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            Abstract
          
        

        
          This study was carried out to investigate change of ginsenoside contents in red and fresh ginseng according to root part and age by hydrolysis. Neutral total ginsenoside contents by hydrolysis in 6-year main root and lateral root were significantly increased than those by non-hydrolysis, as 41.6 and 32.8%, respectively. However, there was no significant difference in red ginseng. In fresh ginseng, ginsenoside contents of the protopanaxatriol group such as Re, Rf, Rg1, Rg2, and Rh1 were not significantly different, but Rb1, Rb2, Rb3, Rc, and Rd showed significant difference. The increase rate of neutral total ginsenoside content by hydrolysis was higher in epidermis-cortex than stele. Also, the neutral total ginsenoside content was fine root > rhizome > lateral root > main root, respectively. While there was no tendency towards the increase of ginsenoside by hydrolysis with the increase of root age in fine root and rhizome, there was significant decrease in main root and lateral root.

        

      

      
        
Panax ginseng, Ginsenoside, Epidermis-Cortex, Stele, Hydrolysis

      

    

    

  
    
      서 언
      고려인삼으로부터 분리된 ginsenoside는 백삼 특유성분이 6 종, 홍삼 특유성분이 14종, 공통성분이 18종으로 총 38종의 ginsenoside가 밝혀져 있다 (Kim et al., 2013). 그 중 Malonyl-ginsenoside (M-G)는 수삼이나 백삼중에 존재 하는 주사포닌의 하나로 (Kitagawa et al., 1987), 기억 학습 능력 향상 (Abe et al., 1994), 항당뇨 (Liu et al., 2013) 등에 효 과가 있다.

      M-G는 protopanaxadiol 계의 ginsenoside Rb1, Rb2, Rc 및 Rd의 3위 당쇄 말단 glucose 6번 수산기에 malonic acid의 carboxyl group이 ester 결합 한 산성 ginsenoside이다. 수삼에 서 M-G 함량은 총 ginsenoside 함량의 35 ~ 60% 수준으로 (Liu et al., 2012) 비교적 높은 함량을 차지한다. 그러나 MG 함량은 수삼의 건조 시간과 온도, 추출용매 농도에 따라 변 화하고 (Du et al., 2004), 수용성이 매우 강하며, 불안정하여 추출 및 분획조건에 따라 함량이 다르게 분석 된다 (Shin et al., 2001).

      M-G를 알카리로 처리하거나, 2시간여 동안 증숙하면 malonyl group이 쉽게 제거되어 중성 ginsenoside로 전환된다 (Park, 1996; Kitagawa et al., 1987). MacCrehan와 White (2013)는 인삼 뇌두의 ginsenoside를 NH4OH와 KOH를 첨가 하여 추출한 결과 무처리에 비하여 ginsenoside 함량이 가열처 리와 같이 증가되었다.

      이와 같이 M-G는 매우 불안정하여 표준물질로 사용하기가 어렵기 때문에 KOH로 가수분해하여 M-G 함량을 확인하는 간접적인 방법으로 진행되어 왔다 (Court et al., 1996a; Du et al., 2004; MacCrehan and White, 2013).

      인삼은 재배환경 (Lee et al., 2011, 2012), 연근 (Han et al., 2013), 품종 (Kwon et al., 1991)에 따라 뿌리의 형태적 특성이 달라지고, ginsenoside 함량도 차이를 나타낸다 (Ahn et al., 2008). 또한, M-G 함량도 재배환경과 (Wills and Stuart, 2001), 연근 (Court et al., 1996b), 뿌리 직경 (Christensen et al., 2006)에 따라 다르다고 하였다.

      따라서 본 연구는 인삼의 4, 5, 6년 근 부위별로 추출 한 후, 가수분해하여 ginsenoside 함량 변화를 조사하여 원료 및 가공 인삼의 평가기준, 인삼의 고사포닌 품종 선발기 준으로 활용하기 위하여 실시하였다.

    

    

  
    
      재료 및 방법
      
        1. 실험재료
        수삼은 2007년부터 전북 고창 지역에서 직파재배 한 4, 5, 6년생을 2012년 가을에 수확한 것을 사용하였으며, 홍삼은 충 남 부여 지역에서 생산된 6년 근을 가공한 것을 구입하여 사 용하였다. 시료개체간의 차이를 줄이기 위해 수삼의 직경은 25 ~ 27㎜로 비슷한 개체를 선발하여 분석시료로 하였다. 홍 삼은 동체와 지근으로 나누었으며, 수삼은 연근별로 뇌두, 동 체, 지근, 세근으로 분리하였다. 중심주 (Stele)와 피층 (Epidermis-Cortex)은 개체별 동체의 직경이 일정한 부위를 약 0.8 ~ 1.2㎝ 두께로 자르고, Surgical Blade No. 11 (Feather Safety Razor Co, Japan)으로 구분하여 분리하였다.

        분리된 시료는 freeze drier (Model FD-8512, Ilshin Lab Co., Ltd, Korea)에서 3일간 동결 건조하여 Wonder Blender (WB-1, SANPLATEC CORP. USA)로 40 mesh 크기로 분 말화한 후 ginsenoside 추출용 시료로 사용하였다.

      

      
        2. Ginsenoside 분석
        추출은 50% methanol을 사용하여 Li 등 (2010)의 방법으 로 실시하였다. 각 시료를 3반복으로 3 g 측량하여 50% methanol 60㎖를 250㎖의 삼각플라스크에 넣고 ultra-sonicater (60 khz, heat power 330 W; JAC Ultrasonica 4020, KODO, Korea)로 35 ± 5°C에서 1시간동안 각각 추출하 였다. 추출물을 냉각시켜 여과한 후 잔사에 50% methanol 60㎖을 넣고 앞의 방법으로 2회 반복 추출하였다.

        SPE 전처리는 Sep-Pak C18 cartridge (Mega BE-C18, Agilent Technologies, USA)을 먼저 5㎖ MeOH로 서서히 용출시켜 1차 conditioning을 하고 다시 5㎖ dd-h2O로 2차 conditioning 시켰다. 추출 시료액 5㎖를 cartridge에 loading 하고 5㎖ dd-H2O로 서서히 용출하고 5㎖ 20% MeOH로 서서히 용출하여 제거하였다. 최종적으로 이 cartridge에 10㎖ 90% MeOH를 처리하여 서서히 ginsenoside 성분을 용출시켜 0.45㎛ polytetrafluoroethylene (PTFE) syringe filter (Waters, Milford, MA, USA)로 여과하여 수집하였다.

        가수분해는 Court 등 (1996a)의 방법으로 실시하였다. SPE 전처리 후 얻어진 분석용 시료액 850㎕에 5% KOH 80㎕ 를 첨가한 후 실온 (26 ± 2°C)에서 방치하였다. 2시간 후 14% Kh2PO4를 80㎕ 처리한 후 0.45㎛ polytetrafluoroethylene (PTFE) syringe filter (Waters, Milford, MA, USA)로 여과하 여 UV Detector 가 부착된 HPLC (NS-4000, FUTECS Co., Korea)로 분석하였다.

        Ginsenoside (Rb1, Rb2, Rb3, Rc, Rd, Re, Rf, Rg1, Rg2, Rg3, Rh1, Rh2) 표준물질은 Fleton Natural Products Co., Ltd (China)에서, water, acetonitrile, MeOH은 J. T. Baker (USA)에서 구입하여 사용하였다.

        표준곡선 작성은 표준용액 12종의 ginsenoside 표준품을 각 각 1㎎으로 정확히 평량하여 10 mL MeOH로 용해시켜 1000 ppm 농도로 표준원액을 만들고, MeOH로 희석하여 83.33, 41.67, 20.83 및 10.416 ppm 농도가 되도록 만든 후 HPLC에 주입, 3회 반복하여 얻은 크로마토그램으로부터 농도 와 피크 면적의 계산값으로 표준곡선을 작성하였다. 정량곡선 에서 농도에 따른 회귀계수 (R)는 ginsenoside Rb1-0.9997, Rb2-0.9998, Rb3-0.9998, Rc-0.9997, Rd-0.9998, Re-0.9996, Rf-0.9997, Rg1-0.9996, Rg2-0.9997, Rg3-0.9997, Rh1-0.9998, Rh2-0.9999으로 모두 R값이 0.99 이상으로 1에 근접하여 정량 성이 양호하였다.

        Column은 Bischoff C18 ace-ESP (Bischoff Co., Germany) 을 사용하였고, UV wavelength는 203㎚, flow rate는 1.0㎖/min, column temperature는 35°C에서 실시하였으며, HPLC 용리조건은 acetonitrile (%) : water (%) 가 20 : 80 (0 분), 20 : 80 (10분), 29 : 71 (39분), 41 : 59 (67분), 47 : 53 (70분), 71 : 29 (90분), 71 : 29 (95분), 20 : 80 (95분), 20 : 80 (115분)로 실시하였다 (Han et al., 2013).

        Total ginsenoside 함량은 HPLC 법으로 정량된 ginsenoside Rb1, Rb2, Rb3, Rc, Rd, Re, Rf, Rg1, Rg2, Rg3, Rh1, Rh2 의 합으로 구하였다.

      

      
        3. 수삼의 가수분해에 따른 ginsenoside 피크 재확인
        수삼 분석 시료의 가수분해에 따른 ginsenoside 피크 재확인 은 Waters-PAD (Waters 1525, detector 2998, USA)를 활용하 여 Table 1과 같은 조건으로 분석하여 확인 하였다. Column 은 XbridgeTM C18 (Waters Co., USA)을 사용하였고, UV wavelength는 203㎚, flow rate는 1.0㎖/min, column temperature는 40°C에서 실시하였다.

      

      
        4. 통계 분석
        Ginsenoside 함량 분석 결과에 대한 Duncan’s Multiple Range Test (DMRT)는 SAS (v.9.3) 프로그램을 이용하였다.

      

    

    

  
    
      결과 및 고찰
      
        1. 가수분해에 의한 6년 근 수삼과 홍삼의 total ginsenoside 함량 비교
        6년 근 수삼의 total ginsenoside 함량은 동체 14.27㎎/g, 지근 41.78㎎/g이었으나, 가수분해하여 M-G를 중성화시킨 결 과 동체 20.20 ㎎/g, 지근 55.48 ㎎/g으로 각각 41.6, 32.8% 증가하여 모두 가수분해 전후 유의적인 차이를 나타 내었다 (Fig. 1A).

        6년 근 홍삼의 total ginsenoside 함량은 동체 15.28㎎/g, 지근 36.94㎎/g이었으나, 가수분해한 결과 동체 16.69㎎/g, 지근 37.14㎎/g으로 소량 증가하였으나 가수분해 전후 유의적 인 차이를 나타내지 않았다 (Fig. 1B).

        이러한 결과는 수삼에서 M-G가 가수분해에 의하여 중성 ginsenoside로 전환되어 total ginsenoside 함량이 크게 증가하 였으나, 홍삼은 제조 과정 중 고온에 의한 증숙과 건조 과정 에서 대부분의 M-G가 중성 ginsenoside로 변화되어 가수분해 에 의한 total ginsenoisde 함량 변화는 거의 일어나지 않은 것으로 생각된다.

        Liu 등 (2012)은 수삼과 홍삼의 ginsenoside 함량을 분석한 결과 M-G 함량은 홍삼에서 검출되지 않았으나, 수삼에서 12.94㎎/g으로 총 ginsenoside 함량의 45.3%를 차지하였는데, 본 실험에서 가수분해 처리에 의한 ginsenoside 증가량과 유사 하였다. 그러나, M-G 함량 외 PPD 계 ginsenoside 가 다른 고분자 물질과 결합되어 가수분해에 의한 total ginsenoside 함 량 변화에 영향을 미칠 것으로 판단되어지나, 이에 대한 연구 는 미흡한 실정으로 추후 지속적인 연구가 진행되어져야 할 것이다.

        수삼에서 가수분해로 인한 개별 ginsenoside 성분의 변화는 panaxatriol계 ginsenoside (Re, Rf, Rg1, Rg2, Rh1) 함량은 거의 변화하지 않은 반면, M-G가 공존하는 panaxadiol계 ginsenoside (Rb1, Rb2, Rb3, Rc, Rd) (Kitagawa et al., 1989; Sun et al., 2011) 함량의 변화는 크게 나타나 가수분 해 전후 유의적인 차이가 있었으나 (Table 2, Fig. 2A, A), 홍삼에서는 개별 ginsenoside 성분의 변화가 거의 없어 가수분 해 전후 유의적인 차이가 없었다 (Table 3, Fig. 2C, D).

        M-G류는 일반적인 이동상과 HPLC 분석조건에서는 분리가 어렵다 (Kim et al., 1982; Yamaguchi et al., 1988). Shin 등 (2001)은 상온 추출법으로 조사포닌을 알카리 처리한 다음 HPLC하여 처리 전과 비교한 결과 상온추출 사포닌에서는 MG Rb1, Rb2, Rc,로 추정되는 피크를 볼 수 있으나 알카리 처 리시 이들이 없어지고, ginsenoside Rb1, Rb2 및 Rc가 상대적 으로 증가하는 것으로 보아 M-G의 존재를 추정하였다. 하지 만 본 실험에서 M-G로 추정되는 피크가 분리되지 않아 HPLC 분석 조건을 달리하여 재분석을 실시하였다. 그 결과, 가수분해 전 M-G로 추정되는 피크들을 확인할 수 있었나, 알 카리 가수분해 처리 후 사라지고, PPD계 ginsenoside 함량은 상대적으로 증가하는 것을 확인할 수 있었다 (Fig. 3).

        수삼에서 가수분해 전 ginsenoside Rb1, Rb2, Rb3, Rc, Rd 함량은 홍삼보다 작았지만 가수분해 처리에 의한 함량은 수삼 이 홍삼보다 많거나 비슷하였고, ginsenoside Re, Rg1은 가수 분해 전후 상관없이 수삼에서 많았다. 이러한 결과는 홍삼을 증숙하는 과정에서 ginsenoside Rb1, Rb2, Rb3, Rc, Rd 함량 이 증가하다가 일부 Rg3로 전환하였으며 (Smukawa et al., 1995), Re, Rg1 은 열에 의해 가수분해 되었기 때문으로 생각 된다 (Nam et al., 2012).

        홍삼 제조 과정에서 열에너지를 받아 홍삼이 원료삼의 total ginsenoside 함량보다 증가하여 (Ha and Ryu, 2005), 대부분 의 total ginsenoside 함량은 백삼보다 홍삼에서 높다고 하였다 (Nam, 2005; Kim et al., 2013). 따라서 인삼류 제품의 품질 관리를 위한 ginsenoside 함량 측정은 M-G 함량을 중성 ginsenoside로 변환시켜 총 중성 ginsenoside 함량을 분석해야 할 것으로 판단된다.

      

      
        2. 가수분해에 의한 4, 5, 6년 근의 조직별 ginsenoside 함 량 비교
        4, 5, 6년 근 동체의 피층 total ginsenoside 함량은 각각 21.31, 25.06, 29.06㎎/g, 중심주 8.61, 6.77, 5.93㎎/g이었다 (Fig. 4A). 추출액을 가수분해 처리한 결과 total ginsenoside 함량은 피층 62.38, 64.61, 69.84㎎/g, 중심주 18.80, 14.84, 13.81 ㎎/g으로 크게 증가 하였고, 연근이 증가할수록 피층 의 ginsenoside 함량은 증가한 반면 중심주는 감소하였다 (Fig. 4B).

        가수분해에 의한 ginsenoside 함량의 증가 폭은 4, 5, 6년 근 피층에서 각각 65.8, 61.2, 58.4%, 중심주에서 각각 54.2, 54.4, 57.1%로 중심주 보다 피층의 변화가 더 컸으며, 연근별 로는 저년근은 피층, 고년근은 중심주에서 함량의 변화가 크게 나타났으며 피층, 중심주에서 모두 유의적인 차이를 나타냈다.

        이러한 결과에서 M-G 함량은 중심주보다 피층에 많이 분 포하는 것을 의미한다. Christensen 등 (2006)은 5년 근 미국 삼의 근 직경에 따라 M-G 함량을 분석한 결과 근 직경이 커 질수록 M-G 함량은 감소한다고 하였다. 이는 근직경이 커질 수록 피층의 비율보다 중심주의 비율이 더 크게 증가한 연구 결과와 관련이 있을 것으로 생각된다 (Park et al., 1988).

      

      
        3. 가수분해에 의한 4, 5, 6년 근의 부위별 ginsenoside 함 량 비교
        4, 5, 6년 근 부위별 total ginsenoside 함량은 각각 뇌두 70.30, 75.73, 79.78㎎/g, 동체 16.20, 15.67, 14.27㎎/g, 지 근 46.48, 43.07, 41.78㎎/g, 세근 88.47, 89.59, 92.15㎎/g 으로 연근이 높을수록 동체, 지근의 함량은 유의적으로 감소 하였고, 뇌두와 세근의 함량은 증가하였으나 유의성을 보이지 않았다 (Fig. 5A). 이러한 결과는 Han 등 (2013)의 결과와 일치하였으나 함량에서는 다소 차이를 나타낸 것은 ginsenoside 함량은 대부분 피층에 분포하는데 (Kubo et al., 1980; Tani et al., 1981) 분석 인삼 개체 직경에 따른 피층의 비율이 달 랐기 때문으로 생각된다.

        가수분해 처리에 의한 4, 5, 6년 근 부위별 total ginsenoside 함량은 각각 뇌두 98.56, 108.18, 103.05㎎/g, 동체 25.13, 23.02, 20.20㎎/g, 지근 65.48, 61.67, 55.48㎎/g, 세근 136.46, 148.09, 143.81㎎/g으로 크게 증가하였다 (Fig. 5B). 연근이 높을수록 동체, 지근의 함량은 유의적으로 감소한 반 면, 뇌두와 세근은 일정한 경향이 없었고 유의성도 보이지 않 았다.

        4, 5, 6년 근 가수분해에 의한 뿌리 부위별 ginsenoside 함 량의 증가 비율은 각각 뇌두 28.7, 30.0, 22.6%, 동체 35.5, 31.9, 29.4%, 지근 29.0, 30.2, 24.7%, 세근 35.2, 39.5, 35.9% 으로 평균 31.0%의 증가폭을 나타내었고, 증가량은 세 근에서 각각 47.99, 58.50, 51.66㎎/g 으로 가장 많았다.

        가수분해에 의한 ginsenoside 함량 증가는 피층 부위에서 더 높게 나타났으며, 뿌리 부위별 증가는 세근 >뇌두 >지근 > 동 체 순으로 나타났다.

        이상의 결과에서 수삼의 M-G 함량은 total ginsenoside 함 량의 30% 이상이므로 고사포닌 함량 계통 육성을 위해서는 M-G 함량을 포함하여 비교하여야 할 것으로 판단된다. 또한, 수삼, 백삼, 태극삼의 품질 기준에서도 ginsenoside 함량은 MG를 가수분해 처리하여 total ginsenoside 함량을 비교하는 것 이 타당할 것으로 판단된다.
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