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Gas chromatography를 이용한 향미 유전자원의

2-acetyl-1-pyrroline 정량분석
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Abstract This study was conducted to optimize the analysis condition and quantify the 2-acetyl-1-pyrroline (2AP) in the
brown aroma rice. Extraction effect of the solvent for 2AP was the order of ethanol>acetonitrile>methanol in the range from
30 to 90oC. In the extraction time of 15, 30, 60, and 90 min, the 30 min had the highest 2AP concentration, and it was
decreased according to lapse of time. At grinding time, 5 sec resulted in highest 2AP concentration. It was recommended that
five sec grinding time, using ethanol, at 90oC for 30 min was the optimization conditions to quantify the 2AP.
Hyangmibyeo2ho and Aranghyangchalbyeo were mild aroma. In the foreign aroma rice, 11 of 19 accessions of Indica types
and 2 of 6 accessions of Japonica types were more than mild aroma. Finally, 30 accessions of aroma rice were selected based
on their 2AP concentration and agronomic traits.
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향미는 북동아시아, 인도, 유럽, 남미 등에서 알려진 다양한 향

을 갖는 고급미로서 일반미에 비해 고부가가치의 쌀로 알려져 있

다. 최근 우리나라는 급격한 경제적인 성장과 더불어 소비자들의

소비성향도 변하여 점차 식량으로서의 기능 이외에 건강 증진에

도움이 되는 기능성을 가지고 있는 특수미에 대한 관심과 수요

가 점차 늘고 있다(1-4).

우리나라는 쌀을 주식으로 하고 있는 나라들 중의 하나로 쌀

에 관한 많은 연구가 수행되어져 왔다. 과거로부터 주로 쌀의 영

양학적인 면과 품질에 영향을 주는 요인들에 대한 다양한 연구

가 이루어져왔고, 1970년대 이후부터는 쌀이나 쌀밥의 특징적인

향기를 구명하는 연구가 수행되었다(5). 일본에서는 Ishitani와

Fushimi(6)에 의하여 쌀로부터 약 200여종 이상의 휘발성 성분이

보고되었으며, Endo 등(7)과 Yajima 등(8)에 의하여 쌀의 향기성

분에 대한 연구결과가 보고되었다. 

과거 육종가들은 향미벼를 선발하기 위해 관능적인 검사법(9)

을 통해 향의 정도를 평가하였으나 이것은 소요되는 시간은 짧

고 주관적인 성향에 의존하고 있어서 정확한 평가가 이루어지지

않았다. 그러나 최근에는 향미벼의 향을 내는 주요한 요소 중의

하나인 2-acetyl-1-pyrroline(2AP)(5,10)의 효과적인 추출방법과 gas

chromatography(GC)를 이용하여 2AP 함량을 정량적으로 분석하

여 보다 과학적인 방법에 의해 우수한 향미벼를 선발하고 있으

며, GC-MS(mass spectrophotometer)를 이용하여 정성·정량분석

을 동시에 수행하고 있다(11-13).

Buttery 등(5)은 ‘2-acetyl-1-pyrroline’에 대하여 양적으로는 미량

함유되어 있으나 쌀을 취반할 때 생성되는 향기생성에 중요한 역

할을 하며 일반미보다는 향미에 많이 함유되어 있다고 보고하였다. 

따라서 본 실험은 국내 육성향미자원과 유전적 배경이 서로 다

른 도입향미 유전자원 및 다면적 재배품종의 2AP 함량을 비교

분석하여, 2AP 함량이 높고 농업적 형질이 우수한 자원을 선발

하고 향후 우수한 향미 품종의 육성에 필요한 기초 자료를 제공

하고자 실시하였다.

재료 및 방법

실험재료

실험에 사용한 벼품종은 Kim 등(14)이 사용한 재료와 동일하

며, 향미자원 65품종(국내 육성-5품종, 국외 육성-60품종) 및 국

내에서 다면적 재배품종 14품종을 비향미자원으로 하여 총 79품
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종이었다. 시험재배관리는 농촌진흥청 농업생명공학연구원 유전

자원과 답작포장에서 수행하여 재배, 수확한 것을 사용하였다. 수

확한 벼는 수분이 15%가 되도록 음건시켜 4oC에 저장하여 실험

에 사용하였다.

생육 관련 특성 조사

2007년 수원시 권선구 유전자원과 증식포장에 국내 및 도입 향

미자원을 파종하여 생육관련 형질을 조사하였다. 공시재료로 79

품종의 생육특성을 농촌진흥청 농업과학기술 연구조사분석기준

에 준하여 조사하였다. 벼의 생육특성은 출수기(heading date)는

총경수의 40%가 출수한 날을 기준으로 구별로 조사하였다. 수량

구성 요소에 해당하는 천립중은 현미 1,000립의 무게를 각각 3

반복 조사하였다.

향에 따른 관능검사

공시재료 중 정상적으로 출수한 79품종을 실험실용 현미기

(SY88-TH, Ssangyong, Incheon, Korea)로 탈영시켜 현미로 만든

다음 Blind test 방식으로 각각의 현미를 씹어서 느껴지는 향을

세분하여 무향(non-aromatic; -), 약유향(lightly aroma; +), 유향

(mild aroma; ++), 팝콘향(popcorn aroma; +++)로 분류하였다.

검량선 작성 

분석한 시료의 peak area(%)로부터 2AP의 함량을 구하기 위해

Sigma사(St. Louis, MO, USA)로부터 구입한 2AP 표준물질을

ethanol에 0.5, 1, 2, 3, 4 ppm으로 용해시켜 GC (TRACE2000,

Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA)에 주입한 후 표준

물질 농도별로 나온 peak area와 상관계수를 구하여 검량선을 작

성하였다.

2AP 성분 추출 조건

각 재료에 대한 2AP의 효과적인 추출을 위해 실험실용 현미

기(Ssangyong)로 탈영시켜서 사미, 피해립 등을 제거하여 사용하

였으며, 파키스탄에서 도입한 Bsamati 370(WAR09)을 대표 향미

벼로 선발하여 다음의 조건에서 2AP 최적 추출 조건을 구명하였다.

본 실험에서는 향미벼로부터 2AP를 비롯한 방향성 화합물을

효과적으로 추출하기 위한 다양한 용매와 조건들에 대한 연구 결

과들 중(5,15) 2AP 추출에 가장 효과적인 것으로 보고되어 있는

acetonitrile, ethanol 그리고 methanol 등 3가지 유기용매(Sigma-

Aldrich)를 사용하여 비교분석하였다(16-17). 또한 유기용매별로

추출온도에 따라 2AP의 휘발성 정도가 다를 것으로 판단하여 30-

90oC까지 10oC 간격으로 온도를 변화시켜 현미가루로부터 2AP

를 추출하여, 3,500 rpm에서 30초간 원심분리 후, 상등액을 1 µL

를 GC(Thermo Fisher Scientific)에 주입하여 분석하였다.

2AP의 효과적인 검출을 위해 GC(Thermo Fisher Scientific)의

샘플당 분석시간 과 작업시간을 고려하여 가장 효과적이고 경제

적인 추출시간을 알아보고자 90oC 항온수조에서 15, 30, 60분, 그

리고 90분간 각각 추출하여 2AP의 함량을 비교하였다. 또한 보

다 효과적인 추출조건의 확립을 위해 현미를 분쇄하는 정도에 따

른 2AP의 추출량을 비교하고자 5초부터 25초까지 5초 간격으로

분쇄기를 작동하여 분쇄한 현미가루와 분쇄하지 않은 현미를 90oC

water bath에서 30분간 추출하여 3,500 rpm에서 30초간 원심분리

하고 상등액을 1 µL씩 GC(Thermo Fisher Scientific)에 주입하여

분석하였다.

벼 유전자원의 2AP 정량

공시재료 79품종의 현미를 분쇄기로 5초 간 분쇄한 현미가루

200 mg을 1 mL screw cap vial에 넣고 0.75 mL 100% ethanol을

첨가하여 90oC 항온수조에 30분간 가열하여 2AP를 추출한 후,

3,500 rpm에서 30초간 원심분리하여 상등액을 1 µL씩 분석하였다.

GC는 Thermo-FID형을 사용하였다. 분석용 column은 Thermo

DB5MS(30 m×0.32 mm i.d., 0.25 µm)를 사용하였으며, GC oven

온도는 40oC에서 1분간 유지한 다음 120oC까지 분당 9 속도로

온도를 올려 120oC에서 1분간 유지한 다음 275oC까지 분당 25oC

속도로 온도를 올려 5분간 유지하여 전체 oven의 run-time은 22

분으로 하였다. 주입구(inlet-SSL)의 온도는 155oC split flow는 10

mL/min이며 splitless 시간은 1분이었고 검출기는 불꽃이온화 검

출기(Flame ionization detector, FID)를 사용하였으며, 검출기 온도

는 300oC로 air는 350 mL/min로, 수소(H
2
)는 35 mL/min로 흐르게

하였다. Carrier gas는 질소(N
2
) 가스(1.0 mL/min)를 사용하여 split-

less mode로 샘플을 주입하였다.

결과 및 고찰

2AP 검량선 작성

2AP 표준물질을 농도별로 희석하여 GC로 분석한 후 표준물질

농도별로 나온 peak area로부터 검량식을 구하였고, Fig. 1과 같

이 상관계수(R2)가 0.999로 매우 높은 유의성을 보였으며 검량선

의 패턴은 y=0.00004x−0.02226의 직선형을 나타내었다.

용매 및 추출온도 조건 정립

시험재료로부터 2AP를 비롯한 방향성 화합물을 효과적으로 추

출하기 위해 일반적으로 많이 사용하고 있는 3종류의 유기용매

(acetonitile, ethanol, methanol)를 이용하여 추출온도(30-90oC)별로

각각 2AP를 추출하였고, 그 결과 Fig. 2와 같이 추출온도에 따라

Fig. 1. Typical GC chromatogram (A), structure of 2AP (A) and

correlation standard curve of 2AP between peak area (%) of the

GC spectrum and 2AP concentration (ppm/g) (B).
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차이를 보였으며, ethanol>acetonitle>methaol 순으로 추출효율을

보였다.

추출온도에 따른 유기용매별 2AP 추출농도의 변화를 살펴보

면 methanol의 경우 추출농도가 가장 낮았고 추출온도의 변화에

따른 2AP 추출농도의 변이 차이가 없었다. ethanol의 경우 30-90
oC의 온도 범위에서 3가지의 유기용매 중 2AP 추출효과가 가장

뛰어났고, 특히 90oC에서 2AP 추출농도가 가장 높았다. 3종류의

유기용매 중 극성이 가장 높은 acetonitrile은 methanol과 ethanol

의 중간적인 효과를 나타내었는데 90oC보다 70oC에서 2AP 추출

농도가 높았다. Itani 등(18)은 ethanol을 이용하여 80oC 항온수조

에서 60분간 진탕하여 효과적으로 추출한 것으로 보고하였다.

추출시간 및 분쇄 정도

향미로부터 효과적인 2AP 추출을 위해 100% ethanol을 용매

로 하여 90oC에서 15분, 30분, 60분, 90분 간격으로 추출하였고,

그 결과 Fig. 3의 A와 같이 30분간 추출하였을 때 2AP 추출함

량이 가장 높았으며 추출 시간이 경과할수록 2AP의 함량이 낮

아지는 경향을 보였다. 이와 유사한 결과가 SPME(solid phase

micro extraction)방법에 의한 2AP의 추출조건으로 80oC에서 25분

간 전열처리 후 15분간 2AP를 포집하여 분석하여 보고되었다(12-

13). 또한 Yoshihashi 등(16)은 쌀가루로부터 효과적인 2AP의 추

출을 위해 90oC에서 8-14분 동안 추출하여 실험한 결과 8분간 추

출한 시료에서 2AP 농도가 가장 높았고 시간이 경과함에 따라

2AP 농도가 감소하는 것으로 보고하였다.

Kim 등(14)에 의하면 국내육성 향미자원(71.1±0.89-68.7±2.0)

및 다면적 재래자원(70.5±1.18)의 평균 호화개시온도가 도입 향

미자원(78.2±4.66-73.8±6.40oC)의 평균 호화개시온도보다 약 3-8oC

정도 낮은 것으로 보고되었으므로 2AP의 추출온도 및 시간도 이

러한 물리적인 영향을 받은 것으로 사료된다.

현미의 분쇄정도(0, 5, 10, 15, 20, 25초)에 따른 2AP 추출함량

의 차이를 살펴보면, Fig. 3의 B와 같이 5초간 분쇄하였을 경우

2AP 추출함량이 높았으며 분쇄하지 않은 현미로부터 추출하였을

경우 가장 낮은 2AP 함량을 나타내었고 분쇄 시간이 길어질수

록 2AP의 함량이 낮아지는 경향을 나타내었다.

이러한 경향을 Gay 등(12)은 2AP를 비롯한 방향성 화합물은

쉽게 대기 중에서 증발하기 때문에 분석하고자 하는 시료를 유

리병에 밀봉하여 4oC에서 저온 저장한다고 보고하였으며, Buttery

등(5)은 파우더 상태에서 보다 현미 상태에서 2AP를 추출하였을

때 추출농도가 더 높았다고 보고하였다. 또한 Yoshihashi 등(17)

에 의하면 2AP는 친유성의 화합물로 전분입자 표면에 결합되어

있어 실온에서도 높은 방향성을 나타낸다고 보고하였다. 따라서

쌀에서 2AP 농도는 저장방법, 요리방법, 분쇄방법 등 물리적인

요인에 의해 큰 영향을 받는 것으로 사료된다. 

2AP에 관한 최초 보고자인 Buttery 등(1,11) 뿐만 아니라 다른

실험자들(Ishitani 등(6), Hien 등(9), De Kimpe 등(10), Grimm 등

(13), Yoshihashi 등(17), Kim 등(19))도 본 실험과 같이 단일 유

기용매만을 사용하여 GC 및 GC-MS를 이용하여 2AP뿐만 아니

라 방향성 화합물을 효과적으로 분석한 결과를 보고하였다.

벼 유전자원의 2AP 정량

Fig. 4는 실험에 사용한 79품종에 대한 2AP 함량을 GC로 분석

한 결과로, 국내에서 육성한 향미 자원의 평균 2AP함량은 75.1 ng/

g이었고 2AP 함량 범위는 47.7-157.3 ng/g이었다. 도입 향미자원 중

Indica type의 평균 2AP함량은 115.5 ng/g이었고 2AP 함량 범위는

30.6-603.0 ng/g이었으며, Japonica type의 평균 2AP함량은 102.1 ng/

g이었고 2AP 함량 범위는 32.7-285.9 ng/g이었다. 결과에서 평균

2AP함량은 국내 육성 향미 자원이 도입 향미자원에 비해 낮은 경

향을 보였으며 도입자원에서는 Indica type의 향미 자원이 높은

2AP 함량을 나타내었다. Jeong 등(20)에 의하면 향미자원을 GC로

분석하였을 때, 향남벼를 비롯한 Japonica type의 평균 2AP 농도

는 142.3 ng/g이며 향남벼 1호를 비롯한 Indica type의 평균 2AP 농

도는 278.5 ng/g으로 Indica type의 향미자원의 2AP 농도가 상대적

으로 높게 검출되었음을 보고하였다. 또한 GC-MS 분석결과에서

도 동일한 경향을 나타냄을 보고하였다.

Fig. 2. Estimation of extraction conditions of 2AP of brown rice

under the different condition of temperature and organic solvents.

Ace, acetonitrile; Eth, ethanol; Met, methanol.

Fig. 3. Extraction time of 2AP of the brown rice with 100% ethanol at 90oC (A), and grounding time of the brown rice with hand mixer

at 3,500 rpm (B).
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방향성 유용유전자원 선발

Table 1은 실험에 사용한 79품종 중에서 2AP 함량(Fig. 4)이 높

으며 벼의 수량을 결정하는 구성요소 중 1,000립중(1,000 weight)

이 많고 출수기간이 짧은 자원을 선발하였다. 국내 육성 향미자

원은 아랑향찰벼 외 4품종(21)과 도입 향미자원은 Indica type의

Basmati6313 외 18품종 및 도입 향미자원은 Japonica type의

Jahyangna861 외 5품종을 선발하였다. 선발한 국내 육성 향미자

원의 평균 2AP함량과 범위는 앞에서 언급한 바와 같고 평균 출

수일은 130.3일(122-136일)이며, 평균 1,000립중은 21.65 g(18.5-

24.6 g)이었다. 선발한 도입 Indica type 향미자원의 평균 2AP함량

은 175.5 ng/g(51.96-602.96 ng/g)이고, 평균 출수일은 137.1일(122-

148일)이며, 평균 1,000립중은 19.9 g(15.5-23.6 g)이었다. 또한 선

발한 도입 Japonica type 향미자원의 평균 2AP 함량은 144.4 ng/g

(65.81-285.89 ng/g)이고, 평균 출수일은 131.8일(108-139일)이며, 평

균 1,000립중은 25.5 g(20.1-29.7 g)이었다.

우리나라는 1970년대 이후부터 쌀이나 쌀밥의 특징적인 향기

를 구명하는 연구가 수행되었으며(5,21), 1993년부터 “향미벼1호”

비롯한 향미품종을 육성 보급하게 되었고(22) 다양한 향이나 찰

성, 색깔을 갖는 향미품종을 개발 및 유전적인 연구가 진행되었

다(2,19,24-25).

Wanchana 등(25)에 의하면 향미 유전자원의 2AP와 관련된 QTL

분석 결과 벼의 8번 chromosome 4.5 cM 부위에 의해 조절된다

는 보고가 있었고, 그 이전에 Ahn 등(23)의 연구 결과에 의하면,

미국의 대표적인 향미자원인 Della의 방향성에 관련된 열성 유전

자가 벼의 8번 염색체 상의 RFLP 표지인자 RG28과 4.5 cM 거

리로 연관되어 있고 향미벼1호, 상해향혈나 등 향미품종과 화성

벼를 비방향성 품종으로 하여 2개의 조합 및 향미품종간 6개 조

합을 통한 향미품종의 방향성에 관련된 유전자를 분석 하였다.

또한 Yoshihashi 등(16-17,26)에 의하면 2AP 함량은 유전적인

특성뿐만 아니라 재배하는 토양, 기후, 관수나 시비량과 같은 재

배방법 등 환경적인 요인에 의해 동일한 품종이라 하더라도 다

양한 2AP 함량을 나타내기도 하고 저장 조건에 따라서도 2AP의

함량이 차이가 있다고 보고되었지만 향미자원이 가지는 유전적

인 특성이 중요하다고 사료된다. 

본 실험의 목적 중에 하나는 대량의 유전자원이 가지는 특성

을 신속·정확하게 분석하는 것이다. 따라서 다소 화학적으로 복

잡한 추출방법을 피하고 가능하다면 간편하고 신속하게 2AP를

정량할 수 있는 추출 및 분석방법을 택하여 비교분석 하였다.

향후, 본 실험의 결과를 통해 선발된 30품종들은 GC-MS분석

을 통한 품종간의 방향성 화합물의 정성·정량적 분석을 통해

보다 정확한 방향성 향미자원 육종 재료의 선발이 필요할 것으

로 사료된다. 

요 약

본 실험은 국내 육성향미자원과 유전적 배경이 서로 다른 도

입향미 유전자원의 2AP 함량을 비교분석하여, 2AP 함량이 높고

농업적 형질이 우수한 자원을 선발하여 우수한 향미자원의 육성

에 필요한 기초 자료를 제공하고자 실시하였다. 3종류의 유기용

매에 대한 추출효율은 ethanol>acetonitle>methanol 순으로 확인되

었으며, ethnanol의 경우 30-90oC의 온도범위에서 3가지 유기용매

중 2AP 추출효과가 가장 뛰어났고, 특히 90oC에서 30분간 추출

하였을 때 2AP 추출함량이 가장 높았고 추출 시간이 경과할수

록 2AP의 함량이 낮았다. 현미의 분쇄정도에 따른 2AP 추출함

량은 5초간 분쇄하였을 경우 가장 높았으며 분쇄 시간이 길어질

수록 낮아졌다. 선발한 30품종 중 국내 향미자원과 자포니카형

도입자원의 평균 출수일은 각각 130.3일과 131.8일로 비슷하였으

며 인디카형 도입자원은 약 137.1일로 가장 늦었다. 평균 1,000

립중은 인디카형 도입자원이 19.9 g으로 가장 낮았으며, 국내 향

미자원이 21.65 g이었고 자포니카형 도입자원은 25.5 g으로 높았

다. 선발자원의 향에 대한 관능검사는 국내 향미자원 5품종 중

향남벼 2호, 아랑향찰벼가 중간 정도의 향을 띄었고 인디카형 도

입자원 19품종 중에서 11품종(57.9%)과 자포니카형 도입자원 6

품종 중 2품종(33.3%)이 중간 이상의 향을 나타났다. 선발한 30

품종의 평균 2AP 함량은 국내 육성 향미자원이 도입 향미자원

에 비해 낮았으며 도입자원에서는 인디카형이 자포니카형보다 높

은 2AP 함량을 나타내었다. 국내 육성 향미자원은 아랑향찰벼

외 4품종과 도입 향미자원 중 인디카형은 Basmati6313 외 18품

종 및 자포니카형은 자향나 861 외 5품종을 선발하였다.

Fig. 4. Quantification of 2AP)extracted with 100% ethanol at 90oC for 30 min on the hot block by gas chromatography with SPME

method in 79 accessions of aroma rice germplasm.
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