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            초록
          
        

        
          Anthocyanins are natural pigments responsible for the red, purple, and blue colors in berries. The stability of anthocyanins can be affected by various factors, such as pH, temperature, and other components. This study investigated the degradation kinetics of anthocyanins in representative berries. Among the most consumed berries in the Korean population, black chokeberry, black mulberry, and blueberry were chosen due to their high anthocyanin contents. The berries contained anthocyanins with different aglycones and sugar moieties as follows: cyanidin-3-galactoside (63%) and cyanidin-3-arabinoside (30%) in black chokeberries, cyanidin-3-glucoside (70%) and cyanidin-3-rutinoside (25%) in black mulberries, and malvidin-3-galactoside (35%), malvidin-3-arabinoside (16%), and delphinidin-3-galactoside (14%) in blueberries. After heating at 100℃ for 60 min, the degradation of anthocyanins was highest in the black chokeberries (62%), followed by blueberries (54%) and black mulberries (50%). Within the same aglycone, glycosylated anthocyanins with glucose had higher retention compared to those with galactose or arabinose. Lightness (L*) showed a tendency to increase with increasing heating time. Color difference (ΔE*) was lowest in the black mulberries and highest in the blueberries. These results indicate that the thermal stability of anthocyanins was in the following order: black mulberry > blueberry > black chokeberry.
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      서 론
      식품에 널리 분포된 안토시아닌은 과일, 채소, 꽃에 존재하는 수용성 색소로서 붉은색, 보라색 및 청색을 띤다(Francis FJ & Markakis PC 1989). 안토시아닌 또는 이를 함유한 식품의 추출물은 항산화, 항염증, 항암 등의 건강증진 효과를 나타냈다(Kim YH 등 2008). 우리 국민의 안토시아닌 섭취량에 대한 식품군별 기여도를 비교한 Ryu D & Koh E(2017)의 연구에서 과일류의 기여도가 가장 높았다. 2010년 이후 베리류의 건강증진 효과가 알려지고 건강에 대한 소비자의 관심이 높아지면서 베리류의 소비가 꾸준하게 증가하고 있다. 2020년 국민영양통계(Korea Health Industry Development Institute 2022) 자료에 보고된 다소비 과일 10종의 안토시아닌 함량을 비교하였을 때 베리류인 블루베리, 아로니아, 오디가 상위권을 차지하였다(Table 1). 블루베리(Vaccinium corymbosum)는 2002년에 미국에서 수퍼푸드로 선정된 후에(Time 2012) 기능성 과일로 주목을 받으면서 재배면적과 소비량이 증가하였다. 아로니아(Aronia melanocarpa)는 black chokeberry라고도 불리며 안토시아닌 함량이 블루베리의 4배, 딸기의 23배, 포도의 80배라고 보고되었다(Kraemer-Schafhalter A 등 1998). 뽕나무(Morus alba) 열매인 오디(black mulberry)는 식용될 뿐만 아니라 한약재로도 이용되고 있다.

      
        Table 1. 
				
        

        
          Anthocyanin concentrations in the most consumed berries in the Korean population
        
        

      

      
        
          
            	Fruits
            	Anthocyanin content1) (mg/100 g FW)
            	Food intake2) (g/day)
            	Reference
          

        
        
          	Blueberry
          	57∼549.33
          	0.71
          	
            
              Kim SJ et al (2019)
            
          
        

        
          	Black chokeberry
          	502.22∼530.49
          	0.11
          	
            
              Kim SJ et al (2019)
            
          
        

        
          	Black mulberry
          	18.84∼328.70
          	0.06
          	
            
              Park SW et al (1997)
            
          
        

        
          	Pomegranate
          	176.4
          	0.04
          	
            
              Park JS et al (2016)
            
          
        

        
          	Cherry
          	30.2∼109.2
          	0.96
          	
            
              Kim DO et al (2005)
            
          
        

        
          	Strawberry
          	55
          	2.09
          	
            
              Kim SK et al (2012)
            
          
        

        
          	Plum
          	18.6∼43.7
          	3.17
          	
            
              Kim DO et al (2003)
            
          
        

        
          	Cranberry
          	31.73
          	0.13
          	
            
              Choi IL & Kwak EJ (2014)
            
          
        

        
          	Grapefruit
          	2.38∼3.24
          	7.16
          	Ryu D & Koh E (2018)
        

        
          	Watermelon
          	-3)
          	14.5
          	
        

      

      
        
          1) Cited from previous studies.
        

        
          2) 2020 National Food & Nutrition Statistics (Korea Health Industry Development Institute 2022).
        

        
          3) Data was not available for domestic fruits.
        

      

      

      베리류에 다량 함유된 안토시아닌은 온도, 빛, 산소, pH 등에 노출되면 손실되기 쉬운 불안정한 화합물이다(Cho SB 등 2003; Sadilova E 등 2006; Fan L 등 2019). 베리류의 안토시아닌은 안토시아니딘 6종(cyanidin, malvidin, petunidin, peonidin, pelargonidin, delphinidin)에 당(1∼3개)이 결합된 배당체 형태이다(Veberic R 등 2015; Chen J 등 2022). 기본 골격을 이루는 안토시아니딘에 결합된 당의 종류 및 개수와 다른 구성성분(copigments, 유기산 등)이 안토시아닌의 안정성에 영향을 준다고 알려져 있다(Woodward G 등 2009; Zhao CL 등 2017; Nikolic M 등 2020).

      베리류는 주로 생과로 섭취되지만, 일부는 열처리 등의 가공을 거쳐 통조림, 잼, 분말 등으로 판매된다. 아로니아를 100℃에서 150분 동안 가열하였을 때 안토시아닌 함량이 61% 감소하였으며(Hwang ES & Ki KN 2013), 오디 농축액을 80℃에서 600분 가열 시 안토시아닌 함량이 92% 감소하였고(Kara Ş & Erçelebi EA 2013), 블루베리를 산성 조건(pH 3)에서 80℃로 10시간 가열하였을 때 안토시아닌 함량이 82% 감소하였다(Liu Y 등 2018). 이처럼 가열 공정은 안토시아닌을 파괴하여 항산화 활성을 15∼26% 감소시켰다(Peron DV 등 2017). 한편, 오디(Morus nigra L.)를 60℃∼80℃에서 10시간 가열하였을 때 명도(L*)가 감소하여 색이 짙어졌다(Kara Ş & Erçelebi EA 2013). 선행연구 결과는 안토시아닌을 함유한 베리류의 열처리 공정이 안토시아닌 함량 뿐만 아니라 색에도 영향을 준다는 것을 보여준다. 지금까지 동일한 열처리가 블루베리, 아로니아, 오디의 안토시아닌 함량 및 색에 미치는 영향을 연구한 논문은 전무하다.

      따라서, 본 연구에서는 우리 국민이 섭취하는 대표적인 베리류인 블루베리, 아로니아, 오디를 동일한 온도에서 가열하여 안토시아닌 함량 및 색의 변화를 비교하고, 안토시아닌의 파괴 속도에 영향을 미치는 인자를 확인하고자 하였다.

    

    

  
    
      재료 및 방법
      
        1. 시약
        안토시아닌의 표준품으로 cyanidin-3-galactoside, cyanidin-3-arabinoside, pelargonidin-3-glucoside, petunidin-3-glucoside, peonidin-3-glucoside, malvidin-3-glucoside, delphinidin-3-glucoside를 Extrasynthese(Genay Cedex, France)에서 구입하였다. Cyanidin-3-glucoside, 2,2’-azino-bis(3–ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid)(ABTS), 6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-carboxylic acid(Trolox), potassium persulfate, Folin-Ciocalteu reagent는 Sigma-Aldrich(St. Louis, MO, USA)에서 구입하였다. 메탄올, 염산, formic acid, water는 Samchun Pure Chemicals(Pyeongtaek, Korea) 제품을 사용하였다.

      

      
        2. 재료
        2020년 국민영양통계(Korea Health Industry Development Institute 2022)의 식품별 섭취량 자료를 이용하여 한국인이 섭취하는 10대 과일을 선별하고, 선행연구 결과를 토대로 국내산 과일의 안토시아닌 함량을 내림차순으로 정렬하였다(Table 1). 상위 3개 과일인 아로니아(Aronia melanocarpa ‘Viking’), 오디(Morus alba ‘Cheongil’), 블루베리(Vaccinium corymbosum ‘Duke’)를 최종 시료로 선별하였다. 아로니아는 경상남도 통영, 오디는 전라북도 고창, 블루베리는 충청남도 천안의 지역 농장에서 온라인으로 구매하였다. 모든 시료는 —80℃에서 보관하였다.

      

      
        3. 열처리 및 추출
        시료를 냉장 온도에서 24시간 해동시킨 후 블렌더(I8800, IEP, Namyangju, Korea)를 이용하여 1분씩 분쇄하는 과정을 3회 반복하였다. 분쇄된 시료 20 g을 시험관에 칭량하여 100℃로 예열된 항온 수조(JSSB-30T, JSR, Gongju, Korea)에 넣고 0, 20, 40, 60분 동안 가열하였다. 가열된 시료 10 g을 시험관에 칭량하여 추출용매(0.1 N HCl: methanol=15:85, v/v) 100 mL를 첨가하고 40 kHz로 설정된 초음파기(Power Sonic 410, Hwashin Instrument Co., Ltd., Seoul, Korea)로 20분간 추출하였다. 추출액을 7,000 rpm에서 20분간 원심분리(LaboGene 2236R, Daejeon, Korea)하여 상층액을 안토시아닌, 총 페놀, ABTS 라디칼 소거능 측정에 사용하였다.

      

      
        4. HPLC 분석
        High performance liquid chromatograph(1260 Infinity, Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA)를 이용하여 안토시아닌을 분석하였다. 베리 추출액을 polytetrafluoroethylene syringe filter(PTFE, 0.45 μm, Whatman, London, UK)로 여과하였다. 컬럼은 Eclipse Plus C18(5 μm, 250 nm × 4.6 mm, Agilent Technologies)을 사용하였고, 시료 주입량은 10 μL이었으며 유속은 0.6 mL/min이었다. 이동상은 A(formic acid: methanol: water=5:20:75, v/v/v), B(methanol), C(water)였으며, 시간에 따른 조성 변화는 다음과 같았다: 0∼15분, 100∼80% A, 0∼18% B, 0∼2% C; 15∼30분, 80∼60% A, 18∼36% B, 2∼4% C; 30∼45분, 60∼0% A, 36∼90% B, 4∼10% C. 안토시아닌 피크는 표준시료의 검출시간 및 ultra-visible spectrum과 비교하여 확인하고, 520 nm에서 모니터링되었다. 표준시료인 cyanidin-3-glucoside, cyanidin-3-galactoside, cyanidin-3-arabinoside, pelargonidin-3-glucoside, petunidin-3-glucoside, peonidin-3-glucoside, malvidin-3-glucoside, delphinidin-3-glucoside를 0∼100 mg/L 범위로 표준곡선을 작성하여 안토시아닌을 정량하고 mg/100 g fresh weight(FW)로 나타냈다.

      

      
        5. 안토시아닌의 Degradation Kinetics
        아로니아, 오디, 블루베리에 존재하는 안토시아닌의 파괴 속도를 비교하기 위해 파괴 속도 상수(k)와 반감기(t1/2)를 아래에 제시된 Soldatkina LM 등(2017)의 방정식을 이용하여 계산하였다.
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        C0는 HPLC로 측정된 가열 전 시료의 안토시아닌 함량, Ct는 20, 40, 60분 가열된 시료의 안토시아닌 함량, k는 속도 상수(rate constant), t는 가열시간(min), t1/2는 안토시아닌 함량의 50%가 파괴되는 데 걸리는 시간을 의미한다.

      

      
        6. 색도
        분쇄한 시료 10 g을 petri dish에 담아서 색차계(Colorflex EZ, Hunter Lab, Reston, VA, USA)를 이용하여 명도(L*), 적색도(a*), 황색도(b*), 색상각(hue)을 측정하였다. 색 변화(ΔE*)는 Jiang T 등(2019)의 방정식을 사용하여 산출하였다.
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        L*, a*, b*는 가열 전 시료의 색도이고, L*a, a*a, b*a는 가열 후 시료의 색도를 나타낸다.

      

      
        7. Brown Index(BI)
        분쇄한 시료 10 g에 증류수를 1:10(w/v) 비율로 섞고 0.45 μm PTFE 필터로 여과하여 420 nm와 520 nm에서 흡광도(Biochrom Libra S22, Biochrom, Santa Barbara, CA, USA)를 측정하고, Sinela A 등(2017)이 보고한 아래 방정식을 이용하여 갈색지수(BI)를 산출하였다.
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        A420, A520은 420 nm, 520 nm에서 측정된 흡광값을 나타낸다.

      

      
        8. pH와 당도
        분쇄된 시료 10 g을 시험관에 담고 pH meter(3200P, Agilent Technologies, Shanghai, China)를 이용하여 pH를 측정하였다. 당도는 분쇄된 시료 2 g을 0.45 μm PTFE 필터로 여과하고 디지털 당도계(PAL-1, Atago Co., Ltd., Tokyo, Japan)를 이용하여 측정하였다.

      

      
        9. 총 페놀
        총 페놀 함량은 Singleton VL 등(1999)의 Folin-Ciocalteu 방법을 이용하여 측정되었다. 추출액 100 μL에 10% Folin-Ciocalteu reagent 750 μL를 첨가하고 5분간 반응시킨 후에 7.5% 탄산나트륨용액 750 μL와 혼합하였다. 암소에서 혼합액을 60분간 반응시키고 725 nm에서 흡광도를 측정하였다. 표준시료인 갈산(gallic acid)를 0∼200 mg/L 범위로 제조하여 표준곡선을 작성하고 시료의 총 페놀 함량을 산출하였다. 총 페놀 함량은 갈산 당량(gallic acid equivalent, mg GAE/100 g FW)으로 나타냈다.

      

      
        10. 항산화 활성
        항산화 활성은 Re R 등(1999)의 ABTS 라디칼 소거능을 이용하여 측정하였다. 7 mM ABTS 시약과 2.45 mM potassium persulfate를 2:1(v/v)로 혼합하고 암소에서 12∼16시간 동안 반응시켰다. 734 nm에서 흡광값이 0.70±0.02이 될 때까지 5 mM phosphate buffer(pH 7.4)를 이용하여 반응액을 희석하였다. Trolox 표준용액(0∼2 mM)을 제조하여 표준곡선을 작성하고 시료의 항산화 활성을 산출하였다. 항산화 활성은 Trolox 당량(Trolox equivalents, mmol TE/100 g FW)으로 나타냈다.

      

      
        11. 통계분석
        모든 실험은 3회 측정하여 평균±표준편차로 나타내고, SPSS Statistics(ver. 24.0, SPSS Inc. Chicago, IL, USA)로 통계처리 하였다. 일원 배치 분산분석(One-way ANOVA)을 실시하고 Duncan’s multiple range test(p<0.05)로 시료 간의 차이를 검증하였다. 총 페놀 함량과 항산화 활성의 가열 전후차이는 t-test를 이용하여 유의성을 검증하였다.

      

    

    

  
    
      결과 및 고찰
      
        1. 베리류 3종의 안토시아닌 프로파일
        베리류 3종을 HPLC로 분석하여 안토시아닌 조성을 Table 2에 제시하였다. 아로니아, 오디, 블루베리에서 검출된 안토시아닌은 각각 4종, 3종, 10종이었다. 베리류 3종의 안토시아닌을 비당체(aglycone)를 기준으로 분류한 결과, 아로니아는 cyanidin(100%)으로만, 오디는 cyanidin(95%)과 pelargonidin(5%)으로, 블루베리는 malvidin(53%), delphinidin(23%), cyanidin(14%), peonidin(6%), petunidin(4%)으로 이루어졌다. 이와 같이 베리류 3종의 안토시아니딘 조성이 달랐다. 아로니아의 주요 안토시아닌은 cyanidin-3-galactoside (63%)이었으며, 나머지는 cyanidin-3-arabinoside(30%)와 cyanidin-3-xyloside(4%), cyanidin-3-glucoside(3%)였다. 이러한 안토시아닌 조성은 선행연구 결과와 유사하였다. Soldatkina LM 등(2017)의 연구에서 아로니아의 주요 안토시아닌은 cyanidin-3-galactose였으며 총 함량의 68.9%를 차지하였다. Taheri R 등(2013)은 아로니아 안토시아닌의 함량 순서는 cyanidin-3-galactoside>cyanidin-3-arabinoside>cyanidin-3-glucoside라고 하였다. 오디는 cyanidin-3-glucoside(70%)와 cyanidin-3-rutinoside(25%), 블루베리는 malvidin-3-galactoside(35%), malvidin-3-arabinoside(16%) 및 delphinidin-3-galactoside(14%)가 주요 안토시아닌이었다. Jang M 등(2022)의 연구에서도 오디의 대표적인 안토시아닌은 cyanidin-3-glucoside으로 총 안토시아닌 함량의 58.3%이었다. Li D 등(2016)의 연구에서 블루베리의 주요 안토시아닌은 malvidin-3-galactoside(15.1%)이었다. 총 안토시아닌 함량은 아로니아가 178.35 mg/100 g FW으로 가장 높았으며, 블루베리(156.21 mg/100 g FW), 오디(115.44 mg/100 g FW) 순이었다. Kim SJ 등(2019)은 블루베리와 아로니아의 안토시아닌 함량이 각각 549.33, 1,149.06 mg/100 g FW라고 보고하였다. Choi IS 등(2012)은 오디 품종 3가지의 안토시아닌 함량이 9.01∼206.60 mg/100 g FW라고 보고하였다. 본 연구의 대상 시료인 아로니아의 안토시아닌 함량은 선행연구 결과보다 낮았지만, 오디는 선행 결과와 비슷하였다. 식품의 안토시아닌 조성 및 함량은 품종, 재배 방법, 기후, 토양 등에 의해 달라진다고 알려져 있다(Bueno JM 등 2012; Kim SJ 등 2019; Jang M 등 2022). 이는 베리류 3종의 안토시아닌 함량과 조성이 선행연구 결과와 차이가 나는 이유를 설명해 준다.

        
          Table 2. 
				
          

          
            Changes of individual anthocyanin contents (mg/100 g FW) during heating at 100℃ for 60 min
          
          

        

        
          
            
              	Sample
              	Compound
              	Heating time
              	Retention (%)
            

            
              	0 min
              	20 min
              	40 min
              	60 min
            

          
          
            	Black chokeberry
            	Cyanidin-3-galactoside
            	112.48±0.09a
            	91.87±0.47b
            	62.56±0.15c
            	44.02±0.04d
            	39.14±0.03
          

          
            	Cyanidin-3-glucoside
            	5.77±0.10a
            	5.44±0.08b
            	4.61±0.03c
            	3.99±0.02d
            	69.19±0.30
          

          
            	Cyanidin-3-arabinoside
            	53.81±0.01a
            	42.35±0.20b
            	26.01±0.6c
            	16.34±0.03d
            	30.37±0.06
          

          
            	Cyanidin-3-xyloside
            	6.29±0.07a
            	5.22±0.02b
            	3.70±0.01c
            	2.81±0.01d
            	44.77±0.12
          

          
            	Sum
            	178.35±0.18a
            	144.87±0.76b
            	96.88±0.24c
            	67.17±0.05d
            	37.66±0.03
          

          
            	Black mulberry
            	Cyanidin-3-glucoside
            	80.90±0.76a
            	64.42±0.49b
            	47.39±0.40c
            	36.50±0.24d
            	45.12±0.30
          

          
            	Cyanidin-3-rutinoside
            	29.79±0.33a
            	26.07±0.25b
            	21.24±0.14c
            	18.05±0.11d
            	60.59±0.37
          

          
            	Pelargonidin-3-glucoside
            	4.74±0.02a
            	4.32±0.00b
            	3.95±0.11c
            	3.61±0.00d
            	76.05±0.05
          

          
            	Sum
            	115.44±1.05a
            	94.81±0.75b
            	72.58±0.46c
            	58.16±0.35d
            	50.38±0.31
          

          
            	Blueberry
            	Delphinidin-3-galactoside
            	21.13±0.07a
            	20.68±0.06b
            	16.80±0.02c
            	13.85±0.02d
            	65.51±0.10
          

          
            	Cyanidin-3-galactoside
            	6.44±0.06a
            	5.60±0.02b
            	4.37±0.01c
            	3.12±0.00d
            	48.43±0.04
          

          
            	Delphinidin-3-arabinoside
            	15.02±0.12a
            	14.22±0.05b
            	11.70±0.01c
            	9.42±0.06d
            	62.72±0.43
          

          
            	Cyanidin-3-glucoside
            	15.86±0.05a
            	14.32±0.05b
            	10.76±0.01c
            	7.28±0.07d
            	45.89±0.42
          

          
            	Petunidin-3-glucoside
            	6.16±0.10a
            	5.31±0.04b
            	4.11±0.01c
            	3.30±0.01d
            	53.62±0.69
          

          
            	Peonidin-3-glucoside
            	4.86±0.02a
            	4.47±0.01b
            	3.14±0.03c
            	3.06±0.02d
            	62.95±0.40
          

          
            	Malvidin-3-galactoside
            	55.01±0.18a
            	46.19±0.17b
            	32.13±1.20c
            	22.67±0.14d
            	41.21±0.25
          

          
            	Peonidin-3-arabinoside
            	4.40±0.04a
            	4.22±0.02b
            	3.96±0.00c
            	N.D.
            	-
          

          
            	Malvidin-3-glucoside
            	2.94±0.02a
            	2.75±0.00b
            	N.D.
            	N.D.
            	-
          

          
            	Malvidin-3-arabioside
            	24.37±0.04a
            	19.55±0.06b
            	13.84±0.01c
            	9.63±0.02d
            	39.50±0.09
          

          
            	Sum
            	156.21±0.55a
            	137.32±0.44b
            	100.82±1.19c
            	72.33±0.36d
            	46.30±0.23
          

        

        
          
            a∼d Mean values with different superscript lowercase letters in the same row are significantly different at p<0.05 using Duncan’s multiple range test.
          

          
            N.D.=Not detected.
          

        

        

      

      
        2. 가열시간에 따른 안토시아닌의 함량 변화
        베리류 3종을 100℃에서 가열하였을 때 시간에 따른 안토시아닌 함량을 Table 2에 제시하였다. 가열시간이 길어질수록 안토시아닌의 함량은 유의적으로 감소하였다. 아로니아, 오디, 블루베리의 안토시아닌 잔존율은 각각 38%, 50%, 46%이었다. 안토시아닌의 파괴 속도 상수(k)는 아로니아(0.0156), 블루베리(0.0118), 오디(0.0114) 순으로 감소하였고, 반감기는 아로니아(32.05 min), 블루베리(42.37 min), 오디(43.86 min) 순으로 증가하였다(Fig. 1). 이는 오디에 존재하는 안토시아닌이 가장 안정하고, 아로니아의 안토시아닌이 가장 불안정함을 의미한다. 한편, 아로니아의 안토시아닌 중에서 cyanidin-3-glucoside의 잔존율(69%)이 가장 높았고, cyanidin-3-galactoside와 cyanidin-3-arabinoside의 잔존율은 각각 39%, 30%로 글루코스 배당체에 비해 절반 정도였다(Table 2). Soldatkina LM 등(2017)의 연구에서도 cyanidin-3-galactoside가 주요 안토시아닌인 아로니아와, cyanidin-3-glucoside가 주요 안토시아닌인 블랙베리, 엘더베리를 50℃, 75℃, 100℃에서 300분간 가열하였을 때 아로니아의 안토시아닌이 가장 불안정하였다. 블루베리에서 peonidin-3-glucoside의 잔존율이 63%인 반면에, peonidin-3-arabinoside는 전량 파괴되었다(Table 2). 이는 글루코스가 결합된 안토시아닌이 아라비노스(arabinose)가 결합된 안토시아닌보다 안정하다는 Yue X & Xu Z(2008)의 결과와 일치하였다. Ichiyanagi T 등(2001)의 연구에서도 야생 블루베리를 95℃에서 120분 동안 가열하였을 때 안토시아닌 배당체의 가수분해 속도가 아라비노스>갈락토스>글루코스 순이었다. 아로니아와 블루베리에 함유된 안토시아닌은 당 1개가 결합된 화합물인 반면에, 오디의 안토시아닌은 당 2개가 결합된 cyanidin-3-rutinoside가 총 함량의 25%를 차지하였다(Table 2). Zhao CL 등(2014)은 안토시아닌에 결합된 당의 개수가 증가할수록 분자의 크기는 증가하고 평면성(coplanarity)은 감소하여 플라빌리움 양이온을 입체적으로 보호해 줌으로써 안토시아닌의 안정성을 높인다고 하였다. 이는 오디의 안토시아닌이 가장 안정하고 아로니아의 안토시아닌 손실이 높은 이유를 설명해 준다.

        
          
          

          Fig. 1. 
				
          

          
            Degradation kinetics of anthocyanins in black chokeberry, black mulberry, and blueberry during heating at 100℃ for 60 min.
            k and t1/2 represent degradation rate constant and half-time, respectively.

          
          

          

        

        Kırca A 등(2007)은 pH 2.5∼7에서 70℃, 80℃, 90℃로 가열된 자색당근(black carrot) 주스의 pH가 높을수록 안토시아닌 함량이 빠르게 감소했다고 하였다. Torskangerpoll K & Andersen ØM(2005)은 pH 1.1∼10.5 조건에서 안토시아닌의 안정성을 비교하고 pH 2∼3에서 안토시아닌이 가장 안정하다고 보고하였다. Loypimai P 등(2016)의 연구에서도 흑미겨(black rice bran)를 pH 2∼5에서 60℃, 80℃, 100℃로 20분 동안 가열하였을 때 pH 2, 60℃에서 안토시아닌이 가장 안정하였다. 베리류 3종에서 오디의 pH(4.5)는 아로니아(3.4)와 블루베리(3.3)에 비해 높은 편이었다. 이를 토대로 아로니아와 블루베리의 안토시아닌이 더 안정할 것으로 예측하였지만, 실제로는 오디 안토시아닌의 잔존율이 더 높았다. 이는 안토시아닌의 안정성에 pH 이외의 다른 인자의 영향이 크다는 것을 시사한다. Kırca A 등(2007)은 자색당근을 90℃에서 11, 30, 45, 64°Brix 및 pH 4.3으로 열처리하였을 때 당도가 증가할수록 안토시아닌의 안정성이 감소했다고 보고하였다. 하지만, 본 연구에서는 당도가 가장 높은 오디(14.4°Brix)의 안토시아닌이 가장 안정하고, 당도가 가장 낮은 아로니아(8.0°Brix)의 안토시아닌이 가장 불안정하였다. 이러한 결과는 베리류에 존재하는 안토시아닌의 안정성과 당 함량은 양의 상관관계가 있음을 의미한다. 당 함량에 따른 안토시아닌의 열안정성에 대한 추가연구가 필요하다고 생각된다.

        Copigmentation은 안토시아닌이 copigments(aromatic phenolic acids, flavonoids, hydrolyzable tannins)와 비공유결합을 통해 안토시아닌의 분자 크기를 증가시키거나 불안정한 플라빌리움 양이온을 보호하여 안토시아닌의 안정성을 높인다고 알려져 있다(Zhao CL 등 2017; Fan L 등 2019). 이러한 화학반응은 안토시아닌의 최대 흡광 파장을 오른쪽으로 이동시키는 bathochromic shift 또는 최대 흡광 파장의 세기(intensity)를 증가시키는 hyperchromic effect를 나타낸다. 베리류 3종의 가열(100℃, 60분) 전후 스펙트럼을 Fig. 2에 제시하였다. 아로니아와 블루베리는 최대 파장(514 nm, 516 nm)이 가열 후에 오른쪽으로 2 nm 이동하여 bathochromic shift를 나타냈다. Hwang SJ 등(2014)은 아로니아와 블루베리의 방향족 페놀산 함량은 각각 110.0 mg/g FW, 27.4 mg/g FW이며 플라보노이드 함량은 각각 5.3 mg/g FW, 1.6 mg/g FW이라고 하였다. Wilsk-ajeszka J & Korzuchowska A(1996)는 안토시아닌과 클로로겐산(chlorogenic acid)의 copigmentaion은 pH 3.2∼3.7에서 가장 높다고 보고하였다. 이는 아로니아(pH 3.4)와 블루베리(pH 3.3)에서 bathochromic shift가 나타난 이유를 설명해 준다. 하지만, 아로니아와 블루베리는 가열 후에 최대 파장의 세기가 감소하는 hypochromic effect를 나타냈다. Molaeafard S 등(2021)의 연구에서도 체리(sour cherry)를 100℃에서 가열하였을 때 hypochromic effect가 나타났다. Trouillas P 등(2016)은 안토시아닌의 플라빌리움 양이온의 2번 탄소가 물 분자와 결합하면 무색의 헤미케탈(hemiketal)이 생성되어 hypochromic effect를 나타낸다고 하였다. 이는 아로니아와 블루베리에 존재하는 안토시아닌이 불안정하여 copigmentation에 의해 안정화되지 못하고 가열에 의한 손실이 더 컸음을 나타낸다.

        
          
          

          Fig. 2. 
				
          

          
            Spectra of black chokeberry, black mulberry, and blueberry before (⋯) and after (―) heating at 100℃ for 60 min.
          
          

          

        

      

      
        3. 색도
        베리류 3종의 가열시간에 따른 색 변화를 Table 3에 제시하였다. 가열시간이 길어질수록 아로니아와 블루베리의 명도가 유의적으로 증가하였다. 한편, 블루베리의 색상각(hue)은 가열시간이 길어질수록 유의적으로 감소하였지만, 오디는 유의적으로 증가하였다. Sadilova E 등(2006)의 연구에서 딸기, 엘더베리, 자색당근을 95℃에서 7시간 동안 가열하였을 때 명도와 색상각이 증가하였다. Kara Ş & Erçelebi EA(2013)의 연구에서는 80℃에서 가열한 오디의 적색도와 황색도는 명확한 경향을 나타내지 않았으나 명도가 감소하였다. 오디는 가열시간에 따라 황색도가 유의적으로 증가하였지만, 나머지 두 시료는 증가하다가 감소하였다. 선행연구와의 차이는 가열온도 및 시간이 달랐기 때문으로 생각된다. 60분 가열 후에 색 변화(ΔE*)는 블루베리가 가장 높았고 오디가 가장 낮았다. Sadilova E 등(2006)은 엘더베리, 딸기, 자색당근을 95℃에서 7시간 가열했을 때 ΔE*값이 낮은 자색 당근의 안토시아닌 열안정성이 가장 높았다고 하였다. 본 연구에서도 ΔE*값이 낮은 오디의 안토시아닌이 가장 안정하였다. 베리류의 주요 색소는 안토시아닌이므로 안토시아닌이 안정할수록 색 변화가 작았던 것으로 유추된다. 아로니아와 블루베리의 갈색지수가 유의적으로 증가하였지만 오디는 뚜렷한 경향을 보이지 않았다(Table 3). Jiang T 등(2019)의 연구에서도 자색고구마를 90℃에서 60시간 가열하였을 때 갈색지수가 증가하였다. Suhl HJ 등(2003)의 연구에서도 오디 추출물(pH 2∼5, 80℃, 90℃, 100℃)을 180분간 가열하였을 때 갈색지수가 증가하였다. 가열과정에서 안토시아닌이 파괴되었거나 효소적 또는 비효소적 갈변반응에 의해 갈색지수가 증가한 것으로 사료된다.

        
          Table 3. 
				
          

          
            Color values of black chokeberry, black mulberry, and blueberry during heating at 100℃ for 60 min
          
          

        

        
          
            
              	Sample
              	Time (min)
              	L*
              	a*
              	b*
              	Hue
              	ΔE*
              	Brown index
            

          
          
            	Black chokeberry
            	0
            	10.91±0.05c
            	24.29±0.09d
            	8.26±0.58b
            	18.08±0.03c
            	
            	0.37±0.00d
          

          
            	10
            	10.84±0.01c
            	26.23±0.04c
            	9.06±0.09a
            	19.05±0.21a
            	2.16b
            	0.39±0.00c
          

          
            	40
            	11.70±0.06b
            	26.94±0.01a
            	9.05±0.04a
            	18.56±0.07b
            	2.92a
            	0.42±0.00b
          

          
            	60
            	11.99±0.01a
            	26.38±0.04b
            	7.90±0.12b
            	16.68±0.25d
            	2.45b
            	0.45±0.00a
          

          
            	Black mulberry
            	0
            	4.55±0.00c
            	7.00±0.04c
            	0.45±0.03d
            	3.65±0.24d
            	
            	1.06±0.03ab
          

          
            	10
            	5.14±0.06a
            	7.81±0.02a
            	0.58±0.01c
            	4.26±0.08c
            	1.01a
            	0.98±0.00c
          

          
            	40
            	4.97±0.04b
            	7.28±0.15b
            	0.79±0.04b
            	6.20±0.22b
            	0.62b
            	1.07±0.00a
          

          
            	60
            	4.60±0.03c
            	6.40±0.14d
            	0.99±0.03a
            	8.84±0.38a
            	0.82ab
            	1.04±0.00b
          

          
            	Blueberry
            	0
            	6.33±0.04d
            	11.87±0.06d
            	2.18±0.01c
            	10.40±0.07a
            	
            	0.66±0.01c
          

          
            	10
            	6.45±0.02c
            	13.79±0.06c
            	2.28±0.03b
            	9.39±0.09b
            	1.93c
            	0.70±0.00b
          

          
            	40
            	7.17±0.03b
            	14.71±0.03a
            	2.32±0.01a
            	8.97±0.02c
            	2.97b
            	0.71±0.01b
          

          
            	60
            	7.99±0.08a
            	14.53±0.11b
            	2.21±0.02c
            	8.64±0.12d
            	3.14a
            	0.77±0.00a
          

        

        
          
            a∼d Mean values with different lowercase letters in the same column are significantly different within each sample at p<0.05 using Duncan’s multiple range test.
          

        

        

      

      
        4. 총 페놀 함량과 항산화 활성
        베리류 3종의 총 페놀의 함량 및 ABTS 라디칼 소거능을 Fig. 3에 제시하였다. 아로니아는 가열 전후 모두 총 페놀 함량이 가장 높았다. Kim SJ 등(2019)의 연구에서도 국내산 베리류의 총 페놀 함량은 아로니아가 530.49 mg/100 g FW로 블루베리(344.72 mg/100 g FW)보다 높았다. 베리류 3종은 가열 후에 총 페놀 함량이 유의적으로 증가하는 경향을 나타냈다(Fig. 3A). Sadilova E 등(2006)은 딸기를 95℃에서 7시간 가열하였더니 pelargonidin-3-glucoside와 cyanidin-3-glucoside가 분해되어 protocatechuic acid, 4-hydrobenzoic acid, phloroglucinaldehyde를 생성하였으며, 엘더베리의 cyanidin-3,5-diglucoside와 cyanidin-3-glucoside-xyloside는 protocatechuic acid와 phloroglucinaldehyde로 분해되었다고 보고하였다. 이는 안토시아닌이 저분자의 방향족 화합물로 분해되어 총 페놀 함량이 증가하였음을 시사한다.

        
          
          

          Fig. 3. 
				
          

          
            Changes of total phenols content (A) and ABTS radical scavenging activity (B) in black chokeberry, black mulberry, and blueberry before and after heating at 100℃ for 60 min.
            * p<0.05, *** p<0.001 by t-test.

          
          

          

        

        ABTS 라디칼 소거능은 베리류 3종에서 모두 증가하였다(Fig. 3B). 블루베리가 유의적인 차이를 보인 반면에 아로니아와 오디는 유의적인 변화를 보이지 않았다. Lee MY 등(2012)은 폴리페놀 함량은 항산화 활성과 양의 상관관계가 있다고 보고하였다. 본 연구에서도 총 페놀 함량이 가장 높은 아로니아의 ABTS 라디칼 소거능이 가장 높았다. 가열에 의한 안토시아닌 분해는 라디칼을 제거하는 페놀기(phenol group)를 증가시켜 ABTS 라디칼 소거능을 높인 것으로 생각된다.

      

    

    

  
    
      요약 및 결론
      아로니아는 cyanidin-3-galactoside(63%)와 cyanidin-3-arabinoside(30%), 오디는 cyanidin-3-glucoside(70%)와 cyanidin-3-rutinoside(25%), 블루베리는 malvidin-3-galactoside(35%)와 malvidin-3-arabinoside(16%)가 주요 안토시아닌이었다. 100℃에서 60분간 가열하였을 때 안토시아닌 파괴율은 오디(50%)가 가장 낮았고 아로니아(62%)가 가장 높았다. 이는 오디에 존재하는 안토시아닌이 가장 안정함을 보여준 것이다. 오디의 주요 안토시아닌은 글루코스가 결합된 배당체이지만 아로니아와 블루베리의 주요 안토시아닌은 갈락토스가 결합된 배당체였다. 또한, 오디에는 당이 2개인 안토시아닌이 25%인 반면에 블루베리와 아로니아는 당이 1개인 배당체만 존재하였다. 오디는 당도와 pH가 다른 두 시료에 비해 높았다. 60분 동안 가열 후에 모든 시료의 총 페놀 함량이 유의적으로 증가하였고, ABTS 라디칼 소거능은 블루베리에서만 유의적으로 증가하였다. 이러한 결과는 베리류 3종에 존재하는 안토시아닌의 조성뿐만 아니라 당과 pH가 안토시아닌의 안정성에 영향을 준다는 것을 보여준 것이다. 앞으로 안토시아닌의 열분해 기전을 연구하여 총 페놀 함량이 증가한 이유가 밝혀져야 할 것이다.
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