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Abstract 

Pulsed-field gra여ent NMR (PFG-NMR) is being widely applied to probe living tissues and bi이ogical cells 
structure for measurement of thermodynamic binding constants, membrane permeability and rates of σans
membrane exchange processes. Water movements in biological systems and food matrices are important 
in the enginee디ng aspect such as quality manipulation in food processing. The measurement of diffusion 
properties of water molecules in food systems is now possible using PFG-NMR, and the hydration prop
erties and hydrodynamic properties of food materials can be accurately evaluated by this method. In this 
paper, we reviewed the theoretical basis and the applications of PFG-NMR spectroscopy in measurement 
of water movements in food systems 
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서 론 

물은 식품의 주요성분의 하나로 식품의 미생물학 

적 및 화학적 변화에 깊이 관여하며， 물리적， 관능 

적 특성을 결정하는 요인이기도 하다. 식품에서 물 

함량은 건조식품의 6%이하에서 과채류의 90%이상 

에 이르기까지 다양하며， 존재하는 물의 상태는 물 

자체의 구조나 식품성분과 물의 상호작용에 따라 

다르다. 고체나 액체에서 물의 상태는 결합수와 자 

유수의 형태로 구분하며 수분활성도(water activity, 

a，.)로 표시한다(Scott， 1953, 1957). 용액 속에서 물 

과 용질 분자의 상호 결합은 수화(hydration)현상으 

로 설명되며 극성 분자들이 있을 때 이러한 상호작 

용은 수소결합에 의해 대부분 결합된다. 또한 물은 

식품에 들어있는 이온(Ca2+， Na+, Li+, Mg2+, SO/, 
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PO/')들과도 강하게 수소 결합하여 hydration shell 

를 형성하기도 한다. 이와 같이 물은 식품 속에서 

수소결합에 의한 내부 결합， 친수성 결합 그리고 소 

수성 결합에 의해 식품의 물성， 비열이나 열전도율， 

물질 전달， 전기적 특성， 그리고 관능적 특성 동에 

영향을 미친다. 생물체에서의 물은 영양성분의 전 

달 매체로， 대사물질의 이동매체로 그리고 생체구 

조와 형태를 유지하는데 필요한 팽압(turgor pr.않sure) 

조절 물질로 세포 내 • 외를 왕래하는 필수 물질이 

다. 물의 이동에 대한 기존의 연구는 주로 삼투압 

의 변화나 수분활성도의 측정으로 이루어졌으나 최 

근 핵자기공명 (nuclear magnetic resonance, NMR)'을 

이용한 측정 기술의 발달로 분자 수준에서 물의 움 

직임을 감지할 수 있게 되었다. 본고에서는 NMR 

spectroscopy를 이용하여 물의 움직 임 과 확산을 측 

정하는 원리를 설명하고， 식품분야에서 어떻게 이 

용되는지를 소개하고자 한다. 

핵자기 공명의 원리 
여기서 주로 다루고자 하는 물 분자는 다른 분자 



와 같이 원자핵(nucleus)을 가지고 있으며， 이 원자 

핵은 전하(ch따ge}를 가지고 있다. 전하를 찌고 있 

는 핵은 각운동량(angular momentum, J)을 가지며， 

각운동량은 핵의 중심을 통과하는 축의 주위를 회 

전하는 것으로 설명될 수 있다. 이런 핵의 회전은 

외부에서 주어지는 자기장(magne디c field , Bo)에 의 

해서 핵자기모멘트(nuclear magnetic moment, μ)라 

는 방향성을 가지게 되고， 이 방향성은 핵스핀 

(nuclear spin, 1) 또는 핵 스핀 양자수(nuclear spin 

quantum number)라는 개념에 의해 회전하고 있는 

핵의 에너지를 나타내게 된다. 예를 들어 핵스핀 양 

자수(1)가 “0"인 경우는 방향성이 없다는 것을 의미 

하며， 원자번호와 원자량이 짝수인 12C, 160 그리고 
32S가 여기에 속한다. 핵 스핀 양자수(1)가 112인 'H, 

13C, 15N, 19F, 31p 동은 방향성이 있어서 외부자기장 

(Bo)이 주어졌을 때 두 개의 에너지 상태(높은 에너 

지 와 낮은 에너지 상태)로 분해되게 되는데， 이를 

Zeeman effect라 한다(Fig. 1). 

즉， 핵들이 각각의 에너지 차이에 해당하는 에너 

지를 흡수할 때 전이 (transi디on)가 일어나는데， 핵자 

기 공명 현상을 일으키기 위해서는 이 에너지 차이 

를 나타내게 만들어야 한다. 에너지 차이는 외부자 

기장(Bo)속에 핵들이 놓일 때 에너지 상태가 달라 

져서 Zeeman effect (21+ 1)에 의해 스핀 양자ιT-(I)가 

1/2인 경우 두 개의 에너지 상태로 나누어지게 되 

는 것이다. 이 두 에너지 상태의 차이인 Llli는 외부 

자기장(Bo)의 크기에 비례하게 되며， NMR의 감도 

(sensitivity)는 이 외부자기장의 크기 에 비 례 하게 된 

다. 즉 외부자기장이 크면 클수록 에너지 차이가 커 

져서 분해능이 높아진다. 

자전(spinning)하고 있는 핵이 자기장을 받으면 자 

전에 의해 생긴 자기 쌍극자 (magnetic dipole)가 외 

부의 자장과 일치하지 못하고 외부자장 축의 주위 

를 세차운동(precession}을 하게 된다(Fig. 2). 세차운 

J 
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Fig. 2. A spinning chal용e with angular momentum J, 
such as a proton, gives rise to a magnetic moment μ(="(J). 
In a magnetic field its axis of rotation precesses around 
the direction of the field, Iike a gyroscope. 

라모어 진동수와 똑 같은 진동수를 외부로부터 주 

입했을 때 핵이 에너지를 흡수하여 높은 에너지 상 

태로 전이가 일어나게 되변， 이것을 공명 (resonance) 

이라 부른다. 공명 현상은 라모어 진동수(ω1，)에 해당 

하는 라디오파(ra며o frequency, rt)를 라디오파 발생기 
(transmeter coil 또는 oscillator coil)를 통해서 외부자 

기장과는 직각 방향으로 주어질 때 일어난다. 이렇게 

에너지 흡수가 최대로 일어난 후 에너지가 낮은 상 

태인 처음 상태로 되돌아가는 현상을 이완(relax때on) 

이라고 한다. 이완시간은 spin-lattice 이완시간σ1)과 
spin-spin 이완시간(T)으로 구분된다. T，은 세로 이완 
(longituφn떠 relaxa디on)에 의한 것이며 , T2는 가로이완 
(없nsverse relaxation)에 의한 것이다. 자가공명에서 세 

차운동을 하는 모든 물질들은 자기장에서 이 두 가 

지의 고유한 이완시간을 가지며， 핵 주위의 환경과 

시료의 물리적 성질에 따라 이완시간은 달라진다. 

동은 세차운동의 각속도(angul따 velocity)인 라모어 

진동수(μrmor frequency, ω，，)에 의해 수식으로 표현 

되며 , 핵 고유의 값인 자기회전비 (gyromagnetic ratio, 

ψ와 외부 자기장의 크기 (Bo)에 의해서 결정된다 

(Derome, 1989). 

n ” ( 
ωz = YB。

M = - ví (high energy lev터) 

물분자으| 운동이론 
물 분자의 움직임은 회전성 움직임 (rotational move-

M= 녕 (low energy lev리) 

B。

Fig. 1. Two energy levels by Zeeman effect with magnetic 
field Bo' 
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ment)과 이동성 움직임 (translational movement)의 두 

가지로 나누어진다. 회전성 움직임은 rotational 

correlation 디me('te)에 의해 측정 되며 , 이 것은 물 분 
자가 한 라디안(radian)을 회전하는데 걸리는 시간 

으로 정의된다. 순수한 물은 실온(250C)에서 correla

tion time 1-10 ps의 값을 가지며， 이 correlation time 

으로부터 T1과 T2 이완시간이 계산된다. 반면에 이 

동성 움직임은 용액상태에서는 자기확산계수(self

diffusion coefficient, D)에 의해 설명된다. 물의 자기 

확산계수(D)는 2.5 x 10.9 m2/s 의 값을 가진다. Fig. 

3은 물의 회전성 및 이동성 움직임을 표현한 것이다. 

물분자으| 회전성 운동이론 
핵자기공명에 의한 물 분자의 이완시간(T 1 : spin

lattice relaxation, T2: spin-spin relaxation)의 측정 은 

결합된 물의 움직임과 다른 성분과의 상호 결합을 

측정하는데 사용되며， 측정시간이 짧고 비파괴적 방 

법이라는 장점이 있다. 이완시간을 측정하는 방법 

을 흔히 relaxation NMR 또는 p비se NMR이 라고 

한다. 핵자기공명 현상을 기초로 하는 NMR은 크 

게 CW(Continuous Wave)-NMR과 p띠se NMR로 

나눌 수 있다. CW-NMR에서는 핵 하나씩을 공명현 

상을 일으키게 하기 위해서 각각의 핵에 해당하는 

주파수가 다른 하나씩의 라디오파(Radio Frequency, 

RF)를 시료에 주입하는 경우， 또는 라디오파를 고 

정시키고 외부 자기장을 변화시켜주는 방법으로， 주 

로 핵들의 chemical shift 차이에 의해 분자 구조를 

밝히는 데 사용된다. 반면에 p비se NMR은 chemical 

shift가 다른 여 러 종류의 핵들을 여 러 주파수의 라 

디오파로 구성되어 있는 펄스를 간헐적으로 주입하 

여 동시에 공명을 일으키는 방법으로 CW-NMR에 

비해서는 진폭이 고른 즉 라디오파의 분포가 넓은 

I용〉 
@r-q-f-tg 옳옳 K↑aζro-

껑 }…g “ ss인 ~S 

A B 

Fig. 3. A rotational and translational movements of water 
molecules with macromolecules: (A) Upper water rotates 
freely and down water represents hindered rotation with 
macromolecules, (B) The translational movement means 
diftì윈us허ioo. 

펄스를 이용하여야 한다. 이러한 펄스를 Radio 

frequency(RF) pul않라고 한다. 

식품 중에 들어있는 물 분자의 이완시간(T]과 T2) 

과 이와 관련된 물의 움직임은 식품의 특성을 평가 

하는 데 매우 유용하다. 예를 들어， 빵의 노화 

(staling)과정에서 물의 이완시간을 측정하여 물의 물 

리적 상태를 관찰해 보면， 저장기간 동안 T]과 T2 

가 모두 감소하여 물의 움직임이 감소하거나 전분 

구조에 물의 결합이 증가하는 것을 나타낸다(Leung 
et al. , 1983; Chen et al., 1997). 최 근에 는 pulse 

NMR로 이완시간을 측정하여 고분자 물질중의 교 

환성 proton과 물 proton사이의 화학적 치환속도를 

계산함으로써 고분자물질에 결합되는 물 분자의 수 

화(hydration) 구조를 예측하기도 하며， 결합수와 자 

유수의 폰재 또는 고분뽑질의 첼 형성 과정을 설 

명 하기 도 한다(Okada et al., 2002; Zhang et al. , 

2002; Zhang et al., 2003). Krishnan et al. (2oo3) 

은 밀 낱알의 수화(hydration) 단계별로 물의 이완 

시간을 측정하여 발아(germina디on)과정을 관찰하였 

으며 , Godefroy et al. (2oo3)은 치즈의 가공 및 숙성 

과정에서 단백질 maσix에 존재하는 물과 지방의 이 

완시간을 측정함으로써 치즈의 구조변화를 연구하 

였다. Kim과 Cornillon(2oo 1)은 밀가루 반죽(wheat 

dough)의 혼합 시간에 따른 gluten rnatrix구조 변화 

를 물의 이완시간을 이용하여 측정한 결과 rnixing 

시간이 증가함에 따라 수분의 이완시간이 감소함으 

로써 물이 반죽구조에 결합하여 움직임이 감소함을 

알 수 있었고， Choi와 Kerr(2oo3)은 멸전분 분산액 

에서 물의 이완시간은 수분활성도가 증가함에 따라 

증가하였으며， 이는 수분의 plasticizing효과 때문이 

라고 보고하였다. 생물고분자 필름에서도 물의 이 

완시간에 의해서 필름의 plasticizing 특성을 평가하 

기도 한다(Choi et al. , 2003). 

물분자으| 이동성 운동이론 
식품의 건조， 추출， 증류， 흡수， 결정화， 염지 둥 

대부분의 단위조작틀은 물질 전달(mass σansfer)에 

기초를 둔다. 물질전달은 하나의 계 (phase)에서 일 

어날 수도 있고 두 개의 계에서 상호간에 일어날 

수 있으며 그 확산계수는 Fick의 제 I법칙과 제 2 

법칙에서 구할 수 있다 

fðC ‘、
Fick’s first law: J = -DI ~ I 

\ ax J 
(2) 



(7) 

물론 한 시스템내에서의 모든 구형 입자들이 이 

관계를 따르지는 않기 때문에 많은 입자들의 확산 

시 이동하는 거리는 평균이동거리 (z)를 의미하는 root 

mean square (RMS) 거 리로 정 의 한다 

물 분자의 확산 현상은 확산계수(D)로 표현되며， 

다음부터 설 명 될 pulsed-field gradient NMR(PFG

NMR)로 측정할 수 있다 
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z = (6Ðt) 1I2 여기서， CA는 물질 A의 농도이며， X는 확산되는 

거리 그리고 D는 확산계수(diffusion c∞fficient)이다. 

이 확산계수는 그 system의 고유특성이며， 확산되는 

물질과 medium의 상호작용에 의해 영향을 받는다. 

Fick의 제 l법칙은 확산계수는 농도에 영향을 받지 

않고 일정하다는 가정을 포함하기 때문에， 고농도 

의 용질에서 적합하지 않다. 따라서 제 2볍칙은 시 

간 의존형 확산 또는 불균일한 확산의 경우에 적용 

된다. 
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PFG-NMR 측정원리 
PFG NMR은 Stejska과 Tanner(l 965)가 분자의 확 

산계수 (m이ecular self-diffusion coefficient, D)를 

측정하기 위하여 처음 개발하여 소개한 것이다. 분 

자의 확산계수 측정은 PFG(p비sed-field gradient)와 

pulse sequence를 접 목 시 킴 으로써 가능해 진 다. 

Magnetic field gradient, g，는 NMR의 주요자기 장인 

B。와는 엄격히 구별되는 것으로써 측정하는 시료에 

서 나오는 신호를 받아서 컴퓨터로 보내는 receiver 

coil 바깥부분에 설치된 gradient coil에서 B。와 같은 

방향인 z방향으로 주어진다(Fig. 4). 핵 자기공명에 

서 핵 스핀에 대 한 자기장(magnetic field, Bo)의 영 

향을 이해하는데 펼요한 모든 핵자기공명이론은 

Larmor equation(식 1) 에서 부터 시 작한다. 

Larmor freqyencey(ω'z' rad/s)에 대한 PFG-NMR에 

서 의 magnetic field gradient, g" 의 효과는 다음과 
같이 설명된다. 

ac ‘ a2c , 
Fick’s second law: ~ = D-듀 

dt ax• 

(3) 

Einstein은 거대분자(m없umolec버es)들의 microscφic 

prope며e영} 확산 현상을 연관시키고， 마찰계수( íìictional 

coefficient)의 개념을 도입하였다. 

kT RT 
Einstein equation: D = "; = '::r 

f Nf 
(4) 

여 기서 k는 볼쪼만 상수(Boltzmann constant, J/ 

K), N은 아보가드로 수(Avogadro number), R은 기 

체상수， T는 온도(K)， f는 마찰계수이다. 마찰계수는 

분자의 크기와 모양과 직접적으로 관련된다. 분자 

가 고체의 구형 물질(solid sphere)이 라고 가정 하변， 

Stokes equation이 적용될 수 있고， 확산계수는 다음 

과 같이 표현될 수 있다. 

kT 
Stokes-Einstein equation: D = ".:..-:. n 

6π17RH 

(8) 

x 戰
ι

NMR tube 

ωz = yBo + ygzz 

Receiver coil 

Gradicnt coil 

(5) 

여기서， 11는 용매의 점도(P)， RH는 구형분자의 수 

동력 학적 반지름(hydrodynamic or Stokes radius)이 

다. 대부분의 분자의 형태는 구형과는 다트기 때문 

에 확산계수는 실험적으로 측정된다. Stokes-Einstein 

식 은 분자의 이 동성 확산계수(σ'anslational diffusion 

coefficient)를 설 명 하는 반면 , Deybe-Stokes-Einstein 

식 은 회 전성 확산계수(rotational diffusion coefficient, 

Ðrt)를 설명한다. 

kT 
Deybe-Stokes-Einstein 여뻐hon: Drt = ----; 

8π17R꺼 

Fig. 4. A schematic depiction of a gradient coil for 
producing z-a찌s field gradient in superconducting 
magnets. This gradient field 외lows molecules to diffuse 
to the z axis and the receiver coil receive the si밍ml 잃 a 
voltage and then send to computer. 

(6) 

분자 

이동 

위의 Stokes-Einstein의 관계식은 구형입자의 

크기를 측정하거나 이 구형입자들의 확산 시 

하는 거리를 구하는데 사용되기도 한다 
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여기서 B。는 z방향으로 주어지는 외부 자기장(T)， 

gz는 z방향으로 주어지 는 magnetic field gradient(T/ 

m), z는 핵 스핀의 위치(m)， 그리고 순 gyromagnetic 

ratio (rad T/s)이다. 핵 스핀의 위치에 의존하는 

phase angle, φz(rad)，은 다음과 같이 표현된다. 

φz = 8ygzZ (9) 

여기서 8는 적용되는 gradient pulse의 지속시간(s) 

이다. 

PFG-NMR에서 분자의 확산을 측정하는데 필요한 

신호(signal)를 얻는 과정은 Fig. 5와 같다. 첫번째 

90도의 rf(radio frequency)가 주어지면 net magnetiza

tlOn은 xy 평면에 놓여지게 되며， 핵 스핀들의 위상 

(phase)이 간섭 받게 된다. 그 다음 첫번째 gradient 

pulse는 핵 스핀들을 암호화(enco야)한다. 이 ‘encode’ 
라는 말은 gradient가 phase angle(식 9)에 의해 핵 

스핀들의 위치를 실제적으로 표시 (label)한다는 것을 

의미한다. 암호화된 핵 스핀들은 일정한 확산시간 

(diffusion time, ß)이후 두번째 gradient pulse에 의 

A Encode 

|‘ 

해 신호가 제거되지는 않고， 단지 신호만 감소하게 

된다. 따라서 확산계수는 gradient의 크기와 지속시 

간(0)만 알게 되면， 신호의 크기 (Attenuation, A)로부 

터 계산된다. Fig. 5A의 실험방법은 Stejska와 Tanner 

(1965)에 의해 개발되어서 St멍ska-T:때ner sequence 

또는 H때n’s spin echoè} 불리며， PFG-NMR를 이용 
한 확산 실험의 가장 기본이 되는 sequence로써， 

PGSE의 약자로 쓰인다. 이 sequenæ에 의해 생성된 

신호의 크기 (A)는 다음 식에 의해서 표현된다. 

A(2r, g) = A(2r, 0) exp(-2T/T2)exp[(-Y2g282) 

(ð-õ/3)D] 

(10) 

여기서 D는 분자의 자기확산계수(m2/s) ， g는 

gradient의 크기 (g=g), A(2t, g)는 gradient가 주어졌 
을 때 신호의 크기， ß는 S여uence에서 두 gradients 

간 시 간이 (s)며 , ß-δ3는 확산시 간(diffusion time, t d) 

이다. T2는 스핀-스핀 이완시간， A(2't, 0)는 gradient 

Decode 

.1 ‘ .1 

rf 
l• t2→l←τ2→ d써A 

gz % g~ % 
‘--- A ... 

B 
Encode Decode 

rf 
l• t2 • l• t • l• t2 • ‘ui 

gz % g~ 
‘--- A ... 

Fig. 5. The standard pulsed-gradient spin echo 앞quence (PGSE) (A) and stim띠ated echo 양quence (STE) used for 
ditfusion measurements (B). The back bars show the radio frequency (rl) and diagonal bars represent the gradient pulses 
(g.=g). The parameters are desc꺼bed throu앙lout the te찌. 
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가 “0"일 때 신호의 크기로서 상수로 나타나며， 핵 

의 이완시 간에 관여 한다. 두 gradient pulses의 크기 

나 지속시간(0)은 동일해야 한다. 
PFG-NMR에 의 한 확산계수 측정은 일반적으로 

gradient의 크기 (g}를 증가시키면서 얻어지는FlD(Free 

Induction Decay)의 값에서 신호의 크기가 계산된다. 

이때 신호의 값은 6 또는 A에 의하여 영향을 받는 

다. 그러나 Fig.5A에서 보여주는 PGSE sequence에 

의한 확산계수 측정은 몇 가지 문제점을 가지고 있 

다. Magnetization (외부 자기장에 의해 여기 o動起)된 

자가 야鉉氣) 모멘트의 단위체적당의 값， M)은 xy평 

변에서 T2 이완시간 때문에 거대 분자들의 경우 이 

완을 일으키는 스핀이 급격하게 감소한다. 커플을 

이루고 있는 스핀들의 선호는 xy평면에서 주파수가 

변조(modulation)되기 때문에 스펙트럼 이 음(-)의 값 

을 가질 수 있다. 이러한 PGSE 방법의 문제점을 

해 결 하려 면， Fig. 5B 에 서 처 럼 stimulated echo 

sequence (STE)를 이용하여 xy 평변에서 스핀이 소 

요하는 시간을 감소시키면 된다. 이 STE sequence 

는 180도 rf pulse가 주어지는 PGSE sequence대선 

에 90도 rf pulse를 사용하여 magnetization이 xy 평 

변에서 소요되는 시간을 최소화 시칸다. STE sequ없ce 

는 다음과 같이 신호크기(Attenuation， A)가 계산되며， 

이로부터 자기확산계수(se뼈臨ion coefficient, D)를 

계산할 수 있다. 

A(2 't2 + 't], g) = A(2r2 + r l' 0)exp[(-2r2/T2) 

(지 /Tl ) lexp[(-Y2g282 )(A - 8/3)D l 
n ” --( 

여 기 서 A(2 't2 + 't1' 0) 는 gradient가 “0"일 때 의 

신호값이 다. T1은 longitudinal relaxation time이 며 , 

T2는 σansverse relaxation time이 다. 

물의 확산속도와 pop비ation 겨|산 
Gradient(g)를 증가시키면서 얻어지는 PFG-NMR 

의 Attenuation은 (식)10과 11에서처럼 표현되며， 

식 양쪽을 상용로그를 취해주면 자기확산계수(D)인 

기울기가 구해진다. 

Fig. 6A는 gradient가 증가함에 따라 순수한 물의 

Attenuation이 감소하는 signal decay를 보여 주는 

stack plot이다. Fig. 6B는 (식) 11에 의해서 mono

exponential fitting을 한 결과이다. 어떤 단일물질이 

g 

Chemical shift 

A 

0.1 

a 
;{ 

0.01 

00 2.0)(10' 4 0)(10' 6.OXfO' 8.0.101‘ 101110' 1 2)(10' 1 4)(10' 1 6){10' 1 8x10' 

(y2s2g2)(_à용/3)(s/m') 

B 

Fig. 6. Effl없 ofgradient 없np빼lde on lH NMR reso때lC잃 
in a diftìJsion experiment. (A) As the gradient amplitude 
is increased, the attenuation of free water is decreased. 
(B) The data on a natuml log scale (y-없is) to show the 
NMR data fit to the Iinear version of Eq.ll. The self
ditfusion coefficient of b띠k or free water has value of 2.7 
X 10.9 m2/s at 30"C. 

처해있는 환경에 따라 두 가지 이상의 확산계수를 

가질 수 있다. 예를 들어， 세포 내부의 물과 세포 

외에 존재하는 물은 서로 다른 확산계수를 가질 수 

있다. 

위에서 언급한 이론적인 계산식들을 활용하여 세 

포내의 수분 이동을 나타내는 물의 자기확산계수 

(D)와 확산속도가 다른 물 분획의 양을 나타내는 

population(p)값을 계산할 수 있다. 

Cho et al. (2OO3)은 Fig. 5B에서 소개된 STE 

sequence를 이용하여 클로렐라 세포 내외의 수분 확 

산계수를 측정하였다. Fig. 7A는 클로렐라 세포내의 

경우 수분 분자들의 대표적인 diffusional d야ay curve 

를 보여주고 있다. 이 커 브를 successive residual 

method로 해석한 결과 (식) 12를 3요소 지수식으로 
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Fig. 7. The diffusion decay of water molecules in 
ChloreUa sp. (A) D뼈JSion decay when 띠 is l 00ms, ð is 
210ms and &n.. is 9.65 T/m. (B) DitTusion decay ob뻐in때 
at different d뼈JSion 디me: td: 1-5 ms (6=900 μ， g",..= 
9.65 T/m), 2-100 ms (6=201 μs， g",..=9.65T/m), 3-200 ms 
(6= 250 μs， g",..=9.65T/m). Measurement temperature is 
30 0 C. 

fitting할 수 었으며 , 이로부터 3종류의 자기확산계수 

Ds i' Ds2' DS3와 population 값 Pl' P2' P3를 얻을 수 
있다. D<J의 값은 2.7 X 1O-9m2/s로 30"C에서 자유수 

(bulk watεr)의 자기확산계수 값과 일치한다. 

m 

A(g) = Z Pl exp[-y2g282(A - 8/3)Dsl] 

LPj = 1 (12) 

여기서 Ds‘는 i 성분의 자기확산계수이고， pi는 확 
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Fig. 8. ηle experintentaI dependence of seIf.에펴tTusion 
coefficients Dd' D앙， D.앙 on the ditTusion tinte td of water 
molecules in ChloreUa sp. The temperature of 
measurements is 3O"C. 

산계수 DS1로 표시되는 성분의 분량을 나타내며 i 

구간의 population이라고 칭 한다. 

확산시간(td)을 달리하였을 때 diffusional decay 

curve를 분석하여 보면 Fig.7B에서와 같이 자기확 

산계수 Ds/' Ds2와 population 값 pl , p2는 확산시간 
에 따라 변화는 값임을 알 수 있다. Fig. 8에 의하 

면 Ds1과 Ds2는 확산시간이 증가할수록 감소하지만 
세포밖의 bulk water에 있는 자유수의 확산계수 D‘3 

는 확산시간에 의존하지 않음을 알 수 있다. Popula

디on 값 Pl 과 P2는 확산시간에 따라 감소하였으나 

P3는 거의 일정함을 알 수 있다. 이것은 세포내부 

(D끼)와 세포외부(D，2)에 위치한 물은 그 이동이 제 
한 받은 환경에 처해 있음을 의미하며， 이와 같이 

확산시간에 의폰하는(diffusion time dependent) 제한 

확산(res미cted diffusion}으로부터 세포내 제한구역의 

이동거 리 (res띠cted region 이stance)를 구하여 세포 

내부직경을 유추할 수 있다-(Fig. 9). 세포외 (extracellular ) 

일부 수분의 확산시간의존성은 페이스트 상태의 클 

로렐라 세포사이에 cluste에서의 수분의 자기확산계 

수로 해석 할 수 있다. 

Fig , 10에서 보여주는 것과 같이 효모 세포에서도 

클로렐라와 유사한 diffusional decay curve가 얻어 

진다. 자기확산계수 ，와 population 값 Pl' P2 값이 
확산시간에 따라 변하였다(Suh et al., 2(03). 효모 

세포내(intracellular) 수분의 자기확산계수는 효모의 

배양시간에 따라 변하였다. 즉 지수적 증식기 
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D 

Fìg. 9. Transmembrane exchange and dìffusion of a 
dìffusing molecule ìn a ceU. The ìntra- and extracellular 
di뻐lSion coefficìents of the molecule are denoted by D; 
and De, and the influx and effiux rate constants for 
exchange of the molecule through the membrane denoted 
by κ and k., res뼈ìvely. 

(exponential growth phase, EGP)의 세 포와 정 체 기 

(stationary growth phase, SGP) 세포의 세포내 수분 

확산계수(D，])는 유의적인 차이를 보여 지수적 증식 

기에 있는 효모 세포의 수분확산계수가 정체기 세 

포에 비하여 높게 나타난다. 반면 세포외에 형성되 

어 있는 cluster내 수분 확산계수(D'2)는 세포의 배 

양시간에 따라 크게 변하지 않음을 알 수 었다(Table 

1 ). 

제한확슨뻐| 으|한 세포크기 추정 

세포벽을 통과하는 수분의 자기 확산계수(D)와 

population(p)이 확산시 간의존성 일 때 이 자기 확산계 

수와 population은 세포의 크기 (cell size, a), 세포내 
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Fìg. 10. The experimentaI dependences of water self
diffusion coefficìents D", DS2 and D.녕 on diffusion time td 
for the y않st harvested after 9 h (MGP), 24 h (EGP) and 
48 (SGP) ìncubation curves 1, 2 and 3, respectively. The 
straight line shows dependence Ds‘t/. The ìnsertion in 
6밍lre 11 is ideal dependence of self-diffusion coefficìent 
on td in pore system (Suh et al., 2003; Hong et al., 2004). 
The intracellular diffusion of water indicates the restric
tion diffusion having size of 2.3, 3.0 and 2.7 ~ at MGP, 
EGP and SGP, respectively. The extracellular diffusion of 
water also ìndicate the restrìction diffusion for den않 
yeast suspensìon and the restricted sìze was 17, 20, 15 μm 
at MGP, EGP and SGP, respectively. 

수분의 체류시 간(residence time, 1) 및 교환속도 상 

수(exchange rate constant, k) 그리고 세포벽 투과도 

(membrane permeability, P)의 계산이 가능하게 한다. 
확산시간(fd)이 증가함에 따라 자기확산계수가 감 

소할 때를 제한확산(restriction diffusion)이라하며 확 

Table 1. The valu잃 of yeast cell sìze a" obtaìned from PFG-NMR, c마I sizes d" and volume-to-surface ratìo V/S 
determined by electron microscopy, residence time τ exchange rate constant k, and cell wall perm앉bility PJ determined 
by eq. (16) from dependence D얘(td)， and permeability 따 calculated using k from p(td) by eq. (15) and V/S from electron 
microscopic data. These data correspond to not extracell비ar but intracellular diffusion (Suh et al. , 2003) 

Incubation 
a(μm) am (μm) V/S(m) 't (ms) k (s']) pll(mls) PJ (mls) Time, hour 

9 2.3 士 0.2 4.1 :J:: I=a 1.7 X 10.6 240 :J:: 25 4.2 :J:: 0.4 (7:J:: 0.7)x 10.6 (6.3 :J:: 0.6)x 10-6 

2.9 :J:: l=b 
3.5 :J:: 1=(a+b)/2 

24 3 :J:: 0.2 4.9 :J:: 0.5=a 5.4 x 10" 450 士 40 2.2 :J:: O.2 (1.2 士 1) X 10.6 (8.4:J:: 0.8) x 10" 

3.6 土 0.3=b

4.2 :J:: 0.4=(a+b)/2 
48 2.7 :J:: 0.2 4.4士 0.8=a 7.3 x 10" 400 :J:: 40 2.5 :J:: O.3 (1 .6 :J:: 0.2) X 10-6 (1.5 :J:: 0.2) x 10.6 

3.3:J:: 0.8=b 
3.1 :J:: O.8=(a+b)/2 

*~ was calcu1ated as average cel1 size (a+b )/2 where a is cel1 size in 10ngitudial direction, b is the cell size in transveral direction 
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산시간이 무한히 길 때는 자기확산계수가 “0"값에 

근접 할 것이다(Calla양1an， 1991). 이 확산시간에 의 

존(diffusion time dependent)하는 제한확산을 통하여 

구조적으로 보다 유용한 정보를 유추할 수 있다. 식 

품에서 예를 들어보면， 사과조직에서 pore의 크기와 

사과조직의 부피에 대한 면적 비율(Reiger et al. , 
2004), 세포내 의 물 분자의 restricted diffusion을 통 

하여 빵의 제조나 술 제조에 주로 쓰이는 효모 

(Saccharomyces cerevisiae)의 세포막 투과도와 세포 

크기를 PFG-NMR를 이용하여 측정할 수 있다(Suh 

et al. , 2003; Hong과 Lee, 2α)4). Fig. 9에서는 세 

포내부에서의 제한확산을 설명하는 모식도를 보여 

주고 있다. 세포 내부뿐만 아니라 세포 외부에서도 

제한확산이 관찰되어 세포외부에서 제한된 부분의 

크기 가 계 산된 다(Suh et al., 2003; Hong과 Lee, 
2004). 이는 고농도로 농축된 세포들이 모여서 cluster 

를 이루기 때문이며， 이러한 제한확산은 적혈구의 

경우에도 고밀도로 농축이 되었을 때 (pellet형태) 세 

포 내에서뿐만 아니라 세포외부에서 관찰되기도 한 

다(Waldek et al. , 1997). 

확산시간(μ)이 증가함에 따라 물의 확산 속도가 

감소하는 제 한확산구역 (res미cted diffusion region)의 

크기는 실험적으로 측정된 자기확산계수(D)보다는 

Fig. 11에서 보여주는 II지 역에서 얻어지는 effective 

self-diffusion coefficient(D찌에 의 해 서 계 산된 다. 

Effective self -diffusion coefficient(σ껴는 self-며ffusion 

coefficient(D)가 t마 에 비 례 할 때 아래 의 (식 ) 13을 
sιaling approach함으로써 얻어질 수 있다. 

D eff ::: ~ D(td) - Dpl . Do 

DO-D(td ) 

I -Free 
α(μ) I DI!rusion 

D. 

D.I __ 一)←

(1 3) 

III.Hinder혀 

DiffusioD 

μ 

Fig. 11. Idealized dependence of water self-diffusion 
coefficient on diffusion time in the pore systems with 
penneable walls (ValiuUin et al., 1997). 

여기서 D(td)는 각 확산시간(td)에서의 자기 확산 
계수， Dp는 확산시산이 무환으로 증가할 때의 자기 

확산계수 그리고 D。는 확산시간이 “0"일때의 자기 

확산계수이다. (식 )13에 의해서 계산된 확산계수 

(IY꺼를 식 7에 대 입 하면 restriction size 즉 세포의 

내부직경 (a)이 계산된다. 제한구역의 크기 (restriction 

size}를 (식) 7에 의하여 구하면 각 확산시간에 따라 

제한구역 크기가 일정하게 계산되지 않지만， (식) 

14에서 얻어지는 제한구역크기는 각 확산시간에서 

일정하게 계산되어 현미경 관찰에서 얻어지는 size 

와 매우 일치함을 보여줄 수 있다. 

ßff 1/2 
a ::: (6D ‘ td ) (14) 

Cho et al.(2003)은 PFG-NMR를 이용하여 클로렐 

라 세포의 크기는 3.3 :t 0.3 μm로 Fig. 12A의 TEM 

사진에서 측정한 크기 5 μm보다 다소 작게 나타났 

다고 보고하였다. TEM사진은 세포의 외경을 나타 

내는 반면 세포내 수분확산계수(D이)에 의해서 계산 

된 세포의 크기는 세포 내부직경이므로 이 두 값의 

차이는 세포벽의 두께가 된다. Fig. 12B는 물에 분 

산된 클로렐라 세포 덩어리 (cluster)의 모양이다. 이 

세포 덩어리는 세포외 수분확산계수(D'2)에 의하여 

계산되며 단일 세포크기보다는 약 5배 큰 것으로 

계산되었다. Suh et al. (2003)은 배양시간에 따른 효 

모 세포크기를 계산한 결과 지수적 증식기에서 2.3 

μm이던 것이 지수적 증식기가 끝나는 24시간 배양 

에서는 3.0 μm로 증가하였다고 보고 하였다(Table 

1). Hong et al.(2004)은 3.0μm크기의 효모세포는 

50"C, 6QoC, 700C에서 가열되는 동안 각각 2.5 μm， 

2.3 μm， 2.1 μm으로 감소함을 PFG-NMR을 통하여 

측정하기도 하였다. 

서|포막투과도의 계산 
세포벽 투과도(membrane permeability, P)를 계산 

하는 방법은 두 가지로 나눌 수 있다. 첫번째는 세 

포안에서 확산되는 분자가 머무르는 시간(residence 

time, t)과 세포의 표면적(S)에 대한 부피(V}의 비율 

에 의해서 투과도(Pß)가 계산된다(식 15). 

e!! ,- V P = k5, k = l/r 
(15) 

p ::: p(O) . (-t/t) 
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A B 
Fig. 12. Photography of Chlorella cell by TEM (A) and SEM (B). Scale bar corresponds to 1 μm for TEM and 9.7 μm 
for SEM. C.W: Cell Wall, D.B: Dense Body, St: Starch (Cho et al., 2003). 

여기서 p는 (식) 12에서 설명된 확산계수에 해당 

히는 물질 분획이며 ， p(O)는 확산시간(td)가 “0"일 때 
해당하는 물질분획이다. 

두번째는 식 13에서 설명된 Dγ D。 그리고 a의 

상관관계를 이용하여 투과도(r)가 계산된다 (식 16). 

1 1 1 _ - _....L.. __ _ 

D_ DA' n d 
p Vo P~'a 

(16) 

Suh et al.(2oo3)은 Fig.4B에 소개 된 STE sequence 

률 이용하여 효모의 각 성장단계에서 세포 내부의 

확산속도 측정을 이용하여 세포의 크기 및 물의 세 

포막 투과도(permeability)를 계산하였다. 효모의 성 

장기 (mid exponential growth phase, MGP)에서 6.3 

::I:: O.6x 10-6 m/S의 세포막 투과도가 성장이 끝난 단 

계(end of exponential growth phase, EGP)에서는 

8.4::1:: 0.8 x 1O-6 m/s로 증가하고， 정지기 (stationary 

growth phase, SGP)에서는 1.5 ::1:: 0.2 x 10-6 m/S로 물 

의 세포벽 투과도가 감소함을 알 수 있었다. 이와 

같이 PFG-NMR은 미생물의 성장 단계별에 따른 세 

포벽 투과도의 변화를 측정을 가능하게 하고 있다. 

Hong과 Lee(2004)는 가열 방법에 따른 효모에서 물 

의 세포막 투과도를 PFG-NMR를 이용하여 측정한 

결과 가열 온도가 증가함에 따라 물의 세포벽 투과 

도가 증가하고， 수욕가열과 충전(ohmic) 가열의 효 

과를 세포벽 투과도를 이용하여 비교한 결과 ohmic 

가열이 효과적이었다는 것을 알 수 있었고， 수욕 가 

열과 충천(ohmic)가열 동안에 세포 밖으로 용출되 

는 단백질과 총당 함량(Yoon et al. , 2002)을 비교한 

결과와 일치함을 보여주었다(Table 2). 

Thble 2. The water permeabilities calculated and the amount of released cell비ar materials determined (Hong et al., 2004) 

P d1 FJi Exuded cellular materials 
S없nples 

(m1s) (m/s) protein (μglml) total sugar contents (mg/ml) 

Fresh yeast cell(SC) 
270C 6.7 i:. 0.7x 10.7 9.1 i:.1.0x 10 7 35.7 8.5 

Water bath heating(CH) 
50" C 2 .4 i:. 0.3 x 10-6 9.5 i:. 1.0 x 10-7 60.7 18.7 
700C 4.8 i:. 0.5 x 10-6 2.9 i:. 0.3 X 10-6 135.7 33.6 

Ohmic heating(OH) 
500 C 2.1 i:. 0.3 x 10.6 1.2 i:. 0.l X 10-6 71.4 22.1 
700C 8.3 士 1.0 X 10-6 1.9 i:. 0.2 x \0-6 185.7 48.5 
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기타 식품생물공학관련 연구 현황 
PFG-NMR방법 은 porous media (Stallmach와 

Karger, 1999; Menzel et al. , 2α)(); Song, 2003; 

Karger et al., 2(03)나 biological membrane 

(Trampel et al., 2002; Xia et al. , 1995)에서의 물 

질확산 및 투과도를 측정하는 연구뿐만 아니라 식 

품의 wheat starch 젤， 치즈 그리고 빵(Ohtsuka et 

a l., 1994; Callaghan et al. , 1983; Umbach et al. , 

1992; Ohtsuka et al. , 1996; Callaghan et al., 

1983, Roudaut et al. , 1998)과 같은 조직내에서 수 

분， 지방 또는 당과 같은 물질의 확산현상을 측정 

하는데 그 사용범위가 확대되고 있다. 

분자 특히 물의 자기 확산계수를 통하여， Kuo et 

al. (2003)은 냉동되지 않은 치즈에서의 물의 확산계 

수 냉동된 치즈에서의 물의 확산계수 차이， pasta 

filata의 첨가 여부에 따른 물의 확산계수의 차이를 

측정함으로써 치즈의 구조를 예측하였다. 지방이 첨 

가되 어 있지 않은 단백 질 제품인 casein과 casein 

gel에서의 물의 확산계수는 자유수(free water)에 비 

하여 감소하였으나， 자기확산계수와 확산 거리관계 

식 (식 7)에 따라 이 감소된 물은 confined 나 

restricted되지 않고 일정 거리를 자유스럽게 이동한 

다고 설명하였다(Mariette et al. , 2003; Metais et 

al., 2(02). Reiger et al.(2004)은 건조된 사과에서 

물의 확산계수를 측정한 결과 사과 내부에서의 점 

도를 증가시키는 설탕과 같은 사과에 녹아있는 물 

질들이 건조가 진행되면서 농도가 증가되어 물의 

자기 확산계수를 감소 시킨다는 것을 보고 하였으 

며 , porous apple matrix에 서 restricted water에 의 

해 pore size와 부피에 대한 면적비를 계산하였다. 

Glycerol에 첨가된 빵에서도 감소된 물의 확산계수 

를 통하여 빵의 구조가 단단해 짐을 알 수 있었다 

(Baik et al. , 2(03). 

최 근 Benga et al.(2000, 2(03)은 PFG-NMR로 

인간을 포함한 여러 가지 동물들의 적혈구 수분투 

과도를 측정 비교하였으며， Waldeck et al.( 1995)은 

갇은 방법으로 혈중 콜레스테롤이 적혈구 세포막의 

수분 확산도에 미치는 영향을 조사하였다.Za때artchenko 

et al. (l 998)도 PFG-NMR을 이용하여 땅콩에서의 물 

과 오일의 자기 확산계수를 측정하여， 오일이 

restricted diffusion에 해당함을 밝혀내 고 땅콩 세포 

에서 내부 세포막에 둘러 쌓여 있는 오일이 저장되 

는 cavlty 크기가 1.2μm 그리고 외부 세포막에 둘 

러 쌓여 있는 물의 restricted diffuson에 의 해 3.0 

μm의 땅콩 세포의 크기를 계산하였으며， 땅콩 세포막 

은 물은 통과시키지만 오일은 통과시키지 못한다는 

것을 발견하였다. Schoberth et al.(21αlO)은 Coryne

bacterium glutamicum의 수분확산 투과도를 측정 하 

여 1 μm이하의 세균과 같은 아주 작은 세포내 공 
간에서의 수분확산계수의 측정도 가능함을 보여주었다 

앞으로의 전망 

PFG-NMR은 확산을 유발시 키 는 gradient 장치를 

low-resolution NMR (LR-NMR)에 장착하는 방식으 

로 제 작 됐지 만， 최 근에 는 high-resolution NMR 

(HR-NMR)에도 이러한 gradient 장치가 추가되어 아 

주 정밀한 결과를 얻을 수 있게 되었다. 하지만， 

HR-NMR에서의 gradient 세기 (g=-1.5 T/m)는 LR

NMR에서의 세기(g=IO-200 T/m)에 비해 아주 약한 

편이다. 이는 HR-NMR에서 LR-NMR에와 동일한 

크기의 gradient가 적용될 경우 LR-NMR에서처럼 

일정한 자기장 유지가 힘들기 때문이다. 아직 상업 

적으로 판매하는 HR-NMR의 단점이기는 하나 앞 

으로 HR-NMR에서도 높은 크기를 발생시키는 

gradient 장치가 개발될 것이라 기대된다. 강한 

gradient는 분자 크기가 작은 물질보다는 상대적으 

로 확산속도가 아주 느린(~1O.11m2/s) 고분자(φlyme디 

물질의 확산 속도 측정에 효과적이다(Galvosas et 

al., 2001; Trarnpel et 따， 21α:>2; Fis다ler et al. , 2α)4). 

HR-NMR은 분자의 확산 측정 시 낮은 gradient 크 

기에도 불구하고 높은 해상도의 장점을 이용하여 

비교적 확산 속도가 높은 010- 10 m2/s) 물질들의 확 

산속도 측정에 사용되고 있다. High-resolution에 의 

한 혼합물에서의 각 물질들의 chemical shift에 대한 

높은 감도를 가지는 HR-NMR은 각 물질들의 신호 

를 분리해 내기 때문에 동시에 각 물질들의 확산계 

수를 동시에 측정할 수 있다. HR-NMR을 이용한 

분자의 확산 실험 시에는 LR-NMR에서와 같이 

p비se sequences들이 동일하게 쓰이며， 각 실험 조건 

이나 측정하고자 하는 물질의 특성에 적합한 pulse 

sequences를 선택 또는 개발하여 보다 정 확한 확산 

계수를 측정해야 한다(Pelta et al. , 1998). 최근에는 

PFG-NMR이라는 이름이 OOSY(diffusion ordered 

spectroscopy) NMR이라 불리기도 한다. 이러한 

DOSY 실험은 식품분야에서도 적용되기 시작하여， 

Fig. 13에서와 보는 바와 같이 't-carrageenan 젤에서 

향기성분인 ethyl butanoate와 linalo이의 자기 확산 

계수를 측정하여 이 향기 성분들이 t얘rrag뼈빠의 젤 
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Fig. 13. lH DOSY spectrum of ethyl butanoate in τ-않rrageenan (1 %, w/w) matrix with 0.3% (w/w) NaCI at 303 K 
(Gostan et al., 2004). PGSE experiments were measured using BPPLED sequence at frequency of 600 MHZ for proton. 
The gradient was calibrated to 0.475 T/m. 
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