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I

ABSTRACT

Endogenousenzymolysisofradish-sourcedglucosinolateswasoptimizedin

termsof(1)thereactionmedium intheenvironmentofnitrogen,(2)the

reactiontime,(3)themixingtype,and(4)theratioofthesampletodistilled

water.Theconcentrationsofsulfrorapheneandraphasatinafterthehydrolysis

reaction with nitrogen filledin thereaction medium wereabout1.6- and

2-fold higher than those without nitrogen filled, respectively. The

concentration of sulforaphene without the addition of NaCl after the

hydrolysisreactionwas77.0ppm andthosewith5∼30% NaClwasalmost

thesameas63.0ppm.Theconcentrationofraphasatinwithouttheaddition

ofNaClwas422.1ppm anditwasrapidlydecreasedwiththeincreaseof

NaCladded.andthatwith30% NaClwas83.5ppm.Theconcentrationof

sulforaphenewasincreasedfrom 5minto15minofthereactiontimeandit

was decreased gradually thereafter.The concentration ofraphasatin was

rapidly decreased with the increase of the reaction time and it was

completelydegradedafter30minofthehydrolysisperiod.Theconcentrations

ofsulforaphenewithdifferentshakingmethodssuchasstanding,vortexing,

androtationduring thehydrolysisreactionwere73.4,39.9,and34.2ppm,

respectively.Ontheotherhand,theconcentrationsofraphasatinwas144.1,

113.0,and71.3ppm withvortexing,rotation,andstanding.Theconcentration

ofsulforaphenewas64.0and54.0ppm,whereasthatofraphasatinwas116.0

and145.9ppm attheratioofsampleanddistilledwaterof0.5g:4mLand

0.5g:8mL,respectively.Itwasconcludedthatinordertoincreasethe

productionofisothocyanates,thehydrolysisreactionshouldbeperformedin

thereactionmedium beingundisturbedwithnitrogenfilledwithin5min.
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I.서론

십자화과 채소인 무(RaphanussativusL.)는 그 종류가 다양하여 구미에서는

둥근 무(자주색,분홍색,빨강색,검정색 등)가 주로 이용되고 있지만 아시아에서

는 길고 흰 뿌리를 가진 무인 whiteradish(daikon)가 많이 식용되고 있다(1).

무는 국내에서 생산되는 채소류 중 배추와 더불어 총 생산량의 60% 이상을

차지하고 있는 매우 중요하고 친숙한 작물이며,제주도에서 무의 재배면적과 생

산량은 각각 2006년에 3,867ha,203,409톤,2010년에 6,637ha,353,519톤,2011년

에 1,553ha,74,132톤이었다(2).

무는 그 자체로 식용하거나,염장,통조림,단무지,발효 및 건조식품 등 광범

위한 용도로 동아시아에서 널리 이용되고 있다(3,4).무는 민간요법과 고전문헌

에 의하면 내복근이라 하여 소화 촉진과 어패류 또는 면류의 중독해소에 효과가

있고,그 종자를 내복자라 하여 기암,혈담,천식 및 늑간 신경통 등에 쓰인다고

한다(5).무는 야채로서 뿐만 아니라 약리학적 성분을 가진 중요한 원천으로 고

혈압과 같은 심혈관 장애,간 기능 장애,위장 장애,비뇨기 장애 및 호흡기 장애

에 이용되고 있다(6).또한 최근에는 무 또는 무 추출물의 항산화(7,8),항돌연변

이(1),해독 효소의 유도(9)와 같은 항증식 효과 등(10∼12)의 기능성에 대한 연

구가 많이 이루어지고 있다.

Glucosinolates는 십자화과 채소에 다량 함유되어 있으며, 이러한

glucosinolates중에서 glucoraphasatin과 glucoraphenin은 무에 다량 함유되어 있

는데 이들은 무 자체에 함유되어 있는 myrosinase에 의하여 가수분해되어 생리

활성이 높은 raphasatin과 sulforaphene을 생성하게 된다(13∼15).

Raphasatin(4-methylthio-3-trans-butenylisothiocyanate;MIBITC)은 무의 매운

맛과 향기에의 주요 성분으로 알려져 있다.

한편 raphasatin와 구조가 비슷하지만 이중 결합을 가지고 있는 sulforaphene

은 phaseIIenzyme을 유도하는 강력한 기능을 가지고 있는 것으로 알려져 있다

(16).Sulforaphene은 사람과 쥐의 erythroleukemic세포,사람의 T-림프 세포,

사람의 자궁 경부 암 세포와 H3-T1-1세포의 증식을 억제하는 기능을 나타낸다

(17,18).Sulforaphene은 브로콜리에 다량 함유되어 있는 sulforaphane에 비하여
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1.3-1.5배 높은 항돌연변이 활성을 가지고 있는 것으로 보고되었다(19).

Sulforaphene과 raphasatin의 분리,정제(20∼22)에 대한 연구도 보고되어 있다.

국내에서의 무에 대한 연구로는 대부분이 품종별,계절별로 재배된 무의 이화

학적 특성과 깍두기나 동치미 등의 발효 적성에 관한 연구(23∼27),단무지의 품

질특성에 관한 연구(28,29),무에서 추출한 myrosinase의 분자량과 효소적 특성

에 관한 연구(30,31),항돌연변이,항암효과에 대한 연구(32∼34)가 있다.무의

glucosinolates에 관한 연구로는 indoleglucosinolates(35),isothiocyanates에 관한

연구로는 품종별 종자 발아 중 sulforaphene함량 변화(36),생육 및 저장 중

sulforaphene함량 변화(37)가 있다.

무에 다량 함유되어 있는 glucosinolates는 생리활성이 낮지만,효소에 의한

가수분해 산물인 isothiocyanates는 생리활성이 높은 것으로 알려져 있다.따라서

무에서 가수분해 반응을 일으켜 isothiocyanates생성을 최대화할 필요가 있다.

지금까지 국내외적으로 브로콜리의 내생과 외생효소에 의한 가수분해 반응에 대

한 연구는 보고된 바 있으나(38),무의 내생 효소에 의한 가수분해 반응에 대한

연구는 보고 된바가 없다.

따라서 본 연구에서는 무의 내생효소에 의한 가수분해 반응으로 무의 기능성

성분인 sulforaphene과 raphasatin을 생성 시 최적반응조건(질소충전 여부,반응

시간,교반형태,가수량)을 규명하고자 하였다.
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II.재료 및 방법

1.재료

무는 제주특별자치도 서귀포시 성산읍 소재 무집하장에서 구입하여 사용하였

다.무를 세척하고 절단 후 -70±1℃에서 급속 동결 후 동결건조기(PVTFD101A;

Hucom Systems,Gwacheon,Korea)에서 72시간 동안 동결건조하였다.동결건조

무를 가정용 믹서기(HR1396,PhilipsCo,Istanbul,Turkey)로 분쇄한 후 표준체

(Chunggyesanggongsa,Seoul,Korea)를 사용하여 40mesh를 통과하는 것만을

회수하여 -20℃에서 보관하면서 사용하였다.

2.무의 가수분해 반응 실험방법

무 동결건조물 0.5g에 3차 증류수를 8mL가한 후 25℃에서 5분 동안 정치

하였다. 여기에 NaCl을 2.4 g 가하여 가수분해 반응을 정지시킨 후

dichloromethane8mL을 첨가하여 가볍게 혼합하고 원심분리(4℃,7,000×g,5

분)(KR/HA-50,HanilindustrialCo.,KyungBuk,Korea)하여 dichloromethane

층을 회수하였다.잔사에 dichloromethane8mL을 2회 더 가하여 추출하였고,추

출물은 No.5A 여과지로 여과한 후 rotaryevaporator(CH/R-124,BuchiCo.,

Germany)로 상온에서 감압 농축하여 용매를 제거하였다. 농축된 시료에

dichloromethane2 mL을 가하여 용해시킨 후,0.5 μm syringefilter(PTFE,

Dismic-13JP, Tokyo RoshiKaisha,Ltd.,Japan)로 여과하고 내부표준물질로

BITC용액(25ppm)을 가하여 GC/MS분석하였다(21,38,39).

가수분해 반응을 위한 변수로 질소 충전 여부,효소 불활성화를 위한 NaCl

첨가량(0,5,10,15,20,25,30%),반응 시간(5,10,15,20,30,50분),교반 형태

(정치,vortexing,rotation)(SLRM-2M,intelli-mixer,SeolinBioscienceCo.,Ltd,

Gyeonggi-do,Korea),가수량을 달리하여 sulforaphene과 raphasatin의 생성량을

측정하였다.

3.Sulforaphene과 erucin의 표준용액 제조

Sulforaphene 표준용액은 sulforaphene(Santa Cruz Biotechnology, Inc.,
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Dallas,Texas,USA)을 dichloromethane(Sigma-Aldrich Co.,St.Louis,MO,

USA)에 용해하여 최종 농도가 40,50,60,70,80 ppm되게 제조하였으며,

raphasatin표준용액은 raphasatin시약이 시판되지 않으므로 raphasatin과 구조

가 비슷한 erucin(SantaCruzBiotechnology,Inc.)을 사용하여 최종 농도가 150,

175,200,225,250ppm되게 제조하여 사용하였다.내부 표준물질로는 benzyl

isothiocyanate(BITC)(Sigma-AldrichCo.)를 25ppm되게 제조하여 사용하였다

(39,40).

4.GC/MS에 의한 sulforaphene과 raphasatin의 분석

GC/MS는 Agilent6890GC/5973MSD(AgilentTechnologies,California,

USA)를 사용하였으며,분석용 컬럼은 HP-5MScapillarycolumn(30m ×0.25

mm ID,0.25 μm film thickness,J&W Scientific,Folsom,CA,USA)이었고,

injector와 detector의 온도는 각각 200℃와 280℃이었다.Oven온도는 40℃에서

2분간 유지한 후 분당 10℃로 260℃ 까지 승온시켜 10분간 유지하였으며,

Injectionvolume은 1μL이었다(40).

Sulforaphene의 농도는 BITC와 sulforaphene의 peakarea의 비율로부터 계산

하였으며,raphasatin의 농도는 BITC와 erucin의 peakarea의 비율로부터 계산하

였다.

5.통계 분석

실험결과는 평균±표준편차로 나타내었으며,SPSS version12.0(SPSS Inc.,

Chicago,IL,USA)프로그램을 사용하여 ANOVA 분석을 실시한 후 Duncan의

다중범위검증으로 최소유의차 검정(5% 유의수준)을 실시하였다.
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III.결과 및 고찰

1.Sulforaphene과 erucin표준용액의 검량선

Sulforaphene,erucin,BITC의 혼합용액을 GC/MS로 분석한 크로마토그람은

Fig. 1과 같았다. Retention Time은 BITC가 14.181, erucin이 15.086,

sulforaphene이 18.709이었으며,mass값은 BITC가 65,89,91,149,erucin이 61,

72,85,115,sulforaphene이 72,103,112,159이었다.

무 중의 sulforaphene과 raphasatin의 함량을 측정하기 위해 sulforaphene표

준용액의 농도는 40,50,60,70,80ppm,erucin표준용액의 농도는 150,175,

200,225,250ppm 되게 제조하였으며,각각의 용액에 내부 표준물질로 BITC를

25ppm 되게 첨가하여 GC/MS분석한 후 sulforaphene과 erucin의 농도에 따른

BITC와 sulforaphene및 erucin의 피크면적의 비율로 나타낸 검량선은 Fig.2와

같았다.검량선 식은 sulforaphene이 y=0.0133x-0.1814(R
2
=0.9876)이었고,

erucin은 y=0.0152x+1.2544(R
2
=0.9705)이었는데,여기서 x는 sulforaphene

또는 erucin의 농도이였고 y는 각각 sulforaphene와 BITC의 피크면적 비율과

erucin과 BITC의 피크면적 비율이었다.
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Fig.1.GC/MS chromatogram ofstandardsolution (RT 14.181:BITC,RT
15.086:erucin,RT18.709:sulforaphene).
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(A)

(B)

Fig.2.Calibration curves ofsulforaphene (A)and erucin (B)standard
solutions.
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2.가수분해 반응 조건에 따른 sulforaphene과 raphasatin의 함량 변화

(1)질소 충전

무에 다량 함유되어 있는 glucoraphasatin과 glucoraphenin은 무 자체에 함유

되어 있는 myrosinase에 의하여 가수분해되어 생리활성이 높은 sulforaphene과

raphasatin을 생성하게 되는데, sulforaphene은 비교적 안정한 물질이지만

raphasatin은 매우 불안정한 물질로 생성된 후 공기 중의 산소에 의하여 파괴되

어 기능성이 낮은 다른 물질로 변하는 특성을 가지고 있다(22).이를 방지하기

위하여 시료 용액 중의 용존산소를 질소로 대체하여 가수분해 반응을 실시하였

다(Fig.3).즉,무 동결건조물 0.5g에 3차 증류수를 8mL가한 후 질소를 충전

하여 25℃에서 5분 동안 암소에서 정치하였다.여기에 NaCl을 2.4g가하여 가수

분해 반응을 정지시킨 후 추출 분리하여 GC/MS분석하였다.

질소를 충전한 시험군(Filled)은 질소를 충전하지 않은 시험군(Notfilled)에

비하여 sulforaphene함량은 약 1.6배,raphasatin함량은 약 2.0배 높았다.질소

를 충전하지 않았을 때 낮게 나타난 이유는 동결건조 무 시료와 증류수의 가수

분해 반응에 있어서 용존산소와 반응 용기의 head space의 산소에 의해

sulforaphene과 raphasatin이 변질되었을 것으로 추정되었다.Barillari등(22)는

수용액 상에서 산소의 존재 하에 raphasatin의 전구물질인 glucoraphasatin이

sulforaphene의 전구물질인 glucoraphenin으로의 산화가 더 쉽게 발생한다고 보

고하였다.

다시 말해서,glucoraphasatin이 수용액 상에서 산소에 의해 산화되어

glucoraphenin이 생성되며,myrosinase의 가수분해 작용에 의해 isothiocyanate

인 sulforaphene이 생성되었다.또한,시료 자체에 함유되어 있는 glucoraphenin

이 myrosinase에 의해 sulforaphene이 생성되었으며,이렇게 생성된 sulforaphene

은 가수분해 반응에서 빠르게 degradationproduct로 변화되었을 것으로 추정되

었다(41).

Fig.4는 질소를 충전함이 없이 동결건조 무 분말에 증류수를 8mL가한 후

25℃에서 반응 시간을 달리하여(2,6,10,15,20,25분)vortexing에 의해 가수분
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해 하고 소금 농도가 20% 되게 가하여 반응을 정지시킨 후 추출 분리하여

sulforaphene과 raphasatin의 함량을 GC/MS로 분석한 결과이다.반응 시간 10분

까지는 sulforaphene과 raphasatin이 증가하는 경향을 보였는데,sulforaphene함

량이 증가하는 이유는 산소의 영향으로 glucoraphasatin이 산화되어

glucoraphenin으로 전환되었으며, 이 glucoraphenin이 myrosinase에 의해

sulforaphene으로 전환되어 증가한 것으로 추정되며,raphasatin함량이 증가하는

이유는 glucoraphasatin이 glucoraphenin으로 전환될 때 산소를 이용하는데 산소

의 양이 반응 시간의 경과에 따라 줄어들면서 전환되는 glucoraphenin의 함량은

감소하고 상대적으로 glucoraphasatin의 함량이 증가되기 때문인 것으로 추정되

었다.반응 시간 10분 후에는 sulforaphene과 raphasatin함량이 감소하였는데,

이는 반응 용기 headspace내의 산소가 완전히 소모되었기 때문에 더 이상

glucoraphasatin이 glucoraphenin으로의 전환이 이루어지지 않았고,myrosinase에

의해 sulforaphene과 raphasatin만이 생성되었기 때문이라고 추정되었다.

Montaut등(42)에 의하면,대부분의 isothiocyanates는 수용액 상에서 상대적

으로 안정하지만,raphasatin은 수용액과 메탄올 용액 상에서는 degradation

product로 변하였고,raphasatin은 수용액 상에서 매우 불안정하였다고 보고하였

다.그러므로 질소를 충전하였을 때 glucoraphasatin이 glucoraphenin으로의 산화

를 방지함으로써 시료 자체의 glucosinolate인 glucoraphenin과 glucoraphasatin으

로부터 무 자체에 함유되어 있는 효소인 myrosinase의 가수분해 작용에 의해 각

각 sulforaphene과 raphasatin을 생성할 수 있을 것으로 추정되었다.
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(A)

(B)

Fig.3.Concentrationsofsulforaphene(A)andraphasatin(B)afterhydrolysis

reactionwithandwithoutnitrogenfilled(Hydrolysiswascarriedoutat25℃

for5minand20% NaClsolutionwasaddedforinactivatingmyrosinaseafter

hydrolysisreaction).
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(A)

(B)

Fig.4.Concentrationsofsulforaphene(A)andraphasatin(B)afterhydrolysis

reaction(vortexing)withoutnitrogenfilled(Hydrolysiswascarriedoutat2

5℃ for5minand20% NaClsolutionwasaddedforinactivatingmyrosinase

afterhydrolysisreaction).
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(2)NaCl첨가량에 따른 sulforaphene과 raphasatin의 생성량 변화

1)가수분해 반응 전 NaCl첨가량에 따른 sulforaphene과 raphasatin의 생성

량 변화

무의 내생효소인 myrosinase의 활성을 저해하여 가수분해 반응을 정지시키는

데 필요한 NaCl의 첨가량을 결정하기 위하여,동결건조 무 분말 0.5g에 각각 5,

10,15,20,25,30%의 NaCl용액을 8mL가하여 원심분리 한 후 sulforaphene과

raphasatin의 생성량을 측정하였다(Fig.5).

첨가한 NaCl용액의 농도 증가에 따라 sulforaphene과 raphasatin의 생성량은

감소하였다.NaCl을 첨가하지 않았을 때는 sulforaphene과 raphasatin의 peak

area가 각각 3,698과 32,929였는데,5∼15%의 NaCl농도에서는 점점 감소하였다.

이는 myrosinase가 NaCl에 의해 완전히 불활성화 되지 않아 효소의 가수분해

작용에 의해 sulforaphene과 raphasatin이 생성되는 것으로 나타났다.그러나

20% 이상의 NaCl농도에서는 sulforaphene은 생성되지 않았고,raphasatin은 소

량 생성되어 무의 내생효소인 myrosinase가 불활성화 되었음을 알 수 있었다.

Masaru등(43)과 Li등(44)은 NaCl의 농도가 증가할수록 myrosinase가 불활성화

되었으며,Zhao와 Yang(45)도 0.5% NaCl용액에서 myrosinase의 활성이 억제되

었으며,4% NaCl용액에서는 완전히 실활되었다고 보고하였다.Prakash등(46)

은 NaCl에 의하여 효소의 활성이 저해되는 이유로 myrosinase의 활성 부위

(activesite)에 알칼리토 금속(alkalineearthmetal)이온인 NaCl의 나트륨 이온

이 결합되어 myrosinase의 활성을 억제된다고 보고하였다.
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(A)

(B)

Fig.5.Peakareaofsulforaphene(A)andraphasatin(B)withtheadditionof

differentNaClsolutionsbeforethehydrolysisreaction.
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2)가수분해 반응 후 NaCl첨가량에 따른 sulforaphene과 raphasatin의 생성

량 변화

가수분해 반응 조건에 따른 sulforaphene과 raphasatin의 생성량을 측정하기

위해서는 시료 전처리 과정으로서 가수분해 반응 후 원심분리 공정을 거치게 된

다.만약 가수분해 반응 후 효소활성이 실활되지 않으면 원심분리 공정에서도 가

수분해 반응이 일어나게 되므로,가수분해 반응 조건에 따른 sulforaphene과

raphasatin의 생성량을 측정하기 위해서는 가수분해 반응 후 효소활성을 실활시

킨 후 원심분리 공정을 실시하여야 한다.

가수분해 반응 후 효소활성이 실활시키는 데 필요한 NaCl의 농도를 알기 위

하여,동결건조 무 분말 0.5g에 3차 증류수를 8mL가한 후 25℃에서 5분간 정

치하여 가수분해 반응시키고 그 후 NaCl농도가 5,10,15,20,25,30%되게 소금

용액을 가하여 원심분리한 후 sulforaphene과 raphasatin의 생성량을 측정하였다

(Fig.6).

Sulforaphene의 농도는 NaCl을 첨가하지 않았을 때에는 77.0ppm이었으나,5

∼30% NaCl을 첨가하였 때는 약 63ppm으로 일정하여 NaCl첨가 농도에 따른

변화가 없었다.이러한 결과는 sulforaphene의 전구체인 glucoraphenin이 소량 존

재하므로 myrosinase에 의해 가수분해가 완료되어 원심분리 시 더 이상 효소활

성에 의한 영향이 없었기 때문인 것으로 추정되었다.한편 raphasatin의 농도는

NaCl을 첨가하지 않았을 때는 422.1ppm이었으나,NaCl첨가량의 증가에 따라

급격히 감소하였으며,30% NaCl을 첨가했을 때는 83.5ppm로 NaCl을 첨가하지

않았을 때 보다 약 80% 감소하였다.따라서 raphasatin은 첨가한 NaCl농도 증

가에 따라 myrosinase가 불활성화되어 glucoraphasatin에서 raphasatin으로의 전

환이 이루어지지 않았음을 알 수 있었다.이러한 이유는 무 자체가 함유하고 있

는 glucoraphasatin과 glucoraphenin의 함량이 다르기 때문이며,glucoraphenin의

함량이 glucoraphasatin에 비해 작기 때문인 것으로 추정된다.Barillari등(22)에

의하면 새싹이 성숙되어 무가 됨에 따라 glucoraphenin은 29.8%에서 5%로 감소

하였으며,glucoraphasatin은 60.5%에서 74.0%로 증가하였고 보고하였다.
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(A)

(B)

Fig.6.Concentrationofsulforaphene(A)andraphasatin(B)withtheaddition

ofdifferentNaClsolutions afterthe hydrolysis reaction (Hydrolysis was

carriedoutat25℃ for5minwithnitrogenfilled).
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(3)반응 시간에 따른 sulforaphene과 raphasatin의 생성량 변화

동결건조 무를 25℃에서 반응 시간(5,10,15,20,30,50분)을 달리하여 정치

가수분해 반응 후 NaCl을 가하여 가수분해 반응을 정지시키고 dichloromethane

을 가하여 3회 추출 후 GC/MS분석하였다(Fig.7).Sulforaphene은 5분에서 15

분까지 반응 시간의 증가에 따라 증가하다가 15분 이후부터 감소하는 경향을 나

타내었다.이러한 결과는 myrosinase에 의해 생성되는 sulforaphene이 반응 시간

5분 내에 이미 생성이 완료되었기 때문인 것으로 추정되었다.Kim과 Rhee(47)에

의하면 무의 조직을 파괴시켰을 때 효소에 의해서 glucoraphasatin로부터

raphasatin의 생성이 단시간 내에 거의 완전히 이루어진다고 보고하였는데,본

연구결과와 유사하였다.Montaut 등(42)은 모든 glucosinolates는 외부에서

myrosinase의 첨가 없이 수용액 상에서 37℃에서 5분 내에 완전히 가수분해 되

었으며,가수분해 후 ITCs는 proteinthiolfunctions에 대한 강한 친화력 때문에

freeform으로 대부분 존재하고 일부는 conjugateform으로 존재한다고 보고하였

다.

Sulforaphene은 raphasatin에 비해 반응 시간의 증가에 따라 감소되는 속도가

완만한 것으로 나타났는데,이는 sulforaphene이 수용액 상에서 raphasatin에 비

하여 더 안정하다는 Matsuoka등(48)의 결과와 유사하였다.한편 raphasatin은

반응 시간이 경과할수록 급격히 감소하는 경향을 보였다.반응시간 5분에 비하여

raphasatin의 농도가 50%가 되는 반응시간은 15분이었으며,반응시간 30분 이상

에서는 raphasatin이 완전히 분해되어 검출되지 않았으며,raphasatin의 생성 후

파괴 속도는 sulforaphene에 비하여 빠른 것으로 나타났는데,이는 raphasatin이

수용액 상에서 매우 불안정하기 때문인 것으로 추정되었다.
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(A)

(B)

Fig.7.Concentrationofsulforaphene(A)andraphasatin(B)withdifferent

hydrolysisreactionperiods(Hydrolysiswascarriedoutat25℃ withnitrogen

filledandmyrosinaseinhibitionwascarriedoutwith20% NaCl).
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(4)교반 형태에 따른 sulforaphene과 raphasatin의 생성량 변화

가수분해 반응 시 교반형태가 sulforaphene과 raphasatin의 생성에 어떠한 영

향을 미치는지 알아보기 위하여 intellimixer를 이용하여 반응 시간 10분에서

vortexing과 rotation하여 정치 반응 결과와 비교하였다(Fig.8).

교반형태에 따른 sulforaphene의 생성량은 정치 반응은 73.4ppm,vortexing

반응은 39.9ppm,rotation반응은 34.2ppm으로 정치 반응에서 높은 함량을 나

타내었다.이러한 결과는 vortexing과 rotation반응은 정치 반응에 비해 교반에

의한 물리적인 충격이 커서 생성된 sulforaphene이 다른 물질로 전환이 빨리 이

루어졌을 것이라고 추정되었다.한편 raphasatin은 vortexing반응이 144.1ppm

으로 rotation반응(113.0ppm)과 정치 반응(71.3ppm)에 비해 높은 함량을 나타

내었는데,이는 vortexing이 rotation과 정치 반응에 비해 혼합의 세기가 커서 무

시료 자체에 많이 함유되어 있는 glucoraphasatin이 myrosinase의 activesite와

접촉하는 기회가 상대적으로 많아져서 raphasatin의 생성이 많아졌을 것으로 추

정되었다.
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(A)

(B)

Fig.8.Concentrationofsulforaphene(A)andraphasatin(B)withdifferent

mixingtypesduringthehydrolysisreaction(Hydrolysiswascarriedoutat2

5℃ for10minandmyrosinaseinhibitionwascarriedoutwith20% NaCl).
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(5)가수량에 따른 sulforaphene과 raphasatin의 생성량 변화

동결건조 무 0.5g에 가수량(4mL,8mL)을 달리하여 vortexingmode에서

10분(25℃)반응시킨 후 20% NaCl을 가하여 반응정지시키고 추출 분리하여

sulforaphene과 raphasatin함량을 GC/MS분석하였다(Fig.8).

Sulforaphene은 가수량 4mL에서 64.0ppm로 8mL에서 54.0ppm 보다 1.2

배 높았고,raphasatin은 가수량 4mL에서 116.0ppm로 8mL에서 145.9ppm 보

다 1.3배 낮았다.가수량 4mL에서는 sulforaphene농도가 높았고,가수량 8mL

에서는 raphasatin농도가 높았는데,이러한 이유는 반응이 일어나는 용기 내에

질소를 충전하지 않아서 동결건조 무 시료와 증류수의 양이 차지하는 부피 이외

에 반응 용기의 headspace의 산소가 가수량 4mL에서 8mL에 비해 상대적으

로 크기 때문에,이러한 산소에 의해 glucoraphasatin이 glucoraphenin으로 전환

되어서 이 glucoraphenin으로부터 생성되는 sulforaphene의 함량이 높아져 농도

가 높아진 것으로 추정되었다.한편 raphasatin은 가수량 4mL에서 낮게 나타났

는데, 이는 glucoraphasatin이 glucoraphenin으로 전환되었기 때문에

glucoraphasatin의 함량이 가수량 8mL일 때와 비교하여 작아졌기 때문인 것으

로 추정되었다(22).

결론적으로,무의 내생효소에 의한 가수분해 반응으로 무의 기능성 성분인

sulforaphene과 raphasatin생성의 최적 조건은 sulforaphene과 raphasatin의 생성

후 파괴를 방지하기 위하여 반응용액에 질소를 충전하여야 하며,교반 형태는 정

치를 하는 것이 바람직하였으며,반응시간은 5분이었다.
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(A)

(B)

Fig.9.Concentrationofsulforaphene(A)andraphasatin(B)withdifferent

amountofwateradded (Hydrolysiswascarried outat25℃ for10min

withoutnitrogenfilled,andmyrosinaseinhibitionwascarriedoutwith20%

NaCl).
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국문요약

무의 내생효소인 myrosinase에 의한 가수분해 반응으로 무의 기능성 성분인

sulforaphene과 raphasatin을 생성 시 반응조건(질소충전 여부,반응시간,교반형

태,가수량)의 최적화 조건을 찾고자 하였다.반응용액의 질소 충전에 따른

sulforaphene과 raphasatin의 생성량 변화는 질소를 충전한 시험군은 질소를 충

전하지 않은 시험군에 비하여 sulforaphene함량은 약 1.6배,raphasatin함량은

약 2.0배 높았다.가수분해 반응 후 NaCl첨가에 따라 sulforaphene의 농도는

NaCl을 첨가하지 않았을 때에는 77.0ppm이었으나,5∼30% NaCl을 첨가하였 때

는 약 63ppm으로 일정하여 NaCl첨가 농도에 따른 변화가 없었다.Raphasatin

의 농도는 NaCl을 첨가하지 않았을 때는 422.1ppm이었으나 NaCl첨가량의 증

가에 따라 급격히 감소하였으며,30% NaCl을 첨가했을 때는 83.5ppm로 NaCl을

첨가하지 않았을 때 보다 약 80% 감소하였다.반응 시간에 따른 변화로

sulforaphene은 5분에서 15분까지 반응 시간의 증가에 따라 증가하였다가 15분

이후부터 감소하는 경향을 나타내었다.Raphasatin은 반응 시간이 경과할수록 급

격히 감소하는 경향을 보였으며,반응시간 30분 이상에서는 raphasatin이 검출되

지 않았다.교반형태에 따른 sulforaphene의 생성량은 정치 반응은 73.4ppm,

vortexing반응은 39.9ppm,rotation반응은 34.2ppm으로,정치 반응에서 높은

함량을 나타내었다.Raphasatin은 vortexing반응이 144.1ppm으로 rotation반응

(113.0ppm)과 정치 반응(71.3ppm)에 비해 높은 함량을 나타내었다.가수량에

따라 sulforaphene은 가수량 4mL에서 64.0ppm로 8mL에서 54.0ppm 보다 1.2

배 높았고,raphasatin은 가수량 4mL에서 116.0ppm로 8mL에서 145.9ppm 보

다 1.3배 낮았다.결론적으로,무의 내생효소에 의한 가수분해 반응으로 무의 기

능성 성분인 sulforaphene과 raphasatin 생성의 최적 조건은 sulforaphene과

raphasatin의 생성 후 파괴를 방지하기 위하여 반응용액에 질소를 충진하여야 하

며,교반 형태는 정치를 하는 것이 바람직하였으며,반응시간은 5분이었다.
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