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서   론

단백질 분해효소는 단백질의 peptide 결합을 분해하는 가수
분해효소(EC 3.4. peptide hydrolase)로서 전체 효소 산업의 약 
60%로 대부분을 차지하고 있으며(Haard, 1994), 식품가공에
서 저분자 물질의 생산을 위해 아주 유용하게 사용되고 있다. 하
지만, 이들 효소의 대부분은 endoprotease이어서 식품산업에서 
응용하는 경우 숙성 및 가수분해 중 쓴맛 peptide에 기인한 풍미
의 저하로 인하여 제품의 질이 저하하는 단점이 있다(Liu and 
Yasuda, 2005; Ishibashi et al., 1987a; 1987b). 이로 인하여 최

근에는 exopeptidase인 aminopeptidase를 산업적으로 이용하
려는 시도가 많이 이루어지고 있다. 그러나, exopeptidase는 단
백질 가수분해물의 쓴맛 개선 효과(Izawa et al., 1997; Capir-
alla et al., 2002; Nishiwaki et al., 2002; Umetsu and Ichishima, 
1988 ; Saha and Hayashi, 2001)가 있으나, endoprotease에 비
하여 가격 면에서 상당히 고가이어서 실제로 식품제조에 거의 
이용되지 못하고 있다.
한편, 우리나라 대표적인 수산물의 하나인 오징어는 한국인
의 식미에 맞음으로 인하여 마른 오징어, 조미 오징어, 조미 냉
동식품 및 젓갈 등과 같이 다양한 형태로 가공되거나, 조리될 
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Exopeptidase active fractions from the hepatopancreas of the Argentina shortfin squid Illex argentinus, were obtained 
with acetone (AC 30-40%), ammonium sulfate (AS 60-70% saturation), anion exchange chromatography (AE-II, 
0.2 M NaCl) and gel filtration chromatography (GF-I, 30-50 kDa) fractionation methods. A bitter peptide solution 
that has  a bitterness equivalent to that of 2% glycylphenylalanine and prepared by  tryptic hydrolysis of milk casein, 
was treated with the exopeptidase active fractions. The GF -I fraction was the best based on  aminopeptidase activity 
(35.3 U/mg), percentage of recovery (30.7%) and a sensory evaluation (1.7).  The amount of released amino acids 
increased as incubation time increased, and the bitterness of the enzyme reaction mixtures decreased. Incubation with 
the GF-I fraction for 24 h resulted in the hydrolysis of several peptides as revealed by the reverse-phase high perfor-
mance liguid chromatography  profile, with three peaks (3, 5 and 6) decreasing in area (%) and  three peaks (1, 2 and 
4) increasing in area (%). Therefore, the GF-I fraction appeared to be ideally suited to reduce bitterness in protein 
hydrolysates by catalyzing the hydrolysis of bitter peptides.

Key words: Argentina shortfin squid, Hepatopancreas, Exopeptidase, Bitterness hydrolysate, Debittering

This is an Open Access article distributed under the terms of 
the Creative Commons Attribution Non-Commercial Licens 
(http://creativecommons.org/licenses/by-nc/3.0/)which  

permits unrestricted non-commercial use, distribution, and reproduction in any  
medium, provided the original work is properly cited.

http://dx.doi.org/10.5657/KFAS.2014.0135 Kor J Fish Aquat Sci 47(2) 135-143, April 2014 

Received 14 February 2014;  Revised 27 March 2014; Accepted 28 March 2014

*Corresponding author: Tel: +82. 55. 772. 1440   Fax: +82. 55. 772. 1430

E-mail address: heu1837@dreamwiz.com



김진수ㆍ김민지ㆍ김기현ㆍ강상인ㆍ박성환ㆍ이현지ㆍ허민수136

뿐만 아니라 횟감으로 즐겨 식용함으로 인하여 그 수요가 증
대되어 국내산의 어획량만으로는 부족하여 매년 다량 수입되
고 있다. 이와 같이 식품 용도로 우리나라에 수입되고 있는 오
징어는 아르헨티나 짧은 지느러미 오징어, 웰링톤 오징어(뉴질
랜드), 빨강 오징어 및 아메리카 대왕 오징어 등이 대부분을 차
지하고 있다(Ministry of Oceans and Fisheries, 2013). 그리고, 
오징어는 우리의 식미에 맞게 가공 및 조리하는 경우에 반드
시 내장, 껍질, 자숙수 및 먹물 등과 같은 부산물이 다량 발생
하고 있다. 이와 같은 연체류 가공 부산물 중 내장에는 다양한 
효소(Raksakulthai and Haard, 1999; Raksakulthai and Haard, 
2001; Hameed and Haard, 1985; Gildberg, 1987)가 존재하고 
있으며, endoprotease가 대부분을 차지하는 다른 수산동물의 
내장(Heu and Ahn, 1999)과는 달리 exopeptidase가 다량 함유
되어 있다(Kim et al., 2007; Kim et al., 2012a). 이러한 일면에
서, 본 연구자 등은 원양산 오징어 내장으로부터 endoprotease 
(Kim et al., 2008a) 및 exopeptidase (Kim et al., 2008b)를, 갑
오징어 간췌장(Kim et al., 2012b)으로부터 추출 최적조건 및 
다양한 단백질 분획방법을 적용하여 각각 분획하여 그 특성에 
대하여 보고하였다. 따라서 exopeptidase active fraction의 특
성 및 단백질 가수분해물의 쓴맛 개선을 위한 적용 조건에 대하
여 구명하는 경우, 오징어 내장 유래 exopeptidase의 산업적 응
용이 가능하리라 판단된다.

 그러나, 오징어 내장으로부터 exopeptidase를 이용하고자 하
는 연구로는 분포(Kim et al., 2007) 및 대부분이 정제 및 특성
(Raksakulthai and Harrd, 1999, 2001)에 관한 연구이고, 오징
어 내장으로부터 exopeptidase를 추출 및 분획하여 이의 쓴맛 
개선제로 응용하기 위한 적용 조건에 대한 연구는 전무한 실
정이다.
본 연구에서는 원양산 오징어(Argentina shortfin squid Illex 

argentinus) 간췌장으로부터 쓴맛 제거능이 우수한 exopepti-
dase를 효율적으로 분획한 다음, 이의 산업적 응용을 위하여 쓴
맛 개선를 위한 적용 조건에 대하여 검토하고자 하였다.

재료 및 방법

재료

실험에 사용한 원양산 오징어 내장은 포클랜드 근해에서 
어획된 아르헨티나 짧은 지느러미 오징어(ASS, Argentine 
shortfin squid Illex argentinus, length: 51.5±1.5 cm, weight: 
488.7±55.2 g)로부터 분리한 hepatopancreas (HP, length: 
28.7±5.5 cm, weight: 108.2±3.8 g)는 경상남도 통영시 소재
의 전통 시장에서 동결상태로 구입하여, 냉동상태(-70℃)로 보
관하여 두고 실험에 사용하였다.

시약 및 buffer

효소활성 측정을 위한 기질은 endoprotease의 기질로서 azo-

casein과 exopeptidase의 기질로서 LeuPNA (L-Leucine-p-
nitroanilide), 쓴맛 가수분해물 제조를 위한 trypsin 및 casein는 
Sigma-Aldrich Co. (St. Louis, MO) 제품 구입하여 사용하였
고, 기타 시약은 분석급으로 구입하여 사용하였다.
본 실험에서 사용한 모든 buffer는 Dawson et al. (1986)의 방
법에 따라 조제하여 사용하였다.

쓴맛 tryptic casein hydrolysate의 제조

Trypsin 처리 casein hydrolysate은 가수분해정도에 따라 쓴
맛이 강한 것으로 알려져 있어(Matoba et al., 1970a, 1970b; 
Bumberger and Belitz, 1993 ; Tan et al., 1993), 쓴맛의 강도
가 2% glycylphenylalanine (Gly-phe)과 유사한 trypsin 처리 
casein hydrolysate를 오징어 간췌장 조추출물로부터 분획한 
active fraction의 쓴맛 개선 효과를 검토하기 위한 기질로 사용
하고자 하였다. 쓴맛 casein hydrolysate의 조제는 Nishiwaki et 
al. (2002)의 방법을 다소 수정하여, 0.2% (w/v) trypsin과 2% 
(w/v) casein용액[0.1 M sodium phosphate buffer (pH 7.5)]을 
1/6,000 (단백질 함량 기준)의 비율로 효소반응 혼합액을 조제
하고, 50℃에서 일정시간(1, 2, 4, 6, 8, 12, 16, 20 및 24 h) 동
안 반응시켰다. 이후 효소의 실활(100℃, 20 min), 냉각(5 min) 
및 원심분리(1,460×g, 20 min)하여 쓴맛 hydrolysate을 제조
하였다. 이들 쓴맛 hydrolysate은 쓴맛 표준용액(0, 0.1, 0.2, 
0.5, 1.0 및 2.0% Gly-phe)의 농도차이를 인지하는 7인의 panel 
member (해양식품공학과 및 식품영양학과 대학원생)가 이들 
trypsin 처리 casein hydrolysate에 대해 관능검사를 실시한 결
과 2% (w/v) Gly-phe에 준하는 쓴맛 casein hydrolysate (panel 
member 7인 중 6인 이상이 유사하다고 인지한 hydrolysate)은 
상기 반응조건에서 8시간 가수분해하였을 때 이었다(Fig. 1). 
이와 같은 결과를 토대로 오징어 간췌장 조추출물로부터 분획
한 fraction의 쓴맛 제거 효과를 검토하기 위하여 기질로 사용한 
tryptic casein hydrolysate은 효소(trypsin)와 기질(2% casein)
의 비를 1/6,000으로 하고 50℃에서 8시간 반응시켜 조제하여 
사용하였다.

조추출물의 조제 및 단백질 농도

Argentine shortfin squid (Illex argentinus)의 hepatopancreas 
(AssHP)으로부터 조추출물의 추출은 Kim et al., (2007)의 방
법에 따라 실시하였다. 즉, 냉동상태의 AssHP를 부분해동 및 
마쇄한 다음, 마쇄한 AssHP 100 g에 대하여 3배(w/v)의 탈 이
온수를 가하여 6시간 동안 교반(20℃)하면서 추출하였고, 이어
서 0.2배량(v/v)의 사염화탄소(CCl4)를 가하여 혼합한 다음, 원
심분리(12,000×g, 20 min) 하여 탈지 조추출물을 조제하였다.
단백질 농도는 Lowry et al., (1951)의 비색법에 따라 bovine 

serum albumin을 표준 단백질로 하여 구한 검량곡선으로부터 
측정하였다.

AssHP의 조추출물로부터 endoprotease 및 exo-
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peptidase의 분획

AssHP의 조추출물로부터 endoprotease의 분획은 Kim et 
al. (2008a)의 방법, 그리고 exopeptidase의 분획은 Kim et al. 
(2008b)의 방법에 따라 분획하였다.
먼저 acetone (AC)에 의한 분획은 조추출물에 대하여 cold 

acetone (-20℃)을 최종농도가 0-30, 30-40, 40-50, 50-60 및 
60-70% (v/v)이 되도록 각각 단계별로 가한 다음, 각 농도단계
별 fraction에 대하여 원심분리(12,000×g, 20 min)하고, 그 잔
사에 최소량의 탈 이온수로 용해하여 5개의 fraction으로 분획
하였다.

Ammonium sulfate (AS)에 의한 분획은 조추출물에 대하여 
ammonium sulfate의 농도를 10%씩 농도를 증가시키면서 해
당 포화농도가 될 때까지 첨가하여 염석하는 방법으로 분획하
였다. 이어서 각 fraction(0-20, 20-30, 30-40, 40-50, 50-60, 60-
70 및 70-80% 포화농도의 fraction)을 원심분리(12,000×g, 20 
min) 한 다음, 그 잔사에 대하여 최소량의 탈 이온수로 용해 및 
투석하여 7개의 fraction으로 분획하였다.
단백질 하전(net charge) 차이에 의한 분획은 조추출물(50 

mL)를 DEAE-Sepharose CL-6B column (i.d. 2.6×15 cm)에 
주입하고, 탈 이온수(200 mL)로 용출하면서 단백질을 흡착시
킨 다음, 이어서 이온강도가 다른 100 mL의 용출액(0.1, 0.2, 
0.3, 0.4, 0.6 및 1.0 M의 NaCl)을 stepwise식으로 일정한 유속
(25 mL/h)으로 분취(25 mL) 하여 1개의 비흡착 fraction (UF, 
unabsorbed fraction)과 이온강도가 다른 6개의 흡착 fraction을 
얻었고, 이를 농축 및 투석하여 7개의 fraction으로 분획하였다.
단백질 분자량의 크기에 따른 분획은 조추출물(5 mL)를 

Sephadex G-50 column (i.d. 1.6×95 cm)에 주입하고, 0.1 M 
NaCl을 함유하는 sodium phosphate buffer (pH 7.0)를 이용하

여 일정한 유속(40 mL/h)으로 용출(3 mL/tube) 시켜 이를 10회 
반복 실시하였다. Chromatogram 상의 단백질 농도곡선(파장 
280 nm)과 LeuPNA기질에 대한 효소활성 분포를 측정하여 활
성 fraction을 분획하였다.
이상의 분획 방법별로 분획한 fraction들은 효소의 specific 

activity (U/mg) 및 회수율을 고려하여 본 실험에서는 endopro-
tease active fractions은 acetone 분획법으로 AC 40-50% (v/v) 
fraction, ammonium sulfate 분획법으로 AS 50-60% saturated 
fraction, anion exchange chromatography로 AE-UF (unab-
sorbed fraction) 및 gel filtration 법으로 GF-II (15-24 kDa) 
fraction을 사용하였으며, exopeptidase active fractions는 AC 
30-40% (v/v) fraction, AS 60-70% saturated fraction, AE 0.2 
M NaCl fraction 및 GF-I (30-50 kDa) fraction을 각각 사용하
였다.

효소 활성

Endoprotease의 활성은 azocasein을 기질로 사용하는 Starky 
(1977)의 방법을 다소 수정한 Kim et al. (2008a)의 방법에 따
라 측정하였다. 즉, 10-20 μL의 조효소와 2 mL의 1% azocasein 
기질이 용해되어 있는 0.1 M sodium phosphate buffer (pH 6.0)
를 혼합 및 반응(50℃, 1 h)시키고, 이 반응액에 동량(2 mL)의 
5% trichloroacetic acid (TCA) 용액을 가하여 실활 시킨 후 정
치(30 min) 및 원심분리(1,460×g, 20 min) 한 다음 흡광도를 
측정(410 nm)하여 검토하였다.

Exopeptidase의 활성은 LeuPNA를 기질로 사용하여 Kim et 
al. (2008b)의 방법으로 측정하였다. 즉, 10-20 μL의 효소 용액
과 1 mL의 0.2 mM 기질이 용해되어 있는 0.1 M sodium phos-
phate buffer (pH 7.5)를 혼합 및 반응(50℃, 1 h) 시킨 다음, 반
응혼액에 0.3 mL의 33% acetic acid를 가하여 실활 시킨 후 정
치(30 min) 및 원심분리(1,460×g, 20 min)한 다음 흡광도를 측
정(410 nm)하여 검토하였다.
이들 endoprotease 및 exopeptidase의 활성은 1시간 동안 1 

mg의 효소(단백질)가 변화시키는 흡광도 0.1 digit을 1 U/mg
으로 나타내었다.

관능검사 및 HPLC 분석에 의한 쓴맛 개선 효과

분획 방법별로 분획한 endoprotease와 exopeptidase active 
fraction 처리 가수분해물은 각 endoprotease와 exopeptidase 
active fraction과 쓴맛 casein 가수분해물을 1/500 (단백질 함
량기준)으로 혼합하고, 50℃에서 0, 8, 16 및 24 시간동안 각각 
반응시킨 다음 실활(100℃, 20 min), 냉각(5 min) 및 원심분리
(1,460×g, 20 min)하여 조제하였다.

   그리고, 분획방법 별로 분획한 이들 active fraction들의 쓴맛 
개선 효과는 위에서 조제한 hydrolysates을 대상으로 하여 다음
에서 언급하는 관능검사에 의한 쓴맛의 정도와 HPLC 분석에 
의한 소수성 peptide의 area %로 검토하였다.
관능검사에 의한 쓴맛 개선의 정도는 1% glycylphenylala-

Fig. 1. Bitterness of tryptic casein hydrolysate as affected by hy-
drolysis time.
Numericals in parentheses represent the panel number felt a simi-
lar bitterness to 2% Gly-phe soln.
Different letters on the symbol indicate a significant difference at 
P<0.05.
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nine (Gly-phe) 용액의 쓴맛을 기준점인 3점으로 하고, 조제 가
수분해물의 쓴맛이 이보다 약할수록 1-2점으로, 이보다 강할수
록 4-5점으로 하는 5점 평점법으로 실시하여 평가하였다.

HPLC 분석에 의한 쓴맛 개선의 정도를 평가하기 위한 가수
분해물의 HPLC 분석은 5C18-AR column (i.d. 4.6×250 mm, 
5 μm, Waters Co., Massachusetts, USA)이 장착된 HPLC (L-
2000, Hitachi Co., Japan)를 이용하여 이동상을 0.1% (v/v) tri-
fluoroacetic acid (TFA)가 함유된 acetonitrile 용액으로 하고, 
linear gradient(0-45% 범위)로 실시하였으며, 이 때 유속을 0.7 
mL/min, 용출시간을 60 min, UV detector (L-2400, Hitachi 
Co., Tokyo, Japan)의 파장을 214 nm로 하였다.

통계분석

데이터의 통계처리는 SPSS 통계 프로그램(Version 12.0K, 
SPSS Inc., Chicago, Illinois, USA)을 사용하여 ANOVA test
로 분산 분석한 후, Duncan의 다중위 검정으로 5% 유의수준
에서 실시하였다.

결과 및 고찰

분획 방법별 active fraction의 특성

오징어 간췌장 조추출물로부터 acetone, ammonium sulfate, 

anion exchange 및 gel filtration chromatography로 분획한 en-
doprotease 및 exopeptidase active fraction을 대상으로 이들의 
azocasein 및 LeuPNA에 대한 specific activity 및 회수율을 살
펴 본 결과는 Table 1과 같다. 일반적으로 오징어 간췌장 조추
출물로부터 효소를 정제하고자 하는 경우 specific activity가 
높은 fraction을 이용하는 것이 적절하나, 적절히 분획하여 그 
fraction 자체를 이용하고자 하는 경우 total activity가 고려된 
회수율이 높은 fraction을 이용하는 것이 적절하리라 판단된다.
분획방법 별 endoprotease active fraction의 azocasein에 대한 

specific activity 및 회수율은 조추출물(1.6 U/mg 및 100%)에 
대하여 AC 40-50% fraction 의 경우 각각 17.2 U/mg 및 22.2%, 
AS 50-60% fraction의 경우 각각 24.9 U/mg 및 35.4%, AE-UF
의 경우 각각 20.8 U/mg 및 19.2%, 그리고, GF-II fraction의 
경우 각각 25.2 U/mg 및 37.8%이었다(Kim et al., 2008a). 또
한 이들 endoprotease active fraction들의 LeuPNA에 대한 spe-
cific activity 및 회수율은 조추출물 (4.7 U/mg 및 100%)에 대
하여 AS 50-60 fraction이 각각 34.0 U/mg 및 16.9%로 가장 높
은 활성과 회수율을 나타내었으며, 그 외의 fraction들에서는 각
각 5.7-16.2 U/mg의 활성과 3.0-5.2%정도만의 회수율을 나타
내었다. 이와 같은 결과로부터 오징어 간췌장 조추출물로부터 
endoprotease를 분획 및 정제 소재로 활용하고자 하는 경우 gel 
filtration에 의하여 15-24 kDa이 주로 함유되어 있는 GF-II를 

Table 1. Endoprotease and exopeptidase activities of the active fractions obtained from the crude extract of squid Illex argentinus hepato-
pancreas by different fractionation methods

Active fractions1

Azocasein LeuPNA

Specific activity
(U/mg)

Recovery
(%)

Specific activity
(U/mg)

Recovery
(%)

0.2% Trypsin2 928.0 - 7.9 -
CE 1.6 100 4.7 100
Endoprotease

AC 40-50% 17.23 22.2 7.6 3.4
AS 50-60% 24.9 35.4 34.0 16.9
AE-UF 20.8 19.2 16.2 5.2
GF-II 25.2 37.8 5.7 3.0

Exopeptidase
AC 30-40% 17.5 36.3 16.84 12.2
AS 60-70% 23.4 17.3 57.0 14.8
AE-II 13.9 12.2 34.5 10.6
GF-I 11.6 28.9 35.3 30.7

1CE, crude extract ; Acetone fractions, AC 30-40% (v/v) fraction and AC 40-50% (v/v) fraction ; Ammonium sulfate fractions, AS 50-60% 
and AS 60-70% saturated     fraction ; Anion exchange fractions, AE-UF, unabsorbed fraction and AE-II, 0.2 M NaCl fraction ; Gel filtration 
fractions, GF-I, 30-50 kDa fraction and GF-II, 15-24 kDa fraction.
2Trypsin (EC 3.4.21.4, 1,300 BAEE units/mg solid) from porcine pancreas.
3Data for azocasein were quoted from Kim et al. (2008a).
4Data for LeuPNA were quoted from Kim et al. (2008b).
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분획하는 것이 가장 적절하리라 판단되었고, 이 경우 peptide
의 말단에 존재하는 leucine의 분해능은 거의 기대할 수 없으리
라 추정되었다.
한편, exopeptidase active fraction들의 azocasein에 대한 spe-

cific activity 및 회수율은 조추출물에 대하여 specific activity
는 AS 60-70% fraction (23.4 U/mg)이 그리고 회수율은 AC 
30-40% fraction (36.7%)이 가장 높은 것으로 나타났으며, 다
음으로는 GF-I fraction이 28.9%의 회수율을 나타내었다. 반면
에 LeuPNA에 대한 specific activity 및 회수율은 AC 30-40% 
fraction이 각각 16.8 U/mg 및 12.2%, AS 60-70% fraction의 
경우 각각 57.0 U/mg 및 14.8%, AE-II fraction의 경우 각각 
34.5 U/mg 및 10.6%, 그리고 GF-I의 경우 각각 35.3 U/mg 및 
30.7%이었다(Kim et al., 2008b). 이와 같은 결과로부터 오징
어 간췌장 조추출물로부터 exopeptidase를 분획하여 쓴맛 개선
제와 같이 이용하고자 하는 경우 gel filtration chromatography
에 의하여 30-50 kDa이 주로 함유되어 있는 fraction (GF-I)을 
분획하는 것이 가장 적절하리라 판단되었고, 이 경우 peptide의 
소수성 아미노산 부위를 절단하여 쓴맛을 야기하는 상대적으
로 endoprotease 활성은 낮아, 쓴맛 개선과 동시에 쓴맛의 발생 
정도는 상당히 낮으리라 판단되었다. 또한, 오징어 간췌장 조추
출물로부터 쓴맛 개선에 관여하는 exopeptidase계 효소를 정제
하기 위하여는 ammonium sulfate로 60-70% 포화용액이 되도
록 하여 분획한 specific activity가 높은 fraction (AS 60-70%, 
57.0 U/mg)을 이용하는 것이 적절하리라 판단되었다.

쓴맛 casein hydrolysates에 대한 active fractions
의 쓴맛개선 평가

오징어 간췌장 조추출물로부터 acetone, ammonium sulfate, 
anion exchange chromatography 및 gel filtration chromatog-
raphy로 분획한 endoprotease 및 exopeptidase active fraction
들의 쓴맛 개선 효과를 검토하기 위하여 이들 fraction을 2% 
Gly-phe의 쓴맛에 준하게 제조한 trypsin 처리 casein hydroly-
sate에 각각 가하여 가수분해 시킨 다음(Fig. 1), 관능검사를 실
시(1% Gly-phe의 쓴맛을 기준점인 3점으로 하고, hydrolysate
의 쓴맛 강도가 이보다 강한 경우 4-5점으로, 가수분해물의 쓴
맛 강도 이보다 약한 경우 1-2점으로 하여 실시 한 결과는 Table 
2와 같다. Endoprotease active fractions 처리 casein hydroly-
sates의 쓴맛 개선 효과는 분획방법에 따른 fraction의 종류에 
관계없이 16-24시간(4.1-4.7점)을 적용하여야 유의적인 쓴맛의 
감소가 인지되나, 쓴맛의 강도는 1% Gly-phe (3점)의 쓴맛보
다 아주 강하게 쓴맛이 인지되어 산업적으로 적용하기에는 적
절하지 않을 것으로 추정되었다. Exopeptidase active fraction
에 의한 casein hydrolysates의 쓴맛 개선 효과는 분획방법에 따
른 fraction의 종류에 관계없이 대체로 적용시간이 경과할수록 
5% 유의수준에서 쓴맛의 감소가 인지되었다. 쓴맛의 강도가 
1% Gly-phe의 쓴맛보다 미약하게 인지되는 것은 GF-I fraction
을 16시간 및 24시간 적용시킨 hydrolysates이었고, 이들의 관
능평점은 각각 2.6점 및 1.7점으로 쓴맛이 확연히 개선된 것을 
알 수 있었다.
이상의 결과로 미루어 보아 오징어 간췌장 조추출물로부터 분
획한 endoprotease 및 exopeptidase active fraction들 중 쓴맛 
개선 효과가 우수한 fraction은 gel filtration chromatography의 
GF-I fraction (30-50 kDa)이었다.

Table 2. Results of sensory evaluation on the bitterness of tryptic casein hydrolysates treated with the active fractions obtained from the 
crude extracts of squid Illex argentinus hepatopancreas by different fractionation methods for different hydrolysis times

Active fractions1
Hydrolysis time (h)

0 8 16 24
CE 5.0±0.0a 5.0±0.0a 5.0±0.0a 4.9±0.3a

Endoprotease
AC 40-50% 5.0±0.0a 4.9±0.3a 4.7±0.5ab 4.5±0.5b

AS 50-60% 5.0±0.0a 4.7±0.5a 4.3±0.5b 4.1±0.3b

AE-UF 5.0±0.0a 4.7±0.5ab 4.4±0.7b 4.3±0.5b

GF-II 5.0±0.0a 4.9±0.3ab 4.7±0.7ab 4.5±0.5b

Exopeptidase
AC 30-40% 5.0±0.0a 4.6±0.5b 4.2±0.4c 3.8±0.4d

AS 60-70% 5.0±0.0a 4.6±0.5b 4.4±0.5b 3.9±0.3c

AE-II 5.0±0.0a 4.4±0.5b 3.6±0.7c 3.1±0.3d

GF-I 5.0±0.0a 4.2±0.4b 2.6±0.5c 1.7±0.5d

1 Fractions are the same as explained in footnote of Table 1.
The score on bitterness of 1% Gly-phe, 3; stronger bitter taste, 4-5; weaker bitter taste, 1-2.
Different letters of the same row indicate a significant difference at P<0.05.
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한편, exopeptidase의 protein hydrolysate에 대한 쓴맛 개선 
효과에 관한 연구로는 Raksakulthai et al. (2002)은 오징어(Il-
lex illecebrosus)의 aminopeptidase fraction (Squid AP)과 상
용효소를 사용하여 속성 cheddar cheese 제조 시 적용한 결과 
향미 개선 효과는 인정되었으나, 쓴맛 개선 효과는 인정되지 않
았다고 보고 한 바 있으나, Izawa et al. (1997)은 Aeromonas 
caviae 유래 amonopeptidase를, Nishiwaki et al. (2002)은 흰 
잎새 버섯(Grifola frondosa) 유래 aminopeptidase를 각각 쓴
맛 casein hydrolysate에, Liu and Yasuda (2005)는 Monascus 
carboxypeptidase를 쓴맛 soybean hydrolysate에 적용한 결과 
쓴맛 개선 효과가 인정되었다고 보고한 바 있다.
이상의 결과와 연구보고로 미루어 보아, exopeptidase active 

fraction은 쓴맛 단백질(casein 및 soybean) hydrolysate에 대하
여 관능평가에 따른 쓴맛 개선 효과가 있는 것으로 판단되었다.

쓴맛 casein hydrolysate에 대한 active fractions
의 분해활성

쓴맛 casein hydrolysate에 대한 오징어 간췌장 조추출물로부
터 endoprotease 및 exopeptidase active fractions의 분해활성
을 흡광도(280 nm)로 나타낸 결과는 Fig. 2와 같다. Endopro-
tease 최적 활성 fraction의 분해활성은 0시간 처리한 것이 분
획방법에 관계없이 모두 2.44로 차이가 없었으나, 8시간 이상 
처리한 것의 경우 AC 40-50% fraction이 4.06-5.13 범위로 가
장 높았으나, AE-UF (3.85-4.55), GF-II fraction (3.66-4.57) 및 
AS 50-60% fraction은 3.26-4.55 범위의 분해활성을 나타내었
다. Endoprotease active fractions의 처리시간이 경과할수록 유
의적으로 활성이 증가하는 경향을 나타내었다(P<0.05). 한편, 
exopeptidase active fractions의 분해활성은 8시간 이상 처리
한 것의 경우 AC 30-40% fraction이 3.37-4.39 범위로 가장 높
았으며, AE-II fraction (3.03-3.81), AS 60-70% fraction (2.80-
3.00) 및 GF-I fraction은 2.68-3.62 범위의 분해활성을 나타내
었다. 
이상의 결과에서 쓴맛 casein hydrolysate에 대한 오징어 간췌
장 조추출물로부터 active fraction의 분해활성(Fig. 2)은 exo-
peptidase active fractions이 endoprotease active fractions에 비
하여 낮은 것으로 나타나 Table 1의 단백질기질인 azocasein에 
대한 분해활성 결과와 유사하였으나, 쓴맛 개선효과(Table 2)에
서는 exopeptidase active fraction이 endoprotease active frac-
tion에 비하여 우수한 것으로 나타났다. 따라서 active fractions
의 효소활성 강도가 쓴맛 casein hydrolysate에 대한 쓴맛 개
선 효과 간에는 절대적인 상관관계가 없는 것으로 판단되었다.

쓴맛 casein hydrolysate에 대한 GF-I fraction의 
가수분해 pattern

쓴맛 개선 효과(Table 2)가 가장 우수한 exopeptidase active 
fractions는 gel filtration chromatography 법으로 분획한 GF-I 
(30-50 kDa 범위) 이었으며, 이러한 결과를 토대로 쓴맛 casein 

hydrolysate에 GF-I fraction을 가한 다음, 가수분해 시간에 따
른 casein hydrolysate의 peptide 패턴과 이의 쓴맛 정도를 Gly-
Phe 쓴맛 표준용액과 비교하여 나타낸 결과는 Fig. 3과 같다. 
GF-I fraction의 적용 시간에 따른 쓴맛의 정도는 가수분해 8시
간의 경우 2% Gly-phe 용액에 준하는 쓴맛을 나타내었고, 가
수분해 12시간의 경우 1% Gly-phe 용액에 준하는 쓴맛을 나타
내었으며, 가수분해 18시간의 경우 아주 미미한 정도의 쓴맛이 
인지되는 0.5% Gly-phe 용액의 맛에 준하는 맛을 나타내어 가
수분해 18시간 이후에는 쓴맛 개선효과가 확연히 인정되었다. 
쓴맛 casein hyofrolysate에 대하여 GF-I fraction 처리 시간별 

hydrolysates (CH, CH08, 및 CH24)의 HPLC profile은 Fig. 4
와 같으며, HPLC chromatogram상에 두드러진 peak area (%)
의 변화가 큰 이들 중 맛에 다소 영향을 미치리라 판단되는 6개
의 peak의 area %는 Table 3과 같다. 오징어 간췌장 유래 GF-I 
fraction을 적용하여 조제한 casein hydrolysate의 HPLC pro-
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Fig. 2. Change in enzyme activity of tryptic casein hydrolysates 
treated with endoprotease (up) and exopeptidase (bottom) active 
fractions from the crude extracts of squid Illex argentinus hepa-
topanceras by different fractionation methods during incubation.
Different letters on the same symbol indicate a significant differ-
ence at P<0.05.
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file은 가수분해 시간에 관계없이 peptide peak가 retention time 
20분에서 나타나기 시작하였다. 각각의 HPLC profile은 총 60
분간의 분석에서 가수분해시간의 경과에 따라 두드러진 변화
를 보인 peak는 24분대의 peak 1, 27분대의 peak 2, 31분대의 
peak 3, 33분대의 peak 4, 44분대의 peak 5 그리고 47분대의 
peak 6과 같은 6종이었다. 이들 peak의 area %는 대조구(CH)
의 area%에 비해 소수성이 가장 강한 peptide로 추정(Lin et al., 
1997) 되는 peak 6 (대조구가 34.2%, 가수분해 8시간이 5.4% 
및 24시간이 0.8%)의 감소가 두드러졌으며, 다음으로 peak 3 ( 대조구가 18.5%, 가수분해 8시간이 6.7% 및 24시간이 3.7%) 

및 peak 5 (대조구가 20.5%, 가수분해 8시간이 13.3% 및 24시
간이 7.1%)의 순으로 감소하는 경향을 보인 반면에, 소수성이 
상대적으로 약한 peptide로 추정되는 peak 1, peak 2 및 peak 4
는 가수분해 시간의 경과와 더불어 증가하였다. 이상의 결과와 
Table 3의 결과로 미루어 보아 오징어 간췌장 유래 GF-I frac-
tion의 적용으로 쓴맛 casein hydrolysate의 쓴맛 개선 효과는 
casein 가수분해물 중의 peptide 말단에 소수성 아미노산이 노
출되어 쓴맛을 야기하는 peptide로부터 소수성 아미노산을 분
해함으로써 상대적으로 친수성의 peptide로 전환되었기 때문
이라 판단되었다.
한편, Bumberger and Belitz (1993), Park and Lee (1996), 

Lin et al. (1997), 및 Nishiwaki et al. (2002)도 exopeptidase를 
이용하여 casein 가수분해물의 쓴맛 개선을 시도하였고, 그 효
과를 C18-RP HPLC profile로 검토한 결과 retention time 30분
대 이후의 소수성이 강한 peak들이 감소한 반면 30분대 이전의 
친수성이 강한 peak들이 증가하였다고 보고 한 바 있다.
이상의 연구결과와 보고에서 원양산 오징어 간췌장의 조추출
물로부터 여러 가지 분획방법으로 분획한 endoprotease 및 exo-

Table 3. The major peptide distribution of tryptic casein hydroly-
sates treated with GF-I fraction Illex argentinus for different hy-
drolysis times

(Area %)

Peak No.
Casein hydro-

lysate
(CH)

Casein hydrolysate 
with GF-I

CH08 CH24

1 2.3 24.2 30.2
2 9.0 13.2 16.5
3 18.5 6.7 3.7
4 15.6 37.2 41.7
5 20.5 13.3 7.1
6 34.2 5.4 0.8

Peak No: Refer to the Fig. 4.
CH08: casein hydrolysate treated with GF-I for 8 h.
CH24: casein hydrolysate treated with GF-I for 24 h.

Fig. 3. Hydrolysis pattern and bitterness degree of tryptic casein 
hydrolysate incubated with GF-I fraction Illex argentinus.
Numericals in parentheses represent the number of panel felt simi-
lar bitterness to 0.5-2% Gly-phe soln.
Different letters on the symbol indicate a significant difference at 
P<0.05.
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Fig. 4. Reverse-phase HPLC profile of tryptic casein hydrolysates 
treated with GF-I fraction Illex argentinus for different hydrolysis 
times.
CH, casein hydrolysate; CH08, casein hydrolysate treated with 
GF-I for 8 h; CH24, casein hydrolysate treated with GF-I for 24 h.
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peptidase active fractions에 대한 분해 활성과 이들 fractions의 
쓴맛 casein 가수분해물의 쓴맛 제거 효과는 gel filtration chro-
matography에 의하여 분획된 GF-I fraction이 가장 효과적이었
다. 오징어 간췌장 유래 쓴맛 개선효과를 가지는 exopeptidase
의 산업적 이용을 위하여는 앞으로의 연구에서는 단백질 분자
량 크기에 따른 연속 분획공정의 개발이 이루어져야 할 것으로 
사료된다.
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