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Ⅰ. 서    론

우유와 대두 등의 천연단백질에서 얻어지는 
펩타이드는 생체내에서 각종의 생리활성을 가
지고 있는 것으로 알려져 있으며 특히 고혈압 
억제와 관련된 펩타이드의 기능 특성에 관하여 
최근 많은 보고가 있다(송 등, 1994). 안지오텐
신전환효소(Angiotensin converting enzyme: ACE)
는 1970년경에 뱀독에서 처음 발견되었으며, 
zinc protease의 일종으로, 활성화되기 위해서는 

아연과 염소가 필요하다(Jover and Mimran, 
1994). ACE는 혈압강하작용을 가지고 brady- 
kinin을 분해하여 불활성화시키는 한편, 불활성
상태의 angiotensin-Ⅰ을 절단하여 강한 혈압상
승작용을 나타내는 angiotensin-Ⅱ로 활성화시킴
으로써 고혈압의 원인이 된다고 알려져 있다
(신, 1994).
  따라서, 쇠고기 부산물에서의 ACE저해 pep- 
tide의 탐색은 혈압상승억제기능을 가진 새로운 
식품소재의 개발이라는 면에서 중요한 의미를 
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ABSTRACT

  Angiotensin-Ⅰconverting enzyme(ACE)inhibitor was isolated from beef by-products. The beef by- 
product hydrolysates prepared with various proteases were tested for the inhibitory effects against ACE. 
The proteases used were proteinase A from bakers yeast, protease type ⅩⅢ fungal and thermolysin. 
The maximum inhibitory effect was observed after hydrolysis for 12hrs(beef heart) and 24hrs(beef 
spleen), respectively. After gel filtration, IC50 value was 0.37mg/㎖ in beef heart and 1.84mg/㎖ in beef 
spleen. After RP-HPLC, the IC50 value of peak 1, peak 2, peak 3 and peak-4 were 0.28mg/㎖, 0.26mg/
㎖, 0.25mg/㎖ and 0.35mg/㎖, respectively. In the results of amino acid composition of peak 1, peak 2, 
peak 3 and peak 4, it was observed that peak 1 was consisted mainly of glycine and methionine, peak 
2 was proline, cystine and methionine, peak 3 was proline and peak 4 was alanine, methionine and 
leucine. In conclusion, beef heart hydrolysate treated with thermolysin+ proteinase A was shown to have 
the highest inhibitory effect for 12hrs incubation at 37℃.
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가지고 있다. 식품 중에 존재하는 ACE 활성 
저해인자는 가열 조건에 안정하며 체내에서의 
흡수도 용이한 비교적 저분자 물질이다. 이들
의 활성 저해효과는 혈압 강하제와 비교했을 
때 비교적 낮은 활성을 나타내지만 대량으로 
항상 섭취하는 식품 중에 존재한다는 점에서 
그 유용성이 기대되어진다. 또한, 최근에는 동
식물 단백질을 각종 효소를 이용하여 가수분해
시킨 가수분해물의 올리고 펩타이드를 분리 및 
정제하여 생리활성을 검토한 연구가 많이 진행
되고 있다(Casteels 등, 1989).
  본 연구에서는 쇠고기의 비 선호부위를 고도
로 이용하기 위한 연구의 일환으로 쇠고기의 
염통과 지라를 각종효소로 가수분해하여 얻은 
펩타이드를 한외여과, gel 여과, RP-HPLC를 통
해 분리 및 정제하여 얻은 펩타이드의 ACE저
해 활성을 검토하였다.

Ⅱ. 재료 및 방법

1. 실험재료
  
  실험에 사용될 샘플은 지라, 염통, 허파, 간
을 예비실험 하여 ACE저해 활성이 좋은 쇠고
기 염통과 지라를 선택하여 무균 상태에서 근
내지방을 완전히 제거한 후 수용성 단백질을 
추출하여 동결 건조시킨 deep freezer에 보관하
였다. Rabbit lung acetone powder, Proteinase A 
(bakers yeast), Protease type ⅩⅢ fungal, 
Thermolysin, 기질로 쓰이는 Hippuryl-histidyl- 
leucine (Hip-His-Leu)는 Sigma Chemical Co.(ST. 
Louis, MO, USA)에서 구입하였다.

2. 단백질 추출

  염통과 지라에서 최대한 가시지방을 제거한 
후에 시료 20g에 pH7.0으로 맞춘 20mM Phos- 
phate buffer 200㎖를 첨가한다. 이 시료를 균질
기(Ultra-turrax T25 blender)로 이용하여 균질한 

후 4℃, 10,000×g에서 20분 동안 원심 분리시
켜 침전물을 버리고 상등액을 취한다. 이 샘플
을 0.45㎛ pore size filter를 이용해 여과한다. 

3. 단백질 정량

  단백질 정량은 Lowry 등의 방법을 따라 측
정하였으며, Bovine serum albumin(Sigma Co. 
USA)을 사용한 표준 곡선에 의하여 환산하였
다.

4. 단백질 가수분해

  추출된 수용성 단백질에 효소를 10㎖의 샘플
에 200㎕의 효소를 첨가한다(Proteinase A, Pro- 
tease type ⅩⅢ fungal, Thermolysin, Proteinase 
A+Protease type ⅩⅢ fungal, Proteinase A+ 
Thermolysin, Protease type ⅩⅢ fungal+Ther- 
molysin). 효소를 처리한 샘플을 37℃에서 4, 8, 
12, 24시간 가수분해시킨 후 사용되기 전까지 
deep freezer에 보관한다.

5. ACE Inhibition

  ACE 저해효과 측정은 Cushman(1971) 등의 
방법에 의하여 행하였다. 즉, 반응 구는 0.4M 
borate-NaCl buffer(pH 8.3)에 기질 12.5mM 
Hippury-histidyl-leucine (Sigma Co. USA)용액 
0.1㎖와  분석하고자 하는 시료 0.05㎖ 혼합하
여 37℃에 30분간 방치한다. 여기에 ACE 
(Sigma Co. USA)를 0.15㎖가하고 다시 37℃에
서 1시간 동안 반응시키고, 0.5N HCl을 0.25㎖ 
가하여 반응을 중지시킨다. 대조구는 0.5N HCl
을 0.25㎖가하여 반응을 중지시킨 후 효소액을 
첨가하고, 공실험구는 시료용액 대신에 증류수
를 0.05㎖를 사용한다. 반응을 중지 시킨 후 
1.5㎖의 ethyl acetate (Sigma Co. USA)를 첨가
한 후 15초 동안 vortexing한다. 그리고 2500 
rpm에서 10분간 원심 분리시켜 상등액을 0.5㎖ 
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취한다. 취한 상등액을 120℃에서 15분간 완전
히 건조한 후 1M의 NaCl을 3㎖ 가하여 모두 
용해시킨 후 228nm에서 흡광도를 측정한다. 

* ACE 억제 활성 계산 방법

(%)ACE inhibition  =
      반응구의 hippuric acid 생성량 
  (1－                            ) × 100
      대조구의 hippuric acid 생성량

6. Gel filtration

  Pharmachia Biotech XK26을 이용하여 분자량
별로 Auto fraction collector로 받아낸 후 
UV-spectrophotometry에서 측정하였다. 이때 She- 
phadex G-25 Column을 사용하였고 Flow rate는 
1.6㎖/min, 흡광도는 280nm, Solvent는 20mM 
phosphate buffer를 사용한다.

7. HPLC를 이용한 peptides의 분리

  gel 여과를 통하여 분리한 각 fraction별로 
ACE inhibitor 활성을 측정한 후 활성이 좋은 
fraction을 HPLC(Young-lin. Co. M930)를 사용
하여 각각의 peptides를 분리한다. 이때 사용한 
Column은 Protein & peptide C18 이며 사용한 
Solvent A는 0.1% Trifluoroactic acid(TFA)/ 
mili-Q water, Solvet B는 0.1% TFA/Acetonitrile
를 1㎖/min의 유속으로 흘려 재분획 하였다. 
Peptide성분 검출은 UV detecter를 사용하여 
214nm에서 실시하였다. 

8. Peptide의 아미노산 분석

  Peptide의 총 아마노산 분석은 AccQ-Tag 방
법에 따랐다. 적당량의 시료에 6N HCl 200㎕
를 넣고 Vacuum-nitrogen flushing step을 3차례 
교대로 실시한 후 112~116℃에서 20~24시간 
가수 분해시킨다. sep-pak C18 cartridge(Waters, 

USA)를 통과시켜 단백질, 지질 등의 고분자 물
질과 색소를 제거하였다. 전 처리된 시료를 건
조시키고 다시 증류수를 첨가한 후, 시료를 유
도체화 시킨 후, HPLC 분석을 행하였다. 분석
은 WatersTM 600s controller, Waters TM 
626pump, WatersTM 474 Scanning Fluorescence 
Detecter를 사용하였고 column은 AccQ-Tag 
Amino Acid Analysis Column을 사용하였으며 
분석중에는 37℃로 유지하였다. 이때 이동상으
로는 Eluent A를 사용하였고, Eluent B는 60% 
acetonitrile를 사용하였다.

Ⅲ. 결과 및 고찰

1. 효소에 따른 가수분해물의 ACE  저해 활성

  염통단백질과 지라단백질을 0, 4, 8, 12, 24시
간동안 Thermolysin, Protease type ⅩⅢ, Pro- 
teinase A, Thermolysin+Protease type ⅩⅢ, 
Thermolysin+Proteinase A, Protease type ⅩⅢ + 
Proteinase A의 효소들을 첨가하여 단백질을 가
수분해한 단백질의 ACE저해 활성을 측정하였
다(Table  1, Table 2). 
  염통의 ACE 저해 효과는 Table 1처럼 0시간 
때에는 ACE 저해 효과를 거의 볼 수가 없었
다. 그러나 4시간의 배양후에는  Thermolysin, 
Thermolysin+Proteinase A, Thermolysin+Protease 
type ⅩⅢ에서 54.61%, 43.30%, 42.63%의 ACE 
저해 효과를 보였다. 12시간 동일 Thermolysin 
+Proteinase A를 처리배양한 염통단백질에서 가
장 좋은 ACE 저해 효과를 보여준다. 지라의 
ACE 저해 효과는 Thermolysin은 8시간배양, 
Protease type ⅩⅢ는 12시간배양, Proteinase A, 
Thermolysin+Proteinase A, Thermolysin+Protease 
type ⅩⅢ, Protease type ⅩⅢ+Proteinase A 는 
24시간 배양에서 ACE활성이 가장 좋았다
(Table 2). 그 중에서도  24시간 배양 한 Ther- 
molysin+Protease type ⅩⅢ가 지라단백질에서 
가장 좋은 ACE 저해 효과를 보여주었다. 위에
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서 살펴본 바와 같이 쇠고기 염통과 지라를 효
소별로 가수분해하여 ACE 저해활성을 측정한 
결과 효소에 따라 활성이 차이가 생긴다. 이와 
같은 결과는 기질의 차이뿐만 아니라 각 효소
가 기질에 작용하는 절단 부위가 다르기 때문
에 동일한 분자량을 가진 펩타이드라도 N말단 
또는 C말단에 위치하는 아미노산의 종류가 다
르므로 생리활성이 다르게 나타나는 것으로 판
단한다(김 등, 2000).

2. 쇠고기 염통과 지라로부터 ACE inhibitors 
분리 및 정제

Fig. 1. Sephadex G-25 gel-chromatography 
of the filtrates obtained by ultrafil- 
tration of beef heart (Thermolysin + 
Proteinase A,12hrs)
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Table 1. ACE inhibitory activity of enzymatic hydrolysates from beef heart at different 
incubation hours at 37℃(%) 

      hrs
Enzyme 0 4 8 12 24

T - 54.61 64.12 56.20 46.28

A -  5.28  6.49  7.48 26.25

P - -  6.49 18.54 14.86

TA 22.20 43.30 64.40 79.45 67.60

TP 17.72 42.63 65.97 59.27 59.72

AP - -  9.28 12.41 -

- : Not Detected.
T: Thermolysin,  P: Protease type ⅩⅢ,  A : Proteinase A,  AP : A  + P,  TP : T + P,  T A : T + A.

Table 2. ACE inhibitory activity of enzymatic hydrolysates from beef spleen at different 
incubation hours at 37℃(%) 

           hrs
Treatment 0 4 8 12 24

T  4.84 26.78 34.41 - 22.14

A 10.97 25.63 20.09 25.63 30.28

P 22.17 34.06 31.52 35.79 19.56

TA 17.78 34.98 27.71 33.14 35.65

TP 0.8 28.63 29.79 - 39.12

AP 13.51 19.28 24.71 15.70 29.69

- : Not Detected.
T: Thermolysin, P: Protease type ⅩⅢ,  A : Proteinase A, AP : A  + P,   TP : T + P,  T A : T + A.
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염통과 지라에서 ACE 저해 활성이 가장 좋
은 가수분해물을 한외여과 시스템을 통해 
10,000Da 이하로 여과한 다음 gel 여과를 통해 
분획한 결과이다. 그 결과 염통에서는 5개의 
큰 fraction(F11, F36, F51, F63, F72)을 얻게 되
었고(Fig. 1), 이들 fraction들의 ACE 저해 활성
을 측정결과, F72에서 IC50값 0.37mg/㎖로 ACE 
저해 활성이 가장 좋았다. 지라에서는 4개의 
큰 fraction(F30, F55, F71, F91)을 얻게 되었고
(Fig. 2), 이들 fraction들의 ACE 저해 활성을 
측정한 결과, F30에서 IC50값 1.84mg/㎖로 ACE 
저해 활성이 가장 좋았다. 

여러가지 효소 처리한 염통단백질 중에서 
Thermolysin+Proteinase A를 12시간 배양한 후 
얻은 가수분해물이 가장 ACE 저해 활성이 가
장 좋았다. ultrafiltration과 gel 여과를 통해 얻
은 분획물에서, ACE 저해 활성이 가장 좋은 
분획물(F72)을 가지고, RP-HPLC를 사용하여 
다시 분리 및 정제하여 4개의 피크들을 얻었다
(Fig. 3). 이 피크들을 분획한 다음 각각의 분획
물의 ACE 저해 활성을 측정하였다. 그 결과 

Fig. 2. Sephadex G-25 gel-chromatography 
of the filtrates obtained by ultra- 
filtration of beef spleen(Thermolysin 
+Protease type ⅩⅢ, 24hrs).
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peak 1, peak 2, peak 3, peak 4의 각각 IC50값
은 0.28, 0.26, 0.25, 0.35mg/㎖값을 얻을 수 있
었다. 이 피크들의 분획물의 ACE 저해활성은 
이제까지 보고된 ACE 저해 펩타이드들의 IC50

값들과 비교하였을 때 다소 낮은 값을 나타내
었다(Ariyoshi 등, 1993).
  RP-HPLC 통해서 얻은 분획물(peak 1, peak 
2, peak 3, peak 4)을  AccQ-Tag 방법으로, RP- 

Fig. 3. Reversed-phase HPLC chromatograms of peaks from gel-filtrated fractions possessing 
high ACE inhibition activity of protein hydrolyzates (fractions from 72, beef heart)
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HPLC(AccQ-Tag Amino Acid Analysis Column)
를 사용하여 얻은 분획물의 아미노산 조성을 
분석한 결과 peak 1에서는 glycine(74.0%) and 
methionine (10.6%), peak 2는 proline (18.0%), 
cystine(28.7%), methionine (36.5%), peak 3는 
proline(58.5%), peak 4는 alanine(19.9%), meth- 
ionine(24.1%) and leucine (24.5%)이 주요 구성 
성분 아미노산이었다(Table 4).

Ⅳ. 요    약

 
  본 실험은 쇠고기의 비 선호부위를 고도로 
이용하기 위한 연구의 일환으로 쇠고기의 염통

과 지라를 각종효소로 가수분해하여 얻은 분획
물을 한외여과와 gel-filtration, 그리고 HPLC를 
이용하여 분리 및 정제하여 얻은 펩타이드의 
ACE 저해 활성을 검토한 실험이다.    
  쇠고기 염통과 지라에서 수용성 단백질을 추
출한 다음 효소 처리하여 4, 8, 12, 24시간 동
안 37℃에서 배양하였다. 염통과 지라단백질의 
가수분해물의 ACE 저해 활성을 측정한 결과 
염통에서는 Thermolysin과 Proteinase A 효소를 
12시간 혼합처리한 가수분해물에서 가장 좋은 
ACE 저해 효과를 보여주었고 지라에서는 
Thermolysin과 Protease 효소를 24시간 혼합처
리한 가수분해물에서 ACE 저해 효과가 가장 

Table 3. ACE inhibitory property of each fraction obtained from RP-HPLC

Fractions peak 1 peak 2 peak 3 peak 4

IC50(mg/㎖) 0.28 0.26 0.25 0.35

IC50-defined as the concentration which inhibitors 50% angiotension-Ⅰconverting enzyme activity.

Table 4. Amino acid composition of ACE inhibitor from HPLC(%) 

peak-1 peak-2 peak-3 peak-4

Ser - - -  1.907

Gly 73.979  4.169 -  2.524

His -  0.114 -  0.075

Arg  0.593 - -  0.472

Thr  0.058  1.695 -  8.794

Ala  0.765  2.908 - 19.901

Pro  0.916 17.952 58.445  6.695

Cys  9.023 28.738 19.665  8.131

Tyr  0.499  0.928 19.160  1.101

Met 10.640 36.512  2.730 24.062

Lys  1.045  1.819 -  2.137

Ile  0.124 - -  1.075

Leu  1.513  3.781 - 21.447

Phe  0.845  1.382 -  1.680
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좋았다. ACE 저해효소가 가장 좋은 가수분해
물을 Ultrafiltration 통해 분리하였으며, 분리 정
제된 가수분해물을 Gel-filtration을 통해서 분획 
하였다.
  이때 염통에서는 F11, F36, F51, F63, F72의 
큰 분획물을 얻었고 지라에서는 F30, F55, F71, 
F91에서 큰 분획물을 얻었다. 이 분획물들의 
ACE 저해 활성을 측정한 결과 염통에서는 F72
에서 IC50값 0.37mg/㎖로 ACE 저해 활성이 가
장 좋았다. 지라에서는 F30에서 IC50값 1.840 
mg/㎖로 ACE 저해 활성이 가장 좋았다. 그리
고 여기서 활성이 좋은 염통을 가지고 Reversed- 
Phase HPLC를 이용하여 분리 한 결과 4개의 
큰 피크들을 얻을 수 있었다. 그 결과 peak 1, 
peak 2, peak 3, peak 4의 IC50값은 각각 
0.28mg/㎖, 0.26mg/㎖, 0.25mg/㎖, 0.35mg/㎖이
었다. 이 peak들의 아미노산을 분석한 결과, 
peak 1에서는 glycine과 methionine, peak 2는 
proline, cystine, methionine, peak 3는 proline, 
peak 4는 alanine, methionine, leucine 이 주요 
구성 성분 아미노산이었다.
  위 실험 결과로서, 염통과 지라에서의 ACE
저해 활성은 염통이 지라보다 좋았고, 특히 
Thermolysin과 Proteinase A 효소를 12시간 배
양한 염통단백질 가수분해물에서 가장 좋은 
ACE 저해 활성 peptide을 얻을 수 있었다. 
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