수

령에 따라 유의적인 차이가 인정 되었다. 그러나 직경에 있어서는 차이가 없었

다. 일반적인 수목의 삽목 발근력은 수령이 높아질수록 현저히 낮아 진다는 결과

가 발표되고 있으며, Kim과 Nam은 주목의 삽목시험에서 모수령이 5, 10, 20년으

로 증가함에 따라 발근율이 각각 85.7% , 81.7% , 62.4%로 감소한다고 하였으며
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Yim은 리기다소나무의 경우 1, 2, 10, 20년으로 증가함에 따라 각각 84% , 43% ,

28% , 15%로 급속히 감소한다는 결과와는 다소 상이한 결과로 흑오미자의 경우

15년생의 경우에도 63%가 발근되어 흑오미자는 비교적 유시성이 높은 수종이기

때문으로 생각된다.

표 1.23. 삽모시 모수령의 효과

모수령
삽목수

(본)

발근수

(본)

발근율

(% )

뿌리수

(개)

뿌리길이

(cm )

길이

(cm )

직경

(mm )

1

5

10

15

평균

F - 값

60

60

60

60

60

53

49

45

38

46

88

82

75

63

77

15.90* *

9.6

8.1

7.3

5.9

7.7

12.78* *

7.3

6.9

6.2

5.8

6.6

9.30* *

9.0

7.5

7.4

6.1

7.5

9.42* *

1.2

1.3

1.2

1.2

1.2

0.97N S

** : significant at 1% lev el

N S : Non significant at 1 or 5% lev el

(3) 삽수채취 부위 및 배양토 효과

삽수 채취 부위에 따른 발근율은 줄기상부에서 60% , 줄기중앙부에서 67% ,

줄기하부에서 50%가 발근되어 삽수채취 부위에 따라 줄기중앙부가 가장 좋은

결과를 보였다. 또한 생존된 개체의 뿌리수, 뿌리길이, 묘고 및 직경에 있어서도

뿌리수 5.0 ∼ 7.4개, 뿌리길이 5.7 ∼ 6.7cm , 묘고 5.7 ∼ 7.0cm 및 직경 1.0 ∼

2.1m m로 삽수위치에 따라 유의적인 차이가 인정 되었다.
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표 1. 24. 삽수채취 부위 효과

줄기 위치
삽목수

(본) 발근수
발근율

(% )
뿌리수

(개)
뿌리길이

(cm )
묘고
(cm )

직경
(m m )

상단부

중간부

하단부

평균

F - 값

60

60

60

60

36

40

30

35

60

67

50

59

4.618* *

7.1

7.4

5.0

6.5

89.36* *

6.4

6.7

5.7

6.3

13.80* *

6.8

7.0

5.7

6.5

27.40* *

1.9

2.0

2.1

2.0

6.89* *

** : significant at 1% lev el

N S : Non significant at 1 or 5% lev el

이러한 결과는 Kum m erow의 라디에타소나무 삽수 채취 부위에 따른 삽목시

험 결과에서 수관중앙부에서 채취한 삽수가 삽목 발근율이 가장 좋았다는 연구

결과와 정의 낙엽송의 삽목시험에서 삽수채취 부위에 따른 발근율 차이는 크게

나타나지 않았으나 수관 중앙부, 수관 하층부, 수관상층부 순으로 발근되었다는

결과와 F arrar an d Grace의 P in us m on ticola 삽목시험에서 수관의 상부지 보다

하부지가 발근능력이 우수하며, 정아지 보다 맹아지가 우수한 발근율을 보였다는

결과와 유사한 결과를 보여 덩굴성 식물인 흑오미자의 경우도 줄기에서 채취한

삽수로 신초발생후 녹지의 정화과정 따른 삽수의 위치 효과가 다르게 나타난 것

으로 생각 된다.

배양토가 삽목발근에 미치는 영향을 조사한 결과는 T able 21과 같이 처리구

에 따라 VPP L 처리구가 68%가 발근되어 가장 좋은 결과를 보였으며, 비교구가

38%로 가장 저조한 결과를 보여 처리구간 유의적인 차이가 인정 되었다. 또한

생존된 개체의 뿌리수, 뿌리길이, 묘고 직경에 있어서는 뿌리수 6.2 ∼ 7.0개, 뿌

리길이 6.0 ∼ 6.5cm , 묘고 6.4 ∼ 6.7cm 및 직경 2.0 ∼ 2.1 mm로 나타나 배양

토에 따라 통계적으로 유의적인 차이는 인정 되지 않았다.
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표 1.25. 삽목시 배양토 효과

처리구
삽목수

(본)
발근수

(본)
발근율

(% )
뿌리수

(개)
뿌리길이

(cm )

대조구

VPER

VPEA

VPP L

평균

F - 값

60

60

60

60

60

23

38

39

41

35

38

63

65

68

59

17.31* *

6.2

6.6

6.3

7.0

6.5

0.868N S

6.0

6.5

6.2

6.3

6.3

0.826N S

*VPER :v erm iculit e+perlit e 1:1(v/ v ), VPEA :v erm iculit e+peatm oss 1:1 (v/ v ),

VPPL :v erm iculite +peatm oss +perlite 1:1(v/ v ), ** : significant at 1% lev el, NS :

N on significant at 1 or 5% lev el

삽수채취 부위와의 관계는 발근수, 뿌리수, 뿌리길이, 묘고 와는 높은 부의 상관

관계가 인정되었으며, 배양토는 발근수와는 높은 정의 상관관계가 있었으나 다른

요인과는 상관 관계가 없었다.

이러한 결과로 볼 때 삽수채취 부위에 따라 발근율, 발근수, 뿌리수, 뿌리길

이 등이 변화한다는 것을 알 수 있었으며, 배양토의 경우는 발근율에 많은 영향

을 미치나 그 밖의 요인에서는 영향을 미치지 않는 것으로 생각 된다.

(4) 선발 개체간 발근력의 차이

선발 개체간의 발근율은 40 ∼ 85%로 대단히 큰 차이를 나타내고 있다.

이중 제주 2, 9, 25호가 80% 가 발근되어 가장 좋은 결과를 보였으며, 제주 10호

가 40%의 발근율을 보여 가장 저조한 결과를 보였다. 또한 뿌리수 5.0 ∼ 7.6개,

뿌리길이는 5.4 ∼ 7.4cm로 선발 개체간에 차이를 보였다.

이러한 결과는 선발 개체간의 수령에 따른 유시성 차이와 생육 환경에 의한

차이로 생각되어지나 개체간 발근력의 차이는 생육 환경에 의한 결과와 다른 발

근 물질의 차이에서 오는 것으로 추정된다는 결과로 볼 때 금후 유시성과 생육

환경 등의 연구가 이루어져야 할 것으로 생각된다.
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T able 1.26. 선발 개체간 발근력의 차이

클론명
삽목수

(본)

발근수

(본)

발근율

(% )

뿌리수

(개)

뿌리길이

(cm )
제주 1 20 15 75 6.4 7.4
제주 2 20 17 85 5.8 6.8
제주 3 20 11 55 6.2 6.9
제주 4 20 13 65 7.6 6.6
제주 5 20 16 80 5.2 5.4
제주 6 20 9 45 6.4 6.6
제주 7 20 12 60 5.2 6.3
제주 8 20 14 70 5.0 5.8
제주 9 20 17 85 7.3 6.8
제주 10 20 8 40 6.6 6.4
제주 13 20 13 65 6.2 7.6
제주 15 20 17 85 5.8 7.8
제주 16 20 15 75 6.2 6.4
제주 20 20 10 50 5.6 6.8

평 균 20 13 67 6.1 6.7

3) 접목증식

선발된 우량개체 중 30클론에 대하여 종자 및 접·삽수를 공급할 수 있는 기

반조성을 목적으로 접목을 실시한 결과 클론간 활착율은 63∼92% 범위의 변이

를 보였다 (표 1.27). 이 결과는 개체간의 변이라기보다는 접수의 생장 및 보관상

태에 기인된 결과로 보여지나 평균 83%의 양호한 활착율을 보여 접목에 의한

증식 및 개화결실 촉진에는 문제가 없을 것으로 판단된다.
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표 1.27. 우량선발개체 접목활착율

클론명
접목수

(본 )

활착수

(본 )

활착율

(% )
클론명

접목수

(본 )

활착수

(본 )

활착율

(% )
제주 1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

12

13

14

15

19

20

22

28

30

24

24

24

24

24

24

24

24

24

24

24

24

24

24

24

24

24

24

24

20

17

22

21

20

22

21

18

20

18

23

22

21

28

16

20

16

17

15

83

71

92

88

83

92

88

75

83

75

72

92

88

75

73

83

73

72

63

제주30

31

32

33

34

35

36

37

38

39

40

41

42

43

46

47

48

49

50

24

24

26

18

25

30

20

22

26

24

24

24

22

22

24

26

28

24

26

15

18

17

13

19

18

10

12

15

20

18

18

14

17

14

20

11

18

17

63

75

65

72

76

60

50

55

58

83

75

75

64

77

70

83

42

64

71
계 983 702 71

4) 조직배양에 의한 대량증식법 개발

구내에 유지되어 있는 클론의 동아를 이용하여 기내대량증식법을 구명하였

다. 재료는 자웅동주 개체인 제주 6호와 41호, 암그루인 8호, 14호, 22호 및 27를

대상으로 하였다.

(1) 배양 정착단계

식물의 생장이 정지하고 동아가 형서되는 시기인 11월부터 전년에 형성된 가

지와 당년에 형성된 가지를 구분 채취하여 표면소독을 한 후 기내에 배양하였다.
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표면소독은 T w een 20을 넣어 수돗물로 흔들어 씻어준 후 2%의 NaClO에 침지

하여 20분간 소독하고, 0.2%의 Hg Cl2 에 10분간 소독한 후 멸균수로 4번 헹군다.

물기를 제거한 후 소지부분을 95%의 Et OH를 이용하여 화염소독한다. 표면소독

된 동아는 수피와 아린을 제거한 후 두가지 배지와 4가지 호르몬으로 조함된 배

지에 치상하여 오염과 개엽 및 줄기 유도율을 조사하였다.

표 1.28. 클론별 전년지와 당년지의 초대배양시 오염율

클 론
전년지 당년지

치상점수 오염율(% ) 치상점수 오염율 (% )

제주 6 호 291 47.8 356 23.9

제주 8 호 80 51.2 72 19.4

제주 14 호 61 47.5 59 35.5

제주 22 호 174 54.0 160 25

제주 27 호 40 67.5 56 21.4

제주 41 호 39 56.4 24 20.8

평 균 114.2 54.1 121.2 24.3

야외에서 채취한 시료는 주변의 오염원에 노출되어 있기 때문에 기내배양을

시작하는 단계에서 오염으로 인한 피해가 심각하다. 오염율은 클론에 따른 차이

는 의미가 없으나 전년지와 당년지를 비교한 결과 같은 방법으로 소독하였으나

전년지에서 채취한 시료는 높은 오염율(54.1% )을 나타낸 반면 당년지는 24.4%로

오염율이 낮아 당년지를 이용하는 것이 더 효과적이었다.

오염이 되지 않는 동아는 모든 배지에서 개엽하였으나 배지에 따라 개엽한 잎의

수와 생중량에 차이가 있었다.
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표 1.29. 배지 및 호르몬의 조합에 의한 개엽한 잎의 수(제주 6 호)

배지 및 호르몬

(㎎/ ℓ)
전 년 지 당 년 지

W P M 무첨가 4.4 ± 1.0 3.9 ± 1.2

BAP 1.0 2.9 ± 0.9 2.7 ± 1.0

GA 3 1.0 3.2 ± 1.5 3.8 ± 1.4

BAP 1.0+GA 3 1.0 3.2 ± 0.7 2.9 ± 0.9

M S 무첨가 3.5 ± 1.5 3.8 ± 1.3

BAP 1.0 2.8 ± 1.1 1.9 ± 0.8

GA 3 1.0 2.8 ± 1.1 2.7 ± 1.1

BAP 1.0+GA 3 1.0 2.7 ± 0.8 2.2 ± 0.8

대부분의 배지에서 개엽한 잎의 평균적인 수는 2∼4개였으며, 배지간의 차이는

크지 않았다. 또한 전년지와 당년지간의 차이도 없었다. 그러나 잎의 수와는 달

리 생중량은 호르몬의 조합에 따라 다른 경향을 보였다. 이는 잎의 크기가 다르

다는 것을 의미함과 동시에 호르몬이 생장에 영향을 미쳤다는 증거이다.

배지 및 호르몬의 조합에 따른 생장량의 차이는 다음과 같다.

표 1.30. 배지 및 호르몬의 조합에 의한 생중량 (제주 6 호)

배지 및 호르몬 (㎎/ ℓ) 전 년 지 당 년 지

W PM 무첨가 76.2 ± 21.1 74.6 ± 22.9

BAP 1.0 100.5 ± 37.6 80.9 ± 26.6

GA 3 1.0 80.4 ± 36.0 97.7 ± 20.7

BAP 1.0+GA 3 1.0 120.6 ± 57.4 91.9 ± 31.1

M S 무첨가 75.3 ± 38.1 82.2 ± 27.7

BAP 1.0 98.3 ± 39.5 82.0 ± 31.2

GA 3 1.0 88.0 ± 32.9 87.1 ± 40.4

BAP 1.0+GA 3 1.0 126.0 ± 45.7 82.4 ± 37.4
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BA P 1.0㎎/ ℓ 또는 BA P와 GA 3가 혼용처리된 조합에서 생중량이 높았으며

W PM과 M S 배지모두 공통으로 나타났고, 호르몬이 첨가되지 않았을때에는 생

중량이 낮은 것을 알 수 있다. 대부분의 배지에서 개엽 후에 잎의 크기 생장을

하였는데 이후의 기내에서 다경줄기를 유도하기 위해서는 줄기의 형성도 뒤따라

야 한다.

표 1.31. 개엽유도시 줄기형성율 (% )

배지 및 호르몬 (㎎/ ℓ) 전 년 지 당 년 지

W PM 무첨가 0 0

BAP 1.0 9.1 0

GA 3 1.0 55.6 19.4

BAP 1.0+GA 3 1.0 23.1 4.0

M S 무첨가 0 0

BAP 1.0 0 0

GA 3 1.0 35.7 14.3

BAP 1.0+GA 3 1.0 11.8 0

개엽한 가운데 줄기가 형성되는 호르몬의 조건은 GA 3가 단독으로 처리되었을

때 또는 GA 3와 BAP가 혼용처리되었을 때였으며 호르몬이 첨가되지 않은 경우

에는 개엽은 되었지만 줄기는 형성되지 않았다. 동아에서 줄기가 형성되기 위해

서는 GA 3가 필수적인 것으로 판단된다. BAP가 단독으로 처리된 경우에도 줄기

의 형성율은 낮았다. W PM과 M S 배지를 비교할 때 W P M 배지에서 줄기 형성

율이 높았다. 전년지와 당년지를 비교하였을 때 당년지보다는 전년지의 동아에서

줄기 형성율이 높게 나타났다.

동아에서 유래된 식물체로부터 다경줄기를 유도하기 위하여 싸이토키닌 두 종류

를 농도별로 처리한 결과 BA P 2.0㎎/ ℓ와 T DZ 0.05∼0.1㎎ℓ에서 평균 3개의 줄

기가 형성되었다. 그러나 줄기의 길이가 매우 짧아 GA 3를 처리하여 길이를 생장

시킬 필요가 있었다.

- 88 -



표 1.32. 싸이토키닌 농도에 따른 줄기 생중량, 줄기 유도율 및 줄기 길이

배 지 생 중 량 유도된 줄기 수 유도된 줄기길이

BAP 0.5 264.8 ± 165.3 1.1 ± 1.1 10.6 ± 5.9

BAP 1.0 243.5 ± 113.3 2.1 ± 1.9 8.0 ± 3.6

BAP 2.0 277.8 ± 154.6 3.0 ± 2.5 7.3 ± 3.0

BAP 3.0 267.6 ± 59.4 2.3 ± 2.3 7.5 ± 3.8

BAP 5.0 315.6 ± 140.9 1.9 ± 1.7 9.4 ± 5.5

T DZ 0.05 349.7 ± 185.2 2.8 ± 2.9 7.4 ± 3.3

T DZ 0.1 302.2 ± 146.1 2.0 ± 1.8 7.9 ± 3.9

T DZ 1.0 296.3 ± 169.4 2.8 ± 2.5 7.4 ± 3.9

BA P와 GA 3를 동시에 처리한 경우 BAP 또는 GA 3를 단독으로 처리한 경우보

다 줄기 유도율이 높아졌으며, 클론에 따라 차이는 있었으나 대부분 GA 3의 농도

가 BA P보다 높은 경우에 줄기 유도율이 높아지는 경향을 보였으며, 생중량을 조

사한 결과 GA 3 3.0㎎/ ℓ와 BA P 2.0㎎/ ℓ가 첨가된 배지에서 가장 높게 나타났다

(표 1.32.).

표 1.33. 배지의 조합에 따른 줄기의 생중량

배 지 생 중 량

BAP 1.0 + GA 3 1.0 218.9 ± 89.1

BAP 1.0 + GA 3 2.0 159.5 ± 72.3

BAP 1.0 + GA 3 3.0 217.5 ± 74.7

BAP 2.0 + GA 3 1.0 194.3 ± 107.5

BAP 2.0 + GA 3 2.0 251.8 ± 126.2

BAP 2.0 + GA 3 3.0 153.9 ± 77.8

BAP 3.0 + GA 3 1.0 169.3 ± 68.6

BAP 3.0 + GA 3 2.0 258.3 ± 92.1

BAP 3.0 + GA 3 3.0 172.3 ± 123.4
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종자번식, 접목과 삽목에 의한 증식 및 조직배양과 같은 방법을 통하여 대량증

식을 수행하였으며, 이에 의해 흑오미자의 묘목을 양성하고 있다(그림 1.7).

5) 파골라 재배방법 구명

우수 품종이 개발보급 되었을 경우 개화결실을 조기에 유도하고 관리상의

경제적 효율성을 제고하기 위하여 파골라 재배방법을 시험중이며, 이를 위하여

자생지 현지에 18㎡규모 1개소, 36㎡규모 1개소를 설치하였으며, 시험장내 포지

상태에서의 파골라 재배방법을 구명하기 위하여 170㎡규모의 파골라를 설치하여

25클론 86본의 흑오미자 접목묘를 이식하였다(그림 1.8).

1997년 이식한 접목묘에서 1999년 4월 개화가 시작되었다 (표 1.34).

개화율은 전체 식재본수에 26.4%로 나타났으며, 숫꽃이 327개, 암꽃이 248개로

숫꽃의 양이 더 많았으며, 자연상태에서 6.3:1인데 비해 숫꽃의 비율이 적었다.

표 1.34. 파골라 재배 개체의 개화율

식재본수

(본)

개화본수

(본)

개화율

(% )

개화수

암꽃 숫꽃

125 33 26.4 327 248
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그림 1.7. 흑오미자 증식 (A : 파종, B : 접목 C : 삽목)

그림 1.8. P erg ola를 이용한 재배법 개발
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제 4 절 결 론

약용, 식용으로 가치가 인정된 흑오미자를 무분별한 채취에 의한 자생지의 보존

과 농산촌의 소득작목으로 개발하기 위하여 연구를 실행한 결과 흑오미자의 자생

지는 해발고 600∼1,350m 범위 내에 주로 북향, 북서향 및 남서향을 중심으로 비교

적 습도가 많고 35。이하의 완만한 경사를 갖는 산록부에 위치하고 있다. 소나무,

졸참나무, 때죽나무등이 우점하고 있는 낙엽활엽수림대의 2차림에 분포하며, 400㎡

당 3∼39본이 출연하였다. 연평균 강우량은 약 3,000∼3,094 m m 정도였으며, 연평

균 기온은 8.8∼10.5℃ 이지만 해발 상승에 따라 0.6℃씩 감소하므로 흑오미자의 최

저 극한기온은 1,300m지점을 기준으로 할 때 - 7℃이하로 내려가지 않아야 생육이

가능하리라고 생각한다. 열매형질이 우수한 개체를 50본 선발하였다. 흑오미자는 5

월부터 개화하기 시작하여 6월에 대부분 개화한다. 수꽃은 암꽃에 비하여 수가 많

으며, 자웅동주에서도 1:6.3으로 수꽃의 비율이 높다. 화서당 개화수는 19.2∼19.8개

이다. 본당 착과량은 최고 106.2개로 결실하였으며, 송이당 착과수는 집단간 9.3∼

11.1개로 큰 차이가 없었다. 과실중량은 0.99g , ℓ당 과실수는 722∼795개였다. 증식

법 개발을 위하여 삽목, 접목 및 조직배양을 실시한 결과 IBA 500ppm에서 80%가

발근하였으며, 접목 활착율은 63∼92%로 클론간 차이는 있었으나 양호하였다. 동

아를 이용하여 조직배양한 결과 W PM 배지에 BAP와 GA 3를 각각 1.0 ㎎/ ℓ처리하

여 줄기를 유도할 수 있었으며, BAP 3.0㎎/ ℓ를 첨가하였을 때 평균 3개의 다경줄

기를 유도할 수 있었다. 신품종육성을 위하여 종자를 채취하여 전처리 및 변온저장

을 통하여 발아율을 높일 수 있었다. 증식된 품종은 조기개화결실을 유도하고, 관

리상 경제적 효율을 위하여 파골라를 이용하여 재배하고 있으며, 지역에 따른 적응

성을 검증하기 위해 충청지방에 식재하여 시험재배중에 있으며, 시범 농가에 200본

을 보급하여 파골라를 이용한 재배중에 있다. 우수한 품종의 선발하여 인공적인 증

식법을 이용하면 자생지의 훼손을 막을 수 있으며, 농가에 새로운 소득작목으로 보

급할 수 있을 것으로 생각된다. 또 조직배양법이 이용되면 생물반응기 등 첨단방법

을 통하여 대량증식이 가능해지며, 새로운 품종개발을 위한 생물공학적 방법을 적

용할 수 있을 것으로 기대된다.
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제 3 장 RAPD에 의한 품종탐색분야

제1절 서 설

본 연구는 RAPD 분석을 통해 궁극적으로, 흑오미자의 우량품종을 손쉽고 정확

하게 동정할 수 있는 gen et ic m arker를 개발하고자 하였다. 이를 위해 다음과 같은

실험순서에 의해 연구를 진행하였다.

첫째, 식물에서 DNA의 분리시에는 식물의 종류, 잎의 성숙정도 등에 따라 얻어

지는 DNA의 순도 및 yield의 차이가 P CR의 결과에 큰 영향을 주기 때문에, 먼저

흑오미자의 잎으로부터 gen om ic DNA를 추출하는 방법을 확립하였다.

둘째, P CR은 tem plat e DNA , M g 2 + , T aq DNA polym erase, dNT P의 농도,

ann ealing 온도 및 cy cle의 수에 따라 band pat t ern에 차이가 있기 때문에 RAP D를

위한 최적의 조건을 확립하여 재현성을 검증하였다.

셋째, 식물체의 조직배양은 종에 따라 사용되는 생장조절물질의 양에 차이가 있

기 때문에 오미자의 조직배양을 위한 배양기술을 확립하기 위해 동아로부터 Callu s

및 식물체 재분화가 가능한 배양조건을 확립하였다.

넷째, 혹오미자의 품종특이적 m arker를 선발하여 이들 m ark er의 유용성을 검토

하였고, 특이적인 m ark er들을 clonin g하여 품종 동정 kit로의 제조가능성을 탐색하

였다.

제2절 연구수행방법

1. 식물재료

본 실험에 사용한 재료는 제주에서 채집된 개체들로 S chisandra속 19개체로

흑오미자 자웅동주 3개체 (6호, 41호, 51호), 수그루 8개체 (46, 45번, 47번, 48번,
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49번, 50번, 52번, 53번), 암그루 7개체 (29번, 32번, 33번, 42번, 44번, 54번, 55번)

와 오미자 1개체 및 남오미자인 K ads ura j ap on ica의 잎을 재료로 사용하였다.

2. Gen om ic DNA의 분리 및 정제

액체질소로 냉동시킨 뒤 막자사발로 분쇄시킨 500 m g의 엽육조직에 시료의

10배량의 차가운 isolation buffer [10% poly ethylen e gly col 6000, 0.35 M

sorbitol, 0.1 M T ris (pH 8.0), 0.5% sperm idine, 0.5% spermine , 0.5% β

- m ercaptoethan ol]를 넣고 잘 교반한 후, 원심분리 (4℃, 15,000 rpm , 10분)하여

침전물을 얻었다. 이 침전물에 5배량의 ly sis buffer [0.35 M sorbitol, 0.1 M T ris

(pH 8.0), 0.5% spermidin e, 0.5% sperm ine, 0.5% β- m ercapt o - ethan ol]와 1/ 10

배량의 10% sarcosine을 첨가하고, 실온에서 10분간 반응시킨 후, 2배의 CT AB

용액 [2% cetylt r im ethylam m onium brom ide (CT A B ), 0.1 M T ris (pH 9.5), 20

m M EDT A , 1.4 M NaCl, 0.5% β- m ercaptoethan ol]을 넣고, 65℃에서 10분간

반응시켰다. 여기에 동량의 chloroform (chloroform :isoam ylalchol = 24:1)을 첨가

한 후 원심분리 (25℃, 15,000 rpm , 10분)하여 상층액을 얻었으며, 동량의

isopropanol을 넣어 핵산을 침전시켰다. 침전된 DNA를 pipet으로 조심스럽게 빨

아들여 차가운 99.9% ethan ol이 들어있는 tube로 옮겨 원심분리한 다음, 상층액

을 제거하고 차가운 70∼80% eth anol 1 ㎖을 첨가하여, 다시 원심분리하였다. 얻

어진 침전물을 건조시킨 다음, 건조된 침전물을 200 ㎕의 T E buffer [10 m M

T ris (pH 8.0), 1 m M EDT A ]로 녹인 후, 동량의 ph enol:chloroform (1:1)으로 처

리하고 원심분리(25℃, 15,000 rpm , 10분)하여 상층액을 얻었다. 이 상층액에

isopropanol을 넣어 침전물을 얻어내고, 99.9% ethanol 1 ㎖을 첨가하여 원심분리

(4℃, 15,000 rpm , 10분)하였다. 상층액을 버리고 얻어진 침전물에 다시 70%

eth anol을 처리하여 원심분리 (4℃, 15,000 rpm , 10분)한 후 침전물을 건조시켰다.

건조시킨 DNA는 T E buffer [10 m M T ris (pH 8.0), 1 m M EDT A ]로 녹일 경우
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EDT A가 P CR buffer의 M g 2 +의 농도에 영향을 미칠 수 있으므로 적당량의 증류

수에 녹였다. 얻어진 DNA 양은 H oefer사의 DNA fluorom et er (T KO- 100)을 이

용하여 측정하였다.

3. Random prim er s

P CR에 사용된 Prim er는 Operon T echnologies , In c.로부터 구입한 r an dom

prim er OP A kit (20 prim er s ), OP B kit (20 prim er s ), OP C kit (20 prim er s ),

OPD kit (20 prim er s ), OPE kit (20 prim er s ), OPF kit (20 prim er s ), OP G kit

(20 prim er s ) , OPH kit (20 prim er s ), OPI kit (20 prim er s )의 총 180개의 prim er

를 사용하였다.

4. P CR의 조건

가. RA PD (Random Am plified P olym orphic DNA )

P CR반응액은 20 n g의 t em plat e DNA , 25 pm ole의 prim er (decanu cleot ide), 각

200 μM의 deox yribonu cleic acid, 1.5 m M의 M g Cl2 , 1/ 10의 10 × P CR buffer

[100 m M T ris - H Cl, 25 m M M g Cl2 , 500 m M KCl (pH 8.3)], 1.25 unit의 T aq

DNA polym erase (T akara )를 포함하는 25 ㎕의 반응액을 P CR에 사용하였다.

P erkin Elm er사의 GeneA mp P CR sy stem 2400을 사용하여 94℃에서 5분간 초기

den aturat ion을 행한 뒤, 94℃에서 30초간 denaturat ion , 37℃에서 30초간

ann ealing , 72℃에서 30초간 ex ten sion과정을 45회 반복하였다. 마지막으로 72℃

에서 5분동안 반응을 시켰다. 얻어진 P CR 산믈은 1% agarose gel에서 전기영

동 한 후 ethidium brom ide로 염색하여 결과를 얻었다.

나. 특이적 m arker의 품종 동정을 위한 P CR

P CR 반응액의 조성은 상기와 같은 농도로 사용하였다. 94℃에서 5분간 초기
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den aturat ion을 행한 뒤, 94℃에서 30초간 denaturat ion , 55℃에서 30초간

ann ealing , 72℃에서 30초간 ex ten sion과정을 30회 반복하였다. 마지막으로 72℃

에서 5분동안 반응을 시켰다. 얻어진 P CR 산물은 1.2% ag arose g el에서 전기영

동 한 후 ethidium brom ide로 염색하여 결과를 얻었다.

5. A g arose gel로부터 DNA의 추출

RAP D를 통해 DNA를 증폭시킨 후, 수그루 및 암그루 특이적인 m arker로 예

상되는 ban d를 ag arose g el로부터 추출해 내기 위해서 GENECLEAN kit

(Bio101)을 사용하였다. 원하는 부위의 gel을 잘라내어 3배 부피의 N aI용액을 넣

고, 45∼55℃ 항온수조에서 5분간 반응시켰다. 5 ㎕의 glassmilk를 넣어 잘 혼합

한 후, 얼음에 5분간 반응시켰다. 이것을 원심분리 (15,000 rpm , 5초)하여 얻어진

침전물에 200 ㎕의 N ew w a sh (N ew concentr at e 14 ㎖, H 2O 280 ㎖, 99.9%

ethyl alcohol 310 ㎖)로 3번 세척하였다. 침전물에 T E buffer를 넣어 잘 섞어 4

5∼55℃에서 3분간 처리한 후 원심분리 (15,000 rpm , 3분)하여 상층액을 취하였

다. 얻어진 DNA sam ple의 정량은 H oefer사의 DNA fluorom et er (T KO- 100)를

이용하였다.

6. 특이적 m arker의 cloning

얻어진 수그루, 암그루 및 자웅동주에 특이적인 m ark er로 예상되는 band를 추

출하여, pGEM - T Easy Vect or Sy stem (Prom eg a 사)을 이용하여 cloning하였

다. 이때 in sert와 v ect or의 몰비를 3:1로 조절하여 첨가하였다. 적당량의 DNA에

1 ㎕의 T 4 DNA ligase 10×buffer , pGEM - T ea sy v ect or (50 ng , 그림 2- 1) 1

㎕, T 4 DNA ligase (3 W eiss unit s/ ㎕)를 넣고, 멸균증류수로 최종 부피를 10 ㎕

로 조절하였다. 반응액은 4℃ 항온수조에서 16시간∼24시간 동안 반응시켰다.

lig at ion이 끝난 후 50 ㎕의 com petent cell을 반응액에 넣어 조심스럽게 잘 섞은
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후, 얼음에 20분간 방치하였다. 이 용액을 42℃ 항온수조에서 45∼50초 동안 열

처리 한 뒤, 즉시 얼음으로 옮겼다. 여기에 950 ㎕의 S OC m edium [0.5% (w/ v )

y east ex tract , 2% (w/ v ) t rypt on e, 10 m M NaCl, 2.5 m M KCl, 10 m M M g Cl2 ,

20 mM M gS O4 , 20 m M glucose]을 넣어 잘 섞은 후, 37℃ 진탕배양기에서 1시

간 30분 동안 배양하였다. 이 배양액은 am picillin (50 ㎍/ ㎖), 20 ㎕의 X - gal (50

㎎/ ㎖ in dim ethylform am ide), 100 ㎕의 IPT G (100 m M )이 첨가된 LB (trypt on e

10 g , y east ex tr act 5 g , N aCl 5 g , 1 M NaOH 1 ㎖/ ℓ) 배지에 도말하고 37℃

배양기에서 16∼24시간 배양하였다. 생성된 흰색 colony를 선발하여 이들의

plasm id DNA를 추출한 후 제한효소 E coRⅠ으로 절단하여 전기영동을 통해 특

이적은 m arker의 삽입여부를 확인하였다.

7. callu s의 대량증식을 위한 배지의 조성 조사

채취된 흑오미자의 동아를 70% 에탄올에 30초간 처리하고 2% sodium

hypochlorit e 용액에서 15분간 표면살균한 후 무균상자에서 생장점 주위의 엽원

기를 채취하였다. 채취된 엽원기를 생장조절물질 (NAA , BA )이 혼용조합된 M S ,

W PM , GD배지로부터 callu s를 유도하였다.

8. Plasm id DNA의 추출

가. Cloning된 plasm id DNA의 추출

Cloning 된 colony를 am picillin (50 ㎍/ ㎕)이 첨가된 LB 배지에 접종하여 37℃

의 진탕배양기에서 saturation시킨 후, W izardT M Minipreps DNA Purification

Sy stem (Prom eg a )을 이용하여 plasm id DNA를 분리하였다. 배양액을 1.5 ㎖의

eppen dorff tube에 옮겨 15,000 rpm , 1분간 원심분리한 뒤 침전물에 cell

r esu spen sion solu tion (50 mM T ris - HCl, pH 7.5, 10 m M EDT A , 100 ㎍/ ㎖)을

넣어 현탁시킨 후, 200 ㎕의 cell ly sis solut ion을 넣어 현탁액이 투명해질 때까지
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조심스럽게 섞었다. 여기에 200 ㎕의 neutralization solu tion을 넣어 여러번 섞어

준 후 15,000 rpm에서 5분간 원심분리하였다. 상층액을 취하여 1 ㎖ 의

W izardT M Minipreps DNA

그림 2.1. pGEM - T ea sy v ect or의 유전자 지도.

pGEM - T v ector는 pGEM - 5zf (+) DNA를 E coRⅤ로 자른 후, 양 끝 말단에

thym idine을 붙여서 만들었다. 이들 3 - T ov erhan g은 P CR 산물의 ligat ion 효율

을 증가시킨다. purificat ion resin을 넣어 잘 섞은 후, 이 r esin/ DNA 혼합액을

W izardT M minicolumn으로 elut ion하여 순수한 DNA를 얻었다. 여기에 2 ㎖의

colum n w ash solut ion으로 세척한 후, 4℃, 15,000 rpm에서 2분간 원심분리 하여

상온에서 30분 정도 말렸다. 60℃의 멸균증류수 20 ㎕를 넣어 DNA를 녹인 후
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4℃, 15,000 rpm , 2분간 원심분리하여 DNA를 얻어냈다.

나. S equ encing을 위한 pla sm id의 추출

Cloning 된 colony를 am picillin (50 ㎍/ ㎕)이 첨가된 2 ㎖의 LB 배지에 접종

하여 37℃의 진탕배양기에서 saturat ion시킨 후 500 ㎖의 LB배지에 접종하여

ov ernignt 배양하였다. 배양액을 centr ifug e tub e에 옮겨 얼음에 5분간 방치한 후,

4℃, 7,000rpm , 5분간 원심분리하였다. 얻어진 침전물에 18㎖의 T EG 용액 (50

m M glu cose, 10 m M EDT A , 25 mM T ris - H Cl, pH 8.0)을 넣어 현탁시켰다. 용

액 Ⅰ (ly sozym e 10 ㎎ / T E G ㎖) 2 ㎖을 첨가하여 잘 섞은 다음, 실온에서 10

분간 반응시켰다. 40 ㎖의 용액 Ⅱ (0.2 N NaOH , 1% SDS )를 넣고 조심스럽게

섞은 후, 얼음에 10분간 두었다. 여기에 30 ㎖의 3 M pota ssium acet at e (pH

5.5) 용액을 넣은 후, 얼음에서 15분간 방치하여 4℃, 8,000 rpm , 5분간 원심분리

하였다. 얻어진 상층액을 세 겹의 거즈 (ch eese cloth )로 걸러 새로운 tube에 옮겨

60 ㎖의 차가운 isopropan ol을 첨가한 후 혼합하여, deep freezer (- 70℃)에 30분

간 넣어 두었다. 4℃, 12,000 rpm , 15분간 원심분리한 후 침전물을 실온에서 10

분 동안 건조시켜 4.3 ㎖의 멸균 증류수를 첨가하여 녹였다. 여기에 4.8 g의

CsCl, 0.5 ㎖의 EtBr (10 ㎎/ ㎖)을 넣고 조심스럽게 녹인 후, 4℃. 12,000 rpm에

서 15분간 원심분리하였다. 얻어진 상층액을 18 g age의 주사바늘을 이용하여 초

원심분리 tub e에 옮겨 밀봉한 후, 초원심분리기 (Beckm an )를 이용하여, 20℃,

50,000 rpm , 17시간동안 원심분리하였다. 원심분리 후 21 g age의 주사바늘을

tube의 위쪽에 꽂은 다음, 18 g ag e 주사바늘을 이용하여 조심스럽게 plasm id

DNA를 뽑아 내어 새로운 tube에 옮긴 후, 20배의 S S C에 포화된 isopropan ol을

이용하여 EtBr을 제거하였다. 얻어진 용액을 투석막에 넣어 밀봉한 후, T E

buffer [10 m M T ris (pH 8.0), 1 m M EDT A ]용액을 이용하여 투석시켜 순수한

DNA를 얻었다. 얻어진 DNA는 에탄올 침전을 통해 농축시킨 후 sequ encin g에

이용하였다.
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9. 제한효소 처리

제한효소들은 Boehring er M annh eim사에서 구입하여 사용하였다. DNA를 T E

buffer에 녹인 후 제한효소를 넣고 37℃에서 1∼3시간 반응시켰다. 이것을 65∼

80℃에서 10분간 두어 반응을 정지시키고, 1/ 6 부피에 해당하는 반응 정지용액

(50% gly cerol, 0.1 M EDT A , 0.025% brom oph enol blu e, 0.025% x ylene cy anol)

을 넣은 후 반응 결과를 전기영동으로 확인하였다.

10. S outhern hybridizat ion

얻어진 수그루, 암그루 및 자웅동주에 특이적인 m ark er의 특이성을 확인하기

위해 south ern hybridization을 수행하였다. 사용할 probe는 recom binant plasm id

DNA 를 추출하여 E coRⅠ으로 처리한 후 Gen e clean kit를 통해 ag arose gel로

부터 분리하였다. 얻어진 DNA 절편을 DIG DNA labelling an d det ect ion kit

(Boehring er M annh eim Co.)로 labelin g하여 probe를 제조하였다. 이렇게 만들어

진 probe DNA를 15 ㎕의 멸균수에 녹인 뒤 95℃에서 10분간 끓인 다음 얼음에

3분간 처리하였다. 2 ㎕의 hex anucleotide m ix ture, 2 ㎕ dNT P labelling

m ixture , 1 ㎕의 Klen ow en zym e (100 U/ ㎕)을 첨가하여 37℃에서 60분간 반응

시켰다. 여기에 2 ㎕의 0.2 M EDT A (pH 8.0), 2.5 ㎕ 4 M LiCl, 75 ㎕의 차가운

ethyl alcoh ol을 첨가하여 잘 혼합한 후 - 70℃에서 30분간 방치하였다. 원심분리

(4℃, 15,000 rpm , 15분)하여 얻어진 침전물을 50 ㎕의 70% ethyl alcohol로 세척

한 후 다시 원심분리하여 얻어진 DNA를 진공건조하였다. 얻어진 DNA를 50 ㎕

의 T E buffer에 녹여 probe로 사용하였다.

전기영동이 끝난 agarose gel을 gel이 잠길 정도의 den aturat ion solu tion (1.5

M NaCl, 0.5 N NaOH )에 넣고 실온에서 45분 동안 조심스럽게 흔들었다. Gel을

증류수로 세척한 후, neutr alizat ion solut ion [1 M T ris (pH 8.0), 1.5 M N aCl]으

로 45분간 세척하였다. 반응시키는 동안 Nylone m em bran e (Boehring er
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M annheim )을 증류수에 적셨다가 10× S S C (1.5 M NaCl, 0.15 M N a - Citrate,

pH 7.0)에 10분간 담궈두었다. Gel을 뒤집어서 그 위에 nylone m em bran e을 두

고, 위에 2× S S C (0.3 M NaCl, 30 m M Na - Citr at e )에 적신 paper를 올려 놓았

다. 여기에 10 ㎝ 높이의 paper t ow el을 놓고 유리판을 둔 다음 그 위에 약 500

g 정도의 책으로 눌러 8시간 이상 두었다. DNA를 tr an sfer시킨 후. 5× S S C

(0.75 M N aCl, 75 m M Na - Citr at e ) 용액에 m em bran e을 실온에서 5분동안 담궈

둔 후, 실온에서 30분 이상 건조시켰다. 80℃의 건조기에서 1∼2시간 동안 방치

하였다.

DNA 고정이 끝난 m em bran e을 비닐주머니에 20 ㎖의 prehybridizat ion 용액

[5× S S C, 0.02% (w/ v ) SDS , 0.1% (w/ v ) N - lauroylsarcosin e, 1% blockin g

reagent]와 함께 넣고 봉합하였다. 이 비닐 주머니를 68℃에서 30분 동안 반응

시킨 후 미리 준비해 두었던 probe DNA (5- 25 n g/ ㎖)를 넣고 68℃에서 16시간

반응시켰다. 반응이 끝난 Nylon - m em brane을 실온에서 S olution Ⅰ (2× S S C,

0.1% SDS )으로 5분간 두 번씩 세척한 후, 68℃에서 S olut ion Ⅱ (0.1× S S C,

0.1% SDS )로 15분간 두 번씩 세척하였다. W ashin g buffer (0.1 M m aleic acid,

0.15 M N aCl, pH 7.5, 0.3% T w een 20)으로 1∼5분간 세척한 후 blockin g

solut ion (0.1 M m aleic acid , 0.15 M N aCl, 1/ 10 10X blockin g solut ion )에 넣어

30분간 배양하였다. 20 ㎖의 blocking solut ion에 ant ib ody solut ion을 75

m U/ buffer로 희석하여 반응시켰다. 100 ㎖의 w ashin g buffer로 15분간 2번 세척

한 후, 20 ㎖의 detection buffer (0.1 M T ris - HCl, 0.1 M N aCl, 50 m M M gCl2 ,

pH 9.5)로 2∼5분간 반응시켰다. M em bran e을 hybridizat ion b ag위에 놓고 20방

울의 CSPD ready - t o- u se solu tion을 떨어뜨린 후, 기포가 생기지 않게 조심스

럽게 위쪽을 덮어 실온에서 5분간 배양하였다. 용액을 제거한 후, 가장자리를 밀

봉한 다음 37℃에서 5∼15분간 배양하였고, X - r ay film에 노출시켰다.
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11. 염기서열의 결정 및 Prim er 제조

4 ㎍의 DNA에 18 ㎕의 멸균 증류수를 넣고, 2 ㎕의 2M NaOH , 2 mM EDT A

를 넣은 후, 실온에서 5분간 반응시켰다. 여기에 75 ㎕의 99.9% ethylalcoh ol을

넣어 잘 섞은 후, - 70℃에 10분간 두었다. 4℃, 14,000 rpm에서 10분간 원심분리

한 후 침전물에 20 ㎕의 차가운 70% ethylalcohol을 넣고 1분간 원심분리하였다.

침전물은 진공건조하여 18 ㎕의 멸균 증류수에 녹여 사용하였다. ALF - Express

aut om atic sequen cer (P harm acia Biot ech )를 이용하여 sequ encin g을 하였다.

얻어진 sequen ce의 h om ology를 조사하기 위해 ht tp :/ / w w w .nebi.

n lm .nih .gov/ BLA ST / 의 Basic Local Alignm ent S earch T ool (BLA ST ) program

을 이용하였고, 특이적인 m arker로서의 활용을 위한 Prim er의 제조를 위해 인

터텟의 P rim er3 Input (ht tp :/ / w w w .g en om e.w i.m it .edu ) sit e에서, pr im er로 사용

가능한 염기서열을 알아내어, (주) 바이오니아사에 의뢰하여 prim er들을 만들어

냈다.

- 102 -



제3절 연구수행내용 및 결과

1. 식물체로부터 g enom ic DNA 추출 방법의 확립

CT AB (cety lt rim ethylamm onium brom ide)와 sperm in e- spermidin e을 이용하여

식물체로부터 gen om ic DNA를 추출한 결과 엽육조직 1 g에서 평균 1.6 m g의

g en om ic DNA를 분리하였다. 이 방법은 일반적으로 많이 사용하고 있는 CT AB

방법 (Rog er s and Bendish , 1988)과 Dellaport a의 방법에 비해 g enom ic DNA의

추출양이 많았고, 또한 어린 싹에서 뿐만 아니라 성숙한 잎에서도 DNA의 추출

이 용이하였을 뿐만 아니라, DNA의 순도도 높았다. 이러한 결과는 엽육조직이

두꺼운 목본 식물의 성엽에서도 g enom ic DNA의 추출이 가능하다는 것을 보여

주었다.

2. P CR의 최적조건 확립

식물에서 RAPD m arker를 얻기 위한 P CR의 조건에서 가장 중요한 것은

ann ealing 단계의 온도로, 보통 36℃에서 55℃까지의 온도가 이용되고 있다

(W iliam s 등, 1990; Hu and Quiros , 1991; Dem eke 등, 1992; Kim 등, 1997).

특히, 목본류의 식물의 경우에는, 90% 이상이 RAPD를 통한 m arker를 얻기 위

한 annealing 온도로 36℃ (Koller 등, 1993; A dam s 등, 1993)나, 37℃ (Bellam y

등, 1996; Lee 등, 1995)를 이용하였다. 본 실험에서는 den aturat ion 94℃,

ex t en sion 72℃로 일정하게 유지하고, annealin g 온도를 37℃, 42℃, 50℃로 다양

하게 하여 P CR을 수행한 결과, 37℃의 온도에서 가장 많고 뚜렷한 band

pat tern을 얻을 수 있었다.

적정의 cy cle수를 결정하기 위해 37℃의 ann ealing 온도를 이용하여, 30cy cle,

35cy cle, 40cy cle, 45cy cle을 수행한 결과, 45cy cle에서 더 좋은 결과를 얻어낼 수

있었다.

P CR에 이용되는 DNA의 농도에 다른 ban d pat t ern 변화여부를 확인하기 위해
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10 ng , 15 n g , 20 ng , 30 n g , 50 ng , 100 ng의 DNA를 첨가하여 P CR을 수행한

결과, 10 ng , 15 n g에서는 ban d의 수가 적게 나타났고, 100 ng일 때는 비특이적

인 ban d 또는 sm ear 한 ban d pat tern이 나타났다. 노간주나무 (A dam s 등, 1993,

사과나무 (Koller 등, 1993), 소나무 (Lee 등, 1995)에서 처럼 30 n g의 DNA를 이

용하였을 때 다양하고 뚜렷한 ban d patt ern을 얻을 수 있었다.

결과적으로 최적의 P CR 조건은 ann ealing 37℃, 45cy cles에서, DNA의 농도는

30 n g/ 25 ㎕에서 얻을 수 있었으며, 모든 실험은 3회 반복하여 재현성을 검증하

였다.

3. 품종간, 개체간 및 지리적 분포에 따른 변이 조사

본 실험에 사용한 prim er는 10- m er로 구성 된 OPA kit (20 prim er s ), OP B kit

(20 prim er s ), OP C kit (20 prim er s ), OPD kit (20 prim er s ), OPE kit (20

prim er s ), OPF kit (20 prim er s ), OP G (20 prim er s ), OPH kit (20 prim er s ),

OPI kit (20 prim er s )의 총 180개의 prim er를 사용하였다.

2종의 오미자속 식물과 1종의 남오미자를 RAP D 분석한 결과는 다음과 같다.

그림 2- 2의 경우, 180개의 prim er 중에서 9가지의 prim er에 대한 결과만 제시하

였으나, 180개의 모든 prim er에 대해서 흑오미자, 오미자, 남오미자의 3종의 식물

은 서로 다른 ban d pat tern을 보여주었다. 예를 들면 OPD - 15 prim er에서 자웅동

주 흑오미자는 800 bp, 오미자는 2,500 bp , 남오미자는 1,900 bp에서 서로 다른

특이적인 band가 검출되었다. 또한 상기의 9개의 prim er의 경우 식별 가능한

b and가 모두 128개 검출되었으며, 1종의 식물당 평균 10개의 ban d pat t ern을 보

여 주었다. 대부분의 ban d pat t ern은 150- 3,000 bp 사이에 존재하였다. 이상의 결

과를 살펴보면 국내에서 자생 또는 재배하고 있는 흑오미자, 오미자, 남오미자는

외형적으로는 비슷하지만 유전적인 유연관계는 다소 먼 것으로 생각할 수 있었

다.
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또한 흑오미자는 지리적 분포에 따라서는 자웅동주, 수그루, 암그루내에 변이

를 나타내지 않는 것은 우리나라에 존재하는 흑오미자의 자생지가 제주도에만

국한되어 있기 때문에 개체들 사이에서의 변이가 적은 것으로 사료된다.

4. 품종특이적 m arker의 선발

흑오미자중에서 자웅동주, 암그루, 수그루의 3품종을 180개의 prim er를 사용하

여 RAPD로 분석한 결과, 174개의 prim er는 자웅동주, 암그루, 수그루에서

prim er 종류에 따라 전부 동일한 형태의 band patt ern을 보여주었다 (그림 2.3).

그러나 6종류의 r andom prim er (표 2.1)에 대하여는 polym orphic한 b and patt ern

을 보여 각 품종에 대한 특이적인 ban d가 검출되었다 (그림 2.4, 그림 2.5).

그 림 2 .2 . P rim er OP B - 12와 OP C - 5를 이 용 한 P CR 산 물 . Lane M : size

m arker , H aeⅢ로 자른 ΦX 174 DNA ; lane 1- 3: 흑오미자 자웅동주 6, 41, 51;

lan e 4- 6: 흑오미자 수그루 46, 52, 53; lane 7- 8: 흑오미자 암그루 42, 54; N : 음

성 대조.
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그 림 2 .3 . 다 양한 P rim er를 이 용 한 P CR 산 물 . Lane M : size m arker 100 bp

ladder ; lane 1: 흑오미자 6; lan e 2: 오미자; lan e 3: 남오미자; lan e N : 음성 대

조; 화살표는 세 품종사이의 특이적인 ban d를 나타낸다.
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그 림 2 .4 . P im er OP A - 17 , OP A - 19 , OP B - 03 , OP B - 9 , OP B - 16를 이 용한

P CR 산물 . Lan e M : H aeⅢ로 자른 ΦX 174 DNA ; lane 1- 3: 흑오미자 자웅동주

6, 41, 51; lane 4- 6: 흑오미자 수그루 46, 52, 53; lane 7- 8: 흑오미자 암그루 42,

52, 54; lan e N : 음성 대조
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그림 2.5. OPF - 16을 이용하여 증폭된 P CR 산물.

Lan e M : λDNA를 E coRⅠ과 H indⅢ로 절단한 DNA ; lan e 1: 흑오미자 자웅동

주 6; lan e 2: 흑오미자 자웅동주 41; lane 3: 흑오미자 자웅동주 51; lan e 4: 흑오

미자 수그루 42; lane 5: 흑오미자 암그루 46

표 2.1. RAPD에 사용된 prim er의 염기서열

Prim er

num ber
Nucleotide sequen ce (5 ' t o 3 ' ) GC cont ent (% )

OPA - 17 G A C C G C T T G T 60

OPA - 19 C A A A C G T C G G 60

OPB - 03 C A T C C C C C T G 70

OPB - 09 T G G G G G A C T C 70

OPB - 16 T T T G C C C G G A 60

OPF - 16 G G A G T A C T G G 60
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대표적인 수그루 특이적인 m arker로는 OPA - 17의 770 bp, OPB - 03의 1360 bp,

암그루 특이적인 m arker로는 OPB - 03의 980 bp, OPA - 19의 1,300 bp, 자웅동주

인 흑오미자 6의 m arker로는 OPA - 17의 1,340 bp, 흑오미자 41의 m arker로는

OPB - 09의 609 bp, OPF - 16의 1,115 bp , 흑오미자 51의 m arker로는 OP A - 17의

580 bp를 둘 수 있다 (그림 2.4, 그림 2.5).

위의 6개의 prim er에 대해 모두 87개의 식별 가능한 ban d가 증폭되었으며, 한

개의 prim er당 평균 14.5개의 band가 검출되었다. 대부분의 b and는 200- 2,000 bp

사이에 존재하였다. 이상의 결과를 살펴보면 자웅동주 식물체가 수그루, 암그루

와는 다르게 개체간에 서로 다른 band pat tern을 보이는 것은 수그루 또는 암그

루로부터 어떠한 원인에 의해 변이가 발생되었다고 생각된다. 왜냐하면 흑오미자

6호는 OP A - 17 prim er의 경우 680 bp에서 암그루에 없는 수그루 특이적인 ban d

를 갖고 있으며, 흑오미자 41호는 OPA - 19 prim er에서 수그루에 없고 암그루에

만 있는 2개의 ban d pat t ern (1,200 bp , 1,350 bp )를 갖고 있다. 또한 흑오미자 51

를 제외하고 6호, 41호는 수그루, 암그루의 대부분의 ban d를 포함하고 있기 때문

에 진화적인 관점으로 볼 때 수그루 또는 암그루에 비해서 나중에 분화된 변이

개체일 가능성이 크다고 볼 수 있다.

이들의 품종간 phylogenic relation을 규명하기 위한 clu ster 분석은 그림 2.3에

서와 같이 180개의 prim er 중 174개의 prim er에서 m onom orphic한 형태의 ban d

pat tern을 보여주어 의미가 없을 것으로 사료되어 생략하였다.

5. 특이적 m arker의 cloning

RAP D의 결과로 g en etic m ark er로의 사용가능한 band를 GENE CLEA N kit로

정제하여 pGEM - T E asy v ect or sy st em을 이용하여 cloning하였다

수그루 특이적인 m arker로는 OPA - 17의 789 bp (그림 2.6), OPB - 03의 1,360

bp (그림 2.7), 암그루 특이적인 m arker로는 OPB - 03의 749 bp (그림 2.8),
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OPA - 19의 1,300 bp (그림 2.9), 자웅동주인 흑오미자 6의 m arker로는 OPA - 17의

1,340 bp (그림 2.10), 흑오미자 41의 m arker로는 OPB - 09의 609bp (그림 2.11),

OPF - 16의 1,115 bp (그림 2.12), 흑오미자 51의 m ark er로는 OPA - 17의 580 bp

(그림 2.13)를 clonin g하였다.

그림 2.6. 흑오미자 수그루에 특이적인 DNA와 OPA - 17을 이용한 P CR 산물.

Lan e M , λ DNA를 H indⅢ- E coRⅠ으로 절단한 DNA ; lane 1- 3: 흑오미자 수그

루 42, 52, 53; lane 4- 6: 암그루 46, 54, 55. lan e 7: E coRⅠ으로 자른 재조합된

plasm id DNA
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그림 2.7. 흑오미자 수그루에 특이적인 DNA와 OPB - 03을 이용한 P CR 산물.

Lan e M : λ DNA를 H indⅢ- E coRⅠ으로 절단한 DNA ; lane 1- 3, 흑오미자 수그

루 42, 52, 53; lane 4- 6, 암그루 46, 54, 55; lan e 7, E coRⅠ으로 자른 재조합된

plasm id DNA .

그림 2.8. 흑오미자 암그루에 특이적인 DNA와 OPB - 03을 이용한 P CR 산물

Lan e M : λ DNA를 H indⅢ- E coRⅠ으로 절단한 DNA ; lane 1- 3, 흑오미자 수그

루 42, 52, 53; lan e 4- 6: 암그루 46, 54, 55; lan e 7: E coRⅠ으로 자른 재조합된

plasm id DNA
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그림 2.9. 흑오미자 암그루에 특이적인 DNA와 OPA - 19을 이용한 P CR 산물.

Lan e M : λ DNA를 H indⅢ- E coRⅠ으로 절단한 DNA ; lan e 1- 3: 흑오미자 수그

루 42, 52, 53; lan e 4- 6: 암그루 46, 54, 55; lan e 7: E coRⅠ으로 자른 재조합된

plasm id DNA

그림 2.10. 흑오미자 자웅동주 6번에 특이적인 DNA와 OPA - 17의 P CR 산물.

Lan e M : λ DNA를 H indⅢ- E coRⅠ으로 절단한 DNA ; lan e 1- 3: 흑오미자 자웅

동주 6, 41, 51; lan e 4, 수그루 46; lan e 5: 암그루 42; lane 6: E coRⅠ으로 자른

재조합된 plasm id DNA
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그림 2.11. 흑오미자 자웅동주 41번에 특이적인 DNA와 OP B - 09의 P CR 산물.

Lan e M : λ DNA를 H indⅢ- E coRⅠ으로 절단한 DNA ; lan e 1- 3: 흑오미자 자웅

동주 6, 41, 51; lane 4: 수그루 46; lane 5: 암그루 42; lan e 6: E coRⅠ으로 자른

재조합된 plasm id DNA

그림 2.12. 흑오미자 자웅동주 41번에 특이적인 DNA와 OP F - 16의 P CR 산물 .

Lan e M : λ DNA를 H indⅢ- E coRⅠ으로 절단한 DNA ; lan e 1- 3: 흑오미자 자웅

동주 6, 41, 51; lane 4: 수그루 46; lane 5: 암그루 42; lan e 6: E coRⅠ으로 자른

재조합된 plasm id DNA
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그림 2.13. 흑오미자 자웅동주 51번에 특이적인 DNA와 OPA - 17의 P CR 산물.

Lan e M : λ DNA를 H indⅢ- E coR Ⅰ으로 절단한 DNA ; lane 1- 3: 흑오미자 자

웅동주 6, 41, 51; lan e 4: 수그루 46; lan e 5: 암그루 42; lan e 6: E coR Ⅰ으로 자

른 재조합된 plasm id DNA

6. 선발된 m arker의 유용성 검토

RA PD를 통해 얻어진 m arker들의 흑오미자 자웅동주, 수그루 및 암그루 내에

서의 h om ology를 확인하기 위해 southern hybridizat ion을 수행하였다. 특이적인

m arker가 clonin g된 재조합 plasm id를 추출하고, E coRⅠ으로 처리하여 probe로

사용하였다.

수그루 특이적인 m arker인 OPA - 17의 789 bp의 DNA를 이용하여

hybridizat ion한 결과, 그림 2.14와 같이 수그루에서만 특이적인 ban d가 검출되어

수그루에 대한 g en etic m ark er로의 사용 가능성을 확인하였으며, 더 나아가 성

특이적인 m arker로의 사용 가능성을 시사하였다. 그러나 OPB - 03의 1,360 bp의

DNA를 probe로 이용한 경우에는 그림 2.15와 같이 암그루에서도 검출되어

m arker로 사용이 불가능한 것으로 확인되었다.
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암그루 특이적인 m arker를 확인하기 위해 OP B - 03의 749 bp를 probe로 이용

한 경우, 암그루에만 특이적으로 검출되어, g enet ic m arker로 사용 가능한 것이

확인되었다 (그림 2.16).

자웅동주인 흑오미자 6의 m ark er로는 OP A - 17의 1,340 bp를 이용한

hybridizat ion 결과, 자웅동주, 암그루, 수그루 모두에서 검출되어 m arker로 사용

이 불가능함이 확인되었다 (data n ot show n ). 흑오미자 41의 RAPD m arker 중

OPB - 09의 600 bp는 수그루와 암그루에서 검출되지 않은 반면 모든 자웅동주에

서만 검출되어 자웅동주의 gen et ic m arker로의 사용 가능성이 획인되었다 (그림

2.17). OPF - 16의 1,100 bp의 DNA를 probe로 이용한 경우에는 흑오미자 41호와

51호에서만 검출되었다 (그림 2.18). 흑오미자 51의 g en etic m arker로의 사용 여

부를 확인하기 위해 OPA - 17의 580 bp를 probe로 이용하여 hybridizat ion한 결

과, 그림 2.19에서와 같이 51호에만 특이적임을 확인할 수 있었다.

그 림 2 .14 . OP A - 17를 이 용 한 P CR에 서 얻 은 흑 오미 자 의 수그 루 에 특이 적 인

m ark er를 prob e로 이 용 한 s ou th ern hy bridiz ation .

Lan e M : λ DNA를 H indⅢ- E coRⅠ으로 절단한 DNA ; lan e 1- 3: 흑오미자 수그

루 46, 52, 53; lan e 4- 6: 흑오미자 암그루 42, 54, 55; (A )는 흑오미자 DNA를

H indⅢ로 절단한 후, 0.8% agarose에 전기영동한 사진; (B )는 south ern

hybridizat ion에 의해 검출된 X - ray film의 사진
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그림 2.15. OPB - 03를 이용한 P CR에서 얻은 흑오미자의 수그루에 특이적인

m arker를 probe로 이용한 south ern hybridizat ion .

Lan e M : λ DNA를 H indⅢ- E coRⅠ으로 절단한 DNA ; lan e 1- 3: 흑오미자 수그

루 46, 52, 53; lan e 4- 6: 흑오미자 암그루 42, 54, 55; (A )는 흑오미자 DNA를

H indⅢ로 절단한 후, 0.8% ag arose g el에서 전기영동한 사진; (B )는 southern

hybridizat ion에 의해 검출된 X - ray film의 사진.

그림 2.16. OPB - 03을 이용한 P CR에서 얻은 흑오미자의 암그루에 특이적인

m arker를 probe로 이용한 south ern hybridizat ion .

Lan e M ; λ DNA를 H indⅢ- E coRⅠ으로 절단한 DNA ; lane 1- 3: 흑오미자 수그

루 46, 52, 53; lan e 4- 6: 흑오미자 암그루 42, 54, 55; (A )는 흑오미자 DNA를

H indⅢ로 절단한 후, 0.8% ag arose g el에서 전기영동한 사진; (B )는 southern

hybridizat ion에 의해 검출된 X - ray film의 사진
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그 림 2 .17 . OP B - 09를 이 용한 P CR에 서 얻 은 흑 오 미 자 자 웅 동 주 4 1에 특이 적

인 RA P D m ark er를 prob e로 이용 한 s outh ern h y bridi z at ion

Lan e M : λ DNA를 H indⅢ- E coRⅠ으로 절단한 DNA ; lane 1: 자웅동주 6;

lan e 2: 자웅동주 41; lane 3: 자웅동주 51; lane 4: 수그루 46; lane 5: 암그루 42;

(A )는 흑오미자 DNA를 E coRⅠ로 절단한 후, 0.8% agarose g el에서 전기영동한

사진; (B )는 southern hybridizat ion에 의해 검출된 X - ray film의 사진

그 림 2 .18 OP F - 16을 이 용 한 P CR에 서 얻 은 흑오 미 자 자웅 동 주 4 1에 특 이 적

인 RA P D m ark er를 prob e로 이용 한 s outh ern h y bridi z at ion

Lan e M : λ DNA를 H indⅢ- E coRⅠ으로 절단한 DNA ; lane 1: 자웅동주 6;

lan e 2: 자웅동주 41; lane 3: 자웅동주 51; lane 4: 수그루 46; lane 5: 암그루 42;

(A )는 흑오미자 DNA를 E coRⅠ로 절단한 후, 0.8% agarose g el에서 전기영동한

사진; (B )는 southern hybridizat ion에 의해 검출된 X - ray film의 사진
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그 림 2 .19 . OP A - 17을 이 용 한 P CR에 서 얻 은 자 웅동 주 인 흑오 미 자 4 1에 특 이

적 인 RA P D m ark e r를 prob e로 이 용 한 s outh e rn h y bridi z at ion .

Lan e M : λ DNA를 H indⅢ- E coRⅠ으로 절단한 DNA ; lane 1: 자웅동주 6;

lan e 2: 자웅동주 41; lane 3: 자웅동주 51; lane 4: 수그루 46; lane 5: 암그루 42;

(A )는 흑오미자 DNA를 E coRⅠ로 절단한 후, 0.8% agarose g el에서 전기영동한

사진; (B )는 southern hybridizat ion에 의해 검출된 X - ray film의 사진

7. 품종 동정 kit의 제조 가능성 탐색

1) 특이적 m arker의 염기서열 결정

S outh ern hybridization 으로 수그루에 특이적인 것으로 확인된 DNA 절편의

염기서열을 결정한 결과를 그림 2.20에 나타내었다. 전체 789 bp의 염기서열에서

는 open reading fram e의 가능성을 발견할 수 없었다. 염기서열 데이터 베이스

에서 h om ology를 검색한 결과 어떤 염기서열과의 상동성도 발견할 수 없었다.

암그루 특이적인 DNA의 경우에서도 염기서열을 결정하여 749 bp의 전체 염기서

열을 알았으나, 수그루 특이적 DNA와 마찬가지로 ORF 와 hom ology를 발견 할

수 없었다 (그림 2.21).
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10 20 30 40 50 60 70 80

5' GACCGCTTCT TGTTGGAACT CTTTGGAATA ACCTAAGTCA GTGAGGTTAG ACTACTCTTG GCATTTACAT CAGCATGTGT

90 100 110 120 130 140 150 160

GTATAAGTTT CAGGAATTGA GTTCACCTCA TCCATCAATA TCACATGTAA ATTCATTCAT TATTTCTATT TATGTTCTCT

170 180 190 200 210 220 230 240

TATAATTATA TTAAGTATCT TACTGAAAAA ATCTCTATAA AATATTTGTA AGTATCCAAT ATTTGTTGAT TGTATTGTGT

250 260 270 280 290 300 310 320

TGAAATCAAA ATACTAAAAA ATTGTGTTAT CTAGTCAACG TGAGTCAATC TTCAGGTCCG TGATCAAAAT AGGCACGTAA

330 340 350 360 370 380 390 400

TGTCATCTAT TTCTAGTTTT GAGTCTTACA TACTATATTA GAGTATATTG GATTCATTTG GCATGTTGGT TTTTGGAATT

410 420 430 440 450 460 470 480

TTATCTCATA TTTAAAATTT TGAAAAATTG GTGCAAGGCA GTCGACCACT CACTTGCAAA TGGTAGAACA GTCATGGTGA

490 500 510 520 530 540 550 560

GCTTCGGTTT CCTAAGCATA AAAATAGGTT GTTATGTTGG TTTGGTCATT TGGAACTCAA GAGACCAAGT GACCCTTGCT

570 580 590 600 610 620 630 640

CCCCAACATT GGTAGGTTAC CTTCTTTGCT TCTTGTGTTC ACTTCCTTTC GCTCTTTTCA AGTTTTCGTG CTAGGGTTTC

650 660 670 680 690 700 710 720

TATTGATTTT CACTATTTCT ACCCTAGATT GTTTTTCATA GCTCCTCAAG CTTCTAAGAA GTCAAAGTCC TCTTCGGGTA

730 740 750 760 770 780

CCTATGATAC ATGCAAGTTT GTTGCCTTGC GTGTCAAGCT AGGCACAAAT AATATGATCA CAAGCGGTC 3'

그림 2 .20 . 수그 루 특 이 적인 m ark er의 염 기 서 열 .

10 20 30 40 50 60 70 80

5' GGACTGCAGA CATCGATTAC ATAACGAAAA TCACCATAGA AACCTCTCTT TCTTATAGGC GTACAAAGAG GGTCCCATAG

90 100 110 120 130 140 150 160

ATCAGGATAT AGGTTGAGAA GCACTACGAA GGACTACCGG CAAAAGAGTA AATCATCGAT CGACTCAATT CTTTCCTATC

170 180 190 200 210 220 230 240

TTGGTCTAGA AAGAGAGGCG CTGAAGTAAC TGGCAATAGT GCAGAAAAAA GCTTTACCAT CAAGCCGCTT GCTTTTGTCT

250 260 270 280 290 300 310 320

CTGCCTTCTT TTGTGAGAAT TTATCGGTAC CGTACACCAC CTGAAGCGGA GTCGGAGCTT GTTGCCCTAT TCTTCACTGA

330 340 350 360 370 380 390 400

GCACAGTGGA CTGACTTTGC TTTGTATGAT TTTTCCTTGC CCAAGACTGA CATTTCGTTC GTTTGAGTGC ATGAACTGCT

410 420 430 440 450 460 470 480

GTGTTAAGTA TGTGTAAACT TAAAAATAAA AGTAGATGGT TGATGTTAGA GAAGTCCCTT CTATGATTCG TTACCGAATC

490 500 510 520 530 540 550 560

GTATGCCTTT GAGTTGTTTT GCTTTCACAA GACAAGGGGA TGTGCTCCCA TCCCTCCGGA GATCATAGGA AAGATGGAGT

570 580 590 600 610 620 630 640

GATTCTCCAT CTGGCTTCTA CCTATTTAAG AGAGTCGATA TTTCACTTTA AAGACAGCTC GTGGCCTAGC TACCAGATAG

650 660 670 680 690 700 710 720

AATACAGTCT TACCTGTCCT AGCTTGATAG AAACCTAGCT ACAAAAGCGA CTTCCCCCTG TTGAAAATAC CAGTGGAGAG

730 740

AGTAGCTGGT GTTGCTTACT CTGCAGTCC 3'

그림 2 .2 1 . 암그 루 특 이 적인 m ark er의 염 기 서 열 .
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자웅동주 41호의 RAPD m ark er로 확인된 RAPD m arker 중 OPB - 09의 609

bp의 염기서열은 그림 2.22, OPF - 16의 1,115 bp의 염기서열은 그림 2.23과 같

다. S outhern hybridizat ion 결과, 자웅동주에서만 혼성화가 되었던609 bp의 염기

서열 역시 모든 fr am e에 st op codon이 존재하여 긴 ORF가 존재하지 않아 활성

을 지닌 단백질을 생산하는 유전자는 아닐 것으로 생각된다. Hom ology 검색 결

과 r et rov ir al protea se나 r ev er se tr an script ase 등과 비슷한 것으로 보아 오래전

에 삽입된 후 죽어버린 r etrovir al m olecular fossil로 추측하였다.

S outhern hybridizat ion 결과 자웅동주 3호인 51번 개체에 특이적인 것으로

나타났던 580 bp의 염기서열은 그림 2.24와 같다.

10 20 30 40 50 60 70 80

5' TCATCCCCCT GCCCTTTTCA AGCCTTCTTC TTCTCACATA AGATACACAT GCCTTAGACA ATTTTGGGAA GGCCAAAGCC

90 100 110 120 130 140 150 160

TTAGGCAAGT TTGGGAGGTT TTCTTCAGTT GGCACGAAAA CGGACCCGAA CGGCAGGATT TTTGAAACAT GAGCTTTTCA

170 180 190 200 210 220 230 240

TGAATTTTTC AGATTGGCCT TCGGCAATGG GTGGTTGGCC ATTTTGATGC TCCATTTATC GAACGGATCA TTTCAATTT

250 260 270 280 290 300 310 320

TTTGGGTGGT CCCTTTAGGA TTCATCAAGA ATAGTCCTCT TTTACGAAGA ACGAACCGAC CGACGGGTTT TTTCAAACTG

330 340 350 360 370 380 390 400

CATCTTTTTC TGAATTTTTT GAAGCATTGG ACTCCATGAG TGATTGGATC ATTTTGAAAT TTTCTACCCG TCGCCTGCCT

410 420 430 440 450 460 470 480

TATGCTTAAA GTGCTTCTCA TGCCTTAGCC AATTTTAGAG GCTTTTGACC ATGGACATGG AGTGCCTCAT GACTAAGCAA

490 500 510 520 530 540 550 560

ATTTTGGCC CCAACAATGG GATTCAACAA CTTAAAAACA TTCTCCAAAA TTCTTTTAAG ATGAAAGATT TAGGAGCATT

570 580 590 600

AACTTATTTC TTGGACTTAG AGCTATATAT TGATACACCA GGGGGATGA 3

그 림 2 .22 . 흑 오미 자 의 자 웅동 주 에 특 이적 인 m ark e r의 염 기 서 열 .
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10 20 30 40 50 60 70 80

5' TGGACTGCAG ACTGGCCTAA TTCGCGCATA ATATAGTAGT CAACATTGTA TGATGCAGCA ACAAGGGCCA CTTGAGAGCT

90 100 110 120 130 140 150 160

TGAATCGTAA GCGCCATGAA GGTGTTGAAG GCGCTGTTCT TGGTATAGCA GTTTAGCTCG AAGTTCATCA AAGGTTAACG

170 180 190 200 210 220 230 240

ACGAATTATT GTTGGTGACC GTCCTGATAA AGGATTCATA TTCTTCAGGG AGTCCTGCCA GTGCATAGAT CACCATGTCT

250 260 270 280 290 300 310 320

TTAGAAGAAA GG글AGAGTT TATGGCTTCT AGGGAATTCC CAATGGACCG AAGATACGTT GCCATGGGTT GGATCCCTTT

330 340 350 360 370 380 390 400

TTCAAAGATT GAAATTTGAG TTGAGATGTA ACTCACGAGC AGTAGCCTGG TCTAAAAATC TTTTTTACAA GGCTAACCAA

410 420 430 440 450 460 470 480

AATATCACGA CAGGTTGTCA GTTCATGAAC CTCTTGAAGA ATCTCTTTTG TAAGAGTTGC ATTGATCCAT GATAGGAGGC

490 500 510 520 530 540 550 560

TTTGGTCTGT CCGAACCCAA GCCGAATATG CAGGGTTTTG TATGGCGTTG CCATTGGCAT AACAAATAAA CTGAGGAGGA

570 580 590 600 610 620 630 640

CTGGGAAACG TTCCGTCGAC AAAGCCCAGA AAAGAATTTC AGATTATAAT GTAGGAATTG GGATTTCAAA AGAAGATAAT

650 660 670 680 690 700 710 720

TGGTAGAGTC AAGTTTAAGG GAAACAAGAT GGGTGATGTT TGGTGTAACT ACCATAGGAT TGGGGGTCTC TTCCTGTCCT

730 740 750 760 770 780 790 800

GAAGAAGCAG GCATGAGGGA TTGATGAAGG AGAAGCCATA GTGTTGTCAA AGCAGCTTGG AATACTACAA TCAGAGGCTC

810 820 830 840 850 860 870 880

CATAGCTTTC CGTTTCTATC TATCATAAGC GGAAAGCGAC CAAAAAATCC CTCAAAGTGT GGAACAAGGC TAACTTCGGT

890 900 910 920 930 940 950 960

AAGAAGATGT TCGATGCAAG TGCTGTGGAA TGGAGAGAAA AGATAGGACA GAGAAGGAGA AAGAGTGAAG TTCTGGTCTT

970 980 990 1000 1010 1020 1030 1040

TCTACTAGGT CCTCCTTTCG AGCCTTCAGA TCAACTCGTT GGGGAACGAA TGTTCTGGTT GTATTCGAGC CCTCTACCGC

1 1050 1060 1070 1080 1090 1100 1110 1115

TGGCTTTGCC TCGAAGCCGG TGGAAGGTTC AAAGCAATAA ACTCAGGCCTT CTTAACCTTC TCCATCTGCA GTCCA

그 림 2 .23 . 자 웅 동 주 인 흑 오 미 자 6호와 4 1호 에 특이 적 인 염 기서 열 .

10 20 30 40 50 60 70 80

5' TGACCGCTTG TGGTAAGAGA GATCCTTCGC AAGCCCTTTT CGCTTCGCTC AAGGGCGGAA GCTCAGGAGG ACATGCCCCG

90 100 110 120 130 140 150 160

TCCTTTTGAA TGACTTCTGG TTTTGCGCAA GCCCTGTATT TCTTTCGAAA ACCATATCAT TTTGTATTTG AGGGTGAAGC

170 180 190 200 210 220 230 240

CAACAGACTC CGCAGTTTTT TGCATTGCTA TGTTCTTACC ACTCGTTCCC AGTTGAGCGG ACCGCATGCC GCGTTCTTTG

250 260 270 280 290 300 310 320

AGCAACTGCA AACCTGTCAG CAAAAGCGCG CGGGCCAATC CCAGACGCTG ATATTGTGGA TGTGTCGCGA CGGGATCCGT

330 340 350 360 370 380 390 400

GTTTCCAATT TTGCTTTCTT CATTGACCGA GCAGATGCAA TTTGCGGCAA TGTTTCCGTC TGGTGCAACA GCGACCAGAT

410 420 430 440 450 460 470 480

CAAGAGACAG CTCATATTCA CTTGTGTTCA TGATGACGAG ACGATTTTCG GCCGTCATGT ATTCTGTGCC AAAGGCGGCG

490 500 510 520 530

CGATGCATCT TTGCAACTGC GTCTGCTTCT TCGGTCCCTA CAAGCGGTCA 3

그 림 2 .24 . 자 웅 동 주 인 흑 오 미 자 5 1호 에 특 이 적인 m ark er의 염 기 서 열
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2) 품종 동정을 위한 prim er 제조

염기서열이 밝혀진 특이적인 DNA의 염기서열을 바탕으로 각각에 특이적인

P CR prim er를 디자인하여 이 prim er가 다른 자웅동주, 수그루, 암그루 개체들에

도 적용되는지 여부를 확인하였다(표 2.3).

염기서열을 토대로 설계된 각 prim er set를 사용하여 P CR을 행하였을 때 수그

루는 460 bp, 암그루는 436 bp의 P CR산물이 예상되었다. 우선 수그루에 특이적

일 것으로 생각되는 prim er를 사용하여 southern hybridizat ion에 사용되지 않았

던 개체들 중 수그루 5개체, 암그루 5개체의 gen om ic DNA를 주형으로 P CR을

행하였다. 그 결과 수그루 prim er는 수그루에서만 예상했던 460 bp의 P CR 산물

을 증폭시켰다 (그림 2.25). 마찬가지로 암그루 prim er는 암그루에 특이적으로

436 bp의 DNA를 증폭시켰다 (그림 2.26). 그러므로 이 prim er들은 흑오미자의

암수를 구별하는 P CR m arker로서 사용할 수 있을 것으로 사료된다.

표 2 .3 . 수그 루 및 암그 루 특 이 적인 prim er의 염 기서 열

품 종
prim er

명 명
prim er의 염기서열

P CR product의

크기

수그루 m ale 1
F : 5' -GGAATTGAGTTCACCTCATC-3'

R : 5'-CACTTGGTCTCTTGAGTTCC-3'
460 bp

암그루 fem ale 1
F : 5' -CTTGTTGCCCTATTCTTCAC-3'

R : 5'-AACACCAGCTACTCTCTCCA-3'
436 bp

자웅동주

41- 1

m on o

2- 1

F : 5' -GCCATTTTGATGCTCCATTT -3

R : 5'-GTAGGGGGACCACATAGTT -3'
411 bp

자웅동주

41- 2

m on o

2- 2

F : 5' -ATGGACCGAGATACGTT -3

R : 5'-TCCGAGCTTTCCTCCTGGAT -3'
684 bp

자웅동주

51호

m on o

3

F : 5' -ACCACTCGTTCCCAGTTGAG -3

R : 5'-TCTTGATCTGGTCGCTGTTG -3'
207 bp
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그 림 2 .25 . 수 그 루 prim e r를 이 용 한 수그 루 와 암 그루 의 P CR 산 물 .

그 림 2 .26 . F em ale prim e r를 이 용 한 수그 루 와 암 그루 의 P CR 산 물 .
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수그루나 암그루는 개체간에 유전적 변이가 없이 안정된 상태를 유지하고 있

기 때문에 수그루 및 암그루에서 나타난 특이적인 band는 암·수 개체를 유묘시

기에 조기에 구별하는 g en etic m arker로 사용할 수 있으리라 기대된다. 이들

암·수 특이적 prim er들이 자웅동주 개체들에는 어떻게 반응하는지 알기 위해

자웅동주 개체의 DNA를 주형으로 P CR을 행하였다 (그림 2.27). 앞서 언급한 것

과 같이 제주도 자생지에서 자웅동주는 3개체만 발견되었다 (6, 41, 51호). P CR

결과 자웅동주인 흑오미자 6호과 41호에서는 암그루, 수그루 prim er 모두에서 예

상했던 크기의 P CR 산물을 확인할 수 있었으나 (그림 2.27, lane 1, 2), 51번 개

체는 두 prim er 모두에서 P CR 산물이 증폭되지 않았다 (그림 2.27, lan e 3). 이러

한 사실은 51번 자웅동주 개체가 다른 개체들과 다른 유전적 배경을 가졌음을

시사해 준다.

그 림 2 .27 . M ale 1 prim er와 F em ale 1 prim er를 이 용 한 자 웅동 주 의

P CR 산 물 . Lane M : size m arker , H aeⅢ로 자른 ΦX174 DNA ; lan e 1- 3: 자웅

동주 흑오미자 6, 41, 51호; lane N , 음성대조
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자웅동주인 흑오미자 41의 RAP D m arker 중 자웅동주인 흑오미자 6, 41, 51호

모두에서 검출되었던 609 bp의 염기서열에서 prim er (m ono2- 1)를 제조하여

P CR을 한 결과 그림 2.28과 같이 수그루와 암그루에서는 검출되지 않은 684 bp

의 ban d가 모든 자웅동주에서 검출되었다. S outhern hybridization 결과, 자웅동

주인 흑오미자 41, 51호에서 검출되었던 염기서열에서 prim er를 만들어 P CR을

한 결과, 특이적인 884 bp의 band가 예상하였던 바와 같이 흑오미자 41, 51호에

서만 검출되었다 (그림 2.29).

그림 2 .28 . M on o 2 - 1 prim er를 이 용한 흑 오 미 자의 P CR 산 물 .

Lan e M : size m arker , 100 bp ladder ; lan e 1- 3: 자웅동주 흑오미자 6, 41, 51호;

lan e 4- 5:수그루 흑오미자 46, 암그루 흑오미자 42; lane 6: 음성대조

그림 2 .29 . M on o 2 - 2 prim er를 이 용 한 흑 오 미 자 의 P CR 산 물 .

Lan e M : size m arker , 100 bp ladder ; lan e 1- 3: 자웅동주 흑오미자 6, 41, 51호;

lan e 4- 5:수그루 흑오미자 46, 암그루 흑오미자 42; lane 6: 음성대조
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자웅동주 3호인 흑오미자 51호 개체에 특이적인 prim er에 대한 P CR 결과, 다

른 자웅동주와 수그루, 암그루에서는 band가 나타나지 않았고, 51호 개체에서만

207 bp의 b and가 검출되어 (그림 2.30) 흑오미자 51호의 g enet ic m arker로의 사

용이 가능할 것으로 사료된다.

그 림 2 .3 0 . M on o3 prim er를 이 용한 P CR 산 물

Lan e 1- 3: 자웅동주인 흑오미자 6, 41, 51호; lan e M : 수그루 흑오미자 46호;

F : 암그루 흑오미자 42호; N : 음성대조

이상의 결과와 같이 RAPD와 southern hybridization를 통해 최종적으로 얻어진

g en etic m arker는 OPA - 17 prim er에 의한 수그루 특이적인 770 bp , OPB - 03

prim er에 의해 생성되는 암그루 특이적인 749 bp, 자웅동주에 특이적인 OPB - 9의

600 bp, OP F - 16의 1,100 bp , 자웅동주인 흑오미자 51번에 특이적인 OPA - 17의 580

bp이다. 이 m arker들의 염기서열을 결정한 후, 품종 동정으로의 활용을 위해

prim er를 제조하였다. 수그루 특이적인 m arker로부터 만들어낸 prim er를 m ale 1

prim er , 암그루 특이적인 m arker로부터 만들어낸 경우는 fem ale 1 prim er로 명명
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하였고, 자웅동주에 특이적인 prim er들도 각각 m on o2- 1, m on o2- 2, m ono3로 각각

명명하였다. 제조된 prim er들을 이용하여 P CR을 수행한 결과, 예상한 바와 같이

m ale 1 prim er는 수그루에서만 460 bp의 ban d가 검출되었고, fem ale 1 prim er는

암그루에서만 436 bp의 band를 얻을 수 있었다. 또한 자웅동주에 특이적인 m arker

를 이용하여 만든 m ono 2- 1 prim er의 경우 암그루와 수그루에 나타나지 않는 411

bp의 band를 모든 자웅동주에서 검출할 수 있었다. m ono2- 2 prim er의 경우에는

자웅동주 중에서도 41번과 51번에서만 특이적인 684 bp의 ban d가 검출되었다. 흑

오미자 51번에 특이적인 m ark er의 염기서열에서 만들어낸 m ono3 prim er를 이용하

여 P CR을 수행한 결과, 수그루, 암그루 뿐만 아니라 다른 자웅동주에서는 검출되

지 않은 반면에 흑오미자 51번에서만 207 bp의 ban d가 검출되었다.

따라서 이들 prim er set들을 이용하여 신속하고 간편하게 유묘시기에서의 조기

감별이 이루어질 수 있을 것으로 사료되며, 특히 m ono2- 1 prim er을 이용하여 P CR

을 수행할 경우 암그루에 비해 1주당 열매의 생산량이 약 1.5배 정도 높은 것으로

보고되어 있는 자웅동주의 빠른 감별이 이루어져 우량형질의 보존 및 생산성 향상

에 기여를 하게 될 것으로 기대한다.
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제 4 절 결 론

식물체로부터 genomic DNA를 분리하는 방법은 일반적으로 많이 사용되고 있

는 Rog ger s와 Ben dish 등의 방법 (1988), Dellaport a의 방법 (1983)과 비교하였을

때 g en om ic DNA의 추출양이 많았고, 또한 어린 싹에서 뿐만 아니라 성숙한 잎에

서도 DNA의 추출이 용이하였다. 따라서 이 방법은 엽육조직이 두꺼운 목본 식물

의 성엽에 적용 가능하리라 생각된다.

제주도에 자생하는 흑오미자는 대부분 암그루와 수그루이며, 자웅동주 세 개체

가 존재함이 확인되었다. RAPD와 south ern hybridizat ion를 통해 최종적으로 얻어

진 m arker로는 OPA - 17 prim er에 의한 수그루 특이적인 770 bp , OPB - 03 prim er에

의해 생성되는 암그루 특이적인 749 bp , 자웅동주에 특이적인 OPB - 9의 609 bp,

OPF - 16의 1,100 bp, 자웅동주인 흑오미자 51번에 특이적인 OPA - 17의 580 bp를

얻었다. 이 m arker들의 염기서열을 결정한 후, 품종 동정으로의 활용을 위해

prim er를 제조하였다. 이 prim er들을 이용하여 수그루, 암그루, 자웅동주를 동정해

낼 수 있었다. 이는 흑오미자의 유묘시기 조기에 이들을 구별할 수 있을 뿐만 아니

라 우량형질의 g en etic m arker로 사용할 수 있을 것이다. 특히 수그루와 암그루에

특이적인 m arker들이 식물의 성분화에 관련되어 있을 것으로 생각되어, 식물에서

성의 진화 메카니즘을 밝히는데 큰 기여를 하게 될 것으로 기대된다. 또한 이 유

전자들의 생산성과 관련여부를 확인하고, 식물로의 형질전환에 대한 연구를 하게

된다면 생산성 향상에 기여할 뿐만 아니라, 타 작물에도 적용할 수 있어 육종학의

발달에 기여를 할 수 있으리라 판단된다.
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제 4 장 성분분석분야

제1절 서 설

국내의 오미자에 대한 성분분석 및 약리작용에 대한 보고는 재배 오미자의

anthocyanin과 그의 안정성 (1982, 양희천 등)에서 anthocy anin색소를 분리한 후, 색소

성분에 대해 pH , 당류 및 그 부산산물, A scorbic acid, 유기산이 미치는 영향 등에 관한

보고가, 오미자 즙액의 조리 조건에 따른 성분 함량의 변화 (1986, 정현숙)에서 온도 및

시간에 따라 침지 조건을 달리한 오미자 즙액을 제조하여 A scorbic acid, 유리당, 총산,

anthocynin , tannin 함량 등을 조사한 보고가, 오미자 추출물이 Allox an 負荷家鬼의

혈청성분에 미치는 영향 (1987, 서화중)에서 오미자의 MeOH & ether 추출물을 이용하

여 m ou se의 혈당의 변화, 췌장의 조직검사 등을 조사한 보고가, 오미자의 부위별 총아

미노산과 유리 아미노산 조성에 관한 연구 (1989, 이정숙 등), 구기자, 당귀, 오미자, 오

갈피 추출물의 유리당, 유리아미노산, 유기산 및 타닌의 조성 (1990, 오상룡 등), 오미자

열매의 물추출물이 알콜대사에 미치는 효과 (1990, 이정숙 등)에서 오미자의 물추출물과

r at s를 이용하여 혈중 alcohol농도 측정, 혈청분석, microsom al protein 정량, gly cogen

정량, glucose- 6- phosphate dehy drogenase의 활성도를 측정한 보고가, 그리고 반응표

면 방법에 의한 오미자 음료 제조의 최적화 (1992, 강규찬) 등의 보고가 있으나, 흑오미

자의 성분분석에 대한 보고는 거의 전무한 상태이다.

국외의 오미자에 대한 성분분석 연구보고 중, 약리작용의 주성분으로 인정되는 생물

활성성분에 관한 연구를 간단하게 살펴 보면, Schizandrin의 경우, 식물체로 부터 분리

에 관한 보고는 Kochetkov , N .K . 등(1961), Chen , Y .- Y. 등(1978)이 있으며, 그 구조

와 ab solut e configuration을 결정에 관한 보고는 Chizhov , O.S . 등(1961), Ikey a, Y .

등(1978, 1979, 1982), Liu , C.- S . 등(1978)이 있고, 그 합성에 관한 보고로는 Ben

David Y . 등(1978), Ghera , E . 등(1978), W ar shaw sky , A .M . 등(1990)이 있다.

Gomisin A의 경우, 식물체로 부터 분리에 관한 보고는 T aguchi, H . 등(1975),

Chen , Y.- Y . 등(1976)이 있으며, 구조동정에 관한 연구로는 T aguchi, H . 등(1977),

Ikey a, Y . 등(1979)이 있고, 약리작용에 관한 연구로는 Nagai, H . 등(1989), Mizoguchi,
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Y . 등(18991)이 있다. Gomisin D의 경우, 분리 및 구조결정에 관한 연구로는 Ikeya , Y.

등(1979)이 있으며, 약리작용에 관한 연구로는 Lian - niang 등(1985)이 있다. Gomisin F

의 경우, 분리 및 구조결정에 관한 보고로 Ikeya , Y . 등(1979)이 있으며, 약리작용이나

합성에 관한 연구는 미진한 편이다.

Gomisin K1의 경우, 분리 및 구조결정과 생합성에 관한 보고로 Ikeya , Y . 등(1978,

1979, 1980)이 있고, 약리작용에 관한 연구로는 Suekaw a, M . 등(1987)이 있다.

Gomisin N 및 O의 경우, 분리 및 구조결정과 ab solute configuration에 관한 보고로

Ikey a, Y. 등(1972, 1973, 1979, 1982)이 있다. Gomisin P의 경우, 식물체로 부터 분리

에 관한 보고로는 T aguchi, K . 등(1975), Liu , C.- S . 등(1978), Ikeya , Y . 등(1979)이

있으며, 구조동정에 관한 연구로는 Ikeya , Y . 등(1980, 1981, 1982, 1983 등)이 있고, 약

리작용에 관한 연구로는 Hikino, H . 등(1984)이 있다. Gomisin Q의 경우, 분리 및 구조

동정에 관한 연구로는 Ikeya , Y. 등(1979, 1990)이 있으며, 약리작용에 관한 연구로는

Liu , C.- S . 등(1982)이 있다.

Sesquicarene의 경우, 식물체로 부터 분리 및 구조동정에 관한 연구로는 Ohta, Y.

등(1968), Bohlm ann 등(1979)이 있으며, 합성에 관한 연구로는 Garber s, C.F . 등

(1975), Kitatani, K. 등(1976), Uyehara 등(1985), John son , C.R . 등(1987)이 있다.

Bisabolene의 경우, 식물체로 부터 분리 및 구조결정에 관한 보고로는 Bohlm ann 등

(1974), Zdero, C. 등(1988)이 있으며, 합성에 관한 연구로는 Vig , O.P . 등(1979)이 있

다.

Chamigrenal 및 Chamigrene의 경우, 분리 및 구조결정에 관한 연구로는 Ohta , Y .

등(1968), Ito, S . 등(1967)이 있으며, 합성에 관한 연구로는 T anaka , A . 등(1967),

Ir eland, R.E . 등(1984), Martin , J .D. 등(1986)이 있다.

3- Copaene(=Ylangene)의 경우, 분리 및 구조결정에 관한 보고로는 Motl, O. 등

(1962), Irie, T . 등(1964), Ohta , Y. 등(1969)이 있으며, 합성에 관한 보고로는 Corey ,

E .J . 등(1973), W enkert , E .등(1992)이 있다.

국외의 흑오미자에 대한 연구보고를 살펴보면, Nigranoic acid의 경우는 Kikuchi, M

등(1972), S chizandronic acid의 경우는 T akahashi, K. 등(1975, 1976), Schizandrol의

경우는 T akahashi, K. 등(1976), Ayer , W .A . 등(1982)이 분리 및 구조동정에 관해 보
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고하였고, 2- T ridecanone의 경우는 Allen , R.R . 등(1965), Regnier , F .E . 등(1968)이 분

리 및 구조동정에 관해서, Majek , M . 등(1974), McDaniel, C.A . 등(1987)이 합성에 관

해 보고한 바 있다.

이상의 연구보고를 종합하여 보면, 국내에서의 실시된 오미자에 대한 연구결과는 일

반성분 및 유리당, 유기산, 유리아미노산 등에 대한 보고가 있으나, 약간에 지나지 않으

며, 약리성분에 대한 분석은 매우 미비하고, 임상실험에 관한 보고 역시, 분리과정을 여

러단계 거쳐 순도 높은 분리물질을 사용하기 보다는 분리과정을 1∼2번 거친 후, 얻어진

추출물을 사용하여 실험을 실시하였기에, 단일물질에 의한 결과라기 보다는, 여러물질이

혼재된 혼합물에 의한 결과라고 보아야 할 것이므로 정확한 결과라고는 보기 어렵다. 게

다가, 흑오미자에 대한 보고는 그나마, 전무한 상태이다.

국외에서 연구된 오미자에 대한 보고는 분리 및 구조동정, 그리고 약리성분을 이용한

임상실험에 대한 보고가 충분히 되어 있었으나, 주로 日本, 中國에서 자생하고 있는 오

미자를 시료로 사용하였으며, 우리나라에서 자생하는 오미자를 시료로 연구를 실시한 경

우는 거의 전무하였다. 또, 흑오미자에 대한 국외에서의 연구보고는 그다지 충분하다고는

할 수 없었고, 더구나, 오미자의 경우와 마찬가지로 주로 日本에서 자생하고 있는 흑오

미자를 시료로 하였으며, 우리나라에서 자생하는 오미자를 시료로 연구를 실시한 예는

찾을 수가 없었다.

오미자의 다양한 생물활성 및 효능에도 불구하고, 오미자에 대한 국내의 연구는 색소

의 주류를 이루는 anthocy an과 안정성에 관한 연구, 오미자의 五味에 관여하는 성분으

로 유기산, 유리당, 유리아미노산에 대한 연구, 그리고 tannin , 무기질 등에 관한 연구,

오미자의 정유성분, 오미자 물추출물이 alcohol대사에 미치는 영향, 알코올 추출물이

allox an 負荷家鬼의 혈청성분에 미치는 영향 등, 내용면에서 단편적인 보고가 주류를 이

루고 있다. 따라서 상품화, 신제품 개발 및 소비자에게 올바른 인식을 심어 적절한 섭취

를 하도록 하기 위한 내용, 즉, 건조, 저장 및 다류로 우리거나 제품화 했을 때 변색에

관여하는 phenol화합물과 저장 중 산패취의 원인이 되는 지질 및 유리지방산, 그리고 약

리작용의 주성분으로 알려져 있는 lignan 화합물인 gomisin , schizandrin , 정유중에 다

량 함유되어 있는 sesquicarene, bisabolene, chamigrene, ylangene 등의 생물활성성분

에 관한 연구는 매우 미비하다. 더구나, 흑오미자에 대한 연구는 오미자에 비해 훨씬 미
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비하여, 국내에서는 적절한 연구가 거의 이루어져 있지 않은 실정이다.

한편, 오미자는 주로 우리나라, 일본, 중국 등에서 자생하는 식물로서 약재, 다류, soft

drink , 나물, 그리고 욕탕료 등 다양한 분야에서 직접, 간접적으로 사용되고 있으며, soft

drink , 농축 extract로의 개발 가능성이 대단히 높다. 따라서, 현재 이들 식물을 재배하

고 있거나 재배하고자 하는 의욕을 가진 농가가 상당수에 이르고, 생산된 오미자를 가공

하여 제품을 생산하고 있거나 신제품을 생산하려는 산업체가 증가하고 있다는 점을 감안

할 때, 오미자와 흑오미자가 생산하는 생물활성성분을 포함한 총괄적인 성분분석이 이루

어 진다면, 오미자 관련 산업체에 기초적이고 총괄적인 DAT A를 제공함으로써, 현재 생

산중인 제품의 물리·화학적 보완은 물론, 신제품 개발에도 상당한 일익을 담당하게 될

것이며, 그에 따라 재배면적의 증가와 판매 route가 보장되어 다수농민의 참여로 재배면

적의 증가와 농가의 소득향상에도 기여하게 될것이다.

또한, 오미자와 흑오미자는 현재 국민들에게 기능성식품, 건강보조식품으로 인식되어

그 수요가 점차 늘고 있음에도 불구하고, 국내에서는 아직까지 이들 식물에 대한 기초적

이고 총괄적인 성분분석 DAT A를 제공하지 못하고 있어, 재배자, 산업체는 보다 넓고

포괄적인 홍보에 어려움이 따르고, 일반국민의 경우는 올바른 인식부족으로 인해, 呼吸

困難, 急性炎症, 高血壓症, 動脈硬化症 등에 과도한 섭취를 하여, 그에 따른 부작용이

일어나는 경우도 있다. 따라서 오미자와 흑오미자가 생산하는 성분과 생물활성성분에 대

한 기초적이고 총괄적인 DAT A를 제공함으로써 재배자, 산업체, 소비자에게 이들 식물

의 약리작용과 약효에 대한 올바른 인식을 심어줌으로써 국민건강 증진에 일익을 담당하

게 될것이다.

이러한 요구에 부응하기 위하여, 오미자와 흑오미자 열매를 대상으로, 맛에 관여하는

유기산, 유리당, 유리아미노산을, 오미자의 향과 우릴 때의 향에 관여하는 citr al을 중심

으로 하는 정유성분을, 건조 및 저장 중 갈변에 관여하는 t otal phenol과 phenolic acid

를, 저장이나 우릴 때 악취(산패취)에 관여한다고 인정되는 지질과 유리지방산을, 주된

약리성분으로 보고되어 있는 lignan 화합물인 schizandrin , 정유성분 등의 오미자 및 흑

오미자에 함유된 성분 및 기능성 물질 탐색에 대한 종합적인 연구를 수행하는 것이 이들

식물의 개발 및 이용을 위해 다른 어떤 사항보다도 선결되어야 할 것이다.
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제2절 연구수행방법

1 . 연구 재 료

오미자는 강원도 홍천군 남면 양더리에서 구입하여 사용하였고, 흑오미자는

임업연구원 제주임업시험장에서 분양받아 사용하였다.

2 . 일반 성 분 분 석

가. 유리당

1) 오미자, 흑오미자 건조 시료 10g씩을 정확히 평취하였다.

2) 시료를 80% Et OH 50m l와 함께 h om og enizer (Nis sei사, A ce hom ogenizer

A M - 11, Japan )로 마쇄한 다음, 80℃에서 2시간 추출한 후, W hatm an No. 2여과

지로 여과하고, 여액은 45℃에서 감압농축하여 소량 남았을 때 다시 증류수 50m l

를 첨가하여 재 감압농축을 50m l가 남을 때까지 실시하여 Et OH를 완전히 제거

하였다. 용매가 제거된 추출액에 대하여 그림 . 4 - 1.과 같은 방법으로 처리하였

다.

3 ) 유리당 획분을 감압농축한 후 농축액을 C18 cart r idge에 통과시켰다. 즉, C18

cartr idg e에 M eOH을 통과시키고 물로 세척하여 활성화시킨 다음,

농축액을 C18 cart r idg e에 통과시켜 색소성분 및 단백질을 제거하였다. 여과액은

질소가스로 농축하여 4ml로 정용하고, 그 중 1m l를 m em bran e filter (Millipore ,

0.45 m , W at er s사)로 여과하여 표 3.1.의 조건으로 고속액체크로마토그라피 (이하

HPLC)를 행하여 정량하였다.
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Ex tract 50ml

w ash w ith diethylether

A qu eou s lay er Diethylether lay er
w ash w ith n - Bu OH

A qu eou s lay er n - Bu OH lay er

ev aporat ed in v accum

added 80% EtOH , filter ed w ith T oy o N o. 5B

F ilt er at e Residu e

w ash w ith 80%

Et OH (x 3)

F ilt er at e Residu e

ev aporat ed in v accum

F ree sug ar fr act ion

그림. 3.1. 오미자, 흑오미자 열매로부터 유리당획분 분리과정.

표 3.1. 유리당분석을 위한 HPLC조건

In strum ent W at er s A s sociat e

Colum n Carbohy drat e an aly sis (4m m x 30cm )

S olv ent A cet onitr ile / W ater (80:20, v/ v )

Det ect or Differ ential Refr actom eter (RI)

F low rat e 1.5m l/ m in

Injection Volum e 20 l

나 . 유 기 산

1) HPLC

가) 시료 10g을 증류수 20m l와 함께 h om ogenizer (Nis sei사, A ce hom og enizer

A M - 11, Japan )로 마쇄하여 추출하고, 추출액은 원심분리 후, 상등액만을 취하였
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으며 이조작을 3회 반복하였다. 추출액은 동량의 수포화 eht er로 2회 세척한 다

음, 수층을 감압농축하여 HPLC용 증류수 40m l로 정용하였다.

나) 그 중 일부를 취하여 C18 cart r idge를 통과시킨 다음, 여액을 M embrane

filt er (0.45 m )로 여과하여 표 3.2.의 조건으로 HPLC를 실시하여 정량하였다.

표 3.2. 유기산분석을 위한 HPLC조건

In strum ent W at er s A s sociat e

Colum n RSpak KC- 811(4m m x 30cm )

Colum n T em p. 40 ℃

S olv ent 0.1% H 3P O4 in w at er

Det ect or Differ ential Refr actom eter (RI)

F low rat e 1.0 ml/ m in

Injection Volum e 20 l

2) 가스크로마토그라피(이하 GC)

가) 1) HPLC의 가)와 동일한 방법으로 추출하였으며, 증류수 10m l로 정용하

였다.

나) 추출액를 감압농축하고 진공오븐에서 하룻밤 방치 후, 수분을 완전히 제

거하여 BF 3/ M eOH과 CH Cl3을 각각 2m l을 가하여 수욕상에서 60도로 25분간 반

응시킨 후 포화 amm onium sulfat e 4m l을 가하여 방치, CH Cl3을 회수하여 GC분

석을 실시하였다.

다) 분석조건은 H ew lett packard 5890 seriesⅡ, 칼럼은 Ultr a 2 (Crosslinked

M ethylSilicon Gum , 25m x 0.32m m x 0.52μm film thickn ess ,

H ew lett P ackard Co.), 검출기는 F ID , 주입구온도 250℃, 검출기온도 270℃, 칼

럼의 온도조건은 70℃에서 1분간 유지하고 분당 5℃씩 상승시켜 210℃까지 상승

시키고 그 후 5분간 유지하였다.
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다 . 아 미 노 산

1) 유리아미노산

가) 건조시료 10g에 증류수 100m l를 넣고 Hom og enizer (Nissei사, A ce

h om ogenizer AM - 11, Japan )로 마쇄한 다음, 80℃에서 40분간 추출하였다.

나) 추출액에 25% T CA (T richloroacet ic acid) 용액을 동량 첨가하여, 1시간

동안 냉장고에 방치한 후, 원심분리 (5,000x g )하였다.

다) 상층액에 동량의 ethyleth er를 가하여 잘 흔든 후 방치하여, T CA , 지방,

색소 등을 제거한 수용액을 다시 감압농축하고 총 50m l가 되게 0.2M Na - cit rate

완충액(pH 2.2)으로 농축물을 녹인 다음 아미노산 자동분석기로 분석하였다.

2) 전아미노산 : 산가수분해법에 의해 실시

가) 건조시료 1g을 취하여 6N H Cl 10m l를 넣고 110℃에서 24시간 가수분해

시킨 다음, 여과하고 감압농축하였다.

나) 농축물을 0.2N sodium citr at e buffer (pH 2.2)로 녹여 10m l로 정용하고 아

미노산 자동분석기로 분석하였으며 분석조건은 표 3.3.의 조건으로 실시하였다.

표 3.3. 아미노산 자동분석을 위한 분석 조건

In strum ent LKB 4150 ALPHA
Ion ex chan ge resin Ultr apac 11 cat ion ex ch ang e resin
Colum n T em p. 60℃
Buffer flow rat e 45 m l/ h
Ninhy drin flow rat e 35 m l/ h
Buffer pressure 22 bar
Ninhy drin pressure 16 bar
Reaction bath T em p. 130℃

pH rang e 3.2 ∼ 10.0
Injection v olum e 40 ㎕

라 . P h en ol 화 합 물

1) T ot al phen ol

가) Phen ol성 물질이 phosph om olybdat e와 반응하여 청색을 나타내는 원리를

이용한 F olin - Denis법에 따라 실시하였다.
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나) F olin - Denis r eag ent : S odium tun g stat e 25g , phosphom olybdate 5g ,

phosph oric acid 12.5m l를 물 188ml와 같이 2시간 동안 환류 냉각하면서 비등시

킨 후 냉각하고, 물을 가하여 250m l로 하였다.

다) 비색정량

(1) 건조시료 10g을 정확히 평취하여 95% ethan ol 40m l와 혼합 후,

h om ogenizer (Nissei사, A ce hom ogenizer AM - 11, Japan )로 3분간 추출하고

W hatm an No. 3 여과지로 여과하였다(5배희석).

(2) 100ml m as s fla sk에 증류수 80m l, 건조물 1g 상당량의 시료 추출액,

F olin - Denis시약 2m l를 넣고 포화 탄산나트륨 5m l를 가한 뒤 증류수로 채워

100m l로 하였다.

(3) 잘 혼합하고 1시간 동안 정치시킨 다음, 660nm에서 흡광도를 3반복 측

정하였다. 증류수를 넣어 blank t est를 실시하고 0.1%∼3.0% 농도범위의 t annic

acid용액을 만들어 spectroph ot om et er (S chim adzu , spetrophotom et er UV - 120- 02,

Japan )로 흡광도를 측정하고, 작성된 st an dard curv e로 부터 t ot al phen ol 함량을

t annic aicd로 환산하여 나타냈다.

2) 유리페놀산, 페놀산est er 및 불용성결합형 페놀산의 분석

가) 시료의 처리

(1) Kry gier등의 방법에 따라 분석을 실시하였다.

(2) 즉, 시료를 S ox hlet추출기를 사용하여 diethylether로 12시간 환류 추출하

여 지용성물질을 제거한 다음 풍건하고 30g씩을 정확히 평취하여 250m l의 70%

EtOH : 70% acetone = 1 : 1(v/ v ) 혼합용매를 가한 뒤, sonicat or로 5분간 처리

하고 다시 3,000 rpm에서 30분간 원심분리시켜 상등액을 분리하였다.

(3) 이같은 조작을 5번 더 되풀이 실시하여 시료에 있는 유리페놀화합물들이

모두 추출되도록한 다음, 합친 상등액 1,250m l를 100m l까지 감압농축하고, 다시

증류수 100m l를 가하여 50ml가 될 때까지 감압농축한 후, 농축액을 유리페놀산

및 페놀산에스터의 분석용으로 이용하였다.

(4) 나머지 잔사로 불용성 결합형 페놀산의 정량을 실시하였다.
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나) 유리페놀산

(1) 농축된 상액은 6N H Cl로 pH 2로 조정한 다음, 부연침전물들을 분리하기

위하여 4,000rpm에서 30분간 원심분리시켰다.

(2) 맑은 상액은 분액여두를 이용하여 지방산이나 다른 오염된 유지물질을

제거하기 위하여 250m l의 hex an e으로 5회 추출하였다.

(3) 수용액층에 대해 diethylether : ethylacet ate = 1 : 1(v/ v , 이하 DE/ AE )

혼합용매로서 6회 추출하였으며 추출용매의 양은 수용액과 동량을 사용하였다.

(4) 추출한 DE/ AE층을 합한뒤 anhy drou s sodium sulfat e로 탈수시키고 다

시 30℃에서 감압농축하여 용매를 제거한 뒤, M eOH로 유리페놀산들을 추출하여

10m l로 정용하고, 질소가스를 충전시켜 냉장고에 보존하면서 다음 분석에 사용하

였다.

다) 페놀산 E st er

(1) S odium sulfat e를 씻은 물과 유리페놀산 추출시 남은 수용액상 및 분리

시킨 부연침전물들을 모두 합한 후,

(2) 이들을 가수분해하기 위해 4N NaOH 250m l를 가하고 질소가스하 (질소

가스 충진 후에 파라필름으로 밀봉하여)의 상온에서 4시간 동안 방치하였다.

(3) 여기에 다시 6N HCl을 가하여 pH 2로 조정한 뒤, 유지물질을 제거하기

위해 hex ane으로 추출하고 나) 유리페놀산의 (3), (4)과정을 그대로 실시하였다.

라) 불용성 결합형 페놀산

(1) 남은 잔사{가)의 (4)}에 4N NaOH 250m l를 가하고 상온, 질소가스하에서

4시간 동안 가수분해시켰다.

(2) 그후, 다시 6N H Cl을 가하여 pH 2로 조정하고 원심분리시킨 후, 상등액

에 대해 hex an e으로 추출하여 남은 수용액층에 대해 DE/ AE 용매계로 추출하고,

감압농축하여 용매를 제거하고 남은 잔사를 M eOH로 추출한 후, 10m l로 정용하

여 질소가스를 충전시켜 냉장고에 보관하면서 다음 분석에 사용하였다. 이상의

과정을 그림. 4- 2.에 나타내었다.
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Defat t ed sam ple

Ex tr action w ith
7% M eOH :70% acetone =1:1(v/ v )
centr ifug at ion

Supernat ant Residue

concentration
alk aline
hy droly sis

acidificat ion acidificat ion

centr ifu gation centr ifu gat ion

Supern at ant

Supernat ant Residu e ex tr act ion w ith

e x t r a c t i o n
w ith

n - hex an e

n - h ex ane A qu eou s ph ase

A queou s
phase

Mix ture
ex tr act ion w ith
n - hex an e

ex tr action
w ith DE/ AE

alkaline
hy droly sis

DE/ AE Extract s

acidificat ion
DE/ A E

Ex tract s
ex tr action w ith
hex an e

A qu eou s phase

ex traction w ith DE/ AE

DE/ A E Extract s

F ree ph enolic S oluble phen olic In soluble, bound

acids acid est er phen olic aicds

그림. 3.2. 오미자, 흑오미자로부터 유리페놀산, 페놀산에스터 및 불용성결

합형 페놀산 분리과정.

- 139 -



마) 박층크로마토그라피 (이하 T LC)

(1) 10m l로 정용된 유리페놀산, 페놀산 E st er 및 불용성 결합형 페놀산획분

에 대해 T LC를 실시하였다.

(2) Plat e (silica gel F 25 4 , M erck사, 0.25m m )에 표품(1m g/ m l 농도)과 유리페

놀산, 페놀산 E ster 및 불용성 결합형 페놀산획분을 적당량씩

spott in g하여 t olu ene :ethylacet at e :form ic acid (5:4 :1, v/ v )용매계를 사용하여 전개

하고 요오드증기 및 ferr ic chloride 5% 용액과 pot assium ferr icy anide 0.5% 용

액을 1:1로 사용직전에 혼합한 용액을 분무하여 발색, 정성분석을

행하였다. 또한 이를 더욱 구명하고자 HP LC 및 GC를 실시하였다.

바) Ph enol화합물의 HP LC

10ml로 정용된 유리페놀산, 페놀산 E st er 및 불용성 결합형 페놀산 획분 중

1m l를 m em bran e filter (Millipore , 0.45 m , W at er s사)로 여과하고 표 3.4.의 조건

으로 표품 (1,000ppm )과 같이 HPLC를 행하여 정량분석을 실시하였다.

표 3.4. 페놀화합물 분석을 위한 HPLC조건

In strum ent W at er s A ssociat e
Colum n Bon daP ak C18 (4m m x 30cm )

S olv ent

sy stem

S olv ent A ; 100% CH 3CN
S olv ent B ; W at er : CH 3CN : CH 3COOH

= 86 : 8 : 4 (v/ v )
Elut ion
program m in g

0 - 10 m in solv ent A 1 % solv ent B 99 %

10 - 50 m in solv ent A 60 % solv ent B 40 %

50 - 55 m in solv ent A 60 % solv ent B 40 %
55 - 60 m in solv ent A 1 % solv ent B 99 %

Det ect or UV 280 nm
F low rat e 1.5 m l/ m in

사) Ph enol화합물의 GC

(1) 유도체화

시료 (건조시료 2g상당량) 및 표품 2m l씩을 Vial에 취하여 질소가스로 완전
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농축한 후, 다음 2가지 방법으로 유도체화를 실시하였다.

(2) N ,O- bis (t r im ethylsily l )acetamide를 이용한 유도체화

(가) N ,O- bis (tr im ethylsily l )acet am ide 0.1m l를 시료가 농축되어 있는 Vial

에 넣고 유도체화의 진행을 빨리하기 위하여 70℃에서 7시간 가열하였다.

(나) M eOH을 가하여 2m l로 정용한 다음, GC분석을 실시하였다.

(3) 14% BF 3 - M eOH을 이용한 유도체화

(가) 14% BF 3 - M eOH 1ml를 시료가 농축되어 있는 Vial에 넣고 2분간 비등

시킨 다음, 이액을 100m l 분액여두에 옮긴 후,

(나) 포화 NaCl 20m l와 ethyleth er 10ml를 분액여두에 넣고 잘흔든 다음 방

치하였다.

(다) Ethylether층을 취하여 질소가스로 농축하고 ethylether에 녹여 2m l로

정용한 다음 GC분석을 실시하였다.

(4) GC 분석조건은 표 3.5.와 같다.

표 3.5. 페놀화합물 분석을 위한 GC 조건

In strum ent H ew let t packard 5890 seriesⅡ

Colum n Ultr a 1(Crosslinked M ethylSilicon Gum ,

25m x 0.32m m x 0.52μm film thickn ess ,

H ew let t P ackard Co.)

Det ect or F ID

Carrier gas N 2

Det ect or & Injector

T em p.

300℃

Ov en T em p. 초기 60℃(1분간 유지), 분당 10℃ 상승,

최종 300℃ (15분간 유지)

마 . 지 질

1) 지질성분 추출 및 정제

가) 건조시료 20g씩을 chloroform : M eOH : w at er = 2 : 1 : 1(v/ v )의 용매계

로 Bligh와 Dy er의 방법에 따라 총지질을 추출하였다.

나) 즉, 시료에 대하여 20배의 용매(1,000m l)를 넣어 hom ogenizer (Nissei사,
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A ce hom ogenizer AM - 11, Japan )로 파쇄하면서 섞고, 분액여두에 옮겨 때때로

흔들고 저어 주면서 48시간 동안 정치한 후, chloroform층 만을 분리하고 잔사에

다시 상기용매를 넣고 같은 조작을 되풀이하여 만 24시간 방치 후, chloroform층

을 다시 분리하는 조작을 전 3회 반복 실시하였다.

다) Chloroform층을 감압농축하여 용매를 제거하고 진공 ov en을 사용하여 감

압하에서 24시간 건조 후, 질소가스를 충전하여 냉동보관하면서 다음 분석에 이

용하였다.

2) 중성지질과 극성지질의 분리 및 정량

가) 정제한 지질은 Rou ser의 방법으로 silicic acid 칼럼크로마토그라피 (이하

SA CC)에 의하여 중성지질, 당지질 그리고 인지질을 각각 분리하였다.

나) 즉, silicic acid (100∼200 m esh , Sigm a사, U .S .A )를 증류수로 씻어서 투명

해질 때까지 콜로이드성 입자를 제거한 다음 M eOH로 세척하여 110℃ ov en에서

24시간 건조하여 활성화시켰다.

다) 활성화시킨 silicic acid 30g을 chloroform으로 slurry를 만들어 기포가 혼

입되지 않도록 colum n에 충진하고 chloroform으로 세척하였으며, 이때 세척량은

colum n 부피의 2배이상으로 하였다.(colum n size : 1.7 x 40 cm )

라) 정제한 지질을 소량의 chloroform에 녹여 column에 주입 후, chloroform

(중성지질 획분), acet on e (당지질 획분) 및 m eth anol(인지질 획분) 순서27 )로 각각

용출분획하였다.

마) 얻어진 각획분에 대해 감압농축하여 용매를 제거한 후, 중량법에 의해 이

들의 함량을 각각 계산하였다. 이상의 전 과정을 그림 3.3.에 나타냈다.

3 ) GC

가) 칼럼크로마토그라피에서 얻어진 각지질획분의 구성지방산을 확인하기 위

하여 시료를 유도체화하여 GC (Hew let t P ack ard 5890 series II)분석을 실시하였

으며 GC분석조건은 표 3.6.과 같다.
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나) 유도체화

S am ple
CHCl3 :M eOH :H 2O=2:1:1(v/ v )

Hom og enize

F ilt r at ion

F ilt r at e Residu e
CH Cl3 :M eOH :H 2 O=2:1:1(v/ v )

x 2
H om ogenize

F iltr at ion

F iltr at e Residu e

Chloroform lay er
con centr at ion

Crude lipids
S ephadex G- 25 colum n chrom at ography
con centr at ion

Silicic acid colum n chrom at ography

Chloroform A cetone M ethan ol

N etural lipids Gly colipids Phosph olipids

T LC

그림 3.3. 오미자·흑오미자 열매로부터 지질획분의 추출, 분리 및정제과정
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표 3.6. 지방산분석을 위한 GC조건

In strum ent H ew let t packard 5890 seriesⅡ

Colum n 15% DEGS , glass , 3m m x 1m ,

Det ect or F ID

Carrier gas N 2

Det ect or & Injector T em p. 250℃

Ov en T em p. 초기 80℃(2분간 유지), 분당 5℃ 상승,

최종 180℃ (38분간 유지)

(1) 지질 시료를 ethylether에 녹여 10ml로 정용한 다음 그중 2m l를 취 하여

질소가스로 완전 농축하고 0.5N N aOH in M eOH 용액 8m l를 가하여

100℃의 수조에서 완전히 용해될 때까지 가열(약 5분)한 후, 5m l의 14%

BF 3 - M eOH 용액을 가하고 2분간 비등시켰다.

(2) 충분히 포화시킨 NaCl용액 20m l를 flask에 가한 후, 전체 혼합물을 분액

여두에 옮긴 다음, 20m l의 petroleum eht er (b .p 30∼60℃)를 가하여 1분간 강하게

흔들고 방치한 후, 층이 갈라지면 수용액 부분은 버리고 ether층만을 50m l의 비

이커에서 여과지 (w h atm an No. 2)로 여과하여 취하고, 질소가스로 농축하였다.

(3) 농축액을 petroleum eht er에 녹여 전량 1m l로 하여 (2배 농축) GC분석을

실시하였다. 지방산표품 (500 ppm 농도)에 대하여 동일조작을 실시한 다음 정성

및 정량을 행하였다.

3 . 정유 성 분

가 . 추 출

건조시료 50g씩을 수증기증류하여 얻어진 유상물질을 ethylether 50ml로 3회

용매추출하고 추출액은 질소가스로 농축한 후, ethylether를 사용하여 50m l로 정

용한 다음 냉동고에 보관하면서 분석을 실시하였다.

나 . GC/ M S 분 석
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1) GC/ M S (H ew let t packard Co., 5970 series M ass S elect iv e Detector )분석을

실시하였다.

2) 조건 : column은 Ultr a 2(Cross - Linked 5% P henyl M ethyl Silicone , 25m

x 0.32m m x 0.52μm film ), 검출기는 F ID, 검출기 및 주입구온도는 300도, 주입

량은 1μl로 하였으며, Ov en 온도는 초기온도 60℃에서 1분간 유지한 후, 분당

7℃씩 상승하여 100℃까지 승온한 다음 100℃에서 1분간 유지하고 또다시 분당

3℃씩 상승하여 160℃까지 승온한 후, 10분간 유지하고 분당 10℃씩 상승하여

280℃까지 상승한 다음 10분간 유지하였다.

4 . 안토 시 안 색 소

가 . 색 소 추 출

1) 정성분석용

가) H ay ashi의 방법에 따라 오미자, 흑오미자 생시료 100g씩을 500m l의 1%

H Cl in M eOH용액과 함께 hom ogenizer로 마쇄한 다음, 냉암소에서 하루동안 추

출한 후, T oy o No. 2여과지와 G3 gla ss filt er로 순차 여과하고 잔사에 다시 동용

매계를 넣어 재추출, 여과하는 조작을 3회 반복하였다.

나) 추출여액은 감압농축하여 1% HCl in M eOH 100m l에 녹여 냉동고에 보

관하면서 다음 실험을 실시하였다.

2) 분광학적 성질 측정용 : 생시료 10g씩을 칭량하여 0.01% H Cl in M eOH용

액과 0.01% H Cl in E tOH용액 각각 20m l씩을 가하여 S onicator로 1시간 처리후

3일간 방치한 다음, 여과하였다. 또, 440nm에서 흡광도를 측정하여 E 44 0/ E M A X 비

를 구하였다.

나 . A n th o cy an색 소 확 인

1) 색소액에 0.1N N aOH를 처리하여 색변화를 관찰하고 이 반응이 0.1N H Cl

에 의해 가역적인지를 확인하였다.

2) A nthocy anin의 정색반응

아래와 같은 시약을 사용하여 정색반응을 관찰하였다.
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가) Alum inum chloride 시약 : AlCl3 5g을 ethanol 100m l에 녹여 사용하였다.

나) Am m onium m olybdat e 시약 : 수포화시킨 am m onium m olybdat e에 2N

H Cl을 사용하여 pH 2로 조정하여 사용하였다.

다) Lead acet at e 시약 : 1g의 lead acet ate를 75% ethan ol 150m l에 녹여 사용

하였다.

3 ) 분광학적 성질측정

Harb orne의 방법에 의하여 Spectroph ot om et er를 사용하여 흡수극대를 측정

하였고, 흡수극대파장의 이동은 5% AlCl3의 eth anol 용액 3방울을 가한 후, 조사

하였다.

4 ) A nthocy anin의 함량측정

F uleki와 F rancis 및 Philip의 방법에 따라 다음 식으로 계산하였다.

T AN in m g s per 100g = OD X DV X 100/ SV X T EV/ SW X 10/ E 1c m
1%

OD = 흡광도, DV = 희석량, SV = 시료량, T EV = 총색소추출액, SW = 시료무

게

m olar ab sorban ce × 10
E 1c m

1% =
m olecular w eight

다 . 색 소 의 분리

1) A mb erit e IRC- 50 칼럼크로마토그라피

가) 수지의 전처리

색소 추출액 중의 유기산 및 당류를 제거하기 위하여 약양이온교환수지

(Am berite IRC- 50)를 이용한 칼럼크로마토그라피를 실시하였다.

수지를 5% H Cl 500m l로 세척하여 H +
형으로 한 후, 증류수 500m l로 세척하고

또 0.1N NaOH 500ml로 세척한 후 증류수 500m l로 세척하였다.

수지의 재사용을 위하여 상기와 동일한 조작인 5% H Cl 500ml로 세척하여

H +형으로 한 후, 증류수 500m l로 세척하고 0.1N N aOH 500ml로 세척, 그리고 증

류수 500m l로 세척한 다음 재사용하였다.
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나) 색소와 유리당의 분리

(1) 색소추출액을 이온교환수지 칼럼에 charge (흑오미자, 오미자 100g 추출

액 M eOH 100m l로 정용한 것 중 40ml를 charge )하고 증류수로 용출액이 무색이

될 때까지(800m l, 유리당 함유) 세척 후 0.3% HCl in E tOH로 역시 용출액이 무

색이 될 때까지 (500m l, 색소함유) 용출하였다.

(2) 증류수용출획분을 감압농축한 후, 농축액에 대해 다시 (1)의 조작을 반

복, 총 3회 반복하여 색소의 회수량을 높였다.

(3) 유리당과 색소의 정확한 분리를 확인하기 위하여 W hatm an No. 1 여과

지를 이용한 종이크로마토그라피 (이하 P C)를 실시하였으며, 가장 적당한 용매계

를 선정하고자 표 3.7.과 같은 용매계를 사용하여 조사하였다.

표 3.7. 유리당과 색소의 분리용 P C용매계

용 매 계 비 율 사용액

a 초산- 물- 농염산 15:82:3 혼합액

b n - BuOH - 초산- 물 4:1:5 상층

c 개미산- 농염산- 물 5:2:3 혼합액

d 초산- 물- 농염산 30:10:3 혼합액

e 농염산- 물 1:99 혼합액

f Et OA c- 개미산- 물 80:15:15 혼합액

g n - BuOH - pyridine- 물 6:3:1 혼합액

h n - BuOH - pyridine- 물 6:3:3 혼합액

i Benzen e- 초산- 물 2:2:1 상층

j Benzen e- M eOH - 초산 90:16:8 혼합액

다) P C용 당발색제

(1) Alkaline potas sium perm an ganat e : 2% N a2CO3를 함유한 1% KMnO4용

액을 분무하고 100℃에서 건조하면, 보라색을 배경으로 노란색 반점이 나타나며

갈색배경에 회색반점은 당알코올, 배당체, 환원 또는 비환원당의 경우이었다.

(2) A gN O3 0.1m l의 포화수용액에 acet on e 20m l를 가하여 희석하고 A gNO3

가 녹을 때까지 증류수를 한방울씩 가하였다. 이용액을 paper에 분무하여 건조하
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고 0.5M - NaOH in EtOH을 분무하였다. 환원성물질은 검은색 반점이 곧 나타나

며 (1분 정도), 비환원성물질은 약간 더 늦게 나타났다 (5∼10분 정도).

2) A gly con e의 분리

가) 산가수분해

(1) 색소의 agly con e에 결합된 당을 절단하기 위하여 유리당이 제거된 색소

용액 4m l를 50m l의 삼각플라스크에 넣고 1N H Cl 20m l를 가하여 30분간 환류가

열하였다.

(2) A gly con e과 결합당의 분리

산가수분해시킨 색소분해액은 Am berit e IRC- 50 약이온교환수지를 이용하여

당은 증류수 300ml로, 그리고 agly cone은 0.3% H Cl in Et OH 200m l로 용출분리

하였으며, 각 용출액에 대해 표 4.7.에서 선정된 용매계로 P C (W hatm an No. 1)

를 실시하여 agly con e과 결합당의 분리정도를 확인하였다.

나) A gly cone의 분리정제

(1) W hatm an No. 3MM여과지를 이용한 P C를 실시하였으며, agly con e을 분

리정제하기 위한 가장 적당한 용매계를 선정하고자 표 3.8.과 같은 용매계를 사

용하여 조사하였다.

(2) 오미자, 흑오미자의 agly cone획분을 W hatm an N o. 3MM 여과지

(20x 20cm )에 각각 ban ding하여 초산/ 물/ 농염산 (15:82:3) 용매계로 전개하고, 분리

된 각 agly con e부분을 절취하여 1% HCl in M eOH 용매계를 가하여 하룻밤 방

치 후, 추출, 여과하고 농축하였다.
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표 3.8. A gly con e분리를 위한 P C 용매계

용 매 계 비 율 사용액

A n - Bu OH/ 개미산/ 물 100:25:60 상층

B n - Bu OH/ 초산/ 물 4:1:5 상층

C n - Bu OH/ 2N H Cl 1:1 상층

D 물/ 농염산 97:3 혼합액

E 개미산/ 농염산/ 물 5:2:3 혼합액

F 초산/ 물/ 농염산 15:82:3 혼합액

G 초산/ 물/ 농염산 30:10:3 혼합액

H 초산/ 물 2:98 혼합액

I 초산/ 물/ 농염산 5:1:5 혼합액

J 물/ 농염산 99:1 혼합액

K Et OA c/ 개미산/ 물 80:15:15 혼합액

L n - Bu OH/ 농염산/ 물 7:2:5 상층

M A cetone/ 10% 염산 1:1 혼합액

N Benzen e/ 초산/ 물 2:2:1 상층

O Ben zene/ M eOH/ 물 90:16:8 혼합액

P ph enol/ 물 4:1 혼합액

Q isoBu OH/ 초산/ 물 8:2:3 혼합액

R n - BuOH/ Pyridine/ 물 6:3:1 혼합액

S Isoam ylalcohol/ 농염산/ 물 21:5:4 상층

T Isopropylalcohol/ 10% 염산 1:1 상층

라 . 색 소 의 동정

1) 최대흡광도 측정

P C로 분리, 추출한 각 agly cone부위에 대하여 spectrophot om et er

(H ew let t pack adr , HP 8453E UV - visib le spectroscopy sy st em )를 이용하여 최대

흡광도를 측정하였다.

2) HPLC

W hatm an No. 3MM여지를 이용한 P C로 분리, 추출한 각 agly con e부위에 대
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해 HPLC를 표 3.9.의 조건으로 실시하였다.

표 3.9. 색소의 agly cone부위 분석을 위한 HP LC조건

In strum ent W at er s A s sociat e

Colum n μBon daP ak C18 (4m m x 30cm )

S olv ent 개미산/ 물/ M eOH (10:73:17)

Det ect or 546nm

F low rat e 1.0 ml/ m in

Injection Volum e 10 l

5 . 생물 활 성 성 분 : S ch izan drin

가 . 추 출

1) 오미자, 흑오미자의 건조시료 150g씩을 S ox hlet추출기를 이용하여 ether로 8

시간 추출한 후, 잔사를 다시 M eOH로 8시간 동안 환류추출하였다. 각 추출물은

감압농축하였다.

2) Ether추출물에 대해 수증기증류를 실시하여 정유성분을 제거하고, 수용액층

을 ether로 추출하여 농축(Ether획분)하였다.

3 ) M eOH 추출물은 200m l의 증류수에 녹인 후, Et OA c 200m l로 3회 추출하여

농축하였다. 이 농축물을 M eOH 40m l에 녹인 후, celite 16g을 넣어 감압농축하

면서 농축물을 celit e에 흡착시켰다.

4 ) 따로 Celit e 30g으로 column을 제작하고 3)의 Celit e 흡착물을 column 상

단에 charge한 다음 n - h ex ane 120m l, CH Cl3 80m l, M eOH 120m l로 순차 용출분

획하였다.

5 ) n - hex an e용출구를 오미자, 흑오미자의 각 eth er획분과 합하여 칼럼크로마토

그라피를 실시하였다.

나 . 실 리 카 겔 크 로 마 토 그 라피 를 이 용 한 분 리 정 제

1) 실리카겔 칼럼크로마토그라피

오미자, 흑오미자의 n - hex an e용출구를 각각의 eth er획분과 합한 후, Silica
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g el (70∼250 m esh , m erck사) 200g으로 h ex ane을 이용하여 slurry를 만든 후,

colum n을 제작하고 표 3.10.의 용매조성으로 용출분획하였다.

표 3.10. 실리카겔 칼럼크로마토그라피에 사용된 용매조성

No. 용 매 계 사용량 N o. 용 매 계 사용량

A Hex an e 500m l G H ex ane - E tOA C(50:50) 500m l

B Hex an e- Et OA C (95:5) " H 100% Et OA C "

C H ex ane- Et OA C (90:10) " I Et OA C- M eOH (95:5) "

D H ex ane- Et OA C (85:15) " J E tOA C- M eOH (90:10) "

E H ex ane- Et OA C (80:20) " K Et OA c- M eOH (80:20) "

F H ex ane- Et OA C (70:30) " L 100% M eOH "

2) 재실리카겔 칼럼크로마토그라피

가) 실리카겔 칼럼크로마토그라피의 활성획분을 모아 농축하고 농축액에 대해

재실리카겔 칼럼크로마토그라피를 실시하였다.

나) Silica gel (70∼250 m esh , m erck사) 30g으로 n - h ex ane을 이용하여 slurry

를 만든 후, colum n을 제작하고 표 4.11.의 용매조성으로 용출분획하였다.

표 3.11. 재실리카겔 칼럼크로마토그라피에 사용된 용매조성

No. 용 매 계 사용량 N o. 용 매 계 사용량

가 n - hex an e 200m l 아 Benzen e- A cet on e (50:50) 200m l

나 n - hex ane - Benzen e (1:1) 자 Benzen e- A cet on e (40:60)

다 Benzen e 차 Benzen e- A cet on e (30:70)

라 Ben zene - A cet on e (90:10) 카 Benzen e- A cet on e (10:90)

마 Ben zene - A cet on e (80:20) 타 A cet on e

바 Ben zene - A cet on e (70:30) 파 A cet on e- M eOH (50:50)

사 Ben zene - A cet on e (60:40) 하 M eOH
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다 . S e ph a de x LH - 20 칼 럼크 로 마 토 그 라피 를 이 용 한 분 리 정 제

1) 재실리카겔 칼럼크로마토그라피에서 얻어진 활성획분에 대해 S eph adex

LH - 20(25∼100μ, Sigm a사)을 이용한 칼럼크로마토그라피를 실시하였다.

2) M eOH - CH Cl3 (1:2, v/ v ) 용매계로 하룻밤 팽윤시킨 후, 경사법에 의해 불순

물을 제거하고 동용매계로 칼럼 (부피 400m l)을 제작한 다음, 재실리카겔 칼럼크

로마토그라피에서 얻어진 활성획분을 charg e하고 동용매계로 용출하였으며, 80m l

씩 분취, 총 10개 획분으로 분획하였다.

라 . 박 층 크 로 마토 그 라 피 를 이 용 한 검 정

추출과정, 실리카겔 칼럼크로마토그라피, S eph adex LH - 20 칼럼크로마토그라

피에서 얻어진 각획분과 표품의 schizan drin (W ako사)을 함께 T LC (silica gel

60F 2 54 , m erck사, 10x 10cm )판에 spott in g하여 T LC를 실시하여 생물활성물질의

존재여부를 확인하였으며, 용매계로는 ben zene- acetone (9:1, v/ v )과

n - hex an e- acet on e (7:3, v/ v ) 두용매계를 사용하여 검정하였다.

마 . 박 층 크 로 마토 그 라 피 를 이 용 한 분 리정 제

1) S eph adex LH - 20 칼럼크로마토그라피의 활성획분을 모아 농축한 후, T LC

를 실시하여 분리정제하였다.

2) T LC plat e (20x 10cm )에 시료를 banding하고 n - hex an e- acet one (7:3, v/ v ) 용

매계를 사용하여 표품과 함께 전개 후, 표품과 같은 Rf치를 나타내는 부분을 절

취하여 M eOH로 추출하였다.

3 ) 2)의 T LC 활성획분에 대해 2)와 동일한 방법으로 재T LC를 실시하였으며,

용매계는 ben zene- acetone (9:1, v/ v ) 용매계를 사용하였다.

바 . H P L C

재T LC의 활성획분을 m embrane filt er (Millipore, 0.45 m , W at er s사)로 여과하

여 표 3.12.의 조건으로 HPLC를 실시하였다.
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표 3.12. 생물활성물질 분석을 위한 HPLC조건

In strum ent W at er s A s sociat e

Colum n μBon daP ak C18 (4m m x 30cm )

S olv ent acet onitr ile/ anf (50:50)

Det ect or UV 254nm

F low rat e 1.0 ml/ m in

Injection Volum e 10 l
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제 3 절 연구수행내용 및 결과

1 . 일 반 성 분

가 . 유 리 당

1) 오미자·흑오미자 건조시료를 그림 3.1.과 같은 방법으로 전처리하고

HPLC를 실시한 결과는 표 3.13. 및 그림 3.4.와 같다.

표 3.13. 오미자와 흑오미자의 유리당 함량

(단위 : % )

시료 Ribose A rabin ose F ruct ose Glu cose Su crose

오미자 0.04 - 1.83 1.05 1.13

흑오미자 0.08 0.01 3.71 2.51 0.02

그림. 3.4. 오미자, 흑오미자의 HP LC에 의한 유리당 분석 크로마토그람.

A : 유리당 표품, B : 오미자, C : 흑오미자.
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2) 표 3.13.에 나타난 바와 같이 오미자와 흑오미자에 함유된 유리당의 종류

는 비슷하였으나, 오미자의 경우에는 su crose의 함량이 흑오미자에 비해 상당히

많았고, 흑오미자의 경우에는 fru ct ose와 glucose의 함량이 오미자보다 월등히 높

았다. 흑오미자의 su crose함량이 오미자에 비해 매우 낮다는 것은 설탕으로 인한

충치, 비만, 당뇨 등 때문에 su crose함량이 높은 식품을 꺼려하는 현대인들의 기

호에 부응하여 식품 및 가공품으로서의 흑오미자의 가치가 오미자보다 유리당

측면만 고려한다면 우수하다고 할 수 있다.

나 . 유 기 산

1) HPLC 분석

가) 9종의 유기산표품(2% 용액)에 대해 HPLC를 실시한 결과는 표 3.14. 및

그림 3.5.와 같다.

표 3.14. 유기산표품의 HPLC분석 결과.

표 품 보유시간 (분) 표 품 보유시간(분)

Glut am ic acid 9.67 T art ar ic acid 6.65

M alonic acid 7.34 Su ccinic acid 8.50

Lact ic acid 8.76 A cetic acid 10.15

Levulin ic acid 11.10 M alic acid 7.16

P yroglut am ic acid 12.05 M aleic acid 6.70

나) 오미자 및 흑오미자 시료를 전처리하여 HPLC를 실시한 결과는 표3.15.

및 그림 3.6.과 같다.

표 3.15. HPLC분석에 의한 오미자, 흑오미자의 유기산 함량

유기산명 오미자 흑오미자.

Citr ic acid 17.40 %

T artar ic acid 4.68 %

M aleic acid 4.94 %

M alic acid 14.20 %

Pyroglut am ic acid 1.02 % 1.17 %
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그림 3.5. 유기산 표품의 HPLC 크로마토그람.

그림 3.6. 오미자, 흑오미자의 HPLC에 의한 유기산 분석 크로마토그람.

A : 오미자, B : 흑오미자
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다) 오미자에는 cit ric acid가 가장 많이 함유되어 있었으며, 그외에 t ar t ar ic

acid와 pyroglutamic acid가 함유되어 있었다. 흑오미자에는 m alic acid가 가장

많이 함유되어 있었고, 그외에 m aleic acid와 pyroglut am ic acid가 함유되어있어

표 3.15.에 나타난 바와 같이 두 식물체간의 유기산 조성에 상당한 차이가 있음

을 알 수 있었다. 또, 그림 3.6.에 나타난 바와 같이 오미자의 경우에는 r et ent ion

t im e (이하 Rt ) 4.72, 6.05 그리고 8.32에서 peak가 인정되었는데 Rt 8.32는

succin ic acid로 추측되며 그 함량은 3.41%였다. 흑오미자의 경우에도 Rt 4.68,

6.11 그리고 8.06에서 peak가 인정되었으며, 오미자의 Rt 4.72와 흑오미자의 Rt

4.68은 같은 물질로 판단되며, 오미자의 Rt 6.05와 흑오미자의 Rt 6.11 역시 같은

물질로 판단된다. 이상의 결과로 보아 오미자와 흑오미자 모두 적어도 6종이상의

유기산이 함유되어 있음을 추측할 수 있었다.

라) HPLC를 이용한 유기산 분석방법은 RI 검출기를 사용하므로 간섭물질의

영향이 크고 감도가 상당히 낮아 위에서 언급한 유기산 검출의 결과가 정확하다

고 하기에는 어려움이 있고, 더욱이 유기산의 함량이 Ex tern al법에 의한 것임에

도 불구하고 그 함량이 너무 높아 더욱 정확한 결과를 얻고자 GC분석을 하여야

만 하였다.

2) GC분석

가) 10종의 유기산표품 (1,000ppm 용액)에 대해 유도체화를 실시하고 GC분석

을 실시한 결과는 그림 3.7.과 같다.

나) Ox alic acid m ethylest er는 Retent ion T im e (이하 Rt ) 8.43, m alonic acid

m ethylest er는 Rt 11.84, fum aric acid m ethylest er는 Rt 12.83, succin ic acid

m ethylest er는 Rt 14.75, m aleic acid m ethylest er는 Rt 18.60, g lu taric acid

m ethylest er는 Rt 28.88, m alic acid m ethylest er는 Rt 35.51, t ar taric acid

m ethylest er는 39.00, citr ic acid m ethylest er는 Rt 41.65, pyroglut am ic acid

m ethylest er는 Rt 47.54에서 각각 peak가 나타나, m alonic acid m ethylest er와

fum aric acid m ethylest er의 경우를 제외하고는 대단히 분리상태가 양호하였다.
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그림 3.7. 유기산표품의 GC분석 크로마토그람.

A : ox alic acid m ethylest er , B : m alonic acid m ethylest er , C : fum aric acid

m ethylest er , D : succin ic acid m ethylest er , E : m aleic acid m ethylester , F :

g lu t ar ic acid m ethylester , G : m alic acid m ethylest er , H : t ar taric acid

m ethylest er , I : citr ic acid m ethylest er , J : pyroglut am ic acid m ethylest er .

다) 오미자 및 흑오미자 시료를 전처리하여 GC를 실시한 결과는 표 3.16. 및

그림 3.8.과 같다.
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표 3.16. GC분석에 의한 오미자, 흑오미자의 유기산 함량

유기산명 오미자 흑오미자.

M alonic acid 0.3 ppm 2.8 ppm

Sunnic acid 247.2 ppm 21.6 ppm

M aleic acid - 2.3 ppm

M alic acid 47,684.4 ppm 38,691.1 ppm

Pyroglut am ic acid 1,241 ppm 101 ppm

Glut aric acid 74.3 ppm -

Citr ic acid 11,939.1 ppm 3,330.5 ppm

라) 표 3.16.에 나타난 바와 같이 오미자, 흑오미자의 유기산 조성은 HPLC분

석결과와는 다르게 그 조성이 유사하게 나타났으며, m alonic acid와 m aleic acid

의 경우를 제외하고는 오미자에서 그 함량이 높게 나타났다. 이는 오미자와 흑오

미자의 열매의 상태를 감안한다면 어느정도 당연한 결과라고 생각한다. 오미자의

경우에는 과육이 많고 씨가 적음에 반해, 흑오미자의 경우는 과육은 적고 씨가

크기 때문이다. 따라서 당연히 씨와 과육을 분리하여 실험을 하여야 할 것으로

생각이 되나, 현재 이들 열매를 사용함에 있어 씨와 과육을 모두 함께 사용하고

있으므로 흑오미자내의 유기산 함량이 오미자에 비해 작다고 할 수밖에 없을 것

이다.

다 . 아 미 노 산

1). 시료를 전처리하고 아미노산 자동분석기로 아미노산 표품을 분석한 결과는

그림 3.9.와 같고 오미자, 흑오미자시료의 유리 및 구성아미노산을 분석한 결과는

표 3.17.과 같다.

2) 흑오미자는 ly sine의 경우만을 제외하고는 전부 오미자의 함량보다 낮

았다. Ly sin e은 필수아미노산 중의 하나이며 식물체에 그 함량이 일반적으로 매

우 낮아 식물성식품의 제한아미노산으로 알려져 있는 아미노산으로 두류를 제외

하고는 그 함량이 300m g %를 넘어가는 식물성식품이 많지 않다. 따라서 흑오미
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자에 동물성 식품에 다량 함유되어 있는 ly sin e의 함량이 350m g % 정도로 높다

는것은 흑오미자가 식품으로서 상당히 가치가 높다는 것을 의미한다고 하겠다.

그림 3.8. 오미자, 흑오미자의 GC분석에 의한 유기산분석 크로마토그람.

A : 오미자, B : 흑오미자
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그림 3.9. 아미노산 자동분석기에 의한 아미노산표품의 크로마토그람
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표 3.17. 오미자, 흑오미자의 유리 및 구성아미노산의 함량

아미노산
오미자(m g % ) 흑오미자(m g % )

유리아미노산 구성아미노산 유리아미노산 구성아미노산

A spart ic acid 52.23 422.76 11.80 366.97

T hreonin e 154.73 511.36 31.41 427.55

S erin e 0.00 600.01 0.00 491.94

Glutam ic acid 97.37 721.95 11.40 677.03

Prolin e 23.42 427.13 5.42 239.04

Gly cine 14.70 502.92 4.54 379.14

Alanine 50.19 348.16 7.14 273.84

Cy st in e 0.00 211.75 12.79 15.93

V aline 34.48 638.41 16.10 426.77

M ethionine 21.58 148.35 0.00 35.93

Isoleucine 24.26 469.02 0.00 358.68

Leu cine 31.10 653.56 0.00 447.41

T yrosine 12.07 316.80 13.69 139.95

Phenylalanin e 12.75 390.08 0.00 214.07

Histidine 120.30 518.55 40.40 371.96

Ly sine 22.37 288.74 47.72 300.17

Arginin e 50.37 408.26 0.00 430.43

T otal 721.94 7,577.79 202.42 5,596.84

라 . 페 놀 화 합 물

1) 총페놀함량분석

F olin - Denis법에 따라 총페놀함량을 측정하고 그 함량을 tannic acid로 환산

한 결과, 오미자의 경우는 1.275% , 흑오미자의 경우는 1.560%로 흑오미자의 함량

이 더 높았다.

2) 페놀화합물의 T LC
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가) 그림 3.2.의 방법에 의해 분획한 오미자 및 흑오미자의 유리페놀산, 페놀

산 E st er 및 불용성결합형 페놀산획분에 대해 T LC를 실시한 결과는 표 3.18. 및

그림 3.10.과 같다.

표 3.18. 오미자, 흑오미자의 페놀화합물획분에 대한 T LC 결과.

시 료 CH EP CAT T AN PH C CA F GEF E CI

오

미

자

유리페놀산 O X X X O O O X

페놀산 E st er O X X X X X X X

불용성결합형페놀산 O X X X O O O X

흑

오

미

자

유리페놀산 O X X X O X O X

페놀산 E st er O X X X X X X X

불용성결합형페놀산 O X X X O O O X

* CH :chlorog enic acid , EP :epicatechin , CAT :cat echin , T A N :t annic acid ,

PH C:phloroglu cin ol & coum alic acid , CA F :caffeic acid, GEF E :g entisic acid

& F erulic acid, CI:cinn am ic acid , O:함유가능성이 높음, X :함유가능성이 낮음.

나) 표 3.18.과 그림 3.10.에 나타난 바와 같이 T LC 결과로 보아 오미자와 흑

오미자에 함유되어 있는 페놀화합물의 조성은 상당히 유사하였다. 이에 대한 더

욱 확실한 정보를 얻고자 GC 및 HPLC를 실시하였다.

3 ) 페놀화합물의 GC 및 HPLC분석

가) 페놀화합물 표품에 대해 HPLC를 실시한 결과는 그림 3.11. 및 표 3.19.에

그리고 GC분석을 실시한 결과는 그림 3.12. 및 표 3.20.과 같다. 그림들에 나타난

바와 같이 모두 양호한 분리를 나타내었다. 그러나, GC로 분석한 경우, 검출할

수 있는 화합물의 종류가 HP LC로 분석한 경우보다 종류가 적었다. 반면, HPLC

로 분석할 경우, 용매는 농도구배법 (gradient m eth od )을 사용하여 공급하는데, 농

도구배법을 사용할 경우 동일시료를 반복분석하는 경우에도 할 때마다 약간의

Rt차이가 나게되어 재현성이 GC보다 훨씬 떨어지는 단점이 있다.
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그림 3.10. 오미자, 흑오미자의 페놀화합물획분에 대한 T LC 크로마토그람

A : 오미자의 유리페놀산획분, B : 오미자의 페놀산에스터획분, C : 오미자의 불

용성결합형페놀산획분, M : 페놀산표품 혼합물, D : 흑오미자의 유리페놀산획분,

E : 흑오미자의 페놀산에스터획분, F : 흑오미자의 불용성결합형페놀산획분.

그림 4.11. 페놀화합물의 HPLC분석 크로마토그람.

A : phloroglu cin ol, B : coum alicacid an d gentisic acid, C : chlorog enic acid , D

: cat echin , E : epicatechin , F : ferulic acid , G : tannic acid , H : cinn am ic acid .
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그림 3.12. 페놀화합물의 GC분석 (BF 3/ M eOH 유도체법) 크로마토그람

A : cinnam ic acid , B : gentisic acid , C : coum alic acid , D : chlorog enic acid ,

E : feru lic acid.

표 3.19. 페놀화합물 표품의 HPLC분석 결과.

화합물명 Rt 화합물명 Rt

P hloroglu cin ol 3.215 Cat echin 8.958

Coum alic acid 4.588 Epicat echin 13.175

Gentisic acid 4.588 F erulic acid 27.001

Caffeic acid 6.408 T annic acid 34.528

Chlorog enic acid 8.161 Cinnam ic acid 39.555

표 3.20. 페놀화합물 표품의 GC분석 결과.

Cinnanm ic
acid

Caffeic
acid

Gent isic
acid

Coum alic
acid

Chlorogenic
acid

F erulic
acid

Rt 12.90 14.42 14.76 15.98 17.70 18.55

* Caffeic acid는 N ,O- bis (t r im ethyl sily l )acetamide로 유도체화하였을 때

의 결과이며, 나머지는 14% BF 3 - M eOH로 유도체화하였을 때의 결과이다.
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나) 따라서 페놀화합물의 보다 정확한 정량분석을 위하여 GC와 HP LC방법을

실시하고 서로 보완하여 정성정량을 실시한 결과는 표 3.21.과 같다.

다) 표 3.21.에 나타난 바와 같이 cinn am ic acid는 흑오미자보다 오미자에 더

다량 함유되어 있었으며, caffeic acid의 경우에는 오미자의 유리페놀산획분에서

그 존재가 다량 인정되고 그외의 획분에서는 인정되지 않았다. Gent isic acid는

오미자보다 흑오미자에 더 다량 함유되어 있었으며, coum alic acid의 경우는 흑

오미자의 유리페놀산획분에서 그 존재가 인정되는 것이 오미자와는 다른점이었

다. 그외 chlorog enic acid와 feru lic acid는 오미자에 흑오미자보다 더 다량 함유

되어 있었다.

라) 표 3.21.의 결과와 표 3.18.의 결과를 검토하여 보면, epicatechin , catechin ,

phloroglu cinol 그리고 tannic acid는 확실하게 그 존재가 인정되지 않으며,

chlorog enic acid, g ent isic acid , coum alic acid , feru lic acid의 존재는 확실시 되

었다. 다만 cinn am ic acid의 경우 T LC에서는 검출되지 않았으나 기기분석에서는

검출이 되었다.

표 3.21. 오미자와 흑오미자에 함유된 각 페놀화합물의 함량.

(단위 : ppm )

시 료 CI CAF GE CO CH F E

오

미

자

유리페놀산 22.71 46.73 28.14 tr ace 234.08 25.20

페놀산 E st er t r ace - 17.20 tr ace 305.15 15.172

불용성결합형페놀산 33.00 tr ace 24.37 91.58 637.67 147.34

흑

오

미

자

유리페놀산 1.84 - 96.76 58.44 167.71 9.36

페놀산 E st er t r ace - 22.36 tr ace 357.97 4.06

불용성결합형페놀산 8.44 tr ace 18.53 46.70 302.04 10.77

* CI : cinnam ic acid , CA F : caffeic acid , GE : gent isic acid , CO :

coum alic acid , CH : chlorogenic acid , F E : feru lic acid
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마 . 지 질

1) 지질함량

가) Bligh와 Dy er의 방법에 따라 지질을 추출하고 silicic acid 칼럼크로마토그

라피에 의해 중성지질, 당지질 그리고 인지질로 분획하여 각 획분에 대하여 무게

를 측정한 결과를 표 3.22.에 나타내었다.

표 3.22. 오미자와 흑오미자의 각 지질별 함량.

(unit : m g/ g . dry w eight )

중성지질 당지질 인지질 합계

오 미 자 110.5 32.0 3.0 145.5

흑 오 미 자 120.7 35.8 4.0 160.5

나) 전체 지질획분 모두에서 흑오미자의 함량이 오미자보다 약 10% 정도 높

게 나타났다. 이는 앞에서도 언급한 것처럼 흑오미자의 과육에 비해 씨가 차지하

는 비율이 높기 때문인 것으로 생각된다. 이들 지질을 구성하고 있는 지방산의

종류를 알아보기 위하여 GC분석을 실시하였다.

2) 지방산의 GC

가) 유리지방산 표품 17종 (500 ppm 농도)을 유도체화시키고 GC분석을 실시

한 결과는 표 3.23. 및 그림 3.13.과 같다.
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표 3.23. 지방산 표품의 GC분석 결과.

지방산명 Rt (m in ) 지방산명 Rt (m in )

Caproic acid (C6:0) 2.08 St earic acid (C18:0) 24.15
Caprylic acid (C8:0) 5.12 Lin oleic acid (C18:2) 26.27
Capric acid (C10:0) 9.20 Lin olenic acid (C18:3) 28.66
Lauric acid (C12:0) 13.31 Arachidic acid (C20:0) 29.33

Myrist ic acid (C14:0) 17.15 Eicosenoic acid (C20:1) 30.31
Myristoleic acid (C14:1) 18.08 Arachidonic acid (C20:4) 36.76

P almit ic acid (C16:0) 20.70 Beh enic acid (C22:0) 38.80
P alm it oleic acid (C16:1) 21.36 Erucic acid (C22:1) 40.34

Oleic acid (C18:1) 24.83

나) 오미자, 흑오미자의 중성지질, 당지질, 인지질을 구성하고 있는 지방산의

종류를 확인하기 위하여 시료를 검화시키고 유도체화하여 GC분석을 실시한 결

과는 표 3.24. 및 그림 3.14.와 같다.

표 3.24. 오미자, 흑오미자 각지질획분의 구성지방산 종류와 함량

(단위 : ppm )
지방산명 A B C D E F

Caprylic acid 50 14 3 169 25 2
Capric acid 1,795 14 9 2,178 29 5
Lauric acid 112 4 0.5 358 3 9
Myrist ic acid 1 0.5 0.5 8 10 16
Myrist oleic acid 7 tr ace 14 3 6 tr ace
P almit ic acid 1,942 1,990 42 9,888 984 tr ace
P almit oleic acid tr ace 5 tr ace trace 7 tr ace
Oleic acid 731 34 9 2,687 139 5
Lin oleic acid 12,732 8,479 554 29,364 13,368 2,852
Lin olenic acid 49 106 57 322 248 16
Eicosenoic acid 60 6 tr ace 131 3 2
T otal 17,479 1,0652 689 45,108 14,822 2,907

A :오미자 중성지질획분, B :오미자 당지질획분, C :오미자 인지질획분

D :흑오미자 중성지질획분, E :흑오미자 당지질획분, F :흑오미자 인지질획분

- 168 -



그림 3.13. 지방산표품의 GC분석 크로마토그람.

그림 3.14. 오미자, 흑오미자의 각지질획분별 구성지방산의 GC크로마토그람

A : 오미자 중성지질, B : 오미자 당지질
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그림 3.14. 오미자, 흑오미자의 각지질획분별 구성지방산의 GC크로마토그람

C : 오미자 인지질, D : 흑오미자 중성지질

그림 3.14. 오미자, 흑오미자의 각지질획분별 구성지방산의 GC크로마토그람

E : 흑오미자 당지질, F : 흑오미자 인지질.
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다) GC분석 결과에 나타난 바와 같이 흑오미자에 지질함량이 더 높았으며,

불포화지방산 중에서 동맥경화증의 예방, 피부염 예방, 성장인자로 알려져 있는

oleic acid 그리고 필수지방산인 lin oleic acid, lin olenic acid의 경우에는 흑오미자

가 오미자보다 2배 이상의 양이 함유되어 있는 것은 특이할 만한 사항으로 흑오

미자의 지방산 조성이 상당히 우수함을 시사하여 주었다.

2 . 정유 성 분

가. 동일조건으로 천일건조한 오미자, 흑오미자를 수증기증류하고, 얻어진 정유

성분을 ethylether로 용매분획을 이용하여 추출, 농축하고 GC/ M S분석을 실시한

결과는 그림 3.15.와 같으며, GC상의 peak를 M S로 분석한 결과는 오미자는 표

3.25. 및 그림 3.16. 그리고 흑오미자는 표 3.26. 및 그림 3.17.과 같다.

나. 정유성분은 주성분이 terpene류로서 특히 m onoterpene과 sesquiterpene이

90% 이상을 차지하고 있으며, 예로부터 약리작용으로 인하여 민간요법 및 제약

그리고 방향을 가진 성분이 많아 향료산업에서 널리 사용되는 성분이다. 그러한

정유성분을 오미자, 흑오미자를 대상으로 분석한 결과, 그림 3.15.에 나타난 바와

같이 오미자에서 흑오미자보다 더 많은 성분이 검출되었고, 특히, 오미자는 흑오

미자보다 비점이 낮은 (R .T . 20분 이내 검출) 정유성분이 상당수 검출되었다.

다. 표 3.25.와 3.26.에 나타난 바와 같이 오미자에는 α- y lang en e, α,β

- elem en e, β- h im ach alen e, γ- selin ene 그리고 w iddrene 등의 성분이 주로 발견

되었으며, 흑오미자에서는 cary ophyllen e, calarene, cub eben e, acoradien e 그리고

β- him achalen e 등의 성분이 발견되어 오미자와 흑오미자의 정유성분 조성에는

차이가 있음을 추측할 수 있었다.

라. 상기의 결과로만 본다면, 정유성분의 종류는 오미자에 훨씬 많은 양이 함유

되어 있는 것이 확실시 되나, 수증기증류법 자체가 저비점화합물보다는 고비점화

합물의 분석방법이므로 정확하게는 오미자의 정유성분 중 고비점화합물이 흑오

미자의 것보다 훨씬 다양하다고 하는 것이 옳을 것이다.
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그림 3.15. 오미자, 흑오미자의 정유성분 분석 GC 크로마토그람

A : 오미자, B : 흑오미자.
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표 3.25. 오미자 정유성분의 GC/ M S 분석결과.

Rt Compounds %S g

7.437 Ben zene , 1- m ethyl- 4- (1- m ethylethyl)- 0.42

8.211 γ- T erpinen e 0.69

11.857 3- cy clohex en - 1- ol, 4- m ethyl- 1- (1- m ethylethyl)- 0.34

12.315 1- α- T epin eol 0.11

13.758 M ethyl T hym yleth er 1.07

17.749 α- T erpinolen e 0.12
18.263 5H - In den - 5- on e ,oct ahy dro- ,t ran s - 0.30

19.296 α- Ylan gen e 13.19

19.473 α- Gu aiene 0.78
19.707 1H - Pyrrole, 1- butyl- 0.40
19.944 (- )- β- Elem en e 1.81

20.305
1,2- N aphthalen ediol,

2- ethyl- 1,2,3,4- tetr ahy dro- 1- m ethyl- ,ci
0.26

20.738
T ricy clo[2,2,1,02,6]hept ane,1,7- dim ethyl- 7-

(4- m ethyl- 3- pent e
0.11

21.052 α- E lem en e 1.88

21.554 α- Longipin ene 0.58

21.740 α- T erpinen e 0.13

22.045 Lon gipinen e 0.14

22.274 (+)- Arom adendren e 0.55

22.415 β- F arnesene 0.93

22.713 δ- Cadinen e 0.54

22.828 A coradien e 0.86

22.959 (- )- β- A coradien e 0.19

23.478 γ- S elinen e 7.23

23.768 β- S elinen e 0.34

24.176
Naphthalene ,1,2,3,4,4a ,5,5,8a - octahy dro- 7- m ethyl- 4-

m ethylene
0.82
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표 3.25. 계속

Rt Compounds %S g

24.469 β- Him achalen e 10.05

24.590 W iddren e 5.53

25.173 δ- Cadinene 1.52

25.286
6,10,11,11- T etram ethyl- T ricy clo[6,3,0,1E2,3]

Un dec- 1(7)ene
0.57

25.761 α- Muurolene 0.16

25.835 α- Hum ulene 0.19

25.978 Quinoline, 2,6- dim ethyl- 0.52

26.444 2- (5- M ethyl- 3- Isox azoyl)- 4- A cetyl- 5 - M ethylpyrrole 0.12

26.638 N erolidol 0.28

27.943 2- (1 ' ,1 ' - Dideut ero- Ally l)A niline 0.23

29.910
Bicy clo[4,4,0]Dec- 1- En ,2- Isopropyl- 5- M ethyl-

9- M ethylene-
0.41

30.110 Cy cloh ept ene ,5- ethyliden e- 1- m ethyl- 4.22

30.587 T - Muurolol 0.75

33.591 (+)- Ox o- α- Ylan gen e 0.40
35.010 A zocin e, 2- m ethox y - 8- m ethyl- 0.15

35.552 2,3,4- T rim ethylb enzaldehy de 0.58

35.844 2- Vinyladam ant an e 0.63

36.112 (E )- A nd (z)- 7- M ethyl- 5,7- Oct adien - 1- Ol 1.27

36.382 Cy cloisolongifolene 4.54

36.877 2,2- Diisobut enyl- 3- cy clohepten - 1- on e 0.32

37.158
2- Naphthalenecarbox ylicacid ,8- ethenyl- 3,4,4a ,5,6,7,8,8a

- oct
0.22

37.584 4 (1H )- Quin olin on e, 3- m ethoxy - 1- m ethyl- 0.29

38.709 Benzen em ethan ol,ar ,ar ,α- tr im ethyl- 8.15

39.149 δ- 4- Caren e 2.05

39.562 Ph enol, ρ- (2- m ethylally l )- 2.67

42.262 4- (2 ' - ethyl- 5 ' - phenyl- pyrro- 3 ' - y l)pyridin e 0.25

46.429 T etr acosam ethylcy clododecasilox an e 0.05

50.854 1,1,3,3,5,5,7,7,9,9,11,11,13,13,15,15- H ex adecam ethyl- octa silo 0.10
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그림 316. 오미자 정유성분의 M S스펙트럼
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표 3.26. 흑오미자 정유성분의 G/ M S 분석결과.

Rt Com pounds % S g

19.442 S elin a - 3,7(11)- dien e 0.36

21.073 tr an s - Cary ophyllene 1.65

21.255
1H - 3a ,7- Mrthan oazulen e,

2,3,4,7,8,8a - h ex ahy dro- 3,6,8,8- tet r am
0.51

21.542 α- Lon gipin en e 0.31

22.028 T ricy clo[3,3,0,0E4,6]oct an - 3- one,6- m ethyl- 0.30

22.661 Calarene 3.58

22.767 β- Bisabolen e 0.49
23.031 α- Cubeb ene 1.49
23.247 β- Cham igrene 0.96
23.385 Longipinene 1.56
23.955 (- )- β- A coradiene 11.52
24.337 β- Him achalen e 10.19
24.519 1,2,2- t r im ethyl- 1- (ρ- t oly l)- cy clopent an e 5.74
25.129 α- Copaene 1.74
25.390 α- Cham igrene 1.67
25.911 N - (ρ- t oly l)- acrylic acid am ide 1.14
29.516 δ- S elinene 0.96

29.893 (+)- Isobicy clogerm acren e 1.05

31.143 Cary ophylla - 2(12),6- dien - 5- on e 1.09

33.588 Cy clopent en e,1,3- dim ethyl- 2- (1- m ethylethyl)- 0.52

35.024 Arist olon e 1.08

36.152
2- Naphthalenecarbox ylic acid , 8- ethenyl-

3,4,4a ,5,6,7,8,8a - oct
32.88

36.267 Benzen e,1,4- dim ethyl- 2,5- bis (1- m ethylethyl)- 3.68

36.854
T ricy clo[3,2,1,0E2,8]Oct an - 7- on e, 6- m ethyl- 6-

(2- m ethyl- 2- prop
1.46

38.457
1,2,3,3a ,5,6,6a ,7- Oct ahy dro- 1,3a ,6- t r im ethyl-

4H - cy clopent [d]i
1.40

39.496 2H - 1- Benzopyran , 3,4- dihy dro- 2- m ethyl- 4.35

46.430 Benzen eacet ic acid , α,3,4- tr is [(tr im ethylsily l0ox y ]- t 0.20
50.857 T etr acosam ethylcy clododecasilox an e 0.40

52.420 1,1,3,3,5,5,7,7,9,9,11,11,13,13,15,15- hex adecam ethyl- oct asilo 0.28
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그림 3.17. 흑오미자 정유성분의 M S스펙트럼.

3 . 안토 시 안 색 소

가 . A n th o cy an색 소 확 인 실험

1) 정색반응

가) 오미자, 흑오미자의 색소가 anthocy an인지 아닌지의 여부를 알아보기 위

하여 정색반응을 실시하였으며 그 결과는 표 3.27.과 같다.

표 3.27. 오미자, 흑오미자 추출물에 시약을 첨가한 후의 정색반응.

시 료 원 색 0.1N NaOH 2N H Cl AlCl3

오미자 선홍색 청 색 원색과 비슷 변화없음

흑오미자 자주색 군청색 원색과 비슷 보라색

시 료
Am m onium
M olybdate

Vanillin 황산 Lead acet at e
F eCl3 -

K 3F e (CN )6

오미자 갈색 고동색 원액보다 연함 연한 갈색

흑오미자 보라 벽돌색 보라 선홍색
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나) 오미자, 흑오미자의 색소추출액에 0.1N NaOH를 첨가한 결과, 색소추출액

은 모두 청색으로 변하였고, 2N 염산을 첨가하자 원래의 색으로 복원되었다. 이

는 다른 색소에서는 찾아볼 수 없는 안토시안색소만의 특징으로 오미자, 흑오미

자에 함유되어 있는 색소는 안토시안계 색소임이 확인되었다. 또한, 이들 색소추

출물은 헥산, 에테르, 클로로포름 등의 용매에는 전혀 녹지 않았으나, 물이나 알

코올에는 상당히 잘 용해되어 안토시안계색소임을 더욱 확신하게 되었다.

다) Vanillin 황산, 즉 황산에 의한 안토시안색소의 정색반응은 황색이 강한

등색으로 나타난다. 표 4- 27.에 나타난 바와 같이 오미자, 흑오미자 색소추출물의

정색반응은 안토시안 색소임을 확인시켜 주고 있다.

라) 안토시안의 배당체인 anthocy anin의 경우 그림 3.18.에 나타나 바와 같이

B고리에 두 개이상의 OH기를 가지고 있는 cy anidin , delphin idin , petunidin은

aluminium chloride시약, amm onium m olybdate시약, lead acet ate시약을 첨가하

였을 때, 청색계통으로 변색하나, OH기 하나를 가지고 있는 pelag onidin ,

peonidin , m alv idin 등은 색의 변화가 거의 없어 이러한 시약들에 의한 정색반응

은 anthocy anin의 분류에 이용된다. 따라서 표 3.27.에 나타난 바와 같이 오미자

의 경우에는 pelag onidin , peonidin , m alvidin계 색소 중 어느 하나로, 그리고 흑

오미자는 cy anidin , delphin idin , petunidin계 색소 중 어느 하나로 추정되었다.

2) 분광학적 성질

가) 오미자, 흑오미자 생시료를 0.01% HCl in M eOH과 0.01% H Cl in E tOH

로 추출하여 최대흡광도를 측정하고 5% 염화알루미늄용액 3방울을 가하여 최대

흡광도를 측정하여 그 차이를 알아 본 결과는 표 3.28.과 같다.

표 3.28. 오미자, 흑오미자 색소추출액의 흡수 스펙트럼

시 료

흡수극대파장(nm )
염화알루미늄 첨가후
흡수극대의 이동(nm )0.01% HCl

in M eOH
0.01% H Cl

in Et OH

오 미 자 533 541 0

흑오미자 540 554 15
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나) 표 3.28.의 결과에 의하면 오미자의 경우는 흡수극대파장이 533, 541nm이

면서 염화알루미늄 첨가후 흡수극대의 이동이 전혀 나타나지 않았다. 이러한 특

징은 주로 peonidin계 색소에서 나타나는 특징이며, 흑오미자의 경우는 흡수극대

파장이 540, 554nm이면서 염화알루미늄 첨가후 흡수극대의 이동이 15nm 정도

장파장으로 이동하였다. 흡수극대 540, 554nm는 m alvidin계 색소에서 나타나는

특징이나, m alv idin계 색소는 염화알루미늄 첨가 후, 흡수극대의 이동이 일어나지

않는다. 한편, 흡수극대의 이동이 장파장쪽으로 일어나는 것으로는 cy anidin ,

petunidin , delphin idin계 색소가 있는데 이들 중에서 흑오미자의 흡수극대와 일치

하는 색소는 delphinidin , petunidin이 가장 유력하였다. 또, E 440/ E M A X 비는 오미자

의 경우는 25.4, 흑오미자의 경우는 28.1로 3- gly coside 형태임을 알수 있었다.

따라서 분광학적 특성으로만 고찰한다면 오미자의 경우는 peonidin - 3-

gly coside계 색소로 추측되며, 흑오미자의 경우는 m alvidin - 3- gly coside,

petunidin - 3- gly coside , delphinidin - 3- gly coside계 색소 3가지 중 어느 하나 혹은

둘, 아니면 3가지 모두일 가능성이 있을 것으로 추측된다.

그림 3.18. Anthocy anin의 구조
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3) 총안토시안색소의 함량측정

F uleki와 F rancis 및 Philip의 계산식에 의해 총안토시안색소의 함량을 계산한

결과, peonidin - 3- glucoside로 환산하여 오미자는 86.54m g %였으며, 흑오미자는

138.75m g %로 흑오미자의 함량이 오미자의 거의 2배 수준이었다.

나 . 안 토 시 안 색소 의 분 리 정제

1) A mb erit e IRC- 50 칼럼크로마토그라피

가) 색소 추출액 중의 유기산 및 당류를 제거하기 위하여 약양이온교환수지

(Am berite IRC- 50)를 이용한 칼럼크로마토그라피를 실시하였다.

나) 이온교환수지를 전처리하고 칼럼을 만든 후 색소추출액을 charg e하고 물

그리고 0.3% H Cl in Et OH 용매로 순차용출한 결과, 수지의 교환수지가 한정되

어 당류만이 용출되어야 하는 물용출구에서 색소가 용출되어 물용출구를 농축하

여 재실시하는 과정을 반복하여 0.3% H Cl in Et OH 용매로 색소를 계속 회수하

였다.

다) 한편, 안토시안색소는 표품이 없으므로 오미자, 흑오미자 색소확인에 대한

정보를 얻고자 포도, 가지, 딸기, 장미, 자두 등의 식물체를 동일조건으로 처리하

여 당류를 제거하였다.

2) 유리당과 색소의 분리 확인

가) 물용출구와 0.3% H Cl in Et OH 용출구에 색소와 당의 존재를 확인하기

위하여 표 3.7.에 나타난 P C용매계를 모두 사용하여 검토한 결과, n - BuOH/

pyridin e/ 물 (6 :3 :1, v/ v ) 용매계가 가장 우수하였다.

나) n - Bu OH/ pyridine/ 물 (6 :3 :1, v/ v ) 용매계를 사용하여 W h atm an N o. 1여지

에 오미자, 흑오미자의 물용출구와 0.3% H Cl in Et OH 용출구를 각각 spott in g하

고 전개하여 질산은을 이용한 발색제를 분무하여 당과 색소의 분리를 확인한 결

과, 물용출구에서는 다량의 당과 미량의 색소가 분리되었고, 0.3% H Cl in EtOH

용출구에서는 당의 존재가 인정되지 않아 확실한 유리당과 색소의 분리를 확인

하였다.
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다 . 안 토 시 안 색소 확 인

1) 결합당의 제거 및 확인

가) 안토시안 색소는 주로 6가지(그림 3.18.)의 agly con e (anthocy anin )에 당이

결합하여 다양한 색소를 구성하고 있다. 따라서 색소실험을 하기 위해서는 일단

anthocy anin에 결합된 당을 절단하고 분리하여 그 종류를 확인한 후,

anthocy anin에 대한 확인실험을 하는 것이 일반적이다.

나) Anth ocy anin에 결합된 당을 절단하기 위하여 산가수분해를 실시하고 가

수분해액을 농축한 다음, Am berite IRC- 50 칼럼크로마토그라피를 실시하여 당과

anthocy anin을 분리하였다. 분리된 당은 HPLC방법을 이용하여 확인한 결과, 오

미자, 흑오미자에서 대부분 glucose만이 발견되어 오미자, 흑오미자에 결합된 당

은 glu cose임을 확인하였다. 동일한 과정을 포도, 가지, 딸기, 장미, 자두 등의 색

소추출액에 대해서도 실시하였다.

2) P C

가) 결합된 당이 제거된 오미자, 흑오미자, 포도, 가지, 딸기, 장미, 자두의

anthocy anin용액을 W h atm an No. 1여지에 spott in g하고 표 3.8.에서 선정된

n - Bu OH/ 초산/ 물 (4:1:5, v/ v , 상층부, 이하 BAW ), 물/ 농염산/ 초산 (82:15:3, v/ v , 이

하 W HA ) 두용매계로 전개한 결과는 표 4- 29.와 같다.

나) 오미자, 흑오미자 모두 2개의 반점이 나타나, 각각 2종의 anth ocy anin이

함유되어 있었음을 추측할 수 있었으며, 오미자, 흑오미자 두식물체간의

anthocy anin조성이 상당히 다름을 알수 있었다. 또, 흑오미자의 anthocy anin 조

성은 포도와 거의 유사하였고 오미자의 anthocy anin 조성은 장미, 자두와 유사하

였다. 포도에 함유되어 있는 anthocy anin은 delphinidin , m alvidin , petunidin 등이

며, 자두에 함유되어 있는 anthocy anin은 peonidin , cy anidin 등이 함유되어 있다.
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표 3.29. 각 식물체 anthocy anin의 P C 결과.

용매계 오미자 흑오미자 장미 자두 딸기 포도 가지

BA W
Rf 0.140

Rf 0.233

Rf 0.140

Rf 0.273

Rf 0.133 Rf 0.273 Rf 0.193

Rf 0.433

Rf 0.140

Rf 0.273

-

W HA

Rf 0.066

Rf 0.266

Rf 0.120

Rf 0.273

Rf 0.080

Rf 0.253

Rf 0.413

Rf 0.066

Rf 0.233

Rf 0.366

Rf 0.133

Rf 0.353

Rf 0.147

Rf 0.273

Rf 0.167

Rf 0.320

Rf 0.507

다) 상기 식물체의 anthocy anin 용액을 BA W로 전개한 경우 2시간내에 변색

하였으나, W HA로 전개한 경우에는 전개 후에도 오랫동안 변색이 일어나지 않았

으며, 표 3.29.에 나타난 바와 같이 분리능도 W HA가 훨씬 우수하여 이후 실험

은 W HA를 사용하였다.

라) Anth ocy anin의 분리

표 3.29.에 나타난 바와 같이 오미자, 흑오미자 모두 2종의 anthocy anin을 함

유하고 있으므로 이들을 분리하고자 W hatm an N o. 3MM (20 X 20cm ) 여과지에

상기 식물체의 anthocy anin 용액을 b andin g하고 W HA 용매계를 사용하여 전개

한 결과, 오미자의 경우 Rf 0.080에서 적색ban d, Rf 0.266에서 역시 적색ban d가

나타났으며, 흑오미자의 경우는 Rf 0.060에서 보라색, Rf 0.130에서 적색ban d가

나타났다. 이들을 각각 Rf별로 절단하여 1% H Cl in M eOH용액으로 추출하였다.

라 . 안 토 시 안 색소 의 동 정

1) 분광학적 성질측정

가) 오미자의 Rf 0.080(이하 오- 0.080), Rf 0.266 (이하 오- 0.266), 흑오미자의

Rf 0.060(이하 흑- 0.060), Rf 0.130(이하 흑- 0.130) 부분에 대해 최대흡수극대를 측

정한 결과, 오- 0.080은 535nm에서 오- 0.266은 528nm (그림 3.19.)에 흑- 0.060은

546nm (그림 3.19.)에서 흑- 0.130은 538nm에서 나타났다.

- 182 -



그림 3.19. 오- 0.266(A )과 흑- 0.060(B )의 최대흡수극대 스펙트럼

나) 최대흡수극대 측면에서만 고찰한다면 오- 0.080은 cy anidin 혹은 peonidin

으로, 오- 0.266은 peonidin으로, 흑- 0.060은 delphinidin으로, 흑- 0.130은 m alvidin

으로 추측되었다.

2) 이상 색소실험의 결과를 고찰하여보면, 오미자의 안토시안색소는 P C상에서

나타난 반점이 2개이고 결합된 당이 glucose인 것으로 미루어 보아

peonidin - 3- m onoglucoside와 peonidin - 3,5- dig lu coside으로 시사되며, 흑오미자의

안토시안색소는 P C상에서 나타난 반점이 2개이고 결합된 당이 glu cose인 것으로

미루어 보아 delphinidin - 3- m on oglu coside와 m alvidin - 3- m on oglu coside으로 시

사된다.

3 ) HPLC

가) 상기 4획분에 대해 표 4- 9.의 조건으로 HPLC를 실시한 결과, 오- 0.080은

Rt 4.032, Rt 13.042에서, 오- 0.266은 Rt 4.432, Rt 12.037에서, 흑- 0.060은 Rt

3.202, Rt 21.338에서, 흑- 0.130은 Rt 4.673, Rt 24.093에서 peak가 나타났으나, 이

들의 결과로 색소본체에 대한 정보를 얻는 것은 어려웠다. 다만, 오- 0.080의 Rt
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13.042는 장미의 주peak인 Rt 13.095와 유사하였고, 오- 0.266의 Rt 12.037은 자

두의 주peak인 Rt 12.282와 유사하였으며, 흑- 0.060의 Rt 21.338은 포도의 주peak

인 Rt 20.995와 유사하였고, 흑- 0.130의 Rt 4.673은 포도의 주peak인 Rt 4.410과

유사하여 오미자의 색소가 장미나 자두와, 그리고 흑오미자의 색소가 포도와 매

우 유사하다는 정보만을 얻을 수 있었다.

4 . 생물 활 성 물 질 : S ch izn adrin

가 . 추 출

오미자, 흑오미자시료를 ether로 환류추출 후 다시 M eOH로 추출하였다.

E th er 추출용액은 농축 후 수증기증류를 실시하여 정유성분을 제거하고 수용액

(수용액획분)에 대해 ether로 추출 농축 (eth er획분)하였다. 한편 M eOH 추출용액

은 증류수에 녹인 후, ethylacet at e로 추출 농축한 후 celite로 칼럼을 제작하여

시료를charge하고 n - hex an e, chloroform , m eth anol로 순차용출분획하였다. 이러

한 과정에서 얻어진 수용액획분, ether획분, n - h ex ane획분, chloroform획분,

m ethanol획분에 대해 표품의 schizan drin과 같이 benzen e/ acet on e (9:1, v/ v )과

n - hex an e/ acetone (7:3, v/ v ) 두용매계를 사용하여 T LC를 실시하고 요오드증기를

이용하여 발색하고 검정한 결과, 주로 ether획분과 n - hex an e획분에서 활성물질의

존재가 인정되었고 chloroform획분에서는 약간의 활성물질의 존재가, 그리고 그

외의 획분에서는 활성물질의 존재가 인정되지 않았다. 따라서 ether획분과

n - hex an e획분을 합하여 농축한 후, 크로마토그라피를 실시하여 분리정제하였다.

나 . 크 로 마 토 그라 피 를 이 용한 분 리 정 제

1) 실리카겔 칼럼크로마토그라피를 이용한 분리정제

가) Silica g el을 n - h ex ane을 이용하여 칼럼을 제작하고 활성획분을 charg e한

후 표 3.10.의 용매조성으로 용출분획하였다. 얻어진 12개 획분을 각각 농축하고

표품의 schizandrin과 같이 T LC를 실시하여 검정한 결과(오미자는 그림 3.20., 흑

오미자는 그림 3.21.), G, H획분에서는 활성물질의 존재가 확실하게 인정되었으

며, I, J획분에서는 약하게 인정되었다. 따라서 이들 G, H , I, J획분을 모두 모아

- 184 -



농축한 다음, 더욱 분리정제하고자 용출용매계를 바꾸어 재실리카겔 칼럼크로마

토그라피를 실시하였다.

나) Silica g el을 n - h ex ane을 이용하여 칼럼을 제작하고 활성획분을 charg e한

후 표 3.11.의 용매조성으로 용출분획하였다. 얻어진 14개 획분을 각각 농축하고

표품의 schizandrin과 같이 T LC를 실시하여 검정한 결과(오미자는 그림 3.22., 흑

오미자는 그림 3.23.), 라, 마획분에서는 활성물질의 활성물질의 존재가 확실하게

인정되었다. 이들 획분을 모아 농축한 다음, 더욱 분리정제하고자 S ephadex

LH - 20 칼럼크로마토그라피를 실시하였다.

2) S ephadex LH - 20 칼럼크로마토그라피를 이용한 분리정제

가) 재실리카겔 칼럼크로마토그라피의 활성획분 농축물에 대해

S ephadex LH - 20 칼럼크로마토그라피를 실시하였다.

그림 3.20. 오미자 실리카겔 칼럼크로마토그라피 획분의 T LC 크로마토그람
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그림 3.21. 흑오미자 실리카겔 칼럼크로마토그라피 획분의 T LC 크로마토그람

그림 3.22. 오미자 재실리카겔 칼럼크로마토그라피 획분의 T LC 크로마토그람
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그림 3.23. 흑오미자 재실리카겔 칼럼크로마토그라피 획분의 T LC 크로마토그람

나) Sephadex LH - 20 겔을 chloroform/ MeOH (3:1, v/ v ) 용매계로 slurry를 만

들어 칼럼을 제작하고 칼럼 상단에 시료를 흡착시킨 후, 동용매계로 용출하면서

80ml씩 총 10개로 분획하였다. 얻어진 10개 획분을 각각 농축하고 표품의

schizandrin과 같이 T LC를 실시하여 검정한 결과, 3, 4, 5번 획분(총부피에 대한

용출부피의 비 0.6∼1.0)에서 활성물질의 존재가 인정되었다. 그러나, 충분히 분리

정제가 되지 않았다고 판단되어 이를 더욱 분리정제하고자 박층크로마토그라피

를 실시하였다.

3) 박층크로마토그라피를 이용한 분리정제

가) Sephadex LH - 20 칼럼크로마토그라피에서 활성물질의 존재가 인정된 3,

4, 5번 획분을 모아 농축한 다음, T LC판에 농축물을 banding하고

n - hexane/ acetone(7:3, v/ v ) 용매계를 사용하여 schizandrin표품과 함께 전개하고

schizandrin표품과 같은 Rf치를 나타내는 영역을 절취하여 MeOH로 4회 추출, 여

과, 농축하였다.
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나) T LC에서 얻어진 농축물에 대해 더욱 정제하고자 benzene/ acetone (9:1,

v/ v ) 용매계를 사용하여 앞의 가)와 같은 방법으로 전개, 절취, 추출, 여과, 농축

하였다.

다 . H P L C 분 석

1) T LC에서 얻어진 활성획분을 membrane filter (Millipore, 0.45 m , Water s

사)로 여과하여 표 3.12의 조건으로 HPLC를 실시한 결과, schizandrin 표품은 그

림 3.24, 오미자는 그림 3.25, 흑오미자는 그림 3.26과 같다.

2) 그림 3.24.에 나타난 바와 같이 schizandrin 표품의 Rt은 9.210이었으며, 오

미자 활성획분은 그림 3.25.에 나타난 것처럼 Rt 9.185에서 주peak가 나타났고,

그외 Rt 7.230, Rt 13.015, Rt 14.867에서 작은 peak가 나타났다. 흑오미자 활성획

분은 그림 3.26.에 나타난 것처럼 Rt 9.155에서 주peak가 나타났고, 그외 Rt

13.210, Rt 13.715, Rt 14.905, Rt 15.880, Rt 17.982에서 작은 peak가 나타났다.

그림 3.24. Schizandrin 표품의 HPLC 크로마토그람
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그림 3.25. 오미자 활성획분의 HPLC 분석 크로마토그람.

그림 3.26. 흑오미자 활성획분의 HPLC 분석 크로마토그람.
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3) 오미자 활성획분의 Rt 9.185과 흑오미자 활성획분의 Rt 9.155는

schizandrin 표품의 Rt 9.210과 매우 유사하여 이들 peak는 schizandrin태 물질일

가능성이 매우 높다고 판단된다. Schizandrin이 오미자에 함유되어 있다느 것은

기지의 사실이므로 위의 결과가 당연할 수 있겠으나, 현재까지의 결과로만 본다

면 흑오미자내에도 schizandrin태 물질의 존재가 인정되는 것은 대단히 특이적인

사항으로 생각된다. 따라서 흑오미자내에는 schizandrin이 존재하거나 그렇지 않

을 경우 적어도 schizandrin과 매우 유사한 물질이 존재할 가능성은 매우 높을

것이다.

4) 흑오미자의 활성획분에 대한 정확한 정보를 얻고자 LC/ MS를 실시하고자

하였으나, 시료양이 너무 적어 현재 계속하여 분리정제를 실시하고 있다. 추후

전문학술지에 정확한 결과를 투고할 것이다.
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제 4 절 결 론

오미자와 흑오미자의열매에 함유된 일반성분 및 생물활성물질을 분석한 결과

느 다음과 같다.

오미자와 흑오미자에 함유된 유리당의 종류는 비슷하였으나, 오미자의 경우에는

sucrose의 함량 1.13%로 0.02%인 흑오미자에 비해 상당히 많았고, 흑오미자의

경우에는 fructose와 glucose의 함량이 3.71%, 2.51%로 1.83%, 1.05%인 오미자보

다 월등히 높았다.

오미자, 흑오미자 모두 malic acid의 함량이 47,684 ppm , 38,691 ppm으로 가

장 높았고, 그 다음이 citric acid로서 11,939 ppm , 3,330 ppm 이였다. 흑오미자의

경우에는 malonic acid와 maleic acid의 함량이 각각 2.8 ppm , 2.3 ppm으로서 0.3

ppm , trace인 오미자 보다 높게 나타났다.

오미자의 총유리아미노산 함량은 722 mg% 였고 총구성아미노산은 7,577

mg%였으며, 흑오미자의 경우는 각각 202 mg%, 5,596 mg%로 오미자에 아미노

산 함량이 더 높았으나 ly sine만은 흑오미자에서 300 mg%으로 오미자의 288

mg%보다 높게 나타났다. 두종의 식물체에 주로 함유되어 있는 아미노산은

glutamic acid, aspartic acid, threonine, valine 그리고 Leucine이었다.

총페놀함량은 오미자의 경우는 1.275%, 흑오미자의 경우는 1.560%로 흑오미

자의 함량이 더 높았다. 오미자, 흑오미자에 가장 많이 함유되어 있는 페놀화합

물은 chlorogenic acid로 각각 1,276 ppm , 802 ppm였으며, gentisic acid의 경우는

오미자에 69 ppm , 흑오미자에는 136 ppm으로 흑오미자에서 높게 나타났고

ferulic acid는 오미자에 187 ppm , 흑오미자에 23 ppm으로 오미자에서 더 높게

나타났다. 그외 존재하는 페놀화합물로는 cinnamic acid, caffeic acid, coumalic

acid 등이었다.

총지질함량은 오미자의 145 mg/ g보다 흑오미자에서 160 mg/ g으로 더 높았으

며 주로 중성지질이었다. 구성지방산 중 불포화지방산은 오미자, 흑오미자 모두

linoleic acid가 21,765 ppm , 45,584 ppm으로 가장 많이 함유되어 있었고, 포화지

방산으로는 palmitic acid가 3,974 ppm , 10,872 ppm으로 가장 많이 함유되어 있
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었다. 그외 다량 함유되어 있는 지방산은 포화지방산인 capric acid 였다.

오미자, 흑오미자의 정유성분의 종류는 오미자에서 훨씬 다양한 성분이 검출

되었으며, 특히 오미자에서는 비점이 낮은 정유성분이 상당수 검출되었다. 주로 함

유되어 있는 성분으로는 오미자에는 α-ylangene, α,β- elemene, β-himachalene, γ

- selinene 그리고 widdrene 등의 성분이 주로 발견되었으며, 흑오미자에서는

caryophyllene, calarene, cubebene, acoradiene 그리고 β-himachalene 등의 성분이 발

견되어 오미자와 흑오미자의 정유성분 조성에는 차이가 있었다.

총안토시안색소의 함량은 오미자는 86.54mg%였으며, 흑오미자는 138.75mg%

로 흑오미자의 함량이 오미자의 거의 2배 수준이었다. 오미자에 함유된 색소는

peonidin- 3- monoglucoside와 peonidin- 3,5- diglucoside으로 추측되며, 흑오미자의 안

토시안색소는 delphinidin- 3-monoglucoside와 malvidin- 3-monoglucoside으로 추측된

다.

오미자에는 schizandrin이 0.11%/ 100g (건중) 함유되어 있었으며, 흑오미자에도 대

단히 유사한 물질이 함유되어 있었으며 그 함량은 0.13%/ 100g (건중)였다.
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제 5 장 천연음료개발분야

제1절 서 설

천연음료 관련 산업기술 수준의 향상을 위하여, 가공제품 관련기술 향상과 고

급인력이 확보되면, 현재 생산되는 음료는 외국 제품들과 비슷하여 국내시장에서

경쟁을 해야하는 어려운 문제점의 해결 방법이 될 수 있다. 유용자원식물을 상품

성이 높은 가공식품의 원료로 이용하면, 산림자원에 대한 관심 증대와 새로운 임

산 소득 작목으로 개발되고 유용자원 식물들과 이들의 이용성을 개발하지 않으

면 필요량을 외국에서 수입하는 등 우리의 식물자원이 소실되어 버릴 가능성이

많으며 비슷한 종류나 변종 등 근연식물의 이용성이 확대 될 수 있다. 장기저장

제품과 이용성이 편리한 가공품의 생산으로 오미자의 부가가치를 높이고 제품의

다양화로 상품성을 향상시키고 유통의 편의성을 확보하여 생산부터 유통까지

package화로 농업을 2.5차 산업으로 끌어올릴 수 있다. 그리고, 원료 산지에 가공

산업을 육성하여 농한기 유휴 노동력 활용으로 고용기회의 확대 및 창출이 가능

하며, 가공산업의 현지 노동력 이용으로 농가소득 증대와 농외소득 증가도 가능

하다. 생약 재료로 이용되는 오미자를 천연음료로 가공하여 건강음료로 개발함으

로써 관련산업의 기술개발에 기여할 수 있으며, 건강음료 개발로 국내 음료 산업

에 새로운 가능성과 수출상품의 개발로 연결하여 외화획득이 가능하다. 그런데,

현재 우리나라에서 오미자를 이용한 천연음료 생산제품 및 기술이 거의 전무한

상태이므로, 기초적인 생산기술부터 연구개발이 필요하고, 기술개발에 국가적인

적극적 자원이 요청되고 있다.

오미자의 경우는 예전부터 약재로 사용되어 왔으며, soft drink, 농축 extract 제

품을 생산하고 있는 산업체가 전남 구례군 소재 (주)지리산식품 등 여러곳이고

신제품을 개발하려는 산업체의 수도 늘고있으며, 흑오미자의 경우는 약재로 소량

유통되고 있고, 제주도 정우식품을 포함하여 제품을 생산하고 있거나 신제품 생

산에 관심을 가지고 있는 산업체도 늘고 있다고 한다. 전술한 상황과 세계적으로

오미자와 흑오미자의 생산국이 국한되어 있으며, 현재 이들 식물을 재배하고 있
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거나 재배하고자 하는 의욕을 가진 농가가 상당수에 이르고, 생산된 오미자를 가

공하여 제품을 생산하고 있거나 신제품을 생산하려는 산업체가 증가하고 있다는

점을 감안할 때, 신제품 개발에도 상당한 일익을 담당하게 될것이며, 그에 따라

재배면적의 증가와 판매 route가 보장되어 다. 수농민의 참여로 재배면적의 증가

와 농가의 소득향상에도 기여하게 될것이다.

흑오미자를 이용한 가공품의 개발로 산업화된 고부가 가치 제품의 생산을 위

한 선진국형 농업구조로 전환하면, 농산물 수입개방으로 인한 농업 생산 기반의

취약화와 붕괴 및 농촌인구 감소에 따른 농촌사회 공동화 현상과 파괴방지로,

UR 협상 및 농수산물 수입 개방으로 인한 농촌보호하며, 다양한 가공품의 생산

으로 소비자의 기호성을 충족시켜 상품성의 증대로 국민의 식문화 향상에 기여

할 수 있고, 약리작용을 갖는 건강식품의 보급으로 국민건강에 기여할 수 있으며

우리의 고유한 음료로서 수출상품으로 개발하여 위축된 농민의식의 고양에 기여

할 수 있다. 또한, 오미자·흑오미자에 대한 정보제공으로 산업체의 관심유도하

며, 제품 수요증가로 인한 재배면증가와 판매route 확보로 농가소득의 향상에 도

움이 되며, 건강식품 및 건강보조식품으로써 국민의 오미자·흑오미자에 대한 올

바른 인식에 기여하여, 국민건강 증진에 일익담당할 수 있다.

국내에서 오미자의 이용은 건조제품을 한방의학계에서 한약재료로 사용되는

정도일 뿐이며, 이에 대한 연구도 매우 적은 편인데, 그에 대한 연구는 약리작용

연구로 서화중 등에 의한 오미자 추출물이 Alloxan 부하가토의 혈청성분에 미치

는 영향이 있고, 이정숙등이 오미자 열매 추출물이 알콜대사에 미치는 효과를 연

구하였고, 식품으로서 이용은 건조 오미자 및 분말이 오미자茶로 이용되며 가공

제품으로 현재 무주 안성농협(전북)등 5 6개 회사가 생산하고 있으며 액상茶(정

우식품)도 생산되고 있다. 천연, 전통음료로서 이용은 시작단계에 있어서 음료개

발이 시도되고 있으며 이에 대한 연구가 시작되고 있다. 현재 생산되는 음료는

오미자 시시(해태음료), 오미자즙(지리산식품) 등인데 생산량은 매우 적은 편 이

며 연구도 시작 단계에 있을 뿐만 아니라, 흑오미자에 대한 연구는 전무한 상태

이다. 오미자 전통음료 개발을 위해서 식품개발 연구원 연구팀에 의해서 추출용

매에 따른 추출물의 수율과 맛성분과 관련 성분의 분석을 하였고, 해태제과 식품
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연구소 연구팀에 의해서 최적추출조건 및 첨가물 적정 배합비를 연구하였다. 이

러한 연구는 기초단계이며 앞으로 기초연구부터 생산공정의 개발 연구까지 많은

연구가 수행되어야 할 것이다.

제2절 연구수행방법

1 . 실험 재 료

가. 흑오미자 : 1996년부터 1998년까지 매년 10월 중순∼11월 초순 제주도 한라

산에서 채취한 생시료를 선별후 꼭지등을 제거하고, 냉동한 과실을 4등분이

상 세절하여 시료로 사용하였다. .

나. 흑오미자줄기: 1996년 11월 초 제주도 한라산에서 채취하여 건조시

켜 4℃(±1℃)로 냉장 보관하면서 절단 후 세절하여 시료로 사용하였다.

다. 오미자: 1997년 10월 중순 강원도 홍천군 남면에서 채취선별후 꼭지등을 제

거하고 - 18℃이하로 냉동한 과실을 4분이상 세절후 시료로 사용하였다.

라. 건조오미자: 1997년과 1999년 1월 전라북도 무주군 안성면 안성농협에서

1996년과 1998년 가을에 채취하여 건조한 재료를 구입하여 과실을 선별후

4℃로 냉장 저장하면서 시료로 사용하였다.

마. 중국산 오미자: 1997년도 1월 초순 전라남도 순천시 시장에서 건조된 중국

산 재료를 구입하여 역시 0- 4℃로 냉장 저장하면서 시료로 사용하였다.

바. 흑오미자 추출물: 세절한 흑오미자 시료를 80℃로 4시간 40℃로 7시간 물과

25％에탄올로 추출하여 회전감압농축기로 농축시킨후 냉장 보관하면서 추

출물 시료로 사용하였다.

사. 건조오미자 추출물: 건조한 96년산 오미자 시료를 흑오미자 추출물과 같은

조건으로 추출 농축시킨 후 냉장 보관하면서 추출물 시료로 사용하였다.

아. 중국산 오미자 추출물: 중국산 건조 오미자 시료를 흑오미자 추출물과 같은

조건으로 추출후 농축하여 냉장 보관하면서 추출물 시료로 사용하였다.

자. 흑오미자 나무 추출액: 건조한 흑오미자 나무 줄기 시료를 추출물 제조 시

료와 같은 조건으로으 추출후 농축하여 냉장 보관하면서 추출물 시료로 사
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용하였다.

2 . 실험 방 법

가. 일반성분 분석

각 시료들의 수분, 조지방질, 회분은 A.O.A .C.방법에 따라 수분은 105℃건조

법, 조지방질은 Soxhlet추출법, 회분은 회화로에서 600℃로 회화하여 측정하였다.

그리고 조단백질은 조단백질 측정장치(Auto kjeldhal system , Buchi,

Switzerland)를 이용하였고, 조섬유질도 조섬유 측정장치(F ibertec system M

1017, T ecator , Switzerland)를 사용하여 측정하였으며 전체를 100으로 하여 탄수

화물(가용성 무질소물의 함량)을 계산하여 구하였다.

나. 수율 분석

4가지 종류의 시료들로부터 2가지 추출용매를 사용하여 2가지 추출온도에서

4가지 방법의 추출시간동안 추출하였다.

1) 추출 용매 : 물, 20% ethanol수용액, 25% ethanol수용액으로 추출

2) 추출 온도 : 80℃ 와 40℃ 물중탕

3) 추출 시간 : 80℃ 물중탕에서 3, 4, 5시간과 40℃ 물중탕에서 7시간

가장 적합한 추출방법을 찾기 위하여 4종류의 시료 일정량을 취하여 물과

20% ethanol을 시료량의 5배를 채워 환류냉각기를 부착하고 80℃ 물중탕에서 3

시간, 4시간, 5시간 추출한 후 1차 여과하고 잔사에 다시 동량의 추출용매로 1시

간씩 동일온도로 3차 추출하여 여과한 여액을 모두 합하여 회전감압 농축기로

45∼50℃에서 완전히 농축하고 데시케이터에서 30분 방냉한 후 추출물 (엑기스)

을 평량하여 시료량에 대한 백분율로 수율을 측정하였고 40℃ 물중탕에서 7시간

추출한 실험방법도 동일한 방법으로 3차 추출하여 얻은 추출액을 모두 합하여

농축한 후 동일방법으로 수율을 측정하였다.

다. 색소 추출량 조사

4종류의 시료에서 2가지 추출용매를 사용하여 2가지 온도로 3, 4, 5, 7 시간

- 196 -



으로 3반복한 추출액 중 일정량을 취하여 색차계(T okyo Denshoku Co. SP - 80,

Japan)로 측정하였으며 Hunter의 L값(명도), a값(적색도), b값(황색 도)으로 표시

하였으며 동일 시료들을 spectrophotometer (UV/ Visible Spectrophotome- ter ,

Pye Unicam, U.K.)로 최대흡광도를 나타내는 520nm에서 흡광도를 측정하여 색

도를 비교하였다.

라. 총 폴리페놀 측정

각 재료의 추출액 시료 5ml를 취하여 100ml에 넣고 탄산나토륨 5ml과 Folin시

약 2ml과 증류수를 가하여 100ml로 정용후 660nm에서 흡광도를 측정하였다. 함

량의 계산은 catechol로 작성한 표준곡선에 의하여 정량하였다

마. 물성측정

각 종류의 시료에서 추출 용매, 추출 온도, 추출 시간을 달리한 다양한 추출방

법으로 추출한 추출액의 일정량씩을 취하여 pH meter (Orion 720A , U. S . A )로

pH를 측정하였고 산도는 0.1N NaOH 적정법으로 (pH 8.3 종말점)으로 하였으며

당도는 굴절당도계(AT AGO, Japan )로 측정하였다.

바. 추출물의 기호성 영향인자들의 변화조사

흑오미자 2가지 추출용매(물과 25% 에탄올)를 사용하여 추출조건인 추출온도

와 추출시간을 달리하여 추출한 추출물의 색도인 투명도, 적색도, 황색도와 흡광

도, 총 폴리페놀의 변화를 측정하고 pH, 산도, 당도 변화를 측정하였다. 그래서

음료제품으로 가공하였을 때 제품의 색과 맛등 기호성에 미치는 영향을 예측하

기 위하여 먼저 추출물 특성의 변화를 냉장온도 (4±1℃)로 저장하면서 조사하였

다.

사. 천연 즙액제품의 상품성 영향인자들의 저장중 변화조사

시료중 흑오미자, 생오미자, 건조오미자를 물과 3％에탄올을 추출용매로 하여

60℃와 80℃에서 각각 4시간씩 추출하였다.
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추출한 즙액을 절반으로 나누어 항산화제 isoascorbic acid (=erythorbic acid)를

0.025％되게 첨가하여 항산화제 첨가시료와 무첨가 시료로 나누어서 포장하였다.

포장은 140∼150㎖씩 Al- pack에 주입하고 포장하여 80℃로 5∼6분 살균 후 17℃

까지 바로 냉각한 후 냉장저장(4±1℃)하면서 시료로 사용하였다. 냉장 저장하면

서 저장중 상품성에 영향을 주는 색소의 안정성, 총 폴리페놀 함량, 적절한 단맛

의 농도와 신맛과 어울리는 조화된 맛을 갖는 추출물을 조사하였고, 저장중 제품

의 혼탁방지를 위해 명도 및 흡광도를 7일 간격으로 측정하여 상품의 유통중 변

화를 조사하였다..

아. 천연즙액(추출물)제품의 기호성, 상품성, 저장성 조사

흑오미자, 생오미자, 건조오미자를 물과 3％에탄올 용매로 60℃에서 4시간 추

출한 후 여과하고 여과한 즙액을 반으로 나누어서 설탕을 5％가 되도록 가하며

당을 첨가한 시료와 무가당 시료로 나누어 포장하였다. 포장은 Al- pack에 동일

한 방법으로 하였고, 살균, 냉각도 같은 방법으로 냉장저장(4±1℃)하면서 시료로

사용하였다. 냉장 저장하면서 적색도가 동일하도록 희석 조절하면서 맛의 기호

성, 적색외의 상품성, 저장성, 물성변화등을 조사하였다.
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제 3 절 연구수행내용 및 결과

1 . 흑오 미 자 와 오미 자 의 일 반성 분

우리나라 제주도에서 자생하는 흑오미자와 오미자, 그리고 중국산 오미자, 흑

오미자 나무줄기의 일반성분은 표 4.1.과 같다. 표에서와 같이 흑오미자는 생원료

를 시료로 하였고 나머지는 건조오미자를 시료로 하였다. 그래서 참고로 수분을

제외한 건물량 비율을 나타내었다.

흑오미자는 생원료가 수분이 86.3%로 수분함량이 높은 과실류로 나타났다. 흑오

미자는 오미자와 중국산 오미자에 비하여 조지방이 약간 낮은 함량을 나타냈고,

조섬유는 반대로 흑오미자에 많은 양이 함유되었다. 그리고 나머지 일반성분인

조단백질, 조회분, 가용성 무질소물은 비슷하여 함량의 차이가 거의 없다. 흑오미

자 나무 줄기도 가공재료로서 성질을 조사하기 위하여 시료로 하였는데 조섬유

가 약 50%이었고 탄수화물은 흑오미자에 비하여 오히려 다소 낮은 함량이었으

며 조단백, 조지방, 조회분은 매우 적은량 함유되었다. 이 등이 보고한 오미자의

일반성분과 비교하면 조회분은 약간 높았으나 조지방, 조단백질은 낮은 함량을

나타내었는데 시료의 상태와 실험 방법 등의 차이에 기인하는 것으로 생각되었

다. 오 등은 여러 가지 생약과 오미자의 일반성분을 보고하였는데 조단백, 조섬

유는 흑오미자가 많고 조지방, 조회분은 낮게 함유된 결과를 나타냈다.
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표 4.1. 흑오미자와 오미자의 일반성분

시 료 수 분 조단백질 조지방 조섬유 조 회분 탄수화물
(가용성 무질소물)

흑오미자

(생시료)
86.30

1.05

(7.66)

2.07

(15.11)

3.21

(23.43)

0.68

(4.96)

6.69

(48.83)
오 미 자

(건조)
19.17

6.23

(7.71)

16.04

(19.84)

15.22

(18.83)

3.85

(4.76)

39.49

(45.17)
중 국 산

오 미 자

(건조)
22.12

5.58
(7.16)

13.93
(17.89)

15.21
(19.53)

3.90
(5.01)

39.26
(50.41)

흑오미자

줄기

(건조)
10.41

0.84
(0.94)

1.57
(1.75)

44.11
(49.24)

2.60
(2.90)

40.47
(45.17)

※ ( )는 건물중 함량(%)

2 . 흑오 미 자 와 오미 자 의 수 율

흑오미자의 음료 개발을 위하여 여러 가지 추출조건으로 즙액을 추출하여 그

수율을 조사하였는데 그 결과는 표 4.2.와 같다.

표 4.2. 흑오미자 및 줄기와 오미자의 수율 (중량 %)

추출온도

추출시간

시료 추출농도
(알콜%)

80℃ 40℃

3시간 4시간 5시간 7시간

0 20 0 20 0 20 0 20

흑오미자(생시료) 9.32 9.68 9.52 10.08 9.40 9.16 8.31 8.40

오미자(건조) 45.63 39.25 47.04 39.12 47.48 45.45 38.44 35.02

중국산오미자(건조) 39.78 38.56 40.79 38.74 48.61 41.53 38.39 37.63

흑오미자줄기(건조) 12.02 12.13 13.99 15.07 14.31 13.19 9.79 9.45
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흑오미자의 생시료는 추출용매로 물과 20%에탄올 수용액을 사용하여 80℃ 물

중탕(3시간, 4시간, 5시간)과 40℃ 물중탕(7시간)에서 추출하였는데 80℃ 물중탕

으로 3시간 추출하는 방법이 수율이 더 높아서 추출용매나 추출시간보다는 추출

온도의 영향이 크게 미치는 것으로 나타났으며 높은 추출온도인 80℃에서 추출

시간의 영향은 4시간이 가장 높은 수율을 나타내었다. 그리고 3시간 추출은 추출

시간이 짧아 당연히 수율이 낮았으나 5시간 추출도 수율이 약간 적은 값을 보였

는데 4시간 이상의 추출은 추출시간의 연장이 추출 수율을 높이는 조건이 되지

못하는 결과로 나타났다. 또한 추출용매로는 물보다는 20%에탄올 수용액이 약간

높은 수율을 나타내었는데 5시간 추출조건에서는 반대로 물로 추출한 추출물의

수율이 높은 것으로 나타났는데 적은 차이로 비슷한 결과를 보였다. 한국산 오미

자와 중국산 오미자의 건조시료는 추출온도가 고온과 저온일 때 수율의 차이가

많아 고온 추출이 10%이상 높았다. 그리고 80℃물중탕 추출일 경우 4시간 추출

하면 충분히 추출되는 결과를 보였으며 에탄올 수용액보다는 물로 추출한 방법

이 수율이 상당히 높게 나타나 4시간 추출시료에서는 8∼12%가 높아서 흑오미

자 생시료와는 상반된 결과를 나타내었고, 중국산 건조 오미자가 수율이 1∼3%

정도 높았다.

흑오미자 가공식품의 생산 원료의 확보를 증대시키고 자원의 이용성 개발을

위하여 흑오미자 나무줄기를 가공 중 제조 원료로 사용하여 적성을 조사하였는

데 건조한 나무 줄기에서 추출한 추출물의 수율은 흑오미자 생시료보다 약간(3∼

5%)높게 나타났다. 역시 오미자 열매의 결과와 비슷하게 고온으로 추출하는 조

건이 적합하였고, 80℃ 물중탕 추출에서 4시간 에탄올 수용액 추출방법이 적합한

추출조건으로 나타났다. 그리고 나무줄기의 시료에서 에탄올 수용액에 다양한 성

분이 추출된 것으로 생각되어 물보다 에탄올 수용액이 좋은 방법이라 추측되었

다. 수율을 기준으로 한 종합적인 추출조건으로는 저온보다는 약 80℃의 고온의

물중탕으로 4시간 추출하고 흑오미자 생시료와 건조 나무줄기는 20% 에탄올
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수용액 추출 용매가 유리하였으며 건조된 오미자(한국산, 중국산)는 추출용매로

물을 사용하는 방법이 높은 수율을 얻는 방법으로 나타났으며 건조된 나무 줄기

로 가공제품의 제조에 원료로 이용할 수 있는 재료로서 뿐만 아니라 증량제로서

충분히 사용될 수 있는 가치가 있는 것으로 생각되었다.

흑오미자에 대한 연구는 국내에서 전혀 없는 실정이며 오미자를 이용한 가공

제품에 관한 연구도 거의 없어 비교가 어렵다. 강 등이 연구한 결과는 45% 알콜

농도의 용매로 90℃에서 3시간 추출하는 방법이 가장 양호한 수율을 나타내는

것으로 보고하여 약간의 차이를 나타내었는데 이것은 온도와 용매의 농도가 높

아 시간이 단축되었다고 생각되었다.

3 . 색소 추 출 량 조사

1) 흑오미자와 오미자의 적색도(a값)

오미자는 일반가정에서 전통적으로 오미자 차 또는 진달래 색의 고운 즙액(추

출액)을 우려내어 음료의 기본액으로 많이 애용될 만큼 그 색소를 이용하였다.

그래서 검은색에 가까운 흑오미자의 색도를 조사하기 위하여 추출액을 색차계로

a값, b값, L값을 측정하였는데 적색의 정도인 a값은 표 4.3.과 같다.

흑색에 가까운 색소는 추출액에서 대단히 진한 적색색소이었으며 추출조건에

따른 추출량은 높은 온도(80℃물중탕)의 추출이 낮은 온도(40℃물중탕)에서 장시

간 추출하는 것보다 높았으며, 80℃물중탕에서 4시간 동안 추출한 결과 색소 물

질이 충분히 추출되어 높은 a값을 나타내었고, 40℃물중탕에서는 7시간 이상 추

출해야 색소물질이 충분히 추출되리라 생각되었다. 추출용매로는 20%에탄올 수

용액이 물보다 색소 추출에 효과적이었다. 한국산 오미자와 중국산 오미자 건조

시료는 추출온도의 차이보다는 추출시간이 길수록 a값이 증가하는 경향을 보여

추출량이 많은 것으로 나타나 80℃물중탕으로 5시간 추출보다 40℃ 7시간 추출

량이 더 높은 a값을 나타내어 적합한 용매로 생각되었다. 이러한 결과는 건조시
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료에서 건조중의 색소 물질의 변화 및 추출되는데 시간이 걸리는 것으로 생각되

었다. 그리고 흑오미자 나무줄기의 건조시료는 흑오미자와 오미자의 a값보다 전

체적으로 낮은 a값을 나타내었는데 육안으로 매우 묽은 적색임을 알 수 있었다.

표 4.3. 흑오미자와 오미자의 색도 (a 값)

추출온도

추출시간

시료 추출농도
(알콜%)

80℃ 40℃

3시간 4시간 5시간 7시간

0 20 0 20 0 20 0 20

흑오미자(생시료) 47.57 67.62 65.97 70.05 60.81 68.62 60.07 63.44

오미자(건조시료) 26.75 27.53 28.63 27.65 27.97 29.34 32.48 35.70

중국산오미자(건조) 13.38 18.36 12.58 19.14 17.39 20.60 16.55 22.16

흑오미자줄기(건조) 3.44 11.02 5.52 10.65 7.18 12.06 0.22 2.53

줄기는 흑오미자와 비슷한 경향으로 높은 온도(80℃물중탕)에서 추출시간이 길

수록 높은 a값을 나타내어 색소추출량이 많은 것으로 나타났으며 낮은 온도(40℃

물중탕)추출에서는 a값이 적어 추출량이 적은 것으로 생각되었다. 추출용매로

20% 에탄올 수용액의 추출액이 높은 값을 나타내었다.

전체적으로 흑오미자 추출액의 a값은 한국산 오미자의 2배이상 높았고, 중국산

오미자는 한국산 오미자 추출액보다 a값이 낮아 추출액의 색소 함량이 적은 것

으로 나타났으며, 흑오미자 나무줄기 추출액은 아주 a값이 낮아 색도가 낮은 적

색을 나타내었다.
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2) 흑오미자와 오미자의 황색도(b값)

흑오미자와 오미자 추출액은 농도가 묽어지면 적색이 엷어지면서 황색이 나

타나는데 추출액의 황색도를 b값으로 나타내었는데 그 결과는 표 4.4.와 같다.

표 4.4. 흑오미자와 오미자의 색도 (b값)

추출온도

추출시간

시료 추출농도
(알콜%)

80℃ 40℃

3시간 4시간 5시간 7시간

0 20 0 20 0 20 0 20

흑오미자(생시료) 30.26 56.64 58.92 41.04 68.41 56.14 34.68 50.87

오미자(건조) 32.33 32.69 31.83 32.90 31.87 48.04 22.46 19.02

중국산오미자(건조) 21.91 32.23 23.68 36.00 18.14 40.48 14.30 19.80

흑오미자줄기(건조) 40.91 55.08 47.59 55.90 53.40 59.62 35.19 54.24

흑오미자의 황색도를 나타내는 b값은 추출온도가 높은 (80℃, 물중탕)추출액에

서 낮은 온도로 추출한 추출액보다 약간 높게 나타났는데 80℃에서 20%에탄올

로 추출한 추출액은 매우 낮아서 40℃로 7시간 추출한 추출액보다 낮았다. 이러

한 결과는 a값이 매우 높아 적색도가 강하여 상대적으로 황색도인 b값이 낮은

것으로 생각되었다. 그리고 5시간 물로 추출한 추출액이 b값이 매우 높았는데 a

값이 낮아서 얻어진 결과로 생각되었다.

한국산 오미자와 중국산 오미자 추출액의 b값은 흑오미자와 비슷한 경향으로

높은 온도로 추출한 방법이 낮은 온도로 긴시간 추출한 추출액보다 높은 값을

나타내었고 높은 온도에서 5시간 추출한 방법이 더 높은 값을 나타냈다. 그리고

20%에탄올 용매로 추출한 방법이 물보다 추출액의 b값이 더 높은 경향을 보였

다.
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흑오미자 나무줄기의 추출액의 황색도인 b값도 흑오미자와 오미자 추출액의 b

값과 같은 경향으로 높은 온도로 20%에탄올로 장시간 추출한 추출액의 b값이

높았다. 그리고 적색이 적어서 육안으로도 황색이 강하게 보였다.

전체적으로 황색색소 물질이 흑오미자와 흑오미자 나무줄기 추출액에 많이 함

유되어 b값이 높은 것으로 생각되며 오미자와 중국산 오미자에는 소량 함유된

것으로 추측되었다.

4 . 총폴 리 페 놀 측정

1) 흑오미자와 오미자의 명도 (L 값)

흑오미자와 오미자, 흑오미자 줄기를 여러 가지 추출조건으로 추출한 추출액

의 명도를 색차계의 L값으로 측정한 결과는 표 4.5.와 같다.

표 4.5. 흑오미자와 오미자의 명도(L값)

추출온도

추출시간

시료 추출농도
(알콜%)

80℃ 40℃

3시간 4시간 5시간 7시간

0 20 0 20 0 20 0 20

흑오미자(생시료) 29.59 17.08 18.40 8.03 19.71 16.79 14.35 23.32

오미자(건조) 49.54 39.49 50.51 47.95 45.81 30.10 66.02 64.68

중국산오미자(건조) 71.58 65.08 68.19 45.13 63.85 50.35 76.92 69.66

흑오미자줄기(건조) 79.64 60.61 75.17 61.82 72.85 59.37 84.00 81.08

흑오미자 추출액의 L값(명도)은 80℃ 물중탕에서 4시간 추출액에서 특히 낮은

값을 나타낸 것을 제외하고는 높은 온도로 장시간 그리고 물보다는 20%에탄올
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추출액의 값이 낮은 경향을 보였는데 이러한 결과는 즙액이 다량 추출된 추출액

의 L값(명도)이 낮은 것으로 생각되는데 L값이 낮은 추출액의 수율이 높은 결과

와도 일치하였다.

한국산 오미자와 중국산 오미자 추출액의 L값(명도)도 비슷한 결과로 높은 온도

에서 20%에탄올 용매로 장시간 추출한 추출액에서 낮은 값을 나타내어 40℃로

7시간 추출액의 L값이 높았다. 그리고 흑오미자 나무줄기 추출액도 같은 경향이

었으며 L값이 가장 높아 투명도가 높고 깨끗하게 보이는 추출액을 얻었으나 반

대로 수율은 낮았다.

이러한 결과들로 추출액의 L값이 나타내는 명도로 추출조건을 추정해 보면 건

조된 재료를 이용했을때는 높은 온도로 alcohol을 함유한 용매를 이용하여 장시

간 추출하면 L값은 낮아지는 경향이었다.

2) 흑오미자와 오미자의 혼탁도 (OD 값)

4가지 재료에서 추출한 추출액의 색도(적색도)와 혼탁도를 추정하기 위하여

520nm에서 흡광도를 측정한 결과는 표 4.6.과 같다.

표 4.6. 흑오미자와 오미자의 혼탁도(OD)

추출온도

추출시간

시료 추출농도
(알콜%)

80℃ 40℃

3시간 4시간 5시간 7시간

0 20 0 20 0 20 0 20

흑오미자(생시료) 1.71 4.54 4.52 7.52 3.90 4.60 4.52 2.70

오미자(건조) 1.26 1.19 1.32 1.34 1.43 1.81 0.93 0.94

중국산오미자(건조) 0.52 0.72 0.55 1.04 0.68 0.90 0.46 0.54

흑오미자줄기(건조) 0.26 0.52 0.36 0.57 0.43 0.66 0.19 0.25
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흑오미자 추출액의 OD는 80℃물중탕으로 고온에서 20%에탄올 수용액으로 4시

간 추출한 추출액이 매우 높고 3시간 동안 물로 추출한 추출액과 낮은 온도 7시

간 추출한 20%에탄올 수용액에서 낮게 나타났는데 이 OD는 혼탁도와 색도를 동

시에 반영된 수치로 추측되어 높은 경우는 적색이 진하고 혼탁도가 높은 상태이

며 낮은 것은 적색도와 혼탁도가 낮은 것으로 나타났다. 추출용매는 20%에탄올

수용액이 물로 추출한 추출액보다 높았다. 그리고 한국산 오미자의 추출액이 더

높았는데 혼탁도 보다는 색도가 높은 결과로 생각되었다. 흑오미자 나무줄기의

OD는 모두 가장 낮았는데 전체적인 경향은 흑오미자와 오미자의 같은 결과를

나타냈다.

각 재료들 사이에는 흑오미자 추출물이 한국산 오미자 추출물보다 3배정도 높

고 한국산 오미자는 중국산 보다 약 2배가 높았으며, 중국산 오미자는 흑오미자

줄기보다 약 2배가 높았는데 이러한 결과는 각 시료를 추출물의 적색도와 혼탁

도에 일치되는 것으로 나타났다.

5 . 물성 측 정

1) 흑오미자와 오미자의 pH

흑오미자와 오미자 그리고 흑오미자 나무줄기 추출물들의 신맛과 적색색소의

안정성에 영향을 미치는 pH를 측정하였는데 그 결과는 표 4.7과 같다.

흑오미자 추출물들의 pH는 3.39에서 3.62 범위로 나타났는데 높은 온도로 짧은

시간 추출한 추출물이 낮은 온도를 장시간 추출물보다도 낮은 값으로 높은 온도

로 추출한 방법이 유기산들의 추출량이 많은 것으로 생각되며 20%에탄올 추출

물보다도 물로 추출한 추출물이 더 낮아 pH에 영향을 주는 유기산들은 물로 더

많은 량이 추출되는 것으로 생각되었다. 한국산 오미자와 중국산 오미자 추출물

의 pH도 같은 경향을 보여 40℃물중탕보다는 80℃물중탕에서 장시간 추출한 추

출물의 pH가 낮아 유기산들은 역시 높은 온도로 장시간 물에 다량 추출되는 것
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으로 나타났다. 흑오미자 나무줄기 추출물들은 물로 추출하였을때는 높은 온도로

장시간 추출한 추출물이 낮았으나 20%에탄올 수용액 추출물들은 모든 추출조건

에서 비슷한 pH를 나타내었다. 이것은 나무줄기에는 pH에 영향을 주는 유기산의

함량이 적고 이들 추출조건으로 충분히 추출된 것으로 생각되었다.

표 4.7. 흑오미자와 오미자의 pH

추출온도

추출시간

시료 추출농도
(알콜%)

80℃ 40℃

3시간 4시간 5시간 7시간

0 20 0 20 0 20 0 20

흑오미자(생시료) 3.42 3.62 3.41 3.48 3.39 3.57 3.45 3.57

오미자(건조) 3.32 3.49 3.26 3.44 3.13 3.46 3.26 3.41

중국산오미자(건조) 3.02 3.21 3.02 3.22 2.98 3.24 3.00 3.24

흑오미자줄기(건조) 5.36 5.63 5.32 5.54 5.29 5.56 5.49 5.55

각 재료들 추출물들의 pH는 중국산 오미자가 가장 낮아 유기산의 함량이 많아

신맛이 강한 것으로 나타났고 다음으로 한국산 오미자 그리고 흑오미자 추출물

의 순으로 유기산의 함량은 흑오미자의 추출물이 적은양이 함유된 것으로 추측

된다. 그리고 흑오미자 나무줄기는 이들 오미자 추출물보다 상당히 높은 pH를

나타내어 신맛도 적었다. 그리고 적색색소인 안토시아닌은 pH에 따라 여러 가지

색상을 나타내는데 이 등은 고구마 색소의 안정성에 관한 연구에서 pH 4.0 이하

에서는 주로 적색을 나타내지만 그 이상에서는 옅은 자색이나 청색을 띤다고 하

였고 윤 등은 유색이 안토시아닌 색소의 안정성에 관한 연구에서 pH 4.5 정도에

서는 보라색을 띠며, pH 5.0 이상에서는 청색을 나타낸다고 하였는데 흑오미자와
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오미자의 추출물들은 pH 3.6 이하로 안정한 적색을 나타내는 pH 범위이었으나

흑오미자 나무 줄기는 pH 5.3 이상으로 안정성이 낮을 것으로 생각되었다.

2) 흑오미자와 오미자의 당도

흑오미자 및 오미자 추출물들의 단맛에 영향을 줄수 있는 당도를 측정한 결과

는 표 4.8.과 같다.

표 4.8. 흑오미자와 오미자의 당도 (%)

추출온도

추출시간

시료 추출농도
(알콜%)

80℃ 40℃

3시간 4시간 5시간 7시간

0 20 0 20 0 20 0 20

흑오미자(생시료) 2.2 2.6 2.6 2.6 2.4 2.0 1.4 2.2

오미자(건조) 2.8 2.0 3.0 2.2 2.8 2.2 2.2 2.0

중국산오미자(건조) 1.6 2.0 1.8 2.0 2.2 2.0 1.6 2.0

흑오미자줄기(건조) 0.8 0.8 1.0 1.0 1.0 1.0 0.6 0.4

흑오미자 추출물의 당도는 높은 온도로 추출한 방법이 그리고 80℃물중탕에서

는 4시간 추출물보다 높게 나타나 4시간 추출하면 당질들이 충분히 추출되지 않

는 결과를 나타냈으며 추출용매는 20%에탄올 수용액 보다도 물로 추출한 방법

이 적합한 방법으로 나타났다.

한국산 오미자와 중국산 오미자 추출물도 높은 온도에서 물로 추출하였을 때

높은 당도를 나타내었다. 그리고 흑오미자 나무 줄기는 당도가 낮은 수치를 나타

내 당질이 적게 함유된 것으로 생각되었다.
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재료들의 당도는 한국산 오미자가 가장 높게 나타났고, 흑오미자, 중국산 오미

자, 흑오미자 나무줄기 순으로 한국산 오미자에 당질이 가장 많은 양이 함유된

것으로 나타났으나 흑오미자는 생시료이고 한국산 오미자는 건조시료이기 때문

에 흑오미자의 당질함량이 한국산 오미자보다 적지 않을 것으로 생각된다.

오 등은 한국산 오미자의 당함량 2∼3% 범위라고 하였는데 비슷한 결과를 나

타냈으나 50%에탄올 추출물이 약간 더 많다고 하였는데 상이한 결과를 보였다.

또한 이 등도 오미자의 부위별 유리당 함량에 대한 연구 보고에서 과실에 약

3%정도 함유된 것으로 보고하여 본 연구와 비슷한 결과를 나타냈다.

6. 추출물의 기호성 영향인자들의 변화조사

1) 흑오미자 추출액의 적색도 (a값)의 변화

그림 4.1. 흑오미자로부터 추출조건에 따른 추출물의 적색도 (a값)의 변화
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우리 나라에서는 전통적으로 오미자의 색소를 추출하여 식용 색소로 이용하여

왔다. 이러한 오미자와 비슷한 흑오미자도 색소를 이용하는 음료로 개발될 수 있

는 가능성이 많으며 흑오미자 음료는 빨간 빛깔이 기호성과 상품성에 중요한 영

향을 미치는 인자로 판단되어 용매, 온도, 시간을 달리하여 추출한 후 냉장저장

하면서 색차계로 Hunter값인 a값(적색도)의 변화를 측정한 결과는 그림 4.1.과

같다.

추출조건에 따른 추출함량은 1차년도 원료에서 추출한 조건인 80℃에서 4시간

하였는데 이러한 조건 보다는 60℃에서 6시간 추출하는 것이 높았으며 동일 온

도에서 같은 시간 추출할 경우는 25% 에탄올 수용액을 사용하는 것이 조금 높

은 결과를 나타내었다. 그리고 물로 추출할 경우 60℃에서 4시간보다는 80℃에

서 4시간 추출조건이 좋은 결과를 보였으며 25%에탄올 수용액으로 추출할 경우

는 비슷한 결과를 나타냈다. 그리고 대조구로 실온(17∼19℃)에서 24시간 추출한

시료에 비하여 가장 높은 추출량을 나타낸 60℃ 6시간 에탄올(25%) 추출액은 6

배 이상의 적색도(a값)를 보였으며 같은 조건에서 물로 추출한 경우도 비슷한 결

과를 보였고 7주 동안 저장 기간 중 변화가 거의 없어 안정한 상태의 조건으로

생각되었다. 그리고 80℃에서 4시간 물로 추출한 추출액의 a값은 저장하는 동안

a값이 저하되었고 80℃ 4시간 에탄올 추출물도 a값의 감소를 보여 추출온도가

높으면 저장 중 적색도가 낮아지는 것으로 나타났다. 추출 용매와 온도, 시간을

변화 요소로 하였는데 이것은 추출정도 뿐만 아니라 저장 중 안정성에 미치는

영향인자로서 관찰할 수 있을 것으로 생각되었다.

2) 흑오미자 추출액의 황색도 (b값)의 변화

전년도 실험 결과로 흑오미자와 오미자의 추출액은 농도가 묽어지면 투명도가

증가하고 적색이 엷어지면서 황색이 나타나는 것을 관찰하였다. 그래서 흑오미자

추출액을 냉장 저장하면서 황색도를 나타내는 Hunter값 조사한 결과를 그림 4.2.

에서 나타내었다.
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흑오미자 추출액의 b값(황색도)은 60℃에서 4시간 동안 물로 추출한 추출액이

높았으나 60℃ 4시간 25% 에탄올 추출액이 가장 높게 증가되어 일정한 값을 나

타내었고 60℃ 6시간 물로 추출한 추출액이 다음으로 증가되어 저장 4주 후에

감소되었다가 다시 약간 증가되어 비슷한 값을 보였으며 80℃ 4시간 물로 추출

한 추출액이 가장 낮고 약간 감소하는 경향을 보였다. 그리고 대조구로 사용한

실온에서 24시간 물로 추출한 시료는 오히려 상당히 높은 값을 나타내었다. 추출

액 대부분 1주 후 증가를 보인 것은 즙액의 침전 현상으로 투명도가 증가되어

나타난 결과로 생각된다.

그림 4.2. 흑오미자로부터 추출조건에 의한 추출물의 황색도 (b값)의 변화

농도가 묽어져 투명도가 증가하거나 적색도가 낮아지면 b값은 증가되는 경향을

보였다. 특히 80℃ 4시간 물로 추출한 추출액, 60℃ 4시간, 60℃ 6시간 그리고 대

조구 등 물로 추출한 추출액은 저장 4주째 감소를 나타내었는데 이러한 결과는

a값인 적색도의 증감 및 투명도 (L값)와 밀접한 관계가 있으며 또한 복합적인

관계에 따라 증감되는 것으로 생각된다.
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3) 흑오미자 추출액의 명도 (L값)의 저장중 변화

흑오미자 추출액의 투명도를 조사하기 위하여 각각 추출 조건별로 추출한

추출액을 냉장 저장하면서 L값을 측정한 결과는 그림 4.3.과 같다. 그림 4.3.에서

볼 수 있듯이 명도인 L값이 가장 높은 시료는 실온에서 24시간 추출한 대조구

이었는데 이러한 결과는 대조구의 추출액이 농도가 낮고 특히 적색도가 적은 값

이기 때문인 것으로 생각되었다. 다음으로 투명도가 높은 추출액은 60℃ 4시간

물로 추출한 추출액이었다. 그리고 60℃ 6시간 에탄올로 추출한 추출액과 80℃ 4

시간 에탄올로 추출된 추출액의 L값이 낮았는데 이러한 결과는 추출액의 적색도

의 농도와 밀접한 관계를 갖는 것으로 나타났다. 이 명도인 L값의 저장 중 변화

는 80℃ 4시간 에탄올 추출물 외에는 저장 4주 후 큰 감소를 나타내었는데 이것

은 냉장 4주 후에 침전의 생성이 많아지는 것으로 생각되며 특히 추출용매로 물

을 사용하는 경우에 이러한 현상이 현저하게 나타나는 것을 알 수 있다. 그러다

다시 투명도가 거의 원래의 정도로 되돌아가는 것으로 나타나 추출액을 4주정도

냉장하여 침전을 생성시켜 제거 후 제품화하면 투명도가 높은 제품을 얻을 수

있을 것으로 생각된다.

그림 4.3. 흑오미자로부터 추출조건에 따른 추출액의 명도(L값)의 변화
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4) 흑오미자 추출액의 혼탁도 변화

각 실험 조건별로 추출한 흑오미자 추출액의 혼탁도를 측정하고 색도 특히

적색도와의 상관 관계를 추적할 수 있는 자료를 얻기 위하여 냉장 저장중의 520

nm에서 흡광도의 변화를 측정한 결과는 그림 4.4.와 같다.

흑오미자의 추출액의 흡광도(OD) 중 60℃ 6시간 25% 에탄올 수용액 추출조건

의 흡광도가 가장 높았고, 60℃ 6시간 물 추출액이 다음으로 높았으며 낮은 흡광

도를 나타내는 추출조건은 실온으로 24시간 추출한 대조구와 60℃ 4시간 물로

추출한 추출액이었다. 높은 흡광도를 나타내는 2가지 추출

조건의 추출액은 혼탁도 보다는 높은 적색도에 의한 것으로 판단되며 낮은

흡광도를 나타내는 현상도 비슷한 영향으로 생각되었다. 그리고 흡광도의

변화 과정에서 저장 4주째 거의 모든 추출조건 특히 물로 추출한 추출액이 상승

하였는데 이러한 원인은 혼탁도의 증가로 추정된다. 대조구는 저장 3주째 많은

상승을 보여 혼탁현상이 빨리 나타나는 결과를 보였다. 이러한 결과는 명도와 적

색도의 변화와 밀접한 영향을 갖는 것으로 나타났다. 그래서 적색 색소의 추출조

건과 혼탁도와의 분리를 위해서 좀 더 실험이 이루어야 될 것으로 생각된다.

그림 4.4. 흑오미자로부터 추출조건에 따른 추출물의 흡광도 (OD)의 변화
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5) 흑오미자 추출액의 총 폴리페놀(total polyphenol)의 변화

폴리페놀(polyphenol)화합물은 식물체내에 널리 분포하여 지방이 많은 종자,

줄기, 잎 등에 모두 존재한다. 이 화합물은 식물체내 2차대사 산물의 가장 독특

한 물질군중의 하나로 유리형 뿐만 아니라 다양한 결합형태로 존재하여 식품의

색과 향을 나타내고 음료의 수렴성을 갖는 쓴맛과 떫은 맛 성분으로서 가공제품

의 저장기간과 안정성의 연장이나 단축에도 큰 영향을 준다. 그리고 최근에는 항

산화 작용 및 약리작용도 밝혀지고 있다. 그래서 흑오미자 추출액의 어두운 흑갈

색으로 변색과 쓴맛과 떫은맛으로 맛의 변화를 일으킬 수 있는 중요한 요소인자

로 판단되어 냉장 저장 중 변화량을 조사한 결과는 그림 4.5.와 같다.

그림 4.5. 흑오미자 추출조건에 따른 추출액의 총 폴리페놀 함량의 변화

흑오미자 즙액의 추출조건별로는 실온에서 24시간 추출한 대조구와 60℃ 4시간

물로 추출한 추출액을 제외하고는 비슷하게 추출되었으며 물을 사용한 추출액보

다는 25% 에탄올 수용액의 추출액에서 약간 높게 나타났다. 저장 중 변화는 저

장 4주 후에 추출액 모두 값의 상승을 나타내었는데 이러한 현상은 4주 후에 혼
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탁현상에 의한 흡광도의 증가로 판단되었고 전체적으로 모든 추출액에서 감소하

는 현상을 나타내어 추출액의 색깔이 갈변화 되는 것을 예측할 수 있으며 떫은

맛이 증가될 수 있는 가능성을 보였다. 그리고 25% 에탄올 수용액 추출액이 물

의 추출액보다 감소가 적게 나타났는데 에탄올이 산화효소의 억제나 산화반응을

억제하는데 기인하는 것으로 생각되었다. 그래서 장기간 유통으로 저장기간이 많

이 필요한 제품은 폴리페놀의 산화로 일어나는 변색과 맛의 변화를 억제하기 위

하여 항산화제를 첨가한 저장 중 연구가 필요할 것으로 생각된다.

6) 흑오미자 추출물의 pH 변화

그림 4.6. 흑오미자로부터 추출조건에 따른 추출물의 pH의 변화

흑오미자 추출물의 pH는 추출액의 맛에 중요한 요소인 신맛뿐만 아니라 색소인

적색색소의 안정성에도 중요한 영향을 미치는 인자로 작용한다. 그래서 추출액의

냉장 저장중의 pH 변화를 측정한 결과는 그림 4.6.과 같다.

추출조건에 의한 흑오미자 추출액의 pH는 3.68에서 2.99사이를 나타내었는데 6
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0℃ 6시간 25% 에탄올 수용액 추출액과 같은 조건의 물로 추출한 추출액이 낮

았으며 나머지 조건으로 추출한 추출액의 pH 3.6에서 3.3사이의 비슷한 결과를

나타내었다. 특히 실온에서 24시간 추출한 대조구의 pH도 낮게 나타내었다. 이러

한 결과는 추출온도나 추출용매 보다는 추출시간이 추출액의 pH값에 큰 영향을

미치는 것으로 판단된다. 그래서 실온에서 물로 추출한 대조구 마저도 추출시간

이 길면 비슷한 pH값을 보이는 결과를 알 수 있었다. 그리고 추출액의 냉장 저

장 중 pH는 적게 감소되는 것으로 나타나 신맛의 변화나 색소의 안정성을 저하

시키지 않는 결과를 보였다. 흑오미자 추출액의 주요 색소인 적색 색소는 안토시

아닌 계열 화합물로서 pH에 따라 변색되는데 pH 4.0이하에서는 안정성 있는 적

색을 나타내는 것으로 알려져 있는데 이러한 연구에 의하면 추출액이 저장기간

중 변색되는 경우는 거의 없을 것으로 생각된다.

7) 흑오미자 추출액의 산도변화

오미자뿐 만 아니라 흑오미자의 가장 강렬하고 독특한 맛은 산뜻한 신맛으로

이들을 원료로 한 차와 음료의 대표적인 맛의 성분이 되고 있으며 몇 가지 구성

유기산들의 분석자료에 의해서도 검증되어 왔다. 그래서 흑오미자 추출액의 냉장

저장 중 신맛 변화의 자료로서 0.1N- NaOH를 이용한 적정산도를 측정하여 가장

다량 함유된 것으로 알려진 구연산 햠량으로 표시한 결과는 그림 4.7.과 같다.

여러 가지 추출조건 중 60℃ 6시간 물과 25%에탄올 수용액으로 추출한 추출

액의 산도가 가장 높아 많은 유기산이 추출되는 것으로 나타났고 에탄올 수용액

에 의한 추출이 물에 의한 추출방법보다 소량 높게 나타났다. 그리고 실온으로

24시간 추출한 대조구와 80℃ 4시간 물로 추출한 추출액이 높게 나타나 물로서

장시간 추출하면 유기산은 충분히 추출되는 결과를 보였는데 이것은 pH의 변화

를 조사한 결과와도 같은 경향을 나타내었다.
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그림 4.7. 흑오미자로부터 추출조건에 따른 추출물의 산도변화

저장 중 적정산도에 의한 유기산함량은 약간 증가되는 현상으로 저장하는 동

안 유기산의 감소나 소실은 일어나지 않는 결과를 나타내어 신맛의 감소나 색소

의 변화가 일어나는 염려는 없는 것으로 생각되었다.

8) 흑오미자 추출액의 당도 변화

흑오미자 추출액의 강한 신맛 때문에 실제 미각적으로 단맛을 느끼는 것은 쉽

지 않으나 맛성분에 중요한 요소의 하나인 단맛을 추출액의 냉장저장 중 당도

변화를 굴절 당도계로 측정한 결과는 그림 4.8.과 같다.

이 실험에서는 에탄올이 굴절률에 영향을 미치기 때문에 에탄올이 함유된 추

출액은 당도가 아주 높게 측정되므로 에탄올을 감압 회전 농축기로 완전히 제거

한 다음 같은 량의 증류수를 첨가하여 같은 농도로 조절후 당도를 측정하였다.
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그림 4.8. 흑오미자로부터 추출조건에 따른 추출물의 당도의 변화

추출조건 중 80℃ 4시간 25% 에탄올 수용액 추출과 60℃ 6시간 에탄올 수용액

추출액이 높아 에탄올 수용액으로 추출한 방법이 당도가 높게 나타났고 물로 추

출한 추출액은 모두 낮은 당도를 나타내었다. 25% 에탄올 수용액의 추출액은 당

도 2.2에서 3.6사이를 나타내었고 물을 이용한 추출액은 당도 1.0∼1.8사이를 나

타내었는데 한국산 오미자의 당도가 2∼3% 범위라는 보고와 비슷한 결과였다.

그리고 저장중의 변화는 거의 없는 것으로 나타나 냉장 저장하는 동안 발효나

변패는 없는 것으로 추정되며 음료 제조시 당을 첨가하여 조미할 경우에도 음료

의 변패 원인이 되지는 않을 것으로 생각되었다.

7 . 천연 즙 액 제 품 의 상 품 성 영향 인 자 들 의 저 장 중 변 화

1) 천연 음료 제품의 저장중 적색도(a값)

흑오미자와 비슷한 생오미자 그리고 건조오미자를 실험재료로 하여 추출, 여

과 포장 살균하고 천연음료 제품을 제조하여 냉장유통을 기본으로 한 유통기간
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에 따른 여러가지 기호성과 상품성의 변화를 비교 조사하고자 하여 각 시료들의

추출 조건부터 저장까지 영향을 3개월이상 측정하였는데 적색도인 a값의 변화는

표 4.9.와 같다.

표 4.9. 흑오미자와 오미자 및 건조오미자 음료제품의 저장중 a값의 변화

저장기간

시료

추출조건

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 13 14 20 21

흑오미자

80℃

에탄올 52.6 51.6 52.0 51.4 51.8 51.6 53.1 51.8 50.9 51.2 51.8 51.5

물 49.3 48.2 49.0 48.5 49.3 48.4 50.2 48.7 48.8 48.6 48.8 48.3

흑오미자

60℃

에탄올 46.1 45.4 45.7 45.6 46.3 45.6 48.4 45.7 46.2 45.8 46.5 46.4 45.6 46.8

물 42.0 40.5 40.9 40.8 41.3 40.9 42.9 40.3 41.3 41.0 41.8 41.5 40.9 41.8

오미자

80℃

에탄올 40.2 39.8 39.4 39.3 39.3 39.6 40.2 39.4 40.1 39.4 39.2 39.2 38.9 40.9

물 36.3 35.8 35.4 34.9 36.3 35.8 37.0 35.7 35.7 35.1 34.3 35.0 34.9 33.4

오미자

60℃

에탄올 41.8 41.4 41.3 41.2 41.8 41.8 42.5 41.6 42.0 41.6 41.7 41.2 42.9 42.8

물 43.5 43.1 43.2 42.7 43.2 43.4 44.4 43.5 43.5 43.1 43.4 43.2 41.0 45.2

건조오미자

60℃

에탄올 11.8 11.8 11.9 11.9 7.0 8.2 8.7 7.8 8.2 7.9 8.3 8.2 6.1 5.9

물 12.2 12.0 12.1 12.0 6.8 7.8 8.3 7.8 7.9 7.8 8.0 7.6 5.7 5.5

먼저 비슷한 재료들을 현재 이용하고 있는 상태를 비교하고, 추출온도, 용매별

로 하였는데 추출온도는 앞의 실험에서 흑오미자 원료에만 적용하였으나, 오미자

와 건조된 오미자 추출조건으로 적용이 필요하다고 생각되어 60℃와 80℃를 조

사하였고 추출용매는 물과 제품으로 제조과정에서 희석되어 1％미만의 함량만

남아 있도록 에탄올 3％를 사용하였다.

적색도의 기준이 되는 a값은 오미자 음료의 기호성과 상품성에 영향을 주는 요

소일 뿐만 아니라 제품의 제조후 저장 과정에서 상품의 가치를 평가하는 척도가

될 수 있을 정도로 중요한 영향인자로 작용한다. 원료의 종류별로는 흑오미자에

서 적색색소가 다량 추출되었으며 생오미자에서도 적색색소가 흑오미자보다는
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적지만 다량 추출되었는데 건조오미자는 1/ 4∼1/ 5 정도의 색소만 추출되어 건조

된 원료는 즙액제품의 가공 원료로는 재고되어야 할 상태인 것으로 판단되었다.

추출온도는 동일시간 4시간 추출할 경우 흑오미자는 80℃가 60℃보다 색소가 다

량 추출된 것으로 나타났고, 오미자는 거의 차이가 없고 오히려 60℃가 약간 많

아 낮은 온도로 추출한 제품의 상품성에 영향이 적다면 60℃추출이 상품성과 경

제성에 더 적합한 추출온도로 생각되며 3％에탄올 첨가는 흑오미자 음료 제조에

서 적용할 수 있는 방법으로 판단되었다. 그리고 저장성의 영향으로 21주간 냉장

저장중 a값(색도)의 변화는 건조오미자 추출물 제품에서 감소가 있었고 다른 원

료의 제품에서는 거의 없는 것으로 나타났다. 이러한 결과로 추출온도는 60℃이

상이면 적당하고 추출용매는 물이나 3％에탄올 모두 사용할 수 있고 냉장저장하

면 약 20주(5개월)까지 거의 변화가 없이 저장 유통할 수 있는 결과를 나타내었

다. 건조한 원료를 이용하고 추출하는 것은 수율뿐만 아니라 색소의 추출량도 대

단히 낮아 적합하지 못한 형태로 판단되었다.

2) 항산화제 첨가 음료 제품의 저장중 적색도(a값)

천연 음료제품의 기호성 및 상품성 영향 인자들의 산화적 변화를 방지하고

산화에 대한 영향이 적도록 특히 변색, 퇴색등을 방지하고 산화로 맛과 향기 성

분의 파괴를 방지하는데 도움이 될 수 있도록 수용성 항산화제 erythorbic acid

(iso ascorbic acid)를 0.025％ 농도가 되도록 첨가하였는데 이 항산화제는 빛에

약하고 금속 ion으로 산화 분해 되므로 빛을 차단한 밀봉 포장용기 제품에서 이

용되어야 하며 사용 기준량은 과일의 갈변방지나, 합성주의 혼탁과 풍미저하의

방지를 위해서 사용되는 첨가량으로 결정하였다. 항산화제를 첨가한 제품들의 저

장중 a값의 변화를 조사한 결과는 표 4.10.과 같다.
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표 4.10. 흑오미자와 오미자 및 건조오미자 음료 항산화제 첨가제품의 저장중 a

값의 변화

저장기간

시료

추출조건

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 13 14 20

흑오미자

80℃

에탄올 50.9 50.8 51.2 51.7 51.8 50.9 51.0 52.7 53.9 50.8 51.2 50.1

물 47.2 47.4 47.4 48.0 48.0 46.6 46.2 47.7 48.4 45.9 46.1 45.8

흑오미자

60℃

에탄올 44.9 44.3 45.0 43.8 44.5 43.8 43.0 45.0 45.3 43.5 44.1 42.7 38.8

물 38.3 37.3 37.6 37.8 37.8 36.9 36.7 38.2 38.0 36.3 36.2 35.4 35.4

오미자

80℃

에탄올 36.2 36.2 36.4 36.5 36.6 35.5 35.0 36.6 37.2 35.2 32.6 34.5 35.2

물 32.3 32.8 32.6 32.8 32.8 31.0 31.7 32.0 31.8 32.0 30.8 30.8 27.5

오미자

60℃

에탄올 40.2 38.0 38.3 38.9 38.6 38.5 37.8 37.4 39.4 38.2 32.9 37.5 37.8

물 42.6 40.5 40.4 40.6 39.2 40.5 39.9 40.0 41.2 39.5 39.4 39.0 39.4

건조오미자

60℃

에탄올 11.8 10.0 9.8 10.5 6.8 6.6 5.8 6.8 5.8 5.8 6.2 5.7 6.4

물 11.4 10.1 10.0 10.0 6.2 6.5 5.9 6.2 6.0 5.9 5.8 5.6 5.6

항산화제를 첨가한 즙액들의 a값이 항산화제를 첨가하지 않은 즙액의 a값이

2∼5정도 감소한 것으로 나타났고 저장중에 a값의 변화는 없는 것으로 보였다.

건조된 오미자로부터 추출한 즙액은 색소의 추출량이 적어 a값이 아주 낮고 냉

장 저장을 하여도 감소율이 상당히 높았다. 이러한 결과는 항산화제를 첨가하지

않은 시료들의 a값의 변화도 비슷한 결과를 나타내어 산화에 의한 감소로는 생

각되지 않았다. 제품의 저장중 알루미늄 팩에 포장한 흑오미자 및 오미자 음료제

품을 냉암소에 저장, 유통할 경우 20주(약 5개월)까지는 저장중 적색의 변색이나

퇴색은 나타나지 않았다.

이러한 결과로 낮은 pH로 일정한 산도 이상의 농도로 유기산이 존재하면 흑오

미자와 오미자에서 추출된 적색색소는 냉암소에서 산화작용에 의해서 변색, 퇴색

되지 않는 것으로 나타났다.

- 222 -



3) 천연 음료 제품의 저장중 황색도(b값)

흑오미자와 비슷한 오미자 그리고 건조시킨 오미자를 원료에서부터 즙액을

추출하고 여과 포장하여 살균후 냉장 저장중 황색도 b값의 변화를 매주 측정한

값은 표 4.11.과 같다.

흑오미자와 오미자 음료의 황색은 대단히 묽은 농도에서 적색이 낮을 때 주황색

으로 되면서 육안으로 느낄 수 있으나 보통의 적색 빛깔의 즙액에서는 육안으로

느끼기 어려운 색소이다.

황색도로 표시되는 b값은 80℃로 즙액을 추출한 경우는 흑오미자와 오미자가 비

슷한 값으로 나타났고 60℃로 추출한 경우는 흑오미자보다 오미자가 더 높은 값

으로 오미자에 더 많은 량이 함유된 것으로 나타났으며 3％에탄올보다 물로 추

출할 경우에 더 높은 값을 보였다. 역시 건조된 원료를 사용할 경우 황색을 나타

내는 b값도 적어서 적색(a값)과 비슷한 결과를 나타내었다. 건조된 오미자를 제

외하고 흑오미자는 b값이 3∼4정도 소량 증가하였고 오미자는 b값이 10이상 증

가한 결과를 나타내었는데 이러한 결과는 황색색소의 증가라기 보다는 적색도가

약간 감소되면서 황색이 잘 나타나 b값이 증가된 것으로 생각되었다. 그래서 b값

이 높았던 오미자 즙액에서 증가폭이 약간 높은 것으로 나타났다. 건조된 오미자

원료에서는 황색 색소의 b값이 역시 적었고 저장중 소량씩 감소되는 것으로 나

타났다. 종합적인 결과로 b값과 a값 및 L값은 상호 복합적인 관계를 가지고 서

로 영향을 주면서 증가와 감소를 나타내는 것으로 생각되었다.
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표 4.11. 흑오미자와 오미자 및 건조오미자 음료 제품의 저장중 b값의 변화

저장기간

시료

추출조건

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 13 14 20 21

흑오미자

80℃

에탄올 40.7 41.2 41.3 41.9 41.7 41.8 42.8 42.4 41.6 42.6 43.0 44.2

물 37.7 38.0 38.2 38.8 38.8 38.4 38.6 38.9 39.2 39.3 39.3 39.7

흑오미자

60℃

에탄올 30.6 30.7 30.8 31.2 31.1 31.0 31.3 31.4 31.6 31.5 31.1 31.5 31.4 33.0

물 29.8 29.7 29.9 30.3 30.3 30.3 30.4 29.3 30.7 30.7 30.5 30.8 30.8 32.2

오미자

80℃

에탄올 40.7 41.0 41.7 42.3 42.9 42.7 43.4 44.0 43.0 44.4 47.0 47.3 48.2 52.4

물 30.6 30.6 30.6 30.8 31.6 31.1 31.6 31.9 32.5 32.6 32.0 33.8 34.8 39.3

오미자

60℃

에탄올 37.8 38.8 39.6 39.4 39.5 39.4 39.5 39.9 40.7 40.3 40.5 41.5 46.5 51.9

물 42.2 43.4 43.4 44.0 44.1 44.5 44.1 44.0 44.7 44.9 44.9 45.1 45.0 56.5

건조오미자

60℃

에탄올 10.3 10.9 10.9 11.2 6.7 7.6 7.5 7.5 9.4 7.7 8.0 8.1 6.7 6.8

물 9.9 10.4 10.4 10.7 6.4 7.2 7.4 7.3 9.5 7.6 7.6 6.7 6.4 6.3

4) 항산화제 첨가 음료 제품의 저장중 황색도 (b값)

동일 종류의 원료에 동일한 방법으로 추출, 여과하고 항산화제 erythorbic

acid (iso ascorbic acid)를 첨가하여 포장, 살균한 제품을 냉장저장하면서 b값의

영향을 조사한 결과는 표 4.12.와 같다.

흑오미자와 오미자 모두 거의 변화가 없었는데 항산화제를 첨가하지 않은 제

품보다 저장기간 동안 일정한 값을 나타내어 증감의 폭이 적었다. 그리고, 건조

된 오미자 원료의 추출 음료제품에서 항산화제를 첨가 않은 제품보다 적은 값을

보였고 저장중 감소율도 적은 결과를 나타내었다. 이러한 결과는 적색도를 나타

내는 a값의 결과와 비슷하며 erythorbic acid 자체가 a, b값에 영향을 주는 것인

지 아니면 적색물질이나 황색물질의 항산화제에 대한 영향을 좀 더 깊이 연구할

필요가 있는 것으로 생각되었다.
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표 4.12. 흑오미자와 오미자 및 건조오미자 음료 항산화제 첨가제품의 저장중 b

값의 변화

저장기간

시료

추출조건

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 13 14 20

흑오미자

80℃

에탄올 39.3 38.8 40.4 41.0 42.0 40.2 42.1 42.6 42.4 42.1 42.2 41.9

물 37.0 37.2 37.8 38.5 38.9 36.2 36.8 37.2 38.3 38.5 37.6

흑오미자

60℃

에탄올 30.4 29.5 28.5 29.4 29.8 29.1 29.5 29.8 29.3 29.2 28.9 28.8 30.1

물 30.3 30.0 30.4 30.6 30.7 30.4 31.0 31.1 30.3 30.7 30.1 30.4 30.0

오미자

80℃

에탄올 38.1 34.6 36.0 35.8 35.8 36.9 39.0 39.6 37.1 36.4 33.4 38.2 37.8

물 29.0 27.9 28.6 28.9 28.4 29.3 30.3 30.2 31.0 28.6 30.7 30.0 29.0

오미자

60℃

에탄올 30.0 31.0 32.2 32.7 32.2 32.0 32.7 32.5 32.4 32.5 32.2 31.6 31.4

물 35.0 36.5 37.0 36.6 36.2 36.3 36.6 36.2 35.8 35.4 34.6 35.7 34.6

건조오미자

60℃

에탄올 9.6 9.4 9.8 10.2 7.2 6.4 7.2 7.4 7.3 6.9 7.4 7.1 7.6

물 9.4 9.7 9.6 10.1 6.9 6.5 6.9 7.3 7.0 7.2 7.5 7.6 7.6

5) 천연음료 제품의 명도(L값)

용액 또는 즙액의 L값(명도)은 용액이나 즙액의 색소의 농도와 투명도 2가지

요소의 영향을 동시에 조사할 수 있는 척도가 된다. 흑오미자와 오미자 및 건조

오미자 음료의 L값은 적색도와 동시에 혼탁도의 영향을 받는다. 그래서 이 L값

의 변화를 측정하여 a값(적색도)과 혼탁도의 복합적인 관계를 이해하고자 하였는

데 원료의 종류와 추출온도에 따른 L값은 흑오미자를 80℃로 4시간 추출한 음료

제품, 흑오미자 60℃로 4시간 추출한 제품, 오미자를 80℃와 60℃로 추출한 제품

건조한 오미자를 60℃로 4시간 추출한 제품의 순서대로 L값이 높아지는데 이러

한 결과는 a값이 나타내는 적색도의 영향을 크게 받아 반대 경향을 나타내고 있

으며 전체적으로 3％에탄올 추출물보다는 물로 추출한 제품이 L값이 더 높아 명

도가 높은 것으로 나타났다.
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명도가 높을수록 투명하고 깨끗한 제품으로 투명도의 상품성은 좋으나 적색도

가 낮은 영향은 상품성에 좋지 않은 영향이 될 수 있다. 저장 기간중 건조오미자

추출 제품을 제외하고는 모든 실험 재료에서 소량 감소하였는데 이러한 결과를

나타내는 원인을 앞에서 언급한 2가지로 유출이 가능한데 적색도의 증가나 또는

혼탁도의 증가가 되는데 표 4.9의 적색도인 a값의 변화를 보면 적색도의 증가로

판단되며 혼탁도의 증가에 의한 영향은 아닌 것으로 생각되었다. 그리고 명도인

L값이 오히려 높아진 건조오미자 음료 제품도 a값이 약간 감소하고 있는데 이러

한 결과는 합리적인 상호관계를 나타내고 있다(표 4.13).

표 4.13.흑오미자와 오미자 및 건조오미자 음료 제품의 저장중 L값의 변화

저장기간

시료

추출조건

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 13 14 20 21

흑오미자

80℃

에탄올 43.3 43.8 43.4 43.3 42.2 43.3 42.8 42.7 40.8 42.4 41.7 41.2

물 45.3 45.4 45.3 45.4 44.9 45.4 45.2 45.2 44.5 44.8 44.2 43.9

흑오미자

60℃

에탄올 52.3 52.0 51.6 51.5 51.8 52.2 51.9 51.7 52.5 51.7 52.0 52.0 51.5 51.2

물 54.8 55.2 55.2 55.1 54.9 54.8 53.7 54.7 55.1 54.6 54.5 53.9 54.1 52.2

오미자

80℃

에탄올 54.3 53.9 52.1 51.8 51.1 52.3 50.5 51.4 53.8 51.6 49.3 49.4 49.0 47.9

물 62.8 62.1 60.5 60.3 62.9 61.9 61.1 60.8 60.9 59.8 58.6 57.6 57.3 54.8

오미자

60℃

에탄올 58.3 58.5 57.8 57.4 58.1 57.4 56.9 57.8 58.1 57.9 57.1 56.0 55.8 52.3

물 59.3 59.5 58.9 57.9 58.5 57.9 59.5 59.8 59.4 58.5 58.6 58.0 56.0 55.6

건조오미자

60℃

에탄올 67.4 68.4 66.9 66.4 81.2 77.8 76.2 78.6 78.9 76.4 77.5 77.4 82.9 82.3

물 77.6 78.0 77.5 76.3 86.2 83.9 81.1 83.9 83.0 83.2 83.0 82.6 87.8 87.8

6) 항산화제 첨가 음료 제품의 저장중 명도(L값)

원료의 종류별로 추출된 즙액에 항산화제를 첨가한 제품의 냉장저장중 L값

의 변화를 조사한 결과는 표4.14.와 같다.
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시료의 종류별로 L값(명도)의 변화는 항산화제를 첨가하지 않은 제품의 저장중

변화와 대단히 유사하여 흑오미자, 오미자, 건조오미자 순으로 L값이 높았으며

저장중 변화는 건조 오미자를 제외하고는 소량 L값이 감소되는 것으로 나타났다.

이러한 결과는 표 3.10.의 적색도인 a값의 변화 영향이 커서 a값이 증가하면 L값

이 감소하는 경향이고, 또한 b값이 감소하면 L값이 감소하는 상호 관계를 가지

면서 변화되는 결과를 나타내었다. 그리고 혼탁해지면 L값이 증가되고 희석되면

낮아지는데 저장중 특별히 혼탁현상을 일으키는 결과는 없었다. 그리고 저장 기

간중 증감의 비율은 항산화제를 첨가하지 않은 제품보다 더 적어서 항산화제 농

도와 상온저장 및 냉장유통에서의 항산화제 영향이 더욱더 검토할만한 가치가

있는 것으로 생각되었다.

표 4.14.흑오미자와 오미자 및 건조오미자 음료 항산화제 첨가제품의 저장중 L값

의 변화

저장기간

시료

추출조건

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 13 14 20

흑오미자

80℃

에탄올 45.2 45.0 44.5 45.1 43.9 41.4 43.2 42.8 40.2 43.2 41.6 40.4

물 47.9 47.2 47.0 47.5 46.9 45.1 46.9 46.2 44.1 46.4 45.8 46.1

흑오미자

60℃

에탄올 51.5 53.2 52.1 52.8 52.4 53.3 53.5 51.0 50.7 52.7 51.3 52.5 51.6

물 54.6 55.2 56.0 56.9 55.4 55.8 56.4 53.7 53.8 55.8 55.4 55.9 55.4

오미자

80℃

에탄올 54.6 56.8 55.1 55.6 54.9 52.8 53.4 51.0 53.6 53.9 53.4 50.5 52.4

물 62.9 64.5 63.6 63.6 63.4 61.5 60.6 60.9 60.9 61.3 58.3 61.5 71.9

오미자

60℃

에탄올 60.8 62.6 61.1 61.1 60.5 59.8 59.9 58.1 57.9 59.9 57.4 59.6 59.8

물 60.5 61.9 61.1 62.0 61.3 60.9 62.8 62.0 60.8 62.4 61.8 60.9 62.6

건조오미자

60℃

에탄올 68.9 66.8 66.9 70.9 73.7 75.2 78.0 79.1 78.4 79.1 76.6 79.9 79.3

물 79.6 79.1 79.5 79.9 80.5 80.7 85.4 84.8 84.4 85.9 84.9 84.6 85.9
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7) 천연 음료 제품의 저장중 흡광도 (OD값)

흑오미자와 오미자 및 건조 오미자에서 추출한 즙액으로 음료 제품을 제조

하여 냉장 저장중 흡광도의 변화를 520㎚에서 측정한 결과는 표 4.15.와 같다. 이

파장에서 흡광도의 측정은 추출액의 혼탁도를 추정할 뿐만아니라 적색도와의 상

관 관계를 확인할 수 있는 간편한 방법이다.

흑오미자에서 추출한 음료 제품보다는 오미자 추출액의 음료 제품에서 흡광도

가 약간 높게 나타났으며 오미자 60℃ 추출액 제품의 흡광도가 가장 높았으며

흑오미자 80℃ 추출액 제품과 오미자 80℃ 제품은 비슷하였고 건조오미자 60℃

추출액 제품은 매우 낮은 흡광도를 나타내었다. 이러한 결과는 각각의 재료에서

추출된 음료 제품의 a값과 밀접한 관계가 있기 때문이다.

흑오미자, 오미자, 건조오미자 추출액의 최대 흡광도는 모두 520㎚로 나타나 이

들 결과를 뒷받침하고 있다.

표 4.15. 흑오미자와 오미자 및 건조오미자 음료제품의 저장중 흡광도변화

저장기간

시료

추출조건

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 13 14 20 21

흑오미자

80℃

에탄올 1.62 1.66 1.71 1.67 1.67 1.61 1.70 1.67 1.60 1.57 1.58 1.66 1.65

물 1.56 1.49 1.54 1.52 1.34 1.43 1.39 1.55 1.43 1.45 1.45 1.48 1.48

흑오미자

60℃

에탄올 1.32 1.30 1.33 1.31 1.15 1.22 1.26 1.30 1.30 1.21 1.18 1.28 1.16 1.23

물 1.13 1.12 1.12 1.09 1.13 1.07 1.10 1.16 1.06 1.08 1.11 1.09 1.03 1.05

오미자

80℃

에탄올 1.69 1.70 1.75 1.70 2.02 1.67 1.76 1.79 1.56 1.69 1.72 1.52 1.50 1.53

물 1.25 1.26 1.26 1.28 1.09 1.18 1.23 1.30 1.26 1.21 1.30 1.16 1.29 1.18

오미자

60℃

에탄올 1.77 1.62 1.66 1.70 1.49 1.54 1.62 1.63 1.62 1.70 1.62 1.55 1.52 1.54

물 1.82 1.74 1.90 1.87 1.86 1.75 1.86 1.87 1.83 1.91 1.78 1.66 1.63 1.66

건조오미자

60℃

에탄올 0.48 0.44 0.46 0.44 0.21 0.24 0.24 0.24 0.22 0.24 0.24 0.24 0.17 0.18

물 0.38 0.37 0.38 0.24 0.18 0.19 0.20 0.20 0.19 0.19 0.20 0.23 0.14 0.14
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이들 음료 제품의 냉장 저장중 흡광도의 변화는 a값의 감소율과 비슷하게 감

소하였으며 건조오미자 추출액 음료 제품이 가장 큰 비율로 감소하였다. 이러한

감소원인이 저장기간 동안 제품의 혼탁화보다는 적색도의 변화로 생각되며 특히

20주, 21주째 저장 제품의 측정치에서 감소를 보여 장기간 저장은 적색의 변화

가능성이 나타났다.

8) 항산화제 첨가 음료 제품의 저장중 흡광도(OD 값)

원료별로 추출액에 항산화제를 첨가하여 만든 음료 제품을 냉장 저장하면서

흡광도의 변화를 조사한 결과는 표 4.16.과 같다.

표 4.16. 흑오미자와 오미자 및 건조오미자 음료 항산화제 첨가제품의 저장중 흡광

도의 변화

저장기간

시료

추출조건

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 13 14 20

흑오미자

80℃

에탄올 1.66 1.51 1.51 1.54 1.58 1.52 1.58 1.56 1.55 1.56 1.58 1.59

물 1.36 1.40 1.39 1.39 1.46 1.42 1.40 1.36 1.40 1.33 1.40 1.40

흑오미자

60℃

에탄올 1.25 1.20 1.22 1.24 1.28 1.21 1.24 1.16 1.18 1.12 1.19 1.18 1.29

물 1.03 1.07 1.02 1.00 1.06 1.02 1.02 1.06 1.02 0.98 1.03 0.94 1.05

오미자

80℃

에탄올 1.62 1.52 1.46 1.49 1.52 1.45 1.53 1.48 1.60 1.38 1.32 1.27 1.27

물 1.16 1.16 1.10 1.10 1.15 1.09 1.18 1.12 1.13 1.07 1.08 0.97 1.00

오미자

60℃

에탄올 1.62 1.49 1.46 1.49 1.51 1.43 1.49 1.38 1.40 1.34 1.37 1.32 1.28

물 1.74 1.66 1.64 1.61 1.65 1.57 1.69 1.49 1.55 1.38 1.42 1.33 1.32

건조오미자

60℃

에탄올 0.43 0.44 0.42 0.41 0.23 0.23 0.22 0.23 0.20 0.20 0.22 0.20 0.18

물 0.34 0.34 0.32 0.32 0.18 0.22 0.17 0.17 0.17 0.16 0.16 0.17 0.17
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원료별 제품의 흡광도는 흑오미자와 오미자 80℃ 추출액 제품에서 비슷하였고

60℃ 4시간 물로 추출한 즙액의 제품은 오미자 추출액이 흡광도가 높게 나타났

고 건조오미자 추출액 제품의 흡광도가 가장 낮게 나타난 것은 항산환제를 첨가

하지 않은 제품의 흡광도와 비슷한 경향을 보였다. 20주까지 냉장 저장중 흡광도

변화는 소량 감소하였는데 그 감소율은 아주 적어서 제품이 장기간 저장, 유통된

다면 항산화제 첨가 제품의 안정성이 좀 더 클 것으로 예측되었다.

9) 천연 음료 제품의 저장눙 폴리페놀 함량

과즙액을 이용한 가공제품의 제조 과정이나 저장, 유통중 대표적인 변색 현

상중의 하나로 갈변 현상이 있는데 갈변의 가장 큰 영향 인자로 폴리페놀

(polyphenol) 화합물이 산화되어 중합체를 형성하면서 갈변 물질이 생성되어 일

어나는 현상이다. 그리고 변색과 아울러 쓴맛과 떫은 맛으로 변화를 일으켜 가공

제품의 상품성은 물론이며 저장 기간과 안정성의 장단에 많은 영향을 주는 물질

이다. 그래서 각 재료의 추출액을 이용한 제품의 제조과정과 저장 기간중 갈변

물질인 폴리페놀 함량 변화를 측정하였는데 그 결과는 표 4.17.과 같다.

원료의 종류에 따른 총 polyphenol의 추출된 함량은 흑오미자, 건조된 오미자,

오미자 순으로 높은 함량을 나타내어 갈변될 가능성도 같은 경향으로 나타나 흑

오미자가 가장 높고 오미자가 가장 낮았다. 그러나 이들 시료의 총 polyphenol의

함량보다는 산화로 감소되는 정도가 갈변의 척도가 되고 있어 저장 기간중 총

polyphenol의 변화를 보면 냉장저장 14주까지는 흑오미자와 생오미자는 감소량이

매우 소량이었으나 건조된 오미자는 감소량이 많았으며 21주이상 냉장 저장으로

는 모든 시료에서 감소량이 많아져 갈변 현상이 예측되어 20주 정도까지만 갈변

현상의 방지가 가능한 것으로 생각되었다. 그리고 건조된 오미자 추출 즙액 제품

의 총 polyphenol 함량이 가장 감소량이 많아 상품성의 변화와 갈변의 가능성은

건조 원료를 이용한 제품에서 가장 크게 나타났다.
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표 4.17. 흑오미자와 오미자 및 건조오미자 음료제품의 저장중 총 폴리페놀 함량

변화(㎎/ 100㎖)

저장기간

시료

추출조건

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 13 14 20 21

흑오미자

80℃

에탄올 72.8 73.5 74.2 73.5 67.0 67.6 72.5 63.8 70.4 68.2 67.8 67.1 64.9

물 72.8 72.1 73.5 72.1 60.0 71.1 71.1 67.1 68.5 66.7 66.7 68.5

흑오미자

60℃

에탄올 67.3 68.0 69.3 67.3 65.0 64.8 66.7 60.5 60.2 64.8 62.3 63.4 61.2 48.4

물 67.3 66.6 68.0 67.3 64.0 59.1 66.2 65.1 64.8 64.8 64.4 58.0 57.7 48.4

오미자

80℃

에탄올 57.7 56.6 59.8 58.7 55.2 55.3 56.4 54.6 56.3 56.9 54.4 54.9 54.9 43.6

물 57.1 55.5 57.7 57.1 50.4 51.8 55.8 52.4 54.7 55.0 49.5 53.6 49.5 45.3

오미자

60℃

에탄올 57.1 56.6 58.2 57.1 54.4 53.8 56.8 52.7 54.6 55.5 53.8 53.0 55.5 43.6

물 56.0 56.0 58.2 57.1 53.6 54.6 56.8 52.4 53.8 55.3 52.7 53.5 52.7 43.6

건조오미자

60℃

에탄올 66.0 67.6 67.6 68.0 59.6 61.8 61.2 59.0 58.4 58.1 59.1 56.8 55.2 43.2

물 64.0 68.4 66.0 64.4 58.4 56.1 60.0 59.6 58.1 57.8 57.8 57.1 56.4 41.2

10) 항산화제 첨가 음료 제품의 저장중 총 폴리페놀 함량

천연 음료 제품에서 항산화제의 중요한 역할은 쓴맛이나 떫은 맛의 생성을 억

제하는 기호성의 향상 뿐만아니라 변색과 퇴색의 방지 역할로서 흑오미자와 오

미자 음료 제품에서는 기본 색소인 적색의 퇴색이나 갈변 방지와 새로운 흑갈색

색소의 생성을 방지하여 기호성을 높히고 상품성의 저하를 방지하는 것이다. 그

래서 재료에 항산화제 erythorbic acid를 첨가하여 갈변 원인 물질인 폴리페놀의

총량의 변화를 제품을 저장하면서 측정한 결과는 표 4.18.과 같다.

항산화제가 첨가된 음료 제품을 1주간 저장 후 총 폴리페놀 함량은 첨가하지

않은 제품보다 함량이 높게 나타났는데 이러한 결과는 산화작용으로 변화된 함

량이 적기 때문이며 그래서 산화가 방지되는 것으로 생각되었다. 재료의 종류별

로는 흑오미자의 음료 제품이 가장 높고 건조된 오미자와 오미자 순의 함량으로
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검출되었는데 함량의 차이는 아주 적어서 거의 비슷하게 나타났다. 제품의 저장

기간중 총 폴리페놀의 함량 변화는 감소량이 매우 적어서 20주까지 저장하는 동

안의 감소량이 항산화제를 첨가하지 않은 음료 제품에서는 14주까지 저장하였을

때 감소량과 비슷하였다. 그래서 이 항산화제는 폴리페놀의 산화 감소를 억제하

는데 효과가 있으며 장기간 저온 유통이나 실온저장 및 유통 과정에서는 항산화

제 첨가가 효과가 클 것으로 판단되었다.

표 4.18. 흑오미자와 오미자 및 건조오미자 음료제품의 항산화제 첨가제품의 저

장중 총 pholyphenol 함량변화 (㎎/ 100㎖)

저장기간

시료

추출조건

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 13 14 20

흑오미자

80℃

에탄올 74.9 72.8 73.9 70.0 72.4 73.4 71.6 69.4 70.7 70.5 72.6 69.8

물 73.5 72.1 72.5 70.7 72.1 73.3 71.3 67.0 70.4 69.5 72.6 68.6

흑오미자

60℃

에탄올 71.4 68.7 69.4 67.3 65.3 71.6 75.9 66.6 66.2 67.3 68.0 61.9 64.8

물 70.0 68.7 69.4 68.7 69.4 72.0 72.3 64.3 66.2 59.8 64.4 60.9 64.1

오미자

80℃

에탄올 59.3 58.7 58.7 57.1 55.7 61.4 61.5 55.5 58.1 55.4 57.5 55.3 54.4

물 58.7 56.6 57.6 55.4 53.3 60.9 61.1 53.2 55.7 54.3 55.3 53.6 51.8

오미자

60℃

에탄올 58.7 55.7 58.2 55.5 54.1 60.8 59.6 56.0 56.4 54.4 56.9 54.7 54.7

물 58.2 58.2 57.6 55.5 54.3 62.6 60.7 56.0 55.5 53.5 56.3 55.0 54.1

건조오미자

60℃

에탄올 69.2 67.6 69.6 67.8 67.8 67.9 69.2 66.8 63.3 65.5 61.5 60.1 59.8

물 67.6 66.8 66.0 67.2 66.6 66.6 68.4 65.1 60.6 64.5 60.5 59.9 60.1

11) 천연 음료 제품의 저장중 당도

흑오미자, 오미자 및 건조 오미자를 다양한 추출 방법에 의한 추출액 제품

을 냉장 저장하면서 당도의 변화를 굴절당도계로 측정한 결과는 표 4.19.와 같다.

흑오미자 추출액 제품의 당도보다도 오미자 추출액 음료 제품의 당도가 높은 것
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으로 나타났으며 오미자를 건조하여 약 4시간 추출한 즙액에는 당의 추출함량이

1/ 3정도로 감소하는 결과를 나타냈고 추출온도를 60℃와 80℃로 그리고 낮은 에

탄올 수용액과 물로 추출할 경우 추출되는 함량의 차이는 거의 없는 것으로 나

타났다.

표 4.19. 흑오미자와 오미자 및 건조오미자 음료제품의 저장중 당도 변화(％)

저장기간

시료

추출조건

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 13 14 20 21

흑오미자

80℃

에탄올 0.8 0.8 1.0 0.9 1.0 1.1 1.1 1.4 1.0 1.1 1.4 1.2

물 0.8 0.6 0.6 0.9 1.0 1.0 1.0 1.2 1.0 1.0 1.2 1.0

흑오미자

60℃

에탄올 1.0 0.8 1.0 1.1 1.2 1.2 1.2 1.4 1.4 1.4 1.6 1.2 1.8 1.8

물 0.8 0.6 0.8 0.9 1.0 1.0 1.1 1.2 1.1 1.1 1.4 1.2 1.4 1.4

오미자

80℃

에탄올 1.6 1.6 1.8 1.7 1.9 1.9 1.9 1.9 1.9 2.1 2.1 2.1 2.1 1.9

물 1.1 1.0 1.1 1.4 1.3 1.6 1.6 1.6 1.6 1.6 1.6 1.6 1.7 1.6

오미자

60℃

에탄올 1.0 1.4 1.6 1.6 1.6 1.6 1.7 1.8 1.8 1.8 1.6 1.8 1.8 1.9

물 1.4 1.4 1.6 1.6 1.6 1.6 1.8 1.8 1.8 1.8 1.8 1.8 1.8 1.9

건조오미자

60℃

에탄올 0.6 0.6 0.7 0.7 0.4 0.4 0.5 0.6 0.4 0.5 0.6 0.5 0.5 0.4

물 0.5 0.5 0.6 0.7 0.3 0.3 0.4 0.4 0.4 0.4 0.5 0.4 0.4 0.4

그러나 추출액에 에탄올이 남아있으면 굴절률에 영향을 주어 높은 함량을 나

타낼 가능성이 있지만 에탄올 농도가 아주 낮아 실질적으로 영향은 없는 것으로

생각되었다. 모든 시료 제품의 냉장 저장 과정중 소량씩 당의 함량이 증가되는

결과를 나타내었는데 이러한 결과는 당의 조성의 변화로 추측되며 함량이 실제

로 증가되는 것으로는 생각되지 않았다. 그리고 저장중 감소현상이 관찰되지 않

아서 저장중 변패되는 과정은 없는 것으로 생각되었고 이들 제품의 실질적 관능

검사에 의하면 흑오미자가 가장 강한 단맛을 느끼도록 하며 오미자 추출액 제품
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은 단맛을 약하게, 그리고 건조오미자 추출액 제품은 신맛만을 강하게 느낄 수

있게 하는데 이러한 관능현상은 신맛의 강약에 의해서 맛이 좌우되는 것을 알

수 있었다.

12) 항산화제 첨가 음료 제품의 저장중 당도

동일한 방법으로 제조한 시료의 추출액에 항산화제를 첨가하여 냉장 저장

하면서 당도에 미치는 영향을 조사한 결과는 표 4.20.과 같다.

표 4.20. 흑오미자와 오미자 및 건조오미자 음료 항산화제 첨가 제품의 저장중

당도변화(％)

저장기간

시료

추출조건

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 13 14 20

흑오미자

80℃

에탄올 0.8 0.8 0.8 1.1 1.2 1.0 1.0 1.2 1.0 1.2 1.2 1.2

물 0.8 0.8 1.0 1.0 1.0 0.8 1.0 1.2 1.0 1.0 1.0 1.4

흑오미자

60℃

에탄올 1.0 1.0 1.4 1.1 1.3 1.0 1.4 1.4 1.4 1.6 1.8 1.8 2.0

물 0.8 0.8 1.2 1.0 1.2 1.0 1.0 1.2 1.0 1.2 1.4 1.4 1.4

오미자

80℃

에탄올 1.8 1.6 1.8 1.7 1.8 1.8 1.9 1.9 1.9 1.9 2.1 2.1 2.1

물 1.6 1.4 1.4 1.5 1.4 1.2 1.6 1.6 1.6 1.6 1.6 1.6 1.4

오미자

60℃

에탄올 1.6 1.4 1.6 1.6 1.8 1.6 1.8 1.9 1.8 1.9 1.9 1.9 1.9

물 1.6 1.4 1.6 1.6 1.8 1.6 1.8 1.9 1.6 1.9 1.9 1.9 1.9

건조오미자

60℃

에탄올 0.8 0.7 0.8 0.8 0.5 0.4 0.5 0.5 0.4 0.5 0.6 0.6 0.4

물 0.6 0.6 0.6 0.8 0.4 0.4 0.4 0.5 0.4 0.4 0.5 0.4 0.5

오미자의 추출액 제품의 당도가 높고 다음이 흑오미자 추출액 제품이며 건조

오미자추출액 제품 의 당도가 높게 나타났다. 그러나 실제 관능적으로 흑오미자

음료 제품은 단맛이 있고 오미자 제품은 단맛보다는 신맛을 강하게 느끼게 한다.
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이러한 현상은 오미자 추출액 제품의 강한 신맛 때문에 미각적으로 단맛을 잘

구별하여 느끼지 못하기 때문인 것으로 생각된다. 항산화제 첨가 제품의 당도가

전체적으로 약 0.1％ 정도 높은 당도를 보이고 항산화제를 첨가하지 않은 즙액보

다 짧은 저장기간부터 당도의 증가가 나타났다. 그래서 항산화제의 특이한 작용

은 없으나, 당도의 증가가 1주정도 빠르며 다른 좋지 않은 영향은 있지 않는 것

으로 결과가 나타났다.

13) 천연 음료 제품의 저장중 산도

흑오미자와 오미자의 맛성분으로서 가장 독특하고 자극적인 맛은 신맛으로

서 이들을 원료로 한 차와 음료 제품의 기호성과 상품성의 중요한 요소이다. 이

신맛 변화의 자료로 총산의 함량을 조사하였는데 가장 다량으로 함유한 구연산

의 함량으로 나타내어 음료제품의 저장중 변화를 측정한 결과는 표 4.21.과 같다.

원료의 종류에 따른 총산의 함량은 건조오미자 추출액에서 가장 높은 함량을

나타내었으며 다음으로 오미자 추출액에서, 그리고 흑오미자 추출액 제품은 총산

의 함량이 가장 적어서 오미자의 1/ 3∼1/ 6 정도만 함유된 것으로 나타났다. 그리

고 3％ 에탄올과 물의 추출용매에 의한 총산의 추출 함량은 차이가 거의 없었으

며 추출온도에 의한 영향은 오미자 추출액은 거의 비슷하고 흑오미자 추출액에

서는 차이가 있는 것으로 나타났다.

저장중 총산 함량의 변화는 저장기간이 20주이상 경과되면서 제품들중에 소량

감소하는 것으로 나타났으며 건조오미자 추출액에서 많은량이 감소되는 것으로

나타났는데 물과 에탄올 추출액 모두 저장 6주 이후부터 감소량이 많았다.

실제 관능적으로 음용했을때, 흑오미자는 당도에 비해서 총산의 함량이 적어

신맛이 적고 단맛이 강한 것처럼 느꼈으며 오미자 특히 건조오미자 추출액은 신

맛이 대단히 강하여 당을 첨가해야만 음료로 이용될 수 있을 정도로 신맛이 강

하였는데 총산의 함량은 이러한 결과를 뒷받침하고 있다.
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표 4.21. 흑오미자와 오미자 및 건조오미자 음료 제품의 저장중 산도변화

(mg/ g )

저장기간

시료

추출조건

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 13 14 20

흑오미자

80℃

에탄올 42.8 43.5 43.7 43.7 42.0 41.3 38.8 41.3 40.1 38.0 39.3 41.6

물 42.2 43.5 42.8 43.7 40.9 40.4 37.7 39.4 41.1 39.1 40.5 40.6

흑오미자

60℃

에탄올 23.3 22.9 21.4 23.6 23.3 22.7 22.7 22.1 23.4 21.3 21.3 22.3

물 23.6 23.1 24.0 24.2 23.8 23.0 23.5 21.8 23.3 23.4 22.5 23.9

오미자

80℃

에탄올 146.1 131.4 130.6 153.8 140.2 140.2 140.0 138.2 139.5 138.0 136.6 136.3 130.2

물 148.7 143.0 143.4 157.7 144.2 141.5 140.9 125.8 143.8 133.2 137.8 138.9 134.9

오미자

60℃

에탄올 122.6 138.2 137.4 142.6 125.4 123.0 128.8 129.1 129.1 127.1 142.6 129.8 120.9

물 115.8 118.6 109.6 122.7 113.6 109.0 112.9 115.5 110.4 110.0
1103.

7
109.5 107.9

건조오미자

60℃

에탄올 151.5 150.6 151.8 145.7 145.6 123.5 123.2 121.8 107.0 116.2 123.6 123.6 113.5

물 147.3 143.8 150.1 149.6 151.5 123.5 126.8 114.9 119.4 120.9 123.6 125.6 116.0

14) 항산화제 첨가 음료 제품의 산도

원료의 종류와 추출 조건을 달리하여 추출한 음료 제품에 항산화제를 첨

가하여 냉장 저장중 총산의 함량 변화를 측정한 결과는 표 4.22.와 같다.

항산화제가 첨가되지 않은 추출액보다 총산의 함량이 적게 나타났으며 흑오미

자의 추출액에는 소량이 함유되어 저장 기간중 감소량도 거의 없는 것으로 나타

났으나 오미자 추출액은 항산화제가 첨가되지 않은 제품의 총산 함량 변화와 비

슷한 경향을 보였으며, 건조오미자 추출액은 저장 5주후부터 감소량이 컸는데 20

주까지 함량은 변화가 적어 안정된 경향을 나타내었다.

이러한 결과는 항산화제를 첨가하지 않은 음료 제품에서와 동일하였으며 장기

간 냉장 저장에도 신맛의 감소나 pH에 영향을 크게 미치지 않아서 색소의 변화

에도 영향은 적을 것으로 추측되었다. 그러나 항산화제 첨가가 총산의 함량에는

영향을 미치지는 않는 것으로 생각되었다.
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표 4.22. 흑오미자와 오미자 및 건조오미자 음료에 항산화제 첨가제품의 저장중 산

도 변화(㎎/ g)

저장기간

시료

추출조건

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 13 14 20

흑오미자

80℃

에탄올 45.7 44.7 43.9 44.8 43.4 42.3 43.4 42.4 42.7 45.8 44.2 43.4 44.5

물 45.9 39.4 43.4 45.9 44.2 42.5 43.4 45.7 46.5 41.1 42.4 42.4 44.2

흑오미자

60℃

에탄올 24.2 22.9 25.2 28.7 24.4 24.1 23.0 23.1 25.1 22.9 24.1 25.6

물 24.5 25.9 27.8 27.9 25.2 25.8 21.9 22.3 27.0 26.1 24.1 24.7

오미자

80℃

에탄올 148.5 133.7 145.4 149.4 138.6 141.3 137.8 137.7 141.2 138.6 125.0 139.5 135.3

물 146.7 141.4 147.6 159.2 145.0 143.4 144.8 139.5 139.0 138.5 115.0 143.0 141.8

오미자

60℃

에탄올 139.8 131.1 140.8 139.8 127.4 131.0 135.0 130.6 131.1 125.7 116.9 133.0 141.8

물 148.2 114.1 120.2 119.0 116.8 116.6 113.3 103.0 116.6 109.5 109.9 103.2 109.8

건조오미자

60℃

에탄올 148.3 136.0 150.4 153.7 124.3 125.5 121.7 121.8 123.7 123.2 114.5 127.6 128.9

물 155.4 143.2 151.6 149.8 123.3 126.6 122.5 117.9 119.2 123.6 115.2 124.6 125.6

15) 천연 음료 제품의 저장중 pH

흑오미자, 오미자 및 건조된 오미자의 추출온도와 추출용매를 달리하여 추

출액 제품을 냉장저장하면서 pH 변화를 측정한 결과 표 4.23과 같다.

이들 제품의 pH는 제품의 맛 기호성에 결정적 역할을 하는 신맛의 정도를 추측

할 수 있는 중요한 기준이 될 뿐만 아니라 기본 색소인 적색색소의 안정성에도

절대적 영향을 주는 요소로서 기준이 되기 때문에 제품의 저장 유통중의 변화를

조사하면 이 기간중에 제품의 기호성과 상품성을 예측할 수 있는 간단하고 편리

한 수단이 될 수 있다.
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표 4.23. 흑오미자와 오미자 및 건조오미자 음료 제품의 저장중 pH의 변화

저장기간

시료

추출조건

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 13 14 20

흑오미자

80℃

에탄올 3.18 3.15 3.03 2.91 3.09 3.18 3.20 3.02 3.03 3.24 3.20 3.00 2.83

물 3.21 3.17 3.10 2.97 3.12 3.05 3.30 3.07 3.06 3.21 3.08 2.93 2.85

흑오미자

60℃

에탄올 3.42 3.49 3.35 3.28 3.39 3.38 3.55 3.41 3.26 3.51 3.40 3.26

물 3.41 3.45 3.34 3.25 3.38 3.37 3.44 3.39 3.33 3.32 3.46 3.29

오미자

80℃

에탄올 2.84 2.85 2.71 2.49 2.75 2.69 2.93 2.73 2.63 2.77 2.79 2.62 2.57

물 2.71 2.78 2.65 2.48 2.69 2.67 2.92 2.58 2.52 2.72 2.75 2.48 2.54

오미자

60℃

에탄올 2.87 2.84 2.75 2.71 2.81 2.81 2.84 2.73 2.71 2.71 2.72 2.56 2.72

물 2.72 2.88 2.73 2.55 2.76 2.73 2.85 2.71 2.72 2.85 2.95 2.54 2.60

건조오미자

60℃

에탄올 2.91 2.91 2.78 2.86 2.97 2.81 2.97 2.90 2.86 2.80 2.83 2.82 2.82

물 2.80 2.87 2.72 2.88 2.84 2.75 2.81 2.78 2.84 2.80 2.80 2.79 2.75

흑오미자를 80℃로 추출한 제품은 pH 2.83∼3.21이었고, 60℃의 추출액은 pH

3.26∼pH 3.49를 나타내었다. 그리고 오미자는 pH 2.52∼2.93 과 pH 2.54∼2.88

이었으며 건조된 오미자 추출액 제품의 pH 2.75∼2.97 이었다. 그래서 오미자와

건조된 오미자의 추출액의 pH는 거의 비슷한 범위를 나타내었고 흑오미자 추출

액의 pH는 좀더 높은 경향을 보였는데 가장높은 pH 범위는 흑오미자를 60℃에

서 3% 에탄올로 추출한 즙액이었고 가장 낮은 pH범위를 갖는 것은 오미자를 8

0℃에서 물로 추출한 제품이었으나 이들의 차이는 크게 나타나지는 않았다. 그리

고 냉장저장중 pH 0.2∼0.4 정도 저하되는 것으로 나타나 제품의 기호성인 신맛

의 감소가 유발되거나 상품성인 적색색소가 변색되는 pH 4.0 이상으로 되지않아

저장중 제품의 상품성의 저하에도 영향은 없을 것으로 추정되었다.
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16) 항산화제 첨가 음료 제품의 저장중 pH

각종 원료에서 방법별로 생산한 추출액에 항산화제(iso ascorbic acid)를 첨

가하여 제품을 제조한 후 냉장 저장하면서 항산화제가 제품의 pH에 미치는 영향

을 조사한 결과는 표 4.24.와 같다.

표 4.24. 흑오미자, 오미자 및 건조오미자음료의 항산화제첨가제품의 pH변화

시 료
저장기간

추출조건
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 13 14 20

흑오미자

80℃

에탄올 3.05 3.06 2.96 3.06 3.15 3.06 3.14 3.06 3.01 2.73 3.16 3.09 2.80

물 2.96 3.01 2.96 3.10 3.07 3.05 3.12 2.97 2.47 2.77 3.13 3.20 2.80

흑오미자

60℃

에탄올 3.31 3.39 3.23 3.35 3.35 3.29 3.41 3.41 3.27 3.33 3.35 2.86

물 3.29 3.30 3.23 3.31 3.33 3.26 3.38 3.30 3.24 3.20 3.32 2.82

오미자

80℃

에탄올 2.72 2.78 2.64 2.80 2.76 2.76 2.83 2.70 2.64 2.59 2.69 2.71 2.65

물 2.68 2.70 2.57 2.52 2.71 2.70 2.88 2.69 2.64 2.53 2.59 2.67 2.54

오미자

60℃

에탄올 2.75 2.78 2.66 2.79 2.76 2.75 2.78 2.73 2.68 2.60 2.80 2.76

물 2.65 2.68 2.61 2.51 2.69 2.74 2.83 2.73 2.66 2.66 2.79 2.72

건조오미자

60℃

에탄올 2.81 2.92 2.73 2.98 2.72 2.77 2.97 2.84 2.79 2.70 2.74 2.69

물 2.82 2.89 2.75 2.92 2.81 2.75 2.91 2.80 2.77 2.79 2.78 2.70

항산화제 첨가 즙액의 제품들 중 흑오미자 음료의 pH는 2.80∼3.20과 2.82∼

3.41 이었고 오미자 음료 제품은 pH 2.53∼2.88과 2.66∼2.80 그리고 건조오미자

는 pH 2.69∼2.97로 나타나 항산화제를 첨가하지 않은 제품과 비슷한 pH이었으

나 범위가 약간 좁게 나타나 안정성에 바람직한 영향을 미치는 것으로 판단 되

었다. 저장기간중 모든 제품에서 전체적으로 pH가 낮아지는 경향을 보여 신맛의

저하와 적색의 변색을 일으킬 수 있는 가능성은 적으나 항산화제 첨가가 이들

제품의 기호성과 상품성의 저하를 방지하는데 효과가 있는 것으로 추측되었다.
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제 4 절 결 론

흑오미자를 원료로 하여 천연음료를 제조하는데 원료의 가공 특성 조사 검토

하기 위하여 제주도 특산 흑오미자와 한국산 생오미자, 건조오미자, 중국산 건조

오미자. 흑오미자 건조된 줄기를 원료로 제품의 가공 적성을 조사하였다.

가공 적성의 가장 중요한 기준으로 적색도(적색색소)를 이용하였는데 왜냐하

면 맛성분(신맛, 단맛)과 함량은 조정이 가능하나 색소는 문제가 있으며 색소가

중요한 음료이기 때문이다. 수율, 적색도, 신맛, 단맛 등 가공 특성은 흑오미자가

가장 좋았다. 추출조건으로 80℃에서 4시간 또는 60℃에서 6시간 추출 방법이 좋

았으며 적색도는 흑오미자가 한국산 오미자 5∼6배, 중국산 오미자 보다는 그 이

상 수율이 높았다. 신맛은 흑오미자가 적었고 단맛은 비슷하였다. 신맛과 pH는

한국산 오미자나 중국산 오미자보다 적은 함량, 그리고 높게 나타났으나 색소의

변화에 영향을 미치지 않을 정도의 충분한 함량을 함유하였다. 흑오미자 나무줄

기를 원료로 하여 즙액을 추출하여 음료제조에 이용할 수 있는 양의 색소를 함

유하고 있다.

각 원료별, 특히 흑오미자 추출액의 음료 제조중 저장성을 조사하여 추출액 원

료특성을 조사 검토하였다. 원료로서 추출액의 저장성을 조사한 결과 냉장온도

4℃ 내외에서 7주동안 저장하는 동안 색도, 투명도, 산도, 당도, 그리고 변색의

영향 없이 안정한 상태의 결과를 나타내었다

음료제품을 제조하여 제품음료를 21주간 저장하면서 상품성의 영향 요소들을

조사하였다. 포장방법은 광선을 차단하는 포장법으로 알루미늄 팩을 이용하는 방

법을 선택하였다. 흑오미자나 오미자의 적색의 퇴색이나 적갈색으로 변색이 광선

의 영향으로 나타나기 때문이다. 알루미늄 팩포장제품은 저온 진탕 살균방법으로

냉장 저장하면 저장성이 좋아 20주이상(약 5개월) 충분한 유통기간을 확보할 수

있는 결과를 나타내었다. 특히 퇴색과 변색의 방지를 위하여 항산화제

(isoascorbic acid)를 사용하여 조사한 결과 20주 저장 기간동안 첨가하지 않은

제품과 비슷하게 안정상태를 보였다. 흑오미자의 추출액과 오미자 추출액을 적당

한 비율로 배합하면 색도 뿐만아니라 맛과 향의 가공적성을 상승시킬수 있는 재

료로서도 좋은 적성을 나타내었다.
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