
서      론

홍게 (Chionoecetes japonicus)는 수심 200~2,000 m의 심해

에 분포하며, 심층으로 갈수록 분포 밀도가 높은 생태적 특

성으로 인해 환경오염이 적고,1,2) 조직이 부드럽고 특유의 맛

이 있어 우리나라 사람들이 즐겨먹는 수산물 중의 하나이다.3) 

홍게는 식용으로 이용되는 부위가 15% 정도이며 85%는 가공

부산물로 폐기되고 있어 이를 재활용하고자하는 연구가 활발

히 진행되고 있다.3,4) 홍게 부산물은 기능성 식품소재인 키틴 

및 키토산의 제조 원료로 주로 사용되고 있으나,3,5,6) 홍게껍질

에는 키틴 외에도 회분, 단백질 및 많은 향미성분과 아스타잔

틴 같은 고부가가치 식품소재가 함유되어 있으나 이들 식품소

재의 활용도는 매우 저조한 실정이다.7)

본 연구에서는 홍게 부산물로 나오는 홍게껍질에서 단백질

을 회수하여 자원으로 활용하면 새로운 단백질 식량자원이 

되며 홍게껍질의 처리 비용을 절감하는 효과가 있으리라 사료

되어 다양한 방법으로 단백질을 추출하고 아미노산 조성과 

분자량 등 특성을 연구하였다. 홍게 가공 부산물의 단백질에 

관한 연구로는 홍게의 자숙가공과정에서 발생하는 폐액에서 

단백질을 회수하여 식품학적 특성을 보고한 연구가 있다.7-9) 

식품으로부터 효소적 처리를 하여 단백질을 추출하고 식품소

재로 활용하려는 연구들이 있다.10-14) 단백질 가수분해물 자체

로서의 이용 뿐 아니라 효소분해한 단백질 가수분해물을 
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Maillard 반응을 이용한 반응향의 전구물질로 이용하고자하

는 연구도 있다.3) 또한 Lee15)는 효소적 가수분해방법으로 녹

용의 세포벽에 있는 섬유질이나 당단백질 또는 알긴산 고분

자 물질 등을 분해시키면 활성물질들이 원활히 추출되며, 최

적조건에서 제조된 가수분해물은 수율이 높아 식품 첨가제 혹

은 건강식품소재로 사용가능하고 생체 내에서도 쉽게 이용될 

수 있다고 보고하였다.

단백질은 종류별로 각각 기능과 특성이 달라 단백질을 변

형시켜 기능특성을 개선하여 식품에의 이용성을 증가시키려

는 연구가 시도되고 있으며 그 방법은 주로 산이나 알카리에 

의해 단백질을 가수분해 시키는 화학적 변형과 효소적 변형 

방법이 있다. 화학적 변형은 유해물질의 생성과 필수아미노

산의 손실 등의 문제점이 있으므로 단백질에 효소를 처리하

여 부분적으로 가수분해시켜 새로운 영양 및 가공기능성을 

향상시키려는 연구가 많이 시도되고 있다.13) 식품소재로서 활용

도가 낮은 붉은 대게의 껍질을 이용하여 고압가열추출방식의 

붉은 대게 아메리칸 소스를 제조한 연구2,16-18)가 있으나 홍게껍

질에 함유된 단백질의 회수 및 기능성에 대한 연구 보고는 미

비한 실정이다.

따라서, 본 연구에서는 폐기되는 홍게껍질의 단백질을 재활

용하기 위하여 단백질분해 효소를 단일 혹은 혼합하여 처리

하여 획득한 단백질 가수분해물의 분자량 및 아미노산 조성 

등을 비교 분석하여 기능성 소재 및 보충제로서의 활용 가능

성을 확인하고자 하였다. 

재료 및 방법

재료 및 효소 

본 연구에 사용된 홍게 (Chionoecetes japonicus) 다리 껍질

은 경남 김해시 대동면에 위치한 (주)네스코로부터 제공받아 50 

mesh로 분쇄하여 분말로 조제하였다. 단백질 분해 효소는 상

업적으로 널리 사용되는 Protamex (novozyme, Bagsvaerd, 

Denmark), Neutrase (novozyme, Bagsvaerd, Denmark), Fla-
vourzyme (novozyme, Bagsvaerd, Denmark), Alcalase (no-
vozyme, Bagsvaerd, Denmark), Protease M (amino, Nagoya, 

Japan)과 Protease A (amino, Nagoya, Japan)의 총 6종의 효

소를 구입하여 사용하였다. 

다양한 단백분해효소의 분해능 비교

단일효소 처리

홍게 다리 껍질의 단백질을 가수분해하기 위한 효소처리는 

Kim 등의 방법19)에 따라 실시하였다. 시료분말에 증류수를 가

하여 15% 현탁액으로 만든 후 시료 양의 0.5% 농도로 효소를 

처리하여 각 효소의 최적온도와 최적 pH에서 200 × g의 속

도로 24시간동안 진탕하면서 반응시켰다. 반응이 끝난 현탁

액은 95℃에서 5분간 처리하여 효소를 불활성화 시킨 뒤, 원

심분리 (5,000 rpm, 30 min)하여 상등액을 취하여 단백질 농

도 및 가수분해도를 측정하였다. 이들 가수분해 효소의 최적

온도와 pH는 Protamex (50℃, pH 6), Neutrase (50℃, pH 6.5), 

Flavourzyme (50℃, pH 7), Alcalase (60℃, pH 7), Protease 

M (50℃, pH 6), Protease A (50℃, pH 7)이었다. 

효소 최적 농도 및 분해 시간 결정 

단일효소처리 분석 결과에서 가강 강력한 단백질 분해능을 

가진 효소는 Protease A로 확인되어 Protease A 효소의 최적 

농도와 분해 시간을 결정하기위해 최적 온도와 pH에서 반응

시켰다. 즉, 기질농도의 0.05, 0.5, 1%로 효소 농도를 처리하여 

12시간에서 72시간동안 반응시킨 후 분해된 단백질의 양은 

4,000 rpm에서 30분간 원심분리하여 상등액을 취하여 분석

하였다. 

혼합효소 처리에 의한 단백분해능 비교

가장 단백분해능이 강력한 Protease A (PA)에 Protamax (P), 

Protease M (PM), Flavourzyme (F), Alcakase (A) 효소를 

각각 1대 1의 비로 혼합 (PA + P, PA + PM, PA + F, PA + 

A)하여 단백분해능을 비교하였다. 즉, 각 혼합효소를 홍게껍

질 분말에 증류수를 가하여 15% 현탁액으로 만든 후 기질

의 0.5%의 농도로 첨가한 후 24시간 동안 반응시킨 후 분해

된 단백질은 동결건조하여 -70℃에서 보관하면서 단백질 함

량과 아미노산 조성을 분석하는데 사용하였다. 

가수분해물의 단백질 농도 및 °Brix 측정

가수분해물의 단백질 농도는 Biuret assay20) 및 280 nm 

assay로 분석하였으며, °Brix는 굴절당도계 (PR-101, Atage Co. 
Ltd., Tokyo, Japan)를 사용하여 측정하였다. 

SDS page

가수분해물의 단백질 분자량은 SDS-PAGE를 이용한 Laem-
mli21)의 방법을 다소 수정하여 확인하였다. SDS-PAGE는 12% 
polyacrylamide와 0.1% SDS가 포함된 separating gel과 4% 

polyacrylamide와 0.1% SDS가 함유된 stacking gel을 만들

어 사용하였다. 가수분해물된 단백질 100 μg을 gel에 loading

하여 100 volt에 전기영동한 후 coomassie blue로 염색하여 

단백질 밴드를 확인하였다. 

아미노산 분석

동결건조한 가수분해물을 증류수에 녹여 아미노산 조성은 

GC (HP6890N, SpectraLab Scientific Inc., USA)로 분석하
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였으며, 컬럼은 ZB-AAA (10 m × 0.25 mm × 0.20 μm), FID 
detector를 사용하였다. 분석 조건은 Table 1에 제시하였다. 

이때 아미노산 표준용액은 Phenomenex사의 아미노산 표준

물질을 200 μmol/L로 제조하여 사용하였다. 아미노산의 함량

은 표준용액에서 검출한 각각의 아미노산의 retention time

을 비교 분석한 후 내부표준법으로 결정하였다. 

통계처리

모든 실험의 분석결과는 means ± SD로 표시하였으며, 통

계처리는 SPSS package (Version 15.0, SPSS Inc., Chicago, 

USA)를 이용하여 분석하고 각 군 간의 유의성은 one-way 
ANOVA와 Duncan’s multiple range test로 p ＜ 0.05 수준

에서 검정하였다.

결      과

단일효소 처리

홍게껍질 분말에 Protamex (P), Neutrase (N), Flavourzyme 

(F), Alcalase (A), Protease M (PM)과 Protease A (PA) 등 6

종의 단일효소를 시료 양의 0.5% 농도로 처리하여 각 효소의 

최적 온도와 최적 pH에서 24시간동안 가수분해 시킨 후 단백

질 분해능을 비교하였다. 단백질 분해능은 가수분해물의 단백

질 농도로 확인하였으며 단백질 농도는 Biuret assay와 280 

nm assay 및 °Brix의 3가지 방법으로 분석하였다. Fig. 1에

서 보듯이 Biuret assay로 확인한 단백질 분해능은 각각의 

단일효소에 따라 현저한 차이를 보였다. PA 효소처리가 다

른 단일효소처리에 비해 현저하게 높은 수준의 단백질 농도

를 보였으며 그 다음은 P ＞ PM ＞ N ＞ A ＞ F 효소처리의 

순으로 나타나 단백질 분해능이 가장 강력한 것으로 확인되

었다 (p ＜ 0.05). 280 nm assay에서 비색법으로 확인한 단

백질 분해능은 PA 효소 처리시 다른 단일효소 처리에 비하여 

단백질 농도가 가장 높은 수준이었고 그 다음이 A 효소처리

였으며 PM, N, P, F의 효소 처리 시에는 유사한 수준이었다.

6종의 단일효소를 각각 처리하였을 때 °Brix로 분석한 단

백질 분해능은 Fig. 2에서 보듯이 PA와 P 효소처리가 다른 단

일효소처리에 비해 단백질 농도가 현저하게 높은 수준이었

으나 두 효소 간의 차이는 보이지 않았다. 나머지 4종의 단일

효소 처리 시에서는 단백질 분해능은 유사한 수준으로 나타

났다.

단백질 특성

홍게껍질 분말에 6종의 효소를 처리하여 획득한 가수분해

물의 단백질 패턴 분석을 위한 SDS-PAGE를 실시한 결과는 

Fig. 3에서 보듯이 단백질 분자량은 150 kDa 이하에서 밴드

가 나타났다. A 효소로 처리한 가수분해물은 75 kDa 이하

에서 5개의 밴드가 확인되었다. F 효소는 150~15 kDa 사이

에 12개의 밴드를 형성하였고 150~100 kDa 사이에서도 2개의 

밴드를 확인하였다. N 효소의 가수분해물에서는 150 kDa 

미만에서 10개의 밴드가 형성되었고 15 kDa 미만에서도 밴

드가 확인되었다. P 효소는 75 kDa 미만의 1개의 밴드와 30 

kDa 미만에서 3개의 밴드를 형성하여 6종의 효소 중 가장 적

은 단백질 밴드를 확인 할 수 있었다. PA 효소는 75 kDa의 9

개의 밴드 중 4개의 밴드는 25 kDa 이하에서 형성되었다. PM 

효소는 10개의 밴드 중 100~150 kDa의 밴드가 1개 형성되었

Table 1. Analysis conditions of gas chromatography 

Instrument HP6890N GC-FID 

Column ZB-AAA 
10 m × 0.25 mm × 0.20 μm

Injection 250℃ , 2 μL
Carrier gas Helium, 1.5 ml/min 
Oven Programs 110℃ to 240℃ , 35℃ /min 
Detector FID@320℃ 
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으며 15~25 kDa크기의 밴드가 6개를 확인하였다. 홍게껍질

에 효소처리 후 가수분해물의 단백질 밴드는 75 kDa 이하에

서 주로 형성되는 것으로 나타났다. A와 P 및 PA 효소반응으

로 생성된 단백질 가수분해물의 분자량은 75 kDA 미만의 폴

리펩티드 또는 아미노산으로 분해된 것으로 나타났으나 F와 

N 및 PM 효소를 처리하여 생성된 가수분해물에 존재하는 

단백질은 100~150 kDa의 크기도 확인되었다. 

Protease A 효소의 최적 조건 

6종의 단백질 분해 효소 중 단백질 분해능이 가장 강력한 

것으로 확인된 PA 효소의 최적 농도와 가수분해 시간을 결

정하기위해 홍게껍질 분말에 증류수를 가하여 15% 현탁액

으로 만든 후 기질농도의 0.05, 0.5, 1%의 효소 농도로 처리하

여 12시간, 24시간, 48시간, 그리고 72시간동안 최적 pH (pH 7)

와 최적온도 50℃에서 가수분해를 실시하였다. Biuret assay

로 분석한 가수분해물의 단백질 농도는 Fig. 4에서 보는 바와 

같이 기질 농도에 대한 효소 농도가 0.05%에 비해 0.5%와 1.0%

에서 시간 경과에 따른 현저하게 높은 분해능을 보였으나, 

0.5%와 1.0%에서는 유사한 수준이었다. 효소처리 후 12시간 

경과 후 단백질의 농도는 거의 완만한 증가를 보였다. 280 nm 

assay로 가수분해물의 단백질 농도를 측정 하였을 때, 기질 농

도에 대한 효소 농도 0.05%에 비해 0.5%와 1.0%로 처리 시 유

의적으로 증가하였으나 0.5%와 1.0% 처리 시에는 유사한 수

준이었으며 효소처리 후 12시간 경과 시 현저한 증가를 보였

으며 반응 시간이 증가할수록 단백질 분해능이 다소 증가하

는 것으로 나타났으나 큰 차이는 보이지 않았다. 

혼합효소 처리에 의한 단백질 분해

가장 단백분해능이 강력한 PA에 P, PM, F, A 효소를 각각 

1대 1의 비로 혼합 (PA + P, PA + PM, PA + F, PA + A)하여 

홍게껍질의 단백질 분해능을 비교한 결과는 Fig. 5에 제시하

였다. 각 혼합 효소를 기질의 0.5%의 농도로 첨가한 후 24시

간 동안 반응시킨 후 280 nm assay로 측정한 단백질 농도는 

단일효소를 처리한 PA는 PA + P 혼합효소 처리에 비해 낮은 

수준이었으나, PA + F, PA + A의 혼합효소 처리와 유사한 수

준이었고 PA + PM 혼합효소 처리보다는 높았다. 혼합효소 처

리에서는 PA + P 효소가 가장 높은 단백질 분해능을 보인 반
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Fig. 3. SDS-PAGE patterns of red crab shell hydrolysates by com-
mercial proteases. M: molecular marker. Refer to Fig. 1.

Fig. 4. Effects of incubation time and concentration of protease 
A on the hydrolysis of red crab shell. Panel A: Soluble protein 
concentrations by Biuret assay. Panel B: Soluble protein con-
centrations by 280 nm assay. Refer to Fig. 1.
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면 PA + PM 효소 처리가 가장 낮은 단백질 분해능을 보여 

PA + P 혼합효소 처리가 가장 단백분해능이 높았다. 

유리아미노산 분석

Table 2는 혼합효소처리 한 홍게껍질 분말의 수용성 성분에 

존재하는 아미노산 조성을 분석한 결과이며, 총 아미노산 함

량은 PA + P 처리 시 247.411 mg/g으로 가장 높았고 그 다음

이 PA + F (206.442 mg/g) ＞ PA+A (133.385 mg/g) ＞ PA + 

PM (59.131 mg/g) ＞ PA 단일효소 처리는 총 아미노산 함량

이 54.875 mg/g의 순으로 나타나 2가지 효소를 혼합하여 처

리 시 단일효소 처리에 비해 높은 것을 확인할 수 있었다. PA 

+ P 혼합효소 처리 시 phenylalanine 함량이 38.81 mg/g으

로 가장 높았으며 glycine (29.066 mg/g) ＞ alanine (27.978 

mg/g) ＞ leucine (27.173 mg/g) ＞ lysine (25.001 mg/g) ＞ iso-
leucine (19.355 mg/g)의 순이었다. Proline-hydroxyproline
이 0.704 mg/g 검출되었다. PA + PM 혼합효소처리는 phe-
nylalnine (8.085 mg/g) ＞ leucine (6.111 mg/g) ＞ glycine (5.466 

mg/g) ＞ lysine (5.344 mg/g)의 순이었다. PA + F 혼합효소

처리에서는 alanine (30.945 mg/g) ＞ glycine (25.406 mg/g) 

＞ phenylalanine (24.897 mg/g) ＞ valine (20.173 mg/g) ＞ 

isoleucine (18.178 mg/g)의 순으로 검출되었으며 proline-hy-
droxyproline이 0.486 mg/g 확인되었다. PA + A 혼합효소 처

Table 2. Amino acid composition of red crab shell hydrolysates by combination of proteases (mg/g)

PA PA + P PA + PM PA + F PA + A

Valine 03.212 015.639 03.422 020.173 015.714
Leucine 06.111 027.173 06.111 014.076 000.633
Isolucine 04.015 019.355 04.008 018.178 -1)

Threonine 00.031 000.343 00.062 000.348 -

Methionine 03.028 012.652 03.038 009.228 000.509
Phenylalanine 07.082 038.81 08.085 024.897 005.164
Lysine 05.021 025.001 05.344 013.186 004.136
Tryptophan 02.054 008.573 02.095 003.597 000.214
Histidine 03.356 014.099 03.249 008.180 -

Alanine 04.001 027.978 04.247 030.945 022.893
Sarcosine 00.078 005.244 01.078 003.926 004.567
Glycine 04.616 029.066 05.466 025.406 011.969
α-Aminobutyric acid 00.033 000.616 00.163 000.552 002.016
β-Aminobutyric acid - - - - -

Allo-Isoleucine - - - - 009.139
Serine 00.391 001.603 00.375 002.502 000.225
Proline 00.703 003.667 00.718 000.318 -

Asparagine - - - - 003.545
Thioproline 00.422 001.681 00.458 001.373 -

Aspartic acid 00.111 000.58 00.101 00.542 000.861
4-Hydroxyproline 03.317 003.672 03.597 002.110 009.985
Glutamic acid 01.412 008.439 01.562 010.196 001.677
α-Aminoadipic acid - - - 001.003 030.866
α-Aminopimelic acid - - - - -

Glutamine 00.655 002.516 00.69 000.738 -

Ornithine - - - - 00.788
Glycine-proline 05.226 - 05.262 14.482 -

Hydroxylysine - - - - 004.720
Tyrosine - - - - -

Proline-hydroxyproline - 000.704 - 000.486 -

Cystathionine - - - - 003.764
Cystine - - - - -

Total free amino acids 54.875 247.411 59.131 206.442 133.385

1) not detected. PA: Protease A, PA + P: Protease A + Protamex, PA + PM: Protease A + Protease M, PA + F: Protease A + Fla-
vourzyme, PA + F: Protease A + Alcalase
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리는 α-aminoadipic acid 함량이 30.866 mg/g 수준으로 가장 

높은 수준으로 검출되었으며 alanine (22.893 mg/g) ＞ valine 

(15.714 mg/g) ＞ glycine (11.969 mg/g)의 순이었다. PA + A

에서 다량으로 검출된 α-aminoadipic acid는 PA + F 혼합효

소처리에서 1.003 mg/g 검출된 반면 PA, PA + P, PA + PM 효

소 처리에서는 확인되지 않았다. 

고      찰

본 연구는 폐기되는 홍게껍질의 단백질을 활용하기 위하여 

단백질분해 효소로 처리하여 획득한 단백질의 분자량 및 아

미노산 조성 등을 비교 분석하여 기능성 소재 및 보충제로서

의 활용 가능성을 확인하고자 하였다. 가장 효과적인 상업효

소의 종류를 결정하기 위하여 단백질 수율을 Biuret assay, 

280 nm assay, °Brix로 비교하였다. Biuret assay는 알칼리 

조건하에서 Cu2+가 단백질의 peptide nitrogen에 결합하여, 

보라색의 착화합물을 생성하고, 540~560 nm에서 흡광을 

나타내는 것을 이용한 방법으로 아미노산 조성에 따른 차이는 

없으나 민감도가 낮은 것이 단점이라고 할 수 있다. UV 스펙

트럼을 이용한 단백질 농도 측정법은 방향족 아미노산인 phe-
nylalnine, tyrosine, tryptophane에 의한 280 nm에서 최대 

흡광을 이용한 방법으로 빠르고 단백질 변성이 없는 장점이 

있는 반면 완충액, pH, 염 등에 영향을 많이 받으며 아미노산 

조성에 따라 값이 달라지는 단점이 있다. Biuret assay과 280 

nm assay로 측정한 단백질 농도가 효소별로 나타나는 차이는 

구성하고 있는 아미노산 조성에 따라 나타난 결과로 보인다. 

280 nm에서 측정한 단백질 농도에서 다른 단일효소들에 비

해 상대적으로 높은 수준을 보인 PA 효소와 P 효소처리 시 

phenylalnine, tyrosine, tryptophan 등의 아미노산의 생성이 

높을 것으로 보인다. °Brix로 분석한 6종의 단일효소를 각각 

처리하였을 때 단백질 분해능은 PA와 P 효소가 단백질 농도

가 현저하게 높은 수준이었으나 두 효소 간의 차이는 보이지 

않았으며 다른 4종의 단일효소 간에는 단백질 분해능은 유사

한 수준으로 나타나 280 nm에서 분석한 단백질 농도와 유사

한 결과를 보여 혼합효소처리에서는 Biuret assay와 280 nm 

assay로 단백질 분해능을 분석하였다. 

홍게껍질 분말에 6종의 단일효소를 처리한 가수분해물을 

SDS-PAGE로 분석한 단백질 패턴은 단백질 분자량은 150 

kDa 이하의 밴드를 형성하였다. A 효소로 처리한 가수분해물

은 75 kDa 이하에서 5개의 밴드가 확인되었다. 홍게껍질에 

효소처리 후 가수분해물의 단백질 밴드는 75 kDa 이하에서 

주로 형성되는 것으로 나타났다. A와 P 및 PA 효소반응으로 

생성된 단백질 가수분해물의 분자량은 75 kDA 미만의 폴리

펩티드 또는 아미노산으로 분해된 것으로 나타났으나 F와 N 

및 PM 효소를 처리하여 생성된 가수분해물에 존재하는 단

백질은 100~150 kDa의 크기도 확인되었으며, A와 P 및 PA 

효소가 F와 N 및 PM 효소처리에 비해 더 작은 펩티드 또는 

아미노산으로 분해시키는 것을 알 수 있다. 그리고 P와 PA 효

소처리시 가수분해물의 단백질 함량에 비해 단백질 밴드가 

적게 형성된 것은 15 kDa 이하의 작은 크기의 폴리펩티드 혹

은 아미노산 형태로 분해 된 것을 의미한다22)고 할 수 있다. 

Treimo 등23)은 맥주박의 경우 Alcalase와 같은 펩티드를 맥

주박에 처리하였을 때 분자량이 10 kDa 미만의 폴리펩티드

와 같은 물질들이 분류되었고 대부분의 단백질은 1 kDa 미

만의 작은 펩티드나 아미노산의 형태로 분해가 되는 것으로 

보고하였다. Kim 등22)의 탈지미강 단백질의 가수분해 및 가

수분해물 연구19,22)에서도 효소처리를 한 시료에서는 어떠한 

밴드도 형성이 되지 않았으며 이것은 탈지미강에 존재하는 단

백질이 15 kDa 미만의 작은 크기의 폴리펩티드 혹은 아미노

산 형태로 분해된 것을 의미한다고 하였다. 이러한 보고는 본 

연구의 결과와 유사하였다.

단백질 분해효소는 처리 후 12시간 경과 후 단백질의 농도

는 거의 완만한 증가를 보였으며 반응 시간이 증가할수록 단

백질 분해능은 큰 차이를 보이지 않았다. 즉 반응초기에는 

반응속도가 빠르다가 이후에 느려져 평형에 도달하는 전형적

인 단백질 효소 분해 양상을 보였다. 이러한 반응곡선은 Jang 

등3)의 홍게 가공부산물의 효소적 단백질 가수분해 및 Beak

과 Cadwallader24)의 가재 가공부산물의 효소적 가수분해에

서 보고된 효소반응곡선과 유사하였다. Alder-Nissen25)은 이
런 형태의 반응곡선은 단백질과 가수분해에 의해 생성되는 펩

티드와의 기질 경쟁에 의해 나타난다고 하였다. O‘Meara와 

Munro26)는 반응초기에는 잘 분해되는 펩티드 결합이 빠르게 

분해되고 반응 후반에는 잘 분해되지 않는 펩티드 결합이 분

해되기 때문에 이러한 형태의 효소반응곡선이 나타난다고 하

였다. Kim 등27)의 녹용의 단백질가수분해 연구에서 단일효

소 처리 시 단백질 분해능이 가장 강력한 A 효소를 효소의 농

도 및 처리 시간에 따른 영향 조사 결과는 본 연구 결과와 유

사하였다. Lee 등28)은 기질에 대해 어느 정도 이상의 효소계를 

첨가했을 때 증가하는 효소제의 농도에 비하여 가수분해율

이 크지 않았다고 보고하였다. 이상의 결과로 PA 효소 처리에 

의한 홍게껍질 단백질 가수분해물의 단백질 농도가 24시간 

경과 후부터 큰 변화를 보이지 않았으므로 본 연구에서는 최

적 가수분해를 위한 효소의 농도와 시간을 기질 농도에 대한 

효소 농도 0.5%와 24시간으로 결정하였다. 

가장 단백분해능이 강력한 PA에 P, PM, F, A 효소를 각각 

1대 1의 비로 혼합 (PA + P, PA + PM, PA + F, PA + A)하여 
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홍게껍질 분말의 0.5%의 농도로 첨가하여 24시간 동안 반응

시킨 후 280 nm에서 측정한 단백질 분해능은 단일효소를 처

리한 PA는 PA + P 혼합효소에 비해 낮은 수준이었으나, PA 

+ F, PA + A의 혼합효소를 처리와 유사한 수준이었고 PA  

+  PM 혼합효소 처리보다는 높았다. 혼합효소 처리에서는 

다른 혼합효소 처리에 비해 PA + P 혼합효소가 가장 높은 

단백질 분해능을 보인 반면 PA + PM 혼합효소 처리가 가장 

낮은 단백질 분해능을 보여 PA + P 혼합효소 처리가 가장 

단백분해능이 높았다. 

Kim 등22)은 다양한 상업적 Protease에 의한 탈지미강 단

백질의 가수분해 연구에서 단일효소 처리에서 가장 분해력이 

높았던 Protease N에 비해 효소들을 두 개씩 혼합하여 단백

질을 분해하여도 상승효과가 뚜렷한 것으로 보고하였다. 이러

한 결과는 상업적으로 사용되는 protease의 경우 endo- 또
는 exo- 형태로 분해할 수 있는 아미노산이 달라 Protease N

이나 Protease M 또는 Protease A가 각각 분해하지 못했던 

아미노산을 분해하여 상승효과가 나타났다고 하였다.22) Gu 

등29)은 녹두에 전분분해효소와 단백질 분해효소를 혼합하

여 처리하였을 때 조단백 함량이 가장 높게 나타났다고 보고

하였다. Kim 등19)은 녹용의 단백질 가수분해 및 추출조건에 

따른 특성 변화 연구에서 단백질 가수분해 효소 ProteAX와 

전분 및 단백질 가수분해 복합효소 KFEN을 혼합처리시 전

분과 단백질 가용성 성분의 용출이 촉진되므로 ProteAX와 

KFEN을 혼합처리 하는 것이 녹용성분 추출에 효과적이었

다고 하였다. 이러한 결과는 본 연구 결과와 유사하였다.

홍게껍질 분말에 단백질 분해효소를 혼합처리한 후의 아미

노산 분석에서 총 아미노산 함량은 PA + P (247.411 mg/g) ＞ 

PA + F (206.442 mg/g) ＞ PA + A (133.385 mg/g) ＞ PA + 

PM (59.131 mg/g) ＞ PA (54.875 mg/g)의 순으로 나타나 2

가지 효소의 혼합처리가 PA 단일효소를 처리에 비해 높은 

것을 확인할 수 있었다. 이러한 결과는 280 nm assay로 분석

한 단백질 농도에서 PA 단일효소 처리가 PA + F와 PA + A 

혼합효소와 유사한 결과를 보인 것은 실험 오차에 기인한 것

으로 생각된다. PA + PM 혼합효소 처리는 PA 단일효소처리

보다 낮은 아미노산 함량을 보여 폴리펩티드가 아미노산으로 

분해되지 못해 펩티드 형태로 존재하는 것으로 보인다. 쌀 시럽

박의 단백질 가수분해 특성 연구에서 Kim 등19)은 Protease 

M은 단백질을 분해할 때 펩티드와 아미노산을 동시에 생성

하고 자신이 생성한 펩티드를 다시 아미노산으로 분해하는 특

성이 있으므로 이러한 특징으로 인해 효소를 혼합하였을 때 

그 값이 단일효소 처리 시와 유사한 것으로 판단된다고 하였다.

혼합효소를 처리한 홍게껍질 분말의 수용성 성분에 존재

하는 아미노산 조성은 혼합효소의 종류에 따른 특정 패턴은 

보이지 않았으나 사용 효소에 따라 생성된 아미노산 조성은 

다소 차이가 있었다. 홍게껍질 분말에 PA + P와 PA + F의 단

백질 분해효소를 혼합하여 가수분해시 생성되는 아미노산은 

필수 아미노산인 phenylalnine, leucine, lysine, isoleucine의 

함량이 다소 높았다. 아미노산 중에서 glutamic acid, proline, 

alanine, glycine, lysine, arginine 등은 어패류의 독특한 풍

미에 큰 구실을 한다고 하였으며,6) PA + F 혼합효소 처리에서 

상대적으로 높은 수준이었다. F는 exopeptide로 단백질 가

수분해시 쓴맛을 나타내는 펩티드의 생성을 최소화하는데 

유리한 효소로 알려져 있다.3) 본 연구에서는 단맛의 발현에 영

향을 주는 aspartic acid와 glutamic acid 함량에 비해 쓴맛에 

영향을 주는 valine, leucine, isoleucine, phenylalnine 등의 

함량이 높아 홍게껍질 가수분해물은 쓴맛이 강할 것으로 예

상된다.19) 

이상의 결과에서 PA + P와 PA + F 혼합효소 처리 시 생성

되는 아미노산의 함량이 각각 247.411 mg/g과 206.442 mg/g

으로 높은 수준이었으며 가수분해 시 생성되는 아미노산은 필

수 아미노산인 phenylalnine, leucine, lysine, isoleucine의 함

량이 높았으며 쌀을 주식으로 하는 우리나라 사람들에게 부

족되기 쉬운 lysine의 함량 (PA + P 27.173 mg/g, PA + F 13.186 

mg/g)이 높아 영양보충제로서의 사용이 가능할 것으로 보인

다. 또한 많은 연구자들은 단백질이 단백질 분해효소에 의해 

가수분해되어 작은 펩티드를 형성하므로서 질병예방 및 기능

적 효능을 갖춘 다양한 식품소재로서 재평가되고 있다10,11,13)

고 보고하고 있으므로 생성된 가수분해물의 기능성 소재로서

의 활용을 위해 앞으로 이들의 생리활성에 대한 연구가 더 진

행되어야 할 것으로 생각된다. 또한 PA + A 혼합효소로 생성

되는 α-aminoadipic acid는 생화학 및 의학의 소재로서의 활

용이 가능할 것으로 보인다. 따라서, 본 연구에서 얻어진 결과

를 이용하여 유용한 생리기능을 검색하고 확인하는 연구가 

진행된다면 더 나은 기능성 소재로서의 활용이 가능할 것으로 

사료된다.

요      약

본 연구는 폐기되는 홍게껍질의 단백질을 활용하기 위하

여 홍게껍질 분말에 상업적으로 사용하는 6가지 protease를 

단일 또는 혼합처리하여 획득한 가용성 가수분해물의 분자

량 및 아미노산 조성 등을 비교 분석하여 기능성 소재 및 보

충제로서의 활용 가능성을 확인하고자 하였다. 단일효소 6종 

중 단백질 분해능은 Biuret assay과 280 nm assay 및 °Brix

로 분석한 결과 Protease A (PA)가 현저하게 높았다. 단일효

소 처리로 생성된 가수분해물의 단백질 분자량은 150 kDa 이
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하의 밴드를 형성하였다. 단일효소 중 단백질 분해능이 가장 

강력한 PA의 최적 가수분해 조건을 선정하여 PA에 Protamex 

(P), Flavourzyme (F), Alcalase (A), Protease M (PM)과 

Protease A (PA)를 1대 1의 비로 혼합 (PA + P, PA + PM, 

PA + F, PA + A)하여 GC로 아미노산 조성을 확인하였다. 총 

아미노산 함량은 PA + P 247.411 mg/g ＞ PA + F (206.442 

mg/g) ＞ PA + A (133.385 mg/g) ＞ PA + PM (59.131 mg/g) 

＞ PA (54.875 mg/g)의 순으로 혼합효소처리가 단일효소처

리에 비해 높은 것을 확인할 수 있었다. 혼합효소처리 한 홍

게껍질의 아미노산 조성은 사용 효소에 따라 다소 차이가 있

었다. 주로 phenylalanine, glycine, alanine, leucine의 함량

이 높았으며 tyrosine, cystine은 검출되지 않았다. 쌀을 주

식으로 하는 우리나라 사람들에게 부족되기 쉬운 필수 아미

노산인 lysine, phenylalnine, leucine, isoleucine의 함량이 

높아 아미노산 보충효과를 기대할 수 있을 것으로 보인다. 
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