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            초록
          
        

        
          
            Background: 
            Although Gastrodia elata contains the valuable, bio-active compounds gastrodin and 4-hydroxybenzyl alcohol (4-HBA), it also contain ρ-cresol, which is a major source of an objectionable pig slurry-like odor. Accordingly, this study was performed to determine the deodorization effect of Diaion HP-20 resin on a G. elata extract.

          

          
            Methods and Results: 
            Using Diaion HP-20 with an increasing concentration of ethanol, an extract of G. elata was fractionated into 15 fractions, which were anlayzed to determine their concentrations of active compounds and ρ-cresol. The gastrodin, 4-HBA, total phenolics, and ρ-cresol concentrations of the G. elata extract were 403.13, 408.15, 2,476.09, and 11.77 ㎍/㎖, respectively. Among the different fractions, gastrodin and 4-HBA were detected in fractions 3 to- 6, and 4 to- 10, respectively whereas total phenolics were detected in all samples, with fractions 5 to- 7 being characterized by higher concentrations than were the other fractions. ρ-Cresol was detected in fractions 12 to- 15, at concentrations ranging from 0.39 ㎍/㎖ to 6.05 ㎍/㎖ with the highest concentration detected in fraction 14. The fractions containing ρ-cresol could be selectively separated from the G. elata extract without the loss of major bio-active compounds such as gastrodin and 4-HBA.

          

          
            Conclusions: 
            The results of this study indicate that a deodorizing method using Diaion HP-20 resin can be considered for improving the sensory qualities of G. elata extract without a loss of the major bio-active compounds.
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      서 언
      천마 (Gastrodia elata Blume)는 난초과에 속하는 다년생 초본 식물의 뿌리를 지칭한다. 천마는 엽록소가 없어 탄소동화 작용을 통한 영양물질의 합성이 불가능하고 뿌리가 없어 뽕나무 버섯과 편리공생을 통해 생장한다 (Sin, 1980; Lee, 1990). 천마는 주로 한국, 일본 및 중국에서 재배하고 있으며 고혈압, 중풍, 두통, 어지럼증, 스트레스 및 피로 등에 효과적인 것으로 알려져 있다 (Huang, 1985; Huh et al., 1998). 천마의 주요 성분으로 gastrodin과 4-hydroxybenzyl alcohol (4-HBA)이 있으며, 이외에 vanilly alcohol, benzaldehydes, β-sitosterol 등을 함유하는 것으로 보고되었다 (Zhou et al., 1979; Kang et al., 2002; Chang and Ahn, 2011).

      그러나 천마 특유의 불쾌한 냄새, 비린맛, 쓴맛으로 인하여 섭취에 어려움을 나타내고 있으며 비린맛과 쓴맛은 천마의 가공과정에서 쉽게 제거되지만 불쾌취는 쉽게 제거되지 않고 오래 잔존하여 식품 원료로서의 활용에 큰 장애요인으로 작용한다 (Chang and Ahn, 2011). 천마의 불쾌취에 대한 원인 성분은 ρ-cresol (4-methylphenol)로 보고되어 있으며 돼지 분변 냄새로 묘사된다 (Chang and Ahn, 2011; Song et al., 2017). 이러한 천마의 관능적인 문제를 해결하기 위하여 다양한 연구가 진행되었다. 대표적으로 건조 (Lee et al., 2002; Choi et al., 2011b; Chu et al., 2012), 발효 (Chang and Ahn 2011; Song et al., 2017), 증숙 (Lee et al., 2003) 등의 가공방법을 통해 천마의 관능적 문제점을 개선함으로서 활용성을 높이고자 하였다. 그러나 대부분의 방법이 천마의 불쾌취를 제거하는 것에 있어 제한된 효과를 나타내었다.

      다공성 합성 흡착제는 음료, 식품 첨가제, 기능성 식품 원료 및 의약품 제조 등의 분야에서 정제, 탈취 등 다양한 목적으로 사용되고 있다 (Kwak et al., 2001; Jung et al., 2009; Choi et al., 2011a). 그러나 천마의 관능적 품질을 개선하기 위한 목적으로 다공성 합성 흡착제를 활용하기 위한 연구는 수행된 바 없다.

      따라서 본 연구에서는 다공성 합성흡착제를 이용하여 천마에서 ρ-cresol을 기준으로 불쾌취 제거 효과를 확인하고, 그에 따른 기능성분의 손실 여부를 살펴보고자 하였다.

    

    

  
    
      재료 및 방법
      
        1. 재료 및 시약
        재료는 경상북도 상주시 소재의 천마 (Gastrodia elata Blume)가공업체로부터 천마 외 다른 원료가 사용되지 않은 천마 열수 추출물을 구입하여 사용하였다. 실험에 사용한 천마 추출물은 생천마에 동량의 물을 가하고 열수 추출 후 압착하여 제조하였으며, 흡착제는 다공성의 비극성 합성흡착제로서 HP-20 (Diaion HP-20, Supelco Inc., Bellefonte, PA, USA)을 사용하였고, 용출 용매로 발효주정과 증류수를 사용하였다. 분석에 사용한 gastrodin, 4-HBA 및 ρ-cresol은 Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA)로부터 구입하였다.

      

      
        2. 합성흡착제를 이용한 분획물 제조
        천마 추출물에 대한 HP-20의 탈취 효과를 확인하기 위하여 HP-20을 충진한 컬럼에서 분획물을 제조하였다. 분획물의 제조는 천마 추출물 50㎖을 직경 25㎜, 길이 100㎜로 HP-20을 충진 한 오픈 컬럼에 로딩 후 100㎖의 증류수, 10%, 20%, 30%, 40%, 50% 및 95% 에탄올 용액을 순차적으로 가하여 용출시켰으며, 각 분획은 50㎖씩 분취하여 분석에 사용하였다.

      

      
        3. 천마 추출물과 분획물의 주요 성분 및 ρ-cresol 함량
        천마 분획물 중 주요 기능성분의 분포를 확인하기 위하여 gastrodin과 4-HBA의 함량을 분석하였다. Gastrodin과 4-HBA의 분석에는 HPLC-UVD (1200 series, Agilent Technologies Inc., Santa Clara, CA, USA)와 Synergy fusion-RP18 컬럼 (250㎜ × 4.6㎜, 4㎛, Phenomenex Inc., Torrance, CA, USA)을 사용하였다. 이동상은 0.1% acetic acid/acetonitrile (A)과 0.1% acetic acid/water (B) 기울기 조건 (0 - 5 min: 5 - 5% A, 5 - 15 min: 5 - 10% A, 15 - 16 min: 10 - 95% A, 16 - 24 min: 95 - 95% A, 24 - 25 min: 95 - 5% A, 25 - 30 min: 5 - 5% A), 컬럼온도 30℃, 유속 1.0 ㎖/min, 주입량 10㎕, 검출파장 280㎚로 분석하였다. 주요 성분의 정성은 표준물질과 시료 chromatogram 중 peak의 retention time과 UV-spectrum을 통해 확인하였다. 정량을 위하여 표준물질로서 gastrodin과 4-HBA를 사용하였으며 표준 곡선을 작성하기 위한 농도 범위는 0.03 - 0.5 ㎎/㎖이었다. Gastrodin과 4-HBA의 회귀식은 y = 163.19x - 2.7217 (R2 = 0.9994)과 y = 2741x - 6.375 (R2 = 0.9999)이었다.

        천마 분획물 중 총 페놀 성분의 분포를 확인하기 위하여 분획물 중 총 페놀 함량을 측정하였다 (Dewanto et al., 2002). 각 분획물 100 ㎕에 2% Na2CO3 용액 2 ㎖를 가한 후 3 분간 방치하고 1 N Folin-Ciocalteu reagent (Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO, USA) 100 ㎕를 가하고 혼합하였다. 반응액은 상온에서 30 분간 방치 후 750 ㎚에서 흡광도를 측정하였다. 표준물질로 gallic acid (Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO, USA)를 사용하여 검량선을 작성하고 총 페놀 함량은 시료 1 ㎖ 중 ㎎·gallic acid로 나타내었다.

        천마 추출물에 대한 탈취효과를 확인하기 위하여 분획물 중 ρ-cresol 함량을 분석하였다. 분석에는 HPLC-UVD와 Synergy fusion-RP18 컬럼을 사용하였다. 이동상은 acetonitrile (A)과 물 (B) 기울기 조건 (0 - 5 min: 18 - 18% A, 5 - 20 min: 18 - 40% A, 20 - 25 min: 40 - 40% A, 25 - 45 min: 40 - 50% A), 컬럼 온도 30℃, 유속 0.8 ㎖/min, 주입량 10 ㎕, 검출파장 280 ㎚로 분석하였으며, 정성은 표준물질과 시료 chromatogram 중 peak retention time과 UV-spectrum을 통해 확인하였다. 표준품으로 ρ-cresol을 사용하여 0.001 - 0.1 ㎎/㎖의 농도범위에서 표준곡선을 작성하였으며, 표준곡선으로부터 얻은 회귀식은 y = 6,990.09x - 0.533 (R2=0.9999)이었다.

      

      
        4. 통계분석
        통계분석은 SPSS (Statistical Package for the Social Science, Ver. 23.0 SPSS Inc., Chicago, IL, USA)를 이용하여 추출물과 분획물의 평균과 표준편차를 산출하고 시료 간 차이 유무를 One-way ANOVA (Analysis of variation)로 분석한 후 Duncan's Multiple Range Test (DMRT)를 이용하여 검정하였으며 (p < 0.05), 분획물 중 주요 성분의 분포간의 상관성 분석은 Pearson’s correlation coefficient로 유의성을 검정하였다.

      

    

    

  
    
      결과 및 고찰
      
        1. 천마 추출물과 분획물의 ρ-cresol 함량
        천마 (Gastrodia elata Blume)의 불쾌취와 관련하여 다양한 성분에 의한 것으로 보고된 연구 결과도 있으나 (Lee et al., 2002) 가장 큰 원인 성분은 ρ-cresol이며 천마 특유의 냄새와 ρ-cresol의 관능적 특성이 매우 유사하여 (Song et al., 2017), ρ-cresol 함량을 불쾌취 제거에 대한 판단 지표로 사용하는 것은 적절하다.

        따라서 본 연구에서는 천마 추출물에서 HP-20의 불쾌취 제거 효과를 확인하기 위하여 HP-20을 통과시켜 제조한 분획물 중 ρ-cresol의 분포를 확인하였다 (Fig. 1, 2). 천마 추출물의 ρ-cresol 함량은 11.77 ± 0.71㎍/㎖이었다. HP-20에서 분리한 분획물 중 ρ-cresol은 12 번 분획에서부터 검출되기 시작하여 14 번 분획에서 가장 높은 함량을 나타내었다. 12, 13, 14 및 15 번 분획의 ρ-cresol 함량은 각각 1.90 ㎍/㎖, 3.59 ㎍/㎖, 6.05 ㎍/㎖ 및 0.39 ㎍/㎖이었으며 총 함량은 11.92 ± 0.61 ㎍/㎖로 추출물과 유사한 함량을 나타내었다. 추출물과 분획물의 함량이 오차 범위 내의 유사한 수준이라는 결과는 흡착된 ρ-cresol이 11 번 분획까지 용출되지 않고 12 번 분획에서부터 선택적으로 분리되었음을 의미한다. 따라서 12 번 분획에 해당하는 50% 에탄올에서부터 분리되었을 것으로 추정된다.

        
          
          

          Fig. 1. 
				
          

          
            Chromatograms and UV-spectra for ρ-cresol of fractions from Gastrodia elata extract.
            Samples: (A); standard, (B); fraction 11, (C); fraction 12, (D); fraction 13, (E); fraction 14, (F); fraction 15.

          
          

          

        

        
          
          

          Fig. 2. 
				
          

          
            ρ-Cresol content of fractions from Gastrodia elata extract.
            ND; Not detected. *Different letters on the bars means a significant difference by Duncan’s Multiple Range Test (DMRT, p < 0.05).

          
          

          

        

        천마의 향기 성분에 대한 연구에서 생천마와 건조 천마의 향기성분을 비교하였을 때 생천마에서 확인된 39 종의 휘발성 성분 중 일부 성분은 건조 후 검출되지 않았으며 건조 천마에서는 25 종의 휘발성 성분이 확인되었다. 그러나 건조 과정에서 일부 휘발성 성분은 완전히 제거되었으나, ρ-cresol은 건조 후에도 상당량 잔존하여 건조에 의한 불쾌취 제거 효과는 한정적이었다 (Lee and Kim, 1997). Song 등 (2017)의 연구에서 천마의 이취를 제거하기 위한 방법으로 유산균 발효를 이용하였다. 발효균으로 Pediococcus inopinatus BK-3, Lactobacillus sakei C-11, Lactobacillus plantarum VL-1를 사용하였을 때 L. sakei C-11가 이취 제거에 가장 효과적이었으며 ρ-cresol이 160㎍/g에서 80㎍/g 수준으로 감소하여 이취 저감 효과를 나타내었으나 건조방법과 같이 완전히 제거되지 않았다. ρ-Cresol의 끓는점은 상압 하에서 202℃로 물의 끓는점보다 매우 높다 (Gibbs, 1927). 따라서 ρ-cresol은 가열에 의한 증발이나 분해시키는 방법으로는 제거하기 어려울 것으로 판단된다.

        ρ-Cresol 제거를 목적으로 가열하거나 분해시키는 방법이 아닌 흡착제를 이용한 연구에서 polystyrene과 divinylbenzene으로 이루어진 합성 흡착제를 이용하여 ρ-cresol과 유사한 물질이 포함된 혼합물로부터 ρ-cresol을 선택적으로 분리하는 것이 가능하였으며, 흡착량은 흡착제의 종류나 조건에 따라 1 ㎏당약 216 - 260 g 수준이었다 (Anasthas and Gaikar, 1999). 천마 추출물에는 다양한 성분이 존재하지만, 천마 추출물에 존재하는 다른 성분을 배제하고 ρ-cresol 함량 (약 12 ㎍/㎖)으로만 계산한다면 합성 흡착제 1 ㎏은 천마 추출물 18,000 - 20,000ℓ에 해당하는 ρ-cresol을 흡착할 수 있어 ρ-cresol 제거를 위한 방법으로서 활용 가능성이 높을 것으로 판단된다.

      

      
        2. 천마 추출물과 분획물의 gastrodin과 4-HBA 함량
        탈취 공정에서는 목적 성분의 제거뿐 아니라 중요 성분의 손실을 최소화하는 것도 매우 중요하다. 천마 추출물의 불쾌취 성분인 ρ-cresol의 선택적 제거과정에서 주요 기능성분의 손실 여부를 확인하기 위하여 gastrodin과 4-HBA를 분석한 결과는 Fig. 3, 4와 같다.

        
          
          

          Fig. 3. 
				
          

          
            Chromatograms and UV-spectra for gastrodia and 4-hydroxybenzyl alcohol of fractions from Gastrodia elata extract.
            Samples: (A); standards, (B); extract, (C); fraction 3, (D); fraction 4, (E); fraction 5, (F); fraction 6, (G); fraction 7, (H); fraction 8, (I); fraction 9, (J); fraction 10.

          
          

          

        

        
          
          

          Fig. 4. 
				
          

          
            Gastrodin and 4-hydroxybenzyl alcohol contents of fractions from Gastrodia elata extract. 
            (A) and (B) were showed gastrodin and 4-HBA contents of fractions, respectively. ND; Not detected. *Different letters on the bars means a significant difference by Duncan’s Multiple Range Test (DMRT, p < 0.05).

          
          

          

        

        4-HBA에 당이 결합되어 더 강한 친수성을 갖는 gastrodin은 3 번에서 6 번 분획까지 분포하였다. 3, 4, 5, 6 번 분획의 gastrodin 함량은 각각 37.93 ㎍/㎖, 146.62 ㎍/㎖, 209.47 ㎍/㎖ 및 12.42 ㎍/㎖로 총 함량은 406.45 ± 26.94㎍/㎖로 추출물 (403.13 ± 17.4 ㎍/㎖)과 비교하여 대부분의 gastrodin이 20% 이하 농도의 에탄올 용액에서 회수되는 것으로 확인되었다. Gastrodin과 함께 천마의 주요 기능성분으로 알려진 4-HBA 함량을 분석한 결과, 4 번 분획에서 10 번 분획 사이에 분포하였으며 분획별 함량은 4, 5, 6, 7, 8, 9 및 10 번 분획에서 각각 5.74 ㎍/㎖, 119.57 ㎍/㎖, 173.56 ㎍/㎖, 78.95 ㎍/㎖, 9.21 ㎍/㎖, 1.97 ㎍/㎖ 및 0.43 ㎍/㎖으로 5 - 7 번 분획에서 대부분 용출되었으며 10% 에탄올 용액에서부터 분리되기 시작하여 40% 에탄올 용액에서 모두 회수되었다. 회수된 4-HBA의 총 함량은 389.43 ± 13.98 ㎍/㎖로 추출물에 존재하는 408.15 ± 14.57 ㎍/㎖ 대비 95% 이상의 회수율을 나타내어 산업적 이용가치가 충분할 것으로 판단되었다.

        천마의 gastrodin과 gastrodin의 aglycone인 4-HBA는 항염증, 항경련, 진통억제, 기억력 개선, 항불안 효과가 있으며 기능 성분 중 높은 비율을 차지하는 주요 약리 성분으로 알려져 있어 (Yun-Choi et al., 1998; Hayashi et al., 2002; Kim et al., 2012; Kim and Park, 2013), gastrodin과 4-HBA 함량 감소는 결국 주요 기능성분의 감소로 볼 수 있어 탈취와 같은 가공과정에서 손실이 최소화되어야 한다.

      

      
        3. 천마 추출물과 분획물의 총 페놀 함량
        천마의 대표적인 페놀성분으로서 ρ-cresol과 함께 4-HBA와 4-HBA의 배당체인 gastrodin, 한 개에서 세 개의 gastrodin으로 구성된 다양한 parishin 류가 존재하여 (Yang et al., 2007), 탈취 후 분획물에 존재하는 페놀성분의 분포를 확인하고자 하였다. 분획물 중 총 페놀 함량을 확인한 결과는 Fig. 5와 같다.

        
          
          

          Fig. 5. 
				
          

          
            Total phenolics content of fractions from Gastrodia elata extract.
            Total phenolics content of Gastrodia elata extract was 2,476.09 ± 93.12㎍/㎖. *Different letters on the bars means a significant difference by Duncan’s Multiple Range Test (DMRT, p < 0.05).

          
          

          

        

        추출물의 총 페놀 함량은 2,476.09 ㎍/㎖이었으며, 분획물의 총 페놀 함량은 2,260.56 ± 140.06 ㎍/㎖로 91% 이상의 회수율을 나타내었으며, 불쾌취가 분포되어 있는 12 번에서 15 번 분획을 제외하면 1,771.47 ± 62.56 ㎍/㎖로 전체 페놀 성분 중 71%를 회수할 수 있을 것으로 판단된다. 분획 중 페놀성분의 분포로 보았을 때, gastrodin과 4-HBA가 높은 농도로 분포되어 있는 5 번과 6 번 분획에서 가장 높은 함량을 나타내었다. 이러한 결과를 보았을 때 분획 중 5 번과 6 번 분획에 존재하는 페놀성분의 상당부분이 gastrodin과 4-HBA일 것으로 추정된다.

        그러나 회수율이 71% 수준이기 때문에 회수되지 않은 29%로 인한 활성의 변화와 본 연구에서 정성, 정량하지 않은 페놀성분과 gastrodin 전구체 등 유사물질에 대한 연구가 추가적으로 이루어져야 할 것으로 판단된다. 천마의 주요 기능성분인 gastrodin의 전구체는 parishin류로 citric acid에 한 개에서 세 개의 gastrodin이 결합되어 있는 강한 극성 성분으로 알려져 있어 (Lin et al., 1996), HP-20에 의한 탈취 시 앞쪽 친수성 분획에 포함될 것으로 추정된다.

      

      
        4. 천마 분획물 중 주요 성분간의 상관성 분석
        분획물 중 주요성분 분포간의 상관성을 확인한 결과는 Table 1과 같다. 분획물에 존재하는 기능성분과 불쾌취 성분 간의 분포는 gastrodin, 4-HBA 및 총 페놀 함량 간에는 양의 상관관계를 나타내어 분포가 유사하다는 것을 나타내었으며, 특히 4-HBA와 총 페놀 함량 간에는 0.889 (p < 0.01)의 높은 상관성을 보여 4-HBA의 함량이 총 페놀 함량 중 상당부분을 차지할 것으로 추정된다. 그에 반해 불쾌취 성분인 ρ-cresol은 gastrodin, 4-HBA 및 총 페놀 함량과 유의적인 상관성을 보이지 않았으며 음의 상관관계를 나타내어 기능성분과 분포가 다른 것으로 판단되었다.

        
          Table 1. 
				
          

          
            Correlation among gastrodin, 4-HBA, total phenolics, and ρ-cresol contents of fractions from Gastrodia elata extract.
          
          

        

        
          
            
              	Major compounds
              	Gastrodin
              	4-HBA
              	ρ-Cresol
              	Total phenolics
            

          
          
            	Gastrodin
            	1.000
            	0.366*
            	-0.206
            	0.351*
          

          
            	4-HBA1)
            	-
            	1.000
            	-0.231
            	.889**
          

          
            	ρ-Cresol
            	-
            	-
            	1.000
            	-0.029
          

          
            	Total phenolics
            	-
            	-
            	-
            	1.000
          

        

        
          
            1)4-HBA; 4-hydroxybenzyl alcohol. These data were analyzed by Pearson’s correlation coefficient using SPSS v23.0 (*p < 0.05, **p < 0.01).
          

        

        

        본 연구 결과, 천마의 이용 장애요인으로 작용하는 불쾌취를 제거하기 위하여 흡착제로서 HP-20과 주정을 사용하였을 때, gastrodin과 4-HBA와 같은 기능성분의 손실을 최소화하면서 ρ-cresol을 선택적으로 분리할 수 있었다. 이는 천마의 기능적인 품질을 유지하면서 불쾌취를 제거할 수 있음을 뜻하며, 본 연구에서 제안하는 탈취 방법은 천마의 가공과 산업적 활용에 많은 도움을 줄 수 있을 것으로 사료된다.
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