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Abstract To determine whether FT-IR spectroscopy 
combined with multivariate analysis for whole cell extracts 
can be used to discriminate major leguminous plant at 
metabolic level, seed extracts of six leguminous plants were 
subjected to Fourier transform infrared spectroscopy (FT-IR).  
FT-IR spectral data from seed extracts were analyzed by 
principal component analysis (PCA), partial least square 
discriminant analysis (PLS-DA) and hierarchical clustering 
analysis (HCA). The PCA could not fully discriminate six 

leguminous plants, however PLS-DA could successfully 
discriminate six leguminous plants. The hierarchical den-
drogram based on PLS-DA separated the six leguminous 
plants into four branches. The first branch was consisted of 
all three Vigna species including Vigna radiata var. radiate, 
Vigna angularis var. angularis and Vigna unguiculata subsp. 
Unguiculata. Whereas Pisum sativum var. sativum, Glycine 
max L and Phaseolus vulgaris var. vulgaris were clustered 
into a separate branch respectively. The overall results showed 
that metabolic discrimination system were in accordance 
with known phylogenic taxonomy. Thus we suggested that 
the hierarchical dendrogram based on PLS-DA of FT-IR 
spectral data from seed extracts represented the most probable 
chemotaxonomical relationship between six leguminous 
plants. 

Keywords Fourier transformation - infrared spectroscopy, 
leguminous plants, metabolic discrimination, Partial least 
square discriminant analysis (PLS-DA), Principal component 
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서 론

두과작물은 전세계적으로 48%의 기름 생산량을 차지하

고 있는 경제적으로 중요한 작물이다(Singh and Hymowiz 
1988). 또한 두과작물은 단백질 40%, 탄수화물 30% 그리
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Fig. 1 The seeds of leguminous plants used in the study (A) 
Glycine max L. (B) Pisum sativum var. sativum. (C) Phaseolus 
vulgaris var. vulgaris (D) Vigna radiata var. radiate. (E) Vigna 
angularis var. angularis (F) Vigna unguiculata subsp. Unguiculata
Scale bars represent 1 cm

고 지방 20%를 함유하는 고기능성 식량작물이다(Jang et 
al. 2010). 두과작물은 우리나라 전역에서 재배되고 있으

며, 오랜 세월 지역적 특성에 따라 다양한 품종들이 농가

에서 재배되고 있다(Kim et al. 1993; Lee and Kim 1993). 
최근 국산 콩을 이용하는 소비자가 증가하면서 국산 콩

에 대한 관심이 급증하고 있지만 우리나라의 콩 재배면

적 감소에 따른 생산량 감소로 식용콩 자급률은 32.5%에 

불과하여 외국산 수입콩의 비중이 크게 증가하고 있는 

실정이다(Im and Lee 2011). 이와 더불어 유전자 변형 농

산물에 대한 소비자의 식품 안정성에 대한 우려도 크게 

증가하고 있어서 국산 콩과 수입 콩의 원산지 식별은 물

론 다양한 기능성 두과작물의 신품종 개발을 위해서도 

신속한 품종 및 계통 식별방법의 개발이 요구되고 있다. 
  콩의 품종 및 변종의 식별 방법으로 RFLP, RAPD, SSR, 
AFLP와 같은 분자마커를 이용한 구분 방법들이 개발되

어왔다(Keim and Shoemaker 1988; Thompson and Nelson 
1998; Kim et al. 2006; Choi et al. 2000). 또한 유전적 다양

성 분석과 품종 구분을 위한 분자마커로 SNP 마커들이 

활용되고 있다(Yoon et al. 2007). 그러나 콩에 함유되어 

있는 불포화지방산, 식이섬유, 올리고당, 이소플라본, 피
틴산, 사포닌, 피니톨 및 티아민과 같은 다양하게 대사물

질을 대사체 마커로 이용하여 품종 선발이 이루어지고 

있으나 아직 대사체 수준에서 식별 기술 개발에 대한 연

구는 진행된 바가 없다(Jang et al. 2010; Hong et al. 2010). 
최근 기기분석의 발달에 힘입어 대사체 분석기술에 대한 

관심이 고조되고 있으며 급진적인 기술발전이 이루어지

고 있다. 특히 대사체지문분석기술(metabolite fingerprinting)
은 시료의 전세포추출물 대사체 정보로부터 다양한 다변

량통계분석기법을 이용하여 대사체 수준에서 시료간의 

양적, 질적 패턴 차이를 규명하는 연구 분야로 주로 FT-IR 
(Fourier transform infrared spectroscopy), HNMR(proton nuclear 
magnetic resonance spectroscopy)및 MS(mass spectrometry)등
의 분석 데이터를 이용하여 시료의 식별에 활용이 되고 

있다(Krishnan et al. 2005). 특히 FT-IR 스펙트럼 데이터의 

다변량 통계분석 기술은 유연관계가 높은 미생물종의 식

별(Goodacre et al. 1998; Timmins et al. 1998; Wenning et al. 
2002), 식물세포벽 돌연변이주 선발(Stewart et al. 1997; 
Chen et al. 1998), 고등식물의 종 구분(Kim et al. 2004) 및 

품종 식별(Kim et al. 2007, 2009)에 활용이 가능함이 보고

된 바 있다. 
  따라서 본 연구에서는 FT-IR 스펙트럼의 다변량통계분

석 기법을 이용하여 국내에서 재배되고 있는 주요 두과

작물들의 대사체 수준에서 신속한 구분 및 식별체계를 

확립함으로써 재배환경에 따른 대사물질의 질적, 양적 

변화를 규명하고 더 나아가 기능성 성분의 함량이 우수

한 계통 선발을 위한 신속 품종식별 기술 발판을 구축하

고자 한다. 

재료 및 방법

식물재료

본 연구에 사용된 두과작물은 농촌진흥청 국립식량과학

원에서 분양 받은 6종의 두과작물 건조종자를 사용하였

다. 실험에 사용된 두과작물은 대두(Glycine max L; Deawon, 
Eunha, Sohuk), 완두(Pisum sativum var. sativum; Ol, Cheongmi, 
Sacheol), 강낭콩(Phaseolus vulgaris var. vulgaris; Kangnang- 
1ho, 3ho), 팥(Vigna angularis var. angularis; Yenkum, Chilbo, 
Chungju), 녹두(Vigna radiata var. radiata; Eooul, Jangan, 
Dasun) 그리고 동부(Vigna unguiculata subsp. unguiculata; 
Kochang, Hwaseong, Kimje)이며 강낭콩 2종을 제외하고는 

각 종별로 3개의 품종을 대사체 분석에 사용하였다(Fig. 1). 
각각의 종자시료는 막자와 막자사발을 이용하여 분말형

태로 분쇄하였다. 분쇄된 콩 종자시료는 -70℃ 초저온냉

동고에 보관하여 사용하였다. 

두과작물 전세포추출물 제조

대두, 완두, 강낭콩, 팥, 녹두, 동부의 각 종자 분말 20 mg
을 1.5 ml Eppendorf tube에 넣고 20%(v/v) methanol 용액을 

200 µL씩 첨가하여 잘 섞어주었다. 각 tube를 50℃ water 
bath에서 20분간 반응시킨 다음 13,000 rpm에서 15분간 원

심분리한 후 상층액을 새로운 tube에 옮겼다. 새로운 tube
에 옮긴 시료는 다시 한번 13,000 rpm에서 5분간 원심분

리하고 찌꺼기가 들어가지 않도록 상층액을 조심스럽게 

새로운 tube에 옮겼다. 추출된 추출물은 -20℃에서 보관

하여 FT-IR 스펙트럼 분석에 사용하였다.
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Fig. 2 Representative FT-IR spectra from leguminous plants (A) 
GB : Glycine max L. (B) PSM : Pisum sativum var. sativum (C) 
PVM : Phaseolus vulgaris var. vulgaris (D) VAM : Vigna angularis
var. angularis (E) VRM : Vigna radiata var. radiate (F) VUM : 
Vigna unguiculata subsp. Unguiculata

FT-IR 스펙트럼과 데이터 전처리 및 다변량 통계분석

FT-IR(Fourier transform infrared) 스펙트럼 조사는 Tensor 
27(Bruker Optics GmbH, Ettlingen, Germany)을 사용하였고, 
DTGS(deuterated triglycine sulfate) 검출기로 분석하였다. 
추출된 각각의 시료를 5 µL씩 384-well ZnSe plate에 분주

하여, 37℃ hot plate에서 약 20분간 건조하였다. 건조된 

ZnSe plate는 Tensor 27에 장착된 HTS-XT(Bruker Optics 
GmbH) 고효율 자동화 장치를 이용하여 스펙트럼을 측정

하였다. 각 시료의 스펙트럼은 총 4000 ~ 400 cm-1 범위에

서 그리고 4 cm-1 간격으로 총 128회 반복 측정된 평균 스

펙트럼을 분석에 사용되었다. 각 시료는 각각 3반복으로 

FT-IR 스펙트럼을 반복 측정하였다. FT-IR 스펙트럼 조사 

및 데이터 변환에 사용된 프로그램은 Bruker 에서 제공하

는 OPUS Lab(ver. 6.5, Bruker Optics Inc.)를 사용하였다. 
FT-IR 스펙트럼 데이터의 다변량 통계분석을 위해 먼저 

FT-IR 스펙트럼 데이터의 baseline 교정, normalization 및 

mean centering 등 스펙트럼의 전처리 과정을 R 프로그램

(version 2.13.2)을 이용하여 수행하였다. Baseline 교정을 

위해 FT-IR 스펙트럼 분석 영역의 양 끝점(800 ~ 1800cm-1)
의 흡광도를 0으로 조정하였으며 실험상의 오차를 최소

화하기 위하여 각 스펙트럼을 동일 면적으로 normalization 
하였다. 이후 데이터의 mean centering 과정을 거쳐 2차 미

분한 다음 다변량 통계분석 분석을 위한 표준화된 데이

터로 사용하였다.
  가공된 FT-IR 스펙트럼 데이터는 NIPALS 알고리즘

(Wold 1966)을 이용하여 R 프로그램(version 2.13.2)을 사

용하여 PCA(Principal component analysis)와 PLS-DA(Partial 
least square discriminant analysis)분석을 수행하였다(Fiehn et 
al. 2000; Trygg et al. 2007). PCA 및 PLS-DA 분석을 통해 

얻어진 score를 이용하여 HCA(hierarchical clustering analysis) 
분석하였으며 유사도 지수로 UPGMA(unweighted pair group 
method with arithmetic mean analysis)를 사용한 euclidean 
distance를 측정하여 각 시료의 유연관계를 덴드로그램으

로 나타냈다.

결과 및 고찰

주요 두과작물의 FT-IR 스펙트럼 비교 분석

두과작물로부터 전세포추출물의 FT-IR 스펙트럼 데이터

의 다변량통계분석을 통해 주요 두과작물의 대사체 수준

에서 유연관계 규명 및 식별체계를 확립하였다. 대두, 완
두, 강낭콩, 팥, 녹두, 동부 등 주요 두과작물은 FT-IR 스
펙트럼상의 1500 ~ 1700, 1300 ~ 1500, 950 ~ 1100 cm-1 부위

에서 대사체의 양적, 질적 패턴 변화가 크게 이루어짐을 

알 수 있었다(Fig. 2). FT-IR 스펙트럼의 1500 ~ 1700, 1300
~ 1500 그리고 950 ~ 1100 cm-1 부위는 각각 Amide I과 II
을 포함하는 아미노산 및 단백질계열의 화합물, phosphodiester 
group을 포함한 핵산 및 인지질 그리고 단당류나 복합 다

당류를 포함하는 carbohydrates 계열의 화합물들의 질적, 
양적 정보를 반영하는 부위이다(Parker 1983; Dumas and 
Miller 2003; Wolkers et al. 2004; Yee et al. 2004; D’Souza 
et al. 2008; Lopez-Sanchez et al. 2010). 즉 FT-IR 스펙트럼 

상의 질적, 양적 차이는 각 두과작물별로 종자내에 함유

되어 있는 아미노산이나 단백질, 지방산, 그리고 탄수화

물계통의 화합물들의 질적, 양적 차이가 현저하게 나타

남을 의미한다. 따라서 FT-IR 스펙트럼 분석은 두과작물

의 주요 대사체의 질적, 양적 변화를 예측하고 함량이 높

은 계통의 선발 수단으로 신속한 활용이 가능할 것으로 

기대된다. 

두과작물의 FT-IR 스펙트럼 다변량 통계분석 및 대사체 수준 

유연관계 비교

6종의 두과작물 FT-IR 스펙트럼 데이터의 PCA 분석 결

과 PC 1과 2 score는 각각 35.6%, 17.1%의 설명력을 갖고 

있으며 전체 변이량의 약 52.7%를 반영하고 있음을 알 

수 있었다(Fig. 3). 비록 전체 변이량 전부를 설명할 수는 

없었지만 각 두과작물 종의 영역내에 각각의 반복구는 

물론 각 종에 속하는 3개 품종시료들이 분포하는 것으로 

보아 대사체 수준에서 각 두과작물의 종 식별이 이루어

지고 있음을 알 수 있었다. 대두콩, 강낭콩 및 완두콩의 

경우 각 종의 영역이 중첩되지 않고 별도의 그룹을 형성

하였으나 반면에 팥, 녹두, 동부는 그룹의 중첩이 이루어

지면서 각 종별로 완전한 식별이 불가능하였다. 이는 팥, 
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Fig. 3 PCA score plot of FT-IR data from leguminous plants 
(A) GB : Glycine max L. (B) PSM : Pisum sativum var. sativum
(C) PVM : Phaseolus vulgaris var. vulgaris (D) VAM : Vigna 
angularis var. angularis (E) VRM : Vigna radiata var. radiate
(F) VUM : Vigna unguiculata subsp. Unguiculata Dot circles in 
figure represent boundary of each leguminous plant

Fig. 4 Loading value plot of PCA analysis from FT-IR data of 
leguminous plants. Dot rectangles represent significant FT-IR spectral 
region for metabolic discrimination of each leguminous plant

Fig. 5 PLS-DA score plot of FT-IR data from leguminous plants 
(A) GB : Glycine max L. (B) PSM : Pisum sativum var. 
sativum (C) PVM : Phaseolus vulgaris var. vulgaris (D) VAM 
: Vigna angularis var. angularis (E) VRM : Vigna radiata var. 
radiate. (F) VUM : Vigna unguiculata subsp. unguiculata Dot 
circles in figure represent boundary of each leguminous plant

Fig. 6 Hierarchical dendrogram of FT-IR data from leguminous 
plants

녹두, 동부의 경우 대사체 수준에서 유연관계가 콩보다

는 매우 높음을 의미하는 것이다. 따라서 이 결과는 팥, 
녹두, 동부가 분류체계상 동일한 속에 포함되는 계통분

류학적 유연관계가 높은 식물종들이라는 사실과 일치하

는 것으로 대사체 수준에서 유연관계가 계통분류학적 유

연관계를 반영하고 있으며 대사체 수준에서 마커 탐색을 

통하여 두과작물의 식별체계 확립이 가능할 것으로 기대

된다. 
  각 두과작물의 대사체 수준 식별에 있어 중요한 FT-IR 
스펙트럼 부위를 조사하였다(Fig. 4). FT-IR loading value
를 보면 PC 1과 2의 분류하는 기준을 확연히 볼 수 있다. 
두과작물의 식별에 있어 중요한 FT-IR 스펙트럼 부위는 

1650 ~ 1550과 1150 ~ 1000 cm-1 부위임을 알 수 있었다

(Fig. 4). 이 부위는 FT-IR 스펙트럼상에서 차이를 보였던 

부위(Fig. 2)와 거의 일치하는 것으로 amide I, II와 carbohy-
drates 계열의 화합물들의 질적, 양적 차이가 두과작물의 

대사체 수준 식별에 중요한 역할을 하고 있음을 알 수 있

었다(Fig. 4).
  PLS-DA 분석의 경우 PCA 분석 보다 두과작물의 종간 

식별이 뚜렷하게 나타났다(Fig. 5). PLS-DA score plot을 보

면 대두콩, 완두, 강낭콩은 각각 별도의 그룹을 형성하지

만 녹두, 팥, 동부는 하나의 그룹을 형성하였다. 즉 녹두, 
동부, 팥이 콩에 비하여 상대적으로 대사체 수준에서 유

연관계가 높음을 알 수 있었다(Fig. 5). 이처럼, FT-IR 스
펙트럼 데이터 이용한 PLS-DA 분석으로 두과작물 간의 

종 구분이 가능함을 알 수 있었다. HCA dendrogram 분석 

결과를 보면 총 17개의 두과작물 시료들이 4개의 주요 

그룹으로 구분이 이루어짐을 알 수 있었다(Fig. 6). 녹두, 
동부, 팥이 하나의 그룹을 형성하고 있고, 대두콩, 강낭

콩, 완두콩이 각각 그룹을 형성하고 있었다. 이상의 연구

결과로 볼 때 두과작물의 FT-IR 스펙트럼 다변량통계분
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석을 통해 대사체 수준에서 두과작물의 식물 종 구분이 

가능함을 알 수 있었다. SSR 마커를 이용한 야생콩의 유

전적 다양성과 유연관계를 분석한 결과를 보면, 한국, 일
본, 중국에서 수집된 야생콩의 유연관계는 중국 야생콩

이 단독적으로 그룹을 형성하고, 한국, 일본 야생콩이 그

룹간에 경계가 중첩되는 패턴을 볼 수 있었고, 중국 야생

콩보다 일본 야생콩이 유전적으로 유사도가 높다는 것이 

보고된 바 있다(Kim et al. 2010). 그리고 최근 콩에 존재

하는 mannose와 galactose 함량비가 지리적 경향, 환경적 

요인에 변화될 수 있으며 육종을 통해 고함유 계통의 선

발이 가능함이 보고된 바 있다(Kim 2011). 또한, FT-IR 스
펙트럼 데이터를 이용하여 바위솔을 PLS 분석을 통해서 

종간 유연관계를 조사한 보고에 따르면 개체간에 대사물

질에 대한 차이를 알 수 있었고, 분류학적 유연관계가 거

의 일치하고, 예측의 정확도가 92.9% 높게 나타났다고 보

고된바 있다(Kim et al. 2011).
  따라서 본 연구에서 확립된 대사체 수준에서 두과작물

의 식별 기술은 각 두과작물로부터 유용 기능성 물질의 

함량이 높은 품종, 계통의 신속한 선발 수단으로 활용이 

가능할 것으로 기대되며 육종을 통한 기능성 품종개발 

가속화에 기여 할 수 있을 것으로 예상된다. 아울러 본 

기술은 타작물의 기능성 품종 육성에도 효과적인 수단으

로 활용이 가능할 것으로 기대된다.

적 요

본 연구에서는 국내에서 재배중인 대표적인 두과작물(대
두, 완두, 강낭콩, 팥, 녹두, 동부)종자로부터 전세포추출

물의 FT-IR 스펙트럼 데이터로부터 다변량통계분석

(PCA, PLS-DA, HCA)을 이용하여 신속하고 간편한 종 구

분체계를 확립하였다. 대사체수준에서 팥, 녹두, 동부는 

유연관계가 높음을 알 수 있었으며 대두, 완두, 강낭콩은 

비록 두과작물이지만 차이가 매우 큼을 알 수 있었다. 아
울러 본 연구에서 얻어진 대사체 정보의 다변량통계분석

에 의한 유연관계분석은 흥미롭게도 두과작물의 계통분

류학적 유연관계와 밀접한 상관관계를 나타내었다. 따라

서 FT-IR 스펙트럼 데이터의 다변량통계분석은 방법의 

간편성과 신속성을 고려할 때 두과작물의 계통이나 품종

의 신속한 식별 수단으로 활용이 가능할 것으로 기대된

다. 또한 두과작물의 기능성 성분 함량 정보가 성공적으

로 연계된다면 본 연구에서 확립된 대사체 기반 신속식

별체계는 기능성 성분의 함량이 높은 계통이나 품종의 

조기 선발수단으로 활용이 가능할 것으로 기대된다. 
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