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ABSTRACT

Optimization of Enzymatic Hydrolysis for Porcine Plasma Protein 

by Response Surface Methodology (RSM)

Su-Bin Lee

Advisor: Prof. Hyun-Jae Shin, Ph.D.

Department of Chemical Engineering

Graduate School of Chosun University

As the consumption of meat increases due to the improvement of people's living and 

the increase of income, the number of slaughtered animals and the slaughter blood from 

the slaughter process are also increasing. The blood contains more than 28% protein, 

which contains a lot of essential amino acids such as lysine and non-essential amino 

acids such as glutamic acid, glycine and alanine. Protein hydrolysates have properties 

such as inhibitory activity against angiotensin I converting enzyme (ACE), immunologi-

cally regulating activity and antioxidant, anti-allergic, antibacterial activities. The purpose 

of this study was to establish optimal conditions for hydrolysis of porcine plasma pro-

teins using response surface methodology. The response surface methodology was used 

to optimize the hydrolysis (DH), 2,2-diphenyl-1-picazine (DPPH) radical scavenging ac-

tivity and Fe2+-chelating activity of the reaction. 

The results were as follows:

1) The degree of hydrolysis (DH) of the hydrolysate was found to be in the range 

of 39.10-69.56%. DH showed a strong quadratic (p<0.01) effect on E/S (%) and 

time.

2) The DPPH radical scavenging activity range of the hydrolysate was determined to 
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be 39.64-64.74%. DPPH radical scavenging activity showed linear (p<0.05) and 

quadratic (p<0.01) effects on pH. However, the interaction between pH and en-

zyme concentration relative to substrate, hydrolysis time and enzyme concentration 

relative to substrate can be neglected.

3) The degree of hydrolysis of Fe2+-chelating activity was ranged from 71.27-84.52%. 

Fe2+-chelating activity shows strong linea r(p<0.01) and quadratic (p<0.01) effects on 

E/S (%) and strong quadratic (p<0.01) effects on pH. However, the linear and quad-

ratic effects of hydrolysis time can be neglected (p>0.05).

4) Optimal conditions for hydrolysis of porcine plasma proteins are pH 7.88, E/S (%) 

1.06, time 449 min. Under these conditions, DH was 75.32%, DPPH radical scav-

enging activity was 65.73%, and Fe2+-chelate activity was 82.65%. This condition 

was confirmed as the optimum enzymatic hydrolysis condition.

5) Hydrolysates treated under optimal conditions showed that proteins with molecular 

weights greater than 72 kDa were almost degraded. it was confirmed that the 

degradation to less than 10 kDa protein.

6) The amino acid content of hydrolysate treated under optimal conditions was 

27,347 g per 100 g, and the amino acid content contributing to antioxidant activ-

ity also increased.

In this study, the optimum conditions for the antioxidant activity of protein hydro-

lysates made with the most commercially available Alcalase and Flavourzyme were 

established. It was confirmed that the hydrolysate produced under these conditions was 

mostly degraded to proteins of 10 kDa or less. It was confirmed that the content of 

amino acids contributing to the antioxidant activity was increased. In addition, the 

smaller protein that is degraded due to the complex treatment is expected to be well 

absorbed upon ingestion as well as to increase antioxidant activity, and is expected to 

be used as an additive and a natural antioxidant in animal and fish feeds. 



1

제1장 서론

1. 연구의 배경

가. 뱀장어 사료

세계적으로 뱀장어는 15종 3아종으로 18종으로 분류되고 있으며, 이 중 인도양과 

태평양의 열대지방에 12종, 북반구의 온대지방에 3종 그리고 나머지 3종이 남태평

양의 온대지방에 서식하고 있다. 뱀장어는 뱀장어목 뱀장어과의 어류로 바다에서 

태어나 강에서 자라며, 잉어, 가물치 및 메기와 같은 대표적인 담수어종으로 몸길

이 40-60 cm로 길고 원통형이며 피부가 미끌미끌하다.[1] 뱀장어는 다른 어종에 비

해 단백질, 지방, 비타민, 무기질 등이 풍부하게 함유되어 있는 대표적인 담수어종

으로 한국, 일본, 중국 등 동남아시아에서는 기호식품으로 오래 전부터 애용되어왔

다. 식용으로 이용되고 있는 종은 온대지방에 살고 있는 극동산 뱀장어(Anguilla japon-

ica), 유럽산 뱀장어(Anguilla anguilla), 북미산 뱀장어(Anguilla rostrata)이다 (Figure 1).

극동산 뱀장어는 주로 우리나라, 중국, 대만, 일본 등에 서식하고 있는데 이탈리

아에서 시작하여 일본에서 기술 집약적 양식으로 발전한 후, 현재는 중국, 대만 및 

인본 등 아시아 전 지역에서 주로 양식이 이루어지고 있으며, 서로 경쟁관계에 있

다.[2] 우리나라 뱀장어 양식역사를 살펴보면, 1970년대 초반까지는 주로 연안에 실

뱀장어를 입식한 뱀장어 양식이 시작되었는데, 뱀장어 양식방법은 자연산 실뱀장어

를 채취 및 구매하여 포획하여 평균 중량 약 2 g까지 성장시켜 중간종묘로서 일본

이나 대만으로 수출하다가, 후반에는 실내 순환여과 사육시스템으로 양식을 수행하

였다.[3] 뱀장어 양식업의 구조를 살펴보면 1970년대까지는 중간종묘산업에 불과했

던 것이 1980년대에 들어와서 국민소득의 향상과 더불어 양질의 단백질 요구에 따

라 뱀장어 양식의 선진국이었던 일본으로부터 양식 기술이 우리나라에 도입됨에 

따라 점차 양식기술체제를 구축하였다.[4] 그러다 1990년대 초반에 지수식 양식방법

을 통해 중간 종묘에서 성만 생산체제로 변하였고, 2000년대 접어들어서는 실용적

인 순환여과식 시스템의 도입을 하여 양식을 하였다(Figure 2).[5] 일반적으로 뱀장어

는 자연에서 10-25℃정도의 수온에서 서식하지만 양식장에서는 뱀장어의 빠른 성장

을 위해 비교적 높은 온도인 22-28℃에서 사육한다고 보고되어있다.[6,7] 그러나 양식 

뱀장어 종묘는 아직까지 인공 번식으로 생산된 실뱀장어로 사용하지 못하고 있어 
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자연으로부터 포획한 실뱀장어를 이용하고 있지만. 매년 포획되는 양도 일정치 못

하며 지나친 포획에 의해 실뱀장어 자원고갈 등의 문제점이 야기되고 있다. 최근 

뱀장어 양식업은 이러한 문제점으로 인해 실뱀장어 포획량 감소로 인한 가격 상승

으로 인해 사료비, 유류비 및 기타 자재비가 증가해 양식비용이 증가하고 있어 양

식경영에 매우 큰 어려움을 겪고 있다. 

어류 양식시 사료는 양식 생산비의 절반 이상을 차지하며, 어류의 성장과 품질을 

좌우하는 매우 중요한 요소이다. 우리나라에서는 1980년대에 어류용 배합사료 연구 

및 개발이 시작되었고, 2000년대 초반부터 본격적으로 양식 현장에 보급되었다.  

주로 사용하는 어류용 사료는 크게 생사료, 분말사료, 습식사료(Moist Pelle: MP), 

건식사료(Dry Pellet: DP), 압축건사료(Extruded Pellet: EP)로 구분하고 있다. 이 중에

서 건식사료와 압축건사료를 배합사료라 하는데 부상사료, 반부상사료, 침강사료 

등 가공물성 및 형태에 따라 다양한 사료가 존재한다. 습식사료는 어분을 주성분으

로 한 분말과 생사료를 갈아 혼합해서 만들어 수분이 대체로 많으며, 건식사료는 

어분 분말에 영양제 등의 첨가제를 넣어 만들어 수분함량이 10% 미만으로 매우 적

다. 압축건사료는 건식사료와 비슷하지만 사출기를 통해 고온 압축하여 제조하는 

점에서 차이가 있다. 예로부터 가격이 싼 어종인 정어리, 멸치 등을 사용한 생사료 

또는 습식사료의 형태로 만들어 양식에 사용하였지만 1990년대 중반부터 정어리의 

어획량이 급감하면서 생사료 가격이 폭등하였고, 생사료는 어획시기에 따라 양식어

류의 성장에 필요한 영양 성분이 일정치 않거나 성장 장애를 초래하는 물질이 함

유되어 있고, 생사료가 혼합된 습식사료 공급시 양식장의 수질을 오염시켜 어장환

경을 악화시키며, 탄력성과 점착성 등 가공물성 및 형태 유지를 위해 탄수화물원료

인 소맥분을 사용하게 되는데, 양어는 탄수화물을 에너지로 사용할 수 없어 탄수화

물의 함량 비중이 크게 되면 폐사율 또한 높아지게 된다. 이렇게 여러 가지 문제가 

지속적으로 제기되고 있어 해결책을 찾기 위해 많은 연구가 행해지고 있다.[8]
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Figure 1. Types of eel used for food in Asian countries; (A) Anguilla japonica, 

(B)  Anguilla anguilla, (C) Anguila rostrata.
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Figure 2. Adult eel artificial farming method using wild glass eel.
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나. 사료에서 단백질의 중요성

일반적으로 어류는 탄수화물에 대한 이용성이 낮아 다른 육상 동물에 비해 사료

내 단백질이 차지하는 비율이 높고, 어류의 성장에 있어서 양어사료원료 비용 중 

단백질원의 비용이 약 60% 이상을 차지하기 때문에 양어사료에서 양질의 단백질 

원료의 선택은 매우 중요하며, 어류에게 단백질은 성장에 큰 영향을 미친다. 그렇

기 때문에 시중에서 판매하고 있는 양어 사료 속 단백질 함량은 50% 정도 차지하

고 있으며, 돼지, 닭, 개 사료에는 20-30% 정도 되어 있다(Table 1). 그만큼 다른 동

물들에 비해 어류사료에는 단백질이 많이 함유되어 있으며 단백질이 어류에게 가

장 중요한 성분이라고 할 수 있다. 

일반적으로 양어 사료에 동물성 단백질원인 어분, 가금부산물, 수산부산물 등 이

외에 식물성 단백질원도 사용하지만 대두박과 같은 식물성 단백질의 경우에 어류

는 식물성단백질소화도가 매우 떨어져 너무 많은 양의 식물성 단백질이 원료로 들

어간 사료일 경우에는 사료 효율이 떨어지게 된다. 따라서 동물성 단백질원인 어분

은 가격 면에서 조금 비싸기는 하지만 가소화율이 높은 고품질의 단백질 원료로서 

기호성이 좋아 사료섭취량을 높이기 때문에 특히 양어용 사료에 널리 사용되고 있

다. 어분은 에너지함량이 높으며, 단백질, 지방, 광물질, 비타민, 타우린 등 영양소 

함량 및 구성성분이 뛰어난 원료이다. 어분은 각 어종마다 다르긴 하지만 현재 국

내에서 생산되는 양어사료는 평균 40-50% 이상 특히, 뱀장어 사료는 60-70%의 어

분을 사용하고 있다.[9] 

에너지는 영양소는 아니지만 생존에 가장 기본적으로 요구되며 양어사료를 배합

하는데 있어서 우선적으로 고려해야 할 것이 사료의 에너지 함량이다. 하지만 실제

론 단백질이 가장 비싼 에너지원이고 성장에 필수적인 영양소이기 때문에 단백질 

요구량이 먼저 고려의 대상이 되며, 결과적으로 단백질과 에너지의 균형에 초점을 

맞추게 된다.[10] 이런 점에서 어류의 에너지 요구량은 단백질과 에너지 비로써 나타

내는데, 사료의 에너지 함량이 단백질에 비하여 너무 적거나 또는 많아도 사육어의 

성장에 지장을 줄 수 있으므로 단백질과 에너지 비는 항상 균형을 이루어야 한

다.[11.12] 단백질이 부족한 사료를 먹이면 유지에 필요한 아미노산과 같은 필수 영양

소를 충분히 공급받을 수 없게 되어 이는 양식 어류의 상품성과 더불어 성장지연 

요인으로 작용하므로 양어사료 속 단백질은 매우 중요하다고 할 수 있다.[13] 단백질 

원료와 함께 단백질 함유량과 이들을 구성하고 있는 필수아미노산 중 methionine, 
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cysteine 함유량 및 비율도 성장, 사료효율 및 생존율에 유의적인 영향을 미침을 규

명하였으며, 갑상선 호르몬 등의 다양한 첨가제도 성장 및 생존율 등에 유의적인 

영향을 미침을 보고하기도 하였다.[14-16] 

하지만 최근에 수요량은 급증하고 있지만 어분의 재료로 쓰이는 어류의 어획량 

감소에 따른 수급 저하로 인해 가격 상승 등의 이유로 안정적인 단백질원의 공급

이 위협 받고 있는 실정이다. 따라서 양어사료에 들어가는 어분대체품으로 식물성 

단백질원 및 동물성 부산물 단백질원을 이용하여 값비싼 어분 대신 값싸고 공급이 

안정적인 사료원을 부분적 또는 완전히 대체하기 위한 노력을 기울이고 있다. 양어

사료 내 어분을 대체하기 위해 식물성 단백질원 및 식물성 농축단백질, 오징어간

분, 우모분, 육분과 골분의 혼합물 등을 사용하고자 한다. 하지만 식물성 단백질원

이나 식물성 농축단백질의 경우 가격은 저렴하지만 필수아미노산 조성의 불균형 

및 항영양인자를 함유하고 있어 이 인자가 어류의 성장을 저해하는 연구결과가 밝

혀져 있어 이용률이 떨어지게 된다.[17] 또한 동물성 단백질원인 우모분은 불포화지

방산의 함량이 높아 저장성이 매우 낮고, 어류에게 기호성이 낮다. 또한 육분, 골분

의 경우 단백질함량이 40-50%이지만 무기물이 많이 함유되어 있어 사용빈도가 매

우 낮다. 하지만 혈장단백질의 경우, 단백질 함량이 높고, 다른 단백질 대체원에 비

해 양어 성장에 필요한 lysine, tryptophane, threonine의 함량이 높은 반면 methionine

의 함량은 낮으나 기호성과 소화율이 좋고 활성면역항체의 공급원으로 사용가능하

고, 도축장에서 쉽게 공급받을 수 있어 혈장단백질은 어느 것보다 충분히 어분의 

대체원이 될 수 있다고 사료된다.   
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Nutrients
Contents (%)

Fish Pig Chicken Dog

Protein 50.0 25.0 22.0 24.0

Lipid 5.0 7.4 6.5 14.0

Carbohydrate 7.7 29.1 23.5 34.0

Other 37.3 60.6 48.0 28.0

Table 1. Nutritional content of fish, pig, chicken and dog feeds
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다. 도축 혈액(slaughter blood)

가축폐기물은 국민의 생활 향상 및 소득의 증대로 인해 육류소비가 늘어남에 따

라 이와 함께 소, 돼지, 닭 등의 도축되는 가축의 수 및 도축과정에서 발생하는 도

축혈액(slaughter blood) 또한 증가하고 있다[18]. 유기성 폐기물 중 가축폐기물은 가

축을 사육하면서 발생하는 축사배수, 가축오수, 분뇨 등의 폐기물을 말하는데 도축

혈액도 가축 폐기물의 범주에 포함된다. 도축되는 가축 두 수는 2018년 기준 소는 

약 8,670,000 두, 돼지 약 17,368,000 두로 10년 전 대비 1.12배 및 1.25배로 증가하

였다(Figure 3). 가축 혈액양은 일반적으로 돼지 1 두당 6.7 L(100 kg 기준), 소 1 두

당 27 L(450 kg 기준)로 많은 양이 도축과정에서 방혈되고 있다. 선진국에서는 이

러한 가축 혈액을 이용하여 각종 유용물질을 생산하는 연구를 하고 있고, 일부가 

상품화되어 제품으로 공급되고 있으나 우리나라에서는 자원으로 이용되는 것이 아

니라 소의 경우 선지용으로, 돼지의 경우 순대용으로 일부만 판매되고 있는 것을 

제외하고, 대부분 해양배출에 의해 처리되고 있어 유용자원의 낭비는 물론 부패가 

빨라 취급하기 어려워 환경의 주요 오염원으로서도 문제를 낳고 있다.[19] 대부분 폐

수처리나 해양배출에 의해 처리되는 도축 혈액은 해양 배출시 도축장의 거리에 따

라 비용의 차이가 있지만 평균 톤당 약 80,000원의 비용이 발생되어 연간 처분 비

용은 60억에 육박하며, 2013년부터는 ‘96 의정서’ 발효에 따른 해양오염방지법 시

행 규칙 개정으로 도축혈액을 포함한 폐기물의 해양배출 기준이 대폭 강화되어 해

양배출이 금지되어 대부분 폐수처리 되고 있다.[20] 하지만 이러한 혈액에는 다량의 

단백질(protein)이 함유되어 있으며, 가치가 매우 높은 원료이다. 

혈액은 액체성분인 혈장(plasma)과 세포성분인 혈구(blood corpuscle)로 나누어지는

데 혈장단백질(plasma protein)은 주로 알부민(albumin)과 글로불린(globulin), 피브리

노겐(fibrinogen), 프로트롬빈(prothrombin)으로 이루어져 있다. 알부민은 난백에서 유

래한 일부군의 단순단백질로 분자량이 단백질 중에서는 작으며, 수소이온농도나 염

류농도의 영향을 받고, 또한 열이나 알코올 등에 의해 응고, 변성되기도 하는 등 

환경의 변화에 예민한 단백질이다. 글로불린은 단순단백질의 1군으로써 알부민과 

함께 동식물계에 널리 분포하며, 각 아미노산(amino acid)을 거의 동일하게 함유하

며, 약산성반응을 나타내고, 알칼리성 또는 중성의 염류용액에 녹으며 열에 응고된

다. 피브리노겐은 혈액응고인자의 하나로 혈장 속에 있는 분자량 약 340 kDa의 당

단백질이다. 프로트롬빈은 혈액응고인자의 하나인 트롬빈(thrombin)의 전구물질로써 
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분자량이 약 69 kDa의 당단백질이다. 혈장에 수분과 단백질 이외에 철분(ion), 다양

한 영양소(nutrient), 부산물(waste products), 가스(gases) 등이 포함되어 있다. 혈구는 

혈액에 부유하고 있는 세포로 보통 적혈구(red blood cell 혹은 erythrocyte), 백혈구

(Leukocyte), 혈소판(platelets)으로 이루어져있다. 혈구의 일종으로 99%이상을 차지하

고 있는 중앙이 우묵한 원판상의 형태를 나타내는 적혈구는 주로 방향족 유기 화

합물인 피롤(pyrrol) 구조 4개가 메틴기로 연결된 거대 고리 화합물의 일종인 포르

피린(porphyrin)이라는 고리 한가운데 철이 있고 두 축 자리로 다른 분자와 결합할 

수 있는 헴(heme)과 결합하여 헤모글로빈(hemoglobin) 등의 헴단백질을 구성하는 구

상단백질인 글로빈(globin)으로 이루어져 있다. 1% 미만의 비율을 차지하는 혈소판

은 지혈에 중요한 역할을 하는 핵이 없는 혈액세포로 혈소판과 마찬가지고 1% 미

만의 비율을 차지하며, 골수 조혈조직에서 생성되는 백색의 혈액세포인 백혈구로 

이루어져 있다(Figure 4). 이러한 혈액은 28% 이상의 단백질 성분이 있어 혈액 자체

가 하나의 고농도 단백질 용액이라고 할 수 있다.[21] 또한 2개의 아미노기를 가진 

염기성을 띄는 필수아미노산의 일종인 lysine과 비필수아미노산인 glutamic acid, 

glycine, alanine 등의 많이 함유되어 있어 좋은 자원으로써 이용이 가능하다. 하지만 

현재 그냥 단순한 공정을 거쳐 혈분상태로 사료 및 첨가제로 사용하고 있으며, 혈

액 내의 특정기능을 하는 성분을 분리해 기능성 식품소재나 의약품 소재 등으로 

사용되고 있지만 여전히 처리 문제 등으로 인해 활용도가 저조한 상태이다.  
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Figure 3. Number of slaughter in Korea (2008-2018).

출처. 축종별 도축실적(2008-2018), 농림축산검역본부.
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Figure 4. Blood component.                                                 
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라. 단백질 분해 효소 (protease) 

단백질은 생물의 몸을 구성하는 고분자 유기 물질로 수많은 아미노산(amino acid)

의 연결체로 20가지의 서로 다른 아미노산들이 펩타이드 결합(peptide bond)에 의해 

길게 연결된 것으로 폴리펩타이드(polypeptide)라고도 하며, 단백질을 구성하는 아미

노산은 종류별로 기능과 특성이 다양하다.[22] 이러한 단백질을 분해하는 단백질 분

해 효소는 단백질의 아미노산 간의 펩타이드 결합을 끊어내는 효소이며, 전 세계적

으로 공업효소 판매량의 60%를 차지하고 있다.[25] 또한 현재 산업분야에서 많이 사

용되는 효소들은 주로 미생물 유래의 효소가 많이 사용되고 있고, 단백질 분해 효

소의 경우는 Bacillus sp.의 세균이 생산하는 중성 혹은 알카리성 효소들이 많다. 식

품 가공과 관련하여 효소를 사용하게 되었을 때 긍정적인 요소로는 개선된 소화력, 

품질의 변형 (예 : 질감 또는 맛) 항산화 기능의 향상 등 식품 단백질의 영양, 생체 

활성 및 기능적 특성의 변화 또는 알레르기성 화합물의 감소 등이 있어 산업 공정

에서 단백질 분해 효소를 지속적으로 도입되고 있다[23]. 효소를 이용하여 가수분해

하는 것은 영양 가치를 손상시키지 않으면서 단백질의 물리·화학적, 기능적 특성을 

향상시킬 수 있어 많이 사용하고 있으며 또한 효소는 비슷한 반응 조건하에서 비

효소적인 화학반응에 비해서 약 100배 이상의 촉매 효율성을 가지며, 기질에 대한 

특이성, 광학 활성에 대한 특이성, 화학구조상의 특정부위에 대한 특이성 등의 특

성이 있어 화학 촉매반응에 비해 반응의 선택성이 매우 높다. 효소의 종류로는 en-

dopeptidase와 exopeptidase가 있는데, endopeptidase는 말단이 아닌 분자 내에 위치한 

아미노산의 펩타이드 결합을 끊는 효소이며, 이와는 반대로 exopeptidase는 말단에 

위치한 아미노산의 펩타이드 결합을 끊는 효소를 일컫는다. Endopeptidase에 해당하

는 산업 효소는 Alcalase 2.4L, Neutrase, Protamex, ProteAX 등이 있으며, Exopeptidase

는 Bromelain, Flavourzyme이 이에 해당되며, 다양한 미생물에서 발견되며, 활성 또

한 다양하다(Table 2). 현재 다양한 원료나 부산물을 효소로 처리하여 식품소재 및 

첨가물로써의 특성 등을 연구하고 있다. 이 중 상업용으로 값이 싸며 가장 많이 사

용하는 효소는 Alcalase와 Flavourzyme이다. 오징어 근육단백질, 돼지 혈액 속 hemo-

globin, 유장단백질, 혈장단백질 등을 이 효소들로 분해했을 때 항산화활성을 증진

시켜 주며,[24] angiotensin Ⅰ을 angiotensin Ⅱ로 변환되는 것을 막는 angio-

tensin-I-converting enzyme inhibitor (ACE inhibitor)을 생성하여 혈관을 이완시키고 혈

액의 부피를 낮춤으로써 혈압을 낮추고 심장의 산소소모량을 감소시켜 고혈압 및 
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울혈성 심부전의 치료제로 활용 가능성을 확인한 연구도 보고되어 있다.[25] 또한 근

육 단백질 합성을 유발시켜 근육감소에 대한 억제 효과를 입증하였고, 총 항산화 

활성을 증가시키며, 활성산소에 의해 지질이 산화되어 생성되는 지질대사 산물인 

malondialdehyde 수치를 감소시켰으며, 산화에 의한 손상으로부터 간을 보호한다고 

보고되어 있다.[26,27] 이와 같이 효소 처리한 단백질 가수분해물은 다양한 생리활성 

및 돌연변이원성 물질의 생성억제와 많은 기능을 증진시키며 많은 이점을 가지고 

있어 효소를 사용한 많은 연구가 이루어질 것으로 사료된다.
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Type Enzyme Source Activity Reference

Endo

Alcalase 2.4L Bacillus licheniformis 2.4 AU/g [28]

Neutrase Bacillus amyloliquefaciens 160,000  U/g [31]

Protamex Bacillus spp. 1.5 AU/g [29]

ProteAX Aspergillus oryzae 1,400  U/g [30]

Exo
Bromelain Stems of Ananas comosus 1200 GDU/g [32]

Flavourzyme Aspergillus oryzae 500 LAPU/g [33]

Table 2. Commercial protease type
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마. 반응표면분석법(response surface methodology, RSM)

실험계획법(design of experiment, DOE)이란 실험에 대한 계획방법(design)과 분석

방법(analysis)를 의미하는 것으로, 해결하고자 하는 문제에 대하여 실험을 어떻게 

행하고, 데이터를 어떻게 취하며, 어떤 통계적 방법으로 데이터를 분석하면 최소의 

실험 횟수에서 최대의 정보를 얻을 수 있는가를 계획하는 것이라고 정의할 수 있

다. 즉, 실험자로 하여금 체계적인 방법으로 경제적인 실험을 수행하고, 얻어진 자

료를 효율적으로 분석하여 정확한 결론을 도출할 수 있게 하는 통계적 방법이며 

실험계획법을 실험설계법이라고도 부른다.[34] 실험계획의 역사는 언제부터인지를 논

하기는 매우 어려우나 공식적으로 알려진 것을 기준으로 볼 때, 1700년대 16세기 

무렵부터 시작된 것으로 보인다. Peirce는 통계학에서 임의성(randomization)에 기반

을 둔 추측(inference)이 중요하다는 것을 강조하였으며, 1885년에 측정 대상을 무작

위로 배치한 설계 예를 발표하였고, 1800년대 여러 학자들에게 측정 대상을 무작위

로 배치하는 연구 문화를 형성시킴과 동시에 발전시키는 데에 기여를 하였다.[40] 

1920년엔 Ronald A. Fisher이 실험설계에 대한 구체적인 방법론을 서책을 통해 발표

하였고, 이후에 많은 학자들에 의해 실험 계획법은 많은 발전을 하였으며 식품제조

업을 비롯하여 서비스산업에 이르기까지 다양한 분야의 기업에서 품질향상을 목적

으로 현재까지도 널리 사용되고 있다. 

식품업계에서는 시스템의 성능향상과 저비용으로 프로세스의 수율을 높이는 것

을 중요하게 생각해 이 목적을 위해 최적화(optimization)라는 방법을 사용한다. 보

통 한 번에 하나의 요인 또는 변수만 변경하고 다른 요인은 고정하는 one-fac-

tor-at-atime (OFAT)를 종종 수행하지만, 여러 요인을 변경하면서는 할 수가 없어 반

응표면분석법(response surface methodology, RSM)이라고 하는 방법을 사용하는데, 

이 방법은 도출하고자 하는 결과 또는 제품이 여러 변수의 영향을 받는 다양한 프

로세스를 개발, 개선 및 최적화하기 위해서 널리 사용되는 기술이다.[35,36] 1951년 

Box와 Wilson이 특정 값을 종속변수 Y로 보고, 인자들을 독립변수(X1, X2 등)로 보

고 회귀방정식으로 독립변수들의 상호작용이 반응(특정 값)에 주는 영향을 수학적 

또는 통계적으로 분석하여 최적화된 조건을 얻기 위해 고안한 방법으로 최근 몇 

년간 국내·외에서 최적화 연구를 위해 반응표면분석법이 많이 사용되고 있다.[40] 하

지만 반응표면분석법을 사용하는 실험에서 실험의 조건 및 실험의 수가 증가할수

록 시간과 비용이 늘어나게 된다. 그렇기 때문에 최소한의 실험만을 수행하는 실험 
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설계가 필요하다. 대표적으로 가장 많이 사용되고 있는 실험설계기법은 중심합성설

계(central composite design, CCD)이다. 이 방법은 가상의 정육면체를 형성하며 꼭지

점(factorial points), 중심점(center points), 축점(axial points)의 세 부분으로 구성이 되

며, 곡면성을 추정할 수 있는 여러 개의 축점이 추가된 설계법이다(Figure 5). Linear

항과 quadratic항을 효율적으로 추정하며, 이전 요인실험에 축 점과 중앙점을 추가

하여 구출할 수 있기 때문에 순차실험에 유용하다. 중심합성 설계는 두 블록 이상

에서 실행된다. 직교블럭을 생성할 수 있으며, 모형 항과 블록 효과를 독립적으로 

추정하고 회귀 계수의 변동을 최소화할 수 있으며, 회전 가능한 설계에서는 설계중

심에서 같은 거리에 있는 모든 점에서 일정한 예측 분산을 제공한다. 내접 설계는 

α가 1인 중심 합성 설계의 한 유형으로 이 설계의 경우 축 점이 요인공간에서 각 

외관의 중심에 위치하기 때문에 수준이 ±1이 되며 이는 요인마다 3개의 수준이 필

요하게 된다. 적절한 축 점을 사용하여 기존 요인 또는 설계를 확대함으로써 많은 

연구자들이 자주 사용하는 방법 중 하나이다.

또한 이를 통해 얻어진 데이터에 대한 통계적 분석을 수행함으로써 결론 과정에

서 객관성을 확보할 수 있도록 하며, 얻은 데이터는 실시된 실험설계에 대응하는 

모형에 따라 적절하게 분석하도록 한다. 일반적으로 데이터 분석은 그래프 및 차트 

분석을 통해 실험결과에 대한 결론을 도출하고, 실험설계에서는 주로 분산분석

(analysis of variance, ANOVA)을 통해 도출된 결과의 유의성을 파악하고 분석하게 

된다. 아래 Table 3은 본 실험 데이터 나타낸 표이며, 모델의 적합성은 자료분석의 

구성요소 중에 필수적인 부분이다. 전체모델의 적합성을 파악하기 위해서 ANOVA

를 수행한 것이다. 제곱의 합을 뜻하는 Sum of squares란 표준편차(standard devia-

tion)로 산포도의 일종이다. 여러 값들이 평균으로부터 얼마나 떨어져있는지를 계량

화하고자 할 때 사용한다. 모델의 적합성은 자료분석의 구성요소 중에 필수적인 부

분이다. p-value는 각 계수의 중요성을 확인하는 도구로 사용되며, p-value값이 0.05

보다 작으면 모델이 유의미하다는 것을 나타내고 0.10 보다 크면 보통 무의미하다

는 것으로 간주된다.[37] Table 1에서 보듯이 p-value가 0.0002 값이므로 모델의 F-val-

ue에 noise가 생길확률이 0.02%정도 되므로 이 모델은 높은 유의성을 가진다는 것

을 나타낸다. 적합성 결여(lack of fit)의 p-value가 0.05보다 작은 값을 가지면 예측

한 모델에 문제가 있다는 것이며, 0.05보다 큰 값을 가지면 가정된 모델이 적절하

다는 것을 알 수 있었다.[38] 아래 표에서 구한 적합성결여의 p-value는 0.3013로 나
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타나 ANOVA 절차에서 얻어진 모델이 적절하다는 것을 알 수 있었다. 

그리고 X1(기질용액의 pH)와 X2(기질대비 효소첨가비율), X3(가수분해 시간) 독립 

변수들 중에서 X2
2가 매우 유의미하고, 그 다음으로 X1

2이 유의미하다는 것을 나타

내었다. 그 중에서도 X2는 가장 높은 유의미함을 나타내었으므로 이 모델에서 매우 

큰 영향력을 가지고 있다는 것을 알 수 있었다. 표에는 나와 있지 않지만 결정계수

(R2=0.9257) 값은 다항식 모델의 일반적인 유효성 및 정확성을 암시하고 모델의 적

합성을 판단하는데 기여한다. 따라서 이 모델은 유용하게 활용될 가능성이 있다고 

판단된다고 해석할 수 있다. 
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Figure 5. Central composite design (CCD) for statistical medium optimization 

through response surface method (RSM).
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Table 3. Example of ANOVA results

Source Sum of Squares df Mean square F-value p-value

Model 1932.15 9 214.68 13.84 0.0002

X1 95.07 1 95.07 6.13 0.0328

X2 4.02 1 4.02 0.2593 0.6216

X3 0.0436 1 0.0436 0.0028 0.9588

X1X2 60.88 1 60.88 3.93 0.757

X1X3 290.15 1 290.15 18.71 0.0015

X2X3 43.39 1 43.39 2.80 0.1253

X1
2 467.67 1 467.67 30.15 0.0003

X2
2 1045.53 1 1045.53 67.41 <0.0001

X3
2 142.12 1 142.12 9.16 0.0127

Residual 155.10 10 15.51

Lack of Fit 96.25 5 19.25 1.64 0.3013

Pure Error 58.85 5 11.77

Total 2087.25 19
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제2장 문헌고찰

1. 연구동향

가. 뱀장어 사료

최근 국내에서도 뱀장어 양식이 늘어남에 따라 화학제제가 아닌 친환경적인 양

어 사료 첨가제에 대한 관심과 연구가 꾸준히 이루어지고 있으며, 양식어류의 성장

과 내병성을 향상시킴과 동시에 사료 유실을 최소화하기 위한 첨가제의 필요성이 

대두되고 있는 상황이다. 현재까지도 다양한 종류의 양어용 사료첨가제에 있어서 

산가수분해물, 다양한 아미노산 혼합물, β-1,3 glucan 첨가 등의 연구가 해산어를 중

심으로 수행 된바가 있다.[39-42]

아미노산헥산 관련 화합물질인 BAISM과 맥반석을 뱀장어 사료내 혼합첨가하면 

섭취하지 않은 군에 비해 성장률과 사료효율이 유의하게 높아졌고, 치어기 뱀장어

에 사료 섭취 촉진 효과에 의한 감각자극들이 소화흡수 및 영양소의 대사를 활성

화하여 성장과 사료효율, 질병 저항성 증진에 효과가 있다고 보고 하였다.[43] 0.1% 

yeast β-glucan 첨가가 성장률과 비특이적면역 반응을 증가시키고 방어능도 가장 우

수한 결과를 나타냈으며, 뱀장어의 성장과 질병 저항성 증가에 도움에 될 것으로 

사료된다고 보고 하였다.[44] Betaine 및 특정 유리아미노산 첨가는 사료효율과 뱀장

어 성장에 유리한 영향을 주며 사료 제조시 첨가되어야 한다고 보고 되어있다.[45] 

또한 한약재를 뱀장어 사료에 첨가하여 식이한 군은 체중 증가 및 생존율이 증가

하였고, superoxide dismutase (SOD) 활성 또한 대조군에 비해 증가하였다고 보고되

어 있다.[46] 또한 동일한 뱀장어 사료에 첨가유를 달리하여 급이 했을 때 사료의 효

율과, 성장률, 어체 성분 중 지방산조성에 상당한 영향을 미친다고 보고되어 있

다.[47] 유자를 첨가한 사료를 급이한 뱀장어는 영양성분에서는 크게 차이를 보이지 

않았으나, 체내 비타민 C 함량과 lactic acid가 증가하고, 유리 아미노산 중 쓴맛을 

내는 아미노산이 감소하며, 감칠맛이 증가되는 경향을 나타내 양식산 뱀장어의 품

질 개선과 생리적 기능향상 시켰다고 보고하였다.[48] 프로폴리스 보충제를 첨가한 

사료를 식이했을 때 최적의 뱀장어 성장과 사료 효율 및 면역력이 향상되었다는 

보고가 되어있다.[49] Bacillus subtilis와 mannanoligosaccharide (MOS)의 첨가는 장어의 

성장을 촉진시키고 면역력을 향상시키며, 사료효율, 단백질전환효율을 향상시켰으
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며, 면역 글로불린 M의 발현을 증가시키며, 이러한 비병원성인 호기성 그람 양성균

은 항균성 단백질, 항생제, oligosaccharide 등 다양한 항균물질들을 생산한다고 보고 

되어 있다.[50] 이 외에도 Yarrowia lipolytica lipase2 (YLL2)는 일반적으로 위장 환경

에 대한 내성, 우수한 생물학적 안전성, 낮은 pH에서 안정적이며 우수한 온도 성능

을 갖는 리파아제이다. YLL2는 사료에 첨가되어 있는 어유의 양을 감소시키고 소

화 효소의 분비를 촉진하는 것을 포함하여 중간종묘 식이를 보충 할 때 다양하고 

유익한 특성을 갖는 것으로 보고되었다.[51,52] 더욱 흥미롭게도, YLL2는 원유 생선 

기름을 효율적으로 가수 분해하여 불포화 지방산, 특히 docosahexaenoic acid (DHA)

와 eicosapentaenoic acid (EPA)를 생산할 수 있는데, 이는 생선의 번식성, 난부화성, 

세포 생존력, 면역 기능 및 전반적인 품질을 향상시킬 수 있다.[53,54]
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나. 혈액가수분해

인간이 사용하는 자원 중 가장 높은 비중을 차지하는 유기물은 소비활동으로 인

해 유기성 폐기물로 변하여 발생되곤 하는데, 유기성 폐기물의 종류로는 식품폐기

물, 축산폐기물, 각종 슬러지류, 사업장계 폐목재 등이 있으며 이는 심각한 환경문

제로 나타나고 있다. 이중 도축 혈액은 가장 까다로운 유기물로 국외에서는 상당히 

많은 나라가 도축 혈액 속 혈청을 분리하고 이 속에 포함된 유용한 단백질들을 이

용하여 제품을 생산하거나 사용하고 있다. 하지만 국내에서는 1997년부터 연구가 

이루어지고 있지만 상업적으로 활용하기에는 기술이 많이 미흡한 상태이다. 아래 

Table 4는 동물 혈액을 다양한 분야에서 활용하고 있음을 정리한 표이다.

도축 폐혈액은 식품, 사료첨가제, 농업 비료, 연구실의 실험재료, 의약품, 화장품 

원료 및 일반산업재료로써 다양한 분야에서 사용되고 있다.[55] 혈구의 경우, 적혈구 

내의 hemoglobin이 Fe3+ hemoglobin인 met hemoglobin으로 변하면서 암적색을 나타

내 시각적으로 좋지 않은 영향을 나타내어 많이 사용하지 않지만, 철분이 풍부하여 

철분제로도 사용되고 있다.[56] 혈액을 원심분리하여 얻은 혈장단백질을 probiotics 생

산을 위한 배지의 질소원으로 이용하고, 2% trichloroacetic acid (TCA)이나 HCl을 혈

장에 첨가하여 침전시킨 혈장에 알칼리형 페놀수지(PF)와 결합시켜 목공용 접착제

로 사용하거나 다양한 효소처리를 하여 가수분해물을 분자량별로 분획하여 항산화

활성과 같은 기능성 확인 및 항고혈압 펩타이드(angiotensin I-converting enzyme in-

hibitor, ACE)를 개발하는 연구도 진행되고 있다.[57-60] 가수분해 처리가 되면서 생성

되는 아미노산들은 다양한 크기로 쪼개지게 되는데 이 때 주로 3 kDa이하의 크기

의 peptide의 항산화활성이 제일 크며, 생리활성은 분자량의 크기에 영향을 받는다

고 알려져 있다.[61] 또한 저분자 가수분해물을 쥐에게 소량 경구투여 하였을 때 활

성산소에 의해 지질이 산화되어 생성되는 지질대사 산물인 malondialdehyde 수치가 

급격하게 감소하였으며, 산화 손상으로부터 간을 보호한다고 보고되어 있다.[62] 소 

혈장 가수분해물을 식물성 단백질로 제조한 필름에 첨가하게 되면 외관은 영향을 

주지 않으면서 인장강도, 탄성 계수 및 유리 전이 온도의 감소 뿐 만 아니라 연신

율 및 수증기 투과도의 증가에 영향을 주며, 자유 부피를 증가시켜 두께도 함께 증

가한다고 보고되어 있다.[63] 소 혈장을 산업용 가수분해 효소인 Alcalase를 이용하여 

혈장단백질로부터 ACE 억제 펩타이드를 생산하였고, IC50값이 0.65 mg/mL로 알부

민 가수분해물이 가장 높은 활성을 나타내 산업에서 기능성 식품 재료로 사용이 
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가능할 것으로 보고되어있다.[64] 혈액 응고에 관여하는 fibirinogen이 제거된 소 혈장

단백질을 상업용 효소인 Flavourzyme으로 처리한 가수분해물은 24시간째에 최대 

48.3±2.3%의 가수분해도를 나타냈으며, 0.369 kDa 이하의 크기의 단백질이 많이 함

유되어 있어 기능성 식품소재로 활용 가능하다고 보고되어 있다.[65] 돼지 혈장단백

질을 Alcalase로 분해한 가수분해물의 hydroxyl radical scavenging activity, superoxide 

radical scavenging activity은 각각 39.33%, 63.99%로 단백질 농도가 증가함에 따라 

증가를 보였으며, 돼지 혈장 단백질의 항산화능이 Alcalase의 효소 가수 분해에 의

해 향상되고 5시간의 분해시간이 가수 분해물의 최대 항산화능을 보여주는 최적의 

시간이라 보고되어있다.[66] Alcalase, Flavourzyme 이외에도 상업용 효소로 많이 사용

되고 있는 Pepsin을 사용하여 처리한 가수분해물속 His, Tyr, Met 및 Cys와 같은 아

미노산이 많이 함유되어 있어 이로 인해 항산화 활성이 유발된다고 보고되어있고, 

항산화 활성은 분자량 크기에 영향을 받는다고 보고되어 있다.[67] 효소 처리한 가수

분해물은 온도가 증가함에 따라 유의하게 단백질 회수율도 증가하며, glutamic acid, 

aspartic acid 함량 또한 증가한다고 보고되어있다.[68] 또한 효소처리된 가수분해물은 

10 kDa 이하의 분자량을 가진 단백질이 많았으며, 그 중 3 kDa 이하의 단백질이 

가장 높은 항산화 활성과 환원력을 나타내는 것으로 알려져있다.[69] 소 혈장 가수분

해물을 Trypsin과 Pepsin을 사용하여 처리한 가수분해물은 가수분해정도에 따라 

Pepsin은 주로 arginine, lysine과 같은 소수성 peptide를 방출하는 반면, Trypsin은 

phenylalanine, tyrosine, leucine과 같은 친수성 peptide를 방출하는 것으로 확인되었다

고 보고되어 있다.[70]

다양한 가축혈액을 이용하여 다양한 상업용 효소로 처리해 기능성 peptide를 제조

하여 다양한 분야에 활용하고 있으며, 이에 관련된 연구 또한 많 진행되고 있다. 

하지만 단일효소를 이용한 연구는 많이 진행되어 있으나 2가지 효소를 혼합하여 

처리한 연구는 없는 것으로 보인다.
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Sector Utilization

Food industry Emulsifying, stabilizer, gelling, thickening, foaming, clarifying, coloring, fortifying agent

Animal feed Supplement, vitamin stabilizer, dairy substitute

Fertilizers Seed coating, pH stabilizer, mineral enriches

Laboratory Culture media, active coal, catalase, peptones, globulins, albumin

Medical Agglutination tests, immunoglobulins, fractionation techniques, clotting factors, fibrinogen, fibrin, plasminogen

Pharmaceutics Cosmetics

Industry Adhesive, insecticide co-adjuvant, cellular concrete, fire extinguisher, resin, leather, fabric ceramics, plastic additive

Table 4. Research using slaughter blood 
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제3장 연구의 목적 및 구성

1. 연구의 목적 및 구성

가. 연구의 목적

해마다 육식생활이 증가해 도축되는 가축수도 증가하여 방혈되는 혈액양도 배로 

증가하고 있는 추세이다. 환경오염에 영향을 미치는 도축혈액에 대한 연구는 1970

년대부터 꾸준히 진행되어 왔으나, 아직 국외만큼의 다양한 연구가 이루어지 않고 

있다. 

첨가물로 사용되는 합성 항산화제인 butylated hydroxyanisole (BHA), butylated 

hydroxytoluene (BHT)는 화장품, 공업용, 동물사료, 고무, 식품에 널리 사용되고 있

으나 유전자 이상, 알레르기 유발, 내분비 교란 문제까지 유발시켜 사람들이 사용

하기를 꺼려하며, 최근 기존 항산화제가 지니는 문제점을 해결하기 위해 새롭고 안

전한 천연 항산화제를 연구하고 있는 추세이다.  

혈액 속 단백질을 가수분해 하면 생리활성을 나타내는 저분자 펩타이드를 생산

하는데, 항염, 항산화, 항고혈압 등 많은 기능을 가지고 있다고 알려져 있다. 1가지 

효소로 분해하거나 다양한 효소를 사용하여 분해시켜 가수분해물의 특성을 확인 

및 비교하는 실험은 많으나, 혈장단백질을 복합 효소로 처리한 연구는 다소 적기 

때문에 많은 연구가 필요한 실정이다.

본 연구는 버려지는 도축혈액의 성분인 혈장단백질을 상업용 효소 2가지를 사용

하여 단백질 가수분해물을 생성하고, RSM을 이용한 3차원 반응표면도 분석을 통하

여 식품, 의약품, 첨가제로써 다양한 항산화 활성을 가지는 펩타이드를 생산하는 

최적의 조건을 확립하고, 최적조건으로 생산한 가수분해물의 특성을 조사하고자 한

다. 
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나. 연구의 구성

본 연구는 RSM을 사용하여 혈장 단백질 분해조건 최적화 및 특성에 대한 연구

로 최적화 조건에서 분해된 가수분해물의 분자량 및 아미노산 성분을 조사하였다. 

혈장단백질은 도축장에서 수급 받아 혈액 응고제를 첨가한 후 24시간 내에 분리

하여 동결건조 시킨 후 사용하였다. 혈장분말을 5% 수용액으로 제조하여 단백질 

변성을 시킨 후 endopeptidease와 exopeptidease 두 가지 타입의 효소를 사용하여 분

해하였다. 분해시간, 기질용액의 pH, 기질대비 효소 첨가비율은 RSM을 사용하여 

실험 설계를 하였으며, 총 20번의 실험을 시행하였다.

가수분해도는 OPA method을 사용하였고, 가수분해물의 항산화 효능을 측정하기 

위해서 DPPH radical scavenging activity, Fe2+-chelating activity 실험을 진행하였다. 

가장 좋은 조건의 가수분해물을 분자량과 아미노산 함량을 분석하였다. 

최적조건을 찾기 위해 Design-Expert 12 프로그램을 사용하여 실험을 설계하였으

며, ANOVA 및 표면 그래프도 동일한 프로그램을 사용하여 검증하였다. 
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제4장 효소 가수분해 최적화 실험

1. 재료 및 방법

가. 혈액시료 수급 및 혈장의 분리

A. 실험 재료 

본 연구에서 사용한 혈액은 담양에 위치한 ㈜늘푸른Global 도축장에서 공급받아 

사용하였으며, 혈액응고제로 Daejung (Daejung chemicals & metals Co., Gyeonggi-do, 

Republic of Korea)의 sodium citrate dihydrate extra pure 급을 사용하였고, 단백질 분

해 효소는 Novozyme (Novozymes, Bagsvaerd, Denmark)의 AlcalaseⓇ 2.4L FG 및 

FlavourzymeⓇ 500MG를  구입하여 사용하였고, 이 외 분석에 사용한 시약 및 용매

는 Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA)로부터 구입하여 사용하였다. 

B. 혈장의 분리

상기 언급된 업체에서 도축 즉시 위생적으로 채취한 혈액에 sodium citrate dihy-

drate를 혈액 양의 1% (w/v) 첨가하여 응고를 방지하였다. 채취한 혈액은 24 h 이내

에 원심분리기 Combi-514R (Hanil science Co., Daejeon, Republic of Korea)를 사용하

여 3,000 rpm에서 40 min 동안 혈장과 혈구로 분리하여 4 ℃에서 냉장보관 하였다. 

혈장은 동결건조기(Mareuda Co., Gwangju, Republic of Korea)를 사용하여 분말로 제

조한 후 실험 sample로 사용하였다(Figure 6).



28

Figure 6. Manufacturing process of plasma protein powder.
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나. 단백질 분해 효소를 이용한 혈장 가수분해

A. 복합 효소 처리

10mM sodium phosphate buffer을 사용하여 5% (w/v) 혼합물을 제조한 후, water 

bath 95 ℃에서 10 min 동안 자가 효소를 불활성화 시켰다. endopeptidase인 Alcalase

와 exopeptidase인 Flavourzyme을 1:1의 비율로 혼합 후 shaking incubator JSSI-100T 

(JSR Co., Gongju, Republic of Korea)에서 두 효소의 최적온도를 참고하여 정하였다

(Table 5). 50 ℃, 100 rpm에서 가수분해 후, 95 ℃에서 20 min 동안 가열하여 효소

를 불활성화시켜 원심분리기 Combi-514R (Hanil science Co., Daejeon, Republic of 

Korea)를 사용하여 3,000 rpm, 4 ℃, 20 min 동안 분리 하였다. 상등액만 수거하여 

동결건조기 (Mareuda Co., Gwangju, Republic of Korea)를 사용하여 분말로 제조한 

후 분석시료로 사용하였다(Figure 7). 

다. 가수분해도(Degree of hydrolysis, DH)

혈장 단백질 가수분해도를 측정하기 위해 Nielsen 등의 OPA method에 따라 시료 

400 uL에 O-phthaldialdehyde (OPA) reagent 3 mL를 첨가하여 5 s 동안 섞어준 뒤 2 

min 동안 반응시켜 SCINCO UV-Vis spectrophotometer s-3100 (Seoul, Korea)를 이용

하여 340 nm에서 흡광도를 측정하였다.[71] 가수분해도는 다음과 같이 계산 되었다. 

ODtotal는 6 N HCl, 110 ℃에서 24 h 동안 가수분해 시킨 시료의 흡광도이며, 시험

은 3 회 반복하였다.

    

  
 × 
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Type* Enzyme Optimum pH
Optimum Temperature 

(℃)

Endo Alcalase 8.0 50-60

Exo Flavourzyme 5.0-7.0 50

Table 5. Optimum pH and temperature for each enzyme

*Endo : endopeptidease

Exo : exopeptidease
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Figure 7. Flow diagram of enzyme hydrolysis.
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라. 항산화 활성 측정(antioxidant activity assay)

A. DPPH(2,2-diphenyl-1-prcryhydrazyl) radical scavenging activity

가수 분해물의 DPPH 라디칼 소거 활성은 Bersuder et al (1998)과 Ham et al 

(2015)의 방법을 변형하였다.[72] 희석된 시료를 96-well plate에 160 μL씩 분주하였다. 

메탄올에 녹인 20 mM DPPH solution 40 μL를 시료와 섞어 25 ℃ 암실에서 30 min 

동안 방치 후, SCINCO UV-Vis spectrophotometer s-3100 (Seoul, Korea)를 사용하여 

517 nm에서 측정하였다. DPPH 라디칼 소거 활성은 다음과 같이 계산 되었다. 대조

군은 샘플 대신 증류수를 사용하는 것을 제외하고는 동일한 방식으로 수행 하였으

며, 시험은 3 회 반복하였다 : 

    

  

      
× 

B. Fe2+-chelating activity

가수분해물의 철 이온 킬레이트 능력을 조사하는데 Xie et al (2008)의 방법을 변

형하여 사용하였다.[73] 가수분해물 시료 1 mL을 2 mM FeCl2 용액 0.05 mL 와 증류

수 1.85 mL를 첨가하여 격렬하게 반응시켜 준 후 5 mM ferrozine 0.1 mL 첨가 하였

다. 혼합물을 실온에서 10분 동안 반응시킨 후 흡광도를 SCINCO UV-Vis spectropho-

tometer s-3100 (Seoul, Korea)을 사용하여 562 nm에서 측정 하였다. Fe2+-chelating ac-

tivity는 다음과 같이 계산되었다. 대조군은 샘플 대신 증류수를 사용하는 것을 제외

하고는 동일한 방식으로 수행 하였으며, 시험은 3 회 반복하였다 :

       


 × 

   

   
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마. RSM을 이용한 가수분해 실험 조건

최적 가수분해조건을 결정하기 위하여 기질용액의 pH, 기질대비 효소 첨가 비

율(E/S, %) 및 반응시간(Time, min) 3개의 독립변수를 설정하고, 예비실험을 거친 

후 실험영역은 아래 Table 6과 같이 5수준(-1.68-+1.68)로 코드화하였다. 2가지 효소

는 1:1의 비율로 혼합하여 처리하였고, 처리는 50 ℃, 100 rpm으로 처리하였다. 

CCD로 설계를 하였으며, 즉 fractional 23 factorial design (8개), star points (6개) 및 

central points (6개)실험을 무작위로 총 20회 수행하였다. 종속변수는 DH (%), DPPH 

radical scavenging activity (%), Fe2+-chelating activity (%) 총 3가지로 정하였다. 

바. 통계 분석 및 반응표면모델의 검증

모델검증은 Kim et al (2015)의 방법을 참고하였다.[74] 모든 반응 변수는 다중회귀

분석(multiple regression analysis)과 분산분석(ANOVA)을 수행하였고, 이로부터 얻은 

2차 회귀식을 통해 반응모델의 적합성을 검증하였으며, Design-Expert 12 software를 

이용하여 최적 가수분해 조건을 예측하였고, 실제 실험을 통하여 예측된 값의 정확

도를 검증하였다. 
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Coded units

Independent variables1)

pH
E/S ratio 

(%(w/w, w/v))2)
Time (min)

-1.68 7.16 0.16 329

-1 7.5 0.5 390

0 8.0 1.0 480

+1 8.5 1.5 570

+1.68 8.84 1.84 631

Table 6. Experimental design levels expressed in coded and natural units

1) The conditions, temperature 50 ℃ were fixed in advance.

2) Commercial protease addition rate (AlcalaseⓇ 2.4 L FG : FlavourzymeⓇ 500 MG =1:1)  

    to substrate.  
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Run

Independent variables

Coded level Uncoded level

A B CX1 X2 X3

1 -1 -1 -1 7.5 0.5 390

2 1 -1 -1 8.5 0.5 390

3 -1 1 -1 7.5 1.5 390

4 1 1 -1 8.5 1.5 390

5 -1 -1 1 7.5 0.5 570

6 1 -1 1 8.5 0.5 570

7 -1 1 1 7.5 1.5 570

8 1 1 1 8.5 1.5 570

9 -1.68 0 0 7.16 1 480

10 1.68 0 0 8.84 1 480

11 0 -1.68 0 8 0.16 480

12 0 1.68 0 8 1.84 480

13 0 0 -1.68 8 1 329

14 0 0 1.68 8 1 631

15 0 0 0 8 1 480

16 0 0 0 8 1 480

17 0 0 0 8 1 480

18 0 0 0 8 1 480

19 0 0 0 8 1 480

20 0 0 0 8 1 480

Table 7. Dependent variables coded level and uncoded level for CCD 

    a Independent variables: X1, pH; X2, E/S (%); X3, Time (min).
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2. 실험결과 및 토의

가. 가수분해도(Degree of hydrolysis, DH) 

Alcalase와 Flavourzyme을 사용하여 혈장단백질 가수분해도는 각 독립변수 2가지

를 선정 후 나머지 하나의 변수는 zero level(0) 값으로 설정하여 3D 곡선을 Figure 

8에 나타냈다. 두 효소를 사용하여 분해한 가수분해물의 가수분해도 범위는 

39.10-69.56%로 확인되었다. 반응표면 모델식의 결정계수 R2값은 0.9585로 유의성 

1% 이내이며, 이는 가수분해도 회귀식이 실험된 조건 안에서 반응을 95.85% 설명

할 수 있다는 의미이다. 반응표면 모델의 적합성을 확인하는 적합 결여 검증 값

(lack of fit) 또한 0.05보다 큰 값을 나타내 모델이 적합한 것으로 확인되었다. 가수

분해도는 기질대비 효소첨가비율(E/S, %)이 증가할수록 증가하다 최고점을 찍고 감

소하는 경향을 보였다. 또한 시간과 pH가 증가함에 따라 DH도 증가하다 감소하는 

경향을 보였다. 반응표면분석을 통해 구한 반응계수를 사용하여 2가지의 독립변수

들 사이의 상관관계를 분석한 결과, 회귀계수는 E/S (%)와 시간이 강한 quadratic 

(p<0.01)을 나타내는 것으로 확인되었다. Seo et al (2015)에 결과에 따르면 alcalase

를 이용하여 소 혈장 단백질을 가수분해 시켰을 때 DH는 분해 시간이 증가함에 

따라 증가하다 감소하는 경향을 나타냈으며, pH가 DH에 대해 강한 linear 및 quad-

ratic을 나타냈다고 보고하였다.[75] Liu et al (2010)은 또한 시간이 증가함에 따라 돼

지 혈장 단백질가수분해물의 DH가 증가하였다고 보고하였다.[76] Auwal et al (2017)

에서 Bromelain으로 처리한 쏨뱅이(stone fish) 단백질 가수분해물의 DH는 효소와 

기질의 비율이 증가함에 따라 완만하게 증가하였으며, 쏨뱅이 단백질 가수분해물의 

DH값이 높으면 저해활성이 좋은 것으로 나타났다고 보고되었다.[77] Jamil et al 

(2016)은 효소의 농도가 증가함에 따라 가수분해 속도가 빨라지고, 농도 1.5% 수준

에서 가장 높은 값을 나타내다 이후 감소하는 경향을 나타냈다고 보고하였다.[78] 다

른 연구들과 비교했을 때 기질대비 효소 첨가비율과 시간이 가수분해도에 영향을 

주며, 본 연구결과와 비슷한 결과가 나타났다. 이는 기질의 농도가 일정 수준에 이

르면 반응 속도는 더 이상 증가하지 않고 일정해져 모든 효소가 기질과 결합하여 

포화 상태에 이르렀기 때문에 최고점에 도달했다가 감소하는 것으로 사료된다.
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Run

Independent variablesa

DH (%)Coded level

X1 X2 X3

1 7.5 0.5 390 55.47

2 8.5 0.5 390 51.17

3 7.5 1.5 390 36.64

4 8.5 1.5 390 42.47

5 7.5 0.5 570 44.68

6 8.5 0.5 570 39.11

7 7.5 1.5 570 39.10

8 8.5 1.5 570 48.44

9 7.16 1 480 43.40

10 8.84 1 480 49.31

11 8 0.16 480 53.13

12 8 1.84 480 47.32

13 8 1 329 49.39

14 8 1 631 48.30

15 8 1 480 69.56

16 8 1 480 66.64

17 8 1 480 69.23

18 8 1 480 69.34

19 8 1 480 66.26

20 8 1 480 67.40

Table 8. DH experimental values of the response variables for the CCD 

      a Independent variables: X1, pH; X2, E/S (%); X3, Time (min).
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Source Sum of Squares df Mean square F-value p-value

Model 2357.93 9 261.99 49.80 <0.0001

X1 17.01 1 17.01 3.23 0.1024

X2 82.43 1 82.43 15.67 0.0027

X3 19.34 1 19.34 3.68 0.0841

X1X2 78.38 1 78.38 14.90 0.0032

X1X3 0.6272 1 0.6272 0.1192 0.7370

X2X3 122.3 1 122.3 23.25 0.0007

X1
2 977.89 1 977.89 185.89 <0.0001

X2
2 680.02 1 680.02 129.27 <0.0001

X3
2 780.05 1 780.05 148.28 <0.0001

Residual 52.6 10 5.26

Lack of Fit 41.66 5 8.33 3.80 0.0844

Pure Error 10.95 5 2.19

Total 2410.53 19

Table 9. ANOVA analysis of DH result
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Figure 8. Response surface graphs of DH (A) E/S (%) and Time (min), (B) E/S 

(%) and pH, (C) Time (min) and pH. 
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나. 항산화 활성 측정 결과

A. DPPH(2,2-diphenyl-1-prcryhydrazyl)radical scavenging activity

대부분의 자유 라디칼은 활동이 많으며 단시간 내에만 존재하며, DPPH는 실온에

서도 안정적으로 유지할 수 있는 소량의 자유 라디칼 중 하나이다. DPPH radical은 

단일 전자를 가지며 517 nm에서 강한 흡광도를 나타내고 DPPH 용액의 흡광도는 

자유 라디칼이 제거되고 용액의 색이 붉은색에서 노랑으로 변하면서 점차 감소에 

기초한다.[79]

복합효소를 처리한 단백질가수분해물의 DPPH radical 소거활성 결과는 각 독립변

수 2가지를 선정 후 나머지 하나의 변수는 zero level(0) 값으로 설정하여 3D 곡선

을 Figure 9에 나타냈다. 두 효소를 사용하여 분해한 가수분해물의 DPPH radical 소

거활성 범위는 39.64-64.74%로 측정되었다(Table 10). 반응표면 모델식의 결정계수 

R2값은 0.9257로 유의성 1% 이내에서 확인되었으며, 반응표면 모델의 적합성을 확

인하는 적합 결여 검증 값(lack of fit)은 0.05보다 작은 값을 설계된 모형이 완전하

지 않은 것으로 나타났지만, R2가 1에 가깝고 전체적인 반응모형(total regression)이 

0.05보다 낮아 가정된 모형이 일부 적합한 것으로 판단되었다(Table 11). DPPH radi-

cal 소거활성은 가수분해도와 마찬가지로 기질대비 효소비율(E/S, %)이 증가할수록 

증가하는 경향을 보였고, pH 증가에 따라 완만하게 증가하는 경향을 나타냈다. 

DPPH radical 소거활성은 pH에 대해 linear (p<0.05) 및 quadratic (p<0.01) 효과를 나

타냈다. 하지만 pH와 기질대비 효소농도, 가수분해시간과 기질대비 효소농도 사이

의 상호 작용이 무시 될 수 있음을 확인하였다. 

Seo et al (2015)의 결과에 따르면 DPPH radical 소거활성은 pH에 영향을 받으며, 

시간에 따라서는 많은 차이가 있지 않은 것으로 보고되고 있어 연구와 유사한 결

과를 나타낸다고 보고되었다.[75] 효소가수분해물의 항산화활성은 효소의 활성 pH에 

영향을 받는 것으로 확인되며, 이는 적정 pH에서 효소의 활성이 커지게 되면 효소 

가수분해에 의한 단백질 구조의 파괴가 활발히 이루어져 산화제와 반응할 수 있는 

활성 아미노산 잔기 및 단편화된 단백질을 많이 생성하기 때문에 항산화 활성도에 

기여한다고 알려져 있다. 본 연구에서 실시한 복합효소첨가 비율이 증가함에 따라 

단백질을 좀 더 단편화 및 활성 아미노산 잔기를 더 많이 생성하여 항산화활성에 

영향을 주는 것으로 사료된다.  
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Run

Independent variablesa 

DPPH (%)Coded level

X1 X2 X3

1 7.5 0.5 390 53.72

2 8.5 0.5 390 41.89

3 7.5 1.5 390 54.40

4 8.5 1.5 390 31.68

5 7.5 0.5 570 41.00

6 8.5 0.5 570 53.40

7 7.5 1.5 570 51.14

8 8.5 1.5 570 52.36

9 7.16 1 480 54.44

10 8.84 1 480 45.46

11 8 0.16 480 39.64

12 8 1.84 480 44.30

13 8 1 329 62.23

14 8 1 631 52.13

15 8 1 480 72.10

16 8 1 480 64.38

17 8 1 480 64.75

18 8 1 480 64.38

19 8 1 480 62.54

20 8 1 480 63.56

Table 10. DPPH experimental values of the response variables for the 

CCD

  a Independent variables: X1, pH; X2, E/S (%); X3, Time (min).
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Source Sum of Squares df Mean square F-value p-value

Model 1932.15 9 214.68 13.84 0.0002

X1 95.07 1 95.07 6.13 0.0328

X2 4.02 1 4.02 0.2593 0.6216

X3 0.0436 1 0.0436 0.0028 0.9588

X1X2 60.88 1 60.88 3.93 0.757

X1X3 290.15 1 290.15 18.71 0.0015

X2X3 43.39 1 43.39 2.80 0.1253

X1
2 467.67 1 467.67 30.15 0.0003

X2
2 1045.53 1 1045.53 67.41 <0.0001

X3
2 142.12 1 142.12 9.16 0.0127

Residual 155.10 10 15.51

Lack of Fit 96.25 5 19.25 1.64 0.3013

Pure Error 58.85 5 11.77

Total 2087.25 19

Table 11. ANOVA analysis of DPPH result
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Figure 9. Response surface graphs of DPPH radical scavenging activity (%) (D) 

E/S (%) and pH, (E) E/S (%) and Time (min), (F) Time (min) and pH.
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B. Fe2+-chelating activity

전이 금속 이온은 생체 내에서 많은 산화반응에 관여하며, 철 이온은 Haber-Weiss 

반응을 촉진하고, 과산화물 음이온을 유도하여 보다 위험한 하이드록실 라디칼을 

형성하는데, 이것은 인접한 생체 분자와 빠르게 반응하여 심각한 손상을 유발한

다.[80] 항산화제에 의한 하이드록실 라디칼의 소거는 주로 금속 이온의 킬레이트 화

를 통해 효과적이라고 보고되었다. 금속 이온의 촉매 활성을 방해하는 화합물이 과

산화 공정에 영향을 줄 수 있기 때문에 킬레이트 능력의 측정은 화합물의 자유 라

디칼 소거 활성을 평가하는 데 중요하다.[81] 이 연구에서, 금속 킬레이트화 활동은 

철의 이온을 갖는 페로진에 의해 정량적으로 형성된 붉은 색의 감소율의 측정에 

의해 결정되었다. 

복합효소를 처리한 단백질가수분해물의 Fe2+-chelating activity 결과는 각 독립변수 

2가지를 선정 후 나머지 하나의 변수는 zero(0) 값으로 설정 후 3D 곡선을 Figure 

10에 나타냈다. 두 효소를 사용하여 분해한 Fe2+-chelating activity의 가수분해도 범

위는 71.27-84.52%로 측정되었다(Table 12). 반응표면 모델식의 결정계수 R2값은 

0.9304로 유의성 1% 이내에서 인정되었다. 반응표면 모델의 적합성을 확인하는 적

합 결여 검증 값(lack of fit) 또한 0.05보다 큰 값을 나타내 모델이 적합한 것으로 

확인되었다(Table 13). 기질대비 효소 첨가량이 증가함에 따라 Fe2+-chelating activity

도 증가함을 보였으며, pH도 증가함에 따라 완만한 증가곡선의 형태를 나타냈다. 

Fe2+-chelating activity은 E/S (%)에 대해 강한 linear(p<0.01) 및 quadratic(p<0.01) 효과

를 나타내며, pH에 대해 강한 quadratic(p<0.01) 효과를 나타내는 것으로 확인되었

다. 하지만 가수분해시간에 따른 linear 및 quadratic 효과는 무시 될 수 있음을 확인

하였다(p>0.05). Zhao et al (2013)에 따르면 whey 단백질 가수분해물의 calcium che-

lating 활성은 pH에 대해 linear(p<0.05) 및 quadratic(p<0.05) 효과를 나타내는 것으로 

보고되어 있어 본 연구와 유사한 결과를 확인하였다.[82] 효소가수분해물의 항산화활

성은 효소의 활성 pH에 영향을 받는 것으로 확인되며, 이는 적정 pH에서 효소의 

활성이 커지게 되면 효소 가수분해에 의한 단백질 구조의 파괴가 활발히 이루어져 

산화제와 반응할 수 있는 활성 아미노산 잔기 및 단편화된 단백질을 많이 생성하

기 때문에 항산화 활성도에 기여한다고 알려져 있다. 본 연구에서 실시한 복합효소

첨가 비율이 증가함에 따라 단백질을 좀 더 단편화 및 활성 아미노산 잔기를 더 

많이 생성하여 항산화 활성에 영향을 주는 것으로 사료된다.  
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Run

Independent variablesa 

Coded level
Fe-chelate (%)

X1 X2 X3

1 7.5 0.5 390 75.87

2 8.5 0.5 390 77.27

3 7.5 1.5 390 80.47

4 8.5 1.5 390 82.47

5 7.5 0.5 570 77.33

6 8.5 0.5 570 77.38

7 7.5 1.5 570 80.25

8 8.5 1.5 570 81.98

9 7.16 1 480 71.81

10 8.84 1 480 75.05

11 8 0.16 480 71.27

12 8 1.84 480 80.90

13 8 1 329 82.79

14 8 1 631 83.93

15 8 1 480 83.23

16 8 1 480 83.82

17 8 1 480 84.52

18 8 1 480 82.58

19 8 1 480 81.39

20 8 1 480 81.55

Table 12. Fe2+-chelating activity experimental values of the response 

variables for the CCD

    a Independent variables: X1, pH; X2, E/S (%); X3, Time (min).
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Source Sum of Squares df Mean square F-value p-value

Model 275.63 9 30.63 14.84 0.0001

X1 8.31 1 8.31 4.03 0.0725

X2 82.25 1 82.25 39.86 <0.0001

X3 0.5646 1 0.5646 0.2737 0.6123

X1X2 0.6457 1 0.6457 0.3129 0.5882

X1X3 0.3294 1 0.3294 0.1597 0.6979

X2X3 0.6457 1 0.6457 0.3129 0.5882

X1
2 125.01 1 125.01 60.59 <0.0001

X2
2 58.09 1 58.09 28.16 0.0003

X3
2 4.61 1 4.61 2.23 0.1659

Residual 20.63 10 2.06

Lack of Fit 12.83 5 2.57 1.64 0.2991

Pure Error 7.80 5 1.56

Total 296.26 19

Table 13. ANOVA analysis of  Fe2+-chelating activity result
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Figure 10. Response surface graphs of Fe2+-chelating activity (%) (G) E/S (%) 

and pH, (H) E/S (%) and Time (min), (I) Time (min) and pH.
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다. RSM을 이용한 가수분해 최적 조건 결과 

3가지 종속변수에 대한 회귀 계수, R2 및 확률을 Table 15에 나타냈으며, 이를 바

탕으로 유효한 항만을 사용하여 반응표면회귀식을 각각 Table 16에 나타내었다. 

가수분해도의 경우  Y1 = -5.48X1
2-8.30X2

2+5.97X2X3의 회귀식을 따르는 것으로 확

인되었다. 분산분석시 F-value은 크고, p-value값이 작을수록 통계적으로 의미 있는 

반응의 변화를 일으키는 인자로 인식되는데, 기질대비 효소첨가비율과 가수분해 시

간의 F-value은 크고, p-value값이 작은 경우에 속하기 때문에 가수분해도에 영향을 

주는 인자인 것으로 사료된다. 

DPPH radical 소거활성은 Y2 = -5.70X1
2-8.52X2

2+6.02X1X3-2.64X1의 식으로 나타낼 

수 있으며 기질대비 효소첨가비율과 기질용액 pH의 F-value은 크고, p-value값이 작

은 경우에 속하여 DPPH radical 소거활성에 영향을 주는 인자인 것으로 사료된다.

Fe2+-chelating activity은 Y3 = -2.95X1
2-2.01X2

2+22.45X2+82.79의 식으로 나타낼 수 

있으며, DPPH radical 소거활성과 마찬가지로 기질대비 효소첨가비율과 기질용액 

pH의 F-value은 크고, p-value은 작은 값을 나타내 Fe2+-chelating activity에 영향을 주

는 주인자인 것으로 사료된다. 

이러한 최적화 분석을 통해 얻은 돼지 혈장 단백질 가수분해물의 최적 조건은 

pH 7.88, E/S (%) 1.06, Time (min) 449일 때, 각 종속변수의 예측 값은 DH는 

75.32%, DPPH radical 소거활성은 65.73%, Fe2+-chelating activity은 82.65%로 확인되

었으며, 실제 조건에서 실시한 실험값은 DH는 74.12±1.21%, DPPH radical 소거활성

은 66.03±1.87%, Fe2+-chelating activity는 83.11±0.34%로 예측 값과 유사한 값을 나타

내어 본 연구를 통해 확립한 최적조건은 돼지 혈장 단백질의 가수분해에 적합하다

는 것으로 사료된다. 
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Run

Independent variablesa Dependent variablesb

Coded level
Y1 Y2 Y3

X1 X2 X3

1 -1 -1 -1 55.47 53.72 75.87

2 1 -1 -1 51.17 41.89 77.27

3 -1 1 -1 36.64 54.40 80.47

4 1 1 -1 42.47 31.68 82.47

5 -1 -1 1 44.68 41.00 77.33

6 1 -1 1 39.11 53.40 77.38

7 -1 1 1 39.10 51.14 80.25

8 1 1 1 48.44 52.36 81.98

9 -1.68 0 0 43.40 54.44 71.81

10 1.68 0 0 49.31 45.46 75.05

11 0 -1.68 0 53.13 39.64 71.27

12 0 1.68 0 47.32 44.30 80.90

13 0 0 -1.68 49.39 62.23 82.79

14 0 0 1.68 48.30 52.13 83.93

15 0 0 0 69.56 72.10 83.26

16 0 0 0 66.64 64.38 83.82

17 0 0 0 69.23 64.75 84.52

18 0 0 0 69.34 64.38 82.58

19 0 0 0 66.26 62.54 81.39

20 0 0 0 67.40 63.56 81.55

Table 14. Experimental values of response variables for CCD

   a  Independent variables: X1, pH; X2, E/S (%); X3, Time (min).

   b Dependent variables: Y1, degree of hydrolysis (%); Y2, DPPH radical           

       scavenging (%); Y3, Fe2+-chelating activity (%).
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Factora
Coefficients

Y1 Y2 Y3

Intercept 74.94 65.32 82.79**

X1 -0.3787 -2.64* 0.7802

X2 -1.42 0.5427 22.45**

X3 0.7387 -0.0565 0.2033

X1X2 -1.62 -2.76 0.2841

X1X3 1.88 6.02** -0.2029

X2X3 5.97** 2.33 -0.2841

X1
2 -5.48** -5.70** -2.95**

X2
2 -8.30** -8.52** -2.01**

X3
2 -2.92 -3.14* 0.5655

R2 0.9585 0.9257 0.9304

Table 15. Regression coefficient, R2 and provability for four dependent 

variables

                   a X1, pH; X2, E/S (%); X3, Time (min). Y1, Degree of hydrolysis (%); 

                     Y2, DPPH radical scavenging (%); Y3, Fe2+-chelating activity (%).

                    * p<0.05, **p<0.01
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Response Ploynomial equationa

DH Y1 = -5.48X1
2-8.30X2

2+5.97X2X3

DPPH Y2 = -5.70X1
2-8.52X2

2+6.02X1X3-2.64X1

Fe2+-chelate Y3 = -2.95X1
2-2.01X2

2+22.45X2+82.79

Table 16. Polynomial equations calculated by response surface model for enzymatic hydrolysis

           a X1, pH; X2, E/S (%); X3, Time (min).
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Response variables Predicted value* Experimental value*

DH 75.32 74.12 ± 1.21

DPPH 65.73 66.03 ± 1.87

Fe2+-chelating 82.65 83.11 ± 0.34

Table 17. Results of optimization by the desirability function and 

DH (%), DPPH radical scavenging activity (%), 

Fe2+-chelating activity (%) of porcine plasma protein 

hydrolysate manufactured by suing the optimum hydrolysis 

conditions

       * Optimization condition  pH;7.88, E/S (%);1.06, Time (min);449
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제5장 최적화된 가수분해물 특성

1. 재료 및 방법

가. SDS-PAGE (sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel elec-

trophoresis) 

복합효소에 의해 처리되기 전 혈장단백질과 최적 조건에서 처리된 가수분해물의 

분자량을 확인해보기 위하여 SDS-PAGE를 실시하였다. 12.5% Separating gel과 4% 

Stacking gel을 제조 후 SE260 (Hoefe Inc., Hollistonr, USA)를 사용하여 단백질의 분

자량 크기를 확인하였다.

나. 아미노산 분석

아미노산 분석은 동결건조된 가수분해물을 약 0.5 g을 captube에 넣어 6 N HCl 5 

mL를 첨가한 후 115 ℃의 dry oven에서 24 h 동안 가수분해하였다. 가수분 해액을 

glass wool로 거른 후 분별깔대기를 이용하여 ether로 지방과 색소를 씻어내어 그 

하층액을 받아내었다(2회 반복). 다음으로 진공회전증발농축기(Eyela N-N, Tokyo 

Rikakikai Co. Ltd., Japan)에서 2 mL 정도로 농축, citric buffer (pH 2.2)로 정용(25 

mL)한 후 0.45 μm filter (Membrane filter, Toyo Roshi Kaisha, Ltd., Tokyo, Japan)로 

여과해 분석 시료로 사용하였고, 아미노산자동분석기(S433-H, Sykam Co., Eresing, 

Germany)로 분석하였으며, 분석조건은 Table 18과 같다. 
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Instrument S433-H (SYKAM)

Column Cation separation column (LCA K06/Na)

Column size 4.6 × 150 mm

Column temperature 57-74 ℃

Flow rate Buffer 0.45 mL/min, reagent 0.25 mL/min

Buffer pH range 3.45-10.85

Wavelength Fluorescence spectrophotometer (440 nm and 570 nm)

Table 18. Operating conditions of amino acid auto-analyzer
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2. 실험결과 및 토의

가. SDS-PAGE 결과

Figure 11을 확인한 결과, 효소 처리를 하지 않은 control 비해 단백질이 분해된 

것을 확인할 수 있었다. 72 kDa 이상의 단백질은 거의 분해된 것을 확인하였고, 

26-72 kDa 사이에 위치한 55 kDa 밴드가 희미하게 남아있었으며, 효소 처리를 하

지 않은 혈장단백질에 들어있던 26 kDa, 17 kDa 크기의 단백질은 모두 분해된 것

으로 확인되었다. 같은 조건에서 기질대비 효소 비율이 증가함에 따라 10 kDa 크

기의 단백질이 줄어든 것을 확인하였다(Fig 11 (A)). 하지만 효소의 비율이 증가함

에 따라 분해력 또한 증가함을 보이지 않았으며, E3보다 E1에 10 kDa 크기를 가진 

단백질이 좀 더 남아있는 것으로 확인되었다. E2와 E3 사이의 별다른 차이는 나타

나지 않았으며, E2가 다른 군에 비해 분해가 잘 되어 10 kDa 이하의 단백질이 있

을 것으로 사료된다. 시간을 상이하게 설정하여 비교해 본 결과(Fig 11 (B)), T1은 

T2, T3보다 분자량이 10 kDa인 단백질이 많았고, T2와 T3는 두 군은 크게 차이가 

나지 않는 것으로 확인되었다. 시간이 증가함에 따라 단백질이 분해되지만 일정시

간 이상이 되면 분해는 되나 거의 차이가 없는 것으로 보여 분해시간은 T2가 최적

임을 확인하였다. pH를 상이하게 설정하여 비교해본 결과(Fig 11 (C)), P1 역시 P2, 

P3보다 10 kDa 분자량을 가진 단백질이 많았고, P2, P3는 10 kDa 단백질이 거의 

확인되지 않았다. 효소는 화학반응의 활성화 에너지를 낮춤으로써 반응속도를 증가

시키는데 이때, 효소의 활성은 최적 온도와 최적pH 조건일 때 가장 높은 활성을 

갖게 된다. 하지만 최적조건 범위 밖에서는 현저하게 감소하여 변성되거나 구조 및 

촉매 특성을 상실하게 되는데, Alcalase와 Flavourzyme의 반응은 pH 5에서 분해가 

어느 정도 되는 것으로 보이나 좋은 활성을 나타내지 못해 10 kDa의 단백질이 많

은 것으로 사료된다. Bah et al (2016)은 fungal protease FP400 및 FPII의 경우, 소 

혈장 단백질을 더 작은 펩티드로 전환시키는 데 더 오랜 시간이 필요하다 하였고, 

FP400 및 FPII를 사용하여 소 혈장 중의 알부민 및 다른 단백질을 24 시간 후에 30 

kDa 미만으로 가수 분해하였다고 보고하였다.[83] 10 kDa 이하의 분자량을 가진 단

백질 분포에 대한 연구는 추가적으로 행해져야 할 것이다. 결론적으로 RSM을 이용

하여 구한 최적 조건이 다른 조건에 비해 좋은 것으로 사료된다. 
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Figure 11. SDS-PAGE of porcine plasma hydrolysate. (A) CON: Non hydrolysis; E1: 

0.50% pH 7.66 449 min; E2: 1.03%, pH 7.66, 449 min [Optimization]; E3: 1.50%, pH 

7.66, 449 min. (B) CON : Non hydrolysis; T1: 1.03%, pH 7.66, 300 min; T2 : 1.03%, 

pH 7.66, 449 min [Optimization]; T3 : 1.03%, pH 7.66, 540 min. (C) CON : Non hy-

drolysis; P1 : 1.03%, pH 5.00, 300 min; P2 : 1.03%, pH 7.66, 449 min [Optimization]; 

P3 : 1.03%, pH 9.00, 300 min.
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나. 아미노산 분석 결과

Table 20은 최적조건에서 복합효소처리한 돼지 혈장 단백질의 수용성 성분에 존

재하는 아미노산 조성을 분석한 결과이다. 가수분해물의 총 아미노산의 함량의 변

화를 건물량 기준으로 볼 때, 처리 전 혈장단백질에서는 100 g 당 20,360 mg이었지

만 가수분해 후에는 100 g 당 27,347 mg으로 함량이 증가하였다. glutamic acid(37.78 

mg/g), aspartic acid(24.65 mg/g)이 가장 많이 함유되어 있었고, 필수 아미노산인 leu-

cine, valine, phenylalanine이 각각 25.22, 16.74, 15.03 mg/g이 함유되어 있는 것을 확

인하였다. Cysteine, methionine, tyrosine 및 histidine의 증가비율은 제일 적지만 처리 

전 혈장 단백질보다 증가하였으며 뱀장어 성장에 기여하는 아미노산의 함량 또한 

증가한 것을 확인하였다.

Liu et al (2015)는 가다랑어를 Alcalase, Flavourzyme, Neutrase, Trypsin, Protamex

로 처리한 가수분해물의 아미노산 함량은 각각 100 g 당 1,083, 2,417, 2,611, 3,278, 

9,366 g으로 확인되었으며, Protamex로 처리한 가수분해물의 아미노산 함량이 가장 

높은 것으로 나타났다고 보고하였고 Alcalase로 처리한 가수분해물은 proline과 leu-

cine의 함량이 높았으며, Neutrase으로 처리한 가수분해물은 leucine의 함량은 감소하

였지만 valine, isoleucine과 같은 아미노산 함량은 증가하였고, Protamex로 처리한 가

수분해물은 leucine의 함량이 가장 높고 그 다음 histidine 및 lysine의 순으로 높았다

고 보고하였다. 같은 단백질이여도 처리하는 효소의 유형에 따라 상이한 아미노산 

조성에 기여한다고 보고하였다.[84] 

단백질 가수분해물 및 펩타이드의 경우 소수성 아미노산을 많이 함유하고 있으

면 지질에서 용해도를 증가시키며 항산화 활성을 증가시킨다. 실제로도 소수성이 

증가된 가수분해물은 항산화 특성과 관련이 있는 것으로 보고되어 있다. Uchida et 

al (1992)는 cysteine, histidine, tryptophan, lysine, arginine, leucine, valine and β

-hydroxyl tryptophan 등과 같은 일부 아미노산 및 그 유도체는 항산화 활성을 가졌

다고 보고 하였고, Muramoto et al (1996)은 histidine, tryptophan 및 tyrosine을 함유하

는 일부 저분자량 폴리펩티드도 뚜렷한 항산화 활성을 나타냈다고 보고되어 있

다.[85,86] 최적조건에서 복합효소처리한 혈장 단백질 가수분해물의 항산화 활성은 항

산화 활성을 나타내는 아미노산을 함유한 저분자 아미노산에 의해 야기 된 것으로 

사료된다. 
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(Unit : mg/g)

Amino acid
Contents

CON Optimum

Aspartic acid 18.23 24.65 

Threonine 11.77 15.69

Serine 11.91 16.04 

Glutamic acid 26.93 37.78

Proline 10.48 14.84

Glycine 7.85 10.39

Alanine 10.69 14.30

Cysteine 5.61 7.94

Valine* 13.51 16.74

Methionine* 2.00 2.53

Isoleucine 8.02 9.34

Leucine* 18.95 25.22

Tyrosine 10.63 13.78

Phenylalanine* 11.27 15.03 

Histidine 9.09 12.20

Lysine* 15.87 21.92

Arginine 10.82 15.10

Total 203.60 273.47 

Table 19. Amino acid contents of optimum hydrolysates and control

    * Essential amino acid.
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제6장 결론

사람들의 생활 개선과 소득 증가로 육류 소비가 증가함에 따라 도축 과정에서 

도축 된 동물의 수와 도축 혈액도 증가하고 있으며, 도축 과정에서 소 1마리 당 27 

L (450 kg), 돼지 1마리 당 6.7 L (100 kg)가 방혈되고 있다. 폐기되는 혈액을 처리

하기 위해 많은 돈과 약물이 사용되고 있으며 심각한 환경 문제가 발생하고 있다. 

하지만 이러한 혈액에는 28% 이상이 단백질로 이루어져 있고 필수 아미노산을 다

량 함유하고 있어 혈액 자체는 고농도의 단백질원으로 다양한 분야에 활용이 가능

하다.  

최근 단백질 가수 분해물에 대해 많은 연구가 이루어지고 있으며, 단백질이 풍부

한 부산물에서 생물학적으로 활성이 있는 펩티드를 생산하는 데 중점을 두고 있다. 

단백질 가수 분해물은 항고혈압, 면역조절 활성 및 항산화 활성, 항 알레르기, 항 

박테리아와 같은 특성을 갖고 있으며, 영양 및 치료적 가치가 높으며 식품에 활용 

가능하다.

이 연구의 목적은 돼지 혈장 단백질의 가수 분해를 위한 최적 조건을 확립하는 

것이다. 반응 표면 방법론을 사용하여 가수분해도(DH), DPPH radical scavenging ac-

tivity, Fe2+-chelating activity가 가장 최적값을 나타내는 조건을 확인하였다. 5수준

(-1.68 - +1.68)으로 세분화하였고, Alcalase와 Flavourzyme을 1:1의 비율로 혼합하여 

처리 하였다. 처리조건은 50 ℃, 100 rpm에서 수행되었다. CCD를 사용하였으며, 23

요인 설계(8), 별점(6) 및 중심점(6)의 총 20 회 무작위로 수행 하였다. 실험 결과를 

통계적으로 분석하고 회귀 방정식을 사용하여 반응 모델의 적합성을 확인했다. 

Design-Expert 12 소프트웨어를 사용하여 최적의 가수 분해 조건을 예측했으며 실제 

실험을 통해 예측 된 값의 정확성을 검증했다.

결과는 다음과 같다.

1) 혈장 단백질 가수분해물의 DH는 39.10-69.56% 사이로 확인되었다. 반응 표면 

모델의 결정 계수 R2는 0.9585이며, 이는 유의성 1% 이내로 반응 표면 모형은 

적합함을 나타냈다. DH는 기질에 비해 효소첨가량(E/S, %)과 pH가 증가함에 

따라 증가하는 경향을 나타내다 감소하는 것으로 나타났다. DH는 E/S (%) 및 

시간에 강한 quadratic (p<0.01) 효과를 나타냈다.
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2) 가수 분해물의 DPPH radical scavenging activity 범위는 39.64-64.74 %로 측정되

었다. 반응 표면 모델의 결정 계수 R2는 0.9257이며, 이는 유의성 1% 이내로 

확인 되었다. DPPH radical scavenging activity은 기질대비 효소 첨가비율(E/S, 

%)이 증가함에 따라 증가하는 경향이 있었고 pH가 증가함에 따라 천천히 완

만한 곡선을 그리며 증가하는 경향을 보였다. DPPH 라디칼 소거 활성은 pH에 

대해 linear (p<0.05) 및 quadratic (p<0.01) 효과를 나타냈다. 그러나 기질에 대

한 pH 및 효소 농도, 가수 분해 시간 및 기질에 대한 효소 농도 간의 상호 작

용은 무시 될 수 있는 것으로 확인되었다.

3) 가수분해물의 Fe2+-chelating activity는 71.27-84.52%로 측정되었다. 반응 표면 모

델의 결정 계수 R2는 0.9304이며, 이는 유의성 1% 내에서 확인되었다. pH가 

증가함에 따라 Fe2+-chelating activity는 완만한 증가 곡선의 형태가 나타났다. 

Fe2+-chelating activity은 E/S (%)에 대해 강한 linear (p<0.01) 및 quadratic (p<0.01) 

효과를 나타내며, pH에 대해 강한 quadratic (p<0.01) 효과를 나타내는 것으로 

확인되었다. 하지만 가수분해시간에 따른 linear 및 quadratic 효과는 무시 될 

수 있음을 확인하였다 (p>0.05).

4) 돼지 혈장 단백질의 가수 분해물에 대한 최적 조건은 pH 7.88, E/S (%) 1.06, 

449 min이다. 이러한 조건 하에서, DH는 75.32%, DPPH radical scavenging ac-

tivity은 65.73%, Fe2+-chelating activity는 82.65%였다. 실제 실험값은 DH는 

74.12±1.21%, DPPH radical scavenging activity 66.03±1.87%, Fe2+-chelating activ-

ity는 83.11±0.34%로 측정되었다. 따라서, 실험값이 예측된 값과 유사한 값으로 

나타나 본 연구에서 확립한 최적조건은 돼지 혈장 단백질의 가수 분해 조건으

로서 적합하다고 사료된다.

5) 최적 조건 하에서 처리 된 가수 분해물은 분자량이 72 kDa보다 큰 단백질이 

거의 분해되는 반면, 26 내지 72 kDa 사이에 위치한 55 kDa의 단백질은 희미

하게 남아 있음을 보여 주었다. 또한, 26 kDa, 17 kDa 크기의 단백질이 모두 

분해되었으며, 10 kDa 미만의 단백질로 분해되는 것이 확인되어 효소 처리된 

단백질은 저분자화된 것으로 사료된다.

6)  최적 조건에서 처리한 가수분해물의 아미노산 함량은 100 g 당 27,347 mg으

로 확인되었으며, 항산화활성, 뱀장어 성장에 필요한 아미노산 함량 또한 증가
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한 것을 확인하였다.

본 연구에서는 상업적으로 흔히 많이 사용하는 Alcalase와 Flavourzyme을 사용하

여 복합 처리한 단백질 가수분해물의 항산화 활성 최적 조건을 확립하였다. 이 조

건 하에서 생성된 가수분해물은 10 kDa 이하 크기의 단백질로 대부분 분해된 것을 

확인하였다. 항산화 활성과 뱀장어 성장에 기여하는 아미노산의 함량이 증가한 것

을 확인하였다. 또한 복합처리로 인해 더 작게 분해된 단백질은 항산화 활성 증가

뿐만 아니라 섭취시 흡수가 잘 될 것으로 보이며, 뱀장어 사료 첨가제로써 또는 다

양한 분야에 식품, 사료첨가제 및 천연항산화제로써 활용이 가능할 것으로 예상된

다. 
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1학년 학부생 때부터 실험하는 것이 즐거웠던 저는 겁도 없이 4학년이 끝나갈 

무렵 대학원진학을 선택했습니다. 2년 동안 나는 잘 배울 수 있을까, 2년이라는 긴 

시간동안 나는 무엇을 하게 될까 하는 기대감과 의구심을 가지고 시작했던 실험실 

생활이 어느덧 눈 깜짝할 사이에 지나 졸업시즌이 왔고, 논문을 마무리하는 시점에 

와 있었습니다. 지금 생각해보니 2년이라는 시간은 뭘 하나 제대로 하기에는 매우 

짧은 시간이었음을 느낍니다. 잘 해보려 노력했으나 뜻대로 되지 않았던 적도 많아 

많이 속상했고, 생각지도 않은 부분에서 칭찬을 받기도 했으며 새로운 것을 배우며 

시행착오 끝에 스스로 해낸 것에 대한 뿌듯함도 느끼고, 눈물이 날 정도로 배꼽 빠

지게 웃기도 하며 그렇게 2년을 보냈습니다. 석사과정동안 많이 부족했던 저를 누

구보다도 끊임없이 지도해주시며 칭찬해주시고, 하나라도 더 챙겨주시려 했던 신현

재 교수님께 진심을 담아 존경하고 너무 감사드립니다. 전과했던 저의 이름을 처음

으로 언급해주셨고 항상 격려해주신 이중헌교수님, 저를 너무나 좋은 학생으로 봐

주시고 많은 조언해주신 이재욱교수님께도 감사드립니다. 교수님과 함께 저에게 많

은 도움을 주시고 때론 인생의 조언와 칭찬과 격려를 아낌없이 해주시며 제가 잘 

할 수 있는 일을 찾아주신 최문희 박사님께도 진심으로 감사드립니다. 여러 가지 
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리고 언제나 딸이 하는 선택엔 기꺼이 동참해주시고 응원해주시며, 아낌없는 지원

과 행여나 아프진 않는지 다친 곳은 없는지 늘 제 안부부터 물어주시고 제 걱정만 

늘 하셨던 부모님과 철부지 말썽쟁이 동생에게도 진심으로 사랑하고 감사드립니다. 

그리고 주변에서 항상 응원해주고 할 수 있다는 용기를 주고 위로해 준 내 친구들

과 지인들 모두 진심으로 감사드립니다. 

짧은 2년을 지나 석사과정을 마치고 우여곡절 끝에 논문을 마무리하게 되었습니

다. 감회가 남다르고 기쁘면서도 시원섭섭하지만 제가 받은 관심과 사랑 그리고 많

은 조언과 지도는 앞으로 제 삶에 있어서 큰 재산이 될 것 같습니다. 다시 한 번 

너무나도 감사드립니다.  
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