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서  론

우리나라 5대 채소 중 하나인 무(Raphanus sativus L)는 오

래 전부터 다양한 품종으로 분화되어 중국, 한국, 일본 및 유럽의 

온대지방 등에서 널리 재배되어 왔다. 특히, 우리나라에서는 식

생활에서 큰 비중을 차지하고 있는 김치의 주원료로서 그 수요

가 높다. 국내외적으로 김치의 수요가 증가함에 따라 무 생산량

이 증가하고 있다.  무 생산량 향상을 위해 가장 기초적으로 확보

되어야 하는 부분이 발아율이 높은 우량종자의 확보이다. 종자

산업에서는 유전자조작 등을 통한 가뭄, 고온 등 기후변화에 강

하면서 생산성 높은 고품질 종자 개발이 매우 중요하게 인식되

고 있어 개발된 종자의 상품성을 높이려는 노력을 꾸준히 진행

하고 있다. 고품질의 종자를 확보하기 위해서 정선 및 종자처리 
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Figure 1.  Schematic diagram of the hyperspectral reflectance imaging system.

방법을 이용하여 종자 품질향상에 대한 연구가 진행 되어왔다. 
종자 정선은 물리적 방법을 이용하여 크기와 무게가 현저히 다

른 미성숙 종자를 선별해 내는 방법이며, 종자처리방법은 종자

에 프리밍 처리를 통해 종자의 활력을 회복시키고(Kang and Choi, 2006), 펠렛 처리를 하여 종자의 보존성을 높여 오랜 기간 

보관이 가능하도록 하는 방법이다(Kang et al., 2009). 하지만 

이러한 방법을 통해 생산된 건전한 종자라도 장기간 저장하면 

활력이 저하되고 파종 전에 이를 선별해 내기는 어렵다. 종자활

력의 측정은 직접 발아 시켜 판별하는 standard germination test(ISTA)와 tetrazolium test와 같은 화학적 방법, 그리고 전

기전도도를 측정하여 종자의 활력을 측정하는 방법 등이 있다. 
그러나 이들 방법은 파괴적이거나 정확도가 낮고, 전문가의 활

용이 필요하다는 단점이 있다. 이에 따라 우량종자를 비파괴적

으로 정확하게 선별할 수 있는 기술이 요구되고 있다. 최근 근적

외선 분광기술은 물질의 정량, 정성 분석이 가능한 비파괴 측정기

술로 다양한 농산물의 물리, 화학적 특성 예측에 활용되고 있다. 
해바라기씨유 및 옥수수용 사일리지의 화학적 성분을 비파괴적

으로 예측함으로써 품질을 향상시키고(Fassio and Cozzolino, 2004), 품질 저하된 호박씨유를 분광분석을 통해 선별할 수 있

는 연구가 진행되었다(Ernst et al., 2004). 최근 국내외적으로 

근적외선 분광 기술을 이용한 우량종자 선별에 관한 연구가 이

루어지고 있는데 배추, 무(Min and Kang, 2008a; Shetty et al., 2011), 박(Min and Kang, 2003), 옥수수(Min and Kang, 2008b), 상추(Ahn et al., 2012) 등의 건전종자와 퇴화종자를 

선별하는 연구가 진행되었다. 이러한 연구들은 분광분석을 이

용한 비파괴 종자 선별의 가능성은 보여주었지만 개별 종자에 

대한 검사만 가능하므로 전수검사에 활용되기에는 한계가 있음

이 지적되고 있다. 이러한 단점을 보완하기 위해서는 대량의 종

자를 기계적 시각으로 동시에 검사할 수 있는 영상 기술이 도입

되어야 하는데 분광분석과 영상기술을 융합한 초분광 영상 기

술이 후보기술로 활용이 가능하다. 초분광 영상기술은 기존의 

분광기술과 영상을 동시에 측정 분석할 수 있는 기술로서 가시

광 및 근적외선 영역의 연속적인 파장을 선택적으로 조합하여 

분석할 수 있어 대상물의 물리적, 생화학적 특성까지 종합적으

로 분석이 가능하다(Cho et al., 2007; Kim et al., 2001). 
본 연구에서는 초분광 반사광 영상을 이용하여 무(Raphanus sativus L)의 발아종자와 불발아 종자를 비파괴적으로 구별할 

수 있는 방법을 개발하고자 하였다. 세부 내용으로는 무 종자의 

발아여부를 판별할 수 있는 최적의 모델을 개발하고 영상처리

기술을 적용하여 초분광 반사광 영상으로 퇴화종자를 검출할 

수 있는 알고리즘을 개발하고자 하였다.
재료 및 방법

가. 공시시료

본 연구에서는 ‘백금주무’ 품종을 사용하였다. 본 실험에서 퇴

화종자를 얻기 위해 정상종자를 인위적인 방법으로 퇴화처리 

하였다. 퇴화 처리를 위해 온도와 수분을 변화 시켜 종자의 함수

율을 20%로 조정한 후 비닐팩으로 진공 포장하여 45℃의 waterbath에서 완전히 퇴화 할 때까지 72시간 보관하였다. 또
한 퇴화처리 후 20℃에서 원래 무게까지 건조시켰으며, 건전종

자 또한 함수율을 퇴화종자와 동일하게 조절 후 다시 원래 무게

까지 건조시켰다(Kang, 2008). 외부적으로 건전종자와 퇴화

종자 모두 색이나 모양 모두 동일하여 육안으로는 구별 할 수 없

었다. 총 일반 건전 종자 144립과 인위적으로 퇴화시킨 144립

을 실험에 이용하였다. 모든 시료는 국제종자검정협회(ISTA) 
규정에 따라 4℃로 보관하여 실험에 사용하였으며, 실험 전에 

실내에 노출시켜 실내온도와 동일하게 맞춘 후 초분광 영상 촬

영 및 발아력 검증 실험에 이용하였다.
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                                             (a)                                           (b)

Figure 2.  Photo of (a) the hyperspectral reflectance imaging system and (b) the lighting sources.

나. 초분광 영상 시스템 구성 및 획득

본 연구에서 사용한 초분광 영상 시스템은 그림 1과 2(a)와 같

다. 시스템은 크게 영상획득부분과 시료이송부분으로 구성되어 

있다. 영상획득부분은 line-scan을 위한 slit과 영상획득을 위

한 electron multiplying charge-coupled device(EMCCD) camera(Luca RDL-604M, Andor Technology, South Windor CT, USA), 각 파장별 분광을 생성하는 imaging spectrograph (VNIR, Headwll Photonics, Fitchburg, MA, USA)로 구성되

어 있으며, 시료이송부분은 step motor, slide assembly, 컨트

롤러 등으로 구성되어 있다. 또한 Fig. 2(b)와 같이 광원은 광량 조

절이 가능한 100 W급 halogen lamp를 사용하였으며, halogen lamp에 가이드를 설치하여 광의 조사폭 조절이 가능하도록 설

계하였다. 가이드는 3개를 1 set로 하였고, 무 종자에 조명을 최

적화하기 위해 각 광원 set는 양쪽에서 시료를 비추도록 수직 방

향으로 약 15°, 가이드와 가이드 사이는 약 30° 정도 기울어지도

록 설치하여 반사광의 공간에 따른 불균일성을 최소화 하였다. 
초분광 영상획득을 위해 렌즈의 노출시간을 설정하면 카메라에

서 자동으로 step motor의 이송속도와 촬영시간을 계산하여 

구동할 수 있도록 시스템을 구축하였다. 렌즈에 투사된 영상은 25 μm 두께의 slit을 통과하면서 line-scan되고 spectrograph
에 의하여 각 파장별 분광이 생성되게 된다. 분광된 정보는 EMCCD 카메라에 의해 증폭되어 이미지로 저장된다. 본 연구에

서는 초분광 영상촬영 시 노출시간(exposure time)은 9.5 ms
로 하고 step motor의 이동은 0.1 mm 간격으로 2300 step으

로 하며 총 23 cm를 이동하며 502 ⅹ 2300 pixel의 해상도로 

무 종자의 초분광 영상을 획득하였다. 측정된 스펙트럼 영상의 

영역은 400 nm 부터 1000 nm 까지이며, 이를 이용하여 데이

터 분석 및 최종 검출 영상을 구축하였다. 

다. 발아력 검증 실험

무의 건전종자와 퇴화종자의 초분광 영상을 획득한 후 개별

종자에 대해 발아 여부를 확인하기 위해 국제종자검정협회(ISTA) 규정에 따라 발아실험을 실시 하였다. 발아 실험은 종이 

위에 치상하는 TP법으로 12립씩 25℃ 조건으로 10일간 발아

실험을 실시하였다. 일반적으로 무 종자는 5일 이내에 발아가 

완료되는 것으로 확인 되었다.
라. 무의 발아종자와 불발아 종자 판별 모델 개발

일반종자 144립과 인위적으로 퇴화시킨 144립을 이용하여 

초분광 영상촬영 후 발아력 실험을 통해 발아종자와 불발아 종

자 식별을 위한 분석을 실시하였다. 초분광 영상 시스템을 통해 

획득한 초분광 반사광 영상에서 수동으로 종자 영상 영역을 선

택하여 각 픽셀에 대한 스펙트럼을 추출 하였다. 발아력 실험을 

통해 식별된 발아종자와 불발아 종자의 획득된 전체 픽셀 수는 

발아종자는 68,204개이며 불발아 종자는 73,865개 이었으며, 
이 중 무작위로 30%를 선택하여 분석에 사용하였다. 분석에 사

용된 픽셀 수는 발아종자 24,936개와 불발아 종자 25,808개 이

였으며 70%는 calibration 그룹으로 판별 예측 모델 개발에 사

용하였고 나머지 30%는 test 그룹으로 구성하여 개발된 모델

의 검증에 활용하였다. 무의 발아종자와 불발아 종자를 판별하

기 위한 예측 모델은 부분 최소 제곱 회귀판별분석법(Partial Least Squares Discriminant Analysis, PLS-DA)을 적용하여 

개발하였다. 최적의 모델을 개발하기 위해 가시광선 영역의 400-750 nm와 750-1000 nm의 근적외선 영역으로 구분하여 

모델을 개발하였으며, 전체영역인 400-1000 nm의 스펙트럼 

모두를 이용해 개발된 모델과 비교하여 최적의 모델을 선정하

였다. 개발된 최적의 모델은 퇴화종자 검출 영상을 구축하는데 
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Table 1.  Results of germination test during 10 days

Total day1 day2 day3 day4 day5 day6 day7 day8 day9 day10 No germination
Viable 144 0 5 85 93 132 132 132 132 132 132 12

Non-viable 144 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 144
*Unit : EA

Figure 3.  Mean spectra of viable and non-viable radish seeds and their hyperspectral reflectance image.

이용하였다. 무의 발아종자와 불발아 종자를 판별하는 기준은 PLS-DA 모델에서 발아종자의 스펙트럼 그룹을 가상변수 ‘1’로, 
불발아 종자의 스펙트럼 그룹은 ‘2’로 설정하여 모델을 개발하

였고 그 중간값인 1.5를 발아여부의 기준으로 설정하였다. 따라

서 개발된 모델에 의해 예측한 결과값이 1.5보다 낮으면 발아종

자로, 1.5보다 높으면 불발아 종자로 판별되도록 하였다(Lim et al., 2011). 발아종자의 예측 결과값이 1에 가깝고 불발아 종자

의 예측결과 값이 2에 가까울수록 우수한 성능의 모델이라고 할 

수 있다. 
PLS_image =∑n

i=1Wi Hi + constant (1)
Wi : beta coefficients Hi : the image at ith wavelength of a total of n spectral imagesConstant : beta coefficients constant
또한 식 (1)과 같이 PLS-DA 모델의 beta coefficient를 초분

광 영상에 적용하여 각 파장 영상의 선형조합으로 PLS 영상을 

구성하고 이 영상을 이용하여 퇴화종자를 검출 하기 위한 영상

처리 알고리즘을 개발하였다. 모든 데이터 분석은 MATLAB (version 7.0.4, The Mathworks, Natick, MA, USA) 프로그램

을 이용하였다.

결과 및 고찰

가. 발아력 실험 결과Table 1은 건전종자와 퇴화종자 각 144립에 대한 발아테스

트 결과를 보여준다. 일반 건전종자는 5일이내 발아가 완료되는 

것으로 나타났다. 실험에 사용한 무 종자는 91.6 %의 발아율을 

보였으며 퇴화 처리한 종자는 모두 발아되지 않았다. 
나. 무의 발아종자와 불발아 종자의 스펙트럼 분석

총 288립 중 132립의 발아종자와 156립의 불발아 종자를 분

석에 이용하였다. Figure 3은 두 그룹의 평균 스펙트럼을 나타

낸다. 외관상 동일하여 육안으로는 판별하기 어려웠으며, 스펙

트럼도 비슷한 패턴으로 나타났다. 평균 스펙트럼 중 500-700 nm 부분과 800-950 nm 에서 다소 차이가 보였으며 이 영역에

서의 차이는 무 종자가 퇴화하는 과정에서 색소나 성분물질의 

변화 때문으로 판단된다. 하지만 이들의 편차가 심하여 소수의 

파장만으로 두 그룹을 구별하기는 어려움이 있어 PLS-DA를 적

용해 정확한 분석을 실시하고자 하였다.
다. 무의 발아종자와 불발아 종자 판별 예측 모델 및 

성능평가

발아력 실험 후 식별된 무의 발아종자와 불발아 종자의 스펙

트럼에 PLS-DA를 적용하여 발아력 판별예측 모델을 개발하였
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Figure 4.  Beta coefficients of the developed PLS model by using 
visible spectra (400-750 nm).

Figure 5.  Beta coefficients of the developed PLS model by using 
NIR spectra (750-1000 nm).

Figure 6.  Beta coefficients of the PLS model developed with the 
spectra of the entire spectral range.

Table 2.  Calibration results of PLS-DA model for viable and non-viable radish seeds for each spectral group

Wavelength
(nm)  

Viable Non-Viable Total Accuracy 
(%)Correct* Incorrect* Accuracy (%) Correct* Incorrect* Accuracy (%)

400-750 16838 3112 84.4 17252 3393 83.6 84
750-1000 14642 5308 73.4 16337 4308 79.1 76.3

400-1000 18283 1667 91.6 19154 1491 92.8 92.2
*Number of pixels

다. 400-750 nm 까지의 가시광선의 영역만을 이용하여 개발된 

모델에 중요한 영향을 미친 파장대를 확인하기 위해 beta coefficient를 계산하였다(Fig. 4). 가장 중요한 영향을 미친 파

장은 550 nm, 600 nm, 635 nm, 675 nm, 690 nm, 730 nm 이
였으며 이들은 모두 가시광 영역으로 종자가 퇴화하는 과정에서 

사람의 육안으로 판별하기 어려운 미세한 색소의 차이가 스펙트

럼에 반영된 결과이며 특히 675 nm 부근의 영역은 chlorophyll
의 대표적인 흡수파장 영역대(Anatoly et al., 1999)로 무와 같

은 십자화과 종자가 퇴화하는 과정에서 발생하는 chlorophyll의 

변화가 반영된 결과라 사료된다(Henk et al., 1998). Calibration 
그룹의 분류 정확도는 발아종자 84.4%, 불발아 종자 83.6%로 

나타났으며 전체적으로 84%의 정확도를 보였다. 또한 모델 개발

에 사용하지 않은 test 그룹의 분류 정확도는 발아종자 84.6%, 불
발아 종자 83.9%로 전체 84.2%의 정확도로 나타났다.

가시광선의 영역을 제외한 근적외선 750-1000 nm 영역만

을 이용하여 개발된 모델의 beta coefficients는 Figure 5와 같

다. 모델 개발에 중요한 영향을 미치는 파장대는 760 nm, 770-800 nm, 830-840 nm, 880-890 nm, 960-970 nm로 나

타났다. 이러한 파장대들은 C-H structure third overtone와 O-H structure second overtone의 진동모드 영역인데, C-H 
결합에 의한 화학적 작용기 및 O-H 결합에 의한 수분과 밀접한 

관련이 있다(Chung and Kim, 2000). 또한 이 파장대는 CH3 등
의 화학적 작용기와 관련이 되는데 유리기(free radicals)에 의

해 발생한 과산화지질은 종자가 퇴화하는 동안 종자의 배를 둘

러싸고 있는 종피의 세포막을 파괴해서 노화의 주된 원인이 되

는 것으로 보고되고 있다(Shetty et al., 2011). 따라서 퇴화과

정 동안 종자 내 세포에서 구조적 조성물질의 변화가 발생되어 

스펙트럼에 반영되는 것으로 사료된다. 근적외선만을 이용하여 

개발된 모델의 정확도는 발아종자 73.4%, 불발아 종자 79.1%
로 전체적으로 76.3%의 정확도를 보였다. 또한 개발된 모델의 

검증을 위한 test 그룹의 정확도는 발아종자 73.4%, 불발아 종

자 78.1%로 전체 75.8%로 가시광선을 이용한 모델에 비해 다

소 낮은 정확도를 보였다.Figure 6은 400-1000 nm 범위의 전 파장 즉, 가시광선 영역
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Table 3.  Test results of PLS-DA model for viable and non-viable radish seeds for each spectral group

Wavelength
(nm)  

Viable Non-Viable Total Accuracy
(%)Correct* Incorrect* Accuracy (%) Correct* Incorrect* Accuracy (%)

400-750 4219 767 84.6 4331 832 83.9 84.2
750-1000 3658 1328 73.4 4032 1131 78.1 75.8
400-1000 4605 381 92.4 4780 383 92.6 92.5

*Number of pixels

Figure 7.  Image processing for detecting nonviable radish seeds.

Table 4.  Classification results of viable and non-viable radish seeds using resultant optimal PLS-DA image

Classification Total Correct Incorrect Accuracy

Total 288 274 14 95.1
Number of sample

과 근적외선 전 영역의 스펙트럼을 이용하여 개발된 모델의 beta coefficients를 나타낸다. 모델 개발에 영향을 미친 파장대

들은 앞에서 언급한 부분들과 유사하며 발아종자 91.6%, 불발

아 종자 92.8%의 정확도를 보였고 전체적으로 92.2%의 높은 

정확도를 보였다(Table 2). 또한 Test 그룹을 이용하여 개발된 

모델의 검증 결과 발아종자 92.4%, 불발아 종자 92.6%로 전체 92.5%의 높은 정확도를 나타냈다(Table 3). 이러한 사실은 종

자의 퇴화하는 과정에서 발생하는 chlorophyll과 같은 미세한 

색소의 차이와 종자 내 세포 구조적 조성물질의 변화를 동시에 

고려하는 것이 퇴화종자 검출을 위해 더 유리하다는 것을 의미

한다. 영상을 이용한 종자검출을 위해서 가장 정확도가 높은 400-1000 nm의 범위를 스펙트럼을 이용한 PLS 영상을 사용

하였다.
라. 무의 불발아 종자 검출 영상처리 알고리즘 개발

개발된 최적 모델의 beta coefficients를 적용한 PLS 영상을 

이용하여 무의 불발아 종자를 검출하기 위한 영상처리 과정은 

Figure 7과 같다. 837 nm의 파장영상을 이용하여 종자 영역은 1, 나머지 배경영역은 0의 값을 가지도록 이진화 하여 배경을 제

거한 masking image를 만들었다. 그 후 beta coefficients를 

적용한 PLS 영상을 구성한 후 masking image에 곱하기 연산하

여 PLS 영상에서 배경부분을 제거하였다. 마지막으로 무의 발

아종자와 불발아 종자를 판별하는 기준인 1.5의 임계값을 적용

하여 이진화 영상을 구성하여 불발아 종자만 검출하는 영상을 

구성하였다. 하지만 임계값을 적용하면 발아종자 부분에 모든 

픽셀 값이 발아종자의 예측값인 1이 되지는 못하므로 오검출 픽

셀이 남게 된다. 이러한 오검출 픽셀은 무 종자의 평균 크기 즉 평

균 픽셀 수와 판별 정확도를 고려하여 불발아 종자만 검출 하도

록 하는 알고리즘을 식 (2)와 같이 개발하여 적용하였다.
Y=( X-3σ )×A (2)

where,Y : Pixel number for detection
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Figure 8.  Detecting results of viable and non-viable radish seeds with the germination tests (circle: misclassification, triangle: not 
germinated).
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X : Mean pixel number of a seed area
σ : Standard deviation of a seed area in pixel numberA : Classification accuracy of PLS model
식 (2)는 최종적으로 검출되는 무 종자의 픽셀을 결정하는 식

으로 평균 무 종자의 픽셀 수에 표준편차를 이용한 3시그마법을 

적용하여 무 종자의 평균 크기, 픽셀 수를 결정하고 여기에 개발

된 모델의 정확도를 곱하여 최종적으로 검출되는 픽셀 수를 구

하였다. 실제로 검출되는 무 종자의 픽셀들 중 식 (2)에 의해 계

산된 픽셀 수보다 클 경우만 검출되도록 개발하였다. 또한 최종 

검출된 영상에 열기 닫기 영상처리 연산을 이용하여 노이즈를 

제거한 최종적인 불발아 종자 검출 영상을 얻었다.  Table 4는 

본 연구에서 실시한 전체 무의 발아종자와 불발아 종자 판별 정

확도를 나타내며, Figure 8은 전체 검출 영상 및 발아테스트 결

과를 보여준다. 최종 검출 영상과 발아실험 실시 후 사진의 위치

를 일치 시켜 비교한 것이다. 최종 검출영상에서 원으로 표시된 

부분이 불발아 종자를 검출 하지 못한 오검출과 발아되어 검출

하지 않아야 하지만 검출된 오검출이며 발아사진에 세모로 표

시한 부분이 발아 되어야 할 건전종자가 발아되지 않은 부분이

다. 불발아된 종자와 최종 검출 영상을 확인하여 불발아 종자의 

검출 정확도를 계산하였다. 검출 정확도는 288립 중 14립이 오

분류 되어 95.1%의 정확도를 보였다. 기존의 분광 스펙트럼을 

이용하여 무의 발아종자와 불발아 종자의 연구에서 높은 판별

률을 나타냈다. 하지만 이러한 기술들은 개별종자에 대한 검수

만 가능하다. 하지만 본 연구의 초분광 반사광 영상 기술을 이용

한 판별 결과를 살펴보면 대량의 종자를 동시에 비파괴적으로 

검사가 가능함을 확인 할 수 있었다. 차후 실시간 선별을 위한 연

구는 본 연구에서 확인한 선별 가능성을 토대로 특징적인 소수

의 파장만을 이용하는 다분광 영상 기술로 처리속도를 감소시

켜 선별 속도를 향상시킬 수 있는 기술을 개발이 필요하다.
결 론

본 연구에서는 초분광 반사광 영상을 이용하여 무의 발아종

자와 불발아 종자를 비파괴적으로 선별하는 기술을 개발하고자 

하였다. 무의 발아종자와 불발아 종자를 분류하기 위한 최적의 

분광분석 모델을 개발하고 이를 이용한 영상을 이용하여 퇴화

종자를 검출하기 위한 영상처리 알고리즘을 제시하였다. 본 논

문의 전체적인 결론을 요약하면 다음과 같다.
(1) 초분광 반사광 영상에서 획득한 반사광 스펙트럼 중 가

시광선의 영역(400-750 nm)와 근적외선 영역(750- 1000 nm)을 분류하여 PLS-DA 모델을 개발하고 성능

을 평가하였다. 가시광선 영역의 calibration의 분류 정

확도는 84%, test의 분류 정확도는 84.2%이었고, 근적

외선 영역의 calibration의 분류 정확도는 76.3%, test
의 분류 정확도는 75.8%로 가시광선 영역의 모델이 상

대적으로 더 우수한 모델로 나타났다.(2) 가시광선과 근적외선을 혼합한 400-1000 nm 영역을 

이용하여 개발한 PLS-DA 모델의 정확도는 calibration
은 92.2%, test는 92.5%로 개별 가시광선과 근적외선 

영역의 스펙트럼을 사용하였을 때보다 정확도가 향상되

었다. 이는 종자의 퇴화하는 과정에서 발생하는 가시광 

영역의 chlorophyll과 같은 미세한 색소의 차이와 종자 

내 세포 구조적 조성물질의 변화를 반영하는 근적외선 

영역을 동시에 고려하는 것이 퇴화종자 검출에 더 유리

하다는 것을 보여주었다. (3) 400-1000 nm 영역의 스펙트럼을 이용한 최적의 판별 

모델의 beta coefficients를 적용한 PLS 영상을 이용하

여 무의 발아종자와 불발아 종자를 선별한 결과 판별 정

확도 95%이었다. 이는 초분광 반사광 영상기술이 대량

의 종자를 동시에 비파괴적으로 선별하는데 활용 가능

하다는 것을 보여주고 있다.
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