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Abstract 

A new method involving the treatment of absolute ethanol was devised for the removal of active saponin 
moieties from the pigment extracts of Korean pokeberries which were supposed to be a good source of food 
red colorant. The dissolved saponins being rather toxic to human body were in supematant whereas pigments 
on precipitation after adding the absolute ethanol 꺼le purity of pigments preεipitate was 53.22% whereas 
that of purified with an exising procedure was only 19.40%. Saponin content remaining in pigment precipitate 
was 2.47 mg%, which means about 96% of activε saponins was removed from pokeberry extract. This pig
ment product could be purified further by chromatography through silica gel or Sephadex G-25 column. ηle 
puritiεs were 60.06 and 62.60% respectively. The LD50 of pokεberry pigment product and crude seed sa
ponin were calculated as 13.5 g!kg and 2.8 g/kg, respeαively. This means that the acute toxicity of purified 
pigment products seems to be below the toxic level. 

Key words: betacyanin, betanin, pokeberry, food colorant, natural pigment, removal of active saponin, acute 
toxicity of betanin 

서 론 

자리 공과(phytolaccaceae) 식물은 척박한 토양에서 도 

잘 자라는 다년생 초본식물로서 우리나라 원종으로 자 

리공， Phytolacca esculenta과 섬자리공， Phytolacca in

sularis (정태현， 1956)이 자생하며 외래종인 양자리공 

(또는 미 국장녹)， Phytolacca americana (송주택 , 1983) 

도 전국에 걸쳐 큰 군락을 형성하고 었다. 포도모양의 

모든 자리공열매에는 phytolaccanin (von Wyler와 Drei

ding, 1961; 이근구와 윤광로， 1990)이라는 batalain계 

붉은색소가 풍부하게 함유되어 있는데 이 색소는 beet 

red로 이미 상품화되어 식품에 널리 응용되고 았는 사 

탕무의 붉은색소(von Elbe 등， 1974a; Dhillon과 Maurlεr， 

1975; Pasch 등， 1975, Freund 등， 1988)인 betanin과 동 
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일한물질이다. 

자리공과식물의 열매(윤광로， 1994)는 자원성이 좋 

고 이미 식용색소로 널리 이용되고 있는 betanino] 주 

성분이므로 천연식용색소원으로 검토해볼 충분한 가 

치가 있다. 그러나 이 식물에 광멤위하게 분포된 사포 

닌계 물질틀(πleodore와 Howard, 1973; Glombitza 등， 

1975; Razdan 둥， 1982; Kang과 Woα 1986)이 지니는 

항이뇨작용， 항염효과， 진정작용 그리고 장관운동저 해 

작용등의 활성 (Saito 등， 1979)이 때로는 인체에 해로 

울 수 있기 때문에 자리공열매색소의 식용색소로의 

전면적인 이용은제한되고 있다. 

따라서 자리공 열매의 색소를 식용색소화하려띤 일 

차적으로 이 식물에 존재하는 사포닌계 활성물질의 

제거방법을 확립할 필요가 었다. 실제로 Dri、앙와 

Franci:잉 (1979)는 여러 종류의 유기용매를 이용하여 1'] 

국산 자리공열매추출물에서 사포년계 물질의 제거륜 

시도하였으며 Fomi 등 (1983; 1984)은 이태리산 추출 
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물에 황산을 가하여 활성사포닌을 침전제거한 바 있 

다 자리공과 식물열매의 색소를 설용적인 면에서 정 

제하려는 연구는 이들 연구외에 알려진 바 없다 

본 연구의 목적은 이상의 모든 사실을 감안하여 일 

차적으로 우리나라산 자리공열매의 적색추출불에 섞 

여있는 사포닌계 활성물질을 효율적으로 제거하고 고 

순도의 색소추출물을확보할수 있는새로운정제조건 

을모색하는데 있다 

재료 및 방법 

싫험재료 

우리나라에서 야생하는 자리공과 식물의 열매를 

9월 초순부터 10월 중순까지 전국에 걸쳐 무작위 로 선 

정된 군락에서 채취， 잘 익은것만을 선별후 열매에 포 

함된 씨의 평균중량， 한송이의 평균중량 그리고 송이 

당 평균열매수를 산출하였다. 모든 사료는 -200C에서 

냉동보관하면서 실험에 이용하였다 

재료식물은 대부분 P. americana (송주택， 1983)로 

판단되는 것이었으나 식물학적인 확인은 생략하였다. 

기기및시약 

사용된 기 기 들은 HPLC system (Gilson 302 또는 

Waters 510, 미 국)， UV fvisible spectrophotomeκr (GBC 

914, 호주)와 liquid chromatography system (Gilson 203, 
미 국)， TLC sys않m (Camag, 스위 스)‘ high speed cen

trifuge, refrigerated (Sigma 3K10, 독일 ), rotary evapora

tor (Buchi RE 121, 스위스)， pH meter (Suntex 2000A, 

대 만)， Abbe refractometer (AR2, A. Krauss, 독일) 등 이 

였다-
컬럼충진제는 sili않 gel 60(E. Merck, 독일)과 Se

phadcx G-25 (Sigma, 미 국)， Dowex 5 x 2-200 (Sigma, 

미 국)， polyvinylpyrrolidone, insoluble (PVPP) (Sigma, 

미국)， TLC용 박판은 silica gel F254 precoated platc (두 

께 0.25 mm) (E. Merck, 독일)， 크로마토그래 피용 용 

매틀은 HPLC급을 그리고 그 밖의 사약은 특급 또는 

일급사 약을 이용하였다-

표품 

색소표품은 시판품 beet red (Wako, 일본)와 Adams 

와 von Elbe (1977)의 방법 에 따라 사탕무색소를 정 제 

한 것 그리고 이와 윤(1990)의 방법에 따라 정제한 자 

리공열매색소를 활용하였다. 자리공씨의 사포닌추출 

물 표품은 자리공열매의 씨를 모아 윤(1994)의 방법에 

따라 추출， 정제하여 표품 자리공 사포년으로 하였다-

분석 

HPLC: Schwartz와 von Elbe (1980)의 방법과 Pour

rat 등 (1988)의 조건을 응용하여 μ-Bondapak C8 컬 럼 

에 시료를 주입하고 538 11m에서 검출하였다 사용한 

용출용매는 phosphoric acid 소량으로 pH를 2.75료 조 

절한 methallol-0.05 M KH2P04 (18:82, v/v)이었고 용 

출속도는 분당 1‘OmL이었다 표품틀-과 직접비교하여 

색소의 μ을 확인하였다. 

11_C: 상법에 따라 silica gel 박판과 chloroform

methanol-watεr (65:35:10, v/v) 전개용매를 사용하여 

얻은 색소의 붉은색 반점을 일팡하에서 육안으료 확 

인하고， 사탕무에서 얻은 표품의 Rf치와 비교하였다. 

흉광도및 흉수 스펙트럼의 촉정 · 각 색소액의 홉광 

도는 538 nm에서 상법에 따라 측정하였다 한편， 색소 

액의 흡수스펙트럼은 색소액의 홉광도가 0.5 l::t 0.05 

가되도록 회석하고 200-700 nm 사이에서 측정하였다‘ 

색소의 정량: 시료용액의 홉광도가 0.2내.6 범위에 뜰 

도록 일정배수로 희석하고 Nilsson (1970)과 Schwartz 

등 (1981)의 방법에 따라 색소액의 홉광도를 538 nm 

에서 측정하였다(El%=1120). 색소함량은 betanin당량 

으로표시하였다. 

사포닌계 물질: TLC에 의한 확인은 자리공색소의 

분석과 같은 조건에서 시료를 전개한 후 10% H2S04 

를 분무하고 110"C에서 10분간 방치하였다， 이때 생 

성되는 흑청색 반점을 표품과 비교하였다. HPLC는 

μ-Bondapak C'8 결럼과 용출용매로서 acetonitrile : 0 .1 

% phosphoric acid (20:80 , v/v)혼합액 을 이 용‘ 크로바 

토그람을 얻었으며 이때익 용출속또는 분당 1.0 mL 

이었다. 얻어진 크로마토그람의 μ과 면적을 계산하고 

자띄 공사포닌 표품으로 검 량곡선플 작성， 정 량하였다. 

추출 

냉동 보관하였던 자리꽁열매를 섣온에서 해동시킨 

후 lO g을 각각 취하여 다음의 세가지 방법에 따라 암 

소에 서 추출하였다;CD 증류수에 dtric add를 녹여 

pH를 4.5로 조절한 용액으로 해동펀 재료를 가능한 

한 씨가 파괴되지 않도록 으캔 후 잘소가스를 통과시 

키변서 진탕， 추출 @ 증휴수만을 이용하여 @항과 감 
은 방법으로 진탕， 추출 @ 착즙기플 이용한 직접착줍 
이상의 3가지 방법으로 얻은 각각의 추출액을 여파 

한 후 여지에 홉착된 붉은색이 없어질 때까지 씻어준 

세척액과 여액을 모아 100 mL로 정용하였다 이 추출 

액들의 홉광도와 pH 그리고 hetanin의 함량을 비교하 

였다- 한편 이들 추출액을 370C에서 48시간동안 방지 

하면서 시간별 홉광도의 변화를 조사하였다 
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무수에탄올율 이용한 사포닌 제거 

색소의 침전조건: 자리공열매 500 g을 citric acid 용 

액(PH 4 .5) 1000 mL로 추출한 후 원심분리하고 상정 

액을 취하여 이 추출액의 112량을 4퉁분 한후 각각 15, 

20, 250 Bx, 그리고 30"Bx까지 500C에서 감압농축하여 

엑기스들을 얻었다. 이 엑기스들을 각각 4동분하고 4, 

6， 8배 그리고 10배량의 무수에탄올을 섞어준 후 4"C 

에서 정치하였다. 24시간 후 이 용액들을 원심분리하 

여 얻은상정액의 홉광도를측정하였다 

한편 나머지 1/2량의 엑기스들도 같은 방법으로 4등 

분하고 각각에 대하여 무수에탄올， 95%, 90% 그라 고 

80% 에탄올올 가하여 잘 섞어 주었다. 4"C에서 24시 

간 정치후 생성된 침전물을 원심분리하고 항량을 구 

하였다. 

무수에탄올 처리: 일정량의 열매를 citric acid 용액 

(pH 4.5)으로 추출한 색소액을 200Bx 될때까지 50"C에 

서 감압농축하였다. 이 농축액에 10배량의 무수에탄 

올을 첨가하여 잘 진탕한 후 24시간 냉장， 방치하였 

다 이 무수에탄올 첨가 색소침전액을 냉동원심분리 

(1000 x g, OOC, 15분)하여 상둥액과 적색 침전물플 분 

리 한 후 건조물량을 칭 량하고 TLC및 HPLC하여 색소 

와 사포닌 함유 여부를 확인하였다. 또한 이 침선물중 

의 betanin과 사포닌을 정량하고 색소침전물 수용액의 

흡수스펙트럼을 측정하였다. 

컬럼 크로마토그래피에 의한 부분정제 

다음의 3가지 정제조건을 설정하였다;CD 색소추출 

액 을 직접 Sephadex G-25 컬럼으로 처 리 (용출용때 

는 pH 4.5의 디tric acid 용액)@ 무수에 탄올 침 전물을 

Sephadex G-25 칼럼으로 처리(용출용매는 @과 동일) 

@ 무수에탄올 침전물을 silica gel 컬럼으로 처리 (용 

출 용매는 95% 에탄올). 

이상의 각 컬럼 (15x3oomm)을 상법에 따라 제작하 

고 재료 10 g을 처리한 자리공 추출볼 또는 무수에탄 

올 침전물을 각각의 용출용때에 녹여 5mL로 정용하 

여 해당되는 컬럼에 주입한 후 상온， 상압에서 용출시 

켰다. 분획은 색소층을 중심으로 색소층 이첸의 용출 

물(fr. 1), 색소층(fr. 2) 그라 고 색소층이 모뚜 용출된 

이 후의 용출물(fr. 3)으로 하였다- 이 용출불뜰을 500 C 

에서 감압농축하고 팡션을 차단한 저온 데시케이터에 

서 보관하였다 각 분획에 대하여 1LC와 HPLC를 하 

여 정제정도를 확인하였다- 또한 자외선-가시광선 영 

역의 흡수스펙트럼을 조사하였다. 따로 Fomi 등(1983) 

이 제안한 기존방법으로 자리공열매를 처리하여 색소 

농축물을조제하였다. 

이상 색소농축물들의 건조물량과 betanin함량을 측 

정하고 수득율과 잔존율을 다음과 같이 계산하였다 

또한 시판품 beet red의 순도도 함께 구하였다. 

%색소수득율= 

정제된 색소의 건조물량 (g) 
x 100 

씨를 제외한 건조 자리공 열매의 무게 (밍 

%잔존율= 

정제 색소중의 betanin 함량 (g) “ 1… 
씨를 처l외한 컨조자리공열매중의 betanin함량 (g) 、 ε…

LD50으| 측정 

자리공 종자에서 추출한 표품 사포닌 분획과 무수 

에탄올처리로 얻은 색소침전물의 LDso을 측정하였다. 

사용한 동물은 10 g;전후의 마우스(ICR종) 수컷이었 

다. 섣험동물을 한달간 표준사료로 사육한 후 Behrens

Kaerhar법(약대협약물학분과회， 1993)에 따라 10마래 

를 1군으로 하여 kg당 4, 6, 8, ]2, 14 그라고 ]6 g윤 

투여 한 후 24시간 이후의 치사율을 조사하여 LD"，윷 

계산하였다. 

결과및 고찰 

전국 각지에서 야생하고 있는 자리공과 식물중에서 

그 분포가 가장 넓고 생육이 왕성한 Phytolacca ameri

cana로 판단되는 것들의 잘익은 과일을 9월 중순부터 

10월 초순에 결쳐 전국의 군락지에서 채집하였다， 채 

집한 자리공 열매 한송이의 평균무게는 16.5 g이었고 

송이당 40-50개 정도의 열매가 달려 있었다 써의 풍 

량비는 9.7%정도이었고， 씨를 제거한 열매중의 평균 

수분함량은 82%이었다. 자리공 열매중의 적색소 be

tanin의 함량(윤광로， 1994)은 건조불 평균 g당 55.57 

mg정 도로 높은편이다. 

추출조건 

자리공 열매의 색소 추출은 색소의 변색을 방지히 

기 위하여 빛을 차단하고 저온에서 질소가스를 주입 

Table 1. Betanin content and pH of Korean pokeberry 
extract 

extraction condition 
바
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pH 

4.5 citric acid solution 
(pH 4.5) 

distillated water 47.81 6.8 
juicing 46.24 5.7 

*determined by spectrophotometry 
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Fig. 1. Absorbance changes of pigment extract incubat
ed at 37"C for 48 hour옹. 

하며 실시하였다 Table 1에서 보는 바와 같이 채택한 

모뜬 방법에 따른 색소의 추출량에는 큰 차이가 없었 

으나 추출액의 pH는 증류수로 추출하거나 직접착즙 

하는 경우 각각 6.8과 5.7이었다 한편 370C에서 48시 

간동안 방치하면서 추출액들의 흡광도를 조사 비교한 

결과 Fig. 1에서 보는 바와 같이 pH 4.5의 미tric acid용 

액 추출물이 다른 추출물에 비하여 홉광도의 변화가 

다소 완만하여 변색이 억제됨을 알 수 있었다. 

이 상의 결과는 von Elbe 동(1974b)에 의 하여 betanin 

의 추출용매로 제안되었던 pH 4.5의 citric acid용액은 

자리공색소의 추출용매로도 매우 적합함을 의미하는 

것이다. 

사포닌계물질들의제거 

자리공 열매의 즙에 함유된 사포닌계 물질들은 원 

래부터 과즙에 함유된 것들과 추출활 때 물리적 인 자 

극에 의하여 씨가 파쇄되면서 사포년들이 과즙으쿄 

유입될 수 있기 때문에 추출 또는 착즙사에 씨앗의 손 

상을 최대로 억제할 펼요가 었다 자리공열매의 과줍 

에 함유된 사포닌계 물질를 제거하기 위하여 Driver와 

Francis (1979)는 용매처리 방법을 Forni 등(1983)은 황 

산처리법율 제안하였다. 전자의 경우는 16단계에 댈 

하는 용매처리로 그 과정이 너무 복잡하고 많은 종류 

의 유기용-매흘 사용한다는 문제점이 였으며 후자의 

경우는 사용한 황산을 제거할 때 생성되는 BaSO.의 

잔류문제가 있다 이와 같은 기존방법들의 단점올 보 

완하고 효율성이 큰 정제방법을 확렴하기위한 목적으 

로 본 연구에서는 무수에탄올 처리에 의한 사포년셰 

물칠들의 제거방법을 모색하였다. 

일반적으로 사포닌뜰은 농도가 높은 에탄올에 잘 

녹지 만 betanin등의 betacyanin계 색 소(Bilyk， 1979)는 

잘 녹지 않기 때문에 색소농축물에 무수에탄올을 적 

당히 가해주면 색소들은 침전으로 남고 사포닌은 용 

Table 2. Amounts of red precipitate from pokeberry 
extract by etbanol treatment (unit: mg) 

concεntration 

("Bx) absolute 

15 0.84* 
20 0.88 
25 0.96 
3o 1.15 

*weight of the dried precipitates 

ethanol 

95% 

0.66 
0.73 
0.76 
1.1 4 

90% 

0.50 
0.55 
0.88 
1.03 

80% 

0.32 
0.34 
0.39 
0.69 

해된다 그러나가하는에탄올의 농또가낮아지변 be

tanin의 에탄올 용해도는 증가하여 색소도 같이 녹게 

된다 따라서 무수에탄올처리에 있어서 색소추출액의 

농도(Brix)와 첨 가하는 에 탄올 농도씌 비율을 효과적 

으로조합해야한다. 

Tahle 2에서 보는 바와 같이 색소익 농축정도가 커 

지고 에탄올 농도가 높아질수록 당연히 색소침전물의 

양은 증가하였다- 한편 추출액이 30"Bx 정도로 농축된 

경우는 에탄올 농도를 90%까지 낮추어도 무수 에탄 

올플 사용할 때와 비슷한 양의 색소가 침전됨을 알 수 

있었다. 색소침전율을 높첼 수 있는 색소농축물 농도 

와 무수에탄올의 비율을 조사한 결과(Table 3) 대체적 

으로 농축물에 대하여 10배량의 알코올을 사용하는 

것이 적절한 것으로 판단되었다. 실험에서는 이상과 

같은 결과를 감안하여 색소추출액의 농축정도찰 

250Bx이상으로 조절하고 무수에탄올을 이 농축물량의 

10배 정도로 가하여 색소를 침전시켰다 이 색소침션 

물을 원심분리한후 침전과 상정 액을 TLC와 HPLC플 

통하여 비교하였다 

Fig. 2에서 보는바와 같이 육안으보 확인되는 붉은 

색 반점 (RFO.15)이 자리공 열매 색소 추출액 (Fig. 2의 

a), 무수에탄올 처리하여 얻은 적색침전불(b) 및 hc

tanin 표품(e)에서 검출되었으며 1 황산에 의한 발색에 

서 사포닌에 해당하는 RFO.71 부끈으l 흑청색 반점쓸 

(d)이 색소추출액 및 무수에탄올처리 상징액 (c)에서늪 

검출되었으나 무수에탄올 처리 적색 침전물에서는 검 

Table 3. Absorbances of supematant at various ratio 
between concentrated from pokebenγ extract and ab
solute ethanol 

concentratJon 
("Bx) 

ratio of extract and absolute ethanol 

1:4 1:6 

15 1.36* 0.38 
20 1.24 0.37 
25 0.98 0.27 
3o 0.87 0.18 

*absorbances were detected at 538 nm 

1:8 

0.28 
0.24 
0.23 
0.14 

1:10 

0.23 
0.22 
0.16 
0.13 
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Fig. 2. TLC chromatograms of pokebeπy juice and 
absolute ethanol treated 한actions. A and B: dark blue 
spot under 10% H2S04 sparying (1l 0oC, 10 min), C: red 
spot under visible light, a: pokeberry juice, b: precipitatε 
from absolute ethanol treatmεnt， c: supernatan1: from ah
solute ethanol trεatment. d: authentic saponin moieties ‘ e: 
betanin standard 

출되지 않았다. 한편 자리공씨에서 분리 정제하였던 

사포닌 분획의 HPLC (Fig. 3의 D)에서 μ=10 전후의 

피크가 4-5개 확인되었다 이 크로마토그램뜰은 자리 

공과즙(A)과 무수알콜처리후 원심분리하여 얻은 상정 

액(c)에서도 확인되었지만 침전물(B)에서는 거의 소 

설되어 있었다 이상과 같은 HPLC와 1LC의 결과는 

자리공열매추출물중의 사포닌계 물칠 대부분이 무수 

에탄올 처리에 의하여 효과적으로 제거될 수 있음윷 

의미한다. 

컬럼크로마토그래피롤 이용한 부분정제 

붉은색의 betacyanin계 색소를 정제하기 위 하여 사 

탕무의 경우 양이온교환수지를 이용한 흡착크로마토 

그래피(Nilsson ， 1970; von Elbe 동， 1972)가 흔히 응용 

되 고 있으며 Vergeront 등(1980)은 상업 적 인 규모의 

Sephadex G-25 칼럼을 검토한 바 있다 그러나 자라공 

열매의 경우는 색소를 순수분리하는 과정에서 Dowεx 

50x 2-200 (Driver과 Francis, 1979; Forni 등， 1984)과 

polyvinylpolypyrrolidone (Forni 등， 1984)킬 템 이 복합 

적으로 이용된 적은 있으나실용적인 정제방법으닫서 

컬럼의 활용은 검토된 바 없다 

본 연구에서는 silica gel과 Sephadex G-25컬럼을 이 

용한 크로마토그래피의 활용가능성을 검토하였다， 일 

A B 

\L얘마~ 

ffiln 
. m 

c n 

0 10 i5 10 151 0 
mm mm 

Fig. 3. HPLC chromatograms of saponin moieties com
posed in the juice of Korean pokeberry and in pre
cipitate and supematant of absolute ethanol teatment~. 
A: pokeberry juice, B: precipet따es by absolutc ethanol, C: 
supematant of absolute ethanol, D: saponin fi;action from 
pokebcrry seeds 

반적으로 si1ica gel컬럼은 저분자물질들의 분획에 가 

장 널리 이용되고 있다. 실제로 Fig.2에서 보는 바와 

같이 si1ica gel 박판을 이 용한 TLC에서 사포닌계 물질 

과 색소 그리고 마지의 반점이 매우 효과적으로 분리 

되고 있었다- 한편 Sephadex G-25의 경우 정제하고지 

하는 색소들의 분자량이 betanin기준으로 560정_'r.이 

므로 열매추출물에 공존하는 고분자 불칠들의 분리 할 

기대할수있었다. 

선정된 칠럼들을 통하여 얻은 분획들에 대하여 

TLC한 결과는 Fig.4와 같다. 무수알콜처리를 거쳐 

Sephadex G-25나 silica gel컬럼 에 적용시 킨 색소분획 

(fr. 2)들의 경우 시료를 고농도로 점적한 1LC에샤 색 

소외의 반점은 검출되지 않았다. 그러나 무수할-콜을 
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Fig. 4. TLC of column chromatographic fractions. A: 
red spot under visible light, B and C: dark bluc spot under 
10% H2S04 sparying, a: pokeberry juice, b: precipitate by 
absolute ethanol treatment-silica gel colurnn, c: precipitate 
by absolute ethanol treatrnent-Sephadex G-25 column, d: 
pokeberry juice-Sephadex G-25 ∞lurnn， e: authentic saponin 
moiεties ， fr. 1: fr~αion before pigment eluted, fr. 2: fractÎon 
of pi망nent eluted, fr. 3: fraction after pigment duted 

처 리 하지 않고 시 행 한 Sεphadex G-25 컬 럼크로마토그 

래피에서는 사포년반점이 검출되었다(Fig. 4의 d). 따 

라서 Sephadex G-25 컬럼만으로는 사포년계 물짐의 

제거가 원활하지 않음을 알 수 있다 HPLC의 결과 

(Fig. 5)도 TLC의 그것과 대동소이한 결과를 보였다 

한편 컬띤정제불과 정제하지 않은 추출물의 흡수스펙 

트럼을 조사한 결과는 Fig.6과 같다. 색소원액에서 보 

였던 2S0nm부근의 홉수대가 컬럼정제물 모두에서 

소실되고 있음을 말 수 있었다. 

부분정제된 색소제품의 비교 

이상에서 논의 되었던 정제 단계들플 거친 색소제품 

들을 50"C에서 감압건조한후 수득율과 잔존율 그리고 

순도 동윤 계산하여 기 존의 Forni법 (Forni 등， 1983)으 

료 정제한 제품 및 시판 beet red와 비교하였다. Table 

4에서 보는 바와같이 무수에탄올침전-silica gel 켈럽의 

단계를 거친 제품과 무수에탄올-Sephadex G-25 촬럼 

에서 얻은 제품틀의 수득율은 46.84%와 47.69% 색소 

잔존율은 78.08%와 81.25%인 반변에 Forni법의 수득 

율은 62.60%, 색소잔존율은 87.40%이었다. 한편 무수 
에 탄올처 리 만 했을때 에는 수득율이 82.66%, 색소잔존 
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Fig. 5. HPLC of pi聊ent fractions throu빼 column ch
romatography. A: precipitate by absolute ethanol treat
mεnt-silica gel colurnn, B: precipitate by absolute ethanol 
treatment-Sephadex G-25 colurnn, C: pokeberry juice-Se
phadex G-25 column, D: authentic saponin moieties 

율은 88.60%으로 비교한 모든 방법중에서 가장 높은 

값이였다. 

본 연구에서 검토된 제품들의 순도를 비교하면 

(Tahlε 5) 자리공열매즙의 betanin 함량이 5.2%임에 비 

하여 무수에탄올 침전물이 53.22')ι silica gel 캘럼정 

저l 품 60.60% 그리 고 Sephadex G-25 정 제 품이 62.60% 

로서 모든 조건에서 10배이상 정제될 수 있었다 한편 

Forni법의 경우 19.40%로써 본 연구의 부분정제법들 

흘 응용할 경우 3배 이상의 고순도 제품을 확보할 수 

있을것으로 판단되었다. 그리고 시판되고 있는 heet 

red의 경우는 순도가 0.19%로서 결럼정제한 것틀에 

비하여 1/300 정도 낮았다. 

각 제품들의 사포닌계 물질의 함땅은 무수에탄올침 
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Fig. 6. Absorption spect뼈 of Korean pokeberry juice 
and puritied p뺑lent fractions through chromatogra
phic column. A: pokeberry juice, B: purκied pigment frac
tion by silica gel column, C: purified pigment fraction by 
Sephadex G-2Scolumn 

Table 4. Yields and remains of Korean pokebeπy pig
ment produαs 

treatment yield (%) remain (%) 

Absolute ethanol 82.66 88.60 
precipitation 

Absolute ethanol & 47.72 81.30 
Sephadex G-25 column 

AbsohIte ethanol & 46.80 78.10 
silica gel column 

H,S04 precipitation 62.60 87.40 
by Fomi method* 

*reference (Fomi et al.‘. 1983) 

전물의 경우 2.47 mg%로서 열매즙의 62.30 mg%에 

비하여 96% 정도 제거되었음을 알 수 있었다， 이 침 

전물을 silica gel컬럼으로 처리한 경우는 사포년 함량 

이 2.22mg% 그리 고 Sephadex G-25의 경 우는 1.75 

mg%으로 낮아졌다. 이 러 한 값은 Fomi 등(1 983)의 방 

법이나 Driver와 Francis (1979)의 것과 비슷한 수준이 

었다， 따라서 본 연구에서 검토한 무수에탄올처리에 

의한 자리공열매추출물의 정제방법은 기존 방볍틀과 

Table 5. Betanin and total sapo미D contents of pok
eberry juice and pigment products (따y matter basis) 

Sephadex 
ab딩이ute silica gel 

pokeb반y ~ili~~ï ~;~~. G-25 
JU‘ce* pκ:cipit하es produιt COIU 

prod띠α 

betanin (%) 5.20 53.22 60.60 62.60 
saponin (mg%) 62.30 2.47 2.22 1.75 

• extracted with distilled water 

비교하여 사포닌계 활성물칠을비슷한수준에서 제거 

하면서 3배 이상의 높은순도를지니는색소를확보할 

수 있는 유망한 것으로 판단되었다. 

독성의 예비조사 

본 실험에서 얻은 자리공 열매즙의 무수에탄올 침전 

물을 ICR종 마우스에 경구투여하고 Behrens-Kaerbar법 

(대 약협 약물학분과회 , 1993)에 의 하여 측정 한 LD‘’은 

13.1 glkg으로 급성독성은 거의 문제가 없음을 일 수 

있었다. Schwart 등(1983)은 사탕푸의 betanin색소의 

동물실험을 통하여 이 물질이 간암종의 유발에는 전 

혀 관여치 않았음을 밝힌 바 있다， 한편 Krantz 동 

(1980)에 의 하변 경 구투여 된 betanin들의 홉수는 1매우 

안좋은 편이며 소량 홉수되더라도 쉽게 대사되가 때 

문에 독성은 우려할 정도가 아니라고 한다. 다만 옹플 

시험에서 정맥주사시 혈압과 심장박동이 상숭되는 경 

우가있었다고한다. 

한편， 본 실험에서 측정한 자리공 씨에서 추출한 사 

포닌 분획 의 LD5"은 2.8 glkg으로서 Saito 동(1979)이 

측정 한 자리공에 함유된 phytolaccasaponin E의 LD5써 

1.2 glkg보다 큰 값이었다. 이 정도의 값은 자리공색소 

에 미량 포함된 사포닌계물질의 급성독성은 대단히 

낮은 수준임을 말하는 것이다. 그러나 Saito 동(1979) 

이 지적한 항염작용， 항이뇨작용， 진정작용 그리고 장 

관운동저해능력은 물론 기타의 만성독성은 차후의 연 

구를 통하여 검토할 펼요가 있다. 

요약및 젊론 

우라나라에서 자생하는 자리공열매의 색소추출볼 

에 공존하는 사포닌계 활성물질을 제거하기 위하여 

무수에탄올처리를 하였다. 색소추출물을 200Bx 이상 

으로 농축한후 10배 량 이상의 무수에탄올을 가하떤 

색소는 침전불로 남고 사포닌틀은 상정액으로 분리되 

었다， 이렇게 얻은 침전물중 색소의 함량은 53.22%로 

서 기존방법에 따른 제품의 약 3배， 시판 beet red의 

300배에 이르는 순도를 확보할 수 있었다 이 색소침 
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전물의 싸포닌 함량은 2.47 mg%로서 열매즙의 62.30 

mg%에 비하여 96%정도 제거되었다 한편 무수에탄 

올에 의한 침전물을 silica ge)컬럼이나 Sephadex G-

25컬럼에서 부분정제하면 각각의 순도를 60.60유와 

62.60%보 향상시켈 수 있었다， 무수에탄올 처리한 자 

리공열매 색소침전물의 마우스에 대한 LD50은 13.1 g/ 

kg이었으며 자리공씨에서 추출한 사포닌분획의 LD50 

은 2.8 g/kg으로 이 색소추출물의 급성독성은 무시할 

정도였다 

이상의 연구성과를 감안할 때 이 무수에탄올 처리 

법은 자리공열매에서 사포닌계 활성물질을 효과적으 

로 세거하고 순도가 뛰어난 붉은색 천연식용색소를 

정제할 수 있는 방법으로 실용가능성이 든[다고 핀단 

된다 그러기 위하여 정제공정의 최적화연구와 안전 

성을 보상할 수 있는 본격적인 독성학적 집토가 요구 

된다. 
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