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국내 소비되는 봄나물의 Trienzyme 추출법을 적용한 엽산 함량 분석
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in Korea Using Trienzyme Extraction Method 
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ABSTRACT Trienzyme digestion (AOAC Official Method 2004.05) procedure using protease, α-amylase, and chicken 
pancreas conjugase was evaluated to determine its usefulness in the microbiological quantitation of total folate in 
foods. Folate values obtained by alkali hydrolysis (Korean Food Standards Codex) were compared to those obtained 
by the trienzyme method for four certified reference materials (CRM) representing diverse matrixes. Trienzyme treatment 
increased measurable folate from most CRM compared to levels found after alkali hydrolysis. The largest increases 
were observed with CRM 487 (pig liver, 5.8-fold) and CRM 121 (whole meal flour, 3.1-fold) after trienzyme digestion. 
Using trienzyme digestion method, total folate contents of raw and blanched edible plants were determined. 
Eleutherococcus senticosus (146.9 μg/100 g) showed the highest total folate content, followed by Aster glehni F. 
Schmidt (142.8 μg/100 g) and Ledebouriella seseloides H. Wolff (140.4 μg/100 g) on a wet weight basis. Blanching 
of samples resulted in an insignificant decrease in folate content for five samples and 11~63% reduction for nine 
samples. Our finding suggests that trienzyme digestion method is accurate for the determination of food folate in 
leafy vegetables. 

Key words: folate, edible plant, trienzyme, alkali hydrolysis, microbiological assay 

Received 15 September 2014; Accepted 21 October 2014 
Corresponding author: Youngmin Choi, Functional Food and Nutri-
tion Division, Department Agro-Food Resource, National Academy
of Agricultural Science, Rural Development Administration, Wanju,
Jeonbuk 565-851, Korea 
E-mail: ychoi2@korea.kr, Phone: +82-63-238-3684

서   론

엽산(folate)은 체내 대사과정에서 메틸기를 전달하는 조

효소 역할을 하는 수용성 비타민으로 DNA 합성과 아미노산 

대사에 필수적인 역할을 한다. 특히 산모의 엽산 영양상태가 

좋지 않은 경우 태아의 신경관 손상으로 인한 기형아 출산율

이 증가하는 것으로 알려져 있다(1). 이와 같이 엽산이 체내 

대사과정을 위해 매우 중요한 역할을 하는 비타민으로 알려

짐에 따라 국내외에서는 엽산의 섭취 실태와 그 결핍증에 

대한 연구가 활발히 진행되고 있다(2-4). 한국인의 엽산 영

양 실태를 조사한 연구 결과, 식품으로부터 공급되는 엽산 

섭취량이 권장량에 비해 낮았음에도 불구하고 실제 적혈구

의 엽산 농도는 정상으로 유지되고 있었다(5). 이와 같이 한

국인의 엽산 섭취량이 과소평가 되는 이유 중 하나가 국내 식품 

엽산 함량의 신뢰도 있는 분석 데이터베이스의 부족이다.  

엽산은 식품 중에 그 형태가 매우 다양하고 소량 존재하기 

때문에 분석하기 어려운 비타민이다. 현재 AOAC 방법에서

는 자연식품에 존재하는 엽산을 분석하기 위해 trienzyme 

추출법을 적용한 미생물학적 정량법을 권장하며(6), 식품공

전에서는 암모니아 추출법(7)을 적용한 미생물학적 정량법

을 각각 제시하고 있다. 엽산은 식품에서 유리된 형태로 존

재하기보다는 단백질 및 당 구조체와 결합되어 있기 때문에 

효과적인 추출을 통한 신뢰도 있는 분석치를 생산하기 위해 

분석시료의 매트릭스에 따라 protease와 α-amylase가 사

용된다. 또한 분석에 사용되는 Lactobacillus casei(spp. 

rhamnosus) ATCC 7469는 엽산 분자 내의 glutamic acid 

중합체를 가수분해하는 효소를 발현하지 못하기 때문에 L. 

casei가 식품의 엽산을 대사에 이용할 수 있도록 추출과정

에서 glutamic acid 잔기를 가수분해하는 conjugase(γ- 

glutamyl hydrolase)의 사용이 필수적이다(8). 

본 연구에서는 국내 엽산 분석 데이터의 질･양적 향상을 

위해 첫째, 엽채류 매트릭스에 대한 엽산 분석을 위해 

AOAC법의 trienzyme 추출법과 식품공전의 암모니아 가수

분해법을 비교･분석하고 둘째, 엽채류에 있어 trienzyme 추

출법의 검증을 위해 국제표준인증물질(CRM, certified ref-

erence material)을 분석하고 정밀성과 정확성을 측정하였

다. 마지막으로 검증된 추출법을 적용하여 시판 봄나물의 
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총 엽산 합량을 L. casei를 이용한 미생물학적 정량법을 적

용하여 분석하였다.

재료 및 방법

시약 및 시료 처리 

분석시료인 15종의 시판 봄나물[가죽나물(Ailanthus al-

tissima(Mill.) Swingle), 참두릅(Aralia elata), 갯기름

(Ledebouriella seseloides(Hoffm.) H. Wolff), 오가피순

(Eleutherococcus senticosus(Rupr. & Maxim.) Maxim.), 

세발나물(Spergularia marina(L.) Griseb.), 곤드레

(Cirsium setidens Nakai), 민들레(Taraxacum mongol-

icum), 고들빼기(Crepidiastrum keiskeanum(Maxim.) 

Nakai), 부지갱이(Aster glehni F. Schmidt), 돌미나리

(Oenanthe javanica(Blume) DC.), 시금치(Spinacia oler-

acea L.), 쑥(Artemisia asiatica), 비름나물(Amaranthus 

viridis L.), 어수리(Heracleum dissectum Ledeb.), 참취

(Aster scaber Thunb.)]은 수원지역의 대형 할인점 및 농

수산물 도매시장에서 2013년 4월에 구입하여 사용하였다. 

나물 생시료는 이물질을 제거하기 위해 증류수에 2번 세척

하고 키친타올을 이용하여 물기를 제거하였다. 시료 균질화

를 위해 약 1.5 cm 이하로 세절한 뒤 마쇄(1,500 rpm, Ro-

bot Coupe Blixer 6, Jackson, MS, USA)하고 질소 충진하

여 –70°C에 보관하여 사용하였다. 데친 나물 시료는 수세 

후 시료 무게의 10배 부피의 증류수에서 100°C에서 30초간 

데친 후 증류수를 이용하여 냉각하고 키친타올을 이용하여 

물기를 제거한 뒤 생시료와 동일하게 균질화하여 –70°C에 

보관하였다. Folic acid 표준품(F8798)과 엽산 추출에 사용

된 protease(P5147, ca 3.5 units/mg solid), α-amylase 

(A9857, ca 150 units/mg protein)는 Sigma사(St. Louis, 

MO, USA)에서 구입하였고, conjugase(0.0015 nmol/min/ 

mg) 조효소인 닭 췌장 동결건조 분말은 Pel-Freez Biolog-

icals(Rogers, AR, USA)에서 구입하여 사용하였다. 

Trienzyme 추출법에 의한 엽산 분석

삼각플라스크에 분석 시료 약 1 g과 0.1 M phosphate 

buffer(pH 7.8, 1% ascorbic acid) 및 증류수를 각각 가하

고 100°C에서 15분간 열처리 및 냉각하였다. 사용 전 바로 

제조한 protease 용액(2 mg/mL) 1 mL를 가하여 37°C에서 

3시간 반응시키고 100°C에서 5분간 열처리하여 protease

를 불활성화시켰다. 동일 플라스크에 α-amylase 용액(20 

mg/mL) 1 mL를 넣고 37°C에서 2시간 반응을 진행한 뒤 

conjugase 용액(5 mg/mL) 4 mL를 가하여 16시간 가수분

해하였다. 효소반응을 정지시키기 위해 100°C에서 5분간 

열처리 하고 추출액의 pH를 4.5로 조정한 뒤 100 mL로 정

용하여 정량 시료로 사용하였다. 추출물의 엽산 정량은 L. 

casei(spp. rhamnosus, ATCC 7469)를 이용한 미생물학

적 방법에 의해 실시하였다(6). 

암모니아 가수분해법에 의한 엽산 분석

삼각플라스크에 분석 시료 약 1 g, 증류수 70 mL, 10% 

암모니아수 2 mL를 각각 가하여 121°C에서 15분 가열하였

다. 이 추출액의 pH를 6.8로 조정한 뒤 100 mL로 정용하여 

여과 멸균한 뒤 정량 시료로 사용하였다. 추출물의 엽산 정

량은 trienzyme 추출법에서 사용한 방법과 동일하게 미생

물학적 방법을 적용하였다(7). 

미생물학적 분석방법의 검증

엽산 표준용액(200 μg/mL)을 희석하여 시료에 spiking 

하고 trienzyme 추출법에 따라 전처리하고 미생물학적 방

법에 의한 정량 값을 이용하여 회수율을 구하였다. 분석법의 

반복성을 평가하기 위해 시료 추출부터 분석까지 하루 3반

복 실험을 하였으며, 재현성은 3일간 동일 실험을 반복 수행

하였다. 

통계분석

모든 실험은 3회 이상 반복 측정하였으며 그 결과는 SAS 

9.1(SAS Institute, Cary, NC, USA) Software를 이용하여

(paired t-test) 유의수준 5%로 검정하였다. 

결과 및 고찰

추출방법에 따른 엽산 함량 비교 

엽산 분석에 있어 trienzyme 추출법은 열처리한 시료에 

protease, α-amylase, conjuase를 각각 사용하는 방법으

로 protease와 α-amylase는 식품의 단백질과 탄수화물 조

직에 결합되어 있는 엽산 유도체를 유리시키기 위해 사용된

다(6). 자연계에 존재하는 엽산은 pteridine 링 구조에 para- 

aminobezoic acid와 glutamic acid 잔기가 2개에서 10개까

지 결합된 polyglutamate 형태이다. Conjugase는 poly-

glutamate 형태의 엽산을 mono- 혹은 diglutamate 형태로 

가수분해함으로써 정량시험에 사용되는 미생물인 L. casei

가 엽산을 생장에 이용할 수 있도록 한다(8). De Souza와 

Eitenmiller(9)에 의해 trienzyme 추출법 소개된 이후로 효

소 추출법은 엽산 분석 전문가에 의해 널리 사용되어 왔고 

AOAC법에도 적용되었다. 현재 식품공전에서는 엽산 추출

을 위해 암모니아 가수분해법을 적용하고 있다. 

따라서 본 연구에서는 엽채류 엽산 분석에 있어 정확도 

높은 추출법을 결정하기 위해 매트릭스별 국제표준인증물

질 4종과 시금치, 돌미나리를 대표 시료로 선정하고 AOAC

의 trienzyme 추출법과 식품공전의 암모니아 가수분해법을 

비교 분석하였다. 연구 결과 SRM 1849a(infant formula)를 

제외한 CRM 485(mixed vegetable), CRM 487(pig liver), 

CRM 121(wholemeal flour), 시금치, 돌미나리 시료에서 

암모니아 가수분해법보다 효소추출법을 사용할 경우 엽산 

함량이 시료에 따라 1.2에서 5.8배까지 증가하였다(Table 

1). 
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Table 1. Comparison of trienzyme extraction to alkali hydrolysis method                                 (unit: μg/100 g)

                 Samples Certified value Trienzyme 
treatment1)

Alkali 
hydrolysis2) Fold increase

CRM3) 485 (mixed vegetables)
CRM 487 (pig liver)
CRM 121 (wholemeal flour)
SRM4) 1849a (infant/adult nutritional formula)
Spinach
Wild parsley

315.0±28.0
1,330.0±130.0

 50.0±7.0
229.3±6.2
    －5)

    －

 281.5±10.8
1,373.0±15.2
  39.8±1.5
 239.6±2.3
 119.0±2.9
  71.2±0.8

234.1±6.1*

236.0±9.1*

 12.7±0.4*

231.5±1.3
 97.1±5.5*

22.43±3.4*

1.2
5.8
3.1
1.0
1.2
3.2

1)Trienzyme extraction method: protease 3 hr, α-amylase 2 hr, conjugase 16 hr.
2)Heat treatment at 121°C for 15 min after alkali hydrolysis (10% ammonia).
3)CRM=certified reference material.
4)SRM=standard reference material.
5)Values are not assigned.
*Mean values are significantly different from those of the trienzyme treatment (paired t-tests:　P<0.05, n=5).

Table 2. Precision and recovery for spinach samples

Parameters1) Precision Accuracy
Repeatability Reproducibility Recovery (%)

Mean
SD 
CV (%)

109.3
  1.0
  0.9

115.5
 17.5
 15.1

102.8
  7.8
  7.6

1)Mean, n=3 (μg/100 g); SD, standard deviation; CV, coefficient 
of variation.

식품공전의 암모니아 가수분해법은 추출시간이 짧고 추

출과정이 단순하기 때문에 범용적 사용이 가능한 것이 장점

이다. 또한 엽산 유도체 중 합성 형태인 folic acid(pter-

oylglutamic acid)는 pH 12에서도 안정한 화합물이기 때문

에(10) 영양 강화 밀가루, 시리얼 등에 첨가된 folic acid를 

분석하는 데 적합한 추출방법이다. 실험 결과에 나타난 바와 

같이 SRM 1849a의 경우 trienzyme 추출법과 암모니아 가

수분해법에 의한 분석치의 차이가 없었다. 이는 SRM 1849 

a 표준인증물질의 경우 folic acid가 영양 강화되어 free 

form으로 존재하여 protease나 conjugase를 사용할 필요

가 없고 알칼리 조건에도 안정하기 때문이다. 하지만 나머지 

세 표준인증물질 분석 결과에 나타난 바와 같이 식품에 존재

하는 천연 엽산(folate)은 folic acid보다 추출 조건에 민감

하고 특히 pH 4∼8 사이에서 안정한 화합물이기 때문에

(8,10) 암모니아 가수분해법을 적용하면 그 함량이 과소평

가될 수 있다. 따라서 나물 등 식품에 함유된 천연 엽산 분석

에는 trienzyme 추출법 적용이 필요하다.

Trienzyme 추출방법의 검증

본 연구에서는 엽채류에 있어 trienzyme 추출법의 검증

을 위해 시금치를 대표 시료로 선정하고 정확도(회수율)와 

정밀도(반복성, 재현성)를 각각 측정하여 Table 2에 나타내

었다. 시금치 엽산 함량의 100%가 되는 농도로 엽산 표준용

액(0.2 μg/mL)을 spiking 하고 시료와 동일한 추출 과정을 

사용하여 미생물학적 분석법을 적용하여 정량하였다. 실험 

결과 시금치의 엽산 회수율은 102.8%로 나타났다. 또한 반

복성을 측정하기 위해 하루 3반복 실험을 실시하였으며 재

현성은 3일간 동일 실험을 반복 수행하였다. 실험 결과 반복

성의 변이계수(CV%, coefficient of variation)는 5% 이하

였으며 재현성의 경우 15.1%로 나타났다.

Trienzyme 추출방법을 적용한 나물의 엽산 함량 

Trienzyme 추출법을 적용하여 분석한 봄나물(생것, 데

친것)의 엽산 함량은 Table 3에 나타내었다. 15개의 분석시

료 중 습물 기준(wet weight basis) 나물 생시료의 경우 오

가피(146.9 μg/100 g), 부지갱이(142.8 μg/100 g), 갯기름

(140.4 μg/100 g)이 높은 엽산 함량을 나타내었다. 반면 건

물 기준(dry weight basis)을 적용한 절대량 비교에서는 민

들레(1,643.0 μg/g), 시금치(1,284.8 μg/g), 비름나물

(1,222.5 μg/g)이 높은 엽산 함량을 나타내었다. 본 연구의 

분석치와 선행연구와의 비교 분석이 필요하나 국내 소비 식

품에 대한 엽산 분석 자료가 매우 부족한 실정이어서 시금치

를 제외한 시료에 대한 분석 결과를 비교할 수 없었다. Yon 

과 Hyun(11)은 한국 상용 식품 엽산 분석 연구에서 시금치

를 각각 다른 장소에서 수집한 뒤 평균 함량을 293.6± 

109.5 μg/100 g으로 보고하였다. 미국 USDA의 영양성분 

데이터베이스(12)에는 시금치의 엽산 함량이 194.0±35.5 

μg/100 g으로 본 연구 결과보다 높게 보고되어 있다. 위와 

같은 함량 차이는 재배조건, 품종 등에 의한 차이에서 비롯

된 것으로 생각되며 추후 분석 값의 대표성을 위해서는 통계

적 기법에 의한 수집 지역 및 품종 선택이 필요한 것으로 

생각된다.

가죽나물, 참두릅, 세발나물, 돌미나리, 참취나물을 100 

°C에서 30초간 데쳤을 경우 엽산 함량은 차이가 없었으며

(P>0.05), 갯기름나물을 제외한 나머지 9개 시료에서는 엽

산 함량이 11∼63% 감소하였다(건물 기준 비교). 갯기름나

물의 경우 생시료(764.9 μg/100 g, 건물중)에 비해 데친 시

료의 함량(1,611.5 μg/g, 건물중)이 약 2배 증가하였는데, 

이는 열처리에 의해 갯기름나물의 세포벽이 분해되어 엽산

의 추출효율이 높아졌기 때문인 것으로 생각된다. 기존 연구 

결과에 의하면 일부 식물 matrix에 존재하는 carotenoid, 

tocopherol, polyphenol 성분이 열처리에 의해 그 함량이 
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증가하며, 이는 열처리에 의한 산화효소 불활성화 및 세포벽 

분해에 따른 추출효율 증가로 보고되고 있다(13,14). 본 연

구에서는 갯기름나물에 대해 단일 열처리 조건을 적용하였

으므로 추후 다양한 열처리 처리 조건(온도, 시간)에 따른 

엽산 함량 변화 연구가 필요할 것으로 생각된다. 

요   약

본 연구에서는 국내 엽산 분석 데이터의 질적･양적 향상을 

위해 첫째, AOAC법의 trienzyme 추출법과 식품공전의 암

모니아 가수분해법을 비교 분석하고 둘째, 엽채류에 있어 

trienzyme 추출법의 검증을 위해 국제표준인증물질을 분석

하고 정밀성과 정확성을 측정하였다. 마지막으로 검증된 추

출법을 적용하여 시판 봄나물(생것, 데친것)의 총 엽산 합량

을 L. casei를 이용한 미생물학적 정량법을 적용하여 비교 

분석하였다. 연구 결과 CRM 485(mixed vegetable), CRM 

487(pig liver), CRM 121(wholemeal flour), 시금치, 돌미

나리의 경우 암모니아 추출법보다 trienzyme 추출법을 적

용할 경우 엽산 함량이 시료에 따라 1.2에서 5.8배까지 증가

하였다. 따라서 나물 등 엽채류 식품에 함유된 천연 엽산 분

석에는 trienzyme 추출법 적용이 필요한 것으로 생각된다. 

Trienzyme 추출법을 적용하여 분석한 봄나물(생것, 데친 

것)의 엽산 함량은 습물 기준(wet weight basis) 나물 생시

료의 경우 오가피(146.9 μg/100 g), 부지갱이(142.8 μg/ 

100 g), 갯기름(140.4 μg/100 g)의 엽산 함량이 15개의 분

석시료 중 높은 값을 나타내었다. 반면 건물 기준(dry weight 

basis)을 적용한 절대량 비교에서는 민들레(1,643.0 μg/g), 

시금치(1,284.8 μg/g), 비름나물(1,222.5 μg/g) 순으로 높

은 엽산 함량을 나타내었다. 가죽나물, 참두릅, 세발나물, 

돌미나리, 참취나물 경우 100°C에서 30초간 데쳤을 때 엽

산 함량은 차이가 없었으며(P>0.05) 갯기름나물을 제외한 

나머지 9개 시료에서는 엽산 함량이 11∼63% 감소하였다

(건물 기준 비교). 본 연구에 적용된 엽산 trienzyme 추출법

은 상대적으로 부족한 국내 다소비 식품의 엽산 분석 연구에 

활용될 것으로 생각되며 나아가 국가표준식품성분표 작성

을 위한 엽산 데이터베이스 구축의 기초 자료가 될 것이다.  
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