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            초록
          
        

        
          
            Background
            The study aimed to identify the optimal variety of mulberry for soft drinks production.

          

          
            Methods and Results
            Fruity characteristics, minerals, and functional composition [total flavonoid, total anthocyanin, and 1-deoxynojirimycin (1-DNJ)] of 11 different mulberry varieties were investigated and compared. The ‘Iksu’ variety was optimal for soft drink production. Mulberry extracts and concentrated fruit were carbonated before evaluating different properties, including physicochemical (total soluble solid (TSS), titrable acidity, °Brix : Acid ratio, and total sugar) and sensory characteristics (color, flavor, taste, mouth feel, and overall acceptability) using different mulberry extract concentration in combination with various levels of additional sugar. Optimum physiochemical parameters were obtained with mulberry extract concentration level of 0.1112% with 12 °Brix (mulberry base formulation T7). Based on the hedonic sacale, the sensory evaluation identified the optimum combination of mulberry extract concentrates with the additonal sugar level. T7 contained superior sensory qualities. The T7 mulberry base carbonated at 120 psi pressure had the highest for sensory quality than those at 75 or 120 psi.

          

          
            Conclusions
            Ssoft drinks developed using the Iksu mulberry variety with the base formulation T7 were optimal for all physicochemical characteristics. This formula generally produced impressive sensory characteristics, providing a promising alternative to synthetic soft drinks.
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      서 언
      생활 패턴의 변화에 따른 가공 및 편이 식품의 발달은 언제 어디서나 쉽게 섭취할 수 있는 음료의 소비가 증가하였으며, 총 수분 섭취량 중 음용수 및 식품 속 수분 등의 섭취를 제외한 기호음료의 섭취 비율이 지속적으로 증가하고 있다 (Ha et al., 1999; Kang et al., 2006).

      실제로 식품의약품안전처의 각 연도별 식품 및 식품첨가물 생산 실적 중 국내 판매액의 세분 현황에 의하면 2020년 우리나라 음료류 매출 규모는 6 조 2,225 억원으로 2018년 대비 1% 성장률을 보이고 있으며 음료 중에서도 탄산음료류가 30% 넘는 높은 매출 비중을 기록하였고, 전년 대비 매출액도 4.2%로 가장 큰 폭으로 증가하였다 (MFDS, 2021a).

      식품공전에 따르면 ‘탄산음료는 먹는 물에 식품 또는 식품첨가물, 탄산가스를 포함하는 것이거나 탄산수에 식품 또는 식품첨가물을 가한 것이다’라고 정의, 규정하고 있는 바 (MFDS, 2016), 일반적으로 탄산음료를 제조하기 위해서는 주로 물, 탄산가스, 과당 시럽과 같은 감미료, 구연산과 같은 산미료, 카페인, 인공착향료, 인공색소, 화학적 보존제 등의 다양한 첨가물을 사용하게 되는데 탄산음료 섭취가 증가함에 따라 이러한 첨가물의 과량 섭취에 의해 건강상의 문제가 발생할 수 있다고 보고되고 있다 (Kregiel, 2015).

      특히, 탄산음료 제조 시 일반적으로 단맛을 나타내기 위해 첨가되는 1 - 12%의 당류의 경우 당 함량이 높은 탄산음료를 자주 섭취함에 따라 과체중 및 비만 유발할 수 있으며 (Funtikova et al., 2015), 당뇨병 발병률을 높이고 (Basu et al., 2013; Eshak et al., 2013), 천식, 만성 폐질환, 고혈압, 심혈관질환, 고 요산혈증, 통풍, 만성 신장질환과 같은 만성질환이 발병될 위험성도 높다고 하였다 (Choi et al., 2010; Bae et al., 2014).

      당 첨가 탄산음료의 만성질환과의 연관성이 알려지면서 최근에는 탄산음료의 제조 시 과일 주스나 천연 소재의 베이스를 첨가함으로써 인위적으로 첨가되는 설탕의 양을 줄이거나 제한함으로써 건강상의 해로움을 피할 수 있다고 하였으며 과일 주스나 천연 소재의 베이스로 제조된 음료에는 포화 지방, 설탕 및 염이 없을 뿐만 아니라 유용한 이차대사산물을 포함하고 있어 만성 질환을 예방할 수 있다고 하였다 (Pires et al., 2019).

      이러한 추세에 따라 음료업계는 인공착향료, 인공색소, 카페인, 보존제, 과당시럽을 사용하지 않거나 적게 사용하는 대신 천연 재료를 활용한 탄산음료 제품을 다양하게 개발하여 천연탄산음료 (natural soft drink) 제품이라고 규정하고 이를 출시・판매하고 있다.

      뿐만 아니라, 최근 MZ 세대를 중심으로 자리 잡은 ‘헬시 플레저 (healthy pleasure) 트렌드는 일반 탄산음료 제품보다는 탄산수 (sparkling water) 혹은 향을 첨가한 물 (flavored water), 건강성을 부여한 음료, 기능성 음료의 판매를 증가시키고 있고 (Han, 2022), 2020년 일반식품도 기능성 표시를 할 수 있게 하는 ’일반식품 기능성 표시제‘ 시행으로 (MFDS, 2021b) 음료업계는 과거 알리지 못했던 제품원료의 효능을 차별화 전략으로 내세워 식품으로만 섭취하던 음료에 에너지 부스팅, 숙취 해소 등 생체 조절 기능을 추가하거나 프로바이오틱스 등 다양한 영양소를 더해 소비자에게 새로운 상품으로 제공하고 있다.

      식음료의 개발에 있어 이러한 천연 소재의 활용은 첨가제 부분에서도 적용되어 식음료에 제조에 있어 안전성에 우려가 되는 화학적 합성염료첨가제로 사용하는 것을 대체할 수 있고 생리활성 화합물 함량이 높은 천연 착색제의 개발과 사용을 통해 최종 제품에서 건강 기능성을 나타내도록 하고 있다 (Petropoulos et al., 2019; Albuquerque et al., 2020; Sampaio et al., 2020).

      Singhal 등 (2009)은 뽕나무 열매인 오디에 85 - 88%의 수분, 7.8 - 9.0%의 탄수화물 0 - 0.5% 지방산, 0.8 - 1.4%의 단백질, 0.1 g 지방, 0.9 - 1.3%의 섬유질, 0.8 - 1.0 회분, 0.17 - 0.39%의 칼슘, 0.18 - 0.21% 인, 0.17 - 0.19% 철이 포함되어져 있으며, 1.0 - 12.5 ㎎/100g의 비타민 C 등 항산화제 및 미네랄을 풍부하게 포함하고 있는 것으로 보고되어지고 있다.

      또한, 뽕나무 열매인 오디의 기능성 성분과 효능이 알려짐에 따라 새로운 기능성 소재로 인식되고 있다. 즉 cyanidin-3-glucoside (C3G; Kim and Kim, 2003), rutin (Kim and Kim, 2004), γ-aminobutyric acid (GABA; Kim et al., 2004), linoleic acid (Kim et al., 2003), resveratrol (Kim et al., 2005) 등 여러 가지 기능성 성분들이 들어있으며 뇌신경세포보호 (Bhuiyan et al., 2011), 면역 증강 (Lee et al., 2013), 망막변성 억제 (Lee et al., 2014), 항비만 (Kim et al., 2017a, 2017b, 2021a) 등의 효능을 갖는 것으로 보고됨으로써 건강에 이로운 식품소재로 알려져 있다.

      하지만 오디는 높은 수분함량으로 인해 급격히 품질이 저하되는 현상, 일시적인 홍수 출하에 따른 가격하락으로 인하여 생과용이나 오디잼, 오디 쥬스, 오디 효소, 오디술 등 단순 가공제품으로 활용하는 한계점을 가지고 있어 오디 생산 농가의 소득향상과 소비 촉진을 위해 식용 및 이용이 가능한 오디의 가공 기술이 필요한 실정이다.

      이에 따라 오디의 소비 확대를 위하여 고부가가치 가공식품 및 기능성 소재로의 개발이 필요하며 오디 천연 식용색소 제조 방법 (Kim et al., 2011), 반건조 오디 제조방법 (Kim et al., 2015, 2017b), 과립형 오디 꿀가루 제조 방법 (Kim et al., 2019) 등의 기술 개발이 이루어지고 있으나 아직까지 고품질의 가공식품 개발의 실용화는 이루어지지 않고 있다. 

      또한 오디의 품질 특성, 화학성분의 조성 및 생리활성적 효능은 뽕나무 품종, 재배지역, 시비 조건, 가공 및 저장조건에 따라 크게 차이 (Isabelle et al., 2008; Song et al., 2009; Park et al., 2013)를 나타내기 때문에 오디를 이용한 여러 가공식품의 개발을 위해서는 목적으로 하는 가공제품의 목적에 부합되는 우량 뽕나무 품종 선발과 표준화, 규격화 및 과학화를 위한 품질 관리 체계를 확립하는 것이 필요하다 (Lee and Choi, 2013).

      오디에 포함되어진 안토시아닌은 pH의 변화에 따라 붉은색과 보라색의 색상을 부여할 수 있을 뿐만 아니라 높은 수용성에 의해 수용성의 음료 시스템에 쉽게 사용할 수 있는 천연착색 화합물이라고 보고되어지고 있으며 (Rodriguez-Saona et al., 2008), 시험관 내 실험 시스템에 적용된 정제된 안토시아닌 및 안토시아닌 추출물에 대한 이전 연구의 결과로, 이러한 화합물이 천연 착색제로서 사용될 가능성이 확인되었다고 하였다 (Delgado-Vargas et al., 2000; de Rosso and Mercadante, 2007).

      또한 식품에 첨가되는 안토시아닌은 최종 제품의 전반적인 품질을 향상시킬 수 있는 인자와 함께 건강 기능성을 제공할 수 있어 천연 제품의 제제학적 성분으로 포함되어질 수 있다고 하였고 (Quan et al., 2019), 안토시아닌이 적용되어질 수 있는 식음료 분야 중에서 청량음료의 제조에 있어 제제학적 구성요소에 첨가될 수 있는 안토시아닌은 산성 pH (3.5 미만)와 물에 대한 높은 용해도로 인해 적합한 소재라고 보고되어지고 있다 (Montibeller et al., 2018).

      그럼에도 불구하고 식품 매트릭스가 온도, 광도 및 산소와 같은 환경 변화에 노출되는 동안 분해 및 안정성에 영향을 미치는 제한 요소를 제어하는 것이 필수적이다 (Konczak and Zhang, 2004; Markakis, 2012). 안토시아닌의 경우에도 pH, 온도, 빛, 산소 또는 공존하는 다른 구성 요소와의 상호 작용의 영향으로 가공 과정 중에 색상 불안정성 문제가 발생할 수 있고 (Santos-Buelga and Gonzalez-Paramas, 2019), 청량 음료를 만드는 제조 과정에서 제품의 저장 수명을 연장하고 안전성을 높이기 위한 실행되는 열처리 과정이 필수적이기 때문에 저온 살균 후 색상 안정성을 검정하는 것이 매우 중요하다고 하겠다.

      따라서 본 연구에서는 11 종의 뽕나무 품종의 과육을 대상으로하여 과실 특성, 무기함량, 기능 성분 함량을 비교・분석하여 오디를 포함한 청량음료에 사용할 수 있는 최적의 품종을 선발하였으며 청량음료에 모델에 적용할 선발된 품종의 열매로부터 오디색소농축액의 제조와 오디색소농축액을 대상으로 한 저온 살균 후 색상 안전성을 확인하여 상용 제품의 천연착색제로 사용할 수 있는 가능성을 평가하였다.

      또한 합성 화합물의 첨가가 우려되는 식품에 대한 현재 시장 동향과 소비자 선호도를 반영하여 색상 안정성이 확인된 오디색소농축액을 기반으로 하여 저온살균 청량음료 모델에 적용하여 혼합비율 등을 최적화하였다.

    

    

  
    
      재료 및 방법
      
        1. 품종별 오디 채취 및 과실적 특성 조사
        국립농업과학원 유전자원포 (Wanju, Korea)에서 관리되고 있는 심강, 대심, 수향, 과상 2호, 새알찬, 카타네오, 익수, 청일, 청수, 대성뽕, 사철뽕의 11 품종에 대한 뽕나무 열매인 오디를 숙기에 따라 각각 2020년 6월 2일에서 부터 6월 9일까지 채취하여 과실적 특성을 조사하였다 (Fig. 1).

        
          
          

          Fig. 1. 
				
          

          
            Fresh mulberry fruit of 11 different mulberry varieties in Morus alba L.
            (A); Shimgang, (B); Daesim, (C); Shuyang, (D); Gwasang 2, (E); Saealchan, (F); Cataneo, (G): Iksu, (H); Cheongil, (I); Cheongsu, (J); Daesung, (K); Sacheol.

          
          

          

        

        오디의 무게를 측정하여 단과중으로 표시하였으며, 오디의 크기 (길이, 폭) 및 당도를 측정하였다. 당도는 digital refractometer (PR-101, ATAGO Company, Tokyo, Japan)를 사용하여 측정하였으며, °Brix로 표기하였다. 수확한 오디는 무기성분 및 기능 성분 분석을 위해 즉시 –80℃의 초저온냉동고 (Wisecryo WUF-D600, DAIHAN Scientific, Wonju, Korea)에 보관 및 동결건조 (FD-8508, IlShin BioBase Co., Ltd., Yangju, Korea)의하여 분말로 제조하였다.

      

      
        2. 품종별 오디의 무기성분 함량 분석
        11 품종에 대한 뽕나무 열매인 오디에 대한 무기성분 분석은 Optima™ 8300 ICP-OES spectrometer (PerkinElmer Inc., Waltham, MA, USA)를 사용하였으며, 시료 전처리는 건식분해법으로 하였다. 동결건조된 각 품종의 오디 건조 시료 0.7g을 정확히 칭량하여 450℃ - 550℃에서 회화 (LVT 15, Nabertherm GmbH, Lilienthal, Germany)하여 회분을 획득한 다음, 회분에 염산 (Daejung Chemical and Metal, Siheung, Korea)과 3차 증류수를 1 : 1로 혼합한 희석액 10 ㎖를 가하여 6 시간 상온 분해하였다. 상온 분해된 산물을 funnel이 장착된 50 ㎖의 volumetric flask에 여과지 (C1.F001.055, Φ55 ㎜, Chmlab, Terrassa-Barcelona, Spain)로 여과한 다음 3차 증류수로 희석하여 이를 시험용액으로 하였다.

        ICP-OES (PerkinElmer Inc., Waltham, MA, USA)의 작동조건은 RF power는 1,300 watts, nebulizer gas flow (Ar)는 0.55 ℓ/min, plasma gas flow (Ar)는 10.00 ℓ/min, auxiliary gas flow는 0.20 ℓ/min로 하였고 K, P, Ca, Mg, Na, Cu, Fe, Zn, Mn 총 9 가지 무기성분을 분석하였다. 표준물질로는 P의 경우 1, 5, 10 ppm, 나머지 무기성분은 1, 5, 10, 20 ppm농도로 정량 분석에 이용하였다.

      

      
        3. 품종별 오디의 기능성분 함량 분석
        11 품종의 뽕나무 열매인 오디 동결건조 분말 시료에 대한 기능성 성분의 함량 분석으로 총 플라보노이드, 총 안토시아닌, 1-deoxynojirimycin (1-DNJ)의 함량을 측정 비교하였다.

        
          3.1. 총플라보노이드 함량 평가
          총플라보노이드 (total flavonoid)의 함량은 각 품종별 오디분말 시료 1 g에 80% 에탄올 30 ㎖를 가하고 200 rpm의 속도로 15 분간 교반한 다음, 70℃에서 1 시간동안 초음파를 처리하여 (120V, 60Hz, UCP-20, JeioTech, Daejeon, Korea) 추출하였다. 추출액을 상온으로 식히고 3,000 rpm에서 10 분간 원심분리한 후 (VS-15000, Vision scientific Co., Ltd., Daejeon, Korea), 상등액을 0.45 ㎛의 syringe filter (Adventec Manufacturing Inc., Hsin Tien, Taipei)로 여과한 후 시험용액으로 사용하였다.

          시험용액과 표준 곡선 산출을 위한 농도별 quercetin(Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO, USA) 표준용액을 각각 0.5 ㎖씩을 시험관에 취한 후 에탄올 1.5 ㎖, 10%의 AlCl3・6H2O 0.1 ㎖, 1 M의 초산칼륨 용액 0.1 ㎖, 증류수 2.8 ㎖를 가하여 충분히 교반하였다. 교반된 혼합액을 실온에서 40 분간 정치 후 액층을 10 ㎜ cell을 사용하여 물을 대조액으로 하여 분광광도계 (UV-1900, Shimadzu Co., Kyoto, Japan)를 이용하여 415 ㎚에서 흡광도를 측정하였으며 총플라보노이드 함량은 아래와 같이 산출하였다.
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C: 시험용액 중의 총플라보노이드 함량 (㎎/㎖)
a: 시험용액 전량 (㎖), b: 희석배수
S: 시료 채취량 (g 또는 ㎖).

        

        
          3.2. 총 안토시아닌 함량 평가
          총안토시아닌 (total anthocyanin) 함량 분석은 각 품종별 오디 분말 시료 1 g에 1% HCl을 함유한 methanol 25 ㎖를 가하고 20 분간 빙냉하에서 초음파를 (120V, 60Hz, UCP-20, JeioTech, Daejeon, Korea) 하였으며, 4,000 rpm에서 10 분간 원심분리하여 (VS-15000, Vision scientific Co., Ltd., Daejeon, Korea) 상등액을 분리하였다. 이 상등액을 0.45 ㎛ syringe filter로 여과한 후 분광광도계 (UV-1900, Shimadzu Co., Kyoto, Japan)를 이용하여 530 ㎚와 600 ㎚에서 흡광도를 측정하였다. 흡광도 2.5 이상일 경우 추출 용매로 희석하여 재측정하였으며, 총 안토시아닌의 함량 계산은 다음과 같이 산출하였다.
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Aa : 530 ㎚ 흡광도
Ab : 600 ㎚ 흡광도
ε : 흡광계수 (34,300 ℓ/㎝/mol)
W : cyanidin-3-glucoside 분자량 (449.2 g/mol)
S : 시료 채취량(g)
a : 시험용액량 (㎖)
b : 희석배수

        

        
          3.3. 1-deoxynojirimycin (1-DNJ) 함량 평가
          1-DNJ 분석은 1-deoxynojirimycin에 9-flurenylmethyl chloroformate, (FMOC-Cl, Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO, USA)를 첨가하여 HPLC/FLD (fluorenscence detector)로 분리 정량하는 방법으로 먼저 표준용액을 제조하였다.

          표준 용액을 제조하기 위해 1-deoxynojirimycin 표준품을 100 ㎎/㎏의 stock solution을 만든 다음 0.02, 0.04, 0.08, 0.2, 0.4, 0.8 ㎎/㎏에 맞게 각각 2 ㎖의 micro tube에 넣은 후 0.4 M의 borate buffer (pH 8.5) 10 ㎕, 5 mM의 FMOC-Cl 100 ㎕를 넣은 후 40℃ 수욕조상에서 60 분간 유도체화 반응을 시켰다. 유도체화 반응을 완료한 후 0.1 M의 glycine 10 ㎕를 넣고 0.1% acetic acid를 첨가하여 총 부피가 1 ㎖가 되도록 반응액을 제조하였고, 이 반응액 시료를 1 ㎕ 씩 HPLC (Waters e2695 HPLC System, Waters Co., Milford, MA, USA)에 주입하여 분석하였다.

          분석 시료의 경우 각 품종별 오디 분말 시료 0.2 g을 50 ㎖ 부피의 falcon tube에 칭량한 후 멸균증류수 20 ㎖를 넣어 voltexing하고 10 분간 방치하였다. 다음으로 80℃ 수욕조상에 20 분간 추출한 후 진탕기에 15 분 진탕하였고 다시 sonicator에서 60 분간 초음파를 처리한 후 (120V, 60Hz, UCP-20, JeioTech, Daejeon, Korea) 4,000 rpm에서 20 분간 원심분리하였다.

          원심 분리후 얻어진 상등액을 10 ㎕를 취하여 micro tube에 넣은 후 0.4 M borate buffer (pH 8.5) 10 ㎕, 5 mM FMOC-Cl 100 ㎕를 넣은 후 40℃ 수욕조상에서 60 분간 유도체화 반응을 수행하였다. 유도체화 반응을 완료한 후 0.1 M glycine 10 ㎕를 넣고 0.1% acetic acid를 첨가하여 총 부피가 1 ㎖가 되게 하였다. 이 반응액 시료를 1 ㎕ 씩 HPLC (Waters e2695 HPLC System, Waters Cor., Milford, MA, USA)에 주입하여 1-deoxynojirmycin의 함량을 표준물질을 이용하여 작성한 검량곡선으로부터 계산하였으며, 3 회 반복 측정한 후 평균하여 나타내었다. DNJ 함량은 이때 HPLC 분석조건은 Table 1과 같다.

          
            Table 1. 
				
            

            
              HPLC operating condition for analysis of 1-deoxynojirmycin in mulberry fruits.
            
            

          

          
            
              	Instrument
              	Waters e2695 HPLC system equipped with 2998 photodiode array detector and autosampler 
            

            
              	Column
              	YMC-Pack Pro C18 (5 ㎛, 4.6 ㎜ × 250 ㎜, YMC Inc., Allentown, PA, USA
            

            
              	Detector
              	PDA detector (340 ㎚)
            

            
              	Solvent A
              	water
            

            
              	Solvent B
              	methanol
            

            
              	Flow rate
              	1 ㎖/min
            

            
              	Injection volume
              	1 ㎕
            

            
              	Gradient elution system
            

            
              	Time (min)
              	A%
              	B%
            

            
              	Initial
              	45
              	55
            

            
              	16
              	45
              	55
            

            
              	19
              	10
              	90
            

            
              	22
              	10
              	90
            

            
              	25
              	35
              	65
            

            
              	30
              	45
              	55
            

          

          

        

      

      
        4. 오디 탄산음료를 위한 오디 농축물 제조 및 저온살균
        오디 탄산음료에 첨가할 오디 농축물을 제조하고 오디 탄산음료 제조 시 적용되는 저온살균 과정이 오디 색소인 안토시아닌의 안정성에 미치는 영향을 확인하기 위해 오디 베이스를 제조하고 저온살균을 진행하였다. 오디를 포함한 청량음료로의 제조에 가장 적합하다고 판단되는 뽕나무 품종인 익수의 오디를 사용하여 Kim 등 (2011)에 의한 방법으로 제조하였다.

        익수 품종의 오디 5 ㎏에 0.3% citric acid-증류수 10 ℓ를 첨가하여 3 회 추출한 후 whatman No. 2 filter paper (Maidstone, England)로 여과하여 여과액 28,760 ㎖를 얻었다. 여과액은 40℃에서 진공 농축하여 오디 색소 농축물 575 g을 얻었으며 (수율 11.5%), 갈색병에 담아 실험 시까지 냉장보관하였다.

        청량음료로의 제조 과정 중 필수적인 과정인 저온 살균공정이 오디를 포함하는 청량음료에 포함되어질 수 있는 오디 농축물의 안정성을 검정하기 위해 오디 농축물을 멸균 증류수로 100 배 희석하여 오디 농축용액 (1 → 100, 오디 농축물 1 g을 멸균 증류수 녹여 100 ㎖로 만든 수용액)을 만든 후 이 오디 농축용액을 250 ㎖의 백색메디아병 (BT1540-250, DURAN Produktions GmbH & Co., KG, Mainz, Germany)에 넣고 밀봉한 후 70℃의 수조에서 20 분 동안 정치하여 저온살균을 진행하는 in-pack pasteurisation 방법을 사용하였다 (Ashurst, 2016).

        저온살균 전・후의 오디색소농축용액에서 오디에 포함되어진 안토시아닌의 대부분을 차지하고 있는 C3G와 C3R의 함량을 high performace liquid chromatography (HPLC)를 이용하여 측정하였다. HPLC 분석은 Table 2의 조건에 따라 1200 Series system (Agilnet technologies, Waldboronn, Germany)을 이용하여 분석하였으며 Column 은 Triart C18 (5 ㎛ size, 250 ㎜ × 4.6 ㎜, YMC Co., Ltd., Kyoto, Japan)을 사용하였다. 데이터 분석은 Agilent ChemStation for LC 3D Systems (Agilent Technologies, Waldbonn, Germany)을 이용하여 수행하였다 (Table 2). 표준물질은 C3G (kuromanin chloride ≥ 95.0%, Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO, USA)와 C3R (keracynin chloride ≥ 98.0%, Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO, USA)로 검량선을 작성하였으며, 안토시아닌 함량은 오디색소농축물 1 g에 존재하는 C3G, C3R의 함량을 산출하여 나타내었다.

        
          Table 2. 
				
          

          
            HPLC operating condition for analysis of C3G, C3R in mulberry fruits.
          
          

        

        
          
            	Instrument
            	Agilent technologies system 1200 series
          

          
            	Column
            	Triart C18 (5 ㎛, 250 ㎜ × 4.6 ㎜)
          

          
            	Detector
            	PDA detector (340 ㎚)
          

          
            	Solvent A
            	10% formic acid in water
          

          
            	Solvent B
            	acetonitrile : methanol : water : formic acid (22.5 : 22.5 : 40 : 10)
          

          
            	Flow rate
            	1 ㎖/min
          

          
            	oven
            	30℃
          

          
            	Injection volume
            	10 ㎕
          

          
            	Gradient elution system
          

          
            	Time (min)
            	A%
            	B%
          

          
            	Initial
            	93
            	7
          

          
            	35
            	75
            	25
          

          
            	45
            	35
            	65
          

          
            	46
            	0
            	100
          

          
            	50
            	35
            	65
          

          
            	60
            	75
            	25
          

          
            	70
            	93
            	7
          

          
            	75
            	93
            	7
          

        

        

      

      
        5. 오디 탄산음료를 위한 오디 베이스 조성물 및 특성 평가
        오디 탄산음료 제조를 위한 오디색소농축물을 각각 0.0589% 0.0909%, 0.1112%, 0.1667% (추출물을 오디 과육의 원물로 환산한 경우 각각 8, 12, 16, 20 ㎏에 해당하는 추출물 농도) 수준으로 나누어 처리하였고 10 °Brix, 12 °Brix, 15 °Brix가 되도록 서로 다른 양의 설탕을 첨가하여 총 12 개의 조성물로 오디 베이스를 구성하였다 (Table 3).

        
          Table 3. 
				
          

          
            Mulberry drink base formulation by different content of mulberry extract concentrate and sugar.
          
          

        

        
          
            
              	Formulations1)
              	Content mulberry extract concentrate (%) + Sugar (°Brix)
            

          
          
            	T1
            	0.0589% mulberry extract concentrate + 10 °Brix
          

          
            	T2
            	0.0909% mulberry extract concentrate + 10 °Brix
          

          
            	T3
            	0.1112% mulberry extract concentrate + 10 °Brix
          

          
            	T4
            	0.1667% mulberry extract concentrate + 10 °Brix
          

          
            	T5
            	0.0589% mulberry extract concentrate + 12 °Brix
          

          
            	T6
            	0.0909% mulberry extract concentrate + 12 °Brix
          

          
            	T7
            	0.1112% mulberry extract concentrate + 12 °Brix
          

          
            	T8
            	0.1667% mulberry extract concentrate + 12 °Brix
          

          
            	T9
            	0.0589% mulberry extract concentrate + 15 °Brix
          

          
            	T10
            	0.0909% mulberry extract concentrate + 15 °Brix
          

          
            	T11
            	0.1112% mulberry extract concentrate + 15 °Brix
          

          
            	T12
            	0.1667% mulberry extract concentrate + 15 °Brix
          

        

        
          
            1)Formulation; fromulation by mulberry extract concentrate was made into three equal content (0.0589%, 0.0909%, 0.1112% and 0.1667%) and was added with different quantity of sugar to obtain 10, 12 and 15 °Brix in the end product, respectively.
          

        

        

        각 조성물을 1 ℓ의 백색메디아병 (BT1540-1000, DURAN Produktions GmbH & Co. KG, Mainz, Germany)에 넣고 밀봉한 후 70℃의 수조에서 20 분 동안 정치하여 둔 후 실온 25.0 ± 2.0℃에서 냉각시키는 in-pack pasteurisation 방법으로 저온살균을 진행하였다.

        12 개의 조성물로 구성된 오디 베이스를 대상으로 TSS (%, w/w), 적정 산도 (titrable acidity, %), 전당 (total sugar, %), 당산비 (°Brix : Acid ratio) 및 ascorbic acid 함량 (㎎/100g)에 대해 평가하였다.

        TSS의 경우 실온 (25.0 ± 2.0)에서 Digital Refractometer PR 101 (0 - 45%, ATAGO, Tokyo, Japan)를 사용하였으며 12 개의 조성물로 구성된 오디 베이스를 한 두 방울 떨어뜨려 표시되는 °Brix를 조성물 용액 중 가용고형분의 함량 (%, w/w)으로 나타내었다.

        적정 산도의 경우 AOAC 937.05 method (Bugner and Feinberg, 1992)를 적용하여 50 ㎖의 증류수에 12 개의 조성물로 구성된 오디 베이스 10 ㎖를 첨가하고 0.1% phenolphthalein (Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO, USA) 지시약 1 - 2 방울을 떨어뜨린후, 0.1 M NaOH를 천천히 첨가하여 혼합물의 핑크색이 30 초 동안 유지되는 점을 종말점으로 하고, 종말점까지 소모된 NaOH 양을 측정하여 소비량에 0.1164를 곱하여 총산을 구연산 (citric acid) 함량으로 환산하여 백분율 (%)로 계산하였다.

        전당 함량은 phenol-sulfate acid법 (Saha and Brewer, 1994)에 따라 12 개의 조성물로 구성된 오디 베이스 1 ㎖에 5% phenol 1 ㎖와 sulfuric acid 5 ㎖를 가하여 발색시킨 다음 20 분간 방치 후 spectrophotometer (UV1601, Shimadzu Co., Tokyo, Japan)를 이용하여 470 ㎚에서 흡광도를 측정하였으며 전당 함량은 glucose 표준품을 사용하여 검량선을 작성하여 실시하였다.

        총당도 당산비는 당도 대비 산도의 비율로 계산하였다. Ascorbic acid 함량측정은 2,6-dichlorophenolindophenol (DCIP)법 (AOAC, 1990)을 0.1% DCIP 100 ㎕에 12 개의 조성물로 구성된 오디 베이스를 넣어가며 rose pink 색이 5 초 이상 유지될 때의 양을 확인하였고 0.1% ascorbic acid를 표준물질로 이용하여 정량하였다. 모든 분석은 3 회 이상 반복하여 진행하였다.

      

      
        6. 오디 탄산음료를 제조를 위한 탄산주입
        전반적인 관능검사 허용 점수를 기준으로 선발된 3 종 (T4, T7, T9)의 조성물을 대상으로 탄산주입을 실시하였다.

        탄산주입은 가정용 탄산수 제조기 (Sodastream SPIRIT, Sodastream, Kfar Saba, Israel)를 사용하여 75, 100 및 120 psi 압력의 세 가지 수준의 CO2로 탄산화하였으며 제조사가 제시한 절차에 따라 병을 단단히 밀봉하고 서늘한 상온에 보관하였다.

      

      
        7. 관능검사
        서로 다른 농도의 오디색소농축물과 TSS 함량을 가지는 12 종의 조성물에 대한 관능검사는 강원대학교 생명윤리위원회에서 승인을 받아 (승인번호: KWNUIRB-2021-10-011), 색깔 (color), 향기 (flavor), 맛 (taste), 풍미 (mouth feel), 전반적인 만족도 (overall acceptability)의 항목으로 1차적으로 수행하였다.

        12 종의 조성물에 대한 관능검사는 20 명으로 구성된 훈련되지 않은 패널로 강원대학교 바이오기능성소재학과 학생으로 선정하였다. 12 개의 조성물로 오디 베이스를 1 회용 컵에 담아 물과 함께 제시하였으며 시음 후, 소비자 기호도 설문지에 직접 기입하고, 물로 입안을 헹군 후에 다음 시료를 평가하도록 지도하였다. Lawless와 Heymann (1998)가 제안한 방법대로 9점 Hedonic 척도 (1- 매우 싫어함 및 9- 매우 좋아함)에 따라 선호도를 부여하였다.

        전반적인 관능검사 허용 점수를 기준으로 선발된 3 종의 조성물 (T4, T7, T9)을 대상으로 탄산주입을 실시하였고 탄산이 주입된 3 종의 조성물에 대한 관능 검사를 탄산감 (sparkling sensation)과 전반적인 만족도 (overall acceptability)를 항목으로하여 2차 관능 평가를 수행하였다. 선호도는 9 점 Hedonic 척도 (1- 매우 싫어함 및 9- 매우 좋아함)에 따라 부여하도록 하였다. 각 실시되는 관능검사는 개별적으로 2 회 실시하였다.

      

      
        8. 통계분석
        실험의 각 측정값은 평균과 표준편차 (means ± SD)로 나타냈고, 실험군 간의 통계분석은 SPSS 프로그램 (IBM SPSS Statistics, Ver. 27, IBM Co., Armonk, NY, USA)을 사용하였다. 실험군 간의 측정치 비교는 Duncan’s Multiple Range Test (DMRT) 방법으로 5% 유의수준에서 통계적 유의성을 검정하였다 (p < 0.05).

      

    

    

  
    
      결과 및 고찰
      
        1. 뽕나무 품종별 오디의 과실적 특성
        11 종의 뽕나무 품종에 대한 과실적 특성은 개화시기, 오디의 결실기 및 성숙기로 나누어 관찰할 수 있었으며 뽕잎이 1 개 엽기인 5월 10일 전후에 개화를 시작하여 약 1 주일 후에 만개되었고, 그 후 약 15 일 전후가 되면 오디가 결실하게 되어 6월 9일 전후에 성숙되었다. 과실이 완전히 성숙된 시점을 중심으로 각 품종별 수집 시기는 청일과 대성이 6월 5일, 새알찬, 익수, 사철 등이 6월 9일로 가장 늦어 경북 영천, 경주, 김천, 경산, 경기도 양평, 전북 정읍 등지에서 생과용으로 주로 이용되고 있는 익수뽕 오디의 숙기는 경상북도 상주에서 오디즙 및 오디주스용으로 주로 이용되고 있는 중생종의 청일뽕 오디의 숙기에 비해 4 일 느린 중만생종 품종이며 그 밖의 품종은 6월 2일 – 6월 3일에 해당하는 조생종으로 확인되었다.

        결실된 오디의 단과중 무게는 6.98 g (대성)에서 1.56 g (청수)으로 품종별로 매우 다양하게 나타났으며 대심과 대성이 높은 수준이었고 그 다음 순으로 익수, 과상 순으로 확인되었다. 각 단과중의 길이와 직경은 길이가 긴 품종의 경우 직경도 함께 길어지는 특징을 나타내었다. 당도의 경우 청수와 수향이 가장 높은 수준이었고 과상 2호와 카타네오, 익수 순으로 나타났고 대성뽕과 사철뽕이 가장 낮은 당도를 나타내었다. 또한 단과중이 높았던 대심과 대성의 당도는 각각 10.3과 6.5 °Brix의 당도를 나타내어 상대적으로 낮은 당도를 나타내었다.

        이러한 결과는 4 가지 뽕나무 품종별 오디즙의 이화학적 품질 특성 조사에서 가장 높은 과실의 중량을 나타낸 대성뽕이 가장 낮은 당도를 나타내었다는 결과 (Lee and Choi, 2013)과 유사하였다. 동결건조된 오디 분말의 수율은 수향과 청수가 높았고 사철뽕이 가장 낮았으며 대심과 대성의 경우 높은 단과중에 비하여 건조분말의 수율이 높지 않은 특성을 나타내어 수분이 많이 포함되어진 것으로 판단된다.

        Kim 등 (2010)은 7 가지의 뽕나무 품종별 오디의 일반성분을 측정한 결과 익수뽕, 과상 2호 및 청일뽕 등이 다른 품종보다 총당 및 환원당 함량이 높은 반면, 단백질, 지방 및 섬유소 함량이 낮게 나타났으며 당 함량은 높고 단백질, 지방 및 섬유소의 함량이 낮은 오디 품종이 오디주스, 오디주 및 오디식초와 같은 가공식품 및 발효식품 제조용으로 적합하다는 보고를 고려하여 볼 때 오디를 포함한 청량음료로의 제조에 적합한 품종은 단과중이 높으면서도 크기가 크고 약 12 °Brix 이상의 당도를 나타내는 수향, 과상 2호, 익수 품종이 적합할 것으로 판단된다 (Fig. 1 and Table 4).

        
          Table 4. 
				
          

          
            Fruity characteristics of 11 different mulberry varieties in Morus alba L.
          
          

        

        
          
            
              	Cultivars
              	Collecting Date
              	Weight of single fruit (g)
              	Size
              	Sugar content (°Brix)
              	Yield of freezing dry (%)
            

            
              	Length (㎜)
              	Width (㎜)
            

          
          
            	Shimgang
            	2 June
            	2.09±0.12g
            	27.2±0.3e
            	12.5±0.2h
            	12.3±0.2de
            	15.8±0.4c
          

          
            	Daesim
            	2 June
            	5.49±0.28b
            	36.7±0.5a
            	19.5±0.3a
            	10.3±0.2h
            	12.8±0.2e
          

          
            	Suhyang
            	3 June
            	3.35±0.11e
            	31.8±0.9c
            	14.8±0.2f
            	15.1±0.3b
            	20.6±0.8a
          

          
            	Gwasang 2
            	2 June
            	4.16±0.32d
            	36.7±0.6a
            	16.4±0.4d
            	14.7±0.1c
            	15.7±0.6cd
          

          
            	Saealchan
            	9 June
            	2.76±0.08f
            	27.9±0.7e
            	16.5±0.3d
            	10.1±0.4g
            	14.5±0.4d
          

          
            	Cataneo
            	2 June
            	2.73±0.26f
            	29.3±0.8d
            	16.8±0.6d
            	12.6±0.5d
            	14.2±0.2d
          

          
            	Iksu
            	9 June
            	4.62±0.32c
            	26.5±0.5f
            	15.5±0.2e
            	12.0±0.3e
            	15.6±0.3d
          

          
            	Cheongil
            	5 June
            	2.07±0.28g
            	25.6±0.7g
            	13.5±0.2g
            	11.1±0.2f
            	16.0±0.1b
          

          
            	Cheongsu
            	3 June
            	1.56±0.09h
            	24.2±0.2h
            	11.7±0.4i
            	16.2±0.6a
            	20.3±0.2a
          

          
            	Daesung
            	5 June
            	6.98±0.32a
            	37.3±0.3a
            	17.6±0.3c
            	6.5±0.2h
            	12.0±0.2f
          

          
            	Sacheol
            	9 June
            	4.33±0.22cd
            	34.7±0.8b
            	18.3±0.1b
            	5.0±0.2i
            	10.0±0.5g
          

        

        
          
            Each value is means ± SD from triplicate separated experiments. *Means with difference letters in column are significantly different at 5% by Duncan’s Multiple Range Test (DMRT, p < 0.05).
          

        

        

      

      
        2. 무기성분 및 기능 성분 함량 비교
        11 종의 뽕나무 품종에 대한 무기성분 함량을 분석한 결과 K의 경우 1,668.9 ㎎/100g (대성)에서 1,098.0 ㎎/100g (수향)의 범위를 나타내었으며 심강과 익수의 경우도 높은 수준을 나타내었다. P의 경우, 심강이 340.8 ㎎/100g을 나타내어 가장 높은 함량을 나타내었고 과상 2호가 213.0 ㎎/100g으로 가장 낮았으며 심강, 익수, 대성, 사철 등이 높은 수준을 나타내었다. Ca의 경우 258.5 ㎎/100g (사철)에서 142.4 ㎎/100g (대심)의 범위를 나타내었으며 Mg의 경우 127.9 ㎎/100g (사철)에서 81.5 ㎎/100g (과상 2호)의 범위를 나타내었다. Na은 전체적으로 약 20 ㎎/100g – 30 ㎎/100g의 범위를 나타내었으나 특이적으로 카타네오에서 57.8 ㎎/100g으로 높은 함량을 나타내었고 Cu의 경우 뽕나무 품종별로 큰 차이를 나타내지 않았다. Fe의 경우 가장 높은 함량을 나타낸 것이 심강 (6.7 ㎎/100g)과 사철 (6.5 ㎎/100g)이었고 가장 낮은 함량을 나타낸 것은 수향 (3.3 ㎎/100g)과 과상 2호 (3.5 ㎎/100g)이었고 나머지 품종은 중간 정도의 함량을 나타내었다. Zn의 경우 익수가 1.9 ㎎/100g으로 가장 높은 함량을 나타내었으며 익수 품종의 경우 Mn의 함량도 높은 수준을 나타내었다.

        Lee와 Choi (2013)은 4 가지 뽕나무 품종 (익수, 대성, 청일, 과상 2호) 중 청일 품종이 과실의 크기는 작지만 당도와 산도가 가장 높았고, 과즙이 풍부하여 과즙을 착즙하여 생산하는 오디즙 및 오디 주스의 원료로서 적절할 것으로 판단된다고 하였으나 무기성분 함량에 있어서는 익수 품종 오디의 무기성분 함량은 K, Na, Cu, Fe, Zn의 함량이 청일 품종 오디에 비해 10% 이상 높았으며, 단과중, 크기, 높은 당도를 나타내어 오디를 포함한 청량음료로의 제조에 적합할 것으로 판단한 수향, 과상 2호, 익수 품종 중에서는 Ca을 제외하고 모든 무기성분의 함량이 익수에서 가장 높은 수준을 나타내었다 (Table 5).

        
          Table 5. 
				
          

          
            Mineral contents of 11 different mulberry varieties. (㎎/100g·dry basis).
          
          

        

        
          
            
              	Cultivar
              	Mineral contents (㎎/100g·dry basis)
            

            
              	K
              	P
              	Ca
              	Mg
              	Na
              	Cu
              	Fe
              	Zn
              	Mn
            

          
          
            	Shimgang
            	1,652.6±32.1a
            	340.8±7.5a
            	176.0±3.5f
            	111.0±2.9bc
            	24.9±7.9bcd
            	0.3±0.1abcd
            	6.7±1.7a
            	0.9±0.1bc
            	0.8±0.0f
          

          
            	Daesim
            	1,449.2±52.6c
            	295.7±8.7c
            	142.4±4.5h
            	98.8±2.0d
            	20.2±3.6cd
            	0.2±0.0bcde
            	3.9±0.2e
            	0.9±0.1bc
            	0.9±0.0e
          

          
            	Suhyang
            	1,098.0±34.7f
            	279.8±8.4d
            	185.5±7.3e
            	88.9±2.9f
            	25.9±6.3bcd
            	0.1±0.0e
            	3.3±0.1e
            	0.8±0.1bc
            	0.6±0.0g
          

          
            	Gwasang 2
            	1,194.4±35.7e
            	213.0±3.6h
            	161.9±3.8g
            	81.5±0.9g
            	12.6±1.0d
            	0.2±0.0de
            	3.5±0.1e
            	0.4±0.0c
            	0.6±0.0g
          

          
            	Saealchan
            	1,314.1±61.9d
            	242.3±5.9f
            	249.8±4.4b
            	111.5±1.9b
            	26.7±10.4bcd
            	0.2±0.1cde
            	4.0±0.3de
            	1.0±0.5bc
            	1.8±0.0a
          

          
            	Cataneo
            	1,341.8±53.4d
            	270.1±5.1e
            	154.9±2.7g
            	92.9±0.6ef
            	57.8±18.8bcd
            	0.2±0.1abc
            	5.3±0.5b
            	2.2±0.4a
            	0.8±0.0f
          

          
            	Iksu
            	1,581.3±61.8b
            	293.5±2.3c
            	154.5±1.3g
            	99.8±1.5d
            	36.5±14.9a
            	0.3±0.0ab
            	5.0±0.3bc
            	1.9±0.9a
            	0.9±0.0e
          

          
            	Cheongil
            	1,418.1±42.8c
            	289.3±5.8c
            	196.0±2.6d
            	108.2±1.8c
            	30.6±7.8b
            	0.2±0.1abcde
            	4.1±0.4cde
            	0.9±0.1bc
            	1.3±0.0c
          

          
            	Cheongsu
            	1,285.5±74.0d
            	231.1±6.5g
            	206.3±5.1c
            	94.9±1.0e
            	29.5±3.5bc
            	0.1±0.0e
            	4.8±0.2bcd
            	0.6±0.1bc
            	0.8±0.0f
          

          
            	Daesung
            	1,668.9±24.7a
            	326.3±8.6b
            	158.6±4.0g
            	110.7±3.3bc
            	27.6±4.2bc
            	0.2±0.0cde
            	4.9±0.3bcd
            	1.2±0.2b
            	1.4±0.0b
          

          
            	Sacheol
            	1,341.6±41.9d
            	298.2±3.3c
            	258.5±8.4a
            	127.9±1.8a
            	25.5±4.0bcd
            	0.3±0.1a
            	6.5±0.5a
            	1.0±0.0bc
            	1.1±0.0d
          

        

        

        11 종의 뽕나무 품종에 대한 기능성분의 분석에 있어 사철 품종은 총플라보노이드 함량 (3,089.8 ㎎・QE/100g)과 총안토시 아닌 함량 (5,366.8 ㎎・C3G/100g)으로 가장 높았으나 다른 품종보다 상대적으로 매우 낮은 당도를 나타내어 음료 제조 시 특정 수준의 당도를 나타내기 위해서는 더 많은 양의 당을 첨가하여야 하는 특성에 의해 오디를 포함한 청량음료에 사용하는 것은 적합하지 않는 것으로 판단되었다. 익수 품종의 경우 11 종의 뽕나무 품종에서 총플라보노이드 함량이 3 번째로 높았고 총안토시아닌 함량은 2 번째로 높은 함량을 나타내었을 뿐 아니라 1-deoxynojirimycin도 11 종의 뽕나무 품종 중에서 중간 정도의 함량을 나타내었을 뿐 아니라 오디를 포함한 청량음료로의 제조에 적합할 것으로 판단한 수향, 과상 2호, 익수 품종 중 가장 높은 기능 성분의 함량을 나타내었다 (Table 6).

        
          Table 6. 
				
          

          
            Total flavonoid, total anthocyanin and 1-deoxynojirimycin contents in dry matters of 11 different mulberry varieties.
          
          

        

        
          
            
              	Cultivars
              	Total flavonoid contents
(㎎·QE/100g·dry basis)
              	Total anthocyanin contents
(㎎·C3G/100g·dry basis)
              	1-deoxynojirimycin
(%, w/w)
            

          
          
            	Shimgang
            	1,608.4±39.9ef
            	2,960.2±222.4cd
            	0.092±0.003ab
          

          
            	Daesim
            	2,277.4±62.4b
            	3,927.1±263.5b
            	0.056±0.006e
          

          
            	Suhyang
            	953.7±35.2j
            	1,463.4±21.4g
            	0.074±0.003d
          

          
            	Gwasang 2
            	1,586.3±27.1f
            	2,851.5±12.8d
            	0.038±0.008f
          

          
            	Saealchan
            	1,277.6±22.5h
            	2,035.3±74.4f
            	0.096±0.004a
          

          
            	Cataneo
            	1,664.1±26.2e
            	3,161.8±83.2c
            	0.053±0.005e
          

          
            	Iksu
            	1,990.8±52.0c
            	4,133.0±207.0b
            	0.061±0.006e
          

          
            	Cheongil
            	1,064.6±16.8i
            	1,363.7±91.7g
            	0.075±0.004d
          

          
            	Cheongsu
            	1,463.8±27.1g
            	2,338.2±67.5e
            	0.086±0.001bc
          

          
            	Daesung
            	1,909.8±26.1d
            	2,864.5±96.6d
            	0.081±0.006cd
          

          
            	Sacheol
            	3,089.8±61.9a
            	5,366.8±229.4a
            	0.081±0.002cd
          

        

        
          
            Each value is means ± SD from triplicate separated experiments. *Means with difference letters in column are significantly different at 5% by Duncan’s Multiple Range Test (DMRT, p < 0.05).
          

        

        

        이러한 결과를 종합하여 볼 때 11 종의 뽕나무 품종 중에서 오디를 포함한 청량음료로의 제조에 사용될 수 있는 품종은 단과중, 크기, 당도, 무기성분, 기능성 성분 등의 모든 평가 척도에 있어서 익수 품종이 가장 적합것으로 판단되었다.

      

      
        3. 저온살균이 오디 안토시아닌 안정성에 미치는 영향
        청량 음료를 만드는 제조 과정 중 제품의 저장 수명을 연장하고 안전성을 높이기 위해 필수적으로 열처리 과정이 동반되므로 오디 농축물을 멸균 증류수로 100 배 희석하여 제조한 오디농축용액을 대상으로 저온살균 후 오디의 안토시아닌에 의한 색상 안정성을 검정하였다.

        오디 농축 용액을 대상으로 저온 살균 전의 C3G, C3R의 함량을 오디 농축물 1 g에 함유되어진 함량으로 분석한 결과 C3G의 경우 479.09 ± 83.07 ㎍/g, C3R은 445.91 ± 94.26 ㎍/g으로 나타난 반면 저온 살균의 공정을 거친 후의 C3G, C3R의 함량은 각각 475.40 ± 54.21 ㎍/g, 366.93 ± 39.14 ㎍/g의 함량을 나타내어 저온 살균 공정이 C3G의 함량에는 영향을 미치지 않았으나 C3R의 경우에서는 82% 수준으로 감소하였으나 통계학적으로 유의한 수준은 아니었다 (Table 7).

        
          Table 7. 
				
          

          
            Anthocyanin content of unpasteurized and pasteurized mulberry extract concentrate.
          
          

        

        
          
            	Anthocyanin content in mulberry extract concetrate (㎍/g)
          

          
            	Unpasteurized
            	Pasteurized
          

          
            	C3G
            	C3R
            	C3G
            	C3R
          

          
            	479.09±83.07
            	445.91±94.26
            	475.40±54.21
            	366.93±39.14
          

        

        
          
            Each value is means ± SD from triplicate separated experiments.
          

        

        

        
          
          

          Fig. 2. 
				
          

          
            HPLC chromatogram of anthocyanin in unpasteurized and pasteurized 100 fold diluted mulberry extract concentrate for soft drink.
            (A); Unpasteurized, 100 fold diluted Mulberry extract using 0.1% citric acid-distilled water, (B); Pasteurized, cooling (25℃) after 70℃ pasteurization for 20 min in 100 fold diluted Mulberry extract using 0.1% citric acid-distilled water.

          
          

          

        

        이러한 연구 결과는 야생 버찌 (Sour cherries, Prunus cerasus)에서 시간의 경과 및 열처리에 따라 안토시아닌, 페놀산, 플라보놀의 파괴 및 동적 변화를 검정한 연구에서 C3G가 안토시아닌 파괴 활성화 에너지가 C3R 보다 높아 온도가 높아질수록 안토시아닌 색소의 파괴가 증가하나 (Zorić et al., 2014), 저온의 경우 여러 가지 안토시아닌 유도체 중 C3G가 가장 안정성이 높으며 시아니딘 유도체에서 모노글루코사이드 유사체 (glucoside)가 이당류 형태 (rutinoside)보다 더 긴 반감기를 나타낸다는 결과 (Mazza and Brouillard, 1990)를 비교하여 볼 때 오디 베이스의 제조에 있어 in-pack pasteurisation 방법을 적용하는 경우 유용성분인 안토시아닌의 안정성을 위해서는 70℃의 가열온도에서 20 분 동안 처리한 후 25.0 ± 2.0℃에서 냉각시키는 조건이 적합한 것으로 판단된다.

        저온 살균은 식음료 산업에서 안전을 보장하기 위해 가장 널리 사용되는 공정이며 노출되는 시간과 온도에 의해 열에 민감한 영양소뿐만 아니라 활성 성분도 파괴되어질 수 있기 때문에 과실을 이용한 음료 제조 시 저온 살균의 적정 범위를 확립하는 것은 중요하다고 하였다 (CAC, 2013). 음료에서 살균을 위한 저온의 조건은 영양소가 더 잘 보존되지만 음료의 품질과 저장 수명을 저하시키는 생화학 및 생물학적 오염이 발생할 수 있기 때문에 (Tome et al., 2008), 추후 명확한 저온 살균 온도 및 시간별 유용성분의 안정성 정도와 저온 살균조건 및 저온 살균 이후 시간의 경과에 따른 미생물 수에 대한 모니터링을 통해 안정성을 확보하는 연구가 필요한 것으로 보인다.

      

      
        4. 탄산음료를 제조를 위한 오디 베이스 조성물의 물리·화학적 특성
        탄산음료는 용해된 이산화탄소를 포함하는 음료이지만 천연탄산음료 제조의 경우 우선적으로 서로 다른 방법의 steeping이나 boiling 과정을 통해 음료 베이스를 만드는 것이 중요하며 탄산음료의 기초가 되는 베이스는 탄산음료의 영양과 품질을 풍부하게 하기도 하지만 새로운 제품을 개발할 수 있는 원료로서 제공되기도 한다고 보고되어지고 있다 (Nath and Yadav, 2005).

        12 개의 조성물로 오디 베이스의 물리・ 화학적 분석한 결과를 Table 7에 나타내었다. 최종 완성된 12 개의 조성물의 TSS함량은 10.6 - 121.3% 까지 다양하였으며 0.1667%의 오디색소농축물과 15 °Brix가 되도록 설탕이 첨가된 조성물 T12가 가장 높았고 0.0589%의 오디색소농축물과 10 °Brix가 되도록 설탕이 첨가된 조성물 T1이 가장 낮은 함량을 나타내었으며 전반적으로 오디색소농축물 및 설탕 첨가량이 증가함에 따라 TSS 함량이 증가하는 경향을 나타내었다 (Table 8).

        TSS는 sucrose, fructose and glucose와 같은 당의 첨가 양이 증가할수록 TSS 함량을 증가하는 것이 일반적이나 (Chia et al., 2012), 과일 음료 제조 시에 첨가되는 설탕의 함량 뿐만 아니라 과일 주스에 존재하는 당 성분과 가용성 무기염 (soluble mineral salts)의 함량도 영향을 미칠 수 있으며, 과일주스에 포함되어진 다양한 유기산의 포도당 신생합성 (gluconeogenesis, GNG)을 통해 유기산이 당으로 전환되어지는 것도 영향을 미칠 수 있다고 하였다 (Chakrabortya and Athmaselvi, 2014).

        
          Table 8. 
				
          

          
            Physico-chemical parameters of mulberry drink base formulation in various concentrations of mulberry extract concentrate and TSS for mulberry fruit soft drink.
          
          

        

        
          
            
              	Formulations1)
              	TSS (%)
              	Titrable acidity (%)
              	°Brix : Acid ratio
              	Total sugars (°Brix)
              	Ascorbic acid (㎎/100g)
            

          
          
            	T1
            	10.6±0.2j
            	0.52±0.2a
            	20.39±0.1h
            	13.6±0.4h
            	28.6±0.2d
          

          
            	T2
            	12.8±0.2h
            	0.41±0.2b
            	31.22±0.2j
            	14.5±0.3ef
            	28.8±0.3cd
          

          
            	T3
            	12.9±0.1h
            	0.38±0.2c
            	33.95±0.1i
            	14.1±0.6f
            	29.6±0.2c
          

          
            	T4
            	14.3±0.1f
            	0.33±0.1e
            	43.33±0.1f
            	13.8±0.2g
            	31.6±0.2a
          

          
            	T5
            	12.1±0.1i
            	0.42±0.1b
            	28.81±0.1k
            	13.8±0.2g
            	26.8±0.5f
          

          
            	T6
            	12.9±0.1h
            	0.36±0.2d
            	35.83±0.1h
            	14.3±0.7ef
            	27.1±0.3e
          

          
            	T7
            	13.4±0.1g
            	0.32±0.1f
            	41.88±0.2g
            	15.1±0.3d
            	31.5±0.6b
          

          
            	T8
            	16.1±0.2d
            	0.28±0.1g
            	57.50±0.2c
            	16.9±1.1cd
            	31.6±1.1bc
          

          
            	T9
            	15.9±0.1e
            	0.36±0.1d
            	44.17±0.1e
            	17.5±0.5c
            	21.7±1.8i
          

          
            	T10
            	16.7±0.2c
            	0.32±0.1f
            	52.19±0.2d
            	18.4±0.5b
            	23.6±0.8h
          

          
            	T11
            	18.6±0.2b
            	0.21±0.1h
            	88.57±0.1b
            	18.9±0.8a
            	24.8±0.7gh
          

          
            	T12
            	21.3±0.2a
            	0.19±0.1i
            	112.11±0.2a
            	19.0±0.9a
            	24.9±0.2g
          

        

        
          
            1)Formulation (T1 – T12); 3 added sugar levels for endproduct and 4 levels of mulberry extract concentrate comprising of total 12 formulation as T1, T5, and T9 with 10, 12 and 15 °Brix of sugar for endproduct each with 0.0589% of mulberry extract concentrate respectively, T2, T6 and T10 with 10, 12 and 15 °Brix of sugar for endproduct as above each with 0.0909% of mulberry extract concentrate respectively, and T3, T7 and T11 with 10, 12 and 15 Brix of sugar for endproduct as above each with 0.1112% of mulberry extract concentrate respectively, and T4, T8 and T12 with 10, 12 and 15 °Brix of sugar for endproduct as above each with 0.1667% of mulberry extract concentrate respectively. Each value is means ± SD from triplicate separated experiments. *Means with difference letters in column are significantly different at 5% by Duncan’s Multiple Range Test (DMRT, p < 0.05).
          

        

        

        각 조성물에서 동일 수준의 설탕 첨가 조성물에서의 TSS보다 오디색소농축물에 첨가되는 비율이 증가함에 따라 TSS 함량이 증가되는 것은 오디에 높은 수준으로 포함되어진 당과 유기산 (Lee et al., 1998), 미네랄 함량 (Singhal et al., 2009)이 더 높은 수준의 TSS 함량 증대로 나타났다고 생각된다. 

        12 종의 조성물에서 설탕 첨가량이 증가할수록 TSS 함량증가와 유사하게 전당의 함량이 증가하였고 이에 따라 당산비 (°Brix : Acid ratio) 비율도 증가한 반면 산도 및 ascorbic acid의 함량은 감소하였다 (Table 9).

        
          Table 9. 
				
          

          
            Sensory analysis of mulberry drink base formulation in various concentrations of mulberry extract concentrate and TSS for mulberry fruit soft drink.
          
          

        

        
          
            
              	Formulations1)
              	Color
              	Flavor
              	Taste
              	Mouth feel
              	Overall acceptability
            

          
          
            	T1
            	7.7±0.6c
            	7.0±0.6bcd
            	5.4±0.3g
            	7.6±0.2ab
            	5.5±0.5g
          

          
            	T2
            	7.8±0.5c
            	7.1±0.6bcd
            	6.1±0.7ef
            	7.2±0.6c
            	6.7±0.3e
          

          
            	T3
            	6.6±0.2ef
            	7.1±0.4bcd
            	7.3±0.6bcd
            	6.8±0.3d
            	6.5±0.4ef
          

          
            	T4
            	5.0±1.2f
            	7.0±0.3cd
            	7.6±0.2b
            	7.2±0.5c
            	8.1±0.6c
          

          
            	T5
            	7.4±0.1d
            	7.6±0.4a
            	6.2±0.3ef
            	7.6±0.6bc
            	7.0±0.5d
          

          
            	T6
            	8.2±0.6b
            	7.2±0.3b
            	7.1±0.4d
            	7.4±0.3bc
            	7.0±0.6d
          

          
            	T7
            	8.7±0.5a
            	7.1±0.2c
            	7.8±0.4a
            	7.9±0.4a
            	8.6±1.0a
          

          
            	T8
            	8.0±0.5bc
            	6.4±0.3e
            	6.8±0.2e
            	6.8±0.2d
            	6.8±0.3de
          

          
            	T9
            	6.9±0.3e
            	7.0±0.6bcd
            	7.2±0.2c
            	7.0±0.3cd
            	8.3±0.3b
          

          
            	T10
            	7.3±0.2d
            	6.8±0.5d
            	7.6±0.1ab
            	6.8±0.1d
            	6.2±0.8f
          

          
            	T11
            	7.4±0.1d
            	6.1±0.2f
            	6.4±0.5f
            	6.1±0.3e
            	6.1±0.6f
          

          
            	T12
            	7.9±0.1bc
            	5.4±0.3g
            	6.8±0.3e
            	5.4±0.2f
            	5.0±0.2h
          

        

        
          
            1)Formulation (T1 - T12); 3 added sugar levels for endproduct and 4 levels of mulberry extract concentrate comprising of total 12 formulation as T1, T5, and T9 with 10, 12 and 15 °Brix of sugar for endproduct each with 0.0589% of mulberry extract concentrate respectively, T2, T6 and T10 with 10, 12 and 15 °Brix of sugar for endproduct as above each with 0.0909% of mulberry extract concentrate respectively, and T3, T7 and T11 with 10, 12 and 15 °Brix of sugar for endproduct as above each with 0.1112% of mulberry extract concentrate respectively, and T4, T8 and T12 with 10, 12 and 15 °Brix of sugar for endproduct as above each with 0.1667% of mulberry extract concentrate respectively. Each value is means ± SD from duplicate separated experiments. *Means with difference letters in column are significantly different at 5% by Duncan’s Multiple Range Test (DMRT, p < 0.05).
          

        

        

        전당의 경우 12 종의 조성물이 13.6 – 19.0%의 함량을 나타내었는데 이 중 10, 12 °Brix가 되도록 설탕이 첨가된 조성물에서는 큰 차이를 나타내지 않았으나 15 °Brix가 되도록 설탕이 첨가된 조성물의 경우 모든 오디색소농축물 함유율에서 다른 조성물과 상이하게 17% 이상의 높은 함량을 나타내었다 (Table 8). 이러한 전당 함량의 증가는 오디 베이스에 첨가된 설탕이 가수분해되어 단순한 당류로의 전환되었기 때문인 것으로 판단된다 (Mane et al., 2019).

        적정 산도는 TSS 함량, 전당 함량, 당산비 비율의 증가 경향과 상반되게 0.1667%의 오디색소농축물와 15 °Brix가 되도록 설탕이 첨가된 조성물 (T12)에서 가장 낮았고 오디색소농축물 0.1112%와 12 °Brix가 되도록 설탕이 첨가된 조성물 (T1)에서 가장 높았다. 또한 같은 수준으로 첨가된 오디색소농축물의 경우에서 설탕 첨가의 비율이 높아질수록 TSS 함량을 증가되어진 것과는 반대로 산도는 감소하는 경향을 나타내었다. 이러한 산도의 감소는 조성물에 포함된 산이 염이나 당으로 전환되어졌기 때문으로 생각되며 이러한 결과는 구아바와 파파야 혼합 음료 (Tiwari, 2000), 당근 혼합 주스 (Dhaliwal and HIRA, 2001)의 물리・화학적 특성 평가에서도 유사하게 확인되었다.

        제조된 12 종의 조성물의 적정 산도는 오디색소농축물 제조에 첨가된 citric acid와 오디 원물 자체에 포함된 citric acid의 함량에 의해 좌우되는 것으로 판단되며 (Özgen et al., 2009), 오디의 여러 품종에 있어서 서로 다른 함량의 유기산을 가지지만 주요 유기산은 citric acid와 malic acid라고 보고 (Lee et al., 1998)와 citric acid가 모든 식품의 산도를 조절하는 주요 요소이며 과일 음료의 선택적 특성에서 소비자가 받아들이는 첫 번째 선호도에 해당한다는 보고에 기인하여 (Hemalatha et al., 2018) 오디 탄산음료를 제조하는데 있어 TSS의 함량과 함께 적정 산도의 범위 선정이 매우 중요하다는 것을 알 수 있었다.

        Ascorbic acid 함량의 경우 12 종의 조성물에서의 함량은 21.7 ㎎/100g (T9)에서 31.6 ㎎/100g (T8)의 범위를 나타내었으며 첨가된 오디색소농축물의 농도가 높아질수록 높아지는 경향을 나타내었으나 설탕 첨가의 비율이 높아질수록 낮아지는 특성을 나타내었다. 일반적으로 과실 음료에 과즙의 함량을 증가시키면 과육에 포함되어 있다가 유리되는 ascorbic acid의 함량이 반영되어 그 함량이 증가한다는 결과와 (Amoth, 1980), 첨가되는 설탕의 농도가 높아지면 ascorbic acid의 함량이 감소한다는 결과 (Vadakkan et al., 2010)와 유사하였으며 과실음료에서 낮은 수준의 ascorbic acid의 함량을 나타내는 경우 해당 조성물에서 산도가 높아지는 이유는 ascorbic acid의 분해와 이를 통행 생성되는 유기산에 기인하는 연구결과와는 상반되었다 (Mane et al., 2019).

        결론적으로 오디 탄산음료의 제조에 있어 오디색소농축액의 첨가 비율이나 설탕의 첨가와 비율은 TSS 함량, 산도, 전당함량, ascorbic acid의 함량 등 조성물의 특성을 나타내는 여러 가지 물리・화학적 매개변수를 종합적으로 고찰하여 결정하여야 할 것으로 생각된다.

      

      
        5. 탄산음료 제조를 위한 오디 베이스 조성물의 관능 특성
        관능 평가는 제품에 대한 소비자의 선택과 수용 정도를 검정하는 중요한 변수이기 때문에 첨가되는 오디색소농축액과 설탕의 양에 관한 최적의 조합을 찾기 위해 패널리스트 20 명이 12 개의 조성물 모두를 대상으로 하여 색깔 (color), 향기 (flavor), 맛 (taste), 풍미 (mouth feel), 전반적인 만족도 (overall acceptability)의 항목으로 관능 특성을 평가한 결과를 Table 9에 나타내었다.

        오디 베이스 조성물 중 가장 낮은 수준으로 첨가되는 오디색소농축액과 첨가되는 설탕의 양인 경우 (T1)의 경우 개별 관능 특성 항목에서는 양호하였으나 전반적인 만족도에서 다른 조성물 보다 패널 구성원의 점수가 낮은 특성을 나타내었다. 또한 15 °Brix가 되도록 높은 수준으로 설탕을 첨가하는 경우 오디색소농축액의 농도가 높아지더라도 (T9 – T12), 관능 평가 항목 모두에서 전체적으로 낮은 순위를 나타내었다 (Table 9). 이러한 것은 15 °Brix를 초과하는 설탕의 첨가량과 그에 따른 TSS 함량의 증가가 소비자가 느끼는 관능 품질을 개선시키기는 어렵다는 것을 뜻한다고 하겠다.

        향기 (flavor)과 풍미 (mouth feel)의 경우 오디색소농축액의 비율이 높아질수록 낮아지는 경향을 나타내었는데 오디 색소농축액의 비율 증가로 인한 강한 향미 때문에 패널에게 좋은 관능 점수를 받지 못한 것으로 판단된다.

        맛 (taste)의 경우 오디색소농축액의 농도가 0.1112%인 경우 첨가되는 설탕의 양이 10 °Brix과 12 °Brix가 되도록 첨가한 조성물에서 높았으나 동일한 오디색소농축액의 농도라도 첨가되는 설탕의 양이 15 °Brix 되도록 첨가한 조성물의 경우 패널 점수가 낮았다 (Table 9). 이러한 것은 15 °Brix 이상이 되는 당도가 패널에게 지나치게 단맛으로 인식되어졌기 때문으로 생각된다.

        오디 베이스 조성물의 관능 평가에 대한 전반적인 선호도는 각 개별 관능평가 항목과 함께 T4 (0.1667% mulberry extract concentrate + 10 °Brix sugar), T7 (0.1112% mulberry extract concentrate + 12 °Brix sugar) 및 T9 (0.0589% mulberry extract concentrate + 15 °Brix sugar)으로 확인되었으며 0.1112%의 오디색소추출물과 12 °Brix가 되도록 설탕을 첨가한 조성물인 T7에서 전반적인 선호도 점수 (8.6 ± 1.0)가 모든 조성물 중에서 가장 높은 패널리스트의 선호도를 나타내었다. 특히 이러한 전반적인 선호도가 높은 수준으로 유도된 T4, T7, T9의 경우 Table 7에서 나타난 것과 같이 오디 베이스 조성물의 물리・ 화학적 특성의 항목 중 당산비 (°Brix : Acid) 비율이 각각 43.33, 41.88, 44.17를 나타내어 다른 조성물과 다른 특성을 나타내었다 (Table 8). 이러한 것은 오디 탄산음료 제조를 위한 오디 베이스 조성물의 관능적 선호도는 당도와 산도의 비율이 적절한 수준으로 균형을 이루고 있어야 함을 뜻하며 최적의 당산비 (°Brix : Acid ratio) 비율은 약 40 − 45임을 확인할 수 있었다.

      

      
        6. 탄산주입에 따른 선발된 오디 베이스 조성물의 특성 변화
        선발된 3 종의 오디 베이스 조성물 T4 (0.1667% mulberry extract concentrate + 10 °Brix sugar), T7 (0.1112% mulberry extract concentrate + 12 °Brix sugar) 및 T9 (0.0589% mulberry extract concentrate + 15 °Brix sugar)을 대상으로 하여 소비자가 느끼는 2차 관능 특성을 평가한 결과 각 조성물 수준에서 CO2 가스 압력이 증가함에 따라 패널의 탄산감 (sparkling sensation)과 전반적인 만족도 (overall acceptability)도 점수가 증가하는 양상을 보였고 120 psi 수준으로 처리한 경우 가장 높았으며 기존 1차 관능평가보다 더 높은 선호도 점수를 나타내었다. 또한 선발된 오디 베이스 조성물 중 T7의 경우가 다른 조성물에 비해 가장 높은 선호도 점수를 나타내었다 (Table 10).

        
          Table 10. 
				
          

          
            Effect of different levels of CO2 injection to mulberry drink base formulation for mulberry fruit soft drink in sensory evaluation.
          
          

        

        
          
            
              	Formulations1)
              	Level of CO2 Injection (psi)
              	Sparkling sensation
              	Overall acceptability
            

          
          
            	T4
            	75
            	7.1±0.2f
            	8.5±0.2cd
          

          
            	100
            	7.5±0.5e
            	8.7±0.1c
          

          
            	120
            	8.1±0.3cd
            	8.1±0.3d
          

          
            	T7
            	75
            	7.6±0.4d
            	8.7±0.0c
          

          
            	100
            	8.2±0.2cd
            	8.9±0.2b
          

          
            	120
            	9.1±0.2a
            	9.7±0.5a
          

          
            	T9
            	75
            	7.0±0.3f
            	8.3±0.3d
          

          
            	100
            	7.8±0.4cd
            	8.2±0.2d
          

          
            	120
            	8.5±0.1b
            	9.1±0.4b
          

        

        
          
            1)Formulation is T4; formulation of added 10 °Brix of sugar for endproduct each with 0.1667% of mulberry extract concentrate respectively, T7; formulation of added 12 °Brix of sugar for endproduct each with 0.1112% of mulberry extract concentrate respectively, and T9; formulaion of added 15 °Brix of sugar for endproduct each with 0.0589% of mulberry extract concentrate respectively. Each value is means ± SD from duplicate separated experiments. *Means with difference letters in column are significantly different at 5% by Duncan’s Multiple Range Test (DMRT, p < 0.05).
          

        

        

        탄산음료에서 탄산주입 전・후의 산도의 변화는 소비자의 기호도 변화 뿐만 아니라 제품의 수명을 결정할 수 있는 요소가 될 수 있다고 하였으며 (Vignesh et al., 2019), 과즙 음료의 탄산화를 통해 산도를 증가시키고 모와 곰팡이의 성장을 억제 할 수 있는 혐기성 환경의 조성을 통해 병원성 박테리아에 대한 치사 효과를 보충할 수 있다고 보고되고 있어 (Chaudhary, 2018), 음료 제조에 적용되어야 하는 살균공정에 있어 고온의 열처리 과정에 의한 영양적 손실을 경감시킬 수 있을 것으로 생각된다.

        결론적으로 오디 탄산음료를 제조에 사람들에게 물리화학적 특성과 제공하는 제품을 선택할 수 있는 만족도를 충족시키기 위한 최적의 조성은 오디 품종으로는 과실 자체에 12 °Brix 이상의 당도를 나타내며 당도와 산도가 가장 적합하며, 무기성분과 기능성분 함량이 높은 “익수” 품종을 선택하고 0.1112%의 오디색소농축물을 제조하고 설탕의 첨가 수준을 12 °Brix로 조절하여 당산비가 40 - 45가 될 수있도록 조정하고 120 psi 압력의 CO2를 주입함으로서 달성되어질 수 있다고 하겠다.

        본 연구를 통하여 최적의 오디 품종 원물의 선발과 함께 과실에 포함되어진 안토시아닌 함량을 안정하게 유지함과 동시에 맛, 색감, 기능성에 대한 소비자의 기호도를 향상시킨 오디 탄산음료 제조방법을 개발하였으며 이러한 오디 탄산음료의 제조방법을 농가 현장에 제공하여 오디의 소비 확산 및 농가소득 증대에 기여하고자한다.
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