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요   약   문

Ⅰ. 제  목 : 저알레르기 대두 발효기술개발 및 제품화

Ⅱ. 연구개발의 목적 및 필요성

○ 대두를 발효시킨 된장,간장,고추장 및 청국장 등의 장류제품은 현재 한국인들이 가장 선

호하는 조미 식품.사회적으로 기능성 혹은 건강성을 지향하면서 자연 식품인 장류의 소비

가 증대되고 있는 시점에서 장류 제품은 상품적 가치를 높여 국내외에서 경쟁력의 제고가

필요

○ 대두 알레르기의 유병률은 지역,식습관,노출 정도에 따라 다르지만 소아에서는 1~6% 정

도 나타나며 아토피 피부염 환아의 6%,우유알레르기 환아의 14%에서 대두알레르기가 나

타남.1,716명의 성인 알레르기 환자의 국내산 대두에 대한 감작률은 3.8%로 알려져 있다.

또한 우유 단백에 감작된 알레르기 환아 18.3%에서 대두 특이 IgE가 양성을 나타냄.대두

알레르기는 대체로 나이가 들면서 자연 소실되는 식품알레르기 중 하나로 알려져 있다.3

세경이면 대두에 내성을 획득하고 제한식이를 시행 1~2년 후에 40%는 대두 알레르기가 소

실지만 평생 3년 이상 숙성시킨 된장만 구매하여 먹는 이도 드물지 않다.

○ 식품알레르기에 대한 의학적 대책은 나타난 증상을 가라앉히고,원인 식품의 섭취를 못하게

하는 것 외에는 없다.그러나 현실적으로 불가능한 측면도 있어 대두의 알레르기성을 낮추

는 다양한 연구가 시도 되고 있음

○ 알레르기를 유발하는 원인 물질은 대부분 단백질로 알려져 있다.인체에 해가 없는 미생물

의 효소작용을 이용해서 특정 단백질을 감소시킨 저알레르기성 대두 발효물 제조,유아식

및 환자식 등의 소재화,대두 알레르기의 면역학적 진단 방법 확립 연구가 요구됨

○ 국민 건강 증진을 위해 국산 대두 품종 중의 알레르겐 함량을 측정,알레르기성 질환을 가

진 영·유아나 성인을 위한 저알레르겐 장류생산 및 식품소재화로 대두에 과민 반응을 일으

키는 환자들에게 식사의 즐거움을 제공해야 함
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○ 효소처리 및 화학 약품 처리 등의 방법이 알레르기 유발 단백질의 제거에 효과가 있다는

보고가 있지만 한국산 대두의 처리공정 혹은 발효 중 알레르겐의 변화에 대한 연구는 미비

○ 대두의 항원성 단백질(알레르겐)의 변화에 대해 한약재 첨가 등을 통한 저 알레르겐 청국장

제조 등에 대한 연구가 이루어져 있지만 공정 중 저 알레르겐 장류 제조를 위한 체계적인

원료 콩의 선발,증자,발효 공정이 확립되어있지 않음

○ 정량적인 알레르기성 평가를 위해 과민성 환자 혈청은 물론 대두의 주된 항원성 단백질의

정제,유전자 재조합,대량 발현 및 특이 항체 생산이 요구되나 현실적으로 어려움이 많음

Ⅲ. 연구개발 내용 및 범위

1.저 알레르겐 장류제조를 위한 대두품종 및 증자조건 탐색

○ 대두의 증자 조건 설정

-대두 증자를 위한 원료선별,세척 및 침지 선행

-효율적인 자숙 및 증숙 시간 조사

○ 증자 시료 채취 및 성분분석

-국내에 유통 중인 대두 품종 및 특정알레르겐이 결실된 대두 등 총 7종의 대두 확보

-수용성 단백질 함량,아미노태질소 함량,유리아미노산 등 성분 조사

○ 시판 장류제품의 알레르겐함량의 정성적 확인

-시판 제품의 수집

-SDS-PAGE를 통해 알레르겐을 정성적 확인

2.대두의 품종 및 증자조건에 따른 항원성변화 규명

○ 장류용 대두의 항원성 조사

-7종의 장류용 대두 확보
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-대두 민감성 환자 혈청을 이용한 Immunoblotting으로 알레르겐의 항원성 조사

-MALDI-TOF를 통한 주요 알레르겐의 종류 확인

○ 대두 민감성 환자 혈청을 이용한 자숙(삶기)및 증자조건에 따른 항원성 변화 확인

-삶는 시간에 따른 대두 단백질의 항원성 변화

-각 온도별 열처리 시간에 따른 대두 단백질의 추출의 항원성 변화

-항원성 단백질 함량이 적은 장류용 대두 2종 선발

3.대두 발효법에 따른 항원성변화 규명

○ 선발된 대두 및 증자 조건으로 대두 발효물 제조

-다양한 발효균주 이용 (황국균,고초균,다단발효)

○ 최적 증자 조건하에서 발효 균주를 달리한 장류 제조

-다단 발효 대두 제조 및 발효 시간별 대두의 특성 조사

○ 제조된 대두 발효물의 알레르겐 추출

-저알레르겐 장류 중간제품의 알레르겐의 항원성 확인

4.대두 항원성 단백질의 특이항체 제조

○ 주요 대두 알레르겐의 재조합 단백질 생산

-대장균을 이용한 재조합 대두 알레르겐의 발현 및 대량생산

-재조합 단백질의 정제

○ 항원성 단백질의 특이항체 제조

-polyclonal항체 생산

○ 대두 알레르겐 특이항체의 역가 및 반응성 확인

-대두 단백질과의 반응성 조사

5.저 알레르겐 장류 제품 개발
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○ 알레르겐 함량 측정을 위한 시판 청국장 및 된장의 시료 수집 및 항원성 단백질 추출

○ 확립된 최적 발효법을 적용한 저 알레르겐 장류 시제품 생산

-저알레르기성 청국장

-저알레르기성 된장

6.알레르겐 저감화 대두 발효 공정 확립

○ 효소면역분석법(ELISA)을 이용한 알레르겐 함량 측정

-시판 장류와 알레르겐 함량 비교 및 장류 시제품의 알레르겐 함량 측정

○ 확립된 발효법으로 발효된 대두 발효물의 식품 소재화 시험

-건조품의 저장 안정성 검사

Ⅳ. 연구개발결과

1.저 알레르겐 장류제조를 위한 대두품종 및 증자조건 탐색

○ 대두의 증자 조건 설정

-증숙 공정은 Autoclave,121℃에서 10,20,30,40,50,60분 실행

-자숙 공정은 100℃,끓는 물에서 1,2,3,4,5,6시간 중탕 가열 처리

○ 증자 시료 채취 및 성분분석

-장류제조용 적합 품종으로 추천되는 대풍,대원,태광의 3품종,개척 2호(Kunitztrypsin

inhibitor(KTI)및 Lypoxygenase결실 품종),CN628-15(1)(주요 대두 알레르겐인 Trypsin

inhibitor결실 품종),S-09(주요 대두 알레르겐인 Kunitz,β-conglycin의 α-subunit결실

품종),CN304-13의 4종 등 총 7종을 사용

-총질소 함량은 평균 41.13∼ 44.23%로 품종간 차이가 있음

-대두를 열처리하면 아미노태 질소 함량이 감소되는 경향을 보임
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-주요 아미노산은 Val,Tyr,Phe,His등으로 나타났으며 열처리 조건에 따라 다양한 패턴으

로 변화

○ 시판 장류제품의 알레르겐함량의 정성적 확인

-대부분의 시판장류 중에 10∼100kDa의 다양한 분자량의 단백질이 분포

2.대두의 품종 및 증자조건에 따른 항원성변화 규명

○ 장류용 대두의 항원성 조사

-대두 민감성 환자 혈청 내 콩에 대한 특이 IgE수치가 30kU/L이상을 보인 환아 7명을 대

상 Immunoblotting으로 알레르겐의 항원성 조사

-대두의 주요 항원으로 알려진 21kDa에서 양성을 나타낸 환자가 3명,34kDa에서 3명,43

kDa에서 4명,52kDa에서 2명,72kDa에서 양성을 나타낸 환자도 2명이었다.또한,혈중

IgE와 결합하는 단백질 성분은 환자에 따라 반응성을 보이는 성분의 차이가 있음

-Immunoblotting결과를 바탕으로 환자 혈청과 반응성이 컸던 단백질 밴드의 N-terminal아

미노산 시퀀스를 확인하기 위해서 MALDI-TOF를 실시한 결과,대두의 주요 알레르겐으로

알려진 약 70kDa의 β-conglycinin의 α-subunit으로 나타났고,다른 하나는 43kDa의

glycinin으로 확인

○ 대두 민감성 환자 혈청을 이용한 자숙(삶기)및 증자조건에 따른 항원성 변화 확인

-대원과 CN304-13품종이 각각 3.145mg/ml,3.231mg/ml로 다른 품종에 비해 높은 단백질

함량을 보임

-43kDa의 glycinin과 70kDa의 β-conglycinin의 α-subunit은 증숙 처리 시간에 따라 IgE

결합능이 감소하였지만 대부분의 품종에서 열처리만으로는 완전히 소실되지 않은 것으로 미

루어 열 저항력을 가진 것으로 추측됨

-대부분의 대두 품종에서 자숙 처리 시간이 길어짐에 따라 IgE결합능이 감소

-안전한 저 알레르기성 장류제품 제조를 위해서 대풍콩과 개척 2호 선발

3.대두 발효법에 따른 항원성변화 규명

○ 선발된 대두 및 증자 조건으로 대두 발효물 제조

-단일균을 이용한 단일 발효 뿐만 아니라,장류용 황국균(Aspergillusoryzae)으로 1단 발효
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후 고초균(BacillussubtilisKCCM 11266P)으로 2단 발효시킴으로써 품종별 대두의 알레르

기성 및 항원성 변화를 확인

○ 최적 증자 조건하에서 발효 균주를 달리한 장류 제조

-중성 protease활성은 2단 발효구에서 572~594unit/g으로 최대 활성을 나타냄

-아미노태질소 함량은 발효함에 따라 점점 증가하여 대풍 품종의 경우 487.55~764.94mg%,

개척 2호의 경우 527.48~756.44mg%로 나타남

-2단 발효법으로 제조한 대두에서 다른 단일 발효구 보다 총 유리 아미노산이 높게

검출

○ 제조된 대두 발효물의 알레르겐 추출

-발효시간이 증가함에 따라 항원성이 감소하는 것을 확인할 수 있었다.특히 2단 발효시 단

일 발효구에 비해 낮은 IgElevel을 나타냄

4.대두 항원성 단백질의 특이항체 제조

○ 주요 대두 알레르겐의 재조합 단백질 생산

-대두 민감성 환자 혈청은 대두 단백질 9kDa,21kDa및 40kDa를 비롯하여 다양한 밴드

와 반응하는 것을 확인하였으며 복숭아 단백질에 대해서는 9kDa와 반응

-항원성 단백질 LipidtransferproteinPrup3를 발현함

-재조합 단백질의 정제하여 대두의 난분해성 알레르겐인 LTP검출을 위한 특이항체 제조에

사용

○ 항원성 단백질의 특이항체 제조

- 재조합 단백질 LTPPrup3을 정제하여 rabbit에 면역시켜 polyclonal항체 생산

○ 대두 알레르겐 특이항체의 역가 및 반응성 확인

-발효대두에서 대두 품종,발효방법에 따른 LTP함량의 변화를 효율적으로 검출하는 것을

확인

-대풍 품종이 개척 2호 보다 좀 더 낮은 LTPlevel을 나타냄
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5.저 알레르겐 장류 제품 개발

○ 알레르겐 함량 측정을 위한 시판 청국장 및 된장의 시료 수집 및 항원성 단백질 추출

-시판 청국장,된장,고추장,쌈장을 수집하여 대두 민감성 환자 혈청을 이용하여 IgE반응성

을 조사한 결과 최적 증숙조건과 다단발효법을 거친 본 연구개발품에서 반응성이 낮은 수준

으로 나타남

○ 확립된 최적 발효법을 적용한 저 알레르겐 장류 시제품 생산

-저알레르기성 청국장 및 대두를 70℃에서 3일간 열풍건조하여 생산된 콩알메주를 이용한

된장을 시제품으로 생산

6.알레르겐 저감화 대두 발효 공정 확립

○ 효소면역분석법(ELISA)을 이용한 알레르겐 함량 측정

-시판 장류와 알레르겐 함량 비교 및 장류 시제품의 알레르겐 함량 측정

- LTPPrup3을 항원으로 하여 생산된 LTP항체와의 반응성은 시판제품에 비해,본 연구

시제품에서 낮은 경향을 나타냄

○ 확립된 발효법으로 발효된 대두 발효물의 식품 소재화 시험

-최적 발효법으로 생산한 대두 발효물을 70℃에서 3일간 열풍건조하여 생산된 건조 저알레

르겐 대두는 3개월의 저장기간이 지난 후 에도 수분함량 및 미생물수 등의 품질에서 큰 변

화가 없는 것으로 나타나 장기저장이 가능

-대두 발효물 추출물을 알레르기 유발성이 높은 타 식품원료(밀)에 처리한 결과 밀 알레르겐

이 감소되는 경향을 나타내어,대두 발효물의 사용은 식품의 잠재적 알레르기 유발성을 감

소시키는 가능성 발견

Ⅴ. 연구성과 및 성과활용 계획

1.연구성과

가.학술발표
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(1)2011.11.7AmericalCollegeofAllergy,Asthma& Immunology국제학회 Boston,Massachusetts,

USA,Effectofroastingandfermentationonsoybeanallergenicity,(발표자 :H.G.Seol,Y.Ko,

C.H.Ryu)포스터 발표

(2)2011.11.7생명과학회,ReductionofAllergenicProteininSoybeanbyThermalTreatment

(발표자 :HuiGyeong Seol,YuJinGo,Jeong SukJo,DoGyeong Kim,Chung Ho

Ryu)포스터 발표

(3) 2012.06.27 한국미생물생명공학회, Change of Allergenicity by Thermal Processing

accordingtoSoybeanCultivars(발표자 :Hui-gyeongSeol,Eun-jungKim,Yu-jinKo,

Eun-jaKim1,Do-gyeongKim,Byong-wonLee,Hyun-taeKim,Jong-ilChung and

Chung-hoRyu)포스터 발표

(4)류충호,이정옥,손대열.2012.3단계 발효에 의한 콩 알레르기성의 저하.한국식품영양과

학회지 41(8)1066-1071

(5)설희경,고유진,김은정,이경란,김도경,이정옥,안강모.2012.열처리 방법에 따른 품종

별 콩단백질의 항원성 변화.생명과학회지.22(4)524-531

(6)2013.7.3,한국미생물생명공학회,AttenuationofAllergeninSoybeanCultivarsaccordingto

FermentationMethod(발표자 :Gyeong-ranLee,Yu-jinKo,Eun-jaKim,Chung-hoRyu)포스터

발표

(7)2013.10.17,한국생명공학회,DecreaseofAllergeninSoybeanaccordingtoFermentation

Method(발표자 :Gyeong-ranLee,Eun-jaKim,Chung-hoRyu)포스터 발표

(8)Yu-jin Ko,Jin-woo Jeong,Yung-hyun Choi,Chung-ho Ryu.2013.Soy soluble

polysaccharideanducesapoptosisin HCT-116human colon cancercellsviareactive

oxygenspeciesgenerationMoi.Med.Reports81767-1772

나.인력양성 및 활용 결과
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(1)학위논문

(가)설희경,2012.2.ChangeofAllergenicitybyThermalProcessingaccordingtoSoybeanCultivars.

경상대학교 대학원 석사학위논문

(나)이경란,2013.2.발효 방법에 따른 품종별 대두의 알레르겐 감화,경상대학교 석사학위논문

(다)고유진,20148.Anti-inflamatoryandamti-cancerpropertiesofsoysaucepolysaccharide.

경상대학교 대학원 박사학위논문

다.기술이전

(1)양지푸드-경상대학교 간 저알레르겐 된장 제조기술 이전(2014.9.1)

(2)양지푸드-경상대학교 간 저알레르겐 청국장 제조기술 이전(2014.9.1)

라.언론 홍보

(1)저알레르겐 장류 개발 보도 10건

마.상품화

(1) 「알레르기 걱정없는 우리 된장」 제품 생산 예정

2.성과활용 계획

○ 발효 조건을 달리하여 효율적으로 항원성 단백질 분해기술 개발

○ 저 알레르겐 기능성 장류 제조를 위한 발효 공정의 확립

○ 저 알레르겐 대두식품 제조를 위한 대두 발효 가공 및 발효 조건개선에 기여

○ 식품의 알레르겐 함량 측정 방법 개발 확립

○ 조직적이고 다 학문간 협력 연구를 수행함으로써 효율적 성과가 기대됨

○ 대두 민감성 환자뿐만 아니라 대두 알레르기 유발의 사전방지를 위해 모든 소비자를 대상

으로 한 저알레르기성 대두 발효제품의 생산 가능
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○ 우리 농산물을 이용한 식품 관련 산업의 활성화

○ 저 알레르겐 대두 발효물을 이용한 식품 제조로 대두 발효 식품의 이미지 상승

○ 알레르기 치료 및 예방을 도모함으로써 국민 보건 및 국민 건강을 향상 시킬 수 있으며,의

료비 절감 등의 효과를 기대할 수 있음

○ 식품전반의 알레르기성 평가 확인이 용이

○ 대두 발효를 이용한 식품 가공 산업의 매출증대

○ 저 알레르겐 식품의 제조 시 국내외적으로 시장 경쟁력이 우수

○ 기존에 없던 저알레르기성 대두발효제품 시장을 개척함으로써 기존 년매출액 4,000백만원

인 본 회사의 매출이 2배 이상 증가될 것이라 예상
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SUMMARY

(영문요약문)

Ι. Title 

Developmentofnew fermentationtechniquesformanufacturingsoybeanproductswithlow

allergy

Ⅱ.ObjectiveandNecessityofResearchandDevelopment

○ Fermentedsoybeanproductssuchassoybeanpaste,soysauce,redpepperpaste,and

rich soybean paste,which fermented soybeans,are one of the most preferred

seasoningsby Koreansthesedays.Asconsumptionoffermentedsoybean products,

whicharenaturalfoodproducts,isincreasingbythesociety’spursuitoffunctionality

andhealth,enhancingcompetitivenessinandabroadbyincreasingcommercialvalueof

fermentedsoybeanproductsisbecomingnecessary.

○ Theprevalencerateofsoybeanallergydiffersdependingontheregion,eatinghabits,

and exposurelevel,howeverappearsto bearound 1~6% ofminors,6% ofminor

patients with atopic diseases,and 14% ofminorpatients with milk allergy.The

sensitivityrateregardingdomesticsoybeanby1,716adultallergypatientsisknownto

be3.8%.

Inaddition,thedistinctiveIgEofsoybeansshowspositivein18.3% ofminorpatients

withallergysensitizedwithmilkprotein.Soybeanallergyisknowntobeatypeof

foodallergythatmostlynaturallydisappearsbyagingandtolerancetosoybeansis

mostlyacquiredwhenapersonisthreeyearsold,thus,soybeanallergiesdisappear

from 40% ofthesoybeanallergypatientsafteroneortwoyearsafterimplementing

soybeanrestrictiondiet.

○ Inordertohandlefoodallergy,itwouldbethemosteffectivetothoroughlyavoidthe

foodcausingtheallergy,howeverbecauseitishardtodoso,variousmethodsare
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beingundertakentodecreasetheallergicfeatureofsoybeans.

○ Manufacturingvariousfoodproducts,suchasbabyfoodanddietsforpatients,byusing

low-allergic soybean fermented ingredients and researches establishing an

immunologicaldiagnosticmethodforsoybeanallergypatientsisneeded.

○ Improvementofthedietarylifeofpatientsthatshow hypersensitivereactiontosoybean

proteinisneededbyproducingfermentedsoybeanproductswithreducedallergenwhile

maintaining thetasteand scentoftraditionalfood,to discoverfood materialsfor

consumers with allergic diseases by measuring the allergen contents within the

domesticsoybeanvarietytoenhancepublichealth.

○ Although thereisa reportthatmethodssuch asenzymetreatmentand chemical

processingiseffectivetoremoveallergy-incurringprotein,researchesonthehandling

processofKoreansoybeansorchangeofallergensduringfermentationareinsufficient.

○ Although researches have been conducted on manufacturing oflow-allergen rich

soybeanpastethroughaddingmedicinalherbsregardingchangesofantigenicproteinof

soybean(allergen),however,thesystematicselection,cooking,andfermentationprocess

fortheingredientbeansto producefermented soybean productswith low allergen

withintheprocesshasnotbeenestablished.

○ A specialantibodyandgenerecombinationofthemainantigenicproteinofsoybean,in

addition totheserum ofhypersensitivepatients,isneeded forquantitativeallergic

testing.

Ⅲ.ContentsandScopeofResearch& Development

1.Searchofsoybeanvarietiesandcookingconditiontoproducefermentedsoybean

productwithlow-allergen
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○ Establishmentofsoybeancookingcondition

- Implementation ofingredientselectionforsoybeancooking,cleaning,anddipping in

advance

-Examinationofefficientboilingandsteamingtime

○ Collectionofcookingsampleandanalysisofingredient

-Procurementofseventypesofsoybeanswithdistinctiveallergensandsoybeanvarieties

distributedinKorea

- Examinationoftheingredients,suchaswatersolubleprotein contents,aminotype

nitrogencontents,andfreeaminoacids

○ Qualitativeconfirmation ofallergen contentsoffermented soybean productssoldin

market

-Collectionofproductssoldinthemarkets

-ImplementationofqualitativeconfirmationofallergenthroughSDS-PAGE

2.Investigationofantigenicchangepursuanttovarietiesofsoybeanandcooking

condition

○ Antigenicitysurveyonsoybeansforfermentedproducts

-Procurementofsevenvarietiesofsoybeansforfermentedproducts

- Survey ofantigenicity ofallergen with Immunoblotting using serum ofpatients

hypersensitivetosoybeans

-ConfirmationofmaintypesofallergenthroughMALDI-TOF

○ Confirmationofantigenicchangepursuanttosteaming(boiling)andcookingtimeusing

serum ofpatientshypersensitivetosoybean

-Changeofantigenicityofsoybeanproteinpursuanttoboilingtime

- Changeofantigenicity ofsoybean proteinextractspursuanttoheatprocessing per

temperature

- Selection oftwobreedsofsoybean forfermentedproductshaving low contentsof

antigenicityprotein
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3.Investigationofantigenicchangepursuanttosoybeanfermentationmethod

○ Soybean selection and production ofsoybean fermentation productundercooking

condition

-Useofdiversefermentationfungis(Aspergillusoryzae,bacillussubtilis,multiple-stage

fermentation)

○ Productionoffermentedsoybeanproductsbychangingthefermentationfungiunderthe

optimum cookingcondition

-Productionofsoybeaninmultiple-stagesandsurveythecharacteristicsofsoybeanper

fermentationtime

○ Extractionofallergenfrom theproducedfermentedsoybean

-Examinationofantigenicity ofallergenininterim productoflow-allergenfermented

soybeans

4.Productionofspecificantibodyofantigenicityproteinofsoybean

○ Productionofrecombinedproteinofmainsoybeanallergens

-Revelationandmassproductionofrecombinedsoybeanallergenusingcolitisbacillus

-Refinementofrecombinedprotein

○ Manufacturingofspecificantibodyofantigenicprotein

-Productionofpolyclonalantibody

○ Examinationofreactivityandtiterofdistinctiveantibodyofsoybeanallergen

-Examinationonreactivitywithsoybeanprotein

5.Developmentoflow-allergenfermentedsoybeanproducts

○ Extractionofantigenicproteinandcollectionofspecimenofsoybeanpasteandrich
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soybeanpasteonthemarkettomeasurecontentsofallergen

○ Productionoftrialproductsoflow-allergenfermentedsoybeanproductsapplyingthe

optimum fermentationmethodestablished

-Low-allergenicsoybeanpaste

-Low-allergicfermentedchungkukjng

6.Establishmentofallergenreducedsoybeanfermentationprocess

○ MeasuringofallergencontentusingELISA

-Comparisonofallergencontentwithfermentedsoybeanproductsinthemarketand

measuringofallergencontentofthetrialgoodsoffermentedsoybeanproducts

○ Testing of using the fermented soybean products fermented in the established

fermentingmethodasfoodingredients

-Testingofstoragestabilityofdriedgoods

Ⅳ.ResearchandDevelopmentResult

1.Search of cooking condition and soybean varieties to produce low-allergen

fermentedsoybeanproducts

○ Establishmentofsoybeancookingcondition

-Thesteamingprocesswasimplementedin10,20,30,40,50,and60minuteintervalsat

Autoclave,121℃

-Theboilingprocesswasimplementedbyheatinginboilingwaterfor1,2,3,4,5,and6

hoursat100℃

○ Collectionofcookingsampleandanalysisofingredients

-Theuseofatotalofsevenvarietieswasrecommendedasvarietiessuitabletoproduce

fermentedproducts,includingthreevarietiesfrom Daepung,Daewon,andTaegwang,
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andfourvarietiesofGaechuk2(varietyproducingKunitztrypsininhibitor(KTI)and

Lypoxygenase),CN628-15(1)(variety producing Trypsin inhibitor,which isa main

soybeanallergen),S-09(varietyproducingKunitz,α-subunitofβ-conglycin,amain

soybeanallergens),andCN304-13.

-Thetotalnitrogencontentsdifferedbyanaverageof41.13∼ 44.23% betweenvarieties

-A tendencyofreducedaminotypenitrogencontentsamongthesoybeansafterheat

processingofraw soybeansappeared

-ThemainaminoacidsappearedtobeVal,Tyr,Phe,andHis,whichchangedinvarious

patternspursuanttotheheatprocessingconditions

○ Quantitativeconfirmation ofallergencontentsoffermentedsoybean productsin the

market

-Proteinsindiversemolecularweightfrom 10~100kDaappearedtobedistributedamong

mostofthefermentedsoybeanproductsinthemarket

2.Investigationofantigenicchangepursuanttocooking conditionandvarietyof

soybeans

○ Surveyofantigenicityofsoybeansforfermentedproducts

-AnantigenicitysurveyforallergenwasconductedthroughImmunoblottingoverseven

minorpatientsshowing aspecificIgE levelof30kU/L regarding beanswithin the

serum ofpatientshypersensitivetosoybeans

-Therewerethreepatientsshowingpositiveto21kDa,amainantigenofsoybean,three

to34kDa,fourto43kDa,twoto52kDa,andtwoto72kDa.Inaddition,regardingthe

proteincombinedwithIgEinblood,thereweredifferencesshowninreactivitybasedon

thepatient.

-AsaresultofconductingMALDI-TOFinordertochecktheN-terminalaminoacid

sequenceofaproteinband,whichhadsubstantialreactivitywiththeserum ofpatients,

basedontheImmunoblottingresult,itappearedtobeα-subunitofβ–conglycininin70

kDaandglycininin43kDawhichareknownasmaintypesofallergen

○ Confirmationofantigenicchangepursuanttocookingconditionandboilingcondition
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usingtheserum ofpatientshypersensitivetosoybeans

-ThevarietiesofDaewonandCN304-13eachshowed3.145mg/mland3.231mg/ml,

showingahighproteincontentcomparedtoothervarieties.

- Theglycinin in 43kDaand α-subunitofβ-conglycinin in 70kDashowed lower

combiningpowerofIgEastheboilingprocessingtimeincreased,however,considering

thefactthatcompletedestructionwasnotavailableonlybyheatprocessinginmost

varieties,itcanbeestimatedthattherewasheatresistance.

-TheIgE combinationabilityreducedastheboilingprocesstimeincreasedinmostof

thesoybeanvarieties.

-Gaechuk2andDaepungbeanswereselectedtoproducesafelow-allergicfermented

soybeanproductsx.

3.Investigationofantigenicchangepursuanttosoybeanfermentationmethod

○ Manufacturingofsoybeanfermentedproductswiththeselectedsoybeanandcooking

method

-Thechangeofantigenicityandallergiccharacterofsoybeanpervarietywasconfirmed

byfermentingwithAspergillusoryzaeforfermentedsoybeanproductsinthefirststage

andBacillussubtilisKCCM 11266Pinthesecondstage,inadditiontofermentingby

singlestage processusingasinglebacillus.

○ Productionoffermentedsoybeanproductsbydifferingthefermentationfungisunderthe

optimum cookingcondition

- Theneutralproteasevitality appeared atitsmaximum with 572/594unit/g atthe

secondstageoffermentation.

-Theaminotypenitrogencontentsincreasedbythefermentationprocess,whichshowed

487.55~764.94mg% fortheDaepungvarietyand527.48~756.44mg% forGaechuk2.

- Thetotalfreeamino acids produced from soybeans produced with thetwo-stage

fermentationmethodappearedtobehigherthanothersinglefermentingsample.

○ Extractionofallergenfrom theproducedfermentedsoybeanproduct

-Itcouldbeconfirmedthatantigenicitydecreasedasthefermentationtimeincreased.In
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particular,itshowedalowerIgE whenfermentingbytwostages,comparedtowhen

havingsinglefermentingsample.

4.Productionofspecificantibodyofantigenicproteinofsoybeans

○ Productionofrecombinedproteinofmainsoybeanallergen

-Itwasconfirmedthatserumsofpatientshypersensitivetosoybeanreactedwithvarious

bands,includingsoybeanproteins9kDa,21kDaand40kDa,andreactedwith9kDa

regardingpeachprotein.

-LipidtransferproteinPrup3,anantigenicprotein,wasrevealed.

-UsedtoproducespecificantibodytodetectLTP,anon-degradableallergenofsoybean

byrefiningtherecombinedprotein.

○ Manufacturingofspecificantibodyofantigenicprotein

-PolyclonalantibodywasproducedbyimmunizingarabbitbyrefiningLTPPrup3,a

recombinedprotein.

○ Examinationofreactivityandtiterofdistinctiveantibodyofsoybeanallergen

-TheefficientdetectingofthechangeofLPTcontentchangedpursuanttothevarietyof

soybeanandfermentationmethodfrom thefermentedsoybeanwasconfirmed.

-TheDaepungvarietyshowedalowerLTPlevelcomparedtoGaechuk2.

5.Developmentoffermentedsoybeanproductswithlow allergen

○ Collectionofsamplesofdoenjang (soybeanpaste)tomeasureallergencontentsand

extractionofantigenicprotein

- As a resultoftesting the reactivity of IgE by using the serum of patients

hypersensitivetosoybeanbycollectingspecimenofrichsoybeanpaste,soybeanpaste,

red pepperpaste,and processed soybean paste,theoptimum steaming processand

multiplestagefermentationmethodappearedtohavelow reactivityintheproductunder

researchanddevelopmenthere.
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○ Productionofspecimenforfermentedsoybeanproductwithlow allergenapplyingthe

establishedoptimum fermentationmethod

- Fermented soybean blockswereproduced asspecimen by drying low allergicrich

soybeanpaste.

6.Establishmentofallergenreducedsoybeanfermentationprocess

○ AllergencontentmeasuringusingELISA method

- Contentsofallergen contentsand fermentedsoybean productson themarketwere

compared and allergen contentsoffermentedsoybean productson themarketwere

measured.

- ThereactivitytotheLTPantigenproducedbyhavingLTPPrup3astheantigen

appearedtohavealowertrendthan thetrialgoodsin thisresearch,compared to

productsonthemarket.

○ Food materialization testoffermented soybean products through the established

fermentationmethod

-Thedryandlow-allergensoybeansproducedbydryingtheproducedfermentedsoybean

productsthroughtheoptimum fermentationmethodusinghotairforthreedaysat70℃

appearednottohaveasubstantialchangeinquality,suchasmoisturecontentand

numberofmicroorganisms,evenafterthestorageperiodofthreemonthshadpassed,

thus,long-term storageappearedtobeavailable.

-Asaresultofhandlingthefermentedsoybeanextractswithotherfoodingredients

(wheat)withhighlikelihoodofincurringallergy,atrendofreducedallergenappeared,

thus,apossibilitythatusingfermentedsoybeanproductsmayreducethelikelihoodof

potentialallergyincurringcharacterinfoodhasbeendiscovered.

Ⅴ.ResearchResultandResultUtilizationPlan

○ Developmentofefficientantigenicprotein disassembling technology by differing the

fermentationcondition
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○ Establishmentofa fermentation process to produce functionalfermented soybean

productswithlow allergen

○ Contributiontosoybeanfermentationprocesstoproducelow-allergensoybeanproducts

andtoimprovethefermentationconditions

○ Developmentandestablishmentofamethodofmeasuringallergencontentinfood

○ Expectationofanefficientresultbyimplementingsystematicandcooperativeresearch

betweenmultiplestudies

○ Making availabletheproduction oflow-allergicsoybean fermented productsforall

consumerstopreventinadvancetheincurrenceofsoybeanallergy,andnotonlyfor

hypersensitivepatientstowardssoybean

○ Vitalizationofindustriesrelatingtofoodusingdomesticagriculturalproducts

○ Improvementofperceptionstowardssoybeanfermentedfoodbyproducingfoodusing

low-allergensoybeanfermentedproducts

○ Expectation ofan effectreducing medicalcosts and improving public health by

promotingthecureandpreventionofallergy

○ Facilitateevaluationandconfirmationofallergicfeaturesoffoodsingeneral

○ Enhancementofsalesoffoodprocessingindustryusingfermentedsoybean

○ Achieveoutstandingmarketcompetitivenessinandoutofthenationuponproducing

low-allergicfood

○ ExpectationforthesalesofthisCompanytoincreasebytwotimes,from theexisting

annualsalesofKRW 4,000million,bypioneering alow-allergicfermentedsoybean

productmarket,whichhasnotexistedpreviously
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제 1장 연구개발과제의 개요

제 1절 연구개발의 목적

식물성 식품을 주로 섭취하는 한국인의 식생활에서 부족한 단백질을 보충하고 장기간 보존하

여 맛을 내는 된장,간장의 주원료인 대두가 과민반응을 일으킨다.

저 알레르겐 장류 제조를 위해 주원료인 대두의 증숙 또는 자숙(삶기)조건,발효 미생물에

따른 항원성의 변화,항원성 단백질의 특이항체 제조,효과적인 발효 공정을 확립하고 대두 알

레르기 완화 제품 개발,유아 및 대두 알레르기 환자가 안심하고 섭취할 수 있는 제품을 생산.

제 2절 연구개발의 필요성

○ 대두를 발효시킨 된장,간장,고추장 및 청국장 등의 장류제품은 현재 한국인들이 가장

선호하는 조미 식품이다.사회적으로 기능성 혹은 건강성을 지향하면서 자연 식품인 장류

의 소비가 증대되고 있는 시점에서 장류 제품의 상품적 가치를 높여 국내외에서 경쟁력

의 제고가 필요하다.

○ 대두 알레르기의 유병률은 지역,식습관,노출 시기나 정도에 따라 다르지만 소아의 1∼

6%,아토피 피부염 환아의 6%,우유알레르기 환아의 14%가 대두알레르기가 나타난다고

한다.성인 알레르기 환자의 대두에 대한 감작률은 3.8%로 알려져 있다.또한 우유 단백

에 감작된 알레르기 환아의 혈청조사 결과 18.3%에서 대두 특이 IgE항체 양성반응이 나

타난다고 한다.대두 섭취 후 발증되는 대체로 나이가 들면서 자연소실되는 알레르기 증

상은 3세경이면 대두에 대한 내성이 획득되지만 성인환자도 있다.대두 알레르기 환자의

경우 대두가 함유된 식품의 섭취를 회피 또는 제한하여 식단 조절에 어려움이 많고 영양

적 불균형으로 발육속도가 지연되는 등 1∼2년 후 40%에서 대두 알레르기가 소실된다.

○ 식품알레르기는 원인 식품을 철저하게 피하는 것이 가장 효과적이나,저렴한 단백질 공

급원인 대두를 첨가하여 개발된 제품이 워낙 많아서 현실적으로 힘들기 때문에 다양한

방법으로 대두의 알레르기성을 낮추는 방법이 시도 되고 있다.전통발효 식품인 된장을

먹고 아토피 증상이 악화되어 식이제한 하는 특이 체질인 성인도 있으므로,좀 더 효율적

인 대두 발효법의 확립이 필요하다.

○ 저 알레르기성 대두 발효물로 유아식,환자식 등을 다양한 식품을 제조하고 알레르기 환
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자의 혈청을 이용한 면역학적 진단 방법 연구가 요구된다.

○ 국민 건강 증진을 위해 국산 대두 품종 중의 알레르겐 함량을 측정하여 알레르기성 질환

을 가진 소비자용 식품소재를 발굴할 전통 식품의 맛과 향을 유지하고 알레르겐이 감소

된 장류의 생산은 대두 단백질에 과민 반응을 일으키는 환자들의 식생활을 개선시킬 수

있을 것으로 기대된다.

○ 효소처리 및 화학 약품 처리 등의 방법이 알레르기 유발 단백질의 제거에 효과가 있다는

보고가 있지만 한국산 대두의 처리공정 혹은 발효 중 알레르겐의 변화에 대한 연구는 아

직 미비한 실정이다.

○ 대두의 항원성 단백질(알레르겐)의 변화에 대해 한약재 첨가 등을 통한 저 알레르겐 청

국장 제조 등에 대한 연구가 이루어져 있지만 공정 중 저 알레르겐 장류 제조를 위한 체

계적인 원료 콩의 선발,증자,발효 공정이 확립되어있지 않다.

○ 대두 발효 식품 제조 공정 중의 대두중의 알레르겐의 함량 및 알레르겐 특이성 변화에

대한 연구가 부족한 실정이다.

○ 정량적인 알레르기성 평가를 위해 과민증 환자 혈청은 물론 대두의 주요 항원성 단백질

의 유전자 재조합 및 특이 항체가 요구된다.

○ 국가 간 무역 활성화로 인한 무한경쟁에서 비교 우위를 차지하기 위해서는 장류의 알레

르기성 평가는 선행 되어야 할 연구이다.

제 3절 연구개발의 목표 및 내용

○ 대두의 가공 단계별 시료와 대두 민감성 환자 혈청을 이용한 항원·항체 반응의 측정 및

대두의 주요 알레르겐 검색 결과를 바탕으로 저 알레르겐 장류 제조 최적 품종 선발

○ 열처리 조건 즉,자숙(삶기)또는 증숙 시간 및 온도를 달리한 증숙 대두의 항원성 변화

를 측정하여 항원성 단백질의 열 안정성 및 분해정도를 확인하여 최적 자숙 또는 증숙

조건 확립

○ 콩단백질인 7S globulin의 50%를 차지하며 주요 알레르기원으로 알려져 있는 β

-conglycinin의 분자량 57~72kDa의 α‘와 α-subunit가 결합한 syringolide인 Glym Bd

30K (p34),대부분의 식물에 존재하는 알레르겐인 LTP등을 주요 타겟으로 하여 증자조

건 및 발효과정에 따른 타겟 알레르겐의 저감화를 확인

○ 알레르겐의 함량 측정을 위한 재조합 단백질의 생산,정제 및 항원성 단백질에 대한 특

이 항체 제조
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○ 선발된 대두 및 최적 증자 조건에서 균주 및 시간별 발효물에 대한 알레르겐 함량 변화

를 측정함으로써 항원성 단백질 분해에 적합한 종균 선별

○ 대두 품종,열처리 조건 및 발효 균주 등의 요인에 따른 항원성 단백질 분해에 최적 조

건을 적용한 저 알레르겐 발효법의 확립

○ 저 알레르겐 장류 시제품 생산

○ 생산된 주요 항원성 단백질의 특이 항체를 이용하여 효소면역분석법(ELISA)으로 제조된

저 알레르겐 장류 제품 및 시판 장류의 알레르겐 함량 비교

○ 대두 알레르기 환자식 및 콩 알레르겐에 감작되기 쉬운 영·유아를 위한 이유식 개발을

위해 저 알레르겐 대두 발효물의 식품 소재화 시험

1.저 알레르겐 장류제조를 위한 대두품종 및 증자조건 탐색

○ 대두의 증자 조건 설정

-대두 증자를 위한 원료선별,세척 및 침지 선행

-효율적인 자숙 및 증숙 시간 조사

○ 증자 시료 채취 및 성분분석

-국내에 유통중인 대두 품종 및 특정알레르겐이 결실된 대두 등 총 7종의 대두 확보

-수용성 단백질 함량,아미노태질소 함량,유리아미노산 등 성분 조사

○ 시판 장류제품의 알레르겐함량의 정성적 확인

-시판 제품의 수집

-SDS-PAGE를 통해 알레르겐을 정성적 확인

2.대두의 품종 및 증자조건에 따른 항원성변화 규명

○ 장류용 대두의 항원성 조사

-7종의 장류용 대두 확보

-대두 민감성 환자 혈청을 이용한 Immunoblotting으로 알레르겐의 항원성 조사

-MALDI-TOF를 통한 주요 알레르겐의 종류 확인

○ 대두 민감성 환자 혈청을 이용한 자숙(삶기)및 증숙조건에 따른 항원성 변화 확인



- 31 -

-삶는 시간에 따른 대두 단백질의 항원성 변화

-각 온도별 열처리 시간에 따른 대두 단백질의 추출물의 항원성 변화

-항원성 단백질 함량이 낮은 저 알레르기 장류용 대두 2품종 선발

3.대두 발효법에 따른 항원성변화 규명

○ 선발된 대두 및 증자 조건으로 대두 발효물 제조

-다양한 발효균주 이용 (황국균,고초균,다단발효)

○ 최적 증자 조건하에서 발효 균주를 달리한 장류 제조

-다단 발효 대두 제조 및 발효 시간별 대두의 특성 조사

○ 제조된 대두 발효물의 알레르겐 추출

-저알레르겐 장류 중간제품의 알레르겐의 항원성 확인

4.대두 항원성 단백질의 특이항체 제조

○ 주요 대두 알레르겐의 재조합 단백질 생산

-대장균을 이용한 재조합 대두 알레르겐의 발현 및 대량생산

-재조합 단백질의 정제

○ 항원성 단백질의 특이항체 제조

-polyclonal항체 생산

○ 대두 알레르겐 특이항체의 역가 및 반응성 확인

-대두 단백질과의 반응성 조사

5.저 알레르겐 장류 제품 개발

○ 알레르겐 함량 측정을 위한 시판 청국장 및 된장의 시료 수집 및 항원성 단백질 추출

○ 확립된 최적 발효법을 적용한 저 알레르겐 장류 시제품 생산
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-저알레르기성 청국장

-저알레르기성 된장

6.알레르겐 저감화 대두 발효 공정 확립

○ 효소면역분석법(ELISA)을 이용한 알레르겐 함량 측정

-시판 장류와 알레르겐 함량 비교 및 장류 시제품의 알레르겐 함량 측정

○ 확립된 발효법으로 발효된 대두 발효물의 식품 소재화 시험

-건조품의 저장 안정성 검사
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제 2장 국내외 기술개발 현황

제 1절.알레르기 발생의 문제점

○ 알레르기 환자의 증가가 큰 사회적 문제가 되고있다.‘03년 일본 후생 노동성 발표자료에 의

하면 알레르기 증상을 보이는 사람은 전체의 35.9%에 달한다.알레르기 증상에 의한 사망 예

는 드물지만,환자의 삶의 질 저하는 현저하다.알레르기질환의 의료보험 등 국가적 의료비

부담도 막대하다(삼나무화분알레르기경우,적어도 2,800억엔에 달함).국내에서는 소아알레르

기 호흡기 학회에서 5년에 한 번 전국적인 역학조사가 실시되고 있으며 의사의 진단에 의한

초중고생의 식품알레르기 발증율은 5% 정도인 것으로 나타났으나 조금씩 과학기술 발달,선

진화에 따라 다른 질병은 감소하고 있으나 알레르기 질환자 수는 반대로 증가하고 있는 것을

볼 수 있다.

표 1.초등학생의 식품 알레르기빈도

○ 알레르기란 외부에서 유입된 이물(異物)로부터 자신을 방어하기 위한 면역시스템 작용에 오

류가 생겨 면역반응이 과잉으로 일어나서 자기에 몸에 상해를 유발시키는 상태라고 볼 수 있

다.알레르기반응은 그 증상 발현기전에 따라Ⅰ∼Ⅳ형으로 분류된다.알레르기는 대개 IgE의

존성인Ⅰ형을 의미하며,화분증이나 음식물 알레르기도 주로Ⅰ형 반응에 의해 야기된다고 여

겨진다.

– I형알레르기는 알레르기 원인물질(allergen)의 침입,T세포의 활성화 및 알레르겐의 인식,B

세포의 IgE특이 항체생산,비만세포 표면에 IgE의 결합,탈과립단계를 거쳐서 증상이 발현한

다.비만세포내 과립에 축적된 히스타민등의 화학물질이 방출되어 혈관투과성 항진,기관지

평활근수축 등의 알레르기증상을 초래한다.심한경우,전신증상인 아나필락시스(anaphylaxis)
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쇼크를 일으켜 사망에 이르는 경우도 있다.

○ 알레르기를 유발하는 3대 음식물로 계란,우유,밀이 있다.계란의 주 알레르기 항원은

ovomucoid와 ovalbumin(OVA)이고 열이나 트립신 등 소화효소 처리에 인정하며,경구섭취 하

여도 소화관 내에서 항원성이 잘 소실되지 않는다.우유의 주요 알레르기 항원은 αs1-casein

과 β-lactoglobulin으로서 모유에 들어있지 않기 때문에 알레르기를 유발하기 쉽다.밀의 주요

알레르기 항원으로는 α-amylase억제제(천식의 원인 물질)와 gluten이 있다.다음의 표에서

볼 수 있듯이 계란이나 우유는 여러 나라에서 알레르기를 일으키는 식품으로 공통적으로 구

분하고 있으나 렌틸,겨자,녹차 등과 같이 특정 나라에서만 나타나는 식품이 있다.따라서 식

품알레르기 원인 식품은 국가별 차이가 있을 수 있음을 인지하여야 한다.

표2.국가별 주요 알레르기 식품

○ 대부분의 식품이 알레르기를 일으키는 원인 물질인 항원으로 될 수 있고 특히 땅콩은 아나필

락시스-쇼크 등의 중증 증상을 유발한다.특히 미국에서는 땅콩 섭취에 의한 아나필락시스로

인한 사망이 사회문제화 되고 있다.땅콩의 주요 항원으로 Arah1,Arah2등이 동정되었

으며,열처리로 그 양은 감소하지만 항원성은 반대로 증가한다고 한다.

-또한 최근 들어 새우,게를 위시한 갑각류에 의한 알레르기도 증가하고 있다.갑각류나 연체류

의 주요항원은 tropomyosin,열에 안정한 단백질이다.게는 음식물 의존성 운동유발 아나필락
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시스의 원인식품 중 상위로 이런 문제가 되고 있다.특정 과실이나 채소에 의한 구강알레르기

증후군도 증가 추세인 것으로 알려져 있다.

제 2절.항알레르기 식품개발 현황

○ 알레르기 완호 또는 예방 대책은 대부분「화분알레르기」를 표적으로 하고 있다.일본에서 돈

초(ragweed)와 삼목의 꽃가루에 기인한 알레르기 증상 즉,화분증이 각각 61년과 64년에 보고

된 이래 화분증발생률은 전국적으로 증가하고 있다.원인은 전후(戰後)인공 조림된 삼나무나

편백림의 다수가 착화수령에 도달해서 화분생산량이 급격히 증가하기 때문이라 본다.‘04년 7

월까지 화분 알레르기항원은 14과 40종 식물에서 보고되었다.삼나무화분의 주항원으로 2종

류의 단백질이 CryJ1과 CryJ2의 동정되어있다.

○ 최근 알레르기 반응의 시작을 유발하는 원인 식품 내에서 알레르겐으로 작용하는 단백질을

순수 정제하여 아미노산의 배열을 밝힌 뒤 알레르겐의 기능적 특성을 규명하는 연구가 다양

하게 이루어지고 있다.식품 중의 항원성 단백질을 감소시켜 알레르기 예방을 위해 다양한 시

도를 하고 있다.

첫 번째 방법은 농경학적 방법(arronomicmethod)으로 품종에 따라 중요한 알레르겐인 18

kDa단백질의 양이 차이가 나므로 재배 품종 선택이 중요하다.두 번째 방법인 열처리 가공

(thermalprocessing)은 식품 소재를 열처리 하면 식품 항원 종류에 따라 항원성 소실 정도에

차이가 난다.세 번째 방법으로는 효소를 이용한 단백질 분해방법(enzymaticproteolysis)으로

단백질 가수분해 시킨 저항원성 분유(Hypoallergenicformulawithextensively hydrolyzed

protein;eHPformula)가 개발되어 있다.네 번째로 유전자 조작(geneticengineering)에 의한

방법으로 antisenseRNA 유전자를 쌀에 삽입하여 16kDa의 중요 알레르겐을 80% 정도 감소

시키는 유전자 이식(transgenic)쌀을 개발하였다.그러나 이러한 저알레르겐 식품들은 현재 개

발 단계에 있으므로 환자들에게 실용화되기 이전에 안전성이 증명되어야 한다.

○ 알레르겐 제거 식품(레저식품)으로는 일본에서 계란,우유를 제거한「일본햄」시리즈,계란,

우유,대두를 제거시킨「모리나가제과의 아비농」시리즈(비스켓 등)등이 허가를 받았다.

○ 음식물 중의 항원 저감화시 고려사항으로는 알레르기 항원 자체가 식품가공에 중요한 역할을

하는 단백질인 경우,그 제거나 분해에 의해 제조된 저알레르기 항원식품의 가공특성은 원재
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료에 비해 저하 된다는 점을 고려해야 한다.예로 계란의 주요한 알레르기 항원인 OVA과

ovomucoid제거 시 계란의 가열 응고성․기포성 등의 중요한 가공특성이 현저히 저하된다.

밀알레르기 항원인 gluten을 효소 처리하여 저알레르기 밀가루를 만들면 밀 가공제품의 제조

에 불가결한 gluten의 특성이 소실되어 제빵 특성이 감소된다.

○ 저알레르기성 식품은 우유 단백질을 가수분해한 저알레르기 우유를 비롯하여 쌀을 염수에 침

지,가압하여 쌀의 주요 항원물질인 16k글로부린 등을 제거한 저알레르기 쌀이 제작되어있

다.염수(鹽水)세정(洗淨)에 의해 알부민/글로불린 등의 염용해성 단백질을 제거하는 저알레

르기 밀제품 개발이 시도되고 있다.가열․세정을 조합한 처리에 의해 ovomucoid의 제거도

가능한 것으로 알려져 있다.

○ 항원성 단백질을 결실시킨 품종 개발연구로는 대두의 주요 항원인 Glym Bd60K와 Glym

Bd28K가 제거된 변이주「도후쿠 124호」가 개발되었다.300종의 밀품종 중에서 밀에 감작된

환자혈청 IgE와 반응이 낮은 몇 개의 유망한 품종도 발견되었다.

○ 저 알레르기에 관한 국내 특허로는 항알레르기 효능을 지닌 천연물 추출액을 첨가하면 항알

레르기 효능과 함께 발효 과정을 거치면서 대두 항원의 양이 기존의 장류에 비해 크게 저하

되어 저알레르기 효과

○ 저알레르기 식품으로 일본에서 항원 저감화 쌀이 개발되어 특정 보건용식품(특보)의 제1호로

서 허가되었다(현재는 환자용 식품으로 분류).이러한 최근 국제적인 유발 원인단백질을 규명,

알레르기의 진단 및 치료제 또는 저 알레르기성 식품을 개발 노력에 편승하여 저알레르겐 장

류 개발 기술의 확보가 절실하다.

제 3절.본 연구결과의 의의

○ 국민의 건강은 국가 경쟁력 증강과 밀접한 관례가 있으므로 건강유지에 필수적 에너지를

공급하는 식생활에 기인한 질환의 발생 방지가 중요하다.

과학화와 공업화에 따른 공기,물,흙 등의 상태 변화로 식품소재인 식물·동물성 원료는

물론 사람의 체질도 바뀌어 선진국이 개발도상국보다 알레르기 발증 비율이 높아지는 현

상이 가속되고 있다.
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식약처에서 한국인에게 발생되는 주된 식품 알레르기 원인 식품으로 지정한 대두를 소재

로 가공한 제품인 장류 특히 된장을 식이 제한하고 있는 소수의 대두 알레르기 환자들은

콩 단백질을 섭취 후 극심한 피부,소화기,호흡기 장애를 겪을 수 있다는 두려움에 제품

을 회피하고 있는 실정이다.

한식의 주된 맛을 내는 장류로 인해 고충받는 일부 콩 알레르기 환자나 가족의 안전하고

화목한 식생활 유지,경쟁력 있는 전통장류 제품의 개발 분위기 선도,국제 경쟁령 강화

에 기여할 것으로 추측한다.
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제 3장 연구개발 수행내용 및 결과

제 1절 저 알레르겐 장류제조를 위한 대두품종 및 증자조건 탐색

1.서론

대두를 주 원료로 발효시켜 장기간 저장하며 섭취하는 된장,간장,고추장 및 청국장 등의 장

류제품은 현재 한국인들이 가장 선호하는 조미 식품이다.사회적으로 기능성 혹은 건강성을 지

향하면서 발효 식품인 장류의 소비가 증대되고 있는 시점에서 장류 제품의 상품적 가치를 높

이고 국내외에서 경쟁력의 향상이 필요하다.

대두 알레르기의 유병률은 지역,식습관,노출 시기나 정도에 따라 다르지만 소아의 1∼ 6%,

아토피 피부염 환아의 6%,우유알레르기 환아의 14%가 대두 알레르기가 나타난다고 한다.성

인 알레르기 환자의 대두에 대한 감작률은 3.8%로 알려져 있다.또한 우유 단백에 감작된 알

레르기 환아의 혈청조사 결과 18.3%에서 대두 특이 IgE항체 양성 반응이 나타난다고 한다.대

두 섭취 후 발증되는 대체로 나이가 들면서 자연소실되는 알레르기 증상은 3세경이면 대두에

대한 내성이 획득된다고 하여,대두 알레르기 환자의 경우 대두가 함유된 식품의 섭취를 회피

또는 제한하여 식단조절에 어려움이 많고 영양적 불균형으로 발육속도가 지연되는 등 1∼ 2

년 후 40%에서 대두 알레르기가 소실된다.

식품알레르기는 원인 식품을 철저하게 피하는 것이 가장 효과적이나,저렴한 단백질 공급원

인 대두를 첨가하여 개발된 제품이 워낙 많아서 현실적으로 힘들기 때문에 다양한 방법으로

대두의 알레르기성을 낮추는 방법이 시도되고 있다.전통 발효 식품인 된장을 먹고 아토피 증

상이 악화되어 식이 제한 하는 특이 체질의 성인도 있으므로,좀 더 효율적인 대두 발효법의

확립이 필요하다.

저 알레르기성 대두 발효물로 유아식,환자식 등을 다양한 식품을 제조하고 알레르기 환자의

혈청을 이용한 면역학적 진단 방법 확립 연구가 요구된다.국민 건강 증진을 위해 국산 대두

품종의 알레르겐 함량을 측정하여 알레르기성 질환을 가진 소비자용 식품소재를 발굴하여 전

통 식품의 맛과 향을 유지하고 알레르겐이 감소된 장류의 생산은 대두 단백질에 과민 반응을

일으키는 환자들의 식생활을 개선시킬 수 있을 것으로 기대된다.

효소처리 및 화학 약품 처리 등의 방법이 알레르기 유발 단백질의 제거에 효과가 있다는 보

고가 있지만 한국산 대두의 처리공정 혹은 발효 중 알레르겐의 변화에 대한 연구는 아직 미비

한 실정이다.또한 대두의 항원성 단백질(알레르겐)의 변화에 대해 한약재 첨가 등을 통한 저
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알레르겐 청국장 제조 등에 대한 연구가 이루어져 있지만 공정 중 저 알레르겐 장류 제조를

위한 체계적인 원료 콩의 선발,증자,발효 공정이 확립되어있지 않다.그리고 대두 발효 식품

제조 공정 중의 대두중의 알레르겐의 함량 및 알레르겐 특이성 변화에 대한 연구가 부족한 실

정이다.국가 간 무역 활성화로 인한 무한경쟁에서 비교 우위를 차지하기 위해서는 장류의 알

레르기성 평가는 선행 되어야 할 연구이다.

당해년도 연구에서는 품종별 국내산 대두를 확보하고 저알레르겐 장류 제조를 위한 효율적인

증자 조건을 설정하여 그에 따른 성분 변화를 살펴보았다.또한 국내 시판중인 장류제품의 알

레르기 유발성 단백질의 존재여부를 조사하였다.

2.재료 및 방법

가.실험재료

본 실험에 사용된 대두 시료는 경남 밀양시 소재의 국립식량과학원으로부터 장류제조용 적합

품종으로 추천되는 대풍,대원,태광의 3품종을 제공받았으며,경상대학교 농학과(정종일 교수

팀)에서 육종한 개척 2호(Kunitz trypsin inhibitor(;KTI) 및 Lypoxygenase 결실 품종),

CN628-15(1)(주요 대두 알레르겐인 Trypsininhibitor결실 품종),S-09(주요 대두 알레르겐

인 Kunitz,β-conglycin의 α-subunit결실 품종),CN304-13의 4종 등 총 7종을 사용하였다.

Fig1.7품종의 대두 시료

나.대두원료의 형태적 특성
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품종별 원료 대두의 형태적 특성은 다음과 같이 측정하였다.대두의 직경은 각 품종의 대두

낟알을 10반복으로 취하여 고정도 디지매틱 마이크로미터(Digimaticmicrometer,Mitutoyo)를

이용하여 정밀하게 측정한 후 평균값으로 하였다.

대두의 천립중은 각 품종의 대두 1000개씩을 5반복으로 취하여 무게를 측정한 후 평균값으로

하였다.

다.증숙 및 자숙조건 설정

7가지 대두 품종의 열처리 방법에 따른 항원성의 변화를 확인하기 위해 증숙 공정은

Autoclave,121℃에서 10,20,30,40,50,60분 실행하였으며,자숙 공정은 100℃,끓는 물에서

1,2,3,4,5,6시간 중탕 가열 처리하였다.

라.총질소 함량 측정

대두의 총질소(TN :Totalnitrogen)함량 측정은 균일하게 분쇄한 시료 1g을 취하여

Kjeldahlflask에 넣고,K2SO4와 CuSO4∙5H2O를 9:1의 비로 혼합한 촉매제 2∼ 3g과

conc.H2SO415ml을 넣어 2시간 동안 분해시킨 후 증류수를 첨가하여 100ml로 정용하고 소

비된 0.02N HCl의 ml수를 총질소로 환산하였다.증류시 사용한 시약은 NaOH -Sodium

thiosulfate(Na2S2O3∙5H2O)용액과 2% Boricacid(H3BO3)용액 그리고 지시약은 Bromocresol

green과 Methylred를 에탄올에 2:1의 비로 섞은 혼합지시약을 사용하였다.

마.아미노태 질소 측정

청국장의 아미노태 질소(AN :Aminotypenitrogen)함량 측정은 균일하게 분쇄한 시료 5g

을 250ml메스플라스크에 넣고 증류수를 가하여 정용한다.이 중 50ml을 취하여 100ml

beaker에 넣은 후 0.1NNaOH으로 pH8.4가 될 때까지 중화한다.여기에 중성포르말린 20ml

을 가하고 0.1N NaOH으로 pH 8.4가 될 때까지 적정한다.적정의 종점을 결정하기 위하여

pHmeter(Orion420A,USA)를 이용하였다.

바.유리아미노산 함량 분석

탈지시킨 대두 분해 시료 2.5g에 물 25ml을 가하여 균질화한 후 100℃에서 15분간 가열처리
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하여 아미노산을 용출시켰다.시료를 WatmanNo.2filterpaper를 이용하여 filtering한 후 회

전식 진공증발 농축기를 사용하여 감압농축 한 후 이 농축액을 litium citratebuffer(pH 2.2)을

이용하여 10ml로 정용하였다.정용 후 0.22um filter로 filtering하고 sep-pak으로 색소를 제

거하여 분석시료로 사용하였다.분석은 아미노산 자동분석기 (aminoacidautoanalyzer)를 사용

하였으며,그 조건은 다음과 같다.

Table1.아미노산 자동분석기의 구성과 분석 조건

Instrument Sykam S433

Column size 4mm× 150mm

Absorbance 570 nm and 440 nm

Reagent flow rate 0.25 ml/min

Buffer flow rate 0.45 ml/min

Reactor temperature 120℃

Reactor size 15m

사.시판 장류제품의 수집

된장,쌈장 및 미소(일본 된장)등 시판 장류제품은 H마트에서 16종을 구입하여 분석을 실시

하였다.

아.산도측정

산도는 0.1NNaOH용액으로 중화적정하여 초산으로 환산하였다.

자.pH

pH는 시료 5g을 증류수 95ml에 현탁시켜 pH meter(Orionmodel420A;USA)로 측정하였

다.

차.수분측정
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청국장 제품의 수분함량은 적외선 수분측정기(FD-600,Kett)로 40분간 측정하였다

카.시판 장류제품의 아미노태 질소 측정

장류의 아미노태 질소 함량 측정은 시료를 5g을 250ml메스플라스크에 넣고 증류수를 가하

여 100ml까지 정용한다.이 중 50ml을 취하여 100mlbeaker에 넣은 후 0.1N NaOH으로

pH 8.4가 될 때까지 중화한다.여기에 중성포르말린 20ml을 가하고 0.1N NaOH으로 pH 8.4

가 될 때까지 적정한다.적정의 종점을 결정하기 위하여 pHmeter(Orion420A,USA)를 이용

하였다.

타.단백질의 추출

시판 장류 중 단백질 함량 조사를 위해 수집된 장류를 동결건조 후,hexane과 1:8(w/v)비율로

혼합한 뒤 2시간 교반 후,hexane을 교체해가면서 총 3회 탈지하였다.탈지된 장류 1g을 30

mM Tris-HCl(pH 8.5)또는 Phosphatebufferedsaline(PBS,pH 7.4)을 10ml가한 후 3시간

동안 교반 후 원심분리(12,000rpm,10mins)하여 그 상징액을 본 실험의 단백질 추출물로

사용하였다.

파.단백질 농도

추출된 단백질은 Bradford법으로 표준물질을 BSA (bovineserum albumin)로 하여 농도를

측정하였다.

하.시판 장류 제품의 SDS-PAGE전기영동

Gel은 15% separatinggel과 5% stackinggel을 이용하였고,시료와 샘플버퍼를 혼합한 후 끓

는 물에서 5분간 가열한 뒤 well당 4μg을 loading하여 SDS-PAGE를 실시하였다.전기영동

은 100volt에서 90분 시행하였으며 전기영동 후,gel은 Coomassiestainingsolution(1.0g

CoomassieBlueR-250,450mlmethanol,450mlH2O,100mlglacialaceticacid,800ml

H2O)로 20분간 염색하고 Coomassiedestainingsolution(100mlmethanol,100mlglacial
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aceticacid,800mlH2O)로 적절히 탈색 후 구성단백들의 분포를 비교분석 하였다.

거.효소면역학적 분석법을 이용한 특이 IgE및 IgA의 측정

ELISA는 Engvall와 Perlmann등의 방법에 준하여 실시하였다.시판 장류제품의 단백질 추출물

을 항원으로 사용하였고,각각의 추출물을 96-wellplate(NUNC,Denmark)에 최종 농도가 10

μg/ml이 되도록 PBS(20mM sodium phosphate,150mM NaCl,2.7mM KCl,pH 7.4)로 희

석하여 각 100 μl씩 분주하고 4℃에서 하룻밤 coating하였다.다음날 PBST (phosphate

bufferedsalinecontaining0.05% (v/v)tween20)로 3회 세척하였으며,비특이적 결합을 방지

하기 위해 blockingbuffer(10% fetalbovineserum-phosphatebufferedsaline)을 이용하여 1

시간 blocking한 후 다시 PBST로 3회 세척하였다.여기에 PBS를 이용해 1:100으로 희석한

대두 민감성 환아혈청을 100μl씩 가하고 37℃에 2시간 반응시켰다.PBST로 3회 세척한 후,

1000배로 희석시킨 peroxidase-conjugatedanti-humanIgE 및 IgA도 37℃에 2시간 반응시켰

다. PBST로 4회 세척한 후, TMB substrate solution (3,3’,5,5’-tetramethylbenzidine,

citrate-phosphatebuffer10ml,30% H2O22μl)를 첨가하여 각 well에 100μl씩 넣고 10분간

발색시켰다.1M phosphoricacid를 첨가하여 발색을 정지시킨 후 450nm에서 흡광도를 측정하

였다.

3.증자 조건에 따른 대두의 성분 분석

가.대두 품종별 형태적 특성

대두의 품종에 따른 형태적 특성 조사 결과를 Table2에 나타내었다.대두의 크기는 대원,개척,대풍,

태쾅,CN628-15(1),S-05(진농1호),CN304-13은 순으로 나타나 품종별 직경의 차이가 있음을 알 수 있었

다.공시 대두의 천립중을 측정한 결과 대원콩,개척 2호는 중립종(350∼250g),대풍콩,태광콩은 소립종

(250∼150g),또한 극소립종(>150g)에 해당되는 품종은 CN628-15(1),S-09(진농1호),CN304-13으로 나

타났다.또한 배꼽색과 자엽색을 조사한 결과도 다양하게 나타나,원료 대두의 크기 및 천립중,색상의

선택은 영양성분 조성 뿐만 아니라 관능적,기호적인 측면에 큰 영향을 미치기 때문에 장류 제조시 대두

품종의 선택은 목적에 적합하도록 선별하는 작업이 선행되어야 할 것이라 사료된다.
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Table2.대두 품종별 직경,백립중 및 색상

품종
백립중

(g/100립)
배꼽색

노란콩

대풍콩 201.6소립 백색

대원콩 256.8중립 황색

태광콩 202.5소립 백색

개척2호 256.4중립 흑갈색

CN628-15(1) 103.6극소립 백색

검정콩

S-09(진농1호) 80.3극소립 검정색

CN304-13 112.5극소립 검정색
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나.증자조건에 따른 품종별 대두의 총질소 함량

증자조건에 따른 품종별 대두의 총질소 함량을 측정한 결과를 Fig.2에 나타내었다.대풍,대원,태광,

개척 2호,CN628-15(1),S-09,CN304-13의 총질소 함량은 평균 41.13∼ 44.23%로 품종간 차

이를 보였다.특히 극소립종인 CN628-15(1)은 44.23%로 비교적 높은 함량을 보였고,검은콩

품종인 CN628-15(1),S-09,CN304-13은 비교적 낮은 함량인 41.13% 정도로 나타났다.일반

적으로 많이 가공되는 소립,중립 품종인 대풍,대원,태광콩의 총질소 함량은 41∼43% 였다.

대두를 물에 담근 상태로 열처리 해서 익히는 자숙법은 수용성 영양물질이 손실되고 익히는

시간이 장시간 소요되어 비경제적인 것으로 알려져 있다.증숙 처리 30분,자숙 처리 3시간 후

총질소 함량은 약간 감소되는 경향을 보였으나 큰 유의적 차이는 없었고,이는 수용성 단백질

이 가열처리 중 약간 용출되어 손실이 있었기 때문이라 사료된다.

Fig.2.대두 품종별 증자 조건에 따른 총 질소 함량

A:대풍,B:대원,C:태광,D:개척 2호,E:CN628-15(1),F:S-09,G:CN304-13
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다.증자조건에 따른 품종별 대두의 아미노태 질소 함량

증자조건에 따른 품종별 대두의 아미노태 질소 함량을 측정한 결과를 Fig.3에 나타내었다.대풍,대

원,태광,개척 2호,CN628-15(1),S-09,CN304-13의 아미노태 질소 함량은 평균 160.5∼

378.65mg%로 품종간 많게는 2배 이상의 큰 차이를 보였다. 121℃의 증숙 조건하에서 아미

노태질소는 생 대두에 비해 현저히 감소하는 경향을 나타내었다.자숙 처리 후에는 증숙처리보

다 더 감소하는 경향을 나타내었다.그러나 CN628-15(1),S-09품종은 열처리 후에도 다른 품

종에 비해 아미노태 질소 함량 감소가 적은 것으로 확인되었다.생대두를 열처리 후 대두중 아

미노태 질소 함량이 감소되는 이유는 가열에 의한 maillard반응 결과 당과 질소화합물의 결합

에 의해 불용성 화합물이 형성되기 때문으로 추측된다.

Fig.3.대두 품종별 증자 조건에 따른 아미노태 질소 함량

A:대풍,B:대원,C:태광,D:개척 2호,E:CN628-15(1),F:S-09,G:CN304-13
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라.증자조건에 따른 품종별 대두의 유리아미노산 함량

증자조건에 따른 품종별 대두의 유리아미노산 함량을 측정한 결과를 Table3에 나타내었다.대풍,대

원,태광,개척 2호,CN628-15(1),S-09,CN304-13의 필수 유리아미노산 함량을 비교한 결과 품

종간 현저한 차이가 있음을 확인하였다.또한 주요 아미노산은 Val,Tyr,Phe,His등으로 나

타났으며 열처리 조건에 따라 다양한 패턴으로 변화되는 것을 확인하였다.일반적으로 121℃의

증숙 처리 후 생 대두와 비교하여 함량이 1.5∼ 2배,크게는 3배 이상 증가하여 영양성분 이

용가능성이 효율적으로 증가하는 경향을 나타내었다.반면 100℃의 자숙 처리 후에는 증숙처리

보다 유리아미노산 증가정도가 낮았으나,생 대두에 보다는 약간 높았다.이와 대조적으로 검

은콩 품종인 S-09,CN304-13품종을 가열처리한 경우에는 생 대두와 증숙 대두의 유리아미노

산 함량이 큰 차이를 나타내지 않았으며,자숙 후에는 오히려 감소하는 경향을 나타내었다.이

는 검은콩의 유리아미노산 성분은 자숙처리에 의해 물로 용출되어 손실되는 경향이 크게 나타

난 것이라 사료되며,이는 성분 조성뿐만 아니라 대두를 구성하는 성분들의 구조적인 차이에

기인하는 것이라 추정되지만 확실한 원인 파악을 위해서는 구체적인 연구가 필요할 것으로 생

각된다.

Table3(A)증자조건에 따른 대풍콩의 유리아미노산 함량 (mg%)

Raw soybean Steamedsoybean Boiledsoybean

Thr 12.30 35.54 13.56

Gly 11.20 24.98 10.89

Val 57.20 152.73 70.31

Met 4.50 11.10 6.47

Ile 11.20 25.58 11.11

Leu 15.60 41.99 17.42

Tyr 22.40 65.25 27.24

Phe 31.30 78.82 33.66

His 32.50 72.42 33.36

Lys 15.20 31.15 16.23
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Table3(B)증자조건에 따른 대원콩의 유리아미노산 함량 (mg%)

Raw soybean Steamedsoybean Boiledsoybean

Thr 15.96 22.65 31.35

Gly 13.48 23.74 18.33

Val 124.64 152.47 125.42

Met 11.04 15.44 19.70

Ile 15.13 32.61 27.06

Leu 22.12 0.16 42.09

Tyr 24.67 45.31 37.95

Phe 42.80 71.59 45.10

His 56.99 58.86 66.07

Lys 43.76 69.24 60.96

Table3(C)증자조건에 따른 태광콩의 유리아미노산 함량 (mg%)

Raw soybean Steamedsoybean Boiledsoybean

Thr 21.31 60.03 24.24

Gly 15.20 38.07 18.79

Val 58.24 180.90 81.07

Met 9.27 12.42 15.10

Ile 17.16 38.54 20.89

Leu 28.46 66.14 33.64

Tyr 85.91 317.12 154.99

Phe 33.05 121.17 62.04

His 41.60 96.33 50.58

Lys 22.61 57.28 35.46
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Table3(D)증자조건에 따른 개척 2호 콩의 유리아미노산 함량 (mg%)

Raw soybean Steamedsoybean Boiledsoybean

Thr 13.92 32.59 65.44

Gly 7.37 23.75 45.56

Val 27.16 63.68 167.13

Met 5.83 14.63 24.73

Ile 10.19 21.63 37.88

Leu 13.81 33.52 58.90

Tyr 21.56 33.47 82.08

Phe 28.39 35.10 96.60

His 31.64 61.10 115.17

Lys 22.31 53.20 132.43

Table3(E)증자조건에 따른 CN628-15(1)콩의 유리아미노산 함량 (mg%)

Raw soybean Steamedsoybean Boiledsoybean

Thr 31.63 38.88 28.95

Gly 22.03 32.37 14.16

Val 78.82 171.93 80.74

Met 12.00 23.44 13.30

Ile 18.71 32.07 18.08

Leu 29.07 50.15 26.76

Tyr 43.38 93.32 44.26

Phe 50.80 96.80 45.95

His 60.06 80.71 41.60

Lys 70.64 110.18 48.15
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Table3(F)증자조건에 따른 S-09콩의 유리아미노산 함량 (mg%)

Raw soybean Steamedsoybean Boiledsoybean

Thr 24.70 29.76 0.47

Gly 17.05 18.83 0.35

Val 130.18 136.05 3.28

Met 13.22 7.43 0.32

Ile 19.97 15.81 0.41

Leu 32.37 27.84 1.50

Tyr 26.22 45.25 1.33

Phe 40.30 66.94 1.98

His 53.36 47.90 6.23

Lys 30.85 28.90 2.39

Table3(G) 증자조건에 따른 CN304-13콩의 유리아미노산 함량 (mg%)

Raw soybean Steamedsoybean Boiledsoybean

Thr 36.39 36.67 12.30

Gly 20.10 20.15 5.34

Val 176.73 171.84 59.27

Met 21.76 12.63 4.82

Ile 33.37 24.81 9.12

Leu 49.98 38.35 13.92

Tyr 49.12 77.67 27.15

Phe 53.88 77.39 27.23

His 75.43 60.87 27.76

Lys 32.87 24.43 9.82
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4.시판 장류제품의 알레르겐함량의 정성적 확인

가.시판 장류의 수집 및 성분

장류제품이 과민성 체질을 가진 소비자들에게 콩 알레르기 유발 가능성을 조사하기위해서 국

내에서 시판되고 있는 장류,즉 된장(a∼ h),쌈장(i∼ n)및 일본 된장인 미소(o,p)16시료

를 수집하여 성분 분석을 실시하였다.수집된 장류시료의 산도는 된장은 0.15∼0.25%범위였으

며 쌈장은 산도 0.20%인 m 시료를 제외한 나머지 제품의 산도가 0.15나타났다.일본식 된장

인 미소 제품의 경우 산도가 0.15및 0.20%로 한국에 시판되고 있는 개량식 대량 생산 장류

와 비슷한 산도를 나타냈으며 16종의 모든 제품의 산도는 아주 낮았다.구입한 모든 장류 시료

의 pH는 5.02∼5.66이었으며 수분함량은 된장 제품군(a∼h)49.0∼ 57.0% 비해 쌈장 제품군(i

∼n)에서 38.3∼ 47.1%로 낮은 수분함량을 보였다.아미노태질소 함량을 측정한 결과 h제품

이 840.60mg%로 가장 높았고 190.54mg%인 n제품의 약 4.4배에 해당하였다.아미노태질

소함량의 차이는 발효 미생물의 종류나 밀도와 발효 온도 및 시간 등의 생육상황,생성된 효소

의 종류 및 역가,보관 숙성조건 등 여러 가지 요인에 따라 차이가 생길 수 있으며 제조회사별

발효 공정의 차이에 기인할 수도 있을 것으로 사료된다.
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Fig4.시판장류의 수집
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　Sample 산도 pH
수분함량

(%)

아미노태질소함량

(mg%)

a 0.20 5.21 49.0 271.79

b 0.25 5.17 51.8 294.21

c 0.15 5.16 57.0 470.74

d 0.20 5.31 55.7 493.15

e 0.15 5.43 48.5 341.84

f 0.30 5.27 50.7 495.95

g 0.20 5.13 54.3 392.28

h 0.25 5.27 51.9 840.60

i 0.15 5.13 47.1 252.18

j 0.15 5.66 41.4 235.36

k 0.15 5.32 43.1 302.61

l 0.15 5.23 43.0 240.97

m 0.20 5.46 43.4 252.18

n 0.15 5.02 38.3 190.54

o 0.15 5.45 50.8 347.44

p 0.20 5.49 50.0 305.42

Table4.시판장류 16종의 일반성분 분석
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나.장류 제품 중의 단백질 추출

조미 식품으로 널리 사용되고 있는 콩 발효 염장제품의 알레르기 유발 가능성을 조사하기 위

하여 현재 소비되고 있는 시판 된장 및 쌈장 등 16종의 장류 제품 중의 단백질을 추출하였다.

구입한 장류를 동결건조를 실시한 후 hexane을 이용하여 탈지를 실시하였다.효과적인 장류의

단백질 추출을 위해 Phosphatebufferedsaline(PBS)및 30mM Tris-HCl(pH 8.5)의 두가지

완충 용액을 이용하여 추출하였다.추출액 중의 대두 단백질 농도를 측정한 결과 Tris-HCl을

용매로 했을 경우 PBS를 용매로 추출한 경우보다 대부분의 장류제품에서 높은 단백질 함량이

검출되었다(Fig.5).쌈장제품의 단백질 함량이 된장제품보다 높게 나타났는데 그 이유는 쌈장

제조시 참깨,고춧가루,마늘 등의 부재료의 첨가에 기인한 것으로 사료된다.예외적으로 d제

품의 경우는 찌개용 된장으로 조개 엑기스,고춧가루 등 다른 된장 제품군에 비해 조미가 많이

되어 있어 쌈장과 비슷한 단백질 함량을 보인 것으로 생각되며 n쌈장의 경우 a된장 제품과

같은 업체의 제품으로 원료 된장 자체의 단백질이 효율적으로 잘 분해되어 있는 것으로 사료

된다.일본산 o,p제품은 한국의 장류 제품에 비해 다소 단백질 함량이 낮았다.
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(A)

(B)

(mg/ml)

Fig.5.시판장류 제품의 단백질 함량
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다.시판 장류 제품 중의 SDS-PAGE전기영동 분석

시판장류 16종에서 추출한 단백질을 각 well당 4μg를 loading한 후 100V에서 90분간 전기영

동 한 결과를 아래의 Fig.6에 나타내었다.PBS를 용매로 한 경우,추출액의 단백질 함량은 낮

았으나 SDS-PAGE를 실시했을 시 Tris-HCl을 용매로 한 경우보다 단백질 밴드가 선명하게

나타났으나 장류샘플의 gel상의 단백질 밴드 분포도의 차이는 없었다.대부분의 시판장류 중

에 10∼100kDa의 다양한 분자량의 단백질이 분포하는 것을 확인할 수 있었다.된장 장류 제

품군 중 a는 밴드의 수나 농도가 낮은 것으로 미루어 다른 장류 제품군에 비해 단백질 분해가

잘된 것으로 확인할 수 있었으나 37 kDa 및 70 kDa 부근 에서 고분자량의 단백질이

SDS-PAGE상에서 미약하게 확인이 되어 완전한 대두의 단백질 분해가 이루어지지 않은 것으

로 사료된다.쌈장의 경우 대부분의 제품군에서 20∼ 60kDa사이에 진한 밴드들이 분포하고

있었으며 쌈장의 제조 특성상 다양한 부재료로부터 추출된 단백질들이 존재하는 것으로 판단

된다.쌈장 n의 경우 다른 쌈장제품에 비해 15kDa이하로 단백질이 많이 분해된 상태인 것을

확인할 수 있었으나 a와 마찬가지로 전체적으로 미약한 밴드가 검출됨을 확인할 수 있었다.장

류의 발효 및 숙성 공정 중 단백질의 분해가 원만히 이루어지지 않을 경우 콩 단백질에 과민

반응을 보이는 소비자가 섭취했을 시 대두 및 부재료에 의한 알레르기 유발을 증가시킬 수 있

다고 사료되어 발효미생물의 선정 및 장류제조에서의 대두의 열처리조건 등의 설정이 저 알레

르기 장류제품 개발을 위해 필요하다고 사료된다.현재까지 장류 중 단백질 pattern에 관한 연

구가 거의 없었다.알레르기 환자가 증가하고 있는 현 상황에 비추어 장류 생산중 단백질의 변

화 및 감화에 관한 연구는 꼭 수행되어야 할 것이다.



- 57 -

Fig.6.시판장류의 SDS-PAGE

(A)30mM Tris-HClbuffer(pH8.5)추출 단백질

(B)Phosphatebufferedsaline(PBS)buffer추출단백질
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라.효소면역학적분석법(ELISA)에 따른 시판장류 제품의 알레르기성 탐색

시판 장류 제품 속에 함유된 대두 단백질과 민감하게 반응하는 특이성 항체를 가진 환아(대

두 알레르기성 비특이체질 아이)의 혈청을 반응시킴으로써 면역학적으로 반응하는 특이 IgE

및 IgA 농도를 측정한 결과를 Fig.7나타내었다.장류제품 d에 대한 혈청 중 특이 IgE레벨

이 3명의 환아 모두 높게 나타났으며 특히 i,k,o및 p제품 에서 높은 특이 IgE레벨을 보였

다.환자 개개인의 대두에 대한 민감도나 특성에 따라 특이 IgE 수치의 차이가 있었으나

SDS-PAGE상 단백질 밴드의 수나 농도가 낮았던,즉 발효중 단백질 분해가 잘 된 제품군에

대해 상대적으로 낮은 IgE반응성이 검출되었다.장관면역계와 관련 있는 IgA의 경우 IgE수

치보다 비교적 모든 제품군에서 낮게 나타났으며 쌈장제품군이 대체적으로 된장 제품군보다

다소 높은 IgA 레벨을 보였다.하지만 ELISA 분석을 위해 사용한 환아의 수가 적으며,1∼2

살 사이의 낮은 연령대에 국한되어 있고,이중맹검경구유발시험을 통해 콩 알레르기로 확진된

환아가 아니라 혈청 속에 콩 특이 IgE반응성을 가진 경우에 해당하기 때문에 이상의 결과를

바탕으로 실제로 항원성의 차이를 분석·판단하는데는 어려움이 있을 것으로 생각된다.본 연구

가 열처리 및 모든 가공공정을 거친 완제품 장류를 시료로 단백질을 추출하여 알레르기 유발

가능성을 측정한 우리나라 최초의 연구 결과로 장류에 의한 콩 특이 식품알레르기 분야의 연

구 발달에 큰 역할을 할 것으로 기대된다.
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Fig.7.시판 장류제품에 대한 민감성 환아 혈청의 특이 IgE및 IgA레벨
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2절 대두의 품종 및 증자조건에 따른 항원성변화 규명

1.서론

대두는 Leguminosae과에 속하며 단백질 함량이 30-45%를 차지하고 지질이 풍부하여 밭에서

나는 쇠고기라고 불리는 대두는 경제적으로 매우 중요한 작물로,우리나라를 비롯하여 중국,

일본,유럽 각지와 미국 등에서 널리 재배되어 섭취되고 있는 식용자원이다.곡류 위주의 식생

활에서 부족하기 쉬운 단백질의 주요 공급원인 대두는 특별히 한국 사람의 식생활에서 큰 비

중을 차지하는데 두부,된장,간장,콩가루,콩기름,콩나물로 섭취하는 등 여러 형태의 음식으

로 사용되고 있으며 아기들에게도 일찍부터 된장이나 두부 등의 형태로 영양 공급원으로 이용

되었다1).그리고 최근에는 두유형태로 영유아용 영양보조 식품으로 많이 이용되고 있으며,

1985년 남양유업에서 '호프'라는 대두단백 제조유를 생산하면서 대량공급이 시작되었다.서구

에서는 1909년 대두 단백질이 우유대체 식품으로 처음 사용되었으며2),대두단백조제유가 우유

알레르기 환아의 대체식품으로 사용된 것은 1929년이다3).대두단백 조제유(남양 호프알러지,

매일 Soy-A,Soya,Infasoy,Isomil,Prosbee등)는 분리대두단백,식물성 유지,당,덱스트린이

주 원료이며,대두에 부족한 methionine,taurine,carnitine,철분 등이 첨가된 유아식으로 맛이

좋고 가격이 저렴하여 우유대체 식품으로 널리 이용되고 있다.영유아가 대두단백 조제유를 섭

취하는 경우 영양학적으로 정상이며,정상적인 발육을 나타낸다는 보고4-7)가 있는 반면,Chan

등은 2-4개월 영아에서 뼈의 미네랄 저하,혈중 아연 농도의 저하와 철분의 저하를 보고하였다

8).

대두 단백질의 80-90%를 차지하는 성분은 글로부린(globulin)이며,이 단백질은 대두 알레르

기 반응을 일으키는 환자에게 specific-IgE항체 생성을 유도하며,같은 Leguminosae과에 속

하는 땅콩 등의 식품과 교차 반응성을 나타내는 단백질 성분이다9).대두에 포함된 알레르기를

일으키는 주요 단백질 항원으로는 30kDa의 Gly m 1,20kDa의 Kunitzsoybeantripsin

inhibitor등이 알려져 있다10-13).대두 단백은 초원심분리기를 이용하여 침강계수에 따라 2S,

7S,11S,15S의 4가지 주요 분획으로 구분되며14),각각의 분획은 단백질의 복합체로 구성된다.

7S와 11S가 각각 추출된 단백의 1/3을 차지하며,2S가 20%,15S가 10%를 차지한다.2S는 α

-conglycinin으로 구성되며 15S는 glycinin이 응집된 것으로 되어 있다15).7S는 180kDa의

glycoprotein인 β-conglycinin이 약 50%를 차지하고 있는데 α,α',β의 3개의 소단위의 조합으

로 삼합체(trimer)를 형성하고 있다16).이 중에서 α 소단위인 Glym Bd60K는 7S글로불린

분획에 존재하는 대두의 주요 알레르겐 단백의 하나이다17).11S는 대부분이 대두 저장 글로불
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린인 glycinin으로 구성되어 있으며 이것은 350kDa의 육합체(hexamer)로서 서로 다른 G1-G5

의 5개의 소단위의 조합으로 이루어져 있는데 이 중에서 G1의 IgE 항원결정인자가 땅콩

glycininArah3의 IgE항원결정인자와 유사한 것으로 알려져 있다18).식물에 함유된 단백질

중에는 식물체에 침입하여 질병을 일으키는 해충 등에 대항하여 방어 기능 수행을 위한

pathogenesis-relatedproteins(PRs)들이 음식물 알레르기를 일으키는 물질,즉 항원과 관련성

이 높은 것으로 알려져 있는데19),특별히 현재는 Glym 4로 명명된 PR-10proteinstarvation-

associatedmessage22(SAM22)가 자작나무 꽃가루의 주요 알레르겐인 Betv1과 관련성이

있어,자작나무 꽃가루에 알레르기가 있으면서 대두 알레르기가 동반된 경우에 심한 구강알레

르기 증후군과 아나필락시스를 유발하는 Glym 4(17kDa)가 주요 알레르겐임이라고 보고된

바 있다20).이에 본 연구에서는,열처리하지 않은 대두 단백질을 분리하여 대두에 대해 알레르

기 반응을 일으키는 환자들의 혈청을 이용하여 품종별 대두의 항원성을 알아보았다.

2.재료 및 방법

가.실험재료

본 실험에 사용된 대두 시료는 국립 식량과학원으로부터 장류제조용 적합 품종으로 추천되는

대풍,대원,태광 품종을 제공받았으며,경상대학교 농학과(정종일 교수팀)에서 육종한 개척 2

호,CN628-15(1),S-09,CN304-13등 총 7종으로 연구를 수행하였다.

Fig1.7품종의 대두 시료

나.대상 환자 및 혈청
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Patient No. Sex
Age

(Years)

Total IgE

(kUA/L)

Soybean specific IgE

(kUA/L)

1 F 2 1376 49.2

2 M 2 5001 60.9

3 M 2 5001 54.1

4 F 1 765 39.7

2010년 3월부터 2010년 8월까지 삼성서울병원에 내원하여 Hanifin의 진단기준21)에 따라 혈

청 내 콩에 대한 특이 IgE수치가 30kU/L이상을 보인 환아 7명을 대상으로 하였다.이 중 실

제로 대두에 대한 알레르기 증상을 보인 경우는 4명이었고,나머지는 3명은 이전에 대두에 의

한 증상 발현 경험이 없는 환아였다.혈청 내 콩 특이 IgE는 CAP-FEIA (Pharmacia,Uppsala,

Sweden)으로 측정하였고,정상 대조군은 콩 특이 IgE가 없고 콩 섭취 후 어떠한 증상도 발현

되지 않는 건강한 성인의 혈청을 사용 하였으며 혈청은 -80℃에 보관하였다.

Table1.대두 민감성 환자 혈청 정보

다.대두 단백질 추출 및 정량

열처리하지 않은 대두를 시료 곱게 분쇄하고 시료 내 존재하는 지방성분을 제거하기 위하여

5배량의 n-Hexan을 넣고 실온에서 1시간 동안 교반시키는 과정을 두 번 반복하였다.이렇게

하여 얻은 분말은 30mM Tris-HCl(pH8.0),1M NaCl과 함께 1:10(w/v)비율로 섞은 후

실온에서 microtubemixerMT-360(TomySeikoCo.,Ltd.,Japan)를 이용하여 3시간 동안

추출하여 단백성분을 용출시켰다.이 용액을 4℃,12,000rpm에서 10분간 원심 분리한 후,상

징액을 사용 전까지 -20℃에서 보관하여 사용하였다.추출된 단백질은 Bradfordmethod에 근

거한 Bio-Rad의 ProteinAssay로 정량하였고,표준물질로 BSA(bovineserum albumin)을 사

용하였다.

라.대두 단백질의 SDS-PAGE

품종별 대두 알레르겐 함량의 변화를 추정하기 위하여 Laemmli의 방법22,23)에 준하여
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SDS-PAGE를 실시하였다.Gel은 12% separatinggel과 5% stackinggel을 이용하였고,시료

는 3배 농도의 sample buffer (1 M Tris-HCl: pH 6.8,50% glycerol,10% SDS,

2-mercaptoethanol,1% bromphenolblue)와 2:1(w/v)로 섞은 후 끓는 물에서 5분간 가열한

뒤 lane당 3μg/ml분리하였다.전기 영동은 100volt에서 90분 시행하였으며 전기영동 후,

gel은 Coomassiestainingsolution(1.0gCoomassieBlueR-250,450mlmethanol,450ml

H2O,100mlglacialaceticacid,800mlH2O)로 20분간 염색하고 Coomassiedestaining

solution(100mlmethanol,100mlglacialaceticacid,800mlH2O)로 적절히 탈색 후 구성단

백들의 분포를 비교분석 하였다.

마.대두 민감성 환자 혈청을 이용한 immunoblotting

Immunoblotting은 Son등의 방법24)에 준하여 실시하였다.SDS-PAGE 후 분리된 단백질은

PVDF (polyvinylidenedifluoride)membrane(Bio-Rad,USA)에 trasnsferbuffer(trisbase

11.5g,Glycine58g,10% SDS20ml,Methanol400ml,1500mlH2O)를 사용하여 100volt

에서 60분 electrotransfer하고 비특이적 결합을 방지하기 위해 5% skim milk가 포함된

TBST(trisbufferdsaline,pH7.5containing0.05%(v/v)tween20)용액으로 4℃에서 하룻밤

blocking하였다.TBST용액으로 3회 세척 후,환아 혈청은 2.5% skim milk가 포함된 TBST

로 1:100으로 희석하여 실온에서 2시간 반응시키고 TBST 용액으로 3회 세척 후,1:1000으로

희석시킨 peroxidase-conjugatedantihumanIgE와 실온에서 1시간 반응시켰다.TBST용액으

로 3회 세척 후, ECL(enhanced chemiluminescense, Amersham Pharmacia Biotech,

Buck-inghamshire,UK)를 이용하여 X-ray필름(EastmanKodak,Rochester,N.Y.,USA)에

감광시켜 발색 반응을 관찰하였다.

바.MALDI-TOFMS분석

대두 알레르겐의 N-terminalaminoacidsequence를 확인하기 위해 경상대학교 공동실험실습

관에 의뢰하여 분석하였다.

대두 단백질을 포함한 SDS-PAGE의 gel조각은 단백질 가수분해 효소인 trypsin0.015μg/ml

이 포함된 50mM ammonium bicarbonate용액에서 37℃에서 12시간 in-geldigest과정을 거

치고,Zip-tip을 이용하여 여과된 시료를 준비하였다.MALDI-TOF(VoyagerDE-STR)를 이

용하여 peptidemassfingerprinting(PMF)과 MS/MSionsearch방식의 분석을 통해 얻은 아

미노산 서열 분석 자료를 NCBInon-redundantdatabase의 Mascot(MatrixScience)software
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를 이용하여 대두 알레르겐과 일치하는 단백질의 종류를 확인하였다.

사.증숙 및 자숙조건 설정

7가지 대두 품종의 열처리 방법에 따른 항원성의 변화를 확인하기 위해 증숙 공정은

Autoclave,121℃에서 10,20,30,40,50,60분 실행하였으며,자숙 공정은 상온에서 삶는 방법

즉,끓는 물에서 1,2,3,4,5,6시간 중탕 가열 처리하였다.

아.증숙,자숙 처리한 대두 단백질 추출 및 정량

증숙,자숙 처리한 대두를 곱게 분쇄하고 시료 내 존재하는 지방성분을 제거하기 위하여 5배

량의 n-Hexan을 넣고 실온에서 1시간 동안 교반시키는 과정을 두 번 반복하였다.이렇게 하

여 얻은 분말은 30mM Tris-HCl(pH8.0),1M NaCl과 함께 1:10(w/v)비율로 섞은 후 실

온에서 microtubemixerMT-360(TomySeikoCo.,Ltd.,Japan)를 이용하여 3시간 동안 추

출하여 단백성분을 용출시켰다.이 용액을 4℃,12,000rpm에서 10분간 원심 분리한 후,상징

액을 사용 전까지 -20℃에서 보관하여 사용하였다.추출된 단백질은 Bradfordmethod에 근거

한 Bio-Rad의 ProteinAssay로 정량하였고,표준물질로 BSA(bovineserum albumin)을 사용

하였다.

자.증숙,자숙 처리한 대두의 SDS-PAGE

열처리 방법에 따른 품종별 콩 알레르겐 함량의 변화를 추정하기 위하여 Laemmli10,11)의 방법

에 준하여 SDS-PAGE를 실시하였다.Gel은 12% separatinggel과 5% stackinggel을 이용하

였고,시료는 3배 농도의 samplebuffer(1M Tris-HCl:pH 6.8,50% glycerol,10% SDS,

2-mercaptoethanol,1% bromphenolblue)와 2:1(w/v)로 섞은 후 끓는 물에서 5분간 가열한

뒤 lane당 3μg/ml분리하였다.전기 영동은 100volt에서 90분 시행하였으며 전기영동 후,

gel은 Coomassiestainingsolution(1.0gCoomassieBlueR-250,450mlmethanol,450ml

H2O,100 mlglacialacetic acid,800 mlH2O)로 20분간 염색하고 Coomassie destaining

solution(100mlmethanol,100mlglacialaceticacid,800mlH2O)로 적절히 탈색 후 구성단

백들의 분포를 분석하였다.

차.ELISA



- 65 -

ELISA는 Engvall등의 방법13)에 준하여 실시하였다.품종별로 열처리하지 않은 생대두,증숙

처리한 대두,자숙 처리한 대두의 추출물을 항원으로 사용하였고,각각의 추출물을 96-well

plate(NUNC,Denmark)에 최종 농도가 10μg/ml이 되도록 PBS(20mM sodium phosphate,

150mM NaCl,2.7mM KCl,pH 7.4)로 희석하여 각 100 μl씩 분주하고 4℃에서 하룻밤

coating하였다.다음날 PBST (phosphatebufferedsalinecontaining0.05% (v/v)tween20)로

3회 세척하였으며,비특이적 결합을 방지하기 위해 blocking buffer (10% fetalbovine

serum-phosphatebufferedsaline)을 이용하여 1시간 blocking한 후 다시 PBST로 3회 세척하

였다.여기에 PBS를 이용해 1:100으로 희석한 혈청을 100μl씩 가하고 37℃에 2시간 반응시켰

다.PBST로 3회 세척한 후,1000배로 희석시킨 peroxidase-conjugatedanti-humanIgE도 3

7℃에 2시간 반응시켰다. PBST로 4회 세척한 후, TMB substrate solution

(3,3’,5,5’-tetramethylbenzidine,citrate-phosphatebuffer10ml,30% H2O22μl)를 첨가하여 각

well에 100μl씩 넣고 10분간 발색시켰다.1M phosphoricacid를 첨가하여 발색을 정지시킨

후 450nm에서 흡광도를 측정하였다.
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품종 대풍 대원 태광 개척2호
CN628-

15(1)
S-09

CN304-1

3

단백질 37.4 49.8 36.1 37.5 38.1 39.5 38.3

3.장류용 대두의 항원성 조사

가.대두 단백질 함량

열처리하지 않은 생대두의 품종별 단백질 농도를 측정한 결과,Table2에 나타난 바와 같이

대원과 CN304-13품종이 각각 3.145mg/ml,3.231mg/ml로 다른 품종에 비해 높은 단백질 함

량을 보였다.또한,품종별로 단백질 농도 차이를 확인할 수 있었다.

Table2.품종별 대두 단백질의 함량

(%)
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나.SDS-PAGE

생대두의 품종별 단백질 구성을 알아보기 위하여 추출한 단백질을 사용하여 SDS-PAGE실

시한 후,CoomassieBrilliantBlueR-250으로 염색하여 분리된 단백질의 양상을 비교,관찰하

였다.그 결과,9,12-15,19-21,25,30-35,47,52,70-76kDa에 걸쳐 다양한 분자량의 단백질

밴드들이 gel에서 골고루 분포하였다.또한 이들 중에서 LTP(9kDa),kunitsinhibitor(21

kDa),Glym Bd30K (34kDa),β-conglcinin(β-subunit:52kDa,α-subunit:72kDa,α

'-subunit:76kDa)등 콩의 주요 알레르겐으로 알려져 있는 단백질로 추정되는 밴드들도 뚜렷

하게 관찰되었다.

Fig.2.품종별 대두 단백질의 SDS-PAGE전기영동

(M:Molecularweightmarker,Lane1:대풍,2:대원,3:태광,4:개척2호,5:CN628-15(1),6:

S-09,7:CN304-13)
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다.대두 민감성 환자 혈청을 이용한 immunoblotting

열처리하지 않은 생대두와 대두 민감성 환자 혈청과의 immunoblotting결과,혈청 IgE와 반

응하는 단백질 밴드의 분포는 환아마다 10kDa에서 100kDa에 걸쳐 다양하게 나타났다.(Fig.

3)특히 대두의 주요 항원으로 알려진 21kDa에서 양성을 나타낸 환자가 3명,34kDa에서 3

명,43kDa에서 4명,52kDa에서 2명,72kDa에서 양성을 나타낸 환자도 2명이었다.또한,혈

청 내 IgE와 결합하는 단백질은 환자에 따라 약간 차이가 있음을 확인할 수 있었다.

지금까지 알려진 대두 유래의 알레르기 원인 단백질은 21개 이상이며,가장 면역학적으로 우세

한 주 항원은 Glym Bd30K 또는 P34로 알려져 있는 단백질로써 이 알레르겐은 분자량이 34

kDa정도이며,대두 알레르기 환자의 65% 정도가 immunoblot분석에서 양성을 나타낸다25,26).

성인 알레르기 환자를 대상으로 했던 국내 연구에서도 대두에 감작을 보인 환자의 50%에서

34kDa위치에서 IgE양성 반응이 나타났으며27)본 연구에서도 4명 중 3명의 환자혈청에 34

kDa부근에서 양성을 보여서 본 연구와 일치되는 소견을 관찰할 수 있었다.

Patient1. Patient2. Patient3. Patient4.

Fig.3.환자 혈청(1∼ 4)을 이용한 품종별 대두 추출물과의 immunblotting

(Lane1:대풍,2:대원,3:태광,4:개척2호,5:CN628-15(1),6:S-09,7:CN304-13)
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라.Densitometer를 이용한 IgE결합능의 정량화

7가지 품종별 대두와의 IgE결합능을 확인하기 위해,Imagej프로그램을 이용하여 그래프로

나타낸 결과,약 43kDa밴드의 반응성을 나타낸 Fig.4(A)에서는 7가지 대두 품종 모두 유사

한 반응성을 나타냈다.70 kDa 부근 단백질 밴드의 반응성을 나타낸 Fig.4(B)에서는,

CN304-13품종이 다른 품종과 비교했을 때,강한 반응성을 보임을 확인할 수 있었고,S-09와

개척2호 품종의 경우 반응성이 상대적으로 높은 것을 알 수 있었다.

(A)

(B)

Fig.4.34,70kDa부근에서 반응한 품종별 대두와 IgE결합능의 비교
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마.대두 알레르겐의 N-terminalaminoacidsequence

Immunoblotting결과를 바탕으로 환자 혈청과 반응성이 컸던 단백질 밴드의 N-terminal아미

노산 시퀀스를 확인하기 위해서 MALDI-TOF를 실시한 결과,Fig.5과 같이 (A)는 대두의 주

요 알레르겐으로 알려진 약 70kDa의 β-conglycinin의 α-subunit으로 나타났고,(B)는 43kDa

의 glycinin으로 확인되었다.

Fig.5.대두 단백질 추출물의 N-terminalaminoacidsequence
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바.결론

국내에서 소비되는 7품종의 대두과 대두 알레르기 환자 혈청을 이용하여 항원성을 조사하였다.

열처리하지 않은 품종별 대두 단백질의 SDS-PAGE결과,9-100kDa에 걸쳐 다양한 분자량의

단백질 밴드들이 나타났고,그 중에서 대두의 주요 알레르겐으로 알려진 밴드도 확인되었다.

immunoblotting의 결과,주요 대두 알레르겐에 대한 양성 환자는 21kDa3명,34kDa3명,43

kDa4명,52kDa2명,72kDa2명이었다.7가지 품종별 대두와의 IgE결합능을 확인한 결과,

품종별로 차이를 나타냈다.43,70kDa의 N-terminal아미노산 시퀀스를 확인하기 위해서

MALDI-TOF를 실시한 결과,대두 주요 알레르겐인 β-conglycinin의 α-subunit와 glycinin으로

확인되었다.이러한 결과를 바탕으로 대두 품종에 따라 포함된 단백질의 알레르기성 차이가 있

음을 알 수 있었으며,대두를 원료로 하는 장류용 제품을 제조할 때 대두 품종의 선택이 알레르

기 반응으로 인한 문제를 줄일 수 있을 것으로 사료된다.
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4.대두 민감성 환자 혈청을 이용한 증숙 및 자숙조건에 따른 항원성 변화

알레르기는 항원성 단백질(allergen)과의 반복되는 접촉으로 발생되는 신체 과민반응

(hypersensitivity)으로,다음과 같은 세 단계를 거쳐 진행된다.우선,allergen과의 처음 접촉에

서 allergen을 인식하는 면역물질(antibody)이 체내에서 생성되고,이 면역물질이 알레르기에

관여하는 세포에 부착되어,이후 allergen과의 반복 접촉에서 면역물질과 allergen이 결합함으

로써 알레르기 반응에 관여하는 비만 세포 과립 속의 화학물질인 히스타민이 세포 밖으로 분

비되어 조직에서 여러 가지 알레르기 증상을 일으킨다1).산업화에 따른 알레르기 발병 증가는

세계적인 추세로서,알레르기 환자의 대다수가 식품에도 알레르기 반응을 일으키는 것으로 보

고되고 있다2,3).

특히 식품 알레르기는 지난 20년간 전 세계적으로 중요한 건강관련 문제 중의 하나로 대두되

고 있으며 삶의 질에 있어서도 심각한 부정적 효과를 낳고 있는 실정이다4).또한,나라마다 그

빈도나 유발하는 원인식품들에 차이가 있는데 이는 그 나라의 유전적 특성,문화,식습관 및

조리법 그리고 생후 초기에 노출되는 알레르기 유발 식품의 종류와 깊은 연관이 있는 것으로

알려져 있다5).

대두 알레르기의 증상은 땅콩 알레르기처럼 생명에 위협을 주는 반응을 일으키는 경우는 흔하

지 않으나6),심한 음식물 알레르기 반응으로 인해 중환자실에서 치료가 필요했던 총 61건 중

원인 음식물로 땅콩 20건,콩 16건이었다는 보고가 있다7).식품 알레르기를 일으키는 항원성

물질의 함량은 식품 소재의 수확,건조와 조리법에 의해 달라질 수 있다.식품 알레르기는 원

인 식품을 철저하게 회피하는 것이 알레르기 증상을 유발하지 않는 유일하고 가장 효과적인

방법으로 알려져 있지만,이러한 항원성 식품성분이 hiddenallergen으로 포함되기도 하며 완전

한 회피가 힘들기 때문에 대두에 대한 저 알레르기 제품화 기술 개발이 다양하게 시도되고 있

다.여기에는 주요 알레르겐에 대한 열처리,효소처리,발효가공,탄수화물 결합,품종 개량,유

전자 재조합 등이 포함된다8).그 중에서도 가열 처리에 따른 식품의 알레르기성 변화에 대한

연구가 활발하게 진행되고 있는데 참치나 연어의 경우에는 가열 처리 후에 알레르기성을 상실

하고,계란의 경우에는 열처리 후에도 알레르기성이 계속 존재하는 것으로 알려져 있다9).열처

리 과정은 식품 단백질의 항원성을 변형시킴으로써,저 알레르기 식품 제조하는 방법으로 이용

되고 있는데 실제,같은 식품 소재일지라도 조리법에 따라 환자의 임상증상이 달라지는 점으로

미루어,열처리 방법에 따른 알레르기 유발 항원성 단백질의 변화에 관한 연구는 저알레르기성

식품 개발을 위한 유효한 정보를 제공해줄 수 있을 것이라고 생각된다.

이에 본 연구에서는 대두를 스팀으로 익히는 증숙 과정과 삶아서 익히는 자숙 과정으로 구분

해서 처리한 후 대두 단백질을 분리하여 대두에 대해 민감하게 알레르기 반응을 일으키는 환
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자들의 혈청을 이용하여 열처리 방법에 따른 품종별 대두의 항원성 변화를 조사하였다.

가.증숙 조건에 따른 대두 단백질 농도 변화

불린 대두를 스팀으로 익히는 과정 즉 증숙 시간에 따른 품종별 대두 단백질 함량을 측정한

결과,Fig6에 나타난 바와 같이 단백질 농도 차이를 확인할 수 있었다.증숙 처리 10분 경과

시 평균 3mg/ml가량의 농도를 보이던 대두 단백질은 1mg/ml정도로 약 67% 이상이 감소

하였으며 이후 열처리 시간이 경과하여도 큰 변화를 보이지 않았다.대원콩은 열처리 10분 째

에 약 1.70mg/ml정도로 감소 정도가 미비하였으며 다른 품종과 비교했을 때 1.5∼ 2배 가

량 단백질 함량이 높았다.Son등1)의 열처리에 따른 대두 단백질의 항원성 변화에 관한 연구

에서 열처리에 따라 단백질의 미세한 농도 차이를 확인할 수 있었다고 보고하여 본 연구와 유

사한 결과를 나타냈다.

Fig.6.증숙 처리 시간에 따른 대두 품종별 단백질의 함량 변화

(0:열처리하지 않은 대두,10∼ 60:121℃,10분 ∼ 60분 증숙 처리한 대두 단백질
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나.자숙 조건에 따른 대두 단백질 농도 변화

자숙 시간에 따른 품종별 대두 단백질 함량을 측정한 결과,Fig7에 나타난 바와 같이 단백질

농도 차이를 확인할 수 있었다.자숙 처리 전 평균 3.1mg/ml가량의 농도를 보이던 대두 단

백질이 자숙 1시간 후 0.7∼ 1.4mg/ml로 약 60% 이상이 감소하였으며 이후 열처리 시간이

경과하여도 큰 변화를 보이지 않았다.대원콩은 열처리 1시간째에 약 1.90mg/ml정도로 증숙

시와 마찬가지로 그 감소정도가 미비하였으며 다른 품종보다 약 2배나 높은 단백질 함량을 나

타냈다.또한,개척 2호와 태광 품종의 경우는 자숙 시간에 따른 단백질 농도가 다른 품종에

비해 큰 차이를 보임을 알 수 있었다.이러한 결과는 열처리에 의해 단백질이 변성되어 불용성

으로 변함으로써 나타나는 결과라 추측된다.

Fig.7.자숙 처리 시간에 따른 대두 품종별 단백질의 함량 변화

(0:열처리하지 않은 대두,1∼ 6:100℃,1∼ 6시간 자숙 처리한 대두)



- 75 -

다.증숙 조건에 따른 대두 단백질의 변화

증숙 처리한 대두의 품종별 단백질 구성을 알아보기 위하여 추출한 단백질을 사용하여

SDS-PAGE실시한 후,CoomassieBrilliantBlueR-250으로 염색하여 분리된 단백질밴드의 양

상을 비교,관찰하였다.그 결과,전체적으로 121℃,30분 이상 증숙 처리 하면 단백질이 분해되

어 70kDa이하의 밴드만 관찰되었으나,121℃,10분과 20분 처리한 구에서는 19-21,25,34,

52-55,67kDa에서 비교적 뚜렷한 단백질 밴드를 확인할 수 있었다.증숙 시간이 길어짐에 따

라 단백질 밴드의 강도가 약해지는 것을 알 수 있었고,품종별 단백질 성분의 특별한 차이는 관

찰되지 않았으나,증숙 처리 시간이 길어지면 열변성에 의해 단백질 성분이 불용성으로 바뀌거

나 분해되어 단백질량이 감소되는 듯하다.증숙 처리시간은 121℃,30분이면 충분한 조건으로

판단된다.

(A) (B) (C) (D) (E) (F) (G)

Fig.8.증숙 시간에 따른 품종별 대두 단백질의 SDS-PAGE패턴(A:대풍,B:대원,C:태광,

D:개척2호,E:CN628-15(1),6:S-09,7:CN304-13,Lane1∼ 6:121℃,10분 ∼ 60분 증숙 처

리한 대두)
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라.자숙 조건에 따른 대두 단백질 구성의 변화

자숙 처리한 대두의 품종별 단백질 구성을 알아보기 위하여 추출한 단백질을 사용하여

SDS-PAGE실시한 후,CoomassieBrilliantBlueR-250으로 염색하여 분리된 단백질의 양상

을 비교 관찰하였다.그 결과,100℃,6시간 자숙 처리 이후에도 대략 12-15,21-25,34-36,52,

70-72kDa부근의 단백질 성분은 분해되지 않고 남아있는 것을 확인할 수 있었다.증숙 처리

와 비교했을 때,대두 알레르겐의 분해정도에 있어서 물과 함께 가열하는 자숙 처리보다는 수

증기를 이용한 증숙 처리가 열전달 정도나 속도가 빨라 가열시간이 단축되고 영양성분이 폐액

으로의 용출이 적어 더욱 효율적인 방법이라고 사료된다.자숙처리 시간은 6시간 이상이 적당

한 것으로 판단된다.

(A) (B) (C) (D) (E) (F) (G)

Fig.9.자숙 시간에 따른 품종별 대두 단백질의 SDS-PAGE패턴(A:대풍,B:대원,C:태광,

D:개척2호,E:CN628-15(1),6:S-09,7:CN304-13,Lane1∼ 6:100℃,1시간 ∼ 6시간 자숙

처리한 대두)
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마.증숙 처리한 대두 단백질과 환자 혈청과의 immunoblotting

품종별 대두에 존재하는 알레르기 유발성분을 확인하고 각각의 알레르겐을 비교하기 위해서

SDS-PAGE에 의해 분리된 단백질을 PVDFmembrane에 전사시키고,대두에 민감성을 가지는

환자의 혈청을 반응시킨 후 대두 특이 IgE에 특이적으로 결합하는 2차 항체에 결합되어 있는

효소에 기질을 작용하여 발색시켜 항원성을 확인하였다.그 결과,SDS-PAGE후 Coomassie로

염색한 gel에서 진하게 나타났던 대략 21kDa의 대두 단백질은 환자 혈청에 의해 인식되지 않

았으며,태광 품종에서는 24-25,34,67-70kDa에서 비교적 강한 반응을 보였고,개척 2호에서

는 34,70kDa,S-09에서는 34,52,70kDa에서 반응성을 보임을 확인할 수 있었다.

Yamanishi등14)은 발효 과정 중 전처리로 증자 또는 멸균 증자와 같은 단계를 거치는 것이 대

두 알레르겐의 가수분해를 향상시킬 수 있다고 보고하여 본 연구와 유사한 결과를 보였다.

(A) (B) (C) (D) (E) (F) (G)

Fig.10.환자 혈청을 이용한 증숙 시간에 따른 품종별 대두 단백질의 immunoblot.(A:대풍,B:

대원,C:태광,D:개척2호,E:CN628-15(1),6:S-09,7:CN304-13,Lane1∼ 6:121℃,10분

∼ 60분 증숙 처리한 대두 단백질)
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바.자숙 처리한 대두 단백질과 환자 혈청과의 immunoblotting

품종별 대두에 존재하는 알레르기 유발성분을 확인하고 각각의 알레르겐을 비교하기 위해서

SDS-PAGE에 의해 분리된 단백질을 PVDF membrane에 전사시키고,대두에 민감성을 가진

환자의 혈청과 반응시킨 후 대두 특이 IgE와 특이적으로 결합하는 2차 항체에 결합되어 있는

효소에 기질을 작용하여 발색시켜 단백질 성분을 확인하였다.그 결과,10kDa에서 100kDa에

걸쳐 다양한 단백질 밴드를 확인할 수 있었는데 대풍 품종에서는 43,62kDa에서 희미한 반응

을 보였고,대원 품종은 34kDa,태광은 21,34,52,60kDa에서 비교적 강한 반응성을 나타냈

다.개척 2호는 34,43,70kDa,CN628-15(1)에서는 9,43,52,70kD,S-09에서는 34,70kDa,

CN304-13은 43kDa에서 반응성을 보임을 확인할 수 있었다.Maleki등15)의 연구에서 땅콩,새

우,우유,어류와 같은 알레르기를 일으키는 많은 음식들이 열에 저항력을 갖고 있는 것으로

보고되어 있으며,단백질의 종류 및 열처리 방법에 따른 차이가 있으므로 적합한 열처리 조건

을 검색하여 적용시킬 필요가 있을 것으로 사료된다.

(A) (B) (C) (D) (E) (F) (G)

Fig.11.환자 혈청을 이용한 자숙 시간에 따른 품종별 대두 단백질 추출물의 immunoblot.(A:

대풍,B:대원,C:태광,D:개척2호,E:CN628-15(1),6:S-09,7:CN304-13,Lane1∼ 6:10

0℃,1시간 ∼ 6시간 자숙 처리한 대두 단백질)
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사.증숙 처리 대두와 IgE결합능의 정량화

각 대두 품종에 상관없이 공통적으로 항원성을 나타낸 대표적 단백질인 43,70kDa의 두 단

백질 밴드의 강도를 Densitometer를 이용하여 측정한 후 그래프로 나타낸 결과 (Fig.13),대부

분의 대두 품종에서 증숙 처리 시간이 길어질수록 IgE결합능이 감소하는 것으로 나타났다.

특히 증숙 처리(Fig.12)한 경상대학교에서 개발한 CN62-15(1)과 S-09품종은 43kDa부근의

단백질과의 43kDa부근의 단백질과의 IgE반응성이 증숙 시간 경과에 따라 감소하여 121℃,

40분 이후에 반응성이 거의 없어지는 것을 확인할 수 있었고,단백질도 S-09과 CN 628-15(1)

품종을 121℃ 증숙 가열 시,40분 이후에 IgE반응성이 거의 나타나지 않아 저알레르기성 장

류개발용 품종으로 선택가능 할 것으로 예상된다.

약 70kDa단백질의 증숙 처리 시간에 따른 IgE결합능을 측정한 결과를 Fig.13에 나타냈다.

증숙 시간이 길어질수록 IgE결합능이 약해지는 것을 Fig.12처럼 확인할 수 있었다.

일반적으로 주요한 식품 알레르겐은 대부분 10∼ 60kDa의 범위에 있는 고분자량의 수용성

당단백질(glycoprotein)이며 알레르기 증상을 일으키기 위해서는 면역학적으로 활성화된 형태

로 위장관에 도달하여야 한다.그래서 알레르기를 유발하는 것으로 알려져 있는 대부분의 항원

성 대두 단백질은 비교적 열처리나 산처리,proteolysis에 저항력을 갖고 있다고 알려져 있다16).

본 연구에서 43kDa인 β-conglycinin의 β-subunit과 70kDa인 β-conglycinin의 α‘-subunit은

증숙 처리 시간에 따라 IgE결합능이 감소하였지만 대부분의 품종에서 열처리만으로는 완전히

소실되지 않은 것으로 미루어 열 저항력을 가진 것으로 추측된다.
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(A) (B) (C) (D)

(E) (F) (G)

Fig.12.증숙 처리 대두의 43kDa단백질과 IgE결합능의 비교

(A:대풍,B:대원,C:태광,D:개척2호,E:CN628-15(1),F:S-09,G:CN304-13,S10∼ S60:

121℃,10분 ∼ 60분 증숙 처리한 대두 단백질)
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(A) (B) (C) (D)

(E) (F) (G)

Fig.13.증숙 처리 대두의 70kDa단백질과 IgE결합능의 비교

(A:대풍,B:대원,C:태광,D:개척2호,E:CN628-15(1),F:S-09,G:CN304-13,S10∼ S60:

121℃,10분 ∼ 60분 증숙 처리한 대두 단백질)
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아.자숙 처리 대두와 IgE결합능의 정량화

각 대두 품종에 상관없이 공통적으로 항원성을 보인 43,70kDa의 두 단백질 밴드의 강도를

densitometer를 이용하여 측정한 후 그래프로 나타낸 결과, 대부분의 대두 품종에서 자숙 처

리 시간이 길어짐에 따라 IgE결합능이 감소하는 것으로 나타났다.하지만 증숙 처리한 대두

와 비교했을 때,자숙 시간에 따라 뚜렷한 감소를 나타내지는 않았고,Fig.14의 (B),(C)와

Fig.15의 (A),(F)와 같이 100℃,4시간 이후에 IgE반응성의 증가를 보이는 품종도 확인되었

다.

정 등8)의 연구에서 단백질 가수분해가 일부 epitope를 파괴시킬 수 있지만 오히려 삼차원적인

구조에 묻혀있던 epitope를 노출시켜 IgE결합을 가능하게 하여 알레르기 반응을 유도시키는

방향으로 갈 수도 있다고 보고하였는데,본 연구의 결과도 이러한 이유로 IgE반응성이 증가

한 것으로 사료된다.

(A) (B) (C) (D)

(E) (F) (G)

Fig.14.자숙 처리 대두의 43kDa단백질과 IgE결합능의 비교

(A:대풍,B:대원,C:태광,D:개척2호,E:CN628-15(1),F:S-09,G:CN304-13,B1∼ B6:

100℃,1시간 ∼ 6시간 자숙 처리한 대두 단백질)
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(A) (B) (C) (D)

(E) (F) (G)

Fig.15.자숙 처리 대두의 70kDa단백질과 IgE결합능의 비교

(A:대풍,B:대원,C:태광,D:개척2호,E:CN628-15(1),F:S-09,G:CN304-13,B1∼ B6:

100℃,1시간 ∼ 6시간 자숙 처리한 대두 단백질)
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자.ELISA를 이용한 증숙 처리 대두의 항원성 검사

품종별 대두의 증숙 처리에 따른 알레르기 환자의 특이 IgE반응성을 측정,비교하고자 대두에

대해 알레르기 반응을 일으키는 4명의 대두 알레르기 환자 혈청을 ELISA를 실시한 결과를

Fig.16에 나타내었다.열처리하지 않은 구와 비교했을 때 평균적으로 7가지 품종의 대두에서

증숙 시간이 증가함에 따라 대부분의 환자 혈청에서 특이 IgE수치가 감소하는 것을 확인할 수

있었다.특히 대풍,S-09,CN304-13품종이 다른 품종에 비해 낮은 IgE수치를 나타냈으며 결

론적으로,증숙 처리가 대두 단백질의 항원성을 확실히 감소시키는 것으로 사료된다.

Burks17) 등은 대두에 대해 아토피성 피부염과 DBPCFD (Double-blind,placebo-controlled

foodchallenge)에 양성인 아이들을 대상으로 연구한 결과,어느 특정한 fraction이 주요 알레르

겐이라고 결론내릴 수 없었지만 대두 단백질의 많은 fraction이 IgE나 IgG가 반응하는 것 같다

고 발표한 바 있다.

(A) (B) (C) (D)

(E) (F) (G)

Fig.16.환자 혈청 중의 IgE와 증숙 처리 대두 단백질의 반응성

(A:대풍,B:대원,C:태광,D:개척2호,E:CN628-15(1),F:S-09,G:CN304-13,c:control

buffer,0:생대두 단백질,10∼ 60:121℃,10,20,30,40,50,60분 증숙 처리한 대두 단백질)
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차.ELISA를 이용한 자숙 처리 대두의 대한 항원성 검사

품종별 대두의 증숙 처리에 따른 알레르기 환자의 특이 IgE반응성을 측정,비교하고자 대두에

대해 알레르기 반응을 일으키는 4명의 대두 알레르기 환자 혈청을 ELISA를 실시한 결과를

Fig.17에 나타내었다.열처리하지 않은 구와 비교했을 때 평균적으로 7가지 품종의 대두에서

자숙 시간이 증가함에 따라 대부분의 환자 혈청에서 특이 IgE수치가 감소하는 것을 확인할 수

있었다.특히 대풍,S-09,CN304-13품종이 다른 품종에 비해 낮은 IgE수치를 나타내었다.결

론적으로,자숙 처리가 대두 단백질의 항원성을 다소감소시키는 것으로 사료된다.

Hansen등18)의 보고에 의하면 구운 hazelnut은 IgE친화도 즉 반응성이 생대두에 비해 100배

감소하는 것은 열처리에 의한 단백변성으로 항원성이 감소함을 밝혀,본 연구와 유사한 결과를

보였다.

(A) (B) (C) (D)

(E) (F) (G)

Fig.17.환자 혈청 중의 IgE와 자숙 처리 대두 단백질의 반응성

(A:대풍,B:대원,C:태광,D:개척2호,E:CN628-15(1),F:S-09,G:CN304-13,c:control

buffer,0:생대두 단백질,1∼ 6:100℃,1,2,3,4,5,6시간 자숙 처리한 대두 단백질)
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카.결론

대두는 성장기의 영유아에서부터 노인에 이르기까지 다양한 연령층의 소비자가 섭취하는 영양

가가 풍부한 식품 소재로써 대부분의 고단백질성 가공식품 제조 시 값싼 단백질 증강제로 사용

되고 있어 현실적으로 철저한 회피가 힘들다.대두 속의 알레르겐을 찾아 그 구조를 불활성 형

태로 바꿈으로서 대두에 의한 알레르기 발생을 줄이기 위한 시도들이 다양하게 이루어지고 있

다.본 연구에서 조사된 대두 단백질의 SDS-PAGE결과,대두 단백질은 증숙과 자숙 처리 및

그 시간경과에 따라 단백질 분해 정도에서 차이가 났으며,immunoblotting과 ELISA의 결과 단

백질 함량의 감소뿐만 아니라 알레르기 유발성 즉 항원성의 변화에도 영향을 주는 것을 확인하

였다.그러나 43,70kDa의 단백질은 증숙,자숙 처리 후에도 일부 환자의 경우 환자 혈청내의

IgE에 의해 인식되는 부위가 보존되었으며,이러한 대두 알레르겐은 사과의 주요 알레르겐인

Mald1의 경우와는 달리 단백질의 공간적 3차원 구조와는 무관한 sequentialepitope를 갖고

있을 것으로 추측된다.또한,ELISA의 결과에서 나타났듯이 환자마다 알레르겐과의 반응성에

차이가 나는 것으로 보아,개인에 따라 알레르기 반응 정도와 특이 항체가 알레르겐을 인식하는

부위(epitope)가 다름을 본 실험결과를 통해 확인할 수 있었다.

최종적으로,면역학적으로 중요한 일부 알레르겐을 감소시키면서 대두단백 자체의 기능적,영

양학적,효율적 측면을 유지할 수 있는 가공 방법과 대두 품종의 선택이 저 알레르기성 장류 식

품 생산을 위한 유용한 방법이 될 것이라 사료된다.

본 연구결과를 토대로,대두 품종에 따라 일반성분 및 항원성에 차이가 있고 증숙 및 자숙법

으로 처리와 같은 열처리하는 시간에 따라 알레르기를 유발하는 항원성 단백질의 감소 즉,열

분해 되는 비율의 차이가 있었지만 안전한 저 알레르기성 장류제품 제조를 위해서 대풍콩과

개척 2호를 선발하였다.우리나라에서 가장 널리 재배되고 수확량이 다른 품종보다 많다는 의

미에서 명명된 대풍콩은 다수확 품종으로 2009년 대한민국 우수 품종상을 획득하였고 다른 품

종에 비해 재배지역이 증가하고 있는 추세이며 SDS-PAGE결과 증숙 또는 자숙 시 단백질

분해 정도가 다른 콩에 비해 크고 환아혈청과의 반응성 또한 다소 미약한 것으로 면역학적 분

석결과 확인되어 저알레르기성 장류 제조에 적합한 품종으로 기대된다.생콩으로 섭취해도 비

린내가 나지 않고 고레시틴 품종으로 종자 개량된 개척 2호 역시 일년차 연구결과 가공적성이

우수한 대두로써 immonoblotting결과 환아혈청과의 반응성이 약하고 이미 대두 알레르기 주

요 유발 단백질 중의 하나인 Kunitztrypsininhibitor(KTI)및 Lipoxygenase가 유전적으로

결실된 자연교배 품종으로 대두 알레르기를 줄일 수 있는 품종특성을 가지고 있다고 생각된다.
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3절 대두 발효법에 따른 항원성 변화 규명

1.서론

알레르기는 항원성 단백질(allergen)과의 반복되는 접촉으로 발생되는 신체 과민반응

(hypersensitivity)으로,다음과 같은 세 단계를 거쳐 진행된다.우선,allergen과의 처음 접촉에

서 allergen을 인식하는 면역물질(antibody)이 체내에서 생성되고,이 면역물질이 알레르기에

관여하는 세포에 부착되고,이후 allergen과의 반복 접촉에서 면역물질과 allergen이 결합함으

로써 알레르기 관여세포에서 화학매개체가 세포 밖으로 분비되어 조직에서 여러 가지 알레르

기 증상을 일으킨다1).특히 식품 알레르기는 지난 20년간 전세계적으로 중요한 건강 관련문제

중 하나로 대두되고 있으며 삶의 질에 있어서도 심각한 부정적 효과를 낳고 있는 실정이며2),

나라마다 그 빈도나 유발하는 원인식품들에 차이가 있는데 이는 그 나라의 유전적 특성,문화,

식습관 및 조리법 그리고 생후 초기에 노출되는 알레르기 유발 식품의 종류와 깊은 연관이 있

는 것으로 알려져 있다3).예를 들면 중국에서는 별로 유병률이 높지 않은 땅콩이 미국에서는

심각한 문제를 일으키는 알레르기 원인식품이며,이러한 차이는 두 나라에서의 땅콩 조리법 차

이 때문인 것으로 추정된다4-5).갑각류에 대한 알레르기 유병률의 경우 캐나다(0.5%)에 비해

싱가포르와 필리핀(4%)에서 높으며6),참깨 알레르기는 이스라엘에 많고3),메밀 알레르기는 주

로 일본과 우리나라에서 높은 유병률을 나타낸다7).

대두는 값싸고 질 좋은 단백질을 제공하며8)다양한 기능성 성분이 포함되어 있는 것으로

밝혀지고 있다8-10).국내에서는 간장,된장,청국장,두부,콩가루,콩기름 등 다양한 전통 식품

으로 소비되는 건강식품이며,우유에 의한 알레르기 문제가 있는 영유아에게 우유대체 식품으

로도 흔히 사용되고 있다11-12).건강에 대한 국민들의 관심이 높아지면서 대두의 소비가 꾸준히

증가하였고,그로 인해 대두 단백질에 대한 알레르기 발생 빈도도 증가하고 있는 것으로 보고

되고 있다13).

식품 알레르기는 원인 식품을 철저하게 회피하는 것이 알레르기 증상을 유발하지 않는 유

일하고 가장 효과적인 치료이지만,이러한 철저한 회피가 힘들기 때문에 대두에 대한 저 알레

르기성 물질의 개발이 다양하게 시도되고 있다.여기에는 주요 알레르겐에 대한 열처리

(thermaltreatment),효소처리(enzymatictreatment),발효처리(fermentation),탄수화물 결합

(carbohydrateconjugation),품종 개량(breeding),유전자 재조합(geneticmodification)등이 포

함되는데,이중에서 국내 및 일본을 포함한 아시아권 나라에서는 다양한 효소를 생성하는 미생

물을 이용하는 발효법으로 대두의 저 알레르기성을 유도시키는 연구가 활발하게 진행되고 있
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다14).특히 발효과정에 이용되는 미생물 및 발효 방법에 따라 대두 중의 알레르겐의 함량 및

알레르겐 특이성이 달라질 수 있다.

따라서 본 연구에서는 기존에 흔히 사용되고 있는 단일균을 이용한 단일 발효 뿐만 아니라,

장류용 황국균(Aspergillusoryzae)으로 1단 발효 후 고초균(BacillussubtilisKCCM 11266P)

으로 2단 발효시킴으로써 품종별 대두의 알레르기성 및 항원성 변화를 확인하였다.

2.재료 및 방법

가.실험재료

본 실험에 사용된 대풍 품종은 국립 식량과학원으로부터 제공 받았으며,개척 2호는 경상대

학교 농학과 정종일 교수팀에서 제공받아 실험에 사용하였다.

Fig.1.2품종의 대두 시료

나.사용 균주

실험에 사용된 균주는 경상대학교 식품공학과 생물공학실험실에서 분리한 혈전용해효소 생

성능과 단백질 분해능이 우수한 균주 BacillussubtilisKCCM 11266P을 사용하였고,Bacillus

subtilis(natto)(CultureSystems,Inc.,IN,USA),Aspergillusoryzae는 ㈜ 충무발효화학에서

장류용 황국균을 구매하여 사용하였다.
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Patient No. Sex
Age

(years)

Total IgE

(kUA/L)

Soybean specific IgE 

(kUA/L)

1 M 4 1089 38.4

2 F 1 57 7.7

3 M 1 174 21.1

4 M 0 1899 25.7

5 F 0 357 7.8

6 F 3 1019 5.0

7 M 1 105 17.0

8 M 4 527 5.1

다.대상환자 및 혈청확보

2012년 1월부터 2012년 8월까지 삼성서울병원 소아과에 내원하여 hanifin의 진단기준15)

에 따라 혈청 내 대두에 대한 특이 IgE수치가 30kUA/L이상을 보인 환아 8명을 대상으로

하였다(Table1).혈청 내 대두 특이 IgE는 CAP-FEIA (Pharmacia,Uppsala,Sweden)으로 측

정하였고,혈청은 -80℃에 보관하여 사용하였다.

Table1.대두 민감성 환아 혈청 정보

라.발효방법에 따른 품종별 대두의 발효

대두를 수돗물로 2~3회 세척하여 대두의 무게가 2.2배가 될 때까지 실온에서 수침하여 1시

간이상 물빼기 한 후 121℃에서 25분간 가압 증자하였으며 충분히 냉각한 대두에 단일 발효

중 고초균(B.subtilis)과 낫토균(B.subtilis(natto))은 1g당 106CFU 되도록 접종하여 각각 3

7℃에서 48시간 발효하였다.황국균(A.oryzae)은 대두 1g당 106spore가 되도록 전분과 함께

접종하고 30℃에서 48시간 발효하였다.대두의 2단 발효는 황국균(A.oryzae)을 1g당 106

spore가 되도록 ⍺화전분과 함께 접종하고 대두의 표면에 균사가 덮일 때까지 30℃에서 24시

간 이상 발효한 후 고초균(B.subtilis)을 접종하여 42℃에서 24시간 발효 시켰다.단일 발효와

2단 발효된 대두를 60℃ 열풍 건조하여 냉장 보관하며 실험에 사용하였다.발효공정도(그림 2)
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는 아래와 같다.

Fig.2.단일 및 2단 발효 공정도(점선;1단 발효,  실선; 2단 발효)

마.대두 단백질 추출 및 정량

발효한 대두를 곱게 분쇄하고 시료 내 존재하는 지방성분을 제거하기 위하여 5배의

n-Hexan을 넣고 실온에서 1시간 동안 교반시키는 과정을 세 번 반복하였다.이렇게 하여 얻은

분말은 30mM Tris-HCl(pH8.0),1M NaCl과 함께 1:10(w/v)비율로 섞은 후 실온에서

microtubemixerMT-360(TomySeikoCo.,Ltd.,Japan)를 이용하여 3시간 동안 단백성분을

용출시켰다.이 용액을 4℃,12,000rpm에서 10분간 원심 분리한 후,상징액을 -20℃에서 보관

하여 사용하였다.추출된 단백질은 Bradfordmethod16)에 근거한 Bio-Rad의 ProteinAssay

(BioRadLaboratories,USA)17)로 정량하였고,표준물질로 BSA (bovineserum albumin)을 사

용하였다.

바.단백질 protease활성 측정

단백질 protease활성은 Park과 Oh18)의 방법으로 측정하였다.기질로는 산성 protease(pH
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3.0)는 lacticacid를,중성 protease(pH 6.0)와 알칼리성 protease(pH 9.0)는 0.1N NaOH를

첨가하여 제조한 2% casein(Hummarstein,USA)용액을 사용하였으며,buffer는 protease종

류에 따라 산성 protease와 중성 protease는 McIlvainebuffer(0.2M Na2HPO4⦁12H2O +0.1

M citricacid,pH 3.0,pH 6.0)를,알칼리성 protease는 boricacid-borexbuffer(pH 9.0)를 사

용하였다.효소액은 대두 시료 10g과 3차 증류수 100mL을 천천히 혼합하면서 4시간 동안

용출 시킨 후 여과한 액을 사용하였다.

각각의 buffer에 용해시킨 2% casein용액 1.5mL과 각 pH별 buffer1.0mL씩 시험관에 넣

은 다음 효소액 0.5mL을 넣고 40℃에서 60분간 반응시킨 후 0.4M trichloroaceticacid

(TCA)용액 3mL을 첨가하여 반응을 정지시켰다.실온에서 10분간 방치한 다음 여과하여 얻은

여액 1mL에 0.4M Na2CO3용액 5mL과 5배 희석한 Folin-ciocalteu용액 1mL을 첨가하여

40℃에서 30분간 발색시켜 660nm에서 흡광도를 측정하였다.효소활성은 60분간 tyrosine1

ug을 생성하는 효소량을 1unit로 하였다.

사.아미노태 질소 측정

시료 5g에 증류수 95mL를 가하여 100mL로 정용한 후 160rpm으로 1시간 동안 추출한

뒤 여과(WhatmanNo.2,Germany)하였다.이 중 여액 50mL을 취하여 0.1N NaOH으로 pH

8.4까지 중화 하였다.중성포르말린 20mL를 가하여 0.1N NaOH으로 pH 8.4가 될 때 까지 적

정한다.적정의 종점을 결정하기 위하여 pH meter(Orion420A,Thermo,Beverly,MA,

USA)를 이용하였다.

아.유리 아미노산 분석

탈지가 완료된 대두 파우더 2g에 물 25mL을 가하여 균질화한 후 100℃에서 15분간 가열

처리하여 아미노산을 용출시켰다.시료를 WatmanNo.2filterpaper를 이용하여 filtering한 후

회전식 진공증발 농축기를 사용하여 감압농축 한 후 이 농축액을 littum citratebuffer(pH

2.2)을 이용하여 10mL로 정용하였다.정용 후 0.22um filter로 filtering하고 sep-pak으로 색

소를 제거하여 분석 시료로 사용하였다.분석은 아미노산 자동분석기(aminoacidautoanalyzer

S433,Sykam,Germany)로 분석 하였다.
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자.SDS-PAGE

발효 방법에 따른 품종별 대두 알레르겐 함량의 변화를 추정하기 위하여 Laemmli의 방법

19-20)에 준하여 SDS-PAGE를 실시하였다.Gel은 15% separatinggel과 5% stackinggel을 이

용하였고,runningbuffer(1.44% glycine,0.3% Tris-HCl(pH8.0),0.2% SDS)는 pH8.3으

로 조정하여 사용하였다.시료는 5배 농도의 samplebuffer(1M Tris-HCl:pH 6.8,50%

glycerol,10% SDS,2-mercaptoethanol,1% bromphenolblue)와 4:1(w/v)로 섞은 후 끓는 물

에서 5분간 가열한 뒤 lane당 8ug/mL로 분리하였다.전기영동은 100V에서 90분 시행하였

으며 전기영동 후,gel은 Coomassiestainingsolution(1.0gCoomassieBlueR-250,450mL

methanol,450 mL H2O,100 mL glacialacetic acid,800 mL H2O)로 20분간 염색하고

Coomassiedestainingsolution(100mLmethanol,100mLglacialaceticacid,800mLH2O)

로 적절히 탈색 후 단백질 밴드를 확인하였다.

차.특이 IgE측정

ELISA는 Engvall와 Perlmann등21)의 방법에 준하여 실시하였다.발효시킨 품종별 대두의

추출물을 항원으로 사용하였고,각각의 추출물을 96-wellplate(NUNC,Denmark)에 최종 농

도가 10ug/mL이 되도록 PBS(20mM sodium phosphate,150mM NaCl,2.7mM KCl,pH

7.4)로 희석하여 각 100 uL씩 분주하고 4℃에서 하룻밤 coating하였다.다음날 PBST

(phosphatebufferedsalinecontaining0.05% (v/v)tween20)로 3회 세척하였으며,비특이적

결합을 방지하기 위해 blockingbuffer(10% fetalbovineserum-phosphatebufferedsaline)를

이용하여 1시간 blocking한 후 다시 PBST로 3회 세척하였다.여기에 PBS를 이용해 1:200으

로 희석한 혈청을 100uL씩 가하고 37℃에 2시간 반응시켰다.PBST로 3회 세척한 후,1,000배

로 희석시킨 biotinylatedgoat anti-humanIgE (Sigma,USA)도 37℃에 2시간 반응시켰다.

PBST로 4회 세척한 후,1% FBS와 avidinperoxidase를 1:400으로 희석하여 40분 반응시켰

다.다시 PBST로 3회 세척한 후 ABTS (2,2’-azino-bis(3-ethylbenzthiazoline-6-sulfonic

acid),Sigma,USA)와 H202를 첨가하여 각 well에 100uL씩 넣고 10분간 발색시킨 후 405

nm에서 흡광도를 측정하였다.
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3.결과 -발효 균주를 달리한 저알레르겐 장류 제조

가.대두의 가용성 단백질 농도 변화

발효 방법에 따른 품종별 대두의 가용성 단백질 농도를 측정한 결과를 Fig.2에 나타내었다.

대풍 품종의 경우 발효전의 생대두는 2.48mg/mL였으나 모든 구에서 발효함에 따라 농도가

낮아져 0.99∼1.11mg/mL로 나타났다.개척 2호도 대풍 품종과 마찬가지로 2.38mg/mL에서

발효시간에 따라 가용성 단백질 농도가 점점 낮아져 0.92∼1.34mg/mL로 나타났다.두 품종

모두 발효함에 따라 발효하지 않은 구에 비해 2배 가량 단백질 농도가 낮았다.이것은 단백질

이 열처리에 의해 불용화 된 후 다시 aminoacid,peptide등으로 분해됨으로써 나타는 결과라

사료된다.

(A) (B)

Fig.2.품종별 대두의 발효방법에 따른 가용성 단백질의 변화.(A)대풍,(B)개척 2호.
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나.대두의 protease활성 변화

발효 방법에 따른 품종별 대두의 protease의 활성을 최적 pH에 따라 산성,중성,알칼리성

으로 구별하여 측정하였다(Fig.3).

발효가 완료된 품종별 대두의 protease활성을 살펴본 결과,산성 protease의 활성은 두 품

종 보두 2단 발효구에서 110~125unit/g으로 가장 높게 나왔으며,황국균,고초균,낫토균을

단일 발효한 순으로 높게 나타났다.

중성 protease활성 또한 2단 발효구에서 572~594unit/g으로 최대 활성을 나타내었으며,

황국균,고초균,낫토균을 단일 발효한 순으로 나타났다.

알칼리성 protease활성은 고초균과 낫토균을 단일 발효한 구에서 가장 높게 나타났으며,2

단 발효구와 황국균 단일 발효구는 낮은 활성을 나타내었다.

Protease활성 변화를 종합해 보면 2단 발효구에서 산성과 중성 protease에서 다른 단일 발

효구보다 높은 활성을 나타내었고,고초균과 낫토균을 단일 발효한 구에서 알칼리성 protease

활성이 가장 높게 나타났다.따라서 2단 발효에 의해 생성된 protease에 의해 항원성 단백질이

효율적으로 분해된 것이라 사료된다.Oh등22)은 A.oryzae를 증자 대두분에 접종하여 27℃ 에

서 72시간 동안 발효시킨 koji중에서 protease활성이 300unit/g였다고 하였지만,본 연구에

서 황국균을 접종한 2단 발효구의 활성은 600unit/g정도로 높게 나타났다.

(A) (B)

Fig.3.발효한 대두의 protease활성.(A)대풍,(B)개척 2호.
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다.대두의 아미노태 질소 분석

아미노태 질소는 발효식품의 효소 분해로 생성된 아미노산 함량을 측정하여 발효정도와 맛

을 판단하는 간접적인 지표 성분으로 사용된다.일반적으로 아미노태 질소의 함량이 높은 장류

가 맛이 좋은 것으로 평가된다23).

발효 방법에 따른 품종별 대두의 아미노태 질소 함량 변화는 Fig.4와 같다.발효하지 않은

구의 아미노태 질소는 36.43~44.83mg%으로 나타났으며 모든 발효구에서 발효함에 따라 점점

증가하여 대풍 품종의 경우 487.55~764.94mg%,개척 2호의 경우 527.48~756.44mg%로 나타

났다.특히 2단 발효시 발효 36시간 이후 점차 증가해 48시간에는 동일 시간대 다른 단일 발효

구에 비해 월등히 높은 아미노태 질소 함량을 나타냈다.본 실험에서 2단발효시 protease활성

이 다른 단일 발효구에 비해 산성과 중성에서 가장 높게 나타났다.따라서 본 연구결과는 기존

의 보고들24-25)과 마찬가지로 아미노태 질소 함량이 단백질분해 효소의 활성에 의하여 결정된

다는 것을 확인시켜준 것이라 할 수 있다.

(A) (B)

Fig.4.품종별 대두의 발효방법에 따른 아미노태 질소 함량 변화.(A)대풍,(B)개척 2호.
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라.대두의 유리 아미노산 함량

대풍 품종을 단일 발효와 2단 발효한 유리 아미노산의 함량을 측정한 결과를 Table2에 나

타냈다.총 유리 아미노산의 함량은 2단 발효시 1553.90mg%로 가장 높게 나타났으며,단일

발효한 황국균 발효구 903.01mg%,고초균 발효구 518.64mg%,낫토균 발효구 473.95mg%

순으로 높게 검출 되었다.이는 고초균과 낫토균 단일 발효구 보다 3배 높게 나타났다.또한 2

단 발효구에서 특히 glutamicacid,threonine,proline,alanine함량이 높게 검출 되었다.

개척 2호를 단일 발효와 2단 발효한 유리 아미노산의 함량을 측정한 결과를 Table3에 나

타내었다.총 유리 아미노산의 함량은 대풍 품종과 마찬가지로 2단 발효구에서 2801.66mg%

로 가장 높은 함량을 나타내었다.단일 발효한 황국균 발효구 1310.26mg%,낫토균 발효구

984.75mg%,고초균 발효구 680.57mg%에 비해 각각 2배,3배,4배 이상 높게 나타났다.

따라서 2단 발효법으로 제조한 대두에서 다른 단일 발효구 보다 총 유리 아미노산이 높게

검출되는 점으로 미루어 이는 단백질이 발효에 의해 아미노산으로 효율적으로 분해된 것이라

사료된다.

Kim 등26)은 B.subtilis를 이용한 메주 제조시 glutamicacid와 phenylalanine의 함량이 높

았다고 보고 하였고,Park등27)은 볏짚에서 분리 동정한 B.subtilisS-16,B.subtilisK-27의

두 균주를 이용하여 제조한 메주 중 glutamicacid,leucine및 lysine의 함량이 높았다고 보고

하여 본 실험의 결과와 비교하여 볼 때 glutamicacid는 공통적으로 높은 함량을 나타내었다.
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Raw 

soybean
B. subtilis

B. subtilis

(natto)
A. oryzae

Two-step 

fermentation

Threonine 12.30 9.99 28.52 25.94 48.90 

Serine 0.23 5.24 28.35 12.03 30.37 

Asparagine 0.00 0.14 0.00 0.11 0.16 

Glutamic acid 1.64 100.94 95.80 214.22 476.28 

Proline 0.01 68.55 32.34 134.42 154.53 

Glycine 11.20 17.07 13.12 55.68 60.02 

Alanine 0.89 20.42 46.88 65.24 107.04 

Valine 57.20 41.98 34.06 68.57 186.67 

Methionine 4.50 19.29 10.87 26.13 30.96 

Isoleucine 11.20 26.22 25.66 47.97 51.73 

Leucine 15.60 59.03 53.75 5.99 60.94 

Tyrosine 22.40 45.17 27.70 73.40 51.17 

Phenylalanine 31.30 68.15 37.59 106.06 131.21 

Lysine 15.20 26.05 1.98 53.77 21.80 

Histidine 32.50 1.67 0.00 1.72 1.98 

Arginine 0.85 8.73 37.34 11.75 40.12 

Total (mg%) 217.02 518.64 473.95 903.01 1453.90 

Table2.발효시킨 대풍대두의 유리 아미노산 함량 (mg%)
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Raw 

soybean
B. subtilis

B. subtilis

(natto)
A. oryzae

Two-step 

fermentation

Threonine 13.92 12.51 106.96 19.94 150.06 

Serine 0.50 3.61 0.00 10.57 16.08 

Asparagine 0.00 0.36 1.27 0.15 1.45 

Glutamic acid 0.47 146.15 185.52 404.09 950.59 

Proline 0.02 104.57 132.36 95.91 269.68 

Glycine 7.37 35.90 53.47 64.78 78.23 

Alanine 2.00 36.32 59.79 82.56 140.65 

Valine 27.16 63.75 51.96 71.82 170.38 

Methionine 5.83 16.69 51.88 31.08 54.29 

Isoleucine 10.19 26.89 26.05 45.56 175.86 

Leucine 13.81 58.53 95.61 173.71 183.31 

Tyrosine 21.56 52.79 35.01 77.32 193.09 

Phenylalanine 28.39 75.52 82.98 113.85 234.04 

Lysine 22.31 39.11 44.26 98.34 104.17 

Histidine 31.64 1.18 0.00 2.60 2.86 

Arginine 1.60 6.68 57.62 17.98 66.93 

Total (mg%) 186.77 680.57 984.75 1310.26 2791.66 

Table3.발효시킨 개척2호대두의 유리 아미노산 함량 (mg%)
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마.대두의 단백질 분해도

발효 방법에 따른 2가지 저 알레르기 품종 대두의 단백질 분해정도를 알아보기 위하여 단백

질을 추출하여 SDS-PAGE를 실시한 결과는 Fig.5와 같다.발효하지 않은 생대두는 10∼170

kDa에 걸쳐 다양한 분자량의 단백질 밴드들이 gel에서 골고루 분포하였다.또한 이들 중에서

LTP(9kDa),kunitstrypsininhibitor(21kDa),Glym Bd30K (34kDa),β-conglycinin(β

-subunit:52kDa,α-subunit:72kDa,α’-subunit:76kDa)등28-29)대두의 주요 알레르겐으로

알려져 있는 단백질로 추정되는 밴드들이 관찰되었다.

단백질 밴드를 발효하지 않은 구와 비교해 보았을 때,발효시간이 증가함에 따라 고초균과 낫

토균을 단일 발효한 구에서는 17kDa이하의 저분자량은 물론 30kDa이상의 고분자량의 단백

질 밴드도 분해됨을 알 수 있었다.또한 황국균 단일 발효구와 2단 발효구에서는 발효시간이

증가함에 따라 43kDa,34kDa의 특정 단백질 밴드가 점점 진해지는 것을 볼 수 있는데,이는

황국균이 분비하는 protease밴드가 발효시간이 결과함에 따라 점점 짙어지는 것으로 추정된

다.

대두의 알레르기성을 감소시키기 위해서 주 항원인 Glym Bd30K의 구조를 변형시키는 여

러 다양한 방법들이 시도되고 있으며,국내 및 일본에서는 대두를 발효시킨 형태의 식품들이

널리 이용되기 때문에 발효를 통해 대두의 알레르기성을 감소시키는 시도가 보다 활발하게 진

행되고 있다.

발효 과정은 미생물로부터 분비되는 효소에 의한 가수분해 과정으로 큰 분자량을 가진 단백

성분을 펩타이드나 아미노산 형태로 줄여 항원성을 최소화 하는 방식인데30),일본에서 시행된

연구 중에서 natto발효와 유사한 방식으로 B.subtilis로 부터 분비된 protease를 추출한 물질로

멸균 증자 대두를 발효시킨 결과 대두단백이 분자량 10kDa이하로 분해됐다31)고 보고되어 본

연구와 유사한 결과를 보였다.
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Fig.5.발효 대두의 SDS-PAGE.B.subtilis발효 (A),B.subtilis(natto)발효 (B),A.

oryzae발효 (C),2단 발효 (D);M,molecularweightmarker;lane1,발효하지 않은 대두;

lane2,0시간 발효한 대두;lane3,12시간 발효한 대두;lane4,24시간 발효한 대두;lane

5,36시간 발효한 대두;lane6,48시간 발효한 대두
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바.대두의 특이 IgE항원성 변화

혈청 내 대두에 대한 특이 IgE수치가 30kUA/L이상을 보인 8명의 대두 민감성 환아 혈청

을 이용하여 ELISA법으로 대풍 품종과 개척 2호의 발효 방법에 따른 항원성의 변화를 조사한

결과는 각각 Fig.7,Fig.8와 같다.먼저 대풍 품종(Fig.7)에서는 대조군과 비교하여 대두 항

원에 대하여 비교적 높은 특이적 반응을 보였으며,발효시간이 증가함에 따라 항원성이 감소하

는 것을 확인할 수 있었다.특히 2단 발효시 단일 발효구에 비해 낮은 IgElevel을 나타냈다.

개척 2호(Fig.8)의 경우에서도 발효시간이 증가함에 따라 항원성이 점차 감소하는 것을 확

인 할 수 있었으며, 대풍 품종과 마찬가지로 단일 발효구보다 2단 발효구에서 더 낮은 IgE

level을 나타냈다.또한 낫토균과 황국균 단일 발효구의 경우 환아 혈청에 따라 IgElevel차이

가 크게 나타났는데,이는 알레르기 반응 정도와 특이 항체가 알레르겐을 인식하는 epitope가

다르기 때문에 모든 환자들이 동일하게 반응을 일으키지 않는 점32)때문이라 생각된다.

대두 단백질은 이미 사람과 동물에서 알레르기반응을 일으킨다고 보고되었는데,Bock등33)은

대두에 알레르기를 가진 사람은 대두 추출물에 대한 IgE와 IgG의 level이 증가한다고 보고한

바 있다.대두의 어떤 fraction이 더 항체를 많이 생산하는지는 아직 밝혀진 바가 없는데

Burks등34)은 대두에 대해 아토피성 피부염과 DBPCFC (Double-blind,placebo-controlled

food challenge)에 양성인 아이들을 대상으로 연구한 결과,어느 특정한 fraction이 주요

allergen이라고 결론 내릴 수 없었으며 대두 단백질의 많은 fraction에 대해 IgE와 IgG가 반응

하는 것 같다고 발표한 바 있어 본 연구와 유사한 결과를 나타냈다.

본 연구의 제한점으로,대상 환아 8명은 혈청 특이 IgE수치가 30kUA/L이상으로 이 수치

는 Sampson등35)이 제시한 CAPsystem을 이용한 “diagnosticdecisionpoint”로 73%의 양성

예측치를 가질 수 있기 때문에 임상적으로 대두 알레르기로 진단되었다.그러나 환아의 수가

적으며,1~4살 사이의 연령대로 국한되어있고,이중맹검경구유발시험을 통해 대두 알레르기로

확진된 환아가 아니라 혈청 대두 특이 IgE반응성을 가진 경우이기 때문에 실제로 항원성의

차이를 분석하는데 어려움이 있다고 보여진다.추후 발효 방법에 대한 영향의 평가에 있어서

대두 알레르기 환자를 대상으로 피부시험 등을 시행한 연구가 이루어진다면,본 연구의 실험적

인 결론을 뒷받침할 수 있는 임상연구가 될 것이라 사료된다.
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Fig.7.환자 혈청중의 IgE와 대풍 대두 발효물의 반응성.B.subtilis발효 (A),B.subtilis

(natto)발효 (B),A.oryzae발효 (C),2단 발효 (D).
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Fig.8.환자 혈청중의 IgE와 개척 2호 대두 발효물의 반응성.B.subtilis발효 (A),B.subtilis

(natto)발효 (B),A.oryzae발효 (C),2단 발효 (D).
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4절 대두 항원성 단백질에 대한 특이항체 제조

1.서론

대두를 발효시킨 된장,간장,고추장 및 청국장 등의 장류제품은 현재 한국인들이 가장 선호하는 조미

식품이다.사회적으로 기능성 혹은 건강성을 지향하면서 자연 식품인 장류의 소비가 증대되고 있는 시점

에서 장류 제품은 상품적 가치를 높여 국내외에서 경쟁력의 재고가 필요하다.대두 알레르기의 유병률은

지역,식습관,노출 정도에 따라 다르지만 소아에서는 1~6% 정도 나타나며 아토피 피부염 환아의 6%,우

유알레르기 환아의 14%에서 대두알레르기가 나타난다고 한다.1,716명의 성인 알레르기 환자의 국내산

대두에 대한 감작률은 3.8%로 알려져 있다.또한 우유 단백에 감작된 알레르기 환아 18.3%에서 대두 특

이 IgE가 양성을 나타내었다고 하였다.대두 알레르기는 대체로 나이가 들면서 자연소실되는 식품알레르

기 중 하나로 알려져 있으며 3세경이면 대두에 대한 내성이 대부분 획득된다고 하여,대두 알레르기 환

자에서 대두 제한식이를 시행하고 1~2년 후 40%에서 대두 알레르기가 소실된다.식품알레르기는 원인

식품을 철저하게 피하는 것이 가장 효과적이나,이는 힘들기 때문에 다양한 방법으로 대두의 알레르기성

을 낮추는 방법이 시도 되고 있다.아시아권에서는 발효법을 이용한 연구가 활발하나,된장이나 간장에

의해 아토피 증상이 악화되는 보고도 있으므로 더욱 효율적인 발효법의 확립이 필요하다.저 알레르기성

대두 발효물을 이용하여 유아식,환자식 등을 다양한 식품을 제조하고 대두 알레르기 환자의 면역학적

진단 방법을 위한 확립 연구가 요구된다.국민 건강 증진을 위해 국산 대두 품종 중의 알레르겐 함량을

측정하여 알레르기성 질환을 가진 소비자용 식품소재를 발굴하며 전통 식품의 맛과 향을 유지하고 알레

르겐이 감소된 장류의 생산은 대두 단백질에 과민 반응을 일으키는 환자들의 식생활을 개선시킬 수 있을

것으로 기대된다.대두 발효 식품 제조 공정 중의 여러 요인들에 대한 대두중의 알레르겐의 함량 및 알

레르겐 특이성 변화에 미치는 영향에 대한 연구가 부족한 실정이다.정량적인 알레르기성 평가를 위해

과민성 환자 혈청은 물론 대두의 주요 항원성 단백질의 유전자 재조합 및 특이 항체가 요구된다.국가

간 무역 활성화로 인한 무한경쟁에서 비교 우위를 차지하기 위해서는 장류의 알레르기성 평가는 선행 되

어야 할 연구이다.1년차 연구에서 대두의 열처리 방법에 의하여 대두 알레르겐을 최소화 시키는 증자법

을 확립하였다.그러나 열처리에 의해서도 분해되지 않거나 소화효소에서도 분해되지 않는다고 알려진

Lipidtransferprotein(LTP)와 같은 난분해성 단백질의 확인이 요구된다.따라서 본 연구에서는 LTP가

다량 존재하는 복숭아를 이용하여 RNA를 분리한 후 LTP재조합 단백질을 제조하고 콩 LTP와의 상동

성을 조사한 다음,이를 활용하여 항체를 생산함으로써 대두 및 장류제품 속에 존재하는 난분해성 단백

질의 검출을 위한 기초자료를 마련하고자 하였다.
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2.재료 및 방법

가.사용균주,플라스미드,배지

Top10E.colicompetentcell,E.coliBL21(DE3)와 recombinantE.coli는 37℃,LB배지 및 적당한

항생제를 첨가하여 배양하였다.모든 항생제는 Sigma로부터 구입하였으며 다음과 같은 농도로 사용하였

다 :ampicillin50㎍/㎖;kanamycin50㎍/㎖.배지는 Difco(Detroid,Mich),pBluescriptIISK+

(Stratagene),벡터는 pJET 1.2bluntcloningvectorG를 사용하였다.

나.대장균을 이용한 LTP발현 및 대량 생산

(1)TotalRNA의 분리

복숭아의 TotalRNA의 분리는 RNeasyPlantMiniKit(QuagenInc,CA.USA)를 이용하였

다.액체질소로 동결 상태에서 분쇄한 복숭아 100mg에 450ul의 RLT를 첨가하고 voltex하여

56℃에서 3분간 반응하였다.용균물을 2mle-tube에 들어있는 Qiashreddersigncolumn에 넣

고 원심분리한다.분획된 상징액을 새 e-tube에 세포파편이 혼입되지 않도록 옮긴다.깨끗한

용균물을 회수하기 위해 0.5배의 ethanol을 첨가하고 혼합한다.형성된 침전물을 포함하여 2

ml수집관에 있는 sample을 RNeasyminicolumn에 옮긴 후 8,000g에서 15초간 원심분리하

여 통과액을 제거한다.RNeasy칼럼에 RW1buffer700ul를 첨가하여 8,000g에서 15초간 원

심분리한다.RNeasycolumn을 새로운 2ml의 e-tube로 옮긴 후 RPEbuffer500ul를 넣는다.

tube를 닫고 column을 세척하기 위해 8,000g에서 15초간 원심분리하여 통과액을 제거한다.

RNeasy column에 RPE buffer500ul를 첨가하여 8,000g에서 2분간 원심분리 한다.새

e-tube에 RNeasyspincolumn을 넣고 RNasefreewater를 50ul를 첨가하고 RNA 용출을 위

해 8,000g에서 1분간 원심분리한다.

(2)cDNA의 합성

분리된 totalRNA를 이용하여 ImProm-ⅡTM Reverse Transcription System(Promega

Copertation,WI,USA)를 사용하여 cDNA를 합성하였다.알려진 복숭아 lipidtransferprotein

Pru p 3 유전자 (GenBank Accession No.AJ277163)를 바탕으로 sense primer5'-

GAATTCATAACATGTGGCCAAGTGTCC - 3'와 anti-sense 5' -
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CTCGAGCTTCACGGTGGCGCAGTTGGT -3'를 제작하여 EcoRI/XhoI제한효소 부위를

가지도록 PCR을 실시하였다.LTPcloning을 위한 primer서열은 Table1과 같고,PCR조건

은 1step94℃,2min,2step94℃ 20sec,55℃ 30sec,72℃ 30sec,total30cycle,3step

72℃ 5min)으로 실시하였다.

Table1.LTPgene클로닝을 위한 PCR에 사용된 primer의 서열

Primer Sequences (5'-3')

5'-LTP

(Forward)

5'-GAATTCATAACATGTGGCCAAGTGTCC-3'

(EcoRI)

3'-LTP

(Reverse)

5'-CTCGAGCTTCACGGTGGCGCAGTTGGT-3'

(XhoI)

(3)LTP유전자의 클로닝

PCR 산물은 0.8%의 agarosegel에 전기영동하여 검출된 단편을 WizardSV GelandPCR

clean-up System (Promega,USA)을 이용하여 용출하였다.PCR 산물을 pJET 1.2 blunt

cloningvector에 subcloning한 후 Top10E.colicompetentcell에 transformation실시하여

50ug/ml의 ampicillin이 함유된 LB배지에서 37℃,overnight배양하여 양성 클론을 선발하였

다.

(4)DNAsequencing

원하는 유전자가 삽입된 양성클론을 선발하기 위하여 PRISM Ready Reaction Dye

terminator/primer cycle sequencing kit(Perkin-Elmer,USA)를 사용하여 dideoxy-chain

termination 방법으로 sequence를 조사하였다.샘플은 automated DNA sequencer(Model

3100, Applied biosystems)을 이용하여 분석하였다. nucleoted sequence와 amino acid

sequence의 조성분석은 DNAMAN analysissystem (LynnonBisoft,Canada)를 이용하였으며,

BLASTprogram으로 protein-codingregion을 조사하였다.

(5)LTP유전자의 발현
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Cloning된 균주를 배양하여 miniprep으로 plasmid를 분리한후 EcoRI과 XhoI제한효소를

처리하여 2% agarosegel에 전기영동하여 원하는 DNA 단편을 얻은 다음 elution하여 발현용

pET 21avector에 ligation하였다.이때 pET-21avector는 T7RNA polymeraseresponsive

promoter로써 His6-taggedfusionprotein을 생산한다.그리고 ampicilin내성 유전자를 가지며

N-terminalT7·TagⓇ sequenceplusHis6·TagⓇ sequence가 재조합 단백질의 C-terminus에

생기게 된다.클로닝된 pET 21avector는 발현용 균주인 BL 21E.colicompetentcell에

transformation하였으며,50ug/ml의 ampicillin을 함유한 LB배지에서 37℃,200rpm으로 배양

하였다.OD600이 0.5일 때 IPTG(isopropyl-β-D-galactoside)를 최종농도 0,1mM이 되도록 첨

가하여 재조합 유전자의 발현을 유도하였다.IPTG첨가후 동일한 조건에서 4시간을 배양하여

배양액으로부터 균체를 회수하였다.LTP유전자의 클로닝 및 발현은 Fig.1에 나타내었다.

Fig.1.LTP유전자의 발현을 위한 plamidmap

(6)his-taggedT7antibody(B)를 이용한 westernblotting

발현된 단백질이 LTP임을 확인하기 위하여 his-taggedT 7antibody를 이용하여 western
blotting을 수행하였다.
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(7)재조합 단백질의 정제

Ni-NTA Superflow(Quagen,USA)6xHis흡착 칼럼을 이용하여 항원을 정제하였다.Buffer

조성은 다음과 같다.

EquilibrationBuffer:50mM Tris-HCl(pH8.0),0.5M NaCl,10mM imidazole

WashingBuffer:50mM Tris-HCl(pH8.0),0.5M NaCl,20mM imidazole

ElutionBuffer:50mM Tris-HCl(pH8.0),0.5M NaCl,300mM imidazole

(8)재조합 단백질 특이 항체생산

재조합 단백질을 정제한 후 ㈜ 코스모진텍에 제공하여 rabbitpolyclonal항체를 제조하였다.

Rabbit2마리를 면역시키기 위해서 총 3.5mg/mL의 단백질을 SDS-PAGE후 해당 밴드를

잘라서 PBS에 침지하여 제공하였다.

(9)LTP특이항체를 이용한 대두의 LTP함량 측정

세부기관에서 제공받은 품종별 대두의 LTP측정은 앞서 생산된 LTP특이항체를 이용하여

ELISA 방법에 준하여 실시하였다.발효시킨 품종별 대두의 추출물을 항원으로 사용하였고,각

각의 추출물을 96-wellplate(NUNC,Denmark)에 최종 농도가 10ug/mL이 되도록 PBS(20

mM sodium phosphate,150mM NaCl,2.7mM KCl,pH7.4)로 희석하여 각 100㎕씩 분주하

고 4℃에서 하룻밤 coating하였다.다음날 PBST (phosphatebufferedsalinecontaining0.05%

(v/v)tween20)로 3회 세척하였으며,비특이적 결합을 방지하기 위해 blockingbuffer(10%

fetalbovineserum-phosphatebufferedsaline)를 이용하여 1시간 blocking한 후 다시 PBST

로 3회 세척하였다.여기에 PBS를 이용해 1:500으로 희석한 1차 LTP항체를 100uL씩 가하고

37℃에 2시간 반응시켰다.PBST로 3회 세척한 후,2,000배로 희석시킨 Peroxidaselabelled

specific antibody도 37℃에 2시간 반응시켰다.PBST로 4회 세척한 후,TMB substrate

solution(3,3’,5,5’-tetramethylbenzidine,citrate-phosphatebuffer10mL,30% H2022uL)를 첨

가하여 각 well에 100uL씩 넣고 10분간 발색시켰다.1M phosphoricacid를 첨가하여 발색을

정지시킨 후 450nm에서 흡광도를 측정하였다.



- 109 -

3.결과 -대장균을 이용한 재조합 대두 알레르겐의 발현 및 대량생산

가.대두와 복숭아 LTP단백질의 교차반응성

대두와 복숭아 단백질간의 교차반응성을 확인하기 위하여 SDS-PAGE를 실시하였다(Fig.2).

대두 품종별 단백질 추출물을 확인한 결과 5kDa부터 100kDa까지 다양한 크기의 단백질이

고루 분포하는 것을 확인할 수 있었다.복숭아 단백질 추출물의 패턴을 확인한 결과 주요 알

레르겐 lipidtransferprotein로 알려져 있는 9kDa부근에 진한 단백질 분자를 확인할 수 있

었고 그 외 약한 단백질 밴드들을 확인할 수 있었다.

대두 민감성 환자 혈청이 대두와 복숭아 단백질에 어떻게 반응하는지 확인하기 위하여

immunoblotting을 실시하였다 (Fig.3).대두 민감성 환자 혈청은 대두 단백질 9kDa,21kDa

및 40kDa를 비롯하여 다양한 밴드와 반응하는 것을 확인하였으며 복숭아 단백질에 대해서는

9kDa와 강하게 반응하였다.또한 Fig.4에서 대두의 glycine과 복숭아의 sequnce의 상동성을

확인하였다.전년도 연구결과 9kDa단백질이 대두의 알레르겐 중의 하나였다.9kDa복숭아

단백이 대두 단백질과 교차반응성이 확인되어 복숭아와 대두 단백질의 에피토프가 유사하다

고 사료되어 본 연구에서 복숭아 단백질 중의 9kDa에 해당하는 LTP를 재조합 후 발현시켜

서 대두 알레르겐 확인 및 검출에 사용하기로 하였다.
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Fig.2.대두와 복숭아의 SDS-PAGE(1∼3:대두,4∼6:복숭아)

M:molecularweightmarker,Lane1:Daepung,Lane2:Daewon,Lane3:Taegwang,Lane

4:Mibaekdo,Lane5:Odoroki,Lane6:Nagasawa Hakuho

Fig.3.대두와 복숭아 단백질과 대두 민감성 환자 혈청의 immunoblotting(1∼3:대두,4∼6:

복숭아)

M:molecularweightmarker,Lane1:Daepung,Lane2:Daewon,Lane3:Taegwang,Lane
4:Mibaekdo,Lane5:Odoroki,Lane6:Nagasawa Hakuho
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Fig.4.대두 Glycine과 복숭아LTP의 상동성 분석
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나.복숭아 LTP(LipidtransferproteinPrup3)의 클로닝

RNeasyPlantMiniKit(QuagenInc,Ca.USA)를 이용하여 복숭아의 totalRNA를 추출하였
다.알려져 있는 복숭아 LTP의 mRNA 서열을 확인 (accession,No.AJ277163)하여 제작한 프
라이머를 이용하여 cDNA 합성 아가로즈 겔 전기영동 한 결과 약 280bp부근의 밴드를 확인
할 수 있었다 (Fig.5).

증폭된 PCR 산물을 pET21a-d(+)vector에 삽입하여 Top10cell에 transformation하여
cloning하였다 (Fig.6).클로닝 후 sequencing한 결과 복숭아 LTPPrup3와 일치하는 것을
확인하였다.
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Fig.5.복숭아 LTPPrup3를 RT-PCR한 전기영동 결과

M :Marker(100bpLadder)

Fig.6.pET21vector를 이용하여 cloning한 LTP의 전기영동 결과

M :Marker(100bpLadder)

Lane1,2:E.coliTop10confidentcelltransformedwithvectorpET-21awithPrup3
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다.복숭아 단백질 LipidtransferproteinPrup3의 발현

Cloning 한 것을 발현용 균주인 E.coliBL21에 transformation 한 후 액체배양하면서

isopropyl-1-thio-β-D-galactopyranoside(IPTG)를 이용하여 induction하였다.Fig.7(A)는

IPTG 농도를 달리하여 발현한 후 SDS-PAGE를 실시한 결과이며his-taggedT 7antibody를

이용하여 발현이 제대로 이루어졌는지 westernblotting을 통해 확인한 결과를 Fig.7(B)에

나타내었다. IPTG를 첨가하지 않았을 시에는 발현이 이루어지지 않았으며 IPTG를 첨가하였

을 때 농도에 상관없이 발현은 잘 이루어졌으나 발현이 0.1mM에 비해 1mM일때 더 잘 이

루어지는 것을 확인하였다.또한 SDS-PAGE상에서 발현 유무를 정확하게 확인하기 어려워

T7antibody를 사용한 결과 12kDA부근에서 LTP가 발현되는 것을 확인하였다.
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Fig.7.IPTGinduction(A)을 실시한 재조합 단백질의 SDS-PAGE상의 발현 및 his-taggedT
7antibody(B)를 이용한 westernblotting.

M:Marker,Lane1:PelletwithoutIPTG,Lane2:PellettreatedIPTG0.1mM,Lane3:Pellet
treatedIPTG 1mM,Lane4:SupernatantwithoutIPTG,Lane5:SupernatanttreatedIPTG

0.1mM,Lane6:SupernatanttreatedIPTG1mM



- 116 -

라.복숭아 단백질 Lipidtransferprotein의 정제

Ni–sepharose(GEHealthcare)gravitycolumn를 이용하여 정제한 후 SDS-PAGE를 실시하

여 Fig.8에 나타내었다.Elution한 fraction을 SDS-PAGE한 결과 Lane2에서 6까지 elution

초기에 육안으로 많은 양의 단백질이 정제되는 것을 확인할 수 있었다.정제된 단백질이 복숭

아 LTP가 맞는지 확인하기 위해 N-terminalamino sequence을 실시 한 결과 62%의

sequencecoverage로 복숭아 LTPPrup3인 것을 확인할 수 있었다 (Fig.9). 또한 Fig.10

에 나타낸 바와 같이 LTPPrup3은 대두의 Glycine과 상동성을 나타내었으므로,대두의 난분

해성 알레르겐인 LTP검출을 위한 특이항체 제조에 사용될 수 있음을 확인하였다.

Fig.8.정제된 재조합 단백질 LTPPrup3SDS-PAGE결과

M:Marker,Lane1:SupernatantofBL21treatedIPTG,:Lane2~6:fraction1~5
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Fig.9.정제된 LTPPrup3의 N-terminalaminosequence.

Fig.10.LTPpru3과 대두 Glycine의 상동성
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마.재조합 LTP를 이용한 항체제조

재조합 단백질 LTPPrup3를 이용한 polyclonal항체 생산을 위해 rabbit에 정제된 항원을

면역시켰다.정제된 단백질을 1.5mg/mL을 각각 rabbit에 면역을 시킨 결과 Boosting횟수가

증가할수록 항체의 역가가 높아지는 것을 확인할 수 있었다.

항원-항체 반응시 희석 비율은 1:100에서 1:1000사이가 적당할 것으로 사료되나 1:1000으로

희석해 항원성 단백질 검출을 위해 사용하였을 때 더욱 효율적일 것이라 생각된다.또한 복숭

아와 대두간의 교차반응성이 있으므로 본 항체를 이용하여 대두의 주요 알레르겐인 LTP의 함

량 또한 측정가능 할 것이다.

Fig.11.LTPrabbitpolyclonalantibody의 역가
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바.대두의 LTP항원성 변화

생산된 LTP특이항체를 이용한 대두 및 대두 이용 제품의 LTP검출 가능성을 조사하기 위

하여,주관기관에서 발효시간별 대풍 품종과 개척 2호의 샘플을 제공받아 발효 방법에 따른

LTP항원성의 변화를 ELISA법으로 측정한 결과를 Fig.12에 나타내었다.그 결과 발효대두에

서 대두 품종,발효방법에 따른 LTP함량의 변화를 효율적으로 검출하는 것을 확인하였다.

LTP는 대부분의 식물에 존재하는 9 kDa의 저분자량 방어 protein으로 liposome,

microsome등에서 mitochondria로 phospholipid등과 같은 물질을 운반시키는 기능을 하는 단

백질이다.열처리나 소화효소에 의해 잘 분해되지 않는 난분해성 단백질이지만,두 품종의 대

두에서 발효과정에 따라 LTPlevel이 감소함을 알 수 있었다.특히 단일 발효구보다 2단 발효

시 분해정도가 가장 효율적으로 나타나,발효 과정 중 분비되는 단백질 분해 효소에 의한 것이

라 사료된다.

또한 대체적으로 대풍 품종이 개척 2호 보다 좀 더 낮은 LTPlevel을 나타내었는데 이는 대

두에 포함된 LTP단백질의 알레르기성 차이가 있음을 확인할 수 있다.따라서 대두를 원료로

식품을 제조할 때 대두 품종을 고려함으로써 알레르기 반응으로 인한 문제를 줄일 수 있는 가

능성을 제시한다.
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Fig.12.발효한 대두와의 LTP의 반응성.B.subtilis발효 (A),B.subtilis(natto)발효 (B),

A.oryzae발효 (C),2단 발효 (D).
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5절 저알레르기성 장류제품의 개발

1.서론

대두를 발효시킨 된장,고추장 및 청국장 등의 장류제품은 현재 한국인들이 가장 선호하는

조미 식품이다.사회적으로 기능성 혹은 건강성을 지향하면서 자연 식품인 장류의 소비가 증대

되고 있는 시점에서 장류 제품은 상품적 가치를 높여 국내외에서 경쟁력의 재고가 필요하다.

전통장류의 주원료인 대두는 알레르기를 유발하는 주요 식품군으로 알려져 있다.대두 알레

르기의 유병률은 지역,식습관,노출 정도에 따라 다르지만 소아에서는 1∼6% 정도 나타나며

아토피 피부염 환아의 6%,우유알레르기 환아의 14%에서 대두알레르기가 나타난다고 한다.

1,716명의 성인 알레르기 환자의 국내산 대두에 대한 감작률은 3.8%로 알려져 있다.또한 우유

단백에 감작된 알레르기 환아 18.3%에서 대두 특이 IgE가 양성을 나타내었다고 하였다.

식품알레르기는 원인 식품을 철저하게 피하는 것이 가장 효과적이나,이는 힘들기 때문에 다

양한 방법으로 대두의 알레르기성을 낮추는 방법의 개발이 요구된다.우리가 생활하는 환경과

피할 수 없는 식품의 오염 속에서 전통 식품의 장점은 살리면서 나아가 항 알레르기성 기능을

부여하는 것이 필요하다고 판단된다.저 알레르기성 기능을 갖춘 된장이나 간장 등의 장류를

섭취한다면 그 자체로도 우리의 식생활의 큰 개선을 가져올 것이며,알레르기 유발가능성을 감

소시킴으로써 대두 알레르기 환자의 안정적인 식생활 유지에 기여할 수 있을 것으로 추측된다.

2.재료 및 방법

가.실험재료

(1)원료

대두를 이용한 장류제품에 함유된 알레르겐 함량 측정을 위하여 시판 청국장 제품 4점(C1∼

C4),된장 제품 4점(D1∼D4),고추장 3점(G1∼G3),쌈장 3점(S1∼S3)을 국내 주요 유통센터에

서 구매하여 사용하였다.
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Fig.1.국내 시판 장류제품

(2)사용균주

실험에 사용된 균주는 경상대학교 식품공학과 생물공학실험실에서 분리한 혈전용해효소 생

성능과 단백질 분해능이 우수한 균주 BacillussubtilisKCCM 11266P을 사용하였고,Bacillus

subtilis(natto)(CultureSystems,Inc.,IN,USA),Aspergillusoryzae는 ㈜ 충무발효화학에서

장류용 황국균을 구매하여 사용하였다.

나.시제품의 생산

(1)청국장
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대두를 수돗물로 2∼3회 세척하여 대두의 무게가 2.2배가 될 때까지 실온에서 수침하여 1시

간이상 물빼기 한 후 121℃에서 25분간 가압 증자하였으며 충분히 냉각한 대두에 황국균(A.

oryzae)은 대두 1g당 106spore가 되도록 전분과 함께 접종하고 대두의 표면에 균사가 덮일

때까지 30℃에서 24시간 발효한 후 고초균(B.subtilis)을 42℃에서 24시간 발효 하였다.

(2)된장

청국장의 제조와 동일한 방법으로 대두를 발효시킨 후 60℃ 열풍 건조하여 콩알메주를 제조

하였다.제조된 콩알메주를 이용하여 된장을 제조하였다.콩알메주와 20%의 염수를 1:2(w/v)

비율로 혼합하여 숙성용기에 넣고 15℃에서 3개월간 숙성시켰다.숙성이 완료된 후 고형물을

된장으로 생산하였으며,액상은 간장으로 제조한다.

다.단백질 추출 및 정량

수집한 시판 장류제품 및 시제품을 분쇄하고 시료 내 존재하는 지방성분을 제거하기 위하

여 5배의 n-Hexan을 넣고 실온에서 1시간 동안 교반시키는 과정을 세 번 반복하였다.이렇게

하여 얻은 분말은 30mM Tris-HCl(pH8.0),1M NaCl과 함께 1:10(w/v)비율로 섞은 후 실

온에서 microtubemixerMT-360(TomySeikoCo.,Ltd.,Japan)를 이용하여 3시간 동안 단

백성분을 용출시켰다.이 용액을 4℃,12,000rpm에서 10분간 원심 분리한 후,상징액을 -20℃

에서 보관하여 사용하였다.추출된 단백질은 Bradfordmethod1)에 근거한 Bio-Rad의 Protein

Assay(BioRadLaboratories,USA)2)로 정량하였고,표준물질로 BSA (bovineserum albumin)

을 사용하였다.

라.아미노태질소 측정

시료 5g에 증류수 95mL를 가하여 100mL로 정용한 후 160rpm으로 1시간 동안 추출한

뒤 여과(WhatmanNo.2,Germany)하였다.이 중 여액 50mL을 취하여 0.1N NaOH으로 pH

8.4까지 중화 하였다.중성포르말린 20mL를 가하여 0.1N NaOH으로 pH 8.4가 될 때 까지 적

정한다.적정의 종점을 결정하기 위하여 pH meter(Orion420A,Thermo,Beverly,MA,

USA)를 이용하였다.
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Patient No. Sex
Age

(years)

Total IgE

(kUA/L)

Soybean specific IgE 

(kUA/L)

1 M 4 1089 38.4

2 F 1 57 7.7

3 M 1 174 21.1

4 M 0 1899 25.7

5 F 0 357 7.8

6 F 3 1019 5.0

7 M 1 105 17.0

8 M 4 527 5.1

마.특이 IgE측정

특이 IgE측정은 Engvall와 Perlmann등3)의 방법에 준하여 실시하였다.발효시킨 품종별 대두

의 추출물을 항원으로 사용하였고,각각의 추출물을 96-wellplate(NUNC,Denmark)에 최종

농도가 10ug/mL이 되도록 PBS(20mM sodium phosphate,150mM NaCl,2.7mM KCl,

pH 7.4)로 희석하여 각 100uL씩 분주하고 4℃에서 하룻밤 coating하였다.다음날 PBST

(phosphatebufferedsalinecontaining0.05% (v/v)tween20)로 3회 세척하였으며,비특이적

결합을 방지하기 위해 blockingbuffer(10% fetalbovineserum-phosphatebufferedsaline)를

이용하여 1시간 blocking한 후 다시 PBST로 3회 세척하였다.여기에 PBS를 이용해 1:200으

로 희석한 혈청을 100uL씩 가하고 37℃에 2시간 반응시켰다.PBST로 3회 세척한 후,1,000배

로 희석시킨 biotinylatedgoat anti-humanIgE (Sigma,USA)도 37℃에 2시간 반응시켰다.

PBST로 4회 세척한 후,1% FBS와 avidinperoxidase를 1:400으로 희석하여 40분 반응시켰

다.다시 PBST로 3회 세척한 후 ABTS (2,2’-azino-bis(3-ethylbenzthiazoline-6-sulfonic

acid),Sigma,USA)와 H202를 첨가하여 각 well에 100uL씩 넣고 10분간 발색시킨 후 450

nm에서 흡광도를 측정하였다.연구에 사용된 환자의 혈정은 2012년 1월부터 2012년 8월까

지 삼성서울병원 소아과에 내원하여 hanifin의 진단기준15)에 따라 혈청 내 대두에 대한 특이

IgE수치가 30kUA/L이상을 보인 환아 8명을 대상으로 하였다(Table1).혈청 내 대두 특이

IgE는 CAP-FEIA (Pharmacia,Uppsala,Sweden)으로 측정하였고,혈청은 -80℃에 보관하여

사용하였다.

Table1.대두 민감성 환아 혈청 정보
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바.시제품의 성분분석

(1)수분 측정

시제품의 수분함량은 적외선 수분측정기(FD-600,Kett)로 40분간 측정하였다.

(2)염도 측정

시제품의 염도는 측정은 분쇄한 시료 5g을 증류수로 현탁하여 250ml로 정용하고 이 중 10

ml을 취하여 2% K2CrO41ml을 넣고 0.1NAgNO3로 적정하였다.

(3)총질소 측정

시제품의 총질소 함량 측정은 시료 1g을 취하여 Kjeldahlflask에 넣고,K2SO4와 CuSO4∙

5H2O를 9:1의 비로 혼합한 촉매제 2~3g과 conc.H2SO415ml을 넣어 2시간 동안 분해시킨

후 증류수를 첨가하여 100ml로 정용하고 소비된 0.02N HCl의 ml수를 총질소로 환산하였다.

증류시 사용한 시약은 NaOH -Sodium thiosulfate(Na2S2O3∙5H2O)용액과 2% Boricacid

(H3BO3)용액 그리고 지시약은 Bromocresolgreen과 Methylred를 에탄올에 2:1의 비로 혼합

하여 계산하였다.

5)총당 함량

시제품의 총당 함량은 Phenol-H2SO4법
4)에 따라 시료 1 mL에 5% phenol(Yakuripure

chemicalsCo.,Ltd.,Kyoto,Japan)1 mL와 H2SO4(Samchyn purechemicals Co.,Ltd.,

Pyeongtaek,Korea)5mL를 가하여 상온에서 30분간 반응시킨 후 460nm에서 흡광도를 측정

하였고,표준물질로는 glucose(SigmaChemicalCo.,St.Louis,MO,USA)를 사용하였다.

6)환원당 함량

시제품의 환원당 함량은 DNS(3,5-dinitrosalicylicacid)법5)을 사용하여 시료 1mL에 0.75%

DNS(SigmaChemicalCo.,St.Louis,MO,USA)용액 1mL을 첨가하고 100℃에서 5분간 반

응시킨 다음 증류수 8mL을 가한 후 540nm에서 흡광도를 측정하였다.
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3.결과 -저알레르겐 발효대두 제품생산

가.장류제품의 가용성 단백질 함량

시판 장류제품과 본 연구에서 확립된 최적 발효법으로 제조된 청국장과 된장의 가용성 단백

질 농도를 측정한 결과를 Fig.2에 나타내었다.대두발효 장류제품에 함유된 가용성 단백질은

원재료인 대두 및 밀,첨가물 등의 함량에 의해 현저한 차이가 나타난다.주로 청국장,된장,

쌈장제품에서 가용성 단백질 함량이 1mg/ml내외로 검출되었다.본 연구에서 제조된 청국장

과 된장의 가용성 단백질 함량은 각각 1.28,1.26mg/ml로 비교적 높은 함량을 나타내었다.

Fig.2.장류제품의 가용성 단백질 함량

※　 LAC (Low allergenic chungkukjng) :　 저알레르겐 청국장,LAM (Low

allergenicmeju):저알레르겐 된장,C1∼C4:청국장 제품,D1∼D4:된장 제품,

G1∼G3:고추장 제품,S1∼S3:쌈장제품
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나.장류제품의 아미노태 질소 함량

아미노태 질소는 발효과정 중에 대두 단백질이 효소작용(protease)으로 가수 분해되어 맛을

내는 아미노산을 생성하게 된다.일반적으로 아미노태 질소의 함량이 높은 장류가 성분 면에서

좋은 것으로 평가된다6).또한 효소에 의한 단백질의 분해정도를 가늠하는 척도가 될 수 있다.

대두를 이용한 시판 장류제품과 본 연구에서 확립된 최적 발효법으로 제조된 청국장과 된장

의 아미노태 질소 함량을 조사한 결과를 Fig.3에 나타내었다.본 연구에서 제조된 청국장과

된장의 아미노태 질소 함량은 각각 732.32,725.12mg%로 비교적 높은 함량이었다.이는 발효

중 대두의 단백질이 아미노산으로 효율적으로 분해되어 아미노태 질소 함량이 높게 나타나는

것으로 사료되며,시판 제품들에 비교하였을 때 함량이 높았다.

Fig.3.장류제품의 아미노태 질소 함량

※　 LAC (Low allergenic chungkukjng) :　 저알레르겐 청국장,LAM (Low

allergenicmeju):저알레르겐 된장,C1∼C4:청국장 제품,D1∼D4:된장 제품,

G1∼G3:고추장 제품,S1∼S3:쌈장제품
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다.장류제품의 특이 IgE항원성

대두를 이용한 시판 장류제품과 본 연구에서 확립된 최적 발효법으로 제조된 청국장과 된장

의 항원성의 변화를 조사한 결과를 Fig.4에 나타내었다.혈청 내 대두에 대한 특이 IgE수치

가 30kUA/L이상을 보인 8명의 대두 민감성 환아 혈청을 이용하여 ELISA법으로 측정하였다.

환자 개개인의 대두에 대한 민감성의 차이에 의해 IgE수치의 차이가 있으나,단백질 분해가

잘된 제품은 대체적으로 낮은 반응성을 나타내는 것으로 사료된다.특히 본 연구에서 제조된

청국장과 된장의 반응성은 비교적 낮은 것으로 나타내었다.

알레르겐의 분해를 위해 효율적인 열처리 조건의 적용,우수 품종의 대두 사용,다단발효를

통한 분해효소의 다량 생산이 발효대두 제품의 알레르기 유발성을 현저히 감소시켜 줄것으로

기대되며,대두 특이 알레르겐 환자를 위한 식품소재 개발에 기여할 것으로 사료된다.

Fig.4.환자 혈청중의 IgE와 장류제품의 반응성

※　 LAC (Low allergenic chungkukjng) :　 저알레르겐 청국장,LAM (Low

allergenicmeju):저알레르겐 된장,C1∼C4:청국장 제품,D1∼D4:된장 제품,

G1∼G3:고추장 제품,S1∼S3:쌈장제품B.subtilis발효 (A),B.subtilis

(natto)발효 (B),A.oryzae발효 (C),2단 발효 (D).
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라.저알레르겐 발효대두의 시제품 생산

확립된 최적 발효법을 이용하여 대두 발효제품인 청국장과 된장을 제조하였다.

(1)저알레르겐 대두제품의 일반성분

본 연구에서 개발된 저알레르겐 대두 발효제품인 청국장과 된장의 일반성분을 비교한 결과

수분은 각각 52.6%,60.3%로 나타났으며,총질소함량은 17.23% 및 15.30%로 나타났다.제품의

아미노태질소함량은 청국장은 732.32mg%,된장은 725.12mg%로 두 제품 모두 비교적 높은

함량을 나타내었다.아미노태질소는 protease의 작용에 의하여 생성된 아미노산의 함량을 나타

내며,청국장의 아미노태질소의 함량은 280mg% 이상으로 규정되어 있고7),숙성온도와 사용

균주에 따라 차이가 있는 것으로 알려져 있다8).

염도는 청국장 1.24%,된장 17.8%로,염수가 가해진 된장에서 높은 함량을 나타내었다.총당

과 환원당의 함량을 측정한 결과 청국장은 총당 26.61mg/g,환원당은 16.40mg/g이었으며,된

장의 총당은 24.40mg/g,환원당은 20.50mg/g으로 나타났다.

발효균주로 사용된 Bacillussubtilis는 α-또는 β-amylase를 생성하여 청국장 발효 중 대두

중의 전분을 당으로 전환시키며,생성된 당은 청국장의 단맛에 중요한 인자로 작용한다9).또한

Bacillus속 균주가 생성하는 유당분해효소인 β-galctosidase의 생산10)및 α-galactosidase,α

-glucosidase,α-mannosidase,β-mannosidase,β-N-acetyl-glucosaminidase,β-xylosidase,γ

-glutamyltransferase등 다양한 효소11)는 대두속에 존재하는 난분해성 다당류를 효율적으로

가수분해함으로써 청국장의 이취를 감소시키고 맛을 향상시키는 단맛의 첨가 등이 기대된다.

따라서 청국장 발효 중 생성된 당이 환원당 함량에도 영향을 끼칠 수 있을 것으로 사료된다.
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청국장 된장

수분 (%) 55.60 51.30

총질소 (%) 16.23 15.30

아미노태질소 (mg%) 523.32 725.12

염도 (%) <1.00 17.80

총당 (mg/g) 26.61 24.40

환원당 (mg/g) 16.40 18.37

Table2.저알레르겐 장류제품의 일반성분
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(2)저알레르겐 대두제품의 제품화

확립된 최적 발효법을 이용하여 대두 발효제품인 된장제품의 판매를 위한 시제품 생산을 완

료하였다.

Fig.5.저알레르겐 된장 시제품

된장제품의 대두 민감성 환자와의 반응성 조사,세부기관에서 개발된 LTP알레르겐 함량 특

정 결과 알레르기 유발성이 현저히 낮은 것을 확인하였으며,「알레르기 걱정없는 우리 된장」

이라는 이름으로 제품 생산을 앞두고 있다.



- 132 -

6절 알레르겐 저감화 대두 발효 공정 확립

1.서론

원인 물질이 함유된 식품을 섭취함으로 인해 피부,소화기,구강,장관,전신 등의 증상이 나타

나는 식품알레르기를 예방할 수 있는 최상의 대책은 알레르기 원인물질인 들어있는 식품의 섭

취를 제한하는 것이다.그러나 알레르기 발증 비율이 높은 영·유아 및 어린이에게 제한식을 장

기간 실시하면 영양 공급 부족으로 인한 성장 장애,체력 및 면역력 저하 등으로 인해 여러

가지 심각한 부작용이 우려 되므로 전문가의 진단을 받고나서 제한식이를 해야 하고 식품업체

가 제조한 제품에는 안전하게 식품을 선택할 수 있는 정보를 기재해야 한다.본문에서 제시한

일본의 경우처럼 우리나라에도 알레르기 유발식품에 대한 표시제도가 있고 한국인에 주로 알

레르기를 유발하는 것으로 밝혀진 식품은 난(가금알)류,우유,메밀,땅콩,대두,밀,고등어,게,

돼지고기,복숭아,토마토 등 11개 품목이고 향후 품목이 계속적으로 늘어날 전망이다.

중요한 단백질공급원인 콩과 쌀이나 밀처럼 주식에 해당하는 곡류 식품의 섭취 제한은 심각

한 영양적 불균형을 초래할 수 있어 더욱 조심해야 한다.따라서 알레르기 유발 물질 즉 항원

의 기능적 특성 규명과 이를 기초로 한 다양한 항원 저감화 수법이 시도되고 있다.항원 저함

유 품종육성을 비롯하여 가열․가압 및 염수처리 등의 물리화학적 방법,그리고 효소를 이용한

단백질 가수분해 등 여러 방법에 의한 항원성을 저감화시킨 식품의 제조기술이 개발되고 있다.

그러나 효소처리 및 화학 약품 처리 등의 방법이 알레르기 원인 단백질의 제거에 효과적이란

보고가 있지만 이 방법 자체가 인공적인 수단이라서 예측하지 못하는 다른 위험인자의 출현도

우려된다.

한국산 대두를 이용한 가공품 제조 공정 중의 알레르겐 함량 변화에 대한 연구는 아직 보고

되어 있지 않다.대두의 항원성 단백질(알레르겐)의 정량,대두 알레르기 발증 비율 등에 대한

연구가 이루어져 있지만 공정 중 저 알레르겐 장류 제조를 위한 체계적인 원료 콩의 선발,증

자,발효 공정에 관한 연구는 없었다.본 연구에서는 저알레르겐 대두제품 생산을 위해 적합한

대두 품종을 선발하였고,알레르겐을 효율적으로 분해하기 위한 열처리 조건을 확립하였다.또

한 다단발효법을 통해 난분해성 알레르겐을 분해하는 발효공학적 방법을 적용하였으며,대두민

감성 환자혈청과의 반응,특이 알레르겐 재조합 항체를 이용한 반응으로 효율적인 항원성 감소

를 확인하였다.최종적으로 확립된 발효방법에 의해 제조된 대두 발효물을 다른 식품소재와 혼

합하여 가공품을 제조하면 발효물 속에 잔존하는 효소의 작용에 의한 항원성 저감화 효과도

기대된다.또 콩이나 장류의해 알레르기 증상이 나타나는 사람들은 저알레르겐 장류제품을 통
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해 전통 장류의 좋은 맛과 향기 성분을 즐기는 동시에,알레르기 증상도 완화되는 효과뿐만 아

니라,타 식품소재의 알레르기 유발증상 또한 완화시키는 결과를 얻을 수 있을 것으로 기대된

다.

2.재료 및 방법

가.발효 균주별 대두 발효물의 생산

(1)사용균주

실험에 사용된 균주는 경상대학교 식품공학과 생물공학실험실에서 보관중인 단백질 분해능

이 우수한 균주 BacillussubtilisKFCC11293을 사용하였고,Bacillussubtilis(natto)(Culture

Systems,Inc.,IN,USA),Aspergillusoryzae는 ㈜ 충무발효화학에서 장류용 황국균을 구입하

여 사용하였다.

(2)대두의 발효

대두 표면의 오염물을 수돗물로 2∼3회 세척하여 대두의 무게가 2.2배가 될 때까지 실온에

서 수침하고 1시간이상 물빼기를 실시한 후 121℃에서 25분간 가압 증자하였으며 충분히 냉각

한 대두에 황국균(A.oryzae)은 대두 1g당 106spore가 되도록 전분과 함께 접종하고 30℃에

서 24시간 발효하여 황국균 단일 발효대두를 생산하였다.또한 증자 및 냉각이 끝난 대두에 고

초균(B.subtilis)을 106CFU/g으로 접종하고 42℃에서 24시간 발효하여 고초균 단일 발효대

두를 생산하였다.대두의 2단 발효는 황국균을 1g당 106spore가 되도록 전분과 함께 접종하

고 대두의 표면에 균사가 덮일 때까지 30℃에서 24시간 발효한 후 고초균을 42℃에서 24시간

발효하여 2단 발효대두를 생산하였다.

나.대두 발효물의 단백질 추출 및 정량

균주별 대두 발효물을 분쇄하고 시료 내 존재하는 지방성분을 제거하기 위하여 5배의
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n-Hexan을 넣고 실온에서 1시간 동안 교반시키는 과정을 세 번 반복하였다.이렇게 하여 얻은

분말은 30mM Tris-HCl(pH8.0),1M NaCl과 함께 1:10(w/v)비율로 섞은 후 실온에서

microtubemixerMT-360(TomySeikoCo.,Ltd.,Japan)를 이용하여 3시간 동안 단백성분을

용출시켰다.이 용액을 4℃,12,000rpm에서 10분간 원심 분리한 후,상징액을 -20℃에서 보관

하여 사용하였다.추출된 단백질은 Bradford method1)에 근거한 Bio-Rad의 Protein Assay

(BioRadLaboratories,USA)2)로 정량하였고,표준물질로 BSA (bovineserum albumin)을 사용

하였다.

다.LTP특이항체를 이용한 발효대두의 LTP함량 측정

2차년도 연구에서 생산된 LTP특이항체를 이용하여 대두의 특이 알레르기 유발성 단백질인

LTP의 함량변화를 ELISA 방법에 준하여 실시하였다.발효시킨 대두의 단백질 추출물을 항원

으로 사용하였고,각각의 추출물을 96-wellplate(NUNC,Denmark)에 최종 농도가 10ug/mL

이 되도록 PBS(20mM sodium phosphate,150mM NaCl,2.7mM KCl,pH7.4)로 희석하여

각 100㎕씩 분주하고 4℃에서 하룻밤 coating하였다.다음날 PBST (phosphatebuffered

salinecontaining0.05% (v/v)tween20)로 3회 세척하였으며,비특이적 결합을 방지하기 위해

blocking buffer(10% fetalbovine serum-phosphate buffered saline)를 이용하여 1시간

blocking한 후 다시 PBST로 3회 세척하였다.여기에 PBS를 이용해 1:500으로 희석한 1차

LTP항체를 100uL씩 가하고 37℃에 2시간 반응시켰다.PBST로 3회 세척한 후,2,000배로 희

석시킨 Peroxidaselabelledspecificantibody도 37℃에 2시간 반응시켰다.PBST로 4회 세척한

후,TMB substratesolution(3,3’,5,5’-tetramethylbenzidine,citrate-phosphatebuffer10mL,

30% H202 2uL)를 첨가하여 각 well에 100uL씩 넣고 10분간 발색시켰다.1M phosphoric

acid를 첨가하여 발색을 정지시킨 후 450nm에서 흡광도를 측정하였다.

라.발효대두에 의한 식품 알레르겐 감소 측정

(1)발효대두의 추출액 제조

최적 발효조건으로 발효가 완료된 대두로부터 추출액을 제조하였다.발효된 대두는 증류수에

1:10(w/v)의 비율로 혼합한 후 실온에서 4시간동안 추출하여,효소가 함유된 추출액을 제조하

였다.

(2)발효대두 추출물 중의 단백질 분해효소 활성 측정
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Patients Sex
Age

(yr)
Total IgE Egg Milk Wheat

Buck-

wheat

Soy-

bean

Pea-

nut
Dp. Df.

1 F 1 462.00 3.81 1.66 2.44 4.53 2.69 4.58 0.43 0.47

2 M 0 1076.00 101.00 1.66 12.00 1.00 47.50 36.00 0.00 0.00

3 F 1 1301.00 101.00 101.00 1.25 0.83 12.80 12.70 0.00 0.00

4 M 0 537.00 71.50 4.89 37.90 0.45 35.30 1.80 0.38 0.00

단백질 protease활성은 Park과 Oh3)의 방법으로 측정하였다.기질로는 산성 protease(pH

3.0)는 lacticacid를,중성 protease(pH 6.0)와 알칼리성 protease(pH 9.0)는 0.1N NaOH를

첨가하여 제조한 2 % casein (Hummarstein,USA)기질 용액을 사용하였으며,buffer는

protease종류에 따라 산성 protease와 중성 protease는 McIlvainebuffer(0.2M Na2HPO4⦁

12H2O +0.1M citricacid,pH 3.0,pH 6.0)를,알칼리성 protease는 boricacid-borexbuffer

(pH 9.0)를 사용하였다.각각의 buffer에 용해시킨 2% casein용액 1.5mL과 각 pH별 buffer

1.0mL씩 시험관에 넣은 다음 효소액 0.5mL을 넣고 40℃에서 60분간 반응시킨 후 0.4M

trichloroaceticacid(TCA)용액 3mL을 첨가하여 반응을 정지시켰다.실온에서 10분간 방치한

다음 여과하여 얻은 여액 1mL에 0.4M Na2CO3용액 5mL과 5배 희석한 Folin-ciocalteu용

액 1mL을 첨가하여 40℃에서 30분간 발색시켜 660nm에서 흡광도를 측정하였다.효소활성은

60분간 tyrosine1ug을 생성하는 효소량을 1unit로 하였다.

(3)식품원료에 대한 발효대두추출물 처리 효과

발효대두로부터 추출된 추출액의 단백질 분해효소 역가를 50U/ml로 희석한 후 대표적인 알

레르기 유발물질인 밀 추출액에 1:9의 비율로 혼합하였다.처리 후 37℃에서 30시간동안 반응

시키면서 시간에 따른 단백질 분해정도를 관찰하였다.

(4)식품원료 중의 단백질 변화

단백질 분해정도의 관찰은 SDS-PAGE를 통해 관찰하였다.SDS-PAGE에는 15%의 separating

gel과 5%의 stackinggel을 사용하여,150V에서 1시간 30분동안 전기영동하였다.

(5)환자 혈청

식품알레르기가 의심되어 서울삼성병원 아토피환경보건센터에 내원한 0∼4세의 환아 중

clinicaltest결과 밀 알레르기가 있는 것으로 추정되는 환아 15인의 혈청을 지원받아 실험에

사용하였다.

Table1.환아의 성별,연령,totalIgE및 추정 원인식품
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5 F 4 3737.00 101.00 101.00 35.50 29.80 69.40 101.00 64.40 62.00

6 M 0 2118.00 101.00 4.86 24.99 8.26 101.00 36.60 0.47 1.41

7 M 3 359.00 101.00 1.24 3.85 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00

8 F 0 1669.00 101.00 101.00 42.80 2.15 15.60 3.92 0.39 0.00

9 M 1 340.00 33.10 3.56 3.63 14.7 24.10 21.6 0.00 0.00

10 M 2 488.00 18.20 1.19 3.31 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00

11 F 0 151.00 0.00 0.00 3.96 1.80 2.36 0.00 0.00 0.00

12 M 4 656.00 4.23 2.02 0.95 0.00 0.53 0.00 18.10 80.40

13 F 0 27.00 4.82 0.00 0.99 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00

14 M 1 458.00 7.33 3.05 0.77 0.00 0.79 2.05 5.41 27.00

15 M 0 1717.00 92.5 23.3 4.21 0.55 2.13 2.48 0.00 0.00

(6)발효대두 추출물 처리에 따른 밀의 반응성 측정

Immunoblotting은 Son등의 방법4)에 준하여 실시하였다.SDS-PAGE 후 분리된 단백질은

PVDF (polyvinylidenedifluoride)membrane(Bio-Rad,USA)에 trasnsferbuffer(trisbase

11.5g,Glycine58g,10% SDS20ml,Methanol400ml,1500mlH2O)를 사용하여 100volt

에서 60분 electrotransfer하고 비특이적 결합을 방지하기 위해 5% Skim milk가 포함된

TBST(trisbufferdsaline,pH7.5containing0.05%(v/v)tween20)용액으로 4℃에서 하룻밤

blocking하였다.TBST용액으로 3회 세척 후,환아 혈청은 2.5% Skim milk가 포함된 TBST

로 1:100으로 희석하여 실온에서 2시간 반응시키고 TBST 용액으로 3회 세척 후,1:1000으로

희석시킨 peroxidase-conjugatedantihumanIgE(Sigma,USA)와 실온에서 1시간 반응시켰

다.TBST 용액으로 3회 세척 후,ECL(enhancedchemiluminescense,Amersham Pharmacia

Biotech,Buck-inghamshire,UK)를 이용하여 X-ray필름(EastmanKodak,Rochester,N.Y.,

USA)에 감광시켜 발색 반응을 관찰하였다.

(7)발효대두 추출물 처리에 따른 밀의 IgA,IgE반응성 측정

발효대두 추출물이 처리된 밀 알레르겐을 항원으로 사용하였고,처리시간별로 채취된 시료

를 96-wellplate(NUNC,Denmark)에 최종 농도가 10ug/mL이 되도록 PBS(20mM sodium

phosphate,150mM NaCl,2.7mM KCl,pH 7.4)로 희석하여 각 100uL씩 분주하고 4℃에서

하룻밤 coating하였다.다음날 PBST (phosphate buffered saline containing 0.05% (v/v)

tween20)로 3회 세척하였으며,비특이적 결합을 방지하기 위해 blockingbuffer(10% fetal

bovineserum-phosphatebufferedsaline)를 이용하여 1시간 blocking한 후 다시 PBST로 3회

세척하였다.여기에 PBS를 이용해 200배 희석한 환자혈청을 100uL씩 가하고 37℃에 2시간
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반응시켰다.PBST로 3회 세척한 후,1,000배로 희석시킨 biotinylatedmouseanti-humanIgA

(Zymed,SanFrancisco,CA,USA,diluted1:10,000)혹은 biotinylatedgoatanti-humanIgE

(Vector.Burlingame,CA,USA,diluted1:1,000)를 100uL가하여 37℃에 2시간 반응시켰다.

PBST로 4회 세척한 후,1% FBS와 avidinperoxidase를 1:400으로 희석하여 40분 반응시켰

다.다시 PBST로 3회 세척한 후 ABTS (2,2’-azino-bis(3-ethylbenzthiazoline-6-sulfonic

acid),Sigma,USA)와 H202를 첨가하여 각 well에 100uL씩 넣고 10분간 발색시킨 후 450

nm에서 흡광도를 측정하였다

마.발효대두의 저장 안정성 검사

(1)수분

발효대두 제품의 수분함량은 적외선 수분측정기(FD-600,Kett)로 40분간 측정하였다

(2)pH

발효대두의 시료 5g을 증류수 95ml에 현탁시켜 pH meter(Orionmodel420A;USA)로 측

정하였다.

(3)미생물수 측정

발효대두의 생균수 측정은 발효대두 1g을 단계 희석한 후 TSA (TrypticSoyAgar)평판

배지에 도말하여 37℃에서 24시간 배양시킨 후 나타난 colony를 계수하여 생균수를 측정하였

다
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3.결과 -저알레르겐 발효대두의 식품소재화 및 저장성

가.최적발효조건으로 제조된 대두 발효물 시제품의 LTP반응성

2차년도에 생산된 LTP특이항체를 이용한 대두 및 대두 이용 제품의 LTP를 검출하기 위하

여 대두를 이용한 시판 장류제품과 본 연구에서 확립된 최적 발효법으로 제조된 청국장과 된

장의 특이 알레르겐 LTP반응성을 측정한 결과를 Fig.1에 나타내었다.

열처리나 소화효소에 의해 잘 분해되지 않는 난분해성 단백질이지만,대두 발효물 시제품에

서는 LTPlevel이 다른 시판제품에 비해 낮은 비율로 검출되는 것으로 확인하였다.이는 다단

발효 과정 중 분비되는 단백질 분해 효소에 의해 알레르겐이 효율적으로 분해된 것이라 사료

된다.대두를 원료로 식품을 제조할 때 효율적인 발효방법을 적용함으로써 알레르기 반응으로

인한 문제를 줄일 수 있는 가능성을 제시한다.

Fig.·.장류제품의 LTP반응성

※　LAC(Low allergenicchungkukjng):　저알레르겐 청국장,LAM (Low allergenic

meju):저알레르겐 된장,C1∼C4:청국장 제품,D1∼D4:된장 제품,G1∼G3:고

추장 제품,S1∼S3:쌈장제품
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나.대두발효에 따른 식품 알레르겐 감소 측정

(1)발효대두의 단백질 분해효소 활성 측정

발효대두를 첨가하여 식품가공시 발효대두에 함유된 분해효소의 작용으로 인해 타 식품 속의

알레르겐의 분해에 영향을 미칠 수 있는지를 확인하기 위하여,발효대두를 추출하여 대표적인

알레르기 유발식품인 밀에 처리하여 단백질의 분해정도를 확인하였다.균일한 효소역가 상태로

발효대두 추출물을 반응시키기 위하여 발효대두 추출물의 단백질 분해효소 활성을 측정한 결

과,산성 protease는 75±5U/g,중성 protease는 185±8U/g,알칼리성 proteasesms242U/g이

었다.발효대두추출물을 50U/g으로 희석하여 효소액으로 사용하였다.

Fig.2.발효대두 추출물의 단백질 분해효소 역가
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(2)발효대두 추출물 처리에 따른 밀 알레르겐 분해도

발효대두를 추출물을 대표적인 알레르기 유발식품인 밀에 처리하여 처리시간에 따른 알레르

겐의 분해도를 SDS-PAGE를 통해 확인하였다.발효대두 추출물을 효소액으로 사용하여 밀 단

백질과 반응시킨 결과,처리시간이 경과함에 따라 단백질 밴드가 분해되어 30시간째에는 고분

자 밴드가 현저히 감소됨을 확인할 수 있었다.이 결과로 미루어 발효대두를 식품소재로 활용

한 2차 가공식품을 제조할 경우 혼합할 주 원료에 함유된 단백질의 분해를 도와 항원성의 감

소를 기대할 수 있을 것으로 추측된다.

Fig.3.발효대두추출물을 처리한 밀단백질의 경시적 SDS-PAGE

(M :marker,E:발효대두추출물,0~30h:반응시간)
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(3)발효대두추출물 처리 밀단백질과 알레르기 환자혈청과의 반응성

발효대두를 추출하여 대표적인 알레르기 유발식품인 밀 단백질에 추출물을 처리하여 처리시

간에 따른 알레르기 환자혈청과의 반응성을 immunoblotting을 통해 확인하였다.발효대두 추

출물과 밀 단백질을 반응시킨 후 SDS-PAGE를 통해 단백질을 전개시키고,밀 알레르기 환자

혈청과 반응시켜 반응성을 확인한 결과,처리시간이 경과함에 따라 밀단백질과 환자혈청과의

반응성이 감소하여 30시간째에는 반응하는 단백질 밴드가 현저히 감소하였다.따라서 발효대두

추출물의 첨가로 알레르기 원인이 되는 밀 단백질이 효율적으로 분해됨을 확인하였다.

Fig.4.발효대두추출물을 처리한 밀과 밀알레르기 환자혈청의 immunoblotting결과

(A)환자 5혈청,(B)환자 8혈청,(C)환자 12혈청,(D)환자 13혈청
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(4)발효대두 추출물 처리에 따른 밀 알레르기 환자혈청과의 IgA,IgE반응성

발효대두를 추출하여 대표적인 알레르기 유발식품인 밀 단백질에 추출물을 처리하여 처리시

간에 따른 알레르겐과 환자혈청과의 IgA,IgE반응성을 ELISA 법을 통해 확인하였다.발효대

두 추출물과 밀 단백질을 반응시킨 후 단백질을 96well에 코팅시키고,밀 알레르기 환자 15인

의 혈청과 반응시켜 반응성을 확인한 결과,처리시간이 경과함에 따라 밀단백질과 환자혈청과

의 IgA,IgE반응성이 감소하여 30시간째에는 반응성이 현저히 감소하였다.따라서 발효대두

추출물의 처리가 알레르기 유발성 밀 단백질을 효율적으로 분해시키며,발효대두의 사용은 저

알레르겐 식품소재의 개발 가능성을 제시한다.

Fig.5.발효대두추출물을 처리한 밀알레르겐과 15인의 밀알레르기 환자혈청을 이용한 IgA(A)

와 IgE(B)반응성
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다.발효대두의 저장 안정성 검사

최적발효법으로 제조된 발효대두의 저장성을 향상시키기 위하여 70℃에서 3일간 열풍건조시

킨 콩알메주 형태의 발효물을 가공한 후 저장 온도와 저장기간에 따른 성분 변화를 조사하였

다.

(1)발효대두의 저장 온도 및 저장 기간에 따른 수분 및 pH의 변화

발효대두의 안정성 확보를 위하여 발효대두의 저장 온도 및 저장 기간을 설정하기 위해 발효

완료 후 건조된 콩알메주를 각각 4℃,실온,37℃에서 보관하면서 2,4,6개월 후 제품의 수분

함량 및 pH 변화를 비교하여 Fig.3에 나타내었다.초기 콩알메주의 수분함량은 27.5%였으며,

4℃에서 보관한 후 2개월째에 수분함량은 27.8%,4개월에는 28.2%,6개월째에는 29.5%%로 나

타났다.또한 실온에서 보관한 후 2개월째에 수분함량은 27.5%,4개월에는 28.0%,6개월째에는

28.4%%로 나타났으며,37℃에서 보관하였을 때 2개월째에 수분함량은 28.0%,4개월에는

28.5%,6개월째에는 30.5%%로 나타나,보관온도 및 저장기간이 경과하여도 콩알메주의 품질특

성에 큰 영향을 미치지 않는 것으로 나타났다.보관 온도 및 기간에 따른 콩알메주의 pH는

Fig.4에 나타낸 바와 같이 pH5.75∼5.88사이로 큰 변화가 나타나지 않았으나 37℃에서 6개

월 보관 시 pH가 6.12로 약간의 변화만 확인되었다.따라서 건조된 대두발효제품인 콩알메주는

실온에서 6개월 이상의 장기보관이 가능할 것으로 추정된다.
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Fig.6.발효대두의 저장 온도 및 저장 기간에 따른 수분 및 pH의 변화
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(2)발효대두의 저장 온도 및 저장 기간에 따른 미생물수의 변화

발효대두의 안정성 확보를 위하여 발효대두의 저장 온도 및 저장 기간을 설정하기 위해 발효

완료후 건조품인 콩알메주를 각각 4℃,실온,37℃에서 보관하면서 2,4,6개월 후 제품의 생균

수의 변화를 확인하여 Fig.7에 나타내었다.초기 콩알메주의 생균수는 1.7×109CFU/g으로

나타났으며 4℃에서 보관한 후 2개월째는 1.82×109CFU/g,4개월에는 1.90 ×109CFU/g,6개

월째에는 1.97 × 109 CFU/g로 나타났다.또한 실온에서 보관한 후 2개월째는 1.85 × 109

CFU/g,4개월에는 1.95×109CFU/g,6개월째에는 2.05×109CFU/g로 나타났으며,37℃에서 보

관하였을 때 2개월째는 1.94×109CFU/gg, 4개월에는 2.10×109CFU/g,6개월째에는 2.85×

109CFU/g로 나타나,보관온도 및 저장기간이 경과하여도 콩알메주의 생균수에 큰 영향을 미

치지 않는 것으로 나타났다.따라서 건조된 대두발효제품인 콩알메주는 실온에서 6개월 이상의

장기보관이 가능할 것이다.

초기 생균수는 대두 발효제품의 유통․보관 중 과발효의 진행 및 부패를 유발하는 주요 원인이며 바이

오제닉 아민의 생성에도 큰 영향을 미치므로,초기 생균수 및 제어는 품질 향상을 위한 중요한 인자가

될 것으로 추정된다.

Fig.7.발효대두의 저장 온도 및 저장 기간에 따른 미생물수의 변화
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구분 연도 세부연구목표 평가의 착안점 및 기준 달성도

1차

년도
2011

○ 장류용 대두의 품종별 

알레르겐 검색

- 장류용 대두 품종의 수집 

- 대두의 항원성 및 주요 알레르겐 

검색을 위한 대두 민감성 환자 

혈청의 확보

- 장류발효를 위한 

대두 7품종 확보

- 대두 민감성 환자 

혈청 4종 확보

○ 알레르겐 저감화를 위한 

대두 가공 조건 확립

- 대두와 물의 비율과 삶는 시간에 

따른 대두 단백질의 항원성 변화

- 증자 온도와 시간에 따른 항원성 

변화

- 증자 및 자숙 

조건 및 시간에 

따른 항원성 확인

○ 자숙(삶기) 또는 증자 

시료 채취 및 성분분석

- 총아미노산, 아미노태질소, 

암모니아태질소, 질소용해율, 유리 

아미노산 함량 측정

- 증자 및 자숙 

조건에 따른 

성분분석 완료

2차

년도
2012

○ 대두 주요 알레르겐의 

재조합 단백질 생산

- 대두 주요 알레르겐 유전자 

클로닝 후 서열 확인

- 대장균을 이용한 재조합 단백질 

발현 조건 탐색

- 재조합된 단백질의 대량 생산

- 주요 알레르겐 

LTP 클로닝

- 재조합 단백질 

발현 및 생산

○ 재조합 단백질을 이용한 

항원성 단백질의 특이 

항체 생산

- polyclonal 항체의 제조 및 역가 

확인

- LTP 특이항체 

제조

○ 최적 증자 조건하에서 

발효 균주를 달리한 장류 

제조

- 황국균, 고초균, 낫토균을 이용한 

발효 대두 제조

- 황국균+고초균을 이용한 다단 

발효 대두 제조

- 황국균+고초균 

다단발효의 

발효조건 확립

3차

년도
2013

○ 저 알레르겐 장류 제조를 

위한 발효법의 확립 및 

시제품 제조

- 발효 균주별 대두 발효물의 

알레르겐 함량 측정

- 확립된 공정으로 발효시킨 장류의 

항원성 조사

- 저 알레르겐 장류 시제품 개발

- 다단발효조건으로 

발효된 대두 

발효제품 개발 

및 항원성 조사 

완료

○ 시판 청국장의 항원성 

평가

- 시판 청국장의 수집

- 시판 장류의 알레르겐 함량 측정 

및 저 알레르겐화 발효 대두와의 

비교

- 시판 대두 

발효제품 수집 

및 항원성 비교 

○ 저 알레르겐 대두 

발효물의 식품 소재화 

시험

- 건조품의 저장 안정성(4℃, 25℃)

- 된장, 청국장 제조 특성 조사

- 대두 발효물의 

저장 안정성(4℃, 

RT, 37℃) 확인

- 대두 발효 시제품의 

환자반응성 및 

LTP 함량 측정 

제 4장 목표달성도 및 관련분야에의 기여도

1절 목표달성도
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2절 관련분야에의 기여도

1.기술적 측면

○ 발효 조건을 달리하여 효율적으로 항원성 단백질 분해기술 개발

○ 저 알레르겐 기능성 장류 제조를 위한 발효 공정의 확립

○ 저 알레르겐 대두식품 제조를 위한 대두 발효 가공 및 발효 조건개선에 기여

○ 식품의 알레르겐 함량 측정 방법 개발 확립

○ 조직적이고 다 학문간 협력 연구를 수행함으로써 효율적 성과가 기대됨

○ 대두 민감성 환자뿐만 아니라 대두 알레르기 유발의 사전방지를 위해 모든 소비자를 대상

으로 한 저알레르기성 대두 발효제품의 생산 가능

2.경제적․산업적 측면

○ 우리 농산물을 이용한 식품 관련 산업의 활성화

○ 저 알레르겐 대두 발효물을 이용한 식품 제조로 대두 발효 식품의 이미지 상승

○ 알레르기 치료 및 예방을 도모함으로써 국민 보건 및 국민 건강을 향상 시킬 수 있으며,

의료비 절감 등의 효과를 기대할 수 있음

○ 식품 중의 알레르기성 평가 확인이 용이

○ 대두 발효를 이용한 식품 가공 산업의 매출증대

○ 저 알레르겐 식품의 제조 시 국내외 시장 경쟁력 상승

○ 기존에 없던 저알레르기성 대두발효제품 시장을 개척함으로써 기존 년매출액 4,000백만

원인 본 회사의 매출이 2배 이상 증가될 것으로 예상됨
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제 5장 연구개발 성과 및 성과활용 계획

제 1절 연구개발 성과

1.학술발표

가.2011.11.7 AmericalCollege ofAllergy,Asthma & Immunology 국제학회 Boston,

Massachusetts,USA,Effectofroastingandfermentationonsoybeanallergenicity,(발

표자 :H.G.Seol,Y.Ko,C.H.Ryu)포스터 발표

나.2011.11.7생명과학회,ReductionofAllergenicProteininSoybeanbyThermalTreatment

(발표자 :HuiGyeongSeol,YuJinGo,JeongSukJo,DoGyeongKim,ChungHo

Ryu)포스터 발표

다.2012.06.27 한국미생물생명공학회,Change of Allergenicity by ThermalProcessing

accordingtoSoybeanCultivars(발표자 :Hui-gyeongSeol,Eun-jungKim,Yu-jinKo,

Eun-jaKim1,Do-gyeongKim,Byong-wonLee,Hyun-taeKim,Jong-ilChungand

Chung-hoRyu)포스터 발표

라.류충호,이정록,손대열.2012.3단계 발효에 의한 콩 알레르기성의 저하.한국식품영양과

학회지 41(8)1066-1071

마..설희경,고유진,김은정,이경란,김도경,이정옥,안강모.2012.열처리 방법에 따른 품종별

콩단백질의 항원성 변화.생명과학회지.22(4)524-531

바.2013.7.3,한국미생물생명공학회,AttenuationofAllergeninSoybeanCultivarsaccording

toFermentationMethod(발표자 :Gyeong-ranLee,Yu-jinKo,Eun-jaKim,Chung-ho

Ryu)포스터 발표

사.2013.10.17,한국생명과학회,DecreaseofAllergeninSoybeanaccordingtoFermentation

Method(발표자 :Gyeong-ranLee,Eun-jaKim,Chung-hoRyu)포스터 발표
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아.Yu-jin Ko,Jin-woo Jeong,Yung-hyun Choi,Chung-ho Ryu.2013.Soy soluble

polysaccharideanducesapoptosisinHCT-116humancoloncancercellsviareactive

oxygenspeciesgenerationMoi.Med.Reports81767-1772

2.인력양성 및 활용결과

가.설희경,2012.ChangeofAllergenicitybyThermalProcessingaccordingtoSoybean

Cultivars,경상대학교 석사학위논문

나.이경란,2013.발효 방법에 따른 품종별 대두의 알레르겐 감화,경상대학교 석사학위논문

다.고유진,2014.8Anti-inflamatoryandamti-cancerpropertiesofsoysaucepolysaccharide.

경상대학교 대학원 박사학위논문

3.기술컨설팅

가.계약일 :2014.09.01업체 :양지푸드 (공동연구기관)

내용 :저알레르겐 된장 제조기술 이전

나.계약일 :2014.09.01업체 :양지푸드 (공동연구기관)

내용 :저알레르겐 청국장 제조기술 이전

다.향후 계획

-저알레르겐 대두 발효기술 상용화 (2015년 이후)

-청국장 제조업체에 저알레르겐 대두 발효기술을 보급하여 기술 상용화

-본 보급과제 기술을 상용화하여 전통장류의 고급화를 통한 제품의 안정화,안전성,기능

성의 대두발효제품을 생산.보급하여 국민보건향상 증진.

4.언론홍보
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가.경상대학교 류충호 교수,알레르기 걱정없는 간장ㆍ된장 제품 개발 (아주경제,2014.09.01.)

나.경상대학교 류충호 교수,알레르기 걱정없는 간장ㆍ된장 제품 개발 (아시아뉴스통신,

2014.09.01.)

다.류충호 교수 알레르기 없는 된장 개발 (경남매일,2014.09.01.)

라.류충호 경상대 교수,'알레르기 걱정없는 간장·된장'개발 (news1,2014.09.01.)

마.‘알레르기'걱정 없는 된장·간장 개발 (KNN보도,2014.09.07.)
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바.알레르기 없는 된장·간장 개발 (경남신문,2014.09.06.)

사.알레르기 걱정 없는 간장·된장 개발 (경남도민일보,2014.09.02.)

아.알레르기 걱정 없는 간장·된장 개발 (경남일보,2014.09.02.)

자.알레르기 없는 간장·된장 개발 (동양일보,2014.09.02.)

차.경상대 교수,알레르기 없는 간장·된장 개발 (연합뉴스,2014.09.01.)
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○ 「알레르기 걱정없는 우리 된장」 제품 생산 및 판매 예정 (2015)

5.상품화
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제 2절 연구 성과의 활용계획

○ 발효 조건을 달리하여 효율적으로 항원성 단백질 분해기술 개발

○ 저 알레르겐 기능성 장류 제조를 위한 발효 공정의 확립

○ 저 알레르겐 대두식품 제조를 위한 대두 발효 가공 및 발효 조건개선에 기여

○ 식품의 알레르겐 함량 측정 방법 개발 확립

○ 조직적이고 다 학문간 협력 연구를 수행함으로써 효율적 성과가 기대됨

○ 대두 민감성 환자 뿐만 아니라 대두 알레르기 유발의 사전방지를 위해 모든 소비자를 대상

으로 한 저알레르기성 대두 발효제품의 생산 가능

○ 우리 농산물을 이용한 식품 관련 산업의 활성화

○ 저 알레르겐 대두 발효물을 이용한 식품 제조로 대두 발효 식품의 이미지 상승

○ 알레르기 치료 및 예방을 도모함으로써 국민 보건 및 국민 건강을 향상 시킬 수 있으며,의

료비 절감 등의 효과를 기대할 수 있음

○ 식품전반의 알레르기성 평가 확인이 용이

○ 대두 발효를 이용한 식품 가공 산업의 매출증대

○ 저 알레르겐 식품의 제조 시 국내외적으로 시장 경쟁력이 우수

○ 기존에 없던 저알레르기성 대두발효제품 시장을 개척함으로써 기존 년매출액 4,000백만원

인 본 회사의 매출이 2배 이상 증가될 것이라 예상
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제 6장 연구개발과정에서 수집한 해외과학기술정보

1절 식품 알레르겐

○ 많은 식품 알레르겐의 1차 구조가 결정되었으며 국제면역학회연합(IUIS)은 식품 알레르기

의 권장명을 제시하였다.중요 식품 알레르겐을 표 1에 나타내었다.그 중에서도 계란,우유,

대두 등 일반적으로 흔하게 나타나는 알레르겐을 다음에 서술하였다.

Table1.중요 식품 알레르겐

                                                                  

Foodallergen Allergenname* Mass(kDa)

                                                                  

Chickenegg Gald1(ovalbumin) 45

Gald2(ovomucoid) 28

Cow'smilk αs1-casein 23

β-lactoglobulin 18.4

Soybean Glym 1A,Glym 1B 8

Glym Bd(7Sglobulin) 30

Peanut Arah1 63.5

Arah2 17.5

Brazilnut Bere1(2Salbumin) 16-16.4

Yellow mustard Sina1(2Salbumin) 15

Orientalmustard Braj1(2Salbumin) 16

Codfish Gadc1 13

Shrimp Pena1(tropomyosin) 36

Mete1(tropomyosin) 34

Parf1 39

Apple Mald1 17.7

                                                                 

*AccordingtotherecommendationsoftheIUSISubcommitteeforAllergenNomenclature.
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출처 :Kaminogawa,S.,Hachimura,S.,Nakajima-Adachi,H.,and Totsuka,M.Food

allergensandmucosalimmunesystemswithspecificreferencetorecognitionof

food allergens by gut-associated lymphoid tissue.Allergology Int'l.48:15-23

(1999)

○ 대두에 의한 알레르기는 계란이나 우유와 함께 많이 발견된다. 대두는 한국인의 식생활에

서 중요한 역할을 하고 있다.즉,된장,간장,두부 등 전통가공식품은 우리 식생활에서 없어

서 안 될 중요한 식품이다.대두는 영양적으로 단백질이 풍부한 식품인데,식품 알레르기의

원인이 되는 대두 단백질은 대두종자 자엽조직중의 저장단백질이다.대두 단백질은 원심분

리법에 의하여 분리되며,침강계수 (S)의 크기에 따라 2S-,7S-,11S-globilin으로 분류된다.

대두 알레르기 환자 혈청중의 IgE와 강하게 결합하는 성분은 대부분이 7S-globulin획분에

존재한다.더욱이 그중에서도 Glym Bd30K,Glym Bd28K,α-subunit획분에 대두 알

레르기 환자의 IgE와 높은 결합성이 인정된다.대두 알레르겐으로서 흥미로운 것은 대

두 외피중의 성분이다.

○ 스페인의 바르셀로나에서 천식이 유행한 적이 있는데,항구에서 대두의 하역시 비산한

대두성분이 그 원인임이 밝혀졌다.그 알레르겐이 동정되어 Glym 1A,Glym IB로 명

명되었다.그러나,이들 알레르겐은 식품 알레르기 환자의 경우 알레르겐이 아니었다.

코나 입으로 흡입한 경우에만 알레르겐으로 작용한다.

2절 알레르겐 저감화 제품 개발

○ 알레르기항원 제거식품(레저식품)으로는 영양 개선법에 근거해 알레르기항원 제거식품의 표

시 허가 예로는 계란,우유를 제거한「일본 햄」시리즈,계란,우유,대두를 제거시킨 「모리

나가 제과의 아비농」시리즈(비스켓 등)등이 있다.한편 인가를 받지 못한 것으로써 항원

제거식품과유사한 명칭으로 시판되는 것도 있어 금후 정비가 요망되고 있다.

○ 음식물의 알레르기항원 저감화 시 고려사항으로 알레르기항원이 식품가공에 중요한 역할을

하는 단백질인 경우,그 제거나 분해에 의해 제조된 저 알레르기항원 식품의 가공 특성은

원재료에 비해 저하된다는 점을 고려해야 한다.예로 계란의 주요한 알레르기항원인 OVA과
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회사 분해정도 분유명 특징 용도

매일
완 전 가 수

분해

Babywel l 

HA : 구 

HA 

엔파밀 LactoFree보다 한단계 업그레이드된 

신제품.

쌀, 바나나 등 소화가 잘되는 탄수화물이 에

너지원인 분유.

대개 1~2주 이내에 일시적인 이용은 가능하

나 장기간 먹이기에는 영양면에서 부적당함.

우유알레르기, 

대두 단백 알

레르기, 유당

불내성, 흡수

장애 증후군, 

만성 설사, 성

장장애, 구토, 

우유 뿐 아니
씨밀락

완 전 가 수

분해

엘리멘텀

어드밴스

0~12개월 된 유아들을 위해 바로 먹일수 있

도록 개발한 단백질 가수분해 특수제주 분유

ovomucoid제거 시 계란의 가열 응고성․기포성 등의 중요한 가공 특성이 현저히 저하된다.

밀 알레르기항원인 gluten을 효소처리 하여 저 알레르기항원 밀가루를 만들면 밀 가공제품

의 제조에 불가결한 gluten의 가공특성은 소실된다.

○ 저 알레르기항원 함유 식품으로 우유단백질을 가수분해한 저 알레르기항원 우유를 비롯하

여 쌀을 염수에 침지,가압하여 쌀의 주요 알레르기항원인 16k글로부린 등을 제거한 저 알

레르기항원 쌀이 제작되었다.염수(鹽水)세정(洗淨)에 의한 알부민/글로부린 등의 염용해성

단백질을 제거하는 밀의 저 알레르기 항원화가 시도되고 있다.가열․세정을 조합한 처리로

서 ovomucoid의 제거가 가능한 것으로 알려지고 있다.

○ 알레르기항원 저함유 품종으로 대두의 주요 알레르기항원으로 함유량이 가장 많은 Glym

Bd60K와 함께 Glym Bd28K가 결여된 변이주「도후쿠 124호」가 개발되었다.300종의

밀 품종에 대한 밀 알레르기 환자혈청 IgE와 반응성 평가에서 몇 개의 유망한 품종이 발견

되었다.

○ 신생아나 영아기에 식품 알레르기의 발생빈도가 높은 이유는 소화기의 면연계의 발달 미숙

으로 인하여 항원성을 지닌 분자량이 큰 단백질이 장점막을 비교적 잘 투과하기 때문이다.

그리하여 이러한 항원성을 가진 단백질에 의해 특이항체가 형성되므로 인해 피부,호흡기,

소화기계통의 알레르기 질환이 나타나게 된다.이와 같은 이유는 이들 단백질의 장점막투과

성을 억제시키는 분비 항체(SIgA)가 부족하고 이들 단백질로 인해 신체내 특이항체(specific

IgE)의 생성을 억제시키는 기능이 미숙하기 때문이다.따라서 이러한 문제점 때문에 저 알

레르기 분유가 많이 개발 되고 있으며 다음 표에서 회사별로 개발된 저 알레르기 분유 및

우유 알레르기를 회피하기 위하여 대두를 이용하여 제조된 분유에 관하여 나타내었다.

Table2.저알레르기 분유제품
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엔파밀
완 전 가 수

분해
엘리멘텀

카제인나트륨이 주원료인 단백질 가수분해 

특수조제분유.

모유를 먹일 수 없는 경우에 사용하며, 사용

전 반드시 소아과 전문의와 상의해야 함.

단백질 가수분해 특수분유를 먹이는 경우 우

유 단백뿐 아니라 콩, 고기, 생선, 닭고기, 쌀 

등에도 예민한 반응을 보이는 경우에 사용.

라 콩, 고기, 

생선, 닭고기, 

쌀 등에도 예

민한 반응을 

보이는 경우

매일
불 완 전 가

수분해

Babywel l 

아토케어 :

구 HA-21

알레르기 가족력이 있는 아기의 알레르기 관

리를 위한 저 항원성 특별식(저항원성 분유).

분유조제분유의 90%보다는 낮춪 60%의 유

당을 함유하고 있어 HA의 값이 비싸고 맛이 

없는점을 보완.

아토피, 우유 

알레르기 가족

력이 있는 신

생아에서 알레

르기 질환의 

예후 가능성이 

있는 경우
남양

불 완 전 가

수분해

호프알레르

기1-2

2월2일자 조선일보//저 알레르기성분유임에

도 일반분유의 정도의 우유단백이 검출파장, 

저항원성분유는 우유단백질이 완전 제거되지 

않음을 기억할 것

회사 단백질 분유명 특징 용도

매일 대두단백
Babywell 

쏘이

콩으로 만든 식물성 유아식으로 우유단백 

알레르기, 유당불내증, 갈락토세미아로 모

유나 조제분유 수유가 어려운 아기를 위

한 유아식
유단백 알레르기

나 유당을 선천적

으로 소화하지 못

하는 유당불내증, 

감기, 설사 등 감

염후에 오는 2차

성 유당불내증으

로 인해 일어나는 

알레르기, 설사 

등으로 모유나 분

유를 못먹이는 아

기를 위한 대두단

백 유아식

일동 대두단백
유기농 

쏘이

우유알레르기, 유당불내증 영유아식 대두

알레르기 환아는 피하도록 함

씨밀락 대두단백
아 이 소 밀 

어드벤스

우유 단백질이 주원료인 다른 분유와는 

달리 대두 단백질이 주원료인 분유

대두 단백, 무유당 분유로 모유나 일반유

와 영양면에서 동등하여 장기간 수유에 

적합

엔파밀 대두단백 프로소비

대두 단백, 무유당 액상유로서 모유나 일

반 분유와 영양학적 측면에서 동등.

장기간 수유에 적합함

Table3.우유 알레르기 환자용 대체식품으로 개발된 대두 분유

*출처 :블로그 식생활 카운셀-각 회사별 특수분유 비교

(http://atopyhanbang.tistory.com/entry/비공개-수정필요회사별-특수분유-비교)
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○ 식품 알레르기에 대한 최상의 대책은 알레르기를 일으키는 식품을 회피하는 것이다.이에는

안전한 식품을 선택할 수 있는 정보가 필요하다.본문에서 제시한 일본의 경우처럼 우리나

라에도 알레르기 유발식품에 대한 표시제도가 있다.그 품목은 한국인에 주로 알레르기를

유발하는 것으로 밝혀진 계란류,우유,메밀,땅콩,대두,밀,고등어,게,돼지고기,복숭아,

토마토 등 11개 식품이다.

○ 그러나 단백질 공급 식품과 쌀이나 밀처럼 주식에 해당하는 식품의 제한은 영양적 측면에

서 문제가 된다.따라서 알레르기항원의 기능적 특성 규명과 이를 기초로 한 다양한 알레르

기항원 저감화 수법이 시도되고 있다.알레르기항원 저함유 품종육성을 비롯하여 가열․가

압 및 염수처리 등의 물리화학적 방법,그리고 효소를 이용한 단백질 가수분해등 여러 방법

에 의한 항원성 저감화 식품 제조기술이 개발되고 있다.

○ 저 알레르기 장류에 관한 특허로는 항알레르기 및 저알레르기 효능을 지닌 장류의 제조 방

법(Thepreparationmethodofanti-allergicandhypoallergicfermentedsoybeanfoods)이 특허가 있

다.본 발명은 항알레르기 및 저알레르기 효능을 지닌 장류의 제조 방법에 관한 것으로,항

알레르기 효능을 지닌 천연물의 추출액을 첨가한 후 발효시킴을 특징으로 한다.

○ 본 발명의 장류 제조 방법으로 제조된 장류는 발효 과정 이후에도 첨가된 천연물 자체의

항알레르기 효능이 그대로 유지되는 동시에,발효 과정을 거치면서 대두 알레르겐을 포함한

전체 항원의 양이 기존의 장류에 비해 크게 저하되어 저알레르기 효과도 함께 나타낸다.따

라서 본 발명의 장류 제조 방법으로 제조된 장류는 콩이나 장류에 대해 알레르기를 나타내

는 사람들도 전통 장류의 좋은 성분을 섭취하는 동시에,알레르기 증상도 완화되는 효과를

얻을 수 있다고 한다.

○ 우리나라 국민의 건강에는 우리나라 고유의 전통 자연식의 섭취가 중요하다.우리가 생활하

는 환경과 피할 수 없는 식품의 오염 속에서 전통 식품의 장점은 살리면서 나아가 항 알레

르기성 기능을 부여하는 것이 필요하다고 판단된다.저 알레르기성 기능을 갖춘 된장이나

간장 등의 장류를 섭취한다면 그 자체로도 우리의 식생활의 큰 개선을 가져올 것이며,알레

르기 성향을 중화 또는 감소시킴으로써 환자들의 식생활을 개선할 수 있을 것이다.
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